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ABSTRACT 

 

This study investigates the diversity of bacterial community in three used lubricating 

oil (ULO)-contaminated soil (soil A, B, and C) obtained from motorcycle mechanical 

workshops around Prince of Songkla University, Hat Yai, Songkhla. The diversity of 

indigenous bacteria in soils contaminated with ULO and during the enrichment process was 

determined and compared using molecular analysis. The relationship between bacterial 

community structure, physiochemical soil parameters, and the ULO composition in three 

ULO-contaminated soils was also studied. The diversity of indigenous bacteria in ULO-

contaminated soil were determined by both culturing and a combination of culture-

independent methods of denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and Illumina 

MiSeq. The results showed that MiSeq produced 3,449 OTUs of twenty-four phyla, 

including candidate divisions and DGGE produced 59 OTUs of three phyla from the three 

ULO-contaminated soils. Proteobacteria (esp. Gammaproteobacteria) was dominant in soil 

A and B while Actinobacteria and Firmicutes were dominant in soil C. The bacterial 

diversity and community structure of indigenous bacteria in three consecutive enrichment 

cultures of three soils contaminated with used ULO were analyzed using PCR-DGGE 

analysis within 3 weeks. The result indicated that this technique produced 278 OTUs of four 

main groups of Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes and Actinobacteria. 

Gammaproteobacteria was the dominant class in all enrichment cultures (enrichment culture 

A, B and C). The results from the diversity and community structure of indigenous bacteria 

in both soil and enrichment culture of three soils contaminated with ULO demonstrated that 

soil C had the highest diversity and richness of bacterial community than other soils. 

Because soil C had a greater concentration and fresher composition of ULO compared to 

either soil A or B, which had more weathered ULO.  

Forty-five isolates of ULO-degrading bacteria were isolated after enrichment 

cultivation of ULO-contaminated soils. All isolates were screened for ability to grow and 

degraded n-hexadecane in mineral salt medium (MSM) for 3 days. The result showed that 

strain NM32 gave the highest n-hexadecane biodegradation activity (18.90%). Based on the 

results of 16S rRNA gene sequences comparison, the strain NM32 showed 99% homology 

with Leucobacter chromiireducens, and it was designated as L. chromiireducens NM32. L. 

chromiireducens NM32 was used for enhance the bioremediation of ULO-contaminated soil 

microcosms. L. chromiireducens NM32 with inorganic fertilizer (SNL) promoted soil 

indigenous bacteria activity to degrade ULO during bioremediation process. The result 
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revealed that the microcosm of SNL showed the highest activity to degrade ULO and counts 

of ULO-degrading bacteria up to 56.04% and 6.10 log CFU g-1, respectively within 60 days 

of bioremediation experiment. Also, it presented the great potential for ULO biodegradation 

rate of 0.0137 day-1 and half-life of 50.61 days. The bioremediation of ULO therefore 

require 3.4 months to achieve a complete removal of ULO with this condition. 
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บทคดัย่อ 

การวิจัยในครัÊ งนีÊ ศึกษาความหลากหลายของกลุ่มเชืÊ อแบคทีเรียใน ดินทีÉปนเปืÊ อน

นํÊ ามันหล่อลืÉนเครืÉ องยนต์ทีÉ ใช้แล้ว  3 แหล่ง คือ ดิน A, B และ C จากร้านซ่อมมอเตอร์ไซด์รอบ ๆ 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ อาํเภอหาดใหญ่ จังหวัดสงขลา  โดยหาและเปรียบเทียบชนิดความ

หลากหลายของแบคทีเรียประจาํถิÉนในดินทีÉปนเปืÊ อนนํÊ ามนัหล่อลืÉนเครืÉองยนต์ทีÉใชแ้ลว้ดว้ยเทคนิคระดบั

โมเลกุล ซึÉงจะศึกษาทัÊงแบคทีเรียในดินโดยตรงและแบคทีเรียในดินระหว่างกระบวนการส่งเสริมการเจริญ

โดยการทาํ Enrichment culture นอกจากนีÊ ยงัศึกษาความสมัพนัธร์ะหว่างกลุ่มเชืÊอแบคทีเรีย ปัจจยัทางดา้น

กายภาพ-เคมีของดินและองค์ประกอบของนํÊ ามนัหล่อลืÉนเครืÉ องยนต์ทีÉใช้แลว้ ความหลากหลายของ

แบคทีเรียประจาํถิÉนสามารถหาได้ทัÊ งวิธีการเพาะเลีÊ ยงบนอาหารเลีÊ ยงเชืÊอ (culturing method) และการ

ร่วมกนัของวิธีทีÉไม่ตอ้งเพาะเลีÊยงบนอาหารเลีÊ ยงเชืÊอ (culture-independent methods) ด้วยเทคนิค DGGE 

และ  Illumina MiSeq ผลการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียประจําถิÉนจากดินทีÉ ปนเปืÊ อน

นํÊ ามนัหล่อลืÉนเครืÉองยนต์ทีÉใชแ้ลว้โดยตรงทัÊ ง 3 แหล่งพบว่าเทคนิค MiSeq สามารถหาความหลากหลาย

ของชนิดแบคทีเรียได ้24 ไฟลมั (รวม candidate divisions) จาก 3,449 OTUs และเทคนิค DGGE สามารถ

หาความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียได้ 3 ไฟลมัจาก 59 OTUs และจากผลการศึกษาดังกล่าวพบว่า

แบคทีเรียไฟลมั Proteobacteria โดยเฉพาะอย่างยิ Éงคลาส Gammaproteobacteria พบมากในดิน A และ B 

ส่วนไฟลัม Firmicutes และ Actinobacteria พบมากในดิน C จากการวิเคราะห์ความหลากหลายและ

ลกัษณะของกลุ่มเชืÊอแบคทีเรียประจาํถิÉนในดินทีÉปนเปืÊ อนนํÊ ามนัหล่อลืÉนเครืÉองยนต์ทีÉใชแ้ลว้ดว้ยเทคนิค 

DGGE ในระหว่างกระบวนการส่งเสริมการเจริญโดยการทํา Enrichment culture 3 ครัÊ งอย่างต่อเนืÉอง

ภายใน 3 สัปดาห์ ผลการทดลองพบว่าเทคนิค DGGE สามารถหาความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียใน

ระหว่างการทํา Enrichment culture ได้ 4 ไฟลัมจาก 278 OTUs ได้แก่  Proteobacteria, Bacteroidetes, 

Firmicutes และ Actinobacteria ซึÉ งคลาส Gammaproteobacteria เป็นคลาสทีÉพบมากทัÊ งใน enrichment 

culture A, B และ C จากผลการศึกษาความหลากหลายและคุณลกัษณะของแบคทีเรียประจาํถิÉนในดินทีÉมี

การปนเปืÊ อนนํÊ ามนัหล่อลืÉนเครืÉองยนตที์Éใชแ้ลว้ทัÊงแบคทีเรียในดินโดยตรงและแบคทีเรียในดินระหว่างการ

ส่งเสริมการเจริญโดยการทาํ Enrichment culture พบว่าดิน C มีความหลากหลายและมีความอุดมสมบูรณ์

ของแบคทีเรียมากทีÉสุด  เนืÉองจากดิน C มีความเขม้ขน้ของนํÊ ามนัหล่อลืÉนเครืÉองยนตที์Éใชแ้ลว้ทีÉดีกว่าและมี

องคป์ระกอบของนํÊ ามนัหล่อลืÉนเครืÉองยนตที์Éใชแ้ลว้ทีÉใหม่กว่าเมืÉอเปรียบเทียบกบัดิน A หรือ B ทีÉมีความ

ซบัซอ้นของนํÊ ามนัหล่อลืÉนเครืÉองยนตที์Éใชแ้ลว้มากกว่า 

หลงัจากการทาํการส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียในดินทีÉปนเปืÊ อนนํÊ ามนัหล่อลืÉนเครืÉองยนตที์Éใช้

แลว้ดว้ยเทคนิค Enrichment culture สามารถคดัเลือกแบคทีเรียทีÉมีความสามารถในการใชน้ํÊ ามนัหล่อลืÉน

เครืÉ องยนต์ทีÉใช้แลว้เป็นแหล่งคาร์บอนได้ทัÊ งหมด 45 สายพนัธุ์ นําแบคทีเรียทีÉแยกได้ทุกสายพนัธุ์มา
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คดัเลือกสายพนัธุที์Éมีความสามารถในการเจริญและสามารถยอ่ยสลาย n-hexadecane ในอาหาร MSM เป็น

เวลา 3 วนั โดยพบว่าสายพนัธุ์ NM32 มีความสามารถในการย่อยสลาย n-hexadecane สูงทีÉสุดไดเ้ท่ากับ 

18.90 เปอร์เซ็นต์ เมืÉอนาํไปเทียบเคียงสายพนัธุ์ดว้ยวิธีเทียบลาํดบั นิวคลีโอไทด์ของยีน16S rDNA พบว่า

สายพันธุ์ NM32 มีความใกล้เคียง กับ  Leucobacter chromiireducens 99 เปอร์เซ็นต์  จึงให้ ชืÉ อว่า  L. 

chromiireducens NM32 นาํแบคทีเรียสายพนัธุ์ L. chromiireducens NM32 มาประยุกต์ใช้ในการส่งเสริม

การยอ่ยสลายนํÊ ามนัหล่อลืÉนเครืÉองยนต์ทีÉใชแ้ลว้ทีÉปนเปืÊ อนในชุดดินทดลอง การเติม L. chromiireducens 

NM32 และ ปุ๋ยอนินทรียใ์นชุดการทดลอง SNL ช่วยส่งเสริมการทาํงานของแบคทีเรียประจาํถิÉนในดินใน

ระหว่างการยอ่ยสลายนํÊ ามนัหล่อลืÉนเครืÉองยนตที์Éใชแ้ลว้ โดยใหผ้ลการย่อยสลายนํÊ ามนัหล่อลืÉนเครืÉองยนต์

ทีÉใช้แลว้สูงสุด 56.04 เปอร์เซ็นต์และมีการเพิÉมจาํนวนของแบคทีเรียสูงทีÉสุด 6.10  log CFU ต่อกรัมดิน 

ภายใน 60 วนัของการทดลอง นอกจากนีÊ ชุดการทดลอง SNL ยงัให้ผลอตัราการย่อยสลายนํÊ ามนัหล่อลืÉน

เครืÉองยนตที์Éใชแ้ลว้ทีÉดีทีÉสุด 0.0137 ต่อวนั ซึÉงมีค่าครึÉ งชีวิตอยู ่50.61 วนั จากการศึกษาการส่งเสริมการยอ่ย

สลายนํÊ ามันหล่อลืÉนเครืÉ องยนต์ทีÉใช้แล้วในครัÊ งนีÊ สรุปได้ว่าต้องใช้เวลา 3.4 เดือนในการย่อยสลาย

นํÊ ามนัหล่อลืÉนเครืÉองยนต์ทีÉใชแ้ลว้ให้สมบูรณ์โดยการทาํงานร่วมกนัระหว่าง L. chromiireducens NMśŚ 

แบคทีเรียประจาํถิÉนและปุ๋ยอนินทรีย ์
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ABBREVIATIONS 

CEC = Cation Exchange Capacity 

CFU = Colony Forming Unit 

DGGE  = Denaturing Gradient Gel Electrophoresis 

GC-FID = Gas Chromotography-Flame Ionization Detector 

GC-MS = Gas Chromotography-Mass Spectrometry  

L.  = Leucobacter 

LO = Lubricating Oil 

MSM = Mineral Salt Medium 

OTUs = Operational Taxonomic Units 

PCR = Polymerase Chain Reaction 

ULO = Used Lubricating Oil 

TPH  = Total Petroleum Hydrocarbons 


