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ABSTRACT 

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 64% 

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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บทคดัย่อ 

การปนเป้ือนน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วในดินส่งผลกระทบต่อสิ่งมีชีวติและสิ่งแวดล้อม ซึ่งการบําบดัพื้นที่

ปนเป้ือนดว้ยวธิกีารทางชวีภาพโดยใชจุ้ลนิทรยีเ์ป็นทางเลอืกหน่ึงทีนิ่ยมใช ้งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อแยกจุลนิทรยีท์ี่

ย่อยสลายน้ํามนัหล่อลื่นบรเิวณปนเป้ือนน้ํามนัจากดนิทีเ่กบ็บรเิวณอู่ซ่อมรถจาํนวน 3 แหล่งตวัอย่าง แยกจุลนิทรยีไ์ด้

ทัง้สิ้น 8 ไอโซเลต บนอาหาร Nutrient agar โดยวธิกีาร Spread plate จากการศกึษาลําดบันิวคลโีอไทด์ของยนี 16s 

rRNA และ 18s rRNA พบว่าจดัอยู่ใน 6 สกุล ได้แก่ Achromobacter (1 ไอโซเลต), Brucella (1 ไอโซเลต), Candida  

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

นําไปศกึษาการสรา้งเอนไซม์ไลเปสบนอาหาร Tween-80 agar พบว่า จุลนิทรยี์ทัง้หมด 8 ไอโซเลต มจีํานวน 5 ไอโซเลต 

(คดิเป็นร้อยละ 62.5) สามารถสร้างเอนไซม์ได้ และพบว่า Kalmanozyma sp. KS5-2 มีการสร้างเอนไซม์สูงที่สุดที่

ระดบั +++ เมื่อนําไปศกึษาความสามารถในการย่อยสลายน้ํามนัโดย Weight loss method พบว่า Kalmanozyma sp. 

KS5-2 มปีระสทิธภิาพการย่อยสลายน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วสูงสุด ร้อยละ 64 ในระยะเวลา 3 วนั ที่ความ

เขม้ขน้ของน้ํามนั รอ้ยละ 1 ซึง่สามารถนําไปใชป้ระโยชน์และต่อยอดงานวจิยัไดใ้นอนาคต 

คาํสาํคญั: น้ํามนัหล่อลืน่เครื่องยนต,์ จุลนิทรยี,์ วธิกีารชัง่หาน้ําหนักทีห่ายไป 

 

ข้อมูลการอ้างอิง: นุชนาถ โพธราม. (2568). การแยกและการศกึษาจุลนิทรยีท์ีย่่อยสลายน้ํามนัหล่อลื่นจากดนิบรเิวณ
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บทนํา 

น้ํามันหล่อลื่นหรือน้ํามันเครื่องเป็นสิ่งที่จําเป็นที่ถูกใช้ไปเป็นจํานวนมากทัง้ในด้านการคมนาคม อุตสาหกรรม 

เกษตรกรรม ประมง และการท่องเที่ยว ทําให้เกิดน้ํามนัหล่อลื่นที่ใชแ้ล้วเหลอืทิ้งเป็นจํานวนมาก ซึ่งอาจทําใหม้กีาร

ปนเป้ือนน้ํามนัหล่อลื่นในสิง่แวดล้อมขึน้ได ้โดยสาเหตุหลกัทีส่่งผลใหเ้กิดการปนเป้ือนของน้ํามนัหล่อลื่นทีใ่ชแ้ล้วใน

สิ่งแวดล้อม เกิดจากการกําจดัที่ไม่ถูกวิธ ีเช่น การเททิ้งลงสู่ดินหรือท่อระบายน้ําโดยตรง การขุดหลุมฝัง การเผา 

นอกจากน้ีการปนเป้ือนของน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนต์ทีใ่ชแ้ล้วอาจเกดิจากภาชนะเก็บสะสมทีไ่ม่ได้มาตรฐาน การหก

สะสมของน้ํามนัในระหว่างการใชง้าน การรวบรวมเพื่อขนส่ง การจดัเกบ็และทาํลายซึง่อาจเกดิขึน้ภายในบรเิวณโรงงาน

อุตสาหกรรม สถานีบรกิารปัม๊น้ํามนั หรอือู่ซ่อมรถ (Kurnia et al., 2018) ดงันัน้ควรเกบ็รวบรวมในถงัเกบ็ทีม่ดิชดิและ

ปลอดภยัจากเชือ้เพลงิ เพื่อรอการนําไปกําจดัหรอืใชป้ระโยชน์ใหม่ นอกจากน้ีควรนําไปกําจดัอย่างถูกวธิ ีเช่น จดัส่งให้

หน่วยงานที่ขนส่งวสัดุที่ไม่ใช้แล้วจากโรงงานอุตสาหกรรมทีไ่ด้รบัการรบัรองจากกรมโรงงานอุตสาหกรรมเพื่อกําจดั

ต่อไป  

การปนเป้ือนของน้ํามนัหล่อลื่นเป็นปัญหาสําคญัที่ก่อใหเ้กดิผลกระทบต่อสิง่มชีวีติและสิง่แวดล้อม โดยน้ํามนัหล่อลื่น

ส่วนใหญ่แล้วประกอบดว้ยสารประกอบไฮโดรคาร์บอนชนิดอิม่ตวั สายยาว (C16-C36) มากกว่า 75 เปอร์เซน็ต์ และ

สารเพิม่คุณภาพ 10-20 เปอรเ์ซน็ต ์(Ibrahim, 2016) ซึง่เมื่อสารประกอบไฮโดรคารบ์อนเหล่าน้ีปนเป้ือนลงสู่สิง่แวดลอ้ม

จะเกิดการรวมตวัหรอืเกาะติดกบัสารอินทรยี์ต่างๆ ส่งผลให้เกิดมลพษิต่อสิง่แวดล้อมและมกีารย่อยสลายที่ยากขึ้น 

(Mercadé et al., 1996) นอกจากน้ีองค์ประกอบของสารเพิม่คุณภาพในน้ํามนัหล่อลื่นยงัประกอบด้วยสารอนินทรีย์ 

เช่น ไนโตรเจน และโลหะต่างๆ ซึ่งเมื่อเกิดการเผาไม้ของเครื่องยนต์ทําใหพ้บสารปนเป้ือนโลหะหนักบางชนิด เช่น 

ตะกัว่ (Pb), แบเรยีม (Ba), สงักะส ี(Zn), แมกนีเซยีม (Mg) และอะโรมาตกิไฮโดรคาร์บอน (Aromatic hydrocarbons, 

PAHs) ซึง่สารเหล่าน้ีเป็นสารทีก่่อใหเ้กดิโรคมะเรง็และก่อใหเ้กดิความเป็นพษิต่อสิง่มชีวีติสงูมาก (Parikh et al., 2018) 

นอกจากน้ีเมื่อสมัผสักบัน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนตท์ีใ่ชแ้ลว้ปรมิาณความเขม้ขน้ตํ่าหรอืสงูเป็นระยะเวลาทีน่าน อาจทาํให้

เกิดอนัตรายต่อระบบประสาท ตบั ไต และไขกระดูก รวมทัง้อาจไปขดัขวางต่อประสทิธภิาพการทํางานของเอนไซม์

ภายในร่างกายของสิง่มชีวีติได ้(Uranai et al., 2005) ดงันัน้จงึต้องมกีารบําบดัน้ํามนัหล่อลื่นทีใ่ชแ้ล้วทีป่นเป้ือนในดนิ

เพื่อลดผลกระทบทีก่่อใหเ้กดิอนัตรายต่อสิง่แวดลอ้ม พชื สตัวแ์ละมนุษย ์(Rank & Lawrence, 2013) 

การบําบดัน้ํามนัหล่อลื่นทีป่นเป้ือนในดนิสามารถทําไดห้ลายวธิ ีไดแ้ก่ วธิทีางกายภาพ วธิทีางเคม ีและวธิทีางชวีภาพ 

(Bioremediation) โดยในแต่ละวธิมีขีอ้ด ีและขอ้จํากดัทีแ่ตกต่างกนัออกไป อย่างไรกต็ามวธิกีารบําบดัทางชวีภาพเป็น

อีกทางเลือกที่นิยมใช้เน่ืองจากเป็นวิธีที่เสียค่าใช้จ่ายน้อย โดยประหยดักว่าการบําบัดทางกายภาพและทางเคมี 

สามารถประยุกต์ใชไ้ดใ้นพืน้ทีป่นเป้ือนขนาดใหญ่ไดแ้ละมปีระสทิธภิาพสูง นอกจากน้ีผลติภณัฑ์สุดทา้ยทีไ่ดห้ลงัการ

บําบดั คอื คาร์บอนไดออกไซด์และน้ํา ซึ่งไม่เป็นพษิต่อสิง่แวดล้อม (Leahy & Colwell, 1990) นอกจากน้ีมจีุลนิทรยี์

จํานวนมากทีส่ามารถย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนในน้ํามนัได ้ซึ่งแหล่งทีอ่ยู่ส่วนใหญ่ของจุลนิทรยี์เหล่านัน้

พบได้ในดนิที่มกีารปนเป้ือนของน้ํามนัดงักล่าว ดงันัน้การบําบดัมลพษิด้วยวธิทีางชวีภาพโดยใชจุ้ลนิทรยี์จงึมคีวาม

เป็นไปไดส้งูในการคดัแยกจุลนิทรยีใ์นแหล่งทีม่กีารปนเป้ือนเพือ่นํามาบําบดัน้ํามนัหล่อลื่นทีป่นเป้ือนในบรเิวณเหล่านัน้

หรอืนําไปประยุกต์ใช้ในแหล่งปนเป้ือนอื่นได้ต่อไป โดยงานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงค์เพื่อแยก และจดัจําแนกจุลนิทรยี์ที่

อาศยัอยู่ในดนิทีป่นเป้ือนน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนตท์ีใ่ชแ้ล้ว และศกึษาประสทิธภิาพการย่อยสลายน้ํามนัของจุลนิทรยีท์ี่

คดัแยกได ้
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การทบทวนวรรณกรรม 

วิธีการกาํจดัคราบน้ํามนัหล่อลื่นเคร่ืองยนต์ในส่ิงแวดล้อม 

วธิกีารกําจดัคราบน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนตใ์นสิง่แวดลอ้ม สามารถแบ่งวธิกีารกําจดัไดเ้ป็น 3 วธิ ีคอื  

1) วธิทีางกายภาพ 

การกําจดัทางกายภาพมหีลายวธิทีีเ่กีย่วขอ้ง เช่น การฉีดลา้งร่วมกบัการควบคุมและการนํากลบั (Flushing or washing 

with containment and recovery) และการกําจัดด้วยแรงงานคนหรือเครื่องจักร (Manual or mechanical removal) 

ในทางปฏิบตัิการกําจดัด้วยแรงงานคน (Manual removal) เกี่ยวข้องกับการตักและกวาดชัน้ผิวหน้าน้ํามนั (Thick 

surface oil) การประยุกต์ใชต้วัดูดซบัน้ํามนั (Sorbent) สําหรบัดูดซบัและการนํากลบัของน้ํามนั (พสุิทธิ ์เพยีรมนกุล, 

2556) โดยใชว้สัดุดูดซบัหรอืจบัน้ํามนั ซึ่งวสัดุจะเป็นตวักลางจําพวกสงัเคราะห์หรอืโลหะบางชนิดคอยดูดซบัน้ํามนัที่

ลอยเหนือผวิน้ํา แลว้ถูกส่งผ่านไปรดีออกดว้ยแผ่นรดีน้ํามนัก่อนจะสบูไปเกบ็ไวท้ีถ่งัเกบ็ (ชรตัน์ รุ่งเรอืงศลิป์, 2533) 

2) วธิทีางเคม ี

เป็นการใชส้ารเคมใีนการกําจดัน้ํามนั โดยมกีารนําสารเคมไีปฉีดในบรเิวณทีม่กีารปนเป้ือน โดยสามารถแบ่งประเภท

การกําจดัได ้3 ลกัษณะ คอื 1) ลกัษณะกระจายคราบน้ํามนั มสีารลดแรงตงึผวิเป็นส่วนประกอบสําคญัทีท่ําหน้าที่ลด

แรงตึงผิวระหว่างน้ํากับน้ํามัน ทําให้น้ํามันแตกตัวและแพร่กระจายในน้ํา ช่วยให้สามารถถูกย่อยสลายได้ด้วย

กระบวนการธรรมชาตโิดยง่าย 2) ลกัษณะการล้างคราบน้ํามนั ซึ่งจะประกอบดว้ยสารเพิม่ความเปียก (wetting agent) 

ที่ทําให้น้ํามนัอ่อนตวัลง หรอืมคีวามหนืดลดลงเพื่อช่วยใหส้ามารถใชน้ํ้าในการชะล้างและทําความสะอาดน้ํามนัจาก

พืน้ผวิไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ และ 3) ลกัษณะการรวบรวมคราบน้ํามนั มสีารทีท่าํใหน้ํ้ามนัรวมตวักบัน้ํา หรอืรวมตวักนั

เป็นก้อนหรอืเปลีย่นสภาพเป็นสารเหนียวขน้คล้ายยางหรอืวุน้ รวมทัง้วสัดุหรอืสารทีส่ามารถดดูซบัน้ํามนั โดยน้ํามนัที่

รวมกบัสารเหล่าน้ีจะลอยตวัอยู่บนผวิน้ํา และต้องดําเนินการเก็บรวมรวมเพื่อนําไปกําจดัต่อไป นอกจากน้ี ศริริตัน์  

บุญโสภา (2561) ไดท้ําการศกึษาการขจดัคราบน้ํามนัในทะเลอ่าวพรา้ว ซึ่งใชส้ารเคมใีนกลุ่ม slickgone โดยปรมิาณ

การใช้ที่เหมาะสมของสาร slickgone คอื สารเคม ี1 ส่วน ต่อน้ํามนั 30 ส่วน สารในกลุ่มน้ียงัไม่มขีอ้มูลว่าทําให้เกิด

ความผดิปกตใินระยะยาว แต่มผีลทาํใหเ้กดิการระคายเคอืงต่อผวิหนัง แสบรอ้น ซึง่อาการแพเ้กดิขึน้ไดส้าํหรบัคนทีเ่ขา้ไป 

จดัเกบ็โดยตรง เน่ืองจากสารดงักล่าวมกีารสะสม ซึ่งปรมิาณคราบน้ํามนัทีป่ระเมนิไดจ้ากภาพถ่ายดาวเทยีมมคีวามกวา้ง 

10-15 ตารางกโิลเมตร ยาว 8 ตารางกโิลเมตร ปรมิาณน้ํามนัคาดว่าอยู่ทีป่ระมาณ 15 ตนั พบว่า สภาพทางกายภาพ

ของอ่าวพรา้วฟ้ืนคนืสภาพมาเกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ น้ําทะเลไม่มคีราบน้ํามนัทีผ่วิ ทรายชายหาดกลบัมามสีขีาว แต่

ผลกระทบระยะยาวต่อเน่ืองจากคราบน้ํามนัและจากการใชส้ารเคมยีงัตอ้งมกีารศกึษาและตดิตามผลต่อไป 

3) วธิทีางชวีภาพ  

วธิกีารทางชวีภาพเป็นวธิกีารทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการใชส้ิง่มชีวีติเพื่อย่อยสลายสารอนัตรายทีม่อียู่ในสิง่แวดล้อม การฟ้ืนฟู

ทางชีวภาพในดินที่ปนเป้ือนน้ํามันเป็นวิธีการแก้ปัญหาที่มีประสิทธิภาพ ประหยัด และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม  

ซึง่ประสทิธภิาพของวธิกีารน้ีขึน้อยู่กบัความเขม้ขน้ของน้ํามนั ลกัษณะของดนิ และองคป์ระกอบของสารมลพษิ (Balba 

et al., 1998) เ น่ืองจากองค์ประกอบของน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน  

ซึ่งความสามารถในการย่อยสลายน้ํามนัหรอืสารประกอบไฮโดรคาร์บอนนัน้พบในจุลนิทรยี์ทุกกลุ่ม โดยจุลนิทรยี์บาง

ชนิดอาจจะมคีวามสามารถในการย่อยสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้เพยีงชนิดเดียวหรือหลายชนิดขึ้นอยู่กับการ

ปรับตัว และการพัฒนาระบบเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการย่อยสลายเพื่อให้จุลินทรีย์ใช้สารประกอบ

ไฮโดรคารบ์อนเป็นแหล่งพลงังาน และแหล่งคารบ์อน ดงันัน้ในปัจจุบนัมกีารคดัเลอืกสายพนัธุ์จุลนิทรยีจ์ากสิง่แวดล้อม

มาใชกํ้าจดัน้ํามนัเครื่องยนต ์โดยมกีารคดัเลอืกสายพนัธุท์ีม่ปีระสทิธภิาพสงู ทนต่อสภาพแวดลอ้ม สามารถเจรญิเตบิโต 

และเพิม่จํานวนอย่างรวดเรว็จนมจีาํนวนเพยีงพอต่อการย่อยสลายโมเลกุลน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนต์ในสภาพแวดลอ้ม

ได้ด ีโดยอาศยัเทคโนโลย ีและควบคุมโดยผู้เชีย่วชาญ ทําให้ปราศจากจุลนิทรยี์ก่อโรค ไม่เป็นพษิต่อ คน สตัว์ และ

สิง่แวดลอ้ม 
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การย่อยสลายน้ํามนัหล่อลื่นเคร่ืองยนต์โดยจลิุนทรีย ์

สารประกอบไฮโดรคารบ์อนทีม่อียู่ในน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนต์ทีใ่ชแ้ล้วจะเกิดการเปลี่ยนแปลงโดยกระบวนการต่างๆ 

เช่น การดูดซบักบัดินหรือตะกอน การสลายตวัโดยแสง การระเหย การสะสมอยู่ในสิง่มชีวีติ และการเกิดปฏิกิริยา

ออกซิเดชนั เป็นต้น ซึ่งกระบวนการดงักล่าวที่เกิดขึ้นสามารถทําให้สารพิษที่อยู่ในสิ่งแวดล้อมหายไปได้ส่วนหน่ึง 

โดยเฉพาะในกลุ่มของสารประกอบไฮโดรคารบ์อนทีม่มีวลโมเลกุลตํ่า แต่สารประกอบไฮโดรคารบ์อนทีม่มีวลโมเลกุลสูง

ส่วนใหญ่จะถูกดูดซบัไว้ในอนุภาคดนิหรอืตะกอนในดนิ ซึ่งส่งผลใหเ้กดิการสะสมและเพิม่ความคงทนของสารพษิใน

สิง่แวดลอ้มเพิม่มากขึน้ ทัง้น้ีขึน้อยู่กบัการปรบัตวัและระบบเอนไซมท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัการย่อยสลายน้ํามนัของจลุนิทรยี ์แต่

ละสายพนัธุ์ทีส่ามารถสรา้งได ้โดยจุลนิทรยี์จะใชไ้ฮโดรคาร์บอนในน้ํามนัเพื่อเป็นแหล่งพลงังานและแหล่งคาร์บอนใน

การดํารงชวีติ และทําการเปลี่ยนรูปของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่เป็นพษิใหม้คีวามเป็นพษิน้อยลงได้ (สมศกัดิ ์ 

วงัใน, 2528) นอกจากน้ี วชิุดา เกตุใหม่ และคณะ (2553) ไดท้าํการคดัแยกจุลนิทรยีท์ีส่ามารถย่อยสลายน้ํามนัหล่อลื่น

เครื่องยนตท์ีใ่ชแ้ลว้โดยเกบ็ตวัอย่างดนิทีป่นเป้ือนน้ํามนัในอําเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา ผลการศกึษาพบว่า สามารถ

แยกจุลินทรีย์ได้ 36 ไอโซเลต ได้แก่ แบคทีเรีย 25 ไอโซเลต และยีสต์ 11 ไอโซเลต โดยยีสต์ไอโซเลต PO1.2 มี

ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วได้ดีที่สุด เมื่อศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยา พบว่า 

โคโลนีของยสีต์ PO1.2 บนอาหาร YM agar มลีกัษณะ สขีาวขุ่น ขอบเรยีบ แบนราบ เมื่อนําไปพสิูจน์เอกลกัษณ์ทาง

ลําดับ ดีเอ็นเอด้วย 26S rDNA sequencing พบว่าใกล้เคียงกับเชื้อ Issatchenkia orientalis จากนัน้นํามาศึกษา

ประสทิธภิาพในการย่อยสลายน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนตท์ีใ่ชแ้ล้ว พบว่าสามารถย่อยสลายน้ํามนัหล่อลื่นเครือ่งยนตท์ีใ่ช้

แลว้ไดด้ทีีสุ่ดที ่0.5% ซึง่มปีระสทิธภิาพในการย่อยสลายน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนตท์ีใ่ชแ้ลว้ไดร้อ้ยละ 63.60 

 

วิธีดาํเนินการวิจยั 

การเกบ็ตวัอย่างดินและแยกจลิุนทรีย ์

เก็บตัวอย่างดินจากอู่ซ่อมรถ 3 แหล่งตัวอย่าง ได้แก่ จงัหวดันครปฐม ราชบุรี และกาญจนบุรี ทําการเพิ่มจํานวน

จุลนิทรยี์ทีม่คีวามสามารถในการย่อยสลายน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนต์ทีใ่ชแ้ล้วดว้ยเทคนิค enrichment เป็นการกระตุ้น

ใหจุ้ลนิทรยี์จากสิง่แวดล้อมนัน้ใชส้ารมลพษิ โดยการนําตวัอย่างดนิ 1 กรมั ใส่ลงในอาหารเหลว Carbon-free mineral 

medium (CFMM) broth 15 มลิลลิติร ทีเ่ตมิ 1% N-hexadecane เป็นแหล่งคารบ์อนเพยีงแหล่งเดยีว บ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 

องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7 วนั ดว้ยความเรว็ 200 รอบต่อนาท ีจากนัน้ถ่ายเชือ้ลงในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว CFMM ใหม่

ที่ม ีN-hexadecane 1% v/v บ่มที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ความเร็ว 200 รอบต่อนาท ีทําซ้ําเป็น

จํานวน 5 ครัง้ จากนัน้ทําการคดัแยกจุลนิทรยี์โดยวธิ ีSpread plate ทําโดยดูดตวัอย่างปรมิาตร 0.1 มลิลลิติร เกลี่ยลง

บนอาหาร Luria bertani (LB) medium ทําตวัอย่างละ 3 ซ้ํา จากนัน้นําไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 

48 ชัว่โมง ตรวจดูการเจรญิบนผวิหน้าอาหาร และคดัเลอืกโคโลนีทีแ่ตกต่างกนันํามาทําใหบ้รสุิทธิด์ว้ยวธิกีาร Streak 

plate จากนัน้เกบ็รกัษาเชือ้บนหลอดอาหารผวิเอยีง (NA Slant) สาํหรบัใชใ้นการทดลองในขัน้ตอนต่อไป  

การระบุชนิดของจลิุนทรียโ์ดยการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์

1) การระบุชนิดของแบคทเีรยีโดยการวเิคราะหลํ์าดบันิวคลโีอไทด ์

เลี้ยงแบคทเีรยีในอาหาร Nutrient broth (NB) บ่มแบบเขย่า ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1-2 วนั จากนัน้เก็บ

เซลลโ์ดยการนําไปปัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 8,000 รอบต่อนาท ีนาน 10 นาท ีเพื่อตกตะกอนเซลล์ ล้างเซลล์ดว้ย น้ํากลัน่

ปลอดเชือ้ 3 ครัง้ นําเซลลม์าสกดั DNA ดว้ยชุด i-genomic BYF DNA extraction kit และเพิม่จาํนวนยนีโดยนําดเีอน็เอทีไ่ด้

ไปทําปฏกิริยิา Polymerase Chain Reaction (PCR) ดว้ยเครื่องเพิม่ปรมิาณสารพนัธุกรรม (MultiGene optimax thermal 

cycle) โดยใช้ไพรเมอร์ 27F (5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) และ 1525R (5’ AAGGAGGTGWTCCARCC3’) 

(Okubo et al., 2012) นําผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ไปตรวจสอบโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) จากนัน้นํา

ผลติภณัฑ ์PCR ทีไ่ดไ้ปทาํใหบ้รสุิทธิด์ว้ย FavorPrepTM GEL/PCR Purification Kit และส่งวเิคราะหลํ์าดบันิวคลโีอไทด ์
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(sequencing) นําขอ้มูลลําดบัเบสที่ได้มาเปรยีบเทยีบกับขอ้มูล 16S rRNA ของแบคทเีรยีทัง้หมดที่อยู่ในฐานข้อมูล 

EzTaxon-e โ ดย ใ ช้ โ ป ร แ ก รม  BLAST ( Basic Local Alignment Tool)  จ า ก เ ว็ บ ไ ซต์ อ อน ไ ล น์  EzBiocloud 

(http://ezbioclud.net) (Yoon et al., 2017) เพื่อระบุสกุลของแบคทเีรยี จากนัน้วเิคราะห์ความสมัพนัธ์ทางววิฒันาการ

ของแบคทเีรยีโดยการสรา้งแผนภูมติน้ไม ้(phylogenetic tree) โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 12.0 (Tamura et al., 2021)  

2) การระบุชนิดของยสีตโ์ดยการวเิคราะหลํ์าดบันิวคลโีอไทด ์

ส่งตวัอย่างโคโลนีของเชือ้บน Potato dextrose agar plate ใหก้บับรษิทั กบิไทย จาํกดั เพื่อทาํการเทยีบเคยีงสายพนัธุ์

ยสีตใ์นระดบัสกุล โดยการวเิคราะหลํ์าดบันิวคลโีอไทดข์อง 18S rRNA 

การศึกษา Extracellular hydrolytic enzyme ของจลิุนทรียท่ี์คดัแยกได้ในการสร้างเอนไซมไ์ลเปส 

นําจุลนิทรยี์ที่คดัแยกได้มาทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไลเปสบนอาหาร Tween 80 agar ด้วยเทคนิค 

Point inoculation นําไปบ่มที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง สงัเกตหากมตีะกอนขุ่นขาวที่เกิดขึน้

รอบๆ โคโลนี แสดงว่าจุลนิทรยีส์ามารถผลติเอนไซมไ์ลเปสออกมาย่อยไขมนัได ้(Sharma et al., 2001)  

การศึกษาความสามารถในการย่อยน้ํามนัของจลิุนทรียท่ี์สามารถสร้างเอนไซมไ์ลเปสได้ 

นําจุลนิทรยี์ที่สามารถสร้างเอนไซม์ไลเปสได้มาเลี้ยงในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) ปรมิาตร 50 มลิลลิติร ใน 

ฟลาสก์ขนาด 250 มลิลลิติร เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง โดยปรบัความขุ่นเท่ากบั 0.5 เมื่อวดัค่าการดูดกลนืแสงทีค่วาม

ยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จากนัน้ทําการถ่ายจุลินทรีย์ปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ ลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 50 

มลิลลิติร ในฟลาสก์ขนาด 250 มลิลลิติร และมน้ํีามนัหล่อลื่นเครื่องยนต์ทีใ่ชแ้ล้ว 0.5 เปอร์เซน็ต,์ 1 เปอร์เซน็ต ์และ 2 

เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอน ทําการทดลองทัง้หมด 4 ซ้ํา โดยทําการเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่มีการเติม

จุลนิทรยี ์นําไปบ่มเขย่าดว้ยความเรว็รอบ 200 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 72 ชัว่โมง และปัน่เหวีย่งที ่7,500 รอบต่อนาท ี

เป็นเวลา 20 นาท ีจากนัน้นํามาวเิคราะห์ประสทิธภิาพของการย่อยน้ํามนัของเชือ้ทีค่ดัแยกได ้โดยใชว้ธิชี ัง่หาน้ําหนัก

น้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วที่หายไป (Weight loss method) โดยการสกัด Culture broth ด้วยเฮกเซนใน

อตัราส่วน 1:1 (Mercadé et al., 1996) และนําส่วนของตัวทําละลายมาทําให้แห้งด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศ ชัง่

น้ําหนักสารทีไ่ด ้จากนัน้คาํนวณหาประสทิธภิาพการย่อยสลายน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนตท์ีใ่ชแ้ลว้ (Shairai et al., 1995)  

 

ผลการวิจยั 

การคดัแยกจลิุนทรียท่ี์สามารถย่อยสลายน้ํามนัหล่อลื่นเคร่ืองยนต์ท่ีใช้แล้ว 

งานวจิยัน้ีใชอ้าหาร Nutrient agar (NA) ในการแยกจุลนิทรยีท์ีไ่ดม้าจากการเกบ็ตวัอย่างดนิโดยวธิกีาร Spread plate 

สามารถแยกจุลนิทรยีจ์ากตวัอยา่งดนิปนเป้ือนน้ํามนัจาก 3 แหล่งตวัอย่าง (ตารางที ่1) ไดจ้าํนวน 8 ไอโซเลต  

 

ตารางท่ี 1 จาํนวนจุลนิทรยีท์ีแ่ยกไดจ้ากตวัอย่างดนิปนเป้ือนน้ํามนั 

พื้นท่ีเกบ็ตวัอย่าง ไอโซเลทท่ี รหสัเชื้อ 

ต.ทุ่งลูกนก อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม 

 

 

 

ต.สนามแย ้อ.ท่ามะกา จ.กาญจนบุร ี

1 RS5-1 

2 RS5-2 

3 RS5-3 

4 RS5-4 

5 KS5-1 

6 KS5-2 

ต.กรบัใหญ่ อ.บา้นโป่ง จ.ราชบรุ ี 7 NS5-1 

8 NS5-2 
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จากผลการวจิยัการคดัแยกจุลนิทรยีท์ีส่ามารถย่อยสลายน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนตท์ีใ่ชแ้ลว้ พบว่า สามารถแยกจุลนิทรยี์

ไดท้ัง้สิน้ 8 ไอโซเลต ดงัน้ี พืน้ทีเ่กบ็ตวัอยา่ง ต.ทุ่งลูกนก อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม พบ 4 ไอโซเลต คอื RS5-1, RS5-

2, RS5-3 และ RS5-4,พืน้ทีเ่กบ็ตวัอย่าง ต.สนามแย ้อ.ท่ามะกา จ.กาญจนบุร ีพบ 2 ไอโซเลต คอื KS5-1 และ KS5-2 

และพืน้ทีเ่กบ็ตวัอย่าง ต.กรบัใหญ่ อ.บา้นโป่ง จ.ราชบุร ีพบ 2 ไอโซเลต คอื NS5-1 และ NS5-2 

การระบุชนิดของแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยีน 16S rRNA และระบุชนิดของยีสต์โดย

การวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยีน 18S rRNA 

การเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของลําดับเบสของยีน 16S rRNA และ 18S rRNA กับลําดับเบสในฐานข้อมูล 

Ezbiocloud และ NCBI แสดงในตารางที ่2 

 

ตารางท่ี 2 ชนิดของจุลนิทรยีท์ีค่ดัแยกไดโ้ดยการวเิคราะหลํ์าดบันิวคลโีอไทด ์

รหสัเชื้อ จลิุนทรียส์ายพนัธุใ์กล้เคียง ค่าความเหมือน 

(เปอรเ์ซน็ต์) 

ชนิดจลิุนทรีย ์

RS5-1 Candida tropicalis Y12T (KT236445) 99.93 ยสีต ์

RS5-2 
Microbacterium arabinogalactanolyticum IFO 14344T 

(AB004715) 
99.79 

แบคทเีรยี 

RS5-3 Achromobacter veterisilvae LMG 30378T (LT976503) 99.45 แบคทเีรยี 

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

KS5-1 Microbacterium aurum KACC 15219T (CP018762) 99.58 แบคทเีรยี 

KS5-2 Kalmanozyma brasiliensis GHG001T (XR_001630179) 99.87 ยสีต ์

NS5-1 Brucella intermedia LMG 3301T (AB680967) 99.51 แบคทเีรยี 

NS5-2 Microbacterium paraoxydans NBRC 103076T (AJ491806) 99.72 แบคทเีรยี 

 

จากผลการวจิยัการระบุชนิดของแบคทเีรยีโดยการวเิคราะหลํ์าดบันิวคลโีอไทด ์พบแบคทเีรยีจาํนวน 6 ไอโซเลต ไดแ้ก่ 

ไอโซเลต RS5-2 มคีวามคล้ายคลงึกบั Microbacterium arabinogalactanolyticum ร้อยละ 99.79, ไอโซเลต RS5-3 มี

ความคล้ายคลงึกบั Achromobacter veterisilvae รอ้ยละ 99.45, ไอโซเลต RS5-4 มคีวามคล้ายคลงึกบั Tsukamurella 

inchonensis ร้อยละ 99.86, ไอโซเลต KS5-1 มคีวามคล้ายคลงึกบั Microbacterium aurum ร้อยละ 99.58, ไอโซเลต 

NS5-1 มีความคล้ายคลึงกับ  Brucella intermedia ร้อยละ 99.51 และไอโซเลต NS5-2 มีความคล้ายคลึงกับ 

Microbacterium paraoxydans ร้อยละ 99.72 นอกจากน้ีพบยสีต์จาํนวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต RS5-1 มคีวาม

คลา้ยคลงึกบั Candida tropicalis รอ้ยละ 99.93 และไอโซเลต KS5-2 มคีวามคลา้ยคลงึกบั Kalmanozyma brasiliensis 

รอ้ยละ 99.87 

การศึกษา Extracellular hydrolytic enzyme ของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้ในการสร้างเอนไซมไ์ลเปส 

ศกึษาการความสามารถในการสรา้งเอนไซมไ์ลเปสบนอาหารแขง็ Tween 80 agar ดว้ยเทคนิค Point inoculation ของ

จุลนิทรยี์ที่คดัแยกได้ พบจุลนิทรยี์ 6 ไอโซเลท ที่มปีระสทิธภิาพในการสร้างเอนไซม์ไลเปส โดยเกิดตะกอนขาวขุ่น

รอบๆ โคโลนี แสดงผลการทดสอบไดด้งัตารางที ่3 

 

 

 

 

 



[8] 

ตารางท่ี 3 ความสามารถในการสรา้งเอนไซมไ์ลเปสของจุลนิทรยีท์ีค่ดัแยกได ้

รหสัเชื้อ ความสามารถในการสร้างเอนไซมไ์ลเปส 

RS5-1 ++ 

RS5-2 - 

RS5-3 ++ 

RS5-4 ++ 

KS5-1 - 

KS5-2 +++ 

NS5-1 - 

NS5-2 + 

หมายเหต:ุ เครื่องหมาย + แสดงความกวา้งของตะกอนขาวขุน่, เครื่องหมาย - ไม่เกดิตะกอนขาวขุน่ 

 

จากผลการศกึษา Extracellular hydrolytic enzyme ของแบคทเีรยีทีค่ดัแยกไดใ้นการสรา้งเอนไซม์ไลเปส พบว่า ไอโซเลต 

KS5-2 แสดงความกวา้งของตะกอนขาวขุ่นมากทีสุ่ดในระดบั +++ ไอโซเลต RS5-1, RS5-3 และ RS5-4 แสดงความกวา้ง

ของตะกอนขาวขุน่ในระดบั ++ ไอโซเลต NS5-2 แสดงความกวา้งของตะกอนขาวขุน่น้อยทีสุ่ดในระดบั + และไอโซเลต 

RS5-2, KS5-1 และ NS5-1 ไม่มคีวามสามารถในการสรา้งเอนไซมไ์ลเปส 

การศึกษาความสามารถในการย่อยน้ํามนัของจลิุนทรียท่ี์คดัแยกได้ 

คดัเลือกจุลินทรีย์ที่มคีวามสามารถในการย่อยน้ํามนัจํานวน 5 ไอโซเลต มาศึกษาความสามารถในการย่อยน้ํามนั  

ดงัตารางที ่4 

 

ตารางท่ี 4 ความสามารถในการย่อยสลายน้ํามนัของจุลนิทรยีท์ีค่ดัแยกได ้

ไอโซเลท 
ความเขม้ข้น 

0.5% 1% 2% 

Control 0.50±0.00a 1.00±0.00a 2.00±0.00a 

RS5-1 0.32±0.06bc (35%) 0.70±0.15b (31%) 1.09±0.09d (46%) 

RS5-3 0.38±0.10abc (24%) 0.64±0.11b (36%) 1.61±0.26b (19%) 

RS5-4 0.38±0.10abc (23%) 0.74±0.06b (27%) 1.49±0.23bc (26%) 

KS5-2 0.26±0.07c (48%) 0.36±0.09c (64%) 1.16±0.13d (42%) 

NS5-2 0.42±0.03ab (15%) 0.88±0.04a (12%) 1.14±0.11d (43%) 

หมายเหต:ุ ค่าเฉลีย่ทีม่ภีาษาองักฤษกํากบัอยูใ่นคอลมัน์เดยีวกนัมคีวามแตกต่างกนัอย่างมนัียสาํคญัทางสถติ ิ(P<0.05) 

เปรยีบเทยีบความแตกต่างของค่าเฉลีย่ดว้ยวธิ ีDuncan test 

 

จากผลการวจิยัการศกึษาความสามารถในการย่อยน้ํามนัของจุลนิทรยีท์ีค่ดัแยกได ้พบว่า ความเขม้ขน้ของน้ํามนั 0.5% 

ไอโซเลต KS5-2 มปีระสทิธภิาพในการยอ่ยน้ํามนัเครื่องทีใ่ชแ้ล้วสูงทีสุ่ดที ่48%, ความเขม้ขน้ของน้ํามนั 1% ไอโซเลต 

KS5-2 มปีระสทิธภิาพในการย่อยน้ํามนัเครื่องทีใ่ชแ้ลว้สงูทีสุ่ดที ่64% และความเขม้ขน้ของน้ํามนั 2% ไอโซเลต RS5-1 

มปีระสทิธภิาพในการย่อยน้ํามนัเครื่องทีใ่ชแ้ลว้สงูทีสุ่ดที ่46% 
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สรปุและอภิปรายผลการวิจยั 

จากการแยกจุลนิทรยี์บรเิวณดนิที่ปนเป้ือนน้ํามนัจาก 3 แหล่งตวัอย่างสามารถแยกจุลนิทรยี์ได้ 8 ไอโซเลต ได้แก่ 

แบคทเีรยี 6 ไอโซเลตและยสีต์ 2 ไอโซเลต เมื่อนําไอโซเลตทัง้หมดมาระบุชนิดของจุลนิทรยี์โดยการวเิคราะห์ลําดบั  

นิวคลโีอไทด์ พบว่า จดัอยู่ใน 6 สกุล ไดแ้ก่ Achromobacter (1 ไอโซเลต), Brucella (1 ไอโซเลต), Candida (1 ไอโซเลต), 

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

สรา้งเอนไซม์ไลเปสบนอาหาร Tween-80 agar พบว่า จุลนิทรยี์ทัง้หมด 8 ไอโซเลต มจีํานวน 5 ไอโซเลต (คดิเป็นรอ้ยละ 

62.5) สามารถสรา้งเอนไซมไ์ด ้และพบว่า Kalmanozyma sp. KS5-2 มกีารสรา้งเอนไซม์สูงทีสุ่ดทีร่ะดบั +++, ไอโซเลต 

RS5-1, RS5-3 และ RS5-4 มปีระสทิธภิาพในการสรา้งเอนไซมอ์ยู่ทีร่ะดบั ++, ไอโซเลต NS5-2 มปีระสทิธภิาพในการ

สรา้งเอนไซมอ์ยู่ทีร่ะดบั + และไอโซเลต RS5-2, KS5-1 และ NS5-1 ไม่สามารถสรา้งเอนไซม ์

ไลเปสได้ เมื่อนําไปศึกษาความสามารถในการย่อยสลายน้ํามนัโดย Weight loss method (Mercadé et al., 1996) 

พบว่า ทีค่วามเขม้ขน้ของน้ํามนัรอ้ยละ 0.5 Kalmanozyma brasiliensis KS5-2 มปีระสทิธภิาพการย่อยสลายน้ํามนัสงู

ที่สุด ร้อยละ 48 และทีค่วามเขม้ขน้ของน้ํามนั ร้อยละ 1 Kalmanozyma brasiliensis KS5-2 มปีระสทิธภิาพการย่อย

สลายน้ํามนัสูงที่สุด ร้อยละ 64 และความเขม้ขน้ของน้ํามนั ร้อยละ 2 Candida tropicalis RS5-1 มปีระสทิธภิาพการย่อย

สลายน้ํามนัสูงทีสุ่ด รอ้ยละ 46 ซึ่งพบว่า ความเขม้ขน้ของน้ํามนัทีสู่งส่งผลต่อความเป็นพษิแก่จุลนิทรยีบ์างสายพนัธุท์ี่

ย่อยน้ํามนั ซึ่งจากผลการศกึษามคีวามสอดคล้องกบัการศกึษาของ Abioye et al. (2012) โดยศึกษาการย่อยสลาย

น้ํ ามันห ล่อลื่ นที่ ใ ช้แล้ ว โดย ใช้  Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Trichosporon mucoides และ 

Candida tropicalis พบว่า Candida tropicalis มปีระสทิธภิาพในการย่อยไดด้ทีีสุ่ด ในเวลา 28 วนั คดิเป็นรอ้ยละ 40.6 

เน่ืองมาจากความสามารถของยสีตใ์นการทนต่อสภาพแวดล้อมทีเ่ป็นพษิของน้ํามนัไดด้กีว่าแบคทเีรยี และยสีตม์รีะบบ

เอนไซมท์ีส่ามารถย่อยสลายทีม่ปีระสทิธภิาพกว่าแบคทเีรยีทีค่ดัแยกได ้นอกจากน้ี Mbachu et al. (2016) ทาํการแยก

เชื้อที่ปนเป้ือนในดินบริเวณอู่ซ่อมรถยนต์ พบจํานวน 4 ไอโซเลต ได้แก่ Candida tropicalis, Rhodosporidium 

toruloids, Fusarium oxysporium และ Aspergillus clavatus เมื่อนําไปทดสอบประสิทธิภาพการย่อยน้ํามัน พบว่า 

Candida tropicalis มีประสิทธิภาพการย่อยสลายมากกว่าร้อยละ 70 ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงที่สุด จากผลการศึกษา

สามารถนําจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพสูงไปต่อยอดงานวิจัย และสามารถประยุกต์ใช้ในการบําบัดน้ํามันหล่อลื่น

เครื่องยนตท์ีใ่ชแ้ลว้ ซึง่เป็นการแกปั้ญหาการปนเป้ือนน้ํามนัหล่อลื่นเครื่องยนตไ์ดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ 
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