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บทคัดยอ 
 

 เก็บตัวอยางดินที่ปนเปอนน้ํามันจากบริเวณอูซอมรถและปมน้ํามันในจังหวัด
นครศรีธรรมราช  สุราษฏรธานีและสงขลา  ในการแยกกลุมเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพการยอย
สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวดวยวิธี enrichment culture โดยนําตัวอยางดิน 1 กรัม เติมลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ mineral salt medium ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1 เปนแหลง
คารบอนและตรวจสอบกิจกรรมการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวโดยวิธี weigth loss   
พบวากลุมเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวสูงสุดคือ 
กลุมเชื้อ SC-9 มีประสิทธิภาพการยอยสลายรอยละ 40  ภายในเวลา 5 วันของการเลี้ยงเชื้อ   เมื่อ
ความเขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเพิ่มขึ้นจากรอยละ 1 เปนรอยละ 10   พบวา
ประสิทธิภาพการยอยสลายลดลงจากรอยละ 40.46 เปนรอยละ 15.05   เมื่อนํากลุมเชื้อ SC-9 มาแยก
เชื้อใหเปนเชื้อเดี่ยว   พบวาสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียได 4 ไอโซเลต  เปนแกรมบวก  มีรูปรางแบบ
แทง 2 ไอโซเลต  และอีก 2 ไอโซเลต  เปนแกรมลบ  มีรูปรางกลมและรูปรางแบบแทง   เมื่อศึกษา
ลักษณะทางพันธุกรรมโดยการวิเคราะหลําดับเบสในบริเวณ 16S rDNA  สามารถจําแนกเปนเชื้อ 
Chryseobacterium sp.,  Bacillus cereus, Sphingobacterium multivorum และ Agrobacterium 
tumefaciens   การศึกษาความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดย
กลุมเชื้อ SC-9   พบวาสภาวะที่เหมาะสมคือเติมกลุมเชื้อ SC-9 ใหมีจํานวนเชื้อประมาณ 104 CFU/g  
ปรับระดับความชื้นในดินเทากับรอยละ 17  เติมสารอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสโดยใหมี
อัตราสวนของคารบอน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส (C:N:P) เทากับ 300:10:1 ใหประสิทธิภาพใน
การยอยสลายเทากับรอยละ 98  และปริมาณสาร aromatic hydrocarbon และ asphaltene ลดลงรอย
ละ 64 และ 70 ตามลําดับ หลังจากการยอยสลาย 30 วัน 
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ABTRACT 
 

 Consortia of waste lubricating oil degrading microorganisms were isolated from 
oil contaminated soil collected from garages and petrol stations in Nakhonsithammarat, Songkhla 
and Suratthani Provinces. An enrichment culture technique was used for the isolation of 
microorganisms responsible for the biodegradation of waste lubricating oil. One gram of soil 
sample was added into mineral salt medium containing 1% waste lubricating oil as sole carbon 
source. Waste lubricating oil degradation activity was measured by weight loss method. The most 
active consortia in the assimilation of waste lubricating oil was SC-9. The SC-9 consortia showed 
40.46% oil degrading activity within 5 days. The oil concentration had affected the degradation 
of the SC-9 consortia. The degrading activity was decreased from 40.46% to 15.05% when waste 
lubricating oil was increased from 1% to 10%. The SC-9 consortia contained four bacterial 
isolates, two isolates were Gram-positive, rod shape and the other was Gram-negative, cocci and 
rod shape. Determination of the nucleotide sequence of the gene encoding 16S rDNA of the four 
bacterial strains was identified as Chryseobacterium sp., Bacillus cereus, Sphingobacterium 
multivorum and Agrobacterium tumefaciens. The optimal conditions for degradation of waste 
lubricating oil contaminated soil by SC-9 consortia were the addition of SC-9 consortia to 
obtain about 104 CFU/g soil and adjusted moisture content of soil to 17%. In addition, C:N:P 
ratio was adjusted to 300:10:1 gave the maximal biodegradation 98% and aromatic hydrocarbon 
and asphaltene was decreased up to 64% and 70%, respectively. 
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30  
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15.     คาพีเอชและความชื้นที่ 30 วันของการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนต

ที่ใชแลวในดินโดยกลุมเชื้อ SC-9 
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รายการภาพ 
 

ภาพที่  หนา 
1. วิถีการยอยสลาย aliphatic hydrocarbon  =  n-alkane monoxygenase,  

=  alcohol dehydrogenase และ  = aldehyde dehydrogenase 
 

12 
2. วิถีการยอยสลาย aromatic hydrocarbon 14 
3. ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในอาหาร 

mineral salt หลังจากเลี้ยงเชื้อ 5 วัน โดยกลุมเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากดิน 
 

36 
4. ผลของความเขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวตอการยอยสลาย    

โดยกลุมเชื้อ SC-9 ในอาหาร mineral salt หลังจากเลี้ยงเชื้อ 5 วัน 
 

38 
5.    แผนภูมิตนไมของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ SC9-1, SC9-2, SC9-3 และ SC9-4 42 
6. TLC/FID โครมาโตแกรมของสารประกอบไฮโดรคารบอนเริ่มตนในดินทีใ่ช

ในการทดลอง 
 

44 
7.    ผลของการเติมกลุมเชื้อ SC-9 ตอจํานวนเชื้อจุลินทรียที่ 0, 15 และ 30 วัน 

ของการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยการเติม
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1; (A) จํานวน heterotrophic 
bacteria, (B) จํานวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่
ใชแลว 

 
 
 
 

47 
8. TLC-FID โครมาโตแกรมของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช

แลวของชุดการทดลองที่ 4 (ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช
แลว + กลุมเชื้อ SC-9 จํานวน 104 CFU/g) 

 
 

51 
9. ผลของความชื้นตอจํานวนเชื้อจุลินทรียที่ 0, 15 และ 30 วัน ของการยอย

สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยการเติมน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1; (A) จํานวน heterotrophic bacteria, (B) 
จํานวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว 

 
 
 

54 
10. TLC-FID โครมาโตแกรมของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช

แลวของชุดการทดลองที่ 2 (ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช
แลว + กลุมเชื้อ SC-9 จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 
17) 
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รายการภาพ (ตอ) 
 

ภาพที่  หนา 
11. ผลของอัตราสวนระหวาง C:N:P ตอจํานวนเชื้อจุลินทรียที่ 0, 15 และ 30 วัน 

ของการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยการเตมิน้ํามัน 
หลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1; (A) จํานวน heterotrophic bacteria, 
(B) จํานวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตทีใ่ชแลว 

 
 
 

60 
12. TLC-FID โครมาโตแกรมของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช

แลวของชุดการทดลองที่ 4 (ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว 
+  กลุมเชื้อ SC-9 จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17+ 
ปรับอัตราสวน C:N:P เปน 300:10:1) 
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 2.1 ���	����������� (Lubricating oil) 
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hydrocarbons  
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Table 1. Component of base oil. 
 
Component Ratio (%) 
Saturated  fraction 
              Normal paraffin 
              Cyclic   paraffin 
 Aromatic  fraction  
              Naphthalene 
              Fluorene  
              Benzene 
              Dibenzofuran 
              Dinaphthenebenzene                   
              Dibenzanthracene   
              Naphthobenzothiophene 
              Perylene 
              Benzothiophene 
              Chrysene  
              Unknown 

90.9 
    15.5          
    75.4  
9.1 
    1.7 
    1.2 
    1.1 
    1.0 
    0.8 
    0.6    
    0.3    
    0.2    
    0.2 
    0.1   
    1.9 

"#��� : Koma ��%�D% (2001) 
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�A���&��..������/ ������%����)(����  

 - ��%�C"������(+����%
�������+��  .%������(����������*����%.���
�
�
�����-��������(+��
������
����
�.%"����)���&�
������#-
��'�*����%.������&���(D�()��  
�
�.���#

�������+���Z�#'�(�'���� ��
����*����%.��

�+��
����&�
����� 

 - ��%�C"�
��
�����  �?D'�&����a*�%��(�
��
���������%@���"����)�����
�
*�
�"#�"#��*����%.��+���"�������)(��.%�#������(+���������D"#��"����� 

 - ���0D%�
�'C�**�
�"#�  ���0D%�
�'C�**�
�"#�.%�#
�"G�*�'���� ��
���
�*����%.���
��
���������
�������  ����(��
*�
�"#�"#��#�(�����@�
�.%�#$�"����)�
�����
�*����%.��+�)��Z(�(����'C�**�
�"#�"#�����"#���& 

 - �%�%�(��"#�����  ����*����%.���
��
�������
&��?�*�
�"#��()��+������)
�
�*#������
��%�%�(��"#�����������(+��.%������(@#
(��
������!��"#�@�(���)������D�����+�
����
BA��)
� 
  �
�.���#
��������
���(+���
��
������������&��'�(�.%F!�$���@�
�(����
�
��� (permeable soil)  �����(�����)(����-�)�B�(�-����%&��'�(�.%F!�

�"���)���)���
�@�
�
������@�
�(������
�
����   ���+��F!��
��
�������'A����.%�#���

���&��'�(�"#��
���)�
�����F!�
$���+�)��@�(�����"����
���%����
�%�%�(��$���+�@�(���!��.%+���
���)F!�$���+�)
#�����
�.�����


����#���
�����(�)(��
�����"�
��#
.%�!
�
�A���&�?D'�&����?D'�&���"�����C�*�
������
�/ �)(�  
����(��
���"#��#��(����

�?C���
�"������&'A��
�����.%'����BF!�$�����
����"#�'A��(�����"#�
�#
�?C������������#�(   ��������	
��
��������
���������
�����"#��@)��)(���
'����%�
&
+,-������&
�
���/ ����������  *&(�����&�
�����"#�����?�$�(���.%��
�+����)

�F��.���%
�'�
�"����$���+�+�)�������"����������
���������  �@����#�(��&��������	
�&�$�(�
��.%
����(�����B����"

�F��.��%�(���
���`��%�
��"����)*�@��%'��(�"#�
�`����������
�����
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�F��.�   �
�.���#
���&�
���������b���
��'�'(���"#�'�
�����'A�*�
�")
��
���#$���
��%&(����
'������%���'��
�*�@�
��   $���%"&"#�����(���#
.%"����)'��?��
��%&&���(`����%�(�����
"��G���@������+�  
  Pezeshki ��%�D% (2000)  `!�0�$��
�'����%�
&+,-������&
�F!������

�����%�
&'���� �
�$���C�DE��b-����#����
*�@&���(D���@�����  *&(��*�@'����B�A�F!�'��
+,-������&
�&��@���$���$����F���   �
�.���#
���&�
�����"#����%����&*�@.%����(��
��%&(��������
����%���'������%���'��
�*�@'��$���)����.�� ���&-��
�*�@���� 

 �
��������
���������
�����"#��@)��)(�#'�(���%�
&�
�'�����#"#��#*�0  �@�� 
'����%�
& polycyclic  aromatic  hydrocarbon (PAH)    ����������+�)��&�������D 0.23 - 48.9 
+�-��������
���� .%�#�"G�~����'����
�%��Z�  �
�.���#
���*&(���
��������
���������
�����"#�$���
����@)�����)(.%�#�����D-��%����'A� �@�� Pb, Zn, Ba ��% Mg (Rafael, 1988)  �����&
'����%�
&+,-������&
���)�'A���������
�'����#@#(��.%$�����%&(�����A�F!�$���$����F���  
���
��&$���������
����"#��#'��+,-������&
������	
���)�+�-�����  �(������*�0.%����.��
���"#��
�������)�+�"��������
����(����%&(������"�&
��F!��
�'����#@#(�����
����.�����
'%'��
�'��+,-������&
������

����
����/ F!��.%'��$���)����������#�������"���)��
-���'�)����%
(��(%����/  ���+�)��&�������D���.%"������F���C�����������+�) 

 Newman  ��%�D%  (2000)  `!�0�$��
�'����%�
&+,-������&
���
��"#���
���&���(D@������"#��#��������	
��
�������&  *&(����+�)��&'����%�
&+,-������&
�$������
���
������%'��$�'���&�
�����  ����
'��$�'���&�
����������(�����.%"����)����������#�������
��

(��(%����/ ���������  �
�.���#
������
����"#��#'����%�
&+,-������&
������	
���)�
+�-�����.%"����)����-��-����.�� (anemia) ��%-���
�&(� (pneumonia)  '��$���)�F�����&
BA�"�������%
�����%�
&"�����#�
����
����#�������+� 

 Orisakwe  ��%�D%  (2004)  `!�0��%��&�(������*�0�
��
�������&@��� Bonny 
light ��
���

����
+��
���A�$�
� (albino rat) "#�+�)��&�
�������&�����(��  7 (��  *&(��"#��(����)��)� 
800 �����������
��-������
��
��������(��A   ���

����
+��#������#�������
����@���.�����

���#�&�"#�&��&@?��(&�?�  ������
�F���&?$�(������������
����
���%�����������
����

����
��%
��?���F��� 
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 2.3 �	���	��3�	�+�4���5673�/	�1��� 
 ������.��'����%�
&+,-������&
�"#������	
�
�A���'����(��)
�'����B"��+�)
����(�G#����(������%'��
�����%*�
�"#�  -��������)('����B�&��

����� 3 (�G#������
   
 2.3.1 (�G#���"�����C�* (Physical  method)   

       ����(�G#����(&�?�  ���.��  ��%��Z&�(�����&�
������)(���(�G#���

?���D�
�����
���
  
?���D�����%@����#���������%��%'�"G�C�*�����"���������������  ��%��&��
*�
�"#�.�������)
��@)�����
���
����(�� 1 @���  �f�&�����������0D%$'�$'����� F!����%�
&�)(�
(�G#�����
+��#
 

          -  Soil vapor extraction  ����(�G#&��&��-������A�'��+,-������&
�"#��%���+�)


�.����� F!�����&��&��.%+�)$��#�����"#��#�(��*�?�'A�  �����
����"#��#�(��*�?��������
����"!&
'����B�*����(��*�?���%�
�����)�(�)(��"��������/ �@�� ����@)�
�����

���`�(�����'A�
��
����@�
�����*��
"����)�����
��)�( �����)� 

          -  ����$�  ����(�G#&��&��"#�'����B"��+�)�(���Z(  '����B���.���
�����"#������	
�+�)
���B!��)
��% 98  �����
��)������ ����*�0"��
���`��%�(����
�C��������f�&������ 
 2.3.2 (�G#���"�����# (Chemical  method)   
  '�����#���.�����&�
����� (oil dispersant) �#'�(���%�
&�
�'��������!�$�( 
(surfactant)  ��%��("���%���&��@�������#'�(�$'��
�'��"#�'����B�(&�?�����$���%.���
�
���&�
�����"#������(���
��  -��'�����#���.�����&�
�����.%"����)�(����������
�����!�$�(
�%�(����
����&�
���������.�����!�$�(�
��
��������)��#����&�
��  ������'�����#�.�����&�
�����
+��@)-�����a#�*����&����&�
�����"����)�
�����������������(���������Z�/  F!��.?���"�#��
'����B��
�'�����%���+��@)�������������&
�'�����&����.�� +�) ('��(� +����)(, 2545)   

����+��Z�������
�.��'�����#���.�����&�
�������%�
&�)(�'��������!�$�("#�'������%��"�����#
��%�#��("���%�������
�����%�
&F!����
�'��������%����*�0��
'����#@#(�� (Healy et  al., 1996) 

 �
�.���#
����#����@)-
-F���������.��'����%�
&+,-������&
�  -��
-
-F�.������'��

�F����"� (oxidant) "#����   ����
�%���
�A����
��.%��������*����)�+����$�(
��%���A*�?��
����"����)�������

�F�+�'��
� polycyclic aromatic hydrocarbon +�) 
intermediate ���
$���C�DE�F!��
�A����A��
�'����%�
&"#��#��A�[����@���
��������&
�F����       
[|���  
���#+,�� ��%�#-�� F!���#�(��'����B������%����
��+�)�#�(�� polycyclic aromatic  
hydrocarbon ��%$���C�DE����
 intermediate "#������!
�������#
'����B"���f���������
����
���&
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-
-F���������'��$���C�DE�"#��#����-����?���Z���+�)����@���F!��'��$���C�DE�������#
'����B
��
�'�����
-��"��@#(C�*  
 2.3.3   (�G#���"��@#(C�* (Biological  method) 
        (�G#�#
��������@)'����#@#(���@�� �&�"#��#�  ��  �#'����%'�������������
�'���
'����%�
&+,-������&
�  -��'����#@#(��������#
.%�@)'����%�
&+,-������&
���
��%&(������"�&
��F!�F!���)
��@)�(���������
�'�����
��)�����  �����
�����*���
��%'�"G�C�*�������
�'�����)����+�
�����(���Z(.�������)
��(&�?�
?D�CA��  

�F��.�  G��?

����"#�'���� �@��  +�-���.���%[
'[
��'��)����%'�  -��.?���"�#��"#��#�(��.���*�%��

'����%�
&+,-������&
�.%@�(���)�����
�'���'����B�������+�+�)
�����(���Z(  .��
���`!�0���%&(������
�'���"��@#(C�*�&��

�����  2  (�G#  ��
  (Jobson et  al., 1972) 
 - �����
�'���-��.?���"�#����%.��B��� (natural  attenuation)  ����.��.?���"�#��"#��#

�A���'B��"#������	
���
�'���'����%�
&+,-������&
�  -����%&(������
�'���.%����

����@)�/  ����
�.��.?���"�#��"#��#�(��'����B�������
�'���'����%�
&+,-������&
��#
.���(��)
���%'C�(%�(��)
�
�..%+������%'� �@�� �����+�-���.����
[
'[
��'�#+��
�*#��*
  �(��@�
�  *#�
@���
�����D

�F��.�+������%'�����&����.�� �
�.?���"�#��"#��#
�(��'����B�������
�'���'����%�
&+,-������&
� (�G#�#
.!�+������%"#�.%������@)�����
���.��'��+,-������&
�����D#"#��#��������	
��
��
����������D��� (Forsyth  et  al., 1995) 
 - �����
�'���-��@#((�G# (bioremediation)  -��������&'C�*�(��)
� �@��  

?D�CA��  *#�
@  �(��@�
����
�������'��
���� +�)���  +�-���.���%[
'[
��'  F!������
'��
����"#�.������������.�� �
��@�

.?���"�#��   ��
�.�����@).?���"�#��"#����&��?�'��*��G?��)(�
�"����"��*��G?(�`(����.%�*�����%'�"G�C�*�����
�'���'��+,-������&
�+�)��Z(�!
�  -��(�G#
�#
'����B�&���()��/ 

����� ex-situ bioremediation  ���
������������
�
��"#��#��������	
�
'����%�
&+,-������&
�

�.��&���(D"#��#��������	
���)(.!�����������&��&���)(�(�G#���
"��@#((�G#����/ ��% in-situ bioremediation ���
���&��&��������
�
��"#��#��������	
�'����%�
&
+,-������&
�-��+�����������
�
��

�.��&���(D"#��#��������	
�  "����)'����B���)�"?���
������)����%���� ������*����%.�����
�����	
����%�(��������'��   ������
�(�G#��
��%&(����&��&��.%�!
���&@�����%�����D'��"#������	
����
'C�*�(��)
�"#�������������	
�  
F!���"����"#�'���� ��%�������
�������@)�# 2 �&&�)(���� ��
 (Iwanoto and Nasu, 2001) 
   Biostimulation �����"����"#��@)'�����&�����
�'���'����%�
&+,-������&
�
"#������	
���'����(��)
�"#��#�����D'��
����.��������
'C�*�(��)
�+������%'�  -���������
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'��
���� �@�� +�-���.���%[
'[
��'  ����*��������D

�F��.� ������&�(��@�
����
*#�
@
��)����%'��*��
��%�?)������
�'���-��.?���"�#��"#��#
�A���'B��"#�"#��#��������	
� (Iwanoto and 
Nasu, 2001)  (�G#�#
.%
�`�����"������
�.?���"�#����%.��B��� 
  ����@)�"���� biostimulation -������'��
���"�#�����
�?�����#����'B��"#�
�����	
�.%'����B'���'���
���������
�'���'����%�
&+,-������&
���%�#&��������
*&(���%��&�(����)��)��
�'��
�����#$���
����.�� ��%�����
�'���'���
�.?���"�#���@��  
Braddock  ��%�D% (1997)  *&(���������'��
����"#��%��&�(����)��)�����'����B��%�?)�
��.�����
�.?���"�#���������
�'����
������@�

�*��� (fuel oil) "#������	
������  F!��'
���)
���&  
Atagana  ��%�D% (2003)  �'����)��Z�(��������������+�-���.���
����'�(��%�(�������&
�
��%+�-���.��"����&  25 : 1  ��)��%'�"G�C�*�����'���'��������
�'��� creosote �#�(��"#��%��&
�(����)��)��
������+�-���.�'A�/   
  Bioaugmentation �����"����"#�'���'���
���������
�'���'����%�
&
+,-������&
�"#������	
���'����(��)
�  -�����������)��@�

.?���"�#��"#�'����B��
�'���
'����%�
&+,-������&
�   F!����)��@�

"#��@)
�..%�����.�������"#��#��������	
���
��
����


�..%�����.������������	
�
������
�����@�

"#�+�)��&����������*��G?������)�#�(��.���*�%
��
�����
�'���'����%�
&+,-������&
���
�/ ��)( 
  Dave ��%�D% (1994) `!�0������
�'��� slop oil -������@)�"���� 
bioaugmentation "#��#���������)��@�

.?���"�#��$'�"�
� 7 '��*��G?� �������"#��#��������	
� slop oil  
����.�� 30 (�� *&(������@)��)��@�

.?���"�#��'����B��
�'��� slop oil +�)�)
��% 70  �D%"#����
��
�'���-��
�`��.?���"�#����%.��B���"#�
�A�������#��%'�"G�C�*�������
�'����*#���)
��% 40  
F!��'
���)
���&  Vasudevan ��% Rajaram (2001) `!�0������
�'���'����%�
&
+,-������&
�"#������	
������-������@)�"���� bioaugmentation  *&(�����������)��@�


�&�"#��#�.%��)��%'�"G�C�*�����
�'����)
��% 40  ����.��"�����&�������(�� 90 (��  ��%����

����'��
����
���"�#����(���&���������)��@�

.%��)��%'�"G�C�*�������
�'����)
��% 65     
�
�.���#
 Bento ��%�D% (2003) +�)���#�&�"#�&��%'�"G�C�*�����
�'���'����%�
&
+,-������&
������"#������	
��
������#�F�-������@)�"���� bioaugmentation,  biostimulation 
��% attenuation  *&(���"���� bioaugmentation  �#��%'�"G�C�*�������
�'����#�(���"����
���/ 
-��'����B��
�'�����'�(��
� C12- C23 +�)�)
��% 75  ��%'�(��
� C23- C40 +�)�)
��% 73 
����.�� 12 '�������
����&�� 
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 2.4   �9�:����01���
���0�.���;��	�0��0��	0�	�+�4���5673�/	�1���           
  �����
�'���'����%�
&+,-������&
��
�.?���"�#���#�(����#��(�)
���&���
�.��    ������
.?���"�#��'����B�@)'����%�
&+,-������&
��������������&
���%�����
*������F!��.%BA����#������
��
�'���+��������F����&
�+�

�+F����%
�����%�
&�
��F���
-��(�B#����/   -����'����(��)
���
���%�
&�)(�.?���"�#������'��*��G?�"#�'����B���#����A����

��
�'���'����%�
&+,-������&
�+�)   F!����%&(������
�'����)
�
�`�����"�������(����
�
�.?���"�#������/ '��*��G?�  &��'��*��G?�
�..%�#�(��'���� ��@�(�������
@�(��������

��
������
�'���  "����)-
��'��������#����A����
��
�'���'�������!
�+�)����(��'����(��)
�
"#��#.?���"�#���*#��'��*��G?���#�(�*��%&�����
�'C�(%�(��)
�
�.+������%'���
�@�

'��*��G?���
�
"����)������#����A����
�����
�'���'��+�������!
� 
  Nakamura  ��%�D% (1996)  ���#�&�"#�&��%'�"G�C�*�������
�'����
�������&
-���&�"#��#�'��*��G?���#��(+�)���  Acinetobacter sp. T4, Rhodococcus sp. PR4, Sphigomonas sp. 
AJ1 ��% Pseudomonas putida PB4  ��&��?���@�

�&�"#��#�$'�"�
� 4 '��*��G?�   *&(����?���@�


�&�"#��#��#��%'�"G�C�*�������
�'����
�������&+�)�#�(��'��*��G?���#��(  -��'����B��
�'���
+�)�)
��% 61  �D%"#��@�

 Acinetobacter sp. T4, Rhodococcus sp. PR4, Sphigomo]efnas sp. AJ1 
��% Pseudomonas putida PB4  '����B��
�'���+�)�)
��% 54, 53, 7 ��% 2 ��������& "#�
�%�%�(�� 10 (��   F!��'
���)
���& Rahman  ��%�D% (2002)  ���#�&�"#�&��%'�"G�C�*�����
��
�'����
�������&-���@)�@�

'��*��G?���#��(+�)��� Micrococcus sp. GS2-22, Corynebacterium sp. 
GS5-66,  Flavobacterium sp. DS5-73,  Bacillus sp. DS6-86 ��% Pseudomonas sp. DS10-129  ��&
��?���@�

$'�"�
� 5 '��*��G?�   *&(����?���@�

$'��#��%'�"G�C�*�������
�'����
�������&"#��(��
��)��)��)
��% 1 +�)�#�(��  -��'����B��
�'���+�)�)
��% 78   �D%"#���%'�"G�C�*�������
�
'����
�������&-���@�

 Pseudomonas sp. DS10-129, Bacillus sp. DS6-86, Micrococcus sp. GS2-
22, Corynebacterium sp. GS5-66  ��% Flavobacterium sp. DS5-73  '����B��
�'���+�)�)
��% 
66, 60, 50, 43 ��% 41 ��������&  "#��%�%�(�� 20 (�� 
  �(�����������
�'��*��G?�.?���"�#�������"#��#��������	
�'����%�
&
+,-������&
��!
�
�A���&
�����%�
&�
������%��..���(��)
�����/ �@�� @�����%�����D
'��
����  �(��@�
�  *#�
@  
?D�CA��  ����%&��
���`C������� �����)�  -���&�"#��#�������?��
.?���"�#��"#�*&���"#�'?�����������"#������	
�'����%�
&+,-������&
� F!��'��*��G?�����/ 
�'������������"#� 2 
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�����"#� 2  �&�"#��#�"#�*&�����"#������	
�'����%�
&+,-������&
� 
Table 2. Bacterial strain isolated from hydrocarbon contaminated soil. 
 

Gram-negative bacteria Gram-positive bacteria 
Pseudomonas  spp. 
Acinetobacter  spp. 
Alcaligenes  sp. 
Flavobacterium/ Cytophaga  group 
Xanthomonas  ssp. 

Nocardia ssp. 
Mycobacterium ssp. 
Corynebacterium ssp. 
Arthrobacter ssp. 
Bacillus ssp. 

"#��� : Baker ��%�D% (1994) 
 
 �����
�'���'����%�
&+,-������&
�-��.?���"�#����G���@��������!
�+�)"�
�
'C�(%"#��#
���`��%+���#
���` F!��.?���"�#��'�(��� �.%�@)

�F��.�������(��&
���Z���
��*��

������#���'��-����?��� ���)��Z�����%+�)*������

���'�����&���+��@)�����'�)���F���  
'����%�
&+,-�����&
�.%�&��

����� 2 ��?���� �/ ��
'����%�
& aliphatic hydrocarbon 
��%'����%�
& aromatic hydrocarbon  F!���#(�B#�����
�'�������#
 
 1. �����
�'���'����%�
& aliphatic hydrocarbon 
 �����
�'���'����%�
& aliphatic hydrocarbon ��
�  *&(��&��@���"#�����'��
+���#��A���G�����%
�A�.%BA���
�-����+���������f������� oxidation ��% dehydrogenation �#���
���#�������+��������+����  F!��.%BA���
�'�����
-����+�������� β-oxidation (Atlas, 1991)  
����D#�����
�'��� cyclohexane �����!
�-���f������� hydroxylation -���#�
�+F�� oxidase ����
��(�����f������� +�)����'����%�
& alicyclic alcohol .%���#���������
+�-���f������� 
dehydrogenation ��% oxidation +�)����'����%�
& dicarboxylic acid F!����)�'A���+��������          
β -oxidation F!���f��������#
.%�������&
�
%�
�-���@)�
�+F�� oxygenase �����
�+F��������)���
������#���'����%�
&+,-������&
���)�����
��
,
�� .����
��
�+F�� dehydrogenase .%
���#����
��
,
����)����
���#+,����%���+���� ��������&  F!��'����(���� (intermediate) "#�+�)
��
���)�'A���%&(���� tricarboxylic acid cycle ��
 acytyl-CoA  ��%.%BA��@)���� building blocks 
'�����&'������%��
�����%�
&�
��F��� (C�*"#� 1) 
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C�*"#� 1 (�B#�����
�'��� aliphatic hydrocarbon = n-alkane monoxygenase, = alcohol 
 dehydrogenase ��% = aldehyde dehydrogenase 
Figure 1. Biodegradation pathway of aliphatic hydrocarbon. 
"#��� : Fritsche ��% Hofrichter (2000) 
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 2.  �����
�'���'����%�
& aromatic hydrocarbon 
  �����
�'���'����%�
& aromatic hydrocarbon ������)�.�������
�'���'�(�"#�
���� side chain ��)(.!���
�'�(��
�(���(��&�F#�  -��
�`���f������� hydroxylation ��% 
dehydrogenation  ���������

�F��.���)�+���(��&�F#��)(��
�+F�� oxygenase ��)
�A����A��
� 
diol .����
��
�+F�� dehydrogenase .%���#��� diol ��)
�A����A��
�'��"#�+���'B#�����
"#���#��(�� 
catecol F!�������
�'���-��������(��&�F#�.%�����!
�+�) 2 �&& ��
 ortho ���
 meta cleavage 
(C�*"#� 2) "�
��#
.%�!
�
�A���&'��*��G?��
�.?���"�#��"#�.%���'����(����+��@)'������%��
�����%�
&
����/ F!����(����"#�+�).��������(��&�F#��&& ortho cleavage ��
 succinate ��% acetyl-CoA  
'�(�������(��&�F#��&& meta cleavage ��
 acetaldehyde ��% pyruvate  �
�.���#
�����
�
'���'����%�
&+,-������&
�F!���#-���'�)���
�-����?��� ���%F�&F)
�  .�������)
�
�`��  
.?���"�#������/ '��*��G?��*��
'�)���
�+F��"#�'����B�����f������������
�'�����)�����!
�
����
'�&A�D�.�+�)$���'?�")����
 ����&
�+�

�+F����%�
�� 
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C�*"#� 2  (�B#�����
�'��� aromatic hydrocarbon 
Figure 2. Biodegradation pathway of  aromatic hydrocarbon. 
"#��� : Galvis ��%�D% (2006) 
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 2.5 +=���0�����>�����	�
��:?@�4�	�0��0��	0�	�+�4���5673�/	�1���.���9�:����01 
   ��..��"��'����(��)
��#$���
��.���������
�'���'����%�
&+,-������&
�   
����.�� ��%���
�A��
��
�.?���"�#��  -��.?���"�#������%'��*��G?��)
����'C�(%"#�����%'���

����.�� ��%�����
�'���'�������������@�� .?���"�#��"#�
�`�������"#��#��������	
�'��
+,-������&
�F!���#�����D+�-���.���%[
'[
��'.�����  .�������)
����&�%��&'��
������)
����%'���
����.�� ��%�����
�'���'���
�.?���"�#��  �
�.���#
�(��@�
�  *#�
@  �����D


�F��.��������%
?D�CA��"#�����%'�.%@�(�'���'�����%'�"G�C�*�������
�'���'����%�
&
+,-������&
�"#������	
��������)'�&A�D���%�(���Z(�!
� 
            2.5.1 /�	�A��� 
 �(��@�
������"����)�"#�������('��$���'��
����  

�F��.���%$���C�DE�"#�+�)
.�������
�'���  -���%��&�(��@�
�"#�����%'��������
�'���'����%�
&+,-������&
��
�
.?���"�#��
�A�"#���%��D�)
��% 30 - 90  F!���(��@�
������"#�.?���"�#�����+��@)��%-�@��+�)�������
�)
��% 50  �
��
��"�
��������� (Baker and Diane, 1994)   -��'�(��� �.?���"�#��.%��
�'���'��
+�)�#���%��&�(��@�
�"#�*�@�.�� +�)    ����#�(��@�
��������+�.%"����)�����D

�F��.������
���� 
 Barahona  ��%�D% (2004)   `!�0�'C�(%"#�����%'�������.�� ��%��
�'���
�
������#�F�"#������	
�������
��@�

.?���"�#����%.��B��� -��.���
���������	
�������)(��������
�
������#�F��(����)��)�  40  ������
��-�������� ��[��'������ 125  ���������   *&(���@�


'����B�*���.���(����� 1.0×105 CFU ��
�������  C�����(�� 55 (�� "#��%��&�(��@�
��)
��% 20 
(�
��������
�
������)  ��%����(�'�?�`0����
�)
��% 2  �D%"#��%��&�(��@�
��)
��% 30 ��%����(�'�?
�`0����
�)
��% 3  �@�

.?���"�#���*���.���(����� 1.6×105 CFU ��
�������  ��%����'�
�'?����
"��
�"#��(�� 109 (��  �����D�
������#�F�"#������	
�����������"����&�)
��% 67  ����

���#�&�"#�&��&@?��(&�?�"#�"���������@�

.?���"�#��"#��#
�A������ 
  Coulon ��%�D% (2005) `!�0�'C�(%"#�����%'��������
�'����b-����#��
+,-������&
� (petroleum hydrocarbon) "#������	
������&���(D�
����������
��@�

.?���"�#��"#�
�#
�A������  -��.���
���������	
��)(��
�������&��%�
������#�F��(����)��)�  28.53 ��% 27.33 
�����������
������� ��������& ��C�@�%���� 27×24×13 �F�������  ��%���&�%��&�(��@�
���)
�#����"����&�)
��% 40  *&(�������D+,-������&
����A��
� alkane �����"����&�)
��% 77-95  
�D%"#�+,-������&
����A��
�  polycyclic aromatic hydrocarbon �����"����&�)
��% 80  C����
�(�� 180 (��  
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          2. 5.2 B�
�A 
       *#�
@�
����.%*&
�A���@�(�  2.5-11  �!
�
�A���&
�����%�
&��%���G��?����/"#�
�A�
�����F!��*&(��"#�*#�
@ 7-9 ����@�(�"#� ����%'�"#�'?�'�����&�����
�'���'����%�
&
+,-������&
� (Dibble and Bartha, 1979)  ������'�(��� �.%�#'C�*�������.�������)
����&
'C�*�����)��������  �
�.���#
@�(����*#�
@"#������������"����)G��?
����+�-���.���%
[
'[
��'���#���+�
�A����A�"#����+��@)+�)  (�G#"#����
��@)'�(��� ���
��������A���(  
      Rahman ��%�D% (2002)  `!�0�$��
�*#�
@"#�����%'���
�����
�'���
�
�������&-����?���@�

.?���"�#��"#�������.�������&���(D"#������	
��
������#�F�  -����#
���@�

�)
�
�% 1  ��
���� mineral salt medium "#��#�
�������&�)
��% 1 �������������&
���%���&*#�
@�)(�
[
'�[�&�[�[
����)�#����"����&  6.5, 7.5 ��% 8.5  ��������&    *&(��"#�*#�
@ 7.5 ��)��%'�"G�C�*
�����
�'����
�������&�"����&�)
��% 78  C�����(�� 20 (�� ��%�@�

.?���"�#���*���.���(����� 
9.0×108 CFU ��
��������� 

 Hong  ��%�D% (2005)  `!�0�$��
�*#�
@"#�����%'���
�����
�'����
�����
�#�F�"#������	
�������
��@�

  Pseudomon  aeruginosa IU5  "#�������.�������&���(D"#������	
�
�
������#�F�  -����#
���@�

�)
��% 2  ��
���� Bushnell-Hass "#��#�
������#�F��)
��% 1 ���������
����&
���%���&*#�
@�)(�[
'�[�&�[�[
����)�#����"����& 5, 6, 7 ��% 8  ��������&    *&(��"#�     
*#�
@  7  �����D�
������#�F�"#������	
�����������"����&�)
��% 60  C�����(�� 13 (��  
           2.5.3  ���C:
�� 
  ��%&(������
�'���'����%�
&+,-������&
�'����B����+�)"�
���'C�(%"#�
�#��%+���#

�F��.������'C�(%"#��#

�F��.���%&(������
�'���.%����+�)��Z(��%'�&A�D��(��  
-�������D

�F��.������.%�!
���&�(��*�?��
������%�����D�
�������"#�
�A�����A*�?�F!��.%
"����)

�F��.�������)
���   -��"��(+�*&(��������#�����D

�F��.��)
�"#�'?��)
��% 10  F!��
�*#��*
��
�(���)
�����
�.?���"�#��������.�� ��%�*��
��)��%&(������
�'���������Z(�!
�
�.
�#�������
���`�����  (�G#�������
���`�!
���&�����
�*�
�"#�  �����D�
�+,-������&
�"#�
�����	
���%�%��&�(���!�"#��#��������	
������  ����D#"#���������	
��#�(���!���%��D 6 -
12  ��
(  �����@)[��-�����+���)("�����+B*�(�  (�G#�#
.%@�(����&'C�*-���'�)���
���� 
(Baker and Diane, 1994)   ���
"������?����"�
����
���`��D#"#���������	
��#�(���!���+� 
 Rhykerd ��%�D% (1999) `!�0�$��
�

�F��.���
�����
�'����b-����#��
+,-������&
� (petroleum hydrocarbon) �(����)��)��)
��% 10  "#������	
������  -���@)(�G#���� 
[����%�����)
���` (
��
���`���
���+B*�(�) �*��
�*���

�F��.���%@�
�(���C�������   
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*&(���������[����)("�����+B*�(�, �������[����)("�����
��
���`��%@?�"��
�"#�+���#���
���&'C�*��������D�b-����#��+,-������&
������"����&�)
��% 82,  50, 33  ��������& "#��(�� 
12  '������ ��%�)
��% 90,  90,  77 ��������& "#��(�� 30 '������   
   Vasudevan ��% Rajaram (2001)  `!�0�$��
�

�F��.���
�����
�'������
�%�
��
����� (oil sludge) "#������	
������  -���@)'��'�(��
�����%�
��
�������
����"����&
�)
��% 5 -���
������  ��)(�������&��%��)��@�

$'�������)�.���(� 106 CFU ��
������� &��"#�

?D�CA�� 30  
�`��F��F#�'  �����(�� 90 (��   *&(�������D+,-������&
�"#������	
����������
�"����&�)
��% 76  ��%�#.���(�.?���"�#���"����& 6×1013 CFU ��
�������   �D%"#�������)��@�

$'�
������)� 106 CFU ��
����������+���������&  �����D+,-������&
�"#������	
�����������"����&
�)
��% 40  ��%�#.���(�.?���"�#���"����& 2×1010 CFU ��
�������    
  2.5.4 �	��	�	�  
  .?���"�#���)
����'��
�����*��
���+��@)'�)��'�(���%�
&�
��F������
'�)��
*������"#�.����������������@#(��  '��
����B�
����'�(�'���� "#�.%'���'�����)�����
�'����#
��%'�"G�C�*'A�'?� (Trindade et  al., 2005)   -��*&(�����"#��#��������	
��
�����.%�#�����D
���������&
�������*����!
����D%"#������+�-���.���%[
'[
��'���.%+���#������#�������   
�����
�������������+�-���.���%[
'[
��'������������"#��#��������	
�.%@�(���)��.����
�
�.?���"�#�������'�)����%'���'���*��
�(��
�A��
���%����.�� �������+�
�����(���Z( 
(Bragg et al., 1994; Venosa et al., 1996)   @����
������+�-���.� [
'[
��'  ��
�.�

����'�(��%�(�������&
�  +�-���.���%[
'[
��'"#�����%'���
����.�� ��%�����
�'���
'����%�
&+,-������&
��!
�
�A���&'��*��G?��
�.?���"�#������%@���  
  Wang ��% Bartha (1990)  `!�0�
����'�(��%�(�������&
�  +�-���.���%
[
'[
��'"#�����%'���
�����
�'���'����%�
&+,-������&
�"#������	
������  *&(�����
���&
����'�(��%�(�������&
� +�-���.���%[
'[
��'��)�"����& 1000 : 5 : 1 �����������

��-������
����     '����B��
�'���'����%�
&+,-������&
�.�� 185 �����������
��-�����  
����
�*#�� 26  �����������
��-�����  C���� 15 '������ 

 Trindade ��%�D% (2005)  `!�0�$��
�'��
������
�����
�'���'����%�
&
+,-������&
�"#������	
������.����%�"`&��F��   -�����&�����[
'[
��'������)(�         
+�-���'�F#��[
'�[� (dipotassium phosphate)  ��)�#
����'�(��%�(�������&
� +�-���.���%
[
'[
��'�"����& 100 : 1.25 : 1 ������
��-������
����  .%'����B�������D+,-������&
�.�� 
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53.80  �����������
�������  ����
�*#�� 43.13 �����������
������� ��������)
��% 7.4  C�����(��  
41 (��  
 Galvis  ��%�D% (2006)  `!�0�$��
�'��
������
�����
�'��� polycyclic  
aromatic  hydrocarbon "#������	
������"#��#�(����)��)��
�����
'A�  -��.���
���������	
���
���-���������  phenanthrene, anthracene ��% benzo[a]pyrene  ��%���&�����+�-���.�  
[
'[
��'�)(��
�-���#��F���[� (ammonium sulfate) ��%-���'�F#��+�+,-���.�[
'�[� 
(potassium dihydrogenphosphate) ��������&  ��)
����'�(��%�(�������&
� +�-���.���%
[
'[
��'�"����& 100 : 1.25 : 1  ������
��-������
����  '����B�������D phenanthrene �"����&
�)
��% 1.7  �D%"#� anthracene ��% benzo[a]pyrene +���#������#������� 
  2.5.5 �9D�EF�: 
  ����.�� �
�.?���"�#���!
���&�f�������"�����#�
����'�)�� (anabolism)  ��%
'���'�� (catabolism)  -��
�����
��f�������"�����#.%�!
���&
?D�CA��  *&(������
�*���
?D�CA���!
�             
10 
�`��F��F#�'  .��
?D�CA��"#�����%'��
�.?���"�#������%@���.%"����).?���"�#���#��"�&
��'� 
'A��!
����� 2 �"�� (Baker and Diane, 1994) 
����+��Z���@�(�
?D�CA��"#�����%'���&����.�� ��%
���"������
�.?���"�#��.%�!
���&'��*��G?��
�.?���"�#������%@����)(�  �����
�
?D�CA��.!��#$���

����.�� ��%�����
�'���'���
�.?���"�#��   
  Antai (1992)  `!�0�
?D�CA��"#�����%'���
�����
�'����%�
&+,-������&
�
-���@�

 Pseudomonas sp. ��% Bacillus sp.  *&(���@�

"�
� 2 '��*��G?� ��)��%'�"G�C�*�����
�
'���'����%�
&+,-������&
�'A�'?�"#�
?D�CA�� 36 
�`��F��F#�'  C�����(��  24 (�� ��%
��%'�"G�C�*�����
�'���'����%�
&+,-������&
�-���@�

  Pseudomonas sp. ��% Bacillus 
sp. .%��������'?�"#�
?D�CA�� 44 
�`��F��F#�'  ��%  20 
�`��F��F#�'  ��������& 
  Wongsa  ��%�D% (2004)  `!�0�
?D�CA��"#�����%'���
����.�� �
�.?���"�#��"#�
'����B��
�'����%�
&+,-������&
�  -��������
�+
-F�������/ "#��#��%'�"G�C�*������@)
'����%�
&+,-������&
��������������&
�����#
����
����  LB broth   *&(��"?�+
-F���
'����B�.�� +�)"#�@�(�
?D�CA���()�� (4 � 50 
�`��F��F#�' )   -��
?D�CA��"#�����%'�������.�� 
�
�'��*��G?� WatG, HokM ��% HokS  ��

?D�CA�� 30 
�`��F��F#�'  '�(�
?D�CA��"#�����%'�
��
����.�� �
�'��*��G?�  HooP ��% TooY  F!������+
-F���"#���������.���
��*?�)
�"#������	
�
���&�
�������&  ��

?D�CA�� 45 
�`��F��F#�'  
?D�CA��"#�����%'���
����.�� �
�.?���"�#��
�
�.��.%�!
�
�A���&'��*��G?��
�.?���"�#����)(  'C�(%�(��)
��
��������(
����"#�.?���"�#����
�/ 

�`��
�A�.%������(������'C�(%"#�����%'�������.�� �
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         2.5.6 A�:3@�4+�:�	D.���	�5673�/	�1������+�
+,-�� 
  '����%�
&+,-������&
�"#������	
�������#�����A��&&  &��@���.?���"�#��
��
�'���+��+�)���
��
�'���+�)��� �@�� aromatic hydrocarbon  ����'��+,-������&
�+���%���
�
��F!��.?���"�#��.%��
�'���+�)���  �����
��������'�����#&��@�����+��*��
@�(���)+,-������&
�

����F�+[�����
"����)�#*�
�"#�$�(����!
�"����)������������
�'���.!�����'���.������  �
�.���#

�����D�
�'��"#������	
�����#$���
��.�����
�.?���"�#�� 
  Ijah ��% Antai (2003)  `!�0��%��&�(����)��)��
��
�������&��
����.�� �
�    
.?���"�#��-���@)�
�������& Nigerian light  "#��%��&�(����)��)��"����&�)
��% 10, 20, 30  ��% 40  
�����(�� 12 ���
�   *&(��.?���"�#����?�� aerobic heterothrophs ��%.?���"�#��"#�'����B��
�'���
�
������#.���(�����"#��%��&�(����)��
��
�������&'A��!
�   
          2.5.7 �	��3@���I�>:� (surfactant) 
  '��������!�$�(BA�������@)�����������!�$�(���

����F�+[�� (emulsify) �*��

�*����(��'����B������%����
�'��"#�+���%����
�����
�%����
��+�)�)
�  -�����+��@)
��%-�@�������'���'��������
�'������&�
������
�.?���"�#��"#�'����B��
�'����%�
&
+,-������&
�+�)�*����(��'����B�������'��'����)�'A��F���.?���"�#��"����)�����
�'����
�����
����+�
�����(���Z( 
  Mercadé ��%�D% (1996)  `!�0���%'�"G�C�*�����
�'����
��������
����
�����
�����"#��@)��)(  -����#
���@�

  Rhodococcus  ��%  Bacillus  "#��#�(��'����B�����$���'��
������!�$�(@#(C�* (biosurfactant)  ��
������#
���@�

"#��#�
��������
���������
�����"#��@)��)(�)
��% 
2  �������������&
�   *&(���
��������
���������
�����"#��@)��)(�#�����D�����)
��% 7.87 - 45.89  
����.����#
���@�

�����(�� 120 @��(-�� 

 Cuny  ��%�D% (1999)  `!�0���%'�"G�C�*�����
�'���  phenanthrene  �(��
��)��)�  0.4  ������
����  -���@�

 Sphingomonas sp. 2MPII  ��
������#
���@�

 synthetic seawater 
(SSW)  "#��#������� Tween 80  �(����)��)� 0.5 ������
����   *&(�� Tween 80  '���'��������
�
'��� phenanthrene  -���@�

 Sphingomonas sp. 2MPII  '����B�.�� ��%�*���.���(��F���+�)
�(���Z(����
���#�&�"#�&��&@?��(&�?�"#�+������ Tween 80   ��%'�"G�C�*�����
�'��� 
phenanthrene  ��
������#
���@�

"#�����  Tween 80 ��%@?��(&�?�"#��(�� 46 @��(-��  �#����"����&�)
�
�% 65 ��% 25 ��������&    ��%����.����#
���@�

�����(�� 197 @��(-��  ��%'�"G�C�*�����
�'���
�#����"����&�)
��%  85 ��% 52  ��������&   
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 Lee  ��%�D% (2006)  `!�0���%'�"G�C�*�����
�'����
������#�F��(����)��)� 
20 ������
����  -���@�

 Rhodococcus baikonurensis strain EN3  ��
������#
���@�

"#��#�������'��
������!�$�(@�������/ (Tergitol 15-S, APG, LAE-9, SDS, Tween 80)    *&(���(����)��)��
�
�
������#�F���
������#
���@�

"#�����'��������!�$�(  APG,  LAE-9  ��% Tween 80 ����
�*#��    
11 ������
����  �D%"#��(����)��)��
��
������#�F���
������#
���@�

"#�����'��������!�$�(  
Tergitol 15-S  ����
 12 ������
����  ��%�(����)��)��
��
������#�F���
������#
���@�

"#�����'��
������!�$�( SDS  ����
 15 ������
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.?���"�#��"#�'����B��
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�����"#��@)��)(
�)(�(�G#  enrichment  culture  ��%`!�0���..������/ "#��#$���
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"#��@)��)(�����-����?���@�

.?���"�#��"#�������
�+�)  ��
�.�.��.�����'��*��G?���?��.?���"�#��"#�
������
�+�)-�����(�����%�������&�
� 16S rDNA 
 
 



บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 
 
วัสดุ อุปกรณ 
 
1.   วัตถุดิบ 
  1.1  ดินปนเปอนน้ํามันบริเวณอูซอมรถมอเตอรไซคและปมน้ํามันในเขตจังหวัด 
    นครศรีธรรมราช  สงขลา  สุราษฎรธานีและดินบริเวณสถานีไบโอดีเซล  คณะ  
      วิศวกรรมศาสตร   มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร      ทาํการบันทึกลักษณะทาง 
    กายภาพของดิน  วันเดือนปที่เก็บ (ตารางที่ 3)   โดยเก็บตัวอยางที่ระดับความ 
    ลึก 0 - 15 เซนติเมตร       ใสถุงพลาสติกและเก็บรักษาตัวอยางไวที่อุณหภูมิ 4  
    องศาเซลเซียส  จนกวาจะมกีารทดสอบ  
  1.2   ดินที่ไมมีประวัติการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตในสวนตนไม      อําเภอ
   รัตภูมิ  จังหวัดสงขลา 
  1.3   น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจากอูซอมรถมอเตอรไซค      อําเภอหาดใหญ  
   จังหวดัสงขลา 
 
2.   อาหารเลี้ยงเชื้อ  (ภาคผนวก ก) 

2.1 อาหารเลี้ยงเชือ้สําหรับคัดเลือกกลุมเชื้อที่มคีวามสามารถในการยอยสลายน้ํามัน 
หลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว ดัดแปลงจาก Ijah และ  Upke (1992)  

2.2  Nutrient agar (NA)  บริษัท Himedia (Mumbai, India) 
2.3 Nutrient broth (NB)  บริษัท Himedia (Mumbai, India) 
 

3.   สารเคมี   
3.1 Ammoniumsulfate  บริษัท Lab-Scan (Bangkok, Thailand) 
3.2 Dichloromethane  บริษัท Lab-Scan (Bangkok, Thailand) 
3.3 Methanol  บริษัท Lab-Scan (Bangkok, Thailand) 
3.4 Toluene  บริษัท Lab-Scan (Bangkok, Thailand) 
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3.5 Hexane  บริษทั Lab-Scan (Bangkok, Thailand) 
 
4.   อุปกรณ 

4.1  หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอน้ํา (autoclave) รุน SS-325  บริษัท Tomy Seiko 
 Co., Ltd 

4.2 ตูอบอากาศรอน (hot air oven) รุน MOV 212  บริษัท Sanyo Electric Co., Ltd 
4.3 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 420 A  บริษัท Orion Research, Inc 
4.4 เครื่องชั่งละเอียด 2 ตําแหนง รุน HF-1200  บริษัท A&D company, Ltd  
4.5 เครื่องชั่งละเอียด 4 ตําแหนง รุน BO210s  บริษัท Sartorius  
4.6 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน U-2000  บริษัท Technical 

Cooperation  
4.7 เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน 1297  บริษัท LAB-Line Intruments, Inc 
4.8 เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ชนดิควบคมุอุณหภูมิ รุน SCR20B  บริษทั Hitachi  
4.9 ตูปลอดเชื้อ (laminar air flow) รุน 527044  บริษัท Hotpack  
4.10 เครื่อง TLC/FID รุน Iatroscan, TH-10 Mark 5 บริษัท Iatron Laboratories, Inc 
4.11 Silica gel rod รุน Chromarod-SIII บริษัท Laboratories, Inc 
4.12 เครื่องระเหยสญุญากาศ รุน EYELA บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd 
 

วิธีการวิเคราะห  
 
1.   ความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลว 
 1.1   Weight  loss  method   สกัด culture broth  ดวย dichloromethane ในอัตราสวน 
1:1 โดยสกัด 2 คร้ัง  แลวนําสวนของตัวทําละลายมากําจัดน้ําดวย Na2SO4  ทําแหงตัวทําละลายดวย
เครื่องระเหยสุญญากาศ   นําสารที่ไดมาวางในเดซิเคเตอรที่มีการตอกับ vacuum pump เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง เพื่อกําจัดความชื้นที่เหลืออยูและช่ังน้ําหนักสารที่ได (Mercadé et al., 1996)  จากนั้น
คํานวณหาประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว (Shirai et  al., 1995)  จาก
สมการ 

ประสิทธิภาพการยอยน้ํามัน (%) =  (W1 – W2) /W1× 100 
W1 =  น้ําหนักของน้ํามันเริ่มตน  

  W2 =  น้ําหนักของน้ํามันที่เหลือจากการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย  
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         นําน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ไดจากการสกัดมาละลายในตัวทําละลาย dichloromethane  
ปริมาตร 2  มิลลิลิตร  กรองดวย glass membrane filter GF-A (Whatman) และเก็บใสขวดฝาเกลียว
ปดสนิท  นําไปเก็บไวที่  4  องศาเซลเซียส  เพื่อทําการตรวจวิเคราะหขั้นตอไป  
 1.2   การวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวดวย Thin layer 
chromatography (TLC) ที่มี flame ionization detector (FID) เปนอุปกรณวัด  สกัดน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวในตัวอยางดินดวย dichloromethane ในอัตราสวน 1 : 2  แยกเก็บเฉพาะสวนที่
เปนตัวทําละลายที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวละลายอยูมากําจัดน้ําดวย Na2SO4  ทําแหงตัว
ทําละลายดวยเครื่องระเหยสุญญากาศและชั่งน้ําหนักสารที่ได  นําสารที่ไดมา spot บน silica gel rod 
SIII  จากนั้นแยกในตัวทําละลายเคลื่อนที่ 3 ระบบ คือ ระบบที่ 1 คือ 100% n-hexane จนกระทั่ง
ความสูงของตัวทําละลายเคลื่อนที่อยูที่ระดับ 10 เซนติเมตร จากจุดเริ่มตน  ตอดวยระบบที่ 2 คือ 
100% toluene ใหความสูงของตัวทําละลายเคลื่อนที่อยูที่ระดับ 5 เซนติเมตร จากจุดเริ่มตน  และ
ระบบที่ 3 คือ 95% dichloromethane : 5% methanol จนกระทั่งความสูงของตัวทําละลายเคลื่อนที่อยู
ที่ระดับ 2 เซนติเมตร จากจุดเริ่มตน  จากนั้นอบ silica gel rod SIII ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 นาที  และวิเคราะหปริมาณขององคประกอบของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวดวย
เครื่อง TLC/FID ที่มีอัตราการไหลของกาซไฮโดรเจน 150 มิลลิลิตรตอนาที  อัตราการไหลของ
อากาศ 2 ลิตรตอนาทีและระดับความเร็วในการสแกน 30 วินาทีตอหนึ่งครั้งของการสแกน ทําการ
อินทิเกรตหาพื้นที่ใตกราฟ (Sharma et al., 1998) 
 
2.   การวิเคราะหองคประกอบของดิน  
  2.1 วัดความเปนกรด-ดางของดิน โดยใชเครื่องวัดพีเอช (ภาคผนวก ข) 
 2.2 วิเคราะหปริมาณอินทรียคารบอน สงตรวจวิเคราะหที่ศูนยปฏิบัติการวิเคราะหกลาง    
           คณะทรัพยากรธรรมชาติ  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
 2.3 วิเคราะหไนโตรเจนทั้งหมดในดิน โดยวิธี Kjeldahl  สงตรวจวิเคราะหที่ศูนยปฏิบัติ   
      การวิเคราะหกลาง  คณะทรพัยากรธรรมชาติ  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
 2.4 วิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดิน (Sharma et al., 
   1998)  
 2.5  วิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส  โดยวิธี Bray II   สงตรวจวิเคราะหที่ศูนยปฏิบัติการ  
                            วิเคราะหกลาง  คณะทรัพยากรธรรมชาติ  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
 2.6 วิเคราะหชนิดของดิน  สงตรวจวิเคราะหที่ศูนยปฏิบัติการวิเคราะหกลาง  คณะ 
     ทรัพยากรธรรมชาติ  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
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 2.7  ความชื้น (A.O.A.C., 2000) 
 
3. การหาจํานวนเชื้อจุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลว (waste   
 lubricating oil-degrading microorganism)  และหาจํานวน heterotrophic microorganism   
          เก็บตัวอยางดิน 25 กรัม  มาเตรียม suspension  ดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 225 
มิลลิลิตร  แลวทําการเจือจางแบบ ten-fold serial dilution  หาจํานวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวโดยนํา 0.1 มิลลิลิตร ของ suspension ที่ระดับความเจือจาง
เหมาะสม  เกลี่ยบนอาหาร MSM agar ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1 เปนแหลง
คารบอน  บมที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 3-5 วัน  นับจํานวนโคโลนีและคํานวณปริมาณจุลินทรียใน
หนวย CFU ตอกรัมดิน   และหาจํานวน heterotrophic microorganism โดยนํา 0.1 มิลลิลิตร ของ 
suspension ที่ระดับความเจือจางเหมาะสม  เกล่ียบนอาหาร Nutrient agar  บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมงหรือจนสังเกตเห็นโคโลนีชัดเจน  นับจํานวนโคโลนีและคํานวณปริมาณ           
จุลินทรียในหนวย CFU ตอกรัมดิน (Ibekwe et  al., 2006) 
 
วิธีการทดลอง 
 
1.  การแยกจุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายน้าํมันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลว 
 1.1 การแยกกลุมเชื้อจุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลว 
  เติมตัวอยางดิน 1 กรัม ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร mineral salt 
medium (MSM)  ปริมาตร 100  มิลลิลิตร ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1 เปนแหลง
คารบอน  บมเชื้อโดยเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 7 วันหรือ
จนกระทั่งเห็นการเจริญของเชื้อจุลินทรีย  (Mercadé et  al., 1996)   จากนั้นถายเชื้อรอยละ 1  ลงใน
อาหารใหมและทําการเลี้ยงตามวิธีการเดิมอีก 3 คร้ัง (ดัดแปลงจาก Al-Sharidah et  al., 2000)  เก็บ
ตัวอยางกลุมเชื้อที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในอาหาร 
MSM ที่ผสมกลีเซอรอลความเขมขนสุดทายรอยละ 25  ที่อุณหภูมิ - 20  องศาเซลเซียส  เพื่อใชเปน
กลาเชื้อในการทดสอบขั้นตอไป 
 1.2 การคัดเลือกกลุมเชื้อจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เคร่ืองยนตท่ีใชแลว 
                 ถายเชื้อที่แยกไดจากขอ 1.1 รอยละ 1 ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร 
MSM  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1 เปนแหลงคารบอน  



 
26

โดยมีชุดควบคุมคืออาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีการเติมเชื้อเปนตัวเปรียบเทียบ   บมเชื้อโดยเขยาดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  5 วัน   จากนั้นทดสอบความสามารถของเชื้อ   
จุลินทรียในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1  
  เลือกกลุมเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวเพื่อใชทดสอบในขั้นตอไป 
 1.3  การหาปริมาณสูงสุดของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวท่ีกลุมเชื้อจุลินทรียสามารถ
ยอยได 
   ถายเชื้อที่ไดจากขอ 1.2 รอยละ 1 ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร 
MSM  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1, 3, 5, 7 และ 10  เปน
แหลงคารบอน  โดยมีชุดควบคุมคืออาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีการเติมเชื้อเปนตัวเปรียบเทียบ   บมเชื้อ
โดยเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน จากนั้นทดสอบความสามารถ
ของเชื้อจุลินทรียในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1  
  เลือกปริมาณน้ํามันที่กลุมเชื้อจุลินทรียมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเพื่อใชทดสอบในขั้นตอไป 
  
2.  การทดสอบความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดนิของกลุมเชื้อท่ี
คัดเลือกได 
 เล้ียงเชื้อที่คัดแยกไดจากขอ 1.2 ในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ที่มีน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3 เปนแหลงคารบอน  ในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร  บมเชื้อโดยเขยาดวยความเร็ว  200 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 วัน  แลวเหวี่ยง
แยกเซลล (8,500 รอบตอนาที, 4  องศาเซลเซียส, 20 นาที)  ลางเซลลดวยโปตัสเซียมฟอสเฟต
บัฟเฟอร (50 มิลลิโมลาร  พีเอช 7.0)  2  คร้ัง  แลวเตรียมเซลล suspension  ดวยโปตัสเซียมฟอสเฟต
บัฟเฟอรใหมีจํานวนเชื้อเทากับ 109 และ 106 CFU/มิลลิลิตร 
 2.1  ผลของกลาเชื้อตอการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดิน 
  นําดินที่ไมเคยมีประวัติการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมาวิเคราะห
คุณสมบัติและองคประกอบของดินตามวิธีการวิเคราะหขอ 1.2   แลวแบงดินออกเปน 5 ชุดการ
ทดลอง  แตละชุดใชดิน 500 กรัม  ใสในกลองพลาสติกขนาด 14×20×8  เซนติเมตร (ดัดแปลงจาก       
Dave et  al., 1994) 
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 - ชุดการทดลองที่ 1  ดินที่ผานการฆาเชื้อ  (121 องศาเซลเซียส, 15 นาที)  แลวเติม
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3  และเติม suspension ของ
เชื้อจุลินทรียเร่ิมตน 109 CFU/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใหมีจํานวนเชื้อเทากับ 107  CFU/กรัมดิน 
  - ชุดการทดลองที่ 2  ดินที่ผานการฆาเชื้อ(121 องศาเซลเซียส, 15 นาที)  แลวเติม
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3  และเติม suspension ของ
เชื้อจุลินทรียเร่ิมตน 106 CFU/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใหมีจํานวนเชื้อเทากับ 104 CFU/กรัมดิน 
  - ชุดการทดลองที่ 3  ดินที่ไมผานการฆาเชื้อแลวเติมน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช
แลว ในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3 
 - ชุดการทดลองที่ 4  ดินที่ไมผานการฆาเชื้อแลวเติมน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช
แลว  ในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3  และเติม suspension  ของเชื้อจุลินทรียเร่ิมตน 106 CFU/
มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใหมีจํานวนเชื้อเทากับ 104 CFU/กรัมดิน 
    - ชุดการทดลองควบคุม   ดินที่ผานการฆาเชื้อ (121 องศาเซลเซียส, 15 นาที)  แลว
เติมน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3 
                  ทุกชุดการทดลองควบคุมปริมาตรของสารละลายที่เติมในดินใหเทากันโดยใชน้ํา
กล่ันที่ผานการฆาเชื้อ (121 องศาเซลเซียส, 15 นาที) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  จากนั้นปดปากภาชนะ
ดวยอะลูมิเนียมฟอยลและเก็บไวที่อุณหภูมิหอง  สุมตัวอยางดินที่วันที่ 0  15 และ 30 วัน เพื่อ
วิเคราะหความชื้น พีเอชและทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1 และ 1.2  และหาจํานวนเชื้อจุลินทรียที่สามารถ
ยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวและหาจํานวน heterotrophic microorganism  ตาม
วิธีการขอ 3 
  เลือกชุดการทดลองที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวเพื่อใชทดสอบในขั้นตอไป 
          2.2  ความชื้นเริ่มตนท่ีเหมาะสมตอการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดิน 
  นําตัวอยางดิน 500 กรัม ใสในกลองพลาสติกขนาด 14×20×8  เซนติเมตร โดย
เตรียมชุดการทดลองที่เหมาะสมจากขอ 2.1  และปรับระดับความชื้นใหคาเทากับรอยละ 17  และ 
27  ดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ (121 องศาเซลเซียส, 15 นาที)  ปดปากภาชนะดวยอะลูมิเนียม
ฟอยลและเก็บไวที่อุณหภูมิหอง  สุมตัวอยางดินที่วันที่ 0  15  และ 30 วัน  เพื่อวิเคราะหความชื้น พี
เอชและทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว
ตามวิธีการวิเคราะหผลขอ  1.1  และ  1.2  และหาจํานวนเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวและหาจํานวน heterotrophic microorganism  ตามวิธีการขอ 3 
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  เลือกความชื้นที่เหมาะสมที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวเพื่อใชทดสอบในขั้นตอไป 
 2.3  ผลของอัตราสวนระหวางคารบอน  ไนโตรเจน  และฟอสฟอรัสตอการยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดิน 
  เตรียมตัวอยางดิน 500 กรัม  ใสในกลองพลาสติกขนาด 14×20×8  เซนติเมตร  
โดยเตรียมชุดการทดลองที่เหมาะสมจากขอ 2.1 ระดับความชื้นที่เหมาะสมจากขอ 2.2  และปรับ
อัตราสวนความเขมขนระหวางคารบอน  ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสใหเทากับ 100:10:1 หรือ 
100:20:1 หรือ 100:10:5 หรือ 300:10:1 โดยใชแมปุยไนโตรเจนสูตร 46:0:0  และแมปุยฟอสฟอรัส
สูตร 0:46:0  ปดปากภาชนะดวยอะลูมิเนียมฟอยลและเก็บไวที่อุณหภูมิหอง  สุมตัวอยางดินที่วันที่ 
0  15 และ 30 วัน เพื่อวิเคราะหความชื้น พีเอชและทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการ
ยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1 และ 1.2  และหาจํานวน
เชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวและหาจํานวน heterotrophic 
microorganism  ตามวิธีการขอ 3 
 
3.  การเทียบเคียงสายพันธุกลุมจุลินทรียท่ีคัดเลือกได 
 3.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
     นํากลุมเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวที่คัดเลือกไดจากขอ 1.2  มาเลี้ยงในอาหาร MSM และ MSM agar ที่มี
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3 เปนแหลงคารบอน  บมที่
อุณหภูมิหอง  นําโคโลนีที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อมา  re-streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเดิม  2-3 คร้ัง
เพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์   แลวนําเชื้อที่ไดมาศึกษาลักษณะตางๆ ดังนี้ 

-  ลักษณะของโคโลนี   
-  รูปรางเซลล การเรียงตัว และการติดสีแกรม (Gram staining)  

3.2 การศึกษาในระดับสปชีส 
สงเชื้อที่คัดเลือกไดใหคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล เปนผูทําการ

เทียบเคียงสายพันธุเชื้อจุลินทรียในระดับสปชีส โดยการวิเคราะหลําดบัเบสของ 16S rDNA  
 
   
 
 



                            

บทที่ 3 
 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 
1. การเก็บตัวอยาง 

จากการเก็บตัวอยางดินที่ปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจากอูซอมรถ 
ปมน้ํามันในเขตจังหวัดนครศรีธรรมราช  สงขลา  สุราษฎรธานีและดินบริเวณสถานีไบโอดีเซล 
คณะวิศวกรรมศาสตร  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ทั้งหมดจํานวน 50 ตัวอยาง โดยเก็บที่ระดับ
ความลึก 0 -15 เซนติเมตร  ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 3  พบวาลักษณะของตัวอยางดินเปน
ดินรวนจํานวน 25 ตัวอยาง (รอยละ 50), ดินทราย 17 ตัวอยาง (รอยละ 34) และดินเหนียว 8 
ตัวอยาง (รอยละ 16)  ซ่ึงลักษณะเนื้อสัมผัสของดินมีผลตอการแทรกซึมของน้ํามันลงสูดิน  โดยดิน
ที่มีลักษณะเปนดินทรายจะทําใหน้ํามันสามารถซึมผานไดดีกวาดินรวนหรือดินเหนียวดังนั้นน้ํามัน
จะถูกดูดซับไวในอนุภาคของดินไดดีกวาและอาจจะมีผลตอการตรวจพบจุลินทรียที่มีความสามารถ
ในการยอยสลายน้ํามันหรือสารประกอบไฮโดรคารบอน (Márques-Rocha et al., 2001)   ดังนั้นการ
แยกกลุมเชื้อแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจากธรรมชาติจึงควร
เลือกดินจากบริเวณที่มีประวัติการปนเปอนน้ํามันมากอนเปนแหลงในการเก็บตัวอยาง  เนื่องจากมี
รายงานวาบริเวณที่มีการปนเปอนน้ํามันจะมีจํานวนเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันสูงกวา
บริเวณที่ไมมีน้ํามันปนเปอนรอยละ 61-67 (Atlas, 1981) 
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  ตารางที่ 3  รายละเอียดการเก็บตัวอยาง 
 Table 3.  Collected samples details. 
 

Soil texture Source Code 
clay silt sand 

Date 

Motorcycle garage, Hatyai, Songkhla 
Motorcycle garage, Hatyai, Songkhla 
Motorcycle garage, Hatyai, Songkhla 
Motorcycle garage, Hatyai, Songkhla 
Motorcycle garage, Hatyai, Songkhla 
Motorcycle garage, Hatyai, Songkhla 
Motorcycle garage, Hatyai, Songkhla 
Motorcycle garage, Hatyai, Songkhla 
Garage, Huasai, Nakhonsithammarat 
Motorcycle garage, Huasai, Nakhonsithammarat 
Motorcycle garage, Huasai, Nakhonsithammarat 
Motorcycle garage, Huasai, Nakhonsithammarat 
Motorcycle garage, Huasai, Nakhonsithammarat 
Motorcycle garage, Huasai, Nakhonsithammarat 

SC-1 
SC-2 
SC-3 
SC-4 
SC-5 
SC-6 
SC-7 
SC-8 
SC-9 
SC-10 
SC-11 
SC-12 
SC-13 
SC-14 

- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
- 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 

 + 
+ 

- 
+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
- 
- 

02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
25/ 06/ 2006 
04/ 06/ 2006 
04/ 06/ 2006 
04/ 06/ 2006 
04/ 06/ 2006 
04/ 06/ 2006 30 



  ตารางที่ 3 (ตอ) 
 Table 3.  (Cont.) 
 

Soil texture Source Code 
clay silt sand 

Date 

Motorcycle garage, Huasai, Nakhonsithammarat 
Garage, Huasai, Nakhonsithammarat  
Garage, Huasai, Nakhonsithammarat 
Garage, Huasai, Nakhonsithammarat 
Garage, Huasai, Nakhonsithammarat 
Garage, Huasai, Nakhonsithammarat 
Garage, Huasai, Nakhonsithammarat 
Garage, Huasai, Nakhonsithammarat 
Garage, Huasai, Nakhonsithammarat 
Garage, Hatyai, Songkhla 
Garage, Hatyai, Songkhla 
Garage, Hatyai, Songkhla 
Garage, Hatyai, Songkhla 
Garage, Hatyai, Songkhla 

SC-15 
SC-16 
SC-17 
SC-18 
SC-19 
SC-20 
SC-21 
SC-22 
SC-23 
SC-24 
SC-25 
SC-26 
SC-27 
SC-28 

+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 

02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
02/ 05/ 2006 
25/ 06/ 2006 
04/ 06/ 2006 
04/ 06/ 2006 
04/ 06/ 2006 
04/ 06/ 2006 
04/ 06/ 2006 31 



  ตารางที่ 3 (ตอ) 
 Table 3.  (Cont.) 
 

Soil texture Source Code 
clay silt sand 

Date 

Garage, Hatyai, Songkhla  
Garage, Hatyai, Songkhla 
Garage, Hatyai, Songkhla  
Garage, Hatyai, Songkhla 
Garage, Hatyai, SongKhla 
Garage, Hatyai, Songkhla 
Garage, Hatyai, Songkhla 
Bangchak petrol station, Hatyai, Songkhla 
Bangchak petrol station, Hatyai, Songkhla 
Petrol station, Thachana, Suratthani 
Petrol station, Thachana, Suratthani 
Petrol station, Thachana, Suratthani 
Biodeisel station, PSU, Hatyai, Songkhla 
Biodeisel station, PSU, Hatyai, Songkhla 

SC-29 
SC-30 
SC-31 
SC-32 
SC-33 
SC-34 
SC-35 
SP-1 
SP-2 
SP-3 
SP-4 
SP-5 
SP-6 
SP-7 

- 
- 
- 
- 
+ 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 

- 
+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
- 

22/ 07/ 2006 
22/ 07/ 2006 
22/ 07/ 2006 
22/ 07/ 2006 
22/ 07/ 2006 
22/ 07/ 2006 
22/ 07/ 2006 
05/ 06/ 2006 
05/ 06/ 2006 
05/ 06/ 2006 
05/ 06/ 2006 
05/ 06/ 2006 
17/ 06/ 2006 
17/ 06/ 2006 32 
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2.   การแยกจุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายน้ํามนัหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลว 
        2.1  การศึกษาประสิทธิภาพในการยอยน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวของกลุมเชื้อจุลินทรีย 

จากการแยกกลุมเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจากดิน
ที่ปนเปอนน้ํามันซึ่งเก็บตัวอยางมาจากปมน้ํามัน  อูซอมรถยนตในจังหวัดนครศรีธรรมราช  สงขลา                
สุราษฎรธานีและสถานีไบโอดีเซล  คณะวิศวกรรมศาสตร  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  ทั้งหมด
จํานวน 50 ตัวอยาง  โดยวิธี enrichment culture ในอาหาร mineral salt medium (MSM) ที่มี
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเปนแหลงคารบอนเพียงแหลงเดียว  และทําการถายกลาเชื้อรอย
ละ 1  ลงอาหารใหม 3 คร้ัง ทุกๆ 7 วันของการเลี้ยงเชื้อ  เพื่อคัดเลือกกลุมเชื้อที่มีความสามารถใน
การเจริญและยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว  พบวาหลังจากเลี้ยงเชื้อ 5 วัน มี 10 กลุม
เชื้อ ที่ใหประสิทธิภาพในการยอยน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมากกวารอยละ 20 โดยกลุมเชือ้ 
SC-9 มีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือรอยละ 40.46 (ภาพที่ 3)  ซ่ึงเปนกลุมเชื้อแบคทีเรียที่
แยกไดจากดินบริเวณอูซอมรถในอําเภอหัวไทร จังหวัดนครศรีธรรมราช ซ่ึงมีการปนเปอนของ
น้ํามันมาเปนระยะเวลานาน  ดังนั้นจึงเลือกกลุมเชื้อ SC-9 ใชในการทดลองขั้นตอไป  โดยทั่วไป
เชื้อที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนไดดีนั้นโดยสวนใหญมักแยกได
จากแหลงดินที่ปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนเนื่องจากจุลินทรียที่อยูในสภาพแวดลอมที่มี
สารประกอบไฮโดรคารบอนปนเปอนทําให เกิดการคัดเลือกจุ ลินทรียยอยสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนที่มีความสามารถสูงอยูในบริเวณนั้น  สอดคลองกับการทดลองของ Koma และ
คณะ (2001) ที่แยกเชื้อจากดินปนเปอนน้ํามันในอาหารเลี้ยงเชื้อ salt medium ที่มี n-paraffin รอยละ 
1 ซ่ึงเปนองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว   พบวาสามารถลดปริมาณน้ํามันได
รอยละ 20  หลังจากเลี้ยงเชื้อ 72 ช่ัวโมง   ความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหรือสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนจะขึ้นกับสายพันธุและองคประกอบของน้ํามันดวย เชน Jirasripongpun (2002) แยก
เชื้อที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตจากดินในอาหารเลี้ยงเชื้อ M9 ที่มีน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนต 2000 ppm เปนแหลงคารบอน  พบวาจาก 26 ไอโซเลต ที่แยกไดมี 1 ไอโซเลต คือ strain 
W9  มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสูงสุดคือ สามารถยอยสลายสาร saturate, aromatic และ resin 
ซ่ึงเปนองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวหลังจากเลี้ยงเชื้อ 30 วันไดรอยละ 52.46, 
38.13 และ 18.81 ตามลําดับ   นอกจากนี้  Koma และคณะ (2003)  แยกเชื้อจากดินที่สามารถยอย
สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตและสวนของ cyclic alkane ซ่ึงเปนองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืน
พื้นฐาน  พบวามี 2 สายพันธุ คือ NDKK48 และ NDKY76A  สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ W 
medium ที่ความเขมขนของน้ํามันรอยละ 1 เปนแหลงคารบอนโดยสายพันธุ NDKK48  มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตและสวน cyclic alkane  ไดรอยละ 27 และ 
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16 ตามลําดับ  สวนสายพันธุ NDKY76A มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนต
และสวน cyclic alkane หลังจากเลี้ยงเชื้อ 5 วัน ไดรอยละ 27 และ 18 ตามลําดับ   เชนเดียวกับ 
Mandri และ Lin (2007) แยกเชื้อที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตจากดินที่ปนเปอน
น้ํามันในอาหารเลี้ยงเชื้อ Bushnell-Haas ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 10 พบวา
สามารถแยกเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสูงสุด 3 สายพันธุ คือ Acinetobacter calcoaceticum, 
Pseudomonas aeruginosa และ Flavobacterium sp. โดยมีประสิทธิภาพในการยอยสลายหลังจาก
เล้ียงเชื้อ 28 วันไดรอยละ  84, 71 และ 60  ตามลําดับ  
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ภาพที่ 3     ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในอาหาร mineral salt 
หลังจากเลี้ยงเชื้อ 5 วัน โดยกลุมเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากดิน  

Figure 3.   Biodegradation  percentage of  waste lubricating oil in mineral salt medium after  5 
    days degradation by soil consortia. Bars represent the standard deviation from  
    three determinations.  
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 2.2   การศึกษาปริมาณสูงสุดของน้ํามันหลอล่ืนเคร่ืองยนตท่ีใชแลวท่ีเชื้อจุลินทรียสามารถยอย
ได 
   เมื่อเล้ียงกลุมเชื้อ SC-9 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 
250 มิลลิลิตร  โดยใชน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเปนแหลงคารบอน ความเขมขนรอยละ 1, 
3, 5, 7 และ 10  ที่อุณหภูมิหอง เขยาดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที โดยเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 5 วัน    
พบวาที่ความเขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตรอยละ 1, 3, 5, 7 และ 10   กลุมเชื้อ SC-9 มี
ประสิทธิภาพการยอยสลายรอยละ 40.46, 34.92, 28.61, 18.45 และ 15.05 ตามลําดับ  โดยที่ความ
เขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1 กลุมเชื้อ SC-9 มีประสิทธิภาพในการยอย
สลายสูงสุด   อยางไรก็ตามประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวที่ความ
เขมขนรอยละ 1 และ 3  ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) (ภาพที่ 4)  ดังนั้น
จึงเลือกใชน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวความเขมขนรอยละ 1 ในการทดลองขั้นตอไป   การที่
เพิ่มความเขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวสูงขึ้นทําใหประสิทธิภาพการยอยสลาย
ลดลงอาจจะเนื่องมาจากน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมีความสามารถในการละลายน้ําต่ําทําให
กลุมเชื้อมีแหลงอาหารคารบอนไมเพียงพอหรือปดกั้นออกซิเจนที่ตองการใช  นอกจากนี้สารที่
ปนเปอนมากับน้ํามันเชน โลหะหนัก (Leathy and Colwell, 1990)  อาจจะสงผลตอการเจริญและ
การยอยสลายของจุลินทรียได เชน Adenipekun และ Fasidi (2005) ศึกษาประสิทธิภาพการยอย
สลายสารประกอบไฮโดรคารบอนในตัวอยางดินที่เติมน้ํามันดิบความเขมขนรอยละ 1, 2.5, 5, 10, 
20  และ 40  โดยเชื้อรา Lentinus subnudus   พบวาที่ความเขมขนของน้ํามันดิบรอยละ 20 จะมีอัตรา
การยอยสลายสูงสุดคือลดลงจาก 257 กรัมตอกิโลกรัมดิน เหลือเพียง 198 และ 125 กรัมตอกิโลกรัม
ดิน หลังทําการบมเปนเวลา 3 และ 6 เดือน  ขณะที่การใชความเขมขนของน้ํามันดิบรอยละ 40  มี
อัตราการยอยสลายสูงสุดหลังจากบมเปนเวลา 6 เดือน โดยลดลงจาก 337 กรัมตอกิโลกรัมดิน เหลือ 
165 กรัมตอกิโลกรัมดิน   จากการทดลองชี้ใหเห็นวาที่ความเขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่
ใชแลวสูงๆ  กลุมเชื้อจุลินทรียบางกลุมมีประสิทธิภาพการยอยสลายเพิ่มขึ้นนาจะมีผลมาจากสาร 
intermediate ที่เกิดขึ้นในกระบวนการยอยสลายซึ่งเชื้อบางสายพันธุที่อยูในกลุมเชื้อสามารถ
นําไปใชในการเจริญและผลิตสารที่สงเสริมการเจริญของเชื้ออ่ืนๆ ในกลุมเชื้อ (Atlas and atlas, 
1991)  นอกจากนี้การที่ความเขมขนของแหลงคารบอนเพิ่มขึ้นจะทําใหเชื้อจุลินทรียเจริญไดดีขึ้น
แลวนั้นแตอยางไรก็ตามถาความเขมขนของแหลงคารบอนสูงเกินไปก็อาจยับยั้งการเจริญทําให
ประสิทธิภาพการยอยสลายลดลงได (Del’Arco and Franca, 2001) 
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ภาพที่ 4    ผลของความเขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวตอการยอยสลายโดยกลุมเชื้อ         
                 จุลินทรีย SC-9 ในอาหาร mineral salt หลังจากเลี้ยงเชื้อ 5 วัน  
 ตัวอักษรที่ตางกันมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
Figure 4.  Effect of waste lubricating oil concentration on degradation by SC-9 consortia in 

mineral salt medium after 5 days. Bars represent the standard deviation from three 
determinations. Different letters indicate significant differences (p<0.05). 
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3. การเทียบเคียงสายพันธุกลุมเชื้อจุลินทรียท่ีคัดเลือกได 
 เมื่อนํากลุมเชือ้ SC-9 มาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์บนอาหาร Nutrient agar สามารถแยกได 4     
ไอโซเลต ที่มีลักษณะโคโลนีแตกตางกันและแบงตามลกัษณะการตดิสีแกรม (Gram staining) ได 
แบคทีเรียแกรมบวก 2 ไอโซเลต คือ SC9-1 และ SC9-3  แบคทีเรียแกรมลบ 2 ไอโซเลต คือ SC9-2 
และ SC9-4  โดยไอโซเลต SC9-1, SC9-3 และ SC9-4 เซลลมีรูปรางแทง (rod)  สวนไอโซเลต SC9-
2  มีรูปรางกลม (cocci)  เมื่อนําเชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลต มา streak บนอาหารแข็ง MSM ที่มีการ
เติมน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1  พบวามีเพียง SC9-2 และ SC9-4 เทานั้นที่สามารถ
เจริญได ซ่ึงอาจเปนไปไดวาเชื้อทั้งสองไอโซเลตนี้มีหนาที่หลักในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวในชวงแรกและเมื่อมีสาร intermediate เกิดขึ้น ไอโซเลต SC9-1 และ SC9-3 จึง
ทําหนาที่ในการยอยสลายตอไป  อยางไรก็ตามสมมุติฐานนี้ควรมีการพิสูจนตอไปในอนาคต  
ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่พบมีทัง้โคโลนีแบนราบและนูน สีของโคโลนีมีทั้งโคโลนีสีขาว
ขุนและเหลือง (ตารางที่ 4)   เมื่อเทียบเคยีงสายพันธุของทั้ง 4 ไอโซเลตโดย 16S rDNA  พบวา      
ไอโซเลต SC9-1 มีความใกลเคียงรอยละ 98 กับเชื้อ Chryseobacterium sp. ไอโซเลต SC9-2 มีความ
ใกลเคียงรอยละ 95 กับเชื้อ Sphingobacterium multivorum ไอโซเลต SC9-3 มีความใกลเคยีง 
รอยละ 100 กับเชื้อ Bacillus cereus และไอโซเลต SC9-4 มีความใกลเคียงรอยละ 100 กับเชื้อ 
Agrobacterium tumefaciens ดังแสดงในตารางที่ 5 และสามารถสรางแผนภูมิตนไม (phylogenetic 
tree) ดังแสดงในภาพที่ 5   จากผลของ 16S rDNA และแผนภูมิตนไมของไอโซเลต SC9-2 ซ่ึงมี
ความเหมือนรอยละ 95 กับเชื้อ Sphingobacterium multivorum หลังจากใชโปรแกรม Blast แตเมื่อ
นําขอมูลที่ไดมาสรางแผนภูมิตนไมผลที่ไดกลับมีความใกลเคียงกับเชื้อ Pseudomonas sp. มากกวา  
ซ่ึงผลที่ไดอาจจะเนื่องมาจากการวิเคราะหดวย 16S rDNA ใช sequence ประมาณ 400 bp มีความ
เหมือนเพียงรอยละ 95 ซ่ึงคอนขางต่ํา ดังนั้นหากตองการใหไดความเหมือนที่มากกวานี้ควร
วิเคราะหแบบ full length ประมาณ 1500 bp หรืออาจใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลอ่ืนๆ มาชวยใน
การเทียบเคียงสายพันธุของเชื้อเชน DNA-DNA hybridization หรือการทํา fatty acid profile   จาก
การคัดเลือกจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวพบวามีทั้งที่เปน
แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงใหผลสอดคลองกับ Jirasripongpon (2002) ที่
คัดเลือกเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวพบวามี 5 ไอโซเลตที่มี
ประสิทธิภาพการยอยสลายมากกวารอยละ 20 ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมบวก 4 ไอโซเลต และ
แบคทีเรียแกรมลบ 1 ไอโซเลต  เมื่อจําแนกสายพันธุพบวาเปนเชื้อ Nocardia simplex, Gordona 
terrae, Rhodococcus sp. และ Pseudomonas mandelii   ขณะที่ Mandri และ Lin (2007) คัดเลือกเชื้อ
ที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตจากดินที่ปนเปอนน้ํามันในอาหารเลี้ยงเชื้อ Bushnell-
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Haas ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 10 เปนแหลงคารบอน  พบวาสามารถแยกเชื้อที่
มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสูงสุด 3 สายพันธุ ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบคือ Acinetobacter 
calcoaceticum, Pseudomonas aeruginosa และ Flavobacterium sp. โดยมีประสิทธิภาพในการยอย
สลายรอยละ 84, 71 และ 60  ตามลําดับ หลังจากเลี้ยงเชื้อ 28 วัน   ซ่ึงตางจาก Mercadé และคณะ 
(1996) คัดเลือกเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจากดินที่
ปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอน  พบวาเชื้อจุลินทรียที่แยกไดรอยละ 65 เปนแบคทีเรียแกรม
ลบ เมื่อจําแนกสายพันธุพบวาเปน Pseudomonas, Serratia, Escherichai, Enterobacter, 
Citrobacter. Alcaligenes และ Acinetobacter   สวน Koma และคณะ (2001)  คัดเลือกเชื้อจุลินทรีย
ที่สามารถยอยสลาย n-paraffin ซึ่งเปนองคประกอบของน้ํามันหลอลื่นเครื่องยนตที่ใชแลว  โดย
เชื้อที่มีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือเชื้อ Acinetobacter ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบ  จะเห็น
ไดวาโอกาสในการพบแบคทีเ รียแกรมลบในที่ที่มีการปนเปอนน้ํามันหรือสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนในสิ่งแวดลอมสูงกวาแบคทีเรียแกรมบวก อาจจะเนื่องมาจากแบคทีเรียแกรมลบมี 
outer membrane ซ่ึงมีองคประกอบเปนสารในกลุมฟอสฟอลิปดซึ่งมีทั้งสวนที่ชอบน้ําและไมชอบ
น้ําจึงทําใหมีหนาที่เปนตัวอิมัลซิไฟเออรหรือสารลดแรงตึงผิวทําใหเชื้อสามารถใชสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนหรือสารที่มีความสามารถในการละลายน้ําต่ําไดดีขึ้น (Desai and Banat, 1997)  
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ตารางที่ 4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียที่แยกไดจากกลุมเชือ้ SC-9 : (a) เจริญบนอาหาร 
Nutrient agar, (b) เจริญบนอาหาร mineral salt medium agar ที่มีน้ํามันหลอล่ืน 

  เครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1 
Table 4. Bacterial morphology isolated from SC-9 consortia: (a) growth on nutrient agar, (b) 

growth on mineral salt medium agar supplemented with 1% waste lubricating oil. 
 

Isolates Cell  morphology Colony  morphology 
SC9-1a 

  SC9-2a,b 

 SC9-3a, 

   SC9-4a, b 

      gram positive, rod  
      gram negative, cocci      
      gram positive, rod 
      gram negative, rod     

dark-yellow, circular, convex, smooth edge, opaque 
yellow, circular, flat, smooth edge, opaque  
off-white, circular, convex, erose edge, opaque 
white, circular, flat, smooth edge, opaque  

 
 
 
ตารางที่ 5  ผลการเทียบเคียงสายพันธุของแบคทีเรียที่แยกไดจากกลุมเชื้อ SC-9 โดย 16S rDNA 
Table 5.    Identification of bacterial isolated from SC-9 consortia by 16S rDNA sequencing. 
 

Isolates Closest strain Sequence homology (%) 
SC9-1 

SC9-2 

SC9-3 

SC9-4 

Chryseobacterium sp. 
Sphingobacterium multivorum  
Bacillus cereus 
Agrobacterium tumefaciens 

98 
95 
100 
100 
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ภาพที่ 5  แผนภูมิตนไมของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ SC9-1, SC9-2, SC9-3 และ SC9-4 
Figure 5. Phylogenetic tree of strain SC9-1, SC9-2, SC9-3 and SC9-4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
  

  

Bacillus cereus strain HPC1408     
 

 Bacillus anthracis  
   

Agrobacterium tumefaciens isolate wsn-14   
 

Agrobacterium tumefaciens isolate B8S       

Candidatus Rhizobium massiliae      
 

SC9-4 

SC9-1 
Chryseobacterium molle   

SC9-2 
Pseudomonas sp.  

0.02 

Bacteroidetes bacterium NAB18      
 

Bacteroidetes endosymbiont    
 Sphingobacterium thalpophilum     

Chryseobacterium indologenes strain H2S10 

Chryseobacterium joostei isolate H197  
Chryseobacteium joostei strain UOF CR1094 

Sphingobacterium multivorum strain DW-7    
 
 

 Agrobacterium tumefaciens strain A2P3     
  

SC9-3 

 Bacillus thuringiensis strain Q1.1    
 

 Bacillus thuringiensis strain GDFT2    
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4. การทดสอบความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดิน 
 4.1 การวิเคราะหคุณสมบัติและองคประกอบทางเคมีของดิน 
    ในการทดลองครั้งนี้ไดนําดินที่ไมเคยมปีระวัติการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช 
แลวโดยเก็บตัวอยางมาจากดินในสวนตนไม  อําเภอรัตภูมิ  จังหวัดสงขลา  มาวิเคราะหลักษณะทาง
กายภาพและทางเคมีของดิน (ตารางที่ 6)   พบวาตัวอยางดินถูกจําแนกเปนดินชนิด sandy loam ซ่ึง
ประกอบดวยดินเหนียว (clay) รอยละ 19.04, ดินรวน (silt) รอยละ 24.05 และดินทราย (sand) รอย
ละ 56.92   จากลักษณะเนื้อสัมผัสของดินสามารถบงชี้ไดวาอากาศและน้ําสามารถแทรกซึมผานชั้น
ดินไดดีปานกลางซึ่งอาจเปนขอจํากัดในการเคลื่อนยายของสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยูในดิน (Márques-
Rocha et al., 2001)  เมื่อพิจารณาปริมาณคารบอน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสที่มีอยูในดินมี
อัตราสวนเร่ิมตนเทากับ 100:5:0.01 จะเห็นไดวาปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในดินคอนขาง
ต่ําซึ่งไมเหมาะตอกิจกรรมของจุลินทรียในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน (Ayotamuno 
et  al., 2006)  นอกจากนี้คาพีเอชและความชื้นของดินขึ้นอยูกับองคประกอบและแรธาตุที่มีอยูใน
ดิน (Dibble and Bartha, 1979)   และเมื่อวิเคราะหองคประกอบของสารไฮโดรคารบอนในสวน 
aromatic hydrocarbon, resin และ asphaltene ของดินพบวามีสารประกอบไฮโดรคารบอนปนเปอน
อยูในดินที่นํามาทดลองปริมาณนอยมากซึ่งการวิเคราะหดวย TLC/FID ไมสามารถอินทิเกรตหา
พื้นที่ใตกราฟของโครมาโตแกรมออกมาได (ภาพที่ 6) 
 
ตารางที่ 6   ลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของตัวอยางดิน 
Table 6.      Physical and chemical characteristics of soil sample. 
 

 Property Value 
Texture 
Clay (%) 
Silt   (%) 
Sand (%) 
pH 
Moisture content (%) 
Organic matter (%) 
Total N (%) 
Available P (%) 

Sandy loam 
19.04 
24.05 
56.92 
   5.03 

    3.85 
   2.54 
   0.13 

  0.00023 
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ภาพที่ 6 TLC/FID โครมาโตแกรมของสารประกอบไฮโดรคารบอนเริ่มตนในดนิที่ใชในการทดลอง 
Figure 6. TLC/FID chromatogram of initial hydrocarbon components in soil. 
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4.2 ผลของกลุมเชือ้ SC-9 ตอการยอยสลายน้าํมันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดิน 
  นําดินที่ไมมีประวัติการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมาเติมน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวความเขมขน 1 กรัมตอ 100 กรัมดิน  และเติมกลาเชื้อของกลุมเชื้อ SC-9 ใหมี
จํานวนเชื้อ 107 และ 104 CFU ตอกรัมดิน ดังแสดงในตารางที่ 7 

 
ตารางที่ 7 ชุดการทดลองผลของกลุมเชื้อ SC-9 ตอการยอยสลายน้าํมันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช

แลวในดิน 
Table 7.  Experimental conditions of effect of SC-9 consortia on waste lubricating oil 

degradation in soil. 
 

SC-9 consortia (CFU/g soil) Treatment Sterilized soil 1% Waste 
lubricating oil 107 104 

1 
2 
3 
4 
5 

+ 
+ 
- 
- 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
- 
- 
- 
- 

- 
+ 
- 
+ 
- 

Symbols : + using sterilized soils or addition of 1% waste lubricating oil or addition of SC-9 
 consortia. 
 - not using sterilized soils or no addition of 1% waste lubricating oil or no addition of 

SC-9 consortia. 
 
 เมื่อพิจารณาจาํนวนเชื้อ heterotrophic bacteria หลังจากการยอยสลาย 30 วัน พบวาทุกชุด
การทดลองมีจาํนวนเชื้อเปลี่ยนแปลงไมมากนัก  โดยชุดการทดลองที่ 1 และ 2 ที่ใชดินที่ผานการฆา
เชื้อและเติมจุลินทรียลงไป 107 และ 104 CFU/g มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นจาก 7.71 log CFU/g เปน 8.44 
log CFU/g และจาก 4.55 log CFU/g เปน 4.92 log CFU/g ตามลําดับ  ชุดการทดลองที่ 3 ที่ใชดินที่
ไมผานการฆาเชื้อและไมมกีารเติมจุลินทรียลงไป ในชวง 15 วันแรกจํานวนเชื้อ heterotrophic 
bacteria เพิ่มขึน้จาก 5.16 log CFU/g เปน 5.50 log CFU/g และลดลงเปน 4.86 log CFU/g ในวนัที่ 
30 ของการบม เชนเดยีวกับชดุการทดลองที ่4   สวนในชุดการทดลองที่ 5 ซ่ึงใชดินที่ผานการฆาเชื้อ
และไมมีการเติมกลุมเชื้อลงไปจํานวนเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงนอยมาก (ภาพที่ 7A)    
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 จํานวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในชุดการทดลองที่ 
1  มีจํานวนเชื้อสูงสุด โดยชวง 15 วันแรกมีจํานวนลดลงจากเดิมประมาณ 1.5 log CFU/g  และ
หลังจากวันที่ 30 จํานวนเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเพิ่ม
จํานวนเปน 8.1 log CFU/g  เชนเดียวกับชุดการทดลองที่ 2 จํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นจาก 4.59 log CFU/g 
เปน 5.48 log CFU/g   สวนชุดการทดลองที่ 3 และ 4  ใชดินที่ไมมีการฆาเชื้อ จํานวนจุลินทรียที่
สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวลดลงอยางมากโดยเฉพาะในชุดการทดลองที่ 4 
จํานวนเชื้อลดลงจาก 5.53 log CFU/g เปน 4.20 log CFU/g (ภาพที่ 7B)  อาจจะเนื่องมาจากการ
แขงขันระหวางจุลินทรียประจําถ่ินกับกลาเชื้อที่เติมลงไปตองอาศัยเวลาในการปรับตัวใหเหมาะสม
ตอสภาวะแวดลอมสงผลใหการเพิ่มจํานวนเปนไปอยางชาๆ (Baker et  al, 1994)  สวนชุดการ
ทดลองที่ 5 จํานวนเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมีการ
เปลี่ยนแปลงนอยมาก    จากผลการศึกษาขางตนชี้ ให เห็นวาการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนตองอาศัยการทํางานรวมกันของเชื้อจุลินทรียหลายชนิด  และอัตราการยอยสลายจะ
มีแนวโนมสูงขึ้นถาในดินมีเชื้อที่สามารถยอยน้ํามันอยูในปริมาณที่สูง   ซ่ึงสอดคลองกับ Ghazali 
และคณะ (2004) ที่ศึกษาการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวโดยนําดินที่ปนเปอน
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวที่ผานการฆาเชื้อมาเติมกลุมเชื้อจุลินทรียเร่ิมตนรอยละ 10  ซ่ึง
ประกอบดวย Pseudomonas aeruginosa strain S4.1, strain S53, Bacillus sp. strain S3.2, strain 
113i, strain O63 และ Micrococcus sp. strain S  พบวาจํานวนจุลินทรียทั้งหมดเพิ่มขึ้นจาก 5.13×107 

CFU/g เปน 7.76×108 CFU/g  หลังจากบมเปนเวลา 15 วัน และลดจํานวนเปน 1.38×108 CFU/g 
หลังจากบม 30 วัน  สวน Vasudevan และ Rajaram (2001) ศึกษาการยอยสลาย sludge oil ที่
ปนเปอนในดินโดยเติมกลาเชื้อผสมของแบคทีเรีย  พบวาจํานวนจุลินทรียเพิ่มขึ้นจาก 1×107 CFU/g 
เปน 2×1010 CFU/g  หลังจากบมเปนเวลา 90 วัน และใหประสิทธิภาพในการยอยสลาย sludge oil  
รอยละ 40 
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ภาพที่ 7    ผลของการเติมกลุมเชื้อ SC-9 ตอจํานวนเชื้อจุลินทรียที่ 0, 15 และ 30 วัน ของการยอย

สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยการเติมน้ํามันหลอลื่นเครื่องยนตที่
ใชแลวรอยละ 1; (A) จํานวน heterotrophic bacteria, (B) จํานวนจุลินทรียที่สามารถ
ยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว 

   treatment 1 ดินฆาเชื้อ+ น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชือ้ SC-9 จํานวน 
     107 CFU/g 
   treatment 2 ดินฆาเชื้อ+ น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชือ้ SC-9 จํานวน 
     104 CFU/g 
   treatment 3 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตทีใ่ชแลว  
   treatment 4 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g 

A

B
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   treatment 5 ดินฆาเชื้อ+ น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว  
Figure 7.  Effects of SC-9 consortia on number of microorganisms presented in each treatment at 

0, 15 and 30 day of degradation of 1% waste lubricating oil in soil; (A) heterotrophic 
microorganism, (B) waste lubricating oil degrading bacteria. Bars represent the 
standard deviation from three determinations. 

   treatment 1 sterilized soil + waste lubricating oil + SC-9 (107 CFU/g)  
   treatment 2 sterilized soil + waste lubricating oil + SC-9 (104 CFU/g)  
   treatment 3 nonsterilized soil + waste lubricating oil  
 treatment 4 nonsterilized soil + waste lubricating oil + SC-9 (104 CFU/g)  
 treatment 5 sterilized soil + waste lubricating oil   
 
 เมื่อพิจารณาความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวโดยวิเคราะห
ประสิทธิภาพการยอยสลายดวยวิธี weight loss  และวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวดวย TLC/FID   พบวาสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว           
3 ชนิดคือ aromatic hydrocarbon,  resin และ asphaltene ซ่ึงมี retention time คือ 0.212, 0.349 และ 
0.441 ตามลําดับ   ผลจากการทดลองพบวาชุดการทดลองที่ 2 ซ่ึงใชดินที่ผานการฆาเชื้อและเติม
เชื้อจุลินทรีย 104 CFU/g  ใหประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือรอยละ 43.79  และมีการลดลง
ของปริมาณสาร  aromatic hydrocarbon, resin และ asphaltene คิดเปนรอยละ 96.55, 97.94 และ 
53.37 ตามลําดับ   แตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับชุดการทดลองที่ 4  ที่ใชดินที่
ไมผานการฆาเชื้อและเติมเชื้อจุลินทรีย 104 CFU/g  ใหประสิทธิภาพการยอยสลายรอยละ 40.77  
และมีการลดลงของปริมาณสาร aromatic hydrocarbon, resin และ asphaltene คิดเปนรอยละ 93.13, 
100 และ 70.07 ตามลําดับ (ตารางที่ 8)   รูปแบบการลดลงของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวแสดงดังภาพที่ 7   สวนชุดการทดลองที่ 3 และ 5  ซ่ึงไมมีการเติมกลาเชื้อลงใน
ดินทั้งที่ผานการฆาเชื้อและไมมีการฆาเชื้อ  พบวามีประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวลดลงประมาณครึ่งหนึ่งของชุดที่มีการเติมกลุมเชื้อคือเหลือรอยละ 20.48 และ 
24.36 ตามลําดับ   ซ่ึงสอดคลองกับ Dave และคณะ (1994) ศึกษาการยอยสลาย slop oil ที่ปนเปอน
ในดินโดยนําดินที่ปนเปอน slop oil ผานการฆาเชื้อมาเติมกลาเชื้อผสมของจุลินทรีย 106 CFU/g  
เปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ใชดินไมผานการฆาเชื้อและเติมกลาเชื้อผสมของจุลินทรียใน
ปริมาณที่เทากัน  พบวาชุดการทดลองที่ใชดินที่ไมผานการฆาเชื้อและเติมกลาเชื้อจุลินทรียให
ประสิทธิภาพการยอยสลายรอยละ 71 ซ่ึงไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับชุดการ
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ทดลองที่ใชดินผานการฆาเชื้อและเติมกลาเชื้อจุลินทรียใหประสิทธิภาพการยอยสลายรอยละ 70 
หลังจากบม 30 วัน   จากการจําลองสภาวะการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินจะ
เห็นวาชุดการทดลองที่ 1, 2 และ 4 ที่มีการเติมกลาเชื้อจุลินทรียจะใหประสิทธิภาพการยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวสูงกวาชุดการทดลองที่ 3 และ 5 ซ่ึงไมมีการเติมกลาเชื้อจุลินทรีย  
ทั้งนี้เนื่องมาจากกลุมเชื้อ SC-9 ที่เติมลงไปนั้นแยกไดจากแหลงดินที่มีการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวมากอนและใชน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเปนแหลงคารบอน  ดังนั้นจุลิ
นทรียจึงสามารถใชน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเปนแหลงคารบอนเพื่อนําไปใชในการเพิ่ม
จํานวนเซลลจึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวไดดีกวาจุลินทรีย
ประจําถ่ิน (microflora) ที่มีอยูในดินเริ่มตน   เมื่อเปรียบเทียบชุดการทดลองที่ 1 และ 2 ซ่ึงใชดินที่
ผานการฆาเชื้อและเติมกลาเชื้อจุลินทรียจํานวน 107 CFU/g และ 104 CFU/g  ตามลําดับ   พบวาชุด
การทดลองที่ 2 จํานวนเชื้อมีประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวสูงกวา
ชุดการทดลองที่ 1 อาจจะเนื่องมาจากการเติมกลุมเชื้อจุลินทรีย SC-9 ที่มีประสิทธิภาพการยอย
สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจะสงผลใหอัตราการยอยสลายเปนไปอยางรวดเร็ว  โดย
สารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีอยูในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจะถูกเปลี่ยนใหอยูในรูป
สาร intermediate อ่ืนๆ ที่จุลินทรียสามารถนําไปใชไดหรืออาจรวมตัวกับ humic substance ในดิน 
(Vacca et al., 2005) เปนสารเชิงซอนซึ่งยากตอการยอยสลายและอาจจะเปนพิษตอตัวเซลล   ดังนั้น
การเติมกลาเชื้อในปริมาณที่สูงจะมีอัตราการยอยสลายเกิดขึ้นเร็วจริงแตการสะสมของสารเชิงซอน
ที่ยอยสลายยากก็เพิ่มสูงขึ้นเชนกันเปนผลใหประสิทธิภาพการยอยสลายลดลง 
 เมื่อพิจารณาคาพีเอชและคาความชื้นในทุกชุดการทดลองมีแนวโนมลดลง (ตารางที่ 9) 
โดยการลดลงของคาพีเอชอาจจะเนื่องมาจากการเจริญของจุลินทรียและกิจกรรมการยอยสลายที่
เกิดขึ้นโดยเมื่อจุลินทรียมีการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนจะมีการปลอยประจุของ
โปรตอนออกมา (Yu et  al., 2005) จึงทําใหพีเอชลดลง   สวนความชื้นที่ลดลงหลังสิ้นสุดการ
ทดลองเกิดจากการระเหยของน้ําเนื่องจากไมใชการทดลองแบบระบบปด  จากผลการทดลอง
ขางตนชี้ใหเห็นวาชุดการทดลองที่เหมาะสมตอการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวใน
ดินคือ ชุดการทดลองที่ 2 และ 4 โดยใหประสิทธิภาพมากกวารอยละ 40  เพื่อความเหมาะสมตอ
สภาพการใชงานจริงในสิ่งแวดลอมดังนั้นการทดลองตอไปจึงเลือกใชชุดการทดลองที่ 4 คือใชดิน
ไมผานการฆาเชื้อและเติมกลาเชื้อจุลินทรีย 104 CFU/g  เพื่อใชทดลองในขั้นตอไป 
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ตารางที่ 8 ผลของกลุมเชื้อ SC-9 ตอการยอยสลายน้าํมันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินในวันที่ 
30  

 Table 8. Effect of SC-9 consortia on degradation of waste lubricating oil in soil after 30 days. 
  

Degradation of waste lubricating oil (%) Treatments Weight loss 
(%) Aromatics Resins Asphaltenes 

         1 
         2 
         3 
         4 
         5 

34.06±0.05b 

43.79±0.09a 

20.48±0.25c 

40.77±0.06a 

24.48±0.12d 

91.56 
96.55 
57.04 
93.13 
64.42 

97.86 
97.74 

0 
100 
0 

11.55 
53.37 
56.65 
70.07 
68.70 

* คาเฉลี่ยที่มีอักษรตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) 
* Different letters in the same column indicate significant differences (p<0.01). 
 
 
ตารางที่ 9  คาพีเอชและความชื้นที่ 30 วันของการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวใน
 ดินโดยกลุมเชื้อ SC-9 
Table 9. pH and moisture content of soil in each treatments after degradation of waste 

lubricating oil in soil at 30 days by SC-9 consortia.  
 

pH Moisture content (%) Treatments 
initial final initial final 

1 
2 
3 
4 

 5 

5.26±0.14 
5.04±0.10 
5.26±0.06 
5.33±0.15 
5.19±0.09 

5.35±0.13 
5.15±0.03 
5.06±0.07 
5.17±0.09 
4.90±0.05 

17.60±0.20 
17.63±0.64 
17.87±0.45 
17.47±0.49 
17.80±0.17 

15.77±0.15 
15.87±0.57 
16.20±0.30 
16.43±0.67 
16.33±0.42 
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ภาพที่ 8 TLC-FID โครมาโตแกรมของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวของชุด
 การทดลองที่ 4 (ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
 จํานวน 104 CFU/g) 
Figure 8. TLC-FID chromatogram of waste lubricating oil after extracted from soil microcosm 
 in treatment 4 (nonsterilized soil + waste lubricating oil + 104 CFU/g of SC-9). 
  A = 0 day of degradation 
  B = 15 days of degradation 
  C = 30 days of degradation 
Note:  Aromatic hydrocarbon (RT = 0.212±0.02), resin (RT = 0.349±0.03) and asphaltene 
 (RT = 0.441±0.01)  

C

B

A
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 4.3 ผลของความชื้นตอการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดินโดยกลุม 
  เชื้อ SC-9 
  นําดินที่ไมมีประวัติการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมาเติมน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวความเขมขน 1 กรัมตอ 100 กรัมดิน  และเติมกลาเชื้อของกลุมเชื้อ SC-9 ใหมี
จํานวนเชื้อ 104 CFU ตอกรัมดิน ทําการปรับระดับความชื้นของดินเปนรอยละ 17, 27 และไมปรับ
ความชื้น (ดินมีความชื้นรอยละ 3.85) ดังแสดงในตารางที่ 10 

 
ตารางที่ 10  ชุดการทดลองผลของความชื้นตอการยอยสลายน้าํมันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวใน   
                   ดินโดยกลุมเชือ้ SC-9 
Table 10.  Experimental conditions of effect of moisture content on waste lubricating oil 

degradation in soil by SC-9 consortia.  
 

Moisture content (%) Treatment Sterilized soil 1%  Waste 
lubricating oil 

SC-9 consortia 
( 104 CFU/g) 17 27 

1 
2 
3 

- 
- 
- 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

- 
+ 
- 

- 
- 
+ 

Symbols : + using sterilized soils or addition of 1% waste lubricating oil or addition of SC-9 
 consortia or adjusted of moisture content.  

  -  not using sterilized soils or no addition of 1% waste lubricating oil or no addition of 
SC-9 consortia or adjusted of moisture content. 

 
 เมื่อพิจารณาจํานวนเชื้อ heterotrophic bacteria  พบวาจํานวนเชื้อมีแนวโนมเพิ่มขึ้นในทุก
ชุดการทดลอง  โดยชุดการทดลองที่ 2 และ 3  ซ่ึงมีการปรับใหดินมีระดับความชื้นเปนรอยละ 17 
และ 27  มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นจาก 5.69 log CFU/g เปน 6.71 log CFU/g และจาก 5.91 log CFU/g 
เปน 7.12 log CFU/g ตามลําดับ  หลังจากบมเปนเวลา 30 วัน  ขณะที่ชุดการทดลองที่ 1 ซ่ึงดินมี
ความชื้นเริ่มตนรอยละ 3 และไมมีการปรับระดับความชื้นพบวาจํานวนเชื้อ heterotrophic bacteria 
มีการเปลี่ยนแปลงไมมากนัก (ภาพที่ 9A)    
 จํานวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในทุกชุดการทดลอง
พบวาเพิ่มขึ้นใน 15 วันแรกและลดลงหลังจากบม 30 วัน  โดยชุดการทดลองที่ 2 ซ่ึงปรับใหดินมี
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ความชื้นรอยละ 17  มีจํานวนเพิ่มขึ้นสูงสุดโดยเพิ่มจาก 4.15 log CFU/g เปน 5.34 log CFU/g 
หลังจากบม 15 วัน และลดจํานวนเปน 4.74 log CFU/g  เมื่อส้ินสุดการทดลอง   ขณะที่ชุดการ
ทดลองที่ 3  ซ่ึงปรับใหดินมีความชื้นเปนรอยละ 27 มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นจาก 4.22 log CFU/g เปน 
4.74 log CFU/g หลังจากบม 15 วัน และลดจํานวนลงเล็กนอยเมื่อครบ 30 วันของการบม  
เชนเดียวกับชุดการทดลองที่ 1 ซ่ึงมีความชื้นเริ่มตนประมาณรอยละ 3 มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นนอยที่สุด
คือ จาก 3.99 CFU/g เปน 4.07 CFU/g หลังจากบม 15 วัน และลดจํานวนลงเปน 4.03 CFU/g ที่ 30 
วันของการบม (ภาพที่ 9B)   จากการทดลองจะเห็นไดวาการเพิ่มจํานวนของเชื้อ heterotrophic 
bacteria และ          จุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจะเปนไปอยาง
รวดเร็วในชุดการทดลองที่ปรับระดับความชื้นเนื่องจากความชื้นในดินจะทําหนาที่เปนตัวสงผาน
สารอาหาร  ออกซิเจนและสาร intermediate (Baker and Diane, 1994)  จึงทําใหจุลินทรียสามารถนํา
สารเหลานั้นไปใชในกระบวนการเพิ่มจํานวนเซลลไดงายและรวดเร็วมากยิ่งขึ้น  อยางไรก็ตามถา
ความชื้นในดินสูงเกินไปจะทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลายลดลงเนื่องจากชองวางในอนุภาค
ดินจะถูกแทนที่ดวยน้ําทําใหเกิดสภาพไรอากาศซึ่งโดยทั่วไปการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนในสภาพมีอากาศจะเกิดขึ้นไดรวดเร็วกวาในสภาพไมมีอากาศ (Borresen and Rike, 
2007) 
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ภาพที่ 9    ผลของความชื้นตอจํานวนเชื้อจุลินทรียที่ 0, 15 และ 30 วัน ของการยอยสลายน้ํามัน 

หลอลื่นเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยการเติมน้ํามันหลอลื่นเครื่องยนตที่ใชแลว
รอยละ 1; (A) จํานวน heterotrophic bacteria, (B) ปริมาณจุลินทรียที่สามารถยอย
สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว 

   treatment 1 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g  ไมปรับความชื้น 
   treatment 2 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดนิเปนรอยละ 17 
   treatment 3 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดนิเปนรอยละ 27 
Figure 9.  Effects of moisture content on number of microorganisms presented in each treatment 

at 0, 15 and 30 day of degradation of 1% waste lubricating oil in soil; (A) heterotrophic 

A

B
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microorganism, (B) waste lubricating oil degrading bacteria. Bars represent the 
standard deviation from three determinations. 

   treatment 1 nonsterilized soil + waste lubricating oil + SC-9 (104 CFU/g) 
   treatment 2 nonsterilized soil + waste lubricating oil + SC-9 (104 CFU/g)  +  
     adjusted moisture content of soil to 17%  
   treatment 3 nonsterilized soil + waste lubricating oil +  SC-9 (104 CFU/g) +  
     adjusted moisture content of soil to 27%  
  
 เมื่อพิจารณาความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตใชแลวโดยวิเคราะห
ประสิทธิภาพการยอยสลายดวยวิธี weight loss และวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวดวย TLC/FID   พบวาสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวคือ 
aromatic hydrocarbon และ asphaltene ซ่ึงมี retention time คือ 0.182 และ 0.431 ตามลําดับ (ภาพที่ 
10A)  ซ่ึงผลจากการทดลองพบวาชุดการทดลองที่ 2 ปรับระดับความชื้นของดินเปนรอยละ 17 ให
ประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือรอยละ 43.20  และมีการลดลงของปริมาณสาร aromatic 
hydrocarbon และ asphaltene คิดเปนรอยละ 43.13 และ 70.07 ตามลําดับ  การลดลงของ
สารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวแสดงดังภาพที่ 10   ขณะที่ชุดการทดลองที่ 3 ซ่ึง
ปรับระดับความชื้นของดินเปนรอยละ 27 ใหประสิทธิภาพการยอยสลายต่ําสุดคือรอยละ 22.40  
และมีการลดลงของปริมาณสาร aromatic hydrocarbon คิดเปนรอยละ 53.55 และ asphaltene ลดลง
รอยละ 100   สวนชุดการทดลองที่ 1 ซ่ึงไมปรับความชื้นและมีความชื้นเริ่มตนของดินรอยละ 3 
พบวามีประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 37.10 และมีการลดลง
ของสารประกอบ aromatic hydrocarbon และ asphaltene คิดเปนรอยละ 41.31 และ 67.54  
ตามลําดับ  หลังจากบม 30 วัน (ตารางที่ 11) 
 เมื่อพิจารณาคาพีเอชและคาความชื้นในทุกชุดการทดลองมีแนวโนมลดลง (ตารางที่ 12) 
จากผลการทดลองขางตนชี้ใหเห็นวาชุดการทดลองที่เหมาะสมตอการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวในดินคือ ชุดการทดลองที่ 2 ใชดินไมผานการฆาเชื้อและเติมกลาเชื้อจุลินทรีย 
104 CFU/g  ปรับระดับความชื้นในดินเปนรอยละ 17 เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป  
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ตารางที่ 11 ผลของความชื้นตอการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยกลุมเชือ้ 
SC-9 ในวันที่ 30    

Table 11.  Effect of moisture content of soil on degradation of waste lubricating oil by SC-9 
consortia after 30 days. 

  
Degradation of waste 

lubricating oil (%) 
Treatments Weight loss 

(%) 

Aromatics Asphaltenes 
         1 
         2 
         3 

37.10±0.04b 

43.20±0.15a 

22.40±0.15c 

41.31 
43.13 
53.55 

67.54 
70.07 
100 

* คาเฉลี่ยที่มีอักษรตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
* Different letters in the same column indicate significant differences (p<0.05). 
 
 
ตารางที่ 12   คาพีเอชและความชื้นที่ 30 วันของการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวใน
  ดินโดยกลุมเชื้อ SC-9 
Table 12.  pH and moisture content of soil in each treatments after degradation of waste 

lubricating oil in soil at 30 days by SC-9 consortia.  
 

pH Moisture content (%) Treatments 
initial final initial final 

1 
2 
3 

5.48±0.04 
5.33±0.15 
5.48±0.03 

5.18±0.08 
5.17±0.09 
5.10±0.02 

3.14±0.07 
17.36±0.21 
27.70±0.57 

2.99±0.09 
15.87±0.47 
24.55±0.21 
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ภาพที่ 10 TLC-FID โครมาโตแกรมของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวของชุด
 การทดลองที่ 2 (ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
 จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดนิเปนรอยละ 17) 
Figure 10. TLC-FID chromatogram of waste lubricating oil after extracted from soil microcosm 
 in treatment 2 (nonsterilized soil + waste lubricating oil + 104 CFU/g of SC-9 + 
 adjusted moisture content of soil to 17%). 
  A = 0 day of degradation        
  B = 15 days of degradation 
  C = 30 days of degradation 
Note:  Aromatic hydrocarbon (RT = 0.182±0.03) and asphaltene (RT = 0.431±0.05)  

C
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4.3 ผลของอัตราสวนระหวางคารบอน  ไนโตรเจน  และฟอสฟอรัสตอการยอยสลายน้ํามนั 
หลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดินโดยกลุมเชื้อ SC-9 
 นําดินที่ไมมีประวัติการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมาเติมน้ํามันหลอล่ืน

เครื่องยนตที่ใชแลว  และเติมกลาเชื้อของกลุมเชื้อ SC-9 ใหมีจํานวนเชื้อ 104 CFU/g  ปรับระดับ
ความชื้นของดินเปนรอยละ 17 และทําการปรับอัตราสวนระหวางคารบอน ไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัส (C:N:P) ใหมีอัตราสวนดังแสดงในตารางที่ 13 

 
ตารางที่ 13 ชุดการทดลองผลของอัตราสวนระหวางคารบอน: ไนโตรเจน: ฟอสฟอรัสตอการยอย

สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยกลุมเชื้อ SC-9 
Table 13. Experimental condition of effect of C:N:P on waste lubricating oil degradation in soil 

by SC-9 consortia. 
 

Treatment Sterilized soil 1%  Waste 
lubricating oil 

SC-9 consortia 
( 104 CFU/g) 

17% Moisture 
content 

Nutrient ratio 
(C:N:P) 

1 
2 
3 
4 
5 

- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

100:10:1 
100:20:1 
100:10:5 
300:10:1 

Non-fertilized 
Symbols : + using sterilized soils or addition of 1% waste lubricating oil or addition of SC-9 

 consortia or adjusted of moisture content. 
   -  not using sterilized soils or no addition of 1% waste lubricating oil or no addition of 

SC-9 consortia or no adjusted of moisture content. 
 

เมื่อพิจารณาจาํนวนเชื้อ heterotrophic bacteria ในชุดการทดลองที่ปรับอัตราสวน C:N:P 
ทุกชุดการทดลองมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นหลังจากบมครบ 30 วัน (ภาพที่ 11A)   ชุดการทดลองที่ 1 ที่
มีการปรับอัตราสวนของ C:N:P เปน 100:10:1 มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นสูงสุดโดยเพิ่มจาก 5.21 log 
CFU/g เปน 7.78 log CFU/g หลังจากบมเปนเวลา 15 วัน  และเพิ่มจํานวนเปน 7.86 log CFU/g ที่ 30 
วันของการบม   ขณะที่ชุดการทดลองที่ 5 ซ่ึงไมปรับอัตราสวนของ C:N:P และมีอัตราสวนของ 
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C:N:P เร่ิมตนคือ 100:4:0.0065 มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นนอยที่สุดจาก 5.26 log CFU/g เปน 5.79 log 
CFU/g หลังจากบมเปนเวลา 15 วัน  และเพิม่จํานวนเปน 5.84 log CFU/g ที่ 30 วันของการบม  

เมื่อพิจารณาจาํนวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว  พบวา
ชุดการทดลองที่ 2 ซ่ึงปรับอัตราสวน C:N:P เปน 100:20:1 มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นสูงสุดโดยเพิ่มจาก 
4.14 log CFU/g เปน 4.69 log CFU/g หลังจากบมเปนเวลา 15 วัน  และเพิ่มจํานวนเปน 5.48 log 
CFU/g ที่ 30 วันของการบม   ขณะที่ชุดการทดลองอื่นๆ มีการเปลี่ยนแปลงของจํานวนเชื้อไมมาก
นัก (ภาพที่ 11B)   จากการทดลองจะเหน็ไดวาการเพิม่จํานวนเชื้อ heterotrophic bacteria และ
เชื้อจุลินทรียทีส่ามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจะเปนไปอยางรวดเร็วในชุดการ 
ทดลองที่ปรับอัตราสวน C:N:P   โดย Atlas และ Bartha (1972) ไดเสนอวาการเตมิสารอาหารคือ
ไนโตรเจน หรือฟอสฟอรัสหรือทั้ง 2 อยางลงในดินที่ปนเปอนน้ํามนั  จะชวยสงเสรมิกิจกรรมการ
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนซึ่งจุลินทรียจะนําสารอาหารเหลานี้ไปใชสรางองคประกอบ
ของเซลลในการเพิ่มจํานวน  ดังนั้นเมื่อมีการปรับสารอาหารไนโตรเจนหรือฟอสฟอรัสในดิน
เพิ่มขึ้นจะชวยสงเสริมใหจํานวนจุลินทรียเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว  ซ่ึงการเพิ่มจํานวนของเชื้อจุลินทรีย
สามารถบงชี้ความเปนไปไดของการยอยสลาย (Song and Bartha, 1990)   สอดคลองกับ Thomas 
และคณะ (1992) ซ่ึงเสนอวาอัตราสวน C:N:P ที่เหมาะสมตอการเจริญและกิจกรรมการยอยสลาย
คือ 120:10:1 
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ภาพที่ 11    ผลของอัตราสวนระหวาง C:N:P ตอจํานวนเชื้อจุลินทรียที่ 0, 15 และ 30 วัน ของการ

ยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยการเติมน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนต
ที่ใชแลวรอยละ 1; (A) จํานวน heterotrophic bacteria, (B) จํานวนจุลินทรียที่สามารถ
ยอยสลายน้ํามนัหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว 

   treatment 1 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17 + ปรับอัตรา   
     สวน C:N:P เปน 100:10:1 
   treatment 2 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17 + ปรับอัตรา   
     สวน C:N:P เปน 100:20:1 
 

A

B
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   treatment 3 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17  + ปรับอัตรา   
     สวน C:N:P เปน 100:10:5 
   treatment 4 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17 + ปรับอัตรา     
                  สวน C:N:P เปน 300:10:1 
   treatment 5 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17 + ไมปรับ 
     อัตราสวน C:N:P  
Figure 11.  Effects of C:N:P ratio on number of microorganisms presented in each 

treatment at 0, 15 and 30 day of degradation of 1% waste lubricating oil in soil; 
(A) heterotrophic microorganism, (B) waste lubricating oil degrading bacteria. Bars 
represent the standard deviation from three determinations. 

   treatment 1 nonsterilized soil + waste lubricating oil + SC-9 (104 CFU/g)  +  
     adjusted moisture content of soil to 17% + adjusted C:N:P ratio to  
     100:10:1 
   treatment 2 nonsterilized soil + waste lubricating oil + SC-9 (104 CFU/g)  +  
     adjusted moisture content of soil to 17% + adjusted C:N:P ratio to  
     100:20:1 
   treatment 3 nonsterilized soil + waste lubricating oil + SC-9 (104 CFU/g)  +  
     adjusted moisture content of soil to 17% + adjusted C:N:P ratio to  
     100:10:5 
   treatment 4 nonsterilized soil + waste lubricating oil + SC-9 (104 CFU/g)  +  
     adjusted moisture content of soil to 17% + adjusted C:N:P ratio to  
     300:10:1 
   treatment 5 nonsterilized soil + waste lubricating oil + SC-9 (104 CFU/g)  +  
     adjusted moisture content of soil to 17%  
 
 เมื่อพิจารณาความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวโดยวิเคราะห
ประสิทธิภาพการยอยสลายดวยวิธี weight loss และวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืน
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เครื่องยนตที่ใชแลวดวย TLC/FID   พบวาสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว คือ 
aromatic hydrocarbon และ asphaltene  ผลจากการทดลองพบวาชุดการทดลองที่ปรับอัตราสวน
ของ C:N:P ใหประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวสูงกวาชุดการทดลองที่ 
5 ซ่ึงไมมีการปรับอัตราสวนของ C:N:P  โดยชุดการทดลองที่ 4 ซ่ึงปรับอัตราสวนของ C:N:P เปน 
300:10:1 ใหประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือรอยละ 98.02 (ตารางที่ 14) และมีการลดลงของ
ปริมาณสาร aromatic hydrocarbon และ asphaltene คิดเปนรอยละ 66.61 และ 69.99 ตามลําดับ 
(ตารางที่ 14) รูปแบบการลดลงของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวแสดงดังภาพ
ที่ 10  ซ่ึงผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับการทดลองของ Ibekwe และคณะ (2006) ที่ศึกษาผลของ
สารอาหารตอการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนในดินที่ปนเปอนน้ํามันดิบโดยเติมมูลสัตว
ปริมาณ 30, 60 และ 90 กรัม ในดินที่ปนเปอนน้ํามันดิบ 100 กรัม  พบวาการเติมมูลสัตวปริมาณ 90 
กรัม จะใหประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือรอยละ 49.47  นอกจากนี้พบวาชุดการทดลองที่เติม
มูลสัตวเพื่อเพิ่มสารอาหารใหจุลินทรียที่มีอยูในดินมีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงกวาชุดการ
ทดลองที่ไมเติมมูลสัตวประมาณรอยละ 20   จากการศึกษาดังกลาวแสดงใหเห็นวาการเติม
สารอาหารจะสงเสริมอัตราการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน โดยจุลินทรียสามารถใช
สารอาหารในรูปอนินทรียสารไดงายกวาอินทรียสาร (Henry et al., 1991; Mark and Jeffrey, 1991)  
Gallego และคณะ (2001) เสนอวาการใชสารอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในรูปของอนินทรีย
สารสามารถเพิ่มการยอยสลายไดถึงรอยละ 90   ในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนโดย
เชื้อจุลินทรีย พบวาเชื้อจุลินทรียตองการสารอาหารคารบอนและไนโตรเจนกับฟอสฟอรัสอีก
เล็กนอยเพื่อใชสรางองคประกอบเซลลในการเพิ่มจํานวน  กรณีดินที่มีการปนเปอนสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนในปริมาณที่สูงจะเกิดความไมสมดุลระหวางอัตราสวน C:N:P ขึ้น  ซ่ึงการปรับ
อัตราสวน C:N:P ในดินใหเหมาะสมจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย (Ayotamuno et al., 
2006)  จากการทดลองแมจะมีการเพิ่มอัตราสวนของคารบอนเพิ่มขึ้น 3 เทาแตประสิทธิภาพในการ
ยอยสลายก็ไมมีความแตกตางทางสถิติ (p>0.05)   ดังนั้นจะเห็นไดวาชุดการทดลองที่ปรับ
อัตราสวน C:N:P จะมีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงกวาชุดการทดลองที่ไมมีการปรับอัตราสวน 
C:N:P ทั้งนี้เนื่องมาจากเชื้อจุลินทรียสามารถนําสารอาหารคารบอนไปใชสรางองคประกอบของ
เซลลในการเพิ่มจํานวนทําใหสารประกอบไฮโดรคารบอนที่เปนองคประกอบในน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวมีปริมาณลดลงไดดีขึ้น  
 เมื่อพิจารณาคาพีเอชในวันแรกของการทดลอง  พบวาคาพีเอชของแตละชุดการทดลองมีคา
แตกตางกัน  โดยชุดการทดลองที่ 1 และ 4 ปรับอัตราสวน C:N:P เปน 100:10:1 และ 300:10:1  ชุด
การทดลองที่ 5 ที่ไมปรับอัตราสวน C:N:P มีคาพีเอชเริ่มตนอยูในชวง 5.15-5.60 ขณะที่ชุดการ
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ทดลองที่ 3 ปรับอัตราสวน C:N:P เปน 100:10:5 มีคาพีเอชเริ่มตน 6.77  สวนชุดการทดลองที่ 2 
ปรับอัตราสวน C:N:P เปน 100:20:1 มีคาพีเอชเริ่มตน 7.92 (ตารางที่ 15)  ผลจากการทดลองจะเห็น
ไดวาชุดการทดลองที่มีไนโตรเจนหรือฟอสฟอรัสในอัตราสวนที่สูงจะสงผลใหคาพีเอชสูงขึ้น
เนื่องจากสารอาหารไนโตรเจนที่เติมลงไปอยูในรูปของยูเรีย (CO(NH2)2) จะทําปฏิกิริยากับน้ําที่
แทรกอยูในอนุภาคดิน  โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนี้เรียกวาปฏิกิริยายูเรียไฮโดรไลซีส จะเปลี่ยนยูเรียไป
เปนแอมโมเนียและละลายอยูในดินสงผลใหดินมีพีเอชเพิ่มสูงขึ้น  เชนเดียวกับสารอาหาร
ฟอสฟอรัสที่อยูในรูปของสารเชิงซอนแคลเซียม-ฟอสเฟต (Ca(H2PO4)2) ซ่ึงมีหินปูนเปน
องคประกอบเมื่อหินปูนทําปฏิกิริยากับน้ําในอนุภาคดินจะใหคารบอเนตออกมาสงผลใหคาพีเอช
ของดินเพิ่มสูงขึ้น (ชอบ  คณะฤกษ และสายทิพย  ปฐมรัตน, 2530)   เมื่อส้ินสุดการทดลองพบวาคา
พีเอชลดลงทุกชุดการทดลองและพบวาคาความชื้นมีแนวโนมลดลงในทุกชุดการทดลองเชนกัน 
(ตารางที่ 15)   
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ตารางที่ 14 ผลของอัตราสวนระหวางคารบอน : ไนโตรเจน : ฟอสฟอรัส ตอการยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยกลุมเชื้อ SC-9 ในวนัที่ 30   

Table 14.  Effect of C:N:P ratio on degradation of waste lubricating oil by SC-9 consortia after 
30 days. 

 
Degradation of waste 

lubricating oil (%) 
Treatments Weight loss 

(%) 

Aromatics Asphaltenes 
         1 
         2 
         3 
         4 
         5 

92.31±0.24a 

97.81±0.15a 

93.20±0.28a 

98.02±0.22a 

40.77±0.06b 

43.07 
66.17 
61.37 
66.61 
93.13 

100 
0 

42.01 
69.99 
70.07 

* คาเฉลี่ยที่มีอักษรตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
* Different letters in the same column indicate significant differences (p<0.05). 
 
 
ตารางที่ 15   คาพีเอชและความชื้นที่ 30 วันของการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวใน
  ดินโดยกลุมเชื้อ SC-9 
Table 15.  pH and moisture content of soil in each treatments after degradation of waste 

lubricating oil in soil at 30 days.  
 

pH Moisture content (%) Treatments 
initial final initial final 

1 
2 
3 
4 
5 

5.15±0.07 
7.92±0.17 
6.77±0.02 
5.62±0.11 
5.33±0.15 

4.92±0.09 
6.60±0.23 
5.99±0.21 
5.35±0.12 
5.17±0.09 

17.55±0.07 
17.45±0.21 
17.70±0.42 
17.25±0.07 
17.36±0.31 

15.15±0.49 
15.80±0.14 
15.60±0.28 
15.30±0.42 
15.58±0.65 
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ภาพที่ 12 TLC-FID โครมาโตแกรมของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวของชุด
การทดลองที่ 4 (ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17 + ปรับอัตราสวน C:N:P เปน 
300:10:1) 

Figure 12. TLC-FID chromatogram of waste lubricating oil when extracted from soil microcosm 
 in treatment 4 (nonsterilized soil + waste lubricating oil + SC-9 (104 CFU/g) + 
 adjusted moisture content of soil to 17% + adjusted C:N:P ratio to 300:10:1). 
 A = 0 day of cultivation   B = 15 days of cultivation 
 C = 30 days of cultivation 
Note:  Aromatic hydrocarbon (RT = 0.193±0.02) and asphaltene (RT = 0.399±0.08)  

A

B

C



บทที่ 4 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

จากการคัดเลือกกลุมเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว
จากดินที่ปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวบริเวณอูซอมรถและปมน้ํามันในเขตจังหวัด
นครศรีธรรมราช  สุราษฏรธานีและสงขลาโดยวิธี enrichment culture ในอาหาร mineral salt 
medium (พีเอช 7.0) ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1 เปนแหลงคารบอน โดยเล้ียงเชือ้
ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) และเขยาดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  พบวากลุม
เชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือ SC-9 มีประสิทธิภาพการยอยสลายรอยละ 40   
เมื่อนํากลุมเชื้อ SC-9 มาศึกษาปริมาณสูงสุดของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวที่เชื้อจุลินทรีย
สามารถยอยสลายได  พบวาความเขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเทากับรอยละ 1 มี
ประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดเทากับรอยละ 40.46 

เมื่อนํากลุมเชื้อจุลินทรีย SC-9 มาแยกบนอาหารแข็งสามารถแยกได 4 ไอโซเลต คือ SC9-1, 
SC9-2, SC9-3 และ SC9-4  เมื่อจัดจําแนกตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา  พบวาไอโซเลต SC9-1 
และ SC9-3  ติดสีแกรมบวก  มีรูปรางแบบแทง   สวนไอโซเลต SC9-2 และ SC9-4  ติดสีแกรมลบ  
มีรูปรางกลมและรูปรางแบบแทง ตามลําดับ   เมื่อศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมโดยการวิเคราะห
ลําดับเบสในบริเวณ 16S rDNA  พบวาไอโซเลต SC9-1 คือเชื้อ Chryseobacterium sp.  ไอโซเลต 
SC9-2 คือเชื้อ Sphingobacterium multivorum  ไอโซเลต SC9-3 คือเชื้อ Bacillus cereus  และ       
ไอโซเลต SC9-4  คือเชื้อ  Agrobacterium tumefaciens  

การศึกษาความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินได
เลือกใชดินที่ไมมีประวัติการปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนมาจําลองสภาวะการปนเปอน
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดิน  จากการศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนของดินสามารถจําแนก
ชนิดของดินเปน sandy loam มีคาพีเอช 5.03  ความชื้นในดินเทากับรอยละ 3.85  อัตราสวน
คารบอน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสเทากับ 100:5:0.01 

จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดิน
โดยกลุมเชื้อ SC-9  พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอการยอยสลายดินที่ปนเปอนน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลว  คือเติมกลาเชื้อจุลินทรียผสมใหมีจํานวนเชื้อประมาณ 104 CFU/g  ปรับระดับ
ความชื้นในดินเทากับรอยละ 17  เติมสารอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสโดยใหมีอัตราสวนของ
คารบอน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส (C:N:P) เทากับ 300:10:1 มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย
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เทากับรอยละ 98  และปริมาณสาร aromatic hydrocarbon และ asphaltene ลดลงรอยละ 64 และ 70 
ตามลําดับ 
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ขอเสนอแนะ 
 
 1. กลุมเชื้อ SC-9 มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวไดดี
ซ่ึงสามารถแยกเชื้อเดี่ยวๆ ออกมาได 4 ไอโซเลต  หากมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับกิจกรรมและวิถี
การยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวที่เกิดขึ้นโดยเชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลต วาแตละ
ไอโซเลตทําหนาที่อยางไร ในขั้นตอนไหน ซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําไปใชในการยอย
สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวหรือสารประกอบไฮโดรคารบอนอื่นๆ ที่ปนเปอนใน
ส่ิงแวดลอมในอนาคต 
 2. ไอโซเลต SC9-3 ที่แยกไดจากกลุมเชื้อ SC-9 มีความใกลเคียงกับเชื้อ Bacillus cereus 
ซ่ึงเปนเชื้อแบคทีเรียกอโรค  หากมีการแพรกระจายหรือมีการปนเปอนของเชื้อลงสูผลิตภัณฑ
อาหารจะเปนสาเหตุใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ  ดังนั้นการนํากลุมเชื้อ SC-9 ไปใชในการยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวที่ปนเปอนในสภาพแวดลอมจริง  ควรเลือกใชในรูปแบบของกลา
เชื้อผสมที่เตรียมขึ้นเองจากเชื้อไอโซเลตอื่นๆ ที่ไดจากการแยก 
 3. การหาองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวดวย TLC/FID เปนเพียงการ
หาองคประกอบอยางคราวๆ ไมสามารถระบุชนิดของสารอยางละเอียดได  ดังนั้นในการวิเคราะห
องคประกอบอยางละเอียดจําเปนตองใชวิธีหรือเครื่องมือขั้นสูงเชน GC/MS 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหารและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 
 

1. Mineral salt medium (ดัดแปลงจาก Ijah and Upke, 1992) 
K2HPO4    1.8  กรัม 
KH2PO4    1.2  กรัม 
NH4Cl    4.0 กรัม 
MgSO4·7H2O    0.2 กรัม 
NaCl     0.1 กรัม 
FeSO4·7H2O   0.01 กรัม 
นําสวนประกอบทั้งหมดมาละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคา     

พีเอชเปน 7.0  ถาเปนอาหารแข็งเติมผงวุนลงไป 15 กรัม จากนั้นนําไปฆาเชื้อในหมอนึ่งความดนัที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนระยะเวลา 15 นาท ี

 
2. Nutrient broth  

 Beef extract   3.0 กรัม 
Peptone    0.5 กรัม  
นําสวนประกอบทั้งหมดมาละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั้น

นําไปฆาเชื้อในหมอนึ่งความดันที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
ระยะเวลา 15 นาที 

 
3. Nutrient agar 

 Beef extract   3.0 กรัม 
 Peptone    0.5 กรัม  
 Agar    15.0 กรัม 

นําสวนประกอบทั้งหมดมาละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั้น
นําไปฆาเชื้อในหมอนึ่งความดันที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
ระยะเวลา 15 นาที 

   



 

78

ภาคผนวก ข 
 

1. วัดความเปนกรด-ดาง (ดัดแปลงจาก Rayment and Higginson, 1992) 
วิธีการ 

1. ช่ังดิน 10 กรัม ใสใน centrifuge tube ขนาด 125 มิลลิลิตร 
2. เติมน้ํา deionized 50 มิลลิลิตร เขยา 30 นาที วางทิ้งไวใหดินตกตะกอนประมาณ  
 5 นาที  
3. วัดคาพีเอชของสารละลายดิน ดวยเครื่องพเีอชมิเตอร 
 

2. การวิเคราะหหาปริมาณความชื้น ดดัแปลงจากวิธีการของ AOAC. (2000) 
 1. นําภาชนะอลูมิเนียมพรอมฝาไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
  30 นาที  ทําใหเยน็ในเดซิเคเตอร ช่ังน้ําหนักของภาชนะพรอมฝา 
 2. ช่ังตัวอยางปรมิาณ 10  กรัม ใสในภาชนะที่ช่ังน้ําหนกัแลว (W1) 

 3. นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 
 4. นําออกจากตูอบ  และใสในเดซิเคเตอรจนเย็น ช่ังน้ําหนัก (W2) 
 5. คํานวณหารอยละของความชื้นโดยใชสูตร  

 
รอยละของความชื้น =  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(W1 – W2) × 100 
W1 
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ภาคผนวก ค 
 

ผลการทดลอง 
 

ผลการเทียบเคียงเชื้อแบคทีเรียในระดับสปชีส โดยการทํา 16S rDNA sequencing 
 

1. ผลการเทียบเคียงเชื้อแบคทีเรียในระดับสปชีสของเชื้อไอโซเลต SC9-1 
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2. ผลการเทียบเคียงเชื้อแบคทีเรียในระดับสปชีสของเชื้อไอโซเลต SC9-2 
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3. ผลการเทียบเคียงเชื้อแบคทีเรียในระดับสปชีสของเชื้อไอโซเลต SC9-3 
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4. ผลการเทียบเคียงเชื้อแบคทีเรียในระดับสปชีสของเชื้อไอโซเลต SC9-4 
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