
งานวิจัยน้ีมีจุดมุ่งหมายในการคัดแยกกลุ่มแบคทีเรียเพ่ือนำไปใช้ในการบำบัดนํ้าเสียจาก 
สถานีบริการนํ้ามัน เป็นท่ียอมรับกันว่าการใช้จุลินทรียํในการแก้ปัญหาทางส่ิงแวดล้อมเป็นวิธีทาง 
ชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพและเสียค่าใช้จ่ายน้อย ในการคีกษาน้ีได้เก็บตัวอย่างน้ําเสียจากจุดท่ีน้ํา 
เสียไหลลงบ่อตักไขมันของสถานีบริการน้ํามันและนำมาคัดแยกกลุ่มแบคทีเรีย ลำหรับบางสถานีท่ี 
มีบ่อดักไขมันลองแห่งก็จะเลือกเก็บจากจุดท่ีรับน้ํามาจากบริเวณท่ีซ่อมรถ หริอล้างรถ โดย
คาดหวังว่าแบคทีเรียท่ีอยู่ในบริเวณท่ีเก็บมีความคุ้นเคยกับสภาพน้ําเสียท่ีมีน้ํามัน สารซะล้าง และ 
สารนลพิษต่าง  ๆ ดังน้ัน แบคทีเรียท่ีได้จะสามารถทำงานได้ดีในภาวการณ์จริง

งานวิจัยครั้งนี้เลือกใช้นั้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ (PTT-V120) เพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอน 
และพลังงานในการคัดเลือกกลุ่มแบคทีเรีย เนื่องจากนํ้าเสียจากสถานีบริการนํ้ามันมีนํ้ามันหล่อลื่น 
เป็นองค์ประกอบหลัก ตัวอย่างนํ้าเสียที่เก็บจากทุกแหล่งจะได้รับการนำมาเพิ่มจำนวนแบคทีเรียที่ 
ย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่น ในระหว่างการเพิ่มจำนวนพบว่า ระยะเวลาในการถ่ายเชื้อจะลดลง
ตามลำดับครั้งซึ่งอาจเกิดจากการปรับตัวของกลุ่มแบคทีเรียให้สามารถย่อยสลายนั้ามันหล่อลื่นมา 
ใช้ในการเจริญได้ เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการย่อยสลายในอาหารเลี้ยงเชื้อเหฟ้ว พบว่า 
กลุ่มแบคทีเรียที่ได้จากนํ้าเสียสถานีบริการนั้ามันสวนสุมพินี (SL) และรามคำแหง (RH) ลามารถ 
ลดปริมาณนํ้ามันได้ใกล้เคียงกันมาก คือเมื่อเวลาผ่านไป 14 วัน เหลือนํ้ามัน 43.10% และ
42.78% ตามลำดับ (รูป 4.1) แต่กลุ่มแบคทีเรีย SL ลดปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นได้ดีกว่าในช่วงวัน 
แรกๆ จึงเลือกกลุ่มแบคทีเรีย SL มาสืกษาต่อ จากการจำแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยวิธีทาง 
สัณฐานวิทยา สรีรวิทยาร่วมกับการวิเคราะห์ลำดับเบสของ 16 เอล ไรโบโซมัลดีเอ็นเอ พบว่า 
แบคทีเรียทังสีเป็นแบคทีเรียในสกุล S p h in g o b iu m  sp. A c in e to b a c te r  sp. O ch ro b a c tru m  sp. 
และ A lc a lig e n e s  sp. ตามลำดับ การที่แบคทีเรียทั้ง 4 ชนิด อยู่ร่วมกันเป็นกลุ่มอาจเนื่องมาจาก 
แบคทีเรียเหล่านั้นอยู่ร่วมกันแบบทำงานเสริมกัน (synergism) เป็นไปได้ว่าแบคทีเรียในกลุ่มช่วย 
กำจัดลารมัธยันตร์ที่อาจขัดขวางกิจกรรมของแบคทีเรียอื่น หรือแบคทีเรียชนิดที่ 2 ลามารถย่อย 
สลายสารที่แบคทีเรียชนิดที่ 1 ย่อยได้บางส่วน (Mukred และคณะ, 2008) มีรายงานในการวิจัย 

. อ่ืน  ๆ พบว่าแบคทีเรียทั้ง 4 ชนิด มีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการบำบัดทางชีวภาพโดยย่อยสลาย
สารมลพิษและสารปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอนได้ เช่น ในปี 2004 Willison คัดแยกแบคทีเรียในสกุล 
Sphingomonad โดยใช้ไครชีน (Chrysene) เป็นแหล่งคาร์บอน Singh และ Lin (2008) ได้คัดแยก
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เชื้อจากดินที่ปนเปีอนนํ้ามันดีเซลในประเทศแอฟริกาใต้ ในจำนวนแบคทีเรียที่คัดแยกได้พบว่ามี 
แบคทีเรียในสกุล Acinetobacter sp. ร่วมอยู่ด้วย ซึ่งลามารถย่อยสลายนํ้ามันดีเซลได้มากกว่า 
60% ในระยะเวลา 2 สัปดาห์ เมื่อทดลองในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Bushnell-Hass (BH) รบ และ 
คณะ (2008) ได้ศึกษาความลามารถซอง Acinetobacter sp. ลายพันธุ SG06-02 ซ่ึงย่อยลลาย 
สารปิโตรเลียมได้ โดยให้หอยวีนัลทีเลิปิโน (Ruditapes philippinarum) อยู่ในระบบท่ีมีน้ํามันดีเซล 
ปนเปีอนเป็นระยะเวลาต่างๆ จากนั้น โดยชุดแรกปล่อยให้ทำความสะอาดตัวเอง ส่วน,ชุดสองมีการ 
เติมแบคทีเรีย Acinetobacter sp. ลายพันธุ SG06-02 ลงไปในระบบ แล้วเปรยบเทียบปริมาณ 
นํ้ามันดีเซลในลำไล้ของหอย ผู้วิจัยพบว่า การเติมแบคทีเรียลงไป ช่วยลดปริมาณของนํ้ามันดีเซล 
ที่สะสมในลำไล้ของหอยอย่างมีนัยสำคัญ จากรายงานของ Kiliç (2009) พบว่า Ochrobactrum 
sp. มีความทนและย่อยสลายทีเนอลที่ความเข้มข้นสูงได้ โดยทำงานได้ดีที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
เท่ากับ 8 เหมาะแก่การนำไปบำบัดนั้าเลียปนเปีอนทีเนอลที่มีความเป็นด่าง Okoro และ Amund 
(2010) ได้นำแบคทีเรียในสกุล Alcaligenes sp. ที่คัดแยกได้จากงานวิจัยก่อนหน้านี้ มาบำบัดน้ํา 
ทิ้งจากการผลิตปิโตรเลียม โดยเริ่มด้น นํ้าทิ้งมีค่าปริมาณนํ้ามัน และไขมันเท่ากับ 1,407 มก.ต่อ 
ลิตร เมื่อผ่านไป 40 วัน พบว่า น้ําท้ิงมีปริ:มาณน้ํามัน และไขมันลดลงเหลือ 19.58 มก.ต่อลิตร 
แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพในการบำบัดด้วยวิธีทางชีวภาพ

จากนั้น ศึกษาการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นในนํ้าเลียสังเคราะห์ที่ความเข้มข้นเริ่มด้น 100 
มก.ต่อลิตร (Panpanit, 2001) โดยปรับอัตราส่วนปริมาณนํ้ามัน : ไนโตรเจน : ฟอสฟอรัส เป็น 100 
: 5 :1 (Sei และคณะ, 2003) และเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 7 วัน ทั้งนี้นํ้าเลียสังเคราะห์นี้ 
เตรียมชื้นโดยการปันผสมระหว่างนํ้ามันหล่อลื่น PTT V-120 และสารละลายทวีน-80 ซึ่งเป็นสาร 
ลดแรงตึงผิวไร้ประจุ เพื่อจำลองสักษณะของนํ้าเลียสถานีบริการนํ้ามันเนื่องจากนํ้าเลียสถานี
บริการนํ้ามันมักพบสารลดแรงตึงผิวประ๓ ทไร้ประจุอยู่ด้วย (Panpanit, 2001) พบว่ากลุ่ม
แบคทีเรีย SL และแบคทีเรียบํริสุทธิ้สามารถลดปริมาณนํ้ามันหล่อลื่น ส่วนแซททูเรท และส่วนอะโร 
มาติกซึ่งเป็นองค์ประกอบหสักได้ดังแสดงในตารางที่ 5.1 โดยกลุ่มแบคทีเรีย และแบคทีเรียบริลุทธิ้ 
สามารถย่อยสลายส่วนแซททูเรท และส่วนอะโรมาติกได้ใกล้เคียงกัน เมื่อพิจารณา TLC-FID 
โครมาโตแกรมของนํ้ามันหล่อลื่นที่ย่อยสลายโดยกลุ่มแบคทีเรีย SL จะพบการลดลงของพื้นที่ใต้ 
กราฟของส่วนแซททูเรท และส่วนอะโรมาติก (รูป จ.1)
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ตารางที่ 5.1 ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่น และปริมาณไฮโดรคาร์บอนแต่ละส่วนจากการย่อยลลายของ 
กลุ่มแบคทีเรีย SL และแบคทีเรียปริลุทธิ้ในนํ้าเสียสังเคราะห์

แบคทีเรีย
ปริมาณคงเหลือ (%)

ส่วนแซททูเรท ส่วนอะโรมาติก น้ํามัน'หล่อล่ืน
SLY (S p h in g o b iu m  sp.) 40 ± 1.84 4 0 ± 1.87 39±2.18
SL15 (A c in e to b a c te r sp.) 48 ± 2.04 4 8 ± 2.15 49 ± 3.01
SL17 (O ch ro b a c tru m  sp.) 50 ± 1.46 48 ± 2.12 48 ± 2.35
SL27 (A lc a lig e n e s  sp.) 71 ±2.61 69±2.31 70 ± 2.72
กลุ่มแบคทีเรีย SL 35 ± 1.98 32 ± 2.01 34±2.14

ในปี 1996 Lai และ Khanna ได้คัดแยกแบคทีเรียจากดินบริเวณโรงกลั่นนํ้ามันโดยใช้ 
นํ้ามันดิบเป็นแหล่งคาร์บอน จากนั้น เลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการย่อยสลายสอง 
ชนิด ได้แก่ Acinetobacter calcoaceticus และ Alcaligenes odorans มาทดลอบการย่อย 
ลลายนํ้ามันดิบปริมาณ 1000 มก. ในอาหารเลี้ยงเชื้อ minimal salt เป็นเวลา 15 วัน พบว่า 
Acinetobacter calcoaceticus ลามารถย่อยลลายส่วนแซททูเรทได้ดีกว่าส่วนอะโรมาติก ในขณะ 
ท่ี Alcaligenes odorans ย่อยลลายทั้งลองส่วนได้ใกล้เคียงกัน Nakamura และคณะ (1996) นำ 
แบคทีเรีย 4 ชนิด ได้แก่ Acinetobacter sp. T4 Rhodococcus sp. PR4 Pseudomonas putida 
PB4 และ Sphingomonas sp. AJ1 มาลร้างเป็นกลุ่มแบคทีเรียเพื่อย่อยสลายนํ้ามันดิบอะรา 
เบียนชนิดเบา (Arabian light crude oil) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ basic salt ที่มีความเข้มข้นของ 
นํ้ามันดิบเป็น 4,000 มก.ต่อลิตร เม่ือผ่านไป 7 วัน พบว่า กลุ่มแบคทีเรียลามารถย่อยสลายส่วน 
แซททูเรท และอะโรมาติกได4้ 0  และ 21% ตามลำคับ

แม้ว่ากลุ่มแบคทีเรีย SL จะลามารถลดปริมาณนํ้ามันได้มากกว่าแบคทีเรียปริลุทธิ้ชนิดใด 
ชนิดหนึ่งก็ตาม แต่เห็นได้ว่าปริมาณที่ลดลงนั้นไม่มีความแตกต่างที่มีนัยสำคัญ จากงานวิจัยของ 
Singh และ Lin (2008) พบว่า กลุ่มแบคทีเรียแลดงประสิทธิภาพในการย่อยลลายที่ตํ่ากว่า 
แบคทีเรียปริลุทธ ผู้วิจัยกล่าว1ว่า เนื่องจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้มาจากกระบวนการเพิ่มจำนวน 
เดียวกัน (enrichment process) จึงมีความลามารถคล้ายคลึงกัน อาจเป็นได้ว่าแบคทีเรียเหล่านั้น 
แข่งขันกันใช้แหล่งคาร์บอน ส่งผล'ไห้ไม่สามารถย่อยลลาย1ได้ดีกว่าแบคทีเรียบ่ริสุทธิ้ นอกจากนี 
จำนวนเซลล์ของหัวเชื้อที่ใส่ลงไประหว่างหัวเชื้อของกลุ่มแบคทีเรีย และแบคทีเรียปริสุทธิ้ แม้จะมี 
การปรับให้เท่ากัน แต่จำนวนเซลล์ที่เป็นองค์ประกอบของแบคทีเรียภายในกลุ่มย่อมมีน้อยกว่า
จำนวนเซลล์ของหัวเชื้อแบคทีเรียบรีสุทธี้จึงอาจส่งผลอย่างที่สังเกตเห็นได้
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ดำเนินการหาภาวะเหมาะสมในการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในน้ํา 
เสียสังเคราะห์ เริ่มจากการแปรผันปริมาณนํ้ามันเริ่มต้นตั้งแต่ 50- 300 มก.ต่อลิตร ผลการศึกษา 
พบว่า ปริมาณนํ้ามันเริ่มต้นที่เหมาะสมในการย่อยสลายของกลุ่มแบคทีเรีย SL คือ 50 มก.ต่อลิตร 
โดยในวันสุดท้ายของการทดลอง ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นลดลงเหลือ 44% ในขณะท่ีส่วนแซททูเรท 
และส่วนอะโรมาติกเหลือ 49 และ 41% ตามลำดับ (รูป 4.8)

จากนั้นนำค่าที่ได้ มาทดลองแปรผันปริมาณไนโตรเจนเริ่มต้นที่เหมาะสมต่อไป โดยแปร 
ผันต้ังแต่ 5-100 มก.ต่อลิตร แต่คงอัตราส่วนระหว่าง ไนโตรเจน : ฟอสฟอรัสไว้ที่ 5 : 1 และพบว่า 
ปริมาณไนโตรเจนเริ่มต้นที่เหมาะลมคือ 10 มก.ต่อลิตร ทั้งนี้ในวันสุดท้ายของการทดลองที่
ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นเริ่มต้น 50 มก.ต่อลิตร ลดลงเหลือ 46% ในขณะที่ส่วนแซททูเรท และส่วน 
อะโรมาติกเหลือ 43 และ 49% ตามลำดับ (รูป 4.9) ผลการทดลองน้ีลอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Du และคณะ (1999) ที่ศึกษาปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสม ในการย่อยสลายนั้ามันในระบบ 
จำลอง พบว่าปริมาณไนโตรเจนที่ตํ่ากว่า 10 มก.ต่อลิตร จะจำกัดอัตราการย่อยสลายนํ้ามันใน 
ระบบ เนื่องจากนั้ามันเป็นไฮโดรคาร์บอนที่มีความซับซ้อนสูง จุลินทรีย์จึงต้องมีกิจกรรมมากกว่า 
ในการที่จะย่อยสลายนํ้ามัน

Xia และคณะ (2007) ได้ศึกษาผลของปริมาณของไนโตรเจนที่มีต่อการย่อยสลายนํ้ามัน 
ในระบบจำลองชายหาด โดยแปรผันปริมาณไนโตรเจนเป็น 1 5 และ 10 มก.ต่อลิตร ผลการทดลอง 
พบว่าปริมาณไนโตรเจนที่ก่อให้เกิดการย่อยสลายได้ดีที่ลุด คือ 5 10 และ 1 มก.ต่อลิตร ตามลำดับ 
ผูวิจัยกส่าวว่า ปริมาณไนโตรเจนที่ได้จากการวิจัยครั้งนี้ต่างจากรายงานที่มีก่อนหน้า แสดงว่า การ 
ย่อยสลายสารต่างชนิดในระบบที่ต่างกัน ย่อมมีความต้องการปริมาณสารอาหารแตกต่างกัน

จากนั้น แปรผันปริมาณฟอสฟอรัสเริ่มต้นที่เหมาะลม โดยแปรผันจาก 0.1-10 มก.ต่อลิตร 
พบว่าปริมาณฟอสฟอรัสเริ่มต้นที่เหมาะสม คือ 1 มก.ต่อลิตร เม่ือเวลาผ่านไป 7 วัน พบว่า 
ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นเริ่มต้น 50 มก.ต่อลิตร คงเหลือ 52% ในขณะที่ส่วนแซททูเรท และส่วนอะโร 
มาติกเหลือ 48 และ 49% ตามลำดับ (รูป 4.10)

สำหรับค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะลม ได้ทดลองแปรผันตั้งแต่ 6-8 ซึ่งครอบคลุมค่าท่ี 
วิเคราะห์ได้จากตัวอย่างนํ้าเลีย ผลการทดลองพบว่า ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสม คือ ท่ี 
ความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 7.5 พบว่า ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นเริ่มต้น 50 มก.ต่อลิตร เม่ือเวลาผ่าน 
ไป 7 วัน ปริมาณนั้ามันหล่อลื่นคงเหลือ 40% ในขณะท่ีส่วนแซททูเรท และส่วนอะโรมาติกเหลือ 
48 และ27% ตามลำดับ (ร ูป4.11)

การแปรผันอุณหภูมิที่เหมาะสม ได้ทดลองแปรผันตั้งแต่ 25-40°ซ พบว่าท่ีอุณหภูมิ 35 '’ซ 
ส่งผลให้เกิดการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นได้ดีที่สุด และแบคทีเรียมีการเจริญสูงสุดด้วยเช่นกัน โดย
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ในวันสุดท้ายของการทดลอง จากปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นเริ่มต้น 50 มก.ต่อลิตร มีปริมาณ 
นํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือ 33% ในขณะท่ีส่วนแซททูเรท และส่วนอะโรมาติกเหลือ 39 และ 22% 
ตามลำดับ (รูป 4.12) ทั้งนี้เม่ือพิจารณาการเจริญของกลุ่มแบคทีเรีย SL ท่ีอุณหภูมิ 25°ซ (รูป 
4.12ง) พบว่ามีการเจริญได้น้อย คือ เพ่ิมจาก 8.49 log CFU ต่อมล. เป็น 9.12 log CFU ต่อมล. 
ในวันท่ี 7 ขณะที่อุณหภูมิ 30 และ 35°ซ เพ่ิมเป็น 10.08 และ 10.09 log CFU ต่อมล. ตามลำดับ 
ท้งนีอาจเน่ืองมาจากหัวเซือของกลุ่มแบคทีเรีย SL เตรียมโดยเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องซ่ึงใกล้เคียง 
กับอุณหภูมิ 30 และ 35°ช มากกว่าท่ี 25°ซ กลุ่มแบคทีเรียจึงปรับตัวได้ดีกว่า ซ่ึงลอดคล้องกับ 
งานวิจัยของ Sokolovskâ และคณะ (2002) ที่เตรียมหัวเช้ือของ S ph ingom onas  sp. L-138 โดย 
เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 20°ซ แล้วตรวจสอบการย่อยสลายสารฟลูออรีนที่อุณหภูมิ 12 และ 20°ซ 
ผู้วิจัยพบ1ว'า S ph ingom onas  sp. L-138 สามารถย่อยสลายสารฟลูออรีน และเจริญได้ท้ังสอง 
อุณหภูมิทีทดลอง แต่ทีอุณหภูมิ 12 ซ S ph ingom onas  sp. L-138 ต้องใช้เวลาในการปรับตัวเพ่ือ 
ย่อยสลาย และเจริญนานกว่าที่อุณหภูมิ 20°ซ

ภาวะเหมาะสมในการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในนี้าเสียสังเคราะห์ 
ลามารถสรุปได้ดังตารางท่ี 5.2

ตารางท่ี 5.2 ภาวะเหมาะสมในการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในน้ําเสีย 
สังเคราะห์

ภาวะท่ีแปรผันในการทดลอง ภาวะท่ีเหมาะสม
ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือ

เปอร์เซ็นต์ มก.ต่อลิตร
ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นเริ่มต้น 50 มก.ต่อลิตร
ปริมาณไนโตรเจนเริ่มต้น 10 มก.ต่อลิตร
ปริมาณฟอสฟอรัสเริ่มต้น 1 มก.ต่อลิตร 33 ± 2.03 16.5 ± 1.01
ความเป็นกรด-ด่าง 7.5
อุณหภูมิ 35 ซ

ในปี 2002 Rahman และคณะ ได้ดัดแยกแบคทีเรียจากดินที่ปนเปีอนนี้ามันเชื้อเพลิง 
บริเวณสถานีบริการนํ้ามันโดยใช้นํ้ามันดิบเป็นแหล่งคาร์บอน แล้วนำแบคทีเรีย 5 ชนิดท่ีย่อยสลาย 
ได้สูงสุดมาเตรียมเป็นกลุ่มแบคทีเรีย ประกอบด้วยแบคทีเรียในสกุล M ic ro c o c c u s  sp. B acillus  
sp. C o ryne bacte rium  sp. F lavobacte rium  sp. และ P seudom onas  sp. ทดสอบการย่อยสลาย 
นํ้ามันดิบที่ความเข้มข้นต่างๆ ในอาหารเล้ียงเชื้อเหลว mineral salts พบว่า เม่ือเวลาผ่านไป 20
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วัน ภาวะที่เกิดการย่อยสลายสูงสุด คือ ที่ความเข้มข้นนํ้ามัน 1% ความเป็นกรด-ด่าง 7.5 และ 
อุณหภูมิ 30 ๐ซ โดยกลุ่มแบคทีเรียสามารถย่อยสลายนํ้ามันดิบได้ถึง 78%

ผลการคืกษาประสิทธิภาพของการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นในนํ้าเลียสังเคราะห์ของกลุ่ม 
แบคทีเรียกับแบคทีเรียบริลุทธตามข้อ 4.4 เห็นได้ว่า รูปแบบของการลดของปริมาณนํ้ามันและ 
รูปแบบการเจริญของกลุ่มแบคทีเรีย SL และแบคทีเรีย SLY มิความคล้ายคลึงกันทำให้คิดว่าอาจ 
เป็นไปได้ที่กิจกรรมการย่อยนั้นเกิดจาก SLY ตัวเดียว โดยแบคทีเรียที่เหลือในกลุ่มนั้นไม่มิล่วน 
เก่ียวข้อง จึงเปรียบเทียบการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นในนํ้าเลียสังเคราะห์ระหว่างกลุ่มแบคทีเรีย 
SL กับ แบคทีเรีย SLY โดยครั้งนี้จะปรับภาวะแวดล้อมตามค่าเหมาะสมที่ได้จากการทดลอง 
(ตาราง 5.2) ซึ่งต่างจากการทดลองเดิม เพื่อดูว่าการย่อยสลายนั้ามันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรีย 
อาจได้รับอิทธิพลล่วนใหญ่จากการทำงานของแบคทีเรีย SLY เพียงชนิดเดียว ถ้าหากเป็นเช่นนั้น 
จริง . การนำเอาแบคทีเรียไปใช้ในการบำบัดนํ้าเลียสถานีบริการนํ้ามัน ก็ไม่มิความจำเป็นต้องใช้ 
เป็นกลุ่มแบคทีเรีย ใช้เพียงแบคทีเรียปริลุทธิ้ SLY ชนิดเดียวก็ได้ ในการทดลองพบว ่า กลุ่ม
แบคทีเรีย SL ลามารถลดปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นได้ดีกว่าแบคทีเรีย SLY เมื่อเวลาผ่านไป 7 วัน 
ปริมาณนั้ามันหล่อลื่นคงเหลือจากการย่อยสลายของกลุ่มแบคทีเรีย SL และแบคทีเรีย SLY เป็น 
31 และ 58% ตามลำดับ (รูป 4.13) จากปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นเริ่มต้น 50 มก.ต่อลิตร นอกจากนี้ 
เมื่อติดตามพลวัตรประซากรของกลุ่มแบคทีเรีย SL และ แบคทีเรีย SLY ในวันที่ 0 1 3  5 และ 7 
ด้วยวิธี Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) (รูป 4.14) พบว่า แถบดีเอ็นเอของ 
แบคทีเรียท้ัง 4 ชนิดในกลุ่ม ปรากฏให้เห็นตลอดทั้ง 7 วันของการทดลอง แสดงให้เห็นว่ากลุ่ม 
แบคทีเรียลามารถมิชีวิตได้ตลอดระยะเวลาที่ทดลอง เมื่อพิจารณาจำนวนของกลุ่มแบคทีเรีย SL ท่ี 
นับได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่า เพ่ิมข้ึนเล็กน้อย ลำหรับแบคทีเรีย SLY พบว่ามิค่อนข้างคงที่ ต่าง 
จากผลการทดลองก่อนหน้านี้ในข้อ 4.4 ที่คืกษาค1วามสามารถ'ในการย่อยสลายนั้ามัน,หล่อล่ืนของ 
กลุ่มแบคทีเรีย SL ในนํ้าเลียสังเคราะห์ ที่รูปแบบการเจริญของแบคทีเรีย SLY มิแนวโน้มตามกลุ่ม 
แบคทีเรีย อาจเป็นไปได้ว่า ภาวะแวดล้อมที่ปรับให้เหมาะลมกับกลุ่มแบคทีเรีย ช่วยให้ประชากรใน 
กลุ่มเจริญได้ดี แต่ภาวะนี้อาจไม่เหมาะลมกับการเจริญของแบคทีเรีย SLY เมื่อมิอยู่เพียงชนิดเดียว 
นอกจากนี้ สังเกตได้ว่าแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรีย SLY จะปรากฏขึ้นสองแถบ ทั้งนี้อาจเกิดจาก 
แบคทีเรีย SLY มิจำนวน copy number ของ 16 เอส ไรโบโซมัลดีเอ็นเอ หลายชุด (Muyzer และ 
Smallar, 1998)

จากนั้น นำกลุ่มแบคทีเรีย SL มาทดสอบการย่อยนํ้ามันหล่อลื่นในนั้าเลียสถานีบริการ 
นํ้ามันแทนนํ้าเลียสังเคราะห์ซึ่งทราบองค์ประกอบที่แน่นอนและสะอาดกว่า ทั้งนี้คาดว่านํ้าเลียจาก 
สถานีบริการนั้ามันอาจมิสารซึ่งยับยั้งการเจริญและการย่อยสลายของกลุ่มแบคทีเรีย โดยนํ้าเลียท่ี
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นำมาใช้ในการทดลองนี้เก็บจากบริเวณบ่อพักนํ้า สถานีบริการนํ้ามันปตท.สถานีสนามเป้า
นำมาวิเคราะห์ค่าปริมาณปิโตรเลียมไฮโดรคาร์บอน บ่รมาณไนโตรเจน และปริมาณฟอสฟอรัส 
ท้ังหมด ได้เท่ากับ 6.5 3.4 และ 0.49 มก.ต่อลิตร ตามลำดับ ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.46 
จากน้ัน นำนํ้าเลียที่ได้มาปรับบ่รัมาณนํ้ามันหล่อลื่นเริ่มต้นเป็น 50 มก.ต่อลิตร แล้วฆ่าเชื้อด้วยการ 
นึ่งฆ่าเชื้อแบบมาตรฐานด้วยความดันไอ แล้วนำไปใช้ไนการทดลองโดยไม่ปรับภาวะแวดล้อมใดๆ 
เพื่อให้แน่ใจว่าการย่อยสลาย และการเจริญของกลุ่มแบคทีเรียเป็นผลมาจากองค์ประกอบของนํ้า 
เสีย ไม่ได้เกิดจากการแข่งขันกับจุลินทรีย์ประจำถิ่น ผลการทดลองพบว่า กลุ่มแบคทีเรียสามารถ 
ย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นในนํ้าเลียสถานีบริการนํ้ามันได้ เมื่อผ่านไป 7 วัน มีปริมาณน้ํามัน'หล่อล่ืน 
คงเหลือ 36% และมีจำนวนแบคทีเรียเพิ่มชื้นเล็กน้อย (รูปท่ี 4.15) ซึ่งชื้ให้เห็นว่า กลุ่มแบคทีเรีย 
ลามารถทนกับสภาพนํ้าเลียจริงที่มีองค์ประกอบหลากหลายได้ ล่วนหนึ่งอาจเป็นผลมาจากจุดเด่น 
ของสถานีบริการนํ้ามันสวนลุมพินีที่มีปริมาณรถที่เข้ามาใช้บริการล้างรถจำนวนมาก ล่งผลให้
แบคทีเรียเผชิญกับภาวะแวดล้อมที่มีทั้งนํ้ามัน ไขมัน สารต่างๆ อยู่ตลอดเวลา แบคทีเรียจึงมีการ 
ปรับตัว และสามารถเจริญอยู่ได้ Vieira และคณะ (2007) กล่าวว่าการเลือกใช้จุลินทรีย๊ไนพื้นที่ที่มี 
ประวัติการปนเปีอนมาก่อน จะข่วยลดระยะเวลาในการปรับตัวของจุลินทรีย์ได้

หลังจากนั้น ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรียในนํ้า 
เลียสถานีบริการนํ้ามันโดยแบ่งชุดการทดลองเป็นดังนี้ 1) ชุดควบคุม เพื่อดูการลดลงจากปัจจัย 
ทางกายภาพ 2) Natural attenuation (NAT) เพื่อดูการย่อยสลายที่เกิดจากจุลินทรีย์ประจำถิ่นใน 
นํ้าเลีย 3) Bioaugmentation 1 (AU1) มีการเติมกลุ่มแบคทีเรีย SL ลงไปในระบบ และ 4) 
Bioaugmentation 2 (AU2) มีการเติมกลุ่มแบคทีเรีย SL และปรับภาวะแวดล้อมให้เหมาะสม ดัง 
ตาราง 5.2 สำหรับทุกชุดการทดลองจะปรับปริมาณนํ้ามันตามค่าที่ได้จากผลการทดลองในข้อ 4.5 
คือ ปริมาณนี้ามันหล่อลื่นเริ่มต้น 50 มก.ต่อลิตร ผลการทดลองพบว่า ชุดการทดลองที่เติมกลุ่ม 
แบคทีเรีย SL และปรับภาวะแวดล้อม ก่อให้เกิดการย่อยสลายได้ดีที่สุด รองลงมาเป็นชุดทดลองที่ 
เติมแค่กลุ่มแบคทีเรีย และสุดท้ายคือชุดที่เป็น Natural attenuation เมื่อลังเกตการเจริญบน 
อาหารเลี้ยงเชื้อ พบ'ว่า'จุลินทรียใน'ชุดทดลอง Natural attenuation เพิ่มจำนวนได้น้อยมาก ซ่ึงอาจ 
เป็นผลมาจากการเติมนํ้ามันเพิ่มลงไปในระบบ ทำให้เกิดความไม่สมดุลของสารอาหาร จุลินทรีย์ 
จึงต้องการเวลาเพื่อปรับตัว (Lee และคณะ, 2007) เมื่อเปรียบเทียบการย่อยสลายระหว่าง ชุดการ 
ทดลองที่เติมกลุ่มแบคทีเรีย และปรับภาวะแวดล้อม กับชุดทดลองที่เติมแค่กลุ่มแบคทีเรีย พบว่า 
การปรับภาวะแวดล้อมให้เหมาะสมนั้น ส่งผลให้การย่อยสลายนํ้ามัน และการเจริญของแบคทีเรีย 
เกิดได้ดีกว่า ทั้งนี้นอกจากอุณหภูมิที่มีผลแล้ว อาจเกิดจากไนโตรเจนและฟอสฟอรัสที่เติมลงไปมัน 
ช่วยปรับอัตราส่วนของสารอาหารในระบบให้เป็นค่าที่เหมาะลม คือ 50 : 10 : 1 ในขณะที่ชุดการ
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ทดลองที่เติมเพียงกลุ่มแบคทีเรีย มีค่าอัตราส่วนปริมาณนํ้ามัน : ไนโตรเจน : ฟอลฟอรัล เป็น 102 : 
7 : 1 เมื่อติดตามพลวัตรประชากรของกลุ่มแบคทีเรีย SL และแบคทีเรียในนํ้าเสียสถานีบริการ 
นํ้ามันของทั้ง 3 ชุดการทดลอง ในวันที่ 0 3 5 และ 7 ด้วยวิธี DGGE พบว่า แบคทีเรียประจำถิ่นใน 
นํ้าเสียจากสถานีบริการนํ้ามันมีการเปลี่ยนแปลงในช่วงเวลาที่ทดลอง (รูป 4.17) เม่ือเปรียบเทียบ 
พลวัตรประชากรของกลุ่มแบคทีเรีย SL ในชุดทดลอง AU1 และ AU2 จะเห็นได้ว่ากลุ่มแบคทีเรีย 
SL สามารถเจริญได้ในนํ้าเสียจริงตลอดช่วงเวลาของการทดลองทั้ง 2 ชุด และมีความโดดเด่น 
มากกว่าแบคทีเรียประจำถิ่น ในชุดทดลอง AU2 การเปลี่ยนแปลงของแถบดีเอ็นเอมีมากกว่า ชุด 
ทดลอง AU1 สอดคล้องกับจำนวนแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CFMM ที่ชุดทดลอง 
AU2 มีจำนวนมากกว่า เมื่อพิจารณาร่วมกับปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือในชุดการทดลองทั้ง 
สอง จึงอาจอนุมานได้ว่า การปรับภาวะแวดล้อมให้เหมาะสมส่งผลดีต่อการเจริญและการย่อย 
สลายนํ้ามันหล่อลื่นของกลุ่มแบคทีเรีย SL

ทั้งนี้ เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นโดยกลุ่มแบคทีเรีย SL 
ในนํ้าเสียสถานีบริการนํ้ามัน พบดังแสดงในตารางที่ 5.3

ตารางที่ 5.3 ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือจากการย่อยสลายของกลุ่มแบคทีเรีย SL ใน'นาเสีย 
สถานีบริการนํ้ามัน

การทดลอง ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือ
เปอร์เซ็นต์ มก.ต่อลตร

การย่อยสลายที่เกิดจากจุสินทรีย์ประจำถิ่นในนํ้าเสีย 55 ± 1.67 28 ± 0.85
เติมกลุ่มแบคทีเรีย SL ในนํ้าเสียที่ฆ่าเชื้อ 36 ± 1.73 18 ± 0.88
เติมกลุ่มแบคทีเรีย SL 44 ± 2.51 22 ± 1.26
เติมกลุ่มแบคทีเรีย SL และปรับภาวะแวดล้อมให้ 
เหมาะลม 29 ± 2.46 15 ± 1.23

แม้ว่าการ เติมกลุ่มแบคทีเรีย SL และปรับภาวะแวดล้อมให้เหมาะลมจะช่วยให้เกิดการ 
ย่อยสลาย'ได้ดีท่ีสุด อย่างไรก็ตามการบำบัดนํ้าเสียสถานีบริการนํ้ามันในสถานที่จริง อาจไม่
สามารถปรับภาวะแวดล้อมให้เหมาะลมตามการทดลองได้ทุกประการ ดังนั้นประสิทธิภาพของการ 
บำบัดในสถานที่จริงอาจลดลง ซึ่งในการทดลองครั้งนี้มีชุดทดลองที่เติมกลุ่มแบคทีเรีย SL ลงไป 
และไม่ได้ปรับภาวะแวดล้อมอื่นใดเป็นตัวแทน โดยพบว่าในชุดทดลองนี้มีปริมาณนํ้ามันหล่อลื่น 
คงเหลือ 44% หรือ 22 มก.ต่อลิตร ซึ่งปริมาณนํ้ามันยังคงเกินเกณฑ์ที่กฎหมายกำหนด คือ ต้องไม่
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เกิน 15 มก.ต่อลิตร (กรมควบคุมมลพิษ, 2545) แต่มีประสิทธิภาพดีกว่าปล่อยให้เกิดการย่อย 
สลายตามธรรมชาติ ที่ปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือ 55% หรือ 28 มก.ต่อลิตร

นอกจากนั้น การทดลองครั้งนี้ได้ย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นโดยกลุ่มแบคทีเรีย SL ท่ีภาวะ 
เหมาะสมท้ังหมด 3 คร้ัง คือ 1) จากการหาภาวะเหมาะสมในนั้าเสียสังเคราะห์ที่อุณหภูมิ 35°ซ 
(รูป 4.12) 2) จากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลายระหว่างกลุ่มแบคทีเรีย SL และ 
แบคทีเรีย SLY ในนํ้าเสียสังเคราะห์ (รูป 4.13) และ 3) จากการทดสอบประสิทธิภาพการย่อย 
สลายในนํ้าเสียจากสถานีบริการนํ้ามันในชุดทดลอง AU2 (รูป 4.16) โดยประสิทธิภาพในการย่อย 
สลายของท้ัง 3 ชุดทดลองมีค่าใกล้เคียงกัน คือ จากปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นเรมต้น 50 มก.ต่อลิตร 
ในวันท่ี 7 จะมีปริมาณนํ้ามันหล่อลื่นคงเหลือ 33 31 และ 29% ตามลำดับ

การทดลองนี้เป็นเพียงแนวทางในการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่น 
ในนํ้าเสียจากสถานีบริการนํ้ามันเท่านั้น การนำเอากลุ่มแบคทีเรีย SL ไป'ใช้ในการบำบัด'จริง จึง 
ควรมีการคืกษาเพิ่มเติมก่อน เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการบำบัดให้มีมากยิ่งขึ้น โดยอาจคืกษ'าการ 
ตรึงเชลล์กลุ่มแบคทีเรียบนวัสดุต่างๆ เนื่องจากนํ้าเสียสถานีบริการนํ้ามันจะมีเข้ามาในบ่อพักเกือบ 
ตลอดเวลาสำหรับบางสถานี และในบางครั้งนํ้าเสียอาจเข้ามาเป็นจำนวนมาก การนำกลุ่ม
แบคทีเรีย SL ในรูปเซลล็อิสระไปใช้ อาจทำให้กลุ่มแบคทีเรีย SL หายไปจากระบบได้ นอกจากน้ี 
อาจนำกลุ่มแบคทีเรีย SL ไปใช้ร่วมกับวิธีการบำบัดแบบอื่น เช่น Fluidized bed reactors เพ่ือ 
ช่วยลดระยะเวลาของการบำบัด และเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพของการย่อยสลายนํ้ามันหล่อลื่นให้ 
มากย่ิงข้ึน
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