
 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบรูณ 
 

โครงการวิจัย  การพฒันาแบคทเีรียทีผ่ลติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพือ่ใชในอตุสาหกรรม
ปโตรเลียมและการฟนฟูสภาพทีป่นเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี 

(Development of biosurfactant producing bacteria for application of 
petroleum industry and bioremediation of petroleum materials) 

 
 
 
 
 
 
 
 

สุบณัฑิต  นิ่มรตัน 
วีรพงศ  วุฒพิันธุชัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายไดจากเงนิอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผนดนิ) 
ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2560 

มหาวิทยาลัยบูรพา 



รหัสโครงการ 2560A10802096 
สัญญาเลขที่ 119/2560 

 
 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบรูณ 
 

โครงการวิจัย  การพฒันาแบคทเีรียทีผ่ลติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพือ่ใชในอตุสาหกรรม
ปโตรเลียมและการฟนฟูสภาพทีป่นเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี 

(Development of biosurfactant producing bacteria for application of 
petroleum industry and bioremediation of petroleum materials) 

 
 
 
 
 
 
 

สุบณัฑิต  นิ่มรตัน1 
วีรพงศ  วุฒพิันธุชัย2 

 
1ภาควิชาจุลชีววิทยา   คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา 
2ภาควิชาวาริชศาสตร  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กันยายน 2560 



 I

กิตตกิรรมประกาศ 
 

 งานวิจัยน้ีไดรับทุนสนับสนุนการวิจัยจากงบประมาณเงินรายไดจากเงินอุดหนุนรัฐบาล 
(งบประมาณแผนดิน)  ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2560  มหาวิทยาลัยบูรพา  ผานสํานักงาน
คณะกรรมการวิจัยแหงชาติ  เลขที่สัญญา 119/2560 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



II 
 

บทคัดยอ 
  
 งานวิจัยเรื่อง การพัฒนาแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใชในอุตสาหกรรม
ปโตรเลียมและการฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี ในปที่ 2 น้ีจะแบงออกเปน 3 ข้ันตอน
คือ  ข้ันตอนที่ 1 ทําการคัดแยกและศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเพื่อการฟนฟูสภาพแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม ผลการศึกษาพบวาจาก
แบคทีเรียทั้งหมด 30 ไอโซเลท ที่มีคุณสมบัติในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารอิมัลซิ - 
ไฟเออร โดยมีแบคทีเรียที่มีศักยภาพมากที่สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารอิมัลซิไฟ-
เออร คือ Bacillus subtilis สายพันธุ SE1 และรองลงมา คือ B. subtilis สายพันธุ SD4 ซึ่งไมเปน
เช้ือกอโรคในมนุษย สัตวและพืชและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําพวกไลโปเปปไทด  ตอมาพบวา
แบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ทั้งภายใตสภาวะที่มี
ออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน โดยสามารถเจริญและยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดไดในสภาวะที่
มีออกซิเจนดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  จากภาพรวมพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบมากกวา B. subtilis  
สายพันธุ SD4  ตอมา ข้ันตอนที่ 2 ทําการศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวที่ปนเปอนในดิน  
ผลการศึกษาสามารถสรุปไดวา  B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถชวยเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันทั้ง  
4 ชนิด ณ ความเขมขน 0.5%, 1.0% และ 1.5% รวมทั้งสามารถยอยสลายสารตัวกลางไดดีกวาการ
ยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ดวยจุลินทรียในดิน  ดังน้ันแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 จึงเปน
แบคทีเรีย Bioaugmentator เพื่อชวยฟนฟูดินที่มีการปนเปอนดวยนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน 
นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวตอไป  และข้ันตอนสุดทายทําการศึกษาถึงการเพิ่มความสามารถ
ในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ที่ปนเปอนในดินดวยการเติมสารอาหาร (สารอาหารกลุมไนโตรเจน, 
Yeast extract 1.0%; คารบอนที่ยอยสลายงาย, นํ้าตาลกลูโคส 1.0% และฟอสฟอรัส, KH2PO4 
0.5%)  และ 0.1% H2O2 เพื่อสงเสริมการยอยสลายนํ้ามัน 1% ทั้ง 4 ชนิด ที่ปนเปอนในดิน โดยเติม
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  ผลการศึกษาพบวาสภาวะที่มีการเติมสารอาหารกลุมไนโตรเจน 
(Yeast extract 1%), คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  
และ 0.1% H2O2 สามารถเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันความเขมขน 1% 4 ชนิดไดดีที่สุด และพบวา
สงเสริมการยอยสลายนํ้ามันเบนซินดีที่สุด และนํ้ามันดีเซล, นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบของ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 รวมกับจุลินทรียในดิน ตามลําดับ ดังน้ันการประยุกตใช
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 รวมกับสารอาหารกลุมไนโตรเจน (Yeast extract 1%),  
คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  และ 0.1% H2O2 นาจะ
เปนกระบวนการที่ดีในการฟนฟูสภาพดินหรือสิ่งแวดลอมอื่น ๆ ที่ปนเปอนดวยนํ้ามันดีเซล, เบนซิน, 
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบ 
 
คําสําคัญ: แบคทีเรีย, สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ, การฟนฟูสภาพ 
  
 



III 
 

ABSTRACT 
  
 Research entitled “Development of biosurfactant producing bacteria for 
application of petroleum industry and bioremediation of petroleum materials” in the 
second year was studied. The experiment was divided into 3 parts. The first phase, 
isolation and study on the ability of biosurfactant producing bacteria for 
bioremediation of petroleum contaminated environments were investigated. Results 
showed that among 30 isolates of biosurfactant and bioemulsifying producing 
bacteria, the strongest  producers was Bacillus subtilis strain SE1 and the second 
place  producer was B. subtilis strain SD4. Both of them are not human, animal and 
plant pathogenic bacteria. They produce lipopeptide biosurfactant. These bacteria 
demonstrated the capability of gasoline, diesel, used lubricated oil and crude oil 
biodegradation under aerobic and anaerobic condition. They better grew and 
biodegraded  four tested oils  under  aerobic condition than under anaerobic 
condition. Totally, B. subtilis strain SE1 showed the higher efficiency for four tested 
oils than B. subtilis strain SD4. Then the ability for biodegradation of 4 tested oils 
contaminated soils by B. subtilis strain SE1 was studied. Results concluded that B. 
subtilis strain SE1 enhanced the efficiency for 0.5%, 1.0% and 1.5% of 4 tested-oil 
biodegradation. This bacterium and soil microorganisms can better biodegrade oil 
metabolites than the natural soil microorganisms only. Therefore, B. subtilis strain 
SE1 can act as bioaugmentator for bioremediation contaminated soils with gasoline, 
diesel, used lubricated oil and crude oil. Finally, the nutritional supplementation 
(nitrogen source, yeast extract 1%; readily carbon source, glucose 1%, phosphorus 
source, KH2PO4 0.5%) and 0.1% H2O2 for enhancing biodegradation of the gasoline, 
diesel, used lubricated oil and crude oil contaminated in soil by B. subtilis strain SE1 
were assayed. Results demonstrated that addition of nitrogen source, yeast extract 
1%; readily carbon source, glucose 1%, phosphorus source, KH2PO4 0.5%) and 0.1% 
H2O2 showed the best performance for 1% of 4 tested oils biodegradation which 
enhanced the biodegradation of 1% gasoline the most, followed by diesel, used 
lubricated oil and crude oil by B. subtilis strain SE1 and soil microorganisms, 
respectively. Therefore, the application of B. subtilis strain SE1 combined with 
nitrogen source, yeast extract 1%; readily carbon source, glucose 1%, phosphorus 
source, KH2PO4 0.5%) and 0.1% H2O2 should be the promising process for 
bioremediation of soil and the other environments contaminated with gasoline, 
diesel, used lubricated oil and crude oil. 
 
Keywords: Bacteria, Biosurfactant, Bioremediation 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 
 สารลดแรงตึงผิวเปนคําสั้น ๆ ของ "สารที่ใชงานกับพื้นผิว" (Surface-active-agents) ซึ่งคือ
สารเคมีทั่วไปที่ลดแรงตึงผิวของของเหลวหรือลดแรงดึงระหวางของเหลวสองชนิดหรือระหวาง
ของเหลวและของแข็ง สารลดแรงตึงผิวโดยทั่วไปเปนสารประกอบอินทรียที่มีคุณสมบัติเปนแอมพิฟลิก 
(Amphiphilic)   ในธรรมชาติซึ่งมีทั้งสวนที่ไมชอบนํ้าและสวนที่ชอบนํ้า สวนที่ไมชอบนํ้า (ไมมีข้ัว) 
เปนสวนที่ไมละลายในนํ้าและอาจจะมีกรดไขมันที่เปนหวงโซยาว (Long-chain of fatty acids)  
กรดไขมันไฮดรอกซิล (Hydroxyl fatty acids) หรือแอลฟา-อัลคิล-เบตา-กรดไขมันไฮดรอกซิล (α-
alkyl-β-hydroxy fatty acids) ดานปลายที่ชอบนํ้า (มีข้ัว) พบวาเปนคารโบไฮเดรต กรดอะมิโน  
วงเปปไทด ฟอสเฟต กรดคารบอกซิลิกหรือแอลกอฮอล (Van Ginkel, 1989; Jaysree et al., 2011)   
 สารลดแรงตึงผิวสามารถแบงออกไดเปน  2 กลุมใหญ  คือ  สารลดแรงตึงผิวสังเคราะหและ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  สารลดแรงตึงผิวสังเคราะหเปนผลิตภัณฑที่เกิดจากปฏิกิริยาเคมี มีการ
นํามาใชในอุตสาหกรรมนํ้ามันเพื่อชวยในการทําความสะอาดการรั่วไหลของนํ้ามัน ตลอดจนการเพิ่ม
ปริมาณนํ้ามันในกระบวนการขุดนํ้ามันจากบอนํ้ามัน โดยสารเหลาน้ีไมสามารถยอยสลายไดเองตาม
ธรรมชาติ และมีความเปนพิษตอสิ่งแวดลอม (Jayrees et al., 2011)  สวนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เปนผลิตภัณฑที่ผลิตโดยกระบวนการทางชีวภาพ  และเปนสารที่ขับออกมาภายนอกเซลลของ
จุลินทรียชนิดตาง ๆ ยกตัวอยางเชน  แบคทีเรีย  ราและยีสต (Chen et al., 2007; Jayrees et al., 
2011) สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากจุลินทรียไดรับความสนใจและการยอมรับมากกวาสารลดแรงตึงผิว
สังเคราะห  เน่ืองจากมีความเปนไปไดในการนําไปใชในเชิงการคาเพื่อทดแทนสารลดแรงตึงผิวที่ได
จากการสังเคราะห รวมทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติหลายประการ ไดแก  คุณสมบัติในการ
ลดแรงตึงผิวและทําใหเกิดอิมัลชันไดดี  มีความเสถียรแมอยูภายใตสภาวะทางกายภาพและเคมีที่
รุนแรง  สามารถเพิ่มพื้นที่ผิวและทําใหจุลินทรียสามารถยอยสลายสารต้ังตนที่ไมละลายนํ้า  สามารถ
จับโลหะ  สรางไบโอฟลม  มีความเปนพิษตํ่า สรางความระคายเคืองนอย  ไมเปนอันตรายตอผิวหนัง
มนุษย  ทั้งน้ียังมีความสามารถในการยอยสลายทางชีวภาพสูง  เปนมิตรตอระบบนิเวศ และสามารถ
ผลิตไดจากสารต้ังตนที่มีราคาถูกและสารต้ังตนชนิดใหม ๆ ได (Banat et al., 2000a; Costa et al., 
2006; Mohan et al., 2006) ดังน้ันสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากจุลินทรียมีศักยภาพที่หลากหลายใน
การนําไปใชงานดานตาง ๆ เชน อุตสาหกรรมนํ้ามัน เกษตรกรรม ยารักษาโรค อาหารและเครื่องสําอาง 
(Banat et al., 2000b)   

จากคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนสารประกอบจากผลิตภัณฑของจุลินทรียซึ่ง
สามารถถูกยอยสลายไดงาย จึงมีความเหมาะสมตอการนําไปใชในสิ่งแวดลอม เชน การใชในงานดาน
เกษตรกรรม ยารักษาโรค อาหารและเครื่องสําอาง (Banat et al., 2000b)  การใชเปนสารซักฟอก 
สารที่ทําใหเกิดความช้ืน (Wetting agents)  สารปองกันการแยกตัวของนํ้าและนํ้ามัน (Emulsifiers)  
สารที่ทําใหเกิดฟองและสารชวยกระจายตัว (Dispersants) (Makkar and Cameotra, 2002)  ทั้งยังใช
เปนสารหลักในอุตสาหกรรมปโตรเคมี  เพื่อทําใหการไดนํ้ามันกลับคืนมาเพิ่มข้ึนและฟนฟูสภาพของ
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สารกลุมไฮโดรคารบอน  นอกจากน้ียังสามารถใชในการฟนฟูสภาพทางชีวภาพ  เชน การกําจัดการ
ปนเปอนทั้งในดินและในนํ้า (Ron and Rosenberg, 2002; Franzetti et al., 2009)  การเพิ่มการ
กระจายตัวของนํ้ามันที่เกิดจากการรั่วไหลของนํ้ามัน (Mohan et al., 2006)  และไดมีการนําไปใชใน
กระบวนการทางเคมีและกายภาพในการออกแบบเพื่อฟนฟูสภาพแวดลอมในแหลงที่มีการปนเปอน
ดวยสารประกอบไฮโดรคารบอนหรือโลหะหนัก เชน การนําสารลดแรงตึงผิวมาบําบัดดินในพื้นที่ที่มี
การปนเปอนจริงและการนําดินจากพื้นที่ที่มีการปนเปอนออกมาบําบัดนอกพื้นที่น้ันหรือการสูบนํ้าเพื่อ
บําบัดช้ันดินอุมนํ้า (Mulligan, 2005; Franzetti et al., 2009)  แตอยางไรก็ตามการเลือกใชสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพควรคํานึงถึงประเภทของสารลดแรงตึงผิว  ปริมาณและความเขมขนของสาร 
ลดแรงตึงผิว  รวมถึงสภาวะอื่น ๆ ใหเหมาะสมกับวัตถุประสงคของการใชงาน  ทั้งน้ีเพื่อทําใหสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุดและไมกอใหเกิดปญหาสิ่งแวดลอม
ตามมา (วิสาขา ภูจินดา, 2548) 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ดีที่สุดเปนสารประเภทไกลโคลิปด (Glycolipids) เชน แรมโนลิปด
ที่ผลิตโดย Pseudomonas,  โซโฟโรลิปด (Sophorolipids) ที่ผลิตโดย Candida หลายสปชีส , 
Cell-bound trehalose lipids ที่ผลิตโดย Rhodococcus และ Actinomycetes และลิโปเปปไทด 
(Lipopeptides) ที่มีลักษณะโครงสรางที่หลากหลายผลิตโดย Bacillus หลายสปชีส (Lang and 
Philp, 1998; Cubitto et al., 2004; Van Hamme et al., 2006)  โดยแรมโนลิปดเปนสารลดแรง
ตึงผิวหลักที่ผลิตโดย Pseudomonas aeruginosa  ซึ่งประกอบดวยโมโน- และได-แรมโนลิปด ซึ่งมี
สมบัติทางเคมแีละทางกายภาพที่แตกตางกันคอนขางมาก (Benincasa et al., 2002) P. aeruginosa มี
ความสามารถในการใชแหลงคารบอนจากสารต้ังตนที่ไมละลายนํ้า เชน นํ้ามันพืช (Costa et al., 2006)  
ไฮโดรคารบอน (Santa-Anna et al., 2002; Rashedi et al., 2005) และแหลงคารบอนที่แบคทีเรีย
นํามาใชไดงาย เชน นํ้าตาลกลูโคส (Bodour et al., 2003) นํ้าตาลแมนนิทอล (De´ziel et al., 1999) 
หรือกลีเซอรอล (Das et al., 2009)  ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปด  สารต้ังตนประเภท
คารบอนเปนสารที่ใชในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดรับการรายงานวามีผลตอคุณภาพและ
ปริมาณของสารลดแรงตึงผิว (Panilaitis et al., 2007; Abouseouda et al., 2008)  นอกจากน้ี 
ผลการวิเคราะหทางเคมีโดยใชเครื่อง Mass spectrometry แสดงใหเห็นชัดเจนวาแหลงคารบอน
ไมไดมีผลตอปริมาณเทาน้ัน  แตยังมีผลตอโครงสรางของสารลดแรงตึงผิวดวย (Perfumo et al., 
2006)  โดยปกติแลวจุลินทรียตางสกุลกันจะสังเคราะหสารลดแรงตึงผิวที่มีโครงสรางตางกัน  ในทาง
ตรงกันขามจุลินทรียสายพันธุหรือสปชีสเดียวกันจะผลิตสารลดแรงตึงผิวที่มีโครงสรางคลายคลึงกัน  
อยางไรก็ตามความแตกตางเพียงเล็กนอยในโครงสรางโมเลกุลมีผลกระทบอยางมากตอหนาที่การ
ทํางานและการนําไปใชประโยชนทางดานอุตสาหกรรมของสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากจุลินทรีย 
(Bodour et al., 2003)   

ในโลกปจจุบันสารประกอบไฮโดรคารบอน ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบ เปนสารที่มีความสําคัญ
อยางมากตอประชากรโลก แตสารดังกลาวเปนของเหลวที่เกิดข้ึนใตเปลือกโลก  โดยปโตรเลียมเปน
สารประกอบไฮโดรคารบอนที่ประกอบดวยอะตอมของคารบอนและไฮโดรเจนเปนหลัก มีโมเลกุลของ
สารหลายชนิดที่มีโครงสรางที่ซับซอนเปนองคประกอบรวมอยูภายในปโตรเลียม กระบวนการเกิด
ปโตรเลียมน้ันเปนกระบวนการตามธรรมชาติที่เกิดจากการสลายตัวของอินทรียสารจํานวนมากที่ 
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ทับถมกันลึกลงไปในช้ันหินใตพื้นผิวโลก ซึ่งมีความรอนและความดันมหาศาล การใชประโยชนจาก
ปโตรเลียมจําเปนตองนํามาผานกระบวนการกลั่นไดเปนผลิตภัณฑประเภทตาง ๆ เชน กาซหุงตม 
นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดีเซล ยางมะตอย รวมทั้งเคมีภัณฑตาง ๆ เชน ปุยเคมี ยาปราบศัตรูพืช พลาสติก 
และยางสังเคราะห เปนตน (ประเสริฐ เทียนนิมิต และคณะ, 2554)  สวนนํ้ามันดิบ  คือ ปโตรเลียมที่มี
สถานะเปนของเหลวในธรรมชาติ  มีลักษณะสีดําหรือนํ้าตาล  มีกลิ่นคลายนํ้ามันเช้ือเพลิงสําเร็จรูป  
มีลักษณะเปนสารประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ ปะปนกันอยูและอาจมีสารอื่น ๆ ประกอบอยู
ดวย เชน กํามะถัน  คารบอน  ไฮโดรเจนและไนโตรเจน เปนตน คุณสมบัติของนํ้ามันดิบจะแตกตาง
กันไปตามองคประกอบของสารประกอบไฮโดรคารบอนและสิ่งเจือปนอื่น ๆ ที่รวมอยู ดวยเหตุน้ี
นํ้ามันดิบที่ขุดข้ึนจึงไมสามารถนําไปใชประโยชนไดทันที  ดังน้ันนํ้ามันดิบที่ไดจะตองนํามาแยก
สารประกอบไฮโดรคารบอนตาง ๆ ออกเปนกลุม ๆ กอนจึงจะสามารถนําไปใชประโยชนตามชนิดได  
โดยวิธีการแยกสารที่ปนอยูในนํ้ามันดิบออกจากกันน้ีเรียกวาการกลั่นนํ้ามันดิบ (ประเสริฐ เทียนนิมิต 
และคณะ, 2554)  และกระบวนการกลั่นนํ้ามันดิบน้ันประกอบดวยข้ันตอนการกลั่นสําหรับแยกสวน
ตาง ๆ ของนํ้ามันปโตรเลียม ที่ตองอาศัยสารลดแรงตึงผิวเพื่อทําใหไดผลผลิตเพิ่มมากข้ึน ซึ่งมีมูลคา
มหาศาล (Kister, 1992; Nur Asshifa, 2009) และปจจุบันมีการศึกษาการนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
มาใชเน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติทั่วไปเชนเดียวกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห  แตมี
ความเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม  มีความเปนพิษตํ่าและยอยสลายไดงายในธรรมชาติเมื่อเทียบกับสาร 
ลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Burgos-Díaz et al., 2012) 

จากคุณสมบัติดังกลาวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถนํามาประยุกตใชในการฟนฟู
สภาพแวดลอมที่มีสารประกอบไฮโดรคารบอน ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบ เน่ืองจากตองมีการขนสง
สารประกอบไฮโดรคารบอน ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบทั่วโลก และเกิดการรั่วไหลและหกทั่วโลก  โดย
สารประกอบไฮโดรคารบอน  ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบ  เปนสารพิษทําใหเกิดการระคายเคืองตาม
ผิวหนัง เปนผื่นคัน แสบรอน  เกิดแผลและติดเช้ือได  รวมถึงเมื่อสารพิษซึมเขาสูผิวหนังทําใหเกิด
อันตรายอยางตอเน่ืองในระยะยาว เชน มะเร็งผิงหนัง เปนตน   นอกจากน้ีถาสูดดมกลิ่นของนํ้ามันจะ
ทําใหปอดไดรับสารพิษ เกิดอาการปอดอักเสบ เกิดโรคระบบทางเดินหายใจ  การรับสารพิษโดยการ
ดูดซึมทางรางกายอาจจะทําใหสารพิษไปสะสมในไตจนเกิดภาวะไตเสื่อมและไตวายได  และหากไดรับ
สารพิษเปนระยะเวลานานและในระยะยาวอาจเกิดอันตรายถึงข้ันสารพิษทําลายระบบประสาทการ
ควบคุมการเคลื่อนไหวทําใหไมสามารถทรงตัวและไมสามารถเดินไดเปนปกติและอาจรุนแรงถึงข้ันเปน
มะเร็งในที่สุด  (สํานักงานสิ่งแวดลอมภาคที่ 16, 2556)   
 จากชวงทศวรรษที่ 1930 ถึง 1990 มีงานวิจัยพิสูจนใหเห็นวาแบคทีเรียมีความสําคัญใน
กระบวนการตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับนํ้ามันปโตรเลียม  แบคทีเรียจํานวนมากมีความสามารถในการใช
ประโยชนจากสารประกอบไฮโดรคารบอนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานตามธรรมชาติ (Hua  
et al., 2004; Korda et al., 1997; Rahman et al., 2003)  นอกจากน้ียังมีบทบาทสําคัญในการ
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน (Chaerun et al., 2004; Ilori et al., 2006)  โดยสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพทําหนาที่ลดแรงตึงผิวบนผิว และลดแรงตึงผิวระหวางของแข็งกับของเหลวหรือของเหลว
กับของเหลว (Interfacial tension) ที่เกิดจากการรวมของเหลวที่ผสมกันไมได (Immiscible fluids) 
หรือของเหลวกับของแข็งซึ่งทําใหเพิ่มพื้นผิวของสารประกอบที่ไมละลายนํ้า  สงผลใหเพิ่มการ
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เคลื่อนที่และความสามารถของการนํามาใชโดยจุลินทรียหลังจากที่มีการยอยสลายทางชีวภาพและ
การเกิด  Emulsification (Ron and Rosenberg, 2001; Vasileva-Tonkova and Gesheva, 
2007) หนาที่ทางชีวภาพของสารลดแรงตึงผิวมีความเกี่ยวของกับการดูดซึมสารประกอบไฮโดรคารบอน
ซึ่งเปนสารที่ถูกผลิตและปลอยออกมาอยางอัตโนมัติ  ถามีสารต้ังตนเปนสารประกอบไฮโดรคารบอน 
(Guerra-Santos et al., 1984; Makkar and Cameotra, 1998; Singh et al., 2006)  แบคทีเรียที่
มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน ไดแก Acinetobacter, Pseudomonas, 
Rhodococcus และ Mycobacterium (Ilori et al., 2005; Kosaric, 1993)  และเปนที่ทราบดีวา
ความสามารถของแบคทีเรียโดยเฉพาะอยางย่ิง P. aeruginosa สามารถยอยสลาย Heavy oil และ 
Aliphatic hydrocarbons ภายใตสภาวะที่มีการใชออกซิเจนและสามารถหลั่งสารลดแรงตึงผิวทาง
ชีวภาพในปริมาณสูงขณะเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีสารไฮโดรคารบอนในปริมาณสูง (Hommel, 
1990; Chayabutra and Ju, 2000)    

จากขอความที่กลาวมาแลวขางตน  แสดงใหเห็นวาสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตโดยจุลินทรียเปน
สารลดแรงตึงผิวที่มีประสิทธิภาพและมีประโยชนหลายประการทั้งยังเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม  ดังน้ัน
ในการศึกษาครั้งน้ีผูวิจัยจึงมีความสนใจในการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุใหมที่มีคุณสมบัติในการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และนํามาศึกษาชนิดและองคประกอบทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ดีที่สุด เพื่อพัฒนาแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใชในอุตสาหกรรมปโตรเลียมและการ
ฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี  สําหรับใชทดแทนสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหและเพื่อ
การพัฒนาเปนผลิตภัณฑต้ังแตในระดับหองปฏิบัติการจนถึงระดับเชิงพาณิชยตอไป 
 
วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

เพื่อพัฒนาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดใหมจากแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใชในการฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี   

 
ขอบเขตของการวิจัย 
 ทําการศึกษาถึงการประยุกตใชแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
ดานการฟนฟูสภาพแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม โดยการศึกษาความสามารถของ
แบคทีเรียในการกําจัดนํ้ามันเบนซิน ดีเซล นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบ  ภายใตสภาวะที่มี
ออกซิเจนและไมมีออกซิเจนในขวดซีรัม และศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเพื่อการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน ดีเซล นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบในดิน รวมทั้ง
การศึกษาถึงปจจัยการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน ดีเซล นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบในดินดวยการ
เติมสารอาหารชนิดตางๆ  ไดแก สารอาหารกลุมไนโตรเจน คารบอนที่ยอยสลายงาย และฟอสฟอรัส 
เพื่อสงเสริมการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ของแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  เพื่อใชเปน
ขอมูลในการนําไปประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสูด  รวมทั้งยังชวย
ทดแทนการใชสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหที่นิยมใชอยูในปจจุบัน และเพื่อใหมีความเปนมิตรตอ
สิ่งแวดลอม 
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วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎีและ/หรือแนวทางความคิดท่ีนํามาใชในงานวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 1. ทําใหมีแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดใหมหลากหลายชนิด
เพื่อใชในอุตสาหกรรมปโตรเลียมและการฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี 
 2.  สามารถจําแนกถึงชนิดของแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพชนิดใหม ๆ เพื่อประยุกตใชในการ
ฟนฟูสภาพแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม 

 

การศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียทีผ่ลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อการฟนฟู
สภาพแวดลอมทีม่ีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม 

การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการ
ยอยสลายนํ้ามนัเบนซิน  ดีเซล  นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบ ภายใต

สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจนในขวดซีรมั 

การศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียทีผ่ลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อ
การยอยสลายนํ้ามันเบนซิน  ดีเซล  นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบ 

ในดิน 

จากการศึกษาถึงปจจัยการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน  ดีเซล  นํ้ามันเครื่องที่ใช
แลวและนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมสารอาหารชนิดตางๆ  ไดแก 

สารอาหารกลุมไนโตรเจน คารบอนที่ยอยสลายงาย และฟอสฟอรัส  
เพื่อสงเสรมิการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ของแบคทีเรียทีผ่ลิต 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 



บทที่ 2 
เอกสารที่เกี่ยวของกับการศกึษา 

 
 
เอกสารทีเ่กี่ยวของกบัการศึกษาจําแนกไดดังน้ี 
 1. ความรูทั่วไปเกี่ยวกบัสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

2.  วิธีการตรวจสอบการสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยจุลินทรีย 
3.  วิธีการตรวจสอบการสรางสารอิมลัซิฟายเออร   
4.  การประยุกตใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
5.  รายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการศึกษา 

 
 
1. ความรูท่ัวไปเก่ียวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ   
  1.1 ความหมายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactants) หมายถึง สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตออกมาจาก
จุลินทรียหลายชนิด เชน ยีสต แบคทีเรียและรา (Priya and Usharani, 2009) ซึ่งสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพน้ีมักจะเปนสารประกอบอินทรียที่มีคุณสมบัติเปนแอมพิฟลิก (Amphiphilic) คือในโมเลกุล
ประกอบดวยสวนที่ไมชอบนํ้า (Hydrophobic) และสวนที่ชอบนํ้า (Hydrophilic) อยูในโมเลกุลเดียวกัน 
(Chioma et al., 2013)  โดยสวนที่ไมชอบนํ้าหรือสวนที่ไมมีข้ัวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้ัน เปนสวน
ที่ไมสามารถละลายในนํ้าได  เน่ืองจากเปนโมเลกุลของกรดไขมันที่เปนหวงโซยาว (Long-chain of 
fatty acids) กรดไขมันไฮดรอกซิล (Hydroxyl fatty acids)  หรือแอลฟา-อัลคิล-เบตา-กรดไขมัน 
ไฮดรอกซิล (α-alkyl-β-hydroxy fatty acids)  สวนดานปลายที่ชอบนํ้าหรือสวนที่มีข้ัวพบวาเปน
คารโบไฮเดรต กรดอะมิโน วงเปปไทด ฟอสเฟต กรดคารบอกซิลิกหรือแอลกอฮอล (Jaysree et al, 
2011) 
  โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะเกิดการรวมตัวกันเปนโครงสรางที่เรียกวา ไมเซลล (Micells) 
เมื่อสารลดแรงตึงผวิมีความเขมขนอยูในตัวทําละลาย เชน นํ้า  โดยสารลดแรงตึงผิวจะหันเอาสวนที่
ชอบนํ้าไวดานนอก และสวนที่ชอบไขมันไวดานใน ซึ่งทําใหสามารถแสดงคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิว
ของของเหลวหรือลดแรงดึงระหวางของเหลวสองชนิดหรือระหวางของเหลวและของแข็งได ซึ่งความ
เขมขน ณ จุดที่ทําใหโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวเกิดเปนไมเซลลเปนคุณสมบัติเฉพาะของสารลดแรง
ตึงผิวแตละชนิดเรียกความเขมขน ณ จุดน้ีวา Critical micelle concentration (CMC) 
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ภาพท่ี 1 ลักษณะของสารลดแรงตึงผิวที่เช่ือมตอระหวางของเหลวและอากาศ 

(ดัดแปลงจาก Pacwa-Plociniczak et al., 2011) 
 

  1.2 ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
   ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถแบงได 2 กลุม ตามนํ้าหนักโมเลกุล (Jaysree et al, 
2011; Pacwa-Plociniczak et al., 2011)  โดยมีรายละเอียดดังน้ี 
          1.2.1 สารลดแรงตึงผิวท่ีมีนํ้าหนักโมเลกุลตํ่า 
   เปนกลุมที่มีพื้นที่ผิวและแรงดึงระหวางผิวที่ตํ่า มีหนาที่หลักในการลดแรงตึงผิว 
(Surface tension) และแรงระหวางผิว (Interfacial tension) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สําคัญใน
กลุมน้ี ไดแก ไกลโคลิปด (Glycolipids) ฟอสโฟลิปด (Phospholipids) และลิโปเปปไทด (Lipopeptides) 
เปนตน 
   1.2.2 สารลดแรงตึงผิวท่ีมีนํ้าหนักโมเลกุลสูง 
     เปนกลุมที่จะเกาะติดแนนกับพื้นผิว มีหนาที่หลักเกี่ยวของกับความคงตัวของสาร
อิมัลชัน ทําใหแบคทีเรียติดอยูกับพื้นผิวที่เปนสวนที่ชอบนํ้าไดดีข้ึน  ซึ่งทําใหสามารถยอยสลาย
สารชีวภาพได สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สําคัญในกลุมน้ี ไดแก พอลิแซคคารไรด (Polysaccharides) 
โปรตีน (Proteins) ลิโปพอลิแซคคารไรด (Lipopolysaccharides) ลิโปโปรตีน (Lipoproteins) หรือ
สารประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดังกลาว เปนตน 
 
 1.3 ประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยจุลินทรียสามารถแบงออกเปนกลุมใหญ ๆ ไดทั้งหมด 5 
กลุม ดังตอไปน้ี 
  1.3.1 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมไกลโคลิปด 
  ไกลโคลิปดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่พบมากที่สุดชนิดหน่ึง ประกอบดวย โมโน- 
ได- ไตร- และเตตระแซคคารไรด รวมทั้งกลูโคส กาแลคโตส กรดกลูคูโรนิก แรมโนส และกาแลคโตส
ซัลเฟต รวมทั้งประกอบดวยกรดไขมันซึ่งมีองคประกอบคลายกับฟอสโฟลิปดของจุลินทรีย สามารถ
แบงไดเปนทรีฮาโลสลิปด (Trehaloselipid) โซโฟโรลิปด (Sophorolipid) และแรมโนลิปด 
(Rhamnolipids) (Shaw, 1970) ตัวอยางโครงสรางของแรมโนลิปด ดังแสดงในภาพที่ 2 
 

ดานหางไมชอบน้ํา  

ดานหัวที่ชอบน้ํา 

นํÊา 
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ภาพท่ี 2  โครงสรางทางเคมีของแรมโนลิปด 
(Abdel-Mawgoud et al., 2011) 

 
  1.3.2 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด 
  ลิโปเปปไทด ประกอบดวยสวนหางที่เปนกรดไขมันเช่ือมตอดวยโอลิโกเปปไทด 
สายสั้นซึ่งอยูในรูปวงกลม (Raaijmakers et al., 2006)  โดยพบวา Bacillus subtilis สามารถผลิต 
วงลิโปเปปไทด (Cyclic lipopeptide) เรียกวาเซอแฟกติน (Surfactin) หรือซับทิลิซิน (Subtilisin) 
(Arima et al., 1968; Bernheimer and Avigad, 1970) ซึ่งเซอแฟกตินมีคา CMC ในนํ้าเทากับ 25 
มิลลิกรัมตอลิตร  และพบวาสามารถลดแรงตึงผิวของนํ้าไดถึง 27 มิลลินิวตันตอเมตร (Cooper et al., 
1981) โครงสรางของ Cyclic lipopeptide และ Surfactin ดังแสดงในภาพที่ 3 
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ก.                                                 ข. 

 
ภาพท่ี 3  โครงสรางของวงลโิปเปปไทด (ก.) และโครงสรางของเซอแฟกติน (ข.) 

(Rosenberg and Ron, 1999; Smyth, et al., 2010) 
 

  1.3.3 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมฟอสโฟลิปดและกรดไขมัน  
 (1) ฟอสโฟลิปด เปนองคประกอบสวนใหญในเย่ือหุมเซลลของจุลินทรีย โดย
พบวาแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนหรือยีสตที่เจริญบนอาหารที่
มีแอลเคนเปนแหลงของคารบอนจะพบปริมาณของฟอสโฟลิปดเพิ่มข้ึนอยางมาก ยกตัวอยางเชน ใน
กรณีของแบคทีเรีย  Acinetobacter sp. HO1-N ที่เจริญบนเฮกซะเดกเคน (Hexadecane) พบวา
ถุงเวสิเคิล (Vesicles) ที่แบคทีเรียปลอยออกมานอกเซลลอุดมไปดวยฟอสโฟลิปด (Kaeppeli and 
Finnerty, 1979) 
 (2) กรดไขมัน กรดไขมันที่ไดมาจากแอลเคนไดรับความสนใจอยางมากใน
ฐานะที่เปนสารลดแรงตึงผิว Rehm and Rei (1981)  ไดอธิบายถึงรายละเอียดของกรดไขมันที่เกิด
จากการออกซิเดชันของแอลเคนโดยจุลินทรีย สมดุลระหวางสวนที่ไมชอบนํ้าและสวนที่ชอบนํ้าของ
กรดไขมันมีสวนเกี่ยวของกับความยาวของหวงโซไฮโดรคารบอน สําหรับกรดไขมันที่นิยมนํามาเปน
สารลดแรงตึงผิวจะอยูในชวง C12 - C14  นอกจากกรดไขมันโซตรง จุลินทรียยังสามารถผลิตกรดไขมัน
ที่มีความซับซอนโดยประกอบดวยไฮดรอกซิลและกิ่งกานแอลคิล ยกตัวอยางเชน โครีโนไมโคลิก  
แอสิด (Corynomycolic acid) ซึ่งมีศักยภาพในการเปนสารลดแรงตึงผิว (MacDonald et al., 
1981) 
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  1.3.4. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมพอลิเมอรริก (Polymeric surfactant) 
  สารลดแรงตึงผิวชนิดพอลิเมอรริกเปนสารลดแรงตึงผิวที่จุลินทรียหลายชนิดสามารถ
ผลิตได  โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดน้ีประกอบดวยพอลิแซคคาไรด โปรตีน ลิโปพอลิแซคคาไรด 
หรือลิโปโปรตีน และในบางกรณีพบวาประกอบดวยโมเลกุลที่ซับซอนของพอลิเมอรชีวภาพที่รวมตัวกัน 
ตัวอยางของแบคทีเรียที่ผลิตสารในกลุมน้ีไดไดแก แบคทีเรียสกุล Acinetobacter (Rosenberg and 
Ron, 1998) 
 
  1.3.5 สารลดแรงตึงผิวกลุมพารติคูเลท (Particulate surfactants) 
  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดพารติคูเลท เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บรรจุอยู
ภายในถุงเวสิเคิลที่หลั่งออกมานอกเซลล ยกตัวอยางเชน Acinetobacter sp. H01-N ที่เจริญบน
อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีเฮกซะเดกเคน (Hexadecane) เปนองคประกอบ แบคทีเรีย Acinetobacter sp. 
H01-N จะหลั่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมพารติคูเลทที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางขนาด 20-50 
มิลลิเมตร และคาความหนาแนนของการลอยตัวเทากับ 1.158 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร ถุงภายนอกน้ี
จะมีบทบาทสําคัญในการดูดซึมเฮกซะเดกเคนเขาไปภายในเซลลของ Acinetobacter sp. H01-N 
(Karanth et al., n.d.) 
 
   ตัวอยางของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบางชนิดที่สรางโดยจุลินทรีย แสดงดังตารางที่ 1 
และภาพที่ 4-8 
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ตารางท่ี 1  ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยจลุินทรียชนิดตาง ๆ (ดัดแปลงจาก  
               Pacwa-Plociniczak et al., 2011)  
 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการผลติ 

กลุม ชนิด 

 
ไกลโคลิปด 

แรมโนลปิด  
(Rhamnolipid) 

Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas sp. 

ทรีฮาโลสลิปด 
(Trehalolipid) 

Mycobacterium tuberculosis, 
Rhodococcus erythropolis, 

Arthrobacter sp., Nocardia sp., 
Corynebacterium sp. 

โซโฟโรลิปด 
(Sophorolipid) 

Torulopsis bombicola, 
Torulopsis petrophilum, Torulopsis apicola 

กรดไขมัน  
ฟอสโฟลิปด และ 

นิวทรัลลิปด 

โครีโนไมโคลิก แอสิด 
(Corynomycolic acid) 

Corynebacterium lepus 

สไปคูลิสปอริก แอสิด 
(Spiculisporic acid) 

Penicillium spiculisporum 

ฟอสฟาตดิิลเอทาโนลามีน 
(Phosphatidylethanolamine) 

Acinetobacter sp., Rhodococcus 
erythropolis 

ลิโปเปปไทด 
เซอแฟกติน (Surfactin) Bacillus subtilis 

ไลเคนไนซิน (Lichenysin) Bacillus licheniformis 

 
สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ 
ชนิดพอลิเมอรริก 

อิมัลแซน (Emulsan) Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 
อะลาแซน (Alasan) Acinetobacter radioresistens KA-53 

ไบโอดิสเพิสแซน 
(Biodispersan) 

Acinetobacter calcoaceticus A2 

ไลโปแซน (Liposan) Candida lipolytica 
แมนโนโปรตีน 

(Mannoprotein) 
Saccharomyces cerevisiae 

 

 
ภาพท่ี 4  โครงสรางของแรมโนลปิดทีผ่ลิตจาก Pseudomonas aeruginosa 

(Mulligan, 2005) 
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ภาพท่ี 5  โครงสรางของทรีฮาโลสลิปด 
(Chakrabarti, n.d) 

 

 
 

ภาพท่ี 6  โครงสรางของเซอแฟกตินทีผ่ลิตจาก Bacillus subtilis  
(Vollenbroich et al., 1997) 

 

  
ภาพท่ี 7  โครงสรางของโซโฟโรลปิด 

(Bhardwaj et al., 2013) 
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ภาพท่ี 8  โครงสรางของอมิัลแซน  

(Edwards et al., 2003) 
 
2. การตรวจสอบการสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยจุลนิทรีย 
 2.1  วิธกีารตรวจสอบการสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  2.1.1  การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง (Blood hemolysis test) 
  การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง  เปนการคัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถ
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื้องตน (Schulz et al., 1991; Plaza et al., 2006; Youssef  
et al., 2004) โดยสารลดแรงตึงผิวจะซึมผานเย่ือหุมเซลลของเม็ดเลือดเกิดการแลกเปลี่ยนสาร
ระหวางภายในและภายนอกเซลลสงผลใหสารละลายภายนอกเซลลมีความดันออสโมติกตํ่ากวาความ
ดันออสโมติกในเซลลเรียกวา ไฮโปโทนิก (Hypotonic) ทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตก (Noudeh  
et al., 2010) ซึ่งทําใหสามารถใชการทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงการคัดกรองแบคทีเรียที่มี
ศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได  โดยแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรง 
ตึงผิวชีวภาพไดจะเกิดการยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ β-hemolysis  
 
  2.1.2  Oil displacement test 
  Oil displacement test เปนวิธีการทดสอบความสามารถในการกระจายนํ้ามัน ซึ่ง
เปนวิธีการคัดกรองที่มีประสิทธิภาพ นาเช่ือถือ สามารถทําไดงายและรวดเร็ว รวมทั้งสามารถบอก
ปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได (Youssef et al., 2004) วิธีการน้ีทําไดโดยนํานํ้ากลั่น
ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เติมลงในจานเพาะเช้ือที่มีเสนผานศูนยกลาง 90 มิลลิเมตร เติมนํ้ามัน 100 
ไมโครลิตร ลงบนผิวของนํ้า จากน้ันเติมสวนใสของเซลลปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนพื้นผิวของ
นํ้ามัน ทิ้งไว 30 วินาที (Jaysree et al., 2011) ถาสวนใสของเซลลมีคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวได 
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นํ้ามันจะกระจายตัวออกและเกิดเปนโซนใส เรียกลักษณะเชนน้ีวา Oil displacement activity 
(Morikawa et al., 2000)   
 
  2.1.3  Drop collapsing test  
  Drop collapsing test  เปนวิธีการทดสอบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ทําไดงาย สะดวก
และรวดเร็ว ใชตัวอยางในปริมาณนอย และไดผลดีในการตรวจหาแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ หลักการของวิธีการทดสอบน้ีอาศัยการคงตัวของของเหลวบนพื้นผิวของโมเลกุลที่เปนสวนที่
ไมชอบนํ้า เชน นํ้ามัน เมื่อหยดนํ้าลงบนผิวของนํ้ามัน นํ้าจะยังคงเปนหยดอยูเชนเดิม เน่ืองจากนํ้าซึ่ง
เปนโมเลกุลที่มีข้ัวจะมีความคงตัวบนพื้นผิวของนํ้ามัน ในขณะที่สารหรือของเหลวที่มีคุณสมบัติในการ
ลดแรงตึงผิวได เมื่อหยดลงบนผิวหนาของนํ้ามัน หยดของสารหรือของเหลวเหลาน้ีจะแผออกหรือยุบตัว 
เน่ืองจากแรงตึงผิวระหวางสารหรือของเหลวกับนํ้ามันน้ันลดลง (Saravanan and Vijayakumar, 2012) 
วิธีการน้ีทําไดโดยนํานํ้ามันปริมาตร 2 ไมโครลิตร หยดลงบนแผนสไลด จากน้ันนําสวนใสของเซลล
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร หยดลงบนแผนสไลดที่มีสารไฮโดรคารบอนอยูแลว ทิ้งไว 1 นาที หลังจากน้ันดู
การเปลี่ยนแปลงที่เกิดข้ึน สังเกตเห็นวาหยดของสวนใสของเซลลที่มีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จะมีลักษณะยุบตัวลงหรือแผกระจาย สวนสวนใสของเซลลที่ไมมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะไมมี
การเปลี่ยนแปลงเกิดข้ึน (Nur Asshifa et al., 2012) 
 
  2.1.4  Tilting glass slide test 
  Tilting glass slide test เปนการตรวจสอบเชิงคุณภาพในการคัดกรองจุลินทรียที่มี
ศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งอาศัยการคงตัวของของเหลวบนพื้นผิวที่ไมชอบนํ้า 
เชน สไลด เน่ืองจากนํ้าซึ่งมีข้ัวจะมีความคงตัวบนพื้นผิวดังกลาวและยังคงเปนหยดอยูเชนเดิม เมื่อนํา
โคโลนีของแบคทีเรียที่มีศักยภาพผลิตสารลดแรงตึงผิวซึ่งคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวได ซึ่งเมื่อนํา
โคโลนีของแบคทีเรียดังกลาวมาเกลี่ยลงบนหยดของ 0.9 เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด แลวเอียงสไลด
หยดของ 0.9 เปอรเซ็นต โซเดียมจะไหลไปอีกดานของสไลด  เน่ืองจากแรงตึงผิวระหวางของเหลวกับ
นํ้ามันน้ันลดลง (Persson and Molin, 1987) 
 
 2.2  การตรวจสอบถึงชนิดของสารลดแรงตึงผิว  
  2.2.1  Blue agar method เพ่ือตรวจหาสารลดแรงตึงผิวกลุมไกลโคลิปดและสาร
ลดแรงตึงผิวประจุลบกลุมอ่ืน 
 Blue agar method เปนการการทดสอบกึ่งปริมาณวิเคราะหในการตรวจหาสาร 
ลดแรงตึงผิวกลุมไกลโคลิปด และสารลดแรงตึงผิวประจุลบกลุมอื่น ๆ โดยใช CTAB (Cetyl Trimethyl 
Ammonium Bromide) – Methylene blue agar plate ในการทดสอบซึ่งประกอบดวย CTAB-
Methylene blue และ Mineral salt medium ซึ่งอาศัยคุณสมบัติการมีประจุของสารลดแรงตึงผิว
ในการทดสอบ โดยไอออนลบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมไกลโคลิปด และสารลดแรงตึงผิวประจุ
ลบกลุมอื่น ๆ จะจับคูกับไอออนบวกของ Methylene blue และ CTAB เปนไอออนเซิงซอนสีนํ้าเงิน 
(Siegmund and Wagner, 1991) Blue agar method  เปนวิธีการทดสอบที่สะดวกแตเปนการ
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ทดสอบที่จําเพาะกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประจุลบ ซึ่งถูกนํามาประยุกตใชในการคัดกรองที่
หลากหลาย (Tuleva et al., 2005; Christova et al., 2004; Gunther et al., 2005; Tuleva  
et al., 2002; Tahzibi et al., 2004) แตขอเสียคือ CTAB  เปนอันตรายและยับย้ังการเจริญใน
จุลินทรียบางชนิด Siegmund and Wagner (1991) ไดแนะนําใหใชสารลดแรงตึงผิวประจุบวกชนิด
อื่นแทน CTAB  
 
 2.2.2  ปฏิกิริยานินไฮดริน (Ninhydrin reaction) เพ่ือตรวจหาสารลดแรงตึงผิว
กลุมลิโปเปปไทด (Lipopeptide) 
 ปฏิกิริยานินไฮดรินใชสําหรับการทดสอบสารลดแรงตึงผิวกลุมลิ โปเปปไทด 
(Lipopeptide) ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน โดยกรดอะมิโนภายในโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดจะเกิดปฏิกิริยากับนินไฮดริน แบงออกเปน 2 ปฏิกิริยา ไดแก ปฏิกิริยาแรก
กรดอะมิโนจะทําปฏิกิริยากับนินไฮดรินไดสารประกอบไฮดรินแดนติน (Hydrindantin) อัลดีไฮด
คารบอนไดออกไซด และแอมโมเนียมข้ึน (สมการ 1)  ปฏิกิริยาที่ 2 นินไฮดรินและไฮดรินแดนตินทํา
ปฏิกิริยากับแอมโมเนียมจนไดสารประกอบที่ใหสีนํ้าเงินมวง (สมการ 2) สวนโพรีนหรือไฮดรอกซี
โพลีนเมื่อทําปฏิกิริยากับนินไฮดรินจะใหสารประกอบที่มีสีเหลือง (สมการ 3) (Bottom et al., 2010) 
 
 

    …..… (1) 
   นินไฮดริน             กรดอะมิโน                ไฮดรินแดนติน    
 

 ........ (2) 
   นินไฮดริน                   ไฮดรินแดนติน           สารประกอบที่ใหสีมวง 
 

                  ……... (3)  
   นินไฮดริน            โพลีน                     สารประกอบที่ใหสีเหลือง 
 
 

ภาพท่ี 9  ปฏิกิริยานินไฮดริน  
(Bottom et al., 2010) 
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3. วิธีการตรวจสอบการสรางสารอิมัลซิฟายเออรโดยวิธี Emulsifying capacity (E24)    
 Emulsifying capacity (E24) เปนวิธีการทดสอบความสามารถในการเกิดอิมัลชันของสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ วิธีการน้ีทําไดโดยนําสารไฮโดรคารบอนปริมาตร 2 มิลลิลิตร และสวนใสของ
เซลลปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทําใหเปนเน้ือเดียวกันโดยใชเครื่องปนผสม (Vortex) เปนระยะเวลา  
2 นาที ทิ้งไว 24 ช่ัวโมง จากน้ันวัดความสูงของช้ันอิมัลชันและความสูงของช้ันสารละลายทั้งหมดเพื่อ
นําไปคํานวณหาเปอรเซ็นต E24 ดังสมการตอไปน้ี (Cooper and Goldenberg, 1987; Jaysree et al., 
2011) 
 

ความสูงของช้ันอิมลัชัน 
         %E24 = --------------------------------------------- × 100 

ความสูงของช้ันสารละลายทั้งหมด      
 
 

4. การประยุกตใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 การเลือกใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนาเปนทางเลือกที่ดีกวาการใชสารลดแรงตึงผิวสงัเคราะห 
เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนอกจากจะมีคุณสมบัติทั่วไปเชนเดียวกบัสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห
แลว สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม มีความเปนพิษตํ่ากวาและยอยสลายไดงายใน
ธรรมชาติ เมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Burgos-Díaz et al., 2012) ดังน้ันใน
ปจจุบันจึงมีการประยุกตใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกันอยางแพรหลายในดานตาง ๆ ไดแก ดาน
อุตสาหกรรมอาหาร ดานอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง ดานการแพทย ดานสิ่งแวดลอมและดานปโตรเลียม 
(Fakruddin, 2012; Gharaei-Fathabad, 2011) โดยมีรายละเอียดดังน้ี 
 
  4.1  ดานอุตสาหกรรมอาหาร  
   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูกนํามาใชสําหรับการแปรรูปผลิตอาหารตาง ๆ หลากหลายชนิด 
โดยใชเปนสวนประกอบที่เติมลงในสูตรอาหาร โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะสงเสริมการสรางและ
การรักษาเสถียรภาพของอิมัลชัน เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความสามารถในการลดพื้น
ผิวสัมผัสและความตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูกใชเปนสารตานการยึดเกาะของไบโอฟลมที่มี
อยูในพื้นที่อุตสาหกรรมอาหารที่เปนแหลงของการปนเปอนซึ่งอาจนําไปสูการเนาเสียของอาหารและ
การสงผานของเช้ือโรค (Okoliegbe and Agarry, 2012)  
 
   4.2  ดานอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง 
  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติเฉพาะทีส่ามารถนํามาใชประโยชนไดในอุตสาหกรรมการ
ดูแลสุขภาพและเครื่องสําอาง โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถนํามาใชเปนสารที่ทําใหเกิดอิมัลชัน 
สารที่ทําใหเกิดฟอง สารชวยละลาย สารที่ทําใหเปยกช้ืน เปนนํ้ายาทําความสะอาด เปนยาตานจุลชีพ 
สารชักนําการทํางานของเอนไซม สารไลแมลง ยาลดกรด ผลิตภัณฑอาบนํ้า แผนปองกันสิว ผลิตภัณฑ
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ปองกันรังแค ผลิตภัณฑสําหรับเด็ก มาสคารา ลิปสติก ยาสีฟน นํ้ายาบวนปากและยาสระผม เปนตน 
(Gharaei-Fathabad, 2011) 
 
  4.3  ดานการแพทย 
  การประยุกตใชงานสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในดานการแพทยมีแนวโนมเพิ่มข้ึนในชวง
ทศวรรษที่ผานมา โดยมีการศึกษาและนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้ีมาประยุกตใชในการผลิตยาตาน
เช้ือจุลินทรียชนิดตาง ๆ เชน แบคทีเรีย เช้ือรา และไวรัส อีกทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังสามารถ
นํามาใชในการยับย้ังเซลลมะเร็ง เปนสารตานการยึดเกาะกับเซลลของจุลินทรียกอโรค  เปนสาร 
เสริมฤทธ์ิ (Adjuvants) ของระบบภูมิคุมกันและเปนสารสงมอบยีน เปนตน (Rodrigues et al., 2006; 
Okoliegbe and Agarry, 2012; Fakruddin, 2012)  
 
  4.4  ดานสิ่งแวดลอม 
     สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความสามารถในการทําใหสารไฮโดรคารบอนประเภทตาง ๆ เชน 
นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดีเซล เกิดการรวมตัวกับนํ้าไดดีย่ิงข้ึนจากปกติที่ไมสามารถเขากันไดกับนํ้า ซึง่จาก
คุณสมบัติขอน้ีทําใหการนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปชวยในการยอยสลายสารไฮโดรคารบอนที่มีการ
ปนเปอนหรือรั่วไหลในพื้นที่ตาง ๆ ทั้งในดิน นํ้าจืด และนํ้าทะเล (Rodrigues et al., 2006) 
 
 4.5  ปโตรเลียมและผลิตภัณฑจากปโตรเลียม  
 ปโตรเลียม เปนสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ประกอบดวยอะตอมของคารบอนและไฮโดรเจน
เปนหลัก โดยมีโมเลกุลของสารหลายชนิดที่มีโครงสรางที่ซับซอนเปนองคประกอบรวมอยูภายใน
ปโตรเลียม กระบวนการเกิดปโตรเลียมน้ันเปนกระบวนการตามธรรมชาติที่เกิดจากการสลายตัวของ
อินทรียสารจํานวนมากที่ทับถมกันลึกลงไปในช้ันหินใตพื้นผิวโลก ซึ่งมีความรอนและความดันมหาศาล 
การใชประโยชนจากปโตรเลียมจําเปนตองนํามาผานกระบวนการกลั่นไดเปนผลิตภัณฑประเภทตาง ๆ  
เชน กาซหุงตม นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันกาด นํ้ามันดีเซล นํ้ามันเตา ยางมะตอย รวมทั้งเคมีภัณฑตาง ๆ 
เชน ปุยเคมี ยาปราบศัตรูพืช พลาสติกและยางสังเคราะห เปนตน (ประเสริฐ เทียนนิมิต และคณะ, 
2554) 
 
 (1) นํ้ามันดิบ  
 นํ้ามันดิบ  คือ  ปโตรเลียมที่มีสถานะเปนของเหลวในธรรมชาติ มีลักษณะสีดําหรือ
นํ้าตาล มีกลิ่นคลายนํ้ามันเช้ือเพลิงสําเร็จรูป มีลักษณะเปนสารประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ 
ปะปนกันอยูและอาจมีสารอื่น ๆ ประกอบอยูดวยเชน กํามะถัน (S), คารบอน (C), ไฮโดรเจน (H) 
และไนโตรเจน (N) เปนตน คุณสมบัติของนํ้ามันดิบจะแตกตางกันไปตามองคประกอบของ
สารประกอบไฮโดรคารบอนและสิ่งเจือปนอื่น ๆ ที่รวมอยู ดวยเหตุน้ีนํ้ามันดิบที่ขุดข้ึนจึงไมสามารถ
นําไปใชประโยชนไดทันที ดังน้ันนํ้ามันดิบที่ไดจะตองนํามาแยกสารประกอบไฮโดรคารบอนตาง ๆ 
ออกเปนกลุม ๆ กอนจึงจะสามารถนําไปใชประโยชนตามชนิดไดโดยวิธีการแยกสารที่ปนอยูใน
นํ้ามันดิบออกจากกันน้ี เรียกวา การกลั่นนํ้ามันดิบ (ประเสริฐ เทียนนิมิต และคณะ, 2554) 
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 (2)  นํ้ามันดีเซล 
 นํ้ามันดีเซล (Diesel fuel) คือ นํ้ามันเช้ือเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล เปนสวนหน่ึง
ของผลิตภัณฑนํ้ามันดิบที่ไดจากการกลั่นปโตรเลียม ซึ่งเปนนํ้ามันที่เรียกวานํ้ามันใสหรือ Distillate 
fuel มีชวงจุดเดือดประมาณ 180-370 องศาเซลเซียส นํ้ามันเช้ือเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล ซึ่งเปน
เครื่องยนตแรงอัดสูง (High compression) และจุดระเบิดเอง (Self ignition engine) ซึ่งการจุดระเบิด
ของเช้ือเพลิงเกิดข้ึนจากความรอนจากแรงอัดสูงของอากาศในกระบอกสูบโดยไมตองใชหัวเทียน 
นํ้ามันดีเซลที่มีจําหนายในปจจุบันน้ี แบงออกได 2 ประเภท คือ 
 (2.1) นํ้ามันดีเซลหมุนเร็ว (HSD; High speed diesel oil) ซึ่งเปนนํ้ามันดีเซล
สําหรับเครื่องยนตดีเซลรอบหมุนเร็วที่ใชกับยานยนต (Automotive diesel oil หรือ Gas oil) เชน 
รถยนต รถบรรทุก เรือประมง เรือโดยสาร รถแทรกเตอรและเครื่องจักรกลหนักทุกชนิดที่มีรอบหมุน
เร็วเกิน 1,000 รอบตอนาที เครื่องยนตประเภทน้ี จําเปนตองใชนํ้ามันที่มีคาซีเทนสูงและมีการระเหย
เร็ว โดยนํ้ามันดีเซลหมุนเร็วน้ีที่รูจักกันทั่วไปในช่ือของนํ้ามันโซลาและหากใชกับเรือเดินสมุทรจะ
เรียกวา Marine gas oil 
 (2.2) นํ้ามันดีเซลหมุนชา (LSD; Low speed diesel oil) ซึ่งเปนนํ้ามันดีเซลสําหรับ
เครื่องยนตดีเซลรอบหมุนปานกลางหรือหมุนชา (Industrial diesel oil) เชน เครื่องยนตดีเซลขับสง
กําลัง ติดต้ังอยูกับที่ตามโรงงานตาง ๆ ซึ่งมีรอบการทํางานตํ่า ประมาณ 500-1,000 รอบตอนาที 
เครื่องยนตประเภทน้ีไมตองการนํ้ามันดีเซลที่มีคาซีเทนสูงมากนัก และการระเหยอาจชากวาได ซึ่งใน
ตลาดเปนที่รูจักกันวา นํ้ามันข้ีโล หากใชกับเรือเดินสมุทรจะเรียกวา Marine diesel oil (ประเสริฐ 
เทียนนิมิต และคณะ, 2554) 
 
  (3) นํ้ามันเบนซิน 
  นํ้ามันเบนซิน เปนนํ้ามันที่ไดจากการปรุงแตงคุณภาพของผลิตภัณฑที่ไดจากการกลั่น
นํ้ามันโดยตรง และอาจไดจากการแยกกาซธรรมชาติเหลวหรือแกสโซลีนธรรมชาติ นํ้ามันเบนซินจะ
ผสมสารเพิ่มคุณภาพเพื่อใหเหมาะกับการใชงาน เชน สารเพิ่มคาออกเทน สารตานการรวมตัวกับ
อากาศ สารเคมีสําหรับปองกันสนิม ปองกันการกัดกรอนในถังนํ้ามันและทอทางนํ้ามัน รวมทั้งสารเคมี
ที่ชวยทําความสะอาดคารบูเรเตอร จึงเหมาะที่จะใชกับยานพาหนะ เชน รถยนต รถจักรยานยนต หรือ
เครื่องยนตทั่วไป เชน เครื่องสูบนํ้า เครื่องปนไฟขนาดเล็ก  
 
 (4) นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนต 
 นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนต (Lubricating oil) เปนผลิตภัณฑประเภทหน่ึงที่ไดจากการ
กลั่นปโตรเลียม ทําหนาที่หลอลื่นอยูระหวางผิวโลหะที่เสียดสีกันเพื่อลดความฝด และลดการสึกหรอ
ของช้ินสวนของเครื่องยนตและเครื่องจักรกลที่มีลักษณะปด นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนตมีองคประกอบ
ของคารบอนในโมเลกุลต้ังแต C18-C25 อยูหลายชนิด โดยองคประกอบของนํ้ามันหลอลื่นมี Alphatic 
รวมทั้ง Alkanes และ Cycloalkanes อยูรอยละ 73 - 80 ของนํ้าหนักทั้งหมด มี Monoaromatic 
hydrocarbons อยูประมาณรอยละ 11-15 ของนํ้าหนักทั้งหมด มี Polycyclic aromatic hydrocarbon 
(PAH) อยูประมาณรอยละ 2-5 และสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีข้ัว  (Polar fraction)  อยูประมาณ
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รอยละ 4 - 8  โดยสวนที่มีข้ัวน้ีเกิดจาก Aromatic compounds ซึ่งมีซัลเฟอรไนโตรเจนหรือออกซิเจน
ประกอบอยู (จิตติมา แกวเรือง, 2551) 
 
5. รายงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการศึกษา 
  Youssef et al. (2004) ไดทําการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพและความนาเช่ือถือ
ของวิธีที่ใชสําหรับตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจุลินทรียจํานวน 3 วิธี ไดแก Drop 
collapsing test, Oil displacement test และ Hemolysis โดยนําแบคทีเรียจํานวน 205 สายพันธุ 
ที่คัดแยกจากสิ่งแวดลอมที่มีสายวิวัฒนาการที่แตกตางกัน มาทําการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพดวยวิธีการทดสอบทั้ง  3 วิธีดังกลาว  ซึ่งจากผลการศึกษาพบวาวิธีที่ใชทดสอบ 3 วิธีขางตน 
ใหผลการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียที่ใชทดสอบจํานวน 205 สายพันธุ 
ขัดแยงกัน โดยพบวาแบคทีเรีย 16 เปอรเซ็นต  ที่ใหผลบวกในการทดสอบ ดวยวิธี Hemolysis แต
ใหผลลบในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกับอีก 2 วิธี และ 38 เปอรเซ็นต  ที่ไมสามารถยอยสลาย
เม็ดเลือดแดง แตใหผลบวกสําหรับการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยอีก 2 วิธี จากผล
การศึกษาน้ีช้ีใหเห็นวาการทดสอบดวยวิธี Oil displacement test สามารถคาดการณการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีกวาวิธี Drop collapsing test และ Hemolysis ซึ่งเปนวิธีการที่มีความ
เช่ือถือตํ่าในการตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

Abouseouda et al. (2008) ไดทําการศึกษาผลของแหลงคารบอนและไนโตรเจนตอการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพโดย Pseudomonas fluorescens สายพันธุ Migula 1895-DSMZ 
โดยทําการศึกษาแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนที่แตกตาง
กันเพื่อเพิ่มผลผลิตในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากการศึกษาพบวา การใชนํ้ามันมะกอกเปนแหลง
คารบอนและแอมโมเนียมไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน  รวมกับการใชอัตราสวนของคารบอนตอ
ไนโตรเจนเทากับ 10 มีความเหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ P. fluorescens 
สายพันธุ Migula 1895-DSMZ  โดยการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะเกี่ยวของกับการเจริญของ
แบคทีเรียและจลนศาสตรของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ซึ่งจากการศึกษาพบวาสารลดแรงตึงผิว
ชนิดน้ีสามารถลดแรงตึงผิวลงไดตํ่ากวา 32 ดายนตอเซนติเมตร และมีคาดัชนี E24 เทากับ 65 เปอรเซ็นต 
ในเวลา 36-48 ช่ัวโมง และจากการตรวจสอบคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ตกตะกอน
ดวยอะซิโตน พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่แบคทีเรียดังกลาวผลิตไดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดแรมโนลิปด   โดยผลการทดสอบจากการใหผลบวกกับ Rhamnose assay นอกจากน้ันสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพชนิดน้ียังแสดงคุณสมบัติเปนสารที่เกิดฟองและเปนสารอิมัลซิฟายเออรชีวภาพ 
รวมทั้งมีฤทธ์ิตานจุลินทรีย  นอกจากน้ีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดน้ีมีความเสถียรที่อุณหภูมิสูง 120 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ความเค็มเทากับ 10 เปอรเซ็นต และมีคาความเปนกรด – ดางที่กวาง  
  Cheng et al. (2008) ไดทําการศึกษาคุณสมบัติการเกิดอิมัลชันของแบคทีเรียที่ผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งแยกไดจากบริเวณพืน้ที่สามเหลี่ยมปากแมนํ้าเหลืองที่ไดรับผลกระทบจากการ
ปนเปอนนํ้ามัน ซึ่งในการศึกษาครั้งน้ีไดทําการตรวจสอบคุณสมบัติในการเกิดอิมัลชันของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียจํานวน 3 ไอโซเลท ไดแก L1, L2 และ L3 โดยใชการวัด 
Emulsification activity (EA) และ Emulsification stability (ES) พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให
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คา EA และ ES ที่ดีกวาอยางเห็นไดชัด เมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหทั้ง 2 ชนิด 
(SDS และ Triton X-100) ที่ใชในการศึกษาครั้งน้ี 
 Li et al. (2008) ไดศึกษาโครงสรางและลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก  
P.  aeruginosa  สายพันธุ KO9  ที่คัดแยกจากดินใน Karamay oil filed  ประเทศจีน ที่มีการปนเปอน
ดวยนํ้ามันปโตรเลียม ซึ่งพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากสายพันธุน้ีสามารถลดแรงตึงผิวไดถึง 
28 มิลลินิวตันตอเมตร โดยมีคา E24 สูงเทากับ 81 เปอรเซ็นต และมีคา Critical micelle concentration 
(CMC) ประมาณ 85.82 มิลลิกรัมตอลิตร สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกอบแหงเปนผงสีเหลืองออนและ
ปริมาณผลผลิตที่ไดคือ 1.0866  กรัมตอลิตร และจากการวิเคราะหองคประกอบของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพดวยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวาองคประกอบหลักเปน
ไกลโคลิปดที่ประกอบดวยไขมันและคารโบไฮเดรต สวนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพหยาบมีความเสถียร
คอนขางสูงในสภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิในชวงกวางและที่ความเขมขนของเกลือสูง 
เมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหทางการคาที่ใชทดสอบครั้งน้ี คือ SDS และ 
CTAB ดังน้ันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก P. aeruginosa สายพันธุ KO9 นาจะมีศักยภาพใน
การนําไปประยุกตใชไดอยางกวางขวางในงานทางเทคโนโลยีชีวภาพและอุตสาหกรรม 
  Nasr et al. (2009) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากดินที่มีการ
ปนเปอนและดินที่ไมมีการปนเปอนดวยปโตรเลียม โดยทําการตรวจคัดกรองเบื้องตนดวยวิธี 
Hemolysis, Oil displacement test และ Drop collapsing test  แบคทีเรียที่คัดแยกไดที่ให 
ผลบวกอยางนอยหน่ึงในสามของวิธีที่ใชทดสอบทั้งหมด จะนําไปทําการวัดคาแรงตึงผิวและทดสอบ 
Emulsification capacity จากผลการศึกษาพบวามีแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท  ที่สามารถผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ โดยสามารถลดแรงตึงผิวไดอยางมีประสิทธิภาพและเปนอิมัลชันที่มีความเสถียร ซึ่งจาก
การวิเคราะหลําดับเบส 16S rDNA จัดจําแนกไดเปน B. subtilis และ B. cereus  
 Priya and Usharani (2009)  ไดศึกษาเปรียบเทียบความสามารถของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตโดย B. subtilis และ P. aeruginosa ที่คัดแยกไดจากดินที่มีการปนเปอนนํ้ามัน 4 
แหลงในเมือง Mayiladuthurai จังหวัดทมิฬนาฑู ประเทศอินเดีย ไดทําการทดสอบโดยใชวิธี Oil 
displacement test และ Emulsification stability พบวาจากการศึกษาโดยนํ้ามันพืช นํ้ามันกาด 
นํ้ามันเบนซินและนํ้ามันดีเซลถูกนํามาใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
จากน้ันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก B. subtilis และ P. aeruginosa ไดถูกนํามาจําแนกชนิด
โดยใชวิธี Thin layer chromatography (TLC) จากการศึกษาน้ีเมื่อใชนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด พบวานํ้ามัน
ดีเซลเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดสําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทั้งใน B. subtilis และ P. 
aeruginosa แตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก P. aeruginosa มีกิจกรรมสูงกวา B. subtilis 
 Arutchelvi and Doble (2010)  ไดทําการศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ประเภทไกลโคลิปดที่ผลิตโดย P. aeruginosa CPCL ที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนของนํ้ามัน
ปโตรเลียม ซึ่ง P. aeruginosa CPCL (GenBank accession number GQ241355) เปนแบคทีเรีย
สายพันธุใหมที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิปดได โดยจากการศึกษาสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่ไดจากการสกัดดวยตัวทําละลายกรด พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถลดแรงตึงผิว
ของนํ้าจาก 72 เหลือเทากับ 44 มิลลินิวตันตอเมตร และม ีCMC เทากับ 11.27 ± 1.85 มิลลิกรัมตอ
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ลิตร นอกจากน้ียังพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีฤทธ์ิตานแบคทีเรียแกรมบวก ราสาย และแบคทีเรีย
แกรมลบ เมื่อใชความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ≤30 ≤50 และ ≤125 มิลลิกรัมตอลิตร 
ตามลําดับ โดยไมมีความเปนพิษรุนแรงตอเซลลเม็ดเลือดแดง (HC50-38 ± 8.22 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) จากการวิเคราะหดวยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวา
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดมีโซอะลิฟาติก  หมูไฮดรอกซิล  เอสเทอรและพันธะไกลโคซิดิก  ซึ่งจาก
การวิเคราะหชนิดของสารลดแรงตึงผิวดวยเครื่อง Liquid chromatography และ Mass spectrometry 
รวมกับ Electrospray ionization พบวามี Rhamnolipid ถึง 19 ชนิด ที่มีกรดไขมันอิ่มตัว และ
ความยาวของสายที่แตกตางกัน จากการศึกษาครั้งน้ีสามารถนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาใชเปนสาร
ควบคุมทางชีวภาพกับ Phytopathogens (Fusarium proliferatum สายพันธุ NCIM 1105 และ 
Aspergillus niger สายพันธุ NCIM 596)  และไมเหมาะสมสําหรับการใชงานทางการแพทย 
 Thavasi et al. (2010) ไดทําการศึกษาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยแบคทีเรียทาง
ทะเลที่คัดแยกไดจากทาเรือ Tuticorin ประเทศอินเดีย  โดยทําการทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง 
Bacterial Adherence To Hydrocarbons (BATH) การเกิดอิมัลชันกับนํ้ามันดิบ และการทดสอบ 
Drop collapse test  จากผลการศึกษาพบวามีแบคทีเรียจํานวน 3 สายพันธุ  ที่มีศักยภาพในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ไดแก Bacillus megaterium, Corynebacterium kutscheri และ
Pseudomonas aeruginosa  และจากการศึกษาศักยภาพในผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช
แหลงคารบอนที่แตกตางกันในการทดสอบพบวา นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนตที่ใชแลวและกากนํ้ามัน 
ถ่ัวลิสงเปนแหลงคารบอนที่มีราคาถูกและเหมาะสมตอการใชในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
นอกจากน้ีจากการศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย B. megaterium, 
C. kutscheri และ P. aeruginosa  พบวาเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมไกลโคลิปด (Glycolipid) 
ไกลโคลิโปเปปไทด (Glycolipopeptide) และลิโปเปปไทด (Lipopeptide) ตามลําดับ 
  Aparna et al. (2011) ไดศึกษาจุลินทรียที่คัดแยกไดจากพื้นที่ที่มีการปนเปอนดวยสาร
ไฮโดรคารบอน เพื่อคัดแยกจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการยอย
สลายนํ้ามันดิบ ซึ่งจากแบคทีเรียทั้งหมด 16 ไอโซเลท ที่คัดแยกได พบวาแบคทเีรีย 2B เปนแบคทีเรีย
ที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและยอยสลายสารไฮโดรคารบอน ซึ่งสามารถจัด
จําแนกได Pseudomonas sp. จากการวิเคราะหของลําดับเบส 16S rRNA  และลักษณะทางชีวเคมี 
อีกทั้งแบคทีเรียดังกลาวสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระหวางการเลี้ยงในอาหารเหลวที่
ประกอบดวยนํ้าตาลกลูโคสและนํ้ามันดิบ ซึ่งประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดมี
ความสามารถในการลดคาแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเช้ือไดเทากับ 27 มิลลินิวตันตอเมตร และจัดเปน
อิมัลชันที่มีความเสถียรภาพ นอกจากน้ียังพบวาการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพปริมาตร 50 มิลลิกรัม
ตออาหารเลี้ยงเช้ือ Basal salt medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มีนํ้ามันดิบ 1% สามารถเพิ่ม
ความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันดิบ จากผลการศึกษาสามารถบงช้ีไดวา Pseudomonas sp. 
สามารถใชนํ้ามันดิบเปนแหลงคารบอนไดและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกผลิตโดยแบคทีเรียชนิดน้ี
นาจะสามารถนําไปประยุกตใชในการฟนฟูสภาพทางชีวภาพได 
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  Jaysree et al. (2011) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียจากดินที่มีการปนเปอนและนํ้าที่ไมมีการ
ปนเปอน และไดศึกษาแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดเเรงตึงผิวชีวภาพโดยใชวิธีมาตรฐาน  
2 วิธี คือ Oil displacement test และ Emulsification capacity ซึ่งจากการศึกษาพบวาแบคทีเรีย
จํานวน 2 ไอโซเลท ที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดเเรงตึงผิวชีวภาพโดยจัดจําแนกไดเปน B. subtilis 
และ B. cereus ซึ่งถูกคัดแยกไดจากนํ้าและดิน ตามลําดับ  ซึ่งจากการทดสอบศักยภาพของสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด โดยใชนํ้ามันดีเซลและเครื่องยนต พบวาสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกผลิตโดย B. subtilis จะมีคา %E24 สําหรับนํ้ามันดีเซลและเครื่องยนตเทากับ 
20% และ 15% ตามลําดับ และ  B. cereus มีคา %E24 สําหรับนํ้ามันดีเซลและเครื่องยนตเทากับ 
30% และ 20% ตามลําดับ  จากการศึกษาในครั้งน้ีสามารถสรุปไดวา  B. subtilis และ B. cereus มี
ศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งสามารถนําไปใชในการศึกษาการยอยสลายนํ้ามัน
ตอไปได 
  Nur Asshifa et al. (2012) ไดทําการศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพในข้ันตอนการกลั่น
นํ้ามันดิบ โดยใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก P. aeruginosa USM-AR2  โดยทําการเพาะเลี้ยง
แบบ Batch ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพซึ่งใหชีวมวลเทากับ 9.4 กรัมตอลิตร และใหสารลดแรงตึงผิว
ชนิดแรมโนลิปด ความเขมขน 2.4 กรัมตอลิตร หลังจากทําการเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
ซึ่งกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (แรมโนลิปด) ถูกตรวจพบดวยวิธี Orcinol, Emulsification 
capacity และ Drop collapsing test จากการศึกษาการปรับสภาพ (Pretreatment) นํ้ามันดิบ 
TK-1 และ AG-2 ดวยแรมโนลิปดที่ผลิตจาก P. aeruginosa USM-AR2 ซึ่งพบวาสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพในข้ันตอนการกลั่นนํ้ามันโดยลดระยะเวลาแตไมลดคุณภาพของนํ้ามันปโตรเลียมที่กลั่น
ได ซึ่งแสดงใหเห็นถึงศักยภาพในการลดระยะเวลาของกระบวนการกลั่นนํ้ามันอยางนอย 2 ถึง 3 เทา 
อีกทั้งยังพบวาองคประกอบของนํ้ามันดิบที่กลั่นจากแบบที่มีการปรับสภาพไมแตกตางจาก
องคประกอบในนํ้ามันดิบที่ไดจากกระบวนการกลั่นแบบไมปรับสภาพจากการวิเคราะหโดยเครื่อง Gas 
Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS) นอกจากน้ันจากการทดสอบดวยวิธี Calorimetric 
แสดงใหเห็นวาคาพลังงานของนํ้ามันที่กลั่นจากกระบวนการกลั่นแบบการปรับสภาพและที่ไมปรับ
สภาพมีคาเทากัน  ผลการศึกษาสามารถสรุปไดวาคุณภาพของนํ้ามันที่กลั่นไดไมมีผลกระทบหรือลด
คุณภาพจากการปรับสภาพ และแรมโนลิปดที่ผลิตโดย P. aeruginosa USM-AR2 เปนปจจัยหลักใน
การเพิ่มประสิทธิภาพในการกลั่นนํ้ามันดิบ  

Nadhem (2012) ไดทําการศึกษาฤทธ์ิการยับย้ัง Rhizoctonia  solani ของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตโดย P. aeruginosa สายพันธุ NH22  ที่คัดแยกไดจากไรโซสเฟยร 
(Rhizosphere) ของดินในสวน  ซึ่งพบวา P. aeruginosa สายพันธุ NH22 เปนแบคทีเรียที่สามารถ
ผลิตสารอิมลัชันที่ดี โดยการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของสารอิมัลชันกึ่งบริสุทธ์ิ พบวาสารอิมัลชันที่
แบคทีเรียดังกลาวผลิตไดประกอบดวย สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดโมโนแรมโนลิปด และไดแรมโนลิปด
ซึ่งมีคา Rf เทากับ 0.82 และ 0.32 ตามลําดับ  จากการศึกษาประสิทธิภาพของแรมโนลิปดในการตาน
เช้ือรา  โดยการวัดเปอรเซ็นตการลดลงของรัศมีของเช้ือรา นํ้าหนักสด นํ้าหนักแหง และกิจกรรมของ
เอนไซมแลคเคส (Laccase) ของเช้ือรา  ซึ่งผลจากการศึกษาแสดงใหเห็นวามีการลดลงของรัศมีการ
เจริญของเช้ือราสูงสุด 76 เปอรเซ็นต และมีนํ้าหนักสดและแหงลดลงเมื่อไดรับแรมโนลิปดที่ระดับ
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ความเขมขนเทากับ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  รวมทั้งพบวาการใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด
แรมโนลิปดความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  มีผลทําใหกิจกรรมเอนไซมแลคเคสมีคาสูงสุด
เหลือเพียง 0.921 ยูนิตตอมิลลิลิตร และกิจกรรมของเอนไซมจะลดลงอีก 21 เปอรเซ็นต เมื่อเพิ่มระดับ
ความเขมขนของแรมโนลิปด เปน 1,500 ไมโครกรัมตอลิตร และจากการศึกษายังพบวาคา CMC) ของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้ีมีคาประมาณ 200 ไมโครกรัมตอลิตร ซึ่งสามารถลดแรงตึงผิวไดถึง 34 มิลลิ
นิวตันตอเมตร 
 Onwosi and Odibo (2012) ทําการศึกษาศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโน-
ลิปด โดย Pseudomonas nitroreducens ที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนนํ้ามันปโตรเลียม โดย
ทําการศึกษาผลของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนตอการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช Mineral salt medium เปนอาหารเลี้ยงเช้ือพื้นฐานสําหรับการ
ทดสอบ รวมทั้งทําการศึกษาถึงคุณสมบัติที่เรียกวา การลดแรงตึงผิว (Tenso-active)  และคา CMC 
ของสารลดแรงตึงผิวที่แบคทีเรียผลิตข้ึน   จากการศึกษาพบวาแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่
เอื้อตอการผลิตสารลดแรงตึงผวิชนิดแรมโนลิปดไดดีที่สุดคือ นํ้าตาลกลูโคสความเขมขนเทากับ 5.28 
กรัมตอลิตร  และโซเดียมไนเทรตความเขมขนเทากับ 4.38 กรัมตอลิตร  โดยที่อัตราสวนของนํ้าตาล
กลูโคสและโซเดียมไนเทรตเทากับ 22  สามารถทําใหมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดได
สูงสุดเทากับ 5.46 กรัมตอลิตร และสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดสามารถลดแรงตึงผิวของนํ้าจาก 
72 มิลลินิวตันตอเมตร ลงเหลือประมาณ 37 มิลลินิวตันตอเมตร  รวมทั้งสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโน-
ลิปดมีคา CMC ประมาณ 28 มิลลิกรัมตอลิตร  ดังน้ันจากรายงานการศึกษาครั้งน้ีแสดงใหเห็นวาสาร
ลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตจาก P. nitroreducens สามารถนํามาประยุกตใชในการฟนฟู
สภาพทางชีวภาพตาง ๆ ยกตัวอยาง เชน เพื่อทําใหการไดนํ้ามันดิบกลับคืนมาเพิ่มข้ึนและเพิ่มการ
ยอยสลายนํ้ามันปโตรเลียม 
 Saravanan and Vijayakumar (2012)  ไดทําการศึกษาเพื่อคัดเลือกจุลินทรียที่มีความสามารถ
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่คัดแยกไดจากตัวอยางดินที่มีการปนเปอนนํ้ามัน โดยใชวิธี 
Hemolysis, Drop collapsing test, Emulsification capacity และ Methylene blue agar 
plate จากการศึกษาพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก P. aeruginosa มีประสิทธิภาพสูงที่สุด 
และเมื่อทําการศึกษาลักษณะสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยเครื่อง FT-IR  พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตไดจาก P. aeruginosa คือ แรมโนลิปด 
  Chioma et al. (2013) ไดทําการศึกษาเพื่อคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากตัวอยางดินที่มีการปนเปอนดวยนํ้ามันในบริเวณอูซอมรถยนตในรัฐ Owerri 
Imo สหพันธสาธารณรัฐไนจีเรีย จํานวน 4 แหลง  ซึ่งนํามาทําการเพิ่มปริมาณ (Enrichment) ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient agar และทําการคัดแยกแบคทีเรียดวยเทคนิค Pour plate พบวาสามารถ
คัดแยกแบคทีเรียไดทั้งหมด 9 ไอโซเลท (X1 - X9)  จากตัวอยางดินทั้ง 4 ตัวอยาง (A, B, C, D) 
จากน้ันแบคทีเรียที่คัดแยกไดน้ีถูกนํามาคัดกรองการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการทดสอบดวย
วิธี Hemolysis และ Oil displacement test และพบวา X4 และ X8 เปนเช้ือที่มีการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวดีที่สุด ซึ่งจัดจําแนกไดเปน P. aeruginosa และ B. subtilis ตามลําดับ 



 24 

Gomathy and Senthilkumar (2013) ไดทําการศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดแรมโนลิปดจาก P. aeruginosa ซึ่งเปนแบคทีเรียทางทะเลที่คัดแยกจากดินที่มีการปนเปอน
นํ้ามันในบริเวณทาเรือ เมือง Cuddalore  โดยทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของ
แบคทีเรีย P.  aeruginosa  ซึ่งพบวาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการเจริญของเช้ือ ไดแก อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 9 และความเค็ม 1.5 เปอรเซ็นต  โดยใชซูโครสเปน
แหลงคารบอน แอมโมเนียมไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน และ P. aeruginosa มีการเจริญสูงสุดใช
ระยะเวลาในการบม 72 ช่ัวโมง  นอกจากน้ันยังพบวา P. aeruginosa  มีศักยภาพผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพไดเทากับ 1.35 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในขวดเขยา และสามารถในการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพไดเทากับ 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในถังหมักระดับหองปฏิบัติการ และจากการ
วิเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวา
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพขางตนเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิปด 
 Hošková et al. (2013) ไดทําการศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปด โดย
แบคทีเรียสายพันธุที่ไมกอโรค 2 สายพันธุ คือ Acinetobacter  calcoaceticus และ Enterobacter 
asburiae และโดยทําการเปรียบเทียบกับลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตโดย 
Pseudomomnas aeruginosa  ซึ่งสารในกลุมแรมโนลิปดที่ผลิตจากแบคทีเรียที่ใชในการศึกษา 
ครั้งน้ีทําการแยกมาจากสวนใสและทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธี Thin layer chromatography รวมกับชุด  
Negative electrospray ionization   ซึ่งพบวาสารแรมโนลิปดที่ผลิตไดในครั้งน้ีมีความแตกตางกัน
ที่ความยาวโซและความอิ่มตัวของสาร และเมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง Tandem mass spectrometry  
พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิปดเปนโมโนแรมโนลิปด และไดแรมโนลิปด ซึ่งประกอบดวย
โมเลกุลของกรดไขมัน 3-hydroxy จํานวน 1 หรือ 2 โมเลกุล  และไดทําการศึกษาศักยภาพในการ
ผลิตสารลดแรงตึงชนิดแรมโนลิปดโดยใชสารอาหารที่เปนแหลงคารบอน (นํ้ามันดอกทานตะวัน  
กลีเซอรอลและโซเดียมซิเทรต) แหลงไนโตรเจน (แอมโมเนียมไอออนและไนเทรต) และแหลง
ฟอสฟอรัส  ที่แตกตางกันในการเจริญ  จากผลการศึกษาพบวาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปด
สามารถผลิตไดดีที่สุดเทากับ 0.56 กรัมตอลิตร เมื่อใชไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน อีกทั้งยังพบวาสาร
ลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ สามารถเกิด Emulsification ไดดี
กับสารในกลุมอะโรมาติกและอะลิฟาติกไฮโดรคารบอน และนํ้ามันพืชอีกหลายชนิด รวมทั้ ง 
Acinetobacter และ Enterobacter  ทั้งสองสายพันธุเปนแบคทีเรียที่ไมกอโรคกับมนุษยแตกตาง
จาก P. aeruginosa ที่กอโรคในมนุษย 
 Janek et al. (2013) ไดทําการจัดจําแนกและศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตโดย Pseudomonas putida สายพันธุ BD2 ที่แยกไดจากดินในทวีปอารคติค บนหมูเกาะ 
Svalbard Archipelago  จากการศึกษาพบวา  P. putida  สายพันธุ BD2 สามารถผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพได 2 ชนิด คือ ฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีน (Phosphatidylethanolamine) และแรมโนลิปด 
เมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนเพียงแหลงเดียว จากการวิเคราะหโครงสรางโดยใชเครื่อง Ultra 
Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometer (UPLC-MS) ของสารลดแรงตึงผิว
ที่สกัดจากสวนใสของ P. putida สายพันธุ BD2 ดวยเอททิลเอซิเทรต พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ประกอบดวย Rhamnolipid Rha-Rha-C10-C10 และฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีน ที่มีโครงสราง



 25 

คลายกันจํานวน 2 ชนิด  ซึ่ง Rhamnolipid Rha-Rha-C10-C10 สามารถลดแรงตึงผิวของนํ้าได
เทากับ 31 มิลลินิวตันตอเมตร  และมีคา CMC เทากับ 0.130 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อีกทั้ง 
Rhamnolipid Rha-Rha-C10-C10 มีศักยภาพที่จะสรางมวลรวมที่มีความเสถียร (80-121 นาโน
เมตร) จากการปรับสภาพพื้นผิวของโพลิสไตรีน (Polystyrene) โดยใชแรมโนลิปด ความเขมขน
เทากับ 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาสามารถยับย้ังการยึดเกาะของแบคทีเรียได 43-79 เปอรเซ็นต 
และยับย้ังการกอโรคของเช้ือราสายพันธุ C. albicans ได 89-90 เปอรเซ็นต และยังพบวาในความ
เขมขนเดียวกันของฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีนสามารถยับย้ังการยึดเกาะของแบคทีเรียระหวาง 23-72 
เปอรเซ็นต และยับย้ัง C. albicans ระหวาง 96-98 เปอรเซ็นต จากการศึกษาที่ผานมาถือเปน
รายงานครั้งแรกที่พบวา P. putida สายพันธุ BD2 ที่แยกจากดินในทวีปอารคติคสามารถผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพแรมโนลิปดจํานวน 1 ชนิด และฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีนที่มีโครงสรางคลายกัน
จํานวน 2 ชนิด   
 Nalini and Parthasarathi (2013) ไดทําการศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือและ
สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย Serratia rubidaea  สายพันธุ SNAU02  
ที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนจากตําบล Cuddalore เมือง Tamilnadu  
ประเทศอินเดีย  ซึ่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย S. rubidaea  สายพันธุ SNAU02  สามารถลด
แรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเช้ือ Minaeral salt medium  เหลือเทากับ  34.3 มิลลินิวตันตอเมตร  และ
จากการศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวดวยเครื่อง FTIR และเครื่อง GC-MS พบวาสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตไดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไดแรมโนลิปด มากกวาโมโนแรมโนลิปด และใน
ข้ันตอนการศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพโดยใชวิธี Response surface methodology (RSM) - Central composite design (CCD)  
พบวาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประกอบดวย
แมนนิทอลเทากับ  29.31  กรัมตอลิตร Yeast extract เทากับ 2.06 กรัมตอลิตร  อาหารเลี้ยงเช้ือมี
คาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.97 และปริมาณโซเดียมคลอไรดเทากับ 5.69 กรัมตอลิตร  ซึ่งทําใหมี
คาดัชนี  Emulsification  สูงที่สุดนอกจากน้ันพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย S. rubidaea  
สามารถกูคืนนํ้ามันเครื่องที่ดูดซับกับตัวอยางทรายไดสูงสุด 92 เปอรเซ็นต ทําใหสามารถสรุปไดวา
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก S. rubidaea สายพันธุ SNAU02 นาจะนําไปประยุกตใชในการ 
กูคืนนํ้ามันโดยจุลินทรียและการฟนฟูสภาพทางชีวภาพ 
 

 



บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธดีําเนนิการทดลอง 

 
 
วัสดุอุปกรณ 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
 1.1 Phosphate Buffer Saline  
 1.2 Trypticase Soy Broth 
 1.3 Yeast extract 
 1.4 Mineral salt medium (ประกอบดวย Na2HPO4, (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4, 
Fe(NH4)3(C6H5O7)2 และ CaCl2·2H2O และธาตุอาหารรอง ประกอบดวย ZnSO4·7H2O, 
MnCl2·4H2O, CoCl2·6H2O, NiCl2·6H2O, Na2MoO4·2H2O, H3BO3 และ CuSO4·2H2O) 
 1.5 นํ้าตาลกลูโคส 
 1.6 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 1.7 COD Kit (บริษัท Hach company)   
 1.8 นํ้ามันดิบ 
 1.9 นํ้ามันดีเซล 
 1.10 นํ้ามันเบนซิน 
 1.11 นํ้ามันเครื่องยนตที่ใชแลว 
 1.12 Folin-Ciocalteau reagent 
 
2. วัสดุอุปกรณ  
 2.1 ตัวอยางดิน 
 2.2 จานเพาะเช้ือ 
 2.3 ขวดซีรัม 
 2.4 ขวดรูปชมพู  ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 2.5 ขวดปากกวาง 
  
3. เครื่องมือ 
  3.1 หมอน่ึงความดัน (Autoclave) (ย่ีหอ Tomy autoclave รุน SS-325 เมืองโตเกียว  
ประเทศญีปุ่น) 
 3.2 เครื่องบมเช้ือแบบเขยา (Rotary shaker) (ย่ีหอ JSR รุน JSSI-100C เมือง Cheongju 
ประเทศเกาหล)ี  
 3.3 เครื่องปนเหว่ียง (Centrifuge) (ย่ีหอ Eppendrof รุน Centrifuge 5804R เมือง 
Hamburg สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี) 
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 3.4 เครื่องปนผสม (Vortex mixer) (ย่ีหอ Vortex genie 2 รุน G-560E เมือง Bohemia
ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 3.5 เครื่องวัดความเปนกรด - ดาง (ย่ีหอ Denver instrument รุน UB-10 กรุงเทพฯ 
ประเทศไทย) 
 3.6 COD Reactor (ย่ีหอ Hach รุน DBR200 ประเทศสหรฐัอเมริกา) 
 3.7 เครื่องวัดคาซีโอดี (ย่ีหอ Hach รุน DR900 ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 
 
วิธีดําเนินการทดลอง 
การศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียเพ่ือการฟนฟูสภาพแวดลอมท่ีมีการปนเปอนดวยสาร
ปโตรเลียม 
 จากผลการศึกษาในปงบประมาณที่ผานมาจะทําใหไดแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจํานวนหน่ึง  ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจะนําแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาทดสอบถึงการประยุกตใชในการฟนฟูสภาพแวดลอมที่มีการปนเปอน
ดวยสารปโตรเลียม ดังตอไปน้ี 
 
1. การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการยอยสลายนํ้ามัน (สุดสายชล หอมทอง และคณะ, 
2556) 
 1.1  การเตรียมเชื้อทดสอบ 
 นําแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่คัดเลือกไว ไดแก 
Bacillus subtilis สายพันธุ SE1 และ Bacillus subtilis สายพันธุ SD4  มาเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู
ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเช้ือ Trypticase Soy Broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ
นํามาเขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อเพิ่มปริมาณเซลลของแบคทีเรีย 
ตอมานําเซลลแขวนลอย (Cell suspension)  ไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที  เปน
เวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้ง จากน้ันเติม Phosphate Buffer Saline (PBS) ลงในหลอด Centrifuge 
นําไปปนเหว่ียงอีกครั้ง  ทําเชนน้ันจนครบ 3 ครั้ง  เพื่อเปนการลางเซลล และนําเซลลที่ไดไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580 นาโนเมตร (ใชสารละลาย PBS เปน Blank) ใหได 1.5 A.U. หรือ
เทียบกับสารละลาย McFarland No.4  เพื่อใชเปนเซลลแขวนลอยที่มีปริมาณเซลลเทากับ 1010 
CFU/ml 
 
 1.2   การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium ที่ประกอบดวย Na2HPO4 (3.6), (NH4)2SO4 
(1.0), KH2PO4 (1.0), MgSO4 (1.0), Fe(NH4)3(C6H5O7)2 (0.01) และ CaCl2·2H2O (1.0) มิลลิกรัม
ตอลิตร และเติม 10 มิลลิลิตรตอลิตรของธาตุอาหารรองที่ประกอบดวย ZnSO4·7H2O (10.0), 
MnCl2·4H2O (3.0), CoCl2·6H2O (1.0), NiCl2·6H2O (2.0), Na2MoO4·2H2O (3.0), H3BO3 (30.0) 
และ CuSO4·2H2O (1.0) มิลลิกรัมตอลิตร  เปนอาหารที่ใชในการทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลาย
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นํ้ามันดีเซล (Khehra et al., 2005)  โดยนําขวดซีรัมขนาด 180 มิลลิลิตร จํานวน 16 ขวด  มา
เตรียมชุดการทดลองดังตอไปน้ี 
 
  1.2.1  การยอยสลายภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจน 
   (1)  ชุดการยอยสลายดวยแบคทีเรีย (ชุด Active) จํานวน 3 ขวด เติมอาหาร
เลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium ปริมาตร 89 มิลลิลิตร ลงในขวดซีรัม  เติม Cell suspension ของ
แบคทีเรียทดสอบ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และเติมนํ้ามันลงไป 1 มิลลิลิตร  ปดฝาขวดซีรัมดวยจุกยาง
และฝาอลูมิเนียม นําไปบมในที่มืดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 35 วัน 
   (2) ชุด Sterile จํานวน 3 ขวด เติมอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium 
ปริมาตร 89 มิลลิลิตร ลงในขวดซีรัม  เติม Cell suspension ของแบคทีเรียทดสอบ ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร  จากน้ันปดฝาขวดซีรัมดวยจุกยางและฝาอลูมิเนียม นําไปน่ึงฆาเช้ือดวยหมอน่ึงความดันไอที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เปนเวลา 3 วันติดตอกัน หลังจากน้ันเติมนํ้ามันลงไป 1 
มิลลิลิตร นําไปบมในที่มืดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 35 วัน 
   (3) ชุด Background จํานวน 2 ขวด เติมอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium 
ปริมาตร 89 มิลลิลิตร ลงในขวดซีรัม เติมสารละลาย Phosphate Buffer Saline ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  
ปดฝาขวดซีรัมดวยจุกยางและฝาอลูมิเนียมโดยไมตองนําไปน่ึงฆาเช้ือ และเติมนํ้ามันลงไป 1 มิลลิลิตร 
นําไปบมในที่มืดที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 35 วัน 
 
  1.2.2 การยอยสลายภายใตสภาวะท่ีไมมีออกซิเจน 
  เตรียมชุดการทดลองเชนเดียวกันกับขอ 1.2.1 แตปรับปริมาตรสารที่เติมลงในแตละชุด
การทดลอง ดังน้ีคือ เติมอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium ปริมาตร 160 มิลลิลิตร  เติม Cell 
suspension ของแบคทีเรียทดสอบ ปริมาตร 18 มิลลิลิตร  และเติมนํ้ามัน 1.8 มิลลิลิตร 
 
 1.3  การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 1.2  แตเปลี่ยนจากนํ้ามันดีเซลเปนนํ้ามันเบนซิน 
 
 1.4  การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลว 
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 1.2  แตเปลี่ยนจากนํ้ามันดีเซลเปนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
 
 1.5  การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 1.2  แตเปลี่ยนจากนํ้ามันดีเซลเปนนํ้ามันดิบ 
 
 จากน้ันเก็บตัวอยางจากแตละชุดการทดลองมาศึกษาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด  ศึกษา
ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดวยตาเปลา  ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน และศึกษา
ปริมาณกาซทั้งหมด  ในวันที่ 0, 3, 7, 10, 14, 21, 28 และ 35 ของการทดลอง  ดังวิธีการทดลอง
ตอไปน้ี 
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 1)  การวิเคราะหปริมาณแบคทีเรีย (ดัดแปลงมาจาก Dagorn et al., 2013) 
 เก็บตัวอยางปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580 นาโน-
เมตร ดวยเครื่อง Spectrophotometer เพื่อตรวจวัดปริมาณแบคทีเรีย 
 
 2)  การสังเกตลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดวยตาเปลา (ภิรยาพร เปรมประเสริฐ 
และคณะ, 2549) 
 สังเกตลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันในทุกชุดการทดลอง ดังน้ี 
 5+ หมายถึง ลกัษณะของช้ันนํ้ามันไมรวมตัวกบันํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลกัษณะของช้ันนํ้ามันลดลงเลก็นอย แตยังคงสงัเกตเห็นไดอยาง
ชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลกัษณะของช้ันนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนช้ันบาง ๆ ที่ผิวหนา
อาหาร 
 2+ หมายถึง ลกัษณะของช้ันนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลม 
บาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร  
 1+ หมายถึง สงัเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรมั ลักษณะทั่วไป
แทบไมแตกตางจากชุดควบคุมที่ไมใสนํ้ามันมากนัก 
 0 หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 
 
 3)  การวิเคราะหประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน 
 เก็บตัวอยางปริมาตร 5 มิลลิลิตร  มาปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 7,500 g เปนระยะเวลา 
4 นาที  เก็บสวนใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นในชวง 220-400 นาโนเมตร  ดวยเครื่อง 
Microplate reader เพื่อประเมินประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน 
 
 4)  การวิเคราะหปริมาณกาซท้ังหมด 
 ทําโดยการใชเข็มฉีดยาขนาด 20 มิลลิลิตร  เจาะเขาไปในขวดซีรัมในแนวต้ังฉากกับปาก
ขวด และคอย ๆ ปลอยน้ิวมือชา ๆ เพื่อใหกาซที่อยูภายในขวดซีรัมดันกานสูบของเข็มฉีดยาข้ึนมาและ
อานปริมาตรของกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน หลังจากน้ันดันกาซทั้งหมดกลับลงไปในขวด แลวคอย ๆ ดึงเข็ม
ฉีดยาออกมาในแนวตรง เพื่อปองกันการรั่วไหลของกาซภายในขวดซีรัม 
 
2. การศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียเพ่ือการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ในดินท่ีมีการ
ปนเปอนดวยสารปโตรเลียม 
 จากผลการศึกษาจากขอ 1 ทําใหสามารถคัดเลือกแบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพันธุ SE1 
ซึ่งเปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ สูงที่สุด เพื่อนํามาทําการศึกษา
ตอเน่ืองดังตอไปน้ี 
 
 



 30 

 2.1  การเตรียมเชื้อทดสอบ 
 นําแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มาเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่
บรรจุอาหารเลี้ยงเช้ือ Trypticase Soy Broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และนํามาเขยาที่ความเร็วรอบ 
200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อเพิ่มปริมาณเซลลของแบคทีเรีย ตอมานําเซลลแขวนลอย 
(Cell suspension) ไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้ง 
จากน้ันเติม Phosphate Buffer Saline (PBS) ลงในหลอด Centrifuge นําไปปนเหว่ียงอีกครั้ง  
(ทํา 3 ครั้ง)  เพื่อเปนการลางเซลล  และนําเซลลที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580  
นาโนเมตร (ใช PBS เปน Blank) ใหได 1.5 A.U. เพื่อใชเปนเซลลแขวนลอยที่มีปริมาณเซลลเทากับ 
108-109 CFU/mL 
 
 2.2  การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ในดินดวยการเติมแบคทีเรียเพ่ือการฟนฟู
สภาพแวดลอม (ดัดแปลงมาจาก Abioye et al., 2012) 
  2.2.1  การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยแบคทีเรีย Bacillus subtilis 
สายพันธุ SE1 (ดัดแปลงมาจาก Abioye et al., 2012) 
  นําดินจํานวน 300 กรัม ใสในขวดรูปชมพู ขนาด 500 มิลลิลิตร จากน้ันเตรียมแตละชุด
การทดลอง ดังน้ี 
   ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
   ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 0.5 % w/w 
   ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.0 % w/w 
   ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.5 % w/w 
   ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 0.5 % w/w + แบคทีเรยี  
B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
   ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.0 % w/w + แบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
   ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.5 % w/w + แบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
    
  จากน้ันปดขวดรูปชมพูดวยจุกสําลี แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส และ
ทําการตรวจวัดคาความเปนกรด-ดาง, การเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดินดวยตาเปลา, ปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด, ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่ละลายนํ้าที่หลงเหลือ
จากการยอยสลาย และประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน ในวันที่ 0, 3, 7, 10, 14, 21, 28 และ 35 
ของการทดลอง และวัดปริมาณซีโอดี ในวันที่ 0 และ 35 ของการทดลอง 
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  2.2.2  การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยแบคทีเรีย Bacillus 
subtilis สายพันธุ SE1 (ดัดแปลงมาจาก Abioye et al., 2012) 
  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.2.1 แตเปลี่ยนจากนํ้ามันดีเซลเปนนํ้ามันเบนซิน 
 
  2.2.3 การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลวในดินดวยการเติมแบคทีเรีย 
Bacillus subtilis สายพันธุ SE1 (ดัดแปลงมาจาก Abioye et al., 2012) 
  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.2.1 แตเปลี่ยนจากนํ้ามันดีเซลเปนนํ้ามันเครื่อง 
ที่ใชแลว 
  2.2.4  การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมแบคทีเรีย Bacillus 
subtilis สายพันธุ SE1 (ดัดแปลงมาจาก Abioye et al., 2012) 
  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.2.1 แตเปลี่ยนจากนํ้ามันดีเซลเปนนํ้ามันดิบ 
 
 จากการศึกษาในขอ 2.2  ทําใหทราบถึงความสามารถของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ที่ไดคัดเลือกมาเพื่อใชในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ที่ความเขมขนตาง ๆ ซึ่งผลการทดลอง
พบกวา B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถชวยเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ณ ความเขมขน 
0.5%, 1.0% และ 1.5% รวมทั้งสามารถยอยสลายสารตัวกลางไดดีกวาการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 
ชนิด ดวยจุลินทรียในดิน  ดังน้ันจึงไมตองทําการศึกษาเปรียบเทียบการฟนฟูสภาพดินที่ปนเปอน
นํ้ามันดวยแบคทีเรียเด่ียวและแบคทีเรียผสม   ดังน้ันในข้ันตอนตอมาจะทําการศึกษาถึงการเติม
สารอาหารกลุมไนโตรเจน คารบอนที่ยอยสลายงายและฟอสฟอรัส เพื่อสงเสริมการยอยสลายนํ้ามัน
ชนิดตาง ๆ ดังน้ี 
 
 2.3  การศึกษาปจจัยการยอยสลายนํ้ามันชนิดตางๆ ในดินดวยการเติมสารอาหารชนิด
ตางๆ (ดัดแปลงมาจาก Vyas and Dave, 2010 และ Popoviciu and Bercu, 2014) 
  (1) การศึกษาปจจัยการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยการเติมสารอาหารชนิด
ตาง ๆ 
  ทําการศึกษาถึงการเติมสารอาหารกลุมไนโตรเจน คารบอนที่ยอยสลายงายและ
ฟอสฟอรัส เพื่อสงเสริมการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ของแบคทีเรียที่คัดแยกได  โดยทําการเตรียม
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และทําการเตรียมดิน โดยนําดินจํานวน 
300 กรัม ใสในขวดปากกวาง จากน้ันเตรียมแตละชุดการทดลอง ดังน้ี 
   ชุดควบคุมที่ 1 (C1) เติมดินอยางเดียว 
   ชุดควบคุมที่ 2 (C2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน ความเขมขน 1.0 % 
   ชุดควบคุมที่ 3 (C3) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน ความเขมขน 1.0 % + B. subtilis 
สายพันธุ SE1 
   ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน ความเขมขน 1.0 % + B. 
subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0 %  
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   ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน ความเขมขน 1.0 % + B. 
subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0 % + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 
1.0 % 
   ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน ความเขมขน 1.0 % + B. 
subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0 % + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 
1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5 % 
   ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน ความเขมขน 1.0 % + B. 
subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0 % + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 
1.0 % + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5 % + H2O2 0.1% 
 
   นําไปบมที่อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส และทําการตรวจวัดคาความเปน
กรด-ดาง, การเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดินดวยตาเปลา, ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมด, ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่ละลายนํ้าที่หลงเหลือจากการยอยสลาย และ
ประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน ในวันที่ 0, 3 และ 7 ของการทดลอง และวัดปริมาณซีโอดี ในวันที่ 
0 และ 7 ของการทดลอง 
 
 (2) การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการเติมสารอาหารชนิดตาง ๆ 
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.4 (1) แตเปลี่ยนจากนํ้ามันเบนซินเปนนํ้ามันดีเซล 
  
 (3) การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลวในดินดวยการเติมสารอาหารชนิด 
ตาง ๆ 
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.4 (2) แตเปลี่ยนจากนํ้ามันเบนซินเปนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
 
 (4) การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมสารอาหารชนิดตาง  ๆ
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.4 (1) แตเปลี่ยนจากนํ้ามันเบนซินเปนนํ้ามันดิบ 
และทําการวิเคราะหดังตอไปน้ี 
 
  1)  การตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางของดิน (Thomas, 1996; ทัศนีย อัตตะนันท 
และจงรักษ จันทรเจริญสุข, 2542) 
  ทําการตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางดวยเครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
โดยกอนวัดคาความเปนกรด-ดางทําการ Standardize ดวย pH buffer solution ที่มีคาความเปน
กรด-ดางเทากับ 4.0, 7.0 และ 10.0 ตามลําดับ  จากน้ันช่ังดิน 10 กรัม ผสมกับนํ้ากลั่น 10 มิลลิลิตร 
ลงในบีกเกอร (ทํา 3 ซ้ํา) และต้ังทิ้งไวนาน 20 นาที โดยมีการคนเปนครั้งคราว หลังจากน้ันวัดคา
ความเปนกรด-ดางดวยเครื่องวัดคาความเปนกรด-ดางและบันทึกผล 
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  2)  การสังเกตการเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดินดวยตาเปลา (สุบัณฑิต น่ิมรัตน 
และคณะ, 2559) 
  สังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของดินดวยตาเปลาในแตละชุดการทดลองและจดบันทึก
ลักษณะที่สังเกตได โดยกําหนดให 
  + หมายถึง สีของดินมีความเขมนอยสุด 
  ++ หมายถึง สีของดินมีความเขมปานกลาง 
  +++ หมายถึง สีของดินมีความเขมมากสุด 
 
  3) การศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และ
คณะ, 2559) 
 นําตัวอยางดินมาเจือจางใหไดระดับความเจือจางที่ตองการดวยสารละลาย 0.85% 
NaCl จากน้ันถายตัวอยางในแตละระดับความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Plate count agar จากน้ันใชแทงแกวเกลี่ยเช้ือเกลี่ยเช้ือดวยเทคนิค Spread plate นําจานเพาะเช้ือ
ไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
คํานวณและบันทึกผลในหนวย Colony forming unit ตอกรัม (CFU/mL) 
 
  4)  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกท้ังหมดท่ีละลายนํ้าท่ีหลงเหลือจาก
การยอยสลาย 
  การวัดปริมาณสารประกอบกลุมฟนอล (Phenolic compounds) ตามวิธีของ Box 
(1983) โดยมีข้ันตอนดังน้ี ทําการเติมสารละลาย 20% Na2CO3 ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร ลงในสวนใส
ที่ไดจากการปนแยกเซลล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  จากน้ันเติม 10% Folin-Ciocalteau 
reagent ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยใชเครื่องปนผสม จากน้ันต้ังทิ้งไวในอุณหภูมิหอง
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 725 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปคํานวณปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่
ละลายนํ้าที่หลงเหลือจากการยอยสลาย  โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานซึ่งใช Gallic acid เปน
สารมาตรฐาน 
 
 5)  การวิเคราะหประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน 
 เก็บตัวอยางสารละลายปริมาตร 5 มิลลิลิตร  มาปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 7,500 g เปน
ระยะเวลา 4 นาที  เก็บสวนใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นในชวง 220-400 นาโนเมตร  ดวย
เครื่อง Microplate reader เพื่อประเมินประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน 
 
  6)  การวิเคราะหหาปริมาณซีโอดี 
  ทําการวัดซีโอดีดวยชุด COD Kit ของบริษัท Hach company โดยทําการอุนเครื่อง 
COD Reactor ปรับอุณหภูมิที่ 150 องศาเซลเซียส จากน้ันเตรียมหลอดซีโอดีและเลือกชวงซีโอดีที่
ตองการวัดตัวอยาง คือ 0 – 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร  และเอียงหลอดซีโอดี ประมาณ 45 องศา และ 
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ปเปตตัวอยางลงในหลอด หลอดละ 2 มิลลิลิตร ปดฝาหลอดใหสนิท ลางดวยนํ้า Deionize (DI) และ
เช็ดใหแหง กลับหลอดข้ึนลงใหสารละลายผสมกันใหทั่วและนําไปใหความรอนในเครื่อง COD 
Reactor นาน 2 ช่ัวโมง (เตรียมแบลงค โดยใชนํ้ากลั่นแทนนํ้าตัวอยาง ปริมาตร 2 มิลลิลิตร) เมื่อให
ความรอนครบ 2 ช่ัวโมง  ปดเครื่องและรอประมาณ 20 นาที เพื่อใหอุณหภูมิลดลงเปน 120 องศา
เซลเซียส หรือนอยกวาน้ัน กลับหลอดข้ึนลงขณะที่หลอดยังอุนอยู และวางทิ้งไวรอใหเย็นถึง
อุณหภูมิหอง เลือกชวงและวิธีในการวัดซีโอดีคือ Colorimetric method  0-1,500 มิลลิกรัมตอลิตร
ของซีโอดี จากน้ันทําการวัดคาซีโอดีโดยใช Program 435 ที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร บันทึก
ผลในหนวยมลิลิกรัมตอลิตรของซีโอดี 
 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
 จากการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อการฟนฟู
สภาพแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม ผลการทดลองแสดงดังตอไปน้ี  
 
1. การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการยอยสลายนํ้ามัน  
 1.1 การศึกษาความสามารถของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.1.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใตสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580 นาโน-
เมตร พบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มีการเจริญโดยใชนํ้ามันดีเซลเปนแหลงคารบอนเพิ่มข้ึน
เล็กนอยในวันที่ 0-7 ของการทดลอง และลดลงในวันที่ 10 ของการทดลอง หลังจากน้ันมีการเจริญ
เพิ่มจํานวนข้ึนเรื่อย ๆ ต้ังแตวันที่ 14 ของการทดลองไปจนถึงวันสุดทายของการทดลองในทั้ง 2 
สภาวะ แตในสภาวะที่มีออกซิเจน B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถเจริญไดดีกวาสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจน ดังแสดงในตารางที่ 2 และภาพที่ 10  
 
ตารางท่ี 2  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใตสภาวะที่

มีออกซเิจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0.400±0.020 0.397±0.041 0.062±0.008 0.330±0.106 0.397±0.041 0.051±0.006 
3 0.434±0.072 0.589±0.139 0.152±0.029 0.352±0.047 0.352±0.047 0.088±0.016 
7 0.708±0.080 0.462±0.027 0.200±0.004 0.466±0.005 0.350±0.046 0.068±0.011 
10 0.554±0.019 0.308±0.012 0.181±0.012 0.419±0.016 0.307±0.066 0.048±0.006 
14 0.687±0.064 0.540±0.061 0.165±0.018 0.519±0.162 0.250±0.025 0.094±0.031 
21 0.855±0.185 0.466±0.014 0.170±0.014 0.435±0.014 0.356±0.024 0.062±0.019 
28 0.938±0.199 0.473±0.015 0.159±0.008 0.459±0.014 0.356±0.026 0.112±0.020 
35 1.060±0.171 0.457±0.024 0.151±0.002 0.517±0.017 0.367±0.021 0.129±0.013 
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ภาพท่ี 10  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
 ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 
 1.1.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลในการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลที่ผานการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SE1  พบวาลักษณะของช้ันนํ้ามันดีเซลลดลงเรื่อย ๆ ต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลองไปจนถึง
วันสุดทายของการทดลอง โดยในสภาวะที่มีออกซิเจน ลักษณะของช้ันนํ้ามันดีเซลลดลง สังเกตพบ
เพียงคราบนํ้ามันดีเซลจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม สวนในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนพบลักษณะของช้ัน
นํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร ดังแสดงในตารางที่ 3 และ
ภาพที่ 11 
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ตารางท่ี 3  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SE1 ใน
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซล 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
3 4+ 4+ 5+ 4+ 4+ 5+ 
7 3+ 4+ 5+ 3+ 4+ 5+ 
10 3+ 4+ 5+ 3+ 4+ 5+ 
14 2+ 4+ 4+ 3+ 4+ 5+ 
21 2+ 4+ 4+ 2+ 4+ 4+ 
28 2+ 4+ 4+ 2+ 4+ 4+ 
35 1+ 4+ 4+ 2+ 4+ 4+ 

 

 
ภาพท่ี 11   การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ  
  SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 
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 1.1.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล
ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน พบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มีประสิทธิภาพในการ
ยอยสลายนํ้ามันดีเซลทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  โดยภายใตสภาวะที่มี
ออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันดีเซลมากกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน และเริ่มพบการยอยสลาย
นํ้ามันดีเซลภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง และพบวานํ้ามันดีเซลถูกยอย
สลายจนไมสามารถตรวจพบพีคไดในวันที่ 35 ของการทดลอง สวนภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจนพบ
การยอยสลายนํ้ามันดีเซลต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง และในวันที่ 35 ของการทดลอง ยังสามารถ
ตรวจพบพีคจํานวน 3 พีค ที่คาความยาวคลื่น 240, 255 และ 275 นาโนเมตร ดังแสดงในตารางที่ 4-
5  
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ตารางท่ี 4  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลอืหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจน 

 

Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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ตารางท่ี 5   คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะทีไ่มมีออกซิเจน 

 

Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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  1.1.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. 
subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน พบวาทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมี
ออกซิเจนไมสามารถตรวจพบกาซทั้งหมดไดในทุกชุดการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 6  
 
ตารางท่ี 6  ปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. subtilis สายพันธุ SE1 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
3 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
7 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
10 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
14 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
21 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
28 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
35 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 

 
 
 2.  การศึกษาความสามารถของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  2.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใตสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มีการเจริญ
โดยใชนํ้ามันเบนซินเปนแหลงคารบอนลดลงเล็กนอยในวันที่ 3 ของการทดลอง และเพิ่มข้ึนในวันที่ 7 
ของการทดลองและมีการเจริญเพิ่มจํานวนข้ึนเรื่อย ๆ ตลอดการทดลองจนถึงวันสุดทายของการ
ทดลองในทั้ง 2 สภาวะ แตสามารถเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  ดัง
แสดงในตารางที่ 7 และภาพที่ 12  
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ตารางท่ี 7   ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใตสภาวะ
ที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0.339±0.011 0.401±0.014 0.031±0.013 0.330±0.002 0.384±0.001 0.039±0.008 
3 0.304±0.009 0.387±0.010 0.054±0.020 0.291±0.005 0.381±0.004 0.036±0.008 
7 0.394±0.006 0.380±0.009 0.044±0.019 0.388±0.004 0.382±0.003 0.046±0.006 
10 0.422±0.007 0.381±0.002 0.051±0.011 0.397±0.003 0.383±0.003 0.046±0.003 
14 0.473±0.006 0.382±0.006 0.050±0.003 0.425±0.009 0.381±0.005 0.052±0.002 
21 0.607±0.018 0.377±0.007 0.051±0.001 0.488±0.014 0.385±0.006 0.052±0.004 
28 0.661±0.020 0.379±0.007 0.056±0.001 0.553±0.018 0.367±0022 0.055±0.004 
35 0.718±0.015 0.375±0.005 0.057±0.004 0.646±0.022 0.378±0.006 0.053±0.006 

 
 

 
 

ภาพท่ี 12  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
  ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
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  1.2.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินในการยอยสลายดวย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินที่ผานการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ผลการทดลองพบวาลักษณะของช้ันนํ้ามันเบนซินลดลงเรื่อย ๆ ต้ังแตวันที่ 3 ของการ
ทดลองไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง โดยในสภาวะที่มีออกซิเจน ลักษณะของช้ันนํ้ามันเบนซิน
ลดลงสังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันเบนซินจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม สวนในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน 
พบลักษณะของช้ันนํ้ามันเบนซินลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร  
ดังแสดงในตารางที่ 8 และภาพที่ 13 
 
ตารางท่ี 8   ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SE1 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเบนซิน 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
3 4+ 5+ 5+ 4+ 5+ 5+ 
7 4+ 5+ 5+ 4+ 5+ 5+ 
10 3+ 4+ 5+ 4+ 4+ 5+ 
14 2+ 4+ 5+ 3+ 4+ 5+ 
21 1+ 4+ 5+ 2+ 4+ 5+ 
28 1+ 4+ 5+ 2+ 4+ 5+ 
35 1+ 3+ 4+ 2+ 4+ 5+ 
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ภาพท่ี 13  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินในการยอยสลายดวย B. subtilis  

สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมอีอกซิเจน 
หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  2.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามัน
เบนซินในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  
โดยภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันเบนซินมากกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน และ
เริ่มพบการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง และ
พบวานํ้ามันเบนซินถูกยอยสลายจนไมสามารถตรวจพบพีคไดในวันที่ 21 ของการทดลอง สวนภายใต
สภาวะที่ไมมีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันเบนซินต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง และในวันที่ 35 
ของการทดลอง พบวานํ้ามันเบนซินถูกยอยสลายจนไมสามารถตรวจพบพีคได ดังแสดงในตารางที่ 9-
10 
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ตารางท่ี 9   คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ  
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจน 

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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ตารางท่ี 10   คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ  
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่ไมมีออกซเิจน  

 

Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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  1.2.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ  
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาทั้งในสภาวะที่มี
ออกซิเจนและไมมีออกซิเจนไมสามารถตรวจพบกาซทั้งหมดไดในทุกชุดการทดลอง  ดังแสดงในตาราง
ที่ 11 
 
ตารางท่ี 11  ปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ B. subtilis สายพันธุ 

SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมอีอกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
3 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
7 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
10 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
14 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
21 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
28 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
35 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 

 
 
 1.3 การศึกษาความสามารถของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่อง
ท่ีใชแลวภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.3.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลว
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว
ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มีการ
เจริญโดยใชนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวเปนแหลงคารบอนลดลงเล็กนอยในวันที่ 0-3 ของการทดลอง และ
เพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 10 ไปจนถึงวันสุดทายของการทดลองในทั้ง 2 สภาวะ แต B. subtilis สายพันธุ 
SE1 สามารถเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ดังแสดงในตารางที่ 12 และ
ภาพที่ 14  
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ตารางท่ี 12 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0.337±0.036 0.375±0.015 0.093±0.006 0.366±0.035 0.345±0.018 0.084±0.014 
3 0.320±0.001 0.366±0.007 0.072±0.008 0.322±0.023 0.349±0.017 0.083±0.018 
7 0.394±0.005 0.365±0.010 0.074±0.007 0.393±0.006 0.351±0.007 0.099±0.001 
10 0.517±0.014 0.388±0.005 0.081±0.001 0.464±0.008 0.381±0.003 0.086±0.001 
14 0.684±0.007 0.397±0.004 0.084±0.002 0.498±0.004 0.383±0.007 0.088±0.002 
21 0.763±0.025 0.409±0.009 0.086±0.006 0.623±0.013 0.384±0.009 0.086±0.003 
28 0.802±0.009 0.413±0.006 0.085±0.001 0.666±0.009 0.396±0.006 0.089±0.002 
35 0.836±0.016 0.425±0.006 0.089±0.001 0.741±0.018 0.407±0.009 0.088±0.001 

 

 
 

ภาพท่ี 14 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจนในแตละชุด
การทดลองในการยอยสลายนํ้ามนัเครือ่งที่ใชแลว 
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  1.3.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลวในการยอยสลายดวย 
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวที่ผานการยอยสลายดวย 
B. subtilis สายพันธุ SE1  ผลการทดลองพบวาลักษณะของช้ันนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวลดลงเรื่อย ๆ 
ต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลองไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง โดยในวันสุดทายของการทดลองทั้ง 2 
สภาวะ พบลักษณะของช้ันนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวลดลงอยางมาก เหลือเปนช้ันบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
แตในสภาวะที่มีออกซิเจน พบวาลดลงอยางมาก เหลือเปนช้ันบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร ต้ังแตวันที่ 10  
ของการทดลอง ซึ่งลดลงไดเร็วกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจนที่พบการลดลงอยางมาก เหลือเปนช้ันบาง ๆ  ที่
ผิวหนาอาหารในวันที่ 21 ของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 13 และภาพที่ 15 
 
ตารางท่ี 13   ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ 

SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
3 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
7 4+ 5+ 5+ 4+ 5+ 5+ 
10 3+ 4+ 5+ 4+ 5+ 5+ 
14 3+ 4+ 5+ 4+ 4+ 5+ 
21 3+ 4+ 5+ 3+ 4+ 5+ 
28 3+ 4+ 5+ 3+ 4+ 5+ 
35 3+ 4+ 5+ 3+ 4+ 5+ 
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ภาพท่ี 15  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องทีใ่ชแลวในการยอยสลายดวย B. subtilis 

สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมอีอกซิเจน 
หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  3.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใช
แลวในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่อง 
ที่ใชแลวในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจน  โดยภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวมากกวาสภาวะที่ไม
มีออกซิเจน ซึ่งเริ่มพบการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 3 
ของการทดลอง และพบวานํ้ามันเครื่องที่ใชแลวถูกยอยสลายจนไมสามารถตรวจพบพีคไดในวันที่ 28 
ของการทดลอง สวนภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวต้ังแตวันที่ 3 
ของการทดลอง และในวันที่ 35 ของการทดลองยังสามารถตรวจพบพีคจํานวน 1 พีค ที่คาความยาวคลื่น 
230 นาโนเมตร ดังแสดงในตารางที่ 14-15 
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ตารางท่ี 14  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเครือ่งที่ใชแลวของ 
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจน 

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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ตารางท่ี 15  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเครือ่งที่ใชแลวของ 
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่ไมมีออกซเิจน  

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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  1.3.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใช
แลวของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวของ 
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาทั้งใน
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจนไมสามารถตรวจพบกาซทั้งหมดไดในทุกชุดการทดลอง  
ดังแสดงในตารางที่ 16 
 
ตารางท่ี 16  ปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวของ B. subtilis  
  สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมอีอกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
3 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
7 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
10 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
14 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
21 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
28 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
35 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 

 
 
 1.4 การศึกษาความสามารถของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบ
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.4.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใตสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถเจริญ
โดยใชนํ้ามันดิบเปนแหลงคารบอนและพลังงานในสภาวะที่มีออกซิเจนไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  
โดยพบวามีปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ลดลงเล็กนอยในวันที่ 0-3 ของการทดลอง และเพิ่มข้ึน
ต้ังแตวันที่ 10 ไปจนถึงวันสุดทายของการทดลองในทั้ง 2 สภาวะ  ดังแสดงในตารางที่ 17 และภาพที่ 
16 
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ตารางท่ี 17  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 (OD580)  ในการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใตสภาวะที่ม ี
                 ออกซิเจนและไมมอีอกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0.370±0.063 0.369±0.036 0.103±0.008 0.362±0.025 0.340±0.031 0.084±0.008 
3 0.226±0.008 0.341±0.023 0.073±0.005 0.267±0.017 0.310±0.012 0.082±0.009 
7 0.270±0.007 0.338±0.018 0.063±0.008 0.247±0.008 0.326±0.008 0.070±0.004 
10 0.316±0.007 0.330±0.012 0.056±0.006 0.282±0.006 0.335±0.008 0.059±0.006 
14 0.332±0.012 0.330±0.012 0.056±0.011 0.288±0.006 0.323±0.011 0.064±0.005 
21 0.435±0.005 0.324±0.005 0.064±0.009 0.324±0.007 0.314±0.003 0.068±0.004 
28 0.522±0.024 0.347±0.015 0.063±0.006 0.402±0.017 0.316±0.007 0.066±0.003 
35 0.648±0.026 0.384±0.015 0.065±0.001 0.432±0.012 0.327±0.004 0.065±0.003 

 
 

 
 

ภาพท่ี 16  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
            ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
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  1.4.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดิบในการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดิบที่ผานการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SE1  ผลการทดลองพบวา  ในสภาวะที่มีออกซิเจนลักษณะของช้ันนํ้ามันลดลงเล็กนอย แต
ยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจนต้ังแตวันที่ 14 ของการทดลอง และลดลงอยางมาก เหลือเปนช้ันบาง ๆ ที่
ผิวหนาอาหารต้ังแตวันที่ 28 ของการทดลอง สวนในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนลักษณะของช้ันนํ้ามัน
ลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจนต้ังแตวันที่ 28 ของการทดลองไปจนถึงวันสุดทาย
ของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 18 และภาพที่ 17 
 
ตารางท่ี 18  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดิบในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SE1 ใน

สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
3 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
7 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
10 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
14 4+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
21 4+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
28 3+ 5+ 5+ 4+ 5+ 5+ 
35 3+ 5+ 5+ 4+ 5+ 5+ 
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ภาพท่ี 17   การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดิบในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SE1  
               ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  1.4.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบใน
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันดิบทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน โดย
ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันดิบมากกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน และเริ่มพบการ
ยอยสลายนํ้ามันดิบภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง สวนภายใตสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันดิบต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง และทั้ง 2 สภาวะ พบการยอย
สลายเล็กนอยไปเรื่อย ๆ จนถึงวันสุดทายของการทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 19-20 
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ตารางท่ี 19  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจน  

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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ตารางท่ี 20  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน 

  
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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  1.4.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ  
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาในสภาวะที่มีออกซิเจน  
สามารถตรวจพบกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนไดเล็กนอยในชวงวันที่ 7-14 ของการทดลองในชุด Active สวน
สภาวะที่ไมมีออกซิเจนสามารถตรวจพบกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนไดเล็กนอยในชวงวันที่ 10-14 ของการ
ทดลองในชุด Active  ดังแสดงในตารางที่ 21 
 
ตารางท่ี 21  ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis สายพันธุ SE1 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
3 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
7 3±1 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
10 2±1 0±0 0±0 2±1 0±0 0±0 
14 2±1 0±0 0±0 2±1 0±0 0±0 
21 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
28 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
35 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 

 
 
 1.5 การศึกษาความสามารถของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.5.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใต
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน  ผลการทดลองพบวาในสภาวะที่มีออกซิเจน B. subtilis  
สายพันธุ SD4 มีการเจริญโดยใชนํ้ามันดีเซลเปนแหลงคารบอนเพิ่มข้ึนเล็กนอยต้ังแตวันที่ 10 ของการ
ทดลอง และมีการเจริญเพิ่มเรื่อย ๆ ไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  สวนสภาวะที่ไมมีออกซิเจน
แบคทีเรียมีการเจริญเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 21 ของการทดลองไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  แตใน
สภาวะที่มีออกซิเจน B. subtilis สายพันธุ SD4 สามารถเจริญไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ดังแสดงใน
ตารางที่ 22 และภาพที่ 18 
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ตารางท่ี 22  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใตสภาวะที่
มีออกซเิจนและไมมีออกซิเจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0.356±0.021 0.366±0.022 0.052±0.006 0.353±0.018 0.350±0.054 0.050±0.026 
3 0.294±0.007 0.354±0.020 0.038±0.006 0.287±0.023 0.354±0.020 0.038±0.006 
7 0.358±0.009 0.363±0.006 0.043±0.008 0.332±0.018 0.355±0.016 0.044±0.004 
10 0.402±0.017 0.366±0.006 0.045±0.002 0.328±0.008 0.342±0.012 0.042±0.002 
14 0.425±0.008 0.347±0.023 0.041±0.001 0.366±0.008 0.346±0.004 0.046±0.001 
21 0.741±0.017 0.372±0.049 0.069±0.002 0.550±0.031 0.377±0.010 0.055±0.006 
28 0.925±0.008 0.370±0.028 0.062±0.001 0.641±0.018 0.391±0.008 0.058±0.003 
35 1.160±0.075 0.384±0.017 0.080±0.006 0.834±0.025 0.404±0.014 0.066±0.003 

 
 

 
 

ภาพท่ี 18  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะทีม่ีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
        ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
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  1.5.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลในการยอยสลายดวย  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลที่ผานการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SD4  ผลการทดลองพบวาในสภาวะที่มีออกซิเจนลักษณะของช้ันนํ้ามันดีเซลลดลงเรื่อย ๆ 
ต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง  และในวันที่ 21 ไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  ลักษณะของช้ัน
นํ้ามันดีเซลลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร  สวนในสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจนพบลักษณะของช้ันนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร  
ในวันสุดทายของการทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 23 และภาพที่ 19 
 
ตารางท่ี 23  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SD4 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซล 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
3 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
7 4+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
10 4+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
14 3+ 4+ 5+ 4+ 5+ 5+ 
21 2+ 4+ 5+ 3+ 4+ 5+ 
28 2+ 4+ 5+ 3+ 4+ 5+ 
35 2+ 4+ 5+ 2+ 4+ 5+ 
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ภาพท่ี 19  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ 

SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจน 
หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  1.5.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล
ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล
ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  
โดยภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันดีเซลมากกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน และเริ่ม
พบการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง และพบวา
นํ้ามันดีเซลถูกยอยสลายจนไมสามารถตรวจพบพีคไดในวันที่ 35 ของการทดลอง สวนภายใตสภาวะที่
ไมมีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันดีเซลต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง และในวันที่ 35 ของการ
ทดลอง ยังสามารถตรวจพบพีคจํานวน 1  พีค ที่คาความยาวคลื่น 245 นาโนเมตร  ดังแสดงในตาราง
ที่ 24-25 
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ตารางท่ี 24  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจน 
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ตารางท่ี 25  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน 
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  1.5.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาปริมาณกาซทั้งหมดที่
เกิดข้ึนมีปริมาณเพิ่มข้ึนและลดลงเล็กนอยต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลองในชุด Active ของทั้ง 2 
สภาวะ  ดังแสดงในตารางที่ 26 
 
ตารางท่ี 26  ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. subtilis สายพันธุ 

SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณของกาซทัง้หมดที่เกิดข้ึน (มิลลลิิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
3 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
7 3±2 0±0 0±0 2±1 0±0 0±0 
10 2±2 0±0 0±0 2±0 0±0 0±0 
14 2±1 0±0 0±0 2±1 0±0 0±0 
21 3±2 0±0 0±0 3±1 0±0 0±0 
28 1±1 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
35 1±1 0±0 0±0 1±1 0±0 0±0 

 
 
 1.6 การศึกษาความสามารถของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามัน
เบนซินภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.6.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใต
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มีการเจริญ
โดยใชนํ้ามันเบนซินเปนแหลงคารบอนเพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ โดยในชวง 0-3 วันของการทดลอง  จะไมคอย
พบการเพิ่มจํานวนหรือเพิ่มข้ึนเล็กนอย แตต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลองเปนตนไป พบการเจริญเพิ่ม
จํานวนสูงข้ึนจนถึงวันสุดทายของการทดลองในสภาวะที่มีออกซิเจน  สวนในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน
พบการเพิ่มจํานวนต้ังแตวันที่ 10 ไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  แตสามารถเจริญในสภาวะที่มี
ออกซิเจนไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ดังแสดงในตารางที่ 27 และภาพที่ 20  
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ตารางท่ี 27  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0.364±0.011 0.361±0.008 0.038±0.004 0.313±0.028 0.343±0.009 0.028±0.006 
3 0.395±0.008 0.362±0.006 0.043±0.003 0.353±0.006 0.339±0.007 0.033±0.004 
7 0.449±0.028 0.360±0.022 0.055±0.021 0.352±0.008 0.333±0.016 0.035±0.006 
10 0.540±0.003 0.345±0.019 0.060±0.011 0.423±0.006 0.327±0.008 0.040±0.004 
14 0.594±0.009 0.343±0.009 0.056±0.008 0.471±0.013 0.337±0.018 0.044±0.005 
21 0.683±0.008 0.349±0.007 0.058±0.001 0.567±0.018 0.348±0.003 0.051±0.004 
28 0.735±0.009 0.344±0.010 0.061±0.001 0.624±0.036 0.354±0004 0.050±0.011 
35 0.801±0.018 0.352±0.007 0.060±0.003 0.668±0.003 0.353±0.007 0.052±0.002 

 
 

 
 
ภาพท่ี 20  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะทีม่ีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
            ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
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  1.6.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินในการยอยสลายดวย  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินที่ผานการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SD4  ผลการทดลองพบวาลักษณะของช้ันนํ้ามันเบนซินลดลงเรื่อย ๆ ต้ังแตวันที่ 10 ของการ
ทดลองในสภาวะที่มีออกซิเจน และต้ังแตวันที่ 14  ของการทดลองไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง 
ลักษณะของช้ันนํ้ามันเบนซินในทั้ง 2 สภาวะลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนา
อาหาร  ดังแสดงในตารางที่ 28 และภาพที่ 21 
 
ตารางท่ี 28  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SD4 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเบนซิน 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
3 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
7 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
10 4+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
14 4+ 5+ 5+ 4+ 5+ 5+ 
21 3+ 5+ 5+ 3+ 5+ 5+ 
28 2+ 4+ 5+ 3+ 4+ 5+ 
35 2+ 4+ 5+ 2+ 4+ 5+ 
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ภาพท่ี 21  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินในการยอยสลายดวย B. subtilis  
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมีออกซเิจน 

หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  1.6.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน
ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามัน
เบนซินในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  
โดยภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันเบนซินมากกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน และ
เริ่มพบการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง และ
พบวานํ้ามันเบนซินถูกยอยสลายจนในวันสุดทายของการทดลองยังคงสามารถตรวจพบพีคไดจํานวน 
1 พีคที่คาความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร ในสภาวะที่มีออกซิเจน และในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน
สามารถตรวจพบพีคทั้งหมด 2 พีคที่คาความยาวคลื่น 250 และ 255 นาโนเมตร ดังแสดงในตารางที่ 
29-30 
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ตารางท่ี 29  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ  
                 B. subtilis สายพันธุ SD4  ในสภาวะที่มีออกซิเจน 
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ตารางท่ี 30  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ 
                 B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  
 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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  1.6.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ 
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาทั้งในสภาวะทีม่ีออกซิเจน
และไมมีออกซิเจนสามารถตรวจพบกาซที่เกิดข้ึนไดต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง โดยเพิ่มข้ึนและลดลง
เล็กนอยตลอดการทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 31 
 
ตารางท่ี 31  ปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ B. subtilis สายพันธุ 

SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
3 3±1 2±1 2±0 2±1 2±0 2±0 
7 4±3 2±1 2±0 2±2 2±0 0±0 
10 3±2 2±0 1±1 3±1 2±1 0±0 
14 2±2 2±1 1±0 2±2 2±0 0±0 
21 1±0 0±0 0±0 2±1 1±0 0±0 
28 2±1 0±0 0±0 2±0 0±0 0±0 
35 1±1 0±0 0±0 1±0 0±0 0±0 

 
 
 1.7 การศึกษาความสามารถของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่อง
ท่ีใชแลวภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.7.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลว
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว
ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มีการ
เจริญโดยใชนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวเปนแหลงคารบอนเพิ่มข้ึนเล็กนอยในชวงวันที่ 0-3 ของการทดลอง 
และเพิ่มข้ึนอยางตอเน่ืองต้ังแตวันที่ 7 ไปจนถึงวันสุดทายของการทดลองในทั้ง 2 สภาวะ โดย B. 
subtilis สายพันธุ SD4 สามารถเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ดังแสดง
ในตารางที่ 32 และภาพที่ 22 
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ตารางท่ี 32  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว
ภายใตสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมอีอกซเิจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0.337±0.006 0.380±0.006 0.066±0.004 0.379±0.005 0.383±0.014 0.068±0.001 
3 0.393±0.004 0.374±0.004 0.072±0.002 0.395±0.005 0.386±0.014 0.078±0.004 
7 0.507±0.047 0.423±0.019 0.125±0.011 0.413±0.009 0.337±0.021 0.144±0.032 
10 0.575±0.008 0.385±0.011 0.111±0.004 0.445±0.011 0.341±0.016 0.131±0.018 
14 0.615±0.010 0.397±0.004 0.122±0.003 0.481±0.014 0.341±0.009 0.126±0.026 
21 0.690±0.009 0.384±0.011 0.117±0.003 0.534±0.011 0.335±0.016 0.117±0.006 
28 0.779±0.008 0.381±0.014 0.114±0.002 0.607±0.023 0.328±0.010 0.113±0.006 
35 0.859±0.024 0.356±0.005 0.115±0.001 0.686±0.010 0.327±0.018 0.117±0.002 

 
 

 
 

ภาพท่ี 22  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะทีม่ีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
              ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
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  1.7.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลวในการยอยสลายดวย 
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวที่ผานการยอยสลายดวย  
B. subtilis สายพันธุ SD4  ผลการทดลองพบวาลักษณะของช้ันนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวลดลงเรื่อย ๆ 
โดยในสภาวะที่มีออกซิเจนพบการลดลงต้ังแตวันที่ 21 ของการทดลอง และในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน
พบการลดลงต้ังแตวันที่ 28 ของการทดลองไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  โดยในวันสุดทายของ
การทดลองทั้ง 2 สภาวะ พบลักษณะของช้ันนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นได
อยางชัดเจน ดังแสดงในตารางที่ 33 และภาพที่ 23 
 
ตารางท่ี 33  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในการยอยสลายดวยแบคทีเรีย  
  B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
3 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
7 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
10 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
14 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
21 4+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
28 4+ 5+ 5+ 4+ 5+ 5+ 
35 4+ 5+ 5+ 4+ 5+ 5+ 
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ภาพท่ี 23  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องทีใ่ชแลวในการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมีออกซเิจน 

หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  1.7.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่อง
ท่ีใชแลวในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่
ใชแลวในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจน  โดยภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวมากกวาสภาวะที่ไม
มีออกซิเจน และเริ่มพบการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 7 
ของการทดลองไปเรื่อย ๆ จนวันสุดทายของการทดลองสามารถตรวจพบพีคจํานวน 5 พีค ที่คาความ
ยาวคลื่น 234, 238, 258, 263 และ 273 นาโนเมตร ในสภาวะที่มีออกซิเจน  สวนในสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจนสามารถตรวจพบพีคจํานวน 8 พีค ที่คาความยาวคลื่น 222, 224, 245, 247, 250, 256, 
260 และ 262 นาโนเมตร  ดังแสดงในตารางที่ 34-35 
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ตารางท่ี 34  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเครือ่งที่ใชแลวของ 
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจน 

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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ตารางท่ี 35  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเครือ่งที่ใชแลวของ 
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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  1.7.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใช
แลวของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวของ 
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาทั้งในสภาวะที่
มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจนสามารถตรวจพบกาซที่เกิดข้ึนเพิ่มข้ึนและลดลงเล็กนอยตลอดการทดลอง 
ดังแสดงในตารางที่ 36 
 
ตารางท่ี 36  ปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวของ B. subtilis  
  สายพันธุ SD4  ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
3 1±0 1±0 1±1 1±0 0±0 0±0 
7 4±4 0±0 0±0 3±2 0±0 0±0 
10 3±1 1±0 0±0 2±1 1±0 0±0 
14 2±2 2±0 0±0 2±2 0±0 0±0 
21 1±1 0±0 0±0 1±0 0±0 0±0 
28 1±0 0±0 0±0 1±0 0±0 0±0 
35 1±0 0±0 0±0 1±0 0±0 0±0 

 
 
 1.8 การศึกษาความสามารถของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบ
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.8.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใตสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มีการเจริญ
โดยใชนํ้ามันดิบเปนแหลงคารบอนเพิ่มข้ึนเล็กนอยต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลองจนถึงวันสุดทายของ
การทดลอง ในสภาวะที่มีออกซิเจน แตในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนพบการเจริญของ B. subtilis สายพันธุ 
SD4 ลดลงในวันที่ 7 ของการทดลอง และเพิ่มสูงข้ึนเรื่อย ๆ ต้ังแตวันที่ 10 ไปจนถึงวันสุดทายของการ
ทดลอง โดย B. subtilis สายพันธุ SD4 สามารถเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนไดดีกวาสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจน  ดังแสดงในตารางที่ 37 และภาพที่ 24  
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ตารางท่ี 37  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใตสภาวะที่มี
ออกซเิจนและไมมีออกซเิจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0.387±0.009 0.387±0.018 0.061±0.002 0.386±0.012 0.377±0.004 0.065±0.003 
3 0.407±0.013 0.390±0.007 0.057±0.010 0.405±0.017 0.375±0.003 0.062±0.002 
7 0.547±0.018 0.329±0.050 0.054±0.002 0.372±0.043 0.322±0.037 0.053±0.018 
10 0.601±0.011 0.349±0.023 0.056±0.006 0.469±0.025 0.335±0.028 0.058±0.006 
14 0.622±0.003 0.351±0.017 0.054±0.001 0.504±0.016 0.338±0.012 0.063±0.003 
21 0.679±0.009 0.352±0.012 0.050±0.004 0.507±0.004 0.345±0.011 0.067±0.004 
28 0.696±0.016 0.355±0.012 0.059±0.005 0.590±0.011 0.355±0.011 0.069±0.009 
35 0.727±0.013 0.357±0.006 0.060±0.009 0.640±0.006 0.350±0.002 0.080±0.004 

 
 

 
 
ภาพท่ี 24  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะทีม่ีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
            ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
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  1.8.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดิบในการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดิบที่ผานการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SD4  ผลการทดลองพบวาลักษณะของช้ันนํ้ามันดิบลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นได
อยางชัดเจนต้ังแตวันที่ 21 ของการทดลองในสภาวะที่มีออกซิเจน และต้ังแตวันที่ 28 ของการทดลอง
ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  ดังแสดงในตารางที่ 38 และภาพที่ 25 
 
ตารางท่ี 38  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดิบในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SD4 ใน

สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดิบ 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
3 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
7 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
10 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
14 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
21 4+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 
28 4+ 5+ 5+ 4+ 5+ 5+ 
35 4+ 5+ 5+ 4+ 5+ 5+ 
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ภาพท่ี 25  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดิบในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ 
SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจน 

หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  1.8.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบใน
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายนํ้ามันดิบทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจนใกลเคียงกัน โดยเริ่ม
พบการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใตทั้ง 2 สภาวะ ต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง และพบการยอยสลาย
เล็กนอยไปเรื่อย ๆ จนวันสุดทายของการทดลอง โดยยังคงสามารถตรวจพบพีคจํานวนมากอยูในทั้ง  
2 สภาวะ ดังแสดงในตารางที่ 39-40 
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ตารางท่ี 39  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซเิจน 
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ตารางท่ี 40  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่ไมมีออกซเิจน  
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  1.8.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจน
และไมมีออกซิเจนมีปริมาณกาซทั้งหมดเพิ่มข้ึนและลดลงเล็กนอยตลอดการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 
41 
 
ตารางท่ี 41  ปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis สายพันธุ SD4 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

Active Sterile Background Active Sterile Background 
0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
3 1±0 0±0 0±0 1±1 0±0 0±0 
7 4±2 0±0 0±0 2±2 0±0 0±0 
10 3±1 1±0 0±0 2±1 1±1 0±0 
14 2±1 0±0 0±0 2±0 1±0 0±0 
21 1±1 0±0 0±0 1±0 0±0 0±0 
28 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
35 1±0 0±0 0±0 0±0 0±0 0±0 
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2. การศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียเพ่ือการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ในดินท่ีมีการ
ปนเปอนดวยสารปโตรเลียม 
 จากการศึกษาการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด ไดแก นํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และ
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว ในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 เพื่อการฟนฟสูภาพแวดลอม 
ผลการทดลองแสดงดังตอไปน้ี 
 2.1 การตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางของดิน 
 จากการศึกษาคาความเปนกรด-ดางในวันที่ 0-35 ของการทดลอง พบวาคาความเปนกรด-
ดางในชุดควบคุมคอนขางคงที่ซึ่งมีคาอยูระหวาง 5.61±0.06 - 5.67±0.03 โดยในชุดการทดลองที่เติม
นํ้ามันดีเซลพบวามีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 5.42±0.04 - 5.77±0.05 ซึ่งในชุดการทดลองที่ไม
มีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 และ T3) มีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 
5.42±0.04 - 5.62±0.01 และในชุดการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, 
T5 และ T6) มีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 5.55±0.03 - 5.77±0.05  ดังแสดงในตารางที่ 42      
 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซินพบวาคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 5.54±0.03 - 
5.96±0.02 ซึ่งในชุดการทดลองที่ไมมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 และ T3) 
มีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 5.54±0.03 - 5.87±0.02 และในชุดการทดลองที่มีการเติม
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, T5 และ T6) มีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 5.80±0.02 
- 5.96±0.02  ดังแสดงในตารางที่ 43 
 จากการศึกษาคาความเปนกรด-ดางในวันที่ 0-35 ของการทดลอง พบวาคาความเปนกรด-
ดางในชุดควบคุมคอนขางคงที่ซึ่งมีคาอยูระหวาง 5.53±0.01 - 5.58±0.01 โดยในชุดการทดลองที่เติม
นํ้ามันดิบพบวามีคาความเปนกรด-ดางในอยูในชวง 5.34±0.04 - 6.09±0.04 ซึ่งในชุดการทดลองที่ไม
มีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 และ T3) มีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 
5.37±0.05 - 5.67±0.02 และในชุดการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, 
T5 และ T6) มีคาความเปนกรด-ดางในอยูในชวง 5.34±0.04 - 6.09±0.04 ดังแสดงในตารางที่ 44     
 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวพบวาคาความเปนกรด-ดางในอยูในชวง 
5.37±0.03 - 6.05±0.04 ซึ่งในชุดการทดลองที่ไมมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, 
T2 และ T3) มีคาความเปนกรด-ดางในอยูในชวง 5.37±0.04 - 5.63±0.01 และในชุดการทดลองที่มี
การเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, T5 และ T6) มีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 
5.37±0.03 - 6.05±0.04 ดังแสดงในตารางที่ 45  ซึ่งในแตละชุดการทดลองของแตละชนิดนํ้ามันจะมี
คาแตกตางกันไมมากนักตลอดระยะเวลาที่ทําการทดลอง 35 วัน  
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ตารางท่ี 42 คาความเปนกรด-ดางของการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 5.67±0.02 a,1 5.56±0.03 ab,2 5.55±0.04 a,2 5.59±0.02 a,2 5.60±0.02 c,2 5.67±0.06 b,1 5.71±0.02 b,1 
วันที่ 3 5.66±0.04 a,2 5.57±0.01 ab,3 5.60±0.01 a,3 5.58±0.04 a,3 5.60±0.02 c,3 5.70±0.02 ab,1 5.71±0.02 b,1 
วันที่ 7 5.67±0.03 a,2 5.55±0.01 ab,3 5.59±0.02 a,3 5.55±0.02 ab,3 5.63±0.02 bc,2 5.71±0.02 ab,1 5.70±0.03 b,1 
วันที่ 10 5.61±0.06 a,2 5.52±0.04 b,34 5.56±0.02 a,3 5.46±0.02 b,4 5.66±0.03 b,2 5.75±0.08 a,1 5.58±0.03 c,3 
วันที่ 14 5.65±0.03 a,2 5.54±0.02 ab,3 5.55±0.03 a,3 5.42±0.04 b,4 5.64±0.03 bc,2 5.77±0.01 a,1 5.55±0.03 c,3 
วันที่ 21 5.62±0.02 a,2 5.59±0.02 a,23  5.55±0.07 a,3 5.59±0.02 a,23 5.77±0.05 a,1 5.72±0.01 ab,1 5.77±0.04 a,1 
วันที่ 28 5.66±0.01 a,2 5.60±0.02 a,3 5.57±0.02 a,34 5.54±0.02 ab,4 5.75±0.05 a,1 5.77±0.02 a,1 5.75±0.04 ab,1 
วันที่ 35 5.64±0.01 a,2 5.62±0.01 a,2 5.58±0.02 a,3 5.57±0.03 a,3 5.76±0.02 a,1 5.75±0.01 a,1 5.76±0.01 a,1 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ตารางท่ี 43 คาความเปนกรด-ดางของการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยการเติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 5.67±0.02 a,4 5.55±0.02 a,5 5.63±0.02 ab,4 5.73±0.03 ab,3 5.81±0.02 a,2 5.83±0.03 a,1 5.90±0.03 ab,1 
วันที่ 3 5.66±0.04 a,2 5.54±0.03 a,5 5.61±0.02 ab,4 5.72±0.01 ab,3 5.81±0.03 a,2 5.86±0.02 a,1 5.88±0.03 ab,1 
วันที่ 7 5.67±0.03 a,4 5.55±0.03 a,5 5.60±0.04 ab,4 5.76±0.04 ab,3 5.80±0.02 a,2 5.85±0.02 a,1 5.89±0.02 ab,1 
วันที่ 10 5.61±0.06 a,2 5.55±0.11 a,3 5.67±0.03 a,2 5.87±0.02 a,1 5.84±0.04 a,1 5.91±0.07 a,1 5.94±0.02 a,1 
วันที่ 14 5.65±0.03 a,2 5.57±0.03 a,5 5.64±0.01 ab,4 5.83±0.03 a,3 5.82±0.04 a,3 5.92±0.14 a,2 5.96±0.02 a,1 
วันที่ 21 5.62±0.02 a,2 5.58±0.05 a,4 5.62±0.01 ab,3 5.75±0.02 ab,2 5.84±0.05 a,1 5.85±0.04 a,1 5.85±0.04 b,1 
วันที่ 28 5.66±0.01 a,2 5.54±0.08 a,4 5.60±0.02 ab,3 5.73±0.01 ab,2 5.82±0.03 a,1 5.85±0.02 a,1 5.86±0.03 b,1 
วันที่ 35 5.64±0.01 a,2 5.58±0.04 a,4 5.59±0.02 b,4 5.71±0.02 b,2 5.81±0.02 a,1 5.84±0.04 a,1 5.84±0.03 b,1 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ตารางท่ี 44 คาความเปนกรด-ดางของการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 5.58±0.01 a,1 5.37±0.05 b,2 5.42±0.05 b,12 5.39±0.02 b,2 5.45±0.03 b,12 5.40±0.02 b,12 5.34±0.04 b,2 
วันที่ 3 5.56±0.09 a,1 5.57±0.02 a,1 5.59±0.03 a,1 5.60±0.03 a,1 5.54±0.02 b,1 5.56±0.03 b,1 5.60±0.02 b,1 
วันที่ 7 5.53±0.01 a,2 5.54±0.04 a,2 5.60±0.04 a,12 5.60±0.04 a,12 5.62±0.03 b,12 5.64±0.04 b,1 5.67±0.02 b,1 
วันที่ 10 5.55±0.03 a,2 5.62±0.04 a,12 5.58±0.02 a,2 5.66±0.02 a,12 6.09±0.04 a,1 6.07±0.02 a,1 6.05±0.02 a,1 
วันที่ 14 5.53±0.07 a,2 5.57±0.01 a,2 5.67±0.02 a,12 5.59±0.02 a,2 5.99±0.04 a,12 6.00±0.02 a,1 6.00±0.05 a,1 
วันที่ 21 5.55±0.01 a,2 5.58±0.01 a,2 5.66±0.02 a,12 5.63±0.03 a,12 6.00±0.02 a,1 6.02±0.02 a,1 6.03±0.01 a,1 
วันที่ 28 5.56±0.01 a,2 5.59±0.01 a,2 5.65±0.02 a,12 5.64±0.03 a,12 6.02±0.02 a,1 6.03±0.02 a,1 6.03±0.01 a,1 
วันที่ 35 5.55±0.03 a,2 5.60±0.02 a,2 5.63±0.02 a,12 5.64±0.02 a,12 6.02±0.03 a,1 6.03±0.01 a,1 6.02±0.02 a,1 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ตารางท่ี 45  คาความเปนกรด-ดางของการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 5.58±0.01 a,1 5.38±0.01 b,2 5.37±0.04 b,2 5.43±0.03 b,12 5.42±0.01 b,12 5.37±0.03 b,2 5.46±0.01 b,12 
วันที่ 3 5.56±0.09 a,1 5.55±0.03 a,1 5.57±0.04 a,1 5.57±0.03 a,1 5.54±0.02 b,1 5.55±0.04 b,1 5.54±0.03 b,1 
วันที่ 7 5.53±0.01 a,12 5.46±0.04 a,2 5.59±0.06 a,12 5.54±0.02 a,12 5.59±0.02 b,12 5.65±0.03 b,1 5.63±0.01 b,1 
วันที่ 10 5.55±0.03 a,2 5.55±0.04 a,2 5.57±0.03 a,2 5.54±0.04 a,2 6.02±0.05 a,1 6.03±0.03 a,1 6.05±0.04 a,1 
วันที่ 14 5.53±0.07 a,2 5.58±0.01 a,2 5.59±0.02 a,2 5.61±0.02 a,2 5.95±0.02 a,1 5.98±0.03 a,1 6.04±0.01 a,1 
วันที่ 21 5.55±0.01 a,2 5.59±0.01 a,12 5.60±0.03 a,12 5.62±0.02 a,12 6.00±0.01 a,1 6.01±0.01 a,1 6.05±0.02 a,1 
วันที่ 28 5.56±0.01 a,2 5.60±0.01 a,12 5.61±0.02 a,12 5.62±0.02 a,12 6.01±0.01 a,1 6.02±0.02 a,1 6.05±0.02 a,1 
วันที่ 35 5.55±0.03 a,2 5.60±0.01 a,12 5.61±0.01 a,12 5.63±0.01 a,12 6.01±0.02 a,1 6.03±0.01 a,1 6.04±0.02 a,1 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ตารางท่ี 46 คาความเปนกรด-ดางของนํ้ามัน 4 ชนิด 
 

นํ้ามัน 
คาความเปนกรด-ดาง 

กระดาษวัดคาความเปนกรด-ดาง เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง 
นํ้ามันดีเซลเขมขน 100% 5 เครื่องไมสามารถอานคาได 
นํ้ามันเบนซินเขมขน 100% 4 เครื่องไมสามารถอานคาได 
นํ้ามันดิบเขมขน 100% 5 เครื่องไมสามารถอานคาได 
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวเขมขน 
100% 

5 เครื่องไมสามารถอานคาได 

 
หมายเหตุ: นํ้ามันไมสามารถเจือจางไดเน่ืองจากไมผสมกับนํ้า 
 
ตารางท่ี 47 คาความเปนกรด-ดางของนํ้าที่ใชละลายดิน 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
กระดาษวัดคาความเปนกรด-ดาง เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง 

วันที่ 0 7 7.01±0.02 
วันที่ 3 7 7.00±0.04 
วันที่ 7 7 7.01±0.03 
วันที่ 10 7 7.08±0.08 
วันที่ 14 7 7.04±0.06 
วันที่ 21 7 7.01±0.02 
วันที่ 28 7 7.01±0.03 
วันที่ 35 7 7.03±0.02 
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 2.2  การสังเกตการเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดินดวยตาเปลา 
 จากการศึกษาคาความเขมสีของดินตลอดระยะเวลาทําการทดลอง (วันที่ 0-35) พบวาในชุด
ควบคุมมีความเขมสีของดินตํ่าสุด (+)  สวนการทดลองที่เติมนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ไดแก นํ้ามันดีเซล 
นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวพบวาชุดการทดลอง T3 และ T6 มีความเขมสีสูงสุด 
(+++) รองลงมาคือ ชุดการทดลอง T2 และ T5 มีความเขมสีปานกลาง (++) และชุดการทดลอง T1 
และ T4 มีความเขมสีตํ่าสุด (+)  และในทุกชุดการทดลองพบวามีกลิ่นของนํ้ามันแตละชนิด  อีกทั้งยัง
พบวาการเติมนํ้ามัน (นํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว) และการเติม
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงสีของดินตลอดระยะเวลาทําการ
ทดลองต้ังแตวันที ่0-35 ดังแสดงในตารางที่ 48-51 
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ตารางท่ี 48 คาความเขมสีของดินในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการเติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเขมของดิน 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 3 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 7 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 10 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 14 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 21 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 28 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 35 + + ++ +++ + ++ +++ 

 
หมายเหต:ุ ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
 ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 0.5% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.0% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.5% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
 + คือ ความเขมสีต่ําสุด, ++ คือ ความเขมสีปานกลาง, +++ คือ ความเขมสีมากสุด     
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ตารางท่ี 49 คาความเขมสีของดินในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเขมของดิน 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 3 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 7 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 10 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 14 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 21 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 28 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 35 + + ++ +++ + ++ +++ 

 
หมายเหต:ุ ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
 ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 0.5% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.0% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.5% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
 + คือ ความเขมสีต่ําสุด, ++ คือ ความเขมสีปานกลาง, +++ คือ ความเขมสีมากสุด    
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ตารางท่ี 50 คาความเขมสีของดินในการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเขมของดิน 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 3 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 7 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 10 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 14 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 21 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 28 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 35 + + ++ +++ + ++ +++ 

 
หมายเหต:ุ ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
 ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 0.5% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.0% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.5% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
    + คือ ความเขมสีต่ําสุด, ++ คือ ความเขมสีปานกลาง, +++ คือ ความเขมสีมากสุด   
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ตารางท่ี 51 คาความเขมสีของดินในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเขมของดิน 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 3 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 7 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 10 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 14 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 21 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 28 + + ++ +++ + ++ +++ 
วันที่ 35 + + ++ +++ + ++ +++ 

 
หมายเหต:ุ ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
 ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 + คือ ความเขมสีต่ําสุด, ++ คือ ความเขมสีปานกลาง, +++ คือ ความเขมสีมากสุด  
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 2.3  การศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด 
 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามัน
ดีเซล พบวาชุดควบคุมในวันที่ 0-35 ของการทดลองมีคาเทากับ 1.41±0.20×105 - 6.50±1.73×105

  

CFU/g  โดยในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซลและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, 
T2 และ T3) พบวาในชุดการทดลอง T1 และ T2 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มีปริมาณเทากับ 
1.43±0.69×105 และ 3.35±0.64×105 CFU/g  ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน (ประมาณ 10 เทา) 
ในวันที่ 3-35 ของการทดลองซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 1.45±0.24×106 - 2.93±0.17×106 CFU/mL 
และ 1.43±0.32×106 - 3.60±0.20×106 CFU/g ตามลําดับ  สวนในชุดการทดลอง T3 พบวามี
ปริมาณคอนขางคงที่อยูในชวง 1.93±0.96×105- 5.60±1.14×105 CFU/g ต้ังแตวันที่ 0-35 ของการ
ทดลอง 
 เชนเดียวกันกับชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซลและเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
(T4, T5 และ T6) พบวาในชุดการทดลอง T4 และ T5 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มีปริมาณเทากับ 
1.42±0.16×105 และ 1.78±0.50×105 CFU/g  ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน (ประมาณ 10 เทา) 
ในวันที่ 3-7 ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 3.33±0.52×106 - 7.25±1.26×106 CFU/g และ 
1.00±0.14×106 - 8.18±0.89×106 CFU/g ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึนอีกครั้ง (ประมาณ 100 
เทา) ในวันที่ 10-35 ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 1.20±0.22×107 - 1.95±0.17×107 
CFU/g และ 1.45±0.21×107 - 2.28±0.22×107 CFU/g ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 0  
สวนในชุดการทดลอง T6 พบวามีปริมาณคอนขางคงที่อยูในชวง 3.06±0.73×105 - 6.00±2.45×105 
CFU/g ต้ังแตวันที่ 0 - 7 ของการทดลอง และมีปริมาณเพิ่มข้ึนในวันที่ 10-35 ของการทดลอง มี
ปริมาณอยูในชวง 1.85±0.31×106 - 2.45±0.37×106 CFU/g ดังแสดงในตารางที่ 52 
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ตารางท่ี 52 ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการเติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

หัวเชื้อที่เตรียม 
เชื้อเร่ิมตนที่ใสใน

ชุดทดอง 
ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (CFU/g) 

ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 
วันที่ 0 1.15±0.01×109 1.92×108 2.98±0.54×105 b,1 1.43±0.69×105 c,1 3.35±0.64×105 c,1 2.53±0.44×105 a,1 1.42±0.16×105 c,1 1.78±0.50×105 c,1 3.06±0.73×105 c,1 
วันที่ 3 

 

6.50±1.73×105 a,3 2.73±0.58×106 ab,2 1.43±0.32×106 b,2 5.60±1.14×105 a,3 7.25±1.26×106 b,1 1.00±0.14×106 b,2 3.75±1.26×105 bc,3 
วันที่ 7 2.35±1.36×105 b,4 1.80±0.34×106 ab,3 3.60±0.20×106 a,2 3.13±1.39×105 a,4 3.33±0.52×106 b,2 8.18±0.89×106 b,1 6.00±2.45×105 b,4 
วันที่ 10 2.03±0.15×105 b,3 2.93±0.17×106 a,2 3.20±0.26×106 a,2 4.00±0.18×105 a,3 1.22±0.55×107 a,1 1.45±0.21×107 a,1 2.45±0.37×106 a,2 
วันที่ 14 1.90±0.12×105 b,3 2.34±0.70×106 a,2 2.92±0.29×106 a,2 4.18±1.30×105 a,3 1.75±0.29×107 a,1 2.28±0.22×107 a,1 2.00±0.82×106 a,2 
วันที่ 21 1.68±0.08×105 b,3 1.78±0.33×106 ab,2 2.70±0.18×106 ab,2 2.25±0.96×105 a,4 1.95±0.17×107 a,1 2.15±0.13×107 a,1 1.96±0.33×106 a,2 
วันที่ 28 1.48±0.25×105 b,3 1.55±0.13×106 ab,2 2.22±0.17×106 ab,2 2.07±0.31×105 a,3 1.23±0.68×107 a,1 1.85±0.13×107 a,1 1.92±0.25×106 a,2 
วันที่ 35 1.41±0.20×105 b,3 1.45±0.24×106 b,2 2.18±0.84×106 ab,2 1.93±0.96×105 a,3 1.20±0.22×107 a,1 1.70±0.18×107 a,1 1.85±0.31×106 a,2 

% การเพ่ิมขึ้น -52.68% 913.99% 550.75% -23.72% 8,350.70% 9,450.56% 504.58% 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซินและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
(T1, T2 และ T3) พบวาในชุดการทดลอง T1 และ T2 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มีปริมาณเทากับ 
2.10±0.64×105  และ 1.54±0.43×105 CFU/g ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน (ประมาณ 10 เทา) 
ในวันที่ 3-35 ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 1.80±0.29×106 - 3.40±0.32×106 CFU/g และ 
2.50±0.58×106 - 4.96±0.42×106 CFU/g ตามลําดับ  สวนในชุดการทดลอง T3 พบวามีปริมาณอยู
ในชวง 1.80±0.19×105 - 9.00±0.82×105 CFU/g ต้ังแตวันที่ 0 - 35 ของการทดลอง 
 ในขณะที่ชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซินและเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, 
T5 และ T6) พบวาในชุดการทดลอง T4 และ T5 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มีปริมาณเทากับ 
2.32±0.99×105 และ 1.46±0.39×105 CFU/g  ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน (ประมาณ 10 เทา) 
ในวันที่ 3-7 ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 2.48±0.71×106 - 6.00±3.16×106 CFU/g และ 
1.10±0.24×106 - 6.50±1.21×106 CFU/g ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึนอีกครั้ง (ประมาณ 10 
เทา) ในวันที่ 10-35 ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 1.38±0.17×107 - 1.87±0.83×107 
CFU/mL และ 1.00±0.16×107 - 1.13±0.17×107 CFU/g ตามลําดับ  สวนในชุดการทดลอง T6 พบวา
มีปริมาณอยูในชวง 1.12±0.39×105 - 9.85±0.83×105 CFU/g ต้ังแตวันที่ 0 - 35 ของการทดลอง  
ดังแสดงในตารางที่ 53 
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ตารางท่ี 53 ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยการเติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
  
ระยะเวลา 

ทําการทดลอง 
หัวเชื้อที่เตรียม 

เชื้อเร่ิมตนที่ใส
ในชุดทดอง 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (CFU/g) 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 1.15±0.01×109 1.92×108 2.98±0.54×105 b,1 2.10±0.64×105 b,2 1.54±0.43×105 c,3 1.80±0.19×105 c,2 2.32±0.99×105 c,2 1.46±0.39×105 c,3 1.12±0.39×105 c,3 
วันที่ 3 

 

6.50±1.73×105 a,3 2.83±1.60×106 a,2 3.60±2.41×106 ab,2 4.80±0.84×105 a,3 6.00±3.16×106 b,1 6.50±1.21×106 b,1 4.25±1.89×105 b,3 
วันที่ 7 2.35±1.36×105 b,12 2.25±1.04×106 a,2 2.50±0.58×106 b,1 4.00±1.83×105 b,3 2.48±0.71×106 b,1 1.10±0.24×106 b,2 2.08±1.35×105 bc,3 

วันที่ 10 2.03±0.15×105 b,3 3.40±0.32×106 a,2 4.80±0.26×106 a,2 5.18±0.36×105 b,3 1.38±0.28×107 a,1 1.03±0.22×107 a,1 9.54±0.33×105 a,3 

วันที่ 14 1.90±0.12×105 b,4 2.80±1.60×106 a,3 4.96±0.42×106 a,2 9.00±0.82×105 a,4 1.83±0.21×107 a,1 1.13±0.17×107 a,1 9.85±0.83×105 a,3 
วันที่ 21 1.68±0.08×105 b,4 2.38±0.22×106 a,2 4.73±0.30×106 a,2 8.75±0.63×105 a,3 1.87±0.83×107 a,1 1.00±0.16×107 a,1 9.23±0.20×105 a,2 
วันที่ 28 1.48±0.25×105 b,4 1.88±0.47×106 a,2 3.33±0.85×106 ab,2 4.75±0.93×105 ab,3 1.40±0.12×107 a,1 1.08±0.13×107 a,1 8.66±0.21×105 a,3 
วันที่ 35 1.41±0.20×105 b,4 1.80±0.29×106 a,2 3.02±0.22×106 ab,2 4.60±0.89×105 ab,3 1.38±0.17×107 a,1 1.06±0.11×107 a,1 8.45±0.13×105 a,3 

% การเพ่ิมขึ้น -52.68% 757.14% 1,861.04% 155.56% 5,848.28% 7,160.27% 654.46% 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดพบวาในชุดควบคุมในวันที่ 0-35 
ของการทดลองมีคาเทากับ 3.35±0.34×105 - 3.78±0.19×105 CFU/g   
 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 
และ T3) พบวาในชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มีปริมาณเทากับ 
2.28±0.19×105, 2.55±0.12×105 และ 2.43±0.33×105 CFU/g ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน 
(ประมาณ 10 เทา) ในวันที่ 3-35 ของการทดลองซึ่ งมีปริมาณอยูในชวง 3.70±0.22×106 - 
5.10±0.14×106,  3.22±0.28×106 - 5.08±0.12×106 และ 2.88±0.13×106 - 4.94±0.15×106 
CFU/g ตามลําดับ   
 ในขณะที่ชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบและเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, T5 
และ T6) พบวาในชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มีปริมาณเทากับ 
3.42±0.16×105, 2.52±0.08×105 และ 2.40±0.13×105 CFU/g ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน 
(ประมาณ 10 เทา) ในวันที่ 3-10 ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 4.38±0.24×106 - 
5.20±0.14×106, 3.95±0.10×106 - 5.12±0.12×106 และ 3.80±0.19×106 - 5.07±0.21×106 
CFU/g ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึนอีกครั้ง (ประมาณ 10 เทา) ในวันที่ 14-35 ของการทดลอง 
ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 1.30±0.13×107 - 1.58±0.15×107, 1.20±0.82×107 - 1.45±0.12×107 และ 
9.98±0.47×106 - 1.34±0.11×107 CFU/g ตามลําดับ  ดังแสดงในตารางที่ 54 
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ตารางท่ี 54 ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

หัวเชื้อที่เตรียม 
เชื้อเร่ิมตนที่ใสใน

ชุดทดอง 
ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (CFU/g) 

ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 
วันที่ 0 1.21±0.03×109 1.87×108 3.70±0.18×105 a,1 2.28±0.19×105 b,2 2.55±0.12×105 b,2 2.43±0.33×105 b,2 3.42±0.16×105 c,1 2.52±0.08×105 c,2 2.40±0.13×105 c,2 
วันที่ 3 

 

3.78±0.19×105 a,3 3.70±0.22×106 a,1 3.22±0.28×106 a,12 2.88±0.13×106 a,2 4.38±0.24×106 b,1 3.95±0.10×106 b,1 3.80±0.19×106 b,1 
วันที่ 7 3.35±0.34×105 a,3 3.83±0.21×106 a,12 3.42±0.33×106 a,12 3.38±0.35×106 a,2 4.53±0.16×106 b,1 4.37±0.44×106 b,1 4.20±0.18×106 b,1 
วันที่ 10 3.42±0.44×105 a,3 3.92±0.12×106 a,12 3.49±0.403×106 a,2 3.44±0.28×106 a,2 5.20±0.14×106 b,1 5.12±0.12×106 b,1 5.07±0.21×106 b,1 
วันที่ 14 3.48±0.21×105 a,3 4.98±0.18×106 a,2 4.81±0.16×106 a,2 4.53±0.17×106 a,2 1.30±0.13×107 a,1 1.20±0.82×107 a,1 9.98±0.47×106 a,1 
วันที่ 21 3.53±0.21×105 a,3 5.03±0.19×106 a,2 4.89±0.17×106 a,2 4.91±0.16×106 a,2 1.38±0.15×107 a,1 1.23±0.14×107 a,1 1.20±0.14×107 a,1 
วันที่ 28 3.67±0.14×105 a,3 5.08±0.15×106 a,2 4.99±0.10×106 a,2 4.87±0.13×106 a,2 1.55±0.21×107 a,1 1.38±0.12×107 a,1 1.34±0.11×107 a,1 
วันที่ 35 3.68±0.18×105 a,3 5.10±0.14×106 a,2 5.08±0.12×106 a,2 4.94±0.15×106 a,2 1.58±0.15×107 a,1 1.45±0.13×107 a,1 1.33±0.13×107 a,1 

% การเพ่ิมขึ้น -0.54% 2,136.84% 1,892.16% 1,932.92% 4,519.88% 5,653.97% 5,441.67% 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 0.5 % w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดพบวาชุดควบคุมในวันที่ 0-35 
ของการทดลองมีคาเทากับ 3.35±0.34×105 - 3.78±0.19×105 CFU/g  สวนในชุดการทดลองที่เติม
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 และ T3) พบวาใน 
ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 ของวันที่ 0 ของการทดลอง  มีปริมาณเทากับ 2.13±0.24×105, 
2.16±0.13×105 และ 2.00±0.09×105 CFU/g ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน (ประมาณ 10 เทา) ใน
วันที่ 3-35 ของการทดลองซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 2.22±0.26×106 - 3.36±0.18×106, 2.18±0.16×106 
- 3.48±0.15×106 และ 1.18±0.21×106 - 3.38±0.12×106 CFU/g ตามลําดับ   
 ในขณะที่ชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 (T4, T5 และ T6) พบวาในชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มี
ปริมาณเทากับ 3.44±0.21×105, 3.20±0.42×105 และ 2.76±0.15×105 CFU/g ตามลําดับ และมี
ปริมาณเพิ่ม ข้ึน (ประมาณ 10 เทา) ในวันที่ 3-10 ของการทดลอง ซึ่ งมีปริมาณอยู ในชวง 
3.87±0.30×106 - 4.07±0.27×106, 3.02±0.22×106 - 3.73±0.23×106 และ 2.98±0.15×106 - 
3.54±0.11×106 CFU/g ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึนอีกครั้ง (ประมาณ 10 เทา) ในวันที่ 14-35 
ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 1.64±0.13×107 - 2.61±0.13×107, 1.47±0.15×107 - 
2.22±0.14×107 และ 1.33±0.14×107 - 1.92±0.15×107 ตามลําดับ  ดังแสดงในตารางที่ 55 
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ตารางท่ี 55 ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
  

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

หัวเชื้อที่เตรียม 
เชื้อเร่ิมตนที่ใส
ในชุดทดอง 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (CFU/g) 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 1.21±0.03×109 1.87×108 3.70±0.18×105 a,1 2.13±0.24×105 b,2 2.16±0.13×105 b,2 2.00±0.09×105 b,2 3.44±0.21×105 c,1 3.20±0.42×105 c,1 2.76±0.15×105 c,12 
วันที่ 3 

 

3.78±0.19×105 a,3 2.22±0.26×106 a,2 2.18±0.16×106 a,2 1.18±0.21×106 a,2 3.87±0.30 ×106 b,1 3.02±0.22×106 b,12 2.98±0.15×106 b,12 
วันที่ 7 3.35±0.34×105 a,3 2.32±0.17×106 a,2 2.52±0.17×106 a,2 1.67±0.22×106 a,2 3.88±0.15×106 b,1 3.50±0.08×106 b,1 3.38±0.20×106 b,1 

วันที่ 10 3.42±0.44×105 a,3 2.70±0.24×106 a,12 3.05±0.15×106 a,1 1.94±0.15×106 a,2 4.07±0.27×106 b,1 3.73±0.23×106 b,1 3.54±0.11×106 b,1 

วันที่ 14 3.48±0.21×105 a,3 2.79±0.25×106 a,2 3.17±0.14×106 a,2 2.45±0.25×106 a,2 1.64±0.13×107 a,1 1.47±0.15×107 a,1 1.33±0.14×107 a,1 
วันที่ 21 3.53±0.21×105 a,3 3.23±0.24×106 a,2 3.30±0.13×106 a,2 2.70±0.163106 a,2 2.16±0.14×107 a,1 1.73±0.12×107 a,1 1.70±0.13×107 a,1 
วันที่ 28 3.67±0.14×105 a,3 3.34±0.15×106 a,2 3.40±0.10×106 a,2 3.30±0.08×106 a,2 2.53±0.14×107 a,1 2.02±0.12×107 a,1 1.84±0.11×107 a,1 
วันที่ 35 3.68±0.18×105 a,3 3.36±0.18×106 a,2 3.48±0.15×106 a,2 3.38±0.12×106 a,2 2.61±0.13×107 a,1 2.22±0.14×107 a,1 1.92±0.15×107 a,1 

% การเพ่ิมขึ้น -0.54% 1,477.46% 1,511.11% 1,590.00% 7,487.21% 6,837.50% 6,856.52% 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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 2.4  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกท้ังหมดท่ีละลายนํ้าท่ีหลงเหลือจากการ
ยอยสลาย 
 จากการศึกษาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในชุดควบคุมพบวามีปริมาณคงที่เทากับ 
754.72 GAE/1 g ตลอดระยะเวลาทําการทดลอง (วันที่ 0 - 35) โดยในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามัน
ดีเซลและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 และ T3) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง 
ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 3,207.55±266.83, 
3,396.23±533.67 และ 5,094.34±266.83 GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทําการ
ทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลอง  มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 
2,698.11±53.37, 3,006.29±39.28 และ 4,610.06±207.83 GAE/1 g ตามลําดับ  สวนในชุดการ
ทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซลและเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, T5 และ T6) พบวาใน
วันที่ 0 ของการทดลอง ชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 
3,264.15±210.10, 3,424.53±93.39 และ 5,188.68±133.42 GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลง
ตามระยะเวลาทําการทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลองมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด
เหลือเทากับ 1,386.79±120.07, 1,952.83±93.39 และ 4,534.59±78.55 GAE/1 g ตามลําดับ   
โดยมีรอยละการลดลงของปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 ที่
เติมนํ้ามันดีเซล 0.5%, 1.0% และ 1.5% แบคทีเรียในดินสามารถลดปริมาณสารประกอบฟนอลิก
ทั้งหมดในดินไดเทากับ 15.88%, 11.48% และ 9.56% ตามลําดับ แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย 
Bacillus สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 ที่เติมนํ้ามันดีเซล 0.5%, 1.0% และ 
1.5% พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการลดปริมาณสารประกอบ 
ฟนอลิกทั้งหมดที่อยูในดินไดเพิ่มข้ึนในแตละชุดการทดลอง โดยจะลดปริมาณสารประกอบฟนอลิก
ทั้งหมดไดสูงที่สุดในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามัน 0.5% (57.51%) รองลงมาคือ 1% (49.78%) และ 
1.5% (12.61%) ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 56 
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ตารางท่ี 56 ปริมาณสารประกอบฟนอลกิทั้งหมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Gallic acid equivalent (GAE)/1 g) 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 754.72±266.83 a,3 3,207.55±266.83 a,2 3,396.23±533.67 a,2 5,094.34±266.83 a,1 3,264.15±210.10 a,2 3,424.53±93.39 a,2 5,188.68±133.42 a,1 
วันที่ 3 754.72±180.65 a,4 3,113.21±133.42 a,2 3,113.21±133.42 ab,2 4,905.66±266.83 b,1 2,547.17±133.42 b,3 2,452.83±266.83 b,3 5,000.00±133.42 a,1 
วันที่ 7 754.72±154.06 a,4 3,018.87±188.68 a,2 3,333.33±288.21 a,2 4,896.23±200.12 b,1 1,698.11±0.00 c,3 2,358.49±133.42 b,3 4,811.32±133.42 ab,1 
วันที่ 10 754.72±26.68 a,5 3,081.76±108.93 a,2 3,367.92±40.02 a,2 4,858.49±93.39 b,1 1,650.94±66.71 c,4 2,235.85±226.81 b,3 4,669.81±66.71 b,1 
วันที่ 14 754.72±120.07 a,4 3,113.21±133.42 a,2 3,301.89±133.42 a,2 4,849.06±160.10 b,1 1,641.51±80.05 c,4 2,245.28±26.68 b,3 4,641.51±373.57 b,1 
วันที่ 21 754.72±68.03 a,5 3,018.87±53.37 a,2 3,194.97±28.82 ab,2 4,716.98±53.37 bc,1 1,490.57±26.68 c,4 2,132.08±114.77 b,3  4,622.64±373.57 b,1 
วันที่ 28 754.72±56.60 a,5 3,012.58±28.82 a,2 3,125.79±110.56 ab,2 4,698.79±53.37 bc,1 1,415.09±133.42 c,4 2,062.89±170.16 b,3 4,566.04±80.05 b,1 
วันที่ 35 754.72±37.74 a,5 2,698.11±53.37 b,3 3,006.29±39.28 b,2 4,610.06±207.83 c,1 1,386.79±120.07 c,4 1,952.83±93.39 c,3 4,534.59±78.55 b,1 

% การลดลงของ
สารประกอบ 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0 15.88% 11.48% 9.56% 57.51% 49.78% 12.61% 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 104 
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 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซินและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
(T1, T2 และ T3) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 มีปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 23,377.36±75.47, 3,490.57±400.25 และ 3,584.91±0.00 
GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทําการทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลองมี
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 2,371.07±10.89, 3,006.29±76.25 และ 
3,201.26±76.25 GAE/1 g ตามลําดับ  สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซินและเติมแบคทีเรีย 
B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, T5 และ T6) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง ชุดการทดลอง T4, T5 
และ T6 มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 3,773.58±0.00, 3,584.91±533.67 และ 
3,867.92±133.42 GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทําการทดลองโดยในวันที่ 35 
ของการทดลองมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 2,452.83±133.42, 2,575.47±40.02 
และ 3,251.57±66.26 GAE/1 g ตามลําดับ   โดยมีรอยละการลดลงของปริมาณสารประกอบฟนอลิก
ทั้งหมดในชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 ที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% แบคทีเรียใน
ดินสามารถลดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในดินไดเทากับ 29.80%, 13.87% และ 10.70% 
ตามลําดับ แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลอง T4, T5 และ 
T6 ที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มี
ความสามารถในการลดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่อยูในดินไดเพิ่มข้ึนในแตละชุดการ
ทดลอง โดยจะลดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดไดสูงที่สุดในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามัน 0.5% 
(35.00%) รองลงมาคือ 1.0% (28.16%) และ 1.5% (15.93%) ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 57 
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ตารางท่ี 57 ปริมาณสารประกอบฟนอลกิทั้งหมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Gallic acid equivalent (GAE)/1 g) 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 754.72±266.83 a,3 3,377.36±75.47 a,2 3,490.57±400.25 a,2 3,584.91±0.00 a,2 3,773.58±0.00 a,1 3,584.91±533.67 a,2 3,867.92±133.42 a,1 
วันที่ 3 754.72±180.65 a,4 2,452.83±266.83 b,3 3,113.21±133.42 ab,2 3,301.89±400.25 ab,2 3,207.55±266.83 b,2 3,018.87±266.83 b,2 3,867.92±400.25 a,1 
วันที่ 7 754.72±154.06 a,5 2,547.17±133.42 b,4 3,018.87±266.83 ab,3 3,490.57±133.42 a,2 3,113.21±133.42 b,3 2,924.53±133.42 b,3 3,773.58±266.83 a,1 
วันที่ 10 754.72±26.68 a,6 2,509.43±80.05 b,5 3,179.25±40.02 ab,3 3,358.49±26.68 ab,2 2,962.26±80.05 b,4 2,820.75±40.02 bc,4 3,500.00±146.76 b,1 
วันที่ 14 754.72±120.07 a,4 2,528.30±106.73 b,3 3,113.21±133.42 ab,2 3,358.49±53.37 ab,1 2,981.13±684.81 b,2 2,990.57±226.81 b,2 3,490.57±400.25 b,1 
วันที่ 21 754.72±68.03 a,5 2,490.57±80.05 b,4 3,047.17±93.39 b,2 3,235.85±120.07 b,1 2,660.38±26.68 bc,3 2,745.28±146.76 bc,3 3,349.06±66.71 b,1 
วันที่ 28 754.72±56.60 a,4 2,408.81±28.82 b,3 3,018.87±80.05 b,2 3,220.13±89.17 b,1 2,515.72±39.28 bc,3 2,632.08±13.34 c,3 3,257.86±47.48 b,1 
วันที่ 35 754.72±37.74 a,4 2,371.07±10.89 b,3 3,006.29±76.25 b,2 3,201.26±76.25 b,1 2,452.83±133.42 c,3 2,575.47±40.02 c,3 3,251.57±66.26 b,1 

% การลดลงของ
สารประกอบ 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0 29.80% 13.87% 10.70% 35.00% 28.16% 15.93% 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 106 
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 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 
และ T3) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 มีปริมาณสารประกอบ 
ฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 2,641.51±266.83, 2,924.53±133.42 และ 4,811.32±133.42 GAE/1 g 
ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทําการทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลองมีปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 2,201.26±28.82, 2,503.14±39.28 และ 4,257.86±39.28 
GAE/1 g ตามลําดับ  สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบและเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
(T4, T5 และ T6) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง  ชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 มีปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 2,767.30±288.21, 3,270.44±400.25 และ 4,622.64±133.42 
GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทําการทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลองมี
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 1,830.19±37.74, 2,402.52±39.28 และ 
3,943.40±18.87 GAE/1 g ตามลําดับ   โดยมีรอยละการลดลงของปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด
ในชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 ที่เติมนํ้ามันดิบ 0.5%, 1.0% และ 1.5% แบคทีเรียในดินสามารถ
ลดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในดินไดเทากับ 16.67%, 14.38% และ 11.50% ตามลําดับ 
แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 ที่เติม
นํ้ามันดิบ 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการ
ลดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่อยูในดินไดเพิ่มข้ึนในแตละชุดการทดลอง โดยจะลดปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดไดสูงที่สุดในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบ 0.5% (33.86%) รองลงมาคือ 
1.0% (26.53%) และ 1.5% (14.69%) ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 58 
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ตารางท่ี 58 ปริมาณสารประกอบฟนอลกิทั้งหมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Gallic acid equivalent (GAE)/1 g) 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 754.72±266.83 a,4 2,641.51±266.83 a,3 2,924.53±133.42 a,23 4,811.32±133.42 a,1 2,767.30±288.21 a,23 3,270.44±400.25 a,2 4,622.64±133.42 a,1 
วันที่ 3 754.72±90.32 a,4 2,628.93±300.90 a,3 2,915.09±93.39 a,2 4,748.43±26.68 a,1 2,603.77±26.68 a,3 3,188.68±53.37 a,2 4,358.49±480.30 b,1 
วันที่ 7 754.72±80.05 a,4 2,616.35±324.80 a,3 2,842.77±107.29 a,2 4,707.55±13.34 a,1 2,594.34±13.34 ab 3,150.94±53.37 a,2 4,254.72±413.59 b,1 
วันที่ 10 754.72±68.03 a,5 2,584.91±49.92 ab,4 2,767.30±76.25 ab,4 4,584.91±99.84 ab,1 2,484.28±57.64 b,4 3,012.58±28.82 a,3 4,176.10±38.90 bc,2 
วันที่ 14 754.72±99.84 a,5 2,452.83±18.87 ab,4 2,650.94±10.89 ab,34 4,402.52±39.28 ab,1 2,213.84±39.28 b,4 2,955.97±47.48 ab,3 4,100.63±39.28 bc,2 
วันที่ 21 754.72±68.03 a,5 2,427.67±10.89 ab,34 2,616.35±10.89 ab,3 4,364.78±28.82 ab,1 2,169.81±37.74 b,4 2,672.96±28.82 bc,3 4,075.47±49.92 bc,2 
วันที่ 28 754.72±60.65 a,5 2,371.07±28.82 ab,3 2,603.77±18.87 ab,3 4,314.47±28.82 ab,1 2,094.34±18.87 b,4 2,490.57±18.87 bc3 4,031.45±47.48 bc,2 
วันที่ 35 754.72±18.87 a,5 2,201.26±28.82 b,3 2,503.14±39.28 b,3 4,257.86±39.28 b,1 1,830.19±37.74 c,4 2,402.52±39.28 c,3 3,943.40±18.87 c,2 

% การลดลงของ
สารประกอบ 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0 16.67% 14.38% 11.50% 33.86% 26.53% 14.69% 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05  108 
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 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 (T1, T2 และ T3) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 มีปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 2,893.08±288.31, 3,333.33±288.21 และ 4,213.84±288.21 
GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทําการทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลองมี
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 2,389.94±39.28, 2,830.19±18.87 และ 
3,647.80±39.28 GAE/1 g ตามลําดับ  สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและเติม
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, T5 และ T6) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง ชุดการ
ทดลอง T4, T5 และ T6 มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 3,018.87±188.68, 
3,867.92±133.42 และ 4,591.29±217.87 GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทํา
การทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลองมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 
2,132.08±53.37, 3,000.00±32.68 และ 3,754.72±18.87 GAE/1 g ตามลําดับ   โดยมีรอยละการ
ลดลงของปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 ที่เติมนํ้ามันเครื่องที่
ใชแลว 0.5%, 1.0% และ 1.5% แบคทีเรียในดินสามารถลดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดใน
ดินไดเทากับ 17.39%, 15.09% และ 13.43% ตามลําดับ แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 ที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5%, 1.0% และ 
1.5% พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการลดปริมาณสารประกอบ 
ฟนอลิกทั้งหมดที่อยูในดินไดเพิ่มข้ึนในแตละชุดการทดลอง โดยจะลดปริมาณสารประกอบฟนอลิก
ทั้งหมดไดสูงที่สุดในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% (29.37%) รองลงมาคือ 1.0% 
(22.44%) และ 1.5% (18.22%) ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 59 
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ตารางท่ี 59 ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Gallic acid equivalent (GAE)/1 g) 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 754.72±266.83 a,5 2,893.08±288.31 a,4 3,333.33±288.21 a,23 4,213.84±288.21 a,1 3,018.87±188.68 a,3 3,867.92±133.42 a,2 4,591.29±217.87 a,1 
วันที่ 3 754.72±90.32 a,4 2,861.64±222.92 a,3 3,314.47±247.45 a,23 4,138.36±144.11 a,1 2,918.24±125.51 a,3 3,811.32±132.08 a,2 4,540.88±190.87 a,1 
วันที่ 7 754.72±80.05 a,5 2,798.74±240.15 ab,4 3,301.89±180.65 a,34 4,081.76±71.43 a,2 2,830.19±90.32 ab,4 3,723.27±39.28 a,3 4,515.72±10.89 a,1 
วันที่ 10 754.72±68.03 a,5 2,740.57±71.22 ab,4 3,292.45±71.43 ab,3 3,981.13±49.92 ab,2 2,761.01±28.82 b,4 3,534.59±28.82 ab,3 4,433.96±75.47 a,1 
วันที่ 14 754.72±99.84 a,5 2,672.96±57.64 ab,4 3,138.36±47.48 ab,3 3,861.64±76.25 ab,2 2,679.25±49.92 b,4 3,477.99±10.89 ab,3 4,353.77±60.65 ab,1 
วันที่ 21 754.72±68.03 a,5 2,635.22±47.48 ab,4 3,018.87±82.24 ab,3 3,798.74±60.65 ab,2 2,503.14±39.28 b,4 3,333.33±39.28 ab,3 4,113.21±26.68 ab,1 
วันที่ 28 754.72±60.65 a,5 2,603.77±37.74 ab,3 2,874.21±28.82 ab,23 3,723.27±39.28 ab,1 2,301.89±49.92 bc,4 3,144.65±28.82 b,2 3,924.53±18.87 b,1 
วันที่ 35 754.72±18.87 a,4 2,389.94±39.28 b,3 2,830.19±18.87 b,2 3,647.80±39.28 b,1 2,132.08±53.37 c,3 3,000.00±32.68 b,2 3,754.72±18.87 b,1 

% การลดลงของ
สารประกอบ 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0 17.39% 15.09% 13.43% 29.37% 22.44% 18.22% 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 110 
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 2.5 ประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามันในดินดวยการเติมแบคทีเรีย 
 จากการศึกษานํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลาย (Spectrogram) ในชุดการทดลองที่
เติมนํ้ามันดีเซล 0.5%, 1.0% และ 1.5% (ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3) พบวาแบคทีเรียในดิน
สามารถยอยสลายนํ้ามันดีเซลในชุดการทดลอง T1 และ T2 ไดต้ังแตวันที่ 14 ของการทดลอง แตเมื่อ
มีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซล 0.5%, 1.0% 
และ 1.5% (ชุดการทดลอง T4, T5 และ T6) พบวานํ้ามันถูกยอยสลายไดเร็วข้ึนโดยพบการยอยสลาย
ไดต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 60 
 ในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวาแบคทีเรียในดินสามารถ
ยอยสลายนํ้ามันเบนซินไดต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวานํ้ามันถูกยอยสลายได
เร็วข้ึนโดยพบการยอยสลายไดต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 61 
 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบ 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวาแบคทีเรียในดินสามารถ
ยอยสลายนํ้ามันดิบไดต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง   แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบ 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวานํ้ามันถูกยอยสลายไดเร็ว
ข้ึนโดยพบการยอยสลายไดต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 62 
 เชนเดียวกันกับในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวา
แบคทีเรียในดินสามารถยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวไดต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง แตเมื่อมีการ
เติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5%, 
1.0% และ 1.5% พบวานํ้ามันถูกยอยสลายไดเร็วข้ึนโดยพบการยอยสลายไดต้ังแตวันที่ 3 ของการ
ทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 63 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



112 

ตารางท่ี 60  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการ
เติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  

 

วันที่ ชุดควบคุม T1 T2 T3 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + น้ํามันดีเซล 0.5 % w/w, ชุดการทดลองที่ 2 (T2) 
เติมดิน + น้ํามันดีเซล 1.0 % w/w, ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + น้ํามันดีเซล 1.5 % w/w, ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + 
น้ํามันดีเซล 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL, ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + 
น้ํามันดีเซล 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL, ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + 
น้ํามันดีเซล 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
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ตารางท่ี 60  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการ
เติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (ตอ) 

 

วันที่ T4 T5 T6 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + น้ํามันดีเซล 0.5 % w/w, ชุดการทดลองที่ 2 (T2) 
เติมดิน + น้ํามันดีเซล 1.0 % w/w, การทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + น้ํามันดีเซล 1.5 % w/w, ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + น้ํามัน
ดีเซล 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL, ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + น้ํามัน
ดีเซล 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL, ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + น้ํามัน
ดีเซล 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
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ตารางท่ี 61  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวย
การเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

วันที่ ชุดควบคุม T1 T2 T3 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + น้ํามันเบนซิน 0.5 % w/w, ชุดการทดลองที่ 2 
(T2) เติมดิน + น้ํามันเบนซิน 1.0 % w/w, ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + น้ํามันเบนซิน 1.5 % w/w, ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติม
ดิน + น้ํามันเบนซิน 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL, ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติม
ดิน + น้ํามันเบนซิน 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL, ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติม
ดิน + น้ํามันเบนซิน 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
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ตารางท่ี 61  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวย
การเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (ตอ) 

 

วันที่ T4 T5 T6 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + น้ํามันเบนซิน 0.5 % w/w, ชุดการทดลองที่ 2 
(T2) เติมดิน + น้ํามันเบนซิน 1.0 % w/w, ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + น้ํามันเบนซิน 1.5 % w/w, ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติม
ดิน + น้ํามันเบนซิน 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL, ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติม
ดิน + น้ํามันเบนซิน 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL, ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติม
ดิน + น้ํามันเบนซิน 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
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ตารางท่ี 62  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการ
เติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

วันที่ ชุดควบคุม T1 T2 T3 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + น้ํามันดิบ 0.5 % w/w, ชุดการทดลองที่ 2 (T2) 
เติมดิน + น้ํามันดิบ 1.0 % w/w, ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + น้ํามันดิบ 1.5 % w/w, ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + 
น้ํามันดิบ 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL, ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + 
น้ํามันดิบ 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL, ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + 
น้ํามันดิบ 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
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ตารางท่ี 62  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการ
เติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (ตอ) 

 

วันที่ T4 T5 T6 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + น้ํามันดิบ 0.5 % w/w, ชุดการทดลองที่ 2 (T2) 
เติมดิน + น้ํามันดิบ 1.0 % w/w, ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + น้ํามันดิบ 1.5 % w/w, ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + 
น้ํามันดิบ 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL, ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + 
น้ํามันดิบ 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL, ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + 
น้ํามันดิบ 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
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ตารางท่ี 63  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวใน
ดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  

 

วันที่ ชุดควบคุม T1 T2 T3 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, ชดุการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 0.5 % w/w, ชุดการทดลอง
ที่ 2 (T2) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.0 % w/w, ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.5 % w/w, ชุดการ
ทดลองที ่4 (T4) เติมดิน + น้าํมันเคร่ืองที่ใชแลว 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL, 
ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 
CFU/mL, ชุดการทดลองที ่6 (T6) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 
1.87×108 CFU/mL 
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ตารางท่ี 63  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวใน
ดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (ตอ) 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, ชดุการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 0.5 % w/w, ชุดการทดลอง
ที่ 2 (T2) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.0 % w/w, ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.5 % w/w, ชุดการ
ทดลองที ่4 (T4) เติมดิน + น้าํมันเคร่ืองที่ใชแลว 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL, 
ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 
CFU/mL, ชุดการทดลองที ่6 (T6) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 
1.87×108 CFU/mL 
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 2.6 การวิเคราะหปริมาณซีโอดี 
 จากการศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลาย
นํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว ที่ปนเปอนในดินโดยทําการวิเคราะห
คาซีโอดี  ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 64-67  พบวาเมื่อทําการศึกษาการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด 
ภายในระยะเวลา 35 วัน  พบวาทุกชุดการทดลองมีการลดลงของคาซีโอดีแตกตางกันของแตละนํ้ามัน
และแตละชุดการทดลอง 
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ตารางท่ี 64 ปริมาณซีโอดีจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 46.75±1.50a,7 10,550.00±57.74a,6 11,025.00±95.74a,5 22,800.00±115.47a,3 12,150.00±100.00a,4 24,200.00±115.47a,2 27,150.00±100.00a,1 
วันที่ 35 48.33±0.58a,7 10,366.67±57.74b,6 10,866.67±57.74a,5 22,533.33±57.74b,3 11,700.00±200.00b,4 24,066.67±57.74a,2 26,766.67±57.74b,1 

% การเพิ่มขึ้น/ 
การลดลง 

+3.38 -1.27 -1.44 -1.17 -3.70 -0.55 -1.41 

 
หมายเหต:ุ ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
 ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 0.5 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.0 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.5 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันดีเซล 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ตารางท่ี 65 ปรมิาณซีโอดีจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 46.75±1.50a,6 10,066.67±57.74b,5 10,166.67±152.75a,5 25,433.33±57.74a,2 13,433.33±57.74a,4 22,766.67±57.74a,3 26,833.33±57.74a,1 
วันที่ 35 48.33±0.58a,7 11,066.67±115.47a,5 10,133.33±57.74a,6 24,933.33±57.74b,2 12,666.67±152.75b,4 21,566.67±152.75b,3 25,800.00±100.00b,1 

% การเพิ่มขึ้น/ 
การลดลง 

+3.38 +9.93 -0.33 -1.97 -5.71 -5.27 -3.85 

 
หมายเหต:ุ ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
 ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 0.5 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.0 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.5 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.92×108 CFU/mL 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ตารางท่ี 66 ปรมิาณซีโอดีจากการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 46.75±1.50a,7 12,825.00±50.00a,6 13,775.00±150.00a,5 25,225.00±95.74a,2 16,725.00±50.00a,4 23,700.00±141.42a,3 28,825.00±95.74a,1 
วันที่ 35 48.33±0.58a,7 12,400.00±100.00b,6 13,466.67±57.74b,5 24,733.33±57.74b,2 16,133.33±57.74b,4 22,866.67±57.74b,3 27,500.00±100.00b,1 

% การเพิ่มขึ้น/ 
การลดลง 

+3.38 -3.31 -2.24 -1.95 -3.54 -3.52 -4.60 

 
หมายเหต:ุ ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
 ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 0.5 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.0 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.5 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันดิบ 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตัง้แสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ตารางท่ี 67 ปรมิาณซีโอดีจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในดินดวยการเติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
ชุดควบคุม ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 ชุดการทดลอง 5 ชุดการทดลอง 6 

วันที่ 0 46.75±1.50a,7 13,250.00±191.49a,6 14,200.00±81.65a,5 24,475.00±189.30a,3 14,625.00±95.74a,4 25,150.00±100.00a,2 27,525.00±50.00a,1 
วันที่ 35 48.33±0.58a,5 13,133.33±115.47a,4 13,733.33±208.17b,3 23,500.00±100.00b,2 13,200.00±100.00b,4 23,400.00±100.00b,2 26,133.33±57.74b,1 

% การเพิ่มขึ้น/ 
การลดลง 

+3.38 -0.88 -3.29 -3.94 -9.74 -6.96 -5.06 

 
หมายเหต:ุ ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
 ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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3.  การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันชนิดตางๆ ในดินดวยการเติมสารอาหารชนิดตาง ๆ 
 การศึกษาถึงการเติมสารอาหารชนิดตางๆ  ไดแก สารอาหารกลุมไนโตรเจน (Yeast extract 
1.0%), คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1.0%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%) และ 0.1% 
H2O2 เพื่อสงเสรมิการยอยสลายนํ้ามัน 1% ทั้ง 4 ชนิด ที่ปนเปอนในดิน โดยเติมแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ผลการศึกษาแสดงดังตอไปน้ี 
 
 3.1 การตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางของดิน 
  จากการศึกษาคาความเปนกรด-ดาง พบวาดินที่ทําการศึกษามีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 
5.64±0.04  ในชุดการทดลองที่มีการเติมนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด (ดีเซล 1%, นํ้ามันเบนซิน 1%, นํ้ามันเครื่องที่
ใชแลว 1% และนํ้ามันดิบ 1%) พบวาไมมีผลตอคาความเปนกรด-ดาง แตเมื่อมีการเติมทั้งนํ้ามันและ 
B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวามีคาความเปนกรด-ดางเพิ่มข้ึนเล็กนอย ยกตัวอยางเชน ในชุดการ
ทดลองของนํ้ามันดีเซล 1% ที่พบวาเมื่อมีการเติมนํ้ามันดีเซล 1% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 จะ
ทําใหคาความเปนกรด-ดางเพิ่มจาก 5.64±0.04 (ชุดควบคุม) เปน 5.78±0.07 และเมื่อมีการเติม
สารอาหารต้ังแต 1 ชนิดจนถึง 4 ชนิด ผสมกับนํ้ามันดีเซล 1% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวาใน
ทุกชุดการทดลองจะทําใหคาความเปนกรด-ดางเพิ่มข้ึน  ดังแสดงในชุดการทดลอง T1-1 ถึง T4-1 
เทากับ 6.03±0.02, 6.13±0.02, 6.15±0.04 และ 6.19±0.01 ตามลําดับ  ตอมาพบวาเมื่อ
ทําการศึกษาคาความเปนกรด-ดางภายใน 7 วัน ของทุกชุดการทดลองพบวาทุกชุดการศึกษาในชุด
การทดลองที่เกี่ยวกับนํ้ามันดีเซล 1% และนํ้ามันเบนซิน 1% มีคาความเปนกรด-ดางสูงข้ึนเล็กนอย 
ดังแสดงในตารางที่ 68-69 
 สวนการศึกษาความเปนกรด-ดางในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบ 1% และนํ้าเครื่องที่ใชแลว 
1% พบวาเมื่อมีการเติมนํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% และ Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 
1.0% (T2-3) ถึง (T4-3) มีคาความเปนกรด-ดางเพิ่มข้ึนอยางมากเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มี
แตดินเทาน้ัน (5.64±0.04) เทากับ 6.22±0.05, 6.30±0.02 และ 6.39±0.03 ตามลําดับ ตอมา
ทําการศึกษาการยอยสลายภายในระยะเวลา 7 วัน   พบวาคาความเปนกรด-ดางของชุดการทดลอง
ต้ังแตชุด C2-3, T2-3, T3-3 และ T4-3 มีคาลดลงจากวันแรกของการศึกษาเล็กนอย 
 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวพบวานํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1% มีผลทําใหคา
ความเปนกรด-ดางสูงข้ึน รวมทั้งการเติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% และ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ทําใหคาความเปนกรด-ดางสูงมากข้ึนกวาชุดที่มีการเติมเฉพาะนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
1% และนอกจากน้ันพบวาในชุดที่เติมสารอาหารต้ังแต 1 ชนิด (T1-4) ถึงชุด (T4-4) รวมกับการเติม
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวามีคาความเปนกรด-
ดางที่เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญเทากับ 6.25±0.01, 6.25±0.05, 6.36±0.03 และ 6.39±0.02 
ตามลําดับ   โดยในชุดควบคุมมีคาความเปนกรด-ดาง เทากับ 5.64±0.04 แตเมื่อทําการศึกษาภายใน 
7 วันพบวาคาความเปนกรด-ดางในชุดควบคุม C2-4, C3-4 จนถึงชุดการทดลอง T1-4, T2-4, T3-4 
และ T4-4 มีคาลดลง ดังแสดงในตารางที่ 71 
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ตารางท่ี 68 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเปนกรด-ดางในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 5.64±0.04 a,4 5.64±0.01 b,4 5.78±0.07 b,3 6.03±0.02 b,2 6.13±0.02 a,1 6.15±0.04 a,1 6.19±0.01 a,1 
วันที่ 3 5.66±0.03 a,4 5.80±0.04 a,3 5.81±0.05 b,3 6.05±0.04 ab,2 6.11±0.04 a,2 6.19±0.03 a,1 6.22±0.05 a,1 
วันที่ 7 5.72±0.07 a,6 5.82±0.06 a,5 5.93±0.04 a,4 6.09±0.01 a,3 6.13±0.04 a,23 6.17±0.01 a,12 6.22±0.03 a,1 

 
หมายเหตุ:  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-1) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract 

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract 

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract  

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 69 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเปนกรด-ดางในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 5.64±0.04 a,5 5.61±0.02 b,5 5.81±0.05 a,4 5.99±0.06 a,3 6.04±0.07 a,23 6.11±0.05 a,12 6.17±0.01 a,1 
วันที่ 3 5.66±0.03 a,6 5.72±0.05 a,5 5.85±0.05 a,4 6.06±0.02 a,3 6.09±0.01 a,23 6.13±0.03 a,12 6.18±0.02 a,1 
วันที่ 7 5.72±0.07 a,4 5.77±0.06 a,4 5.90±0.06 a,3 6.06±0.03 a,2 6.12±0.04 a,2 6.14±0.03 a,12 6.21±0.03 a,1 

 
หมายเหตุ:  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-2) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract 

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract 

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract 

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 70 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเปนกรด-ดางในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 5.64±0.04 a,6 5.83±0.05 a,5 5.92±0.04 a,4 6.05±0.03 a,3 6.22±0.05 a,2 6.30±0.02 a,1 6.39±0.03 a,1 
วันที่ 3 5.66±0.03 a,6 5.84±0.05 a,5 5.90±0.05 a,5 6.01±0.03 a,4 6.10±0.03 b,3 6.22±0.07 a,2 6.32±0.06 a,1 
วันที่ 7 5.72±0.07 a,5 5.79±0.02 a,5 5.95±0.02 a,4 6.11±0.07 a,3 6.18±0.03 a,3 6.23±0.06 a,2 6.34±0.03 a,1 

 
หมายเหตุ:  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-3) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract  

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract  

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract  

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 71 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเปนกรด-ดางในการยอยสลายนํ้ามันเครือ่งที่ใชแลว 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 5.64±0.04 a,5 5.87±0.03 a,4 5.96±0.05 a,3 6.25±0.01 a,2 6.25±0.05 a,2 6.36±0.03 a,1 6.39±0.02 a,1 
วันที่ 3 5.66±0.03 a,4 5.88±0.03 a,34 5.91±0.04 a3,4 5.74±0.57 a,34 6.09±0.02 c,23 6.20±0.03 b,12 6.37±0.05 a,1 
วันที่ 7 5.72±0.07 a,6 5.86±0.03 a,5 5.94±0.03 a,4 6.15±0.04 a,3 6.17±0.02 b,23 6.23±0.04 b,2 6.35±0.05 a,1 

 
หมายเหตุ:  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-4) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast 

extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast 

extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast 

extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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 3.2 การสังเกตการเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดินดวยตาเปลา 
  จากการศึกษาคาความเขมสีของดินตลอดระยะเวลาทําการทดลอง (วันที่ 0-7) ของการศึกษา
ถึงผลของการเติมสารอาหารชนิดตางๆ ในการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิดรวมกับการเติม  B. subtilis 
สายพันธุ SE1  ผลการศึกษาแสดงในตารางที่ 72-75  พบวาเมื่อมีการเติมนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด และ/หรือ
เติม B. subtilis สายพันธุ SE1 ทําใหความเขมสีของดินเพิ่มข้ึนจาก + เปน ++  สวนชุดที่มีการเติม
สารอาหารต้ังแต 1 ชนิดข้ึนไปรวมกับการเติมนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด และ B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวา
ทําใหความเขมสีของดินเพิ่มข้ึนเปน +++  และเมื่อทําการศึกษาผานมาเปนระยะเวลา 7 วันของการ
ทดลองพบวาไมมีการเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดินในทุกชุดการทดลอง 
 
ตารางท่ี 72 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเขมสีของดินใน

การยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 
ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

คาความเขมสีของดิน 
ชุดควบคุม

ที่ 1 
ชุดควบคุม

ที่ 2 
ชุดควบคุม

ที่ 3 
ชุดการ

ทดลอง 1 
ชุดการ

ทดลอง 2 
ชุดการ

ทดลอง 3 
ชุดการ

ทดลอง 4 
วันที่ 0 + ++ ++ +++ +++ +++ +++ 
วันที่ 3 + ++ ++ +++ +++ +++ +++ 
วันที่ 7 + ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

 
หมายเหตุ:  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-1) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 
KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 

ชุดการทดลองที่ 4 (T4-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 
นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 
(แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
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ตารางท่ี 73 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเขมสีของดินใน
การยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 

 
ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

คาความเขมสีของดิน 
ชุดควบคุม

ที่ 1 
ชุดควบคุม

ที่ 2 
ชุดควบคุม

ที่ 3 
ชุดการ

ทดลอง 1 
ชุดการ

ทดลอง 2 
ชุดการ

ทดลอง 3 
ชุดการ

ทดลอง 4 
วันที่ 0 + ++ ++ +++ +++ +++ +++ 
วันที่ 3 + ++ ++ +++ +++ +++ +++ 
วันที่ 7 + ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

 
หมายเหตุ:  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-2) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 
KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 

ชุดการทดลองที่ 4 (T4-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 
นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 
(แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
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ตารางท่ี 74 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเขมสีของดินใน
การยอยสลายนํ้ามันดิบ 

 
ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

คาความเขมสีของดิน 
ชุดควบคุม

ที่ 1 
ชุดควบคุม

ที่ 2 
ชุดควบคุม

ที่ 3 
ชุดการ

ทดลอง 1 
ชุดการ

ทดลอง 2 
ชุดการ

ทดลอง 3 
ชุดการ

ทดลอง 4 
วันที่ 0 + ++ ++ +++ +++ +++ +++ 
วันที่ 3 + ++ ++ +++ +++ +++ +++ 
วันที่ 7 + ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

 
หมายเหตุ:  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-3) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 
KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 

ชุดการทดลองที่ 4 (T4-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 
นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 
(แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
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ตารางท่ี 75 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเขมสีของดินใน
การยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 

 
ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

คาความเขมสีของดิน 
ชุดควบคุม

ที่ 1 
ชุดควบคุม

ที่ 2 
ชุดควบคุม

ที่ 3 
ชุดการ

ทดลอง 1 
ชุดการ

ทดลอง 2 
ชุดการ

ทดลอง 3 
ชุดการ

ทดลอง 4 
วันที่ 0 + ++ ++ +++ +++ +++ +++ 
วันที่ 3 + ++ ++ +++ +++ +++ +++ 
วันที่ 7 + ++ ++ +++ +++ +++ +++ 

 
หมายเหตุ:  
ชุดควบคุมที ่1 (C1-4) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ 

SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ 

SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ 

SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ 

SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 
KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 

ชุดการทดลองที่ 4 (T4-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ 
SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 
KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
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 3.3 การศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด 
 จากการศึกษาผลของการเติมสารอาหารรวมกับ B. subtilis สายพันธุ SE1 เพื่อสงเสริมการ
ยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด ตอปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่พบในดิน ผลการศึกษา
พบวาแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินเริ่มตนเทากับ 3.75±0.21×105 CFU/g  และพบวา
ในชุดการทดลองที่ศึกษาการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 1% และนํ้ามันดิบ 1% ใหผลการทดลองใกลเคียง
กันดังน้ี  ภายในระยะเวลา 7 วันของการทดลองพบวาในชุดการทดลองที่มีการเติมเฉพาะนํ้ามันดีเซล 
1% (C2-1) หรือนํ้ามันดิบ 1%  (C2-3) และในชุดการทดลองที่มีการเติมนํ้ามันดีเซล 1% (C3-1) หรือ
นํ้ามันดิบ 1% (C3-3) รวมกับ B. subtilis สายพันธุ SE1 มีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมดในดินที่เพิ่มข้ึน 1,296.65%, 1,260.61%, 1,042.86% และ 1,153.97% ตามลําดับ  
เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง  สวนชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซล 1% 
รวมกับ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T1-1 และชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบ 1% 
รวมกับ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T1-3 ทําใหมีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอ-
โรโทรปทั้งหมดในดินในวันที่ 7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 9,148.12% และ 37,537.80% ตามลําดับ 
เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง  สวนชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซล 1% และ 
B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหาร และชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบ 1% และ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T2-1, T3-1, T2-3 และ T3-3 พบวามีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮท-
เทอโรโทรปทั้งหมดในดินในวันที่ 7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 55,047.06%, 64,122.22%, 48,103.13% 
และ 57,616.54% ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง  สวนชุดการทดลอง
ที่เติมนํ้ามันดีเซล 1% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหาร และชุดการทดลองที่เติม
นํ้ามนัดิบ 1% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T4-1 และ T4-3 พบวามีปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินในวันที่ 7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 69,017.65% และ 
69,431.25% ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 76 
และ 78 
 สวนชุดการทดลองที่ศึกษาการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 1% ผลการศึกษาพบวาในชุดการทดลอง
ที่มีการเติมเฉพาะนํ้ามันเบนซิน 1% ภายในระยะเวลา 7 วันของการทดลอง มีการเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินเพียงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรก
ของการทดลอง  และในชุดการทดลองที่มีการเติมนํ้ามันเบนซิน 1% รวมกับ B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ภายในระยะเวลา 7 วันของการทดลอง พบวามีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดใน
ดินเพิ่มข้ึน 877.94% เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง   สวนชุดการทดลองที่เติม
นํ้ามันเบนซิน 1% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T1-2 ทําใหมีปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินในวันที่ 7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 7,400.00% เมื่อ
เปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง   สวนชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 1% และ B. 
subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T2-2 พบวามีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมดในดินในวันที่ 7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 7,475.76%  เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรก
ของการทดลอง  และชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 1% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 และ
สารอาหารในชุด T3-2 และ T4-2 พบวามีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป-ทั้งหมดในดินในวันที่ 
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7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 8,407.46% และ 8,870.59% ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวัน
แรกของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 77 
 สวนชุดการทดลองที่ศึกษาการยอยสลายนํ้ามันเครื่องทีใ่ชแลว 1%  ผลการศึกษาพบวาในชุด
การทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1% และชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1% รวมกับ 
B. subtilis สายพันธุ SE1 ภายในระยะเวลา 7 วันของการทดลอง พบวามีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินเมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง โดยมี
ปริมาณเพิ่มข้ึน 25.15% และ 655.56% ตามลําดับ  และชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1% 
รวมกับ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T1-4 และ T2-4 ทําใหมีปริมาณแบคทีเรีย
กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินที่ เพิ่มข้ึน 42,606.77% และ 53,659.40% ตามลําดับ เมื่อ
เปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง สวนชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1% 
รวมกับ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T3-4 และ T4-4 มีปริมาณแบคทีเรียกลุม
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินในวันที่ 7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 68,418.52% และ 69,900.00% 
ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง 
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ตารางท่ี 76 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 

ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

หัวเช้ือที่เตรียม เช้ือเร่ิมตนที่
ใสในชุด
ทดลอง 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (CFU/g) 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 1.17±0.02109 1.95×108 3.75±0.21×105 a,2 3.58±0.12×105 b,2 1.33±0.02×106 b,1 1.33±0.00×106 c,1 1.36±0.02×106 c,1 1.35±0.01×106 c,1 1.36±0.01×106 c,1 

วันที่ 3   4.12±0.09×105 a,4 4.00±0.02×106 a,3 1.01±0.01×107 a,2 1.23±0.02×107 a,2 1.30±0.02×107 b,1 1.43±0.01×107 b,1 1.62±0.02×107 b,1 

วันที่ 7 4.10±0.15×105 a,4 5.00±0.14×106 a,3 1.52±0.02×107 a,2 1.23±0.02×108 a,2 7.50±0.23×108 a,1 8.67±0.22×108 a,1 9.40±0.20×108 a,1 

% การ
เพิ่มขึ้น 

9.33 1,296.65 1,042.86 9,148.12 55,047.06 64,122.22 69,017.65 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-1) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 77 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
 

ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

หัวเช้ือที่เตรียม เช้ือเร่ิมตนที่
ใสในชุด
ทดลอง 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (CFU/g) 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 1.17±0.02×109 1.95×108 3.75±0.21×105 a,2 3.67±0.12×105 a,2 1.26±0.02×106 b,1 1.30±0.02×106 b,1 1.32±0.02×106 b,1 1.34±0.02×106 c,1 1.36±0.02×106 c,1 

วันที่ 3   4.12±0.09×105 a,3 3.70±0.13×105 a,3 1.25±0.01×107 b,2 1.34±0.02×107 b,2 1.35±0.01×107 b,2 1.40±0.01×107 b,1 1.48±0.02×107 b,1 
วันที่ 7 4.10±0.15×105 a,3 3.96±0.17×105 a,3 1.33±0.02×107 a,1 9.75±0.10×107 a,2 1.00±0.02×108 a,1 1.14±0.01×108 a,1 1.22±0.02×108 a,1 
% การ
เพิ่มขึ้น 

9.33 7.90 877.94 7,400.00 7,475.76 8,407.46 8,870.59 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-2) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 

+ KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 78 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
 

ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

หัวเช้ือที่เตรียม เช้ือเร่ิมตนที่
ใสในชุด
ทดลอง 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (CFU/g) 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 1.17±0.02×109 1.95×108 3.75±0.21×105 a,2 3.91±0.17×105 b,2 1.26±0.03×106 b,1 1.27±0.02×106 c,1 1.28±0.04×106 c,1 1.27±0.03×106 c,1 1.28±0.02×106 c,1 
วันที่ 3   4.12±0.09×105 a,3 4.18±0.26×106 a,3 8.87±0.10×106 b,2 1.24±0.19×107 b,2 1.43±0.14×107 b,2 1.43±0.14×107 b,2 1.53±0.16×107 b,1 
วันที่ 7 4.10±0.15×105 a,3 5.32±0.25×106 a,3 1.58±0.02×107 a,2 4.78±0.02×108 a,2 6.17±0.20×108 a,1 7.33±0.20×108 a,1 8.90±0.23×108 a,1 
% การ
เพิ่มขึ้น 

9.33 1,260.61 1,153.97 37,537.80 48,103.13 57,616.54 69,431.25 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-3) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 79 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
 

ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

หัวเช้ือที่เตรียม เช้ือเร่ิมตนที่
ใสในชุด
ทดลอง 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (CFU/g) 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 1.17±0.02×109 1.95×108 3.75±0.21×105 a,3 3.26±0.12×105 b,3 1.26±0.03×106 b,2 1.33±0.02×106 c,1 1.33±0.01×106 c,1 1.35±0.02×106 c,1 1.36±0.02×106 c,1 
วันที่ 3   4.12±0.09×105 a,4 4.17±0.12×105 a,4 9.15±0.50×106 a,3 1.13±0.02×107 b,3 1.35±0.02×107 b,2 1.38±0.02×107 b,2 1.60±0.01×107 b,1 
วันที่ 7 4.10±0.15×105 a,4 4.08±0.16×105 a,4 9.52±0.58×106 a,3 5.68±0.22×108 a,2 7.15±0.22×108 a,2 9.25±0.30×108 a,1 9.52±0.15×108 a,1 
% การ
เพิ่มขึ้น 

9.33 25.15 655.56 42,606.77 53,659.40 68,418.52 69,900.00 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-4) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05
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 3.4 การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกท้ังหมดท่ีละลายนํ้าท่ีหลงเหลือจากการ
ยอยสลาย 
 จากการศึกษาถึงผลของการเติมสารอาหารชนิดตาง ๆ ตอการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด 
รวมกับแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ตอปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด ผลการศึกษาใน
ทุกชุดการทดลองของทุกชุดการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่
ละลายนํ้าลดลงภายในวันที ่3 และ 7 ของการทดลองทุกชุดการทดลอง ยกเวนชุดควบคุมที่ 1 ที่มีแต
ดินเทาน้ันที่ไมมีการลดลงของสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่ละลายนํ้า  ดังแสดงในตารางที่ 80-83 
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ตารางท่ี 80 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Gallic acid equivalent (GAE)/1 g) 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 754.72±94.34a,5 3,176.10±71.43 a,4 3,327.04±60.65 a,4 4,213.84±288.21 a,3 4,874.21±57.64 a,12 5,018.87±53.37 a,1 4,773.58±98.04 a,2 
วันที่ 3 754.72±49.92 a,5 3,081.76±23.74 ab,4 3,125.79±53.37 b,4 4,088.05±108.93 ab,3 4,672.96±23.74 b,2 4,842.77±28.82 b,1 4,654.09±28.82 a,2 
วันที่ 7 754.72±56.34 a,5 2,987.42±28.82 b,4 3,037.74±18.06 b,4 3,899.37±28.82 b,3 4,465.41±28.30 b,2 4,635.22±10.89 c,1 4,433.96±18.87 b,2 

% การลดลงของ
ปริมาณสารประกอบ 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0.00 5.94 8.70 7.46 8.39 7.64 7.11 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-1) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 81 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Gallic acid equivalent (GAE)/1 g) 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 754.72±94.34 a,5 3,150.94±49.92 a,4 3,119.50±28.82 a,4 4,798.74±78.55 a,3 4,974.84±57.64 a,2 5,198.11±13.34 a,1 5,050.31±66.26 a,2 
วันที่ 3 754.72±49.92 a,5 3,106.92±38.90 ab,4 3,056.60±15.41 b,4 4,691.82±28.82 ab,3 4,811.32±44.91 b,2 5,044.03±39.28 b,1 4,993.71±66.26 a,1 
วันที่ 7 754.72±56.34 a,4 2,937.11±43.57 b,3 2,962.26±18.06 b,3 4,465.41±39.28 b,2 4,490.57±28.30 c,2 4,811.32±18.87 c,1 4,861.64±28.82 b,1 

% การลดลงของ
ปริมาณสารประกอบ 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0.00 6.79 5.04 6.95 9.73 7.44 3.74 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-2) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 

+ KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 82 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Gallic acid equivalent (GAE)/1 g) 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 754.72±94.34 a,6 3157.23±47.48 a,5 3,136.79±39.28 a,5 4,031.45±47.48 a,4 4,402.52±39.28 a,3 5,144.65±28.82 a,1 4,938.68±39.28 a,2 
วันที่ 3 754.72±49.92 a,7 3,125.79±39.28 a,6 3,037.74±18.87 b,5 3,911.95±23.74 b,4 4,306.60±28.30 b,3 5,023.58±28.30 b,1 4,849.06±15.41 b,2 
วันที่ 7 754.72±56.34 a,7 3,056.60±18.87 b,5 2,968.55±21.79 c,6 3,666.67±28.82 c,4 4,198.11±36.13 c,3 4,874.21±10.89 c,1 4,783.02±10.89 c,2 

% การลดลงของ
ปริมาณสารประกอบ 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0.00 3.19 5.51 8.98 4.64 5.26 3.24 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-3) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพนัธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 83 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (Gallic acid equivalent (GAE)/1 g) 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 754.72±94.34 a,5 3,113.21±68.03 a,4 3,150.94±49.92 a,4 4,440.25±85.08 a,3 4,874.21±57.64 a,2 5,088.05±28.82 a,1 5,018.87±49.92 a,1 
วันที่ 3 754.72±49.92 a,6 2,974.84±26.68 b,5 3,100.63±18.87 a,4 4,402.52±85.08 a,3 4,792.45±56.34 a,2 4,974.84±10.89 b,1 4,937.11±21.79 b,1 
วันที่ 7 754.72±56.34 a,6 2,918.24±28.82 b,5 2,987.42±9.43 b,4 4,257.86±28.82 b,3 4,660.38±18.06 b,2 4,849.06±37.74 c,1 4,811.32±18.87 c,1 

% การลดลงของ
ปริมาณสารประกอบ 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0.00 6.26 5.19 4.11 4.39 4.70 4.14 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-4) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติที่ P<0.05 
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3.5 ประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน 
 จากการศึกษาเกี่ยวกับผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอประสิทธิภาพ
การยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 84-87  พบวาชุดการทดลองที่ 4 ที่มีการเติมสารอาหาร 
(สารอาหารกลุมไนโตรเจน, Yeast extract 1.0%; คารบอนที่ยอยสลายงาย, นํ้าตาลกลูโคส 1.0% และ
ฟอสฟอรัส, KH2PO4 0.5%)  และ 0.1% H2O2 เพิ่มความสามารถในการสงเสริมการยอยสลายนํ้ามัน 1% 
ทั้ง 4 ชนิด ที่ปนเปอนในดินรวมกับแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  ไดดีที่สุดจากการดูคาการ
ดูดกลนืแสง (Spectrogram) 
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ตารางท่ี 84  ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาการดูดกลืนแสงของ
นํ้ามันที่คงเหลอืหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 

 

 วันที่ 0 วันที่ 3 วันที่ 7 

ชุด
ควบคุมที่ 

1 
   

ชุด
ควบคุมที่ 

2 
  

 

ชุด
ควบคุมที่ 

3 
   

ชุดการ
ทดลอง 1 

   

ชุดการ
ทดลอง 2 

 
 

 

ชุดการ
ทดลอง 3 

 
 

 

ชุดการ
ทดลอง 4 

   

 

หมายเหตุ: ชุดควบคุมที่ 1 (C1-1) เติมดินอยางเดียว, ชุดควบคุมที่ 2 (C2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 
1.0%, ชุดควบคุมที่ 3 (C3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1, ชุดการทดลอง
ที่ 1 (T1-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลง
คารบอน) 1.0% ,ชุดการทดลองที่ 2 (T2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
+ นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0%, ชุดการทดลองที่ 3 (T3-1) เติม
ดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + 
Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5%, ชุดการทดลองที่ 4 (T4-1) เติม
ดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast 
extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
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ตารางท่ี 85  ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาการดูดกลืนแสงของ
นํ้ามันที่คงเหลอืหลังจากการยอยสลายนํ้ามนัเบนซิน 

 

 วันที่ 0 วันที่ 3 วันที่ 7 

ชุด
ควบคุมที่ 

1 
   

ชุด
ควบคุมที่ 

2 
   

ชุด
ควบคุมที่ 

3 
  

 

ชุดการ
ทดลอง 1 

   

ชุดการ
ทดลอง 2 

   

ชุดการ
ทดลอง 3 

 
  

ชุดการ
ทดลอง 4 

  

 

 

หมายเหตุ: ชุดควบคุมที่ 1 (C1-2) เติมดินอยางเดียว, ชุดควบคุมที่ 2 (C2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 
1.0%, ชุดควบคุมที่ 3 (C3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1, ชุดการ
ทดลองที่ 1 (T1-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส 
(แหลงคารบอน) 1.0% , ชุดการทดลองที่ 2 (T2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สาย
พันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0%, ชุดการทดลองที่ 3 
(T3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 
1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5%, ชุดการทดลองที่ 4 (T4-
2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% 
+ Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
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ตารางท่ี 86  ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาการดูดกลืนแสงของ
นํ้ามันที่คงเหลอืหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดิบ 

 

 วันที่ 0 วันที่ 3 วันที่ 7 

ชุดควบคุม
ที่ 1 

   

ชุดควบคุม
ที่ 2 

   

ชุดควบคุม
ที่ 3 

 
 

 

ชุดการ
ทดลอง 1 

  
 

ชุดการ
ทดลอง 2 

   

ชุดการ
ทดลอง 3 

   

ชุดการ
ทดลอง 4 

 
 

 

 

หมายเหตุ: ชุดควบคุมที่ 1 (C1-3) เติมดินอยางเดียว, ชุดควบคุมที่ 2 (C2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0%, 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1, ชุดการทดลองที่ 1 (T1-
3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% , 
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส 
(แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0%, ชุดการทดลองที่ 3 (T3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบ
ความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลง
ไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5%, ชุดการทดลองที่ 4 (T4-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความ
เขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลง
ไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
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ตารางท่ี 87  ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาการดูดกลืนแสงของ
นํ้ามันที่คงเหลอืหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 

 

 วันที่ 0 วันที่ 3 วันที่ 7 

ชุด
ควบคุมที่ 

1 
   

ชุด
ควบคุมที่ 

2 
   

ชุด
ควบคุมที่ 

3 
 

 
 

ชุดการ
ทดลอง 1 

  
 

ชุดการ
ทดลอง 2 

   

ชุดการ
ทดลอง 3 

   

ชุดการ
ทดลอง 4 

 
 

 

 

หมายเหตุ: ชุดควบคุมที่ 1 (C1-4) เติมดินอยางเดียว, ชุดควบคุมที่ 2 (C2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความ
เขมขน 1.0%, ชุดควบคุมที่ 3 (C3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ 
SE1, ชุดการทดลองที่ 1 (T1-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 
นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% , ชุดการทดลองที่ 2 (T2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 
1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 
1.0%, ชุดการทดลองที่ 3 (T3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 
นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 
0.5%, ชุดการทดลองที่ 4 (T4-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 
นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 
0.5% + H2O2 0.1% 
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 3.6  การวิเคราะหคาซีโอดี 
 จากการศึกษาถึงผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารเพื่อเพิ่มความ 
สามารถในการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด  โดยทําการวิเคราะหคาซีโอดี  ดังแสดงในตารางที่ 88-91 
พบวาเมื่อทําการเติมปริมาณสารอาหารจํานวนที่มากข้ึนจะทําใหคาซีโอดีเพิ่มข้ึนตามลําดับ และเมื่อ
ทําการศึกษาการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด ภายในระยะเวลา 7 วัน พบวาทุกชุดการทดลองมีการลดลง
ของคาซีโอดี 
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ตารางท่ี 88 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณซีโอดีในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 50.75±2.87 a,7 10,950.00±57.74 a,6 11,466.67±57.74 a,5 23,575.00±125.83 a,4 24,933.33±152.75 a,3 25,400.00±100.00 a,2 27,275.00±189.30 a,1 
วันที่ 7 52.00±2.65 a,7 9,866.67±152.75 b,6 10,333.33±57.74 b,5 20,533.33±57.74 b,4 23,766.67±152.75 b,3 24,933.33±152.75 b,2 26,133.33±152.75 b,1 

% การเพิ่มขึ้น/ 
การลดลง 

+2.46 -9.89 -9.88 -12.90 -4.68 -1.84 -4.19 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-1) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 89 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณซีโอดีในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 50.75±2.87 a,7 10,166.67±152.75 a,6 10,433.33±152.75 a,5 20,733.33±57.74 a,4 21,900.00±100.00 a,3 23,733.33±152.75 a,2 25,733.33±152.75 a,1 
วันที่ 7 52.00±2.65 a,7 9,600.00±100.00 b,6 9,866.67±57.74 b,5 19,833.33±57.74 b,4 21,533.33±57.74 b,3 22,633.33±57.74 b,2 24,666.67±152.75 b,1 

% การเพิ่มขึ้น/ 
การลดลง 

+2.46 -5.57 -5.43 -4.34 -1.67 -4.63 -4.15 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-2) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 

+ KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 90 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณซีโอดีในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชุดควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 50.75±2.87 a,6 13,733.33±150.00 a,5 13,625.00±150.00 a,5 25,225.00±95.74 a,4 27,900.00±141.42 a,3 29,325.00±95.74 a,2 30,275.00±150.00 a,1 
วันที่ 7 52.00±2.65 a,6 12,866.67±57.74 b,5 12,833.33±115.47 b,5 24,800.00±100.00 b,4 27,566.67±57.74 b,3 24,200.00±100.00 b,2 29,333.33±57.74 b,1 

% การเพิ่มขึ้น/ 
การลดลง 

+2.46 -6.31 -5.81 -1.68 -1.19 -17.48 -3.11 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-3) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 91 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณซีโอดีในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
ชุดควบคุมที่ 1 ชุดควบคุมที่ 2 ชดุควบคุมที่ 3 ชุดการทดลอง 1 ชุดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 3 ชุดการทดลอง 4 

วันที่ 0 50.75±2.87 a,6 13,475.00±95.74 a,5 13,525.00±150.00 a,5 24,475.00±125.83 a,4 26,525.00±206.16 a,3 28,500.00±163.30 a,2 29,700.00±141.42 a,1 
วันที่ 7 52.00±2.65 a,7 13,100.00±100.00 b,6 12,766.67±57.74 b,5 23,166.67±57.74 b,4 25,400.00±100.00 b,3 27,733.33±152.75 b,2 28,566.67±57.74 b,1 

% การเพิ่มขึ้น/ 
การลดลง 

+2.46 -2.78 -5.61 -5.35 -4.24 -2.69 -3.82 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-4) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิตทิี่ P<0.05 
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บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง 
 1. จากการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อการฟนฟู
สภาพแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม  ผลการศึกษาพบวาจากแบคทีเรียทั้งหมด 30  
ไอโซเลท ที่มีคุณสมบัติในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารอิมัลซิไฟเออร โดยมีแบคทีเรียที่มี
ศักยภาพมากที่สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารอิมัลซิไฟเออร คือ Bacillus subtilis 
สายพันธุ SE1 และรองลงมาคือ B. subtilis สายพันธุ SD4 ซึ่งแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดน้ี  ไมเปนเช้ือ 
กอโรคทั้งในมนุษย สัตวและพืช รวมทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยแบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลท 
เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําพวกไลโปเปปไทด  จากการศึกษาภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมี
ออกซิเจนถึงความสามารถในการเจริญ, ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันที่ผานการยอยสลาย, คาการ
ดูดกลืนแสงของนํ้ามันทีค่งเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันและปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กดิข้ึนจากการ
ยอยสลายนํ้ามัน แบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลท มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ทั้งใน
สภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน โดยสามารถเจริญและยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดได
ในสภาวะที่มอีอกซเิจนดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน โดยพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบมากที่สุด รองลงมาคือ  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในทั้งสภาวะที่ใชออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ยกเวนในการยอย
สลายนํ้ามันดีเซลในสภาวะที่มีออกซิเจน  B. subtilis สายพันธุ SD4 มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย
สูงกวา B. subtilis สายพันธุ SE1 
 2.  ตอมาทําการศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอย
สลายนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวที่ปนเปอนในดิน ผลการศึกษา
สามารถสรุปไดวา  B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถชวยเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ณ 
ความเขมขน 0.5%, 1.0% และ 1.5% รวมทั้งสามารถยอยสลายสารตัวกลางไดดีกวาจุลินทรียในดิน  
ดังน้ันแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 จึงเปนแบคทีเรีย Bioaugmentator เพื่อชวยฟนฟูดินที่มี
การปนเปอนดวยนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวตอไป 
 3. ตอมาทําการศึกษาถึงการเติมสารอาหารชนิดตางๆ ไดแก สารอาหารกลุมไนโตรเจน 
(Yeast extract 1%),  คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  และ 
0.1% H2O2 เพื่อสงเสริมการยอยสลายนํ้ามัน 1% ทั้ง 4 ชนิด ที่ปนเปอนในดิน และเติมแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 ผลการศึกษาพบวาสภาวะที่มีการเติมสารอาหารกลุมไนโตรเจน (Yeast 
extract 1%),  คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  และ 
0.1% H2O2  สามารถเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันความเขมขน 1% 4 ชนิด ไดแก ดีเซล, เบนซิน, 
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 รวมกับจุลินทรียในดินได
ดีที่สุด  ดังน้ันการประยุกตใชแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 รวมกับสารอาหารกลุมไนโตรเจน 
(Yeast extract 1%),  คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  
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และ 0.1% H2O2 นาจะเปนกระบวนการที่ดีในการฟนฟูสภาพดินหรือสิ่งแวดลอมอื่น ๆ ที่ปนเปอน
ดวยนํ้ามันดีเซล, เบนซิน, นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบ 
 

อภิปรายผลการทดลอง 
 จากการศึกษาในครั้งน้ีพบแบคทีเรีย 2 สายพันธุ  ไดแก B. subtilis สายพันธุ SE1 และ B. 
subtilis สายพันธุ SD4 ที่มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด (นํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน 
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบ)  โดยแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ  มีความสามารถในการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทด   ซึ่งสอดคลองกับรายงานที่กลาววา จุลินทรียที่มีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายนํ้ามันมักเปนจุลินทรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได  โดยที่สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพจะทําหนาที่ลดแรงตึงระหวางผิวของนํ้าและนํ้ามัน และชวยในการกระจายตัวของนํ้ามัน
เปนโมเลกุลเล็กๆ ซึ่งเปนคุณสมบัติที่ดีสําหรับกระบวนการยอยสลายนํ้ามันและฟนฟูสิ่งแวดลอมที่มี
การปนเปอนนํ้ามันดวย (Banat 1995; Banat et al., 2000b; Kumar et al.,2007)  รวมทั้ง
สอดคลองกับการรายงานของ Singh and Cameotra (2013) ที่ไดทําการศึกษาประสิทธิภาพของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทดในการกําจัดสารไฮโดรคารบอนจําพวกปโตรเลียม และ
โลหะหนักที่ปนเปอนในดิน ผลการศึกษาพบวา สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทดมี
ความสามารถในการนําไปใชในการกําจัดสารไฮโดรคารบอนจําพวกปโตรเลียมและโลหะหนัก โดยสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทดประกอบดวย เซอรเฟคติน (Surfactin) และเฟนจีซิน (fengysin) 
ที่ผลิตโดย Bacillus subtilis A21 สามารถทําความสะอาดสารที่ปนเปอนกลุมสารไฮโดรคารบอนดวย
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดสูงถึง 64.5% และทําความสะอาดสารกลุมโลหะหนักไดแก แคดเมียม 
โคบอลต ตะกั่ว นิกเกิล ทองแดงและสังกะสี เทากับ 44.2%, 35.4%, 40.3%, 32.2%, 26.2% และ 
32.07% ตามลําดับ   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนสารประกอบอินทรียที่มีคุณสมบัติเปนแอมพิฟลิก 
(Amphiphilic) คือในโมเลกุลประกอบดวยสวนที่ไมชอบนํ้า (Hydrophobic) และสวนที่ชอบนํ้า 
(Hydrophilic) อยูในโมเลกุลเดียวกัน (Chioma et al., 2013) โดยมีรายงานที่กลาววา Bacillus 
subtilis สามารถผลิตวงลิโปเปปไทด (Cyclic lipopeptide) เรียกวาเซอแฟกติน (Surfactin) หรือ
ซับทิลิซิน (Subtilisin) (Arima et al., 1968; Bernheimer and Avigad,1970) ซึ่งแบคทีเรียที่พบใน
ครั้งน้ีเปนแบคทีเรียกลุม Bacillus subtilis เชนกัน  นอกจากน้ันยังพบ  Bacillus ชนิดอื่น ๆ ที่สามารถ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เชนกัน ยกตัวอยางเชน  Bacillus licheniformis ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพชนิดลิโปเปปไทดที่มีช่ือเรียกคือ ไลเคนไนซิน (Lichenysin) (Pacwa-Plociniczak et al., 
2011)   
 ในการศึกษาครั้งน้ีพบวา  แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการยอย
สลายนํ้ามันทัง้ 4 ชนิด ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนไดดีกวาในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  และสอดคลอง
กับรายงานของ Fritsche and Hofrichter (2000) ที่พบวาการยอยสลายนํ้ามันภายใตสภาวะที่มี
ออกซิเจนจะมีประสิทธิภาพมากกวาภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  รวมทั้งมีการกลาววาสภาวะที่มี
ออกซิเจนและไมมีออกซิเจนมีผลตอกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ โดยกระบวนการยอยสลาย
ทางชีวภาพสามารถเกิดข้ึนไดดีในสภาวะที่มีออกซิเจน  สวนในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนจะเกิด
กระบวนการยอยสลายทางชีวภาพที่ชามาก โดยมีตัวรับอิเล็กตรอน ไดแก ไนเตรต ซัลเฟต ไอรอน 
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(3+) แมงกานีต และมีเทน ซึ่งแตกตางกับในสภาวะที่มีออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอน (Burland and 
Edwards, 1999; Salminen et al., 2004)  และในการศึกษาครั้งน้ีพบวาภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน
และไมมีออกซิเจน แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถยอยสลายนํ้ามันเบนซินไดดีที่สุด 
รองลงมาคือ นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว นํ้ามันดีเซล และนํ้ามันดิบ ตามลําดับ 
 รายละเอียดของการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดทางชีวภาพของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 พบวาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน และนํ้ามันดิบ ในสภาวะที่มีออกซิเจน
ลดลงไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ยกเวนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวที่มีลักษณะทางกายภาพใกลเคียงกนั
ในวันสุดทายของการทดลอง และลกัษณะช้ันของนํ้ามันในวันสุดทายของการทดลองเหลือนอยที่สุด
คือ นํ้ามันเบนซิน และนํ้ามันดีเซล รองลงมาเปนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบ  นอกจากน้ัน 
จากการดูคาการดูดกลืนแสงที่ชวงความคลื่น 220 – 400 นาโนเมตร พบวานํ้ามันเบนซินถูกยอยสลาย
ไดเร็วที่สุดภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน รองลงมาคือ นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
นํ้ามันดีเซล และนํ้ามันดิบ ภายในระยะเวลาการศึกษา 35 วัน และนํ้ามันเบนซินถูกยอยสลายจนไม
สามารถสังเกตเห็นพีคไดต้ังแตวันที่ 21 ของการทดลอง และในวันที่ 35 นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดีเซล 
และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว ถูกยอยสลายจนไมสามารถสังเกตเห็นพีคได สวนนํ้ามันดิบ คงเหลือจํานวน 
9 พีค ที่คาความยาวคลื่น 222, 228, 236, 244, 246, 256, 260, 270 และ 273 นาโนเมตร และ
จํานวนพีคในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนที่มีคา O.D. = 3.5 ที่คงเหลือในวันที่ 35 เทากับ 0, 1 (ที่คาความ
ยาวคลื่น 229 นาโนเมตร), 3 (ที่คาความยาวคลื่น 240, 254, 273 นาโนเมตร) และ 9 (ที่คาความยาว
คลื่น 220, 228, 234, 240, 248, 255, 267, 272 และ 278 นาโนเมตร) ตามลําดับ  จากการศึกษา
ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน พบวามีเพียงการยอยสลายนํ้ามันดิบในชวงวันที่ 7-14 ในทั้ง 2 สภาวะที่
สามารถตรวจพบการเกิดกาซข้ึน  ผลการศึกษาพบวาการยอยสลายนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซินและ
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวทั้ง 2 สภาวะ ไมพบการสะสมของกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน สวนการยอยสลาย
นํ้ามันดิบพบการสะสมกาซทั้งหมดในวันที่ 7-14 ของการทดลองภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน ดังน้ันจึง
สามารถกลาวไดวาการยอยสลายทั้งหมดน้ีเปนกระบวนการ Biodegradation หรือ Biotransformation  
แตไมใชการยอยสลายแบบ Mineralization น่ันเอง 
 สวน B. subtilis สายพันธุ SD4 มีความสามารถยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ไดนอยกวา B. 
subtilis สายพันธุ SE1  ซึ่งทําใหบงบอกความแตกตางระหวางสายพันธุถึงแมวาจะเปน B. subtilis  
แตเปนคนละสายพันธุและมีความสามารถในการยอยสลายที่แตกตางกัน โดยแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ SD4 สามารถเจริญในนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ในสภาวะที่มีออกซิเจนไดรวดเร็วกวาภายใตสภาวะที่
ไมมีออกซิเจน โดยทั้ง 2 สภาวะ B. subtilis สายพันธุ SD4 สามารถยอยสลายนํ้ามันดีเซลไดดีที่สุด 
รองลงมาคือ นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบ ตามลําดับ ดังน้ันสายพันธุของ
แบคทีเรียมีความสําคัญอยางย่ิง  ถึงแมจะเปนแบคทีเรียสปชีสเดียวกัน  จากการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 
ชนิดทางชีวภาพของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SD4 ทําใหลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซล 
นํ้ามันเบนซิน นํ้ามนัเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบ ในทั้ง 2 สภาวะใกลเคียงกันในวันสุดทายของการ
ทดลอง แตในวันที่ 28 ของการทดลอง  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน และ
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว ในสภาวะที่มีออกซิเจนลดลงไดดีกวาในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน เชนเดียวกับ
รายงานของ Fritsche and Hofrichter (2000)  และลักษณะช้ันของนํ้ามันในวันสุดทายของการ
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ทดลองเหลือนอยที่สุดคือ นํ้ามันดีเซล และนํ้ามันเบนซิน รองลงมาเปนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และ
นํ้ามันดิบ (ลักษณะของช้ันนํ้ามันในวันที่ 35  ในสภาวะที่มีออกซิเจน = 2+, 2+, 4+, 4+ และใน
สภาวะที่ไมมีออกซิเจน = 2+, 2+, 4+, 4+) อาจจะเน่ืองจากสวนประกอบของนํ้ามันดีเซลและเบนซิน
ไมคอยมีความซับซอนและมีความหนืดนอยกวานํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบ (Burg et al., 
1997; Hussein et al., 2014; Park et al., 2013)  
 นอกจากน้ัน จากการดูคาการดูดกลืนแสงที่ชวงความคลื่น 220 – 400 นาโนเมตร พบวา
นํ้ามันดีเซลถูกยอยสลายไดเร็วที่สุดภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน และสภาวะที่ไมมีออกซิเจน รองลงมา
คือ นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบ ตามลําดับ ภายในระยะเวลาการศึกษา 35 วัน 
(จํานวนพีคในสภาวะที่มีออกซิเจนที่มีคา O.D. = 3.5 ที่คงเหลือในวันที่ 35 เทากับ 0, 1 (ที่คาความ
ยาวคลื่น 274 นาโนเมตร), 5 (ที่คาความยาวคลื่น 234, 238, 257,263 และ 274 นาโนเมตร) และ 
13 (ที่ชวงความยาวคลื่น 224, 228, 234, 238, 242, 244, 250, 254, 258, 262, 268, 273 และ 
282 นาโนเมตร) ตามลําดับ และจํานวนพีคในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนที่มีคา O.D. = 3.5 ที่คงเหลือใน
วันที่ 35 เทากับ 1 (ที่ชวงความยาวคลื่น 244 นาโนเมตร), 2 (ที่ชวงความยาวคลื่น 250 และ 254  
นาโนเมตร), 7 (ที่ชวงความยาวคลื่น 222, 244, 246, 250, 256, 260 และ 264 นาโนเมตร) และ 13 
(ที่ชวงความยาวคลื่น 224, 228, 234, 238, 244, 247, 250, 255, 259, 264, 268, 274 และ 275 
นาโนเมตร) ตามลําดับ)   
 จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน พบวาสามารถตรวจพบปริมาณกาซทั้งหมดที่
เกิดข้ึนเฉลี่ยในทั้งสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจนมีปริมาณใกลเคียงกัน  โดยพบวามีปริมาณ
กาซทั้งหมดในชุด Active ของนํ้ามันดีเซล พบกาซในชวงวันที่ 3-35 ของการทดลอง  สวนนํ้ามันอีก 3 
ชนิด จะผลิตกาซในชวงวันที่ 3-35 ของการทดลอง  และแตกตางจากการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด 
ของ B. subtilis สายพันธุ SE1 น่ันแสดงวาการยอยสลายบางสวนของนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ของ B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ดวยกระบวนการ Mineralization มากกวาการยอยสลายนํ้ามันโดย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 จากการเปรียบเทยีบการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 และ 
B. subtilis สายพันธุ SD4  โดยการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันและคาการดูดกลืนแสงที่ชวง 
220 – 400 นาโนเมตร พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด 
ไดดีกวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SD4   
 ดังน้ันจึงนํา B. subtilis สายพันธุ SE1 มาทําการศึกษาในข้ันตอนตอมาคือ  การศึกษาถึง
ความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดที่ปนเปอนในดินตอไป ผลการศึกษาพบวา B. subtilis 
สายพันธุ SE1 สามารถชวยเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ณ ความเขมขน 0.5%, 1.0% และ 
1.5% ไดดีกวาการยอยสลายดวยจุลินทรียในดิน 
 จากการศึกษาถึงคาความเปนกรด-ดางพบวาเมื่อมีการเติมนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 
0.5%, 1.0% และ 1.5% ในดินยังคงทําใหคาความเปนกรด-ดางของดินคอนขางใกลเคียงกันภายใน
ระยะเวลาทําการทดลอง 35 วัน และเมื่อชุดการทดลองที่มีการเติมนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 
0.5%, 1.0% และ 1.5% รวมทั้งเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ในดินที่ทําการทดลอง  
ผลการทดลองพบวาคาความเปนกรด-ดางของดินคอนขางใกลเคียงกัน จากผลการศึกษาช้ีใหเห็นวา
การเติมนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% รวมทั้งการเติมแบคทีเรีย B. subtilis 
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สายพันธุ SE1  สงผลตอความเปนกรด-ดางของดินเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม   ดังน้ันสามารถ
คาดการณไดวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถยอยสลายสารในนํ้ามันดีเซลและนํ้ามัน
เบนซินโดยทําใหความเปนกรด-ดางของดินเปลี่ยนแปลงเล็กนอย ซึ่งคาความเปนกรด-ดางที่
เปลี่ยนแปลงไปน้ีแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ยังคงมีความสามารถในการเจริญและยอย
สลายนํ้ามันดีเซลและเบนซินได โดยจากการศึกษาของ Sihag et al. (2014) ไดรายงานวาชวงคา
ความเปนกรด-ดางที่แบคทีเรียสามารถเจริญไดอยูระหวาง 5.5-8.5 และคาความเปนกรด-ดางที่
สามารถยอยสลายสารไฮโดรคารบอนไดอยูระหวาง 6.5-8.0 ที่มีการปนเปอนดวยสารไฮโดรคารบอน
ปริมาณ 5-10% ซึ่งในการศึกษาครั้งน้ีใชปริมาณนํ้ามันสูงสุดเทากับ 1.5% และคาความเปนกรด-ดาง
ที่ไดจากดินในชุดการทดลองมีคาอยูประมาณ 5.4-5.9 จึงนาจะทําใหการเจริญของแบคทีเรียและการ
ยอยสลายนํ้ามันยังคงเกิดข้ึนได 
 จากการศึกษาในครั้งน้ีพบวาดินที่มีการเติมนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว
และนํ้ามันดิบ ทั้งในชุดการทดลองที่เติมหรือไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวาดินที่มี
การเติมนํ้ามัน 1.5% มีความเขมสีเขมที่สุด สวนในชุดการทลองที่เติมนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 
1.0% และ 0.5% จะมีสีที่จางลงตามลําดับ  และมีความเขมสีของดินคงที่ตลอดระยะเวลาการทดลอง 
35 วัน  ดังน้ันการเติมนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซินทั้งในชุดการทดลองที่เติมหรือไมเติมแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพนัธุ SE1 ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดิน ซึ่งแตกตางจากการศึกษาการ
ยอยสลายในขวดทดลองที่พบวาจากการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดทางชีวภาพของแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 ทําใหลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน และนํ้ามันดิบ ใน
สภาวะที่มีออกซิเจนลดลงไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ยกเวนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวที่มีลักษณะทาง
กายภาพใกลเคียงกันในวันสุดทายของการทดลอง และลักษณะช้ันของนํ้ามันในวันสุดทายของการ
ทดลองเหลือนอยที่สุด คือ นํ้ามันเบนซิน และนํ้ามันดีเซล รองลงมาเปนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และ
นํ้ามันดิบ 
 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในทั้ง 6 ชุดการทดลอง เพือ่แสดง
ถึงปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่มีอยูในดินหรือที่เรียกวาแบคทีเรียประจําถ่ิน (Indigenous bacteria)  
ผลการศึกษาพบวาในดิน (ชุดควบคุม) มีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดอยูในชวง 
1.41±0.20×105 - 6.50±1.73×105 CFU/g  ซึ่งเปนจํานวนแบคทีเรียในดินที่อาจจะมีนอยกวา
แบคทีเรียในดินโดยทั่ว ๆ ไป ที่มักจะมีแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในชวง 106-109  ตอ 1 
กรัมของดิน  (Paul and Clark, 1996; สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 2549)  สวนดินที่มีการเติมเฉพาะนํ้ามัน
ดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 0.5% และ 1.0% พบวาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดเพิ่มข้ึน
ภายใน 3 วัน และคอนขางคงที่ตลอดการศึกษาแสดงใหเห็นถึงนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 0.5% 
และ 1.0% ไมมีผลตอแบคทีเรียประจําถ่ิน แตก็พบวามีปริมาณที่เพิ่มข้ึนภายใน 3 วัน และคงที่ซึ่งคาด
วาแบคทีเรียกลุมน้ีมีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 2 ชนิดเพียงเล็กนอยในขณะที่ชุดการ
ทดลองมีการเติมทั้งนํ้ามัน 0.5% และ 1.0% และเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวา
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดสามารถเพิ่มปริมาณข้ึน 10 เทาในวันที่ 3-10 ของการทดลอง 
ซึ่งแสดงใหเห็นวาทั้งนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 0.5% และ 1.0% น้ันนอกจากไมมีความเปนพิษตอ
แบคเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดหรือแบคทีเรียประจําถ่ินแลว ยังไมมีพิษตอแบคทีเรีย B. subtilis 
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สายพันธุ SE1 ที่เติมลงไป โดยนํ้ามัน 0.5-1.0 % ที่เติมลงไปในดินนาจะถูกใชเปนแหลงของคารบอน
ได ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของสุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ (2559) ที่ไดทําการศึกษาการบําบัดดิน
ที่ปนเปอนดวยนํ้ามันเบนซินและนํ้ามันดีเซลดวยแบคทีเรียกลุมตรึงไนโตรเจนผสมที่พบการเจริญและ
เพิ่มจํานวนของแบคทีเรียกลุมดังกลาวเมื่อเติมนํ้ามันเบนซินและดีเซล 5%  นอกจากน้ี จากผลการ
ทดลองนาจะคาดวาประสิทธิภาพในการยอยสลายของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ในดินที่มี
การปนเปอนดวยนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด นาจะมีหลายกลไกที่เกี่ยวของไดแก การมีอยูของจุลินทรียที่มี
ความสามารถพิเศษในการยอยสลายในดิน, การเกิดกระบวนการเมแทบอลิซิมรวม, การมีปฏิสัมพันธ
ในเชิงบวกระหวางจุลินทรียในดิน และแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 โดยกลไกเหลาน้ีจะสงผล
ตอการยอยสลายนํ้ามันที่ยอยสลายยาก 
 สวนในชุดการทดลองที่เติมเฉพาะนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 1.5% พบวาปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอยและคอนขางคงที่ตลอดระยะเวลาทาํ
การทดลอง ซึ่งสามารถบงบอกถึงความเปนพิษของ 1.5% ของนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซินจึงทําให
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไมสามารถเจริญหรือการเจริญถูกยับย้ังได ซึ่งสอดคลองกับ
การศึกษาของ Babalola et al. (2016) ที่ทําการศึกษาความเปนพิษของนํ้ามันดิบและนํ้ามันดีเซลตอ
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบบางชนิดที่พบวาแบคทีเรียหลายชนิด ไดแก Erwinia cacticida, 
Shigella sonnei, Escherichia coli, Morganella marganii, Micrococcus luteus, 
Staphylococcus saprophyticus, Proteus mirabilis, Serratia liquefaciens, Lactobacillus 
delbrueckii, Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae, Bacillus sp. และ Pseudomonas 
sp. มีการเจริญลดลงเมื่อมีความเขมขนของนํ้ามันดิบและนํ้ามันดีเซลสูงข้ึน (0.5-1.0%)   
 สวนความเปนพิษของนํ้ามันเบนซินอาจเกิดเน่ืองจากไอระเหยของนํ้ามันเบนซินเองซึ่ง 
ไอระเหยของนํ้ามันเบนซินน้ันสามารถยับย้ังการเจริญโดยทําลายสวนพลาสมาเมมเบรน (Plasma 
membrane) และความเขมขนภายในเซลลราและยีสตได (Ahearn et al., 1971; Gill and 
Ratledge, 1972)    นอกจากน้ีสาเหตุของความเปนพิษของนํ้ามันอาจเน่ืองมากจากสารตัวกลางที่
เกิดข้ึนในระหวางการยอยสลายได ยกตัวอยางเชน การศึกษาของ Naether et al. (2013) กลาววา
แบคทีเรียที่เจริญในแหลงคารบอนที่เปนสารกลุม n-alkanes เมื่อมีการยอยสลายและเกิดสารตัวกลาง 
alkanols ซึ่งเปนสารกลุมแอลกอฮอลที่เกิดจากวิถีการยอยสลายสารกลุม n-alkanes ซึ่งสารตัวกลาง
เหลาน้ีมีพิษตอเซลลแบคทีเรียโดยเขาไปสะสมในเซลลเมมเบรนและทําใหเกิดการเพิ่มข้ึนอยางรวดเรว็
ของการไหลของเย่ือไซโทพลาสมิค (Cytoplasmic) ซึ่งจะนําไปสูการยับย้ังการเจริญได เปนตน    
 ในขณะที่ในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 1.5% และเติมแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 พบวาไมมีการเพิ่มจํานวนในชวงระยะเวลา 3 วันของการทดลอง หลังจากน้ัน
จะเพิ่มจํานวนประมาณ 10 เทาต้ังแตวันที่ 10 ของการทดลอง ซึ่งแสดงใหเห็นวาแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 สามารถยอยสลายนํ้ามันและใชเปนแหลงของคารบอนไดแตตองมีระยะเวลา
ในการปรับตัว (Acclimation period) เทากับ 3 วัน   
 นอกจากน้ีการที่แบคทีเรียเจริญไดชาในชวงตนของการทดลอง  อาจเน่ืองมาจากแบคทีเรีย
บางชนิดที่อยูในดินสามารถยอยสลายนํ้ามันหรือสารประกอบไฮโดรคารบอน โดยไมนําเอาสารดังกลาว
มาใชในการเจริญ แตเมื่อสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ถูกยอยสลายแลวแบคทีเรียบางชนิดจะใชเปนสาร
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ต้ังตน (Substrate) ในการเจริญ ซึ่งจะถูกใชเปนแหลงของคารบอนและพลังงานได (Assimination) 
เรียกขบวนการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนในลักษณะน้ีวา Co-metabolism และใน
สภาพแวดลอมตามธรรมชาติมีแบคทีเรียหลายชนิดอยูในบริเวณเดียวกัน แบคทีเรียเหลาน้ีอาจมี
กิจกรรมการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนอยูในบริเวณน้ันรวมกัน (Synergism)  
ซึ่งสามารถทําใหขบวนการยอยสลายเกิดข้ึนไดอยางสมบูรณ ขบวนการดังกลาวมีความสําคัญตอการ
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีโครงสรางซับซอนหรือมีนํ้าหนักโมเลกุลสูง (สุบัณฑิต น่ิม
รัตน, 2559; Jimenez and Bartha, 1996)  
 ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซลและเบนซินจะมี
แนวโนมเชนเดียวกันคือในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันแตละชนิดปริมาณ 1.5% (T3 และ T6) จะมี
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด รองลงมาคือ ชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันปริมาณ 1.0% 
(T2 และ T5) และ 0.5% (T1 และ T4) เมื่อทําการทดลองเปนระยะเวลา 35 วัน พบวาปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในแตละชุดการทดลองของแตละชนิดนํ้ามันจะมีการลดลงตลอด
ระยะเวลาทําการทดลองต้ังแตวันที่ 0-35 แตในชุดควบคุมพบปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด
เทากับ 754.72 GAE/1 g และมีปริมาณคงที่ตลอดระยะเวลาทดลอง 
 จากการศึกษานํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลาย (Spectrogram) ในชุดการทดลองที่
เติมนํ้ามันดีเซล 0.5%, 1.0% และ 1.5% (ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3) พบวาแบคทีเรียในดิน
สามารถยอยสลายนํ้ามันดีเซลไดต้ังแตวันที่ 10 ของการทดลอง แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซล 0.5%, 1.0% และ 1.5% (ชุดการ
ทดลอง T4, T5 และ T6) พบวานํ้ามันถูกยอยสลายไดเร็วข้ึนโดยพบการยอยสลายไดต้ังแตวันที่ 7 
ของการทดลอง   ในขณะที่ชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวา
แบคทีเรียในดินสามารถยอยสลายนํ้ามันเบนซินไดต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง แตเมื่อมีการเติม
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 
1.5% พบวานํ้ามันถูกยอยสลายไดเร็วข้ึนโดยพบการยอยสลายไดต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง   สวน
ในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบและนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวาแบคทีเรีย
ในดินสามารถยอยสลายนํ้ามันเบนซินไดต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวา
นํ้ามันถูกยอยสลายไดเร็วข้ึนโดยพบการยอยสลายไดต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง  แสดงใหเห็นวา
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดในดินได โดย
จะยอยสลายนํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวไดเร็วกวานํ้ามันดีเซล โดยจะเห็นได
จาก Spectrogram ของการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดไดเร็วกวาชุดการทดลองที่ไมมีการเติม
แบคทีเรีย 
 กระบวนการยอยสลายทางชีวภาพและการฟนฟูทางชีวภาพที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีเปน
กระบวนการที่เรียกวา Bioaugmentation เปนกระบวนการเติมจุลินทรียที่มีความสามารถในการ
ยอยสลายแบบเด่ียวหรือแบบผสมเพื่อบําบัดสารมลพิษ โดยจุลินทรียที่จะเติมลงไปน้ันอาจจะเติมใน
แบบการ Enrichment แบบด้ังเดิม หรือการพัฒนาใหเกิดการกลายพันธุดวยสารเคมี หรือมีการ
ดัดแปลงทางพันธุกรรม เพื่อใชในการยอยสลายสารมลพิษ (สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 2559; Alexander, 
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1994; Bitton, 2005; Devinny and Chang, 2000; Mishra et al., 2001) ซึ่งจากการศึกษาของ 
Bento et al. (2003) พบวาการบําบัดดินที่ปนเปอนดวยนํ้ามันดีเซลคือวิธี Bioaugmentation เปน
วิธีการที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี Biostimulation และ Natural attenuation 
ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล รวมทั้งจากการรายงานของ Cerqueira et al., 2014; Silva-Castro  
et al., 2013; Sprocati et al., 2012 ที่กลาววา Biostimulation และ/หรือ Bioaugmentation ทํา
ใหเพิ่มประสิทธิภาพของการฟนฟูทางชีวภาพดินที่ปนเปอนดวยนํ้ามันดีเซล  ซึ่งในการศึกษาการใช
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน และจากการจัด
จําแนกชนิดแบคทีเรียโดยใชการวิเคราะหลําดับเบสบน 16S rRNA พบวาแบคทีเรีย B. subtilis  
สายพันธุ SE1 ที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีคือ Bacillus subtilis ซึ่งเปนแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการ
ยอยสลายนํ้ามันดีเซลและเบนซิน  โดยมีรายงานการศึกษาหลายฉบับ ยกตัวอยางเชน การศึกษาของ 
Nwaogu et al. (2008) ที่ทําการศึกษาถึงการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินที่ปนเปอนนํ้ามันโดยใช 
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Trichoderma harzanium และ Trichothercium roseum 
พบวา Bacillus subtilis มีประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 5% ที่เติมลงในดินไดดีที่สุด 
โดยพบอัตราการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในวันที่ 1, 12 และ 27 ของการทดลองไดถึง 5.8 x 10-4, 1.83 
x 10-3 และ 1.05 x 10-3 กรัมตอช่ัวโมง ตามลําดับ เปนตน  
 จากขอมูลที่ไดในการศึกษาครั้งน้ีช้ีใหเห็นวาในการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
มีประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด คือ นํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน ซึ่งมีประสิทธิภาพใน
การยอยสลายทั้งนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 0.5% และ 1% ได โดยสามารถเจริญและเพิ่มจํานวน
ไดภายใน 3 วันแรกของการทดลอง รวมทั้งสามารถลดทั้งปริมาณนํ้ามันและสารประกอบฟนอลิกที่
ละลายนํ้าทั้งหมดในดินได     
 จากการศึกษาถึงการเติมสารอาหารชนิดตางๆ ไดแก สารอาหารกลุมไนโตรเจน (Yeast 
extract 1%), คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  และ 
0.1% H2O2 เพื่อสงเสริมการยอยสลายนํ้ามัน 1% ทั้ง 4 ชนิด ที่ปนเปอนในดิน โดยเติมแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 ผลการศึกษาพบวาสภาวะที่มีการเติมสารอาหารกลุมไนโตรเจน (Yeast 
extract 1%),  คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  และ 
0.1% H2O2  สามารถเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันความเขมขน 1% จํานวน 4 ชนิด ไดแก ดีเซล, เบนซิน, 
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 รวมกับจุลินทรียในดินได
ดีที่สุด  ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Poppviciu and Bercu (2014)  ไดทําการศึกษาถึงผลของ
สารอาหารไนเทรตและฟอสเฟตที่ความเขมขนตาง ๆ และไฮโดรเจนเปอรออกไซด (0.1% v/v)  ตอ
การยอยสลาย 2% v/v นํ้ามันดีเซลที่เติมลงใน Microcosm ของดินตะกอนประเภทดินทรายในทะเล  
ผลการทดลองพบวาชุดการทดลองที่มีการเติมไนเทรต 5 mg/L และฟอสเฟต 0.5 mg/L และชุดการ
ทดลองที่มีการเติมไนเทรต 50 mg/L และฟอสเฟต 5 mg/L สามารถเพิ่มจํานวนจุลินทรียกลุม 
Hydrocarbon-oxidizing แตไมมีผลตออัตราการยอยสลายทางชีวภาพ  สวนการเติมไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดรวมกับสารอาหารไนเทรตและฟอสเฟตพบวาเพิ่มอัตราการยอยสลายทางชีวภาพของ 2% v/v 
นํ้ามันดีเซล  และจากการศึกษาของ Syafruddin et al. (2010) ไดทําการศึกษาถึงผลของการเติมปุย
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสและอากาศตอการยอยสลายทางชีวภาพของนํ้ามันดิบ 1.33% และ 1.64% 
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ในดินที่ปนเปอนดวยสารไฮโดรคารบอนเปนเวลานาน 2 ป พบวาการเติมปุยไนโตรเจนและฟอสฟอรัส
มีผลตอการยอยสลายนํ้ามันดิบ 1.33% และ 1.64% ที่สะสมในดินนาน 2 ป เพียงเล็กนอย แต
อยางไรก็ตามการกวนชวยเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันดิบ 1.33% และ 1.64% ในดินรวนปนทราย
ประมาณ 15%  เมื่อเทียบกับชุดการทดลองที่ไมมีการกวน  ในขณะที่การกวนไมมีผลในชุดการ
ทดลองที่เปนดินทราย  ดังน้ันการสะสมของนํ้ามันดิบเปนระยะเวลานานจะทําใหการฟนฟูสภาพได
ยุงยากมากข้ึน   และจากการศึกษาของ Vyas and Dave (2010) ไดทําการศึกษาถึงผลของการเติม
ปุยไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมตอการยอยสลายทางชีวภาพของนํ้ามันดิบ 0.5% โดย
แบคทีเรียทางทะเล ไดแก Marinococcus albus, Methylobacterium mesophilicum และ 
Nocardia otitidiscaviarum ในการฟนฟูทางชีวภาพของนํ้ามันดิบที่ปนเปอนบริเวณชายฝงทะเล 
Alang ประเทศอินเดีย  ผลการทดลองพบวาการเติมสาร 3 ชนิด คือ สารไนโตรเจน (1%), ฟอสฟอรัส 
(0.5%) และโพแทสเซียม (0.01%) รวมกับ Bacterial consortium ของแบคทีเรีย 3 ชนิด 
(Marinococcus albus, Methylobacterium mesophilicum และ Nocardia otitidiscaviarum) 
ทําใหการยอยสลายทางชีวภาพเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญ โดยเพิ่มข้ึน 22-32% 
 ดังน้ันการประยุกตใชแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 รวมกับสารอาหารกลุมไนโตรเจน 
(Yeast extract 1%),  คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  
และ 0.1% H2O2  นาจะเปนกระบวนการที่ดีในการฟนฟูสภาพดินหรือสิ่งแวดลอมอื่น ๆ ที่ปนเปอน
ดวยนํ้ามันดีเซล, เบนซิน, นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบ  รวมทั้งนํ้ามันชนิดอื่นหรือสาร
ไฮโดรคารบอนชนิดอื่น ๆ เพื่อการบําบัดและฟนฟูสภาพแวดลอมที่ปนเปอนดวยนํ้ามันหรือสารโฮโดร
คารบอนตอไปไดในอนาคต  รวมทั้งนาจะสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1  เน่ืองจากพบวานํ้าและดินที่ปนเปอนสารไฮโดรคารบอนประเภทอะโรมาติก
เพิ่มข้ึนมากกวาปที่ผาน ๆ มาเพราะมีการใชสารไฮโดรคารบอนในอุตสาหกรรมหลาย ๆ ดาน โดยสาร
ไฮโดรคารบอนเปนสารที่เปนมลพิษอยางมาก มีความเปนพิษ และกอใหเกิดมะเร็ง และเปนสาร
กอใหเกิดการกลายพันธุในมนุษยอีกดวย นอกจากน้ียังมีความกังวลใจเพิ่มข้ึนเปนสาเหตุมาจากความ
ยากลําบากในการกําจัดสารไฮโดรคารบอนออกจากสิ่งแวดลอม โดยทีวิ่ธีการในการฟนฟูสิ่งแวดลอมที่
ปนเปอนสารไฮโดรคารบอนมีหลายวิธีทั้งวิธีทางชีวเคมี กายภาพและชีวภาพ แตดวยความกาวหนา
ของเทคโนโลยีที่ย่ังยืน ทําใหมีการคนหาวิธีทางธรรมชาติเพื่อการกําจัดหรือยอยสลายดินหรือนํ้าที่
ปนเปอนเพิ่มมากข้ึน ซึ่งหน่ึงในน้ันคือการใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยจุลินทรีย เพื่อชวยใน
การทําลายโมเลกุลของสารไฮโดรคารบอนโดยการสรางเปนไมเซลล, การเพิ่มการเคลื่อนที่และการ
เพิ่มการดูดซึมและการเขาถึงโดยแบคทีเรีย  ดังน้ันจึงนิยมนํามาใชในการยอยสลายไฮโดรคารบอนทาง
ชีวภาพ (Souza et al., 2014) 
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