
บทความวิจยั (Research Article) 

*Corresponding author: bunyason@hotmail.com 

 

การคดัแยกแบคทีเรียจากน ้าย้อมครามในหม้อย้อมและดิน
บริเวณย้อมครามเพ่ือประยกุตใ์ช้ในการย้อมและบ าบดัน ้าเสีย 
Isolation of Bacteria from the Indigo Dyeing Water in the 

Dyed Pot and Indigo Dyeing Area Soil for the Application of 
Dyeing Process and Wastewater Treatment  

 

กนัตก์นิษฐ ์สุขขะ, เฉลมิวุธ สมปาก,  
ธรีะชยั ธนานันต ์และนิรมล ศากยวงศ์* 

สาขาวชิาเทคโนโลยชีวีภาพ คณะวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัธรรมศาสตร์ 
ศูนยร์งัสติ ต าบลคลองหนึง่ อ าเภอคลองหลวง จงัหวดัปทุมธานี 12120 

นิชาดา เจยีรนยักุล 
สถาบนัวจิยัแสงซนิโครตรอน (องคก์ารมหาชน)  

ถนนมหาวทิยาลยั ต าบลสุรนาร ีอ าเภอเมอืง จงัหวดันครราชสมีา 30000 

Kankanit Sukka, Chalermwoot Sompark,  
Theerachai Thanananta and Niramol Sakkayawong* 

Department of Biotechnology, Faculty of Science and Technology, Thammasat University, 
Rangsit Centre, Khlong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 12120 

Nichada Jearanaikoon 
Synchrotron Light Research Institute,  

Mahawittayalai Road, Suranaree, Muang, Nakhon Ratchasima, 30000 
 

Received: May 22, 2019; Accepted: June 13, 2019 
 

 
บทคดัย่อ 

การคดัแยกและระบุชนิดแบคทเีรยีจากน ้าสยี้อมครามในกระบวนการย้อมผ้าครามธรรมชาติและดนิ
บรเิวณยอ้ม เพื่อน าแบคทเีรยีทีไ่ดไ้ปประยุกตใ์ชใ้นการยอ้มและลดสใีนน ้าเสยี สามารถคดัแยกแบคทเีรยีได ้23 
ไอโซเลท เมื่อระบุชนิดแบคทเีรยีโดยใชล้กัษณะสณัฐานและวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์ของยนี 16S rRNA 
พบว่าแบคทีเรียที่คัดแยกได้จัดอยู่ใน 5 สกุล ได้แก่ Bacillus 15 ไอโซเลท Pseudomonas 4 ไอโซเลท 
Acinetobacter 2 ไอโซเลท Lysinibacillus 1 ไอโซเลท และ Aerococcus 1 ไอโซเลท จากการศกึษาเบือ้งต้น 
พบว่าแบคทเีรยีทีค่ดัแยกไดจ้ากน ้าสยีอ้มสามารถเปลีย่นรปูอนิดแิคนเป็นอนิดอกซลิและกลโูคส โดยแบคทเีรยี 
Bacillus kochii SKTU 5 สามารถใหป้รมิาณกลโูคสสงูสุดเท่ากบั 63.67±6.59 มลิลโิมลาร ์ทีอุ่ณหภูม ิ30 องศา
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เซลเซยีส ระยะเวลา 96 ชัว่โมง อย่างไรกต็าม ส าหรบั Acinetobacter baumannii SKBT 2 ซีง่เป็นแบคทเีรยีที่
แยกไดจ้ากดนิทีบ่รเิวณยอ้มครามลดสคีรามได ้79.13±0.43 เปอรเ์ซน็ต์ ทีค่วามเขม้ขน้เริม่ตน้ของส ีindigo ที ่
25 มลิลกิรมัต่อลติร ภายใต้สภาวะนิ่ง อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ในระยะเวลา 48 ชัว่โมง ผลจากการวจิยันี้
สามารถน าไปต่อยอดเพื่อพฒันาเป็นหวัเชือ้ส าหรบักระบวนการยอ้มและลดสใีนน ้าเสยีจากการยอ้มครามต่อไป 
 

ค าส าคญั : กระบวนการยอ้มผา้ครามจากสธีรรมชาต;ิ การยอ้มสคีราม, การลดส;ี สคีราม; ยนี 16S rRNA 
 
Abstract 

Bacterial strains from natural indigo dyeing process at indigo-dyed pots and dyeing soil were 
isolated and identified, for application of the dyeing process and decolorizing in wastewater treatment. 
By analyzing morphological and molecular characteristics with 16S rRNA genes sequence, the 23 
isolated bacteria were classified into 5 genera, i.e. Bacillus (15 isolates), Pseudomonas (4 isolates), 
Acinetobacter (2 isolates), Lysinibacillus (1 isolate), and Aerococcus (1 isolate).  A preliminary study 
demonstrated that bacteria in the indigo-dyed pot could change indican to indoxyl and glucose.  The 
results showed that Bacillus kochii SKTU5 was able to produce 63. 67±6. 59 mM glucose at 30 ºC for 
96 hours.  However, Acinetobacter baumannii SKBT2, the isolated soil bacteria from the dyeing area, 
could decolorize the indigo dye as 79.13±0.43 % at the original concentration of 25 mg/L, under the 
static condition at 37 ºC for 48 hours. These results can be further applied to create the starter seeds 
for indigo dyeing process and decolorizing indigo dye in wastewater treatment.  
 

Keywords: natural indigo dyeing process; decolorization; indigo dye; 16S rRNA gene 
 
1. ค าน า 

สคีรามมีชื่อสามญัว่าอนิดิโก (indigo) หรือ
อินดิโกติน ( ind igotin) มีสีน ้ า เงินเข้มโทนฟ้า 
สามารถสกดัจากพชืธรรมชาตหิลายชนิด ไดแ้ก่ พชื
วงศ์กะหล ่ า  (Cruciferous) ในยุโรป พืชวงศ์ถัว่ 
(Leguminosae) ในอนิเดยี พชืวงศเ์หงอืกปลาหมอ 
(Acanthaceae) ในประ เทศญี่ปุ่ น  (Clark et al. , 
1993; Schmidt, 1997)  เ ป็นต้น ส าหรับพืชสกุล 
Indigofera (วงศ ์Leguminosae) มกีารกระจายพนัธุ์
ในแถบแอฟริกา อเมริกาฝัง่ตะวันตก และเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ โดยในประเทศไทยพบคราม 
( Indigofera tinctoria Linn.) (Chavan, 2015)  เ ป็น
พืชหลกัในการให้สคีราม ส่วนฮ่อม [Strobilanthes 
cusia (Nees) Kuntze] และครามเถา (Marsdenia 

tinctoria R.Br.) เป็นพืชเสริม เนื่องจากเป็นพืชที่
ชอบอากาศชื้นและแดดร าไร จึงให้ผลผลติไม่ค่อย
เพยีงพอ มไีวเ้พื่อเสรมิในฤดแูลง้ทีข่าดแคลนเท่านัน้ 
(อนุรตัน์, 2555) 

การยอ้มผา้ดว้ยสคีรามจากพชื ประกอบดว้ย  
3 ขัน้ตอนหลกั ไดแ้ก่ (1) การสกดัครามจากพชื โดย
น าใบพืชแช่ในน ้ าและเอนไซม์บีต้ากลูโคซิเดส      
(β-glucosidase) ที่อยู่ในคอลโรพลาสต์ของเซลล์   
มีโซฟิลล์ในใบพืช และจุลินทรีย์จะย่อยอินดิแคน 
(indican) ที่อยู่ในใบพืช ซึ่งเป็นสารไม่มีสีและไม่
ละลายน ้า (Minami et al., 1997; Song et al., 2010) 
เปลี่ยนเป็นอินดอกซิล ( indoxyl) และกลูโคส 
(glucose) ซึง่ไม่มสี ีแต่ละลายน ้าได ้อนิดอกซลิมกั
ออกซิไดซ์ได้ง่ายด้วยออกซิเจนในอากาศ เปลี่ยน 
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เป็นคราม (indigo blue) ทีม่คีวามเสถยีร มสีนี ้าเงนิ
และมีขนาดเล็กมาก จากนัน้ท าให้อนุภาคคราม
ตกตะกอนด้วยการเติมปูนแดง (CaO) และกวนให้
สมัผสักบัออกซิเจนในอากาศ ซึ่งจะได้ละอองสนี ้า
เงนิจบักบัปนูและจมตวัลง แลว้พกัไว ้1 คนื จากนัน้
เทสารละลายส่วนบนทิง้ เกบ็ตะกอนครามไวเ้ตรยีม
น ้ายอ้มต่อไป (2) การเตรยีมน ้าสยีอ้มดว้ยกระบวน 
การหมกั น าตะกอนครามหมกัร่วมกบัน ้าขีเ้ถ้า โดย
มแีบคทเีรยีกลุ่ม Alkalibacterium จากธรรมชาตเิป็น
ตวัช่วยรดีวิซใ์ห ้indigo blue เป็น indigo white โดย
น ้าย้อมจะเปลี่ยนสจีากสนี ้าเงนิเป็นสเีหลอืงเขม้ ใช้
ระยะเวลาประมาณ 15 วนั และ (3) การยอ้มผา้ โดย
จุ่มผา้ลงในน ้าสยีอ้มทีอ่ยู่ในรูปทีพ่รอ้มยอ้ม (indigo 
white) แล้วน ามาบิดให้หมาดและให้สมัผสัอากาศ 
สาร indigo white ที่เคยละลายอยู่ในน ้าสยี้อมและ
เกาะติดเนื้อผ้าขึ้นมาจะเกิดการออกซิเดชันและ
เปลีย่นกลบัเป็น indigo blue แทรกเขา้ไปในเสน้ใย
ผ้า ท าให้ได้ผ้าย้อมสีครามจากธรรมชาติ โดย      
ปฏกิริยิาทางเคมทีีเ่กดิขึน้แสดงในรูปที ่1 (อนุรตัน์, 
2555) สอดคล้องกับงานวิจยัของ Aino และคณะ 
(2010)  ซึ่ ง แยกและศึกษาความสามารถของ
จุลนิทรยีท์ีส่ามารถรดีวิซส์คีรามจากหมอ้ยอ้มคราม
ในประเทศญี่ปุ่ น  เช่นเดียวกับการศึกษาของ 
สมพงษ์ และเบญจวรรณ (2556) ซึ่งแยกจุลนิทรยี์
จากหม้อย้อมครามที่ได้จากพืช Indigofera indica 
โดยใช้ เทคนิค  denaturing gradient gel electro-
phoresis (DGGE) พบจุลินทรีย์หลายชนิด ได้แก่ 
Bacillus sp. , Atopostipes sp. , Clostridiales 
bacterium, Sporomusa acidovorans, Amphi-
bacillus sp. , Alkalibacterium sp. , Lactobacillus 
sp. และ Actinomycetales sp. อย่างไรกต็าม แมว้่า
กระบวนการย้อมผ้าครามจากสีธรรมชาติมีองค์ 
ประกอบที่มาจากธรรมชาติเป็นส่วนใหญ่ แต่เมื่อ
ปล่อยน ้าทิ้งสลีงสู่แหล่งน ้าธรรมชาติอาจก่อให้เกิด
มลพษิต่อสิง่แวดลอ้มไดเ้ช่นกนั 

Campos และคณะ (2001) ศกึษาการย่อย
สลายสยีอ้มผา้อนิดโิกโดยใชเ้อนไซม ์laccase ทีท่ า
ให้บริสุทธิ ์ซึ่งสกัดจากรา Trametes hirsuta และ 
Sclerotium rolfsii พบว่าสามารถออกซไิดซ์อนิดโิก
ให้เป็น isatin (indole-2,3-dione) แล้วเปลี่ยนเป็น 
anthranilic acid (2-aminobenzoic acid) 

Nicholson และ John (2005) ศึกษาการ
ลดสีครามโดยใช้แบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิสูง 
(thermophile) ไดแ้ก่ Clostridium isatidis, C. auran-
tibutyricum, C.  celatum และ  C.  papyrosolvens 
เมื่อน าส่วนใสของอาหารเลี้ยงเชื้อ  Clostridium 
isatidis ไปทดสอบความสามารถการลดส ีพบว่าให้
ประสทิธภิาพการลดสทีี่ด ีนอกจากนี้ยงัรายงานว่า
กา ร เติม  madder powder, anthraquinone-2,  6-
disulfonic acid และ humic acid ช่วยกระตุน้การลด
สคีรามได ้
 

 
 

รปูท่ี 1  ปฏกิริยิาการสกดั เตรยีมน ้ายอ้ม และยอ้มสี
คราม (อนุรตัน์, 2555) 

 
Ramya และคณะ (2008) ศึกษาการลดสี 

indigo carmine ซึง่เป็นอนุพนัธข์องสอีนิดโิกโดยใช้
แบคทเีรยี Paenibacillus larvae ซึง่แยกไดจ้ากกาก
ตะกอนในบ่อน ้าทิ้งโรงงานย้อมผ้า พบว่าการลดส ี
indigo carmine เกิดได้สูงสุดเมื่อเติมเพปโตนและ
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ยสีต์สกดัความเขม้ขน้ 10 กรมัต่อลติร ลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่า 
150 รอบต่อนาท ีเป็นระยะเวลา 8 ชัว่โมง เมื่อสิน้สดุ
กระบวนการได ้isatin sulfonic acid และ anthranilic 
acid เป็นสารผลติภณัฑ ์นอกจากนี้ยงัพบว่าการลด
สีจะถูกยับยัง้ เมื่ อไม่มีการเขย่าหรือให้แห ล่ง
ไน โ ต ร เ จนอนิ นทรีย์ เ ป็ น  sodium nitrite และ 
ammonium chloride 

Li และคณะ (2015) ศึกษาการลดส ี indigo 
carmine ด้วยแบคทีเรีย Bacillus sp. MZS10 โดย
ใช้สีความเข้มข้น 0.1 กรัมต่อลิตร ในถังปฏิกรณ์
ชวีภาพขนาด 5 ลติร ที่มอีตัรากวนผสม 200 รอบ
ต่อนาที เมื่อวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์หลงัการลดสดี้วย
เทคนิค Fourier transform infrared (FTIR) พบว่ามี
การย่อยสลายหมู่ฟังก์ชัน C=C และ C=O ของ 
indigo carmine และเกดิพนัธะใหม่ของ -CH ในสาร
เมแทบอไลต์  ซึ่งผู้วิจ ัย เสนอว่าน่าจะเป็นสาร 
indoline sulfonic acid ที่เกิดขึ้นระหว่างกระบวน 
การเปลีย่นแปลงทางชวีภาพ 

ดงันัน้งานวจิยันี้มวีตัถุประสงค์เพื่อแยกและ
คัดกรองแบคทีเรียจากน ้าสีย้อมครามในกระบวน 
การยอ้มผา้ครามธรรมชาตแิละดนิบรเิวณยอ้ม เพื่อ
น าไปพฒันาเป็นหวัเชือ้ส าหรบัการยอ้มและสามารถ
น าจุลนิทรยี์ที่ได้ไปใช้ในการลดสใีนน ้าเสยีจากการ
ยอ้มครามต่อไป 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 การคดักรองแบคทีเรีย 

เก็บตัวอย่างน ้าสยี้อมครามในกระบวน 
การยอ้มผา้ครามธรรมชาตแิละดนิบรเิวณยอ้ม รา้น
ครามสกล อ าเภอเมือง จงัหวดัสกลนคร (รูปที่ 2) 
ซึง่น ้าสยีอ้มครามทีใ่ชจ้ะเป็นน ้าทีไ่ดใ้นการเตรยีมน ้า
สยี้อมด้วยกระบวนการหมกั เป็นการหมกัตะกอน
ครามร่วมกบัน ้าขีเ้ถ้า โดยการท างานของแบคทเีรยี
กลุ่ม Alkalibacterium เป็นตัวช่วยรีดิวซ์ให้ indigo 

blue เป็น indigo white โดยน ้ายอ้มจะเปลีย่นสจีาก
สนี ้าเงนิเป็นสเีหลอืงเขม้ เมื่อน าผา้จุ่มลงในน ้าสยีอ้ม 
(indigo white) แล้วน ามาบิดสัมผัสอากาศ สาร 
indigo white ที่เคยละลายอยู่ ในน ้ าสีย้อมและ
เกาะติดเนื้อผ้าขึ้นมาจะเกิดการออกซิเดชันและ
เปลีย่นกลบัเป็น indigo blue แทรกเขา้ไปในเสน้ใย
ผา้ ท าใหไ้ดผ้า้ยอ้มสคีราม เมื่อเกบ็ตวัอย่างดงักล่าว
ไดแ้ลว้น าตวัอย่างมาเจอืจางดว้ยสารละลายโซเดยีม
คลอไรด์ (NaCl) ความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ 
(น ้าหนกัต่อปรมิาตร) 100 เท่า และดดูตวัอย่างทีเ่จอื
จางแลว้กระจาย (spread) ลงบนผวิหน้าอาหารแขง็ 
nutrient agar (NA: peptone 5 g, NaCl 5 g, beef 
extract 5 g, yeast extract 1.5 g, agar 15 g, 
distilled water 1 L, pH 7.0) (Aino et al., 2010) บ่ม
ในตู้ควบคุมอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
48 ชัว่โมง แล้วเก็บแบคทีเรียที่มีลักษณะสณัฐาน
ของโคโลนีแตกต่างกนัไว้ในสารละลายกลีเซอรอล
ความเขม้ขน้ 50 เปอร์เซน็ต์ (น ้าหนักต่อปรมิาตร) 
ในตู้แช่เยอืกแขง็อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส เพื่อ
เกบ็รกัษาไว้ใชใ้นการระบุชนิด และศกึษาประสทิธ ิ
ภาพในการลดสคีรามต่อไป 
 

 
 

รูปท่ี 2  แหล่ง เก็บตัวอย่างน ้ าสีย้อมครามใน
กระบวนการย้อมผ้าครามธรรมชาติและ
ดินบริเวณย้อม ร้านครามสกล จังหวัด
สกลนคร 
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2.2 การระบุชนิดของแบคทีเรีย 
2.2.1 การตรวจสอบชนิดของแบคทเีรยี

ดว้ยลกัษณะสณัฐาน 
กระตุ้นแบคทีเรียที่ได้จากการคัด

กรองดว้ยวธิขีดีเชือ้ (streak) บนอาหารแขง็ NA บ่ม
ในตู้ควบคุมอุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
16 ชัว่โมง เมื่อพบโคโลนีเดี่ยว (single colony) 
ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน คือ สีและรูปร่าง
ลักษณะของโคโลนี และการติดสีแกรม ตามวิธี
ม าต ร ฐ าน ใน  Bergey’s Manual (Breed et  al. , 
1957) 

2.2.2 การระบุชนิดของแบคทเีรยีดว้ยวธิี
ทางชวีวทิยาโมเลกุล 

(1) การสกัดดีเอ็นเอทัง้หมดจาก
แบคทีเรีย โดยวีธีดัดแปลงจาก นฤมล และคณะ 
(2559) ดงันี้ เพาะเลี้ยงแบคทเีรยีมาเลี้ยงในอาหาร
เหลว NB (nutrient broth) ในตู้ควบคุมอุณหภูม ิ37 
องศาเซลเซยีส แบบเขย่าดว้ยความเรว็ 200 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมง และเก็บเกี่ยวเซลล์โดย  
ปิเปตต์เซลล์แขวนลอยในอาหารเหลวปริมาตร 1 
มลิลลิติร ไปหมุนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบต่อนาท ีเป็น
เวลา 2 นาท ีล้างตะกอนเซลล์ด้วย peptone water 
(1 % peptone, 0.5 % NaCl, pH 7.2) 2 ครัง้ และ
กระจายตะกอนเซลล์ใน TE buffer ปริมาตร 567 
ไมโครลติร แลว้เตมิ 10 % sodium dodecyl sulfate 
(SDS) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และเติม 5 M 
sodium chloride ปรมิาตร 100 ไมโครลติร เขย่าให้
เข้ากัน จากนั ้นก าจัดโปรตีนโดยเติม  phenol : 
chloroform :  isoamyl alcohol (24 : 24 :  1)  1 เท่ า
ของปรมิาตรทีม่อียู่ ก าจดัโปรตนีทีเ่หลอืและฟีนอล
ดว้ย chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) จากนัน้
ตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยการเติม isopropanol 0.6 
เท่าของปริมาตรที่มีอยู่  ผสมให้เข้ากันโดยพลิก
หลอดกลบัไปกลบัมาเบา ๆ หมุนเหวี่ยงที่ 13,000 
รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 15 นาท ีแลว้เทสารละลายใส

ส่วนบนทิง้ และลา้งเกลอืทีต่ดิมากบัตะกอนดเีอน็เอ
ด้วย 70 % ethanol 1 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยงที่่  
13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 15 นาท ีเทสารละลาย
ใสส่วนบนทิ้ง ผึ่งตะกอนดีเอ็นเอให้แห้ง ละลาย
ตะกอนดเีอน็เอด้วยน ้ากลัน่ปลอดเชือ้ จากนัน้น าไป
ตรวจสอบปรมิาณและคุณภาพของดเีอน็เอโดยวดั
ค่าการดูดกลนืแสงที ่260 และ 280 นาโนเมตร และ
เทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส โดยใช้
เทคนิคดดัแปลงจาก ปิยะวรรณ และคณะ (2557) 
จากนัน้เก็บดีเอ็นเอที่สกัดได้ไว้ในตู้แช่เยือกแข็ง
อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส 

(2) การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสและการสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม ใช้วิธีดัดแปลงจาก   
นฤมล และธรีะชยั (2554) โดยเพิม่ปรมิาณยนี 16S 
rRNA ในแบคทีเรียด้วยคู่ ไพรเมอร์สากล  [F27      
( 5- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG- 3)  แ ล ะ 
R1492 (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3)]  
(Heuer et al., 1997) โดยเจือจางตัวอย่างดีเอ็นเอ
ให้มีความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 
จากนัน้เติมสารละลายดเีอน็เอ 1 ไมโครลติร ลงใน
สว่นผสมของปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรส (1x buffer, 
200 µM dNTP, 250 nM primer, 0. 5 U Taq DNA 
polymerase) แล้วท าปฏิกิริยา 3 ขัน้ตอน ได้แก่   
(1) initial denaturation อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 3 นาที (2) denaturation อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, annealing 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, 
extension อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 
วินาที จ านวน 35 รอบ และ (3) final extension 
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 
จากนัน้ตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
อิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ 
แลว้ส่งไปตรวจล าดบันิวคลโีอไทด์ของชิน้ดเีอน็เอที่
ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  ณ บริษัท 
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SolGent Co., Ltd. (ประเทศเกาหลใีต)้ เมื่อไดล้ าดบั
นิวคลโีอไทดข์องยนี 16S rRNA น ามาระบุชนิดของ
แบคทีเรียโดยวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BLAST ใน
ฐานข้อมู ล  GenBank ของ  National Center for 
Biotechnology Information (NCBI)  (https://blast. 
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  และฝากเก็บข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ในฐานข้อมูล GenBank 
จากนัน้วเิคราะห์การจดัเรยีงต าแหน่งเปรยีบเทยีบ
กนั (multiple alignment) ดว้ยโปรแกรม Clastal W 
(https://www.genome.jp/ tools-bin/clustalw)  และ
สร้างแผนภูมคิวามสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมด้วยการ
จัดกลุ่มจากระยะห่างทางพันธุกรรม (genetic 
distance) ดว้ยโปรแกรม MEGA7 โดยเลอืกวธิกีาร
จัดกลุ่มแบบ neighbor joining (นฤมล และคณะ, 
2559) 

2.3 ประสิทธิภาพการผลิตกลูโคสจากสาร
ตัง้ต้นอินดิแคน 

เพาะเลีย้งแบคทเีรยีทีค่ดัแยกไดจ้ากน ้าสี
ย้อมครามในอาหารเหลว NB ปริมาตร 100 มิลลิ 
ลิตร บ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
แบบเขย่าดว้ยความเรว็ 200 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 
16 ชัว่โมง เพื่อท าเป็นกล้าเชื้อ เจอืจางด้วยอาหาร
เหลว NB ใหไ้ดค้่าความขุน่เซลลเ์ท่ากบัค่าความขุน่
ของ McFarlane standard No.3 (OD600 ≈ 0.582) 
น าสารละลายแขวนลอยเซลล์แบคทเีรยีทีเ่ตรยีมได้
หมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 12,000 
รอบต่อนาทีด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง
ควบคุมอุณหภูมิ  ( refrigerated centrifuge) ล้า ง
ตะกอนแบคทีเรียด้วยน ้ าเกลือ (0.85 % NaCl) 
จ านวน 3 ครัง้ ทดสอบประสทิธภิาพในการเปลีย่น
รูปอนิดแิคนให้อยู่ในรูปของอนิดโิกโดยบ่มตะกอน
เซลล์กบัสารละลายอนิดแิคนความเขม้ขน้ 10 มลิลิ
โมลาร์ (พิชญาพร และคณะ, 2561) ปริมาตร 7 
มลิลลิติร อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 96 
ชัว่โมง น าตวัอย่างไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 12,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ส่วนใสที่ได้น าไป
วิเคราะห์ปริมาณกลูโคสที่เกิดขึน้ด้วยเครื่องวดัค่า
การดดูกลนืแสง (spectrophotometer)  

2.4 ประสิทธิภาพการลดสีครามของ
แบคทีเรีย 

เพาะเลี้ยงแบคทเีรยีที่คดัแยกไดจ้ากดนิ
ที่มีการปนเป้ือนน ้าย้อมครามในอาหารเหลว NB 
ปรมิาตร 100 มลิลลิติร บ่มในตู้ควบคุมอุณหภูม ิ37 
องศาเซลเซยีส แบบเขย่าดว้ยความเรว็ 200 รอบต่อ
นาท ีเป็นเวลา 16 ชัว่โมง เพื่อท าเป็นกลา้เชือ้ แลว้
เจอืจางดว้ยอาหารเหลว NB ใหไ้ดค้่าความขุน่เซลล์
เริม่ตน้เท่ากบัค่าความขุน่ของ McFarlane standard 
No.3 (OD600 ≈ 0.582) และถ่ายกล้าเชื้อที่เจือจาง 
10 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว  NB (pH 7) ที่มีสี
ครามความเขม้ขน้ 25 มลิลกิรมัต่อลติร ปรมิาตร 90 
มลิลลิติร บ่มในตูค้วบคุมอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส 
ทีส่ภาวะนิ่ง เกบ็ตวัอย่างผลติภณัฑห์ลงัการลดสทีุก 
8 ชัว่โมง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้น าผลติ ภณัฑแ์ต่
ละตวัอย่างไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 5,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 1 นาที และวดัค่าการดูดกลืนแสง
ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophoto-
meter) น าไปค านวณค่าการลดสีตามสมการที่ 1 
ต่อไป 

2.5 การวิเคราะห ์
2.5.1 การวเิคราะหป์รมิาณกลูโคส 

วิเคราะห์ปริมาณกูลโคสโดยใช้  
reagent kit จากบรษิทั ERBA Mannheim ประเทศ 
เยอรมนี  โดยปิเปตต์สารละลายพร้อมใช้งาน
ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร  ซึ่ งประกอบด้วย 
phosphate buffer 250 mmol/L, glucose oxidase   
> 25 U/mL, peroxidase > 2 U/mL phenol 5 mmol/L 
และ 4-aminoantipyrine 0.5 mmol/L ลงในตวัอย่าง
ที่ได้จากข้อ 2.3 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ระยะเวลา 10 นาท ีวดั
ค่าการดูดกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 505 นาโนเมตร 
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เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลาย
กลูโคส ความเข้มข้น 0-20 มิลลิโมลาร์ และใช้น ้า
กลัน่เป็น blank วดัค่าซ ้า 3 ซ ้า 

2.5.2 การวเิคราะหก์ารลดส ี
วดัค่าการดูดกลนืแสงของผลติภณัฑ์

ที่ได้จากการลดสีครามของแบคทีเรียที่ความยาว
คลื่นแสง 602 นาโนเมตร ซึง่เป็นความยาวคลื่นแสง
ที่ให้ค่าการดูดกลืนแสงของสคีรามสูงสุด (Hart et 
al., 1992) เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสี
ครามมาตรฐานความเขม้ขน้ 0-25 มลิลกิรมัต่อลติร 
และใช้อาหารเหลว NB ที่ไม่มกีารเติมสเีป็น blank 
โดยวดั 3 ซ ้า แลว้ค านวณการลดสคีรามจากสมการ 
ที่ 1 คือ การลดสี (เปอร์เซ็นต์) = [(ความเขม้ขน้สี
ครามเริม่ตน้ - ความเขม้ขน้สคีรามสดุทา้ย) ÷ ความ
เขม้ขน้สคีรามเริม่ตน้] x 100 

2.6 การวิเคราะหผ์ลทางสถิติ 
วเิคราะหค์วามแปรปรวน (ANOVA) และ

เปรยีบเทยีบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างสิง่
ทดลองด้วยวธิ ีDuncan's new multiple range test 
(MRT) ทีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95 เปอรเ์ซน็ต ์โดยใช ้

โปรแกรม SPSS เวอรช์นั 16.0 
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
3.1 การคดัแยกแบคทีเรีย 

เมื่อคัดกรองแบคทีเรียจากน ้ าสีย้อม
ครามในกระบวนการยอ้มผา้ครามธรรมชาตแิละดนิ
บริเวณย้อม ร้านครามสกล อ าเภอเมือง จังหวัด
สกลนคร พบว่าคดัแยกได้แบคทเีรยีที่เจรญิเตบิโต
บนอาหารแขง็ NA จ านวน 23 ไอโซเลท โดยแยก
ไดจ้ากน ้าสยีอ้มคราม 19 ไอโซเลท และดนิทีบ่รเิวณ
ยอ้ม 4 ไอโซเลท  

3.2 การระบุชนิดของแบคทีเรีย 
การตรวจชนิดของแบคที เ รียด้วย

ลกัษณะสณัฐานโดยอ้างองิจากตารางมาตรฐานใน 
Bergey’s manual แสดงถึงแบคทเีรียที่คดักรองได้
แต่ละไอโซเลทมคีวามแตกต่างกนั (ตารางที ่1) 

การระบุชนิดของแบคทีเรียด้วยวิธีทาง
ชีววิทยาโมเลกุลโดยใชล้ าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี 
16S rRNA ไดผ้ลดงัตารางที ่1 โดยพบว่าแบคทเีรยี
ที่แยกได้จากน ้าสยี้อม 19 ไอโซเลท (SKTU1-
20) 

 
ตารางท่ี 1  ตวัอย่างลกัษณะสณัฐานของโคโลนีแบคทเีรยีที่คดักรองได้จากน ้าสยี้อมและดนิที่ปนเป้ือนน ้าสี

ยอ้ม 
 

ลกัษณะ ไอโซเลท SKBT 1 ไอโซเลท SKBT 2 ไอโซเลท SKBT 3 ไอโซเลท SKBT 4 
การตดิสแีกรม บวก ลบ ลบ บวก 
รปูร่างเซลล ์ แท่ง กลม กลม แท่ง 
รปูร่างโคโลนี กลม กลม กลม กลม 
ขอบโคโลนี หยกั เรยีบ เรยีบ หยกั 
สโีคโลนี ขาว ครมี เหลอืง ขาว 

รปูถ่ายจาน 
เพาะเลีย้ง 
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ตารางท่ี 2  สกุลและชนิดของแบคทเีรยีเมื่อระบุดว้ยวธิทีางชวีวทิยาโมเลกุล 
 

แหล่ง
ตวัอย่าง 

ไอโซเลท 
ความเหมอืนของล าดบั 
นิวคลโีอไทด ์(%) 

Accession number 
ใน GenBank 

สกุลและชนิดของแบคทเีรยี 

น ้าสยีอ้ม
ครามใน
หมอ้ยอ้ม 

SKTU1 100.00 MH031763 Bacillus circulans 
SKTU2 95.18 MH031764 Bacillus eiseniae 
SKTU3 100.00 MH031765 Bacillus kochii 
SKTU4 100.00 MH031766 Bacillus kochii 
SKTU5 95.89 MH031767 Bacillus kochii 
SKTU6 98.89 MH031768 Bacillus kochii 
SKTU7 100.00 MK629724 Bacillus cereus 
SKTU8 95.25 MK652860 Lysinibacillus fusiformis 
SKTU9 100.00 MK652862 Bacillus safensis 
SKTU10 95.90 MK652872 Bacillus cereus 
SKTU11 97.47 MK652874 Pseudomonas gessardii 
SKTU12 98.69 MK656098 Pseudomonas brassicacearum 
SKTU13 97.94 MK656089 Pseudomonas fluorescens 
SKTU14 98.23 MK658867 Bacillus kochii 
SKTU16 99.02 MK658868 Bacillus horneckiae 
SKTU17 97.18 MK659948 Aerococcus urinaeequi 
SKTU18 98.74 MK659952 Bacillus arbutinivorans 
SKTU19 97.00 MK659954 Pseudomonas fluorescens 
SKTU20 99.27 MK659957 Bacillus horneckiae 

ดนิ
บรเิวณ
ยอ้ม 

SKBT1 99.00 MG928502 Bacillus wiedmannii 
SKBT2 98.00 MG928503 Acinetobacter baumannii 
SKBT3 98.00 MG928504 Acinetobacter junii 
SKBT4 100.00 MG928505 Bacillus cereus 

 
อยู่ในสกุล Bacillus 13 ไอโซเลท (68.42 เปอรเ์ซน็ต)์ 
รองมา คอื สกุล Pseudomonas 4 ไอโซเลท (21.05 
เปอร์เซ็นต์) สกุล Lysinibacillus และ Aerococcus 
พบสกุลละ 1 ไอโซเลท (5.26 เปอร์เซ็นต์) ส่วน
แบคทีเรียที่แยกได้จากดินที่ปนเป้ือนน ้าสีย้อม 4   
ไอโซเลท (SKBT1-4) จดัอยู่ในสกุล Bacillus และ 
Acinetobacter สกุลละ 2 ไอโซเลท (50 เปอรเ์ซน็ต์) 
(ตารางที ่2) 

เมื่อสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S 
rRNA ของแบคทเีรยี พบว่าแบคทเีรยีแต่ละชนิดใน
สกุล Bacillus, Pseudomonas และ Acinetobacter 
สามารถแยกอย่างชดัเจน อย่างไรกต็าม ไม่สามารถ
แยกกลุ่มตามสกุลของแบคทเีรยี (รูปที ่3) เนื่องจาก
ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16S rRNA ใกลเ้คยีงกนั
มากและอาจมลี าดบันิวคลโีอไทด์ทีส่ ัน้เกนิไป ท าให้
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แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมมีลักษณะ
ซอ้นทบักนัแมว้่าแบคทเีรยีจดัอยู่ต่างสกุลกต็าม 

3.3 ประสิทธิภาพการผลิตกลูโคสจาก
อินดิแคน 

แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากน ้ าสีย้อม 
จ านวน 19 สายพนัธุ ์เมื่อน ามาศกึษาประสทิธภิาพ
ในการเปลี่ยนรูปอินดิแคนให้อยู่ในรูปของอินดิโก
โดยบ่มตะกอนเซลล์กบัสารละลายอินดแิคนความ
เขม้ขน้ 10 มลิลโิมลาร ์อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 96 ชัว่โมง แล้วน าส่วนใสที่ได้น าไป
วิเคราะห์ปริมาณกลูโคสที่เกิดขึน้ด้วยเครื่องวดัค่า
การดูดกลนืแสง (รูปที ่4) พบว่าแบคทเีรยีจ านวน 6 
สายพนัธุ ์ซึง่สามารถใหป้รมิาณกลโูคสทีส่งูแตกต่าง

กนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมัน่ 
95 เปอรเ์ซน็ต ์แบคทเีรยีทัง้ 6 สายพนัธุ ์สามารถให้
ปรมิาณกลโูคสทีส่งูแตกต่างกนัอย่างมนียัส าคญัทาง
สถติทิีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95 เปอรเ์ซน็ต์ แบคทเีรยี
ทัง้ 6 สายพนัธุ์ Bacillus kochii SKTU5 ให้ปรมิาณ
กลูโคสจากการเปลี่ยนรูปจากสารอินดิแคนได้สูง
ที่สุดเท่ากับ 63.67±6.59 มิลลิโมลาร์ รองมา คือ 
Bacillus kochii SKTU6,  Bacillus kochii SKTU3, 
Bacillus kochii SKTU4, Bacillus circulans SKTU1 
และ Bacillus eiseniae SKTU2 ให้ปริมาณกลูโคส
เ ท่ า กับ  45.70±3.29, 40.48±2.39,  27.44±6.94, 
26.71±3.26 และ 26.57±3.89 มลิลโิมลาร ์ตามล าดบั 
แสดงใหเ้หน็ว่าแบคทเีรยีดงักล่าวนัน้ เป็นสายพนัธุท์ี่

 

 
 

รปูท่ี 3  แผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมทีส่รา้งจากล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 16S rRNA ในแบคทเีรยีที่
คดักรองได ้23 ไอโซเลท 
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รูปท่ี 4  ปรมิาณกูลโคสที่แบคทเีรียผลิต
จากอนิดแิคน อุณหภูม ิ30 องศา
เซลเซยีส ระยะเวลา 96 ชัว่โมง 

 

 

รูปท่ี 5  การลดสีครามด้วย
แบคทเีรยีที่คดักรอง
ไดจ้ากดนิทีป่นเป้ือน
น ้าสยีอ้ม 

 
อาจมคีวามเป็นไปได้ในการเปลี่ยนสารอนิดแิคนที่
อยู่ในใบคราม เพื่อเปลีย่นเป็นอนิดอกซลิ (indoxyl) 
และกลูโคส (glucose) ได้ดยีิง่ขึน้ ท าให้เพิม่โอกาส
ในการเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนัและอาจสง่ผลใหไ้ด้สี
ครามหรืออินดิโกที่มากยิง่ขึน้ สอดคล้องกบั Aino 
และคณะ (2010) ทีแ่ยกจุลนิทรยีซ์ึง่สามารถรดีวิซส์ี
ครามจากหม้อย้อมครามในประเทศญี่ปุ่ นได้หลาย
ชนิด ได้แก่ Bacillus firmus, Halomonas venusta, 
Amphibacillus xylanus, Tissierella creatinophila 
DSM 6911T , Bacillus cellulosilyticus N- 4T, 
Corynebacterium efficiens YS-314T เป็นต้น และ 
สมพงษ์ และเบญจวรรณ (2556) แยกจุลนิทรยีจ์าก
หม้อย้อมครามที่ได้จากพืช Indigofera indica ใน

ประเทศไทยโดยใชเ้ทคนิค denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE) โดยพบจุลินทรีย์หลาย
ชนิด ไดแ้ก่ Bacillus sp., Atopostipes sp., Clostri-
dium sp., Sporomusa acidovorans, Amphi-
bacillus sp. , Alkalibacterium sp. , Lactobacillus 
sp. และ Actinomycetales sp. 

3.4 ประสิทธิภาพการลดสีครามของ
แบคทีเรีย 

แบคที เ รี ย ที่ คัด ก รอ ง ได้ จ าก ดินที่
ปนเป้ือนน ้ าสีย้อมในกระบวนการย้อมผ้าคราม
ธรรมชาตทิัง้ 4 ไอโซเลท สามารถลดสคีราม (รูปที่ 
5 และ 6) โดยแบคทเีรยี Acinetobacter baumannii 
SKBT 2 ลดสไีด้สูงสุดถึง 79.13±0.43 เปอร์เซ็นต์ 
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รองมา คอื Bacillus cereus SKBT4, Acinetobacter 
junii SKBT3 และ Bacillus wiedmannii SKBT1 ลด
สีครามได้ 59.56±0.78, 59.35±3.63 และ 55.06± 
2.69 ตามล าดบั อย่างไรกต็าม เมื่อพจิารณารปูแบบ
ของการลดสีในสภาวะนิ่งจากงาน วิจัยนี้มีความ
แตกต่างจากงานวจิยัของ Ramya และคณะ (2008) 
ที่ศึกษาการลดสี indigo carmine ด้วยแบคทีเรีย 
Paenibacillus larvae โดยการเขย่าเช่นเดียวกับ
งานวจิยัของ Li และคณะ (2015) ที่ศกึษาการลดส ี
indigo carmine ดว้ยแบคทเีรยี Bacillus sp. MZS10 
ในถงัหมกัปฏกิรณ์ชวีภาพและมกีารกวนผสม โดย
การลดสคีรามด้วยแบคทเีรยีที่คดัแยกได้ในสภาวะ
นิ่งมีประสทิธิภาพในการลดสเีช่นเดียวกบัรูปแบบ
เขย่า ซึง่สามารถลดสคีรามในระยะเวลา 48 ชัว่โมง 
อย่างไรกต็าม ควรมกีารศกึษาสารเมแทบอไลตข์อง
ผลิตภัณฑ์และรวมถึงเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกบัการ   
ลดส ีเพื่อให้เขา้ใจกระบวนการลดสแีละการบ าบดั
ทางชวีภาพต่อไป 
 

 
 

รปูท่ี 6  ประสทิธภิาพการลดสคีรามด้วยแบคทเีรยี
ทีค่ดักรองไดจ้ากดนิบรเิวณยอ้ม ระยะเวลา 
48 ชัว่โมง 

 
4. สรปุผลการวิจยั 

เมื่อคดัแยกแบคทเีรยีจากน ้าสยี้อมครามใน
กระบวนการยอ้มผา้ครามธรรมชาตแิละดนิทีบ่รเิวณ

ยอ้ม พบว่าคดักรองไดแ้บคทเีรยี 23 ไอโซเลท เมื่อ
ระบุชนิดของแบคทเีรยีด้วยล าดบันิวคลโีอไทด์ของ
ยีน 16S rRNA พบว่าแบคทีเรียจากน ้ าสีย้อม 19  
ไอโซเลท (SKTU1-20) อยู่ในสกุล Bacillus 13     
ไอโซเลท สกุล Pseudomonas 4 ไอโซเลท สกุล 
Lysinibacillus 1 ไอโซเลท และสกุล Aerococcus   
1 ไอโซเลท ส่วนแบคทีเรียจากดินที่ปนเป้ือนน ้าสี
ย้อม 4 ไอโซเลท (SKBT1-4) อยู่ในสกุล Bacillus 
และสกุล Acinetobacter สกุลละ 2 ไอโซเลท โดย
แบคทีเรียที่คดักรองได้จากน ้าสยี้อมนัน้ มีเพียง 6 
ไอโซเลทที่ช่วยในการเปลี่ยนรูปอินดิแคนให้เป็น  
อินดอกซิลและกลูโคส โดยที่แบคทีเรีย Bacillus 
kochii SKTU5 สามารถให้ปริมาณกลูโคสจากการ
เ ป ลี่ ย น รู ป จ า ก ส า ร อิ น ดิ แ ค น ไ ด้ สู ง เ ท่ า กับ 
63.67±6.59 มลิลโิมลาร ์สว่นแบคทเีรยีทีค่ดักรองได้
จากดนิบรเิวณยอ้มทีม่กีารปนเป้ือนน ้าสยีอ้มครามมี
เพยีง 4 ไอโซเลท เท่านัน้ทีส่ามารถลดสคีราม โดย 
Acinetobacter baumannii SKBT2 ลดสีไ ด้สู ง สุด 
79.13±0.43 เปอรเ์ซน็ต์ แบคทเีรยีทีค่ดัแยกได้จาก
น ้าย้อมครามในหม้อย้อมมีส่วนช่วยให้มีสคีรามที่
สูงขึ้น ส่วนแบคทีเรียจากดินบริเวณย้อมสามารถ
ช่วยลดสีครามได้ ดังนัน้แบคทีเรียที่คัดแยกได้นี้
สามารถน าไปพฒันาเป็นหวัเชือ้ส าหรบัการยอ้มและ
สามารถน าจุลนิทรียท์ีไ่ด้ไปใชใ้นการลดสใีนน ้าเสยี
จากการยอ้มครามต่อไป 
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบคุณ ส านักงานคณะกรรมการวิจัย
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23/2560 มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ์ขอขอบคุณ คุณ
สกุณา สาระนันท์ เจ้าของร้านครามสกล อ าเภอ
เมอืง จงัหวดัสกลนคร ทีใ่หค้วามอนุเคราะหต์วัอยา่ง 
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ขอขอบคุณ คุณพชิามญชุ ์พพิธิทอง ทีม่สีว่นท าให ้
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