
 

 
 

same as MO decolorization but medium pH was different (pH 8.0). Lowest dye decolorization was observed 
in AR-AC with the decolorization rate of 41.3% under microaerophilic condition. This study show the potential 
of isolate PD10 in azo dyes decolorization and might pave the way for its application in bioremediation of azo 
dyes in environment. 
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บทนํา 
สยีอ้มเอโซ (azo dyes) เป็นสารประกอบ อะโรเมตกิที่
ประกอบด้วยหมู่เอโซ (-N=N-) หน่ึงหมู่หรอืมากกว่า
หน่ึงหมู่ขึ้นไป ซึ่งในปจัจุบันสีกลุ่มน้ีได้ถูกนํามาใช้
อย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมต่างๆ ไม่ว่าจะเป็น
อุตสาหกรรมเครื่องหนัง อุตสาหกรรมสิ่งพิมพ์ และ
อุตสาหกรรมสิ่งทอ  เป็นต้น   จากการศึกษาของ
Moutaouakkil et al. พบว่าทัว่โลกมีการผลิตสีย้อม
สงัเคราะห์มากกว่า 800,000 ตันต่อปี ซึ่งเป็นสีย้อม
กลุ่มเอโซประมาณ 60-70 เปอรเ์ซ็นต์ และมปีระมาณ 
10-15 เปอร์เซ็นต์ ที่มีการปล่อยออกสู่สิง่แวดล้อมใน
ระหว่างกระบวนการผลิตซึ่งสทีี่ปล่อยออกมาน้ีเป็น
สาเหตุสําคัญที่ก่อให้เกิดการเน่าเสียของแหล่งน้ํา
ธรรมชาติ เน่ืองจากสีย้อมเหล่าน้ีจะไปลดอัตราการ
นําเข้าของออกซิเจนที่เข้าสู่ผิวหน้าของแหล่งน้ําและ
บดบงัปรมิาณแสงอาทติย์ที่ตกลงสู่ผวิน้ํา ทําให้พชืน้ํา
ไม่สามารถสังเคราะห์แสงได้ จึงส่งผลให้ปริมาณ
ออกซิเจนในน้ําลดลง และเป็นสาเหตุที่ทําให้สตัว์น้ํา
ตายและนอกจากน้ีสยี้อมกลุ่มเอโซยงัพบว่าเป็นสาร
ก่อมะเรง็ในกระเพาะปสัสาวะ มา้ม และตบั รวมทัง้เป็น
สารก่อการกลายพันธุ์ ในมนุษย์อีกด้วย  ส่วนใน
สตัว์ทดลองนัน้พบว่า ก่อให้เกิดความผิดปกติของ
นิวเคลยีส และเกดิความผดิปกตขิองโครโมโซมในสตัว์
เลีย้งลกูดว้ยนม2 

ในปจัจุบนัแมว้า่จะมกีารนําเทคโนโลยตี่างๆ 
มาใชใ้นการบาํบดัน้ําทิง้ทีม่กีารปนเป้ือนของสยีอ้มกลุ่ม
เอโซทัง้กระบวนการทางกายภาพและเคมี เช่น การ
กรองด้วยแผ่น เยื่ อ  (Membrane filtration) การใช้
โอ โซ น  (Ozone treatment) ก ารตกต ะกอนด้ วย
สารเคมี (Chemical coagulation) การแลกเปลี่ยนอิ
ออน (Ion Exchange) เป็นต้น แต่วธิเีหล่าน้ีมขีอ้จํากดั
อยูห่ลายประการ คอื สามารถบาํบดัไดน้้อย คา่ใชจ้า่ย 

 
ในการบําบดัสูง ผลผลติที่ได้จากการบําบดัยงัคงเป็น
สารที่มีความเป็นพิษ และมีปญัหาในเรื่องของการ
ตกตะกอน4 ด้วยเหตุน้ีเองจงึทําให้มกีารศกึษาวธิกีาร
อื่นๆ ที่มีประสทิธิภาพและปลอดภยั เพื่อนํามาใช้ใน
การกําจดัสีย้อมเหล่านัน้ ซึ่งโดยส่วนใหญ่แล้วจะให้
ความสาํคญักบัสิง่มชีวีติพวกจุลนิทรยี ์โดยในปจัจุบนัน้ี
พบว่ามจีุลนิทรยีอ์ยู่หลายกลุ่มทีม่คีวามสามารถในการ
ย่อยสลายสยี้อมสงัเคราะห์เหล่าน้ีได้ เช่น แบคทีเรยี 
เชื้อรา และยสีต์ แต่เมื่อเปรยีบเทียบประสทิธภิาพใน
การฟอกจางสีแล้วพบว่าจุลินทรีย์จําพวกแบคทีเรีย
พบว่ามีความสามารถฟอกจางสีได้ดีกว่า เพราะ
แบคทเีรยีมวีงจรชวีติสัน้ และมกีารเจรญิที่รวดเรว็ ซึ่ง
แตกต่างจากเชือ้ราและยสีตท์ีม่วีงจรชวีติทีย่าวกวา่และ
เจรญิไดช้า้5 

ดงันัน้งานวจิยัน้ีจงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษา
ศกัยภาพและสภาวะที่เหมาะสมในการฟอกจางสยีอ้ม
กลุ่มเอโซของแบคทเีรยีไอโซเลต PD10 งานวจิยัน้ีจงึ
เป็นอกีแนวทางหน่ึงทีจ่ะช่วยบําบดัน้ําทิง้ทีป่นเป้ือน สี
ย้อมกลุ่มเอโซได้ อีกทัง้ยงัช่วยลดปญัหาสิง่แวดล้อม
เป็นพษิอกีดว้ย 
 
วิธีการดาํเนินงานวิจยั 
1. สีย้อมและสารเคมี 

สีย้อมเอโซ 4 ชนิดที่ใช้ในการวิจยัในครัง้น้ี
ได้แก่ สีย้อมเอโซชนิดโมโนเอโซได้แก่ สี AR-AC 
(Allura Red AC; λmax= 501 และ 506 nm เมื่อละลาย
ในน้ําและเมทานอล )  MO (Methyl Orange; λmax= 
463 nm เมื่อละลายในน้ํา) และ RBV-5R (Remazol 
Brilliant Violet 5R; λmax= 558 แ ล ะ  563 nm เมื่ อ
ละลายในน้ําและ เมทานอล) และสชีนิดไดเอโซไดแ้ก่ ส ี
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บทคดัย่อ 
งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงค์เพื่อศกึษาศกัยภาพและสภาวะที่เหมาะสมต่อการฟอกจางสยี้อมกลุ่มเอโซ   ชนิด ได้แก่ 
Methyl Orange (MO), Remazol Brilliant Violet 5 R (RBV-5R), Reactive Black 5 (RB-5) แล ะ  Allura Red AC 
(AR-AC) โดยแบคทเีรยีไอโซเลต PD10 ซึง่จากการวเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบลําดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี 16S rRNA และ
การศึกษาสายววิฒันาการพบว่าแบคทีเรยีน้ีมีความใกล้เคียงกบัแบคทีเรยีแกรมลบ Klebsiella pneumoniae NBRC 
14438T โดยมเีปอรเ์ซน็ต์ความเหมอืนเท่ากบั .50 พบว่าแหล่งคารบ์อนทีด่ทีีสุ่ดสาํหรบัการฟอกจางสยีอ้มคอืน้ําตาล
ซูโครส ในขณะที่แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมมคีวามแตกต่างกนัในการฟอกจางสแีต่ละชนิดคอื (NH4)2SO4 (MO และ 
RBV-5R), urea (RB-5) และ NH4Cl (AR-AC)  จากการศึกษาพบว่าไอโซเลต PD10 สามารถฟอกจางสี MO และ 
RBV-5R ได้สูงโดยมอีตัราการฟอกจางสภีายใต้สภาวะที่เหมาะสมเท่ากบั 98.6% และ 95.8% ซึ่งสภาวะที่เหมาะสม
สําหรบัฟอกจางสีย้อม MO คือความเข้มข้นของสีย้อม 0.02 %w/v, sucrose 0.5 %w/v, (NH4)2SO4 ที่ C:N ratio 
เท่ากบั 2:1, pH 8.5 และความเขม้ขน้ของเชื้อเริม่ต้น 3 %v/v ที่อุณหภูม ิ40 °C ภายใต้สภาวะน่ิงให้อากาศเล็กน้อย 
สาํหรบัสภาวะทีเ่หมาะสมของการฟอกจางสยีอ้ม RBV-5R เป็นเช่นเดยีวกบัสภาวะสาํหรบัการฟอกจางสยีอ้ม MO แต่
แตกต่างกนัทีค่่า pH (pH 8.0) พบอตัราการฟอกจางสตีํ่าทีส่ดุในสยีอ้ม AR-AC โดยมอีตัราการฟอกจางสตีํ่ากวา่ 41.3% 
ภายใต้สภาวะน่ิงให้อากาศเลก็น้อยการศกึษานี้บ่งชี้ถงึศกัยภาพของแบคทเีรยีไอโซเลต PD10 ในการฟอกจางสยีอ้ม  
เอโซและเป็นแนวทางในการนําไปสูก่ารประยกุตใ์ชใ้นการบาํบดัการปนเป้ือนของสยีอ้มเอโซในสภาพแวดลอ้มได ้
 
คาํสาํคญั : แบคทเีรยี สยีอ้มเอโซ การฟอกจางส ีKlebsiella pneumoniae 
 
Abstract   
 This study aims to investigate the potential and optimum conditions for the decolorization of four 
azo dyes, Methyl Orange (MO), Remazol Brilliant Violet 5 R (RBV-5R), Reactive Black 5 (RB-5) and Allura 
Red AC (AR-AC) by bacteria. Bacterial identification was carried out using 16S rRNA sequence, which found 
that bacterial isolates PD10 is close to gram-negative bacteria Klebsiella pneumoniae strains NBRC 14438T 
with the sequence similarity of 99.50%. Sucrose was found to be the best carbon source for dyes decolorization 
while nitrogen source was varies among dye which found to be (NH4)2SO4 (MO and RBV-5R), urea (RB-5) and 
NH4Cl (AR-AC).  Isolate PD10 effectively decolorizeMO and RBV-5R with the decolorization rate of  98.6% 
and 95.8% under optimum condition. Optimum condition for MO decolorization was 0.02 %w/v dye 
concentration, 0.5 %w/v sucrose, (NH4)2SO4 at C:N ratio of 2:1, pH 8.5, 3 %v/v inoculum size at temperature 
of 40oC under microaerophilic condition. The optimum condition of RBV- 5R Decolorization was almost the 
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same as MO decolorization but medium pH was different (pH 8.0). Lowest dye decolorization was observed 
in AR-AC with the decolorization rate of 41.3% under microaerophilic condition. This study show the potential 
of isolate PD10 in azo dyes decolorization and might pave the way for its application in bioremediation of azo 
dyes in environment. 
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สีย้อมเอโซ 4 ชนิดที่ใช้ในการวิจยัในครัง้น้ี
ได้แก่ สีย้อมเอโซชนิดโมโนเอโซได้แก่ สี AR-AC 
(Allura Red AC; λmax= 501 และ 506 nm เมื่อละลาย
ในน้ําและเมทานอล )  MO (Methyl Orange; λmax= 
463 nm เมื่อละลายในน้ํา) และ RBV-5R (Remazol 
Brilliant Violet 5R; λmax= 558 แ ล ะ  563 nm เมื่ อ
ละลายในน้ําและ เมทานอล) และสชีนิดไดเอโซไดแ้ก่ ส ี
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6.1 ความเข้มข้นของเช้ือเร่ิมต้น 
ถ่ายเชือ้ลงในอาหาร MSM ทีม่สียีอ้มเอโซอยู ่

โดยปรมิาตรของเชื้อที่ใช้ คือ 3, 5, 10 และ 15 %w/v 
สาํหรบัชุดควบคุมจะไม่ใสเ่ชือ้ จากนัน้นําไปบ่มภายใต้
สภาวะทีก่าํหนดไว ้

 
6.2 ความเข้มของสีเร่ิมต้น 

ถ่ายเชื้อโดยปริมาตรตามความเข้มข้นที่
กําหนดลงในฟลาสกข์นาด 250 ml บรรจุอาหาร MSM 
ที่มีสีย้อมเอโซเข้มข้น  0.005, 0.0075, 0.01, 0.015 
และ 0.02 %w/v สาํหรบัชุดควบคุมไม่ใสเ่ชื้อ นําไปบ่ม
ภายใตส้ภาวะทีเ่หมาะสม เป็นเวลา 7 วนั 

 
6.3 แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีความ
เข้มข้นแตกต่างกนั 
 แหลง่คารบ์อน ไดแ้ก่ glucose, sucrose, 
glycerol, sodium citrate และ  sodium glutamate ( 
%w/v) 

ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน ได้แก่ , 
0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ . %w/v 

แห ล่ ง ไน โต ร เจ น  ได้ แ ก่  yeast extract, 
ammonium chloride, sodium nitrate, ammonium 
sulphate และ urea (0.1 %w/v) 

ความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน โดยศกึษา
อตัราสว่นระหว่างคารบ์อนต่อไนโตรเจน ในอตัราส่วน 
1:1, 2:1, 5:1, 10:1, 20:1 และ 40:1 

โดยเติมแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนต่างๆ 
ในอาหาร MSM ที่มคีวามเขม้ขน้ส ี0.02 %w/v และใช้
ความเข้มข้นของเชื้อเริ่มต้น  %v/v เพาะเลี้ยงที่
เหมาะสม 
 
6.4 ความเป็นกรด-ด่างของอาหาร 

ศกึษาผลของความเป็นกรด-ด่างต่อการฟอก
จางสีย้อมเอโซแต่ละชนิดโดยใช้ค่า pH ของอาหาร 
MSM ทีม่สียีอ้มเอโซตามความเขม้ขน้ทีก่าํหนด โดยจะ
ปรบัค่าความเป็นกรด-ด่างแตกต่างกนั ไดแ้ก่ pH 4.0, 
4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 และ 9.0 

 
 

6.5 ผลของอณุหภมิูในการบ่ม 
ศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีต่อการฟอกจางสี

ย้อมเอโซแต่ละชนิด ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงที่
เหมาะสม และนําไปบ่มที่อุณหภูมิแตกต่างกัน ซึ่ง
อุณหภูมิที่ใช้ในการศึกษาได้แก่ 40, 45, 50 และ 55 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7 วนั 
 
7. วิธีการวดัการฟอกจางสี 

นําอาหารเหลว MSM สูตรที่เหมาะสมที่มีสี
ยอ้มเอโซอยู่ของชุดทดสอบ และที่ไม่มสียีอ้มเอโซของ
ชุดควบคุม ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะที่เหมาะสม มา
ป ัน่เหวี่ยงแยกเซลล์ที่ความเร็วรอบ 9,100 x g เป็น
เวลา 10 นาที จากนัน้นําส่วนใสไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงทีค่วามยาวคลื่นสงูสดุ (λmax) ของสยีอ้มเอโซแต่ละ
ชนิดโดยใช้อาหารเหลว MSM หรอืน้ํากลัน่ปลอดเชื้อ
เป็ น  blank และ นํ าค่ าก ารดู ด ก ลืน แส งที่ ได้ ม า
คาํนวณหาเปอรเ์ซน็ตก์ารฟอกจางสตีามสตูร9 ดงัน้ี 

 
Decolorization (%) = [(Ai-Ao) × 100] / Ai 

 

เมือ่ Ai  คอื Initial absorbance  
 Ao  คอื Observed absorbance 
 
8. ตรวจวดัการลดลงของสีย้อมเอโซด้วยเคร่ือง 
UV-Vis spectrophotometer 

เพาะเลีย้งเชือ้แบคทเีรยีในอาหาร MSM สตูร
ที่เหมาะสมที่มีย้อมเอโซตามความเข้มข้นที่กําหนด 
ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงต่างๆ  เมื่อครบตาม
ระยะเวลาของการบ่ม จากนัน้เก็บอาหารปรมิาตร 10 
ml มาป ัน่เหวี่ยงแยกเซลล์ที่ความเร็วรอบ 9,100 x g
และนําส่วนใสที่ได้ไปวดัการลดลงของสยีอ้มเอโซดว้ย
เค รื่ อ ง  UV-Vis spectrophotometer (HP 8453 UV-
Visible Spectrophotometer, Germany) 
 
9. วิธีวดัการเจริญของเซลล ์

นําเซลล์ที่ไดจ้ากการป ัน่เหวีย่งตกตะกอนมา
ล้างเซลล์ 2 ครัง้ด้วยน้ํากลัน่ จากนัน้นําไปวดัค่าการ
เจรญิที ่OD660 nm 

 

 

 
 

RB-5 (Reactive Black; λmax= 598 nm เมื่อละลายใน
น้ําและ 588, 593 nm เมื่อละลายในเมทานอล) สยีอ้ม
ทั ้งหมดผลิต โดยบริษัท  Sigma-Aldrich ประเทศ
สหรฐัอเมรกิา 

อาหารที่ ใช้ในการทดสอบคืออาหารสูตร 
Mineral Salts Medium (MSM) ดดัแปลงจาก Ayed et 
al.6 ซึ่งใช้สําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อและใช้เป็น น้ําเสีย
สงัเคราะห์โดยการเตมิสยีอ้มเอโซลงไปในอาหารด้วย 
โดยปริมาตรต่อ  1 ลิตร ประกอบด้วย  : sucrose 
10.0g; Na2HPO4 3.6g; KH2PO4 1.0g; (NH4)2SO4 
1.0g; MgSO4 1.0g; Fe(NH4) citrate (ferric 
ammonium citrate) 0.01g; CaCl2.2H2O 0.1g; yeast 
nitrogen base without amino acid 0.2g และ  trace 
element solution containing ปริมาตร  0.5 ml และ 
trace element solution containing ป ร ะก อ บ ด้ ว ย 
ZnSO4.7H2O 0.5g; MnCl2.2H2O 0.15g; CoCl2.6H2O 
0.05g; NiSO4 0.1g; Na2MoO4.2H2O 0.15g; H3BO3 
1.5g และ CuCl2.2H2O 0.05g (ปรมิาตรต่อ 1 ลติร) 

 
2. แบคทีเรียท่ีใช้ในการศึกษา 

แบคทเีรยีไอโซเลต PD10 ซึง่เป็นแบคทเีรยี
ที่ ถู ก คัด แยกจากตัวอย่ า งดิน โดยวิธี  Selective 
enrichment วธิ ีin vitro acclimatization และวธิ ีin situ 
acclimatization จากนัน้นําแบคทีเรยีที่ได้จากการคดั
แยกตามวธิีดงักล่าวมาทดสอบความสามารถในการ
เจรญิและการยอ่ยสลายน้ํามนัปิโตรเลยีม7 

 
3. วิธีเตรียมเซลล ์
 นําแบคทีเรียมาเพาะเลี้ยงในฟลาสก์ขนาด 
250 ml ทีบ่รรจุอาหาร Mineral Salts Medium (MSM) 
ปรมิาตร 50 ml แลว้นําไปเขยา่ทีค่วามเรว็ 150 rpm ที่
อุณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้เตรยีมเซลล์
ให้ได้ความขุ่นเริม่ต้น 1.0 หน่วย OD600 nm ก่อนถ่าย
เชือ้สาํหรบัทดสอบในแต่ละการทดลอง 
 
4. การพิสจูน์เอกลกัษณ์แบคทีเรีย 
 ทําการเปรียบเทียบลําดับ นิวคลีโอไทด์
บริเวณยีน  16S rRNA เพิ่มปริมาณยีน  16S rDNA 
โดยใช้ ไพ ร์ เมอร์ (Universal primer) ได้แก่  518F 

(CCAGCAGCCGCGGTAATACG) แ ล ะ  800R 
(TACCAGGGTATCTAATCC) ทํ า โด ย นํ า ผ ล ข อ ง
ลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีห่น่วยวเิคราะหส์ารชวีโมเลกุลของ
บรษิัท MACROGEN Advancing through Genomics 
ประเทศเกาหล ีมาเปรยีบเทยีบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล 
GenBank โ ด ย ใ ช้ โ ป ร แ ก ร ม  BLASTn 
(http://www.ncbi.nlm.gov/) เ พื่ อ ร ะ บุ ช นิ ด ข อ ง
แบคทีเรียที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกัน  แล้วนํามา
วเิคราะห์สรา้งต้นไม้แห่งววิฒันาการโดยใช้โปรแกรม 
MEGA 4.1 ดว้ยวธิ ีNeighbour-joinging 
 
5. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการฟอกจางสี 
 ถ่ายเชื้อ 3 %v/v ลงในอาหาร MSM ที่มีสี
ย้อมเอโซเข้มข้น 0.01 %w/v โดยที่สภาวะให้อากาศ 
(Aerobic condition) ใช้อาหารปริมาตร 50 ml บรรจุ
ในฟลาสก์ขนาด 250 ml แล้วนําไปเขย่าที่ความเร็ว 
150 rpm ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง 

ส ภ า ว ะ น่ิ ง ไ ม่ ใ ห้ อ า ก า ศ (Anaerobic 
condition) แ ล ะ ส ภ า ว ะ น่ิ ง ให้ อ า ก า ศ เล็ ก น้ อ ย
(Microaerophilic condition) ใช้อาหารปรมิาตร 30 ml 
บรรจุในหลอดฝาเกลียวขนาด 50 ml ปิดฝาให้สนิท
ไม่ให้อากาศเขา้ แล้วนําไปตัง้ไวใ้นตู้บ่มที่มยีางซลีกนั
อากาศเขา้สาํหรบัสภาวะน่ิงไม่ใหอ้ากาศและในสภาวะ
น่ิงให้อากาศเลก็น้อยปิดฝาหลอดโดยคลายฝาเกลยีว
เลก็น้อย แล้วนําไปตัง้ไวท้ี่อุณหภูมหิ้องภายใต้สภาวะ
น่ิง โดยทัง้ 3 ชุดการทดลองบ่มเป็นเวลา 7 วนั ชุด
ควบคุมจะไมใ่สเ่ชือ้  

สภาวะให้อากาศตามด้วยสภาวะน่ิงให้
อากาศเลก็น้อย (Sequential Aerobic-Microaerophilic 
condition) ใช้อาหารปรมิาตร 50 ml บรรจุในฟลาสก์
ขนาด 250 ml แล้วนําไปเขย่าที่ความเรว็ 150 rpm ที่
อุณหภูมหิ้อง จากนัน้นํามาบ่มต่อภายใต้สภาวะน่ิงให้
อากาศเล็กน้อย โดยการตัง้ทิ้งไว้ที่อุณหภูมหิ้อง เป็น
เวลาอกี 7 วนั ชุดควบคุมจะไมใ่สเ่ชือ้ 

 
6. การศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการฟอกจางสี 
 ทําการศกึษาปจัจยัต่าง ๆ ทีม่ผีลต่อการฟอก
จางสยี้อมเอโซโดยแบคทเีรยีไอโซเลต PD10 โดยทุก
ปจัจยัทีศ่กึษาทาํการทดลอง  ซํ้า ดงัน้ี 
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6.1 ความเข้มข้นของเช้ือเร่ิมต้น 
ถ่ายเชือ้ลงในอาหาร MSM ทีม่สียีอ้มเอโซอยู ่

โดยปรมิาตรของเชื้อที่ใช้ คือ 3, 5, 10 และ 15 %w/v 
สาํหรบัชุดควบคุมจะไม่ใสเ่ชือ้ จากนัน้นําไปบ่มภายใต้
สภาวะทีก่าํหนดไว ้

 
6.2 ความเข้มของสีเร่ิมต้น 

ถ่ายเชื้อโดยปริมาตรตามความเข้มข้นที่
กําหนดลงในฟลาสกข์นาด 250 ml บรรจุอาหาร MSM 
ที่มีสีย้อมเอโซเข้มข้น  0.005, 0.0075, 0.01, 0.015 
และ 0.02 %w/v สาํหรบัชุดควบคุมไม่ใสเ่ชื้อ นําไปบ่ม
ภายใตส้ภาวะทีเ่หมาะสม เป็นเวลา 7 วนั 

 
6.3 แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนท่ีความ
เข้มข้นแตกต่างกนั 
 แหลง่คารบ์อน ไดแ้ก่ glucose, sucrose, 
glycerol, sodium citrate และ  sodium glutamate ( 
%w/v) 

ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน ได้แก่ , 
0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ . %w/v 

แห ล่ ง ไน โต ร เจ น  ได้ แ ก่  yeast extract, 
ammonium chloride, sodium nitrate, ammonium 
sulphate และ urea (0.1 %w/v) 

ความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน โดยศกึษา
อตัราสว่นระหว่างคารบ์อนต่อไนโตรเจน ในอตัราส่วน 
1:1, 2:1, 5:1, 10:1, 20:1 และ 40:1 

โดยเติมแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนต่างๆ 
ในอาหาร MSM ที่มคีวามเขม้ขน้ส ี0.02 %w/v และใช้
ความเข้มข้นของเชื้อเริ่มต้น  %v/v เพาะเลี้ยงที่
เหมาะสม 
 
6.4 ความเป็นกรด-ด่างของอาหาร 

ศกึษาผลของความเป็นกรด-ด่างต่อการฟอก
จางสีย้อมเอโซแต่ละชนิดโดยใช้ค่า pH ของอาหาร 
MSM ทีม่สียีอ้มเอโซตามความเขม้ขน้ทีก่าํหนด โดยจะ
ปรบัค่าความเป็นกรด-ด่างแตกต่างกนั ไดแ้ก่ pH 4.0, 
4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 และ 9.0 

 
 

6.5 ผลของอณุหภมิูในการบ่ม 
ศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีต่อการฟอกจางสี

ย้อมเอโซแต่ละชนิด ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงที่
เหมาะสม และนําไปบ่มที่อุณหภูมิแตกต่างกัน ซึ่ง
อุณหภูมิที่ใช้ในการศึกษาได้แก่ 40, 45, 50 และ 55 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 7 วนั 
 
7. วิธีการวดัการฟอกจางสี 

นําอาหารเหลว MSM สูตรที่เหมาะสมที่มีสี
ยอ้มเอโซอยู่ของชุดทดสอบ และที่ไม่มสียีอ้มเอโซของ
ชุดควบคุม ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะที่เหมาะสม มา
ป ัน่เหวี่ยงแยกเซลล์ที่ความเร็วรอบ 9,100 x g เป็น
เวลา 10 นาที จากนัน้นําส่วนใสไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงทีค่วามยาวคลื่นสงูสดุ (λmax) ของสยีอ้มเอโซแต่ละ
ชนิดโดยใช้อาหารเหลว MSM หรอืน้ํากลัน่ปลอดเชื้อ
เป็ น  blank และ นํ าค่ าก ารดู ด ก ลืน แส งที่ ได้ ม า
คาํนวณหาเปอรเ์ซน็ตก์ารฟอกจางสตีามสตูร9 ดงัน้ี 

 
Decolorization (%) = [(Ai-Ao) × 100] / Ai 

 

เมือ่ Ai  คอื Initial absorbance  
 Ao  คอื Observed absorbance 
 
8. ตรวจวดัการลดลงของสีย้อมเอโซด้วยเคร่ือง 
UV-Vis spectrophotometer 

เพาะเลีย้งเชือ้แบคทเีรยีในอาหาร MSM สตูร
ที่เหมาะสมที่มีย้อมเอโซตามความเข้มข้นที่กําหนด 
ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงต่างๆ  เมื่อครบตาม
ระยะเวลาของการบ่ม จากนัน้เก็บอาหารปรมิาตร 10 
ml มาป ัน่เหวี่ยงแยกเซลล์ที่ความเร็วรอบ 9,100 x g
และนําส่วนใสที่ได้ไปวดัการลดลงของสยีอ้มเอโซดว้ย
เค รื่ อ ง  UV-Vis spectrophotometer (HP 8453 UV-
Visible Spectrophotometer, Germany) 
 
9. วิธีวดัการเจริญของเซลล ์

นําเซลล์ที่ไดจ้ากการป ัน่เหวีย่งตกตะกอนมา
ล้างเซลล์ 2 ครัง้ด้วยน้ํากลัน่ จากนัน้นําไปวดัค่าการ
เจรญิที ่OD660 nm 

 

 

 
 

RB-5 (Reactive Black; λmax= 598 nm เมื่อละลายใน
น้ําและ 588, 593 nm เมื่อละลายในเมทานอล) สยีอ้ม
ทั ้งหมดผลิต โดยบริษัท  Sigma-Aldrich ประเทศ
สหรฐัอเมรกิา 

อาหารที่ ใช้ในการทดสอบคืออาหารสูตร 
Mineral Salts Medium (MSM) ดดัแปลงจาก Ayed et 
al.6 ซึ่งใช้สําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อและใช้เป็น น้ําเสีย
สงัเคราะห์โดยการเตมิสยีอ้มเอโซลงไปในอาหารด้วย 
โดยปริมาตรต่อ  1 ลิตร ประกอบด้วย  : sucrose 
10.0g; Na2HPO4 3.6g; KH2PO4 1.0g; (NH4)2SO4 
1.0g; MgSO4 1.0g; Fe(NH4) citrate (ferric 
ammonium citrate) 0.01g; CaCl2.2H2O 0.1g; yeast 
nitrogen base without amino acid 0.2g และ  trace 
element solution containing ปริมาตร  0.5 ml และ 
trace element solution containing ป ร ะก อ บ ด้ ว ย 
ZnSO4.7H2O 0.5g; MnCl2.2H2O 0.15g; CoCl2.6H2O 
0.05g; NiSO4 0.1g; Na2MoO4.2H2O 0.15g; H3BO3 
1.5g และ CuCl2.2H2O 0.05g (ปรมิาตรต่อ 1 ลติร) 

 
2. แบคทีเรียท่ีใช้ในการศึกษา 

แบคทเีรยีไอโซเลต PD10 ซึง่เป็นแบคทเีรยี
ที่ ถู ก คัด แยกจากตัวอย่ า งดิน โดยวิธี  Selective 
enrichment วธิ ีin vitro acclimatization และวธิ ีin situ 
acclimatization จากนัน้นําแบคทีเรยีที่ได้จากการคดั
แยกตามวธิีดงักล่าวมาทดสอบความสามารถในการ
เจรญิและการยอ่ยสลายน้ํามนัปิโตรเลยีม7 

 
3. วิธีเตรียมเซลล ์
 นําแบคทีเรียมาเพาะเลี้ยงในฟลาสก์ขนาด 
250 ml ทีบ่รรจุอาหาร Mineral Salts Medium (MSM) 
ปรมิาตร 50 ml แลว้นําไปเขยา่ทีค่วามเรว็ 150 rpm ที่
อุณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้เตรยีมเซลล์
ให้ได้ความขุ่นเริม่ต้น 1.0 หน่วย OD600 nm ก่อนถ่าย
เชือ้สาํหรบัทดสอบในแต่ละการทดลอง 
 
4. การพิสจูน์เอกลกัษณ์แบคทีเรีย 
 ทําการเปรียบเทียบลําดับ นิวคลีโอไทด์
บริเวณยีน  16S rRNA เพิ่มปริมาณยีน  16S rDNA 
โดยใช้ ไพ ร์ เมอร์ (Universal primer) ได้แก่  518F 

(CCAGCAGCCGCGGTAATACG) แ ล ะ  800R 
(TACCAGGGTATCTAATCC) ทํ า โด ย นํ า ผ ล ข อ ง
ลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีห่น่วยวเิคราะหส์ารชวีโมเลกุลของ
บรษิัท MACROGEN Advancing through Genomics 
ประเทศเกาหล ีมาเปรยีบเทยีบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล 
GenBank โ ด ย ใ ช้ โ ป ร แ ก ร ม  BLASTn 
(http://www.ncbi.nlm.gov/) เ พื่ อ ร ะ บุ ช นิ ด ข อ ง
แบคทีเรียที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกัน  แล้วนํามา
วเิคราะห์สรา้งต้นไม้แห่งววิฒันาการโดยใช้โปรแกรม 
MEGA 4.1 ดว้ยวธิ ีNeighbour-joinging 
 
5. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการฟอกจางสี 
 ถ่ายเชื้อ 3 %v/v ลงในอาหาร MSM ที่มีสี
ย้อมเอโซเข้มข้น 0.01 %w/v โดยที่สภาวะให้อากาศ 
(Aerobic condition) ใช้อาหารปริมาตร 50 ml บรรจุ
ในฟลาสก์ขนาด 250 ml แล้วนําไปเขย่าที่ความเร็ว 
150 rpm ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง 

ส ภ า ว ะ น่ิ ง ไ ม่ ใ ห้ อ า ก า ศ (Anaerobic 
condition) แ ล ะ ส ภ า ว ะ น่ิ ง ให้ อ า ก า ศ เล็ ก น้ อ ย
(Microaerophilic condition) ใช้อาหารปรมิาตร 30 ml 
บรรจุในหลอดฝาเกลียวขนาด 50 ml ปิดฝาให้สนิท
ไม่ให้อากาศเขา้ แล้วนําไปตัง้ไวใ้นตู้บ่มที่มยีางซลีกนั
อากาศเขา้สาํหรบัสภาวะน่ิงไม่ใหอ้ากาศและในสภาวะ
น่ิงให้อากาศเลก็น้อยปิดฝาหลอดโดยคลายฝาเกลยีว
เลก็น้อย แล้วนําไปตัง้ไวท้ี่อุณหภูมหิ้องภายใต้สภาวะ
น่ิง โดยทัง้ 3 ชุดการทดลองบ่มเป็นเวลา 7 วนั ชุด
ควบคุมจะไมใ่สเ่ชือ้  

สภาวะให้อากาศตามด้วยสภาวะน่ิงให้
อากาศเลก็น้อย (Sequential Aerobic-Microaerophilic 
condition) ใช้อาหารปรมิาตร 50 ml บรรจุในฟลาสก์
ขนาด 250 ml แล้วนําไปเขย่าที่ความเรว็ 150 rpm ที่
อุณหภูมหิ้อง จากนัน้นํามาบ่มต่อภายใต้สภาวะน่ิงให้
อากาศเล็กน้อย โดยการตัง้ทิ้งไว้ที่อุณหภูมหิ้อง เป็น
เวลาอกี 7 วนั ชุดควบคุมจะไมใ่สเ่ชือ้ 

 
6. การศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการฟอกจางสี 
 ทําการศกึษาปจัจยัต่าง ๆ ทีม่ผีลต่อการฟอก
จางสยี้อมเอโซโดยแบคทเีรยีไอโซเลต PD10 โดยทุก
ปจัจยัทีศ่กึษาทาํการทดลอง  ซํ้า ดงัน้ี 
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การศึกษาปัจจยัส่งเสริมการฟอกจางสี 
เมื่อศกึษาความเขม้ขน้ของเชือ้เริม่ตน้ที่ใชใ้น

การฟอกจางสยีอ้ม พบว่าการฟอกจางสยีอ้มชนิด MO 
และ RBV-5R มีการฟอกจางสีไม่แตกต่างกันใน  
ความเข้มข้นทัง้ภายใต้สภาวะ Microaerophilic และ
ภายใต้สภาวะ Anaerobic โดยมีการฟอกจางสีอยู่
ระหว่าง 97-99 เปอร์เซ็นต์ และ 90-99 เปอร์เซ็นต์
ตามลําดบั และในสยี้อมชนิด RB-5 และ AR-AC พบ
การฟอกจางสไีม่แตกต่างกนัเมื่อใช้ความเข้มขน้ของ
เชือ้เริม่ตน้ที ่10 และ 15 %v/v (Table 1) 

การศกึษาประสทิธภิาพในการฟอกจางสยีอ้ม
เอโซทีค่วามเขม้ขน้สแีตกต่างกนัโดยเพาะเลีย้งภายใต ้
สภาวะ Microaerophilic และใช้ความเข้มข้นของเชื้อ
เริ่มต้นที่ 3 %v/v พบว่าที่ความเข้มข้นของสีเริ่มต้น
ระหวา่ง 0.005-0.02 %w/v ไอโซเลต PD10 มกีารฟอก
จางสยีอ้มชนิด MO, RBV-5R และ RB-5 ได้ดซีึ่งฟอก
จางสไีด้ถงึ 96-99 เปอรเ์ซ็นต์ใน  วนั ขณะที่พบการ
ฟ อ ก จ า ง สี ย้ อ ม ช นิ ด  AR-AC ร ะ ห ว่ า ง  65-79 
เปอร์เซ็นต์และที่ความเข้มขน้สเีริม่ต้น 0.0075 %w/v 
มีการฟอกจางสี 79.37±0.03 เปอร์เซ็นต์ (Table 1) 
และยงัพบว่าเมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของสยีอ้มแบคทเีรยี
น้ีมอีตัราการฟอกจางสลีดลง 

การศึกษาแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน
และความเข้มข้นที่ใช้พบว่าในสีย้อมชนิด MO และ 
RBV-5R ไอโซเลตนี้มปีระสทิธภิาพในการฟอกจางสไีด้
ดีเมื่อเติม sucrose เป็นแหล่งคาร์บอนและในสีย้อม 
AR-AC ถูกฟอกจางสีได้ดี เมื่ อ เติม  glucose หรือ 
sucrose เป็นแหล่งคาร์บอนในขณะสยี้อมชนิด RB-5 
ถกูฟอกจางสไีดด้เีมือ่ใช ้citrate เป็นแหลง่คารบ์อน 

จากการคดัเลือกแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม
ต่อการฟอกจางสใีนสยี้อมแต่ละชนิด (Table 1) และ
นํามาศึกษาหาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่
เหมาะสมพบวา่เมื่อใช ้sucrose ทีค่วามเขม้ขน้ระหวา่ง
.-5 %w/v ไอโซเลต PD10 มีประสิทธิภาพในการ
ฟอกจางสีได้ดี โดยพบการฟอกจางสีสูงถึง  99 
เปอร์เซ็นต์ ในสีย้อมเอโซชนิด MO และ RBV-5R 
ในขณะที่พบการฟอกจางสีย้อมเอโซชนิด  RB-5 
ระหว่าง 81-88 เปอร์เซ็นต์ และพบการฟอกจางสี
ระหวา่ง 55-66 เปอรเ์ซน็ต ์ในสยีอ้มเอโซชนิด AR-AC 

การศกึษาและเปรยีบเทียบแหล่งไนโตรเจน
และความเขม้ขน้ของไนโตรเจนโดยใชส้ตูรอาหารตาม 
Table 2 พบวา่สยีอ้มเอโซชนิด MO มกีารฟอกจางสสีงู
ถึง 99 เปอร์เซ็นต์เมื่อใช้ yeast extract, NH4Cl และ
(NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจนซึ่งให้ผลเช่นเดยีวกบั
การไม่เตมิแหล่งไนโตรเจน และสยีอ้มเอโซชนิด RBV-
5R และ RB-5 จะถูกฟอกจางสไีดด้เีมื่อใช ้(NH4)2SO4, 
NH4Cl, urea และ yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจน
ซึ่งมคี่าการฟอกจางสอียู่ในช่วง 94-97 เปอรเ์ซน็ต์และ 
80-97 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ ในขณะที่พบการฟอก
จางสีย้อมเอโซชนิด AR-AC ได้ดีเมื่อใช้ (NH4)2SO4, 
NH4Cl, และ yeast extract เป็นแหลง่ไนโตรเจน 

การศกึษาสดัสว่นของความเขม้ขน้ของแหล่ง
คาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการฟอกจางสี
ยอ้มเมื่อใช ้sucrose เป็นแหล่งคารบ์อน พบว่าสดัสว่น
ทีเ่หมาะสมคอื 1:1 เมื่อใช ้(NH4)2SO4 สาํหรบัฟอกจาง
สยี้อมเอโซชนิด MO และ RBV-5R ซึ่งสามารถฟอก
จ า ง สี ไ ด้ สู ง ถึ ง  98.62±0.01 แ ล ะ  97.37±0.08 
เปอรเ์ซน็ต ์ตามลาํดบัภายใน  วนั 
 

 
The letter has raised different. In the same graph There is a difference significantly (p <0.05). 

 

Figure 2 Decolorization of azo dyes by bacteria isolate PD10 under various culture conditions. 

 

 
 

10. การวิเคราะหข้์อมลู 
 วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติพื้นฐาน ได้แก่ 
ค่าเฉลี่ย (Mean) ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard 
deviation: S.D) สถิติที่ใช้ในการทดสอบสมมตฐานใช้
สถิติ F-Test (One-way และ Two-way ANOVA) และ
เปรยีบเทียบความแตกต่างค่าเฉลี่ยแบบรายคู่ตามวธิี
ของ Duncan ทีร่ะดบันยัสาํคญั . 
 

ผลการทดลอง 
การพิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรีย 

ผลการวเิคราะห์เปรยีบเทียบลําดบันิวคลีโอ
ไทด์บรเิวณยนี 16S rRNA พบว่าแบคทีเรยีไอโซเลต 
PD10 มคีวามใกล้เคียงกบัแบคทีเรยีแกรมลบในสกุล 
Klebsiella โด ย มี ค ว าม เห มื อ น กั น กั บ Klebsiella 
pneumoniae สายพันธุ์ NBRC 14438T โดยมีร้อยละ
ความเหมอืนเท่ากบั 99.50 (Figure 1) ซึ่งขอ้มูลลําดบั
นิวคลโีอไทด์บรเิวณยนี 16S rRNA ของแบคทีเรยีได้

ฝากเก็บไว้ในฐานข้อมูลโดยมี Accession Number 
เป็น LC093514 สาํหรบัไอโซเลต PD10 
 
การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการฟอกจางสี 

จากการศกึษาสภาวะการเพาะเลีย้งทีม่ผีลต่อ
การฟอกจางสยีอ้มเอโซ 4 ชนิด โดยใชแ้บคทเีรยีไอโซ
เลต PD10 พบว่าภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงทัง้ 4 
สภาวะพบการฟอกจางสไีด้ดีในสยี้อมเอโซชนิด MO 
(Figure 2) จะเหน็ไดว้า่ภายใตส้ภาวะ Microaerophilic
พบการฟอกจางสสีงูที่สุด ตามดว้ยสภาวะ Sequential 
Aerobic-Microaerophilic สภาวะ Aerobic และสภาวะ 
Anaerobic ซึ่งมีค่าการฟอกจางสีอยู่ที่ 99.52±0.03, 
95.92±0.31,  86.86±0.85 แ ล ะ  77.77±0.33 
เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ นอกจากน้ียังพบว่าภายใต้
สภ าวะ  Microaerophilic แบคที เรีย น้ี ส าม ารถ ให้
ประสทิธภิาพในการฟอกจางสยีอ้มเอโซทัง้ 4 ชนิดไดด้ี
ซึง่มคีา่การฟอกจางสอียูร่ะหวา่ง 65-99 เปอรเ์ซน็ต ์
 

 

Figure 1 Phylogenetic tree of isolate PD10 for the partial sequences based on 16S rRNA.
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เมื่อศกึษาความเขม้ขน้ของเชือ้เริม่ตน้ที่ใชใ้น

การฟอกจางสยีอ้ม พบว่าการฟอกจางสยีอ้มชนิด MO 
และ RBV-5R มีการฟอกจางสีไม่แตกต่างกันใน  
ความเข้มข้นทัง้ภายใต้สภาวะ Microaerophilic และ
ภายใต้สภาวะ Anaerobic โดยมีการฟอกจางสีอยู่
ระหว่าง 97-99 เปอร์เซ็นต์ และ 90-99 เปอร์เซ็นต์
ตามลําดบั และในสยี้อมชนิด RB-5 และ AR-AC พบ
การฟอกจางสไีม่แตกต่างกนัเมื่อใช้ความเข้มขน้ของ
เชือ้เริม่ตน้ที ่10 และ 15 %v/v (Table 1) 

การศกึษาประสทิธภิาพในการฟอกจางสยีอ้ม
เอโซทีค่วามเขม้ขน้สแีตกต่างกนัโดยเพาะเลีย้งภายใต ้
สภาวะ Microaerophilic และใช้ความเข้มข้นของเชื้อ
เริ่มต้นที่ 3 %v/v พบว่าที่ความเข้มข้นของสีเริ่มต้น
ระหวา่ง 0.005-0.02 %w/v ไอโซเลต PD10 มกีารฟอก
จางสยีอ้มชนิด MO, RBV-5R และ RB-5 ได้ดซีึ่งฟอก
จางสไีด้ถงึ 96-99 เปอรเ์ซ็นต์ใน  วนั ขณะที่พบการ
ฟ อ ก จ า ง สี ย้ อ ม ช นิ ด  AR-AC ร ะ ห ว่ า ง  65-79 
เปอร์เซ็นต์และที่ความเข้มขน้สเีริม่ต้น 0.0075 %w/v 
มีการฟอกจางสี 79.37±0.03 เปอร์เซ็นต์ (Table 1) 
และยงัพบว่าเมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของสยีอ้มแบคทเีรยี
น้ีมอีตัราการฟอกจางสลีดลง 

การศึกษาแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน
และความเข้มข้นที่ใช้พบว่าในสีย้อมชนิด MO และ 
RBV-5R ไอโซเลตนี้มปีระสทิธภิาพในการฟอกจางสไีด้
ดีเมื่อเติม sucrose เป็นแหล่งคาร์บอนและในสีย้อม 
AR-AC ถูกฟอกจางสีได้ดี เมื่ อ เติม  glucose หรือ 
sucrose เป็นแหล่งคาร์บอนในขณะสยี้อมชนิด RB-5 
ถกูฟอกจางสไีดด้เีมือ่ใช ้citrate เป็นแหลง่คารบ์อน 

จากการคดัเลือกแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม
ต่อการฟอกจางสใีนสยี้อมแต่ละชนิด (Table 1) และ
นํามาศึกษาหาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่
เหมาะสมพบวา่เมื่อใช ้sucrose ทีค่วามเขม้ขน้ระหวา่ง
.-5 %w/v ไอโซเลต PD10 มีประสิทธิภาพในการ
ฟอกจางสีได้ดี โดยพบการฟอกจางสีสูงถึง  99 
เปอร์เซ็นต์ ในสีย้อมเอโซชนิด MO และ RBV-5R 
ในขณะที่พบการฟอกจางสีย้อมเอโซชนิด  RB-5 
ระหว่าง 81-88 เปอร์เซ็นต์ และพบการฟอกจางสี
ระหวา่ง 55-66 เปอรเ์ซน็ต ์ในสยีอ้มเอโซชนิด AR-AC 

การศกึษาและเปรยีบเทียบแหล่งไนโตรเจน
และความเขม้ขน้ของไนโตรเจนโดยใชส้ตูรอาหารตาม 
Table 2 พบวา่สยีอ้มเอโซชนิด MO มกีารฟอกจางสสีงู
ถึง 99 เปอร์เซ็นต์เมื่อใช้ yeast extract, NH4Cl และ
(NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจนซึ่งให้ผลเช่นเดยีวกบั
การไม่เตมิแหล่งไนโตรเจน และสยีอ้มเอโซชนิด RBV-
5R และ RB-5 จะถูกฟอกจางสไีดด้เีมื่อใช ้(NH4)2SO4, 
NH4Cl, urea และ yeast extract เป็นแหล่งไนโตรเจน
ซึ่งมคี่าการฟอกจางสอียู่ในช่วง 94-97 เปอรเ์ซน็ต์และ 
80-97 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ ในขณะที่พบการฟอก
จางสีย้อมเอโซชนิด AR-AC ได้ดีเมื่อใช้ (NH4)2SO4, 
NH4Cl, และ yeast extract เป็นแหลง่ไนโตรเจน 

การศกึษาสดัสว่นของความเขม้ขน้ของแหล่ง
คาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการฟอกจางสี
ยอ้มเมื่อใช ้sucrose เป็นแหล่งคารบ์อน พบว่าสดัสว่น
ทีเ่หมาะสมคอื 1:1 เมื่อใช ้(NH4)2SO4 สาํหรบัฟอกจาง
สยี้อมเอโซชนิด MO และ RBV-5R ซึ่งสามารถฟอก
จ า ง สี ไ ด้ สู ง ถึ ง  98.62±0.01 แ ล ะ  97.37±0.08 
เปอรเ์ซน็ต ์ตามลาํดบัภายใน  วนั 
 

 
The letter has raised different. In the same graph There is a difference significantly (p <0.05). 

 

Figure 2 Decolorization of azo dyes by bacteria isolate PD10 under various culture conditions. 

 

 
 

10. การวิเคราะหข้์อมลู 
 วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สถิติพื้นฐาน ได้แก่ 
ค่าเฉลี่ย (Mean) ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard 
deviation: S.D) สถิติที่ใช้ในการทดสอบสมมตฐานใช้
สถิติ F-Test (One-way และ Two-way ANOVA) และ
เปรยีบเทียบความแตกต่างค่าเฉลี่ยแบบรายคู่ตามวธิี
ของ Duncan ทีร่ะดบันยัสาํคญั . 
 

ผลการทดลอง 
การพิสจูน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรีย 

ผลการวเิคราะห์เปรยีบเทียบลําดบันิวคลีโอ
ไทด์บรเิวณยนี 16S rRNA พบว่าแบคทีเรยีไอโซเลต 
PD10 มคีวามใกล้เคียงกบัแบคทีเรยีแกรมลบในสกุล 
Klebsiella โด ย มี ค ว าม เห มื อ น กั น กั บ Klebsiella 
pneumoniae สายพันธุ์ NBRC 14438T โดยมีร้อยละ
ความเหมอืนเท่ากบั 99.50 (Figure 1) ซึ่งขอ้มูลลําดบั
นิวคลโีอไทด์บรเิวณยนี 16S rRNA ของแบคทีเรยีได้

ฝากเก็บไว้ในฐานข้อมูลโดยมี Accession Number 
เป็น LC093514 สาํหรบัไอโซเลต PD10 
 
การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการฟอกจางสี 

จากการศกึษาสภาวะการเพาะเลีย้งทีม่ผีลต่อ
การฟอกจางสยีอ้มเอโซ 4 ชนิด โดยใชแ้บคทเีรยีไอโซ
เลต PD10 พบว่าภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงทัง้ 4 
สภาวะพบการฟอกจางสไีด้ดีในสยี้อมเอโซชนิด MO 
(Figure 2) จะเหน็ไดว้า่ภายใตส้ภาวะ Microaerophilic
พบการฟอกจางสสีงูที่สุด ตามดว้ยสภาวะ Sequential 
Aerobic-Microaerophilic สภาวะ Aerobic และสภาวะ 
Anaerobic ซึ่งมีค่าการฟอกจางสีอยู่ที่ 99.52±0.03, 
95.92±0.31,  86.86±0.85 แ ล ะ  77.77±0.33 
เปอร์เซ็นต์ตามลําดับ นอกจากน้ียังพบว่าภายใต้
สภ าวะ  Microaerophilic แบคที เรีย น้ี ส าม ารถ ให้
ประสทิธภิาพในการฟอกจางสยีอ้มเอโซทัง้ 4 ชนิดไดด้ี
ซึง่มคีา่การฟอกจางสอียูร่ะหวา่ง 65-99 เปอรเ์ซน็ต ์
 

 

Figure 1 Phylogenetic tree of isolate PD10 for the partial sequences based on 16S rRNA.
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Figure 3 Effect of initial pH on azo dyes decolorization by isolate PD10. 
 
และฟอกจางสไีด ้91.23±0.01 เปอรเ์ซน็ตภ์ายใน  วนั
ในสยี้อมเอโซชนิด RB- เมื่อใช้ urea ในสดัส่วน1:1 
และสําหรบัการฟอกจางสยีอ้มเอโซชนิด AR-AC จะมี
ประสทิธิภาพในการฟอกจางสีย้อมได้ดีเมื่อใช้ความ
เขม้ขน้ของ NH4Cl ในสดัสว่น 10:1 (Table 1) 

การศกึษาความเป็นกรด-ด่างของอาหารที่มี
ผลต่อการฟอกจางสี โดยศึกษาในช่วง pH 4.0-9.0 
(Figure 3) พบว่าในช่วง pH 6.0-8.5 สยี้อมเอโซชนิด 
MO ถูกฟอกจางส ี99 เปอรเ์ซ็นต์และมกีารฟอกจางสี
ย้อมเอโซชนิด RBV-5R ระหว่าง 95-97 เปอร์เซ็นต์
เมื่ออาหารมคี่า pH 6.5-8.5 และสาํหรบัการฟอกจางสี
ย้อมเอโซชนิด RB- พบว่าไอโซเลต PD10 สามารถ
ฟอกจางสยี้อมเอโซได้ดีเมื่ออาหารมีค่า pH 6.0-9.0 
โดยพบการฟอกจางสอียู่ระหว่าง - เปอร์เซ็นต ์
ในขณะทีพ่บการฟอกจางสยีอ้มเอโซชนิด AR-AC ไดด้ี
เมือ่อาหารมคีา่ pH 6.0-8.5 

จากผลการศึกษาสภาวะการเพาะเลี้ยงและ
ปจัจยัสง่เสรมิการฟอกจางสทีีเ่หมาะสมสาํหรบัสยีอ้มเอ
โซทัง้  ชนิดโดยใชแ้บคทเีรยีไอโซเลต PD10 ขา้งต้น 
สามารถสรุปได้ใน  Table 2 จะเห็นได้ว่าสภาวะที่
เหมาะสมสาํหรบัการฟอกจางสยีอ้มเอโซชนิด MO และ 
RBV-5R เป็นสภาวะเดียวกัน ซึ่งจากการศึกษาใน
ขา้งตน้พบสยีอ้มเอโซทัง้  ชนิดน้ีถกูฟอกจางไดด้กีวา่ 
การฟอกจางสยีอ้มชนิด RB-5 และ AR-AC 

จากผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
ฟอกจางสีแต่ละชนิดโดยแบคทีเรียไอโซเลต PD10 
ข้างต้น ผู้วจิยัได้ทําการตรวจสอบการฟอกจางสแีละ
การเจรญิของแบคทเีรยีในอาหารสูตรที่เตรยีมจากผล
การศึกษาข้างต้น  (Table 2) พร้อมทั ้งได้ทํ าการ
ตรวจวดัการลดลงของสยี้อมเอโซด้วยเครื่อง UV-Vis 
spectrophotometer (HP 8453 UV-Visible 
Spectrophotometer, Germany) เพื่อเป็นการยืนยัน
ถึงการลดลงของสยี้อมเอโซจรงิ ซึ่งผลการฟอกจางสี
ย้อมและการเจริญ ของเชื้ อ โดยใช้สูตรอาหารที่
เหมาะสมแสดงใน Figure 4 
 
ผลการตรวจวัดการลดลงของสีย้อมเอโซด้วย
เคร่ือง UV-Vis spectrophotometer 

จากการตรวจวดัการลดลงของสีย้อมเอโซ
ด้วยเครื่อง UV-Vis spectrophotometer เพื่อสงัเกตดู
การเปลีย่นแปลงของค่าความยาวคลื่นทีถู่กดดูกลนื ซึง่
ค่าความยาวคลื่นน้ีจะลดลงเมื่อสยีอ้มเอโซถูกฟอกจาง
ลงโดยแบคทีเรียดังแสดงใน Figure 5 ซึ่งจากภาพ
พบว่าสีย้อมเอโซชนิด MO และ RBV-5R มีค่าการ
ดูดกลนืแสงลดลงอย่างเหน็ไดช้ดัในช่วง - nm
ภายใน 7 วนั สอดคลอ้งกบัคา่การฟอกจางสยีอ้มเอโซ 

 

 
 

Table 1 Factors influencing decolorization of four azo dyes by isolate PD10 under microaerophilic condition. 

Factors   
% Decolorization 

MO   RBV-5R   RB-5   AR-AC 

Inoculum size  
(% v/v) 

3  99.49±0.01j  97.90±0.08h  94.63±0.26e  73.39±0.43a 

5  99.49±0.06j  98.47±0.16i  95.30±0.50f  77.41±0.77b 

10  99.47±0.03j  99.18±0.20j  97.34±0.19g  92.14±0.11c 

15  99.54±0.01j  99.57±0.04j  97.97±0.01h  92.90±0.77d 

Dye 
concentration  

(% w/v) 

0.005  99.57±0.02k  98.01±0.24i  96.90±0.09h  65.61±0.72a 

0.0075  99.48±0.01k  98.18±0.00j  93.06±0.05f  79.37±0.03c 

0.01  99.51±0.03k  98.13±0.08j  93.37±0.01f  66.19±0.90a 

0.015  99.66±0.00k  93.81±0.13g  92.01±0.04e  65.57±0.72a 

0.02  99.73±0.06k  92.68±0.18e  87.00±0.03d  68.74±0.73b 

C-source  
(conc. 1.0% w/v) 

sucrose  99.57±0.01s  85.94±0.10r  78.95±0.04o  36.11±1.00d 

glucose  71.85±0.22k  80.11±0.09p  74.95±0.02l  38.80±0.45f 

glycerol  51.67±0.17i  75.20±0.74l  76.55±0.07m  28.76±0.27c 

glutamate  41.29±0.15h  57.52±0.09j  40.52±0.02g  17.83±0.81a 

citrate  37.79±0.41e  82.96±0.03q  77.78±0.07n  23.46±0.83b 

N-source  
(conc. 0.1%w/v) 

None*  95.47±0.08h  81.99±0.06k  58.03±0.58i  29.72±0.77b 

(NH4)2SO4  99.52±0.00r  98.04±0.03q  86.18±0.04m  49.64±0.23f 

NH4Cl  99.55±0.03r  97.79±0.04q  84.06±0.05l  55.62±0.36h 

NaNO3  52.48±0.74g  37.08±0.97d  29.86±0.57b  17.18±0.20a 

urea  67.64±0.03j  96.85±0.06o  97.28±0.16p  33.53±0.34c 

yeast extract  99.14±0.04r  97.96±0.15q  81.56±0.05k  47.00±0.37e 

C : N-source 
concentration ** 

1:1  99.37±0.01p  97.81±0.02n  91.23±0.01k  29.90±1.05a 

2:1  99.58±0.00p  97.65±0.17m  87.43±0.00j  35.96±0.59b 

5:1  99.38±0.02p  97.49±0.02m  79.23±0.00g  48.59±0.34d 

10:1  99.19±0.03o  97.2±0.04m  80.63±0.00h  57.28±0.53e 

20:1  96.67±0.03l  96.73±0.10l  79.55±0.05g  36.63±0.38c 

40:1  98.69±0.09o  82.05±0.08i  69.4±0.00f  36.66±0.28c 

The letter has raised different. In the same factors There is a difference significantly (p <0.05). 
 
*, without nitrogen source. 
**, Dye decolorization was performed using sucrose as carbon source(0.5% w/v for MO and RBV-5R and 

1% w/v for RB-5 and AR-AC) and nitrogen source was varies in different dye, (NH4)2SO4 (MO and RBV-5R), 
urea (RB-5) and NH4Cl (AR-AC). 
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Figure 3 Effect of initial pH on azo dyes decolorization by isolate PD10. 
 
และฟอกจางสไีด ้91.23±0.01 เปอรเ์ซน็ตภ์ายใน  วนั
ในสยี้อมเอโซชนิด RB- เมื่อใช้ urea ในสดัส่วน1:1 
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Table 1 Factors influencing decolorization of four azo dyes by isolate PD10 under microaerophilic condition. 

Factors   
% Decolorization 

MO   RBV-5R   RB-5   AR-AC 

Inoculum size  
(% v/v) 

3  99.49±0.01j  97.90±0.08h  94.63±0.26e  73.39±0.43a 

5  99.49±0.06j  98.47±0.16i  95.30±0.50f  77.41±0.77b 

10  99.47±0.03j  99.18±0.20j  97.34±0.19g  92.14±0.11c 

15  99.54±0.01j  99.57±0.04j  97.97±0.01h  92.90±0.77d 

Dye 
concentration  

(% w/v) 

0.005  99.57±0.02k  98.01±0.24i  96.90±0.09h  65.61±0.72a 

0.0075  99.48±0.01k  98.18±0.00j  93.06±0.05f  79.37±0.03c 

0.01  99.51±0.03k  98.13±0.08j  93.37±0.01f  66.19±0.90a 

0.015  99.66±0.00k  93.81±0.13g  92.01±0.04e  65.57±0.72a 

0.02  99.73±0.06k  92.68±0.18e  87.00±0.03d  68.74±0.73b 

C-source  
(conc. 1.0% w/v) 

sucrose  99.57±0.01s  85.94±0.10r  78.95±0.04o  36.11±1.00d 

glucose  71.85±0.22k  80.11±0.09p  74.95±0.02l  38.80±0.45f 

glycerol  51.67±0.17i  75.20±0.74l  76.55±0.07m  28.76±0.27c 

glutamate  41.29±0.15h  57.52±0.09j  40.52±0.02g  17.83±0.81a 

citrate  37.79±0.41e  82.96±0.03q  77.78±0.07n  23.46±0.83b 

N-source  
(conc. 0.1%w/v) 

None*  95.47±0.08h  81.99±0.06k  58.03±0.58i  29.72±0.77b 

(NH4)2SO4  99.52±0.00r  98.04±0.03q  86.18±0.04m  49.64±0.23f 

NH4Cl  99.55±0.03r  97.79±0.04q  84.06±0.05l  55.62±0.36h 

NaNO3  52.48±0.74g  37.08±0.97d  29.86±0.57b  17.18±0.20a 

urea  67.64±0.03j  96.85±0.06o  97.28±0.16p  33.53±0.34c 

yeast extract  99.14±0.04r  97.96±0.15q  81.56±0.05k  47.00±0.37e 

C : N-source 
concentration ** 

1:1  99.37±0.01p  97.81±0.02n  91.23±0.01k  29.90±1.05a 

2:1  99.58±0.00p  97.65±0.17m  87.43±0.00j  35.96±0.59b 

5:1  99.38±0.02p  97.49±0.02m  79.23±0.00g  48.59±0.34d 

10:1  99.19±0.03o  97.2±0.04m  80.63±0.00h  57.28±0.53e 

20:1  96.67±0.03l  96.73±0.10l  79.55±0.05g  36.63±0.38c 

40:1  98.69±0.09o  82.05±0.08i  69.4±0.00f  36.66±0.28c 

The letter has raised different. In the same factors There is a difference significantly (p <0.05). 
 
*, without nitrogen source. 
**, Dye decolorization was performed using sucrose as carbon source(0.5% w/v for MO and RBV-5R and 

1% w/v for RB-5 and AR-AC) and nitrogen source was varies in different dye, (NH4)2SO4 (MO and RBV-5R), 
urea (RB-5) and NH4Cl (AR-AC). 
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Figure 5 UV-visible spectral changes observed during decolorization of 4 azo dyes (non diluted A: MO; B: 
RBV-5R; C: RB-5 and D: AR-AC diluted 1:10) by bateria isolate PD10 used optimize condition. 
 

   
The letter has raised different . In the same graph There is a difference Significantly (p <0.05). 
 
Figure 6 Effect of temperature on decolorization of MO and RBV-5R by isolate PD10 under microaerophilic 
condition. 
 
สรปุผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

จากการวเิคราะห์เปรยีบเทียบลําดบันิวคลี
โอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA พบว่าแบคทีเรียไอโซ
เลต PD มีความใกล้เคียงกับแบคทีเรียแกรมลบ 
Klebsiella pneumoniae NBRC 14438T ซึ่ ง จั ด เ ป็ น
แบคทเีรยีกลุม่ facultative anaerobic และมรีายงานวา่ 

 
 
ส่วนใหญ่พบแบคทีเรยีกลุ่มน้ีในดินและน้ําที่ปนเป้ือน
แบคทเีรยีกลุ่ม facultative anaerobic และมรีายงานวา่
สว่นใหญ่พบแบคทเีรยีกลุม่น้ีในดนิและน้ําทีป่นเป้ือน 
และพบวา่แบคทเีรยีกลุม่น้ียงัมคีวามสามารถในการ 
ยอ่ยสลายสารประกอบทีเ่ป็นพษิอื่นๆ8-10,12 
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Table 2 Optimum condition for azo dyes decolorization by bacteria isolate PD10 under microaerophilic 
condition. 

 
Azo dyes 

MO RBV-5R RB-5 AR-AC 
Media Mineral Salts Medium (MSM) 
Inoculum size 3% v/v 3% v/v 3% v/v 3% v/v 
Dye concentration 0.02% w/v 0.02% w/v 0.02% w/v 0.02% w/v 
C-source Sucrose Sucrose Sucrose Sucrose 
Concentration of C-source 0.5 %w/v 0.5 %w/v 1.0 %w/v 1.0 %w/v 
N-source (NH4)2SO4 (NH4)2SO4 Urea NH4Cl 
C:N ratio 2:1 2:1 0.9:1 16:1 
pH medium 8.5 8.0 8.5 7.0 

 
 

 

 
Figure 4 Growth (A) and azo dyes decolorization (B) by isolate PD10 under optimize conditionand incubation 
at room temperature for 7 day : MO(-♦-), RBV-5R(- -), AR-AC(- -), RB-5(- -)
 
ใน Figure 4 ซึ่งมกีารฟอกจางสสีงูกว่า 90 เปอรเ์ซน็ต ์
ในขณะทีส่ยีอ้มเอโซชนิด RB-5 มกีารฟอกจางสตีํ่ากวา่ 
2 ช นิ ด แ รก จึ ง ให้ ค่ า ก า รดู ด ก ลื น แ ส งสู ง ก ว่ า 
เช่นเดียวกันกับสีย้อมเอโซชนิด AR-AC ที่มีค่าการ
ดูดกลนืแสงที่สูงมากเน่ืองจากยงัมสียีอ้มหลงเหลอือยู่
ในความเขม้ขน้ที่สูงสอดคล้องกบัเปอรเ์ซ็นต์การฟอก
จางสทีีพ่บวา่มกีารฟอกจางสตีํ่ากวา่ 45 เปอรเ์ซน็ต ์
 จากผลของการเจรญิและการฟอกจางสีที่
แสดงใน Figure 4 และผลการตรวจวดัการลดลงของสี
ดงัแสดงใน Figure 5 ผูว้จิยัจงึไดเ้ลอืกทาํการศกึษา   

 
อุณหภูมอุิณหภูมทิี่มผีลต่อการฟอกจางสยี้อมเอโซ  
ชนิดไดแ้ก่ MO และ RBV-5R โดยแบคทเีรยีไอโซเลต 
PD10 ที่เพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่เหมาะสมที่มสียีอ้ม
เอโซเข้มข้น 0.02% w/v และใช้ความเข้มข้นของเชื้อ
เ ริ่ ม ต้ น ที่  5% v/v เพ า ะ เลี้ ย ง ภ า ย ใต้ ส ภ า ว ะ 
Microaerophilic เป็นเวลา 7 วนั พบว่าที่อุณหภูม ิ40 
องศาเซลเซียสสยี้อมเอโซทัง้ 2 ชนิดถูกฟอกจางได้
มากกว่า 95 เปอรเ์ซน็ต ์นอกจากน้ียงัพบว่าทีอุ่ณหภูม ิ
55 องศาเซลเซยีสสยีอ้มเอโซชนิด RBV-5R ถกูฟอก 
จางสสีงูถงึ 90 เปอรเ์ซน็ต ์(Figure 6)
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Figure 5 UV-visible spectral changes observed during decolorization of 4 azo dyes (non diluted A: MO; B: 
RBV-5R; C: RB-5 and D: AR-AC diluted 1:10) by bateria isolate PD10 used optimize condition. 
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Figure 6 Effect of temperature on decolorization of MO and RBV-5R by isolate PD10 under microaerophilic 
condition. 
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ไนโตรเจน และจากงานวิจัยของ Wang et al.6 พบ
การฟอกจางสยีอ้มเอโซชนิด RB-5 ถงึ 83 เปอรเ์ซ็นต์
เมื่อใช้ NH4Cl เป็นแหล่งไนโตรเจน แต่อย่างไรก็ตาม
ในการฟอกจางสแีต่ละชนิดนัน้จะใชแ้หล่งไนโตรเจนที่
แตกต่างกนัซึ่งอาจจะขึ้นอยู่กบัโครงสรา้งของสทีี่ม ีN 
เป็นองคป์ระกอบอยู่ในโครงสรา้ง หรอือาจจะขึน้อยู่กบั
สตูรอาหารทีใ่ชด้ว้ยเชน่กนั 

จากการศึกษาความเป็นกรด -ด่างของ
อาหารพบการฟอกจางสไีด้ดเีมื่ออาหารอยู่ในช่วง pH 
7.0-8.5 สอดคล้องกับงานวิจยัของ Wang et al.7 ได้
ศึกษาความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสม พบว่าที่ช่วง 
pH5-10แบคทีเรีย  Rhodopseudomonas palustris มี
ประสทิธภิาพในการฟอกจางสยีอ้มเอโซชนิดRB-5 ได้
ดี  แ ล ะที่  pH 6-8 พ บ ก า รฟ อ ก จ า งสี สู ง ถึ ง  90 
เปอร์เซ็นต์ และนอกจากน้ียงัพบว่าที่ pH7.0 พบการ
ฟอกจางสีสูงกว่า 92เปอร์เซ็นต์ภายใน 108 ชัว่โมง 
และที่ pH8.0-12.0 (ใน 120 ชัว่โมง) และพบอตัราการ
ฟอกจางสีตํ่ามากเมื่อ pH เป็นกรด (pH เท่ากับ 4.0 
และ 6.0)11 ซึ่งค่าความเป็นกรด-ด่างถือว่าเป็นส่วน
สาํคญัหลกัที่ส่งผลต่อประสทิธภิาพของการฟอกจางสี
ยอ้มเอโซ ซึ่งค่า pH ที่เหมาะสมสาํหรบัการฟอกจางสี
โดยทัว่ไปอยูร่ะหวา่ง 6.0-10.023,25,27-29 

จากก ารศึกษ าผลของ อุณ หภู มิพ บ ว่ า
แบคทีเรียไอโซเลต PD10 สามารถฟอกจางสไีด้ดีที่
อุณหภูมปิานกลางประมาณ 37-55 องศาเซลเซยีส ซึ่ง
ผลที่ได้สอดคล้องกบัผลการทดลองของ Supaka30 ที่
พบวา่อุณหภูมทิีเ่หมาะสมต่อการย่อยสลายสยีอ้มเอโซ 
คือ อุณหภูมิที่สูงปานกลางประมาณ  37-50 องศา
เซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทํางาน
ของเอนไซม์ และเมื่อมีการเพิ่มอุณหภูมิให้สูงขึ้น
มากกวา่น้ีพบวา่ประสทิธภิาพในการยอ่ยสลายสยีอ้มเอ
โซจะลดลง เชน่เดยีวกบังานวจิยัของ Oturkaret al.14 ที่
พ บก ารฟ อกจางสีย้ อ ม เอ โซ ช นิ ด  RR120 โด ย
แบคทีเรีย Bacillus lentus BI377 ถึง 97 เปอร์เซ็นต์
ภายใน  12 ชัว่ โมง  เมื่ อบ่ มที่ อุณ หภูมิ  35 องศา
เซลเซียส และยังพบว่าอุณหภูมิช่วง 35-45 องศา
เซลเซยีสแบคทเีรยีสายพนัธุน้ี์มกีารฟอกจางสไีดด้แีละ
จากการศึกษาของศศพิงษ์31 พบว่าเอนไซม์เอโซรดีคั
เตสเป็นเอนไซม์ที่สามารถทนต่ออุณหภูมทิี่ 60 องศา

เซ ล เซี ย ส เป็ น ระย ะ เวลาสั ้น ๆ  เท่ านั ้น   ดังนั ้น
ประสทิธภิาพในการย่อยสลายสยีอ้มเอโซจะสอดคลอ้ง
กับอุณหภูมิที่ เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้าง
เอนไซมข์องแบคทเีรยี โดยอุณหภูมทิีเ่หมาะสมต่อการ
เจริญและการสร้างเอนไซม์เอโซรีดัคเตสจะอยู่ที่
ประมาณ 35-45 องศาเซลเซียส และประสทิธภิาพใน
การย่อยสลายสีย้อมจะลดลงเมื่ออุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้น 
เน่ืองจากอุณหภูมทิีส่งูขึน้ไมเ่หมาะสมต่อการเจรญิและ
การทํางานของเอนไซม์เอโซรดีคัเตส32-34 และจากการ
วดัคา่การดดูกลนืแสงทีล่ดลงของสยีอ้มเอโซดว้ยเครื่อง 
UV-Vis spectrophotometer ซึ่งให้ค่าความยาวคลื่น
ลดลงในช่วง 400-800 nm เมื่อสยีอ้มเอโซถูกฟอกจาง
จางโดยแบคทเีรยี5,24,35-38 

จากการศึกษาศักยภาพและสภาวะการ
เพาะเลีย้งทีเ่หมาะสมต่อการฟอกจางสยีอ้มกลุ่มเอโซที่
รายงานข้างต้น จะเป็นส่วนช่วยเพิ่มประสทิธภิาพใน
การฟอกจางสีน้ีสามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานเพื่อ
นําไปใช้พฒันาดา้นการฟอกจางสแีละการย่อยสลายสี
ย้อมกลุ่ม เอโซต่างๆ  ได้ โดยในอนาคตอาจจะมี
การศกึษาทีเ่จาะลกึลงไปถงึโครงสรา้งของสแีต่ละชนิด
และเพิม่ปจัจยัสง่เสรมิอื่นๆ เขา้มาช่วยเพื่อใหก้ารฟอก
จางสแีละการย่อยสลายสยี้อมกลุ่มเอโซเป็นไปอย่าง
สมบูรณ์มากที่สุดจากผลการศึกษาข้างต้นเป็นอีก
แนวทางหนึ่งที่สามารถนําไปประยุกต์ใช้ในการบําบดั
น้ําเสียที่เกิดจากการปนเป้ือนของสีย้อมสงัเคราะห์
เหลา่น้ีไดท้ัง้ในปจัจุบนัและอนาคต 
 
กิตติกรรมประกาศ 
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จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
ฟอกจางสีย้อมเอโซของแบคทีเรียไอโซเลต PD10 
พบว่าทัง้ 4 สภาวะการเพาะเลี้ยงมกีารฟอกจางสไีด้ดี
และภายใตส้ภาวะไม่ใหอ้ากาศ หรอืใหอ้ากาศเลก็น้อย
พบการฟอกจางสไีด้สูงซึ่งสอดคล้องกบังานวจิยัของ
Parshettiet al.11 ที่ศึกษาการฟอกจางส ีและการย่อย
ส ล า ย สี ย้ อ ม เอ โซ ช นิ ด  MO โ ด ย แ บ ค ที เ รี ย 
KocuriaroseaMTCC 1532 ภายใต้สภาวะนิ่ง พบว่า
แบคทีเรียสายพันธุ์ น้ี มีการฟอกจางสีได้ถึง 100 
เปอรเ์ซ็นต์เช่นเดยีวกบั Wang et al.12 ที่พบการฟอก
จางสยีอ้มเอโซชนิด RB-5 ภายใต้สภาวะไม่ให้อากาศ
สูงถึง 92 เปอรเ์ซ็นต์โดยแบคทเีรยี Enterobacter sp. 
EC3 ซึง่เป็นแบคทเีรยีกลุ่ม facultative anaerobe และ
พบการฟอกจางสีสูงถึง 99 เปอร์เซ็นต์ภายใน 10 
ชัว่โมงเมื่อใช้แบคทเีรยี Shewanella oneidensis WL-
73 และในงานวจิยัของ Oturkaret al.14 และ Wang et 
al.15 ที่ได้ศึกษาการฟอกจางสีย้อมเอโซชนิด  RR 
ภายใต้สภาวะน่ิงไม่ใหอ้ากาศพบการฟอกจางสสีงูกว่า
สภาวะการเพาะเลี้ยงอื่น  และนอกจากน้ีเมื่อนํา 2 
สภาวะมาทํางานต่อเน่ืองกันพบการฟอกจางสีมี
ประสิทธิภาพสูงขึ้น ดังในงานวิจัยของ Supaka16 ที่
ทําการศกึษาการฟอกจางสชีนิด RBV-5R โดยใช้เชื้อ
แบคทีเรยีผสม (consortium) พบการฟอกจางสไีด้ถึง 
78.9 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 24 ชัว่โมง ภายใต้สภาวะ 
anaerobic-aerobic system 

จากการศกึษาความเขม้ขน้ของเชื้อเริม่ต้นที่
สามารถฟอกจางสยี้อมเอโซของแบคทีเรยีไอโซเลต 
PD10 พบว่าเมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของเชื้อสูงขึน้จะทํา
ใหม้อีตัราการฟอกจางสเีพิม่ขึน้เชน่เดยีวกนั17 

จากผลการศกึษาความเขม้ขน้ของสยีอ้มเอโซ
เหน็ไดว้่าทีค่วามเขม้ขน้ของสยีอ้มต่างๆ ทีไ่ดศ้กึษาใน
เบือ้งตน้ พบว่าการฟอกจางสไีดทุ้กความเขม้ขน้แต่จะ
ฟอกจางสไีดต้ํ่าลงเมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของสขีึน้11,13,34 
เน่ืองจากความเขม้ขน้ของสยีอ้มเอโซทีเ่ตมิลงไปนัน้จะ
มผีลต่อการเจรญิและการสรา้งเอนไซม์ของแบคทเีรยี 
และนอกจากน้ี โครงสร้างของสีย้อมเอโซที่ ใช้ใน
การศึกษาน้ียังมีลักษณะเป็นวงเอโรเมติกที่มีความ
ซับซ้อน ย่อยสลายได้อยาก และมีความเป็นพิษสูง 
ดังนัน้แบคทีเรียจึงต้องใช้ระยะเวลาในการปรบัตัว

เพิ่มขึ้นเพื่ อให้ทนต่อสภาวะที่มีพิษก่อน  จากนั ้น
แบคทีเรยีจึงจะย่อยสลายสีย้อมเอโซดงักล่าวเพื่อใช้
เป็นแหล่งพลงังานสําหรบัใช้ในการเจรญิ และพบว่า
การฟอกจางสแีต่ละชนิดก็แตกต่างกนัด้วย เน่ืองจาก
โครงสร้างของสีย้อมเอโซแต่ละชนิดมีโครงสร้างที่
แตกต่างกนั8-22 เช่นในสกีลุ่มรแีอคทฟีจะมกีลุ่มที่เป็น 
sulfonic acid (SO3H) บนวงแหวนเอโรเมตกิ โดยสาร
กลุ่มเหล่าน้ีจะไปยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีเมื่อมสีี
ยอ้มเอโซทีค่วามเขม้ขน้สงู23-24 

จากการศึกษาแหล่งคาร์บอนและความ
เขม้ขน้ที่เหมาะสมต่อการฟอกจางสนีัน้จะแตกต่างกนั
ไปตามชนิดของสยีอ้ม เช่นในการศกึษาของ Wang et 
al.11 พบการฟอกจางสีย้อมชนิด MO โดยแบคทีเรีย 
Enterobactersp. EC3 ได้ดี เมื่ อ ใช้ sucrose และ 
glucose เป็นแหล่งพลงังาน และในสยี้อมชนิด RB-5 
พบว่าสามารถฟอกจางสสีูงกว่า 90 เปอรเ์ซ็นต์เมื่อใช้
glucose เขม้ขน้ 1-8 g/L และเมือ่เพิม่ความเขม้ขน้เป็น 
12 g/L จะพบการฟอกจางสตีํ่ากว่า 60 เปอรเ์ซน็ต์ แต่
อยา่งไรกต็ามพบวา่ทีค่วามเขม้ขน้ของคารบ์อนเพยีง 1 
g/L ก็เพยีงพอสําหรบัการฟอกจางสชีนิดน้ีภายใน 36 
ชัว่โมง แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของคาร์บอนเป็น 2 
และ 4 g/L จะทําให้สามารถฟอกจางสไีด้ประมาณ 90 
เปอรเ์ซน็ต์ ภายใน 48 ชัว่โมง แต่อย่างไรกต็ามเมื่อไม่
มกีารเตมิแหล่งคารบ์อนจะทําใหเ้กดิการยบัยัง้หรอืลด
กจิกรรมของการฟอกจางสขีองเชือ้ได ้

จากการศึกษาแหล่งไนโตรเจนพบการฟอก
จางสีได้ดีเมื่ อใช้ yeast extract, (NH4)2SO4, NH4Cl 
และ urea เป็นแหล่งไนโตรเจนซึ่ งสอดคล้องกับ
งานวจิยัของ Parshettiet al.11 พบแบคทีเรยีสายพนัธุ ์
K. rosea MTCC 1532 สามารถฟอกจางสีย้อมเอโซ
ชนิดMO ในอาหาร SM ที่ไม่มกีารเติมแหล่งพลงังาน
เพยีง 8.3 เปอรเ์ซ็นต์เท่านัน้ และเมื่อมกีารเตมิ yeast 
extract เพื่อใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนพบว่ามีการฟอก
จางสีสูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์เช่นเดียวกับงานวิจยัของ
Ponrajet al.5 ที่พบการฟอกจางสีย้อมช นิดO3R 
เท่ากับ 82.81, 70.17, 53.91 และ 81.25 เปอร์เซ็นต์
ต า ม ลํ า ดั บ โ ด ย แ บ ค ที เ รี ย ใ น จี นั ส  Bacillus 
sp., Klebsiella sp. Salmonella sp. แ ล ะ 
Pseudomonas sp. เมื่อใช้ yeast extract เป็นแหล่ง
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ไนโตรเจน และจากงานวิจัยของ Wang et al.6 พบ
การฟอกจางสยีอ้มเอโซชนิด RB-5 ถงึ 83 เปอรเ์ซ็นต์
เมื่อใช้ NH4Cl เป็นแหล่งไนโตรเจน แต่อย่างไรก็ตาม
ในการฟอกจางสแีต่ละชนิดนัน้จะใชแ้หล่งไนโตรเจนที่
แตกต่างกนัซึ่งอาจจะขึ้นอยู่กบัโครงสรา้งของสทีี่ม ีN 
เป็นองคป์ระกอบอยู่ในโครงสรา้ง หรอือาจจะขึน้อยู่กบั
สตูรอาหารทีใ่ชด้ว้ยเชน่กนั 

จากการศึกษาความเป็นกรด -ด่างของ
อาหารพบการฟอกจางสไีด้ดเีมื่ออาหารอยู่ในช่วง pH 
7.0-8.5 สอดคล้องกับงานวิจยัของ Wang et al.7 ได้
ศึกษาความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสม พบว่าที่ช่วง 
pH5-10แบคทีเรีย  Rhodopseudomonas palustris มี
ประสทิธภิาพในการฟอกจางสยีอ้มเอโซชนิดRB-5 ได้
ดี  แ ล ะที่  pH 6-8 พ บ ก า รฟ อ ก จ า งสี สู ง ถึ ง  90 
เปอร์เซ็นต์ และนอกจากน้ียงัพบว่าที่ pH7.0 พบการ
ฟอกจางสีสูงกว่า 92เปอร์เซ็นต์ภายใน 108 ชัว่โมง 
และที่ pH8.0-12.0 (ใน 120 ชัว่โมง) และพบอตัราการ
ฟอกจางสีตํ่ามากเมื่อ pH เป็นกรด (pH เท่ากับ 4.0 
และ 6.0)11 ซึ่งค่าความเป็นกรด-ด่างถือว่าเป็นส่วน
สาํคญัหลกัที่ส่งผลต่อประสทิธภิาพของการฟอกจางสี
ยอ้มเอโซ ซึ่งค่า pH ที่เหมาะสมสาํหรบัการฟอกจางสี
โดยทัว่ไปอยูร่ะหวา่ง 6.0-10.023,25,27-29 

จากก ารศึกษ าผลของ อุณ หภู มิพ บ ว่ า
แบคทีเรียไอโซเลต PD10 สามารถฟอกจางสไีด้ดีที่
อุณหภูมปิานกลางประมาณ 37-55 องศาเซลเซยีส ซึ่ง
ผลที่ได้สอดคล้องกบัผลการทดลองของ Supaka30 ที่
พบวา่อุณหภูมทิีเ่หมาะสมต่อการย่อยสลายสยีอ้มเอโซ 
คือ อุณหภูมิที่สูงปานกลางประมาณ  37-50 องศา
เซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทํางาน
ของเอนไซม์ และเมื่อมีการเพิ่มอุณหภูมิให้สูงขึ้น
มากกวา่น้ีพบวา่ประสทิธภิาพในการยอ่ยสลายสยีอ้มเอ
โซจะลดลง เชน่เดยีวกบังานวจิยัของ Oturkaret al.14 ที่
พ บก ารฟ อกจางสีย้ อ ม เอ โซ ช นิ ด  RR120 โด ย
แบคทีเรีย Bacillus lentus BI377 ถึง 97 เปอร์เซ็นต์
ภายใน  12 ชัว่ โมง  เมื่ อบ่ มที่ อุณ หภูมิ  35 องศา
เซลเซียส และยังพบว่าอุณหภูมิช่วง 35-45 องศา
เซลเซยีสแบคทเีรยีสายพนัธุน้ี์มกีารฟอกจางสไีดด้แีละ
จากการศึกษาของศศพิงษ์31 พบว่าเอนไซม์เอโซรดีคั
เตสเป็นเอนไซม์ที่สามารถทนต่ออุณหภูมทิี่ 60 องศา

เซ ล เซี ย ส เป็ น ระย ะ เวลาสั ้น ๆ  เท่ านั ้น   ดังนั ้น
ประสทิธภิาพในการย่อยสลายสยีอ้มเอโซจะสอดคลอ้ง
กับอุณหภูมิที่ เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้าง
เอนไซมข์องแบคทเีรยี โดยอุณหภูมทิีเ่หมาะสมต่อการ
เจริญและการสร้างเอนไซม์เอโซรีดัคเตสจะอยู่ที่
ประมาณ 35-45 องศาเซลเซียส และประสทิธภิาพใน
การย่อยสลายสีย้อมจะลดลงเมื่ออุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้น 
เน่ืองจากอุณหภูมทิีส่งูขึน้ไมเ่หมาะสมต่อการเจรญิและ
การทํางานของเอนไซม์เอโซรดีคัเตส32-34 และจากการ
วดัคา่การดดูกลนืแสงทีล่ดลงของสยีอ้มเอโซดว้ยเครื่อง 
UV-Vis spectrophotometer ซึ่งให้ค่าความยาวคลื่น
ลดลงในช่วง 400-800 nm เมื่อสยีอ้มเอโซถูกฟอกจาง
จางโดยแบคทเีรยี5,24,35-38 

จากการศึกษาศักยภาพและสภาวะการ
เพาะเลีย้งทีเ่หมาะสมต่อการฟอกจางสยีอ้มกลุ่มเอโซที่
รายงานข้างต้น จะเป็นส่วนช่วยเพิ่มประสทิธภิาพใน
การฟอกจางสีน้ีสามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานเพื่อ
นําไปใช้พฒันาดา้นการฟอกจางสแีละการย่อยสลายสี
ย้อมกลุ่ม เอโซต่างๆ  ได้ โดยในอนาคตอาจจะมี
การศกึษาทีเ่จาะลกึลงไปถงึโครงสรา้งของสแีต่ละชนิด
และเพิม่ปจัจยัสง่เสรมิอื่นๆ เขา้มาช่วยเพื่อใหก้ารฟอก
จางสแีละการย่อยสลายสยี้อมกลุ่มเอโซเป็นไปอย่าง
สมบูรณ์มากที่สุดจากผลการศึกษาข้างต้นเป็นอีก
แนวทางหนึ่งที่สามารถนําไปประยุกต์ใช้ในการบําบดั
น้ําเสียที่เกิดจากการปนเป้ือนของสีย้อมสงัเคราะห์
เหลา่น้ีไดท้ัง้ในปจัจุบนัและอนาคต 
 
กิตติกรรมประกาศ 
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จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
ฟอกจางสีย้อมเอโซของแบคทีเรียไอโซเลต PD10 
พบว่าทัง้ 4 สภาวะการเพาะเลี้ยงมกีารฟอกจางสไีด้ดี
และภายใตส้ภาวะไม่ใหอ้ากาศ หรอืใหอ้ากาศเลก็น้อย
พบการฟอกจางสไีด้สูงซึ่งสอดคล้องกบังานวจิยัของ
Parshettiet al.11 ที่ศึกษาการฟอกจางส ีและการย่อย
ส ล า ย สี ย้ อ ม เอ โซ ช นิ ด  MO โ ด ย แ บ ค ที เ รี ย 
KocuriaroseaMTCC 1532 ภายใต้สภาวะนิ่ง พบว่า
แบคทีเรียสายพันธุ์ น้ี มีการฟอกจางสีได้ถึง 100 
เปอรเ์ซ็นต์เช่นเดยีวกบั Wang et al.12 ที่พบการฟอก
จางสยีอ้มเอโซชนิด RB-5 ภายใต้สภาวะไม่ให้อากาศ
สูงถึง 92 เปอรเ์ซ็นต์โดยแบคทเีรยี Enterobacter sp. 
EC3 ซึง่เป็นแบคทเีรยีกลุ่ม facultative anaerobe และ
พบการฟอกจางสีสูงถึง 99 เปอร์เซ็นต์ภายใน 10 
ชัว่โมงเมื่อใช้แบคทเีรยี Shewanella oneidensis WL-
73 และในงานวจิยัของ Oturkaret al.14 และ Wang et 
al.15 ที่ได้ศึกษาการฟอกจางสีย้อมเอโซชนิด  RR 
ภายใต้สภาวะน่ิงไม่ใหอ้ากาศพบการฟอกจางสสีงูกว่า
สภาวะการเพาะเลี้ยงอื่น  และนอกจากน้ีเมื่อนํา 2 
สภาวะมาทํางานต่อเน่ืองกันพบการฟอกจางสีมี
ประสิทธิภาพสูงขึ้น ดังในงานวิจัยของ Supaka16 ที่
ทําการศกึษาการฟอกจางสชีนิด RBV-5R โดยใช้เชื้อ
แบคทีเรยีผสม (consortium) พบการฟอกจางสไีด้ถึง 
78.9 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 24 ชัว่โมง ภายใต้สภาวะ 
anaerobic-aerobic system 

จากการศกึษาความเขม้ขน้ของเชื้อเริม่ต้นที่
สามารถฟอกจางสยี้อมเอโซของแบคทีเรยีไอโซเลต 
PD10 พบว่าเมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของเชื้อสูงขึน้จะทํา
ใหม้อีตัราการฟอกจางสเีพิม่ขึน้เชน่เดยีวกนั17 

จากผลการศกึษาความเขม้ขน้ของสยีอ้มเอโซ
เหน็ไดว้่าทีค่วามเขม้ขน้ของสยีอ้มต่างๆ ทีไ่ดศ้กึษาใน
เบือ้งตน้ พบว่าการฟอกจางสไีดทุ้กความเขม้ขน้แต่จะ
ฟอกจางสไีดต้ํ่าลงเมื่อเพิม่ความเขม้ขน้ของสขีึน้11,13,34 
เน่ืองจากความเขม้ขน้ของสยีอ้มเอโซทีเ่ตมิลงไปนัน้จะ
มผีลต่อการเจรญิและการสรา้งเอนไซม์ของแบคทเีรยี 
และนอกจากน้ี โครงสร้างของสีย้อมเอโซที่ ใช้ใน
การศึกษาน้ียังมีลักษณะเป็นวงเอโรเมติกที่มีความ
ซับซ้อน ย่อยสลายได้อยาก และมีความเป็นพิษสูง 
ดังนัน้แบคทีเรียจึงต้องใช้ระยะเวลาในการปรบัตัว

เพิ่มขึ้นเพื่ อให้ทนต่อสภาวะที่มีพิษก่อน  จากนั ้น
แบคทีเรยีจึงจะย่อยสลายสีย้อมเอโซดงักล่าวเพื่อใช้
เป็นแหล่งพลงังานสําหรบัใช้ในการเจรญิ และพบว่า
การฟอกจางสแีต่ละชนิดก็แตกต่างกนัด้วย เน่ืองจาก
โครงสร้างของสีย้อมเอโซแต่ละชนิดมีโครงสร้างที่
แตกต่างกนั8-22 เช่นในสกีลุ่มรแีอคทฟีจะมกีลุ่มที่เป็น 
sulfonic acid (SO3H) บนวงแหวนเอโรเมตกิ โดยสาร
กลุ่มเหล่าน้ีจะไปยบัยัง้การเจรญิของแบคทเีรยีเมื่อมสีี
ยอ้มเอโซทีค่วามเขม้ขน้สงู23-24 

จากการศึกษาแหล่งคาร์บอนและความ
เขม้ขน้ที่เหมาะสมต่อการฟอกจางสนีัน้จะแตกต่างกนั
ไปตามชนิดของสยีอ้ม เช่นในการศกึษาของ Wang et 
al.11 พบการฟอกจางสีย้อมชนิด MO โดยแบคทีเรีย 
Enterobactersp. EC3 ได้ดี เมื่ อ ใช้ sucrose และ 
glucose เป็นแหล่งพลงังาน และในสยี้อมชนิด RB-5 
พบว่าสามารถฟอกจางสสีูงกว่า 90 เปอรเ์ซ็นต์เมื่อใช้
glucose เขม้ขน้ 1-8 g/L และเมือ่เพิม่ความเขม้ขน้เป็น 
12 g/L จะพบการฟอกจางสตีํ่ากว่า 60 เปอรเ์ซน็ต์ แต่
อยา่งไรกต็ามพบวา่ทีค่วามเขม้ขน้ของคารบ์อนเพยีง 1 
g/L ก็เพยีงพอสําหรบัการฟอกจางสชีนิดน้ีภายใน 36 
ชัว่โมง แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของคาร์บอนเป็น 2 
และ 4 g/L จะทําให้สามารถฟอกจางสไีด้ประมาณ 90 
เปอรเ์ซน็ต์ ภายใน 48 ชัว่โมง แต่อย่างไรกต็ามเมื่อไม่
มกีารเตมิแหล่งคารบ์อนจะทําใหเ้กดิการยบัยัง้หรอืลด
กจิกรรมของการฟอกจางสขีองเชือ้ได ้

จากการศึกษาแหล่งไนโตรเจนพบการฟอก
จางสีได้ดีเมื่ อใช้ yeast extract, (NH4)2SO4, NH4Cl 
และ urea เป็นแหล่งไนโตรเจนซึ่ งสอดคล้องกับ
งานวจิยัของ Parshettiet al.11 พบแบคทีเรยีสายพนัธุ ์
K. rosea MTCC 1532 สามารถฟอกจางสีย้อมเอโซ
ชนิดMO ในอาหาร SM ที่ไม่มกีารเติมแหล่งพลงังาน
เพยีง 8.3 เปอรเ์ซ็นต์เท่านัน้ และเมื่อมกีารเตมิ yeast 
extract เพื่อใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนพบว่ามีการฟอก
จางสีสูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์เช่นเดียวกับงานวิจยัของ
Ponrajet al.5 ที่พบการฟอกจางสีย้อมช นิดO3R 
เท่ากับ 82.81, 70.17, 53.91 และ 81.25 เปอร์เซ็นต์
ต า ม ลํ า ดั บ โ ด ย แ บ ค ที เ รี ย ใ น จี นั ส  Bacillus 
sp., Klebsiella sp. Salmonella sp. แ ล ะ 
Pseudomonas sp. เมื่อใช้ yeast extract เป็นแหล่ง
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บทคดัย่อ 
งานวจิยัมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาการดูดซบัตะกัว่โดยใชแ้กลบและแกลบที่ปรบัสภาพทางเคมดีว้ยกระบวนการ Alkali-
Acid Modification โดยใชส้ารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดแ์ละสารละลายกรดซติรกิรว่มกบัความรอ้นเป็นตวัเรง่ปฏกิริยิา 
การทดลองทัง้หมดอยู่ในรูปแบบทีละเท โดยปจัจยัการดูดซับที่ทําการศึกษาประกอบด้วย ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
ระยะเวลาสมัผสั ความเข้มข้นของสารละลายตะกัว่เริม่ต้น และอุณหภูม ิผลจากการศึกษาปจัจยัการดูดซบัที่ได้จะ
นํามาใชใ้นการศกึษากลไกการดดูซบั (ไอโซเทอรม์ของการดดูซบั จลนศาสตรก์ารดดูซบั เทอรโ์มไดนามกิสก์ารดดูซบั ) 
และการคายซบั 

ผลการศกึษาพบว่า สภาวะที่เหมาะสมในการดูดซบั คอื ที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 5 ระยะเวลาสมัผสั   
120 นาท ีความเขม้ขน้ของสารละลายตะกัว่เริม่ต้น 0 มลิลกิรมัต่อลติร และอุณหภูม ิ3 องศาเซลเซียส ณ สภาวะ
ดงักล่าวความสามารถในการดูดซับตะกัว่ของตัวดูดซับทัง้สองมีค่าเท่ากับ 2.98 mg/g และ .06mg/g ตามลําดับ                 
และจากการศกึษากลไกการดดูซบั พบวา่ การดดูซบัตะกัว่ของตวัดดูซบัทัง้สองเป็นแบบ Monolayer ลอ้มรอบตวัดดูซบั       
โดยขัน้ตอนในการเคลื่อนที่ของไอออนตะกัว่ผ่านชัน้ฟิล์มของเหลวและแพร่ผ่านเข้าไปในรูพรุนเป็นขัน้ตอนในการ
ควบคุมอตัราเรว็ของการดูดซบั และการดูดซบัที่เกิดขึ้นสามารถเกิดขึ้นได้เองตามธรรมชาติและเป็นการปฏิกิรยิา     
คายความรอ้น (Exothermic Reaction) นอกจากน้ี การศกึษาการคายซบัพบว่า ประสทิธภิาพการคายซบัของแกลบมี
ค่าตํ่าแตกต่างจากประสทิธิภาพของแกลบปรบัสภาพมคี่าสูง ดงันัน้แกลบจึงเหมาะสมที่จะบําบดัโดยฝงักลบอย่าง
ปลอดภยั ในขณะทีแ่กลบปรบัสภาพมคีวามเป็นไปไดท้ีน้ํ่ากลบัตะกัว่กลบัมาใชใ้หมไ่ด ้ 
 
คาํสาํคญั: ตะกัว่, การดดูซบั, แกลบ 
 
 
 
 
 
__________________________________________ 

1 นิสติระดบัปรญิญาโท, หลกัสตูรเทคโนโลยสีิง่แวดลอ้ม, คณะสิง่แวดลอ้มและทรพัยากรศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหาสารคาม 
2 อาจารย,์ คณะสิง่แวดลอ้มและทรพัยากรศาสตร ์มหาวทิยาลยัมหาสารคาม 
1 Master Degree’s Student, Faculty of Environment and Resource Studies, Mahasarakham University, Kantharawichai District, 
Maha Sarakham, 4410, Thailand. Max.nitit@gmail.com 
2 Lecturer, Faculty of Environment and Resource Studies, Mahasarakham University, Kantharawichai District, Maha Sarakham, 
4410, Thailand. panjai@msu.ac.th 
 
 

 

 
 

32. Chang JS, Chou C, Lin YC, Lin PJ, Ho JY, 
Hu TL. Kinetic characteristics of bacterial azo-
dye decolorization by Pseudomonas luteola. J 
Water Res 2001;35:2841-2850. 

33. Pearce CI, Lloyd JR, Guthrie JT. The 
removeal of colour from textile wastewater 
using whole bacterial cell : a review. J Dyes 
Pigm 2003;58:179-196. 

34. Wang H, Su JQ, Zheng XW, Tian Y, Xiong 
XJ, Tian LZ. Bacterial decolorization and 
degradation of the reactive dye Reactive Red 
180 by Citrobacter sp. CK3. 
IntBiodeteriorBiodegrad 2009;63:395-399. 

35. Alireza NE,Mahshid K. Heterogeneous 
photodecolorization of Eriochrome Black T 
using Ni/P zeolite catalyst. Desalination 
2010;262:79-85. 

36. Hsueh CC, Chen BY. Exploring effects of 
chemical structure on azo dye decolorization 
characteristics by Pseudomonas luteola. J 
Hazard Mater 2008;154:703-710. 

37. Kim SY, An JY, Kim BW. The effects of 
reductant and carbon source on the microbial 
decolorization of azo dyes in an anaerobic 
sludge process. J Dyes Pigm 2008;76:256-
263. 

38. Chen L, Cui Y, Qian G, Wan M. Synthesis 
and spectroscopic characterization of an 
alkoxysilane dye containing azo-benzothiazole 
chromophore for nonlinear optical 
applications. J Dyes Pigm 2007;73:338-343. 

 


