
บทที่ 2

การตรวจเอกสารและงานว ิจ ัยท ี่เก ี่ยวข ้อง

ในกระบวนการผลิตของภาคอุตสาหกรรมและการใช้สารเคม ีในการปราบศัตรูพ ืชของ 
ภาคเกษตรกรรม ก่อให้เกิดการภาวะสารเคมีตกค้างในลิงแวดล้อม เนื่องจากสารเคมีเหล่านี้
ส่วนใหญ่มักเป็นอินทรียสารที,มีสูตรโครงสร้างซับซ้อน จุลินทรีย tนธรรมชาติซึ่งมีบทบาทสำคัญ
ในการย่อยสลายสารต่าง ๆกลับไปเป็นธาตุอาหารไม่สามารถใช้ประโยชน์จากสารเคมีที่มีโครงสร้าง 
ซ ับ ซ้อนดังกล่าวไค้ทันที อย่างไรก็ตาม ในช่วงเวลาที่สารเคมีเหล่านั้นตกค้างอยูในลิงแวดล้อม 
จุลินทรียในธรรมชาติได้พัฒนากระบวนการทางชีววิทยาขึ้น เพื่อให้สามารถเปลี่ยนแปลงความ
ซับซ้อนของโครงสร้างสารเคมั[ห้อยูในรูน์[หม่ที่มีโครงสร้างลดความซับซ้อนลง กระทั่งในที่สุด
สารเคมีต ั้งด ้นดังกล่าวถูกเปลี่ยนกลับไปเป็นธาตุอาหารส์าหรับใช้ประโยซนในการเจริญเติบโต 
ได้แก่ คาร์บอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ซัลเฟอร์ และธาตุอาหารอื่นๆ กลไกตามธรรมชาติที่
กล่าวมานี้เรียกว่า "การย่อยสลายทางชีวภาพ" (biodegradation) โดยจุลินทรีย์ที่อยูในดิน ตะกอน 
และแหล่งนํ้า ทำหน้าที่ย่อยสลายอินทรียสารในภาวะที,มีการใช้ออกซิเจน (aerobic) และภาวะที, 
ไม,มีการใช้ออกซิเจน (anaerobic) ในภาวะที'มีการใช้ออกซิเจน อินทรียสารถูกย่อยสลายจนหมด 
ไม่เกิดกาซที,เป็นพิษหรือมีกลิ่นเหม็น ส่วนภาวะที'ไม่มีการใช้ออกซิเจน อินทรียสารไม่ถูกย่อยสลาย 
ไปจนหมด เกิดเป็นกาซพืษที่ม ีกลิ่นเหม็น เช่น มีเธน แอมโมเนีย และไฮโดรเจนซัลไฟด์ 
(Alexander, 1 994 ; Medsen, 1 9 9 8 )

ส์าหรับการบำบัดด้วยวิธีทางชีวภาพ (bioremediation) เป็นแนวทางในการจัดการสาร 
ปนเป้อนโดยนำความสามารถของจุลินทรียในการย่อยสลายทางชีวภาพมาพัฒนาเป็นวิธีการบำบัด 
สารปนเป้อนต่าง  ๆ ให้อยู่ในระดับความเข้มข้นที'ปลอดภัยต่อลิ่งมีชีวิตและอยูในระดับที่ตํ่ากว่า 
เกณฑ์มาตรฐานที่กำหนดไว่โดยหน่วยงานด้านลิงแวดล้อมต่าง  ๆ การบำบัดด้วยวิธีการทางชีวภาพ 
แบ่งได้ 2 ประเภท ดังนี้

1. การบำบัดด้วยวิธีทางชีวภาพโดยจุลินทรีย่ที'เจริญในลิงแวดล้อม.ที,มีการปนเป้อน (intricsic 
bioremediation)

การบำบ ัดประเภทน ี้ดำเน ินการในพ ื้นท ี่ท ี่ม ีการปนเป ้อน(In  situ ) โดยไม่มีการนำ 
กระบวนการทางวิศวกรรมมาเร่งให้เกิดการย่อยสลาย แต่เป็นการใช้ความสามารถในการย่อย
สลายตามธรรมชาติของจุล ินทรีย ์ การตรวจสอบประสิทธิภาพของการย่อยสลายโดยจุล ินทรีย ์ 
สามารถทำไดใดยการเก็บตัวอย่างดิน นี้า หรือตะกอน เพื่อติดตามการลดลงของปริมาณสาร
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2. การบำบัดโดยวิธีทางชีวภาพในเซิงวิศวกรรม (engineered bioremediation)

การบำบัดประเภทนี้จะมีการลำเลียงของเสียออกมาบำบัดในพื้นที่ที่จ ัดเตรียมไว้(Ex situ) 
เซ่น ระบบบำบัดนี้าเสีย มีการนำกระบวนการในเซิงวิศวกรรมมาใซ่ไนการบำบัดของเสีย เพื่อเร่ง 
ให้เกิดการย่อยสลายสารปนเฟ้อนด้วยวิธีทางชีวภาพ (Medsen, 1 9 9 8 )  อาทิ จัดทำระบบ
หมุนเวียนของนี้า ต ิดตั้งเครื่องเติมอากาศ เพื่มปริมาณธาตุอาหาร (Alexander, 1 9 9 4 )
เพิ่มไนเตรท ซัลเฟต และคาร์บอเนต เพื่อเป็นตัวรับอิเลกตรอนไนปฏิกิริยาการย่อยสลาย (Lynch 
and Poole, 1 9 9 3 )

ปนเฟ้อนในช่วงเวลาที่ผ่านไป หรือติดตามหาชนิดแ ล ะ ปริมาณของสารที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาการ
ย่อยสลาย ประสิทธิภาพของการบำบัดประเภทนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของสารปนเฟ้อน ชนิดของ
จุสินทรีย์ สภาพภูมิอากาศและภูมิประเทศที่มีการปนเฟ้อนสารเคมี (Medsen, 1998 )

ขบวนการย ่อยสลายอ ินทร ียสารโดยจ ุล ินทร ีย ์เฮ เทอโรโทรป (heterotrophs)

ลำหรับจุลินทรืย์เฮเทอโรโทรปนั้น แหล่งคาร์บอนลำหรับการเจริญเติบโตอยู่ในรูป
อินทรียสาร โดยจุสินทรีย์นำอินทรียสารไปใช้ประโยชน1นการเจริญเติบโตโดยการย่อยสลายด้วย 
ป ฏ ิก ิร ิย าอ อ ก ซ ิเด ช ัน (o x id a tio n  )แล ะร ีด ัก ช ัน (red u c t io n ) เพ ื่อให ้ได ้มาซ ึ่งพ ล ังงาน และ 
สารตัวกลาง ( in te rm e d ia te s ^ ' จ̂ำIป็น'ในการสร้างส่วนประกอบของเซลล์ ต ัวอย่างของต ัวให ้ 
อิเล็กตรอน คือ NADH+1-f และ ตัวอย่างของตัวรับอิเล็กตรอนคือ ออกซิเจน โดยปกติขบวนการ 
ย่อยสลายเป ็นแบบไกลโคไลติก(glycolytic pathway) และวัฐจักรไตรคาบอกซิสิก แอชิด 
(tricarboxylic acid cycle) ซึ่งขบวนการเหล่านี้จะถูกเร่งปฏิกิรยาโดยเอนไซม์หลายๆชนิด 
เอนไซม์เหล่านี้จะทำหน้าที่ย่อยสลายสารอาหารไนขบวนการต่าง  ๆ เพื่อให้ได้มาซึ่งพลังงาน เพื่อใชั 
สร่างส่วนประกอบที่ลำคัญของเซลล์ เอนไซม์ลำหรับขบวนการต่าง  ๆ ตังกล่าว ที่จุสินทรีย์สร้างขึ้น 
ตลอดเวลาเรียกว่า “ คอนซิติ'วดีฟ เอนไซม์” ( constitutive enzymes)

จุอินทรีย์เฮเทอโรโทรปสามารถใช้ประโยชน์จากคาร์บอนได้จากหลาย  ๆ แหล่ง เซ่น 
จุอินทรีย์บางชนิดสามารถย่อยสลายนํ้าตาลแล็กโทสได้ บางชนิดไม่สามารถย่อยสลายได้ หรือ
จุอินทรีย์บางกลุ่มสามารถย่อยสลายสารประกอบอะโรมาติกได้ ไนขณะที่บางชนิดไม่สามารถย่อย 
สลายสารประกอบนี้ได้ ในการย่อยสลายคาร์บอนจากแหล่งต่าง  ๆ จุอินทรีย์ที่มีความสามารถใน 
การย่อยสลายจะสร้างเอนไซม์ท ี่ม ีความจำเพาะต่อแหล่งคาร์บอนนั้นเสริมกับเอนไซม์ชนิดต่าง  ๆ
ทีมอยู่แล้วของจุอินทรีย์ มีผลให้จุอินทรีย์เหล่านี้มีความสามารถอย่างกว้างขวางในขบวนการ
แคททาโบอิก (catabolic pathway) ซึ่งทำให้จุอินทรีย์มีศักยภาพในการย่อยสลายอินทรียสารได้ 
หลายประเภทเพ ื่อนำมาผล ิตพล ังงาน อิเล ็กตรอนและสารตัวกลางเพ ื่อใช ้ในการเจริญต่อไป
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จุลินทรีย์ชนิดที'สามารถสร้างเอนไซม์เพื่อย่อยสลายอินทรียสาร มักจะสร้างเอนไซม์ดังกล่าวขึ้นเมื่อ 
มีการปนเปีอนสารชนิดนั้นๆในสภาวะที'จุอินทรีย์เจริญพันธุอยู่ ส่วนไนสภาวะที'ไม่มีการปนเป้อน 
จุลินทรีย์จะไม่สร้างเอนไซม์จำเพาะขึ้นมา เอนไซม์จำเพาะที่กล่าวมานี้ เรียกว่า “ อินดิวซิเบิล 
เอนไซม์” (inducible enzyme) ในการสร้างเอนไซม์ประเภทนี้จุลินทรีย์จำเป็นที่จะต้องได้รับ 
อินทรียสารไนระยะแรกเพื่อกระตุ้นให้เกิดการย่อยสลาย หรือที่เรียกว่า “ อินดิวเซอร์” (inducer) 
อินดิวเซอร้มักจะเป็นสารตั้งต้นหรือนุพันธ์ของสารตั้งต้นที่ต้องการไห้จุลินทรีย์เหล่านั้นย่อยสลาย

อน่ึง ขบวนการต่าง ๆที'แบคทีเรียสามารถไซ้1นการสร้างพลังงานจากแหล่งสารอาหาร
หรือแหล่งพลังงานนั้น แบ่งออกไต้เป็น 3 ขบวนการ ได้แก่ ขบวนการย่อยสลายแบบต้องการ 
ออกซิเจน (aerobic respiration) ขบวนการย่อยสลายแบบไร้ออกซิเจน (anarobic respiration) 
และขบวนการย่อยสลายแบบหมัก (fermentation) ไนขบวนการย่อยสลายแบบต้องการออกซิเจน 
อินทรียสารที'ใช้เป็นแหล่งอาหารและแหล่งพลังงานจะถูกย่อยสลายโดยปฏิกิริยาเคมีต่าง ๆภายใน 
เซลล์จุอินทรีย์ จนกระทั่งถึงขบวนการสุดท้ายที'มีออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย ขบวน 
การส ่งถ ่ายอ ิเล ็กตรอนของแบคท ีเร ียอย ู่บนเย ื่อท ุ้มเซลล ์ซ ึ่งแตกต ่างจากแบบไร ้ออกซ ิเจนท ี่ไซ ้ 
อนินทรียสารอื่น เช่น ไนเตรตเป็นตัวรับอิเลกตรอน และแบบหมักซึ่งไซ้อนินทรียสารที่เป็น
ตัวกลางอันเกิดจากขบวนการย่อยสลาย เช่น กรดไพรูริกเป็นตัวรับอิเลกตรอน (อมเรศ ภูมิรัตน, 
2 5 3 6 )

การย ่อยสลายสารประกอบไนโตรห ี!นอลด ้วยว ิธ ีทางช ีวภาพ

สารประกอบไนโตรอะโรมาติกเป็นสารเคมีที'ไซ้Lนกระบวนการผลิตทั้งภาคอุตสาหกรรม 
และภาคเกษตรกรรมเมื่อสารเคม์Iนกลุ่มไนโตรอะโรมาติกตกค้างอยู!นสิงแวดล้อม ส่วนไหญ'จะ 
เป็นพิษต่อสิงมีชีวิต โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารประกอบประเภทไนโตรพินอล (Spain and Gibson,
1 9 9 1 )  US. Environmental Protection Agency (1 9 9 6 )  ระบุว่าสารเคมีในกลุ่มของ
สารประกอบไนโตรพินอล 4 ชนิด ได้แก่ พาราไนโตรพินอล (4-nitrophenol) ออโทรไนโตร
พินอล (2-nitrophenol) แอลฟาไดไนโตรพินอล (2 ,4  Dinitrophenol) และ 2 ,4 ,6  ไตรไนโตร 
พินอล (2 ,4 ,6  Trinitrophenol) เป็นสารพ ิษ  สารเคมีทั้ง 4 ชนิดนี้ ไซในกระบวนการผลิตของ 
อุตสาหกรรมประเภทเดียวกัน ไต้แก' การผลิตสีย้อม การผลิตสารปราบศัตรูพืช การผลิตวัตถุ 
ระเบิด ตลอดจนไซในการรักษาคุณภาพหนังสัตว์และคุณภาพเนื้อไม้ ผลของสารประกอบไนโตร 
พินอลที่มีต่อสิงมีชีวิตจะคล้ายคลึงกัน กล่าวคือ ลดความสามารถในการจับยึดออกซิเจนโดย
เม็ดเลือดแดง ระคายเคืองตา ผิวหนัง ระบบทางเดินหายใจและทางเดินอาหาร รวมทั้งอาจทำลาย 
ระบบการทำงานของตับและไตหากไต้รับสารประกอบไนโตรพินอลเป็นระยะเวลานาน จึงเป็นสาร 
ที'ต้องหลีกเลี่ยงในการสัมผัสและสูดดม
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ไนธรรมชาติมีจุลินทรีย์บางชนิดที่สามารถเปลี่ยนรูปของสารประกอบไนโตรที]นอลไปเป็น 
สารเคมีอื่นรวมทั้งมีจุลินทรีย์บางชนิดที่นอกจากจะสามารถเปลี่ยนรูปสารประกอบไนโตรที]นอลให้ 
อย ู'ไนล ักษณ ะโครงสร ้างเคม ีท ี่ลดความซ ับซ ้อนลงแล ้วย ังสามารถไซ ้เป ็นแหล ่งคาร ์บอนและ 
ไนโตรเจนสำหรับการเจิญเติบโต (Spain, 1 9 9 5 ) เช่น แบคทีเรีย Desulfovibrio sp. ที่แยกมา 
จากระบบบำบัดนี้าเสียแบบไม่ใช้อากาศ มีความสามารถไนการย่อยสลายสารประกอบไนโตรอะโร 
มาติกได้หลายชนิด สารเหล่านั้นประกอบด้วย แอลฟาไดไนโตรที]นอล, 2 ,4-ไดไนโตรทูโลอีน 
และ 2 ,6-ไดไนโตรทูโลอีน โดย แอลฟา-ไดไนโตรที]นอล ซึ่งเป็นสารประกอบหนี'งที่อยูในกลุ่ม
ของไนโตรที]นอล ถูกเปลี่ยนรูปไปเป็น4 ,6 -ไดไนโตรเฮกซาโนเอต (4,6-clinitrohexanoate)
ภายไน 6 วันของการบำบัดแบบไมใช้อากาศ จากการศึกษาพบว่ากลุ่มไนโตรที,ประกอบใน 
โครงสร้างทางเคมีของแอลฟาไดไนโตรที]นอลถูกกำจัดออกไปเป็นแอมโมเนียและถูกใช้เป็นแหล่ง 
ไนโตรเจนสำหรับจุลินทรีย์ (Boopathy and Kulpa, 1 9 9 3 )

หากการย่อยสลายสารประกอบไนโตรที]นอลเกิดขึ้นภายใต้สภาวะไซ้อากาศ ตำแหน่งที,
กลุ่มไนโตรถูกปลดปล่อยออกไปมีการแทนที,ตำแหน่งนั้นด้วยสารอื่น  ๆ และขั้นตอนการย่อย
สลายสามารถเกิดขึ้นโดยความสามารถของจุลินทรีย์เพียงสายพันธุเดียว (pure culture) หรือเกิด 
ขึ้นโดยความสามารถของกลุ่มจุลินทรีย์ (microbial community) ในนํ้าและดิน (Marvin and 
Bont, 1 9 9 4 ) โดยส่วนใหญ่แล้ว ช่วงแรกของการย่อยสลายจะเป็นการย่อยสลายแบบโมโนออกซิจิ 
เนซั่น (m onooxygenation^นไตรท์ถูกปลดปล่อยออกมาและสารประกอบไนโตรที]นอลเปลี่ยนรูป 
ไปเปนสารประกอบไดไฮดรอกซี (dihydroxy compound) (Zeyer and Kearney, 1984 ; Spain 
et al., 1 9 9 1 )

การย่อยสลายออโทไนโตรโเนอล

Zeyer และ Kearney (1 9 8 4 )  แยกแบคทีเรีย Pseudomanas putida จากดิน แบคทีเรียที 
แยกได้นี้สามารถย่อยสลายออโทไนโตรที]นอลได้ โดยไนการย่อยสลายมีการปลดปล่อยไนไตร์
ออกมา และออโทไนโตรที]นอลเปลี่ยนรูปไปเป็นคาทีโคลและ d s ,cis-muconic ปฏิกิริยาการย่อย 
สลายเก ิดอย่างสมบูรณ ์เม ื่อม ี NADPH เป็นเอนไซม์ที่ให้อิเลศตรอนในปฏิกิริยา และในที'สุด 
ผลผลิตสุดท้ายของขั้นตอนการย่อยสลาย เกิดเป็นเบตาคีโตอะดิพิก

การย่อยสลายแอลฟาไดไนโตรพีเนอล

Lenke และคณะ (1 9 9 2 )  แยกแบคทีเรีย Rhodococus erythropolis จากดินและตะกอน 
ในแม ่นา แบคทีเรียท ี'แยกได้น ี้สามารถไซ้แอลฟาไดไนโตรที]นอลเป็นแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจน ในขั้นตอนการย่อยสลาย ไนไตร์ถูกปลดปล่อยออกมาและแอลฟาไดไนโตรที]นอล 
เปลี่ยนรูปไปเป็น 4 ,6-ไดไนโตรเฮซาโนเอต (4,6-dinitrohexanoate)^lน ต่อมา Blasco และ
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คณะ (1 9 9 9)ศึกษาพบว่าในการย่อยสลายแอลฟาไดไนโตรฟนอลโดยแบคทีเรีย Rhodococus sp. 
ขั้นตอนการย่อยสลายมี 2 ขั้นตอน โดยขั้นแรกกลุ่มไนโตรถูกปลดปล่อยออกมาและแอลฟา
ไดไนโตรพืนอลเปลี่ยนรูปเป็น 3-ไนโตรอะดิเพต(3-nitroadipate) จากนั้น ไนขั้นตอนที'สอง
ของการย่อยสลายกลุ่มไนโตรอีกกลุ่มที'เหลืออยู่ถ ูกปลดปล่อยออก ทำให้ 3 -ไนโตรอะดิเพต 
เปลี่ยนเป็น 4 ,6-ไดไนโตรเฮซาโนเอต เซ่นเดียวกับที' Lenke และคณะทำการศึกษาไว้

การย่อยสลาย 2 ,4 ,6 -ไตรไนโตรVเนอล

Wyman และคณะ (1 9 7 9 )  ศึกษาพบว่าแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa ย่อยสลาย 
2 ,4 ,6 -ไตรไนโตรพืนอลไปเป็น 2 - อะมิโน-4 ,6 -ไดไนโตรฟนอล ภายใต้ภาวะไมใช้ออกซิเจน
และต่อมา Rieger และคณะ (1 9 9 9 )  แยกแบคทีเรีย Rhodococcus erythropolis ที่ใช้ 2 ,4 ,6 -  
ไตรไนโตรพืนอลเพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน หลังจากขั้นตอนการย่อยสลาย2 ,4 ,6 -
ไตรไนโตรฟนอล เปลี่ยนรูปเป็นแอลฟา'ไดไนโตรฟนอล จากนั้นจึงมีการย่อยสลายแอลฟาได
ไนโตรหีเนอลเซ่นเดียวกับที' Lenke และคณะ ศึกบาไว้

การย่อยสลายพาราในโตรvlนอล

การศึกษาการย่อยสลายพาราไนโตรVเนอลโดยจุอินทรีย์เริ่มขึ้นตั้งแต่ ปี ค ศ .1953 โดย 
Simpson และ Evans แยกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายพาราไนโตรหีเนอลจากดิน 
โดยจุลินทรีย์ที่แยกไต้นี้เป็นแบคทีเรีย Pseudomonas sp. เมื่อติดตามการย่อยสลายพบว่าใน
ระหว่างที'แบคทีเรียเจริญมีการปลดปล่อยไนไตร์ (nitrite) ออกมาและพาราไนโตรVเนอลเปลี่ยน 
รูปไปเป็นไฮโดรควิโนน (hydroquinone) (อ้างถึงใน Spain, 1 9 9 5 )  ต่อมา Munnecke และ 
Heich (1 9 7 4 )  แยกแบคทีเรีย Pseudomonas sp. ที'สามารถย่อยสลายพาราไนโตรพืนอลได้จาก 
ดินอีกเซ่นเดียวกัน เมื่อติดตามกลไกการย่อยสลาย สรุปได้ว่าหลังจากที่พาราไนโตรพืนอลเปลี่ยน 
รูปไปเป็นไฮโดรควิโนนแล้วนั้น ไฮโดรควิโนนปลดปล่อยกลุ่มไฮดรอกซิล (hydroxyl g ro u p )aaก 
มาและเปลี่ยนรูปเป็น 1 ,2 ,4  เบนซีนีทริโอล (1 ,2 ,4-benzenetriol)

Sandharar-Barik และ Sethunathan (1 9 7 8 )  แยกแบคทีเรียพวก Pseudomonas sp. 
จากดินที่มีการปนเปีอนพาราไธออนซึ่งเป็นยาปราบวัชพืช แบคทีเรียดังกล่าวย่อยสลายพารา
ไธออนโดยปฏิกิริยาไฮโดรไลสีส ทำให้พาราไธออนเปลี่ยนรูปเป็นพาราไนโตรพืนอลอย่างรวดเร็ว 
ภายใน 12 ช่ัวโมง จากนั้นพาราไนโตรพืนอลถูกย่อยสลายเปลี่ยนรูปไปตามขั้นตอนการย่อย
สลายเซ่นเดียวกับรายงานการศึกษาการย่อยสลายพาราไนโตรพืนอลที่ผ่านมา



12

Spain และ Gibson (1 9 9 1 )  สามารถสกัดเอนไซม์ไนโตรหีเนอลออกซิจิเนส (nitrophenol 
oxygenase) ได้จากแบคทีเรีย Moraxella sp. ทแยกจากตะกอน(sludge) เนระบบบำบัดนำเสีย 
แบบตะกอนเร่ง (activated sludge wastewater treatment plant) เอนไซม์นีทำหน้าทีย่อยสลาย 
พาราไนโตรพ่นอล โดยปฏิกิริยาที'เกิดขึ้น มีออกซิเจนเป็นตัวรับอิเลกตรอน จากการติดตามกลไก 
การย่อยสลายพาราไนโตรพ่นอลจนกระทั่งเป็นไฮโดรควิโนนพบว่าปฏิกิริยาที'เกี่ยวข้องกับการย่อย 
สลาย เป็นปฏิกิริยาโมโนออกซีจีเนซั่น (monooxygenation) ที'ต้องการออกซิเจนในขั้นตอนการ
ย่อยสลาย มี NADPH เป็นตัว'ใหอเลกตรอน โดยการย่อยสลายต้องการ NADPH 2 โมลในการ
ย่อยสลายพาราไนโตรพ่นอล 1 โมล ในระหว่างการย่อยสลายเกิดพาราเบนโชควิโนนขึ้นเป็นสารตัว 
กลาง (intermidiate) และพาราเบนโชควิโนนเปลี่ยนรูปเป็นไฮโดรควิโนนอย่างรวดเร็ว ต่อมาปี
คศ. 1991 นักวิทยาศาสตร์ทั่งสองท่านทำการศึกษากลไกการย่อยสลายของแบคทีเรีย Moraxella 
sp. อย่างละเอียดและเสนอกลไกการย่อยสลายพาราไนโตรพ่นอลไว้ ตังแสดงไนรูปที' 6 โดย
หลังจากที'พาราไนโตรพ่นอลเปลี่ยนรูปเป็นไฮโดรควิโนนแล้ว ขั้นตอนหลังจากนั้น แบคทีเรียไข้
FAD (flavin adenine dinucleotide) เป็นสารเร่ง (catalyse )ไนขบวนการย่อยสลาย เป็นผลไห้อะ
โรม าต ิก ร ิงแ ต ก อ อ ก เก ิด เป ็น ส ารไห ม , ค ือ แกม ม าไฮดรอกซ ีม ูโคน ิก เซ ม ิอ ัลด ิไฮด ์ ( y -  
hydroxymuconic semialdehyde) ปฏิกรยาทีเกิดขึนเปนปฏิกิริยาไดออกซิจิเนซัน (dioxygenation) 
เอนไซม์ที'เกี่ยวข้องในขั้นนี้ต้องการเพ่อรัสอิออน (ferrous ions) เพื่อเร่งการย่อยสลายไห้เกิดเป็น 
สารใหม่ คือ เบตาคืโตอะติเพต ((3-ketoadipate)ต่อโป (Spain and Gipson, 1 9 9 1 ) และ Nishino 
และ Spain (1 9 9 3 )  แยกแบคทีเรีย Pseudomonas putida จากบึงนี้าจืด ที'มีพาราไน'โตรพ่นอล ปน 
เปีอนอยู' เมื่อทำการเลี้ยงบ่มเพาะแบคทีเรียดังกล่าวไนอาหารเลี้ยงเชื้อผสมพาราไนโตรพ่นอลแล้ว 
นำเซลล์แบคทีเรียที'ได้จากการบ่มเพาะมาใช้ทดสอบการย่อยสลายพาราไนโตรหีเนอลและไฮโดรควิ 
โนน ผลการทดสอบพบว่าการย่อยสลายสารทั่งสองชนิดดังกล่าวเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วและมี
เอนไซม์ท ี'เก ี่ยวข้อง 3 ชนิด ได้แก ่ พาราไนโตรพ่นอลออกซิจิเนส (p-n itrophenol 
monooxygenase) ไฮโดรควิโนนออกซิจืเนส (hydroquinone oxygenase) และ 1 ,2 ,4  เบนซีจืโทรล 
ออกซิจิเนส (1,2,4-benzenetriol oxygenase) ผลทีไดแสดงว่า แบคทีเรีย Pseudomonas putida 
มีขั้นตอนการย่อยสลายเช่นเดียวกับที' Spain และ Gibson เสนอไว้ไนแบคทีเรียพวก Moraxella sp. 
ขั้นตอนการย่อยสลายพาราไนโตรพ่นอลโดย Pseudomonas putida แสดงในรูปที่ 6 Jain และคณะ 
(1 9 9 4 )  ทำการศึกษาขั้นตอนการย่อยสลายพาราไนโตรพ่นอลโดยแบคทีเรียพวก Arthrobacter sp. 
เมื่อติดตามการย่อยสลายพบว่าในช่วงที'แบคทีเรียย่อยสลายในขั้นแรก ปฏิกิริยาที่เกี่ยวข้อง คือ โม 
โนออกซิจิเนส คะตะไลสด ไฮดรอกซิเลชัน (monooxygenase-catalyzed hadroxylation) โดย 
ปฏิกิริยาดังกล่าวเกิดขึ้นที'ตำแหน่งที่ 2 หรือ 3 ของริง สารที่เกิดขึ้นไนขั้นแรกของการย่อยสลาย คือ 
พาราไนโตรรีซอซินอล (4  - nitroresorcinol) หรือพาราไนโตรเคทีโคล (4-nitrocatechol) หลังจาก 
นั้นเกิดปฏิกิริยาออกซิจิฌขั้นกำจัดกลุ่มไนโตร ออกและเกิดเป็น 1 ,2 ,4  เบนซีนีโทรล ในขั้นต่อไป 
ออโทริง(ortho ring) แตกออกกลายเป็นกรด มาเลอะซิติก (maleyacetic acid) ที่ย่อยสลายต่อไป 
เป็นเบตาคีโตอะดิเพต ขั้นตอนการย่อยสลายแสดงในรูปที่ 7
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รูปที่ 6 ขั้นตอนการย่อยสลายพาราไนโตรหีเนอลโดยแบคทีเรียพวก Moraxella sp. (Spain and 

Gibson,1991) และแบคทีเรียพวก Pseudomonas putida (Nishino and Spain, 1993)
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รูปที่ 7 ขั้นตอนการย่อยสลายพาราไนโตรVเนอลโดยแบคทีเรีย Arthrobacter sp. (Jain et al., 
1994)

เมื่อเปรียบเทียบขั้นตอนการย่อยสลายพาราไนโตรVเนอลโดยแบคทีเรีย Moraxella SÇ. 

และ Arthrobacter sp. เห็นได้ว่าในขั้นแรกของการย่อยสลายพาราไนโตรVเนอลโดยแบคทีเรียทัง 
สองชนิดแตกต่างกัน โดย Moraxella sp. ย่อยสลายพาราไนโตรrเนอลเกิดเป็นไฮโดรควิโนนและ 
ปลดปล่อยไนไตร์ออกมาก่อนการย่อยสลายในลำดับต่อไป ส่วน Arthrobacter sp. ในข้ันแรกของ 
การย่อยสลาย พาราไนโตรห็เนอลเปลี่ยนรูปเป็นพาราไนโตรรีซอซิโนลก่อนปลดปล่อยไนไตร์ออก
มาและเกิดเป็น 1,2,4 เบนซินิโทรล จากนั้นแบคทีเรียทั้งสองชนิดจึงมีการย่อยในลำดับต่อไปจน 
เป็นสารประกอบ สุดท้ายเช่นเดียวกัน

วิธีการแยกเชื้อจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายพาราไนโตรvJนอล

จุลินทรียํในธรรมชาติต้องการสารอาหารและพลังงานในการเจริญเติบโต ซ่ึงแหล่งอาหาร 
และพลังงานท่ีจุลินทรีย์นำไปใช้ประโยชน์มีอยู่ในธรรมชาติ นอกจากนี้ยังมีจุลินทรีย์บางชนิดที่
สามารถในประโยชน์จากสารลังเคราะห์ต่าง  ๆ ที่ปนเปีอนอยู่ในสภาพแวดล้อมที่เป็นแหล่งอาศัย 
ของจุลินทรีย์เหล่านั้นเพื่อเป็นแหล่งอาหารและพลังงานสำหรับการเจริญเติบโต ซ่ึงวิธีการท่ีใช้
สำหรบการแยกเชื้อจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายพาราไนโตรหีเนอล ได้นำหลักการ
ที่เรียกว่า “เอนริซเมนท์-คัลเจอร์ เทคนิค” (enrichment-culture technique) มาใช้ โดยนำ
ตัวอย่างดิน นี้าเสียหรือตะกอนต่าง ๆ ที่ต้องการแยกหาเชื้อจุลินทรีย์สายพันธุที่มีความสามารถ
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ในการย่อยสลายสารปนเฟ ้อนชนิดท ี่สนใจศึกษามาเจ ือจางและเล ี้ยงในอาหารเล ี้ยงเช ื้อเหลวที่ม ี 
สารปนเฟ้อนนั้นเป็นแหล่งคาร์บอน จุลินทรีย์ที่สามารถดึงคาร์บอนจากสารปนเฟ้อนมาใซ้จะเพิ่ม 
จำนวนชื้นและเป็นสายพันธุที'มีปริมาณสูงสุดในอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นจึงถ่ายจุลินทรีย์ลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง ชนิดที่มีสารปนเฟ้อนที่สนใจเป็นแหล่งคาร์บอนร่วมอยู่กับสารอาหารอื่น  ๆ
เมื่อทำการถายเชื้อจนได้สายพันธุบริส ุทธี้ จึงทำการเก็บรักษาสายพันธุนั้นไว้สำหรับการทดสอบ 
การย่อยสลายสารปนเฟ้อนดังกล่าวต่อไป (Alexander, 1 9 9 4 )

วิธ ีการแยกเช ื้อแบคทีเร ียสายพันธุท ี,มีความสามารถในการย่อยสลายพาราไนโตรพืนอล 
ดังแสดงต่อไปนี้

วิธีการของ Mimnecke และ แรieh( 1 9 7 4 )

ทำการแยกจุลินทรีย์จากนํ้าเสียและดินที่มีการปนเฟ้อนพาราไธออนซึ่งเป็นสารปราบศัตรู
พืชที,เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลสีสแล้วเกิดเป็นพาราไนโตรทเนอล โดยนำตัวอย่างนั้าเสียและดินมา 
เลี้ยงด้วยอาหารเหลว Burk mineral salt solution ประกอบด้วยสารอาหารต่าง  ๆ ได้แก่

k 2h p o 4 0.2 กรัม
k h 2po 4 0.8 กรัม
M gS04 0.2 กรัม
C aS04.II 2 0 0.1 กรัม
Na2M o 0 4.2H 2C) 0 .0033 กรัม
F eS 04.7H 20 0 .005 กรัม
(NH4) 2s o 4 1.0 กรัม
นั้ากลั่น 1 ,0 0 0 มิลลิลิตร

ผสมพาราไธออน 1 °/o และพาราไนโตรพืนอล 0 .005%  เพื่อเป็นแหล่งคาร์บอน ปรับ
ค่าความเป็นกรดด่างให้เป็น 7.2 นำไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส
ความดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที

เมื่อมีเชื้อเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว จึงถ่ายเชื้อลงอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง mineral salts ท่ี
มีส่วนผสม ได้แก่

KH2PO4 1.0 กรัม
k 2h p o 4 1.0 กรัม
NaCl 1.0 กรัม
M gS04.7H 20 0.7 กรัม
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(N H 4) 2 ร๐ 4 
Na-Citrate. 2H20  
นํ้ากลั่น 
Agar

4.0 กริม
a y5.0 กริม

1 ,0 0 0 มิลลิลิตร
a y15 กริม

โดยมีพาราไนโตรฟินอล 0.05%  เป็นแหล่งคาร์บอน ปรับค่าความเป็นกรดด่างให้เป็น
7 .2 นำไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์/ตาราง 
น้ิว เป็นเวลา 1 5 นาที

วิธีการของ Spain ( 1 9 8 0 )

นำตัวอย่างนํ้าและตะกอนมาทำให้เจือจาง นำมาลากเขี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง เลี้ยง 
บ่มเชื้อเป็นเวลา 5 วัน ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียสเมื่อมีโคโลนีที่เจริญจึงทำการแยกแบคทีเรีย 
นั้นออก มา โดยใช้ซีเลกทีฟ เอนริชเมนท์(selective enrichment) ที,มีพาราใน'โตรหีเนอลผสมอยู่ 
ด้วย เลี้ยงแบบเขย่าที'อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ตรวจวัดปริมาณพาราไนโตรหีเนอลที,ลดลง

อ า ห า ร เล ี้ยง เช ื้อ ท ี่ใ ช ้ ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย

k 2h p o 4 700 มิลลิกรัม
<=» a /M gS04.H2(ว 112 มิลลิกริม
' ะ ะ » ' ะ i  ^Z nS04 5 มิลลิกริม

<ะะ» ayN aM o04.2H 20 2 มลลิกริม
CaCl 2 14 มิลลิกรัม
NH4C1 500 มิลลิกรัม

ผสมนํ้ากลั่น 1 ,0 0 0  มิลลิลิตร เติมพาราไนโตรหีเนอล 50 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
yeast extract 50 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อเพิ่มจำนวนแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายไนโตรหีเนอล ได ้ 
ปรับค่าความเป็นกรดด่างเป็น 7.4



วิธีการของ Herman และ Costerton( 1 9 9 3 )

จุลินทรีย์ที'สามารถย่อยสลายพาราไนโตรVเนอลได้ ถูกแยกมาจากระบบบำบัดนํ้าเสียของ 
โรงงานอุตสาหกรรม ตัวอย่างนํ้าและตะกอนที'เจือจางแล้วนำมาเพาะในอาหารเลี้ยงเชื้อ Modified 
Bushnell and Haas (M BII) minimal sails ซึงมส่วนผสมประกอบด้วย

k i i 2p o 4 1.0 กรัม
Na2H P 0 4 1.0 กรัม
M gS04.7H 20 0.2 กรัม
CaC-12.2HgO 0.02 กรัม
M nS04.2H 20 0.002 กรัม
FeCl 3 0.002 กรัม
n h 4n o 3 0.5 กรัม
( n h 4) 2ร๐ 4 0.5 กรัม
นํ้ากลั่น 1 ,000 มิลลิลิตร

ผสมพาราไน'โตรหีเนอล 20 มิลลิกรัมต่อลิตรเพื่อเป็นแหล่งคาร์บอน ปรันค่าความเป็น 
กรดด่างให้เป็น 7 นำไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความตันที'อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความตัน 15 
ปอนด์/ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที เมื่อทำการเพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ MBII แล้ว สังเกต 
ว่าอาหารเล ี้ยงเช ื้อข ุ่น ทำการถ่ายเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MB H ที่ผสมเบรน ฮาร์ท
อินหิเวซ่ัน 3.7 กรัมและพาราไนโตรVเนอล 20 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยเบรน ฮาร์ท อินฟวซั่น และ 
พาราไนโตรฟนอล ทำหน้าที่เป็นแหล่งคาร์บอนสำหรับการเจริญของจุลินทรีย์ เมื่อมีโคโลนีเจริญ 
บนอาหารเลี้ยงเชื้อและสังเกตพบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อเปลี่ยนสีจากสีเหลืองเป็นไม่มีสี ทำการแยก
เชื้อจนได้เชื้อบริสุทธี้สำหรับการทดลองในขั้นต่อไป

ความส ัมพ ันธ ์ระหว่างการย ่อยสลายพาราไน โตรพ ันอ ล ก ัมการ เจร ิญของจ ุลนิทรีธ ์

การเจริญของจุลินทรีย์จำเป็นต้องมีแหล่งคาร์บอน แหล่งพลังงาน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส 
ซัลเฟอร์และธาตุอาหารอื่น ๆที่เหมาะสม ตังนั้น การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการย่อยสลาย 
ทางชีวภาพของอินทรียสารต่าง  ๆ กับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย่’ จึงศึกษาได้จากปริมาณ
คาร์บอนและพลังงาน ท ี่จ ุล ินทรีย์พวกแบคทีเร ียและเช ื้อราใช ้[นการเจริญในระหว่างท ี' ม ีการย่อย 
สลายอินทรียสาร (Medsen, 1 9 9 8 )
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การศ ึกษาความส ัมพ ันธ ์ระห ว ่างการย ่อยสลายพาราไนโตรพ ันอลก ับการเจร ิญ ของ 
จุลินทรีย์ ม ีรายงานไว้โดย Wiggins และคณะ (1 9 8 7 )  จากการติดตามการเจริญของแบคทีเรีย 
ในระบบบำบัดนํ้าเสียที่มีการปนเป้อนของพาราไนโตรพันอล พบว่าแบคทีเรียในระบบบำบัดนํ้า 
เส ียสามารถย่อยสลายพาราไนโตรพันอลไต้ และผลการติดตามการเจริญของแบคทีเร ียพบว่า 
จำนวนแบคทีเรียเพิ่มขึ้นหลังจากวันที, 1 ของการทดสอบและต่อจากนั้นเพิ่มขึ้นเป็นลำดับ โดย 
แบคทีเรียใช้ธาตุอาหารที,มีอยู่แหล,งนั้าเป็นแหล่งอาหารและพลังงาน ในช่วง 6 วันแรกของ
การทดสอบ พาราไนโตรพันอลในนั้าเสียยังคงอยูไนปริมาณเท่าเติม เนื่องจากแบคทีเรียยังมี
แหล่งอาหารอื่นและพลังงานที'เพียงพอสำหรับการเจริญเติบโต ประกอบกับพาราไนโตรพันอลมี 
โครงสร้างโมเลกุล ซับช้อนแบคทีเรียต้องมีระยะเวลาในการปรับตัว (acclimation phase) เพื่อ 
ให้สามารถดึงคาร์บอนและไนโตรเจนจากพาราไนโตรพันอลมาใช้ จนกระทั่งเมื่อแบคทีเรียเจริญ 
มีจำนวน 1(ป เซลล์ต่อมิลลิลิตร เนื่องจากธาตุอาหารจากแหล่งอื่นในนั้าเสียเริ่มมีไม่เพียงพอต่อ 
ความต้องการในการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย แบคทีเรียจึงปรับตัวให้สามารถใช้พาราไนโตร
พันอลเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน พาราไนโตรพันอลจึงเริ่มลดลงตั้งแต่วันที่ 6 และลดลง 
อย่างรวดเร็ว กระทั่งตรวจไม่พบในนั้าเสียในวันที' 1 0 ของการทดสอบ (รูปที่ 8)

อย่างไรก็ตาม เมื่อสารเคมีปนเป้อนในสิงแวดล้อมมีปริมาณน้อยเกินไป จุสินทรีย์จะไม่ 
เลือกใช้สารเคมีนั้นเพื่อประโยซนไนการเจริญเติบโตแต่จะใช้ประโยซน้แหล่งอาหารอื่น  ๆ ทีมอยู่ 
ในส ิงแวดล ้อม จ ึงทำให ้สารเคม ีต ังกล ่าวตกค ้างอยู่เน ื่องจากม ีปร ิมาณท ี่ไม ่เพ ียงพอต ่อการใช ้ 
ประโยชน้[ดยจุลินทรียไนธรรมชาติเพื่อเป็นแหล่งอาหารและพลังงานสำหรับการเจริญเติบโต แต่ 
เม ื่อส ารเคม ีป น เป ีอน ม ีป ร ิมาณ มากเก ิน ไป จะเป ็น พ ีษ ต ่อจ ุส ิน ท ร ีย ่ใต ้เช ่น ก ัน ต ังน ั้น ป ร ิมาณ  
การปนเป้อนที'พอเหมาะ จึงเป็นปัจจัยหนึ่งที่สำคัญต่อการบำบัดสารปนเป้อนด้วยวิธีทางชีวภาพ 
(Alexander, 1 9 9 4 )

ม ีผ ู้'ทำการศึกษาอัตราการเปลี่ยนธาตุคาร์บอน'ในแหล่งอาหาร (su b s tra te )lปเป็นเซลล์ 
ของจุลินทรีย์ กล่าวว่า ตังรวบรวมไวไนตารางที' 1 โดยเห็นไต้ว่าพาราไนโตรพันอลเป็นสารเคมี 
ที่จุลืนทรีย์นำใบั1ซ้ป'ระ'โยชน้Lนการเจริญของเซลล็ได้'น้อยมาก เมื่อเปรียบเทียบกับสารอื่น ๆ
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รูปที' 8 ค ว าม ส ัม พ ัน ธ ์ระห วางก ารเจร ิญ เต ิบ โต ข อ งแ บ ค ท ีเร ียใน น ํ้า เส ียก ับ ก ารย,อยสลาย 
พาราไนโตราไนอล (Wiggins et al., 1 9 8 7 )

Spain และ Veld (1 9 8 3 )  รายงานว่า จุลินทรีย์มีการปรับตัวให้สามารถย่อยสลายพารา 
ไนโตรฟินอลได้เร็วขึ้น หลังจากที'มีการเติมสารตังกล่าวลงในตัวอย่างตะกอนและตัวอย่างนํ้าจาก 
แม่นํ้าเพื่อปรับสภาพให้จุลินทรีย์มีความคุ้นเคยกับการปนเป้อนของพาราไนโตรใไนอลก่อนการนำ 
จุลินทรีย์มาทดสอบการย่อยสลาย โดยศึกษาพบว่าจุลนทรีย่ที่แยกมาจากตัวอย่างนํ้าจืดที่ม ีการ
ปนเป้อนพาราไนโตรหีเนอลจะสามารถย่อยสารตังกล่าวได้อย่างรวดเร็ว ส่วนจุลินทรีย์ที่แยกมาจาก 
ตัวอย่างนํ้ากร่อยและนํ้าทะเลที่มีการเติมพาราใน'โตรหีเนอลลงไป'ไนลักษณะเดียวกันกับที่ทำการ 
ทดลองในนํ้าจืด จุลินทรียํไม่มีการปรับตัวไห้สามารถย่อยสลายพาราไนโตรหีเนอลได้เร็วขึ้น ระยะ 
เวลาที,จุลินทรียํไชในการปรับตัวเพื่อให้สามารถย่อยสลายพาราไนโตรหี!นอลได้อยู่ในช่วง 40 ถึง 
80 ช่ัวโมง
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ตารางที, 1 อัตราการเปลี่ยนคาร์บอนจากแหล่งอาหาร (substrate) ไปเป็นเซลล์จุลินทรียั

จ ุล ินทรีย ์ แหล่งอาหาร % การเปลี่ยนคาร์บอน 
จากแหล่งอาหารเป ็น 

เซลล้จ ุล ินทรีย ั

รายการล ้างอ ิง

ก ล ุ ่ ม จ ุ ล ิ น ท ร ี ย ํ ใ น บ ึ ง ท ี เ น อ ล 2 0 - 2 5 C h e s n e y  แ ล ะ ค ณ ะ  

( 1 9 8 5 )

ก ล ุ ่ ม จ ุ ล ิ น ท ร ี ย ใ น ท ะ เ ล ส า บ อ ะ น ี ล ี น  ( A n i l i n e ) 4 0 - 6 0 H o o v e r  แ ล ะ ค ณ ะ  

( 1 9 8 6 )

ก ล ุ ่ ม จ ุ ล ิ น ท ร ี ย ใ น ท ะ เ ล ส า บ พ า ร า ไ น โ ต ร ท ี เ น อ ล < 1 0 H o o v e r  แ ล ะ ค ณ ะ  

( 1 9 8 6 )

ก ล ุ ่ ม จ ุ ล ิ น ท ร ี ย ใ น ด ิ น 2 , 4 - D 1 9 - 9 2 S t o t t  แ ล ะ ค ณ ะ  

( 1 9 8 3 )

ก ล ุ ่ ม จ ุ ล ิ น ท ร ี ย ใ น ด ิ น ก ล ู โ ค ส 1 7 - 5 3 M a r t i n  แ ล ะ  H a i d e r  

( 1 9 7 9 )

Nyholm และคณะ (1 9 8 4 )  รายงานว่าความเข้มข้นของพาราไนโตรVเนอลในนํ้าเสียมีผล 
ต่อระยะเวลาในการปรับตัวของจุสินทรียใพื่อให้สามารถย่อยสลายพาราไนโตรที]นอลได้ โดยถ้า
ความเข้มข้นของพาราไน'โตรVเนอลสูง จุลินทรีย์ต้องใช้ระยะเวลาในการปรับตัวนาน จึงทำให้
พาราไนโตรพันอลตกค้างอยู่ในสิงแวดล้อมเป็นระยะเวลานาน นอกจากนี้ ระยะเวลาของการ
ปรับตัวของสารชนิดเดียวกันยังแตกต่างกันไปในแต่ละพื้นที่และมีจุลินทรีย์บางสายพันธุสามารถ 
ย ่อยสลายสารปนเป ีอนได ้ท ันท ีโดยไม ่ต ้องม ีระยะเวลาในการปรับต ัวหรือในทางตรงก ันข ้าม 
จุสินทรียับางซนิดก็ไม่สามารถย่อยสลายสารปนเปีอนได้เลยแม้จะอยู่ในภาวะที่มีการปนเปีอนเป็น 
เวลานาน (Alexander, 1 9 9 4 )
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ป ิจจ ัยส ิ่งแวดล ้อมท ี่ม ีผ ลต ่อการย ่อยสลายสารป น เฟ ้อน ต ่าง ๆ โดยจ ุล ินทร ีย ์

การศึกษาปัจจัยสิงแวดล้อมต่าง  ๆ เป็นสิงที่จำเป็นสำหรับการควบคุมภาวะที'เหมาะสม 
สำหรับการย่อยสลายสารปนเป้อนโดยจุสินทรืย์ ซึ่งจะช่วยไห้ความสามารถในการย่อยสลาย
สารปนเป้อนเหล่านั้นคงอยู่ได้ โดยอัตราการย่อยสลายสารปนเป้อนโดยจุลินทรีย์สามารถเพิ่มขึ้น 
ได้หากมีการควบคุมปัจจัยสิงแวดล้อมไห้เหมาะสม ปัจจัยที่สำคัญ ได้แก่

อุณหภูมิ

อ ุณ ห ภ ูม ิเป ็น ป ัจจ ัยท ี่ส ำค ัญ ท ี่ส ุดไน การย ่อยส ลายส ารป น เป ้อน ไน ส ภาพ ธรรมชาต ิ 
บริเวณผิวนํ้าหรือผิวดิน ในประเทศที่มีอากาศหนาวจัด เช่น ประเทศแถบอเมริกาเหนือและยุโรป 
เมื่อเข้าสู่ฤดูหนาว อากาศหนาวจัด จนกระทั่งนํ้าไนดินและนํ้าในแหล่งนํ้าธรรมชาติกลายเป็น
นํ้าแข็ง กิจกรรมการย่อยสลายสารปนเป้อนโดยจุสินทรีย่จะหยุดชะงักลง จนกระทั่งเมื่ออุณหภูมิ 
สูงขึ้นและเช้าส่ฤดูกาลที่อากาศอบอุ่น จุลินทรีย์จึงเริ่มการย่อยสลายสารที่ตกค้างอยู่ในสิงแวดล้อม 
ซึ่งสะสมมาตั้งแต่ช่วงฤดูหนาว (Alexander, 1 9 9 5 ) นอกจากนี้ อุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรับ
การย่อยสลายสารปนเป้อนโดยจุสินทรืย์แต่ละชนิดยังมิความแตกต่างกัน Sarnaik และ Kanekar 
(1995)ทดสอบการย่อยสลายทีเนอลโดยแบคทีเรียที่แยกจากดินบริเวณโรงงานฟอกย้อมแห่งหนึ่ง 
ในประเทศอินเดีย จากการศึกษาพบว่าแบคทีเรีย Pseudomonas sp. สายพันธุที'แยกได้ สามารถ 
ย่อยสลายทีเนอลในนํ้าเสียของโรงงานฟอกย้อมได้มากกว่าร้อยละ 80 ในสภาวะที่อุณหภูมิในการ 
ย่อยสลายอยูในช่วง 28 ถึง 35 องศาเซลเซยส

ค่าความเป ีนกรดด่าง

ในสภาวะการย่อยสลายสารปนเป้อนทั่วไป ค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมอยูในช่วงที' 
เป็นกลาง การเปลี่ยนแปลงของค่าความเป็นกรดต่างจะส่งผลกระทบต่อการย่อยสลายสาร
ปนเป้อนที'เกิดขึ้นมาก ถ้าหากการย่อยสลายเกิดขึ้นโดยความสามารถของจุลินทรีย์เพียงชนิดเดียว 
เนื่องจากในสภาวะที่มิจุสินทรีย์เพียงหนึ่งชนิดสามารถย่อยสลายสารชนิดใดชนิดหนึ่งที'ตกค้างอยู่ 
ในสิงแวดล้อมได้ เมื่อค่าความเป็นกรดด่างเปลี่ยนแปลงไปจากสภาวะที่เหมาะสม จุสินทรีย์
ชนิดนั้นต้องใช้เวลาในการปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมใหม่ หรือหากจุลินทรียํไม,สามารถ
ปรับตัวให้สามารถดึงสารอาหารและพลังงานจากสารปนเป้อนมาใช้ประโยชนในการเจริญไดใน 
สภาพค่าความเป็นกรดด่างที่เปลี่ยนแปลงไป จุสินทรีย้ก็จะตายลง ทำให้สารปนเป้อนชนิดนั้น
ตกด้างอยู่ในสิงแวดล้อม ส่วนสภาวะที'การย่อยสลายสารปนเป้อนเกิดขึ้นโดยจุสินทรีย้หลายชนิด 
ร่วมกันย่อยสลายสารปนเป้อนชนิดเดียวกัน ค่าความเป็นกรดต่างในสภาพแวดล้อมที'เปลี่ยนแปลง 
ไปจะไม่มิผลต่อการย่อยสลายสารปนเป้อนมากนัก เช่น เมื่อค่าความเป็นกรดต่างเปลี่ยนจากระดับ 
ที'เป็นกลางไปเป็นกรด จุสินทรืย์ที'ย่อยสลายสารปนเป้อนได้ดีในสภาวะที่ค่าความเป็นกรดต่างเป็น
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กลางจะหยุดกิจกรรมการย่อยสลาย และจุลินทรีย่ทย่อยสลายสารปนเป้อนได้ดีในสภาวะที'เป็น 

กรดจะมีบทบาทสำคัญในการย่อยสลายแทน(Alexander, 1995) ไนการย่อยสลายสารปนเป้อน 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุที่แยกมาจากที'ต่าง  ๆ ค่าความเป็นกรดต่างที,

เหมาะสมมักตรงหรือใกล้เคียงกับค่าความเป็นกรดต่างในสภาพแวดล้อมที่ทำการเก็บตัวอย่างมา 

ทำการแยก'จุสินทรืย์ เช่น จุลินทรืย่ที่แยกมาจากระบบบำบัดนํ้าเสียจะเจริญและย่อยสลายสาร

ปนเป้อนได ้ดีในช่วงค่าความเป็นกรดด่างที่ตรวจวัดไดทนนํ้าเสียของระบบบำบัดนํ้าเสียแห่งนั้น 

(Sarnaik and Kanekar, 1995)

สารอาหารในธรรมชาติ

ความ ต ้อ งก ารส ารอาห าร 'ไน การเจร ิญ ของจ ุล ิน ท ร ีย ์แต ่ละช น ิด ม ีความ แตก ต ่างก ัน  
จุลินทรืย่ต่างชนิดกันอาจสามารถใช้ประโยชน์ของสารอาหารในธรรมชาติในรูปที่ต่างกันไป เช่น
โดยส่วนใหญ่แบคทีเรียใช้ไนโตรเจนในรูปของกรดอะมิโนและนิวคสีโอไทด้ แต่มีแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจน (nitrogen fixing bacteria) ที'สามารถใช้ในโตรเจนในรูปกาซไนโตรเจน (N 2) โดยผ่าน 
กระบวนการตรึงไนโตรเจน จากนั้นเปลี่ยนให้อยูไนรูปแอมโมเนียและในที่สุด เปลี่ยนเป็นกรด 
อะมิโนและน ิวคลีโอไทด์เพ ื่อนำไปใช ้ประโยชน ์ต ่อไป ส ารอาห ารท ี่จำเป ็น ต ่อจ ุล ิน ทร ีย ์
ประกอบด้วย กลูโคส แอมโมเนียมซัลเฟต โปแตสเซยมฟอสเฟต แมกนีเซียมซัลเฟตและ
ไอออนซัลเฟต ธาตุอาหารที่ต้องการในปริมาณน้อย เช่น แมงกานีส แคลเซียม โคบอลต์และ 
ซิงค์ (อรษา สุตเธียรกุล และพิมพ์พันธุ เล ียงพิบูลย์, 2 5 3 6 ) ในการย่อยสลายสารปนเป้อนโดย 
จุลินทรีย์ เมื่อมีการเติมธาตุอาหารบางชนิดลงไประหว่างการย่อยสลายสารปนเป้อน อาจทำให้ 
การย่อยสลายสารปนเป้อนเกิดได้เร็วขึ้น ตังรายงานการศึกษาของ Lewis, Kollig และ Hodson 
(1 9 8 5 )  ที่ระบุว่าแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายพาราครึโซล (p -creso l) จะสามารถย่อยสลาย 
พาราครึโซลได้ดีขึ้น เมื่อเติมฟอสฟอรัสลงไปในระหว่างทำการทดสอบการย่อยสลายพาราครึโซล 
โดยจุลินทรียไนทะเลสาบ เมื่อฟอสฟอรัสในนั้ามีปริมาณสูงกว่า 0.01 มีลลิกรัมต่อลิตร จุลินทรีย์ 
สามารถย่อยสลายพาราครึโซลที'ความเข้มข้น 0.01 ไมโครกรัมต่อลิตรได้เร็วขึ้น โดยย่อยสลาย 
พาราครึโซลได้หมดก่อนถึง 20 ช่ัวโมง เมื่อเปรียบเทียบกับนํ้าท 'ี ม ฟีอสฟอรัสตํ่ากว่า 0.01
มิลลิกรัมต่อลิตร
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การใซใคเนต ิกส ์ (K inetics) ใน การศ ึกษาการย ่อยสลายสารปน เป ้อนโดยจ ุส ินท ร ีย ์

การนำความรู้ด้านไคเนติกส์มาใช้1นการศึกษาการย่อยสลายสารปนเปีอนในสิงแวดล้อมมี 

ประโยชน์ต่อการประเมินความรุนแรงของภาวะการตกด้างของสารเคมีในสิงแวดล้อม โดยทำการ 

ศึกษาใน 2 รูปแบบ ได้แก่ รูปแบบแรกเป็นการศึกษาป้จจัยต่าง ๆ อาทิ อุณหภูมิ ค่าความ 

เป็นกรดต่าง ความชื้นในดิน และแหล่งอาหารอื่นในสิงแวดล้อม ที,มีผลต่อการย่อยสลายสาร

ปนเป้อน และรูปแบบที่สองเป็นการติดตามการลดลงของสารปนเป้อนต่อระยะเวลาที,ผ่านไป

ทั้งในระดับห้องปฏิบัติการและในสถานที่ที่มีการปนเป้อนจรงเพื่อศึกษารูปแบบการย่อยสลาย

สำหรับการติดตามการย่อยสลายสารปนเป้อนโดยจุสินทรีย่นั้น จำแนกได้ 2 ประเภท

ดังนี้

1. ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการย่อยสลายสารปนเป้อนในภาวะที่มีการเจริญของเชื้อจุสินทรียไน 

ระหว่างที่มีการย่อยสลาย

การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการย่อยสลายสารปนเป้อนและการเจริญของเชื้อจุสินทรีธ์ 
ในระหว่างที่มีการย่อยสลายมีสมการหลักที่เกี่ยวช้องคือสมการของโมโนด(๓ 011001’ร equation) 
ซึ่งเป็นสมการที่แสดงถึงการเจริญของแบคทีเรียโดยใช้ประโยซน็จากสารปนเป้อน เพื่อเป็น
แหล่งอาหารและพลังงาน สมการของโมโนด แสดงดังต่อไปนี้

ไ = เ-นร
K + ร

คือ อัตราการเจริญของเชื้อแบคทีเรียในระหว่างการย่อยสลายสารปนเป้อน

น. คือ อัตราการเจริญสงสุดของเชื้อแบคทีเรียในระหว่างการย่อยสลายสารปนเป้อนI max •ริ <บ จ

Ks คือ ค่าคงที่ที่แสดงความเข้มข้นของสารปนเป้อนที,ทำให้อัตราการเจริญของแบคทีเรีย
เป็นครึ่งหนึ่งของอัตราการเจริญสูงสุด

ความสัมพันธ์ระหว่างการย่อยสลายสารปนเป้อนในภาวะที่มีการเจริญของเชื้อจุสินทรีย์ 
ในระหว่างที่มีการย่อยสลาย สามารถแบ่งได้เป็น 3 ลักษณะ ได้แก่ ภาวะที่การทดลองมีสาร 
อาหารที่เป็นแหล่งคาร์บอน แหล่งพลังงานและแหล่งอาหารอื่น  ๆ ร่วมอยู่กับสารปนเป้อนใน
ปริมาณที,สมบูรณ์สำหรับการเจริญของจุสินทรีย์ ในภาวะเซ่นนี้ การย่อยสลายสารปนเป้อนเป็น 
ไปได้ช้าในช่วงด้น เนื่องจากจุสินทรีย์ยังมีแหล่งอาหารอื่นที่เพียงพอต่อการใช้ประโยชน์ในการ
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เพิ่มจำนวน จนกระทั่งเมื่อระยะเวลาผ่านไป จุลนทรียไพิ่มจำนวนมากขึ้น ปริมาณอาหารที,มีอยู่มี 
ไม, เพ ียงพ อส ำห ร ับ ความ ต ่'องก ารใน ก ารเจร ิญ  จ ุล ินทร ิย ์จ ึงใช ้สารปนเป ีอนไนการเจร ิญ  
ความส้มพันธไนลักษณะนี้ เรียกว่า “ ลอกาลิทึ่ม ไคเนติกส้,, (logarithmic kinetics) (Simkins 
and Alexander, 1 9 8 4 ) ส่วนในภาวะที,ปริมาณความเข้มข้นของสารปนเป้อนมีน้อยมากและไม,
มีแหล่งอาหารและพลังงานอื่นนอกเหนือไปจากสารปนเป้อนนี้ จุลินทรีย์จึงไข้ประโยชน์จากสาร
ปนเป้อน เพื่อเป็นแหล่งคาร์บอน พลังงาน หรือสารอาหารอื่นสำหรับการเจริญเติบโต ดังนั้น
สารปนเป้อนจึงมีปริมาณลดลงอย่างรวดเร็ว ตั้งแดไนช่วงแรกของการทดลอง ความส้มพันธ1น
ลักษณะนี้ เรียกว่า “ลอจีสดิก ไคเนติกล ั” (logistic kenetics) สำหรับไนภาวะที่ปริมาณความ 
เข้มข้นของสารปนเป้อนมีปริมาณทึ่พอเหมาะ รูปแบบการย่อยสลายสารปนเป้อนจะเป็นรูปแบบ
ทึ่ซับซ้อนและคาดหมายการลดลงของสารปนเป้อนได้ยากขึ้น อัตราการเจริญของจุลินทรียไม,ไดขึ้น 
อยู่กับความเข้มข้นของสารปนเป้อนแด,เพ ียงอย่างเด ียว ดังเช่นลักษณะของลอจีสติก ไคเนติกส่
แด'จุลินทรีย์จะไซ้ประโยชน์สารปนเป้อนนี้ควบคู่ไปกับแหล่งอาหารอื่นไนช่วงแรกของการปนเป้อน 
จึงทำให้อัตราการย่อยสลายเป็นไปได้ซ้าและอัตราการย่อยสลายเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาผ่านไประยะหนึ่ง 
ความสัมพันธ์ไนลักษณะนี้ เรียกว่า “โมโนด ไคเนติกส์ แบบทึ่ม ีการเจริญของจุลินทรีย์” (monod 
with growth kinetics)

อย่างไรก็ตาม ในภาวะที่สารปนเป้อนมีปริมาณความเข้มข้นสูงมากเกินระดับที่จุลินทรีย่, 
จะสามารถย่อยสลายสารดังกล่าวได้ อัตราการเจริญของจุลินทรีธ์จะลดลงและยิ่งเพิ่มความเข้มข้น 
ของสารปนเป้อนในระดับสูงขึ้น อัตราการเจริญของจุลินทรีย์ก ็ยิ่งลดตํ่าลงเรื่อย  ๆ ลักษณะความ 
สัมพันธ์เช่นนี้ อธิบายได้1ด้วยสมการของฮาลเดน (haldane’ ร equation) ดังแสดงในสมการ
ดังต่อไปนี้

H- = แ»«ร

Ks + ร + (ร 2/ K1)

JJ. คือ อัตราการเจริญของเชื้อแบคทีเรียในระหว่างการย่อยสลายสารปนเป้อน

น. คือ อัตราการเจริญสูงสุดของเชื้อแบคทีเรียในระหว่างการย่อยสลายสารปนเป้อนr max <1

Ks คือ ค่าคงที่ที่แสดงความเข้มข้นของสารปนเป้อนที่ทำให้อัตราการเจริญของแบคทีเรีย
เป็นครึ่งหนึ่งของอัตราการเจริญสูงสุด

K คือ ค่าคงที่ที่แสดงความเข้มข้นสูงสุดของสารปนเป้อนที่เชื้อแบคทีเรียเจริญได้ โดย
ที่ความเข้มข้นสูงกว่านั้น อัตราการเจริญของแบคทีเรียลดลง
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ในการศึกษาความสัมพันธ์ Lนรูปแบบนี้ ตั้งสมมุติฐานไว้ว่าในภาวะนั้นมีจำนวนเซลล์
จ ุอ ินทรียไนปริมาณพอเหมาะและจุอินทรียํไม่ม ีการเพิ่มจำนวนในระหว่างที,มีการย่อยสลายสาร 
ปนiป้อน โดยภาวะการทดลองที'มีสารอาหารที่เป็นแหล่งคาร์บอน แหล่งพลังงานและแหล่ง
อาหารอื่น  ๆ ร่วมอยู่กับสารปนเป้ลนไนปริมาณที'สมบูรณ์ เอนไซม์ของจุอินทรีย์จะทำหน้าท1น 
ขบวนการต่าง  ๆ ที,เกี่ยวข้องกับการย่อยสลายสารปนเป้อนได้Lนอัตราคงที, ให้กราฟระหว่างความ 
เข้มข้นของสารปนเป้อนกับระยะเวลาที'ผ่านไปเป็นเส้นตรง เรียกความสัมพันธ์[นลักษณะนี้ว่า 
“ซีโร ออเดอร์ ไคเนติกล์” (zero-order kinetics) ส่วนไนภาวะที่ปริมาณความเข้มข้นของสาร 
ปนเป ้อนม ีน ้อยมากและไม,ม ีแหล ่งอาหารและพล ังงานอ ื่นนอกเหน ือไปจากสารปนเป ้อนน ี้ 
กิจกรรมต่าง  ๆ ที่เกิดขึ้นโดยการทำงานของเอนไซม์ของจุอินทรีย์ที่สามารถย่อยสลายสารปนเป้อน 
แปรผันตามความเข้มข้นของสารปนเป้อน ในช่วงแรกของการย่อยสลายสารปนเป้อนอัตราของ
ปฏิกิริยาการทำงานของเอนไซม์สูงมาก จากนั้นอัตราการย่อยสลายจะลดตามปริมาณความเข้มข้น 
ของสารปนเป้อนที่ลดลงไป ความสัมพันธ์Lนลักษณะนี้เรียกว่า “ เทิเร์ส- ออเดอร์ ไคเนติกล ์”
(first-order kenetics) สำหรับในภาวะที่ปริมาณความเข้มข้นของสารปนเป้อนมี'ปริมาณที'
พอเหมาะ จุอินทรียไซ้ประโยชน์สารปนเป้อนควบคู'ไปกับการใช้ประโยชน์จากแหล่งอาหารอื่น 
อัตราการย่อยสลายค่อนข้างจะสมาเสมอและสามารถย่อยสลายได้อย่างรวดเร็ว เมื่อพลอตเส้น
กราฟระหว่างความเข ้มข ้นท ี'ลดลงต่อระยะเวลาท ี'ผ ่านไปได้เส ้นกราฟในลักษณะใกล้เค ียงก ับ 
เส้นตรง เรียกความสัมพันธ์นี้ว่า “โมโนด ไคเนติกล์ แบบไม,มีการเจริญของจุอินทรีย์” (monod 
no growth kinetics) )(Alexander, 1 9 9 4 )

รูปที' 9 แสดงให้เห็นความสัมพันธ์ระหว่างการย่อยสลายสารปนเป้อนกับการเจริญของ 

เชื้อแบคทีเรียในภาวะต่าง  ๆ ดังท่ีอธิบายไว้ข้างด้น

2 . ศ ึก ษ า ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ร ะ ห ว ่า ง ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย ส า ร ป น เ ป ้อ น ใ น ภ า ว ะ ท ี'ไ ม ,ม ีก า ร เ จ ร ิญ ข อ ง เ ช ื้อ จ ุอ ิน ท ร ีย ์

ใ น ร ะ ห ว ่า ง ท ีม ก า ร ย ่อ ย ส ล า ย
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รูปท่ี 9 แ ส ด ง การย่อยสลายสารปนเป้อนในลัก'ษณะไคเนติกส์แบบต่าง  ๆ (Alexander, 1 9 9 4 )
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