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งานวิจยันี้เปนการศึกษาการลดความเขมสีในสารละลายสียอมรีแอคทีฟสีน้ําเงิน
โครงสรางแอนทราควิโนน คือ Remazol Brilliant Blue R (RBBR) และโครงสรางอะโซ คือ 
Reactive Black 5 (RB5) โดยเชื้อราเสนใยสีขาว Datronia sp. KAPI0039 ทําการศึกษาปจจัยที่
เหมาะสมตอการลดความเขมสีของสารละลายสียอม ดังนี้ ความเขมขนสารละลายสียอม 200, 400, 
600, 800 และ 1,000 mgL-1 ปริมาณเชื้อราที่ใช 1, 2 และ 3 กรัมเปยก และคา pH เร่ิมตน 3, 5, 7 
และ 9 ทําการศึกษาเปนเวลา 168 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางสารละลายสียอมชั่วโมงที่ 0, 2, 4, 6, 8, 12, 
18, 24, 48, 72, 96, 120, 144 และ 168 นํามาวิเคราะหคาความเขมขนสียอม ปริมาณเอนไซมแลค
เคสและแมงกานีสเปอรออกซิเดส จากการทดลองพบวาเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ปริมาณ 2 
กรัมเปยก ใหประสิทธิภาพดีที่สุดในการลดความเขมสียอม RBBR ที่ความเขมขนสียอม 1,000 
mgL-1 ในสภาวะ pH เร่ิมตนเทากับ 5 พบวาในชั่วโมงที่ 24 สามารถลดความเขมสียอม RBBR ได
สูงสุดรอยละ 96.05 ซ่ึงมีกิจกรรมเอนไซมแลคเคส เทากับ 195.45 UL-1 และมีกิจกรรมเอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดสเทากับ 38.27 UL-1 ในขณะที่เชือ้รา  Datronia sp. KAPI0039 ปริมาณ 2 
กรัมเปยกใหประสิทธิภาพดทีี่สุดในการลดความเขมสียอม RB5 ที่ความเขมขนสี 600 mgL-1 ใน
สภาวะ pH เร่ิมตนเทากับ 5 ใชเวลา 48 ช่ัวโมง ลดความเขมสียอมไดสูงสุดรอยละ 88.01 ซ่ึงมี
กิจกรรมของเอนไซมแลคเคส เทากับ 123.69 UL-1 แตไมพบกิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอร
ออกซิเดส ดังนั้นเชื้อราเสนใยสีขาว Datronia sp. KAPI0039 มีความสามารถในการลดความเขมสี
ยอม RBBR ไดดีกวา RB5 และคาดวาเอนไซมแลคเคสเปนเอนไซมหลักที่เชื้อราเสนใยสีขาว 
Datronia sp. KAPI0039 ผลิตขึ้นในชวงทีม่ีการลดความเขมขนสียอมทั้ง 2 ชนิด 
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           This study focused on the color removal of two types of reactive dyes; Remazol Brilliant 
Blue R (RBBR) and Reactive Black 5 (RB5) by white-rot fungus Datronia sp. KAPI0039. The 
concentration of reactive dye (200, 400, 600, 800 and 1,000 mgL-1), fungal inoculum size (1, 2, 
3% (w/v)) as well as reaction pH (3, 5, 7, 9) were optimized within the reaction time 168 hours. 
Samples were periodically collected at 0, 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24, 48, 72, 96, 120, 144 and 168 hours 
for the measurement of color unit, Laccase activity and Manganese Peroxidase (MnP) activity. 
The results showed that 2% (w/v) Datronia sp. KAPI0039 was most effective for the reduction of 
1,000 mgL-1 RBBR at pH 5 with %color removal at 96.05%. The highest laccase (195.45 UL-1) 
and manganese peroxidase (38.27 UL-1) activities were also detected in the optimal condition. For 
RB5, Datronia sp. KAPI0039 efficiently performed at 2% (w/v) fungal inoculum size for the 
reduction of 600 mgL-1 RB5 under pH 5 with %decolorization 88.01 %. The highest laccase 
activities (123.69 UL-1) was detected whereas an activity of manganese peroxidese was absent 
during this hour. The result, therefore, indicated that Datronia sp. KAPI0039 was obviously able 
to breakdown both reactive dyes and laccase was considered as a major lignin-degradation 
enzyme in this case. 
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1 ความสามารถในการผนึกกับเสนใยของสียอมชนิดตางๆ        12 
2 คา LD50 ของสียอมสิ่งทอเมื่อเปรียบเทียบกับโซเดียมไซยาไนด        13 

   
ตารางผนวกที่ 
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4 กิจกรรมเอนไซมแลคเคสจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ในการลด

ความเขมขนสยีอม RBBR 200, 400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1        73 
5 กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส จากเชื้อรา Datronia sp. 

KAPI0039 ในการลดความเขมขนสียอม RBBR 200, 400, 600, 800 และ 
1,000 mgL-1        74 

6 รอยละการลดความเขมสียอม RBBR 1,000 mgL-1 โดยใชเชื้อรา Datronia 
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ความเขมขนสยีอม RBBR 1,000 mgL-1 โดยใชเชื้อรา 2 กรัมตอสารละลาย
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KAPI0039 ในการลดความเขมขนสียอม RBBR 1,000 mgL-1 โดยใชเชื้อรา 2 
กรัมตอสารละลายสียอม 100 มิลลิลิตร ที่ pH เร่ิมตน 3, 5, 7 และ 9    80 
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14 กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสจากเชื้อรา Datronia sp. 
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18 รอยละการลดความเขมสียอม RB5 600 mgL-1 โดยใชเชื้อรา 2 กรัมตอ
สารละลายสียอม 100 มิลลิลิตร ที่ pH เร่ิมตน 3, 5, 7 และ 9    87 

19 กิจกรรมเอนไซมแลคเคสจากรา Datronia sp. KAPI0039 ในการลดความ
เขมขนสียอม RB5 600 mgL-1 โดยใชรา 2 กรัมตอสารละลายสียอม 100 
มิลลิลิตร ที่ pH เร่ิมตน 3, 5, 7 และ 9    88 

20 กิจกรรมของเอนไซมกิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส จากเชื้อรา
Datronia sp. KAPI0039 ในการลดความเขมขนสียอม RB5 600 mgL-1 โดยใช
เชื้อรา 2 กรัมตอสารละลายสีโดยยอม 100 มิลลิลิตร ที่ pH เร่ิมตน 3, 5, 7 
และ 9    89 



 
 

  (4) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที่ หนา 

  
    1 กระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมฟอกยอม      4 
    2 โครโมฟอรและออกโซโครมของสียอม      7 
    3 โครงสรางอะโซ      8 
    4 โครงสรางของสียอมแอนทราควิโนน      8 
    5 โครงสรางของสี Remazol Brilliant Blue R (RBBR)    10 
    6 โครงสรางของสี Reactive Black 5 (RB5)    10 
    7 การทําลายพันธะอะโซในกลุมโครโมฟอร    11 
    8 กลไกทั่วไปในการยอยสลายสาร PAHs โดยใชเอนไซมจากเชื้อรา    16 
    9 ลักษณะของรา Datronia sp.KAPI0039 อายุ 7 วัน บนอาหาร PDA    31 
    10 กราฟแสดงการเจริญเติบโตของเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ในอาหาร PDB 

เปนระยะเวลา 14 วัน    32 
    11 รอยละการลดความเขมสียอม RBBR (a) กจิกรรมเอนไซมแลคเคส (b) และ

กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (c) ในสารละลายสียอม RBBR 200, 
400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1 เปนเวลา 168 ช่ัวโมง    34 

    12 รอยละการลดความเขมสียอม RBBR (a) กจิกรรมเอนไซมแลคเคส (b) และ 
กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (c) ในสารละลายสียอม RBBR 1,000 
mgL-1 โดยใชเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ปริมาณ 1, 2 และ 3 กรัมเปยก  
เปนเวลา 168 ช่ัวโมง    37 

    13 รอยละการลดความเขมสียอม RBBR (a) กจิกรรมเอนไซมแลคเคส (b) และ
กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (c) ในสารละลายสียอม RBBR  
1,000 mgL-1 pH เร่ิมตน เทากับ 3, 5, 7 และ 9 เปนเวลา 168 ช่ัวโมง    40 

    14 รอยละการลดความเขมสียอม RB5 (a) กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (b) และกิจกรรม
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (c) ในสารละลายสียอม RB5 200, 400, 600, 
800 และ 1,000 mgL-1 เปนเวลา 168 ช่ัวโมง    43 

 
 
 



 
 

  (5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

 ภาพที่ หนา 
  
    15 รอยละการลดความเขมสียอม RB5 (a) กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (b) และ

กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (c) ในสารละลายสียอม RB5 600 
mgL-1 โดยใชเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ปริมาณ 1, 2 และ 3 กรัมเปยก เปน
เวลา 168 ช่ัวโมง    46 

    16 รอยละการลดความเขมสียอม RB5 (a) กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (b) และ
กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (c) ในสารละลายสียอม RB5 600 
mgL-1 ที่ pH เร่ิมตน เทากับ 3, 5, 7 และ 9 เปนเวลา 168 ช่ัวโมง    50 

  
ภาพผนวกที่  
   
      1 กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนสียอม RBBR    70 
      2 กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนสียอม RB5    71 
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การลดความเขมสารละลายสียอมรีแอคทีฟโดยเชื้อราเสนใยสีขาว 

Datronia sp. KAPI0039 
 

Decolorization of Reactive Dye Solution by White-Rot Fungus 

Datronia sp. KAPI0039 
 

คํานํา 
  

สียอมเปนสารประกอบเชิงซอนที่ยอยสลายตามธรรมชาติไดยาก มักพบในน้ําทิ้งจาก
อุตสาหกรรมฟอกยอม น้ําทิง้ที่มีความเขมขนสีสูงในแหลงน้ําสามารถเห็นไดดวยตาเปลา จึงเปน
การทําลายทัศนียภาพและเปนที่นารังเกยีจ แกผูใชน้ําในการอุปโภคบริโภค ประกอบกบัโครงสราง
สียอมมีองคประกอบจําพวกอะโรเมติกเอมนี (aromatic amine) ซ่ึงเปนสารกอมะเร็ง จึงสงผล
กระทบตอระบบนิเวศทางน้าํ เนื่องจากน้ําทิ้งที่มีความเขมขนสสูีงบดบังแสงแดดที่สองผานผิวน้ําลง
มา ทําใหเกิดปญหาตอกระบวนการสังเคราะหแสงของพืชน้ําและสาหราย เปนเหตใุหปริมาณ
ออกซิเจนในแหลงน้ําลดลง เปนพิษตอส่ิงมชีีวิตที่อาศัยอยูใตน้ํา ทําใหกจิกรรมการยอยสลาย
สารอินทรียลดลง สงผลใหสัตวและพืชน้าํตายมากขึ้น จงึเปนเหตใุหแหลงน้ําเนาเสยีในเวลาตอมา 
ตลอดจนหวงโซอาหารมีการสะสมสารพิษในระบบสูงขึ้นอีกดวย 

 
โดยทั่วไปการบําบัดน้ําเสียจากโรงงานฟอกยอมสิ่งทอนยิมใชระบบบําบัดทางชีววิทยาหรือ

ระบบเติมสารเคมีอยางใดอยางหนึ่งหรือควบคูกันไป สามารถบําบัดตะกอนแขวนลอย และบีโอดี
ไดในระดับดี แตในการบําบดัสีและสารอื่นๆ ที่ไมสามารถบําบัดได กย็ังคงตกคางอยูในน้ําทิ้งที่ผาน
การบําบัดแลว มีผูสนใจและศึกษาวิธีการบําบัดสียอมในน้ําเสียอยางกวางขวาง เชน การกรอง 
(Filtration) การดูดติดผิว (Adsorption) กระบวนการออกซิเดชันดวยโอโซน (Ozone Oxidation) 
การรีเวอรสออสโมซิส (Reverse Osmosis, RO) การตกตะกอนดวยสารเคมี (Chemical 
Coagulation) เปนตน ปจจุบนัมีการศึกษาการลดสียอมโดยอาศัยวิธีทางชีวภาพ เนื่องจากเปนวิธีที่
สามารถลดการใชสารเคมี ลดคาใชจายและปลอดภยัตอส่ิงแวดลอม มรีายงานวาสยีอมสามารถถูก
ยอยสลายไดโดยเอนไซมจากเชื้อรากลุมเสนใยสีขาว (White rot fungi) เปนกลุมเดยีวกับเชื้อราที่มี
ความสามารถในการยอยสลายลิกนิน ซ่ึงมโีครงสรางที่ซับซอนกวาสียอม 
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งานวิจัยจํานวนมากไดศึกษาการใชประโยชนจากเอนไซมกลุมลิกนิโนไลติกจากเชื้อราเสน
ใยสีขาว ซ่ึงประกอบดวย Lignin peroxidase (LiP), Manganese peroxidase (MnP) และ Laccase 
(Lac) ผูวิจัยจึงสนใจศึกษาความสัมพันธของปริมาณเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อราเสนใยสีขาว Datronia 
sp. KAPI0039 ตอการลดความเขมของน้ําสียอมสังเคราะหชนิดรีแอคทีฟ ซ่ึงการวิจัยในครั้งนี้เปน
การศึกษาแนวทางในการใชประโยชนเอนไซมจากเชื้อราดังกลาว ไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุด 
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วัตถุประสงค 
 
 1.  ศึกษาความสัมพันธระหวางการผลิตเอนไซมจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ตอ
ประสิทธิภาพในการลดความเขมขนสียอมรีแอคทีฟ 2 ชนิด คือ Remazol Brilliant Blue R (RBBR) 
และ Reactive Black 5 (RB5) ในสภาวะควบคุม 
 

2.  เปรียบเทียบปริมาณของเอนไซม Laccase (Lac), Lignin Peroxidase (LiP) และ 
Manganese Peroxidase (MnP) ที่ผลิตในสภาวะที่มีสียอมชนิดรีแอคทฟี 2 ชนิด คือ RBBR และ 
RB5 

 



       4 

การตรวจเอกสาร 
 
1. อุตสาหกรรมฟอกยอม 
 

จากการขยายตัวของอุตสาหกรรมฟอกยอมในประเทศไทย การพัฒนากระบวนการ
ผลิตมีความสําคัญเพื่อตอบรับกับการแขงขันที่สูงขึ้น เชน การเพิ่มกาํลังการผลิต การสราง
ผลิตภัณฑใหเกิดความแตกตางและหลากหลาย เพื่อใหสอดคลองกับสถานการณปจจุบัน
โรงงานฟอกยอมสวนใหญจึงใชสีสังเคราะหในกระบวนการผลิต เชน กระบวนการฟอกยอม
เสนดาย กระบวนการฟอกยอมผาทอ และกระบวนการฟอกยอมผาถัก เปนตน ในแตละ
กระบวนการมีการใชวัตถุดิบ สารเคมี และสียอมที่ตางกันไป สําหรับกระบวนการฟอกยอม 
“น้ํา” นับไดวามีความสําคัญที่สุด เนื่องจากเปนตัวทําละลายสียอมที่ราคาถูก สวนวัตถุดิบสําคัญ
ในกระบวนการฟอกยอม คือ สียอม และสารเคมีชวยยอม 
 

1.1 กระบวนการฟอกยอม 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  กระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมฟอกยอม 
 
ท่ีมา: กรมโรงงานอุตสาหกรรม (2542) 
 

 

การเผาขน 

การลอกแปง 

การตกแตงสําเร็จรูป 

การขจัดสิ่งสกปรกเจือ

การชุบมัน 

การยอม 

การฟอกขาว 

การเผาขน 

การใหสี 

การตกแตง
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1.2 แหลงที่มาของน้ําเสียจากอุตสาหกรรมฟอกยอม 
 

1.2.1 น้ําที่ใชในกระบวนการ ไดแก น้ําที่ใชในขัน้ตอนการทําความสะอาดเสนใย
เพื่อใหพรอมสําหรับการยอมพิมพ ขั้นตอนการฟอกยอม และตกแตงสําเร็จ ถือไดวาขั้นตอนนี้ตอง
ใชน้ําปริมาณมาก น้ําที่ผานกระบวนการดงักลาวประกอบดวยแปง เสนใยหรือเสนดาย ส่ิงสกปรกที่
ติดอยูกับเสนใย เปนเหตุใหน้ําเสียมีปริมาณสารอินทรยี อีกทั้งอาจมีการใชสารเคมีรวมดวย 
 

1.2.2 น้ําที่ใชในหมอไอน้ํา ในอุตสาหกรรมฟอกยอมมักใชไอน้ําเปนตวัใหความรอน
แกน้ําทีใ่ชในกระบวนการผลิต หรือใหความรอนแกตูอบไอน้ํา ไอน้ํานี้ถาปลอยใหเย็นตวัลงและทํา
ใหเกิดการกลัน่ตัวในทอน้ําก็จะไดน้ําสะอาดซึ่งสามารถนํากลับมาใชใหมได แตถานาํไอน้ํานี้ไปให
ความรอนแกสารละลายสียอมโดยตรงจะเปนการเพิ่มปรมิาณน้ําเสียใหมากขึ้น 
 

1.2.3 น้ําหลอเยน็ ในอุตสาหกรรมฟอกยอมจําเปนตองมีการลดอุณหภูมิของน้ํายอม
ใหลดลงในระยะเวลาอันสั้นโดยการใชน้ําหลอเย็น ซ่ึงน้ําหลอเย็นเปนน้ําสะอาดสามารถนํากลับมา
ใชใหมได 
 

1.2.4 น้ําที่ใชในกระบวนการลางเครื่องจักรและทําความสะอาดโรงงาน ในบางกรณี
น้ําเสียชนดินี้อาจมีความเขมขนของสารมลพิษตางๆ สูง ยกตวัอยาง เชน น้ําจากการลางถังเตรียมสี 
เปนตน 
 

1.2.5 น้ําจากแหลงอืน่ๆ เชน น้ําจากโรงอาหารและหองน้ําในโรงงาน ประกอบดวย
สารทําความสะอาด ไขมัน น้ํามัน เปนตน 
 

น้ําเสียจากโรงงานงานฟอกยอม มีคาบีโอดีประมาณ 100 - 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร จาก
ขั้นตอนการทาํความสะอาดเสนใย มีคาซีโอดีประมาณ 500 - 1,200 มิลลิกรัม/ลิตร เกิดจากสารชวย
ยอม สียอม สารตกแตง และสารฟอกขาว และมีความเขมขนสีประมาณ 5 - 1,500 มิลลิกรัม/ลิตร 
จากกระบวนการยอม เนื่องจากการทําปฏิกริิยาระหวางสยีอมกับเสนใยอาจเกิดไดไมสมบูรณ ดัง
แสดงในตารางที่ 1 ทําใหสียอมยังคงเหลืออยูในสารละลายสียอม และถูกปลอยออกมาเปนน้ําเสีย 
ทั้งนี้ความแตกตางของความเขมขนสีขึ้นอยูกับกําลังการผลิตของโรงงาน ชนิดของสารสียอมที่ใช 
เปนตน อยางไรก็ตามมาตรฐานน้ําทิ้งจากโรงงานประเภทนี้ตองมีคาบีโอดีไมเกิน 60 มิลลิกรัมตอ
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ลิตร และคาซีโอดีไมเกิน 400 มิลลิกรัมตอลิตร สวนสีของน้ําทิ้งนั้นตองไมเปนที่รังเกยีจ ตาม
ประกาศวิทยาศาสตร เทคโนโลยีและสิ่งแวดลอม ฉบับที่ 3 พ.ศ. 2539 
 
2. สียอม (Dyestuffs) 
 

สียอม หมายถึง สารมีสีที่ละลายน้ําได มีลักษณะเปนผลึกหรือผงละเอียด อาจเปน
สารอินทรียหรือสารอนินทรีย โดยประโยชนที่สําคัญที่สุดของสียอม คือ การใหสีแกวัสดุส่ิงทอ
โดยสียอมจะซึมผานเขาไปในโมเลกุลของเสนใย และทําลายโครงสรางผลึกของวัตถุนั้น
ช่ัวคราว ซ่ึงอาจเกิดพันธะไอออนิก (ionic bond) หรือพันธะโควาเลนท (covalent bond) กับ
วัตถุที่ตองการยอมโดยตรง 

 
สีที่ปรากฏนั้นเกิดจากอิเล็กตรอนในพันธะคูซ่ึงอยูในโมเลกุลของสียอมนั้นมี

ความสามารถดูดกลืนพลังงานในชวงสเปคตรัมตางกัน พลังงานแสงที่สายตามองเห็นจะมี
ความยาวคลื่นชวง 400 – 700 นาโนเมตร สียอมที่มีโครงสรางทางโมเลกุลตางกันจะมี
ความสามารถในการดูดกลืนพลังงานแสงที่ชวงความยาวคลื่นตางๆ กันไป ซ่ึงสายตาสามารถ
รับภาพได จึงทําใหโมเลกุลสียอมตางโทนสีกันแสดงสีใหเราเห็นดวยสายตาตางกันไป 

 
2.1 สียอมแบงเปน 2 ประเภท (กาวี, 2545) ดังนี้ 

 
2.1.1 สียอมธรรมชาติ (Natural dyestuff) เปนสียอมที่มาจากแหลงธรรมชาติจาก

พืชและสัตว สียอมที่มาจากสวนประกอบของพืช เชน สวนลําตน ดอก เปลือก ใบ เปนตน 
ตัวอยางเชน สีดําจากลูกมะเกลือ สีน้ําเงินจากตนคราม สีเหลืองจากเนื้อไมโอก สีแสดจากดอก
กรรณิการ สีแดงจากรากตนเข็ม สวนสียอมที่มาจากสัตว เชน สีมวงแดงของครั่ง สีมวงจาก
หอยสังขหนาม เปนตน 
 

2.1.2 สียอมสังเคราะห (Synthetic dyestuff) สียอมประเภทนี้เปนผลิตภัณฑจาก
น้ํามันปโตรเลียม เมื่อน้ํามันปโตรเลียมผานการสกัดแลวจะไดสารไฮโดรคารบอน ไดแก เบน
ซีน และไซลีน ซ่ึงเปนสารไฮโดรคารบอนไมอ่ิมตัว สารเหลานี้จะถูกนําไปทําปฏิกิริยาดวย
กระบวนการไนเตรชันแอมมิเนชัน เพื่อที่จะเปลี่ยนสภาพใหเปนสารตัวกลาง และจากสาร
ตัวกลางจะเปลี่ยนเปนสียอมดวยเทคนิคตาง ๆ 
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สีของสียอมสังเคราะหที่ปรากฏออกมาทําใหตามนษุยปกติมองเห็นไดนั้นเกดิจาก
องคประกอบ 2 สวน ดวยกนั คือ โครโมฟอร (chromophores) เปนกลุมอะตอมของสารประกอบ
อินทรียที่มีสีสามารถดูดกลืนแสงในชวงทีม่องเห็นได เนือ่งจากความแตกตางของกลุมโครโมฟอรนี้ 
ทําใหสียอมสงัเคราะหจึงถูกแบงตามกลุมโครโมฟอร มีอยูดวยกนัหลายกลุม คือ กลุมอะโซ (azo 
group) กลุมแอนทราควิโนน (anthraquinone group) เปนสารกลุมที่นิยมใชในมากทีสุ่ด และกลุม
อ่ืน ๆ เชน กลุมอินดิโก (indigo group) กลุมเบนโซดิฟูแรนโนน (benzodifuranone group) กลุมไน
โตรโซ (nitroso group) กลุมไนโตร (nitro group) กลุมเอทิลีน (ethylene group) กลุมคารบอนิล 
(carbonyl group) กลุมคารบอนิล-ไนโตรเจน (carbonyl-nitrogen group) กลุมซัลเฟอร (sulphur 
group) และกลุมฟอรมาซาน (formazan group) แตหากสียอมประกอบดวยโครโมฟอรเพียงอยาง
เดียวจะใหเพียงสีออนๆ เทานั้น หากตองการสีเขมขึ้นจึงตองมีการเพิ่มเติมโครงสรางทางเคมีของ
สารเคมีกลุมอื่นดวย เรียกสารกลุมนี้วา ออกโซโครม (Auxochromes) เปนกลุมที่สรางความเขม 
(Intensity) และความสวางของสี มีคุณสมบัติการละลายน้ํา และ/หรือปรับปรุงคุณสมบัติในการดดู
ติดกับเสนใยใหกับสียอม หมูที่ละลายน้ํา เชน -SO3Na, -COONa, -OH เปนตน 

 

 
ภาพที่ 2  โครโมฟอรและออกโซโครมของสียอม 

 
2.2 โครงสรางสียอม 

 
สียอมที่ใชในโรงงานประกอบดวยสารหลายชนิด และมีโครงสรางทางเคมี

หลากหลาย เนื่องจากสียอมจําเปนตองมีความคงทนตอการใชงาน เชน คงทนตอการซักฟอก 
การเสียดสี ความสกปรกที่เกิดจากเหงื่อและน้ํามันจากรางกาย แสง และความรอน ดังนั้นสียอม
ที่ใชตองมีลักษณะที่ไมถูกยอยสลายงายตามธรรมชาติ จึงเกิดสารตกคางและปญหาสิ่งแวดลอม
ตามมา ในที่นี้จะขอกลาวรายละเอียดของของโครโมฟอรของสียอมบางกลุมที่นิยมใชใน
ปจจุบัน ดังนี้ 
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2.2.1  สียอมอะโซ (azo dyes) เปนสียอมทีม่ีกลุมอะโซ (-N=N-) หนึ่งกลุมหรือ
มากกวาทําหนาที่เปนโครโมฟอร และมีออกโซโครมไดหลายกลุม จัดเปนสีกลุมที่ใชมากใน
อุตสาหกรรมโดยเฉพาะในการยอมเสนใยเซลลูโลส เพราะเปนสีที่สังเคราะหงาย ละลายน้ําไดด ีมี
ความสวางสดใสและความคงทนตอแสงอยูในเกณฑปานกลางถึงด ีที่สําคัญคือ ราคาไมแพง และ
ลักษณะที่สําคัญของสียอมกลุมนี้ คือ มีสีใหเลือกครบทุกเฉดส ีแตโดยทั่วไปชวงสทีี่มีความสําคัญ
อยูในชวงสีเหลือง สีแสด สีแดง สีน้ําตาล และสีดํา 
 

 
 

ภาพที่ 3  โครงสรางอะโซ 
 
2.2.2  สียอมแอนทราควิโนน (anthraquinone dyes) เปนสียอมที่มีโครงสรางของ    

แอนทราควิโนนเปนหลักในโมเลกุล สียอมกลุมนี้มีความสําคัญรองจากสียอมอะโซ สวนใหญ
เปนสีน้ําเงิน มีความสวาง สดใส มีความคงทนตอแสงอยูในเกณฑดี แตความเขมของสีจะไม
เทากับสียอมอะโซ และมีราคาแพงกวาสียอมอะโซ 
 

 
ภาพที่ 4  โครงสรางของสียอมแอนทราควิโนน 
 

2.2.3  สียอมซัลเฟอร (sulphur dyes) เปนสียอมที่มีซัลเฟอรเปนองคประกอบใน 
โครงสรางของโมเลกุล (C=S และ C-S-S-C) สีกลุมนี้มีปริมาณการใชมากที่สุด เพราะมีราคาถูก 
นิยมใชยอมสีทึบๆ ที่ตองการความเขมสูง เชน สีดํา สีน้ําตาล สีน้ําเงิน เปนตน สีกลุมนี้มีใหเลือกไม
มาก สวนมากจะเปนสีทึบ ไมสดใส 

 
2.2.4  สียอมไนโตรโซ (nitroso dyes) สีกลุมนี้มีโครงสรางทางเคมีเปน

สารประกอบอะโรมาติกที่มหีมูไนโตรโซ (-NO) และหมูไฮดรอกไซดในตําแหนงที่ตดิกันบนวง
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แหวนเบนซนี ซ่ึงในการยอมจะทําใหเกดิสารประกอบเชงิซอนกับโลหะตางๆ เชน เหล็ก โครเมียม 
โคบอลต และนิกเกิล เปนตน 

 
2.2.5  สียอมไนโตร (nitro dyes) กลุมนี้มีโครงสรางทางเคมีเปนสารประกอบอะโร

มาติก ที่มีหมูไนโตร (-NO2) และหมูไฮดรอกไซด (-OH) หรือหมูอะมิโน (-NH2) ในตาํแหนงที่
ติดกันหรือตรงขามบนวงแหวนเบนซีน 

 
2.2.6  สียอมฟอรมาซาน (formazan dyes) เปนสีที่มีโครงสรางของกลุมไตรไซคลิค

คีเลตอยูในรูปสารประกอบเชิงซอนกับทองแดง สวนใหญพบในสียอมเอซิด และสียอมรีแอกทีฟ 
โดยที่เฉดสีสวนใหญเปนสีน้าํเงิน 
 
3. สียอมรีแอกทีฟ (Reactive Dye) 
 

สียอมรีแอกทฟีเปนสีที่ละลายน้ําไดด ีและยอมเสนใยเซลลูโลสไดดีที่สุด โมเลกุลของสี
สามารถทําปฏิกริิยากับหมูไฮดรอกซี (OH-) ของเซลลูโลสไดเมื่ออยูในสภาพดาง และเกดิการ
เชื่อมโยงกันโดยพันธะโควาเลนททําใหสีตดิไดด ีและจะติดไดมากกวาสีที่ติดโดยแรงทางกายภาพ
เคมี (physical-chemical forces) ซ่ึงสามารถสลายตัวได สีรีแอคทีฟมีความคงทนตอแสง และการซัก
ลางดี แตไมคงทนตอสารคลอรีนที่ใชในการฟอกขาว (โกมล, 2541) 
 

3.1 โครงสรางทางเคมีของสีรีแอกทีฟ 
 

สีรีแอกทีฟมีโครงสรางทางเคมีคลายกับพวกสีแอซิด แตสีรีแอกทีฟมีหมู labile ที่ไม
เสถียรไดแก หมู –Cl หรือ-SO3Na ซ่ึงเปนตัวทําใหสีรีแอกทีฟสรางพันธะโควาเลนทกับเสนใยผา
เซลลูโลสได โครงสรางทางเคมีของสีรีแอกทีฟประกอบดวยกลุมพื้นฐาน 4 กลุม สัญลักษณแสดง
เปนโครงสรางทั่วไปอยางงายได คือ 

S-D-T-X 
เมื่อ S (solubilising group) คือ กลุมที่มีความสามารถในการละลายน้ําสูง โดยทั่วไปจะ

เปนพวกกรดซัลโฟนิค (-SO2Na) ซ่ึงจะอยูติดกับกลุมโครโมฟอร 
D (chromophoric group) คือ กลุมของเคมีที่ทําใหเกิดส ีเรียกวา กลุมโครโมฟอร

(chromophore) และสรางการยึดเกาะ (substantivity) กับเสนใยเซลลูโลส 
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T (bridging group) คือ กลุมอะตอมที่ทําหนาที่เชื่อมระหวางกลุมรีแอกทีฟกับกลุมโคร
โมฟอร เชน กลุม –NH-, -NHCO-, -SO2-, -NHSO2- และ –NCH3- เปนตน 

X (reactive system) คือ กลุมรีแอกทีฟ (reactive group) ซ่ึงจะเปนกลุมทีท่ําใหสียอมทาํ
ปฏิกิริยากับกลุมไฮดรอกซี (OH-) ในเสนใย 

 
ในบางกรณีกลุมรีแอกทีฟก็จะติดกับกลุมโครโมฟอรโดยตรง ไมมีตัวเชื่อมก็ได 

และกลุมรีแอกทีฟสวนใหญจะเปนสาร heterocyclic ring ลักษณะของกลุมตัวเชื่อมและ
สวนประกอบของกลุม heterocyclic ring มีอิทธิพลอยางมากตอการทําปฏิกิริยาและสมบัติอ่ืนๆ 
ของสี จากสวนประกอบดังที่กลาวมานี้จะพบวามีสองสวนที่สําคัญ คือ สารที่ทําใหเกิดสี 
(chromophore) และกลุมรีแอกทีฟ โดยสีรีแอกทีฟที่เปนสีเหลือง สีสม สีแดง สีมวง สีน้ําตาล 
และสีดํา โดยสวนใหญจะเปนโครงสรางอะโซ แตถาเปนสีรีแอกทีฟสีฟา หรือสีน้ําเงินจะมีทั้ง
ที่เปนโครงสรางอะโซ แอนทราควิโนน สียอมอะโซบางตัวมีโครงสรางเปนคอปเปอร 
นอกจากนี้สีดาํ สีน้ําตาลบางตัว และสีรีแอกทีฟสําหรับยอมผาขนสัตว มักจะมีโครงสรางเปน
โครเมียมหรือโคบอลตคอมเพล็กซ สีรีแอกทีฟสวนใหญจะประกอบดวยกลุมโครโมฟอร
ชนิดอะโซซึ่ง ไดแก Unmetallised azo และ Metal-complex azo เปนสวนมากถึงรอยละ 81 
 

 
ภาพที่ 5  โครงสรางของสี Remazol Brilliant Blue R (RBBR) 
 

 
ภาพที่ 6  โครงสรางของสี Reactive Black 5 (RB5) 
 

กลาวไดวาการบําบัดน้ําเสียที่มีสียอมประเภทรีแอกทีฟตองทําลายพันธะอะโซใน
กลุมโครโมฟอรใหไดก็จะลดสีในน้ําเสียลงได 
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ภาพที่ 7  การทําลายพันธะอะโซในกลุมโครโมฟอรของสี Reactive Black 5 (RB5) 
 

3.2 ทฤษฎีการยอมสี (อภิชาติ, 2545) 
 

เนื่องจากสียอมรีแอคทีฟมีประจุลบเชนเดียวกับเสนใยเซลลูโลส ทําใหการแทรก
ซึมสีรีแอคทีฟกับเสนใยเซลลูโลสเกิดขึ้นนอย จึงตองเติมอิเล็กโทรไลท (เกลือ) ประจุบวกของ
เกลือจะรวมตัวกับประจุลบของเสนใย ขณะเดียวกันเกลือจะเพิ่มประจุลบน้ํายอม จึงทําใหสีที่มี
ประจุลบสามารถแทรกซึมเขาไปในเสนใยไดมากขึ้น เมื่อสีเขาไปในเสนใยแลวใหเพิ่มคาความ
เปนกรด-เบสประมาณ 10.5-11.0 ซ่ึงจะทําใหเกิดพันธะโควาเลนตระหวางเสนใยและสียอมใน
เสนใย แตปญหาของสีรีแอคทีฟ คือ การแตกตัวในน้ําของสีรีแอคทีฟ เนื่องจากหมูไฮดรอกซิล 
ของเสนใยมีลักษณะคลายคลึงกับหมูที่มีอยูในน้ํา ดังนั้น สีที่ทําปฏิกิริยากับน้ําแลวจะไม
สามารถทําปฏิกิริยากับเสนใย สีรีแอคทีฟที่มีหมูวองไวตอปฏิกิริยาเคมีกับเสนใยหนึ่งหมู จะมี
อัตราการติดสีบนเสนใยประมาณ 60% จึงมีสีเหลือในน้ํา 40% ทําใหน้ําเสียมีสียอมปะปนอยู
ดวย ซ่ึงเปนการเพิ่มภาระในการบําบัดน้าํเสีย และเปนการสิ้นเปลืองสียอม แตหากใชสีรีแอค
ทีฟที่มีหมูวองไวตอปฏิกิริยาเคมีกับเสนใย 2 หมู จะทาํใหมีอัตราการติดสีบนเสนใยประมาณ 
80% จึงมีสีเหลือในน้ําเพียง 20% อยางไรก็ตามการเพิ่มหมูที่วองไวตอปฏิกิริยาเคมีกับเสนใยจะ
เปนการเพิ่มตนทุนการผลิตสียอมเชนกัน 
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ตารางที่ 1  ความสามารถในการผนึกกับเสนใยของสียอมชนิดตางๆ 
 

ชนิดของสียอม ความสามารถในการผนึกสกีับเสนใย สีในน้ําเสีย 
Direct dyes 70-95% 5-30% 
Sulfur dyes 60-70% 30-40% 
Vat dyes 80-95% 5-20% 
Azoic dyes 90-95% 5-10% 
Reactive dyes 50-80% 20-50% 
Acid dyes 80-93% 7-20% 
Metal complex dyes 95-98% 2-5% 
Disperse dyes 97-98% 2-3% 
Basic dyes 80-92% 8-20% 
 
ท่ีมา: กรมโรงงานอุตสาหกรรม (2542) 
 

3.3 ความเปนพิษของสีรีแอคทีฟ 
 

โดยทั่วไปสียอมถือไดวาเปนสารที่มีความเปนพิษต่ํา สําหรับสีรีแอคทีฟที่มี
จําหนายอยูในรูปของเหลว เปนผง และเปนเม็ดละเอียด ดังนั้น สียอมสามารถเขาสูรางกายได 3 
ทาง คือ ทางจมูกดวยการสูดดมสีที่ฟุงกระจายในอากาศ กอใหเกิดการระคายเคืองตอระบบ
ทางเดินหายใจ ทางผิวหนังโดยการสัมผัสทําใหระคายเคืองตอเยื่อบุตา และทางปากโดยปะปน
ไปกับอาหารที่รับประทานเขาไป เนื่องจากสีชนิดนี้จะรวมตัวกับโปรตีนในรางกายมนุษยที่
อุณหภูมิปกติของรางกาย ซ่ึงไปกระตุนความสามารถในการรับรูของระบบทางเดินหายใจ 
(respiratory sensitisation) จนทําใหเกิดการระคายเคือง ในป 1991 องคการ ETAD (Ecological 
and Toxicology Association of Dyes and Organic Pigment Manufacturers) ไดออกประกาศ
เกี่ยวกับความเปนพิษของสีรีแอคทีฟเมื่อสัมผัสโดยผิวหนังหรือสูดดมเขาไป ตลอดจนแนวทาง
ปฏิบัติในการใชสีรีแอคทีฟอยางถูกวิธีเพื่อสุขภาพที่ดีของผูปฏิบัติงาน (อังคณา, 2544) ความ
เปนพิษของสียอมจากการรับประทานเขาไปเห็นไดจากคา LD50 แสดงในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2  คา LD50 ของสียอมสิ่งทอเมื่อเปรียบเทียบกับโซเดียมไซยาไนด 
 

คาแอลดี 50 (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) รอยละของสียอม 
> 5000 82 

2000 - 5000 10 
> 250 >1 

15 โซเดียมไซยาไนด 
 
หมายเหตุ  คาแอลดี 50 (Lethal dose 50, LD50) คือ คาความเปนพิษจากการทดลองหาปริมาณ 

    สารเคมีที่ทําใหสัตวที่นํามาทดลองตายไปครึ่งหนึ่งของจํานวนทั้งหมด เพราะฉะนั้น ถา 
    คา LD50 ยิ่งต่ํามากความเปนพิษยิ่งมีมาก 
 

ท่ีมา:     กรมโรงงานอุตสาหกรรม (2542) 
 

แมวาสียอมจัดไดวามีคาความเปนพิษต่ํา แตวัตถุดิบที่ใชในการสังเคราะหสียอมมี
ความเปนพิษสูงมาก เชน 2-แนฟธิลลามีล (2-naphthylamine) และเบนซิดีน (Benzidine) ซ่ึง
ประเทศเยอรมันไดออกกฎขอบังคับหามนําเขาสารทั้งสองตัวนี้ เนื่องจากสารดังกลาว สามารถ
แตกตัวใหสารเอมีน 20 ตัว ซ่ึงเปนสารกอมะเร็ง (Carcinogen) และทําใหเกิดการระคายเคือง  
 
4. เทคโนโลยีกําจัดสียอมจากอุตสาหกรรมฟอกยอม 
 

น้ําทิ้งที่มีสียอมปนเปอนไดสงผลกระทบทางดานเศรษฐกิจ สังคม และส่ิงแวดลอมเปน
อยางมาก เมื่อมีการปลอยน้าํทิ้งสียอมลงสูแหลงน้ําสาธารณะ จะทําใหสีดูดกลืนแสงที่สองลง
มาเปนเหตุใหพืชใตน้ําสังเคราะหแสงไดนอยลง ทําใหออกซิเจนในแหลงน้ําลดลง สัตวน้ํา
ตลอดจนสิ่งมีชีวิตอื่นๆ ไมสามารถดํารงชีวิตได การทาํงานของจุลินทรียในกระบวนการบําบัด
ทางชีวภาพถูกยับยั้ง ประกอบกับเกิดการยอยสลายแบบไมใชออกซิเจน แหลงน้าํจึงมีกล่ิน
เหม็น และเปนที่นารังเกียจ ทําใหไมสามารถใชทรัพยากรจากแหลงน้ํานั้นใหเปนประโยชน
ทางเศรษฐกิจตอไปได กอใหเกิดการสูญเสียรายไดของประชาชนและประเทศชาติ ตลอดจน
เกิดอันตรายตอสุขภาพของมนุษย เนื่องจากสียอมบางชนิดมีองคประกอบที่เปนพิษตอสัตว 
และหากเปนสารที่สลายตัวไดยากจะทําใหเกิดการสะสมอยูในระบบนิเวศ (Bioaccumulation) 
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อยางไรก็ตามหากมนุษยรับสารพิษนั้นโดยตรงยอมเปนอันตรายตอชีวิต หรือการไดรับสารพิษ
ทางออม เชน การบริโภคสัตวน้ําที่มีสารพิษสะสมอยูในหวงโซอาหารอีกดวย 

 
สียอมในน้ําเสียสามารถกําจัดไดบางสวนจากระบบบาํบัดน้ําเสียข้ันทุติยภูมิ ไมวาจะ

เปนกระบวนการบําบัดดวยวิธีกายภาพ เคมี หรือทั้งสองวิธีรวมกัน และกระบวนการบําบัดทาง
ชีวภาพ ดังนั้นผูวิจัยในหลายสาขามีการศึกษาวิจัยเพื่อกําจัดสียอมที่เหลืออยูในนํ้าทิ้งใหหมดไป 
หรือใหมีเหลืออยูนอยที่สุด เชน 
 

4.1 กระบวนการทางกายภาพ-เคมี (Physical-Chemical Treatment) ไดแก 
 

4.1.1 การดูดติดผิว (Adsorption) เปนวิธีที่ใชในการบําบัดสารอินทรียที่ความเขมขน
ต่ํา ตัวดดูซับที่นิยมใช คือ แอติเวเตดคารบอนหรือถานกัมมันต วุทธินันท (2544) กลาววาวิธีบําบัด 
นี้ตองคํานึงถึงพีเอช อุณหภูม ิปริมาณตัวดูดซับที่ใช และระยะเวลาการสัมผัส เปนตน ซ่ึงเหมาะกับ
สีที่ละลายน้ําไดนอย เชน สีพิกเมนต สีดิสเพอรส เปนตน อดิศักดิ ์(2546) ไดศึกษาการใชการกรอง
ทรายรวมกับการดูดซับดวยเถาแกลบในการบําบัดน้ําทิ้งจากโรงงานฟอกยอมสิ่งทอ โดยกรองผาน
คอลัมน พบวาการกรองดวยทรายทําใหระบบบําบัดมีประสิทธิภาพสูงขึ้น สามารถบําบัดน้ําทิ้งไดดี
ที่สุดที่อัตราน้ําลนผิว 0.1 ลูกบาศกเมตร/ตารางเมตร - เซนติเมตร สามารถลดสีและซีโอดีได 5.21-
8.36% และ 30.62-34.20% ตามลําดับ และเมื่อผานน้ําทิ้งเขาสูคอลัมนเถาแกลบดําดวยอัตราน้ําลน
ผิว 0.1 ลูกบาศกเมตร/ตารางเมตร - เซนติเมตร ใชความสูงของเถาแกลบดํา 80 ซม. สามารถลดสี
และซีโอดีได 99.15-99.84% และ 70.85-96.66% ตามลําดบั ซ่ึงมีประสิทธิภาพดีกวาการกรองดวย
ทรายเพียงอยางเดียว 
 

ปจจุบันมีการประยุกตใชวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรและวัชพืชเปนตัวดูด
ซับ เชน กากแอปเปล ฟางขาวสาลี (Robison et al., 2001) ปาลมน้ํามัน ใบหญาแฝก ใบ
สับปะรด และผักตบชวา โดยทดลองใชผักตบชวาที่มีลักษณะเปนผงในการดูดซับสีไดเรกท
จากน้ําทิ้งโรงงานฟอกยอมสิ่งทอ พบวา ตัวดูดซับที่ใหประสิทธิภาพดีที่สุด คือ ตัวดูดซับที่ถูก
ปรับสภาพดวยโซเดียมไฮดรอกไซด 20% น้ําทิ้งมีคาพีเอชเทากับ 5 ปริมาณตัวดูดซับ 4 กรัม 
ระยะเวลาปนกวน 240 นาที และระยะเวลาสัมผัส 90 นาที สามารถกําจัดสีได 76.80%  
(จินตนา, 2550) อยางไรก็ตามวิธีการลดสีขางตนยังคงมีขอจํากัดเกี่ยวกับการจัดการตัวดูดซับ
หลังการใชงาน 
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4.1.2 การตกตะกอนดวยสารเคมี (Chemical Coagulation) เปนวิธีที่ใชอยางกวางขวาง 
โดยการเติมสารโคแอกกูแลนต (coagulant) เชน สารสมลงไปในน้ําเสยี เพื่อทําใหอนุภาคคอลลอยด
จับตัวกนัจนมนี้ําหนกัมากและจมตัวลง วธีินี้ใชไดดกีับสีกลุมที่มีซัลเฟอรเปนองคประกอบ และ
สีดิสเพอรส แตมีขอเสีย คือ จําเปนตองกําจัดตะกอนแขวนลอยที่เปลีย่นรูปมาเปนของแข็งจมตัว 
และยังทําใหปริมาณสารพิษในตะกอนมีคาสูงขึ้น จึงตองมีวิธีการนําตะกอนไปบําบดัอีกครั้งหนึ่ง 
(Prieto et al., 2005) อีกทั้งตองปรับสภาพน้ําทิ้งใหเปนกลางกอนปลอยออกสูแหลงน้าํ จึงทําใหเสีย
คาใชจายในการบําบัดเพิ่มขึ้น อยางไรก็ตามน้ําเสียที่มีสียอมละลายปนอยู การบําบัดน้าํเสียที่มีสียอม
ละลายปนอยูดวยวิธีโคแอกกเูลชั่นไมสามารถทําไดอยางมีประสิทธิภาพ เนื่องจากกลไกของโคแอก
กูเลชั่นไมสามารถใชในการกําจดัสารที่ละลายอยูในน้ํา วธีินี้จึงไมเหมาะกับสีที่ละลายน้ํา เชน สีรี
แอกทีพ สีแอซิด สีไดเร็ก จงึตองใชกลไกอื่นที่สามารถทําปฏิกิริยากับสีในน้ําไดโดยตรง 
 

4.1.3 การใชคลอรีน วิธีนี้สามารถกําจัดสีไดดีในน้ําเสียที่พีเอชเปน 3.5 ซ่ึงใชได
ผลดีกับ สีรีแอคทีพ และแอซิด แตสีดิสเพอรและสีไดเร็กไมสามารถใชในการยอยสลายได วิธี
นี้ยังทําใหเกิดคลอรีนตกคางในน้ําเสียที่ผานการบําบัดแลว (Joshi and Purwar, 2004) ซ่ึงสวน
ใหญมักประกอบดวยไนโตรเจนคลอรีน หรือซัลเฟอรจะเกิดเปนสารประกอบชนดิใหมที่เปนพิษ 
ตอส่ิงแวดลอมมากกวาสารเริ่มตนเดิม 
 

4.1.4 การใชโอโซน (OzoneTreatment) วิธีนี้จะใชความสามารถของโอโซนใน
การยอยสลายสี ซ่ึงสามารถกําจัดสีไดดีที่พีเอชมากกวา 8 และใชไดดีกับสีหลายชนิด เชน สีรี
แอกทีฟ สีแอโซอิค สีเบซิค แตกําจัดสีดิสเพอรสไดประสิทธิภาพไมดี วิธีนี้มีขอเสียเชนเดียวกับ
วิธีการใชคลอรีนกลาวคือ อาจมีโอโซนตกคางอยูในน้ําหลังการบําบัด (กาญจนา, 2539) 
 

4.1.5 วิธีออกซิเดชันขั้นสูง (Advanced Oxidation Process) ไดแก กระบวนการ
เฟนตันและกระบวนการเรงปฏิกิริยาดวยแสง 
 

4.2 การบําบัดทางชีวภาพ (Biological Treatment) 
 

การบําบัดทางชีวภาพ แบงเปนกระบวนบําบัดแบบใชออกซิเจนและไมใช
ออกซิเจน กระบวนการบําบัดทางชีวภาพแบบใชออกซิเจน เชน ระบบตกตะกอนเรง 
(Activated Sludge) วิธีนี้สามารถกําจัดสีไดเพียงรอยละ 8.36 - 13.02 (ขนิษฐา และพริยะ, 
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2546) แตไมสามารถใชไดกับสียอมอะโซ สวนกระบวนการชีวภาพแบบไมใชออกซิเจน 
สามารถบําบัดสียอมไดดี แตเกิดสารประกอบจําพวกอะโรมาติกเอมีนซึ่งเปนสารกอมะเร็ง 
 

D’Souza et.al (2005) ศึกษาการนําเชื้อรา Flavodon flavus ซ่ึงแยกไดจากปา
โกงกางชายฝงทะเลนํามาใชทดสอบประสิทธิภาพการยอยสีจากอุตสาหกรรมตาง ๆ เชน 
อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ ส่ิงทอ ผลิตสียอม และเครื่องดื่มแอลกอฮอล พบวาเชื้อรามี
ความสามารถในการยอยสลายสีน้ําทิ้งจากอุตสาหกรรมขางตนได ดังนั้นจึงมีการนําราชนิดนี้
เขามาใชประโยชนในการลดความเขมสีน้ําทิ้งกอนที่จะปลอยลงสูทะเล 
 
5. การกําจัดสียอมดวยเชื้อราเสนใยสีขาว 
 

เชื้อราเสนใยสีขาว (White rot fungi) พบไดทั่วไปตามพื้นดินในปา เชื้อราชนิดนี้จะ
ยอยสลายลิกนินในเนื้อไมใหเปนสารสีขาว มีรายงานวาเอนไซมจากเชื้อราเสนใยสีขาว
สามารถยอยสลายสารที่มีโครงสรางซับซอนกอใหเกิดมลภาวะตอส่ิงแวดลอม เชื้อราเสนใยสี
ขาวที่มีประสิทธิภาพในการกําจัดสี ไดแก Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus 
ostreatus และ Trametes versicolor ซ่ึงกลไกที่ใชนาจะเปนการยอยสลายแบบออกซิเดทีฟ 
(Oxidative degradation) เหมือนกับกลไกที่ใชในการยอยสลายลิกนิน (Hardin et al., 2000)  

 
มีการศึกษาการสรางเอนไซมในระหวางการเจริญเติบโตเพื่อใหเขาใจคณุสมบัติในการ

สรางเอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน และนําไปใชศึกษาการยอยสลายสารมลพิษในดนิ (Eggen and 
Majcherezyk, 1998) สารประกอบที่เปนพิษ เชน Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs), 
Polychlorinated Biphenyls (PCBs) และสียอม เปนตน 
 
 
             PAHs    Quinones 
 

Ring Breaking    CO2 
 
ภาพที่ 8  กลไกทั่วไปในการยอยสลายสาร PAHs โดยใชเอนไซมจากเชื้อรา 
 

LiP, MnP, Lac 
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จากภาพที่ 8 แสดงกลไกการยอยสลายสาร PAHs โดยใชเอนไซม Lignin 
Peroxidase (LiP), Laccase (Lac) และ Manganese Peroxidase (MnP) จากเชื้อราเสนใยสีขาว 
กลายเปนสาร Quinones และมีการแตกสลายวงแหวนอะโรมาติกและเกิดการยอยสลายจน
กลายเปน CO2 เปนผลผลิตสุดทายในกระบวนการ ดังนั้นกระบวนการยอยสลายโดยอาศัยวิธีทาง
ชีวภาพจึงมีขอไดเปรียบ คือ ไมกอใหเกิดการตกคางของสารเคมีในสภาพแวดลอม และปลอดภัยตอ
ส่ิงมีชีวิต น้ําทิง้ที่ผานกระบวนการนี้จะไมมีกล่ินเหม็น เพราะผลของปฏิกิริยาสุดทายจะไดกาซ
คารบอนไดออกไซดและน้าํ 
 
 Dirk et al. (2003) กลาววา เชื้อราเสนใยสีขาวผลิตเอนไซมออกซิเดสออกมานอกเซลล 
เชน Lignin Peroxidase (LiP), Laccase (Lac) และ Manganese Peroxidase (MnP) เปน
เอนไซมที่อยูในกลุมยอยสลายลิกนินในธรรมชาติ จึงมีการประยุกตใชเอนไซม Lignin-
Modifying Enzymes (LME) สําหรับการบําบัดน้ําทิ้งโรงงานอุตสาหกรรมที่มีสียอมปนเปอน
อยูดวย พบวาเอนไซมที่เชื้อผลิตขึ้นมามีความสามารถในการกําจดัสียอมจากน้ําเสยีโรงงานสิ่งทอ
ไดด ีโดยกําจดัสียอมไดมากกวา 80% 
 

Eicherova et al. (2005) ศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดสียอมประเภทอะโซ คือ สียอม 
Orange G และประเภทแอนธราควิโนน คือ สียอม Remazol Brilliant Blue (RBBR) ของเชื้อ
ราขาว 3 ชนิด ไดแก Dichomitus squalens, Ischnoderma resinosum และ Pleurotus 
calyptratus ทั้งในสภาวะเขยาและไมเขยา พบวาเชื้อทุกชนิดสามารถกําจัดสียอมได โดยตรวจ
พบกิจกรรมของเอนไซม Lacและ MnP ทั้ง 2 สภาวะ แตไมพบกิจกรรมของเอนไซม LiP โดย
กิจกรรมของ Lac มากกวา MnP และพบวาเชื้อ D. squalens สามารถผลิตได Lac มากที่สุด 
0.22 Uml-1 เมื่อใสสารละลายสี RBBR ในสภาวะที่มีการจํากัดไนโตรเจน (nitrogen limitation) 
และไมเขยา จากการทดลองพบวาเชื้อ D. squalens สามารถกําจัดสียอมและผลิตเอนไซม
ไดมากในสภาวะเขยา เมื่อทําการทดลองครบ 14 วัน พบวาเชื้อราทั้ง 3 สายพันธุ สามารถกําจัด
สียอม RBBR ซ่ึงเปนสียอมประเภทแอนธราควิโนนไดดีกวาสียอมประเภทอะโซ โดยเชื้อ      
I. resinosum สามารถกําจัดสียอม RBBR ไดมากที่สุดคิดเปน 98% เชื้อ D. squalens 91% และ
เชื้อ P. calyptratus กําจัดสียอมไดเพียง 58% 
 

Apiwattanapiwat et al. (2006) ศึกษาการคัดแยกเชื้อราที่มีความสามารถในการลดสีน้ํา
ทิ้งจากโรงงานผลิตเยื่อและกระดาษ โดยการนําตัวอยางชิ้นไมผุภายในบริเวณอุทยานแหงชาติ
มาเพื่อคัดเลือกเชื้อราจํานวน 64 สายพันธุ พบวาเชื้อราสายพันธุ KAPI0003, KAPI0004, 
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KAPI0013, KAPI0025, KAPI0030, KAPI0039 และ KAPI0050 จํานวน 7 สายพันธุ สามารถ
เจริญเติบโตไดดีบนอาหารแข็งที่ประกอบดวยลิกนินสังเคราะห อยางไรก็ตามเมื่อนําเชื้อราทั้ง 
7 สายพันธุไปทดสอบประสิทธิภาพในการลดสีน้ําทิ้งจากโรงงานผลิตเยื่อและกระดาษ ผลการ
ทดลองบงชี้วาเชื้อราสายพันธุ KAPI0025, KAPI0039 และ KAPI0050 เพียง 3 สายพันธุเทานั้น 
ที่มีประสิทธิภาพในการลดสีน้ําทิ้งไดประมาณ 54.4%, 54.9% และ 53.7% ตามลําดับ เมื่อนํา
เชื้อราดังกลาวไปพิสูจนเพื่อจําแนกสายพันธุ พบวาเปนเชื้อรา Trichaptum sp., Datronia sp. 
และ Trametes sp. ตามลําดับ 
 

จิรเวท และคณะ (2552) ศึกษาความสัมพนัธระหวางการผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนนิโดย
ใชเชื้อราเสนใยสีขาว Datronia sp. KAPI0039 โดยศึกษาชนิดและคากิจกรรมของเอนไซมยอย
สลายลิกนินทีผ่ลิตโดย Datronia sp. KAPI0039 ในอาหารแข็งที่ประกอบดวยข้ีเล่ือยหรือฟางขาว 
พบวาเชื้อราสามารถผลิตเอนไซมได 2 ชนิด คือ Lac และ MnP โดยในอาหารแข็งทีป่ระกอบดวยขี้
เล่ือยสามารถกระตุนการผลิตเอนไซมดังกลาวไดดกีวาอาหารแข็งที่ประกอบดวยฟางขาว อีกทั้ง
ความสามารถในการลดสีน้ําทิ้งที่มีลิกนินเปนสวนประกอบ จากการทดลองไมพบวาการผลิต
เอนไซมยอยสลายลิกนินของเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 สอดคลองกับปริมาณคาสีของน้ําทิ้งที่
ลดลง 
 
6. กลไกการบําบดัสียอมดวยเอนไซม 
 

เชื้อราเสนใยสขีาวผลิตเอนไซมในการยอยสลายสียอม อาจเกิดจากกลไกการยอยสลาย
แบบออกซิเดทีฟ (Oxidative degradation) เชนเดียวกับกลไกการยอยสลายลิกนิน เอนไซมที่
เรงปฏิกิริยาการยอยสลายสียอม ประกอบดวยเอนไซมหลายชนิดเรียกรวมวา Ligninolytic 
enzymes ไดแก เอนไซมลิกนินเปอรออกซิเดส (Lignin peroxidases ; LiP) แลคเคส (Laccases 
; Lac) และแมงกานีสเปอรออกซิเดส (Manganese peroxidases; MnP) เอนไซมเหลานี้เปน
เอนไซมชนิดที่ปลอยออกมาภายนอกเซลล (Extracellular enzyme) เชื้อราเสนใยสีขาวผลิตขึ้น
และปลอยออกมายอยสลายสารจําพวกอะโรมาติกซึ่งมีโมเลกุลขนาดใหญ 
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6.1 ลิกนินเปอรออกซิเดส (Lignin Peroxidase ; LiP) 
 

ลิกนินเปอรออกซิเดสพบครั้งแรกในเชื้อราเสนใยสีขาว Phanerochaete 
chrysosporium (Glenn and Gold, 1983; Tien and Kirk, 1984) กลไกการเรงปฏิกิริยาของ
เอนไซมจะทาํปฏิกิริยากับ H2O2 ที่ผลิตจากเชื้อราเสนใยสีขาว เกิดการออกซิไดซสงผลให
เอนไซมเปอรออกซิเดสไดอนุมูลบวก (Cation radical) ของ Porphyrin เรียก LiPI ซ่ึงจะถูก
รีดิวซโดยมีการถายเทอิเลคตรอน 1 ตัว ไดสารตัวกลาง (Intermediate) คือ LiPII ซ่ึงใน
ปฏิกิริยานี้จะเกิดการออกซิไดซสารประกอบอะโรมาติก เชน Veratryl alcohol ไดอนุมูลบวก
แอริล (Aryl Radical) ปฏิกิริยาทั้งหมดที่เกิดขึ้นมีดังนี้ 

 
LiP + H2O2   LiPI + H2O2 
LiPI + RH   LiPII + R+ + H+ 
LiPII + RH + H+  LiP + R+ + H2O 

 
การเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันแบบถายเทอิเลคตรอนเพียง 1 ตัว (One-electron 

oxidation) ของหมูอะโรมาติกโดยเอนไซมชนิดนี้มีความสําคัญมาก เนื่องจากทาํใหไดอนุมูล
บวกซึ่งสามารถถูกออกซิไดซตอไปไดเมื่อมีออกซิเจนซึ่งระบบยอยสลายลิกนินดังกลาวมี
ลักษณะไมจําเพาะเจาะจง ทําใหสามารถนําเอนไซมกลุมนี้ไปใชออกซิไดซสารประกอบอะโร
มาติกอื่นๆ ไดอีกมากมาย ตัวอยางเชน สารประกอบ Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, 
Polychlorinated Phenol, Dioxins และ Synthetic dye เปนตน 

 
โดยทั่วไปลิกนินเปอรออกซิเดส (LiP) เรงปฏิกิริยาไดหลายแบบ เชน การแตกของ 

Cα -Cß การออกซิไดซ Cß สงผลใหเกิดการแตกของพันธะระหวางอัลคิลและแอริล (Alkyl-aryl 
bond) และการแตกของวงแหวนอะโรมาติก การดึงหมูเมทธอกซิล (Demethoxylation) การดึง
หมูเมทธิล (Demethylation) การเติมหมูไฮดรอกซิล (Hydroxylation) ตลอดจนการตอสายโพลิ
เมอร (Polymerization) ลิกนินเปอรออกซิเดสที่พบแลวในปจจุบันมีมากกวา 21 ชนิด ซ่ึงแตละ
ชนิดจะมีความคงตัว (Stability) และลักษณะในการเรงปฏิกิริยา (Catalytic reaction) แตกตาง
กัน เชื้อราที่ผลิตลิกนินเปอรออกซิเดสได เชน Phlebia radiate, Coliolus versicolor, Coriolus 
hirsitus, Pleurotus ostreatus, Bjerkandera adustra, Penicillium thomii เปนตน 
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6.2 แลคเคส (Laccase ; Lac) 
 

แลคเคสไดรับความสนใจจากนักวิจัยอยางมาก เนื่องจากมีประสิทธิภาพในการ
ออกซิไดส (Oxidise) สารประกอบที่มีโครงสรางคลายลิกนิน (Lignin) ทั้งที่เปนกรดฟโนลิก 
(Phenolic) และไมเปนกรดฟโนลิก (Non-phenolic) ตลอดจนสารกอมลพิษชนิดตางๆ ไดใน
สภาวะที่มีออกซิเจน จึงมีการประยุกตใชแลคเคส (Lac) ในการบําบัดน้ําเสียของโรงงาน
อุตสาหกรรมโดยเฉพาะอยางยิ่งน้ําเสียจากโรงงานกระดาษและเยื่อกระดาษ โรงงานสิ่งทอ 
โรงงานปโตรเคมี สารกําจัดวัชพืช และสารกําจัดแมลง เปนตน 
 

แลคเคสเปนไกลโคโปรตีนที่มีทองแดงเปนสวนประกอบ สามารถเรงปฏิกิริยาการ
ออกซิไดซสารประกอบฟโนลิก (Phenolic compounds) หลายชนิด เชน catechol, 
hydroquinone, 2,6-dimethoxyphenol และ syringsldazine แบบที่ถายเทเพียง 1 อิเลคตรอน ได
สารกึ่งตัวกลางกับอนุมูลฟนอกซีอิสระ (Free phenoxy radicals) นอกจากนั้น ABTS (2,2´-
azinobis-3-ethylbevzthiazoline-6-sulphonic acid) ซ่ึงเปนสับสเตรทสังเคราะหของแลคเคสยัง
ทําหนาที่เปนสับสเตรทรวม (co-substrate) หรือ Mediator ในปฏิกิริยาออกซิเดชันอีกดวย แลค
เคสเรงปฏิกิริยาไดหลายแบบ ตัวอยางเชน การแตกออกระหวางหมูอัลคิลกับหมูแอริล การแตก
ระหวาง Cα-Cß การแตกของหมูฟนอล 2 หมูนอกจากนั้นยังเรงปฏิกิริยาการดึงหมูเมทธอกซิล
และหมูเมทธิล ตลอดจนการตอสายโพลิเมอรและการตัดสายโพลิเมอร (Depolymerization) 
อีกดวย เชื้อราที่มีรายงานวาผลิตแลคเคสไดมีหลายชนิด ที่สําคัญคือ เชื้อรา Basidiomycetes 
สกุลตางๆ เชน Agaricus, Bjerkandera, Coprinus, Fomes, Ganoderma, Phanerocheate, 
Phlebia, Pleurotus และ Trametes เปนตน นอกจากนั้นยังพบวาเชื้อราในสกุล Ascomycetes 
เชน Neurospora และ Xylaria เปนตน สําหรับเชื้อราพวก Imperfect ที่ผลิตแลคเคสได เชน 
Agaricus, Botytis, Penicillium และ Trichoderma เปนตน 

 
6.3 แมงกานีสเปอรออกซิเดส (Manganese Peroxidase ; MnP) 
 

แมงกานีสเปอรออกซิเดสพบครั้งแรกในเชื้อรา Phanerochaete chrysosporium 
(Kuwahara et al., 1984) ปจจุบันพบไอโซเอนไซมของ MnP แลวหลายชนิด MnP เปนไกลโค
โปรตีนที่เรงปฏิกิริยาการออกซิไดซชนิดหนึ่งอิเลคตรอนของสารประกอบที่ไมใชฟนอลเมื่อมี 
Mn(II) ดังสมการตอไปนี้ 
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MnP + H2O2   MnPI + H2O 
MnPI + Mn2+  MnPII + Mn3+ 
MnPII + Mn2+ + 2H+  MnP + Mn3+ + H2O 
2Mn3++ 2RH  2 Mn2+ + 2R+ + 2H+ 
 
จากสมการจะเห็นวาปฏิกิริยาเริ่มตนเกิดระหวาง MnP กับ H2O2 ไดสารตัวกลาง 

คือ MnPI ซ่ึงจะออกซิไดซ MnP(II) ได Mn(III) และ Mn(III) จะถูกทําใหคงตัวโดยการเกิด
สารประกอบเชิงซอนกับกรดอินทรีย เชน แลคเตตมาโลเนต หรือออกซาเลทและจะออกซิไดซ
สารประกอบอะโรมาติกไดอนุมูลฟนอกซีหรืออนุมูลบวกแอริล กลุมเชื้อราที่ผลิต MnP ได คือ 
Basidiomycetes หลายชนิดเชน  Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus, Bjerkandera adusta, 
Ganoderma australis และ Polyporous ostreiformis เปนตน จากการศึกษาของ Chagas and 
Durrant (2001) พบวาเชื้อรา Phanerochaete chrysosporium ผลิตเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิ
เดสเปนเอนไซมหลักในการลดความเขมขนสียอม 

 
การลดความเขมของสียอมที่เกิดขึ้นในอุตสาหกรรมฟอกยอมสิ่งทอโดยใชเชื้อรา

นั้นเปนทางเลือกที่ดีที่จะนํามาใชแทนหรือนํามาประยุกตใชรวมกัน เพื่อสงเสริมระบบบําบัด
เดิมที่มีการใชงานในปจจุบันใหมีประสิทธิภาพในการลดความเขมขนสียอมมากขึ้น จึงจําเปน
อยางยิ่งที่จะทาํการศึกษาวิจัยเพื่อพัฒนาการนําเชื้อรามาใชประโยชนไดอยางเหมาะสมใน
อนาคต สําหรับงานวิจัยนี้ไดมีการนําเชื้อราเสนใยสีขาว Datronia sp. KAPI0039 มาศึกษา
ความสามารถในการลดความเขมขนสียอม ซีโอดี เพื่อหาความสัมพันธกับปริมาณเอนไซมที่
ผลิตจากเชื้อราดังกลาว ซ่ึงเปนอีกแนวทางหนึ่งในการพัฒนาระบบบําบัดใหมีประสิทธิภาพสูง
ยิ่งๆขึ้นไปในอนาคต 



       22 

อุปกรณละวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

 1.  เชื้อราเสนใยสีขาว 
 

เชื้อราเสนใยสขีาวที่ใชในการศึกษาวจิัยคือ Datronia sp. KAPI0039 ไดรับความ
อนุเคราะหจากหนวยปฏิบัตกิารเทคโนโลยีเอนไซมและการจัดการของเสีย ฝายนาโนเทคโนโลยี
และเทคโนโลยีชีวภาพ สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร เก็บรักษาบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จนกวาจะนํามาใช 
 

2.  เครื่องมือ 
 

2.1  เครื่องชั่งน้ําหนกั 4 ตาํแหนง  
2.2  เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (Spectrophotometer) รุน Jasco V-530  
2.3  เครื่องเขยา (Shaker) ความเร็ว 150 รอบตอนาที 
2.4  เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคมุอุณหภูมิต่ํา (Refrigerated Centrifuge)  
2.5  เครื่องวัดพีเอช (pH meter) รุน Cyber scan 500  
2.6  หมอนึ่งความดันไอ (Autoclave) ยี่หอ HIRAYAMA  
2.7  ตูอบลมรอน (Hot Air Oven) 
2.8  ตูดูดควนั (Hood) 
2.9  ตูปลอดเชื้อ (Biohazard Safety Cabinet)  
2.10  กระดาษกรอง Whatman เบอร 1  
2.11  โถดูดความชื้น (Desicator)  
2.12  Vortex mixer  
2.13  เครื่องกรองสุญญากาศ (Vaccuum Filtration) 
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3.  สารเคมี 
 

3.1  สียอม Remazol Brilliant Blue R (RBBR) และ Reactive Black 5 (RB5) ไดรับ
ความอนุเคราะหจาก บริษัท DyStar Thai Ltd. 
 

3.2  สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อรา (ภาคผนวก) 
 

3.2.1  กลูโคส (Glucose) 
3.2.2  Yeast extract 
3.2.3  เฟอรริคซัลเฟต (FeSO4.7H2O) 
3.2.4  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 
3.2.5  แมงกานีสซัลเฟต (MgSO4.7 H2O) 
3.2.6  โพแทสเซียมคลอไรด (KCl) 
3.2.7  แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) 
3.2.8  วุน (Agar) 

 
3.3  สารเคมีวิเคราะหเอนไซม (ภาคผนวก) 

 
3.3.1  ABTH (2,20-Azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) 
3.3.2  MBTH (3-Methyl-2-benzothiazolinone hydrazone hydrochloride 

monohydrate) 
3.3.3  DMAB (3-(Dimethylamino)benzoic acid) 
3.3.4  ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
3.3.5  แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.7H2O) 
3.3.6  โซเดียมอะซิเตทบัพเฟอร 
3.3.7  กรดอะซิติก (CH3COOH) 
3.3.8  กรดซัคซินิก (CH2COOH)2 
3.3.9  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
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วิธีการ 

 
1. การเตรียมเชื้อรา 

 
ใชเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ที่เล้ียงบนอาหาร PDA ประมาณ 7 วัน เพื่อเพิ่ม

จํานวนในอาหาร Glucose Yeast Extract (GYE) ดูภาคผนวก ก โดยใชแทงเจาะ (cork borer) 
เบอร 3 cork เชื้อราจํานวน 20 cork ลงในอาหาร GYE ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 
500 มิลลิลิตร ดวยเทคนิคปลอดเชื้อ จากนั้นนําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 6 วัน 

 
2. การเตรียมสารละลายสียอมสังเคราะห 
 

เตรียม stock สารละลายสียอมสังเคราะหในสภาวะปลอดเชื้อ ที่ความเขมขน 20,000 
mgL-1 จากนั้นนําไปกรองผานเยื่อกรองขนาด 0.45 μm ในสภาวะปลอดเชื้อ 
 
3. การวิเคราะหน้ําตัวอยาง 
 

3.1 การวัดความเขมขนของสียอม 
 

ความเขมขนของสียอมสังเคราะห RBBR และ RB5 ในสารละลาย หาไดจากการวดัคา
การดูดกลืนแสงของสารละลาย ที่ความยาวคลื่นที่เหมาะสม โดยสียอม RBBR วัดที่ความยาวคลื่น 
592 นาโนเมตร และสียอม RB5 วัดที่ความยาวคลื่น 595.5 นาโนเมตร เปนคาการดูดกลืนแสงสูง
ที่สุดของสียอมแตละชนดิ จากนั้นนาํคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณหาความเขมขนของสียอม
จากกราฟมาตรฐาน ระหวางความเขมขนของสียอมกับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่
เหมาะสมของแตละสียอม ซ่ึงความเขมขนของสียอม มีคาเทากับ คาการดูดกลืนแสง/ความชันของ
กราฟมาตรฐาน 

 
 
 
 
 

 



       25 

3.2 การวิเคราะหกจิกรรมเอนไซม 
 

3.2.1  กิจกรรมของเอนไซมแลคเคส วัดกจิกรรมตามวิธีของ Eggert et al. (1996) โดย 
สวนผสมที่เกดิปฏิกิริยา (reaction mixture) จํานวน 1,000 ไมโครลิตร ประกอบดวย ABTH ความ
เขมขน 0.588 มิลลิโมลาร ปริมาตร 850 ไมโครลิตร เปนสับสเตรต (substrate) สารละลายอะซิเตต
บัฟเฟอร พีเอช 4.5 ความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และสารละลายเอนไซม
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปวดัอัตราการเกดิปฏิกิริยาที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร 
คํานวณกิจกรรมเอนไซมแลคเคสโดยใชคา molar absorption coefficient เทากับ 36,000 มิลลิลิตร
ตอไมโครโมลตอเซนติเมตร  

 
1 หนวยเอนไซมแลคเคส หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่สามารถออกซิไดส 

ABTH 1 μmol ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะทีก่ําหนด 
 

3.2.2  กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส วัดกิจกรรม ตามวิธีของ Castillo et 
 al. (1994) โดยสวนผสมที่เกิดปฏิกิริยา (reaction mixture) ประกอบดวยสารละลาย MBTH (3-
Methyl-2-benzothiazolinone hydrazone hydrochloride monohydrate) ความเขมขน 0.28 มิลลิโม
ลาร ปริมาตร 250 ไมโครลิตร สารละลาย DMAB (3-(Dimethylamino)benzoic acid) ความเขมขน 
4.95 มิลลิโมลาร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร พีเอช 4.5 ความเขมขน 1  
โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร สารละลายแมงกานีสซัลเฟต ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.25 มิลลิโมลาร 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และสารละลายเอนไซม ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นนาํไปวัดอัตรา
การเกิดปฏิกิริยาที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร  คํานวณกิจกรรมเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิ
เดสโดยใชคา molar absorption coefficient เทากับ 53,000 มิลลิลิตรตอไมโครโมลตอเซนติเมตร  

 
1 หนวยเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส หมายถึง ปริมาณเอนไซมทีส่ามารถ

ออกซิไดส MBTH 1 μmol ใหไดเปน deep blue color ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่กําหนด 
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4. ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ในอาหาร PDB 
 

ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 โดยใชน้ําหนักแหงของเสน
ใยเชื้อรา (cell dry weight) ใช cork borer เบอร 3 เสนผานศูนยกลางเทากับ 7 มิลลิเมตร เจาะ
ลงบนเสนใย จํานวน 2 ช้ิน ลงในอาหาร PDB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร นําไปเขยาบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นกรอง
เสนใยที่ไดดวยกระดาษกรอง เบอร 1 โดยกระดาษกรองที่นํามาใชตองนําไปอบที่อุณหภูมิ 105 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง และทําใหอุณหภูมิเย็นลงโดยใสโถดูดความชื้น ประมาณ 
30 นาที และชั่งน้ําหนักที่แนนอน นําเสนใยที่กรองไดอบแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และทาํใหอุณหภูมิเย็นลงโดยใสโถดูดความชื้นจากนั้นนําไปชั่งน้ําหนัก
แหง ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า บันทึกน้ําหนักแหงของเสนใยทุกวันจนครบ 14 วัน แลวมา
เขียนกราฟการเจริญเติบโต 
 
 
 
 
5. ศึกษาความสมัพันธระหวางปริมาณเอนไซมจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ตอการลด
ความเขมขนของสารละลายสียอม RBBR และ RB5 ท่ีความเขมขนของสียอมตางๆ กัน 
 

5.1 การเตรียมเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 
 

นําเชื้อราจากขอ 1 กรองผานผาขาวบาง ชั่งน้ําหนักเชื้อราใหไดประมาณ 2.5 กรัม
เปยกตอสารละลายสียอม 100 มิลลิลิตร 

 
5.2 การเตรียมสารละลายสียอมสังเคราะห 

 
เตรียมสารละลายสียอมสังเคราะหที่จะใชในการทดลอง ในฟลาสกขนาด 500 

มิลลิลิตร ประกอบดวยธาตุอาหาร Minimal Medium (ดูภาคผนวก ก) และสารละลายสียอม
สังเคราะหที่ความเขมขนเทากับ 200, 400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1 โดยมีปริมาตรรวมใน 
ฟลาสกเทากับ 300 มิลลิลิตร ทําการทดลอง 3 ซํ้า 

 

น้ําหนกัเซลลแหง  = น.น.กระดาษกรองพรอมเซลลแหง (กรัม) - น.น.กระดาษกรอง (กรัม) x103 

        (กรัมตอลิตร)   ปริมาตรตัวอยางที่กรอง (มิลลิลิตร) 
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5.3 การเก็บตวัอยาง 
 

เก็บน้ําตัวอยางแบบปลอดเชื้อจากฟลาสกปริมาตร 2 มิลลิลิตร ช่ัวโมงที่ 0, 2, 4, 8, 
16, 24, 48, 72, 96, 120, 144 และ 168 ของการทดลองนําไปเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสนําไปวัดความเขมขนสี และกิจกรรม
ของเอนไซม 
 
6. ศึกษาปริมาณเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ท่ีเหมาะสมตอการบําบดัสารละลายสียอม RBBR 
และ RB5 
 

6.1 การเตรียมเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 
 

ทําเชนเดยีวกบัขอ 5.1 
 

6.2 การเตรียมสารละลายสียอมสังเคราะห 
 

เตรียมสียอมเชนเดียวกับขอ 5.2 โดยในแตละฟลาสกมีปริมาณเชื้อรา เทากับ 1, 2 
และ 3 กรัมเปยกตอสารละลายสียอม 100 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เขยาดวยเครื่องเขยา
ความเร็ว 150 รอบตอนาที ทําการทดลอง 3 ซํ้า 
 

6.3 การเก็บตวัอยาง 
 

เก็บน้ําตัวอยางแบบปลอดเชื้อจากฟลาสกปริมาตร 2 มิลลิลิตร ช่ัวโมงที่ 0, 2, 4, 6, 
8, 12, 18, 24, 48, 72, 96, 120, 144 และ 168 ของการทดลอง นําไปเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 g 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสนําไปวัดความเขมขนของสี และ
กิจกรรมของเอนไซม 
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7. ศึกษาความเปนกรด-เบส เร่ิมตนท่ีเหมาะสมตอการบําบัดสารละลายสียอม RBBR และ RB5 
 

7.1 การเตรียมเชื้อรา 
 

ทําเชนเดยีวกบัขอ 5.1 
 

7.2 การเตรียมสารละลายสียอมสังเคราะห 
 

เตรียมสารละลายสียอมเชนเดียวกับขอ 5.1 และปรับคาความเปนกรด-เบส เทากับ 3, 
5, 7 และ 9  
 

7.3 การเก็บตวัอยาง 
 

ทําเชนเดยีวกบัขอ 6.3 
 
8. การคํานวณ 
 

8.1 ประสิทธิภาพการลดสี 
 

8.1.1 เตรียมกราฟมาตรฐานสียอม 
 

เตรียม stock สารละลายสียอมที่ความเขมขนสี 1,000 mgL-1 เจือจางใหมีความ
เขมขนสีเทากบั 50, 100, 200, 400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1 นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงดวย
เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 592 นาโนเมตร สําหรับสียอม RBBR และความยาว
คล่ืน 595.5 นาโนเมตร สําหรับสียอม RB5 นําขอมูลไปเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืน
แสงและความเขมขนของสียอม  
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8.1.2 การคํานวณหารอยละการลดของความเขมสี 
 
นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดมาเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืน

แสงและความเขมขนสียอม เพื่อคํานวณคาความเขมขนสยีอมมีหนวยเปน mgL-1 จากนั้นนํามา
คํานวณเปนรอยละการลดความเขมสีดวยสูตร 

 
รอยละการลดความเขมสี = (ความเขมขนสีกอนการบําบัด – ความเขมขนสีหลังการบําบัด) x 100 

ความเขมขนสีกอนการบําบัด 
 

8.2 การคํานวณกิจกรรมของเอนไซม 
 

กิจกรรมเอนไซม (ยูนิต.ลิตร-1)     = ΔA/Δt . VT . 106 
       ε . l . VE 

โดย ΔA/Δt คือ  คาการเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงตอนาที 
  VT คือ  ปริมาตรทั้งหมดของ Reaction mixture (มิลลิลิตร) 
  VE คือ  ปริมาตรเอนไซม (มิลลิลิตร) 

ε คือ  คา molar absorption coefficient ของเอนไซมแตละชนิด 
l คือ  ความกวางของคิวเวตต (เซนติเมตร) 

 
สถานที่ทําการวิจัย 

 
หองปฏิบัติการหนวยเทคโนโลยีเอนไซมและการจัดการของเสีย ฝายนาโนเทคโนโลยี

และเทคโนโลยีชีวภาพ สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรม
เกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน 

 
ระยะเวลาการทําวิจัย 

 
เมษายน 2551 ถึง กุมภาพันธ 2552 
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ประโยชนท่ีไดรับ 
 

1.  เพื่อใหทราบถึงประสิทธิภาพของเอนไซมจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ใน
การลดความเขมขนสีในสารละลายสียอมสังเคราะห RBBR และ RB5 

 
2.  เพื่อระบุชนิดของเอนไซมจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ที่มีบทบาทตอการ

ลดความเขมขนสียอมสังเคราะหในสารละลายสียอม 
 
3.  ผลที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี้ สามารถใชเปนแนวทางในการกาํจัดสียอมในน้ํา 

โดยใชวิธีทางชีวภาพชวยในการลดการใชสารเคมี ตลอดจนเกิดผลดีตอระบบนิเวศทางน้ํา 
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ผลและวิจารณ 

ผล 

 
1. ลักษณะของเชือ้รา Datronia sp. KAPI0039 

 

 
 

ภาพที่ 9  ลักษณะของเชื้อรา Datronia sp.KAPI0039 อายุ 7 วัน บนอาหาร PDA  
 

Datronia sp. KAPI0039 เปนเชื้อราเสนใยสีขาว จากหนวยปฏิบัติการเทคโนโลยีเอนไซม
และการจดัการของเสีย สถาบันคนควาและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร เล้ียงบนอาหาร PDA เปนเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิหอง ดังแสดงในภาพที่ 9
จึงพรอมจะนํามาใชในการทดลอง ในกรณทีี่ยังไมนํามาใชในการทดลองใหเก็บรักษาเชื้อราไวใน
อาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใชและควรถายเชื้อราลงในอาหารใหม
ทุกๆ เดือน 
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2.  ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose 
Broth (PDB) 

 
จากการทดลองเลี้ยงเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ในอาหาร PDB โดยใชเชื้อราท่ี

เจริญบนอาหาร PDA ครบ 7 วัน จํานวน 2 cork ลงในอาหาร PDB 100 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่
ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 14 วัน ทําการทดลอง 2 ซํ้า จากนั้นนาํ
ขอมูลน้ําหนักแหงมาเขียนกราฟการเจริญเติบโตเปนเวลา 14 วัน ดังภาพที่ 8 จากการศึกษา
พบวาเชื้อรามีลักษณะเปนกอนกลม เมื่อเจริญในอาหาร PDB ในวันที่ 3-7 เชื้อรามีการ
เจริญเติบโตในชวง logarithmic phase หรือ exponential phase คือ ระยะที่เชื้อราจะมีแบงเซลล
อยางรวดเร็วตามชวงเวลาใน generation time ของแตละชนิด เซลลในระยะนี้จะมีอัตราการ
เจริญสูงกวาระยะอื่นๆ และมีกระบวนการเมตาบอลิซึมตลอดจนสมบัติทางสรีรวิทยาในระดับ
ที่ไมแตกตางกันมากนัก จากนั้นตั้งแตวันที่ 8 เปนตนไปจะเขาสู death phase หรือ decline 
phase เปนระยะสุดทายในการเจริญของราในอาหารเลี้ยงเชื้อ ระยะนี้เชื้อราจะตายอยางรวดเร็ว
เนื่องจากการขาดแคลนสารอาหารและมีปริมาณสารพิษเพิ่มมากขึ้นจนเชื้อราไมสามารถ
เจริญเติบโตและผลิตเอนไซมตอไปได 
 

 
 
ภาพที่ 10  การเจริญเติบโตของเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ในอาหาร PDB เปนระยะเวลา  
       14 วัน 
 

Lag phase Log phase Dead phase 



       

33 

3.  ศึกษาอิทธิพลท่ีมีตอประสิทธิภาพในการลดความเขมขนสี RBBR และ RB5 ในสภาวะ

ควบคุมโดยใชเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 
 
 การศึกษาในครั้งนี้เปนการศึกษาอิทธิพลตางๆ ที่มีตอประสิทธิภาพการลดความเขมขน
สียอม RBBR และ RB5 คือ ความเขมขนสียอม ปริมาณเสนใยเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 
และ คา pH เร่ิมตน 
 

3.1  การศึกษาอิทธิพลที่มีตอประสิทธิภาพในการลดความเขมขนสี RBBR ในสภาวะ
ควบคุมโดยใชเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 
 

3.1.1  การศึกษาอิทธิพลความเขมขนสีที่มีตอประสิทธิภาพในการลดความเขมขน
สี RBBR ในสภาวะควบคุมโดยใชเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 
 

จากการทดลองเลี้ยงเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ในสารละลายสียอม 
RBBR ที่ความเขมขนเทากับ 200, 400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1 เพื่อศึกษาความสามารถ
ของเชื้อราในการกําจัดสียอม 
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ภาพที่ 11  รอยละการลดความเขมสียอม RBBR (a) กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (b) และกิจกรรม 
                 เอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดส (c) ในสารละลายสียอม RBBR 200, 400, 600, 800  
                และ1,000 mgL-1 เปนเวลา 168 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 11 (a) แสดงผลการกําจัดสียอม RBBR พบวาความเขมขนสียอมเริ่ม
ลดลงตั้งแตช่ัวโมงที่ 2 ของการทดลอง และมีรอยละของการลดความเขมสีเพิ่มขึ้นเมื่อเวลาผาน
ไป โดยรา Datronia sp. KAPI0039 สามารถลดความเขมขนสียอมที่ 200 mgL-1 ไดสูงสุดรอย
ละ 99.86 ภายในเวลา 72 ช่ัวโมง ลดความเขมขนสียอมที่ 400 mgL-1 ไดสูงสุดรอยละ 99.52 
ภายในเวลา 120 ช่ัวโมง ในขณะที่การลดความเขมขนสียอม 600, 800 และ 1000 mgL-1 ใช
เวลา 168 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพสูงสุดรอยละ 99.54, 99.22 และ 98.87 ตามลําดับ ซ่ึงไมพบ
ความแตกตางทางสถิติของรอยละการลดความเขมสียอมตลอดการทดลอง แตพบวาเมื่อความ
เขมขนสียอม RBBR สูงขึ้น ระยะเวลาในการลดความเขมขนสีจะเพิ่มขึ้นดวย Mechichi et al. 
(2006) ไดศึกษารอยละของการลดความเขมสียอม โดยใชเชื้อรา Trametes trogii  โดยกําหนด
ความเขมขนสียอม RBBR เร่ิมตนเทากับ 50, 100, 200 และ 400 mgL-1 พบวาที่ความเขมขนสี 
50 และ 100 mgL-1 เชื้อรา T. trogii มีความสามารถลดสียอม RBBR ไดรอยละ 95 สวนความเขมขน
สี 200 และ 400 mgL-1 เชื้อราสามารถลดความเขมขนสีไดสูงสุดเพียงรอยละ 85 เทานั้น อยางไรก็
ตามการทดลองนี้แสดงใหเห็นถึงความสามารถของเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 ในการลด
ความเขมขนสียอม RBBR ที่ความเขม 1,000 mgL-1 ดวยประสิทธิภาพสูงถึงรอยละ 98.87 เมื่อ
เวลาผานไป 168 ช่ัวโมง 

 
การลดความเขมขนสียอมโดยใชเชื้อราเสนใยสีขาวเกิดขึ้นดวยกลไกการดูดซับ

ทางชีวภาพ (biosorption) และการยอยสลายโดยเอนไซม โดยสวนใหญแลวกลไกการดูดซับ
เกิดจากเชื้อราที่ตายแลว (dead cell) เนื่องจากความแตกตางของประจบุนผนังของเสนใยเชื้อรา 
โดยสีถูกดูดซบัไวที่เยื่อหุมเซลล บางสวนถูกสะสมไวในเซลลภายในไซโตพลาสซึม หลังจากนัน้จะ
ถูกยอยสลายโดยเอนไซมภายในเซลล ขณะที่กลไกการลดความเขมขนสียอมดวยเอนไซมเกิด
จากเซลลที่มีชีวิต (living cell) เทานั้น จากการทดลองของ Maximo and Ferreira (2004) พบวา 
พื้นฐานของการลดความเขมขนสียอมไมไดเกิดจากการดูดซับสียอมเปนหลัก แตเกิดจากการใช
เอนไซมที่ผลิตจากเชื้อราเสนใยสีขาว ดังนั้นการทดลองนี้จึงใชเชื้อราท่ีมีชีวิตในการศึกษา
ปริมาณเอนไซมที่ผลิตจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ที่มีผลตอการลดความเขมขนสีใน
สภาวะควบคุม 

 
จากภาพที่ 11 (b) แสดงใหเห็นวาเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 เร่ิมผลิต

เอนไซมแลคเคสตั้งแตช่ัวโมงแรกๆ ของการทดลอง และเมื่อเวลาผานไปปริมาณเอนไซมแลค
เคสเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วจนกระทั่งชั่วโมงที่ 16 พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติของ
กิจกรรมเอนไซมแลคเคส ในทุกความเขมขนของสียอม RBBR โดยสภาวะความเขมขนสียอม 
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200 mgL-1 Datronia sp. KAPI0039 ผลิตเอนไซมแลคแคสไดปริมาณมากที่สุด คือ 151.86 UL-1 
สําหรับในสภาวะที่มีความเขมขนสี 400, 600,800 และ 1,000 mgL-1 Datronia sp. KAPI0039 
ผลิตเอนไซมแลคเคสไดปริมาณสูงที่สุด คือ 425.63 UL-1, 719.11 UL-1, 724.61 UL-1 และ 
759.81 UL-1 ตามลําดับ และเมื่อวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมในชั่วโมงที่ 24 พบวากิจกรรม
เอนไซมแลคเคสลดลง และยังคงมีความแตกตางกันอยางทางสถิติมีนัยสําคัญ และเมื่อเวลาผาน
ไปจนถึง 168 ช่ัวโมงกิจกรรมของเอนไซมลดลงอยางตอเนื่อง ทั้งนี้เนื่องมาจากความเขมขนสี
ยอมหรือเรียกวาปริมาณของ substrate ซึ่งในที่นี้หมายถึง สียอม RBBR มีผลตอการเหนี่ยวนํา
ใหเกิดการสรางเอนไซมปริมาณสูงขึ้น เมื่อเวลาผานไปปริมาณของ substrate ในสภาวะการ
เล้ียงลดลงทําใหการผลิตเอนไซมของเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ลดลง รวมถึงเมื่อระยะ
เวลานานขึ้นสงผลใหเกิดการเสื่อมสภาพของเอนไซมซ่ึงเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหคากิจกรรม
ของเอนไซมลดลง 

 
จากภาพที่ 11 (c) แสดงกิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสในสภาวะที่

มีสียอม RBBR จะเห็นไดวาปริมาณเอนไซมคอยๆ เพิ่มขึ้น โดยสูงที่สุดในชั่วโมงที่ 24 ที่ความ
เขมขนสียอม 200, 400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1 มีปริมาณเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิ
เดสเทากับ 14.86, 15.18, 16.50, 15.17 และ 14.95 UL-1 ตามลําดับ ซ่ึงไมพบวากิจกรรมของ
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสมีความแตกตางทางสถิติ Deveci et al. (2004) พบวา เชื้อรา 
Funalia trogii ATCC 200800 ใหอัตราการลดสีสูงสุดเมื่อความเขมขนสยีอม RBBR 100 mgL-1 
อยางไรก็ตามหากเพิ่มความเขมขนสียอมใหมากกวา 100 mgL-1 จะเกิดการยับยั้งการทํางานของ
เอนไซม และผลของความเขมขนของเอนไซมก็มีผลตอการลดสียอม RBBR โดยเมือ่กิจกรรมของ
เอนไซมแลคเคสเพิ่มขึ้นจาก 0.025 ถึง 0.8 Uml-1 สามารถลดความเขมขนสียอม RBBR ไดรอยละ 
80 ภายใน 15 นาที และสังเกตวากิจกรรมของเอนไซม 0.4 Uml-1 สามารถทําใหรอยละการลดสียอม
เพิ่มขึ้นใกลเคียงกับ 0.8 Uml-1 
 

3.1.2  การศึกษาอิทธิพลปริมาณเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 ที่มีตอ
ประสิทธิภาพในการลดความเขมขนสี RBBR ในสภาวะควบคุม 

 
จากการทดลองเลี้ยงเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ปริมาณ 1, 2 และ 3 

กรัมเปยก ในสารละลายสียอม RBBR ความเขมขนสียอม 1,000 mgL-1 เพื่อศึกษาความสามารถ
ของเชื้อราในการกําจัดสียอม 



       

37 

a Time (hours)

0 20 40 60 80 100 120 140 160

%
De

co
lor

iza
tio

n

0

20

40

60

80

100

KAPI0039 1 g

KAPI0039 2 g

KAPI3009 3 g

 

b Time (hours)

0 20 40 60 80 100 120 140 160

La
cc

ase
 A

cti
vit

y (
UL

-1 )

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

KAPI0039 1 g

KAPI0039 2 g

KAPI0039 3 g

 

c Time (hours)

0 20 40 60 80 100 120 140 160

M
an

ga
ne

se 
Pe

rox
ida

se 
Ac

tiv
ity

 (U
L-1 )

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

KAPI0039 1 g

KAPI0039 2 g

KAPI0039 3 g

 

 
ภาพที่ 12  รอยละการลดความเขมสียอม RBBR (a) กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (b) และกิจกรรม  
                 เอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดส (c) ในสารละลายสียอม RBBR 1,000 mgL-1โดยใช 
               เชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ปริมาณ 1, 2 และ 3 กรัมเปยก เปนเวลา 168 ช่ัวโมง 
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จากภาพที่ 12 (a) พบวาภายในเวลา 8 ช่ัวโมงแรก เชื้อรา Datronia sp. 
KAPI0039 ปริมาณ 1, 2 และ 3 กรัมเปยก สามารถลดความเขมขนสียอม RBBR ไดรอยละ 82.96, 
90.23 และ 94.76 ตามลําดับ และในชัว่โมงที่ 12 รอยละการลดความเขมสียอมของเชื้อรา Datronia 
sp. KAPI0039 1, 2 และ 3 กรัมเปยก คดิเปนรอยละ 95.03, 95.48 และ 95.80 ตามลําดับ อยางไรก็
ตามพบวารอยละการลดความเขมสียอมมีความแตกตางทางสถิติ กลาวไดวาปริมาณเชือ้รา Datronia 
sp. KAPI0039 มีผลตอรอยละการลดความเขมสียอม RBBR ที่ความเขมขน 1,000 mgL-1 

 
จากภาพที่ 12 (b) พบวากิจกรรมของเอนไซมแลคเคสเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเรว็

ในชวง 18-24 ช่ัวโมง และในชั่วโมงที่ 24 มีกิจกรรมของเอนไซมแลคเคสสูงสุด โดยเชื้อรา 1 กรัม
เปยก สามารถผลิตเอนไซมแลคเคสไดกิจกรรม เทากับ 862.14 UL-1 และที่ปริมาณเชื้อรา 2 และ 3 
กรัมเปยก สามารถผลิตเอนไซมแลคเคสที่มีกิจกรรมเทากับ 1,169.67 UL-1 และ 1,125.16 UL-1 

ตามลําดับ จากนั้นกิจกรรมของเอนไซมแลคเคสจะลดลงอยางรวดเรว็ และไมเพิ่มขึน้อีกจนกระทั่ง
ส้ินสุดการทดลอง จากผลการทดลองยังแสดงใหเห็นอกีวาปริมาณเชื้อรา 2 กรัมเปยก สามารถผลิต
เอนไซมไดสูงกวาปริมาณเชือ้รา 3 กรัมเปยก เมื่อพิจารณากิจกรรมของเอนไซมแลคเคสกับรอยละ
การลดความเขมสียอม พบวาชวงที่มกีิจกรรมของเอนไซมเพิ่มขึ้นมีผลใหรอยละการลดความเขมสี
ยอมเพิ่มขึ้นดวย นอกจากนีก้จิกรรมของเอนไซมเกิดขึน้สูงสุดในขณะที่รอยละการลดความเขมสี
ยอมยังไมถึงจดุสูงสุด อาจเนือ่งมาจากปริมาณเอนไซมแลคเคสในชั่วโมงที่ 12 นาจะเพียงพอตอการ
ลดความเขมขนสียอม 1,000 mgL-1 ซ่ึงเชื้อราสามารถลดความเขมขนสยีอมไดถึงรอยละ 95 ภายใน
เวลา 12 ช่ัวโมง โดยปริมาณเอนไซมที่เพิ่มขึ้นหลังจากชัว่โมงดังกลาว อาจมีความเกี่ยวของกับการ
ยอยสลายสียอมเพียงเล็กนอย โดยประเมินจากรอยละการลดความเขมสียอมที่เพิ่มขึน้ จึงอาจสรุป
ไดวา เอนไซมปริมาณหนึ่งๆ อาจมีประสิทธิภาพสูงสุดในการลดความเขมขนสียอมปริมาณหนึ่ง ซ่ึง
อาจไมใชปริมาณสูงสุดที่เชื้อราสามารถผลิตได นอกจากนี้อาจมีปจจยัอ่ืนๆ ที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมแลคเคสจึงทําใหปริมาณเอนไซมแลคเคสเพิ่มขึ้น หากกลาวถึงปริมาณเชื้อราที่เหมาะสมตอ
การยอยสลายสียอมควรพิจารณารวมกับระยะเวลาที่ใชในการบําบัดเพื่อประกอบการตดัสินใจใน
การเลือกใชเพือ่ใหเกดิความเหมาะสมและคุมคาตอการนําไปใช 

 
จากภาพที่ 12 (c) เห็นไดวากจิกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส

เพิ่มขึ้นสอดคลองกับปริมาณเชื้อราที่ใช โดยชั่วโมงที่ 24 มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุด เทากับ 
148.50 UL-1, 191.18 UL-1 และ 263.57 UL-1 เมื่อปริมาณเชื้อราเทากับ 1, 2 และ 3 กรัมเปยก 
ตามลําดับ ซ่ึงเปนชวงเดียวกบัที่กิจกรรมของเอนไซมแลคเคสสูงที่สุด หลังจากชวงเวลาดังกลาว
กิจกรรมของเอนไซมจะลดลงตามระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น มีสาเหตุมาจากสวนที่ใหสีถูกทําลายจึงสงผล
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ใหการเหนีย่วนําการสรางเอนไซมลดลง ตลอดจนความไมเหมาะสมในการผลิตเอนไซมของเชื้อรา 
Datronia sp. KAPI0039 เพราะเมื่อเวลาในการบําบัดมากขึ้น การเจริญเติบโตของเชื้อราก็เพิ่มขึ้น
และปลอยของเสียออกมาภายนอกเซลลสงผลใหเกิดสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อรา
ตอไป อีกทั้งเอนไซมอาจเกดิการสูญเสียสภาพธรรมชาติในสภาวะดังกลาวดวย การทดลองนี้
สนับสนุนวาเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสมีบทบาทในการสลายสียอม BRRB นอย แตพบวา
เปนเอนไซมทีท่ํางานรวมกับเอนไซมแลคเคสในการลดความเขมขนสียอม Baldrin and Snajdr 
(2006) ศึกษาการลดความเขมขนสียอม RBBR และ RB5 ที่ความเขมขนสี 100 mgkg-1 โดยอาศัย
เชื้อราเสนใยสขีาวหลายชนิด พบวากจิกรรมของเอนไซมแลคเคสในสภาวะที่มีสียอม RBBR สูง
กวาในสภาวะที่มีสียอม RB5 และพบกจิกรรมของเอนไซมแลคเคสสูงกวากจิกรรมของเอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดสดวย 

 
3.1.3  การศึกษาอิทธิพลของ pH เร่ิมตนตอประสิทธิภาพการลดความเขมขนสี 

RBBR โดยเชือ้รา  Datronia sp. KAPI0039 ในสภาวะควบคุม 
 

จากการทดลองเลี้ยงเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 ปริมาณ 2 กรัมเปยก ใน
สารละลายสียอม RBBR ความเขมขน 1,000 mgL-1 กําหนดให pH เร่ิมตนเทากับ 3, 5, 7 และ 9 
เพื่อศึกษาความสามารถของเชื้อราในการกําจัดสียอม 
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ภาพที่ 13  รอยละการลดความเขมสียอม RBBR (a) กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (b) และกิจกรรม 

 เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (c) ในสารละลายสียอม RBBR 1,000 mgL-1 
 pH  เร่ิมตน เทากับ 3, 5, 7 และ 9 เปนเวลา 168 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 13 (a) พบวาในสภาวะที่มีคา pH เร่ิมตนเทากับ 5 และ 7 เชื้อรา Datronia 
sp. KAPI0039 มีความสามารถในการลดความเขมขนสียอมไดดีใกลเคียงกันกระทั่งสิ้นสุดการ
ทดลองโดยมีรอยละของการลดความเขมสีสูงสุดเทากับ 97.51 และ 97.52 ตามลําดับ ในขณะที่ pH 
9 เชื้อราสามารถลดความเขมขนสีสูงสุดรอยละ 96.26 อยางไรก็ตามที่ pH  5, 7 และ 9 ใชเวลานอย
กวาการลดสีทีส่ภาวะ แต pH 3 เชื้อราสามารถลดความเขมขนสียอมไดรอยละ 84.91 เมื่อสังเกต
ลักษณะเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ใน ฟลาสกพบวาที่ pH 9 เชื้อราเจริญเติบโตเร็วและสราง
เมือกปริมาณมาก นอกจากนี้เชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 มีความสามารถในการลดความเขมขน
สียอมไดดีเมื่ออยูในสภาวะที ่pH เร่ิมตนเปน 5, 7 และ 9 กลาวไดวาสภาวะที่เปนกรดออน-เบส มี
ความเหมาะสมตอการดํารงชีวิตและการผลิตเอนไซมของเชื้อราชนิดนีม้ากกวาในสภาวะที่เปนกรด 
ซ่ึงเมื่อพิจารณาลักษณะน้ําเสยีจากกระบวนการยอมผาที่มีสภาวะเปนเบส แสดงใหเหน็ถึงความ
เปนไปไดในการนําเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 ไปประยุกตใชในการลดความเขมขนสียอม
ชนิด RBBR 

 
ภาพที่ 13 (b) พบวาในสภาวะ pH 3 Datronia sp. KAPI0039 ผลิตเอนไซมแลค

เคสนอยที่สุดตลอดชวงการทดลอง ซ่ึงสอดคลองกับรอยละการลดความเขมขนสียอมที่นอยที่สุด 
ในขณะที่ pH 5 ตรวจพบกจิกรรมของเอนไซมแลคเคสสูงสุดในชั่วโมงที่ 18 เทากับ 461.06 UL-1 
แตมีการลดความเขมขนสียอมไดรอยละ 96.10 และที่ pH 7 และ 9 ตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม
แลคเคสสูงสุดในชั่วโมงที่ 48 เทากับ 1,521.42 UL-1 และ 1,620.38 UL-1 มีรอยละของการลดความ
เขมสียอมเทากับ 96.31 และ 97.16 ตามลําดับ กลาวไดวารอยละของการลดความเขมขนสียอม 
RBBR มีความสัมพันธกับกิจกรรมของเอนไซมแลคเคส ซ่ึงแสดงใหเหน็ในสภาวะ pH 5 เชื้อรา  
Datronia sp. KAPI0039 มีความสามารถในการลดความเขมสียอมและผลิตเอนไซมแลคเคสไดดี
และรวดเร็วกวาสภาวะ pH เร่ิมตนอื่นๆ และพบวากิจกรรมของเอนไซมแลคเคสที่ pH ตางๆ มีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิง่ที่ 99% 

 
ภาพที่ 13 (c) แสดงใหเห็นกจิกรรมของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสใน

สภาวะทีม่ีสียอม RBBR 1,000 mgL-1 พบวา ที่ pH 3 เชือ้รา  Datronia sp. KAPI0039 ผลิตเอนไซม
ไดนอยมาก อาจเปนผลมาจากสภาวะในการผลิตเอนไซมไมเหมาะสม ซ่ึงมีแนวโนมเดียวกับการ
ผลิตเอนไซมแลคเคส สงผลใหรอยละการลดความเขมขนสียอม RBBR นอยที่สุด แตจากภาพที่    
13 (b) แสดงใหเห็นวาถึงแมปริมาณเอนไซมที่ถูกผลิตนอยแตก็ยังสามารถลดความเขมขนสียอมได 
แตอาจตองใชระยะเวลานานขึ้นเพื่อใหไดประสิทธิภาพที่ดีขึ้น เมื่อพิจารณาที่ pH 5 พบวากจิกรรม
ของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสมีนอยเชนกนั แตจะสูงสุดในชัว่โมงที่ 18 ตรวจพบกิจกรรม
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ของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส เทากับ 59.26 UL-1 พบวากิจกรรมของเอนไซมแลคเคส
สูงสุด เทากับ 461.06 UL-1 และพบการลดความเขมขนสยีอมรอยละ 96.10 ในขณะที่ pH 7 และ 9 มี
กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสสูงสุดในชั่วโมงที่ 48 เชนกนั คือ 312.54 UL-1และ 
262.73 UL-1 ตามลําดับ มีกิจกรรมของเอนไซมแลคเคสสูงสุดในชั่วโมงที่ 48 เทากับ 1,521.42 UL-1 
และ 1,620.38 UL-1 และสามารถลดความเขมขนสียอมไดรอยละ 96.31 และ 97.16 ตามลําดับ จาก
การสังเกตพบวาเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสมีแนวโนมการผลิตตามปริมาณของเอนไซมแลค
เคส คือ เมื่อปริมาณเอนไซมแลคเคสมากสงผลใหมีเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสมากขึ้นดวย 
ซ่ึงเมื่อพิจารณารวมกับรอยละของการลดความเขมขนสีพบวา ปริมาณเอนไซมจากเชือ้รามีผลตอ
รอยละของการลดความเขมขนสียอม ซ่ึงเปนผลจากการทํางานรวมกนัของเอนไซมทั้ง 2  
 

3.2  การศึกษาอิทธิพลที่มีตอประสิทธิภาพในการลดความเขมขนสี RB5 ในสภาวะ
ควบคุมโดยใชเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 
 

3.2.1  การศึกษาอิทธิพลความเขมขนสีที่มีตอประสิทธิภาพในการลดความเขมขน
สี RB5 ในสภาวะควบคุมโดยใชเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 

 
จากการทดลองเลี้ยงเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ในสารละลายสียอม 

RB5 ที่ความเขมขนเทากับ 200, 400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1 เพื่อศึกษาความสามารถของ
เชื้อราในการกําจัดสียอม 
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ภาพที่ 14  รอยละการลดความเขมสียอม RB5 (a) กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (b) และกิจกรรม 
                 เอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดส (c) ในสารละลายสียอม RB5 200, 400, 600, 800  
                และ 1,000 mgL-1 เปนเวลา 168 ช่ัวโมง 



       

44 

จากภาพที่ 14 (a) เชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ในชั่วโมงที่ 24 สามารถ
ลดความเขมสียอม RB5 ที่ความเขมขนสีตางๆ กัน คือ 200, 400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1 
ไดรอยละ 89.80, 91.10, 82.41, 83.61 และ 66.51 ตามลําดับ ซ่ึงไมพบความแตกตางทางสถิติ แต 
ในชั่วโมงที่ 48 พบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งที่ 99% สอดคลองกับ Aksu et al. 
(2007) พบวา เชื้อรา Trametas versicolor สามารถลดความเขมสียอม Remazol Black B 
โครงสรางอะโซ ที่ความเขมขนสียอมเริ่มตน 58.4 mgL-1 ไดรอยละ 92 ใชเวลา 8 วัน ในขณะที่
เชื้อราสามารถลดความเขมสียอม Remazol Black B ที่ความเขมสียอมเริ่มตน 385.6 mgL-1 ได
รอยละ 77 ใชเวลา 14 วัน แสดงวาเมื่อความเขมขนสียอมสูงขึ้นเชื้อราจะใชเวลาในการลด
ความเขมสียอมนานขึ้น 
 

จากภาพที่ 14 (b) แสดงใหเห็นวาในสภาวะที่มีสียอม RB5 เชื้อรา Datronia sp. 
KAPI0039 ยังสามารถผลิตเอนไซมแลคเคสได แตในระดับที่นอยกวาในสภาวะที่มีสี RBBR เชน
ในสภาวะที่มคีวามเขมขนสยีอม RB5 200 mgL-1 ไมพบความแตกตางทางสถิติของกิจกรรม
เอนไซมแลคเคส แตสําหรับความเขมขนสยีอม RB5 400 mgL-1 ถึง 1,000 mgL-1 พบวามีความ
แตกตางของกจิกรรมเอนไซมแลคเคส แสดงวาเมื่อความเขมสียอม RB5 เพิ่มขึ้น ทําใหเชื้อราผลิต
เอนไซมมากขึน้แตเมื่อพจิารณารวมกับรอยละการลดความเขมสี พบวา รอยละการลดความเขมสี
ยอมจะลดลงเมื่อความเขมขนสียอมสูงขึ้น ดังนั้น สามารถตั้งสมมติฐานในเบื้องตนไดวาสียอม RB5 
ซ่ึงมีโครงสรางอะโซอาจยอยสลายไดยากกวาสียอม RBBR จึงสงผลใหรอยละการลดความเขมสี
ยอมอยูในระดบัในระดับต่ํา หรือ RB5 มีโครงสรางที่ไมเหมาะสมกับการเขาทําปฏิกิริยาของ
เอนไซม โดยทั่วไปพบวาอตัราการออกซิเดชันโดยอาศยัเอนไซมแลคเคส ขึ้นอยูกับความเขมขน
ของสับเสตรท การออกซิเดชนัสับเสตรทจะสูงขึ้น เมื่อความเขมขนสับเสตรทสูงดวยจนกระทั่งเกิด
สมดุล นอกจากนี ้Ollikka et al. (1993) รายงานวาเอนไซม LiP มีหนาทีสํ่าคัญในการลดความ
เขมขนสีชนิดอะโซ (Azo) สียอมไตรฟนลิมีเธน (Triphenyl Methane Dyes) สียอมเฮทเทอโรไซ
คลิก (Heterocyclic Dyes) และสียอมโพลิเมอริก ซ่ึงอาจเปนสาเหตุหนึง่ที่ทําใหการยอยสีอะโซ
เกิดขึ้นชากวาปกติ เนื่องจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ที่ใชในการทดลองนี้ไมผลิตเอนไซม 
LiP สงผลใหประสิทธิภาพในการยอยสลายสียอม RB5 ไดต่ํา 

 
จากภาพที่ 14 (c) แสดงผลการทดลองที่ใกลเคียงกับกิจกรรมของแมงกานีส

เปอรออกซิเดส ในสารละลายสียอม RBBR นั่นคือ เชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ผลิต
เอนไซม MnP ไดในระดับที่ต่ํา แมวาความเขมขนสียอมจะเพิ่มสูงขึ้น อยางไรก็ตามความ
เขมขนสียอม RB5 1,000 mgL-1 ณ ช่ัวโมงที่ 144 เชื้อราสามารถผลิตเอนไซม MnP ไดสูงสุด
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เทากับ 49.94 UL-1 สวนที่ความเขมขนสียอมอื่นๆ กิจกรรมของเอนไซมไมแตกตางกันมากนัก
เมื่อเปรียบเทียบกับกิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสในสารละลายสียอม RBBR
จากการศึกษาของ Pearce et al. (2003) ถึงความสามารถของแบคทีเรียที่มีตอการเมตาบอไลตสี
ยอมอะโซ พบวาภายใตสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบใหอากาศ สียอมอะโซถูกบําบัดไดยาก แตสี
ยอมอะโซจะถกูรีดิวซไดงายเมื่ออยูในสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบไรอากาศ โดยกลไกการทํางานของ
เอนไซม azoreductase ซ่ึงเปนแบบไมจําเพาะตอสับสเตรท และผลิตภณัฑที่ไดคือ สารอะโรมาติกเอ
มีน (aromatic amine) ซ่ึงยากตอการยอยสลายภายใตสภาวะไรอากาศ อีกทั้งเปนสารกอมะเร็งและ
สารกอกลายพนัธุอีกดวย อยางไรก็ตามเมื่อโมเลกุลสียอมอะโซถูกบําบัดภายใตสภาวะไรอากาศ จะ
ใหสารประกอบอะมิโนซึ่งเปนสับสเตรทที่ดีตอกระบวนการบําบัดแบบใหอากาศ 
 

3.2.2  การศึกษาอิทธิพลของปริมาณเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 ที่มีตอ
ประสิทธิภาพในการลดความเขมขนสี RB5 ในสภาวะควบคุม 

 
จากการทดลองเลี้ยงเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ปริมาณ 1, 2 และ 3 

กรัมเปยก ในสารละลายสียอม RB5 ความเขมขนสียอม 600 mgL-1 เพื่อศึกษาความสามารถ
ของเชื้อราในการกําจัดสียอม 
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ภาพที่ 15  รอยละการลดความเขมสียอม RB5 (a) กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (b) กิจกรรม 

   เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (c) ในสารละลายสียอม RB5 600 mgL-1 โดยใชเชื้อรา 
 Datronia sp. KAPI0039 ปริมาณ 1, 2 และ 3 กรัมเปยก เปนเวลา 168 ช่ัวโมง 
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จากภาพที่ 15 (a) ในการทดลองเลี้ยงเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ปริมาณ 1, 
2 และ 3 กรัมเปยกตอสารละลายสียอมสังเคราะห RB5 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ความเขมขนสี 600 
mgL-1 พบวาภายใน 6 ช่ัวโมงแรก รอยละการลดความเขมสียอมในสภาวะที่มีเชื้อรา Datronia sp. 
KAPI0039 ปริมาณ 1, 2 และ 3 กรัมเปยก มีคาใกลเคียงกนั และในชั่วโมงที่ 18 พบวารอยละการลด
ความเขมสียอมในสภาวะทีม่ีเชื้อราปริมาณ 1, 2 และ 3 กรัมเปยก เร่ิมมีความแตกตางกันของ
เสนกราฟอยางเห็นไดชัด คอื สามารถลดความเขมขนสยีอมไดรอยละ 16.09, 23.39 และ 29.61 
ตามลําดับ อยางไรก็ตาม ณ ช่ัวโมงที่ 48 พบวา รอยละการลดความเขมขนสียอมในสภาวะที่มีเชื้อรา
ปริมาณ 1 และ 2 กรัมเปยก คิดเปนรอยละ 86.03 และ 88.90 ตามลําดับ จนกระทั่งชัว่โมงที่ 72 การ
ลดความเขมขนสียอมในสภาวะที่มีเชื้อรา 1 กรัมเปยก เกดิขึ้นรอยละ 87.64 และเมื่อเวลาผานไปจน
ครบ 168 ช่ัวโมง แสดงวาปริมาณเชื้อราที่แตกตางกันมผีลในการลดความเขมขนสียอม RB5 คือ  
เชื้อปริมาณนอยใชเวลาในการบําบัดสียอม RB5 นานขึ้น เนื่องจากปรมิาณเชื้อรานอยการผลิต
เอนไซมจึงนอยลงดวย และสียอมชนิดนี้เปนสียอมที่ยอยสลายไดยาก ประกอบกับเปนการยอย
สลายแบบใชออกซิเจนจึงอาจมีประสิทธิภาพในการบําบัดไมดีเทากับสียอม RBBR ซ่ึงสามารถยอย
สลายไดดีกวาในสภาวะเดียวกัน  

 
จากภาพที่ 15 (b) แสดงกิจกรรมของเอนไซมแลคเคสในสภาวะทีม่ีเชื้อรา

Datronia sp. KAPI0039 ปริมาณ 1, 2 และ 3 กรัมเปยก ในการลดความเขมขนสียอม RB5 โดย
ช่ัวโมงที่ 72 พบวาราผลิตเอนไซมแลคเคสไดสูงสุด เทากับ 167.10 UL-1, 181.36 UL-1 และ 102.83 
UL-1 ตามลําดับ และกิจกรรมของเอนไซมจะคอยๆ เพิ่มสูงขึ้น ซ่ึงแตกตางกับเอนไซมแลคเคสใน
สภาวะทีม่ี RBBR ที่จะสูงสุดในชวงแรกและลดลงอยางรวดเรว็ นอกจากนี้พบวากิจกรรมของ
เอนไซมแลคเคสในสภาวะที่มี RBBR สูงกวาในสภาวะที่มีสียอม RB5 ประมาณ 5-6 เทา ดังนั้น 
หากพิจารณารอยละการลดความเขมสีพบวา ปริมาณเชื้อรา 1 กรัมเปยก กิจกรรมเอนไซมแลคเคสมี
ความแตกตางกันอยางนัยสําคัญยิ่งที่ 99% ระหวางชัว่โมงที่ 24 – 168 ปริมาณเชื้อรา 2 กรัมเปยก 
กิจกรรมเอนไซมแลคเคสมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญยิ่งที่ 99% ระหวางชั่วโมงที่ 12 – 144  
และปริมาณเชือ้รา 3 กรัมเปยก พบวากิจกรรมเอนไซมแลคเคสแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญยิ่งที่ 
99%ระหวางชัว่โมงที่ 6 – 96 แสดงใหเห็นวาการใชปริมาณเชื้อราเพิ่มขึ้นสงผลใหการผลิตเอนไซม
เพื่อยอยสลายสียอมไดเร็วขึน้ รอยละการลดความเขมสียอมจะลดลงอยางเหน็ไดชัดในชั่วโมงที่ 48 
จากกราฟแสดงใหเห็นวาการลดความเขมขนสียอม RB5 เกิดขึ้นในระหวางชัว่โมงที ่24 และ 48 
ของการทดลอง อาจเนื่องจากเกิดการสะสมของเอนไซมสงผลใหการลดความเขมขนสีเกิดขึ้นได
อยางตอเนื่อง แตเมื่อใชปริมาณเชื้อรา 3 กรัมเปยก พบวากิจกรรมเอนไซมแลคเคสนอยกวาใน
สภาวะทีม่ีเชื้อรา 2 กรัมเปยก แตประสิทธิภาพในการลดความเขมขนสีใกลเคียงกัน คือ มีรอยละ
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ของการลดความเขมสียอมและเวลาที่ใกลเคียงกัน จึงอาจกลาวไดวาในสภาวะทีม่ีปริมาณเชื้อรา 2 
และ 3 กรัมเปยก ใหประสิทธิภาพในการลดความเขมขนสียอม RB5 ไดดีในระยะเวลาที่เทากัน แต
จากผลการทดลองครั้งนี้อาจมีปจจัยในเรื่องการดูดซับเกีย่วของดวย เนือ่งจากสียอม RB5 เกิดการ
ยอยสลายไดดใีนสภาวะไรออกซิเจน ดังนัน้จากการยอยสลายที่เกิดขึ้นชา สงผลใหสียอม RB5 มี
โอกาสถูกดูดซับไวภายในเซลลมากกวาสียอม RBBR  

 
จากภาพที่ 15 (c) พบวา ใน 6 ช่ัวโมงแรก ไมพบกิจกรรมของเอนไซม

แมงกานีสเปอรออกซิเดสในสภาวะทีม่ีสียอม RB5 แตหลังจากนั้นเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 
จะเริ่มผลิตเอนไซมและกจิกรรมของเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสจะสูงที่สุดที่ช่ัวโมง 72 ซ่ึง
เปนชวงเดียวกบัคากิจกรรมของเอนไซมแลคเคสสูงที่สุดในสภาวะที่มีสียอม RB5 โดยมีกิจกรรม
ของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส เทากับ 20.65 UL-1, 26.46 UL-1และ 26.81 UL-1 เมื่อใชเชื้อ
ราปริมาณ 1, 2 และ 3 กรัม ตามลําดับ พบวา กิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสของเชื้อ
รา 1 กรัมเปยก มีความแตกตางทางสถิติระหวางชัว่โมงที ่48 – 120 สําหรับปริมาณเชื้อรา 2 กรัม
เปยก มีความแตกตางกันอยางทางสถิติของกิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสระหวาง
ช่ัวโมงที่ 12 – 96 และเชื้อรา 3 กรัมเปยก พบความแตกตางทางสถิติของกิจกรรมเอนไซมแมงกานีส
เปอรออกซิเดส ระหวางชัว่โมงที่ 8 – 120 แสดงใหเห็นวาปริมาณเชื้อราที่เพิ่มขึ้นทําใหการผลิต
เอนไซมเร็วขึน้ 

 
เมื่อเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสในสภาวะที่มีสี

ยอม RBBR และ RB5 พบวากิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสในสภาวะที่มีสียอม 
RBBR สูงกวาในสภาวะที่มสีียอม RB5 เชนเดียวกับกิจกรรมของเอนไซมแลคเคส สงผลใหรอยละ
ของการลดความเขมสียอม RBBR เกิดขึน้เร็วกวาสียอม RB5 หากเปรยีบเทียบปริมาณเชื้อราที่ใชใน
การลดความเขมขนสียอมพบวาเชื้อรา 1 กรัมเปยก ใหกจิกรรมของเอนไซมนอยกวาทั้งในสภาวะที่
มีสียอม RBBR และ RB5 ในขณะทีเ่ชื้อรา 2 และ 3 กรัมเปยก ผลิตเอนไซมไดใกลเคยีงกัน ซ่ึงมี
ความสอดคลองกับรอยละการลดความเขมขนสียอม โดยปริมาณเชื้อรา 1 กรัมเปยก จะมีรอยละการ
ลดความเขมขนสียอมชากวาในสภาวะที่มีเชื้อรา 2 และ 3 กรัมเปยก ทีเ่ปนเชนนี้อาจเกิดจากเมื่อใช
ปริมาณเชื้อรามากขึ้น ความเขมขนสียอมทั้ง RBBR และ RB5 เทาเดิม ช้ีใหเห็นวาปริมาณสับสเตรท
คงที่ (chromophore) ทําใหเกิดการเหนีย่วนําการผลิตเอนไซมจากเชื้อราไดปริมาณหนึ่งเทานัน้ จะ
เห็นไดจากปรมิาณเชื้อรา 2 และ 3 กรัมเปยก จะใหกิจกรรมของเอนไซมใกลเคียงกนั ซ่ึงแสดงวาเชื้อ
รา 2 และ 3 กรัมเปยก ผลิตเอนไซมไดพอดกีับการยอยสลายสับสเตรทซึ่งใหผลตางกับปริมาณ 
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เชื้อรา 1 กรัมเปยก ที่ใหกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดในการลดความเขมขนสียอมที่กําหนดขึ้น 
ดังนั้นหากเพิ่มความเขมขนสียอมอาจทําใหเกิดการเหนี่ยวนําการสรางเอนไซมจากเชื้อรา Datronia 
sp. KAPI0039 ไดมากขึ้น ดังนั้นจากการทดลองนี้การเลือกใชราปริมาณ 2 กรัมเปยก ในการศึกษา
ขั้นตอไป เนื่องจากใหผลการทดลองใกลเคียงกับปริมาณเชื้อรา 3 กรัมเปยก 

 
สังเกตไดวาปริมาณเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 2 และ 3 กรัมเปยก มี

ความสามารถในการลดความเขมขนสียอม RB5 ใกลเคยีงกัน ณ เวลาเดียวกัน อาจเปนเพราะ
โมเลกุลของสียอมเหนี่ยวนําใหเกิดการสรางเอนไซมที่สมดุลยกับปริมาณสับเสตรท เมื่อพิจารณา
รอยละการลดความเขมขนสยีอมของปริมาณเชื้อรา 1 กรัมเปยกนั้น พบวาตองใชเวลามากขึ้นในการ
ลดความเขมขนสียอมใหไดเทากับเมี่อใชปริมาณเชื้อรา 2 และ 3 กรัมเปยก Swamy and Ramsay 
(1999) กลาววา สียอมถูกยอยสลายไดยากหรืองายขึ้นอยูกับความซับซอนของโครงสรางสียอมนั้นๆ 
ซ่ึงการทําลายโครงสรางพันธะอะโซ ยังตองคํานึงถึงจํานวนและตําแหนงของหมูฟงกชันในบริเวณ
วงแหวนอะโรมาติก ผลที่เกดิจากการทําปฏิกิริยากับพันธะอะโซ รอยละของฟโนลิก อะมิโน 2-
methoxyphenol หรือหมูฟงกชันอื่นๆ ซ่ึงจะสงผลตอความยากงายตอการยอยสลายทางชีวภาพ 

 
3.2.3  การศึกษาอิทธิพลของ pH เร่ิมตนที่มีตอประสิทธิภาพในการลดความเขมขน

สียอม RB5 โดยเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 ในสภาวะควบคุม 
 
จากการทดลองเลี้ยงเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 ปริมาณ 2 กรัมเปยก ใน

สารละลายสียอม RB5 600 mgL-1 กําหนดให pH เร่ิมตนเทากับ 3, 5, 7 และ 9 เพื่อศึกษา
ความสามารถของเชื้อราในการกําจัดสียอม 
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ภาพที่ 16  รอยละการลดความเขมสียอม RB5 (a) กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (b) และกิจกรรม 

 เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (c) ในสารละลายสียอม RB5 600 mgL-1 ที่ pH 
 เร่ิมตน เทากบั 3, 5, 7 และ 9 เปนเวลา 168 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 16 (a) แสดงใหเห็นวาในสภาวะ pH เร่ิมตน เทากับ 5 เปนสภาวะที่เชื้อรา  
Datronia sp. KAPI0039 มีความสามารถในการลดความเขมขนสียอม RB5 ไดสูงสุดรอยละ 93.81 
และ รอยละของการลดความเขมขนสียอมจะเพิ่มขึน้อยางรวดเร็วจากชั่วโมงที่ 24 คือ 18.96 เปน 
88.01 ในชั่วโมงที่ 48 สวนในสภาวะ pH 9 เชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 สามารถลดความเขมขน
สียอมไดรอยละ 78.83 จากกราฟแสดงใหเห็นวา รอยละของการลดความเขมขนสียอมที่ pH 9 จะ
คอยๆ เพิ่มสูงขึ้น ซ่ึงแตกตางกับสภาวะ pH 5 สวนในสภาวะ pH 3 และ pH 7 รอยละของการลด
ความเขมขนสยีอมคอยๆ เพิม่สูงขึ้น และจะสูงสุดเพียงรอยละ 72.32 และ 71.94 ตามลําดับ จากการ
ทดลองพบวาเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 มีความสามารถในการลดความเขมขนสียอมไดดกีวา
ในสภาวะ pH 7 เชน ในชัว่โมงที่ 24 และ 48 ที่ pH 3 มีรอยละของการลดความเขมขนสียอมเทากับ 
43.90 และ 59.99 ตามลําดับ ในขณะที่ pH 7 มีรอยละการลดความเขมขนสียอมเทากับ 31.07 และ 
45.14 ตามลําดับ แตเมื่อเวลาในการบําบัดครบ 168 ช่ัวโมง รอยละของการลดความเขมขนสียอมมี
คาใกลเคียงกนั 

 
จากภาพที่ 16 (b) ตรวจพบกจิกรรมของเอนไซมแลคเคสสูงสุด 218.46 UL-1 

ในสภาวะ pH 7 ณ ช่ัวโมงที่ 24 รองมาเปนสภาวะ pH 9 ซ่ึงตรวจพบกจิกรรมของเอนไซมแลคเคส
เทากับ 128.31 UL-1 ในขณะที่สภาวะ pH 5 ตรวจพบกจิกรรมเอนไซมแลคเคสสูงสุดเทากับ 160.46 
UL-1 ในชัว่โมงที่ 72 และที่ pH 3 ตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมแลคเคสสูงสุดเพียง 46.24 UL-1 ใน
ช่ัวโมงที่ 96 เมื่อพิจารณารวมกับรอยละของการลดความเขมขนสียอม พบวาในสภาวะ pH 7 ช่ัวโมง
ที่ 24 ตรวจพบคากิจกรรมเอนไซมแลคเคสสูงสุด เทากบั 218.46 UL-1 ขณะที่การลดความเขมขนสี
ยอมเกิดขึน้เพยีงรอยละ 31.07 ณ pH 5 ตรวจพบคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดเทากับ 160.46 UL-1 แต
ใหการลดความเขมขนสียอมสูงถึงรอยละ 88.38 แสดงใหเห็นวาปริมาณเอนไซมที่เพิ่มสูงขึ้นไมพบ
ความสอดคลองกับรอยละการลดความเขมขนสียอม เนือ่งจากสภาวะในการเหนีย่วนําใหเกิดการ
สรางเอนไซมกับสภาวะที่เหมาะสมในการลดความเขมขนสียอมอาจไมใชสภาวะเดยีวกัน ดังนั้นใน
สภาวะ pH เร่ิมตนตางกันอาจทําใหเกิดการเหนี่ยวนําการสรางเอนไซมไดมากกวาการเกิดปฏิกิริยา
ของเอนไซมกบัสับสเตรท (หรือการลดความเขมขนสียอมนั่นเอง) หรือคา pH อาจมีผลตอการ
เปลี่ยนแปลงโครงสรางสียอม RB5 ทําใหเกิดความไมเหมาะสมกับการเขาทําปฏิกิริยาของเอนไซม
กับสวนโครโมฟอรของสียอมได 

 
จากภาพที่ 16 (c) เห็นวาชวงแรกของทุกสภาวะการทดลองตรวจพบกจิกรรม

เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสในสารละลายสียอม RB5 นอยมาก แตในชั่วโมงที่ 72 เปนตนไป 
พบวา pH 7 และ 9 มีกิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสเทากับ 14.79 UL-1และ 20.70 UL-1
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ตามลําดับ จากนั้นปริมาณเอนไซมจะเริ่มลดลง และที่ pH 3 และ 5 กิจกรรมของเอนไซมแมงกานีส
เปอรออกซิเดสเพิ่มขึ้นในชัว่โมงที่ 120 เทากับ 22.89 UL-1 และ 29.37 UL-1 ตามลําดบั เมื่อพิจารณา
รวมกับกจิกรรมของเอนไซมแลคเคส พบวา กิจกรรมเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดสเพิ่มขึ้น
ภายหลังจากทีก่ิจกรรมเอนไซมแลคเคสลดลงแลว คาดวาในชวงตนของการทดลองรอยละของการ
ลดความเขมขนสียอมนาจะเกิดขึ้นจากเอนไซมแลคเคส แตในชวงปลายของการทดลองรอยละของ
การลดความเขมขนสียอม เกิดขึ้นจากเอนไซมแมงกานสีเปอรออกซิเดส ดังนั้น การลดความเขมขน
สียอม RB 5 เกิดขึ้นจากการทํางานรวมกนัของเอนไซม 2 ชนิด คือ เอนไซมแลคเคส และเอนไซม
แมงกานีสเปอรออกซิเดส 
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วิจารณ 
 

เมื่อเปรียบเทียบรอยละการลดความเขมสียอม RBBR และ BR5 พบวา เชื้อรา Datronia 
sp. KAPI0039 มีความสามารถในการลดความเขมขนสียอม RBBR ไดดีกวา RB5 เชน ช่ัวโมง
ที่ 24 RBBR ที่ความเขมขนสียอม 200 mgL-1 เชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 สามารถลดสีได
ถึงรอยละ 97.16 ในขณะที่ RB5 มีการลดความเขมขนสียอมเพียงรอยละ 47.45 เทานั้น แตหาก
ใชความเขมขนสียอมเพิ่มขึ้นจะทําใหความสามารถในการลดสียอมลดลง เชน ณ ช่ัวโมงที่ 24 
ที่ความเขมขนสียอม 1,000 mgL-1 เชื้อรา KAPI0039 สามารถลดสียอม RBBR ไดรอยละ 96.05 
ในขณะที่เชื้อราสามารถลดความเขมขนสียอม RB5 ไดเพียงรอยละ 10.08 แตการลดความ
เขมขนสียอมจะเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 60 เมื่อเวลาผานไป 48 ช่ัวโมง และเมื่อเวลาผานไป 168 
ช่ัวโมง พบวา มีการลดความเขมขนสีสูงสุดเพียงรอยละ 89.34 ในขณะที่ประสิทธิภาพการลด
ความเขมขนสี RBBR ที่เวลา 168 ช่ัวโมง สูงถึง รอยละ 98.87 ดังนั้น การลดความเขมขนสียอม
ที่มีความเขมขนสีสูงจะตองใชระยะเวลาในการบําบัดนานขึ้น เนื่องมาจากโครงสรางสีที่
แตกตางกัน สงผลใหความสามารถในการลดความเขมขนสีของเชื้อราไมเทากัน สอดคลองกับ
การทดลองของ Maximo et al. (2004) ซ่ึงใชราเสนใยสีขาว Irpex lacteus ลดความเขมขนสียอม 
RBBR และ RB5 ที่ความเขมขนสี 100 mgL-1 พบวา Irpex lacteus สามารถลดความเขมขนสียอม 
RBBR ไดเร็วกวา RB5 ที่ความเขมขนสียอม 100 mgL-1 โดยช่ัวโมงที่ 48 I. lacteus ลดความเขมสี 
RBBR ไดมากกวารอยละ 90 ขณะที่สามารถลดความเขมสียอม BR5 ไดเพียงรอยละ 35 และ
สามารถลดความเขมสี RB5 ไดถึงรอยละ 50 เมื่อเวลาผานไป 72 ช่ัวโมง และเพิ่มเปนรอยละ 
90 เมื่อเวลาผานไป 10 วัน ผลการเปรียบเทียบอัตราเร็วในการลดสียอม RBBR โดยใชเชื้อรา
เสนใยสีขาวชนิดอื่น ๆ พบวา Phanerochaete chrysosporium สามารถลดความเขมสีไดรอยละ 
83 ในวันที่ 10 และ Bjerkandera sp.BOSS5 สามารถลดความเขมสีไดรอยละ 65 ในวันที่ 20 
สําหรับสียอม RB5 Bjerkandera sp. BOSS5 สามารถลดความเขมสีไดในวันที่ 3 และ 
Trametes versicolor และ Phlebia tremellosa ใชเวลานานกวาในการลดความเขมสียอม 
สอดคลองกับนักวจิัยกลุมหนึ่งพบวาน้ําทิ้งที่มีความเขมขนของสีสูง อัตราเร็วในการกาํจัดจะลดลง 
ทั้งนี้เนื่องจากการทําลายโครโมฟอรของสีตองใชเอนไซมปริมาณหนึง่ ดังนั้นเมื่อความเขมขนสี
ยอมมากขึ้นจํานวนเอนไซมที่เขาทําปฏิกิริยาตอหนึ่งโมเลกุลของสีจะลดลงดวย ความเร็วในการ
กําจัดสีจึงลดลง ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อ Pleurotus ostreatus ในการกําจัดสี
ยอมประเภทอะโซชนิด disperse orange 3 ที่ความเขมขน 80 mgL-1 พบวาเชื้อราสามารถกําจัดสี
ยอมไดเพียง 10 - 15 % ภายในเวลา 2 วัน (Zhao et al., 2005) แสดงใหเห็นวาสยีอมประเภทอะโซ
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เปนสียอมที่กําจัดไดยากโดยเชื้อรา เกิดจากลักษณะของโครงสรางโมเลกุลของสีที่ซับซอนมากกวา
สียอมประเภทอื่น 

 
เมื่อพิจารณากิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสพรอมกับเอนไซมแลคเคสใน

สภาวะที่มีสียอมทั้ง 2 ประเภท พบวาในชวงที่กิจกรรมเอนไซมแลคเคสมีความผกผันกับ
กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส เชน ในสภาวะที่มีสียอม RBBR ณ ช่ัวโมงที่ 16 
พบวาเปนชวงที่กิจกรรมเอนไซมแลคเคสสูงที่สุด ในขณะเดียวกัน ณ ช่ัวโมงที่ 16 พบวา
กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสลดลง จากผลการทดลองดัวงกลาวอาจเปนไปไดวา
เอนไซมชนิดใดชนิดหนึ่งมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซมอีกชนิดหนึ่ง อยางไรก็ตามทั้งสอง
เอนไซมทํางานรวมกันเพื่อใหการลดสีเปนไปอยางรวดเร็ว ซ่ึงสอดคลองกับ Maximo et al. 
(2004) ในการใชเชื้อราเสนใยสีขาว Irpex lacteus ลดความเขมสียอม RBBR และ RB5 ที่ความ
เขมขนสี 100 mgL-1 พบวากิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสส ูงกวากิจกรรมของ
เอนไซมแลคเคสตลอดการทดลอง แตกิจกรรมของเอนไซมแลคเคสสูงที่สุดในวันที่ 9 และ
ลดลงหลังจากนี้ ในขณะที่กิจกรรมของเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสเพิ่มสูงขึ้นหลังจาก
วันที่ 9 Kokol et al. (2007) ศึกษาการลดความเขมขนสียอมโดยใชเชื้อรา Ischnoderma 
resinosum กิจกรรมของเอนไซมแลคเคสสูงที่สุดในวนัที่ 10 คือ 29.4 UL-1 และกจิกรรมของ
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส สูงสูดวันที่ 14 เทากับ 34.5 UL-1 Wesenberg et al. (2002) ได
ศึกษาเกี่ยวกับการผลิตเอนไซมแลคเคสและเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสจากเชือ้รา Trametes 
versicolor ในการลดความเขมขนสียอมในน้ําทิ้งซึ่งผสมกับ Kirk medium พบวา ในอาหาร Kirk 
medium ที่ผสมกับน้ําทิ้ง 10% ตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมแลคเคสคอยๆ เพิ่มขึ้นตัง้แตวนัแรก
ของการทดลอง และเพิ่มสูงสุดในวนัที่ 11 ในขณะที่ตรวจพบเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสใน
วันที่ 7 ของการทดลอง ในทางตรงกันขามเมื่อศึกษากิจกรรมเอนไซมในอาหาร Kirk medium ที่
ผสมกับน้ําทิ้ง 33% ตรวจพบเอนไซมแลคเคสในวันที่ 7 ของการทดลองและคอยๆ เพิม่ขึ้น แตพบ
เอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสในวนัที่ 3 ของการทดลองและคอยๆ เพิ่มขึ้นจนกระทั่งวนัที่ 11 
ของการทดลอง นอกจากนี้ Wong and Yu (1999) ซ่ึงศึกษาการบําบัดสยีอม 3 ชนิดคอื สียอมแอนท
ราควิโนน สียอมอะโซ และสียอมอินดิกอยด โดยเชื้อรา Trametes versicolor พบวากลไกการบําบัด
สียอมทั้ง 3 ชนิดเกดิจากการทํางานของเอนไซมแลคเคส โดยเอนไซมแลคเคสจะถูกสรางภายใต
สภาวะการเจรญิเติบโตที่คงที่ อยางไรก็ตามประสิทธิภาพการบําบัดสยีอมทั้ง 3 ชนดิมีความแตกตาง
กัน ทั้งนี้ขึ้นกบัโครงสรางของสียอม โดยสียอมแอนทราควิโนนถือเปนสับสเตรทโดยตรงของ
เอนไซมแลคเคส ในขณะทีสี่ยอมอะโซ และสียอมอินดกิอยดมีขอจํากดัในการลดความเขมขนสี ซ่ึง
อัตราเร็วเร่ิมตนในการลดความเขมขนสีไมไดสัดสวนกับกิจกรรมของเอนไซมแลคเคส สามารถ
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อธิบายไดวาอาจมีเอนไซมแลคเคสจากเชื้อราสายพันธุอ่ืนที่สามารถทําหนาที่ลดความเขมขนสียอม
ทั้ง 2 ชนิดนี้ไดดีกวาเอนไซมแลคเคสที่ผลิตจาก Trametes versicolor กลาววาสียอมทัง้ 2 ชนิด 
ไมไดเปนสับสเตรทโดยตรงของเอนไซมแลคเคส ดังนัน้การบําบัดสยีอมทั้ง 2 ชนดิหลังนี้จึงตอง
อาศัยตัวกลางในการถายเทอเิล็กตรอนในการชวยทําปฏิกริิยา และยังพบวาอัตราการบําบัดสียอม
ดังกลาวขึ้นอยูกับความเขมขนของสารตัวกลางในการถายเทอิเล็กตรอน มากกวากิจกรรมของ
เอนไซมแลคเคส 

 
เมื่อเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมแลคเคสในสภาวะที่มีสียอม RBBR และ RB5 ใน

สภาวะ pH เร่ิมตนตางกัน พบความแตกตางของกิจกรรมเอนไซมแลคเคสอยางเห็นไดชัดเจน ซ่ึง
เปนการสนับสนุนวาสียอม RBBR สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดการสรางเอนไซมแลคเคสไดดีกวา RB5 
และ pH เร่ิมตนที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมและการทํางานของเอนไซมในสภาวะที่มีสียอม
ทั้ง 2 ประเภทก็แตกตางกัน ผลการทดลองสนับสนุนวาสยีอม RBBR เหนี่ยวนําใหเกดิการสราง
เอนไซมแลคเคสจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ไดดีกวาสยีอม RB5 จากการทดลองเรื่องความ
เขมขนสียอมกบัปริมาณเอนไซมพบวา แลคเคสเปนเอนไซมหลักในการยอยสลายสียอมทั้ง 2 ชนดิ 
ตรงกันขามกับเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสในสภาวะที่มีสียอมสังเคราะหทั้ง 2 ประเภท 
ที่แสดงใหเห็นวามีกิจกรรมนอยมาก เมือ่เปรียบเทยีบความสามารถของเชื้อรา  Datronia sp. 
KAPI0039 ในการลดความเขมขนสียอม RBBR และ RB5 ที่ pH เร่ิมตนเทากับ 3, 5, 7 และ 9 พบวา 
เชื้อรามีความสามารถในการลดความเขมขนสียอมทั้งคู แตสามารถยอยสลายสียอม RBBR ไดดกีวา 
RB5 ซ่ึงสังเกตไดจากรอยละการลดความเขมสียอม RBBR ที่มีคาสูงกวา RB5 เมื่อพิจารณาคา pH 
เร่ิมตนที่เหมาะสมตอการลดความเขมขนสยีอม RBBR คือในสภาวะทีม่ีคา pH ประมาณ 7 และ 9 
ในขณะที่ pH เร่ิมตนเหมาะสมตอการลดความเขมขนสียอม RB5 คือ pH 5 แสดงใหเหน็ถึงความ
แตกตางของความสามารถของราในการลดความเขมขนสียอมทั้ง 2 ชนิด เนื่องจากการเรงปฏิกิริยา
ของเอนไซมจะขึ้นอยูกับความเขมขนของไฮโดรเจนไอออน (H+) เอนไซมสวนใหญจะเรงปฏิกิริยา
ที่ pH ชวง 4 - 10 หาก pH ต่ําหรือสูงกวานีจ้ะทําใหเอนไซมเสียสภาพธรรมชาติไป จึงไมสามารถเรง
ปฏิกิริยาได โดยทัว่ไปเอนไซมจะทํางานไดดีใน pH ชวงหนึ่ง การเปลี่ยนแปลง pH จึงมีผลตอการ
แตกตวัของกรดอะมิโนที่อยูบริเวณแอคทฟีของเอนไซม (พัชรา, 2541) นอกจากนี้สงผลใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงโครงสรางของสียอมในสภาวะ pH ตางๆ ทําใหประสิทธิภาพในการลดสียอมต่ําล 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 
สรุป 

 
จากการศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 ในการกําจัดสียอม 2 ชนิด 

คือ RBBR และ RB5 ในสภาวะควบคุม พบวาเชื้อรามีความสามารถในการลดความเขมขนสียอมได
ทั้ง 2 ชนิด แตใหประสิทธิภาพการลดความเขมขนสียอม RBBR ซ่ึงมีโครงสรางโครโมฟอร
ประเภทแอนทราควิโนนไดดีกวาสยีอม RB5 ซ่ึงเปนโครงสรางอะโซ โดยราสามารถลดความเขมสี
ยอม RBBR ไดดีที่สุดรอยละ 96.05 ที่ความเขมขนสียอม 1,000 mgL-1 ภายในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 
ขณะที่ลดความเขมสียอม RB5 ไดเพียงเลก็นอยในระยะเวลาเทากนั และพบวาประสิทธิภาพในการ
ลดความเขมสียอมเพิ่มขึ้นเมือ่ระยะเวลาในการบําบัดระยะเวลานานขึ้น การลดความเขมสียอมทั้ง 2 
ชนิด มีความแตกตางกันเนื่องจากโครงสรางของสียอมจึงมีผลตอการสรางและการทํางานของ
เอนไซมแลคเคสและแมงกานีสเปอรออกซิเดส เมื่อพิจารณารอยละการลดความเขมสียอมรวมกับ
ปริมาณเอนไซมที่ผลิต พบวาในสภาวะที่มสีียอม RBBR ตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมแลคเคส
และแมงกานีสเปอรออกซิเดส สอดคลองกบัรอยละการลดความเขมขนสียอม แตตรงกันขามกับ
สภาวะทีม่ีสียอม RB5 ซ่ึงตรวจพบกจิกรรมของเอนไซมแลคเคสและแมงกานีสเปอรออกซิเดส ใน
ระดับต่ํา กลาวไดวาสียอมโครงสรางแอนทราควิโนนมีความเปนพิษตอเชื้อรานอย และสามารถ
เหนีย่วนําใหเกิดการผลิตเอนไซมจากเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 ไดดีกวา อีกทัง้เอนไซมยังมี
ความจําเพาะเจาะจง (specificity) ตอการลดความเขมสียอม RBBR มากกวาสยีอม RB5 

 
จากการศึกษาปริมาณเชื้อราที่มีผลตอการยอยสลายสียอมพบวา เมื่อปริมาณเชื้อราเพิม่ขึ้น 

รอยละการลดความเขมสียอม RBBR จะเพิ่มขึ้นดวย ซ่ึงมีแนวโนมเชนเดียวกับการผลิตเอนไซม
แลคเคสและแมงกานีสเปอรออกซิเดส ในกรณีนี้เลือกใชปริมาณเชื้อรา 2 กรัมเปยก ในการลดความ
เขมสียอม เนื่องจากเชื้อรา 2 และ 3 กรัมเปยกสามารถเหนี่ยวนําใหเกดิการผลิตเอนไซมไดมาก 
ในขณะที่รอยละการลดความเขมสียอมใกลเคียงกัน เมื่อพิจารณารวมกบักิจกรรมเอนไซมแลคเคส
และแมงกานีสเปอรออกซิเดส พบวา เอนไซมจะถูกผลิตมากขึ้นเมื่อเชือ้ราปริมาณมากขึ้น 

 
 จากการศึกษา pH เร่ิมตนที่เหมาะสมตอการยอยสลายสียอม RBBR พบวาในสภาวะ pH 3 
เชื้อราสามารถลดความเขมขนสียอมไดนอยที่สุด คือ รอยละ 51.51 ในขณะที่ pH 5, 7 และ 9 มี
ประสิทธิภาพสูงใกลเคียงกนัที่ 24 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพในการลดความเขมสียอมรอยละ 95.86, 
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95.88 และ 95.41 ตามลําดับ เมื่อพิจารณารวมกับปริมาณเอนไซมแลคเคสและแมงกานสีเปอรออกซิ
เดสมีแนวโนมเชนเดยีวกัน 
 

จากผลการทดลองขางตนสรุปไดวาเชื้อรา  Datronia sp. KAPI0039 สามารถลดความ
เขมขนสียอม RBBR ไดดกีวาสียอม RB5 โดยมีเอนไซมแลคเคสเปนเอนไซมหลักในการยอยสลาย 
และสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการลดความเขมขนสีทั้งสอง คือ การใชปริมาณเชื้อรา 2 กรัมเปยกใน
สภาวะ pH 5  
 

ขอเสนอแนะ 

 
 ควรทําการศึกษาในสภาวะทีม่ีการผสมของสียอมมากกวาหนึ่งชนดิ เนื่องจากในสภาพจริง
น้ําเสียจากโรงงานอาจมีสียอมหลายชนิดปะปนอยู และควรทําการศึกษาโดยใชน้าํสียอมจากโรงงาน 
เพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการลดความเขมขนสียอมที่แทจริงของเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 
และยังเปนการศึกษาอิทธิพลของสารปนเปอนอื่นในน้ําทิ้งสียอมวามีผลตอความสามารถในการลด
ความเขมขนสยีอมของเชื้อราดังกลาวหรือไม เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนาระบบบาํบัดใหมีความ
เหมาะสมในการใชงานมากขึ้น 



       

58 

เอกสารและสิ่งอางอิง 
 
กรมโรงงานอุตสาหกรรม กระทรวงอุตสาหกรรม.  2542.  คูมือผูควบคมุและผูปฏิบตังิานระบบ 

บําบัดมลพิษโรงงาน.  ม.ป.ท., กรุงเทพฯ. 
 
กาว ีศรีกูลกิจ.  2545.  หลักการยอมสีสิ่งทอ.  ภาควิชาวัสดศุาสตร, คณะวทิยาศาสตร, 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย, กรุงเทพฯ. 
 
กาญจนา เผดิมผล. 2539. การเสื่อมสภาพของสีเอโซในน้ําโดยใชแสงรวมกับตัวเรงปฏิกิริยา.  

วิทยานิพนธปริญญาโท, จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย. 
 
โกมล เอี่ยมเสมอ. 2541. ประสิทธิภาพในการกําจัดสีของสียอมรีแอกทีฟชนิดอาโซโดยกระบวนการ

เอสบีอารแบบแอนแอโรบิก-แอโรบิกซ่ึงไมมีสารอาหารที่สงเสริมกระบวนการอีบีพีอาร. 
ภาควิชาวิศวกรรมสิ่งแวดลอม, คณะวิศวกรรมศาสตร, จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย. 

 
ขนิษฐา เจริญลาภ และ พริยะ แกนทับทิม.  2546.  การศึกษาเพื่อเปรยีบเทียบประสทิธิภาพในการ 

กําจัดสีจากโรงงานฟอกยอมโดยระบบตะกอนเรงและระบบตกตะกอนทางเคม.ี  วารสาร 
คัลเลอรเวย.  48: 43-48 

 
จิรเวท เจตตจนัทร, อรชีรา เพ็ชรชอย, พิลาณี ไวถนอมสัตย, วราภรณ อภิวัฒนาภวิัต,  

ตอพงศ กรีฑาชาติ และสาวติรี จันทรานุรักษ.  2552.  การลดสีน้ําทิ้งที่มีลิกนินเปน 
สวนประกอบโดยเชื้อราเสนใยสีขาว Datronia sp. KAPI0039.  น. 236-244.  ใน การประชุม 
ทางวิชาการ คร้ังท่ี 47 (สาขาทรัพยากรธรรมชาติและสิง่แวดลอม).  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร กรุงเทพฯ.  

 
จินตนา จุลอุล.  2550.  การเตรียมตัวดูดซับจากผักตบชวาในการกําจัดสียอมไดเร็กทจากน้ําท้ิง 

โรงงานฟอกยอมสิ่งทอ.  วิทยานิพนธปริญญาโท, มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร. 
 
นันทิยา ยานุเมศ.  2539.  ความเปนพษิและมลพิษของสียอมและสารเคมีในอุตสาหกรรมสิ่งทอ.   

วารสารคัลเลอรเวย.  6: 31. 

  



       

59 

นิพนธ ตังคณานุรักษ และคณิตา ตังคณานรัุกษ.  2550.  หลักการตรวจวิเคราะหคุณภาพน้ําทางเคมี.  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, กรุงเทพฯ. 

 
พัชรา วีระกะลัส.  2541.  เอนไซม.  สํานักพิมพแหงจุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย, กรุงเทพฯ. 
 
พิมพชนก เต็งเจริญ.  2546.  การกําจัดสีของน้ําท้ิงในการผลิตลิกนินโดยราไวตรอต. 

วิทยานิพนธปริญญาโท, จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย. 
 
วุทธินันท ศริิพงศ.  2544.  การบําบัดน้าํท้ิงจากสียอมผาดวยกระบวนการโฟโตออกซิเดชันโดยใช 

ไทเทเนียมไดออกไซดเปนตวัเรงปฏิกิริยา.  วิทยานิพนธปริญญาโท, มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร. 

 
สมาคมวิศวกรรมสิ่งแวดลอมแหงประเทศไทย.  2544.  คูมือการบําบัดน้ําบัดน้ําเสียโรงงานทอผา

และฟอกยอม.  กรุงเทพฯ. 
 
สํานักเทคโนโลยีส่ิงแวดลอมไทย กรมโรงงานอุตสาหกรรม กระทรวงอตุสาหกรรม.  2542.  คูมือ 

การจัดการสิ่งแวดลอมฟอกยอม.  กรุงเทพฯ. 
 
อดิศักดิ ์อัญชลิสังกาศ.  2546.  การบําบัดน้ําท้ิงจากโรงงานฟอกยอมสิง่ทอโดยการกรองดวยทราย 

และการดูดซับดวยขี้เถาแกลบดํา.  วิทยานิพนธปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร. 
 
อภิชาติ สนธิสมบัติ.  2545.  กระบวนการทางเคมีสิ่งทอ.  คร้ังที่ 1.  กรุงเทพฯ. 
 
อังคณา อมรศรี.  2544.  แนวทางของ ETAD ในการติดลากเพื่อปองกันอันตรายจากสีรีแอค 

ทีฟ.  วารสารคัลเลอรเวย.  33: 18-19. 
 
Aksu, Z., NK. Kilic, S. Ertugrul and G. Donmez.  2007.  Inhibitory effects of chromium(VI) and  

Remazol Black B on chromium(VI) and dyestuff removals by Trametes versicolor.  
Enzyme Microb Technol. 40: 1167–74. 
 



       

60 

Apiwattanapiwat, W., P. Siriacha, and P. Vaithanomsat.  2006.  Screening of Fungi for 
Decolorization of Wastewater from Pulp and Paper Industry.  Kasetsart J.  Nat. Sci.    
40: 215 – 221. 

 
Baldrian, P. and J. Snajdr. 2006. Production of ligninolytic enzymes by litter-decomposing fungi 

and their ability to decolorize synthetic dyes.  Enzyme Microb Technol. 39: 1023-1029. 
 
Hsueh, C.-C., B.-Y. Chen and C.-Y. Yen. 2009. Understanding effects of chemical structure on  

azo dye decolorization characteristics by Aeromonas hydrophila.  J. Hazard. Mater. 
 In Press, Accepted Manuscript, Available online 21 May 2009. 
 

Castillo, M.D.P., J. Stenstrom and P. Ander.  1994.  Determination of manganese peroxidase 
activity with 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone and 3-(dimethylamino)benzoic 
acid.  Anal Biochem.  218: 399-404. 

 
Chagas, E and LR. Durrant.  2001.  Decolorization of azo dyes by Phanerochaete chrysosporium  

and Pleurotus sajorcaju.  Enzyme Microb. Technol.  29: 473– 7. 
 
Deveci, T., A. Unyayar and M.A. Mazmanci.  2004.  Production of Remazol Brilliant Blue R 

decolourising oxygenase from the culture filtrate of Funalia trogii ATCC 200800.           
J. Mol. Catal. B: Enzyme.  30: 25-32. 

 
Dirk,W., K. Irene and N.A. Spiros.  2003.  White-rot fungi and their enzymes for the treatment of 

industrial dye effluence.  Biotechnol Adv. 22: 161–187. 
 
D’Souza, D. T., R. Tiwari, A. K. Sah and C. Raghukumar.  2005.  Enhanced production of 

laccase by a marine fungus during treatment of colored effluents and synthetic dyes. 
Enzyme Microb. Technol.  38: 504-511. 

 



       

61 

Eggert, C., U. Temp and K.E.L. Eriksson.  1996.  The ligninolytic system of the white rot fungus 
Pycnoporus cinnabarius: purification and characterization of the laccase. Appl. 
Environ. Microbiol.  62: 1151-1158. 

 
Eggen, T. and A. Majcherezyk.  1998.  Removal of polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH) in  

contaminated soil by white rot fungus Pleurotus ostreatus. Int. Biodeterior  
Biodegradation.  41: 111-117. 

 
Eichlerova, I., L. Homolka, L. Lisa and F. Nerud.  2005.  Orange G and Remazol Brilliant Blue R  

decolorization by white rot fungi Dichomitus squalens, Ischnoderma resinosum and  
Pleurotus calyptratus.  Chemosphere.  60: 398–404. 

 
Glenn, J.K. and HM. Gold.  1983.  Decolorisation of several polymeric dyes by the lignin  

degrading Basidiomycete Phanerochaete chrysosporium.  Appl. Environ. Microbiol.  
45: 1741– 4. 

 
Hardin, I.R., H. Cao and S.S. Wilson.  2000.  Decolorization of textile wastewater by 

selective fungi.  TCCE & ADR.  32 (11): 38-42. 
 
Hatakka, A.  1994.  Lignin-modifying enzymes from selected white-rot fungi production and role 

in lignin degradation.  FEMS Microbiol.  13: 125– 35. 
 
Joshi, M. and R. Purwar.  2004.  Developments in new processes for colour removal from  

effluent.  Rev. Prog. Color. 34: 58-71. 
 
Kokol, V., A. Doliska, I. Eichlerova, and P. Baldrian.  2007.  Frantisek Nerud Decolorization of 

textile dyes by whole cultures of Ischnoderma resinosum and by purified laccase and  
Mn-peroxidase.  Enzyme Microb. Technol.  40: 1673–1677. 

 
 



       

62 

Kuwahara, M., J.K. Glenn, M. Morgan and M.H. Gold.  1984.  Separation and  
characterization of two extracellular H2O2-dependent peroxidase from ligninolytic  
cultures of Phanerochaete chrysosporium.  FEBS letters.  169: 247-250. 

 
Maximo, C. and M. Costa-Ferreira.  2004.  Decolourisation of reactive textile dyes by 

Irpex lacteus and lignin modifying enzymes.  Process Biochem.  39: 1475–1479. 
 
Mechichi,T., N. Mhiri and S. Sayadi.  2006.  Remazol Brilliant Blue R decolourization by the  

laccase from Trametes trogii.  Chemosphere.  64: 998–1005. 
 
Moraes, S., G. Freire R. S. and N.Duran.  2000.  Degradation and toxicity reduction of textile 

effluent by combined photocatalytic and ozonation processes.  Chemosphere.  40: 369-
373. 

 
Novotny, C., K. Svobodova, A. Kasinath. and P. Erbanova.  2004.  Biodegradation of synthetic 

dyes by Irpex lacteus under various growth conditions.  Int. Biodet. Biodegrad. 54: 
215–223. 

 
Ollikka, P., K. Alhonmaki., V. M. Leppanen., T. Glumoff., T. Raijola and I. Suominen.  1993.   

Decolorization of azo, triphenyl methane, heterocyclic, and polymeric dyes by lignin 
peroxidase isoenzymes from Phanerochaete chrysosporium.  Appl. Environ. Microbiol.  
59: 4010-4016. 

 
Pearce, C. I., J. R. Lloyd and J. T. Guthrie. 2003. The removal of colour from textile wastewater 

using whole bacterial cells: a review. Dyes and Pigments. 58: 179-196. 
 
Prieto, O., J. Fermoso, Y. Nunez, J.L. del Valle and R. Irusta.  2005.  Decolouration of textile 

dyes in wastewaters by photocatalysis with TiO2.  Solar Energy.  79: 376-383. 

 
Robinson, T., B. Chandran and P. Nigam.  2001.  Studies on the production of enzymes by white 

rot fungi for the decolorization of textile dyes. Enzyme Microb. Technol.   29: 575-579. 



       

63 

Swamy, J. and J. A. Ramsay.  1999.  The evaluation of white rot fungi in the decoloration of  
textile dyes.  Enzyme Micro. Technol.  24: 130–137. 

 
Tien, M. and T.K. Kirk.  1984. Lignin-degrading enzyme from Phanerochaete chrysosporium: 

purification, characterization, and catalytic properties of a unique H2O2-requiring 
oxygenase. Process of Nat Acadmic Sci.  81: 2280-2284. 

 
Wesenberg, D., F. Buchon and S.N. Agathos.  2002.  Degradation of dye-containing textile  

effluent by the agaric white-rot fungus Clitocybula dusenii.  Biotechnol Lett.  24: 
989–93. 

 
Wesenberg, D., I. Kyriakides and S.N. Agathos.  2003.  White-rot fungi and their enzymes for  

The treatment of industrial dye effluents.  Biotechnol Advances.  22: 161-187. 
 
Wong, Y. and J. Yu.  1999.  Laccase-catalyzed decolorization of synthetic dyes.  Water Res. 

33: 3512-3520. 
 
Zhao, X., R. Hardin and H.M. Hwang. 2005. Biodegradation of a model azo disperse dye by 

the white rot fungus Pleurotus ostreatus. Int. Biodet. Biodegrad.  51: 45-56. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาคผนวก 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 



65 

อาหารเลี้ยงเชือ้รา 
 
1. Potato Dextrose Agar (PDA) 
 

มันฝรั่ง    200 กรัม 
น้ําตาลกลูโคส     20 กรัม 
วุน      15 กรัม 
น้ํากลั่น        1 ลิตร 

 
นํามันฝรั่งมาปอกเปลือกลางใหสะอาดและหั่นเปนชิน้เล็กๆ ตมใหเดือดในนํ้า 20 นาที กรอง

เอากากออกปรับคา pH ใหเทากับ 7.0 เติมน้ําตาลกลูโคสและวุน ละลายสวนผสมทั้งหมด เติมน้ําให
ครบ 1 ลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
2. Potato-Dextrose Broth (PDB) 
 

มันฝรั่ง    200 กรัม 
น้ําตาลกลูโคส     20 กรัม 
น้ํากลั่น        1 ลิตร 
 
นํามันฝรั่งมาปอกเปลือกลางใหสะอาดและหั่นเปนชิน้เล็กๆ ตมใหเดือดในนํ้ากลั่น 20 นาที 

กรองเอากากออกปรับคา pH ใหเทากับ 7.0 เติมน้ําตาลกลโูคส ละลายสวนผสมทั้งหมด เติมน้ําให
ครบ 1 ลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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3. Glucose Yeast Extract (GYE) (Apiwattanapiwat, 2006) 
 

น้ําตาลกลูโคส   10 กรัม 
Yeast Extract   15 กรัม 
น้ํากลั่น      1 ลิตร 
 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่น 1 ลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
 
4. Minimal Medium (Apiwattanapiwat, 2006) 
 

น้ําตาลกลูโคส   10 กรัม 
NH4NO3   1.75 กรัม 
K2HPO4    1 กรัม 
MgSO47H2O   0.5 กรัม 
KCl    0.5 กรัม 
FeSO4.7H2O    0.01 กรัม 
น้ํากลั่น    1 ลิตร 

 
ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่น 1 ลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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สารเคมี 
 
1.  สียอม 
 

สียอม RBBR และ RB5 ไดรับความอนุเคราะหจาก บริษทั DyStar Thai Ltd.  
 
2.  สารเคมีสําหรับวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม 
 

2.1  เอนไซมแลคเคส 
 

2.1.1  สารละลาย ABTS (2,2-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)  
diammonium salt) ความเขมขน 0.588 มิลลิโมลาร 
 

เตรียมโดย ช่ังสาร ABTS จํานวน 0.0806 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่นและปรับ
ปริมาตรดวยน้ํากลั่นเปน 250 มิลลิลิตร 
 

2.1.2  สารละลายอะซิเตตบฟัเฟอร พีเอช 4.5 ความเขมขน 1 โมลาร 
 

เตรียมจากการผสมสารละลายกรดอะซิติก และสารละลายโซเดียมอะซิเตตเขา
ดวยกันในอัตราสวนที่เหมาะสมตามคาพีเอชที่ตองการ ปเปตกรดอะซิติกเขมขน (CH3COOH) 
จํานวน 57.21 มิลลิลิตร ละลายดวยน้ํากลั่น คนใหละลายเปนเนื้อเดียวกัน แลวปรับปริมาตรดวย
น้ํากลั่นเปน 1,000 มิลลิลิตร ช่ังโซเดียมอะซิเตต (CH3COONa) จํานวน 82.03 กรัม ละลายดวย
น้ํากลั่น คนใหละลายเปนเนื้อเดียวกัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่เปน 1,000 มิลลิลิตร 
 

2.2  แมงกานีสเปอรออกซิเดส 
 

 2.2.1  MBTH (3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone) 0.28 มิลลิโมลาร 
 

เตรียมจาก MBTH 0.0164 กรัม ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่น 
เปน 250 ml 
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 2.2.2  DMAB (3-(dimethylamino)benzoic acid) ความเขมขน 4.95 มิลลิโมลาร 
 
  เตรียมจาก DMAB จํานวน 0.2044 กรัม ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรดวย
น้ํากลั่นเปน 250 มิลลิลิตร 
 

2.2.3  สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร พีเอช 4.5 ความเขมขน 1 โมลาร 
 

เตรียมเชนเดียวกับ 2.2.2 
 

2.2.4  สารละลายแมงกานีสซัลเฟต ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร 
 
  เตรียมจากแมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.H2O) จํานวน 0.065 กรัม ละลายในน้ํากลั่น
และปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่เปน 250 มิลลิลิตร 
 

2.2.5  สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด ความเขมขน 0.25 มิลลิโมลาร 
 

เตรียมโดย ปเปตสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ความเขมขน 30% 
ปริมาตร 6.38 ไมโครลิตร ลงในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรดวยน้ํากลัน่เปน 250 มิลลิลิตร 
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ขอมูลจากการทดลอง 

 
การเตรียมกราฟมาตรฐานสียอม 
 

ละลายสียอม 1 กรัมในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร สารละลายสียอม Remazol brilliant 
blue R (RBBR) และ Reactive Black 5 (RB5) ความเขมขน 1,000 mgL-1 นํามาเจือจางใหได
ความเขมขนของสียอมเทากับ 50-1000 mgL-1 วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโต
มิเตอรที่ความยาวคลื่น 592 นาโนเมตร สําหรับสียอม RBBR และ 595.5 นาโนเมตร สําหรับสี
ยอม RB5 แลวนําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงและคาความเขมขนของสี 
 
ตารางผนวกที่ 1 ขอมูลการเทียบมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนสียอม 
                           Remazol Brilliant Blue R (RBBR) 
 

ความเขมขนสยีอม (mgL-1) คาการดูดกลืนแสงที่ 592 นาโนเมตร 

50 0.48 

100 0.95 

200 1.93 

400 3.84 

600 5.68 

800 7.61 

1,000 9.45 
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ภาพผนวกที่ 1 กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนสียอม RBBR 
 
ตารางผนวกที่ 2 ขอมูลการเทียบมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกบัความเขมขนสียอม  
                        Reactive Black 5 (RB5) 
 

ความเขมขนสยีอม (mgL-1) คาการดูดกลืนแสงที่ 595.5 นาโนเมตร 

50 1.5 

100 3.33 

200 6.20 

400 12.12 

600 18.82 

800 24.89 

1,000 31.45 
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ภาพผนวกที่ 2 กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนสียอม RB5 
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ตารางผนวกที่ 3  รอยละการลดความเขมสียอม RBBR 200, 400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1 
 

 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 

 
 
 
 
 
 
 

รอยละการลดความเขมสียอม เวลา 
(ช่ัวโมง) 200 mgL-1 400 mgL-1 600 mgL-1 800 mgL-1 1,000 mgL-1 

0 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 
2 36.92a 38.82a 40.92a 26.52a 23.13a 
4 61.17a 64.26a 70.24a 67.81a 59.66a 
8 66.67a 79.88a 83.43a 87.92a 88.84a 
16 96.89a 96.05a 95.97a 96.34a 95.55a 
24 97.16a 95.93a 96.81a 96.23a 96.05a 
48 99.50a 97.96a 97.45a 96.70a 96.49a 
72 99.89a 97.85a 97.57a 97.17a 96.98a 
96 99.59a 99.68a 98.44a 98.05a 97.79a 
120 98.69a 99.52a 99.14a 98.90a 98.41a 
144 97.93a 99.34a 99.47a 98.56a 98.69a 
168 94.71a 98.56a 99.54a 99.22a 98.87a 

C.V    = 29.8 %     
F-test = ns      



 

   73 

ตารางผนวกที่ 4  กิจกรรมเอนไซมแลคเคสจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ในการลด 
ความเขมขนสยีอม RBBR 200, 400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1 

 

 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 

 
 
 
 
 
 

กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (UL-1) เวลา 
(ช่ัวโมง) 200 mgL-1 400 mgL-1 600 mgL-1 800 mgL-1 1,000 mgL-1 

0 10.86a 10.95a 14.05a 5.87a 6.41a 
2 42.13a 49.03a 60.32a 34.91a 38.68a 
4 55.26a 67.63a 86.80b 55.77a 69.87a 
8 73.47a 113.45b 144.31b 136.76b 173.51a 
16 151.86b 425.63b 719.11b 724.61b 759.81a 
24 32.85a 210.21b 329.04b 225.73b 306.41b 
48 1.26a 39.58a 207.41b 64.58a 97.69b 
72 14.17a 16.02a 31.38a 43.14a 75.72b 
96 34.74a 26.28a 28.70a 22.33a 66.25a 
120 27.55a 5.42a 10.93a 0.00a 0.00a 
144 24.73a 0.79a 0.00a 0.00a 0.00a 
168 3.21a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 

C.V    = 59 %     
F-test = *      
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ตารางผนวกที่ 5  กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส จากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039  
ในการลดความเขมขนสียอม RBBR 200, 400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1 

 

 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 

 
 
 
 
 
 

กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (UL-1) เวลา 
(ช่ัวโมง) 200 mgL-1 400 mgL-1 600 mgL-1 800 mgL-1 1,000 mgL-1 

0 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 
2 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 
4 3.35a 2.76a 2.37a 2.07a 0.72a 
8 9.09a 8.68a 8.56a 10.40a 10.67a 
16 1.39a 2.96a 4.55a 4.97a 5.61a 
24 14.86a 15.18a 16.50a 15.17a 14.95a 
48 7.37a 8.72a 2.14a 1.96a 1.74a 
72 1.66a 2.64a 5.72a 2.42a 0.26a 
96 2.33a 2.85a 3.03a 1.50a 0.99a 
120 4.48a 0.00a 0.21a 0.00a 0.00a 
144 4.65a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 
168 6.29a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 

C.V   = 55.4 %     
F-test = ns      
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ตารางผนวกที่ 6  รอยละการลดความเขมสียอม RBBR 1,000 mgL-1 โดยใชเชื้อรา Datronia sp.  
KAPI0039 1, 2 และ 3 กรัมตอสารละลายสียอม 100 มิลลิลิตร 

 
รอยละการลดความเขมสียอม เวลา 

(ช่ัวโมง) 1 กรัม 2 กรัม 3 กรัม 
0 0.00a 0.00a 0.00a 
2 4.70a 3.54a 7.91a 
4 17.30a 26.10a 42.97a 
6 54.04a 62.41a 72.98a 
8 82.96b 90.23b 94.76b 
12 95.03b 95.48b 95.80b 
18 95.57b 96.07b 96.15b 
24 96.00b 96.20b 96.44b 
48 96.13b 96.47b 96.85b 
72 96.39b 96.72b 96.89b 
96 96.53b 97.00b 97.22b 
120 96.62b 97.15b 97.46b 
144 96.55b 97.21b 97.30b 
168 96.61b 97.22b 96.97b 

C.V   = 5.6 %    
F-test = *    
 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 
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ตารางผนวกที่ 7  กิจกรรมองเอนไซมแลคเคส จากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 1, 2 และ 3  
กรัมตอสารละลายสียอม 100 มิลลิลิตร 

 
กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (UL-1) เวลา 

(ช่ัวโมง) 1 กรัม 2 กรัม 3 กรัม 
0 0.80a 2.63a 2.93a 
2 4.71a 16.64a 28.54a 
4 17.96a 37.59a 69.80a 
6 48.13a 69.78a 148.54a 
8 77.29a 130.11a 373.06a 
12 246.58b 453.79a 622.04a 
18 615.22b 1098.31b 1107.60b 
24 862.14b 1169.67b 1125.16b 
48 32.44a 80.84b 57.19a 
72 26.76a 91.10a 41.89a 
96 19.81a 67.12a 41.74a 
120 17.15a 62.56a 63.34a 
144 4.40a 22.20a 14.06a 
168 2.87a 14.73a 64.97a 

C.V   = 13 %    
F-test = *    
 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 
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ตารางผนวกที่ 8  กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส จากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039  
1, 2 และ 3 กรัมตอสารละลายสียอม 100 มิลลิลิตร 

 
กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (UL-1) เวลา 

(ช่ัวโมง) 1 กรัม 2 กรัม 3 กรัม 
0 1.05a 2.13a 1.35a 
2 1.67a 4.71a 3.79a 
4 2.49a 22.59a 60.29b 
6 7.30a 13.61a 19.87a 
8 15.79a 29.81a 43.31b 
12 32.33b 59.49a 85.41b 
18 97.85b 166.68b 219.29b 
24 148.50b 191.18b 263.57b 
48 22.56a 63.66b 188.70b 
72 2.49a 22.59a 57.90b 
96 1.76a 9.96a 23.56a 
120 0.92a 3.84a 3.76a 
144 2.28a 4.04a 15.12a 
168 0.65a 1.75a 7.28a 

C.V   = 33.1 %   
F-test = *    
 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 
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ตารางผนวกที่ 9  รอยละการลดความเขมสียอม RBBR 1,000 mgL-1 โดยใชเชื้อรา 2 กรัมตอ 
สารละลายสียอม 100 มิลลิลิตร ที่ pH เร่ิมตน 3, 5, 7 และ 9 

 

 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 

 
 
 
 

รอยละการลดความเขมสียอม เวลา 
(ช่ัวโมง) pH 3 pH 5 pH 7 pH 9 

0 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 
2 0.87a 3.98a 4.42a 5.34a 
4 2.15a 31.95a 18.76a 13.77a 
6 8.53a 58.22a 38.56a 21.47a 
8 3.42a 81.26b 55.06b 26.61a 
12 13.59a 95.11b 88.07b 44.83a 
18 30.33a 96.10b 96.12b 89.33b 
24 51.51a 95.86b 95.88b 95.41b 
48 72.87b 96.29b 97.08b 97.16b 
72 81.94b 91.68b 92.92b 90.89b 
96 82.62b 96.79b 96.80b 94.79b 
120 84.78b 96.95b 96.97b 94.70b 
144 84.91b 97.43b 97.45b 95.28b 
168 84.56b 97.51b 97.52b 96.26b 

C.V   = 7.6 %     
F-test = *     
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ตารางผนวกที่ 10  กิจกรรมเอนไซมแลคเคสจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ในการลดความ 
  เขมขนสียอม RBBR 1,000 mgL-1 โดยใชเชื้อรา 2 กรัมตอสารละลายสียอม 
  100 มิลลิลิตร ที่ pH เร่ิมตน 3, 5, 7 และ 9 

 
กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (UL-1) เวลา 

(ช่ัวโมง) pH 3 pH 5 pH 7 pH 9 
0 1.02a 0.84a 1.13a 2.67a 
2 0.59a 5.08a 7.79a 26.26a 
4 1.13a 19.06a 27.46a 47.98a 
6 0.40a 26.23a 40.22a 56.61a 
8 0.76a 64.37a 80.36b 84.17b 
12 1.69a 215.64b 181.09b 168.48b 
18 1.98a 461.06b 502.10b 377.75b 
24 5.87a 195.45b 1,148.66b 749.09b 
48 10.35a 20.39a 1,521.42b 1,620.38b 
72 3.51a 19.61a 782.81b 815.47b 
96 3.15a 24.01a 355.33b 687.42b 
120 2.11a 11.60a 303.56b 465.85b 
144 0.42a 4.57a 122.28b 359.61b 
168 1.65a 4.04a 32.88a 231.63b 

C.V   = 23.4 %    
F-test = *     
 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 
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ตารางผนวกที่ 11  กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสจากเชื้อรา Datronia sp.  
  KAPI0039 ในการลดความเขมขนสียอม RBBR 1,000 mgL-1 โดยใชเชื้อรา 2  
  กรัมตอสารละลายสียอม 100 มิลลิลิตร ที่ pH เร่ิมตน 3, 5, 7 และ 9 

 
กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (UL-1) เวลา 

(ช่ัวโมง) pH 3 pH 5 pH 7 pH 9 

0 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 
2 0.00a 1.43a 1.71a 1.52a 
4 1.65a 5.12a 4.15a 5.49a 
6 8.18a 7.15a 8.50a 5.54a 
8 8.09a 7.65a 4.13a 1.51a 
12 0.00a 38.73a 20.52a 10.63a 
18 0.00a 59.26a 57.30a 18.82a 
24 0.00a 38.27a 130.02c 65.11a 
48 0.00a 5.72a 312.54c 262.73c 
72 0.09a 7.87a 218.68c 126.50c 
96 0.98a 1.92a 239.43c 109.89c 
120 0.21a 0.26a 221.71c 94.87c 
144 0.00a 0.40a 228.25c 90.57c 
168 0.00a 0.00a 198.93c 31.08c 

C.V   = 29.1 %    
F-test = *     
 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 
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ตารางผนวกที่ 12  รอยละการลดความเขมสียอม RB5 200, 400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1 
 

 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 

 
 
 
 
 

รอยละการลดความเขมสียอม เวลา 
(ช่ัวโมง) 200 mgL-1 400 mgL-1 600 mgL-1 800 mgL-1 1,000 mgL-1 

0 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 
2 11.16a 10.89a 6.19a 3.59a 6.11a 
4 8.16a 13.92a 3.42a 4.26a 6.24a 
6 22.74a 19.39a 10.01a 8.13a 6.15a 
8 25.05a 18.28a 7.87a 3.85a 6.62a 
12 25.05a 18.28a 7.87a 3.85a 6.62a 
18 51.44a 33.21a 21.43a 2.55a 10.87a 
24 47.45a 38.30a 16.62a 12.33a 10.08a 
48 89.80b 91.10b 82.41b 83.61b 66.51b 
72 92.08b 93.11b 89.86b 89.87b 82.20b 
96 92.86b 94.70b 93.21b 93.31b 86.78b 
120 93.52b 95.80b 95.72b 95.22b 88.38b 
144 94.02b 96.49b 96.28b 95.35b 88.94b 
168 94.40b 96.70b 96.80b 95.82b 89.34b 

C.V   = 9.7 %     
F-test = *      
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ตารางผนวกที่ 13  กิจกรรมเอนไซมแลคเคสจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 ในการลดความ 
เขมขนสียอม RB5 200, 400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1 

 

 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 

 
 
 
 

กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (UL-1) เวลา 
(ช่ัวโมง) 200 mgL-1 400 mgL-1 600 mgL-1 800 mgL-1 1,000 mgL-1 

0 1.03a 0.46a 0.00a 0.00a 0.00a 
2 9.55a 7.17a 0.46a 0.00a 0.00a 
4 10.36a 13.75a 13.36a 4.89a 1.57a 
6 5.92a 16.01b 24.85b 11.99a 25.76b 
8 22.06b 29.68b 36.98b 32.07b 29.89b 
12 28.75b 34.14b 76.59c 76.64c 62.16c 
18 29.75b 54.09b 91.81c 115.12c 88.06c 
24 20.83b 19.74b 29.18a 36.33b 77.99c 
48 10.07a 9.83a 31.02b 11.62a 28.21b 
72 12.26a 6.44a 26.94b 40.89b 178.57c 
96 6.72a 3.39a 3.68a 12.15a 120.66c 
120 5.30a 0.55a 5.46a 20.05a 26.97b 
144 8.58a 4.09a 9.72a 26.26b 17.77b 
168 4.51a 2.09a 17.55a 38.01b 22.38b 

C.V   = 48.4 %     
F-test = *      
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ตารางผนวกที่ 14  กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039  
   ในการลดความเขมขนสียอม RB5 200, 400, 600, 800 และ 1,000 mgL-1 

 

 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 

 
 
 
 

กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (UL-1) เวลา 
(ช่ัวโมง) 200 mgL-1 400 mgL-1 600 mgL-1 800 mgL-1 1,000 mgL-1 

0 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 

2 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 

4 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 

6 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 

8 1.90a 3.67a 0.00a 1.86a 1.86a 
12 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 

18 1.04a 3.02a 1.98a 3.04a 0.00a 

24 4.03a 6.13a 3.59a 0.00a 0.00a 

48 2.79a 3.23a 14.27a 8.32a 3.35a 
72 0.21a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 
96 8.24a 4.44a 4.05a 5.98a 14.70a 
120 7.52a 1.64a 1.14a 1.27a 28.32b 
144 10.25a 0.51a 0.36a 1.86a 49.94b 
168 5.54a 0.66a 0.98a 1.59a 16.76b 

C.V   = 87.1%     
F-test = *      
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ตารางผนวกที่ 15  รอยละการลดความเขมสียอม RB5 600 mgL-1 โดยใชเชื้อรา Datronia sp.  
  KAPI0039 1, 2 และ 3 กรัมตอสารละลายสียอม 100 มิลลิลิตร 

 
รอยละการลดความเขมสียอม เวลา 

(ช่ัวโมง) 1 กรัม 2 กรัม 3 กรัม 
0 0.00a 0.00a 0.00a 
2 3.29a 5.49a 5.98 a 
4 3.29a 5.45a 9.51a 
6 3.71a 9.45a 15.37a 
8 5.56a 15.24a 9.91a 
12 8.08a 14.86a 18.51a 
18 16.09a 23.39a 29.61a 
24 18.36a 30.68a 40.54a 
48 29.24a 86.03b 88.90b 
72 87.64b 91.16b 91.11b 
96 91.87b 94.29b 93.37b 
120 93.39b 95.48b 93.89b 
144 94.62b 96.17b 94.63b 
168 94.56b 96.13b 94.43b 

C.V   = 10.1%   
F-test = *    
 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 
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ตารางผนวกที่ 16  กิจกรรมเอนไซมแลคเคสจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039 1, 2 และ 3  
  กรัมตอสารละลายสียอม 100 มิลลิลิตร 

 
กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (UL-1) เวลา 

(ช่ัวโมง) 1 กรัม 2 กรัม 3 กรัม 
0 0.00a 1.04a 2.94a 
2 0.35a 4.04a 9.46a 
4 5.33a 15.91a 20.68a 
6 20.21a 26.79a 36.31b 
8 28.33a 49.69b 61.24b 
12 44.29b 66.66b 68.40b 
18 51.18b 72.37b 90.73c 
24 78.13b 93.29c 88.84c 
48 119.29c 121.97c 72.01b 
72 167.10c 181.36c 102.83c 
96 174.41c 146.94c 77.71b 
120 127.83c 132.96c 47.75b 
144 101.86c 79.31b 22.09a 
168 61.65b 40.09b 13.76a  

C.V   = 19.9%    
F-test = *    
 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 
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ตารางผนวกที่ 17  กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดสจากเชื้อรา Datronia sp. KAPI0039  
  1, 2 และ 3 กรัมตอสารละลายสียอม 100 มิลลิลิตร 

 
แมงกานีสเปอรออกซิเดส (UL-1) เวลา 

(ช่ัวโมง) 1 กรัม 2 กรัม 3 กรัม 
0 0.00a 0.00a 0.00a 

2 0.00a 0.00a 0.00a 

4 0.00a 0.00a 0.00a 

6 0.00a 0.00a 0.00a 

8 4.51a 8.84a 12.79a 
12 5.55a 13.51b 13.74b 
18 4.19a 11.68a 14.63b 
24 6.75a 17.81b 14.28b 
48 15.11b 20.83b 13.00b 
72 20.65b 26.46b 26.81b 
96 12.93b 10.74a 14.61b 
120 9.75a 8.49a 12.84a 
144 5.69a 4.97a 3.62a 
168 4.91a 4.30a 2.59a  

C.V   = 24.6%    
F-test = *    
 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 
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ตารางผนวกที่ 18  รอยละการลดความเขมสียอม RB5 600 mgL-1 โดยใชเชื้อรา 2 กรัมตอ 
  สารละลายสียอม 100 มิลลิลิตร ที่ pH เร่ิมตน 3, 5, 7 และ 9 

 

 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 

 
 
 
 

รอยละการลดความเขมสียอม เวลา 
(ช่ัวโมง) pH 3 pH 5 pH 7 pH 9 

0 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 

2 7.15a 8.67a 1.76a 5.67a 
4 5.86a 3.66a 1.76a 1.15a 
6 4.42a 3.20a 1.76a 2.11a 
8 17.41a 2.55a 8.83a 11.66a 
12 24.98a 15.56a 11.99a 14.09a 
18 35.24a 16.92a 16.31a 14.18a 
24 43.90b 18.96a 31.07a 16.63a 
48 59.99b 88.01b 45.14b 31.98a 
72 68.33b 88.38b 45.72b 42.15b 
96 68.93b 90.13b 50.58b 60.87b 
120 68.38b 91.12b 60.31b 69.98b 
144 71.54b 92.64b 67.20b 77.62b 
168 72.32b 93.18b 71.94b 78.83b 

C.V   = 33.3%    
F-test = *     
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ตารางผนวกที่ 19  กิจกรรมเอนไซมแลคเคสจากรา Datronia sp. KAPI0039 ในการลดความ 
  เขมขนสียอม RB5 600 mgL-1 โดยใชรา 2 กรัมตอสารละลายสียอม 100  
  มิลลิลิตร ที่ pH เร่ิมตน 3, 5, 7 และ 9 

 
กิจกรรมเอนไซมแลคเคส (UL-1) เวลา 

(ช่ัวโมง) pH 3 pH 5 pH 7 pH 9 
0 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 

2 0.00a 4.18a 5.01a 3.14a 
4 0.00a 10.46a 23.56a 12.45a 
6 0.00a 17.65b 37.06a 23.89a 
8 1.01a 20.72a 65.38b 42.26b 
12 1.33a 26.90a 116.97b 72.92b 
18 5.68a 26.03a 179.45b 94.31b 
24 10.98a 34.55a 218.46b 128.31b 
48 17.35b 123.69b 125.18b 104.20b 
72 36.21b 160.46b 41.39b 80.82b 
96 46.24b 118.98b 6.27a 52.87b 
120 32.78b 33.81a 9.53a 28.02a 
144 7.33b 30.20a 9.99a 21.14a 
168 3.34b 3.63a 4.87a 10.88a 

C.V   = 26%    
F-test = *    
 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 
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ตารางผนวกที่ 20  กิจกรรมของเอนไซมกิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส จากเชื้อรา 
    Datronia sp. KAPI0039 ในการลดความเขมขนสียอม RB5 600 mgL-1 โดย 

  ใชเชื้อรา 2 กรัมตอสารละลายสีโดยยอม 100 มิลลิลิตร ที่ pH เร่ิมตน 3, 5, 7  
  และ 9 
 

กิจกรรมเอนไซมแมงกานีสเปอรออกซิเดส (UL-1) เวลา 
(ช่ัวโมง) pH 3 pH 5 pH 7 pH 9 

0 0.00a 0.00a 0.00a 0.69a 
2 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 
4 0.00a 0.00a 0.00a 4.05a 
6 0.00a 0.00a 0.00a 0.73a 
8 0.00a 0.00a 0.00a 2.37a 
12 0.00a 0.00a 0.00a 2.23a 
18 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 
24 0.00a 0.00a 3.50a 3.05a 
48 0.00a 0.00a 0.00a 0.96a 
72 0.00a 0.00a 14.79b 20.70b 
96 3.18a 12.21a 1.05a 11.65b 
120 22.37b 29.37b 1.59a 4.52a 
144 9.65b 9.65a 0.61a 6.22a 
168 4.87a 3.47a 0.44a 1.36a 

C.V   = 94.6%    
F-test = ns     
 
หมายเหตุ  ns ไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 

    * มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 95 % 
    คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรตางกันในแตละคอลัมนมีความแตกตางกนัที่ระดับความ 
    เชื่อมั่นเทากบั 95 % 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวอรชีรา เพ็ชรชอย 
วัน เดือน ป ที่เกิด 20 กันยายน 2527 
สถานที่เกิด  ปทุมธานี 
ประวัติการศึกษา วิทยาศาตรบณัฑิต (เทคโนโลยีและการจดัการ) 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร พ.ศ. 2548 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจุบัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  นําเสนอผลงานในการประชมุทางวิชาการ คร้ังที่ 47 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร สาขาทรัพยากรธรรมชาติและ
ส่ิงแวดลอม 

ทุนการศึกษาที่ไดรับ - 
 
 
 

 




