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บทคัดยอ 
  
 งานวิจัยเรื่อง การพัฒนาแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใชในอุตสาหกรรม
ปโตรเลียมและการฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี ในปที่ 2 น้ีจะแบงออกเปน 3 ข้ันตอน
คือ  ข้ันตอนที่ 1 ทําการคัดแยกและศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเพื่อการฟนฟูสภาพแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม ผลการศึกษาพบวาจาก
แบคทีเรียทั้งหมด 30 ไอโซเลท ที่มีคุณสมบัติในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารอิมัลซิ - 
ไฟเออร โดยมีแบคทีเรียที่มีศักยภาพมากที่สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารอิมัลซิไฟ-
เออร คือ Bacillus subtilis สายพันธุ SE1 และรองลงมา คือ B. subtilis สายพันธุ SD4 ซึ่งไมเปน
เช้ือกอโรคในมนุษย สัตวและพืชและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําพวกไลโปเปปไทด  ตอมาพบวา
แบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ทั้งภายใตสภาวะที่มี
ออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน โดยสามารถเจริญและยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดไดในสภาวะที่
มีออกซิเจนดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  จากภาพรวมพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบมากกวา B. subtilis  
สายพันธุ SD4  ตอมา ข้ันตอนที่ 2 ทําการศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวที่ปนเปอนในดิน  
ผลการศึกษาสามารถสรุปไดวา  B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถชวยเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันทั้ง  
4 ชนิด ณ ความเขมขน 0.5%, 1.0% และ 1.5% รวมทั้งสามารถยอยสลายสารตัวกลางไดดีกวาการ
ยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ดวยจุลินทรียในดิน  ดังน้ันแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 จึงเปน
แบคทีเรีย Bioaugmentator เพื่อชวยฟนฟูดินที่มีการปนเปอนดวยนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน 
นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวตอไป  และข้ันตอนสุดทายทําการศึกษาถึงการเพิ่มความสามารถ
ในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ที่ปนเปอนในดินดวยการเติมสารอาหาร (สารอาหารกลุมไนโตรเจน, 
Yeast extract 1.0%; คารบอนที่ยอยสลายงาย, นํ้าตาลกลูโคส 1.0% และฟอสฟอรัส, KH2PO4 
0.5%)  และ 0.1% H2O2 เพื่อสงเสริมการยอยสลายนํ้ามัน 1% ทั้ง 4 ชนิด ที่ปนเปอนในดิน โดยเติม
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  ผลการศึกษาพบวาสภาวะที่มีการเติมสารอาหารกลุมไนโตรเจน 
(Yeast extract 1%), คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  
และ 0.1% H2O2 สามารถเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันความเขมขน 1% 4 ชนิดไดดีที่สุด และพบวา
สงเสริมการยอยสลายนํ้ามันเบนซินดีที่สุด และนํ้ามันดีเซล, นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบของ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 รวมกับจุลินทรียในดิน ตามลําดับ ดังน้ันการประยุกตใช
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 รวมกับสารอาหารกลุมไนโตรเจน (Yeast extract 1%),  
คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  และ 0.1% H2O2 นาจะ
เปนกระบวนการที่ดีในการฟนฟูสภาพดินหรือสิ่งแวดลอมอื่น ๆ ที่ปนเปอนดวยนํ้ามันดีเซล, เบนซิน, 
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบ 
 
คําสําคัญ: แบคทีเรีย, สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ, การฟนฟูสภาพ 
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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 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 
 สารลดแรงตึงผิวเปนคําสั้น ๆ ของ "สารที่ใชงานกับพื้นผิว" (Surface-active-agents) ซึ่งคือ
สารเคมีทั่วไปที่ลดแรงตึงผิวของของเหลวหรือลดแรงดึงระหวางของเหลวสองชนิดหรือระหวาง
ของเหลวและของแข็ง สารลดแรงตึงผิวโดยทั่วไปเปนสารประกอบอินทรียที่มีคุณสมบัติเปนแอมพิฟลิก 
(Amphiphilic)   ในธรรมชาติซึ่งมีทั้งสวนที่ไมชอบนํ้าและสวนที่ชอบนํ้า สวนที่ไมชอบนํ้า (ไมมีข้ัว) 
เปนสวนที่ไมละลายในนํ้าและอาจจะมีกรดไขมันที่เปนหวงโซยาว (Long-chain of fatty acids)  
กรดไขมันไฮดรอกซิล (Hydroxyl fatty acids) หรือแอลฟา-อัลคิล-เบตา-กรดไขมันไฮดรอกซิล (α-
alkyl-β-hydroxy fatty acids) ดานปลายที่ชอบนํ้า (มีข้ัว) พบวาเปนคารโบไฮเดรต กรดอะมิโน  
วงเปปไทด ฟอสเฟต กรดคารบอกซิลิกหรือแอลกอฮอล (Van Ginkel, 1989; Jaysree et al., 2011)   
 สารลดแรงตึงผิวสามารถแบงออกไดเปน  2 กลุมใหญ  คือ  สารลดแรงตึงผิวสังเคราะหและ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  สารลดแรงตึงผิวสังเคราะหเปนผลิตภัณฑที่เกิดจากปฏิกิริยาเคมี มีการ
นํามาใชในอุตสาหกรรมนํ้ามันเพื่อชวยในการทําความสะอาดการรั่วไหลของนํ้ามัน ตลอดจนการเพิ่ม
ปริมาณนํ้ามันในกระบวนการขุดนํ้ามันจากบอนํ้ามัน โดยสารเหลาน้ีไมสามารถยอยสลายไดเองตาม
ธรรมชาติ และมีความเปนพิษตอสิ่งแวดลอม (Jayrees et al., 2011)  สวนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เปนผลิตภัณฑที่ผลิตโดยกระบวนการทางชีวภาพ  และเปนสารที่ขับออกมาภายนอกเซลลของ
จุลินทรียชนิดตาง ๆ ยกตัวอยางเชน  แบคทีเรีย  ราและยีสต (Chen et al., 2007; Jayrees et al., 
2011) สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากจุลินทรียไดรับความสนใจและการยอมรับมากกวาสารลดแรงตึงผิว
สังเคราะห  เน่ืองจากมีความเปนไปไดในการนําไปใชในเชิงการคาเพื่อทดแทนสารลดแรงตึงผิวที่ได
จากการสังเคราะห รวมทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติหลายประการ ไดแก  คุณสมบัติในการ
ลดแรงตึงผิวและทําใหเกิดอิมัลชันไดดี  มีความเสถียรแมอยูภายใตสภาวะทางกายภาพและเคมีที่
รุนแรง  สามารถเพิ่มพื้นที่ผิวและทําใหจุลินทรียสามารถยอยสลายสารต้ังตนที่ไมละลายนํ้า  สามารถ
จับโลหะ  สรางไบโอฟลม  มีความเปนพิษตํ่า สรางความระคายเคืองนอย  ไมเปนอันตรายตอผิวหนัง
มนุษย  ทั้งน้ียังมีความสามารถในการยอยสลายทางชีวภาพสูง  เปนมิตรตอระบบนิเวศ และสามารถ
ผลิตไดจากสารต้ังตนที่มีราคาถูกและสารต้ังตนชนิดใหม ๆ ได (Banat et al., 2000a; Costa et al., 
2006; Mohan et al., 2006) ดังน้ันสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากจุลินทรียมีศักยภาพที่หลากหลายใน
การนําไปใชงานดานตาง ๆ เชน อุตสาหกรรมนํ้ามัน เกษตรกรรม ยารักษาโรค อาหารและเครื่องสําอาง 
(Banat et al., 2000b)   

จากคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนสารประกอบจากผลิตภัณฑของจุลินทรียซึ่ง
สามารถถูกยอยสลายไดงาย จึงมีความเหมาะสมตอการนําไปใชในสิ่งแวดลอม เชน การใชในงานดาน
เกษตรกรรม ยารักษาโรค อาหารและเครื่องสําอาง (Banat et al., 2000b)  การใชเปนสารซักฟอก 
สารที่ทําใหเกิดความช้ืน (Wetting agents)  สารปองกันการแยกตัวของนํ้าและนํ้ามัน (Emulsifiers)  
สารที่ทําใหเกิดฟองและสารชวยกระจายตัว (Dispersants) (Makkar and Cameotra, 2002)  ทั้งยังใช
เปนสารหลักในอุตสาหกรรมปโตรเคมี  เพื่อทําใหการไดนํ้ามันกลับคืนมาเพิ่มข้ึนและฟนฟูสภาพของ
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สารกลุมไฮโดรคารบอน  นอกจากน้ียังสามารถใชในการฟนฟูสภาพทางชีวภาพ  เชน การกําจัดการ
ปนเปอนทั้งในดินและในนํ้า (Ron and Rosenberg, 2002; Franzetti et al., 2009)  การเพิ่มการ
กระจายตัวของนํ้ามันที่เกิดจากการรั่วไหลของนํ้ามัน (Mohan et al., 2006)  และไดมีการนําไปใชใน
กระบวนการทางเคมีและกายภาพในการออกแบบเพื่อฟนฟูสภาพแวดลอมในแหลงที่มีการปนเปอน
ดวยสารประกอบไฮโดรคารบอนหรือโลหะหนัก เชน การนําสารลดแรงตึงผิวมาบําบัดดินในพื้นที่ที่มี
การปนเปอนจริงและการนําดินจากพื้นที่ที่มีการปนเปอนออกมาบําบัดนอกพื้นที่น้ันหรือการสูบนํ้าเพื่อ
บําบัดช้ันดินอุมนํ้า (Mulligan, 2005; Franzetti et al., 2009)  แตอยางไรก็ตามการเลือกใชสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพควรคํานึงถึงประเภทของสารลดแรงตึงผิว  ปริมาณและความเขมขนของสาร 
ลดแรงตึงผิว  รวมถึงสภาวะอื่น ๆ ใหเหมาะสมกับวัตถุประสงคของการใชงาน  ทั้งน้ีเพื่อทําใหสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุดและไมกอใหเกิดปญหาสิ่งแวดลอม
ตามมา (วิสาขา ภูจินดา, 2548) 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ดีที่สุดเปนสารประเภทไกลโคลิปด (Glycolipids) เชน แรมโนลิปด
ที่ผลิตโดย Pseudomonas,  โซโฟโรลิปด (Sophorolipids) ที่ผลิตโดย Candida หลายสปชีส , 
Cell-bound trehalose lipids ที่ผลิตโดย Rhodococcus และ Actinomycetes และลิโปเปปไทด 
(Lipopeptides) ที่มีลักษณะโครงสรางที่หลากหลายผลิตโดย Bacillus หลายสปชีส (Lang and 
Philp, 1998; Cubitto et al., 2004; Van Hamme et al., 2006)  โดยแรมโนลิปดเปนสารลดแรง
ตึงผิวหลักที่ผลิตโดย Pseudomonas aeruginosa  ซึ่งประกอบดวยโมโน- และได-แรมโนลิปด ซึ่งมี
สมบัติทางเคมแีละทางกายภาพที่แตกตางกันคอนขางมาก (Benincasa et al., 2002) P. aeruginosa มี
ความสามารถในการใชแหลงคารบอนจากสารต้ังตนที่ไมละลายนํ้า เชน นํ้ามันพืช (Costa et al., 2006)  
ไฮโดรคารบอน (Santa-Anna et al., 2002; Rashedi et al., 2005) และแหลงคารบอนที่แบคทีเรีย
นํามาใชไดงาย เชน นํ้าตาลกลูโคส (Bodour et al., 2003) นํ้าตาลแมนนิทอล (De´ziel et al., 1999) 
หรือกลีเซอรอล (Das et al., 2009)  ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปด  สารต้ังตนประเภท
คารบอนเปนสารที่ใชในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดรับการรายงานวามีผลตอคุณภาพและ
ปริมาณของสารลดแรงตึงผิว (Panilaitis et al., 2007; Abouseouda et al., 2008)  นอกจากน้ี 
ผลการวิเคราะหทางเคมีโดยใชเครื่อง Mass spectrometry แสดงใหเห็นชัดเจนวาแหลงคารบอน
ไมไดมีผลตอปริมาณเทาน้ัน  แตยังมีผลตอโครงสรางของสารลดแรงตึงผิวดวย (Perfumo et al., 
2006)  โดยปกติแลวจุลินทรียตางสกุลกันจะสังเคราะหสารลดแรงตึงผิวที่มีโครงสรางตางกัน  ในทาง
ตรงกันขามจุลินทรียสายพันธุหรือสปชีสเดียวกันจะผลิตสารลดแรงตึงผิวที่มีโครงสรางคลายคลึงกัน  
อยางไรก็ตามความแตกตางเพียงเล็กนอยในโครงสรางโมเลกุลมีผลกระทบอยางมากตอหนาที่การ
ทํางานและการนําไปใชประโยชนทางดานอุตสาหกรรมของสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากจุลินทรีย 
(Bodour et al., 2003)   

ในโลกปจจุบันสารประกอบไฮโดรคารบอน ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบ เปนสารที่มีความสําคัญ
อยางมากตอประชากรโลก แตสารดังกลาวเปนของเหลวที่เกิดข้ึนใตเปลือกโลก  โดยปโตรเลียมเปน
สารประกอบไฮโดรคารบอนที่ประกอบดวยอะตอมของคารบอนและไฮโดรเจนเปนหลัก มีโมเลกุลของ
สารหลายชนิดที่มีโครงสรางที่ซับซอนเปนองคประกอบรวมอยูภายในปโตรเลียม กระบวนการเกิด
ปโตรเลียมน้ันเปนกระบวนการตามธรรมชาติที่เกิดจากการสลายตัวของอินทรียสารจํานวนมากที่ 
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ทับถมกันลึกลงไปในช้ันหินใตพื้นผิวโลก ซึ่งมีความรอนและความดันมหาศาล การใชประโยชนจาก
ปโตรเลียมจําเปนตองนํามาผานกระบวนการกลั่นไดเปนผลิตภัณฑประเภทตาง ๆ เชน กาซหุงตม 
นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดีเซล ยางมะตอย รวมทั้งเคมีภัณฑตาง ๆ เชน ปุยเคมี ยาปราบศัตรูพืช พลาสติก 
และยางสังเคราะห เปนตน (ประเสริฐ เทียนนิมิต และคณะ, 2554)  สวนนํ้ามันดิบ  คือ ปโตรเลียมที่มี
สถานะเปนของเหลวในธรรมชาติ  มีลักษณะสีดําหรือนํ้าตาล  มีกลิ่นคลายนํ้ามันเช้ือเพลิงสําเร็จรูป  
มีลักษณะเปนสารประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ ปะปนกันอยูและอาจมีสารอื่น ๆ ประกอบอยู
ดวย เชน กํามะถัน  คารบอน  ไฮโดรเจนและไนโตรเจน เปนตน คุณสมบัติของนํ้ามันดิบจะแตกตาง
กันไปตามองคประกอบของสารประกอบไฮโดรคารบอนและสิ่งเจือปนอื่น ๆ ที่รวมอยู ดวยเหตุน้ี
นํ้ามันดิบที่ขุดข้ึนจึงไมสามารถนําไปใชประโยชนไดทันที  ดังน้ันนํ้ามันดิบที่ไดจะตองนํามาแยก
สารประกอบไฮโดรคารบอนตาง ๆ ออกเปนกลุม ๆ กอนจึงจะสามารถนําไปใชประโยชนตามชนิดได  
โดยวิธีการแยกสารที่ปนอยูในนํ้ามันดิบออกจากกันน้ีเรียกวาการกลั่นนํ้ามันดิบ (ประเสริฐ เทียนนิมิต 
และคณะ, 2554)  และกระบวนการกลั่นนํ้ามันดิบน้ันประกอบดวยข้ันตอนการกลั่นสําหรับแยกสวน
ตาง ๆ ของนํ้ามันปโตรเลียม ที่ตองอาศัยสารลดแรงตึงผิวเพื่อทําใหไดผลผลิตเพิ่มมากข้ึน ซึ่งมีมูลคา
มหาศาล (Kister, 1992; Nur Asshifa, 2009) และปจจุบันมีการศึกษาการนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
มาใชเน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติทั่วไปเชนเดียวกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห  แตมี
ความเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม  มีความเปนพิษตํ่าและยอยสลายไดงายในธรรมชาติเมื่อเทียบกับสาร 
ลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Burgos-Díaz et al., 2012) 

จากคุณสมบัติดังกลาวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถนํามาประยุกตใชในการฟนฟู
สภาพแวดลอมที่มีสารประกอบไฮโดรคารบอน ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบ เน่ืองจากตองมีการขนสง
สารประกอบไฮโดรคารบอน ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบทั่วโลก และเกิดการรั่วไหลและหกทั่วโลก  โดย
สารประกอบไฮโดรคารบอน  ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบ  เปนสารพิษทําใหเกิดการระคายเคืองตาม
ผิวหนัง เปนผื่นคัน แสบรอน  เกิดแผลและติดเช้ือได  รวมถึงเมื่อสารพิษซึมเขาสูผิวหนังทําใหเกิด
อันตรายอยางตอเน่ืองในระยะยาว เชน มะเร็งผิงหนัง เปนตน   นอกจากน้ีถาสูดดมกลิ่นของนํ้ามันจะ
ทําใหปอดไดรับสารพิษ เกิดอาการปอดอักเสบ เกิดโรคระบบทางเดินหายใจ  การรับสารพิษโดยการ
ดูดซึมทางรางกายอาจจะทําใหสารพิษไปสะสมในไตจนเกิดภาวะไตเสื่อมและไตวายได  และหากไดรับ
สารพิษเปนระยะเวลานานและในระยะยาวอาจเกิดอันตรายถึงข้ันสารพิษทําลายระบบประสาทการ
ควบคุมการเคลื่อนไหวทําใหไมสามารถทรงตัวและไมสามารถเดินไดเปนปกติและอาจรุนแรงถึงข้ันเปน
มะเร็งในที่สุด  (สํานักงานสิ่งแวดลอมภาคที่ 16, 2556)   
 จากชวงทศวรรษที่ 1930 ถึง 1990 มีงานวิจัยพิสูจนใหเห็นวาแบคทีเรียมีความสําคัญใน
กระบวนการตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับนํ้ามันปโตรเลียม  แบคทีเรียจํานวนมากมีความสามารถในการใช
ประโยชนจากสารประกอบไฮโดรคารบอนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานตามธรรมชาติ (Hua  
et al., 2004; Korda et al., 1997; Rahman et al., 2003)  นอกจากน้ียังมีบทบาทสําคัญในการ
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน (Chaerun et al., 2004; Ilori et al., 2006)  โดยสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพทําหนาที่ลดแรงตึงผิวบนผิว และลดแรงตึงผิวระหวางของแข็งกับของเหลวหรือของเหลว
กับของเหลว (Interfacial tension) ที่เกิดจากการรวมของเหลวที่ผสมกันไมได (Immiscible fluids) 
หรือของเหลวกับของแข็งซึ่งทําใหเพิ่มพื้นผิวของสารประกอบที่ไมละลายนํ้า  สงผลใหเพิ่มการ
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เคลื่อนที่และความสามารถของการนํามาใชโดยจุลินทรียหลังจากที่มีการยอยสลายทางชีวภาพและ
การเกิด  Emulsification (Ron and Rosenberg, 2001; Vasileva-Tonkova and Gesheva, 
2007) หนาที่ทางชีวภาพของสารลดแรงตึงผิวมีความเกี่ยวของกับการดูดซึมสารประกอบไฮโดรคารบอน
ซึ่งเปนสารที่ถูกผลิตและปลอยออกมาอยางอัตโนมัติ  ถามีสารต้ังตนเปนสารประกอบไฮโดรคารบอน 
(Guerra-Santos et al., 1984; Makkar and Cameotra, 1998; Singh et al., 2006)  แบคทีเรียที่
มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน ไดแก Acinetobacter, Pseudomonas, 
Rhodococcus และ Mycobacterium (Ilori et al., 2005; Kosaric, 1993)  และเปนที่ทราบดีวา
ความสามารถของแบคทีเรียโดยเฉพาะอยางย่ิง P. aeruginosa สามารถยอยสลาย Heavy oil และ 
Aliphatic hydrocarbons ภายใตสภาวะที่มีการใชออกซิเจนและสามารถหลั่งสารลดแรงตึงผิวทาง
ชีวภาพในปริมาณสูงขณะเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีสารไฮโดรคารบอนในปริมาณสูง (Hommel, 
1990; Chayabutra and Ju, 2000)    

จากขอความที่กลาวมาแลวขางตน  แสดงใหเห็นวาสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตโดยจุลินทรียเปน
สารลดแรงตึงผิวที่มีประสิทธิภาพและมีประโยชนหลายประการทั้งยังเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม  ดังน้ัน
ในการศึกษาครั้งน้ีผูวิจัยจึงมีความสนใจในการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุใหมที่มีคุณสมบัติในการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และนํามาศึกษาชนิดและองคประกอบทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ดีที่สุด เพื่อพัฒนาแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใชในอุตสาหกรรมปโตรเลียมและการ
ฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี  สําหรับใชทดแทนสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหและเพื่อ
การพัฒนาเปนผลิตภัณฑต้ังแตในระดับหองปฏิบัติการจนถึงระดับเชิงพาณิชยตอไป 
 
วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

เพื่อพัฒนาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดใหมจากแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใชในการฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี   

 
ขอบเขตของการวิจัย 
 ทําการศึกษาถึงการประยุกตใชแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
ดานการฟนฟูสภาพแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม โดยการศึกษาความสามารถของ
แบคทีเรียในการกําจัดนํ้ามันเบนซิน ดีเซล นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบ  ภายใตสภาวะที่มี
ออกซิเจนและไมมีออกซิเจนในขวดซีรัม และศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเพื่อการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน ดีเซล นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบในดิน รวมทั้ง
การศึกษาถึงปจจัยการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน ดีเซล นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบในดินดวยการ
เติมสารอาหารชนิดตางๆ  ไดแก สารอาหารกลุมไนโตรเจน คารบอนที่ยอยสลายงาย และฟอสฟอรัส 
เพื่อสงเสริมการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ของแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  เพื่อใชเปน
ขอมูลในการนําไปประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสูด  รวมทั้งยังชวย
ทดแทนการใชสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหที่นิยมใชอยูในปจจุบัน และเพื่อใหมีความเปนมิตรตอ
สิ่งแวดลอม 
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วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎีและ/หรือแนวทางความคิดท่ีนํามาใชในงานวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 1. ทําใหมีแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดใหมหลากหลายชนิด
เพื่อใชในอุตสาหกรรมปโตรเลียมและการฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี 
 2.  สามารถจําแนกถึงชนิดของแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพชนิดใหม ๆ เพื่อประยุกตใชในการ
ฟนฟูสภาพแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม 

 

การศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียทีผ่ลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อการฟนฟู
สภาพแวดลอมทีม่ีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม 

การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการ
ยอยสลายนํ้ามนัเบนซิน  ดีเซล  นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบ ภายใต

สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจนในขวดซีรมั 

การศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียทีผ่ลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อ
การยอยสลายนํ้ามันเบนซิน  ดีเซล  นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบ 

ในดิน 

จากการศึกษาถึงปจจัยการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน  ดีเซล  นํ้ามันเครื่องที่ใช
แลวและนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมสารอาหารชนิดตางๆ  ไดแก 

สารอาหารกลุมไนโตรเจน คารบอนที่ยอยสลายงาย และฟอสฟอรัส  
เพื่อสงเสรมิการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ของแบคทีเรียทีผ่ลิต 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 



บทที่ 2 
เอกสารที่เกี่ยวของกับการศกึษา 

 
 
เอกสารทีเ่กี่ยวของกบัการศึกษาจําแนกไดดังน้ี 
 1. ความรูทั่วไปเกี่ยวกบัสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

2.  วิธีการตรวจสอบการสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยจุลินทรีย 
3.  วิธีการตรวจสอบการสรางสารอิมลัซิฟายเออร   
4.  การประยุกตใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
5.  รายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการศึกษา 

 
 
1. ความรูท่ัวไปเก่ียวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ   
  1.1 ความหมายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactants) หมายถึง สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตออกมาจาก
จุลินทรียหลายชนิด เชน ยีสต แบคทีเรียและรา (Priya and Usharani, 2009) ซึ่งสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพน้ีมักจะเปนสารประกอบอินทรียที่มีคุณสมบัติเปนแอมพิฟลิก (Amphiphilic) คือในโมเลกุล
ประกอบดวยสวนที่ไมชอบนํ้า (Hydrophobic) และสวนที่ชอบนํ้า (Hydrophilic) อยูในโมเลกุลเดียวกัน 
(Chioma et al., 2013)  โดยสวนที่ไมชอบนํ้าหรือสวนที่ไมมีข้ัวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้ัน เปนสวน
ที่ไมสามารถละลายในนํ้าได  เน่ืองจากเปนโมเลกุลของกรดไขมันที่เปนหวงโซยาว (Long-chain of 
fatty acids) กรดไขมันไฮดรอกซิล (Hydroxyl fatty acids)  หรือแอลฟา-อัลคิล-เบตา-กรดไขมัน 
ไฮดรอกซิล (α-alkyl-β-hydroxy fatty acids)  สวนดานปลายที่ชอบนํ้าหรือสวนที่มีข้ัวพบวาเปน
คารโบไฮเดรต กรดอะมิโน วงเปปไทด ฟอสเฟต กรดคารบอกซิลิกหรือแอลกอฮอล (Jaysree et al, 
2011) 
  โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะเกิดการรวมตัวกันเปนโครงสรางที่เรียกวา ไมเซลล (Micells) 
เมื่อสารลดแรงตึงผวิมีความเขมขนอยูในตัวทําละลาย เชน นํ้า  โดยสารลดแรงตึงผิวจะหันเอาสวนที่
ชอบนํ้าไวดานนอก และสวนที่ชอบไขมันไวดานใน ซึ่งทําใหสามารถแสดงคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิว
ของของเหลวหรือลดแรงดึงระหวางของเหลวสองชนิดหรือระหวางของเหลวและของแข็งได ซึ่งความ
เขมขน ณ จุดที่ทําใหโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวเกิดเปนไมเซลลเปนคุณสมบัติเฉพาะของสารลดแรง
ตึงผิวแตละชนิดเรียกความเขมขน ณ จุดน้ีวา Critical micelle concentration (CMC) 
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ภาพท่ี 1 ลักษณะของสารลดแรงตึงผิวที่เช่ือมตอระหวางของเหลวและอากาศ 

(ดัดแปลงจาก Pacwa-Plociniczak et al., 2011) 
 

  1.2 ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
   ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถแบงได 2 กลุม ตามนํ้าหนักโมเลกุล (Jaysree et al, 
2011; Pacwa-Plociniczak et al., 2011)  โดยมีรายละเอียดดังน้ี 
          1.2.1 สารลดแรงตึงผิวท่ีมีนํ้าหนักโมเลกุลตํ่า 
   เปนกลุมที่มีพื้นที่ผิวและแรงดึงระหวางผิวที่ตํ่า มีหนาที่หลักในการลดแรงตึงผิว 
(Surface tension) และแรงระหวางผิว (Interfacial tension) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สําคัญใน
กลุมน้ี ไดแก ไกลโคลิปด (Glycolipids) ฟอสโฟลิปด (Phospholipids) และลิโปเปปไทด (Lipopeptides) 
เปนตน 
   1.2.2 สารลดแรงตึงผิวท่ีมีนํ้าหนักโมเลกุลสูง 
     เปนกลุมที่จะเกาะติดแนนกับพื้นผิว มีหนาที่หลักเกี่ยวของกับความคงตัวของสาร
อิมัลชัน ทําใหแบคทีเรียติดอยูกับพื้นผิวที่เปนสวนที่ชอบนํ้าไดดีข้ึน  ซึ่งทําใหสามารถยอยสลาย
สารชีวภาพได สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สําคัญในกลุมน้ี ไดแก พอลิแซคคารไรด (Polysaccharides) 
โปรตีน (Proteins) ลิโปพอลิแซคคารไรด (Lipopolysaccharides) ลิโปโปรตีน (Lipoproteins) หรือ
สารประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดังกลาว เปนตน 
 
 1.3 ประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยจุลินทรียสามารถแบงออกเปนกลุมใหญ ๆ ไดทั้งหมด 5 
กลุม ดังตอไปน้ี 
  1.3.1 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมไกลโคลิปด 
  ไกลโคลิปดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่พบมากที่สุดชนิดหน่ึง ประกอบดวย โมโน- 
ได- ไตร- และเตตระแซคคารไรด รวมทั้งกลูโคส กาแลคโตส กรดกลูคูโรนิก แรมโนส และกาแลคโตส
ซัลเฟต รวมทั้งประกอบดวยกรดไขมันซึ่งมีองคประกอบคลายกับฟอสโฟลิปดของจุลินทรีย สามารถ
แบงไดเปนทรีฮาโลสลิปด (Trehaloselipid) โซโฟโรลิปด (Sophorolipid) และแรมโนลิปด 
(Rhamnolipids) (Shaw, 1970) ตัวอยางโครงสรางของแรมโนลิปด ดังแสดงในภาพที่ 2 
 

ดานหางไมชอบน้ํา  

ดานหัวที่ชอบน้ํา 

นํÊา 
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ภาพท่ี 2  โครงสรางทางเคมีของแรมโนลิปด 
(Abdel-Mawgoud et al., 2011) 

 
  1.3.2 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด 
  ลิโปเปปไทด ประกอบดวยสวนหางที่เปนกรดไขมันเช่ือมตอดวยโอลิโกเปปไทด 
สายสั้นซึ่งอยูในรูปวงกลม (Raaijmakers et al., 2006)  โดยพบวา Bacillus subtilis สามารถผลิต 
วงลิโปเปปไทด (Cyclic lipopeptide) เรียกวาเซอแฟกติน (Surfactin) หรือซับทิลิซิน (Subtilisin) 
(Arima et al., 1968; Bernheimer and Avigad, 1970) ซึ่งเซอแฟกตินมีคา CMC ในนํ้าเทากับ 25 
มิลลิกรัมตอลิตร  และพบวาสามารถลดแรงตึงผิวของนํ้าไดถึง 27 มิลลินิวตันตอเมตร (Cooper et al., 
1981) โครงสรางของ Cyclic lipopeptide และ Surfactin ดังแสดงในภาพที่ 3 
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ก.                                                 ข. 

 
ภาพท่ี 3  โครงสรางของวงลโิปเปปไทด (ก.) และโครงสรางของเซอแฟกติน (ข.) 

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

  1.3.3 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมฟอสโฟลิปดและกรดไขมัน  
 (1) ฟอสโฟลิปด เปนองคประกอบสวนใหญในเย่ือหุมเซลลของจุลินทรีย โดย
พบวาแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนหรือยีสตที่เจริญบนอาหารที่
มีแอลเคนเปนแหลงของคารบอนจะพบปริมาณของฟอสโฟลิปดเพิ่มข้ึนอยางมาก ยกตัวอยางเชน ใน
กรณีของแบคทีเรีย  Acinetobacter sp. HO1-N ที่เจริญบนเฮกซะเดกเคน (Hexadecane) พบวา
ถุงเวสิเคิล (Vesicles) ที่แบคทีเรียปลอยออกมานอกเซลลอุดมไปดวยฟอสโฟลิปด (Kaeppeli and 
Finnerty, 1979) 
 (2) กรดไขมัน กรดไขมันที่ไดมาจากแอลเคนไดรับความสนใจอยางมากใน
ฐานะที่เปนสารลดแรงตึงผิว Rehm and Rei (1981)  ไดอธิบายถึงรายละเอียดของกรดไขมันที่เกิด
จากการออกซิเดชันของแอลเคนโดยจุลินทรีย สมดุลระหวางสวนที่ไมชอบนํ้าและสวนที่ชอบนํ้าของ
กรดไขมันมีสวนเกี่ยวของกับความยาวของหวงโซไฮโดรคารบอน สําหรับกรดไขมันที่นิยมนํามาเปน
สารลดแรงตึงผิวจะอยูในชวง C12 - C14  นอกจากกรดไขมันโซตรง จุลินทรียยังสามารถผลิตกรดไขมัน
ที่มีความซับซอนโดยประกอบดวยไฮดรอกซิลและกิ่งกานแอลคิล ยกตัวอยางเชน โครีโนไมโคลิก  
แอสิด (Corynomycolic acid) ซึ่งมีศักยภาพในการเปนสารลดแรงตึงผิว (MacDonald et al., 
1981) 
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  1.3.4. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมพอลิเมอรริก (Polymeric surfactant) 
  สารลดแรงตึงผิวชนิดพอลิเมอรริกเปนสารลดแรงตึงผิวที่จุลินทรียหลายชนิดสามารถ
ผลิตได  โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดน้ีประกอบดวยพอลิแซคคาไรด โปรตีน ลิโปพอลิแซคคาไรด 
หรือลิโปโปรตีน และในบางกรณีพบวาประกอบดวยโมเลกุลที่ซับซอนของพอลิเมอรชีวภาพที่รวมตัวกัน 
ตัวอยางของแบคทีเรียที่ผลิตสารในกลุมน้ีไดไดแก แบคทีเรียสกุล Acinetobacter (Rosenberg and 
Ron, 1998) 
 
  1.3.5 สารลดแรงตึงผิวกลุมพารติคูเลท (Particulate surfactants) 
  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดพารติคูเลท เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บรรจุอยู
ภายในถุงเวสิเคิลที่หลั่งออกมานอกเซลล ยกตัวอยางเชน Acinetobacter sp. H01-N ที่เจริญบน
อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีเฮกซะเดกเคน (Hexadecane) เปนองคประกอบ แบคทีเรีย Acinetobacter sp. 
H01-N จะหลั่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมพารติคูเลทที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางขนาด 20-50 
มิลลิเมตร และคาความหนาแนนของการลอยตัวเทากับ 1.158 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร ถุงภายนอกน้ี
จะมีบทบาทสําคัญในการดูดซึมเฮกซะเดกเคนเขาไปภายในเซลลของ Acinetobacter sp. H01-N 
(Karanth et al., n.d.) 
 
   ตัวอยางของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบางชนิดที่สรางโดยจุลินทรีย แสดงดังตารางที่ 1 
และภาพที่ 4-8 
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ตารางท่ี 1  ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยจลุินทรียชนิดตาง ๆ (ดัดแปลงจาก  
               Pacwa-Plociniczak et al., 2011)  
 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการผลติ 

กลุม ชนิด 

 
ไกลโคลิปด 

แรมโนลปิด  
(Rhamnolipid) 

Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas sp. 

ทรีฮาโลสลิปด 
(Trehalolipid) 

Mycobacterium tuberculosis, 
Rhodococcus erythropolis, 

Arthrobacter sp., Nocardia sp., 
Corynebacterium sp. 

โซโฟโรลิปด 
(Sophorolipid) 

Torulopsis bombicola, 
Torulopsis petrophilum, Torulopsis apicola 

กรดไขมัน  
ฟอสโฟลิปด และ 

นิวทรัลลิปด 

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 
ชนิดพอลิเมอรริก 

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  โครงสรางของแรมโนลปิดทีผ่ลิตจาก Pseudomonas aeruginosa 

(Mulligan, 2005) 
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ภาพท่ี 5  โครงสรางของทรีฮาโลสลิปด 
(Chakrabarti, n.d) 

 

 
 

ภาพท่ี 6  โครงสรางของเซอแฟกตินทีผ่ลิตจาก Bacillus subtilis  
(Vollenbroich et al., 1997) 

 

  
ภาพท่ี 7  โครงสรางของโซโฟโรลปิด 

(Bhardwaj et al., 2013) 
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ภาพท่ี 8  โครงสรางของอมิัลแซน  

(Edwards et al., 2003) 
 
2. การตรวจสอบการสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยจุลนิทรีย 
 2.1  วิธกีารตรวจสอบการสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  2.1.1  การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง (Blood hemolysis test) 
  การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง  เปนการคัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถ
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื้องตน (Schulz et al., 1991; Plaza et al., 2006; Youssef  
et al., 2004) โดยสารลดแรงตึงผิวจะซึมผานเย่ือหุมเซลลของเม็ดเลือดเกิดการแลกเปลี่ยนสาร
ระหวางภายในและภายนอกเซลลสงผลใหสารละลายภายนอกเซลลมีความดันออสโมติกตํ่ากวาความ
ดันออสโมติกในเซลลเรียกวา ไฮโปโทนิก (Hypotonic) ทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตก (Noudeh  
et al., 2010) ซึ่งทําใหสามารถใชการทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงการคัดกรองแบคทีเรียที่มี
ศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได  โดยแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรง 
ตึงผิวชีวภาพไดจะเกิดการยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ β-hemolysis  
 
  2.1.2  Oil displacement test 
  Oil displacement test เปนวิธีการทดสอบความสามารถในการกระจายนํ้ามัน ซึ่ง
เปนวิธีการคัดกรองที่มีประสิทธิภาพ นาเช่ือถือ สามารถทําไดงายและรวดเร็ว รวมทั้งสามารถบอก
ปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได (Youssef et al., 2004) วิธีการน้ีทําไดโดยนํานํ้ากลั่น
ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เติมลงในจานเพาะเช้ือที่มีเสนผานศูนยกลาง 90 มิลลิเมตร เติมนํ้ามัน 100 
ไมโครลิตร ลงบนผิวของนํ้า จากน้ันเติมสวนใสของเซลลปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนพื้นผิวของ
นํ้ามัน ทิ้งไว 30 วินาที (Jaysree et al., 2011) ถาสวนใสของเซลลมีคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวได 
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นํ้ามันจะกระจายตัวออกและเกิดเปนโซนใส เรียกลักษณะเชนน้ีวา Oil displacement activity 
(Morikawa et al., 2000)   
 
  2.1.3  Drop collapsing test  
  Drop collapsing test  เปนวิธีการทดสอบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ทําไดงาย สะดวก
และรวดเร็ว ใชตัวอยางในปริมาณนอย และไดผลดีในการตรวจหาแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ หลักการของวิธีการทดสอบน้ีอาศัยการคงตัวของของเหลวบนพื้นผิวของโมเลกุลที่เปนสวนที่
ไมชอบนํ้า เชน นํ้ามัน เมื่อหยดนํ้าลงบนผิวของนํ้ามัน นํ้าจะยังคงเปนหยดอยูเชนเดิม เน่ืองจากนํ้าซึ่ง
เปนโมเลกุลที่มีข้ัวจะมีความคงตัวบนพื้นผิวของนํ้ามัน ในขณะที่สารหรือของเหลวที่มีคุณสมบัติในการ
ลดแรงตึงผิวได เมื่อหยดลงบนผิวหนาของนํ้ามัน หยดของสารหรือของเหลวเหลาน้ีจะแผออกหรือยุบตัว 
เน่ืองจากแรงตึงผิวระหวางสารหรือของเหลวกับนํ้ามันน้ันลดลง (Saravanan and Vijayakumar, 2012) 
วิธีการน้ีทําไดโดยนํานํ้ามันปริมาตร 2 ไมโครลิตร หยดลงบนแผนสไลด จากน้ันนําสวนใสของเซลล
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร หยดลงบนแผนสไลดที่มีสารไฮโดรคารบอนอยูแลว ทิ้งไว 1 นาที หลังจากน้ันดู
การเปลี่ยนแปลงที่เกิดข้ึน สังเกตเห็นวาหยดของสวนใสของเซลลที่มีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จะมีลักษณะยุบตัวลงหรือแผกระจาย สวนสวนใสของเซลลที่ไมมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะไมมี
การเปลี่ยนแปลงเกิดข้ึน (Nur Asshifa et al., 2012) 
 
  2.1.4  Tilting glass slide test 
  Tilting glass slide test เปนการตรวจสอบเชิงคุณภาพในการคัดกรองจุลินทรียที่มี
ศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งอาศัยการคงตัวของของเหลวบนพื้นผิวที่ไมชอบนํ้า 
เชน สไลด เน่ืองจากนํ้าซึ่งมีข้ัวจะมีความคงตัวบนพื้นผิวดังกลาวและยังคงเปนหยดอยูเชนเดิม เมื่อนํา
โคโลนีของแบคทีเรียที่มีศักยภาพผลิตสารลดแรงตึงผิวซึ่งคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวได ซึ่งเมื่อนํา
โคโลนีของแบคทีเรียดังกลาวมาเกลี่ยลงบนหยดของ 0.9 เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด แลวเอียงสไลด
หยดของ 0.9 เปอรเซ็นต โซเดียมจะไหลไปอีกดานของสไลด  เน่ืองจากแรงตึงผิวระหวางของเหลวกับ
นํ้ามันน้ันลดลง (Persson and Molin, 1987) 
 
 2.2  การตรวจสอบถึงชนิดของสารลดแรงตึงผิว  
  2.2.1  Blue agar method เพ่ือตรวจหาสารลดแรงตึงผิวกลุมไกลโคลิปดและสาร
ลดแรงตึงผิวประจุลบกลุมอ่ืน 
 Blue agar method เปนการการทดสอบกึ่งปริมาณวิเคราะหในการตรวจหาสาร 
ลดแรงตึงผิวกลุมไกลโคลิปด และสารลดแรงตึงผิวประจุลบกลุมอื่น ๆ โดยใช CTAB (Cetyl Trimethyl 
Ammonium Bromide) – Methylene blue agar plate ในการทดสอบซึ่งประกอบดวย CTAB-
Methylene blue และ Mineral salt medium ซึ่งอาศัยคุณสมบัติการมีประจุของสารลดแรงตึงผิว
ในการทดสอบ โดยไอออนลบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมไกลโคลิปด และสารลดแรงตึงผิวประจุ
ลบกลุมอื่น ๆ จะจับคูกับไอออนบวกของ Methylene blue และ CTAB เปนไอออนเซิงซอนสีนํ้าเงิน 
(Siegmund and Wagner, 1991) Blue agar method  เปนวิธีการทดสอบที่สะดวกแตเปนการ
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ทดสอบที่จําเพาะกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประจุลบ ซึ่งถูกนํามาประยุกตใชในการคัดกรองที่
หลากหลาย (Tuleva et al., 2005; Christova et al., 2004; Gunther et al., 2005; Tuleva  
et al., 2002; Tahzibi et al., 2004) แตขอเสียคือ CTAB  เปนอันตรายและยับย้ังการเจริญใน
จุลินทรียบางชนิด Siegmund and Wagner (1991) ไดแนะนําใหใชสารลดแรงตึงผิวประจุบวกชนิด
อื่นแทน CTAB  
 
 2.2.2  ปฏิกิริยานินไฮดริน (Ninhydrin reaction) เพ่ือตรวจหาสารลดแรงตึงผิว
กลุมลิโปเปปไทด (Lipopeptide) 
 ปฏิกิริยานินไฮดรินใชสําหรับการทดสอบสารลดแรงตึงผิวกลุมลิ โปเปปไทด 
(Lipopeptide) ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน โดยกรดอะมิโนภายในโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดจะเกิดปฏิกิริยากับนินไฮดริน แบงออกเปน 2 ปฏิกิริยา ไดแก ปฏิกิริยาแรก
กรดอะมิโนจะทําปฏิกิริยากับนินไฮดรินไดสารประกอบไฮดรินแดนติน (Hydrindantin) อัลดีไฮด
คารบอนไดออกไซด และแอมโมเนียมข้ึน (สมการ 1)  ปฏิกิริยาที่ 2 นินไฮดรินและไฮดรินแดนตินทํา
ปฏิกิริยากับแอมโมเนียมจนไดสารประกอบที่ใหสีนํ้าเงินมวง (สมการ 2) สวนโพรีนหรือไฮดรอกซี
โพลีนเมื่อทําปฏิกิริยากับนินไฮดรินจะใหสารประกอบที่มีสีเหลือง (สมการ 3) (Bottom et al., 2010) 
 
 

    …..… (1) 
   นินไฮดริน             กรดอะมิโน                ไฮดรินแดนติน    
 

 ........ (2) 
   นินไฮดริน                   ไฮดรินแดนติน           สารประกอบที่ใหสีมวง 
 

                  ……... (3)  
   นินไฮดริน            โพลีน                     สารประกอบที่ใหสีเหลือง 
 
 

ภาพท่ี 9  ปฏิกิริยานินไฮดริน  
(Bottom et al., 2010) 
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3. วิธีการตรวจสอบการสรางสารอิมัลซิฟายเออรโดยวิธี Emulsifying capacity (E24)    
 Emulsifying capacity (E24) เปนวิธีการทดสอบความสามารถในการเกิดอิมัลชันของสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ วิธีการน้ีทําไดโดยนําสารไฮโดรคารบอนปริมาตร 2 มิลลิลิตร และสวนใสของ
เซลลปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทําใหเปนเน้ือเดียวกันโดยใชเครื่องปนผสม (Vortex) เปนระยะเวลา  
2 นาที ทิ้งไว 24 ช่ัวโมง จากน้ันวัดความสูงของช้ันอิมัลชันและความสูงของช้ันสารละลายทั้งหมดเพื่อ
นําไปคํานวณหาเปอรเซ็นต E24 ดังสมการตอไปน้ี (Cooper and Goldenberg, 1987; Jaysree et al., 
2011) 
 

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

ความสูงของช้ันสารละลายทั้งหมด      
 
 

4. การประยุกตใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 การเลือกใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนาเปนทางเลือกที่ดีกวาการใชสารลดแรงตึงผิวสงัเคราะห 
เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนอกจากจะมีคุณสมบัติทั่วไปเชนเดียวกบัสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห
แลว สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม มีความเปนพิษตํ่ากวาและยอยสลายไดงายใน
ธรรมชาติ เมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Burgos-Díaz et al., 2012) ดังน้ันใน
ปจจุบันจึงมีการประยุกตใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกันอยางแพรหลายในดานตาง ๆ ไดแก ดาน
อุตสาหกรรมอาหาร ดานอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง ดานการแพทย ดานสิ่งแวดลอมและดานปโตรเลียม 
(Fakruddin, 2012; Gharaei-Fathabad, 2011) โดยมีรายละเอียดดังน้ี 
 
  4.1  ดานอุตสาหกรรมอาหาร  
   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูกนํามาใชสําหรับการแปรรูปผลิตอาหารตาง ๆ หลากหลายชนิด 
โดยใชเปนสวนประกอบที่เติมลงในสูตรอาหาร โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะสงเสริมการสรางและ
การรักษาเสถียรภาพของอิมัลชัน เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความสามารถในการลดพื้น
ผิวสัมผัสและความตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูกใชเปนสารตานการยึดเกาะของไบโอฟลมที่มี
อยูในพื้นที่อุตสาหกรรมอาหารที่เปนแหลงของการปนเปอนซึ่งอาจนําไปสูการเนาเสียของอาหารและ
การสงผานของเช้ือโรค (Okoliegbe and Agarry, 2012)  
 
   4.2  ดานอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง 
  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติเฉพาะทีส่ามารถนํามาใชประโยชนไดในอุตสาหกรรมการ
ดูแลสุขภาพและเครื่องสําอาง โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถนํามาใชเปนสารที่ทําใหเกิดอิมัลชัน 
สารที่ทําใหเกิดฟอง สารชวยละลาย สารที่ทําใหเปยกช้ืน เปนนํ้ายาทําความสะอาด เปนยาตานจุลชีพ 
สารชักนําการทํางานของเอนไซม สารไลแมลง ยาลดกรด ผลิตภัณฑอาบนํ้า แผนปองกันสิว ผลิตภัณฑ
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ปองกันรังแค ผลิตภัณฑสําหรับเด็ก มาสคารา ลิปสติก ยาสีฟน นํ้ายาบวนปากและยาสระผม เปนตน 
(Gharaei-Fathabad, 2011) 
 
  4.3  ดานการแพทย 
  การประยุกตใชงานสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในดานการแพทยมีแนวโนมเพิ่มข้ึนในชวง
ทศวรรษที่ผานมา โดยมีการศึกษาและนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้ีมาประยุกตใชในการผลิตยาตาน
เช้ือจุลินทรียชนิดตาง ๆ เชน แบคทีเรีย เช้ือรา และไวรัส อีกทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังสามารถ
นํามาใชในการยับย้ังเซลลมะเร็ง เปนสารตานการยึดเกาะกับเซลลของจุลินทรียกอโรค  เปนสาร 
เสริมฤทธ์ิ (Adjuvants) ของระบบภูมิคุมกันและเปนสารสงมอบยีน เปนตน (Rodrigues et al., 2006; 
Okoliegbe and Agarry, 2012; Fakruddin, 2012)  
 
  4.4  ดานสิ่งแวดลอม 
     สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความสามารถในการทําใหสารไฮโดรคารบอนประเภทตาง ๆ เชน 
นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดีเซล เกิดการรวมตัวกับนํ้าไดดีย่ิงข้ึนจากปกติที่ไมสามารถเขากันไดกับนํ้า ซึง่จาก
คุณสมบัติขอน้ีทําใหการนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปชวยในการยอยสลายสารไฮโดรคารบอนที่มีการ
ปนเปอนหรือรั่วไหลในพื้นที่ตาง ๆ ทั้งในดิน นํ้าจืด และนํ้าทะเล (Rodrigues et al., 2006) 
 
 4.5  ปโตรเลียมและผลิตภัณฑจากปโตรเลียม  
 ปโตรเลียม เปนสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ประกอบดวยอะตอมของคารบอนและไฮโดรเจน
เปนหลัก โดยมีโมเลกุลของสารหลายชนิดที่มีโครงสรางที่ซับซอนเปนองคประกอบรวมอยูภายใน
ปโตรเลียม กระบวนการเกิดปโตรเลียมน้ันเปนกระบวนการตามธรรมชาติที่เกิดจากการสลายตัวของ
อินทรียสารจํานวนมากที่ทับถมกันลึกลงไปในช้ันหินใตพื้นผิวโลก ซึ่งมีความรอนและความดันมหาศาล 
การใชประโยชนจากปโตรเลียมจําเปนตองนํามาผานกระบวนการกลั่นไดเปนผลิตภัณฑประเภทตาง ๆ  
เชน กาซหุงตม นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันกาด นํ้ามันดีเซล นํ้ามันเตา ยางมะตอย รวมทั้งเคมีภัณฑตาง ๆ 
เชน ปุยเคมี ยาปราบศัตรูพืช พลาสติกและยางสังเคราะห เปนตน (ประเสริฐ เทียนนิมิต และคณะ, 
2554) 
 
 (1) นํ้ามันดิบ  
 นํ้ามันดิบ  คือ  ปโตรเลียมที่มีสถานะเปนของเหลวในธรรมชาติ มีลักษณะสีดําหรือ
นํ้าตาล มีกลิ่นคลายนํ้ามันเช้ือเพลิงสําเร็จรูป มีลักษณะเปนสารประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ 
ปะปนกันอยูและอาจมีสารอื่น ๆ ประกอบอยูดวยเชน กํามะถัน (S), คารบอน (C), ไฮโดรเจน (H) 
และไนโตรเจน (N) เปนตน คุณสมบัติของนํ้ามันดิบจะแตกตางกันไปตามองคประกอบของ
สารประกอบไฮโดรคารบอนและสิ่งเจือปนอื่น ๆ ที่รวมอยู ดวยเหตุน้ีนํ้ามันดิบที่ขุดข้ึนจึงไมสามารถ
นําไปใชประโยชนไดทันที ดังน้ันนํ้ามันดิบที่ไดจะตองนํามาแยกสารประกอบไฮโดรคารบอนตาง ๆ 
ออกเปนกลุม ๆ กอนจึงจะสามารถนําไปใชประโยชนตามชนิดไดโดยวิธีการแยกสารที่ปนอยูใน
นํ้ามันดิบออกจากกันน้ี เรียกวา การกลั่นนํ้ามันดิบ (ประเสริฐ เทียนนิมิต และคณะ, 2554) 
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 (2)  นํ้ามันดีเซล 
 นํ้ามันดีเซล (Diesel fuel) คือ นํ้ามันเช้ือเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล เปนสวนหน่ึง
ของผลิตภัณฑนํ้ามันดิบที่ไดจากการกลั่นปโตรเลียม ซึ่งเปนนํ้ามันที่เรียกวานํ้ามันใสหรือ Distillate 
fuel มีชวงจุดเดือดประมาณ 180-370 องศาเซลเซียส นํ้ามันเช้ือเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล ซึ่งเปน
เครื่องยนตแรงอัดสูง (High compression) และจุดระเบิดเอง (Self ignition engine) ซึ่งการจุดระเบิด
ของเช้ือเพลิงเกิดข้ึนจากความรอนจากแรงอัดสูงของอากาศในกระบอกสูบโดยไมตองใชหัวเทียน 
นํ้ามันดีเซลที่มีจําหนายในปจจุบันน้ี แบงออกได 2 ประเภท คือ 
 (2.1) นํ้ามันดีเซลหมุนเร็ว (HSD; High speed diesel oil) ซึ่งเปนนํ้ามันดีเซล
สําหรับเครื่องยนตดีเซลรอบหมุนเร็วที่ใชกับยานยนต (Automotive diesel oil หรือ Gas oil) เชน 
รถยนต รถบรรทุก เรือประมง เรือโดยสาร รถแทรกเตอรและเครื่องจักรกลหนักทุกชนิดที่มีรอบหมุน
เร็วเกิน 1,000 รอบตอนาที เครื่องยนตประเภทน้ี จําเปนตองใชนํ้ามันที่มีคาซีเทนสูงและมีการระเหย
เร็ว โดยนํ้ามันดีเซลหมุนเร็วน้ีที่รูจักกันทั่วไปในช่ือของนํ้ามันโซลาและหากใชกับเรือเดินสมุทรจะ
เรียกวา Marine gas oil 
 (2.2) นํ้ามันดีเซลหมุนชา (LSD; Low speed diesel oil) ซึ่งเปนนํ้ามันดีเซลสําหรับ
เครื่องยนตดีเซลรอบหมุนปานกลางหรือหมุนชา (Industrial diesel oil) เชน เครื่องยนตดีเซลขับสง
กําลัง ติดต้ังอยูกับที่ตามโรงงานตาง ๆ ซึ่งมีรอบการทํางานตํ่า ประมาณ 500-1,000 รอบตอนาที 
เครื่องยนตประเภทน้ีไมตองการนํ้ามันดีเซลที่มีคาซีเทนสูงมากนัก และการระเหยอาจชากวาได ซึ่งใน
ตลาดเปนที่รูจักกันวา นํ้ามันข้ีโล หากใชกับเรือเดินสมุทรจะเรียกวา Marine diesel oil (ประเสริฐ 
เทียนนิมิต และคณะ, 2554) 
 
  (3) นํ้ามันเบนซิน 
  นํ้ามันเบนซิน เปนนํ้ามันที่ไดจากการปรุงแตงคุณภาพของผลิตภัณฑที่ไดจากการกลั่น
นํ้ามันโดยตรง และอาจไดจากการแยกกาซธรรมชาติเหลวหรือแกสโซลีนธรรมชาติ นํ้ามันเบนซินจะ
ผสมสารเพิ่มคุณภาพเพื่อใหเหมาะกับการใชงาน เชน สารเพิ่มคาออกเทน สารตานการรวมตัวกับ
อากาศ สารเคมีสําหรับปองกันสนิม ปองกันการกัดกรอนในถังนํ้ามันและทอทางนํ้ามัน รวมทั้งสารเคมี
ที่ชวยทําความสะอาดคารบูเรเตอร จึงเหมาะที่จะใชกับยานพาหนะ เชน รถยนต รถจักรยานยนต หรือ
เครื่องยนตทั่วไป เชน เครื่องสูบนํ้า เครื่องปนไฟขนาดเล็ก  
 
 (4) นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนต 
 นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนต (Lubricating oil) เปนผลิตภัณฑประเภทหน่ึงที่ไดจากการ
กลั่นปโตรเลียม ทําหนาที่หลอลื่นอยูระหวางผิวโลหะที่เสียดสีกันเพื่อลดความฝด และลดการสึกหรอ
ของช้ินสวนของเครื่องยนตและเครื่องจักรกลที่มีลักษณะปด นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนตมีองคประกอบ
ของคารบอนในโมเลกุลต้ังแต C18-C25 อยูหลายชนิด โดยองคประกอบของนํ้ามันหลอลื่นมี Alphatic 
รวมทั้ง Alkanes และ Cycloalkanes อยูรอยละ 73 - 80 ของนํ้าหนักทั้งหมด มี Monoaromatic 
hydrocarbons อยูประมาณรอยละ 11-15 ของนํ้าหนักทั้งหมด มี Polycyclic aromatic hydrocarbon 
(PAH) อยูประมาณรอยละ 2-5 และสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีข้ัว  (Polar fraction)  อยูประมาณ
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รอยละ 4 - 8  โดยสวนที่มีข้ัวน้ีเกิดจาก Aromatic compounds ซึ่งมีซัลเฟอรไนโตรเจนหรือออกซิเจน
ประกอบอยู (จิตติมา แกวเรือง, 2551) 
 
5. รายงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการศึกษา 
  Youssef et al. (2004) ไดทําการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพและความนาเช่ือถือ
ของวิธีที่ใชสําหรับตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจุลินทรียจํานวน 3 วิธี ไดแก Drop 
collapsing test, Oil displacement test และ Hemolysis โดยนําแบคทีเรียจํานวน 205 สายพันธุ 
ที่คัดแยกจากสิ่งแวดลอมที่มีสายวิวัฒนาการที่แตกตางกัน มาทําการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพดวยวิธีการทดสอบทั้ง  3 วิธีดังกลาว  ซึ่งจากผลการศึกษาพบวาวิธีที่ใชทดสอบ 3 วิธีขางตน 
ใหผลการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียที่ใชทดสอบจํานวน 205 สายพันธุ 
ขัดแยงกัน โดยพบวาแบคทีเรีย 16 เปอรเซ็นต  ที่ใหผลบวกในการทดสอบ ดวยวิธี Hemolysis แต
ใหผลลบในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกับอีก 2 วิธี และ 38 เปอรเซ็นต  ที่ไมสามารถยอยสลาย
เม็ดเลือดแดง แตใหผลบวกสําหรับการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยอีก 2 วิธี จากผล
การศึกษาน้ีช้ีใหเห็นวาการทดสอบดวยวิธี Oil displacement test สามารถคาดการณการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีกวาวิธี Drop collapsing test และ Hemolysis ซึ่งเปนวิธีการที่มีความ
เช่ือถือตํ่าในการตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

Abouseouda et al. (2008) ไดทําการศึกษาผลของแหลงคารบอนและไนโตรเจนตอการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพโดย Pseudomonas fluorescens สายพันธุ Migula 1895-DSMZ 
โดยทําการศึกษาแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนที่แตกตาง
กันเพื่อเพิ่มผลผลิตในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากการศึกษาพบวา การใชนํ้ามันมะกอกเปนแหลง
คารบอนและแอมโมเนียมไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน  รวมกับการใชอัตราสวนของคารบอนตอ
ไนโตรเจนเทากับ 10 มีความเหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ P. fluorescens 
สายพันธุ Migula 1895-DSMZ  โดยการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะเกี่ยวของกับการเจริญของ
แบคทีเรียและจลนศาสตรของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ซึ่งจากการศึกษาพบวาสารลดแรงตึงผิว
ชนิดน้ีสามารถลดแรงตึงผิวลงไดตํ่ากวา 32 ดายนตอเซนติเมตร และมีคาดัชนี E24 เทากับ 65 เปอรเซ็นต 
ในเวลา 36-48 ช่ัวโมง และจากการตรวจสอบคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ตกตะกอน
ดวยอะซิโตน พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่แบคทีเรียดังกลาวผลิตไดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดแรมโนลิปด   โดยผลการทดสอบจากการใหผลบวกกับ Rhamnose assay นอกจากน้ันสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพชนิดน้ียังแสดงคุณสมบัติเปนสารที่เกิดฟองและเปนสารอิมัลซิฟายเออรชีวภาพ 
รวมทั้งมีฤทธ์ิตานจุลินทรีย  นอกจากน้ีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดน้ีมีความเสถียรที่อุณหภูมิสูง 120 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ความเค็มเทากับ 10 เปอรเซ็นต และมีคาความเปนกรด – ดางที่กวาง  
  Cheng et al. (2008) ไดทําการศึกษาคุณสมบัติการเกิดอิมัลชันของแบคทีเรียที่ผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งแยกไดจากบริเวณพืน้ที่สามเหลี่ยมปากแมนํ้าเหลืองที่ไดรับผลกระทบจากการ
ปนเปอนนํ้ามัน ซึ่งในการศึกษาครั้งน้ีไดทําการตรวจสอบคุณสมบัติในการเกิดอิมัลชันของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียจํานวน 3 ไอโซเลท ไดแก L1, L2 และ L3 โดยใชการวัด 
Emulsification activity (EA) และ Emulsification stability (ES) พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให
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คา EA และ ES ที่ดีกวาอยางเห็นไดชัด เมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหทั้ง 2 ชนิด 
(SDS และ Triton X-100) ที่ใชในการศึกษาครั้งน้ี 
 Li et al. (2008) ไดศึกษาโครงสรางและลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก  
P.  aeruginosa  สายพันธุ KO9  ที่คัดแยกจากดินใน Karamay oil filed  ประเทศจีน ที่มีการปนเปอน
ดวยนํ้ามันปโตรเลียม ซึ่งพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากสายพันธุน้ีสามารถลดแรงตึงผิวไดถึง 
28 มิลลินิวตันตอเมตร โดยมีคา E24 สูงเทากับ 81 เปอรเซ็นต และมีคา Critical micelle concentration 
(CMC) ประมาณ 85.82 มิลลิกรัมตอลิตร สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกอบแหงเปนผงสีเหลืองออนและ
ปริมาณผลผลิตที่ไดคือ 1.0866  กรัมตอลิตร และจากการวิเคราะหองคประกอบของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพดวยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวาองคประกอบหลักเปน
ไกลโคลิปดที่ประกอบดวยไขมันและคารโบไฮเดรต สวนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพหยาบมีความเสถียร
คอนขางสูงในสภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิในชวงกวางและที่ความเขมขนของเกลือสูง 
เมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหทางการคาที่ใชทดสอบครั้งน้ี คือ SDS และ 
CTAB ดังน้ันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก P. aeruginosa สายพันธุ KO9 นาจะมีศักยภาพใน
การนําไปประยุกตใชไดอยางกวางขวางในงานทางเทคโนโลยีชีวภาพและอุตสาหกรรม 
  Nasr et al. (2009) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากดินที่มีการ
ปนเปอนและดินที่ไมมีการปนเปอนดวยปโตรเลียม โดยทําการตรวจคัดกรองเบื้องตนดวยวิธี 
Hemolysis, Oil displacement test และ Drop collapsing test  แบคทีเรียที่คัดแยกไดที่ให 
ผลบวกอยางนอยหน่ึงในสามของวิธีที่ใชทดสอบทั้งหมด จะนําไปทําการวัดคาแรงตึงผิวและทดสอบ 
Emulsification capacity จากผลการศึกษาพบวามีแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท  ที่สามารถผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ โดยสามารถลดแรงตึงผิวไดอยางมีประสิทธิภาพและเปนอิมัลชันที่มีความเสถียร ซึ่งจาก
การวิเคราะหลําดับเบส 16S rDNA จัดจําแนกไดเปน B. subtilis และ B. cereus  
 Priya and Usharani (2009)  ไดศึกษาเปรียบเทียบความสามารถของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตโดย B. subtilis และ P. aeruginosa ที่คัดแยกไดจากดินที่มีการปนเปอนนํ้ามัน 4 
แหลงในเมือง Mayiladuthurai จังหวัดทมิฬนาฑู ประเทศอินเดีย ไดทําการทดสอบโดยใชวิธี Oil 
displacement test และ Emulsification stability พบวาจากการศึกษาโดยนํ้ามันพืช นํ้ามันกาด 
นํ้ามันเบนซินและนํ้ามันดีเซลถูกนํามาใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
จากน้ันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก B. subtilis และ P. aeruginosa ไดถูกนํามาจําแนกชนิด
โดยใชวิธี Thin layer chromatography (TLC) จากการศึกษาน้ีเมื่อใชนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด พบวานํ้ามัน
ดีเซลเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดสําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทั้งใน B. subtilis และ P. 
aeruginosa แตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก P. aeruginosa มีกิจกรรมสูงกวา B. subtilis 
 Arutchelvi and Doble (2010)  ไดทําการศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ประเภทไกลโคลิปดที่ผลิตโดย P. aeruginosa CPCL ที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนของนํ้ามัน
ปโตรเลียม ซึ่ง P. aeruginosa CPCL (GenBank accession number GQ241355) เปนแบคทีเรีย
สายพันธุใหมที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิปดได โดยจากการศึกษาสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่ไดจากการสกัดดวยตัวทําละลายกรด พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถลดแรงตึงผิว
ของนํ้าจาก 72 เหลือเทากับ 44 มิลลินิวตันตอเมตร และม ีCMC เทากับ 11.27 ± 1.85 มิลลิกรัมตอ
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ลิตร นอกจากน้ียังพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีฤทธ์ิตานแบคทีเรียแกรมบวก ราสาย และแบคทีเรีย
แกรมลบ เมื่อใชความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ≤30 ≤50 และ ≤125 มิลลิกรัมตอลิตร 
ตามลําดับ โดยไมมีความเปนพิษรุนแรงตอเซลลเม็ดเลือดแดง (HC50-38 ± 8.22 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) จากการวิเคราะหดวยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวา
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดมีโซอะลิฟาติก  หมูไฮดรอกซิล  เอสเทอรและพันธะไกลโคซิดิก  ซึ่งจาก
การวิเคราะหชนิดของสารลดแรงตึงผิวดวยเครื่อง Liquid chromatography และ Mass spectrometry 
รวมกับ Electrospray ionization พบวามี Rhamnolipid ถึง 19 ชนิด ที่มีกรดไขมันอิ่มตัว และ
ความยาวของสายที่แตกตางกัน จากการศึกษาครั้งน้ีสามารถนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาใชเปนสาร
ควบคุมทางชีวภาพกับ Phytopathogens (Fusarium proliferatum สายพันธุ NCIM 1105 และ 
Aspergillus niger สายพันธุ NCIM 596)  และไมเหมาะสมสําหรับการใชงานทางการแพทย 
 Thavasi et al. (2010) ไดทําการศึกษาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยแบคทีเรียทาง
ทะเลที่คัดแยกไดจากทาเรือ Tuticorin ประเทศอินเดีย  โดยทําการทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง 
Bacterial Adherence To Hydrocarbons (BATH) การเกิดอิมัลชันกับนํ้ามันดิบ และการทดสอบ 
Drop collapse test  จากผลการศึกษาพบวามีแบคทีเรียจํานวน 3 สายพันธุ  ที่มีศักยภาพในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ไดแก Bacillus megaterium, Corynebacterium kutscheri และ
Pseudomonas aeruginosa  และจากการศึกษาศักยภาพในผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช
แหลงคารบอนที่แตกตางกันในการทดสอบพบวา นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนตที่ใชแลวและกากนํ้ามัน 
ถ่ัวลิสงเปนแหลงคารบอนที่มีราคาถูกและเหมาะสมตอการใชในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
นอกจากน้ีจากการศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย B. megaterium, 
C. kutscheri และ P. aeruginosa  พบวาเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมไกลโคลิปด (Glycolipid) 
ไกลโคลิโปเปปไทด (Glycolipopeptide) และลิโปเปปไทด (Lipopeptide) ตามลําดับ 
  Aparna et al. (2011) ไดศึกษาจุลินทรียที่คัดแยกไดจากพื้นที่ที่มีการปนเปอนดวยสาร
ไฮโดรคารบอน เพื่อคัดแยกจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการยอย
สลายนํ้ามันดิบ ซึ่งจากแบคทีเรียทั้งหมด 16 ไอโซเลท ที่คัดแยกได พบวาแบคทเีรีย 2B เปนแบคทีเรีย
ที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและยอยสลายสารไฮโดรคารบอน ซึ่งสามารถจัด
จําแนกได Pseudomonas sp. จากการวิเคราะหของลําดับเบส 16S rRNA  และลักษณะทางชีวเคมี 
อีกทั้งแบคทีเรียดังกลาวสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระหวางการเลี้ยงในอาหารเหลวที่
ประกอบดวยนํ้าตาลกลูโคสและนํ้ามันดิบ ซึ่งประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดมี
ความสามารถในการลดคาแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเช้ือไดเทากับ 27 มิลลินิวตันตอเมตร และจัดเปน
อิมัลชันที่มีความเสถียรภาพ นอกจากน้ียังพบวาการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพปริมาตร 50 มิลลิกรัม
ตออาหารเลี้ยงเช้ือ Basal salt medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มีนํ้ามันดิบ 1% สามารถเพิ่ม
ความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันดิบ จากผลการศึกษาสามารถบงช้ีไดวา Pseudomonas sp. 
สามารถใชนํ้ามันดิบเปนแหลงคารบอนไดและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกผลิตโดยแบคทีเรียชนิดน้ี
นาจะสามารถนําไปประยุกตใชในการฟนฟูสภาพทางชีวภาพได 
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  Jaysree et al. (2011) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียจากดินที่มีการปนเปอนและนํ้าที่ไมมีการ
ปนเปอน และไดศึกษาแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดเเรงตึงผิวชีวภาพโดยใชวิธีมาตรฐาน  
2 วิธี คือ Oil displacement test และ Emulsification capacity ซึ่งจากการศึกษาพบวาแบคทีเรีย
จํานวน 2 ไอโซเลท ที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดเเรงตึงผิวชีวภาพโดยจัดจําแนกไดเปน B. subtilis 
และ B. cereus ซึ่งถูกคัดแยกไดจากนํ้าและดิน ตามลําดับ  ซึ่งจากการทดสอบศักยภาพของสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด โดยใชนํ้ามันดีเซลและเครื่องยนต พบวาสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกผลิตโดย B. subtilis จะมีคา %E24 สําหรับนํ้ามันดีเซลและเครื่องยนตเทากับ 
20% และ 15% ตามลําดับ และ  B. cereus มีคา %E24 สําหรับนํ้ามันดีเซลและเครื่องยนตเทากับ 
30% และ 20% ตามลําดับ  จากการศึกษาในครั้งน้ีสามารถสรุปไดวา  B. subtilis และ B. cereus มี
ศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งสามารถนําไปใชในการศึกษาการยอยสลายนํ้ามัน
ตอไปได 
  Nur Asshifa et al. (2012) ไดทําการศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพในข้ันตอนการกลั่น
นํ้ามันดิบ โดยใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก P. aeruginosa USM-AR2  โดยทําการเพาะเลี้ยง
แบบ Batch ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพซึ่งใหชีวมวลเทากับ 9.4 กรัมตอลิตร และใหสารลดแรงตึงผิว
ชนิดแรมโนลิปด ความเขมขน 2.4 กรัมตอลิตร หลังจากทําการเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
ซึ่งกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (แรมโนลิปด) ถูกตรวจพบดวยวิธี Orcinol, Emulsification 
capacity และ Drop collapsing test จากการศึกษาการปรับสภาพ (Pretreatment) นํ้ามันดิบ 
TK-1 และ AG-2 ดวยแรมโนลิปดที่ผลิตจาก P. aeruginosa USM-AR2 ซึ่งพบวาสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพในข้ันตอนการกลั่นนํ้ามันโดยลดระยะเวลาแตไมลดคุณภาพของนํ้ามันปโตรเลียมที่กลั่น
ได ซึ่งแสดงใหเห็นถึงศักยภาพในการลดระยะเวลาของกระบวนการกลั่นนํ้ามันอยางนอย 2 ถึง 3 เทา 
อีกทั้งยังพบวาองคประกอบของนํ้ามันดิบที่กลั่นจากแบบที่มีการปรับสภาพไมแตกตางจาก
องคประกอบในนํ้ามันดิบที่ไดจากกระบวนการกลั่นแบบไมปรับสภาพจากการวิเคราะหโดยเครื่อง Gas 
Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS) นอกจากน้ันจากการทดสอบดวยวิธี Calorimetric 
แสดงใหเห็นวาคาพลังงานของนํ้ามันที่กลั่นจากกระบวนการกลั่นแบบการปรับสภาพและที่ไมปรับ
สภาพมีคาเทากัน  ผลการศึกษาสามารถสรุปไดวาคุณภาพของนํ้ามันที่กลั่นไดไมมีผลกระทบหรือลด
คุณภาพจากการปรับสภาพ และแรมโนลิปดที่ผลิตโดย P. aeruginosa USM-AR2 เปนปจจัยหลักใน
การเพิ่มประสิทธิภาพในการกลั่นนํ้ามันดิบ  

Nadhem (2012) ไดทําการศึกษาฤทธ์ิการยับย้ัง Rhizoctonia  solani ของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตโดย P. aeruginosa สายพันธุ NH22  ที่คัดแยกไดจากไรโซสเฟยร 
(Rhizosphere) ของดินในสวน  ซึ่งพบวา P. aeruginosa สายพันธุ NH22 เปนแบคทีเรียที่สามารถ
ผลิตสารอิมลัชันที่ดี โดยการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของสารอิมัลชันกึ่งบริสุทธ์ิ พบวาสารอิมัลชันที่
แบคทีเรียดังกลาวผลิตไดประกอบดวย สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดโมโนแรมโนลิปด และไดแรมโนลิปด
ซึ่งมีคา Rf เทากับ 0.82 และ 0.32 ตามลําดับ  จากการศึกษาประสิทธิภาพของแรมโนลิปดในการตาน
เช้ือรา  โดยการวัดเปอรเซ็นตการลดลงของรัศมีของเช้ือรา นํ้าหนักสด นํ้าหนักแหง และกิจกรรมของ
เอนไซมแลคเคส (Laccase) ของเช้ือรา  ซึ่งผลจากการศึกษาแสดงใหเห็นวามีการลดลงของรัศมีการ
เจริญของเช้ือราสูงสุด 76 เปอรเซ็นต และมีนํ้าหนักสดและแหงลดลงเมื่อไดรับแรมโนลิปดที่ระดับ
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ความเขมขนเทากับ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  รวมทั้งพบวาการใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด
แรมโนลิปดความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  มีผลทําใหกิจกรรมเอนไซมแลคเคสมีคาสูงสุด
เหลือเพียง 0.921 ยูนิตตอมิลลิลิตร และกิจกรรมของเอนไซมจะลดลงอีก 21 เปอรเซ็นต เมื่อเพิ่มระดับ
ความเขมขนของแรมโนลิปด เปน 1,500 ไมโครกรัมตอลิตร และจากการศึกษายังพบวาคา CMC) ของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้ีมีคาประมาณ 200 ไมโครกรัมตอลิตร ซึ่งสามารถลดแรงตึงผิวไดถึง 34 มิลลิ
นิวตันตอเมตร 
 Onwosi and Odibo (2012) ทําการศึกษาศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโน-
ลิปด โดย Pseudomonas nitroreducens ที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนนํ้ามันปโตรเลียม โดย
ทําการศึกษาผลของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนตอการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช Mineral salt medium เปนอาหารเลี้ยงเช้ือพื้นฐานสําหรับการ
ทดสอบ รวมทั้งทําการศึกษาถึงคุณสมบัติที่เรียกวา การลดแรงตึงผิว (Tenso-active)  และคา CMC 
ของสารลดแรงตึงผิวที่แบคทีเรียผลิตข้ึน   จากการศึกษาพบวาแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่
เอื้อตอการผลิตสารลดแรงตึงผวิชนิดแรมโนลิปดไดดีที่สุดคือ นํ้าตาลกลูโคสความเขมขนเทากับ 5.28 
กรัมตอลิตร  และโซเดียมไนเทรตความเขมขนเทากับ 4.38 กรัมตอลิตร  โดยที่อัตราสวนของนํ้าตาล
กลูโคสและโซเดียมไนเทรตเทากับ 22  สามารถทําใหมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดได
สูงสุดเทากับ 5.46 กรัมตอลิตร และสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดสามารถลดแรงตึงผิวของนํ้าจาก 
72 มิลลินิวตันตอเมตร ลงเหลือประมาณ 37 มิลลินิวตันตอเมตร  รวมทั้งสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโน-
ลิปดมีคา CMC ประมาณ 28 มิลลิกรัมตอลิตร  ดังน้ันจากรายงานการศึกษาครั้งน้ีแสดงใหเห็นวาสาร
ลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตจาก P. nitroreducens สามารถนํามาประยุกตใชในการฟนฟู
สภาพทางชีวภาพตาง ๆ ยกตัวอยาง เชน เพื่อทําใหการไดนํ้ามันดิบกลับคืนมาเพิ่มข้ึนและเพิ่มการ
ยอยสลายนํ้ามันปโตรเลียม 
 Saravanan and Vijayakumar (2012)  ไดทําการศึกษาเพื่อคัดเลือกจุลินทรียที่มีความสามารถ
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่คัดแยกไดจากตัวอยางดินที่มีการปนเปอนนํ้ามัน โดยใชวิธี 
Hemolysis, Drop collapsing test, Emulsification capacity และ Methylene blue agar 
plate จากการศึกษาพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก P. aeruginosa มีประสิทธิภาพสูงที่สุด 
และเมื่อทําการศึกษาลักษณะสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยเครื่อง FT-IR  พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตไดจาก P. aeruginosa คือ แรมโนลิปด 
  Chioma et al. (2013) ไดทําการศึกษาเพื่อคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากตัวอยางดินที่มีการปนเปอนดวยนํ้ามันในบริเวณอูซอมรถยนตในรัฐ Owerri 
Imo สหพันธสาธารณรัฐไนจีเรีย จํานวน 4 แหลง  ซึ่งนํามาทําการเพิ่มปริมาณ (Enrichment) ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient agar และทําการคัดแยกแบคทีเรียดวยเทคนิค Pour plate พบวาสามารถ
คัดแยกแบคทีเรียไดทั้งหมด 9 ไอโซเลท (X1 - X9)  จากตัวอยางดินทั้ง 4 ตัวอยาง (A, B, C, D) 
จากน้ันแบคทีเรียที่คัดแยกไดน้ีถูกนํามาคัดกรองการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการทดสอบดวย
วิธี Hemolysis และ Oil displacement test และพบวา X4 และ X8 เปนเช้ือที่มีการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวดีที่สุด ซึ่งจัดจําแนกไดเปน P. aeruginosa และ B. subtilis ตามลําดับ 
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Gomathy and Senthilkumar (2013) ไดทําการศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดแรมโนลิปดจาก P. aeruginosa ซึ่งเปนแบคทีเรียทางทะเลที่คัดแยกจากดินที่มีการปนเปอน
นํ้ามันในบริเวณทาเรือ เมือง Cuddalore  โดยทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของ
แบคทีเรีย P.  aeruginosa  ซึ่งพบวาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการเจริญของเช้ือ ไดแก อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 9 และความเค็ม 1.5 เปอรเซ็นต  โดยใชซูโครสเปน
แหลงคารบอน แอมโมเนียมไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน และ P. aeruginosa มีการเจริญสูงสุดใช
ระยะเวลาในการบม 72 ช่ัวโมง  นอกจากน้ันยังพบวา P. aeruginosa  มีศักยภาพผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพไดเทากับ 1.35 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในขวดเขยา และสามารถในการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพไดเทากับ 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในถังหมักระดับหองปฏิบัติการ และจากการ
วิเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวา
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพขางตนเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิปด 
 Hošková et al. (2013) ไดทําการศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปด โดย
แบคทีเรียสายพันธุที่ไมกอโรค 2 สายพันธุ คือ Acinetobacter  calcoaceticus และ Enterobacter 
asburiae และโดยทําการเปรียบเทียบกับลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตโดย 
Pseudomomnas aeruginosa  ซึ่งสารในกลุมแรมโนลิปดที่ผลิตจากแบคทีเรียที่ใชในการศึกษา 
ครั้งน้ีทําการแยกมาจากสวนใสและทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธี Thin layer chromatography รวมกับชุด  
Negative electrospray ionization   ซึ่งพบวาสารแรมโนลิปดที่ผลิตไดในครั้งน้ีมีความแตกตางกัน
ที่ความยาวโซและความอิ่มตัวของสาร และเมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง Tandem mass spectrometry  
พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิปดเปนโมโนแรมโนลิปด และไดแรมโนลิปด ซึ่งประกอบดวย
โมเลกุลของกรดไขมัน 3-hydroxy จํานวน 1 หรือ 2 โมเลกุล  และไดทําการศึกษาศักยภาพในการ
ผลิตสารลดแรงตึงชนิดแรมโนลิปดโดยใชสารอาหารที่เปนแหลงคารบอน (นํ้ามันดอกทานตะวัน  
กลีเซอรอลและโซเดียมซิเทรต) แหลงไนโตรเจน (แอมโมเนียมไอออนและไนเทรต) และแหลง
ฟอสฟอรัส  ที่แตกตางกันในการเจริญ  จากผลการศึกษาพบวาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปด
สามารถผลิตไดดีที่สุดเทากับ 0.56 กรัมตอลิตร เมื่อใชไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน อีกทั้งยังพบวาสาร
ลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ สามารถเกิด Emulsification ไดดี
กับสารในกลุมอะโรมาติกและอะลิฟาติกไฮโดรคารบอน และนํ้ามันพืชอีกหลายชนิด รวมทั้ ง 
Acinetobacter และ Enterobacter  ทั้งสองสายพันธุเปนแบคทีเรียที่ไมกอโรคกับมนุษยแตกตาง
จาก P. aeruginosa ที่กอโรคในมนุษย 
 Janek et al. (2013) ไดทําการจัดจําแนกและศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตโดย Pseudomonas putida สายพันธุ BD2 ที่แยกไดจากดินในทวีปอารคติค บนหมูเกาะ 
Svalbard Archipelago  จากการศึกษาพบวา  P. putida  สายพันธุ BD2 สามารถผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพได 2 ชนิด คือ ฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีน (Phosphatidylethanolamine) และแรมโนลิปด 
เมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนเพียงแหลงเดียว จากการวิเคราะหโครงสรางโดยใชเครื่อง Ultra 
Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometer (UPLC-MS) ของสารลดแรงตึงผิว
ที่สกัดจากสวนใสของ P. putida สายพันธุ BD2 ดวยเอททิลเอซิเทรต พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ประกอบดวย Rhamnolipid Rha-Rha-C10-C10 และฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีน ที่มีโครงสราง
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คลายกันจํานวน 2 ชนิด  ซึ่ง Rhamnolipid Rha-Rha-C10-C10 สามารถลดแรงตึงผิวของนํ้าได
เทากับ 31 มิลลินิวตันตอเมตร  และมีคา CMC เทากับ 0.130 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อีกทั้ง 
Rhamnolipid Rha-Rha-C10-C10 มีศักยภาพที่จะสรางมวลรวมที่มีความเสถียร (80-121 นาโน
เมตร) จากการปรับสภาพพื้นผิวของโพลิสไตรีน (Polystyrene) โดยใชแรมโนลิปด ความเขมขน
เทากับ 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาสามารถยับย้ังการยึดเกาะของแบคทีเรียได 43-79 เปอรเซ็นต 
และยับย้ังการกอโรคของเช้ือราสายพันธุ C. albicans ได 89-90 เปอรเซ็นต และยังพบวาในความ
เขมขนเดียวกันของฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีนสามารถยับย้ังการยึดเกาะของแบคทีเรียระหวาง 23-72 
เปอรเซ็นต และยับย้ัง C. albicans ระหวาง 96-98 เปอรเซ็นต จากการศึกษาที่ผานมาถือเปน
รายงานครั้งแรกที่พบวา P. putida สายพันธุ BD2 ที่แยกจากดินในทวีปอารคติคสามารถผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพแรมโนลิปดจํานวน 1 ชนิด และฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีนที่มีโครงสรางคลายกัน
จํานวน 2 ชนิด   
 Nalini and Parthasarathi (2013) ไดทําการศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือและ
สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย Serratia rubidaea  สายพันธุ SNAU02  
ที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนจากตําบล Cuddalore เมือง Tamilnadu  
ประเทศอินเดีย  ซึ่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย S. rubidaea  สายพันธุ SNAU02  สามารถลด
แรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเช้ือ Minaeral salt medium  เหลือเทากับ  34.3 มิลลินิวตันตอเมตร  และ
จากการศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวดวยเครื่อง FTIR และเครื่อง GC-MS พบวาสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตไดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไดแรมโนลิปด มากกวาโมโนแรมโนลิปด และใน
ข้ันตอนการศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพโดยใชวิธี Response surface methodology (RSM) - Central composite design (CCD)  
พบวาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประกอบดวย
แมนนิทอลเทากับ  29.31  กรัมตอลิตร Yeast extract เทากับ 2.06 กรัมตอลิตร  อาหารเลี้ยงเช้ือมี
คาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.97 และปริมาณโซเดียมคลอไรดเทากับ 5.69 กรัมตอลิตร  ซึ่งทําใหมี
คาดัชนี  Emulsification  สูงที่สุดนอกจากน้ันพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย S. rubidaea  
สามารถกูคืนนํ้ามันเครื่องที่ดูดซับกับตัวอยางทรายไดสูงสุด 92 เปอรเซ็นต ทําใหสามารถสรุปไดวา
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก S. rubidaea สายพันธุ SNAU02 นาจะนําไปประยุกตใชในการ 
กูคืนนํ้ามันโดยจุลินทรียและการฟนฟูสภาพทางชีวภาพ 
 

 



บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธดีําเนนิการทดลอง 

 
 
วัสดุอุปกรณ 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
 1.1 Phosphate Buffer Saline  
 1.2 Trypticase Soy Broth 
 1.3 Yeast extract 
 1.4 Mineral salt medium (ประกอบดวย Na2HPO4, (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4, 
Fe(NH4)3(C6H5O7)2 และ CaCl2·2H2O และธาตุอาหารรอง ประกอบดวย ZnSO4·7H2O, 
MnCl2·4H2O, CoCl2·6H2O, NiCl2·6H2O, Na2MoO4·2H2O, H3BO3 และ CuSO4·2H2O) 
 1.5 นํ้าตาลกลูโคส 
 1.6 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 1.7 COD Kit (บริษัท Hach company)   
 1.8 นํ้ามันดิบ 
 1.9 นํ้ามันดีเซล 
 1.10 นํ้ามันเบนซิน 
 1.11 นํ้ามันเครื่องยนตที่ใชแลว 
 1.12 Folin-Ciocalteau reagent 
 
2. วัสดุอุปกรณ  
 2.1 ตัวอยางดิน 
 2.2 จานเพาะเช้ือ 
 2.3 ขวดซีรัม 
 2.4 ขวดรูปชมพู  ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 2.5 ขวดปากกวาง 
  
3. เครื่องมือ 
  3.1 หมอน่ึงความดัน (Autoclave) (ย่ีหอ Tomy autoclave รุน SS-325 เมืองโตเกียว  
ประเทศญีปุ่น) 
 3.2 เครื่องบมเช้ือแบบเขยา (Rotary shaker) (ย่ีหอ JSR รุน JSSI-100C เมือง Cheongju 
ประเทศเกาหล)ี  
 3.3 เครื่องปนเหว่ียง (Centrifuge) (ย่ีหอ Eppendrof รุน Centrifuge 5804R เมือง 
Hamburg สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี) 
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 3.4 เครื่องปนผสม (Vortex mixer) (ย่ีหอ Vortex genie 2 รุน G-560E เมือง Bohemia
ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 3.5 เครื่องวัดความเปนกรด - ดาง (ย่ีหอ Denver instrument รุน UB-10 กรุงเทพฯ 
ประเทศไทย) 
 3.6 COD Reactor (ย่ีหอ Hach รุน DBR200 ประเทศสหรฐัอเมริกา) 
 3.7 เครื่องวัดคาซีโอดี (ย่ีหอ Hach รุน DR900 ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 
 
วิธีดําเนินการทดลอง 
การศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียเพ่ือการฟนฟูสภาพแวดลอมท่ีมีการปนเปอนดวยสาร
ปโตรเลียม 
 จากผลการศึกษาในปงบประมาณที่ผานมาจะทําใหไดแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจํานวนหน่ึง  ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจะนําแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาทดสอบถึงการประยุกตใชในการฟนฟูสภาพแวดลอมที่มีการปนเปอน
ดวยสารปโตรเลียม ดังตอไปน้ี 
 
1. การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการยอยสลายนํ้ามัน (สุดสายชล หอมทอง และคณะ, 
2556) 
 1.1  การเตรียมเชื้อทดสอบ 
 นําแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่คัดเลือกไว ไดแก 
Bacillus subtilis สายพันธุ SE1 และ Bacillus subtilis สายพันธุ SD4  มาเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพู
ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเช้ือ Trypticase Soy Broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ
นํามาเขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อเพิ่มปริมาณเซลลของแบคทีเรีย 
ตอมานําเซลลแขวนลอย (Cell suspension)  ไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที  เปน
เวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้ง จากน้ันเติม Phosphate Buffer Saline (PBS) ลงในหลอด Centrifuge 
นําไปปนเหว่ียงอีกครั้ง  ทําเชนน้ันจนครบ 3 ครั้ง  เพื่อเปนการลางเซลล และนําเซลลที่ไดไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580 นาโนเมตร (ใชสารละลาย PBS เปน Blank) ใหได 1.5 A.U. หรือ
เทียบกับสารละลาย McFarland No.4  เพื่อใชเปนเซลลแขวนลอยที่มีปริมาณเซลลเทากับ 1010 
CFU/ml 
 
 1.2   การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium ที่ประกอบดวย 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
ตอลิตร และเติม 10 มิลลิลิตรตอลิตรของธาตุอาหารรองที่ประกอบดวย 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) มิลลิกรัมตอลิตร  เปนอาหารที่ใชในการทดสอบประสิทธิภาพการยอยสลาย
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นํ้ามันดีเซล (Khehra et al., 2005)  โดยนําขวดซีรัมขนาด 180 มิลลิลิตร จํานวน 16 ขวด  มา
เตรียมชุดการทดลองดังตอไปน้ี 
 
  1.2.1  การยอยสลายภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจน 
   (1)  ชุดการยอยสลายดวยแบคทีเรีย (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  ปดฝาขวดซีรัมดวยจุกยาง
และฝาอลูมิเนียม นําไปบมในที่มืดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 35 วัน 
   (2) ชุด Sterile จํานวน 3 ขวด เติมอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium 
ปริมาตร 89 มิลลิลิตร ลงในขวดซีรัม  เติม Cell suspension ของแบคทีเรียทดสอบ ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร  จากน้ันปดฝาขวดซีรัมดวยจุกยางและฝาอลูมิเนียม นําไปน่ึงฆาเช้ือดวยหมอน่ึงความดันไอที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เปนเวลา 3 วันติดตอกัน หลังจากน้ันเติมนํ้ามันลงไป 1 
มิลลิลิตร นําไปบมในที่มืดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 35 วัน 
   (3) ชุด Background จํานวน 2 ขวด เติมอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium 
ปริมาตร 89 มิลลิลิตร ลงในขวดซีรัม เติมสารละลาย Phosphate Buffer Saline ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  
ปดฝาขวดซีรัมดวยจุกยางและฝาอลูมิเนียมโดยไมตองนําไปน่ึงฆาเช้ือ และเติมนํ้ามันลงไป 1 มิลลิลิตร 
นําไปบมในที่มืดที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 35 วัน 
 
  1.2.2 การยอยสลายภายใตสภาวะท่ีไมมีออกซิเจน 
  เตรียมชุดการทดลองเชนเดียวกันกับขอ 1.2.1 แตปรับปริมาตรสารที่เติมลงในแตละชุด
การทดลอง ดังน้ีคือ เติมอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium ปริมาตร 160 มิลลิลิตร  เติม Cell 
suspension ของแบคทีเรียทดสอบ ปริมาตร 18 มิลลิลิตร  และเติมนํ้ามัน 1.8 มิลลิลิตร 
 
 1.3  การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 1.2  แตเปลี่ยนจากนํ้ามันดีเซลเปนนํ้ามันเบนซิน 
 
 1.4  การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลว 
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 1.2  แตเปลี่ยนจากนํ้ามันดีเซลเปนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
 
 1.5  การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 1.2  แตเปลี่ยนจากนํ้ามันดีเซลเปนนํ้ามันดิบ 
 
 จากน้ันเก็บตัวอยางจากแตละชุดการทดลองมาศึกษาปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด  ศึกษา
ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดวยตาเปลา  ศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน และศึกษา
ปริมาณกาซทั้งหมด  ในวันที่ 0, 3, 7, 10, 14, 21, 28 และ 35 ของการทดลอง  ดังวิธีการทดลอง
ตอไปน้ี 
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 1)  การวิเคราะหปริมาณแบคทีเรีย (ดัดแปลงมาจาก Dagorn et al., 2013) 
 เก็บตัวอยางปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580 นาโน-
เมตร ดวยเครื่อง Spectrophotometer เพื่อตรวจวัดปริมาณแบคทีเรีย 
 
 2)  การสังเกตลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดวยตาเปลา (ภิรยาพร เปรมประเสริฐ 
และคณะ, 2549) 
 สังเกตลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันในทุกชุดการทดลอง ดังน้ี 
 5+ หมายถึง ลกัษณะของช้ันนํ้ามันไมรวมตัวกบันํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลกัษณะของช้ันนํ้ามันลดลงเลก็นอย แตยังคงสงัเกตเห็นไดอยาง
ชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลกัษณะของช้ันนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนช้ันบาง ๆ ที่ผิวหนา
อาหาร 
 2+ หมายถึง ลกัษณะของช้ันนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลม 
บาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร  
 1+ หมายถึง สงัเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรมั ลักษณะทั่วไป
แทบไมแตกตางจากชุดควบคุมที่ไมใสนํ้ามันมากนัก 
 0 หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 
 
 3)  การวิเคราะหประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน 
 เก็บตัวอยางปริมาตร 5 มิลลิลิตร  มาปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 7,500 g เปนระยะเวลา 
4 นาที  เก็บสวนใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นในชวง 220-400 นาโนเมตร  ดวยเครื่อง 
Microplate reader เพื่อประเมินประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน 
 
 4)  การวิเคราะหปริมาณกาซท้ังหมด 
 ทําโดยการใชเข็มฉีดยาขนาด 20 มิลลิลิตร  เจาะเขาไปในขวดซีรัมในแนวต้ังฉากกับปาก
ขวด และคอย ๆ ปลอยน้ิวมือชา ๆ เพื่อใหกาซที่อยูภายในขวดซีรัมดันกานสูบของเข็มฉีดยาข้ึนมาและ
อานปริมาตรของกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน หลังจากน้ันดันกาซทั้งหมดกลับลงไปในขวด แลวคอย ๆ ดึงเข็ม
ฉีดยาออกมาในแนวตรง เพื่อปองกันการรั่วไหลของกาซภายในขวดซีรัม 
 
2. การศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียเพ่ือการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ในดินท่ีมีการ
ปนเปอนดวยสารปโตรเลียม 
 จากผลการศึกษาจากขอ 1 ทําใหสามารถคัดเลือกแบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพันธุ SE1 
ซึ่งเปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ สูงที่สุด เพื่อนํามาทําการศึกษา
ตอเน่ืองดังตอไปน้ี 
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 2.1  การเตรียมเชื้อทดสอบ 
 นําแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มาเพาะเลี้ยงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่
บรรจุอาหารเลี้ยงเช้ือ Trypticase Soy Broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และนํามาเขยาที่ความเร็วรอบ 
200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อเพิ่มปริมาณเซลลของแบคทีเรีย ตอมานําเซลลแขวนลอย 
(Cell suspension) ไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้ง 
จากน้ันเติม Phosphate Buffer Saline (PBS) ลงในหลอด Centrifuge นําไปปนเหว่ียงอีกครั้ง  
(ทํา 3 ครั้ง)  เพื่อเปนการลางเซลล  และนําเซลลที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580  
นาโนเมตร (ใช PBS เปน Blank) ใหได 1.5 A.U. เพื่อใชเปนเซลลแขวนลอยที่มีปริมาณเซลลเทากับ 
108-109 CFU/mL 
 
 2.2  การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ในดินดวยการเติมแบคทีเรียเพ่ือการฟนฟู
สภาพแวดลอม (ดัดแปลงมาจาก Abioye et al., 2012) 
  2.2.1  การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยแบคทีเรีย Bacillus subtilis 
สายพันธุ SE1 (ดัดแปลงมาจาก Abioye et al., 2012) 
  นําดินจํานวน 300 กรัม ใสในขวดรูปชมพู ขนาด 500 มิลลิลิตร จากน้ันเตรียมแตละชุด
การทดลอง ดังน้ี 
   ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
   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 
    
  จากน้ันปดขวดรูปชมพูดวยจุกสําลี แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส และ
ทําการตรวจวัดคาความเปนกรด-ดาง, การเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดินดวยตาเปลา, ปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด, ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่ละลายนํ้าที่หลงเหลือ
จากการยอยสลาย และประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน ในวันที่ 0, 3, 7, 10, 14, 21, 28 และ 35 
ของการทดลอง และวัดปริมาณซีโอดี ในวันที่ 0 และ 35 ของการทดลอง 
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  2.2.2  การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยแบคทีเรีย Bacillus 
subtilis สายพันธุ SE1 (ดัดแปลงมาจาก Abioye et al., 2012) 
  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.2.1 แตเปลี่ยนจากนํ้ามันดีเซลเปนนํ้ามันเบนซิน 
 
  2.2.3 การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลวในดินดวยการเติมแบคทีเรีย 
Bacillus subtilis สายพันธุ SE1 (ดัดแปลงมาจาก Abioye et al., 2012) 
  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.2.1 แตเปลี่ยนจากนํ้ามันดีเซลเปนนํ้ามันเครื่อง 
ที่ใชแลว 
  2.2.4  การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมแบคทีเรีย Bacillus 
subtilis สายพันธุ SE1 (ดัดแปลงมาจาก Abioye et al., 2012) 
  ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.2.1 แตเปลี่ยนจากนํ้ามันดีเซลเปนนํ้ามันดิบ 
 
 จากการศึกษาในขอ 2.2  ทําใหทราบถึงความสามารถของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ที่ไดคัดเลือกมาเพื่อใชในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ที่ความเขมขนตาง ๆ ซึ่งผลการทดลอง
พบกวา B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถชวยเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ณ ความเขมขน 
0.5%, 1.0% และ 1.5% รวมทั้งสามารถยอยสลายสารตัวกลางไดดีกวาการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 
ชนิด ดวยจุลินทรียในดิน  ดังน้ันจึงไมตองทําการศึกษาเปรียบเทียบการฟนฟูสภาพดินที่ปนเปอน
นํ้ามันดวยแบคทีเรียเด่ียวและแบคทีเรียผสม   ดังน้ันในข้ันตอนตอมาจะทําการศึกษาถึงการเติม
สารอาหารกลุมไนโตรเจน คารบอนที่ยอยสลายงายและฟอสฟอรัส เพื่อสงเสริมการยอยสลายนํ้ามัน
ชนิดตาง ๆ ดังน้ี 
 
 2.3  การศึกษาปจจัยการยอยสลายนํ้ามันชนิดตางๆ ในดินดวยการเติมสารอาหารชนิด
ตางๆ (ดัดแปลงมาจาก Vyas and Dave, 2010 และ Popoviciu and Bercu, 2014) 
  (1) การศึกษาปจจัยการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยการเติมสารอาหารชนิด
ตาง ๆ 
  ทําการศึกษาถึงการเติมสารอาหารกลุมไนโตรเจน คารบอนที่ยอยสลายงายและ
ฟอสฟอรัส เพื่อสงเสริมการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ของแบคทีเรียที่คัดแยกได  โดยทําการเตรียม
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และทําการเตรียมดิน โดยนําดินจํานวน 
300 กรัม ใสในขวดปากกวาง จากน้ันเตรียมแตละชุดการทดลอง ดังน้ี 
   ชุดควบคุมที่ 1 (C1) เติมดินอยางเดียว 
   ชุดควบคุมที่ 2 (C2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน ความเขมขน 1.0 % 
   ชุดควบคุมที่ 3 (C3) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน ความเขมขน 1.0 % + B. subtilis 
สายพันธุ SE1 
   ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน ความเขมขน 1.0 % + B. 
subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0 %  
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   ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน ความเขมขน 1.0 % + B. 
subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0 % + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 
1.0 % 
   ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน ความเขมขน 1.0 % + B. 
subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0 % + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 
1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5 % 
   ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเบนซิน ความเขมขน 1.0 % + B. 
subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0 % + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 
1.0 % + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5 % + H2O2 0.1% 
 
   นําไปบมที่อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส และทําการตรวจวัดคาความเปน
กรด-ดาง, การเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดินดวยตาเปลา, ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมด, ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่ละลายนํ้าที่หลงเหลือจากการยอยสลาย และ
ประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน ในวันที่ 0, 3 และ 7 ของการทดลอง และวัดปริมาณซีโอดี ในวันที่ 
0 และ 7 ของการทดลอง 
 
 (2) การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการเติมสารอาหารชนิดตาง ๆ 
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.4 (1) แตเปลี่ยนจากนํ้ามันเบนซินเปนนํ้ามันดีเซล 
  
 (3) การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลวในดินดวยการเติมสารอาหารชนิด 
ตาง ๆ 
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.4 (2) แตเปลี่ยนจากนํ้ามันเบนซินเปนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
 
 (4) การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมสารอาหารชนิดตาง  ๆ
 ทําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.4 (1) แตเปลี่ยนจากนํ้ามันเบนซินเปนนํ้ามันดิบ 
และทําการวิเคราะหดังตอไปน้ี 
 
  1)  การตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางของดิน (Thomas, 1996; ทัศนีย อัตตะนันท 
และจงรักษ จันทรเจริญสุข, 2542) 
  ทําการตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางดวยเครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
โดยกอนวัดคาความเปนกรด-ดางทําการ Standardize ดวย pH buffer solution ที่มีคาความเปน
กรด-ดางเทากับ 4.0, 7.0 และ 10.0 ตามลําดับ  จากน้ันช่ังดิน 10 กรัม ผสมกับนํ้ากลั่น 10 มิลลิลิตร 
ลงในบีกเกอร (ทํา 3 ซ้ํา) และต้ังทิ้งไวนาน 20 นาที โดยมีการคนเปนครั้งคราว หลังจากน้ันวัดคา
ความเปนกรด-ดางดวยเครื่องวัดคาความเปนกรด-ดางและบันทึกผล 
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  2)  การสังเกตการเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดินดวยตาเปลา (สุบัณฑิต น่ิมรัตน 
และคณะ, 2559) 
  สังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของดินดวยตาเปลาในแตละชุดการทดลองและจดบันทึก
ลักษณะที่สังเกตได โดยกําหนดให 
  + หมายถึง สีของดินมีความเขมนอยสุด 
  ++ หมายถึง สีของดินมีความเขมปานกลาง 
  +++ หมายถึง สีของดินมีความเขมมากสุด 
 
  3) การศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด (สุบัณฑิต น่ิมรัตน และ
คณะ, 2559) 
 นําตัวอยางดินมาเจือจางใหไดระดับความเจือจางที่ตองการดวยสารละลาย 0.85% 
NaCl จากน้ันถายตัวอยางในแตละระดับความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Plate count agar จากน้ันใชแทงแกวเกลี่ยเช้ือเกลี่ยเช้ือดวยเทคนิค Spread plate นําจานเพาะเช้ือ
ไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
คํานวณและบันทึกผลในหนวย Colony forming unit ตอกรัม (CFU/mL) 
 
  4)  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกท้ังหมดท่ีละลายนํ้าท่ีหลงเหลือจาก
การยอยสลาย 
  การวัดปริมาณสารประกอบกลุมฟนอล (Phenolic compounds) ตามวิธีของ Box 
(1983) โดยมีข้ันตอนดังน้ี ทําการเติมสารละลาย 20% Na2CO3 ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร ลงในสวนใส
ที่ไดจากการปนแยกเซลล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  จากน้ันเติม 10% Folin-Ciocalteau 
reagent ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยใชเครื่องปนผสม จากน้ันต้ังทิ้งไวในอุณหภูมิหอง
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาว
คลื่น 725 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปคํานวณปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่
ละลายนํ้าที่หลงเหลือจากการยอยสลาย  โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานซึ่งใช Gallic acid เปน
สารมาตรฐาน 
 
 5)  การวิเคราะหประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน 
 เก็บตัวอยางสารละลายปริมาตร 5 มิลลิลิตร  มาปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 7,500 g เปน
ระยะเวลา 4 นาที  เก็บสวนใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นในชวง 220-400 นาโนเมตร  ดวย
เครื่อง Microplate reader เพื่อประเมินประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน 
 
  6)  การวิเคราะหหาปริมาณซีโอดี 
  ทําการวัดซีโอดีดวยชุด COD Kit ของบริษัท Hach company โดยทําการอุนเครื่อง 
COD Reactor ปรับอุณหภูมิที่ 150 องศาเซลเซียส จากน้ันเตรียมหลอดซีโอดีและเลือกชวงซีโอดีที่
ตองการวัดตัวอยาง คือ 0 – 1,500 มิลลิกรัมตอลิตร  และเอียงหลอดซีโอดี ประมาณ 45 องศา และ 
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ปเปตตัวอยางลงในหลอด หลอดละ 2 มิลลิลิตร ปดฝาหลอดใหสนิท ลางดวยนํ้า Deionize (DI) และ
เช็ดใหแหง กลับหลอดข้ึนลงใหสารละลายผสมกันใหทั่วและนําไปใหความรอนในเครื่อง COD 
Reactor นาน 2 ช่ัวโมง (เตรียมแบลงค โดยใชนํ้ากลั่นแทนนํ้าตัวอยาง ปริมาตร 2 มิลลิลิตร) เมื่อให
ความรอนครบ 2 ช่ัวโมง  ปดเครื่องและรอประมาณ 20 นาที เพื่อใหอุณหภูมิลดลงเปน 120 องศา
เซลเซียส หรือนอยกวาน้ัน กลับหลอดข้ึนลงขณะที่หลอดยังอุนอยู และวางทิ้งไวรอใหเย็นถึง
อุณหภูมิหอง เลือกชวงและวิธีในการวัดซีโอดีคือ Colorimetric method  0-1,500 มิลลิกรัมตอลิตร
ของซีโอดี จากน้ันทําการวัดคาซีโอดีโดยใช Program 435 ที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร บันทึก
ผลในหนวยมลิลิกรัมตอลิตรของซีโอดี 
 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
 จากการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อการฟนฟู
สภาพแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม ผลการทดลองแสดงดังตอไปน้ี  
 
1. การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการยอยสลายนํ้ามัน  
 1.1 การศึกษาความสามารถของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.1.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใตสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 580 นาโน-
เมตร พบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มีการเจริญโดยใชนํ้ามันดีเซลเปนแหลงคารบอนเพิ่มข้ึน
เล็กนอยในวันที่ 0-7 ของการทดลอง และลดลงในวันที่ 10 ของการทดลอง หลังจากน้ันมีการเจริญ
เพิ่มจํานวนข้ึนเรื่อย ๆ ต้ังแตวันที่ 14 ของการทดลองไปจนถึงวันสุดทายของการทดลองในทั้ง 2 
สภาวะ แตในสภาวะที่มีออกซิเจน B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถเจริญไดดีกวาสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจน ดังแสดงในตารางที่ 2 และภาพที่ 10  
 
ตารางท่ี 2  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใตสภาวะที่

มีออกซเิจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
 ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 
 1.1.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลในการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลที่ผานการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SE1  พบวาลักษณะของช้ันนํ้ามันดีเซลลดลงเรื่อย ๆ ต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลองไปจนถึง
วันสุดทายของการทดลอง โดยในสภาวะที่มีออกซิเจน ลักษณะของช้ันนํ้ามันดีเซลลดลง สังเกตพบ
เพียงคราบนํ้ามันดีเซลจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม สวนในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนพบลักษณะของช้ัน
นํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร ดังแสดงในตารางที่ 3 และ
ภาพที่ 11 
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ตารางท่ี 3  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SE1 ใน
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซล 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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   การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ  
  SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 
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 1.1.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล
ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน พบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มีประสิทธิภาพในการ
ยอยสลายนํ้ามันดีเซลทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  โดยภายใตสภาวะที่มี
ออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันดีเซลมากกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน และเริ่มพบการยอยสลาย
นํ้ามันดีเซลภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง และพบวานํ้ามันดีเซลถูกยอย
สลายจนไมสามารถตรวจพบพีคไดในวันที่ 35 ของการทดลอง สวนภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจนพบ
การยอยสลายนํ้ามันดีเซลต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง และในวันที่ 35 ของการทดลอง ยังสามารถ
ตรวจพบพีคจํานวน 3 พีค ที่คาความยาวคลื่น 240, 255 และ 275 นาโนเมตร ดังแสดงในตารางที่ 4-
5  
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ตารางท่ี 4  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลอืหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจน 

 

Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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ตารางท่ี 5   คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะทีไ่มมีออกซิเจน 

 

Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 

0 

   

3 

   

7 

   

10 

   

14 

   

21 

   

28 

   

35 

   



41 
 

  1.1.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. 
subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน พบวาทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมี
ออกซิเจนไมสามารถตรวจพบกาซทั้งหมดไดในทุกชุดการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 6  
 
ตารางท่ี 6  ปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. subtilis สายพันธุ SE1 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  2.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใตสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มีการเจริญ
โดยใชนํ้ามันเบนซินเปนแหลงคารบอนลดลงเล็กนอยในวันที่ 3 ของการทดลอง และเพิ่มข้ึนในวันที่ 7 
ของการทดลองและมีการเจริญเพิ่มจํานวนข้ึนเรื่อย ๆ ตลอดการทดลองจนถึงวันสุดทายของการ
ทดลองในทั้ง 2 สภาวะ แตสามารถเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  ดัง
แสดงในตารางที่ 7 และภาพที่ 12  
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ตารางท่ี 7   ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใตสภาวะ
ที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
  ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
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  1.2.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินในการยอยสลายดวย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินที่ผานการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ผลการทดลองพบวาลักษณะของช้ันนํ้ามันเบนซินลดลงเรื่อย ๆ ต้ังแตวันที่ 3 ของการ
ทดลองไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง โดยในสภาวะที่มีออกซิเจน ลักษณะของช้ันนํ้ามันเบนซิน
ลดลงสังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันเบนซินจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม สวนในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน 
พบลักษณะของช้ันนํ้ามันเบนซินลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร  
ดังแสดงในตารางที่ 8 และภาพที่ 13 
 
ตารางท่ี 8   ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SE1 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเบนซิน 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินในการยอยสลายดวย B. subtilis  

สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมอีอกซิเจน 
หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  2.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามัน
เบนซินในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  
โดยภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันเบนซินมากกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน และ
เริ่มพบการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง และ
พบวานํ้ามันเบนซินถูกยอยสลายจนไมสามารถตรวจพบพีคไดในวันที่ 21 ของการทดลอง สวนภายใต
สภาวะที่ไมมีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันเบนซินต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง และในวันที่ 35 
ของการทดลอง พบวานํ้ามันเบนซินถูกยอยสลายจนไมสามารถตรวจพบพีคได ดังแสดงในตารางที่ 9-
10 
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ตารางท่ี 9   คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ  
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจน 

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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ตารางท่ี 10   คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ  
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่ไมมีออกซเิจน  

 

Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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  1.2.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ  
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาทั้งในสภาวะที่มี
ออกซิเจนและไมมีออกซิเจนไมสามารถตรวจพบกาซทั้งหมดไดในทุกชุดการทดลอง  ดังแสดงในตาราง
ที่ 11 
 
ตารางท่ี 11  ปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ B. subtilis สายพันธุ 

SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมอีอกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่อง
ท่ีใชแลวภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.3.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลว
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว
ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มีการ
เจริญโดยใชนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวเปนแหลงคารบอนลดลงเล็กนอยในวันที่ 0-3 ของการทดลอง และ
เพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 10 ไปจนถึงวันสุดทายของการทดลองในทั้ง 2 สภาวะ แต B. subtilis สายพันธุ 
SE1 สามารถเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ดังแสดงในตารางที่ 12 และ
ภาพที่ 14  
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ตารางท่ี 12 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจนในแตละชุด
การทดลองในการยอยสลายนํ้ามนัเครือ่งที่ใชแลว 
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  1.3.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลวในการยอยสลายดวย 
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวที่ผานการยอยสลายดวย 
B. subtilis สายพันธุ SE1  ผลการทดลองพบวาลักษณะของช้ันนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวลดลงเรื่อย ๆ 
ต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลองไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง โดยในวันสุดทายของการทดลองทั้ง 2 
สภาวะ พบลักษณะของช้ันนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวลดลงอยางมาก เหลือเปนช้ันบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
แตในสภาวะที่มีออกซิเจน พบวาลดลงอยางมาก เหลือเปนช้ันบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร ต้ังแตวันที่ 10  
ของการทดลอง ซึ่งลดลงไดเร็วกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจนที่พบการลดลงอยางมาก เหลือเปนช้ันบาง ๆ  ที่
ผิวหนาอาหารในวันที่ 21 ของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 13 และภาพที่ 15 
 
ตารางท่ี 13   ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ 

SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องทีใ่ชแลวในการยอยสลายดวย B. subtilis 

สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมอีอกซิเจน 
หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  3.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใช
แลวในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่อง 
ที่ใชแลวในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจน  โดยภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวมากกวาสภาวะที่ไม
มีออกซิเจน ซึ่งเริ่มพบการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 3 
ของการทดลอง และพบวานํ้ามันเครื่องที่ใชแลวถูกยอยสลายจนไมสามารถตรวจพบพีคไดในวันที่ 28 
ของการทดลอง สวนภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวต้ังแตวันที่ 3 
ของการทดลอง และในวันที่ 35 ของการทดลองยังสามารถตรวจพบพีคจํานวน 1 พีค ที่คาความยาวคลื่น 
230 นาโนเมตร ดังแสดงในตารางที่ 14-15 
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ตารางท่ี 14  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเครือ่งที่ใชแลวของ 
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจน 

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 

0 

   

3 

   

7 

   

10 

   

14 

   

21 

   

28 

   

35 

   



52 
 

ตารางท่ี 15  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเครือ่งที่ใชแลวของ 
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่ไมมีออกซเิจน  

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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  1.3.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใช
แลวของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวของ 
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาทั้งใน
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจนไมสามารถตรวจพบกาซทั้งหมดไดในทุกชุดการทดลอง  
ดังแสดงในตารางที่ 16 
 
ตารางท่ี 16  ปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวของ B. subtilis  
  สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมอีอกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบ
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.4.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใตสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถเจริญ
โดยใชนํ้ามันดิบเปนแหลงคารบอนและพลังงานในสภาวะที่มีออกซิเจนไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  
โดยพบวามีปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 ลดลงเล็กนอยในวันที่ 0-3 ของการทดลอง และเพิ่มข้ึน
ต้ังแตวันที่ 10 ไปจนถึงวันสุดทายของการทดลองในทั้ง 2 สภาวะ  ดังแสดงในตารางที่ 17 และภาพที่ 
16 
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ตารางท่ี 17  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SE1 (OD580)  ในการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใตสภาวะที่ม ี
                 ออกซิเจนและไมมอีอกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
            ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
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  1.4.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดิบในการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดิบที่ผานการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SE1  ผลการทดลองพบวา  ในสภาวะที่มีออกซิเจนลักษณะของช้ันนํ้ามันลดลงเล็กนอย แต
ยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจนต้ังแตวันที่ 14 ของการทดลอง และลดลงอยางมาก เหลือเปนช้ันบาง ๆ ที่
ผิวหนาอาหารต้ังแตวันที่ 28 ของการทดลอง สวนในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนลักษณะของช้ันนํ้ามัน
ลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจนต้ังแตวันที่ 28 ของการทดลองไปจนถึงวันสุดทาย
ของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 18 และภาพที่ 17 
 
ตารางท่ี 18  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดิบในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SE1 ใน

สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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   การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดิบในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SE1  
               ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  1.4.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบใน
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันดิบทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน โดย
ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันดิบมากกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน และเริ่มพบการ
ยอยสลายนํ้ามันดิบภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง สวนภายใตสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันดิบต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง และทั้ง 2 สภาวะ พบการยอย
สลายเล็กนอยไปเรื่อย ๆ จนถึงวันสุดทายของการทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 19-20 
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ตารางท่ี 19  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซเิจน  

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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ตารางท่ี 20  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน 

  
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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  1.4.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ  
B. subtilis สายพันธุ SE1 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาในสภาวะที่มีออกซิเจน  
สามารถตรวจพบกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนไดเล็กนอยในชวงวันที่ 7-14 ของการทดลองในชุด Active สวน
สภาวะที่ไมมีออกซิเจนสามารถตรวจพบกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนไดเล็กนอยในชวงวันที่ 10-14 ของการ
ทดลองในชุด Active  ดังแสดงในตารางที่ 21 
 
ตารางท่ี 21  ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis สายพันธุ SE1 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.5.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใต
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน  ผลการทดลองพบวาในสภาวะที่มีออกซิเจน B. subtilis  
สายพันธุ SD4 มีการเจริญโดยใชนํ้ามันดีเซลเปนแหลงคารบอนเพิ่มข้ึนเล็กนอยต้ังแตวันที่ 10 ของการ
ทดลอง และมีการเจริญเพิ่มเรื่อย ๆ ไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  สวนสภาวะที่ไมมีออกซิเจน
แบคทีเรียมีการเจริญเพิ่มข้ึนต้ังแตวันที่ 21 ของการทดลองไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  แตใน
สภาวะที่มีออกซิเจน B. subtilis สายพันธุ SD4 สามารถเจริญไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ดังแสดงใน
ตารางที่ 22 และภาพที่ 18 
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ตารางท่ี 22  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใตสภาวะที่
มีออกซเิจนและไมมีออกซิเจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในสภาวะทีม่ีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
        ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
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  1.5.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลในการยอยสลายดวย  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลที่ผานการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SD4  ผลการทดลองพบวาในสภาวะที่มีออกซิเจนลักษณะของช้ันนํ้ามันดีเซลลดลงเรื่อย ๆ 
ต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง  และในวันที่ 21 ไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  ลักษณะของช้ัน
นํ้ามันดีเซลลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร  สวนในสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจนพบลักษณะของช้ันนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร  
ในวันสุดทายของการทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 23 และภาพที่ 19 
 
ตารางท่ี 23  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SD4 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซล 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดีเซลในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ 

SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจน 
หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  1.5.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล
ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล
ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  
โดยภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันดีเซลมากกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน และเริ่ม
พบการยอยสลายนํ้ามันดีเซลภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง และพบวา
นํ้ามันดีเซลถูกยอยสลายจนไมสามารถตรวจพบพีคไดในวันที่ 35 ของการทดลอง สวนภายใตสภาวะที่
ไมมีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันดีเซลต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง และในวันที่ 35 ของการ
ทดลอง ยังสามารถตรวจพบพีคจํานวน 1  พีค ที่คาความยาวคลื่น 245 นาโนเมตร  ดังแสดงในตาราง
ที่ 24-25 
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ตารางท่ี 24  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจน 
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ตารางท่ี 25  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน 

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 

0 

   

3 

   

7 

 

 

 

10 

   

14 

   

21 

 

 

 

28 

  

 

35 

   



65 
 

  1.5.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาปริมาณกาซทั้งหมดที่
เกิดข้ึนมีปริมาณเพิ่มข้ึนและลดลงเล็กนอยต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลองในชุด Active ของทั้ง 2 
สภาวะ  ดังแสดงในตารางที่ 26 
 
ตารางท่ี 26  ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลของ B. subtilis สายพันธุ 

SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณของกาซทัง้หมดที่เกิดข้ึน (มิลลลิิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในการยอยสลายนํ้ามัน
เบนซินภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.6.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใต
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มีการเจริญ
โดยใชนํ้ามันเบนซินเปนแหลงคารบอนเพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ โดยในชวง 0-3 วันของการทดลอง  จะไมคอย
พบการเพิ่มจํานวนหรือเพิ่มข้ึนเล็กนอย แตต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลองเปนตนไป พบการเจริญเพิ่ม
จํานวนสูงข้ึนจนถึงวันสุดทายของการทดลองในสภาวะที่มีออกซิเจน  สวนในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน
พบการเพิ่มจํานวนต้ังแตวันที่ 10 ไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  แตสามารถเจริญในสภาวะที่มี
ออกซิเจนไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ดังแสดงในตารางที่ 27 และภาพที่ 20  
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ตารางท่ี 27  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในสภาวะทีม่ีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
            ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
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  1.6.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินในการยอยสลายดวย  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินที่ผานการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SD4  ผลการทดลองพบวาลักษณะของช้ันนํ้ามันเบนซินลดลงเรื่อย ๆ ต้ังแตวันที่ 10 ของการ
ทดลองในสภาวะที่มีออกซิเจน และต้ังแตวันที่ 14  ของการทดลองไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง 
ลักษณะของช้ันนํ้ามันเบนซินในทั้ง 2 สภาวะลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนา
อาหาร  ดังแสดงในตารางที่ 28 และภาพที่ 21 
 
ตารางท่ี 28  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SD4 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเบนซิน 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเบนซินในการยอยสลายดวย B. subtilis  
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมีออกซเิจน 

หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  1.6.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน
ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามัน
เบนซินในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  
โดยภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันเบนซินมากกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน และ
เริ่มพบการยอยสลายนํ้ามันเบนซินภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง และ
พบวานํ้ามันเบนซินถูกยอยสลายจนในวันสุดทายของการทดลองยังคงสามารถตรวจพบพีคไดจํานวน 
1 พีคที่คาความยาวคลื่น 275 นาโนเมตร ในสภาวะที่มีออกซิเจน และในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน
สามารถตรวจพบพีคทั้งหมด 2 พีคที่คาความยาวคลื่น 250 และ 255 นาโนเมตร ดังแสดงในตารางที่ 
29-30 
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ตารางท่ี 29  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ  
                 B. subtilis สายพันธุ SD4  ในสภาวะที่มีออกซิเจน 
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ตารางท่ี 30  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ 
                 B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  
 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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  1.6.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ 
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาทั้งในสภาวะทีม่ีออกซิเจน
และไมมีออกซิเจนสามารถตรวจพบกาซที่เกิดข้ึนไดต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง โดยเพิ่มข้ึนและลดลง
เล็กนอยตลอดการทดลอง  ดังแสดงในตารางที่ 31 
 
ตารางท่ี 31  ปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินของ B. subtilis สายพันธุ 

SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่อง
ท่ีใชแลวภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.7.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลว
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว
ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มีการ
เจริญโดยใชนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวเปนแหลงคารบอนเพิ่มข้ึนเล็กนอยในชวงวันที่ 0-3 ของการทดลอง 
และเพิ่มข้ึนอยางตอเน่ืองต้ังแตวันที่ 7 ไปจนถึงวันสุดทายของการทดลองในทั้ง 2 สภาวะ โดย B. 
subtilis สายพันธุ SD4 สามารถเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ดังแสดง
ในตารางที่ 32 และภาพที่ 22 
 
 
 



72 
 

ตารางท่ี 32  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว
ภายใตสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมอีอกซเิจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในสภาวะทีม่ีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
              ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
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  1.7.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องท่ีใชแลวในการยอยสลายดวย 
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวที่ผานการยอยสลายดวย  
B. subtilis สายพันธุ SD4  ผลการทดลองพบวาลักษณะของช้ันนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวลดลงเรื่อย ๆ 
โดยในสภาวะที่มีออกซิเจนพบการลดลงต้ังแตวันที่ 21 ของการทดลอง และในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน
พบการลดลงต้ังแตวันที่ 28 ของการทดลองไปจนถึงวันสุดทายของการทดลอง  โดยในวันสุดทายของ
การทดลองทั้ง 2 สภาวะ พบลักษณะของช้ันนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นได
อยางชัดเจน ดังแสดงในตารางที่ 33 และภาพที่ 23 
 
ตารางท่ี 33  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในการยอยสลายดวยแบคทีเรีย  
  B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันเครื่องทีใ่ชแลวในการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซเิจนและไมมีออกซเิจน 

หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  1.7.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่อง
ท่ีใชแลวในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่
ใชแลวในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจน  โดยภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนพบการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวมากกวาสภาวะที่ไม
มีออกซิเจน และเริ่มพบการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนต้ังแตวันที่ 7 
ของการทดลองไปเรื่อย ๆ จนวันสุดทายของการทดลองสามารถตรวจพบพีคจํานวน 5 พีค ที่คาความ
ยาวคลื่น 234, 238, 258, 263 และ 273 นาโนเมตร ในสภาวะที่มีออกซิเจน  สวนในสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจนสามารถตรวจพบพีคจํานวน 8 พีค ที่คาความยาวคลื่น 222, 224, 245, 247, 250, 256, 
260 และ 262 นาโนเมตร  ดังแสดงในตารางที่ 34-35 
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ตารางท่ี 34  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเครือ่งที่ใชแลวของ 
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจน 
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ตารางท่ี 35  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเครือ่งที่ใชแลวของ 
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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  1.7.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องท่ีใช
แลวของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวของ 
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาทั้งในสภาวะที่
มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจนสามารถตรวจพบกาซที่เกิดข้ึนเพิ่มข้ึนและลดลงเล็กนอยตลอดการทดลอง 
ดังแสดงในตารางที่ 36 
 
ตารางท่ี 36  ปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวของ B. subtilis  
  สายพันธุ SD4  ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบ
ภายใตสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  1.8.1 ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใตสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใต
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มีการเจริญ
โดยใชนํ้ามันดิบเปนแหลงคารบอนเพิ่มข้ึนเล็กนอยต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลองจนถึงวันสุดทายของ
การทดลอง ในสภาวะที่มีออกซิเจน แตในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนพบการเจริญของ B. subtilis สายพันธุ 
SD4 ลดลงในวันที่ 7 ของการทดลอง และเพิ่มสูงข้ึนเรื่อย ๆ ต้ังแตวันที่ 10 ไปจนถึงวันสุดทายของการ
ทดลอง โดย B. subtilis สายพันธุ SD4 สามารถเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนไดดีกวาสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจน  ดังแสดงในตารางที่ 37 และภาพที่ 24  
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ตารางท่ี 37  ปริมาณ B. subtilis สายพันธุ SD4 (OD580) ในการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใตสภาวะที่มี
ออกซเิจนและไมมีออกซเิจน 

 

ระยะเวลา 
(วัน) 

คาการดูดกลืนแสง (OD580) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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 ในสภาวะทีม่ีออกซเิจนและไมมีออกซิเจนในแตละ 
            ชุดการทดลองในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
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  1.8.2 การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดิบในการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดิบที่ผานการยอยสลายดวย B. subtilis 
สายพันธุ SD4  ผลการทดลองพบวาลักษณะของช้ันนํ้ามันดิบลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นได
อยางชัดเจนต้ังแตวันที่ 21 ของการทดลองในสภาวะที่มีออกซิเจน และต้ังแตวันที่ 28 ของการทดลอง
ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  ดังแสดงในตารางที่ 38 และภาพที่ 25 
 
ตารางท่ี 38  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดิบในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ SD4 ใน

สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดิบ 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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  การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของนํ้ามันดิบในการยอยสลายดวย B. subtilis สายพันธุ 
SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซเิจน 

หมายเหตุ  5+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันไมรวมตัวกับนํ้า สังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 4+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงเล็กนอย แตยังคงสังเกตเห็นไดอยางชัดเจน 
 3+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางมาก เหลือเปนชั้นบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 2+ หมายถึง ลักษณะของชั้นนํ้ามันลดลงอยางเห็นไดชัด เหลือเปนคราบฟลมบาง ๆ ที่ผิวหนาอาหาร 
 1+ หมายถึง สังเกตพบเพียงคราบนํ้ามันจาง ๆ บริเวณขอบขวดซีรัม  
    0   หมายถึง ไมพบนํ้ามัน 

 
  1.8.3 ประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของ B. subtilis สายพันธุ SD4 ในการยอยสลายนํ้ามันดิบใน
สภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวา B. subtilis สายพันธุ SD4 มีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายนํ้ามันดิบทั้งภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจนใกลเคียงกัน โดยเริ่ม
พบการยอยสลายนํ้ามันดิบภายใตทั้ง 2 สภาวะ ต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง และพบการยอยสลาย
เล็กนอยไปเรื่อย ๆ จนวันสุดทายของการทดลอง โดยยังคงสามารถตรวจพบพีคจํานวนมากอยูในทั้ง  
2 สภาวะ ดังแสดงในตารางที่ 39-40 
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ตารางท่ี 39  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซเิจน 

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 
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ตารางท่ี 40  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่ไมมีออกซเิจน  

 
Day ชุด Active ชุด Sterile ชุด Background 

0 

 

  

3 

 

 

 

7 

 

 

 

10 

   

14 

  

 

21 

   

28 

   

35 

  

 



83 
 

  1.8.4 การศึกษาปริมาณกาซท้ังหมดท่ีเกิดขึ้นจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
  จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน ผลการทดลองพบวาทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจน
และไมมีออกซิเจนมีปริมาณกาซทั้งหมดเพิ่มข้ึนและลดลงเล็กนอยตลอดการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 
41 
 
ตารางท่ี 41  ปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กิดข้ึนจากการยอยสลายนํ้ามันดิบของ B. subtilis สายพันธุ SD4 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน 
 

ระยะเวลา 
(วัน) 

ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน (มิลลิลิตร) (xത±SD.) 
สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

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. การศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรียเพ่ือการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ในดินท่ีมีการ
ปนเปอนดวยสารปโตรเลียม 
 จากการศึกษาการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด ไดแก นํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และ
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว ในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 เพื่อการฟนฟสูภาพแวดลอม 
ผลการทดลองแสดงดังตอไปน้ี 
 2.1 การตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางของดิน 
 จากการศึกษาคาความเปนกรด-ดางในวันที่ 0-35 ของการทดลอง พบวาคาความเปนกรด-
ดางในชุดควบคุมคอนขางคงที่ซึ่งมีคาอยูระหวาง 5.61±0.06 - 5.67±0.03 โดยในชุดการทดลองที่เติม
นํ้ามันดีเซลพบวามีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 5.42±0.04 - 5.77±0.05 ซึ่งในชุดการทดลองที่ไม
มีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 และ T3) มีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 
5.42±0.04 - 5.62±0.01 และในชุดการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, 
T5 และ T6) มีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 5.55±0.03 - 5.77±0.05  ดังแสดงในตารางที่ 42      
 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซินพบวาคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 5.54±0.03 - 
5.96±0.02 ซึ่งในชุดการทดลองที่ไมมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 และ T3) 
มีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 5.54±0.03 - 5.87±0.02 และในชุดการทดลองที่มีการเติม
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, T5 และ T6) มีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 5.80±0.02 
- 5.96±0.02  ดังแสดงในตารางที่ 43 
 จากการศึกษาคาความเปนกรด-ดางในวันที่ 0-35 ของการทดลอง พบวาคาความเปนกรด-
ดางในชุดควบคุมคอนขางคงที่ซึ่งมีคาอยูระหวาง 5.53±0.01 - 5.58±0.01 โดยในชุดการทดลองที่เติม
นํ้ามันดิบพบวามีคาความเปนกรด-ดางในอยูในชวง 5.34±0.04 - 6.09±0.04 ซึ่งในชุดการทดลองที่ไม
มีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 และ T3) มีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 
5.37±0.05 - 5.67±0.02 และในชุดการทดลองที่มีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, 
T5 และ T6) มีคาความเปนกรด-ดางในอยูในชวง 5.34±0.04 - 6.09±0.04 ดังแสดงในตารางที่ 44     
 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวพบวาคาความเปนกรด-ดางในอยูในชวง 
5.37±0.03 - 6.05±0.04 ซึ่งในชุดการทดลองที่ไมมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, 
T2 และ T3) มีคาความเปนกรด-ดางในอยูในชวง 5.37±0.04 - 5.63±0.01 และในชุดการทดลองที่มี
การเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, T5 และ T6) มีคาความเปนกรด-ดางอยูในชวง 
5.37±0.03 - 6.05±0.04 ดังแสดงในตารางที่ 45  ซึ่งในแตละชุดการทดลองของแตละชนิดนํ้ามันจะมี
คาแตกตางกันไมมากนักตลอดระยะเวลาที่ทําการทดลอง 35 วัน  
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ตารางท่ี 42 คาความเปนกรด-ดางของการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
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) เติมดินอยางเดียว 
  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 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ตารางท่ี 43 คาความเปนกรด-ดางของการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยการเติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
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) เติมดินอยางเดียว 
  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 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 

 
 
 

 
86 



87 

ตารางท่ี 44 คาความเปนกรด-ดางของการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
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) เติมดินอยางเดียว 
  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 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ตารางท่ี 45  คาความเปนกรด-ดางของการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
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) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ตารางท่ี 46 คาความเปนกรด-ดางของนํ้ามัน 4 ชนิด 
 

นํ้ามัน 
คาความเปนกรด-ดาง 

กระดาษวัดคาความเปนกรด-ดาง เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง 
นํ้ามันดีเซลเขมขน 100% 5 เครื่องไมสามารถอานคาได 
นํ้ามันเบนซินเขมขน 100% 4 เครื่องไมสามารถอานคาได 
นํ้ามันดิบเขมขน 100% 5 เครื่องไมสามารถอานคาได 
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวเขมขน 
100% 

5 เครื่องไมสามารถอานคาได 

 
หมายเหตุ: นํ้ามันไมสามารถเจือจางไดเน่ืองจากไมผสมกับนํ้า 
 
ตารางท่ี 47 คาความเปนกรด-ดางของนํ้าที่ใชละลายดิน 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
กระดาษวัดคาความเปนกรด-ดาง เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง 

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  การสังเกตการเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดินดวยตาเปลา 
 จากการศึกษาคาความเขมสีของดินตลอดระยะเวลาทําการทดลอง (วันที่ 0-35) พบวาในชุด
ควบคุมมีความเขมสีของดินตํ่าสุด (+)  สวนการทดลองที่เติมนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ไดแก นํ้ามันดีเซล 
นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวพบวาชุดการทดลอง T3 และ T6 มีความเขมสีสูงสุด 
(+++) รองลงมาคือ ชุดการทดลอง T2 และ T5 มีความเขมสีปานกลาง (++) และชุดการทดลอง T1 
และ T4 มีความเขมสีตํ่าสุด (+)  และในทุกชุดการทดลองพบวามีกลิ่นของนํ้ามันแตละชนิด  อีกทั้งยัง
พบวาการเติมนํ้ามัน (นํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว) และการเติม
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงสีของดินตลอดระยะเวลาทําการ
ทดลองต้ังแตวันที ่0-35 ดังแสดงในตารางที่ 48-51 
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ตารางท่ี 48 คาความเขมสีของดินในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการเติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเขมของดิน 
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) เติมดินอยางเดียว 
 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 ความเขมสีต่ําสุด, ++ คือ ความเขมสีปานกลาง, +++ คือ ความเขมสีมากสุด     
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ตารางท่ี 49 คาความเขมสีของดินในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเขมของดิน 
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) เติมดินอยางเดียว 
 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 ความเขมสีต่ําสุด, ++ คือ ความเขมสีปานกลาง, +++ คือ ความเขมสีมากสุด    
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ตารางท่ี 50 คาความเขมสีของดินในการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเขมของดิน 
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) เติมดินอยางเดียว 
 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 ความเขมสีต่ําสุด, ++ คือ ความเขมสีปานกลาง, +++ คือ ความเขมสีมากสุด   
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ตารางท่ี 51 คาความเขมสีของดินในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเขมของดิน 
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) เติมดินอยางเดียว 
 ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w 
 ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 + คือ ความเขมสีต่ําสุด, ++ คือ ความเขมสีปานกลาง, +++ คือ ความเขมสีมากสุด  
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 2.3  การศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด 
 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามัน
ดีเซล พบวาชุดควบคุมในวันที่ 0-35 ของการทดลองมีคาเทากับ 1.41±0.20×105 - 6.50±1.73×105

  

CFU/g  โดยในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซลและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, 
T2 และ T3) พบวาในชุดการทดลอง T1 และ T2 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มีปริมาณเทากับ 
1.43±0.69×105 และ 3.35±0.64×105 CFU/g  ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน (ประมาณ 10 เทา) 
ในวันที่ 3-35 ของการทดลองซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 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  สวนในชุดการทดลอง T3 พบวามี
ปริมาณคอนขางคงที่อยูในชวง 1.93±0.96×105- 5.60±1.14×105 CFU/g ต้ังแตวันที่ 0-35 ของการ
ทดลอง 
 เชนเดียวกันกับชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซลและเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
(T4, T5 และ T6) พบวาในชุดการทดลอง T4 และ T5 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มีปริมาณเทากับ 
1.42±0.16×105 และ 1.78±0.50×105 CFU/g  ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน (ประมาณ 10 เทา) 
ในวันที่ 3-7 ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 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 
เทา) ในวันที่ 10-35 ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 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  
สวนในชุดการทดลอง T6 พบวามีปริมาณคอนขางคงที่อยูในชวง 3.06±0.73×105 - 6.00±2.45×105 
CFU/g ต้ังแตวันที่ 0 - 7 ของการทดลอง และมีปริมาณเพิ่มข้ึนในวันที่ 10-35 ของการทดลอง มี
ปริมาณอยูในชวง 1.85±0.31×106 - 2.45±0.37×106 CFU/g ดังแสดงในตารางที่ 52 
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ตารางท่ี 52 ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการเติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

หัวเชื้อที่เตรียม 
เชื้อเร่ิมตนที่ใสใน

ชุดทดอง 
ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (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) เติมดินอยางเดียว 
  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 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซินและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
(T1, T2 และ T3) พบวาในชุดการทดลอง T1 และ T2 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มีปริมาณเทากับ 
2.10±0.64×105  และ 1.54±0.43×105 CFU/g ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน (ประมาณ 10 เทา) 
ในวันที่ 3-35 ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 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  สวนในชุดการทดลอง T3 พบวามีปริมาณอยู
ในชวง 1.80±0.19×105 - 9.00±0.82×105 CFU/g ต้ังแตวันที่ 0 - 35 ของการทดลอง 
 ในขณะที่ชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซินและเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, 
T5 และ T6) พบวาในชุดการทดลอง T4 และ T5 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มีปริมาณเทากับ 
2.32±0.99×105 และ 1.46±0.39×105 CFU/g  ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน (ประมาณ 10 เทา) 
ในวันที่ 3-7 ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 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 
เทา) ในวันที่ 10-35 ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 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  สวนในชุดการทดลอง T6 พบวา
มีปริมาณอยูในชวง 1.12±0.39×105 - 9.85±0.83×105 CFU/g ต้ังแตวันที่ 0 - 35 ของการทดลอง  
ดังแสดงในตารางที่ 53 
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ตารางท่ี 53 ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยการเติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
  
ระยะเวลา 

ทําการทดลอง 
หัวเชื้อที่เตรียม 

เชื้อเร่ิมตนที่ใส
ในชุดทดอง 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (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) เติมดินอยางเดียว 
  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 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดพบวาในชุดควบคุมในวันที่ 0-35 
ของการทดลองมีคาเทากับ 3.35±0.34×105 - 3.78±0.19×105 CFU/g   
 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 
และ T3) พบวาในชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มีปริมาณเทากับ 
2.28±0.19×105, 2.55±0.12×105 และ 2.43±0.33×105 CFU/g ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน 
(ประมาณ 10 เทา) ในวันที่ 3-35 ของการทดลองซึ่ งมีปริมาณอยูในชวง 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) พบวาในชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มีปริมาณเทากับ 
3.42±0.16×105, 2.52±0.08×105 และ 2.40±0.13×105 CFU/g ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน 
(ประมาณ 10 เทา) ในวันที่ 3-10 ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 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 เทา) ในวันที่ 14-35 ของการทดลอง 
ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 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 ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

หัวเชื้อที่เตรียม 
เชื้อเร่ิมตนที่ใสใน

ชุดทดอง 
ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (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) เติมดินอยางเดียว 
  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 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดพบวาชุดควบคุมในวันที่ 0-35 
ของการทดลองมีคาเทากับ 3.35±0.34×105 - 3.78±0.19×105 CFU/g  สวนในชุดการทดลองที่เติม
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 และ T3) พบวาใน 
ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 ของวันที่ 0 ของการทดลอง  มีปริมาณเทากับ 2.13±0.24×105, 
2.16±0.13×105 และ 2.00±0.09×105 CFU/g ตามลําดับ และมีปริมาณเพิ่มข้ึน (ประมาณ 10 เทา) ใน
วันที่ 3-35 ของการทดลองซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 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   
 ในขณะที่ชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 (T4, T5 และ T6) พบวาในชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 ของวันที่ 0 ของการทดลอง มี
ปริมาณเทากับ 3.44±0.21×105, 3.20±0.42×105 และ 2.76±0.15×105 CFU/g ตามลําดับ และมี
ปริมาณเพิ่ม ข้ึน (ประมาณ 10 เทา) ในวันที่ 3-10 ของการทดลอง ซึ่ งมีปริมาณอยู ในชวง 
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 เทา) ในวันที่ 14-35 
ของการทดลอง ซึ่งมีปริมาณอยูในชวง 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 ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทัง้หมดในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
  

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

หัวเชื้อที่เตรียม 
เชื้อเร่ิมตนที่ใส
ในชุดทดอง 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (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) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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 2.4  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกท้ังหมดท่ีละลายนํ้าท่ีหลงเหลือจากการ
ยอยสลาย 
 จากการศึกษาปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในชุดควบคุมพบวามีปริมาณคงที่เทากับ 
754.72 GAE/1 g ตลอดระยะเวลาทําการทดลอง (วันที่ 0 - 35) โดยในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามัน
ดีเซลและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 และ T3) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง 
ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 3,207.55±266.83, 
3,396.23±533.67 และ 5,094.34±266.83 GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทําการ
ทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลอง  มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 
2,698.11±53.37, 3,006.29±39.28 และ 4,610.06±207.83 GAE/1 g ตามลําดับ  สวนในชุดการ
ทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซลและเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, T5 และ T6) พบวาใน
วันที่ 0 ของการทดลอง ชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 
3,264.15±210.10, 3,424.53±93.39 และ 5,188.68±133.42 GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลง
ตามระยะเวลาทําการทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลองมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด
เหลือเทากับ 1,386.79±120.07, 1,952.83±93.39 และ 4,534.59±78.55 GAE/1 g ตามลําดับ   
โดยมีรอยละการลดลงของปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 ที่
เติมนํ้ามันดีเซล 0.5%, 1.0% และ 1.5% แบคทีเรียในดินสามารถลดปริมาณสารประกอบฟนอลิก
ทั้งหมดในดินไดเทากับ 15.88%, 11.48% และ 9.56% ตามลําดับ แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย 
Bacillus สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 ที่เติมนํ้ามันดีเซล 0.5%, 1.0% และ 
1.5% พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการลดปริมาณสารประกอบ 
ฟนอลิกทั้งหมดที่อยูในดินไดเพิ่มข้ึนในแตละชุดการทดลอง โดยจะลดปริมาณสารประกอบฟนอลิก
ทั้งหมดไดสูงที่สุดในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามัน 0.5% (57.51%) รองลงมาคือ 1% (49.78%) และ 
1.5% (12.61%) ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 56 
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ตารางท่ี 56 ปริมาณสารประกอบฟนอลกิทั้งหมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (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 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0 15.88% 11.48% 9.56% 57.51% 49.78% 12.61% 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  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 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 104 
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 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซินและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
(T1, T2 และ T3) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 มีปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 23,377.36±75.47, 3,490.57±400.25 และ 3,584.91±0.00 
GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทําการทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลองมี
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 2,371.07±10.89, 3,006.29±76.25 และ 
3,201.26±76.25 GAE/1 g ตามลําดับ  สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซินและเติมแบคทีเรีย 
B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, T5 และ T6) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง ชุดการทดลอง T4, T5 
และ T6 มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 3,773.58±0.00, 3,584.91±533.67 และ 
3,867.92±133.42 GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทําการทดลองโดยในวันที่ 35 
ของการทดลองมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 2,452.83±133.42, 2,575.47±40.02 
และ 3,251.57±66.26 GAE/1 g ตามลําดับ   โดยมีรอยละการลดลงของปริมาณสารประกอบฟนอลิก
ทั้งหมดในชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 ที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% แบคทีเรียใน
ดินสามารถลดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในดินไดเทากับ 29.80%, 13.87% และ 10.70% 
ตามลําดับ แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลอง T4, T5 และ 
T6 ที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มี
ความสามารถในการลดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่อยูในดินไดเพิ่มข้ึนในแตละชุดการ
ทดลอง โดยจะลดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดไดสูงที่สุดในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามัน 0.5% 
(35.00%) รองลงมาคือ 1.0% (28.16%) และ 1.5% (15.93%) ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 57 
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ตารางท่ี 57 ปริมาณสารประกอบฟนอลกิทั้งหมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (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 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0 29.80% 13.87% 10.70% 35.00% 28.16% 15.93% 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  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 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 106 



107 

 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T1, T2 
และ T3) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 มีปริมาณสารประกอบ 
ฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 2,641.51±266.83, 2,924.53±133.42 และ 4,811.32±133.42 GAE/1 g 
ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทําการทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลองมีปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 2,201.26±28.82, 2,503.14±39.28 และ 4,257.86±39.28 
GAE/1 g ตามลําดับ  สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบและเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
(T4, T5 และ T6) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง  ชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 มีปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 2,767.30±288.21, 3,270.44±400.25 และ 4,622.64±133.42 
GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทําการทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลองมี
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 1,830.19±37.74, 2,402.52±39.28 และ 
3,943.40±18.87 GAE/1 g ตามลําดับ   โดยมีรอยละการลดลงของปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด
ในชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 ที่เติมนํ้ามันดิบ 0.5%, 1.0% และ 1.5% แบคทีเรียในดินสามารถ
ลดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในดินไดเทากับ 16.67%, 14.38% และ 11.50% ตามลําดับ 
แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 ที่เติม
นํ้ามันดิบ 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการ
ลดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่อยูในดินไดเพิ่มข้ึนในแตละชุดการทดลอง โดยจะลดปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดไดสูงที่สุดในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบ 0.5% (33.86%) รองลงมาคือ 
1.0% (26.53%) และ 1.5% (14.69%) ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 58 
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ตารางท่ี 58 ปริมาณสารประกอบฟนอลกิทั้งหมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (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 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0 16.67% 14.38% 11.50% 33.86% 26.53% 14.69% 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  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 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05  108 
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 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 (T1, T2 และ T3) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 มีปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 2,893.08±288.31, 3,333.33±288.21 และ 4,213.84±288.21 
GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทําการทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลองมี
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 2,389.94±39.28, 2,830.19±18.87 และ 
3,647.80±39.28 GAE/1 g ตามลําดับ  สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและเติม
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (T4, T5 และ T6) พบวาในวันที่ 0 ของการทดลอง ชุดการ
ทดลอง T4, T5 และ T6 มีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเทากับ 3,018.87±188.68, 
3,867.92±133.42 และ 4,591.29±217.87 GAE/1 g ตามลําดับ และมีการลดลงตามระยะเวลาทํา
การทดลองโดยในวันที่ 35 ของการทดลองมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดเหลือเทากับ 
2,132.08±53.37, 3,000.00±32.68 และ 3,754.72±18.87 GAE/1 g ตามลําดับ   โดยมีรอยละการ
ลดลงของปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในชุดการทดลอง T1, T2 และ T3 ที่เติมนํ้ามันเครื่องที่
ใชแลว 0.5%, 1.0% และ 1.5% แบคทีเรียในดินสามารถลดปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดใน
ดินไดเทากับ 17.39%, 15.09% และ 13.43% ตามลําดับ แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลอง T4, T5 และ T6 ที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5%, 1.0% และ 
1.5% พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการลดปริมาณสารประกอบ 
ฟนอลิกทั้งหมดที่อยูในดินไดเพิ่มข้ึนในแตละชุดการทดลอง โดยจะลดปริมาณสารประกอบฟนอลิก
ทั้งหมดไดสูงที่สุดในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% (29.37%) รองลงมาคือ 1.0% 
(22.44%) และ 1.5% (18.22%) ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 59 
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ตารางท่ี 59 ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (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 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0 17.39% 15.09% 13.43% 29.37% 22.44% 18.22% 

 
หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว 
  ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w 
  ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5% w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
  ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
  ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 110 
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 2.5 ประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามันในดินดวยการเติมแบคทีเรีย 
 จากการศึกษานํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลาย (Spectrogram) ในชุดการทดลองที่
เติมนํ้ามันดีเซล 0.5%, 1.0% และ 1.5% (ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3) พบวาแบคทีเรียในดิน
สามารถยอยสลายนํ้ามันดีเซลในชุดการทดลอง T1 และ T2 ไดต้ังแตวันที่ 14 ของการทดลอง แตเมื่อ
มีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซล 0.5%, 1.0% 
และ 1.5% (ชุดการทดลอง T4, T5 และ T6) พบวานํ้ามันถูกยอยสลายไดเร็วข้ึนโดยพบการยอยสลาย
ไดต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 60 
 ในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวาแบคทีเรียในดินสามารถ
ยอยสลายนํ้ามันเบนซินไดต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวานํ้ามันถูกยอยสลายได
เร็วข้ึนโดยพบการยอยสลายไดต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 61 
 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบ 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวาแบคทีเรียในดินสามารถ
ยอยสลายนํ้ามันดิบไดต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง   แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบ 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวานํ้ามันถูกยอยสลายไดเร็ว
ข้ึนโดยพบการยอยสลายไดต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 62 
 เชนเดียวกันกับในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวา
แบคทีเรียในดินสามารถยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวไดต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง แตเมื่อมีการ
เติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5%, 
1.0% และ 1.5% พบวานํ้ามันถูกยอยสลายไดเร็วข้ึนโดยพบการยอยสลายไดต้ังแตวันที่ 3 ของการ
ทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 63 
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ตารางท่ี 60  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการ
เติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  

 

วันที่ ชุดควบคุม T1 T2 T3 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, 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  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการ
เติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (ตอ) 

 

วันที่ T4 T5 T6 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, 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  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวย
การเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

วันที่ ชุดควบคุม T1 T2 T3 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, 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  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวย
การเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (ตอ) 

 

วันที่ T4 T5 T6 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, 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  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการ
เติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

วันที่ ชุดควบคุม T1 T2 T3 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, 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  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการ
เติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (ตอ) 

 

วันที่ T4 T5 T6 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, 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  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวใน
ดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  

 

วันที่ ชุดควบคุม T1 T2 T3 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, ชดุการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 0.5 % w/w, ชุดการทดลอง
ที่ 2 (T2) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.0 % w/w, ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.5 % w/w, ชุดการ
ทดลองที ่4 (T4) เติมดิน + น้าํมันเคร่ืองที่ใชแลว 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL, 
ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 
CFU/mL, ชุดการทดลองที ่6 (T6) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 
1.87×108 CFU/mL 
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ตารางท่ี 63  คาการดูดกลืนแสงของนํ้ามันที่คงเหลือหลงัจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวใน
ดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (ตอ) 

 

วันที่ T4 T5 T6 
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หมายเหต:ุ  ชุดควบคุม (C) เติมดินอยางเดียว, ชดุการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 0.5 % w/w, ชุดการทดลอง
ที่ 2 (T2) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.0 % w/w, ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.5 % w/w, ชุดการ
ทดลองที ่4 (T4) เติมดิน + น้าํมันเคร่ืองที่ใชแลว 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL, 
ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 
CFU/mL, ชุดการทดลองที ่6 (T6) เติมดิน + น้ํามันเคร่ืองที่ใชแลว 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 
1.87×108 CFU/mL 
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 2.6 การวิเคราะหปริมาณซีโอดี 
 จากการศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลาย
นํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว ที่ปนเปอนในดินโดยทําการวิเคราะห
คาซีโอดี  ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 64-67  พบวาเมื่อทําการศึกษาการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด 
ภายในระยะเวลา 35 วัน  พบวาทุกชุดการทดลองมีการลดลงของคาซีโอดีแตกตางกันของแตละนํ้ามัน
และแตละชุดการทดลอง 
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ตารางท่ี 64 ปริมาณซีโอดีจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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) เติมดินอยางเดียว 
 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 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ตารางท่ี 65 ปรมิาณซีโอดีจากการยอยสลายนํ้ามันเบนซินในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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) เติมดินอยางเดียว 
 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 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ตารางท่ี 66 ปรมิาณซีโอดีจากการยอยสลายนํ้ามันดิบในดินดวยการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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) เติมดินอยางเดียว 
 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 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตัง้แสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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ตารางท่ี 67 ปรมิาณซีโอดีจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวในดินดวยการเติมแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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) เติมดินอยางเดียว 
 ชุดการทดลองที่ 1 (T1) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 2 (T2) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 3 (T3) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5 % w/w 
 ชุดการทดลองที่ 4 (T4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 5 (T5) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.0 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ชุดการทดลองที่ 6 (T6) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1.5 % w/w + แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณ 1.87×108 CFU/mL 
 ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
 ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
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3.  การศึกษาการยอยสลายนํ้ามันชนิดตางๆ ในดินดวยการเติมสารอาหารชนิดตาง ๆ 
 การศึกษาถึงการเติมสารอาหารชนิดตางๆ  ไดแก สารอาหารกลุมไนโตรเจน (Yeast extract 
1.0%), คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1.0%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%) และ 0.1% 
H2O2 เพื่อสงเสรมิการยอยสลายนํ้ามัน 1% ทั้ง 4 ชนิด ที่ปนเปอนในดิน โดยเติมแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ผลการศึกษาแสดงดังตอไปน้ี 
 
 3.1 การตรวจวัดคาความเปนกรด-ดางของดิน 
  จากการศึกษาคาความเปนกรด-ดาง พบวาดินที่ทําการศึกษามีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 
5.64±0.04  ในชุดการทดลองที่มีการเติมนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด (ดีเซล 1%, นํ้ามันเบนซิน 1%, นํ้ามันเครื่องที่
ใชแลว 1% และนํ้ามันดิบ 1%) พบวาไมมีผลตอคาความเปนกรด-ดาง แตเมื่อมีการเติมทั้งนํ้ามันและ 
B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวามีคาความเปนกรด-ดางเพิ่มข้ึนเล็กนอย ยกตัวอยางเชน ในชุดการ
ทดลองของนํ้ามันดีเซล 1% ที่พบวาเมื่อมีการเติมนํ้ามันดีเซล 1% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 จะ
ทําใหคาความเปนกรด-ดางเพิ่มจาก 5.64±0.04 (ชุดควบคุม) เปน 5.78±0.07 และเมื่อมีการเติม
สารอาหารต้ังแต 1 ชนิดจนถึง 4 ชนิด ผสมกับนํ้ามันดีเซล 1% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวาใน
ทุกชุดการทดลองจะทําใหคาความเปนกรด-ดางเพิ่มข้ึน  ดังแสดงในชุดการทดลอง T1-1 ถึง T4-1 
เทากับ 6.03±0.02, 6.13±0.02, 6.15±0.04 และ 6.19±0.01 ตามลําดับ  ตอมาพบวาเมื่อ
ทําการศึกษาคาความเปนกรด-ดางภายใน 7 วัน ของทุกชุดการทดลองพบวาทุกชุดการศึกษาในชุด
การทดลองที่เกี่ยวกับนํ้ามันดีเซล 1% และนํ้ามันเบนซิน 1% มีคาความเปนกรด-ดางสูงข้ึนเล็กนอย 
ดังแสดงในตารางที่ 68-69 
 สวนการศึกษาความเปนกรด-ดางในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบ 1% และนํ้าเครื่องที่ใชแลว 
1% พบวาเมื่อมีการเติมนํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% และ Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 
1.0% (T2-3) ถึง (T4-3) มีคาความเปนกรด-ดางเพิ่มข้ึนอยางมากเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มี
แตดินเทาน้ัน (5.64±0.04) เทากับ 6.22±0.05, 6.30±0.02 และ 6.39±0.03 ตามลําดับ ตอมา
ทําการศึกษาการยอยสลายภายในระยะเวลา 7 วัน   พบวาคาความเปนกรด-ดางของชุดการทดลอง
ต้ังแตชุด C2-3, T2-3, T3-3 และ T4-3 มีคาลดลงจากวันแรกของการศึกษาเล็กนอย 
 สวนในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวพบวานํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1% มีผลทําใหคา
ความเปนกรด-ดางสูงข้ึน รวมทั้งการเติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% และ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 ทําใหคาความเปนกรด-ดางสูงมากข้ึนกวาชุดที่มีการเติมเฉพาะนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
1% และนอกจากน้ันพบวาในชุดที่เติมสารอาหารต้ังแต 1 ชนิด (T1-4) ถึงชุด (T4-4) รวมกับการเติม
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวามีคาความเปนกรด-
ดางที่เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญเทากับ 6.25±0.01, 6.25±0.05, 6.36±0.03 และ 6.39±0.02 
ตามลําดับ   โดยในชุดควบคุมมีคาความเปนกรด-ดาง เทากับ 5.64±0.04 แตเมื่อทําการศึกษาภายใน 
7 วันพบวาคาความเปนกรด-ดางในชุดควบคุม C2-4, C3-4 จนถึงชุดการทดลอง T1-4, T2-4, T3-4 
และ T4-4 มีคาลดลง ดังแสดงในตารางที่ 71 
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ตารางท่ี 68 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเปนกรด-ดางในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract 

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract 

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract  

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 69 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเปนกรด-ดางในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract 

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract 

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract 

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 70 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเปนกรด-ดางในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract  

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract  

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract  

(แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 71 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเปนกรด-ดางในการยอยสลายนํ้ามันเครือ่งที่ใชแลว 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาความเปนกรด-ดาง 
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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast 

extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast 

extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลโูคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast 

extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวต้ังแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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 3.2 การสังเกตการเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดินดวยตาเปลา 
  จากการศึกษาคาความเขมสีของดินตลอดระยะเวลาทําการทดลอง (วันที่ 0-7) ของการศึกษา
ถึงผลของการเติมสารอาหารชนิดตางๆ ในการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิดรวมกับการเติม  B. subtilis 
สายพันธุ SE1  ผลการศึกษาแสดงในตารางที่ 72-75  พบวาเมื่อมีการเติมนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด และ/หรือ
เติม B. subtilis สายพันธุ SE1 ทําใหความเขมสีของดินเพิ่มข้ึนจาก + เปน ++  สวนชุดที่มีการเติม
สารอาหารต้ังแต 1 ชนิดข้ึนไปรวมกับการเติมนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด และ B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวา
ทําใหความเขมสีของดินเพิ่มข้ึนเปน +++  และเมื่อทําการศึกษาผานมาเปนระยะเวลา 7 วันของการ
ทดลองพบวาไมมีการเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดินในทุกชุดการทดลอง 
 
ตารางท่ี 72 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเขมสีของดินใน

การยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 
ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

คาความเขมสีของดิน 
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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 
KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 

ชุดการทดลองที่ 4 (T4-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 
นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 
(แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
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ตารางท่ี 73 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเขมสีของดินใน
การยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 

 
ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

คาความเขมสีของดิน 
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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 
KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 

ชุดการทดลองที่ 4 (T4-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 
นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 
(แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
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ตารางท่ี 74 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเขมสีของดินใน
การยอยสลายนํ้ามันดิบ 

 
ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

คาความเขมสีของดิน 
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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 

นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 
KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 

ชุดการทดลองที่ 4 (T4-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 
นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 
(แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
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ตารางท่ี 75 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาความเขมสีของดินใน
การยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 

 
ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

คาความเขมสีของดิน 
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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ 

SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ 

SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ 

SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ 

SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 
KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% 

ชุดการทดลองที่ 4 (T4-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ 
SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 
KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรสั) 0.5% + H2O2 0.1% 
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 3.3 การศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปท้ังหมด 
 จากการศึกษาผลของการเติมสารอาหารรวมกับ B. subtilis สายพันธุ SE1 เพื่อสงเสริมการ
ยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด ตอปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดที่พบในดิน ผลการศึกษา
พบวาแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินเริ่มตนเทากับ 3.75±0.21×105 CFU/g  และพบวา
ในชุดการทดลองที่ศึกษาการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 1% และนํ้ามันดิบ 1% ใหผลการทดลองใกลเคียง
กันดังน้ี  ภายในระยะเวลา 7 วันของการทดลองพบวาในชุดการทดลองที่มีการเติมเฉพาะนํ้ามันดีเซล 
1% (C2-1) หรือนํ้ามันดิบ 1%  (C2-3) และในชุดการทดลองที่มีการเติมนํ้ามันดีเซล 1% (C3-1) หรือ
นํ้ามันดิบ 1% (C3-3) รวมกับ B. subtilis สายพันธุ SE1 มีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมดในดินที่เพิ่มข้ึน 1,296.65%, 1,260.61%, 1,042.86% และ 1,153.97% ตามลําดับ  
เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง  สวนชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซล 1% 
รวมกับ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T1-1 และชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบ 1% 
รวมกับ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T1-3 ทําใหมีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอ-
โรโทรปทั้งหมดในดินในวันที่ 7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 9,148.12% และ 37,537.80% ตามลําดับ 
เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง  สวนชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซล 1% และ 
B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหาร และชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบ 1% และ B. subtilis 
สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T2-1, T3-1, T2-3 และ T3-3 พบวามีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮท-
เทอโรโทรปทั้งหมดในดินในวันที่ 7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 55,047.06%, 64,122.22%, 48,103.13% 
และ 57,616.54% ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง  สวนชุดการทดลอง
ที่เติมนํ้ามันดีเซล 1% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหาร และชุดการทดลองที่เติม
นํ้ามนัดิบ 1% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T4-1 และ T4-3 พบวามีปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินในวันที่ 7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 69,017.65% และ 
69,431.25% ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 76 
และ 78 
 สวนชุดการทดลองที่ศึกษาการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 1% ผลการศึกษาพบวาในชุดการทดลอง
ที่มีการเติมเฉพาะนํ้ามันเบนซิน 1% ภายในระยะเวลา 7 วันของการทดลอง มีการเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินเพียงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรก
ของการทดลอง  และในชุดการทดลองที่มีการเติมนํ้ามันเบนซิน 1% รวมกับ B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ภายในระยะเวลา 7 วันของการทดลอง พบวามีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดใน
ดินเพิ่มข้ึน 877.94% เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง   สวนชุดการทดลองที่เติม
นํ้ามันเบนซิน 1% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T1-2 ทําใหมีปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินในวันที่ 7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 7,400.00% เมื่อ
เปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง   สวนชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 1% และ B. 
subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T2-2 พบวามีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป
ทั้งหมดในดินในวันที่ 7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 7,475.76%  เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรก
ของการทดลอง  และชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 1% และ B. subtilis สายพันธุ SE1 และ
สารอาหารในชุด T3-2 และ T4-2 พบวามีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรป-ทั้งหมดในดินในวันที่ 
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7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 8,407.46% และ 8,870.59% ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวัน
แรกของการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 77 
 สวนชุดการทดลองที่ศึกษาการยอยสลายนํ้ามันเครื่องทีใ่ชแลว 1%  ผลการศึกษาพบวาในชุด
การทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1% และชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1% รวมกับ 
B. subtilis สายพันธุ SE1 ภายในระยะเวลา 7 วันของการทดลอง พบวามีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินเมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง โดยมี
ปริมาณเพิ่มข้ึน 25.15% และ 655.56% ตามลําดับ  และชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1% 
รวมกับ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T1-4 และ T2-4 ทําใหมีปริมาณแบคทีเรีย
กลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินที่ เพิ่มข้ึน 42,606.77% และ 53,659.40% ตามลําดับ เมื่อ
เปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง สวนชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 1% 
รวมกับ B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารในชุด T3-4 และ T4-4 มีปริมาณแบคทีเรียกลุม
เฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในดินในวันที่ 7 ของการทดลองเพิ่มข้ึน 68,418.52% และ 69,900.00% 
ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนในวันแรกของการทดลอง 
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ตารางท่ี 76 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 

ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

หัวเช้ือที่เตรียม เช้ือเร่ิมตนที่
ใสในชุด
ทดลอง 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (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 3.58±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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 77 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
 

ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

หัวเช้ือที่เตรียม เช้ือเร่ิมตนที่
ใสในชุด
ทดลอง 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 

+ KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 78 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
 

ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

หัวเช้ือที่เตรียม เช้ือเร่ิมตนที่
ใสในชุด
ทดลอง 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 79 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
 

ระยะเวลา 
ทําการ
ทดลอง 

หัวเช้ือที่เตรียม เช้ือเร่ิมตนที่
ใสในชุด
ทดลอง 

ปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมด (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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05
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 3.4 การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกท้ังหมดท่ีละลายนํ้าท่ีหลงเหลือจากการ
ยอยสลาย 
 จากการศึกษาถึงผลของการเติมสารอาหารชนิดตาง ๆ ตอการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด 
รวมกับแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ตอปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด ผลการศึกษาใน
ทุกชุดการทดลองของทุกชุดการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดมีปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่
ละลายนํ้าลดลงภายในวันที ่3 และ 7 ของการทดลองทุกชุดการทดลอง ยกเวนชุดควบคุมที่ 1 ที่มีแต
ดินเทาน้ันที่ไมมีการลดลงของสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดที่ละลายนํ้า  ดังแสดงในตารางที่ 80-83 
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ตารางท่ี 80 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (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 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0.00 5.94 8.70 7.46 8.39 7.64 7.11 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-1) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 81 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (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 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0.00 6.79 5.04 6.95 9.73 7.44 3.74 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-2) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 

+ KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 82 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (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 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0.00 3.19 5.51 8.98 4.64 5.26 3.24 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-3) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพนัธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 83 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณสารประกอบฟนอลิกทัง้หมดที่ละลายนํ้าในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด (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 

ฟนอลิกทั้งหมด 
0.00 6.26 5.19 4.11 4.39 4.70 4.14 

 
หมายเหต:ุ  
ชุดควบคุมที่ 1 (C1-4) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติที่ P<0.05 
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3.5 ประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ามัน 
 จากการศึกษาเกี่ยวกับผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอประสิทธิภาพ
การยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 84-87  พบวาชุดการทดลองที่ 4 ที่มีการเติมสารอาหาร 
(สารอาหารกลุมไนโตรเจน, Yeast extract 1.0%; คารบอนที่ยอยสลายงาย, นํ้าตาลกลูโคส 1.0% และ
ฟอสฟอรัส, KH2PO4 0.5%)  และ 0.1% H2O2 เพิ่มความสามารถในการสงเสริมการยอยสลายนํ้ามัน 1% 
ทั้ง 4 ชนิด ที่ปนเปอนในดินรวมกับแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  ไดดีที่สุดจากการดูคาการ
ดูดกลนืแสง (Spectrogram) 
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ตารางท่ี 84  ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาการดูดกลืนแสงของ
นํ้ามันที่คงเหลอืหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 

 

 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) เติมดินอยางเดียว, ชุดควบคุมที่ 2 (C2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 
1.0%, ชุดควบคุมที่ 3 (C3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1, ชุดการทดลอง
ที่ 1 (T1-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลง
คารบอน) 1.0% ,ชุดการทดลองที่ 2 (T2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
+ นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0%, ชุดการทดลองที่ 3 (T3-1) เติม
ดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + 
Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5%, ชุดการทดลองที่ 4 (T4-1) เติม
ดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast 
extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
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ตารางท่ี 85  ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาการดูดกลืนแสงของ
นํ้ามันที่คงเหลอืหลังจากการยอยสลายนํ้ามนัเบนซิน 

 

 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) เติมดินอยางเดียว, ชุดควบคุมที่ 2 (C2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 
1.0%, ชุดควบคุมที่ 3 (C3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1, ชุดการ
ทดลองที่ 1 (T1-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส 
(แหลงคารบอน) 1.0% , ชุดการทดลองที่ 2 (T2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สาย
พันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0%, ชุดการทดลองที่ 3 
(T3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 
1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5%, ชุดการทดลองที่ 4 (T4-
2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% 
+ Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
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ตารางท่ี 86  ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาการดูดกลืนแสงของ
นํ้ามันที่คงเหลอืหลังจากการยอยสลายนํ้ามันดิบ 

 

 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) เติมดินอยางเดียว, ชุดควบคุมที่ 2 (C2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0%, 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1, ชุดการทดลองที่ 1 (T1-
3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% , 
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส 
(แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0%, ชุดการทดลองที่ 3 (T3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบ
ความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลง
ไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5%, ชุดการทดลองที่ 4 (T4-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความ
เขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลง
ไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
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ตารางท่ี 87  ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอคาการดูดกลืนแสงของ
นํ้ามันที่คงเหลอืหลังจากการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 

 

 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) เติมดินอยางเดียว, ชุดควบคุมที่ 2 (C2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความ
เขมขน 1.0%, ชุดควบคุมที่ 3 (C3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ 
SE1, ชุดการทดลองที่ 1 (T1-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 
นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% , ชุดการทดลองที่ 2 (T2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 
1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 
1.0%, ชุดการทดลองที่ 3 (T3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 
นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 
0.5%, ชุดการทดลองที่ 4 (T4-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + 
นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 
0.5% + H2O2 0.1% 
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 3.6  การวิเคราะหคาซีโอดี 
 จากการศึกษาถึงผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารเพื่อเพิ่มความ 
สามารถในการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด  โดยทําการวิเคราะหคาซีโอดี  ดังแสดงในตารางที่ 88-91 
พบวาเมื่อทําการเติมปริมาณสารอาหารจํานวนที่มากข้ึนจะทําใหคาซีโอดีเพิ่มข้ึนตามลําดับ และเมื่อ
ทําการศึกษาการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด ภายในระยะเวลา 7 วัน พบวาทุกชุดการทดลองมีการลดลง
ของคาซีโอดี 
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ตารางท่ี 88 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณซีโอดีในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-1) เติมดิน + นํ้ามันดีเซลความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 89 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณซีโอดีในการยอยสลายนํ้ามันเบนซิน 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 

+ KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-2) เติมดิน + นํ้ามันเบนซินความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 90 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณซีโอดีในการยอยสลายนํ้ามันดิบ 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-3) เติมดิน + นํ้ามันดิบความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 1.0% + 

KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
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ตารางท่ี 91 ผลของการเติม B. subtilis สายพันธุ SE1 และสารอาหารตอปรมิาณซีโอดีในการยอยสลายนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
 

ระยะเวลา 
ทําการทดลอง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) 
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) เติมดินอยางเดียว 
ชุดควบคุมที่ 2 (C2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% 
ชุดควบคุมที่ 3 (C3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 
ชุดการทดลองที่ 1 (T1-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0%  
ชุดการทดลองที่ 2 (T2-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% 
ชุดการทดลองที่ 3 (T3-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1.0% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% 
ชุดการทดลองที่ 4 (T4-4) เติมดิน + นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวความเขมขน 1.0% + B. subtilis สายพันธุ SE1 + นํ้าตาลกลูโคส (แหลงคารบอน) 1% + Yeast extract (แหลงไนโตรเจน) 

1.0% + KH2PO4 (แหลงของฟอสฟอรัส) 0.5% + H2O2 0.1% 
ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที ่P<0.05 
ตัวเลขที่แตกตางกันในแนวนอนแสดงคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิตทิี่ P<0.05 
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บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง 
 1. จากการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อการฟนฟู
สภาพแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม  ผลการศึกษาพบวาจากแบคทีเรียทั้งหมด 30  
ไอโซเลท ที่มีคุณสมบัติในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารอิมัลซิไฟเออร โดยมีแบคทีเรียที่มี
ศักยภาพมากที่สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารอิมัลซิไฟเออร คือ Bacillus subtilis 
สายพันธุ SE1 และรองลงมาคือ B. subtilis สายพันธุ SD4 ซึ่งแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดน้ี  ไมเปนเช้ือ 
กอโรคทั้งในมนุษย สัตวและพืช รวมทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยแบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลท 
เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําพวกไลโปเปปไทด  จากการศึกษาภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมี
ออกซิเจนถึงความสามารถในการเจริญ, ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันที่ผานการยอยสลาย, คาการ
ดูดกลืนแสงของนํ้ามันทีค่งเหลือหลังจากการยอยสลายนํ้ามันและปริมาณกาซทั้งหมดทีเ่กดิข้ึนจากการ
ยอยสลายนํ้ามัน แบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลท มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ทั้งใน
สภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน โดยสามารถเจริญและยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดได
ในสภาวะที่มอีอกซเิจนดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน โดยพบวา B. subtilis สายพันธุ SE1 มีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบมากที่สุด รองลงมาคือ  
B. subtilis สายพันธุ SD4 ในทั้งสภาวะที่ใชออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ยกเวนในการยอย
สลายนํ้ามันดีเซลในสภาวะที่มีออกซิเจน  B. subtilis สายพันธุ SD4 มีประสิทธิภาพในการยอยสลาย
สูงกวา B. subtilis สายพันธุ SE1 
 2.  ตอมาทําการศึกษาถึงความสามารถของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอย
สลายนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวที่ปนเปอนในดิน ผลการศึกษา
สามารถสรุปไดวา  B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถชวยเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ณ 
ความเขมขน 0.5%, 1.0% และ 1.5% รวมทั้งสามารถยอยสลายสารตัวกลางไดดีกวาจุลินทรียในดิน  
ดังน้ันแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 จึงเปนแบคทีเรีย Bioaugmentator เพื่อชวยฟนฟูดินที่มี
การปนเปอนดวยนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวตอไป 
 3. ตอมาทําการศึกษาถึงการเติมสารอาหารชนิดตางๆ ไดแก สารอาหารกลุมไนโตรเจน 
(Yeast extract 1%),  คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  และ 
0.1% H2O2 เพื่อสงเสริมการยอยสลายนํ้ามัน 1% ทั้ง 4 ชนิด ที่ปนเปอนในดิน และเติมแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 ผลการศึกษาพบวาสภาวะที่มีการเติมสารอาหารกลุมไนโตรเจน (Yeast 
extract 1%),  คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  และ 
0.1% H2O2  สามารถเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันความเขมขน 1% 4 ชนิด ไดแก ดีเซล, เบนซิน, 
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 รวมกับจุลินทรียในดินได
ดีที่สุด  ดังน้ันการประยุกตใชแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 รวมกับสารอาหารกลุมไนโตรเจน 
(Yeast extract 1%),  คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  
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และ 0.1% H2O2 นาจะเปนกระบวนการที่ดีในการฟนฟูสภาพดินหรือสิ่งแวดลอมอื่น ๆ ที่ปนเปอน
ดวยนํ้ามันดีเซล, เบนซิน, นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบ 
 

อภิปรายผลการทดลอง 
 จากการศึกษาในครั้งน้ีพบแบคทีเรีย 2 สายพันธุ  ไดแก B. subtilis สายพันธุ SE1 และ B. 
subtilis สายพันธุ SD4 ที่มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด (นํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน 
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบ)  โดยแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ  มีความสามารถในการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทด   ซึ่งสอดคลองกับรายงานที่กลาววา จุลินทรียที่มีประสิทธิภาพ
ในการยอยสลายนํ้ามันมักเปนจุลินทรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได  โดยที่สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพจะทําหนาที่ลดแรงตึงระหวางผิวของนํ้าและนํ้ามัน และชวยในการกระจายตัวของนํ้ามัน
เปนโมเลกุลเล็กๆ ซึ่งเปนคุณสมบัติที่ดีสําหรับกระบวนการยอยสลายนํ้ามันและฟนฟูสิ่งแวดลอมที่มี
การปนเปอนนํ้ามันดวย (Banat 1995; Banat et al., 2000b; Kumar et al.,2007)  รวมทั้ง
สอดคลองกับการรายงานของ Singh and Cameotra (2013) ที่ไดทําการศึกษาประสิทธิภาพของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทดในการกําจัดสารไฮโดรคารบอนจําพวกปโตรเลียม และ
โลหะหนักที่ปนเปอนในดิน ผลการศึกษาพบวา สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทดมี
ความสามารถในการนําไปใชในการกําจัดสารไฮโดรคารบอนจําพวกปโตรเลียมและโลหะหนัก โดยสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทดประกอบดวย เซอรเฟคติน (Surfactin) และเฟนจีซิน (fengysin) 
ที่ผลิตโดย Bacillus subtilis A21 สามารถทําความสะอาดสารที่ปนเปอนกลุมสารไฮโดรคารบอนดวย
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดสูงถึง 64.5% และทําความสะอาดสารกลุมโลหะหนักไดแก แคดเมียม 
โคบอลต ตะกั่ว นิกเกิล ทองแดงและสังกะสี เทากับ 44.2%, 35.4%, 40.3%, 32.2%, 26.2% และ 
32.07% ตามลําดับ   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนสารประกอบอินทรียที่มีคุณสมบัติเปนแอมพิฟลิก 
(Amphiphilic) คือในโมเลกุลประกอบดวยสวนที่ไมชอบนํ้า (Hydrophobic) และสวนที่ชอบนํ้า 
(Hydrophilic) อยูในโมเลกุลเดียวกัน (Chioma et al., 2013) โดยมีรายงานที่กลาววา Bacillus 
subtilis สามารถผลิตวงลิโปเปปไทด (Cyclic lipopeptide) เรียกวาเซอแฟกติน (Surfactin) หรือ
ซับทิลิซิน (Subtilisin) (Arima et al., 1968; Bernheimer and Avigad,1970) ซึ่งแบคทีเรียที่พบใน
ครั้งน้ีเปนแบคทีเรียกลุม Bacillus subtilis เชนกัน  นอกจากน้ันยังพบ  Bacillus ชนิดอื่น ๆ ที่สามารถ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เชนกัน ยกตัวอยางเชน  Bacillus licheniformis ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพชนิดลิโปเปปไทดที่มีช่ือเรียกคือ ไลเคนไนซิน (Lichenysin) (Pacwa-Plociniczak et al., 
2011)   
 ในการศึกษาครั้งน้ีพบวา  แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการยอย
สลายนํ้ามันทัง้ 4 ชนิด ภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนไดดีกวาในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  และสอดคลอง
กับรายงานของ Fritsche and Hofrichter (2000) ที่พบวาการยอยสลายนํ้ามันภายใตสภาวะที่มี
ออกซิเจนจะมีประสิทธิภาพมากกวาภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจน  รวมทั้งมีการกลาววาสภาวะที่มี
ออกซิเจนและไมมีออกซิเจนมีผลตอกระบวนการยอยสลายทางชีวภาพ โดยกระบวนการยอยสลาย
ทางชีวภาพสามารถเกิดข้ึนไดดีในสภาวะที่มีออกซิเจน  สวนในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนจะเกิด
กระบวนการยอยสลายทางชีวภาพที่ชามาก โดยมีตัวรับอิเล็กตรอน ไดแก ไนเตรต ซัลเฟต ไอรอน 
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(3+) แมงกานีต และมีเทน ซึ่งแตกตางกับในสภาวะที่มีออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอน (Burland and 
Edwards, 1999; Salminen et al., 2004)  และในการศึกษาครั้งน้ีพบวาภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน
และไมมีออกซิเจน แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถยอยสลายนํ้ามันเบนซินไดดีที่สุด 
รองลงมาคือ นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว นํ้ามันดีเซล และนํ้ามันดิบ ตามลําดับ 
 รายละเอียดของการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดทางชีวภาพของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 พบวาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน และนํ้ามันดิบ ในสภาวะที่มีออกซิเจน
ลดลงไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ยกเวนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวที่มีลักษณะทางกายภาพใกลเคียงกนั
ในวันสุดทายของการทดลอง และลกัษณะช้ันของนํ้ามันในวันสุดทายของการทดลองเหลือนอยที่สุด
คือ นํ้ามันเบนซิน และนํ้ามันดีเซล รองลงมาเปนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบ  นอกจากน้ัน 
จากการดูคาการดูดกลืนแสงที่ชวงความคลื่น 220 – 400 นาโนเมตร พบวานํ้ามันเบนซินถูกยอยสลาย
ไดเร็วที่สุดภายใตสภาวะที่มีออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีออกซิเจน รองลงมาคือ นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 
นํ้ามันดีเซล และนํ้ามันดิบ ภายในระยะเวลาการศึกษา 35 วัน และนํ้ามันเบนซินถูกยอยสลายจนไม
สามารถสังเกตเห็นพีคไดต้ังแตวันที่ 21 ของการทดลอง และในวันที่ 35 นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดีเซล 
และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว ถูกยอยสลายจนไมสามารถสังเกตเห็นพีคได สวนนํ้ามันดิบ คงเหลือจํานวน 
9 พีค ที่คาความยาวคลื่น 222, 228, 236, 244, 246, 256, 260, 270 และ 273 นาโนเมตร และ
จํานวนพีคในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนที่มีคา O.D. = 3.5 ที่คงเหลือในวันที่ 35 เทากับ 0, 1 (ที่คาความ
ยาวคลื่น 229 นาโนเมตร), 3 (ที่คาความยาวคลื่น 240, 254, 273 นาโนเมตร) และ 9 (ที่คาความยาว
คลื่น 220, 228, 234, 240, 248, 255, 267, 272 และ 278 นาโนเมตร) ตามลําดับ  จากการศึกษา
ปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน พบวามีเพียงการยอยสลายนํ้ามันดิบในชวงวันที่ 7-14 ในทั้ง 2 สภาวะที่
สามารถตรวจพบการเกิดกาซข้ึน  ผลการศึกษาพบวาการยอยสลายนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซินและ
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลวทั้ง 2 สภาวะ ไมพบการสะสมของกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน สวนการยอยสลาย
นํ้ามันดิบพบการสะสมกาซทั้งหมดในวันที่ 7-14 ของการทดลองภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน ดังน้ันจึง
สามารถกลาวไดวาการยอยสลายทั้งหมดน้ีเปนกระบวนการ Biodegradation หรือ Biotransformation  
แตไมใชการยอยสลายแบบ Mineralization น่ันเอง 
 สวน B. subtilis สายพันธุ SD4 มีความสามารถยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ไดนอยกวา B. 
subtilis สายพันธุ SE1  ซึ่งทําใหบงบอกความแตกตางระหวางสายพันธุถึงแมวาจะเปน B. subtilis  
แตเปนคนละสายพันธุและมีความสามารถในการยอยสลายที่แตกตางกัน โดยแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ SD4 สามารถเจริญในนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ในสภาวะที่มีออกซิเจนไดรวดเร็วกวาภายใตสภาวะที่
ไมมีออกซิเจน โดยทั้ง 2 สภาวะ B. subtilis สายพันธุ SD4 สามารถยอยสลายนํ้ามันดีเซลไดดีที่สุด 
รองลงมาคือ นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบ ตามลําดับ ดังน้ันสายพันธุของ
แบคทีเรียมีความสําคัญอยางย่ิง  ถึงแมจะเปนแบคทีเรียสปชีสเดียวกัน  จากการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 
ชนิดทางชีวภาพของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SD4 ทําใหลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซล 
นํ้ามันเบนซิน นํ้ามนัเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบ ในทั้ง 2 สภาวะใกลเคียงกันในวันสุดทายของการ
ทดลอง แตในวันที่ 28 ของการทดลอง  ลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน และ
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว ในสภาวะที่มีออกซิเจนลดลงไดดีกวาในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน เชนเดียวกับ
รายงานของ Fritsche and Hofrichter (2000)  และลักษณะช้ันของนํ้ามันในวันสุดทายของการ
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ทดลองเหลือนอยที่สุดคือ นํ้ามันดีเซล และนํ้ามันเบนซิน รองลงมาเปนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และ
นํ้ามันดิบ (ลักษณะของช้ันนํ้ามันในวันที่ 35  ในสภาวะที่มีออกซิเจน = 2+, 2+, 4+, 4+ และใน
สภาวะที่ไมมีออกซิเจน = 2+, 2+, 4+, 4+) อาจจะเน่ืองจากสวนประกอบของนํ้ามันดีเซลและเบนซิน
ไมคอยมีความซับซอนและมีความหนืดนอยกวานํ้ามันเครื่องที่ใชแลวและนํ้ามันดิบ (Burg et al., 
1997; Hussein et al., 2014; Park et al., 2013)  
 นอกจากน้ัน จากการดูคาการดูดกลืนแสงที่ชวงความคลื่น 220 – 400 นาโนเมตร พบวา
นํ้ามันดีเซลถูกยอยสลายไดเร็วที่สุดภายใตสภาวะที่มีออกซิเจน และสภาวะที่ไมมีออกซิเจน รองลงมา
คือ นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบ ตามลําดับ ภายในระยะเวลาการศึกษา 35 วัน 
(จํานวนพีคในสภาวะที่มีออกซิเจนที่มีคา O.D. = 3.5 ที่คงเหลือในวันที่ 35 เทากับ 0, 1 (ที่คาความ
ยาวคลื่น 274 นาโนเมตร), 5 (ที่คาความยาวคลื่น 234, 238, 257,263 และ 274 นาโนเมตร) และ 
13 (ที่ชวงความยาวคลื่น 224, 228, 234, 238, 242, 244, 250, 254, 258, 262, 268, 273 และ 
282 นาโนเมตร) ตามลําดับ และจํานวนพีคในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนที่มีคา O.D. = 3.5 ที่คงเหลือใน
วันที่ 35 เทากับ 1 (ที่ชวงความยาวคลื่น 244 นาโนเมตร), 2 (ที่ชวงความยาวคลื่น 250 และ 254  
นาโนเมตร), 7 (ที่ชวงความยาวคลื่น 222, 244, 246, 250, 256, 260 และ 264 นาโนเมตร) และ 13 
(ที่ชวงความยาวคลื่น 224, 228, 234, 238, 244, 247, 250, 255, 259, 264, 268, 274 และ 275 
นาโนเมตร) ตามลําดับ)   
 จากการศึกษาปริมาณกาซทั้งหมดที่เกิดข้ึน พบวาสามารถตรวจพบปริมาณกาซทั้งหมดที่
เกิดข้ึนเฉลี่ยในทั้งสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจนมีปริมาณใกลเคียงกัน  โดยพบวามีปริมาณ
กาซทั้งหมดในชุด Active ของนํ้ามันดีเซล พบกาซในชวงวันที่ 3-35 ของการทดลอง  สวนนํ้ามันอีก 3 
ชนิด จะผลิตกาซในชวงวันที่ 3-35 ของการทดลอง  และแตกตางจากการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด 
ของ B. subtilis สายพันธุ SE1 น่ันแสดงวาการยอยสลายบางสวนของนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ของ B. subtilis 
สายพันธุ SD4 ดวยกระบวนการ Mineralization มากกวาการยอยสลายนํ้ามันโดย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 จากการเปรียบเทยีบการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 และ 
B. subtilis สายพันธุ SD4  โดยการศึกษาลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันและคาการดูดกลืนแสงที่ชวง 
220 – 400 นาโนเมตร พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด 
ไดดีกวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SD4   
 ดังน้ันจึงนํา B. subtilis สายพันธุ SE1 มาทําการศึกษาในข้ันตอนตอมาคือ  การศึกษาถึง
ความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดที่ปนเปอนในดินตอไป ผลการศึกษาพบวา B. subtilis 
สายพันธุ SE1 สามารถชวยเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด ณ ความเขมขน 0.5%, 1.0% และ 
1.5% ไดดีกวาการยอยสลายดวยจุลินทรียในดิน 
 จากการศึกษาถึงคาความเปนกรด-ดางพบวาเมื่อมีการเติมนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 
0.5%, 1.0% และ 1.5% ในดินยังคงทําใหคาความเปนกรด-ดางของดินคอนขางใกลเคียงกันภายใน
ระยะเวลาทําการทดลอง 35 วัน และเมื่อชุดการทดลองที่มีการเติมนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 
0.5%, 1.0% และ 1.5% รวมทั้งเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ในดินที่ทําการทดลอง  
ผลการทดลองพบวาคาความเปนกรด-ดางของดินคอนขางใกลเคียงกัน จากผลการศึกษาช้ีใหเห็นวา
การเติมนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% รวมทั้งการเติมแบคทีเรีย B. subtilis 
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สายพันธุ SE1  สงผลตอความเปนกรด-ดางของดินเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม   ดังน้ันสามารถ
คาดการณไดวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถยอยสลายสารในนํ้ามันดีเซลและนํ้ามัน
เบนซินโดยทําใหความเปนกรด-ดางของดินเปลี่ยนแปลงเล็กนอย ซึ่งคาความเปนกรด-ดางที่
เปลี่ยนแปลงไปน้ีแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ยังคงมีความสามารถในการเจริญและยอย
สลายนํ้ามันดีเซลและเบนซินได โดยจากการศึกษาของ Sihag et al. (2014) ไดรายงานวาชวงคา
ความเปนกรด-ดางที่แบคทีเรียสามารถเจริญไดอยูระหวาง 5.5-8.5 และคาความเปนกรด-ดางที่
สามารถยอยสลายสารไฮโดรคารบอนไดอยูระหวาง 6.5-8.0 ที่มีการปนเปอนดวยสารไฮโดรคารบอน
ปริมาณ 5-10% ซึ่งในการศึกษาครั้งน้ีใชปริมาณนํ้ามันสูงสุดเทากับ 1.5% และคาความเปนกรด-ดาง
ที่ไดจากดินในชุดการทดลองมีคาอยูประมาณ 5.4-5.9 จึงนาจะทําใหการเจริญของแบคทีเรียและการ
ยอยสลายนํ้ามันยังคงเกิดข้ึนได 
 จากการศึกษาในครั้งน้ีพบวาดินที่มีการเติมนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว
และนํ้ามันดิบ ทั้งในชุดการทดลองที่เติมหรือไมเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวาดินที่มี
การเติมนํ้ามัน 1.5% มีความเขมสีเขมที่สุด สวนในชุดการทลองที่เติมนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 
1.0% และ 0.5% จะมีสีที่จางลงตามลําดับ  และมีความเขมสีของดินคงที่ตลอดระยะเวลาการทดลอง 
35 วัน  ดังน้ันการเติมนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซินทั้งในชุดการทดลองที่เติมหรือไมเติมแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพนัธุ SE1 ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงความเขมสีของดิน ซึ่งแตกตางจากการศึกษาการ
ยอยสลายในขวดทดลองที่พบวาจากการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดทางชีวภาพของแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 ทําใหลักษณะทางกายภาพของนํ้ามันดีเซล นํ้ามันเบนซิน และนํ้ามันดิบ ใน
สภาวะที่มีออกซิเจนลดลงไดดีกวาสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ยกเวนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวที่มีลักษณะทาง
กายภาพใกลเคียงกันในวันสุดทายของการทดลอง และลักษณะช้ันของนํ้ามันในวันสุดทายของการ
ทดลองเหลือนอยที่สุด คือ นํ้ามันเบนซิน และนํ้ามันดีเซล รองลงมาเปนนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และ
นํ้ามันดิบ 
 จากการศึกษาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในทั้ง 6 ชุดการทดลอง เพือ่แสดง
ถึงปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่มีอยูในดินหรือที่เรียกวาแบคทีเรียประจําถ่ิน (Indigenous bacteria)  
ผลการศึกษาพบวาในดิน (ชุดควบคุม) มีปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดอยูในชวง 
1.41±0.20×105 - 6.50±1.73×105 CFU/g  ซึ่งเปนจํานวนแบคทีเรียในดินที่อาจจะมีนอยกวา
แบคทีเรียในดินโดยทั่ว ๆ ไป ที่มักจะมีแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดในชวง 106-109  ตอ 1 
กรัมของดิน  (Paul and Clark, 1996; สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 2549)  สวนดินที่มีการเติมเฉพาะนํ้ามัน
ดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 0.5% และ 1.0% พบวาปริมาณแบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดเพิ่มข้ึน
ภายใน 3 วัน และคอนขางคงที่ตลอดการศึกษาแสดงใหเห็นถึงนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 0.5% 
และ 1.0% ไมมีผลตอแบคทีเรียประจําถ่ิน แตก็พบวามีปริมาณที่เพิ่มข้ึนภายใน 3 วัน และคงที่ซึ่งคาด
วาแบคทีเรียกลุมน้ีมีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 2 ชนิดเพียงเล็กนอยในขณะที่ชุดการ
ทดลองมีการเติมทั้งนํ้ามัน 0.5% และ 1.0% และเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวา
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดสามารถเพิ่มปริมาณข้ึน 10 เทาในวันที่ 3-10 ของการทดลอง 
ซึ่งแสดงใหเห็นวาทั้งนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 0.5% และ 1.0% น้ันนอกจากไมมีความเปนพิษตอ
แบคเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดหรือแบคทีเรียประจําถ่ินแลว ยังไมมีพิษตอแบคทีเรีย B. subtilis 
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สายพันธุ SE1 ที่เติมลงไป โดยนํ้ามัน 0.5-1.0 % ที่เติมลงไปในดินนาจะถูกใชเปนแหลงของคารบอน
ได ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของสุบัณฑิต น่ิมรัตน และคณะ (2559) ที่ไดทําการศึกษาการบําบัดดิน
ที่ปนเปอนดวยนํ้ามันเบนซินและนํ้ามันดีเซลดวยแบคทีเรียกลุมตรึงไนโตรเจนผสมที่พบการเจริญและ
เพิ่มจํานวนของแบคทีเรียกลุมดังกลาวเมื่อเติมนํ้ามันเบนซินและดีเซล 5%  นอกจากน้ี จากผลการ
ทดลองนาจะคาดวาประสิทธิภาพในการยอยสลายของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ในดินที่มี
การปนเปอนดวยนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด นาจะมีหลายกลไกที่เกี่ยวของไดแก การมีอยูของจุลินทรียที่มี
ความสามารถพิเศษในการยอยสลายในดิน, การเกิดกระบวนการเมแทบอลิซิมรวม, การมีปฏิสัมพันธ
ในเชิงบวกระหวางจุลินทรียในดิน และแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 โดยกลไกเหลาน้ีจะสงผล
ตอการยอยสลายนํ้ามันที่ยอยสลายยาก 
 สวนในชุดการทดลองที่เติมเฉพาะนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 1.5% พบวาปริมาณ
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอยและคอนขางคงที่ตลอดระยะเวลาทาํ
การทดลอง ซึ่งสามารถบงบอกถึงความเปนพิษของ 1.5% ของนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซินจึงทําให
แบคทีเรียกลุมเฮทเทอโรโทรปทั้งหมดไมสามารถเจริญหรือการเจริญถูกยับย้ังได ซึ่งสอดคลองกับ
การศึกษาของ Babalola et al. (2016) ที่ทําการศึกษาความเปนพิษของนํ้ามันดิบและนํ้ามันดีเซลตอ
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบบางชนิดที่พบวาแบคทีเรียหลายชนิด ไดแก 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. มีการเจริญลดลงเมื่อมีความเขมขนของนํ้ามันดิบและนํ้ามันดีเซลสูงข้ึน (0.5-1.0%)   
 สวนความเปนพิษของนํ้ามันเบนซินอาจเกิดเน่ืองจากไอระเหยของนํ้ามันเบนซินเองซึ่ง 
ไอระเหยของนํ้ามันเบนซินน้ันสามารถยับย้ังการเจริญโดยทําลายสวนพลาสมาเมมเบรน (Plasma 
membrane) และความเขมขนภายในเซลลราและยีสตได (Ahearn et al., 1971; Gill and 
Ratledge, 1972)    นอกจากน้ีสาเหตุของความเปนพิษของนํ้ามันอาจเน่ืองมากจากสารตัวกลางที่
เกิดข้ึนในระหวางการยอยสลายได ยกตัวอยางเชน การศึกษาของ Naether et al. (2013) กลาววา
แบคทีเรียที่เจริญในแหลงคารบอนที่เปนสารกลุม n-alkanes เมื่อมีการยอยสลายและเกิดสารตัวกลาง 
alkanols ซึ่งเปนสารกลุมแอลกอฮอลที่เกิดจากวิถีการยอยสลายสารกลุม n-alkanes ซึ่งสารตัวกลาง
เหลาน้ีมีพิษตอเซลลแบคทีเรียโดยเขาไปสะสมในเซลลเมมเบรนและทําใหเกิดการเพิ่มข้ึนอยางรวดเรว็
ของการไหลของเย่ือไซโทพลาสมิค (Cytoplasmic) ซึ่งจะนําไปสูการยับย้ังการเจริญได เปนตน    
 ในขณะที่ในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 1.5% และเติมแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 พบวาไมมีการเพิ่มจํานวนในชวงระยะเวลา 3 วันของการทดลอง หลังจากน้ัน
จะเพิ่มจํานวนประมาณ 10 เทาต้ังแตวันที่ 10 ของการทดลอง ซึ่งแสดงใหเห็นวาแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 สามารถยอยสลายนํ้ามันและใชเปนแหลงของคารบอนไดแตตองมีระยะเวลา
ในการปรับตัว (Acclimation period) เทากับ 3 วัน   
 นอกจากน้ีการที่แบคทีเรียเจริญไดชาในชวงตนของการทดลอง  อาจเน่ืองมาจากแบคทีเรีย
บางชนิดที่อยูในดินสามารถยอยสลายนํ้ามันหรือสารประกอบไฮโดรคารบอน โดยไมนําเอาสารดังกลาว
มาใชในการเจริญ แตเมื่อสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ถูกยอยสลายแลวแบคทีเรียบางชนิดจะใชเปนสาร
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ต้ังตน (Substrate) ในการเจริญ ซึ่งจะถูกใชเปนแหลงของคารบอนและพลังงานได (Assimination) 
เรียกขบวนการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนในลักษณะน้ีวา Co-metabolism และใน
สภาพแวดลอมตามธรรมชาติมีแบคทีเรียหลายชนิดอยูในบริเวณเดียวกัน แบคทีเรียเหลาน้ีอาจมี
กิจกรรมการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ปนเปอนอยูในบริเวณน้ันรวมกัน (Synergism)  
ซึ่งสามารถทําใหขบวนการยอยสลายเกิดข้ึนไดอยางสมบูรณ ขบวนการดังกลาวมีความสําคัญตอการ
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีโครงสรางซับซอนหรือมีนํ้าหนักโมเลกุลสูง (สุบัณฑิต น่ิม
รัตน, 2559; Jimenez and Bartha, 1996)  
 ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซลและเบนซินจะมี
แนวโนมเชนเดียวกันคือในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันแตละชนิดปริมาณ 1.5% (T3 และ T6) จะมี
ปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมดสูงที่สุด รองลงมาคือ ชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันปริมาณ 1.0% 
(T2 และ T5) และ 0.5% (T1 และ T4) เมื่อทําการทดลองเปนระยะเวลา 35 วัน พบวาปริมาณ
สารประกอบฟนอลิกทั้งหมดในแตละชุดการทดลองของแตละชนิดนํ้ามันจะมีการลดลงตลอด
ระยะเวลาทําการทดลองต้ังแตวันที่ 0-35 แตในชุดควบคุมพบปริมาณสารประกอบฟนอลิกทั้งหมด
เทากับ 754.72 GAE/1 g และมีปริมาณคงที่ตลอดระยะเวลาทดลอง 
 จากการศึกษานํ้ามันที่คงเหลือหลังจากการยอยสลาย (Spectrogram) ในชุดการทดลองที่
เติมนํ้ามันดีเซล 0.5%, 1.0% และ 1.5% (ชุดการทดลอง T1, T2 และ T3) พบวาแบคทีเรียในดิน
สามารถยอยสลายนํ้ามันดีเซลไดต้ังแตวันที่ 10 ของการทดลอง แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดีเซล 0.5%, 1.0% และ 1.5% (ชุดการ
ทดลอง T4, T5 และ T6) พบวานํ้ามันถูกยอยสลายไดเร็วข้ึนโดยพบการยอยสลายไดต้ังแตวันที่ 7 
ของการทดลอง   ในขณะที่ชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวา
แบคทีเรียในดินสามารถยอยสลายนํ้ามันเบนซินไดต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง แตเมื่อมีการเติม
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 
1.5% พบวานํ้ามันถูกยอยสลายไดเร็วข้ึนโดยพบการยอยสลายไดต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง   สวน
ในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันดิบและนํ้ามันเครื่องที่ใชแลว 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวาแบคทีเรีย
ในดินสามารถยอยสลายนํ้ามันเบนซินไดต้ังแตวันที่ 7 ของการทดลอง แตเมื่อมีการเติมแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 ลงไปในชุดการทดลองที่เติมนํ้ามันเบนซิน 0.5%, 1.0% และ 1.5% พบวา
นํ้ามันถูกยอยสลายไดเร็วข้ึนโดยพบการยอยสลายไดต้ังแตวันที่ 3 ของการทดลอง  แสดงใหเห็นวา
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดในดินได โดย
จะยอยสลายนํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดิบ และนํ้ามันเครื่องที่ใชแลวไดเร็วกวานํ้ามันดีเซล โดยจะเห็นได
จาก Spectrogram ของการยอยสลายนํ้ามันทั้ง 4 ชนิดไดเร็วกวาชุดการทดลองที่ไมมีการเติม
แบคทีเรีย 
 กระบวนการยอยสลายทางชีวภาพและการฟนฟูทางชีวภาพที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีเปน
กระบวนการที่เรียกวา Bioaugmentation เปนกระบวนการเติมจุลินทรียที่มีความสามารถในการ
ยอยสลายแบบเด่ียวหรือแบบผสมเพื่อบําบัดสารมลพิษ โดยจุลินทรียที่จะเติมลงไปน้ันอาจจะเติมใน
แบบการ Enrichment แบบด้ังเดิม หรือการพัฒนาใหเกิดการกลายพันธุดวยสารเคมี หรือมีการ
ดัดแปลงทางพันธุกรรม เพื่อใชในการยอยสลายสารมลพิษ (สุบัณฑิต น่ิมรัตน, 2559; Alexander, 
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1994; Bitton, 2005; Devinny and Chang, 2000; Mishra et al., 2001) ซึ่งจากการศึกษาของ 
Bento et al. (2003) พบวาการบําบัดดินที่ปนเปอนดวยนํ้ามันดีเซลคือวิธี Bioaugmentation เปน
วิธีการที่มีประสิทธิภาพสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี Biostimulation และ Natural attenuation 
ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล รวมทั้งจากการรายงานของ Cerqueira et al., 2014; Silva-Castro  
et al., 2013; Sprocati et al., 2012 ที่กลาววา Biostimulation และ/หรือ Bioaugmentation ทํา
ใหเพิ่มประสิทธิภาพของการฟนฟูทางชีวภาพดินที่ปนเปอนดวยนํ้ามันดีเซล  ซึ่งในการศึกษาการใช
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการยอยสลายนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน และจากการจัด
จําแนกชนิดแบคทีเรียโดยใชการวิเคราะหลําดับเบสบน 16S rRNA พบวาแบคทีเรีย B. subtilis  
สายพันธุ SE1 ที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีคือ Bacillus subtilis ซึ่งเปนแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการ
ยอยสลายนํ้ามันดีเซลและเบนซิน  โดยมีรายงานการศึกษาหลายฉบับ ยกตัวอยางเชน การศึกษาของ 
Nwaogu et al. (2008) ที่ทําการศึกษาถึงการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในดินที่ปนเปอนนํ้ามันโดยใช 
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Trichoderma harzanium และ Trichothercium roseum 
พบวา Bacillus subtilis มีประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันดีเซล 5% ที่เติมลงในดินไดดีที่สุด 
โดยพบอัตราการยอยสลายนํ้ามันดีเซลในวันที่ 1, 12 และ 27 ของการทดลองไดถึง 5.8 x 10-4, 1.83 
x 10-3 และ 1.05 x 10-3 กรัมตอช่ัวโมง ตามลําดับ เปนตน  
 จากขอมูลที่ไดในการศึกษาครั้งน้ีช้ีใหเห็นวาในการเติมแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
มีประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามัน 4 ชนิด คือ นํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน ซึ่งมีประสิทธิภาพใน
การยอยสลายทั้งนํ้ามันดีเซลและนํ้ามันเบนซิน 0.5% และ 1% ได โดยสามารถเจริญและเพิ่มจํานวน
ไดภายใน 3 วันแรกของการทดลอง รวมทั้งสามารถลดทั้งปริมาณนํ้ามันและสารประกอบฟนอลิกที่
ละลายนํ้าทั้งหมดในดินได     
 จากการศึกษาถึงการเติมสารอาหารชนิดตางๆ ไดแก สารอาหารกลุมไนโตรเจน (Yeast 
extract 1%), คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  และ 
0.1% H2O2 เพื่อสงเสริมการยอยสลายนํ้ามัน 1% ทั้ง 4 ชนิด ที่ปนเปอนในดิน โดยเติมแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1 ผลการศึกษาพบวาสภาวะที่มีการเติมสารอาหารกลุมไนโตรเจน (Yeast 
extract 1%),  คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  และ 
0.1% H2O2  สามารถเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันความเขมขน 1% จํานวน 4 ชนิด ไดแก ดีเซล, เบนซิน, 
นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 รวมกับจุลินทรียในดินได
ดีที่สุด  ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Poppviciu and Bercu (2014)  ไดทําการศึกษาถึงผลของ
สารอาหารไนเทรตและฟอสเฟตที่ความเขมขนตาง ๆ และไฮโดรเจนเปอรออกไซด (0.1% v/v)  ตอ
การยอยสลาย 2% v/v นํ้ามันดีเซลที่เติมลงใน Microcosm ของดินตะกอนประเภทดินทรายในทะเล  
ผลการทดลองพบวาชุดการทดลองที่มีการเติมไนเทรต 5 mg/L และฟอสเฟต 0.5 mg/L และชุดการ
ทดลองที่มีการเติมไนเทรต 50 mg/L และฟอสเฟต 5 mg/L สามารถเพิ่มจํานวนจุลินทรียกลุม 
Hydrocarbon-oxidizing แตไมมีผลตออัตราการยอยสลายทางชีวภาพ  สวนการเติมไฮโดรเจนเปอร
ออกไซดรวมกับสารอาหารไนเทรตและฟอสเฟตพบวาเพิ่มอัตราการยอยสลายทางชีวภาพของ 2% v/v 
นํ้ามันดีเซล  และจากการศึกษาของ Syafruddin et al. (2010) ไดทําการศึกษาถึงผลของการเติมปุย
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสและอากาศตอการยอยสลายทางชีวภาพของนํ้ามันดิบ 1.33% และ 1.64% 
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ในดินที่ปนเปอนดวยสารไฮโดรคารบอนเปนเวลานาน 2 ป พบวาการเติมปุยไนโตรเจนและฟอสฟอรัส
มีผลตอการยอยสลายนํ้ามันดิบ 1.33% และ 1.64% ที่สะสมในดินนาน 2 ป เพียงเล็กนอย แต
อยางไรก็ตามการกวนชวยเพิ่มการยอยสลายนํ้ามันดิบ 1.33% และ 1.64% ในดินรวนปนทราย
ประมาณ 15%  เมื่อเทียบกับชุดการทดลองที่ไมมีการกวน  ในขณะที่การกวนไมมีผลในชุดการ
ทดลองที่เปนดินทราย  ดังน้ันการสะสมของนํ้ามันดิบเปนระยะเวลานานจะทําใหการฟนฟูสภาพได
ยุงยากมากข้ึน   และจากการศึกษาของ Vyas and Dave (2010) ไดทําการศึกษาถึงผลของการเติม
ปุยไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียมตอการยอยสลายทางชีวภาพของนํ้ามันดิบ 0.5% โดย
แบคทีเรียทางทะเล ไดแก Marinococcus albus, Methylobacterium mesophilicum และ 
Nocardia otitidiscaviarum ในการฟนฟูทางชีวภาพของนํ้ามันดิบที่ปนเปอนบริเวณชายฝงทะเล 
Alang ประเทศอินเดีย  ผลการทดลองพบวาการเติมสาร 3 ชนิด คือ สารไนโตรเจน (1%), ฟอสฟอรัส 
(0.5%) และโพแทสเซียม (0.01%) รวมกับ Bacterial consortium ของแบคทีเรีย 3 ชนิด 
(Marinococcus albus, Methylobacterium mesophilicum และ Nocardia otitidiscaviarum) 
ทําใหการยอยสลายทางชีวภาพเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญ โดยเพิ่มข้ึน 22-32% 
 ดังน้ันการประยุกตใชแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 รวมกับสารอาหารกลุมไนโตรเจน 
(Yeast extract 1%),  คารบอนที่ยอยสลายงาย (นํ้าตาลกลูโคส 1%), ฟอสฟอรัส (KH2PO4 0.5%)  
และ 0.1% H2O2  นาจะเปนกระบวนการที่ดีในการฟนฟูสภาพดินหรือสิ่งแวดลอมอื่น ๆ ที่ปนเปอน
ดวยนํ้ามันดีเซล, เบนซิน, นํ้ามันเครื่องที่ใชแลว และนํ้ามันดิบ  รวมทั้งนํ้ามันชนิดอื่นหรือสาร
ไฮโดรคารบอนชนิดอื่น ๆ เพื่อการบําบัดและฟนฟูสภาพแวดลอมที่ปนเปอนดวยนํ้ามันหรือสารโฮโดร
คารบอนตอไปไดในอนาคต  รวมทั้งนาจะสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1  เน่ืองจากพบวานํ้าและดินที่ปนเปอนสารไฮโดรคารบอนประเภทอะโรมาติก
เพิ่มข้ึนมากกวาปที่ผาน ๆ มาเพราะมีการใชสารไฮโดรคารบอนในอุตสาหกรรมหลาย ๆ ดาน โดยสาร
ไฮโดรคารบอนเปนสารที่เปนมลพิษอยางมาก มีความเปนพิษ และกอใหเกิดมะเร็ง และเปนสาร
กอใหเกิดการกลายพันธุในมนุษยอีกดวย นอกจากน้ียังมีความกังวลใจเพิ่มข้ึนเปนสาเหตุมาจากความ
ยากลําบากในการกําจัดสารไฮโดรคารบอนออกจากสิ่งแวดลอม โดยทีวิ่ธีการในการฟนฟูสิ่งแวดลอมที่
ปนเปอนสารไฮโดรคารบอนมีหลายวิธีทั้งวิธีทางชีวเคมี กายภาพและชีวภาพ แตดวยความกาวหนา
ของเทคโนโลยีที่ย่ังยืน ทําใหมีการคนหาวิธีทางธรรมชาติเพื่อการกําจัดหรือยอยสลายดินหรือนํ้าที่
ปนเปอนเพิ่มมากข้ึน ซึ่งหน่ึงในน้ันคือการใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยจุลินทรีย เพื่อชวยใน
การทําลายโมเลกุลของสารไฮโดรคารบอนโดยการสรางเปนไมเซลล, การเพิ่มการเคลื่อนที่และการ
เพิ่มการดูดซึมและการเขาถึงโดยแบคทีเรีย  ดังน้ันจึงนิยมนํามาใชในการยอยสลายไฮโดรคารบอนทาง
ชีวภาพ (Souza et al., 2014) 
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