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บทคัดยอ 

 งานวิจัยนี้ศึกษาผลของการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว (ULO) ใน
อาหาร Mineral Salt Medium (MSM) โดยใชจุลินทรียเดี่ยวจํานวน 4 สายพันธุ ดังนี้ A คือ 
Chryseobacterium sp., B คือ Sphingobacterium multivorum, C คือ Bacillus cereus และ D คือ 
Agrobacterium tumefaciens จุลินทรียผสมระหวาง 4 สายพันธ และกลุมเชื้อ SC9 ซ่ึงเปนจุลินทรีย
และกลุมเชื้อจุลินทรียที่คัดแยกไดจากดินที่ปนเปอน ULO ทําการทดสอบการยอยสลาย ULO ของ
เชื้อเดี่ยว 4 สายพันธุ (A, B, C, D), 2 สายพันธุ (AB, AC, AD, BC, BD, CD), 3 สายพันธุ (ABC, 
ABD, ACD, BCD), 4 สายพันธุ (ABCD) และกลุมเชื้อ SC9 เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการ
เติมเชื้อ หลังจากทําการทดลอง 7 วัน พบวา กลุมเชื้อ SC9 มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย ULO สูง
กวาเชื้อเดี่ยว และเชื้อผสม ซ่ึงสามารถยอยสลาย ULO ได 44.5% และเมื่อศึกษาปจจัยของปริมาณ
ดิน ปริมาณเชื้อเร่ิมตน คาพีเอชเร่ิมตนของดินในสภาพของเหลวเปยกและแหลงสารอาหารที่มีผล
ตอการยอยสลาย ULO โดยกลุมเชื้อ SC9 ในดินสภาพของเหลวเปยก หลังจากทําการทดลอง 7 วัน 
พบวา ชุดการทดลองที่มีการเติมกลุมเชื้อ SC9 ในอาหาร MSM มีคาพีเอชเร่ิมตนเทากับ 8.0 ที่เติม
ดิน 10% (น้ําหนักตอปริมาตร) เชื้อเร่ิมตน 15% (ปริมาตรตอปริมาตร) (NH4)2SO4 4 กรัมตอลิตร 
K2HPO4 1.8 กรัมตอลิตร และ KH2PO4 0.6 กรัมตอลิตร สามารถยอยสลาย ULO ได 61.2% 
หลังจากนั้นศึกษาความสามารถในการยอยสลาย ULO โดยการเติมกลุมเชื้อ SC9 และสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Acinetobacter calcoaceticus subsp. anitratus SM7 ในดินสภาพของเหลว
เปยกที่ผานและไมผานการฆาเชื้อ พบวาชุดการทดลองที่มีการเติมกลุมเชื้อ SC9 และสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพในดินสภาพของเหลวเปยกที่ไมผานการฆาเชื้อใหประสิทธิภาพการยอยสลาย ULO สูง
ที่สุดถึง 88.6% ภายใน 30 วันที่ทําการทดลอง และสามารถลดปริมาณสารประกอบ aliphatic 
hydrocarbon และสารประกอบ aromatic hydrocarbon ที่เปนองคประกอบใน ULO จากผลการ
ทดลองสามารถสรุปไดว ากลุม เชื้อ  SC9 และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ  A. 
calcoaceticus subsp. anitratus SM7 มีศักยภาพในการนําไปประยุกตใชในการบําบัดดินในสภาพ
ของเหลวเปยกที่มีการปนเปอนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวได  (3) 



 

Thesis Title Enhancement of Used Lubricating Oil Degradation in Soil Slurry with the 
Addition of Microbial Consortia and Biosurfactant                                                                     

Author Miss Naruemon  Meeboon 
Major Program Biotechnology 
Academic Year 2008 
 

ABSTRACT 
 

This study was conducted to evaluate the biodegradability of used lubricating oil 
(ULO) in Mineral Salt Medium (MSM) using a pure and mixed bacterial culture and SC9 
consortia of bacterial culture were isolated from oil contaminated soil. Four bacterial strains 
including Chryseobacterium sp., Sphingobacterium multivorum, Bacillus cereus and 
Agrobacterium tumefaciens were used as inoculum for ULO degradation in MSM medium in 
comparison with their mixtures and SC9 consortia. After 7 days of incubation, SC9 consortia was 
the most effective starter as evidenced by 44.5% degradation of ULO. Factors affecting ULO 
degradation by SC9 consortia in soil slurry including soil concentration, inoculum size, initial pH 
of soil slurry and nutrients source as well as with and without sterilization were studied. Maximal 
degradation rate of ULO (61.2%) was obtained when SC9 consortia was incubated in MSM 
medium at initial pH 8.0 supplemented with 10% (w/v) soil concentration, 15% (v/v) inoculum 
size, 40 g/L (NH4)2SO4, 1.8 g/L K2HPO4 and 0.6 g/L KH2PO4 for 7 days. It was found that the 
maximum degradation up to 88.6% and aliphatic fraction and aromatic fraction of ULO was 
degraded within 30 days of experiment was obtained from unsterilized soil slurry supplemented 
with SC9 consortia and crude biosurfactant produced from Acinetobacter calcoaceticus subsp. 
anitratus SM7. These results suggested that biosurfactant produced from A. calcoaceticus subsp. 
anitratus SM7 and SC9 consortia have potential for apply in soil slurry bioremediation of ULO-
contaminated soil. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

บทนําตนเรื่อง 

ในปจจุบันปโตรเลียมคือแหลงพลังงานหลักของประเทศซึ่งคิดเปนประมาณ 56% 
ของพลังงานทั้งหมด ไดมีการนําปโตรเลียมมาใชประโยชนตาง ๆ โดยเฉพาะในอุตสาหกรรม 
สํานักงานคณะกรรมการสิ่งแวดลอมแหงชาติไดจัดใหของเสียจากผลิตภัณฑปโตรเลียม และ LO
เปนของเสียอันตราย (วิภา  ตนแพง, 2546) LO ประกอบดวยสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ระเหย
งายมีผลกอใหเกิดความเปนพิษเฉียบพลันแกส่ิงมีชีวิต สวน ULO ยังประกอบดวยโลหะหนัก เชน 
Va, Pb, Al, Ni, Fe, Cr และ Zn เปนตน และสารประกอบ PAHs โดยสารเหลานี้จะกอใหเกิดความ
เปนพิษเรื้อรัง เชน การผาเหลาและกอใหเกิดมะเร็ง เปนตน (Boonchan et al., 2000) การปนเปอน
ของLOในดินหรือแหลงน้ําเปนปญหาหนึ่งที่มีผลกระทบตอส่ิงแวดลอม (Mercadé et al., 1996) 
เพราะสารไฮโดรคารบอนเหลานี้มีความสามารถในการยึดเกาะกับอนุภาคตะกอนดินใน
ส่ิงแวดลอมไดดีทําใหสารดังกลาวมีความคงทนสูง ดังนั้นเมื่อสารเหลานี้ปนเปอนในสิ่งแวดลอมจึง
เกิดการตกคางหรือสะสมอยูในสิ่งแวดลอมไดนาน (Rockne et al., 2002) การนําเทคโนโลยีชีวภาพ
มาใชบําบัดสารเคมีอันตรายมีขอดี คือราคาถูก เปนกระบวนการทางธรรมชาติ มีผลกระทบตอ
ส่ิงแวดลอมนอย และสามารถใชบําบัดในพื้นที่ไดโดยตรง (เอกวัล  ลือพรอมชัย, 2546) 

โดยทั่วไปการยอยสลายน้ํามันในธรรมชาติมีความสลับซับซอนและเกิดขึ้นชามาก 
(Regina et al., 2006) กลไกการยอยสายน้ํามันดิบโดยจุลินทรียนั้นเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดย
จุลินทรียจะออกซิไดซสารประกอบไฮโดรคารบอนที่เปนสวนประกอบในน้ํามัน แลวใหผลิตภัณฑ
สุดทายเปนกาซคารบอนไดออกไซด น้ํา และสารอินทรียอ่ืน ๆ ที่ไมเปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิต เชน 
กรดอินทรีย, แอลกอฮอล, aldehyde และ ketone เปนตน อัตราการยอยสลายของจุลินทรียจะชาหรือ
เร็วข้ึนอยูกับหลายปจจัย เชน ชนิดของน้ํามัน ซ่ึงจะมีปริมาณและชนิดของสารไฮโดรคารบอนที่
แตกตางกัน ปริมาณออกซิเจน การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ นอกจากนี้ยังมีการเติมสารที่ชวยเพิ่มอัตรา
การยอยสลายของจุลินทรียโดยการใสปุย ซ่ึงอยูในรูปไนโตรเจนและฟอสฟอรัสที่ละลายน้ําได 
นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการใชสารลดแรงตึงผิวเพื่อชวยเพิ่มอัตราการยอยสลายของจุลินทรีย 
เนื่องจากสามารถลดแรงตึงผิวระหวางน้ํามันกับน้ํา ทําใหน้ํามันกระจายตัวเปนอนุภาคเล็ก ๆ เปน
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การเพิ่มพื้นที่ผิวของน้ํามันทําใหจุลินทรียมาเกาะที่พื้นผิวของน้ํามันไดมากขึ้นจึงยอยสลายน้ํามันได
เร็วขึ้น (Kosaric, 2001; Ron and Rosenberg, 2002)  

ในประเทศไทยมีการศึกษาเกี่ยวกับปญหาการปนเปอนของ ULO โดยเฉพาะที่
ปนเปอนในดินสภาพของเหลวเปยกนั้นมีนอยมาก  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษาปจจัยที่มีผล
ตอการยอยสลายสารไฮโดรคารบอนที่เปนองคประกอบของ ULO ในดินสภาพของเหลวเปยกและ
ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย ULO โดยการเติมเชื้อจุลินทรียและสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Acinetobacter calcoaceticus subsp. anitratus SM7 ที่แยกไดจากน้ําทะเลที่
ปนเปอนคราบน้ํามันจากทะเลสาบสงขลา โดยใช n-heptadecane เปนแหลงคารบอนและใช 
NH4HCO3 เปนแหลงไนโตรเจน แลวตกตะกอนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยเอธานอล 95% เพื่อ
เปนแนวทางในการแกไขปญหาและเพิ่มประสิทธิภาพการบําบัดดินที่ปนเปอน ULO ใน
ส่ิงแวดลอมตอไป   

การตรวจเอกสาร 

1.  น้ํามันหลอล่ืน (Lubricating oil) 

โดยทั่วไปน้ํามันหลอล่ืนมีหนาที่หลอล่ืนชิ้นสวนของเครื่องยนต และมีลักษณะ
เปนแผนฟลมชวยไมใหเกิดการเสียดสีโดยตรง โดยเฉพาะถาเครื่องยนตยิ่งเรงยิ่งเกิดการเสียดสีและ
สึกหรอมากขึ้น การมีน้ํามันหลอล่ืนทําใหเครื่องยนตทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ และยังมีผล
ตอเนื่องชวยใหประหยัดเชื้อเพลิงอีกดวย นอกจากนี้การที่น้ํามันหลอล่ืนสามารถไหลผานหมนุเวยีน
ไปตามจุด    ตาง ๆ ของเครื่องยนตยังเปนการชวยระบายความรอน ชวยทําความสะอาดชิ้นสวนของ
เครื่องยนต และยังสามารถอุดชองวางระหวางชิ้นสวนตาง ๆ ปองกันการรั่วซึมของกาซไมใหความ
ดันร่ัวไหล ทําใหเครื่องยนตมีกําลังเต็มที่ 

การเสื่อมสภาพของน้ํามันหลอล่ืนมาจากสาเหตุของความสกปรกที่มารวมอยูใน
ตัวน้ํามัน เชน ฝุนละอองที่เล็ดลอดที่เขาไปในเครื่องทางหมอกรองอากาศ ทอไอดี รวมทั้งฝาเติม
น้ํามันหลอล่ืน เขมาจากการเผาไหมที่ไมสมบูรณ ไอน้ําจากการเผาไหมเชื้อเพลิง กรดซึ่งเกิดจาก
การรวมตัวของกาซบางชนิดและน้ํา น้ํามันเชื้อเพลิงที่เผาไหมไมหมด เศษโลหะที่เกิดจากการสึก
หรอ ยางเหนียวที่เกิดจากการรวมตัวของน้ํามันกับออกซิเจนในอากาศที่อุณหภูมิสูง ๆ ส่ิงตาง ๆ 
เหลานี้สะสมรวมกันในอางน้ํามันเครื่อง เมื่อการสะสมมากขึ้นก็ทําใหน้ํามันหลอล่ืนเสื่อมคุณภาพ
ลงจนไมสามารถหลอล่ืนไดดีพอ อาจกอใหเกิดปญหาการสึกหรอและทําใหเครื่องยนตเสียหายได 
ดังนั้นจึงจําเปนตองเปลี่ยนถายน้ํามันหลอล่ืนเพื่อเอาสิ่งสกปรกออกและเปนการกําจัดสิ่งสกปรก
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ออกจากเครื่องยนตไปในตัว เพื่อชวยปกปองรักษาเครื่องยนต และยืดอายุการทํางานของเครื่องยนต
ใหยาวนานขึ้น (กรมธุรกิจพลังงาน, 2550)  
 
Table 1. Components of car engine base oil. 
 

Component Ratio (%) 
Saturated fraction 
          Normal paraffin 
          Cyclic paraffin 
Aromatic fraction 
          Naphthalene 
          Fluorene 
          Benzene 
          Dibenzofuran 
          Dinaphthenebenzene 
          Dibenzanthracene 
          Naphthobenzothiophene 
          Perylene 
          Benzothiophene 
          Chrysene 
          Unknown 

                                90.9 
15.5 

                               75.4 
9.1 
1.7 
1.2 
1.1 
1.0 
0.8 
0.6 
0.3 
0.2 
0.2 
0.1 
1.9 

ที่มา : Koma และคณะ (2001) 
 

น้ํามันหลอล่ืนพื้นฐาน (base oil) สวนใหญไดมาจากน้ํามันปโตรเลียม เรียก
โดยทั่วไปวา น้ํามันแร สามารถจําแนกประเภทไดตามประเภทของไฮโดรคารบอน ไดแก paraffins 
ทั้งแบบโซตรง ประเภท aliphatic และแบบสาขา ประเภท aromatic เชน naphthenes หรือ 
naphthanics ซ่ึงมีโครงสรางแบบวงแหวนเปน cycloparaffins นอกจากนี้สถาบันปโตรเลียมแหง
สหรัฐอเมริกา (American Petroleum Institute : API) ยังแบงกลุมน้ํามันหลอล่ืนพื้นฐานประเภท
น้ํามันแรตามคุณสมบัติคาดัชนีความหนืด คากํามะถัน และปริมาณสารไฮโดรคารบอนอ่ิมตัว          
(กรมธุรกิจพลังงาน, 2550) สารหลอล่ืนแบงตามสถานะแบงออกไดเปนสี่ชนิด คือ กาซ ของเหลว 
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สารกึ่งแข็ง (semi - solid) และของแข็ง สารหลอล่ืนที่เปนของเหลวจะใชกันมากที่สุด และรองลงมา
คือ สารกึ่งแข็งไดแก จาระบี ซ่ึงองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืนพื้นฐานที่ไดมาจากน้ํามัน
ปโตรเลียมแสดงใน Table 1 

การที่สารหลอล่ืนที่เปนของเหลวนิยมใชกันแพรหลายมากนั้นเพราะสามารถแยก
ผิววัตถุทั้งสองไดอยางสมบูรณและสามารถรับแรงที่กระทําไดมาก ของเหลวที่ใชเปนสารหลอล่ืนมี
น้ํา สาร ละลายที่ใชน้ําเปนตัวทําละลาย (aqueous solution), mineral oil และน้ํามัน
สังเคราะห (synthetic oil) ในบรรดาสารหลอล่ืนที่เปนของเหลวนี้น้ําจะมีการใชงานคอนขาง
จํากัด เชน ใชในการหลอล่ืน    แบริงไม หรือแบริงยางของกังหันวิดน้ํา  หรือเครื่องสูบน้ําบาง
ประเภท สวนสารละลายที่ใชน้ําเปนตัวทําละลายจะใชเฉพาะในการหลอล่ืนชิ้นงานของ
เครื่องกลึง   เครื่องเจียระไนและเครื่องไสเปนหลัก สําหรับสารหลอล่ืนที่เปนของเหลวที่ใชกันมาก
ก็คือ น้ํามันหลอล่ืนซึ่งจะมีอยู 2 ชนิดไดแก น้ํามันแรและน้ํามันสังเคราะห  (วีระศักดิ์ กรัยวิเชียร, 
2550) 

1.1 น้ํามันแร                                                          
  น้ํามันแรเปนน้ํามันหลอล่ืนที่ไดจากกระบวนการกลั่นน้ํามันดิบ น้ํามันหลอล่ืน

ไดมาจากสวนที่หนืดของน้ํามันดิบที่เหลือจากการกลั่นเอาสวนที่เบา ไดแก กาซ น้ํามัน
เบนซิน น้ํามันกาดและน้ํามันดีเซลออกไปโดยหอกลั่นลําดับสวน กระบวนการผลิตน้ํามันหลอล่ืน
จากน้ํามันดิบเริ่มตนจากการนําเอาสวนที่เหลือจากหอกลั่นลําดับสวนเขาไปกลั่นอีกครั้งหนึ่งในหอ
กล่ันสุญญากาศ (vacuum tower) เพื่อแยกสวนที่เหลือจากหอกลั่นลําดับสวนออกเปนผลิตภัณฑตาง 
ๆ ที่มีจุดเดือด (boiling  point) เหมือนกัน โดยความดันในหอกลั่นสุญญากาศจะมีคาต่ํากวาหนึ่ง
สวนสิบของความดันบรรยากาศ ทั้งนี้เพื่อไมใหเกิดการแยกสลาย (cracking) ที่อุณหภูมิสูง 
คุณสมบัติสําคัญที่ถูกควบคุมโดยการกลั่นสุญญากาศก็คือความหนืด (viscosity) จุดวาบ
ไฟ (flash point) และกากคารบอน (carbon residue) ซ่ึงก็จะไดผลิตภัณฑที่มีความหนืดตาง ๆ กัน
ออกมา หลังจากที่ออกจากหอกลั่นสุญญากาศแลวก็จะนําไปผานกระบวนการตาง ๆ เพื่อแยกสวนที่
ไมตองการออกใหเหลือผลิตภัณฑหรือน้ํามันหลอล่ืนที่มีคุณสมบัติตามตองการ ตัวอยางของ
กระบวนการเหลานี้ไดแก กระบวนการแยกยางมะตอยออกโดยการใชโพรเพนเปนสารละลาย 
(propane deasphalting) กระบวนการแยกเอาสารประกอบอะโรมาติก (aromatic compounds) ออก
จากพวกที่ไมใชอะโรมาติก (non-aromatic compound) ซ่ึงเปนการเพิ่มคุณสมบัติของน้ํามันหลอล่ืน 
ไดแก การเพิ่มเสถียรภาพในดานความรอนและการรวมตัวกับออกซิเจน และเพิ่มดัชนีความ
หนืด (viscosity index) กระบวนการตอไปก็คือ กระบวนการแยกเอาไขออก (dewaxing) เพื่อลดจุด
ไหลเทใหต่ําลง ใหสามารถใชงานไดที่อุณหภูมิต่ํา สวนกระบวนการสุดทายก็คือ การเติมไฮโดรเจน 
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(hydro-finishing) เพื่อเปลี่ยนโครงสรางของโมเลกุลของสารที่ทําใหเกิดสีและสารที่ไมเสถียรทําให
น้ํามันหลอล่ืนมีสีจางลง และชวยเพิ่มคุณสมบัติบางประการ 

1.2 น้ํามันสงัเคราะห 
น้ํามันหลอล่ืนพื้นฐานประเภทน้ํามันแรที่ไดจากกระบวนการกลั่นน้ํามันดิบนั้น 

แมวาจะผานกระบวนการมากมายที่ใชกําจัดสิ่งที่ไมตองการออกไป แตน้ํามันหลอล่ืนพื้นฐานที่ได
ออกมานั้นยังคงเปนของผสมของสารประกอบหลายตัว ซ่ึงไมมีทางที่จะเลือกเอาเฉพาะสารที่มี
คุณสมบัติดีที่สุดได หรือถามีก็จะไดผลผลิตต่ําใหการผลิตไมคุมคา ดังนั้นน้ํามันหลอล่ืนพื้นฐาน
ประเภทน้ํามันแรจึงมีคุณสมบัติเฉลี่ยของของผสมซึ่งประกอบดวยสารประกอบที่เหมาะสมมาก
ที่สุด เปนผลใหน้ํามันแรมีขอจํากัดในการนําไปใชงาน 

จากเหตุผลดังกลาวขางตน จึงไดมีการพัฒนาน้ํามันหลอล่ืนพื้นฐานประเภทน้ํามัน
สังเคราะหขึ้นมา น้ํามันสังเคราะหเปนน้ํามันพื้นฐานที่ไดจากกระบวนการทางเคมี ซ่ึงเปนการ
รวมตัวของสารประกอบที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําใหไดน้ํามันที่มีความหนืดเพียงพอที่จะใชเปนสาร
หลอล่ืน โดยสารประกอบเริ่มตนที่ใชในการผลิตน้ํามันสังเคราะหมักไดมาจากผลิตภัณฑ
ปโตรเลียม และเนื่องจากน้ํามันสังเคราะหเปนน้ํามันที่ทําขึ้นจากกระบวนการเคมีจึงสามารถ
ควบคุมใหมีโครงสรางโมเลกุลตามที่ตองการและมีคุณสมบัติตามที่คาดหวังไวได แมวาน้ํามัน
สังเคราะหจะมีคุณสมบัติโดยท่ัวไปดีกวาน้ํามันแรก็ตาม แตสําหรับการนําไปใชงานบางประเภท 
น้ํามันสังเคราะหก็อาจจะยังไมมีคุณสมบัติที่เหมาะสมทุกดาน จึงจําเปนตองมีการปรับปรุงคุณภาพ
ของน้ํามันสังเคราะห โดยการใสสารเพิ่มคุณภาพเขาไปเชนเดียวกับการปรับปรุงคุณภาพของน้ํามัน
แร 
 สารเพิ่มคุณภาพที่ใชในการปรับปรุงคุณภาพของน้ํามันหลอล่ืนพื้นฐานโดยทั่วไป
เปนสารประกอบทางเคมีซ่ึงที่ใชกันอยูในปจจุบันมีอยูหลายตัว สารเพิ่มคุณภาพแตละตัวจะมี
วัตถุประสงคในการปรับปรุงคุณภาพของน้ํามันหลอล่ืนพื้นฐานเฉพาะอยาง โดยแบงตามผลที่มีตอ
น้ํามันหลอล่ืนพื้นฐานออกไดเปน 3 กลุม คือ กลุมแรกจะเปนสารเพิ่มคุณภาพที่ใหคุณสมบัติใหมที่
เปนประโยชนตอน้ํามันหลอล่ืนพื้นฐาน กลุมที่สองเปนสารเพิ่มคุณภาพที่ปรับปรุงคุณสมบัติที่มีอยู
แลวใหดีขึ้น และพวกสุดทายเปนสารเพิ่มคุณภาพที่ทําหนาที่ในการลดการเปลี่ยนแปลงที่ไม
ตองการ  

การที่จะเติมสารเพิ่มคุณภาพตัวใดและจํานวนเทาใดลงไปในน้ํามันหลอล่ืน
พื้นฐานนั้นจะขึ้นอยูกับลักษณะของการนําไปใชงาน โดยจะตองคํานึงถึงผลขางเคียงที่เกิดขึ้นดวย 
เนื่องจากสารเพิ่มคุณภาพบางตัวแมวาจะทําใหคุณสมบัติประการใดประการหนึ่งดีขึ้น แตก็อาจจะ
ทําใหคุณสมบัติประการอื่นเสื่อมลงไป โดยเฉพาะอยางยิ่งถาใสเขาไปมากเกินไปหรือถาสารเพิ่ม
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คุณภาพนั้นไปทําปฏิกิริยากับสารเพิ่มคุณภาพแตละตัวจึงตองมีสัดสวนที่เหมาะสม เพื่อให
น้ํามันหลอล่ืนทํางานไดอยางดีที่สุด  และจะตองมีการทดสอบใหแนใจวาจะไมมีผลขางเคียงที่ไม
ตองการเกิด ขึ้น ซ่ึงในกรณีทั่ว ๆ ไปจึงไมมีความจําเปนที่จะตองเติมสารเพิ่มคุณภาพเขาไปอีก 
 น้ํามันหลอล่ืนมีองคประกอบเปนไฮโดรคารบอนที่มีจํานวนอะตอมของคารบอน
ในโมเลกุลตั้งแต C12-C25 มีประมาณ 16.58% และ >C25 มีประมาณ 83.42% (Kim et al., 2003a) 
น้ํามันหลอล่ืนมีสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีขั้ว (polar fraction) มีประมาณ 4-8% คุณสมบัติ
ของการมีขั้วนี้เกิดจากสารประกอบ aromatic hydrocarbon ซ่ึงมีธาตุชนิดตาง ๆ เปนองคประกอบ 
(Rafael, 1988) คุณสมบัติของ ULO แสดงใน Table 2 
 
Table 2. Properties of ULO. 
 

Characteristic Values 
Elemental (wt.%) 
C 
H 
N 
S 
Ash 
Dynamic viscosity (m2s-1) 
Density (20°C, g cm-3) 
Gravity (15.6/4) 
Paraffin (wt.%) 
Naphtha (wt.%) 

 
81.50 
11.95 
0.12 
0.19 
0.63 
0.50 

0.8797 
0.8833 

58 
42 

ที่มา : Kim และคณะ (2003b)  
 
 การปรับปรุงคุณภาพน้ํามันหลอล่ืนที่ใชแลวใหมีคุณสมบัติที่สามารถนําไปใช
ใหมไดโดยผานกรรมวิธี 2 วิธี คือ (สิริพร  แกนสียา, 2546) 
 กรรมวิธีที่หนึ่ง น้ํามันใชแลวผานการบําบัดทางกายภาพและทางเคมี โดยใชกรด
ซัลฟวริกและ fuller earth ในปริมาณ 10% โดยปริมาตรและ 10% โดยน้ําหนักตามลําดับ เปนการ
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ฟอกสีและกําจัดองคประกอบตาง ๆ  ที่ไมเสถียร ตลอดจนสิ่งเจือปนอื่น ๆ ที่ทําใหน้ํามันเสื่อม
คุณภาพ 
 กรรมวิธีที่สอง เปนวิธีการบําบัดดวยไฮโดรเจน ตัวเรงปฏิกิริยาที่ใชมี 3 ชนิด 
ไดแก ตัวเรงปฏิกิริยา raney-nickel, nickeloxide molybdenumtrioxide บนตัวรองรับอลูมินา และ
ตัวเรงปฏิกิริยา nickeloxide tungstentrioxide บนตัวรองรับอลูมินา ตัวเรงปฏิกิริยา raney-nickel มี
ราคาถูกสามารถใชบําบัดน้ํามันไดดีและสามารถแยกออกจากน้ํามันไดงาย ความเขมขนของตัวเรง
ปฏิกิริยาที่เหมาะสมในการบําบัด คือ 4% น้ํามันที่ไดจากกรรมวิธีดังกลาวมีคุณสมบัติที่ดี โดยมี
ปริมาณซัลเฟอรลดลงและดัชนีความหนืดของน้ํามันมีคาเพิ่มขึ้น 

2. การปนเปอนของ LO 

 การใชประโยชนจากผลิตภัณฑจากปโตรเลียมไฮโดรคารบอนมีเพิ่มขึ้น ทําใหการ
ปนเปอนของน้ํามันดีเซลและ LO ในดินกลายเปนปญหาใหญในสิ่งแวดลอม (Mandri and Lin, 
2007) การใชน้ํามันหลอล่ืนทั้งที่ใชในยานพาหนะ อุตสาหกรรมและกิจกรรมอื่น ๆ ทําใหเกิดน้ํามัน
ที่ใชแลวเหลือทิ้งเปนจํานวนมาก โดยมีปริมาณ 1.7-8.8 ลานตันแกลลอนตอป (Nikolopoulou et al., 
2007)  
 ลักษณะการแพรกระจายสูบริเวณหรือพื้นที่ขางเคียงของ LO นั้นเกิดไดอยาง
รวดเร็ว เพราะน้ํามันมีลักษณะเปนของเหลว ซ่ึงการแพรกระจายนั้นขึ้นอยูกับปจจัยตาง ๆ หลาย
ปจจัย (ชรัตน  รุงเรืองศิลป, 2533) 

 2.1 ประเภทของการรั่วไหล (type of spill) และอัตราการไหล (flow rate)  
  ประเภทของการรั่วไหลและอัตราการไหลของน้ํามันจะเปนตัวกําหนดการ
แพรกระจายของน้ํามันในสิ่งแวดลอม โดยการรั่วไหลอยางตอเนื่องจะทําใหคราบน้ํามันมีโอกาส
แพรกระจายเปนบริเวณกวาง บางสวนจะซึมลงตามชองวางของดินและบางสวนจะซึมออกตาม
ดานขางของชั้นดินตามชองวางหรือรอยแตกแยกของเนื้อดิน 
 การปนเปอนของ ULO หรือสารประกอบไฮโดรคารบอนอื่น ๆ เมื่อหกหรือ
ร่ัวไหลลงบนพื้นดิน บางสวนจะซึมลงตามชองวางของดิน (permeable soil) ลงตามแนวดิ่งตามแรง
โนมถวงของโลก และบางสวนจะซึมออกดานขางของชั้นดินตามชองวางหรือรอยแยก ใน
กระบวนการไหลซึมของน้ํามันลงสูดินจะสามารถซึมผานไดในชวงแรกเทานั้นและเมื่อระยะเวลา
ผานไปชวงระยะหนึ่งดินจะไมยอมใหน้ํามันซึมผาน เนื่องจากดินบริเวณนั้นเกิดการอิ่มตัวดวย
น้ํามันขึ้น ทั้งนี้อาจขึ้นอยูกับลักษณะทางกายภาพของดิน เชน เนื้อดิน (soil texture) ความหนาแนน
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ของดิน (soil density) ความพรุนของดิน (soil porosity) เปนตน รวมทั้งชนิดและปริมาณของน้ํามัน
ที่ซึมลงดิน โดยดินที่มีการยอมใหผานของดิน (soil permeability) สูง จะมีรูปแบบของน้ํามันที่ซึม
ลงในดินคลายทรงกระบอก สวนดินที่มีชองวางในดินนอยจะมีรูปแบบคลายทรงกรวย (ชรัตน  
รุงเรืองศิลป, 2533) 

อัตราการแทรกซึม (rate of penetration) ของน้ํามันลงในดินจะสูงหรือต่ําขึ้นอยูกับ
คุณสมบัติของน้ํามัน และคุณสมบัติทางกายภาพของดินนั้น ๆ เชน ชนิดของดิน ซ่ึงดินแบงออกเปน 
3 ชนิด ตามขนาดของอนุภาคตาง ๆ ที่รวมตัวกันเปนเม็ดดิน (กรมสงเสริมคุณภาพสิ่งแวดลอม) 
ดังนี้  

2.1.1 ดินเหนียว (< 5 ไมโครเมตร) เปนดินที่มีขนาดของอนุภาคเล็กที่สุด มีดินเหนียว
ประกอบอยูตั้งแต 40% ขึ้นไป โดยทั่วไปเปนดินที่มีลักษณะเม็ดเล็ก ละเอียด และมีชองวางในเนื้อ
ดินนอย ล่ืนมืออุมน้ําไดดีทําใหการระบายน้ําและอากาศไดไมดี  

2.1.3 ดินรวน (5-75 ไมโครเมตร) มีเนื้อดินคอนขางละเอียด ดินที่มีสวนประกอบดินทราย 
โคลนตม และดินเหนียวโดยปริมาณดินเหนียวและดินทรายไมมากนัก เม็ดดินขนาดพอเหมาะ 
ฉะนั้นน้ําและอากาศจึงไหลผานดินรวนไดดีกวาดินเหนียว มีการระบายน้ําไดดีปานกลาง เปนเนื้อ
ดินที่มีความอุดมสมบูรณ 

2.1.2 ดินทราย (>75 ไมโครเมตร) เปนดินที่มีอนุภาคของทรายมาก มีทรายประกอบอยูตั้งแต 
70% ขึ้นไปโดยน้ําหนัก ดินมีลักษณะเปนเม็ดใหญ และมีอากาศในเนื้อดินมาก น้ําซึมผานไดงายจึง
มีความชื้นในดินนอย ทําใหมีการระบายน้ําและอากาศดี อุมน้ําไดนอย  
 ดังนั้นดินที่มีกรวดหรืออนุภาคทรายหยาบ (gravel or coarse sand) สูง น้ํามัน
สามารถแทรกซึมผานในอัตราที่สูงกวาดินที่มีอนุภาคดินเหนียว (clay) สูง  
 LO ที่แพรกระจายสูบริเวณขางเคียงนั้นจะเกิดการระเหยขึ้น ซ่ึงน้ํามันจะเริ่มตน
ระเหยทันทีที่ร่ัวไหลออกจากภาชนะที่เก็บ โดยน้ํามันชนิด light oil จะมีอัตราการระเหยไดเร็วกวา
น้ํามันชนิด heavy oil ซ่ึงอัตราการระเหยของน้ํามันจะเร็วในชวงแรกเนื่องจากสารระเหย (volatile) 
จะระเหยออกจากมวลน้ํามัน จนเหลือสารที่ไมระเหย (non-volatile) ซ่ึงน้ํามันสวนนี้ เรียกวา 
Mousse เปนน้ํามันที่มีความถวงจําเพาะสูง และความหนืดสูง 

2.2  ประเภทของน้ํามัน (type of oil)  
 คุณสมบัติเฉพาะตัวของน้ํามันแตละชนิดทําใหขนาดของพื้นที่ที่แพรกระจายไม
เทากัน แมวาจะมีการรั่วไหลในปริมาณที่เทากัน เชน น้ํามันดิบ และผลิตภัณฑน้ํามัน (Petroleum 
products) เชน น้ํามันเบนซิน ดีเซล น้ํามันเตา เปนตน เมื่อร่ัวไหลในปริมาณที่เทากัน ขนาดพื้นที่ที่



 
 
 
 

9

แพรกระจายจะไมเทากัน ทั้งนี้ เพราะมีคุณสมบัติที่แตกตางกัน  โดยเฉพาะดานความหนืด 
(Kinematic viscosity) กลาวคือ น้ํามันเตา (Fuel oil) ที่มีความหนืดสูงกวาน้ํามันชนิดอื่น ๆ จะมีแรง
ตานการไหลสูงกวาน้ํามันชนิดที่มีความหนืดต่ําจึงทําใหแพรกระจายในบริเวณแคบ ๆ แตจะมีอัตรา
การแทรกซึมของน้ํามันลงในชั้นดินจะสูง 

 2.3 ลักษณะของสภาพพื้นท่ี (type of location)  
 ลักษณะของสภาพพื้นที่จะมีอิทธิพลสําคัญตอการแพรกระจายของน้ํามันเปนอยาง
มาก กลาวคือพื้นที่ที่มีความลาดชันจะมีผลทําใหน้ํามันแพรกระจายไดเร็วกวาในสภาพพื้นที่ที่เปนที่
ราบ 

 2.4 ระยะเวลาที่เกิด (time of occurrence)  
 การแพรกระจายของน้ํามันครอบคลุมพื้นที่กวางไกลมากนอยเพียงใดนั้น
ระยะเวลาที่เกิดการรั่วไหลจะเปนตัวช้ีวัดอยางหนึ่งที่ชวยใหคาดการณเปนไปอยางถูกตอง เชน 
พื้นที่แพรกระจายขของน้ํามันในชั้นดินใน 24 ช่ัวโมงแรกจะมีขนาดพื้นที่ระหวาง 40-70% ของ
พื้นที่แพรกระจายในขั้นสุดทาย และใน 7 วัน จะมีขนาดพื้นที่ระหวาง 60-90% ของพื้นที่
แพรกระจายในขั้นสุดทาย 

3. การกําจัดสารประกอบไฮโดรคารบอน 

 การเกิดน้ํามันร่ัวไหลลงสูสภาพแวดลอมทั้งทางบกและทางน้ํา ลักษณะและความ
รุนแรงของผลกระทบยอมจะแตกตางกัน ดังนั้นในการควบคุมหรือกําจัดน้ํามันที่ ร่ัวไหลสู
สภาพแวดลอม จําเปนตองทราบถึงคุณสมบัติของน้ํามันแตละชนิดเสียกอน (ชรัตน  รุงเรืองศิลป, 
2533) การกําจัดน้ํามันที่ปนเปอนในดินโดยเชื้อจุลินทรียและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ สามารถกําจัด
น้ํามันที่ปนเปอนในดินได ซ่ึงสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถผลิตไดจากจุลินทรียที่มีอยูเดิมใน
ธรรมชาติ   ( Fry et al., 1993) 

การกําจัดสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอมสามารถทําได
หลายวิธีตามความเหมาะสมของแตละพื้นที่ แตปกติแลวสามารถแบงออกเปน 3 วิธีหลักคือ 

3.1 วิธีการทางกายภาพ (physical method) 
เปนวิธีการควบคุม กําจัด และเก็บกวาดคราบน้ํามันดวยวิธีกลหรืออุปกรณ

เครื่องมือ อุปกรณแตละชนิดมีหลักการและประสิทธิภาพในการทํางานแตกตางกัน และในบาง
พื้นที่จําเปนตองใชเครื่องมือมากกวา 1 ชนิด ทํางานรวมกันในลักษณะผสมผสานกัน วิธีทาง
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กายภาพ เชน soil vapor extraction เปนวิธีการบําบัดโดยการดูดสารไฮโดรคารบอนที่ระเหยไดออก
จากดิน ซ่ึงการบําบัดจะไดผลดีในดินที่มีความพรุนสูง ดังนั้นดินที่มีความพรุนต่ําหรือแนนทึบ
สามารถเพิ่มความพรุนและรอยแตกราวดวยเทคนิคตาง ๆ เชน การใชน้ําหรืออากาศความดันสูงอัด
ลงในชั้นดินเพื่อทําใหเกิดรอยราว เปนตน (Høier et al., 2009) 

3.2 วิธีการทางเคมี (chemical method) 
สารเคมีกําจัดคราบน้ํามัน (oil dispersant) มีสวนประกอบของสารลดแรงตึงผิว 

(surfactant) และตัวทําละลาย บางชนิดยังมีสวนผสมของสารที่สามารถควบคุมการแผกระจายของ
คราบน้ํามันที่แตกตัวในน้ํา โดยสารเคมีกําจัดคราบน้ํามันจะทําใหความแตกตางของแรงตึงผิว
ระหวางน้ํากับน้ํามันลดลงจนแรงตึงผิวของน้ํามันใกลเคียงกับน้ํา การนําสารเคมีกําจัดคราบน้ํามัน
ไปใชโดยการฉีดพนลงบนคราบน้ํามันทําใหน้ํามันเกิดการแตกตัวเปนหยดเล็ก ๆ ซ่ึงจุลินทรีย
สามารถยอยสลายและนําไปใชเปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญได อยางไรก็ตามเนื่องจาก
สารเคมีกําจัดคราบน้ํามันประกอบดวยสารลดแรงตึงผิวที่สังเคราะหทางเคมีและมีตัวทําละลายเปน
องคประกอบซึ่งยอยสลายยากและเปนพิษตอส่ิงมีชีวิต (Healy et al., 1996) วิธีทางเคมีที่ใชในการ
กําจัดสารประกอบไฮโดรคารบอน ไดแก  

3.2.1 การใชตัวทําละลายเคมี เปนวิธีการดึงสารประกอบไฮโดรคารบอนออกมาจากดินหรือ
น้ําที่ปนเปอน เชน hydroxypropyl[ß]cyclodextrin (HPCD) (Oleszczuk, 2009), n-butanol (Kelsey 
et al., 1997) และการใชสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห (surfactant extraction) (Volkering et al., 1997) 
เชน Triton X-100, Brij 30 และ Tween 80 (Kim et al., 2001) เปนตน   

3.2.2 การใชตัวดูดซับท่ีเปนของแข็ง เปนวิธีการดูดจับกับสารประกอบไฮโดรคารบอนในดิน
หรือน้ําที่ปนเปอน เชน วิธี solid phase extraction (Cuypers et al., 2002)  ชนิดของตัวดูดซับ เชน 
silica sorbents, polymeric, carbon-based และ Tenax TA (Cornelissen et al., 1998) เปนตน 

นอกจากนี้ยังมีการใชโอโซนในการกําจัดสารประกอบไฮโดรคารบอน (Javorská 
et al., 2009) โดยโอโซนจัดเปนสารออกซิแดนท (oxidant) ที่แรง เมื่อละลายอยูในน้ําจะเกิดการ
แพรเขาไปยังผิวและในรูพรุนของดินทําใหเกิดการออกซิไดสของ PAHs ไดสารตัวกลาง หรือ
ผลิตภัณฑ ซ่ึงอยูในรูปของสารประกอบที่มีหมูฟงกชันของกรดคารบอกซิลิก  phenyl, aldehyde 
และ ketone  ซ่ึงมีความสามารถในการละลายน้ําไดดีกวาสารประกอบไฮโดรคารบอน และ
ผลิตภัณฑ หรือสารตัวกลางที่เกิดขึ้นเหลานี้สามารถทําปฏิกิริยาตอเนื่องกับโอโซนเกิดเปนสาร
ผลิตภัณฑที่มีขนาดโมเลกุลเล็กลงไดหลายชนิดซึ่งสารผลิตภัณฑเหลานี้สามารถยอยสลายตอโดย
ทางชีวภาพ (Hong et al., 2008)  



 
 
 
 

11

3.3 วิธีการทางชีวภาพ (biological method)  
วิธีนี้เปนการใชส่ิงมีชีวิต เชน แบคทีเรีย รา ยีสต และสาหรายในการยอยสลาย

สารประกอบไฮโดรคารบอน (Lindstom and Braddock, 2002; Gorda et al., 2007) โดยส่ิงมีชีวิต
เหลานี้จะใชสารประกอบไฮโดรคารบอนในกระบวนการเมแทบอลิซึมซึ่งตองใชเวลาในการยอย
สลายคอนขางนาน ดังนั้นการเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายใหเปนไปอยางรวดเร็วจําเปนตอง
ควบคุมอุณหภูมิ ออกซิเจน ธาตุอาหารที่สําคัญ เชน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัสใหเหมาะสม โดย    
จุลินทรียที่มีความจําเพาะตอสารประกอบไฮโดรคารบอนจะชวยใหการยอยสลายสามารถดําเนนิไป
ไดอยางรวดเร็ว (Boopathy, 2000) 

การยอยสลายโดยชีววิธี (bioremediation) เปนวิธีการใชส่ิงมีชีวิตโดยเฉพาะ         
จุลินทรียในการกําจัดสารประกอบอินทรียที่เปนอันตรายในสิ่งแวดลอม เชน ดินที่ปนเปอนดวย
สารประกอบอินทรีย รวมถึงสารประกอบไฮโดรคารบอนใหมีความเปนพิษนอยลง หรืออันตราย
นอยลง เชน ทําใหกลายเปนคารบอนไดออกไซด และน้ํา (Wilson and Jones, 1993)  

3.3.1 วิธีการบําบัดสิ่งแวดลอมทางชีวภาพ 
วิธีการบําบัดสารปนเปอนในสิ่งแวดลอมโดยใชกระบวนการทางชีวภาพนั้น

ประกอบดวย 2 วิธีการหลัก (Suthersan, 1999) คือ  
3.3.1.1 Biostimulation เปนการกระตุนใหจุลินทรียที่มีอยูในดินนั้นมีการเจริญ และมี

ความสามารถในการยอยสลายสารพิษไดดีขึ้น ไดแก การเติมสารอาหาร เชน ไนโตรเจน 
ฟอสฟอรัส การใหออกซิเจนลงในบริเวณที่มีการปนเปอน รวมถึงการเติมสารลดแรงตึงผิว จะชวย
เพิ่มการละลายสารไฮโดรคารบอนทําใหแบคทีเรียสามารถยอยสลายไดงายขึ้น (Haigh, 1996) ใน
บางกรณีการเติมเศษวัสดุเหลือใชทางการเกษตรหรือมูลสัตว จะเปนการเพิ่มปริมาณสารอาหารและ
ปริมาณออกซิเจน ทําใหเกิดการถายเทอากาศ ปรับสภาวะใหเหมาะสมตอการดํารงชีวิตของ
ส่ิงมีชีวิตบริเวณนั้น อีกทั้งยังชวยลดความสามารถของสารประกอบไฮโดรคารบอนในการเขาจับ
กับอนุภาคดิน ทําใหสารประกอบไฮโดรคารบอนเคลื่อนที่แทรกเขาสูอนุภาคดินไดชาลง จุลินทรีย
จึงนําไปใชประโยชนไดรวดเร็ว (Kästner and Mshro, 1996) และการปนเปอนของสารเคมีในดิน
เปนระยะเวลานานจะทําใหจุลินทรียประจําถ่ินมีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารปนเปอนนั้น ๆ 
ไดหากมีระบบการจัดการที่ดี (Vidali, 2001) 

3.3.1.2 Bioaugmentation เปนวิธีที่ชวยสงเสริม หรือเพิ่มประสิทธิภาพในการยอย
สลายสารพิษที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม ซ่ึงเปนการเติมจุลินทรียที่มีความสามารถในการเปลี่ยน
โครงสราง (biotransformation) หรือยอยสลายสารพิษ (biodegradation) ลงในบริเวณที่มีการ
ปนเปอนสารนั้น ๆ ซ่ึงบริเวณดังกลาวอาจไมพบจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพ หรือจุลินทรียที่ไดรับ
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การปรับปรุงสายพันธุโดยใชเทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรม  (genetically engineered 
microorganism, GEM) ในการยอยสลายสารในบริเวณพื้นที่บําบัดจึงจําเปนตองอาศัยกิจกรรมของ 
จุลินทรียตางถิ่น (exogenous microorganisms) เพื่อกระตุนใหเกิดกระบวนการยอยสลาย 
(Watanabe, 2001) โดยวิธีการนี้มีปจจัยหรือขอจํากัดที่ควรคํานึงถึงสําหรับการนําจุลินทรียดังกลาว
ไปใชในสิ่งแวดลอมจริง ไดแก จุลินทรียที่จะนําไปใชนั้นอาจไมใชจุลินทรียที่มีอยูในบริเวณที่
ตองการกําจัดสารพิษ ทําใหเกิดภาวะการแขงขันระหวางจุลินทรียตางถ่ินกับจุลินทรียที่อยูประจํา
ถ่ิน (indigenous microorganisms) ดังนั้นจุลินทรียตางถ่ินจะตองสามารถเพิ่มจํานวนและอยูรอดได
ในสิ่งแวดลอมนั้น ๆ (Vidali, 2001) 

Straube และคณะ (2003) ศึกษาการใชแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa strain 
64 ซ่ึงเปนสายพันธุที่ไมสามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนรวมกับการเติมสารอาหาร 
(biostimulation/bioaugmentation) เพื่อเพิ่มอัตราการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนที่
ปนเปอนในดิน พบวา สารประกอบไฮโดรคารบอนลดลง 87% และ benzo[a]pyrene ลดลง 67% 
และเมื่อขยายขนาดการทดลอง  พบวา สารประกอบไฮโดรคารบอนลดลง 86% และ 
benzo[a]pyrene ลดลง 87% ในเวลา 16 เดือน  

3.3.2 การบําบัดดินท่ีปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอน 
3.3.2.1 In-situ treatment เปนการบําบัดโดยการขุดบอ หลุมผานตลอดแนวที่

ปนเปอนแลวฉีดพนสารละลายที่มีสารอาหารพรอมจุลินทรียที่ใชในการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนใหซึมผานตามชั้นดิน แตมีขอจํากัด คือ ทําการควบคุมอุณหภูมิไดยาก และมี
ขอจํากัดเรื่องชนิดของดิน (Boopathy, 2000) 

3.3.2.2 Ex-situ treatment เปนการบําบัดดินที่ปนเปอนดวยการนําดินที่ปนเปอน
ออกมาบําบัดนอกแหลงที่ปนเปอน ดวยการเติมสารอาหาร หรือจุลินทรียที่สามารถยอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคารบอนได (Boopathy, 2000) 

3.3.2.3 Bioreactor เปนการบําบัดดินหรือน้ําที่ปนเปอนดวยการนําดินหรือน้ําที่
ปนเปอนออกมาบําบัดในถังปฏิกรณ (bioreactor) โดยวิธีนี้สามารถยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนไดผลดีกวาการยอยสลายในดินแหง เนื่องจาก slurry phase จะสงเสริมการขนถาย
มวลโมเลกุล จุลินทรียสามารถใชสารอาหารและมีการกระจายตัวของออกซิเจนไดดีกวาในดินแหง
ทําใหอัตราการยอยสลายในดินสภาพของเหลวเปยกเร็วและใชระยะเวลานอยกวาวิธีอ่ืน ๆ (Shailaja 
et al., 2007; Prasanna et al., 2008) อีกทั้งสามารถกําหนดสภาวะที่เหมาะสมตอการยอยสลาย เชน 
กําหนดใหเปนสภาวะที่มีอากาศ (Pour et al., 2005; Prasanna et al., 2008) หรือสภาวะที่ไมมีอากาศ
ในการยอยสลาย (Mohan et al., 2009; Morris et al., 2009) และสามารถผสมดินที่มีการเติม
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สารอาหารที่จําเปนและสารลดแรงตึงผิวใหเขากับจุลินทรียที่ใชยอยสลายไดดีในถังปฏิกรณ แตมี
ขอจํากัด คือ ตองใชคาใชจายสูงกวาสองวิธีแรกและตองควบคุมอุณหภูมิ สําหรับถังปฏิกรณที่ใช
เชน trickling filter reactor, upflow fixed-film reactor และ fluidized bed reactor (Langwaldt and 
Puhakka, 2000) แตที่ที่นิยมใช คือ แบบ slurry-phase drum หรือ แบบ airlift (Pour et al., 2005) 

Kuyukinaa และคณะ (2003) ศึกษาการกําจัดน้ํามันดิบในดิน พบวา ในดินมีน้ํามัน
ปนเปอนอยู 200 กรัมตอกิโลกรัมของ total recoverable petroleum hydrocarbons (TRPH) มี
สวนประกอบของ aliphatics 64%, aromatics 25%, heterocyclics 8% และ tars/asphaltenes 3%  
และทําการบําบัดดินที่มีการปนเปอนดวยวิธี ex-situ bioremediation โดยใช bioslurry reactor แบบ
เติมอากาศ และเติมเชื้อ Rhodococcus  พบวา สามารถบําบัดดินที่ปนเปอนได 88% หลังจาก 2 เดือน
ที่ทําการทดลอง อัตราการลดลงของน้ํามัน คือ 300-600 ppm ตอวัน และปริมาณของน้ํามันที่
ปนเปอนในดินลดลงเหลือ 1.0-1.5 กรัมตอกิโลกรัมของ TRPH หลังจาก 5-7 สัปดาหของการ
ทดลอง  

Shailaja และคณะ (2007) ศึกษาความแตกตางของความเขมขนของ di-n-butyl 
phthalate ที่ปนเปอนในดินตอความสามารถในการยอยสลายโดยใช bioslurry reactor แบบเติม
อากาศและเติมเชื้อ Pseudomonas aeruginosa อัตราสวนระหวางดินตอน้ํา 1:10 (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) ในการยอยสลายสาร di-n-butyl phthalate พบวา ในชุดการทดลองที่มีความเขมขนของ
สาร di-n-butyl phthalate 1 มิลลิกรัมตอกรัมดิน เติมเชื้อ Pseudomonas aeruginosa และไมมีการฆา
เชื้อในดินใหอัตราการยอยสลายสูงสุดเทากับ 99.31% หลังจาก 72 ช่ัวโมงที่ทําการทดลอง 

Katemai (2008) ศึกษาการยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยกโดยเติมดิน
ที่ปนเปอน ULO ในอัตราสวนระหวางดินตอน้ํา 1:10 (น้ําหนักตอปริมาตร) แลวเติม ULO เปน
แหลงคารบอน 12.5 กรัม ไมฆาเชื้อและสงเสริมการยอยสลายดวยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิต
จากเชื้อยีสต Issatchenkia orientalis SR4 พบวา สารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชวย
สงเสริมการยอยสลาย ULO โดยเชื้อประจําถ่ิน ซ่ึงใหประสิทธิภาพการยอยสลายเทากับ 66.94% ใน 
30 วันที่ทําการทดลอง 

Biswal และคณะ (2009) ศึกษาการยอยสลายน้ํามันในกากตะกอนน้ํามันซึ่ง
ประกอบดวยน้ํา LO และกากของเสียอ่ืน ๆ ที่ประกอบดวยโลหะหนัก โดยเติมดินตะกอนน้ํามัน 
15% ในอาหาร mineral medium 100 มิลลิลิตร แลวเติมกลุมเชื้อ BS และ MS ที่คัดแยกไดจาก
ตะกอนน้ํามัน 2 แหลง เมื่อทําการทดสอบยืนยันเชื้อ พบวา กลุมเชื้อ BS ประกอบดวยเชื้อสายพันธุ 
Bacillus circulans และ Ochrobactrum intermedium สวนกลุมเชื้อ MS มีเพียงเชื้อสายพันธุเดียว คือ  
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Sphingomonas sp. พบวา ทั้งสองกลุมเชื้อใหเปอรเซ็นตการยอยสลายใกลเคียงกันเทากับ 25-27% 
และ 40-45% หลังจาก 7 และ 15 วันทําการทดลองตามลําดับ 

Mohan และคณะ (2009) ศึกษาการยอยสลายสาร PAHs ชนิด chrysene ที่
ปนเปอนในดินโดยการสงเสริมการยอยสลายโดยชีววิธีในดินสภาพของเหลวเปยกที่มีอัตราสวน
ของดินตอน้ําเทากับ 3:25 (น้ําหนักตอปริมาตร) และมีการเติม chrysene 1 กรัมตอกิโลกรัมดิน 
พบวา ชุดการทดลองที่มีการเติมเชื้อที่ไมชอบอากาศที่คัดแยกจากของเสียและไมฆาเชื้อ ซ่ึงทดลอง
ในสภาวะที่มีอากาศสามารถลดปริมาณของ chrysene ไดเทากับ 0.896 กรัมตอกิโลกรัมดิน ภายใน 
9 วันทําการทดลอง 

4. การยอยสลายน้ํามันหรือสารประกอบไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรีย 

 การยอยสลายน้ํามันหรือสารประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ นั้นพบใน         
จุ ลินทรียทุกกลุม  จุ ลินทรียบางชนิดอาจมีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนไดเพียงหนึ่งหรือสองชนิด ในขณะที่จุลินทรียบางชนิดอาจมีความสามารถในการ
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนไดหลายชนิด ทั้งนี้ขึ้นอยูกับการปรับตัวและการพัฒนา
ระบบเอนไซมที่ เกี่ยวของกับกระบวนการยอยสลาย (สมศักดิ์  วังใน, 2528) สารประกอบ
ไฮโดรคารบอนที่มักจะพบอยูในธรรมชาติจะเกิดการเปลี่ยนแปลง (transformation) ไดโดย
กระบวนการตาง ๆ เชน การดูดซับกับดินหรือตะกอน การสลายตัวโดยแสง การระเหย การ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน และการสะสมอยูในสิ่งมีชีวิต เปนตน (Li et al., 2008a; Perfumo et al., 
2007) กระบวนการตาง ๆ ที่เกิดขึ้นบางกระบวนการเหลานี้อาจทําใหสารประกอบไฮโดรคารบอน
หายไปจากสิ่งแวดลอมไดสวนหนึ่งโดยเฉพาะในกลุมของสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลต่ํา แตในสวนของสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง สวนใหญแลวมักจะ
ถูกดูดซับไวกับอนุภาคของดินหรือตะกอน ทําใหเกิดการสะสมและเพิ่มความคงทนในสิ่งแวดลอม
มากขึ้น (Mohan et al., 2009) อีกกระบวนการหนึ่งที่นักวิจัยใหความสนใจศึกษาเปนอยางมากก็คือ 
การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนโดยอาศัยกิจกรรมของจุลินทรีย (biodegradation) ซ่ึง
เปนกระบวนการสําคัญในการกําจัดสารประกอบไฮโดรคารบอนออกจากสิ่งแวดลอม จุลินทรียบาง
ชนิดสามารถใชสารประกอบไฮโดรคารบอนเปนแหลงของคารบอนและพลังงาน ในขณะที่บาง
ชนิดมีการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนทําใหมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนสารประกอบชนิด
ตาง ๆ ที่มีความเปนพิษนอยลง  (วิภา  ตนแพง, 2546) 
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Table 3. Microorganisms that have been reported to be able to use PAHs as their carbon and 
  energy source. 
 

PAHs Microorganism References 
Anthracene Sphingomonas paucimobilis, 

Pseudomonas aeruginosa 
Cheung et al., (2007) 

Phenanthrene Alteromonas sp., Alternaria tenuis, 
Aspergillus terrus, Corynebacterium 
sp., Penicillium sp., Pseudomonas sp., 
Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas cepacea, Ralstonia 
pickettii,  Sphingomonas sp., 
Trichoderma viride  

Avramova et al., 2008; Gómez 
et al., (2003); Herwijnen et al., 
(2003); Hwang et al., (2002); 
Syakti   et al., (2004); Tao et 
al., (2007); Zaidi and Imam, 
(1999); Providenti et al., 
(1999) 

Fluorene Absidia cylindrospora Garon et al., (2004) 
Fluoranthene  Mycobacterium sp.,    Sphingomonas 

sp., Bjerkandera adusta 
Herwijnen et al., (2003); Jones 
and Hunter, (1997); Valentín et 
al., (2007) 

Pyrene Mycobacterium sp., Mycobacterium 
PYR-1,  Pseudomonas aeruginosa, 
Bjerkandera adusta, Nereis 
diversicolor   

Giessing and Johnsen, (2005); 
Hwang et al., (2002); Jones 
and Hunter, (1997); Ramirez et 
al., 2001; Valentín et al., 
(2007) 

Naphthalene Rhodococcus opacus, Pseudomonas 
putida 

Collina et al., (2005);        Uz 
et al., (2000) 

Chrysene Bjerkandera adusta, Polyporus sp. 
S133 

Valentín et al., (2007); 
Hadibarata et al., (2009) 

Benzo[a]pyrene* Aspergillus niger, Zoogloea sp. Zang et al., (2007) 
Dibenzothiophene Bjerkandera adusta Valentín et al., (2007) 

หมายเหตุ * แบคทีเรียไมสามารถใช PAH ชนิดนั้น ๆ เปนแหลงของคารบอนและพลังงานเพียง
แหลงเดียวได การยอยสลายเกิดขึ้นโดยกระบวนการ co-metabolism 
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 4.1 กลุมจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนน้ําหนักโมเลกุล
สูง PAHs 
 จุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ PAHs พบในจุลินทรีย
ทุกกลุม ไดแก แบคทีเรีย เชื้อรา สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน (cyanobacteria) และสาหรายเซลลเดียว 
ดังแสดงใน Table 3 

 4. 2 กลไกการยอยสลายน้ํามันหรือสารประกอบไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรีย 
 การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรียในธรรมชาติเกิดขึ้นไดทั้ง
สภาวะที่มีอากาศและไมมีอากาศ (Boopathy, 2000) ซ่ึงจุลินทรียสวนใหญจะใชออกซิเจนเปน
ตัวรับอิเล็คตรอนเพื่อเปลี่ยนสารโมเลกุลใหญใหเล็กลงและไดพลังงานออกมาสําหรับนําไปใชใน
การสรางเซลล (Morgan and Watkinson, 1992; Fritsche และ Hofrichter, 2000) สารประกอบ 
ไฮโดรคารบอนจะแบงออกเปน 2 กลุมใหญ ๆ คือ สารประกอบ aliphatic hydrocarbon และ 
สารประกอบ aromatic hydrocarbon ซ่ึงมีวิถีการยอยสลายดังนี้ 
 4.2.1 การยอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbon 
 การยอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbon จุลินทรียนั้น aliphatic 
hydrocarbon บางชนิดที่ปลายไมมีหมูเมทธิลเกาะอยูจะถูกยอยโดยกลไกการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน
และปฏิกิริยาดีไฮโดรจีเนชั่นลงไปเปนกรดไขมัน ซ่ึงจะถูกยอยสลายตอโดยกลไกการเกิด               
β-oxidation (Atlas, 1991) ในกรณีของการยอยสลาย cyclohexane เกิดขึ้นโดยปฏิกิริยาไฮดรอกซีเล-
ชัน โดยมีเอนไซมออกซิเดสเปนตัวเรงปฏิกิริยา alicyclic alcohol จะเกิดการเปลี่ยนแปลงตอไปโดย
ปฏิกิริยาดีไฮโดรจีเนชั่นและออกซิเดชันไดเปนสารประกอบ dicarboxylic acid ซ่ึงเขาสูกลไกการ
เกิด β-oxidation (Juhasz, 1997) ปฏิกิริยา β-oxidation ในการตัดหมูคารบอนอะตอมโดยใชเอนไซม
ออกซิจิเนสเปนเอนไซมเร่ิมตนในการเปลี่ยนสารประกอบไฮโดรคารบอนใหเปนแอลกอฮอล 
จากนั้นเอนไซมดีไฮโดรจีเนสจะเปลี่ยนแอลกอฮอลใหเปน aldehyde และกรดไขมัน ตามลําดับ ซ่ึง
สารตัวกลางที่ไดกอนเขาสูกระบวนการ Tricarboxylic acid cycle คือ acetyl-CoA และจะถูกใชเปน 
building blocks สําหรับสังเคราะหองคประกอบของเซลล (Figure 1) 
 สมศักดิ์  วังใน (2528) พบวาจุลินทรียหลายชนิดสามารถยอยสลายสารประกอบ 
aliphatic hydrocarbon ได ซ่ึงจุลินทรียกลุมนี้จะใชสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีสายส้ันหรือยาวก็
ได เชน Mycobacterium สามารถใช ethane (C2H6) จนถึง paraffin จุลินทรียที่สามารถใช ethane 
เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดมีหลายกลุมดวยกัน เชน Mycobacterium, Nocardia, 
Streptomyces, Pseudomonas และ Flavobacterium แบคทีเรียที่มีรูปรางทรงกลมหลายชนิดรวมทั้ง
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ราก็สามารถใช ethane ได อยางไรก็ตาม พบวา แบคทีเรียกลุม Mycobacteria มีประสิทธิภาพในการ
ยอยสลาย ethane ไดดีที่สุด สําหรับสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีขนาดโมเลกุลใหญกวานี้ พบวา  
จุลินทรียที่สามารถยอยสลายไดดี คือ พวก acid-fast, Mycobacteria, Nocardia, Pseudomonas, 
Streptomyces, Desulfovibrio และ Corynebacterium และพวกแบคทีเรียที่มีรูปรางทรงกลมและเชื้อ
ราบางชนิด 
 วิภา   ตนแพง  (2546) ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายสารปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอน โดยมีน้ํามันดิบเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานเพียงแหลงเดียวโดยใช
แบคทีเรียสายพันธุ Acinetobacter sp. ALIP S34 โดยใชเครื่อง GC ในการตรวจสอบประสิทธิภาพ
การยอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbon พบวา แบคทีเรียสายพันธุ Acinetobacter sp. 
ALIP S34 สามารถยอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbon ในน้ํามันดิบได 44.6% ใน
ระยะเวลา 3 วันที่ทําการทดลอง และในวันที่ 5-7 ของการทดลอง พบวา มีปริมาณสารประกอบ    
aliphatic hydrocarbon นอยมากจนตรวจไมพบปริมาณสาร 
 Zinjarde และ Pant (2002) ศึกษาชนิดของจุลินทรียจากตัวอยางโคลนและน้ําจาก
ทะเลรอบ ๆ ทาเรือ Mumbai จํานวน 20 ตัวอยาง พบวา สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียและยีสตได 17 
สายพันธุ ทุกสายพันธุใหผลการยอยสลายน้ํามันมากกวา 10% ยีสตที่พบอยูในจีนัส Candida มี
ความสําคัญในการยอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbon ในน้ํามันดิบ เมื่อทดสอบทางดาน
ชีวเคมีสามารถจําแนกไดคือ Candida parapsilosis, C. albicans, C. guilliermondii, Y. lipolytica,  
C. tropicalis และ C. intermedia สายพันธุ Y. lipolytica เปนสายพันธุที่สามารถยอยสลาย
สารประกอบ aliphatic hydrocarbon ในน้ํามันดิบไดดีที่สุดโดยสามารถยอยไดสูงถึง 78% และไมมี
สายพันธุใดสามารถยอยสลายสารประกอบ aromatic hydrocarbon และสารประกอบ asphaltenes ได 
ทุกสายพันธุตองการอากาศ ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในการยอยสลาย และ 4 ใน 6 สายพันธุเปน
เชื้อกอโรคในคน 
 Gouda และคณะ (2007) ศึกษาการยอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbon 
ในน้ํามันกาดในอาหารเหลวโดยใชจุลินทรียที่คัดแยกไดจากดินที่ปนเปอนน้ํามันกาด 46 สายพันธุ 
และจุลินทรียที่คัดแยกไดจากดินที่ปนเปอนน้ํามันดีเซล 9 สายพันธุ พบวา จุลินทรียที่คัดแยกไดจาก
ดินที่ปนเปอนน้ํามันกาด 2 สายพันธุ คือ Pseudomonas sp. AP และ Pseudomonas sp. CK และ      
จุลินทรียที่คัดแยกไดจากดินที่ปนเปอนน้ํามันดีเซล 1 สายพันธุ คือ Gordonia sp. DM ใหอัตราการ
ยอยสลายสูงที่สุดเทากับ 89%, 75% และ 95% ตามลําดับ ภายใน 21 วันทําการทดลอง และเมื่อ
ทําการศึกษาการยอยสลายดวยเครื่อง GC-FID พบวา n-alkane ถูกยอยสลายไดงายกวา naphtene
และสารประกอบ aromatic hydrocarbon ที่มีน้ําหนักโมเลกุลเหมือนกันกับ n-alkane  
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Figure 1. Peripheral pathways of alkane degradation. The main pathway is the terminal oxidation 

to fatty acids catalyzed by  = n-alkane monoxygenase,  = alcohol dehydrogenase 
and  = aldehyde dehydrogenase 

ที่มา : Fritsche และ Hofrichter (2000) 
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 Nikolopoulou และ Kalogerakis (2008) ศึกษาการสงเสริมการยอยสลายน้ํามันดิบ
ในทะเลโดยการเติมปุยที่ละลายยากที่ประกอบดวย uric acid และ lecithin รวมกับ rhamnolipid 
และกากน้ําตาลซึ่งเปนแหลงคารบอนและแหลงวิตามิน พบวา สามารถลดปริมาณสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนในน้ํามันดิบชนิด n-alkanes ตั้งแต C19-C34 ได 96% ใน 18 วันทําการทดลอง 
 Lee และคณะ (2008) ศึกษาการยอยสลาย heavy mineral oil ที่ปนเปอนในดินนาน 
35 ป โดยการเติมสารอินทรีย เชน ขี้เล่ือย, ฟางขาว และมูลสุกร ในดินที่มีการปนเปอนพบวา 
สามารถยอยสารประกอบ aliphatic hydrocarbon ได 29-51% ในชุดการทดลองที่เติมสารอินทรีย 
สวนในชุดการทดลองที่ไมเติมสารอินทรียใหการยอยสลายเพียง 16% ใน 105 วันที่ทําการทดลอง 
ซ่ึงการยอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbon จะยอยสลายงายกวาสารประกอบ aromatic 
hydrocarbon 
 4.2.2 การยอยสลายสารประกอบ aromatic hydrocarbon  
 ขั้นตอนของกระบวนการเริ่มดวยการยอยสลายสวนที่เปน side chain แลวจึงยอย
สวนของวงแหวนเบนซีน (สมศักดิ์  วังใน, 2528) การยอยสลายสารประกอบ aromatic hydrocarbon 
จะอาศัยปฏิกิริยาไฮดรอกซีเลชัน และดีไฮโดรจีเนชัน ในการเติมออกซิเจนเขาไปในวงเบนซีนโดย
เอนไซมออกซิจีเนสใหอยูในรูปของ diol จากนั้นเอนไซมดีไฮโดรจีเนสจะเปลี่ยน diol ใหอยูในรูป
ของสารที่ไมเสถียรหรือที่เรียกวา catecol ซ่ึงการยอยสลายโดยการแตกวงเบนซีนจะเกิดขึ้นได 2 
แบบ คือ ortho หรือ meta cleavage ดังแสดงในFigure 2 ทั้งนี้จะขึ้นอยูกับสายพันธุของจุลินทรียที่
จะนําสารตัวกลางไปใชสังเคราะหองคประกอบตาง ๆ ซ่ึงตัวกลางที่ไดจากการแตกวงเบนซีนแบบ 
ortho cleavage คือ succinate และ acetyl-CoA สวนการแตกวงแบบ meta cleavage คือ 
acetaldehyde และ pyruvate นอกจากนี้การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน ซ่ึงมีโครงสราง
ของโมเลกุลใหญและซับซอน จําเปนตองอาศัยกลุมจุลินทรียหลาย ๆ สายพันธุเพื่อสรางเอนไซมที่
สามารถเร งปฏิกิ ริ ยาการยอยสลายให เกิดขึ้นอย างสมบูรณจนไดผลผลิตสุดท าย  คือ
คารบอนไดออกไซดและน้ํา 
 Cerniglia (1993) ศึกษาการยอยสลายสารประกอบใน aromatic hydrocarbon พบวา  
จุลินทรียหลายชนิดยอยสลายสารเหลานี้ได อยางไรก็ตามพบวาสารประกอบในกลุมนี้ที่มี
โครงสรางงาย ๆ หรือมีน้ําหนักโมเลกุลต่ําจะถูกยอยสลายไดงายกวาสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงหรือ
มีโครงสรางซับซอน สารประกอบ aromatic ที่มีวงแหวนเบนซีนหนึ่ง สอง หรือสามวงอยูใน
โมเลกุล เชน phenol, naphthalene และ anthracene จะถูกยอยสลายไดงาย แบคทีเรียกลุมที่สามารถ
ยอยสลายสารเหลานี้ไดดี เชน Pseudomonas sp., Mycobacterium sp., Achromobacter sp.,   
Bacillus sp. และ Nocardia spp. สําหรับสารประกอบ aromatic hydrocarbon ที่ประกอบดวยวง
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แหวนเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป จัดเปนสารที่ยอยสลายไดยากเมื่อเปรียบเทียบกับอินทรียสารชนิด
อ่ืน ๆ ที่มีอยูในดิน   

        

 
Figure 2. The two alternative pathways of aerobic degradation of aromatic compounds: o- and m-

cleavage,  = benzene monoxygenase,  = catechol 1,2-dioxygenase,  = muconate 
lsctonizing enzyme,  = mucono lactone isomerase,  = oxoadipate enol-lactone 
hydrolase,  = oxoadipate succinyl-CoA transferase,  = catechol 2,3-dioxygenase,           

 = hydroxymuconic semi-aldihyde hydrolase,  = 2-oxopent-4-enoic acid hydrolase 
and  = 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase  

ที่มา : ดัดแปลงจาก Fritsche และ Hofrichter (2000)  
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 Jin และคณะ (2006) ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันเชื้อเพลิง, น้ํามัน
ดีเซล และ BTEX (benzene, toluene, ethylbenzene, ethylbenzene) ของเชื้อเดี่ยว 3 สายพันธุ ไดแก 
Pseudomonas sp., Flavobacterium sp. และ Rhodococcus sp. และเชื้อผสมโดยผสมเชื้อทั้ง 3 สาย
พันธุเขาดวยกัน หลังจากทําการศึกษาเปนเวลา 10 วัน พบวา เชื้อผสมมีประสิทธิภาพการยอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ สูงกวาเชื้อเดี่ยวทุกชุดการทดลอง ประสิทธิภาพการยอย
สลายสูงสุด คือ ethylbenzene สูงถึง 91.5% สวน benzene, toluene, gasoline, o- ethylbenzene และ 
diesel oil มีประสิทธิภาพการยอยสลายเทากับ 91.6%, 84.5%, 82.2%, 70.1% และ 62.4% ตามลําดับ 
 Hadibarata และคณะ (2009) ศึกษาการยอยสลาย chrysene ซ่ึงเปนสารประกอบ 
PAHs โดยใชเชื้อราสายพันธุ Polyporus sp. S133 ในอาหาร mineral salt broth (MSB) เปรียบเทียบ
ระหวางการเติม tween 20 และ tween 80  พบวา การเติม tween 80 สามารถใหเปอรเซ็นตการยอย
สลาย chrysene สูงกวาการเติม tween 20 เทากับ 49% ภายใน 30 วันทําการทดลอง 
 Lee และคณะ (2008) ศึกษาการยอยสลายสารประกอบ aromatic hydrocarbon ใน
heavy mineral oil ที่ปนเปอนในดินนาน 35 ป โดยการเติมสารอินทรีย เชน ขี้เล่ือย, ฟางขาว และมูล
สุกร ในดินที่มีการปนเปอน พบวา สามารถยอยสารประกอบ aromatic hydrocarbon ได 50% ในชุด
การทดลองที่เติมมูลสุกร สวนในชุดการทดลองที่เติมฟางขาวใหการยอยสลายเพียง 25% ใน 105 
วันที่ทําการทดลอง 

 4.3 กระบวนการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรีย 
 การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรียนั้นมีความสําคัญ
โดยเฉพาะอยางยิ่งการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนน้ําหนักโมเลกุลสูง รูปแบบของการ
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนโดยจุลินทรียแบงออกได 3 แบบใหญ ๆ ที่สําคัญ (Boopathy, 
2000) คือ การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนเพื่อที่จะใชเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงาน (hydrocarbons assimilation) การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนโดยเกิด
กระบวนการ co-metabolism (หรือ co-oxidation ถาเกิดมีการออกซิเดชันเกิดขึ้น) และการยอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคารบอนโดยอาศัยการยอยสลายแบบสงเสริมกันของกิจกรรมของจุลินทรีย
มากกวา 1 ชนิด (synergism)  
 4.3.1 กระบวนการ PAHs assimilation หมายถึง แบคทีเรียมีการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนเพื่อนํามาใชในการเจริญของเซลล สามารถอธิบายไดดวยสมการดังนี้ 
 
  PAHs            Cells   +   CO2   +   H2O   +   Energy 
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 การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนเพื่อที่จะใชเปนแหลงคารบอนและ
แหลงพลังงานของจุลินทรียเปนกระบวนการสําคัญเพราะมีผลตออัตราการเจริญของจุลินทรียและ
กําจัดสารประกอบไฮโดรคารบอนออกจากสิ่งแวดลอมไดอยางสมบูรณ การยอยสลายอยางสมบรูณ
จนไดผลิตภัณฑสุดทายเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํา (mineralization) สวนใหญจะเกิดขึ้นไดดี
กับสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา ซ่ึงประกอบไปดวย n-alkane สายส้ัน ๆ และ
วงเบนซีน 2-3 วง (Rahman et al., 2003a) โดยที่จุลินทรียนําไปใชเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงานไดทําใหมีการเจริญของจุลินทรียเกิดขึ้น สําหรับสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูง คือ n-alkane สายยาว และโมเลกุลประกอบดวยเบนซีนตั้งแต 4 วงขึ้นไป จะมี
ความสามารถในการละลายน้ําไดนอย มีความคงตัวมาก ยากตอการยอยสลาย (Ron and Rosenberg, 
2002) สารประกอบที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงบางชนิดโมเลกุลประกอบดวยวงเบนซีน 4 วง เชน 
pyrene แบคทีเรียบางสายพันธุสามารถนํามาใชในการเจริญได (Cerniglia, 1992)  
 Garon และคณะ (2004) ศึกษาการยอยสลาย fluorene ในดินสภาพของเหลวเปยก
โดยใชเชื้อราสายพันธุ Absidia cylindrospora และเติม maltosyl-cyclodextrins ชวยในการชะ 
fluorene ออกจากอนุภาคดิน พบวา A. cylindrospora สามารถยอยสลาย fluorene มากกวา 90% 
ภายใน 288 ช่ัวโมงที่ทําการทดลอง  
 Tao และคณะ (2007) ศึกษาการยอยสลาย phenanthrene ที่ปนเปอนในดินโดยใช 
Sphingomonas sp. GY2B ที่คักแยกไดจากดินที่ปนเปอน PAHs ในอาหาร mineral salts medium ที่
มี phenanthrene 10 มิลลิกรัมกรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน พบวา Sphingomonas sp. GY2B 
สามารถยอยสลาย phenanthrene ได 99.8% ที่พีเอช 7.4 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส หลังจาก 2 วันที่
ทําการทดลอง 
 4.3.2 กระบวนการ co-metabolism หมายถึง การเพิ่มจํานวนของแบคทีเรียบนสับสเตรท 
ชนิดหนึ่ง และมีความสามารถในการยอยสลายสับสเตรทอีกชนิดหนึ่งได โดยไมมีการนํามาใชเปน
องคประกอบของเซลล (ไมมีการเจริญบนสับสเตรทชนิดที่ 2) (Samanta et al., 2002) กระบวนการ
นี้มักเกิดกับการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงซึ่งยากตอการยอย
สลายของจุลินทรีย เชน สารประกอบไฮโดรคารบอนท่ีมีวงเบนซีน 4 วงหรือมากกวา 4 วงขึ้นไป 
(Sims and Overcash, 1983) สับสเตรทที่จุลินทรียใชในการเจริญอาจเปนสารอินทรียชนิดตาง ๆ ที่
อยูบริเวณนั้นหรืออาจเปนสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําซึ่งจุลินทรียมีการ
เจริญเพิ่มจํานวนมากขึ้นแลวเขาไปยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง    
 Zang และคณะ (2007) ศึกษาการยอยสลายสาร Benzo[a]pyrene และสารเมแทบอ
ไลทของ Benzo[a]pyrene ไดแก Benzo[a]pyrene-1,6-quinone และ 3-hydroxybenzo[a]pyrene โดย
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เติม hydrogen peroxide-zinc, Aspergillus niger และ Zoogloea sp. ควบคุมสภาวะใหเหมาะสมตอ
การเจริญของจุลินทรีย พบวา เมื่อเติมรา แบคทีเรีย และ hydrogen peroxide-zinc รวมกันสามารถ
ยอยสลาย Benzo[a]pyrene ไดมากกวา 20% และสามารถยอยสลาย Benzo[a]pyrene-1,6-quinone 
และ 3-hydroxybenzo[a]pyrene ไดประมาณ 10% ภายในระยะเวลา 20 วัน  
 Hadibarata และคณะ (2009) ศึกษาการยอยสลาย chrysene ซ่ึงเปนสารประกอบ 
PAHs โดยการเติมกลูโคส และ polypeptone เปน co-substrates ลงในอาหาร mineral salt broth 
(MSB) พบวา เชื้อราสายพันธุ polyporus sp. S133 สามารถยอยสลาย chrysene ได 56% และ 65% 
เมื่อเติมกลูโคส 10% และ polypeptone 10% ตามลําดับ ภายใน 30 วันทําการทดลอง 
 4.3.3 กระบวนการ synergism เปนการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนโดยอาศัย
กิจกรรมของจุลินทรียมากกวา 1 ชนิดชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนไดดียิ่งขึ้น จุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไดอาจไมใชจุลินทรียชนิด
เดียวกันแตมีการเจริญรวมกันไดโดยที่สามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนไดแบบ
สงเสริมกัน (Ghazali et al., 2004; Li et al., 2008a) 

Gómez และคณะ (2003) เล้ียงจุลินทรียรวมกันระหวางแบคทีเรีย 4 สายพันธุ และ
รา 4 สายพันธุ ใน 16 ชุดการทดลอง บนชานออยเพื่อทดสอบการยอยสลาย phenanthrene ที่
ปนเปอนในดิน ซ่ึงแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ คือ Pseudomonas sp., Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas cepacea และ Ralstonia pickettii และรา 4 สายพันธุ คือ Penicillium sp., 
Trichoderma viride, Alternaria tenuis และ Aspergillus terrus เชื้อทั้งหมดนี้แยกไดจากดินที่
ปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ พบวา รามีความสามารถในการยอยสลาย 
phenanthrene มากกวาแบคทีเรีย ซ่ึงยอยไดในชวง 35-50% สวนแบคทีเรียยอยไดเพียง 20% เทานั้น 
การเลี้ยงรวมกันระหวาง P. cepacea-Penicillium sp., R. pickettii-Penicillium sp. และ                   
P. aeruginosa- Penicillium sp. สามารถยอยสลาย phenanthrene ไดถึง 72.84±3.85%, 73.61±6.38% 
และ 69.74±4.91% ตามลําดับ ภายในระยะเวลา 18 วัน 
 Adebusoye และคณะ (2006) ศึกษาการลดปริมาณน้ํามันโดยใชเชื้อจุลินทรีย
บริสุทธิ์และเชื้อผสม ไดแก Acinetobacter sp., Alcaligenes sp., Bacillus sp., Corynebecterium sp., 
Flavobacterium sp., Micrococcus sp. และ Pseudomonas sp. พบวา เมื่อใชเชื้อรวมกัน 9 สายพันธุ 
สามารถลดปริมาณสารประกอบไฮโดรคารบอน ไดแก น้ํามันดิบ น้ํามันดีเซล และ kerosene ได 
88%, 85% และ 78% ตามลําดับ ภายใน 14 วัน และสามารถลดปริมาณปโตรเลียมได 67% ภายใน 
20 วัน 
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 Mandri และ Lin (2007) แยกจุลินทรียจากดินที่ปนเปอน LO สามารถแยก
แบคทีเรียได 3 สายพันธุ คือ Flavobacterium sp., Acinetobacterium calcoaceticum และ 
Pseudomonas aeruginosa และศึกษาการลดปริมาณ LO โดยใชแบคทีเรียที่แยกได พบวา การใช
แบคทีเรียสายพันธุ  A. calcoaceticum และใชแบคทีเรียรวมกัน 3 สายพันธุ สามารถลดปริมาณ LO
ได 80% และ 90% ตามลําดับ ภายใน 4 สัปดาห  และแบคทีเรียที่เล้ียงรวมกัน 3 สายพันธุ ยัง
สามารถลดปริมาณ n-paraffin ไดถึง 80% ในเวลา 2 สัปดาห 

5. ปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญและการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนของจุลินทรีย 

 ประสิทธิภาพของการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนในสิ่งแวดลอมขึ้นอยู
กับปจจัยหลายประการ ทั้งปจจัยภายใน เชน การปรับตัวของจุลินทรีย พีเอช ปริมาณออกซิเจน การ
มีอยูของสารปนเปอนชนิดอื่น ๆ รวมทั้งปริมาณสารอินทรียที่มีอยูในบริเวณนั้นดวย (วิภา ตนแพง, 
2546)  

 5.1 การปรับตัวของจุลินทรีย 
 การยอยสลายสารประกอบที่มีความคงทนตอการถูกยอยสลายโดยจุลินทรียนั้น
พบวาไมสามารถเกิดขึ้นไดถาสารประกอบนั้นมีโครงสรางที่จุลินทรียไมเคยพบในธรรมชาติมา
กอน หรือถาจุลินทรียเหลานั้นไมเคยพบมากอนก็จะตองมีการปรับตัวเองใหอยูรอดและเพื่อใหมี
ความสามารถในการยอยสลายสารดังกลาวได (Ashok and Sexena, 1995) เนื่องจากไฮโดรคารบอน
ไดมีการปนเปอนอยูในสิ่งแวดลอมมาเปนเวลานานจุลินทรียที่อาศัยอยูบริเวณแหลงที่มีการ
ปนเปอนไดนั้นจะตองมีการปรับตัวเพื่อที่จะใชไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนใหเปนประโยชนตอการ
เจริญหรือมีการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนเพื่อลดความเปนพิษที่อาจเกิดขึ้นโดย
กระบวนการชักนําใหมีการสรางวิ ถีเมแทบอลิซึมขึ้นมาใหม เพื่อยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอน จุลินทรียที่ปรับตัวไดก็สามารถดํารงชีวิตอยูในสภาพแวดลอมบริเวณนั้นได           
จุลินทรียบางชนิดอาจมีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนไดเพียงหนึ่ง
หรือสองชนิด ในขณะที่จุลินทรียบางชนิดอาจมีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนไดหลายชนิด ทั้งนี้ขึ้นอยูกับการปรับตัว และการพัฒนาระบบเอนไซมที่เกี่ยวของ
กับขบวนการยอยสลายของจุลินทรียเอง (Cerniglia, 1992) 
 การนําเอาจุลินทรียที่แยกไดจากบริเวณที่มีการปนเปอนของสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนมาใช จะพบวาชวยลดระยะเวลาที่จุลินทรียใชในการปรับตัวตอสภาวะใหมและยัง
เพิ่มความสามารถในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน การนําจุลินทรียที่มีความสามารถ
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ในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนท่ีเล้ียงไวมาใสลงในบริเวณที่มีการปนเปอนใน
ส่ิงแวดลอม พบวาเกิดการยอยสลายไดอยางรวดเร็ว (Wilson and Jones, 1993) อยางไรก็ตามในการ
ยอยสลายตามธรรมชาติมักเกิดไดคอนขางชา  

Jirasripongpun (2002) ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลาย LO ที่ปนเปอนในดิน
โดยคัดแยกเชื้อจุลินทรียจากดินที่ปนเปอน LO พบวา สามารถแยกเชื้อที่มีความสามารถในการยอย
สลายLOได 26 สายพันธุ แตมีเพียง 6 สายพันธุที่ใหประสิทธิภาพการลดลงของ LO สูง และเมื่อนํา
เชื้อทั้ง 7 สายพันธุไปทดสอบความสามารถในการยอยสลาย LO พบวา เชื้อสายพันธุ Nocardia 
simplex W9 เพียงสายพันธุเดียวที่ใหประสิทธิภาพการลดลงของ LO สูงที่สุด เทากับ 34.31% เมื่อ
วิเคราะหดวยวิธี weight loss   
 Perfumo และคณะ (2007) ศึกษาการสงเสริมการยอยสลาย hexadecane ที่
ปน เป อนในดินที่ อุณหภูมิต า ง  ๆ  โดยใช เชื้ อประจํ า ถ่ินและ เชื้ อสายพันธุ  Geobacillus 
thermolevorans T80 ที่คัดแยกไดจากดินที่ปนเปอน alkane ที่อุณหภูมิสูง พบวา ชุดการทดลองที่ใช
เชื้อประจําถ่ินและเชื้อสายพันธุ Geobacillus thermolevorans T80 และบมที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส ใหเปอรเซ็นตการยอยสลายเทากับ 70% สวนชุดการทดลองที่ใชเชื้อประจําถ่ินและเชื้อ
สายพันธุ Geobacillus thermolevorans T80 และบมที่อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ใหเปอรเซ็นตการ
ยอยสลายเทากับ 38% หลังจาก 40 วันทําการทดลอง 

 5.2 โครงสรางของสารประกอบไฮโดรคารบอน  
 ส่ิงที่สําคัญเปนอยางมากตอการยอยสลาย คือ คุณสมบัติในการเปนสารประกอบ
ไฮโดรคารบอน เชน โครงสรางของแตละสารประกอบ ขนาดของโมเลกุล ความสามารถในการ
ละลายน้ํา การระเหย ความเขมขน และการจับตัวกันของสารไฮโดรคารบอน ความคงทนของ
สารประกอบซึ่งจะสงผลตอการยอยสลายไดยากดวย (Ashok and Saxena, 1995)  
 ชนิดและปริมาณของสารไฮโดรคารบอนที่มีอยูสําหรับกระบวนการยอยสลาย 
bioavilability มีความสําคัญตอการเกิดกระบวนการยอยสลาย สารประกอบไฮโดรคารบอนในดิน 
สวนใหญจะถูกดูดซับไวกับอนุภาคของดิน สารประกอบอินทรีย และตะกอน ดังนั้นจึงยากที่          
จุลินทรียจะเขายอยสลาย (Boopathy, 2000) 
 จิตติมา แกวเรือง (2551) แยกกลุมเชื้อแบคทีเรียที่สามารถยอยสลาย ULO จากดิน
ที่ปนเปอน ULO พบวา กลุมเชื้อ SC9 มีความสามารถในการยอยสลาย ULO ไดสูงที่สุด เมื่อศึกษา
ปริมาณสูงสุดของ ULO ที่กลุมเชื้อ SC9 สามารถยอยสลายได โดยใชความเขมขนของ ULO ที่ 1%, 
3%, 5%, 7%, และ 10% พบวา กลุมเชื้อ SC9 ใหประสิทธิภาพในการยอยสลายสูงสุดเทากับ 
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40.46% เมื่อใช ULO 1% ภายใน 30 วันที่ทําการทดลอง และประสิทธิภาพในการยอยสลายจะลดลง
เมื่อเพิ่มความเขมขนของ ULO 

Zinjarde และ Pant (2002) ศึกษาผลของชนิดและปริมาณความเขมขนของ
น้ํามันดิบตอการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนในน้ํามันดิบ โดยใชน้ํามันดิบ 3 ชนิด คือ 
Bombay High Assam crude และ Gujarat crude พบวา น้ํามันดิบชนิด Bombay High มีอัตราการ
ยอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbon ในน้ํามันดิบมากที่สุดถึง 82% สวนสารประกอบ 
aromatic hydrocarbon และสารประกอบ asphaltenes มีการยอยสลายเพียงเล็กนอย และเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนของน้ํามันดิบชนิด Bombay High พบวา เมื่อความเขมขนของน้ํามันดิบมากกวา 2% จะ
ทําใหความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbon ในน้ํามันดิบของยีสตสาย
พันธุ Yarrowia lipolytica ลดลง 

Ijah และ Antai (2003) ศึกษาระดับความเขมขนของน้ํามันดิบตอการเจริญของ     
จุลินทรีย โดยใชน้ํามันดิบ Nigerian light ที่ระดับความเขมขนเทากับ 10%, 20%, 30% และ 40% 
เปนเวลา 1 ป พบวาจุลินทรียกลุม aerobic heterothrophs และจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันมี
จํานวนลดลงที่ระดับความเขมขนของน้ํามันดิบสูงขึ้น 
 Arulazhagan และ Vasudevan (2009) ศึกษาการยอยสลายสารประกอบ PAHs 
โดยใชกลุมแบคทีเรียที่ทนเกลือซ่ึงคัดแยกจากน้ําทะเล พบวา กลุมแบคทีเรียสามารถยอยสลาย
สารประกอบ PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําในน้ํามันดิบเชน phenanthrene และ fluoranthene ได
ใกลเคียงกันที่ความเขมขน 5, 10 และ 20 ppm คือสามารถยอยสลายไดมากกวา 95% แตเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนเปน 50 และ 100 ppm ความสามารถของกลุมแบคทีเรียในการยอยสลาย phenanthrene 
ลดลงเหลือ 89% และ 74% ตามลําดับ และ fluoranthene ลดลงเหลือ 89% และ 78% ตามลําดับ ใน 
4 วันที่ทําการทดลอง สวนสารประกอบ PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงในน้ํามันดิบเชน pyrene กลุม
แบคทีเรียสามารถยอยสลายไดมากกวา 80% ที่ความเขมขน 5, 10 และ 20 ppm ตามลําดับ แตเมื่อ
เพิ่มความเขมขนเปน 50 และ 100 ppm ความสามารถของกลุมแบคทีเรียในการยอยสลาย pyrene 
ลดลงเหลือ 74% และ 52% ตามลําดับ ใน 4 วันที่ทําการทดลอง และสารประกอบ PAHs ที่มี
น้ําหนักโมเลกุลสูงในน้ํามันดิบเชน benzo(e)pyrene ที่ความเขมขน 1 ppm กลุมแบคทีเรียสามารถ
ยอยสลายได 70% และมีอัตราการยอยสลายลดลงเมื่อเพิ่มความเขมขนเปน 2 และ 5 ppm เมื่อจัด
จําแนกสายพันธุแบคทีเรีย สามารถจําแนกได 3 สายพันธุ ไดแก Ochrobactrum sp., Enterobacter 
cloacae และ Stenotrophomonas maltophilia  
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 5.3 ปจจัยทางดานสิ่งแวดลอมท่ัวไป 
 ปจจัยส่ิงแวดลอมตาง ๆ เชน โครงสรางของดิน พีเอช อุณหภูมิ ปริมาณออกซิเจน 
ความสามารถในการละลายน้ํา สารอาหารที่เปนสารอนินทรีย น้ําที่มีความจําเปนตอกิจกรรมของ    
จุลินทรียในดิน จุลินทรียประจําถ่ิน และจุลินทรียในระบบนิเวศนที่มีความสําคัญตอการยอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคารบอนไดสําเร็จ (Ashok and Saxena, 1995; Boopathy, 2000; Semple et al., 
2004)  
 5.3.1 โครงสรางของดิน โครงสรางของดินมีผลตอระบบนิเวศนของจุลินทรียและ
กระบวนการยอยสลายที่เกิดขึ้นในดิน สารอาหารที่เปนประโยชน องคประกอบของดิน  อนุภาค
ของดิน และชองวางในดินจะมีผลตอประชากรของจุลินทรียประจําถ่ินและยังมีผลตอกิจกรรมของ 
จุลินทรียดวย องคประกอบของดินนั้นจะมีความแตกตางกันทางสวนประกอบทางเคมี ชองวางของ
อากาศ สี ลักษณะเนื้อดินและน้ําที่เปนองคประกอบของดิน ดังนั้นประชากรของจุลินทรียในดินจึง
แตกตางกันทั้งขนาดและชนิดของประชากร ดินทรายจะมีชองวางทําใหมีจุลินทรียมากกวาดินรวน
และดินเหนียว ขนาดของชองวางในดินมีความจําเปนตอน้ํา และอากาศที่ผานเขาออกในดินได 
(Ashok and Saxena, 1995) มีการใชเทคนิคทางชีววิธีในการบําบัดดินทรายที่มีการปนเปอน
น้ํามันดิบซึ่งประสบความสําเร็จในการบําบัด (Shabir et al., 2008)  
 Lertthamrongsak (2003) ศึกษาการยอยสลายสารประกอบ PAHs ในดินที่
ปนเปอนสารปโตรเลียม ซ่ึงเปรียบเทียบระหวางดินที่ปนเปอนน้ํามันปโตรเลียม 2 แหง คือ ดินที่
ปนเปอนน้ํามันปโตรเลียมจากบริเวณปอมพระจุลจอมเกลาซึ่งดินบริเวณนี้มีลักษณะเปนดินทราย 
(ดินทราย 95%) มีสารอาหารนอย (อัตราสวนของ C:N:P เทากับ 31,200:150:1) และดินที่ปนเปอน
น้ํามันปโตรเลียมจากบริเวณสถานีรถไฟบางกอกนอยซ่ึงดินบริเวณนี้มีลักษณะเปนดินรวนปนทราย 
(ดินทราย 82%) มีสารอาหารมาก (อัตราสวนของ C:N:P เทากับ 221:22:1) พบวา เมื่อนําตัวอยางดิน
ที่ปนเปอนน้ํามันปโตรเลียมจากบริเวณปอมพระจุลจอมเกลาผสมกับใบมะขามในอัตราสวนดินตอ
ใบมะขามเทากับ 9:1 (น้ําหนักตอน้ําหนัก) มีอัตราการยอยสลายดีที่สุดในวันที่ 49 ของการทดลอง 
คือมีปริมาณ phenanthrene, fluoranthene และ pyrene ถูกยอยสลาย 13%, 20% และ 8% ตามลําดับ 
 Shin และ Kim (2004) ศึกษาการยอยสลาย phenanthrene และน้ํามันดีเซลที่
ปนเปอนในดินทราย โดยใช rhamnolipid ที่ผลิตจาก Pseudomonas aeruginosa พบวา สามารถยอย
สลาย phenanthrene และน้ํามันดีเซลได 70% และ 60% ตามลําดับ 
 Whang และคณะ (2008) ศึกษาการสงเสริมการยอยสลายน้ํามันดีเซลที่ปนเปอน
ในดินรวนปนทราย (ดินทราย 84%) โดยใชเชื้อที่คัดแยกไดจากบริเวณที่ปนเปอนและสารลดแรงตงึ
ผิวชีวภาพชนิด surfactin ที่ผลิตจาก Bacillus subtilis ATCC 21332 และ rhamnolipid ที่ผลิตจาก 



 
 
 
 

28

Pseudomonas aeruginosa J4 พบวา ชุดการทดลองที่เติม rhamnolipid 50 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม
สามารถลดปริมาณสารประกอบปโตรเลียมไฮโดรคารบอนทั้งหมดในน้ํามันดีเซลได 97% หลังจาก 
88 วันทําการทดลอง สวนในชุดการทดลองควบคุมที่ไมมีการเติมสารลดแรงตึงผิวใหเปอรเซ็นต
การลดลงของปริมาณสารประกอบปโตรเลียมไฮโดรคารบอนทั้งหมดในน้ํามันดีเซลได 47% 
หลังจาก 88 วันทําการทดลอง 
 5.3.2 นิเวศวิทยาของจุลินทรีย การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนตาง ๆ จะเกิดอยาง
สมบูรณโดยจุลินทรียในกลุมหลัก ๆ คือ แบคทีเรียและรา จํานวนแบคทีเรียที่มีอยูในดินมีประมาณ 
106-109 เซลลตอกรัม แตมี เพียงสวนหนึ่งที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอน (Mohan et al., 2006) ปจจัยที่มีผลตอการจํากัดประสิทธิภาพและจํานวนของ         
จุลินทรีย คือ อุณหภูมิ, พีเอช, water activity, ปริมาณออกซิเจน, โครงสรางของดินและความเปน
พิษของสารไฮโดรคารบอน การปนเปอนของไฮโดรคารบอนจะทําใหจุลินทรียมีการปรับตัวเพื่อให
มีความสามารถในการยอยสลายสารดังกลาวได แตในกระบวนการนี้จุลินทรียจะตองใชระยะ
เวลานาน ไดมีการนําเทคโนโลยีทางชีวภาพเขามาใชในการเรงการยอยสลายโดยจุลินทรียมี
จุดมุงหมายที่จะชวยลดชวงระยะเวลาเหลานี้ และทําใหกระบวนการยอยสลายมีประสิทธิภาพมาก
ขึ้น (Ashok and Saxena, 1995) 
 Saul และคณะ (2004) ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในดินที่ปนเปอน
สารประกอบไฮโดรคารบอนบริเวณชายฝงเกาะ Ross, Antarctica พบวา ดินที่มีการปนเปอน
สารประกอบไฮโดรคารบอนมีความหลากหลายของแบคทีเรียนอยกวาดินที่ไมมีการปนเปอน แต
ดินที่มีการปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนนั้นมีจํานวนแบคทีเรียมากกวาดินที่ไมมีการ
ปนเปอน ซ่ึงแบคทีเรียที่พบในดินที่ไมมีการปนเปอนของสารประกอบไฮโดรคารบอน ไดแก 
Fibrobacter, Acidobacterium, Cytophaga, Flavobacterium, Bacteroides, Deinococcus และ 
Thermus สวนแบคทีเรียที่พบในดินที่มีการปนเปอนของสารประกอบไฮโดรคารบอน ไดแก 
Pseudomonas, Sphingomonas และ Variovorax แตสามารถพบแบคทีเรียสายพันธุ Actinobacteria 
ไดในดินทั้งที่มีและไมมีการปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอน 
 Kao และคณะ (2008) ศึกษาการยอยสลายปโตรเลียมในบริเวณที่มีการปนเปอน
โดยการยอยสลายดวยชีววิธีแบบ In-situ bioremediation โดยวิธี biosparging ซ่ึงเปนวิธีการที่
สงเสริมการเจริญของเชื้อประจําถ่ินใหมีปริมาณเพิ่มขึ้นหลังจากเกิดการลดปริมาณลงเมื่อเกิดการ
ปนเปอนของสารปโตรเลียมชนิด benzene, toluene, ethylbenzene และ xylene (BTEX) ในชั้นน้ํา
ใตดิน เมื่อทําการหาความหลากหลายของจุลินทรียที่มีอยูในบริเวณที่ปนเปอนโดยวิธี Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) พบวา ในพื้นที่ SB1 มีความหลากหลายของจุลินทรียมาก



 
 
 
 

29

ที่สุด ซ่ึงในวันแรกของการทดลองมีจุลินทรีย 13 สายพันธุ คือ Uncultured bacterium (AJ133615), 
Salfurihydrogenibium sp. (DQ906006), Boyliae praeputiale (AY1011388), Pseudomonas 
saccharophila (AF368755), Variovorax paradoxus (AF451851), Uncultured bacterium 
(AJ289998), Rubrivivax gelatinosus (AF487435), Methylobacterium sp. (AY436812), Sulphate 
reducing bacterium (AJ300515), Green non-sulfer bacterium (AF027032), Rhodothermus 
marinus (AF217499), Candidauts magnetobacterium bavaricum (X71838) และ Aquificales str. 
(AF255597) แตเมื่อทําการสงเสริมการเจริญโดยวิธี biosparging หลังจาก 10 เดือนที่ทําการทดลอง 
พบวา มีจุลินทรียเพิ่มขึ้นจากเดิม 8 สายพันธุ คือ Ensifer sp. (AF229863), Geitlerinema sp. 
(AF132780), Uncultured bacterium (AY917343), Uncultured bacterium (AB195911), Uncultured 
green non-sulfur bacterium (AJ441228), ß-Proteobacterium (U46748), Bacterium Ellin6089 
(AY234741) และ Uncultured bacterium (AJ441230) หลังจากนั้นทําการศึกษาถึงชนิดของ 
Uncultured bacterium แตละสายพันธุ พบวา Uncultured bacterium (AB195911) คือ 
Flavobacteriales bacterium, Uncultured bacterium (AJ289998) คือ Bacteroidetes bacterium สวน
Uncultured bacterium (AY917343), Uncultured bacterium (AB195911), Uncultured bacterium 
(AJ133615), Uncultured green non-sulfur bacterium (AJ441228) และ Uncultured bacterium 
(AJ441230) คือ Candidauts magnetobacterium สวนประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบ 
BTEX ของจุลินทรียใน 10 เดือนที่ทําการทดลองใหประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบ 
BTEX มากกวา 70%    
 5.3.3 อุณหภูมิ เมื่ออุณหภูมิลดต่ําลงอัตราการยอยสลายจะต่ําหรือไมมีการยอยสลายเกิดขึ้น 
(Lee et al., 2008) ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจากการลดลงของกิจกรรมของเอนไซม อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนอุณหภูมิที่ เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียในการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอน (Ashok and Saxena, 1995; Jin et al., 2006) การเจริญของจุลินทรียขึ้นกับปฏิกิริยา
ทางเคมีของการสราง (anabolism) และสลายสาร (catabolism)  
 Antai (1992) ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการยอยสลายไฮโดรคารบอนโดยเชื้อ 
Pseudomonas sp. และ Bacillus sp. พบวา เชื้อทั้ง 2 สายพันธุ ใหประสิทธิภาพการยอยสลาย
ไฮโดรคารบอนสูงสุดที่อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส ภายในเวลา 24 วัน และประสิทธิภาพการยอย
สลายไฮโดรคารบอนโดยเชื้อ Pseudomonas sp. และ Bacillus sp. จะลดลงต่ําสุดที่อุณหภูมิ 44 
องศาเซลเซียส และ 20 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 
 Perfumo และคณะ (2007) ศึกษาการสงเสริมการยอยสลาย hexadecane ที่
ปนเปอนในดินโดยการเปรียบเทียบอัตราการยอยสลายของเชื้อประจําถ่ินระหวางอุณหภูมิ 60 องศา
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เซลเซียส กับอุณหภูมิหอง 18 องศาเซลเซียส พบวา ชุดการทดลองที่มีการเติมสารอาหารชนิด 
ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม บมที่อุณหภูมิสูงที่ 60 องศาเซลเซียส ใหเปอรเซ็นตการ
ยอยสลายสูงกวาหลังชุดการทดลองที่มีการเติมสารอาหารทั้ง 3 ชนิด และบมที่อุณหภูมิ 18 องศา
เซลเซียส เทากับ 65% สวนชุดการทดลองที่มีการเติมสารอาหารทั้ง 3 ชนิด และบมที่อุณหภูมิ 18 
องศาเซลเซียส ใหเปอรเซ็นตการยอยสลายเทากับ 41% หลังจาก 40 วันทําการทดลอง   
 5.3.4 พีเอช พีเอชของดินจะพบอยูในชวง 2.5-11 ขึ้นอยูกับองคประกอบและแรธาตุตาง ๆ ที่
อยูในดิน (Dibble and Bartha, 1979) คาพีเอชที่มีความเหมาะสมตอการเจริญและการยอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคารบอนของแบคทีเรียจะอยูในชวงที่เปนกลาง พีเอชที่สูงมากเกินไปจะทําให
ความสามารถในการยอยสลายไฮโดรคารบอนของจุลินทรียลดต่ําลง พีเอชที่มีความเหมาะสมใน
การยอยสลาย คือ พีเอช 7.0 (Ashok and Saxena, 1995) ในเพิ่มความสามารถในการละลายน้ําของ
phenanthrene โดยใช rhamnolipid พบวาชวงพีเอช 4.5-5.5 สามารถเพิ่มการละลายน้ําของ
phenanthrene ที่พีเอช 5.5 สามารถเพิ่มการละลายน้ําของ phenanthrene ไดดีกวาที่พีเอช 7 เมื่อใช 
rhamnolipid 240 ppm (Shin and Kim, 2004) 
 Rahman และคณะ (2002) ศึกษาผลของพีเอชที่เหมาะสมตอการยอยสลาย
น้ํามันดิบโดยจุลินทรียที่คัดแยกจากดินในบริเวณที่ปนเปอนน้ํามันดีเซล 130 สายพันธุ แตมีเพียง 5 
สายพันธุที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสูงประกอบดวย Micrococcus sp. GS2-22, 
Corynebacterium sp. GS5-66, Flavobacterium sp. DS5-73, Bacillus sp. DS6-86 และ 
Pseudomonas sp. DS10-129 โดยเลี้ยงเชื้อ 1% ในอาหาร mineral salt medium ที่มีน้ํามันดิบ 1% 
เปนแหลงคารบอน และปรับพีเอชดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรใหมีคาเทากับ 6.5, 7.5 และ 8.5 ตามลําดับ 
พบวา ที่พีเอช 7.5 จุลินทรียผสม 5 สายพันธุใหประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันดิบได 78% 
ภายในเวลา 20 วันที่ทําการทดลอง สวนที่พีเอช 8.5 จุลินทรียสายพันธุ Flavobacterium sp. DS5-73 
ใหประสิทธิภาพการยอยสลายได 43% ภายในเวลา 20 วันที่ทําการทดลอง 
 Zang และ Lian (2008) ศึกษาผลของพีเอชเร่ิมตอการยอยสลาย 2-naphthol โดย
เชื้อราสายพันธุ Fusarium proliferatum และแบคทีเรียสายพันธุ Bacillus subtilis ในน้ําเสีย ซ่ึงพีเอช
เร่ิมตนที่ใช คือ 6.6, 7.0 และ 7.4 พบวา ที่พีเอชเริ่มตน 6.6 ใหอัตราการยอยสลาย 2-naphthol สูงกวา
พีเอชเริ่มตนคาอื่น ๆ ประมาณ 50% ภายใน 4 วันที่ทําการทดลอง แตเมื่อทําการทดลองจนสิ้นสุด
การทดลองในวันที่ 10 พบวา ที่พีเอชเริ่มตน 7.0 ใหอัตราการยอยสลาย 2-naphthol สูงกวาพีเอช
เร่ิมตนคาอื่น ๆ ซ่ึงมีการยอยสลายประมาณ 63% 
 5.3.5 ออกซิเจน กระบวนการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนสามารถเกิดขึ้นไดทั้งใน
สภาวะที่มีอากาศและไมมีออกซิเจน แตในสภาวะที่มีออกซิเจนกระบวนการยอยสลายจะเกิดไดเร็ว



 
 
 
 

31

และสมบูรณกวา โดยปริมาณออกซิเจนในดินจะขึ้นกับความพรุนของดินและปริมาณน้ําในดินที่อยู
ตามรูพรุนซึ่งจะทําใหออกซิเจนในดินนอยลง การเติมออกซิเจนเปนปจจัยสําคัญที่จะชวยเพิ่มอัตรา
การยอยสลายและชวยสงเสริมการเจริญของจุลินทรียใน Bioslurry reactor (Mohan et al., 2006) 
 Rhykerd และคณะ (1999) ศึกษาผลของออกซิเจนตอการยอยสลายปโตรเลียม
ไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนในดิน ความเขมขนรอยละ 10 โดยใชวิธีการเติมฟางและการใหอากาศ 
เพื่อเพิ่มออกซิเจนและชองวางภายในดิน พบวา การเติมฟางแลวทําการไถพรวน การเติมฟางแลวทาํ
การอัดอากาศ และชุดการทดลองที่ไมมีการปรับสภาพดิน ปริมาณปโตรเลียมไฮโดรคารบอนลดลง
เทากับ 82%, 50% และ 33% ตามลําดับ ที่ระยะเวลา 12 สัปดาห และ 90%, 90% และ 77% 
ตามลําดับ ที่ระยะเวลา 30 สัปดาห 
 Zinjarde และ Pant (2002) ศึกษาผลของอัตราการใหอากาศโดยการเขยาตอการ
ยอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbon ในน้ํามันดิบ โดยใชยีสตสายพันธุ Yarrowia 
lipolytica และมีอัตราการใหอากาศที่แตกตางกัน คือ 0, 50, 100, 150 และ 200 รอบตอนาที พบวา 
อัตราการใหอากาศที่ 200 rpm เปนอัตราที่เหมาะสมตอการยอยสลายสารประกอบ aliphatic 
hydrocarbon ในน้ํามันดิบ ซ่ึงสามารถยอยสลายไดสูงถึง 78% 

Shailaja และคณะ (2007) ศึกษาผลการยอยสลาย di-n-butyl phthalate ใน 
Bioslurry reactor ที่ความแตกตางของความเขมขนของออกซิเจนตั้งแต 0-1 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา 
ความเขมขนของออกซิเจนที่ 0.85 มิลลิกรัมตอลิตรในชุดการทดลองที่เติมเชื้อ Pseudomonas 
aeruginosa และไมฆาเชื้อใหอัตราการยอยสลายสูงสุดเทากับ 99.31% หลังจาก 72 ช่ัวโมงที่ทําการ
ทดลอง 

Hadibarata และคณะ (2009) ศึกษาการยอยสลาย chrysene โดยใชเชื้อราสายพันธุ 
polyporus sp. S133 เปรียบเทียบระหวางการใหอากาศโดยการเขยากับไมมีการใหอากาศ พบวา เมื่อ
ใหอากาศโดยการเขยาที่ 120 รอบตอนาที ใหเปอรเซ็นตการยอยสลาย chrysene สูงกวาไมมีการให
อากาศ เทากับ 65% ภายใน 30 วันทําการทดลอง ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดที่ไมมีการใหอากาศ 
พบวา ใหเปอรเซ็นตการยอยสลายเพียงแค 24% ภายใน 30 วันทําการทดลอง 
 5.3.6 ความชื้น ความชื้นในดินทําหนาที่เปนตัวสงผานสารอาหาร ออกซิเจน และผลิตภัณฑที่
ไดจากการยอยสลาย โดยระดับความชื้นที่เหมาะสมในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน
ของจุลินทรียอยูที่ประมาณ 30-90% ซ่ึงความชื้นในดินที่จุลินทรียนําไปใชประโยชนไดคิดเปน 
50% ของน้ําทั้งหมดในดิน (Baker and Diane, 1994)  
 Barahona และคณะ (2004) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและยอยสลาย
น้ํามันดีเซลที่ปนเปอนในดินของเชื้อจุลินทรียประจําถ่ิน โดยจําลองการปนเปอนในดินดวยการเติม
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น้ํามันดีเซลความเขมขน 40 กรัมตอกิโลกรัมดิน ในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร พบวา เชื้อสามารถ
เพิ่มจํานวนเปน 1.0x105 CFU/g ภายในเวลา 55 วัน ที่ระดับความชื้น 20% (น้ําหนักตอน้ําหนกั) และ
เติมวัสดุเศษเหลือ 2% ขณะที่ระดับความชื้น 30% และเติมวัสดุเศษเหลือ 3% เชื้อจุลินทรียเพิ่ม
จํานวนเปน 1.6x105 CFU/g และหลังจากสิ้นสุดการทดลองที่เวลา 109 วัน ปริมาณน้ํามันดีเซลที่
ปนเปอนในดินลดลงเทากับ 67%  
 Børresen และ Rike (2007) ศึกษาผลของความชื้นตอการยอยสลาย hexadecane ที่
ปนเปอนในดิน โดยศึกษาความแตกตางของความชื้นที่ 10%, 15% และ 20% พบวา ที่ความชื้น 
10% ใหอัตราการยอยสลาย hexadecane สูงที่สุดคือ 50-58 มิลลิกรัม hexadecane ตอกิโลกรัมตอวัน 
เมื่อเติม NH4Cl 50-200 มิลลิกรัมของ NH4-N ตอกิโลกรัม หลังจาก 36 วันที่ทําการทดลอง สวนที่
ความชื้น 15% ใหอัตราการยอยสลาย hexadecane รองลงมาคือ 38-52 มิลลิกรัม hexadecane ตอ
กิโลกรัมตอวัน และที่ความชื้น 20% ใหอัตราการยอยสลาย hexadecane ต่ําที่สุดคือ 12-14 มิลลิกรัม
hexadecane ตอกิโลกรัมตอวัน หลังจาก 36 วันที่ทําการทดลอง 
 5.3.7 สารอาหาร จุลินทรียตองการสารอาหารเพื่อนําไปใชในการสรางสวนประกอบของ
เซลลหรือสรางพลังงานที่จําเปนในการดํารงชีวิต สารอาหารถือเปนสวนสําคัญที่จะสงเสริมใหการ
ยอยสลายที่มีประสิทธิภาพสูงสุด (Trindade et al., 2005) ชนิดของแหลงไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 
ตลอดจนอัตราสวนระหวางคารบอน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัสที่เหมาะสมตอการเจริญ โดยปกติ
อัตราสวนของความเขมขนของสารเหลานี้อยูที่ 100:5:1 (Nikolopoulou et al., 2007) และการยอย
สลายสารประกอบไฮโดรคารบอนขึ้นอยูกับสายพันธุของจุลินทรียแตละชนิด ซ่ึงแบคทีเรียตองการ
อัตราสวนของ C:N:P ตั้งแต 100:3:0.6 ถึง 100:10:1 (Leys et al., 2005) 
  จิตติมา แกวเรือง (2551) ศึกษาผลของอัตราสวนระหวางคารบอน ไนโตรเจน และ
ฟอสฟอรัสตอการยอยสลาย ULO ในดินโดยกลุมเชื้อ SC9 พบวา ชุดการทดลองที่มีการปรับ
อัตราสวน C:N:P เปน 300:10:1 ใหประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุด เทากับ 98.02% ภายใน 30 
วันที่ทําการทดลอง 
 Zinjarde และ Pant (2002) ศึกษาผลของสารอาหารตอการยอยสลายสารประกอบ 
aliphatic hydrocarbon ในน้ํามันดิบ โดยมีการเพิ่มแหลงไนโตรเจนและฟอสฟอรัส คือ 0.5% 
(NH4)2SO4 (76 mM nitrogen) และ 0.001% K2HPO4 (6.5 mM phosphorus) ลงในสูตรอาหาร 
enrichment และ มีการศึกษาถึงแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเจริญของยีสต โดยใชแหลง
ไนโตรเจน 3 แหลง คือ (NH4)2SO4, NaNO3 และ ยูเรีย พบวา (NH4)2SO4 เปนแหลงไนโตรเจนที่ดี
ที่สุด สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbon ในน้ํามันดิบได
สูงถึง 78% 
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 Barahona และคณะ (2004) ศึกษาผลของอัตราสวนของ C:N ที่เหมาะสมตอการ
เจริญและการยอยสลายน้ํามันดีเซลที่ปนเปอนในดินของเชื้อจุลินทรียประจําถ่ิน โดยใชอัตราสวน
ของ C:N เทากับ 100:10 และ 100:30 พบวา ชุดการทดลองที่มีอัตราสวนของ C:N เทากับ 100:10 มี
อัตราการลดลงของปริมาณน้ํามันดีเซล 67% หลังจาก 109 วันที่ทําการทดลอง 
 Børresen และ Rike (2006) ศึกษาผลของ NH4Cl ตอการยอยสลาย hexadecane 
โดยใชความเขมขนที่แตกตางกัน คือ 0 10 20 50 100 และ 200 มิลลิกรัม ตอกิโลกรัมดิน ซ่ึงมี
ปริมาณความชื้น 12% บมที่ 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 73 วัน พบวา NH4Cl ที่ความเขมขน 100 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน ใหผลการยอยสลาย hexadecane ไดดีที่สุด ซ่ึงสามารถยอยสลายได 738 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัมดิน 
 Galvis และคณะ (2006) ศึกษาผลของสารอาหารตอการยอยสลาย PAHs ที่
ปนเปอนในดินที่มีความเขมขนของเกลือสูง จําลองการปนเปอนในดินโดยการเติม phenanthrene, 
anthracene และ benzo[a]pyrene และปรับแหลงไนโตรเจน ฟอสฟอรัสดวย (NH4)2SO4 และ 
KH2PO4 ตามลําดับ ใหอัตราสวนระหวางคารบอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัสเทากับ 100:1.25:1 กรัม
ตอกิโลกรัมของดิน สามารถลดปริมาณ phenanthrene เทากับ 1.7% ขณะที่ anthracene และ 
benzo[a]pyrene ไมมีการเปลี่ยนแปลง 
 Lee และคณะ (2007) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของสารอาหารตอการเจริญของ        
จุลินทรียในดินที่ปนเปอน ULO โดยการเติมปุย คือ (NH4)2SO4 และ K2HPO4 เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุมที่ไมเติมปุยลงในดิน พบวา หลังจาก 105 วันที่ทําการทดลอง ชุดการทดลองที่เติมปุยลงไป
ในดินที่ปนเปอน ULO สามารถลดปริมาณ ULO ได 42-51% ในชุดที่ไมเติมปุย ULO ลดลงเพียง 
18% 

6.  การประยุกตใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) ในการยอยสลายสารประกอบ 
ไฮโดรคารบอน 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตไดจากจุลินทรีย ทั้งในรูปของ
สารที่หล่ังออกมานอกเซลล (extracellular) และที่ติดอยูกับผนังเซลลจุลินทรีย (cell-bounded) 
(Mulligan, 2005) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีโครงสรางเปนแบบ amphipatic structure ซ่ึง
ประกอบดวยสวนที่มีขั้ว หรือสวนที่ชอบน้ํา (hydrophilic portion) สวนใหญไดแก โปรตีนและ
น้ําตาลซึ่งจะเปนโมเลกุลที่มีหมูคารบอกซิลิก หมูไฮดรอกซิล หมูอะมิโน หมูฟอสเฟต เปนตน และ
สวนที่ไมมีขั้วหรือสวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic portion) เปนโมเลกุลของกรดไขมันทั้งชนิด
อ่ิมตัว (saturated fatty acid) และไมอ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) ดังแสดงใน Figure 3 เมื่อสารลด
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แรงตึงผิวละลายอยูในตัวทําละลายเชน น้ํา และหากมีความเขมขนที่จุด critical micelle 
concentration ก็จะเกิดโครงสรางที่ เรียกวา ไมเซลล (micelle) โดยหันเอาสวนที่ชอบน้ําไวดานนอก 
และสวนที่ชอบไขมันไวดานในซึ่งจะทําใหประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวแตกตางกันออกไป 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถผลิตไดทั้งจากแบคทีเรีย ยีสต และรา โดยเฉพาะในแบคทีเรียที่
สามารถเจริญไดในอาหารที่มีสับสเตรทไมละลายน้ําและใชสารดังกลาวเปนแหลงคารบอน (Healy 
et al., 1996)   
 
       
               สวนที่ชอบน้ํา (hydrophilic portion)        สวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic portion)                     

Figure 3. Structure of surfactant. 
ที่มา: Fiechter (1992) 
 
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถจําแนกตามสวนประกอบโครงสรางทางเคมี 
(Banat, 1995) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนสารลดแรงตึงผิวที่ไมมีประจุ (non-ionic surfactants) 
และสารลดแรงตึงผิวประจุลบ (anionic surfactants) ไมมีรายงานวามีสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุบวก 
(cationic surfactants) (Katemai, 2008) 
 
 6.1 การจําแนกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถจําแนกได 6 ประเภทตามโครงสราง (Banat, 
1995; Catherine, 2005) 
 6.1.1 ไกลโคลิปด (glycolipid) เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ประกอบดวยคารโบไฮเดรต 
หรือน้ําตาลเชื่อมกับไขมันโดยการเชื่อมหมูอีเทอรและเอสเทอร เชน rhamnolipid, sophorolipid, 
trehalolipid และ trisaccharide (Figure 4a, 4b และ 5)  
 6.1.2 ไลโพเปปไทด (lipopeptides) และไลโพโปรตีน (lipoproteins) ประกอบดวยกรด        
อะมิโนเชื่อมตอกับไขมัน เชน lichenysin, surfactin, subtilisin, serrawettin, arthrofactin และ
streptofactin (Figure 6a, 6b) 
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(a)                                                                 (b) 

 
Figure 4. Structure of rhamnolipid different pH by Pseudomonas BOP 100 (a) 7.35 and (b) 8.5. 
ที่มา : Ishigami and Suzuki (1997) 

 
 

Figure 5. Structure of sophorolipid. 
ที่มา : Casas and Ochoa (1999) 
 

 
                                        (a)                                                                                 (b) 
Figure 6. Structure of lichenysin (a) and surfactin (b). 
ที่มา : Yakimov และคณะ (1999); Carrillo และคณะ (2003) 
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 6.1.3 กรดไขมัน (fatty acid) และไขมัน (neutral lipids) เชน rubiwettin R1และ 
ornithinelipids (Figure 7) 
 

 
(a) 

 
(b) 

 
Figure 7.  Structure of (a) rubiwettin R1 (b) rubiwettin RG1.  
ที่มา : Matsuyama และคณะ (1990) 
 
 6.1.4 ฟอสโฟลิปด (phospholipids) ประกอบดวยฟอสเฟตเชื่อมตอกับกรดไขมัน และ         
กลีเซอรอล เชน phosphatidylglycerol, phosphatidylinositol และ phosphatidic acid (Figure 8) 
 

 
 

Figure 8.  Structure of phosphatidylinositol. 
ที่มา : Ryan และคณะ (1996) 
 
 6.1.5 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีโครงสรางเปนพอลิเมอร (polymeric biosurfactants) เปน
สารลดแรงตึงผิวที่มีโปรตีนตออยูกับไขมันหรือโพลีแซคคาไรด เชน emulsan, liposan, alasan, 
mannoprotein และ biodispersan (Figure 9) 
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Figure 9. Structure of emulsan. 
ที่มา : Zhang และคณะ (1997) 
 
 6.1.6 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ติดกับตัวเซลล (particulate biosurfactants) ประกอบดวย
โปรตีน ฟอสโฟลิปด และไลโพพอลิแซกคารไรด ที่สะสมอยูบนเซลลของจุลินทรีย (extracellular 
membrane vesicles) ที่มีสวนในการนําสารไฮโดรคารบอนเขาสูเซลล เชน vesicle และ fimbriae 
 นอกจากนี้ยังจําแนกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตามน้ําหนักโมเลกุลไดเปน 2 กลุม 
ดังนี้ (Ron and Rosenberg, 2002) 
 - สารลดแร งตึ ง ผิ ว ชี วภ าพน้ํ า หนั ก โม เ ลกุ ลต่ํ า  (Low-molecular-weight 
biosurfactant) คุณสมบัติที่สําคัญของสารในกลุมนี้คือ การลดแรงตึงผิวและแรงตึงระหวางผิวได
อยางมีประสิทธิภาพ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุมนี้ ไดแก ไกลโคลิปด และไลโพเปปไทด 

- สารลดแรงตึ ง ผิ ว ชี วภาพน้ํ าหนั กโม เลกุ ล สู ง  (Hight-molecular-weight 
biosurfactant) เปนพอลิเมอรน้ําหนักโมเลกุลสูงที่ติดกับพื้นผิวของสวนที่ไมชอบน้ําอยางแข็งแรง 
ทําใหจุลินทรียสามารถอยูติดกับสารตั้งตนที่ไมละลายน้ํา และนําสารตั้งตนนั้นไปเปนแหลง
พลังงานและแหลงคารบอนไดดีขึ้น คุณสมบัติที่สําคัญของสารในกลุมนี้คือ การทําใหเกิดความคง
ตัวของอิมัลชัน สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุมนี้ ไดแก โพลีแซคคารไรด โปรตีน ไลโพโพลีแซค
คารไรด ไลโพโปรตีนหรือสารละลายเชิงซอนจากการรวมตัวของสารพอลิเมอรชีวภาพดังกลาว 
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนิด โดยสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพแตละชนิดที่ผลิตจากจุลินทรียชนิดตาง ๆ แสดงใน Table 4 
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Table 4. Type and microbial origin of biosurfactants. 
  

Microorganism Type of surfactant 
Acinetobacter sp. HO1-N 
Acinetobacter calcoaceticus 
Acinetobacter calcoaceticus Rag-1 
Acinetobacter calcoaceticus 2CAC 
Acinetobacter radioresistaens 
Alcanivorax  borkumensis 
Arthrobacter sp. 
Arthrobacter paraffineus 
Bacillus licheniformis 
Bacillus subtilis 
Candida lipolytic 
 Candida petrophilum  
Candida tropicalis 
Corynebacterium lepus 
Corynebacterium salvonicum SFC 
Corynebacterium hydrocarboclastus 
Nocardia erythropolis 
Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas flurescens 
Pseudomonas rubescens 
Pseudomonas sp. DMS 2847 
Pseudomonas sp. MUB 
Rhodococcus erythropolis 
Serratia marcescens 
Serratia rubidaea  
Streptomyces tendae 
Thiobacillus thioxidan 

Fatty acids, mono-and diglycerides 
Emulsan, biodispersan 
Lipoheteropolysaccharide (Emulsan) 
Whole cells (lipopeptide) 
Alasan 
Glycolipids 
Anthrofactin 
Sucrose and fructose glycolipids 
Lipoprotein 
 Lipoprotein (surfactin) 
liposan (mostly carbohydrate) 
Peptidolipid  
Polysaccharide-fatty acid complex 
Corynomycolic acids 
Neutral lipids 
Polysaccharide-protein complex 
Neutral lipids 
Glycolipid (rhamnose lipid) 
Rhamnose lipid 
Ornithinelipids 
Glycolipid (rhamnose lipid) 
Rhamnose lipid 
Trehalose dimycolates 
Serrawettin 
Rubiwettin R1  
Streptofactin 
Phosphatidylglycerol, phosphatidylinositol 
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Table 4. (Continue) 
 

Microorganism Type of surfactant 
Torulopsis bombicola 
Torulopsis petrophilum 

Glycolipid (sophorose lipid) 
Glycolipid and / or protein 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Kosaric (2001) 
 
 สารลดแรงตึงผิวสามารถเพิ่มอัตราการยอยสลายของสารประกอบไฮโดรคารบอน
โดยมีการทํางาน 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกจุลินทรียจะจับกับอนุภาคของน้ํามันและสรางสารลดแรง
ตึงผิวออกมาอิมัลซิไฟดทําใหน้ํามันมีอนุภาคขนาดเล็กลง (oil droplets) และผสมเขากันไดดีกับน้ํา 
หลังจากนั้นจุลินทรียจะนําน้ํามันมีอนุภาคขนาดเล็กเขาสูเซลลเพื่อใชเปนแหลงพลังงาน ดังแสดง
ในFigure 10 สารลดแรงตึงผิวสามารถเพิ่มอัตราการละลายของสารประกอบไฮโดรคารบอนในดิน
ได จะชวยใหแบคทีเรียยึดเกาะกับอนุภาคดินที่มีสารประกอบไฮโดรคารบอนได ทําใหระยะ
ทางการแพรของสารประกอบไฮโดรคารบอนกับเซลลแบคทีเรียส้ันลง (Tang et al., 1998; Poeton 
et al., 1999) แบคทีเรียสามารถนําสารประกอบไฮโดรคารบอนเขาสูเซลลไดงาย และมี
ประสิทธิภาพมากกวาแบคทีเรียที่อยูในรูปอิสระ (Bastieans et al., 2000)  
 นวดล  สวางนาวิน (2547) ทดลองเติมแบคทีเรียที่สามารถสรางสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ คือ Pseudomonas aeruginosa A 41 และ Bacillus subtilis BBK1 ในการยอยสลายน้ํามันดิบ
ในอาหารเหลว BH sea ที่มีน้ํามันดิบ 1% และมี Brevundimonas sp. HU2 ที่สามารถยอยสลาย
น้ํามันดิบได พบวา   P. aeruginosa A 41 และ B. subtilis BBK1 สามารถสงเสริมการเจริญและการ
ยอยสลายน้ํามันดิบของเชื้อ Brevundimonas sp. HU2 ไดหมดภายในระยะเวลา 3 วัน สําหรับการ
เติม rhamnolipid และ surfactin พบวามีประสิทธิภาพในการสงเสริมการยอยสลายน้ํามันดิบ
ใกลเคียงกัน และมีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันดิบสูงกวาการใชสารลดแรงตึงผิว
สังเคราะหทางเคมี คือ TritonX-100 และ Chemtech 307 ตามลําดับ  
 กุลนรี  เพชรรงค (2550) ศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตจากเชื้อ Acinetobacter calcoaceticus subsp. anitratus SM7 ที่คัดแยกไดจากทะเลที่ปนเปอน
คราบน้ํามัน พบวา มีความคงตัวอยูในชวงพีเอช 6-12 โดยมีคา emulsification activity เทากับ 
63.26-67.37% และมีความคงตัวอยูในชวงอุณหภูมิ 30-80 องศาเซลเซียส มีคา emulsification 
activity เทากับ 65.50-68.28% สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ A. calcoaceticus subsp. 
anitratus SM7 มีความจําเพาะตอไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ ซ่ึงมีความจําเพาะตอ aromatic 
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hydrocarbon มากกวา aliphatic hydrocarbon โดยสามารถอิมัลซิไฟด toluene ไดดีที่สุด รองลงมา
คือ xylene และ benzene โดยมีคา emulsification activity เทากับ 75%, 74% และ 71% ตามลําดับ 
และเมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ น้ําหนักโมเลกุล และศึกษาองคประกอบบางสวนของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวน พบวา สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ A. 
calcoaceticus subsp. anitratus SM7 ที่ผานการทําบริสุทธิ์บางสวนมีความบริสุทธิ์ มีน้ําหนัก
โมเลกุลเทากับ 1.97×106 และมีโปรตีนและโพลีแซคคารไรดเปนองคประกอบ ซ่ึงปริมาณโปรตีน 
42.26% และมีปริมาณโพลีแซคคารไรด 57.74% 
  

  
 
Figure 10. Involvement of biosurfactants in hydrocarbons uptake.  
ที่มา : Fritsche และ Hofrichter (2000) 
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 Banat (1995) ศึกษาการใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก Pseudomonas ML2 
และ Acenetobacter haemoliticus ในการสงเสริมการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน พบวา 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก Pseudomonas ML2 สามารถเพิ่มการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนได 44-46 % เมื่อใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 41 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แตเมื่อ
ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพิ่มเปน 82 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ประสิทธิภาพในการ
ยอยสลายลดลงเหลือ 32-34%  

Rahman และคณะ (2003b) ศึกษาการยอยสลาย n-alkanes ในกากตะกอน
ปโตรเลียม โดยการเติมกลุมเชื้อจุลินทรีย สารอาหาร และ rhamnolipid พบวา กากตะกอน
ปโตรเลียมมีปริมาณน้ํามันและ grease เทากับ 87.4% และสามารถยอยสลาย n-alkanes ตั้งแต C8 -
C11 ไดสมบูรณ และยังสามารถยอยสลาย C12-C21, C22-C31 และ C32-C40 ได 83-98%, 80-85% และ 
57-73% ตามลําดับ หลังจาก 56 วันจากการทดลอง 
 Perfumo และคณะ (2007) ศึกษาการสงเสริมการยอยสลาย hexadecane ที่
ปนเปอนในดินที่อุณหภูมิตาง ๆ โดยการเปรียบเทียบอัตราการยอยสลายระหวางชุดการทดลองที่ไม
เติม rhamnolipid, ชุดการทดลองที่เติม rhamnolipid เพียงอยางเดียว และชุดการทดลองที่เติม 
rhamnolipid รวมกับสารอาหารและเชื้อจุลินทรีย  พบวา ชุดการทดลองที่เติม rhamnolipid รวมกับ
สารอาหาร NPK, เชื้อสายพันธุ Geobacillus thermolevorans T80 และไมฆาเชื้อ สามารถสงเสริม
การยอยสลาย hexadecane ได 90% และ 48% หลังจาก 40 วันทําการทดลอง ที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส และอุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 

Katemai (2008) ศึกษาการผลของลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อยีสต 
Issatchenkia orientalis SR4 ตอการละลายของสารประกอบ PAHs ไดแก naphthalene, 
phenanthrene และ pyrene เปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหคือ sodium dodecyl sulfate 
(SDS) พบวา ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อยีสต I. orientalis SR4 สามารถเพิ่มการละลายของ
สารประกอบ PAHs ไดแก naphthalene และ phenanthrene ไดดีกวาสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห 
โดยสามารถเพิ่มการละลายของ naphthalene เทากับ 49.0 มิลลิกรัมตอลิตร และ phenanthrene 
เทากับ 4.2 มิลลิกรัมตอลิตร แตไมสามารถเพิ่มการละลายของ pyrene ได อาจเนื่องมาจากไพรีมมีวง
เบนซีน 4 วงทําใหมีความสามารถในการละลายน้ําต่ํากวาสารประกอบ PAHs ชนิด naphthalene 
และ phenanthrene ที่มีวงเบนซีนเพียงแค 2 และ 3 วง ตามลําดับ     
 Whang และคณะ (2008) ศึกษาการสงเสริมการยอยสลายน้ํามันดีเซลที่ปนเปอน
ในน้ํา โดยใชเชื้อที่คัดแยกไดจากบริเวณที่ปนเปอนและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด surfactin ที่
ผลิตจาก Bacillus subtilis ATCC 21332 ปริมาณที่ใชศึกษา 0-160 มิลลิกรัมตอลิตร และ 
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rhamnolipid ที่ผลิตจาก Pseudomonas aeruginosa J4 ปริมาณที่ใชศึกษา 0-400 มิลลิกรัมตอลิตร 
พบวา ชุดการทดลองที่เติม surfactin 40 มิลลิกรัมตอลิตร ใหประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันดีเซล
ถึง 94% สวนชุดการทดลองที่ไมเติม surfactin ใหประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันดีเซลเพียงแค 
40% หลังจาก 200 ช่ัวโมงทําการทดลองและเมื่อเพิ่มความเขมขนของ surfactin มากกวา 40 
มิลลิกรัมตอลิตร พบวา ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันดีเซลเทากับ 0% ในการศึกษาผลของ 
rhamnolipid  พบวา ชุดการทดลองที่เติม rhamnolipid 0-80 มิลลิกรัมตอลิตร ใหประสิทธิภาพการ
ยอยสลายน้ํามันดีเซลถึง 100% หลังจาก 200 ช่ัวโมงทําการทดลองและเมื่อเพิ่มความเขมขนของ 
rhamnolipid สูงขึ้น พบวา ใหประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันดีเซลคงที่ 
 
วัตถุประสงค 

 1. เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลาย ULO โดยจุลินทรียเดี่ยว จุลินทรีย
ผสม และกลุมจุลินทรีย 

2. ศึกษาปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยก 
3. ศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพ

ของเหลวเปยก 
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บทที่ 2 
 

วิธีการวิจัย 
 

วัสดุและอุปกรณ 

1. วัตถุดิบและจุลินทรีย 

 1.1 ดินที่ไมมีประวัติการปนเปอน LO จาก ต. เขาพระ อ. รัตภูมิ จ. สงขลา 
1.2 ULO จากอูซอมรถมอเตอรไซค ซอยมงคลสุข ต. คอหงส อ. หาดใหญ จ. สงขลา ตัวอยาง 

ULO เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะทําการทดลอง 
1.3 กลุมจุลินทรีย SC9 และแบคทีเรียที่แยกใหบริสุทธิ์จากกลุมจุลินทรีย SC9 มี 4 สายพันธุ คือ  

1.3.1 Chryseobacterium sp. 
1.3.2 Sphingobacterium multivorum 
1.3.3 Bacillus cereus  
1.3.4 Agrobacterium tumefaciens 

โดยเชื้อคัดแยกจากดินบริเวณอูซอมรถยนต อ. หัวไทร จ. นครศรีธรรมราช จาก
งานวิจัยของจิตติมา  แกวเรือง (2551) 

1.4 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Acinetobacter calcoaceticus subsp. anitratus SM7 ที่คัดแยก
ไดจากทะเลที่ปนเปอนคราบน้ํามันจากทะเลสาบสงขลา ทําการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
อาหาร Minimal salt medium (พีเอช 7.0) โดยเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิหอง และเขยาดวยความเร็ว 200
รอบตอนาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวนําไปตกตะกอนดวยเอธานอล 95% (กุลนรี เพชรรงค, 2550; 
Phetrong et al., 2008) 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ 

2.1 Mineral Salt Medium (MSM) (ภาคผนวก ก) 
2.2 Minimal salt medium (ภาคผนวก ก) 
2.3 Nutrient broth บริษัท Himedia (Mumbai, India) (ภาคผนวก ก) 
2.4 Nutrient agar บริษัท Himedia (Mumbai, India) (ภาคผนวก ก) 
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3. สารเคมี 

3.1 Dichloromethane บริษัท Lab-Scan (Bangkok, Thailand) 
3.2 Toluene บริษัท Lab-Scan (Bangkok, Thailand) 
3.3 Methanol บริษัท Lab-Scan (Bangkok, Thailand) 
3.4 Ethanol 95% บริษัท Lab-Scan (Bangkok, Thailand) 
3.5 Hexane บริษัท Lab-Scan (Bangkok, Thailand) 
3.6 Tween 80 บริษัท Ajax finechem Ltd. (Auckland, Newzeland) 
3.7 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) บริษัท Bio-Red (California, USA) 
3.8 n-hexadecane บริษัท Nacalai Tesque Inc. (Tokyo, Japan) 
3.9 Anhydrous Na2SO4 บริษัท Ajax finechem Ltd. (Auckland, Newzeland) 
3.10 Urea บริษัท Riedel-deHaën (Germany) 
3.11 Ammonium sulphate บริษัท Merck (Darmstadt, Germany) 
3.12 Ammonium nitrate บริษัท Merck (Darmstadt, Germany) 
3.13 Dipotussium hydrogenphosphate บริษัท Ajax finechem Ltd. (Auckland, Newzeland) 
3.14 Sodium dihydrogenphosphate บริษัท Ajax finechem Ltd. (Auckland, Newzeland) 
3.15 Ammonium chloride บริษัท Ajax finechem Ltd. (Auckland, Newzeland) 
3.16 Sodium chloride บริษัท Lab-Scan (Bangkok, Thailand) 
3.17 Potussium dihydrogenphosphate บริษัท APS Ajax finechem Ltd. (Auburn, Australia) 
3.18 Magnesium sulphate บริษัท Carlo Erba (Italy) 
3.19 Iron (II) sulphate บริษัท Riedel-deHaën (Germany) 

4. อุปกรณ 

4.1 แทง siliga gel รุน Cromarod-SIII บริษัท Mitsubishi Kagaku Latron, Inc. 
4.2 เครื่อง IATRONSCAN TLC-FID Analyzer รุน Iatroscan, TH-10 Mark 5 บริษัท Latron 

Laboratories, Inc. 
4.3 เครื่อง GC-MS รุน HP 5890 Gas Chromatograph-HP 5972 Mass Selective Detector บริษัท 

Hewlett-Packard 
4.4 เครื่องเขยา รุน Certomat MOII บริษัท B. Braun Biotech International 
4.5 เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง รุน BP 210 s บริษัท Sartorius 
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4.6 เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง รุน HF-1200 บริษัท A&D Company, Ltd 
4.7 ตูปลอดเชื้อ (Laminar air flow) รุน 5227044 บริษัท Hotpack 
4.8 ตูอบความรอนแหง (Hot air oven) รุน MOV.212 บริษัท Sanyo Electric Co., Ltd 
4.9 หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seiko Co., Ltd 
4.10 เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุน N-100 บริษัท Eyela 
4.11 เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) รุน 5203 บริษัท Hitachi 
4.12 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 420A บริษัท Orion Research, Inc 
4.13 ไมโครปเปต (Micropipette) รุน U63118B บริษัท Gilson 
4.14 กลองจุลทรรศน รุน YS100 บริษัท Nikon 
4.15 โถดูดความชื้น (Desicator) 
4.16 อุปกรณสําหรับการวิเคราะหทางจุลชีววิทยา 

 
วิธีการวิเคราะห 

1. การวิเคราะหปริมาณไฮโดรคารบอน    

1.1 การวิเคราะหการลดลงของ ULO (weight loss) 
นําอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM 50 มิลลิลิตร ที่มี ULO 1% เล้ียงเชื้อโดยเขยาที่ความเร็ว 

200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน สกัด culture broth ดวย hexane ในอัตราสวนที่
เทากันกับ culture broth โดยทําการสกัด 2 คร้ัง แลวนําสวนของตัวทําละลายมากําจัดน้ําดวย 
Na2SO4 นําสารละลายไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ และชั่งน้ําหนักสารที่ได 
จากนั้นคํานวณหาการลดลงของ ULO จากสมการ (Shirai et al., 1995) 

การลดลงของ ULO (%) = (W1 – W2) × 100 
                                                                        W1 
 

W1 = น้ําหนกัของน้ํามัน ULO เร่ิมตน  
W2 = น้ําหนกัของน้ํามัน ULO ที่เหลือจากการเลี้ยงเชื้อจลิุนทรีย 
 

1.2 การวิเคราะหสารประกอบไฮโดรคารบอนใน ULO โดย TLC-FID 
นํา ULO ที่ไดจากการสกัดขอ 1.1 มาละลายใน hexane อัตราสวน 1:1,000 แลว

นํามา spot ลงบน silica gel rod SIII จากนั้นแยกองคประกอบของ ULO โดยใชตัวทําละลาย
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เคลื่อนที่ (mobile phase) 3 ระบบ ระบบที่ 1 คือ hexane 100% จนกระทั่งความสูงของตัวทําละลาย
เคลื่อนที่อยูที่ระดับ 10 เซนติเมตรจากจุดเริ่มตน แลวใชระบบที่ 2 คือ  toluene 100% ใหความสูง
ของตัวทํ าละลาย เคลื่ อนที่ อยูที่ ระดับ  5  เซนติ เมตรจากจุด เริ่ มตน  และระบบที่  3  คือ  
dichloromethane : methanol (95%: 5%) ใหความสูงของตัวทําละลายเคลื่อนที่อยูที่ระดับ 2 
เซนติเมตรจากจุดเริ่มตน จากนั้นอบ silica gel rod SIII ที่ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และ
ทําการวิเคราะหปริมาณขององคประกอบใน ULO ดวยเครื่อง TLC-FID ที่มีอัตราการไหลของกาซ
ไฮโดรเจน 160 มิลลิลิตรตอนาที อากาศ 2 ลิตรตอนาที ระดับความเร็วในการสแกน 30 วินาทีตอ
หนึ่งครั้งตอการสแกน และทําการหาพื้นที่ใตกราฟโดยการทําอินทิเกรต (Sharma et al., 1998) 

           ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามัน (%) = พื้นที่ใตกราฟเริ่มตน – พื้นที่ใตกราฟสุดทาย × 100 
                                                                                       พื้นที่ใตกราฟเริ่มตน  

 1.3 การวิเคราะหสารประกอบไฮโดรคารบอนใน ULO โดย GC-MS 
นํา ULO ที่ไดจากการสกัดขอ 1.1 ไปทําการวิเคราะหปริมาณขององคประกอบใน 

ULOดวยเครื่อง GC-MS โดยสงวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครนิทร 
ซ่ึงจะเตรียมตัวอยาง ULO ดวยวิธี Solid-Phase Extraction (SPE) โดยนํา ULO 1 มิลลิลิตร หยดลง
บนคอลัมน SPE แลวชะดวย 100% hexane หลังจากนั้นนําสวนที่ผานคอลัมน SPE มาวิเคราะหดวย
เครื่อง GC-MS โดยใชสภาวะดังแสดงใน Table 5  

 
Table 5. GC-MS conditions.  
 

GC MS 
Inlet temp : 240 ºC, He carrier flow 1.0 ml/min,    
                   splitless 0.8 min 
Oven initial temp : 50 ºC 1.5 min 
Ramp to 180ºC at 15 ºC/min 
Ramp to 275ºC at 10 ºC/min 
Column : Rtx-5MS, 30m., film thickness 0.25 µm,  
                ID. 0.25 mm  

Ionization mode : Electron Ionization 
Acquisition mode : Scan, 35-500 amu 
Solvent delay time : 3.0 min 
Transfer line temp : 275 ºC 
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2. การหาจํานวนเชื้อ Heterotrophic bacteria 

  หาจํานวน heterotrophic bacteria โดยนํา 0.1 มิลลิลิตร ของเซลลจุลินทรียในรูป
แขวนลอยที่ระดับความเจือจางเหมาะสม เกลี่ยบนอาหาร Nutrient agar บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 
24-48 ช่ัวโมงหรือจนสังเกตเห็นโคโลนีชัดเจน นับจํานวนโคโลนีและคํานวณปริมาณจุลินทรียใน
หนวย log CFU/mL (Ibekwe et al., 2006) 
 
วิธีการทดลอง 

1. การศึกษาคุณสมบัติและองคประกอบทางเคมีของดิน 

 เก็บตัวอยางดินที่อุดมสมบูรณโดยดูไดจากการเจริญเติบโตของพืชในดินบริเวณ
ดังกลาว และไมมีประวัติการปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนหรือ LO ขุดดินลึกจากผิวหนา
ดินประมาณ 15 ซม. แยกเศษใบไมและหินออก นําดินไปวิเคราะห ดังนี้ 

1.1 ความชื้น  
  ช่ังตัวอยางดิน 100 กรัม ใสในจานระเหยที่ทราบน้ําหนักแนนอน แลวนําตัวอยาง
ดินไปอบที่ตูอบ อุณหภูมิ 105±1 องศาเซลเซียส   อบจนแหงและไดน้ําหนักคงที่ ใชเวลาประมาณ 1 
ช่ัวโมง นําออกจากตูอบตั้งทิ้งไวใหเย็นใน desicator แลวนําไปชั่งน้ําหนัก (Brady, 1974) แลวหา
ความชื้นจากสมการคํานวณ 
 

ความชื้น (%) =       (W1 – W2) × 100 
                                                             W1 
 

W1 = น้ําหนกัของดินเริ่มตน 
W2 = น้ําหนกัของดินที่ผานการอบแหง 

1.2 การวัดคาพีเอชของดิน  
ช่ังตัวอยางดิน  10 กรัม ใสในบีกเกอร แลวเติมน้ํา DI 10 มิลลิลิตร คนใหเขากัน 20 

นาที เมื่อครบกําหนดนํามาวัดดวยเครื่อง pH meter กอนวัดตองเปดเครื่องทิ้งไว 30 นาที จากนั้น
ปรับเครื่องดวยสารละลายบัฟเฟอรที่พีเอช 4, 7 และ 10 ตามลําดับ แลวนําไปวัดพีเอชของตัวอยาง
ดินที่เตรียมไว (Beck et al., 1980) 
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1.3 วิเคราะหปริมาณไฮโดรคารบอนทั้งหมดในดิน  
ช่ังตัวอยางดิน 50 กรัม ใสในฟลาสก 250 มิลลิลิตร แลวเติม hexane 100 มิลลิลิตร 

เขยาสารใหเขากัน แลวนําสวนของตัวทําละลายไประเหยแหงดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศ แลว
นําไฮโดรคารบอนที่สกัดไดมาละลายใน hexane ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใชสวนสกัด 1 ไมโครลิตร 
ฉีดลงเครื่อง TLC-FID แลววิเคราะหปริมาณไฮโดรคารบอนทั้งหมด (Sharma et al., 1998) 

1.4 วิเคราะหชนิดของดิน, ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด, ปริมาณฟอสฟอรัสและปริมาณ
อินทรียวัตถุในดิน (organic matter)  

ส งวิ เ ค ร า ะห ที่ ห อ งป ฏิ บั ติ ก า รปฐพี วิ ท ย า  คณะทรั พย ากรธรรมชาติ
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร โดยชนิดของดิน, ปริมาณอินทรียวัตถุในดิน, ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 
และปริมาณฟอสฟอรัสวิเคราะหดวยวิธี Hydrometer method, Walkley and Black’s method, Micro 
kjeldahl method และ Bray No.II ตามลําดับ 

ตัวอยางดินเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะทําการทดลอง  
 

2.  การทดสอบประสิทธิภาพในการยอยสลาย ULO ของเชื้อเดี่ยว เชื้อผสม และกลุมเชื้อ SC9 ท่ี
คัดเลือกไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ   

  เตรียมกลาเชื้อโดยนําเชื้อที่เทียบเคียงสายพันธุแลวจากการทดลองของจิตติมา 
แกวเรือง จํานวน 4 สายพันธุ (A คือ Chryseobacterium sp., B คือ Sphingobacterium multivorum, 
C คือ Bacillus cereus และ D คือ Agrobacterium tumefaciens) โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร NB 5 
มิลลิลิตรในหลอดทดลอง เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
ถายเชื้อแตละสายพันธุ 1% มาเล้ียงในอาหาร NB 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก 125 มิลลิลิตร เขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวเหวี่ยงแยกเซลล (8,500 รอบ
ตอนาที, 4 องศาเซลเซียส, 20 นาที) ลางเซลลดวย 0.85% NaCl 2 คร้ัง แลวเตรียมเซลลจุลินทรียใน
รูปแขวนลอยดวย 0.85% NaCl ใหมีจํานวนเซลลประมาณ 7.0 log CFU/mL หลังจากนั้นถายเชื้อ 
10% ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มี ULO 1% เปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงานในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ทําการทดสอบการยอยสลาย ULO ของเชื้อเดี่ยว 4 สาย
พันธุ (A, B, C, D), 2 สายพันธุ (AB, AC, AD, BC, BD, CD; 1:1, v/v),   3 สายพันธุ (ABC, ABD, 
ACD, BCD; 1:1:1, v/v), 4 สายพันธุ (ABCD; 1:1:1:1, v/v) และกลุมเชื้อ SC9 เปรียบเทียบกับชุด
ควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อ บมเชื้อโดยเขยาบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน จากนั้นวัดการเจริญและทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการ
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ยอยสลาย ULO ตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1 และ 1.2 ตามลําดับ เลือกชุดการทดลองที่มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลาย ULO สูงสุดเพื่อใชทดสอบในขั้นตอไป  

3. ปจจัยท่ีมีผลตอความสามารถในการยอยสลาย ULO ของเชื้อท่ีคัดเลือกไดในดินสภาพของเหลว
เปยก 

 เล้ียงเชื้อที่คัดเลือกไดจากขอ 2 ในอาหาร NB 5 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง เขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ถายเชื้อ 1% มาเลี้ยงในอาหาร 
NB 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก 125 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง แลวเหวี่ยงแยกเซลล (8,500 รอบตอนาที, 4 องศาเซลเซียส, 20 นาที) ลางเซลลดวย 
0.85% NaCl 2 คร้ัง แลวเตรียมเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยดวย 0.85% NaCl ใหมีจํานวนเซลล
ประมาณ 7.0 log CFU/mL  

3.1 ผลของปริมาณดินตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยก 
 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มี ULO 1% เปนแหลง
คารบอนและแหลงพลังงาน ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร แลวเติมดิน 0%, 5%, 10%, 15% และ 
20% จากนั้นเติมเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยที่เตรียมไวในขอ 3 ลงไป 10% โดยเขยาที่ความเร็ว 
200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน วัดการเจริญและทดสอบความสามารถของ
เชื้อจุลินทรียในการยอยสลาย ULO ตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1 และ 1.2 ตามลําดับ เลือกชุดการ
ทดลองที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย ULO สูงสุดเพื่อใชทดสอบในขั้นตอไป 

3.2 ผลของปริมาณเชื้อตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยก 
 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ที่มีพีเอชเทากับ 7 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มี ULO 
1% เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เติมดิน 10% ลงไป แลว
เติมเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยที่เตรียมไวในขอ 3 ลงไป 0%, 5%, 10%, 15%, 20% และ 25% 
โดยเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน จากนั้นวัดการเจริญและ
ทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการยอยสลาย ULO ตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1 และ 
1.2 ตามลําดับ เลือกชุดการทดลองที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย ULO สูงสุดเพื่อใชทดสอบใน
ขั้นตอไป  
 
 



 

50

3.3 ผลของพีเอชเร่ิมตนตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยก 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเทากับ 5.0, 6.0, 7.0, 

8.0, 8.5, 9.0 และ 9.5 แลวเติม ULO 1% เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานใน ฟลาสกขนาด 
250 มิลลิลิตร เติมดินและเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยที่เตรียมไวในขอ 3 ลงไป 10% และ 15% 
ตามลําดับ โดยเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน จากนั้นวัดการเจริญ
และทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการยอยสลาย ULO ตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1 
และ 1.2 ตามลําดับ เลือกชุดการทดลองที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย ULO สูงสุดเพื่อใช
ทดสอบในขั้นตอไป 

3.4 ผลของแหลงไนโตรเจนตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยก 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มี NH4Cl หรือ NH4NO3 หรือ 

(NH4)2SO4 หรือยูเรีย ที่ความเขมขน 4 กรัมตอลิตร ปรับพีเอชเทากับ 8.0 แลวเติม ULO 1% เปน
แหลงคารบอนและแหลงพลังงานในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เติมดินและเซลลจุลินทรียในรูป
แขวนลอยที่เตรียมไวในขอ 3 ลงไป 10% และ 15% ตามลําดับ  โดยเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน จากนั้นวัดการเจริญและทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรีย
ในการยอยสลาย ULO ตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1 และ 1.2 ตามลําดับ เลือกชุดการทดลองที่มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลาย ULO สูงสุดเพื่อใชทดสอบในขั้นตอไป 

3.5 ผลของความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพ
ของเหลวเปยก 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มี (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 
2, 4, 6 และ 8 กรัมตอลิตร ปรับพีเอชเทากับ 8.0 แลวเติม ULO 1% เปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงานในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เติมดินและเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยที่เตรียมไวในขอ 
3 ลงไป 10% และ 15% ตามลําดับ  โดยเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 
วัน จากนั้นวัดการเจริญและทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการยอยสลาย ULO ตาม
วิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1 และ 1.2 ตามลําดับ เลือกชุดการทดลองที่มีประสิทธิภาพในการยอย
สลาย ULOสูงสุดเพื่อใชทดสอบในขั้นตอไป 

3.6 ผลของอัตราสวนของแหลงฟอสฟอรัสตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยก 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มี (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 

4 กรัมตอลิตร และแหลงฟอสฟอรัส คือ K2HPO4 และ KH2PO4 อัตราสวน 0:0, 0:1.2, 1.8:0, 0.9:1.2, 
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1.8:0.6 และ 1.8:1.2 (กรัมตอลิตร) แลวปรับพีเอชเทากับ 8.0 เติม ULO 1% เปนแหลงคารบอนและ
แหลงพลังงานในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เติมดินและเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยที่เตรียมไว
ในขอ 3 ลงไป 10% และ 15% ตามลําดับ  โดยเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 7 วัน จากนั้นวัดการเจริญและทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการยอยสลาย ULO 
ตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1 และ 1.2 ตามลําดับ เลือกชุดการทดลองที่มีประสิทธิภาพในการยอย
สลาย ULO สูงสุดเพื่อใชทดสอบในขั้นตอไป 

4. การทดสอบความสามารถในการยอยสลาย ULO โดยการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในดิน
สภาพของเหลวเปยกท่ีผานและไมผานการฆาเชื้อ  

 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มี (NH4)2SO4 4 กรัมตอลิตร 
เติม K2HPO4 1.8 กรัมตอลิตร และ KH2PO4 0.6 กรัมตอลิตร แลวปรับพีเอชเทากับ 8.0 เติม ULO 
1% เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เติมดินและเซลลจุลินทรีย
ในรูปแขวนลอยที่เตรียมไวในขอ 3 ลงไป 10% และ 15% ตามลําดับ เติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตจาก Acinetobacter calcoaceticus subsp. anitratus SM7 ลงไปในดินสภาพของเหลวเปยก35 
มิลลิกรัม  (ดัดแปลงจาก Kosaric, 2001; Katemai, 2008) โดยแบงชุดการทดลองออกเปน 8 ชุดการ
ทดลอง ดังแสดงใน Table 6 ทุกชุดการทดลองจะทําการทดลอง 3 ซํ้า มีทั้งชุดที่ฆาเชื้อและไมฆา
เชื้อ ซ่ึงชุดที่ฆาเชื้อจะนําไปฆาเชื้อในหมอนึ่งความดันไอที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
แลวนําชุดการทดลองทุกชุดการทดลองไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง และทํา
การเก็บตัวอยางที่วันที่ 0, 7 และ 30 เพื่อนําไปวัดการเจริญและทดสอบความสามารถของ
เชื้อจุลินทรียในการยอยสลาย ULO ตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1, 1.2 และ 1.3 ตามลําดับ 

5. การทดสอบความสามารถในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา 

 เตรียมกลาเชื้อโดยนํากลุมเชื้อ SC9 ในอาหาร NB 5 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง 
เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ถายเชื้อ 1% มาเล้ียงใน
อาหาร NB 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก 125 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที บมที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวเหวี่ยงแยกเซลล (8,500 รอบตอนาที, 4 องศาเซลเซียส, 20 
นาที) ลางเซลลดวย 0.85% NaCl 2 คร้ัง แลวเตรียมเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยดวย 0.85% NaCl 
ใหมีจํานวนเซลลประมาณ 7.0 log CFU/mL  
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Table 6. Overview of microcosms set-up 
 

No. Amendments Microcosm set-up 
1 Sterilized soil with no amendments SS  
2 Sterilized soil with SC9 consortia SS + SCI 
3 Sterilized soil with crude biosurfactant  SS + CB 
4 Sterilized soil with all amendments SS + SCI + CB 
5 Non-sterilized soil, No amendments NSS  
6 Non-sterilized soil, soil indigenous, SC9 consortia NSS + SCI 
7 Non-sterilized soil, soil indigenous, crude biosurfactant NSS + CB 
8 Non-sterilized soil, all amendments NSS + SCI + CB 

SS = sterile soil; NSS = non-sterile soil; SCI = SC9 consortia inoculum; CB = crude 
biosurfactant. Sample were sterile in autoclaved at 121ºC for 30 min.  
 
 5.1 ผลของความสามารถในการยอยสลาย xylene และ benzene 
 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มี (NH4)2SO4 4 กรัมตอลิตร 
เติม K2HPO4 1.8 กรัมตอลิตร และ KH2PO4 0.6 กรัมตอลิตร แลวปรับพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เทากับ 8.0 เติม xylene และ benzene ที่ความเขมขน 0.01%, 0.025%, 0.05%, 0.1% และ 0.25% 
(v/v) เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน เติมเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยที่เตรียมไดจากขอ 5 
15% พันฝาหลอดดวยพาราฟลมเพื่อปองกันการระเหยของ xylene และ benzene แลวเขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน จากนั้นสังเกตความขุนของอาหารเลี้ยง
เชื้อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ถาอาหารเลี้ยงเชื้อขุนแสดงวาเชื้อมีการเจริญ 

 5.2 ผลของความสามารถในการยอยสลาย naphthalene 
 เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM agar ที่มี (NH4)2SO4 4 กรัมตอลิตร เติม K2HPO4 1.8 
กรัมตอลิตร และ KH2PO4 0.6 กรัมตอลิตร แลวปรับพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 8.0 เติม agar 
1.5% แลวนําไปฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที หลังจากนั้นเทอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM agar ลง
ในจานเพาะเชื้อ เช็คการปนเปอนของอาหารเลี้ยงเช้ือ 24 ช่ัวโมง เลือกอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM agar ที่
ไมมีการปนเปอนมา streak เซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยที่เตรียมไดจากขอ 5 หลังจาก streak 
เสร็จคว่ําจานเพาะเชื้อ แลวเติม naphthalene ในรูปของแข็งลงบนฝาจานเพาะเชื้อใหไอระเหยของ 
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naphthalene อ่ิมตัวในอาหารแข็ง พันดวยพาราฟลมปองกันการระเหยของ naphthalene บมที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 วันหรือจนสังเกตเห็นโคโลนี 
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บทที่ 3 
 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

1. การศึกษาองคประกอบทางเคมีของดิน 

จากการเก็บตัวอยางดินที่ ต. เขาพระ อ. รัตภูมิ จ. สงขลา ซ่ึงเปนดินที่มีความอุดม
สมบูรณมีองคประกอบของอินทรียวัตถุสูงและไมมีประวัติการปนเปอนสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนหรือ LO โดยเมื่อนําไปสกัดและวิเคราะหหาปริมาณไฮโดรคารบอนทั้งหมดในดิน 
พบวาไมมีการปนเปอนของสารดังกลาว (Table 7) จากนั้นสงดินไปวิเคราะหคุณสมบัติและ
องคประกอบทาง เคมีของดินที่ห องปฏิบัติ ก ารปฐพีวิทยา  คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร จากผลการวิเคราะห พบวาดินตัวอยางมีลักษณะเปนดินรวน (Loam 
soil) มีคาพีเอชและความชื้นเทากับ 6.29 และ 20% จะเห็นไดวาคาความชื้นของดินตัวอยางอยูใน
สภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียและการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน ซ่ึง
ความชื้นของดินที่เหมาะสมตอการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนจะอยูในชวง 30-90% 
(Baker and Diane, 1994)  สวนคาพีเอชนั้นจะขึ้นอยูกับชนิดของสารปนเปอนและชนิดของ            
จุลินทรียวาคาพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียและการยอยสลายสารปนเปอนชนิดใด อยู
ในชวงใด  ซ่ึงค าพี เอชที่มีความเหมาะสมตอการเจริญและการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนของแบคทีเรียจะอยูในชวงที่เปนกลางคือ พีเอช 7.0 (Ashok and Saxena, 1995)  
สวนปริมาณอินทรียวัตถุ ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดและปริมาณฟอสฟอรัสในดินตัวอยางมีคา
เทากับ 2.5%, 0.13% และ 0.054% ตามลําดับ (Table 7) เมื่อพิจารณาอัตราสวนระหวางปริมาณ
คารบอน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสที่มีอยูในดินตัวอยางเทากับ 100:5:2 จะเห็นไดวาปริมาณ
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในดินมีปริมาณที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรีย (Lay et al., 2005)  
 ถึงแมดินตัวอยางจะมีปริมาณสารอาหารที่เพียงพอตอการเจริญ แตในการทดลอง
ในครั้งนี้เปนการทดลองกับดินในสภาพของเหลวเปยกจึงทําใหปริมาณสารอาหารที่มีอยูในดินมี
ปริมาณนอยลง จึงจําเปนตองมีการเติมสารอาหารลงไป และจําเปนตองมีการหาปริมาณสารอาหาร 
ปริมาณดิน และคาพีเอชที่เหมาะสมในการเจริญของจุลินทรียซ่ึงมีตอการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอน 
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Table 7.   Physical and chemical characteristics of soil sample 
 

Soil property  
Texture 

- clay (%) 
- silt (%) 
- sand (%) 

pH 
Moisture content (%) 
Organic matter (%) 
Total hydrocarbon (%) 
Total N (%) 
Available P (%) 

Loam 
17.32 
37.61 
45.06 
6.29 
20 

2.50 
0 

0.13 
0.054 

 

2.  การทดสอบประสิทธิภาพในการยอยสลาย ULO ของเชื้อเดี่ยว เชื้อผสม และกลุมเชื้อท่ีคัดเลือก
ไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ   

เมื่อนํากลาเชื้อที่เทียบเคียงสายพันธุแลวจากการทดลองของนางสาวจิตติมา  แกว
เรือง จํานวน 4 สายพันธุ (A คือ Chryseobacterium sp., B คือ Sphingobacterium multivorum, C คือ 
Bacillus cereus และ D คือ Agrobacterium tumefaciens) และกลุมเชื้อ SC9 มาทําการทดสอบการ
ยอยสลาย ULO ของเชื้อเดี่ยว 4 สายพันธุ (A, B, C, D), 2 สายพันธุ (AB, AC, AD, BC, BD, CD; 
1:1, v/v),   3 สายพันธุ (ABC, ABD, ACD, BCD; 1:1:1, v/v), 4 สายพันธุ (ABCD; 1:1:1:1, v/v) 
และกลุมเชื้อ SC9 เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อ โดยมีปริมาณเชื้อเร่ิมตนประมาณ 7 
log CFU/mL เล้ียงเชื้อเดี่ยวและกลุมเชื้อที่คัดเลือกไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
ที่มี ULO 1% เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมเชื้อโดยเขยา
ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ผลการทดลองแสดงดัง Figure 11 
พบวาชุดการทดลองที่มีการเติมกลุมเชื้อ SC9 ใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO สูงที่สุด คือ 44.5% 
รองลงมาคือชุดการทดลอง AC เปนชุดที่มีการเติมเชื้อ Chryseobacterium sp. รวมกับ B. cereus ให
เปอรเซ็นตการลดลงของ ULO 27.5%  
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Figure 11. Degradation rate of ULO (1%) (A) and pH changes (B) with the addition of single, 

mixed bacterial culture and SC9 consortia of bacterial culture in 50 mL MSM and 
incubated at room temperature, 200 rpm for 7 days. Bars represent the standard 
deviation from three determinations. Different letters indicate significant differences   
(p < 0.05). 

 
ผลการลดลงของ ULO สอดคลองกับผลการหาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด โดยชุด

การทดลองที่มีการเติมกลุมเชื้อ SC9 มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นมากที่สุดใน 7 วันที่ทําการทดลอง และ
รองลงมาคือชุดการทดลอง AC มีจํานวนเชื้อเทากับ 10.1 log CFU/mL และ 9.9 log CFU/mL 
ตามลําดับ ดังแสดงใน Table 8 และเมื่อพิจารณาถึงคาพีเอชของ culture broth พบวา ทุกชุดการ
ทดลองมีการลดลงของคาพีเอช ดังแสดงใน Figure 11 การเติมกลุมเชื้อ SC9 มีการลดลงของคา      
พีเอชมากที่สุดโดยลดลงจาก 7.0 เปน 6.4 ซ่ึงสอดคลองกับการมีประสิทธิภาพการยอยสลาย ULO 
มากที่สุดและมีจํานวนแบคทีเรียเพิ่มขึ้นสูงที่สุด การลดลงของพีเอชในการยอยสลาย ULO 
สอดคลองกับการทดลองของ Hamdi และคณะ (2007) ที่ศึกษาการลดลงของสารประกอบ PAHs 
โดยการสงเสริมการเจริญและการเติมเชื้อจุลินทรีย พบวาคาพีเอชของทุกชุดการทดลองมีคาอยู
ในชวง  6-7 ซ่ึงการที่พี เอชลดลงนั้นเนื่องมาจากในระหวางการยอยสลายสารประกอบ

A 

B 
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ไฮโดรคารบอน จุลินทรียปลอยสารออกมาอยูในรูปของโปรตอนซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาไฮดรอกซิ-    
เลชัน โดยมีเอนไซมออกซิเดสเปนตัวเรงปฏิกิริยา alicyclic alcohol จะเกิดการเปลี่ยนแปลงตอไป
โดยปฏิกิริยาดีไฮโดรจีเนชันและออกซิเดชัน ไดเปนสารประกอบไดคารบอกซิลิกแอซิด (Juhasz, 
1997) เปนผลทําใหพีเอชมีคาลดลง 
 
Table 8. Heterotrophic bacteria after 7 days of degradation of ULO (1%) with the addition of 

single, mixed bacterial culture and SC9 consortia of bacterial culture in 50 mL MSM 
and incubated at room temperature, 200 rpm for 7 days. 

 
Treatment Heterotrophic bacteria (Log CFU/mL)  

Control 0 
A 8.2±0.03 
B 8.4±0.07 
C 8.8±0.04 
D 8.4±0.01 

SC9 10.1±0.04 
AB 9.3±0.05 
AC 9.9±0.04 
AD 8.3±0.06 
BC 8.4±0.02 
BD 8.3±0.15 
CD 9.9±0.02 

ABC 9.2±0.07 
ABD 8.5±0.01 
ACD 8.4±0.04 
BCD 8.9±0.07 

ABCD 9.4±0.05 
 

จากการศึกษาของจิตติมา  แกวเรือง (2550) ที่ทําการคัดแยกกลุมเชื้อ SC9 จากดิน
ที่บริเวณอูซอมรถที่มีการปนเปอนของ ULO เมื่อนํากลุมเชื้อ SC9 มาแยกใหบริสุทธิ์ สามารถแยก
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ได 4 สายพันธุคือ Chryseobacterium sp., B. cereus, A. tumefaciens และ S. multivorum ซ่ึง
แบคทีเรีย 2 สายพันธุแรกเปนแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปรางเปนแทง (rod) สวนอีก 2 สายพันธุเปน
แบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางเปนแทง (rod) และรูปรางกลม (cocci) ตามลําดับ และเมื่อนําเชื้อ 4  สาย
พันธุมาเลี้ยงในอาหาร MSM ที่มีการเติม ULO เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน พบวามีเพียง
สายพันธุ A. tumefaciens และ S. multivorum เทานั้นที่สามารถยอยสลาย ULO ได แบคทีเรียทั้ง 2 
สายพันธุนี้จึงมีบทบาทในการยอยสลายในชวงแรก หลังจากนั้นเมื่อมีสารตัวกลางเกิดขึ้น เชื้อสาย
พันธุ Chryseobacterium sp. และ B. cereus จึงทําหนาที่ยอยสลายตอไป แตจากผลการทดลองของ
การทดลองนี้ พบวาจุลินทรียสายพันธุที่มีความสามารถในการยอยสลายสูงคือ S. multivorum และ 
B. cereus แตกตางจากการทดลองของจิตติมา  แกวเรือง (2550) อาจเปนเพราะคุณสมบัติของ ULO 
แตกตางกัน ซ่ึง ULO ของจิตติมา  แกวเรือง (2550) มีองคประกอบของ aromatic, resins และ 
asphaltenes เมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง TLC-FID สวน ULO ที่ใชในการทดลองนี้มีองคประกอบ
เฉพาะ aromatic เมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง TLC-FID ดังนั้นจึงทําใหประสิทธิภาพของเชื้อในการยอย
สลายแตกตางกัน 

ประสิทธิภาพการยอยสลาย ULO ของเชื้อผสมระหวางเชื้อ Chryseobacterium sp. 
รวมกับ B. cereus (AC) จะใหประสิทธิภาพการยอยสลาย ULO ดีกวาเชื้อเดี่ยวทั้ง 2 สายพันธุ ในชุด
การทดลอง A และ C ตามลําดับ ทั้งนี้อาจเปนเพราะจุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุมีเอนไซมที่สามารถ
ทํางานรวมกันแบบสงเสริมกันในการยอยสลาย ULO ไดดีกวาเอนไซมของสายพันธุใดสายพันธุ
หนึ่ง แตเมื่อใชเชื้อ Chryseobacterium sp. รวมกับ S. multivorum และ A. tumefaciens ในชุดการ
ลอง AB และ AC ตามลําดับ และใช B. cereus รวมกับ S. multivorum และ A. tumefaciens ในชุด
การลอง BC และ CD ตามลําดับ นั้นใหประสิทธิภาพการยอยสลาย ULO ใกลเคียงกับชุดการ
ทดลองที่มีเชื้อผสม 3 สายพันธุ และต่ํากวาในชุดการทดลอง AC นั้นอาจเปนเพราะเกิดภาวะแขงขนั
กันหรือจุลินทรียดังกลาวไมสามารถยอยสารตัวกลางที่เกิดขึ้นในระหวางการยอยสลายไดจึงทําให
ประสิทธิภาพในการยอยสลายต่ํา แตมีรายงานของ Syakti และคณะ (2004) ศึกษาการทํางาน
รวมกันของ Chryseobacterium sp. และ Sphingomonas sp. 2MPII ในการยอยสลาย n-ecosane และ 
phenanthrene พบวา สามารถยอยสลาย n-ecosane ได 58% และยอยสลาย phenanthrene ได 64% 
การที่เชื้อผสมทั้ง 4 สายพันธุ (ABCD) ใหประสิทธิภาพการยอยสลาย ULO ต่ํากวากลุมเชื้อ SC9 
นั้นเปนเพราะกลุมเชื้อ SC9 อาจจะมีจุลินทรียอยูหลายชนิดนอกจากเชื้อทั้ง 4 สายพันธุที่แยกได จึง
ชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย ULO ไดดียิ่งขึ้น โดยกลุมจุลินทรียที่มีอยูสามารถยอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคารบอนแบบสงเสริมกัน ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Rosa และคณะ (2009) 
ที่ศึกษาการยอยสลาย phenol ที่ปนเปอนในดินโดยใชกลุมเชื้อจุลินทรียและแบคทีเรียสายพันธุ 
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Acinetobacter calcoaceticus var. anitratus ที่คัดแยกไดจากน้ําเสียโรงงานอุตสาหกรรม พบวา กลุม
เชื้อจุลินทรียสามารถมีชีวิตอยูที่ความเขมขนของ phenol 1,200 มิลลิกรัมตอลิตรและสามารถยอย
สลาย phenol ไดเร็วกวาเชื้อสายพันธุ  A. calcoaceticus var. anitratus โดยการใชกลุมเชื้อสามารถ
ยอยสลาย phenol ได 86.0% ในขณะที่การใชเชื้อ A. calcoaceticus var. anitratus ยอยสลาย phenol 
ไดเพียง 48.5% และมีรายงานของ Rahman และคณะ (2002) ศึกษาการยอยสลายน้ํามันดิบโดยใช
กลุมจุลินทรียและแบคทีเรียสายพันธุ Micrococcus sp. GS2-22, Corynebacterium sp. GS5-66, 
Flavobacterium sp. DS5-73, Bacillus sp. DS6-86 และ Pseudomonas sp. DS10-129 พบวากลุม     
จุลินทรียสามารถยอยสลายน้ํามันดิบไดสูงที่สุดถึง 78% รองลงมาคือ Pseudomonas sp. DS10-129 
และ Bacillus sp. DS6-86 สามารถยอยสลายไดเทากับ 66% และ 59% ตามลําดับ แตมีรายงานของ 
วิภา  ตนแพง (2546) ที่ศึกษาการยอยสลายสารปโตรเลียมไฮโดรคารบอนโดยใชกลุมเชื้อ W3 และ
แบคทีเรียสายพันธุ Acinetobacter sp. รหัส ALIP S34 พบวา แบคทีเรียสายพันธุ Acinetobacter sp. 
รหัส ALIP S34 สามารถยอยสลายสารประกอบอะลิฟาติกไฮโดรคารบอนในน้ํามันดิบไดดีกวากลุม
เชื้อ W3 ซ่ึงสามารถยอยสลายสารประกอบอะลิฟาติกไฮโดรคารบอนในน้ํามันดิบไดสมบูรณใน
วันที่ 5 ของการทดลอง สวนกลุมเชื้อ W3 นั้นยอยสลายสารประกอบอะลิฟาติกไฮโดรคารบอนใน
น้ํามันดิบได 94.1% ในวันที่ 5 ของการทดลอง และมีรายงานถึงความสามารถของจุลินทรียทั้ง 4 
สายพันธุที่คักแยกไดจากกลุมเชื้อ SC9 คือ Chryseobacterium sp., Sphingobacterium multivorum, 
Bacillus cereus และ Agrobacterium tumefaciens นั้นมีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนชนิด aliphatic hydrocarbon  และ aromatic hydrocarbon (สมศักดิ์  วังใน, 2528; 
Cerniglia, 1993; Syakti  et al., 2004; Adebusoye et al. 2006; Tao et al. 2007; Seo et al. 2009) 

การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีโครงสรางซับซอนมักตองการการ
ทํางานรวมกันระหวางเชื้อหลายสายพันธุมากกวาการใชเชื้อสายพันธุเดียว จุลินทรียแตละชนิดจะมี
ความสามารถในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนขึ้นอยูกับชนิดและปริมาณของ
สารประกอบไฮโดรคารบอน การทํางานรวมกันของจุลินทรียจะทําใหปริมาณและชนิดของ
เอนไซมมีความหลากหลายซึ่งจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพของอัตราการยอยสลาย ขอไดเปรียบของ
การใชกลุมเชื้อจุลินทรีย คือจุลินทรียบางชนิดสามารถยอยสลายสารตัวกลางที่อาจจะมีความเปนพษิ
เกิดขึ้นในกระบวนการยอยสลายไดจึงทําใหความเปนพิษลดลงทําใหจุลินทรียชนิดอื่น ๆ ที่ไม
สามารถทนตอสารพิษสามารถเพิ่มจํานวนและเพิ่มอัตราการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน
ได (Adebusoye et al., 2006; Ghazali et al., 2004) 
 จากผลการศึกษาที่กลาวมาขางตนชี้ใหเห็นวากลุมเชื้อ SC9 มีประสิทธิภาพในการ
ยอยสลายสูงกวาเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม ดังนั้นจึงเลือกกลุมเชื้อ SC9 ใชในการทดลองขั้นตอไป 
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3. ปจจัยท่ีมีผลตอความสามารถในการยอยสลาย ULO ของเชื้อท่ีคัดเลือกไดในดินสภาพของเหลว
เปยก 

3.1 ผลของปริมาณดินตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยก 
เมื่อนํากลุมเชื้อ SC9 ที่ไดจากการคัดเลือกในขอ 2 มาทําการทดสอบการยอยสลาย 

ULO 1% ในดินสภาพของเหลวเปยกโดยปรับใหมีปริมาณเชื้อเร่ิมตนประมาณ 7.0 log CFU/mL ใน 
ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร และมีการเติมดิน 0%, 5%, 10%, 15% และ 20% บมเชื้อโดยเขยาดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ผลการทดลองดังแสดงใน Figure 12 
พบวา ชุดควบคุมมีการยอยสลายเกิดขึ้นเล็กนอยเนื่องจากเกิดการระเหยและเกิดการยอยสลายทาง
กายภาพหรือทางเคมี (abiotic degradation) (Shabir et al., 2007) ในระหวางการฆาเชื้อ สวนในชุด
การทดลองที่มีการเติมดิน 10% ใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO สูงที่สุด คือ 50.5% รองลงมาคือ
ชุดการทดลองที่ไมมีการเติมดิน (0%) ใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO 40.0% อาจเปนเพราะดิน
ตัวอยางที่เติมลงไปนั้นมีสารอาหารจําพวกไนโตรเจน (0.13%) และมีฟอสฟอรัส (0.054%) (Table 
6) สารอาหารเหลานี้จะถูกชะออกมาจากอนุภาคของดิน จุลินทรียจึงนําสารอาหารที่ถูกชะมาใชใน
การเจริญ (Ramirez et al., 2001) สวนในชุดการทดลองที่มีการเติมดิน 5%, 15% และ 20% ให
เปอรเซ็นตการลดลงของ ULO เทากับ 22.3%, 17.1% และ 16.9% ตามลําดับ และในชุดควบคุมทีไ่ม
มีการเติมกลุมเชื้อ SC9 จะมีการอัตราการลดลงของ ULO คงที่แมวาจะมีการเพิ่มความเขมขนของ
ดินแสดงใหเห็นวาการเกาะติด (sorption) ของ ULO กับอนุภาคของดินหรือสารอินทรียในดินนั้น
นอยมาก (Figure 12)  

การที่เติมดินลงไป 5% ใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO ต่ํากวาชุดการทดลองที่
ไมมีการเติมดิน (0%) นั้นอาจเปนเพราะสารอาหารที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM เกิดการเกาะติด 
(sorption) กับอนุภาคของดินหรือสารอินทรียในดิน ทําใหกลุมเชื้อ SC9 ไมสามารถนําสารอาหาร
มาใชในการเจริญและการยอยสลายไดจึงทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลาย ULO ต่ํา และเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนของดินเปน 10% จะใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO สูงที่สุดในการทดลองนี้อาจ
เปนเพราะเกิดความสมดุลระหวางสารอาหารและแหลงคารบอน ซ่ึงจะสงเสริมการเจริญและการ
ยอยสลายของกลุมเชื้อ SC9 และเมื่อเพิ่มความเขมขนของดินเปน 15% และ 20% จะทําให
เปอรเซ็นตการลดลงของ ULO ต่ํานั้นอาจเปนเพราะเกิดการเกาะติด (sorption) ของสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนที่เปนองคประกอบใน ULO กับอนุภาคของดิน (Okuda et al., 2007) ทําให             
จุลินทรียไมสามารถใช ULO เปนแหลงคารบอนไดจึงมีการยอยสลายเกิดขึ้นนอย นอกจากนี้ใน
บางครั้งตัวเซลลจุลินทรียเองก็อาจถูกดูดติด (adsorp) ไวกับอนุภาคดินไดดวย (Bai et al., 1997) 
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Figure 12. Effect of soil concentration on degradation of ULO (1%) (A) and pH changes (B) in 
50 mL MSM by SC9 consortia after incubated at room temperature, 200 rpm for 7 
days. Bars represent the standard deviation from three determinations. 

 
ผลการหาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดพบวา ใหผลการทดลองสอดคลองกับการ

ลดลงของ ULO ซ่ึงชุดการทดลองที่มีการเติมดิน 10% มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นมากที่สุดใน 7 วันที่ทํา
การทดลอง โดยมีปริมาณเชื้อเทากับ 10.9 log CFU/mL รองลงมาคือชุดการทดลองที่ไมมีการเติม
ดินมีปริมาณเชื้อเทากับ 10.2 log CFU/mL ดังแสดงใน Table 9 ซ่ึงผลการหาจํานวนแบคทีเรีย
ทั้งหมดของทั้ง 2ชุดการทดลองมีคาใกลเคียงกันนั้น อาจเปนเพราะชุดการทดลองที่ไมมีการเติมดิน 
(0%) ลงไปนั้นกลุมเชื้อ SC9 สามารถนําสารอาหารที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ไปใชในการ
เจริญและยอยสลาย ULO ไดดี โดยที่สารอาหารและ ULO ไมถูกเกาะติดกับอนุภาคของดิน สวนใน

A 

B 
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ชุดการทดลองที่มีการเติมดิน 10% นั้นมีการเกาะติดของ ULO กับอนุภาคของดินมากกวาการ
เกาะติดของสารอาหาร กลุมเชื้อ SC9 จึงสามารถใชสารอาหารที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM 
รวมทั้งสารอาหารที่มีอยูในดินในการเจริญได ทําใหชวยเพิ่มความสามารถของจุลินทรียในการเกาะ
จับกับ ULO ที่เกาะติดกับอนุภาคของดิน จึงไมสงผลตอการเจริญและการยอยสลายและเมื่อ
พิจารณาถึงคาพีเอชของดินในสภาพของเหลวเปยกพบวา คาพีเอชของชุดควบคุมคือชุดที่ไมมีการ
เติมดินและไมมีการเติมกลุมเชื้อ SC9 มีคาพีเอชคงที่เนื่องจากไมมีการยอยสลายโดยจุลินทรีย
เกิดขึ้น ในขณะที่คา  พีเอชของชุดการทดลองที่มีการเติมกลุมเชื้อ SC9 พีเอชมีคาลดลงเนื่องจากเกิด
การยอยสลาย ULO โดยชุดการทดลองที่มีการเติมดิน 10% ซ่ึงมีการยอยสลาย ULO สูงสุดมีการ
ลดลงของคาพีเอชมากที่สุดเชนกันคือลดลงจาก 7.0 เปน 6.5  

 
Table 9. Heterotrophic bacteria after 7 days of degradation of ULO (1%) with the addition of soil 

in 50 mL MSM and incubated at room temperature, 200 rpm for 7 days. 
 

Soil (%) Heterotrophic bacteria (Log CFU/mL) 
0% 
5% 
10% 
15% 
20 % 

10.2±0.01 
9.9±0.01 
10.9±0.01 
9.6±0.01 
9.4±0.01 

 
การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนในดินสภาพของเหลวเปยกเปนการ

เพิ่มอัตราการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน และชวยเพิ่มความสามารถในการใช
สารประกอบไฮโดรคารบอนของจุลินทรียเนื่องจากเมื่อมีดินอยูในระบบทําใหมีสารอาหารมากขึ้น 
อยางไรก็ตามในบางกรณีความสามารถในการยอยสลายก็อาจจะลดลงไดเนื่องจากอนุภาคดินอาจ
เกิดการดูดซับกับสารประกอบไฮโดรคารบอน (Okuda et al., 2007) ซ่ึงความสามารถในการยอย
สลายสารประกอบไฮโดรคารบอนในดินสภาพของเหลวเปยกโดยจุลินทรียนั้นขึ้นอยูกับคุณสมบัติ
ของดิน ปริมาณสารอาหาร ปริมาณออกซิเจน และอัตราสวนระหวางดินและน้ํา (Li et al., 2008b) 
Labare และ Alexander (1995) ศึกษาการบําบัดดินที่ปนเปอนสารประกอบ PAHs ในดินสภาพ
ของเหลวเปยกซึ่งมีอัตราสวนของดินตอน้ํา 1:1 (น้ําหนักตอปริมาตร) พบวา สามารถสงเสริมการ
เจริญและการยอยสลาย phenanthrene ไดดีขึ้นจาก 4.4% เปน 36.9% เนื่องจากน้ําจะชวยเพิ่มพื้นที่
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ผิวสัมผัสระหวางจุลินทรียและสารประกอบไฮโดรคารบอน การเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสดังกลาวเกิดจาก
ดินแตกตัว ทําใหสารประกอบไฮโดรคารบอนเคลื่อนไปยังวัฏภาคน้ําไดมากขึ้น รวมทั้งเพิ่ม
ความสามารถในการเคลื่อนที่ของจุลินทรียดวย (Doick and Semple, 2003) เชนเดียวกับรายงานของ 
Fu และ Alexander (1995) ที่ทําการบําบัดสารประกอบ PAHs ในดินสภาพของเหลวเปยกดวย
อัตราสวน 1:10 (น้ําหนักตอปริมาตร) พบวาสามารถเพิ่มการยอยสลาย phenanthrene ได 

จากผลการศึกษานี้ชุดการทดลองที่มีการเติมดิน 10% ใหเปอรเซ็นตการลดลงของ 
ULO สูงที่สุด ดังนั้นจึงเลือกดินที่ความเขมขน 10% ใชในการทดลองขั้นตอไป 

3.2 ผลของปริมาณเชื้อตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยก 

เมื่อนํากลุมเชื้อ SC9 เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มี
ปริมาณเชื้อเร่ิมตนประมาณ 7.0 log CFU/mL ปริมาณตางกัน คือ 0%, 5%, 10%, 15%, 20% และ 
25% และมี ULO 1% เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน และเติมดิน 10% ในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน พบวา เมื่อมีการเพิ่ม
เปอรเซ็นตเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยของเชื้อสูงขึ้นความสามารถในการยอยสลาย ULO จะ
เพิ่มสูงขึ้นดวย โดยการใชเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอย 25% ใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO 
สูงที่สุดคือ 58.4% อยางไรก็ตามการใชเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยที่ 15%, 20% และ 25% ใหคา
เปอรเซ็นตการลดลงของ ULO ไมแตกตางกันทางสถิติ (p > 0.05) (Figure 13) 

 
Table 10. Heterotrophic bacteria after 7 days of degradation of ULO (1%) with the addition of 

various SC9 inoculum size in 50 mL MSM containing 10% soil and incubated at room 
temperature, 200 rpm for 7 days. 

 
Inoculum size (%) Heterotrophic bacteria (Log CFU/mL) 

0% 
5% 
10% 
15% 
20% 
25% 

0 
9.2±0.10 
10.9±0.06 
11.1±0.03 
12.2±0.08 
12.7±0.03 
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Figure 13. Effect of SC9 consortia inoculum size on degradation of ULO (1%) (A) and pH 

changes (B) in 50 mL MSM containing 10% soil after incubated at room temperature, 
200 rpm for 7 days. Bars represent the standard deviation from three determinations. 
Different letters indicate significant differences (p < 0.05). 

 
ผลการหาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด พบวา ชุดการทดลองที่มีการเติมเซลลจุลินทรีย

ในรูปแขวนลอย 25% มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นมากที่สุดใน 7 วันที่ทําการทดลอง โดยมีจํานวนเชื้อ
เทากับ 12.7  log CFU/mL รองลงมาคือชุดการทดลองที่มีการเติมเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอย 
20% และ 15% มีจํานวนเชื้อเทากับ 12.2 log CFU/mL และ 11.1 log CFU/mL ตามลําดับ ดังแสดง
ในตาราง   ที่  10 ซ่ึงสอดคลองกับผลการลดลงของ ULO และเมื่อพิจารณาคาพีเอชพบวาคาพีเอชมี
คาลดลงในทุกชุดการทดลองเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ไมมีการเติมกลาเชื้อ SC9 (Figure 
13) การมีจํานวนเชื้อจุลินทรียที่มีความสามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนมากขึ้นจะมี
ผลทําใหการลดลงของสารประกอบไฮโดรคารบอนเพิ่มมากขึ้นดวย (Adebusoye et al., 2006) 
เพราะจะทําใหประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนเพิ่มขึ้น (Regina et al,. 

A 
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2006) Pathak และคณะ (2009) ศึกษาปริมาณเชื้อที่มีผลตอการยอยสลาย naphthalene ที่ปนเปอนใน
ดิน โดยใชเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ Pseudomonas sp. HOB1 พบวา เมื่อเพิ่มปริมาณของเชื้อ 
Pseudomonas sp. HOB1 จะทําใหอัตราการยอยสลาย naphthalene เพิ่มขึ้นดวย โดยเมื่อใชปริมาณ
เชื้อต่ําสุดในการทดลองคือ 0.96 มิลลิลิตร (A660 nm = 1.0) จะใหอัตราการยอยสลายต่ําสุดเทากับ 
63% ภายใน 24 ช่ัวโมงที่ทําการทดลอง และเมื่อเพิ่มปริมาณเชื้อเปน 2.3 มิลลิลิตร (A660 nm = 1.0) จะ
ใหอัตราการยอยสลาย 100% ภายใน 24 ช่ังโมงที่ทําการทดลอง 

จากผลการศึกษานี้ชุดการทดลองที่มีการเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอย 15%, 
20% และ 25% ใหคาเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO ไมแตกตางกันทางสถิติ (p > 0.05) ดังนั้นจึง
เลือกเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยที่ 15% ใชในการทดลองขั้นตอไป 
 

3.3 ผลของพีเอชเร่ิมตนตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยก 
เมื่อทําการปรับพีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดย

มีคาพีเอชเริ่มตนเทากับ 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 8.5, 9.0 และ 9.5 แลวเติมปริมาณเชื้อเร่ิมตนประมาณ 7.0 
log CFU/mL และมี ULO 1% เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน แลวเติมดินและเซลลจุลินทรีย
ในรูปแขวนลอยลงไป 10% และ 15% ตามลําดับ ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เขยาดวยความเร็ว 
200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน พบวา ชุดการทดลองที่มีคาพีเอชเริ่มตนเทากับ 8.5 
ใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO สูงที่สุด คือ 59.3% รองลงมาคือชุดการทดลองที่มีคาพีเอชเริ่มตน
เทากับ 8.0 ใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO 58.9% อยางไรก็ตามคาการลดลงของ ULO ที่พีเอช 
8.0 และ 8.5 ไมแตกตางกันทางสถิติ (p > 0.05) (Figure 14) และเมื่อเพิ่มคาพีเอชเริ่มตนเปน 9.0 
และ 9.5 จะใหประสิทธิภาพการยอยสลาย ULO ลดลงเปน 47.1% และ 34.7% ตามลําดับ ซ่ึงผลการ
ทดลองสอดคลองกับการทดลองของ  Li และคณะ  (2008b) ที่ศึกษาการยอยสลาย 
hexachlorobutadiene (HCBD) โดยจุลินทรียที่แยกไดจากดินที่ปนเปอน HCBD และตะกอนน้ําเสีย
จากบอบําบัดของโรงงานปโตรเคมี พบวาเชื้อสามารถยอยสลายสารประกอบ HCBD ไดอยาง
สมบูรณภายใน 7 วัน ที่พีเอชเริ่มตน 7.0, 7.5 และ 8.0 สวนการยอยสลายสารประกอบ HCBD มีคา
ลดลงที่พีเอช 6.0 และ 9.0 ซ่ึงใหเปอรเซ็นตการยอยสลายเทากับ 30.4% และ 54.4% ตามลําดับ และ
จากการศึกษาของ Lee และคณะ (2008) ที่ศึกษาการยอยสลายสารประกอบ cyclohexane ที่มีความ
แตกตางของพีเอชเริ่มตนตั้งแต 4.7-8.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวาจุลินทรียมีความสามารถ
ในการยอยสลาย cyclohexane สูงที่สุดที่พีเอชเริ่มตนเทากับ 8.0 ซ่ึงใหเปอรเซ็นตการลดลงเทากับ 
96.0% รองลงมาคือ ชุดที่มีพีเอชเริ่มตนเทากับ 7.0 ใหเปอรเซ็นตการลดลงเทากับ 93.0% แตอยางไร
ก็ตามผลของของคาพีเอชที่เหมาะสมตอการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนนั้นจะขึ้นอยูกับ
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ชนิดของจุลินทรียและชนิดของสารประกอบไฮโดรคารบอนดวย Rahman และคณะ (2002) ศึกษา
ผลของพีเอชท่ีเหมาะสมตอการยอยสลายน้ํามันดิบโดยจุลินทรียที่คัดแยกจากดินในบริเวณที่
ปนเปอนน้ํามันดีเซลประกอบดวย Micrococcus sp. GS2-22, Corynebacterium sp. GS5-66, 
Flavobacterium sp. DS5-73, Bacillus sp. DS6-86 และ Pseudomonas sp. DS10-129 โดยปรับพีเอช
ดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรใหมีคาเทากับ 6.5, 7.5 และ 8.5 ตามลําดับ พบวา ที่พีเอช 7.5 จุลินทรียผสม 5 
สายพันธุใหประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันดิบได 78% ภายในเวลา 20 วันที่ทําการทดลอง สวน
ที่พีเอช 8.5 จุลินทรียสายพันธุ Flavobacterium sp. DS5-73 ใหประสิทธิภาพการยอยสลายได 43% 
ภายในเวลา 20 วันที่ทําการทดลอง 
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Figure 14. Effect of initial pH on degradation of ULO (1%) (A) and pH changes (B) in 50 mL 

MSM containing 10% soil and 15% SC9 consortia inoculum size after incubated at 
room temperature, 200 rpm for 7 days. Bars represent the standard deviation from 
three determinations. Different letters indicate significant differences (p < 0.05). 
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Table 11. Heterotrophic bacteria after 7 days of degradation of ULO (1%) with the various initial 
pHs in 50 mL MSM containing 10% soil and 15% SC9 consortia inoculum size and 
incubated at room temperature, 200 rpm for 7 days.  

 
Initial pH Heterotrophic bacteria (Log CFU/mL) 

5.0 
6.0 
7.0 
8.0 
8.5 
9.0 
9.5 

10.2±0.12 
10.4±0.08 
11.3±0.12 
11.4±0.03 
11.5±0.01 
9.3±0.06 
9.1±0.12 

 
ผลการหาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด พบวา ชุดการทดลองที่มีคาพีเอชเริ่มตนเทากับ 

8.5 มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นมากที่สุดใน 7 วันที่ทําการทดลอง มีจํานวนเชื้อเทากับ 11.5  log CFU/mL 
รองลงมาคือชุดการทดลองที่มีคาพีเอชเริ่มตนเทากับ 8.0 และ 7.0 มีจํานวนเชื้อเทากับ 11.4×1011 log 
CFU/mL และ 11.3 log CFU/mL ตามลําดับ ดังแสดงใน Table 11 และเมื่อพิจารณาคาพีเอชพบวา
คาพีเอชของชุดการทดลองที่มีคาพีเอชเริ่มตนเทากับ 5.0 และ 6.0 มีคาเพิ่มขึ้น การที่พีเอชมีคา
เพิ่มขึ้นหลังการทดลองนั้นเปนเพราะเกิดการปลดปลอยสาร by-product ที่จุลินทรียสรางขึ้นใน
ระหวางการยอยสลายจึงทําใหพีเอชมีคาเพิ่มขึ้น (Rahman et al., 2003b) ซ่ึงแตกตางกับคาพีเอชของ
ชุดการทดลองที่มีคาพีเอชเริ่มตนเทากับ 7.0, 8.0, 8.5, 9.0 และ 9.5 มีคาลดลงในทุกชุดการทดลอง 
(Figure 14) โดยสวนใหญจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน
จะชักนําใหเกิดการสรางกรดอินทรียและสารตัวกลางชนิดอื่น ๆ ขึ้นเชน aldehyde และ ketone เปน
ตน (Nwachukwu and Ugoji, 1995; Okpokwasili and James, 1995; Fritsche and Hofrichter, 2000) 
ดังนั้นกรดอินทรียที่เกิดขึ้นอาจเปนสาเหตุที่ทําใหคาของพีเอชมีคาลดลง (Oboh et al., 2006) ในทุก
ชุดการทดลอง โดยสวนใหญจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนจะเจริญไดดีในสภาวะที่เปนดางออนหรือเปนกลาง (Dibble and Bartha, 1979; Abu 
and Dike, 2008) ซ่ึงจุลินทรียแตละสายพันธุในกลุมเชื้อ SC9 จะมีความสามารถในการยอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคารบอนแตกตางกันดังรายงานของ Tao และคณะ (2007) ศึกษาผลของพีเอช
ตอการยอยสลาย phenanthrene ที่ปนเปอนในดินโดยใช Sphingomonas sp. GY2B ในอาหาร 
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mineral salts medium ที่มี phenanthrene 10 มิลลิกรัมกรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน โดยศึกษา
ความแตกตางของพีเอชในชวง 6.3-8.9 พบวา Sphingomonas sp. GY2B สามารถเจริญไดดีและ
สามารถยอยสลาย phenanthrene ไดมากกวา 90 % ในชวงพีเอช 7.2-8.9 ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส หลังจาก 2 วันที่ทําการทดลอง สวนที่พีเอชมีคาเปนกรดนั้น Sphingomonas sp. GY2B 
เจริญไดนอยกวาที่สภาวะพีเอชที่เปนกลางหรือดางออนและใหอัตราการยอยสลายต่ํากวาดวย หาก
สารละลายมีคาพีเอชสูงหรือต่ํามากเกินไปอาจสงผลตอเซลลจุลินทรีย เชน สงผลตอเยื่อหุมเซลล
และคาของซุปเปอรออกไซดแอนไอออน (O2

- ) มีคาเพิ่มมากขึ้นมีผลทําใหโครงสรางของเซลล      
จุลินทรียเปลี่ยนแปลงไป อยางไรก็ตามมีแบคทีเรียบางสายพันธุสามารถปรับตัวใหดํารงชีวิตในชวง
ที่มีสภาพเปนกรดหรือเปนดางสูงได (Baatout et al., 2007; Li  et al., 2008b)  

จากผลการศึกษานี้ชุดการทดลองที่มีคาพีเอชเริ่มตน 8.0 และ 8.5 ใหเปอรเซ็นต
การลดลงของ ULO ไมแตกตางกันทางสถิติ (p > 0.05) ดังนั้นจึงเลือกคาพีเอชเริ่มตน 8.0 ใชในการ
ทดลองขั้นตอไป  

3.4 ผลของแหลงไนโตรเจนตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยก 
 เมื่อนํากลุมเชื้อ SC9 เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในชุด
การทดลองที่มีการเติม NH4Cl หรือ NH4NO3 หรือ (NH4)2SO4 หรือยูเรีย เปนแหลงไนโตรเจนที่
ความเขมขน 4 กรัมตอลิตร ซ่ึงอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนในแตละชุดการทดลองมีคา
เทากับ 100:10, 100:14, 100:8 และ 100:20 ตามลําดับ แลวปรับพีเอชเริ่มตนเปน 8.0 แลวเติม
ปริมาณเชื้อเร่ิมตนประมาณ 7.0 log CFU/mL และมี ULO 1% เปนแหลงคารบอนและแหลง
พลังงาน แลวเติมดินและเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยลงไป 10% และ 15% ตามลําดับ ในฟลาสก
ขนาด 250 มิลลิลิตร เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน พบวา ชุด
การทดลองที่มี (NH4)2SO4 เปนแหลงไนโตรเจนใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO สูงที่สุด คือ 
65.2% รองลงมาคือ NH4Cl, NH4NO3 และ ยูเรีย ที่มีเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO 60.6%, 57.2% 
และ 15.1% ตามลําดับ การยอยสลายในชุดการทดลองที่เติมยูเรียมีการยอยสลายต่ําที่สุดอาจจะมีผล
มาจากคาพีเอชที่เพิ่มสูงขึ้นและไมอยูในชวงที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ (Figure 15) ซ่ึง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Zinjarde และ Pant (2002) ที่ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม
ตอการยอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbon ในน้ํามันดิบ พบวา (NH4)2SO4 เปนแหลง
ไนโตรเจนที่ดีที่สุด สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbon 
ในน้ํามันดิบไดสูงถึง 78.0% การที่ (NH4)2SO4 เปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุดอาจเปนเพราะมี
ปริมาณของไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียและอยูในรูปแบบที่จุลินทรียสามารถ
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นําไปใชในการเจริญไดงาย ซ่ึงการที่มีแหลงไนโตรเจนที่อยูในรูปแบบที่เหมาะสมนั้นสามารถ
สงเสริมการเจริญของจุลินทรียในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนได (Kwapisz et al., 
2008) อีกทั้ง (NH4)2SO4 ยังมีซัลเฟอรซ่ึงเปนตัวรับอิเล็คตรอนที่ดี (Newell et al., 1995) และเปน
สารอาหารอีกชนิดที่มีสวนเกี่ยวของในการเจริญของจุลินทรีย (Scelza et al., 2007; Cameotra and 
Singh, 2008) สารอาหารถือเปนสวนสําคัญที่จะสงเสริมใหการยอยสลายที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 
โดยเฉพาะอยางยิ่งแหลงไนโตรเจน จุลินทรียตองการแหลงไนโตรเจนเพื่อนําไปใชในการสราง
โปรตีน และกรดนิวคลีอิกซึ่งสวนประกอบของเซลลหรือสรางพลังงานที่จําเปนในการดํารงชีวิต 
(Trindade et al., 2005; Shabir et al., 2008) 
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Figure 15. Effect of nitrogen source on degradation of ULO (1%) (A) and pH changes (B) in 50 

mL MSM with initial pH 8.0 containing 10% soil and 15% SC9 consortia inoculum 
size after incubated at room temperature, 200 rpm for 7 days. Bars represent the 
standard deviation from three determinations. Different letters indicate significant 
differences (p < 0.05).  
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 ผลการหาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด พบวา ชุดการทดลองที่มี (NH4)2SO4 มีปริมาณ
เชื้อเพิ่มขึ้นมากที่สุดใน 7 วันที่ทําการทดลอง มีจํานวนเชื้อเทากับ 11.4  log CFU/mL รองลงมาคือ
ชุดการทดลองที่มี NH4Cl มีจํานวนเชื้อเทากับ 11.2 log CFU/mL ดังแสดงใน Table 12 และเมื่อ
พิจารณาคาพีเอชพบวาคาพีเอชมีคาลดลงในทุกชุดการทดลอง ยกเวนชุดการทดลองที่เติมยูเรียเปน
แหลงไนโตรเจนมีคาพีเอชเพิ่มสูงขึ้นจากพีเอชเริ่มตน 8.0 เปน 9.2 หลังจาก 7 วันที่ทําการทดลอง 
(Figure 15) และชุดการทดลองที่เติมยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนมีจํานวนเชื้อจุลินทรียนอยที่สุด
เทากับ 7.8 log CFU/mL ซ่ึงไมมีการเปลี่ยนแปลงอาจเปนเพราะสารละลายมีคาพีเอชสูงมากเกินไป
เนื่องมาจากยูเรียแตกตัวใหแอมโมเนียในปริมาณมาก มีความเปนดางสูงและเปนพิษตอเซลล ซ่ึงไม
เหมาะตอการเจริญของเชื้อ โดยสวนใหญจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนจะเจริญไดดีในสภาวะที่เปนดางออนหรือเปนกลาง (Abu and Dike, 2008)  
 
Table 12. Heterotrophic bacteria after 7 days of degradation of ULO (1%) with the various 

nitrogen sources in 50 mL MSM with initial pH 8.0, containing 10% soil and 15% SC9 
consortia inoculum size and incubated at room temperature, 200 rpm for 7 days.  

 
Nitrogen source Heterotrophic bacteria (Log CFU/mL) 

           NH4Cl 
           NH4NO3 
           (NH4)2SO4 
           Urea 

11.2±0.15 
11.0±0.03 
11.4±0.04 
7.8±0.03 

 
 การเติมแหลงไนโตรเจนที่มีอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนแตกตางกันนั้น
จะทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลายแตกตางกันและยังขึ้นอยูกับชนิดของแหลงไนโตรเจนอีก
ดวย จะเห็นไดจากชุดการทดลองที่เติมยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนจะใหเปอรเซ็นตการลดลงของ 
ULO และจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดต่ําสุด นั่นอาจเปนเพราะอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจน
ไมเหมาะสมตอการเจริญและการยอยสลาย ULO ของกลุมเชื้อ SC9 คือมีปริมาณไนโตรเจนมาก
เกินไป สวนในชุดการทดลองที่มี (NH4)2SO4 เปนแหลงไนโตรเจนนั้น มีอัตราสวนของคารบอนตอ
ไนโตรเจนอยูนอยที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองอื่น ๆ (100:8) แตเมื่อมีการเติมดินลงไป 
10% ก็จะทําใหมีปริมาณไนโตรเจนเพิ่มมากขึ้น เพราะในดินมีอัตราสวนของคารบอนตอ
ไนโตรเจนอยู 100:5 (Table 7) จึงทําใหอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนอยูในชวงที่เหมาะ
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ตอการเจริญและการยอยสลาย ULO ของกลุมเชื้อ SC9 สวนในชุดการทดลองที่มี NH4Cl และ 
NH4NO3 เปนแหลงไนโตรเจนนั้น มีอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนอยูในชวงที่เหมาะสมตอ
การเจริญของจุลินทรียอยูแลว แตเมื่อเพิ่มดินลงไป 10% ก็จะทําใหมีปริมาณไนโตรเจนเพิ่มขึ้น
เชนกันแตก็ยังอยูในชวงที่เหมาะสม สังเกตไดจากผลการหาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมดที่มีคา
ใกลเคียงกันทั้ง 3 ชุดการทดลอง แตอยางไรก็ตามอัตราการยอยสลายนั้นจะขึ้นอยูกับชนิดของ        
จุลินทรียและชนิดของสารประกอบไฮโดรคารบอนดวย Barahona และคณะ (2004) ศึกษาผลของ
อัตราสวนของ C:N ที่เหมาะสมตอการเจริญและการยอยสลายน้ํามันดีเซลที่ปนเปอนในดินของ
เชื้อจุลินทรียประจําถ่ิน โดยใชอัตราสวนของ C:N เทากับ 100:10 และ 100:30 พบวา ชุดการทดลอง
ที่มีอัตราสวนของ C:N เทากับ 100:10 มีอัตราการลดลงของปริมาณน้ํามันดีเซล 67% หลังจาก 109 
วันที่ทําการทดลอง 

จากผลการศึกษานี้ชุดการทดลองที่มีการเติม (NH4)2SO4 ใหเปอรเซ็นตการลดลง
ของ ULO สูงที่สุด ดังนั้นจึงเลือก (NH4)2SO4 ใชเปนแหลงไนโตรเจนในการทดลองขั้นตอไป 

3.5 ผลของความเขมขนของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพ
ของเหลวเปยก 

เมื่อนํากลุมเชื้อ SC9 เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มี 
(NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 0, 2, 4, 6 และ 8 กรัมตอลิตร ซ่ึงอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนแต
ละชุดการทดลองมีคาเทากับ 100:0, 100:4, 100:8, 100:12 และ 100:16 ตามลําดับ แลวปรับพีเอช
เร่ิมตนเทากับ 8.0 แลวเติมปริมาณเชื้อเร่ิมตนประมาณ 7.0 log CFU/mL และมี ULO 1% เปนแหลง
คารบอนและแหลงพลังงาน แลวเติมดินและเซลลจุลินทรียในรูปแขวนลอยลงไป 10% และ 15% 
ตามลําดับ ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 7 วัน พบวา ชุดการทดลองที่มี (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 4 กรัมตอลิตร ใหเปอรเซ็นตการ
ลดลงของ ULO สูงที่สุด คือ 63.3% รองลงมาคือชุดการทดลองที่มี (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 2 
กรัมตอลิตร ใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO 46.9% ดังแสดงใน Figure 16 และเมื่อเพิ่มความ
เขมขนเปน 6 และ 8 กรัมตอลิตร พบวา ความสามารถในการยอยสลาย ULO ของกลุมเชื้อ SC9 
คอย ๆ ลดลง โดยปกติการเพิ่มอัตราการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนสามารถทําไดโดย
การเติมสารอาหารอนินทรีย เชน ฟอสฟอรัสและไนโตรเจนลงไปเพื่อเพิ่มปริมาณจุลินทรีย 
โดยทั่วไปถึงแมจะเติมในปริมาณที่มากเกินไปก็จะไมมีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย (Morgan 
and Watkinson, 1989) แตมีรายงานการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียเมื่อเพิ่มความเขมขนของแหลง
ไนโตรเจนสูงประมาณ 4000 มิลลิกรัมของไนโตรเจนตอกิโลกรัมของดิน (Genouw et al., 1994) 
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และในบางครั้งการมีสารอาหารในปริมาณที่ไมเพียงพอตอการเจริญของเชื้อจุลินทรียก็มีผลทําให
อัตราการยอยสลายนอยลงเชนกัน ดังนั้นในการศึกษาการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน
ควรหาปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมสําหรับการเจริญของจุลินทรียเพื่อเพิ่มอัตราการยอยสลาย 
(Huang et al, 2008)  
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Figure 16. Effect of ammonium sulphate concentration on degradation of ULO (1%) (A) and pH 

changes (B) in 50 mL MSM with initial pH 8.0 containing 10% soil and 15% SC9 
consortia inoculum size after incubated at room temperature, 200 rpm for 7 days. Bars 
represent the standard deviation from three determinations. Different letters indicate 
significant differences (P < 0.05).  

  

A 

B 



 

73

 ผลการหาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด พบวา ชุดการทดลองที่มี (NH4)2SO4 ที่ความ
เขมขน 4 กรัมตอลิตร มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นมากที่สุดใน 7 วันที่ทําการทดลอง มีจํานวนเชื้อเทากับ 
11.4 log CFU/mL รองลงมาคือชุดการทดลองที่มี (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 2 กรัมตอลิตร มี
จํานวนเชื้อเทากับ 10.2 log CFU/mL ซ่ึงสอดคลองกับเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO สวนในชุด
การทดลองที่ไมมีการเติมแหลงไนโตรเจนมีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นนอยที่สุด คือ มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้น
จากเริ่มตนประมาณ 7.0 log CFU/mL เปน 8.2 log CFU/mL ดังแสดงใน Table 13 การที่ในชุดการ
ทดลองที่ไมมีการเติมแหลงไนโตรเจนลงไป มีการยอยสลาย ULO เกิดขึ้นนั้นเปนเพราะในดินที่
เติมลงไปนั้นมีอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนอยู 100:5 (Table 7) สารอาหารเหลานี้จึงถูกชะ
ออกมาจากอนุภาคของดิน จุลินทรียจึงสามารถใชสารอาหารเหลานั้นในการเพิ่มจํานวนและทําให
เกิดการยอยสลายเกิดขึ้น (Ramirez et al., 2001) และเมื่อพิจารณาคาพีเอชพบวาคาพีเอชมีคาลดลง
ในทุกชุดการทดลอง (Figure 16)    
 
Table 13. Heterotrophic bacteria after 7 days of degradation of ULO (1%) with the various 

ammonium sulphate concentrations in 50 mL MSM with initial pH 8.0, containing 
10% soil and 15% SC9 consortia inoculum size and incubated at room temperature, 
200 rpm for 7 days.  

 
Ammonium sulphate concentration (g/L) Heterotrophic bacteria (Log CFU/mL) 

0 
2 
4 
6 
8 

8.2±0.12 
10.2±0.06 
11.4±0.04 
9.9±0.03 
9.6±0.10 

 
จากผลการศึกษานี้ชุดการทดลองที่มีการเติม (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 4 กรัมตอ

ลิตรใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO สูงที่สุด ดังนั้นจึงเลือก (NH4)2SO4 ที่ความเขมขน 4 กรัมตอ
ลิตรใชเปนแหลงไนโตรเจนในการทดลองขั้นตอไป 
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3.6 ผลของอัตราสวนของแหลงฟอสฟอรัสตอการยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยก 
 เมื่อนํากลุมเชื้อ SC9 เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มี 
(NH4)2SO4 ความเขมขน 4 กรัมตอลิตร และแหลงฟอสฟอรัส คือ K2HPO4 และ KH2PO4 ใน
อัตราสวน 0:0, 0:1.2, 1.8:0, 0.9:1.2, 1.8:0.6 และ 1.8:1.2 (กรัมตอลิตร) ซ่ึงอัตราสวนระหวาง
คารบอน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส ของแตละชุดการทดลองมีคาเทากับ 100:8:0, 100:8:2.8, 
100:8:3.2, 100:8:4.4, 100:8:4.6 และ 100:8:6 ตามลําดับ แลวปรับคาพีเอชเริ่มตนของแตละชุดการ
ทดลองใหเทากับ 8.0 เติม ULO 1% เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน แลวเติมดินและเซลล    
จุลินทรียในรูปแขวนลอยลงไป 10% และ 15% ตามลําดับ ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เขยาดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน พบวา ชุดการทดลองที่มี K2HPO4 และ 
KH2PO4 ในอัตราสวน 1.8:1.2 และ 1.8:0.6 (กรัมตอลิตร) ใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO เทากับ 
62.6% และ 61.2% ตามลําดับ อยางไรก็ตามคาการลดลงของ ULO ที่อัตราสวน 1.8:1.2 และ 1.8:0.6 
(กรัมตอลิตร) ไมแตกตางกันทางสถิติ (p > 0.05) (Figure 17) ปริมาณของฟอสฟอรัสที่เปน
องคประกอบอยูในแหลงฟอสฟอรัสมีปริมาณแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของแหลงฟอสฟอรัส โดย 
K2HPO4 มีปริมาณของฟอสฟอรัสมากกวา KH2PO4 อยู 2 เทา K2HPO4 จึงมีความสําคัญตอการยอย
สลาย ULO มากกวา K2HPO4 ดังการทดลองหากลดปริมาณของ K2HPO4 ลงจึงสงผลใหอัตราการ
ยอยสลายลดลงดวย 
 
Table 14. Heterotrophic bacteria after 7 days of degradation of ULO (1%) with the  4 g/L 

ammonium sulphate and various potassium source ratio in 50 mL MSM with initial pH 
8.0, containing 10% soil and 15% SC9 consortia inoculum size and incubated at room 
temperature, 200 rpm for 7 days.   

 
Ratio of dipotussium hydrogenphosphate :  

potussium dihydrogenphosphate (g/L) 
Heterotrophic bacteria (Log CFU/mL) 

0:0 
0:1.2 
1.8:0 
0.9:1.2 
1.8:0.6 
1.8:1.2 

9.2±0.11 
10.9±0.01 
10.9±0.06 
11.2±0.08 
11.5±0.01 
11.8±0.13 
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Figure 17. Effect of phosphorus source ratio on degradation of ULO (1%) (A) and pH changes  

(B) in 50 mL MSM with initial pH 8.0 containing 10% soil, 15% SC9 consortia 
inoculum size and 4g/L ammonium sulphate after incubated at room temperature, 200 
rpm for 7 days. Bars represent the standard deviation from three determinations. 
Different letters indicate significant differences (P < 0.05).  

 
ผลการหาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด พบวา ชุดการทดลองที่มี K2HPO4 และ 

KH2PO4 อัตราสวน 1.8:1.2 (กรัมตอลิตร) มีปริมาณเชื้อเพิ่มขึ้นมากที่สุดใน 7 วันที่ทําการทดลอง มี
จํานวนเชื้อเทากับ 11.8  log CFU/mL รองลงมาคือชุดการทดลองที่มี K2HPO4 และ KH2PO4 
อัตราสวน 1.8:0.6 และ 0.9:1.2 (กรัมตอลิตร) มีจํานวนเชื้อเทากับ 11.5 log CFU/mL และ 11.2 log 
CFU/mL ตามลําดับ ดังแสดงใน Table 14 การที่ชุดการทดลองที่ไมมีการเติมแหลงฟอสฟอรัส 

A 

B 
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(0%) มีการเจริญของเชื้อจุลินทรียจากเริ่มตนประมาณ 7.0 log CFU/mL เปน 9.2 log CFU/mL และ
มีการยอยสลาย ULO เกิดขึ้นนั้นเปนเพราะในดินที่ เติมลงไปมีอัตราสวนระหวางคารบอน 
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส เทากับ 100:5:2 (Table 7) ฟอสฟอรัสที่มีอยูในดินที่เติมลงไปจึงถูกชะ
ออกมาจากอนุภาคของดิน อีกทั้งยังมีแหลงไนโตรเจนที่ เหมาะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM             
จุลินทรียจึงสามารถใชแหลงไนโตรเจนในการเพิ่มจํานวนและทําใหเกิดการยอยสลายเกิดขึ้น 
(Ramirez et al., 2001; Huang et al., 2008) และเมื่อพิจารณาคาพีเอชพบวาคาพีเอชมีคาลดลงในทุก
ชุดการทดลอง (Figure 17) 
 การที่มีปริมาณของแหลงฟอสฟอรัสที่เพียงพอตอความตองการของจุลินทรียใน
การยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนนั้นมีความสําคัญในกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ
ไมนอยไปกวาแหลงไนโตรเจน เพราะการที่มีแหลงฟอสฟอรัสเพียงพอนั้นจะสงเสริมใหจุลินทรีย
สรางเอนไซมฟอสฟาเตส (phosphatase) แลวสงผานออกมาภายนอกเซลลหรืออยูภายในเซลลจะ
ชวยเพิ่มอัตราการยอยสลาย โดยเอนไซมฟอสฟาเตสมีความสําคัญในกระบวนการลดความเปนพิษ 
(detoxification) ในกระบวนการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน (Rosenberg and 
Alexander, 1979) ทําใหจุลินทรียสามารถใชสารประกอบไฮโดรคารบอนในการเจริญไดงายขึ้น 
ในทางตรงกันขามถามีแหลงฟอสฟอรัสไมเพียงพอตอการเจริญของจุลินทรีย เอนไซมฟอสฟาเตส
ที่จุลินทรียสรางขึ้นก็จะมีปริมาณนอยการยอยสลายจึงเกิดขึ้นนอยดวย เพราะวาเอนไซมฟอสฟา    
เตสมีความสัมพันธกับปจจัยการยอยสลายทางชีวภาพปจจัยอ่ืนดวย เชน จํานวนของจุลินทรีย อัตรา
การหายใจและมวลชีวภาพของจุลินทรีย (Lee et al., 2008) จะเห็นไดวาเมื่อเพิ่มปริมาณของแหลง
ฟอสฟอรัสจะทําใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO เพิ่มมากขึ้น แตในบางครั้งการเพิ่มปริมาณของ
ฟอสฟอรัสมากเกินไปก็ไมไดสงเสริมการเจริญและการยอยสลาย เพราะจุลินทรียจะสะสม
ฟอสฟอรัสในรูปของ apatite และสารประกอบเชิงซอนแคลเซียมฟอสเฟต (Ca(H2PO4)2) (Shabir et 
al., 2007) 

จากผลการศึกษานี้ชุดการทดลองที่มีการเติม K2HPO4 และ KH2PO4 อัตราสวน 
1.8:0.6 และ 0.9:1.2 (กรัมตอลิตร) ใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO ไมแตกตางกันทางสถิติ         
(p > 0.05) ดังนั้นจึงเลือก K2HPO4 1.8 กรัมตอลิตรและ KH2PO4 0.6 กรัมตอลิตรไปใชเปนในการ
ทดลองขั้นตอไป 
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4. การทดสอบความสามารถในการยอยสลาย ULO โดยการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในดิน
สภาพของเหลวเปยกท่ีผานและไมผานการฆาเชื้อ 

 เมื่อเติมดิน 10% ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มี (NH4)2SO4 
4 กรัมตอลิตร เติม K2HPO4 1.8 กรัมตอลิตร และ KH2PO4 0.6 กรัมตอลิตร แลวปรับคาพีเอชเริ่มตน
เทากับ 8.0 เติม ULO 1% เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เติม
กลุมเชื้อ SC9 และสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก Acinetobacter 
calcoaceticus subsp. anitratus SM7 ลงไปในดินสภาพของเหลวเปยก โดยแบงชุดการทดลอง
ออกเปน 8 ชุดการทดลอง ดังแสดงใน Table 6 แลวนําไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง และทําการเก็บตัวอยางที่วันที่ 0, 7 และ 30 พบวา ชุดทดลองที่ผานการฆาเชื้อในชุด
การทดลอง SS มีการลดลงของปริมาณสารประกอบไฮโดรคารบอนที่เปนองคประกอบใน ULO 
(Figure 18) อาจเปนเพราะเกิดปฏิกิริยา photo-oxidation และ/หรือ volatilization และ/หรือ 
evaporation (Perfumo et al., 2007) สวนในชุดการทดลองที่ศึกษาผลของการยอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคารบอนท่ีเติมกลุมเชื้อ SC9 ( SS+SCI) และชุดการทดลองที่เติมกลุมเชื้อ SC9 
และสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (SS+SCI+CB) พบวา สามารถยอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคารบอนได 70.8% และ 80.2% หลังจาก 30 วันที่ทําการทดลอง ตามลําดับ ซ่ึง
การเติมสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพลงไปทํางานรวมกับกลุมเชื้อ SC9 นั้นชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนของกลุมเชื้อ SC9 

สวนในชุดทดลองที่ไมผานการฆาเชื้อจะศึกษาผลของจุลินทรียประจําถ่ินตอการ
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนที่เปนองคประกอบใน ULO ผลการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนระหวางจุลินทรียประจําถ่ินและกลุมเชื้อ SC9 ผลของการเติมสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพรวมกับจุลินทรียประจําถ่ิน และผลของการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพรวมกับจุลินทรีย
ประจําถ่ินและกลุมเชื้อ SC9 เมื่อทําการทดลองเปนเวลา 30 วัน พบวา ชุดการทดลอง NSS ที่ไมผาน
การฆาเชื้อจุลินทรียประจําถ่ินมีความสามารถในการยอยสลาย ULO ได โดยใหเปอรเซ็นตการ
ลดลงของ ULO เทากับ 21.1% ซ่ึงจุลินทรียประจําถ่ินที่ไมมีประวัติการปนเปอนของสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนนั้นสามารถยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนไดแตการยอยสลายจะเกิดขึ้นได
นอย เนื่องจากจุลินทรียประจําถ่ินที่มีอยูในดินเพียงอยางเดียวมีปริมาณไมเพียงพอตอการยอยสลาย 
(Margesin et al., 2000) สวนในชุดการทดลองที่ศึกษาผลของการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนระหวางจุลินทรียประจําถ่ินและกลุมเชื้อ SC9 (NSS+SCI) หลังจากการทดลองเปน
เวลา 30 วัน พบวา กลุมเชื้อ SC9 สามารถทํางานรวมกันกับจุลินทรียประจําถ่ินในการยอยสลาย
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สารประกอบไฮโดรคารบอนที่เปนองคประกอบใน ULO ได โดยใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO 
เทากับ 62.0% ซ่ึงการที่เติมเชื้อจากแหลงอื่นลงไปทํางานรวมกับเชื้อประจําถ่ินนั้นไมไดเพิ่มการ
ยอยสลาย ULO เนื่องจากเกิดการแขงขันกันระหวางเชื้อจุลินทรียประจําถ่ินและเชื้อที่เติมลงไป (Yu 
et al., 2005) แตอยางไรก็ตามในบางการทดลองการเติมเชื้อจุลินทรียลงไปทํางานรวมกับ
เชื้อจุลินทรียประจําถ่ินก็สามารถสงเสริมการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนได (Cubitto et 
al., 2004) ผลของการเติมสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก A. calcoaceticus 
subsp. anitratus SM7 รวมกับจุลินทรียประจําถ่ิน (NSS+CB) หลังจากการทดลองเปนเวลา 30 วัน 
พบวา ความสามารถในการยอยสลาย ULO ของเชื้อจุลินทรียประจําถ่ินเพิ่มสูงขึ้นโดยมีเปอรเซ็นต
การลดลงของ ULO เทากับ 43.7% เพราะสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถเพิ่มความสามารถในการ
ละลายน้ําของสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ไมมีขั้วที่เปนองคประกอบใน ULO จึงสงเสริมให      
จุลินทรียประจําถ่ินสามารถยอย ULO ไดเพิ่มสูงขึ้น (Banat, 1995) และผลของการเติมสารสกัด
หยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพรวมกับจุลินทรียประจําถ่ินและกลุมเชื้อ SC9 (NSS+SCI+CB) 
หลังจากการทดลองเปนเวลา 30 วัน พบวาใหเปอรเซ็นตการลดลงของ ULO สูงที่สุดเทากับ 88.6% 
ซ่ึงแสดงใหเห็นวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก A. calcoaceticus subsp. anitratus SM7 
สงเสริมการยอยสลาย ULO ของจุลินทรียประจําถ่ินและกลุมเชื้อ SC9 ซ่ึงผลการทดลองสอดคลอง
กับงานของ Cameotra และ Singh (2008) ที่ศึกษาการยอยสลายกากตะกอนน้ํามันดิบโดยใชสาร
สกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มี ramnolipid เปนองคประกอบที่ผลิตจากกลุมเชื้อที่
ประกอบดวย Pseudomonas aeruginosa และ Rhodococcus sp.  พบวา ในชุดการทดลองที่เติมกาก
ตะกอนน้ํามันดิบจากแหลง Ratnagiri ประเทศอินเดีย รวมกับกลุมเชื้อ SSC2 และเติมสารสกัด
หยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใหอัตราการยอยสลายสูงสุดประมาณ 95% หลังจาก 5 สัปดาหที่
ทําการทดลอง สวนชุดการทดลองที่เติมกากตะกอนน้ํามันรวมกับกลุมเชื้อ SSC2 และชุดทดลองที่
เติมกากตะกอนน้ํามันรวมกับสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบวาใหอัตราการยอย
สลายประมาณ 91.0% และ 63.0% หลังจาก 4 สัปดาห และ 5 สัปดาหที่ทําการทดลอง ตามลําดับ 
และยังศึกษาการยอยสลายกากตะกอนน้ํามันดิบจาก Indian Oil Corporation Limited, Faridabad 
ประเทศอินเดีย รวมกับกลุมเชื้อ SSC2 และเติมสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใหอัตรา
การยอยสลายสูงสุดประมาณ 75.0% หลังจาก 8 สัปดาหที่ทําการทดลอง สวนชุดที่เติมกากตะกอน
น้ํามันรวมกับกลุมเชื้อ SSC2 และชุดที่เติมกากตะกอนน้ํามันดิบรวมกับสารสกัดหยาบของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ พบวาใหอัตราการยอยสลายประมาณ 52.0% และ 25.0% ตามลําดับ หลังจาก 8 
สัปดาหที่ทําการทดลอง ซ่ึงอัตราการยอยสลายจะขึ้นอยูกับชนิดของน้ํามัน (Zinjarde and Pant, 
2002) และชนิดของสารลดแรงตึงผิวที่ใชดวย (Ron and Rosenberg, 2002) 
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คาพีเอชของชุดทดลองที่ผานการฆาเชื้อทุกชุดการทดลอง มีคาพีเอชประมาณ 6.9 
และคาพีเอชของชุดทดลองที่ไมผานการฆาเชื้อทุกชุดการทดลองมีคาพีเอชลดลงอยูในชวง 5.5-5.6 
ซ่ึงสอดคลองกับผลการยอยสลาย ULO และยิ่งเวลาการยอยสลายนานขึ้นจาก 7 วันเปน 30 วัน        
พีเอชก็ยิ่งลดลงมากขึ้น (Figure 18) 
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Figure 18. Effect of crude biosurfactant produced from A. calcoaceticus subsp. anitratus SM7 on 

the degradation of ULO (1%) (A) and pH changes (B) in 50 mL MSM with initial pH 
8.0 containing 10% soil, 15% SC9 consortia inoculum size, 4 g/L ammonium sulphate, 
1.8 g/L dipotussium hydrogenphosphate and 0.6 g/L potussium dihydrogenphosphate 
in sterilized and non-sterilized conditions after incubated at room temperature, 200 
rpm for 0, 7 and 30 days. Bars represent the standard deviation from three 
determinations.   
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Figure 19. Heterotrophic bacteria after 30 days of degradation of ULO (1%) with the 4 g/L 

ammonium sulphate, 1.8 g/L dipotussium hydrogenphosphate and 0.6 g/L potussium 
dihydrogenphosphate in 50 mL MSM with initial pH 8.0, containing 10% soil and 
15% SC9 consortia inoculum size and incubated at room temperature, 200 rpm for 7 
days.  

 
 ผลการหาจํานวนแบคทีเรียทั้งหมด พบวา ชุดการทดลอง SS ที่ผานการฆาเชื้อไมมี
เชื้อเจริญตลอดการทดลอง สวนชุดทดลองที่ผานการฆาเชื้อที่มีการเติมสารสกัดหยาบของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ (SS+CB) เชื้อมีจํานวนเพิ่มขึ้นในวันที่ 7 และมีจํานวนคงที่จนถึงวันที่ 30 อาจ
เนื่องมาจากสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไมมีการฆาเชื้อจึงมีเชื้อปนเปอนอยูดวย 
สวนชุดการทดลองที่ เติมกลุมเชื้อ SC9 (SS+SCI) มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นจากประมาณ  7.0 log 
CFU/mL ในวันที่ 0 เปน 11.1 log CFU/mL ในวันที่ 7 แตเมื่อบมนานขึ้นจนถึงวันที่ 30 จํานวนเชื้อ
ลดลงเหลือ 9.7 log CFU/mL ซ่ึงมีแนวโนมเชนเดียวกับชุดการทดลองที่ผานการฆาเชื้อที่มีการเติม
กลุมเชื้อ SC9 และสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (SS+SCI+CB) อาจเปนเพราะ
สารอาหารที่มีอยูในชุดการทดลองที่ผานการฆาเชื้อมีอยูอยางจํากัดเนื่องมาจากสารอาหารบางสวน
อาจถูกทําลายในระหวางการฆาเชื้อที่ความดันและอุณหภูมิสูง แตอยางไรก็ตามในชุดการทดลองที่
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เติมทั้งกลุมเชื้อ SC9 และสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีจํานวนเชื้อมากที่สุดในชุด
การทดลองที่มีการฆาเชื้อ (Figure 19)  

ชุดการทดลองที่เติมกลุมเชื้อ SC9, สารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
และไมผานการฆาเชื้อ (NSS+SCI+CB) มีการเจริญของเชื้อสูงที่สุด โดยมีปริมาณเชื้อเทากับ 10.9 
log CFU/mL รองลงมาคือชุดการทดลอง ที่เติมกลุมเชื้อ SC9 และไมผานการฆาเชื้อ (NSS+SCI) มี
ปริมาณเชื้อเทากับ 10.4 log CFU/mL (Figure 19) 
 การเจริญของจุลินทรียในกรณีที่มีสภาวะที่ไมเหมาะสม เชน การปนเปอนของ
สารประกอบไฮโดรคารบอนเปนปจจัยสําคัญตออัตราการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน
ทั้งในดินและแหลงน้ํา ซ่ึงจุลินทรียที่คัดแยกไดจากแหลงปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอน
สามารถมีชีวิตอยูและสามารถปรับตัวใหเขากับสภาวะที่ปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนได
งายกวาจุลินทรียชนิดอื่น (Ramos et al., 1991; Rahman et al., 2003b) กลุมเชื้อ SC9 เปนกลุม         
จุลินทรียที่คัดแยกมาจากดินที่ปนเปอน ULO จึงสามารถเจริญและใชสารประกอบไฮโดรคารบอน
ที่เปนองคประกอบใน ULO เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานไดดีกวาจุลินทรียประจําถ่ินที่มี
อยูในดินที่ไมมีการปนเปอน ULO ซ่ึงสามารถสังเกตไดจากการเพิ่มจํานวนของกลุมเชื้อ SC9 ในชุด
การทดลองที่ฆาเชื้อ (SS+SCI) เปรียบเทียบกับการเจริญของจุลินทรียประจําถ่ินในชุดการทดลองที่
ไมมีการฆาเชื้อ (NSS) ดังนั้นหากตองการเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนในพื้นที่ที่ไมมีการปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนมากอนนั้นจําเปนตองมี
การเติมเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนลงไปชวยเพิ่ม
ความสามารถของจุลินทรียประจําถ่ิน ซ่ึงจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายจะชวยยอย
สลายสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีองคประกอบซับซอนหรือลดความเปนพิษของสารที่
ปนเปอนลง จุลินทรียประจําถ่ินจึงสามารถเพิ่มจํานวนและสามารถยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนได (Cunha and Leite, 2000) 

การที่เติมกลุมเชื้อ SC9 และสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก 
A. calcoaceticus subsp. anitratus SM7 รวมกันในชุด SS+SCI+CB และ NSS+SCI+CB แลวใหผล
การยอยสลายที่ดีกวาการเติมเพียงตัวใดตัวหนึ่งนั้น อาจเปนเพราะการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ในดินสภาพของเหลวเปยกชวยเพิ่มความสามารถของจุลินทรียประจําถ่ิน และกลุมเชื้อ SC9 ในการ
ยอยสลาย ULO โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เติมลงไปนั้นจะเพิ่มความสามารถในการละลายน้ํา
ของสารประกอบไฮโดรคารบอนทําใหเกิดความสมดุลระหวางแหลงคารบอนและปริมาณ
สารอาหาร จึงชวยเพิ่มความสามารถของจุลินทรียในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน 
(Perfumo et al., 2007) Schipper และคณะ (2000) รายงานวาการเติมสารลดแรงตึงผิวจะชวยเพิ่ม
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ความสามารถในการใชได (bioavailability) ของสารประกอบไฮโดรคารบอน โดยสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนจะละลายอยูตรงกึ่งกลางของไมเซลล จากนั้นจะเกิดการเคลื่อนที่ของไมเซลลไป
ยังวัฏภาคน้ําอยางรวดเร็ว สารลดแรงตึงผิวจะไปเพิ่มการขนสงโมเลกุลของสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนไปยังวัฏภาคน้ําทําใหแบคทีเรียสามารถนําไฮโดรคารบอนไปใชได โดยแบคทีเรีย
จะใชสารประกอบไฮโดรคารบอนที่อยูในวัฏภาคน้ําหลังจากที่สารประกอบไฮโดรคารบอนถูก
ปลอยออกมาจากไมเซลล นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิวอาจจะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติ
ของผนังเซลลของแบคทีเรียใหมีสภาวะไมชอบน้ํา ดังนั้นเซลลแบคทีเรียจึงสามารถใชสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนไดโดยตรง   

เมื่อนํา ULO ที่ไดจากการสกัดในวันที่ 0, 7 และ 30 มาวิเคราะหปริมาณ
องคประกอบของ ULO ดวย TLC-FID พบวา ชุดการทดลอง NSS+SCI+CB ที่เติมกลุมเชื้อ SC9 
รวมกับสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและไมผานการฆาเชื้อมีปริมาณสาร aromatic 
hydrocarbon I และ aromatic hydrocarbon II ลดลง 100% และ 2.4% ตามลําดับ ในวันที่ 30 ของ
การทดลอง เมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 0 ดังแสดงใน Figure 23 รองลงมาคือชุดการทดลอง 
SS+SCI+CB ชุดการทดลอง ที่เติมกลุมเชื้อ SC9 รวมกับสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
และผานการฆาเชื้อมีปริมาณสาร aromatic hydrocarbon I ลดลงคิดเปน 100% อยางไรก็ตามสาร 
aromatic hydrocarbon II มีปริมาณเพิ่มขึ้น 18.8% ในวันที่ 30 ของการทดลอง เมื่อเปรียบเทียบกับ
วันที่ 0 ดังแสดงใน Figure 21 และในวันที่ 30 ของการทดลองมีสารประกอบอื่นเกิดขึ้น
นอกเหนือจากสาร aromatic hydrocarbon I และ aromatic hydrocarbon II อาจเปนเพราะเกิดการ
สะสมของสารตัวกลาง (intermediate) เกิดขึ้นในการยอยสลายทางชีวภาพนั้น สารประกอบ
ไฮโดรคารบอนจะถูกยอยสลายเปนสารตัวกลาง หลังจากนั้นจะเกิดการสะสมของสารตัวกลาง
กอนที่เกิดการยอยสลายอยางสมบูรณ (mineralisation) โดยจุลินทรีย (Collina et al., 2005)  

ชุดการทดลองควบคุมทั้ง 2 ชุดคือ ชุดการทดลอง SS และ NSS ที่ผานและไมผาน
การฆาเชื้อตามลําดับ มีปริมาณของสาร aromatic hydrocarbon I ลดลงแตมีปริมาณของสาร 
aromatic hydrocarbon II เพิ่มขึ้นมากเปน 226.6% และ 215.9% ตามลําดับ ในวันที่ 30 ของการ
ทดลอง เมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 0 Figure 20, 22 ซ่ึงการเพิ่มขึ้นของสาร aromatic hydrocarbon II 
อาจเกิดการเปลี่ยนรูป (biotransformations) เปนสารตัวกลาง (intermediate) แตยังมีโครงสรางคลาย
กับสารในกลุม aromatic hydrocarbon II จึงทําใหปริมาณของสารในกลุมนี้เพิ่มสูงขึ้น ซ่ึงจุลินทรีย
สามารถใชสารตัวกลางที่เกิดจากการเปลี่ยนรูปเปน co-substrate (second substrate) ในการเจริญ แต
ในบางครั้งจุลินทรียชนิดเดียวอาจไมสามารถใชสาร co-substrate ไดจึงจําเปนตองใชจุลินทรียหลาย
ชนิดในการยอยสลาย (Fritsche and Hofrichter, 2000)  
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การยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยกในชุดการทดลองที่มีการเติมกลุม
เชื้อ SC9 รวมกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ A. calcoaceticus subsp. anitratus SM7 
และไมฆาเชื้อใหประสิทธิภาพการยอยสลาย ULO มากกวาการยอยสลาย ULO ในดินสภาพ
ของเหลวเปยกโดยใชเชื้อประจําถ่ินและสงเสริมการยอยสลายดวยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิต
จากเชื้อยีสต Issatchenkia orientalis SR4 พบวา สารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ชวย
สงเสริมการยอยสลาย ULO โดยทําใหสารประกอบ aromatic hydrocarbon ที่เปนองคประกอบของ 
ULO ลดลง 20.0% ใน 30 วันที่ทําการทดลอง (Katemai, 2008) อยางไรก็ตามยังมีรายงานการใช 
ramnolipid ที่ผลิตจาก Pseudomonas aeruginosa UG2 สงเสริมการยอยสลายสารประกอบ 
polycyclic aromatic hydrocarbons และ polychlorinated biphenyls (PCBs) ในดินสภาพของเหลว
เปยก (Scheibenbogen et al., 1994) 

การวิเคราะหองคประกอบของ ULO ดวยเครื่อง TLC-FID นั้นมีขอจํากัดคือ
วิเคราะหไดเพียงกลุมขององคประกอบของสารประกอบไฮโดรคารบอน เชน alkane, aromatic, 
resins และ asphaltene ซ่ึง ULO มีองคประกอบเปน aromatic hydrocarbon I และ aromatic 
hydrocarbon II เมื่อวิเคราะหดวย TLC-FID สวนเครื่อง GC-MS นั้นสามารถวิเคราะหถึง
รายละเอียดของแตละ องคประกอบของ ULO ได ดังนั้นจึงนําตัวอยางในชุดการทดลองที่ผานการ
ฆาเชื้อมีการเติมกลุมเชื้อ SC9 และสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (SS + SCI + CB) 
และชุดการทดลองที่ไมผานการฆาเชื้อมีการเติมกลุมเชื้อ SC9 และสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ (NSS + SCI + CB) เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ผานการฆาเชื้อ (SS) และไมผานการฆา
เชื้อ (NSS) ไปวิเคราะหดวยเครื่อง GC-MS พบวา องคประกอบใน ULO เร่ิมตนที่วันที่ 0 ของชุด
การทดลอง SS และ SS + SCI + CB มีองคประกอบของสารประกอบ aliphatic hydrocarbon ที่   
C11-C29 และ C11-C22 ตามลําดับ (Figure 24A, 24C) เมื่อทําการทดลองผานไป 30 วัน ชุดการทดลอง 
SS + SCI + CB สามารถตรวจพบ dimethyl naphthalene แตในชุดการทดลอง SS สามารถตรวจพบ 
m-p'-bitolyl (Figure 24B, 24D)   

องคประกอบใน ULO ที่วันที่ 0 ของชุดการทดลอง NSS มีองคประกอบของ
สารประกอบ aliphatic hydrocarbon ที่ C15-C26 และสารประกอบ aromatic hydrocarbon ชนิด 
xylene และbenzene และเมื่อทําการทดลองผานไป 30 วันไมสามารถระบุสารประกอบได (Figure 
25A, 25B) และองคประกอบใน ULO เร่ิมตนที่วันที่ 0 ของชุดการทดลอง NSS + SCI + CB มี
องคประกอบของสารประกอบ aliphatic hydrocarbon ที่ C16-C21 และสารประกอบ aromatic 
hydrocarbon ชนิด xylene, benzene และ naphthalene (Figure 25A, 25B) และเมื่อทําการทดลอง
ผานไป 30 วัน พบวา ไมพบองคประกอบใน ULO ชนิดอื่น ๆ ยกเวน n-hexadecane (C16 ) ซ่ึงเปน 
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n-paraffins สายโซยาว (Figure 25C, 25D) การที่พบเฉพาะ n-hexadecane ในวันที่ 30 ของการ
ทดลองนั้นอาจเปนเพราะเกิดการยอยสลายไมสมบูรณของ n-paraffins สายโซยาวชนิดอื่น ๆ ทําให
เหลือ n-hexadecane (Fritsche and Hofrichter, 2000) 

การที่ในชุดการทดลองที่มีการฆาเชื้อมีองคประกอบของสารประกอบ aliphatic 
hydrocarbon มีสายโซส้ันกวาชุดการทดลองที่ไมมีการฆาเชื้อนั้นอาจเปนเพราะในการใชความรอน
จากการฆาเชื้อ (121 องศาเซลเซียส, 15นาที) ความรอนและความดันจากการฆาเชื้อทําให
สารประกอบ aliphatic hydrocarbon ที่มีสายโซยาวเกิดการสลายตัวเปนสารประกอบ aliphatic 
hydrocarbon ที่มีสายโซส้ันกวาได (Kim et al., 2003a) และการที่ไมพบสารประกอบ aromatic 
hydrocarbon ในชุดการทดลองที่ฆาเชื้อ แตตรวจพบในชุดการทดลองที่ไมฆาเชื้อนั้นเปนเพราะ 
ULO มีองคประกอบของสารประกอบ aromatic hydrocarbon ที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา เชน xylene, 
benzene และ naphthalene ซ่ึงสังเกตไดในชุดการทดลองที่ไมฆาเชื้อที่วันที่ 0 สารประกอบดังกลาว
สามารถเกิดการระเหยไดเมื่อถูกความดันและความรอนที่อุณหภูมิสูง (Perfumo et al., 2007) หรือ
อาจจะเกิดจากเชื้อจุลินทรียสามารถยอยสลายและใชในการเจริญ ดังนั้นจึงมีการทดลองเพิ่มเติมโดย
ใช xylene, benzene และ naphthalene เปนแหลงคารบอนแทน ULO จากการทดลองพบวา 
เชื้อจุลินทรียสามารถใช xylene, benzene และ naphthalene เปนแหลงคารบอนได ดังนั้นจึงสรุปได
วาสารประกอบ aromatic hydrocarbon สวนหนึ่งถูกยอยโดยจุลินทรีย (Table 15) และบางสวน
เกิดปฏิกิริยา photo-oxidation และ/หรือ volatilization และ/หรือ evaporation ในระหวางการ
ทดลอง (Perfumo et al., 2007) การยอยสลาย ULO ในดินสภาพของเหลวเปยกในชุดการทดลองที่
มีการเติมกลุมเชื้อ SC9 รวมกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ A. calcoaceticus subsp. 
anitratus SM7 และไมฆาเชื้อใหประสิทธิภาพการยอยสลาย ULO สูงกวาการยอยสลาย ULO ในชดุ
การทดลองที่มีการเติมกลุมเชื้อ SC9 รวมกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ A. 
calcoaceticus subsp. anitratus SM7 และฆาเชื้อ รวมทั้งชุดควบคุม เพราะสามารถยอยสลายไดทั้ง
สารประกอบ aliphatic hydrocarbon และสารประกอบ aromatic hydrocarbon สวนในชุดการ
ทดลองที่มีการเติมกลุมเชื้อ SC9 รวมกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ A. calcoaceticus 
subsp. anitratus SM7 และฆาเชื้อยอยสลายไดเพียงแคสารประกอบ aliphatic hydrocarbon เพียง
อยางเดียว ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Katemai (2008) ที่ศึกษาการยอยสลาย ULO ในดินสภาพ
ของเหลวเปยกที่ไมฆาเชื้อและสงเสริมการยอยสลายดวยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อยีสต 
Issatchenkia orientalis SR4 พบวา สารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ชวยสงเสริมการ
ยอยสลาย ULO โดยทําใหองคประกอบของ ULO ในวันที่ 0 ซ่ึงมีองคประกอบของสารประกอบ 
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aliphatic hydrocarbon ตั้งแต C12-C29 เหลือเพียงแค C12, C16, C17, C20, C22, C24 และ C26 ในวันที่ 30 
ของการทดลอง 

 A 

 
 B 

 
 C 

 
Time (min) 

Figure 20. TLC-FID chromatogram of ULO extracted from ULO    (1%) contaminated soil slurry 
sterilization and incubated at room temperature, 200 rpm for 30 days. 
A = 0 day of cultivation B = 7 days of cultivation  C = 30 days of cultivation 

Note: Aromatic hydrocarbon I (RT=0.210±0.004) and Aromatic hydrocarbon II 
(RT=0.220±0.006) was analyzed by TLC-FID.  
* Minus value means amount is increased. 

Aromatic hydrocarbon I Aromatic hydrocarbon II 

100% removal -226.6% removal* 
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Time (min) 

Figure 21. TLC-FID chromatogram of ULO extracted from ULO (1%) contaminated soil slurry 
sterilization supplemented with SC9 consortia and crude biosurfactant and incubated at 
room temperature, 200 rpm for 30 days. 

 A = 0 day of cultivation B = 7 days of cultivation  C = 30 days of cultivation 
Note: Aromatic hydrocarbon I (RT=0.208±0.001) and Aromatic hydrocarbon II 

(RT=0.217±0.002) was analyzed by TLC-FID.  

Aromatic hydrocarbon I Aromatic hydrocarbon II 

56.1% removal 20.0% removal 
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Time (min) 

 
Figure 22. TLC-FID chromatogram of ULO extracted from ULO (1%) contaminated soil slurry 

without sterilization and incubated at room temperature, 200 rpm for 30 days. 
 A = 0 day of cultivation B = 7 days of cultivation  C = 30 days of cultivation 

Note: Aromatic hydrocarbon I (RT=0.211±0.004) and Aromatic hydrocarbon II 
(RT=0.218±0.008) was analyzed by TLC-FID.  
* Minus value means amount is increased. 

Aromatic hydrocarbon I Aromatic hydrocarbon II 

Aromatic hydrocarbon I+ II 

100% removal -215.9 removal* 
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 A 

 
  B 

 
  C 

 
Time (min) 

 
Figure 23. TLC-FID chromatogram of ULO extracted from ULO (1%) contaminated soil slurry 

without sterilization supplemented with SC9 consortia and crude biosurfactant and 
incubated at room temperature, 200 rpm for 30 days. 

 A = 0 day of cultivation B = 7 days of cultivation  C = 30 days of cultivation 
Note: Aromatic hydrocarbon I (RT=0.209±0.004) and Aromatic hydrocarbon II 

(RT=0.218±0.004) was analyzed by TLC-FID. 

Aromatic hydrocarbon I Aromatic hydrocarbon II 

100% removal 2.4% removal 



 

89

A                                                                 B 

 
  
                                                                 C  D 

 
   
Figure 24. GC-MS chromatogram of hydrocarbon fraction from ULO contaminated soil slurry 

sterilization (A= day 0, B= day 30) and soil slurry sterilization supplemented with 
SC9 consortia and crude biosurfactant produced from A. calcoaceticus subsp. 
anitratus SM7 (C= day 0, D= day 30). Time scale in minute. 
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                           A                                                                              B 

 
 
                                                     C                                                                               D 

 
   
Figure 25. GC-MS chromatogram of hydrocarbon fraction from ULO contaminated soil slurry 

without sterilization (A= day 0, B= day 30) and soil slurry without sterilization 
supplemented with SC9 consortia and crude biosurfactant produced from A. 
calcoaceticus subsp. anitratus SM7 (C= day 0, D= day 30). Time scale in minute. 
NC = No Classified. 
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Table 15. Effect of SC9 consortia on the degradation of low molecular weight aromatic 
hydrocarbon.  

 
Type/Concentrations (%) SC9 consortia 

benzene   
0.01 ++ 
0.025 ++ 
0.05 + 
0.10 + 
0.25 - 

xylene  
0.01 ++ 
0.025 + 
0.05 + 
0.10 - 
0.25 - 

naphthalene ++ 
 
หมายเหตุ  +   หมายถึง เจริญไดนอย 
 ++ หมายถึง เจริญไดดี 

 - หมายถึง ไมมีการเจริญและตกตะกอน 
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บทที่ 4 
 

บทสรุปและขอแสนอแนะ 
  

ตัวอยางดินที่ใชทดลองไมมีการปนเปอนของสารประกอบไฮโดรคารบอน ดิน
ตัวอยางมีลักษณะเปนดินรวน (Loam soil) มีพีเอช ความชื้นและปริมาณอินทรียวัตถุในดิน เทากับ 
6.29, 20% และ 2.5% ตามลําดับ มีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดและปริมาณฟอสฟอรัส เทากับ 0.13% 
และ 0.054% ตามลําดับ และมีอัตราสวนของคารบอน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส เทากับ 100:5:2 

เมื่อทดสอบประสิทธิภาพในการยอยสลาย ULO ของเชื้อเดี่ยว เชื้อผสม และกลุม
เชื้อที่คัดเลือกไดในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยใชกลาเชื้อจํานวน 4 สายพันธุ คือ Chryseobacterium sp., 
Sphingobacterium multivorum, Bacillus cereus และ Agrobacterium tumefaciens และกลุมเชื้อ 
SC9 มาทําการทดสอบการยอยสลาย ULO ของเชื้อเดี่ยว เชื้อผสม และกลุมเชื้อ SC9 เปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุมที่ไมมีการเติมเชื้อ โดยมีปริมาณเชื้อเร่ิมตนประมาณ 7 log CFU/mL เล้ียงเชื้อในอาหาร
เล้ียงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มี ULO 1% เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานใน 
ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมเชื้อโดยเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง 
(29±2องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน ชุดการทดลองที่มีการเติมกลุมเชื้อ SC9 ใหเปอรเซ็นตการ
ลดลงของ ULO สูงที่สุด คือ 44.54%  
 เมื่อทดสอบความสามารถในการยอยสลาย ULO ของเชื้อที่คัดเลือกไดในดิน
สภาพของเหลวเปยก พบวา เมื่อนํากลุมเชื้อ SC9 15% เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ที่มี (NH4)2SO4 ความเขมขน 4 กรัมตอลิตร และแหลงฟอสฟอรัส คือ K2HPO4 1.8 กรัมตอ
ลิตร และ KH2PO4 0.6 กรัมตอลิตร ปรับพีเอชเริ่มตนเทากับ 8.0 แลวเติมปริมาณเชื้อเร่ิมตนประมาณ 
7 log CFU/mL และมี ULO 1% เปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน แลวเติมดินและเซลล       
ซัสเพนชั่นลงไป 10% และ 15% ตามลําดับ ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เขยาดวยความเร็ว 200 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (29±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน ใหเปอรเซ็นตการลดลงของ 
ULO เทากับ 61.17%   

ประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนใน ULO โดยกลุมเชื้อ 
SC9 รวมกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก A. calcoaceticus subsp. anitratus SM7 ในดิน
สภาพของเหลวเปยกที่ผานและไมผานการฆาเชื้อนั้น ชุดการทดลองที่มีการเติมกลุมเชื้อ SC9 และ
สารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในดินสภาพของเหลวเปยกที่ไมผานการฆาเชื้อให
ประสิทธิภาพการยอยสลาย ULOสูงที่สุด 88.59% ภายใน 30 วันที่ทําการทดลอง โดยลดปริมาณ
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สารประกอบ aliphatic hydrocarbon C16-C21 และสารประกอบ aromatic hydrocarbon เชน  benzene, 
xylene และ naphthalene ที่เปนองคประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตไดภายใน 30 วันที่ทําการ
ทดลอง   

กลุมเชื้อ SC9 และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก A. calcoaceticus subsp. 
anitratus SM7 สามารถนําไปประยุกตใชในการบําบัดดินหรือน้ําที่มีการปนเปอนของ ULO 
นอกเหนือจากดินในสภาพของเหลวเปยกดวยเทคนิค In-situ treatment และ Ex-situ treatment ซ่ึง
การนํากลุมเชื้อ SC9 ไปประยุกตใชนั้นอาจจะใชตัวเซลลโดยตรงหรืออาจจะใชเฉพาะสารที่กลุม
เชื้อ SC9 ผลิตขึ้น เชน สารลดแรงตึงผิวและเอนไซม เปนตน ขึ้นอยูกับปจจัยทางดานสิ่งแวดลอม 
ชนิดของน้ํามันที่ปนเปอนและวิธีการที่จะเลือกใชในการบําบัด 

 
ขอเสนอแนะ   
 1. ควรศึกษาปริมาณความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก                 
A. calcoaceticus subsp. anitratus SM7 เพราะความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีผลตอการ
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน 
 2. การใชสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก A. calcoaceticus 
subsp. anitratus SM7 ในการวิจัยนี้ทําใหไมสามารถรูองคประกอบหรือโครงสรางอยางละเอียด
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได จึงไมสามารถศึกษากลไกการทํางานของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดนี้ที่จําเพาะตอการยอยสลาย ULO ได อีกทั้งเชื้อที่ใชเปนกลุมเชื้อจึงไมสามารถรูไดวาจุลินทรีย
สายพันธุใดที่มีบทบาทในการยอยสลาย ULO และมีบทบาทในชวงใดของการทดลอง ในการศึกษา
วิจัยขั้นตอไปควรศึกษาการเจริญของจุลินทรียแตละสายพันธุในกลุมเชื้อ SC9 วามีการเจริญสูงสุด
อยูในชวงใด และศึกษาโครงสรางของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ใชกอนการศึกษาเพื่อที่จะไดศึกษา
กลไกการทํางานของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวย 
 3. ควรมีการใชเทคนิค Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
วิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรียในกลุมเชื้อ SC9 ซ่ึงเปนวิธีการที่ชวยในการศึกษาทั้งใน
กลุมที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียไดและกลุมที่เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย
ไมได (unculturable) ซ่ึงเปนกลุมที่มีจํานวนมากกวา เพื่อจะไดทราบวาในชวงใดของการยอยสลาย          
จุลินทรียสายพันธุใดมีบทบาทในการยอยสลาย ULO 
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สูตรอาหารและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. Mineral Salt Medium (MSM) (ดัดแปลงจาก Ijah and Upke, 1992) 

K2HPO4  1.8 g/L 
KH2PO4   1.2 g/L 
NH4Cl  4.0 g/L 
MgSO4·7H2O  0.8 g/L 
NaCl  1.7 g/L  
FeSO4.7H2O  0.1 g/L  
pH 7.0 

นําสวนผสมละลายในน้ํากลัน่ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ
ในหมอนึ่งความดันที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

4. Minimal salt medium (ดัดแปลงจาก Shabtai and Gutnick, 1985) 

K2HPO4.3H2O  2.2  g/L 
KH2PO4   0.73  g/L 

 (NH4)2SO4 1  g/L 
NaCl  30 g/L  
MgSO4·7H2O  0.2  g/L 
pH 7.0 

นําสวนผสมละลายในน้ํากลัน่ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ
ในหมอนึ่งความดันที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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3. Nutrient broth 

 Nutrient broth 13.0 g/L 

  ประกอบดวย 

 - Peptic digest of animal tissue 5.0 g/L 
 - NaCl  5.0 g/L 
 - Beef extract 1.5 g/L 
 - Yeast extract 1.5 g/L 

นําสวนผสมละลายในน้ํากลัน่ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ
ในหมอนึ่งความดันที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

4. Nutrient agar 

 Nutrient broth 13.0 g/L 

 ประกอบดวย 

 - Peptic digest of animal tissue 5.0 g/L 
 - NaCl  5.0 g/L 
 - Beef extract 1.5 g/L 
 - Yeast extract 1.5 g/L 
 Agar 1.5 g/L 

นําสวนผสมละลายในน้ํากลัน่ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ
ในหมอนึ่งความดันที่ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
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