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บทคัดย่อ 

ชื่อโครงงานวิจัย การแยกและคัดเลือกจุลินทรีย์ที่ยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎
แล๎ว 
Isolation and Screening of Waste Lubricating Oil-Degrading 

Microorganisms  
ชื่อผู๎วิจัย   วิชุดา  กล๎าเวช 

สาขาวิชาวิทยาศาสตร์ชีวภาพและสิ่งแวดล๎อม  คณะวิทยาศาสตร์   
มหาวิทยาลัยทักษิณ    

 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยกและคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการยํอยสลายสาร

ไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล๎อม โดยท าการเก็บตัวอยํางดินที่มีการปนเปื้อนสาร
ไฮโดรคาร์บอน จ าพวกน้ ามันดิบ ( Crude oil) และน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว (Waste 
lubricating oil, WLO) ในพื้นที่ภาคใต๎ตอนลําง ได๎แกํจังหวัดนครศรีธรรมราช พัทลุง และสงขลา 
พบวํามีเชื้อจุลินทรีย์จ านวน 56 ไอโซเลทที่สามารถเจริญเติบโตได๎ในอาหาร MSM ที่เติม
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วร๎อยละ 1 เป็นแหลํงคาร์บอนได๎ โดยเป็นเชื้อแบคทีเรีย  38 ไอโซ
เลท และเป็นเชื้อยีสต์  18 ไอโซเลท นอกจากนี้ยังพบวํามีเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได๎ 6 ไอโซเลทซึ่ง
สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎มากกวําร๎อยละ 50 โดยแบคทีเรียไอโซเลทที่
มีความสามารถในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ได๎ 5 ไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท WK1 
WK2 WK3 WK4 และWK5 และเชื้อยีสต์ 1 ไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท WK6 แล๎วน าจุลินทรีย์ทั้ง 6 
ไอโซเลทไปจ าแนกโดยการหาล าดับดีเอนเอ ผลของลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็งพบวํา เชื้อที่แยก
ได๎มีลักษณะโคโลนีรูปรํางคํอนข๎างกลม สีขาวขุํน เป็นมันวาว มีทั้งขอบโคโลนีแบบเรียบ หยัก และ
แบบกระสวย เมื่อน ามาย๎อมสีแกรมแล๎วดูภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ พบวํา ทั้ง 4   ไอโซเลท ได๎แกํ 
WK1 เป็นแบคทีเรียทํอนยาว ติดสีแกรมบวก WK2 เป็นแบคทีเรียทํอนยาว ติดสีแกรมบวก WK3 
เป็นแบคทีเรียทํอนสั้น ติดสีแกรมบวก สร๎างสปอร์ และ WK4 เป็นแบคทีเรียทํอนสั้น ติดสีแกรม
บวก สร๎างสปอร์ และอีก 1 ไอโซเลท คือ WK5 เป็นแบคทีเรียแกรมลบ นอกจากนั้นลักษณะโคโลนี
ของเชื้อยีสต์ WK6 บนอาหารแข็ง YM เป็นยีสต์รูปรํางไขํ มีการแบํงเซลล์แบบแตกหนํอ ซึ่งจากการ
พิสูจน์เอกลักษณ์ยืนยันทางอณูโมเลกุล ด๎วย 16S rDNA พบวํา  WK1 คือ Bacillus  cereus   WK2 
คือ Bacillus altitudinis WK3 คือ Bacillus amyloliquefaciens,WK4 คือ Bacillus subtilis  WK5 คือ 
Serratia  sp. และการพิสูจน์เอกลักษณ์ยืนยันทางอณูโมเลกุล ด๎วย 26S rDNA WK6 คือ 
Issatchenkia  orientalis นอกจากนั้นยังได๎ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตํอการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ ใช๎แล๎วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่แยกได๎จากตัวอยํางดินที่มีการปนเปื้อนของ
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น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ ซึ่งวิเคราะห์ด๎วยวิธี weight loss ผลการทดลองพบวําในอาหาร BSM ที่เติม 
WLO ร๎อยละ 10 เป็นแหลํงคาร์บอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหลํงไนโตรเจน ปรับพีเอชเร่ิมต๎น
เทํากับ 7.0  บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และความเร็วรอบในการเขยําเทํากับ  150  รอบตํอนาที  
จากนั้นวัดคําการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ พบวํา เชื้อจุลินทรีย์ผสมเจริญได๎ดีที่สุดใน
ชํวงเวลา 48 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังสํงผลตํอประสิทธิภาพการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว 
กลําวคือ เชื้อจุลินทรีย์ผสมสามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วมีประสิทธิภาพการยํอย
สลายสูงสุดที่เวลา 48 ชั่วโมง โดยมีคํา weight loss เทํากับร๎อยละ 52.60 อีกทั้งเมื่อน าสํวนใสที่ได๎จาก
ปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนของเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ซึ่งเลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสมมาทดสอบ
คุณสมบัติของการเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant) โดยทดสอบสมบัติของการเป็นสาร
ลดแรงผิวด๎วยวิธี Oil Displacement Area test (ODA) พบวํา ที่เวลา  48 ชั่วโมง เชื้อจุลินทรีย์ผสมมี
การผลิตสารลดแรงผิวชีวภาพ เพราะสามารถท าให๎น้ ามันดิบชนิด Weathered crude oil เกิดการ
กระจายน้ ามันมีพื้นที่   11  ตารางเซนติเมตร  ในขณะที่ผลการทดสอบคุณสมบัติการเป็นสารอิมัลซิ
ไฟด์เออร์ชีวภาพ (Bioemulsifier) ตํอน้ ามัน 4 ชนิด ได๎แกํ น้ ามันก๏าด (kerosene) น้ ามันถั่วเหลือง  
น้ ามันปาล์ม  และน้ ามันร าข๎าว  พบวํา ที่เวลา  48 ชั่วโมง เชื้อจุลินทรีย์ผสมมีความสามารถในการ
สร๎างสารอิมัลซิไฟเออร์ชีวภาพกับน้ ามันร าข๎าวได๎ดีที่สุด กลําวได๎วําเชื้อจุลินทรีย์ผสมนี้ไมํเพียงแตํ
จะสามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว แตํยังผลิตสารลดแรงตึงชีวภาพได๎อีกด๎วย  
เมื่อน าเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎มาประยุกต์ใช๎ในชุดการทดลองที่  1 คือดินที่ผํานการฆําเชื้อ
แล๎วเติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วร๎อยละ 10 จากนั้นเติมกลุํมเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได๎ 
พบวําจ านวนจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎มีจ านวนเพิ่มมากขึ้น
จากวันเร่ิมต๎น ในขณะที่ชุดการทดลองที่ 2 คือดินที่ผํานการฆําเชื้อแล๎วเติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์
ที่ใช๎แล๎วร๎อยละ 10 แตํไมํเติมเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ เกิดการเปลี่ยนแปลงของจ านวน
จุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วน๎อยมาก  สํวนชุดการทดลองที่ 3 
และ 4 ใช๎ดินที่ไมํมีการฆําเชื้อ   จ านวนจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎
แล๎วลดลงอยํางมาก   นอกจากนี้ผลการประยุกต์ใช๎เชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ในการยํอยสลาย
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วในดินทั้ง 4 ชุดการทดลอง ซึ่งวิเคราะห์ด๎วยวิธี weight loss ผลการ
ทดลองพบวํา ชุดการทดลองที่ 1 ให๎ประสิทธิภาพในการยํอยสลายสูงที่สุด คือร๎อยละ 48.67 
รองลงมาได๎แกํชุดทดลองที่  4 ซึ่งใช๎ดินไมํฆําเชื้อแล๎วเติม เชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ ให๎
ประสิทธิภาพในการยํอยสลายสูงที่สุดร๎อยละ 41.33  ในขณะที่ชุดควบคุม คือชุดการทดลองที่ 2 
สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎เทํากับร๎อยละ 16.50  จากผลการศึกษา
สามารถสรุปได๎วําสามารถน าเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดแยกได๎จากบริเวณที่มีการปนเปื้อนสาร
ไฮโดรคาร์บอนมาประยุกต์ใช๎ในการจัดการสารปนเปื้อนในสิ่งแวดล๎อมได๎อยํางมีประสิทธิภาพ 
และเป็นมิตรตํอสิ่งแวดล๎อม 
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Abstract 

 
 This research aims to isolate and screen microorganisms that capable degrading 
hydrocarbons which contaminated in environment. The hydrocarbons such as crude oil and 
weathered crude oil contaminated soil samples were collected from lower Southern region 
including Nakhonsrithammarat, Phatthalung and Songkhla Provinces. The result showed 56 
isolates (38 bacteria and 18 yeasts) that can grow in MSM medium containing 1 percent Waste 
Lubricating Oil (WLO)  as a carbon source. In addition, 6 selected isolates can degrade WLO 
more than 50 percent. 5 bacteria strains, namely WK1, WK2, WK3, WK4 and WK5 whereas 1 
yeast strain, namely WK6 were identified by morphology and DNA sequencing analysis. The 
result of morphology of colonies on agar medium showed round shape, off white color, shiny and 
smooth, wavy and shuttle with margin. When Gram staining and view under compound 
microscope, the result indicated WK1 and WK2 are long rod whereas WK3 and WK4 are short 
rod and produce endospores. All of 4 strains (WK1, WK2, WK3 and WK4) are Gram positive but 
WK5 is negative Gram and short rod. Moreover, WK6 is a yeast strain. It has oval shape and 
reproduction by budding. The identification result of 6 selected strains, WK1, WK2, WK3 WK4, 
WK5 and WK6 were indicated Bacillus cereus, Bacillus altitudinis, Bacillus amyloliquefaciens, 
Bacillus subtilis, Serratia  sp. and  Issatchenkia  orientalis, respectively. The factors effecting for 
hydrocarbon degradation were also studied by the selected consortium microorganisms with 
weight loss method. The result of optimum condition for the WLO degradation the consortium 
contained 10% WLO as a carbon source, 3 g/L ammoniumsulfate as a nitrogen source with an 
initial pH 7.0. When they were cultivated in this medium in shake-flask (50 ml medium in 250 ml 
flask) at 150 rpm and 37C, it showed maximum growth and the highest degrading activity was 
at the 52.60% weight loss at 48 h.  In addition, the consortium can produce biosurfactant. 
Determination of Oil Displacement Area test (ODA), the result showed area of displacement as 
11 cm2. Emulsification activity (%EA) of supernatant with kerosene, soy bean oil, palm oil or rice 
bran oil, the result exhibited the best %EA with rice bran oil. From these results, the consortium 
not only can degrade WLO but also produce biosurfactant.  The consortium was used for 
bioremediation of WLO-contaminated soil. They had 4 treatments, treatment 1 abiotic treatment 
(sterile waste lubricating contaminated soil + 10% WLO +consortium), the result of treatment 1 
showed the amount of WLO-degrading microorganisms was increased from 0 day while 
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treatment 2 abiotic treatment (sterile waste lubricating contaminated soil + 10% WLO), exhibited 
the lower amount of WLO-degrading microorganisms than treatment 1 whereas treatment 3 and 4 
were biotic treatment. The result of treatment 3 and 4  exhibited amount of WLO-degrading 
microorganisms were decreased. Finally, the application of the selected consortium to WLO 
degradation of the 4 experiments showed treatment 1was the high potential, 48.67% weight loss 
followed by treatment 4 which had 41.33% weight loss while the control, treatment 2 was 16.50% 
weight loss. The conclusion of this research showed that this selected consortium which isolated 
from hydrocarbon contaminated soil can apply in xenobiotic contaminant effectively management 
and environmental friendly.  
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บทที่ 1 

บทน า 
 
1.1 ที่มาและความส าคัญ 

 ภาวะมลพิษในสิ่งแวดล๎อมอันเนื่องมาจากการปนเปื้อนและการสะสมของสารเคมีและของ
เสียอันตรายก าลังเป็นปัญหาใหญํของประเทศตํางๆ ทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทย การตกค๎างและ
ปนเปื้อนสารมลพิษในสิ่งแวดล๎อมเกิดจากการผลิตและใช๎ในปริมาณสูงในอุตสาหกรรม 
เกษตรกรรม การบริโภค อุปโภค และการประกอบกิจกรรมตํางๆ ของมนุษย์ รวมถึงเหตุการณ์  
ภัยพิบัติที่เกิดจากธรรมชาติเมื่อเร็วๆ นี้ ที่เมืองฟูกูชิมะ ประเทศญ่ีปุ่น ด๎วยกิจกรรมตํางๆ ที่กลําวมา
ข๎างต๎นท าให๎สารเคมีหรือสารมลพิษร่ัวไหลสูํสิ่งแวดล๎อม เชํน การเกิดอุบัติเหตุของเรือบรรทุก
น้ ามันซึ่งเป็นสาเหตุการร่ัวไหลและปนเปื้อนของน้ ามันและไฮโดรคาร์บอนในทะเล การเกิด
แผํนดินไหวสํงผลให๎เตาปฏิกรณ์นิวเคลียร์ระเบิดท าให๎เกิดการร่ัวไหลของสารกัมมันตภาพรังสีออก
สูํดิน น้ า และบรรยากาศ เป็นต๎น และลําสุดกับเหตุการณ์ทํอสํงน้ ามันของบริษัทพีทีทีจีซีร่ัว สํงผล
ให๎น้ ามันดิบร่ัวไหลลงสูํทะเลที่อําวพร๎าว เกาะเสม็ด จังหวัดระยอง แล๎วกระจายตัวจนพัดเข๎าม า
ปนเปื้อนที่ชายหาด และโขดหิน การยํอยสลายและบ าบัดสารมลพิษที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล๎อม
เหลํานี้สามารถท าได๎โดยใช๎กระบวนการทางกายภาพ เชํน การเผา และการฝังกลบ เป็นต๎น 
กระบวนการทางเคมี เชํน การท าให๎สารมลพิษเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน สํงผลให๎สารมลพิษ
ตกตะกอน และถูกสกัดแยกออกจากสิ่งแวดล๎อมได๎  และกระบวนการทางชีวภาพ ซึ่งเป็นการจัดการ
สารมลพิษโดยอาศัยความสามารถของสิ่งมีชีวิต ได๎แกํ จุลินทรีย์ และพืชที่มีความสามารถในการ
ยํอยสลายและ/หรือบ าบัดสารปนเปื้อนในสิ่งแวดล๎อม กระบวนการทั้ง 3 ข๎างต๎นมีทั้งข๎อดีและ
ข๎อเสียแตกตํางกันไป อยํางไรก็ตาม เมื่อค านึงถึงผลกระทบที่อาจเกิดขึ้นในระหวํางและ /หรือ
ภายหลังการยํอยสลายและการบ าบัด รวมทั้งการยอมรับของประชาชนแล๎ว การยํอยสลายและบ าบัด
สารมลพิษที่ปนเปื้อนโดยชีววิธี (Biodegradation and Bioremediation)  ซึ่งเป็นกระบวนการทาง
ชีวภาพที่อาศัยความสามารถของจุลินทรีย์ และ/หรือพืชในการยํอยสลายหรือเปลี่ยนรูปสารมลพิษ
ให๎มีความเป็นพิษน๎อยลงหรือหมดไป จัดวําเป็นกระบวนการที่มีความเสี่ยงต่ าและกํอให๎เกิด
ผลกระทบด๎านลบน๎อยกวํากระบวนการอ่ืนๆ ดังนั้นในชํวง 2-3 ทศวรรษที่ผํานมาจนถึงปัจจุบันการ
ยํอยสลายและบ าบัดสารมลพิษที่ปนเปื้อนโดยชีววิธีจึงเป็นวิธีที่น ามาประยุกต์ใช๎มากขึ้นในประเทศ
ตํางๆ ทั่วโลก ส าหรับประเทศไทย หลักการและเทคนิคการยํอยสลายและบ าบัดสารมลพิษที่
ปนเปื้อนในสิ่งแวดล๎อมโดยชีววิธีนี้จัดเป็นเทคโนโลยีใหมํ (อลิสา, 2553) นอกจากนี้จุลินทรีย์บาง
ชนิดยังมีประโยชน์ในการใช๎เป็นตัวการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (Biosurfactant) ซึ่งใช๎เป็น
สารอิมัลซิฟายเออร์  สารท าให๎เกิดฟอง    ตัวท าละลาย และสารลดความหนืด รวมทั้งมีการใช๎ใน
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สิ่งแวดล๎อมมากขึ้น เชํน ใช๎ขจัดคราบน้ ามันและสารพิษที่ปนเปื้อนในน้ าและดิน โดยใช๎สาร 
Rhamnolipid จากแบคทีเรีย Pseudomonas sp. Surfactin จาก Bacillus subtilis  Emulsan จาก 
Acinetaobacter sp. และ Glycolipid จาก Rhodococcus sp. เป็นต๎น จะเห็นได๎วํามีการใช๎สารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่หลากหลายเพื่อใช๎ในการขจัดคราบน้ ามันทดแทนการใช๎สารเคมี ทั้งนี้เนื่องจาก
สามารถถูกยํอยสลายได๎ทางชีวภาพ (biodegradability) ได๎งําย และไมํเป็นอันตราย   (สอ้ิง, 2542) 
นอกจากนี้  Vasudevan and Rajaram (2001) ศึกษาการยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่
ปนเปื้อนในดินโดยการใช๎เทคนิค Bioaugmentation  พบวําการเติมกล๎าเชื้อแบคทีเรียจะให๎
ประสิทธิภาพการยํอยสลายร๎อยละ 40  หลังจากท าการบํมเป็นเวลา 90 วัน  และเมื่อเติมสารอาหาร 
อนินท รี ย์ รํ วมกั บก า ร เ ติ ม กล๎ า เ ชื้ อ จะ ให๎ ประสิ ทธิ ภ าพ ใ นกา รยํ อ ยสล าย ร๎อ ยละ  65   
อีกทั้งจากการคัดเลือกกลุํมเชื้อจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วจาก
ดินที่ปนเปื้อนน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วบริเวณอํูซํอมรถและปั๊มน้ ามันในเขตจังหวัด
นครศรีธรรมราช  สุราษฏร์ธานีและสงขลาโดยวิธี enrichment culture ในอาหาร mineral salt 
medium (พีเอช 7.0) ที่มีน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วร๎อยละ 1 เป็นแหลํงคาร์บอน โดยเลี้ยง
เชื้อที่อุณหภูมิห๎อง (30±2 องศาเซลเซียส) และเขยําด๎วยความเร็วรอบ 200 รอบตํอนาที  พบวํากลุํม
เชื้อจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพการยํอยสลายสูงสุดคือ SC-9 มีประสิทธิภาพการยํอยสลายร๎อยละ 40   
เมื่อน ากลุํมเชื้อ SC-9 มาศึกษาปริมาณสูงสุดของน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วที่เชื้อจุลินทรีย์
สามารถยํอยสลายได๎  พบวําความเข๎มข๎นของน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วเทํากับ ร๎อยละ 1 มี
ประสิทธิภาพการยํอยสลายสูงสุดเทํากับร๎อยละ 40.46 (จิตติมา, 2551) 

จากเหตุผลดังกลําวข๎างต๎นจะเห็นได๎วํากลุํมเชื้อจุลินทรีย์  หรือเชื้อจุลินทรีย์ผสมนั้นมี
ประสิทธิภาพในการยํอยสลายได๎ดีกวําจุลินทรีย์เดี่ยว จึงท าให๎ผู๎วิจัยสนใจที่จะแยกและคัดเลือก
จุลินทรีย์ที่แยกจากดินบริเวณพื้นี่ภาคใต๎ตอนลํางที่มีความสามารถในการยํอยสลายสารยํอยสลาย
ยาก จ าพวกไฮโดรคาร์บอน น้ ามันดิบ และ/หรือน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว และ/หรือสร๎าง
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  จากนั้นศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตํอการยํอยสลายสารมลพิษที่ปนเปื้อนใน
ดิน เมื่อคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการยํอยสลายและบ าบัดสารมลพิษที่ปนเปื้อนโดยชีว
วิธีแล๎ว จะมุํงเน๎นน าเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ไปประยุกต์ใช๎ในแบบจ าลองดินที่มีการปนเปื้อน
สารมลพิษในระดับห๎องทดลอง (Lab scale) ได๎ 
 

1.2 วัตถุประสงค ์

1.2.1 เพื่อแยกและคัดเลือกจุลินทรีย์จากดินที่สามารถยํอยสลายสารไฮโดรคาร์บอนที่

ปนเปื้อนในสิ่งแวดล๎อมได๎และ/หรือสร๎างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant)  
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1.2.2 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตํอการยํอยสลายสารไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในดิน

โดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ 

1.2.3 ประยุกต์ใช๎เชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ในแบบจ าลองดินที่มีการปนเปื้อนสาร

ไฮโดรคาร์บอนในระดับห๎องทดลอง (Lab scale) 

 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.3.1 ทราบชนิดของเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่แยกได๎จากดินที่สามารถยํอยสลายสาร

ไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล๎อมได๎และ/หรือสร๎างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant)  

1.3.2 ทราบสภาวะที่เหมาะสมตํอการยํอยสลายสารไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในดิน

โดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ 

1.3.3 สามารถประยุกต์ใช๎เชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ในแบบจ าลองดินที่มีการ

ปนเปื้อนสารไฮโดรคาร์บอนในระดับห๎องทดลอง (Lab scale) 
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1.4 กรอบแนวคิดการวิจัย 

สมมุติฐานงานวิจัย : จุลินทรีย์ที่แยกและคัดเลือกจากดินที่ปนเปื้อนสารยํอยสลายยาก 

จ าพวกน้ ามันดิบ และน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว นําจะมีศักยภาพในการก าจัดและบ าบัด

สารยํอยสลายยากดังกลําว นอกจากนี้ประสิทธิภาพในการยํอยสลายของจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได๎

ควรสูงขึ้นเมื่ออยูํในสภาวะที่เหมาะสม รวมถึงสามารถน าจุลินทรีย์กลุํมนี้ไปประยุกต์ใช๎ในระดับ

ห๎องทดลองได๎ 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1 กรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

ดินที่มีการปนเปื้อนสารยํอยสลายยาก จ าพวก
น้ ามันดิบ และน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว 

ท าการเก็บตัวอยํางดินที่ปนเปื้อนสารไฮโดรคาร์บอน จากนั้นน ามา
แยกและคัดเลือกจุลินทรีย์ที่สามารถเจริญในอาหารคัดเลือกที่มีการ

เติมน้ ามันดิบ และน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว 

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตํอการยํอยสลายสาร
ไฮโดรคาร์บอน และ/หรือสร๎างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

น าจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ซึ่งมีประสิทธิภาพในการ
ก าจัดและบ าบัดสารยํอยสลายยากจ าพวกน้ ามันดิบ และ
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วสูง ไปประยุกต์ใช๎กับ
แบบจ าลองดินที่มีการปนเปื้อนสารยํอยสลายยากในระดับ

ห๎องทดลอง 
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1.5 ขอบเขตการศึกษา 
ท าการแยกและคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนด๎วยวิธี  

enrichment  culture  ซึ่งแยกได๎จากตัวอยํางดินที่มีการปนเปื้อนน้ ามันดิบ และน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ โดยเก็บตัวอยํางในเขตพื้นที่ภาคใต๎ ได๎แกํ จังหวัดนครศรีธรรมราช พัทลุง และสงขลา 
จากนั้นน าไอโซเลทที่แยกได๎มาศึกษาลักษณะการเจริญและสัณฐานวิทยาของจุลินทรีย์และล าดับ 
ดีเอ็นเอ    และศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตํอการยํอยสลายสารดังกลําวในดินโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่
คัดเลือกได๎  โดยศึกษาการเจริญและประสิทธิภาพในการยํอยสลายโดยท าการวิเคราะห์ผลการยํอย
สลายน้ ามันดิบ และน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วโดยวิธีการค านวณหาน้ าหนักที่หายไป 
(Weight loss)  ทดสอบคุณสมบัติการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากนั้นน าเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่
คัดเลือกได๎ไปประยุกต์ใช๎ในการก าจัดและบ าบัดสารยํอยสลายยากดังกลําวในแบบจ าลองดินใน
ระดับห๎องทดลอง (Lab scale) 
 ตัวอยํางดิน และน้ าที่มีการปนเปื้อนน้ ามันดิบ และน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ 
 ขอบเขตพื้นที่ ได๎แกํ เขตพื้นที่จังหวัดนครศรีธรรมราช พัทลุง และสงขลา   
 ขอบเขตเวลา ท าการศึกษาและวิเคราะห์เป็นเวลา 1 ปี (เร่ิมตั้งแตํการอนุมัติโครงการ) 
 

1.6 แผนการด าเนินงานตลอดโครงการ 
 

ประเด็นที่ท าการศึกษา เดือน ผลที่คาดว่าจะได้รับ 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1.  ท าการเก็บตัวอยํางดินเพ่ือ
ม า คั ด แ ย ก แ ล ะ คั ด เ ลื อ ก 
จุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพใน
การยํอยสลายสารยํอยสลาย
ยาก และ/หรือสร๎างสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ  

            ได๎จุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการยํอย
สลายสารยํอยสลายยาก และ/หรือสร๎าง
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

2.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสม
ในการก าจัดและบ าบัดสาร
ยํ อ ย ส ล า ย ย า ก โ ด ย 
เชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือก
ได ๎

            ทราบสภาวะที่เหมาะสมของจุลินทรีย์ที่
ให๎ประสิทธิภาพสูงสุดในการก าจัดและ
บ าบัดสารยํอยสลายยาก 

3.  การประยุกต์ใช๎
เชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือก
ได๎มาก าจัดและบ าบัดสารยํอย
สลายยากในพ้ืนที่จ าลองซึ่งมี
การปนเปื้อนของสารยํอย
สลายยาก 

            ทราบศักยภาพในการก าจัดและบ าบัดสาร
ยํอยสลายยากในพ้ืนที่จ าลองซึ่งมีการ
ปนเปื้อนของสารยํอยสลายยากของ
จุลินทรีย์ที่คัดเลือกได๎ 
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ประเด็นที่ท าการศึกษา เดือน ผลที่คาดว่าจะได้รับ 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

4. ท าการรวบรวมข๎อมูล
ทั้งหมดพร๎อมวิเคราะห์และ
สังเคราะห์ข๎อมูล 

            จัดการข๎อมูลและประมวลผลข๎อมูลที่ได๎
จากการเก็บข๎อมูลทุกขั้นตอน  จากนั้นท า
การสรุปและอภิปราบผล   
รายงานฉบับสมบูรณ์ 
 

5.  ด าเนินการเขียนงานวิจัย
เ พ่ื อ น า ข๎ อ มู ล ผํ า น ก า ร
วิเคราะห์และสังเคราะห์มา
เป็นฐานข๎อมูลส าหรับวาง
แผนการเผยแพรํตํอไป 

            

6. น าเสนองานวิจัยฉบับ
สมบูรณ์ 

            งานวิจัยฉบับสมบูรณ์ เพื่อเผยแพรํข๎อมูล
ตํอไป 
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บทที่ 2  

เอกสารงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
2.1  การก าจัดสารประกอบไฮโดรคาร์บอน 
 การก าจัดสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนอยูํในสิ่งแวดล๎อมสามารถท าได๎
หลายวิธีตามความเหมาะสมของแตํละพื้นที่  โดยปกติแล๎วสามารถแบํงออกเป็น 3 วิธีหลักคือ   
 1) วิธีการทางกายภาพ (Physical method)   

       เป็นวิธีการควบคุม  ก าจัด  และเก็บกวาดคราบน้ ามันด๎วยกลวิธี หรืออุปกรณ์
เคร่ืองมือ  อุปกรณ์แตํละชนิดมีหลักการและประสิทธิภาพในการท างานแตกตํางกัน  และในบาง
พื้นที่จ าเป็นต๎องใช๎เคร่ืองมือมากกวํา 1 ชนิด มาปฎิบัติงานในลักษณะผสมผสานกัน ซึ่ง
ประกอบด๎วยวิธีดังตํอไปนี้ 

  1.1) การเติมอากาศ เป็นการเพิ่มออกซิเจนละลายในน้ าให๎มีปริมาณสูงขึ้น 
อาจใช๎แอร์เจท (Air jet) หรือกังหันส าหรับวิดน้ า 

1.2) Soil vapor extraction เป็นวิธีบ าบัดโดยการดูดสารไฮโดรคาร์บอนที่
ระเหยได๎ออกจากดิน ซึ่งการบ าบัดจะได๎ผลดีในดินที่มีความพรุนสูง ดังนั้นดินที่มีความพรุนต่ าหรือ
แนํนทึบสามารถเพิ่มความพรุนและรอยแตกร๎าวด๎วยเทคนิคตํางๆ เชํน การใช๎น้ าหรืออากาศความ
ดันสูงอัดลงในชั้นดินเพื่อท าให๎เกิดรอยร๎าว เป็นต๎น 

1.3) การเผา เป็นวิธีบ าบัดที่สามารถท าได๎รวดเร็ว สามารถก าจัดน้ ามันที่
ปนเปื้อนได๎หมดถึงร๎อยละ 98 แตํกํอให๎เกิดปัญหามลพิษทางอากาศและความปลอดภัยในการ
ปฎิบัติงาน 
 2) วิธีการทางเคมี (Chemical method)   
  เป็นการใช๎สารเคมีก าจัด หรือลดปริมาณสารปนเปื้อน เชํน สารเคมีก าจัดคราบ
น้ ามัน (Oil dispersant) มีสํวนประกอบของสารลดแรงตึงผิว (Surfactant)  และตัวท าละลายบาง
ชนิดยังมีสํวนผสมของสารที่สามารถควบคุมการแพรํกระจายของคราบน้ ามันที่แตกตัวในน้ า  โดย
สารเคมีก าจัดคราบน้ ามันจะท าให๎ความแตกตํางของแรงตึงผิวระหวํางน้ ากับน้ ามันลดลงจนแรงตึง
ผิวของน้ ามันใกล๎เคียงกับน้ า  การน าสารเคมีขจัดคราบน้ ามันไปใช๎โดยการฉีดพํนลงบนคราบน้ ามัน
ท าให๎น้ ามันเกิดการแตกตัวเป็นหยดเล็กๆ  ซึ่งจุลินทรีย์สามารถยํอยสลายและน าไปใช๎เป็นแหลํง
คาร์บอนส าหรับการเจริญได๎ (สมควร, 2545)   อยํางไรก็ตามเนื่องจากสารเคมีก าจัดคราบน้ ามัน
ประกอบด๎วยสารลดแรงตึงผิวที่สังเคราะห์ทางเคมีและมีตัวท าละลายเป็นองค์ประกอบซึ่งยํอยสลาย
ยากและเป็นพิษตํอสิ่งมีชีวิต (Healy  et  al., 1996) 
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 นอกจากนี้ยังมีการใช๎โอโซนในการก าจัดสารประกอบไฮโดรคาร์บอน  โดย
โอโซนจัดเป็นสารออกซิแดนท์ (Oxidant) ที่รุนแรง   เมื่อละลายอยูํในน้ าจะเกิดการแพรํเข๎าไปยังผิว
และในรูพรุนของดินท าให๎เกิดการออกซิไดส์ของ Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) ได๎ 
สารตัวกลาง (Intermediate) หรือผลิตภัณฑ์ซึ่งอยูํในรูปของสารประกอบที่มีหมูํฟังก์ชันของกรด 
คาร์บอกซิลิก  ฟีนิล  อัลดีไฮด์ และคีโตน ซึ่งมีความสามารถในการละลายน้ าได๎ดีกวํา  PAHs และ 
Intermediate ที่เกิดขึ้นเหลํานี้สามารถท าปฏิกิริยาตํอเน่ืองกับโอโซนเกิดเป็นสารผลิตภัณฑ์ที่มีขนาด
โมเลกุลเล็กลงได๎หลายชนิดซึ่งสารผลิตภัณฑ์เหลํานี้สามารถยํอยสลายตํอโดยทางชีวภาพ  
 3)   วิธีการทางชีวภาพ (Biological method) 
        วิธีนี้เป็นการใช๎สิ่งมีชีวิตเชํน แบคทีเรีย  รา  ยีสต์และสาหรํายในการยํอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคาร์บอน  โดยสิ่งมีชีวิตเหลํานี้จะใช๎สารประกอบไฮโดรคาร์บอนใน
กระบวนการเมแทบอลิซึมซึ่งต๎องใช๎เวลาในการยํอยสลายนาน ดังนั้นการเพิ่มประสิทธิภาพในการ
ยํอยสลายให๎เป็นไปอยํางรวดเร็วจ าเป็นต๎องควบคุมอุณหภูมิ  ออกซิเจน  ธาตุอาหารที่ส าคัญเชํน  
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสให๎ เหมาะสม  โดยจุลินทรีย์ที่มีความจ า เพาะตํอสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนจะชํวยให๎การยํอยสลายสามารถด าเนินไปได๎อยํางรวดเร็ว  จากการศึกษา
กระบวนการยํอยสลายทางชีวภาพแบํงออกเป็น  2  วิธี  คือ  (Jobson et  al., 1972) 
   3.1) การยํอยสลายโดยจุลินทรีย์ประจ าถิ่น (Natural  attenuation)  เกิดจาก
จุลินทรีย์ที่มีอยูํในสถานที่ปนเปื้อนสามารถยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน  โดย
กระบวนการยํอยสลายจะเกิดอยํางช๎าๆ  เนื่องจากจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการยํอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนมีจ านวนน๎อยและสภาวะแวดล๎อมอาจจะไมํเหมาะสม เชํน แหลํง
ไนโตรเจนหรือฟอสฟอรัสมีไมํเพียงพอ  ความชื้น   pH หรือปริมาณออกซิเจนไมํเหมาะส าหรับการ
เจริญของจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน วิธีนี้จึงไมํเหมาะ
ที่จะน ามาใช๎ในการก าจัดสารไฮโดรคาร์บอนในกรณีที่มีการปนเปื้อนของน้ ามันปริมาณมาก 
(Forsyth  et  al., 1995) 
   3.2) การยํอยสลายโดยชีววิธี  (Bioremediation)  เป็นการปรับ
สภาพแวดล๎อม เชํน  อุณหภูมิ  pH  ความชื้นหรือการเติมสารอาหาร ได๎แกํ  ไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัส  ซึ่งเป็นสารอาหารที่จ าเป็นในการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์   ตลอดจนการใช๎จุลินทรีย์ที่
ปรับปรุงสายพันธุ์ด๎วยเทคนิคทางพันธุ วิศวกรรมจะเพิ่มประสิทธิภาพการยํอยสลายสาร
ไฮโดรคาร์บอนได๎เร็วขึ้น  โดยวิธีนี้สามารถแบํงกว๎างๆ ออกเป็น ex-situ Bioremediation  หรือการ
น าดินหรือน้ าที่มีการปนเปื้อนสารประกอบไฮโดรคาร์บอนออกจากบริเวณที่มีการปนเปื้อนแล๎วจึง
ด าเนินการบ าบัดด๎วยวิธีการทางชีววิธีตํางๆ และ in-situ Bioremediation หรือการบ าบัดดินหรือน้ า
บริเวณที่มีการปนเปื้อนสารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยไมํน าดินหรือน้ าออกจากบริเวณที่มีการ
ปนเปื้อน  ท าให๎สามารถลดต๎นทุนในการขนย๎ายและลดปัญหาการแพรํกระจายหรือปนเปื้อนใน



22 
 

ระหวํางการขนสํง   การเลือกวิธีในกระบวนการบ าบัดจะขึ้นกับชนิดและปริมาณสารที่ปนเปื้อน
หรือสภาพแวดล๎อมที่เกิดการปนเปื้อน (อลิสา, 2553)  
 
2.2 กระบวนการย่อยสลายและบ าบัดสารท่ีย่อยสลายยากโดยชีววิธี 
 การใช๎สารสังเคราะห์ตํางๆ ที่มนุษย์คิดค๎นขึ้น ซึ่งสํวนใหญํเป็นสารพิษและก าจัดได๎ยาก 
สารเหลํานี้เป็นสารที่มนุษย์สร๎างขึ้นเรียกวํา Xenobiotic compounds ซึ่งเมื่อมีเหลือตกค๎างอยูํใน
สภาพแวดล๎อมก็จะเกิดเป็นสารพิษปนเปื้อน หรือ Toxic pollutants ที่เป็นอันตรายตํอสิ่งแวดล๎อม
ตามธรรมชาติ แตํด๎วยความสามารถพิเศษของจุลินทรีย์บางกลุํมโดยเฉพาะอยํางยิ่ง กลุํมแบคทีเรีย 
เชํน Pseudomonas sp. ซึ่งมีความสามารถในการใช๎สารอาหารได๎มากมาย ทั้งสารปนเปื้อนใน
ธรรมชาติประเภทสารอินทรีย์หรือ Organic pollutants รวมทั้ง Xenobiotic compounds ได๎หลาย
ชนิดเพื่อการเจริญ จึงได๎มีการศึกษาทดลองเพื่อน าจุลินทรีย์เหลํานี้มาใช๎ประโยชน์ในการยํอยสลาย
สารพิษเหลํานี้ โดยมีการจัดการสภาวะตํางๆ  เพื่อให๎เกิดกระบวนการยํอยสลายโดยจุลินทรีย์ที่
คัดเลือกไว๎อยํางมีประสิทธิภาพ ซึ่งเรียกวํากระบวนการยํอยสลายและบ าบัดสารยํอยสลายยากโดย
ชีววิธี หรือ Biodegradation and Bioremediation 
 มีนักวิทยาศาสตร์ตั้งข๎อสันนิษฐานเกี่ยวกับการยํอยสลายหรือบ าบัดสารยํอยสลายยากได๎
ของจุลินทรีย์ อาจเกิดด๎วยวัตถุประสงค์ 2 รูปแบบ  (เสาวนีย์, 2547) คือ 

1. การยํอยสลายเพื่อน าไปใช๎ในการเจริญของเซลล์ โดยเซลล์จุลินทรีย์จะใช๎สารปนเปื้อนที่

ยํอยสลายยากเป็นแหลํงคาร์บอนและพลังงานในกระบวนการเมแทบอลิซึม 

2. การยํอยสลายแบบ Cometabolism โดยจุลินทรีย์ใช๎สารอาหารปกติทั่วไปเป็นแหลํง

คาร์บอนและพลังงาน ในขณะเดียวกันก็สามารถยํอยสลายสารปนเปื้อนที่ยํอยสลายยากได๎ด๎วย ซึ่ง

ไมํเกี่ยวข๎องกับการเจริญ สารปนเปื้อนที่ยํอยสลายยากนั้นจะเรียกวํา Cosubstrate ส าหรับ

กระบวนการ Cometabolism นี้ แม๎วําผลิตภัณฑ์ที่ได๎จะไมํถูกน าไปใช๎สร๎างความเจริญแกํจุลินทรีย์ก็

ตาม แตํอาจถูกน าไปใช๎ในการเจริญของจุลินทรีย์อ่ืนที่อยูํรํวมกันได๎ ความสามารถในการเกิด

กระบวนการ Cometabolism Transformation นี้จะขึ้นกับเอนไซม์ที่มีในจุลินทรีย์นั้นๆ และขึ้นกับ

สาร Co-factors  

 กระบวนการยํอยสลายสารยํอยสลายยากโดยจุลินทรีย์นี้เป็นกระบวนการก าจัดสารพิษหรือ
สารปนเปื้อนตํางๆ ที่ปลอดภัย เนื่องจากสารตํางๆ จะเข๎าสูํกระบวนการเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย์
และถูกเปลี่ยนแปลงโครงสร๎างจนได๎เป็นสารโครงสร๎างงํายๆ เชํน สารประกอบจ าพวกคาร์บอนจะ
ถูกเปลี่ยนเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ และน้ า สํวนสารประกอบอ่ืนๆ เชํน สารประกอบไนโตรเจน 
หรือซัลเฟอร์ จะถูกเปลี่ยนเป็นไนเตรท (NO3) แอมโมเนีย (NH3) และซัลเฟต (SO4) เป็นต๎น ซึ่งสาร
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เหลํานี้ไมํมีพิษตํอสิ่งแวดล๎อม ในขณะที่กระบวนการก าจัดโดยวิธีการทางกายภาพมักจะเป็นการ
ก าจัดโดยเพียงเปลี่ยนแปลงที่อยูํของสารพิษนั้นหรือเปลี่ยนจากรูปแบบหนึ่งไปเป็นอีกรูปแบบหนึ่ง
เพื่อการท าลายโดยวิธีการเผาอ่ืนๆ ได๎งํายขึ้นเทํานั้น 
   
 2.2.1  เทคนิคในการบ าบัดสารย่อยสลายยากโดยชีววิธี 
 ซึ่งเทคนิคที่ส าคัญและนิยมเลือกน ามาใช๎มี 2 แบบด๎วยกัน คือ  
  1) Biostimulation เป็นเทคนิคที่ใช๎ส าหรับการยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่
ปนเปื้อนในสิ่งแวดล๎อมที่มีปริมาณสารอาหารจ ากัดหรือสภาพแวดล๎อมไมํเหมาะสม  โดยการเติม
สารอาหาร เชํน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส  การเพิ่มปริมาณออกซิเจน การปรับความชื้นหรือ pH 
ให๎เหมาะสมเพื่อกระตุ๎นการยํอยสลายโดยจุลินทรีย์ที่มีอยูํในสถานที่ที่มีการปนเปื้อน (Iwamoto and 
Nasu, 2001)  วิธีนี้จะอาศัยการท างานของจุลินทรีย์ประจ าถิ่น      การใช๎เทคนิค Biostimulation โดย
เติมสารอนินทรีย์หรือปุ๋ยเคมีลงในสถานที่ปนเปื้อนจะสามารถสํงเสริมอัตราการยํอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนและมีบางรายงานพบวําระดับความเข๎มข๎นของสารอาหารมีผลตํอการ
เจริญและการยํอยสลายสารของจุลินทรีย์ เชํน  Braddock  et al. (1997)  พบวําการเติมสารอาหารที่
ระดับความเข๎มข๎นต่ าสามารถกระตุ๎นกิจกรรมของจุลินทรีย์ในการยํอยสลายน้ ามันเชื้อเพลิง (Fuel 
Oil) ที่ปนเปื้อนในดิน  ซึ่งสอดคล๎องกับ  Atagana  et al. (2003)  แสดงให๎เห็นวําการเติมแหลํง
ไนโตรเจนในอัตราสํวนระหวํางคาร์บอนและไนโตรเจนเทํากับ  25 ตํอ 1  ให๎ประสิทธิภาพในการ
สํงเสริมการยํอยสลายน้ ามันสีน้ าตาลที่ใช๎ส าหรับทาเพื่อรักษาเนื้อไม๎ (Creosote) ดีกวําที่ระดับความ
เข๎มข๎นของแหลํงไนโตรเจนสูง   
    2) Bioaugmentation เป็นเทคนิคที่สํงเสริมอัตราการยํอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล๎อม  โดยการเติมกล๎าเชื้อจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคาร์บอน   ซึ่งกล๎าเชื้อที่ใช๎อาจจะแยกมาจากแหลํงที่มีการปนเปื้อนนั้นเอง หรือ
แยกมาจากแหลํงปนเปื้อนอ่ืน หรือเป็นเชื้อที่ได๎รับการดัดแปลงพันธุกรรมให๎มีความจ าเพาะตํอการ
ยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนนั้นๆ แล๎ว  นอกจากนี้มีรายงานของ Dave et al. (1994) ที่
ศึกษาการยํอยสลายกากน้ ามัน (Slop Oil) โดยการใช๎เทคนิค Bioaugmentation ที่มีการเติมกล๎า
เชื้อจุลินทรีย์ผสมทั้ง 7 สายพันธุ์ ลงในดินที่มีการปนเปื้อน Slop oil  หลังจาก 30 วัน พบวําการใช๎
กล๎าเชื้อจุลินทรีย์สามารถยํอยสลาย Slop Oil ได๎ร๎อยละ 70  ขณะที่การยํอยสลายโดยอาศัยจุลินทรีย์
ประจ าถิ่นที่อยูํในดินมีประสิทธิภาพในการยํอยสลายเพียงร๎อยละ 40  ซึ่งสอดคล๎องกับ  Vasudevan 
and Rajaram (2001) ซึ่งศึกษาการยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในดินโดยการ
ใช๎เทคนิค Bioaugmentation  พบวําการเติมกล๎าเชื้อแบคทีเรียจะให๎ประสิทธิภาพการยํอยสลายร๎อย
ละ 40  หลังจากท าการบํมเป็นเวลา 90 วัน  และเมื่อเติมสารอาหารอนินทรีย์รํวมกับการเติมกล๎าเชื้อ
จะให๎ประสิทธิภาพในการยํอยสลายร๎อยละ 65     นอกจากนี้ Bento et al. (2003) ได๎เปรียบเทียบ
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ประสิทธิภาพการยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนในดินที่ปนเปื้อนน้ ามันดีเซลโดยการใช๎
เทคนิค Bioaugmentation  Biostimulation และ Attenuation  พบวําเทคนิค Bioaugmentation  มี
ประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีกวําเทคนิคอ่ืนๆ โดยสามารถยํอยสลายในสํวนของ C12- C23 ได๎ร๎อย
ละ 75  และสํวนของ C23- C40 ได๎ร๎อยละ 73 หลังจาก 12 สัปดาห์ของการบํม 
 เทคนิคหรือเทคโนโลยีดังกลําวข๎างต๎นนี้ต๎องอาศัยความร๎ูทั้งทางด๎านเทคโนโลยีชีวภาพ
วิศวกรรมศาสตร์ และจุลชีววิทยารํวมกัน ข๎อจ ากัดของการยํอยสลายหรือการบ าบัดสารยํอยสลาย
ยากที่ส าคัญอยํางหนึ่งคือ ธรรมชาติของจุลินทรีย์ที่ใช๎ในกระบวนการ อันที่ จริงแล๎วสารมลพิษ  
(Pollutants) ตํางๆ ที่ต๎องการให๎จุลินทรีย์ยํอยสลายนั้นไมํใชํสารอาหารที่จุลินทรีย์สามารถยํอยสลาย
ได๎งําย แตํจุลินทรีย์ยํอยสลายสารเหลํานั้นภายใต๎สภาวะที่จ าเป็นเพื่อการอยูํรอด ดังนั้นการปรับ
สภาวะแวดล๎อมทางกายภาพเพื่อให๎เอ้ืออ านวยตํอการยํอยสลายสารนั้นๆ ของจุลินทรีย์จึงเป็น
สิ่งจ าเป็น บางคร้ังอาจต๎องมีการกระตุ๎นความสามารถของจุลินทรีย์ในขั้นแรก โดยการเลี้ยงจุลินทรีย์
ไว๎ในสภาพแวดล๎อมที่มีสารยํอยสลายยากนั้นๆ ในปริมาณน๎อยกํอน เพาะเลี้ยงเชื้อไว๎สักชํวงเวลา
หนึ่งเพื่อให๎สารน้ันไปกระตุ๎น (Inducer) ให๎จุลินทรีย์เกิดการสร๎างเอนไซม์ที่ใช๎ในการยํอยสลายสาร
นั้นขึ้น ดังนั้นกระบวนการยํอยสลายตํางๆ จะเกิดได๎อยํางมีประสิทธิภาพต๎องท าการศึกษา ทดลอง 
และวิจัยถึงปัจจัยตํางๆ ให๎เหมาะสมในทุกด๎าน 
 กระบวนการยํอยสลายสารตํางๆ เหลํานี้ อาจเกิดได๎ทั้งโดยกระบวนการแบบใช๎ออกซิ เจน 
(Aerobic degradation) และไมํใช๎ออกซิเจน (Anaerobic aegradation) แตํอยํางไรก็ตามกระบวนการ
ที่ใช๎ในการยํอยสลายสารปนเปื้อนที่ยํอยสลายยากที่มีประสิทธิภาพสํวนใหญํคือกระบวนการแบบ
ใช๎ออกซิเจน โดยจุลินทรีย์ที่ใช๎ในกระบวนการยํอยสลายควรมีคุณสมบัติส าคัญ (เสาวนีย์, 2547) 
ดังนี ้

1. ต๎องมีความสามารถในการที่จะเข๎าสัมผัสกับสารปนเปื้อนที่ยํอยสลายยากนั้นได๎  
เพื่อที่จะท าการยํอยสลาย เชํน หากเป็นสารพวกไฮโดรคาร์บอนซึ่งมีคุณสมบัติไมํละลายน้ า ดังนั้น
จุลินทรีย์ที่จะท าการยํอยสารดังกลําวได๎จะต๎องสามารถสร๎างสารจ าพวกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
(Biosurfactant) หรือสารอิมัลซิไฟเออร์ชีวภาพ (Bio-emulsifier) ได๎ เป็นต๎น 

2. ต๎องสามารถผลิตเอนไซม์ประเภท Oxygenase ได๎ เนื่องจากขั้นตอนแรกในการยํอย
สลายจะเป็น Oxidative process ซึ่งต๎องมีการดึงออกซิเจนเข๎าไปใช๎ในกระบวนการ โดยอาศัยการ
ท างานของเอนไซม์ Oxygenase 

3. สามารถยํอยสลายสารปนเปื้อนที่ยํอยสลายยากตํางๆ ทีละขั้นตอนจนกระทั่งได๎สารที่
เป็นสารตัวกลาง (Intermediates) ในวิถีเมแทบอลิซึมปกติ เชํน Tricarboxylic Acid Cycle หรือ TCA 
Cycle เพื่อเข๎าสูํกระบวนการยํอยสลายที่สมบูรณ์ 

4. การสร๎างสํวนประกอบของเซลล์ท าได๎โดยการน าสาร Intermediates ตํางๆ ข๎างต๎นไปใช๎
เป็นสารตั้งต๎นในการสร๎าง และเป็นสํวนประกอบซึ่งเป็นสารประเภทน้ าตาล ในกระบวนการ 
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Gluconeogenesis ซึ่งเป็นกระบวนการสร๎าง Glucose-6-Phosphate จากสารอาหารที่ไมํใชํ
คาร์โบไฮเดรต เชํน อะซีเตต กลีเซอรอล หรือไพรูเวท  สารอาหารเหลํานี้จะถูกเปลี่ยนให๎เป็นสาร
ตัวกลางใน Embden-Myerhoff Pathway หรือ EMP Pathway แล๎วท าปฏิกิริยาย๎อนกลับ สํวน
ขั้นตอนใดที่เอนไซม์ไมํสามารถท าปฏิกิริยาย๎อนกลับได๎ ก็จะใช๎เอนไซม์อื่นเข๎ามาชํวย 
  
2.3   จุลินทรีย์ท่ีเกี่ยวข้องในการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน           
 การยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนของจุลินทรีย์มีความเกี่ยวข๎องกับการเจริญ   นั่น
คือจุลินทรีย์สามารถใช๎สารประกอบไฮโดรคาร์บอนเป็นแหลํงคาร์บอนและแหลํงพลังงานซึ่งจะถูก
เปลี่ยนหรือยํอยสลายไปเป็นก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์และองค์ประกอบของเซลล์โดยวิถีตํางๆ  ใน
สิ่งแวดล๎อมนั้นประกอบด๎วยจุลินทรีย์หลายสายพันธุ์ที่สามารถเปลี่ยนรูปหรือยํอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนได๎   ซึ่งกระบวนการยํอยสลายต๎องอาศัยการท างานรํวมกันของ
จุลินทรีย์หลายๆ สายพันธุ์  บางสายพันธุ์อาจจะมีความส าคัญในชํวงแรกหรือชํวงหลังหรือตลอด
การยํอยสลาย  ท าให๎โอกาสในการเปลี่ยนรูปหรือยํอยสลายสารเกิดขึ้นได๎มากกวําสิ่งแวดล๎อมที่มี
จุลินทรีย์เพียงสายพันธุ์เดียวเพราะบางคร้ังสภาวะแวดล๎อมอาจไมํเหมาะสมตํอเชื้อสายพันธุ์นั้น ท า
ให๎การเปลี่ยนรูปหรือการยํอยสลายสารไมํเกิดขึ้น   ความหลากหลายของสายพันธุ์จุลินทรีย์ในดินที่
มีการปนเปื้อนสารประกอบไฮโดรคาร์บอนขึ้นอยูํกับองค์ประกอบของดินและปัจจัยแวดล๎อมตํางๆ 
เชํน ชนิดและปริมาณสารอาหาร  ความชื้น  pH  อุณหภูมิ  และการระบายอากาศภายในดิน เป็นต๎น  
โดยแบคทีเรียเป็นกลุํมจุลินทรีย์ที่พบมากที่สุดในแหลํงดินที่ปนเปื้อนสารประกอบไฮโดรคาร์บอน 
ซึ่งสายพันธุ์เดํนๆ ดังแสดงในตารางที่ 1 
 

ตารางท่ี 1  แบคทีเรียในดินที่สามารถยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน 
Gram-negative bacteria Gram-positive bacteria 

Pseudomonas  spp. 
Acinetobacter  spp. 
Alcaligenes  sp. 
Flavobacterium/ Cytophaga  group 
Xanthomonas  spp. 

Nocardia spp. 
Mycobacterium spp. 
Corynebacterium spp. 
Arthrobacter spp. 
Bacillus spp. 

ท่ีมา : Baker et al. (1994) 
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 สารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มักจะพบอยูํ ในธรรมชาติจะเกิดการเปลี่ยนแป ลง
(Transformation) ได๎โดยขบวนการตําง ๆ เชํน การดูดซับกับดินหรือตะกอน การสลายตัวโดยแสง
การระเหย การเกิด oxidation และการสะสมอยูํในสิ่งมีชีวิตเป็นต๎น ขบวนการตําง ๆ ที่เกิดขึ้นบาง
ขบวนการเหลํานี้อาจท าให๎สารประกอบไฮโดรคาร์บอนหายไปจากสิ่งแวดล๎อมได๎สํวนหนึ่ งโดย 
เฉพาะในกลุํมของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มีน ้าหนักโมเลกุลต ่า  แตํในสํวนของสาร 
ประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มีน ้าหนักโมเลกุลสูงสํวนใหญํแล๎วมักจะถูกดูดซับไว๎กับอนุภาคของดิน
หรือตะกอน ท าให๎เกิดการสะสมและเพิ่มความคงทนในสิ่งแวดล๎อมมากขึ้น อีกกระบวนการหนึ่งที่
นักวิจัยให๎ความสนใจศึกษาเป็นอยํางมากก็คือ การยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยอาศัย
กิจกรรมของจุลินทรีย์  (Biodegradation) ซึ่งเป็นขบวนการส าคัญในการก าจัดสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนออกจากสิ่งแวดล๎อม จุลินทรีย์บางชนิดสามารถใช๎สารประกอบไฮโดรคาร์บอนเป็น
แหลํงของคาร์บอนและพลังงาน ในขณะที่บางชนิดมีการยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนท า
ให๎มีการเปลี่ยนแปลงไปเป็นสารประกอบชนิดตําง ๆ ที่มีความเป็นพิษน๎อยลง  
 

 การยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยจุลินทรีย์ในธรรมชาติเกิดขึ้นได๎ทั้งสภาวะที่
มีอากาศและไมํมีอากาศ ซึ ่งจุลินทรีย์ส ํวนใหญํจะใช๎ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล ็กตรอนเพื ่อ
แลกเปลี่ยนสารโมเลกุลใหญํให๎เล็กลงและได๎พลังงานออกมาส าหรับน าไปใช๎ในการสร๎างเซลล์  

กลุํมของจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนน้ าหนัก
โมเลกุลสูง Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) พบในจุลินทรีย์ทุกกลุํมได๎แกํแบคทีเรีย 
เชื้อรา ไซยาโนแบคทีเรีย และสาหรํายเซลล์เดียว (Cerniglia, 1992) ดังแสดงในตารางที่ 2-4 
ตามล าดับ 
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ตารางท่ี 2 กลุํมของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยํอยสลายสารประกอบ PAHs 
 

 
 

หมายเหตุ **แบคทีเรียไมํสามารถใช๎ PAH ชนิดน้ัน ๆ เป็นแหลํงของคาร์บอนและพลังงานเพียง 
แหลํงเดียวได๎ การยํอยสลายเกิดขึ้นโดยขบวนการ cometabolism  
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก (Cerniglia, 1992) 
 
 
  



28 
 

ตารางท่ี 3 กลุํมของเชื้อราที่มีความสามารถในการออกซิไดซ์สารประกอบ PAHs  
 

 
 

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก (Cerniglia, 1992) 
 

 
ตารางท่ี 4 กลุํมของสาหรํายเซลล์เดียวและไซยาโนแบคทีเรียที่สามารถออกซิไดซ์ PAHs  
 

 
 

ท่ีมา : ดัดแปลงจาก (Cerniglia, 1992)  
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2.4 การย่อยสลายไฮโดรคาร์บอนโดยจุลินทรีย์ 
 

 การน าจุลินทรีย์จ าพวก แบคทีเรีย ยีสต์ รา ไซยาโนแบคทีเรีย และสาหรํายเซลล์เดียวที่มี
ความสามารถในการยํอยสลายคราบน้ ามันมายํอยสลายคราบน้ ามัน เนื่องจากน้ ามันดิบ (Crude oil) 
ในธรรมชาติ  สามารถถูกยํอยสลายทางชีวภาพโดยจุลินทรีย์ที่ยํอยสลาย ไฮโดรคาร์บอน 
(Hydrocarbons) ซึ่งจะปรากฏทั่วไปในทะเล ในดิน และสิ่งแวดล๎อมตํางๆ ดังนั้นการยํอยสลายสาร
ไฮโดรคาร์บอนด๎วยวิธีทางชีวภาพโดยใช๎จุลินทรีย์จึงเป็นอีกหนทางหนึ่งซึ่งสามารถก าจัดคราบ
น้ ามันที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล๎อมได๎ น้ ามันดิบ สามารถแบํงได๎ตามองค์ประกอบของอัลเคน 
(Alkanes)      อะโรมาติกส์ (Aromatic) แอสพาทีน (Asphatenes) ไนโตรเจน (Nitrogen) ออกชิเจน 
(Oxygen) และซัลเฟอร์ (Sulphur) จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมี และความสามารถในการยํอย
สลายน้ ามันดิบได๎แสดงให๎เห็นวํา น้ ามันดิบ ที่ประกอบด๎วยอัลเคนที่มีความเข๎มข๎นสูงจะงํายตํอการ
ยํอยสลายของจุลินทรีย์ ในอัลเคนที่เป็นสายตรงและอัลเคนที่เป็นกิ่งก๎านสาขา จะถูกเมแทบอไลส์ 
(metabolize) โดยจุลินทรีย์เป็นอันดับแรก ขณะที่อัลเคนที่มีสายยาว (C28 ถึง C32) Cycloalkane และ 
Asphalternes จะไมํถูกยํอยสลาย อยํางไรก็ตามการเกิดการยํอยสลายทางชีวภาพจะลดลงเมื่อมี 
Benzene ring เพิ่มขึ้น การยํอยสลายคราบน้ ามันเกิดจากการที่ไฮโดรคาร์บอนถูกใช๎เป็นแหลํง
คาร์บอนที่เข๎าสูํเซลล์จุลินทรีย์ซึ่งกลไกการใช๎ไฮโดรคาร์บอนโดยการดูดซึมอัลเคน เข๎าสูํเซลล์นั้น มี
ความสัมพันธ์กันกับความสามารถของจุลินทรีย์ในการปลํอยสารลดแรงตึงผิว (Surfactant) การ
สัมผัสของผิวเซลล์กับหยดน้ ามันมาจากการเกิดของเมแทบอไลท์ระดับเซลล์ (Cellularmetabolite) 
ด๎วยคุณสมบัติ surface active เพื่อลดแรงตึงผิว สารลดแรงตึงผิวที่มีคําความเข๎มข๎นสูงกวํา     
Critical Micelles Concentration (CMC) สามารถเกิดเป็น Micelles ได๎ซึ่งจะละลายอัลเคนเข๎าสูํเซลล์
ได๎เร็วขึ้นและท าให๎ไฮโดรคาร์บอนถูกยํอยสลายไปในที่สุด (พงศธร, 2551) แสดงดังภาพที่ 2 
 
 2.4.1  วิถีการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน 
 สารประกอบไฮโดรคาร์บอนจะแบํงออกเป็น 2 กลุํมใหญํๆ คือสารประกอบ Aliphatic 
hydrocarbon และสารประกอบ Aromatic hydrocarbon ซึ่งมีวิถีการยํอยสลายดังนี้ 
 1) การย่อยสลายสารประกอบ Aliphatic hydrocarbon 
 การยํอยสลายสารประกอบ Aliphatic hydrocarbon นั้น  พบวําบางชนิดที่ปลายสายไมมํีหมูํ
เมธิลเกาะอยูํจะถูกยํอยโดยกลไกการเกิดปฏิกิริยา Oxidation และ Dehydrogenation มีการ
เปลี่ยนแปลงไปเป็นกรดไขมัน  ซึ่งจะถูกยํอยสลายตํอโดยกลไกการเกิด -Oxidation (Atlas, 1991)  
ในกรณีการยํอยสลาย Cyclohexane เกิดขึ้นโดยปฏิกิริยา Hydroxylation โดยมีเอนไซม์ Oxidase 
เป็นตัวเรํงปฏิกิริยา ได๎เป็นสารประกอบ Alicyclic Alcohol จะเปลี่ยนแปลงตํอไปโดยปฏิกิริยา 
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ภาพท่ี 2  การบ าบัดสารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยจุลินทรีย์ 
ท่ีมา: Fritsche and Hofrichter (2000) 
  
Dehydrogenation และ Oxidation ได๎เป็นสารประกอบ Dicarboxylic acid ซึ่งเข๎าสูกํลไกการเกิด          
 -Oxidation ซึ่งปฏิกิริยานี้จะตัดคาร์บอนอะตอมโดยใช๎เอนไซม์ Oxygenase เป็นเอนไซม์เร่ิมต๎น
ในการเปลี่ยนสารประกอบไฮโดรคาร์บอนให๎เป็นแอลกอฮอล์ จากนั้นเอนไซม์ Dehydrogenase จะ
เปลี่ยนแอลกอฮอล์ให๎เป็นอัลดีไฮด์และกรดไขมัน ตามล าดับ ซึ่งสารตัวกลาง (Intermediate) ที่ได๎
กํอนเข๎าสูํกระบวนการ Tricarboxylic Acid Cycle (TCA) คือ Acytyl-CoA  และจะถูกใช๎เป็น 
Building blocks ส าหรับสังเคราะห์องค์ประกอบของเซลล์ (ภาพที่ 3) 
 
 2)  การย่อยสลายสารประกอบ Aromatic hydrocarbon 
  การยํอยสลายสารประกอบ Aromatic hydrocarbon เร่ิมต๎นจากการยํอยสลายสํวนที่
เป็น Side Chain แล๎วจึงยํอยสํวนของวงแหวนเบนซีน  โดยอาศัยปฏิกิริยา Hydroxylation และ 
Dehydrogenation  ในการเติมออกซิเจนเข๎าไปในวงเบนซีนด๎วยเอนไซม์ Oxygenase ให๎อยูํในรูป
ของ Diol จากนั้นเอนไซม์ Dehydrogenase จะเปลี่ยน Diol ให๎อยูํในรูปของสารที่ไมํเสถียรหรือที่
เรียกวํา Catechol ซึ่งการยํอยสลายโดยการแตกวงเบนซีนจะเกิดขึ้นได๎ 2 แบบ คือ Ortho หรือ Meta 
cleavage (ภาพที่ 4) ทั้งนี้จะขึ้นอยูํกับสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ที่จะน าสารตัวกลางไปใช๎สังเคราะห์
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องค์ประกอบตํางๆ ซึ่งสารตัวกลางที่ได๎จากการแตกวงเบนซีนแบบ Ortho cleavage คือ Succinate 
และ Acetyl-CoA  สํวนสารตัวกลางจากการแตกวงเบนซีนแบบ Meta cleavage คือ Acetaldehyde 
และ Pyruvate  นอกจากนี้การยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนซึ่งมีโครงสร๎างของโมเลกุล
ใหญํและซับซ๎อน  จ าเป็นต๎องอาศัยจุลินทรีย์หลายสายพนัธุ์เพื่อสร๎างเอนไซม์ที่สามารถเรํงปฏิกิริยา
การยํอยสลายให๎เกิดขึ้นอยํางสมบูรณ์จนได๎ผลิตสุดท๎ายคือ คาร์บอนไดออกไซด์และน้ า 
 
 

 
  
ภาพท่ี 3 วิถีการยํอยสลาย Aliphatic hydrocarbon = n-alkane monoxygenase, = alcohol 
 dehydrogenase และ = aldehyde dehydrogenase 
ท่ีมา : Fritsche and Hofrichter (2000) 
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ภาพท่ี 4  วิถีการยํอยสลาย Aromatic hydrocarbon 
ท่ีมา : Galvis et al.  (2006) 
 
2.5  ปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญและการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนของจุลินทรีย์ 
  ปัจจัยทางสิ่งแวดล๎อมมีผลตํอกิจกรรมการยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน   การ
เจริญและการอยูํรอดของจุลินทรีย์  โดยจุลินทรีย์แตํละสายพันธุ์ต๎องการสภาวะที่เหมาะสมตํอการ
เจริญและการยํอยสลายสารแตกตํางกันเชํน จุลินทรีย์ที่อาศัยในดินที่มีการปนเปื้อนสาร
ไฮโดรคาร์บอนซึ่งมีปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสจ ากัด  จ าเป็นต๎องปรับระดับสารอาหารให๎
เหมาะสมตํอการเจริญและการยํอยสลายสารของจุลินทรีย์  นอกจากนี้ความชื้น  pH  ปริมาณ
ออกซิ เจนในดิน และอุณหภูมิที่ เหมาะสมจะชํ วยสํงเสริมประสิทธิภาพในการยํอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในดินให๎สมบูรณ์และรวดเร็วขึ้น  โดยปัจจัยที่มีผลตํอการ
เจริญและการยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนของจุลินทรีย์ ได๎แกํ 
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 2.5.1   ชนิดและปริมาณของสารไฮโดรคาร์บอนท่ีปนเป้ือน 
  สารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในดินมีหลายรูปแบบ  บางชนิดจุลินทรีย์
ยํอยสลายไมํได๎หรือยํอยสลายได๎ยาก เชํน Aromatic hydrocarbon  เป็นสารไฮโดรคาร์บอนไมํ
ละลายน้ าซึ่งจุลินทรีย์จะยํอยสลายได๎ยาก  ดังนั้นการเติมสารเคมีบางชนิดลงไป เชํนสารลดแรงตึง
ผิวเพื่อชํวยลดแรงตึงผิว หรือสารอิมัลซิไฟด์เออร์เพื่อชํวยให๎เกิดการรวมตัวกันของสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนกับน้ า อีกทั้งยังท าให๎มีพื้นที่ผิวมากขึ้นท าให๎งํายแกํการยํอยสลาย  
            2.5.2 ความชื้น 
 ความชื้นในดินท าหน๎าที่เป็นตัวสํงผํานสารอาหาร  ออกซิเจนและผลิตภัณฑ์ที่ได๎
จากการยํอยสลาย  โดยระดับความชื้นที่เหมาะสมในการยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนของ
จุลินทรีย์อยูํที่ประมาณร๎อยละ 30 - 90  ซึ่งความชื้นในดินที่จุลินทรีย์น าไปใช๎ประโยชน์ได๎คิดเป็น
ร๎อยละ 50  ของน้ าทั้งหมดในดิน (Baker and Diane, 1994)   โดยสํวนใหญํจุลินทรีย์จะยํอยสลายสาร
ได๎ดีในระดับความชื้นที่พืชเจริญได๎    หากมีความชื้นมากเกินไปจะท าให๎ปริมาณออกซิเจนในดิน
ลดลง 
           2.5.3 pH 
       โดยสํวนใหญํ pH ของดินจะพบอยูํในชํวง  2.5-11  ขึ้นอยูํกับองค์ประกอบและแรํ
ธาตุตํางๆที่อยูํในดิน ซึ่งพบวําที่ pH 7-9 เป็นชํวงที่เหมาะสมที่สุดส าหรับการยํอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอน (Dibble and Bartha, 1979)  แตํดินสํวนใหญํจะมีสภาพเป็นกรดจ าเป็นต๎องปรับ
สภาพดินให๎เป็นกลาง  นอกจากนี้ชํวง pH ที่เป็นกลางยังท าให๎ธาตุอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัส
เปลี่ยนไปอยูํในรูปที่น าไปใช๎ได๎  วิธีที่เลือกใช๎สํวนใหญํคือการเติมปูนขาว หรือโดโลไมด์ 
             2.5.4     ออกซิเจน 
  กระบวนการยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนสามารถเกิดได๎ทั้งในสภาวะที่
มีและไมํมีออกซิเจนแตํในสภาวะที่มีออกซิเจนกระบวนการยํอยสลายจะเกิดได๎เร็วและสมบูรณ์กวํา  
โดยปริมาณออกซิเจนในดินจะขึ้นกับความพรุนของดินและปริมาณน้ าในดินที่อยูํตามรูพรุนซึ่งจะ
ท าให๎ออกซิเจนในดินน๎อยลง   โดยทั่วไปพบวําในดินมีปริมาณออกซิเจนน๎อยที่สุดร๎อยละ 10  ซึ่ง
เพียงพอตํอความต๎องการของจุลินทรีย์ในการเจริญและเพื่อให๎กระบวนการยํอยสลายเกิดเร็วขึ้นอาจ
มีการเติมอากาศในดิน  วิธีการเติมอากาศขึ้นกับขนาดของพื้นที่  ปริมาณของไฮโดรคาร์บอนที่
ปนเปื้อนและระดับความลึกที่มีการปนเปื้อนในดิน  ในกรณีที่การปนเปื้อนมีความลึกประมาณ 6 -
12  นิ้ว  นิยมใช๎ฟางโปรยลงไปแล๎วท าการไถพรวน  วิธีนี้จะชํวยปรับสภาพโครงสร๎างของดิน 
(Baker and Diane, 1994)   หรือท าการขุดฝังทํอเติมอากาศกรณีที่การปนเปื้อนมีความลึกลงไป 
    2.5.5    สารอาหาร  
  จุลินทรีย์ต๎องการสารอาหารเพื่อน าไปใช๎สร๎างสํวนประกอบของเซลล์หรือสร๎าง
พลังงานที่จ าเป็นในการด ารงชีวิต  สารอาหารถือเป็นสํวนส าคัญที่จะสํงเสริมให๎การยํอยสลายมี
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ประสิทธิภาพสูงสุด (Trindade et  al., 2005)   โดยพบวําดินที่มีการปนเปื้อนน้ ามันจะมีปริมาณ
แหลํงคาร์บอนในดินเพิ่มขึ้นในขณะที่แหลํงไนโตรเจนและฟอสฟอรัสมักจะไมํมีการเปลี่ยนแปลง   
ดังนั้นการเติมแหลํงไนโตรเจนและฟอสฟอรัสลงในแหลํงดินที่มีการปนเปื้อนจะชํวยให๎กิจกรรม
ของจุลินทรีย์ในการสร๎างและสลายสารเพื่อความอยูํรอดและการเจริญด าเนินไปอยํางรวดเร็ว 
(Bragg et al., 1994; Venosa et al., 1996)   ชนิดของแหลํงไนโตรเจน ฟอสฟอรัส  ตลอดจน
อัตราสํวนระหวํางคาร์บอน  ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสที่เหมาะสมตํอการเจริญและการยํอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนขึ้นอยูํกับสายพันธุ์ของจุลินทรีย์แตํละชนิด  
    2.5.6   อุณหภูมิ 
  การเจริญของจุลินทรีย์ขึ้นกับปฏิกิริยาทางเคมีของการสร๎าง (Anabolism)  และ
สลายสาร (Catabolism) โดยอัตราของปฏิกิริยาทางเคมีจะขึ้นกับอุณหภูมิ  พบวําเมื่อเพิ่มอุณหภูมิขึ้น 
10 องศาเซลเซียส  จากอุณหภูมิที่เหมาะสมของจุลินทรีย์แตํละชนิดจะท าให๎จุลินทรีย์มีเมแทบอลิซึม 
สูงขึ้นเป็น 2 เทํา (Baker and Diane, 1994) อยํางไรก็ตามชํวงอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญและ
การท างานของจุลินทรีย์จะขึ้นกับสายพันธุ์ของจุลินทรีย์แตํละชนิดด๎วย  ดังนั้นอุณหภูมิจึงมีผลตํอ
การเจริญและการยํอยสลายสารของจุลินทรีย์    
            2.5.7    สารลดแรงตึงผิว (Surfactant) 
  สารลดแรงตึงผิวถูกน ามาใช๎ในการลดแรงตึงผิวหรืออิมัลซิไฟด์ (Emulsify) เพื่อ
เพิ่มความสามารถในการละลายของสารที่ไมํละลายน้ าหรือละลายน้ าได๎น๎อย  โดยน าไปใช๎
ประโยชน์ในการสํงเสริมการยํอยสลายคราบน้ ามันของจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนได๎เพิ่มความสามารถในการขนสํงสารเข๎าสูํเซลล์จุลินทรีย์ท าให๎การยํอยสลายน้ ามัน
เป็นไปอยํางรวดเร็ว 

 
2.6 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

ส าหรับการยํอยสลายสารประกอบในกลุํมอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน พบวําจุลินทรีย์หลาย
ชนิดยํอยสลายสารเหลํานี้ได๎ อยํางไรก็ตามพบวําสารประกอบในกลุํมนี้ที่มีโครงสร๎างงําย ๆ หรือ
มีน ้าหนักโมเลกุลต ่าจะถูกยํอยสลายได๎งํายกวําสารที่มีน ้าหนักโมเลกุลสูงหรือมีโครงสร๎างซับซ๎อน 
สารประกอบอะโรมาติกที่มีวงแหวนเบนซีนหนึ่ง สอง หรือสามวงอยูํในโมเลกุล เชํนPhenol 
Napthalene และ Anthracene จะถูกยํอยสลายได๎งําย แบคทีเรียกลุํมที่มีรายงานวําสามารถยํอยสลาย
สารเหลํานี้ได๎ดี เชํน Pseudomonas Mycobacterium Achromobacter Bacillus และ Nocardia spp. 
ส าหรับสารประกอบอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนที่ประกอบด๎วยวงแหวนเบนซีนตั้งแตํ  4 วงขึ้นไป
จัดเป็นสารที่ยํอยสลายได๎ยากเมื่อเปรียบเทียบกับอินทรีย์สารชนิดอ่ืน ๆ ที่มีอยูํในดิน (Cerniglia, 
1992) 
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นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่ได๎ท าการแยกและคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการยํอย
สลายหรือบ าบัดสารปนเปื้อนที่ยํอยสลายยากได๎ อาทิเชํน  Mercadé et al. (1996)  ศึกษา
ประสิทธิภาพการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว  โดยเลี้ยงเชื้อ  Rhodococcus sp. และ  
Bacillus sp. ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant)  ในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มีน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วร๎อยละ 2  เป็นแหลํงคาร์บอน   พบวําน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วมีปริมาณลดลงร๎อยละ 7.87 - 45.89  หลังจากเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 120 ชั่วโมง 

จิราภรณ์ และคณะ (2537) ส ารวจตัวอยํางดินและน้ าที่ปนเปื้อนด๎วยคราบน้ ามันบริเวณฝั่ง
แมํน้ าเจ๎าพระยา 65 ตัวอยําง แยกและคัดเลือกแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่มีความสามารถในการยํอยสลาย
น้ ามันได๎ 8 สายพันธุ์ สายพันธุ์ที่คัดเลือกได๎สามารถยํอยสลายน้ ามันดิบและน้ ามันเตาได๎ภายใน 7 
วันและมีประสิทธิภาพสูงกวําสายพันธุ์เปรียบเทียบ Acinetobacter calcoaceticus ATCC 31012 และ 
Rhodococcus sp. ATCC21504 ซึ่งยํอยสลายได๎เฉพาะน้ ามันดิบและใช๎เวลายํอยสลายนานกวํา 14 
วัน การศึกษาคุณสมบัติทางสรีระวิทยาและชีวเคมีประกอบกับการใช๎อุปกรณ์จัดจ าแนกชนิด
จุลินทรีย์ระบบเอพีไอ พบวําแบคทีเรียที่คัดเลือกได๎จัดอยูํใน 2 จีนัส คือ Pseudomonas และ 
Acinetobacter 

ปัญจพล  (2543) ศึกษาจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนบางชนิด       ซึ่งคัด
แยกได๎จากตัวอยํางดินที่ปนเปื้อนน้ ามันและกากตะกอน ผลการจ าแนกชนิดพบวํา               จัดอยูํใน
สกุล Bacillus circulans  Pseudomonas alkaligenes และ Yarrowia sp. ตามล าดับ     จุลินทรีย์ทั้ง 3 
สายพันธุ์ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได๎โดยที่ Yarrowia sp. สายพันธุ์ D2-1        จะผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่มีประสิทธิภาพดีกวําจุลินทรีย์อีก 2 สายพันธุ์ รวมทั้งมี Dioxygenase activity ด๎วยการ
ยํอยสลายนอร์มอล-เตตระเดกเคน พริสเทนและฟีแนนทรีน สามารถลดปริมาณฟีแนนทรีนได๎ร๎อย
ละ 90 ในการศึกษาประสิทธิภาพการยํอยสลายน้ ามันดิบของจุลินทรีย์ทั้ง 3 สายพันธุ์ พบวํา 
Bacillus sp. สายพันธุ์ B3-1 สามารถลดปริมาณไฮโดรคาร์บอน      ในน้ ามันดิบได๎ ร๎อยละ 35 
ภายในเวลา 1 วัน และร๎อยละ 55 เมื่อครบ 7 วันเมื่อปรับคํา pH ให๎อยูํระหวําง 6-7 พบวําปริมาณ
ไฮโดรคาร์บอนถูกยํอยสลายได๎มากขึ้นเป็นร๎อยละ 70   สํวน Pseudomonas sp. สายพันธุ์ C1-2 และ 
Yarrowia sp. สายพันธุ์ D2-1 ในภาวะที่ควบคุมคํา pH สามารถยํอยสลายไฮโดรคาร์บอนในน้ ามัน
ได๎ร๎อยละ 80 และ 82 ตามล าดับ  

Jirasripongpun et al (2002) ศึกษาลักษณะเฉพาะของจุลินทรีย์ในการยํอยสลายน้ ามันที่แยก
จากดินที่มีการปนเปื้อนน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ โดยใช๎น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์เคร่ืองยนต์เป็น
แหลํงคาร์บอนในการจ าแนกไอโซเลต และสายพันธุ์โดยการวิเคราะห์หาล าดับเบส 16S rDNA สปี
ชีส์ของแบคทีเรีย วิเคราะห์หาล าดับเบส18S rRNA  สปีชีส์ของยีสต์ พบวําเป็นเชื้อ Pseudomonas 
mandii Rhodococcus sp. Norcadia simplex Gordona terrea Debaryomyces hansenii  ซึ่งสายพันธุ์

http://library.car.chula.ac.th:82/search~S0*tha/a%7B699%7D%7B721%7D%7B685%7D%7B680%7D%7B702%7D%7B709%7D+%7B682%7D%7B724%7D%7B738%7D/a%7Cbbd1ada8bec5+aad4b9e2b4c1/-3,-1,0,B/browse
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ที่มีประสิทธิภาพในการยํอยสลายน้ ามันสูงสุด คือ Norcadia simplex ซึ่งยํอยสลาย Saturate  
Aromatic และ Resin ได๎เล็กน๎อยมีคําเทํากับร๎อยละ 52.46  38.13 และ 18.81 ตามล าดับ 

Liang  et al. (2006) ศึกษาการจ าแนกสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการยํอยสลาย
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ โดยจะใช๎น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์หมายเลข 20 เป็นแหลํงคาร์บอนใน
อาหารที่ใช๎แยกและคัดเลือกแบคทีเรียจากตะกอนน้ ามันที่มีการปนเปื้อนน้ ามันดิบโดยใช๎วิธี
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการทดสอบทางชีวเคมี สายพันธุ์แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ
สูงในการยํอยสลายที่สามารถจ าแนกได๎ คือ เชื้อ Zoogloea sp. 

ธนรุจน์ (2550) ศึกษาวัสดุดูดซับและยํอยสลายน้ ามันดิบโดยแบคทีเรียจากดิน   ท าการเก็บ
ตัวอยํางดินในบริเวณอํูซํอมรถยนต์เพื่อน ามาหาแบคทีเรียในดินที่สามารถอยูํรอดได๎  จากนั้นน า
แบคทีเรียไปทดสอบการยํอยสลายน้ ามันดิบ โดยใช๎อัตราสํวนของน้ ามันดิบที่มีความเข๎มข๎นตําง ๆ 
กันคือร๎อยละ 0.05 0.5 1 และ 5 ปริมาตรของแบคทีเรียแตํละชนิด แล๎วคัดเลือกแบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพดีที่สุดไปถํายลงวัสดุดูดซับพบวํา สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่ปนเปื้อนน้ ามันเคร่ือง 
และเจริญเติบโตได๎ มีจ านวน 16 ไอโซเลต และเมื่อทดสอบการยํอยสลายกับน้ ามันดิบที่มีความ
เข๎มข๎นตํางๆ พบวํามีแบคทีเรียที่สามารถอยูํรอดได๎ มีจ านวน 12 ไอโซเลต และจากการทดสอบ
ประสิทธิภาพการยํอยสลายน้ ามันดิบที่ความเข๎มข๎นร๎อยละ 0.5 โดยปริมาตร พบวํา แบคทีเรีย 
ไอโซเลท VB41 มีประสิทธิภาพการยํอยสลายน้ ามันดิบดีที่สุด 
  

วิชุดา  และคณะ (2551) ได๎ท าการแยกและคัดเลือกจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลาย
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วโดยเก็บตัวอยํางดินที่ปนเปื้อนน้ ามันในอ าเภอหาดใหญํ จังหวัด
สงขลา ผลการศึกษาพบวําสามารถแยกจุลินทรีย์ได๎ 36 ไอโซเลท ได๎แกํแบคทีเรีย 25 ไอโซเลท และ
ยีสต์ 11 ไอโซเลท โดยยีสต์ไอโซเลท PO 1.2 มีประสิทธิภาพในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วและสามารถสร๎างสารอิมัลซิไฟเออร์ชีวภาพ (Bio-emulsifier) ได๎ดีที่สุด เมื่อ
ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา พบวําโคโลนีของยีสต์ PO1.2 บนอาหาร YM agar มีลักษณะ สีขาวขุํน 
ขอบเรียบ แบนราบ เมื่อน าไปพิสูจน์เอกลักษณ์ทางล าดับดีเอ็นเอ ด๎วย 26S rDNA Sequencing 
พบวําเป็นเชื้อ Issatchenkia orientalis  เมื่อน า  I.  orientalis  PO1.2  มาศึกษาประสิทธิภาพในการ
ยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว ผลการทดลองพบวําสามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎ดีที่สุดที่ร๎อยละ 0.5 ซึ่งจะให๎ประสิทธิภาพในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วร๎อยละ 63.60  นอกจากนี้ยังพบวําเชื้อ I.  orientalis  PO1.2 สามารถผลิตสาร
อิมัลซิไฟเออร์ชีวภาพ โดยเมื่อน าสํวนใสมาทดสอบกิจกรรมการเกิดอิมัลชัน (Emulsification 
activity) กับน้ ามันถั่วเหลือง   น้ ามันปาล์ม     และน้ ามันร าข๎าว   พบวํา เชื้อ  I.  orientalis PO1.2    มี
ประสิทธิภาพการเกิดอิมัลชันตํอน้ ามันร าข๎าวได๎ดีที่สุดเทํากับร๎อยละ 71.67 ในอาหารที่มีการเติม
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วความเข๎มข๎นร๎อยละ  0.1 เป็นแหลํงคาร์บอน นอกจากนั้นยังมี
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รายงานการแยกและคัดเลือกจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วจาก
ตัวอยํางดินที่ปนเปื้อนน้ ามันในอ าเภอหาดใหญํ จังหวัดสงขลา สามารถแยกเชื้อจุลินทรีย์ได๎ 83  
ไอโซเลท เป็นแบคทีเรีย 62 ไอโซเลท และเป็นยีสต์ 21 ไอโซเลท โดยแบคทีเรียไอโซเลท GR 2.4  
มีประสิทธิภาพในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วและสามารถสร๎างสารอิมัล - 
ซิไฟเออร์ชีวภาพได๎ดีที่สุด เมื่อศึกษาการเจริญของเชื้อบนอาหารแข็ง Nutrient agar โคโลนีแสดง
ลักษณะขอบเรียบ สีขาวขุํน มีลักษณะสัณฐานวิทยาเป็นรูปทํอนสั้น ติดสีแกรมลบ ไมํสร๎างเอนโด
สปอร์ เมื่อน าไปพิสูจน์เอกลักษณ์ทางล าดับดีเอ็นเอด๎วย 16S rDNA พบวําเป็น Serratia sp. เมื่อ
น าไปศึกษาประสิทธิภาพในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว แบคทีเรีย Serratia sp. 
GR 2.4 สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วความเข๎มข๎นร๎อยละ  0.1 โดยมี
ประสิทธิภาพในการยํอยสลายร๎อยละ 60  นอกจากนี้ Serratia sp. GR 2.4  ยังสามารถผลิตสารอิมัล-
ซิไฟเออร์ชีวภาพได๎ โดยจากการน าสํวนใสมาทดสอบความสามารถในการเกิดอิมัลชันกับไซลีน  
ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงสุดเทํากับร๎อยละ 54.55 ในอาหารที่เติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วใน
ความเข๎มข๎นร๎อยละ  0.1 เป็นแหลํงคาร์บอน (วิชุดา  และ เครือมาศ, 2551) 

จิตติมา (2551) ศึกษาวิธีการยํอยสลายทางชีวภาพเป็นการใช๎จุลินทรีย์ยํอยสลาย
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วโดยจุลินทรีย์จะใช๎น้ ามันเป็นแหลํงคาร์บอนหรือแหลํงพลังงาน
ในดินที่มีการปนเปื้อนน้ ามัน จากนั้นคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎
แล๎วจากดินที่ปนเปื้อนด๎วยวิธีการเพิ่มปริมาณเชื้อ (Enrichment) ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วเป็นแหลํงคาร์บอนและพลังงานพบวํา  กลุํมเชื้อที่สามารถยํอยสลาย
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว ได๎แกํ Acinetobacter sp.   Pseudomonas sp.   Nocordia sp. 
Rhodococcus sp.  Gordona terrae และ Ralstonia sp. โดยสภาวะที่เหมาะสมตํอการยํอยสลาย
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนคือ ชํวงอุณหภูมิ 30-45 องศาเซลเซียส    pH  5.5 - 8.0 อัตราสํวน
ระหวํางไนโตรเจนและฟอสฟอรัส เทํากับ 1: 25  และสารลดแรงตึงผิว  คือ Tween 80 ความเข๎มข๎น
ร๎อยละ 0.005-1.0 สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว  โดย
พบวํา Nocardia simplex Gordona terrae และ Pseudomonas mandelii     มีประสิทธิภาพการยํอย
สลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎ดีที่สุดคือร๎อยละ 50.00 30.00 และ 27.60 ตามล าดับ 

การยํอยสลายน ้ามันและสารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยจุลินทรีย์นั้นเกิดขึ้นได๎โดยสารที่
เป็นองค์ประกอบในน ้ามันถูกยํอยสลาย ความสามารถในการยํอยสลายน ้ามันหรือสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนชนิดตําง ๆ จุลินทรีย์บางชนิดอาจมีความสามารถในการยํอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนได๎เพียงหนึ่งหรือสองชนิด ในขณะที่จุลินทรีย์บางชนิดอาจมีความสามารถในการ
ยํอยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได๎หลายชนิด ทั้งนี้ก็ขึ้นอยูํกับการปรับตัวและการพัฒนา
ระบบเอนไซม์ที่เกี่ยวข๎องกับขบวนการยํอยสลาย จุลินทรีย์หลายชนิดสามารถยํอยสลายสาร 
ประกอบอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอนได๎ ซึ่งจุลินทรีย์กลุํมนี้จะใช๎ไฮโดรคาร์บอนที่มีสายสั้นหรือยาวก็
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ได๎ เชํน Mycobacterium สามารถใช๎ Ethane (C2H6) จนถึง Paraffin จุลินทรีย์ที่สามารถใช๎ Ethane 
เป็นแหลํงคาร์บอนและพลังงานได๎มีหลายกลุํมด๎วยกัน  เชํน Mycobacterium Nocardia 
Streptomyces  Pseudomonas  Flavobacterium แบคทีเรียที่มีรูปรํางทรงกลมหลายชนิดรวมทั้งรามี
จ าพวกราสายก็สามารถใช๎ Ethane ได๎ อยํางไรก็ตามพบวําแบคทีเรียกลุํม Mycobacteria มี
ประสิทธิภาพในการยํอยสลาย Ethane ได๎ดีที่สุด ส าหรับสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มีขนาด
โมเลกุลใหญํกวํานี้ พบวําจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายได๎ดีคือพวก Acid-fast ได๎แกํ Mycobacteria 
Norcadia Pseudomonas Streptomyces Desulfovibrio Corynebacterium และพวกแบคทีเรียที่มี
รูปรํางเป็นทรงกลมและเชื้อราบางชนิด (ศุภศิลป์, 2552)  
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บทที่ 3 

วิธีการวิจัย 

3.1 อุปกรณ์ และสารเคมี 

 3.1.1 ตัวอย่างดิน 

ท าการเก็บตัวอยํางดินที่มีการปนเปื้อนคราบน้ ามันดิบ หรือน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว ซึ่ง
เก็บหน๎าดิน ระดับ 0 – 15 เซนติเมตรจากบริเวณสวนปาล์มน้ ามัน โรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม อํูซํอม
รถยนต์ และรถจักรยานยนต์ภายในจังหวัดนครศรีธรรมราช  พัทลุง และสงขลา 
 3.1.2 อุปกรณ์ 
   

1) ไมโครปิเปตขนาด 100-1000 ไมโครลิตร 
2)  ตู๎อบความดันสูง 
3)  ตู๎บํมเชื้อ 
4) เคร่ืองเขยําควบคุมอุณหภูมิ 
5) กล๎องจุลทรรศน์ 
6) เคร่ืองผสม (vortex mixer) 
7) กรวยแยก  
8) กรวยกรอง 

  9) โถดูดความชื้น 

10) ตู๎ดูดควัน 
  11) เคร่ืองวัดคําการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
  12) เตาให๎ความร๎อน 

  13) เคร่ืองเขยําควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) 
 

 3.1.3 สารเคมี 
1) น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ผํานการใช๎แล๎ว (ได๎รับความอนุเคราะห์จากร๎านซํอม

รถจักรยานยนต์ใน อ.ป่าพะยอม จ.พัทลุง) 

2) น้ ามันดิบ (ได๎รับความอนุเคราะห์จากภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะ

วิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญํ) 

3) Dichloromethane 

4)  Amphotericin B (antifungal) ยี่ห๎อ GIBGO,  USA 
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5) Chloramphenicol (antibacterial) ยี่ห๎อ GIBGO,  USA 

6) อาหารเลี้ยงเชื้อ 

5.1 Nutrient Broth (NB) จากบริษัท Himedia Laboratories Pub. Ltd. 

5.2  Yeast Malt Broth (YMB) จากบริษัท Himedia Laboratories Pub. Ltd. 

5.3  Basal Salt Medium (BSM) ดัดแปลงจาก Katemai et al. (2008)  

5.4 Mineral Salt Medium (MSM) ดัดแปลงจาก จิตติมา (2551) 

3.2 วิธีการด าเนินงานวิจัย 
3.2.1 วิธีวิเคราะห์ 

1) ความสามารถในการย่อยสลายน้ ามันหล่อลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช้แล้ว 
                  วิธีชั่งหาน้ าหนักน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วที่หายไป (Weight loss method) 
โดยสกัด Culture broth ด๎วย Dichloromethane ในอัตราสํวน 2:1 ท าการสกัด 2 คร้ัง แล๎วน าสํวนของ
ตัวท าละลายมาก าจัดน้ าด๎วย Na2SO4 ท าแห๎งตัวท าละลายด๎วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ น าสารที่ไดอ๎บ
ในเดซิเคเตอร์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อก าจัดความชื้น และชั่งน้ าหนักสารที่ได๎  จากนั้นค านวณหา
ประสิทธิภาพการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว (จิตติมา, 2551)  จากสูตร 

ประสิทธิภาพการยํอยน้ ามัน (%) = ((W1-W2)/W1)×100 
W1 = น้ าหนักของน้ ามันเร่ิมต๎น 
W2 = น้ าหนักของน้ ามันที่เหลือจากการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ 
 
2) การทดสอบกิจกรรมการเกิดอิมัลชัน [Emulsification activity (%EA) และ 

Emulsification Index (%EI)] 
ปิเปตน้ ามันที่ต๎องการทดสอบปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่มี culture 

supernatant ปริมาตร 1 มิลลลิิตร   ผสมให๎เข๎ากันด๎วยเคร่ืองผสมสารเป็นเวลา 2 นาที แล๎วตั้งทิ้งไว๎
เป็นเวลา 10 นาที และ 24 ชั่วโมง จากนั้นท าการวัดความสูงของของเหลวทั้งหมดและของเหลวที่
เกิดอิมัลชันด๎วยเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ และค านวณร๎อยละการท าให๎อิมัลชันคงตัว คําที่ไดท๎ี่เวลา 10
นาทีเรียกวํา %EA ในขณะที่คําที่ไดท๎ี่เวลา 24 ชั่วโมง เรียกวํา %EI (Cooper and Goldenberg, 1987) 
การค านวณหากิจกรรมการเกิดอิมัลชัน(%) แสดงดังสมการ  

  %EA และ %EI =      ความสูงของของเหลวที่เกิดอิมัลชัน   × 100 
                                                    ความสูงของของเหลวทั้งหมด 
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3) การทดสอบความสามารถในการกระจายน้ ามัน  (Oil  Displacement  Area  
(ODA) test)  

ปิเปต น้ ามันดิบ (Crude oil)   ปริมาตร 10  ไมโครลิตร  ลงบนผิวหน๎าของน้ ากลั่น
ปริมาตร  30  มิลลิลิตร  ที่บรรจุอยูํในจาน  Pertri  dish  (ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง  95  มิลลิเมตร)  
ซึ่งจะท าให๎เกิดเป็นแผํนฟิล์มบางๆขึ้นทันที  จากนั้นคํอยๆหยด culture supernatant ที่ได๎จากการปั่น
เหวี่ยง ปริมาตร  20  ไมโครลิตร  ลงบนตรงกลางของแผํนฟิล์มน้ ามัน  ซึ่งจะท าให๎เกิดชํองวํางใสขึ้น  
ท าการวัดขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางของวงกลมที่เกิดขึ้น  เพื่อน าไปค านวณหาพื้นที่ของการกระจาย
น้ ามันดิบ  เป็นตารางเซนติเมตร    สูตรการค านวณดังสมการ  (Youssef  et  al ., 2004) 

 
Oil  Displacement  Area (ODA) = 22 / 7  (r)2   ตารางเซนติเมตร 
r =  รัศมีการกระจายตัวของตัวอยํางบนผิวหน๎าของน้ ามันดิบ 

 
3.2.2 การแยกและคัดเลือกจุลินทรีย์ท่ีสามารถย่อยสลายน้ ามันดิบและน้ ามันหล่อลื่น

เครื่องยนต์ที่ใช้แล้วและ/หรือประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  ใสํตัวอยํางดิน และน้ าที่มีการปนเปื้อนน้ ามันดิบ และน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่
ใช๎แล๎ว ซึ่งท าการเก็บตัวอยํางในพื้นที่ภาคใต๎ตอนลําง  น้ าหนัก 5 กรัม ลงในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร ที่มีอาหาร MSM ( Mineral Salt Medium) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (ที่มีน้ ามันดิบ และ
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วร๎อยละ 1 เป็นแหลํงคาร์บอน) (Mercadé et  al., 1996)   บํมเชื้อ
โดยเขยําด๎วยความเร็ว 150 รอบตํอนาที  จากนั้นแยกออกเป็น 2 ชุดการทดลอง แล๎วน าไปเขยําที่
อุณหภูมิห๎อง  และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน หรือจนกระทั่งเห็นการเจริญของ
จุลินทรีย์  จากนั้นถํายเชื้อร๎อยละ 10  ลงในอาหาร MSM ใหมํและท าการเลี้ยงตามวิธีการเดิมอีก 3 
คร้ัง (ดัดแปลงจากจิตติมา, 2551 )  ปิเปตตัวอยํางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร โดยท าการเจือจางแบบ 
Serial dilution ในชํวง 10-1 ถึง 10-5 ลงบนอาหาร NA (ที่มีการเติมยาปฏิชีวนะชนิดแอมโฟเทอริซิน 
บีเพื่อยับยั้งเชื้อรา) และ YMA (ที่มีการเติมยาปฏิชีวนะชนิดคลอแรมเฟนิคอลเพื่อยับยั้งแบคทีเรีย) 
ท าการเกลี่ยให๎ทั่วด๎วยเทคนิค Spread plate  น าจานอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง NA และ YMA ไปบํมในตู๎บํม
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  และอุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตลักษณะโคโลนีของ
จุลินทรีย์ที่แตกตํางกัน  จากนั้นแยกเชื้อซ้ าด๎วยวิธี cross streak อีก 2-3 คร้ังให๎ได๎จุลินทรีย์บริสุทธิ์   
ซึ่งท าการตรวจสอบโดยสังเกตลักษณะโคโลนีบนจานอาหารแข็ง และสํองภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์
จากนั้นเก็บตัวอยํางเชื้อจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎
แล๎วในอาหาร MSM ที่ผสมกลีเซอรอลความเข๎มข๎นสุดท๎ายร๎อยละ 25  ที่อุณหภูมิ - 20  องศา-
เซลเซียส  เพื่อใช๎เป็นกล๎าเชื้อในการทดสอบขั้นตํอไป 
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3.2.3 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและล าดับดีเอ็นเอของเชื้อจุลินทรีย์ท่ีคัดเลือกได้ 
น าจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได๎มาศึกษาลักษณะโคโลนีบนอาหารวุ๎น และท าการย๎อม 

แกรม (กรณีแบคทีเรีย) ลักษณะภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ จากนั้นท าการสกัดดีเอนเอ และท า PCR เพื่อ
น าไปวิเคราะห์ล าดับดีเอ็นเอโดย 16S rDNA (กรณีแบคทีเรีย) หรือ 26S rDNA  (กรณียีสต์และรา) 
โดยใช๎ universal oligonucleotide primers วิเคราะห์ล าดับเบสโดยเคร่ือง ABI PRISMTM 3100 DNA 
Sequencer    และท าการเทียบเคียงล าดับเบสที่วิเคราะห์ได๎ด๎วยโปรแกรม BLAST ซึ่งเข๎าถึงได๎จาก
เวบไซด์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST 

 
 3.2.4 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการย่อยสลายน้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ท่ีใช้แล้วและ/หรือ
ประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมท่ีคัดเลือกได้ 

1)  การเตรียมกล้าเชื้อ 
    เลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์แตํละไอโซเลทที่สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วที่คัดเลือกได๎จากข๎อ 3.2.2 ในอาหาร NB หรือ YMB ปริมาตร 5 มิลลิลิตรเขยําที่
ความเร็วรอบ 150 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หรืออุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
จากนั้นมาผสมกันเพื่อเป็นกล๎าเชื้อของเชื้อจุลินทรีย์ผสม ในอัตราสํวน 1 ตํอ 1 โดยวัดคําการเจริญ
ของเชื้อจุลินทรีย์เร่ิมต๎นที่ความยาวคลื่น 600 ให๎มีคํา OD เทํากับ 0.5  
  2)  วิธีการสกัดแยกน้ ามัน  
    น าตัวอยํางอาหารที่ได๎จากการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ผสม (Culture broth) 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตรไปปั่นเหวี่ยงด๎วยความเร็วรอบ 8,000 รอบตํอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที  จากนั้นน าสํวนใสที่ได๎และไดคลอโรมีเทนใสํกรวยแยกด๎วยอัตราสํวน 2:1 โดยขั้น
ตอนนี้ท าในตู๎ดูดควัน หากมีคราบน้ ามันหลํอลื่นที่ใช๎แล๎วติดในหลอดเซนตริฟิวส์ให๎กลั้วด๎วยไดคลอ
โรมีเทนให๎หมด แล๎วน าสํวนใสที่เป็นชั้นของไดคลอโรมีเทนมาท าการระเหยให๎แห๎ง  ใสํในเดซิเคเตอร์  
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  ชั่งน้ าหนักสารที่ได๎ ค านวณหาประสิทธิภาพการยํอยสลายน้ ามัน หรือ Weight loss 
ในข๎อ 3.2.1 
  3) การวัดการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ผสม 
   ปิเปตสารละลาย NaCl ร๎อยละ 0.85 ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงในหลอดปั่น
เหวี่ยงที่มีตะกอนเซลล์ผสมให๎เข๎ากัน  น าสารละลายเซลล์ไปวัดการเจริญด๎วยเคร่ืองวัดคําดูดกลืน
แสงที่ 600 นาโนเมตร   
   4) การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมในการย่อยสลาย
น้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมท่ีคัดเลือกได้ 

  ถํายเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่ได๎จากข๎อ 1) (ข๎อ 3.2.4)  ร๎อยละ 10 ปริมาตร 5 
มิลลิลิตรลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร  Basal salt medium (BSM)  ปริมาตร 45 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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มิลลิลิตร ที่มีน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วร๎อยละ  5 10 และ 15  เป็นแหลํงคาร์บอน  โดยมีชุด
ควบคุมคืออาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมํมีการเติมเชื้อเป็นตัวเปรียบเทียบ   บํมเชื้อโดยเขยําด๎วยความเร็ว 150 
รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิห๎อง หรืออุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 3 วัน   จากนั้นเก็บตัวอยําง
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อมาปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนเซลล์กับสํวนใส โดยสารละลายเซลล์น าไปวัดคํา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร สํวนสํวนใสที่ได๎น ามาทดสอบคุณสมบัติการเป็น
สารลดแรงตึงผิว ได๎แกํ คําความสามารถในการกระจายน้ ามัน หรือ  ODA (ข๎อ 3.2.1)  กิจกรรมการ
เกิดอิมัลชัน Emulsification activity (%EA) และ Emulsification Index (%EI) (ข๎อ 3.2.1)  และ
ทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรีย์ผสมในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎ หรือ 
Weight loss ในข๎อ 3.2.1 จากนั้นเลือกปริมาณน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วที่เชื้อ 
จุลินทรีย์ผสมมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วเพื่อศึกษาใน
ขั้นตอนตํอไป  
   5)  การศึกษาไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายน้ ามันหล่อลื่นเคร่ืองยนต์ท่ีใช้
แล้วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมท่ีคัดเลือกได้ 

  น ากล๎าเชื้อจุลินทรีย์ผสมจากข๎อ 1) (ข๎อ 3.2.4)  ร๎อยละ 10 ปริมาตร 5 
มิลลิลิตรถํายลงอาหาร BSM ปริมาตร 45 มิลลลิิตร  ที่มีการเติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วที่
ความเข๎มข๎นที่เหมาะสมจากข๎อ 4) โดยมีแหลํงไนโตรเจน คือ แอมโมเนียมซัลเฟต  แอมโมเนียม
คลอไรด์  ยูเรีย และชุดควบคุมที่ไมํเติมแหลํงไนโตรเจน  แล๎วน าไปเขยําที่ความเร็วรอบ 150 รอบ
ตํอนาที  อุณหภูมิห๎อง หรืออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน  จากนั้นเก็บตัวอยํางปริมาตร 
10 มิลลิลิตร เพื่อมาปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนเซลล์กับสํวนใส โดยสารละลายเซลล์น าไปวัดคําการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร สํวนสํวนใสที่ได๎น ามาทดสอบคุณสมบัติการเป็นสาร
ลดแรงตึงผิว ได๎แกํ คําความสามารถในการกระจายน้ ามัน หรือ  ODA (ข๎อ 3.2.1) กิจกรรมการเกิด
อิมัลชัน Emulsification activity (%EA) และ Emulsification Index (%EI)  (ข๎อ 3.2.1) และทดสอบ
ความสามารถของเชื้อจุลินทรีย์ผสมในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎  หรือ Weight loss 
ในข๎อ 3.2.1  เลือกชนิดของแหลํงไนโตรเจนที่เชื้อจุลินทรีย์ผสมมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยํอย
สลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วเพื่อใช๎ศึกษาในขั้นตอนตํอไป  

6)  การศึกษาพีเอชเร่ิมต้นท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายน้ ามันหล่อลื่นเคร่ืองยนต์ท่ี
ใช้แล้วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมท่ีคัดเลือกได้ 

  น ากล๎าเชื้อจุลินทรีย์ผสมจากข๎อ 1) (ข๎อ 3.2.4)  ร๎อยละ 10 ปริมาตร 5 
มิลลิลิตรถํายลงอาหาร BSM ปริมาตร 45 มิลลลิิตร  ที่มีการเติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วที่
ความเข๎มข๎นที่เหมาะสมจากข๎อ 4) โดยมีแหลํงไนโตรเจนที่เหมาะสมจากข๎อ 5) ปรับพีเอชเร่ิมต๎น
เทํากับ 6 7  8  และ 9 รวมทั้งชุดควบคุมที่ไมํเติมเชื้อจุลินทรีย์ผสมแล๎วน าไปเขยําที่ความเร็วรอบ 
150 รอบตํอนาที  อุณหภูมิห๎อง หรืออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน  จากนัน้เก็บตัวอยําง
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ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อมาปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนเซลล์กับสํวนใส โดยสารละลายเซลล์น าไปวัดคํา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร สํวนสํวนใสที่ได๎น ามาทดสอบคุณสมบัติการเป็น
สารลดแรงตึงผิว ได๎แกํ คําความสามารถในการกระจายน้ ามัน หรือ  ODA (ข๎อ 3.2.1) กิจกรรมการ
เกิดอิมัลชัน Emulsification activity (%EA) และ Emulsification Index (%EI)  (ข๎อ 3.2.1) และ
ทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรีย์ผสมในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว หรือ 
Weight loss ในข๎อ 3.2.1    เลือกพีเอชเร่ิมต๎นที่เชื้อจุลินทรีย์ผสมมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยํอย
สลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วเพื่อใช๎ศึกษาในขั้นตอนตํอไป  

7)  การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายน้ ามันหล่อลื่นเคร่ืองยนต์ท่ีใช้
แล้วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมท่ีคัดเลือกได้ 

  น ากล๎าเชื้อจุลินทรีย์ผสมจากข๎อ 1) (ข๎อ 3.2.4)  ร๎อยละ 10 ปริมาตร 5 
มิลลิลิตรถํายลงอาหาร BSM ปริมาตร 45 มิลลลิิตร  ที่มีการเติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วที่
ความเข๎มข๎นที่เหมาะสมจากข๎อ 4) โดยมีแหลํงไนโตรเจนที่เหมาะสมจากข๎อ 5) ปรับพีเอชเร่ิมต๎นที่
ได๎จากข๎อ 6) แล๎วน าไปเขยําที่ความเร็วรอบ 150 รอบตํอนาที  อุณหภูมิห๎อง 37 และ 45 องศา
เซลเซียส รวมทั้งชุดควบคุมที่ไมํเติมเชื้อจุลินทรีย์ผสม เป็นเวลา 3 วัน  จากนั้นเก็บตัวอยํางปริมาตร 
10 มิลลิลิตร เพื่อมาปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนเซลล์กับสํวนใส โดยสารละลายเซลล์น าไปวัดคําการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร สํวนสํวนใสที่ได๎น ามาทดสอบคุณสมบัติการเป็นสาร
ลดแรงตึงผิว ได๎แกํ คําความสามารถในการกระจายน้ ามัน หรือ  ODA (ข๎อ 3.2.1) กิจกรรมการเกิด
อิมัลชัน Emulsification activity (%EA) และ Emulsification Index (%EI)  (ข๎อ 3.2.1) และทดสอบ
ความสามารถของเชื้อจุลินทรีย์ผสมในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว หรือ Weight 
loss ในข๎อ 3.2.1  เลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมที่เชื้อจุลินทรีย์ผสมมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยํอยสลาย
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วเพื่อใช๎ศึกษาในขั้นตอนตํอไป  

8) การศึกษาความเร็วรอบในการเขย่าท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายสาร
น้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมท่ีคัดเลือกได้ 

  น ากล๎าเชื้อจุลินทรีย์ผสมจากข๎อ 1) (ข๎อ 3.2.4)  ร๎อยละ 10 ปริมาตร 5 
มิลลิลิตรถํายลงอาหาร BSM ปริมาตร 45 มิลลลิิตร  ที่มีการเติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วที่
ความเข๎มข๎นที่เหมาะสมจากข๎อ 4) โดยมีแหลํงไนโตรเจนที่เหมาะสมจากข๎อ 5) ปรับพีเอชเร่ิมต๎นที่
ได๎จากข๎อ 6) แล๎วน าไปเขยําที่ความเร็วรอบ 120  150 200 และ 250 รอบตํอนาที รวมทั้งชุดควบคุม
ที่ไมํเติมเชื้อจุลินทรีย์ผสม อุณหภูมิที่ได๎จากข๎อ 7) เป็นเวลา 3 วัน  จากนั้นเก็บตัวอยํางปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เพื่อมาปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนเซลล์กับสํวนใส โดยสารละลายเซลล์น าไปวัดคาํการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร สํวนสํวนใสที่ได๎น ามาทดสอบคุณสมบัติการเป็นสารลดแรง
ตึงผิว ได๎แกํ คําความสามารถในการกระจายน้ ามัน หรือ  ODA (ข๎อ 3.2.1) กิจกรรมการเกิดอิมัลชัน 
Emulsification activity (%EA) และ Emulsification Index (%EI)  (ข๎อ 3.2.1) และทดสอบ



45 
 

ความสามารถของเชื้อจุลินทรีย์ผสมในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว หรือ Weight 
loss ในข๎อ 3.2.1   เลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมที่เชื้อจุลินทรีย์ผสมมีประสิทธิภาพสูงสดุในการยํอย
สลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วเพื่อใช๎ศึกษาในขั้นตอนตํอไป  
   9)  การศึกษาช่วงเวลาท่ีเหมาะสมในการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ผสมท่ีคัดเลือกได้
และการย่อยสลายน้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 

  น ากล๎าเชื้อจุลินทรีย์ผสมจากข๎อ 1) (ข๎อ 3.2.4)  ร๎อยละ 10 ถํายลงอาหาร 
BSM ปริมาตร 45 มิลลิลิตร  เติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว  แหลํงไนโตรเจนและปรับพีเอช
เร่ิมต๎น บํมอุณหภูมิ  และความเร็วรอบในการเขยํา  ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสมจากข๎อ 8)    จากนั้น
เกบ็ตัวอยํางเป็นเวลา 0  6  12  18  24  36  48  72  96 และ 120 ชั่วโมง  โดยทุกชํวงเวลาจะเก็บ
ตัวอยํางปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อมาปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนเซลล์กับสํวนใส โดยสารละลายเซลล์
น าไปวัดคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร สํวนสํวนใสที่ได๎น ามาทดสอบ
คุณสมบัติการเป็นสารลดแรงตึงผิว ได๎แกํ คําความสามารถในการกระจายน้ ามัน หรือ  ODA (ข๎อ 
3.2.1) กิจกรรมการเกิดอิมัลชัน Emulsification activity (%EA) และ Emulsification Index (%EI)  
(ข๎อ 3.2.1) และทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรีย์ผสมในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วหรือ Weight loss ในข๎อ 3.2.1   

 
3.2.5 ศึกษาประสิทธิภาพในการก าจัดและบ าบัดน้ ามันหล่อลื่นเคร่ืองยนต์ท่ีใช้แล้วโดย

เชื้อจุลินทรียผ์สมท่ีคัดเลือกได้ในพื้นที่จ าลองดินที่มีการปนเปื้อนน้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 
  น าดินที่ไมํเคยมีประวัติการปนเปื้อนน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว โดยแบํง
ดินออกเป็น 4 ชุดการทดลอง  แตํละชุดใช๎ดิน 100 กรัม  ใสํในกลํองพลาสติกขนาด 14×20×8  
เซนติเมตร (ดัดแปลงจาก       Dave et  al., 1994)  สามารถออกแบบการทดลองดังตารางที่ 5 
   - ชุดการทดลองที่ 1  ดินที่ผํานการฆําเชื้อ  (121 องศาเซลเซียส, 15 นาที)  แล๎ว
เติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วที่ความเข๎มข๎นที่เหมาะสมที่คัดเลือกได๎จากข๎อ 3.2.4  และเติม 
suspension ของเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ให๎มีจ านวนเชื้อ 106  CFU/กรัม
ดิน 
  -  ชุดการทดลองที่ 2  ดินที่ผํานการฆําเชื้อ  (121 องศาเซลเซียส, 15 นาที)  แล๎ว
เติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วที่ความเข๎มข๎นที่เหมาะสมที่คัดเลือกได๎จากข๎อ 3.2.4   
  - ชุดการทดลองที่ 3  ดินที่ไมํผํานการฆําเชื้อแล๎วเติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่
ใช๎แล๎วที่ความเข๎มข๎นที่เหมาะสมที่คัดเลือกได๎จากข๎อ 3.2.4 และเติม suspension ของเชื้อจุลินทรีย์
ผสมที่คัดเลือกได๎ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ให๎มีจ านวนเชื้อ 106  CFU/กรัมดิน 
  - ชุดการทดลองที่ 4  ดินที่ไมํผํานการฆําเชื้อ  (121 องศาเซลเซียส, 15 นาที)  
แล๎วเติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วที่ความเข๎มข๎นที่เหมาะสมที่คัดเลือกได๎จากข๎อ 3.2.4  
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ทุกชุดการทดลองควบคุมปริมาตรของสารละลายที่เติมในดินให๎เทํากันโดยใช๎น้ ากลั่นที่ผํานการฆํา
เชื้อ (121 องศาเซลเซียส, 15 นาที) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  จากนั้นปิดปากภาชนะด๎วยอะลูมิเนียม
ฟอยล์และเก็บไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง  สุํมตัวอยํางดินที่วันที่ 0  และ 30 วัน เพื่อทดสอบความสามารถ
ของเชื้อจุลินทรีย์ในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วหรือ Weight loss ในข๎อ 3.2.1   
 

ตารางท่ี 5  ชุดการทดลองประสิทธิภาพในการก าจัดและบ าบัดสารยํอยสลายยากโดยเชื้อจุลินทรีย์
ผสมที่คัดเลือกได๎ในพื้นที่จ าลองดิน 
 

ชุดทดลอง ดินที่ผํานการฆํา

เชื้อแล๎ว 

กล๎าเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่

คัดเลือกได๎ 

106  CFU ตํอกรัมดิน 

ความเข๎มข๎นของน้ ามันหลํอลื่น

เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว (ร๎อยละ) 

10 

1 + + + 

2 + - + 

3 - - + 

4 - + + 

หมายเหตุ   สัญลักษณ์ +  หมายถึง ชุดการทดลองที่ใช๎ดินที่ผํานการฆําเชื้อแล๎ว หรือ เติม
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว หรือ เติมกล๎าเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ 

             -     หมายถึง ชุดการทดลองที่ไมํใช๎ดินที่ผํานการฆําเชื้อแล๎ว หรือ ไมํเติม
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว หรือ ไมํเติมกล๎าเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ 
    ชุดการทดลอง 1 หมายถึง     ดินฆําเชื้อ + น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว + 
เชื้อจุลินทรีย์ผสม 
     ชุดการทดลอง 2 หมายถึง     ดินฆําเชื้อ + น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว  
     ชุดการทดลอง 3 หมายถึง     ดินไมํฆําเชื้อ + น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว  
     ชุดการทดลอง 4 หมายถึง     ดินไมํฆําเชื้อ + น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว + 
เชื้อจุลินทรีย์ผสม 
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3.2.5  การวางแผนการทดลองการวิเคราะห์ผลทางสถิติ  CRD ( completely  randomized 

design)   
 วิเคราะห์ผลทางสถิติด๎วยโปรแกรม SPSS  Version 11 วิธี  One Way ANOVA   
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 การแยกและคัดเลือกจุลินทรีย์ท่ีสามารถย่อยสลายน้ ามันดิบ และน้ ามันหล่อลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช้
แล้ว 
 จากการส ารวจพื้นที่ที่มีการปนเปื้อนของสารยํอยสลายยากจ าพวก น้ ามันดิบ และ
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว ในเขตจังหวัดนครศรีธรรมราช (NS) พัทลุง (PT) และสงขลา 
(SK) แล๎วได๎เก็บตัวอยํางดิน และน้ ามาเพื่อคัดแยกและคัดเลือกจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายสาร
ดังกลําว ซึ่งภาพที่ 5 เป็นภาพพื้นที่ตัวอยํางที่มีการปนเปื้อนน้ ามันดิบ และน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์
ที่ใช๎แล๎ว 
 

 

 
 
ภาพท่ี  5 พื้นที่ตัวอยํางที่มีการปนเปื้อนน้ ามันดิบ และน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วในเขต
จังหวัดนครศรีธรรมราช  พัทลุง  และสงขลา 
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จากผลการคัดเลือกจุลินทรีย์ที่สามารถเจริญเติบโตได๎ในอาหาร MSM ที่เติมน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วร๎อยละ 1 เป็นแหลํงคาร์บอน สามารถคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ได๎ 56 ไอโซเลท  ซึ่ง
เป็นเชื้อแบคทีเรีย  38 ไอโซเลท และเป็นเชื้อยีสต์  18 ไอโซเลท (ตารางที่ 6) และพบวําสามารถแยก
เชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสได๎มากกวําที่อุณหภูมิห๎อง นอกจากนี้ยังพบวํามีเชื้อจุลินทรีย์ที่
คัดเลือกได๎ 6 ไอโซเลทซึ่งสามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎มากกวําร๎อยละ 50 
จากนั้นน าจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได๎ ทั้ง 6 ไอโซเลทมาตั้งรหัสใหมํ โดยแบคทีเรียไอโซเลทที่มี
ความสามารถในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ได๎ 5 ไอโซเลท ได๎แกํไอโซเลท WK1 WK2 
WK3 WK4 และWK5 และเชื้อยีสต์ 1 ไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท WK6 แล๎วน าจุลินทรีย์ทั้ง 6  
ไอโซเลทไปจ าแนกชนิดตํอไป 
 
ตารางท่ี 6 ประสิทธิภาพในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วโดยจุลินทรีย์ที่แยกได๎ 

ไอโซเลท ประสิทธิภาพในการยํอย
สลายน้ ามันหลํอล่ืน
เครื่องยนต์ทีใ่ช๎แล๎ว 

(%) 

ไอโซเลท ประสิทธิภาพในการยํอย
สลายน้ ามันหลํอล่ืน
เครื่องยนต์ทีใ่ช๎แล๎ว 

(%) 
แบคทีเรีย ยีสต์ 

PT1.9 15.500.00 PT1.2 55.300.00  
PT2.4 10.750.35 PT1.6 35.500.00 
PT2.10 22.000.35 PT2.6 10.950.35 
PT2.15 16.500.00 PT2.13 22.000.00 
PT2.1 20.150.35 PT2.19 18.500.00 
PT3.3 12.000.35 PT3.1 31.150.35 
PT3.4 50.850.00 SK3.3 42.000.35 
PT3.10 10.750.35 SK3.4 25.500.35 
PT3.16 22.000.35 SK3.10 30.750.35 
PT4.1 16.500.00 SK3.16 29.000.35 
PT5.3 24.150.35 SK4.1 15.650.00 
SK2.4 55.500.35 SK4.8 12.000.35 

SK3.10 9.500.00 SK4.20 27.150.35 

SK5.5 28.550.35 NS6.8 17.000.35 

SK5.11 10.750.35 NS6.9 9.500.00 

SK7.3 51.500.00 NS6.13 22.350.35 

SK8.4 27.150.35 NS7.0 10.050.05 
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ตารางท่ี 6 (ต่อ)  
 

ไอโซเลท ประสิทธิภาพในการยํอย
สลายน้ ามันหลํอล่ืน
เครื่องยนต์ทีใ่ช๎แล๎ว 

(%) 

ไอโซเลท ประสิทธิภาพในการยํอย
สลายน้ ามันหลํอล่ืน
เครื่องยนต์ทีใ่ช๎แล๎ว 

(%) 
แบคทีเรีย ยีสต์ 

SK8.10 18.500.35 NS8.5 11.950.00 

SK8.16 11.550.00   

SK9.1 20.150.35   

SK9.3 52.000.35   

SK9.4 9.500.00   

SK9.10 21.150.35   

SK9.15 17.850.00   

NS1.3 13.600.00   

NS2.2 19.100.00   

NS2.9 52.000.00   

NS3.2 13.500.00   

NS3.8 6.500.00   

NS4.4 22.300.035   

NS4.10 26.330.35   

NS5.3 8.650.00   

NS5.12 17.850.00   

NS5.16 20.000.00   

NS6.7 12.330.35   

NS6.13 10.990.35   

NS6.20 20.500.00   

NS7.1 12.450.00   
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4.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและล าดับดีเอ็นเอของเชื้อจุลินทรีย์ท่ีคัดเลือกได้ 
จากการสังเกตลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียแตํละชนิด และท าการศึกษาลักษณะเบื้องต๎น 

พบวํา เชื้อที่แยกได๎มีลักษณะโคโลนีคํอนข๎างกลม สีขาวขุํน เป็นมันวาว มีทั้งขอบโคโลนีแบบเรียบ 
หยัก และแบบกระสวย เมื่อน ามาย๎อมสีแกรมแล๎วดูภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ พบวํา ทั้ง 4   ไอโซเลท 
ได๎แกํ WK1 เป็นแบคทีเรียทํอนยาว ติดสีแกรมบวก WK2 เป็นแบคทีเรียทํอนยาว ติดสีแกรมบวก 
WK3 เป็นแบคทีเรียทํอนสั้น ติดสีแกรมบวก สร๎างสปอร์ และ WK4 เป็นแบคทีเรียทํอนสั้น ติดสี 
แกรมบวก สร๎างสปอร์ และอีก 1 ไอโซเลท คือ WK5 เป็นแบคทีเรียแกรมลบ นอกจากนี้ภาพที่ 11 
แสดงลักษณะโคโลนีของเชื้อยีสต์ WK6 บนอาหารแข็ง YM เป็นยีสต์รูปรํางไขํ มีการแบํงเซลล์แบบ
แตกหนํอ ซึ่งจากการพิสูจน์เอกลักษณ์ยืนยันทางอณูโมเลกุล ด๎วย 16S rDNA ซึ่งขนาดของผลผลิต 
PCR ของแบคทีเรียทั้ง 5 สายพันธุ์ประมาณ 450 bp พบวํา  WK1 คือ Bacillus  cereus  (homology 
98%)  WK2 คือ Bacillus altitudinis (homology 100%) WK3 คือ Bacillus amyloliquefaciens 
(homology 99%) WK4 คือ Bacillus subtilis  (homology 100%) WK5 คือ Serratia  sp. (homology 
98%)  และ การพิสูจน์เอกลักษณ์ยืนยันทางอณูโมเลกุล ด๎วย 26S rDNA WK6 ซึ่งขนาดของผลผลิต 
PCR ของยีสต์ประมาณ 950 bp คือ Issatchenkia  orientalis (homology 100%) 

ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็งและการย๎อมติดสีแกรม รวมถึงลักษณะการสํองภายใต๎กล๎อง
จุลทรรศน์ ของไอโซเลท WK1 WK2 WK3 WK4 และ WK5 แสดงดังภาพที่ 6 ถึง 10  ตามล าดับ  

 

 
 

ภาพท่ี 6 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร NA (ซ๎าย) และเชื้อไอโซเลท WK1 ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์
ก าลังขยาย 1000X (ขวา) 
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ภาพท่ี 7 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร NA (ซ๎าย) และเชื้อไอโซเลท WK2 ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์
ก าลังขยาย 1000X (ขวา) 

 
 

   
 

ภาพท่ี 8 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร NA (ซ๎าย) และเชื้อไอโซเลท WK3 ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์
ก าลังขยาย 1000X (ขวา) 
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ภาพท่ี 9 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร NA (ซ๎าย) และเชื้อไอโซเลท WK4 ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์
ก าลังขยาย 1000X (ขวา) 

  
 

   
 

ภาพท่ี 10 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร NA (ซ๎าย) และเชื้อไอโซเลท WK5 ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์
ก าลังขยาย 1000X (ขวา) 
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ภาพท่ี 11 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร YM  (ซ๎าย) และเชื้อไอโซเลท WK6 ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์
ก าลังขยาย 400X (ขวา) 
 

4.3 สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการย่อยสลายน้ ามันหล่อลื่นครื่องยนต์ท่ีใช้แล้วและ/หรือประสิทธิภาพการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยเชื้อจุลินทรียผ์สมท่ีคัดเลือกได้ 
  4.3.1 ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายน้ ามันหล่อลื่นเคร่ืองยนต์ท่ีใช้
แล้วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสม 
          จากการศึกษาการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมพบวํา 
ความเข๎มข๎นของน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว (WLO)  ร๎อยละ 0  5 10 และ 15  อาหาร BSM ที่เติม 
WLO ทั้ง 3 ความเข๎มข๎น สังเกตพบวําน้ ามัน WLO แตกตัวผสมเข๎ากับอาหาร  เป็นเนื้อเดียวกัน  และมีสี
น้ าตาลเข๎มขึ้นตามความเข๎มข๎นของแหลํงคาร์บอน  ซึ่งความเข๎มข๎น WLO  ร๎อยละ 10 นั้นเชื้อจุลินทรีย์
ผสมสามารถยํอยสลายสารไฮโดรคาร์บอนที่เป็นองค์ประกอบของน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎
ดีที่สุด เทํากับ ร๎อยละ 50.44  ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 7  ดังนั้นจึงเลือกเติม WLO ร๎อยละ 10 
ในการทดลองตํอไป  เพราะสามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นที่ใช๎แล๎วได๎มากที่สุด และภาพที่ 12 
แสดงการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ ที่มีตํอการยํอยสลาย WLO ความเข๎มข๎นตํางๆ 
เมื่อเลี้ยงในตู๎บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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ตารางท่ี 7 ความเข๎มข๎นของแหลํงคาร์บอนที่เหมาะสมตํอการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่
ใช๎แล๎วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎    โดยเลี้ยงในอาหาร BSM  ที่เติมยูเรียเป็นแหลํง
ไนโตรเจน ปรับ pH เร่ิมต๎นที ่7.0  เขยําที่ความเร็วรอบ 150 รอบตํอนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

 
ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 

(ร้อยละ) 
Weight  loss (ร้อยละ) 

อุณหภูมิ 37 C อุณหภูมิห้อง 

(30±2 C) 
0 
5 

10 
15 

- 
43.33 c 
50.44 a 
46.72 b 

- 
28.17 b 
30.53 a 
29.00 a 

หมายเหตุ  ตัวอักษรที่ก ากับตํางกันในคอลัมน์ หมายถึง มีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ
(P<0.05)  
  

 
ภาพท่ี 12 ความเข๎มข๎นของน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วตํอการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่
คัดเลือกได๎ และประสิทธิภาพของการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว 
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ความเข้มข้นของน้ ามันหล่อลื่นเคร่ืองยนต์ท่ีใช้แล้ว (ร้อยละ) 

weight loss(%) การเจริญของกลุ่มเช้ือที่คัดเลือกได้ 
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  4.3.2  แหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายน้ ามันหล่อลื่นเคร่ืองยนต์ท่ีใช้แล้วโดย
เชื้อจุลินทรีย์ผสม 
          จากการศึกษาแหลํงไนโตรเจนที่เหมาะสมตํอการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่
ใช๎แล๎วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสม อาหาร BSM ที่มีน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วร๎อยละ 10 เป็นแหลํง
คาร์บอน และมีการเติมแอมโมเนียมซัลเฟต  แอมโมเนียมคลอไรด์ ยูเรีย  เป็นแหลํงไนโตรเจน  
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมํเติมไนโตรเจน ผลการทดลองพบวําอาหาร BSM ที่เติมแอมโมเนียม
ซัลเฟตเป็นแหลํงไนโตรเจนน้ ามันจะแตกตัวและผสมเข๎ากับอาหารเลี้ยงเชื้อ  ท าให๎ เชื้อจุลินทรีย์
ผสมสามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นได๎จึงมีลักษณะขุํนและสามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎ดีที่สุด เทํากับ ร๎อยละ 51.33 (ตารางที่ 8) สํวนอาหาร BSM ที่ไมํเติมแหลํง
ไนโตรเจนเทํากับ ร๎อยละ 16.12  ดังนั้นจึงเลือกเติมแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหลํงไนโตรเจนใน
อาหาร BSM ในการทดลองตํอไป  เพราะสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นที่
ใช๎แล๎ว  
 
ตารางท่ี 8  ชนิดของแหลํงไนโตรเจนที่เหมาะสมตํอการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว
โดยเชื้อจุลินทรีย์ผสม โดยเลี้ยงในอาหาร BSM  ที่เติม WLO ร๎อยละ 10 เป็นแหลํงคาร์บอน  ปรับ 
pH เร่ิมต๎นที่ 7.0  เขยําที่ความเร็วรอบ 150 รอบตํอนาที  เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
 

ชนิดของแหล่งไนโตรเจน Weight  loss (ร้อยละ) 

อุณหภูมิ 37 C อุณหภูมิห้อง 

(30±2 C) 
ชุดควบคุม 

แอมโมเนียมซลัเฟต   
แอมโมเนียมคลอไรด์ 

ยูเรีย 

16.12 d 
51.33 a 
45.00 c 
48.67 b 

10.50 c 
30.67 b 
39.50 a 
32.67 b 

หมายเหตุ  ตัวอักษรที่ก ากับตํางกันในคอลัมน์ หมายถึง มีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ
(P<0.05)  
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4.3.3  พีเอชเร่ิมต้นท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายน้ ามันหล่อลื่นเคร่ืองยนต์ท่ีใช้แล้วโดย
เชื้อจุลินทรีย์ผสม 
          จากการศึกษาพีเอชเร่ิมต๎นตํอการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วโดย
เชื้อจุลินทรีย์ผสมในอาหาร BSM ที่เติมแหลํง WLO ร๎อยละ 10 เป็นแหลํงคาร์บอน และแอมโมเนียม
ซัลเฟตเป็นแหลํงไนโตรเจน ผลการศึกษาพีเอชเร่ิมต๎นที่ 6.0  7.0  8.0  และ 9.0  พบวํา  ลักษณะน้ ามันใน
อาหาร BSM มีการแตกตัวและลอยอยูํบนอาหาร  อาหารจึงมีลักษณะขุํนเล็กน๎อย  และที่พีเอช เทํากับ 7 
เชื้อจุลินทรีย์ผสมสามารถยํอยสลายสารไฮโดรคาร์บอนที่เป็นองค์ประกอบของน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎ดีที่สุดเทํากับ ร๎อยละ 51.85 ในขณะที่ชุดควบคุมซึ่งไมํมีการเติมเชื้อจุลินทรีย์
ผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการปรับพีเอชเร่ิมต๎นตํางกัน พบวําน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วที่เติมลง
ไปได๎หายไปในปริมาณเล็กน๎อย นําจะมีสาเหตุมาจากการระเหย หรือการเกิดปฏิกิริยา photochemical 
oxidation ที่สํงผลให๎น้ าหนักของน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วหายไป ดังนั้นจึงเลือกท าการปรับ 
พีเอชเร่ิมต๎นที่ 7.0 ในการทดลองตํอไป แสดงผลการทดลองดังตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 9   พีเอชเริ่มต๎นที่เหมาะสมตํอการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วโดย
เชื้อจุลินทรีย์ผสม โดยเลี้ยงในอาหาร BSM  ที่เติม WLO ร๎อยละ 10 เป็นแหลํงคาร์บอน  
แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหลํงไนโตรเจน  เขยําที่ความเร็วรอบ 150 รอบตํอนาที  เป็นเวลา 72 
ชั่วโมง 
 

พีเอชเร่ิมต้น Weight  loss (ร้อยละ) 

อุณหภูมิ 37 C อุณหภูมิห้อง 

(30±2 C) 
6.0 
7.0   
8.0 
9.0 

ชุดควบคุม (6.0) 
ชุดควบคุม (7.0) 
ชุดควบคุม (8.0) 
ชุดควบคุม (9.0) 

18.25 c 
51.85 a 
46.10 b 
47.18 b 
10.66 e 
12.20 d 
9.33 e 
9.00 e 

19.50 c 
32.15 b 
39.67 a 
32.20 b 
9.86 d 
9.48 d 
7.62 e 
7.84 e 

หมายเหตุ  ตัวอักษรที่ก ากับตํางกันในคอลัมน์ หมายถึง มีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ
(P<0.05)  
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  4.3.4  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายน้ ามัน หล่อลื่นเคร่ืองยนต์ท่ีใช้แล้วโดย
เชื้อจุลินทรีย์ผสม 
          จากการศึกษาอุณหภูมิตํอการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ ใช๎แล๎วโดย
เชื้อจุลินทรีย์ผสมที่เติม WLO ร๎อยละ 10 และแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหลํงไนโตรเจน ปรับพีเอชเร่ิมต๎น
เทํากับ  7.0  จากนั้นท าการศึกษาอุณหภูมิ 30 37 และ 45 องศาเซลเซียส  พบวํา ที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส  อาหาร BSM น้ ามันแตกตัวและผสมเข๎ากับอาหารจึงมีลักษณะขุํนมาก  เชื้อจุลินทรีย์ผสมที่
คัดเลือกได๎สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎ดีที่สุด เทํากับ ร๎อยละ 51.90  ผลการ
ทดลองแสดงดังตารางที่ 10 นอกจากนี้ยังพบวําเมื่อเลี้ยงกลุํมเชื้อในอุณหภูมิสูงขึ้น คือ 45 องศาเซลเซียส 
สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎มากกวําที่อุณหภูมิห๎อง 
ดังนั้นจึงเลือกใช๎อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในการทดลองตํอไป  
 
ตารางท่ี 10 อุณหภูมิที่เหมาะสมตํอการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วโดยเชื้อจุลินทรีย์
ผสม  โดยเลี้ยงในอาหาร BSM  ที่เติม WLO ร๎อยละ 10 เป็นแหลํงคาร์บอน  แอมโมเนียมซัลเฟต
เป็นแหลํงไนโตรเจน ปรับ pH เร่ิมต๎นที่ 7.0 เขยําที่ความเร็วรอบ 150 รอบตํอนาที  เป็นเวลา 72 
ชั่วโมง 
 

การทดลอง Weight  loss (ร้อยละ) 

อุณหภูมิ 37 C อุณหภูมิห้อง 

(30±2 C) 
อุณหภูมิ 45 C 

ชุดควบคุม 
ชุดทดลอง 

18.52 b 
51.90 a 

19.33 b 
32.55 a 

19.96 b 
46.67a 

หมายเหตุ  ตัวอักษรที่ก ากับตํางกันในคอลัมน์ หมายถึง มีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ
(P<0.05)  
  
  4.3.5  ความเร็วรอบในการเขย่าท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายน้ ามัน หล่อลื่นเคร่ืองยนต์ท่ีใช้
แล้วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสม 
          จากการศึกษาความเร็วรอบในการเขยําตํอการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎
แล๎วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่มี WLO ร๎อยละ 10 เป็นแหลํงคาร์บอน และ แอมโมเนียมซัลเฟตเป็น
แหลํงไนโตรเจน ปรับพีเอชเร่ิมต๎นเทํากับ 7.0 จากนั้นศึกษาความเร็วรอบในการเขยําที่ 120  150 200 
และ 250 รอบตํอนาที  พบวําที่ความเร็วรอบในการเขยําทั้งสามความเร็วรอบสํงผลให๎น้ ามันจะแตก
ตัวและผสมเข๎ากับอาหาร BSM ได๎ อาหารเลี้ยงเชื้อจึงมีลักษณะขุํนมาก  และที่ความเร็วรอบเทํากับ 
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150 รอบตํอนาที สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎ดีที่สุด เทํากับ ร๎อยละ 
52.00 แตํเมื่อท าการวิเคราะห์ทางสถิติแล๎วพบวํา ที่ความเร็วรอบการเขยํา 200 และ 250 รอบตํอนาที
สามารถยํอยสลายน ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎ไมํแตกตํางกันกับที่ความเร็วรอบ 150 รอบ
ตํอนาที แตํเมื่อพิจารณาในด๎านการประหยัดพลังงานไฟฟ้าแล๎ว จึงเลือกใช๎การเขยําที่ความเร็วรอบ 
150 รอบตํอนาที ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 11  นอกจากนี้ชุดควบคุมที่ไมํมีการเติมเชื้อจุลินทรีย์
ผสม แล๎วน าไปบํมในตู๎เขยําความเร็วรอบ 150 รอบตํอนาที พบวําปริมาณน้ ามันหลํอลื่นหายไปเล็กน๎อย 
ร๎อยละ 12.64 
 
ตารางท่ี 11  ความเร็วรอบในการเขยําที่เหมาะสมตํอการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎
แล๎วโดยกลุํมเชื้อจุลินทรีย์ผสม โดยเลี้ยงในอาหาร BSM  ที่เติม WLO ร๎อยละ 10 เป็นแหลํงคาร์บอน  
แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหลํงไนโตรเจน ปรับ pH เร่ิมต๎นที่ 7.0 บํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
 

ความเร็วรอบในการเขย่า (รอบต่อนาที) Weight  loss (ร้อยละ) 

120 
150 
200 
250 

50.55 b 
52.00 a 
51.87 a 
51.60a 

หมายเหตุ  ตัวอักษรที่ก ากับตํางกันในคอลัมน์ หมายถึง มีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ
(P<0.05)  
     
  4.3.6  ช่วงเวลาท่ีเหมาะสมในการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ผสมท่ีคัดเลือกได้  และ
ประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 
  จากการศึกษาการยํอยสลายสารไฮโดรคาร์บอนที่ เป็นองค์ประกอบของน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ในอาหาร BSM ที่เติม WLO ร๎อยละ 10 เป็น
แหลํงคาร์บอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหลํงไนโตรเจน ปรับพีเอชเร่ิมต๎นเทํากับ 7.0  บํมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และความเร็วรอบในการเขยําเทํากับ  150  รอบตํอนาที  โดยเก็บตัวอยํางใน
ชํวงเวลา 0  6 12  18  24  36  48 72  96 และ 120  ชั่วโมง จากนั้นวัดคําการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่
คัดเลือกได๎ที่คําการดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร พบวํา เชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎เร่ิมแบํงเซลล์และ
เจริญตั้งแตํชั่วโมงที่ 12 ถึง ชั่วโมงที่ 48 โดยเจริญได๎ดีที่สุดในชํวงเวลา 48 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังสํงผลตํอ
ประสิทธิภาพการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว กลําวคือ เชื้อจุลินทรีย์ผสมสามารถยํอย
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สลายน้ ามันได๎ต้ังแตํชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ และมีแนวโน๎มเพิ่มสูงขึ้น จนมีประสิทธิภาพการยํอย
สลายสูงสุดที่เวลา 48 ชั่วโมง โดยมีคํา weight loss เทํากับร๎อยละ 52.60 แสดงผลดังภาพที่ 13   หลังจาก
นั้นการเจริญของกลุํมจุลินทรีย์จะคํอยๆ ลดลง  นอกจากนี้ภาพที่ 14 ยังแสดงลักษณะของเชื้อจุลินทรีย์
ผสมที่คัดเลือกได๎ ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ จะเห็นวําเป็นการอยูํรํวมกันของเชื้อแบคทีเรียและเชื้อยีสต์ 
 

 

 
ภาพท่ี  13 การเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ที่มีตํอประสิทธิภาพการยํอยสลาย
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว  โดยเลี้ยงในอาหาร BSM  ที่เติม WLO ร๎อยละ 10 เป็นแหลํง
คาร์บอน  แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหลํงไนโตรเจน ปรับ pH เร่ิมต๎นที่ 7.0 บํมที่อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เขยําที่ความเร็วรอบ 150 รอบตํอนาที  
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ภาพท่ี 14 ลักษณะของเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1000X 

 

4.3.7  การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของเชื้อจุลินทรีย์ผสมท่ี
คัดเลือกได้  

จากการน าสํวนใสที่ได๎จากปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนของเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ซึ่งเลี้ยง
ในสภาวะที่เหมาะสมตามข๎อ 4.3.6  มาทดสอบคุณสมบัติของการเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
(Biosurfactant) โดยทดสอบสมบัติของการเป็นสารลดแรงผิวด๎วยวิธี Oil Displacement Area test 
(ODA) พบวํา ที่เวลา  48 ชั่วโมง เชื้อจุลินทรีย์ผสมมีการผลิตสารลดแรงผิวชีวภาพ เพราะสามารถ 
ท าให๎น้ ามันดิบ ชนิด Weathered crude oil เกิดการกระจายน้ ามันมีพื้นที่   11  ตารางเซนติเมตร  
ในขณะที่ผลการทดสอบคุณสมบัติการเป็นสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ (Bioemulsifier) ตํอน้ ามัน 4 
ชนิด ได๎แกํ น้ ามันก๏าด (kerosene) น้ ามันถั่วเหลือง  น้ ามันปาล์ม  และน้ ามันร าข๎าว  พบวํา ที่เวลา  
48 ชั่วโมง เชื้อจุลินทรีย์ผสมมีความสามารถในการสร๎างสารอิมัลซิไฟเออร์ชีวภาพกับน้ ามันร าข๎าว
ได๎ดีที่สุด (ภาพที่ 15)    นอกจากนี้ในตารางที่ 12 แสดงผลการทดสอบประสิทธิภาพการเป็นสาร
อิมัลซิไฟด์เออร์ตํอสารละลายตํางๆ ของสํวนใสที่ได๎จากการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ซึ่ง
มีความสามารถในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว   จากผลการทดลองกลําวได๎วํา 
เชื้อจุลินทรีย์ผสมนี้นอกจากจะสามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว ยังผลิตสารลด
แรงตึงชีวภาพได๎อีกด๎วย   
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ภาพท่ี 15 การทดสอบ Emulsification Activity  (%EA)   ที่เวลา 0 นาที (A) และที่เวลา 10 นาที (B) 
หมายเหตุ   1 คือ    น้ ามันก๏าด  (kerosene)       2  คือ    น้ ามันถั่วเหลือง 

    3   คือ   น้ ามันปาล์ม                       4   คือ   น้ ามันร าข๎าว   
 

 
ตารางท่ี  12 กิจกรรมการเกิดอิมัลชันของสํวนใส (Culture supernatant) ที่ได๎จากการเลี้ยง
เชื้อจุลินทรีย์ผสมตํอตัวท าละลายตํางๆ 
 

ชนิดน้ ามัน % EA   %EI   
kerosene 0 0 
xylene 30.00 20.00 
น้ ามันถั่วเหลือง 52.94 27.78 
น้ ามันปาล์ม 47.06 23.53 
น้ ามันร าข๎าว 58.82 29.41 

หมายเหตุ   สํวนใสที่น ามาทดสอบ ใช๎ที่เวลา 48 ชั่วโมง 
    %EA (Emulsification Activity) หมายถึง กิจกรรมของการเกิดอิมัลซิไฟด์เออร์ เป็นเวลา 
10 นาที 
    %EI (Emulsification Index)  หมายถึง กิจกรรมของการเกิดอิมัลซิไฟด์เออร์ เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง 
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4.4   ประสิทธิภาพในการก าจัดและบ าบัดน้ ามันหล่อลื่นเคร่ืองยนต์ท่ีใช้แล้วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสมท่ี

คัดเลือกได้ในพื้นที่จ าลองดินที่มีการปนเปื้อนน้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 

   น าดินที่ไมํมีประวัติการปนเปื้อนน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วมาเติมน้ ามันหลํอลื่น

เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วความเข๎มข๎น 10 กรัม ตํอ 100 กรัมดิน และเติมกล๎าเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือก

ได๎ ให๎มีจ านวนเชื้อ 106  CFU ตํอกรัมดิน จากภาพที่  16 พบวําจ านวนจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลาย

น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎ในชุดการทดลองที่ 1 มีจ านวนเพิ่มมากขึ้นจากวันเร่ิมต๎น 

ในขณะที่ชุดการทดลองที่  2 เกิดการเปลี่ยนแปลงของจ านวนจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลาย

น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วน๎อยมาก  สํวนชุดการทดลองที่ 3 และ 4 ใช๎ดินที่ไมํมีการฆําเชื้อ   

จ านวนจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วลดลงอยํางมาก 

 นอกจากนี้ผลการประยุกต์ใช๎กลุํมเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได๎ในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วในดินทั้ง 4 ชุดการทดลอง ซึ่งวิเคราะห์ด๎วยวิธี weight loss ผลการทดลองพบวํา 
ชุดการทดลองที่ 1 ซึ่งใช๎ดินที่ผํานการฆําเชื้อและเติมเชื้อกลุํมจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได๎ 106 CFU ตํอ
กรัมดิน ให๎ประสิทธิภาพในการยํอยสลายสูงที่สุด คือร๎อยละ 48.67 รองลงมาได๎แกํชุดทดลองที่  4 
ซึ่งใช๎ดินไมํฆําเชื้อแล๎วเติม กลุํมเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได๎ ให๎ประสิทธิภาพในการยํอยสลายสูงที่สุด
ร๎อยละ 41.33  ในขณะที่ชุดควบคุม คือชุดการทดลองที่ 2 สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎เทํากับร๎อยละ 16.50   ซึ่งผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 13 
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ภาพท่ี  16 จ านวนเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ที่ 0 และ 30 วัน ของการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วในดินของชุดทดลองตํางๆ  
หมายเหตุ     ชุดการทดลอง 1 หมายถึง     ดินฆําเชื้อ + น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว + 
เชื้อจุลินทรีย์ผสม 
        ชุดการทดลอง 2 หมายถึง     ดินฆําเชื้อ + น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว  
       ชุดการทดลอง 3 หมายถึง     ดินไมํฆําเชื้อ + น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว  
       ชุดการทดลอง 4 หมายถึง     ดินไมํฆําเชื้อ + น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว + 
เชื้อจุลินทรีย์ผสม 
 
ตารางท่ี 13  ประสิทธิภาพในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วโดยเชื้อจุลินทรีย์ผสม
ที่คัดเลือกได๎ในดินวันที่ 30 
 

ชุดทดลอง Weight loss (%) 

1 
2 
3 
4 

48.67 a 
16.50 c 
39.67 b 
41.33 b 

 
หมายเหตุ  ตัวอักษรที่ก ากับตํางกันในคอลัมน์ หมายถึง มีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ
(P<0.05) 
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บทที่ 5 

สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

5.1 สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

 จากการเก็บตัวอยํางดินที่มีการปนเปื้อนสารไฮโดรคาร์บอน จ าพวกน้ ามันดิบ และ
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว ในพื้นที่ภาคใต๎ตอนลําง ได๎แกํจังหวัดนครศรีธรรมราช พัทลุง 
และสงขลา พบวํามีเชื้อจุลินทรีย์จ านวน 56 ไอโซเลทที่สามารถเจริญเติบโตได๎ในอาหาร MSM ที่
เติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วร๎อยละ 1 เป็นแหลํงคาร์บอนได๎ โดยเป็นเชื้อแบคทีเรีย  38  
ไอโซเลท และเป็นเชื้อยีสต์  18 ไอโซเลท นอกจากนี้ยังพบวํามีเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได๎ 6  
ไอโซเลทซึ่งสามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎มากกวําร๎อยละ 50 จากนั้นน า
จุลินทรีย์ที่คัดเลือกได๎ ทั้ง 6 ไอโซเลทมาตั้งรหัสใหมํ โดยแบคทีเรียไอโซเลทที่มีความสามารถใน
การยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ได๎ 5 ไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท WK1 WK2 WK3 WK4 
และWK5 และเชื้อยีสต์ 1 ไอโซเลท ได๎แกํ ไอโซเลท WK6 แล๎วน าจุลินทรีย์ทั้ง 6 ไอโซเลทไป
จ าแนกโดยการหาล าดับดีเอนเอ ผลของลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็งพบวํา เชื้อที่แยกได๎มีลักษณะ
โคโลนีรูปรํางคํอนข๎างกลม สีขาวขุํน เป็นมันวาว มีทั้งขอบโคโลนีแบบเรียบ หยัก และแบบ
กระสวย เมื่อน ามาย๎อมสีแกรมแล๎วดูภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ พบวํา ทั้ง 4   ไอโซเลท ได๎แกํ WK1 
เป็นแบคทีเรียทํอนยาว ติดสีแกรมบวก WK2 เป็นแบคทีเรียทํอนยาว ติดสีแกรมบวก WK3 เป็น
แบคทีเรียทํอนสั้น ติดสีแกรมบวก สร๎างสปอร์ และ WK4 เป็นแบคทีเรียทํอนสั้น ติดสี 
แกรมบวก สร๎างสปอร์ และอีก 1 ไอโซเลท คือ WK5 เป็นแบคทีเรียแกรมลบ นอกจากนั้นลักษณะ
โคโลนีของเชื้อยีสต์ WK6 บนอาหารแข็ง YM เป็นยีสต์รูปรํางไขํ มีการแบํงเซลล์แบบแตกหนํอ ซึ่ง
จากการพิสูจน์เอกลักษณ์ยืนยันทางอณูโมเลกุล ด๎วย 16S rDNA พบวํา  WK1 คือ Bacillus  cereus   
WK2 คือ Bacillus altitudinis WK3 คือ Bacillus amyloliquefaciens,WK4 คือ Bacillus subtilis  
WK5 คือ Serratia  sp. และการพิสูจน์เอกลักษณ์ยืนยันทางอณูโมเลกุล ด๎วย 26S rDNA WK6 คือ 
Issatchenkia  orientalis ซึ่งแตกตํางจากงานวิจัยของจิตติมา (2551) ที่ศึกษาวิธีการยํอยสลายทาง
ชีวภาพด๎วยการใช๎จุลินทรีย์ยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว โดยจุลินทรีย์จะใช๎น้ ามัน
เป็นแหลํงคาร์บอนหรือแหลํงพลังงาน จากการคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วจากดินที่การปนเปื้อนด๎วยวิธีการเพิ่มปริมาณเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
น้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว ได๎แกํ Acinetobacter sp. Pseudomonas sp. Nocardia sp. 
Rhodococus sp. Gordona terrae และ Ralstonia sp.  นอกจากนี้ยังสอดคล๎องกับรายงานของ 
พีรกานติ์ และคณะ (2550) ซึ่งรายงานวําสามารถแยกและคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ยํอยสลายน้ ามัน ซึ่ง
เป็นการรวบรวมเชื้อจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการยํอยสลายน้ ามัน โดยเฉพาะการปนเปื้อน
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น้ ามันเคร่ืองที่ใช๎แล๎วแหลํงการเก็บตัวอยํางการวิจัยนี้แบํงเป็น 2 แหลํง คือ  แหลํงเก็บตัวอยําง
ธรรมชาติ เชํน น้ าพุร๎อนและป่าอนุรักษ์ และแหลํงเก็บตัวอยํางที่มีการปนเปื้อนน้ ามันเคร่ืองใช๎แล๎ว 
เชํน บริเวณอํูซํอมรถและสถานีเติมน้ ามัน พบเชื้อจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการยํอยสลายคราบ
น้ ามัน จากตัวอยํางดินและน้ าในบริเวณน้ าพุร๎อนจ านวน 3 ไอโซเลทเป็นจุลินทรีย์ที่แยกจากตัวอยําง
น้ า 22 ไอโซเลท และจากดินบริเวณบํอน้ าพุร๎อน 8 ไอโซเลท และพบจ านวนจุลินทรีย์จากบ๎านโป่ง 
จ านวน 38 ไอโซเลท (SA1-SA38) จากห๎วยโจ๎ จ านวน 40 ไอโซเลท (PW1-PW40) จุลินทรีย์
ทั้งหมดที่คัดแยกได๎ น ามาทดสอบความสามารถในการยํอยน้ ามันโดยวิธี             Partition 
gravimetric method และวิเคราะห์ความสามารถในการยํอยน้ ามันในกลุํมไฮโดรคาร์บอนด๎วย 
กระบวนการทางชีวเคมี คือ การทดสอบแอคติวิตีของเอนไซม์ไลเปสในเบื้องต๎น พบจุลินทรีย์ที่มี
ศักยภาพในการยํอยสลายน้ ามัน จ านวน 10 ไอโซเลท  

จากผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตํอการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วโดย
เชื้อจุลินทรีย์ผสมที่แยกได๎จากตัวอยํางดินที่มีการปนเปื้อนของน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว 
ซึ่งวิเคราะห์ด๎วยวิธี weight loss ผลการทดลองพบวําในอาหาร BSM ที่เติม WLO ร๎อยละ 10 เป็นแหลํง
คาร์บอน และแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหลํงไนโตรเจน ปรับพีเอชเร่ิมต๎นเทํากับ 7.0  บํมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส และความเร็วรอบในการเขยําเทํากับ  150  รอบตํอนาที  โดยเก็บตัวอยํางในชํวงเวลา 0  6 
12  18  24  36  48 72  96 และ 120  ชั่วโมง จากนั้นวัดคําการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ที่
คําการดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตร พบวํา เชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎เร่ิมแบํงเซลล์และเจริญตั้งแตํ
ชั่วโมงที่ 12 ถึง ชั่วโมงที่ 48 โดยเจริญได๎ดีที่สุดในชํวงเวลา 48 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังสํงผลตํอ
ประสิทธิภาพการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว กลําวคือ เชื้อจุลินทรีย์ผสมสามารถยํอย
สลายน้ ามันได๎ต้ังแตํชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ และมีแนวโน๎มเพิ่มสูงขึ้น จนมีประสิทธิภาพการยํอย
สลายสูงสุดที่เวลา 48 ชั่วโมง โดยมีคํา weight loss เทํากับร๎อยละ 52.60 แสดงผลดังภาพที่ 13   หลังจาก
นั้นการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ผสมจะคํอยๆ ลดลง  อีกทั้งเมื่อน าสํวนใสที่ได๎จากปั่นเหวี่ยงแยกตะกอน
ของเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ซึ่งเลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสมมาทดสอบคุณสมบัติของการเป็น
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant) โดยทดสอบสมบัติของการเป็นสารลดแรงผิวด๎วยวิธี Oil 
Displacement Area test (ODA) พบวํา ที่เวลา  48 ชั่วโมง เชื้อจุลินทรีย์ผสมมีการผลิตสารลดแรงผิว
ชีวภาพ เพราะสามารถท าให๎น้ ามันดิบชนิด Weathered crude oil เกิดการกระจายน้ ามันมีพื้นที่   11  
ตารางเซนติเมตร  ในขณะที่ผลการทดสอบคุณสมบัติการเป็นสารอิมัลซิไฟด์เออ ร์ชีวภาพ 
(Bioemulsifier) ตํอน้ ามัน 4 ชนิด ได๎แกํ น้ ามันก๏าด (kerosene) น้ ามันถั่วเหลือง  น้ ามันปาล์ม  และ
น้ ามันร าข๎าว  พบวํา ที่เวลา  48 ชั่วโมง เชื้อจุลินทรีย์ผสมมีความสามารถในการสร๎างสารอิมัลซิไฟ-
เออร์ชีวภาพกับน้ ามันร าข๎าวได๎ดีที่สุด นอกจากนี้ผลการทดสอบประสิทธิภาพการเป็นสารอิมัลซิ-
ไฟด์เออร์ตํอสารละลายตํางๆ ของสํวนใสที่ได๎จากการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ซึ่งมี
ความสามารถในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว  กลํ าวได๎วําเชื้อจุลินทรีย์ผสมนี้
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นอกจากจะสามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว ยังผลิตสารลดแรงตึงชีวภาพได๎อีก
ด๎วย  ซึ่งสอดคล๎องกับงานวิจัยของ Zinjarde และ Pant (2002) ศึกษาชนิดของจุลินทรีย์จากตัวอยําง
โคลนและน้ าจากรอบ ๆ  ทําเรือ Mumbai จ านวน 20 ตัวอยําง พบวํา สามารถแยกแบคทีเรียและยีสต์ได๎ 
17 สายพันธุ์  ทุกสายพันธุ์ให๎ผลการยํอยสลายน้ ามันมากกวํา ร๎อยละ 10 ซึ่งยีสต์สายพันธุ์ Yarrowia  
lipolytica  สามารถยํอยสลายสารประกอบ aliphatic hydrocarbons ในน้ ามันดิบได๎ดีที่สุด  โดยเพิ่ม
แหลํงไนโตรเจนและอัตราการให๎อากาศที่แตกตํางกัน คือ 0 50 100 และ 200 รอบตํอนาที  พบวํา 
แอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหลํงไนโตรเจนที่ดีที่สุด  และอัตราการให๎อากาศที่ 200 รอบตํอนาที  สามารถ
เพิ่มประสิทธิภาพการยํอยสลาย สารประกอบ aliphatic hydrocarbon ในน้ ามันดิบได๎สูงถึงร๎อยละ 78 

เมื่อน าเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎มาประยุกต์ใช๎ในชุดการทดลองที่ 1 คือดินที่ผํานการ
ฆําเชื้อแล๎วเติมน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วร๎อยละ 10 จากนั้นเติมเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือก
ได๎ พบวําจ านวนจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎มีจ านวนเพิ่มมาก
ขึ้นจากวันเร่ิมต๎น ในขณะที่ชุดการทดลองที่ 2 คือดินที่ผํานการฆําเชื้อแล๎วเติมน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วร๎อยละ 10 แตํไมํเติมเชื้อจุลินทรีย์ผสม พบวําเกิดการเปลี่ยนแปลงของจ านวน
จุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วน๎อยมาก  สํวนชุดการทดลองที่ 3 
และ 4 ใช๎ดินที่ไมํมีการฆําเชื้อ   จ านวนจุลินทรีย์ที่สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎
แล๎วลดลงอยํางมาก 
 นอกจากนี้ผลการประยุกต์ใช๎เชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วในดินทั้ง 4 ชุดการทดลอง ซึ่งวิเคราะห์ด๎วยวิธี weight loss ผลการทดลองพบวํา 
ชุดการทดลองที่ 1 ซึ่งใช๎ดินที่ผํานการฆําเชื้อและเติมเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ 106 CFU ตํอ
กรัมดิน ให๎ประสิทธิภาพในการยํอยสลายสูงที่สุด คือร๎อยละ 48.67 รองลงมาได๎แกํชุดทดลองที่  4 
ซึ่งใช๎ดินไมํฆําเชื้อแล๎วเติมเชื้อจุลินทรีย์ผสมที่คัดเลือกได๎ ให๎ประสิทธิภาพในการยํอยสลายสูงที่สุด
ร๎อยละ 41.33  ในขณะที่ชุดควบคุม คือชุดการทดลองที่ 2 สามารถยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น
เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วได๎เทํากับร๎อยละ 16.50  ผลการทดลองนี้ใกล๎เคียงกันกับงานวิจัยของ จิตติมา 
(2551) ที่ท าการศึกษาความสามารถในการยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วในดินโดย
กลุํมเชื้อ SC-9 พบวํา ประสิทธิภาพในการยํอยสลายเทํากับร๎อยละ 98  หลังจากการยํอยสลาย 30 วัน  
โดยคําประสิทธิภาพที่สูงนี้เนื่องจากการทดลองของจิตติมา (2551) การปรับสภาวะที่เหมาะสม คือ 
ปรับระดับความชื้นในดินเทํากับร๎อยละ 17 เติมสารอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสโดยให๎มี
อัตราสํวนของคาร์บอนไนโตรเจน และฟอสฟอรัส (C:N:P) เทํากับ 300:10:1 อีกทั้งยังสอดคล๎องกับ
รายงานของ Dave et al. (1994) ที่ศึกษาการยํอยสลายกากน้ ามัน (Slop Oil) โดยการใช๎เทคนิค 
Bioaugmentation ที่มีการเติมกล๎าเชื้อจุลินทรีย์ผสมทั้ง 7 สายพันธุ์ ลงในดินที่มีการปนเปื้อน Slop 
oil  หลังจาก 30 วัน พบวําการใช๎กล๎าเชื้อจุลินทรีย์สามารถยํอยสลาย Slop Oil ได๎ร๎อยละ 70  ขณะที่
การยํอยสลายโดยอาศัยจุลินทรีย์ประจ าถิ่นที่อยูํในดินมีประสิทธิภาพในการยํอยสลายเพียงร๎อยละ 



68 
 

40  ซึ่งสอดคล๎องกับ  Vasudevan and Rajaram (2001) ซึ่งศึกษาการยํอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในดินโดยการใช๎เทคนิค Bioaugmentation  พบวําการเติมกล๎าเชื้อ
แบคทีเรียจะให๎ประสิทธิภาพการยํอยสลายร๎อยละ 40  หลังจากท าการบํมเป็นเวลา 90 วัน  และเมื่อ
เติมสารอาหารอนินทรีย์รํวมกับการเติมกล๎าเชื้อจะให๎ประสิทธิภาพในการยํอยสลายร๎อยละ 65     
นอกจากนี้ Bento et al. (2003) ได๎เปรียบเทียบประสิทธิภาพการยํอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนในดินที่ปนเปื้อนน้ ามันดีเซลโดยการใช๎เทคนิค Bioaugmentation  Biostimulation 
และ Attenuation  พบวําเทคนิค Bioaugmentation  มีประสิทธิภาพในการยํอยสลายดีกวําเทคนิค
อ่ืนๆ โดยสามารถยํอยสลายในสํวนของ C12- C23 ได๎ร๎อยละ 75  และสํวนของ C23- C40 ได๎ร๎อยละ 73 
หลังจาก 12 สัปดาห์ของการบํม     แตํอยํางไรก็ตามผลการวิจัยนี้ถือเป็นงานวิจัยที่ประสบ
ความส าเร็จในการคัดแยกและคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ซึ่งเป็นการท างานรํวมกันของเชื้อแบคทีเรียและ
เชื้อยีสต์ ซึ่งมีประสิทธิภาพในการก าจัดและบ าบัดน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วที่ปนเปื้อนใน
สิ่งแวดล๎อมได๎ 
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บทที่ 6  
ผลผลิต 

 
6.1 ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการท้ังในระดับชาติและนานาชาติ 
 
Klawech W., Yeunyong A. and Chaipolrit P. Biodegradation of waste lubricating oil by Bacillus 

subtilis. African Journal of Biotechnology. 5 June 2013 Vol. 12(23), pp. 3685-3688. 
 DOI: 10.5897/AJB2013.12274 
 
6.2 การประชุมน าเสนอผลงานวิชาการระดับชาติ และนานาชาติ 
 
วิชุดา  กล๎าเวช,   ดวงกมล ทองกัน และพีระพรรณ สุดวุํน. 2556. การยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่น

เคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎วโดยจุลินทรีย์. ในการประชุมวิชาการระดับชาติ มหาวิทยาลัยทักษิณ คร้ัง
ที่  23 ประจ าปี 2556. ศูนย์ประชุมนานาชาติฉลองสิริราชสมบัติครบ 60 ปี สงขลา. 22-25 
พฤษภาคม 2556. หน๎า 805-811.  (แบบโปสเตอร์) 

 
วิชุดา  กล๎าเวช, เกตนภาพร  กองเมือง และพิมผกา บุญรอด. 2556. การคัดเลือกจุลินทรีย์ที่สามารถ

ยํอยสลายน้ ามันหลํอลื่นเคร่ืองยนต์ที่ใช๎แล๎ว . ในการประชุมวิชาการแหํงชาติ คร้ังที่ 10 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน. มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
ก าแพงแสน นครปฐม. 6-7 ธันวาคม 2556. หน๎า  371-378.   (แบบบรรยาย) 
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รายงานสรุปการเงิน 
เลขท่ีโครงการ 2555A10562006 

โครงการส่งเสริมการวิจัยในอุดมศึกษาและพัฒนามหาวิทยาลัยวิจัยแห่งชาติ  
ส านักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา 

มหาวิทยาลัยทักษิณ 
การแยกและคัดเลือกจุลินทรีย์ท่ีย่อยสลายน้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ 

ท่ีใช้แล้ว 
 

ชื่อหัวหน๎าโครงการวิจัย  ดร. วิชุดา  กล๎าเวช 
รายงานในชํวงตั้งแตํวันที่ 17 พฤษภาคม 2555 ถึงวันที่ 30 ตุลาคม 2556 
ระยะเวลาด าเนินการ  1 ปี 6 เดือน  ตั้งแตํวันที่ 17 พฤษภาคม 2555 ถึงวันที่ 30 พฤศจิกายน 2556 
 

รายจ่าย 
หมวด งบประมาณ 

รวมทั้งโครงการ 
คําใช๎จําย 

งวดปัจจุบนั 
คงเหลือ 
(หรือเกนิ) 

1.  คําตอบแทน     

2.  คําจ๎าง 31,760 31,800 -40 

3.  คําวัสดุ 60,000 60,000 0 

4.  คําใช๎สอย 50000 50,000 0 

5.  คําใช๎จํายอื่นๆ 

- คําจัดท ารูปเลํมรําง

รายงานฉบับสมบรูณ์ 

- คําจัดท ารูปเลํมรําง

รายงานฉบับสมบรูณ์ 

- คําหมึกพริ้นท์  

- คํากระดาษ 

- คําโปสเตอรใ์นการ

น าเสนอผลงาน 

8,240 8,300 -60 

รวม 150,000 150,100 -100 
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จ านวนเงินท่ีได้รับและจ านวนเงินคงเหลือ 

 
จ านวนเงินที่ได๎รับ 
งวดที่ 1 75,000  บาท เมื่อ  พฤษภาคม 2555 

งวดที่ 2 60,000  บาท เมื่อ   พฤศจิกายน 2555 

งวดที่ 3 - เมื่อ  - 

รวม 135,000  
 

 

 
 
.........................................................                                         ......................................................... 
(                                                    )                                           (                                                        ) 
 
         หัวหน๎าโครงการวิจัย                                                            เจ๎าหน๎าที่การเงินโครงการวิจัย 
  วันที่   27  ธันวาคม 2556                                                             วันที ่  27  ธันวาคม 2556 
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