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บทท่ี 1  
บทน า 

 
1.1 ท่ีมาและความส าคญั 

ภมูปิญัญาทอ้งถิน่ของไทย เป็นภมูปิญัญาชาวบา้น เป็นองคค์วามรูท้ีแ่สดงใหเ้หน็ถงึ
ความมศีกัยภาพของบุคคล ชุมชน ในการด ารงชวีติ ภมูปิญัญาเหล่าน้ี ถอืว่าเป็นประโยชน์ต่อ
ชุมชนและครอบครวัอยา่งมาก ท าใหป้ระเทศไทยสามารถด ารงอยูไ่ดจ้นทุ กวนัน้ี ภมูปิญัญา
ทอ้งถิน่ในหลายดา้นทีส่ามารถพฒันาจนน าไปสู่การสรา้งมลูค่าทางเศรษฐกจิ หรอืใชใ้นการ
ด ารงชวีติไดไ้มแ่ตกต่างจากวชิาการสมยัใหม ่ผา้ไทยรวมถงึวฒันธรรมการแต่งกายประจ าถิน่ 
แสดงใหเ้หน็ถงึภมูปิญัญาทอ้งถิน่เกีย่วการเลอืกวตัถุดบิ กระบวนการผลติทีส่รา้งสรร คใ์หไ้ด้
เครือ่งแต่งกายทีป่ระณตีและคุม้ค่าต่อการใชง้าน ดงันัน้จงึควรมกีารศกึษาเพื่อพฒันาองคค์วามรู ้
จากภมูปิญัญาทอ้งถิน่เพื่อใหเ้กดิการใชป้ระโยชน์อยา่งยัง่ยนื  ประไพ ทองเชญิ (2552) ได้
ตดิตามภมูปิญัญาการยอ้มผา้ดว้ยสคีรามธรรมชาตใินภาคใตซ้ึง่เริม่ศกึษาในปี พ.ศ. 2546 ไมพ่บ
หลกัฐานผา้ยอ้มครามและไมพ่บผูท้ีเ่คยท าสคีราม แต่ไดพ้บว่าภาคใตเ้ป็นแหล่งพชืหลกัทีใ่หส้ี
คราม 3 สายพนัธุ ์คอื ยา่นคราม (Marsdenia tintoria) ชอบอากาศชืน้เลือ้ยพนัไมย้นืตน้
ขา้งเคยีง พบในสวนสมรม ในปา่ทีบ่า้นครีวีง นครศรธีรรมราช ชาวบา้นเรยีก ครามโหมง พั ทลุง 
สุราษฎรธ์านี ชาวบา้นเรยีกเถาคราม ฮ่อม (Strobilanthes flaccidifolius) ชอบอากาศเยน็อยูใ่ต้
ตน้ไมร้ม่ร าไรตลอดปี พบในสวนปา่เชงิเขาหลวงชาว บา้นครีวีงเรยีก ครามเหลก็ขดู และพบที่
ปตัตานีชาวบา้นเรยีกครามเขยีว และ คราม (Indigofera tintoria) ชอบอากาศรอ้นแลง้ขึน้อ ยูใ่น
ที ่โล่งแจง้ หรอืทีโ่คกไมม่นี ้าท่วม ขงั พบทัว่ไปทีอ่ าเภอควนเนียง สทงิพระ จะนะ จงัหวดัสงขลา 
และในเมอืงปตัตานี ชาวบา้น เรยีกครามถัว่ นกัวจิยัชาวบา้นกลุ่มน้ีจงึไดฟ้ื้นฟูกระบวนการยอ้ม
ครามในวถิผีา้พืน้บา้นภาคใต ้และ ไดเ้ลอืก คราม (Indigofera tintoria) ขึน้ทีก่ลุ่มทอผา้บา้น
แพรกหา อ.ควนขนุน จ.พทัลุง  

ภมูปิญัญาการยอ้มผา้ดว้ยสคีรามธรรมชาตมิ ี 3 ขัน้ตอน ไดแ้ก่ การสกดัสคีรามจากตน้
คราม การเตรยีมสคีรามดว้ยกระบวนการหมกั และการยอ้มผา้ดว้ยสคีราม ซึง่มปีญัหายุง่ยากใน
การยอ้มผา้ดว้ยสคีรามธรรมชาตคิอื การเตรยีมสคีราม ดว้ยกระบว นการหมกั เพื่อการยอ้ม 
เนื่องจากตอ้งใชเ้วลานานและไมส่ามารถควบคุมการเกดิสไีด้ตามตอ้งการ พบว่าตอ้งใชเ้วลา 15-
20 วนัจงึจะเกดิสคีรามหรอืบา้งครัง้ไมเ่กดิเลย การดแูลรกัษาหมอ้ หมกัครามใหค้งสภาพเดมินัน้
ท าไดย้าก (อนุรตัน์ สายทอง , 2544 และ งามนิจ นนทโส, 2551) บุคคลทีม่ ีประสบการณ์เท่านัน้
จงึจะหมกัครามใหเ้ป็นสเีหลอืงเขม้  และท าใหผ้า้ทีถู่กยอ้มเป็นสเีหลอืงอ่อน พอสมัผสักบัอากาศ
จะค่อยๆ เปลีย่นเป็นสคีราม การยอ้มสคีรามนัน้ท าไดย้ากเป็นกระบวนการทีต่อ้งใชเ้วลาและการ
เอาใจใส่ การเตรยีมสคีราม ดว้ยกระบวนการหมกัเพื่อการยอ้ม  อาศยักลุ่มจุลนิทรยี์จากดนิ และ
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ตะกอนดนิใตแ้มน่ ้าทีเ่ลีย้งต่อๆกนัมาเพื่อเปลีย่นสารสกดัจากตน้คราม (Indigo blue) ไปเป็นสาร
สเีหลอืง (indigo white) ขัน้ตอนน้ีใชเ้วลาค่อนขา้งนานในการเลีย้ง คุณภาพของสไีมส่ม ่าเสมอ 
และมคีวามเสีย่งจากการตายของจลุนิทรยีส์งู เพื่อเพิม่ขดีความสามรถในดา้นการผลติ และความ
สะดวกในการเตรยีมหมอ้เลีย้งครามใหก้บัผูป้ระกอบการสามารถเตรยีมผลติภณัฑส์คีรามได้
อยา่งสม ่าเสมอและมคีุณภาพสงู และใชเ้วลาผลติสัน้ นัน้ การเขา้ใจการท างานของจลุนิทรยีใ์น
หมอ้หมกัครามจงึเป็นขัน้ตอนทีส่ าคญัในการพฒันา การเตรยีมสคีรามดว้ยกระบวนการหมักเพื่อ
การยอ้ม 

Park et al. (2012) ไดแ้ยกเชือ้จลุนิทรยีท์ีส่ามารถรดีวิซส์คีรามจากหมอ้หมกัคราม ใน
ประเทศเกาหลี หมกัสารสคีรามจากพชืตระกูล  Polygonum tinctorium ไดจ้ลุนิทรยี ์2 สายพนัธุ ์
คอื Alkalibacterium sp. A1 และ Pseudomonas sp. G5 ซึง่มคีวามสามารถรดีวิซส์คี ราม และมี
คุณสมบตัเิป็นจลุนิทรยีช์อบด่างท างานไดด้ทีี่  pH เท่ากบั 10 งามนิจ นนทโส (2551) ไดศ้กึษา
จลุนิทรยี์จากหมอ้หมกัคราม ในประเทศไทย หมกัสารสคีรามจากพชืตระกูล  Indigofera tintoria
โดยใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ในกลุ่ม mesophilic aerobic bacteria, mesophilic anaerobic bacteria, 
Alkaliphilic aerobic bacteria, Alkaliphilic anaerobic bacteria และ beta-glucosidase 
producing bacteria พบจ านวนประชากรเท่ากบั 1.2 x 105, 8.5 x 104, 0.8 x 104, 5.5 x 104 
และ 1.65 x 104 MPN/mL ตามล าดบั และไดแ้ยกเชือ้ทมีคีวามสามารถในการรดีวิซ์ อนิดโิก ได ้
จ านวน 15 สายพนัธุ ์แต่ไมป่ระสบความส าเรจ็ในการพฒันาเป็นกลา้เชือ้ เนื่องจาก จลุนิทรยีท์ี่
แยกได้เป็นจลุนิทรยีท์ีป่รบัตวัใหเ้จรญิบนอาหารเลี้ ยงเชือ้ไดด้แีต่ไม่ ไช่จลุนิทรยีท์ี่ท างานในหมอ้
หมกัคราม ดงันัน้เทคนิคทีไ่มพ่ึง่อาหารเลีย้งเชือ้จงึไดถู้กน ามาศกึษาองค์ ประกอบของจลุนิทรยี์
ในหมอ้ครามและใชเ้ป็นขอ้มลูพืน้ฐานในการแยกเชือ้ทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการเกดิสคีราม 
Zengler et al. (2002) ไดน้ าเทคนิคทางชวีโมเ ลกุล Denaturing gradient gel electrophoresis 
(DGGE) มาศกึษาองคป์ระกอบจลุนิทรยีใ์นตวัอยา่งจากธรรมชาตแิละใชเ้ป็นขอ้ มลูพืน้ฐานใน
การแยกเชือ้จลุนิทรยี ์โดยใชอ้อกแบบสตูรอาหารเลีย้งเชือ้จลุนิทรยี ์สภาวะทีเ่หมาะสมในการ
แยกเชือ้จลุนิทรยี ์และสามารถแยกเชือ้จลุนิทรยีไ์ด ้82% จากตวัอยา่งทีม่อียูใ่นธรรมชาต ิ

งานวจิยัน้ีจงึมเีป้าหมายทีจ่ะพฒันาผลติภณัฑ์ กลา้เชือ้จลุนิทรยีเ์พื่อใชใ้นกร ะบวนการ
หมกัครามใหม้คีุณภาพของสสีม ่าเสมอ และมคีวามสะดวกในการเตรยีมหมอ้เลีย้งคราม โดย
ศกึษาองคป์ระกอบของจลุนิทรยี์ ในหมอ้คราม และจลุนิทรยีท์ีเ่ด่น ดว้ยเทคนิคทางชวีโมเลกุล 
Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) คดัแยกจลุนิทรยีท์ีเ่ด่นในหมอ้คราม และ
จลุนิทรยีท์ี่เกีย่วขอ้งกบั การรดีวิซส์อีนิดโิก (น ้าเงนิ) ใหเ้ป็นลวิโคอนิดโิก (เหลอืง) น าไปพฒันา
ตน้กลา้เชือ้ในการเตรยีมสคีรามเพื่อการยอ้มผา้ ดว้ยเชือ้จลุนิทรยี์  ซึง่เป็นกระบวนการยอ้มสผีา้
ทางชวีภาพทีม่ปีระสทิธภิาพและมคีวามเป็นมติรกบัสิง่แวดลอ้ม  
 
 



3 

1.2 วตัถปุระสงค์ 
1.2.1 เพื่อศกึษาบรบิท แนวคดิ หลกัการ หลกัฐานทางภมูปิญัญาตลอดจนการจดัการ

ความรูเ้กีย่วกบักระบวนการท าสคีรามและการยอ้มสคีรามของกลุ่มทอผา้แพรกหา 
อ าเภอควนขนุน จงัหวดัพทัลุง  

1.2.2 เพื่อศกึษาจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการรดีวิซส์อีนิดโิก (น ้าเงนิ) ใหเ้ป็นลวิ
โคอนิดโิก (เหลอืง) ดว้ยเทคนิคทางชวีโมเลกุล 

1.2.3 เพื่อแยกเชือ้จลุนิทรยีท์ีเ่ด่นในหมอ้หมกัคราม และเกีย่วขอ้งกบัการ รดีวิซส์อีนิดโิก 
(น ้าเงนิ) ใหเ้ป็นลวิโคอนิดโิก (เหลอืง) พฒันาการเลีย้งเชือ้ จนไดต้น้เชือ้ และสตูร
ตน้เชือ้ในการยอ้มสคีราม 

1.2.4 เพื่อศกึษาวธิกีารผลติจลุนิทรยีป์รมิาณมากโดยใชอ้าหารราคาถูก และการผลติตน้
เชือ้ผงแหง้เพื่อสะดวกต่อการใชง้าน และเกบ็ไวไ้ดน้าน 

1.2.5 เพื่อสรา้งบทเรยีนวทิยาศาสตรจ์ากภมูปิญัญาทอ้งถิน่โดยใชเ้ทคนิคการวจิยัแบบมี
ส่วนรว่มทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการท าสคีรามและจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้ง 

 
1.3 ขอบเขตการวิจยั 
 งานวจิยัน้ีจงึมเีป้าหมายทีจ่ะพฒันาผลติภณัฑต์น้กลา้เชือ้จลุนิทรยีเ์พื่อใชใ้นกระบวนการ
หมกัครามใหม้คีุณภาพของสสีม ่าเสมอ และมคีวามสะดวกในการเตรยีมหมอ้เลีย้งคราม โดย
ศกึษาองคป์ระกอบของจลุนิทรยีใ์นหมอ้คราม ดว้ยเทคนิคทางชวีโมเลกุล Denaturing gradient 
gel electrophoresis (DGGE) และแยกจลุนิทรยีท์ีเ่ด่นและเกีย่วขอ้งกบัการรดีวิซส์อีนิดโิก (น ้า
เงนิ) ใหเ้ป็นลวิโคอนิดโิก (เหลอืง) ทีใ่ชก้บัผา้ยอ้มคราม และ ศกึษาวธิกีารผลติจลุนิทรยีป์รมิาณ
มากโดยใชอ้าหารราคาถูก และการผลติตน้เชือ้ผงแหง้เพื่อสะดวกต่อการใชง้าน ส รา้งบทเรยีน
วทิยาศาสตรจ์ากภมูปิญัญาทอ้งถิน่โดยใชเ้ทคนิคการวจิยัแบบมสี่วนรว่มทีเ่กีย่วขอ้งกบั
กระบวนการท าสคีรามและจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้ง 
 
1.4 ทฤษฎี สมมติุฐาน และกรอบแนวความคิดของการวิจยั  
 สคีรามเป็นผลติภณัฑส์จีากการสกดัสาร สจีากตน้คราม  (Indigofera tintoria) การ
ยอ้มสคีรามโดยทัว่ไปอาศยัจลุนิทรยีเ์พื่อเปลีย่นสารสกดัจากตน้คราม (Indigo blue) ไปเป็นสาร
สเีหลอืง (indigo white) จงึใช้เวลาในการหมกันาน คุณภาพของสไีมส่ม ่าเสมอ และมคีวามเสีย่ง
จากการตายของจลุนิทรยี ์การทราบชนิดของจลุนิทรยีแ์ละเขา้ใจการท างานของจลุนิทรยีใ์นหม้ อ
หมกัคราม จะท าใหรู้ว้ธิกีารเพาะเลีย้งจลุนิทรยีใ์นหมอ้หมกัครามใหท้ างานงานไดอ้ยา่งมี
ประสทิธภิาพ 
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บทท่ี 2  
เอกสารและงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

 
2.1 ต้นคราม 

2.1.1 ลกัษณะทางพฤกษศาสตรข์องต้นคราม 
สคีรามหรอือนิดโิกเป็นสยีอ้มผา้ทีเ่ก่าแก่ทีสุ่ด คาดว่ามนุษยร์ูจ้กัใชม้าน านกว่า 2,500 ปี 

ก่อนครสิศกัราช หรอืประมาณตัง้แต่ยคุอยีปิตโ์บราณ  การยอ้มสคีรามนี้ตอ้งอาศยัทัง้ความ
เชีย่วชาญ และความอดทนสงูมาก  เพราะคุณสมบตัใินการ ยอ้มตดิทีร่วดเรว็ และตดิทดนาน ผา้
ยอ้มครามมคีุณค่าและเป็นทีต่อ้งการ  การยอ้มสคีรามมอียูก่วา้งขวางทัว่โลก  พชืพรรณหลาย
ชนิดทีส่ามารถน ามายอ้มสคีรามได้ เช่น พชืตระกูล Indigofera tictorica ใชก้นัในประเทศอนิเดยี  
และ จนี พชืตระกูล  Baptisisa tinctroria ใชก้นัในอเมรกิา  พชืตระกูล Lonchocarpuscya 
nescens ใชใ้นอฟัรกิาตะวนัตก  พชืตระกูล Polygonun tinctoria ใชใ้นญีปุ่น่และเกาหลี พชื
ตระกูล Isatis tinctoria ใชใ้นยโุรป ส่วนตน้ครามทีใ่ช่ในประเทศไทยคอื  พชืตระกูล  Indigofera 
tinctoria อยูใ่นวงค ์ Leguminsae เป็นไมพุ้่มขนาดเลก็ สงู 1 เมตร กิง่อ่อนมขีน มแีขนยาว
เท่ากนั ใบ เป็นใบประกอบ เรยีงแบบเวยีน หใูบรปูหอกยาว 1-1.5 มลิลเิมตร ผวิดา้นนอกมขีน
หนาแน่น ผวิดา้นในเกลีย้ง กา้นใบยาว 2-3 เซนตเิมตร มขีน แกนกลางดา้นบนยาว (1.5) 4-7 
เซนตเิมตร ใบยอ่ยม ี7-11 ใบ เรยีงตรงขา้ม หใูบยอ่ยยาว 0.5 มลิลเิมตร รปูแถบ กา้นใบใบยอ่ย
ยาว 1.5-2 มลิลเิมตร มขีนหนาแน่น แผ่นใบรปูรแีกมไขก่ลบัแคบ ยาว 2.5-3 เซนตเิมตร กวา้ง 
1.4-1.8 เซนตเิมตร ปลายมนมตีิง่แหลม ยาว 0.5 มลิลเิมตร ฐานรปูลิม่ ขอบเรยีบ หลงัใบเกลีย้ง 
ทอ้งใบมขีน แขนยาวเท่ากนั เสน้แขนงใบม ี 6-8 คู่โคง้จรดกนั เสน้กลางใบเวา้ดา้นบน นูน
ดา้นล่าง  

ช่อดอก ยาว 1.5-8 มลิลเิมตร ออกทีซ่อกใบ มขีน ใบประดบัรปูสามเหลีย่มยาว 1 
มลิลเิมตร ปลายแหลม  ขอบเป็นขนครยุ ผวิดา้นนอกมขีนหนาแน่น ผวิดา้นในเกลีย้ง กา้นดอก
ยอ่ยยาว 1.5-2 มลิลเิมตร มขีนหนาแน่น กลบีเลีย้ง มหีลอดกลบียาว 1 มลิลเิมตร กวา้ง 0.5 
มลิลเิมตร ปลายแหลม ขอบเป็นขนครยุ ผงิดา้นนอกมขีนหนาแน่น กลบีดอก สชีมพ ูกลบีกลาง
รปูรแีกมไขก่ลบัแคบ ยาว 5-6 มลิลเิมตร กวา้ง 4 มลิลเิมตร ปลายแหลม ฐานรปูลิม่ ขอบเป็นขน
ครยุ ผวิดา้นนอกมขีนหนาแน่น ผวิดา้นในเกลีย้ง กลบีคู่ขา้งรปูไขก่ลบัแคบ ยาว 5-6 มลิลเิมตร 
กวา้ง 4 มลิลเิมตร ปลายแหลม ฐานรปูลิม่ ขอบเป็นขนครยุ ผวิดา้นนอกมขีนหนาแน่น ผวิดา้น
ในเกลีย้ง กลบีคู่ขา้งรปูไขก่ลบัไมส่มมา ตร ยาว 4.5-5 มลิลเิมตร กวา้ง 2 มลิลเิมตร กา้นกลบี
ยาว 0.5 มลิลเิมตร ปลายมน ขอบเรยีบ หรอืเป็นขนครยุเลก็น้อย ฐานเบีย้ว ผวิดา้นนอกมขีนที่
ฐานเลก็น้อย ผวิดา้นในเกลีย้งกลบีคู่ล่าง ยาว 5-5.5 มลิลเิมตร กวา้ง 2 มลิลเิมตร ปลายมน ฐาน
สอบเรยีว ขอบเป็นขนครยุ ผวิดา้นนอกมขีนหนาแน่น ผงิดา้นในเกลีย้ง เกสรเพศผูม้หีลอดเกสร
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ยาว 4-4.5 มลิลเิมตร  กา้นเกสรยาว 0.5-1 มลิลเิมตร  อบัเรณูยาว 0.5 มลิลเิมตร  กวา้ง 2 
มลิลเิมตร  เกลีย้งเกสรเพศเมยีมรีงัไขข่นหนาแน่นม ี 9-10 ออวุล กา้นเกสรเกลีย้ง ฝกัรปูทาง
กระบอก เหยยีดตรงยาว 20-28 มลิลเิมตร เสน้ผ่าศูนยก์ลาง 3-5 มลิลเิมตร มขีนกระจายทัว่ไป 
ฝกัแหง้ไมแ่ตก เมลด็รปูทรงกระบอกยาว 0.5 มลิลเิมตร  เสน้ผ่านศูยน์กลาง 0.5 มลิลเิมตร  
เกลีย้งมนัวาวเป็นไมป้ลกูทีร่ะดบัความสงู 5-1200 เมตร ช่วงการมดีอกตลอดปี (สไว มฐัผา , 
2550)  
 

 
 

ภาพท่ี 2.1 พชืทีเ่ป็นแหล่งสคีรามธรรมชาติ 
ทีม่า: อนุรตัน์ สายทอง (2555) 
 

ตน้ครามมอีายปุระมาณ 2-3 ปี เจรญิไดด้ใีนดนิรว่นปนทรายทีร่ะบายน ้าไดด้ ีชอบแดด
จดัไมช่อบรม่เงา ชอบน ้าปานกลาง ระบบรากเป็นระบบรากแกว้ ล าตน้ประกอบดว้ยขอ้และ
ปลอ้งมตีาและตาดอกเกดิขึน้บรเิวณขอ้ แลว้เกดิเป็นช่อดอกในภายหลงั มผีลเป็นฝกัมี ทัง้ฝกัตรง
และฝกัโคง้ (คลา้ยฝกัถัว่เขยีวแต่เลก็กว่า) ฝกัแหง้สนี ้าตาลอ่อน ฝกัจะแตกงา่ย ภายในฝกัมเีมลด็
เรยีงเป็นแถวฝกัยาวประมาณ 3.5-8 เซนตเิมตร ออกฝกัเป็นกระจกุ ภายในฝกัม ี 7-12 เมลด็ 
เมลด็มขีนาดเลก็สคีรมีอมเหลอืงและสนี ้าตาลมนี ้าหนกัเฉลีย่ 3.35-16.14 กรมัต่อ1000 เมลด็ 
ขยายพนัธุโ์ดยใชเ้มลด็ (อนุรตัน์ สายทอง, 2544)  
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2.2 คณุสมบติัทางเคมีของสีครามธรรมชาติ 
สคีราม (Indigo) ไมไ่ดพ้บในใบครามแต่ไดม้าจากสารตัง้ตน้ คอื อนิด๊อกซลิ (Indoxyl) 

ซึง่พบในใบครามในรปูของอนิด๊อกซลิเบตา้กลโูคไซด ์(Indoxy-β D-glucoside) หรอืเรยีกว่าอินดิ
แคน (Indican) ซึง่จะถูกไฮโดรไลทด์ว้ยเอนไซมเ์บตา้กลโูคซเิดส (β-glucodidase) ทีพ่บในใบ
ครามเช่นกนั เมือ่ใบครามถูกฉีกขาดหรอืถูกเดด็จากกิง่หรอืเมือ่ใบแก่เตม็ทีจ่ะปลดปล่อย 
Indoxyl และ 2 โมเลกุลของ Indoxyl จะถูกอ๊อกซไิดซใ์นสภาพทีม่อีอกซเิจนไปเป็นสคีรามหรอื สี
อนิดโิก ซึง่มชีื่ออื่น คอื อนิดโิกทนิ (Indigotin) หรอืหากมปีรมิาณออกซเิจนมากเกนิไปจะท าให ้
Indoxyl บางโมเลกุลเปลีย่นเป็นไอซาทนิ (Isatin) จะรวมตวักบั Indoxyl เป็นสารอนิดริบูนิ 
(Indirubin) ซึง่มสีีแดง (Maugard et al., 2002) ส่วนเอนไซม ์β-glucosidase ของใบคราม พบ
ใน Stroma ของ chloroplast (Minami et al., 1997) 

สคีรามมชีื่อเคม ี 2-(1,3- Dihydro-3-oxo-2H-indol-2-ylid-ene)-1,2-dihydro-3H-indol-3-
one ชื่อทัว่ไป Indigo dlue หรอื Indigotin เป็นผลกึรปูเขม็สมีว่งหรอืสนี ้าเงนิระเหดิที ่ 107 องศา
เซลเซยีส มสีมบตัไิมล่ะลายในน ้า  แอลกอฮอล ์อเีทอร์  และกรดเจอืจางแต่ละรายไดด้มีากใน
สารละลายอะนิลนีและพริดินีขณะเดอืด  ละลายไดด้พีอควรในกฎแอซติกิแกลเซยีลตม้เดอืด  ถา้
ละลายในตวัท าละลายไมม่ขี ัว้จะปรากฎสมีว่งแดง  แต่ถา้ละลายในตวัท าละลายมขีัว้จะปรากฏสี
น ้าเงนิ ถา้ใหท้ าปฏกิริยิากบักฎซลัฟิวรกิเยน็ จะเกดิกรด disulphoinc ซึง่ท าใหอ้ยูใ่นรปูของเกลอื
โซเดยีมไดง้า่ย เรยีกว่า Indigo carmine มสีนี ้าเงนิเขม้ใชย้อ้มตดิสดี ีจดัเป็นสแีอซคิ (acid dye) 
มกีระบวนการยอ้มต่างจากการยอ้มครามซึง่เป็นสแีวต (อจัฉราพร ไศละสตู , 2527 ) Indigo blue 
ถูกรดีวิสใ์นสารละลายด่างกลาย เป็นสารไมม่สีเีรยีกว่า Indigo white ค่าการดดูกลนืแสงสงูสุดที่
ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร (ไพศาล และคณะ, 2543) ตวัรดีวิสแ์ละด่างมหีลายคู่ ไดแ้ก่ ไฮ
โดซลัไฟกบัโซเดยีมไฮดรอกไซด์  (Na2S2O4/NaOH) ฝุน่ผงสงักะสใีนน ้าปนูใสอุ่นไมเ่กนิ 60 
องศาเซลเซยีส  (Zn/Ca(OH)2) หรอืน ้าขีเ้ถา้ในน ้าปนูใส  (ภมูปิญัญาทอ้งถิน่ ) ส่วน Indigo white 
ถูกออกซไิดซไ์ดง้า่ยมากดว้ยออกซเิจนในอากาศกลบัไปเป็น Indigo blue 

สคีรามหรอืสอีนิดโิก ไมล่ะลายน ้าหรอืในแอลกอฮอล ์หรอืในกรดเจอืจาง แต่ละลายใน
โครโรฟอรม์เอทธลิอะซเีตรท และเมือ่ละลายในกดซลัฟุรคิเขม้ขน้ ซึ่ งจะเปลีย่นเป็นสารอนิดโิก
คามนี (Indigo carmine) หากตอ้งการน าไปยอ้มผา้จะตอ้งท าการรดีิว้สอีนิดโิกไปเป็น indigo 
white หรอื leuco indigo ซึง่ไมม่สีลีะลายไดน้ ้า เมือ่น าไปยอ้มผา้ขาวจะท าใหผ้า้มสีเีหลอืงแกม
เขยีว แต่เมือ่ผึง่ผา้ใหแ้หง้ในอากาศสผีา้จะเปลีย่นเป็นสคีรา มของสอีนิดโิก ในอุตสาหกรรมการ
ยอ้มผา้สคีรามจะใชส้ารเคมเีป็น reducing agent ในสภาพต่างทีม่ ี pH สงูมคี่าประมาณ 10.11 
เช่น sodium dithionite (Na2SO4) ละลายใน sodium hydroxide (NaOH) เป็นตน้ สคีราม
ธรรมชาตถิูกสกดัจากใบครามสดในรปูของสารตน้ตอ (precursor) หลงัจากนั ้ นเกดิการ
เปลีย่นแปลงทางเคมอีกีหลายครัง้ จงึเกดิเป็นสคีรามเกาะจบัเสือ้ผา้ สารตน้ตอในใบครามคอืสาร
อนิดแิคน (indican หรอื indoxyl-β-D-glucoside) เป็นสารไมม่สีแีละไมล่ะลายน ้า แต่เมือ่ถูกแช่
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ในน ้า เอนไซมช์นิดหนึ่งในใบคราม คอื บตีา-กลโูคสเิดส (β-glucosidase) จะช่วยท าใหอ้นิดแิคน
แตกออกเป็น 2 ส่วน คอื อนิดอกซลิ (Indoxyl) และกลโูคส สาร 2 ชนิดนี้เป็นสารไมม่สี ีละลาย
น ้าได ้ทัง้คู่จงึละลายในน ้าครามซึง่มพีเีอชเท่ากนักบัน ้าทีใ่ชแ้ช่ใบคราม  ปฏกิริยิาการเปลีย่น  
อนิดแิคนในใบครามไปเป็นอนิดอกซลิและกลโูคสในน ้าคราม เป็นปฏกิริยิาแบบ ดดูความรอ้น ที่
อุณหภมูขิองการแช่ 30 , 40 และ 50 องศาเซลเซยีส จะใชเ้วลาในการแช่เพื่อใหไ้ดป้รมิาณสี
ครามสงูสุดเป็น 18 , 15 และ 9.30 ชัว่โมงตามล าดบั (ไพศาล และคณะ , 2543) อนิดอกซลิเป็น
สารทีถู่กออกซไิดสไ์ดง้า่ยดว้ยออกซเิจนในอากาศ ยิง่ท าใหส้ารละลายเป็นด่าง อนิดอก ซลิยิง่ถูก
อกซไิดสไ์ดง้า่ยกลายเป็นสาร Indigo blue ไมล่ะลายน ้า เมือ่เตมิปนูขาวในน ้าครามและกวน
แรงๆ ใหเ้กดิฟองมากๆ จงึเกดิเนื้อครามซึง่กค็อื Indigo blue ทีเ่กาะจบัอยูก่บัอนุภาคของปนู
ขาว ตกตะกอนจมอยูก่น้ภาชนะ  การเตรยีมสคีรามเป็นการท าให ้ Indigo blue เปลีย่นเป็น 
Indigo white ซึง่ละลายไดใ้นด่าง การเปลีย่นแปลงนี้เป็นปฏกิริยิารดีกัชนั ซึง่ใชต้วัรดีวิซไ์ด้
หลายชนิดดงักล่าวแลว้ อกีวธิหีนึ่งอาศยัการท างานของจลุนิทรยีร์ว่มดว้ย โดยแบคทเีรยีชนิด
บาซลิลสั เช่น Bacillus alkaliphylus รว่มในกระบวนการหมกั ปฏกิริยิารดีกัชนัของ Indigo blue 
เกดิขึน้ทีพ่เีอช 10.5-11 เมือ่เกดิสคีรามในน ้ายอ้ม โดยสงัเกตสขีองน ้ายอ้มเปลีย่นจากสนี ้าเงนิ
เป็นสเีขยีวปนเหลอืง จงึท าการยอ้มผา้ทีชุ่บน ้าแลว้บดิจนหมาด indigo white ทีล่ะลายในน ้ายอ้ม
จะแทรกซมึเขา้เน้ือฝ้ายจบัเซลลโูลสของใยฝ้ายดว้ยพนัธะไฮโดรเจน เมือ่ยกผา้ ฝ้ายขึน้จากน ้า
ยอ้มสมัผสักบัอากาศ indigo white จะถูกออกซไิดสโ์ดยออกซเิจนในอากาศ กลบัเป็น Indigo 
blue ถูกขงัอยูภ่ายในโครงสรา้งของใยฝ้ายดงัเดมิ ใยไหมและขนสตัวม์โีครงสรา้งทางเคมเีป็นพอ
ลเีพปไทด ์จงึท าใหย้อ้มดว้ยสคีรามไดไ้มด่เีท่าฝ้ายซึง่มโีครงสรา้งทางเคมเีป็นเซลลโูลส  
 

 
 
ภาพท่ี 2.2 การเปลีย่นรปูโดยกระบวนการออกซเิดชัน่และรดีกัชัน่ของสคีราม 
ทีม่า: Park et al. (2012) 
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อยา่งไรกต็ามการยอ้มเสน้ไหมทีอุ่ณหภมูติ ่า จะดดูซบัสดีกีว่าการยอ้มทีอุ่ณหภมูสิงู 
แสดงว่าการยอ้มสคีรามเป็นกระบวนการคายความรอ้น เมือ่ยอ้มทีอุ่ณหภมูสิงูขึ้ นการตดิสจีะ
ลดลง (ไพศาล และคณะ, 2543) การท าสคีรามธรรมชาตเิป็นปฏกิริยิาเคมทีุกขัน้ตอน โดยใชส้าร
ตน้ตอทีม่ใีนใบคราม เอนไซมใ์นใบคราม ออกซเิจนในอากาศ แบคทเีรยีบาซลิลสัในธรรมชาต ิ
ขีเ้ถา้ และปนูขาว กไ็ดจ้ากธรรมชาต ิปฏกิริยิาต่อเนื่องในกระบวนการท าสคีรามและการยอ้ม
คราม 
 
2.3 สภาวะท่ีเหมาะสมในกระบวนการเตรียมน ้าย้อมคราม 

กระบวนการท าสคีรามและยอ้มครามเป็นปฏกิริยิาเคม ีมกีารท างานของจลุนิทรยีใ์น
ธรรมชาตเิกีย่วขอ้งดว้ย กระบวนการผลติสคีรามแบบดัง้เดมิอาศยักระบวนการหมกัโดยอลั
คาไลน์แบคทเีรยี (alkaliphilic bacteria) (Nakajima et al., 2005) ดงันัน้แต่ละขัน้ตอนจงึเกดิขึน้
ไดใ้นภาวะทีเ่หมาะสม  ไดแ้ก่ สดัส่วนของวตัถุดบิ ชนิดของตวัท าละลาย  ความเป็นกรด-ด่าง 
ของน ้ายอ้ม อุณหภมูแิละระยะเวลา ซึง่สภาวะเหล่านี้เป็นขอ้จ ากดัใหก้ารท าสคีราม ท ายาก คน
ท าสคีรามชัน้ครจูงึมบีุคลกิพเิศษต่างจากคนทัว่ไป ซึง่เป็ นเหตุผลหนึ่งทีท่ าใหค้นท าสคีรามใน
ปจัจบุนัมจี านวนน้อย คนโบราณมคีวามเชื่อว่า การท าสคีรามและคนท าสคีรามเป็นสิง่ลกึลบั เชื่อ
ว่าหากใครเป็นเจา้ของหมอ้ครามมากกว่า 3 หมอ้ จะท าใหเ้ป็นผปีอบและเชื่อว่าคนท าสคีรามเก่ง
หมอ้ครามไมห่นีเพราะเรยีนคาถา หา้มคนทีก่ าลงัตัง้ครรภห์ รอืคนทีก่ าลงัมปีระจ าเดอืนเขา้ใกล้
หรอืแตะตอ้งหมอ้คราม เพราะจะท าใหห้มอ้ครามหนี (ไมเ่กดิสใีนน ้ายอ้ม ) ภาวะทีเ่หมาะสม
ต่างๆ ไดแ้ก่ใบครามสดเท่านัน้ทีแ่ช่แลว้ใหส้คีราม และใบครามสดใหส้คีรามเพยีง 0.4 % คนท าสี
ครามจงึตอ้งตื่นแต่เชา้มดืก่อนน ้าคา้งเหอืดหาย เพื่อไปเกบ็ใบครามจ านวนมาก เมือ่เกบ็มาแลว้ก็
ตอ้งมดัเป็นฟ่อนและแช่น ้าทนัทใีหท่้วมใบครามพอด ีหากเตมิน ้ามากเกนิไปจะท าใหเ้ปลอืงปนู
ขาวในขัน้การตกตะกอน ภมูปิญัญาทอ้งถิน่ใชม้อืกดใบครามในภาชนะเตมิใหน้ ้าท่วมหลงัมอื  ถอื
ว่าพอด ีถา้ชัง่  ตวง วดั ดว้ยเครือ่งมอืพบว่าใบครามพรอ้มกิง่  6.5 กโิลกรมั ใชน้ ้า 21 กโิลกรมั 
ภมูปิญัญาทอ้งถิน่แช่ใบครามไว้  12 ชัว่โมง แลว้กลบัใบครามและแช่อกี 12 ชัว่โมง จงึแยกกาก
ใบครามออกทิง้  แต่บางคนแช่ 2-3 วนั กากใบครามทีท่บัถมกนัไวท้ าใหเ้กดิเหด็มลีกัษณะและ
รสชาตคิลา้ยเหด็ฟาง จากการศกึษาเอกสารและทดลองใน หอ้งปฏบิตักิารพบว่าการแช่ใบคราม
สดในน ้าเป็นปฏกิริยิา ไฮโดรไลซสีของ lndican กบั β-glucosidase (Minami et al., 1997) ซึง่มี
ในใบครามสดปฏกิริยิาเป็นแบบดดูความรอ้นนัน่คอืน ้าทีอุ่ณหภมู ิ 50 40 และ 30 องศาเซลเซยีส 
แช่ใหไ้ดส้คีราม (Inoxyl) มากทีสุ่ดใชเ้วลา 18 15 และ 9.30 ชัว่โมง (ไพศาล และคณะ, 2543) 
แต่ถา้ตม้ใบครามในน ้าเดอืด 5 นาทแีลว้น ามาแช่จะไมไ่ดส้คีรามเช่นเดยีวกนักบัการแช่ใบคราม
แหง้ ถา้แช่ใบครามในน ้าอุณหภมูิ  29 องศาเซลเซยีส  นาน 12 18 และ 24 ชัว่โมงพบว่า เวลา 
18 ชัว่โมงใหส้คีรามมากทีสุ่ด ถา้ป ัน่ใบครามใหล้ะเอยีดก่อนแช่พบว่า  12 ชัว่โมง ใหส้คีรามมาก
ทีสุ่ดและมากกว่าใบครามทีไ่มป่ ัน่ทีแ่ช่นาน  18 ชัว่โมง (อนุรตัน์ และคณะ , 2544) โดยปกตภิมูิ
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ปญัญาทอ้งถิน่จะแช่ใบครามช่วงเดอืนกรกฎาคม- สงิหาคม ทีต่น้ครามมอีาย ุ 3-4 เดอืน ซึง่เป็น
ช่วงอายทุีใ่หป้รมิาณสมีากทีสุ่ด  การแช่ใบคราม 24 ชัว่โมงของภมูปิญัญาทอ้งถิน่ จงึเป็นเวลาที่
ท าไดส้ะดวกไดส้คีรามมาก หากแช่นานกว่าน้ีนอกจากปรมิาณสคีรามจะลดลงแลว้จลุนิทรยีซ์ึง่
ชอบน ้าตาลและสารอาหารอื่นในน ้าครามจะเจรญิเตบิโตอยา่งดที าใหน้ ้าครามเน่าและเหมน็
รบกวนเพื่อนบา้น หลงัจากแช่ใบครามในเวลาพอเหมาะและแยกกากใบครามแลว้ 

Park et al. (2012) ท าการคดัแยกและศกึษาลกัษณะสมบตัขิอง Alkaliphilic และ 
Thermotolerant แบคทเีรยี ทีส่ามารถรดีวิซ ์Indigo (ไมล่ะลายน ้า) ใหเ้ป็น Leucoindigo (ละลาย
น ้า) จากสยีอ้มอนิโก (Indigo Dye Vat) และท าการคดัแยกเชือ้จากการหมกั  Polygonum 
tinctorium เป็นพชืทีใ่หส้คีราม อาย ุ6 ปี ไดน้ ามาแยกเชือ้เพื่อทีจ่ะคดัเลอืกจลุนิทรยีท์ีส่ามารถลด
สคีรามทีไ่มล่ะลายน ้า พบว่า  2 ไอโซเลต คอื A1 (Alkalibacterium sp.) และ G5 
(Pseudomonas sp.) มคีวามสามารถในการรดีวิซค์ราม  เชือ้ทีค่ดัแยกได้  Alkalibacterium sp. 
A1 และ Pseudomonas sp. G5 มคีุณสมบตัเิป็น alkaliphilic และทนรอ้น ท างานไดด้ทีี่  pH 10 
และทีอุ่ณหภมูิ 50 องศาเซลเซยีส  ไดเ้ชือ้จลุนิทรยีท์ีม่คีวามสามารถในการลดสทีีไ่มล่ะลายน ้า
จากการหมกั ท าใหเ้ป็นเครือ่งมอืทางชวีภาพเพื่อเพิม่ประสทิธภิาพในการยอ้มโดยมคีวามเป็น
มติรกบัสิง่แวดลอ้ม  

Yumoto et al. (2004) ไดเ้ตรยีม สยีอ้มผา้ครามโดยน าใบครามญีปุ่น่ (Polygonum 
tincorumu Lour.) มาผึง่ใหแ้หง้ในทีร่ม่ แลว้จงึพรมน ้าใหเ้ปียกเพื่อใหเ้หมาะกบัการออกซเิดชัน่
ของแบคทเีรยีทีต่อ้งการออกซเิจนในการเจรญิ (aerobic microbial oxidation) เพื่อช่วยในการ
ผลติสอีนิดโิก จากนัน้จงึหมกัต่อไปในสภาวะทีเ่ป็นด่างสงูมาก pH สงูกว่า 10 ในสภาพเช่นน้ี สี
อนิดโิกจะถูกเปลีย่นเป็น Leucoindigo ซึง่ใชย้อ้มผา้ได ้พบแบคทเีรยีสปีชีส่ใ์หมท่ีม่ชีื่อ  
Alkalibacterium psychrotolerans sp. Nov. มคีุณสมบตัเิป็นแกรมบวก รปูรา่งเป็นแท่ง อยูไ่ดท้ัง้
ทีม่อีอกซเิจนและไมม่อีอกซเิจน เจรญิไดใ้น NaCl 0-17 pH 9-12 ไมเ่จรญิที ่pH 7-8 สามารถรดีิ
วซส์อีนิดโิกใหเ้ป็นลโิคอนิดโิก 
 
2.4 ภมิูปัญญาท้องถ่ินในการเตรียมสีย้อมคราม 
 การยอ้มสคีรามเป็นภมูปิญัญาทอ้งถิน่ของชาวตะวนัออกเฉียงเหนือทีไ่ดส้บืทอดกนัมา
เป็นระยะเวลานาน โดยมวีธิกีา รเตรยีมสคีราม (สอีนิดโิก ) จากตน้คราม (Indigrera tinctoria 
Linn) โดยการตดัตน้ครามอายรุะหว่าง 3-4 เดอืน ซึง่ภมูปิญัญาทีไ่ดส้ ัง่สมมาใหต้ดัตน้ครามใน
เวลาตอนเชา้จะใหส้คีรามทีด่ ีโดยยงัคงใหใ้บตดิอยูบ่นกา้นและไมท่ าใหใ้บครามฉีกขาด แลว้
น ามามว้นใส่ลงในภาชนะบรรจนุ ้าสะอ าด ใชว้ตัถุหนกัๆ กดใหต้น้ครามแช่ในน ้าเป็นเวลา 1 วนั 
จากนัน้จงึกลบัใหต้น้ครามทีอ่ยูด่า้นบนลงไปอยูด่า้นล่าง แลว้หมกัต่ออกี 1 วนั จากนัน้น าตน้
ครามออกจากภาชนะโดยใชม้อืบบีใบครามใหส้ะเดด็น ้า แลว้เตมิปนูขาวประมาณ 10-20 กรมั 
ต่อน ้าแช่ใบคราม 1 ลติร จากนัน้คนใหป้นูขาวกระจายในน ้าแช่ใบคราม หากยงัไมม่ฟีองสนี ้าเงนิ
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เกดิขึน้ กใ็หท้ยอยเตมิปนูขาวลงไปอกีเรือ่ยๆ พรอ้มทัง้มกีารกวนแรงๆ จนมฟีองสนี ้าเงนิเกดิขึน้ 
เมือ่ฟองอากาศยบุตวัลง ใหท้ิง้ไว ้ 1 คนื เพื่อใหส้่วนทีเ่ป็นสคีรามหรอืสอีนิดโิกต้กตะกอนคราม
ออกมา ผสมกบัน ้าด่างทีไ่ดจ้ากการ เผ่าเหงา้กลว้ยและกา้นมะพรา้วแหง้ โดยผสมในสดัส่วน
ตะกอนคราม 1 กโิลกรมั ต่อน ้าด่าง 3 ลติร หมกัไวป้ระมาณ 20 วนั บางแห่งมกีารเตมิ
มะขามเปียก มะเฟือง น ้าซาวขา้ว หรอืน ้าตาลลงไปในน ้าหมกั มกีารเตมิอากาศใหน้ ้าหมกัหรอื
เรยีกกว่าโจกคราม โดยการใชข้นัตกัน ้าหมกั ยกขึน้มาให้ สงู แลว้จงึเทลงในถงัหมกั ท าหลายๆ 
ครัง้และท าทุกวนัเมือ่สนี ้าหมกัเป็นสเีหลอืงอมเขยีว มฟีองอากาศทีผ่วิน ้าหมกัเป็นสนี ้าเงนิ แสดง
ว่าพรอ้มทีจ่ะน าไปยอ้มผา้ได ้(อนุรตัน์ สายทอง, 2544) 

ภมูปิญัญาทีส่บืทอดบอกกล่าวกนัมาใหม้ว้นทัง้ตน้และใบแช่ลงไปในน ้าโดยไมเ่ดด็ใบ
ครามใหห้ลุดออกจากกิง่นัน้ ต่อมามรีายงานว่าการท าใหใ้บครามฉีกขาดดว้ยการเดด็ออกจากกิง่
จะท าใหเ้อนไซม ์β-glucosidase ยอ่ยสลาย indican หรอื indoxyl-β D-glucoside เป็นสอีนิดโิก ้
และยอ่ยกลโูคสทีอ่ยูใ่นใบคราม ซึง่มผีลท าใหไ้มส่ามารถสกดัสอีนิดโิกอ้อกมาโดยใชน้ ้าเปล่าได ้
(Stoker et al., 1998) แต่จากการรายงานของ  Chanayath et al. (2002) ไดผ้ลติสคีรามจากตน้
คราม (Indigrera  tinctoria Linn) และจากตน้ฮ่อม (Baphicacanthus cusia Brem) พบว่าการตดั
ตน้ครามเป็นชิน้เลก็ๆ ก่อนน าไปแช่น ้าเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท าใหไ้ดส้อีนิดโิกใ้นปรมิาณมาก ลด
กลิน่เหมน็ทีเ่กดิจากการหมกัและงา่ยต่อการก าจดัหลงัจากการหมกั สารหลกัทีพ่บในตะกอน
คราม ไดแ้ก่ สอีนิดโิกและสารสแีดงชื่อ indurubin ซึง่ทัง้ 2 สารละลายไดใ้นโคโรฟอรม์ มเีพยีง
เฉพาะ indurubin เท่านัน้ทีล่ะลายไดใ้นเมทธานอล 
 
2.5 จลิุนทรียท่ี์เก่ียวข้องกบัการเตรียมสีครามเพ่ือการย้อม 

จลุนิทรยีม์บีทบาทในการผลติสอีนิดโิก leuco indigo Padden et al. (1999) ไดแ้ยก
เชือ้จลุนิทรยีจ์ากถงัหมกัผลติ leuco indigo จากใบโหวด (Isatis tinctoria) โดยน าใบโหวดทีบ่่ม
ไว ้2 สปัดาหห์นกั 100 กรมั มาแช่ในน ้าประปาปรมิาตร 500 มลิลลิติร ทีป่รบั pH ใหม้คี่า 
9.00.4 และมอุีณหภมู ิ50C โดยหมกัไวเ้ป็นเวลา 8 วนั แบคทเีรยีทีแ่ยกไดเ้ป็นสปีซีส่ใ์หมช่ื่อ 
Clostridium isatidis sp. Nov. มคีุณสมบตัเิป็นแกรมบวก เจรญิไดด้ทีีอุ่ณหภมู ิ 50C ที ่pH 
7.20.2 ต่อมาไดม้กีารศกึษากลไกของการรดีวิสอีนิดโิกใหเ้ป็น leuco indigo พบว่าเชือ้สามารถ
ยอ่ยสลายเมด็สอีนิดโิกใ้หม้ขีนาดเลก็ลงและท าใหค้่า Redox potential มคี่าต ่าลงถงึ 660 mv 
(Nichoison and Johnm, 2005) ส่วนในประเทศญีปุ่น่มกีารเตรยีมสยีอ้มผา้คราม โดยน าใบ
ครามญีปุ่น่ (Poltgonum tinctorumu Lour) มาผึง่ใหแ้หง้ในทีร่ม่ แลว้จงึพรมน ้า ใหเ้ปียกเพื่อให้
เหมาะส าหรบักจิกรรมออ๊กซเิดชัน่ของแบคทเีรยีทีต่อ้งการอ๊อกซเิจนในการเจรญิ (aerobic 
microbial oxidation) เพื่อช่วยในการผลติสอีนิดโิก จากนัน้จงึหมกัต่อไปในสภาวะทีเ่ป็นด่างสงู
มาก pH สงูกว่า 10 ซึง่ในสภาพเช่นน้ี สอีนิดโิกจะถูกเปลีย่นเป็น leuco indigo ซึง่ใชย้อ้มผา้ได ้
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มกีารแยกเชือ้จากหมอ้ครามทีเ่กาะฮอกไกโด ประเทศญีปุ่น่ พบแบคทเีรยีสปีชีส่ใ์หมท่ีม่ชีื่อ 
Alkaivacterium psychrotokerans sp. Nov. มคีุณสมบตัเิป็นแกรมบวก รปูรา่งเป็นแท่ง 
facultative anaerobe เจรญิไดใ้น NaCl 0-17 % pH 9-12 ไมเ่จรญิที ่pH 7-8 สามารถรดีวิสี
อนิดโิกใหเ้ป็น leuco indigo (Yummoto et al., 2004) ต่อมาไดม้กีารแยกเชือ้แบคทเีรยีสปีชีส่์
ใหมท่ีร่ดี ิว้สอีนิดโิก ้มชีื่อ Alkaivacterium iburiense มคีุณสมบตัเิป็นแกรมบวก รปูรา่งเป็นแท่ง 
Facultative anaerobe ความเขม้ขน้ของ NaCl ทีเ่หมาะสมในกา รเจรญิอยูใ่นช่วง 3-13 % 
อุณหภมูทิีเ่หมาะสมในการเจรญิอยูใ่นช่วง 30-37 C 

2.5.1 จลิุนทรียท่ี์เก่ียวข้องกบัการผลิตสีอินดิโก้จาก indole 
ในปี ค.ศ. 1928 พบว่า Pseudimonad indoloxidaes ซึง่เป็นจลุนิทรยีใ์นดนิ สามารถ

สรา้งสาร indigotin หรอื สอีนิดโิกจ้ากสาร indole พบว่าเอนไซมข์องจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้งในการ
สรา้งสอีนิดโิก ไดแ้ก่  trypfophanase และ naphthalene dioxygenase (NDO) ซึง่พบใน
แบคทเีรยีทีย่อ่ยสารอะโรเมทกิไฮโดตคารบ์อน (aromatic  hydrocarbon- degrading  bacteria) 
แต่สอีนิดโิกทีผ่ลติไดม้จี านวนน้อย เนื่องจาก Han et al. (2008) ไดใ้ชเ้ทคนินทางพนัธุวศิวกรรม
ในการปรบัปรงุพนัธุแ์บคทเีรยีทีผ่ลติ indigo จากกลโูคสซึง่ทนต่อ indole และสรา้ง tryptophan 
ในระดบัทีม่ากเกนิความตอ้งการของจลุนิทรยีเ์อง (overproduction) 
 

 
 

ภาพท่ี 2.3 วถิกีารเปลีย่น tryptophan ไปเป็นสอีนิดโิก 
ทีม่า: Han et al. (2008) 
 

จากการคน้พบว่ายนี flavin-containing monooxygenase (FMO) เป็นส่วนทีค่วบคุม
การผลติอนิดโิก โดย  tryptophan เปลีย่นไปเป็นอนิโดล (Indole) โดยเอนไซมท์รปิโตเฟนเนส  
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(tryptophanase) ภายในเซลล ์ E. coli และถูกเปลีย่นต่อไปเป็น 2-hydroxyindole, 3-
hydroxyindole และ isatin โดยยนี FMO หลงัจากนัน้จะเปลีย่นเป็น indigo และอนิดริบูนิ  
(indirubin) ในสภาวะทีม่อีอกซเิจน (ภาพที ่3) จงึไดม้กีารศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของการผลติ
คราม (bio-indigo) โดย E.coli ทีม่ชีิน้ยนี FMO พบว่า E.coli ทีม่ชีิน้ยนี FMO จากเชือ้ 
Methylophaga aminisulfidivorans MPT ทีแ่ยกไดจ้ากทะเล สามารถผลติอนิดโิกได ้ 662 
มลิลกิรมัต่อลติรในอาหาร tryptophan หลงัจากเลีย้งไป 24 ชัว่โมง และสภาวะทีเ่หมาะสมต่อ
การผลติอนิดโิก คอื tryptophan 2.4 กรมัต่อลติร yeast extract 4.5 กรมัต่อลติร และ  โซเดยีม
คลอไรด ์ (sodium chloride) 11.4 กรมัต่อลติร  ทีอุ่ณหภมู ิ 30 องศาเซลเซยีส และ pH 7.0 
สามารถผลติอนิดโิกได ้ 920 มลิลกิรมัต่อลติร แต่อยา่งไรกต็ามสอีนิดโิกทีผ่ลติไดม้จี านวนน้อย
เนื่องจาก Han et al. (2008) ไดใ้ชเ้ทคนินทางพนัธุวศิวกรรมในการปรบัปรงุพนัธุแ์บคทเีรยีที่
ผลติอนิดโิกจากกลโูคสซึง่ทนต่ออนิโดล และสรา้ง tryptophan ในระดบัทีม่ากเกนิความตอ้งการ
ของจลุนิทรยีเ์อง 
 
2.7 งานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 

Chanayath et al. (2002) พบว่าสภาวะทีเ่หมาะสมในการสกดัอนิดโิกจากใบครามและ
ใบฮ่อม คอื การตดัวตัถุดบิทีส่ดเป็นชิน้เลก็ๆ แลว้ใส่ถุงผา้หมกัดว้ยน ้าในถงัที่ มฝีาปิดมดิชดิ เป็น
ระยะเวลา 1 วนั ไดต้ะกอนสปีระมาณ 0.005 มลิลกิรมั ต่อน ้าหนกัใบสด 1 กรมั สารทีส่กดัได้
จากใบครามและใบฮ่อม เป็นสารกลุ่มฮลัคาลอยด ์ทีม่อีงคป์ระกอบหลกัเป็นสารสนี ้าเงนิและแดง 
สนี ้าเงนิ คอื อนิดโิก และสแีดง คอื อนิดริบูนิ ซึง่มปีรมิาณเป็น 6.8 เท่า ของอนิดโิก และมคีวาม
คงทนในบรรยากาศมากกว่า การแยกสนี ้าเงนิและสแีดงในการแปรรปู พบว่าสารสแีดงสามารถ
ละลายไดด้ใีนเมทานอล สารสนี ้าเงนิละลายไดด้ใีนคลอโรฟอรม์ เมือ่ใชเ้มทานอลสกดัสแีดงจาก
ผงสแีหง้ครัง้ที่1 จะมสีนี ้าเงนิปนออกมากบัสแีดงเพยีงเลก็น้อย จากนัน้น าสารละล ายน้ีไประเหย
แหง้แลว้สกดัเมทานอลอกีครัง้พบว่าสนี ้าเงนิปนออกมาน้อยลง เมือ่เทยีบกบัสารสกดัดว้ยเมทา
นอลครัง้แรก วธิสีกดันี้มแีนวโน้มทีจ่ะน าไปประยกุตใ์นอุตสาหกรรมแปรรปูสารสนี ้าเงนิ และสาร
สแีดงเป็นสยีอ้มส าเรจ็รปู 

Nicholson et al. (2005) ไดต้รวจสอบ แบคทเีรยีทีม่คีว ามสามารถในการลดคราม
ส าหรบัการพฒันาและเป็นทางเลอืกทีย่ ัง่ยนืเป็นวธิกีารทางเคมเีพื่อใชเ้ป็นสยีอ้มผา้ยนีส ์พบว่า  
Clostridium isatidis มคีวามสามารถในการรดีวิคราม แต่ Clostridium aurantibutyricum, 
Clostridium celatum และ Clostridium papyrosolvens จะไมเ่กีย่วขอ้งกนั โดยสกดัสารจากราก
ตน้แมดเดอรท์ีอุ่ดมไปดว้ย anthraquinone-rich จะมสีารละลาย  anthraquin one-2,6-disulfonic acid และ
กรดฮวิมสั โดยจะกระตุน้ใหเ้ชือ้ Clostridium isatidis เกดิการลดคราม โดยจะสรา้งค่า redox 
potentials -476 ถงึ -602 มลิลโิวลต ์
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งามนิจ นนทโส (2551) ไดศ้กึษาจลุนิทรยีโ์ดยใชอ้าหารเลีย้งเชือ้ในหมอ้หมกัคราม  กลุ่ม
mesophilic aerobic mesophilic anaerobic bacteria Alkaliphilic aerobic bacteria และ β-
glucosidase producing bacteria ในหมอ้หมกัคราม (หมอ้นิล) พบจ านวนประชากรเท่ากบั 
1.2x 105, 8.5x104, 0.8x 104, 5.5x 104   และ 1.65x 104 MPN/ml ตามล าดบั ทีเ่วลา 48 ชัว่โมง 
และไดแ้ยกเชือ้ ทีม่คีวามสามารถในการรดีวิซส์อีนิดโิกไดจ้ านวน 15 สายพนัธุ ์แต่ไมป่ระสบ
ความส าเรจ็ในการพฒันาเป็นกลา้เชือ้ เนื่องจากแยกไดเ้ชือ้จลุนิทรยีป์รบัตวัใหเ้จรญิบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ไดด้แีต่ไมไ่ดท้ างานไดจ้รงิๆในหมอ้หมกัคราม 

Aino et al. (2010) ได้หมกัครามแบบดัง้เดมิส าหรบัสิง่ทอในประเทศญีปุ่น่มจีลุนิทรยีท์ี่
เกีย่วขอ้งในกระบวนการลดสคีรามโดยการวเิคราะหโ์ครงสรา้งของจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้งใน
กระบวนการลดสคีรามโดยวธิ ี 16S rRNA โดยให้ Halomonas spp. เป็นเครือ่งหมาย พบว่า 
Amphibacillus spp. จะมคีวามสอดคลอ้งกบัการลดคราม แมว้่าในรายงานระยะแรก 
Alkalibacterium spp. จะไมเ่ด่นในการหมกัแต่จะเด่นในช่วง 10 เดอืน เมือ่พจิารณาโดยการ
วเิคราะหเ์กีย่วกบัการลดครามโดยได้  Amphibacillus spp. C40 และ Oceanobacillus spp. A21 
แยกไดจ้าก การหมกั  10 เดอืนและจากการหมกั  4 วนัตามล าดบั ซึง่นอกเหนือไปจาก  
Alkalibacterium spp. ยงัม ี Amphibacillus spp. และ Oceanobacillus spp. ทีม่บีทบาทส าคญั
ในการลดครามในกระบวนการหมกั 
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บทท่ี 3 
วิธีด าเนินการวิจยั 

 
3.1 ศึกษากระบวนการ ย้อมสีครามของกลุ่มทอ ผา้แพรกหา อ าเภอควนขนุน จงัหวดั

พทัลงุ 
 ศกึษาวจิยัโดยออกแบบการวจิยัใหเ้ป็นลกัษณะงานวจิยัเชงิส ารวจแบบมสี่วนรว่ม จาก
ชุมชนเพื่อส่งเสรมิใหช้าวบา้นเรยีนรูก้ระบวนการในการท าวจิยั  และสามารถยกระดบัภมูปิญัญา
ของตนเองทีม่อียูใ่นทอ้งถิน่ เพื่อใหค้นในชุมชนไดเ้หน็คุณค่าของทรพัยากรในพืน้ที่  โดยขอ้มลูที่
ใชป้ระกอบดว้ยขอ้มลูทุตยิภมูทิีไ่ดจ้ากการรวบรวมเอกสารทางวชิาการ ต าราเรยีน บทความ
ต่างๆ วารสาร เอกสารการประชุม สมัมนาและรายงานการวจิยัทีเ่กีย่วขอ้งทีไ่ดจ้ดัท าไวแ้ลว้ และ
ขอ้มลูปฐมภมูทิีไ่ดจ้ากการสมัภาษณ์แบบเป็นทางการและไมเ่ป็นทางก าร การจดักลุ่มสนทนา  
การสงัเกตจากกลุ่มท าครามพืน้บา้น  ครภูมูปิญัญา ปราชญช์าวบา้น และกลุ่มชาวบา้นในพืน้ที่
ซึง่ขอ้มลูทีไ่ดจ้ะประกอบดว้ยขอ้มลูเชงิคุณภาพรว่มกบัขอ้มลูเชงิปรมิาณ ของการปลกู การท า
เนื้อคราม การเลีย้งหมอ้คราม การยอ้มส ี
 
3.2 ศึกษาจลิุนทรียที์เก่ียวข้องกบักระบวนการรีดิวซสี์อินดิโก  (น ้าเงิน) ให้เป็นลิวโคอินดิ

โก (เหลือง) ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกลุ 
 เกบ็ตวัอยา่งจลุนิทรยีจ์ากหมอ้หมกัครามทีด่ี  และส่วนผสมต่างๆของการหมกั มา
วเิคราะห์ องคป์ระกอบทางดา้นเคม ีและจลุชวีะ โดยองคป์ระกอบทางเคมวีเิคราะห ์ปรมิาณ 
Indigo blue (การรดีวิซส์คีราม ) ตามวธิกีารของ Aino et al. (2010) pH โดย พเีอชมเิตอร ์ค่า
ความเป็นด่างทัง้หมด Total alkalinity ตามวธิมีาตรฐาน (APHA, 1998) องคป์ระกอบทาง  
จลุชวีะวเิคราะหป์รมิาณและชนิดของจลุนิทรยีด์ว้ยเทคนิค DGGE 
 เทคนิค PCR-DGGE น าตวัอยา่งน ้าหมกั จากหมอ้ครามของผูป้ระกอบการมาป ัน่เหวีย่ง
ทีค่วามเรว็ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ีเทส่วนใสทิง้เกบ็ตะกอนเซลลไ์ว ้(cell pellet) ส าหรบั
สกดัดเีอน็เอ เมือ่ไดด้เีอน็ใหเ้กบ็ไวท้ี ่ -20 องศาเซลเซยีส ส าหรบัใชเ้ป็น PCR Template 
(Ausubel et al., 1995) ท าการเพิม่จ านวนชิน้ DNA ทีส่กดัไดโ้ดยใชเ้ทคนิค  PCR (automated 
thermal cycle (Biorad, USA)) ใชชุ้ดไพรเมอร์  forward primer 27F (5-
GTAGAGCTTACACTATATCGC AAACTCCTA-3) และ reverse primer 1492r (5-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3) Arch958r (5-YCCGGCGTTGAMTCCAATT-3) และ 
Arch21f (5-TTCCGGTTGATCCYGCCGGA-3) ตรวจสอบ PCR product ใน 1.5 % 
Agarose gel และน า PCR Product ดงักล่าวไปใชใ้นการท า PCR ครัง้ทีส่องโดยใชไ้พรเมอร์  
K517r (5-ATTACCGCGCTGCTGG-3) และ L340f (5-CCTACGGGAGG CAGCAG -3) 
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(with 40 bp GC clamp at the 5’ end) (แบคทเีรยี ) ไพรเมอร์  PARCH519r (5-
TTACCGCGGCKGCTG -3) และ PARCH340f-GC (5-CCTACGGGGYGCASCAG -3) 
(with 40 bp GC clamp at the 5’ end) (อารเ์คยี) (Muyzer et al., 1993) น า PCR products 
ไปวเิคราะหบ์น 1.5% Agarose gel (Kongjan et al., 2010) ใช้ PCR products ครัง้ทีส่อง 
วเิคราะหบ์น 8% (v/v) Polyacrylamide gels, denaturant gradient ทีร่อ้ยละ  40–70, 
electrophoresis ที ่70 โวลต์ นาน 16 ชัว่โมง ใน 0.5x TAE buffer ที ่60 องศาเซลเซยีส  ยอ้มส ี
DGGE gels ดว้ย SYBR Green นาน 15 นาท ีแลว้น าไปวเิคราะหด์ว้ยเครือ่ง GelDoc รุน่ XR 
1708170 (Bio-Rad Laboratories, UK) ตดัแถบแบนดเีอน็เอเด่นจากเจล DGGE และท าให้
บรสิุทธิด์ว้ย E.Z.N.A Cycle Pure Kit (Omega Bio-tek, USA) น าไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ย
วธิ ีPCR ดงัทีก่ล่าวมาแลว้ขา้งตน้ แลว้ส่งไปวเิคราะหล์ าดบัเบสนิวคลโีอไทด ์ผลทีไ่ดน้ าไป
เปรยีบเทยีบกบัล าดบัเบสของจลุนิท รยีอ์า้งองิ  โดยใชโ้ปรแกรม SeqMatch ในฐานขอ้มลู 
ribosomal database project (http://rdp.cme.msu.edu/) และ  NCBI web interface 
(http://www.ncbi.nlm.nih-.gov) 
 
3.3 แยกเช้ือจลิุนทรียจ์ากหม้อหมกัคราม และ พฒันาการเป็นกล้าเช้ือย้อมสีคราม 
 น าน ้าหมกัจากหมอ้ครามในช่วง เวลาทีก่ารหมกัมปีรมิาณสารอนิดโิกสงู มาแยก
เชือ้จลุนิทรยีโ์ดยใชค้วามรูจ้ากการศกึษาองคป์ระกอบของจลุนิทรยีด์ว้ยเทคนิคทางชวีโมเลกุล 
มาออกแบบสตูรอาหารทีใ่ชใ้นการแยกเชือ้ สภาวะทีเ่หมาะสมในการแยกเชือ้ เกบ็โคโลนีเดีย่วที่
เจรญิบนอาหารไปศกึษาคุณสมบตัทิางสรรีะ รปูรา่ง  และปฏกิริยิาทางชวีเคม ีและ พนัธุกรรม
ของจลุนิทรยีท์ีค่ดัแยกได ้และน าไปทดสอบประสทิธภิาพในการรดีวิซส์อีนิดโิกข้องแต่ละสาย
พนัธุท์ีค่ดัแยกได ้

3.3.1 การคดัแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีเด่นในหม้อคราม 
น าน ้าหมกัหมอ้ครามในช่วงเวลาทีก่ารหมกัมปีรมิาณสาร ลวิโคอนิดโิกสงู มาแยก เชื้อ

แบคทเีรยีดว้ยอาหารแขง็ peptone/yeast extract/alkaline (PYA) ทีม่กีารเตมิเบปโตน 8 กรมั
ต่อลติร สารสกดัจากยสีต ์ 3 กรมัต่อลติร ในบบัเฟอร ์ NaHCO3/Na2CO3 เพื่อปรบั pH ใหไ้ด้
เท่ากบั 10 (Aino et al., 2010) บ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส โดยกลุ่มตอ้งการออกซเิจน
แยกโดยวธิ ีSpread plate บ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส  และกลุ่มไมต่อ้งการออกซเิจน แยก
โดยวธิ ีPour plate บ่มใน Anaerobic jar เป็นเวลา 3-7 วนั เกบ็โคโลนีเดีย่วทีเ่จรญิบนอาหารไป
แยกใหบ้รสิุทธิด์ว้ยอาหารชนิดเดยีวกนั จากนัน้น าโ คโลนีเดีย่วทีไ่ดไ้ปศกึษา รปูรา่ง ส ีคว ามสงู 
ขอบ พืน้ผวิ ของโคโลนีเดีย่วบนอาหารเลีย้งเชือ้ และเซลลแ์บคทเีรยีทีไ่ดจ้ากโคโลนีเดีย่วบน
อาหารเลีย้งเชือ้น าไปตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ เพื่อดรูปูรา่ง ขนาด และลกัษณะการตดิสี
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แกรม (Padden et al., 2000) และน าไปทดสอบประสทิธภิาพในการรดีวิซส์อีนิดโิกของแต่ละ
สายพนัธุท์ีค่ดัแยกได ้

3.3.2 คดัเลือกสายพนัธุท่ี์มีความสามารถ ในการรีดิวซ์ อินดิโกบลู เป็นลิวโค  
อินดิโก 

น าเชือ้กลุ่มตอ้งการออกซเิจนทุกไอโซเลตทีค่ดัแยกไดม้าเลีย้งในหลอดอาหารเหลว 
PYB ปรมิาตร 10 มลิลลิติร บ่มเชือ้ไวเ้ป็นเวลา 7 วนั แลว้น าไปเลีย้งในอาหารเหลว PYB เตมิ
อนิดโิกบลู คกัเลอืกสายพนัธุ์ทีร่ดีวิซส์อีนิดโิกไดด้ทีีไ่ดจ้ากการจดักลุ่มๆ ตามรปูรา่งและการตดิสี
แกรม กลุ่มละ 2 สายพนัธุ์ ไปเลีย้งในอาหารเหลว PYB ในขวดซรีัม่ ปรมิาตร 50 มลิลลิติร ทีม่ ี
เนื้อครามเป็นส่วนประกอบ บ่มเป็นเวลา 7 วนั แลว้ตรวจสอบความสามารถของแต่ละไอโซเลตที่
คดัแยกได ้ในการเปลีย่นสจีากอนิดโิกบลเูป็นลวิโคอนิดโิก เมือ่เปรยีบเทยีบกบัหลอดทีไ่มไ่ดเ้ตมิ
เชือ้ ส่วนเชือ้กลุ่มไมต่อ้งการออกซเิจนน ามาเลีย้งในอาหารเหลว PYB (ทีผ่่านการไล่อากาศดว้ย
ก๊าซไนโตรเจน) บ่มไวเ้ป็นเวลา 7 วนั แลว้ตรวจสอบความสามารถของแต่ละไอโซเลต ทีค่ดัแยก
ได ้ในการเปลีย่นสจีากอนิดโิกบลเูป็น ลวิโคอนิดโิก ดดูสารละลาย ลวิโคอนิดโิก ปรมิาตร 1 
มลิลลิติรใส่ลงในแอนแอโรบคิคเิวตทีพ่่นดว้ยก๊าซไนโตรเจนแลว้และ น าไปวดัค่าการดดูกลนืแสง
มาตรฐานสเีหลอืงที ่485 นาโนเมตร (จริะศกัดิ ์เกษรส์ุวรรณ, 2552) 

3.3.3 ทดสอบประสิทธิภาพการรีดิวซ์ อินดิโกบลูเป็นลิวโคอินดิโกของสายพนัธุท่ี์
คดัเลือกได้ 
 ท าการ เลีย้งเชือ้ จลุนิทรยีท์ีค่ดัเลอืกได้ กลุ่มตอ้งการออกซเิจนและกลุ่มไมต่อ้งการ
ออกซเิจนในอาหารเหลว PYB ทีไ่มใ่ส่เนื้อคราม เลีย้งจนอาหารขุน่  (DO600=1.0) ดดูจลุนิทรยี์
ในอาหารเหลวมา 2 มลิลลิติรใส่ในอาหาร PYB ทีผ่สมดว้ยครามบดละเอยีด 5 กรมัต่อลติร ใน
ขวดซรีัม่ (เนื้อครามทีน่ าไปอบทีอุ่ณหภมู ิ 90 องศาเซลเซยีส  จนแหง้ แลว้น ามาบดจนละเอยีด ) 
บ่มไว ้7 วนั จากนัน้น ามากรองดว้ยเครือ่งกรองลดความดนั แลว้น าส่วนทีเ่ป็นของแขง็ทีก่รองได้
นัน้ไปอบทีอุ่ณหภมู ิ 90 องศาเซ ลเซยีส  จนแหง้แลว้น ามาชัง่น ้าหนกั และน าเสน้ดา้ย ดบิมา
ทดสอบการยอ้มสโีดยการจุม่ลงไปในขวดอาหารเลีย้งเชือ้แลว้ใหเ้สน้ดา้ย ดบิสมัผสักบัอากาศ 
สงัเกตสทีีเ่กดิขึน้กบัเสน้ดา้ยดบิ 
3.4 การผลิตกล้าเช้ือจลิุนทรีย ์และการผลิตกล้าเช้ือจลิุนทรียผ์งแห้ง 

น าจลุนิทรยีท์ีค่ดัแยกไ ด้จ านวน 5 สายพนัธุ์ มาพฒันาเป็นกลา้เชือ้ผสมโดย น าเชือ้
บรสิุทธิแ์ต่ละตวัมาใชใ้นรปูแบบเชือ้จลุนิทรยีเ์ดีย่วและเชือ้จลุนิทรยีผ์สม  (ตารางที ่ 3.1) การใช้
เชือ้จลุนิทรยีผ์สมน าเชือ้จลุนิทรยีม์าผสมกนัโดยใชโ้ปรแกรม Response surface methodology 
ในการออกแบบการใชเ้ชือ้ผสมทีเ่หมาะสมและสามารถใชเ้ป็นกลา้เชือ้ในการเกดิสคีรามได้  ผสม
เชือ้จลุนิทรยีท์ัง้ 5 สายพนัธุต์ามตารางที ่3.1 เลีย้งในอาหารเหลว PYB ในขวดซรีัม่ ปรมิาตร 50 
มลิลลิติร ทีม่เีนื้อครามเป็นส่วนประกอบ บ่มเป็นเวลา 7 วนั แลว้ตรวจสอบความสามารถของแต่
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ละไอโซเลตทีค่ดัแยกได ้ ในการเปลีย่นสจีากอนิดโิกบลเูป็นลวิโคอนิดโิ กโดยดดูสารละลายลวิโค
อนิดโิกปรมิาตร 1 มลิลลิติรใส่ลงในแอนแอโรบคิคเิวตทีพ่่นดว้ยก๊าซไนโตรเจนแลว้และน า ไปวดั
ค่าการดดูกลนืแสงมาตรฐานสเีหลอืงที ่485 นาโนเมตร (จริะศกัดิ ์เกษรส์ุวรรณ, 2552) 
 
ตารางท่ี 3.1 การทดลองใชจ้ลุนิทรยีผ์สมเป็นกลา้เชือ้เริม่ตน้ในการยอ้มสคีราม 
 

 Run TSUI4 TSUI36 TSUI58 TSUII5 TSUII16 
1 0 1 1 1 1 
2 1 0 1 1 1 
3 1 1 0 1 1 
4 1 1 1 0 1 
5 1 1 1 1 0 
6 1 0 0 0 0 
7 0 1 0 0 0 
8 0 0 1 0 0 
9 0 0 0 1 0 
10 0 0 0 0 1 
11 1 1 0 0 0 
12 1 1 1 0 0 
13 1 0 1 0 0 
14 1 0 0 1 0 
15 1 0 0 0 1 
16 0 1 1 0 0 
17 0 1 0 1 0 
18 0 1 0 0 1 
19 0 0 1 1 0 
20 0 0 1 0 1 
21 1 0 1 0 1 
22 1 1 1 0 0 
23 1 0 1 1 0 
24 1 0 0 1 1 
25 0 1 1 1 0 
26 0 1 0 1 1 
27 0 0 1 1 1 
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3.5 สร้างบทเรียนวิทยาศาสตรจ์ากภมิูปัญญาการย้อมสีคราม 
 สรา้งบทเรยีนวทิยาศาสตรจ์ากภมูปิญัญาทอ้งถิน่โดยใชเ้ทคนิคการวจิยัแบบมสี่วนรว่มที่
เกีย่วขอ้งกบักระบวนการท าสคีรามและจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้ง  โดยการท าแผ่นพบั  ภมูปิญัญาการ
ยอ้มสคีราม วธิกีารท า และจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้ง  
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บทท่ี 4  
ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 
4.1 กระบวนการย้อมสีครามของกลุ่มทอผา้แพรกหา อ าเภอควนขนุน จงัหวดัพทัลงุ  

ผลการศกึษาโดยลงไปส ารวจในพืน้ที ่พบว่ากลุ่มทอผา้ต าบลแพรกหา อ าเภอควนขนุน 
จงัหวดัพทัลุง เป็นกลุ่มทีย่งัคงมกีารส่งเสรมิและอนุรกัษ์กระบวนการท าสคีราม ยอ้มสคีราม และ
การสอบถามผู้ ทีป่ลกูครามในทอ้งถิน่ พบว่าครามทีม่กีารปลกูเพื่อท าสคีรามในพืน้ทีม่ ี 1 สาย
พนัธุ ์คอืครามฝกัถัว่ ดงัแสดงในภาพที ่ 4.1 ซึง่เป็นพนัธุท์ีป่ลกูงา่ย โตไว ไมต่อ้งการน ้ามาก 
สามารถขยายพนัธุด์ว้ยเมลด็ มรีะยะเวลาในการเกบ็เกีย่ว 3-4 เดอืน โดยการตดักิง่พรอ้มใบ 
น าไปแช่น ้าเป็นระยะเวลา 1 คนื และตกตะกอนดว้ยปนูขาว  โดยใช้ใบรวมกบักา้นใบปรมิาณ  10 
กโิลกรมั สามารถหมกัใหเ้นื้อคราม 1 กโิลกรมั โดยเนื้อครามทีผ่ลติไดส้ามารถจ าหน่ายไดใ้น
กโิลกรมัละ 200 บาท ซึง่ถอืว่าราคาด ีและยงัเป็นทีต่อ้งการของตลาด ทัง้ในกลุ่มทีต่อ้งการน าไป
ยอ้มสเีสือ้ผา้ และกลุ่มทีต่อ้งน าสไีปใชใ้นการวาดรปูหรอืในงานศลิปะ  
 

  
 
ภาพท่ี 4.1 ลกัษณะชนิดของตน้คราม ฝกัถัว่ทีป่ลกูเพื่อท าสคีรามของกลุ่มทอผา้ต าบลแพรกหา 

อ าเภอควนขนุน จงัหวดัพทัลุง (ก) ลกัษณะใบ (ข) ลกัษณะฝกั 
 

(ข) (ก) 
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แต่อยา่งไรกต็ามกลุ่มประชาชนทีม่บีรบิทหรอืแนวคดิในการปลกูครา มเพื่อเป็นรายได้
เสรมิยงัมไีมม่ากนกั จากการสงัเกตหลกัฐานทางภมูปิญัญาตลอดจนการจดัการความรูเ้กีย่วกบั
กระบวนการท าสคีรามของกลุ่มพบว่า การท าเนื้อสคีรามสามารถท าไดง้า่ย แต่มน้ีอยคนที่
สามารถเลีย้งหมอ้ครามเพื่อใหย้อ้มแลว้ตดิสคีรามทีส่วยงาม เนื่องจากตอ้งอาศยัความเอาใ จใส่
สม ่าเสมอ การสงัเกต และมปีระสบการณ์ลองผดิลองถูกมาแลว้เป็นเวลาหลายปี กระบวนการ
ยอ้มสคีรามทีไ่ดศ้กึษาจากกลุ่มทอผา้ต าบล แพรกหา อ าเภอควนขนุน จงัหวดัพทัลุง พบว่า
กระบวนการยอ้มสคีรามประกอบดว้ย 3 ขัน้ตอนหลกัๆ และมสี่วนผสม 5 ส่วน คอื เนื้อคราม น ้า
ด่าง น ้าสนิม มะขามเปียก และน ้าซาวขา้ว (ภาพที ่4.2) 
 

      
 

      
 
ภาพท่ี 4.2 ส่วนผสมของการหมกัหมอ้ครามพรอ้มยอ้มของกลุ่มทอผา้ต าบลแพรกหา อ าเภอ

ควนขนุน จงัหวดัพทัลุง (ก) เนื้อคราม (ข) น ้าขีเ้ถา้ (ค) น ้ามะขามเปียก (ง) น ้าสนิม 
 
ขัน้ตอนการยอ้มสคีราม (ภาพที ่4.3) 

1) ขัน้ตอนการเตรยีมเนื้อคราม แช่ตน้ครามสดในน ้าใหไ้ดน้ ้าคราม  1 คนื โดยตดัตน้
ครามสดมามดัเป็นฟ่อนพอดกีบัก ามอืแลว้ จากนัน้เรยีงมดัครามใหเ้ป็นระเบยีบลงในโอ่งโดยไม่
ตอ้งกดใหแ้น่น บรรจจุนครามเตม็โอ่ง เตมิน ้าจนท่วม  ใชม้อืกดลงประมาณ ¾ ของโอ่งแช่ไว ้ 1
คนื น าส่วนกากครามทิง้  ไดน้ ้าครามสเีขยีวปนเหลอืงใหเ้ตมิปนูขาวผสมลงไป จนกระทัง่น ้า
ครามเป็นสนี ้าเงนิและมฟีองใหห้ยดุเตมิขาวและท าการตคีราม ใชเ้วลาประมาณ 10-15 นาท ี
จากนัน้พกัน ้าครามทีม่ฟีองแลว้นี้ไว ้ 1-3 คนื โดยเนื้อครามจะแยกจมอยูช่ ัน้ล่าง ส่วนฟองทีแ่ตก

(ก)                (ข) 

(ค)                (ง) 
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ไมห่มดเกาะกนัอยูท่ีผ่วิหน้าของของเหลว รนิของเหลวใสสเีหลอืงทิง้ เกบ็เนื้อครามชัน้ล่าง ซึง่มี
ลกัษณะสนี ้าเงนิเหลวๆเหมอืนโคลนเกบ็ไว ้

2) ขัน้ตอนการเตรยีมหมอ้ครามพรอ้มยอ้ม  ขัน้ตอนน้ีเป็นขัน้ตอนทีส่ าคญัมากต่อการ
ยอ้มเพื่อใหต้ดิสคีรามทีส่วยงามและคงทน เนื่องจากตอ้งอาศยัจลุนิทรยีเ์ปลีย่นแปลงโครงสรา้ง
ทางเคมขีองสคีรามใหม้คีุณสมบตัทิีด่ต่ีอการยอ้ม ส่วนผสมทีส่ าคญัประกอบดว้ย (ภาพที ่ 4.2) 
เนื้อคราม 100 กรมั น ้าด่างปรมิาตร 10 มลิลลิติร น ้าสนิมปรมิาตร 10 มลิลลิติร ปนูกนิหมาก 2
กรมั น ้าด่างหรอืน ้าขีเ้ถา้ 5 มลิลลิติร น ้ามะขามเปียก 5 มลิลลิติร และ น ้าซาวขา้ว 20 มลิลลิติร 
โดยเนื้อครามปรมิาณ 100 กรมั หมกัในหมอ้ครามเป็นเวลา 1 วนั สามารถยอ้มเสน้ใยไดจ้ านวน 
1 จบั โดยผูว้จิยัไดเ้กบ็ตวัอยา่งหมอ้ครามทีพ่รอ้มยอ้มส ีน ้าสนิม และน ้าด่างไปศกึษาโครงสรา้ง
ประชากรจลุนิทรยีใ์นขัน้ตอนต่อไป 

3) ขัน้ตอนการยอ้ม ขัน้ตอนน้ีไมไ่ดม้คีวามยุง่ยากมากนกั โดยผูย้อ้มผา้ตอ้งใชถุ้ งมอืยาง
กนัสยีอ้มตดิมอื น าเสน้ดา้ยจุม่ลงไปใหท้ว้มน ้าในหมอ้ครามเป็นเวลาประมาณ 1 นาท ีจากนัน้
บดิน ้าครามออกไปพอหมาดๆ แลว้ทุบเสน้ดา้ยเขา้ดว้ยกนัดว้ยฝามอื จากเสน้ดา้ยทีม่สีเีหลอืง
อ่อนๆ กจ็ะท าใหเ้กดิเป็นสนี ้าเงนิ ซึง่สามารถท าซ ้าจนให้ สนี ้าเงนิทีเ่ขม้เป็นทีพ่อใจไดต้าม
ตอ้งการ จากนัน้น าเสน้ดา้ยทีย่อ้มแลว้มาพึง่ลมใหแ้หง้เป็นเวลา 1 วนั จากนัน้สามารถน าไปทอ
เป็นผา้ถุง หรอืผา้พนัคอไดต้ามตอ้งการ โดยกลุ่มน้ีน าไปใชใ้นการทอผา้ถุงและผา้พนัคอเป็น
หลกัโดยมนีายทุนน าเสน้ดา้ยมาใหแ้ละรบัซือ้ผลติภณัฑด์งักล่าวไปจ าหน่ายอกีต่อหนึ่ง 
 

 
 
ภาพท่ี 4.3 แสดงขัน้ตอนกระบวนการยอ้มสคีรามทีไ่ดจ้ากการส ารวจทีก่ลุ่มทอผา้ต าบลแพรกหา 

อ าเภอควนขนุน จงัหวดัพทัลุง 
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การยอ้มสคีรามมขีัน้ตอนทีซ่บัซอ้น ตอ้งอาศยักลไกการออกไดซแ์ละรดีวิซ์ ทัง้นี้จากการ
ทีส่คีรามไม่ละลายน ้าท าใหไ้มส่ามารถสมัผสักบัเสน้ใยทีน่ ามายอ้มไดด้ ีก่อนท าการยอ้มจงึตอ้ง
เปลีย่นใหอ้ยูใ่นรปูละลายน ้า (ลวิโค) ใหเ้สน้ใยดดูซบัสไีดเ้ตม็ที ่หลงัจากนัน้จะถูกออกซไิดซก์ลบั
เป็นรปูเดมิ (ไมล่ะลายน ้า ) ในเสน้ใยทีย่อ้มเสรจ็แลว้ ค าว่าลวิโคมาจากภาษากรกีแปลว่าสขีาว 
ซึง่เป็นสใีนถงักรดของการผลติสคีราม (Bozic and Kokol., 2008) เมือ่น าใบครามมาแช่ในน ้า
ประมาณ 2 วนั จะไดส้าร glucoside indicant เมือ่สมัผสักบัอากาศ Indican จะเปลีย่นไปเป็น  
indoxyl และถูกออกซไิดซต่์อไปเป็นอนิดโิก ก่อนจะถูกตกตะกอนดว้ยสารละลายด่างหรอืปนูขาว
ไดเ้ป็นเน้ือคราม และมกีารหมกัดว้ยจลุนิทรยีท์ี่  pH 10.0-11.5 ประมาณ 10 วนั เพื่อให้ไดล้วิโค
อนิดโิกซึง่เป็นรปูทีล่ะลายน ้าจากอนิดโิกทีไ่มล่ะลายน ้าในสภาวะทีม่ดี่าง ผ่านกระบวนการรี
ดกัชัน่โดยแบคทเีรยี (Park et al., 2012) 
 
4.2 ศึกษาจลิุนทรียท่ี์เก่ียวข้องกบัการรีดิวซสี์อิ นดิโก (น ้าเงิน ) ให้เป็น ลิวโคอินดิโก 

(เหลือง) ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกลุ  
ศกึษาองคป์ระกอบทางเคม ี และปรมิาณ Indigo blue ในตวัอยา่งน ้าหมกัจากหมอ้หมกั

เนื้อคราม  จ านวน 3 ตวัอยา่ง  น ้าสนิม และน ้าด่าง อยา่งละ 1 ตวัอยา่ง พบว่าน ้าหมกัในหมอ้
หมกัครามมสีภาพเป็นด่าง ม ี pH เท่า 10.0 มคี่า total alkalinity เท่า 4.5 g CaCO3/L และมี
ปรมิาณลวิโคอนิดโิกทีส่งู (320 มลิลกิรมัต่อลติร ) (ตารางที ่4.1) พบว่าเนื้อครามก่อนการหมกัมี
องศป์ระกอบทางเคมเีป็น Indigo blue ปรมิาณสงู ขณะที ่Leuco Indigo มปีรมิาณเพยีงเลก็น้อย 
ซึง่พบว่าจะแตกต่างจากน ้าหมกัหมอ้ครามทีม่อีงศป์ระกอบ Leuco Indigo มากกว่า Indigo blue 
ส่วนน ้าด่างไมพ่บองศป์ระกอบสดีงักล่าว เมือ่ศกึษาวดัค่าพเีอชและความเป็นด่างพบว่า มพีเีอช
ทีเ่ป็นด่าง และมคีวามเป็นด่างเท่ากบั 10 ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่ามคีวามเป็นบฟัเฟอรส์งู น ้าสนิมมี
สภาพเป็นกรด 
 
ตารางท่ี 4.1 องศป์ระกอบทางเคมขีองตวัอยา่งทีไ่ดจ้ากส่วนผสมของการหมกัครามเพื่อยอ้มส ี
 

Samples Parameters 
Indigo blue 

(mg/L) 
Leuco Indigo  

(mg/L) 
pH Total alkalinity  

(g CaCO3/L) 
เนื้อคราม 2540 3.4 11.5 6.2 
น ้าหมกัหมอ้คราม 50.2 320 10.0 4.5 
น ้าสนิม - - 4.2 0.2 
น ้าด่าง - - 12.2 9.1 
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ผลจากการศกึษาโครงสรา้งจลุนิทรยีพ์บว่า มทีัง้แบคทเีรยีและอาเคยีรท์ีเ่จรญิเตบิโตใน
หมอ้ครามตวัอยา่ง โดยแบคทเีรยีมคีวามหลากหลายของแถบดเีอน็มากกว่า 16 แถบดเีอน็ 
(ภาพที ่ 4.4) ซึง่สอดคลอ้งกบัชนิดของจลุนิทรยี ์ดงัแสดงในตารางที ่ 4.2 แบคทเีรยีทีพ่บส่วน
ใหญ่เป็นกลุ่มทีม่กัพบเจรญิเตบิโตทีส่ภาวะด่างซึง่สอดคลอ้งกบัค่าพเีอชทีพ่บ กลุ่มแบคทเีรยีที่
พบในตวัอยา่งหมอ้ครามมจี านวนความหลากหลาย 8 แถบชนิดดเีอน็เอ ประกอบดว้ย 
Uncultured Bacillus sp., Uncultured Atopostipes sp., unclassified Clostridiales bacterium, 
Sporomusa acidovorans, Uncultured Amphibacillus sp., Alkalibacterium sp. uncultured 
Lactobacillus sp. และ Uncultured Actinomycetales bacterium ซึง่จลุนิทรยีท์ีพ่บในน ้าหมกั
หมอ้ครามพรอ้มทีจ่ะยอ้มสนีี้ สอดคลอ้งกบัจลุนิทรยีท์ีพ่บในน ้าด่าง ซึง่มคีวามหลากหลาย ของ
แถบดเีอน็เอมากทีสุ่ด 13 แถบชนิดดเีอน็เอ และทัง้หมดสอดคลอ้งตรงกบัประชากรจลุนิทรยีท์ัง้ 
8 ชนิด ทีพ่บในตวัอยา่งน ้าหมกัครามในขณะทีป่ระชากรจลุนิทรยีท์ีพ่บในน ้าสนิมมทีัง้หมด 8 
แถบดเีอน็เอ แต่สอดคลอ้งตรงกบัแถบดเีอน็เอในตวัอยา่งหมอ้ครามเพยีง 2 ชนิดเท่านัน้ ผลจาก
การทดลองนี้ท าใหท้ราบว่า จลุนิทรยีท์ีม่บีทบาทส าคญัในกระบวนการยอ้มส ีน่าจะมาจากชนิด
ของน ้าด่าง ซึง่น่าจะเป็นเหตุผลส าคญัที ่ในภมูปิญัญาทีไ่ดส้ ัง่สมกนัมาว่าจะตอ้งเลอืกแหล่งของ
วตัถุดบิชนิดต่างๆ เช่น กาบมะพรา้วเผา เงา้ของกลว้ย เป็นตน้ ถงึจะใหย้อ้มสตีดิดี 

 

 
 
ภาพท่ี 4.4 โครงสรา้งประชากรแบคทเีรยีทีไ่ดจ้ากตวัอยา่ง หมอ้หมกัครามพรอ้มยอ้ม (A1, A2, 

A3) น ้าสนิม (B) และน ้าด่าง (C) 
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ตารางท่ี 4.2 ชนิดของเชือ้แบคทเีรยีทีส่อดคลอ้งกบัแถบดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากภาพที ่4.4 
 

หม้อคราม (A) น า้สนิม (B) น า้ด่าง (C)
1  Alkalibacterium  sp. FJ157164.1 86 - - +
2 Sporomusa aerivorans  AJ506192 89 - + +
3 Uncultured Bacillus  sp. JF522197.1 79 + - +
4 Uncultured Atopostipes  sp. FJ495234.1 99 + - +
5 unclassified_Clostridiales bacterium EF434361.1 87 + - +
6 Atopostipes  sp. GU429146.1 80 - + +
7 Sporomusa acidovorans NR_025415.1 95 + + +
8 Sporomusa sp. Y17760.1 90 - + -
9 unclassified_"Ruminococcaceae EU842952 87 - + -

10 Uncultured Amphibacillus sp. AB533327.1 83 + - +
11 Alkalibacterium  sp. FJ876440.1 81 + - +
12 Uncultured Lactobacillus sp. JF427854.1 78 - + +
13 Clostridium  sp.  GQ906580 93 - + -
14 Clostridium beijerinckii AB678395.1 99 - - +
15 uncultured Lactobacillus  sp. HM218840 80 + + +
16 Uncultured Actinomycetales bacterium GQ351423.1 77 + - +

SamplesBand Affiliation strains Accession No. Identity (%)

 
 

ในการศกึษาโครงสรา้งจลุนิทรยีใ์นกลุ่มอาเคยีร ์พบว่ามคีวามหลาก หลายน้อย ซึง่ชนิด
ของอาเคยีรท์ีพ่บไดแ้ก่ Haloterrigena sp., Uncultured haloarchaeon clone และ 
Haloterrigena turkmenica ซึง่กส็อดคลอ้งกบัค่าพเีอชของตวัอยา่ง โดยเชือ้อาเคยีรท์ีพ่บเป็น
กลุ่มทีช่อบความเคม็ และกลุ่มเชือ้น่าจะมาจากน ้าด่างเพราะไมพ่บว่ามจีลุนิทรยีอ์ าเคยีรเ์ลยใน
ตวัอยา่งน ้าสนิม ดงัแสดงในภาพที ่4.5 และตารางที ่4.3 

 
ตารางท่ี 4.3 ชนิดของเชือ้จลุนิทรยีอ์าเคยีรท์ีส่อดคลอ้งกบัแถบดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากภาพที ่4.5 
 

หม้อคราม (A) น า้สนิม (B) น า้ด่าง (C)
1  Haloterrigena sp. JF449429 94 - - +
2 Haloterrigena  sp. JF449429 97 + - +
3 Haloterrigena  sp. JF449428 95 + - +
4 Haloterrigena  sp. JF449433 96 + - +
5 Uncultured haloarchaeon clone EF690637 96 + - +
6 Haloterrigena turkmenica CP001860 90 + - +
7 Haloterrigena  sp. JF449427 97 - - +
8 Haloterrigena  sp. JF449428 97 - - +

Band Affiliation strains Accession No. Identity (%) Samples
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ภาพท่ี 4.5 โครงสรา้งประชากรจลุนิทรยีอ์าเคยีรท์ีไ่ดจ้ากตวัอยา่ง หมอ้หมกัครามพรอ้มยอ้ม 

(A1, A2, A3) น ้าสนิม (B) และน ้าด่าง (C) 
 

รายงานเกีย่วกบัจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการหมกัครามก่อนหน้า มหีลากหลาย
สายพนัธุ ์ทัง้นี้ขึน้อยูก่บัวสัดุและสภาวะทีใ่ชใ้นการหมกั ส าหรบัจลุนิทรยีท์ีพ่บในหมอ้หมกัคราม
ในการวจิยัน้ี สอดคลอ้งกบัผลของการวเิคราะหโ์ครงสรา้งประชากร แบคทเีรยีและกจิกรรมการ
รดีวิซค์รามในหมอ้หมกัครามญีปุ่น่ พบว่า Alkalibacterium spp. และ Amphibacillus spp. มี
ความส าคญัในการรดีวิซค์ราม สายพนัธุท์ีแ่ยกไดจ้ากการโคลน คอื Alkalibacterium และ 
Amphibacillus เกีย่วขอ้งกบัการยอ่ยสลายร าขา้วสาล ี (เตมิในหมอ้หมกัครามเพื่ อเป็นอาหาร
จลุนิทรยี์ ) เช่น แป้ง ไซแลน และความสามารถในการ ยอ่ยสลายในสภาวะไรอ้ากาศ มี
ความส าคญัส าหรบัการรดีวิซส์คีราม  (Aino et al., 2010) Aino et al. (2010) ยงัพบว่าร าขา้ว
สาลทีีเ่ตมิลงในการหมกัส่งเสรมิการเตบิโตของ Halomonas spp. และ Bacillus เมอืหมกัไปนาน
ใน Halomonas จะถูกแทนทีด่ว้ย  Amphibacillus spp. ซึง่เป็นสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการยอ้มสี
คราม ซึง่แสดงว่า Amphibacillus spp. เป็นแบคทเีรยีหลกัในการรดีวิซ ์(Aino et al., 2010) 
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4.3 การแยกเช้ือจลิุนทรียจ์ากหม้อหมกัครามและเก่ียวข้องกบัการย้อมสีคราม 
 4.3.1 แยกเช้ือกลุ่มต้องการออกซิเจนจากหม้อหมกัครามโดยวิธี Spread plate 
 เชือ้จลุนิทรยี ์ 59 (TSUI1-TSUI59) ไอโซเลต ดงัแสดงในตารางที ่ 4.4 ทีแ่ยกไดจ้ากน ้า
หมกัหมอ้คราม (ตารางที ่4.4) โดยใชอ้าหาร PYA ผสมเนื้อคราม พบว่าเชือ้มสีโีคโลนีทัง้หมด 5 
ส ีคอื โคโลนีสเีหลอืงเขม้  สเีหลอืงทอง สเีหลอืงขุน่  สขีาวเหลอืง และโคโลนีสขีาว (ภาพที ่4.6) 
แบคทเีรยีกลุ่มตอ้งการออกซเิจนทีแ่ยกได ้พบว่าลกัษณะโคโลนีทีม่สีเีหลอืงทอง ตดิสแีกรมลบ 
รปูรา่งกลม ม ี2 ไอโซเลต โคโลนีสเีหลอืงขุน่ ตดิสแีกรมลบ รปูรา่งกลม ม ี 11 ไอโซเลต โคโลนีสี
ขาว ตดิสแีกรมลบ รปูรา่งกลม ม ี5 ไอโซเลต โคโลนีสขีาวเหลอืง ตดิสแีกรมลบ รปูรา่งกลม ม ี 4 
ไอโซเลต โคโลนีสเีหลอืงขุน่ ตดิสแีกรมบวก รปูรา่งท่อนสัน้ ม ี 11 ไอโซเลต โคโลนีสเีหลอืงขุน่ 
ตดิสแีกรมบวก รปูรา่งกลม ม ี10 ไอโซเลต โคโลนีสเีหลอืงเขม้ ตดิสแีกรมบวก รปูรา่งกลม 2 ไอ
โซเลต โคโลนีสเีหลอืงขุน่ ตดิสแีกรมลบ รปูรา่งท่อนสัน้ ม ี10 ไอโซเลต โคโลนีสขีาวเหลอืง ตดิสี
แกรมลบ รปูรา่งท่อนสัน้ ม ี1 ไอโซเลต และโคโลนีสขีาว ตดิสแีกรมบวก รปูรา่งท่อนสัน้ 3 ไอโซ
เลต และการเปลีย่นสขีองอาหารเลีย้งเชือ้ พบว่า แบคทเีรยีปรบัตวัไดด้บีนอาหารเลีย้งเชือ้โดย
อาหารเลีย้งเชือ้เปลีย่นเป็นสเีหลอืง 
 ส าหรบัโคโลนีกลม สขีาว และตดิสแีกรมบวก มรีปูรา่งท่อน และสามารถเจรญิไดบ้น
อาหารทีม่ ีpH สงูๆ (เป็นด่างประมาณ 10) ทีค่ดัแยกไดจ้ากกระบวนการผลติคราม  (Polygonum 
tinctorium Lour.) ในประเทศญีปุ่น่ 2 สายพนัธุ ์คอื 41A และ 41C เมือ่น ามาวเิคราะหล์ า ดบัเบส 
16S rRNA gene พบว่าอยูใ่นจนีสั Alkalibacterium มคีวามใกลช้ดิกบัสายพนัธุ ์
Alkalibacterium olivapovliticus และ Alkalibacterium psychrotolerans ส่วนสายพนัธุ ์ M3T 
เป็นสายพนัธุท์ีป่นเป้ือนในอาหารเลีย้งเชือ้ alkali broth ซึง่เมือ่น ามาหาล าดบัเบส พบว่าเป็น
สายพนัธุใ์หมใ่นจนีสั Alkalibacterium คอื Alkalibacterium iburiense (=JCM 12662T=NCIMB 
14024T) ซึง่สามารถรดีวิสค์รามได ้(Nakajima et al., 2005) เช่นเดยีวกบัการศกึษาการคดัแยก
เชือ้จลุนิทรยีจ์ากหมั กหมกัครามพืน้บา้นเกาหล ีพบลกัษณะโคโลนีจลุนิทรยีม์ลีกัษณะเดยีวกนั
กบัหมกัหมกัครามในญีปุ่น่ (Park et al., 2012) จงึเป็นไปไดว้่าโคโลนีสขีาว ตดิสแีกรมบวก 
รปูรา่งท่อนสัน้ 3 ไอโซเลต (ภาพที ่4.6จ) ทีพ่บในงานวจิยัน้ีอาจจะอยูใ่นจนีสั Alkalibacterium  
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ภาพท่ี 4.6 การเจรญิของเชือ้จลุนิทรยีก์ลุ่มตอ้งการออกซเิ จนทีม่สีโีคโลนีต่างๆ (ก) โคโลนีสี

เหลอืงเขม้ (ข) โคโลนีสเีหลอืงทอง (ค) โคโลนีสเีหลอืงขุน่  (ง) โคโลนีสขีาวเหลอืง (จ) 
โคโลนีสขีาว (ฉ) อาหารเลีย้งเชือ้ทีไ่มเ่ตมิเชือ้ 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

(จ) 
(ฉ) 
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ตารางท่ี 4.4 การเปลีย่นสอีาหารเลีย้งเชือ้ สโีคโลนี การตดิสแีกรม รปูรา่งของเชือ้จลุนิทรยีก์ลุ่ ม
ตอ้งการ ออกซเิจน ทีค่ดัแยกได ้TSUI1-TSUI59 

 

Isolate 
ลกัษณะสี
โคโลนี 

การติดสีแก
รม 

รปูร่างและการเรียง
ตวั 

ความสามารถใน
การรีดิวซสี์ อินดิโก 

TSUI1 เหลอืงทอง แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI2 เหลอืงขุน่ แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม ++ 
TSUI3 ขาว แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม ++ 
TSUI4 เหลอืงขุน่ แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI5 เหลอืงขุน่ แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI6 เหลอืงทอง แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม ++ 
TSUI7 เหลอืงขุน่ แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม ++ 
TSUI8 ขาวเหลอืง แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม ++ 
TSUI9 ขาวเหลอืง แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI10 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ เป็นสาย ++ 
TSUI11 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ เป็นสาย +++ 
TSUI12 ขาว แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม ++ 
TSUI13 เหลอืงขุน่ แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม + 
TSUI14 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว +++ 
TSUI15 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว +++ 
TSUI16 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว +++ 
TSUI17 เหลอืงขุน่ แกรมบวก กลม เป็นกลุ่ม ++ 
TSUI18 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว ++ 
TSUI19 เหลอืงเขม้ แกรมบวก กลม เป็นกลุ่ม ++ 
TSUI20 เหลอืงขุน่ แกรมลบ ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว ++ 
TSUI21 ขาวเหลอืง แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI22 เหลอืงขุน่ แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI23 เหลอืงขุน่ แกรมบวก กลม อยูเ่ดีย่ว +++ 
TSUI24 เหลอืงขุน่ แกรมบวก กลม อยูเ่ดีย่ว +++ 
TSUI25 ขาวเหลอืง แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม ++ 
TSUI26 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว ++ 
TSUI27 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว +++ 
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ตารางท่ี 4.4 การเปลีย่นสอีาหารเลีย้งเชือ้ สโีคโลนี การตดิสแีกรม รปูรา่งของเชือ้จลุนิทรยีก์ลุ่ม
ตอ้งการ ออกซเิจน ทีค่ดัแยกได ้TSUI1-TSUI59 (ต่อ) 

 

Isolate 
ลกัษณะสี
โคโลนี 

การติดสีแก
รม 

รปูร่างและการเรียง
ตวั 

ความสามารถใน
การรีดิวซสี์ อินดิโก 

TSUI28 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ เป็นสาย ++ 
TSUI29 ขาวเหลอืง แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย +++ 
TSUI30 เหลอืงขุน่ แกรมลบ กลม อยูเ่ดีย่ว +++ 
TSUI31 เหลอืงขุน่ แกรมบวก กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI32 เหลอืงขุน่ แกรมบวก กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI33 เหลอืงขุน่ แกรมบวก กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI34 เหลอืงขุน่ แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI35 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว +++ 
TSUI36 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว +++ 
TSUI37 เหลอืงขุน่ แกรมบวก กลม เป็นกลุ่ม ++ 
TSUI38 ขาว แกรมบวก ท่อนสัน้ เป็นสาย +++ 
TSUI39 ขาว แกรมบวก ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUI40 เหลอืงขุน่ แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม + 
TSUI41 เหลอืงขุน่ แกรมลบ กลม อยูเ่ดีย่ว +++ 
TSUI42 เหลอืงขุน่ แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย ++ 
TSUI43 เหลอืงขุน่ แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย +++ 
TSUI44 เหลอืงเขม้ แกรมบวก กลม เป็นกลุ่ม ++ 
TSUI45 เหลอืงขุน่ แกรมบวก กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI46 ขาว แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI47 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว +++ 
TSUI48 เหลอืงขุน่ แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย +++ 
TSUI49 เหลอืงขุน่ แกรมบวก กลม เป็นกลุ่ม ++ 
TSUI50 ขาวขุน่ แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI52 เหลอืงขุน่ แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI53 ขาว แกรมบวก ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว +++ 
TSUI54 ขาว แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม +++ 
TSUI55 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว +++ 
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ตารางท่ี 4.4 การเปลีย่นสอีาหารเลีย้งเชือ้ สโีคโลนี การตดิสแีกรม รปูรา่งของเชือ้จลุนิทรยีก์ลุ่ม
ตอ้งการ ออกซเิจน ทีค่ดัแยกได ้TSUI1-TSUI59 (ต่อ) 

 

Isolate 
ลกัษณะสี
โคโลนี 

การติดสีแก
รม 

รปูร่างและการเรียง
ตวั 

ความสามารถใน
การรีดิวซสี์ อินดิโก 

TSUI56 เหลอืงขุน่ แกรมบวก ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว ++ 
TSUI57 ขาว แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม ++ 
TSUI58 เหลอืงขุน่ แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย ++ 
TSUI59 เหลอืงขุน่ แกรมลบ ท่อนสัน้ อยูเ่ดีย่ว ++ 
หมายเหต ุ + หมายถงึ     ไมเ่ปลีย่นสอีาหารเลีย้งเชือ้ 

++ หมายถงึ     เปลีย่นสอีาหารเลีย้งเชือ้ปานกลาง 
+++ หมายถงึ     เปลีย่นสอีาหารเลีย้งเชือ้มาก 

 
   4.3.2 แยกเช้ือแบคทีเรียกลุ่มไม่ต้องการออกซิเจนจากหม้อหมกัครามโดยวิธี 

Pour plate  
 เมือ่ท าการแยกเชือ้จลุนิทรียก์ลุ่มไรอ้ากาศจากหมอ้หมกัคราม บนอาหารแขง็ PYA ผสม
เนื้อคราม บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7 วนัใน anaerobic jar พบว่าโคโลนี
เชือ้จลุนิทรยีท์ีพ่บมสีนี ้าซาวขา้ว  (ภาพที ่4.7) จ านวน 23 ไอโซเลต (TSUII1-TSUII) (ตารางที ่
4.5) 

 
 

ภาพท่ี 4.7 ลกัษณะของเชือ้แบคทเีรยีกลุ่มไมต่อ้งการออกซเิจนทีเ่ลีย้งบนอาหาร PYA  
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ตารางท่ี 4.5 การเปลีย่นสอีาหารเลีย้งเชือ้ สโีคโลนี การตดิสแีกรม รปูรา่ง ของเชือ้จลุนิทรยีก์ลุ่ม
ไมต่อ้งการออกซเิจน ทีค่ดัแยกได ้TSUII1-TSUII23 

 

Isolate สีโคโลนี 
การติดสีแก

รม 
รปูร่างและการ

เรียงตวั 
ความสามารถใน
การรีดิวซสี์อินดิโก 

TSUII1 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ แท่งยาว เป็นสาย + 
TSUII2 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ แท่งยาว เป็นสาย + 
TSUII3 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUII4 สนี ้าซาวขา้ว แกรมบวก ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUII5 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย ++ 
TSUII6 สนี ้าซาวขา้ว แกรมบวก ท่อนสัน้ เป็นสาย ++ 
TSUII7 สนี ้าซาวขา้ว แกรมบวก ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUII8 สนี ้าซาวขา้ว แกรมบวก ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUII9 สนี ้าซาวขา้ว แกรมบวก ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUII10 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUII11 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ กลม เป็นกลุ่ม + 
TSUII12 สนี ้าซาวขา้ว แกรมบวก ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUII13 สนี ้าซาวขา้ว แกรมบวก ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUII14 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUII15 สนี ้าซาวขา้ว แกรมบวก ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUII16 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย ++ 
TSUII17 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUII18 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUII19 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ  ท่อนสัน้  เป็นสาย + 
TSUII20 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ   ท่อนสัน้ เดีย่ว + 
TSUII21 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย + 
TSUII22 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ ท่อนสัน้ เดีย่ว  + 
TSUII23 สนี ้าซาวขา้ว แกรมลบ ท่อนสัน้ เป็นสาย + 

 หมายเหต ุ + หมายถงึ     ไมเ่ปลีย่นสอีาหารเลีย้งเชือ้ 
++ หมายถงึ     เปลีย่นสอีาหารเลีย้งเชือ้ปานกลาง 
+++ หมายถงึ     เปลีย่นสอีาหารเลีย้งเชือ้มาก 
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4.3.3 การศึกษารปูร่างของเช้ือ  
การศกึษารปูรา่งของเชือ้กลุ่มไมต่อ้ งการออกซเิจนภายใตก้ลอ้งจลุทรรศ น์พบว่า

เชือ้จลุนิทรยีเ์ป็นแบคทเีรยีแกรมลบ รปูรา่งกลม 1 ไอโซเลต 9 ไอโซเลต เป็นท่อนสัน้ แกรมบวก 
ส่วนอกี 11 ไอโซเลต ตดิสแีกรมลบ รปูรา่งท่อนสัน้ และตดิสแีกรมลบ เป็นแท่งยาว  2 ไอโซเลต 
(ภาพที ่4.8) 
 

      
 

      
 
ภาพท่ี 4.8 เชือ้กลุ่มไมต่อ้งการออกซเิจน ภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ ก าลงัขยายภาพ 1000 เท่า (ก) 

แท่งยาว แกรมลบ  ต่อกนัเป็นสาย (ข) ท่อนสัน้ แกรมลบ ต่อกนัเป็นสาย (ค) กลม แก
รมลบ ต่อกนัเป็นสาย (ง) ท่อนสัน้ แกรมบวก เดีย่ว 

 
 การศกึษารปูรา่งของเชือ้กลุ่มตอ้งการออกซเิจนภายใตก้ลอ้งจลุทรรศ น์เป็นแบคทเีรยีแก
รมลบ รปูรา่งกลม 22 ไอโซเลต และ 17 ไอโซเลต มีท่อนสัน้ แกรมบวก ส่วนอกี 11 ไอโซเลต 
แกรมบวก มรีปูรา่งกลม และแกรมลบ ท่อนสัน้ 9 ไอโซเลต (ภาพที ่4.9) 
 

ก ข
. 

ค
. 

ง 
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ภาพท่ี 4.9 เชือ้กลุ่มตอ้งการออกซเิจน ภายใตก้ลอ้งกลอ้งจลุทรรศน์ ก าลงัขยายภาพ  1000 เท่า 

(ก) แกรมลบ ท่อนสัน้  ต่อกนัเป็นสาย (ข) แกรมบวก กลม อยูเ่ป็นกลุ่ม (ค) แกรม
บวก ท่อนสัน้ กนัเป็นสาย (ง) แกรมลบ กลม อยูเ่ป็นกลุ่ม 

 
 ส าหรบัแบคทเีรยีรดีวิซค์รามแยกไดค้รัง้แรกโดย Takahara and Tanabe (1960) เมือ่
ศกึษา taxonomy แลว้พบว่าเป็นสายพนัธุใ์หม ่โดยตัง้ชื่อว่า Bacillus alkaliphiles แต่ยงัไมไ่ดร้บั
การรบัรองว่าเป็นสายพนัธุใ์หม ่สายพนัธท์ีแ่ยกไดส้ามารถเจรญิเตบิโตไดด้ทีี ่ pH สงู แต่การเกบ็
รกัษาอยา่งไมถู่กวธิหีรอืเกบ็รกัษาทีไ่มด่ที าใหไ้มส่ามารถน ามาศกึษาหรอืประยกุตใ์ชต่้อได ้
ดงันัน้จงึเป็นไปไดท้ีจ่ะระบุสายพนัธุโ์ดยล าดบัเบสยนี 16S rRNA ประมาณ 40 ปี หลงัจากแยก
เชื้อแบคทเีรยีจากหมอ้หมกัครามไดโ้ดย Takahara ในปี 2000 Padden et al. (2000) รายงาน
ว่าเป็นแบคทเีรยีไรอ้ากาศแกรมบวก และเป็นแบคทเีรยีชอบรอ้น ทีส่ามารถรดีวิซส์คีรามได ้จาก
การหมกั woad vat ในยคุกลางยโุรป ซึง่สายพนัธุท์ีแ่ยกไดส้ามารถเจรญิไดด้ทีี ่ pH 5.9-9.9 (pH 
เริม่ตน้) โดยม ีpH ทีเ่หมาะสมคอื 7.2±0.2 ทีอุ่ณหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส ไอโซเลตเป็นสายพนัธุ์
ใหมก่ลุ่มไรอ้ากาศ Clostridium isatidis และมกีารแยกเชือ้จากหมอ้ครามทีเ่กาะฮอกไกโด 
ประเทศญีปุ่น่ พบแบคทเีรยีสปีชีส่ใ์หมท่ีม่ชีื่อ Alkaibacterium psychrotokerans sp. Nov. มี
คุณสมบตัเิป็นแกรมบวก รปูรา่งเป็นแท่ง facultative anaerobe เจรญิไดท้ี่ pH 9-12 ไมเ่จรญิที่ 

ก ข
. 

ค
. 

ง 
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pH 7-8 สามารถรดีวิสอีนิดโิกใหเ้ป็นลวิโคอนิดโิก (Yumoto et al., 2004) ต่อมาไดม้กีารแยกเชือ้
แบคทเีรยีสปีชีส่ใ์หมท่ีร่ดีวิซส์อีนิดโิก Alkaivacterium iburiense มคีุณสมบัตเิป็นแกรมบวก 
รปูรา่งเป็นแท่ง เป็น Facultative anaerobe เจรญิในความเขม้ขน้ของ NaCl ทีเ่หมาะสมในช่วง
รอ้ยละ 3-13 อุณหภมูทิีเ่หมาะสมในการเจรญิอยูใ่นช่วง 30-37 องศาเซลเซยีส  (Nakajima et 
al., 2005) และเพื่อใหท้ราบถงึความสามารถในการรดีวิซส์คีรามของเชือ้จลุนิทรี ยท์ีแ่ยกได ้ได้
ท าการจดักลุ่มเชือ้ตอ้งการออกซเิจน  เพื่อทีจ่ะคดัเลอืกไปทดสอบความสามารถในการรดีวิซ ์
Indigo blue เป็น Leuco indigo ในอาหาร PYB (ตารางที ่4.6) สามารถแยกตามลกัษณะสี
โคโลนีได ้5 ส ีคอื โคโลนีสเีหลอืงทอง แกรมลบคดัเลอืกเพื่อน าไปทดสอบ 2 ไอโซเลต (ไอโซ
เลต 1 และ 6) โคโลนีสเีหลอืงขุน่แกรมลบลกัษณะกลม 2 ไอโซเลต (ไอโซเลต 4 และ 60) 
ลกัษณะท่อนสัน้ 2 ไอโซเลต (ไอโซเลต 26 และ 58) แกรมบวก ลกัษณะท่อนสัน้ 2 ไอโซเลต 
(ไอโซเลต 16 และ 36) ลกัษณะกลม 2 ไอโซเลต (ไอโซเลต 23 และ 45) โคโลนีสเีหลอืงเขม้
ลกัษณะกลม สามารถตดิสแีกรม บวกมเีพยีงแค่ 2 ไอโซเลตเท่านัน้ (ไอโซเลต 19 และ 44) 
โคโลนีสขีาวแกรมลบ ลกัษณะกลม 2 ไอโซเลต (ไอโซเลต 3 และ 57) ส่วนแกรมบวกท่อนสัน้ 
เลอืก 2 ไอโซเลต 38 และ 53 และโคโลนีสขีาวเหลอืงตดิสแีกรมลบเท่านัน้ มทีัง้ลกัษณะกลม 
(เลอืก 2 ไอโซเลต คอื ไอโซเลต 9 และ 25) และท่อ นสัน้พบเพยีง 1 ไอโซเลต  
(ไอโซเลต 29) 
 
ตารางท่ี 4.6 เชือ้ตอ้งการออกซเิจน เมือ่แบ่งตามสโีคโลนี การยอ้มสแีกรม และรปูรา่ง  (ตวัเลข

หนา = ไอโซเลตทีค่ดัเลอืกทีจ่ะน าไปทดสอบการรดีวิซอ์นิดโิกเป็นลวิโคอนิดโิก) 
 

สีโคโลนี 
การย้อมสีแก
รม 

รปูร่าง ไอโซเลต 

เหลอืงทอง แกรมลบ กลม 1,6 

เหลอืงขุน่ 
แกรมลบ 

กลม 2,4,5,7,22,30,34,40,41,50,60 
ท่อนสัน้ 20,26,27,42,43,48,51,56,58,59 

แกรมบวก 
ท่อนสัน้ 10,11,16,18,28,35,36,47,55,14,15 
กลม 13,17,23,24,31,32,33,37,45,49 

เหลอืงเขม้ แกรมบวก กลม 19,44 

สขีาว 
แกรมลบ กลม 3,12,46,54,57 
แกรมบวก ท่อนสัน้ 38,39,53 

สขีาวเหลอืง แกรมลบ 
กลม 8,9,21,25 
ท่อนสัน้ 29 
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4.3.4 การคดัเลือกจลิุนทรียท่ี์มีความสามารถในการรีดิวซ ์Indigo blue เป็น 
Leuco indigo 

เชือ้จลุนิทรยีก์ลุ่มตอ้งการออกซเิจนทีแ่ยกไดจ้ากหมอ้หมกัครามบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
PYA ทัง้ 59 ไอโซเลต ซึง่สามารถจดักลุ่มตามรปูรา่งเชือ้จลุนิทรยี ์การตดิสแีกรม และสโีคโลนี 
ไดท้ัง้หมด 11 กลุ่ม (5 กลุ่มใหญ่ ตามลกัษณะสโีคโลนี ) ส่วนเชือ้จลุนิทรยีก์ลุ่มไมต่อ้งการ
ออกซเิจนสามารถแยกไดท้ัง้หมด 23 ไอโซเลต เพื่อทดสอบประสทิธภิาพการรดีวิสส์คีรามน า
เชือ้จลุนิทรยีท์ีค่ดัเลอืกไวท้ัง้ 20 ไอโซเลต มาเลีย้งในอาหารเหลว PYB ทีบ่รรจใุนขวดซรีัม่ซึง่ไร้
อากาศ เพาะเลีย้งทีอุ่ณหภมู ิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 สปัดาห ์พบว่าเชือ้จลุนิทรยีก์ลุ่ม
ตอ้งการออกซเิจนทีส่ามารถรดีวิซส์อีนิดโิกโดยอาหารเลีย้งเชือ้เปลีย่นเป็นสเีขยีวอ่อนมเีพยีงแค่ 
3 ไอโซเลต (TSUI4 TSUI36 และTSUI58) ส่วนจลุนิทรยีก์ลุ่มไมต่อ้งการออกซเิจนมเีพยีง 2 ไอ
โซเลต (TSUII5 และTSUII16) ทีส่ามารถรดีวิซส์อีนิดโิกได ้โดยเปลีย่นสอีาหารเลีย้งเชือ้จากสนี ้า
เงนิเป็นสเีหลอืงอมเขยีว  (ภาพที ่4.10) ผลการทดลองพบว่าเชือ้ทีส่ามารถเปลีย่นอาหารเหลว
จากสนี ้าเงนิซึง่มสี่วนประกอบของเนื้อคราม โดยเนื้อครามจะเป็นแหล่งพลงังานใหแ้บคทเีรยีใช ้
โดยเปลีย่นเป็นสเีขยีนอ่อนอมเหลอืง ซึง่เกดิจาก Indigo blue ถูกรดีวิซใ์นสารละลายด่าง ท าให้
กลายเป็น Indigo white ซึง่จะมสีเีขยีวอ่อนอมเหลอืง  และเมือ่น าเชือ้มาวดัค่าการดดูกลื นสี
มาตรฐานสเีหลอืงที ่ 485 นาโนเมตร พบค่าการดดูกลนืแสงมากเพราะสามารถรดีวิซ ์ Indigo ได้
ดกีว่าค่าการดดูกลนืแสงน้อย และพบว่าการรดีวิซข์อง Indigo blue ใชเ้วลานานในการ
เปลีย่นเป็น Leuco indigo ซึง่ตอ้งใชเ้วลานานถงึจะเปลีย่นสซีึง่จะมากกว่าการบ่มเชือ้ทัว่ไป คอื
มากกว่า 7 วนั ซึง่จะมคีวามสอดคลอ้งกบัเวลาทีใ่ชใ้นการรดีวิซ ์ Indigo blue เพื่อการยอ้มสผีา้
แบบภมูปิญัญาทอ้งถิน่ คอืใชเ้วลาหมกัมากกว่า 48 ชัว่โมง (อนุรตัน์ สายทอง , 2544) ซึง่จะเหน็
ไดว้่าเมือ่เวลาผ่านไปหลายสปัดาหป์รมิาณการรดีวิซ ์ Indigo blue เป็น Leuco indigo จะเพิม่
มากขึน้ดว้ยอาจจะเกดิจากปรมิาณจลุนิทรยีท์ีเ่พิม่ปรมิาณมากขึน้เช่นกนั 

ส าหรบัจลุนิทรยีม์บีทบาทในการเปลีย่นอนิดโิกเป็นลวิโคอนิดโิกทีม่กีารรายงานมาก่อน
หน้านี้ โดย Padden et al. (2000) ไดแ้ยกเชือ้จลุนิทรยีจ์ากถงัหมกัผลติลวิโคอนิดโิกจากใบ
โหวด (Isatis tinctoria) โดยน าใบโหวดทีบ่่มไว ้ 2 สปัดาหห์นกั 100 กรมั มาแช่ในน ้าประปา
ปรมิาตร 500 มลิลลิติร ทีป่รบั pH ใหม้คี่า 9.0±0.4 และมอุีณหภมู ิ50 องศาเซลเซยีส  โดยหมกั
ไวเ้ป็นเวลา 8 วนั พบว่าแบคทเีรยีทีแ่ยกไดเ้ป็นสปีซีส่ใ์หมช่ื่อ Clostridium isatidis sp. Nov. มี
คุณสมบตัเิป็น แกรมบวก เจรญิไดด้ทีีอุ่ณหภมู ิ 50 องศาเซลเซยีส  ที ่pH 7.2±0.2 ต่อมาไดม้ี
การศกึษากลไกของการรดีวิซส์อีนิดโิกใหเ้ป็นลวิโคอนิดโิก พบว่าเชือ้สามารถยอ่ยสลายเมด็สี
อนิดโิกใหม้ขีนาดเลก็ลงและท าใหค้่า Redox potential มคี่าต ่าลงถงึ 660 mv (Nicholson. and 
John. 2005) 
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ภาพท่ี 4.10 ความสามารถในการรดีวิซ ์ Indigo blue เป็น Leuco indigo ของเชือ้กลุ่มตอ้งการ

ออกซเิจน TSUI36 TSUI4 และ TSUI58 กลุ่มไมต่อ้งการออกซเิจน TSUII5 และ 
TSUII 16 เมือ่เทยีบกบัอาหาร PYB ไมเ่ตมิเชือ้จลุนิทรยี ์

 
 ในกระบวนการเตรยีมสยีอ้มครามของจงัหวดัพทัลุง  โดยน าใบคราม (Indigfera tinctoria 
Linn) มาแช่น ้าเพื่อใหเ้หมาะส าหรบักจิกรรมออกซเิดชัน่ของแบคทเีรยีทีต่อ้งการออกซเิจนใน
การเจรญิ (aerobic microbial oxidation) เพื่อช่วยในการผลติสอีนิดโิก จากนัน้จงึหมกัต่อไปใน
สภาวะทีเ่ป็นด่างสงูมาก pH สงูกว่า 10 ซึง่ในสภาพเช่นนี้สอีนิดโิกจะถูกเปลีย่นเป็นลวิโคอนิดโิก
ซึง่ใชย้อ้มผา้ได ้เช่นเดยีวกบัหระบวนการเตรยีมสยีอ้มผา้ครามในประเทศญีปุ่น่ โดยน าใบคราม
ญีปุ่น่ (Poltgonum tinctorumu Lour) มาผึง่ใหแ้หง้ในทีร่ม่ แลว้จงึพรมน ้าใหเ้ปียกเพื่อใหเ้หมาะ
ส าหรบักจิกรรมออกซเิดชัน่ของแบคทเีรยีทีต่อ้งการออกซเิจน (Yumoto et al., 2004) 

และเมือ่ท าการตรวจสอบกจิกรรมการรดีวิสส์อีนิดโิก (สนี ้าเงนิ) ไปเป็นลวิโคอนิดโิก (สี
เหลอืง) โดยน าเชือ้จลุนิทรยีท์ีเ่พาะเลีย้งในอาหารเหลว PYB ไปวดักจิกรรมการรดีวิสท์ีค่่าการ
ดดูกลนืแสง 485 นาโนเมตร พบว่าจลุนิทรยีต์อ้งการออก ซเิจนไอโซเลต 36 (แกรมบวก รปูรา่ง
ท่อนสัน้) ใหค้่าดดูกลนืแสงที ่ 485 นาโนเมตร (สเีหลอืง) สงูทีสุ่ด สามารถเปลีย่น Indigo blue 
เป็น Leuco indigo โดยอาหารเลีย้งเชือ้เปลีย่นเป็นสเีขยีวอ่อนอมเหลอืง รองลงมาเป็นไอโซเลต 
4 (แกรมลบ รปูรา่งกลม ) และ 58 (แกรมลบ รปูรา่งท่อ นสัน้) ตามล าดบั ส่วนไอโซเลตอื่นๆ สี
ของอาหารเลีย้งเชือ้เปลีย่นแปลงไดน้้อย (ภาพที ่4.11) ส่วนจลุนิทรยีไ์มต่อ้งการออกซเิจนไอโซ
เลตที ่16 (แกรมลบ รปูรา่งท่อนสัน้) ใหค้่าการดดูกลนืแสงที ่ 485 นาโนเมตรสงูทีสุ่ด โดยอาหาร
เลีย้งเชือ้เปลีย่นเป็นสเีขยีวอ่อนอมเหลอืง รอง ลงมาเป็นไอโซเลต 5 (แกรมลบ รปูรา่งท่อนสัน้ ) 
และ 22 (แกรมลบ รปูรา่งท่อนสัน้ ) ตามล าดบั (ภาพที ่ 4.12) ส่วนไอโซเลตอื่นเปลีย่นสอีาหาร
เลีย้งเชือ้ไดเ้พยีงเลก็น้อย และจลุนิทรยีไ์มต่อ้งการออกซเิจนสามารถรดีวิสส์คีรามไดต้ ่ากว่า
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จลุนิทรยีต์อ้งการออกซเิจน จากผลการทดลองสงัเกตุไดว้่า จลุนิทรยีต์ดิสแีกรมลบมกีจิกรรมการ
รดีวิซส์คีรามไดด้ทีัง้ในสภาวะมอีอกซเิจนและไมม่อีอกซเิจน 
 

 
 
ภาพท่ี 4.11 แผนภมูแิสดงเชือ้กลุ่มตอ้งการออกซเิจน เมือ่น ามาวดัค่าการดดูกลนืแสงมาตรฐาน 

สเีหลอืงที่ 485 นาโนเมตร โดยดคูวามเขม้ขน้ของ Indigo blue ทีเ่ปลีย่นเป็น Leuco 
indigo 

 

 
 
ภาพท่ี 4.12 แสดงเชือ้กลุ่มไมต่อ้งการออกซเิจน เมือ่น ามาวดัค่าการดดูกลนืแสงมาตรฐานสี

เหลอืง ที ่485 นาโนเมตร โดยดคูวามเขม้ขน้ของ Indigo blue ทีเ่ปลีย่นเป็น Leuco 
indigo 
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4.3.5 การทดสอบประสิทธิภาพการรีดิวซ ์Indigo blue เป็น Leuco indigo ของ
จลิุนทรียท่ี์คดัเลือกได้ 

ในการทดสอบประสทิธภิาพการรดีวิซค์รามของจลุนิทรยีท์ีแ่ยกไดท้ัง้กลุ่มตอ้งการ
ออกซเิจนและไมต่อ้งการออกซเิจน ทีไ่ดค้ดัเลอืกไวใ้นการทดลองทีผ่่านมาโดยคดัเลอืกจาก
ความสามารถในการรดีวิซ ์ Indigo blue เป็น Leuco indigo โดยเชือ้ทีค่่าดดูกลนืแส งที ่485 นา
โนเมตร สงู ดงัตารางที ่4.7  
 
ตางรางท่ี 4.7 เชือ้ทีค่ดัเลอืกทีจ่ะน ามาทดสอบปรมิาณการรดีวิซ ์ Indigo blue 
 

 
ตารางท่ี 4.8 ปรมิาณของแขง็ทีเ่หลอืและประสทิธภิาพการรดีวิซ ์ Indigo blue เป็น Leuco 

indigo 
 

ไอโซเลต ของแขง็เร่ิมต้น 
(กรมั) 

ของแขง็ท่ีเหลือ 
(กรมั) 

ประสิทธิภาพการรีดิวซ์ 
(%) 

TSUI4 0.25 0.2075 17.00 
TSUI36 0.25 0.1836 26.56 
TSUI58 0.25 0.1976 20.96 
TSUII5 0.25 0.0247 90.92 
TSUII16 0.25 0.1454 41.84 

 
การทดลองเริม่ตน้โดยเตมิเชือ้ทีค่ดัเลอืกไวใ้นอาหารเหลว PYB ทีไ่มใ่ส่เนื้อคราม

อบแหง้ (อบแห้งทีอุ่ณหภมู ิ90 องศาเซลเซยีส  แลว้น ามาบดจนละเอยีด ) บ่มไว ้7 วนั จากนัน้
น ามากรองดว้ยเครือ่งกรอง น าส่วนทีเ่ป็นของแขง็ทีก่รองไดน้ัน้ไปอบทีอุ่ณหภมู ิ 90 องศา
เซลเซยีส จนแหง้แลว้น ามาชัง่น ้าหนกั แลว้น าเสน้ดา้ย ดบิมาทดสอบการยอ้มสโีดยการจุม่ลงไป

ไอโซเลต การติดสีแกรม รปูร่างเช้ือ สีโคโลนีเช้ือ ค่า OD485 nm 
TSUI4 แกรมลบ กลม เหลอืงขุน่ 1.056 
TSUI36 แกรมบวก ท่อนสัน้ เหลอืงขุน่ 1.222 
TSUI58 แกรมลบ ท่อนสัน้ เหลอืงขุน่ 1.118 
TSUII5 แกรมลบ ท่อนสัน้ น ้าซาวขา้ว 2.213 
TSUII16 แกรมลบ ท่อนสัน้ น ้าซาวขา้ว 1.870 
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ในขวดอาหารเลีย้งเชือ้ ปล่อยใหเ้สน้ดา้ยดบิสมัผสักบัอากาศ สงัเกตสทีีเ่ปลีย่นดงัแสดงในภาพที ่
4.13 

 

 
 

ภาพท่ี 4.13 ตะกอนครามทีเ่หลอืจากการรดีวิซ ์ Indigo blue เป็น Leuco indigo ทีผ่่านการอบที่
อุณหภมู ิ90 องศาเซลเซยีส 

 
จากตารางที ่ 4.8 ไอโซเลต TSUII5 มปีระสทิธภิาพการรดีวิซ์  Indigo blue เป็น Leuco 

indigo มากทีสุ่ดที ่ 90.9 % และ TSUI4 ยอ้มตดิของสไีดน้้อยทีสุ่ด (17%) โดย TSUII16 
TSUII36 และ TSUII58 มปีระสธิภิาพการยอ้มใกลเ้คยีงกนั โดยมปีระสทิธภิาพการรดีวิซ ์ Indigo 
blue เป็น Leuco indigo คอื 41.8% 26.5% และ 20.9% ตามล าดบั (ภาพที ่4.14) และมปีรมิาณ
ของแขง็คงเหลอืทีไ่ดจ้ากการกรองอาหารเหลว PYB ทีใ่ชใ้นการเพาะเลีย้งเชือ้ทัง้ 5 ไอโซเลต 
คอื TSUII5 TSUII16 TSUII36 TSUII58 และ TSUI4 B4  มปีรมิาณของแขง็คงเหลอื 0.0247 
กรมั 0.1454 กรมั 0.1836 กรมั 0.1975 กรมั และ 0.2075 กรมั ตามล าดบั จากปรมิาณของแขง็
เริม่ตน้ 0.2500 กรมั ซึง่เมือ่เปรยีบเทยีบกบัตะกอนครามทีผ่่านการอบทีอุ่ณหภมู ิ 90 องศา
เซลเซยีสจนแหง้แลว้พบว่า จะมคีวามสอดคลอ้งกนั คอื ตะกอนครามยิง่มสีเีขม้มาก น ้าหนกั
คงเหลอืจะมาก ประสทิธภิาพการรดีวิซ์  Indigo blue เป็น Leuco indigo จะน้อย ซึง่จะตรงกนั
ขา้มกบัตะกอนครามยิง่มสีจีาง น ้าหนกัคงเหลอืจะน้อย ประสทิธภิาพการรดีวิซ์  Indigo blue เป็น 
Leuco indigo จะมาก (ภาพที ่4.14) ทัง้นี้เมือ่จุม่เสน้ดา้ยดบิลงในขวดเชือ้ Indigo white ตดิกบั
เสน้ดา้ยดบิแลว้เมือ่ใหเ้สน้ดา้ย ดบิสมัผสักบัอากาศกจ็ะถูกออกซไิดซด์ว้ยออกซเิจนในอากาศ 
แลว้ท าให ้Indigo white กลายเป็น Indigo blue การยอ้มตดิสจีงึกลายเป็นสนี ้าเงนิ 
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ภาพท่ี 4.14 การยอ้มสเีสน้ดา้ยดบิดว้ยเชือ้ทีค่ดัแยกไดท้ัง้ 5 ไอโซเลต 
 
4.4 การผลิตกล้าเช้ือจลิุนทรีย ์และการผลิตกล้าเช้ือจลิุนทรียผ์งแห้ง  
 การเตรยีมกลา้เชือ้จลุนิทรยีโ์ดยใชจ้ลุนิทรยี ์1 สายพนัธุแ์ละจลุนิทรยีผ์สมหลายสาย
พนัธุ ์จลุนิทรยีส์ายพนัธุ ์TSUII5 มคีวามสามารถในการรดีวิซส์ี Indigo blue ไดด้ทีีสุ่ดไมว่่าจะใช่
ในรปูแบบเชือ้เดีย่ว หรอื เชือ้ผสม ความสามารถในการรดีวิซส์ี Indigo blue ของสายพนัธุ ์
TSUII5 รปูแบบเชือ้เดีย่ว (OD485nm=3.4) หรอื เชือ้ผสม (OD485nm=2.9-3.6) ผสมกบัทัง้ 4
สายพนัธุม์ปีระสทิธภิาพไมแ่ตกต่างกนักบัการใชส้ายพนัธุ ์TSUII5 ในรปูแบบเชือ้เดีย่ว ดงันัน้
การเตรยีมกลา้เชือ้และการท าผงจงึเลอืกเฉพาะสายพนัธ ์TSUII5 ไปใช ้
 
4.5 สร้างบทเรียนวิทยาศาสตรจ์ากภมิูปัญญาการย้อมสีคราม 

สรา้งบทเรยีนวทิยาศาสตรจ์ากภมูปิญัญาทอ้งถิน่โดยใชเ้ทคนิคการวจิยัแบบมสี่วนรว่มที่
เกีย่วขอ้งกบักระบวนการท าสคีรามและจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้ง  โดยการท าแผ่นพบั ภมูปิญัญาการ
ยอ้มสคีราม วธิกีารท า และจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้ง  (ภาพที ่4.15) 

 
 

TSUI4              TSUI36  TSUI58      TSUII5 TSUII16 
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ตางรางท่ี 4.9 ปรมิาณการรดีวิซ ์ Indigo blue ของเชือ้จลุนิทรยี์ทีค่ดัเลอืกแบบผสมและแบบ
เดีย่ว 

 
Run TSUI4 TSUI36 TSUI58 TSUII5 TSUII16 OD485nm 

1 0 1 1 1 1 3.2 
2 1 0 1 1 1 3.6 
3 1 1 0 1 1 3.4 
4 1 1 1 0 1 0.7 
5 1 1 1 1 0 2.9 
6 1 0 0 0 0 0.5 
7 0 1 0 0 0 0.7 
8 0 0 1 0 0 0.6 
9 0 0 0 1 0 3.4 
10 0 0 0 0 1 0.4 
11 1 1 0 0 0 0.6 
12 1 1 1 0 0 0.8 
13 1 0 1 0 0 0.4 
14 1 0 0 1 0 2.7 
15 1 0 0 0 1 0.9 
16 0 1 1 0 0 0.5 
17 0 1 0 1 0 2.6 
18 0 1 0 0 1 0.4 
19 0 0 1 1 0 2.7 
20 0 0 1 0 1 0.6 
21 1 0 1 0 1 0.5 
22 1 1 1 0 0 0.8 
23 1 0 1 1 0 3.1 
24 1 0 0 1 1 3.5 
25 0 1 1 1 0 3.1 
26 0 1 0 1 1 3 
27 0 0 1 1 1 3.3 
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ภาพท่ี 4.15 แสดงแผ่นพบั ภมูปิญัญาการยอ้มสคีราม วธิกีารท า และจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้ง 
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บทท่ี 5 
สรปุผลการทดลอง  

 
ภมูปิญัญาการยอ้มผา้ดว้ยสคีรามธรรมชาตมิ ี 3 ขัน้ตอน ไดแ้ก่การสกดัสคีรามจ ากตน้

คราม การเตรยีมสคีรามดว้ยกระบวนการหมกั และการยอ้มผา้ดว้ยสคีราม ซึง่มปีญัหายุง่ยากใน
การยอ้มผา้ดว้ยสคีรามธรรมชาตคิอืการเตรยีมสคีราม ดว้ยกระบวนการหมกัเพื่อการยอ้ม 
เนื่องจากตอ้งใชเ้วลานานและไมส่ามารถควบคุมการเกดิสไีด้ตามตอ้งการ พบว่าตอ้งใชเ้วลา 15-
20 วนัจงึจะเกดิสคีรามหรอืบา้งครัง้ไมเ่กดิเลย การดแูลรกัษาหมอ้หมกัครามใหค้งสภาพเดมินัน้
ท าไดย้าก (อนุรตัน์ สายทอง , 2544 และ งามนิจ นนทโส, 2551) บุคคลทีม่ปีระสบการณ์เท่านัน้
จงึจะหมกัครามใหเ้ป็นสเีหลอืงเขม้  และท าใหผ้า้ทีถู่กยอ้มเป็นสเีหลอืงอ่อน พอสมัผสักบัอากาศ
จะค่อยๆ เปลีย่นเป็นสคีราม การยอ้มสคีรามนัน้ท าไดย้ากเป็นกระบวนการทีต่อ้งใชเ้วลาและการ
เอาใจใส่ การเตรยีมสคีราม ดว้ยกระบวนการหมกัเพื่อการยอ้ม  อาศยักลุ่มจลุนิทรยี์จากดนิ และ
ตะกอนดนิใตแ้มน่ ้าทีเ่ลีย้งต่อๆกนัมาเพื่อเปลีย่นสารสกดัจากตน้คราม (Indigo blue) ไปเป็นสาร
สเีหลอืง (leuco indigo) ขัน้ตอนน้ีใชเ้วลาค่อนขา้งนานในการเลีย้ง คุณภาพของสไีมส่ม ่าเสมอ 
และมคีวามเสีย่งจากการตายของจลุนิทรยีส์งู เพื่อเพิม่ขดีความสามรถในดา้นการผลติ และความ
สะดวกในการเตรยีมหมอ้เลีย้งครามใหก้บัผูป้ระกอบการสามารถเตรยีมผลติภณัฑส์คีรามได้
อยา่งสม ่าเสมอแล ะมคีุณภาพสงู และใชเ้วลาผลติสัน้ นัน้ การเขา้ใจการท างานของจลุนิทรยีใ์น
หมอ้หมกัครามจงึเป็นขัน้ตอนทีส่ าคญัในการพฒันาการเตรยีมสคีราม ดว้ยกระบวนการหมกัเพื่อ
การยอ้ม งานวจิยัน้ีจงึมเีป้าหมายทีจ่ะพฒันาผลติภณัฑ์ กลา้เชือ้จลุนิทรยีเ์พื่อใชใ้นกระบวนการ
หมกัครามใหม้คีุณภา พของสสีม ่าเสมอ และมคีวามสะดวกในการเตรยีมหมอ้เลีย้งคราม โดย
ศกึษาองคป์ระกอบของจลุนิทรยี์ ในหมอ้คราม และจลุนิทรยีท์ีเ่ด่น ดว้ยเทคนิคทางชวีโมเลกุล 
Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) คดัแยกจลุนิทรยีท์ีเ่ด่นในหมอ้คราม และ
จลุนิทรยีท์ี่ เกีย่วขอ้งกบั การรีดวิซส์อีนิดโิก (น ้าเงนิ) ใหเ้ป็นลวิโคอนิดโิก (เหลอืง) น าไปพฒันา
ตน้กลา้เชือ้ในการเตรยีมสคีรามเพื่อการยอ้มผา้ดว้ยเชือ้จลุนิทรยี์  ซึง่เป็นกระบวนการยอ้มสผีา้
ทางชวีภาพทีม่ปีระสทิธภิาพและมคีวามเป็นมติรกบัสิง่แวดลอ้ม  
 ศกึษาวจิยัโดยออกแบบการวจิยัใหเ้ป็นลกัษณะงานวิ จยัเชงิส ารวจแบบมสี่วนรว่ม จาก

ชุมชนเพื่อส่งเสรมิใหช้าวบา้นเรยีนรูก้ระบวนการในการท าวจิยั  และสามารถยกระดบัภมูปิญัญา
ของตนเองทีม่อียูใ่นทอ้งถิน่ เพื่อใหค้นในชุมชนไดเ้หน็คุณค่าของทรพัยากรในพืน้ที่  โดยขอ้มลูที่
ใชป้ระกอบดว้ยขอ้มลูทุตยิภมูทิีไ่ดจ้ากการรวบรวมเอกสาร ทางวชิาการ ต าราเรยีน บทความ
ต่างๆ วารสาร เอกสารการประชุม สมัมนาและรายงานการวจิยัทีเ่กีย่วขอ้งทีไ่ดจ้ดัท าไวแ้ลว้ และ
ขอ้มลูปฐมภมูทิีไ่ดจ้ากการสมัภาษณ์แบบเป็นทางการแล ะไมเ่ป็นทางการ การจดักลุ่มสนทนา  
การสงัเกตจากกลุ่มท าครามพืน้บา้น ครภูมูปิญัญา ปราชญช์าวบา้น และกลุ่มชาวบา้นในพืน้ทีซ่ึง่
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ขอ้มลูทีไ่ดจ้ะประกอบดว้ยขอ้มลูเชงิคุณภาพรว่มกบัขอ้มลูเชงิปรมิาณ ของการปลกู การท าเนื้อ
คราม การเลีย้งหมอ้คราม การยอ้มส ีเกบ็ตวัอยา่งจลุนิทรยีจ์ากหมอ้หมกัครามทีด่ี  และส่วนผสม
ต่างๆของการหมกั มาวเิคราะห์องคป์ระกอบทางดา้นเคม ีและจลุชวีะ โ ดยองคป์ระกอบทางเคมี
วเิคราะห ์ปรมิาณ Indigo blue (การรดีวิซส์คีราม ) ตามวธิกีารของ Aino et al. (2010) pH โดย 
พเีอชมเิตอร ์ค่าความเป็นด่างทัง้หมด Total alkalinity ตามวธิมีาตรฐาน (APHA, 1998) 
องคป์ระกอบทางจลุชวีะวเิคราะหป์รมิาณและชนิดของจลุนิทรยีด์ว้ยเทคนิค DGGE น าน ้าหมกั
จากหมอ้ครามในช่วงเวลาทีก่ารหมกัมปีรมิาณสารอนิดโิกสงู มาแยกเชือ้จลุนิทรยีโ์ดยใชค้วามรู้
จากการศกึษาองคป์ระกอบของจลุนิทรยีด์ว้ยเทคนิคทางชวีโมเลกุล มาออกแบบสตูรอาหารทีใ่ช้
ในการแยกเชือ้ สภาวะทีเ่หมาะสมในการแยกเชือ้ เกบ็โคโลนีเดีย่วทีเ่จรญิบนอาหารไปศึ กษา
คุณสมบตัทิางสรรีะ รปูรา่ง และปฏกิริยิาทางชวีเคม ีและ พนัธุกรรมของจลุนิทรยีท์ีค่ดัแยกได ้
และน าไปทดสอบประสทิธภิาพในการรดีวิซส์อีนิดโิกข้องแต่ละสายพนัธุท์ีค่ดัแยกได้  สรา้ง
บทเรยีนวทิยาศาสตรจ์ากภมูปิญัญาทอ้งถิน่โดยใชเ้ทคนิคการวจิยัแบบมสี่วนรว่มทีเ่กีย่วขอ้ง กบั
กระบวนการท าสคีรามและจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้ง  โดยการท าแผ่นพบั  ภมูปิญัญาการยอ้มสคีราม 
วธิกีารท า และจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้ง 

การยอ้มสคีรามของกลุ่มทอผา้แพรกหา อ าเภอควนขนุน จงัหวดัพทัลุง พบว่า
กระบวนการยอ้มสคีรามประกอบดว้ย 3 ขัน้ตอน คอื ขัน้ตอนเตรยีมเนื้อคราม  ขัน้ตอนการหมกั
คราม และขัน้ตอนการยอ้ม น ้าหมกัจากหมอ้หมกัเนื้อครามมสีภาพเป็นด่าง (pH=10.0) และมี
ปรมิาณลวิโคอนิดโิกสงู (320 มลิลกิรมัต่อลติร) จลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการรดีวิซส์อีนิดิ
โก (น ้าเงนิ ) ใหเ้ป็นลวิโคอนิดโิก (เหลอืง ) จากหมอ้หมกัครามมทีัง้แบคทเี รยีและอาเคยีรท์ีพ่บ
เด่นดว้ยแบคทเีรยีในกลุ่ม Atopostipes sp. Clostridium sp. Sporomusa acidovorans 
Amphibacillus sp. Alkalibacterium sp. Lactobacillus sp. และ Actinomycetales bacterium 
ส่วนอาเคยีรเ์ด่นดว้ย Haloterrigena sp. และ Haloarchaeon sp. แยกเชือ้จลุนิทรยีท์ีเ่ด่นในหมอ้
ครามดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้ไดจ้ลุนิทรยีก์ลุ่มตอ้งการออกซเิจนจ านวน 59 สายพนัธุ ์กลุ่มไร้
ออกซเิจนจ านวน 37 สายพนัธุ์  คดัเลอืกจลุนิทรยีท์ีม่ปีระสทิธภิาพในการรดีวิซส์อีนิโกบลไูด ้ 5 
สายพนัธุ ์คอื TSUI4 TSUI36 TSUI58 TSUII5 และ TSUII16 มปีระสทิธภิาพในการรดีวิซส์อีนิ
โกบลไูปเป็นลวิโคอนิโกไดร้อ้ยละ 17 26 .5 20 .9 90 .9 และ 41.8 ตามล าดบั เมือ่น ามายอ้ม
เสน้ดา้ยดบิพบว่า สายพนัธุ ์ TSUII5 มคีวามสามารถในการยอ้มตดิสมีากทีสุ่ดโดยจะใหเ้สน้ดา้ย
ดบิเป็นสนี ้าเงนิเขม้ ส่วนสายพนัธุ์  TSUI4 TSUI36 TSUI58 และ TSUII16 จะยอ้มไมค่่อยตดิสี 
กลา้เชือ้ผงสายพนัธุ ์ TSUII5 (OD485nm=3.4) แบบเดีย่วเมอืน ามาหมกัครามมปีระสทิธภิาพ
ใกลเ้คยีงกบัแบบเชือ้ผสมกบัอกี 4 สายพนัธุ ์ (OD485nm=2.7-3.6) สายพนัธุ ์ TSUII5 เหมาะทีจ่ะ
น ามาเตรยีมเป็นกลา้เชือ้ส าหรบัยอ้มสคีราม TSUII5 จดัจ าแนกดว้ยยนี 16S rRNA มคีวาม
เหมอืนกบัสายพนัธุ ์Alkalibacterium sp. รอ้ยละ 98 ส าหรบัเชือ้ทีไ่มต่อ้งการออกซเิจนจากการ
ตรวจสอบการเจรญิในสภาพของ anaerobic jar อาจจะประกอบดว้ยจลุนิทรยีก์ลุ่ม facultative 
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anaerobic หากตอ้งการทราบว่าเป็นจลุนิทรยีก์ลุ่มไรอ้ากาศควรตอ้งมกีารทดสอบการเจรญิใน
สภาวะทีม่อีากาศอกีครัง้ 
 การคน้พบว่าแบคทเีรยีสายพนัธุ ์ Alkalibacterium sp. TSUII5 เป็นแบคทเีรยีหลกัที่
เกีย่วขอ้งกบักระบวนยอ้มสคีรามของกลุ่มยอ้มผา้แพรกหา พทัลุง นกัวจิยัไดน้ ้าจลุนิทรยีช์นิดนี้
มาท าเป็นกลา้เชือ้ผงและไดท้ดลองใชก้บักลุ่มซึง่ใหผ้ลเป็นทีน่่าพอใจเตรี ยมไดร้วดเรว็ ใหส้สีงู 
งา่ยต่อการดแูล และไมต่อ้งเลีย้งอยูต่ลอดเวลา และการขยายผลโดยการสรา้ง บทเรยีน
วทิยาศาสตรจ์ากภมูปิญัญาทอ้งถิน่โดยใชเ้ทคนิคการวจิยัแบบมสี่วนรว่มทีเ่กีย่วขอ้งกบั
กระบวนการท าสคีรามและจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้ง  โดยการท าแผ่นพบั  ภมูปิญัญาการยอ้มสคีร าม 
วธิกีารท า และจลุนิทรยีท์ีเ่กีย่วขอ้ง ท าใหช้าวบา้นและนกัเรยีนในพืน้เขา้ใจกระบวนการท าคราม
มากขึน้ และสนใจทีจ่ะท าผา้ยอ้มสคีรามเพราะเตรยีมไดง้า่ย 
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และไดร้บัการคดัเลอืกใหไ้ดทุ้นอุดหนุนการวจิยัประเภทนกัศกึษาระดบับณั ฑติศกึษาประจ าปี 
2541  จากส านกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาต ิ  
 2) การเมอืงทอ้งถิน่บรเิวณลุ่มทะเลสาบสงขลา พ .ศ. 2439-2534   ปีทีพ่มิพเ์ผยแพร ่ 
2546  สถานภาพในการท าวจิยั  เป็น ผูช้่วยวยิจยั 
 3) ศกึษาคุณภาพชวีติชาวบา้นชุมชนประมงแหลมนก   ต าบลบานา  อ าเภอเมอืง  
จงัหวดัปตัตานี     ซึง่ไดร้บัทุนสนบัสนุนการวจิยัดา้นวฒันธรรมศกึษา  จากเงนิรายไดส้่วนกลาง 
ประจ าปีงบประมา 2546   มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์  วทิยาเขตปตัตานี  ปีทีแ่ลว้เสรจ็  
2547  สถานภาพในการท าวจิยั  เป็นนกัวจิยั 
 4) ศกึษารวบรวมภมูปิญัญาพืน้บา้นจงัหวดัปตัตานี   ซึง่ไดร้บัทุนสนบัสนุนการวจิยั
จากเงนิรายไดส้่วนกลาง ประจ าปีงบประมาณ  2547  มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์ วทิยาเขต
ปตัตานี  ปีทีแ่ลว้เสรจ็  2547  สถานภาพในการท าวจิยั เป็นผูร้ว่มวจิยั 
                    5) สถานการณ์งานวจิยัดา้นภมูปิญัญาทอ้งถิน่ทีเ่กีย่วขอ้งกบัระบ บสุขภาพและ
แนวโน้มการวจิยัในอนาคต  ซึง่ไดร้บัทุนสนบัสนุนการวจิยัจาก สวรส . ภาคใต ้มอ. ปีทีแ่ลว้เสรจ็  
2547  สถานภาพในการท าวจิยั  เป็นผูร้ว่มวจิยั 
 6) ศกึษาวถิชีวีติชุมชนประมงแหลมนก ต าบลบานา อ าเภอเมอืง จงัหวดัปตัตานี    ซึง่
ไดร้บัทุนสนบัสนุนการวจิยัจากทุนส่งเส รมินกัวจิยัรุน่ใหมจ่ากส านกังานกองทุนสนบัสนุนการ
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วจิยัรว่มกบัส านกังานคณะกรรมการอุดมศกึษา  ก าลงัด าเนินการ   สถานภาพในการท าวจิยั เป็น
นกัวจิยั    
 7)  การจดัท าฐานขอ้มลูและขอ้เสนอยทุธศาสตรเ์บื้องตน้ในการพฒันากลุ่มผลติผา้
คลุมผมสตรแีละกลุ่มกะปิเยาะหใ์นสามจงัหวดัชาย แดนภาคใต ้ซึง่ไดร้บัทุนสนบัสนุนการวจิยั
จากส านกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั  ปีทีแ่ลว้เสรจ็  2548 สถานภาพในการท าวจิยั เป็นผูร้ว่ม
วจิยั 
 8)  โครงการวจิยัส ารวจพพิธิภณัฑก์ารเรยีนรูใ้นเครอืขา่ย : ภาคใต้  ซึง่ไดร้บัทุน
สนบัสนุนการวจิยัจากสถาบนัพพิธิภณัฑก์ารเรยีนรูแ้ห่ งชาติ ปีทีแ่ลว้เสรจ็ 2549 สถานภาพใน
การท าวจิยั เป็นผูร้ว่มวจิยั 
                   9)  โครงการสรา้งเครอืขา่ยการมสี่วนรว่มกบัชุมชน กรณศีกึษาพฒันาขา้วเพื่อ
สุขภาพของผูผ้ลติและผูบ้รโิภค ปีทีแ่ลว้เสรจ็ 2551 สถานภาพในการท าวจิยั เป็นนกัวจิยั 
                  10) โครงการวฒันธรรมคนใตก้บัการจดัการสุขภาวะ ซึง่ไดร้บัทุนจากสถาบนัวจิยั
ระบบสุขภาพภาคใต ้ (สวรส .) ปีทีแ่ลว้เสรจ็ เมษายน 2552 สถานภาพในการท าวจิยั เป็น 
ผูบ้รหิารงานวจิยั และนกัวจิยัหลกัประเดน็วฒันธรรมการดแูลสุขภาพ 
    11) โครงการของเล่นการละเล่นของเดก็รอบลุ่มทะเลสาบสงขลาเพื่อการจดัการศกึษา 
ซึง่ไดร้บัทุนจากงบท านุบ ารงุศลิปวฒันธรรมปี 2553 มหาวทิยาลยัทกัษณิ ปีทีแ่ลว้เสรจ็ 
กนัยายน 2553 สถานภาพในการท าวจิยั เป็นผูบ้รหิารงานวจิยัและนกัวจิยั 
    12 โครงการของเล่นการละเล่นของเดก็รอบลุ่มทะเลสาบสงขลาการจดัการศกึษาเพื่อ
สุขแทด้้ วยปญัญา ซึง่ไดร้บัทุนจากโครงการสุขแทด้ว้ยปญัญา เครอืขา่ยพุทธกิา รว่มกบั
ส านกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยัการสรา้งเสรมิสุขภาพ  ปีทีแ่ลว้เสรจ็ มนีาคม 2554 
สถานภาพในการท าวจิยั เป็นผูบ้รหิารงานวจิยัและนกัวจิยั 
 
      1.7.2 ประสบการณ์ท่ีเก่ียวกบัการบริหารงานการวิจัย 
 1) ผูช่้วยหวัหน้าโครงการภมูปิญัญาทกัษณิจากวรรณกรรมและพฤตกิรรม เป็น
โครงการทีไ่ดร้บัทุนสนบัสนุนการวจิยัจากฝา่ยนโยบายชาตแิละความสมัพนัธข์า้มชาต ิ 
ส านกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั (สกว) โดยมศีาสตราจารยส์ุธวิงศ ์  พงศไ์พบลูย ์เป็น
หวัหน้าโครงการ มนีกัวชิาการทอ้งถิน่ นกัวจิยั และชาวบา้นและผูท้ีเ่กีย่วขอ้งกบัการวจิยัเขา้รว่ม
โครงการไมน้่อยกว่า 200 คน  
 2) เลขานุการโครงการแผนทีภ่มูนิิทศัน์ภาคใต ้ : ฐานเศรษฐกจิและทุนวฒันธรรม  
เป็นโครงการทีไ่ดร้บัทุนสนบัสนุนการวจิยัจากฝา่ยนโยบายชาตแิละความสมัพนัธข์า้มชาต ิ
ส านกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั (สกว) โดยมศีาสตราจารยส์ุธวิงศ ์พงศไ์พบลูย ์เป็นหวัหน้า
โครงการ   
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 3) ผูช้่วยหวัหน้าโครงการโครงสรา้งและพลวตัวฒันธรรมภาคใตก้บัการพฒันา    
โดยมเีมธวีจิยัอาวุโส สกว . ศาสตราจารยส์ุธวิงศ ์  พงศไ์พบลูย ์  เป็นหวัหน้าโครงการ  ภายใต้
การสนบัสนุนทุนของส านกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั   
 4) เลขานุการ และคณะกรรมการฝา่ยวชิาการโครงการสารานุกรมวฒันธรรมไทย
ภาคใต ้ของมลูนิธสิารานุกรมวฒันธรรมไทย ฉบบัปี พ .ศ.2542    
 5)  ผูช่้วยวจิยัโครงการภมูปิญัญาการน าคนสู่เน้ือธรรมของท่านพุทธทาสภกิขุ   
ภายใตก้ลุ่ม        “โครงการภูมปิญัญาทกัษณิจากวรรณกรรมและพฤตกิรรม”    
 6)    หวัหน้ากลุ่มงานศกึษาวจิยัสถาบนัวฒันธรรมศกึษากลัยาณวิฒันา  
มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์ วทิยาเขตปตัตานี 
 
1.8 ผลงานวิชาการอ่ืน ๆ   
      1.8.2   หนังสือ 
                 เบญ็จวรรณ   บวัขวญั .  ตวัตลกหนงัตะลุง : นาฏลกัษณ์แห่งชวีติ .  สงขลา : 
มหาวทิยาลยัทกัษณิ, 2552 
      1.8.2 ผลิตบทความวิชาการตีพิมพเ์ผยแพร่หนังสือ  วารสาร  และบทความวิทย ุ ดงัน้ี  
    1) ผลิตบทความวิชาการตีพิมพใ์นหนังสือ  
เบญ็จวรรณ  บวัขวญั . “ชบ  ยอดแกว้ ,” ในสารานุกรมวฒันธรรมไทยภาคใต ้เล่ม 4. หน้า 1897-

1900. กรงุเทพฯ:มลูนิธสิารานุกรมวฒันธรรมไทย ธนาคารไทยพาณชิย,์ 2542. 
เบญ็จวรรณ  บวัขวญั. “บุญรอบ  ศรวีชิยั,” ในสารานุกรมวฒันธรรมไทยภาคใต ้เล่ม 9. หน้า 

4077-4078.      กรงุเทพฯ:มลูนิธสิารานุกรมวฒันธรรมไทย ธนาคารไทยพาณชิย์ , 
2542. 

เบญ็จวรรณ  บวัขวญั. “นาฬกิาครีงิ:ถ ้า,” ในสารานุกรมวฒันธรรมไทยภาคใต ้เล่ม 8. หน้า 
3760-3762. กรงุเทพฯ:มลูนิธสิารานุกรมวฒันธรรมไทย ธนาคารไทยพาณชิย์ , 2542. 

เบญ็จวรรณ  บวัขวญั. “ปจูัก๊จ ัน่,” ในสารานุกรมวฒันธรรมไทยภาคใต ้เล่ม 10. หน้า 4633-
4635. กรงุเทพฯ: มลูนิธสิารานุกรมวฒันธรรมไทย ธนาคารไทยพาณชิย์, 2542, 

เบญ็จวรรณ  บวัขวญั. “พพิธิภณัฑสถานแห่งชาตชิุมพร,” ในสารานุกรมวฒันธรรมไทยภาคใต ้
เล่ม 11. หน้า 5437-5443. กรงุเทพฯ: มลูนิธสิารานุกรมวฒันธรรมไทย ธนาคารไทย
พาณชิย,์ 2542. 

เบญ็จวรรณ  บวัขวญั. “ราษฏรอุ์ปถมัภ์,วดั.” ในสารานุกรมวฒันธรรมไทยภาคใต ้เล่ม 13. หน้า 
6549-6555. กรงุเทพฯ: มลูนิธสิารานุกรมวฒันธรรมไทย ธนาคารไทยพาณชิย์ , 2542. 

เบญ็จวรรณ  บวัขวญั. “ลภัย ์หนูประดษิฐ์,” ในสารานุกรมวฒันธรรมไทยภาคใต ้เล่ม14.  หน้า 
6790-6792. กรงุเทพฯ: มลูนิธสิารานุกรมวฒันธรรมไทย ธนาคารไทยพาณชิย์ , 2542. 
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เบญ็จวรรณ  บวัขวญั. “ศุ บุญเลีย้ง,” ในสารานุกรมวฒันธรรมไทยภาคใต ้เล่ม 15. หน้า 7521-
7522. กรงุเทพฯ: มลูนิธสิารานุกรมวฒันธรรมไทย ธนาคารไทยพาณชิย์ , 2542. 

เบญ็จวรรณ  บวัขวญั. “หอสมดุแห่งชาตกิาญจนาภเิษกสงขลา,” ในสารานุกรมวฒันธรรมไทย
ภาคใต ้เล่ม 16. หน้า 8545-8546. กรงุเทพฯ: มลูนิธสิารานุกรมวฒันธรรมไทย ธนาคาร
ไทยพาณชิย,์ 2542. 

เบญ็จวรรณ  บวัขวญั. “อมัพร ดว้ยปาน,” ในสารานุกรมวฒันธรรมไทยภาคใต ้เล่ม 18. หน้า 
8874-8876. กรงุเทพฯ: มลูนิธสิารานุกรมวฒันธรรมไทย ธนาคารไทยพาณชิย์ , 2542. 

                      2) ผลิตบทความตีพิมพใ์นวารสา รศรีตรงั  เช่น วนัตรษุจนี : ชาวจนีภาคใต้ , 
สุรยิปุราคา: มดืกลางวนัทีโ่คกโพธิ ์, แฆและตมัปรุง : กฬีาพืน้บา้นสนัทนาการล ้าค่าของชาวพอ
แมง็, นิทานพืน้บา้นภาคใต:้ กระบวนการเรยีนรู ้
                3) ผลติบทความวทิยเุผยแพรใ่นรายการบา้นน้ีชือ่ศรตีรงัช่วงอนุรกัษ์วฒันธรร ม
ไทยสถานีวทิยมุหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์วทิยาเขตปตัตานี  เช่น หนงัสอืบุด ,คตคิวามเชื่อ
เรือ่งศาสตราวุธของชาวใต ้,กาหลอ,มขุตลกในวรรณกรรมลายลกัษณ์ประเภทนิทาน , วฒันธรรม
ไทยคอืหวัใจของชาติ, ขา้ว:วถิขีองชาวไทย, วนัตรษุจนี :ชาวจนีภาคใต้ , เหลก็ขดู :เครือ่งมอืขดู
มะพรา้ วพืน้บา้น ,ตะเกยีงเก่าปตัตานี ,วนัอนุรกัษ์มรดกไทย ,วนัสงกรานตภ์าคใต้ ,หตัถกรรม
พืน้บา้นภาคใต ้ ,สถาบนัวฒันธรรมศกึษากลัยาณวิฒันา ,นิทานพืน้บา้นภาคใต้ , กฐนิ:ประเพณทีี่
ส าคญัของพุทธศาสนิกชน ,ปกณิกะวฒันธรรมภาคใตท้ีเ่กีย่วเนื่องกบัชา้ง , เสา้ :เครือ่งมอืในการ
ควบคุมชา้ง, อาหารการกนิ : ภมูปิญัญาไทย , ภมูปิญัญาชาวบา้น :ธาตุเจา้เรอืน , ดนตรพีืน้บา้น
ภาคใตต้อนล่าง , ตอืตรกีบัการบ าบดัโรคภยัไขเ้จบ็ชาวไทยมสุลมิ , เครือ่งรางของขลงัใน
สงัคมไทย ,วฒันธรรมการชมศลิปะ  และผลติบทความวทิยใุนรายการภมูปิญัญาทุกวนัพุธ ของ
สถานีวทิยมุหาวทิยาลยัทกัษณิ 
 


