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บทคัดยอ 
 

 เก็บตัวอยางดินที่ปนเปอนน้ํามันจากบริเวณอูซอมรถและปมน้ํามันในจังหวัด
นครศรีธรรมราช  สุราษฏรธานีและสงขลา  ในการแยกกลุมเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพการยอย
สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวดวยวิธี enrichment culture โดยนําตัวอยางดิน 1 กรัม เติมลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ mineral salt medium ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1 เปนแหลง
คารบอนและตรวจสอบกิจกรรมการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวโดยวิธี weigth loss   
พบวากลุมเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวสูงสุดคือ 
กลุมเชื้อ SC-9 มีประสิทธิภาพการยอยสลายรอยละ 40  ภายในเวลา 5 วันของการเลี้ยงเชื้อ   เมื่อ
ความเขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเพิ่มขึ้นจากรอยละ 1 เปนรอยละ 10   พบวา
ประสิทธิภาพการยอยสลายลดลงจากรอยละ 40.46 เปนรอยละ 15.05   เมื่อนํากลุมเชื้อ SC-9 มาแยก
เชื้อใหเปนเชื้อเดี่ยว   พบวาสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียได 4 ไอโซเลต  เปนแกรมบวก  มีรูปรางแบบ
แทง 2 ไอโซเลต  และอีก 2 ไอโซเลต  เปนแกรมลบ  มีรูปรางกลมและรูปรางแบบแทง   เมื่อศึกษา
ลักษณะทางพันธุกรรมโดยการวิเคราะหลําดับเบสในบริเวณ 16S rDNA  สามารถจําแนกเปนเชื้อ 
Chryseobacterium sp.,  Bacillus cereus, Sphingobacterium multivorum และ Agrobacterium 
tumefaciens   การศึกษาความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดย
กลุมเชื้อ SC-9   พบวาสภาวะที่เหมาะสมคือเติมกลุมเชื้อ SC-9 ใหมีจํานวนเชื้อประมาณ 104 CFU/g  
ปรับระดับความชื้นในดินเทากับรอยละ 17  เติมสารอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสโดยใหมี
อัตราสวนของคารบอน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส (C:N:P) เทากับ 300:10:1 ใหประสิทธิภาพใน
การยอยสลายเทากับรอยละ 98  และปริมาณสาร aromatic hydrocarbon และ asphaltene ลดลงรอย
ละ 64 และ 70 ตามลําดับ หลังจากการยอยสลาย 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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แลวของชุดการทดลองที่ 4 (ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช
แลว + กลุมเชื้อ SC-9 จํานวน 104 CFU/g) 

 
 

51 
9. ผลของความชื้นตอจํานวนเชื้อจุลินทรียที่ 0, 15 และ 30 วัน ของการยอย

สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยการเติมน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1; (A) จํานวน heterotrophic bacteria, (B) 
จํานวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว 

 
 
 

54 
10. TLC-FID โครมาโตแกรมของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช

แลวของชุดการทดลองที่ 2 (ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช
แลว + กลุมเชื้อ SC-9 จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 
17) 
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(11)

รายการภาพ (ตอ) 
 

ภาพที่  หนา 
11. ผลของอัตราสวนระหวาง C:N:P ตอจํานวนเชื้อจุลินทรียที่ 0, 15 และ 30 วัน 

ของการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยการเตมิน้ํามัน 
หลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1; (A) จํานวน heterotrophic bacteria, 
(B) จํานวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตทีใ่ชแลว 
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12. TLC-FID โครมาโตแกรมของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช

แลวของชุดการทดลองที่ 4 (ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว 
+  กลุมเชื้อ SC-9 จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17+ 
ปรับอัตราสวน C:N:P เปน 300:10:1) 
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1. ����	�������� 
 

 ��������	
��
����������
���������
�������������
�������������� ����!��"#��#
$���%"&��
'����(��)
�  �*��%����
'��+,-������&
�������#�����	
���'����(��)
�.%�#���
�(���(���
���%�����&'��
��"�#������/  "����)�����
�'�����������!���%�#�(������*�0��

'����(��)
����%�%��( (Mercadé et  al., 1996)   -��'����?�� �"#���
��)������������	
��
�
���������
���������
�����"#��@)��)(��'����(��)
� ��
  �������(���%����%(����%�(����&$��@
&
�
�$A)�@)���������
���������
����� �@�� ����""����'A������������
"�
�%&���������.�����#���B���
�����������
�   �����'%'��
������������
���%$���C�DE�������
���/ C����&���(D'B��#&�����
���������

A�F�
��B����  �����)� 

 ������.��'��+,-������&
�F!�������	
���G���@����#����(�G#���������.��-��
@#((�G# (bioremediation) ����(�G#"#������@)����
�.������(�G#"#��#��%'�"G�C�*   ����@).����)
� ��%
$���C�DE�'?�")��"#�+�)��
 �����%����&
�+�

�+F��F!��+������*�0 (Leahy and Colwell, 1990)   
�&�"#��#�����'��*��G?��#�(��'����B�������
�'���'��+,-������&
�  F!���&�"#��#���������
�����&�"#��#�"#��#
�A���)(��'B��"#�"#��#��������	
�+,-������&
��������(   �)(����?�#������.��
��*�0�)(�@#((�G#.!��#�(������+�+�)'A���������.�����&���������
����"#������	
���'����(��)
� 
(Atlas and Atlas, 1991; Balba et  al., 1998)  
����+��Z�������#
�A��
��&�"#��#�"#��#�(��'����B
�������
�'���'��+,-������&
���'����(��)
����+��+�)&��@#(��'��+,-������&
����.%BA�
��
�'���+��)(�����
�.��
�..%���'��
����@���
���"#��#�(��.��������
����.�� ���
'C�(%
�(��)
�+������%'���
����.��    �����
�'���'��+,-������&
�
�..%�*����!�+�)-���������
�����+�-���.�  [
'[
��'  

�F��.���%'��
����
���/  ���
-���������.?���"�#��"#��#
�(��'����B�������
�'���'��+,-������&
�@������/ ��+�-����� (Van Hamme  et  al., 
2003) 
  '�����&����%�"`+"����`!�0���#��(��&�� ����������	
��
����������
����
�����
�����"#��@)��)(���������#+��������  -���a*�%���`!�0����@�
.?���"�#��"#�����%'���&
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'C�*�(��)
�����%�"`�(�+�B!����`!�0�����..��"#�����%'�������.�� �
��@�
.?���"�#���*��

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

 
2. �������	� 

 
 2.1 ���	����������� (Lubricating oil) 

  ���������
��������$���C�DE���!��"#�+�).�����������b-����#��   �#���0D%����
�
����(  "����)�"#����
����@��'�(��
������
�������%�����
�.�����"#��#���0D%�b�   ��%�
&�)(�
'�(�"#�'����  2 '�(���
  
 - ���������
����*��d�� (base oil)   "#��#�@)����..?&���&������ ������*�@���
'��(�  
�����������%������'������%��   -��'�(��� ���)(.%�@)�����������$����������������
����
'����Z.�A��*��%�#�?DC�*�#��%����BA�   �D%"#�������*�@���
'��(�����������"#�����BA�����#����@)
����)
��������..?&������
�.���#�(������("�����#����  �'��
�'C�*����   '�����&������'������%��
����������"#�'������%���!��)(���%&(����"�����#���+��@)�����"#��)
�����?D'�&���*��`0   �#
����'A��������..?&���#��������@)����!�   F!���#
�����%�
&*��d������'���������"#� 1 
  - '���*����?DC�* (additives)   ����'��"#�������+������������
����*��d���*��

�*����?D'�&���"���)�����C�*��%���#��)����%'���&@�����%��%�C"����@)����
������
�.���   
���������
����*��d������
����'���*����?DC�*��)�+���)(.%��#��(�����������
����'����Z.�A�   '�����&
'���*����?DC�*"#������@)
�.�#�?D'�&�������#   '���)��"���f�������

�F���@���   '���g
�������
'!���
   '���g
����'���   '���g
����[
�   '����&�����'A�   '���*�����@�#�(������   '��@%
�)����%��%.��'���'�������
'���*����(����������  �����)� 

 ���������
�����#
�����%�
&����'��+,-������&
�"#��#.���(�
%�
��
�
����&
���-����?������� C18- C25 
�A�����@��� "�� linear paraffins, branched  paraffins, cyclic  
alkanes  ��% aromatic  hydrocarbon (Goto et al., 1994)  -��
�����%�
&�
����������
�����# 
aliphatic �(�"�� alkanes ��% cycloalkanes 
�A��)
��% 73-80 �
��������"�����   �# 
monoaromatic hydrocarbons 
�A���%��D�)
��% 11-15 �
��������   �# polycyclic aromatic  
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hydrocarbons  
�A���%��D�)
��% 2-5  ��%'����%�
&+,-������&
�"#��#��( (polar  fraction)  
��%��D�)
��% 4-8  -��'�(�"#��#��(�#����.��  aromatic compounds F!���#F���[
�� +�-���.����



�F��.���%�
&
�A� (Rafael, 1988) 
 
 
�����"#� 1 
�����%�
&�
����������
����*��d��  
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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 ��%�"`+"��#����@)���������
��������.���(����"����
?�'��������%���
������  *&(�����|  2540  �#�����D���������
����"#��@)��)( (used lubricating oil) �(�"����%�"`
��%��D 329  �)������    -��'����B.����Z&+�)�*#�� 219 �)������ ���
�)
��% 66  '�(�
#��(��  
100  �)������ ���
�)
��% 34  ���(���#���.����Z&�(&�(�+()�@)��%-�@�����
�""�������0D%"#�+��
����%'��@��  "��������������  &���(D"#�
�A�
�`��  *��"#���0������  F!����
��)������*�0'%'�
��
'����(��)
����%�%��( (*��'  ������(��D, 2545)  -��������&��?��?DC�*���������
����"#�
�@)��)(��)�#�?D'�&���"#�'����B���+��@) ����+�)-��$�������(�G# 2 (�G#��
 

 -   ���&��&��"�����C�*��%"�����# -���@)���F��[b(����������D�)
��% 10 
-�����������%[?���
���
���"�������D�)
��% 10 -���������  �������[
�'#��%���.��

�����%�
&����/ "#�+���'B#����
�.�'����.�
��
���/ F!��"����)�������'��
��?DC�* 

 -   ���&��&���)(�+,-���.� ��(�����f�������"#��@)�# 3 @��� +�)���  ��(�����f�������
���#-������  ������

�+F��-���&�����+��

�+F��&���(�
���&
%�A����  ��%��(�����f�������������


�+F��"��'���+��

�+F��&���(�
���&
%�A����  ��(�����f����������#-�������#����BA�'����B
�@)&��&��������+�)�#��%'����B���

�.��������+�)����   �(����)��)��
���(�����f�������"#�
����%'������&��&����
�)
��% 4   ������"#�+�).������(�G#�������(�#�?DC�*"#��#-���#�����D
F���[
��������%��@�#�(�������
��������#����*����!� ('�*�  '��-*G�~ ��%G#�%  ����`�#�����, 
2551) 

  .�����'���(.��? ����(
������%�C"����/ ��#��(��&�����D��%���.�����
���������
���������
�����"#��@)��)("��(��%�"`.��'B��#&�����  �)���)�.����������������
����        

A�F�
��B���
`A���&�����  -��(�����%���?D'�&���"�����C�*��%"�����#�
����������
����"#��@)
��)(��
�&��&����%�������&��&��  *&(���?D'�&����(��
����������
����"#��@)��)(��
����&��&��
-���a�#������#�?D'�&�����������
����"#��#'����B�@)�����������@�
�*���@�����������������
  F!��
�#����a�#���(���)
� (heating value) ��%��D 9,500 kcal/kg  �����D����%B��+�������)
��% 1  -��
�#�����%-��%"#�����.������$�+��)��%'!���
�������D�)
����   �
�.���#*&(���#-��%��%
'��"#���.��'���*����?DC�*������

�A��������D����@��  Zn , Ca , Pb ��% Mg  $����`!�0�*&  
(��'����B���+��@)�����������@�
�*���"��"�������������)��
?�'����������/ +�)����
�����#   
'�(��?D'�&����(��
����������
����"#��@)��)(�������&��&�� �#����?D'�&���'���� ��
 �(��
����
�A�������d������#��(-�)�+�"���)������  �
�.���#�#����(���������'A����.!�+������%
��
������+��@)�������������
���������
�����
#�����  "���#�*��%����(���������'A�
�.��
��)����

��������������
�����.�����������
��
����  ����#.?�(�&+[������%�(���'�
����������
����
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�����'��(�����.%����#'���%���
��"�#��&����%�C"�����	
�
�A� (*��'  ������(��D, 2545;      
'���*� ����'#��, 2546) 
 
 2.2 �	�+�+,-��.�����	�����������/�����0��1 

 ���������
���������
�����"#��@)��)(.�������
��'#�
������  ���"�����B����"��%
���.��+��BA�(�G#.%����
��������
'����(��)
� '��(�  *�@ ��%��?0��  �@�� ����$�C�@�%&��.?���

���������
���������
�����"#��@)��)("����)����+
��%�(��*�0"#��#

�+F���
�-��%[?g���%.��'A�
&������`  �
�.���#������(+���
����������
���������
�����"#��@)��)(�����.%�*����%.��'A�
&���(D���
*��"#��)����#��
�����(���Z("���#�!�
�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 ������
���� ���(�� 7 (��   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
21 

 

���L9+�4��/1 
 

1. �*��
�����%������
���?���@�
.?���"�#��.�����"#�'����B��
�'������������
���������
� 
  ����"#��@)��)( 
 2. `!�0���..������/ "#��#$���
�����
�'������������
���������
�����"#��@)��)(�����-��
  ��?���@�
.?���"�#��"#�������
�+�) 
 3. .�����'��*��G?���?���@�
.?���"�#��"#�������
�+�) 
 

 
.��.��	��:��0 
 
 �����%������
���?���@�
.?���"�#��"#�'����B��
�'������������
���������
�����"#��@)��)(
�)(�(�G#  enrichment  culture  ��%`!�0���..������/ "#��#$���
�����
�'������������
���������
�����
"#��@)��)(�����-����?���@�
.?���"�#��"#�������
�+�)  ��
�.�.��.�����'��*��G?���?��.?���"�#��"#�
������
�+�)-�����(�����%�������&�
� 16S rDNA 
 
 



บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 
 
วัสดุ อุปกรณ 
 
1.   วัตถุดิบ 
  1.1  ดินปนเปอนน้ํามันบริเวณอูซอมรถมอเตอรไซคและปมน้ํามันในเขตจังหวัด 
    นครศรีธรรมราช  สงขลา  สุราษฎรธานีและดินบริเวณสถานีไบโอดีเซล  คณะ  
      วิศวกรรมศาสตร   มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร      ทาํการบันทึกลักษณะทาง 
    กายภาพของดิน  วันเดือนปที่เก็บ (ตารางที่ 3)   โดยเก็บตัวอยางที่ระดับความ 
    ลึก 0 - 15 เซนติเมตร       ใสถุงพลาสติกและเก็บรักษาตัวอยางไวที่อุณหภูมิ 4  
    องศาเซลเซียส  จนกวาจะมกีารทดสอบ  
  1.2   ดินที่ไมมีประวัติการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตในสวนตนไม      อําเภอ
   รัตภูมิ  จังหวัดสงขลา 
  1.3   น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจากอูซอมรถมอเตอรไซค      อําเภอหาดใหญ  
   จังหวดัสงขลา 
 
2.   อาหารเลี้ยงเชื้อ  (ภาคผนวก ก) 

2.1 อาหารเลี้ยงเชือ้สําหรับคัดเลือกกลุมเชื้อที่มคีวามสามารถในการยอยสลายน้ํามัน 
หลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว 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  หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอน้ํา (autoclave) รุน SS-325  บริษัท Tomy Seiko 
 Co., Ltd 

4.2 ตูอบอากาศรอน (hot air oven) รุน MOV 212  บริษัท Sanyo Electric Co., Ltd 
4.3 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 420 A  บริษัท Orion Research, Inc 
4.4 เครื่องชั่งละเอียด 2 ตําแหนง รุน HF-1200  บริษัท A&D company, Ltd  
4.5 เครื่องชั่งละเอียด 4 ตําแหนง รุน BO210s  บริษัท Sartorius  
4.6 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน U-2000  บริษัท Technical 

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

วิธีการวิเคราะห  
 
1.   ความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลว 
 1.1   Weight  loss  method   สกัด culture broth  ดวย dichloromethane ในอัตราสวน 
1:1 โดยสกัด 2 คร้ัง  แลวนําสวนของตัวทําละลายมากําจัดน้ําดวย Na2SO4  ทําแหงตัวทําละลายดวย
เครื่องระเหยสุญญากาศ   นําสารที่ไดมาวางในเดซิเคเตอรที่มีการตอกับ vacuum pump เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง เพื่อกําจัดความชื้นที่เหลืออยูและช่ังน้ําหนักสารที่ได (Mercadé et al., 1996)  จากนั้น
คํานวณหาประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว (Shirai et  al., 1995)  จาก
สมการ 

ประสิทธิภาพการยอยน้ํามัน (%) =  (W1 – W2) /W1× 100 
W1 =  น้ําหนักของน้ํามันเริ่มตน  

  W2 =  น้ําหนักของน้ํามันที่เหลือจากการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย  
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         นําน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ไดจากการสกัดมาละลายในตัวทําละลาย dichloromethane  
ปริมาตร 2  มิลลิลิตร  กรองดวย glass membrane filter GF-A (Whatman) และเก็บใสขวดฝาเกลียว
ปดสนิท  นําไปเก็บไวที่  4  องศาเซลเซียส  เพื่อทําการตรวจวิเคราะหขั้นตอไป  
 1.2   การวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวดวย Thin layer 
chromatography (TLC) ที่มี flame ionization detector (FID) เปนอุปกรณวัด  สกัดน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวในตัวอยางดินดวย dichloromethane ในอัตราสวน 1 : 2  แยกเก็บเฉพาะสวนที่
เปนตัวทําละลายที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวละลายอยูมากําจัดน้ําดวย Na2SO4  ทําแหงตัว
ทําละลายดวยเครื่องระเหยสุญญากาศและชั่งน้ําหนักสารที่ได  นําสารที่ไดมา spot บน silica gel rod 
SIII  จากนั้นแยกในตัวทําละลายเคลื่อนที่ 3 ระบบ คือ ระบบที่ 1 คือ 100% n-hexane จนกระทั่ง
ความสูงของตัวทําละลายเคลื่อนที่อยูที่ระดับ 10 เซนติเมตร จากจุดเริ่มตน  ตอดวยระบบที่ 2 คือ 
100% toluene ใหความสูงของตัวทําละลายเคลื่อนที่อยูที่ระดับ 5 เซนติเมตร จากจุดเริ่มตน  และ
ระบบที่ 3 คือ 95% dichloromethane : 5% methanol จนกระทั่งความสูงของตัวทําละลายเคลื่อนที่อยู
ที่ระดับ 2 เซนติเมตร จากจุดเริ่มตน  จากนั้นอบ silica gel rod SIII ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 นาที  และวิเคราะหปริมาณขององคประกอบของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวดวย
เครื่อง TLC/FID ที่มีอัตราการไหลของกาซไฮโดรเจน 150 มิลลิลิตรตอนาที  อัตราการไหลของ
อากาศ 2 ลิตรตอนาทีและระดับความเร็วในการสแกน 30 วินาทีตอหนึ่งครั้งของการสแกน ทําการ
อินทิเกรตหาพื้นที่ใตกราฟ (Sharma et al., 1998) 
 
2.   การวิเคราะหองคประกอบของดิน  
  2.1 วัดความเปนกรด-ดางของดิน โดยใชเครื่องวัดพีเอช (ภาคผนวก ข) 
 2.2 วิเคราะหปริมาณอินทรียคารบอน สงตรวจวิเคราะหที่ศูนยปฏิบัติการวิเคราะหกลาง    
           คณะทรัพยากรธรรมชาติ  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
 2.3 วิเคราะหไนโตรเจนทั้งหมดในดิน โดยวิธี Kjeldahl  สงตรวจวิเคราะหที่ศูนยปฏิบัติ   
      การวิเคราะหกลาง  คณะทรพัยากรธรรมชาติ  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
 2.4 วิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดิน (Sharma et al., 
   1998)  
 2.5  วิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส  โดยวิธี Bray II   สงตรวจวิเคราะหที่ศูนยปฏิบัติการ  
                            วิเคราะหกลาง  คณะทรัพยากรธรรมชาติ  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
 2.6 วิเคราะหชนิดของดิน  สงตรวจวิเคราะหที่ศูนยปฏิบัติการวิเคราะหกลาง  คณะ 
     ทรัพยากรธรรมชาติ  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
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 2.7  ความชื้น (A.O.A.C., 2000) 
 
3. การหาจํานวนเชื้อจุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลว (waste   
 lubricating oil-degrading microorganism)  และหาจํานวน heterotrophic microorganism   
          เก็บตัวอยางดิน 25 กรัม  มาเตรียม suspension  ดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 225 
มิลลิลิตร  แลวทําการเจือจางแบบ ten-fold serial dilution  หาจํานวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวโดยนํา 0.1 มิลลิลิตร ของ suspension ที่ระดับความเจือจาง
เหมาะสม  เกลี่ยบนอาหาร MSM agar ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1 เปนแหลง
คารบอน  บมที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 3-5 วัน  นับจํานวนโคโลนีและคํานวณปริมาณจุลินทรียใน
หนวย CFU ตอกรัมดิน   และหาจํานวน heterotrophic microorganism โดยนํา 0.1 มิลลิลิตร ของ 
suspension ที่ระดับความเจือจางเหมาะสม  เกล่ียบนอาหาร Nutrient agar  บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมงหรือจนสังเกตเห็นโคโลนีชัดเจน  นับจํานวนโคโลนีและคํานวณปริมาณ           
จุลินทรียในหนวย CFU ตอกรัมดิน (Ibekwe et  al., 2006) 
 
วิธีการทดลอง 
 
1.  การแยกจุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายน้าํมันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลว 
 1.1 การแยกกลุมเชื้อจุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลว 
  เติมตัวอยางดิน 1 กรัม ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร mineral salt 
medium (MSM)  ปริมาตร 100  มิลลิลิตร ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1 เปนแหลง
คารบอน  บมเชื้อโดยเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 7 วันหรือ
จนกระทั่งเห็นการเจริญของเชื้อจุลินทรีย  (Mercadé et  al., 1996)   จากนั้นถายเชื้อรอยละ 1  ลงใน
อาหารใหมและทําการเลี้ยงตามวิธีการเดิมอีก 3 คร้ัง (ดัดแปลงจาก Al-Sharidah et  al., 2000)  เก็บ
ตัวอยางกลุมเชื้อที่มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในอาหาร 
MSM ที่ผสมกลีเซอรอลความเขมขนสุดทายรอยละ 25  ที่อุณหภูมิ - 20  องศาเซลเซียส  เพื่อใชเปน
กลาเชื้อในการทดสอบขั้นตอไป 
 1.2 การคัดเลือกกลุมเชื้อจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เคร่ืองยนตท่ีใชแลว 
                 ถายเชื้อที่แยกไดจากขอ 1.1 รอยละ 1 ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร 
MSM  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1 เปนแหลงคารบอน  
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โดยมีชุดควบคุมคืออาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีการเติมเชื้อเปนตัวเปรียบเทียบ   บมเชื้อโดยเขยาดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  5 วัน   จากนั้นทดสอบความสามารถของเชื้อ   
จุลินทรียในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1  
  เลือกกลุมเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวเพื่อใชทดสอบในขั้นตอไป 
 1.3  การหาปริมาณสูงสุดของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวท่ีกลุมเชื้อจุลินทรียสามารถ
ยอยได 
   ถายเชื้อที่ไดจากขอ 1.2 รอยละ 1 ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร 
MSM  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1, 3, 5, 7 และ 10  เปน
แหลงคารบอน  โดยมีชุดควบคุมคืออาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีการเติมเชื้อเปนตัวเปรียบเทียบ   บมเชื้อ
โดยเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน จากนั้นทดสอบความสามารถ
ของเชื้อจุลินทรียในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1  
  เลือกปริมาณน้ํามันที่กลุมเชื้อจุลินทรียมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเพื่อใชทดสอบในขั้นตอไป 
  
2.  การทดสอบความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดนิของกลุมเชื้อท่ี
คัดเลือกได 
 เล้ียงเชื้อที่คัดแยกไดจากขอ 1.2 ในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ที่มีน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3 เปนแหลงคารบอน  ในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร  บมเชื้อโดยเขยาดวยความเร็ว  200 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 วัน  แลวเหวี่ยง
แยกเซลล (8,500 รอบตอนาที, 4  องศาเซลเซียส, 20 นาที)  ลางเซลลดวยโปตัสเซียมฟอสเฟต
บัฟเฟอร (50 มิลลิโมลาร  พีเอช 7.0)  2  คร้ัง  แลวเตรียมเซลล suspension  ดวยโปตัสเซียมฟอสเฟต
บัฟเฟอรใหมีจํานวนเชื้อเทากับ 109 และ 106 CFU/มิลลิลิตร 
 2.1  ผลของกลาเชื้อตอการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดิน 
  นําดินที่ไมเคยมีประวัติการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมาวิเคราะห
คุณสมบัติและองคประกอบของดินตามวิธีการวิเคราะหขอ 1.2   แลวแบงดินออกเปน 5 ชุดการ
ทดลอง  แตละชุดใชดิน 500 กรัม  ใสในกลองพลาสติกขนาด 14×20×8  เซนติเมตร (ดัดแปลงจาก       
Dave et  al., 1994) 
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 - ชุดการทดลองที่ 1  ดินที่ผานการฆาเชื้อ  (121 องศาเซลเซียส, 15 นาที)  แลวเติม
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3  และเติม suspension ของ
เชื้อจุลินทรียเร่ิมตน 109 CFU/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใหมีจํานวนเชื้อเทากับ 107  CFU/กรัมดิน 
  - ชุดการทดลองที่ 2  ดินที่ผานการฆาเชื้อ(121 องศาเซลเซียส, 15 นาที)  แลวเติม
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3  และเติม suspension ของ
เชื้อจุลินทรียเร่ิมตน 106 CFU/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใหมีจํานวนเชื้อเทากับ 104 CFU/กรัมดิน 
  - ชุดการทดลองที่ 3  ดินที่ไมผานการฆาเชื้อแลวเติมน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช
แลว ในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3 
 - ชุดการทดลองที่ 4  ดินที่ไมผานการฆาเชื้อแลวเติมน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช
แลว  ในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3  และเติม suspension  ของเชื้อจุลินทรียเร่ิมตน 106 CFU/
มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใหมีจํานวนเชื้อเทากับ 104 CFU/กรัมดิน 
    - ชุดการทดลองควบคุม   ดินที่ผานการฆาเชื้อ (121 องศาเซลเซียส, 15 นาที)  แลว
เติมน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3 
                  ทุกชุดการทดลองควบคุมปริมาตรของสารละลายที่เติมในดินใหเทากันโดยใชน้ํา
กล่ันที่ผานการฆาเชื้อ (121 องศาเซลเซียส, 15 นาที) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  จากนั้นปดปากภาชนะ
ดวยอะลูมิเนียมฟอยลและเก็บไวที่อุณหภูมิหอง  สุมตัวอยางดินที่วันที่ 0  15 และ 30 วัน เพื่อ
วิเคราะหความชื้น พีเอชและทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1 และ 1.2  และหาจํานวนเชื้อจุลินทรียที่สามารถ
ยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวและหาจํานวน heterotrophic microorganism  ตาม
วิธีการขอ 3 
  เลือกชุดการทดลองที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวเพื่อใชทดสอบในขั้นตอไป 
          2.2  ความชื้นเริ่มตนท่ีเหมาะสมตอการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดิน 
  นําตัวอยางดิน 500 กรัม ใสในกลองพลาสติกขนาด 14×20×8  เซนติเมตร โดย
เตรียมชุดการทดลองที่เหมาะสมจากขอ 2.1  และปรับระดับความชื้นใหคาเทากับรอยละ 17  และ 
27  ดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ (121 องศาเซลเซียส, 15 นาที)  ปดปากภาชนะดวยอะลูมิเนียม
ฟอยลและเก็บไวที่อุณหภูมิหอง  สุมตัวอยางดินที่วันที่ 0  15  และ 30 วัน  เพื่อวิเคราะหความชื้น พี
เอชและทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว
ตามวิธีการวิเคราะหผลขอ  1.1  และ  1.2  และหาจํานวนเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวและหาจํานวน heterotrophic microorganism  ตามวิธีการขอ 3 
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  เลือกความชื้นที่เหมาะสมที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวเพื่อใชทดสอบในขั้นตอไป 
 2.3  ผลของอัตราสวนระหวางคารบอน  ไนโตรเจน  และฟอสฟอรัสตอการยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดิน 
  เตรียมตัวอยางดิน 500 กรัม  ใสในกลองพลาสติกขนาด 14×20×8  เซนติเมตร  
โดยเตรียมชุดการทดลองที่เหมาะสมจากขอ 2.1 ระดับความชื้นที่เหมาะสมจากขอ 2.2  และปรับ
อัตราสวนความเขมขนระหวางคารบอน  ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสใหเทากับ 100:10:1 หรือ 
100:20:1 หรือ 100:10:5 หรือ 300:10:1 โดยใชแมปุยไนโตรเจนสูตร 46:0:0  และแมปุยฟอสฟอรัส
สูตร 0:46:0  ปดปากภาชนะดวยอะลูมิเนียมฟอยลและเก็บไวที่อุณหภูมิหอง  สุมตัวอยางดินที่วันที่ 
0  15 และ 30 วัน เพื่อวิเคราะหความชื้น พีเอชและทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการ
ยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวตามวิธีการวิเคราะหผลขอ 1.1 และ 1.2  และหาจํานวน
เชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวและหาจํานวน heterotrophic 
microorganism  ตามวิธีการขอ 3 
 
3.  การเทียบเคียงสายพันธุกลุมจุลินทรียท่ีคัดเลือกได 
 3.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
     นํากลุมเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวที่คัดเลือกไดจากขอ 1.2  มาเลี้ยงในอาหาร MSM และ MSM agar ที่มี
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในปริมาณที่คัดเลือกไดจากขอ 1.3 เปนแหลงคารบอน  บมที่
อุณหภูมิหอง  นําโคโลนีที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อมา  re-streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเดิม  2-3 คร้ัง
เพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์   แลวนําเชื้อที่ไดมาศึกษาลักษณะตางๆ ดังนี้ 

-  ลักษณะของโคโลนี   
-  รูปรางเซลล การเรียงตัว และการติดสีแกรม (Gram staining)  

3.2 การศึกษาในระดับสปชีส 
สงเชื้อที่คัดเลือกไดใหคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล เปนผูทําการ

เทียบเคียงสายพันธุเชื้อจุลินทรียในระดับสปชีส โดยการวิเคราะหลําดบัเบสของ 16S rDNA  
 
   
 
 



                            

บทที่ 3 
 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 
1. การเก็บตัวอยาง 

จากการเก็บตัวอยางดินที่ปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจากอูซอมรถ 
ปมน้ํามันในเขตจังหวัดนครศรีธรรมราช  สงขลา  สุราษฎรธานีและดินบริเวณสถานีไบโอดีเซล 
คณะวิศวกรรมศาสตร  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ทั้งหมดจํานวน 50 ตัวอยาง โดยเก็บที่ระดับ
ความลึก 0 -15 เซนติเมตร  ดังรายละเอียดที่แสดงในตารางที่ 3  พบวาลักษณะของตัวอยางดินเปน
ดินรวนจํานวน 25 ตัวอยาง (รอยละ 50), ดินทราย 17 ตัวอยาง (รอยละ 34) และดินเหนียว 8 
ตัวอยาง (รอยละ 16)  ซ่ึงลักษณะเนื้อสัมผัสของดินมีผลตอการแทรกซึมของน้ํามันลงสูดิน  โดยดิน
ที่มีลักษณะเปนดินทรายจะทําใหน้ํามันสามารถซึมผานไดดีกวาดินรวนหรือดินเหนียวดังนั้นน้ํามัน
จะถูกดูดซับไวในอนุภาคของดินไดดีกวาและอาจจะมีผลตอการตรวจพบจุลินทรียที่มีความสามารถ
ในการยอยสลายน้ํามันหรือสารประกอบไฮโดรคารบอน (Márques-Rocha et al., 2001)   ดังนั้นการ
แยกกลุมเชื้อแบคทีเรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจากธรรมชาติจึงควร
เลือกดินจากบริเวณที่มีประวัติการปนเปอนน้ํามันมากอนเปนแหลงในการเก็บตัวอยาง  เนื่องจากมี
รายงานวาบริเวณที่มีการปนเปอนน้ํามันจะมีจํานวนเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันสูงกวา
บริเวณที่ไมมีน้ํามันปนเปอนรอยละ 61-67 (Atlas, 1981) 
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  ตารางที่ 3  รายละเอียดการเก็บตัวอยาง 
 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 (ตอ) 
 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 (ตอ) 
 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.   การแยกจุลินทรียท่ีสามารถยอยสลายน้ํามนัหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลว 
        2.1  การศึกษาประสิทธิภาพในการยอยน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวของกลุมเชื้อจุลินทรีย 

จากการแยกกลุมเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจากดิน
ที่ปนเปอนน้ํามันซึ่งเก็บตัวอยางมาจากปมน้ํามัน  อูซอมรถยนตในจังหวัดนครศรีธรรมราช  สงขลา                
สุราษฎรธานีและสถานีไบโอดีเซล  คณะวิศวกรรมศาสตร  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร  ทั้งหมด
จํานวน 50 ตัวอยาง  โดยวิธี enrichment culture ในอาหาร mineral salt medium (MSM) ที่มี
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเปนแหลงคารบอนเพียงแหลงเดียว  และทําการถายกลาเชื้อรอย
ละ 1  ลงอาหารใหม 3 คร้ัง ทุกๆ 7 วันของการเลี้ยงเชื้อ  เพื่อคัดเลือกกลุมเชื้อที่มีความสามารถใน
การเจริญและยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว  พบวาหลังจากเลี้ยงเชื้อ 5 วัน มี 10 กลุม
เชื้อ ที่ใหประสิทธิภาพในการยอยน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมากกวารอยละ 20 โดยกลุมเชือ้ 
SC-9 มีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือรอยละ 40.46 (ภาพที่ 3)  ซ่ึงเปนกลุมเชื้อแบคทีเรียที่
แยกไดจากดินบริเวณอูซอมรถในอําเภอหัวไทร จังหวัดนครศรีธรรมราช ซ่ึงมีการปนเปอนของ
น้ํามันมาเปนระยะเวลานาน  ดังนั้นจึงเลือกกลุมเชื้อ SC-9 ใชในการทดลองขั้นตอไป  โดยทั่วไป
เชื้อที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนไดดีนั้นโดยสวนใหญมักแยกได
จากแหลงดินที่ปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนเนื่องจากจุลินทรียที่อยูในสภาพแวดลอมที่มี
สารประกอบไฮโดรคารบอนปนเปอนทําให เกิดการคัดเลือกจุ ลินทรียยอยสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนที่มีความสามารถสูงอยูในบริเวณนั้น  สอดคลองกับการทดลองของ Koma และ
คณะ (2001) ที่แยกเชื้อจากดินปนเปอนน้ํามันในอาหารเลี้ยงเชื้อ salt medium ที่มี n-paraffin รอยละ 
1 ซ่ึงเปนองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว   พบวาสามารถลดปริมาณน้ํามันได
รอยละ 20  หลังจากเลี้ยงเชื้อ 72 ช่ัวโมง   ความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหรือสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนจะขึ้นกับสายพันธุและองคประกอบของน้ํามันดวย เชน Jirasripongpun (2002) แยก
เชื้อที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตจากดินในอาหารเลี้ยงเชื้อ M9 ที่มีน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนต 2000 ppm เปนแหลงคารบอน  พบวาจาก 26 ไอโซเลต ที่แยกไดมี 1 ไอโซเลต คือ strain 
W9  มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสูงสุดคือ สามารถยอยสลายสาร saturate, aromatic และ resin 
ซ่ึงเปนองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวหลังจากเลี้ยงเชื้อ 30 วันไดรอยละ 52.46, 
38.13 และ 18.81 ตามลําดับ   นอกจากนี้  Koma และคณะ (2003)  แยกเชื้อจากดินที่สามารถยอย
สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตและสวนของ cyclic alkane ซ่ึงเปนองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืน
พื้นฐาน  พบวามี 2 สายพันธุ คือ NDKK48 และ NDKY76A  สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ W 
medium ที่ความเขมขนของน้ํามันรอยละ 1 เปนแหลงคารบอนโดยสายพันธุ NDKK48  มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตและสวน cyclic alkane  ไดรอยละ 27 และ 
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16 ตามลําดับ  สวนสายพันธุ NDKY76A มีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนต
และสวน cyclic alkane หลังจากเลี้ยงเชื้อ 5 วัน ไดรอยละ 27 และ 18 ตามลําดับ   เชนเดียวกับ 
Mandri และ Lin (2007) แยกเชื้อที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตจากดินที่ปนเปอน
น้ํามันในอาหารเลี้ยงเชื้อ Bushnell-Haas ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 10 พบวา
สามารถแยกเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสูงสุด 3 สายพันธุ คือ Acinetobacter calcoaceticum, 
Pseudomonas aeruginosa และ Flavobacterium sp. โดยมีประสิทธิภาพในการยอยสลายหลังจาก
เล้ียงเชื้อ 28 วันไดรอยละ  84, 71 และ 60  ตามลําดับ  
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ภาพที่ 3     ประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในอาหาร mineral salt 
หลังจากเลี้ยงเชื้อ 5 วัน โดยกลุมเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากดิน  

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   การศึกษาปริมาณสูงสุดของน้ํามันหลอล่ืนเคร่ืองยนตท่ีใชแลวท่ีเชื้อจุลินทรียสามารถยอย
ได 
   เมื่อเล้ียงกลุมเชื้อ SC-9 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MSM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 
250 มิลลิลิตร  โดยใชน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเปนแหลงคารบอน ความเขมขนรอยละ 1, 
3, 5, 7 และ 10  ที่อุณหภูมิหอง เขยาดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที โดยเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 5 วัน    
พบวาที่ความเขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตรอยละ 1, 3, 5, 7 และ 10   กลุมเชื้อ SC-9 มี
ประสิทธิภาพการยอยสลายรอยละ 40.46, 34.92, 28.61, 18.45 และ 15.05 ตามลําดับ  โดยที่ความ
เขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1 กลุมเชื้อ SC-9 มีประสิทธิภาพในการยอย
สลายสูงสุด   อยางไรก็ตามประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวที่ความ
เขมขนรอยละ 1 และ 3  ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) (ภาพที่ 4)  ดังนั้น
จึงเลือกใชน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวความเขมขนรอยละ 1 ในการทดลองขั้นตอไป   การที่
เพิ่มความเขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวสูงขึ้นทําใหประสิทธิภาพการยอยสลาย
ลดลงอาจจะเนื่องมาจากน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมีความสามารถในการละลายน้ําต่ําทําให
กลุมเชื้อมีแหลงอาหารคารบอนไมเพียงพอหรือปดกั้นออกซิเจนที่ตองการใช  นอกจากนี้สารที่
ปนเปอนมากับน้ํามันเชน โลหะหนัก (Leathy and Colwell, 1990)  อาจจะสงผลตอการเจริญและ
การยอยสลายของจุลินทรียได เชน Adenipekun และ Fasidi (2005) ศึกษาประสิทธิภาพการยอย
สลายสารประกอบไฮโดรคารบอนในตัวอยางดินที่เติมน้ํามันดิบความเขมขนรอยละ 1, 2.5, 5, 10, 
20  และ 40  โดยเชื้อรา Lentinus subnudus   พบวาที่ความเขมขนของน้ํามันดิบรอยละ 20 จะมีอัตรา
การยอยสลายสูงสุดคือลดลงจาก 257 กรัมตอกิโลกรัมดิน เหลือเพียง 198 และ 125 กรัมตอกิโลกรัม
ดิน หลังทําการบมเปนเวลา 3 และ 6 เดือน  ขณะที่การใชความเขมขนของน้ํามันดิบรอยละ 40  มี
อัตราการยอยสลายสูงสุดหลังจากบมเปนเวลา 6 เดือน โดยลดลงจาก 337 กรัมตอกิโลกรัมดิน เหลือ 
165 กรัมตอกิโลกรัมดิน   จากการทดลองชี้ใหเห็นวาที่ความเขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่
ใชแลวสูงๆ  กลุมเชื้อจุลินทรียบางกลุมมีประสิทธิภาพการยอยสลายเพิ่มขึ้นนาจะมีผลมาจากสาร 
intermediate ที่เกิดขึ้นในกระบวนการยอยสลายซึ่งเชื้อบางสายพันธุที่อยูในกลุมเชื้อสามารถ
นําไปใชในการเจริญและผลิตสารที่สงเสริมการเจริญของเชื้ออ่ืนๆ ในกลุมเชื้อ (Atlas and atlas, 
1991)  นอกจากนี้การที่ความเขมขนของแหลงคารบอนเพิ่มขึ้นจะทําใหเชื้อจุลินทรียเจริญไดดีขึ้น
แลวนั้นแตอยางไรก็ตามถาความเขมขนของแหลงคารบอนสูงเกินไปก็อาจยับยั้งการเจริญทําให
ประสิทธิภาพการยอยสลายลดลงได (Del’Arco and Franca, 2001) 
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ภาพที่ 4    ผลของความเขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวตอการยอยสลายโดยกลุมเชื้อ         
                 จุลินทรีย SC-9 ในอาหาร mineral salt หลังจากเลี้ยงเชื้อ 5 วัน  
 ตัวอักษรที่ตางกันมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (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). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a 
ab 

b 
d c 



 

 

 
                                                                                                                                                               39

 

3. การเทียบเคียงสายพันธุกลุมเชื้อจุลินทรียท่ีคัดเลือกได 
 เมื่อนํากลุมเชือ้ SC-9 มาแยกเชื้อใหบริสุทธิ์บนอาหาร Nutrient agar สามารถแยกได 4     
ไอโซเลต ที่มีลักษณะโคโลนีแตกตางกันและแบงตามลกัษณะการตดิสีแกรม (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 เซลลมีรูปรางแทง (rod)  สวนไอโซเลต SC9-
2  มีรูปรางกลม (cocci)  เมื่อนําเชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลต มา streak บนอาหารแข็ง MSM ที่มีการ
เติมน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1  พบวามีเพียง SC9-2 และ SC9-4 เทานั้นที่สามารถ
เจริญได ซ่ึงอาจเปนไปไดวาเชื้อทั้งสองไอโซเลตนี้มีหนาที่หลักในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวในชวงแรกและเมื่อมีสาร intermediate เกิดขึ้น ไอโซเลต SC9-1 และ SC9-3 จึง
ทําหนาที่ในการยอยสลายตอไป  อยางไรก็ตามสมมุติฐานนี้ควรมีการพิสูจนตอไปในอนาคต  
ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่พบมีทัง้โคโลนีแบนราบและนูน สีของโคโลนีมีทั้งโคโลนีสีขาว
ขุนและเหลือง (ตารางที่ 4)   เมื่อเทียบเคยีงสายพันธุของทั้ง 4 ไอโซเลตโดย 16S rDNA  พบวา      
ไอโซเลต SC9-1 มีความใกลเคียงรอยละ 98 กับเชื้อ Chryseobacterium sp. ไอโซเลต SC9-2 มีความ
ใกลเคียงรอยละ 95 กับเชื้อ Sphingobacterium multivorum ไอโซเลต SC9-3 มีความใกลเคยีง 
รอยละ 100 กับเชื้อ Bacillus cereus และไอโซเลต SC9-4 มีความใกลเคียงรอยละ 100 กับเชื้อ 
Agrobacterium tumefaciens ดังแสดงในตารางที่ 5 และสามารถสรางแผนภูมิตนไม (phylogenetic 
tree) ดังแสดงในภาพที่ 5   จากผลของ 16S rDNA และแผนภูมิตนไมของไอโซเลต SC9-2 ซ่ึงมี
ความเหมือนรอยละ 95 กับเชื้อ Sphingobacterium multivorum หลังจากใชโปรแกรม Blast แตเมื่อ
นําขอมูลที่ไดมาสรางแผนภูมิตนไมผลที่ไดกลับมีความใกลเคียงกับเชื้อ Pseudomonas sp. มากกวา  
ซ่ึงผลที่ไดอาจจะเนื่องมาจากการวิเคราะหดวย 16S rDNA ใช sequence ประมาณ 400 bp มีความ
เหมือนเพียงรอยละ 95 ซ่ึงคอนขางต่ํา ดังนั้นหากตองการใหไดความเหมือนที่มากกวานี้ควร
วิเคราะหแบบ full length ประมาณ 1500 bp หรืออาจใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลอ่ืนๆ มาชวยใน
การเทียบเคียงสายพันธุของเชื้อเชน DNA-DNA hybridization หรือการทํา fatty acid profile   จาก
การคัดเลือกจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวพบวามีทั้งที่เปน
แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงใหผลสอดคลองกับ Jirasripongpon (2002) ที่
คัดเลือกเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวพบวามี 5 ไอโซเลตที่มี
ประสิทธิภาพการยอยสลายมากกวารอยละ 20 ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมบวก 4 ไอโซเลต และ
แบคทีเรียแกรมลบ 1 ไอโซเลต  เมื่อจําแนกสายพันธุพบวาเปนเชื้อ Nocardia simplex, Gordona 
terrae, Rhodococcus sp. และ Pseudomonas mandelii   ขณะที่ Mandri และ Lin (2007) คัดเลือกเชื้อ
ที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตจากดินที่ปนเปอนน้ํามันในอาหารเลี้ยงเชื้อ Bushnell-
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Haas ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 10 เปนแหลงคารบอน  พบวาสามารถแยกเชื้อที่
มีประสิทธิภาพในการยอยสลายสูงสุด 3 สายพันธุ ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบคือ Acinetobacter 
calcoaceticum, Pseudomonas aeruginosa และ Flavobacterium sp. โดยมีประสิทธิภาพในการยอย
สลายรอยละ 84, 71 และ 60  ตามลําดับ หลังจากเลี้ยงเชื้อ 28 วัน   ซ่ึงตางจาก Mercadé และคณะ 
(1996) คัดเลือกเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจากดินที่
ปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอน  พบวาเชื้อจุลินทรียที่แยกไดรอยละ 65 เปนแบคทีเรียแกรม
ลบ เมื่อจําแนกสายพันธุพบวาเปน Pseudomonas, Serratia, Escherichai, Enterobacter, 
Citrobacter. Alcaligenes และ Acinetobacter   สวน Koma และคณะ (2001)  คัดเลือกเชื้อจุลินทรีย
ที่สามารถยอยสลาย n-paraffin ซึ่งเปนองคประกอบของน้ํามันหลอลื่นเครื่องยนตที่ใชแลว  โดย
เชื้อที่มีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือเชื้อ Acinetobacter ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบ  จะเห็น
ไดวาโอกาสในการพบแบคทีเ รียแกรมลบในที่ที่มีการปนเปอนน้ํามันหรือสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนในสิ่งแวดลอมสูงกวาแบคทีเรียแกรมบวก อาจจะเนื่องมาจากแบคทีเรียแกรมลบมี 
outer membrane ซ่ึงมีองคประกอบเปนสารในกลุมฟอสฟอลิปดซึ่งมีทั้งสวนที่ชอบน้ําและไมชอบ
น้ําจึงทําใหมีหนาที่เปนตัวอิมัลซิไฟเออรหรือสารลดแรงตึงผิวทําใหเชื้อสามารถใชสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนหรือสารที่มีความสามารถในการละลายน้ําต่ําไดดีขึ้น (Desai and Banat, 1997)  
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ตารางที่ 4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียที่แยกไดจากกลุมเชือ้ SC-9 : (a) เจริญบนอาหาร 
Nutrient agar, (b) เจริญบนอาหาร mineral salt medium agar ที่มีน้ํามันหลอล่ืน 

  เครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 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  ผลการเทียบเคียงสายพันธุของแบคทีเรียที่แยกไดจากกลุมเชื้อ 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  แผนภูมิตนไมของเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ 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. การทดสอบความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดิน 
 4.1 การวิเคราะหคุณสมบัติและองคประกอบทางเคมีของดิน 
    ในการทดลองครั้งนี้ไดนําดินที่ไมเคยมปีระวัติการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช 
แลวโดยเก็บตัวอยางมาจากดินในสวนตนไม  อําเภอรัตภูมิ  จังหวัดสงขลา  มาวิเคราะหลักษณะทาง
กายภาพและทางเคมีของดิน (ตารางที่ 6)   พบวาตัวอยางดินถูกจําแนกเปนดินชนิด sandy loam ซ่ึง
ประกอบดวยดินเหนียว (clay) รอยละ 19.04, ดินรวน (silt) รอยละ 24.05 และดินทราย (sand) รอย
ละ 56.92   จากลักษณะเนื้อสัมผัสของดินสามารถบงชี้ไดวาอากาศและน้ําสามารถแทรกซึมผานชั้น
ดินไดดีปานกลางซึ่งอาจเปนขอจํากัดในการเคลื่อนยายของสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยูในดิน (Márques-
Rocha et al., 2001)  เมื่อพิจารณาปริมาณคารบอน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสที่มีอยูในดินมี
อัตราสวนเร่ิมตนเทากับ 100:5:0.01 จะเห็นไดวาปริมาณไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในดินคอนขาง
ต่ําซึ่งไมเหมาะตอกิจกรรมของจุลินทรียในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน (Ayotamuno 
et  al., 2006)  นอกจากนี้คาพีเอชและความชื้นของดินขึ้นอยูกับองคประกอบและแรธาตุที่มีอยูใน
ดิน (Dibble and Bartha, 1979)   และเมื่อวิเคราะหองคประกอบของสารไฮโดรคารบอนในสวน 
aromatic hydrocarbon, resin และ asphaltene ของดินพบวามีสารประกอบไฮโดรคารบอนปนเปอน
อยูในดินที่นํามาทดลองปริมาณนอยมากซึ่งการวิเคราะหดวย TLC/FID ไมสามารถอินทิเกรตหา
พื้นที่ใตกราฟของโครมาโตแกรมออกมาได (ภาพที่ 6) 
 
ตารางที่ 6   ลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของตัวอยางดิน 
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 โครมาโตแกรมของสารประกอบไฮโดรคารบอนเริ่มตนในดนิที่ใชในการทดลอง 
Figure 6. TLC/FID chromatogram of initial hydrocarbon components in soil. 
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4.2 ผลของกลุมเชือ้ SC-9 ตอการยอยสลายน้าํมันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดิน 
  นําดินที่ไมมีประวัติการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมาเติมน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวความเขมขน 1 กรัมตอ 100 กรัมดิน  และเติมกลาเชื้อของกลุมเชื้อ SC-9 ใหมี
จํานวนเชื้อ 107 และ 104 CFU ตอกรัมดิน ดังแสดงในตารางที่ 7 

 
ตารางที่ 7 ชุดการทดลองผลของกลุมเชื้อ SC-9 ตอการยอยสลายน้าํมันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใช

แลวในดิน 
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 หลังจากการยอยสลาย 30 วัน พบวาทุกชุด
การทดลองมีจาํนวนเชื้อเปลี่ยนแปลงไมมากนัก  โดยชุดการทดลองที่ 1 และ 2 ที่ใชดินที่ผานการฆา
เชื้อและเติมจุลินทรียลงไป 107 และ 104 CFU/g มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นจาก 7.71 log CFU/g เปน 8.44 
log CFU/g และจาก 4.55 log CFU/g เปน 4.92 log CFU/g ตามลําดับ  ชุดการทดลองที่ 3 ที่ใชดินที่
ไมผานการฆาเชื้อและไมมกีารเติมจุลินทรียลงไป ในชวง 15 วันแรกจํานวนเชื้อ heterotrophic 
bacteria เพิ่มขึน้จาก 5.16 log CFU/g เปน 5.50 log CFU/g และลดลงเปน 4.86 log CFU/g ในวนัที่ 
30 ของการบม เชนเดยีวกับชดุการทดลองที ่4   สวนในชุดการทดลองที่ 5 ซ่ึงใชดินที่ผานการฆาเชื้อ
และไมมีการเติมกลุมเชื้อลงไปจํานวนเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงนอยมาก (ภาพที่ 7A)    



 

 

 
                                                                                                                                                               46

 

 จํานวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในชุดการทดลองที่ 
1  มีจํานวนเชื้อสูงสุด โดยชวง 15 วันแรกมีจํานวนลดลงจากเดิมประมาณ 1.5 log CFU/g  และ
หลังจากวันที่ 30 จํานวนเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเพิ่ม
จํานวนเปน 8.1 log CFU/g  เชนเดียวกับชุดการทดลองที่ 2 จํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นจาก 4.59 log CFU/g 
เปน 5.48 log CFU/g   สวนชุดการทดลองที่ 3 และ 4  ใชดินที่ไมมีการฆาเชื้อ จํานวนจุลินทรียที่
สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวลดลงอยางมากโดยเฉพาะในชุดการทดลองที่ 4 
จํานวนเชื้อลดลงจาก 5.53 log CFU/g เปน 4.20 log CFU/g (ภาพที่ 7B)  อาจจะเนื่องมาจากการ
แขงขันระหวางจุลินทรียประจําถ่ินกับกลาเชื้อที่เติมลงไปตองอาศัยเวลาในการปรับตัวใหเหมาะสม
ตอสภาวะแวดลอมสงผลใหการเพิ่มจํานวนเปนไปอยางชาๆ (Baker et  al, 1994)  สวนชุดการ
ทดลองที่ 5 จํานวนเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมีการ
เปลี่ยนแปลงนอยมาก    จากผลการศึกษาขางตนชี้ ให เห็นวาการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนตองอาศัยการทํางานรวมกันของเชื้อจุลินทรียหลายชนิด  และอัตราการยอยสลายจะ
มีแนวโนมสูงขึ้นถาในดินมีเชื้อที่สามารถยอยน้ํามันอยูในปริมาณที่สูง   ซ่ึงสอดคลองกับ Ghazali 
และคณะ (2004) ที่ศึกษาการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวโดยนําดินที่ปนเปอน
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวที่ผานการฆาเชื้อมาเติมกลุมเชื้อจุลินทรียเร่ิมตนรอยละ 10  ซ่ึง
ประกอบดวย Pseudomonas aeruginosa strain S4.1, strain S53, Bacillus sp. strain S3.2, strain 
113i, strain O63 และ Micrococcus sp. strain S  พบวาจํานวนจุลินทรียทั้งหมดเพิ่มขึ้นจาก 5.13×107 

CFU/g เปน 7.76×108 CFU/g  หลังจากบมเปนเวลา 15 วัน และลดจํานวนเปน 1.38×108 CFU/g 
หลังจากบม 30 วัน  สวน Vasudevan และ Rajaram (2001) ศึกษาการยอยสลาย sludge oil ที่
ปนเปอนในดินโดยเติมกลาเชื้อผสมของแบคทีเรีย  พบวาจํานวนจุลินทรียเพิ่มขึ้นจาก 1×107 CFU/g 
เปน 2×1010 CFU/g  หลังจากบมเปนเวลา 90 วัน และใหประสิทธิภาพในการยอยสลาย sludge oil  
รอยละ 40 
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ภาพที่ 7    ผลของการเติมกลุมเชื้อ SC-9 ตอจํานวนเชื้อจุลินทรียที่ 0, 15 และ 30 วัน ของการยอย

สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยการเติมน้ํามันหลอลื่นเครื่องยนตที่
ใชแลวรอยละ 1; (A) จํานวน heterotrophic bacteria, (B) จํานวนจุลินทรียที่สามารถ
ยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว 

   treatment 1 ดินฆาเชื้อ+ น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชือ้ SC-9 จํานวน 
     107 CFU/g 
   treatment 2 ดินฆาเชื้อ+ น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชือ้ SC-9 จํานวน 
     104 CFU/g 
   treatment 3 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตทีใ่ชแลว  
   treatment 4 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g 

A

B
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   treatment 5 ดินฆาเชื้อ+ น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว  
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   
 
 เมื่อพิจารณาความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวโดยวิเคราะห
ประสิทธิภาพการยอยสลายดวยวิธี weight loss  และวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวดวย TLC/FID   พบวาสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว           
3 ชนิดคือ aromatic hydrocarbon,  resin และ asphaltene ซ่ึงมี retention time คือ 0.212, 0.349 และ 
0.441 ตามลําดับ   ผลจากการทดลองพบวาชุดการทดลองที่ 2 ซ่ึงใชดินที่ผานการฆาเชื้อและเติม
เชื้อจุลินทรีย 104 CFU/g  ใหประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือรอยละ 43.79  และมีการลดลง
ของปริมาณสาร  aromatic hydrocarbon, resin และ asphaltene คิดเปนรอยละ 96.55, 97.94 และ 
53.37 ตามลําดับ   แตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับชุดการทดลองที่ 4  ที่ใชดินที่
ไมผานการฆาเชื้อและเติมเชื้อจุลินทรีย 104 CFU/g  ใหประสิทธิภาพการยอยสลายรอยละ 40.77  
และมีการลดลงของปริมาณสาร aromatic hydrocarbon, resin และ asphaltene คิดเปนรอยละ 93.13, 
100 และ 70.07 ตามลําดับ (ตารางที่ 8)   รูปแบบการลดลงของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวแสดงดังภาพที่ 7   สวนชุดการทดลองที่ 3 และ 5  ซ่ึงไมมีการเติมกลาเชื้อลงใน
ดินทั้งที่ผานการฆาเชื้อและไมมีการฆาเชื้อ  พบวามีประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวลดลงประมาณครึ่งหนึ่งของชุดที่มีการเติมกลุมเชื้อคือเหลือรอยละ 20.48 และ 
24.36 ตามลําดับ   ซ่ึงสอดคลองกับ Dave และคณะ (1994) ศึกษาการยอยสลาย slop oil ที่ปนเปอน
ในดินโดยนําดินที่ปนเปอน slop oil ผานการฆาเชื้อมาเติมกลาเชื้อผสมของจุลินทรีย 106 CFU/g  
เปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ใชดินไมผานการฆาเชื้อและเติมกลาเชื้อผสมของจุลินทรียใน
ปริมาณที่เทากัน  พบวาชุดการทดลองที่ใชดินที่ไมผานการฆาเชื้อและเติมกลาเชื้อจุลินทรียให
ประสิทธิภาพการยอยสลายรอยละ 71 ซ่ึงไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับชุดการ
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ทดลองที่ใชดินผานการฆาเชื้อและเติมกลาเชื้อจุลินทรียใหประสิทธิภาพการยอยสลายรอยละ 70 
หลังจากบม 30 วัน   จากการจําลองสภาวะการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินจะ
เห็นวาชุดการทดลองที่ 1, 2 และ 4 ที่มีการเติมกลาเชื้อจุลินทรียจะใหประสิทธิภาพการยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวสูงกวาชุดการทดลองที่ 3 และ 5 ซ่ึงไมมีการเติมกลาเชื้อจุลินทรีย  
ทั้งนี้เนื่องมาจากกลุมเชื้อ SC-9 ที่เติมลงไปนั้นแยกไดจากแหลงดินที่มีการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวมากอนและใชน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเปนแหลงคารบอน  ดังนั้นจุลิ
นทรียจึงสามารถใชน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเปนแหลงคารบอนเพื่อนําไปใชในการเพิ่ม
จํานวนเซลลจึงมีประสิทธิภาพในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวไดดีกวาจุลินทรีย
ประจําถ่ิน (microflora) ที่มีอยูในดินเริ่มตน   เมื่อเปรียบเทียบชุดการทดลองที่ 1 และ 2 ซ่ึงใชดินที่
ผานการฆาเชื้อและเติมกลาเชื้อจุลินทรียจํานวน 107 CFU/g และ 104 CFU/g  ตามลําดับ   พบวาชุด
การทดลองที่ 2 จํานวนเชื้อมีประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวสูงกวา
ชุดการทดลองที่ 1 อาจจะเนื่องมาจากการเติมกลุมเชื้อจุลินทรีย SC-9 ที่มีประสิทธิภาพการยอย
สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจะสงผลใหอัตราการยอยสลายเปนไปอยางรวดเร็ว  โดย
สารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีอยูในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจะถูกเปลี่ยนใหอยูในรูป
สาร intermediate อ่ืนๆ ที่จุลินทรียสามารถนําไปใชไดหรืออาจรวมตัวกับ humic substance ในดิน 
(Vacca et al., 2005) เปนสารเชิงซอนซึ่งยากตอการยอยสลายและอาจจะเปนพิษตอตัวเซลล   ดังนั้น
การเติมกลาเชื้อในปริมาณที่สูงจะมีอัตราการยอยสลายเกิดขึ้นเร็วจริงแตการสะสมของสารเชิงซอน
ที่ยอยสลายยากก็เพิ่มสูงขึ้นเชนกันเปนผลใหประสิทธิภาพการยอยสลายลดลง 
 เมื่อพิจารณาคาพีเอชและคาความชื้นในทุกชุดการทดลองมีแนวโนมลดลง (ตารางที่ 9) 
โดยการลดลงของคาพีเอชอาจจะเนื่องมาจากการเจริญของจุลินทรียและกิจกรรมการยอยสลายที่
เกิดขึ้นโดยเมื่อจุลินทรียมีการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนจะมีการปลอยประจุของ
โปรตอนออกมา (Yu et  al., 2005) จึงทําใหพีเอชลดลง   สวนความชื้นที่ลดลงหลังสิ้นสุดการ
ทดลองเกิดจากการระเหยของน้ําเนื่องจากไมใชการทดลองแบบระบบปด  จากผลการทดลอง
ขางตนชี้ใหเห็นวาชุดการทดลองที่เหมาะสมตอการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวใน
ดินคือ ชุดการทดลองที่ 2 และ 4 โดยใหประสิทธิภาพมากกวารอยละ 40  เพื่อความเหมาะสมตอ
สภาพการใชงานจริงในสิ่งแวดลอมดังนั้นการทดลองตอไปจึงเลือกใชชุดการทดลองที่ 4 คือใชดิน
ไมผานการฆาเชื้อและเติมกลาเชื้อจุลินทรีย 104 CFU/g  เพื่อใชทดลองในขั้นตอไป 
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ตารางที่ 8 ผลของกลุมเชื้อ SC-9 ตอการยอยสลายน้าํมันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินในวันที่ 
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 

* คาเฉลี่ยที่มีอักษรตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) 
* Different letters in the same column indicate significant differences (p<0.01). 
 
 
ตารางที่ 9  คาพีเอชและความชื้นที่ 30 วันของการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวใน
 ดินโดยกลุมเชื้อ 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 โครมาโตแกรมของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวของชุด
 การทดลองที่ 4 (ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ 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 ผลของความชื้นตอการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดินโดยกลุม 
  เชื้อ SC-9 
  นําดินที่ไมมีประวัติการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมาเติมน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวความเขมขน 1 กรัมตอ 100 กรัมดิน  และเติมกลาเชื้อของกลุมเชื้อ SC-9 ใหมี
จํานวนเชื้อ 104 CFU ตอกรัมดิน ทําการปรับระดับความชื้นของดินเปนรอยละ 17, 27 และไมปรับ
ความชื้น (ดินมีความชื้นรอยละ 3.85) ดังแสดงในตารางที่ 10 

 
ตารางที่ 10  ชุดการทดลองผลของความชื้นตอการยอยสลายน้าํมันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวใน   
                   ดินโดยกลุมเชือ้ 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  พบวาจํานวนเชื้อมีแนวโนมเพิ่มขึ้นในทุก
ชุดการทดลอง  โดยชุดการทดลองที่ 2 และ 3  ซ่ึงมีการปรับใหดินมีระดับความชื้นเปนรอยละ 17 
และ 27  มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นจาก 5.69 log CFU/g เปน 6.71 log CFU/g และจาก 5.91 log CFU/g 
เปน 7.12 log CFU/g ตามลําดับ  หลังจากบมเปนเวลา 30 วัน  ขณะที่ชุดการทดลองที่ 1 ซ่ึงดินมี
ความชื้นเริ่มตนรอยละ 3 และไมมีการปรับระดับความชื้นพบวาจํานวนเชื้อ heterotrophic bacteria 
มีการเปลี่ยนแปลงไมมากนัก (ภาพที่ 9A)    
 จํานวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในทุกชุดการทดลอง
พบวาเพิ่มขึ้นใน 15 วันแรกและลดลงหลังจากบม 30 วัน  โดยชุดการทดลองที่ 2 ซ่ึงปรับใหดินมี
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ความชื้นรอยละ 17  มีจํานวนเพิ่มขึ้นสูงสุดโดยเพิ่มจาก 4.15 log CFU/g เปน 5.34 log CFU/g 
หลังจากบม 15 วัน และลดจํานวนเปน 4.74 log CFU/g  เมื่อส้ินสุดการทดลอง   ขณะที่ชุดการ
ทดลองที่ 3  ซ่ึงปรับใหดินมีความชื้นเปนรอยละ 27 มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นจาก 4.22 log CFU/g เปน 
4.74 log CFU/g หลังจากบม 15 วัน และลดจํานวนลงเล็กนอยเมื่อครบ 30 วันของการบม  
เชนเดียวกับชุดการทดลองที่ 1 ซ่ึงมีความชื้นเริ่มตนประมาณรอยละ 3 มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นนอยที่สุด
คือ จาก 3.99 CFU/g เปน 4.07 CFU/g หลังจากบม 15 วัน และลดจํานวนลงเปน 4.03 CFU/g ที่ 30 
วันของการบม (ภาพที่ 9B)   จากการทดลองจะเห็นไดวาการเพิ่มจํานวนของเชื้อ heterotrophic 
bacteria และ          จุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจะเปนไปอยาง
รวดเร็วในชุดการทดลองที่ปรับระดับความชื้นเนื่องจากความชื้นในดินจะทําหนาที่เปนตัวสงผาน
สารอาหาร  ออกซิเจนและสาร intermediate (Baker and Diane, 1994)  จึงทําใหจุลินทรียสามารถนํา
สารเหลานั้นไปใชในกระบวนการเพิ่มจํานวนเซลลไดงายและรวดเร็วมากยิ่งขึ้น  อยางไรก็ตามถา
ความชื้นในดินสูงเกินไปจะทําใหประสิทธิภาพในการยอยสลายลดลงเนื่องจากชองวางในอนุภาค
ดินจะถูกแทนที่ดวยน้ําทําใหเกิดสภาพไรอากาศซึ่งโดยทั่วไปการยอยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนในสภาพมีอากาศจะเกิดขึ้นไดรวดเร็วกวาในสภาพไมมีอากาศ (Borresen and Rike, 
2007) 
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ภาพที่ 9    ผลของความชื้นตอจํานวนเชื้อจุลินทรียที่ 0, 15 และ 30 วัน ของการยอยสลายน้ํามัน 

หลอลื่นเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยการเติมน้ํามันหลอลื่นเครื่องยนตที่ใชแลว
รอยละ 1; (A) จํานวน heterotrophic bacteria, (B) ปริมาณจุลินทรียที่สามารถยอย
สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว 

   treatment 1 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g  ไมปรับความชื้น 
   treatment 2 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดนิเปนรอยละ 17 
   treatment 3 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดนิเปนรอยละ 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%  
  
 เมื่อพิจารณาความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตใชแลวโดยวิเคราะห
ประสิทธิภาพการยอยสลายดวยวิธี weight loss และวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวดวย TLC/FID   พบวาสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวคือ 
aromatic hydrocarbon และ asphaltene ซ่ึงมี retention time คือ 0.182 และ 0.431 ตามลําดับ (ภาพที่ 
10A)  ซ่ึงผลจากการทดลองพบวาชุดการทดลองที่ 2 ปรับระดับความชื้นของดินเปนรอยละ 17 ให
ประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือรอยละ 43.20  และมีการลดลงของปริมาณสาร aromatic 
hydrocarbon และ asphaltene คิดเปนรอยละ 43.13 และ 70.07 ตามลําดับ  การลดลงของ
สารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวแสดงดังภาพที่ 10   ขณะที่ชุดการทดลองที่ 3 ซ่ึง
ปรับระดับความชื้นของดินเปนรอยละ 27 ใหประสิทธิภาพการยอยสลายต่ําสุดคือรอยละ 22.40  
และมีการลดลงของปริมาณสาร aromatic hydrocarbon คิดเปนรอยละ 53.55 และ asphaltene ลดลง
รอยละ 100   สวนชุดการทดลองที่ 1 ซ่ึงไมปรับความชื้นและมีความชื้นเริ่มตนของดินรอยละ 3 
พบวามีประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 37.10 และมีการลดลง
ของสารประกอบ aromatic hydrocarbon และ asphaltene คิดเปนรอยละ 41.31 และ 67.54  
ตามลําดับ  หลังจากบม 30 วัน (ตารางที่ 11) 
 เมื่อพิจารณาคาพีเอชและคาความชื้นในทุกชุดการทดลองมีแนวโนมลดลง (ตารางที่ 12) 
จากผลการทดลองขางตนชี้ใหเห็นวาชุดการทดลองที่เหมาะสมตอการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวในดินคือ ชุดการทดลองที่ 2 ใชดินไมผานการฆาเชื้อและเติมกลาเชื้อจุลินทรีย 
104 CFU/g  ปรับระดับความชื้นในดินเปนรอยละ 17 เพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป  
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ตารางที่ 11 ผลของความชื้นตอการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยกลุมเชือ้ 
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 

* คาเฉลี่ยที่มีอักษรตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
* Different letters in the same column indicate significant differences (p<0.05). 
 
 
ตารางที่ 12   คาพีเอชและความชื้นที่ 30 วันของการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวใน
  ดินโดยกลุมเชื้อ 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 โครมาโตแกรมของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวของชุด
 การทดลองที่ 2 (ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
 จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดนิเปนรอยละ 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

B

A
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4.3 ผลของอัตราสวนระหวางคารบอน  ไนโตรเจน  และฟอสฟอรัสตอการยอยสลายน้ํามนั 
หลอล่ืนเครื่องยนตท่ีใชแลวในดินโดยกลุมเชื้อ SC-9 
 นําดินที่ไมมีประวัติการปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวมาเติมน้ํามันหลอล่ืน

เครื่องยนตที่ใชแลว  และเติมกลาเชื้อของกลุมเชื้อ SC-9 ใหมีจํานวนเชื้อ 104 CFU/g  ปรับระดับ
ความชื้นของดินเปนรอยละ 17 และทําการปรับอัตราสวนระหวางคารบอน ไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัส (C:N:P) ใหมีอัตราสวนดังแสดงในตารางที่ 13 

 
ตารางที่ 13 ชุดการทดลองผลของอัตราสวนระหวางคารบอน: ไนโตรเจน: ฟอสฟอรัสตอการยอย

สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยกลุมเชื้อ 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 ในชุดการทดลองที่ปรับอัตราสวน C:N:P 
ทุกชุดการทดลองมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นหลังจากบมครบ 30 วัน (ภาพที่ 11A)   ชุดการทดลองที่ 1 ที่
มีการปรับอัตราสวนของ C:N:P เปน 100:10:1 มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นสูงสุดโดยเพิ่มจาก 5.21 log 
CFU/g เปน 7.78 log CFU/g หลังจากบมเปนเวลา 15 วัน  และเพิ่มจํานวนเปน 7.86 log CFU/g ที่ 30 
วันของการบม   ขณะที่ชุดการทดลองที่ 5 ซ่ึงไมปรับอัตราสวนของ C:N:P และมีอัตราสวนของ 
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C:N:P เร่ิมตนคือ 100:4:0.0065 มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นนอยที่สุดจาก 5.26 log CFU/g เปน 5.79 log 
CFU/g หลังจากบมเปนเวลา 15 วัน  และเพิม่จํานวนเปน 5.84 log CFU/g ที่ 30 วันของการบม  

เมื่อพิจารณาจาํนวนจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว  พบวา
ชุดการทดลองที่ 2 ซ่ึงปรับอัตราสวน C:N:P เปน 100:20:1 มีจํานวนเชื้อเพิ่มขึ้นสูงสุดโดยเพิ่มจาก 
4.14 log CFU/g เปน 4.69 log CFU/g หลังจากบมเปนเวลา 15 วัน  และเพิ่มจํานวนเปน 5.48 log 
CFU/g ที่ 30 วันของการบม   ขณะที่ชุดการทดลองอื่นๆ มีการเปลี่ยนแปลงของจํานวนเชื้อไมมาก
นัก (ภาพที่ 11B)   จากการทดลองจะเหน็ไดวาการเพิม่จํานวนเชื้อ heterotrophic bacteria และ
เชื้อจุลินทรียทีส่ามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวจะเปนไปอยางรวดเร็วในชุดการ 
ทดลองที่ปรับอัตราสวน C:N:P   โดย Atlas และ Bartha (1972) ไดเสนอวาการเตมิสารอาหารคือ
ไนโตรเจน หรือฟอสฟอรัสหรือทั้ง 2 อยางลงในดินที่ปนเปอนน้ํามนั  จะชวยสงเสรมิกิจกรรมการ
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนซึ่งจุลินทรียจะนําสารอาหารเหลานี้ไปใชสรางองคประกอบ
ของเซลลในการเพิ่มจํานวน  ดังนั้นเมื่อมีการปรับสารอาหารไนโตรเจนหรือฟอสฟอรัสในดิน
เพิ่มขึ้นจะชวยสงเสริมใหจํานวนจุลินทรียเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว  ซ่ึงการเพิ่มจํานวนของเชื้อจุลินทรีย
สามารถบงชี้ความเปนไปไดของการยอยสลาย (Song and Bartha, 1990)   สอดคลองกับ Thomas 
และคณะ (1992) ซ่ึงเสนอวาอัตราสวน C:N:P ที่เหมาะสมตอการเจริญและกิจกรรมการยอยสลาย
คือ 120:10:1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
                                                                                                                                                               60

 

 

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

1 2 3 4 5

treatments

lo
g 

C
FU

/g

 

 

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

1 2 3 4 5

treatments

lo
g 

C
FU

/g

 
 

=  0 day                        = 15 day                        =  30 day 
 
ภาพที่ 11    ผลของอัตราสวนระหวาง C:N:P ตอจํานวนเชื้อจุลินทรียที่ 0, 15 และ 30 วัน ของการ

ยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยการเติมน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนต
ที่ใชแลวรอยละ 1; (A) จํานวน heterotrophic bacteria, (B) จํานวนจุลินทรียที่สามารถ
ยอยสลายน้ํามนัหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว 

   treatment 1 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17 + ปรับอัตรา   
     สวน C:N:P เปน 100:10:1 
   treatment 2 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17 + ปรับอัตรา   
     สวน C:N:P เปน 100:20:1 
 

A

B
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   treatment 3 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17  + ปรับอัตรา   
     สวน C:N:P เปน 100:10:5 
   treatment 4 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17 + ปรับอัตรา     
                  สวน C:N:P เปน 300:10:1 
   treatment 5 ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
     จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17 + ไมปรับ 
     อัตราสวน 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%  
 
 เมื่อพิจารณาความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวโดยวิเคราะห
ประสิทธิภาพการยอยสลายดวยวิธี weight loss และวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืน
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เครื่องยนตที่ใชแลวดวย TLC/FID   พบวาสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว คือ 
aromatic hydrocarbon และ asphaltene  ผลจากการทดลองพบวาชุดการทดลองที่ปรับอัตราสวน
ของ C:N:P ใหประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวสูงกวาชุดการทดลองที่ 
5 ซ่ึงไมมีการปรับอัตราสวนของ C:N:P  โดยชุดการทดลองที่ 4 ซ่ึงปรับอัตราสวนของ C:N:P เปน 
300:10:1 ใหประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือรอยละ 98.02 (ตารางที่ 14) และมีการลดลงของ
ปริมาณสาร aromatic hydrocarbon และ asphaltene คิดเปนรอยละ 66.61 และ 69.99 ตามลําดับ 
(ตารางที่ 14) รูปแบบการลดลงของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวแสดงดังภาพ
ที่ 10  ซ่ึงผลการทดลองที่ไดสอดคลองกับการทดลองของ Ibekwe และคณะ (2006) ที่ศึกษาผลของ
สารอาหารตอการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนในดินที่ปนเปอนน้ํามันดิบโดยเติมมูลสัตว
ปริมาณ 30, 60 และ 90 กรัม ในดินที่ปนเปอนน้ํามันดิบ 100 กรัม  พบวาการเติมมูลสัตวปริมาณ 90 
กรัม จะใหประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือรอยละ 49.47  นอกจากนี้พบวาชุดการทดลองที่เติม
มูลสัตวเพื่อเพิ่มสารอาหารใหจุลินทรียที่มีอยูในดินมีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงกวาชุดการ
ทดลองที่ไมเติมมูลสัตวประมาณรอยละ 20   จากการศึกษาดังกลาวแสดงใหเห็นวาการเติม
สารอาหารจะสงเสริมอัตราการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน โดยจุลินทรียสามารถใช
สารอาหารในรูปอนินทรียสารไดงายกวาอินทรียสาร (Henry et al., 1991; Mark and Jeffrey, 1991)  
Gallego และคณะ (2001) เสนอวาการใชสารอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในรูปของอนินทรีย
สารสามารถเพิ่มการยอยสลายไดถึงรอยละ 90   ในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนโดย
เชื้อจุลินทรีย พบวาเชื้อจุลินทรียตองการสารอาหารคารบอนและไนโตรเจนกับฟอสฟอรัสอีก
เล็กนอยเพื่อใชสรางองคประกอบเซลลในการเพิ่มจํานวน  กรณีดินที่มีการปนเปอนสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนในปริมาณที่สูงจะเกิดความไมสมดุลระหวางอัตราสวน C:N:P ขึ้น  ซ่ึงการปรับ
อัตราสวน C:N:P ในดินใหเหมาะสมจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลาย (Ayotamuno et al., 
2006)  จากการทดลองแมจะมีการเพิ่มอัตราสวนของคารบอนเพิ่มขึ้น 3 เทาแตประสิทธิภาพในการ
ยอยสลายก็ไมมีความแตกตางทางสถิติ (p>0.05)   ดังนั้นจะเห็นไดวาชุดการทดลองที่ปรับ
อัตราสวน C:N:P จะมีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงกวาชุดการทดลองที่ไมมีการปรับอัตราสวน 
C:N:P ทั้งนี้เนื่องมาจากเชื้อจุลินทรียสามารถนําสารอาหารคารบอนไปใชสรางองคประกอบของ
เซลลในการเพิ่มจํานวนทําใหสารประกอบไฮโดรคารบอนที่เปนองคประกอบในน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลวมีปริมาณลดลงไดดีขึ้น  
 เมื่อพิจารณาคาพีเอชในวันแรกของการทดลอง  พบวาคาพีเอชของแตละชุดการทดลองมีคา
แตกตางกัน  โดยชุดการทดลองที่ 1 และ 4 ปรับอัตราสวน C:N:P เปน 100:10:1 และ 300:10:1  ชุด
การทดลองที่ 5 ที่ไมปรับอัตราสวน C:N:P มีคาพีเอชเริ่มตนอยูในชวง 5.15-5.60 ขณะที่ชุดการ
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ทดลองที่ 3 ปรับอัตราสวน C:N:P เปน 100:10:5 มีคาพีเอชเริ่มตน 6.77  สวนชุดการทดลองที่ 2 
ปรับอัตราสวน C:N:P เปน 100:20:1 มีคาพีเอชเริ่มตน 7.92 (ตารางที่ 15)  ผลจากการทดลองจะเห็น
ไดวาชุดการทดลองที่มีไนโตรเจนหรือฟอสฟอรัสในอัตราสวนที่สูงจะสงผลใหคาพีเอชสูงขึ้น
เนื่องจากสารอาหารไนโตรเจนที่เติมลงไปอยูในรูปของยูเรีย (CO(NH2)2) จะทําปฏิกิริยากับน้ําที่
แทรกอยูในอนุภาคดิน  โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นนี้เรียกวาปฏิกิริยายูเรียไฮโดรไลซีส จะเปลี่ยนยูเรียไป
เปนแอมโมเนียและละลายอยูในดินสงผลใหดินมีพีเอชเพิ่มสูงขึ้น  เชนเดียวกับสารอาหาร
ฟอสฟอรัสที่อยูในรูปของสารเชิงซอนแคลเซียม-ฟอสเฟต (Ca(H2PO4)2) ซ่ึงมีหินปูนเปน
องคประกอบเมื่อหินปูนทําปฏิกิริยากับน้ําในอนุภาคดินจะใหคารบอเนตออกมาสงผลใหคาพีเอช
ของดินเพิ่มสูงขึ้น (ชอบ  คณะฤกษ และสายทิพย  ปฐมรัตน, 2530)   เมื่อส้ินสุดการทดลองพบวาคา
พีเอชลดลงทุกชุดการทดลองและพบวาคาความชื้นมีแนวโนมลดลงในทุกชุดการทดลองเชนกัน 
(ตารางที่ 15)   
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ตารางที่ 14 ผลของอัตราสวนระหวางคารบอน : ไนโตรเจน : ฟอสฟอรัส ตอการยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินโดยกลุมเชื้อ 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 

* คาเฉลี่ยที่มีอักษรตางกันในแตละสดมภมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
* Different letters in the same column indicate significant differences (p<0.05). 
 
 
ตารางที่ 15   คาพีเอชและความชื้นที่ 30 วันของการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวใน
  ดินโดยกลุมเชื้อ 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 โครมาโตแกรมของสารประกอบในน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวของชุด
การทดลองที่ 4 (ดินไมฆาเชื้อ + น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว + กลุมเชื้อ SC-9 
จํานวน 104 CFU/g + ปรับความชื้นของดินเปนรอยละ 17 + ปรับอัตราสวน C:N:P เปน 
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 
 

จากการคัดเลือกกลุมเชื้อจุลินทรียที่สามารถยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลว
จากดินที่ปนเปอนน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวบริเวณอูซอมรถและปมน้ํามันในเขตจังหวัด
นครศรีธรรมราช  สุราษฏรธานีและสงขลาโดยวิธี enrichment culture ในอาหาร mineral salt 
medium (พีเอช 7.0) ที่มีน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวรอยละ 1 เปนแหลงคารบอน โดยเล้ียงเชือ้
ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) และเขยาดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  พบวากลุม
เชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดคือ SC-9 มีประสิทธิภาพการยอยสลายรอยละ 40   
เมื่อนํากลุมเชื้อ SC-9 มาศึกษาปริมาณสูงสุดของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวที่เชื้อจุลินทรีย
สามารถยอยสลายได  พบวาความเขมขนของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวเทากับรอยละ 1 มี
ประสิทธิภาพการยอยสลายสูงสุดเทากับรอยละ 40.46 

เมื่อนํากลุมเชื้อจุลินทรีย SC-9 มาแยกบนอาหารแข็งสามารถแยกได 4 ไอโซเลต คือ SC9-1, 
SC9-2, SC9-3 และ SC9-4  เมื่อจัดจําแนกตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา  พบวาไอโซเลต SC9-1 
และ SC9-3  ติดสีแกรมบวก  มีรูปรางแบบแทง   สวนไอโซเลต SC9-2 และ SC9-4  ติดสีแกรมลบ  
มีรูปรางกลมและรูปรางแบบแทง ตามลําดับ   เมื่อศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมโดยการวิเคราะห
ลําดับเบสในบริเวณ 16S rDNA  พบวาไอโซเลต SC9-1 คือเชื้อ Chryseobacterium sp.  ไอโซเลต 
SC9-2 คือเชื้อ Sphingobacterium multivorum  ไอโซเลต SC9-3 คือเชื้อ Bacillus cereus  และ       
ไอโซเลต SC9-4  คือเชื้อ  Agrobacterium tumefaciens  

การศึกษาความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดินได
เลือกใชดินที่ไมมีประวัติการปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนมาจําลองสภาวะการปนเปอน
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดิน  จากการศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนของดินสามารถจําแนก
ชนิดของดินเปน sandy loam มีคาพีเอช 5.03  ความชื้นในดินเทากับรอยละ 3.85  อัตราสวน
คารบอน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสเทากับ 100:5:0.01 

จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวในดิน
โดยกลุมเชื้อ SC-9  พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอการยอยสลายดินที่ปนเปอนน้ํามันหลอล่ืน
เครื่องยนตที่ใชแลว  คือเติมกลาเชื้อจุลินทรียผสมใหมีจํานวนเชื้อประมาณ 104 CFU/g  ปรับระดับ
ความชื้นในดินเทากับรอยละ 17  เติมสารอาหารไนโตรเจนและฟอสฟอรัสโดยใหมีอัตราสวนของ
คารบอน ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส (C:N:P) เทากับ 300:10:1 มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย
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เทากับรอยละ 98  และปริมาณสาร aromatic hydrocarbon และ asphaltene ลดลงรอยละ 64 และ 70 
ตามลําดับ 
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ขอเสนอแนะ 
 
 1. กลุมเชื้อ SC-9 มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวไดดี
ซ่ึงสามารถแยกเชื้อเดี่ยวๆ ออกมาได 4 ไอโซเลต  หากมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับกิจกรรมและวิถี
การยอยสลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวที่เกิดขึ้นโดยเชื้อแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลต วาแตละ
ไอโซเลตทําหนาที่อยางไร ในขั้นตอนไหน ซึ่งจะเปนประโยชนตอการนําไปใชในการยอย
สลายน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวหรือสารประกอบไฮโดรคารบอนอื่นๆ ที่ปนเปอนใน
ส่ิงแวดลอมในอนาคต 
 2. ไอโซเลต SC9-3 ที่แยกไดจากกลุมเชื้อ SC-9 มีความใกลเคียงกับเชื้อ Bacillus cereus 
ซ่ึงเปนเชื้อแบคทีเรียกอโรค  หากมีการแพรกระจายหรือมีการปนเปอนของเชื้อลงสูผลิตภัณฑ
อาหารจะเปนสาเหตุใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ  ดังนั้นการนํากลุมเชื้อ SC-9 ไปใชในการยอยสลาย
น้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวที่ปนเปอนในสภาพแวดลอมจริง  ควรเลือกใชในรูปแบบของกลา
เชื้อผสมที่เตรียมขึ้นเองจากเชื้อไอโซเลตอื่นๆ ที่ไดจากการแยก 
 3. การหาองคประกอบของน้ํามันหลอล่ืนเครื่องยนตที่ใชแลวดวย TLC/FID เปนเพียงการ
หาองคประกอบอยางคราวๆ ไมสามารถระบุชนิดของสารอยางละเอียดได  ดังนั้นในการวิเคราะห
องคประกอบอยางละเอียดจําเปนตองใชวิธีหรือเครื่องมือขั้นสูงเชน 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 
นําสวนประกอบทั้งหมดมาละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคา     

พีเอชเปน 7.0  ถาเปนอาหารแข็งเติมผงวุนลงไป 15 กรัม จากนั้นนําไปฆาเชื้อในหมอนึ่งความดนัที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนระยะเวลา 15 นาท ี

 
2. Nutrient broth  

 Beef extract   3.0 กรัม 
Peptone    0.5 กรัม  
นําสวนประกอบทั้งหมดมาละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั้น

นําไปฆาเชื้อในหมอนึ่งความดันที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
ระยะเวลา 15 นาที 

 
3. Nutrient agar 

 Beef extract   3.0 กรัม 
 Peptone    0.5 กรัม  
 Agar    15.0 กรัม 

นําสวนประกอบทั้งหมดมาละลายในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั้น
นําไปฆาเชื้อในหมอนึ่งความดันที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
ระยะเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

1. วัดความเปนกรด-ดาง (ดัดแปลงจาก Rayment and Higginson, 1992) 
วิธีการ 

1. ช่ังดิน 10 กรัม ใสใน centrifuge tube ขนาด 125 มิลลิลิตร 
2. เติมน้ํา deionized 50 มิลลิลิตร เขยา 30 นาที วางทิ้งไวใหดินตกตะกอนประมาณ  
 5 นาที  
3. วัดคาพีเอชของสารละลายดิน ดวยเครื่องพเีอชมิเตอร 
 

2. การวิเคราะหหาปริมาณความชื้น ดดัแปลงจากวิธีการของ AOAC. (2000) 
 1. นําภาชนะอลูมิเนียมพรอมฝาไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
  30 นาที  ทําใหเยน็ในเดซิเคเตอร ช่ังน้ําหนักของภาชนะพรอมฝา 
 2. ช่ังตัวอยางปรมิาณ 10  กรัม ใสในภาชนะที่ช่ังน้ําหนกัแลว (W1) 

 3. นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 
 4. นําออกจากตูอบ  และใสในเดซิเคเตอรจนเย็น ช่ังน้ําหนัก (W2) 
 5. คํานวณหารอยละของความชื้นโดยใชสูตร  

 
รอยละของความชื้น =  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(W1 – W2) × 100 
W1 
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ภาคผนวก ค 
 

ผลการทดลอง 
 

ผลการเทียบเคียงเชื้อแบคทีเรียในระดับสปชีส โดยการทํา 16S rDNA sequencing 
 

1. ผลการเทียบเคียงเชื้อแบคทีเรียในระดับสปชีสของเชื้อไอโซเลต SC9-1 
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2. ผลการเทียบเคียงเชื้อแบคทีเรียในระดับสปชีสของเชื้อไอโซเลต SC9-2 
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3. ผลการเทียบเคียงเชื้อแบคทีเรียในระดับสปชีสของเชื้อไอโซเลต SC9-3 
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4. ผลการเทียบเคียงเชื้อแบคทีเรียในระดับสปชีสของเชื้อไอโซเลต SC9-4 
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