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The contamination of soil with used engine lubricants adversely affects both 
living organisms and the environment. One of the widely adopted approaches for 
treating such contaminated sites is bioremediation using microorganisms. This study 
aimed to isolate microorganisms capable of degrading lubricating oil from soil collected 
from three different automobile repair shops. The isolation process, using the spread 
plate method on Nutrient Agar, resulted in a total of eight microbial isolates. Based on 
nucleotide sequence analysis of the 16S rRNA and 18S rRNA genes, the isolates were 
classified into six genera: Achromobacter (1 isolate), Brucella (1 isolate), Candida (1 
isolate), Kalmanozyma (1 isolate), Microbacterium (3 isolates), and Tsukamurella (1 
isolate). Lipase enzyme production was assessed using Tween-80 agar, revealing that 
five out of the eight isolates (62.5%) exhibited lipase activity. Among them, 
Kalmanozyma sp. KS5-2 demonstrated the highest enzyme production, rated at +++. 
The oil degradation efficiency of the isolates was further evaluated using the weight 
loss method. Kalmanozyma sp. KS5-2 exhibited the highest degradation efficiency, 
achieving a 63.50% reduction of used engine lubricant within three days at an oil 
concentration of 1%. These findings highlight the potential application of 
Kalmanozyma sp. KS5-2 in bioremediation and provide a foundation for future 
research. 
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บทที่ 1  

บทน า 
 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

น ้ามันหล่อลื่นหรือน ้ามันเครื่องเป็นสิ่งที่จ้าเป็นที่ถูกใช้ไปเป็นจ้านวนมากทั งในด้านการคมนาคม

อุตสาหกรรม เกษตรกรรม ประมง และการท่องเที่ยว ท้าให้เกิดน ้ามันหล่อลื่นที่ใช้แล้วเหลือทิ งเป็น

จ้านวนมาก ซึ่งอาจท้าให้มีการปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นในสิ่งแวดล้อมขึ นได้ โดยสาเหตุหลักที่ส่งผลให้

เกิดการปนเปื้อนของน ้ามันหล่อลื่นที่ใช้แล้วในสิ่งแวดล้อม เกิดจากการก้าจัดที่ไม่ถูกวิธี เช่น การเททิ ง

ลงสู่ดินหรือท่อระบายน ้าโดยตรง การขุดหลุมฝัง การเผา นอกจากนี การปนเปื้อนของน ้ามันหล่อลื่น

เครื่องยนต์ที่ใช้แล้วอาจเกิดจากภาชนะเก็บสะสมที่ไม่ได้มาตรฐาน การหกสะสมของน ้ามันในระหว่าง

การใช้งาน การรวบรวมเพ่ือขนส่ง การจัดเก็บและท้าลายซึ่งอาจเกิดขึ นภายในบริเวณโรงงาน

อุตสาหกรรม สถานีบริการปั๊มน ้ามัน หรืออู่ซ่อมรถ (Kurnia et al., 2018) ดังนั นควรเก็บรวบรวมใน

ถังเก็บที่มิดชิดและปลอดภัยจากเชื อเพลิง เพ่ือรอการน้าไปก้าจัดหรือใช้ประโยชน์ใหม่ นอกจากนี  

ควรน้าไปก้าจัดอย่างถูกวิธี เช่น จัดส่งให้หน่วยงานที่ขนส่งวัสดุที่ไม่ใช้แล้วจากโรงงานอุตสาหกรรมที่

ได้รับการรับรองจากกรมโรงงานอุตสาหกรรมเพ่ือก้าจัดต่อไป  

การปนเปื้อนของน ้ามันหล่อลื่นเป็นปัญหาส้าคัญที่ก่อให้เกิดผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตและ

สิ่งแวดล้อม โดยน ้ามันหล่อลื่นส่วนใหญ่แล้วประกอบด้วยสารประกอบไฮโดรคาร์บอนชนิดอ่ิมตัว    

สายยาว (C16-C36) มากกว่า 75 เปอร์ เซ็นต์  และสารเ พ่ิมคุณภาพ 10 -20 เปอร์ เซ็นต์   

(Ibrahim, 2016) ซึ่งเมื่อสารประกอบไฮโดรคาร์บอนเหล่านี ปนเปื้อนลงสู่สิ่งแวดล้อมจะเกิดการ

รวมตัวหรือเกาะติดกับสารอินทรีย์ต่างๆ ส่งผลให้เกิดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อมและมีการย่อยสลายที่    

ยากขึ น (Mercade et al., 1996) นอกจากนี องค์ประกอบของสารเพ่ิมคุณภาพในน ้ามันหล่อลื่นยัง

ประกอบด้วยสารอนินทรีย์ เช่น ไนโตรเจน และโลหะต่างๆ ซึ่งเมื่อเกิดการเผาไม้ของเครื่องยนต์ท้าให้

พบสารปนเปื้อนโลหะหนักบางชนิด เช่น ตะกั่ว (Pb), แบเรียม (Ba), สังกะสี (Zn), แมกนีเซียม (Mg) 

และอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Aromatic hydrocarbons, PAHs) ซึ่งสารเหล่านี เป็นสารที่ก่อให้เกิด

โรคมะเร็งและก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตสูงมาก (Parikh et al., 2018) นอกจากนี เมื่อสัมผัส

กับน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วปริมาณความเข้มข้นต่้าหรือสูงเป็นระยะเวลาที่นาน อาจท้าให้

เกิดอันตรายต่อระบบประสาท ตับ ไต และไขกระดูก รวมทั งอาจไปขัดขวางต่อประสิทธิภาพ 
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การท้างานของเอนไซม์ภายในร่างกายของสิ่งมีชีวิตได้ (Uranai et al., 2005) ดังนั นจึงต้องมีการ

บ้าบัดน ้ามันหล่อลื่นที่ใช้แล้วที่ปนเปื้อนในดินเพ่ือลดผลกระทบที่ก่อให้เกิดอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม พืช 

สัตว์และมนุษย์ (Rank & Lawrence, 2013) 

การบ้าบัดน ้ามันหล่อลื่นที่ปนเปื้อนในดินสามารถท้าได้หลายวิธี ได้แก่ วิธีทางกายภาพ วิธีทางเคมี
และวิธีทางชีวภาพ (Bioremediation) โดยในแต่ละวิธีมีข้อดี และข้อจ้ากัดที่แตกต่างกันออกไป 
อย่างไรก็ตามวิธีการบ้าบัดทางชีวภาพเป็นอีกทางเลือกที่นิยมใช้เนื่องจากเป็นวิธีที่เสียค่าใช้จ่ายน้อย 
โดยประหยัดกว่าการบ้าบัดทางกายภาพและทางเคมี สามารถประยุกต์ใช้ได้ในพื นที่ปนเปื้อน 
ขนาดใหญ่ได้และมีประสิทธิภาพสูง นอกจากนี ผลิตภัณฑ์สุดท้ายที่ ได้หลังการบ้าบัด คือ 
คาร์บอนไดออกไซด์และน ้า ซึ่งไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม (Leahy & Colwell, 1990) นอกจากนี มี
จุลินทรีย์จ้านวนมากที่สามารถย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนในน ้ามันได้ ซึ่งแหล่งที่อยู่ส่วน
ใหญ่ของจุลินทรีย์เหล่านั นพบได้ในดินที่มีการปนเปื้อนของน ้ามันดังกล่าว ดังนั นการบ้าบัดมลพิษด้วย
วิธีทางชีวภาพโดยใช้จุลินทรีย์จึงมีความเป็นไปได้สูงในการคัดแยกจุลินทรีย์ในแหล่งที่มีการปนเปื้อน
เพ่ือน้ามาบ้าบัดน ้ามันหล่อลื่นที่ปนเปื้อนในบริเวณเหล่านั นหรือน้าไปประยุกต์ใช้ในแหล่งปนเปื้อนอื่น
ได้ต่อไป 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของการศึกษา 
      1.2.1 เพื่อคัดแยกจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในดินที่ปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 

      1.2.2 เพื่อจ้าแนกจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในดินที่ปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 

      1.2.3 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ 

 

1.3 สมมติฐานของการศึกษา 
ได้ทราบชนิดจุลินทรีย์และประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วที่   

คัดแยกได้จากดินปนเปื้อน 

 

 



  3 

1.4 ขอบเขตการศึกษา 
      งานวิจัยนี คัดแยกจุลินทรีย์จากดินที่ปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วจากอู่ซ่ อมรถ  
3 แหล่งตัวอย่าง ในจังหวัดนครปฐม ราชบุรี และกาญจนบุรี โดยใช้วิธีการเพ่ิมจ้านวนในอาหาร 
Carbon-free mineral medium (CFMM) จากนั นท้าการศึกษาสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีของเชื อ และระบุชนิดเชื อโดยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA และ 18S 
rRNA จากนั นศึกษา Extracellular hydrolytic enzyme ของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้และคัดเลือกเชื อ
ที่สามารถสร้างเอนไซม์ไลเปสมาทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามัน  

 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
      1.5.1 ได้จุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 

      1.5.2 ได้ทราบชนิดของเชื อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากดินบริเวณปนเปื้อนน ้ามัน  

      1.5.3 ได้ทราบประสิทธิภาพการย่อยน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ 
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บทที่ 2  
ทบทวนวรรณกรรม 

 
2.1 ความหมายของน  ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ 
     น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ (Lubricating oil) หรือน ้ามันเครื่อง หมายถึง น ้ามันที่ใช้หล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่มีการสันดาปภายใน โดยท้าหน้าที่หล่อลื่นชิ นส่วนต่างๆ ที่เคลื่อนไหวภายในของ
เครื่องยนต์ ลดการเสียดสีและสึกหรอ ระบายความร้อน นอกจากนี ยังสามารถอุดช่องว่างระหว่าง
ชิ นส่วนภายในของเครื่องยนต์ ส่งผลให้เครื่องยนต์สามารถท้างานได้อย่างเต็มประสิทธิภาพ  
(ประเสริฐ เทียนนิมิตร, 2554) โดยเป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้มาจากการกลั่นน ้ามันดิบ มีจุดเดือดอยู่ระหว่าง 
380-500 องศาเซลเซียส 

 

2.2 องค์ประกอบของน  ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ 
     น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ ประกอบด้วยสารที่ส้าคัญสองส่วน คือ น ้ามันหล่อลื่นพื นฐาน  
(Base oils) และสารเพิ่มคุณภาพ (Additives) ในสัดส่วนที่แตกต่างกัน ดังแสดงในภาพที่ 1 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 ส่วนประกอบของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ 
ที่มา: ดัดแปลงจาก สมศักดิ์ พวงศรี (2562) 

 
2.2.1 น ้ามันหล่อลื่นพื นฐาน (Base oils) 

             น ้ามันหล่อลื่นพื นฐานเป็นส่วนประกอบหลักของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ โดยเป็นน ้ามัน
ที่ยังไม่มีการเติมสารเพ่ิมคุณภาพเพ่ิมเติม น ้ามันหล่อลื่นส่วนใหญ่ประกอบด้วยน ้ามันหล่อลื่นพื นฐาน
ประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์ ส่วนที่เหลือนั นจะเป็นสารเพ่ิมคุณภาพ ซึ่งมีจุดประสงค์หลักคือ การลดแรง

น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์หรือ 

น ้ามันเครื่อง  

(Lubricating oil) 

 

 

น ้ามันหล่อลื่นพื นฐาน 

(Base oils) 

 

สารเพ่ิมคุณภาพ 

(Additives) 

 



  5 

เสียดทานภายในของเครื่องยนต์แต่ละชนิด (“Base oils”, 2022) โดยน ้ามันหล่อลื่นพื นฐานแบ่งออก
ได้เป็น 3 ประเภท ได้แก่ 

2.2.1.1 น ้ามันหล่อลื่นพื นฐานจากน ้ามันพืชหรือน ้ามันสัตว์ (Vegetable or Animal 
oils) เป็นน ้ามันที่ได้มาจากธรรมชาติประเภทนี มีความคงตัวต่อการเกิดปฏิกิริยาเคมีต่้า ไม่มีความ
คงทนถาวรและเสื่อมสภาพได้ง่าย จึงต้องน้าไปปรับปรุงคุณภาพก่อนน้ามาใช้งาน ซึ่งส่งผลให้เพ่ิม
ต้นทุนในการผลิตที่สูง ท้าให้น ้ามันประเภทนี ไม่ได้รับความนิยมที่จะน้ามาใช้งาน แต่มีการน้าไปใช้งาน
ในการเป็นตัวเติมเพ่ิมคุณภาพให้กับน ้ามันหล่อลื่นที่ผลิตมาจากน ้ามันปิโตรเลียม เพ่ือเพ่ิมความลื่น
และความเข้ากันกับน ้า (ภูมิวิวัฒน์ พ่ึงพันธ์, 2555) 

2.2.1.2 น ้ามันหล่อลื่นพื นฐานจากน ้ามันแร่ (Minerals Oils) หรือ น ้ามันหล่อลื่น
พื นฐานจากปิโตรเลียม (Petroleum basestock) เป็นน ้ามันที่นิยมใช้มากที่สุด เนื่องจากมีคุณภาพดี
และราคาถูก ได้มาจากการน้าส่วนหนักที่ได้จากการกลั่นน ้ามันดิบ (Long residue) มากลั่นใหม่     
อีกครั งโดยใช้การกลั่นแบบสุญญากาศ และน้าไปปรับปรุงคุณภาพให้ดีขึ น (กรมธุรกิจพลังงาน, 2554) 

2.2.1.3 น ้ามันสังเคราะห์ (Synthetics oils) เป็นน ้ามันที่สังเคราะห์ขึ นโดยกระบวนการ
ทางเคมี ซึ่งผลิตในห้องปฏิบัติการโดยสารเริ่มต้นส่วนใหญ่ที่ใช้มากจากน ้ามันปิโตรเลียม จากนั นน้าไป
ปรับแต่งให้มีโครงสร้างของโมเลกุลให้มีความบริสุทธิ์และมีความสม่้าเสมอ ก่อนน้าไปใช้งานต่อไป 
(“The Difference Between Synthetic Oil and Mineral Oil”, 2021) ซึ่งน ้ามันสังเคราะห์ที่ใช้อยู่
ในปัจจุบันมีราคาค่อนข้างแพง ใช้เฉพาะในงานที่ต้องการคุณสมบัติพิเศษในบางประเภท เช่น ใช้ใน
เครื่องยนต์ที่ต้องการดัชนีความข้นใสที่สูง จุดไหลเทที่ต่้า หรือมีอัตราการระเหยของน ้ามันที่ต่้า      
เป็นต้น (ภูมิวิวัฒน์ พ่ึงพันธ์, 2555) 

 
2.2.2 สารเพ่ิมคุณภาพ (Additives) 

  น ้ามันหล่อลื่นพื นฐานสามารถท้าหน้าที่หล่อลื่นได้ดีระดับหนึ่ง แต่เพ่ือให้เกิดความเหมาะสม
ของการใช้งานของแต่ละประเภทเครื่องยนต์ จึงมีการเติมสารเพ่ิมคุณภาพลงไปในน ้ามันหล่อลื่นใน
สัดส่วนที่เหมาะสม โดยเครื่องยนต์หรือส่วนประกอบของเครื่องยนต์แต่ละชนิดมีความต้องการสารเพ่ิม
คุณภาพที่แตกต่างกันออกไป ดังภาพที่ 2 โดยการใช้สารเพ่ิมคุณภาพในเครื่องยนต์ที่ใช้น ้ามันดีเซล
หรือน ้ามันเบนซินมีอัตราการใช้สูงที่สุด และมีอัตราการใช้สารเพ่ิมคุณภาพในใบพัดและอุปกรณ์    
ไฮดรอลิกในอัตราที่ต่้าที่สุด (Gatto, 2015) 
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ภาพที่ 2 องค์ประกอบของน ้ามันพื นฐานและสารเพ่ิมคุณภาพในน ้ามันหล่อลื่น 
ที่มา: Gatto (2015) 

 

นอกจากนี สารเพ่ิมคุณภาพส่วนใหญ่เป็นสารเคมีที่ผ่านกระบวนการจนสามารถละลายใน

น ้ามันได้และไม่ถูกกรองออกไประหว่างกระบวนการผลิต ทั งนี เครื่องจักรกลและเครื่องยนต์ในปัจจุบัน

ได้รับการออกแบบให้มีขนาดเล็กลง ท้างานเร็วขึ นและภาระน ้ามันสูงมากขึ น น ้ามันหล่อลื่นใน

เครื่องจักร หรือเครื่องยนต์ดังกล่าวมักต้องประสบกับสภาวะด้านอุณหภูมิ ความเครียด และภาระ

น ้าหนักสูง น ้ามันหล่อลื่นพื นฐานเพียงอย่างเดียว อาจมีคุณภาพดีไม่เพียงพอที่จะท้าหน้าที่ต่างๆ ให้ได้

ครบถ้วนและมีอายุการใช้งานที่สั นกว่าก้าหนด ดังนั นจึงต้องมีการเติมสารในปริมาณที่พอดี เพ่ือเพ่ิม

คุณสมบัติทั งในด้านเคมีและกายภาพของน ้ามันหล่อลื่นพื นฐานให้มีประสิทธิภาพดีขึ น และเหมาะสม

กับงานที่ต้องการ ซึ่งสารเพ่ิมคุณภาพมีหลายประเภท และมีคุณสมบัติที่แตกต่างกัน ดังตารางที่ 1 

โดยสารเพ่ิมคุณภาพนี สามารถช่วยท้าให้น ้ามันหล่อลื่นมีคุณสมบัติที่ดีขึ น และเหมาะสมกับการใช้งาน

กับเครื่องยนต์แต่ละชนิดอีกด้วย 
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ตารางท่ี 1 ประเภทของสารเพ่ิมคุณภาพ (Additives) ในน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ 

ประเภท 
สารเพ่ิมคุณภาพ 

(Additives) 
คุณสมบัติ 

1 สารชะล้างท้าความสะอาด  
(Detergent) 

ชะล้างสิ่งสกปรกออกจากผิวของชิ นส่วนเครื่องยนต์ 

2 สารกระจายเขม่า  
(Dispersants) 

กระจายเขม่าและตะกอนสิ่งสกปรกไม่ให้จับตัวเป็นก้อน 

3 สารป้องกันการสึกหรอ 
(Anti-wear agents) 

ป้องกันการสึกหรอที่ เกิดจากการขัดสีของชิ นส่วน
เครื่องยนต์ที่มีการเคลื่อนไหว และช่วยลดแรงกระแทก 

4 สารช่วยลดการเกิดฟอง 
(Anti foam agents) 

ช่วยยับยั งการเกิดฟอง และช่วยให้ฟองที่เกิดขึ นแล้ว  
แตกตัวไม่เหลือสะสมในระบบหล่อลื่น 

5 
 

สารลดการเกิดออกซิเดชัน 
(Anti oxidation agent) 

ช่วยป้องกันไม่ให้ออกซิเจนท้าปฏิกิริยากับเนื อน ้ามัน   
ลดการเกิดยางเหนียวและตะกอน ยับยั งการเสื่อม
คุณภาพของน ้ามันหล่อลื่น 

6 สารป้องกันสนิม 
(Rust inhibitors) 

ป้องกันการกัดกร่อนของสารเคมี เช่น กรดที่เกิดจาก
การเผาไหม้ของเชื อเพลิงซึ่งมีฤทธิ์กัดกร่อนผิวชิ นส่วน
เครื่องยนต์ 

7 สารป้องกันการกัดกร่อน  
(Corrosion inhibitors) 

ป้องกันการกัดกร่อนของสารเคมี เช่น กรดที่เกิดจาก
การเผาไหม้ของเชื อเพลิงซึ่งมีฤทธิ์กัดกร่อนผิวชิ นส่วน
ของเครื่องยนต์ 

8 สารช่วยลดจุดไหลเท 
(Pour point depressants) 

ช่วยให้น ้ามันหล่อลื่นไม่แข็งตัวในที่อุณหภูมิต่้า และช่วย
ป้องกันไม่ให้ไขในน ้ามันเกาะตัวเป็นผลึก 

9 สารลดแรงเสียดทาน 
(Friction modifiers) 

ช่วยลดความเสียดทานของผิวชิ นส่วนเครื่องยนต์ที่
สัมผัสกับน ้ามัน 

10 สารช่วยเพิ่มดัชนีความหนืด 
(Viscosity index 
improver) 

ช่วยลดอัตราเปลี่ยนแปลงความหนืดของน ้ามันหล่อลื่น
เมื่ออุณหภูมิมีการเปลี่ยนแปลง 

ที่มา: ดัดแปลงจาก กระทรวงพลังงาน (2554) 
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2.3 หน้าที่ของน  ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ 
      2.3.1 หล่อลื่นชิ นส่วนต่างๆ ที่เคลื่อนไหวภายในเครื่องยนต์ ลดแรงเสียดทาน และป้องกันการ  
สึกหรอเครื่องยนต์ประกอบด้วยชิ นส่วนโลหะที่เคลื่อนไหวอยู่หลายส่วนด้วยกัน เมื่อเครื่องยนต์ท้างาน
ชิ นส่วนต่างๆ ที่มีการเคลื่อนที่จะเสียดสีกันท้าให้เกิดความฝืด เกิดแรงเสียดทาน และเกิดการสึกหรอ 
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์จะสร้างฟิล์มบางๆ เข้าไปแทรกอยู่ระหว่างผิวหน้าของชิ นส่วนต่างๆ เหล่านั น 
เพ่ือป้องกันการสัมผัสกันโดยตรงของโลหะ ลดการเสียดสี ลดแรงเสียดทาน และลดการสึกหรอ  
ท้าให้เครื่องยนต์มีอายุการใช้งานยาวนานขึ น 
      2.3.2 ช่วยระบายความร้อนให้แก่เครื่องยนต์ ในขณะที่เครื่องยนต์ท้างานจะเกิดความร้อนขึ นกับ
ชิ นส่วนภายในเครื่อง โดยน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์จะเข้าไปช่วยดูดซับความร้อนที่เกิดขึ นกับชิ นส่วน
ต่างๆ ออกมา และควบคุมอุณหภูมิของเครื่องยนต์ให้เหมาะสมเพื่อจะได้ท้างานอย่างมีประสิทธิภาพ 
      2.3.3 ชะล้างสิ่งสกปรก เมื่อเครื่องยนต์ท้างานจะเกิดการเผาไหม้ ท้าให้เกิดสิ่งสกปรก หรือเขม่า
ตกค้างจากการเผาไหม้เกาะติดอยู่ เป็นจ้านวนมาก น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์จะมีสารชะล้าง  
เมื่อไหลเวียนไปตามจุดต่างๆ ของเครื่องยนต์ก็จะช้าระล้างสิ่งสกปรก เขม่า และตะกอนที่สะสมอยู่จน
ไหลปะปนมากับน ้ามันเครื่องแล้วเข้าสู่ไส้กรองน ้ามันเครื่องต่อไป 
      2.3.4 รักษาก้าลังอัดของเครื่องยนต์ น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์จะแทรกเข้าไประหว่างลูกสูบ 
แหวนลูกสูบ และกระบอกสูบ ซึ่งเป็นกระบวนการสร้างแรงอัดให้กับเครื่องยนต์ ป้องกันก๊าซที่เป็น
ส่วนผสมของเชื อเพลิงกับอากาศไม่ให้เล็ดลอดผ่านช่องความห่างระหว่างแหวน เพ่ือไม่ให้ก้าลังอัดของ
เครื่องยนต์ที่อยู่บริเวณบนหัวลูกสูบรั่วไหลออกจากห้องเผาไหม้จนท้าให้เครื่องยนต์ไม่มีก้าลัง 
      2.3.5 ป้องกันสนิมและการกัดกร่อนของชิ นส่วนเครื่องยนต์ กรดที่เกิดขึ นจากการเผาไหม้
เชื อเพลิงท้าให้ชิ นส่วนของเครื่องยนต์ถูกกัดกร่อน โดยน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์จะเคลือบผิวชิ นส่วน
ของเครื่องยนต์ ป้องกันการเกิดสนิมและท้าให้ความเป็นกรดลดน้อยลง 
 
2.4 ผลกระทบของน  ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ 
        น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ถูกใช้อย่างแพร่หลาย ไม่ว่าจะเป็นที่ปั๊มน ้ามัน อู่ซ่อมรถ หรือใน
บ้านเรือนที่ผู้ใช้งานสามารถท้าการบ้ารุงรักษาเครื่องยนต์ได้ด้วยตนเอง ซึ่งการสัมผัสน ้ามันหล่อลื่น  
ที่ใช้งานแล้วส่งผลให้เป็นอันตรายแก่ผู้ใช้งานและยังท้าให้เกิดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อมอีกทางหนึ่ง      
การก้าจัดน ้ามันหล่อลื่นที่ไม่ถูกวิธี ท้าให้ส่งผลเสียหลายประการ เช่น การบ้าบัดยากขึ น ค่าใช้จ่าย
สูงขึ น ใช้เวลาการบ้าบัดนานขึ น และการฝังกลบที่ใต้ดินจะท้าให้ของเสียซึมลงสู่น ้าใต้ดิน ซึ่งส่งผล
กระทบต่อสิ่งมีชีวิตในดินและในน ้าได้ ดังนั นจึงสามารถแบ่งผลกระทบของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่
ใช้แล้วได้ดังนี  
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2.4.1 ผลกระทบของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ต่อมนุษย์ 
               เมื่อร่างกายสัมผัสกับน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วเป็นประจ้า ผิวหนังจะเกิดการ  
แห้งแตก ระคายเคืองผิวหนัง นอกจากนี อาจมีผื่นแดงเกิดขึ น เนื่องจากน ้ามันจะไปชะล้างไขมัน
ธรรมชาติออกจากผิวหนัง ท้าให้เกิดการติดเชื อและแพ้ได้ง่าย และหากสูดดมรับไอละอองของ
น ้ามันหล่อลื่นจะท้าให้เกิดอาการวิงเวียน คลื่นไส้อ่อนเพลีย ง่วงนอน ระคายเคืองต่อหลอดลมและ
ปอดได้ หรือหากรับประทานอาหารหรือน ้าที่มีน ้ามันหล่อลื่นเครื่ องยนต์ปนเปื้อนเข้าสู่ร่างกาย       
สารเพ่ิมคุณภาพที่มีอยู่ในน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์จะท้าให้เกิดอาการคลื่นไส้ ปวดท้องและท้องเสียได้
ซึ่งในกรณีที่มีการปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์เข้าสู่ร่างกายเป็นระยะเวลานาน อาจก่อให้เกิด
มะเร็งได้ในอนาคต 

2.4.2 ผลกระทบของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ต่อสิ่งแวดล้อม 
              หากน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วปนเปื้อนลงในท่อน ้าสาธารณะหรือแหล่งน ้า  

ถือเป็นการท้าลายระบบนิเวศวิทยาในแหล่งน ้า เพราะน ้ามันจะลอยตัวและรวมตัวบนผิวน ้าปิดกั น
ไม่ให้ออกซิเจน และแสงอาทิตย์ผ่านไปได้ ซึ่งเป็นการท้าลายแหล่งอาหาร การวางไข่ของสัตว์น ้า 

              น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์หากมีการปนเปื้อนลงสู่ดิน ท้าให้พื นดินบริเวณนั นเสียคุณค่าใน
การเพาะปลูก ส่งผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตต่างๆ ในดิน และหากซึมลงสู่ชั นน ้าใต้ดินจะท้าให้น ้านั นมี    
กลิ่นเหม็นจนไม่สามารถน้าไปอุปโภคและบริโภคได้ 

              นอกจากนี การเผาน ้ามันหล่อลื่นที่ใช้แล้วและภาชนะบรรจุท้าให้เกิดไอ ควันพิษที่มี    
โลหะหนัก และออกไซด์ของโลหะฟุ้งกระจายสู่บรรยากาศ ซึ่งก่อให้เกิดปัญหาระบบทางเดินหายใจได้ 

 
2.5 ปริมาณการใช้น  ามันหล่อลื่นในประเทศไทย 
      2.5.1 ปริมาณการจัดหาและการจัดจ้าหน่ายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ 
           ปริมาณการจัดหาน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ ได้แก่ การผลิตภายในประเทศและการน้าเข้า

มาจากต่างประเทศ และปริมาณการจ้าหน่ายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ ได้แก่ การจ้าหน่าย
ภายในประเทศและส่งออก  

          ดังนั น ปริมาณการจัดหาและการจัดจ้าหน่ายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ สามารถแสดง    
ดังภาพที่ 3 ซึ่งเป็นการเปรียบเทียบปริมาณการจัดหาและการจ้าหน่ายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์  
ตั งแต่ปี พ.ศ. 2558 – พ.ศ. 2562 
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ภาพที่ 3 ปริมาณการจัดหาและการจัดหน่ายน ้ามันหล่อลื่น ตั งแต่ปี พ.ศ. 2558 – พ.ศ. 2562 

ที่มา: กองคุณภาพน ้ามันเชื อเพลิง (2563) 
 
      2.5.2 ปริมาณการจ้าหน่ายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องภายในประเทศส้าหรับเครื่องยนต์แต่ละประเภท                 

          ปริมาณการจ้าหน่ายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ภายในประเทศส้าหรับเครื่องยนต์แต่ละ
ประเภท ได้แก่ น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ส้าหรับเครื่องยนต์เบนซิน เครื่องยนต์ดีเซล เครื่องยนต์
เบนซินและดีเซล และส้าหรับเครื่องยนต์ที่ใช้เชื อเพลิง NGV ดังแสดงในภาพที่ 4 ซึ่งพบว่ามีความ
ต้องการใช้น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ส้าหรับเครื่องยนต์แต่ละประเภทที่เพ่ิมขึ นและลดลงแตกต่างกัน 
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ภาพที่ 4 ปริมาณการจ้าหน่ายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ภายในประเทศส้าหรับเครื่องยนต์ 
แต่ละประเภท 

ที่มา: กองคุณภาพน ้ามันเชื อเพลิง (2563) 

 

2.6 วิธีการก าจัดคราบน  ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ในสิ่งแวดล้อม 
      วิธีการก้าจัดคราบน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ในสิ่งแวดล้อม สามารถแบ่งวิธีการก้าจัดได้เป็น 3 วิธี 
คือ  
      2.6.1 วิธีทางกายภาพ 

      การก้าจัดทางกายภาพมีหลายวิธีที่ เกี่ยวข้อง เช่น การฉีดล้างร่วมกับการควบคุม 
และการน้ากลับ (Flushing or washing with containment and recovery) และการก้าจัดด้วย
แรงงานคนหรือเครื่องจักร (Manual or mechanical removal) ในทางปฏิบัติการก้าจัดด้วย
แรงงานคน (Manual removal) เกี่ยวข้องกับการตักและกวาดชั นผิวหน้าน ้ามัน (Thick surface oil) 
การประยุกต์ใช้ตัวดูดซับน ้ามัน (Sorbent) ส้าหรับดูดซับและการน้ากลับของน ้ามัน (พิสุทธิ์ เพียรมน
กุล, 2556) โดยใช้วัสดุดูดซับหรือจับน ้ามัน ซึ่งวัสดุจะเป็นตัวกลางจ้าพวกสังเคราะห์หรือโลหะบาง
ชนิดคอยดูดซับน ้ามันที่ลอยเหนือผิวน ้า แล้วถูกส่งผ่านไปรีดออกด้วยแผ่นรีดน ้ามันก่อนจะสูบไปเก็บไว้
ที่ถังเก็บ (ชรัตน์ รุ่งเรืองศิลป์, 2533) 
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      2.6.2 วิธีทางเคมี 
      เป็นการใช้สารเคมีในการก้าจัดน ้ามัน โดยมีการน้าสารเคมีไปฉีดในบริเวณท่ีมีการปนเปื้อน 

โดยสามารถแบ่งประเภทการก้าจัดได้ 3 ลักษณะ คือ 
      ลักษณะกระจายคราบน ้ามัน มีสารลดแรงตึงผิวเป็นส่วนประกอบส้าคัญที่ท้าหน้าที่  

ลดแรงตึงผิวระหว่างน ้ากับน ้ามัน ท้าให้น ้ามันแตกตัวและแพร่กระจายในน ้า ช่วยให้สามารถถูก     
ย่อยสลายได้ด้วยกระบวนการธรรมชาติโดยง่าย 

      ลักษณะการล้างคราบน ้ามัน ซึ่งจะประกอบด้วยสารเพ่ิมความเปียก (wetting agent) ที่
ท้าให้น ้ ามันอ่อนตัวลง หรือมีความหนืดลดลงเพ่ือช่วยให้สามารถใช้น ้ าในการชะล้างและ 
ท้าความสะอาดน ้ามันจากพื นผิวได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

      ลักษณะการรวบรวมคราบน ้ามัน มีสารที่ท้าให้น ้ามันรวมตัวกับน ้า หรือรวมตัวกันเป็นก้อน
หรือเปลี่ยนสภาพเป็นสารเหนียวข้นคล้ายยางหรือวุ้น รวมทั งวัสดุหรือสารที่สามารถดูดซับน ้ามัน โดย
น ้ามันที่รวมกับสารเหล่านี จะลอยตัวอยู่บนผิวน ้า และต้องด้าเนินการเก็บรวมรวมเพ่ือน้าไป 
ก้าจัดต่อไป ซึ่งสารเคมีที่น้ามาใช้ต้องได้รับมาตรฐานและผ่านการอนุญาตจากกรมควบคุมมลพิษ    
ดังแสดงในตารางที่ 2  
 

ตารางท่ี 2 รายชื่อสารเคมีขจัดคราบน ้ามันที่ได้รับอนุญาตให้ใช้ในประเทศไทย  

ล้าดับที่ 
(NO.) 

ชื่อสารเคมี 
(Product Name) 

บริเวณท่ี
อนุญาต 
ให้ใช้ได้1 

(Approved 
use) 

วันหมดอายุ 
(Expiry 
Date) 

วันลงทะเบียน/ 
วันที่ปรับปรุง 

(Revised Date) 

หน่วยงานที่อนุญาต 
(Authorized 

agency)2 

1 ACCELL 
CLEAN®DWD 

* * 18/07/2011 U.S. EPA. 

2 Agma DR 379 S B RS 11/06/2026 * MMO 

3 BIODISPERS * * 28/06/2002 U.S. EPA. 

4 CHEMAX 307 
Oil spill dispersant 

* * * TISI 

5 Chimec Chimsperse 
6000 (CHIMEC 
CHIMSPERSE 6000) 

S B 12/10/2023  MMO 
U.S.EPA 
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ล้าดับที่ 
(NO.) 

ชื่อสารเคมี 
(Product Name) 

บริเวณท่ี
อนุญาต 
ให้ใช้ได้1 

(Approved 
use) 

วันหมดอายุ 
(Expiry 
Date) 

วันลงทะเบียน/ 
วันที่ปรับปรุง 

(Revised Date) 

หน่วยงานที่อนุญาต 
(Authorized 

agency)2 

6 Corexit EC9500A S 14/01/2024 * 
02/07/2020 

MMO 
AMSA 

U.S.EPA. 
7 Corexit EC9500B S 31/07/2025 * MMO 

U.S. EPA. 
8 Corexit EC9527A 

(COREXIT®EC9527A) 
* * 01/01/2012 AMSA 

U.S.EPA. 
9 Dasic Slickgone NS * 01/02/2023 01/02/2018 AMSA 

10 Dasic Slickgone EW * 01/02/2023 01/02/2018 AMSA 

11 Disperep 12 S 16/06/2026 * MMO 
12 DISPERSIT SPC 

1000™ 
*  22/04/1999 U.S. EPA. 

13 Eflochem OSD S RS 29/01/2025 * MMO 

14 FFT-SOLUTION® * * 1/11/2011 U.S. EPA. 

15 Finasol OSR 51 S B RS 12/02/2023 * 
20/12/2019 

MMO 
AMSA 

16 Finasol OSR 52 S B RS 03/04/2025  
03/11/2020 

MMO 
AMSA 

17 FINASOL®            * * 30/01/2003 U.S. EPA. 

18 JD-109            * * 20/09/2000 U.S. EPA. 
19 JD-2000™            * * 06/08/2001 U.S. EPA. 

 20 NEOS AB3000     * * 26/01/1996 U.S. EPA. 
21 NOKOMIS 3-AA     * * 31/07/2008 U.S. EPA. 

22 NOKOMIS 3-F4     * * 04/03/2002 U.S. EPA. 

23 MARE CLEAN 200     * * 26/01/1996 U.S. EPA. 
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หมายเหตุ (Remark) 

1) บริเวณท่ีอนุญาตให้ใช้ (Approved use) 

S = Sea (ทะเล)   B = Beach (ชายหาดทราย) 

RS = Rocky shot (ชายหาดหิน) * = Unidentified (ไม่ได้ระบุ) 

2) หน่วยงานที่อนุญาตให้ใช้ (Reference Agencies) 

-  Marine Management Orgenisation : MMO 

-  U.S. Environmental Protection Agency : U.S. EPA 

-  Australian Maritime Safety Authority : AMSA 

-  Thai Industrial Standards Institute : TISI 

ที่มา: กรมควบคุมมลพิษ (2566) 

ล้าดับที่ 
(NO.) 

ชื่อสารเคมี 
(Product Name) 

บริเวณท่ี
อนุญาต 
ให้ใช้ได้1 

(Approved 
use) 

วันหมดอายุ 
(Expiry 
Date) 

วันลงทะเบียน/ 
วันที่ปรับปรุง 

(Revised Date) 

หน่วยงานที่อนุญาต 
(Authorized 

agency)2 

24 MARINE D-BLUE 
CLEAN™ 

* * 23/04/2012 U.S. EPA. 

25 OSD/LT Oil Spill 
Dispersant 

S B RS 20/06/2026 * MMO 

26 Radigreen OSD S 03/02/2015 * MMO 
27 SEA BRAT #4 * * 26/11/2002 U.S. EPA 

28 Seacare OSD2 S B RS 15/11/2023 * MMO 

29 Slickgone EW S B RS 25/03/2024 * MMO 
30 Slickgone NS S B RS 31/05/2023 * MMO 

31 Super-dispersant 25 S B RS 27/03/2025 * MMO 

32 SAF-RON GOLD * * 03/01/2005 U.S. EPA 
33 ZI-400 * * 16/06/2005 U.S. EPA 
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 นอกจากนี  ศิริรัตน์ บุญโสภา (2561) ได้ท้าการศึกษาการขจัดคราบน ้ามันในทะเลอ่าวพร้าว 
ซึ่งใช้สารเคมีในกลุ่ม slickgone โดยปริมาณการใช้ที่เหมาะสมของสาร slickgone คือ สารเคมี 1 
ส่วน ต่อน ้ามัน 30 ส่วน สารในกลุ่มยังไม่มีข้อมูลว่าท้าให้เกิดความผิดปกติในระยะยาว แต่มีผลท้าให้
เกิดการระคายเคืองต่อผิวหนัง แสบร้อน ซึ่งอาการแพ้เกิดขึ นได้ส้าหรับคนที่เข้าไปจัดเก็บโดยตรง  
เนื่องจากสารดังกล่าวมีการสะสม โดยปริมาณคราบน ้ามันที่ประเมินได้จากภาพถ่ายดาวเทียมมีความ
กว้าง 10-15 ตารางกิโลเมตร ยาว 8 ตารางกิโลเมตร ปริมาณน ้ามันคาดว่าอยู่ที่ประมาณ 15 ตัน 
พบว่าสภาพทางกายภาพของอ่าวพร้าวฟ้ืนคืนสภาพมาเกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ น ้าทะเลไม่มีคราบน ้ามัน
ที่ผิว และทรายชายหาดกลับมามีสีขาว แต่ผลกระทบระยะยาวต่อเนื่องจากคราบน ้ามันและจากการใช้
สารเคมียังต้องมีการศึกษาและติดตามผลต่อไป 
      2.6.3 วิธีทางชีวภาพ  
              วิธีการทางชีวภาพเป็นวิธีการที่เกี่ยวข้องกับการใช้สิ่งมีชีวิตเพ่ือย่อยสลายสารอันตรายที่มี
อยู่ในสิ่งแวดล้อม การฟ้ืนฟูทางชีวภาพในดินที่ปนเปื้อนน ้ามันเป็นวิธีการแก้ปัญหาที่มีประสิทธิภาพ 
ประหยัด และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม ซึ่งประสิทธิภาพของวิธีการนี ขึ นอยู่กับความเข้มข้นของน ้ามัน 
ลักษณะของดิน และองค์ประกอบของสารมลพิษ (Balba et al., 1998) เนื่องจากองค์ประกอบของ
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน ซึ่งความสามารถในการย่อยสลาย
น ้ามันหรือสารประกอบไฮโดรคาร์บอนนั นพบในจุลินทรีย์ทุกกลุ่ม โดยจุลินทรีย์บางชนิดอาจจะมี
ความสามารถในการย่อยสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้เพียงชนิดเดียวหรือหลายชนิดขึ นอยู่กับการ
ปรับตัว และการพัฒนาระบบเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการย่อยสลายเพ่ือให้จุลินทรีย์ใช้
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนเป็นแหล่งพลังงาน และแหล่งคาร์บอน 

      ดังนั นในปัจจุบันมีการคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์จากสิ่งแวดล้อมมาใช้ก้าจัดน ้ามัน
เครื่องยนต์ โดยมีการคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพสูง ทนต่อสภาพแวดล้อม สามารถเจริญเติบโต 
และเพ่ิมจ้านวนอย่างรวดเร็วจนมีจ้านวนเพียงพอต่อการย่อยสลายโมเลกุลน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ใน
สภาพแวดล้อมได้ดีโดยอาศัยเทคโนโลยี และควบคุมโดยผู้เชี่ยวชาญการคัดเลือก ท้าให้ปราศจาก
จุลินทรีย์ก่อโรค ไม่เป็นพิษต่อ คน สัตว์ และสิ่งแวดล้อม 
 

2.7. การย่อยสลายน  ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์โดยจุลินทรีย์ 
      สารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มีอยู่ในน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วจะเกิดการเปลี่ยนแปลง 
โดยกระบวนการต่างๆ เช่น การดูดซับกับดินหรือตะกอน การสลายตัวโดยแสง การระเหย การสะสม
อยู่ในสิ่งมีชีวิต และการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน เป็นต้น ซึ่งกระบวนการดังกล่าวที่เกิดขึ นสามารถท้า
ให้สารพิษท่ีอยู่ในสิ่งแวดล้อมหายไปได้ส่วนหนึ่ง โดยเฉพาะในกลุ่มของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มี
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มวลโมเลกุลต่้า แต่สารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มีมวลโมเลกุลสูง ส่วนใหญ่จะถูกดูดซับไว้ในอนุภาค
ดินหรือตะกอนในดิน ซึ่งส่งผลให้เกิดการสะสมและเพ่ิมความคงทนของสารพิษในสิ่งแวดล้อมมากขึ น 
โดยจุลินทรีย์หลายสายพันธุ์สามารถย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มีอยู่ในน ้ามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว ซึ่งจุลินทรีย์บางชนิดสามารถย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้เพียงหนึ่ง
ชนิดหรือสองชนิด ในขณะที่จุลินทรีย์บางชนิดมีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนได้หลายชนิดพร้อมกัน ทั งนี ขึ นอยู่กับการปรับตัว และระบบเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการ
ย่อยสลายน ้ามันของจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์ที่สามารถสร้างได้ โดยจุลินทรีย์จะใช้ไฮโดรคาร์บอนใน
น ้ามันเพ่ือเป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอนในการด้ารงชีวิต และท้าการเปลี่ยนรูปของ
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่เป็นพิษให้มีความเป็นพิษน้อยลงได้ (สมศักดิ์ วังใน, 2528) ดังตารางที่ 3 
แสดงตัวอย่างของจุลินทรีย์ส่วนหนึ่งที่สามารถย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่มีอยู่ใน
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 
 
ตารางท่ี 3 ตัวอย่างสายพันธ์จุลินทรีย์ที่ย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอน 

ประเภทของจุลินทรีย์ สายพันธุ์ของจุลินทรีย์ 

แบคทีเรีย (Bacteria) Mycobacterium, Pseudomonas, Nocadia, Streptomyces, 
Desulfovibrio, Corynebacterium, Acinetobacter sp., 
Bacillus thermoleovorans, Pseudomonas putida GPo1 
alkB, Acinitobacter spp. alkM, Rhodococcus spp. alkB1, 
Rhodococcus spp. alkB2, Pseudomonas putida xylE, 
Pseudomonas putida ndoB และกลุ่มแบคทีเรียพวก Cocci 

ที่มา: ดัดแปลงจาก พีรกานต์ บรรเจิดกิจ และคณะ (2552) 

นอกจากนี ยังพบแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายน ้ามัน และชนิดของสารที่อยู่ในองค์ประกอบ
ของน ้ามันที่แบคทีเรียสามารถย่อยสลายได้ดังตารางที่ 4  
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ตารางท่ี 4 แบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายน ้ามันและสารที่อยู่ในองค์ประกอบของน ้ามัน 

องค์ประกอบ
หลักของน ้ามัน 

สายพันธุ์แบคทีเรีย โครงสร้างหลักในการย่อย 

Aliphatics Dietzia sp. 
n-alkanes 
(C6-C40) 

 Pseudomonas sp. 
n-alkanes 
(C14-C30) 

 Oleispira antarctica 
n-alkanes 
(C10-C18) 

 Rhodococcus ruber 
n-alkanes 
(C13-C17) 

 Geobacillus thermodenitrifican 
n-alkanes 
(C15-C36) 

 
 

Rhodococcus sp. Cyclohexane 

Aromatics Achromobacter xylosoxidans Mono/polyaromatics 

 Aeribacillus pallidus Mono/polyaromatics 

 Mycobacterium cosmeticum Monoaromatics 

 Pseudomonas aeruginosa Monoaromatics 

 Cycloclasticus Polyaromatics 
 Neptunomonas naptunomonas Polyaromatics 

 Bacillus mojavensis Polyaromatics 

 Sphingomonas Polyaromatics 
 Sphingobium Polyaromatics 

 Novosphingobium Polyaromatics 
Resins and 
asphaltenes 

Pseudomonas sp. Resins 

 Pseudomonas spp. Asphaltenes 
 Bacillus sp. Asphaltenes 

 Citrobacter sp. Asphaltenes 
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องค์ประกอบ
หลักของน ้ามัน 

สายพันธุ์แบคทีเรีย โครงสร้างหลักในการย่อย 

 Enterobacter sp. Asphaltenes 
 Staphylococcus sp. Asphaltenes 
 Lysinibacillus sp. Asphaltenes 

 Bacillus sp.    Asphaltenes 
Pseudomonas sp.    Asphaltenes 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Xu et al. (2018)  

  
จากงานวิจัย วิชุดา เกตุใหม่ และคณะ ได้ท้าการคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลาย

น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ ใช้แล้วโดยเก็บตัวอย่างดินที่ปนเปื้อนน ้ามันในอ้าเภอหาดใหญ่  
จังหวัดสงขลา ผลการศึกษาพบว่าสามารถแยกจุลินทรีย์ได้ 36 ไอโซเลต ได้แก่ แบคทีเรีย 25 ไอโซเลต 
และยีสต์ 11 ไอโซเลต โดยยีสต์ไอโซเลต PO1.2 มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ใช้แล้วได้ดีที่สุด เมื่อศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาพบว่าโคโลนีของยีสต์ PO1.2 บนอาหาร 
YM agar มีลักษณะสีขาวขุ่น ขอบเรียบ แบนราบ เมื่อน้าไปพิสูจน์เอกลักษณ์ทางล้าดับดีเอ็นเอ  
ด้วย 26S rDNA sequencing พบว่าใกล้เคียงกับเชื อ Issatchenkia orientalis เมื่อน้ามาศึกษา
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ ใช้แล้ว พบว่าสามารถย่อยสลาย
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วได้ดีที่สุดที่ 0.5% ซึ่งมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ใช้แล้วได้ร้อยละ 63.60 
 

2.7.1 กลไกการย่อยสลายสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์โดยจุลินทรีย์ 
การย่อยสลายไฮโดรคาร์บอนโดยจุลินทรีย์สามารถย่อยได้ทั งสภาะวะที่มีออกซิเจน  

และไม่มีออกซิเจน โดยความเข้มข้นของออกซิเจนส่งผลต่ออัตราการย่อยสลาย เนื่ องจากออกซิเจน
เป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย ซึ่งในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้ายอาจเป็น 
ไนเตรต ซัลเฟต หรือเหล็ก และการย่อยสลายทางชีวภาพแบบไม่มีออกซิเจนจะเกิดขึ นช้ากว่าเมื่อ
เปรียบเทียบกับการย่อยสลายภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน  

              องค์ประกอบส่วนใหญ่ของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้งานแล้วประกอบด้วยสาร      
อะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอนและอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน ซึ่งเป็นสารประกอบที่มีโครงสร้างและกลไก
ในการย่อยของจุลินทรีย์ที่แตกต่างกัน 
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      2.7.1.1 การย่อยสลายสารอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอนโดยจุลินทรีย์ 
                                     สารอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอนที่ปลายพันธะไม่มีหมู่ Methyl เกาะอยู่ ซึ่งจะเกิด

การย่อยโดยกลไกการเกิดปฏิกิริยา Oxidation และ Dehydration ซึ่งจะเปลี่ยนเป็นกรดไขมันโดยจะ

ถูกย่อยสลายต่อโดยกลไกการเกิด  β-Oxidation ต่อไป นอกจากนี ในกรณีของการย่ อย 

Cyclohexane เกิดการย่อยโดยปฏิกิริยา Hydroxylation โดยมีเอนไซม์ Oxidase เป็นตัวเร่ง

ปฏิกิริยาโดย Alicyclic alcohol จะเกิดการเปลี่ยนแปลงต่อไปโดยปฏิกิริยา Dehydrogenation และ 

Oxidation ได้เป็นสารประกอบ Dicarboxylic acid ซึ่งเข้าสู่กลไกการเกิด β-Oxidation ต่อไป 

(Juhasz et al., 1997) 

    2.7.1.2 การย่อยสลายสารอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนโดยจุลินทรีย์ 
      ขั นตอนกระบวนการเริ่มด้วยการย่อยสลายส่วนที่เป็น Side chain แล้วจึงย่อย

ส่วนของวงแหวนเบนซีน (สมศักดิ์ วังใน, 2528) กระบวนการย่อยสลายต้องการออกซิเจน โดย
ปฏิกิริยาที่เกี่ยวข้องข้องในกระบวนการย่อยสลายคือกระบวนการเกิด Oxidation และ Ring 
cleavage สารเมตาบอไลท์ที่พบเกิดขึ นในระหว่างที่มีการย่อยสลาย เช่น Catechol จะถูก
เปลี่ยนแปลงต่อไปเป็น Acetyl CoA หรือ Pyruvic acid ซึ่งจะเข้าสู่  Tricarboxylic acid cycle 
ต่อไป และเม่ือกระบวนการย่อยสลายเกิดขึ นอย่างสมบูรณ์ ผลิตภัณฑ์ที่ได้คือ คาร์บอนไดออกไซด์และ
น ้า (Atlas, 1992) โดยกลไกการย่อยสลายสารอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน และสารอะโรมาติก
ไฮโดรคาร์บอนแสดงดังภาพท่ี 5  
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ภาพที่ 5 กลไกการย่อยสลายสารอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน และสารอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 
โดยจุลินทรีย์ 

ที่มา: Pandolfo et al. (2023) 
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2.7.2 ปัจจัยที่มีผลต่อการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์โดยจุลินทรีย์ 
2.7.2.1 ผลของอุณหภูมิต่อการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์โดยจุลินทรีย์ 

              จุลินทรีย์แต่ละชนิดต้องการการ เจริญที่ อุณหภูมิที่ แตกต่ างกัน ได้ แก่  
Psychrophiles, Mesophiles, Thermophiles และ Hyper thermophiles ซึ่งสามารถเจริญได้ที่
อุณหภูมิ -5 ถึง 20 องซาเซลเซียส, 15 ถึง 45 องศาเซลเซียส, 42 ถึง 80 องศาเซลเซียส และ 66 ถึง 
105 องศาเซลเซียสตามล้าดับ ดังแสดงในภาพที่ 6 

 

 

ภาพที่ 6 ช่วงอุณหภูมิที่จุลินทรีย์ใช้ในการเจริญเติบโต 
ที่มา: Tankeshwae (2022) 

 

              อุณหภูมิเป็นปัจจัยส้าคัญที่มีผลต่อการย่อยสลายส่วนประกอบต่างๆ ของน ้ามัน  
ซึ่งจากการศึกษาของนาตยา ศมศานต์ (2544) พบว่าผลของอุณหภูมิมีผลต่อส่วนประกอบต่างๆ  
ในน ้ ามันระหว่างการย่อยสลายทางชีวภาพโดยจุลินทรีย์  โดยการวิ เคราะห์ โดยวิธี  Gas 
chomatography พบว่าเชื อ Acinetobactor sp. สามารถย่อยสลายน ้ามันได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส โดยย่อยสลายได้ 72.28 เปอร์เซ็นต์ และที่อุณหภูมิ 20  องศาเซลเซียส พบว่าเชื อ 
Acinetobactor sp. มีการย่อยสลายน ้ามันลดลงโดยย่อยสลายได้ 65.26 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งแสดงให้ 
เห็นว่าอุณหภูมิเป็นปัจจัยส้าคัญท่ีช่วยในการย่อยสลายของน ้ามันได้  
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    2.7.2.2 ผลของสารอาหารต่อการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์โดยจุลินทรีย์ 
                      อัตราส่วนของสารอาหารในรูป Carbon/Nitrogen (C/N) ที่ใช้เลี ยงจุลินทรีย์

เริ่มต้นมีผลต่อการย่อยน ้ามันของจุลินทรีย์ ซึ่งสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม  
ส่งผลกระทบต่อปริมาณของคาร์บอนที่เปลี่ยนไป ซึ่งท้าให้มีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ และ
ท้าให้ความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนของจุลินทรีย์นั นต่้าลงไปด้วย  
(Choi et al., 2002) ซึ่งในการกระตุ้นให้จุลินทรีย์มีการย่อยสลายน ้ามันจ้าเป็นต้องมีการเติมคาร์บอน
ให้กับจุลินทรีย์ โดยทั่วไปแล้วอัตรา C/N ที่เหมาะสมในการเจริญของจุลินทรีย์ คือ 60-100:1 (Dibble 
& Bartha, 1979) 
               2.7.2.3 ผลของออกซิเจนต่อการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์โดยจุลินทรีย์ 

                       ปริมาณออกซิเจนมีผลโดยตรงต่อการย่อยสลายของน ้ามันหล่อลื่นโดยจุลินทรีย์ 
โดยเฉพาะจุลินทรีย์ที่ต้องการอากาศในการเจริญเติบโต (Aerobes) โดยหากมีการปนเปื้อนน ้ามัน 
ในแหล่งน ้าพบว่าปริมาณออกซิเจนในอากาศมีส่วนช่วยในการย่อยสลายน ้ามันของจุลินทรีย์ได้โดยตรง 
ซึ่งหากมีการปนเปื้อนน ้ามันในดินจะพบว่าปริมาณออกซิเจนขึ นอยู่กับปริมาณของจุลินทรีย์ที่สามารถ
ใช้ออกซิเจนจากอากาศ ปริมาณน ้าในดิน และชนิดของดิน ซึ่งส่งผลให้อัตราการย่อยสลายน ้ามันโดย
จุลินทรีย์ในดินช้ากว่าในน ้า เนื่องจากมีปริมาณออกซิเจนที่ค่อนข้างจ้ากัดกว่าในน ้า อย่างไรก็ตาม 
การย่อยสลายน ้ามันโดยจุลินทรีย์ที่ไม่ต้องการใช้ออกซิเจนในการเจริญสามารถเกิดขึ นได้เช่นกัน  
(Bailey et al., 1973) 
               2.7.2.4 ผลของ pH ต่อการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์โดยจุลินทรีย์ 

                       ค่า pH มีความส้าคัญเป็นอย่างมากต่อการเจริญของจุลินทรีย์ โดยส่วนใหญ่
จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันจะเจริญได้ดีในช่วง pH เป็นกลาง ซึ่งค่า pH ของดิน
เป็นกรดหรือเป็นเบสที่รุนแรงมากจะส่งผลต่อการย่อยสลายน ้ามันของจุลินทรีย์ โดยจะท้าให้อัตราเร็ว
ในการย่อยสลายน ้ามันเกิดขึ นได้ช้า เพราะสภาวะของดินที่เป็นกรดและเบสที่รุนแรงจะยับยั งการ
เจริญและการเพ่ิมจ้านวนของจุลินทรีย์  
 

3. งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
3.1 การย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วโดย Pseudomonas aeruginosa DP-1 

และการหาสภาวะที่เหมาะสม (Parikh et al., 2018) 
       น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วมีองค์ประกอบการปนเปื้อนของโลหะหนัก เช่น  

ตะกั่ว สังกะสี แบเรียม เป็นต้น เนื่องจากการสึกหรอของเครื่องยนต์ และการได้รับความร้อนเป็น
เวลานาน ซึ่ งน ้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ ใช้แล้วมีปริมาณของ PAHs (Polycyclic aromatic 
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hydrocarbons) ที่เป็นสารก่อมะเร็ง โลหะหนักส่งผลให้เกิดความเป็นพิษที่มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบ
กับน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ใหม่ ดังนั นจึงส่งผลกระทบต่อมนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดล้อมโดยตรงเมื่อ 
เกิดการรั่วไหลสู่ธรรมชาติ 

น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ปนเปื้อนลงสู่สิ่งแวดล้อมสามารถบ้าบัดได้ด้วย 3 วิธี คือ วิธีการ
ทางกายภาพ วิธีการทางเคมี และวิธีการทางชีวภาพ พบว่าวิธีการบ้าบัดทางชีวภาพเป็นทางเลือกที่ดี
ที่สุด โดยใช้การย่อยสลายของจุลินทรีย์ ซึ่งจุลินทรีย์จะมีการย่อยสลายสารมลพิษในน ้ามันและ 
เปลี่ยนรูปไปเป็นแหล่งอาหาร และแหล่งพลังงาน โดยจุลินทรีย์เพียงชนิดเดียวสามารถย่อยสลาย 
สารมลพิษได้ ในขณะที่จุลินทรีย์ผสมสามารถท้าให้เกิดการย่อยสลายทางชีวภาพสมบูรณ์มากขึ น 

ในกรณีศึกษานี เป็นการศึกษาเพ่ือประเมินการย่อยสลายทางชีวภาพของน ้ามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ใช้แล้วด้วยเชื อ Pseudomonas aeruginosa DP-1 และการหาสภาวะที่เหมาะสมใน
การย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วให้มีประสิทธิภาพสูงที่สุด 

 
3.1.1 วิธีการศึกษา 

    3.1.1.1) การเก็บตัวอย่างดิน 
              เก็บตัวอย่างดินที่มีการปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ ใช้แล้ว  
3 แหล่งตัวอย่างใส่ลงในถุงพลาสติกปลอดเชื อ โดยตัวอย่างที่เก็บได้เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิเย็น
ตลอดเวลาก่อนน้าไปทดสอบที่ห้องปฏิบัติการ 
                      3.1.1.2) การเก็บตัวอย่างน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 
              เก็บตัวอย่างน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วจากอู่ซ่อมรถใส่ลงในขวด
พลาสติกปลอดเชื อ  
                      3.1.1.3) การคัดแยกแบคทีเรียย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 
                                ชั่งตัวอย่างดินปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 10 กรัม เติมลง
ในขวดรูปชมพู่ที่มีอาหาร Mineral salt medium (MSM) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่เติมน ้ามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ใช้แล้วปลอดเชื อ 1 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือใช้เป็นแหล่งคาร์บอน จากนั นน้าไปบ่มโดยการเขย่าที่
อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส ความเร็ว 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน หลังจากนั นน้าตัวอย่างไป
เจือจางให้ได้ความเข้มข้น 10 -4, 10-5 และ 10-6 ดูดตัวอย่างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ในแต่ละความ
เข้มข้นน้าไป Spread plate บนอาหาร MSM agar และ Nutrient agar (NA) หลังจากนั นน้าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน เมื่อบ่มครบ 3 วันน้าจานอาหารเลี ยงเชื อไปคัดเลือก
โคโลนีที่เจริญบนอาหาร MSM agar และ NA agar โดยคัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่
แตกต่างกันไปท้าให้บริสุทธิ์โดยวิธีการ Streak plate ลงบนอาหาร MSM agar หลังจากนั นน้าโคโลนี
ที่คัดแยกได้เก็บลงบนอาหาร NA Slant  
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             3.1.1.4) การคัดเลือกเชื อที่สามารถย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว
จากเชื อคัดแยกได ้

             จากวิธีการคัดแยกเชื อสามารถคัดเลือกเชื อได้ 15 ไอโซเลต หลังจากนั น
ท้าการทดสอบโดยการดูดตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ของเชื อแต่ละไอโซเลตที่มีความเข้มข้น 3x107 

เซลล์ต่อมิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ที่มีอาหารเหลว MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ที่ เติม
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วปลอดเชื อปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35±2 

องศาเซลเซียส ความเร็ว 100 รอบต่อนาที และตรวจสอบการย่อยของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้
แล้วด้วยวิธีการ Gravimetric method  

             เ พ่ือเป็นการยืนยันการย่อยอีกหนึ่ งวิธี  โดยการใช้สารละลายเชื อ       
ความเข้มข้น 3x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ของแต่ละไอโซเลตปริมาตร 50 ไมโครลิตร โดยใช้วิธีการ Spot 
inoculated ลงบนอาหาร TBA agar หลังจากนั นน้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส แล้วน้าไป
วัดขนาดของโซนใสรอบโคโลนี (Clear zone) ซึ่งแบคทีเรียที่สร้าง Clear zone ที่มีขนาดใหญ่ที่สุด
บนอาหาร TBA agar จะถูกคัดเลือกเพ่ือท้าการศึกษาในขั นตอนต่อไป 

   3.1.1.5) การตรวจหาการย่อยไฮโดรคาร์บอนโดยใช้ 2,6-DCPIP 
              การคัดเลือกเชื อที่มีประสิทธิภาพในการย่อยน ้ามันสูงที่สุดบนอาหาร 

Tributyrine agar (TBA) คือ Pseudomonas aeruginosa DP-1 หลังจากนั นน้าเชื อไปตรวจหาการ
ใช้ ไฮโดรคาร์บอนจากน ้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ ใช้แล้ว  โดยการน้าสารละลายของเชื อ 
Pseudomonas aeruginosa DP-1 ที่มีความเข้มข้น 3x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ผสมกับน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วปลอดเชื อ 15 ไมโครลิตร และ 2 ,6-DCPIP ปริมาตร  
40 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง จากนั นบ่มที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
และสังเกตการณ์จางหายไปของสี 2,6-DCPIP ที่เตมิลงไป 
    3.1.1.6) การหาสภาวะที่เหมาะสมของเชื อที่คัดเลือกในการย่อยสลายทางชีวภาพ
ของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 
                                   การศึกษานี มีการก้าหนดพารามิเตอร์ในการทดลองเพ่ือหาแนวโน้มที่
ส่งผลต่อการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว โดยก้าหนดพารามิเตอร์  pH ที่ pH 5, 6, 7 
และ 8 และก้าหนดพารามิเตอร์อุณหภูมิที่อุณหภูมิ 20, 30, 35 และ 50 องศาเซลเซียส นอกจากนี 
ก้าหนดพารามิเตอร์ความเข้มข้นของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ 1%, 2%, 3% และ 4% และก้าหนด
พารามิเตอร์ของปริมาณหัวเชื อขนาด 1%, 2%, 3% และ 4% ซึ่งพบว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อการ 
ย่อยสลายน ้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ ใช้แล้วโดยจุลินทรีย์  คือ pH 7 บ่มที่ อุณหภูมิ  35±2  
องศาเซลเซียส โดยทดลองที่ความเข้มข้นของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ 1% และเติมปริมาณหัวเชื อ 
1 % (v/v) และเติมเชื อปริมาตร 1 มิลลิลิตร (v/v) ซึ่งมีความเข้มข้นของจุลินทรีย์อยู่ที่ 3x107  โดย 
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การทดลองทั งหมดและชุดการทดลองควบคุมถูกบ่มไว้เป็นเวลา 32 วัน และการวัดปริมาณของ 
การย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ววัดโดยการใช้วิธี Gravimetric method 

              3.1.2 ผลการศึกษา 
            3.1.2.1) การแยกเชื อและการคัดเลือกเชื อ 
                   ตัวอย่างที่แยกได้จากอาหาร M broth พบโคโลนีที่มีความแตกต่างกันทาง
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาจ้านวน 42 ไอโซเลตบนอาหาร Nutrient agar และจ้านวน 15  ไอโซเลต
บนอาหาร MSM agar และพบการย่อยน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วจ้านวน 15 ไอโซเลต 
บนอาหาร NA agar ที่เติมน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว โดยมีขนาด Clear zone ที่ 3-16 
มิลลิเมตร แสดงในภาพที่ 7 และพบการย่อยน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วจ้านวน 15 ไอโซเลต 
บนอาหาร TBA agar ซึ่งมีขนาด Clear zone ที่ 7-24 มิลลิเมตร  
 

 

ภาพที่ 7 ไอโซเลตที่สามารถย่อยน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วบนอาหาร MSM agar plate 
ที่มา: Parikh et al. (2018) 

 

นอกจากนี เชื อที่คัดแยกได้สามารถย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว คิดเป็น     
14-37 เปอร์เซ็นต์ โดยภายใน 32 วันหลังการบ่ม ไอโซเลต DP1, DS1 และ DS7 มีประสิทธิภาพ    
การย่อยที่สูงกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ และไอโซเลต DS5, DS6 และ OP มีประสิทธิภาพการย่อยที่ต่้ากว่า 
20 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในตารางที่ 5  
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ตารางท่ี 5 ประสิทธิภาพของไอโซเลตที่สามารถย่อยสลายอาหารที่เติมน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้
แล้ว (Used engine oil ,UEO) และ Tributyrin (TB) 

Isolate Zone of clearance (mm) Degradation of UEO 

 TB UEO % 
Control 0 0 0 
DP1 24 16 37 
DS1 22 12 31 
DS2 19 12 30 
DS3 16 11 20 
DS4 15 12 26 
DS5 12 5 17 
DS6 9 3 14 
DS7 21 8 36 
MSMa 19 12 28 
MSMb 14 9 24 
YP 19 13 25 
OP 7 3 18 
Z1 20 14 26 
Z2 15 11 29 
Z3 20 15 27 

ที่มา: Parikh et al. (2018) 

 

  3.1.2.2) การย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วโดยใช้การทดสอบการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น 
                       เชื อ Pseudomonas aeruginosa DP-1 สามารถท้าให้เกิด Clear zone 
บนอาหาร TBA agar สูงที่สุด และมีประสิทธิภาพสูงสุดในการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ 
ใช้แล้ว นอกจากนี ยังท้าให้เกิดการจางหายไปของสี 2 ,6-DCPIP ภายในเวลา 48 ชั่วโมงหลังจากการ
บ่ม (ภาพที่ 8) ซึ่งแสดงผลเป็นบวกในการทดสอบปฏิกิริยาออกซิเดชัน ดังนั นเชื อ Pseudomonas 
aeruginosa DP-1 จึงถูกคัดเลือกเพ่ือศึกษาในขั นตอนต่อไป 
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ภาพที่ 8 ไอโซเลต DP-1 ทดสอบการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น 
(ภาพซ้าย) ไม่เกิดปฏิกิริยา=ผลลบ   (ภาพขวา) เกิดปฏิกิริยา=ผลบวก 

ที่มา: Parikh et al. (2018) 

 

  3.1.2.3) การระบุชนิดของแบคทีเรีย 
                     จากการวิเคราะห์ล้าดับเบสของยีน  16S rRNA พบว่าไอโซเลต DP-1        
มีความคล้ายคลึงกับ Pseudomonas aeruginosa (MG976750) 
  3.1.2.4) การหาสภาวะที่เหมาะสม 
             3.1.2.4.1) การหา pH ที่ เหมาะสมต่อการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 

                                     จากการศึกษา pH ในสภาวะที่เหมาะสมต่อการย่อยสลาย
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว ซึ่งแสดงผลในภาพที่ 9 พบการย่อยสลายสูงที่สุดที่ pH 7 ซึ่งใน
สภาวะ pH ที่เป็นกรดมีอิทธิพลน้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับค่า pH ที่เป็นเบส จากผลการทดลอง
พบว่าที่ pH เป็นเบสอ่อน (pH 7 ถึง 8) มีอัตราการย่อยสลายน ้ามันเครื่องใช้แล้วได้น้อยกว่า เมื่อ
เปรียบเทียบกับ pH ที่ เป็นกรดอ่อน (pH 7 ถึง 6) โดยพบว่าเมื่อสภาวะเป็นเบสจะส่งผลให้
ประสิทธิภาพของการย่อยสลายน ้ามันลดลง 
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ภาพที่ 9 ค่า pH ที่มีอิทธิพลต่อการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 
ที่มา: Parikh et al. (2018) 

   3.1 .2 .4 .2)  การหาปริมาณของเชื อที่ เหมาะสมต่อการย่อยสลาย
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 

                   จากการศึกษาปริมาณของเชื อที่ มี อิทธิพลในสภาวะที่
เหมาะสมต่อการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว ซึ่งแสดงผลในภาพที่ 10 พบว่าผลของ
ความเข้มข้นของเชื อที่ความเข้มข้นที่ 3×107, 6×107, 9×107 และ 1.2×108 มีช่วงการย่อยสลายอยู่
ในช่วง 59 ถึง 60±2 เปอร์เซ็นต์ หลังจากบ่มเป็นเวลา 32 วัน 

 

 

ภาพที่ 10 ปริมาณของเชื อที่มีอิทธิพลต่อการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 
ที่มา: Parikh et al. (2018) 
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   3.1.2.4.3) การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 

                จากการศึกษาอุณหภูมิที่มีอิทธิพลในสภาวะที่เหมาะสมต่อ 
การย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว ซึ่งแสดงผลในภาพที่ 11 พบว่า อุณหภูมิที่เหมาะสม 
คือ 35±2 องศาเซลเซียส  และการย่อยสลายต่้ ากว่า อุณหภูมิที่ เหมาะสมที่  20 และ 50  
องศาเซลเซียส ถึง 2.5 และ 3.7 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับการย่อยสลายสูงสุด อาจเนื่องมาจากเชื อเป็น
ประเภท Mesophilic และสถานที่เก็บตัวอย่างมีอุณหภูมิประมาณ 35±2 องศาเซลเซียส 
 

 

ภาพที่ 11 ค่าของอุณหภูมิที่มีอิทธิพลต่อการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 
ที่มา: Parikh et al. (2018) 

 

   3.1.2.4.4) การหาปริมาณความเข้มข้นของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ใช้แล้ว
ที่เหมาะสมต่อการย่อยสลายน ้ามันโดยจุลินทรีย์ 
                                             จากการศึกษาการหาปริมาณความเข้มข้นของน ้ามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ใช้แล้วที่มีอิทธิพลในสภาวะที่เหมาะสมต่อการย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ ซึ่งแสดงผล 
ดังภาพที่ 12 พบว่าเมื่อความเข้มข้นของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์เพ่ิมขึ นเปอร์เซ็นต์การสลายของ
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วจะลดลง ซึ่งในความเข้มข้นของน ้ามันเครื่องที่ใช้แล้ว 1, 2, 3 และ 4 
เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายลดลงอยู่ในช่วง 67 ถึง 27 เปอร์เซ็นต์  อย่างไรก็ตามเนื่องจากปริมาณน ้ามัน
เครื่องใช้แล้วที่เติมเข้าไปความเข้มข้นแตกต่างกัน หากพิจารณาการย่อยสลายเป็นมิลลิกรัมของน ้ามัน
เครื่องใช้แล้วที่เสื่อมสภาพนั นจะเท่ากับ 900, 1,060, 1,010 และ 1,080±50 มิลลิกรัม 
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ภาพที่ 12 ความเข้มข้นของน ้ามันเครื่องที่ใช้แล้วที่เหมาะสมต่อการย่อยสลายน ้ามันโดยจุลินทรีย์ 
ที่มา: Parikh et al. (2018) 

 

 ดังนั นผลการศึกษานี พบแบคทีเรีย 15 ไอโซเลต ที่แสดงการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว และพบไอโซเลต DP-1 ที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสูงที่สุด ซึ่งมีความคล้ายคลึง
กับ Pseudomonas aeruginosa อีกทั งไอโซเลต DP-1 ให้ผลบวกในการทดสอบออกซิเดชันด้วย 
2,6-DCPIP และเมื่อหาสภาวะที่เหมะสมในการย่อยสลายน ้ามันพบไอโซเลต DP-1 สามารถย่อยได้
สูงสุดถึง 69 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งจากการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมนี สามารถน้ามาประยุกต์ใช้ในการ
ย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อมต่อไป 
 

3.2 การบ้าบัดทางชีวภาพของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วโดยแบคทีเรียชนิดเดี่ยวและ
ผสมที่คัดแยกได้จากดินของโรงงานช่างกล (Hussein and Khudhair, 2018) 

3.2.1 วิธีการศึกษา 
             3.2.1.1) การเก็บรวบรวมดินที่ปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 
                                 เก็บรวบรวมดินที่ปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วจากโรงงาน
ช่างกลในเมืองแบกแดด ระหว่างวันที่ 1-28 เมษายน 2016 ซึ่งพื นที่นี ปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ใช้แล้วเป็นเวลานานมากกว่า 10 ปี และท้าการเก็บตัวอย่างดิน 25 กรัม โดยใช้ Spatula 
ปลอดเชื อโดยเก็บความลึกท่ี 0-5 เซนติเมตร ใส่ลงในภาชนะท่ีปลอดเชื อ 
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                       3.2.1.2) การคัดแยกแบคทีเรีย 
                        น้าตัวอย่างดินที่ปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 1 กรัม ใส่ลง
ในฟลาสก์อาหารเหลวที่มีอาหาร Bushnell Haas medium (BH) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่เติม
น ้ามันหล่อลื่นที่ใช้แล้ว 5 เปอร์เซ็นต์เป็นแหล่งคาร์บอน จากนั นน้าไปบ่มโดยการเขย่าที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน เมื่อบ่มครบ 7 วัน ท้าการถ่ายเชื อปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร จากแต่ละฟลาสก์ และ Spread plate ลงบนอาหาร BH agar ที่เติมน ้ามันหล่อลื่น    
ใช้แล้ว 5 เปอร์เซ็นต์ น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วัน จากนั นคัดเลือก   
โคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนจานอาหารไป Sub culture ลงบน NA plate 

3.2.1.3) การติดตามการเจริญของแบคทีเรีย 
                  วัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทีเจริญในอาหารเหลว BH ด้วยการวัด 

optical density (OD) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยเครื่อง Spectrophotometer 
3.2.1.4) การสกัดและการตรวจสอบปริมาณน ้ามันคงเหลือ 

                    การวัดปริมาณน ้ามันคงเหลือในอาหารเหลว BH ใช้วิธี Gravimetric โดย
น้าฟลาสก์อาหารเหลว BH ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท้าการเลี ยงจุลินทรีย์ใส่กรวยแยก (Separating 
funnels) แล้วเติมสาร Dichloromethane 50 มิลลิลิตร เก็บตัวอย่างชั น Organic solvent และ
น้ามาตกตะกอนด้วย Sodium sulfate จ้านวน 15 กรัม จากนั นค้านวณเปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย
น ้ามันเครื่องโดยใช้สูตร 
 
%การย่อยสลายของน ้ามันเครื่องใช้แล้ว = น ้าหนักน ้ามันชุดควบคุม–น ้าหนักน ้ามันชุดทดลอง x 100 

      น ้าหนักน ้ามันชุดควบคุม 

  3.2.1.5) การคัดเลือกแบคทีเรีย 
                                  การคัดเลือกแบคทีเรีย โดยเตรียมอาหารเลี ยงเชื อเหลว BH ที่ pH 7  
ใส่ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร แล้วเติมน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 5 เปอร์เซ็นต์ จากนั น
ลงเชื อแบคทีเรียที่คัดแยกในแต่ฟลาสก์ และมีฟลาสก์ที่ไม่ลงเชื อแบคทีเรีย (Control หรือชุดควบคุม) 
จากนั นน้าฟลาสก์ทั งหมดไปบ่มโดยการเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 วัน น้าไปวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่ 600 นาโนเมตร และวัดปริมา ณ
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วที่ตกค้างในอาหารเลี ยงเชื อ 
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                       3.2.1.6) การระบุชนิดของจุลินทรีย์ 
                                 แบคที เรียที่ คัดแยกและมีประสิทธิภาพสู งสุดในการย่อยสลาย
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วจะถูกคัดเลือกจากความสามารถในการใช้น ้ามันในอาหารเหลว โดย
เชื อจะแสดงคุณสมบัติในระดับสายพันธุ์ ซึ่งสามารถแสดงออกทางด้านสัณฐานวิทยาของโคโลนี      
การติดสีแกรม และการทดสอบทางชีวเคมี เช่น การหมักแลคโตส ซิเตรต คะตาเลส อินโดล เมทิลเรด 
ออกซิเดส และอ่ืนๆ ตามคู่มือของ Bergey 
                       3.2.1.7) การศึกษาผลของอุณหภูมิและ pH ต่อการย่อยสลายน ้ามัน 
             เตรียมอาหารเหลว BH ที่ เติมน ้ามันหล่อลื่นใช้แล้ว 5 เปอร์เซ็นต์   
ปรับค่า pH เท่ากับ 7 จากนั นเลี ยงแบคทีเรียลงในแต่ละฟลาสก์ และน้าไปบ่มที่อุณหภูมิที่ต่างกัน ดังนี  
อุณหภูมิ 20, 25, 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน 
             การศึกษาค่า pH ที่มีผลต่อการย่อยสลายน ้ามัน โดยการเตรียมอาหาร
เหลว BH ที่มีค่า pH ต่างกัน ได้แก่ pH 5, 6, 7, 8 และ 9 จากนั นเลี ยงแบคทีเรียบ่มที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน และตรวจหาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และปริมาณน ้ามัน
คงเหลือ 
                       3.2.1.8) การย่อยสลายทางชีวภาพโดยแบคทีเรียเดี่ยวและแบคทีเรียกลุ่ม 
                                  แบคทีเรีย Bacillus sp., Acinebacter sp. และ Pseudomonas sp. 
เตรียมโดยผสมเชื อบริสุทธิ์ในปริมาตรที่เท่ากัน จากนั นน้าไปเลี ยงลงในอาหารเหลว BH ที่ pH 7 ที่เติม
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 5 เปอร์เซ็นต์ โดยท้าการเพาะเลี ยงในอาหารทั งแบบเดี่ยว  
และแบบกลุ่ม จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
10 วัน หาค่าการเจริญของแบคทีเรีย และการย่อยสลายทางชีวภาพของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้
แล้ว 
 

3.2.2 ผลการศึกษา 
3.2.2.1) แบคทีเรียที่แยกได้จากตัวอย่างดินที่ปนเปื้อน 

                จากการศึกษาสามารถแยกแบคทีเรียได้ 25 ไอโซเลต จากตัวอย่างดิน
จ้านวน 5 ตัวอย่างที่เก็บจากโรงงานช่างกล โดยใช้อาหาร BH agar ที่ pH 7 ที่เติมน ้ามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 5 เปอร์เซ็นต์เป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งผลการศึกษาการแยกแบคทีเรียแสดงในตาราง
ที่ 6 ความแตกต่างของจ้านวนไอโซเลตของแบคทีเรียที่คัดแยกจากตัวอย่างดินในแต่ละแหล่งตัวอย่าง 
ทั งนี ขึ นอยู่กับลักษณะแหล่งตัวอย่างดินตามปริมาณสารปนเปื้อนและระยะเวลาการปนเปื้อน 
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ตารางท่ี 6 จ้านวนแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดินปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว  

Soil samples Symbol Collection period Number of isolates 
Al-Jadriya A 1th April, 2016 5 
Al-Karrada K 7th April, 2016 2 
Al-Bayaa B 14th April, 2016 9 

Al-Ghazaliyah G 21th April, 2016 2 
Al-Dora D 28th April, 2016 7 

  Total isolates = 25 
ที่มา: Hussein, A. A., & Khudhair, H. S. (2018) 

 

                ในปัจจุบันการแยกแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายน ้ามันจากพื นที่ปนเปื้อนน ้ามันพบว่า
เป็นแหล่งที่ดีที่สุด โดยแบคทีเรียที่แยกได้สามารถน้าไปใช้ส้าหรับการย่อยน ้ามันที่มีไฮโดรคาร์บอน
ต่างๆ และสามารถใช้ฟ้ืนฟูบริเวณที่ปนเปื้อนได้ 

3.2.2.2) การคัดเลือกแบคทีเรีย 
                   แบคทีเรียที่คัดแยกได้จ้านวน 25 ไอโซเลต น้าไปศึกษาการใช้

น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วในอาหารเหลว BH โดยสามารถวัดการเจริญของแบคทีเรีย และการ
ย่อยสลายทางชีวภาพของน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วโดยเครื่อง Spectrophotometer ที่ 
OD600 นาโนเมตร และสามารถตรวจวัดการย่อยสลายทางชีวภาพโดยวิธี Gravimetric ซึ่งผล
การศึกษาการเจริญของแบคทีเรียแสดงในตารางที่  7 แต่ละไอโซเลตมีความแตกต่างกันในการใช้
อาหารเลี ยงเชื อ และพบว่าไอโซเลต A4, B6 และ D5 มีอัตราการเจริญที่สูงที่สุด คือ 0.67, 0.61 และ 
0.73 ตามล้าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลตอื่นในการศึกษานี  
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ตารางท่ี 7 การคัดเลือกแบคทีเรียขั นแรกด้วยการวัดการเจริญของแบคทีเรีย 

Isolates Bacterial growth 
at 600 nm 

Isolates Bacterial growth 
at 600 nm 

Isolates Bacterial growth 
at 600 nm 

A1 0.29 B3 0.33 D1 0.44 
A2 0.44 B4 0.26 D2 0.39 
A3 0.11 B5 0.50 D3 0.41 
A4 0.67 B6 0.61 D4 0.26 
A5 0.09 B7 0.46 D5 0.73 
K1 0.09 B8 0.17 D6 0.52 
K2 0.16 B9 0.31 D7 0.22 
B1 0.24 G1 0.28   
B2 0.42 G2 0.08   

ที่มา: Hussein and Khudhair, (2018) 

อย่างไรก็ตามการศึกษาการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วแสดงให้เห็นถึงความ
แตกต่างในแต่ละไอโซเลตเกี่ยวกับความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว  
ดังในตารางที่  8 ซึ่งผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าไอโซเลต A4 B6 และ D5 เป็นไอโซเลตที่มี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วได้ดีที่สุด โดยคิดเป็น 74.6, 70.2 และ 
78.5 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลตอื่นในการศึกษาครั งนี  

ตารางท่ี 8 การคัดเลือกแบคทีเรียขั นที่ 2 โดยการตรวจหาประสิทธิภาพในการย่อยสลาย 

Isolates Biodegradation(%) Isolates Biodegradation(%) Isolates Biodegradation (%) 

A1 45.3 B3 55.9 D1 63.1 
A2 62.6 B4 53.3 D2 58.5 
A3 39.4 B5 67.3 D3 59.4 
A4 74.6 B6 70.2 D4 49.9 
A5 32.9 B7 63.8 D5 78.5 
K1 29.4 B8 47.8 D6 69.2 
K2 41.2 B9 54.6 D7 51.2 
B1 50.1 G1 52.3   
B2 60.7 G2 26.5   
ที่มา: Hussein and Khudhair, (2018) 
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 โดยผลการศึกษานี พบว่าแบคทีเรียที่คัดแยกได้สามารถใช้น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้
แล้วเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานเพียงอย่างเดียว ซึ่งไอโซเลตที่แยกได้จากตัวอย่างดิน 5 
แหล่ง น้าไป spread plate บนอาหาร BH agar plate ซึ่งเป็น Selective media ที่ ใช้ส้าหรับ
แบคทีเรียย่อยสลายน ้ามัน 

3.2.2.3) การจ้าแนกแบคทีเรีย 
                   แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันมากที่สุด คือ          

ไอโซเลต A4, B6 และ D5 ซึ่งน้าแบคทีเรีย 3 ไอโซเลตนี ไปท้าการทดสอบทางสัณฐานวิทยา และ
ชีวเคมี โดยผลการศึกษาแสดงดังในตารางที่ 9 สามารถระบุได้ว่าไอโซเลต A4, B6 และ D5 จัดอยู่ใน
สกุล Bacillus sp., Acinebacter sp. และ Pseudomonas sp. ตามล้าดับ 

 
ตารางท่ี 9 การทดสอบทางสัณฐานวิทยา และชีวเคมีเพ่ือระบุชนิดของแบคทีเรีย 

Tests A4 B6 D5 

Form Circular Rough Circular 
Surface Smooth Smooth Smooth 
Color Cream Cream Whitish 
Margin Undulate Entire Entire 
Elevation Raised Slightly raised Convex 
Opacity Opaque Opaque Translucent 
Gram stain Positive Negative Negative 
Catalases + + + 
Oxidase + - + 
Citrate utilization + + + 
Lactose ferment - - - 
H2S production + - - 
Methyl red - - - 
Nitrate reduction + - + 
Indole - - - 
Urease - - - 
Motility + - + 

ที่มา: Hussein, A. A., & Khudhair, H. S. (2018) 
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             Atlas (1992) ได้ท้าการศึกษาหาแบคที เรียย่อยสลายน ้ ามัน โดยพบแบคที เรีย 
Pseudomonas, Bacillus, Proteus, Salmonella และ Streptococcus ถูกคัดแยกได้จากดินที่
ปนเปื้อนน ้ามัน โดยแบคทีเรีย 2 ชนิด ได้แก่ Pseudomonas และ Bacillus มีรายงานว่าอยู่ในกลุ่ม
แบคทีเรียที่พบได้บ่อยท่ีสุดในแบคทีเรียทีแยกได้จากแหล่งปนเปื้อนน ้ามัน นอกจากนี  Thenmozhi et 
al. (2011) ได้คัดแยกแบคทีเรียจ้านวน 3 ไอโซเลต ซึ่งสามารถใช้น ้ามันเป็นแหล่งอาหารได้ ซึ่งเป็น
แบคที เรีย Pseudomonas aeruginosa ที่คัดแยกได้มีประสิทธิภาพสูงสุดในการย่อยสลาย
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วได้ถึง 81 เปอร์เซ็นต์ หลังจากการบ่ม 30 วัน ในขณะที่ Serratia 
marcescens และ Bacillus licheniformis มีประสิทธิภาพย่อยสลายที่ 72 และ 60 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล้าดับ ผลการศึกษานี พบว่า Pseudomonas จัดเป็นแบคทีเรียย่อยสลายน ้ามันที่พบได้บ่อยที่สุด 
ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Pokethitiyook et al. (2003) และ Abdel-El-HD et al. (2002) 
พบว่า Acinebacter เป็นแบคทีเรียที่พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ และสามารถก้าจัดหรือย่อยสลาย
สารประกอบอินทรีย์ และสารประกอบอนินทรีย์ได้หลากหลาย 

                        3.2.2.4) ผลของอุณหภูมิ และ pH ต่อการย่อยสลายน ้ามัน 
                                  อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้
แล้วโดย Bacillus sp., Acinebacter sp. และ Pseudomonas sp. ที่เลี ยงในอาหารเหลว BH ที่เติม
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 5 เปอร์เซ็นต์เป็นแหล่งคาร์บอน โดยผลของอัตราการเจริญ และ
การย่อยสลายทางชีวภาพ แสดงไว้ในภาพที่ 13 และ 14 ตามล้าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าอัตราการเจริญ 
และการย่อยสลายดีที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมื่อเปรียบเทียบกับอุณหภูมิอ่ืน นอกจากนี 
ผลการวิจัยพบว่า Pseudomonas sp. มีประสิทธิภาพสูงสุดในการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ใช้แล้วได้ 78.9 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่แบคทีเรีย Bacillus sp. และ Acinebacter sp. มี
ประสิทธิภาพการย่อยที่ 74.7 และ 70.4 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ 
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ภาพที่ 13 ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญของแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต 
ที่มา: Hussein and Khudhair, (2018) 

 

 

ภาพที่ 14 ผลของอุณหภูมิต่ออัตราการย่อยสลายน ้ามันเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วของแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต 
ที่มา: Hussein and Khudhair, (2018) 

 

ผลของ pH ต่อการย่อยสลายน ้ ามันหล่อลื่นเครื่ องยนต์ที่ ใช้แล้วโดย Bacillus sp. 
Acinebacter sp. และ Pseudomonas sp. เลี ยงในอาหารเหลว BH ที่เติมน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์
ที่ใช้แล้ว 5 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในภาพที่ 15 และ 16 ซึ่งแสดงความสามารถที่แตกต่างกันใน 
การเจริญเติบโตที่ pH ต่างๆ และการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว โดยที่ pH 7  
พบการเจริญสูงสุดทั ง 3 ไอโซเลต ในขณะที่ Pseudomonas sp. สามารถย่อยสลายน ้ามันได้สูงสุดถึง 
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79.1 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี  Bacillus sp. และ Acinebacter sp. สามารถย่อยสลายน ้ามัน 74.8 
และ 70.5 เปอร์เซ็นต์ตามล้าดับ 

 

 

ภาพที่ 15  ผลของ pH ต่อการเจริญของแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต 
ที่มา: Hussein and Khudhair, (2018) 

 

 

 

ภาพที่ 16 ผลของ pH ต่อการย่อยสลายน ้ามันเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วของแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต 
ที่มา: Hussein and Khudhair, (2018) 
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 จากการรายงานพบว่าอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิที่ดีที่สุดในการเจริญ และ
อุณหภูมิระหว่าง 30-37 องศาเซลเซียส มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันเครื่องยนต์ให้แล้วสูงสุด 
เนื่องจากแบคทีเรียที่มีความสามารถย่อยสลายน ้ามันเป็นแบคทีเรียที่ชอบสภาวะเป็นกลาง (Namazi 
et al., 2008) 

                        3.2.2.5) การย่อยสลายทางชีวภาพโดยเชื อแบคทีเรียแบบเดี่ยวและแบบผสม 
                                   ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันเครื่องยนต์ใช้แล้วโดย
แบคทีเรียแบบเดี่ยวและแบบผสมของ Bacillus sp., Acinebacter sp. และ Pseudomonas sp. มี
การตรวจสอบการเจริญ และความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันเครื่องยนต์ในอาหาร BH ที่มีความ
เข้มข้นของน ้ามันเครื่องยนต์ 5 เปอร์เซ็นต์ โดยท้าการบ่มเป็นเวลา 10 วัน หลังจากนั นวัดอัตราการ
เจริญของแบคทีเรีย และอัตราการย่อยสลายน ้ามัน 
                                   จากผลการศึกษา (ตารางที่ 10) แบคทีเรียแบบผสมมีอัตราการเจริญ 
และการย่อยสลายน ้ามันสูงสุด 0.94 และ 90.2 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี ยงแบคทีเรีย
แบบเดี่ยว 
 
ตารางที่ 10 ผลของการเพาะเลี ยงเชื อแบคทีเรียแบบเดี่ยวและแบบผสมในอาหาร BH ต่อการเจริญ
ของแบคทีเรียเป็นระยะเวลา 10 วัน 

Type of inoculum 
Bacterial growth at  

600 nm 
Percentage of 

biodegradation % 
Bacillus sp. 0.68 74.8 
Acinetobacter sp. 0.63 70.5 
Pseudomonas sp. 0.75 79.1 
Consortium culture 0.94 90.2 

ที่มา: Hussein and Khudhair, (2018) 

 

 ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ (Umanu et al., 2013) แสดงให้เห็นว่าการใช้แบคทีเรีย
แบบผสมมีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วได้ดีกว่า เพราะในแบคทีเรียบาง
สายพันธุ์สามารถย่อยสลายน ้ามันเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วออกมาเป็นสารประกอบที่สายพันธุ์อ่ืนน้าไปใช้ได้ 
และที่ส้ าคัญกลุ่มสายพันธุ์แบคที เรีย ในสิ่ งแวดล้ อมมีการท้างานร่วมกันท้าให้สามารถใช้
สารประกอบอะลิฟาติกได้ 90 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 30 วัน 
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 จากการรายงานพบว่า Pseudomonas  aeruginosa สามารถย่อยสลายน ้ามันเครื่องยนต์ที่
ใช้แล้วได้สูงสุด 53.44 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ Bacillus sp. มีการย่อยสลายได้ 34.92 เปอร์เซ็นต์ใน
ระยะเวลา 30 วัน (Atlas, 1981) ซึ่งในการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์โดยใช้แบคทีเรีย 
แบบเดี่ยว เมื่อกระบวนการย่อยสลายเสร็จสิ นจะได้สารตั งต้นเป็นไฮโดรคาร์บอน (Marin et al., 
1996) อย่างไรก็ตามการใช้แบคทีเรียหลากหลายสายพันธุ์ พบว่าสามารถผลิตเอนไซม์ที่หลากหลายใน
การย่อยสลายสารประกอบที่ซับซ้อนของไฮโดรคาร์บอนได้ 
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บทที่ 3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 อุปกรณ์และเครื่องมือ 
     3.1.1 เสียมเล็ก (Spade) 
     3.1.2 ช้อนตักสาร (Spatula) 
     3.1.3 ถุงซิปล็อค (Zip lock bag) 
     3.1.4 กล่องโฟม (Foam box) 
     3.1.5 ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) 
     3.1.6 บีกเกอร์ (Beaker) 
     3.1.7 หลอดทดลอง (Test tube) 
     3.1.8 จานเพาะเชื อ (Petri dish) 
     3.1.9 ขวดระเหยสาร (Evaporating flask) 
     3.1.10 กรวยแยกสาร (Separatory funnel) 
     3.1.11 กระบอกตวง (Cylinder) 
     3.1.12 หลอดดักแก๊ส (Durham tube) 
     3.1.13 แท่งแก้วสามเหลี่ยม (Spreader) 
     3.1.14 แท่งแก้วคนสาร (Stirring rod) 
     3.1.15 เข็มเขี่ยเชื อ (Needle) 
     3.1.16 ห่วงเขี่ยเชื อ (Loop)  
     3.1.17 กระจกสไลด์ (Microscope slide) 
     3.1.18 กระจกปิดสไลด์ (Cover glass) 
     3.1.19 ปากคีบ (Forcep) 
     3.1.20 หลอดเซนติฟิวก์ (Centrifuge tube) 
     3.1.21 หลอดไมโครเซนทริฟิวก์ (Microcentrifuge tube) 
     3.1.22 หลอดพีซีอาร์ (PCR tube) 
     3.1.23 ขวดใส่อาหาร (Bottle with screw cap) 
     3.1.24 หม้อนึ่งความดันไอน ้า (Autoclave)  
     3.1.25 ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 
     3.1.26 ตู้เขี่ยเชื อ (Laminar flow) 
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     3.1.27 เครื่องเขย่าสาร (Shaker) 
     3.1.28 เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) 
     3.1.29 กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light Microscope) 
     3.1.30 อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
     3.1.31 เตาอบไมโครเวฟ (Microwave oven) 
     3.1.32 อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
     3.1.33 เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) 
     3.1.34 เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรมแบบนาโน (Nano drop) 
     3.1.35 เครือ่งวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
     3.1.36 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (MultiGene optimax thermal cycle) 
     3.1.37 ตู้เย็น (Refrigerator) 
     3.1.38 ตู้แช่แข็ง (Freezer) 
     3.1.39 ตู้บ่มเชื อ (Incubator) 
     3.1.40 ออโต้ปิเปต (Autopipette) 
     3.1.41 เครื่องชั่ง (Analytical balance) 
     3.1.42 เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) 
     3.1.43 เครื่องแยกสารพันธุกรรมด้วยไฟฟ้า (Gel electrophoresis) 
     3.1.44 เครื่องส่องเจล (UV transilluminator) 
     3.1.45 เครื่องให้ความร้อนหลอดทดลอง (Heat block) 
 

3.2 อาหารและสารเคมี 

     3.2.1 Hexane 
     3.2.2 Ethyl alcohol 95% 
     3.2.3 Ethyl alcohol 70% 
     3.2.4 N-hexadecane 
     3.2.5 Glycerol 
     3.2.6 HgCl2 
     3.2.7 Iodine  
     3.2.8 Crystal violet 
     3.2.9 Safranin O 
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     3.2.10 Liquid paraffin 
     3.2.11 Ammonium oxalate 
     3.2.12 Potassium iodide (KI) 
     3.2.13 Acetone 
 

3.3 อาหารเลี ยงเชื อ 

     3.3.1 Nutrient agar (NA) 
     3.3.2 Nutrient broth (NB) 
     3.3.3 Luria-Bertani (LB) 
     3.3.4 Yeast malt broth (YMB) 
     3.3.4 Yeast malt agar (YMA) 
     3.3.4 Carbon-free mineral medium (CFMM) 
     3.3.5 Hugh&Leifson O-F medium 
     3.3.6 Tween 80 agar หรือ Lipase test medium 
     3.3.7 Glucose yeast extract bromcresol purple broth 
     3.3.8 Lactose yeast extract bromcresol purple broth 
     3.3.9 Sucrose yeast extract bromcresol purple broth 
 
3.4 การคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลายน  ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 
     3.4.1 การเก็บตัวอย่างดิน 

   เก็บตัวอย่างดินจากอู่ซ่อมรถ 3 แหล่งตัวอย่าง ได้แก่ จังหวัดนครปฐม ราชบุรี และ

กาญจนบุรี ใส่ในถุงซิปพลาสติกปลอดเชื อ และเก็บรักษาที่อุณหภูมิเย็นตลอดเวลาก่อนน้ามาวิเคราะห์

ที่ห้องปฏิบัติการ 

     3.4.2 การเพ่ิมจ้านวนจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้

แล้ว 

             เพ่ิมจ้านวนจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ 
ที่ใช้แล้วด้วยเทคนิค Enrichment เป็นการกระตุ้นให้จุลินทรีย์จากสิ่งแวดล้อมนั นใช้สารมลพิษ โดย
การน้าตัวอย่างดิน 1 กรัม ใส่ลงในอาหารเหลว Carbon-free mineral medium (CFMM) broth 
15 มิลลิลิตร ที่เติม 1% N-hexadecane เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียว บ่มที่อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที จากนั นถ่ายเชื อลงในอาหารเลี ยงเชื อ
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เหลว CFMM ใหม่ที่มี N-hexadecane 1% v/v บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท้าซ ้าเป็นจ้านวน 5 ครั ง 

     3.4.3 การคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 

             น้าตัวอย่างที่ได้จากขั นตอนการเพ่ิมจ้านวนจุลินทรีย์มาท้าการคัดแยกจุลินทรีย์โดยวิธี 
Spread plate โดยดูดตัวอย่างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยลงบนอาหาร Luria bertani (LB) 
medium โดยท้าตัวอย่างละ 3 ซ ้า จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
และตรวจดูการเจริญบนผิวหน้าอาหาร และคัดเลือกโคโลนีที่แตกต่างกันน้ามาท้าให้บริสุทธิ์ในขั นตอน
ต่อไป 
     3.4.4 การท้าเชื อให้บริสุทธิ์ 

  คัดเลือกโคโลนีของจุลินทรีย์ที่มีลักษณะแตกต่างกันจากขั นตอนการคัดแยกจุลินทรีย์มาท้า

ให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีการ Streak plate จากนั นเก็บรักษาเชื อบนหลอดอาหารผิวเอียง (NA Slant) 

ส้าหรับใช้ในการทดลองในขั นตอนต่อไป และท้าการเก็บรักษาเชื อในสารละลาย 20% กลีเซอรอลที่

อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพ่ือเก็บรักษาเชื อไว้ใช้ในระยะยาว 

 
3.5 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี 
     3.5.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristics) 

       3.5.1.1) ลักษณะโคโลนี (Cultural characteristics) ได้แก่ เส้นผ่านศูนย์กลาง, รูปรา่ง 
(Form), ขอบ (Margin), ผิวหน้า (Surface), ความนูน (Elevation), สี (Color), ความขุ่น (Optical 
features) และความหนืด (Consistency) 
             3.5.1.2) การย้อมสีแกรม (Gram staining) เป็นวิธีการเบื องต้นในการจ้าแนกแบคทีเรีย
ออกเป็น  2  กลุ่ ม  ได้ แก่  แบคที เ รี ยแกรมบวก ( Gram positive bacteria)  และแบคที เ รี ย 
แกรมลบ (Gram negative bacteria) โดยมีวิธีการดังนี   
                        3.5.1.2.1) การเกลี่ยเชื อ (Smear) บนสไลด์ให้กระจายเป็นฟิล์มบางๆ ไม่ให้
หนาแน่นมากเกินไป และปล่อยให้แห้งในอากาศ (Air dry) 
                        3.5.1.2.2) การตรึงเซลล์ (Fix) ให้ติดแน่นกับสไลด์ ท้าให้ไม่หลุดออกขณะย้อมสี 
การตรึงเซลล์ท้าได้โดยการน้าสไลด์ที่เกลี่ยเชื อไว้จนแห้งดีแล้วไปผ่านเปลวไฟอย่างรวดเร็ว 2-3 ครั ง 
                        3.5.1.2.3) หยดสีคริสตัลไวโอเลต (Crystal violet) บนรอยเกลี่ยของเชื อให้ท่วม 

ทิ งไว้ 1 นาทีแล้วเทสีทิ ง 
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                      3.5.1.2.4) หยดสารละลายไอโอดีน (Iodine’s solution) บนรอยเกลี่ยของเชื อ 

ทิ งไว้ 1 นาที เทสารละลายทิ ง สารละลายไอโอดีนท้าหน้าที่เป็นมอร์แดนต์ (Mordant) ช่วยให้เซลล์

ติดสีย้อมได้ดีขึ น 

                    3.5.1.2.5) ล้างสีออก (Decolorize) ด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ 95% ทิ งไว้ประมาณ 
15 วินาที จากนั นล้างด้วยน ้าสะอาด  

                    3.5.1.2.6) หยดสีซาฟรานินโอ (Safranin O) บนรอยเกลี่ย ประมาณ 15-30 
วินาที ล้างน ้า และซับสไลด์ให้แห้ง จากนั นน้าสไลด์ไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

                                 การตรวจผล ผลจากการย้อมสีหากพบว่าแบคทีเรียติดสีม่วงของ
คริสตัลไวโอเลต แสดงว่าเป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive bacteria) และแบคทีเรียติดสีแดง
ของซาฟรานินโอ แสดงว่าเป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative bacteria) 

     3.5.1.3) การเคลื่อนที่ของจุลินทรีย์ ตรวจสอบโดยการใช้เข็มเข่ียโคโลนีแบคทีเรียปลายตรง 
(Needle) เขี่ยโคโลนีแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบจิ มลงไปในอาหาร Hugh&Leifson O-F medium 
ซึ่งบรรจุอยู่ในหลอดอาหารในสภาพ Semi-solid deep tube agar เป็นแนวเส้นตรง และดึงเข็มเขี่ย
เชื อออกในแนวเส้นตรงเดิม (Stab inoculation) การตรวจผลหากจุลินทรีย์มีการเจริญแยกออกมา
จากรอย Stab แสดงว่าจุลินทรีย์สามารถเคลื่อนที่ได้ 
            3.5.1.4) ลักษณะการเจริญของจุลินทรีย์  ตรวจสอบโดยการใช้เข็มเขี่ยเชื อปลายตรง 

(Needdle) เขี่ยเชื อที่ต้องการทดสอบจิ มลงไปในอาหาร Hugh&Leifson O-F medium ซึ่งบรรจุอยู่

ในหลอดอาหารในสภาพ Semi-solid deep tube agar เป็นแนวเส้นตรง และดึงเข็มเขี่ยเชื อออกใน

แนวเส้นตรงเดิม (Stab inoculation) สามารถตรวจสอบการเจริญของจุลินทรีย์โดยดูจากรอย Stab 

ที่เกิดขึ น ดังนี  

 - Filiform  การเจริญสม่้าเสมอและเรียวลงตามแนวที่ปลูกเชื อ 
 - Beaded  การเจริญของเป็นเม็ดกระจัดกระจายตามแนวที่ปลูกเชื อ 
 - Papillate  การเจริญเป็นปุ่มเล็กๆ ยื่นออกจากรอยที่ปลูกเชื อ 
 - Villous การเจริญเป็นเส้นเรียวตามรอยที่ปลูกเชื อและมีเส้นแขนง 
 - Echinulate การเจริญมีรอยหยักท่ีขอบคล้ายฟันเรื่อย 
 - Arborescent การเจริญแตกก่ิงก้านคล้ายต้นไม้ 
 - Rhizoid การเจริญแตกก่ิงคล้ายราก 
 - Effuse  การเจริญมีน้อย บาง และกระจัดกระจาย 
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3.5.2 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี (Biochemical characteristics) 
3.5.2.1) การย่อยสลายคาร์โบไฮเดรตในสภาพออกซิเดชันและเฟอร์เมนต์เตชั่น 

       จุลินทรีย์ใช้คาร์โบไฮเดรตเป็นแหล่งอาหารส้าคัญ เพ่ือใช้สร้างพลังงานและ
ส่วนประกอบของเซลล์ (Carbon skeleton) เป็นวิธีการศึกษาว่าจุลินทรีย์ใดมีการย่อยคาร์โบไฮเดรต
แบบใช้ออกซิเจนหรือไม่ใช้ออกซิเจน (Oxidative หรือ Fermentative) โดยใช้อาหารเลี ยงเชื อ 
Hugh&Leifson O-F medium อาหารเลี ยงเชื อชนิดนี ประกอบด้วย คาร์โบไฮเดรตโมเลกุลเล็กที่
ละลายน ้าได้คือน ้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งพลังงานและคาร์บอน และใช้เปปโตนในความเข้มข้นต่้าเป็น
แหล่งไนโตรเจน การใช้เปปโตนในความเข้มข้นที่ต่้านี เพ่ือป้องกันการเจริญของแบคทีเรียพวก  
Non-oxidative และ Non-fermentative ที่สามารถเจริญโดยใช้เปปโตนเป็นแหล่งพลังงานแทนได้ 
ท้าให้การสังเกตผลผิดพลาด ซึ่งอาหารนี มีสภาพเป็น Semisolid deep tube agar สามารถตรวจการ
เคลื่อนที่ของจุลินทรีย์ได้ อาหารชนิดนี จะใช้ Bromthymol blue เป็นอินดิเคเตอร์ ซึ่งเมื่อจุลินทรีย์
ผลิตกรดหรือแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ จะท้าให้อาหารมี pH ลดลงท้าให้สีของอินดิเคเตอร์เปลี่ยนจาก
สีเขียว (pH 7.5) เป็นสีเหลือง (pH เป็นกรด) โดยมีวิธีการดังนี   
                           3.5.2.1.1) ใช้เข็มเข่ียเชื อปลายตรง (Needle) เขี่ยเชื อที่ต้องการทดสอบแทงลง
ไปในอาหาร Hugh&Leifson O-F medium ซึ่งบรรจุอยู่ในหลอดอาหารในสภาพ Semi-solid deep 
tube agar เป็นแนวเส้นตรง และดึงเข็มเข่ียเชื อออกในแนวเส้นตรงเดิม (Stab inoculation)  
                           3.5.2.1.2) หลังจากท้า Stab inoculation ให้เทพาราฟินเหลวปิดทับบน
ผิวหน้าอาหารให้สูงขึ นมาประมาณ 2 เซนติเมตร เพ่ือป้องกันออกซิเจน โดยท้าเปรียบเทียบกับหลอด
ที่เทพาราฟินเหลวและไม่ได้เทพาราฟินเหลว 

                           3.5.2.1.3) น้าหลอดอาหารบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 

ชั่วโมง 

                                        การตรวจผล 

                                        1. สังเกตการณ์เปลี่ยนแปลงของสีอาหาร ซึ่งสามารถระบุได้ว่า

จุลินทรีย์ชนิดใดเกิด Oxidative metabolism หรือ Fermentative metabolism ดังนี  

                               - สีของอาหารไม่เปลี่ยนแปลงทั งคู่ แสดงว่าจุลินทรีย์ชนิดนั นเป็น 

Non-metabolised 
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                                        - อาหารที่ไม่ได้เททับด้วยพาราฟินเหลว มีบางส่วนหรือทั งหมดเป็น

สีเหลือง แต่อาหารที่เททับด้วยพาราฟินไม่มีการเปลี่ยนแปลง แสดงว่าจุลินทรีย์ชนิดนั นเกิด 

Oxidative metabolism 

                                        - อาหารที่เททับด้วยพาราฟินเหลว และอาหารที่ไม่ได้เททับด้วย

พาราฟินเหลว มีบางส่วนหรือทั งหมดเป็นสีเหลือง แสดงว่าจุลินทรีย์ ชนิดนั นเกิดทั ง Oxidative 

metabolism และ Fermentative metabolism 

                                        - อาหารที่ไม่ได้เททับด้วยพาราฟินเหลวไม่มีการเปลี่ยนแปลง แต่

อาหารที่เททับด้วยพาราฟินเหลวมีบางส่วนหรือทั งหมดเปลี่ยนเป็นสีเหลือง แสดงว่าจุลินทรีย์ชนิดนั น

เกิด Fermentative metabolism  

                               2. สังเกตการเกิดแก๊ส โดยการตรวจสอบว่ามีรอยแตก หรือรอยแยก

เกิดขึ นในเนื ออาหารหรือไม่  

                3.5.2.2) การหมักคาร์โบไฮเดรต (Carbohydrate fermentation) 
                             กระบวนการหมักเป็นการเปลี่ยนแปลงสารอินทรีย์ให้เกิดพลังงานโดย

ไม่ใช้ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอน ซึ่งสามารถเกิดขึ นได้ทั งในสภาวะที่มีออกซิเจนหรือไม่มีออกซิเจน 

โดยแบคทีเรียหรือยีสต์ที่มีความสามารถในการหมักจะใช้สารอินทรีย์ต่างๆ เช่น กรดไพรูวิก (Pyruvic 

acid) เป็นตัวรับอิเล็กตรอนแทนออกซิเจน กระบวนการนี จะเกิดพลังงานขึ นเพียงเล็กน้อยเท่านั น 

เพราะคาร์โบไฮเดรตถูกย่อยสลายโดยไม่สมบูรณ์ ยังคงเหลือผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นแอลกอฮอล์หรือ 

อะซิโตน หรือกรดอินทรีย์ชนิดต่างๆ เช่น กรดแอซิติก กรดแลกติก และกรดซิตริก หรือแก๊สชนิดต่างๆ 

เช่น คาร์บอนไดออกไซด์ หรือแก๊สไฮโดรเจน ซึ่งสามารถใช้ประโยชน์จากการศึกษาการหมัก

คาร์โบไฮเดรต เพ่ือใช้คัดเลือกเชื อที่มีความสามารถในการหมัก โดยน้าไปใช้ประโยชน์ในด้าน

อุตสาหกรรมด้านเทคโนโลยีชีวภาพ นอกจากนี การหมักคาร์โบไฮเดรตสามารถจ้าแนกหมวดหมู่ของ

เชื อ (Classification) ได้ เนื่องจากจุลินทรีย์มีความสามารถที่แตกต่างในการน้าคาร์โบไฮเดรตไปใช้     

(กัญจนา และคณะ, 2536) ซึ่งวิธีการทดสอบมีดังนี  

                          3.5.2.2.1) น้าจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้มาปลูกลงในอาหาร Fermentation 
carbohydrate medium ได้ แ ก่  Glucose yeast extract bromcresol purple broth, Lactose 
yeast extract bromcresol purple broth แล ะ  Sucrose yeast extract bromcresol purple 
broth 
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                          3.5.2.2.2) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง 
                          3.5.2.2.3) ตรวจผลการเกิดก๊าซในหลอดดักก๊าซ และตรวจการ

เปลี่ยนแปลงสีของอาหาร 
                                       การตรวจผล 
                                       ผลบวก  1. อาหารเปลี่ยนเป็นสีเหลือง แต่ไม่มีก๊าซในหลอด

ดักก๊าซ แสดงว่าเชื อหมักคาร์โบไฮเดรตแล้วได้เฉพาะกรด 
                                   2. อาหารมีสีเหลือง และมีก๊าซในหลอดดักก๊าซ 

แสดงว่าเชื อหมักคาร์โบไฮเดรตแล้วได้กรดและก๊าซ 
                                       ผลลบ  อาหารไม่เปลี่ยนสี แสดงว่าเชื อไม่สามารถหมัก

คาร์โบไฮเดรตได ้
 

3.6 การระบุชนิดของจุลินทรีย์โดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
     3.6.1 การระบุชนิดของแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 

  เลี ยงแบคทีเรียในอาหาร Nutrient broth (NB) บ่มแบบเขย่า ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 1-2 วัน จากนั นเก็บเซลล์โดยการน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 10 

นาที เพ่ือตกตะกอนเซลล์ ล้างเซลล์ด้วยน ้ากลั่นปลอดเชื อ 3 ครั ง น้าเซลล์มาสกัด DNA ด้วยชุด  

i-genomic BYF DNA extraction kit และเ พ่ิมจ้ านวนยีนโดยน้าดี เ อ็นเอที่ ได้ ไปท้าปฏิกิริยา 

Polymerase Chain Reaction (PCR) ด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (MultiGene optimax 

thermal cycle)  โดย ใช้ ไพร เมอร์  27 F (5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’)  และ  1525R  

(5’ AAGGAGGTGWTCCARCC3’)  (Okubo et al., 2012) สารเคมีที่ ในปฏิกิ ริ ยาประกอบด้วย  

ดีเอ็นเอ 20 นาโนกรัม, 2X PCR master mixed (ประกอบด้วย dNTP mixture 2.5 mM, i-Tap 

DNA polymerase 2.5 Unit, 1X PCR reaction buffer และ Gel loading buffer) ไพรเมอร์ 27F 

0.4 µM และ ไพรเมอร์ 1525R 0.4 µM ปรับปริมาตรสุทธิเป็น 50 ไมโครลิตรด้วยน ้า Deionized 

โดยมี Control reaction (Negative control) ที่ไม่มี DNA emplate สภาวะในการท้า PCR เริ่มจาก 

Pre-denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วยขั นตอน การสังเคราะห์ 

ดีเอ็นเอ จ้านวน 30 รอบ ดังนี  Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

Annealing ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที และ Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ Final-extension ต่อที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

น้าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ไปตรวจสอบโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) เพ่ือดูแถบของยีน 
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16S rRNA ซึ่งมีขนาด 1,500 คู่เบส จากนั นน้าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ไปท้าให้บริสุทธิ์ด้วย FavorPrepTM 

GEL/PCR Purification Kit และส่งวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ (Sequencing) น้าข้อมูลล้าดับเบส 

ที่ ไ ด้ ม า เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ ข้ อ มู ล  1 6 S rRNA ขอ งแบค ที เ รี ย ทั ง ห ม ดที่ อ ยู่ ใ น ฐ าน ข้ อ มู ล  

EzTaxon-e โดยใช้ โปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Tool) จากเว็บไซต์ ออนไลน์

EzBiocloud (http://ezbioclud.net) (Yoon et al., 2017) เพ่ือระบุสกุลของแบคทีเรีย จากนั น

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยการสร้างแผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) โดยใช้

โปรแกรม MEGA 12.0 (Tamura et al., 2021)  

       3.6.2 การระบุชนิดของยีสต์โดยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 
              ส่งตัวอย่างโคโลนีของเชื อบน Potato dextrose agar plate ให้กับบริษัท กิบไทย จ้ากัด 

เพ่ือท้าการเทียบเคียงสายพันธุ์ยีสต์ในระดับสกุล โดยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ 18S rRNA 

 

3.7 การศึกษา Extracellular hydrolytic enzyme ของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ในการสร้าง
เอนไซม์ไลเปส 
      น้าจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้มาทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไลเปสบนอาหาร Tween 

80 agar ด้วยเทคนิค Point inoculation น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

สังเกตตะกอนขุ่นขาวที่เกิดขึ นรอบๆ โคโลนี แสดงว่าจุลินทรีย์สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสออกมาย่อย 

ไขมันได้ (Sharma et al., 2001) การตรวจผลสามารถตรวจผลได้โดยตรงโดยไม่ต้องใช้สารเคมี โดย

หากจุลินทรีย์มีการสร้างเอนไซม์ไลเปส จะสามารถย่อย Tween 80 ที่อยู่ในอาหารได้ ดังนั นถ้าบริเวณ

รอบๆ โคโลนีของจุลินทรีย์มีลักษณะเป็นวงขุ่น เนื่องมาจาก fatty acid ท้าปฏิกิริยากับ Ca+ ที่ผสมอยู่

ในอาหาร เกิดเป็นตะกอนขาวขุ่น แสดงว่าจุลินทรีย์มีการสร้างเอนไซม์ไลเปสขึ น 

 
3.8 การศึกษาความสามารถในการย่อยน  ามันของจุลินทรีย์ที่สามารถสร้างเอนไซม์ไลเปสได้ 
     น้าจุลินทรีย์ที่สามารถสร้างเอนไซม์ไลเปสได้มาเลี ยงในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง โดยปรับความขุ่น

เท่ากับ 0.5 เมื่อวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จากนั นท้าการถ่ายจุลินทรีย์

ปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ ลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร 

และมีน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 0.5 เปอร์เซ็นต์, 1 เปอร์เซ็นต์ และ 2 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่ง

http://ezbioclud.net/
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คาร์บอน ท้าการทดลองทั งหมด 4 ซ ้า โดยท้าการเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มีการเติมจุลินทรีย์ 

น้าไปบ่มเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และปั่นเหวี่ยงที่  7,500 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที จากนั นน้ามาวิเคราะห์ประสิทธิภาพของการย่อยน ้ามันของเชื อที่คัดแยกได้ 

      3.8.1 วิธีวิเคราะห์ประสิทธิภาพของการย่อยน ้ามัน 
     ใช้วิธีชั่งหาน ้าหนักน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วที่หายไป (Weight loss method) 

โดยการสกัด Culture broth ด้วยเฮกเซนในอัตราส่วน 1:1 (Mercadé et al., 1996) จากนั นน้าส่วน

ของตัวท้าละลายมาท้าให้แห้งด้วยเครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator) และชั่ง

น ้าหนักสารที่ได้ จากนั นค้านวณหาประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ ว 

(Shairai et al., 1995) จากสูตร 

 ประสิทธิภาพการย่อยน ้ามัน (%) = (W1-W2)/W1 x 100 
 โดย W1 = น ้าหนักของน ้ามันเริ่มต้น 
            W2 = น ้าหนักของน ้ามันที่เหลือจากการเลี ยงเชื อจุลินทรีย์ 
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บทที่ 4  
ผลการวิจัย 

 
4.1 การคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลายน  ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 
     งานวิจัยนี ใช้อาหาร Nutrient agar (NA) ในการแยกจุลินทรีย์ที่ได้มาจากการเก็บตัวอย่างดินโดย
วิธีการ Spread plate บ่มที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ซึ่งพบการเจริญของ
จุลินทรีย์บนจานอาหาร ดังภาพที่ 17, 18 และ 19    
 

 

ภาพที่ 17 ตัวอย่างจานอาหารเลี ยงเชื อแสดงลักษณะการเจริญของจุลินทรีย์ 
บนอาหาร Nutrient agar ที่แยกได้จากดินของอู่ซ่อมรถจังหวัดนครปฐม 

 

 

ภาพที่ 18 ตัวอย่างจานอาหารเลี ยงเชื อแสดงลักษณะการเจริญของจุลินทรีย์ 
บนอาหาร Nutrient agar ที่แยกได้จากดินของอู่ซ่อมรถจังหวัดกาญจนบุรี 



  52 

 

ภาพที่ 19 ตัวอย่างจานอาหารเลี ยงเชื อแสดงลักษณะการเจริญของจุลินทรีย์ 
บนอาหาร Nutrient agar ที่แยกได้จากดินของอู่ซ่อมรถจังหวัดราชบุรี 

 

งานวิจัยนี สามารถแยกจุลินทรีย์จากตัวอย่างดินปนเปื้อนน ้ามันจาก 3 แหล่งตัวอย่าง (ตาราง

ที่ 11) ได้จ้านวน 8 ไอโซเลต ที่แตกต่างกัน 

ตารางท่ี 11 จ้านวนจุลินทรีย์ที่แยกได้จากตัวอย่างดินปนเปื้อนน ้ามัน 
พื นที่เก็บตัวอย่าง จ้านวนไอโซเลต รหัสเชื อ 

ต.ทุ่งลูกนก อ.ก้าแพงแสน จ.นครปฐม 4 RS5-1, RS5-2, RS5-3, RS5-4 

ต.สนามแย้ อ.ท่ามะกา จ.กาญจนบุรี 2 KS5-1, KS5-2 
ต.กรับใหญ่ อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี 2 NS5-1, NS5-2 

 

จากผลการคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว พบว่า
สามารถแยกจุลินทรีย์ได้ทั งสิ น 8 ไอโซเลต ดังนี  พื นที่เก็บตัวอย่าง ต.ทุ่งลูกนก อ.ก้าแพงแสน  
จ.นครปฐม พบ 4 ไอโซเลต คือ RS5-1, RS5-2, RS5-3 และ RS5-4, พื นที่เก็บตัวอย่าง ต.สนามแย้  
อ.ท่ามะกา จ.กาญจนบุรี พบ 2 ไอโซเลต คือ KS5-1 และ KS5-2 และพื นที่เก็บตัวอย่าง ต.กรับใหญ่ 
อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี พบ 2 ไอโซเลต คือ NS5-1 และ NS5-2 นอกจากนี ศุภศิลป์ มณีรัตน์ (2553)  
ได้ท้าการแยกจุลินทรีย์จากดินปนเปื้อนน ้ามันจากบริ เวณอู่ซ่อมรถและปั๊มน ้ ามันในจังหวัด
นครศรีธรรมราช สุราษฎร์ธานีและสงขลา โดยวิธี Enrichment culture ในอาหาร Minimal salt 
medium (MSM) ทั งหมดจ้านวน 50 ตัวอย่าง พบจุลินทรีย์ ในดินทั งสิ น 50 กลุ่มเชื อ ซึ่ ง  
Oloye et al. (2022) ได้ท้าการแยกจุลินทรีย์จากดินบริเวณปนเปื้อนน ้ามันที่ปากแม่น ้าไนเจอร์ 
ประเทศไนจีเรีย โดยวิธี Enrichment culture ในอาหาร Bushnell Haas broth พบแบคทีเรียที่
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สามารถย่อยสลายน ้ามันได้จ้านวน 22 ไอโซเลต และ Dipti et al. (2018) ท้าการแยกเชื อจาก
ตัวอย่างดินจ้านวน 5 ตัวอย่างที่เก็บจากโรงงานช่างกล โดยใช้อาหาร Bushnell Haas agar ที่ pH 7 
โดยเติมน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 5 เปอร์เซ็นต์เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถแยกแบคทีเรียได้
จ้านวน 25 ไอโซเลต ซึ่งความแตกต่างของจ้านวนไอโซเลตของแบคทีเรียที่คัดแยกจากตัวอย่างดินใน
แต่ละแหล่งตัวอย่างขึ นอยู่กับลักษณะแหล่งตัวอย่างดินตามปริมาณสารปนเปื้อนและระยะเวลาการ
ปนเปื้อน 

 
4.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี 

      4.2.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristics) 

             จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้านโคโลนีของเชื อที่อายุ 24 ชั่วโมง ได้แก่  

เส้นผ่านศูนย์กลาง รูปร่าง ขอบ ผิวหน้า ความนูน สี ความทึบแสง และความหนืดของโคโลนีจุลินทรีย์

ที่เจริญบนอาหาร Nutrient agar พบว่ามีเส้นผ่านศูนย์กลางของเชื อเฉลี่ยที่ 1.98 มิลลิเมตร โดย

พบว่าเชื อมีรูปร่างกลมร้อยละ 87.5 มีขอบโคโลนีเรียบร้อยละ 87.5 โคโลนีผิวหน้าเรียบร้อยละ 87.5 

โคโลนีมีความหนาสูงขึ นจากผิวหน้าของอาหารร้อยละ 62.5 โคโลนีมีสีครีมร้อยละ 50 โคโลนีทึบแสง

ร้อยละ 75 และโคโลนีมีความหนืดคล้ายเนยเหลวร้อยละ 87.5 ดังตารางที่ 12 

 
ตารางท่ี 12 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้านโคโลนีของเชื อ (Cultural characteristics) ที่คัดแยกได้
จ้านวน 8 ไอโซเลต 

รหัส
เชื อ 

ลักษณะโคโลนี 
เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 
(MM) 

รูปร่าง 
(Form) 

ขอบ 
(Margin) 

ผิวหน้า 
(Surface) 

ความนูน 
(Elevation) 

สี 
(Color) 

ทึบ/ 
โปร่งแสง 

ความหนืด 

RS5-1 2.89 Circular Entire Smooth Raised Cream ทึบ Butyrous 
RS5-2 2.58 Circular Entire Smooth Convex Beige ทึบ Butyrous 
RS5-3 1.83 Circular Entire Smooth Raised Cream ทึบ Butyrous 
RS5-4 2.50 Irregular Lobate Rough Raised Yellow ทึบ Butyrous 

KS5-1 1.75 Circular Entire Smooth Flat White โปร่งแสง Butyrous 
KS5-2 3.01 Circular Entire Smooth Raised Cream ทึบ Stringy 
NS5-1 1.00 Circular Entire Smooth Convex Cream ทึบ Butyrous 
NS5-2 0.83 Circular Entire Smooth Raised Yellow โปร่งแสง Butyrous 
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นอกจากนี สามารถแสดงลักษณะโคโลนีของเชื อบนอาหาร Nutrient agar ได้ดังนี  

ไอโซเลต RS5-1 เมื่อเลี ยงลงบนอาหาร Nutrient agar ไอโซเลต RS5-1 (ภาพที่ 20) มี

ลักษณะโคโลนีกลม ขอบเรียบ ผิวหน้าเรียบ มีความหนาสูงขึ นจากผิวหน้าของอาหาร สีครีม ทึบแสง 

ความหนืดคล้ายเนยเหลว 

 

ภาพที่ 20 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร Nutrient agar ของไอโซเลต RS5-1 
 

ไอโซเลต RS5-2 เมื่อเลี ยงลงบนอาหาร Nutrient agar (ภาพที่ 21) มีลักษณะโคโลนีกลม 

ขอบเรียบ ผิวหน้าเรียบ มีความโค้งนูนเล็กน้อยจากผิวหน้าของอาหาร สีเบจ ทึบแสง ความหนืดคล้าย

เนยเหลว 

 

ภาพที่ 21 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร Nutrient agar ของไอโซเลต RS5-2 
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 ไอโซเลต RS5-3 เมื่อเลี ยงลงบนอาหาร Nutrient agar (ภาพที่ 22) มีลักษณะโคโลนีกลม 

ขอบเรียบ ผิวหน้าเรียบ มีความหนาสูงขึ นจากผิวหน้าของอาหาร สีครีม ทึบแสง ความหนืดคล้าย   

เนยเหลว 

 

ภาพที่ 22 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร Nutrient agar ของไอโซเลต RS5-3 
 

ไอโซเลต RS5-4 เมื่อเลี ยงลงบนอาหาร Nutrient agar (ภาพที่ 23) มีลักษณะโคโลนีรูปร่าง

ไม่แน่นอน ขอบเป็นคลื่นโค้งเว้า ผิวหน้าขรุขระ มีความหนาสูงขึ นจากผิวหน้าของอาหาร สีเหลือง   

ทึบแสง ความหนืดคล้ายเนยเหลว 

 

ภาพที่ 23 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร Nutrient agar ของไอโซเลต RS5-4 
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ไอโซเลต KS5-1 เมื่อเลี ยงลงบนอาหาร Nutrient agar (ภาพที่ 24) มีลักษณะโคโลนีกลม 

ขอบเรียบ ผิวหน้าเรียบ โคโลนีแบนราบอาหาร สีขาว  โปร่งแสง ความหนืดคล้ายเนยเหลว 

 

ภาพที่ 24 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร Nutrient agar ของไอโซเลต KS5-1 
  

ไอโซเลต KS5-2 เมื่อเลี ยงลงบนอาหาร Nutrient agar (ภาพที่ 25) มีลักษณะ โคโลนีกลม 

ขอบเรียบ ผิวหน้าเรียบ มีความหนาสูงขึ นจากผิวหน้าของอาหาร สีครีม ทึบแสง ความหนืดเหนียว

คล้ายเมือก  

 

ภาพที่ 25 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร Nutrient agar ของไอโซเลต KS5-2 
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ไอโซเลต NS5-1 เมื่อเลี ยงลงบนอาหาร Nutrient agar (ภาพท่ี 26) มีลักษณะโคโลนีกลม ขอบ

เรียบ ผิวหน้าเรียบ มีความโค้งนูนเล็กน้อยจากผิวหน้าของอาหาร สีครีม ทึบแสง ความหนืดคล้าย     

เนยเหลว 

 

ภาพที่ 26 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร Nutrient agar ของไอโซเลต NS5-1 
 

ไอโซเลต NS5-2 เมื่อเลี ยงลงบนอาหาร Nutrient agar (ภาพที่ 27) มีลักษณะโคโลนีกลม 

ขอบเรียบ ผิวหน้าเรียบ ความหนาสูงขึ นจากผิวหน้าของอาหาร สีเหลือง โปร่งแสง ความหนืดคล้าย

เนยเหลว 

 

ภาพที่ 27 ลักษณะโคโลนีบนอาหาร Nutrient agar ของไอโซเลต NS5-2 
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จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้านการติดสีแกรมของเชื อพบว่าในจ้านวน 8  

ไอโซเลต มี 4 ไอโซเลต ติดสีแกรมบวก คิดเป็นร้อยละ 55 และ 2 ไอโซเลตติดสีแกรมลบ คิดเป็น  

ร้อยละ 25 ดังแสดงในตารางที่ 13 นอกจากนี จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาทางด้านโคโลนี

และรูปร่างของเชื อพบว่ามีรูปร่างคล้ายยีสต์จ้านวน 2 ไอโซเลต ซึ่งมีลักษณะและรูปร่างและการ

จัดเรียงตัวของเซลล์ดังแสดงในตารางที่ 14 

 

ตารางท่ี 13 การติดสีแกรม (Gram staining) ของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ 

รหัสเชื อ การติดสีแกรม ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

RS5-2 แกรมบวก 

 

RS5-3 แกรมลบ 

 

RS5-4 แกรมบวก 

 

KS5-1 แกรมบวก 

 

NS5-1          แกรมลบ 
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รหัสเชื อ การติดสีแกรม ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

  NS5-2 แกรมบวก 

 
 

 

ตารางท่ี 14 ลักษณะและรูปร่างและการจัดเรียงตัวของเซลล์ที่มีลักษณะคล้ายยีสต์ 

รหัสเชื อ ลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

RS5-1 

 

KS5-2 

 
 

 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้านการเคลื่อนที่และลักษณะการเจริญของเชื อ 8   
ไอโซเลต พบว่าในจ้านวน 8 ไอโซเลต มี 3 ไอโซเลตที่สามารถเคลื่อนที่ได้ คิดเป็นร้อยละ 37.5 และ
จ้านวน 5 ไอโซเลตที่ไม่เคลื่อนที่ คิดเป็นร้อยละ 62.5 ดังแสดงในตารางที่ 15 และลักษณะการเจริญ
ทั ง 8 ไอโซเลตมีการเจริญแบบ Filiform คิดเป็นร้อยละ 100 ซึ่งเป็นการเจริญสม่้าเสมอตามรอยขีด
เชื อ ดังภาพที่ 28  
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ตารางท่ี 15 การเคลื่อนที่และลักษณะการเจริญของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ 

รหัสเชื อ การเคลื่อนที่  ลักษณะการเจริญ 
RS5-1 + Filiform  
RS5-2 - Filiform 
RS5-3 - Filiform 
RS5-4 - Filiform 
KS5-1 - Filiform 
KS5-2 + Filiform 
NS5-1 - Filiform 
NS5-2 + Filiform 

    หมายเหตุ  + เคลื่อนที่ได้ 

         - เคลื่อนที่ไม่ได้ 

 

 

ภาพที่ 28 จุลินทรีย์ที่สามารถเคลื่อนที่ได้ (Motile) และมีลักษณะการเจริญ 
แบบสม่้าเสมอตามแนวขีดเชื อ (Filiform) 

 

 

 



  61 

       4.2.2 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี (Biochemical characteristics) 
               4.2.2.1) การย่อยสลายคาร์โบไฮเดรตในสภาพออกซิเดชันและเฟอร์เมนต์เตชั่น 

     จากผลการศึกษาการย่อยสลายคาร์โบไฮเดรตของจุลินทรีย์ที่แยกได้โดยใช้อาหาร

เลี ยงเชื อ Hugh&Leifson O-F medium ผลการศึกษาแสดงในตารางที่ 16 

ตารางท่ี 16 การย่อยสลายคาร์โบไฮเดรตในสภาพออกซิเดชันและเฟอร์เมนต์เตชันของจุลินทรีย์ 

ไอโซเลต จุลินทรีย์เป็นชนิด 
Oxidative/Fermentative 

RS5-1 Fermentative 
RS5-2 Non-metabolised 
RS5-3 Non-metabolised 
RS5-4 Non-metabolised 
KS5-1 Non-metabolised 
KS5-2 Oxidative 
NS5-1 Non-metabolised 
NS5-2 Non-metabolised 

 

การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี (Biochemical characteristics) ของจุลินทรีย์ด้านการ   

ย่อยสลายคาร์โบไฮเดรตในสภาพออกซิเดชันและเฟอร์เมนต์เตชั่น โดยคาร์โบไฮเดรตเป็นโมเลกุล

อินทรีย์ที่มีคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจนในอัตราส่วน ( CH 2O)n ซึ่ งสิ่ งมีชีวิตมีการใช้

คาร์โบไฮเดรตแตกต่างกันไปขึ นอยู่กับส่วนประกอบเอนไซม์ นอกจากนี รูปแบบของการหมักเป็น

ลักษณะเฉพาะของสิ่งมีชีวิตบางชนิด สกุลหรือกลุ่ม ส่งผลให้ใช้เป็นวิธีการในการแยกความแตกต่าง

ทางชีวเคมีของจุลินทรีย์อย่างแพร่หลาย โดย Hugh and Leifson (1953) ได้จ้าแนกแบคทีเรีย

ออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ Oxidative bacteria เป็นแบคทีเรียที่สร้างกรดได้ในสภาวะที่มีออกซิเจน

เท่านั น และ Fermentative bacteria เป็นแบคทีเรียที่สร้างกรดได้ทั งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มี

ออกซิ เจน จากการทดลองพบว่าจุลินทรีย์ เป็นชนิด Fermentative metabolised จ้ านวน  

1 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 12.5 ดังภาพที่ 29, จุลินทรีย์เป็นชนิด Oxidative metabolised จ้านวน 

1 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 12.5 ดังภาพที่ 30 และจุลินทรีย์เป็นชนิด Non-metabolised คือ  

ไม่สามารถย่อยสลายคาร์โบไฮเดรตได้ หรือเรียกว่า Non-Saccharolytic จ้านวน 6 ไอโซเลต คิดเป็น
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ร้อยละ 75 ดังภาพที่ 31 ซึ่งต้องมีการศึกษาเพ่ือดูความสามารถในการผลิตกรดจากการหมัก

คาร์โบไฮเดรตในการศึกษาขั นตอนต่อไป  

 

 

ภาพที่ 29 จุลินทรีย์เป็นชนิด Fermentative metabolized 
 

 

ภาพที่ 30 จุลินทรีย์เป็นชนิด Oxidative metabolized 
 

 

ภาพที่ 31 จุลินทรีย์เป็นชนิด Non-metabolised 
 

Control 
Control 

Control 
Control 
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 4.2.2.2) การหมักคาร์โบไฮเดรต (Carbohydrate fermentation) 
                     การหมักคาร์โบไฮเดรตเป็นการประเมินความสามารถของจุลินทรีย์ในการหมัก

คาร์โบไฮเดรตที่เฉพาะเจาะจง เพ่ือใช้ระบุชนิดของจุลินทรีย์ตามรูปแบบการหมักคาร์โบไฮเดรต

เหล่านั น โดยจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีความสามารถในการหมักคาร์โบไฮเดรตเฉพาะชนิดต่างกัน  

บางชนิดสามารถหมักน ้าตาลชนิดหนึ่งได้ ในขณะที่บางชนิดไม่สามารถหมักน ้าตาลชนิดเดียวกันได้  

ในระหว่างการหมักคาร์โบไฮเดรต กรดอินทรีย์จะถูกผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ขั นสุดท้าย กรดที่ผลิตขึ น

เหล่านี จะลดค่า pH ของตัวกลาง การลดลงของค่า pH ดังกล่าวท้าให้ตัวบ่งชี ค่า pH ที่มีอยู่ในตัวกลาง 

เปลี่ยนสี ซึ่งการเปลี่ยนสีนี บ่งบอกถึงมีการหมักเกิดขึ น จึงสามารถยืนยันว่าจุลินทรีย์ที่ทดสอบสามารถ

ใช้คาร์โบไฮเดรตเฉพาะที่ใช้ในอาหารทดสอบได้ (Dahal, 2023) 

              จากผลการศึกษาการหมักคาร์โบไฮเดรตของจุลินทรีย์ที่แยกได้โดยใช้      
อาหารเลี ยงเชื อทั งหมด  3 ชนิด ได้แก่  Glucose yeast extract bromcresol purple broth, 
Lactose yeast extract bromcresol purple broth และ Sucrose yeast extract bromcresol 
purple broth ผลการศึกษาแสดงในตารางที่ 17 

 

ตารางท่ี 17 ความสามารถในการหมักคาร์โบไฮเดรตของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ 

ไอโซเลต 
ความสามารถในการหมักคาร์โบไฮเดรต 

กลูโคส แลคโตส ซูโครส 
RS5-1 +,G - +,G 
RS5-2 - - - 
RS5-3 - - - 
RS5-4 - - - 
KS5-1 + - + 
KS5-2 - - - 
NS5-1 - - - 
NS5-2 - - - 

หมายเหตุ + เกิดการหมัก, - ไม่เกิดการหมัก, G มีการสร้างแก๊ส 
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การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี (Biochemical characteristics) ของเชื อด้านการหมัก

คาร์โบไฮเดรต พบว่าจุลินทรีย์สามารถหมักน ้าตาลกลูโคสได้จ้านวน 2 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 25 

จุลินทรีย์ไม่สามารถหมักน ้าตาลแลคโตสได้ทั ง 10 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 0 และจุลินทรีย์สามารถ

หมักน ้าตาลซูโครสได้ 2 ไอโซเลต คิดเป็นร้อยละ 25 นอกจากนี  ไอโซเลต RS5-1 สามารถหมักน ้าตาล

กลูโคส ซูโครสและสร้างแก๊สเกิดขึ น (ดังภาพที่ 32) ซึ่งการศึกษาของ Hossain et al. (2022) ได้ท้า

การคัดแยกจุลินทรีย์จากดินที่ปนเปื้อนน ้ามัน พบแบคทีเรีย 3 ไอโซเลตที่สามารถย่อยสลาย

น ้ามันเครื่องที่ใช้แล้วได้ดีกว่าน ้ามันดีเซล และเม่ือน้ามาศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี พบว่าแบคทีเรียทั ง 

3 ไอโซเลตมีความสามารถในการหมักน ้าตาลแลคโตสได้ นอกจากนี มีรายงานการศึกษาว่าการผลิต

เอนไซม์ไลเปสได้สูงเมื่อใช้น ้าตาลซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน (Veerabagu et al., 2013) 

 

 

ภาพที่ 32 การหมักน ้าตาลกลูโคส (ภาพซ้าย) และซูโครส (ภาพขวา) ของไอโซเลต RS5-1 
 

4.3 การระบุชนิดของแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA และระบุ
ชนิดของยีสต์โดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 18S rRNA 

     ผลการศึกษาโดยเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของล้าดับเบสของยีน 16S rRNA และ 18S rRNA 
กับล้าดับเบสในฐานข้อมูล Ezbiocloud และ NCBI แสดงในตารางที่ 18 

 

 

 

 

Control 

Control 
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ตารางท่ี 18 ชนิดของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้โดยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 

ไอโซเลต                จุลินทรีย์สายพันธุ์ใกล้เคียง 
ความเหมือน 

(เปอร์เซ็นต์) 
ชนิดจุลินทรีย์ 

RS5-1 Candida tropicalis Y12T (KT236445)     99.93      ยีสต ์

RS5-2 
Microbacterium arabinogalactanolyticum IFO 

14344T (AB004715) 
    99.31    แบคทีเรีย 

RS5-3 
Achromobacter veterisilvae LMG 30378T 

(LT976503) 
    99.79    แบคทีเรีย 

RS5-4 Tsukamurella inchonensis DSM 44067T (X85955)     99.86    แบคทีเรีย 

KS5-1 
Microbacterium aurum KACC 15219T 

(CP018762) 
    99.93    แบคทีเรีย 

KS5-2 
Kalmanozyma brasiliensis GHG001T 

(XR_001630179) 
    99.87      ยีสต ์

NS5-1 Brucella intermedia LMG 3301T (AB680967)    100.00     แบคทีเรีย 

NS5-2 
Microbacterium paraoxydans NBRC 103076T 

(AJ491806) 
    99.86     แบคทีเรีย 

 

จากผลการศึกษาการระบุชนิดของแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์  

พบแบคทีเรียจ้านวน 6 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต RS5-2 จัดอยู่ในสกุล Microbacterium sp. มีความ

ใกล้เคียงกับ Microbacterium arabinogalactanolyticum โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนเท่ากับ

99.31 เปอร์เซ็นต์ , ไอโซเลต RS5-3 จัดอยู่ ในสกุล Achromobacter sp. มีความใกล้เคียงกับ 

Achromobacter veterisilvae โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนเท่ากับ 99.79 เปอร์เซ็นต์ , ไอโซเลต 

RS5-4 จัดอยู่ในสกุล Tsukamurella sp. มีความใกล้เคียงกับ Tsukamurella inchonensis โดยมี

เปอร์เซ็นต์ความเหมือนเท่ากับ 99.86 เปอร์เซ็นต์, ไอโซเลต KS5-1 จัดอยู่ในสกุล Microbacterium 
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sp. มีความใกล้เคียงกับ Microbacterium aurum โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนเท่ากับ 99.93 

เปอร์เซ็นต,์ ไอโซเลต NS5-1 จัดอยู่ในสกุล Brucella sp. มีความใกล้เคียงกับ Brucella intermedia 

โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนเท่ากับ 100.00 เปอร์เซ็นต์ และไอโซเลต NS5-2 จัดอยู่ในสกุล 

Microbacterium sp. มีความใกล้เคียงกับ Microbacterium paraoxydans โดยมีเปอร์ เซ็นต์   

ความเหมือนเท่ากับ 99.86 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี พบยีสต์จ้านวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต RS5-1 

จัดอยู่ในสกุล Candida sp. มีความใกล้เคียงกับ Candida tropicalis โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือน

เท่ากับ 99.93 เปอร์เซ็นต์ และไอโซเลต KS5-2 จัดอยู่ในสกุล Kalmanozyma sp. มีความใกล้เคียง

กับ Kalmanozyma brasiliensis โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนเท่ากับ 99.87 เปอร์เซ็นต์ 

นอกจากนี สามารถแสดงผลการศึกษาในรูปของแผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์เชิง

วิวัฒนาการของยีน 16s rRNA และ 18S rRNA ได้ดังภาพที่ 33, 34, 35, 36 และ 37 ดังนี  

 

ภาพที่ 33 แผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียจ้านวน 
3 ไอโซเลตที่จัดอยู่ในสกุล Microbacterium กับเชื ออ้างอิง (type strain) ที่ใกล้เคียงกันด้วยวิธี

Neighbour-joining (NJ) โดยใช้ Mycolicibacillus trivialis ATCC 23292T (X88924)  
เป็น outgroup 
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ภาพที่ 34 แผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียจ้านวน 
1 ไอโซเลตที่จัดอยู่ในสกุล Tsukamurella กับเชื ออ้างอิง (type strain) ที่ใกล้เคียงกันด้วยวิธี
Neighbour-joining (NJ) โดยใช้ Dietzia maris DSM 43672T (X79290) เป็น outgroup 
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ภาพที่ 35 แผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียจ้านวน 
1 ไอโซเลตที่จัดอยู่ในสกุล Achromobacter กับเชื ออ้างอิง (type strain) ที่ใกล้เคียงกันด้วยวิธี

Neighbour-joining (NJ) โดยใช้ Corticimicrobacter populi 3d-2-2T (KY214293)  
เป็น outgroup 
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ภาพที่ 36 แผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีน 16s rRNA ของแบคทีเรียจ้านวน 

1 ไอโซเลตที่จัดอยู่ในสกุล Brucella กับเชื ออ้างอิง (type strain) ที่ใกล้เคียงกันด้วยวิธี  
Neighbour-joining (NJ) โดยใช้ Falsochrobactrum ovis CCM 8460T (MT760205)  

เป็น outgroup 
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ภาพที่ 37 แผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีน 18S rRNA ของยีสต์จ้านวน  
2 ไอโซเลตที่จัดอยู่ในสกุล Candida กับเชื ออ้างอิง (type strain) ที่ใกล้เคียงกันด้วยวิธี  
Neighbour-joining (NJ) โดยใช้ Staphylococcus aureus ATCC 12600T (X68417)  

เป็น outgroup 
 

4.4 การศึกษา Extracellular hydrolytic enzyme ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในการสร้าง
เอนไซม์ไลเปส 
     ศึกษาการความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไลเปสบนอาหารแข็ง Tween 80 agar ด้วยเทคนิค 

Point inoculation ของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ พบจุลินทรีย์ 6 ไอโซเลต ที่มีประสิทธิภาพในการสร้าง

เอนไซม์ไลเปส โดยเกิดตะกอนขาวขุ่นรอบๆ โคโลนี เนื่องมาจาก fatty acid ท้าปฏิกิริยากับ Ca+ ที่

ผสมอยู่ในอาหาร เกิดเป็นตะกอนขาวขุ่น แสดงว่าจุลินทรีย์สามารถผลิตและปลดปล่อยเอนไซม์ไลเปส

ออกมาย่อย Tween 80 ได้ (Sharma et al., 2001) เนื่องจากไลเปสสามารถย่อยไขมันได้เป็น  

กรดไขมัน (fatty acid) ซึ่งในอาหารแข็งที่น้ามาทดสอบมีส่วนผสมของ Tween 80 เป็นสารที่มี

โครงสร้างบางส่วนคล้ายไขมัน แสดงผลการทดสอบได้ดังตารางที่ 19 



  71 

ตารางท่ี 19 ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไลเปสของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ 

รหัสเชื อ ชื่อจุลินทรีย์ 
ความสามารถในการ 
สร้างเอนไซม์ไลเปส 

RS5-1 Candida sp. RS5-1 ++ 
RS5-2 Microbacterium sp. RS5-2 - 
RS5-3 Achromobacter sp. RS5-3 ++ 
RS5-4 Tsukamurella sp. RS5-4 ++ 
KS5-1 Microbacterium sp. KS5-1 - 
KS5-2 Kalmanozyma sp. KS5-2 +++ 
NS5-1 Brucella sp. NS5-1 - 
NS5-2 Microbacterium sp. NS5-2 + 

หมายเหตุ:  +        แสดงรัศมีของตะกอนมีความกว้างน้อยกว่าหรือเท่ากับ 3.0 มิลลิเมตร 
    ++      แสดงรัศมีของตะกอนมีความกว้างน้อยกว่าหรือเท่ากับ 3.1-4 มิลลิเมตร 
    + + +  แสดงรัศมีของตะกอนมีความกว้างน้อยกว่าหรือเท่ากับ 4.1 มิลลิเมตรขึ นไป 
    –        ไม่เกิดตะกอน 

 

 จากผลการศึกษา Extracellular hydrolytic enzyme ของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ในการสร้าง

เอนไซม์ไลเปสโดยพบว่าจุลินทรีย์จ้านวน 5 ไอโซเลตสามารถสร้างเอนไซม์ไลเปสได้ แบ่งเป็นแบคทีเรีย 

3 ไอโซเลต และยีสต์ 2 ไอโซเลต ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 62.5 ดังนี  

 จุลินทรีย์ที่ท้าให้เกิดตะกอนขาวขุ่นมากที่สุด +++ (รัศมีของตะกอนมีความกว้างตั งแต่ 4.1 

มิลลิเมตรขึ นไป) จ้านวน 1 ไอโซเลต คือ Kalmanozyma sp. KS5-2 ดังภาพที่ 38 

 จุลินทรีย์ที่ท้าให้เกิดตะกอนขาวขุ่นได้มาก ++ (รัศมีของตะกอนมีความกว้างตั งแต่ 3.1 -4.0 

มิลลิ เมตร)  จ้ านวน 3 ไอโซเลต คือ Candida sp. RS5-1, Achromobacter sp. RS5-3 และ 

Tsukamurella sp. RS5-4 ดังภาพที่ 39 

 จุลินทรีย์ที่ท้าให้เกิดตะกอนขาวขุ่นได้ + (รัศมีของตะกอนมีความกว้างน้อยกว่าหรือเท่ากับ 

3.0 มิลลิเมตร) จ้านวน 1 ไอโซเลต คือ Microbacterium sp. NS5-2 ดังภาพที่ 40 

 นอกจากนี  Hassan et al. (2018) มีการใช้ Tween 80 เพ่ือน้ามาเป็นสารตั งต้นและแหล่ง

คาร์บอนในการเหนี่ยวน้าให้แบคทีเรียผลิตเอนไซม์ไลเปสที่คัดแยกจากดินที่ปนเปื้อนน ้ามันในประเทศ
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มาเลเซีย พบว่าจากการคัดแยกเชื อจ้านวน 20 ไอโซเลตสามารถสร้างเอนไซม์ไลเปสได้ทั งหมดบน

อาหาร Tween 80 และมีเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนอยู่ระหว่าง 6–20 มิลลิเมตร 

 

 

 

 

ภาพที่ 38 ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไลเปสบนอาหารแข็ง Tween 80 agar ด้วยเทคนิค

Point inoculation ของไอโซเลต Kalmanozyma sp. KS5-2 

 

ภาพที่ 39 ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไลเปสบนอาหารแข็ง Tween 80 agar ด้วยเทคนิค 
Point inoculation ของไอโซเลต Candida sp. RS5-1, Achromobacter sp. RS5-3 และ 

Tsukamurella sp. RS5-4 เรียงจากซ้ายไปขวา 
 

 

 

 
 

ภาพที่ 40 ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไลเปสบนอาหารแข็ง Tween 80 agar ด้วยเทคนิค 
Point inoculation ของไอโซเลต Microbacterium sp. NS5-2 
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4.5 การศึกษาความสามารถในการย่อยน  ามันของจุลินทรีย์ท่ีคัดแยกได้ 
     คัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยน ้ามันจ้านวน 5 ไอโซเลต มาศึกษาความสามารถใน

การย่อยน ้ามัน โดยท้าการทดลอง 3 ซ ้าในแต่ละชุดการทดลอง และน้าผลการทดลองดังกล่าวมา

วิเคราะห์ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และหาความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญจากการวิเคราะห์สถิติ

โดยใช้ Duncan test ดังตารางที่ 20 

ตารางท่ี 20 ความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ 

ไอโซเลต 
น ้าหนักน ้ามันที่เหลือ (ประสิทธิภาพการย่อยน ้ามัน%) 

 ความเข้มข้นน ้ามัน  
0.5% 

ความเข้มข้นน ้ามัน 
1% 

   ความเข้มข้นน ้ามัน 
2% 

ชุดควบคุม 0.50±0.00a  1.00±0.00a  2.00±0.00a  
RS5-1 0.32±0.06bc (34.50%) 0.70±0.15b (30.50%) 1.09±0.09d (45.63%) 
RS5-3 0.38±0.10abc (24.00%) 0.64±0.11b (36.00%) 1.61±0.26b (19.38%) 
RS5-4 0.38±0.10abc (23.50%) 0.74±0.06b (28.00%) 1.49±0.23bc (25.63%) 
KS5-2 0.26±0.07c (47.50%) 0.36±0.09c (63.50%) 1.16±0.13d (41.88%) 
NS5-2 0.42±0.03ab (15.00%) 0.88±0.04a (12.25%) 1.14±0.11d (43.00%) 

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยที่มีภาษาอังกฤษก้ากับอยู่ในคอลัมน์เดียวกันมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ

ทางสถิติ (P<0.05) เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan test 

จากตารางที่ 20 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้โดย
การวิ เคราะห์  Multiple Comparison ด้วย Duncan’s multiple range test แสดงให้ เห็นว่า
ค่าเฉลี่ยในแต่ละกลุ่มไอโซเลตมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) พบว่า 
Kalmanozyma sp. KS5-2 มีค่าประสิทธิภาพการย่อยน ้ามันสูงที่สุด รองลงมาคือ Candida sp. 
RS5-1 และ Achromobacter sp. RS5-3 ขณะที่ N5S-2 มีประสิทธิภาพการย่อยน ้ามันต่้าที่สุด  

นอกจากนี สามารถน้ามาเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยในรูปแบบแผนภูมิ ดังภาพที่ 41
ได้ดังนี  
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ภาพที่ 41 แผนภูมิประสิทธิภาพการย่อยน ้ามันของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ 
 

จากภาพที่ 41 เมื่อพิจารณารายละเอียดในแต่ละระดับความเข้มข้นของน ้ามัน พบว่าที่ความ
เข้มข้น 0.5% Kalmanozyma sp. KS5-2 มีความแตกต่างจากชุดควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ หมายถึง
ความสามารถในการย่อยน ้ามันได้ดีที่สุดในระดับความเข้มข้นนี  ขณะที่  Candida sp. RS5-1, 
Achromobacter sp. RS5-3 และ Tsukamurella sp. RS5-4 มีประสิทธิภาพการย่อยน ้ามันอยู่ใน
ระดับปานกลาง ส่วน Achromobacter sp. RS5-3 และ Tsukamurella sp. RS5-4 ไม่แตกต่างจาก
ชุดควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ 

ที่ความเข้มข้น 1% Kalmanozyma sp. K5S-2 ยังคงแสดงประสิทธิภาพสูงสุดในการย่อย
สลายน ้ า มั น  และแตกต่ า งจ ากชุ ด ควบคุ ม อย่ า ง มี นั ย ส้ า คัญ  ส่ วน  Candida sp. RS5-1, 
Achromobacter sp. RS5-3 และ Tsukamurella sp. RS5-4 มีประสิทธิภาพในการย่อยน ้ามัน
รองลงมา และแตกต่างจากชุดควบคุม ขณะที่  Microbacterium sp. N5S-2 ไม่แตกต่างจาก 
ชุดควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ 

ที่ความเข้มข้น 2% ทุกไอโซเลตมีค่าคงเหลือน ้ามันต่้ากว่าชุดควบคุม โดยเฉพาะ Candida 
sp. RS5-1, Kalmanozyma sp. K5S-2 แล ะ  Microbacterium sp. N5S-2 ซึ่ ง แ ตกต่ า ง จ า ก 
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ชุดควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ แสดงถึงความสามารถในการย่อยน ้ามันได้สูงแม้ในระดับความเข้มข้นของ
น ้ามันที่สูง  

จากผลการศึกษาความสามารถในการย่อยน ้ามันของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้สรุปได้ว่าที่ความ
เข้มข้นของน ้ามัน 0.5% Kalmanozyma sp. KS5-2 มีประสิทธิภาพในการย่อยน ้ามันเครื่องที่ใช้แล้ว
สูงที่สุดที่ 47.50%, ที่ความเข้มข้นของน ้ามัน 1% Kalmanozyma sp. KS5-2 มีประสิทธิภาพในการ
ย่อยน ้ามันเครื่องที่ใช้แล้วสูงที่สุดที่ 63.50% และที่ความเข้มข้นของน ้ามัน 2% Candida sp. RS5-1
มีประสิทธิภาพในการย่อยน ้ามันเครื่องที่ใช้แล้วสูงที่สุดที่ 45.63% นอกจากนี มีรายงานการแยก
จุลินทรีย์จากดินปนเปื้อนน ้ามันโดยแยกตามไอโซเลตได้ดังนี   

ไอโซเลต RS5-1 จัดอยู่ในสกุล Candida sp. มีความใกล้เคียงกับ Candida tropicalis โดย
มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนเท่ากับ 99.93 เปอร์เซ็นต์ มีรายงานการแยก Candida tropicalis จากดิน
ปนเปื้อนน ้ามันปิโตรเลียม พบว่าสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ และมีประสิทธิภาพการ
ย่อยสลายน ้ามันได้ร้อยละ 98 ในเวลา 10 วัน (Chandran & Das, 2012) นอกจากนี ผลการศึกษามี
ความสอดคล้องกับการศึกษาของ Abioye et al. (2012) โดยศึกษาการย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นที่ใช้
แล้วโดยใช้ Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Trichosporon mucoides และ 
Candida tropicalis พบว่า Candida tropicalis มีประสิทธิภาพในการย่อยได้ดีที่สุด ในเวลา 28 
วัน คิดเป็นร้อยละ 40.6 เนื่องมาจากความสามารถของยีสต์ในการทนต่อสภาพแวดล้อมที่เป็นพิษของ
น ้ามันได้ดีกว่าแบคทีเรียและยีสต์มีระบบเอนไซม์ที่สามารถย่อยสลายที่มีประสิทธิภาพในยีสต์ที่แยกได้
นอกจากนี  Mbachu et al. (2016) ท้าการแยกเชื อที่ปนเปื้อนในดินบริเวณอู่ซ่อมรถยนต์ พบจ้านวน 
4 ไอโซเลต ได้แก่ Candida tropicalis, Rhodosporidium toruloids, Fusarium oxysporium 
และ Aspergillus clavatus เมื่อน้าไปทดสอบประสิทธิภาพการย่อยน ้ามัน พบว่า Candida 
tropicalis มีประสิทธิภาพการย่อยสลายมากกว่าร้อยละ 70 ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงที่สุด 

ไอโซเลต RS5-3 จัดอยู่ในสกุล Achromobacter sp. มีความใกล้เคียงกับ Achromobacter 
veterisilvae โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนเท่ากับ 99.79 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง Li (2021) ได้ท้าการศึกษา
การย่อยน ้ามันของแบคทีเรีย โดยพบว่าสายพันธุ์  Achromobacter จ้านวน 20 สายพันธุ์มี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันและสารพิษ ซึ่งสามารถย่อยอัลเคนที่มีอยู่ ในน ้ามันดิบ  
ได้ถึง 50-70 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี ยังพบว่า Achromobacter veterisilvae มียีนหลายชนิด ได้แก่ 
alkB, monooxygenase, FAD-binding, Flavin-containing monooxygenase, putative 
cytochrome P450 oxidoreductase และPutative cytochrome P450 hydroxylase ที่สามารถ
ย่อยสลายปิโตรเลียมต่างๆ ได้ 

ไอโซเลต RS5-4 จัดอยู่ในสกุล Tsukamurella sp. มีความใกล้เคียงกับ Tsukamurella 
inchonensis โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนเท่ากับ 99.86 เปอร์เซ็นต์ มีรายงานศึกษาการแยก 
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Tsukamurella inchonensis ได้จากดิน (Petrovski et al., 2011) นอกจากนี  Tao et al. (2019) 
ได้แยก Tsukamurella inchonensis จากดินปนเปื้อนน ้ามัน พบว่าสามารถย่อยสลายน ้ามันได้ 
ร้อยละ 42.32 ในเวลา 10 วัน เมื่อเลี ยงผสมกับ Brevibacillus laterosporus และ Candida 
tropicalis 

ไอโซเลต KS5-2 จัดอยู่ในสกุล Kalmanozyma sp. มีความใกล้เคียงกับ Kalmanozyma 
brasiliensis โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนเท่ากับ 99.87 เปอร์เซ็นต์ อย่างไรก็ตามมีการศึกษา
เกี่ยวกับการเปลี่ยนชื่อ Kalmanozyma brasiliensis เป็น Pseudozyma brasiliensis โดยใช้
วิธีการจ้าแนกทางสัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุลของเชื อ (Li et al., 2022) นอกจากนี มีงานวิจัยที่
สามารถคัดแยก Kalmanozyma brasiliensis ได้จากแมลงศัตรูพืชบริเวณรากอ้อย (Oliveira et al, 
2014) โดยยังไม่พบรายงานการศึกษา Kalmanozyma brasiliensis เกี่ยวกับการย่อยสลาย
น ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ ใช้แล้ว โดยจากงานวิจัยนี ถือเป็นรายงานใหม่ที่สามารถค้นพบ 
Kalmanozyma brasiliensis ซึ่งสามารถย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่นที่ปนเปื้อนในดินได้ 

 ไ อ โ ซ เ ล ต  NS5-2 จั ด อ ยู่ ใ น ส กุ ล  Microbacterium sp. มี ค ว า ม ใ ก ล้ เ คี ย ง กั บ 
Microbacterium paraoxydans โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนเท่ากับ 99.86 เปอร์เซ็นต์ Douaa et 
al. (2018) ได้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยน ้ามันของ Alcaligenes 
faecalis, Microbacterium oxydans แ ล ะ  Microbacterium Paraoxydans พบว่ า ที่  pH 7
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บ่มเป็นเวลา 30 วัน ที่ความเร็ว 100 รอบต่อนาที สามารถท้าให้เชื อมี
ประสิทธิภาพในการย่อยน ้ามันได้ดีที่สุด  
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บทที่ 5 
สรุปผล 

  

การปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ในสิ่งแวดล้อมเป็นปัญหาที่ส้าคัญ ส่งผลกระทบโดยตรง

ต่อสิ่งมีชีวิต และสิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะการปนเปื้อนน ้ามันที่ใช้แล้วในดิน ท้าให้ดินบริเวณนั นและ

ใกล้เคียงเสื่อมสภาพ สิ่งมีชีวิตไม่สามารถอาศัยอยู่ได้ ดังนั นงานวิจัยนี จึงสนใจการคัดแยกจุลินทรีย์    

ในดินบริเวณที่มีการปนเปื้อนของน ้ามัน เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการย่อยน ้ามันของจุลินทรีย์ที่คัดแยก

ได้ จากนั นท้าการระบุชนิดของจุลินทรีย์ และศึกษาประสิทธิภาพในการย่อยน ้ามัน เพ่ือใช้ประโยชน์ใน

การบ้าบัดดินที่ปนเปื้อนต่อไป 

การศึกษาครั งนี แยกจุลินทรีย์จากดินที่ปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วจากอู่ 

ซ่อมรถ 3 แห่งในจังหวัดนครปฐม ราชบุรี และกาญจนบุรีได้จ้านวนทั งสิ น 8 ไอโซเลต เป็นแบคทีเรีย

จ้านวน 6 ไอโซเลต และเป็นยีสต์จ้านวน 2 ไอโซเลต โดยอู่ซ่อมรถในจังหวัดนครปฐมพบแบคทีเรีย 

จ้านวน 3 ไอโซเลต พบยีสต์ 1 ไอโซเลต อู่ซ่อมรถในจังหวัดกาญจนบุรีพบแบคทีเรียจ้านวน  

1 ไอโซเลต พบยีสต์ 1 ไอโซเลต และอู่ซ่อมรถในจังหวัดราชบุรี พบแบคทีเรียจ้านวน 2 ไอโซเลต เมื่อ

น้าไอโซเลตทั งหมดมาระบุชนิดของจุลินทรีย์โดยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าจัดอยู่ใน   

6 สกุล ได้แก่ Achromobacter (1 ไอโซเลต), Brucella (1 ไอโซเลต), Candida (1 ไอโซเลต), 

Kalmanozyma (1 ไอโซเลต), Microbacterium (3 ไอโซเลต) และ Tsukamurella (1 ไอโซเลต)  

จากการทดสอบการสร้างเอนไซม์ไลเปสบนอาหาร Tween-80 agar พบว่าจุลินทรีย์ทั งหมด 

8 ไอโซเลต มีจ้านวน 5 ไอโซเลต (คิดเป็นร้อยละ 62.5) สามารถสร้างเอนไซม์ได้ และพบว่า  

Kalmanozyma sp. KS5-2 มีการสร้างเอนไซม์สูงที่สุดที่ระดับ +++, ไอโซเลต RS5-1, RS5-3 และ 

RS5-4 มีประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์อยู่ที่ระดับ ++, ไอโซเลต NS5-2 มีประสิทธิภาพในการ

สร้างเอนไซม์อยู่ที่ระดับ + และไอโซเลต RS5-2, KS5-1 และ NS5-1 ไม่สามารถสร้างเอนไซม์ไลเปส

ได้ เมื่อน้าไปศึกษาความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันโดย Weight loss method (Mercadé et 

al., 1996) พบว่าที่ความเข้มข้นของน ้ามันร้อยละ 0.5 Kalmanozyma brasiliensis KS5-2 มี

ประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันสูงที่สุดร้อยละ 47.50 และที่ความเข้มข้นของน ้ามันร้อยละ 1 

Kalmanozyma brasiliensis KS5-2 มีประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันสูงที่สุดร้อยละ 63.50 และ

ความเข้มข้นของน ้ามันร้อยละ 2 Candida tropicalis RS5-1 มีประสิทธิภาพการย่อยสลายน ้ามันสูง
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ที่สุดร้อยละ 45.63 ในการทดลองนี พบว่า Kalmanozyma brasiliensis KS5-2 เมื่อความเข้มข้น

ของน ้ามนัที่สูงขึ นจะส่งผลต่อความเป็นพิษแก่จุลินทรีย์บางสายพันธุ์ที่ย่อยน ้ามัน ท้าให้มีปริมาณเซลล์

ลดลงได้ นอกจากนี เมื่อความเข้มข้นของน ้ามันเพ่ิมขึ น อัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์เพ่ิมขึ น ซึ่ง 

Hossain et al. (2022) ได้ศึกษาการแยกแบคทีเรียที่ย่อยสลายน ้ามัน โดยเก็บตัวอย่างดินบริเวณที่ทิ ง

น ้ามันในปั๊มน ้ามันในเมืองรังปุระ ประเทศบังกลาเทศ พบว่าเมื่อความเข้มข้นของน ้ามันเครื่องที่ใช้แล้ว

เพ่ิมขึ น อัตราการเติบโตของแบคทีเรียก็เพ่ิมขึ น จากผลการศึกษาสามารถน้าจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพ

สูงไปต่อยอดงานวิจัย และสามารถประยุกต์ใช้ในการบ้าบัดน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วซึ่งเป็น

การแก้ปัญหาการปนเปื้อนน ้ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

 

 

 

ข้อเสนอแนะ 
 

จากงานวิจัยพบว่ามีแบคทีเรียจ้านวน 5 สายพันธุ์ที่สามารถย่อยสลายน ้ามันหล่อลื่น

เครื่องยนต์ที่ใช้แล้วได้ อย่างไรก็ตามอาจมีการปนเปื้อนน ้ามันชนิดอ่ืนในสิ่งแวดล้อม ท้าให้ส่ง  

ผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิต และสิ่งแวดล้อมได้เช่นเดียวกัน ซึ่งองค์ประกอบของน ้ามันที่ปนเปื้อนนั นมีความ

แตกต่างกัน อีกทั งประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันขึ นอยู่กับอีกหลายปัจจัยที่แตกต่างกันด้วย เช่น 

อุณหภูมิ,  ค่า pH,  ปริมาณออกซิเจน, ความเข้มข้นของน ้ามัน, ปริมาณของจุลินทรีย์ ,ชนิดของ

จุลินทรีย์ และการใช้จุลินทรีย์ผสมเพ่ือช่วยเสริมฤทธิ์ในการช่วยย่อยน ้ามัน เป็นต้น ดังนั นเพื่อให้ทราบ

ขอบเขตประสิทธิภาพการท้างานของจุลินทรีย์จึงควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับปัจจัยที่เกี่ยวข้อง

ข้างต้น 

นอกจากนี การระบุชนิดของเชื อไอโซเลตที่คัดแยกได้ในงานวิจัยนี เป็นเพียงการระบุชนิดของ

เชื อได้ในเบื องต้นที่ระดับสกุล โดยหากต้องการระบุถึงสปีชีส์หรือชนิดของเชื อจ้าเป็นต้องมีการศึกษา

เพ่ิมเติม ได้แก่ วิธีการทางด้าน Phenotype เช่น Morphological methods, Physiological and  

Biochemical characteristics, Immunological methods แล ะ  Chemical analysis วิ ธี ก า ร

ทางด้านโมเลกุล เช่น WGS, Ribotyping, Real-Time PCR, DNA fingerprinting, Microarray และ 

Metagenomicss ทั งนี เพ่ือใช้เป็นข้อมูลในการระบุชนิดของเชื อให้มีความชัดเจนมากยิ่งขึ นในอนาคต         
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1. Carbon-free mineral medium (CFMM) 

KH2PO4   0.8   กรัม 

Na2HPO4  2.2   กรัม 

NH4NO3  3.0   กรัม 

MgSO47H2O  0.2   กรัม 

FeCl36H2O  50   มิลลิกรัม 

CaCl22H2O  10   มิลลิกรัม 

น ้ากลั่น   1,000   มิลลิลิตร 

 เตรียมโดยละลายส่วนประกอบทั งหมดในน ้ากลั่น ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร จากนั น

น้าไปฆ่าเชื อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว 

เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. LB (Luria-Bertani) 

 Tryptone  10  กรัม 

 Yeast extract  5  กรัม 

 NaCl   5  กรัม 

 Agar   15  กรัม 

น ้ากลั่น   1,000   มิลลิลิตร 

 เตรียมโดยละลายส่วนประกอบทั งหมดในน ้ากลั่น ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร จากนั น

น้าไปฆ่าเชื อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว 

เป็นเวลา 15 นาที 
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3. Hugh&Leifson O-F medium 

 Peptone  2  กรัม 

 NaCl   5  กรัม 

 K2HPO4   0.3  กรัม 

 Bromthymol blue 0.03  กรัม 

 Agar   3  กรัม 

 น ้ากลั่น   1,000  มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เป็น 7.1 

 เตรียมโดยละลายส่วนประกอบตามปริมาตรที่ต้องการเตรียม และน้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที จากนั นตั งหลอดอาหารทิ งไว้ในแนวตรงให้อาหารแข็งตัว 

 

4. Tween 80 agar หรือ Lipase test medium 

 Peptone  10  กรัม 

 NaCl   5  กรัม 

 CaCl22H2O  0.1  กรัม 

 Tween 80  10  มิลลิลิตร 

 น ้ากลั่น   1,000  มิลลิลิตร 

 เตรียมโดยละลายส่วนประกอบตามปริมาตรที่ต้องการเตรียม จากนั นน้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที ส้าหรับ Tween 80 ให้นึ่งฆ่าเชื อแยกจากส่วนประกอบ

อ่ืนแล้วจึงน้ามาผสมกันทีหลัง  
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5. Skimmed milk agar หรือ Sodium caseinate agar 

 Sodium caseinate  

หรือ Skimmed milk 2  กรัม 

Glucose  1  กรัม 

K2HPO4   0.2  กรัม 

MgSO47H2O  0.2  กรัม 

FeSO4   trace 

Agar   15  กรัม 

น ้ากลั่น   1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เป็น 7.0 

 เตรียมโดยละลายส่วนประกอบตามปริมาตรที่ต้องการเตรียม จากนั นน้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที  

 

6. Starch agar 

 Soluble starch  2  กรัม 

 Nutrient agar  1,000  มิลลิลิตร 

 เตรียม Nutrient agar ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร จากนั นเติม Soluble starch 2 กรัม ปรับ 

pH เป็น 6.8-7.0 จากนั นน้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที 
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7. Gelatin agar 

 Beef extract  3  กรัม 

 Peptone  5  กรัม 

 Gelatin   6.0-8.0  กรัม 

 Agar   15  กรัม 

 น ้ากลั่น   1,000  มิลลิลิตร 

 เตรียมโดยละลายส่วนประกอบตามปริมาตรที่ต้องการเตรียม จากนั นน้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที  

  

8. Glucose yeast extract brom cresol purple broth 

 Beef extract  3  กรัม 

 Peptone  5  กรัม 

 Yeast extract  1  กรัม 

 Glucose  10  กรัม 

 Brom cresol purple 0.0133  กรัม 

 น ้ากลั่น    1,000  มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เป็น 6.8-7.0 

 เตรียมโดยละลายส่วนประกอบตามปริมาตรที่ต้องการเตรียม และบรรจุลงในหลอดทดลองท่ี

มีหลอดดักแก๊สในลักษณะคว่้าหลอด น้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที 
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9. Lactose yeast extract bromcresol purple broth 

 Beef extract  3  กรัม 

 Peptone  5  กรัม 

 Yeast extract  1  กรัม 

 Lactose  10  กรัม   

 Brom cresol purple 0.0133  กรัม 

 น ้ากลั่น    1,000  มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เป็น 6.8-7.0 

 เตรียมโดยละลายส่วนประกอบตามปริมาตรที่ต้องการเตรียม และบรรจุลงในหลอดทดลองท่ี

มีหลอดดักแก๊สในลักษณะคว่้าหลอด น้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที 

 

10. Sucrose yeast extract bromcresol purple broth 

 Beef extract  3  กรัม 

 Peptone  5  กรัม 

 Yeast extract  1  กรัม 

 Sucrose  10  กรัม   

 Brom cresol purple 0.0133  กรัม 

 น ้ากลั่น    1,000  มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เป็น 6.8-7.0 

 เตรียมโดยละลายส่วนประกอบตามปริมาตรที่ต้องการเตรียม และบรรจุลงในหลอดทดลองท่ี

มีหลอดดักแก๊สในลักษณะคว่้าหลอด น้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที 
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11. Yeast Malt Agar (YMA) 

 Yeast extract  3 กรัม 

 Malt extract  3 กรัม 

 Peptone  5 กรัม 

 Glucose  10 กรัม 

 Agar   15 กรัม 

 น ้ากลั่น   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เป็น 5.5 

เตรียมโดยละลายส่วนประกอบตามปริมาตรที่ต้องการเตรียม จากนั นน้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที  

 

12. Yeast Malt Agar (YMB)  

 Yeast extract  3 กรัม 

 Malt extract  3 กรัม 

 Peptone  5 กรัม 

 Glucose  10 กรัม 

 น ้ากลั่น   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เป็น 5.5 

ละลายส่วนประกอบตามปริมาตรที่ต้องการเตรียม จากนั นน้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121  

องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที  
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13. Nutrient Agar (NA) 

 Beef extract  3 กรัม 

 Peptone  5 กรัม 

 Agar   15 กรัม 

 น ้ากลั่น   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เป็น 6.8-7.0 

ละลายส่วนประกอบตามปริมาตรที่ต้องการเตรียม จากนั นน้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121  

องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที  

 

14. Nutrient Broth (NB) 

 Beef extract  3 กรัม 

 Peptone  5 กรัม 

 น ้ากลั่น   1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เป็น 6.8-7.0 

ละลายส่วนประกอบตามปริมาตรที่ต้องการเตรียม จากนั นน้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที  
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1. Gram stain 

   1.1 Crystal violet 

         สารละลาย A 

  Crystal violet  10 g 

  Ethyl alcohol 95% 200 ml 

  ละลายสี Crystal violet ในแอลกอฮอล์จนสีละลายหมด 

 สารละลาย B 

  Ammonium oxalate 8 g 

  น ้ากลั่น    800 ml 

  ละลาย Ammonium oxalate ในน ้ากลั่นจนละลายหมด 

 - ผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ถ้ามีตะกอนกรองก่อนการใช้งาน  

   1.2 Safranin O counterstain (Stock solution) 

  Safranin  2.5 g 

  Ethyl alcohol 95% 100 ml 

  น ้ากลั่น   1000 ml 

 - ละลายสี Safranin O ใน Ethyl alcohol 95% และเติมน ้ากลั่นให้ครบ 1000 ml 

 - หากใช้สีในการย้อมแกรม ให้เจือจางเป็น 1:10 (stock safranin 10 ml ผสมกับน ้ากลั่น 90 

ml) ถ้ามีตะกอนกรองก่อนการใช้งาน  
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   1.3 Gram’s iodine solution (mordant) 

  Iodine    1 g 

  Potassium iodide (KI) 2 g 

  น ้ากลั่น   300 ml 

 - ละลาย iodine และ KI ในน ้ากลั่นปริมาณน้อยๆ ให้ละลายหมด จากนั นเติมน ้าจนครบ

ปริมาตรที่ต้องการ  

   1.4 Alcohol-acetone (decolorizer) 

  Ethyl alcohol 95% 500 ml 

  Acetone  500 ml 

 - น้า Ethyl alcohol 95% และ Acetone มาผสมให้เข้ากัน 

 

2. Acid HgCl2 (ทดสอบการสร้างเอนไซม์ gelatinase) 

  HgCl2   15  g 

  HCl conc.  20  ml 

  น ้ากลั่น   100  ml 

 - ผสมส่วนประกอบตามปริมาตรที่ต้องการเตรียม และบรรจุลงในขวดแก้ว   

 

 

 

 

 



  98 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ค 
ผลการทดลอง 
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ตารางผนวกท่ี ค1 จ้านวนโคโลนีในการเก็บตัวอย่างจาก 3 แหล่งตัวอย่าง 

 ตัวอย่าง 

Subculture4 Subculture5 Subculture6 

10-2 10-3 10-4 10-5 10-2 10-3 10-4 10-5 10-2 10-3 10-4 10-5 

อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี 

>300 >300 >300 242 >300 >300 124 19 >300 >300 >300 >300 

>300 >300 >300 59 >300 >300 197 73 >300 >300 >300 >300 

>300 >300 >300 244 >300 >300 232 197 >300 >300 >300 >300 

อ.ก้าแพงแสน จ.นครปฐม 

>300 >300 >300 83 >300 >300 >300 174 >300 >300 250 37 

>300 >300 >300 42 >300 >300 >300 90 >300 >300 245 31 

>300 >300 >300 76 >300 >300 >300 15 >300 >300 262 29 

อ.ท่ามะกา จ.กาญจนบุรี 
>300 >300 55 17 >300 >300 212 58 >300 >300 289 63 

>300 >300 42 4 >300 >300 186 64 >300 >300 212 168 

>300 >300 46 0 >300 >300 198 94 >300 >300 276 186 
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ตารางผนวกท่ี ค2 ผลประสิทธิภาพการย่อยน ้ามันของจุลินทรีย์ของไอโซเลต RS5-1 

ปริมาณ 
น ้ามันตั งต้น  

(%) 

 
น ้าหนัก 

Flask (กรัม) 

น ้าหนัก Flask+ 
สารสกัดที่เหลือ  

(กรัม) 

น ้ามันที่
เหลือ (W2) 

(กรัม) 

ประสิทธิภาพ
การย่อยน ้ามัน 

(%) 

0.5 % 

Control 146.67 147.17 0.50  

ซ า้ 1 149.06 149.31 0.25 50.00 % 
ซ า้ 2 387.60 387.95 0.35 30.00 % 

ซ า้ 3 295.10 295.41 0.31 38.00 %   
ซ า้ 4 145.06 145.45 0.39 22.00 % 

1 % 

Control 146.81 147.81 1.00  

ซ า้ 1 145.69 146.17 0.48 52.00 % 
ซ า้ 2 149.62 150.40 0.78 22.00 % 

ซ า้ 3 295.11 295.93 0.82 18.00 % 

ซ ้า 4 145.82 146.52 0.70 30.00 % 

2 % 

Control 386.94 388.94 2.00  

ซ า้ 1 293.86 294.94 1.08 46.00 % 

ซ า้ 2 147.01 148.12 1.11 44.50 % 
ซ า้ 3 293.48 294.45 0.97 51.50 %   

ซ า้ 4 145.62 146.81 1.19 40.50 % 
 

 

 

 

 

 

 

 



  101 

ตารางผนวกท่ี ค3 ผลประสิทธิภาพการย่อยน ้ามันของจุลินทรีย์ของไอโซเลต RS5-3 

ปริมาณ 
น ้ามันตั งต้น  

(%) 

 
น ้าหนัก 

Flask (กรัม) 

น ้าหนัก Flask+ 
สารสกัดที่เหลือ  

(กรัม) 

น ้ามันที่
เหลือ (W2) 

(กรัม) 

ประสิทธิภาพ
การย่อยน ้ามัน 

(%) 

0.5 % 

Control 146.38 149.88 0.50  

ซ า้ 1 145.93 146.33 0.40 20.00 % 
ซ า้ 2 145.55 145.97 0.42 16.00 % 

ซ า้ 3 149.00 149.46 0.46 8.00 %   
ซ า้ 4 107.55 107.79 0.24 52.00 % 

1 % 

Control 289.59 290.59 1.00  

ซ า้ 1 386.16 386.64 0.48 52.00 % 
ซ า้ 2 293.66 294.38 0.72 28.00 % 

ซ า้ 3 145.94 146.63 0.69 31.00 % 

ซ ้า 4 149.38 150.05 0.67 33.00 % 

2 % 

Control 145.54 147.54 2.00  

ซ า้ 1 293.61 295.58 1.97 1.50 % 

ซ า้ 2 148.97 150.60 1.63 18.50 % 
ซ า้ 3 145.94 147.36 1.42 29.50 %   

ซ า้ 4 149.38 150.81 1.43 28.50 % 
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ตารางผนวกท่ี ค4 ผลประสิทธิภาพการย่อยน ้ามันของจุลินทรีย์ของไอโซเลต RS5-4 

ปริมาณ 
น ้ามันตั งต้น  

(%) 

 
น ้าหนัก 

Flask (กรัม) 

น ้าหนัก Flask+ 
สารสกัดที่เหลือ  

(กรัม) 

น ้ามันที่
เหลือ (W2) 

(กรัม) 

ประสิทธิภาพ
การย่อยน ้ามัน 

(%) 

0.5 % 

Control 149.70 150.20 0.50  

ซ า้ 1 145.91 146.31 0.40 20.00 % 
ซ า้ 2 145.53 145.98 0.45 10.00 % 

ซ า้ 3 289.71 290.16 0.45 10.00 %   
ซ า้ 4 293.62 293.85 0.23 54.00 % 

1 % 

Control 149.35 150.35 1.00  

ซ า้ 1 148.96 149.64 0.68 32.00 % 
ซ า้ 2 145.92 146.72 0.80 20.00 % 

ซ า้ 3 386.02 386.70 0.68 32.00 % 

ซ ้า 4 145.57 146.35 0.78 28.00 % 

2 % 

Control 149.32 151.32 2.00  

ซ า้ 1 145.89 147.10 1.21 39.50 % 

ซ า้ 2 148.87 150.27 1.40 30.00 % 
ซ า้ 3 293.02 294.62 1.60 20.00 %   

ซ า้ 4 145.62 147.36 1.74 13.00 % 
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ตารางผนวกท่ี ค5 ผลประสิทธิภาพการย่อยน ้ามันของจุลินทรีย์ของไอโซเลต KS5-2 

ปริมาณ 
น ้ามันตั งต้น  

(%) 

 
น ้าหนัก 

Flask (กรัม) 

น ้าหนัก Flask+ 
สารสกัดที่เหลือ  

(กรัม) 

น ้ามันที่
เหลือ (W2) 

(กรัม) 

ประสิทธิภาพ
การย่อยน ้ามัน 

(%) 

0.5 % 

Control 146.05 146.55 0.50  

ซ า้ 1 146.57 146.94 0.37 26.00 % 
ซ า้ 2 103.81 104.06 0.25 50.00 % 

ซ า้ 3 107.86 108.08 0.22 56.00 %   
ซ า้ 4 145.95 145.74 0.21 58.00 % 

1 % 

Control 149.60 150.60 1.00  

ซ า้ 1 145.52 145.88 0.36 64.00 % 
ซ า้ 2 149.36 148.93 0.43 57.00 % 

ซ า้ 3 145.94 146.37 0.43 57.00 % 

ซ ้า 4 149.86 150.10 0.24 76.00 % 

2 % 

Control 145.68 147.68 2.00  

ซ า้ 1 149.51 150.71 1.20 40.00 % 

ซ า้ 2 149.21 150.50 1.29 35.50 % 
ซ า้ 3 150.49 151.47 0.98 51.00 %   

ซ า้ 4 149.11 150.29 1.18 41.00 % 
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ตารางผนวกท่ี ค6 ผลประสิทธิภาพการย่อยน ้ามันของจุลินทรีย์ของไอโซเลต NS5-2 

ปริมาณ 
น ้ามันตั งต้น  

(%) 

 
น ้าหนัก 

Flask (กรัม) 

น ้าหนัก Flask+ 
สารสกัดที่เหลือ  

(กรัม) 

น ้ามันที่
เหลือ (W2) 

(กรัม) 

ประสิทธิภาพ
การย่อยน ้ามัน 

(%) 

0.5 % 

Control 149.47 149.97 0.50  

ซ า้ 1 146.00 146.45 0.45 10.00 % 
ซ า้ 2 289.73 290.18 0.45 10.00 % 

ซ า้ 3 145.69 146.10 0.41 18.00 %   
ซ า้ 4 149.07 149.46 0.39 22.00 % 

1 % 

Control 293.87 294.87 1.00  

ซ า้ 1 386.37 387.21 0.84 16.00 % 
ซ า้ 2 149.50 150.36 0.86 14.00 % 

ซ า้ 3 146.10 147.02 0.92 8.00 % 

ซ ้า 4 145.67 146.56 0.89 11.00 % 

2 % 

Control 293.83 295.83 2.00  

ซ า้ 1 149.11 150.10 0.99 50.50 % 

ซ า้ 2 149.51 150.67 1.16 42.00 % 
ซ า้ 3 386.33 387.48 1.15     42.50 %   

ซ า้ 4 146.04 147.30 1.26 37.00 % 
 



 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล นุชนาถ โพธราม 
วุฒิการศึกษา โรงเรียนบ้านป่าถล่ม      2541 - 2546  ประกาศนียบัตร ป.6  

โรงเรียนสามร้อยยอดวิทยาคม  2547 - 2549  ประกาศนียบัตร ม.3  
โรงเรียนสามร้อยยอดวิทยาคม  2550 - 2552  ประกาศนียบัตร ม.6  
มหาวิทยาลัยราชภัฏนครปฐม  2553 - 2557  วทบ. (ชีววิทยา)     
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