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ความสําคัญและท่ีมาของป#ญหา 

ปGจจุบันสีย
อมถูกนํามาใช
เปJนจํานวนมากในอุตสาหกรรม เช�น สิ่งทอ พลาสติก การพิมพ� เครื่องสําอาง 
และการผลิตยา เม่ือสิ้นสุดกระบวนการผลิตสีย
อมจํานวนหนึ่งจะถูกปล�อยออกมากับน้ําท้ิง โดยเฉพาะ
อุตสาหกรรมสิ่งทอเปJนอุตสาหกรรมท่ีมีการใช
น้ําและสารเคมีเปJนจํานวนมาก น้ําท้ิงจากอุตสาหกรรมนี้จะมี
ปริมาณสารเคมีตกค
างสูงและมีสีท่ีค�อนข
างกําจัดได
ยาก พบว�าประมาณ 10-15% ของสีท่ีใช
จะปนเปSTอน
ออกมากับน้ําท้ิงของกระบวนการ (Kunamneni et al., 2008)  สีย
อมส�วนใหญ�เปJนสีสังเคราะห�ท่ีเปJน
ผลิตภัณฑ�มาจากน้ํามันป]โตรเลียม มีโครงสร
างเปJนสารไฮโดรคาร�บอนพวกอะลิฟาติกและวงแหวนอะโรมาติก
หลายวงมาต�อกัน ซ่ึงมีความเสถียรต�อแสง ความร
อน สารออกซิไดซ�ต�างๆ สีเหล�านี้ยังมีโครงสร
างซับซ
อน 
ความคงตัวสูง ยากต�อการย�อยสลาย และสามารถบดบังแสง ดังนั้นปริมาณแสงส�องผ�านลงไปในน้ําได
น
อยลง 
ส�งผลต�อกระบวนการสังเคราะห�แสง การเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตในน้ําและปริมาณของกaาซออกซิเจนท่ี
ละลายในน้ําลดลง ทําให
ระบบนิเวศ�วิทยาเสียสมดุล นอกจากนี้ยังพบว�าสีสังเคราะห�หลายชนิดท่ีเตรียมจาก
กลุ�มเบนซีนหรือกลุ�มสารประกอบอะโรมาติก มีความเปJนพิษต�อสิ่งมีชีวิตในน้ําและเปJนสารพิษก�อมะเร็ง (toxic 
carcinogenic) ทําให
เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมในมนุษย� (Enayatzamir et al., 2009; 
Kariminiaae-Hamedaani et al., 2007) ดังนั้นจึงมีความจําเปJนอย�างยิ่งท่ีต
องกําจัดสีย
อมท่ีปนเปSTอนออกมา
กับน้ําท้ิงก�อนปล�อยลงสู�แหล�งน้ําธรรมชาติต�อไป  

วิธีการกําจัดสีย
อมทางกายภาพและทางเคมีถูกนํามาทดสอบหลายวิธีการด
วยกัน เช�น การใช

กระบวนการดูดซับ (Adsorption) ด
วยถ�านกัมมันต� เบนโทไนท� และแร�ดินธรรมชาติ (Robinson et al., 
2001) การสร
างและรวมตะกอน (Coagulation and Flocculation) การแลกเปลี่ยนไอออน (Ion-
exchange) การจัดการด
วยวิธีเหล�านี้ก�อให
เกิดปริมาณตะกอนมากและยากต�อการจัดการเนื่องจากความเปJน
พิษของสารยังคงเหลืออยู� (Katuri et al., 2009) นอกจากนี้ยังมีวิธีการใช
โอโซน (Ozonation) วิธีการออกซิ
เดชั่นและคลอริเนชั่น (Oxidation and Chlorination) (Ciardelli and Ranieri, 2001; Konsowa, 2003) 
และวิธีการทางอิเล็คโตเคมิคัล (Electrochemical method) (Lin and Peng, 1996; Rodr ํguez Couto, 
2009) พบว�าประสิทธิภาพการกําจัดสีด
วยวิธีการเหล�านี้ไม�ดีเท�าท่ีควรเม่ือเทียบกับค�าใช
จ�ายในการลงทุนและ
ดําเนินการท่ีสูง ปGจจุบันได
มีการนําเทคนิคเยื่อกรองมาใช
อย�างแพร�หลายในการบําบัดน้ําเสีย การเลือกใช
แผ�น
เยื่อกรองท่ีเหมาะสมต�อคุณลักษณะน้ําเสียเปJนสิ่งสําคัญ การกรองแบบออสโมซิสผันกลับ (Reverse osmosis) 
และการกรองแบบนาโน (Nanofiltration) ถูกนํามาใช
กําจัดสีย
อมในอุตสาหกรรมสิ่งทอ (Kim et al., 2005; 
Tang and Chen, 2002) แต�การดําเนินระบบในเยื่อกรองท้ังสองเกิดการอุดตันได
ง�ายและยังต
องใช
พลังงานใน
การผลักดันสูง สิ้นเปลืองค�าใช
จ�ายอย�างมาก จึงได
มีการศึกษาการใช
เยื่อกรองแบบอัลตร
า (Ultrafiltration 
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membrane) ซ่ึงมีคุณสมบัติท่ีให
อัตราการไหลสูงภายใต
สภาวะความดันตํ่า ใช
พลังงานน
อยกว�า แต�พบว�า
ความสามารถในการกําจัดสีย
อมตํ่า (Tang and Chen, 2002) อย�างไรก็ตามได
มีความพยายามในการนําการ
กรองแบบอัลตร
ามาใช
ร�วมกับวิธีการบําบัดอ่ืนๆ เช�นการใช
ร�วมกับการดูดซับด
วยเบนโทไนท�เพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพการกําจัด (Al-Bastaki and Banat, 2004) 

นอกจากกระบวนการบําบัดสีย
อมทางกายภาพและทางเคมี กระบวนการทางชีวภาพโดยอาศัยตัวเร�ง
ทางชีวภาพ เช�น จุลินทรีย� หรือเอนไซม� เปJนอีกวิธีท่ีน�าสนใจ กลไกการกําจัดสีย
อมโดยจุลินทรีย�ประกอบด
วย 
2 ข้ันตอนคือการดูดซับสีไว
ท่ีผิวเซลล�และเซลล�จะผลิตเอนไซม�มาย�อยสลาย (Tatarko and Bumpus, 1998) 
อย�างไรก็ตามนอกจากจะพบสีย
อมในน้ําท้ิงแล
วยังอาจจะพบการเจือปนของสารฆ�าแมลงในกลุ�มออแกโนคลอ
ไรด� โลหะหนัก และพิกเมนต� โดยสารเหล�านี้สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตและเปJนพิษต�อจุลินทรีย� และเม่ือ
จุลินทรีย�ทําการย�อยสลายแบบไม�ใช
ออกซิเจนพบว�าสารประกอบไนโตรเจนท่ีอยู�ในสีย
อมจะถูกเปลี่ยนรูปไป
เปJนอะโรมาติกเอไมด�ท่ีมีความเปJนพิษสูงข้ึน ส�งผลให
การทํางานของจุลินทรีย�ลดลง (Zouari-Mechichi et al., 
2006) การนําเอนไซม�มาประยุกต�ใช
ในการกําจัดสีย
อมแทนจุลินทรีย�สามารถช�วยลดปGญหาดังกล�าว นอกจากนี้
เอนไซม�ยังมีความจําเพาะเจาะจงต�อสารต้ังต
น ทํางานได
ถึงแม
จะมีสารพิษเจือปนและสามารถทนต�อสภาวะ
แวดล
อมท่ีเปลี่ยนแปลง (Katuri et al., 2009) และเอนไซม�ยังช�วยเปลี่ยนรูปโครงสร
างของสีให
มีความเปJนพิษ
ลดลง เม่ือปล�อยสู�สิ่งแวดล
อมสามารถถูกย�อยสลายได
สมบูรณ�ด
วยจุลินทรีย�ในธรรมชาติ 

เอนไซม�แลคเคสเปJนเอนไซม�ท่ีได
รับความสนใจอย�างมากเนื่องจากความสามารถในการเร�งปฏิกิริยาออก
ซิเดชั่นของสับสเตรทได
หลากหลาย เช�น สารประกอบโพลีฟ~นอล ไดเอมีน อะโรมาติกเอไมด� และสารอนินทรีย�
บางชนิด เอนไซม�นี้พบท่ัวไปในพืชชั้นสูง แมลงบางชนิด แบคทีเรียและเชื้อรา โดยเฉพาะเชื้อราจําพวกไวท�รอท 
(white-rot fungi) อย�างไรก็ตามการนําเอนไซม�มาใช
มีข
อจํากัดคือ เอนไซม�มีราคาแพง ข้ันตอนการแยกและ
สกัดเอนไซม�ยุ�งยาก จึงมีความพยายามในการนําเอนไซม�กลับมาใช
ใหม�โดยอาศัยวิธีการตรึงเอนไซม� แต�เม่ือ
เอนไซม�ถูกตรึงกับสารเคมีอาจส�งผลให
ประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม�ลดลงเนื่องจากบริเวณเร�งของ
เอนไซม�ไปจับกับสารเคมีท่ีใช
ตรึง ส�งผลให
ความสามารถในการจับกันระหว�างเอนไซม�กับสีลดลง การแก
ปGญหา
ดังกล�าวอาจทําได
โดยนําเอนไซม�มาตรึงโดยใช
หลักการทางกายภาพ คือการกักเอนไซม�ไว
ในชุดเยื่อกรอง
แบบอัลตร
า และผ�านน้ําท้ิงสีย
อมเข
าไปบําบัด ทําให
เอนไซม�มีคุณสมบัติเหมือนเอนไซม�ในรูปอิสระ ไม�กระทบ
ต�อประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม� การดําเนินระบบสามารถทําได
อย�างต�อเนื่อง เอนไซม�ไม�สูญหายไปกับ
น้ําท่ีผ�านระบบ และสามารถนํากลับมาใช
ใหม�ได
 การวิจัยครั้งนี้เปJนการศึกษาความสามารถในการกําจัดสีย
อม
ด
วยเอนไซม�แลคเคสท่ีสกัดจากเชื้อเห็ดบดและนําเอนไซม�มาใช
ร�วมกับชุดเยื่อกรองแบบอัลตร
า รวมถึงศึกษา
ปGจจัยท่ีส�งผลต�อการกําจัดสี 

วัตถุประสงค&ของโครงการวิจัย 
1) เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดสีย
อมของเอนไซม�แลคเคส 
2) เพ่ือศึกษาผลสภาวะแวดล
อมท่ีส�งผลต�อการฟอกจางสีย
อมในชุดการทดลองแบบแบทซ� 
3) เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพและสภาวะการเดินระบบในการกําจัดสีย
อมด
วยเอนไซม�แลคเคสในระบบ

ถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

การศึกษาครั้งนี้เปJนการนําเอนไซม�แลคเคสหยาบสกัดจาก Lentinus polychrous Lev. มาใช
ในการ
ฟอกจางสีย
อม โดยแบ�งการศึกษาเปJน 2 ส�วนใหญ�คือ 1) การฟอกจางสีย
อมด
วยแลคเคสในชุดการทดลองแบบ
แบทซ�เม่ือมีการเปลี่ยนแปลงความเข
มข
นของเอนไซม� ความเข
มข
นของสีย
อม การเปลี่ยนแปลงค�าความเปJน
กรดด�าง อุณหภูมิและผลของสารเติมท่ีมีต�อการฟอกจางสีย
อมด
วยแลคเคส และ 2) การฟอกจางสีย
อมด
วย
แลคเคสในชุดทดลองถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง โดยจะศึกษาถึงการกักกันเอนไซม�ในถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อ
กรอง การกําจัดสีย
อมด
วยถังปฏิกรณ�เยื่อกรองและถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม�แลคเคสเม่ือมีการ
เปลี่ยนแปลงความเข
มข
นของเอนไซม� ความเข
มข
นของสีย
อม การเปลี่ยนแปลงค�าความเปJนกรดด�าง และ
อัตราการไหลของสารเข
าสู�ระบบ 
การเตรียมเอนไซมแลคเคสหยาบ (Preparation of crude enzyme) 

เอนไซม�แลคเคสหยาบถูกเตรียมโดยนําเชื้อเห็ดบดท่ีเจริญบนอาหารแข็งผสมระหว�างแกลบและรํา 14 
วัน มาเติมน้ํากลั่น ด
วยอัตราส�วน น้ํากลั่น 3 มิลลิลิตรต�ออาหารเลี้ยงเชื้อ 1 กรัม นํามากวนบนเครื่องกวนแบบ
แม�เหล็กเปJนเวลา 45 นาที กรองกากอาหารเลี้ยงเชื้อออกโดยใช
ผ
าขาวบาง นําสารละลายท่ีผ�านการกรองมา
ปG�นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6000 รอบต�อนาที เปJนเวลา 10 นาที นําส�วนตะกอนท้ิงไป และส�วนท่ีเปJน
สารละลายจะเรียกว�าเอนไซม�หยาบ นําเอนไซม�หยาบท่ีสกัดได
ไปใช
ในการทดลองต�อไป 
การเตรียมสีย'อม 

ทําการละลายสีย
อม Acid blue 80, Reactive Green 19, Reactive Orange 16, Indigo carmine, 
Acid Green 27, Alizarin Red และ Direct Blue 71 โดยทําการชั่งน้ําหนักสีย
อม 0.1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น
ปริมาตร 50 ml ผสมให
เปJนเนื้อเดียวกัน แล
วทําการวัดค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นท่ีเหมาะสมร�วมกับ
การเจือจางสีย
อมในกรณีท่ีค�าการดูดกลืนแสงมากกว�า 1  โดยการวัด Acid blue 80 ท่ีความยาวคลื่น 626 
nm   สี Reactive Green 19 ท่ีความยาวคลื่น 630 nm สี Reactive Orange 16 ท่ีความยาวคลื่น 420 nm 
สี Indigo carmine ท่ีความยาวคลื่น 650 nm สี Acid Green 27 ท่ีความยาวคลื่น 605 nm สี Alizarin Red 
ท่ีความยาวคลื่น 423 nm และ สี Direct Blue 71 ท่ีความยาวคลื่น 594 nm 

1) การฟอกจางสีย'อมโดยเอนไซมหยาบแลคเคสในชุดทดลองแบบแบทซ 
นําเอนไซม�หยาบแลคเคสท่ีได
มาทําการฟอกจางสีย
อม Acid blue 80, Reactive Green 19, 

Reactive Orange 16, Indigo carmine, Acid Green 27, Alizarin Red และ Direct Blue 71  โดยการ
ทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการฟอกจางสีย
อมดังนี้ 

1.1 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสีของเอนไซม(หยาบแลคเคสโดยการเปลี่ยนแปลงปริมาณของสีย3อม 
เตรียมสารละลายเพ่ือทําปฏิกิริยาการฟอกจางสีย
อมชนิดต�างๆ โดยการปรับเปลี่ยนปริมาณของสีย
อม 

คือ Acid blue 80 ท่ีใช
ในการทําปฏิกิริยามีปริมาณ 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 µg สีย
อม Reactive Green 
19 มีปริมาณ 10, 20, 30, 40 และ 50 µg  สีย
อม Reactive Orange 16 มีปริมาณ 30, 40, 50, 60, 70 และ 
80 µg  สีย
อม Indigo carmine มีปริมาณ 20, 40, 60 และ 80 µg สีย
อม  Acid Green 27 มีปริมาณ 20, 
30, 40, 50 และ 60 µg สีย
อม Direct Blue 71 มีปริมาณ 60, 70, 80, 90 และ 100 µg และ สีย
อม 
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Alizarin Red มีปริมาณ 30, 40, 50, 60 และ 70 µg ใช
เอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
ร�วมกับบัฟเฟอร� 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ในปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร แล
วทําการบ�มสารละลายท่ี
สภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส แล
วทําการวัดค�าการดูดแสงท่ีความยาวคลื่นของสีย
อมชนิดต�างๆ โดยวัดค�า
การดูดกลืนแสงทุก 10 นาที ในเวลา 1 ชั่วโมง ยกเว
นสีย
อม Acid Green 27, Alizarin Red, Reactive 
Orange 16 และ Direct Blue 71 จะทําการวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 1 วัน เปJนเวลา 6 วัน 

1.2 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสีของเอนไซม(หยาบแลคเคสโดยการเปลี่ยนแปลงเอนไซม(แลคเคส 
เตรียมสารละลายเพ่ือทําปฏิกิริยาการฟอกจางสีย
อมชนิดต�างๆ โดยการปรับเปลี่ยนปริมาณของสีย
อม 

Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg, Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg, Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 
µg, Indigo carmine ปริมาณ 80 µg, และ Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg, Alizarin Red ปริมาณ 50 µg 
และ Direct Blue 71 ปริมาณ 100 µg โดยใช
เอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 
ยูนิตต�อมิลลิลิตร ร�วมกับบัฟเฟอร� 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 
32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห�ในช�วงเวลา 10 นาที เปJนระยะเวลา 60 นาที ร�วมกับบัฟเฟอร� 
0.1 M sodium acetate pH 4.5 ในปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร แล
วทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส แล
วทําการวัดค�าการดูดแสงท่ีความยาวคลื่นของสีย
อมชนิดต�างๆ โดยวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 
10 นาที ในเวลา 1 ชั่วโมง ยกเว
นสีย
อม Acid Green 27, Alizarin Red, Reactive Orange 16 และ Direct 
Blue 71 จะทําการวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 1 วัน เปJนเวลา 6 วัน 

1.3 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสีของเอนไซม(หยาบแลคเคสโดยการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ 
เตรียมสารละลายเพ่ือทําปฏิกิริยาการฟอกจางสีย
อมชนิดต�างๆ โดยการผสมสีย
อม Acid blue 80 

ปริมาณ 30 µg, Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg, Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg, Indigo 
carmine ปริมาณ 80 µg, และ Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg, Alizarin Red ปริมาณ 50 µg และ Direct 
Blue 71 ปริมาณ 100 µg โดยการผสมสีย
อมชนิดต�างๆ ร�วมกับบัฟเฟอร� 0.1 M sodium acetate pH 4.5 
และเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร  ในปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร แล
วทําการบ�มสารละลายท่ี
สภาวะอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส แล
วทําการวัดค�าการดูดแสงท่ีความยาวคลื่นของ
สีย
อม Acid blue 80 ท่ีความยาวคลื่น 626 nm สี Reactive Green 19 ท่ีความยาวคลื่น 630 nm และสี 
Indigo carmine ท่ีความยาวคลื่น 650 nm โดยวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 10 นาที ในเวลา 1 ชั่วโมง สี 
Alizarin Red ท่ีความยาวคลื่น 423 nm Acid Green 27 ท่ีความยาวคลื่น 605 nm สี Reactive Orange 
16 ท่ีความยาวคลื่น 420 nm และ สี Direct Blue 71 ท่ีความยาวคลื่น 594 nm โดยวัดค�าการดูดกลืนแสง
ทุก 1 วัน ในระยะเวลา 6 วัน 

1.4 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสีของเอนไซม(หยาบแลคเคสโดยการเปลี่ยนแปลงความเป9นกรดด:าง  
เตรียมสารละลายเพ่ือทําปฏิกิริยาการฟอกจางสีย
อมชนิดต�างๆ โดยการเปลี่ยนชนิดของบัฟเฟอร� คือ 

0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7  และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9  โดยการผสมสีย
อม Acid 
blue 80 ปริมาณ 30 µg, Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg, Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg, 
Indigo carmine ปริมาณ 80 µg, และ Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg, Alizarin Red ปริมาณ 50 µg และ 
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Direct Blue 71 ปริมาณ 100 µg และเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในปริมาตรรวม 1 
มิลลิลิตร แล
วทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส แล
วทําการวัดค�าการดูดแสงท่ีความ
ยาวคลื่นของสีย
อมชนิดต�างๆ โดยวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 10 นาที ในเวลา 1 ชั่วโมง ยกเว
นสีย
อม Acid 
Green 27, Alizarin Red, Reactive Orange 16 และ Direct Blue 71 จะทําการวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 1 
วัน เปJนเวลา 6 วัน 

1.5 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสีของเอนไซม(หยาบแลคเคสโดยการเติมสารตัวกลาง   
เตรียมสารละลายเพ่ือทําปฏิกิริยาการฟอกจางสีย
อมชนิดต�างๆ Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg, 

Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg, Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg, Indigo carmine ปริมาณ 80 
µg, และ Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg, Alizarin Red ปริมาณ 50 µg และ Direct Blue 71 ปริมาณ 100 
µg และเติมสารตัวกลาง NaN3, Na2SO4, Na2CO3 และ NaCl ปริมาณ 5, 10, 15 และ 20 µmole/reaction 
โดยการผสมสีย
อมชนิดต�างๆ ร�วมกับบัฟเฟอร� 0.1 M sodium acetate pH 4.5 และเอนไซม�หยาบแลคเคส 
0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร แล
วทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส แล
วทําการวัดค�าการดูดแสงท่ีความยาวคลื่นของสีย
อมโดยวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 10 นาที ในเวลา 
1 ชั่วโมง ยกเว
นสีย
อม Acid Green 27, Alizarin Red, Reactive Orange 16 และ Direct Blue 71 จะทํา
การวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 1 วัน เปJนเวลา 6 วัน 

2) การฟอกจางสีย'อมโดยเอนไซมหยาบแลคเคสในระบบถังปฏิกรณชีวภาพเย่ือกรอง 
2.1 การติดต้ัง ทดสอบระบบถังปฏิกรณ(ชีวภาพเยื่อกรอง และล3างทําความสะอาด 
ระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีใช
ในการศึกษาครั้งนี้ประกอบไปด
วยถังป�อนสาร (Feed tank) ถัง

ปฏิกิริยา (Reaction tank) ถังเก็บสารจากเพอมิเอท (Permeate tank) ปG�ม และเยื่อกรองอัลตราฟ]วเตรชั่นรุ�น 
MiniKros®Sampler Filter Modules (Part No. S02-S010-05-P) การทํางานของระบบดังกล�าวเริ่มจาก
สารละลายสีย
อมและเอนไซม�ถูกเติมลงในถังปฏิกิริยาในอัตราส�วน 1:1 จากนั้นสารละลายจะถูกปG�มส�งผ�านไป
ยังเยื่อกรองอัลตราฟ]วเตรชั่นด
วยอัตราการไหล 300 มิลลลิิตรต�อนาที ในขณะเดียวกันสารละลายสีย
อมใหม�ท่ี
บรรจุอยู�ในถังป�อนสารจะไหลเข
าสู�ถังปฏิกิริยา สําหรับสารละลายท่ีถูกส�งไปยังเยื่อกรองอัลตราฟ]วเตรชั่นจะถูก
แบ�งเปJนสารละลายท่ีสามารถผ�านเยื่อกรองได
 เรียกสารละลายส�วนนี้ว�าเพอมิเอท (Permeate) ส�วน
สารละลายท่ีไม�ผ�านเยื่อกรองเรียกว�า รีเทนเทจ (Retentate) จะไหลกลับสู�ถังปฏิกิริยาและจะวนเข
าสู�ระบบอีก
ครั้ง ทําการเก็บตัวอย�างสารละลายท่ีเข
าและออกจากระบบ โดยในการศึกษานี้สารละลายสีย
อมจะถูกป�อนเข
า
สู�ถังปฏิกิริยาด
วยอัตราการไหลท่ีเท�ากับอัตราการไหลของเพอมิเอท ทําให
ปริมาตรของสารในถังปฏิกิริยาถูก
ควบคุมให
คงท่ี สําหรับการทดสอบการทํางานของระบบหลังติดต้ังชุดอุปกรณ� จะเดินระบบด
วยน้ําปราศจาก
ไอออนเปJนเวลา 30 นาที วัดอัตราการไหลเม่ือเปลี่ยนแปลงความดันในการดําเนินระบบ   

หลังการใช
งานทุกครั้งเยื่อกรองจะถูกนํามาล
างด
วยน้ําปราศจากไอออนเปJนเวลา 30 นาที จากนั้นล
าง
ด
วยโซเดียมไฮดรอกไซด� 0.01 โมลต�อลิตร โดยสารเคมีดังกล�าวถูกนํามาวนล
างในระบบเปJนเวลา 30 นาที แล
ว
ล
างด
วยน้ําปราศจากไอออน จากนั้นล
างด
วยกรดซิตริก 0.01 โมลต�อลิตร วนล
างในระบบเปJนเวลา 30 นาที 
แล
วล
างด
วยน้ําปราศจากไอออนอีกครั้ง ทดสอบค�าฟลักซ�ของน้ําหลังการล
างเปรียบเทียบกับฟลักซ�ก�อนใช
งาน   
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2.2 การกักเอนไซม(ในระบบถังปฏิกรณ(ชีวภาพเยื่อกรอง 
เอนไซม�หยาบแลคเคสถูกเติมลงในถังปฏิกิริยาและถูกปG�มผ�านเยื่อกรองอัลตราฟ]วเตรชั่นด
วยอัตราการ

ไหล 300 มิลลิลิตรต�อนาที สารละลายท่ีไม�ผ�านเยื่อกรองจะถูกนํามาวนกลับเข
าถังปฏิกิริยาดังเดิม ใน
ขณะเดียวกันสารละลายบัฟเฟอร�จากถังป�อนสารจะไหลเข
าสู�ถังปฏิกิริยาด
วยอัตราการไหลท่ีเท�ากับอัตราการ
ไหลของเพอมิเอททําให
ปริมาตรของสารในถังปฏิกิริยาถูกควบคุมให
คงท่ี ทําการเดินระบบเปJนเวลา 240 นาที 
เก็บตัวอย�างของสารละลายท้ังในส�วนของเพอมิเอทและท่ีอยู�ในถังปฏิกิริยาท่ีเวลาต�างๆ มาวิเคราะห�ค�ากิจกรรม
การทํางานของเอนไซม�และปริมาณโปรตีน 

2.3 การทดสอบความเข3มข3นเอนไซม(แลคเคสต:อการกําจัดสี Acid blue 80 ในระบบถังปฏิกรณ( 
ทําการศึกษาความเข
มข
นของเอนไซม�ต�อการกําจัดสีย
อมในระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง โดย

เตรียมสารละลายสีย
อมท่ีความเข
มข
น 30 มิลลิกรัมต�อลิตร ปรับสภาพความเปJนกรดด�างของสารละลายสีย
อม
เท�ากับ 7 เติมเอนไซม�หยาบแลคเคสท่ีความเข
มข
น 0.013, 0.025, 0.063 และ 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร  
ตามลําดับ ลงในถังปฏิกิริยาในอัตราส�วนเอนไซม�ต�อสีย
อมคงท่ีคือ 1:1 (ปริมาตร:ปริมาตร) และเติมสารสีย
อม
ลงในถังป�อนสารเข
าสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อนสารตัวอย�างเข
าสู�ระบบอย�างต�อเนื่อง ปรับอัตราการไหลของระบบท่ี 
300 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการทดสอบเก็บสารละลายส�วนเพอมิเอทมาวิเคราะห�หาความเข
มข
นของสีย
อม
และปริมาณโปรตีน พร
อมบันทึกอัตราการไหลของเพอมิเอทเพ่ือนํามาวิเคราะห�ค�าเพอมิเอทฟลักซ�ทุก 30 นาที 
ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 

2.4 การทดสอบความเข3มข3นของสีย3อมต:อการกําจัดสีย3อม Acid blue 80 ในระบบถังปฏิกรณ( 
ทําการศึกษาผลความเข
มข
นของสีย
อมต�อการกําจัดสีย
อมในระบบถังปฏิกรณ�เยื่อกรองโดยเตรียม

สารละลายสีย
อมท่ีความเข
มข
น 10, 20, 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมต�อลิตร ตามลําดับ ปรับสภาพความเปJน
กรดด�างของสารละลายสีย
อมเท�ากับ 7 พร
อมเติมลงในถังปฏิกิริยาและถังป�อนสารเข
าสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อนสาร
ตัวอย�างเข
าสู�ระบบอย�างต�อเนื่อง ปรับอัตราการไหลของระบบ 300 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการทดสอบและ
เก็บสารละลายส�วนเพอมิเอทมาวิเคราะห�หาความเข
มข
นของสีย
อม พร
อมบันทึกอัตราการไหลของเพอมิเอท
เพ่ือนํามาวิเคราะห�ค�าเพอมิเอทฟลักซ� ทุก 30 นาที ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 

สําหรับการศึกษาความเข
มข
นของสีย
อมต�อการกําจัดสีย
อมในระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง ทําการ
ทดลองโดยเตรียมสารละลายสีย
อมท่ีความเข
มข
น 10, 20, 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมต�อลิตร ตามลําดับ ปรับ
สภาพความเปJนกรดด�างของสารละลายสีย
อมเท�ากับ 7 เติมเอนไซม�หยาบแลคเคสลงในถังปฏิกิริยาใน
อัตราส�วนเอนไซม�ต�อสีย
อม 1:1 (ปริมาตร:ปริมาตร) และเติมสารสีย
อมลงในถังป�อนสารเข
าสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อน
สารตัวอย�างเข
าสู�ระบบอย�างต�อเนื่อง ปรับอัตราการไหลของระบบท่ี 300 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการทดสอบ
เก็บสารละลายส�วนเพอมิเอทมาวิเคราะห�หาความเข
มข
นของสีย
อมและปริมาณโปรตีน พร
อมบันทึกอัตราการ
ไหลของเพอมิเอทเพ่ือนํามาวิเคราะห�ค�าเพอมิเอทฟลักซ�ทุก 30 นาที ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 

2.5 การทดสอบความเป9นกรดด:างของสีย3อมต:อการกําจัดสีย3อม Acid blue 80 ในระบบถังปฏิกรณ( 
ทําการศึกษาผลความเปJนกรดด�างต�อการกําจัดสีย
อมในระบบถังปฏิกรณ�เยื่อกรองโดยเตรียมสารละลาย

สีย
อมความเข
มข
น 30 มิลลิกรัมต�อลิตร เปลี่ยนแปลงสภาพความเปJนกรดด�างท่ี 4, 5, 6, 7, และ 8 ตามลําดับ 
พร
อมเติมลงในถังปฏิกิริยาและถังป�อนสารเข
าสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อนสารตัวอย�างเข
าสู�ระบบอย�างต�อเนื่อง ปรับ
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อัตราการไหลของระบบ 300 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการทดสอบและเก็บสารละลายส�วนเพอมิเอทมาวิ
เคราะห�หาความเข
มข
นของสีย
อม พร
อมบันทึกอัตราการไหลของเพอมิเอทเพ่ือนํามาวิเคราะห�ค�าเพอมิเอทฟ
ลักซ� ทุก 30 นาที ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 

สําหรับการศึกษาความเปJนกรดด�างต�อการกําจัดสีย
อมในระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง ทําการ
ทดลองโดยเตรียมสารละลายสีย
อมความเข
มข
น 30 มิลลิกรัมต�อลิตร เปลี่ยนแปลงสภาพความเปJนกรดด�างท่ี 
4, 5, 6, 7 และ 8 ตามลําดับ เติมเอนไซม�หยาบแลคเคสลงในถังปฏิกิริยาในอัตราส�วนเอนไซม�ต�อสีย
อม 1:1 
(ปริมาตร:ปริมาตร) และเติมสารสีย
อมลงในถังป�อนสารเข
าสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อนสารตัวอย�างเข
าสู�ระบบอย�าง
ต�อเนื่อง ปรับอัตราการไหลของระบบท่ี 300 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการทดสอบเก็บสารละลายส�วนเพอมิเอ
ทมาวิเคราะห�หาความเข
มข
นของสีย
อมและปริมาณโปรตีน พร
อมบันทึกอัตราการไหลของเพอมิเอทเพ่ือนํามา
วิเคราะห�ค�าเพอมิเอทฟลักซ�ทุก 30 นาที ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 

2.6 การทดสอบอัตราการไหลของสารต:อการกําจัดสีย3อม Acid blue 80 ในระบบถังปฏิกรณ( 
ทําการศึกษาผลของอัตราการไหลต�อการกําจัดสีย
อมในระบบถังปฏิกรณ�เยื่อกรองโดยเตรียมสารละลาย

สีย
อมความเข
มข
น 30 มิลลิกรัมต�อลิตร ปรับสภาพความเปJนกรดด�างเท�ากับ 7 เติมลงในถังปฏิกิริยาและถัง
ป�อนสารเข
าสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อนสารตัวอย�างเข
าสู�ระบบอย�างต�อเนื่อง เปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของระบบท่ี 
300, 400, 500, 600 และ 700 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการทดสอบและเก็บสารละลายส�วนเพอมิเอทมาวิ
เคราะห�หาความเข
มข
นของสีย
อม พร
อมบันทึกอัตราการไหลของเพอมิเอทเพ่ือนํามาวิเคราะห�ค�าเพอมิเอทฟ
ลักซ� ทุก 30 นาที ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 

สําหรับการศึกษาผลของอัตราการไหลต�อการกําจัดสีย
อมในระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง ทําการ
ทดลองโดยเตรียมสารละลายสีย
อมความเข
มข
น 30 มิลลิกรัมต�อลิตร ปรับสภาพความเปJนกรดด�างเท�ากับ 7 
เติมลงในถังปฏิกิริยา เติมเอนไซม�หยาบแลคเคสลงในถังปฏิกิริยาในอัตราส�วนเอนไซม�ต�อสีย
อม 1:1 (ปริมาตร:
ปริมาตร) และเติมสารสีย
อมลงในถังป�อนสารเข
าสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อนสารตัวอย�างเข
าสู�ระบบอย�างต�อเนื่อง 
เปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของระบบท่ี 300, 400, 500, 600 และ 700 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการทดสอบ
เก็บสารละลายส�วนเพอมิเอทมาวิเคราะห�หาความเข
มข
นของสีย
อมและปริมาณโปรตีน พร
อมบันทึกอัตราการ
ไหลของเพอมิเอทเพ่ือนํามาวิเคราะห�ค�าเพอมิเอทฟลักซ�ทุก 30 นาที ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 
 
การวิเคราะหผลการศึกษา 

1) การวิเคราะห(กิจกรรมการทํางานของเอนไซม(แลคเคส 
ทดสอบโดยวัดการออกซิไดซ�ของ ABTS โดยเติมเอนไซม�ตัวอย�าง (50 µl) ลงใน 0.1 M โซเดียมอะซิเตท

บัฟเฟอร� (940 µl) pH 4.5 และสารละลาย 10 mM ABTS (10 µl) เขย�าให
เข
ากันแล
วนําไปแช�ในอ�างควบคุม
อุณหภูมิ 32 0C เปJนเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาด
วย 80% w/v TCA (50 µl) นําไปตรวจวัดค�าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคลื่น 420 nm กําหนดให
หนึ่งหน�วยเอนไซม�เท�ากับปริมาณเอนไซม�ท่ีออกซิไดซ� ABTS ได
 1 ไม
โครโมลต�อนาที ภายใต
สภาวะท่ีกําหนด (Molar extinction of ABTS at 420 nm = 3.6x104 M-1cm-1) 
 2) การวิเคราะห(ปริมาณโปรตีน 
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ปริมาณโปรตีนถูกวิเคราะห�ตามวิธีของ Bradford (Bradford, 1976) เริ่มจากนําสารตัวอย�างมา 40 
ไมโครลิตร เติม Bradford reagents 2 มิลลิลิตร ผสมให
เข
ากัน นําไปวัดค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
595 nm นําผลค�าการดูดกลืนแสงท่ีวัดได
ในสารตัวอย�างมาเทียบกับเส
นกราฟโปรตีนมาตรฐาน 

3) การวิเคราะห(การฟอกจางสีด3วยเอนไซม(หยาบแลคเคสในชุดทดลองแบบแบทซ( 
การฟอกจางสีย
อมโดยเอนไซม�หยาบแลคเคสได
ทําการทดลองสามซํ้า และนําค�าเฉลี่ย รวมท้ังค�า

เบ่ียงเบนมาตรฐาน มาทําการวิเคราะห�เพ่ือคํานวณเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีย
อมและวิเคราะห�กิจกรรมสัมพัทธ�
ของเอนไซม�หยาบแลคเคสในการฟอกจางสีย
อมชนิดต�างๆ แล
วหาความสัมพันธ�กับระยะเวลาการฟอกจางสี 
โดยใช
ค�าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่นท่ีเหมาะสมของสีย
อมชนิดต�างๆ ได
ดังนี้ Acid blue 80, Reactive 
Green 19, Reactive Orange 16, Indigo carmine, Acid Green 27, Alizarin Red และ Direct Blue 71  

4) การวิเคราะห(การฟอกจางสีด3วยเอนไซม(หยาบแลคเคสในชุดทดลองถังปฏิกรณ(ชีวภาพเยื่อกรอง 
การศึกษาการฟอกจางสีย
อมด
วยเอนไซม�หยาบแลคเคสถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองจะพิจารณาจากค�า

การกําจัดสีย
อมท่ีเกิดจากเอนไซม�แลคเคสร�วมกับระบบถังปฏิกรณ�เยื่อกรอง ค�าการรั่วไหลของเอนไซม�ออกจาก
ถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง และเพอมิเอทฟลักซ� 
 

ผลการวิจัย 
การฟอกจางสีย3อมโดยเอนไซม(หยาบแลคเคสในชุดทดลองแบบแบทซ( 

การทดสอบการฟอกจางสีย
อม Acid blue 80, Reactive Green 19, Reactive Orange 16, Indigo 
carmine, Acid Green 27, Alizarin Red และ Direct Blue 71 โดยใช
เอนไซม�หยาบแลคเคส และวิเคราะห�
ผลการฟอกจางสีย
อมในระยะเวลาและสภาวะต�างๆ ดังนี้ 

1) การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Acid blue 80 โดยเอนไซม(หยาบแลคเคส 
การศึกษาการฟอกจางสี Acid blue 80 ท่ีใช
ในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 5, 10, 15, 

20, 25 และ 30 µg ของสี Acid blue 80 โดยใช
เอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต ร�วมกับบัฟเฟอร� 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส เม่ือทําการวิเคราะห�เปอร�เซ็นต�
การฟอกจางสีทุก 10 นาที เปJนเวลา 60 นาที พบว�า Acid blue 80 มีเปอร�เซ็นต�การถูกฟอกจางสีได
สูงข้ึน 
เม่ือระยะเวลาการบ�มปฏิกิริยาเพ่ิมข้ึน และมีค�าเปอร�เซ็นต�ลดตํ่าลงในขณะท่ีเพ่ิมปริมาณสี สําหรับการศึกษา
การฟอกจางสี Acid blue 80 โดยปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม�หยาบแลคเคส ผลการศึกษาพบว�าปริมาณ
เอนไซม�มีผลต�อเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี โดยการเพ่ิมปริมาณเอนไซม�ทําให
เกิดการฟอกจางสีได
ดีข้ึน และเม่ือ
ปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในการฟอกจางสี จากผลการวิเคราะห�พบว�าอุณหภูมิ 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
มีค�าเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีตํ่ากว�าในการฟอกจางสีท่ีอุณหภูมิ 30 และ 40 องศาเซลเซียส ส�วนค�าความเปJน
กรดด�างท่ีเหมาะสมในการฟอกจางสีอยู�ในช�วงความเปJนกรดด�างท่ี 4-7 ซ่ึงให
ค�าเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีสูง
กว�า 90%  

2) การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Reactive Green 19 โดยเอนไซม(หยาบแลคเคส 
การศึกษาการฟอกจางสี Reactive Green 19 ท่ีใช
ในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 10, 

20, 30, 40 และ 50 µg ของสี Reactive Green 19 โดยใช
เอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  ร�วมกับ
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บัฟเฟอร� 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส  พบว�า
เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีสูงสุดเพียง 10.34% ในเวลา 20 นาที ท่ีระดับความเข
มข
นของสีเท�ากับ 10 µg และ
เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีมีค�าลดตํ่าลงเท�ากับศูนย�เม่ือเวลาเพ่ิมมากกว�า 20 นาที ในทุกระดับปริมาณของสีย
อม
ทําให
ไม�สามารถวิเคราะห�ผลของการฟอกจางสีได
 สําหรับการศึกษาการฟอกจางสี Reactive Green 19 โดย
ปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต พบว�ามีค�าเปอร�เซ็นต�การ
ฟอกจางสีเท�ากับ 4.33%, 4.65%, 2.66% และ 2.99% ตามลําดับ ในเวลา 60 นาที และเม่ือปรับเปลี่ยน
อุณหภูมิในการฟอกจางสี พบว�าอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ให
เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีดีท่ีสุดเม่ือระยะเวลา
ในการฟอกจางสีมากข้ึน โดยมีค�าเท�ากับ 7.27% ท่ีเวลา 60 นาที  ส�วนค�าความเปJนกรดด�างท่ีเหมาะสมในการ
ฟอกจางสีอยู�คือความเปJนกรดด�างท่ี 4 เท�ากับ 6.43% ท่ีเวลา 60 นาที 

3) การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Indigo carmine โดยเอนไซม(หยาบแลคเคส 
การศึกษาการฟอกจางสี Indigo carmine ท่ีใช
ในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 20, 40, 

60 และ 80 µg ของสี Indigo carmine โดยใช
เอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร� 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส ผลการทดลองแสดงเปอร�เซ็นต�
การฟอกจางสีสูงสุดท่ีระดับ 8.55% เม่ือใช
ปริมาณสีย
อมเท�ากับ 20 µg ในเวลา 60 นาที ในขณะท่ีการเพ่ิม
ปริมาณสีเปJน 40, 60 และ 80 µg จะพบเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีได
สูงสุดท่ีระดับ 4.88%, 3.96% และ 
2.02% ตามลําดับ ในเวลาการทําปฏิกิริยา 60 นาที สําหรับการศึกษาการฟอกจางสี Indigo carmine โดย
ปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  มีค�าเปอร�เซ็นต�
การฟอกจางสีเท�ากับ 1.12%, 1.89%, 2.78%, 2.44% และ 2.10% ตามลําดับ และเม่ือปรับเปลี่ยนอุณหภูมิ
ในการฟอกจางสี พบว�าอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ให
เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีดีท่ีสุดโดยมีค�าเท�ากับ 9.21% 
ท่ีเวลา 10 นาทีและมีแนวโน
มการฟอกจางลดลงเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึน  ส�วนค�าความเปJนกรดด�างท่ีเหมาะสมในการ
ฟอกจางสีอยู�คือความเปJนกรดด�างท่ี 4 เท�ากับ 3.42% ท่ีเวลา 60 นาที 

4) การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Reactive Orange 16 โดยเอนไซม(หยาบแลคเคส 
การศึกษาการฟอกจางสี Reactive Orange 16 ท่ีใช
ในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 

ปริมาณ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 µg ของสี Reactive Orange 16 โดยใช
เอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 
ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร� 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
และเก็บตัวอย�างวิเคราะห�ในช�วงเวลา 1 วัน เปJนระยะเวลา 6 วัน พบว�าสีย
อมปริมาณ 30-80 µg ทําให

เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีมีค�าตํ่ามาก น
อยกว�า 1% สําหรับการศึกษาการฟอกจางสี Reactive Orange 16 
โดยปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  มีค�า
เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีเท�ากับ 0.13%, 0.13%, 0.23%, 0.26% และ 0.09% ตามลําดับ และเม่ือ
ปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในการฟอกจางสี พบว�าอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ให
เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีดีท่ีสุดโดย
มีแนวโน
มการฟอกจางเพ่ิมข้ึนเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึน มีค�าเท�ากับ 0.26% ท่ีเวลา 6 วัน ส�วนค�าความเปJนกรดด�างท่ี
เหมาะสมในการฟอกจางสีอยู�คือความเปJนกรดด�างท่ี 4-5 

5) การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Acid Green 27 โดยเอนไซม(หยาบแลคเคส  
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การศึกษาการฟอกจางสี Acid Green 27 ท่ีใช
ในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 20, 30, 
40, 50 และ 60 µg ของสี Acid Green 27 โดยใช
เอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร� 0.1 
M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห�ใน
ช�วงเวลา 1 วัน เปJนระยะเวลา 6 วัน พบว�าเม่ือใช
สีย
อมปริมาณ 20, 30 และ 40 µg ให
เปอร�เซ็นต�การฟอก
จางสีเท�ากับ 18.45%, 26.51% และ 17.25% ตามลําดับ  และเม่ือเพ่ิมปริมาณสีย
อมเท�ากับ 50 และ 60 µg 
พบว�าเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีลดลงเท�ากับ 11.94% และ 11.56% ตามลําดับ สําหรับการศึกษาการฟอกจาง
สี Acid Green 27 โดยปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 
ยูนิต  มีค�าเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีเท�ากับ 8.12%, 24.12%, 24.98%, 12.41% และ 10.88% ตามลําดับ
และเม่ือปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในการฟอกจางสี พบว�าอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ให
เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีดี
ท่ีสุดโดยมีแนวโน
มการฟอกจางเพ่ิมข้ึนเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึน มีค�าเท�ากับ 25.84% เม่ือใช
ระยะเวลาการฟอกจางสี 6 
วัน ส�วนค�าความเปJนกรดด�างท่ีเหมาะสมในการฟอกจางสีอยู�คือความเปJนกรดด�างท่ี 4-5 

6) การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Alizarin Red ของเอนไซม(หยาบแลคเคส  
การศึกษาการฟอกจางสี Alizarin Red ท่ีใช
ในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 30, 40, 50, 

60 และ 70 µg ของสี Alizarin Red โดยใช
เอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร� 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห�ใน
ช�วงเวลา 1 วัน เปJนระยะเวลา 6 วัน พบว�าเม่ือใช
สีย
อม Alizarin Red ปริมาณ 30, 40 และ 50 µg มีค�า
เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีเท�ากับ 1.55%, 1.56% และ 1.36% ตามลําดับ และเม่ือเพ่ิมปริมาณสีย
อมเท�ากับ 
60 และ 70 µg พบว�าเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีลดลงเท�ากับ 1.14% และ 1.18% ตามลําดับ เม่ือใช
ระยะเวลา
การฟอกจางสี 6 วัน สําหรับการศึกษาการฟอกจางสี Alizarin Red โดยปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม�หยาบ
แลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  มีค�าเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีเท�ากับ 0%, 1.44%, 
2.58%, 3.51% และ 4.25%ตามลําดับ และเม่ือปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในการฟอกจางสี พบว�าอุณหภูมิ 50-60 
องศาเซลเซียส ให
เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีดีท่ีสุดมีค�าเท�ากับ 1.55% เม่ือใช
ระยะเวลาการฟอกจางสี 6 วัน 
ส�วนค�าความเปJนกรดด�างท่ีเหมาะสมในการฟอกจางสีอยู�คือความเปJนกรดด�างท่ี 4-5 

7) การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Direct Blue 71 ของเอนไซม(หยาบแลคเคส  
การศึกษาการฟอกจางสี Direct Blue 71 ท่ีใช
ในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 60, 70, 

80, 90 และ 100 µg ของสี Direct Blue 71 โดยใช
เอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร� 0.1 
M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห�ใน
ช�วงเวลา 1 วัน เปJนระยะเวลา 6 วัน พบว�าปริมาณสีย
อม 70 และ 90 µg มีค�าเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีเท�ากับ 
0.14% และ 1.14% ตามลําดับ  เม่ือทําการฟอกจางสีในเวลา 5 วัน เม่ือใช
สีย
อมปริมาณ 60 และ 80 µg 
พบว�าเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีเท�ากับ 0.16% และ 0.15% ตามลําดับ เม่ือทําการฟอกจางสีในเวลา 6 วัน 
และเม่ือเพ่ิมปริมาณสีย
อมเท�ากับ 100 µg พบว�าเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีลดลงเท�ากับ 0.12% สําหรับ
การศึกษาการฟอกจางสี Direct Blue 71  โดยปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 
0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  มีค�าเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีเท�ากับ 0.12%, 0.14%, 0.15%, 0.13% และ 
0.18%ตามลําดับ และเม่ือปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในการฟอกจางสี พบว�าอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ให
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เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีดีท่ีสุดมีค�าเท�ากับ 0.39% เม่ือใช
ระยะเวลาการฟอกจางสี 4 วัน ส�วนค�าความเปJนกรด
ด�างท่ีเหมาะสมในการฟอกจางสีอยู�คือความเปJนกรดด�างท่ี 4 
 
การฟอกจางสีย3อมโดยเอนไซม(แลคเคสหยาบในระบบถังปฏิกรณ(ชีวภาพเยื่อกรอง 

การทดสอบความสามารถของการกักเอนไซม�ในระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองก�อนนําไปใช
กําจัดสี
ย
อม พบว�าเอนไซม�ในถังปฏิกิริยามีค�ากิจกรรมการทํางานเหลือมากกว�า 60% ท่ีเวลา 240 นาที ส�วนท่ีพบใน
เพอมิเอทท่ีเวลาเริ่มต
นมีค�าน
อยกว�า 5% และลดลงเรื่อยๆจนกระท่ังไม�ปรากฏ แสดงให
เห็นว�าเยื่อกรอง
สามารถกักเอนไซม�ได
และปริมาณเอนไซม�ท่ีหายไปจากถังปฏิกิริยาอาจเกิดจากเอนไซม�ถูกดูดซับท่ีผิวหน
าของ
แผ�นเยื่อกรอง  

เม่ือนําถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม�แลคเคสมากําจัดสีย
อมชนิด Acid blue 80 โดย
เปลี่ยนแปลงความเข
มข
นของเอนไซม� ความเข
มข
นของสีย
อม ค�าความเปJนกรดด�างของสารละลาย และอัตรา
การไหลของสารเข
าระบบ สรุปได
ดังนี้ คือการกําจัดสีย
อมในถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม�แลคเคส
เม่ือมีการเปลี่ยนแปลงความเข
มข
นของเอนไซม�และความเข
มข
นของสีย
อมเพ่ือเปรียบเทียบความสามารถใน
การกําจัด โดยทําการควบคุมค�าความเปJนกรดด�างของสารละลายสีย
อมเท�ากับ 7 อัตราการไหลของสารท่ี 300 
มิลลิลิตรต�อนาที พบว�าเม่ือเพ่ิมความเข
มข
นของเอนไซม� เปอร�เซ็นต�การกําจัดสีย
อมท่ีความเข
มข
น 30 
มิลลิกรัมต�อลิตรมีค�าเพ่ิมข้ึนโดยท่ีเวลา 240 นาทีเท�ากับ 67.72%, 82.64%, 91.75% และ 94.00% ท่ีความ
เข
มข
นของเอนไซม� 0.013, 0.025, 0.063 และ 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ตามลําดับ สําหรับการใช
สีย
อมท่ีมี
ความเข
มข
นสูงข้ึนเม่ือควบคุมความเข
มข
นของเอนไซม�0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร จะส�งผลให
ประสิทธิภาพการ
กําจัดสีย
อมมีแนวโน
มลดลง โดยเม่ือเวลาดําเนินระบบผ�านไป 240 นาที พบว�าสีย
อมถูกกําจัดไป 98.90%, 
98.60%, 94.00%, 92.12% และ 96.69% ท่ีความเข
มข
นของสีย
อมเท�ากับ 10 , 20, 30, 40 และ 50 
มิลลิกรัมต�อลิตร ตามลําดับ ผลการศึกษาแสดงให
เห็นว�าการกําจัดสีย
อมจะข้ึนอยู�กับความเข
มข
นของเอนไซม�ท่ี
เข
าทําปฏิกิริยากับสารต้ังต
น 

การเปลี่ยนแปลงความเปJนกรดด�างของสารละลายส�งผลต�อการกําจัดสีย
อม โดยเม่ือเวลาดําเนินระบบ
ผ�านไป 240 นาที พบว�าสีย
อมถูกกําจัดไป 89.22%, 90.97%, 92.51%, 94.00% และ 75.98% ท่ีความเปJน
กรดด�างของสารละลายสีย
อมเท�ากับ 4, 5, 6, 7 และ 8 ตามลําดับ  ในขณะท่ีผลการทดลองฟอกจางสี Acid 
blue 80 ในชุดทดลองแบบแบทช� เอนไซม�แลคเคสทํางานได
ดีในช�วงความเปJนกรด 4-5 และเม่ือเอนไซม�อยู�ใน
สภาวะท่ีเปJนด�างจะส�งผลให
เสถียรภาพและความสามารถในการทํางานของเอนไซม�ลดลง ทําปฏิกิริยากับสี
ย
อมได
น
อยลง และเม่ือดําเนินระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองนานข้ึนจะทําให
เกิดการสะสมของสีย
อมท่ี
ผิวหน
าเยื่อกรองมากข้ึน สีย
อมท่ีสะสมบริเวณดังกล�าวสามารถแพร�ผ�านเยื่อกรองมากข้ึนเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึน ผล
การทดลองยังแสดงให
เห็นว�าสารละลายสีย
อมท่ีมีค�าความเปJนกรดด�างในช�วง 6-7 เปJนสภาวะท่ีเหมาะสําหรับ
ใช
ในการกําจัดสีย
อมด
วยถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม�แลคเคส ส�วนการเปลี่ยนแปลงอัตราการไหล
ของสารเข
าระบบส�งผลต�อการกําจัดสีย
อม โดยเม่ือเวลาดําเนินระบบผ�านไป 240 นาที พบว�าสีย
อมถูกกําจัดไป 
94.00%, 91.04%, 91.20%, 88.57% และ 86.59% ท่ีอัตราการไหลของสารเข
าระบบเท�ากับ 300, 400, 
500, 600 และ 700 มิลลิลิตรต�อนาที ตามลําดับ การเพ่ิมอัตราการไหลของสารเข
าระบบทําให
เปอร�เซ็นต�การ
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กําจัดสีย
อมลดลงเปJนผลจากการเพ่ิมอัตราการไหลทําให
ความดันในระบบเพ่ิมข้ึนส�งผลให
แรงดันส�งผ�านเพอมิ
เอทเร็วข้ึน และการเพ่ิมอัตราการไหลทําให
ระยะเวลาสัมผัสระหว�างสีย
อมและเอนไซม�ลดลง การเกิดปฏิกิริยา
จึงลดลงเหลือสีย
อมสะสมในระบบและบริเวณผิวหน
าเยื่อกรองมากข้ึน ส�งผลให
บริเวณดังกล�าวมีความเข
มข
นสูง 
สีย
อมจึงหลุดออกจากระบบเพ่ิมข้ึน 

 สําหรับการกําจัดสีย
อม Acid blue 80 ด
วยถังปฏิกรณ�เยื่อกรองท่ีปราศจากเอนไซม�แลคเคส เม่ือมีการ
เปลี่ยนแปลงความเข
มข
นของสีย
อม ค�าความเปJนกรดด�างของสารละลาย และอัตราการไหลของสารเข
าระบบ
พบว�าการเปลี่ยนแปลงปGจจัยดังกล�าวส�งผลต�อการกําจัดสีย
อมของระบบ และแนวโน
มการกําจัดสีย
อมมีการ
ลดลงอย�างต�อเนื่องเม่ือเวลาในการดําเนินระบบเพ่ิมข้ึน เนื่องจากอนุภาคของสีย
อม Acid blue 80 มีขนาดเล็ก
กว�าขนาดรูพรุนของแผ�นเยื่อกรอง สีย
อมจึงผ�านเยื่อกรองได
อย�างต�อเนื่อง และเม่ือเปรียบเทียบเปอร�เซ็นต�การ
กําจัดสีย
อมกับถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม�แลคเคสในสภาวะดําเนินระบบท่ีเหมาะสมสามารถท่ีจะ
กําจัดสีย
อมได
มากกว�า 90% แสดงให
เห็นว�าระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม�แลคเคสมี
ประสิทธิภาพช�วยกําจัดสีย
อม Acid blue 80 ได
เปJนอย�างดี 

  
สรุปผลการวิจัย 

การฟอกจางสีย3อมโดยเอนไซม(หยาบแลคเคสในชุดทดลองแบบแบทซ( 
เอนไซม�หยาบแลคเคสสามารถฟอกจางสี Acid blue 80 ได
 100% ในเวลา 30 นาที เม่ือใช
ปริมาณสี 

5-10 µg เม่ือทดสอบสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg พบว�าเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีสูงสุดท่ีระดับ 
26.51% ในเวลา 6 วัน ในขณะท่ีการทดสอบสี Alizarin Red พบว�าเอนไซม�หยาบแลคเคสไม�สามารถฟอกจาง
สีได
 จากผลการศึกษาการฟอกจางสีกลุ�ม anthraquinone โดยใช
เอนไซม�หยาบแลคเคสพบว�าสามารถฟอก
จางสี Acid blue 80 ได
ดีกว�าสี Acid Green 27 และ Alizarin Red เม่ือทดสอบการฟอกจางสี Indigo 
carmine ปริมาณ 20 µg พบว�าเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีสูงสุดท่ีระดับ 8.55% ซ่ึงมีเปอร�เซ็นต�ตํ่าเช�นเดียวกับ
การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 10 µg และ Reactive Orange 16 ปริมาณ 30 µg มีค�า
เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีสูงสุดท่ีระดับ 10.34% และ 0.12% ตามลําดับ ซ่ึงสีกลุ�ม indigo และ azo ชนิด 
Indigo carmine, Reactive Green 19 และ Reactive Orange 16 ไม�สามารถฟอกจากสีด
วยเอนไซม�หยาบ
แลคเคสได
ดีในสภาวะท่ีทําการทดสอบ เช�นเดียวกับผลการทดสอบฟอกจางสี diazo ชนิด Direct blue 71 มี
ค�าเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสีสูงสุดท่ีระดับ 0.16% 

การทดสอบสภาวะการฟอกจางสีกลุ�มต�างๆ ด
วยเอนไซม�หยาบแลคเคส พบว�าสภาวะความเปJนกรดด�าง
ในช�วง 4-5 มีความเหมาะสมต�อการทําปฏิกิริยาการฟอกจางสี ซ่ึงสอดคล
องกับรายงานการวิจัย พบว�าความ
เสถียรของเอนไซม�แลคเคสท่ีได
จากเชื้อราส�วนใหญ�จะอยู�ในช�วงค�าความเปJนกรด (Leonowicz et al., 1984) 
รายงานการศึกษาของ Michniewicz และคณะในป~ 2008 (Michniewicz et al., 2008)พบว�าค�าความเปJน
กรดด�างท่ีเหมาะสมของการฟอกจางสี azo และ anthraquinone ด
วยเอนไซม�หยาบแลคเคสจาก Cerrena 
unicolor มีค�าความเปJนกรดด�างประมาณ 3.5  
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นอกจากนี้ผลการศึกษายังพบว�าเอนไซม�แลคเคสสามารถฟอกจางสีย
อมต�างชนิดได
ดีในช�วงอุณหภูมิ
ต�างกันในช�วง  30 ถึง 80 องศาเซลเซียส เอนไซม�แลคเคสจากสิ่งมีชีวิตบางชนิดมีค�าอุณหภูมิการทํางานตํ่ากว�า 
35 องศาเซลเซียส และเอนไซม�แลคเคสท่ีมีค�ากิจกรรมการทํางานท่ีเหมาะสม ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มี
ค�าครึ่งชีวิต (half life) เปJนช�วงเวลานาที ของเอนไซม�จากเชื้อ Bacillus cinnera (Slomczynski et al., 
1995) มีค�ามากกว�า 2-3 ชั่วโมง ของเอนไซม�จากเชื้อ L. edodes และ Agaricus bisporus (D'Annibale et 
al., 2000) มีค�ามากกว�า 50-70 ชั่วโมง ของเอนไซม�จากเชื้อ Trametes sp. (Smirnov et al., 2001) ในขณะ
ท่ีของเอนไซม�จากเชื้อ Ganoderma lucidum เสียสภาพแบบถาวรท่ีอุณหภูมิท่ี 60 องศาเซลเซียส ซ่ึง
อุณหภูมิเปJนปGจจัยท่ีสําคัญในการใช
เอนไซม�ฟอกจางสีย
อม (Murugesan et al., 2007; Zeng et al., 2011) 

ผลการศึกษาการฟอกจางสีย
อมชนิดต�างๆ ร�วมกับสารท่ีมีโอกาสพบในน้ําเสียท่ีมีการเจือปนของสีย
อม
ได
แก� NaN3, Na2SO4, Na2CO3 และ NaCl ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM พบว�าสารเหล�านี้ส�งผลต�อ
การฟอกจางสีย
อมชนิดต�างๆ แตกต�างกัน โดยส�วนมากจะส�งผลให
เอนไซม�สูญเสียกิจกรรมการทํางาน และ
ความเข
มข
นของสารตัวกลางท่ีไม�เหมาะสมส�งผลต�อการยับยั้งการฟอกจางสีย
อม  

 
การฟอกจางสีย3อมโดยเอนไซม(แลคเคสหยาบในระบบถังปฏิกรณ(ชีวภาพเยื่อกรอง 

เม่ือนําถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม�แลคเคสมากําจัดสีย
อมชนิด Acid blue 80 โดย
เปลี่ยนแปลงความเข
มข
นของเอนไซม� ความเข
มข
นของสีย
อม ค�าความเปJนกรดด�างของสารละลาย และอัตรา
การไหลของสารเข
าระบบ สรุปได
ดังนี้ คือการกําจัดสีย
อมในถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม�แลคเคส
เม่ือมีการเปลี่ยนแปลงความเข
มข
นของเอนไซม�และความเข
มข
นของสีย
อมเพ่ือเปรียบเทียบความสามารถใน
การกําจัด โดยทําการควบคุมค�าความเปJนกรดด�างของสารละลายสีย
อมเท�ากับ 7 อัตราการไหลของสารท่ี 300 
มิลลิลิตรต�อนาที พบว�าเม่ือเพ่ิมความเข
มข
นของเอนไซม� เปอร�เซ็นต�การกําจัดสีย
อมเพ่ิมข้ึน โดยความเข
มข
น
ของเอนไซม� 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร สามารถกําจัดสีย
อมท่ีความเข
มข
น 30 มิลลิกรัมต�อลิตร ได
ดีท่ีสุด คือ 
94.00% สําหรับการใช
สีย
อมท่ีมีความเข
มข
นสูงข้ึนเม่ือควบคุมความเข
มข
นของเอนไซม�0.125 ยูนิตต�อ
มิลลิลิตร จะส�งผลให
ประสิทธิภาพการกําจัดสีย
อมมีแนวโน
มลดลง ผลการศึกษาแสดงให
เห็นว�าการกําจัดสีย
อม
จะข้ึนอยู�กับความเข
มข
นของเอนไซม�และความเข
มข
นของสารต้ังต
นท่ีเข
าทําปฏิกิริยากัน ผลการทดลองยัง
แสดงให
เห็นว�าสารละลายสีย
อมท่ีมีค�าความเปJนกรดด�างในช�วง 6-7 เปJนสภาวะท่ีเหมาะสําหรับใช
ในการกําจัด
สีย
อมด
วยถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม�แลคเคส ในขณะท่ีผลการทดลองฟอกจางสี Acid blue 80 
ในชุดทดลองแบบแบทช� ส�วนการเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของสารเข
าระบบส�งผลต�อการกําจัดสีย
อม พบว�า
การเพ่ิมอัตราการไหลของสารเข
าระบบทําให
เปอร�เซ็นต�การกําจัดสีย
อมลดลงเปJนผลจากการเพ่ิมอัตราการไหล
ทําให
ความดันในระบบเพ่ิมข้ึนส�งผลให
แรงดันส�งผ�านเพอมิเอทเร็วข้ึน และการเพ่ิมอัตราการไหลทําให

ระยะเวลาสัมผัสระหว�างสีย
อมและเอนไซม�ลดลง การเกิดปฏิกิริยาจึงลดลงเหลือสีย
อมสะสมในระบบและ
บริเวณผิวหน
าเยื่อกรองมากข้ึน ส�งผลให
บริเวณดังกล�าวมีความเข
มข
นสูง สีย
อมจึงหลุดออกจากระบบเพ่ิมข้ึน 
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กิตติกรรมประกาศ 

งานวิจัยนี้ได
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บทคัดย�อ 

วัตถุประสงค�ของการศึกษาครั้งนี้เปJนการนําเอนไซม�แลคเคสหยาบสกัดจาก Lentinus polychrous 
Lev. มาใช
ในการฟอกจางสีย
อม โดยแบ�งการศึกษาเปJน 2 ส�วนคือ การฟอกจางสีย
อมด
วยแลคเคสในถัง
ปฏิกรณ�แบบแบทซ�และการฟอกจางสีย
อมด
วยแลคเคสในถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง สีย
อม 7 ชนิดท่ีมี
โครงสร
างต�างกัน ได
แก � Acid blue 80, Reactive Green 19, Indigo carmine, Reactive Orange 16, 
Acid Green 27, Alizarin Red และ Direct Blue 71 ถูกนํามาทดสอบการถูกฟอกจางสีในถังปฏิกรณ�แบบ
แบทซ� ผลการศึกษาพบว�าความ สามารถในการฟอกจางสีของแลคเคสต�อสีย
อมและระยะเวลาท่ีใช
ในการฟอก
จางสีย
อมแต�ละชนิดแตกต�างกัน โดยเม่ือเปรียบเทียบแล
ว Acid blue 80 เปJนสีย
อมท่ีถูกแลคเคสฟอกจางได
ดี
ท่ีสุด คือ ถูกฟอกจางได
 100% ในเวลา 30 นาที ท่ีความเข
มข
นสีย
อม 10 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร ค�าความเปJน
กรดด�าง 4-5 อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส ส�วนสี Acid Green 27 และ Alizarin Red ซ่ึงจัดอยู�ในกลุ�มสี 
anthraquinone เช�นกันถูกฟอกจางได
น
อยกว�าเม่ือเทียบกับ Acid blue 80  ในขณะท่ีสีท่ีจัดอยู�ในกลุ�มอ่ืน 
ได
แก� Indigo carmine, Reactive Green 19, Reactive Orange 16 และ Direct Blue 71 ไม�สามารถฟอก
จากสีด
วยเอนไซม�หยาบแลคเคสได
ดีในสภาวะท่ีทําการทดสอบ นอกจากนี้ความเข
มข
นของสีย
อมและความ
เข
มข
นของเอนไซม�ยังส�งผลต�อเปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี การเพ่ิมความเข
มข
นของเอนไซม�ทําให
การฟอกจางดี
ข้ึน และสภาวะความเปJนกรดด�างท่ีเหมาะสมของแลคเคสต�อการทําปฏิกิริยาการฟอกจางสีย
อมเหล�านี้อยู�
ในช�วง 4-5 ส�วนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการฟอกจางสีย
อมแต�ละชนิดจะแตกต�างกัน 

ถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม�แลคเคสถูกนํามาใช
ในการกําจัดสีย
อม Acid blue 80 เม่ือมีการ
เปลี่ยนแปลงความเข
มข
นของเอนไซม�และความเข
มข
นของสีย
อมโดยทําการควบคุมค�าความเปJนกรดด�างของ
สารละลายสีย
อมเท�ากับ 7 อัตราการไหลของสารท่ี 300 มิลลิลิตรต�อนาที พบว�าเม่ือเพ่ิมความเข
มข
นของ
เอนไซม� เปอร�เซ็นต�การกําจัดสีย
อมเพ่ิมข้ึน โดยความเข
มข
นของเอนไซม� 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร สามารถ
กําจัดสีย
อมท่ีความเข
มข
น 30 มิลลิกรัมต�อลิตร ได
ดีท่ีสุด คือ 94.00% สําหรับการใช
สีย
อมท่ีมีความเข
มข
น
สูงข้ึนเม่ือควบคุมความเข
มข
นของเอนไซม�0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร จะส�งผลให
ประสิทธิภาพการกําจัดสีย
อมมี
แนวโน
มลดลง ผลการศึกษาแสดงให
เห็นว�าการกําจัดสีย
อมจะข้ึนอยู�กับความเข
มข
นของเอนไซม�และความ
เข
มข
นของสารต้ังต
นท่ีเข
าทําปฏิกิริยากัน นอกจากนี้ผลการทดลองยังแสดงให
เห็นว�าสารละลายสีย
อมท่ีมีค�า
ความเปJนกรดด�างในช�วง 6-7 เปJนสภาวะท่ีเหมาะสําหรับใช
ในการกําจัดสีย
อมด
วยถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง
ท่ีมีเอนไซม�แลคเคส ส�วนการเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของสารเข
าระบบส�งผลต�อการกําจัดสีย
อม พบว�าการ
เพ่ิมอัตราการไหลของสารเข
าระบบทําให
เปอร�เซ็นต�การกําจัดสีย
อมลดลงเปJนผลจากความดันในระบบเพ่ิมข้ึน
ส�งผลให
แรงดันส�งผ�านเพอมิเอทมากข้ึน และการเพ่ิมอัตราการไหลทําให
ระยะเวลาสัมผัสระหว�างสีย
อมและ
เอนไซม�ลดลง สีย
อมถูกสะสมในระบบและบริเวณผิวหน
าเยื่อกรองมากข้ึน ส�งผลให
บริเวณดังกล�าวมีความ
เข
มข
นสูง สีย
อมจึงหลุดออกจากระบบเพ่ิมข้ึน 
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ABSTRACT 

 The objective of this study is to use crude laccase extracted from Lentinus polychrous Lev. 
for dye decolorization. The study is divided into 2 parts; dye decolorization by laccase in batch 
reactor and dye decolorization by laccase in membrane bioreactor. Seven dyes which had 
different structures such as Acid blue 80, Reactive Green 19, Indigo carmine, Reactive Orange 16, 
Acid Green 27, Alizarin Red and Direct Blue 71 were chosen for decolorization in batch reactor. The 
results indicated that the ability of laccase and reaction time for decolorization on each dye were 
different. In comparison, Acid blue 80 was best decolorized by laccase.  The decolorization of Acid 
blue 80 was 100% in 30 minutes at dye concentration 10 µg/ml, pH 4-5, temperature 32 0C. Acid 
Green 27 and Alizarin Red which were classified into the same anthraquinone group were less 
decolorized than the Acid blue 80. While another dye groups such as Indigo carmine, Reactive 
Green 19, Reactive Orange 16 and Direct Blue 71 were not effectively decolorized by laccase at 
this testing condition. Furthermore, dye concentration and enzyme concentration affected the 
percentage of decolorization. Increasing enzyme concentration improved dye decolorization. The 
optimum pH for these dyes decolorization was in range of 4-5 whereas the optimum temperature 
for each dye decolorization was various. 

Membrane bioreactor containing laccase was employed to decolorization of Acid blue 80. 
The changes of enzyme concentration and dye concentration when the pH of dye solution was 7 
and the flow rate was controlled at 300 ml/min showed that the increase of enzyme 
concentration increased the percentage of dye removal. The enzyme concentration at 0.125 U/ml 
could remove 94.00% of dye at the concentration 30 mg/l. The use of higher dye concentration 
and fixing enzyme concentration at 0.125 U/ml resulted in decreasing the efficiency of dye 
removal. This study performed that dye removal depended on the enzyme concentration and the 
substrate concentration. The results also indicated that the pH of dye solution in range of 6-7 was 
the optimum value for dye removal in membrane bioreactor containing laccase. The variation of 
solution flow rate influenced the dye removal. The decrease of percentage of dye removal when 
the flow rate was increased was a result of an increase of pressure in the system and the volume 
of permeate. The increase of flow rate decreased the contact time between the dye and the 
enzyme. More dyes were accumulated in the system and on the surface of membrane. High 
accumulation of dye concentration on the membrane surface made more dyes was out of the 
system.   
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                       สารบัญตาราง 
  

 
ตารางท่ี 4.1 เปอร�เซ็นต�กิจกรรมการทํางานของเอนไซม�และโปรตีนในถังปฏิกิริยาและ 
                ในเพอมิเอท 
ตารางท่ี 4.2 เปอร�เซ็นต�กิจกรรมการทํางานของเอนไซม�แลคเคสในเพอมิเอทจากถังปฏิกรณ�  

ชีวภาพเยื่อกรองท่ีใช
กําจัดสีย
อมความเข
มข
น 10-50 mg/L 
ตารางท่ี 4.3 เปอร�เซ็นต�กิจกรรมการทํางานของเอนไซม�แลคเคสในเพอมิเอทจากถังปฏิกรณ�

ชีวภาพเยื่อกรองเม่ือเปลี่ยนแปลงความเข
มข
นของเอนไซม�แลคเคส  
                 0.013-0.125 U/ml 
ตารางท่ี 4.4 เปอร�เซ็นต�กิจกรรมการทํางานของเอนไซม�แลคเคสในเพอมิเอทจากถังปฏิกรณ�

ชีวภาพเยื่อกรองเม่ือเปลี่ยนแปลงความเปJนกรดด�างของสารละลายสีย
อมท่ี 4-8 
ตารางท่ี 4.5 เปอร�เซ็นต�กิจกรรมการทํางานของเอนไซม�แลคเคสในเพอมิเอทจากถังปฏิกรณ�

ชีวภาพเยื่อกรองเม่ือเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของสารเข
าระบบในช�วง 300-
700 ml/min 

ตารางท่ี ก.1 ความเข
มข
นของสีย
อม Reactive Orange 16 และค�าการดูดกลืนแสงท่ีความ
ยาวคลื่น 420 nm 

ตารางท่ี ก.2 ความเข
มข
นของสีย
อม Acid blue 80 และค�าการดูดกลืนแสงท่ีความ 
                ยาวคลื่น 626 nm 
ตารางท่ี ก.3 ความเข
มข
นของสีย
อม Reactive Green 19 และค�าการดูดกลืนแสงท่ีความ 

ยาวคลื่น 630 nm  
ตารางท่ี ก.4 ความเข
มข
นของสีย
อม Indigo carmine และค�าการดูดกลืนแสงท่ีความ 
                ยาวคลื่น 650 nm 
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รูปท่ี 2.1 แสดง (ก) โครงสร
างของแลคเคส และ (ข) การเกิดปฏิกิริยาระหว�างสับสเตรทกับ 

เอนไซม�และเกิดน้ํา 2 โมเลกุลจากการรีดักชั่นโมเลกุลของออกซิเจน 
รูปท่ี 2.2 รูปแบบของถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง (ก) ถังปฏิกรณ�ชีวภาพเชื่อมต�อกับชุดเยื่อ

กรอง (ข) ถังปฏิกรณ�ชีวภาพท่ีมีเยือกรองแบบจมตัว 
รูปท่ี 2.3 รูปแบบการอุดตันท่ีเกิดข้ึนกับเยื่อกรอง 
รูปท่ี 3.1 เยื่อกรองอัลตราฟ]วเตรชั่นรุ�น MiniKros®Sampler Filter Modules 
รูปท่ี 3.2 ลักษณะการเจริญของเชื้อเห็ดบดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA  
รูปท่ี 3.3 กรอบแนวคิดของโครงการวิจัย 
รูปท่ี 3.4 การติดต้ังระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง 
รูปท่ี 4.1 กิจกรรมสัมพัทธ�ของเอนไซม�หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ

5, 10, 15, 20, 25 และ 30 µg  ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�
หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส 

รูปท่ี 4.2 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 µg  
ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อ
มิลลิลิตร เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.3 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg ใน 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 
0.5 unit เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.4 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg ใน 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 
0.5 unit/ml เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.5 กิจกรรมสัมพัทธ�ของเอนไซม�หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 
30 µg  ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 
unit/ml ในเวลา 60 นาที อุณหภูมิ  30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.6 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid blue 80 ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 
องศาเซลเซียสในเวลา 60 นาที โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit และ 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 

รูปท่ี 4.7 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg ในสารละลาย
บัฟเฟอร� 0.1 M Na2HPO4 (pH 4, 5, 6 และ 7) และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-HCl 
(pH 8 และ 9)  เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลค
เคส 0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.8 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg ในสารละลายบัฟเฟอร� 0.1 
M Na2HPO4 (pH 4, 5, 6 และ 7) และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-HCl (pH 8 และ 9)  
เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบ 0.125 unit/ml 
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รูปท่ี 4.9 กิจกรรมสัมพัทธ�ของเอนไซม�หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Reactive Green 19 
ปริมาณ 10, 20, 30, 40 และ 50 µg ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดย
เอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส  

รูปท่ี 4.10 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 10, 20, 30, 40 และ 50 
µg ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 
unit/ml เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.11 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg ใน 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 
0.375 และ 0.5 unit เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.12 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg ใน 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 
0.375 และ 0.5 unit เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.13 กิจกรรมสัมพัทธ�ของเอนไซม�หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Reactive Green 19 
ปริมาณ 40 µg  ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที อุณหภูมิ  30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศา
เซลเซียส 

รูปท่ี 4.14 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 
50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียสในเวลา 60 นาที โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
0.125 unit และ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 

รูปท่ี 4.15 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg ใน 
สารละลายบัฟเฟอร� 0.1 M Na2HPO4 (pH 4, 5, 6 และ 7) และบัฟเฟอร� 0.1 M 
Tris-HCl (pH 8 และ 9)  เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�
หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.16 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg ในสารละลาย
บัฟเฟอร� 0.1 M Na2HPO4 (pH 4, 5, 6 และ 7) และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-HCl 
(pH 8 และ 9)  เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลค
เคส 0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.17 กิจกรรมสัมพัทธ�ของเอนไซม�หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Indigo carmine 
ปริมาณ 20, 40, 60 และ 80 µg ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดย
เอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส 

รูปท่ี 4.18 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 20, 40, 60 และ 80 µg ใน 
0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml 
เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.19 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg ใน 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 
0.375 และ 0.5 unit เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.20 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg ใน 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 
0.5 unit เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.21 กิจกรรมสัมพัทธ�ของเอนไซม�หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Indigo carmine 
ปริมาณ 80 µg  ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที อุณหภูมิ  30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศา
เซลเซียส 

รูปท่ี 4.22 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 
50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียสในเวลา 60 นาที โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
0.125 unit และ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 

รูปท่ี 4.23 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg ในสารละลาย 
              พีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-HCl pH 8 

และ 9  เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.24 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg ในสารละลายพีเอช 
0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 
9  เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 
unit/ml 

รูปท่ี 4.25 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 30, 40, 50, 60, 
70 และ 80 µg ในสารละลายพีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 เวลา 6 วัน 
อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.26 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 30, 40, 50, 60, 70 
และ 80 µg ในสารละลายพีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 
32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.27 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg ใน 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 
0.375 และ 0.5 unit เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.28 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg ใน 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 
0.375 และ 0.5 unit เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.29 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg ท่ีอุณหภูมิ 
30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียสในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม�หยาบแลค
เคส 0.125 unit และ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 

รูปท่ี 4.30 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 
40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียสในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
0.125 unit และ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 

รูปท่ี 4.31 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg ใน
สารละลายพีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-
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HCl pH 8 และ 9  เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบ
แลคเคส 0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.32 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg ในสารละลาย 
              พีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-HCl pH 8 

และ 9  เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 
unit/ml 

รูปท่ี 4.33 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 20, 30, 40, 50 และ 60 
µg ในสารละลายพีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.34 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 20, 30, 40, 50 และ 60 µg 
ในสารละลายพีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.35 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg ใน 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 
0.375 และ 0.5 unit เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.36 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg ใน 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 
0.5 unit เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.37 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 
40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
0.125 unit และ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 

รูปท่ี 4.38 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 
60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 
unit และ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 

รูปท่ี 4.39 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg ในสารละลาย 
พีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-HCl pH 8 
และ 9  ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.40 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg ในสารละลายพีเอช 0.1 
M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9  ใน
เวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 
unit/ml 

รูปท่ี 4.41 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 30, 40, 50, 60 และ 70 µg ใน
สารละลายพีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.42 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 30, 40, 50, 60 และ 70 
µg ในสารละลายพีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml 
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รูปท่ี 4.43 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg ในสารละลาย
บัฟเฟอร� 0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 unit 

รูปท่ี 4.44 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg ในสารละลายบัฟเฟอร� 
0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดย
เอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 unit 

รูปท่ี 4.45 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 
50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.2 
unit และ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 

รูปท่ี 4.46 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 
60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.2 
unit และ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 

รูปท่ี 4.47 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg ในสารละลาย
บัฟเฟอร� 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-HCl pH 
8 และ 9  ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
0.2 unit/ml 

รูปท่ี 4.48 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg ในสารละลายบัฟเฟอร� 
0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 
9  ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 
unit/ml 

รูปท่ี 4.49 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 60, 70, 80, 90 และ 
100 µg ในสารละลายพีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 
32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.50 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 60, 70, 80, 90 และ 100 µg 
ในสารละลายพีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.51 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Direct Blue 71  ปรมิาณ 80 µg ในสารละลาย 
บัฟเฟอร� 0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 unit 

รูปท่ี 4.52 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 80 µg ในสารละลายบัฟเฟอร� 
0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดย
เอนไซม�หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 unit 

รูปท่ี 4.53 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 80 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 
40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
0.125 unit และ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 

รูปท่ี 4.54 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 100 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 
50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
0.125 unit และ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 
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รูปท่ี 4.55 กิจกรรมสัมพัทธ�การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 80 µg ในสารละลาย
บัฟเฟอร� 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-HCl pH 
8 และ 9  ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
0.125 unit/ml 

รูปท่ี 4.56 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 80 µg ในสารละลายบัฟเฟอร� 
0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร� 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 
9  ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 
unit/ml 

รูปท่ี 4.57 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid blue 80 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช
 
Na2CO3 ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที  

              ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
รูปท่ี 4.58 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid blue 80 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช
 

Na2SO4 ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที  

              ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
รูปท่ี 4.59 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid blue 80 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช
 

NaCl ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.60 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Green 19 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับ
การใช
 NaN3 ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที  

              ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.61 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Green 19 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับ
การใช
 Na2CO3 ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 
60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.62 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Green 19 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับ
การใช
 Na2SO4 ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 
60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.63 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Green 19 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับ
การใช
 NaCl ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที  

              ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.64 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Indigo carmine ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการ
ใช
 NaN3 ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
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acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที  
              ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.65 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Indigo carmine ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการ
ใช
 Na2CO3 ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที  

             ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.66 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Indigo carmine ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการ 
ใช
 Na2SO4 ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที  

              ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.67 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Indigo carmine ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการ
ใช
 NaCl ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที  

              ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.68 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับ
การใช
 NaN3 ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที  

              ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.69 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับ
การใช
 Na2CO3 ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 
60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.70 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับ
การใช
 Na2SO4 ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 
60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.71 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับ
การใช
 NaCl ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 60 นาที  

              ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.72 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid Green 27 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช
 
NaN3 ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 6 วัน  

              ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.73 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid Green 27 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช
 
NaCl ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 unit/ml ในเวลา 6 วัน  

              ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.74 เปอร�เซ็นต�การฟอกจางสี Acid Green 27 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช
 
Na2CO3 ความเข
มข
น 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร� 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 6 
วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

รูปท่ี 4.75 เปอร�เซ็นต�การกําจัดสี Acid blue 80 เม่ือเปลี่ยนแปลงความเข
มข
นของสีย
อม 10, 
20, 30, 40 และ 50 mg/L พีเอช 7 เอนไซม�แลคเคส 0.125 U/ml อัตราการไหล 
300 ml/min (ก) ถังปฏิกรณ�เยื่อกรอง และ (ข) ถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมี
เอนไซม�แลคเคส 

รูปท่ี 4.76 เพอมิเอทฟลักซ�จาก (ก) ถังปฏิกรณ�เยื่อกรอง และ (ข) ถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง
ท่ีมีเอนไซม�แลคเคส เม่ือเปลี่ยนแปลงความเข
มข
นของสีย
อม 10, 20, 30, 40 และ 
50 mg/l พีเอช 7 เอนไซม�แลคเคส 0.125 U/ml อัตราการไหล 300 ml/min  

รูปท่ี 4.77 เปอร�เซ็นต�การกําจัดสี Acid blue 80 เม่ือเปลี่ยนแปลงความเข
มข
นของเอนไซม�
แลคเคสท่ี 0.013, 0.025, 0.063 และ 0.125 U/ml ในถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อ
กรอง ความเข
มข
นของสีย
อมเท�ากับ 30 mg/l พีเอช 7 อัตราการไหล 300 
ml/min  

รูปท่ี 4.78 เพอมิเอทฟลักซ�จากถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม�แลคเคสความเข
มข
น 
0.013, 0.025, 0.063 และ 0.125 U/ml ความเข
มข
นของสีย
อม 30 mg/l พีเอช 
7 อัตราการไหล 300 ml/min 

รูปท่ี 4.79 เปอร�เซ็นต�การกําจัดสี Acid blue 80 เม่ือเปลี่ยนแปลงความเปJนกรดด�างของ
สารละลายสีย
อมท่ี 4, 5, 6, 7 และ 8 ความเข
มข
นของสีย
อมเท�ากับ 30 mg/L 
เอนไซม�แลคเคส 0.125 U/ml อัตราการไหล 300 ml/min (ก) ถังปฏิกรณ�เยื่อ
กรอง และ (ข) ถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม�แลคเคส 

รูปท่ี 4.80 เพอมิเอทฟลักซ�จาก (ก) ถังปฏิกรณ�เยื่อกรอง และ (ข) ถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง
ท่ีมีเอนไซม�แลคเคส เม่ือเปลี่ยนแปลงความเปJนกรดด�างของสารละลายสีย
อมท่ี 4, 
5, 6, 7 และ 8 ความเข
มข
นของสีย
อม 30 mg/l เอนไซม�แลคเคส 0.125 U/ml 
อัตราการไหล 300 ml/min  

รูปท่ี 4.81 เปอร�เซ็นต�การกําจัดสี Acid blue 80 เม่ือเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของสารเข
า
ระบบท่ี 300, 400, 500, 600 และ 700 ml/min ความเข
มข
นของสีย
อมเท�ากับ 
30 mg/L พีเอช 7 เอนไซม�แลคเคส 0.125 U/ml (ก) ถังปฏิกรณ�เยื่อกรอง และ 
(ข) ถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม�แลคเคส 

รูปท่ี 4.82 เพอมิเอทฟลักซ�จาก (ก) ถังปฏิกรณ�เยื่อกรอง และ (ข) ถังปฏิกรณ�ชีวภาพเยื่อกรอง
ท่ีมีเอนไซม�แลคเคส เม่ือเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของสารเข
าระบบท่ี 300, 400, 
500, 600 และ 700 ml/min ความเข
มข
นของสีย
อม 30 mg/l พีเอช 7 เอนไซม�
แลคเคส 0.125 U/ml 

รูปท่ี ก.1 กราฟมาตรฐานโปรตีน 
รูปท่ี ก.2 การดูดกลืนแสงของสีย
อม Reactive Orange 16 ท่ีความยาวคลื่น 420 nm  
รูปท่ี ก.3 การดูดกลืนแสงของสีย
อม Acid blue 80 ท่ีความยาวคลื่น 626 nm 
รูปท่ี ก.4 การดูดกลืนแสงของสีย
อม Reactive Green 19 ท่ีความยาวคลื่น 630 nm 
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รูปท่ี ก.5 การดูดกลืนแสงของสีย
อม Indigo carmine ท่ีความยาวคลื่น 650 nm 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและท่ีมาของป�ญหา 

ป�จจุบันสียอมถูกนํามาใชเป�นจํานวนมากในอุตสาหกรรม เช�น สิ่งทอ พลาสติก การพิมพ$ เครื่องสําอาง 
และการผลิตยา เม่ือสิ้นสุดกระบวนการผลิต สียอมจํานวนหนึ่งจะถูกปล�อยออกมากับน้ําท้ิง และถาไม�ผ�านการ
บําบัดท่ีเหมาะสมจะก�อใหเกิดป�ญหามลพิษทางน้ําอย�างมาก โดยเฉพาะอุตสาหกรรมสิ่งทอเป�นอุตสาหกรรมท่ีมี
การใชน้ําและสารเคมีเป�นจํานวนมาก น้ําท้ิงจากอุตสาหกรรมนี้จะมีปริมาณสารเคมีตกคางสูงและมีสีท่ีค�อนขาง
กําจัดไดยาก พบว�าประมาณ 10-15% ของสีท่ีใช จะปนเป89อนออกมากับน้ําท้ิงของกระบวนการ (Kunamneni 
et al., 2008)  สียอมส�วนใหญ�เป�นสีสังเคราะห$ท่ีเป�นผลิตภัณฑ$มาจากน้ํามันปKโตรเลียม มีโครงสรางเป�นสาร
ไฮโดรคาร$บอนพวกอะลิฟาติกและวงแหวนอะโรมาติกหลายวงมาต�อกัน ซ่ึงมีความเสถียรต�อแสง ความรอน 
สารออกซิไดซ$ต�างๆ สีเหล�านี้ยังมีโครงสรางซับซอน ความคงตัวสูง ยากต�อการย�อยสลาย และสามารถบดบัง
แสง ดังนั้นปริมาณแสงส�องผ�านลงไปในน้ําไดนอยลง ส�งผลต�อกระบวนการสังเคราะห$แสง การเจริญเติบโตของ
สิ่งมีชีวิตในน้ําและปริมาณของกPาซออกซิเจนท่ีละลายในน้ําลดลง ทําใหระบบนิเวศ$วิทยาเสียสมดุล นอกจากนี้
ยังพบว�าสีสังเคราะห$หลายชนิดท่ีเตรียมจากกลุ�มเบนซีนหรือกลุ�มสารประกอบอะโรมาติก มีความเป�นพิษต�อ
สิ่งมีชีวิตในน้ํา และเป�นสารพิษก�อมะเร็ง (toxic carcinogenic) ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมใน
มนุษย$ (Enayatzamir et al., 2009; Kariminiaae-Hamedaani et al., 2007) ดังนั้นจึงมีความจําเป�นอย�าง
ยิ่งท่ีตองกําจัดสียอมท่ีปนเป89อนออกมากับน้ําท้ิงก�อนปล�อยลงสู�แหล�งน้ําธรรมชาติต�อไป  

วิธีการกําจัดสียอมทางกายภาพและทางเคมีถูกนํามาทดสอบหลายวิธีการดวยกัน เช�น การใช
กระบวนการดูดซับ (Adsorption) ดวยถ�านกัมมันต$ เบนโทไนท$ และแร�ดินธรรมชาติ (Robinson et al., 
2001) การสรางและรวมตะกอน (Coagulation and Flocculation) การแลกเปลี่ยนไอออน (Ion-
exchange) การจัดการดวยวิธีเหล�านี้ก�อใหเกิดปริมาณตะกอนมากและยากต�อการจัดการเนื่องจากความเป�น
พิษของสารยังคงเหลืออยู� (Katuri et al., 2009) นอกจากนี้ยังมีวิธีการใชโอโซน (Ozonation) วิธีการออกซิ
เดชั่นและคลอริเนชั่น (Oxidation and Chlorination) (Ciardelli and Ranieri, 2001; Konsowa, 2003) 
และวิธีการทางอิเล็คโตเคมิคัล (Electrochemical method) (Lin and Peng, 1996; Rodr ํguez Couto, 
2009) พบว�าประสิทธิภาพการกําจัดสีดวยวิธีการเหล�านี้ไม�ดีเท�าท่ีควรเม่ือเทียบกับค�าใชจ�ายในการลงทุนและ
ดําเนินการท่ีสูง ป�จจุบันไดมีการนําเทคนิคเยื่อกรองมาใชอย�างแพร�หลายในการบําบัดน้ําเสีย การเลือกใชแผ�น
เยื่อกรองท่ีเหมาะสมต�อคุณลักษณะน้ําเสียเป�นสิ่งสําคัญ การกรองแบบออสโมซิสผันกลับ (Reverse osmosis) 
และการกรองแบบนาโน (Nanofiltration) ถูกนํามาใชกําจัดสียอมในอุตสาหกรรมสิ่งทอ (Kim et al., 2005; 
Tang and Chen, 2002) แต�การดําเนินระบบในเยื่อกรองท้ังสองเกิดการอุดตันไดง�ายและยังตองใชพลังงานใน
การผลักดันสูง สิ้นเปลืองค�าใชจ�ายอย�างมาก จึงไดมีการศึกษาการใชเยื่อกรองแบบอัลตรา (Ultrafiltration 
membrane) ซ่ึงมีคุณสมบัติท่ีใหอัตราการไหลสูงภายใตสภาวะความดันตํ่า ใชพลังงานนอยกว�า แต�พบว�า
ความสามารถในการกําจัดสียอมตํ่า (Tang and Chen, 2002) อย�างไรก็ตามไดมีความพยายามในการนําการ
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กรองแบบอัลตรามาใชร�วมกับวิธีการบําบัดอ่ืนๆ เช�นการใชร�วมกับการดูดซับดวยเบนโทไนท$เพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพการกําจัด (Al-Bastaki and Banat, 2004) 

นอกจากกระบวนการบําบัดสียอมทางกายภาพและทางเคมี กระบวนการทางชีวภาพโดยอาศัยตัวเร�ง
ทางชีวภาพ เช�น จุลินทรีย$ หรือเอนไซม$ เป�นอีกวิธีท่ีน�าสนใจ กลไกการกําจัดสียอมโดยจุลินทรีย$ประกอบดวย 
2 ข้ันตอนคือการดูดซับสีไวท่ีผิวเซลล$และเซลล$จะผลิตเอนไซม$มาย�อยสลาย (Tatarko and Bumpus, 1998) 
อย�างไรก็ตามนอกจากจะพบสียอมในน้ําท้ิงแลวยังอาจจะพบการเจือปนของสารฆ�าแมลงในกลุ�มออแกโนคลอ
ไรด$ โลหะหนัก และพิกเมนต$ โดยสารเหล�านี้สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตและเป�นพิษต�อจุลินทรีย$ และเม่ือ
จุลินทรีย$ทําการย�อยสลายแบบไม�ใชออกซิเจนพบว�าสารประกอบไนโตรเจนท่ีอยู�ในสียอมจะถูกเปลี่ยนรูปไป
เป�นอะโรมาติกเอไมด$ท่ีมีความเป�นพิษสูงข้ึน ส�งผลใหการทํางานของจุลินทรีย$ลดลง (Zouari-Mechichi et al., 
2006) การนําเอนไซม$มาประยุกต$ใชในการกําจัดสียอมแทนจุลินทรีย$สามารถช�วยลดป�ญหาดังกล�าว นอกจากนี้
เอนไซม$ยังมีความจําเพาะเจาะจงต�อสารต้ังตน ทํางานไดถึงแมจะมีสารพิษเจือปนและสามารถทนต�อสภาวะ
แวดลอมท่ีเปลี่ยนแปลง (เช�น อุณหภูมิ ค�าพีเอช ค�าความเค็ม การเจือปนของสารปนเป89อน) (Katuri et al., 
2009) และเอนไซม$ยังช�วยเปลี่ยนรูปโครงสรางของสีใหมีความเป�นพิษลดลง เม่ือปล�อยสู�สิ่งแวดลอมสามารถถูก
ย�อยสลายไดสมบูรณ$ดวยจุลินทรีย$ในธรรมชาติ 

เอนไซม$ในกลุ�มลิกนิโนไลติก เช�น ลิกนินเปอร$ออกซิเดส (lignin peroxidase; LiP) แมงกานีสเปอร$ออก
ซิเดส (manganese peroxidase; MnP) และ แลคเคส (Laccase; Lac) สามารถย�อยสลายลิกนินและ
สารประกอบอะโรมาติกท่ีก�อใหเกิดป�ญหาต�อสิ่งแวดลอมได  จึงนิยมนํามาใชในการฟอกจางสีเคมีสังเคราะห$ใน
น้ําท้ิง และพบว�าแลคเคสเป�นเอนไซม$ท่ีไดรับความสนใจอย�างมากเนื่องจากความสามารถในการเร�งปฏิกิริยา
ออกซิเดชั่นของสับสเตรทไดหลากหลาย เช�น สารประกอบโพลีฟ|นอล ไดเอมีน อะโรมาติกเอไมด$ และสารอนิ
นทรีย$บางชนิด เอนไซม$ชนิดนี้พบท่ัวไปในพืชชั้นสูง แมลงบางชนิด แบคทีเรียและเชื้อรา โดยเฉพาะเชื้อรา
จําพวกไวท$รอท (white-rot fungi) อย�างไรก็ตามการนําเอนไซม$มาใชมีขอจํากัดคือ เอนไซม$มีราคาแพง 
ข้ันตอนการแยกและสกัดเอนไซม$ยุ�งยาก จึงมีความพยายามในการนําเอนไซม$กลับมาใชใหม�โดยอาศัยวิธีการ
ตรึงเอนไซม$ แต�เม่ือเอนไซม$ถูกตรึงกับสารเคมีอาจส�งผลใหประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม$ลดลงเนื่องจาก
บริเวณเร�งของเอนไซม$ไปจับกับสารเคมีท่ีใชตรึง ส�งผลใหความสามารถในการจับกันระหว�างเอนไซม$กับสีลดลง 
การแกป�ญหาดังกล�าวอาจทําไดโดยนําเอนไซม$มาตรึงโดยใชหลักการทางกายภาพ คือการกักเอนไซม$ไวในชุด
เยื่อกรองแบบอัลตรา และผ�านน้ําท้ิงสียอมเขาไปบําบัด ทําใหเอนไซม$มีคุณสมบัติเหมือนเอนไซม$ในรูปอิสระ ไม�
กระทบต�อประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม$ การดําเนินระบบสามารถทําไดอย�างต�อเนื่อง เอนไซม$ไม�สูญ
หายไปกับน้ําท่ีผ�านระบบ และสามารถนํากลับมาใชใหม�ได การวิจัยครั้งนี้เป�นการศึกษาความสามารถในการ
กําจัดสียอมดวยเอนไซม$แลคเคสท่ีสกัดจากเชื้อเห็ดบดและนําเอนไซม$มาใชร�วมกับชุดเยื่อกรองแบบอัลตรา 
รวมถึงศึกษาป�จจัยท่ีส�งผลต�อการกําจัดสี 
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1.2 วัตถุประสงค�ของการวิจัย 
1.2.1 เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดสียอมของเอนไซม$แลคเคส 
1.2.2 เพ่ือศึกษาผลสภาวะแวดลอมท่ีส�งผลต�อการฟอกจางสียอมในชุดการทดลองแบบแบทซ$ 
1.2.3 เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพและสภาวะการเดินระบบในการกําจัดสียอมดวยเอนไซม$แลคเคสใน

ระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
งานวิจัยนี้เป�นการศึกษาในระดับหองปฏิบัติการเพ่ือศึกษาถึงประสิทธิภาพการกําจัดสีดวยเอนไซม$แลค

เคสในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง โดยมีขอบเขตของงานวิจัยดังนี้ 
1.3.1 แหล�งของเอนไซม$แลคเคสท่ีใช ไดจากเชื้อเห็ดบด (Lentinus polychrous Lev.) 
1.3.2 ตัวอย�างน้ําท่ีใชในการศึกษาจะเตรียมจากการใชสียอม ละลายในน้ําใหไดความเขมขนท่ีตองการ 
1.3.3 สียอมท่ีใชในการทดลองแบบแบทซ$มี 3 ชนิด คือ สียอมอะโซ สียอมแอนทราควิโนน และสียอม

อินดิกอยด$ สําหรับการทดลองในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง จะเลือกสียอมเพียงชนิดเดียว 
1.3.4 เยื่อกรองท่ีใชในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเป�นเยื่อกรองแบบอัลตรา (Ultrafiltration Membrane, UF)  
1.3.5 อุณหภูมิท่ีใชในการดําเนินการทดลองเป�นอุณหภูมิหอง 
1.3.6 พารามิเตอร$ท่ีทําการวิเคราะห$สําหรับการทดลองแบบแบทซ$ คือ กิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ 

ค�าการดูดกลืนแสง และพารามิเตอร$ท่ีทําการวิเคราะห$เพ่ิมเติมสําหรับการทดลองในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อ
กรอง คือ ฟลักซ$ของเพอมิเอท   

1.3.7 การทดสอบกิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ใช 2, 2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid); ABTS 

1.4 สมมุติฐานของการวิจัย 
1.4.1 ภายใตสภาวะแวดลอมท่ีแตกต�าง การทํางานของแลคเคสจะแตกต�าง ทําใหผลการกําจัดสีต�างกัน 
1.4.2 เยื่อกรองอัลตราสามารถกักกันแลคเคสในระบบได ในขณะท่ีการกักกันสียอมทําไดนอย 
1.4.3 เสถียรภาพการทํางานของแลคเคสในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองลดลงเม่ือระยะเวลาในการ

ดําเนิน ระบบเพ่ิมข้ึน 
1.4.4 การกําจัดสีของแลคเคสในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองใหประสิทธิภาพการกําจัดท่ีดีกว�าแบบ

แบทซ$ 
 

1.5 ประโยชน�ท่ีคาดว,าจะได.รับ 
1.5.1 ลดป�ญหามลพิษของสียอมท่ีจะแพร�กระจายสู�แหล�งน้ําธรรมชาติ 
1.5.2 ผลการศึกษาการกําจัดสียอมดวยเอนไซม$แลคเคส สามารถใชเป�นขอมูลพ้ืนฐาน เพ่ือจะนําไป

ประยุกต$ใชร�วมกับระบบบําบัดน้ําเสียดวยวิธีอ่ืนได 
1.5.3 สามารถนําผลจากการวิจัยไปประยุกต$ใชกับการลดสีในน้ําท้ิงจากการยอมผาในชุมชน 
1.5.4 ผลการศึกษาการทํางานของแลคเคสในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองสําหรับการกําจัดสียอมนี้ 

สามารถนําไปประยุกต$ใชไดจริงกับการบําบัดน้ําเสียจากสียอมของอุตสาหกรรมสิ่งทอ 
1.5.5 สามารถนํามาใชเป�นระบบตนแบบ และประยุกต$ใชกับระบบบําบัดน้ําเสียของอุตสาหกรรมการ

ผลิตเยื่อกระดาษและกระดาษ อุตสาหกรรมพลาสติก หรืออุตสาหกรรมอ่ืนๆท่ีมีการปนเป89อนของสีได 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเก่ียวข.อง 
 

การนําเอนไซม$แลคเคสหยาบสกัดจาก Lentinus polychrous Lev. มาใชร�วมกับชุดทดลองถังปฏิกรณ$
ชีวภาพเยื่อกรองเพ่ือศึกษาถึงความสามารถในการกําจัดสียอมท่ีปนเป8อนในน้ํานั้น จําเป�นตองมีการรวบรวม
และศึกษาขอมูลเก่ียวกับ สียอม การจําแนกสียอม เอนไซม$แลคเคส แหล�งของเอนไซม$แลคเคส การทํางานของ
เอนไซม$แลคเคส กระบวนการเยื่อกรอง ป�จจัยท่ีส�งผลต�อการกรอง และถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง โดย
รายละเอียดของหัวขอดังกล�าวมีดังต�อไปนี้ 

 
2.1 สีย.อม 

เป�นสารประกอบท่ีมีโครงสรางซับซอน นิยมใชในอุตสาหกรรมยอมผา ผลิตพลาสติก  สียอมท่ีนิยมใชใน
ป�จจุบันเป�นสียอมสังเคราะห$ไดมาจากน้ํามันปKโตรเลียมหรือถ�านหิน โดยโมเลกุลของสียอมประกอบดวย
องค$ประกอบ 2 ส�วน คือ 

2.1.1 Dye Chromophore ส�วนนี้ จะประกอบดวยพันธะคู� และส�วนท่ีทําใหเกิดสีในสียอม มักเป�น
สารประกอบอินทรีย$พวกวงแหวน กับพันธะคู� เช�น –N=N-, -NO2, -C=O เป�นตัวรับอิเลคตรอน เม่ือโมเลกุล
ของสียอมถูกกระทบโครงสรางจะเกิดการสั่น เนื่องจากมีการดูดกลืนคลื่นแสงบางความยาวคลื่นไป เป�นผลให
เกิดการเห็นสีตามช�วงความยาวคลื่นท่ีไม�ถูกดูดกลืน 

2.1.2 Dye Functional Group ส�วนนี้จะก�อใหเกิดพันธะระหว�างโมเลกุลสีกับเสนใย ทําใหเกิดการ
ยึดติดกันข้ึน ดวยพันธะโควาเลนท$ (Covalent  Bond)  พันธะไอออนิก (Ionic  Bond) พันธะไฮโดรเจน
(Hydrogen Bond) แรงวันเดอร$วาลส$ (Van der Waals’forces) หรือโดยการซึมซับเอาอนุภาคคอลลอยด$
ของโมเลกุลสีเขาไปไวในเสนใย โครงสรางส�วนนี้จะประกอบไปดวยวงแหวนเบนซีน ท่ีมีกลุ�มอะตอมท่ีไวต�อ
ปฏิกิริยาติดอยู� เช�น –SO3, -NH2, -NR2, -OH, -OR, -COOH  

สียอมมีลักษณะเป�นผลึกหรือผงละเอียด สียอมบางชนิดละลายน้ําได   บางชนิดจะไม�สามารถละลายน้ํา
แต�จะละลายในตัวทําละลายอินทรีย$ได   เม่ือนําสียอมไปใชในกระบวนการยอมจะทําใหโมเลกุลของสียอมซึม
ผ�านเขาไปในโมเลกุลของเสนใยโดยจะทําลายโครงสรางผลึกของวัตถุนั้นชั่วคราว  และสรางพันธะกับเสนใยท่ี
ตองการยอมโดยตรง   สีท่ีเห็นจากสียอมนั้นเกิดจากอิเล็กตรอนในพันธะคู�ซ่ึงอยู�ในโมเลกุลของสียอมนั้นมี
ความสามารถดูดกลืนพลังงานในช�วงสเปคตรัมต�างกัน พลังงานแสงท่ีสายตามองเห็นจะมีความยาวคลื่นช�วง 
400 – 700 นาโนเมตร สียอมท่ีมีโครงสรางทางโมเลกุลต�างกันท้ังในรูปร�างและขนาดจะมีผลต�อการติดสี เช�น
ถาโมเลกุลของสียอมมีขนาดเล็กและยาว จะสามารถผ�านเขาไปในช�องว�างของเสนใยไดมากทําใหติดสียอมไดดี
ข้ึน ถาโมเลกุลของสียอมแบนหรือมีความกวางมากกว�าความยาวจะทําใหการติดสีมีความคงทนสูงมากข้ึน 
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2.2 การจําแนกสีย.อม 
2.2.1 การจําแนกประเภทของสีย.อมตามโครงสร.างทางเคมี  
จะพิจารณาจากโครโมฟอร$ท่ีประกอบอยู�ในโมเลกุลของสียอม โครงสรางท่ีสําคัญไดแก� 

       2.2.1.1 สียอมอะโซ (Azo Dyes) คือ สียอมท่ีมีกลุ�มอะโซ (N=N) หนึ่งกลุ�มหรือมากกว�าทํา
หนาท่ีเป�นโครโมฟอร$อยู�ในโครงสรางของโมเลกุล สียอมกลุ�มนี้เป�นกลุ�มท่ีใหญ� และมีความสําคัญมากท่ีสุด โดย
ครอบคลุมถึงรอยละ 50 ของสียอมท่ีใชท้ังหมดคุณลักษณะท่ีสําคัญของสียอมในกลุ�มนี้คือ มีสีใหเลือกครบทุก
เฉด แต�โดยท่ัวๆ ไป จะมีความสําคัญโดยเฉพาะในช�วงของสีเหลือง แสด แดง น้ําตาล และดํา มีกรรมวิธีการ
สังเคราะห$ท่ีง�าย มีความสว�างสดใส และความคงทนต�อแสงอยู�ในเกณฑ$ปานกลางถึงดี ราคาไม�แพง เม่ือน้ําเสีย
ท่ีมีสียอมอะโซอยู�ในสภาวะแอนแอโรบิก จุลินทรีย$ท่ีไม�ใชอากาศจะสามารถย�อยสลายสารอินทรีย$และกําจัดสี
ในน้ําเสียได โดยย�อยสลายสารอินทรีย$ไนโตรเจน สารอินทรีย$คาร$บอน ใหกลายเป�นแอมโมเนีย และ กPาซต�างๆ 
และย�อยสลายสารประกอบสีอะโซ ท่ีตําแหน�งพันธะอะโซ ใหกลายเป�นสารท่ีมีโมเลกุลเล็กลง เช�น 
สารประกอบอะโรมาติกเอมีน ซ่ึงเป�นสารพิษ โดยในกระบวนการนี้สียอมอะโซจะเป�นตัวรับอิเลคตรอนข้ัน
สุดทายในกระบวนการหายใจของจุลินทรีย$ และเกิดการรีดักชันและการแตกของพันธะอะโซซ่ึงทําใหสีลดลงได 

      2.2.1.2 สียอมแอนทราควิโนน (Anthaquinone Dyes) เป�นสียอมท่ีมีโครงสรางของแอนทราควิ
โนนเป�นโครงสรางหลักอยู�ในโมเลกุล สียอมกลุ�มนี้มีความสําคัญเป�นอันดับสอง รองจากสีอะโซ ครอบคลุม
ประมาณรอยละ 25 ของสียอมท้ังหมด เป�นสีท่ีมีความสว�างสดใสดี และมีความคงทนต�อแสงอยู�ในเกณฑ$ดี แต�
ความเขมของสีนอยกว�าสีอะโซ และมีราคาแพงกว�า 

      2.2.1.3 สียอมไตรฟ|ไนลมีเทน (Triphenylmethane Dyes) สีกลุ�มนี้มีความสว�างสดใสมาก แต�
สมบัติในดานความคงทนต�อแสงไม�ดี 

      2.2.1.4 สียอมซัลเฟอร$ (Sulphur Dyes) เป�นสียอมท่ีมีซัลเฟอร$เป�นองค$ประกอบอยู�ในโครงสราง
ของโมเลกุล สีกลุ�มนี้มี เป�นสีท่ีมีราคาถูก นิยมใชยอมสีทึบ เช�น สีน้ําตาล ดํา และน้ําเงิน ราคาถูก นิยมใชยอมสี
ทึบๆ ส�วนใหญ�ไม�ละลายน้ํา บางตัวละลายไดแต�ตองละลายในด�างโซเดียมซัลไฟด$ 

      2.2.1.5 สียอมอินดิกอยด$ (Indigoid Dyes) เป�นสีท่ีมีโครงสรางของอินดีโกตินซ่ึงเป�นโครงสราง
หลักอยู�ในโมเลกุล 

2.2.2 การจําแนกประเภทของสีย.อมตามการนําไปใช. 
การจําแนกสียอมท่ีนิยมมาก คือ การจําแนกสียอมตามการนําไปใช โดยจะข้ึนกับความสามารถในการ

ละลายน้ําของสี การยึดเกาะกับเสนใย และสถานะโมเลกุลของสียอม ทําใหสีมีความคงทนต�อการซัก  แสงและ
ต�อความรอนท่ีต�างกัน  ซ่ึงในกลุ�มโรงงานอุตสาหกรรมไดจําแนกสียอมตามวิธีใชออกเป�น  11 ประเภท คือ (1) 
สีแอซิด  (2) สีไดเร็กท$ (3) สีเบสิค (4) สีดิสเพอร$ส (5) สีรีแอกทีฟ (6) สีอะโซอิค (7) สีแว็ต (8) สีมอร$แดนท$ (9) 
สีซัลเฟอร$ (10) สีออกซิเดชั่น และ (11) สีอินเกรน โดยท่ีสียอมแต�ละประเภทจะมีสูตรโครงสรางทาง
เคมี สมบัติของสียอม ตลอดจนวิธีใชท่ีแตกต�างกันไป ดังนั้นการเลือกใชสียอมจึงมีความสําคัญอย�างมากในการ
ยอม 
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นอกจากนี้ยังสามารถจําแนกประเภทสียอมตามการแตกตัวใหประจุ ชนิดเสนใยท่ีใชยอม การจําแนก
ตามหมู�ช�วยละลาย และลักษณะสีท่ีมองเห็น 

 
2.3 แหล,งของเอนไซม�แลคเคส (Source of Laccase) 

เอนไซม$ชนิดนี้พบใน พืชชั้นสูง แมลงบางชนิด และเชื้อรา (Riva, 2006; Sadhasivam et al., 2008) 
โดยเฉพาะจากพวกไวท$รอท (white-rot) เป�นราท่ีย�อยสลายคาร$โบไฮเดรตและลิกนินในเนื้อไมไดเร็วและ
สมบูรณ$ แสดงใหเห็นว�าราในกลุ�มนี้ผลิตเอนไซม$ในกลุ�มลิกนิโนไลติกไดดี (ligninolytic enzyme) เอนไซม$ใน
กลุ�มนี้ไดแก� แลคเคส (Laccase), แมงกานีสเปอร$ออกซิเดส (manganese peroxidase), ลิกนินเปอร$ออกซิ
เดส (lignin peroxidase) เป�นตน อย�างไรก็ตามแลคเคสเป�นเอนไซม$ท่ีไดรับความนิยมมากกว�าเอนไซม$ตัวอ่ืน
ในกลุ�มลิกนิโนไลติก เนื่องจากสามารถออกซิไดส$โดยใชออกซิเจน ในขณะท่ีกลุ�มเปอร$ออกซิเดสจะอาศัย
ไฮโดรเจนเปอร$ออกไซด$เป�นโคแฟคเตอร$ และมีความจําเพาะเจาะจงต�อสารต้ังตนมากกว�า เอนไซม$นี้เป�นไดท้ัง 
extra- และ intracellular enzyme ข้ึนอยู�กับแหล�งกําเนิดท่ีพบ  

แลคเคสถูกศึกษามากในกลุ�มเชื้อรา (Couto and Toca-Herrera, 2007; Wesenberg et al., 2003) 
เนื่องจากใหปริมาณผลผลิตท่ีสูง ใชระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงสั้นกว�าพืชและแมลง จับกับสารต้ังตนหลากชนิด 
สามารถกําจัดสียอมไดในหลายกลุ�ม เช�น แลคเคสจาก Panus rudis 0.016 µg/ml สามารถกําจัดสียอมกลุ�ม
แอนทราควิโนนได 74% ใน 30 นาที สีกลุ�มอะโซและอินดิโกคาไมด$ ได 26 และ 12% ตามลําดับ ใน 1 ชั่วโมง 
(Zhang et al., 2006) แลคเคสจาก Cerrena unicolor ถูกนํามาใชย�อยสลายสียอมในกลุ�มสีอะโซและแอนท
ราควิโนน  (Michniewicz et al., 2008) Cyathus bulleri ผลิตแลคเคส และ ถูกนํามาใชในการกําจัดสียอม
เบสิกและสีแอซิด (Chhabra et al., 2009) ส�วนใหญ�มวลโมเลกุลของแลคเคสท่ีพบในกลุ�มเชื้อรามีขนาด 59-
110 kDa (Wesenberg et al., 2003) และมีองค$ประกอบของคาร$โบไฮเดรตเชื่อมต�อกันดวยพันธะโควาเลนต$ 
10-45 % ทําใหเสถียรภาพของเอนไซม$เพ่ิมข้ึน (Claus, 2004)  ป�จจุบันแลคเคสยังพบในโปรคาริโอติกเซลล$ 
พวกแบคทีเรีย เช�น Klebsiella pneumoniae (Wong and Yuen, 1996), Streptomyces psammoticus 
(Niladevi and Prema, 2008), Bacillus subtilis (Wang et al., 2008) และ Pseudomonas 

desmolyticum (Kalme et al., 2009) 
ในการศึกษาครั้งนี้เลือกแหล�งเอนไซม$จาก Lentinus polychrous Lev. ซ่ึงรูจักกันในชื่อของเห็ดขอน

ดํา เห็ดลม เห็ดกระดาง หรือเห็ดบด พบและนิยมนํามาบริโภคมากในเขตภาคเหนือและตะวันออกเฉียงเหนือ 
เป�นเชื้อราในกลุ�มไวท$รอทชนิดท่ีสรางเอนไซม$แลคเคสแลวขับออกมาภายนอกเซลล$ (extracellular enzyme) 
ลักษณะของเห็ดชนิดนี้ประกอบดวย 

2.3.1 หมวกดอก (Cap หรือ Pileus) หมวกดอกมีสีน้ําตาลหรือน้ําตาลอมเทาอ�อน ลักษณะรูปทรง
คลายแตร บริเวณกลางหมวกดอกบุ�มลึกลงเป�นทรงกรวย หมวกดอกเหนียว ฉีกขาดยาก ผิวหมวกดอกขรุขระ 
มีขนเล็กๆ ปกคลุมท่ัวผิวหมวกดอก ขอบหมวกดอกแผ�กางออก บางดอกขอบหมวกดอกงอลงและหยักเป�น
คลื่น บางดอกขอบหมวกดอกฉีกขาด ขนาดหมวกดอกกวาง 4.0-6.0 เซนติเมตร   ยาว  4.0-7.0 เซนติเมตร   

2.3.2 ครีบดอก (Gill หรือ Lamella) ครีบดอกมีสีน้ําตาลอ�อนหรือน้ําตาลอมดํา ลักษณะครีบเรียงตัว
กันถ่ี ลู�ลงไปตามกานดอก   ครีบดอกยึดติดเป�นแผ�นเดียวกับกานดอก 
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2.3.3 ก.านดอก (Stalk หรือ Stipe) กานดอกมีสีน้ําตาลอมเหลืองหรือน้ําตาลอมดํา กานดอกมีรูปทรง
เป�นทรงกระบอก ภายในกานดอกตัน เนื้อภายในกานดอกมีสีขาวหรือขาวอมน้ําตาลอ�อน มีลักษณะเป�นเสนใย
เรียงตัวตามยาวอัดตัวแน�น กานดอกเหนียวและฉีกขาดยาก บริเวณโคนกานดอกโป�งพองออกเล็กนอย ขนาด
กานดอก กวาง 0.5-0.8 เซนติเมตร ยาว 2.5-3.5 เซนติเมตร 

2.3.4 สปอร�  (Basidiospore)  สปอร$มีลักษณะเป�นรูปวงรี   ผวิสปอร$เรียบ ขนาดสปอร$มีขนาด 2.7–
4.0 x 4.0-5.4 ไมโครเมตร สปอร$ภายใตกลองจุลทรรศน$ในน้ํากลั่นใสไม�มีสี   ไม�สามารถทําพิมพ$สปอร$ได 

2.4 การทํางานของแลคเคส 
แลคเคสเป�นเอนไซม$ในกลุ�ม benzenediol: oxygen oxidoreductase  (EC 1.10.3.2) ประกอบดวย

ไกลโคโปรตีนและส�วนมากพบว�ามีโมเลกุลของคอปเปอร$ประมาณ 4 โมเลกุลเป�นองค$ประกอบโดยจับกับ
กรดอะมิโนซีสเตอีน 1 โมเลกุลและกรดอะมิโนฮีสทีดีน 10 โมเลกุล (ดังรูปท่ี 2.1) บางครั้งจึงเรียกเอนไซม$ชนิด
นี้ว�า blue copper oxidase (Riva, 2006)  

หนาท่ีของแลคเคสคือจะเร�งปฏิกิริยาการเกิดออกซิเดชั่นในสารต้ังตน และเนื่องจากแลคเคสมี
ความจําเพาะเจาะจงต�อวงแหวนอะโรมาติก (aromatic rings) นอยจึงสามารถออกซิไดส$สารต้ังตนไดหลาก
ชนิด (D'Annibale et al., 2000; Rodr ํguez Couto and Toca Herrera, 2006; Rosconi et al., 2005) 
เช�น สารอินทรีย$ (organic substance), สารอนินทรีย$ (inorganic substance), ไดฟ|นอล   (diphenol), โพ
ลี่ฟ|นอล (polyphenols), ไดเอไมด$ (diamines), อะโรมาติกเอไมด$ (aromatic amines) และ แอสคอเบท 
(ascorbate)  (Kalme et al., 2009; Rodr ํguez Couto and Toca Herrera, 2006) โดยอิเล็กตรอนในสาร
ต้ังตนจะถูกขนยายไปยังคอปเปอร$ในโมเลกุลของเอนไซม$ จากนั้นโมเลกุลของออกซิเจนจะรับอิเล็คตรอนตัว
สุดทายไปเป�นน้ํา (Saito et al., 2003) 

เอนไซม$แลคเคสสามารถทําปฏิกิริยาออกซิเดชั่นร�วมกับสารอินทรีย$และสารอนินทรีย$ ร�วมกับการ
เกิดปฏิกิริยารีดักชั่นกับโมเลกุลของออกซิเจนในน้ํา น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนหน�วยย�อย (โมโนเมอร$) อยู�
ในช�วง 50 ถึง 100 kDa นอกจากนั้นยังพบว�าแลคเคสจากเชื้อรา มีการยึดเกาะกับคาร$โบไฮเดรทดวยพันธะ
โคเวเลนท$ และอาจทําใหเอนไซม$มีความเสถียรสูงข้ึน สําหรับตัวกระตุนการทํางานของเอนไซม$แลคเคส คือ 
ทองแดง 4 อะตอมต�อหนึ่งหน�วยโปรตีนท่ีทําปฏิกิริยา หรืออาจเพ่ิมจํานวนเพ่ือเพ่ิมการทํางานของเอนไซม$  

แลคเคสมีความสามารถในการออกซิไดส$สารประกอบในกลุ�ม phenolic ได และสามารถออกซิไดส$
โมเลกุลไดมากข้ึนถาใชสารตัวกลาง (mediator) ร�วมในกลไกการเกิดปฏิกิริยา ซ่ึงสารตัวกลางเป�น
สารประกอบท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตํ่า ถูกออกซิไดส$ไดง�ายโดยแลคเคส ทําใหเกิดเป�น reductive cationic 
radicals ท่ีไม�เสถียร ซ่ึงสามารถออกซิไดซ$โมเลกุลของสารประกอบเชิงซอนในปฏิกิริยา ก�อนจะกลับไปอยู�ใน
ภาวะปกติ และอิเล็กตรอนท่ีแลคเคสไดรับมาจะเคลื่อนกลับไปท่ีออกซิเจนและเกิดการรวมตัวเป�นน้ํา 
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รูปท่ี 2.1 แสดง (ก) โครงสรางของแลคเคส และ (ข) การเกิดปฏิกิริยาระหว�างสับสเตรทกับเอนไซม$และเกิดน้ํา 
2 โมเลกุลจากการรีดักชั่นโมเลกุลของออกซิเจน (Riva, 2006) 

สารตัวกลาง  
ระบบตัวกลางแลคเคส (Laccases Mediator System : LMS) ท่ีส�งเสริมในแลคเคสสามารถทํางานได

ดีข้ึน พบว�ามีการใชในปริมาณมาก แต�ตนทุนของสารตัวกลางมีราคาสูง และขาดความรูในการเกิดสารประกอบ
ชนิดใหม�ๆ หรืออนุพันธ$ท่ีอาจเป�นพิษ ดังนั้นจึงมีการศึกษาการใชสารตัวกลางท่ีมีในธรรมชาติ ซ่ึงมีขอดีในเรื่อง
ตนทุน และไม�มีผลกระทบต�อสิ่งแวดลอม พบรายงานของ Camarero และคณะ ในป| 2005 พบว�าการใช
อนุพันธ$ลิกนินของฟ|นอลต�างๆ (เช�น syringaldehyde และ acetosyringone) ในการส�งเสริมการทํางานของ
เอนไซม$แลคเคส ไม�ส�งผลกระทบต�อสิ่งแวดลอม นอกจากนั้นยังพบว�ามีการศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพการ
ทํางานของเอนไซม$แลคเคสโดยการใชสารตัวกลางสังเคราะห$ ในการกําจัดสียอมชนิดต�างๆ เพ่ือช�วยในการขน
ยายอิเล็กตรอนระหว�างเอนไซม$แลคเคส และสารต้ังตน หรือสียอม ตัวอย�างสารท่ีมีประสิทธิภาพในการเร�ง
ปฏิกิริยาการทํางานมีหลายชนิด เช�น N-hydroxybenzotriazole (HBT), 2,2’-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS), syringaldezine  จากรายงานการศึกษาส�วนใหญ�มุ�ง
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ความสําคัญท่ีการใช ABTS เป�นสารตัวมัธยันต$ช�วยเร�งปฏิกิริยาการทํางานของแลคเคส ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงความ
เสถียรของไอออนิกและการรีดอกซ$ในปฏิกิริยาการทํางานของเอนไซม$แลคเคส อย�างไรก็ตามการกลไกของการ
ทํางานระหว�าง ABTS ร�วมกับแลคเคสยังไม�ชัดเจน แต�มีหลักฐานของการทํางานของ ABTS ท่ีแสดงใหเห็นถึง
การทําหนาท่ีกระตุน หรือ ตัวร�วมปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของเอนไซม$แลคเคส  ดังนั้นจึงอธิบายไดว�า ABTS ขนส�ง
หนึ่งอิเล็คตรอนใหกับเอนไซม$เพ่ือกระตุนการทํางาน  

2.5 การประยุกต�ใช.แลคเคส 
ในอดีตจนถึงป�จจุบัน พบว�ามีการใชแลคเคสในอุตสาหกรรมสิ่งทอเป�นจํานวนมาก ท้ังในดานการกาจัดสี

ในน้ําท้ิง การฟอกขาว การสังเคราะห$สี และการดัดแปรผิวหนาของผา สําหรับอุตสาหกรรมสิ่งทอ พบว�ามีการ
ใชงานแลคเคสครั้งแรกในกระบวนการตกแต�งผายีนส$ จากคุณสมบัติดังกล�าวทําใหป�จจุบันแลคเคสไดรับความ
สนใจและถูกนํามาประยุกต$ใชอย�างมาก ในดานสิ่งแวดลอมและทางเทคโนโลยีชีวภาพและดานอ่ืนๆ เช�น 

2.5.1 อุตสาหกรรมอาหาร 
การนําแลคเคสมาใชในอุตสาหกรรมอาหารโดยการประยุกต$เอนไซม$เขากับกระบวนการผลิต เพ่ือท่ีจะ

เพ่ิมหรือปรับปรุงสีของอาหาร หรือเครื่องด่ืม และกําจัดสารประกอบฟ|นอลิกท่ีทําใหเกิดสีน้ําตาลในอาหาร 
และการเกิดความขุ�นในน้ําผลไม เบียร$ และไวน$ (Rodr ํguez Couto and Toca Herrera, 2006) นอกจากนั้น
เอนไซม$แลคเคสยังใชในการวิเคราะห$กรดแอสคอร$บิก น้ําตาลจากหัวบีชท่ีใชทําเจล การทําเบเกอรี่ และการ
บําบัดน้ําเสียจากกระบวนการผลิตน้ํามันมะกอก 

2.5.2 อุตสาหกรรมกระดาษและเย่ือกระดาษ 
เอนไซม$แลคเคสสามารถทําลายโครงสรางของลิกนินโดยทําลายสายโพลิเมอร$ และกําจัดลิกนินในเนื้อ

ไม และเยื่อกระดาษต�างๆ โดยไม�ใชสารคลอรีน (Vikineswary et al., 2006) ซ่ึงช�วยลดการใชสารเคมี และทํา
ใหพ้ืนผิวของไฟเบอร$มีความเป�นระเบียบของโครงสรางเสนใย สามารถนําเสนใยกลับมาใชใหม�ได (Widsten 
and Kandelbauer, 2008) 

2.5.3 อุตสาหกรรมเส.นใย 
ในการใชสารมัธยันต$ร�วมกับการทํางานของเอนไซม$แลคเคส โดยการประยุกต$ใชในการฟอกจางสีใน

อุตสาหกรรมเสนใยและสียอม (Kunamneni et al., 2008) ส�วนใหญ�แลวจะทําการบําบัดน้ําเสียท่ีปนมากับน้ํา
ท้ิงของโรงงานอุตสาหกรรมเสนใย ดังนั้นการพัฒนากระบวนการใชเอนไซม$แลคเคสจึงข้ึนอยู�กับศักยภาพของ
เอนไซม$ในการสลายสียอม โดยการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสี รวมท้ังสีสังเคราะห$ต�างๆท่ีใชในอุตสาหกรรม 
(Rodr ํguez Couto and Toca Herrera, 2006)  

2.5.4 การบําบัดสารพิษโดยวิธีชีวภาพ 
เอนไซม$แลคเคสเก่ียวของกับกระบวนการกําจัดสารพิษต�างๆ จัดเป�นการย�อยสลายโดยวิธีชีวภาพ ซ่ึง

การทํางานจะข้ึนอยู�กับคุณสมบัติการเร�งปฏิกิริยา โดยสารประกอบในกลุ�มท่ีเป�นสาร xenobiotic ท่ีปนเป89อน
ในดินและสามารถสลายไดโดยเอนไซม$แลคเคส (Rodriguez and Toca, 2006)  นอกจากนั้นสารประกอบ 
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) ซ่ึงเกิดข้ึนจากกระบวนการปKโตรเคมี (Anastasi et al., 
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2009) และพบว�าสาร PAHs หลายชนิดทําใหเกิดพิษต�อเซลล$สิ่งมีชีวิต การกลายพันธุ$ และการเกิดมะเร็ง ส�งผล
เสียต�อสุขภาพของมนุษย$ (Bamforth and Singleton, 2005) 

2.5.5 การประยุกต�ในด.านต,างๆ 
ในป�จจุบันมีการประยุกต$ใชแลคเคสในการเร�งปฏิกิริยาของสารประกอบอินทรีย$ (Mayer and 

Staples, 2002) การทํางานของเอนไซม$ในการสังเคราะห$โพลิเมอร$ หรือการสังเคราะห$สารประกอบ (Akta 
and Tanyolac, 2003) มีการนําแลคเคสมาประยุตก$ใชในการสังเคราะห$สารอินทรีย$ โดยอาศัยปฏิกิริยาออกซิ
เดชั่นของ functional groups และการเกิดปฏิกิริยาควบ (coupling) ของสารประกอบฟ|นอล และส
เตียรอยด$ หรือสารท่ีออกฤทธิ์ทางยา (ยาชา, ยาลดการอักเสบ, ยาปฏิชีวนะ และยากดประสาท) โดยการสราง
พันธะระหว�างอะตอมของคาร$บอนและไนโตรเจน และในการสังเคราะห$สารประกอบธรรมชาติ และ
อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง นอกจากนั้นแลคเคสยังสามารถนํามาประยุกต$ใชในการตรวจจับชีวภาพ 
(biosensors) หรือ bioreporter (Sazmocki et al., 2009) และประยุกต$ใชในการทําเซลล$พลังงาน (fuel 
cell) ซ่ึงเป�นท่ีน�าสนใจสําหรับการประยุกต$ใชทางดานการแพทย$ในการเป�นแหล�งพลังงานท่ีปลูกถ�ายในมนุษย$ 
(Heller, 2004) 

2.6 กระบวนการเย่ือกรอง (Membrane Process) 
ระบบเยื่อกรองไดรับความนิยมและถูกนํามาใชอย�างกวางขวางในอุตสาหกรรม เนื่องจากเป�นระบบท่ีไม�

ตองใชสารเคมี ใชพลังงานนอย ง�ายต�อการนําไปใช เป�นอุปกรณ$ท่ีไม�มีความซับซอน ระบบเยื่อกรองเป�นการใช
เยื่อเลือกผ�านเพ่ือใชในการแยกสาร อาศัยหลักความแตกต�างท้ังทางกายภาพและทางเคมีระหว�างเยื่อกรองกับ
สารนั้น โดยใชแรงดันผ�านเยื่อกรอง (Transmembrane pressure) เป�นแรงขับเคลื่อนของไหลใหซึมผ�านเยื่อ
กรอง สารละลายท่ีผ�านระบบเยื่อกรองเรียกว�าเพอมิเอท (Permeate) ส�วนสารละลายท่ีไม�สามารถไหลผ�าน
ระบบเยื่อกรองจะเรียกรีเทนเทจ (Retentate) ทําใหเกิดสารละลายเขมขนบริเวณผิวเยื่อกรอง ความสามารถ
ในการกักกันสารข้ึนกับ ชนิดของเยื่อกรอง แรงขับเคลื่อนท่ีใช ขนาดโมเลกุลของสาร ซ่ึงคุณสมบัติเหล�านี้
สามารถนํามาจัดประเภทของเยื่อกรองไดเป�นไมโครฟKลเตรชั่น (Microfiltration : MF)  อัลตราฟKวเตรชั่น 
(Ultrafiltration : UF)  นาโนฟKลเตรชั่น (Nanofiltration : NF)  และออสโมซิสผันกลับ (Reverse Osmosis : 
RO)   

ไมโครฟKลเตรชั่น (Microfiltration; MF) เป�นกระบวนการท่ีใชเยื่อกรองท่ีมีแผ�นรูพรุนค�อนขางใหญ�
ขนาด 50-1000  nm สําหรับแยกโมเลกุลใหญ� ๆ เช�น สารแขวนลอย หรืออนุภาคเล็ก ๆออกจากของเหลว 
แรงขับดันท่ีใชอยู�ระหว�าง 100-500 kPa หรือ 1-5 atm ใชสําหรับการกําจัดสารแขวนลอยท่ีเป�นสาเหตุความ
ขุ�นของน้ํา แบคทีเรียท่ัวไป ชนิดของเยื่อกรองท่ีใชกันโดยท่ัวไป เช�น cellulose acetate, polysulfone และ 
polystyrene เป�นตน การใชงานเหมาะสําหรับใชในการบําบัดน้ําท้ิง อุตสาหกรรมเครื่องด่ืม และ
เทคโนโลยีชีวภาพอาจร�วมกับการะบวนการหมักเพ่ือแยกเซลล$จากผลิตภัณฑ$ เป�นตน 

อัลตราฟKวเตรชั่น (Ultrafiltration; UF) เป�นกระบวนการท่ีใชเยื่อกรองขนาดรูพรุนขนาดเล็ก (Micro 
Porous) มีขนาดรูพรุนประมาณ 5-100 nm แรงขับดันท่ีใชอยู�ระหว�าง 100-800 kPa หรือ 1-8 atm ใช
สําหรับแยกอนุภาคคอลลอยด$ แบคทีเรีย ไวรัส ออกจากน้ําและสารประกอบอินทรีย$ท่ีมีโมเลกุลใหญ� เช�น 
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โปรตีน ชนิดของเยื่อกรองท่ีใชกันโดยท่ัวไป เช�น  cellulose acetate, polyacrylonitrile และ polyester 
เป�นตน การใชงานเหมาะสําหรับการแยกหรือเพ่ิมความเขมขนโปรตีน การกําจัดคอลอยด$ การบําบัดน้ําท้ิง ทํา
น้ําใหบริสุทธิ์ การทําน้ําผลไมใหใส เป�นตน 

นาโนฟKลเตรชั่น (Nanofiltration; NF) เป�นกระบวนการท่ีใชเยื่อกรองขนาดรูพรุน 2-5 nm ซ่ึงใกลเคียง
กับออสโมซิสผันกลับมาก คือมีผลต�างของความดันเป�นแรงขับดันในการแยกตัวถูกละลายท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล
ตํ่ากว�า 1,000 ดาลตัน ออกจากสารละลายตัวอย�าง เช�น น้ําตาล สารอินทรีย$น้ําหนักโมเลกุลตํ่า โดยความดันท่ี
ใชในการป�อนสารละลายอยู�ระหว�าง 1-2 MPa หรือ10-20 atm มีความสามารถในการแยกไอออนบางชนิด 
และสารอินทรีย$ตามธรรมชาติ (Natural Organic Matter; NOM) ชนิดของเยื่อกรองท่ีใชกันโดยท่ัวไป เช�น 
polymer organic compounds, atomatic polymide และ polyvinyl alcohol เป�นตน เยื่อกรองนาโน
ฟKลเตรชั่นส�วนมากเป�นเยื่อกรองเชิงประกอบซ่ึงประกอบดวยชั้นผิวท่ีมีโครงสรางแน�นอยู�บนชั้นรองรับท่ีมีรูพรุน
ใหญ�กว�า มีความสามารถในการกักกันเกลือประจุเด่ียว (เช�น โซเดียมคลอไรด$) ตํ่ากว�าออสโมซิสผันกลับอยู�
ในช�วง 40-80% 

ออสโมซิสผันกลับ (Reverse Osmosis; RO) กระบวนการนี้เรียกว�าไฮเปอร$ฟKวเตรชั่น (Hyper 
Filtration) เป�นการแยกสารละลายโดยผลต�างความดันระหว�างเยื่อกรองเป�นแรงขับดัน เยื่อกรองออสโมซิสผัน
กลับมีความสามารถในการกักกันโมเลกุลขนาดเล็ก เช�น เกลือ น้ําตาล (น้ําหนักโมเลกุล < 500 ดาลตันหรือมี
ขนาดประมาณ 0.1-1 nm) แต�ยอมใหน้ําผ�านได และเป�นเยื่อท่ีมีโครงสรางแน�นหรือไม�มีรูพรุน การผ�านเยื่อ
กรองของสารเกิดจากความสามารถในการละลายและการแพร� (Solution-diffusion) ในเยื่อกรอง ความดันท่ี
ใชในการป�อนสารละลายอยู�ระหว�าง 1-10 MPa หรือ 10-100 atm การใชงานท่ีสําคัญของกระบวนการนี้ คือ 
การแยกเกลือจากน้ํากร�อย น้ําทะเล เพ่ือผลิตน้ําจืด การเพ่ิมความเขมขนของน้ําผลไม การผลิตน้ําท่ีมีความ
บริสุทธิ์สูง ตลอดจนการบําบัดน้ําท้ิงท่ีมีโลหะเจือปน  เช�น อุตสาหกรรมชุบเคลือบโลหะ เป�นตน 

2.6.1 ป�จจัยท่ีมีผลต,อการทํางานของเย่ือกรอง 
      1)  การสะสมความเขมขนสูง เป�นการสะสมของอนุภาคต�างๆท่ีบริเวณผิวของเยื่อกรอง จนมีความ

เขมขนท่ีสูงกว�าสารตัวอย�างหลายเท�า ส�งผลใหค�าฟลักซ$ลดลง สามารถแกไขไดดวยการลางเยื่อกรองดวย
สารเคมีหรือใชแรงดันน้ํายอนกลับใหสารเหล�านั้นหลุดจากผิวของเยื่อกรอง 

      2)  อุณหภูมิ ค�าความเป�นกรดด�าง และสารออกซิไดซ$ โดยท่ัวไปการใชงานของเยื่อกรองจะ
ดําเนินการในช�วงอุณหภูมิประมาณ 0-85 องศาเซลเซียส จึงไม�ควรทําการกรองในอุณหภูมิสูงเกินไป เพราะ
การกรองแบบอัลตราฟKวเตรชั่นและไมโครฟKวเตรชั่นท่ีใชความดันตํ่าจะทําท่ีอุณหภูมิไม�เกิน 100 องศาเซลเซียส 
ถึงแมว�าการเพ่ิมข้ึนของอุณหภูมิ 1 องศาเซลเซียสจะทําใหฟลักซ$เพ่ิมข้ึนรอยละ 3-5 แต�อาจก�อใหเกิดความ
เสียหายแก�เยื่อกรองท่ีผลิตจากสารอินทรีย$ เช�นเดียวกับค�าความเป�นกรดด�างและสารออกซิไดซ$ 

      3)  ความดัน การเพ่ิมความดันจะส�งผลดีคือจะทําใหค�าฟลักซ$ของเยื่อกรองเพ่ิมข้ึน แต�ถาแรงดันมี
มากเกินไปจะทําใหอนุภาคสารต�างๆท่ีสะสมอยู�บนเยื่อกรองเกิดการอัดตัวจนแน�น อาจส�งผลต�อโครงสรางของ
เยื่อกรองหรือทําใหเยื่อกรองเกิดการฉีกขาดเสียหายได 
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      4)  ความสกปรกของเยื่อกรอง การเกาะและสะสมของอนุภาคสารต�างๆบนเยื่อกรอง หรือ
ระหว�างเยื่อกรอง จะทําใหการซึมผ�านของเพอมิเอทมีนอย ตองเพ่ิมความดันในการดําเนินการ แกไขไดโดยการ
ลางทําความสะอาดเยื่อกรองดวยสารเคมี 

2.6.2 การทําความสะอาดเย่ือกรอง 
เม่ือทําการเดินระบบจนถึงช�วงเวลาหนึ่ง ค�าฟลักซ$จะลดลง เพอมิเอทออกจากระบบไดนอยซ่ึงเป�นผลมา

จากการเกิดการอุดตันของเยื่อกรอง จึงตองทําความสะอาดเยื่อกรองเพ่ือใหระบบสามารถกลับมาทํางานอย�าง
มีประสิทธิภาพเช�นเดิมและเพ่ือยืดอายุการใชงานของเยื่อกรองดวย การทําความสะอาดเยื่อกรองแบ�งเป�น 2 
วิธีหลักคือ วิธีทางกายภาพ (Physical Method) และวิธีทางเคมี (Chemical Method) 

         1) วิธีทางกายภาพ (Physical Method) เป�นการทําความสะอาดเยื่อกรองท่ีใชวิธีการ
เปลี่ยนแปลงสภาวะการทํางานของระบบโดยการลางกลับทางหรือลางยอนเพ่ือใหอนุภาคต�างๆท่ีสะสมอยู�บน
เยื่อกรองหลุดออกไป โดยในการลางอาจมีการเพ่ิมอัตราการไหล เพ่ือเพ่ิมแรงเฉือนท่ีผิวของเยื่อกรอง วิธีนี้จะ
ช�วยลดการสะสมและการอุดตันของเยื่อกรองไดเพียงส�วนหนึ่งเท�านั้น ไม�สามารถกําจัดไดหมดจึงตองใชการ
กําจัดโดยใชสารเคมีอีกครั้ง 

         2) วิธีทางเคมี (Chemical Method) การใชสารเคมีเป�นการทําใหอนุภาคสารท่ีอุดตันเกิดการ
เปลี่ยนแปลงทางกายภาพ เช�น การพองตัว หดตัว หรือละลายแลวหลุดออกจากเยื่อกรอง หรือการท่ีสารเคมี
เขาไปทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส หรือเกิดสารประกอบเชิงซอน สารเคมีท่ีใชคือ กรด เบส สารลดแรงดึงผิว หรือ
สารฆ�าเชื้อ ซ่ึงในการเลือกสารเคมีมาใชนั้นจะตองคํานึงถึงชนิดของเยื่อกรองว�ามีความทนทานต�อสารเคมีท่ีจะ
ใชหรือไม� 

       การทําความสะอาดโดยใชกรด โดยส�วนมากกรดจะไปทําความสะอาดตะกรันท่ีเกิดจากเกลือ 
เช�น เกลือของสารประกอบแคลเซียม และโลหะออกไซด$ กรดท่ีใชจะเป�นไดท้ังกรดอินทรีย$หรือกรดอนินทรีย$ 
กรดท่ีนิยมนํามาใชไดแก� กรดไฮโดรคลอริก กรดซัลฟูริก กรดไนตริก กรดซิตริก เป�นตน  

การทําความสะอาดโดยใชด�างจะใชในการกําจัดสารอินทรีย$ อนินทรีย$ คอลลอยด$ และซิลิกา  
สารท่ีนิยมใชไดแก โซเดียมไฮดรอกไซด$ โซเดียมไตรฟอสเฟต โซเดียมไฮโปคลอไรด$ เป�นตน 

       การทําความสะอาดโดยใชสารลดแรงตึงผิว สารชนิดนี้จะกําจัดการอุดตันท่ีเกิดจากไขมันและ
น้ํามัน ซ่ึงสารลดแรงดึงผิวจะไปรวมตัวกับสารท่ีอุดตันบนเยื่อกรองทําใหเกิดเป�นไมเซลล$ท่ีมีท้ังส�วนท่ีชอบน้ํา
และไม�ชอบน้ํา โดยส�วนท่ีชอบน้ําจะหันดานท่ีมีข้ัวเขาหาน้ําทําใหสารท่ีอุดตันหลุดออกจากเยื่อกรอง สารลด
แรงตึงผิวท่ีใชลางเยื่อกรองมีโครงสรางทางเคมีท่ีหลากหลาย เช�น เป�นกลาง ประจุบวก ประจุลบ ตัวอย�างของ
สารลดแรงตึงผิวท่ีนํามาใชไดแก� ซัลเฟต ฟอตเฟส และสารประกอบแอมโมเนีย เป�นตน 

       การทําความสะอาดดวยสารจับโลหะ สารจับโลหะประกอบไปดวยตัวรับอิเลคตรอน 2 
อะตอม หรือมากกว�า ซ่ึงจะไปทําใหเกิดการสรางพันธะร�วมกับอะตอมเด่ียวของโลหะ สารท่ีนิยมใชไดแก� อีดีที
เอ (Ethylelnedimine tetra Acetic Acid: EDTA) และซิเตรท เป�นตน 

       การทําความสะอาดดวยสารฆ�าเชื้อ จะนิยมใชกับเยื่อกรองท่ีไม�ทนความรอนซ่ึงไม�สามารถฆ�า
เชื้อไดดวยความรอนหรือไอน้ํา สารท่ีนิยมใชไดแก� สารไฮโปคลอไรด$ 
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2.6.3 ค,าการกักกันสารของเย่ือกรอง 
ค�าการกักกันสารของเยื่อกรองจะแสดงในรูปของเปอร$เซนต$รีเจคชั่น (%Rejection) โดยหาจาก

ความสัมพันธ$ของความเขมขนของสารท่ีถูกกักไวดวยเยื่อกรองเทียบกับความเขมขนของสารละลายท่ีป�อนเขา
ระบบ 

2.7 ถังปฏิกรณ�ชีวภาพเย่ือกรอง (Membrane Bioreactor; MBR)  
เป�นระบบท่ีรวมเอาการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพซ่ึงเกิดข้ึนในถังปฏิกรณ$ โดยอาศัยสารชีวภาพ เช�น 

จุลินทรีย$ เอนไซม$ เซลล$พืช หรือเซลล$สัตว$ มาใชร�วมกับการแยกสารดวยเยื่อกรอง เม่ือระบบมีการ
เปลี่ยนแปลงเกิดผลิตภัณฑ$ข้ึน ขนาดท่ีแตกต�างระหว�างสารชีวภาพ สารต้ังตนและผลิตภัณฑ$จะถูกกักและถูก
แยกออกดวยเยื่อกรองโดยอาศัยแรงดันขับเคลื่อน (Lopez et al., 2002; Thomas and Murrer, 2001) 
สารชีวภาพท่ีถูกกักสามารถถูกนํากลับมาใชในระบบไดอีกครั้ง สารชีวภาพท่ีแขวนลอยในถังปฏิกรณ$บางส�วน
ถูกดูดซึมท่ีผิวเยื่อกรอง หรืออาจจับกับพ้ืนผิวของเยื่อกรองดวยแรงวันเดอวาลส$ พันธะไอออนิก หรือพันธะโค
วาเลนต$  

2.7.1 รูปแบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเย่ือกรอง 
การใชงานถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองโดยท่ัวไปมี 2 รูปแบบ คือ แบบท่ี 1 ชุดเยื่อกรองจะถูกต�อเขากับ

ถังปฏิกรณ$ชีวภาพภายนอก (รูปท่ี 2.2 (ก)) แบบท่ี 2 เป�นถังปฏิกรณ$ชีวภาพท่ีเยื่อกรองถูกรวมไวในถังปฏิกรณ$ 
หรืออาจเรียกว�าถังปฏิกรณ$ชีวภาพแบบจมตัว (รูปท่ี 2.2 (ข))   

 
 

รูปท่ี 2.2 รูปแบบของถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง (ก) ถังปฏิกรณ$ชีวภาพเชื่อมต�อกับชุดเยื่อกรอง (ข) ถัง
ปฏิกรณ$ชีวภาพท่ีมีเยือกรองแบบจมตัว 
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2.7.2 ป�จจัยท่ีส,งต,อการทํางานของถังปฏิกรณ�ชีวภาพเย่ือกรอง  
ป�จจัยท่ีมีผลต�อการทํางานของถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง เช�น อุณหภูมิ เม่ืออุณหภูมิเพ่ิมข้ึนจะทําให

ความหนืดของสารลดลง ทําใหสารสามารถไหลผ�านเยื่อกรองไดง�ายข้ึน ฟลักซ$ของเพอร$มิเอทจะสูงข้ึน 3-4 % 
ทุกๆ 1 องศา แต�อุณหภูมิท่ีสูงข้ึนอาจส�งผลต�อการทํางานของสารชีวภาพในระบบได (Dina Afonso et al., 
2004) ความเขมขนของสารสูง สามารถส�งผลต�อการทํางานของระบบเช�นกัน สารหรืออนุภาคจะถูกสะสมใกล
ผิวหนาของเยื่อกรอง เกิดปรากฎการณ$ concentration polarization ทําใหความเขมขนของสารท่ีผิวหนาสูง
กว�าค�าเฉลี่ยของสารนั้นในระบบหลายเท�า เป�นผลใหฟลักซ$ลดลง ค�าพีเอชและความแรงของประจุ จะส�งผลต�อ
โครงสรางของสารชีวภาพโดยเฉพาะเอนไซม$ เช�นเอนไซม$ไลโซซามแสดงประจุบวกท่ีค�าพีเอชตํ่า เม่ือเพ่ิมพีเอช
ทําใหประจุบวกของไลโซซามลดลง ส�งผลให repulsion effect ลดลง ค�าฟลักซ$เพ่ิมข้ึน แต�ถาพีเอชตํ่าไล
โซซามจะแสดงประจุบวกเพ่ิมข้ึนเกิดแรงกระทําระหว�างเอนไซม$กับพ้ืนผิวของเยื่อกรองท่ีเป�นประจุลบ เอนไซม$
จะถูกดูดซึมท่ีผิวหนาเยื่อกรอง ทําใหเกิดการอุดตันข้ึน (Muller et al., 2003) การเพ่ิมแรงดันในการดําเนิน
ระบบมากเกินไปจะทําใหโครงสรางและอนุภาคสารต�างๆท่ีสะสมบริเวณผิวหนาเยื่อกรองอัดตัวกันแน�น จนทํา
ใหค�าฟลักซ$ลดลง นอกจากนี้ป�ญหาการอุดตันของเยื่อกรองก็เป�นป�จจัยสําคัญส�งผลต�อการทํางานของระบบ
เช�นกัน 

การอุดตันของเยื่อกรอง เกิดจากการสะสมของสารหรืออนุภาคบนพ้ืนผิวหรือรูช�องว�างของเยื่อกรอง ทํา
ใหอัตราการซึมผ�านลดลง ประสิทธิภาพการทํางานของเยื่อกรองลดลง ตองใชแรงดันขับเคลื่อนสารสูงข้ึน 
ป�จจัยท่ีส�งผลต�อการอุดตัน ไดแก� คุณลักษณะของสารท่ีเขาระบบ (เช�น ความเขมขน โครงสรางโมเลกุล และ
ชนิดของสาร) ชนิดของเยื่อกรอง วัสดุท่ีใชทําเยื่อกรอง ลักษณะการดําเนินและควบคุมระบบ กลไกการอุดตัน
สามารถจําแนกได 3 กรณี คือ (Belfort et al., 1994) 1. การอุดตันท่ีเกิดจากชั้นเจลหรือเคกบนผิวเยื่อกรอง 
(Gel/Cake formation model) เกิดจากขนาดของสารหรืออนุภาคมีขนาดใหญ�กว�ารูของเยื่อกรอง ทําให
ความเขมขนของสารถูกสะสมมากข้ึนและเกิดชั้นเจลข้ึนบริเวณผิวหนาเยื่อกรอง 2. การอุดตันท่ีเกิดจากการดูด
ซึมของสารหรืออนุภาคบนผิวหรือรูของเยื่อกรอง โดยขนาดของอนุภาคจะเล็กกว�าขนาดของรูเยื่อกรอง 3. การ
อุดตันท่ีเกิดจากโมเลกุลของสารมีขนาดใกลเคียงหรือเท�ากับขนาดรูของเยื่อกรอง (Intermediate blocking 
model) ทําใหเกิดการอุดตันระหว�างช�องรูของเยื่อกรอง (รูปท่ี 2.3) การลดการอุดตันของเยื่อกรองทําไดโดย
เลือกสภาวะการดําเนินระบบท่ีเหมาะสม เช�น แรงดันท่ีใชขับเคลื่อน รูปแบบของเยื่อกรองท่ีใช อุณหภูมิในการ
ดําเนินระบบ การปรับเปลี่ยนปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนระหว�างตัวถูกละลายดวยกัน และระหว�างตัวถูกละลายกับเยื่อ
กรอง (Howell et al., 1999) 



15 
 

    

รูปท่ี 2.3 รูปแบบการอุดตันท่ีเกิดข้ึนกับเยื่อกรอง (Belfort et al., 1994) 

2.7.3 การประยุกต�ใช.งานระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเย่ือกรอง  
ถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองถูกนํามาประยุกต$ใชหลายดาน ไดแก� อุตสาหกรรมอาหาร สําหรับผลิตมอล

โตสไซรัปจากแป�งมันสัมปะหลังดวยเอนไซม$ maltogenase (Gaouar et al., 1998) การใช 
polygalacturonase ย�อยสลายเพคติน (Belafi-Bako et al., 2007) อุตสาหกรรมการผลิตยาเพ่ือผลิต 6-
aminopenicillanic acid และ phenylacetic acid (Bryjak et al., 1996) การนําไปใชร�วมกับระบบบําบัด
น้ําเสีย เช�น การนําตะกอนสลัดจ$มาบําบัดฟ|นอลในน้ําเสีย จากการศึกษาไม�พบฟ|นอลอยู�เลยในเพอร$มิเอทท่ีอ
อกจากระบบ (Barrios-Martinez et al., 2006) การบําบัดน้ํามันเชื้อเพลิงท่ีปนเป89อนในน้ําไดถึง 99.9% โดย
ใชระยะเวลาเก็บกัก 13.3 ชั่วโมง (Scholz and Fuchs, 2000) การบําบัดน้ําท่ีมีการปนเป89อนของสารประกอบ
ทางยา เช�น ibuprofen, ketoprofen, mefenamic acid และ naproxen ดวยถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง
แบบจมตัว (Kimura et al., 2005) 
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บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการทดลอง 

 
3.1 เครื่องมือและอุปกรณ�ท่ีใช.ในการทดลอง 

3.1.1 เครื่องแก.ว  
        - ขวดปรับปริมาตร (Volumetric Flask) 
        - หลอดทดลอง (Test tube) 
        - ขวดรูปชมพู� (Flask) 
        - กระบอกตวง (Cylinder) 
        - ปKเปต (Pipette) 
        - จานเพาะเชื้อ (Petridish) 
        - แท�งแกวคนสาร 
        - กระบอกตวง (Cylinder) 
        - บีกเกอร$ ขนาด 50, 100, 250, 500 ml 

3.1.2 เครื่องมือ 
- Spectrophotometer  (Themo Genesys 20 Vis Spectrophotometer, USA) 
- Water bath (Julabo SW23, USA) 
- ตูแช�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ�น HF 201 SR SONGSERM เดนมาร$ก 
- ตูแช�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส LG รุ�น GN-S392QVC อินโดนีเซีย 
- Laminar air flow Faster BHA 48 อิตาลี 
- เครื่อง Vortex รุ�น G560E Scientific Industries USA 
- เครื่อง Incubatorรุ�น 9010-0088 BINDER เยอรมัน 
- เครื่อง Sonicate (Branson Ultrasonics CORPORATION, CT 06813,USA) 
- Cuvette plastic 
- Autopipette range (0.5-10, 10-100, 20-200, 100-1000 ul) (Nichiroryo Le, USA) 
- Pipette tip size (10, 200, 1000 µl)  
- หมอนึ่งความดัน (Autoclave) รุ�น ES-315 Tomy JAPAN 
- เครื่องป��นเหวี่ยง (Centrifuge) รุ�น 39812079 JAPAN 
- เครื่องเขย�า (Shaker) innova 2100 USA 
- เครื่องชั่งทศนิยม 3 ตําแหน�ง ELECTRONIC BALANCE (Thailand) 
- เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหน�ง DGX-4000 (JAPAN) 

3.1.3 อ่ืนๆ 
      - เชื้อเห็ดบด Lentinus polychrous (ฟาร$มเห็ดรุจิรา จังหวัดกาฬสินธุ$) 
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      - แกลบ 
      - รําละเอียด 
      - Sterile centrifuge tube size 15, 50 ml (Biologix, USA) 
      - ตะเกียงแอลกอฮอล$ 
      - ลูป (Loop) 
      - ชอนตักสาร 
      - ตะแกรงลวด 
       - Centrifuge tube ขนาด 15 ml 
       - เพลทพลาสติกสําหรับเลี้ยงเชื้อ 
       - ลูกยาง 
       - สําลี  
       - ฟอยด$  
       - Magnetic bar 
       - กระดาษกรอง Whatman เบอร$ 1 
       - ถุงมือ 
       - ผาขาวบาง 
3.1.4 สารเคมี 
      - น้ํากลั่น 
      - อาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (BD DifcoTM USA) 
      - Phosphoric acid (H3PO4) (Sigma-Aldrich, USA) 
      - Tris(hydroxymethyl)aminomethane (C4H11NO3) (Sigma-Aldrich, USA) 
      - Bovine Serum Albumin (BSA) 
      - Absolute ethanol 
      - Coomassie brilliant blue G250 (Thermo Scientific, USA) 
      - Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4) (Sigma-Aldrich, USA) 
      - Sodium acetate (C2H3NaO2) (Sigma-Aldrich, USA) 
      - Sodium hydroxide 
      - Sodium azide  
      - Citric acid (C6H8O7) (Sigma-Aldrich, USA) 
      - 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (Sigma-Aldrich, USA) 
      - Indigo carmine (Acros organics, Fisher Scientific, USA) 
      - Reactive Orange 16 (Sigma-Aldrich, USA) 
      - Reactive Green 19 (Sigma-Aldrich, USA) 
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      - Acid Green 27 (Sigma-Aldrich, USA) 
      - Acid blue 80 (Sigma-Aldrich, USA) 
      - Alizarin red (Sigma-Aldrich, USA)  
      - Direct Blue 71 (Sigma-Aldrich, USA) 
3.1.5 เย่ือกรองอัลตราฟ̀วเตรช่ัน (Ultrafiltration membrane) 
เยื่อกรองอัลตราฟKวเตรชั่นท่ีใชในการศึกษาเป�นรุ�น MiniKros®Sampler Filter Modules (Part No. 

S02-S010-05-P) ของบริษัท SPECTRUM LABS ประเทศสหรัฐอเมริกา แผ�นเยื่อกรองทําจากโพลีซัลโฟน 
(Polysulphone) พ้ืนท่ีหนาตัด 1000 ลูกบาศก$เซนติเมตร ขนาดคัดกรองน้ําหนักโมเลกุล (molecular 
weight cut – off (MWCO)) 10 กิโลดาลตัน (kDa) ลักษณะโมดูลเป�นแบบเสนใยกลวง (Hollow fiber 
membrane) ดังแสดงในรูปท่ี 3.1 

 

 

 

รูปท่ี 3.1 เยื่อกรองอัลตราฟKวเตรชั่นรุ�น MiniKros®Sampler Filter Modules 

3.2 เช้ือเห็ด 
เชื้อเห็ดท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้คือ Lentinus polychrous Lev.  หรือเรียกว�าเห็ดบด หรือเห็ดกระดาง 

โดยไดรับความอนุเคราะห$เชื้อเห็ดจากฟาร$มเห็ดรุจิรา จังหวัดกาฬสินธุ$ โดยทําการเก็บรักษาและเพาะเลี้ยงเชื้อ
ในอาหารแข็งดวยเทคนิคปลอดเชื้อดังต�อไปนี้ 

3.2.1 การเก็บรักษาเช้ือเห็ดบด (Preservation of Lentinus polychrous Lev.) 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) ลงบนจานเพาะเชื้อ ตัดเชื้อเห็ดบดใหไดขนาด

กวางยาวประมาณ 0.5x0.5 เซนติเมตร ใชเข็มเข่ียเชื้อเห็ดบดลงบนอาหาร PDA ดวยเทคนิคปลอดเชื้อ บ�มไวท่ี
อุณหภูมิหองในท่ีมืด เป�นเวลา 14 วัน จากนั้นใชพาราฟKนหุม เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการ
ถ�ายเชื้อลงในอาหารใหม�ทุกๆ 4 สัปดาห$ ดังรูปท่ี 3.2 
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รูปท่ี 3.2 ลักษณะการเจริญของเชื้อเห็ดบดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA  

3.2.2 การเพาะเล้ียงเช้ือเห็ดบด (Cultivation of Lentinus polychrous Lev.) 
เตรียมอาหารแข็งสําหรับการเพาะเลี้ยงโดยผสมแกลบกับรําในอัตราส�วน 1:2 โดยน้ําหนัก บรรจุลงใน

ขวดแกวเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อขนาด 250 มิลลิลิตร แลวทําการเติมน้ํา 60% (v/w) ผสมใหเขากัน แลวนํามาผ�าน
การฆ�าเชื้อดวยเครื่องนึ่งความดันไอน้ํา อุณหภูมิ 1210C เป�นเวลา 15 นาที ต้ังท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง ถ�าย
เชื้อเห็ดบดท่ีเจริญบน PDA ขนาด 0.5x0.5 ซม. ลงบนอาหารแข็งดวยเทคนิคปลอดเชื้อ นําไปเพาะเลี้ยงท่ี
อุณหภูมิหอง ในท่ีมืด เป�นเวลา 14 วัน จะไดอาหารแข็งท่ีมีเชื้อเห็ดเจริญ 

 
3.3 การเตรียมเอนไซม�แลคเคสหยาบ (Preparation of crude enzyme) 

เอนไซม$แลคเคสหยาบถูกเตรียมตามวิธีของ Sarnthima และคณะ (Sarnthima et al., 2009) โดยนํา
เชื้อเห็ดบดท่ีเจริญบนอาหารแข็ง 14 วัน มาเติมน้ํากลั่น ดวยอัตราส�วน น้ํากลั่น 3 มิลลิลิตรต�ออาหารเลี้ยงเชื้อ 
1 กรัม นํามากวนบนเครื่องกวนแบบแม�เหล็กเป�นเวลา 45 นาที กรองกากอาหารเลี้ยงเชื้อออกโดยใชผาขาว
บาง นําสารละลายท่ีผ�านการกรองมาป��นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6000 รอบต�อนาที เป�นเวลา 10 นาที นําส�วน
ตะกอนท้ิงไป และส�วนท่ีเป�นสารละลายจะเรียกว�าเอนไซม$หยาบ นําเอนไซม$หยาบท่ีสกัดไดไปใชในการทดลอง
ต�อไป 
 
3.4 การเตรียมสีย.อม 

ทําการละลายสียอม Acid blue 80, Reactive Green 19, Reactive Orange 16, Indigo carmine, 
Acid Green 27, Alizarin Red และ Direct Blue 71 โดยทําการชั่งน้ําหนักสียอม 0.1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น
ปริมาตร 50 ml ผสมใหเป�นเนื้อเดียวกัน แลวทําการวัดค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นท่ีเหมาะสมร�วมกับ
การเจือจางสียอมในกรณีท่ีค�าการดูดกลืนแสงมากกว�า 1  โดยการวัด Acid blue 80 ท่ีความยาวคลื่น 626 
nm   สี Reactive Green 19 ท่ีความยาวคลื่น 630 nm สี Reactive Orange 16 ท่ีความยาวคลื่น 420 nm 
สี Indigo carmine ท่ีความยาวคลื่น 650 nm สี Acid Green 27 ท่ีความยาวคลื่น 605 nm สี Alizarin Red 
ท่ีความยาวคลื่น 423 nm และ สี Direct Blue 71 ท่ีความยาวคลื่น 594 nm 
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Crude extracts from residual 
compost of L. polychrous  

Cultivation of  
Lentinus polychrous Lev. 

 

Membrane bioreactor (MBR) 

- System design and set-up 

- Test operating system with distilled water, dye solution (%rejection, permeate flux) 

- Stability of laccase in MBR (residual activity with operating time) 

- Experiment on performance of laccase in MBR  

  (dye removal, enzyme activity in both retentate and permeate, permeate flux) 

Laccase 
concentrations 

GOAL 
To study the performance of laccase and laccase-membrane bioreactor in removal of 

synthetic dyes   

Batch test 

- Experimental set-up 

Dyes 
concentrations 

pH values  Temperature 

 

Analysis 

 Dye removal and enzyme activity  

3.5 กรอบแนวคิดของโครงการวิจัย      
กรอบแนวคิดของโครงการวิจัยแสดงในรูปท่ี 3.3 โดยแบ�งการศึกษาเป�น 2 ส�วนคือ 1) การฟอกจางสี

ยอมดวยแลคเคสในชุดทดลองแบบแบทซ$เม่ือเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอนไซม$ สียอม ความเป�นกรดด�าง 
อุณหภูมิ และ 2) การฟอกจางสียอมดวยแลคเคสในชุดทดลองในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  
    
 
  
 
  
  
    
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 3.3 กรอบแนวคิดของโครงการวิจัย 
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3.6 วิธีการทดลอง      
3.6.1 การฟอกจางสีย.อมโดยเอนไซม�หยาบแลคเคสในชุดทดลองแบบแบทซ� 
นําเอนไซม$หยาบแลคเคสท่ีไดจากข้ันตอน 3.3 มาทําการวิเคราะห$กิจกรรมการทํางานของเอนไซม$หยาบ 

แลวนําเอนไซม$หยาบท่ีไดมาทําการฟอกจางสียอม Acid blue 80, Reactive Green 19, Reactive Orange 
16, Indigo carmine, Acid Green 27, Alizarin Red และ Direct Blue 71  โดยการทดสอบสภาวะท่ี
เหมาะสมในการฟอกจางสียอมดังนี้ 

3.6.1.1 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสีของเอนไซม�หยาบแลคเคสโดยการเปล่ียนแปลง
ปริมาณของสีย.อมชนิดต,างๆ  

เตรียมสารละลายเพ่ือทําปฏิกิริยาการฟอกจางสียอมชนิดต�างๆ เช�นเดียวกับในข้ันตอน 3.4 โดยการ
ปรับเปลี่ยนปริมาณของสียอม คือ Acid blue 80 ท่ีใชในการทําปฏิกิริยามีปริมาณ 5, 10, 15, 20, 25 และ 
30 µg สียอม Reactive Green 19 มีปริมาณ 10, 20, 30, 40 และ 50 µg  สียอม Reactive Orange 16 มี
ปริมาณ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 µg  สียอม Indigo carmine มีปริมาณ 20, 40, 60 และ 80 µg สียอม  
Acid Green 27 มีปริมาณ 20, 30, 40, 50 และ 60 µg สียอม Direct Blue 71 มีปริมาณ 60, 70, 80, 90 
และ 100 µg และ สียอม Alizarin Red มีปริมาณ 30, 40, 50, 60 และ 70 µg โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส 
0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ในปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร แลว
ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส แลวทําการวัดค�าการดูดแสงท่ีความยาวคลื่นของสี
ยอมชนิดต�างๆ เช�นเดียวกับข้ันตอน 3.4 โดยวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 10 นาที ในเวลา 1 ชั่วโมง ยกเวนสียอม 
Acid Green 27, Alizarin Red, Reactive Orange 16 และ Direct Blue 71 จะทําการวัดค�าการดูดกลืน
แสงทุก 1 วัน เป�นเวลา 6 วัน 

3.6.1.2 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสีของเอนไซม�หยาบแลคเคสโดยการเปล่ียนแปลง
ปริมาณของเอนไซม�หยาบแลคเคส 

เตรียมสารละลายเพ่ือทําปฏิกิริยาการฟอกจางสียอมชนิดต�างๆ เช�นเดียวกับในข้ันตอน 3.4 โดยการ
ปรับเปลี่ยนปริมาณของสียอม Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg, Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg, 
Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg, Indigo carmine ปริมาณ 80 µg, และ Acid Green 27 ปริมาณ 30 
µg, Alizarin Red ปริมาณ 50 µg และ Direct Blue 71 ปริมาณ 100 µg โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส 
0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 
ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 10 นาที เป�น
ระยะเวลา 60 นาที ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ในปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร แลวทํา
การบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส แลวทําการวัดค�าการดูดแสงท่ีความยาวคลื่นของสียอม
ชนิดต�างๆ เช�นเดียวกับข้ันตอน 3.4 โดยวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 10 นาที ในเวลา 1 ชั่วโมง ยกเวนสียอม 
Acid Green 27, Alizarin Red, Reactive Orange 16 และ Direct Blue 71 จะทําการวัดค�าการดูดกลืน
แสงทุก 1 วัน เป�นเวลา 6 วัน 
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3.6.1.3 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสีของเอนไซม�หยาบแลคเคสโดยการเปล่ียนแปลง
อุณหภูมิในช,วง 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 

เตรียมสารละลายเพ่ือทําปฏิกิริยาการฟอกจางสียอมชนิดต�างๆ ในปริมาณท่ีวัดค�าการดูดกลืนแสงได
สูงสุดและไม�เกิน 1 โดยการผสมสียอม Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg, Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg, 
Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg, Indigo carmine ปริมาณ 80 µg, และ Acid Green 27 ปริมาณ 30 
µg, Alizarin Red ปริมาณ 50 µg และ Direct Blue 71 ปริมาณ 100 µg โดยการผสมสียอมชนิดต�างๆ 
ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 และเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร  ใน
ปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร แลวทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศา
เซลเซียส แลวทําการวัดค�าการดูดแสงท่ีความยาวคลื่นของสียอม Acid blue 80 ท่ีความยาวคลื่น 626 nm สี 
Reactive Green 19 ท่ีความยาวคลื่น 630 nm และสี Indigo carmine ท่ีความยาวคลื่น 650 nm โดยวัดค�า
การดูดกลืนแสงทุก 10 นาที ในเวลา 1 ชั่วโมง สี Alizarin Red ท่ีความยาวคลื่น 423 nm Acid Green 27 ท่ี
ความยาวคลื่น 605 nm สี Reactive Orange 16 ท่ีความยาวคลื่น 420 nm และ สี Direct Blue 71 ท่ีความ
ยาวคลื่น 594 nm โดยวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 1 วัน ในระยะเวลา 6 วัน 

3.6.1.4 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสีของเอนไซม�หยาบแลคเคสโดยการเปล่ียนแปลงค,า
ความเปlนกรดด,าง (พีเอช) 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 

เตรียมสารละลายเพ่ือทําปฏิกิริยาการฟอกจางสียอมชนิดต�างๆ เช�นเดียวกับในข้ันตอน 3.4 โดยการ
เปลี่ยนชนิดของบัฟเฟอร$ คือ 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7  และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 
9  โดยการผสมสียอม Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg, Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg, Reactive 
Orange 16 ปริมาณ 80 µg, Indigo carmine ปริมาณ 80 µg, และ Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg, 
Alizarin Red ปริมาณ 50 µg และ Direct Blue 71 ปริมาณ 100 µg และเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิ
ตต�อมิลลิลิตร ในปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร แลวทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส แลว
ทําการวัดค�าการดูดแสงท่ีความยาวคลื่นของสียอมชนิดต�างๆ เช�นเดียวกับข้ันตอน 3.4 โดยวัดค�าการดูดกลืน
แสงทุก 10 นาที ในเวลา 1 ชั่วโมง ยกเวนสียอม Acid Green 27, Alizarin Red, Reactive Orange 16 และ 
Direct Blue 71 จะทําการวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 1 วัน เป�นเวลา 6 วัน 

3.6.1.5 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสีของเอนไซม�หยาบแลคเคสโดยการเติมสารตัวกลาง 
NaN3, Na2SO4, Na2CO3 และ NaCl  

เตรียมสารละลายเพ่ือทําปฏิกิริยาการฟอกจางสียอมชนิดต�างๆ Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg, 
Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg, Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg, Indigo carmine ปริมาณ 80 
µg, และ Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg, Alizarin Red ปริมาณ 50 µg และ Direct Blue 71 ปริมาณ 100 
µg เช�นเดียวกับในข้ันตอน 3.5 และเติมสารตัวกลาง NaN3, Na2SO4, Na2CO3 และ NaCl ปริมาณ 5, 10, 15 
และ 20 µmole/reaction โดยการผสมสียอมชนิดต�างๆ ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 
และเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร แลวทําการบ�มสารละลายท่ี
สภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส แลวทําการวัดค�าการดูดแสงท่ีความยาวคลื่นของสียอมเช�นเดียวกับข้ันตอน 
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3.4 โดยวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 10 นาที ในเวลา 1 ชั่วโมง ยกเวนสียอม Acid Green 27, Alizarin Red, 
Reactive Orange 16 และ Direct Blue 71 จะทําการวัดค�าการดูดกลืนแสงทุก 1 วัน เป�นเวลา 6 วัน 

 
3.6.2 การฟอกจางสีย.อมโดยเอนไซม�หยาบแลคเคสในระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเย่ือกรอง 

3.6.2.1 การติดตั้ง ทดสอบระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเย่ือกรอง และล.างทําความสะอาด 
ระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ถูกแสดงดังรูปท่ี 3.4 ซ่ึงประกอบไปดวยถัง

ป�อนสาร (Feed tank) ถังปฏิกิริยา (Reaction tank) ถังเก็บสารจากเพอมิเอท (Permeate tank) ป��ม และ
เยื่อกรองอัลตราฟKวเตรชั่นรุ�น MiniKros®Sampler Filter Modules (Part No. S02-S010-05-P) (รูปท่ี 3.1) 
การทํางานของระบบดังกล�าวเริ่มจากสารละลายสียอมและเอนไซม$ถูกเติมลงในถังปฏิกิริยาในอัตราส�วน 1:1 
จากนั้นสารละลายจะถูกป��มส�งผ�านไปยังเยื่อกรองอัลตราฟKวเตรชั่นดวยอัตราการไหล 300 มิลลิลิตรต�อนาที ใน
ขณะเดียวกันสารละลายสียอมใหม�ท่ีบรรจุอยู�ในถังป�อนสารจะไหลเขาสู�ถังปฏิกิริยา สําหรับสารละลายท่ีถูก
ส�งไปยังเยื่อกรองอัลตราฟKวเตรชั่นจะถูกแบ�งเป�นสารละลายท่ีสามารถผ�านเยื่อกรองได เรียกสารละลายส�วนนี้
ว�าเพอมิเอท (Permeate) ส�วนสารละลายท่ีไม�ผ�านเยื่อกรองเรียกว�า รีเทนเทจ (Retentate) จะไหลกลับสู�ถัง
ปฏิกิริยาและจะวนเขาสู�ระบบอีกครั้ง ทําการเก็บตัวอย�างสารละลายท่ีเขาและออกจากระบบ โดยในการศึกษา
นี้สารละลายสียอมจะถูกป�อนเขาสู�ถังปฏิกิริยาดวยอัตราการไหลท่ีเท�ากับอัตราการไหลของเพอมิเอท ทําให
ปริมาตรของสารในถังปฏิกิริยาถูกควบคุมใหคงท่ี สําหรับการทดสอบการทํางานของระบบหลังติดต้ังชุด
อุปกรณ$ จะเดินระบบดวยน้ําปราศจากไอออนเป�นเวลา 30 นาที วัดอัตราการไหลเม่ือเปลี่ยนแปลงความดันใน
การดําเนินระบบ   

หลังการใชงานทุกครั้งเยื่อกรองจะถูกนํามาลางดวยน้ําปราศจากไอออนเป�นเวลา 30 นาที จากนั้น
ลางดวยโซเดียมไฮดรอกไซด$ 0.01 โมลต�อลิตร โดยสารเคมีดังกล�าวถูกนํามาวนลางในระบบเป�นเวลา 30 นาที 
แลวลางดวยน้ําปราศจากไอออน จากนั้นลางดวยกรดซิตริก 0.01 โมลต�อลิตร วนลางในระบบเป�นเวลา 30 
นาที แลวลางดวยน้ําปราศจากไอออนอีกครั้ง ทดสอบค�าฟลักซ$ของน้ําหลังการลางเปรียบเทียบกับฟลักซ$ก�อน
ใชงาน 
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รูปท่ี 3.4 การติดต้ังระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง 

 

3.6.2.2 การกักเอนไซม�ในระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเย่ือกรอง 
เอนไซม$หยาบแลคเคสถูกเติมลงในถังปฏิกิริยาและถูกป��มผ�านเยื่อกรองอัลตราฟKวเตรชั่นดวยอัตรา

การไหล 300 มิลลิลิตรต�อนาที สารละลายท่ีไม�ผ�านเยื่อกรองจะถูกนํามาวนกลับเขาถังปฏิกิริยาดังเดิม ใน
ขณะเดียวกันสารละลายบัฟเฟอร$จากถังป�อนสารจะไหลเขาสู�ถังปฏิกิริยาดวยอัตราการไหลท่ีเท�ากับอัตราการ
ไหลของเพอมิเอททําใหปริมาตรของสารในถังปฏิกิริยาถูกควบคุมใหคงท่ี ทําการเดินระบบเป�นเวลา 240 นาที 
เก็บตัวอย�างของสารละลายท้ังในส�วนของเพอมิเอทและท่ีอยู�ในถังปฏิกิริยาท่ีเวลาต�างๆ มาวิเคราะห$ค�ากิจกรรม
การทํางานของเอนไซม$และปริมาณโปรตีน 

3.6.2.3 การทดสอบความเข.มข.นเอนไซม�แลคเคสต,อการกําจัดสีย.อม Acid blue 80 ในระบบ
ถังปฏิกรณ� 

ทําการศึกษาความเขมขนของเอนไซม$ต�อการกําจัดสียอมในระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง โดย
เตรียมสารละลายสียอมท่ีความเขมขน 30 มิลลิกรัมต�อลิตร ปรับสภาพความเป�นกรดด�างของสารละลายสียอม
เท�ากับ 7 เติมเอนไซม$หยาบแลคเคสท่ีความเขมขน 0.013, 0.025, 0.063 และ 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร  
ตามลําดับ ลงในถังปฏิกิริยาในอัตราส�วนเอนไซม$ต�อสียอมคงท่ีคือ 1:1 (ปริมาตร:ปริมาตร) และเติมสารสียอม
ลงในถังป�อนสารเขาสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อนสารตัวอย�างเขาสู�ระบบอย�างต�อเนื่อง ปรับอัตราการไหลของระบบท่ี 
300 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการทดสอบเก็บสารละลายส�วนเพอมิเอทมาวิเคราะห$หาความเขมขนของสียอม
และปริมาณโปรตีน พรอมบันทึกอัตราการไหลของเพอมิเอทเพ่ือนํามาวิเคราะห$ค�าเพอมิเอทฟลักซ$ทุก 30 นาที 
ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 
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3.6.2.4 การทดสอบความเข.มข.นของสีย.อมต,อการกําจัดสีย.อม Acid blue 80 ในระบบถัง
ปฏิกรณ� 

ทําการศึกษาผลความเขมขนของสียอมต�อการกําจัดสียอมในระบบถังปฏิกรณ$เยื่อกรองโดยเตรียม
สารละลายสียอมท่ีความเขมขน 10, 20, 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมต�อลิตร ตามลําดับ ปรับสภาพความเป�น
กรดด�างของสารละลายสียอมเท�ากับ 7 พรอมเติมลงในถังปฏิกิริยาและถังป�อนสารเขาสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อนสาร
ตัวอย�างเขาสู�ระบบอย�างต�อเนื่อง ปรับอัตราการไหลของระบบ 300 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการทดสอบและ
เก็บสารละลายส�วนเพอมิเอทมาวิเคราะห$หาความเขมขนของสียอม พรอมบันทึกอัตราการไหลของเพอมิเอท
เพ่ือนํามาวิเคราะห$ค�าเพอมิเอทฟลักซ$ ทุก 30 นาที ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 

สําหรับการศึกษาความเขมขนของสียอมต�อการกําจัดสียอมในระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง ทํา
การทดลองโดยเตรียมสารละลายสียอมท่ีความเขมขน 10, 20, 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมต�อลิตร ตามลําดับ 
ปรับสภาพความเป�นกรดด�างของสารละลายสียอมเท�ากับ 7 เติมเอนไซม$หยาบแลคเคสลงในถังปฏิกิริยาใน
อัตราส�วนเอนไซม$ต�อสียอม 1:1 (ปริมาตร:ปริมาตร) และเติมสารสียอมลงในถังป�อนสารเขาสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อน
สารตัวอย�างเขาสู�ระบบอย�างต�อเนื่อง ปรับอัตราการไหลของระบบท่ี 300 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการทดสอบ
เก็บสารละลายส�วนเพอมิเอทมาวิเคราะห$หาความเขมขนของสียอมและปริมาณโปรตีน พรอมบันทึกอัตราการ
ไหลของเพอมิเอทเพ่ือนํามาวิเคราะห$ค�าเพอมิเอทฟลักซ$ทุก 30 นาที ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 

3.6.2.5 การทดสอบความเปlนกรดด,างของสีย.อมต,อการกําจัดสีย.อม Acid blue 80 ในระบบถัง
ปฏิกรณ� 

ทําการศึกษาผลความเป�นกรดด�างต�อการกําจัดสียอมในระบบถังปฏิกรณ$เยื่อกรองโดยเตรียม
สารละลายสียอมความเขมขน 30 มิลลิกรัมต�อลิตร เปลี่ยนแปลงสภาพความเป�นกรดด�างท่ี 4, 5, 6, 7, และ 8 
ตามลําดับ พรอมเติมลงในถังปฏิกิริยาและถังป�อนสารเขาสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อนสารตัวอย�างเขาสู�ระบบอย�าง
ต�อเนื่อง ปรับอัตราการไหลของระบบ 300 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการทดสอบและเก็บสารละลายส�วนเพอมิ
เอทมาวิเคราะห$หาความเขมขนของสียอม พรอมบันทึกอัตราการไหลของเพอมิเอทเพ่ือนํามาวิเคราะห$ค�าเพอมิ
เอทฟลักซ$ ทุก 30 นาที ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 

สําหรับการศึกษาความเป�นกรดด�างต�อการกําจัดสียอมในระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง ทําการ
ทดลองโดยเตรียมสารละลายสียอมความเขมขน 30 มิลลิกรัมต�อลิตร เปลี่ยนแปลงสภาพความเป�นกรดด�างท่ี 
4, 5, 6, 7 และ 8 ตามลําดับ เติมเอนไซม$หยาบแลคเคสลงในถังปฏิกิริยาในอัตราส�วนเอนไซม$ต�อสียอม 1:1 
(ปริมาตร:ปริมาตร) และเติมสารสียอมลงในถังป�อนสารเขาสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อนสารตัวอย�างเขาสู�ระบบอย�าง
ต�อเนื่อง ปรับอัตราการไหลของระบบท่ี 300 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการทดสอบเก็บสารละลายส�วนเพอมิเอ
ทมาวิเคราะห$หาความเขมขนของสียอมและปริมาณโปรตีน พรอมบันทึกอัตราการไหลของเพอมิเอทเพ่ือนํามา
วิเคราะห$ค�าเพอมิเอทฟลักซ$ทุก 30 นาที ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 

 
 



26 
 

3.6.2.6 การทดสอบอัตราการไหลของสารต,อการกําจัดสีย.อม Acid blue 80 ในระบบถัง
ปฏิกรณ� 

ทําการศึกษาผลของอัตราการไหลต�อการกําจัดสียอมในระบบถังปฏิกรณ$เยื่อกรองโดยเตรียม
สารละลายสียอมความเขมขน 30 มิลลิกรัมต�อลิตร ปรับสภาพความเป�นกรดด�างเท�ากับ 7 เติมลงในถัง
ปฏิกิริยาและถังป�อนสารเขาสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อนสารตัวอย�างเขาสู�ระบบอย�างต�อเนื่อง เปลี่ยนแปลงอัตราการ
ไหลของระบบท่ี 300, 400, 500, 600 และ 700 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการทดสอบและเก็บสารละลายส�วน
เพอมิเอทมาวิเคราะห$หาความเขมขนของสียอม พรอมบันทึกอัตราการไหลของเพอมิเอทเพ่ือนํามาวิเคราะห$ค�า
เพอมิเอทฟลักซ$ ทุก 30 นาที ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 

สําหรับการศึกษาผลของอัตราการไหลต�อการกําจัดสียอมในระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง ทํา
การทดลองโดยเตรียมสารละลายสียอมความเขมขน 30 มิลลิกรัมต�อลิตร ปรับสภาพความเป�นกรดด�างเท�ากับ 
7 เติมลงในถังปฏิกิริยา เติมเอนไซม$หยาบแลคเคสลงในถังปฏิกิริยาในอัตราส�วนเอนไซม$ต�อสียอม 1:1 
(ปริมาตร:ปริมาตร) และเติมสารสียอมลงในถังป�อนสารเขาสู�ระบบ ซ่ึงจะป�อนสารตัวอย�างเขาสู�ระบบอย�าง
ต�อเนื่อง เปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของระบบท่ี 300, 400, 500, 600 และ 700 มิลลิลิตรต�อนาที ดําเนินการ
ทดสอบเก็บสารละลายส�วนเพอมิเอทมาวิเคราะห$หาความเขมขนของสียอมและปริมาณโปรตีน พรอมบันทึก
อัตราการไหลของเพอมิเอทเพ่ือนํามาวิเคราะห$ค�าเพอมิเอทฟลักซ$ทุก 30 นาที ต้ังแต�เวลาท่ี 0-240 นาที 

 
3.7 การวิเคราะห�ผลการศึกษา 

3.7.1 การวิเคราะห�กิจกรรมการทํางานของเอนไซม�แลคเคส 
ทดสอบโดยวัดการออกซิไดซ$ของ ABTS ตามวิธีวิเคราะห$ท่ีอธิบายโดย Khammuang and Sarnthima 

(Khammuang and Sarnthima, 2007) โดยเติมเอนไซม$ตัวอย�าง (50 µl) ลงใน 0.1  M โซเดียมอะซิเตท
บัฟเฟอร$ (940 µl) pH 4.5 และสารละลาย 10 mM ABTS (10 µl) เขย�าใหเขากันแลวนําไปแช�ในอ�างควบคุม
อุณหภูมิ 32  0C เป�นเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาดวย 80% w/v  TCA (50 µl) นําไปตรวจวัดค�าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคลื่น 420 nm กําหนดใหหนึ่งหน�วยเอนไซม$เท�ากับปริมาณเอนไซม$ท่ีออกซิไดซ$ ABTS ได 1  ไม
โครโมลต�อนาที ภายใตสภาวะท่ีกําหนด (Molar extinction of ABTS at 420 nm = 3.6x104 M-1cm-1) 
สําหรับการคํานวณค�ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ (Enzyme Activity) ซ่ึงมีหน�วยเป�นยูนิตต�อมิลลิลิตร 
แสดงดังสมการท่ี 3.1         

     
     (3.1)

    
เม่ือ A420 =  ค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร  
  D    =  Dilution factor 
  ε    =  ค�าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร เท�ากับ 3.6x104  

V    =  ปริมาตรของเอนไซม$ท่ีใชทําปฏิกิริยา (มิลลิลิตร) 

)(V)(t)(

)(D))(0.001x10(A
(U/ml)Activity  Enzyme

6
420

ε
=
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t     =  เวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา (นาที) 
 
และค�าเปอร$เซ็นต$กิจกรรมการทํางานของเอนไซม$สัมพัทธ$ (% relative enzyme activity) สามารถ

คํานวณไดจากสมการท่ี 3.2 
  % relative enzyme activity = (Act end x100%)/ Act start            (3.2)  
 เม่ือ Act start = กิจกรรมการทํางานของเอนไซม$เริ่มตน  
  Act end = กิจกรรมการทํางานของเอนไซม$สุดทาย 
 
3.7.2 การวิเคราะห�ปริมาณโปรตีน 
ปริมาณโปรตีนถูกวิเคราะห$ตามวิธีของ Bradford (Bradford, 1976) เริ่มจากการเตรียม Bradford 

reagents โดยละลาย 50 มิลลิกรัม Coomassie brilliant blue G250 ใน 25 มิลลิลิตร 95% ethanol เติม 
85% (w/v) phosphoric acid ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น ใหมีปริมาตรรวม 500 
มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร ก�อนนําไปใชนําสารละลายดังกล�าวมากรองผ�านการกรอง Whatman No.1 
เก็บสารละลายในขวดสีชา อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ไดเป�นเวลา 4 สัปดาห$ ก�อนใชทุกครั้งตองนํามากรอง
สารท่ีตกตะกอนออกก�อน 

นําสารตัวอย�างมา 40 ไมโครลิตร เติม Bradford reagents 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวัดค�าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 595 nm และเตรียมสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) เป�น
สารละลายโปรตีนมาตรฐาน โดยเตรียมในช�วงความเขมขน 0-1000 µg/ml นําผลค�าการดูดกลืนแสงท่ีวัดไดใน
สารตัวอย�างมาเทียบกับเสนกราฟโปรตีนมาตรฐานซ่ึงแสดงในภาคผนวก ก 

3.7.3 การวิเคราะห�การฟอกจางสีด.วยเอนไซม�หยาบแลคเคสในชุดทดลองแบบแบทซ� 
การฟอกจางสียอมโดยเอนไซม$หยาบแลคเคสในข้ันตอน 3.6.1 ไดทําการทดลองสามซํ้า และนําค�าเฉลี่ย 

รวมท้ังค�าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (ไม�ไดแสดงไวในผลการวิเคราะห$) มาทําการวิเคราะห$เพ่ือคํานวณเปอร$เซ็นต$การ
ฟอกจางสียอมและวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$หยาบแลคเคสในการฟอกจางสียอมชนิดต�างๆ แลว
หาความสัมพันธ$กับระยะเวลาการฟอกจางสี โดยใชค�าการดูดกลืนแสงความยาวคลื่นท่ีเหมาะสมของสียอม
ชนิดต�างๆ ไดดังนี้ Acid blue 80, Reactive Green 19, Reactive Orange 16, Indigo carmine, Acid 
Green 27, Alizarin Red และ Direct Blue 71 โดยการใชค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นท่ีเหมาะสม
ของสียอมชนิดต�างๆ ผลการวิเคราะห$ความเขมขนของสียอมโดยใชหลักการวัดค�าดูดกลืนแสงดวยเครื่อง 
Spectrophotometer สําหรับการคํานวณเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสียอม (%decolorization) แสดงดัง
สมการท่ี 3.3 

                  % decolorization = ((OD start – OD end) x100%)/OD start                       (3.3) 

เม่ือ OD start = ค�าการดูดกลืนแสงของสียอมเริ่มตน  
  OD end  = ค�าการดูดกลืนแสงของสียอมสุดทาย 
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3.7.4การวิเคราะห�การฟอกจางสีด.วยเอนไซม�หยาบแลคเคสในชุดทดลองระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพ

เย่ือกรอง 
การศึกษาการฟอกจางสียอมดวยเอนไซม$หยาบแลคเคสถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองจะพิจารณาจากค�า

การกําจัดสียอมท่ีเกิดจากเอนไซม$แลคเคสร�วมกับระบบถังปฏิกรณ$เยื่อกรอง ค�าการรั่วไหลของเอนไซม$ออกจาก
ถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง และเพอมิเอทฟลักซ$ โดยสามารถคํานวณไดดังนี้ 

การกําจัดสียอมท่ีเกิดจากเอนไซม$แลคเคสร�วมกับระบบถังปฏิกรณ$เยื่อกรอง จะคํานวณอยู�ในรูปของ
เปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอม (% removal of dye) ซ่ึงแสดงดังสมการท่ี 3.4 

 
                     % removal of dye = ((OD start – OD permeate) x100%)/OD start                      (3.4) 

 
เม่ือ OD start      = ค�าการดูดกลืนแสงของสียอมเริ่มตน 

OD permeate = ค�าการดูดกลืนแสงของสียอมในเพอมิเอท  
 

ค�าการรั่วไหลของเอนไซม$ออกจากถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองจะวิเคราะห$ในรูปของเปอร$เซ็นต$กิจกรรม
การทํางานของแลคเคสท่ีตรวจวัดไดในเพอมิเอทเทียบกับปริมาณเอนไซม$ท่ีมีในระบบท้ังหมด  ซ่ึงแสดงดัง
สมการท่ี 3.5 

        การรั่วไหลของเอนไซม$ (%)  = (Act permeate x100%)/ Act start            (3.5)  
 
เม่ือ Act start       = กิจกรรมการทํางานของเอนไซม$เริ่มตน  
  Act permeate = กิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ในเพอมิเอท 

 
เพอมิเอทฟลักซ$ (permeate flux) มีหน�วยเป�นลิตรต�อตารางเมตรต�อชั่วโมง ซ่ึงคํานวณไดจากอัตราการ

ไหลของเพอมิเอทส�วนดวยพ้ืนท่ีหนาตัดของแผ�นเยื่อกรอง แสดงดังสมการท่ี 3.6 
 
       เพอมิเอทฟลักซ$ = อัตราการไหลเพอมิเอท/พ้ืนท่ีหนาตัดแผ�นเยื่อกรอง            (3.6) 
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บทท่ี 4 
ผลการทดลองและวิจารณ�ผลการทดลอง 

การศึกษาครั้งนี้เป�นการนําเอนไซม$แลคเคสหยาบสกัดจาก Lentinus polychrous Lev.  มาใชในการ
ฟอกจางสียอม โดยแบ�งการศึกษาเป�น 2 ส�วนใหญ�คือ 1) การฟอกจางสียอมดวยแลคเคสในชุดการทดลองแบบ
แบทซ$เม่ือมีการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอนไซม$ ความเขมขนของสียอม การเปลี่ยนแปลงค�าความเป�น
กรดด�าง อุณหภูมิและผลของสารเติมท่ีมีต�อการฟอกจางสียอมดวยแลคเคส และ 2) การฟอกจางสียอมดวย
แลคเคสในชุดทดลองในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง โดยจะศึกษาถึงการกักกันเอนไซม$ในถังปฏิกรณ$ชีวภาพ
เยื่อกรอง การกําจัดสียอมดวยถังปฏิกรณ$เยื่อกรองและถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคสเม่ือมี
การเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอนไซม$ ความเขมขนของสียอม การเปลี่ยนแปลงค�าความเป�นกรดด�าง และ
อัตราการไหลของสารเขาสู�ระบบ ผลการศึกษาเป�นดังนี้ 
 
4.1 การฟอกจางสีย.อมโดยเอนไซม�หยาบแลคเคสในชุดทดลองแบบแบทซ� 

การทดสอบการฟอกจางสียอม Acid blue 80, Reactive Green 19, Reactive Orange 16, Indigo 
carmine, Acid Green 27, Alizarin Red และ Direct Blue 71 โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส และวิเคราะห$
ผลการฟอกจางสียอมจากค�ากิจกรรมสัมพัทธ$ (% Relative activity) เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี (% 
decolorization) ในระยะเวลา และสภาวะต�างๆ ดังนี้ 

4.1.1 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Acid blue 80 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
4.1.1.1 การเปล่ียนแปลงปริมาณของสี  

  การศึกษาการฟอกจางสี Acid blue 80 ท่ีใชในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 5, 10, 
15, 20, 25 และ 30 µg ของสี Acid blue 80 โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 
M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�าง
วิเคราะห$ในช�วงเวลา 10 นาที เป�นระยะเวลา 60 นาที แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative 
activity) กับปริมาณของสี Acid blue 80 พบว�าปริมาณสียอม Acid blue 80 ในปริมาณ 5 และ 10 µg มีค�า
กิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�ากับ 100 % ท่ีเวลา 30 นาที ในขณะท่ีสี Acid blue 80 ปริมาณ 15, 20 และ 25 µg 
มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�ากับ 100 % ท่ีเวลา 60 นาที จากผลการทดลองการเพ่ิมปริมาณสี Acid blue 
80 เท�ากับ 30 µg พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�ากับ 100 % ท่ีเวลา 40 นาที และเริ่มลดตํ่าลงเล็กนอยเม่ือ
เวลาเพ่ิมข้ึน ท่ีระดับ 98-99% แสดงผลในรูปท่ี 4.1 จากรายงานการวิจัยเชื้อรา Lentinus sp. ท่ีสามารถผลิต
เอนไซม$แลคเคสได สามารถฟอกจางสี Acid Blue 80 ได 97% (Hsu et al. 2012) เม่ือทําการวิเคราะห$
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีทุก 10 นาที เป�นเวลา 60 นาที พบว�า Acid blue 80 มีเปอร$เซ็นต$การถูกฟอกจางสี
ไดสูงข้ึน เม่ือระยะเวลาการบ�มปฏิกิริยาเพ่ิมข้ึน และมีค�าเปอร$เซ็นต$ลดตํ่าลงในขณะท่ีเพ่ิมปริมาณสี จากผลการ
ทดลองพบว�าปริมาณของสีและเอนไซม$มีความสัมพันธ$กับระยะเวลาในการฟอกสี แสดงผลในรูปท่ี 4.2 
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4.1.1.2 การเปล่ียนแปลงปริมาณเอนไซม�หยาบแลคเคส 
การศึกษาการฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg โดยปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม$หยาบ

แลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทํา
การบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 10 นาที เป�น
ระยะเวลา 60 นาที แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative activity) เม่ือใชเอนไซม$ปริมาณ 0.0625 
– 0.5 ยูนิต พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$กับเท�ากับ 100 % ในระยะเวลาการฟอกจางสี 60 นาที การ
ฟอกจางสีโดยใชปริมาณเอนไซม$ 0.125 ยูนิต มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 96.20% และกิจกรรม
สัมพัทธ$เท�ากับ 100% ในเวลา 50 นาที  จากผลการศึกษาพบว�าปริมาณเอนไซม$มีผลต�อเปอร$เซ็นต$การฟอก
จางสี Acid blue 80 โดยการเพ่ิมปริมาณเอนไซม$ทําใหเกิดการฟอกจางสีไดดีข้ึน แสดงผลในรูปท่ี 4.3 และ 
4.4 แต�การใชปริมาณเอนไซม$ 0.0625 ยูนิต พบว�ามีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีตํ่าท่ีสุด อาจเนื่องจากปริมาณ
เอนไซม$ไม�เพียงพอต�อการทําปฏิกิริยา แต�การเพ่ิมปริมาณเอนไซม$ 0.5 ยูนิต ซ่ึงเป�นปริมาณและปริมาตรสูงสุด
ท่ีใชในการทดลอง พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีมีค�าตํ่ากว�าการใชปริมาณเอนไซม$ท่ีตํ่ากว�า อาจเนื่องจากใน
ปฏิกิริยามีการรบกวนจากสารปนเป89อนท่ีเกิดข้ึนจากการสกัดเอนไซม$หยาบ ทําใหประสิทธิภาพการทํางานของ
เอนไซม$ไม�เต็มท่ี จึงส�งผลใหมีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีลดตํ่าลง  

 
 

 

รูปท่ี 4.1 กิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 5, 10, 15, 20, 
25 และ 30 µg  ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ใน
เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.2 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 µg  ใน 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส 
 

 

รูปท่ี 4.3 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg ใน 0.1 M sodium acetate pH 
4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.4 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดย
เอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิตต�อมิลลิลิตร เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส 

4.1.1.3 การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิการฟอกจางสี  
การศึกษาการฟอกจางสี Acid blue 80 ท่ีใชในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในการ

ฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศา
เซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 10 นาที เป�นระยะเวลา 60 นาที แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรม
สัมพัทธ$ (relative activity) กับปริมาณของสี Acid blue 80 พบว�าอุณหภูมิตํ่ามีกิจกรรมสัมพัทธ$สูงกว�า
อุณหภูมิสูง แสดงผลในรูปท่ี 4.5 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เพ่ิมสูงข้ึนตามระยะเวลา
การฟอกจางสีท่ีเพ่ิมข้ึน และมีระดับ 100% หรือเทียบเท�า 72.63% ของการฟอกจางสีท่ีเวลา 60 นาที ในขณะ
ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$สูงในค�าเฉลี่ยใกลเคียงกัน เนื่องจากเปอร$เซ็นต$การฟอกจาง
สีมีค�าเฉลี่ยใกลเคียงกันคือ 52% ต้ังแต�ระยะเวลาการฟอกจางสี 10 นาที  เม่ือวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พบว�ากิจกรรมมีค�าเทียบเท�า 100% เม่ือเวลาการฟอกจางสีท่ี 30 นาที เทียบเท�า
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 44.85% และเริ่มลดลงในระดับเฉลี่ย 40% ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$มีค�าเทียบเท�า 100% เม่ือเวลาการฟอกจางสี 60 นาที และเทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอก
จางสีเท�ากับ 35.61% ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$มีค�าเทียบเท�า 100% เม่ือเวลาการ
ฟอกจางสี 10 นาที และเทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 33.13% อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส พบว�า
กิจกรรมสัมพัทธ$มีค�าเทียบเท�า 100% เม่ือเวลาการฟอกจางสี 60 นาที และเทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี
เท�ากับ 27.12% จากผลการวิเคราะห$พบว�าอุณหภูมิ 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส มีค�าเปอร$เซ็นต$การ
ฟอกจางสีตํ่ากว�าในการฟอกจางสีท่ีอุณหภูมิตํ่ากว�า จากรายงานการวิจัยพบว�าอุณหภูมิเป�นป�จจัยท่ีสําคัญใน
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การทํางานของเอนไซม$ในการฟอกจางสียอม (Murugesan et al., 2007; Nyanhongo et al., 2002) 
แสดงผลในรูปท่ี 4.6  

4.1.1.4 การเปล่ียนแปลงค,าความเปlนกรดด,าง (พีเอช) 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 
การศึกษาการฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  

ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7  และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9 ท่ีสภาวะ
อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 10 นาที ในระยะเวลา 60 นาที แลวทําการ
วิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative activity) กับปริมาณของสี Acid blue 80 พบว�าเกิดการฟอกจางสีไดดีใน
บัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 (pH 4) มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�า 100% แสดงผลในรูปท่ี 4.7 เม่ือใช
ระยะเวลาการฟอกจางสี 50 นาที เทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี 97.3% เม่ือทดสอบการฟอกจางสีใน
สารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 (pH 5, 6 และ 7) พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$ 100% ในเวลา 60 นาที และ
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีในบัฟเฟอร$พีเอช 5, 6 และ 7 เท�ากับ 99.10%, 93.00% และ 91.10% ตามลําดับ  
ในขณะท่ีการฟอกจางสีในบัฟเฟอร$พีเอช 8 และ 9 มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$ 100% ในเวลา 60 นาที เท�ากับ
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี 72.40 และ 64.83 ตามลําดับ แสดงผลในรูปท่ี 4.8 
 

 

 

รูปท่ี 4.5 กิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg  ใน 0.1 
M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที อุณหภูมิ  
30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.6 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid blue 80 ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียสใน
เวลา 60 นาที โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  และ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 

 
 
 

 

รูปท่ี 4.7 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M 
Na2HPO4 (pH 4, 5, 6 และ 7) และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl (pH 8 และ 9) เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.8 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 
(pH 4, 5, 6 และ 7) และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl (pH 8 และ 9) เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 

 

4.1.2 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Reactive Green 19 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
4.1.2.1 การเปล่ียนแปลงปริมาณของสี Reactive Green 19 
การศึกษาการฟอกจางสี Reactive Green 19 ท่ีใชในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 

10, 20, 30, 40 และ 50 µg ของสี Reactive Green 19 โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  ร�วมกับ
บัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และ
เก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 10 นาที เป�นระยะเวลา 60 นาที แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ 
(relative activity) กับปริมาณของสี Reactive Green 19 พบว�าปริมาณสียอมท่ีมีกิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 
100 % เม่ือทําการฟอกจางสีในเวลา 20 นาที ในทุกระดับปริมาณของสียอม แต�เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี
สูงสุดเพียง 10.34% ในเวลา 20 นาที ท่ีระดับความเขมขนของสีเท�ากับ 10 µg รวมถึงกิจกรรมสัมพัทธ$และ
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีมีค�าลดตํ่าลงในระดับศูนย$ เม่ือเวลาเพ่ิมมากกว�า 20 นาที ในทุกระดับปริมาณของสี
ยอมทําใหไม�สามารถวิเคราะห$ผลของการฟอกจางสีได แสดงผลในรูปท่ี 4.9 และ 4.10 เม่ือทําการเพ่ิมปริมาณ
สี Reactive Green 19 ทําใหวิเคราะห$ผลการฟอกจางสีไดไม�ดี เนื่องจากค�าการดูดกลืนแสงของสี Reactive 
Green 19 มีค�าลดตํ่าลงเม่ือระยะเวลาของการบ�มปฏิกิริยาเพ่ิมข้ึน พบรายงานการทดสอบเพ่ิมความเขมขน
ของสียอมในปฏิกิริยาการฟอกจางสี ทําใหเกิดปฏิกิริยาการฟอกจางสีไดลดลงเม่ือเพ่ิมความเขมขนของสียอม 
(Siddiqui et al., 2010)  

 
 

0

20

40

60

80

100

120

10 20 30 40 50 60

De
co

lo
riz

at
io

n 
(%

)

Time (minute)

4

5

6

7

8

9



36 
 

4.1.2.2 การเปล่ียนแปลงปริมาณเอนไซม�หยาบแลคเคส 
การศึกษาการฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg ท่ีใชในการทําปฏิกิริยาโดยการ

ปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 
0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�าง
วิเคราะห$ในช�วงเวลา 10 นาที เป�นระยะเวลา 60 นาที แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative 
activity) พบว�าปริมาณของเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625 ยูนิต  ในการฟอกจางสี Reactive Green 19 มี
กิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100 % เม่ือทําการฟอกจางสีในเวลา 10 นาที และเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงสุด
เท�ากับ 0.26% เม่ือทําการทดสอบโดยเพ่ิมปริมาณเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  
พบว�ามีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 4.33%, 4.65%, 2.66% และ 2.99% ตามลําดับ และมีค�ากิจกรรม
สัมพัทธ$ 100% ในเวลา 60 นาที แสดงผลในรูปท่ี 4.11 และ 4.12 

 

 

  

รูปท่ี 4.9 กิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 10, 20, 
30, 40 และ 50 µg ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
ในเวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.10 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 10, 20, 30, 40 และ 50 µg ใน 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส 
 

 

 

รูปท่ี 4.11 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg ใน 0.1 M sodium acetate 
pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.12 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg ใน 0.1 M sodium acetate pH 
4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส 

4.1.2.3 การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิในช,วง 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
การศึกษาการฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg ในการทําปฏิกิริยาโดยปรับเปลี่ยน

อุณหภูมิในการฟอกจางสี Reactive Green 19 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 
และ 80 องศาเซลเซียส โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate 
pH 4.5 และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 10 นาที เป�นระยะเวลา 60 นาที แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรม
สัมพัทธ$ (relative activity) กับปริมาณของสี Reactive Green 19 พบว�าอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มี
กิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�า 100%  ในช�วงเวลา 50 นาที และเทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 2.43%  
ท่ีอุณหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียส มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�า 100%  ในช�วงเวลา 60 นาที และ
เทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 4.35% และ 7.27% ตามลําดับ ในขณะท่ีอุณหภูมิ 60, 70 และ 80 
องศาเซลเซียส มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�า 100% ในเวลา 10 นาที และมีค�าลดตํ่าลงเม่ือระยะเวลาการ
ฟอกจางสีเพ่ิมข้ึน เทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 3.89%, 2.80% และ 4.05% ตามลําดับ  
แสดงผลในรูปท่ี 4.13 และ 4.14  

4.1.2.4 การเปล่ียนแปลงค,าความเปlนกรดด,าง (พีเอช) 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 
การศึกษาการฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยู

นิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7  และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9 ท่ี
สภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 10 นาที เป�นระยะเวลา 60 นาที 
แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative activity) กับปริมาณของสี พบว�า Reactive Green 19 ถูก
ฟอกจางสีไดดีเม่ือใชบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 (pH 4, 5 และ 6)  โดยมีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�า 100% 
ในช�วงเวลา 60 นาที และมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 6.43%, 3.94% และ 2.40% ตามลําดับ   ใน
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การฟอกจางสีโดยใชบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 (pH 7) มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 0.88% เทียบเท�า
กิจกรรมสัมพัทธ$ 100% ในเวลา 10 นาที ในขณะท่ีการใชบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl (pH 8 และ 9) มีค�า
กิจกรรมสัมพัทธ$ 100% ในเวลา 20 และ 10 นาที ตามลําดับ แต�ค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 1.09% 
และ 0.56% ตามลําดับ แสดงผลในรูปท่ี 4.15 และ 4.16 

 

รูปท่ี 4.13 กิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg  
ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที 
อุณหภูมิ  30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 

 

รูปท่ี 4.14 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 
และ 80 องศาเซลเซียสในเวลา 60 นาที โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  และ 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 
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รูปท่ี 4.15 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 
M Na2HPO4 (pH 4, 5, 6 และ 7) และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl (pH 8 และ 9) เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 

 

 

รูปท่ี 4.16 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 40 µg ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M 
Na2HPO4 (pH 4, 5, 6 และ 7) และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl (pH 8 และ 9) เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
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4.1.3 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Indigo carmine โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
4.1.3.1 การเปล่ียนแปลงปริมาณของสี Indigo carmine 
การศึกษาการฟอกจางสี Indigo carmine ท่ีใชในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 20, 

40, 60 และ 80 µg ของสี Indigo carmine โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 
M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�าง
วิเคราะห$ในช�วงเวลา 10 นาที เป�นระยะเวลา 60 นาที แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative 
activity) กับปริมาณของสี Indigo carmine 20, 60 และ 80 µg พบว�าปริมาณสียอมท่ีมีกิจกรรมสัมพัทธ$ใน
การฟอกจางสีเท�ากับ 100 % ในเวลา 60 นาที ในขณะท่ีกิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100 % ของสียอม Indigo 
carmine ปริมาณ 40 µg เกิดข้ึนท่ีเวลา 50 นาที ซ่ึงปริมาณของสียอม Indigo carmine ท่ีเพ่ิมข้ึนส�งผลให
กิจกรรมการฟอกจางสีเกิดลดลง เม่ือวิเคราะห$เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีพบว�าสอดคลองกับกิจกรรมการฟอง
จางสีเม่ือปริมาณสียอมเพ่ิมข้ึน และใชระยะเวลาในการฟอกจางสีมากข้ึน ซ่ึงผลการทดลองแสดงเปอร$เซ็นต$
การฟอกจางสีสูงสุดท่ีระดับ 8.55% เม่ือใชปริมาณสียอมเท�ากับ 20 µg ในเวลา 60 นาที ในขณะท่ีการเพ่ิม
ปริมาณสีเป�น 40, 60 และ 80 µg จะพบเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีไดสูงสุดท่ีระดับ 4.88%, 3.96% และ 
2.02% ตามลําดับ ในเวลาการทําปฏิกิริยา 60 นาที จากผลการทดลองพบว�าปริมาณของสีและเอนไซม$มี
ความสัมพันธ$กับระยะเวลาในการฟอกสี แสดงผลในรูปท่ี 4.17 และ 4.18 

มีรายงานการใชเอนไซม$แลคเคสจากเชื้อ Coriolopsis rigida ในการฟอกจางสี Indigo carmine 
พบว�ามีประสิทธิภาพ 100% ภายในเวลา 4 ชั่วโมง และแสดงใหเห็นว�าโครงสรางของสีมีความจําเพาะต�อการ
ทํางานของเอนไซม$แลคเคสในการฟอกจางสี (Gómez et al., 2005) และยากท่ีจะจําแนกเอนไซม$แลคเคส
จากชนิดของสารต้ังตน เนื่องจากเอนไซม$แลคเคสสามารถใชสารต้ังตนไดหลายชนิด  นอกจากนั้นยังพบว�า
กิจกรรมการฟอกจางสีของเอนไซม$ยังแตกต�างกัน ข้ึนอยู�กับแหล�งท่ีมาของเอนไซม$และโครงสรางทางเคมีของสี
ยอมท่ีทําปฏิกิริยาเช�นกัน (Abadulla et al., 2000; Michniewicz et al., 2008)  

4.1.3.2 การเปล่ียนแปลงปริมาณเอนไซม�หยาบแลคเคส 
การศึกษาการฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg ท่ีใชในการทําปฏิกิริยาโดยการ

ปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 
0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�าง
วิเคราะห$ในช�วงเวลา 10 นาที เป�นระยะเวลา 60 นาที แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative 
activity) กับปริมาณของสี Indigo carmine พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100% ในเวลา 60 นาที เม่ือใช
เอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25 และ 0.375 ยูนิต  ซ่ึงมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 
1.12%, 1.89%, 2.78% และ 2.44% ตามลําดับ เม่ือทดสอบเพ่ิมปริมาณเอนไซม$หยาบแลคเคสในการทํา
ปฏิกิริยาฟอกจางสีเท�ากับ 0.5 ยูนิต  พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100% ในเวลา 50 นาที และค�าเปอร$เซ็นต$
การฟอกจางสีเท�ากับ 2.10% แสดงผลในรูปท่ี 4.19 และ 4.20 
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รูปท่ี 4.17 กิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 20, 40, 60 
และ 80 µg ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 
60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

 

 

 

รูปท่ี 4.18 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 20, 40, 60 และ 80 µg ใน 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส 
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รูปท่ี 4.19 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg ใน 0.1 M sodium acetate pH 
4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส 

 

รูปท่ี 4.20 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 
โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส 

4.1.3.3 การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิในช,วง 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
การศึกษาการฟอกจางสี Indigo carmine ท่ีใชในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิใน

การฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 
0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศา
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เซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 10 นาที เป�นระยะเวลา 60 นาที แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรม
สัมพัทธ$ (relative activity) กับปริมาณของสี Indigo carmine พบว�าอุณหภูมิ 30, 40 และ 50 องศา
เซลเซียส มีกิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�า 100%  ในช�วงเวลา 40, 50 และ 60 นาที และเทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การ
ฟอกจางสีเฉลี่ยเท�ากับ 3.48%  ในขณะท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�า 100%  
ในช�วงเวลา 20 นาที และเทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 1.28% แต�ท่ีอุณหภูมิ 70 และ 80 องศา
เซลเซียส มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�า 100% ในเวลา 10 นาที เทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 
9.21% และ 8.43% ตามลําดับ และมีค�าลดตํ่าลงเม่ือระยะเวลาการฟอกจางสีเพ่ิมข้ึน แสดงผลในรูปท่ี 4.21 
และ 4.22 

4.1.3.4 การเปล่ียนแปลงค,าความเปlนกรดด,าง (พีเอช) 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 
การศึกษาการฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  

ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9 ท่ีสภาวะ
อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 10 นาที เป�นระยะเวลา 60 นาที แลวทํา
การวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative activity) กับปริมาณของสี พบว�า Indigo carmine ถูกฟอกจางสีไดดี
เม่ือใช 0.1 M Na2HPO4 (pH 4)  โดยมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 3.42% เม่ือใชระยะเวลาการฟอก
จางสี 60 นาที เทียบเท�ากิจกรรมสัมพัทธ$ 100% และการใชบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 (pH 5, 6 และ 7) และ
บัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl (pH 8 และ 9) มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 3.27%, 2.99%, 2.80%, 
1.26% และ 1.0% ตามลําดับ ในเวลา 10 นาที และมีค�าลดลงเม่ือระยะเวลาเพ่ิมข้ึน และค�ากิจกรรมสัมพัทธ$
เท�ากับ 100% ในช�วงเวลา 10 นาที  เม่ือเปรียบเทียบการใชบัฟเฟอร$ท่ีมีค�าพีเอชสูงข้ึน พบว�าเปอร$เซ็นต$การ
ฟอกจางสีมีค�าลดลง แสดงในรูปท่ี 4.23 และ 4.24 

 

รูปท่ี 4.21 กิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg  ใน 
0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที 
อุณหภูมิ  30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.22 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 
80 องศาเซลเซียสในเวลา 60 นาที โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  และ 0.1 M sodium acetate 
pH 4.5 

 

 

 

รูปท่ี 4.23 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg ในสารละลาย 0.1 M Na2HPO4 
pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9 เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.24 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg ในสารละลาย 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 
5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9 เวลา 60 นาที อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดย
เอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 

4.1.4 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Reactive Orange 16 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส 
4.1.4.1 การเปล่ียนแปลงปริมาณของสี Reactive Orange 16 
การศึกษาการฟอกจางสี Reactive Orange 16 ท่ีใชในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 

ปริมาณ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 µg ของสี Reactive Orange 16 โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 
ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�นระยะเวลา 6 วัน แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรม
สัมพัทธ$ (relative activity) กับปริมาณของสี Reactive Orange 16 พบว�าปริมาณสียอมปริมาณ 30-80 µg 
ทําใหเกิดกิจกรรมสัมพัทธ$ในการฟอกจางสีเท�ากับ 100% และเทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเฉลี่ยเท�ากับ 
0.12% ในเวลาเฉลี่ย 4-6 วัน ซ่ึงกิจกรรมการฟอกจางสีมีค�าตํ่ามาก ทําใหผลของการฟอกจางสีไม�ชัดเจน 
แสดงผลในรูปท่ี 4.25 และ 4.26 อาจเนื่องจากความจําเพาะของเอนไซม$และโครงสรางของสียอมทําใหอัตรา
การเกิดปฏิกิริยาชา รายงานการใชเอนไซม$แลคเคสบริสุทธิ์จากเชื้อ Trametes modesta ในการทดสอบการ
ฟอกจางสี Reactive Orange 16 พบว�าไม�เกิดการฟอกจางสี (Tauber et al., 2008).  

4.1.4.2 การเปล่ียนแปลงปริมาณเอนไซม�หยาบแลคเคส 
การศึกษาการฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg ท่ีใชในการทําปฏิกิริยาโดยการ

ปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 
0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�าง
วิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�นระยะเวลา 6 วัน แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative activity) กับ
ปริมาณของสี Reactive Orange 16 พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100% ในวันท่ี 5-6 เม่ือใชเอนไซม$หยาบ
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แลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  ในการฟอกจางสี พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี
เท�ากับ 0.13%, 0.23%, 0.26% และ 0.09% ตามลําดับ แสดงผลในรูปท่ี 4.27 และ 4.28 

รายงานการศึกษาของ Ong และคณะในป| 2007 ไดรายงานวิธีการกําจัดสียอม Reactive Orange 
16 โดยการอาศัยตัวดูดซับ สามารถทําไดโดยการใชสารเคมีเปลี่ยนสภาพของพ้ืนผิววัสดุ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพ
การดูดซับ เช�น การใช ethylenediamine ในการเปลี่ยนสภาพพ้ืนผิวของเปลือกขาว สามารถดูดซับสียอม 
Reactive Orange 16 ไดสูงถึง 99% (Ong et al., 2007) หรือการใชสียอมผสมกับอาหารเลี้ยงเซลล$ 
Shewanella algae และ S. marisflavi ร�วมกับการเติมโซเดียมคลอไรด$ พบว�า S. algae และ S. 

marisflavi สามารถฟอกจางสี Reactive Orange 16 ได 21.1 % และ 19.7 % ตามลําดับ (Liu et al., 
2013) 

 

 

 

รูปท่ี 4.25 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ ในสารละลาย 0.1 M Na2HPO4 
pH 4.5 เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.26 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 µg ใน
สารละลาย 0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 
0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 

 

 

รูปท่ี 4.27 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Reactive Orange ปริมาณ 80 µg ใน 0.1 M sodium acetate 
pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.28 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Orange ปริมาณ 80 µg ใน 0.1 M sodium acetate pH 
4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส 

4.1.4.3 การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิในช,วง 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
การศึกษาการฟอกจางสี Reactive Orange 16 ท่ีใชในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิ

ในการฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  ร�วมกับ
บัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 
80 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�นระยะเวลา 6 วัน แลวทําการวิเคราะห$
กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative activity) กับปริมาณของสี Reactive Orange 16 พบว�าอุณหภูมิ 30, 40 และ 50 
องศาเซลเซียส มีกิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�า 100%  ในช�วงเวลา 4-5 วัน และเทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจาง
สีเฉลี่ยเท�ากับ 0.13%  ในขณะท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�า 100%  ในช�วง
เวลา 6 วัน และเทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 0.26% ในขณะท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส มีค�า
กิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�า 100% ในเวลา 6 วัน เทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 0.05% ซ่ึงอุณหภูมิ 
80 องศาเซลเซียส ไม�สามารถฟอกจางสี Reactive Orange 16 แสดงผลในรูปท่ี 4.29 และ 4.30 

4.1.4.4 การเปล่ียนแปลงค,าความเปlนกรดด,าง (พีเอช) 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 
ผลการศึกษาการฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg และ และเอนไซม$หยาบแลคเคส 

0.125 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 
9 ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�นระยะเวลา 6 วัน 
พบว�าเอนไซม$หยาบแลคเคสฟอกจางสี Reactive Orange 16 ไดในเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีตํ่า มีค�าเฉลี่ย
เท�ากับ 0.13% ในบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5 และ 6 และมีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เทียบเท�า 100% 
ในช�วงเวลา 5-6 วัน และการใชบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH 7 และ 0.1 M Tris-HCl pH 8 พบว�า
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เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีตํ่า มีค�าเฉลี่ยเท�ากับ 0.03% แต�เม่ือใชบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 9 ไม�สามารถ
ฟอกจางสี Reactive Orange 16 ได แสดงผลในรูปท่ี 4.31 และ 4.32 

 
4.1.5 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Acid Green 27 โดยเอนไซม�หยาบแลคเคส  

4.1.5.1 การเปล่ียนแปลงปริมาณของสี Acid Green 27 
การศึกษาการฟอกจางสี Acid Green 27 ท่ีใชในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 20, 

30, 40, 50 และ 60 µg ของสี Acid Green 27 โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 
0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�าง
วิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�นระยะเวลา 6 วัน แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative activity) 

 

รูปท่ี 4.29 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 
70 และ 80 องศาเซลเซียสในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  และ 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 
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รูปท่ี 4.30 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 
และ 80 องศาเซลเซียสในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  และ 0.1 M sodium acetate 
pH 4.5 

 

 

 

รูปท่ี 4.31 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg ในสารละลายพีเอช 0.1 M 
Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9  เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.32 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg ในสารละลายพีเอช 0.1 M 
Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9  เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 

กับปริมาณของสี Acid Green 27 พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$มีค�าเท�ากับ 100 % เม่ือทําการฟอกจางสีในเวลา 6 
วัน เม่ือใชสียอม Acid Green 27 ปริมาณ 20, 30 และ 40 µg และเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 18.45%, 
26.51% และ 17.25% ตามลําดับ  เม่ือเพ่ิมปริมาณสียอมเท�ากับ 50 และ 60 µg พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอก
จางสีลดลงเท�ากับ 11.94% และ 11.56% ตามลําดับ แสดงผลในรูปท่ี 4.33 และ 4.34 

4.1.5.2 การเปล่ียนแปลงปริมาณเอนไซม�หยาบแลคเคส 
การศึกษาการฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg โดยปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม$หยาบ

แลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทํา
การบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�น
ระยะเวลา 6 วัน แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative activity) กับปริมาณของสี Acid Green 27 
พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$กับเท�ากับ 100 % เม่ือทําการฟอกจางสีในเวลา 6 วัน เม่ือใชเอนไซม$หยาบ
แลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  ซ่ึงมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 8.12%, 
24.12%, 24.98%, 12.41% และ 10.88% ตามลําดับ แสดงผลในรูปท่ี 4.35 และ 4.36 

4.1.5.3 การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิในช,วง 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
การศึกษาการฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  

ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศา
เซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�นระยะเวลา 6 วัน พบว�า Acid Green 27 ถูกฟอก
จางสีไดดีท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 25.84% เม่ือใชระยะเวลาการ
ฟอกจางสี 6 วัน เทียบเท�ากิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100% ในขณะท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีค�ากิจกรรม
สัมพัทธ$เท�ากับ 100% และมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี 23.69% ในวันท่ี 6 ของการฟอกจางสีซ่ึงเป�น
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ค�าสูงสุด และเม่ือเปรียบเทียบกับการใชอุณหภูมิ 50, 60, 70 และ 80  องศาเซลเซียส มีค�าเทียบเท�ากิจกรรม
สัมพัทธ$เท�ากับ 100% ในวันท่ี 6 ของการฟอกจางสี และมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงท่ีสุดในวันท่ี 6 
เท�ากับ 22.12%, 20.6%, 18.34% และ 12.76% ตามลําดับ พบว�าการเพ่ิมอุณหภูมิสูงข้ึนทําใหเปอร$เซ็นต$การ
ฟอกจางสีมีค�าลดลง และเม่ือระยะเวลาการฟอกจางสีเพ่ิมข้ึนส�งผลใหมีการฟอกจางสีไดดีข้ึน การลดลงค�า
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีท่ีเกิดข้ึนอาจเนื่องมาจากอุณหภูมิท่ีเพ่ิมสูงข้ึน ทําใหโครงสรางโปรตีนเกิดการเสีย
สภาพ ส�งผลใหกิจกรรมการทํางานของเอนไซม$หยาบแลคเคสลดลง แสดงผลในรูปท่ี 4.37 และ 4.38 

 

 

 

รูปท่ี 4.33 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 20, 30, 40, 50 และ 60 µg ใน
สารละลายพีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลค
เคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.34 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 20, 30, 40, 50 และ 60 µg ในสารละลายพี
เอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยู
นิตต�อมิลลิลิตร 

 

 

 
รูปท่ี 4.35 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg ใน 0.1 M sodium acetate pH 
4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส 
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รูปท่ี 4.36 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg ใน 0.1 M sodium acetate pH 4.5 
โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  เวลา 6 วัน อุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส 
 
 

 

รูปท่ี 4.37 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 
และ 80 องศาเซลเซียส ในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  และ 0.1 M sodium acetate 
pH 4.5 
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รูปท่ี 4.38 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 
80 องศาเซลเซียส ในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  และ 0.1 M sodium acetate pH 
4.5 

 

4.1.5.4 การเปล่ียนแปลงค,าความเปlนกรดด,าง (พีเอช) 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 
ผลการศึกษาการฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 80 µg และ และเอนไซม$หยาบแลคเคส 

0.125 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 
9 ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�นระยะเวลา 6 วัน 
พบว�า Acid Green 27 ถูกฟอกจางสีไดดีในบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH (4 และ 5) มีค�าเปอร$เซ็นต$การ
ฟอกจางสีเท�ากับ 24.45% และ 22.66% ตามลําดับ เม่ือใชระยะเวลาการฟอกจางสี 6 วัน เทียบเท�ากิจกรรม
สัมพัทธ$เท�ากับ 100% เม่ือทําการฟอกจางสีดวยบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH (6 และ 7) มีค�ากิจกรรม
สัมพัทธ$เท�ากับ 100% เม่ือใชระยะเวลาการฟอกจางสี 6 วัน และมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 
18.78% และ 17.80% ตามลําดับ เม่ือทําการฟอกจางสีดวยบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl (pH 8 และ 9)  มีค�า
กิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100% เม่ือใชระยะเวลาการฟอกจางสี 6 วัน และมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 
16.23% และ 11.32% ตามลําดับ และเม่ือเปรียบเทียบกับการใชบัฟเฟอร$พีเอช 4-9 ในการฟอกจางสี พบว�า
การเพ่ิมของพีเอชในสารละลายบัฟเฟอร$ทําใหเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีมีค�าลดลง แสดงผลในรูปท่ี 4.39 และ 
4.40 
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4.1.6 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Alizarin Red ของเอนไซม�หยาบแลคเคส  
4.1.6.1 การเปล่ียนแปลงปริมาณของสี Alizarin Red  
การศึกษาการฟอกจางสี Alizarin Red ท่ีใชในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 30, 40, 

50, 60 และ 70 µg ของสี Alizarin Red โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M 
sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�าง
วิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�นระยะเวลา 6 วัน แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative activity) กับ
ปริมาณของสี Alizarin Red พบว�าปริมาณสียอมท่ีมีกิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100 % เม่ือใชสียอม Alizarin 
Red ปริมาณ 30, 40 และ 50 µg มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 1.55%, 1.56% และ 1.36% 
ตามลําดับ  เม่ือทําการฟอกจางสีในเวลา 6 วัน เม่ือเพ่ิมปริมาณสียอมเท�ากับ 60 และ 70 µg พบว�าเปอร$เซ็นต$
การฟอกจางสีลดลงเท�ากับ 1.14% และ 1.18% ตามลําดับ แสดงผลในรูปท่ี 4.41 และ 4.42 

 
 

 

รูปท่ี 4.39 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg ในสารละลาย 0.1 M Na2HPO4 
pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9  ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.40 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg ในสารละลาย 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 
5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9  ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดย
เอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 

 
 

 

รูปท่ี 4.41 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 30, 40, 50, 60 และ 70 µg ในสารละลาย 0.1 
M Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อ
มิลลิลิตร 

0

5

10

15

20

25

30

1 2 3 4 5 6

De
co

lo
riz

at
io

n 
(%

)

Time (Day)

4

5

6

7

8

9

0

0.5

1

1.5

2

1 2 3 4 5 6

De
co

lo
riz

at
io

n 
(%

)

Time (Day)

30

40

50

60

70



59 
 

 

รูปท่ี 4.42 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 30, 40, 50, 60 และ 70 µg ในสารละลาย 
0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิ
ตต�อมิลลิลิตร 

4.1.6.2 การเปล่ียนแปลงปริมาณเอนไซม�หยาบแลคเคส 
การศึกษาการฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg โดยปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม$หยาบ

แลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทํา
การบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�น
ระยะเวลา 6 วัน แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative activity) กับปริมาณของสี Alizarin Red 
พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$กับเท�ากับ 100 % เม่ือทําการฟอกจางสีในเวลา 6 วัน เม่ือใชเอนไซม$หยาบ
แลคเคส 0.125, 0.25 และ 0.375 ยูนิต  ซ่ึงมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 1.44%, 2.58% และ 3.51% 
ตามลําดับ ในขณะท่ีการใชเอนไซม$ 0.5 ยูนิต  มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 4.25% เม่ือทําการฟอก
จางสีในเวลา 2 วัน มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$กับเท�ากับ 100 %  แสดงผลในรูปท่ี 4.43 และ 4.44 

4.1.6.3 การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิในช,วง 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
การศึกษาการฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  

ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5  ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศา
เซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�นระยะเวลา 6 วัน แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรม
สัมพัทธ$ (relative activity) กับปริมาณของสี Alizarin Red พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$กับเท�ากับ 
100 % เม่ือทําการฟอกจางสีในเวลา 5 วัน เม่ือใชอุณหภูมิ 30, 40 และ 50 องศาเซลเซียส มีค�าเปอร$เซ็นต$
การฟอกจางสีเท�ากับ 1.24%, 1.32% และ 1.55%  เม่ือทําการฟอกจางสีในระยะเวลา 6 วัน สภาวะอุณหภูมิ 
60 และ 80 องศาเซลเซียส ทําใหเกิดกิจกรรมสัมพัทธ$ 100% เทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 
1.55% และ 1.01% ในกรณีท่ีใชสภาวะอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 
1.45%    แสดงผลในรูปท่ี 4.45 และ 4.46  
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4.1.6.4 การเปล่ียนแปลงค,าความเปlนกรดด,าง (พีเอช) 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 
ผลการศึกษาการฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg และ และเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 

ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9 ท่ี
สภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�นระยะเวลา 6 วัน พบว�า 
Alizarin Red ถูกฟอกจางสีไดดีในบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH (4 และ 5) มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี
100% เม่ือใชระยะเวลาการฟอกจางสี 3 และ 1 วัน ตามลําดับ และมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 
เท�ากับ 3.65% และ 3.34% ตามลําดับ เม่ือใชระยะเวลาการฟอกจางสี 6 วัน เทียบเท�ากิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 
100% ในขณะท่ีการใชบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH (6 และ 7) มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100% เม่ือใช
ระยะเวลาการฟอกจางสี 6 วัน และมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 1.34% และ 0.45% ตามลําดับ เม่ือ
ทําการฟอกจางสีดวยบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl (pH 8 และ 9)  มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100% และมีค�า
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 0.67% และ 0.88% ตามลําดับ และเม่ือเปรียบเทียบกับการใชบัฟเฟอร$พีเอช 
4-9 ในการฟอกจางสี พบว�าการเพ่ิมของพีเอชในสารละลายบัฟเฟอร$ทําใหเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีมีค�าลดลง 
แสดงผลในรูปท่ี 4.47 และ 4.48 

 
4.1.7 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสี Direct Blue 71 ของเอนไซม�หยาบแลคเคส  

4.1.7.1 การเปล่ียนแปลงปริมาณของสี Direct Blue 71 
การศึกษาการฟอกจางสี Direct Blue 71 ท่ีใชในการทําปฏิกิริยาโดยการปรับเปลี่ยนปริมาณ 60, 

70, 80, 90 และ 100 µg ของสี Direct Blue 71 โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 
0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�าง
วิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�นระยะเวลา 6 วัน แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative activity) กับ
ปริมาณของสี Direct Blue 71 พบว�าปริมาณสียอมท่ีมีกิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100 % เม่ือใชสียอม Direct 
Blue 71 ปริมาณ 70 และ 90 µg มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 0.14% และ 1.14% ตามลําดับ  เม่ือ
ทําการฟอกจางสีในเวลา 5 วัน เม่ือใชสียอม Direct Blue 71 ปริมาณ 60 และ 80 µg พบว�าเปอร$เซ็นต$การ
ฟอกจางสีเท�ากับ 0.16% และ 0.15% ตามลําดับ และมีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100 % เม่ือทําการฟอก
จางสีในเวลา 6 วัน เม่ือเพ่ิมปริมาณสียอมเท�ากับ 100 µg พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีลดลงเท�ากับ 0.12% 
และมีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100 % เม่ือทําการฟอกจางสีในเวลา 3 วัน แสดงผลในรูปท่ี 4.49 และ 4.50 

4.1.7.2 การเปล่ียนแปลงปริมาณเอนไซม�หยาบแลคเคส 
การศึกษาการฟอกจางสี Direct Blue 71ปริมาณ 80 µg โดยปรับเปลี่ยนปริมาณของเอนไซม$หยาบ

แลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 ทํา
การบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�น
ระยะเวลา 6 วัน แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรมสัมพัทธ$ (relative activity) กับปริมาณของสี Direct Blue 71 
พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$กับเท�ากับ 100 % เม่ือทําการฟอกจางสีในเวลา 6 วัน เม่ือใชเอนไซม$หยาบ
แลคเคส 0.125, 0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  ซ่ึงมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 0.14%, 0.15% และ 
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0.18% ตามลําดับ ในขณะท่ีการใชเอนไซม$ 0.0625 ยูนิต  มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 0.12% เม่ือทํา
การฟอกจางสีในเวลา 5 วัน มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$กับเท�ากับ 100 %  แสดงผลในรูปท่ี 4.51 และ 
4.52 

 

รูปท่ี 4.43 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M 
Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 
0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  

 

 

รูปท่ี 4.44 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 
pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 0.25, 0.375 
และ 0.5 ยูนิต  
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รูปท่ี 4.45 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 
80 องศาเซลเซียส ในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  และ 0.1 M sodium acetate pH 
4.5 

 

 

 

รูปท่ี 4.46 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 
องศาเซลเซียส ในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  และ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 
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รูปท่ี 4.47 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M 
Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศา
เซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 

 

 

 

รูปท่ี 4.48 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 
pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.49 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 60, 70, 80, 90 และ 100 µg ใน
สารละลายพีเอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบ
แลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 

 

 

 

รูปท่ี 4.50 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 60, 70, 80, 90 และ 100 µg ในสารละลายพี
เอช 0.1 M Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 
ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
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รูปท่ี 4.51 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Direct Blue 71  ปริมาณ 80 µg ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M 
Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 
0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  

 

 

รูปท่ี 4.52 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 80 µg ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M 
Na2HPO4 pH 4.5 ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.0625, 0.125, 
0.25, 0.375 และ 0.5 ยูนิต  
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4.1.7.3 การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิในช,วง 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
การศึกษาการฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 80 µg โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  

ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5  ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 80 องศา
เซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�นระยะเวลา 6 วัน แลวทําการวิเคราะห$กิจกรรม
สัมพัทธ$ (relative activity) กับปริมาณของสี Direct Blue 71 พบว�ากิจกรรมสัมพัทธ$ของเอนไซม$กับเท�ากับ 
100 % เม่ือทําการฟอกจางสีในเวลา 3 วัน เม่ือใชอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี
เท�ากับ 0.34% เม่ือทําการฟอกจางสีในระยะเวลา 2 วัน สภาวะอุณหภูมิ 40 และ 60 องศาเซลเซียส มีค�า
กิจกรรมสัมพัทธ$ 100% เทียบเท�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 0.35% และ 0.26% ในกรณีท่ีใชสภาวะ
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 0.39% มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$ 100% ในช�วง
เวลาการฟอกจางสี 4 วัน และสภาวะอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 0.24%     
แสดงผลในรูปท่ี 4.53 และ 4.54 

4.1.7.4 การเปล่ียนแปลงค,าความเปlนกรดด,าง (พีเอช) 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 
ผลการศึกษาการฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 80 µg และ และเอนไซม$หยาบแลคเคส 

0.125 ยูนิต  ร�วมกับบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 
9 ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย�างวิเคราะห$ในช�วงเวลา 1 วัน เป�นระยะเวลา 6 วัน 
พบว�า Direct Blue 71 ทําการฟอกจางสีในบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH (4 และ 5) มีค�าเปอร$เซ็นต$การ
ฟอกจางสีเท�ากับ 0.98% และ 0.93% ตามลําดับ เม่ือใชระยะเวลาการฟอกจางสี 4 และ 2 วัน ตามลําดับ 
ในขณะท่ีการใชบัฟเฟอร$ 0.1 M Na2HPO4 pH (6 และ 7) มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100% และมีค�า
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 0.32% และ 0.45% ตามลําดับ เม่ือใชระยะเวลาการฟอกจางสี 2 และ 6 วัน  
เม่ือทําการฟอกจางสีดวยบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl (pH 8 และ 9)  มีค�ากิจกรรมสัมพัทธ$เท�ากับ 100% เม่ือใช
ระยะเวลาการฟอกจางสี 3 และ 2 วัน ตามลําดับ และมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 0.67% และ 
0.88% ตามลําดับ แสดงผลในรูปท่ี 4.55 และ 4.56 
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รูปท่ี 4.53 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 80 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 
และ 80 องศาเซลเซียส ในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  และ 0.1 M sodium acetate 
pH 4.5 

 

 

รูปท่ี 4.54 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 100 µg ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70 และ 
80 องศาเซลเซียส ในเวลา 6 วัน โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  และ 0.1 M sodium acetate pH 
4.5 
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รูปท่ี 4.55 กิจกรรมสัมพัทธ$การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 80 µg ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M 
Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9  ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 

 

 

 

รูปท่ี 4.56 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 80 µg ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M 
Na2HPO4 pH 4, 5, 6 และ 7 และบัฟเฟอร$ 0.1 M Tris-HCl pH 8 และ 9  ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 
องศาเซลเซียส โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
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4.2 การทดสอบสภาวะการฟอกจางสีของเอนไซม�หยาบแลคเคสโดยการเติมสารตัวกลาง NaN3, Na2SO4, 
Na2CO3 และ NaCl 

4.2.1 การฟอกจางสี Acid blue 80 
การศึกษาการฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณเริ่มตน 30 µg ร�วมกับสารประกอบ NaN3, Na2SO4, 

Na2CO3 และ NaCl ปริมาณ 5, 10, 15 และ 20 µmole และเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  แลวทําการ
บ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม�ใส�สารประกอบชนิดต�างๆ ผลการศึกษาพบว�าสารประกอบ NaN3 สามารถ
ยับยั้งการทํางานของเอนไซม$หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Acid blue 80 ปริมาณ 30 µg เม่ือเริ่มทําการบ�ม
ปฏิกิริยา (เวลา 10 นาที)  เม่ือทดสอบการฟอกจางสี Acid blue 80 ร�วมกับสารประกอบ Na2CO3 พบว�า
สามารถทําใหเกิดการฟอกสี 100% ท่ีระดับความเขมขน 20 mM เม่ือบ�มปฏิกิริยาเป�นเวลา 30 นาที (แสดงดัง
รูปท่ี 4.57) เช�นเดียวกับสารประกอบ Na2SO4 ท่ีระดับความเขมขน 5 mM สามารถฟอกจางสีได 97% 
ในขณะท่ีชุดควบคุมเกิดการฟอกจางสีเพียง 86% ในเวลา 30 นาที เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ Na2SO4 พบว�า
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเพ่ิมสูงข้ึน ในช�วงเวลาการบ�มปฏิกิริยา 20 นาที (แสดงดังรูปท่ี 4.58) ส�วน
สารประกอบ NaCl ท่ีผสมร�วมกับการฟอกจางสีท่ีระดับความเขมขนต้ังแต� 5 ถึง 20 mM พบว�าการเติม NaCl 
ความเขมขน 5 mM ทําใหเกิดการฟอกจางสีสูงกว�าชุดควบคุมเม่ือบ�มปฏิกิริยาไดต้ังแต�บ�มปฏิกิริยาได 30 นาที 
และการเพ่ิมความเขมขนของ NaCl สูงข้ึน ท่ีระดับความเขมขน 10, 15 และ 20 mM ทําใหเปอร$เซ็นต$การ
ฟอกจางสีเพ่ิมข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีมีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีค�อนขางคงท่ีต้ังแต�เวลา 30 นาที 
แสดงดังรูปท่ี 4.59 

 
4.2.2 การฟอกจางสี Reactive Green 19 
การศึกษาการฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณเริ่มตน 40 µg ร�วมกับสารประกอบ NaN3, 

Na2SO4, Na2CO3 และ NaCl ปริมาณ 5, 10, 15 และ 20 µmole และเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  
แลวทําการบ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium 
acetate pH 4.5 เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม�ใส�สารประกอบชนิดต�างๆ ผลการศึกษาพบว�าการเพ่ิมความ
เขมขนของสารประกอบ NaN3 ในปฏิกิริยาทําใหเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงกว�าชุดควบคุม ระดับความเขมขน
ท่ีทําใหเกิดเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงสุดเท�ากับ 5 mM ฟอกจางสีได 2.16% และความเขมขน 10 และ 20 
mM สามารถทําใหเกิดการฟอกจางสีในช�วงเวลาการบ�มปฏิกิริยา 10 ถึง 40 นาที และเปอร$เซ็นต$การฟอกจาง
ลดตํ่าในเวลา 50 นาที (แสดงดังรูปท่ี 4.60) ในการผสม Na2CO3 ร�วมกับการทําปฏิกิริยาฟอกจางสี พบว�าการ
เติม Na2CO3 ทําใหเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงกว�าชุดควบคุม โดยความเขมขน 5 mM ทําใหเกิดเปอร$เซ็นต$
การฟอกจางสีสูงสุดในนาท่ีท่ี 40 ของการบ�มปฏิกิริยา คือ 4.42% และความเขมขน 15 mM ทําใหเกิดการ
ฟอกจางสีไดดีรองลงมา และมีค�าสูงกว�าชุดควบคุมโดยมีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีไดดีท่ีสุดในเวลาท่ี 40 นาที 
คือ 2.55%  เม่ือเวลาบ�มปฏิกิริยาถึง 50 นาที พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีลดตํ่าลงมาก (แสดงดังรูปท่ี 
4.61) ในการฟอกจางสีร�วมกับ Na2SO4 พบว�าความเขมขน 5 mM มีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงกว�าความ
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เขมขนอ่ืนๆ และชุดควบคุม โดยเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงสุดในนาท่ีท่ี 40 ของการบ�มปฏิกิริยา คํานวณได 
24.13% เม่ือเวลาการบ�มปฏิกิริยาผ�านไป 50 นาที พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีลดตํ่าลงใกลเคียงศูนย$ในทุก
ระดับความเขมขนของ Na2SO4 (แสดงดังรูปท่ี 4.62) การเติม NaCl ร�วมในปฏิกิริยาการฟอกจางสี พบว�า
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีมีค�าสูงกว�าชุดควบคุม และเม่ือระยะเวลาการบ�มปฏิกิริยาเพ่ิมข้ึน พบว�าเปอร$เซ็นต$
การฟอกจางสีเพ่ิมสูงข้ึน ในเวลาท่ี 50 นาที เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับศูนย$ในขณะท่ีชุดควบคุมมี
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี 0.5% (แสดงดังรูปท่ี 4.63) 

 
 

 
 
รูปท่ี 4.57 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid blue 80 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช Na2CO3 ความ
เขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 
0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.58 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid blue 80 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช Na2SO4 ความ
เขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 
0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
 
 
 

 
รูปท่ี 4.59 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid blue 80 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช NaCl ความ
เขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 
0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.60 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Green 19 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช NaN3 
ความเขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลค
เคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

 

 

 

รูปท่ี 4.61 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Green 19 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช Na2CO3 
ความเขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลค
เคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.62 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Green 19 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช Na2SO4 
ความเขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลค
เคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

 

 

 

รูปท่ี 4.63 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Green 19 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช NaCl 
ความเขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลค
เคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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4.2.3 การฟอกจางสี Indigo carmine 
การศึกษาการฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณเริ่มตน 80 µg ร�วมกับสารประกอบ NaN3, Na2SO4, 

Na2CO3 และ NaCl ปริมาณ 5, 10, 15 และ 20 µmole และเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  แลวทําการ
บ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม�ใส�สารประกอบชนิดต�างๆ ผลการศึกษาพบว�าสารประกอบ NaN3 สามารถ
ยับยั้งการทํางานของเอนไซม$หยาบแลคเคสในการฟอกจางสี Indigo carmine ปริมาณ 80 µg เม่ือเริ่มทําการ
บ�มปฏิกิริยาจนกระท่ังเวลา 60 นาทีของการบ�มปฏิกิริยา คํานวณค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีไดเท�ากับศูนย$  
(แสดงดังรูปท่ี 4.64) เม่ือทดสอบการฟอกจางสี Indigo carmine ร�วมกับสารประกอบ Na2CO3 พบว�า
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีตํ่ากว�าชุดควบคุม โดยระดับความเขมขนของ Na2CO3 ท่ีสูงข้ึน พบว�าเปอร$เซ็นต$การ
ฟอกจางสีต่ําลงเม่ือระยะเวลาในการบ�มปฏิกิริยาเพ่ิมข้ึน (แสดงดังรูปท่ี 4.65)  เม่ือทําการทดสอบการฟอกจาง
สีโดยผสม Na2SO4 ในปฏิกิริยา พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีของชุดควบคุมสูงกว�า ในขณะท่ีทุกความเขมขน
ของ Na2SO4 มีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับศูนย$เม่ือบ�มปฏิกิริยาท่ี 50 นาที  และท่ีระดับความเขมขน 15 
mM มีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงกว�าความเขมขนระดับอ่ืนๆ แต�ยังมีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีตํ่ากว�าชุด
ควบคุม ท่ีมีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 3.3% (แสดงดังรูปท่ี 4.66)  ในกรณีท่ีผสมสารประกอบ NaCl ใน
การฟอกจางสี พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีตํ่ากว�าชุดควบคุม โดยการเติม NaCl ความเขมขน 20 mM ทํา
ใหเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับศูนย$เม่ือบ�มปฏิกิริยาได 10 นาที และการเพ่ิมความเขมขนของ NaCl สูงข้ึน 
ทําใหเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีต่ําลง (แสดงดังรูปท่ี 4.67) 

 
4.2.4 การฟอกจางสี Reactive Orange 16 
การศึกษาการฟอกจางสี Reactive Orange 16 ปริมาณ 80 µg ร�วมกับสารประกอบ NaN3, Na2SO4, 

Na2CO3 และ NaCl ปริมาณ 5, 10, 15 และ 20 µmole และเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  แลวทําการ
บ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม�ใส�สารประกอบชนิดต�างๆ ผลการศึกษาพบว�าความเขมขน 10 mM ของ
สารประกอบ NaN3 ในปฏิกิริยาทําใหเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงกว�าชุดควบคุม ทําใหเกิดเปอร$เซ็นต$การฟอก
จางสีสูงสุดในเวลาท่ี 50 นาที ฟอกจางสีได 8.58% แต�เม่ือบ�มปฏิกิริยาผ�านไป 60 นาที พบว�าเปอร$เซ็นต$การ
ฟอกจางสีเท�ากับศูนย$ รวมปฏิกิริยาชุดควบคุมและปฏิกิริยาท่ีมีการเติม NaN3 (แสดงดังรูปท่ี 4.68) ในการผสม 
Na2CO3 ร�วมกับการทําปฏิกิริยาฟอกจางสี พบว�าการเติม Na2CO3 ทําใหเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงกว�าชุด
ควบคุม โดยความเขมขน 5 และ 10 mM มีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงสุดเท�ากับ 6.69% และ 7.83% 
ตามลําดับ ในเวลา 30 นาที ในขณะท่ีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีใกลศูนย$ ในทุกความเขมขนของ Na2CO3 ใน
เวลา 40 ถึง 50 นาที (แสดงดังรูปท่ี 4.69) ในการฟอกจางสีร�วมกับ Na2SO4 พบว�าในช�วงเวลา 10 นาทีของ
การบ�มปฏิกิริยา มีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงกว�าชุดควบคุม และเริ่มมีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีลดลงต้ังแต�
เวลา 20 นาทีเป�นตนไป (แสดงดังรูปท่ี 4.70) การเติม NaCl ร�วมในปฏิกิริยาการฟอกจางสี พบว�าเปอร$เซ็นต$
การฟอกจางสีในชุดควบคุมมีค�าสูงกว�าชุดท่ีมีการเติม NaCl และเม่ือระยะเวลาการบ�มปฏิกิริยาเพ่ิมข้ึน พบว�า
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เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีในชุดควบคุมเพ่ิมสูงข้ึน ในเวลาท่ี 40 นาที เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 3.07% 
ในขณะท่ีชุดทดสอบท่ีมีการเติม NaCl มีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับศูนย$ (แสดงดังรูปท่ี 4.71) 

 
4.2.5 การฟอกจางสี Acid Green 27 
การศึกษาการฟอกจางสี Acid Green 27 ปริมาณ 80 µg ร�วมกับสารประกอบ NaN3, Na2SO4, 

Na2CO3 และ NaCl ปริมาณ 5, 10, 15 และ 20 µmole และเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  แลวทําการ
บ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม�ใส�สารประกอบชนิดต�างๆ ผลการศึกษาพบว�าความเขมขน 20 mM ของ
สารประกอบ NaN3 ในปฏิกิริยาไม�เกิดการฟอกจางสี Acid Green 27 ในขณะท่ีความเขมขน 5 mM NaN3 ทํา
ใหเกิดการฟอกจางสีสูงสุดในวันท่ี 6 พบเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับ 5.65% ซ่ึงเพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาท่ีใช
ในการฟอกจางสี (แสดงดังรูปท่ี 4.72) ในการผสม NaCl ร�วมกับการทําปฏิกิริยาฟอกจางสี Acid Green 27 
พบว�าการเติม NaCl ทําใหเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับศูนย$ในทุกความเขมขนต�างๆ (5, 10, 15, 20 mM) 
เม่ือทําการฟอกจางสีจนถึงวันท่ี 5 โดยความเขมขน 5 mM NaCl มีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงสุดเท�ากับ 
3.13% ในวันท่ี 5 ของการฟอกจางสี ในขณะท่ีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับศูนย$เม่ือบ�มปฏิกิริยาเป�นเวลา 5 
ถึง 6 วัน (แสดงดังรูปท่ี 4.73) ในขณะท่ีทําการผสม Na2CO3 ร�วมกับปฏิกิริยาการฟอกจางสี Acid Green 27 
ความเขมขนต�างๆ (5, 10, 15, 20 mM) ในการบ�มปฏิกิริยาเป�นระยะเวลา 6 วัน พบว�าระยะเวลาการบ�ม
ปฏิกิริยาเพ่ิมข้ึนทําใหเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีลดลง และมีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงสุดเท�ากับ 4.42% ท่ี
ระดับความเขมขน 5 mM Na2CO3 ในวันท่ี 4 ของการทําปฏิกิริยา (แสดงดังรูปท่ี 4.74) ในขณะท่ีการผสม
Na2SO4 ท่ีความเขมขนต�างๆ (5, 10, 15, 20 mM) ร�วมกับปฏิกิริยาการฟอกจางสี แต�มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอก
จางสีเท�ากับศูนย$ 

  
รูปท่ี 4.64 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Indigo carmine ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช NaN3 ความ
เขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 
0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.65 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Indigo carmine ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช Na2CO3 
ความเขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลค
เคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
 
 

 
รูปท่ี 4.66 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Indigo carmine ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช Na2SO4 ความ
เขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 
0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.67 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Indigo carmine ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช NaCl ความ
เขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 
0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
 
  
 

 

รูปท่ี 4.68 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช NaN3 
ความเขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลค
เคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.69 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช Na2CO3 
ความเขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลค
เคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

 

 

 

รูปท่ี 4.70 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช Na2SO4 
ความเขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลค
เคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.71 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Reactive Orange 16 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช NaCl 
ความเขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลค
เคส 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

 

  

รูปท่ี 4.72 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid Green 27 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช NaN3 ความ
เขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 
0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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รูปท่ี 4.73 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid Green 27 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช NaCl ความ
เขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 
0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 

 

 

รูปท่ี 4.74 เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสี Acid Green 27 ในชุดควบคุมเปรียบเทียบร�วมกับการใช Na2CO3 ความ
เขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM ในบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 โดยเอนไซม$หยาบแลคเคส 
0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ในเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส 
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4.2.6 การฟอกจางสี Alizarin Red 
การศึกษาการฟอกจางสี Alizarin Red ปริมาณ 50 µg ร�วมกับสารประกอบ NaN3, Na2SO4, Na2CO3 

และ NaCl ปริมาณ 5, 10, 15 และ 20 µmole และเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  แลวทําการบ�ม
สารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม�ใส�สารประกอบชนิดต�างๆ ผลการศึกษาพบว�าการเพ่ิมความเขมขนของ
สารประกอบท้ัง 4 ชนิด ไม�สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการฟอกจางสี Alizarin Red ได ถึงแมจะทําการเพ่ิม
ระยะเวลาในการทําปฏิกิริยาของสี Alizarin Red และเอนไซม$หยาบเป�นระยะเวลา 1 ถึง 6 วัน ซ่ึงผลการ
ทดลองดังกล�าวอาจส�งผลจากปริมาณของสารประกอบในสารละลาย และชนิดของสารประกอบไม�เหมาะสม
ต�อการทําปฏิกิริยาของเอนไซม$หยาบแลคเคส ทําใหไม�เกิดปฏิกิริยาการฟอกจางสี Alizarin Red 

 
4.2.7 การฟอกจางสี Direct Blue 71 
การศึกษาการฟอกจางสี Direct Blue 71 ปริมาณ 100 µg ร�วมกับสารประกอบ NaN3, Na2SO4, 

Na2CO3 และ NaCl ปริมาณ 5, 10, 15 และ 20 µmole และเอนไซม$หยาบแลคเคส 0.125 ยูนิต  แลวทําการ
บ�มสารละลายท่ีสภาวะอุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส ในสารละลายบัฟเฟอร$ 0.1 M sodium acetate pH 4.5 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม�ใส�สารประกอบชนิดต�างๆ ผลการศึกษาพบว�าการเพ่ิมสารประกอบร�วมกับการ
ทําปฏิกิริยาฟอกสีดวยเอนไซม$หยาบแลคเคส ไม�สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการฟอกจางสีได เช�นเดียวกับการ
เพ่ิมความปริมาณของสารประกอบท้ัง 4 ชนิด ก็ยังไม�สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการฟอกจางสี Direct Blue 71 
ได ถึงแมจะทําการเพ่ิมระยะเวลาในการทําปฏิกิริยาของสี Direct Blue 71 และเอนไซม$หยาบเป�นระยะเวลา 
1 ถึง 6 วัน ซ่ึงผลการทดลองดังกล�าวอาจส�งผลจากชนิดของสีและปริมาณของสารประกอบในสารละลายไม�
เหมาะสมต�อการทําปฏิกิริยา ทําใหไม�เกิดการฟอกจางสี Direct Blue 71 ดวยเอนไซม$หยาบแลคเคส 

พบรายงานการศึกษาว�าสารยับยั้งการทํางานของเอนไซม$แลคเคสของเชื้อ T. versicolor คือ NaN3 
เนื่องจากการหยุดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของสารต้ังตนและลดการเกิดของ radical cation ทําใหยับยั้งกิจกรรม
ของแลคเคสไดสมบูรณ$ (Johannes and Majcherczyk, 2000) อย�างไรก็ตามสารตัวกลางท่ีใชในการทํา
ปฏิกิริยาฟอกจางสีมีขอเสียหลายดาน เช�น การทําใหเอนไซม$สูญเสียกิจกรรม และความเขมขนของสาร
ตัวกลางท่ีไม�เหมาะสม ส�งผลต�อการยับยั้งการฟอกจางสียอม (Daâssi et al., 2012; Roriz et al., 2009) 

 
4.3 การฟอกจางสีย.อมโดยเอนไซม�แลคเคสหยาบในระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเย่ือกรอง 

จากผลการทดสอบการฟอกจางสียอมในชุดทดลองแบบแบทซ$พบว�าสียอม Acid blue 80 ถูกฟอกจาง
ดวยเอนไซม$แลคเคสหยาบไดดี สียอมชนิดนี้จึงถูกเลือกมาใชทดสอบในระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง ซ่ึง
เยื่อกรองท่ีใชในการศึกษาเป�นเยื่อกรองอัลตราฟKวเตรชั่น ทําจากโพลีซัลโฟน (Polysulphone) พ้ืนท่ีหนาตัด 
1000 ตารางเซนติเมตร ขนาดคัดกรองน้ําหนักโมเลกุล (MWCO) 10 กิโลดาลตัน (kDa) ลักษณะโมดูลเป�น
แบบเสนใยกลวง (Hollow fiber membrane)   โดยความสามารถในการกักเอนไซม$และการกําจัดสียอมดวย
ระบบถังปฏิกรณ$เยื่อกรองถูกทดสอบก�อนการศึกษาการฟอกจางสีดวยเอนไซม$แลคเคสในระบบถังปฏิกรณ$
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ชีวภาพเยื่อกรอง เม่ือดําเนินระบบสารละลายตัวอย�างท่ีเก็บในแต�ละช�วงการทดลองจะถูกนํามาวิเคราะห$ค�า
ความเขมขนของสียอมเปรียบเทียบกับความเขมขนต้ังตนและแสดงผลในรูปของเปอร$เซ็นต$การกําจัด ป�จจัยท่ี
ใชในการศึกษาครั้งนี้ไดแก�ความเขมขนของสียอม ความเขมขนของเอนไซม$ อัตราการไหลของสาร และค�า
ความเป�นกรดด�างของสารละลายสียอม การศึกษาครั้งนี้เป�นการทดลองในระดับหองปฏิบัติการ ทําการศึกษาท่ี
อุณหภูมิหอง (25 ± 3 องศาเซลเซียส) ผลการศึกษาเป�นดังนี้ 

 
4.3.1 การกักเอนไซม�ในระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเย่ือกรอง 
การนําเอนไซม$มาใชในระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองจําเป�นอย�างยิ่งท่ีจะตองเลือกใชเยื่อกรองท่ีมี

ขนาดเหมาะสมกับขนาดของเอนไซม$ เยื่อกรองท่ีมีขนาดคัดกรองน้ําหนักโมเลกุล (molecular weight cut-
off) ใกลเคียงหรือใหญ�กว�าขนาดของเอนไซม$จะทําใหความสามารถในการกักเอนไซม$ลดลง เกิดการหลุดออก
จากระบบไดง�าย ในขณะท่ีเยื่อกรองท่ีมีขนาดคัดกรองน้ําหนักโมเลกุลเล็กกว�าขนาดของเอนไซม$มากเกินไปอาจ
ก�อใหเกิดป�ญหาการอุดตันบนแผ�นเยื่อกรองไดง�าย ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกเยื่อกรองชนิดอัลตราฟKว
เตรชั่นท่ีมีขนาดคัดกรองน้ําหนักโมเลกุล 10 kDa มาใชร�วมกับเอนไซม$แลคเคสสกัดจาก Lentinus 

polychrous Lev. ซ่ึงมีขนาดน้ําหนักโมเลกุลโดยประมาณ 45 kDa (Suwannawong et al., 2010) และ
ทดสอบความสามารถของการกักเอนไซม$ในระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองก�อนนําไปใชกําจัดสียอม โดย
อัตราการไหลของสารเขาระบบเยื่อกรองถูกควบคุมท่ี 300 มิลลิลิตรต�อนาที ผลการศึกษาแสดงในตารางท่ี 4.1 
พบว�าเอนไซม$ในถังปฏิกิริยามีค�ากิจกรรมการทํางานเหลือมากกว�า 80% ท่ีเวลา 60 นาที และมีแนวโนมลดลง
เม่ือเวลาผ�านไป 240 นาที อย�างไรก็ตามค�ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ยังเหลือมากกว�า 60% ส�วนค�า
กิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ท่ีพบในเพอมิเอทมีนอยกว�า 5% และลดลงเรื่อยๆจนกระท่ังไม�ปรากฏ 

การท่ีค�ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ในเพอมิเอทมีแนวโนมลดลงแสดงใหเห็นว�าเยื่อกรองสามารถ
กักเอนไซม$ได ในขณะท่ีค�ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ในถังปฏิกิริยายังลดลงอย�างต�อเนื่อง ปริมาณ
เอนไซม$ท่ีหายไปอาจเกิดจากการถูกดูดซับท่ีผิวหนาของแผ�นเยื่อกรอง นอกจากนี้ยังไดมีการวัดปริมาณโปรตีน
ท้ังในถังปฏิกิริยาและในเพอมิเอทเพ่ือยืนยันขอสรุปดังกล�าว โดยพบว�าปริมาณโปรตีนในถังปฏิกิริยามีแนวโนม
ลดลงเม่ือเวลาในการเดินระบบมากข้ึน และท่ีเวลา 240 นาทีมีปริมาณโปรตีนเหลือ 60% ของปริมาณโปรตีน
เริ่มตน ส�วนปริมาณโปรตีนท่ีพบในเพอมิเอทในช�วงแรกของการเดินระบบมีค�ามากกว�าค�ากิจกรรมการทํางาน
ของเอนไซม$ท่ีพบในเพอมิเอทเนื่องจากอาจเป�นโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีไม�ใช�เอนไซม$แลคเคสและมีน้ําหนักโมเลกุล
นอยกว�าขนาดของแผ�นเยื่อกรองจึงทําใหผ�านแผ�นเยื่อกรองได และหลังจากเดินระบบไปแลว 180 นาทีจะไม�
พบโปรตีนในเพอมิเอท ดังนั้นผลต�างของปริมาณโปรตีนท่ีอยู�ในถังปฏิกิริยาและเพอมิเอทซ่ึงหายไปน�าจะถูกดูด
ซับอยู�ท่ีแผ�นเยื่อกรอง 
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ตารางท่ี 4.1 เปอร$เซ็นต$กิจกรรมการทํางานของเอนไซม$และโปรตีนในถังปฏิกิริยาและในเพอมิเอท 

Time 
(min) 

Reaction tank Permeate 
Retained activity (%) Retained protein (%) Activity (%) Protein (%) 

30 88.1 83.5 1.6 3.2 
60 80.9 82.1 1.2 2.8 
90 78.1 80.7 1.1 2.3 
120 77.6 75.2 1.0 1.4 
150 73.9 77.1 0.7 0.9 
180 70.6 68.8 0.1 0.0 
210 70.3 67.4 0.0 0.0 
240 68.2 60.1 0.0 0.0 

 

4.3.2 การกําจัดสีย.อม Acid blue 80 เม่ือเปล่ียนแปลงความเข.มข.นของสีย.อม 
การศึกษาการกําจัดสียอมในถังปฏิกรณ$เยื่อกรองและถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคส

เม่ือมีการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสียอมท่ีความเขมขน  10, 20, 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมต�อลิตร เพ่ือ
เปรียบเทียบความสามารถในการกําจัด โดยทําการควบคุมความเขมขนของเอนไซม$แลคเคสท่ี 0.125 ยูนิตต�อ
มิลลิลิตร ค�าความเป�นกรดด�างของสารละลายสียอมเท�ากับ 7 อัตราการไหลของสารถูกควบคุมท่ี 300 
มิลลิลิตรต�อนาที ผลการศึกษาแสดงในรูปท่ี 4.75 

จากรูปท่ี 4.75 (ก) เม่ือพิจารณาเปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอม Acid blue 80 ดวยถังปฏิกรณ$เยื่อกรองท่ี
เวลาต�างๆ พบว�าค�าการกําจัดสียอมความเขมขน 10 มิลลิกรัมต�อลิตรค�อนขางคงท่ีจนถึงนาทีท่ี 180 และให
ประสิทธิภาพการกําจัดสูงสุดเท�ากับ 99.57% และหลังจากเวลาผ�านไป 180 นาที ค�าการกําจัดสียอมมี
แนวโนมลดลง สําหรับการใชสียอมท่ีมีความเขมขนสูงข้ึนจะส�งผลใหประสิทธิภาพการกําจัดสียอมดวยถัง
ปฏิกรณ$เยื่อกรองลดลงอย�างชัดเจน โดยเม่ือเวลาดําเนินระบบผ�านไป 240 นาที พบว�าสียอมถูกกําจัดไป
97.87%, 63.79% , 47.87%, 56.78% และ 46.12% ท่ีความเขมขนของสียอมเท�ากับ 10 , 20, 30, 40 และ 
50 มิลลิกรัมต�อลิตร ตามลําดับ จากผลการศึกษาอาจกล�าวไดว�าความเขมขนของสียอมท่ีมากข้ึน ทําใหเกิดการ
สะสมของสียอมบริเวณผิวหนาของแผ�นเยื่อกรอง เม่ือเวลาเพ่ิมข้ึนการสะสมของสียอมบริเวณผิวหนาของแผ�นเยื่อ
กรองยิ่งเพ่ิมข้ึน ส�งผลใหบริเวณดังกล�าวมีความเขมขนสูงข้ึนจึงเกิดการแพร�ของสียอม (Diffusion)  จากบริเวณ         
ท่ีมีความเขมขนมากไปยังบริเวณท่ีมีความเขมขนนอยทําใหสียอมหลุดออกจากระบบเพ่ิมมากข้ึน และเม่ือ
เปรียบเทียบผลการศึกษาการกําจัดสียอมดวยถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคส (รูปท่ี 4.75 (ข)) 
พบว�าเปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอมท่ีความเขมขนเดียวกันเพ่ิมข้ึนอย�างชัดเจน และค�าการกําจัดสียอมของแต�ละ
ความเขมขนเม่ือระยะเวลาในการเดินระบบมากข้ึนมีการเปลี่ยนแปลงไม�มากแต�มีแนวโนมลดลงเม่ือเวลา
เพ่ิมข้ึน โดยเม่ือเวลาดําเนินระบบผ�านไป 240 นาที พบว�าสียอมถูกกําจัดไป 98.90%, 98.60%, 94.00%, 
92.12% และ 96.69% ท่ีความเขมขนของสียอมเท�ากับ 10 , 20, 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมต�อลิตร ตามลําดับ 
ผลการศึกษาแสดงใหเห็นว�าค�าการกําจัดสียอมท่ีเพ่ิมข้ึนเกิดจากการทํางานของเอนไซม$แลคเคส โดยท่ัวไปแลว
ถาในระบบท่ีมีเอนไซม$มากเกินพอ การเพ่ิมความเขมขนของสียอม(สารต้ังตน) จะทําใหเกิดปฏิกิริยาไดดี 
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อย�างไรก็ตามจากผลการศึกษานี้จะเห็นว�าเม่ือเพ่ิมความเขมขนของสียอม ส�งผลใหประสิทธิภาพการกําจัดลดลง
เล็กนอย ซ่ึงอาจเกิดจากความเขมขนของเอนไซม$ท่ีมีอยู�ในระบบมีไม�มากพอต�อการเขาทําปฏิกิริยากับสียอมท่ีมี
ความเขมขนสูงข้ึน 

(ก)  

 

(ข) 

 

รูปท่ี 4.75 เปอร$เซ็นต$การกําจัดสี Acid blue 80 เม่ือเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสียอม 10, 20, 30, 40 
และ 50 mg/L พีเอช 7 เอนไซม$แลคเคส 0.125 U/ml อัตราการไหล 300 ml/min (ก) ถังปฏิกรณ$เยื่อกรอง 
และ (ข) ถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคส 

เม่ือพิจารณาถึงการรั่วไหลของเอนไซม$แลคเคสจากถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง (ตารางท่ี 4.2) ท่ีความ
เขมขนของสียอม 10, 20, 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมต�อลิตร เปอร$เซ็นต$การรั่วไหลมีค�าแตกต�างกันไม�มาก และมี
ค�านอยกว�า 1% จะเห็นว�าค�ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ท่ีตรวจวัดไดในเพอมิเอทมีค�านอยมาก ซ่ึงค�าท่ี
วิเคราะห$ไดอาจเกิดจากความคลาดเคลื่อนในการตรวจวิเคราะห$เนื่องจากสียอมท่ีหลุดออกมาในเพอมิเอทอาจ
ส�งผลต�อการตรวจวัดค�ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ ดังนั้นอาจกล�าวไดว�าการรั่วไหลของเอนไซม$จากระบบมี
ค�านอยมากจึงไม�ส�งผลต�อประสิทธิภาพการกําจัดสียอมท่ีลดลงเม่ือความเขมขนของสียอมเพ่ิมข้ึน   
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ตารางท่ี 4.2 เปอร$เซ็นต$กิจกรรมการทํางานของเอนไซม$แลคเคสในเพอมิเอทจากถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ี
ใชกําจัดสียอมความเขมขน 10-50 mg/L 

 

เวลา (นาที) 
 เอนไซม$แลคเคสในเพอมิเอท (%) 

10 mg/L 20 mg/L 30 mg/L 40 mg/L 50mg/L 
0 0.45 0.32 0.47 0.66 0.48 
30 0.51 0.27 0.44 0.50 0.39 
60 0.42 0.41 0.51 0.31 0.50 
90 0.32 0.46 0.52 0.62 0.22 
120 0.30 0.19 0.51 0.63 0.57 
150 0.25 0.29 0.63 0.36 0.78 
180 0.19 0.34 0.55 0.78 0.39 
210 0.20 0.50 0.59 0.59 0.58 
240 0.14 0.60 0.63 0.67 0.57 

 

จากรูปท่ี 4.76 (ก) เม่ือพิจารณาถึงค�าเพอมิเอทฟลักซ$กับเวลาในการดําเนินระบบของถังปฏิกรณ$เยื่อ
กรอง พบว�าเม่ือเพ่ิมความเขมขนของสียอมเป�น 10, 20, 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมต�อลิตร ค�าฟลักซ$มีแนวโนม
ลดลงแต�ไม�ชัดเจนเนื่องจากสียอมมีน้ําหนักโมเลกุลนอยมากเม่ือเทียบกับขนาดรูพรุนของแผ�นเยื่อกรองและ
ความเขมขนของสียอมท่ีใชทดสอบแตกต�างกันไม�มาก จึงทําใหค�าเพอมิเอทฟลักซ$ท่ีวัดไดจากการใชความ
เขมขนของสียอมต�างๆเกิดการเปลี่ยนแปลงไม�มาก สําหรับเพอมิเอทฟลักซ$กับเวลาในการดําเนินระบบของถัง
ปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคส (รูปท่ี 4.76 (ข)) ค�าฟลักซ$ลดลงเล็กนอยเม่ือเทียบกับค�าฟลักซ$
จากถังปฏิกรณ$เยื่อกรองท่ีความเขมขนของสียอมเดียวกัน เนื่องจากมีเอนไซม$บางส�วนสะสมท่ีแผ�นเยื่อกรอง 
และความเขมขนของสียอมท่ีเพ่ิมข้ึนส�งผลใหฟลักซ$มีค�าลดลง โดยความเขมขนของสียอมท่ี 10, 20, 30, 40 
และ 50 มิลลิกรัมต�อลิตร ค�าฟลักซ$ท่ีเวลา 240 นาทีเท�ากับ 1.18, 1.17, 1.16, 1.07 และ 1.01 ลิตรต�อตาราง
เมตรต�อชั่วโมง และจากการศึกษาเพ่ิมเติมพบว�าการอุดตันของแผ�นเยื่อกรองจะเกิดข้ึนไดก็ต�อเม่ือมีการสะสม
ของโมเลกุลหรืออนุภาคของตัวถูกละลายท่ีไม�สามารถผ�านแผ�นเยื่อกรองได เม่ือความเขมขนในระบบมีมากข้ึน
จะ ทําใหการสะสมอยู�บริเวณผิวหนาของแผ�นเยื่อกรองหนาข้ึน และเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึนการสะสมของอนุภาคก็
เพ่ิมข้ึนดวย ส�งผลใหเกิดปรากฏการณ$ Concentration Polarization ในระบบ ซ่ึงการเกิดปรากฏการณ$นี้จะไป
เพ่ิมความตานทานการไหลของสารทําใหฟลักซ$มีค�าลดลง 
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(ก) 

 

(ข) 

 

รูปท่ี 4.76 เพอมิเอทฟลักซ$จาก (ก) ถังปฏิกรณ$เยื่อกรอง และ (ข) ถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลค
เคส เม่ือเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสียอม 10, 20, 30, 40 และ 50 mg/l พีเอช 7 เอนไซม$แลคเคส 0.125 
U/ml อัตราการไหล 300 ml/min  
 

4.3.3 การกําจัดสีย.อม Acid blue 80 เม่ือเปล่ียนแปลงความเข.มข.นของเอนไซม� 
การศึกษาการกําจัดสียอมในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคสเม่ือมีการเปลี่ยนแปลงความ

เขมขนของเอนไซม$ท่ี 0.013, 0.025, 0.063 และ 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร เพ่ือเปรียบเทียบความสามารถใน
การกําจัด โดยทําการควบคุมความเขมขนของสียอมท่ี 30 มิลลิกรัมต�อลิตร ค�าความเป�นกรดด�างของ
สารละลายสียอมเท�ากับ 7 อัตราการไหลของสารถูกควบคุมท่ี 300 มิลลิลิตรต�อนาที ผลการศึกษาแสดงในรูปท่ี 
4.77 พบว�าเม่ือเพ่ิมความเขมขนของเอนไซม$ เปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอมมีค�าเพ่ิมข้ึน โดยความเขมขนของ
เอนไซม$ท่ี 0.063 และ 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร สามารถกําจัดสียอมสูงสุดมากกว�า 99% ท่ีช�วงเวลา 30-90 
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นาที จากนั้นเปอร$เซ็นต$การกําจัดมีแนวโนมลดลง สําหรับเอนไซม$ความเขมขน 0.013 ยูนิตต�อมิลลิลิตรใหค�า
เปอร$เซ็นต$การกําจัดตํ่าสุด และเปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอมท่ีเวลา 240 นาทีเท�ากับ 67.72%, 82.64%, 
91.75% และ 94.00% ท่ีความเขมขนของเอนไซม$ 0.013, 0.025, 0.063 และ 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
ตามลําดับ ผลการศึกษาอธิบายไดว�าการกําจัดสียอมจะข้ึนอยู�กับความเขมขนของเอนไซม$ท่ีเขาทําปฏิกิริยากับ
สารต้ังตน เม่ือเอนไซม$มีความเขมขนมากเกินพอจะทําใหจับกับสียอมไดมากดังนั้นเปอร$เซ็นต$การกําจัดจึงสูง 
ส�วนกรณีท่ีเอนไซม$มีความเขมขนนอยส�งผลใหจับกับสียอมไดนอยลงดังนั้นเปอร$เซ็นต$การกําจัดจึงตํ่ากว�า และ
เม่ือเวลาในการดําเนินระบบมากข้ึนเปอร$เซ็นต$การกําจัดมีแนวโนมลดลงทุกความเขมขนเอนไซม$ เนื่องมาจาก
เอนไซม$ในระบบมีปริมาณจํากัดในขณะท่ีสารละลายสียอมถูกป�อนเขาสู�ระบบอย�างต�อเนื่อง ความเขมขนของสี
ยอมบางส�วนท่ีถูกกักไม�ใหออกจากระบบร�วมกับสียอมท่ีเขามาระบบอย�างต�อเนื่องทําใหความเขมขนสียอม
เพ่ิมข้ึนอย�างต�อเนื่อง การทํางานของเอนไซม$ท่ีมีอยู�อย�างจํากัดจึงอาจไม�เพียงพอ สียอมบางส�วนท่ีเหลือจึงออก
จากระบบมากข้ึนเปอร$เซ็นต$การกําจัดจึงลดลง ผลการศึกษานี้แสดงใหเห็นว�าความเขมขนของเอนไซม$ท่ีเพ่ิมข้ึน
ส�งผลต�อการเกิดปฏิกิริยาซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Asadgol et al., (2014) (Asadgol et al., 2014) 
ทําการศึกษาการกําจัดฟ|นอลและบิสฟ|นอลเอดวยเอนไซม$แลคเคสจาก Paraconiothyrium variabile ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว�าเม่ือเพ่ิมความเขมขนของเอนไซม$แลคเคสท่ี 1-20 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ส�งผลให
การกําจัดฟ|นอลและบิสฟ|นอลเอเพ่ิมข้ึน  

 

 
 

รูปท่ี 4.77 เปอร$เซ็นต$การกําจัดสี Acid blue 80 เม่ือเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอนไซม$แลคเคสท่ี 0.013, 
0.025, 0.063 และ 0.125 U/ml ในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง ความเขมขนของสียอมเท�ากับ 30 mg/l พี
เอช 7 อัตราการไหล 300 ml/min  
 

สําหรับการรั่วไหลของเอนไซม$แลคเคสจากถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง (ตารางท่ี 4.3) ท่ีความเขมขนของ
เอนไซม$ 0.013, 0.025, 0.063 และ 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร การรั่วไหลของเอนไซม$เพ่ิมข้ึนเม่ือใชเอนไซม$ท่ีมี
ความเขมขนเพ่ิมข้ึน อย�างไรก็ตามเอนไซม$ท่ีรั่วไหลออกจากระบบพบว�ามีค�านอยกว�า 1% ซ่ึงค�าท่ีวิเคราะห$ไดอาจ
เกิดจากความคลาดเคลื่อนในการตรวจวิเคราะห$เนื่องจากสียอมท่ีหลุดออกมาในเพอมิเอทอาจส�งผลต�อการ
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ตรวจวัดค�ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ ดังนั้นอาจกล�าวไดว�าการรั่วไหลของเอนไซม$จากระบบมีค�านอยมากจึง
ไม�ส�งผลต�อประสิทธิภาพการกําจัดสียอมท่ีลดลงเม่ือมีการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอนไซม$  

เม่ือพิจารณาถึงค�าเพอมิเอทฟลักซ$กับเวลาในการดําเนินระบบของถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง (รูปท่ี 
4.78)  พบว�าค�าฟลักซ$มีแนวโนมลดลงเม่ือเวลาในการดําเนินระบบเพ่ิมข้ึน เนื่องจากมีการสะสมของโมเลกุล
หรืออนุภาคของตัวถูกละลายท่ีไม�สามารถผ�านแผ�นเยื่อกรองได เม่ือความเขมขนในระบบมีมากข้ึนทําใหเกิด
การสะสมอยู�บริเวณผิวหนาของแผ�นเยื่อกรองหนาข้ึน และเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึนการสะสมของอนุภาคก็เพ่ิมข้ึนดวย 
ส�งผลใหเกิดปรากฏการณ$ Concentration Polarization ในระบบ ซ่ึงการเกิดปรากฏการณ$นี้จะไปเพ่ิมความ
ตานทานการไหลของสารทําใหค�าฟลักซ$ลดลง และความเขมขนของเอนไซม$ท่ีเพ่ิมข้ึนส�งผลใหฟลักซ$มีค�าลดลง 
โดยความเขมขนของเอนไซม$ 0.013, 0.025, 0.063 และ 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร มีค�าฟลักซ$ท่ีเวลา 240 นาที
เท�ากับ 1.26, 1.22, 1.18 และ 1.16 ลิตรต�อตารางเมตรต�อชั่วโมง เพราะนอกจากการสะสมของอนุภาคสียอม
ท่ีผิวเยื่อกรองส�งผลต�อค�าฟลักซ$แลว ความเขมขนของเอนไซม$ท่ีมากข้ึนในระบบทําใหโอกาสท่ีเอนไซม$บางส�วน
ถูกสะสมท่ีแผ�นเยื่อกรองมีมากทําใหความตานทานการไหลของสารเพ่ิมข้ึนส�งผลต�อการเปลี่ยนแปลงค�าฟลักซ$ 
 

ตารางท่ี 4.3 เปอร$เซ็นต$กิจกรรมการทํางานของเอนไซม$แลคเคสในเพอมิเอทจากถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง
เม่ือเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอนไซม$แลคเคส 0.013-0.125 U/ml 

เวลา (นาที) 
เอนไซม$แลคเคสในเพอมิเอท (%) 

0.013 U/ml 0.025 U/ml 0.063 U/ml 0.125 U/ml 

0 0.20 0.18 0.28 0.47 

30 0.19 0.23 0.15 0.44 

60 0.11 0.17 0.17 0.51 

90 0.09 0.12 0.14 0.52 

120 0.15 0.13 0.20 0.51 

150 0.21 0.08 0.18 0.63 

180 0.14 0.11 0.19 0.55 

210 0.16 0.09 0.24 0.59 

240 0.11 0.10 0.21 0.63 
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รูปท่ี 4.78 เพอมิเอทฟลักซ$จากถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคสความเขมขน 0.013, 0.025, 
0.063 และ 0.125 U/ml ความเขมขนของสียอม 30 mg/l พีเอช 7 อัตราการไหล 300 ml/min 

 

4.3.4 การกําจัดสีย.อม Acid blue 80 เม่ือเปล่ียนแปลงค,าความเปlนกรดด,างของสารละลายสีย.อม 
การศึกษาการกําจัดสียอมในถังปฏิกรณ$เยื่อกรองและถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคส

เม่ือมีการเปลี่ยนแปลงความเป�นกรดด�างของสารละลายสียอมท่ี 4, 5, 6, 7 และ 8 เพ่ือเปรียบเทียบ
ความสามารถในการกําจัด โดยทําการควบคุมความเขมขนของเอนไซม$แลคเคสท่ี 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร 
ความเขมขนของสียอมท่ีความเขมขน 30 มิลลิกรัมต�อลิตร อัตราการไหลของสารถูกควบคุมท่ี 300 มิลลิลิตร
ต�อนาที ผลการศึกษาแสดงในรูปท่ี 4.79  

ในการกําจัดสียอม Acid blue 80 ดวยถังปฏิกรณ$เยื่อกรองท่ีเวลาต�างๆ เม่ือเปลี่ยนแปลงความเป�นกรด
ด�างของสารละลายสียอมท่ี 4-8 (รูปท่ี 4.79 (ก)) พบว�าการกําจัดสียอมมีแนวโนมลดลงเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึน และค�า
ความเป�นกรดด�างของสารละลายส�งผลต�อการกําจัดสียอมโดยเม่ือเวลาดําเนินระบบผ�านไป 240 นาที สียอมถูก
กําจัดไป 40.35%, 49.18%, 48.45%, 47.87% และ 58.22% ท่ีความเป�นกรดด�างของสารละลายสียอม
เท�ากับ 4, 5, 6, 7 และ 8 ตามลําดับ จะเห็นว�าเปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอมมีค�าแตกต�างกันไม�มาก อย�างไรก็ตาม
แนวโนมของสารละลายสียอมท่ีมีสภาวะความเป�นกรด (พีเอช 4) ใหค�าการกําจัดท่ีตํ่ากว�าเม่ือเปรียบเทียบกับ
สารละลายสียอมท่ีมีสภาวะความเป�นด�าง (พีเอช 8) สาเหตุอาจเนื่องมาจากผิวหนาแผ�นเยื่อกรองโพลีซัลโฟ
นมีความเป�นประจุลบ และเม่ือสียอมอยู�ในสารละลายท่ีสภาวะความเป�นกรดด�างต�างกันส�งผลใหประจุของสี
ยอมเปลี่ยนแปลง เกิดแรงดึงดูดประจุระหว�างผิวหนาเยื่อกรองและสียอม ส�งผลใหสียอมแพร�ผ�านเยื่อกรอง
ออกมาในเพอมิเอทไดต�างกัน และเม่ือเปรียบเทียบผลการศึกษาการกําจัดสียอมดวยถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อ
กรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคส (รูปท่ี 4.79 (ข)) พบว�าเปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอมท่ีความเป�นกรดด�างของสารละลาย
เดียวกันเพ่ิมข้ึนอย�างชัดเจน เนื่องจากการทํางานของเอนไซม$แลคเคสร�วมกับเยื่อกรอง การเปลี่ยนแปลงความ
เป�นกรดด�างของสารละลายยังส�งผลต�อการกําจัดสียอม โดยเม่ือเวลาดําเนินระบบผ�านไป 240 นาที พบว�าสี
ยอมถูกกําจัดไป 89.22%, 90.97%, 92.51%, 94.00% และ 75.98% ท่ีความเป�นกรดด�างของสารละลายสี
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ยอมเท�ากับ 4, 5, 6, 7 และ 8 ตามลําดับ จะเห็นว�าท่ีความเป�นกรดด�างเท�ากับ 8 ค�าเปอร$เซ็นต$การกําจัดมี
แนวโนมลดลงกว�าทุกระดับความเป�นกรดด�าง และจากผลการทดลองฟอกจางสี Acid blue 80 ในชุดทดลอง
แบบแบทช$ (หัวขอ 4.1.1.4) เอนไซม$แลคเคสทํางานไดดีในช�วงความเป�นกรด 4-5 และเม่ือเอนไซม$อยู�ใน
สภาวะท่ีเป�นด�างจะส�งผลใหเสถียรภาพและความสามารถในการทํางานของเอนไซม$ลดลง เนื่องจากการ
เปลี่ยนแปลงความเป�นกรดด�างส�งผลต�อประจุในโมเลกุลของเอนไซม$ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสราง
โดยเฉพาะบริเวณเร�งของเอนไซม$ การจับกันระหว�างเอนไซม$กับสียอมไม�สามารถจับกันไดหรือจับกันไดนอยลง 
ส�งผลต�อการฟอกจางสีของเอนไซม$ นอกจากนี้ในการศึกษาของ Nilaevi et al., (2008) (Niladevi and 
Prema, 2008) พบว�าจุดไอโซอิเล็กทริกของเอนไซม$แลคเคสบริสุทธิ์เท�ากับ 7.9 ซ่ึงจุดดังกล�าวเป�นจุดท่ีทําให
ประจุบวกและลบท่ีมีอยู�เท�ากัน ประจุรวมของเอนไซม$จึงเท�ากับศูนย$ เอนไซม$จะเกิดการสูญเสียสภาพและ
ตกตะกอนส�งผลใหเหลือเอนไซม$เขาทําปฏิกิริยากับสียอมไดนอยลง และเม่ือดําเนินระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพ
เยื่อกรองนานข้ึนจะทําใหเกิดการสะสมของสียอมท่ีผิวหนาเยื่อกรองมากข้ึน สียอมท่ีสะสมบริเวณดังกล�าว
สามารถแพร�ผ�านเยื่อกรองมากข้ึนเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึน ดังนั้นเปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอมท่ีความเป�นกรดด�างเท�ากับ 
8 จึงตํ่ากว�าทุกระดับ ผลการทดลองยังแสดงใหเห็นว�าสารละลายสียอมท่ีมีค�าความเป�นกรดด�างในช�วง 6-7 
เป�นสภาวะท่ีเหมาะสําหรับใชในการกําจัดสียอมดวยถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคส ผล
ดังกล�าวยังสอดคลองกับงานวิจัยของ Lante et al., (2000) (Lante et al., 2000) ท่ีรายงานการศึกษาการ
ย�อยสลายฟ|นอลโดยการตรึงเอนไซม$แลคเคสในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง พบว�าความเป�นกรดด�างท่ี
เหมาะสมในการย�อยสลายสารฟ|นอลเท�ากับ 6.6 

เม่ือพิจารณาถึงการรั่วไหลของเอนไซม$แลคเคสจากถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง (ตารางท่ี 4.4) ท่ีความเป�น
กรดด�างของสารละลายสียอมท่ี 4-8 เปอร$เซ็นต$การรั่วไหลมีค�าแตกต�างกันไม�มาก และมีค�านอยกว�า 1% จะเห็น
ว�าค�ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ท่ีตรวจวัดไดในเพอมิเอทมีค�านอยมาก ซ่ึงค�าท่ีวิเคราะห$ไดอาจเกิดจากความ
คลาดเคลื่อนในการตรวจวิเคราะห$เนื่องจากสียอมท่ีหลุดออกมาในเพอมิเอทอาจส�งผลต�อการตรวจวัดค�ากิจกรรม
การทํางานของเอนไซม$ ดังนั้นอาจกล�าวไดว�าการรั่วไหลของเอนไซม$จากระบบมีค�านอยมากจึงไม�ส�งผลต�อ
ประสิทธิภาพการกําจัดสียอมท่ีลดลงเม่ือเปลี่ยนแปลงค�าความเป�นกรดด�างของสารละลาย 
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(ก) 

 

 

(ข) 

 

 
รูปท่ี 4.79 เปอร$เซ็นต$การกําจัดสี Acid blue 80 เม่ือเปลี่ยนแปลงความเป�นกรดด�างของสารละลายสียอมท่ี 
4, 5, 6, 7 และ 8 ความเขมขนของสียอมเท�ากับ 30 mg/L เอนไซม$แลคเคส 0.125 U/ml อัตราการไหล 300 
ml/min (ก) ถังปฏิกรณ$เยื่อกรอง และ (ข) ถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคส 
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ตารางท่ี 4.4 เปอร$เซ็นต$กิจกรรมการทํางานของเอนไซม$แลคเคสในเพอมิเอทจากถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง
เม่ือเปลี่ยนแปลงความเป�นกรดด�างของสารละลายสียอมท่ี 4-8 

เวลา (นาที) 
เอนไซม$แลคเคสในเพอมิเอท (%) 

pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 

0 0.31 0.28 0.39 0.47 0.31 

30 0.37 0.24 0.51 0.44 0.33 

60 0.34 0.32 0.47 0.51 0.46 

90 0.29 0.30 0.62 0.52 0.29 

120 0.41 0.41 0.38 0.51 0.49 

150 0.48 0.38 0.44 0.63 0.57 

180 0.50 0.29 0.53 0.55 0.53 

210 0.49 0.40 0.67 0.59 0.49 

240 0.42 0.38 0.58 0.63 0.42 

 
เม่ือพิจารณาเพอมิเอทฟลักซ$กับเวลาในการดําเนินระบบของถังปฏิกรณ$เยื่อกรอง (รูปท่ี 4.80 (ก))  

พบว�าเม่ือเปลี่ยนแปลงความเป�นกรดด�างของสารละลายสียอมท่ี 4, 5, 6, 7 และ 8  เพอมิเอทฟลักซ$มีแนวโนม
ลดลงเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึน โดยค�าฟลักซ$ท่ีเวลา 240 นาทีเท�ากับ 1.16, 1.24, 1.19, 1.16 และ 0.94 ลิตรต�อตาราง
เมตรต�อชั่วโมง ตามลําดับ และเม่ือนําฟลักซ$ท่ีเวลา 240 นาทีเปรียบเทียบกับฟลักซ$เริ่มตนพบว�าค�าฟลักซ$ของ
ความเป�นกรดด�างท่ี 8 มีการเปลี่ยนแปลงมากท่ีสุด แสดงว�ามีการสะสมของสารบริเวณผิวหนาของแผ�นเยื่อ
กรองมากกว�าท่ีค�าความเป�นกรดด�างอ่ืน สําหรับเพอมิเอทฟลักซ$กับเวลาในการดําเนินระบบของถังปฏิกรณ$
ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคส (รูปท่ี 4.80 (ข)) ค�าฟลักซ$ลดลงเล็กนอยเม่ือเทียบกับค�าฟลักซ$จากถัง
ปฏิกรณ$เยื่อกรองท่ีความเป�นกรดด�างของสารละลายเดียวกัน เนื่องจากอาจมีเอนไซม$บางส�วนสะสมท่ีแผ�นเยื่อ
กรอง และเพอมิเอทฟลักซ$มีแนวโนมลดลงเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึน โดยความเป�นกรดด�างของสารละลายสียอมท่ี 4, 5, 
6, 7 และ 8 ค�าฟลักซ$ท่ีเวลา 240 นาทีเท�ากับ 1.15, 1.15, 1.14, 1.16 และ 1.01 ลิตรต�อตารางเมตรต�อ
ชั่วโมง ตามลําดับ และเม่ือเปรียบเทียบกับฟลักซ$เริ่มตนพบว�าท่ีความเป�นกรดด�างเท�ากับ 8 มีการลดลงของฟ
ลักซ$มากท่ีสุดเช�นเดียวกับในถังปฏิกรณ$เยื่อกรอง  
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(ก) 

 

 

  

(ข) 

 
 
 
รูปท่ี 4.80 เพอมิเอทฟลักซ$จาก (ก) ถังปฏิกรณ$เยื่อกรอง และ (ข) ถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลค
เคส เม่ือเปลี่ยนแปลงความเป�นกรดด�างของสารละลายสียอมท่ี 4, 5, 6, 7 และ 8 ความเขมขนของสียอม 30 
mg/l เอนไซม$แลคเคส 0.125 U/ml อัตราการไหล 300 ml/min  
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4.3.5 การกําจัดสีย.อม Acid blue 80 เม่ือเปล่ียนแปลงอัตราการไหลของสารละลายในระบบ 
การศึกษาการกําจัดสียอมในถังปฏิกรณ$เยื่อกรองและถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคส

เม่ือมีการเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของสารเขาระบบท่ี 300, 400, 500, 600 และ 700 มิลลิลิตรต�อนาที เพ่ือ
เปรียบเทียบความสามารถในการกําจัด โดยทําการควบคุมความเขมขนของเอนไซม$แลคเคสท่ี 0.125 ยูนิตต�อ
มิลลิลิตร ความเขมขนของสียอม 30 มิลลิกรัมต�อลิตร ความเป�นกรดด�างของสารละลายสียอมเท�ากับ 7 ผล
การศึกษาแสดงในรูปท่ี 4.81  

 
(ก) 

 

 

 (ข) 

 

รูปท่ี 4.81 เปอร$เซ็นต$การกําจัดสี Acid blue 80 เม่ือเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของสารเขาระบบท่ี 300, 
400, 500, 600 และ 700 ml/min ความเขมขนของสียอมเท�ากับ 30 mg/L พีเอช 7 เอนไซม$แลคเคส 0.125 
U/ml (ก) ถังปฏิกรณ$เยื่อกรอง และ (ข) ถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคส 
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จากรูปท่ี 4.81 (ก) พิจารณาเปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอม Acid blue 80 ดวยถังปฏิกรณ$เยื่อกรองท่ีเวลา
ต�างๆ เม่ือเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของสารเขาระบบ พบว�าการกําจัดสียอมมีแนวโนมลดลงเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึน 
เนื่องจากเกิดการสะสมของอนุภาคสียอมท่ีผิวหนาเยื่อกรองส�งผลใหความเขมขนของสียอมบริเวณดังกล�าว
สูงข้ึนเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึน เม่ือความเขมขนของสียอมท่ีผิวหนาเยื่อกรองและเพอมิเอทมีความแตกต�างกันมากจะ
ส�งผลใหสียอมแพร�ผ�านเยื่อกรองไดมากข้ึนทําใหค�าการกําจัดสียอมลดลง และผลการศึกษายังแสดงใหเห็นว�า
การเพ่ิมอัตราการไหลของสารเขาระบบส�งผลใหสียอมหลุดออกมาในเพอมิเอทมากข้ึน ทําใหเปอร$เซ็นต$การ
กําจัดสียอมมีแนวโนมลดลง โดยเม่ือเวลาดําเนินระบบผ�านไป 240 นาที พบว�าสียอมถูกกําจัดไป 47.87%, 
34.83%, 30.76%, 18.09%, และ 8.68% ท่ีอัตราการไหลของสารเขาระบบเท�ากับ 300, 400, 500, 600 
และ 700 มิลลิลิตรต�อนาที ตามลําดับ ซ่ึงอาจเกิดจากการเพ่ิมอัตราการไหลทําใหความดันในระบบเพ่ิมข้ึน 
ส�งผลใหแรงดันส�งผ�านเพอมิเอทเร็วข้ึน การสะสมสียอมท่ีผิวหนาเยื่อกรองมากข้ึนและแพร�ผ�านออกมาในเพอมิ
เอทเพ่ิมข้ึน ทําใหเปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอมลดลง และเม่ือเปรียบเทียบผลการศึกษาการกําจัดสียอมดวยถัง
ปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคส (รูปท่ี 4.81 (ข)) พบว�าเปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอมท่ีอัตราการไหล
ของสารเขาระบบเดียวกันเพ่ิมข้ึนอย�างชัดเจน เนื่องจากการทํางานของเอนไซม$แลคเคสร�วมกับเยื่อกรอง การ
เปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของสารเขาระบบยังส�งผลต�อการกําจัดสียอม โดยเม่ือเวลาดําเนินระบบผ�านไป 240 
นาที พบว�าสียอมถูกกําจัดไป 94.00%, 91.04%, 91.20%, 88.57% และ 86.59% ท่ีอัตราการไหลของสาร
เขาระบบเท�ากับ 300, 400, 500, 600 และ 700 มิลลิลิตรต�อนาที ตามลําดับ จะเห็นว�าการเพ่ิมอัตราการไหล
ของสารเขาระบบทําใหเปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอมลดลงซ่ึงเป�นผลจากการเพ่ิมอัตราการไหลทําใหความดันใน
ระบบเพ่ิมข้ึนส�งผลใหแรงดันส�งผ�านเพอมิเอทเร็วข้ึน นอกจากนี้การเพ่ิมอัตราการไหลทําใหระยะเวลาสัมผัส
ระหว�างสียอมและเอนไซม$ลดลง การเกิดปฏิกิริยาจึงลดลงเหลือสียอมสะสมในระบบและบริเวณผิวหนาเยื่อ
กรองมากข้ึน ส�งผลใหบริเวณดังกล�าวมีความเขมขนสูงข้ึนจึงเกิดการแพร�ของสียอมจากบริเวณท่ีมีความเขมขน
มากไปยังบริเวณท่ีมีความเขมขนนอย ทําใหสียอมหลุดออกจากระบบเพ่ิมมากข้ึนเปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอมจึง
ลดลง 

เม่ือพิจารณาถึงการรั่วไหลของเอนไซม$แลคเคสจากถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง (ตารางท่ี 4.5) ท่ีอัตราการ
ไหลของสารเขาระบบ 300, 400, 500, 600 และ 700 มิลลิลิตรต�อนาที เปอร$เซ็นต$การรั่วไหลมีค�าแตกต�างกัน
ไม�มาก และมีค�านอยกว�า 1% จะเห็นว�าค�ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ท่ีตรวจวัดไดในเพอมิเอทมีค�านอยมาก 
ซ่ึงค�าท่ีวิเคราะห$ไดอาจเกิดจากความคลาดเคลื่อนในการตรวจวิเคราะห$เนื่องจากสียอมท่ีหลุดออกมาในเพอมิเอท
อาจส�งผลต�อการตรวจวัดค�ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม$ ดังนั้นอาจกล�าวไดว�าการรั่วไหลของเอนไซม$จาก
ระบบมีค�านอยมากจึงไม�ส�งผลต�อประสิทธิภาพการกําจัดสียอมท่ีลดลงเม่ือเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของสารเขา
ระบบ 
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ตารางท่ี 4.5 เปอร$เซ็นต$กิจกรรมการทํางานของเอนไซม$แลคเคสในเพอมิเอทจากถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง
เม่ือเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของสารเขาระบบในช�วง 300-700 ml/min 

เวลา (นาที)  เอนไซม$แลคเคสในเพอมิเอท (%) 

300 ml/min 400 ml/min 500 ml/min 600 ml/min 700 ml/min 

0 0.61 0.66 0.58 0.62 0.54 

30 0.48 0.42 0.60 0.60 0.48 

60 0.63 0.38 0.57 0.63 0.41 

90 0.61 0.42 0.57 0.57 0.51 

120 0.51 0.41 0.59 0.56 0.51 

150 0.60 0.56 0.61 0.58 0.31 

180 0.59 0.60 0.61 0.60 0.46 

210 0.48 0.54 0.48 0.63 0.48 

240 0.52 0.50 0.54 0.59 0.52 

 

เม่ือพิจารณาถึงค�าเพอมิเอทฟลักซ$กับเวลาในการดําเนินระบบของถังปฏิกรณ$เยื่อกรอง (รูปท่ี 4.82 (ก)) 
พบว�าเม่ือเพ่ิมอัตราการไหลของสารเขาระบบเป�น 300, 400, 500, 600 และ 700 มิลลิลิตรต�อนาที ค�าฟลักซ$
มีแนวโนมลดลงอย�างชัดเจนเม่ือเวลาในการดําเนินระบบมากข้ึน โดยเฉพาะท่ีอัตราการไหลของสารเขาระบบ
สูงข้ึน เนื่องจากการเพ่ิมอัตราการไหลของสารส�งผลใหปริมาณสารละลายสียอมไหลเขามาในระบบมากทําให
เกิดการไหลผ�านและสะสมบริเวณผิวหนาเยื่อกรองมากข้ึน จึงทําใหค�าเพอมิเอทฟลักซ$ลดลงมากเม่ืออัตราการ
ไหลของสารเพ่ิมสูงข้ึน สําหรับเพอมิเอทฟลักซ$กับเวลาในการดําเนินระบบของถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมี
เอนไซม$แลคเคส (รูปท่ี 4.82 (ข)) พบว�าค�าเพอมิเอทฟลักซ$จากระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีอัตราการ
ไหลของสารเขาระบบเท�ากันมีค�านอยกว�าเพอมิเอทฟลักซ$ท่ีไดจากถังปฏิกรณ$เยื่อกรอง เนื่องจากมีเอนไซม$
บางส�วนสะสมท่ีแผ�นเยื่อกรอง และสียอมมีการสะสมบริเวณผิวหนาเยื่อกรองเพ่ิมข้ึนเม่ืออัตราการไหลของสาร
เขาระบบสูงข้ึนส�งผลใหเพอมิเอทฟลักซ$ลดลง โดยอัตราการไหลของสารเขาระบบท่ี 300, 400, 500, 600 และ 
700 มิลลิลิตรต�อนาที ใหค�าเพอมิเอทฟลักซ$ท่ีเวลา 240 นาทีเท�ากับ 1.16, 1.48, 2.03, 2.46 และ 2.96 ลิตร
ต�อตารางเมตรต�อชั่วโมง 
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(ก) 

 

  

(ข) 

 

 
รูปท่ี 4.82 เพอมิเอทฟลักซ$จาก (ก) ถังปฏิกรณ$เยื่อกรอง และ (ข) ถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลค
เคส เม่ือเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของสารเขาระบบท่ี 300, 400, 500, 600 และ 700 ml/min ความเขมขน
ของสียอม 30 mg/l พีเอช 7 เอนไซม$แลคเคส 0.125 U/ml  
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บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลองและข.อเสนอแนะ 

 
เอนไซม$แลคเคสสกัดจาก Lentinus polychrous Lev. ท่ี เพาะเลี้ยงในอาหารจากวัสดุแกลบและรําเป�น

เวลา 14 วัน จากนั้นเอนไซม$แลคเคสในรูปเอนไซม$หยาบถูกนํามาใชในการฟอกจางสียอม โดยแบ�งการศึกษา
เป�น 2 ส�วนหลักคือ 1) การฟอกจางสียอมดวยเอนไซม$แลคเคสหยาบในชุดการทดลองแบบแบทซ$เม่ือมีการ
เปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอนไซม$ ความเขมขนของสียอม การเปลี่ยนแปลงค�าความเป�นกรดด�าง อุณหภูมิ
และผลของสารเติมท่ีมีต�อการฟอกจางสียอมดวยเอนไซม$แลคเคส และ 2) การฟอกจางสียอมดวยแลคเคสใน
ชุดทดลองในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง โดยจะศึกษาถึงการกักกันเอนไซม$ในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรอง การ
กําจัดสียอมดวยถังปฏิกรณ$เยื่อกรองและถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคสเม่ือมีการเปลี่ยนแปลง
ความเขมขนของเอนไซม$ ความเขมขนของสียอม การเปลี่ยนแปลงค�าความเป�นกรดด�าง และอัตราการไหลของ
สารเขาสู�ระบบ สามารถสรุปผลการศึกษาไดดังนี้ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 

5.1.1 การฟอกจางสีย.อมโดยเอนไซม�หยาบแลคเคสในชุดทดลองแบบแบทซ� 
เอนไซม$หยาบแลคเคสสามารถฟอกจางสี Acid blue 80 ได 100% ในเวลา 30 นาที เม่ือใชปริมาณสี 

5-10 µg เม่ือทดสอบสี Acid Green 27 ปริมาณ 30 µg พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงสุดท่ีระดับ 
26.51% ในเวลา 6 วัน ในขณะท่ีการทดสอบสี Alizarin Red พบว�าเอนไซม$หยาบแลคเคสไม�สามารถฟอกจาง
สีได จากผลการศึกษาการฟอกจางสีกลุ�ม anthraquinone โดยใชเอนไซม$หยาบแลคเคสพบว�าสามารถฟอก
จางสี Acid blue 80 ไดดีกว�าสี Acid Green 27 และ Alizarin Red เม่ือทดสอบการฟอกจางสี Indigo 
carmine ปริมาณ 20 µg พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงสุดท่ีระดับ 8.55% ซ่ึงมีเปอร$เซ็นต$ตํ่าเช�นเดียวกับ
การฟอกจางสี Reactive Green 19 ปริมาณ 10 µg และ Reactive Orange 16 ปริมาณ 30 µg มีค�า
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงสุดท่ีระดับ 10.34% และ 0.12% ตามลําดับ ซ่ึงสีกลุ�ม indigo และ azo ชนิด 
Indigo carmine, Reactive Green 19 และ Reactive Orange 16 ไม�สามารถฟอกจากสีดวยเอนไซม$หยาบ
แลคเคสไดดีในสภาวะท่ีทําการทดสอบ เช�นเดียวกับผลการทดสอบฟอกจางสี diazo ชนิด Direct blue 71 มี
ค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงสุดท่ีระดับ 0.16% 

การทดสอบสภาวะการฟอกจางสีกลุ�มต�างๆ ดวยเอนไซม$หยาบแลคเคส พบว�าสภาวะความเป�นกรดด�าง
ในช�วง 4-5 มีความเหมาะสมต�อการทําปฏิกิริยาการฟอกจางสี ซ่ึงสอดคลองกับรายงานการวิจัย พบว�าความ
เสถียรของเอนไซม$แลคเคสท่ีไดจากเชื้อราส�วนใหญ�จะอยู�ในช�วงค�าความเป�นกรด (Leonowicz et al., 1984) 
รายงานการศึกษาของ Michniewicz และคณะในป| 2008 (Michniewicz et al., 2008)พบว�าค�าความเป�น
กรดด�างท่ีเหมาะสมของการฟอกจางสี azo และ anthraquinone ดวยเอนไซม$หยาบแลคเคสจาก Cerrena 

unicolor มีค�าความเป�นกรดด�างประมาณ 3.5 รายงานการศึกษาการฟอกจางสีโดยใชสารละลายบัฟเฟอร$ท่ีมี
ค�าความเป�นกรดด�างสูง พบว�าค�ากิจกรรมของเอนไซม$แลคเคสลดลง เนื่องจากการจับของแอนไอออนไฮดรอก
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ไซด$กับคอปเปอร$ท่ีอยู�ในโมเลกุลของแลคเคสในบริเวณ T2/T3 ทําใหขัดขวางการขนส�งอิเล็กตรอนภายในจาก 
T1 ไปยังส�วนกลางของ T2/T3 (Muñoz et al., 1997) ความเสถียรของเอนไซม$แลคเคสท่ีไดจากเชื้อราส�วน
ใหญ�จะอยู�ในช�วงค�าความเป�นกรด (Leonowicz et al., 1984) 

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมสําหรับกิจกรรมของเอนไซม$แลคเคสจากสิ่งมีชีวิตต�างชนิดกัน จะมีช�วงอุณหภูมิ
ทํางานแตกต�างกัน นอกจากนี้ผลการศึกษายังพบว�าเอนไซม$แลคเคสสามารถฟอกจางสียอมต�างชนิดไดดีในช�วง
อุณหภูมิต�างกันในช�วง  30 ถึง 80 องศาเซลเซียส เอนไซม$แลคเคสจากสิ่งมีชีวิตบางชนิดมีค�าอุณหภูมิการ
ทํางานตํ่ากว�า 35 องศาเซลเซียส และเอนไซม$แลคเคสท่ีมีค�ากิจกรรมการทํางานท่ีเหมาะสม ท่ีอุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส มีค�าครึ่งชีวิต (half life) เป�นช�วงเวลานาที ของเอนไซม$จากเชื้อ Bacillus cinnera 
(Slomczynski et al., 1995) มีค�ามากกว�า 2-3 ชั่วโมง ของเอนไซม$จากเชื้อ L. edodes และ Agaricus 
bisporus (D'Annibale et al., 2000) มีค�ามากกว�า 50-70 ชั่วโมง ของเอนไซม$จากเชื้อ Trametes sp. 
(Smirnov et al., 2001) ในขณะท่ีของเอนไซม$จากเชื้อ Ganoderma lucidum เสียสภาพแบบถาวรท่ี
อุณหภูมิท่ี 60 องศาเซลเซียส ซ่ึงอุณหภูมิเป�นป�จจัยท่ีสําคัญในการใชเอนไซม$ฟอกจางสียอม (Murugesan et 
al., 2007; Zeng et al., 2011) 

ผลการศึกษาการฟอกจางสียอมชนิดต�างๆ ร�วมกับสารท่ีมีโอกาสพบในน้ําเสียท่ีมีการเจือปนของสียอม
ไดแก� NaN3, Na2SO4, Na2CO3 และ NaCl ความเขมขน 5, 10, 15 และ 20 mM พบว�าสารเหล�านี้ส�งผลต�อ
การฟอกจางสียอมชนิดต�างๆ แตกต�างกัน เช�นในปฏิกิริยาการฟอกจางสี Acid blue 80  สาร NaN3 สามารถ
ยับยั้งการทํางานของเอนไซม$ในการฟอกจางสีในเวลา 10 นาที  เม่ือทดสอบสาร Na2CO3 พบว�าสามารถทําให
เกิดการฟอกสี 100% ท่ีระดับความเขมขน 20 mM ในเวลา 30 นาที และสาร Na2SO4 ท่ีระดับความเขมขน 
5 mM สามารถฟอกจางสีได 97% ในเวลา 30 นาที  สําหรับการเติม NaCl ทําใหเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีตํ่า
กว�าชุดควบคุมในช�วง 20 นาทีและเริ่มมีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงกว�าชุดควบคุมในเวลา 30 นาที สําหรับ
การฟอกจางสี Indigo carmine ผลการศึกษาพบว�าสาร NaN3 สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม$ในการ
ฟอกจางสี เช�นเดียวกับสาร Na2CO3  และเม่ือทดสอบการฟอกจางสีโดยเติม Na2SO4 พบว�าเปอร$เซ็นต$การ
ฟอกจางสีเท�ากับศูนย$เม่ือบ�มเป�นเวลา 50 นาที ในกรณีท่ีเติมสาร NaCl 20 mM พบว�าเปอร$เซ็นต$เท�ากับศูนย$
ต้ังแต�เริ่มทําปฏิกิริยา  ส�วนการฟอกจางสี Reactive Green 19 ผลการศึกษาพบว�าสารประกอบ NaN3 ทําให
เปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงกว�าชุดควบคุม เม่ือทําการเติม 5 mM Na2CO3 ไม�ทําใหเกิดการฟอกจางสีดีข้ึน  
และเม่ือทําการทดสอบสาร Na2SO4 พบว�าความเขมขน 5 mM ทําใหเกิดการฟอกจางสีสูงกว�าชุดควบคุม เม่ือ
บ�มปฏิกิริยาเป�นเวลา 40 นาที คํานวณได 24.13% แต�เม่ือเพ่ิมระยะเวลาการบ�มปฏิกิริยาการฟอกจางสีลด
ตํ่าลงใกลเคียงศูนย$ในทุกระดับความเขมขนของ Na2SO4  ส�วนการเติม NaCl พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีมี
ค�าสูงกว�าชุดควบคุมอยู�ในช�วง 0.5-3.5% 

ในการฟอกจางสี Reactive Orange 16 พบว�าสาร NaN3 10 mM ใหเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงกว�า
ชุดควบคุม เม่ือบ�มเป�นเวลา 50 นาที คํานวณเปอร$เซ็นต$ได 8.58% แต�การบ�มเป�นเวลา 60 นาที เปอร$เซ็นต$
การฟอกจางสีเป�นศูนย$  การทดสอบ Na2CO3 พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงกว�าชุดควบคุม โดยความ
เขมขน 5 และ 10 mM มีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงสุดเท�ากับ 6.69% และ 7.83% ตามลําดับ เม่ือบ�มเป�น
เวลา 30 นาที แต�ในนาทีท่ี 40 ถึง 50 นาทีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีใกลศูนย$ ในทุกความเขมขนของ Na2CO3 
สําหรับการทดสอบ Na2SO4 พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีลดลงต้ังแต�เวลา 20 นาทีเป�นตนไป และการ
ทดสอบ NaCl พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับศูนย$เม่ือระยะเวลาการบ�มปฏิกิริยาเพ่ิมข้ึน ส�วนการฟอก
จางสี Acid Green 27 เม่ือเติม NaN3 ในปฏิกิริยาไม�เกิดการฟอกจางสี เม่ือทําการเติม 5 mM NaCl ร�วมกับ
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การทําปฏิกิริยาฟอกจางสี มีเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงสุดเท�ากับ 3.13% ในวันท่ี 5 ส�วนการเติม 5 mM 
Na2CO3 ร�วมกับปฏิกิริยาการฟอกจางสี Acid Green 27 มีค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีสูงสุดเท�ากับ 4.42% 
ในขณะท่ีการผสม Na2SO4 พบว�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีเท�ากับศูนย$ สว่นการฟอกจางสี Alizarin Red และ 

Direct Blue 71 พบว�าการเติมสารตัวกลางชนิดต�างๆ ไม�สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการฟอกจางสีได ถึงแมจะ
ทําการบ�มปฏิกิริยาในระยะเวลา 6 พบว�าค�าเปอร$เซ็นต$การฟอกจางสีตํ่ากว�า 1% จากผลการศึกษาสรุปไดว�า

สารตัวกลางท่ีใชในการทําปฏิกิริยาฟอกจางสีมีขอเสียหลายดาน เช�น การทําใหเอนไซม$สูญเสียกิจกรรม และ
ความเขมขนของสารตัวกลางท่ีไม�เหมาะสมส�งผลต�อการยับยั้งการฟอกจางสียอม  

5.1.2 การฟอกจางสีย.อมโดยเอนไซม�แลคเคสหยาบในระบบถังปฏิกรณ�ชีวภาพเย่ือกรอง 
การทดสอบความสามารถของการกักเอนไซม$ในระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองก�อนนําไปใชกําจัดสี

ยอม เม่ืออัตราการไหลของสารเขาระบบเยื่อกรองถูกควบคุมท่ี 300 มิลลิลิตรต�อนาที พบว�าเอนไซม$ในถัง
ปฏิกิริยามีค�ากิจกรรมการทํางานเหลือมากกว�า 60% ท่ีเวลา 240 นาที ส�วนค�ากิจกรรมการทํางานของเอนไซม$
ท่ีพบในเพอมิเอทท่ีเวลาเริ่มตนมีค�านอยกว�า 5% และลดลงเรื่อยๆจนกระท่ังไม�ปรากฏแสดงใหเห็นว�าเยื่อกรอง
สามารถกักเอนไซม$ไดและปริมาณเอนไซม$ท่ีหายไปจากถังปฏิกิริยาอาจเกิดจากเอนไซม$ถูกดูดซับท่ีผิวหนาของ
แผ�นเยื่อกรอง  

เม่ือนําถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคสมากําจัดสียอมชนิด Acid blue 80 โดย
เปลี่ยนแปลงความเขมขนของเอนไซม$ ความเขมขนของสียอม ค�าความเป�นกรดด�างของสารละลาย และอัตรา
การไหลของสารเขาระบบ สรุปไดดังนี้ คือ 

การกําจัดสียอมในถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคสเม่ือมีการเปลี่ยนแปลงความเขมขน
ของเอนไซม$และความเขมขนของสียอมเพ่ือเปรียบเทียบความสามารถในการกําจัด โดยทําการควบคุมค�าความ
เป�นกรดด�างของสารละลายสียอมเท�ากับ 7 อัตราการไหลของสารท่ี 300 มิลลิลิตรต�อนาที พบว�าเม่ือเพ่ิมความ
เขมขนของเอนไซม$ เปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอมท่ีความเขมขน 30 มิลลิกรัมต�อลิตรมีค�าเพ่ิมข้ึนโดยท่ีเวลา 240 
นาทีเท�ากับ 67.72%, 82.64%, 91.75% และ 94.00% ท่ีความเขมขนของเอนไซม$ 0.013, 0.025, 0.063 
และ 0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร ตามลําดับ สําหรับการใชสียอมท่ีมีความเขมขนสูงข้ึนเม่ือควบคุมความเขมขน
ของเอนไซม$0.125 ยูนิตต�อมิลลิลิตร จะส�งผลใหประสิทธิภาพการกําจัดสียอมมีแนวโนมลดลง โดยเม่ือเวลา
ดําเนินระบบผ�านไป 240 นาที พบว�าสียอมถูกกําจัดไป 98.90%, 98.60%, 94.00%, 92.12% และ 96.69% 
ท่ีความเขมขนของสียอมเท�ากับ 10 , 20, 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมต�อลิตร ตามลําดับ ผลการศึกษาแสดงให
เห็นว�าการกําจัดสียอมจะข้ึนอยู�กับความเขมขนของเอนไซม$ท่ีเขาทําปฏิกิริยากับสารต้ังตน 

การเปลี่ยนแปลงความเป�นกรดด�างของสารละลายส�งผลต�อการกําจัดสียอม โดยเม่ือเวลาดําเนินระบบ
ผ�านไป 240 นาที พบว�าสียอมถูกกําจัดไป 89.22%, 90.97%, 92.51%, 94.00% และ 75.98% ท่ีความเป�น
กรดด�างของสารละลายสียอมเท�ากับ 4, 5, 6, 7 และ 8 ตามลําดับ  ในขณะท่ีผลการทดลองฟอกจางสี Acid 
blue 80 ในชุดทดลองแบบแบทช$ เอนไซม$แลคเคสทํางานไดดีในช�วงความเป�นกรด 4-5 และเม่ือเอนไซม$อยู�ใน
สภาวะท่ีเป�นด�างจะส�งผลใหเสถียรภาพและความสามารถในการทํางานของเอนไซม$ลดลง ทําปฏิกิริยากับสี
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ยอมไดนอยลง และเม่ือดําเนินระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองนานข้ึนจะทําใหเกิดการสะสมของสียอมท่ี
ผิวหนาเยื่อกรองมากข้ึน สียอมท่ีสะสมบริเวณดังกล�าวสามารถแพร�ผ�านเยื่อกรองมากข้ึนเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึน 
ดังนั้นเปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอมท่ีความเป�นกรดด�างเท�ากับ 8 จึงตํ่ากว�าทุกระดับ ผลการทดลองยังแสดงให
เห็นว�าสารละลายสียอมท่ีมีค�าความเป�นกรดด�างในช�วง 6-7 เป�นสภาวะท่ีเหมาะสําหรับใชในการกําจัดสียอม
ดวยถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคส 

การเปลี่ยนแปลงอัตราการไหลของสารเขาระบบส�งผลต�อการกําจัดสียอม โดยเม่ือเวลาดําเนินระบบผ�าน
ไป 240 นาที พบว�าสียอมถูกกําจัดไป 94.00%, 91.04%, 91.20%, 88.57% และ 86.59% ท่ีอัตราการไหล
ของสารเขาระบบเท�ากับ 300, 400, 500, 600 และ 700 มิลลิลิตรต�อนาที ตามลําดับ การเพ่ิมอัตราการไหล
ของสารเขาระบบทําใหเปอร$เซ็นต$การกําจัดสียอมลดลงเป�นผลจากการเพ่ิมอัตราการไหลทําใหความดันใน
ระบบเพ่ิมข้ึนส�งผลใหแรงดันส�งผ�านเพอมิเอทเร็วข้ึน และการเพ่ิมอัตราการไหลทําใหระยะเวลาสัมผัสระหว�างสี
ยอมและเอนไซม$ลดลง การเกิดปฏิกิริยาจึงลดลงเหลือสียอมสะสมในระบบและบริเวณผิวหนาเยื่อกรองมากข้ึน 
ส�งผลใหบริเวณดังกล�าวมีความเขมขนสูง สียอมจึงหลุดออกจากระบบเพ่ิมข้ึน 

 สําหรับการกําจัดสียอม Acid blue 80 ดวยถังปฏิกรณ$เยื่อกรองท่ีปราศจากเอนไซม$แลคเคส เม่ือมีการ
เปลี่ยนแปลงความเขมขนของสียอม ค�าความเป�นกรดด�างของสารละลาย และอัตราการไหลของสารเขาระบบ
พบว�าการเปลี่ยนแปลงป�จจัยดังกล�าวส�งผลต�อการกําจัดสียอมของระบบ และแนวโนมการกําจัดสียอมมีการ
ลดลงอย�างต�อเนื่องเม่ือเวลาในการดําเนินระบบเพ่ิมข้ึน เนื่องจากอนุภาคของสียอม Acid blue 80 มีขนาดเล็ก
กว�าขนาดรูพรุนของแผ�นเยื่อกรอง สียอมจึงผ�านเยื่อกรองไดอย�างต�อเนื่อง และเม่ือเปรียบเทียบเปอร$เซ็นต$การ
กําจัดสียอมกับถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคสในสภาวะดําเนินระบบท่ีเหมาะสมสามารถท่ีจะ
กําจัดสียอมไดมากกว�า 90% แสดงใหเห็นว�าระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีเอนไซม$แลคเคสมี
ประสิทธิภาพช�วยกําจัดสียอม Acid blue 80 ไดเป�นอย�างดี 
 
5.2 ข.อเสนอแนะ 

5.2.1 เพ่ือประสิทธิภาพการฟอกจางสียอมท่ีดีข้ึน อาจจําเป�นตองมีการแยกเอนไซม$แลคเคสใหบริสุทธิ์
ยิ่งข้ึน เพ่ือลดป�ญหาในการทํางานของเอนไซม$ และกลุ�มสีท่ีใชจะตองมีการทดสอบชนิดท่ีแตกต�างกันมากกว�านี้ 
ซ่ึงสียอมในกลุ�มเดียวกันท่ีมีโครงสรางต�างกัน ก็มีความจําเพาะต�อเอนไซม$แลคเคสไม�เหมือนกัน ดังนั้น
การศึกษาผลของโครงสรางของสียอมจึงมีแนวโนมนําไปสู�การเลือกใชเอนไซม$ท่ีเหมาะสมในการกําจัดสียอมท่ี
ปนเป89อนไดดีท่ีสุด เนื่องจากเอนไซม$แลคเคสมีความจําเพาะเจาะจงนอยจึงสามารถใชสารต้ังตนไดหลายชนิด  

5.2.2 การใชแผ�นเยื่อกรองอัลตราขนาดคัดกรองน้ําหนักโมเลกุล (MWCO) 10 kDa ซ่ึงมีขนาดเล็กกว�า
น้ําหนักโมเลกุลของเอนไซม$แลคเคสทําใหเอนไซม$ถูกกักในระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองไดดี อย�างไรก็ตาม
การใชแผ�นเยื่อกรองอัลตราขนาดคัดกรองน้ําหนักโมเลกุลท่ีเล็กเกินไปอาจส�งผลต�อการลดลงของเพอมิเอทฟ
ลักซ$ ทําใหเกิดป�ญหาอุดตันไดง�าย และประสิทธิภาพในการกําจัดสียอมท่ีไดจะต�างกัน 
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5.2.3 ผลการกําจัดสียอม Acid blue 80 ในระบบถังปฏิกรณ$ชีวภาพเยื่อกรองท่ีมีแลคเคสใหค�าการ
กําจัดสียอมสูง ดังนั้นจึงควรมีการทดสอบประสิทธิภาพในการกําจัดสียอมโดยใชน้ําเสียสังเคราะห$ท่ีมี
องค$ประกอบเสมือนน้ําเสียท่ีมาจากกระบวนการฟอกยอมจริง เพ่ือจะไดนําไปประยุกต$ใชจริงต�อไป 

5.2.4 ควรจะมีการศึกษาเพ่ิมเติมเก่ียวกับผลิตภัณฑ$ท่ีไดหลังจากเอนไซม$แลคเคสย�อยสลายสียอมว�ามี
โครงสรางเป�นสารชนิดใด มีลักษณะท่ีเป�นอันตรายหรือไม� 
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1. กราฟมาตรฐานของโปรตีน 

เตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (Stock solution) ความเขมขน 1 มิลลิกรัมต�อลิตร โดยชั่งสาร BSA 
(Bovine Serum Albumin) มา 0.1 กรัม ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร เตรียมสารละลาย BSA 
จาก Stock solution ท่ีความเขมขน 0 – 50 ไมโครกรัมต�อมิลลิลิตร จากนั้นปKเปตสารละลายโปรตีนมา 100 
ไมโครลิตร เติมสารละลาย Bradford reagent 200 ไมโครลิตร เขย�าใหเขากัน เติมน้ํากลั่น 700 ไมโครลิตร 
แลวนําไววัดค�าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ผลแสดงดังรูปท่ี ก.1 

 

 

 

 

รูปท่ี ก.1 กราฟมาตรฐานโปรตีน 
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2. กราฟมาตรฐานของสีย.อม Reactive Orange 16 

การวิเคราะห$สียอมชนิด Reactive Orange 16 ท่ีระดับความเขมขนแตกต�างกัน โดยการวัดค�าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร ผลแสดงดังตารางท่ี ก.1 และรูปท่ี ก.2 

ตารางท่ี ก.1 ความเขมขนของสียอม Reactive Orange 16 และค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 420 nm 

Concentration (ug/ml) OD 420 nm 
10 0.137 
20 0.245 

30 0.352 
40 0.461 
50 0.555 
60 0.632 
70 0.745 
80 0.829 

 
 

 

 

รูปท่ี ก.2 การดูดกลืนแสงของสียอม Reactive Orange 16 ท่ีความยาวคลื่น 420 nm  
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3. กราฟมาตรฐานของสีย.อม Acid blue 80 
การวิเคราะห$สียอมชนิด Acid blue 80 ท่ีระดับความเขมขนแตกต�างกัน โดยการวัดค�าการดูดกลืนแสง

ท่ีความยาวคลื่น 626 นาโนเมตร ผลแสดงดังตารางท่ี ก.2 และรูปท่ี ก.3 

 
ตารางท่ี ก.2 ความเขมขนของสียอม Acid blue 80 และค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 626 nm 

Concentration (ug/ml) OD 626 nm 
10 0.256 
20 0.505 
30 0.715 
40 1.002 
50 1.217 
60 1.396 
70 1.656 
80 1.825 

 

 

 

 

รูปท่ี ก.3 การดูดกลืนแสงของสียอม Acid blue 80 ท่ีความยาวคลื่น 626 nm 
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4. กราฟมาตรฐานของสีย.อม Reactive Green 19 
การวิเคราะห$สียอมชนิด Reactive Green 19 ท่ีระดับความเขมขนแตกต�างกัน โดยทําการวัดค�าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร ผลแสดงดังตารางท่ี ก.3 และรูปท่ี ก.4 

 
ตารางท่ี ก.3 ความเขมขนของสียอม Reactive Green 19 และค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 630 nm  
 

Concentration (ug/ml) OD 630 nm 
10 0.200 

20 0.368 

40 0.693 

60 1.037 

80 1.495 

100 1.812 

120 2.085 

140 2.302 

160 2.461 
 

 

รูปท่ี ก.4 การดูดกลืนแสงของสียอม Reactive Green 19 ท่ีความยาวคลื่น 630 nm 
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5. กราฟมาตรฐานของสีย.อม Indigo carmine 
การวิเคราะห$สียอมชนิด Indigo carmine ท่ีระดับความเขมขนแตกต�างกัน โดยทําการวัดค�าการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 650 นาโนเมตร ผลแสดงดังตารางท่ี ก.4 และรูปท่ี ก.5 
 
ตารางท่ี ก.4 ความเขมขนของสียอม Indigo carmine และค�าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 650 nm  
 

Concentration (ug/ml) OD 650 nm 
20 0.235 
40 0.467 
60 0.692 
80 0.924 

100 1.176 
 

 

 

รูปท่ี ก.5 การดูดกลืนแสงของสียอม Indigo carmine ท่ีความยาวคลื่น 650 nm 

 

 

y = 0.0117x
R² = 0.9996
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Index Terms—Decolorization, laccase, Lentinus polychrous. 

 

I. INTRODUCTION 

Synthetic dyes have been broadly used in many industries, 

especially in textiles. Large amounts of chemically different 

dyes generated by the textile industry are discharged to the 

environment and they become a major concern in wastewater 

treatment, since most synthetic dyes have complex aromatic 

structure which are largely toxic, mutagenic, carcinogenic 

and biodegradable difficulty [1]. Furthermore, they damage 

the esthetic nature of water and reduce light penetration 

through the water’s surface, and also the photosynthetic 

activity of aquatic lives. Among these dyes, azo, 

anthraquinone and indigo are the major chromophores which 

are found  in commercial dyes [2]. Decolorization by 

conventional wastewater treatment is inefficient. The 

physical and chemical treatments such as precipitation, photo 

degradation, adsorption and chemical degradation are costly, 

time-consuming and often methodologically demanding [3].  

At present, a number of studies have focused on white rot 

fungi which have the capability to degrade various 

xenobiotic compounds including dyes since they produce 

some of the extracellular ligninolytic enzymes such as lignin 

peroxidase, manganese peroxidase and laccase [4]. The 

enzymatic treatment is simple and more flexible than the use 

of fungi cultures. Laccases have been received a great 

attention due to  theirs efficiency and low cost degradation of 

 

 

 

the organic pollutants including synthetic dyes [1].  

Laccase is a multi copper oxidase and be capable of 

catalyzing the oxidation of a wide range of phenolic 

compounds and aromatic amines through the reduction of 

molecular di-oxygen to water [5]. Due to their ability to 

oxidize broad substrates, laccases have been extensively 

applied in several fields, such as decolorization of dyes, 

degradation of xenobiotics, pulp and paper industry, denim 

bleaching, food industry and organic synthesis. The 

capability of many microorganisms (fungi, insects and 

bacteria) on laccase production has been reported. The recent 

studies indicate that most fungi, especially white rot fungi, 

produce high yields of extracellular laccase [6]. Laccase 

production can be considerably stimulated by the presence of 

a wide variety of inducing substances, mainly aromatic or 

phenolic compounds related to lignin or lignin derivatives. In 

addition the effect of copper on stimulating laccase 

production has been reported especially in several Trametes 

spp [7].  

In this study, the enzyme laccase was extracted from 

white-rot fungus Lentinus polychrous. The production of 

laccase stimulated by copper was explored. In particular, this 

work aimed to study the capability of crude laccase on 

decolorizing different dye groups. Seven synthetic dyes (i.e. 

Reactive Black 5, Reactive Orange 16, Reactive Green 19, 

Methyl Orange, Indigo Camine, Acid Blue 80 and Water 

Blue) were tested. Although the capabilities of laccase from L. 

polychrous on decolorization have been reported for a 

number of dyes such as RBBR, Bromophenol Blue, Methyl 

Red, and Congo Red [8,9], no kinetics analysis has been 

presented. In this paper, kinetics of crude laccase on Acid 

Blue 80 and optimum pH for decolorization were then 

investigated.  

II. EXPERIMENTAL 

A. Fungi and Culture Conditions       

The fungus L. polychrous was obtained from Rujira Farm, 

Kalasin, Thailand. The strain was maintained on potato 

dextrose agar (PDA) plates at 4 0C and sub-cultured at least 

every 3 months.  

Corn husk, rice bran and rice husk were used as mixed 

solid media for laccase production. The ratio of corn husk, 

rice bran and rice husk was 1:1:1 and the moisture content 

were controlled at 65% (w/w). 2 mM of CuSO4 were added to 

the media in order to stimulate the production of laccase. 

Culture media were then sterilized at 1210C for 15 min. Five 

agar plugs of an active fungus on PDA were aseptically cut 

and inoculated into the production media. The fungi were 

cultivated at 28 0C in the dark for 20 days.  
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Abstract—In the present study, the addition of copper (2mM) 

to the fungus L. polychrous cultivated in solid media influenced 

the laccase activity. Laccase production was increased in the 

presence of copper and reached a maximum activity of 145 

U/ml on 12
th 

day. Crude laccase was capable to decolorize 

different dye structures. The enzyme showed great 

decolorization efficiency toward Acid Blue 80 (85%

decolorization in 120 min). Reaction kinetics of the enzyme on 

Acid Blue 80 followed Michaelis-Menten behavior and the 

initial rate of decolorization depended on the dye concentration.

The kinetic parameters of the enzyme were determined and 

calculated from Lineweaver-Burk plots. The results indicated

that the Km value was 0.36 mM and Vmax value was 0.0017 

mM/min. The pH value for maximum decolorization of Acid 

Blue 80 was 5.0.
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B. Crude Laccase Extraction and Laccase Activity 

Crude laccase enzyme was prepared using water extraction. 

A 3:1 ratio of water and media was used for extraction.  The 

mixed solution was filtered through miracloth and 

centrifuged at 4,000g for 10 minutes. The supernatant was 

defined as crude laccase and kept at 4 0C for further study.  

Laccase activity was determined following the change in 

optical density at 420 nm using 2, 2′-azino-bis 

(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate (ABTS) as a substrate ( 

= 36,000 M cm). Briefly, the assay mixture consisted of 0.1 

M acetate buffer pH 4.5, 10 mM ABTS and enzyme. The 

mixture was incubated at 32 0C for 10 min and stopped the 

reaction with 50% (w/v) TCA. One unit of enzyme was 

defined as the amount of enzyme required to oxidize 1 µmol 

ABTS per minute. All assays were carried out in triplicate.  

C. Effect of Salts and EDTA on Laccase Activity 

The effect of salts on laccase activity was tested with NaCl, 

Na2SO4 and Na2CO3. All salts including EDTA were used at 

a final concentration of 5, 10 and 50 mM. The reaction 

mixture consisted of 100 mM acetate buffer pH 4.5, 10 mM 

ABTS and 0.125 U/ml of crude laccase.  

D. Decolorization Assay  

Three structural groups of dyes (azo, indigoid and 

anthraquinone) were selected in this study. All dyes 

(Reactive Black 5, Reactive Orange 16, Reactive Green 19, 

Methyl Orange, Indigo Camine, Acid Blue 80 and Water 

Blue) were purchased from Sigma-Aldrich. The stock 

solution of dye was prepared by dissolving in distilled water. 

The desired dye concentration was prepared from the stock 

solution by dilution.  

The reactions were carried out directly in the 

spectrophotometer cuvette. The reaction mixture consisted of 

crude laccase and an aqueous solution of dye in phosphate 

buffer pH 7.0 in a total final volume of 3 ml. The cuvette was 

then inverted using paraffin as a cover, in order to achieve the 

homogeneity of the mixture prior to the measurement. 

Decolorized activity was determined by monitoring the 

decrease in absorbance on a spectrophotometer at a maximal 

absorbance of each dye (360-630 nm) and expressed in terms 

of percentage. All experiments were done in triplicate. 

Controls contained the individual dyes solution with inactive 

enzyme.  

E. Effect of Initial Dye and Laccase Concentration on 

Acid Blue 80 Decolorization 

The effect of Acid Blue 80 concentration on the enzymatic 

decolorization was monitored with different concentrations 

ranging from 20 to 140 mg/l in acetate buffer pH 5.0. The 

crude enzyme was used at 0.125 U/ml. To test the effect of 

enzyme quantity, reaction was started with different 

quantities of enzyme (0.003, 0.006, 0.012, 0.025, 0.062 and 

0.125 U/ml). The dye concentration was fixed at 20 mg/l in 

buffer pH 5.0. The reaction was carried out at room 

temperature.   

F. Effect of pH and Temperature on Acid Blue 80 

Decolorization 

The effect of pH on decolorization was tested at different 

pHs ranging from 2 to 9. The pH of reaction mixture was 

adjusted by citrate-phosphate and Tris-HCl buffer. To 

determine the effect of temperature on Acid Blue 80 

decolorization, the reaction mixture (pH 5.0) was incubated 

under a temperature range between 30 and 60 0C. The 

concentration of crude enzyme was controlled at 0.125 U/ml. 

III. RESULTS AND DISCUSSION 

A. Laccase Production 

The production of extracellular laccase from L. polychrous 

in the presence of Cu2+ was studied (Fig. 1). L. polychrous 

cultured in natural medium with and without copper was able 

to produce laccase. During the first week of cultivation, small 

amounts of laccase were produced (data not shown). The 

enzyme activity increased obviously after 7 days of 

cultivation. The presence of Cu2+ in the medium slightly 

increased the level of laccase activity. The highest laccase 

activity (145 U/L) was obtained in medium with copper. 

Laccase production in the absence of Cu2+ gave maximum on 

14th day (103 U/L) while in the presence of Cu2+ was on 12th 

day. It is found that in the presence of inducers many white 

rot fungi can produce high amounts of laccase into the 

medium. This study shows that copper induces laccase 

production of L. polychrous.  Similar  inductive effect of Cu2+ 

on laccase production has been reported earlier in P. 

ostreatus [10] and T. trogii [2], [11]. Zheng et al. [12] 

indicated that copper could act as an inducer of enzyme 

activity by affecting the genetic transcription levels in which 

along with more copper involved in McoA-laccase synthesis. 

However, copper requirements are usually satisfied at very 

low concentrations. The presence of 4 mM CuSO4 inhibited 

the growth of P. hauseri and the cells were almost killed at 

4.5 mM CuSO4[12]. 

 

 
Fig. 1. Production of laccase as a function of time in the (■) absence and (▲) 

presence of Cu2+. 

B. Effect of Salts and EDTA on Laccase Activity  

In addition to dyes, high concentrations of salts have been 

found in textile industrial effluents and their presence can 

affect enzyme activity. In this study, the effect of salts and 

EDTA on laccase activity was tested at various 

concentrations, namely 5, 10 and 50 mM. It can be seen in 

Table 1 that laccase activity was significantly inhibited when 

high amounts of sodium chloride were added. While in the 

presences of 50 mM of both Na2SO4 and Na2CO3 enhanced 

the activity. A similar behavior of NaCl on laccase activity 
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was mentioned in laccase from Ganoderma lucidum [13]. 

EDTA, an organic compound used in many manufacturing 

processes, decreased laccase activity at high concentration. 

An inhibition by EDTA was also reported in the laccase from 

Trametes versicolor [14] and Pseudomonas desmolyticum 

[15], Bacillus sp. ADR [16]. 

 
TABLE I: EFFECT OF SALTS AND EDTA ON LACCASE ACTIVITY 

Chemicals Relative activity (%) 

5 mM 10 mM 50 mM 

NaCl 95.1 80.7 40.3 

Na2SO4 93.3 98.0 125.9 

Na2CO3 71.3 57.8 125.1 

EDTA 78.2 75.7 65.4 

 

C. Dye Decolorization by Crude Laccase 

In general, the efficiency of decolorization depends on the 

structure of dye and the redox-potential of the enzyme [17]. 

The ability of crude laccase from L. polychrous to decolorize 

various structural dyes was examined. Several azo (Reactive 

Black 5, Reactive Orange 16, Reactive Green 19, Methyl 

Orange) indigoid (Indigo Camine) and anthraquinonic dyes 

(Acid Blue 80, Water Blue) were used in this experiments. 

These dyes were tested at pH 5.0 where the enzyme 

performed a great activity to ABTS (acidic condition). The 

decolorization obtained at 120 min showed different 

percentages in each case. The anthraquinonic Acid Blue 80 

and Water Blue were largely decolorized (up to 85% and 

30% respectively) comparing to other dye groups. Indigo 

Carmine was decolorized only 20% whereas less than 10% 

decolorization of all the azo dyes was achieved. These results 

indicate that crude laccase decolorizes anthraquinonic dye 

more efficiently than other dye groups. Similar trends of dye 

decolorization on three structural groups were observed for 

crude laccase from Trametes trogii [2] and immobilized 

laccase from Trametes versicolor [18]. Ciullini et al. [2] 

explained that laccases show substrate specificities and the 

chemical structures of the dyes due to the differences in 

electron distribution, charge density and steric hindrances. 

Azo dyes are very recalcitrant as they have been developed to 

withstand bleaching by UV-light and detergents. Therefore, 

decolorization rate of azo dyes can be improved by the 

addition of some soluble redox mediators. 

D. Effect of Initial Dye and Laccase Concentration on 

Acid Blue 80 Decolorization 

The effect of Acid Blue concentration on decolorization 

was investigated by increasing the dye concentration from 20 

to 140 mg/l. The enzyme decolorized dye up to 85% in 180 

min when the concentration used was below 50 mg/l. The 

percent of decolorization decreased at higher dye 

concentrations (data not shown). The correlation between 

decolorization rate and dye concentration followed the 

Michaelis-Menten behavior. Good linearity was observed by 

Lineweaver–Burke plot, with regression values of 0.97 (Fig. 

2). The apparent Km and Vmax values of crude laccase were 

0.36 mM and 0.0017 mM/min respectively. The Vmax shows 

the maximum rate of reaction, which occurs when laccase is 

completely saturated with dye. The Km value indicates a 

measure of the dissociation of laccase–dye complex. 

Michniewicz et al. [19] reported that the Km values for dye 

oxidation varied depending on dyes and these Km values of 

purified laccase were lower than of the crude laccase, which 

indicated a higher affinity of the purified enzyme to the dye.   

 

 
Fig. 2. Lineweaver-Burk plot for crude laccase activity with varying  

Acid Blue 80 concentrations. 

 

The effect of enzyme concentration on decolorization was 

determined by increasing laccase activity from 0.003 U/ml to 

0.125 U/ml with dye concentration of 20 mg/l. The ability of 

dye decolorization increased with enzyme concentration. 

Plotting of initial rate versus enzyme concentration indicated 

that rate of decolorization within 10 min reaction seemed to 

be linearly proportional to the enzyme concentration when 

using enzyme up to 0.025 U/ml (Fig. 3). The reaction rate 

slowly increased at enzyme concentration of 0.062-0.125 

U/ml. The progress curve shows a hyperbolic form. The 

reaction rate tends to almost reach a maximum rate when 

higher enzyme concentration is used.  

 

 
Fig. 3. Effect of crude laccase concentration on initial reaction rate of 

decolorization. 

 

E. Effect of pH and Temperature on Acid Blue 80 

Decolorization 

The effect of pH on decolorization of Acid Blue 80 was 

monitored at pH ranging from 2 to 9 at 30 0C (Fig. 4). The pH 

has a major effect on the efficiency of dye decolorization. 

The profile showed maximum decolorization efficiency 

around pH 5.0. Then laccase decolorization activity started to 

decrease sharply and less than 5% decolorization was 

observed at pH above 8.  In general, laccase enzyme tends to 

react differently to pH with different types of dyes. Other 
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Fig. 4. Effect of pH on decolorization of acid blue 80 by crude laccase from L. 

polychrous. 

 

The effect of temperature was examined by incubating the 

reaction mixture at temperatures between 30 and 60 0C. The 

initial reaction rate increased with increasing the temperature. 

However, enzyme deactivation occurred when the 

temperature was further increased. The effect of temperature 

on enzyme kinetics is often described by the Arrhenius 

equation. Then Arrhenius plot between Log of initial reaction 

rate and 1/T was established. Activation energy was 

calculated from a slope equal to –Ea/2.303R. The correlation 

of the data provided a straight line. Therefore, activation 

energy for crude laccase on decolorization of Acid Blue 80 

was 14.25kJ/mol. 

 

Fig. 5. Effect of temperature on initial reaction rate of decolorization by 

crude laccase from L. polychrous. 

 

IV. CONCLUSION 

Laccase production was increased in the presence of 

copper and reached a maximum activity of 145 U/ml on 12th 

day of cultivation. The decolorization of several dyes by 

crude laccase from L. polychrous was determined. Among 

the seven dyes, crude laccase had an obvious potential to 

decolorize anthraquinonic dye. Acid Blue 80 was 

decolorized about 85% in 120 min. In addition laccase 

activity and initial Acid Blue 80 concentration affect the 

performance of decolorization and the reaction kinetics can 

be satisfactorily followed Michaelis-Menten model. The 

most suitable pH for Acid Blue 80 decolorization was at pH 

5.0. The initial decolorized rate increased with temperature 

(30-60 0C). The activation energy of crude laccase was 

14.25kJ/mol. It can be concluded that crude laccase from 

L.polychrous is an effective enzyme for decolorization 

especially anthraquinonic dye. The application of this 

enzyme on real treatment of textile effluents should be 

further study.  
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