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บทคดัย่อ 

การศกึษาการลดส ีAcid Red 2 โดยแบคทเีรยี Lysinibacillus sphaericus (C23), Paenibacillus sp. 
B1 (C29), Paenibacillus sp. Dg.904 (C24) และ Stenotrophomonas maltophilia (C39) พบว่าแบคทีเรีย 
C23 สามารถลดสคีวามเขม้ขน้ 100 มิลลิกรมัต่อลิตร เท่ากบัร้อยละ 100 และมีอตัราการลดสเีฉลี่ย 12.50 
มลิลกิรมัต่อลติรต่อชัว่โมง ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ภายใต้สภาวะนิ่ง ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 7.0 
ระยะเวลาเพยีง 8 ชัว่โมง เมื่อความเขม้ขน้สสีงูถงึ 500 มลิลกิรมัต่อลติร แบคทเีรยี C23 สามารถลดสรีอ้ยละ 
100 และมอีตัราการลดสเีฉลี่ย 25.00 มลิลกิรมัต่อลติรต่อชัว่โมง ที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 7.0 ภายใน
ระยะเวลา 20 ชัว่โมง ส าหรบัการวเิคราะหผ์ลติภณัฑห์ลงัการลดสโีดยเทคนิค UV-visible spectrophotometry 
พบว่าค่าการดดูกลนืแสงสงูสุดเปลีย่นแปลงจาก 429 เป็น 238 นาโนเมตร แสดงใหเ้หน็ว่าผลติภณัฑห์ลงัการ
ลดสมีกีารเปลีย่นแปลงของหมู่ฟังกช์นัเฉพาะของสารไปจากเดมิ นอกจากนี้เมื่อวเิคราะหก์ารเปลีย่นแปลงหมู่
ฟังก์ชนัโดยเทคนิค Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy ภายหลงัการลดส ีพบว่าหมู่ฟังก์ชนั
ของโครงสรา้งสใีนผลติภณัฑห์ลงัการลดสมีแีนวโน้มเลก็ลง ค่ารอ้ยละการก าจดัซโีอดขีองผลติภณัฑห์ลงับ าบดั
มเีท่ากบั 66.18 อย่างไรกต็าม เมื่อน าผลติภณัฑห์ลงับ าบดัมาศกึษาความเป็นพษิต่อการเจรญิเตบิโตของตน้
ถัว่เขียว พบว่าร้อยละการงอก ความยาวของยอด และความยาวของรากเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัผลจากส ีAcid Red 2  
 

ค าส าคญั : สยีอ้ม Acid Red 2; การลดส;ี แบคทเีรยี Lysinibacillus sphaericus 
 
Abstract 

Decolorization of Acid Red 2 dye by Lysinibacillus sphaericus (C23), Paenibacillus sp. B1 (C29), 
Paenibacillus sp.  Dg. 904 (C24)  and Stenotrophomonas maltophilia (C39)  was studied.  From the 
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beginning dye concentration of 100 mg L-1, the bacterial C23 could 100 % decolorize with an average 
rate of decolorization at 12.50 mg L-1 h-1, under static conditions at 37 oC, pH 7.0 within 8 hours. By 
increasing dye concentration up to 500 mg L-1, the C23 could remain 100 % decolorization, while the 
average decolorization rate was 25.00 mg L-1 h-1 during 20 hours. In the section of degradation product 
analysis by using UV-visible spectrophotometry, the maximum adsorption wavelengths were changed 
from 429 nm to 238 nm.  The result indicated that the specific functional groups of Acid Red 2 dye 
were changed after biodegradation.  In addition, Fourier transform infrared (FTIR)  spectroscopy had 
analyzed the changing of functional groups of Acid Red 2 dye structure after decolorization.  The 
functional groups of the products after decolorization were smaller than those of the original Acid Red 
2 structure.  The percentage of COD removal after decolorization by C23 was 66. 18.  However, the 
toxicity of decolorized products to green bean growth was found that the percentage of germination, 
plumule length, and radical length increased significantly when compared with those of Acid Red 2.  
 

Keywords: Acid Red 2 dye, decolorization, Lysinibacillus sphaericus  
 
1. ค าน า 

อุตสาหกรรมสิง่ทอเป็นอุตสาหกรรมที่มกีาร
ใชน้ ้าและสารเคมใีนกระบวนการผลติท าใหเ้กดิเป็น
ของเสยีในปรมิาณมากโดยเฉพาะน ้าเสยีทีเ่ป็นสแีละ
สารเคมต่ีาง ๆ ที่ละลายอยู่ในน ้า ท าให้น ้าเสยีจาก
อุตสาหกรรมสิง่ทอประกอบด้วยค่าบโีอด ีค่าซโีอด ี
และความเข้มข้นของสีย้อมจะแปรเปลี่ยนไปตาม
กระบวนการผลิตที่มีลักษณะเฉพาะของโรงงาน   
แต่ละแห่ง เนื่องจากน ้าเสยีที่ปล่อยลงสู่ธรรมชาตมิี
การปนเป้ือนของสารเคมแีละสยีอ้มทีห่ลงเหลอืจาก
กระบวนการผลิต ส่งผลให้เกิดความเสียหายต่อ
คุณภาพน ้ าในด้านของทัศนียภาพและก่อให้เกิด
มลพิษทางน ้าที่ส่งผลกระทบต่อสิง่มีชีวิตในน ้าอีก
ดว้ย (Eichlerova et al., 2006) 

สยีอ้มเอซดิ (acid dye) คอื สยีอ้มเคมหีรอืสี
ยอ้มสงัเคราะหช์นิดหนึ่ง มโีครงสรา้งขนาดใหญ่และ
ซบัซ้อน ซึ่งเมื่อละลายน ้าแล้วโมเลกุลสจีะมีประจุ
เป็นลบที่เรียกว่า “สีเอซิด” โครงสร้างของสีย้อม
ประกอบดว้ยหมู่อะตอมทีเ่รยีกว่า “โครโมฟอร”์ เป็น
หมู่อะตอมทีท่ าใหเ้กดิส ีไดแ้ก่ หมู่เอโซ (-N=N-) หมู่
ซลัเฟอร์ (-S-) หมู่ไนโตร (-NO2) เป็นต้น ท าใหค้่า 

ซีโอดีในน ้าเสียมีปริมาณสูง ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็ง 
(carcinogen) และสารก่อการกลาย (mutagen) ใน
สิง่มชีวีติ (Santos et al., 2004) เน่ืองจากสชีนิดนี้จะ
เกดิกลไกการตดิสหีรอืสามารถยอ้มและดดูซบัอย่าง
รวดเร็วในสารละลายสีย้อมที่มีสภาพเป็นกรด 
โครงสรา้งโมเลกุลของสสี่วนใหญ่เป็นเกลอืโซเดยีม
ของกรดอินทรีย์ เหมาะส าหรบัย้อมเส้นใยโปรตีน 
เช่น ขนสตัว ์ไหม เสน้ใยสงัเคราะหบ์างชนิด กลไก
ในการดูดติดสเีกดิเป็นพนัธะไอออนิค โดยเกดิขึน้
ระหว่างหมู่ NH2 ในเสน้ใยกบัหมู่ซลัเฟตของสยีอ้ม 
NaO3S ด้วยอาศัย H+ จากสภาวะความเป็นกรด
สารละลายสยีอ้มใหแ้ก่หมู่ NH2 เป็น NH3

+ 
การก าจดัสใีนอุตสาหกรรมแบ่งเป็นวธิทีาง

กายภาพ เคมี และชีวภาพ ซึ่งแต่ละวิธีก็จะมี
ขอ้จ ากดัทีแ่ตกต่างกนั งานวจิยันี้เลอืกใชก้ารบ าบดั
ด้วยวิธทีางชีวภาพ (biological treatment) ซึ่งเป็น
วิธีการบ าบดัน ้าเสยีด้วยการก าจดัสิง่เจือปนในน ้า
เสยีโดยใชก้ระบวนการทางชวีภาพหรอืใชจุ้ลนิทรยี์ 
โดยเฉพาะสารคาร์บอนอินทรีย์ ไนโตรเจน และ
ฟอสฟอรสั โดยจุลนิทรยีจ์ะใชส้ารอนิทรยีเ์ป็นอาหาร 
สารตัง้ตน้ในกระบวนการด ารงชวีติ การเจรญิเตบิโต 
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การสงัเคราะหเ์ซลลใ์หม่ (new cell) ซึง่จะไดผ้ลผลติ
เป็นก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์(CO2) น ้า (H2O) โดย
จุลินทรีย์เหล่านี้อาจเป็นจุลินทรีย์ใช้ออกซิเจน 
(aerobic organism) หรือจุลินทรีย์ไม่ใช้ออกซิเจน 
(anaerobic organism) 

Telke และคณะ (2008) ศกึษาจลศาสตรแ์ละ
กลไกของสีย้อม Reactive Red 141 (RR141) ที่
ย่ อ ย สล ายด้ ว ย  Rhizobium radiobacter MTCC 
8161 ซึง่เป็นแบคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากน ้าเสยีในระบบ
บ าบดัของโรงงานฟอกย้อม พบว่าแบคทเีรยีชนิดนี้
สามารถย่อยสลายสยี้อมเอโซหลายประเภท โดย
ศึกษาการย่อยสลาย RR141 ที่มีความเข้มข้น 50 
มลิลกิรมัต่อลติร ทีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส และ
ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 7.0 ภายใต้สภาวะไร้
อากาศ มคี่าซโีอดลีดลงรอ้ยละ 83.33 โดยยเูรยีและ
สารสกดัจากยสีต์จะช่วยส่งเสรมิการย่อยสลายของ
แบคทีเรยีชนิดนี้ เมื่อวิเคราะห์ผลิตภณัฑ์ที่ได้ด้วย
เทคนิ ค  FTIR spectroscopy แ ละ เทคนิ ค  gas 
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) 
แสดงแนวโน้มให้เห็นว่าโครงสร้างสีย้อมเกิดการ
ย่อย สลายกลายเป็น naphthalene diazonium,     
p-dinitrobenzene และ 2-nitrosonaphthol ซึ่งเป็น
ผลติภณัฑ์สุดท้าย การศกึษาแบคทเีรยี Klebsiella 
pneumoniae ทีแ่ยกไดจ้ากกากตะกอนเร่งปนเป้ือน
สสีงัเคราะห์ เป็นแบคทเีรยีทีม่ปีระสทิธภิาพในการ
ย่ อ ยสลายสี  Methyl Red ภาย ใ ต้ สภ า ว ะที่ มี
ออกซิเจน ซึ่งสีชนิดนี้จ ัดอยู่ในกลุ่ม mono azo ที่
เป็นสารก่อการกลาย โดยสามารถย่อยสลายสี 
Methyl Red เป็นสาร 2 ชนิด คือ 2-aminobenzoic 
acid และ  N,N-dimethyl-p-phenylene diamine 
จากนัน้สาร 2 ชนิด นี้จะถูกย่อยสลายต่อเนื่องโดย
กิจกรรมของแบคทเีรีย ท าให้มีความเขม้ขน้ของสี
ลดลง (Wong and Yuen, 1998) 

ดงันัน้งานวจิยันี้จงึศกึษาการย่อยสลายของสี
ยอ้ม Acid Red 2 โดยศกึษาสายพนัธุข์องแบคทเีรยี

ที่เหมาะสมด้วยการทดสอบประสทิธภิาพการลดสี
ย้อมเอโซ โดยมีการแปรผนัปัจจยัต่าง ๆ จากนัน้
ตรวจสอบผลติภณัฑ์หลงัการลดสดี้วยเทคนิค UV-
visible spectrophotometry, Fourier transform 
infrared (FTIR) spectroscopy รวมทัง้วเิคราะห์ค่า
ซโีอด ี(chemical oxygen demand) ของผลติภณัฑ์
หลังการลดสี นอกจากนี้ยังทดสอบความเป็นพิษ
ของผลติภณัฑต่์อพชื ซึง่ผลงานวจิยัและขอ้มูลที่ได้
จะเป็นประโยชน์ในการประยุกตใ์ช้แบคทเีรยีในการ
บ าบดัน ้าทิง้จากโรงงานฟอกยอ้มต่อไป 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 การเตรียมสารละลายสีย้อม 

สีย้อมที่ใช้ในการศึกษาการลดสีครัง้นี้  
คือ Acid Red 2 (C15H15N3O2) มีชื่อทางการค้าว่า 
Methyl Red (Dystar Thai Co., Ltd., ไทย) น ้าหนกั
โมเลกุลเท่ากับ 269.3 เมื่อวัดค่าดูดกลืนแสงด้วย
เครื่อง UV-visible spectrophotometer (Shimadzu, 
UV-1601, ออสเตรเลีย) พบว่าความยาวคลื่นที่
ดูดกลืนแสงสูงสุด (λmax) เท่ากับ 429 นาโนเมตร 
เตรียมสารละลายสยี้อมด้วยการน าผงสยี้อมมาชัง่
และละลายในน ้ ากลัน่ให้ได้ความเข้มข้น 25,000 
มลิลกิรมัต่อลติร โดยสยีอ้ม Acid Red 2 มโีครงสรา้ง
สรา้ง (Clarke และ Kirner, 1941) ดงัรปูที ่1 
 

 
 

รปูท่ี 1  โครงสรา้งสรา้งสยีอ้ม Acid Red 2 
 

2.2 แบคทีเรียใช้ในการลดสียอ้ม 
แบคทีเรียที่ใช้ในการวิจัยครัง้นี้ ได้แก่ 

Lysinibacillus sphaericus ( C23) , Paenibacillus 
sp.  Dg.904 (C24) , Paenibacillus sp.  B1 (C29) 
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และ Stenotrophomonas maltophilia (C39) จาก
การคดัแยกจากดนิบรเิวณที่ทิง้ขยะ ซึ่งได้รบัความ
อนุเคราะห์จากภาควชิาจุลชวีวทิยา มหาวทิยาลยั
ชซิโึอกะ (Shizuoka University) ประเทศญีปุ่่ น  

2.3 การเตรียมกล้าเช้ือแบคทีเรีย 
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียโดยเขี่ยเชื้อลงบน

อาหารแข็ง nutrient agar (NA) บ่มในตู้บ่มเชื้อ 
(incubator) (Binder, ED240 oven, สหรฐัอเมรกิา) 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
แบคทเีรยีจะเจรญิเตม็พืน้ที่อาหารบนจานเลีย้งเชื้อ 
จากนัน้เขีย่แบคทเีรยี 1 โคโลนี ลงในขวดรูปชมพู่
ขนาด 250 มลิลลิติร ทีม่อีาหารเหลว nutrient broth 
(NB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วน าไปเขย่าบน
เครื่ อง เขย่ าแบบควบคุมอุณหภูมิ  ( incubator 
shaker) (SciLution, SI-S150, ไทย) ด้วยความเรว็ 
150 รอบต่อนาท ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้น าไปหมุนเหวีย่งดว้ยเครือ่ง
หมุนเหวี่ยงสารปริมาตรน้อย (microcentrifuge) 
(IWAKI, TCF-12, ญี่ปุ่ น) เพื่อแยกเซลล์ออกจาก
ส่วนใสดว้ยความเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 
10 นาท ีแยกเกบ็ส่วนตะกอนเซลลม์าลา้งดว้ย 0.85 
% NaCl จ านวน 2 รอบ เกบ็เซลล์ที่ได้ไว้ใช้ในการ 
ศกึษาต่อไป และเกบ็รกัษาแบคทเีรยีในอาหารเหลว 
NB ทีม่ ี30 % glycerol ผสมอยู่ในตูเ้ยน็แช่เยอืกแขง็
อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส เพื่อใช้ในการเตรียม
กลา้เชือ้ครัง้ต่อไป 

2.4 การเตรียมกล้าเช้ือแบคทีเรียเพื่อใช้
ในการลดสีย้อม 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียโดยเขี่ยเชื้อลงบน
อาหารแขง็ NA บ่มในตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง แบคทีเรียจะเจรญิ
เต็มพื้นที่อาหารบนจานเลี้ยงเชื้อ จากนัน้เขี่ยเชื้อ
แบคทีเรีย 1 โคโลนี ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มลิลลิติร ทีม่อีาหารเหลว NB ปรมิาตร 100 มลิลลิติร 
เขย่าบนเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ ด้วย

ความเร็ว 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง น ากล้าเชื้อที่ได้ไป
ค านวณปรมิาณความขุน่เซลลเ์ริม่ต้น โดยวดัค่าการ
ดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ด้วย
เครื่อง UV-visible spectrophotometer ปรับความ
เข้มข้นของเชื้ อ เ ริ่มต้น ให้ เท่ ากับ  McFarland 
standard no. 3 หรอืประมาณ OD = 0.582 โดยเจอื
จางด้วยอาหารเหลว NB ซึ่งจะได้กล้าเชื้อส าหรบั
น าไปศกึษาประสทิธภิาพในการลดสยีอ้มต่อไป 

2.5 การศึกษาการลดสีย้อม 
น าแบคทีเ รีย จากข้อ  2.4 มาศึกษา

ประสทิธิภาพในการลดสยี้อม เติมกล้าเชื้อคดิเป็น 
10 เปอรเ์ซน็ต์ (ปรมิาตรโดยปรมิาตร) ลงในอาหาร
เหลว Bushnell Haas medium (BHM) 90 มลิลลิติร 
ซึง่มสี่วนประกอบ คอื MgSO4 0.2 มลิลกิรมัต่อลติร 
K2HPO4 1.0 มลิลกิรมัต่อลติร KH2PO4 1.0 มลิลกิรมั
ต่อลิตร yeast extract 0.5 มิลลิกรมัต่อลิตร CaCl2 
0.02 มลิลกิรมัต่อลติร FeCl3 0.05 มลิลกิรมัต่อลติร 
NH4NO3 1.0 มิลลิกรมัต่อลิตร (Waghmode et al., 
2012) แหล่งคารบ์อน คอื glucose 5.0 มลิลกิรมัต่อ
ลิตร แหล่งไนโตรเจน คือ NH4Cl 5.0 มิลลิกรมัต่อ
ลติร แลว้ปรบัค่าความเป็นกรดด่างดว้ย 1.0 M HCl 
และ  1. 0 M NaOH วัดด้ ว ย เ ค รื่ อ ง  pH meter 
(Scientific Instrument, IQ 240, สหรฐัอเมรกิา) แลว้
ปรบัใหไ้ด้ค่าความเป็นกรดด่าง 7.0±0.2 ที่มสียี้อม 
Acid Red 2 ความเขม้ขน้เริม่ต้น 100 มลิลกิรมัต่อ
ลิตร บ่มในตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ภายใตส้ภาวะนิ่ง จนกระทัง่สมีกีารเปลีย่นแปลงจาก
สแีดงเป็นสเีหลอืงอ่อน น าสว่นใสทีไ่ดห้ลงัการบ าบดั
มาปรบัค่าความเป็นกรดด่างใหเ้ท่ากบั 7.0 จากนัน้
น าไปหมุนเหวีย่งดว้ยเครื่องหมุนเหวีย่งสารปรมิาตร
น้อย ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาท ีน าสว่นใสทีไ่ดไ้ปวดัค่าดดูกลนืแสงทีค่วามยาว
คลื่ น  429 นาโนเมตร ด้วย เครื่ อง  UV-visible 
spectrophotometer โดยมอีาหารเหลว BHM ทีผ่สม
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สีย้อม Acid Red 2 เ ป็นทรีตเมนต์ควบคุม  ซึ่ง
แบคทีเรียที่มีความสามารถในการลดสีจะถูก
คดัเลอืกเพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 

2.6 การหาความเข้มข้นของสีย้อมท่ี
เหมาะสมส าหรบัการลดสีย้อม 

เตมิกลา้เชือ้แบคทเีรยี 20 ไมโครลติร คดิ
เป็น 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรโดยปรมิาตร) ลงใน
หลุมแต่ละหลุมของ 96 well plate ที่มีอาหารเหลว 
BHM 180 มลิลลิติร ค่าความเป็นกรดด่าง 7.0±0.2 
เติมสยี้อม Acid Red 2 ที่มีความเข้มขน้เริม่ต้น 0-
4,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ( two- fold serial dilution) 
จากนัน้บ่มในตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 
ภายใต้สภาวะนิ่ง เกบ็ส่วนใสที่ 24 ชัว่โมง จากนัน้
น าไปหมุนเหวีย่งดว้ยเครื่องหมุนเหวีย่งสารปรมิาตร
น้อย ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาที ส่วนใสที่ได้ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 429 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate 
spectrophotometer โดยมอีาหารเหลว BHM ทีผ่สม
สยี้อม Acid Red 2 เป็นทรีตเมนต์ควบคุม ค่าที่ได้
น าไปค านวณร้อยละการลดสี (% decolorization) 
ดงัสมการที ่1 และอตัราการลดสเีฉลีย่ (average  

decolorization rate) ดงัสมการที ่2 
2.7 การหาความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสม

ส าหรบัการลดสีย้อม 
เตมิกลา้เชือ้แบคทเีรยี 20 ไมโครลติร คดิ

เป็น 10 เปอรเ์ซน็ต ์ปรมิาตรโดยปรมิาตร ลงในหลมุ
แต่ละหลุมของ 96 well plate ทีม่อีาหารเหลว BHM 
180 มลิลลิติร ปรบัค่าความเป็นกรดด่างดว้ย 1.0 M 
HCl และ 1.0 M NaOH ให้ได้ค่าความเป็นกรดด่าง
เท่ากบั 3.0, 5.0, 7.0, 9.0 และ 11.0 เตมิสยีอ้ม Acid 
Red 2 (การทดลองขอ้ 2.6) จากนัน้บ่มในตู้บ่มเชือ้ 
อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ภายใต้สภาวะนิ่ง และ
เก็บส่วนใสทุก 2 ชัว่โมง จนกระทัง่สมีีการเปลี่ยน 
แปลงจากสแีดงเป็นสเีหลอืงอ่อน จากนัน้น าไปหมุน
เหวี่ยงด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงสารปริมาตรน้อย 
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
สว่นใสทีไ่ดไ้ปวดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 
429 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate spectro- 
photometer โดยมีอาหารเหลว BHM ที่ผสมสยี้อม 
Acid Red 2 เป็นทรีตเมนต์ควบคุม ค่าที่ได้น าไป
ค านวณรอ้ยละการลดส ี(สมการที ่1) และอตัราการ
ลดสเีฉลีย่ (สมการที ่2) 

 

รอ้ยละการลดส ี= [(ความเขม้สกี่อนลดส ี- ความเขม้สหีลงัลดส)ี ÷ ความเขม้สกี่อนลดส]ี x 100    (1) 
อตัราการลดสเีฉลีย่ = [(ความเขม้สกี่อนลดส ีx รอ้ยละการลดส)ี ÷ (100 x ระยะเวลาการลดส)ี]    (2) 

 
2.8 วิเคราะหผ์ลิตภณัฑห์ลงัการลดสีย้อม 

2.8.1 การวเิคราะหก์ารลดส ี
น าผลติภณัฑห์ลงัจากการลดสีมาหา

ร้อยละการลดส ีโดยเกบ็ตวัอย่าง 1 มลิลลิติร หมุน
เหวี่ยงโดยเครื่องหมุนเหวี่ยงสารปริมาตรน้อย 
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที น า
ส่วนใสหลงัการหมุนเหวีย่งมาวดัค่าการดูดกลนืแสง
ด้วยเครื่อง UV-visible spectrophotometer วัดค่า
การดดูกลนืแสงทีส่งูสดุ (λmax) ของสยีอ้ม Acid Red 
2 คือ 429 นาโนเมตร โดยเปรียบเทียบกับกราฟ

มาตรฐานของสยีอ้ม ซึง่ใชอ้าหารเหลว BHM ทีไ่ม่มี
การเตมิสเีป็นทรตีเมนตค์วบคุม และค านวณรอ้ยละ
การลดส ี(สมการที่ 1) (Qu et al., 2012) และอตัรา
การลดสเีฉลีย่ (สมการที ่2) 

2.8.2 วิธีวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย
เทคนิค UV-visible spectrophotometry 

น าผลติภณัฑท์ีก่่อนและหลงัการลดสี
หมุนเหวีย่งดว้ยเครื่องหมุนเหวีย่งสารปรมิาตรน้อย 
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
ส่วนใสทีไ่ดป้รบัค่าความเป็นกรดด่างใหเ้ท่ากบั 7.0 
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จากนัน้วัดค่าการดูดกลืนแสงช่วงความยาวคลื่น
190-700 นาโนเมตร ดว้ยเครื่อง UV-visible spectro-
photometer ซึง่ใชอ้าหารเหลว BHM ทีไ่ม่มกีารเตมิ
สเีป็นทรตีเมนต์ควบคุมเปรยีบเทยีบกบัผลติภณัฑ์
หลงัการลดส ีจากนัน้สรา้งกราฟค่าการดูดกลนืแสง
ทีเ่ปลีย่นแปลงของผลติภณัฑ ์

2.8.3 วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงหมู่
ฟังกช์นัดว้ยเทคนิค FTIR spectroscopy 

น าสารตวัอย่างทีเ่ป็นผลติภณัฑ์ก่อน
และหลงัการลดสหีมุนเหวีย่งดว้ยเครื่องหมุนเหวี่ยง
สารปริมาตรน้อย ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
นาน 10 นาที น าส่วนใสที่ได้ไปท าให้เป็นของแขง็
โดยการระเหยน ้าออกในตู้อบความร้อน (hot air 
oven) อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส และน าเขา้ตู้ดูด
ความชื้น (desiccator) เตรียมตัวอย่างโดยการบด
ตัวอย่าง 0.05 กรัมผสมกับโพแทสเซียมโบรไมด์ 
(KBr) 0.05 กรมั ใหเ้ขา้กนัในโกร่ง และน าของผสม
ใส่ในแผ่นตรึงตัวอย่าง โดยเกลี่ยของผสมให้
สม ่าเสมอ น าไปวางบนแท่นเครื่องอัดไฮดรอลิค 
(hydraulic press) จากนัน้ยดึสารตวัอย่างดว้ยแผ่น
เซลล์ น าตัวอย่างเข้าเครื่อง FTIR spectrometer 
(Perkin Elmer, FTIR SPECTRUM GX, เยอรมัน) 
ณ ห้องปฏิบตัิการเคม ีC-407 สาขาวิชาเคม ีคณะ
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรม 

ศาสตร ์ศูนยร์งัสติ น าผลไปวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม 
WIN-IR easy และ IR Mentor pro 6.5 (BIO-RAD 
Laboratories) ช่วงเลขคลื่นที่ตรวจสอบ คือ 4000-
400 cm-1 แล้วศึกษาหมู่ฟังก์ชนัที่เปลี่ยนแปลงไป
ของผลติภณัฑก์่อนการลดสเีปรยีบเทยีบกบัหลงัการ
ลดสโีดยแบคทเีรยี 

2.8.4 การวเิคราะหค์่าซโีอด ี(COD) 
น าผลิตภัณฑ์ก่อนการลดสแีละหลงั

การลดส ีส่งวเิคราะหค์่าซโีอดดีว้ยวธิ ีclosed reflux  
ณ ศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์เบทาโกร (BSC) 
จงัหวดัปทุมธานี น าค่าซโีอดทีีไ่ดไ้ปค านวณร้อยละ
การก าจัดซีโอดี ดังสมการที่ 3 (Sureyya et al., 
2004) 

2.8.5 การตรวจสอบความเป็นพิษก่อน
และหลงัการลดสต่ีอพชื (phytotoxicity) 

ศึกษาความเป็นพิษของผลิตภัณฑ์
ก่อนและหลงัการลดสยีอ้ม Acid Red 2 ต่อถัว่เขยีว 
(Vigna radiata) โดยน าผลติภณัฑก์่อนและหลงัการ
ลดสีย้อม Acid Red 2 ที่มีน ้ ากลัน่เป็นตัวควบคุม    
รดลงในภาชนะปลูกถัว่เขียวทุกวัน อย่างละ 10 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิห้อง ระยะเวลาการปลูกเป็น
เวลา 7 วนั จากนัน้วดัค่ารอ้ยละการงอก ความยาว
ของยอด (plumule) และราก (radical) (Phugare et 
al., 2011) ดงัสมการที ่4 

 
รอ้ยละการก าจดัซโีอด ี= [(ค่าซโีอดกี่อนลดส ี- ค่าซโีอดหีลงัลดส)ี ÷ ค่าซโีอดกี่อนลดส]ี x 100    (3) 
รอ้ยละการงอก = (จ านวนของเมลด็ทีง่อก ÷ จ านวนของเมลด็ทีป่ลกู) x 100      (4) 

 
2.9 การวิเคราะหข์้อมูลทางสถิติ 

วิเคราะห์ค่าความแปรปรวนทางสถิติ
(analysis of variance) ตามแผนการทดลองแบบสุม่
สมบูรณ์ (completely randomized design, CRD) 
และหาค่าความแตกต่างของค่าเฉลีย่เป็นรายคู่ด้วย
วธิ ีDuncan’s multiple range test โดยใชโ้ปรแกรม 
SPSS เวอรช์ัน่ 22.0 

3. ผลและวิจารณ์ 
3.1 สายพนัธุ์แบคทีเรียต่อประสิทธิภาพ

การลดสี  
พบว่า Lysinibacillus sphaericus (C23) 

สามารถลดสีในอัตราร้อยละ 100 รองลงมา คือ 
Paenibacillus sp. B1 (C29) ร้อยละ 71.62±0.78 
Stenotrophomonas maltophilia ( C39)  ร้ อ ย ล ะ 
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28.16±0.50 และ Paenibacillus sp. Dg.904 (C24) 
รอ้ยละ 19.12±0.30 ตามล าดบั ภายในระยะเวลา 8 
ชัว่โมง วดัค่าความเป็นกรดด่างของผลติภณัฑห์ลงั
การลดสไีด้เท่ากบั 6.8 เมื่อพิจารณาสายพนัธุ์ของ
แบคทเีรยีต่อการลดสยี้อม Acid Red 2 พบว่าสาย
พนัธุข์องแบคทเีรยีมผีลต่อการลดสแีตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญ (p < 0.05) ที่ระดับความเชื่อมัน่ 95 % 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Sompark และคณะ 
(2014) ทีค่ดัแยกแบคทเีรยี Paenibacillus terrigena 
จากอุทยานแห่งชาตเิขาใหญ่ โดยมปีระสทิธภิาพใน
การลดส ีReactive Red 141 (RR141) ความเขม้ขน้ 
10 มลิลกิรมัต่อลติร ภายในระยะเวลา 24 ชัว่โมง ค่า
ความเป็นกรดด่างเท่ากบั 8 และอุณหภูม ิ30 องศา
เซลเซยีส  

การศกึษากลไกการย่อยสลายสกีลุ่มเอโซ
ดว้ยแบคทเีรยีรายงานว่าการตดัพนัธะของหมู่เอโซ
ด้วยเอนไซม์เอโซรีดักเทส (azo reductase) ใน
สภาวะทีไ่ม่มอีอกซเิจนหรอืมอีอกซเิจนในปรมิาณที่
จ ากดั โดย NADH จะท าหน้าทีเ่ป็นตวัใหอ้เิลก็ตรอน 
ท า ให้ เกิดการสลายสาร aromatic amine ด้วย
เอนไซม์ชนิด non-specific เมื่อเข้าสู่กระบวนการ 
hydroxylation จะท าให้เกิดการเปิดวงอะโรมาติก 
(Dafale et al., 2008) โดยมีประสทิธิภาพการลดสี
แสดงดังรูปที่ 2 นอกจากนี้เมื่อพิจารณาสายพนัธุ์
ของแบคทีเรียต่ออัตราการลดสีเฉลี่ย พบว่าสาย
พันธุ์ของแบคทีเรียมีผลต่ออัตราการลดสีเฉลี่ย
แตกต่างอย่างมนีัยส าคญั (p < 0.05) ที่ระดบัความ
เชื่อมัน่ 95 % โดยอตัราการลดสเีฉลีย่ดงัตารางที ่1 
โดยผลการทดลองขา้งตน้พบว่าแบคทเีรยีทัง้ 4 สาย
พนัธุ ์สามารถลดสยีอ้มทีค่วามเขม้ขน้ 100 มลิลกิรมั
ต่อลติร ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 7.0 อุณหภูม ิ
37 องศเซลเซยีส ภายใต้สภาวะนิ่ง จงึน าแบคทเีรยี
ทัง้ 4 สายพนัธุ ์มาศกึษาในขัน้ตอนต่อไป 

3.2 ความเข้มข้นของสีต่อประสิทธิภาพ
การลดสี 

 

 
 

รปูท่ี 2  ผลของชนิดแบคทเีรยีต่อประสทิธภิาพการ
ลดส ี(abcตัวอกัษรที่เหมอืนกนัในแนวตัง้มี
ความแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติที่
ระดบัความเชื่อมัน่ 95 % โดยวธิ ีDuncan’s 
multiple range test) 
 

ตารางท่ี 1  ชนิดของสายพนัธุ์แบคทีเรียต่ออตัรา
การลดสเีฉลีย่ 

 

สายพนัธุ์
แบคทเีรยี 

รอ้ยละ 
การลดส ี

อตัราการลดสเีฉลีย่ 
(mg L-1 h-1) 

C23 100.00±0.00a 12.50±0.00a 
C24 19.12±0.30d 2.39±0.04d 
C29 71.62±0.78b 8.95±0.10b 
 C39 28.16±0.50c 3.52±0.06c 

abcตัวอกัษรที่เหมอืนกนัในแนวตัง้มคีวามแตกต่าง
อย่างมนียัส าคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95 % 
โดยวธิ ีDuncan’s multiple range test 
 

การทดลองลดความเข้มข้นสใีนอาหาร
เหลว BHM ที่มีสยี้อม Acid Red 2 ที่ความเข้มขน้
เริม่ต้น 0-4,000 มลิลกิรมัต่อลติร ดว้ยเทคนิค two-
fold serial dilution ค่าความเป็นกรดด่าง 7.0±0.2 
พบว่าแบคทเีรยี C23 สามารถลดส ีร้อยละ 100 ที่
ความเขม้ขน้สูงสุด 500 มลิลกิรมัต่อลติร รองลงมา
คือ แบคทีเรีย C29 สามารถลดสีร้อยละ 100 ที่
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ความเขม้ขน้สูงสุดได้ที่ 375 มลิลกิรมัต่อลติร และ
สุดทา้ย คอื แบคทเีรยี C39 และ C24 สามารถลดสี
รอ้ยละ 100 ทีค่วามเขม้ขน้สงูสดุไดท้ี ่100 มลิลกิรมั
ต่อลติร ตามล าดบั ภายในระยะเวลา 24 ชัว่โมง แต่
เมื่อน ามาค านวณการลดสีที่ความเข้มข้นสี 500 
มลิลกิรมัต่อลติร พบว่าแบคทเีรยี C23 สามารถลดสี
ร้อยละ 99.99±0.05 รองลงมา คือ แบคทีเรีย C29 
สามารถลดสีร้อยละ 84.57±1.12 แบคทีเรีย C39 
สามารถลดสีร้อยละ 50.44±0.83 และแบคทีเรีย 
C24 สามารถลดสีร้อยละ 38.45±0.92 ตามล าดบั 
ภายในระยะเวลา 24 ชัว่โมง โดยประสทิธภิาพการ
ลดความเขม้ขน้สแีสดงดงัรปูที ่3 จากนัน้น า 96 well 
plate ไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส โดยเพิม่
ระยะเวลาอีก 24 ชัว่โมง พบว่าแบคทีเรีย C23 
สามารถลดสไีด้เท่าเดมิที่ความเขม้ขน้สูงสุดเท่ากบั 
500 มลิลกิรมัต่อลติร เนื่องจากความเขม้ขน้ของสี
ย้อม  Acid Red 2 ที่ เพิ่มมากขึ้นอาจส่ งผลต่อ
ความสามารถในการย่อยสลายสาร ความสามารถ
ในการปรบัตวัเพื่อการอยู่รอดและการเจรญิเติบโต
ของแบคทเีรยี  

เมื่อพจิารณาสายพนัธุ์ของแบคทเีรยีต่อ
ประสทิธภิาพการลดความเขม้ขน้ส ีพบว่าสายพนัธุ์
ของแบคทีเรียมีผลต่อประสิทธิภาพการลดความ
เข้มข้นสีแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) ที่
ระดบัความเชื่อมัน่ 95 % ซึ่งการทดลองนี้แสดงให้
เห็นว่าแบคทีเรียทัง้ 4 สายพันธุ์ ที่คัดเลือกมามี
ประสทิธภิาพในการลดส ีแต่ความเขม้ขน้ที่ใช้ต้อง
เหมาะสมต่อแต่ละสายพันธุ์  ซึ่งคล้ายคลึงกับ
ผลงานวจิยัของ เฉลมิวุธ และคณะ (2560) ทีศ่กึษา
ความสามารถของ Paenibacillus sp. (C29) ในการ
ลดสีย้อม Reactive red 141 ในอาหารเหลว NB 
พบว่ามปีระสทิธภิาพในการลดสยีอ้มทีค่วามเขม้ขน้ 
25 มลิลกิรมัต่อลติร ไดอ้ย่างสมบรูณ์ทีร่อ้ยละ 99.98 
ภายในระยะเวลา 11 ชัว่โมง ส าหรบัความเขม้ขน้สี
ยอ้มทีใ่ช้ คอื 50 มลิลกิรมัต่อลติร โดยใชร้ะยะเวลา

ในการลดสนีานกว่า 11 ชัว่โมง ซึ่งแสดงให้เหน็ว่า
ความเขม้ขน้ของสมีผีลต่อระยะเวลาในการลดส ีและ
งานวจิยัของ Kalyani และคณะ (2009) พบว่าความ
เข้มข้นของสีจะก่อให้เกิดความเป็นพิษและสะสม
ภายในเซลล์ของจุลินทรีย์ โดยโมเลกุลของสี
สามารถขดัขวางการเร่งปฏกิริยิาของเอนไซมเ์อโซ 
รีดักเทส (azo reductase) โดยไปยับยัง้บริเวณ
ต าแหน่ง  active site ของเอนไซม์จึงท า ให้ไม่
สามารถเร่งปฏิกิริยาการสลายโครงสร้างส ี ดงันัน้
ความสามารถในการลดสขีองแบคทเีรยีจะลดลงเมื่อ
ความเขม้ขน้ของสยีอ้มเพิม่ขึน้  
 

 
 

รปูท่ี 3  ผลของความความเขม้ขน้สต่ีอประสทิธภิาพ
ลดส ี(abcตัวอกัษรที่เหมือนกนัในแนวตัง้มี
ความแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถิติที่
ระดบัความเชื่อมัน่ 95 % โดยวธิ ีDuncan’s 
multiple range test) 
 

3.3 ความเป็นกรด-ด่างต่อประสิทธิภาพ
การลดสี 

ทดลองค่าความเป็นกรดด่างต่อประสทิธิ 
ภาพการลดสี พบว่าแบคทีเรียทัง้ 4 สายพันธุ์ มี
ประสิทธิภาพการลดสีที่ค่าความเป็นกรดด่างใน
ช่วงกว้างที่ 3.0-11.0 แต่ค่าความเป็นกรดด่างที่ดี
ทีสุ่ด คอื 7.0 ดงัตารางที ่2 โดยสามารถเรยีงล าดบั
ประสิทธิภาพการลดสีจากมากไปน้อยได้ดังนี้  
แบคทีเรีย  C23 สามารถการลดสีร้อยละ 100 
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แบคทีเรีย C29 สามารถลดสีร้อยละ 86.47±0.90 
แบคทีเรีย C39 สามารถลดสีร้อยละ 36.34±0.85 
และแบคทเีรยี C24 สามารถลดสรีอ้ยละ 31.19±1.55 
ภายในระยะเวลา 20 ชัว่โมง ตามล าดับ เมื่อน า
ผลติภณัฑก์่อนและหลงัการลดสมีาวดัค่าความเป็น
กรดด่าง พบว่ามีค่าที่เปลี่ยนแปลงไปจากค่าเดิม 
โดยค่าความเป็นกรดด่างในช่วง 3.0-5.0 จะมีค่า
เพิม่ขึน้ และในช่วงค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 7.0-
9.0 มีค่าลดลงเล็กน้อย แต่ค่าความเป็นกรดด่างที่ 
11.0 ค่าความเป็นกรดด่างไม่มกีารเปลีย่นแปลง  

การลดลงของสีที่เกิดขึ้นเกี่ยวข้องโดย 
ตรงต่ออตัราการเจรญิเตบิโตและระบบเมตาบอลซิมึ
ของจุลนิทรยี์ทีเ่จรญิในอาหารเลี้ยงเชือ้ทีม่คี่าความ
เป็นกรดด่างในช่วงที่เหมาะสมในการย่อยสลาย
โมเลกุลของสีย้อม ไม่ได้เป็นผลมาจากการเติม
สารเคมีที่ใช้ปรับค่าความเป็นกรดด่างในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ ดังนัน้การที่ท าให้จุลินทรีย์มีอัตราการ

เจริญเติบโตสูงและท างานได้อย่างมปีระสทิธภิาพ 
จ าเป็นอย่างยิง่ต้องมกีารควบคุมค่าความเป็นกรด-
ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อให้อยู่ในช่วงที่เหมาะสม 
โดยค่าความเป็นกรดด่างที่เป็นกลางหรือเป็นด่าง
เล็กน้อยเป็นค่าที่เหมาะสมที่สุดส าหรับการลดสี 
อตัราการลดสมีแีนวโน้มลดลงอย่างรวดเรว็เมื่อค่า
ความเป็นกรดมาก หรอืค่าความเป็นด่างสงู ซึง่การ
เปลีย่นแปลงค่าความเป็นกรดด่างประมาณ 7.0 ถงึ 
9.5 มผีลกระทบเพยีงเลก็น้อยต่อกระบวนการลดสี
ย้อม อตัราการลดสยี้อมเพิม่ขึน้เกอืบ 2.5 เท่าเมื่อ
ค่าความเป็นกรดด่างเพิ่มขึ้นจาก 5.0 เป็น 7.0 
(Chang et al., 2001) นอกจากนี้ค่าความเป็นกรด
ด่างที่เป็นมาตรฐานน ้าทิ้งโรงงานอุตสาหกรรมจะ
ก าหนดใหอ้ยู่ในช่วงระหว่าง 5.5-9.0 (มัน่สนิ, 2542) 
ท าให้ผลิตภณัฑ์หลงัการลดสสีามารถปล่อยออกสู่
สิง่แวดลอ้มได ้ 

 
ตารางท่ี 2  ผลค่าความเป็นกรดด่างต่อประสทิธภิาพการลดส ี
 

สายพนัธุ์
แบคทเีรยี 

รอ้ยละการลดส ี
pH 3 pH 5 pH 7 pH 9 pH 11 

C23 40.14±0.09a 83.98±1.33a 100±0.00a 82.38±0.62a 22.33±2.06a 
C24 9.17±0.06d 16.52±0.96d 31.19±1.55d 16.73±1.44d 6.33±0.0.23d 
C29 31.28±1.63b 72.47±1.92b 86.47±0.90b 63.48±1.14b 27.59±0.51b 
C39 24.97±0.77c 31.52±1.45c 36.34±0.85c 30.80±1.35c 23.17±0.99c 

abcตวัอกัษรทีเ่หมอืนกนัในแนวตัง้มคีวามแตกต่างอย่างมนียัส าคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95 % โดยวธิ ี
Duncan’s multiple range test 
 

3.4 การวิเคราะหผ์ลิตภณัฑห์ลงัการลดสี 
3.4.1 ผลค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 

UV-visible spectrophotometer 
น าผลิตภัณฑ์ก่อนและหลงัการลดสี

โดยใช้แบคทีเรีย C23 ไปหมุนเหวี่ยงด้วยเครื่อง
หมุนเหวีย่งสารปรมิาตรน้อย ความเรว็ 12,000 รอบ

ต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีสว่นใสทีไ่ดป้รบัค่าความ
เป็นกรดด่างให้เท่ากบั 7 จากนัน้วดัค่าการดูดกลนื
แสงช่วงความยาวคลื่นที ่190-700 นาโนเมตร ดว้ย
เครื่อง UV-visible spectrophotometer ซึง่ใชอ้าหาร
เหลว BHM ที่มีสยี้อม Acid Red 2 เป็นทรีตเมนต์
ควบคุมเปรยีบเทยีบกบัผลติภณัฑห์ลงัการลดส ีผล
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ค่าดูดกลนืแสงช่วงความยาวคลื่นที ่190-700 นาโน
เมตร ดังรูปที่ 4 พบว่าค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด
เปลีย่นจาก 429 นาโนเมตร เปลีย่นไปเป็น 238 นา
โนเมตร ซึง่เป็นช่วงค่าการดดูกลนืแสงแสงอลัตราไว
โอเลต็ แสดงใหเ้หน็ว่าผลติภณัฑห์ลงัการลดสมีกีาร
เปลี่ยนแปลงของหมู่ฟังก์ชันเฉพาะ ( functional 
group) ของสารตัง้ต้นไป โดยช่วงความยาวคลื่นที่
เปลี่ยนไปเกี่ยวขอ้งกบัการย่อยของโครงสร้างของ
พนัธะเอโซทีเ่ชื่อมต่อกบัโครงสรา้งเปิดของวงแหวน 
naphthalene ring และ benzene ตามล าดบั (Mielgo 
et al., 2001) และยังสามารถยืนยันประสิทธิภาพ
การลดสขีองแบคทเีรยี C23 ไดอ้กีดว้ย  
 

 
 

รปูท่ี 4  UV-visible spectra ของส ีAcid Red 2 ก่อน
และหลงัการลดสดีว้ยแบคทเีรยี C23 
 

3.4.2 ผลการวเิคราะห์การเปลี่ยนแปลง
หมู่ฟังกช์นัดว้ยเครื่อง FTIR spectrometer 

การวิเคราะห์โครงสร้างของสีย้อม
และผลติภณัฑห์ลงัการลดส ีพบว่าสยีอ้มทีย่งัไม่ผ่าน
การลดสนีัน้จะแสดงต าแหน่งพคีทัว่ไปในต าแหน่งที่
มีหมู่  N-H ที่ ต า แห น่ งพีคที่  3446 หมู่  C-H ที่
ต าแหน่งพีคที่ 2928 หมู่  C=O ที่ต าแหน่งพีคที่ 
1730 หมู่ NH2 ที่ต าแหน่งพีคที่ 1609 หมู่ ring ที่
ต าแหน่งพคีที ่1487 หมู่ O-H ทีต่ าแหน่งพคีที ่1374 
หมู่ C-O-C ที่ต าแหน่งพีคที่ 1131 และหมู่ C-H ที่
ต าแหน่งพคีที่ 824 เมื่อน าผลติภณัฑ์หลงัการลดสี

โดยแบคทเีรยี C23 มาวเิคราะหพ์บว่ามตี าแหน่งพคี
ที่เพิ่มขึ้น คือ หมู่ O-H ที่ต าแหน่งพีคที่ 3243 หมู่  
R-COOCO-R ทีต่ าแหน่งพคีที ่921 และหมู่ COOH 
ที่ต าแหน่งพีคที่ 557 โดยผลการวิเคราะห์การ
เปลี่ยนแปลงหมู่ฟังก์ชนัด้วยเครื่อง FTIR spectro-
meter ดงัรปูที ่5 จากงานวจิยัของ นิรมล และดุษยา 
(2556) ที่ศึกษาเกี่ยวกับการลดสี RR141 เมื่อน า
ผลติภณัฑห์ลงัการลดสโีดยใชจุ้ลนิทรยี ์ไปวเิคราะห์
ดว้ยวธิ ีFTIR พบว่าผลติภณัฑห์ลงัการลดสไีม่มกีาร
เปลี่ยนแปลงตรงต าแหน่งพีคที่ 1111 (วงแหวนส)ี 
แต่มีการแตก ring ผลิตภัณฑ์ที่ได้ คือ p-dinitro 
benzene ผลติภณัฑย์งัคงมคีวามเป็นพษิอยู่ ซึง่ผล
การทดลองครัง้นี้เป็นการสลายพนัธะของโครงสรา้ง
ขนาดใหญ่ของโครงสรา้งสใีหม้ขีนาดเลก็ลง 
 

 
 

รปูท่ี 5  FTIR spectra ของส ีAcid Red 2 ก่อนและ
หลงัการลดสดีว้ยแบคทเีรยี C23 

 
3.4.3 ผลการวเิคราะหค์่าซโีอด ี

การทดสอบผลติภณัฑ์ก่อนและหลงั
การลดสโีดยแบคทเีรยี C23 ส่งตวัอย่างไปวเิคราะห์
ค่าซีโอดี ณ บริษัท เอเซีย แล็ป แอนด์ คอนซัล
แตนท์ จ ากัด ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 3
พบว่าอาหารเหลว BHM ทีผ่สมสยีอ้มความเขม้ขน้ส ี
500 มลิลกิรมัต่อลติร มคี่าซโีอดกี่อนการลดสเีท่ากบั 
2,358 มลิลกิรมัต่อลติร เมื่อลดสดีว้ยแบคทเีรยี C23 
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มคี่าซโีอดเีท่ากบั 691 มลิลกิรมัต่อลติร โดยค่าซโีอ
ดกี่อนการลดสจีะมคี่าสงูกว่าค่า ซโีอดหีลงัการลดส ี
เมื่อน าไปคดิร้อยละการก าจดั   ซีโอดีที่ลดลงมคี่า
เท่ากับ 66.18 ดังตารางที่ 3 แต่ค่าซีโอดีของการ
บ าบดัโดยจุลินทรีย์ยงัคงมีค่าเกินมาตรฐานน ้ าทิ้ง
ของกรมโรงงานอุตสาหกรรมที่ก าหนดไว้ที่ 120 
มลิลกิรมัต่อลติร (มัน่สนิ, 2542) 

ทัง้นี้ เนื่ องมาจากน ้ า เสียที่น า ไป
วิเคราะห์นัน้จะประกอบไปด้วยสารประกอบอื่น ๆ 
นอกเหนือจากสยีอ้มนัน้มแีหล่งคารบ์อน คอื กลโูคส 
แหล่งไนโตรเจน คอื แอมโมเนียมคลอไรด ์ท าใหค้่า
ซีโอดีหรือปริมาณออกซิเจนทัง้หมดที่ต้องการใช้

เพื่อออกซิเดชันสารอินทรีย์ในน ้ า เสียสีสูง  ซึ่ง
สอดคล้องกบังานวจิยัของ พรชนก และภชัราภรณ์ 
(2554) ทีศ่กึษาการบ าบดัน ้าเสยีจากโรงงานปลาป่น
ทีม่คี่า   ซโีอดแีละค่าบโีอดกี่อนบ าบดัสงูถงึ 4,000-
16,000 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าน ้าเสียหลังบ าบัด
ด้วยจุลินทรีย์ทางการค้าชนิด EMTEC FM ยังมี
ปริมาณค่าซีโอดีและค่าบีโอดีสูงกว่ามาตรฐาน 
ดังนัน้ควรน าผลิตภัณฑ์หลังการลดสีมาผ่านการ
บ าบดัด้วยวิธีการทางกายภาพหรือทางเคมต่ีอไป 
เพื่อท าให้ผลิต ภัณฑ์หลังการลดสีมีค่าซีโอดีที่
สามารถปล่อยออกสูส่ิง่แวดลอ้มได้

 
ตารางท่ี 3  ผลรอ้ยละการก าจดัซโีอดทีีล่ดลงก่อนบ าบดัและหลงับ าบดัสโีดยแบคทเีรยี 
 

ตวัอย่าง 
ค่าซโีอด ี(มลิลกิรมัต่อลติร) รอ้ยละการ 

ก าจดัซโีอด ีก่อนลดส ี หลงัลดส ี
อาหารเหลว BHM ทีผ่สมสยีอ้ม Acid Red 2  

ทีค่วามเขม้ขน้ 500 มลิลกิรมัต่อลติร 
2,043 691 66.18 

 
ตารางท่ี 4  ผลความเป็นพษิก่อนและหลงัการลดสต่ีอพชื (phytotoxicity) 
 

ปัจจยั 
แบคทเีรยี C23 

น ้ากลัน่ สยีอ้ม Acid Red 2 ผลติภณัฑห์ลงัการลดส ี
รอ้ยละการงอก 100 30 100 
ความยาวของยอด (เซนตเิมตร) 19.32±0.95a 1.30±0.12c 12.07±1.44b 
ความยาวของราก (เซนตเิมตร) 6.87±0.79a 10.44±0.21c 3.16±0.39b 

abcตวัอกัษรทีเ่หมอืนกนัในแนวนอนมคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95 % โดย
วธิ ีDuncan’s multiple range test 
 

3.4.4 ผลความเป็นพษิก่อนและหลงัการ
ลดสต่ีอพชื (phytotoxicity) 

ศึกษาความเป็นพิษของผลิตภัณฑ์
ก่อนและหลังการลดสีย้อมต่อถัว่เขียว (Vigna 
radiata) ที่ความเข้มข้น 1,500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
พบว่าถัว่เขยีวที่รดด้วยน ้ากลัน่และผลติภัณฑ์หลงั

การบ าบดัมรีอ้ยละการงอกเท่ากบั 100 ซึง่แตกต่าง
จากถัว่เขยีวทีร่ดดว้ยสยีอ้ม Acid Red 2 ทีม่รีอ้ยละ
การงอกเท่ากบั 30 แต่เมื่อพจิารณาความยาวของ
ยอดและความยาวของราก พบว่าต้นถัว่เขยีวที่รด
ด้วยน ้ากลัน่มคีวามยาวของยอดและรากมากที่สุด 
รองลงมา คอื ผลติภณัฑ์หลงัการลดส ีและสุดท้าย
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คอืสยี้อม Acid Red 2 ตามล าดบั แสดงให้เหน็ว่าสี
ยอ้มมผีลต่อรอ้ยละการงอก การเจรญิเตบิโต ความ
ยาวของยอดและความยาวของราก เมื่อพจิารณาผล
ความเป็นพษิต่อพชื พบว่าสารทีร่ดลงไปบนถัว่เขยีว
มีผลต่อร้อยละการงอก ความยาวของยอด และ
ความยาวของรากแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p < 

0.05) ที่ระดับความเชื่อมัน่ 95 %นอกจากนี้ยัง
สอดคล้องกับผลการศึกษาความเป็นพิษต่อพืช 
(Triticum aestivum) พบว่าน ้ากลัน่และผลิตภัณฑ์
หลงัการลดสมีรีอ้ยละการงอกเท่ากบั 100 แต่สยีอ้ม 
Reactive Red (RR2) มีร้อยละการงอกเท่ากบั 30 
ซึ่งน ้ากลัน่และผลติภณัฑห์ลงัการลดสมีรีอ้ยละการ
งอกเท่ากัน เนื่ องมาจากแบคทีเรียย่อยสลาย
สารอาหารเหลว BHM และลดความเป็นพิษของสี
ย้อมให้มีโครงสร้างที่เล็กลง ท าให้พืชสามารถ
น าไปใช้ในการเจรญิเติบโตได้ (Leelahakriengkrai 
et al., 2011) นอกจากนี้สยีอ้มเอซดิสามารถดูดกลนื
แสงได ้ท าใหพ้ชืน ้าทีต่้องการแสงในการสงัเคราะห์
แสงได้รบัผลกระทบอย่างรุนแรงจากการขาดแสง
สว่ างไปด้วยและสีย้อมมักมีโลหะหนักอยูใน
โครงสรา้ง ไดแ้ก่ ทองแดง โครเมยีม และโคบอลต ์
 

4. สรปุ 
การลดสี Acid Red 2 โดยแบคทีเรียทัง้ 4 

สายพนัธุ์ ในอาหารเหลว Bushnell Haas medium 
(BHM) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค่าความเป็น
กรดด่าง 7.0 ภายใต้สภาวะนิ่ง พบว่าแบคทีเรีย 
Lysinibacillus sphaericus (C23) มรี้อยละการลดสี
เท่ากบั 100 ในระยะเวลา 20 ชัว่โมง และมอีตัราการ
ลดสเีฉลีย่ 25.00 มลิลกิรมัต่อลติรต่อชัว่โมง ทีค่วาม
เขม้ขน้ส ี500 มลิลกิรมัต่อลติร และค่าความเป็นกรด
ด่างเท่ากับ 7.0 เมื่อศึกษาเป็นการวิเคราะห์ผลิต 
ภณัฑห์ลงัการลดสดีว้ยเทคนิค UV-visible spectro-
photometry พบว่าค่าการดูดกลนืแสงสูงสุดเปลี่ยน
จาก 429 นาโนเมตร เป็น 238 นาโนเมตร ผลิต 

ภัณฑ์หลังการลดสีมีการเปลี่ยนแปลงของหมู่
ฟังกช์นัเฉพาะ (functional group) ของสารตัง้ตน้ไป
จ า ก เ ดิ ม  น อ ก จ า ก นี้ เ มื่ อ ใ ช้ เ ท ค นิ ค  FTIR 
spectroscopy พบว่าหมู่ ฟังก์ชันโครงสร้างของ
ผลติภณัฑห์ลงัการลดสมีแีนวโน้มเลก็ลงกว่าส ีAcid 
Red 2 ก่อนลดส ีนอกจากนี้ร้อยละการก าจดัซโีอดี
เท่ากบั 66.18 แต่ค่าซโีอดหีลงัการลดสยีงัมคี่าเกนิ
มาตรฐานน ้าทิ้งที่กรมโรงงานอุตสาหกรรมก าหนด 
ซึ่งต้องใช้วิธีการบ าบดัสีทางกายภาพหรือเคมีมา
ช่วยบ าบดัต่อไป สยี้อมก่อนการบ าบดัมคีวามเป็น
พษิส่งผลใหร้อ้ยละการงอก ความยาวของยอด และ
ความยาวของรากลดลงเมื่อเปรยีบเทยีบกบัน ้ากลัน่
และผลิตภัณฑ์หลังการลดสี ดังนั ้นงานวิจัยนี้
ชีใ้หเ้หน็ว่าแบคทเีรยี C23 มปีระสทิธภิาพในการลด
สีย้อม และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้ในแหล่ง
ปนเป้ือนจรงิ 
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