
ผ ล ก า รท ด ล 'อ ง

4.1 ล ักษ ณ ะท างกายภาพ  แล ะอ งค ์ป ระก อ บ ท างเค ม ีข อ งน ํ้า เส ิย ส ถ าน ีบ ร ิก ารน ํ้าม ัน

นำนํ้าเลียจากสถานีบริการนํ้ามันจำนวน 10 แห่งมาวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพ และ 
องค์ประกอบทางเคมีอันได้แก่ ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณไนโตรเจนทังหมด ปริมาณ 
ฟอสฟอรัสท้ังหมด ปริมาณอินทรีย์คาร์บอน และปริมาณปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน ได้ผลดังแสดง 
ในตารางท่ี 4.1

ดารางท ี่ 4.1 ลักษณะทางกายภาพ และองค์ประกอบทางเคมีของน้ําเลียสถานีบริการน้ํามัน

ช่ือย่อ 
ตัวอย่าง

อุณหภูมิ
(°ซ)

ค่า pH

ปริมาณ 
อินทรีย์ 
คาร์บอน 
(มก.ต่อ 
ลิตร)

ปริมาณ 
ไฮโดรคาร์บอน 
(มก.ต่อลิตร)

ปริมาณ 
ไนโตรเจน 
ท้ังหมด 
(มก.ต่อ 
ลิตร)

ปริมาณ 
ฟอสฟอรัส 

ท้ังหมด 
(มก.ต่อ 
ลิตร)

KP 30.1 7.78 15.9 11.74 13 23
RH 32 8.02 37.1 19.37 160 7
KT 32 7.48 10.8 20.98 8 0.3
SL 31.5 7.36 40.0 37.79 11 1
PL 34.5 7.92 30.9 9.23 5 0.5
DN 32 7.67 38.9 39.76 29 3
EK 32 7.57 159 39.60 120 6
JJ - 7.35 817 19.40 4 0.6

SV-62 - 6.94 1416 28.92 21 2
DD - 7.12 881 52.15 32 2
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4.2 ก ารค ัด แยก ก ล ุ่ม แ บ ค ท ืเร ีย ท ี่ม ีค วาม ส าม ารถ ใน ก ารย ่อ ย ส ล าย น ํ้าม ัน ห ล ่อ ล ี่น

หลังจากเก็บตัวอย่างน้ําเสียสถานีบริการน้ํามันแล้ว ได้เพ่ิมจำนวนแบคทีเรียท่ีมีความ
สามารถในการย่อยสลายน้ํามัน โดยเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว CFMM ท่ีมีน้ํามันหล่อล่ืน 
เป็นแหล่งคาร์บอน และเติมนิลเตดินเพ่ือยับย้ังการเจริญของรา หลังจากถ่ายเช้ือ 5 คร้ัง จึง 
เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ํามันของกลุ่มแบคทีเรียจากตัวอย่างน้ําเสียต่างๆ ท่ี
เก็บมา พบว่ากลุ่มแบคทีเรีย SL ซ่ึงได้จากน้ําเสียสถานีบริการน้ํามันสวนลุมพินี สามารถย่อยสลาย 
น้ํามันหล่อล่ืนเหลือ 43.10% เม่ือเวลาผ่านไป 14 วัน (รูปท่ี 4.1) ซ่ึงใกล้เคียงกับกลุ่มแบคทีเรีย RH 
ท่ีมาจากน้ําเสียสถานีบริการน้ํามันรามคำแหง ซ่ึงเหลือ 42.78% แต่ในระยะเวลาท่ีน้อยกว่า กลุ่ม 
แบคทีเรีย SL สามารถย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนได้ดีกว่ากลุ่มแบคทีเรีย RH จึงเลือกกลุ่มแบคทีเรีย 
SL มาศึกษาต่อไป

บ I-------------- I I I I

0 3 6 9 12

เวลา (วัน)

♦  KP — « —- RH — A—  EK — KT
— * —  SL - PL - 0 -  DN ----------SV-62

[] ๐ O — ♦ — - JJ — ■ —  ซดควบคม

ร ูปท ี่ 4.1 การย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนโดยกลุ่มจุสินทรียํในตัวอย่างน้ําเสียจากสถานีบริการน้ํามัน
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4.3 ก ารจำแน ก ช น ิด ท างอ น ุก รม ว ิธ าน ข อ งแ บ ค ท ีเร ีย บ ร ีส ุท ธ ึ๋จ าก ก ล ุ่ม แ บ ค ท ีเร ีย  SL

4.3.1 การดีกษาลักษณะทางลัณฐานวิทยา สมบัติทางลรีรวิทยา หรือการทดสอบทาง
ชีวเคมี

นำกลุ่มแบคทีเรีย SL มาแยกให้ได้แบคทีเรียบริสุทธ โดยเจือจางในสารละลาย 
โซเดียมคลอไรด์ 0.85 % แล้วเกล่ียบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง CFMM ที่มีนํ้ามันหล่อลื่นปกคลุม หลัง 
บ่ม 3 วัน พบว่ากลุ่มแบคทีเรีย SL ประกอบด้วยแบคทีเรียที่มีลักษณะต่างกัน 4 ลายพันธุ จากน้ัน 
นำมาขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง NA เพื่อดีกษาลักษณะทางลัณฐานวิทยา และสมบัติทาง 
สรีรวิทยา หรือการทดสอบทางชีวเคมี ดังแสดงในตาราง 4.2 4.3 และ รูปท่ี 4.2

ตาราง ท่ี 4.2 ลักษณะทางลัณฐานวิทยาของแบคทีเรียปริลุทธ้ิของกลุ่มแบคทีเรีย SL

ลักษณะที่ดีกษา
แบคทีเรียปริลุทธ้ิ ลักษณะบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

แข็ง NA
การติดลีแกรมและรูปร่างเซลล์

SLY โคโลนีกลม ขอบเรียบ ลีเหลือง 
ทึบแลง ผิวหน้ามันเงา

แกรมลบ แท่ง

SL15 โคโลนีกลม ขอบเรียบ ลีขาวขุ่น 
ทึบแสง ผิวหน้ามันเงา

แกรมลบ แท่งกลม

SL17 โคโลนีกลม ขอบเรียบ ใส 
โปร่งแลง ผิวหน้ามันเงา

แกรมลบ แท่งส้ัน

SL27 โคโลนีกลม ขอบเรียบ ใส 
โปร่งแลง ผิวหน้ามันเงา

แกรมลบ แท่ง



50

ข. แบคทีเรีย SL15

ค. แบคทีเรีย SL17

ง. แบคทีเรีย SL27

รูปที่ 4.2 ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง NA และเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของ

แบคทีเรียต่าง ๆ
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ต าร า ง ท่ี 4.3 ลมบ้ติทางสรีรวิทยาของแบคทีเรียปริลุทธ๋ีของกลุ่มแบคทีเรีย SL

ลักษณะที่สืกษา
แบ คที เรียบริลุทธ้ิท่ีไช้ท ดสอบ

SLY SL15 SL17 SL27

การเคล่ือนท่ี - - + +

การสร้างเอนไซม์คาตาเลล + + + +

การสร้างเอนไซม์ออกซิเดส - - + +
การสร้างเอนไซม์ยูรีเอส + - + -

การสร้างอินโดล - - - -

การ'ไซ้ซิเตรท - + - -

การเจริญบนอาหารแข็ง TSI K/K K/K K/K K/K
การทดสอบเมทีลเรด - - - -
การทดสอบ Voges-Proskauer - - - -
ปฏิกิริยาออกซิเดทีฟ-เฟอร์เมน
เตชัน
การย่อยสลายเอลคูลิน
การสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์ - - - -
การทดสอบการใช้น้ําตาล 

กลูโคส
ฟรุกโตล - - - -
ซูโครส - - - -
แลคโตล - - - -
แมนนิทอล - - - -
ซอร์บิทอล - - - -

ห ม าย เห ต ุ + การทดสอบให้ผลบวกหรือเกิดปฏิกิริยา
การทดสอบให้ผลลบหรือไม่เกิดปฏิกิริยา 
ไม่หมักย่อยน้ําตาลกลูโคส แลคโตส และซูโครสK/K
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4.3.2 การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ า6 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอ (16S ribosomal 
DNA) ของแบคทีเรียบรีสุทธ้ิท่ีคัดแยกได้

หลังจากนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16 เอล ไรโบโซมัลดีเอ็นเอ เปรียบเทียบกับ 
ฐานข้อมูลใน Genbank ด้วยโปรแกรม BlastN ของ NCBI (http://www.ncbi.กเทา.nih.gov/) 
พบว่า ลำดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรีย SLY ร น 5 ร น 7 และ SL27 คล้ายคลึงกับลำดับนิวคลีโอ 
ไทด์ของแบคทีเรียในสกุล S p h in g o b iu m  sp. A c in e t o b a c t e r  sp. O c h r o b a c t r u m  sp. และ 
A lc a l i g e n e s  sp. ตามลำดับ โดยลำดับนิวคลีโอไทด์มีความคล้ายคลึง (% homology) เท่ากับ 
99% ดังแสดงในภาคผนวก ง ดังนั้น จากผลทดสอบทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และการ 
วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอ จึงยืนยันได้ว่า แบคทีเรีย SLY SL15 
SL17. และ SL27 เป็นแบคทีเรียทีจัดอยู่ในสกุล S p h in g o b iu m  sp. A c in e t o b a c t e r  sp. 
O c h r o b a c t r u m  sp. แ ล ใ :  A l c a l i g e n e s  sp. ตามลำดับ

http://www.ncbi.%e0%b8%81%e0%b9%80%e0%b8%97%e0%b8%b2.nih.gov/
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4.4 การศึกษาความสามารถในการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลี่นฃ'องกลุ่มแบคทีเรีย SLใน 
‘น'าเสิยสํโงเคราะห์

การย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในนํ้าเสียสังเคราะห์ที่มีความเข้มข้น 
น้ํามันหล่อล่ืน 100 มก.ต่อลิตร และมีอัตราส่วนปริมาณน้ํามัน : ไนโตรเจน : ฟอสฟอรัส เป็น 100 : 
5 : 1 บ่มที่อุณหภูมิห้อง เช้ือเร่ิมต้นเท่ากับ 8.63 log CFU ต่อมล. พบว่า หสังจากผ่านไป 7 วัน 
กลุ่มแบคทีเรีย SL สามารถย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนเพ่ือใช้เป็นแหล่งคาร์บอน และแหล่งพลังงาน 
ได้ เนื่องจาก ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่น ส่วนแซททูเรท และส่วนอะโรมาติกคงเหลือในชุดควบคุม 
เท่ากับ 82.9 86.4 และ 79.4% ตามลำดับ ซึ่งมีปริมาณแตกต่างจากชุดทดลองอย่างมีนัยสำคัญ 
และสังเกตจากการเพ่ิมจำนวนของแบคทีเรียท่ีสัมพันธ์กับการลดลงของปริมาณน้ํามันหล่อล่ืน ดัง 
แสดงในรูปท่ี 4.3 โดยจำนวนของแบคทีเรียเพิ่มเป็น 11.01 log CFU ต่อมล. ในวันที่ 7 และ 
ปริม,าณน้ํามันหล่อล่ืนคงเหลือ 34% ในขณะท่ีส่วนแซททูเรท และส่วนอะโรมาติกเหลือ 35% และ 
32% ตามลำดับ

§ธุ่รุ่
- ร
ะว
LL๐
๐)5
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ธ:
3i

ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่น 

1 -  ปริมาณ saturate fraction ในชุดควบคุม 

จำนวนแบคทีเรีย

ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นในชุดควบคุม 

ปริมาณ aromatic fraction ในชุดควบคุม

รูปที่ 4.3 การย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนโดยกลุ่มแบคทีเรีย SL ในน้ําเลียสังเคราะห์
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เมื่อพิจารณาการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่น1ของแบคทีเรีย SL15 ในภาวะเดียวกับกลุ่ม 
แบคทีเรีย SL โดยมีเช้ือเร่ิมต้นเท่ากับ 8.04 log CFU ต่อมล. พบว่า แบคทีเรีย SL15 มีการเพ่ิม 
จำนวนของแบคทีเรียสัมพันธ์กับการลดลงของปริมาณนํ้ามันหล่อล่ืนเช่นกัน ดังแสดงในรูปท่ี 4.4 
โดยจำนวนของแบคทีเรียเพิ่มเป็น 10.83 log CFU ต่อมล. ในวันท่ี 7 และปริมาณนํ้ามันหล่อลื่น 
คงเหลือ 49% ในขณะท่ีส่วนแซททูเรท และส่วนอะโรมาติกเหลือ 48% และ 48% ตามลำดับ

■ ปริมาณ saturate fraction 

ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่น

~■ -  ปริมาณ saturate fraction ในชุดควบคุม 

—*— จำนวนแบคทีเรีย

0 ปริมาณ aromatic fraction 

-  ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นในชุดควบคุม 

~ 'ปริมาณ aromatic fraction ในชุดควบคุม

รูปที่ 4.4 การย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นโดยแบคทีเรีย SL15 ในนํ้าเสียสังเคราะห์
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ในภาวะเดียวกัน สำหรับแบคทีเรีย SL17 การย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืน ท่ีมีเช้ือเร่ิมต้นเท่ากับ
8.18 log CFU ต่อมล. พบว่า จำนวนของแบคทีเรีย SL17 เพ่ิมเป็น 10.79 log CFU ต่อมล. ใน 
วันท่ี 7 ดังแสดงในรูปท่ี 4.5 และมีปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือ 48% ในขณะที่ส่วนแชททูเรท 
และส่วนอะโรมาติกเหลือ 50% และ 48% ตามลำดับ

■ ปริมาณ saturate fraction 

ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่น

—* -  ปริมาณ saturate fraction ในชุดควบคุม 

— จำนวนแบคทีเรีย

0 ปริมาณ aromatic fraction 

—*■ -  ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นในชุดควบคุม

ปริมาณ aromatic fraction ในชุดควบคุม

รูปที่ 4.5 การย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นโดยแบคทีเรีย SL17 ในนํ้าเสียสังเคราะห์
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รูปท่ี 4.6 แสดงการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นของแบคทีเรีย SL27 ในภาวะเดียวกับข้างต้น 
พบว่า ในวันที่ 7 มีปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือ 70% ในขณะที่ส่วนแซททูเรท และส่วน 
อะโรมาติกเหลือ 71% และ 69% ตามลำดับ โดยจำนวนของแบคทีเรียเพ่ิมจาก 8.00 log CFU ต่อ 
มล. เป็น 9.58 log CFU ต่อมล.

รçâ
- ร ่

Pน­บ
5
53

■ ปริมาณ saturate fraction 

- ปริ มาณนํ ้ ามั นหล่ อลื ่ น 

- *  -  ปริมาณ saturate fraction ในชุดควบคุม 

จำนวนแบคทีเรีย

0 ปริมาณ aromatic fraction 

-  ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นในชุดควบคุม 

“ ■°”  ปริมาณ aromatic fraction ในชุดควบคุม

รูปที่ 4.6 การย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นโดยแบคทีเรีย SL27 ในนํ้าเสียสังเคราะห์
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การย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนโดยแบคทีเรีย SLY แสดงในรูปท่ี 4.7 ซึ่งจะเห็นว่า ในวันท่ี 7 มี 
ปริมาณน้ํามันหล่อล่ืนคงเหลือ 39% ในขณะท่ีส่วนแซททูเรท และส่วนอะโรมาติกเหลือ 40% และ 
40% ตามลำดับ โดยมีการเพิ่มจำนวนของแบคทีเรียจาก 8.26 log CFU ต่อมล. เป็น 10.91 log 
CFU ต่อมล.

ร ิ
§ร ิ■ ร
3LL๐
๐)_2
sa

«ริ

■ ปริมาณ saturate fraction 

_1*r_ ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่น 

—■ -  ปริมาณ saturate fraction ในชุดควบคุม 

— จำนวนแบคทีเรีย

0 ปริมาณ aromatic fraction

ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นในชุดควบคุม 

~ ปริมาณ aromatic fraction ในชุดควบคุม

รูปที่ 4.7 การย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นโดยแบคทีเรีย SLY ในนํ้าเลียสังเคราะห์
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4.5 ก ารห าภ าวะ เห ม าะส ม ใน ก ารย ่อ ย ส ล าย ,น าม ัน ห ล ่อ ล ื่น ข อ งก ล ุ่ม แ บ ค ท ีเร ีย ใน ,นาเส ีย  

ส ัง เค ราะห ์

4.5.1 การหาปริมาณน้ํามันหล่อล่ืนท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนของกลุ่ม 
แบคทีเรีย

— ♦—  50 มก.ต่อลิตร 
*  200 มก.ต่อลิตร

—4r- ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นในชุดควบคุม 
- 0 -  ปริมาณ saturate fraction ในชุดควบคุม

100 มก.ต่อลิตร 
300 มก.ต่อลิตร
ปริมาณ aromatic fraction ในชุดควบคุม

ร ูป ท ี่ 4.8 การย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นที่ความเข้มข้นต่างๆ โดยกลุ่มแบคทีเรีย SL ในนํ้าเสีย 
สังเคราะห์โดย ก) แสดงปริมาณน้ํามันหล่อล่ืนคงเหลือ ข) แสดงปริมาณส่วนแซททูเรท ค) แสดง 
ปริมาณส่วนอะโรมาติก ง) แสดงจำนวนแบคทีเรีย

การย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในน้ําเสียสังเคราะห์ที่แปรผัน 
ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นตั้งแต่ 50-300 มก.ต่อลิตร และมีอัตราส่วนปริมาณนํ้ามัน : ไนโตรเจน :
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ฟอสฟอรัส เป็น 100 : 5 : 1 บ่มที่อุณหภูมิ 30°ซ ความเป็นกรด-ด่าง 7.5 ปริมาณเชื้อเริ่มต้น คือ 
8.85 log CFU ต่อมล. พบว่าปริมาณนํ้ามัน 50 มก.ต่อลิตร กลุ่มแบคทีเรีย SL ย่อยสลาย 
น้ํามันหล่อล่ืนได้ดีท่ีสุด (รูป 4.8) เม่ือเวลาผ่านไป 7 วัน ปริมาณน้ํามันหล่อล่ืน ส่วนแรเทพูเรท และ 
ส่วนอะโรมาติกเหลือ 44 49 และ 41% ตามลำดับ ในขณะที่ชุดควบคุมของไฮโดรคาร์บอนทั้งสาม 
ส่วนเหลือประมาณ 86% จึงเลือกปริมาณน้ํามันเร่ิมต้นท่ี 50 มก.ต่อลิตร เพ่ือใช้สำหรับการทดลอง 
ต่อไป

4.5.2 การหาปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมในการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่ม 
แบคทีเรีย

5 มก.ต่อลิตร 
-A—  25 มก.ต่อลิตร 

100มก.ต่อลิตร
•o— ปริมาณ saturate fraction ในชุดควบคุม

—■—  10มก.ต่อลิตร 
■X ... 50 มก.ต่อลิตร

—A -  ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นในชุดควบคุม 

—° -  ปริมาณ aromatic fraction ในชุดควบคุม

รูปที่ 4.9 การย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นเมื่อใช้ความเข้มข้นของไนโตรเจนที่แตกต่างกันโดยกลุ่ม 
แบคทีเรีย SL ในนํ้าเสียสังเคราะห์โดย ก) แสดงปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือ ข) แสดงปริมาณ 
ส่วนแรเทพูเรท ค) แสดงปริมาณส่วนอะโรมาติก ง) แสดงจำนวนแบคทีเรีย
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รูปท่ี 4 . 9  แสดงการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรีย SL ที'แปรผัน 
ปริมาณไนโตรเจนตั้งแต่5 - 1 0 0  มก.ต่อลิตร มีอัตราล่วนไนโตรเจน: ฟอสฟอรัสเป็นร :  1 โดยมี 
ปริมาณน้ํามันคงท่ี 5 0  มก.ต่อลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 3 0 ° ซ  ความเป็นกรด-ด่าง 7 . 5  ปริมาณเช้ือเร่ิมต้น 
เท่ากับ8 . 1 5  log CFU  ต่อมล.พบว่าเมื่อเวลาผ่านไป7  วันชุดควบคุมมีปริมาณนํ้ามันหล่อลื่น 
ล่วนแซททูเรท และอะโรมาติกเหลือประมาณ 86% และท่ีปริมาณไนโตรเจน 10 มก.ต่อลิตร กลุ่ม 
แบคทีเรีย SL ย่อยสลายน้ํามัน,หล่อล่ืน'ได้ดีท่ีสุด โดยปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือ 46% ในขณะท่ี 
ล่วนแชททูเรท และล่วนอะโรมาติกเหลือ 4 3  และ 4 9 %  ตามลำดับ จึงเลือกปริมาณไนโตรเจน 
เร่ิมต้นท่ี 10 มก.ต่อลิตร เพ่ือใช้ลำหรับการทดลองต่อไป

4.5.2 การหาปริมาณฟอสฟอรัสที่เหมาะสมในการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่ม 
แบคทีเรีย

จากการย่อยสลายนํ้าม ัน หล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในนํ้าเสียสังเคราะห์ที่ 
แปรผันปริมาณฟอสฟอรัสตั้งแต่ 0.1-10 มก.ต่อลิตร ปมท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 30°ซ ความเป็นกรด-ด่าง 7.5 
ปริมาณเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 8.46 log CFU  ต่อมล. ในวันที่ 7 พ บ ว่าชุดควบคุมมีปริมาณ 
นํ้ามัน'หล่อลื่นล่วนแซททูเรท และอะโรมาติกเหลือประมาณ8 7 % ในขณะที่ปริมาณฟอสฟอรัส 1 

มก.ต่อลิตร ส่งผลให้กลุ่มแบคทีเรีย SL ย่อยสลายน ํ้ามันหล่อลื่นได ้ดีที่สุด ดังแสดงในรูปที่ 4.10  

โดยมีปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือ 52% ในขณะที่ล่วนแซททูเรท และล่วนอะโรมาติกเหลือ 48 

และ 49%  ตามลำดับ จึงเลือกปริมาณปริมาณฟอสฟอรัสเริ่มต้นที่ 1 มก.ต่อลิตร เพื่อใช้สำหรับการ 
ทดลองต่อไป
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— ♦ — 0.1 มก.ต ่อล ิต ร 

— A —  1 มก .ต ่อล ิต ร 

— >K- 1 0 มก.ต ่อล ิตร
— O -  'ชรมาณ saturate fraction ไนชุดควบคุม

— ■ —  0.5 มก .ต ่อล ิต ร 

— * —  5 มก .ต ่อล ิต ร 

— A -  ปร ิม าณ น ํ้าม ันหล ่อล ื่น ในช ุดควบค ุม  

— Q — ปร ิม าณ  arom atic fraction  ในช ุดควบค ุม

ร ูปท ี่ 4.10 การย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนเม่ือใช้ความเข้มข้นของฟอสฟอรัสท่ีแตกต่างกันโดยกลุ่ม 
แบคทีเรีย SL ในน้ําเลียสังเคราะห์ โดย ก) แสดงปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือ ข) แสดงปริมาณ 
ส่วนแซททูเรท ค) แสดงปริมาณส่วนอะโรมาติก ง) แสดงจำนวนแบคทีเรีย
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4.5.4 การหาความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมในการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่ม 
แบคทีเรีย

■ *—  pH 7
— pH 8
—0 -  ปริมาณ saturate fraction ในชุดควบคุม

0 1 2 3 4 5 6 7
เวลา (วัน)

— pH 6.5 
— pH 7.5
- A -  ปริมาณนํ้ามํนหล่อลื่นในชุดควบคุม 

— ปร ิ มาณ aromatic fraction ในชุดควบคุม

ร ูปท ี่ 4.11 การย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนท่ีความเป็นกรด-ด่างแตกต่างกันโดยกลุ่มแบคทีเรีย SL ใน 
นํ้าเสียสังเคราะห์ โดย ก) แสดงปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือ ข) แสดงปริมาณส่วนแซททูเรท 
ค) แสดงปริมาณส่วนอะโรมาติก ง) แสดงจำนวนแบคทีเรีย

รูปที่4.11 แสดงการย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนของกลุ่มแบคทีเรีย SL ท่ีแปรผันค่า 
ความเป็นกรด-ด่าง ต้ังแต่ 6 -8บ่มที่อุณหภูมิ 30°ซ ปริมาณเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 8.53 log CFU ต่อ 
มล.พบว่า เมื่อเวลาผ่านไป 7 วัน ชุดควบคุมมีปริมาณนํ้ามันหล่อลื่น ส่วนแซททูเรท และอะโร 
มาติกเหลือประมาณ 86% และที่ความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 7.5 กลุ่มแบคทีเรีย SL ย่อยสลาย
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น้ํามันหล่อล่ืนได้ดีท่ีสุด โดยไ]ริมาณน้ํามันหล่อล่ืนคงเหลือ 40% ในขณะท่ีส่วนแซททูเรท และอะโร 
มาติกเหลือ 48 และ 27% ตามลำดับ จึงเลือกความเป็นกรด-ด่างท่ี 7.5 เพ่ือใช้ทดลองต่อไป

4.5.5 การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนของกลุ่มแบคทีเรีย

- * - 2 5 ซ - * - 3 0 ช

—o -  ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นในชุดควบคุมที่ 25 ช 
—o -  ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นในชุดควบคุมที่ 40 ช 

—•—  ปริมาณ saturate fraction ในชุดควบคุมที 30 ซ 
—•—  ปริมาณ saturate fraction ในชุดควบคุมที 25 ช 
- ปริ มาณ saturate fraction ในชุดควบคุมที 35 ซ 
- à -  ปริมาณ saturate fraction ในชุดควบคุมที 40 ช

- A - 3 5  ช 40 ซ

—A -  ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นในชุดควบคุมที่ 30 ซ 

— I— ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นในชุดควบคุมที่ 35 ซ 

— ปริ มาณ aromatic fraction ในชุดควบคุมที 30 ซ 

ปริมาณ aromatic fraction ในชุดควบคุมที 25 ซ 

ปริมาณ aromatic fraction ในชุดควบคุมที 35 ช 

— ♦“  ปริมาณ aromatic fraction ในชุดควบคุมที 40 ซ

รูปที่ 4.12 การย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นที่อุณหภูมิแตกต่างกันโดยกลุ่มแบคทีเรีย SL ในนํ้าเสีย 
สังเคราะห์ ก) แสดงปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือ ข) แสดงปริมาณส่วนแซททูเรท ค) แสดง 
ปริมาณส่วนอะโรมาติก ง) แสดงจำนวนแบคทีเรีย
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จากการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในนํ้าเสียสังเคราะห์ที่ 
แปรผันอุณหภูมิต้ังแต่ 25-40°ซ ปริมาณเช้ือเร่ิมต้นเท่ากับ 8.49 log CFU ต่อมล. ในวันท่ี 7 พบว่า 
ชุดควบคุมท่ี 25 30 35 และ 40 0ซ มีปริมาณนํ้ามันหล่อล่ืน ล่วนแซททูเรท และอะโรมาติกเหลือ 
ประมาณ89 87 84 และ79% ตามลำดับโดยที่อุณหภูมิ35°ซกลุ่มแบคทีเรีย SL ย่อยสลาย 
น้ํามันหล่อล่ืนได้ดีท่ีสุด (รูป 4.12) มี,ปริมาณน้ํามันหล่อล่ืนคงเหลือ 33% ในขณะท่ีล่วนแซททูเรท 
และล่วนอะโรมาติกเหลือ 39 และ 22% ตามลำดับ

4.6 ก า รห า ป ระส ิท ธ ิภ า พ ใน ก า รย ่อ ย ส ล า ย ‘น าม ัน ห ล ่อ ล ื่น ข 'อ งก ล ุ่ม แ บ ค ท ีเร ีย ใน น ํ้า เส ืย  

ส ถ าน ึบ ร ิก า รน ํ้าม ัน

4.6.1 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนของกลุ่มแบคทีเรีย 
กับแบคทีเรีย SLY ในน้ําเสียสังเคราะห์

จากการทดลองในข้อ 4.4 เห็นได้ว่ารูปแบบการเจริญเติบโต และการย่อยสลาย 
น้ํามันหล่อล่ืนของกลุ่มแบคทีเรีย SL และแบคทีเรีย SLY ในนํ้าเสียสังเคราะห์มีความคล้ายคลึงกัน 
จึงต้ังข้อสังเกตว่า แท้จริงแล้วการย่อยสลายนํ้ามันที่เกิดขึ้นอาจเป็นผลมาจากความสามารถของ 
แบคทีเรีย SLY เพียงชนิดเดียว จึงเปรียบเทียบการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นในนํ้าเสียสังเคราะห ์
ระหว่างกลุ่มแบคทีเรีย SL กับ แบคทีเรีย SLY โดยปรับภาวะแวดล้อมตามค่าที่ได้จากการผล 
ทดลองในข้อ4.5 คือปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นเริ่มต้น50 มก.ต่อลิตรปริมาณไนโตรเจนเริ่มต้น10 
มก.ต่อลิตร ปริมาณฟอสฟอรัสเร่ิมต้น 1 มก.ต่อลิตร ความเป็นกรด-ด่าง 7.5 และอุณหภูมิ 35 “ซ 
ได้ผลดังแสดงในรูปท่ี 4.13

พบว่ากลุ่มแบคทีเรีย SL ลามารถลดปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นได้ดีกว่าการมี
แบคทีเรีย SLY เพียงชนิดเดียวในระบบ เม่ือเวลาผ่านไป 7 วัน ปริมาณนํ้ามันหล่อล่ืนคงเหลือจาก 
การย่อยสลายของกลุ่มแบคทีเรีย SL และแบคทีเรีย SLY เป็น 31 และ 58% ตามลำดับ ในขณะท่ี 
ชุดควบคุมมีปริมาณน้ํามันหล่อล่ืนคงเหลือ 86%
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—A -  ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นในชุดควบคุม —A -  จำนวนแบคทีเรีย SLY

- O -  จำนวนกลุ่มแบคทีเรียSL

ร ูป ท ี่ 4.13 การย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นโดยกลุ่มแบคทีเรีย SL กับแบคทีเรีย SLY ในนํ้าเสีย 
สังเคราะห์ที่มีการปรับภาวะแวดล้อมแล้ว

นอกจากน้ี ได้ติดตามพลวัตรประชากรของกลุ่มแบคทีเรีย SL และแบคทีเรีย SLY 
ของท้ัง 2 ชุดการทดลอง ในวันท่ี 0 13 5 และ 7 ด้วยวิธี DGGE (รูป 4.14) ในพอลิอะครีลาไมด์เจล 
ท่ีมี 20-70% dénaturant โดยมีการปรับความปริมาณดีเอ็นเอแม ่แบบให้เท่ากันก่อนนำไปเพ่ิม 
จำนวนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส แถบดีเอ็นเอในซ่องว่ิงท่ี 1 2 3 4 และ 5 เป็นชุดควบคุม 
ประกอบด้วยแถบดีเอ็นเอของกลุ่มแบคทีเรีย SL แบคทีเรีย SLY SL15 SL17 และ SL27 
ตามลำดับ ส่วนซ่องว่ิงท่ี 6-10 เป็นแถบดีเอ็นเอของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในวันท่ี 0 1 3  5 และ 7  

ตามลำดับซ่องวิ่งที่ 11-15เป็นแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรีย SLY ในว ัน ท่ี 0 1 3 5 และ7 ตามลำดับ 
จากรูปที่ 4.14 เห็นได้ว่า แถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียทั้ง 4 ชนิดในกลุ่ม และ 

แบคทีเรีย SLY ปรากฏตลอดท้ัง 7  วันของการทดลอง เมื่อพิจารณาการเจริญของกลุ่มแบคทีเรีย 
SL บนอาหารเลี้ยงเชื้อพบว่ามีจำนวนเพิ่มขึ้นเล็กน้อย ในขณะที่แบคทีเรีย SLY พบว่ามีจำนวน
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ค่อนข้างคงท่ี ซึ่งต่างจากผลการทดลองก่อนหน้านี้ในข้อ 4.4 ที่ดีกษาความสามารถในการย่อย 
สลายน้ํามันหล่อล่ืนของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในนํ้าเสียสังเคราะห์ท่ีรูปแบบการเจริญของแบคทีเรีย 
SLY มีแนวโน้มตามกลุ่มแบคทีเรีย อาจเป็นไปได้ว่า ภาวะแวดล้อมที่ปรับให้เหมาะสมกับกลุ่ม 
แบคทีเรีย ช่วยให้ประชากรในกลุ่มเจริญได้ดี แต่ภาวะนี้อาจไม่เหมาะสมกับการเจริญของ 
แบคทีเรีย SLY เม่ือมีอยู่เพียงชนิดเดียว

>
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รูปที่ 4.14 DGGE analysis ของ 16S rDNA แสดงพลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลอง 
การย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืน1ของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในน้ําเสียสังเคราะห์เปรียบเทียบกับ แบคทีเรีย 
SLY ในวันท่ี 0 13 5 และ 7 ในพอลิอะคริลาไมด์เจลท่ีมี 20-70% dénaturant 
ช่องว่ิงท่ี 1 เป็นแถบดีเอ็นเอของกลุ่มแบคทีเรีย SL
ช่องว่ิงท่ี 2-5 เป็นแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรีย SLY SL15 SL17 และ SL27 ตามลำดับ 
ช่องว่ิงท่ี 6-10 เป็นแถบดีเอ็นเอของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในวันท่ี 0 13  5 และ 7 ตามลำดับ 
ช่องว่ิงท่ี 11-15 เป็นแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรีย SLY ในวันท่ี 0 13 5 และ 7 ตามลำดับ
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4.6.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนของกลุ่มแบคทีเรียในน้ํา 
เสียสถานีบริการน้ํามัน

เมื่อจะทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นในนํ้าเสียสถานีบริการนํ้ามัน 
ได้ทดลองด้วยว่าสารในนํ้าเสียจากสถานีบริการนํ้ามันอาจมีผลต่อการเจริญ และการย่อยสลาย 
น้ํามันของกลุ่มแบคทีเรีย SL โดยนำน้ําเสียสถานีบริการน้ํามันไปฆ่าเช้ือ และเติมกลุ่มแบคทีเรีย SL 
ลงไป พบว่ากลุ่มแบคทีเรีย SL สามารถเจริญและย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนได้ดี ดังแสดงในรูป 4.15 
โดยกลุ่มแบคทีเรีย SL สามารถย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนเหลือ 36% ในวันท่ี 7 ของการทดลอง และ 
มีการเพ่ิมจำนวนของแบคทีเรียเล็กน้อย ในขณะท่ีชุดควบคุมมีปริมาณน้ํามันหล่อล่ืนคงเหลือ 85%

เวลา (วัน)

' ปริม'าณน้ํามัน'หล่อล่ืนคงเหลือ'ใน'ชุดทดลอง —A -  ปริมาณน้ํามันหล่อลื่นคงเหลือในชุดควบคุม

—0 -  จำนวนแบคทีเรียในกลุ่ม SL

รูปที่ 4.15 การย่อยสลายน้ํามันหล่อล่ืนโดยกลุ่มแบคทีเรีย SL ในนํ้าเสียจากสถานีบริการนํ้ามันที ่
ผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว



6 8

จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยลลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรียในนํ้าเสีย 
สถานีบริการนํ้ามัน ซึ่งนํ้าเสียที่ใช้!นการทดลองครั้งนี้ ได้จากสถานีบริการนํ้ามันปตท. สถานีสนาม 
เป้า วิเคราะห์ค่าปริมาณปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด ปริมาณฟอสฟอรัส 
ทั้งหมดได้เท่ากับ 6.5 3.4 และ 0.49 มก.ต่อลิตร ตามลำดับ ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.46 นำ 
ค่าที่วิเคราะห์ได้มาปรับให้เท่ากับค่าที่ได้จากผลการทดลองในข้อ 4.5 คือ ให้ปริมาณนํ้ามันเริ่มต้น 
เป ็น50 มก.ต่อลิตรลำหรับทุกชุดการทดลองและปรับปริมาณไนโตรเจนเริ่มต้น10 มก.ต่อลิตร 
ปริมาณฟอสฟอรัสเริ่มต้น 1 มก.ต่อลิตร ความเป็นกรด-ด่าง 7.5 และอุณหภูมิ 35°ซ สำหรับชุด 
การทดลองท่ี 4 โดยแบ่งชุดการทดลองเป็นดังนี้

1) ชุดควบคุม เพื่อดูการลดลงจากปัจจัยทางกายภาพ
2) Natural attenuation เพื่อดูการย่อยสลายที่เกิดจากจุลินทริย์ประจำถ่ินในนํ้าเสีย
3) Bioaugmentation 1 เติมกลุ่มแบคทีเรีย SL
4) Bioaugmentation 2 เติมกลุ่มแบคทีเรีย SL และปรับภาวะแวดล้อมให้เหมาะสม

และเพื่อความสะดวกจึงขอเรียกซื่อชุดการทดลองใหม่ ดังน้ี

NAT แทนชุด Natural attenuation 
AU1 แทนชุด Bioaugmentation 1 
AU2 แทนชุด Bioaugmentation 2

ในวันที่ 7 พบว่า ชุดควบคุมที่อุณหภูมิห้อง และอุณหภูมิ 35 ๐ซ มี'ปริมาณน้ัามันหล่อลื่น 
คงเหลือ 85 และ 83% ตามลำดับ การย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นเกิดได้ดีที่สุดที่ชุดการทดลอง AU2 
โดยนํ้ามันหล่อลื่นมีปริมาณคงเหลือ 29% กัดมาเป็น AU1 และ NAT ซึ่งปริมาณนํ้ามันคงเหลือ 
เป็น 44 และ 55% ตามลำดับ สอดคล้องกับจำนวนของแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
CFMM ที่จำนวนแบคทีเรียในชุดการทดลอง AU2 เพิ่มเป็น 9.29 log CFU ต่อมล. ในวันที่ 7 จาก 
เร่ิมต้น 8.36 log CFU ต่อมล. ดังแสดงในรูปท่ี 4.16
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- h -  ปริมาณน้ํามันหล่อล่ืนในชุดควบคุมท่ีอุณหภูมิ 35 ซ —A -  จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลอง NAT 
- O -  จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลอง AU1 —C3- จำนวนแบคทีเรียในชุดทดลอง AU2

รูปที่ 4.16 การย่อยสลายน้ํามันหล่อลื่นในนํ้าเสียสถานีบริการนํ้ามันที่ไม่ผ่านการฆ่าเชื้อ

เมื่อติดตามพลวัตรประชากรของกลุ่มแบคทีเรีย SL ท้ัง 3 ชุดการทดลอง ในวันท่ี 0 3 5 
และ 7 ด้วยวิธี DGGE (รูป 4.17) ในพอลิอะคริลาไมด์เจลที่มี 20-70% d é n a tu ra n t โดยมีการปรับ 
ความปริมาณดีเอ็นเอแม่แบบให้เท่ากันก่อนนำไปเพิ่มจำนวนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรล ผล 
การทดลองเป็นดังนี้ แถบดีเอ็นเอในช่องว่ิงท่ี 1-4 เป็นแถบดีเอ็นเอของชุดทดลอง AU1 ในวันท่ี 7 5 
3 และ 0 ตามลำดับ ช่องว่ิงท่ี 5-8 เป็นแถบดีเอ็นเอของชุดทดลอง AU2 ในวันท่ี 7 5 3 และ 0 
ตามลำดับ ส่วนช่องวิ่งท่ี 9 10 และ 11 เป็นแถบดีเอ็นเอของชุดทดลอง NAT ในวันท่ี 7 3 และ 0 
ตามลำดับ ช่องว่ิงท่ี 12 13 14 และ 15 เป็นชุดควบคุม ประกอบด้วยแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรีย 
SL27 SL17 SL15 และ SLY ตามลำดับ

จากรูปที่ 4.17 เห็นได้ว่า แบคทีเรียประจำถ่ินในนํ้าเสียจากสถานีบริการนํ้าม ัน มีการ 
เปลี่ยนแปลงในช่วงเวลาที่ทดลอง สังเกตได้จากแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียในชุดทดลอง NAT มี 
การเปลี่ยนแปลง เมื่อเปรียบเทียบพลวัตรประชากรของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในชุดทดลอง AU1 และ 
AU2 จะเห็นได้ว่ากลุ่มแบคทีเรีย SL สามารถเจริญใด้ในนํ้าเสียจริงตลอดช่วงเวลาของการทดลอง
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ท้ัง 2 ชุด และมีความโดดเด่นมากกว่าแบคทีเรียประจำถิ่น ในชุดทดลอง AU2 การเปลี่ยนแปลง 
ของแถบดีเอ็นเอมีมากกว่า AU1 สอดคล้องกับจำนวนแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 
CFMM ท่ีชุดทดลอง AU2 มีจำนวนมากกว่า เมื่อพิจารณาร่วมกับปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือใน 
ชุดการทดลองทั้งสอง จึงอาจอนุมานได้ว่า การปรับภาวะแวดล้อมล่งผลดีต่อการเจริญและการ 
ย่อยสลายนํ้ามันหล่อล่ืนของกลุ่มแบคทีเรีย SL

รูปที่ 4.17 DGGE analysis ของ 16S rDNA แสดงพลวัตรประชากรแบคทีเรียของชุดการทดลอง 
การย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในนํ้าเสียสถานีบริการนํ้ามัน ที่เวลาต่างๆ ใน 
พอลิอะคริลาไมด์เจลที่มี 20-70% dénaturant
ช่องว่ิงท่ี 1-4 เป็นแถบดีเอ็นเอของชุดทดลอง AU1 ในวันท่ี 7 5 3 และ 0 ตามลำดับ 
ช่องว่ิงท่ี 5-8 เป็นแถบดีเอ็นเอของชุดทดลอง AU2 ในวันท่ี 7 5 3 และ 0 ตามลำดับ 
ช่องว่ิงท่ี 9-11 เป็นแถบดีเอ็นเอของชุดทดลอง NAT ในวันท่ี 7 3 และ 0 ตามลำดับ 
ช่องว่ิงท่ี 12-15 เป็นแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรีย SL27 SL17 SL15 และ SLY ตามลำดับ


	บทที่ 4 ผลการทดลอง
	4.1 ลักษณะทางกายภาพ และองค์ประกอบทางเคมีของนํ้าเสียสถานีบริการนํ้ามัน
	4.2 การคัดแยกกลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่น
	4.3 การจำแนกชนิดทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียบริสุทธิ์จากกลุ่มแบคทีเรีย SL
	4.4 การศึกษาความสามารถในการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในน้ำเสียสังเคราะห์
	4.5 ผลการหาภาวะเหมาะสมในการย่อยสลายน้ำมันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรียในน้ำเสียสังเคราะห์
	4.6 การหาประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ำมันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรียในนํ้าเสีย สถานีบริการนํ้ามัน


