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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ภัคพรรณ ปล้องนิราศ : การก าจัดสี Reactive Black 5 ในน  าเสียสีย้อม โดยใช้  
Pseudomonas sp. (DECOLORIZATION OF REACTIVE BLACK 5 DYE 
WASTEWATER USING Pseudomonas sp.) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. อุษา 
แสงวัฒนาโรจน์, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ดร. ธิดารัตน์ นิ่มเชื อ{, 92 หน้า. 

งานวิจัยนี ใช้เทคโนโลยีทางชีวภาพเพ่ือก าจัดสีย้อมในสารละลายสี  โดยคัดเลือกเชื อ
แบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp. จ านวน 49 สายพันธุ์ (คัดเลือกมาจากคลังเชื อจุลินทรีย์ใน 
Thailand Bioresource Research Center (TBRC) ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แห่งชาติ) มาทดลองเบื องต้นในการก าจัดสีย้อม Reactive Black 5 ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ในอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) ที่ภาวะการบ่มแบบหยุดนิ่ง อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส และพีเอช 8 พบว่าเชื อ Pseudomonas aeruginosa แสดงประสิทธิภาพสูงสุดใน
การก าจัดสีได้เท่ากับ 54.57 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 24 ชั่วโมง จากนั นจึงทดลองใช้เชื อดังกล่าวในการ
ก าจัดสี Reactive Black 5 ในสารละลายสีย้อมที่เหลือจากการย้อมจริงที่ใช้ด่างช่วยในการย้อม และ
ปรับลดความเข้มข้นสีให้เป็น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหารเลี ยงเชื อและที่ภาวะการบ่มเดิม พบว่า
เมื่อวิเคราะห์การก าจัดสีของแบคทีเรียในภาวะที่มีและไม่มีอาหารเลี ยงเชื อ แบคทีเรียดังกล่าวสามารถ
ก าจัดสีย้อมในภาวะที่มีอาหารเลี ยงเชื อได้มากกว่าภาวะที่ไม่มีอาหาร  72.42 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 48 
ชั่วโมงของการบ่ม นอกจากนั นเมื่อวิเคราะห์โครงสร้างของสีย้อมก่อนและหลังการก าจัดสีด้วย
แบคทีเรียเพื่อศึกษากลไกการก าจัดสีโดยใช้เทคนิค FTIR และ HPLC พบว่าการใช้แบคทีเรียย่อยสลาย
สีย้อม Reactive Black 5 จะท าให้หมู่เอโซ (-N=N-) ของสีย้อมถูกท าลายและเปลี่ยนไปเป็นหมู่แอมิ
โน (-NH2) และมีผลิตภัณฑ์ของกรดออกซาลิกเกิดขึ นหลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรียเป็นเวลา 5 วัน ท า
ให้เฉดสีในสารละลายสีย้อมมีสีอ่อนลง และเม่ือบ่มสารละลายสีในแบคทีเรียเป็นเวลา 6 วัน แบคทีเรีย
สามารถก าจัดสีได้ถึง 87.61 เปอร์เซ็นต ์ 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5872012523 : MAJOR APPLIED POLYMER SCIENCE AND TEXTILE TECHNOLOGY 
KEYWORDS:  

PAKAPHAN PLONGNIRAS: DECOLORIZATION OF REACTIVE BLACK 5 DYE 
WASTEWATER USING Pseudomonas sp.. ADVISOR: ASST. PROF. USA 
SANGWATANAROJ, Ph.D., CO-ADVISOR: THIDARAT NIMCHUA, Ph.D. {, 92 pp. 

This research used an application of biotechnology for decolorization of 
reactive dye in wastewater. Forty-nine bacteria (from Thailand Bioresource Research 
Center (TBRC)) of National Center for Genetic Engineering and Biotechnology) from 
Pseudomonas  isolates were preliminary tested on the decolorization of Reactive 
Black 5 dye solution at a concentration of 100 mg/l, in mineral salt medium (MSM) at 
35°C, pH 8 and at static condition. It was found that the isolated of Pseudomonas 
aeruginosa showed the highest decolorization of 54.57% within 24 hours of 
incubation. Then the isolate was used for decolorization of the after dyeing solution 
of Reactive Black 5 (diluted to 100 mg/l) containing alkali, in the same MSM and 
incubation condition, and this decolorization was analyzed in comparison between 
decolorization of after dyeing solution mixed MSM and decolorization of after dyeing 
solution mixed water. Results indicated that within 48 hours of incubation, this 
isolate performed 72.42% higher decolorization in sample containing MSM than in 
sample containing water. In addition, the study also confirmed the potential of 
Pseudomonas aeruginosa for dye degradation of Reactive Black 5 based on Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and High-performance liquid chromatography 
(HPLC) analyses. It was found that decolonization of Reactive Black 5 with 
Pseudomonas aeruginosa produced the cleavage of azo group (-N=N-) in the dye 
structure and transformed it into amino group (-NH2) and also found the occurrence 
of oxalic acid after 5 days of incubation.  After 6 days of incubation, 87.61% 
decolorization was found. 
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บทที ่1  
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญ 

 สีสังเคราะห์เป็นสารเคมีที่เข้ามามีบทบาทส าคัญต่อชีวิตประจ าวันของมนุษย์ ซึ่งสิ่งของ
เครื่องใช้เกือบทุกชนิดมักมีสีสังเคราะห์เป็นส่วนประกอบ ดังนั นในปัจจุบันทั่วโลกจึงมีการผลิตสี
สังเคราะห์ในปริมาณที่สูงมาก โดยอุตสาหกรรมสิ่งทอเป็นอุตสาหกรรมที่ใช้สีย้อมมากที่สุด โดยสีเอโซ
เป็นสีกลุ่มท่ีนิยมน าไปใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ อย่างแพร่หลายทั่วโลก เช่น อุตสาหกรรมสิ่งทอ อาหาร 
เครื่องส าอาง และกระดาษ เป็นต้น เนื่องจากมีราคาถูกและผลิตได้ง่ายในปริมาณมาก มีความเสถียร
และมีหลายเฉดสีให้เลือกในการใช้งานได้อย่างเหมาะสม [1] 
 สีเอโซเป็นสีที่มีโครงสร้างเป็นสารประกอบแอโรแมติกที่มีหมู่เอโซ ( -N=N-) 1 หมู่หรือ
มากกว่าในโครงสร้าง [2] ซึ่งอุตสาหกรรมสิ่งทอเป็นอุตสาหกรรมที่ใช้สีชนิดนี มากที่สุด สีย้อมสามารถ
ปนเปื้อนอยู่ในน  าเสียของโรงงานได้ตั งแต่ร้อยละ 2-50 ท าให้น  าผิวดินและน  าใต้ดินบริเวณโดยรอบ
โรงงานย้อมผ้ามีการปนเปื้อนสีย้อม ในปี ค.ศ. 1978 พบว่าสีย้อมประมาณร้อยละ 2 (9,000 ตัน) ของ
ปริมาณที่ผลิตขึ นในกระบวนการผลิตสี (450,000 ตัน) ถูกปล่อยออกสู่สิ่งแวดล้อม [3] เมื่อไม่นานมา
นี ได้มีการประมาณการว่าในแต่ละปีทั่วโลกมีการปนเปื้อนของสีย้อมในน  าทิ งของโรงงานอุตสาหกรรม
ประมาณ 280,000 ตัน [4] และสีรีแอกทีฟเป็นหนึ่งในกลุ่มของสีเอโซที่ใช้มากในอุตสาหกรรมสิ่งทอ สี
ชนิดนี มีความสามารถในการละลายน  าได้สูงและมีหมู่รีแอกทีฟที่สามารถสร้างพันธะโคเวเลนซ์ระหว่าง
สีย้อมและเส้นใย [5, 6]  

 จากอดีตจนถึงปัจจุบันมีการศึกษาการใช้วิธีทางกายภาพ และวิธีทางเคมี ในการบ าบัดน  าเสีย
ที่ปนเปื้อนสีย้อมอย่างแพร่หลาย [7-9] ไม่ว่าจะเป็นการใช้เทคนิคการตกตะกอน (coagulation) 
ร่วมกับการจับตัวเป็นก้อน (flocculation) การใช้เทคนิคการดูดซับ (adsorption) การใช้แผ่นเมม
เบรน (membrane technology) และการที่ ใช้สารออกซิไดส์ที่รุนแรงเช่น  H2O2 
(ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์), TiO2 (ไททาเนียมไดออกไซด์), ZnO (ซิงค์ออกไซด์) เป็นต้น แต่อย่างไรก็
ตามการใช้เทคโนโลยีเหล่านี มักมีข้อจ ากัดหรือข้อเสียเมื่อน ามาด าเนินการในระบบบ าบัดน  าเสียของ
โรงงานอุตสาหกรรม ดังนั นในปัจจุบันจึงมีการผลักดันให้มีการใช้เทคโนโลยีที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม
เพ่ือลดผลกระทบที่อาจเกิดขึ นต่อสิ่งแวดล้อม รวมทั งลดการใช้น  าในกระบวนการผลิต ลดการปล่อย
น  าเสีย [10] และลดการกระท าความผิดตามข้อบังคับของกฎหมายในเรื่องการปล่อยน  าเสียของ
โรงงานออกสู่สิ่งแวดล้อม เนื่องจากตลอดระยะเวลา 10 ปีที่ผ่านมา รัฐบาลในหลายประเทศได้ออก
ข้อบังคับที่เข้มงวดเกี่ยวกับการปล่อยน  าเสียออกสู่สิ่งแวดล้อมของโรงงานอุตสาหกรรม โดยเฉพาะ
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อย่างยิ่งในประเทศที่พัฒนาแล้ว ซึ่งแรงกดดันทางกฎหมายนี  จะท าให้โรงงานอุตสาหกรรมใช้
กระบวนการบ าบัดน  าเสียที่มีสีย้อมปนเปื้อน เพ่ือท าให้น  าเสียผ่านมาตรฐานก่อนปล่อยออกสู่
สิ่งแวดล้อม ถึงแม้ว่าในปัจจุบันจะมีหลายวิธีที่ใช้ในการบ าบัดน  าเสีย ถึงแม้ว่าในปัจจุบันมีหลายวิธีที่ใช้
ในการบ าบัดน  าเสียด้วยวิธีทางชีวภาพถือว่าเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด รวมทั งเป็นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อมและสามารถน าไปสู่การย่อยสลายสีย้อมได้อย่างสมบูรณ์ จากการศึกษางานวิจัยต่างๆ
พบว่าจุลินทรีย์หลายชนิดเช่น รา แบคทีเรีย ยีสต์ และสาหร่ายมีความสามารถในการย่อยสลายสีเอโซ
ได้อย่างสมบูรณ์ [11] การลดความเข้มสีและการย่อยสลายสีด้วยแบคทีเรียได้รับความสนใจใน
การศึกษาอย่างกว้างขวาง เนื่องจากแบคทีเรียมีวงจรชีวิตสั น สามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว อีก
ทั งแบคทีเรียยังสามารถย่อยสลายสีเอโซได้อย่างมีประสิทธิภาพในระยะเวลาอันสั นเมื่อเปรียบเที ยบ
การใช้จุลินทรีย์ชนิดอ่ืน [10, 12] ท าให้การก าจัดสีย้อมด้วยแบคทีเรียเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพและ
แพร่หลาย ต้นทุนต่ า และเป็นกระบวนการไม่ซับซ้อน  

   ดังนั นผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะน าแบคทีเรียมาใช้ในการก าจัดสี ในน  าเสียสีย้อมรีแอกทีฟ 
เพราะเป็นวิธีทางชีวภาพที่ไม่ก่อให้เกิดอันตรายต่อสิ่งแวดล้อมเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้สารเคมี และ
เสียค่าใช้จ่ายในการด าเนินการไม่สูงมากเม่ือเปรียบเทียบกับวิธีทางเคมี โดยแบคทีเรียจะท าลายพันธะ
เอโซที่อยู่ในโครงสร้างของสีรีแอกทีฟให้กลายเป็นสารแอมีน และย่อยสลายสารแอมีนเพ่ือน ามาใช้เป็น
แหล่งอาหาร เช่น ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในการเจริญเติบโต โดยในงานวิจัยนี จะคัดเลือก
แบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp. ที่มีศักยภาพก าจัดสีย้อมรีแอกทีฟที่มีหมู่เอโซในน  าเสีย รวมทั ง
ศึกษาภาวะ ประสิทธิภาพ และกลไกการก าจัดสีในน  าเสียของแบคทีเรียที่คัดเลือกมาดังกล่าวเพ่ือใช้
เป็นแนวทางในการประยุกต์ใช้ในกระบวนการบ าบัดน  าเสียจากสีย้อมในอุตสาหกรรมสิ่งทอต่อไป 

1.2 วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการก าจัดสี Reactive Black 5 ในน  าเสียที่ได้จากการ
ย้อมผ้าได้สูงที่สุด 

2. เพ่ือศึกษาภาวะการเติมปริมาณแบคทีเรีย ประสิทธิภาพ และโครงสร้างของสีหลังการก าจัด จาก
เชื อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

1) คัดเลือกแบคทีเรีย Pseudomonas sp. ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการก าจัดสี Reactive Black 5 
ที่อยู่ในน  าที่ได้จากการย้อมผ้า 

2) ศึกษาปริมาณแบคทีเรีย จ านวนครั งในการเติมปริมาณแบคทีเรีย และช่วงเวลาในการเติมปริมาณ
แบคทีเรียที่เหมาะสมต่อกระบวนการก าจัดสีย้อมมากท่ีสุด 
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3) ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรีย ในการก าจัดสีย้อม Reactive Black 5 โดยใช้เครื่อง UV-Vis 
spectrophotometer เป็นเครื่องมือวิเคราะห์หาความเข้มข้นของสีย้อมน  าสีที่ได้จากการย้อมทั ง
ก่อนและหลังการก าจัดสี 

4) ศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสีย้อม Reactive Black 5 ก่อนและหลังการก าจัดสีด้วยเชื อแบคทีเรีย
โดยใช้เทคนิค FT-IR spectroscopy และ HPLC choromatography 

 1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 ได้แบคทีเรียที่มีความสามารถในการก าจัดสีย้อม Reactive Black 5 และกรรมวิธีในการใช้
แบคทีเรียดังกล่าวในการก าจัดสีย้อม 

  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่2  
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

  น  าเป็นสิ่งที่จ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต เพราะว่าน  าเป็นส่วนประกอบหลักส าคัญของ
ร่างกายสิ่งมีชีวิต ท าให้กลไกต่างๆภายในร่างกายสิ่งมีชีวิตด าเนินไปได้อย่างเป็นปกตินอกจากนี ยังเป็น
แหล่งที่อยู่อาศัยของสิ่งมีชีวิต เช่น สัตว์น  าต่างๆ เป็นต้น ซึ่งถ้าหากเกิดมลพิษและสิ่งเจือปนปนเปื้อน
ในน  า จะท าให้เกิดผลกระทบตามมามากมาย เช่น ปัญหาความเน่าเสียของแหล่งน  า และในปัจจุบัน
อุตสาหกรรมสิ่งทอก็เป็นหนึ่งในอุตสาหกรรมที่ท าให้เกิดปัญหาความเน่าเสียของของแหล่งน  า คือ การ
ปล่อยน  าเสียลงสู่สิ่ งแวดล้อม เพราะในปัจจุบันนั นมีการผลิตสีสังเคราะห์ในปริมาณที่สูงมาก 
เนื่องมาจากสิ่งของเครื่องใช้เกือบทุกชนิดของมนุษย์มักเกี่ยวข้องกับสีสังเคราะห์ ซึ่งในกระบวนการ
ผลิตสิ่งทอนี ต้องใช้น  าเป็นปริมาณมากตลอดกระบวนการผลิต จึงมีการปล่อยน  าเสียซึ่ งจะ
ประกอบด้วยสารเคมีต่างๆหลายๆชนิด ดังนั นจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่จะก าจัดสารเคมีเหล่านี ในน  า
ทิ งอุตสาหกรรมก่อนที่จะปล่อยลงสู่แหล่งแม่น  า และการก าจัดสารเคมีเหล่านี มีหลายวิธีด้วยกัน เช่น 
วิธีทางกายภาพ วิธีทางเคมี และวิธีทางชีวภาพ ส าหรับงานวิจัยนี จะใช้วิธีทางชีวภาพเพราะเป็นวิธีที่
เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม เป็นการน าเอาจุลินทรีย์มาก าจัดสิ่งเจือปนในน  าเสียโดยเฉพาะสารคาร์บอน
อินทรีย์ ไนโตรเจน และฟอสฟอรัส [9] โดยความสกปรกเหล่านี จะถูกใช้เป็นอาหารและเป็นแหล่ง
พลังงานของจุลินทรีย์เพ่ือการเจริญเติบโต ท าให้น  าเสียมีค่าความสกปรกลดลง ซึ่งถ้าสามารถที่จะ
แก้ไขปัญหาน  าเสียไปจากประเทศได้ก็จะท าให้ประชาชนในประเทศมีความเป็นอยู่ที่ดีขึ น รวมถึง
สิ่งมีชีวิตภายในน  าก็มีโอกาสในการรอดชีวิตที่สูงขึ น 

 

2.1 การเกิดสีและสีย้อม  

 สีที่ปรากฏออกมาท าให้สายตาคนปกติมองเห็นได้นั นเกิดมาจากการจัดเรียงตัวของอะตอม
และหมู่ฟังก์ชันภายในโมเลกุลของสีย้อม เรียกว่า หมู่โครโมฟอร์ (chromophores) ซึ่งได้แก่ [13] 

 - หมู่ไนโตรเจน (nitro groups)  

 - หมู่เอโซ (azo groups)  

 - หมู่คาร์บอนิล (carbonyl groups)  

 - อนุพันธ์ของแอลคิลแอมโมเนียม (alkyl ammonium derivatives)  
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  หมู่โครโมฟอร์ต่างๆเหล่านี เป็นตัวไปเพิ่มสีให้แก่สารประกอบแอโรแมติก โดยดูดกลืนแสงสีขาว
ไว้บางแถบแสง และปล่อยออกมาบางแถบแสง ท าให้มนุษย์มองเห็นสีย้อมมีโทนสีที่แตกต่างกันออกไป  

    สีย้อมโดยทั่วไปนอกจากมีหมู่โครโมฟอร์แล้ว ยังมีอีกหมู่หนึ่ง ได้แก่ หมู่ออกโซโครม 
(auxochromes) ได้แก่ –OH, -NH2, -NHR, -NR2, -SO3 และ –COOH ซึ่งอาจเป็นหมู่ที่ท าให้สี
สามารถละลายน  าหรืออาจเป็นหมู่ที่ท าปฎิกิริยากับเส้นใย โดยทั่วไปหมู่โครโมฟอร์และหมู่ออกโซโครม
จะเชื่อมต่อกันเรียกรวมกันว่า โครโมเจน (chromogen) ซึ่งเป็นส่วนส าคัญในการจ าแนกกลุ่มของสี
ย้อมตามโครงสร้างทางเคมี 

 

2.2 สีรีแอกทีฟ (reactive dyes)  

 สีรีแอกทีฟมีโครงสร้างพิเศษกว่าสีย้อมประเภทอ่ืนๆ คือ หมู่ท าปฏิกิริยา (reactive groups) 
เพ่ิมขึ นมาจากส่วนที่ให้สี (chromophores) และส่วนที่ช่วยท าให้สีละลายน  า (water soluble 
groups)  ตัวอย่างโครงสร้างของสีรีแอกทีฟที่ชื่อว่า Procion Blue MX-R ซึ่งเป็นสีรีแอกทีฟในยุค
ต้นๆจะมีหมู่  anthraquinone เป็นส่วนให้สีที่ละลายน  าด้วยหมู่ sulfonate และมีหมู่ 
dichlorotriazine (DCT) หรือหมู่ vinyl sulfone ที่สามารถท าปฏิกิริยากับเส้นใย กล่าวคือถ้าสี 
Procion Blue MX-R นั นไม่มีหมู่ DCT ก็จะเปรียบเสมือนสีน  าเงินธรรมดาที่แค่ละลายน  าแต่ย้อมไม่
ติดผ้าใยเซลลูโลส ซึ่งหมู่ DCT ของสีนอกจากจะท าปฏิกิริยากับหมู่ไฮดรอกซิลของเส้นใยเซลลูโลสใน
ภาวะด่างได้เป็นสีที่ผนึกติดกับเส้นใยด้วยพันธะโคเวเลนส์แล้ว ก็ยังสามารถท าปฏิกิริยากับน  าได้ เป็นสี
ที่ถูกไฮโดรไลซ์ (hydrolyzed reactive dye) ได้ด้วยเช่นกัน เนื่องจากว่าน  าก็มีหมู่ไฮโดรไลซิล  
เช่นกัน ดังนั นการย้อมสีรีแอกทีฟบนเส้นใยเซลลูโลสจ าเป็นต้องเติมเกลือเพ่ือผลักให้สีเข้าใกล้เส้นใย
มากที่สุดก่อนที่จะเติมด่างลงไปในน  าย้อมสีเพ่ือสีจะได้ท าปฏิกิริยากับเส้นใยได้มากกว่าที่น  าจะท า
ปฏิกิริยากับสีจนเกิดเป็นสีที่ถูกไฮโดรไลซ์ [14]  

 2.2.1 ประเภทของสีรีแอกทีฟ  

 สีรีแอกทีฟเป็นสีที่ใช้มากที่สุดในอุตสาหรรมฟอกย้อมสิ่งทอ เป็นสารอินทรีย์ที่มีโครงสร้าง
ซับซ้อน ละลายน  าได้ดี และย้อมเส้นใยเซลลูโลสได้ดี โดยจะแสดงประจุลบเมื่ออยู่ในน  าย้อมที่มีฤทธิ์
เป็นด่าง สามารถแบ่งสีรีแอกทีฟตามความว่องไวของการเกิดปฏิกิริยาได้เป็น 2 กลุ่ม คือ [14] 

 - สีรีแอกทีฟที่ไม่ว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยา (low reactivity dyes) 

 - สีรีแอกทีฟที่ว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยา (high reactivity dyes) 
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 2.2.2 ลักษณะท่ัวไปของโครงสร้างสีรีแอกทีฟ  

 ประกอบด้วย 4 องค์ประกอบหลัก คือ [15, 16] 

 1. ส่วนให้สี (chromophores)  

 2. ส่วนที่ละลายน  า (water soluble group) 

 3. ส่วนที่เชื่อมต่อระหว่างส่วนให้สีกับส่วนท าปฏิกิริยา (linking group) 

 4. ส่วนท าปฏิกิริยา (reactive group)  

 1) ส่วนให้สี (chromophore) เป็นส่วนประกอบหลักในโครงสร้างสี ซึ่งหมู่ทางเคมีที่มักพบ 
เช่น โมโนเอโซ พอลิเอโซ ไดเอโซ ทาโลไซยานีน และแอมิโนแอนทราควิโนน 

 2) ส่วนที่ละลายน  า (water soluble group) เป็นส่วนที่ช่วยให้สีละลายน  าได้ดีขึ น หมู่ทาง
เคมีที่มักพบ คือ หมู่ซัลโฟเนต (-SO3H หรือ –SO3Na) 

 3) ส่วนที่เชื่อมต่อระหว่างส่วนให้สีกับส่วนท าปฏิกิริยา (linking group) เป็นส่วนที่เชื่อม
ระหว่างส่วนที่ให้สีกับส่วนท าปฏิกิริยา มีหมู่ที่นิยมใช้ คือ 

  - หมู่แอมิโน (amino group; NH2)  

 - หมู่แอลคิลแอมิโน (alkyl amino group; -NR2) 

 - ออกไซด์และซัลไฟด์ (oxide and sulfide; -O-, -S-) 

 4) ส่วนท าปฏิกิริยา (reactive group)  เป็นส่วนที่ส าคัญที่สุดของสีรีแอกทีฟ เพราะสีจะ
เกาะติดอยู่บนเส้นใยได้มากน้อยเพียงใด ขึ นอยู่กับความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาของหมู่เคมีในส่วน
นี  สีรีแอกทีฟที่มีขายอยู่ในท้องตลาดมีความหลากหลายในเรื่องของความว่องไวในการเกิดปฏิกิริยากับ
เส้นใย ตั งแต่อุณหภูมิ 30-95 องศาเซลเซียส ตัวอย่างของส่วนที่ท าปฏิกิริยา เช่น Cl, F 

 

รูปที่ 2.1 ตัวอย่างโครงสร้างสีย้อมรีแอกทีฟ  
(ก) Reactive Black 5 (ข) โครงสร้างสีย้อม Reactive Red 1 [15] 
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2.3 การย้อมเส้นใยเซลลูโลสด้วยสีรีแอกทีฟ  

 การแบ่งประเภทของสีรีแอกทีฟ สามารถแบ่งตามประเภทของปฏิกิริยาระหว่างสีกับเส้นใย
เซลลูโลสภายใต้ภาวะด่าง แบ่งเป็น 2 ประเภท คือ [17] 

 1. ปฏิกิริยาการแทนที่ของนิวคลีโอไฟล์ (nucleophilic substitution) 

 

หมายเหตุ D คือ Dye 

รูปที่ 2.2 ปฏิกิริยาการแทนที่ของนิวคลีโอไฟล์ หรือ cellulosate ion ของเซลลูโลส กับ –Cl บนสี 
ย้อมรีแอกทีฟ [17] 
 
 ปฏิกิริยาที่เกิดแข่งขันกับปฏิกิริยาการแทนที่ของนิวคลีโอไฟล์ คือ ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ  
สีรีแอกทีฟ (hydrolyzed reactive dye) เกิดเป็นโมเลกุลที่ไม่สามารถท าปฏิกิริยาสร้างพันธะ 
โคเวเลนซ์กับเซลลูโลสหลังการย้อม จึงต้องล้างเอาสีที่ถูกไฮโดรไลซ์ส่วนนี ออกจากเส้นใยเซลลูโลส 

 

รูปที่ 2.3 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของสีรีแอกทีฟ [17] 
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 2. ปฏิกิริยาการเติม (addition reaction) 

 

รูปที่ 2.4 ปฏิกิริยาการเติม (addition reaction) [17] 
 

2.4 การย้อมแบบจุ่มอัด-หมัก (pad-batch dyeing) 

 การย้อมแบบจุ่มอัด-หมัก เป็นเทคนิคที่ลงทุนต่ าที่สุดในการย้อมสีเส้นใยเซลลูโลสแบบเย็น 
(cold dyeing) จึงเหมาะกับการย้อมสีรีแอกทีฟที่มีความว่องไวต่อปฏิกิริยามาก [18]  

 การย้อมแบบจุ่มอัด สามารถท าได้โดยเอาผ้าจุ่มลงไปในอ่างที่มีสีรีแอกทีฟและด่าง แล้วใช้
ลูกกลิ งรัดสารละลายสีย้อมให้อยู่บนผ้า ประมาณ 60-80% ต่อน  าหนักผ้า (%wet pick up) จากนั น
ห่อผ้าด้วยแผ่นพลาสติกเพ่ือกันน  าระเหยออก และไม่ให้ด่างท าปฏิกิริยากับคาร์บอนไดออกไซด์ ใน
อากาศ แล้วเก็บหรือหมักผ้าไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ถึง 45 ชั่วโมง (ส่วนใหญ่ 24 ชั่วโมง) ซึ่ง
ขึ นอยู่กับความว่องไวต่อการเกิดปฏิกิริยาระหว่างสีย้อมกับเส้นใยบนผ้า หลังจากนั นล้างผ้าด้วยน  าเย็น
หรือน  าร้อนก็ได้ เทคนิคนี สามารถใช้ย้อมผ้าจากใยผสมพอลิเอสเทอร์กับฝ้ายได้ 

 
 

 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 9 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.5 การย้อมสีรีแอกทีฟแบบจุ่มอัด-หมัก [18] 
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 รูปนี  2.6 แสดงรายละเอียดการย้อมสีรีแอกทีฟแบบจุ่มอัด-หมักของโรงงาน ซึ่งทางโรงงานจะ
ใช้วิธีนี ในการย้อมสี ซึ่งจะประกอบด้วยรายละเอียดต่างๆ เช่น ข้อมูลในส่วนของการเติมสารเคมี
ปริมาณต่างๆลงไปในการย้อมสี  

 

 
 
 
 

รูปที่ 2.6 สูตรและภาวะของการย้อมสี Reactive Black 5 ด้วยวิธีการจุ่มอัด-หมัก [19] 
 

Padding [19] 

  x       g/l     Reactive Black 5   
           1-2     g/l     ALBAFLOW  CONTI  
   2      g/l     ALBATEX DBS  
  20   ml/l      soda ash  

 4-16  ml/l     caustic soda 36 Be´(66  Tw) 

Padding temperature   20-30  

Liqour pick up            60-80% 

Fixation                     12-24 hours at 25  

Required amount of alkali 

Reactive Black 5 g/l up to 10 20 30 40 50 60  70 

Soda ash ml/l 10 20 20 20 20 20 20 

Caustic soda ml/l 4 6 8 10 12 14 16 
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2.5 แหล่งที่มาของน  าเสียในอุตสาหกรรมฟอกย้อม  

 แหล่งที่มาของน  าเสียในโรงงานฟอกย้อมสิ่งทอ นอกจากจะเกิดขึ นจากน  าที่ใช้ในการ
กระบวนการผลิตแล้ว ยังมีน  าเสียที่เกิดจากน  าหล่อเย็น น  าที่ใช้ในหม้อไอน  า ฯลฯ ซึ่งสามารถสรุปได้
ดังนี  [20] 

 1. น  าที่ใช้ในกระบวนการผลิต ได้แก่ น  าที่ใช้ในการฟอกย้อม ไม่ว่าจะเป็นขั นตอนการเตรียม
ผ้าหรือเส้นด้ายก่อนย้อม ขั นตอนการย้อม พิมพ์และตกแต่งส าเร็จ ซึ่งน  าที่ใช้ในส่วนนี อาจมีการระเหย
ไปบ้างในระหว่างขั นตอนการผลิต แต่ส่วนใหญ่จะถูกปล่อยออกมาเป็นน  าเสียภายหลังการผลิต ดังรูป
ที่ 2.7 

 2. น  าที่ใช้ในหม้อไอน  า มักจะมีการอาศัยไอน  าเป็นตัวให้ความร้อนแก่น  าที่ใช้ในกระบวนการ
และเป็นตัวให้ความร้อนในตู้อบไอน  า ถ้าไอน  าที่ใช้ถูกปล่อยให้เย็นลงและกลั่นตัวในท่อไอน  าก็จะได้น  า
ที่สะอาดสามารถน ากลับไปใช้ใหม่ได้ แต่ถ้าไอน  าถูกส่งเข้าไปให้ความร้อนแก่สารละลายสีย้อมโดยตรง 
ก็จะเป็นการเพ่ิมปริมาตรของสารละลายสีย้อม และจะถูกรวมเป็นน  าเสียในที่สุด 

 3. น  าที่ใช้ในการหล่อเย็น มีบ่อยครั งที่ทางโรงงานจ าเป็นต้องลดอุณหภูมิของสารละลายสี
ย้อมลงในเวลาอันสั น ซึ่งจะท าได้โดยอาศัยการใช้น  าหล่อเย็น ซึ่งน  าหล่อเย็นนี ส่วนใหญ่จะเป็นน  า
สะอาดสามารถน ากลับไปใช้ใหม่ได้ 

 4. น  าที่ใช้ในการล้างเครื่องจักรและท าความสะอาดโรงงาน ซึ่งในบางกรณีอาจเป็นน  าเสียที่มี
ความสกปรกสูงมากด้วย เช่น น  าล้างถังเตรียมสีย้อม เป็นต้น 

 5. น  าเสียจากแหล่งอื่น เช่น น  าใช้ของคนงาน น  าจากโรงอาหารและห้องน  า เป็นต้น 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 12 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.7 ขั นตอนการเตรียมการก าจัดสิ่งสกปรกและการฟอก และการย้อมสีเส้นด้ายส าหรับผ้าถัก 
[20] 
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2.6 ลักษณะของน  าเสียของอุตสาหกรรมฟอกย้อมโดยท่ัวไป  

 ลักษณะของน  าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมฟอกย้อมสิ่งทอมีลักษณะดังต่อไปนี  [21] 

 1. มีปริมาณสารอินทรีย์สูง  ซึ่งมีสาเหตุจากแป้ง สีย้อม กรดแอซิติก เส้นใยและเส้นด้ายที่ปน
ออกมาจากกระบวนการเตรียมการย้อมและการตกแต่งส าเร็จ นอกจากนี แล้วยังอาจเกิดจากสบู่ ไขมัน 
น  ามัน ซึ่งจะเป็นฝ้าคลุมผิวน  า และสารท าความสะอาดซึ่งมีลักษณะเป็นฟอง โดยทั่วไปแล้วน  าเสียนี มัก
มีค่าบีโอดี (biochemical oxygen demand, BOD) ประมาณ 100-1,000 มิลลิกรัมต่อลิตร และค่า
ซีโอดี (chemical oxygen demand, COD) ประมาณ 500-1,200 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 2. มีค่าความเป็นกรดและด่าง (pH) และค่าสภาพด่าง (alkalinity) สูง โดยมีค่า pH 
ประมาณ 9-12 และมีค่าสภาพความเป็นด่างประมาณ 300-900 มิลลิกรัมหินปูนต่อลิตร สารที่ท าให้
น  าเสียฟอกย้อมมีค่า pH และค่าสภาพด่างสูง ได้แก่ โซเดียมไฮดรอกไซด์ และโซเดียมคาร์บอเนต ซึ่งมี
การใช้ในขั นตอนการก าจัดสิ่งสกปรก (scouring) 

 3. มีอุณหภูมิของน  าเสียสูง  โดยทั่วไปจะมีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส โดยเฉพาะ
ในขั นตอนที่มีการใช้ความร้อนเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา เช่น ขั นตอนการก าจัดสิ่งสกปรก ขั นตอนการย้อม 
และขั นตอนการตกแต่งส าเร็จ 

 4. มีปริมาณทีดีเอสหรือของแข็งละลายน  าสูง  (total dissolved solid, TDS)  ส่วนใหญ่เป็น
การละลายของแข็งพวกเกลือโซเดียมและกรดต่างๆ 

 5. มีความเข้มสีสูง เนื่องจากในการย้อมสีสิ่งทอ สิ่งทอจะดูดซึมสีย้อมเพียงบางส่วนเท่านั น 
ดังนั นจึงมีสีย้อมหลงเหลืออยู่ในสารละลายสีย้อม และจะถูกปล่อยออกมากับน  าเสียในที่สุด ปริมาณ
ของสีย้อมในน  าเสียจะแตกต่างกันไปตั งแต่ร้อยละ 5-50 ขึ นอยู่กับประเภทของสีย้อมท่ีใช้ 

 6. มีโลหะหนักเจือปน เนื่องจากการน าสีย้อมบางชนิดที่มีโลหะหนัก เช่น ทองแดง ตะกั่ว 
โครเมียม และสังกะสี เป็นองค์ประกอบมาใช้ย้อมสิ่งทอ 

 7. มีค่าทีเอสเอสหรือของแข็งแขวนลอยทั งหมด (total suspended solid, TSS) โดยเฉพาะ
เศษเส้นใยที่หลุดออกมา ซึ่งเศษเส้นใยนี หากมีปริมาณมาก อาจท าให้เกิดปัญหาการอุดตันของน  าเสีย
ในเครื่องย้อมได้ 

 8. มีการปนเปื้อนของสารเคมีหลายประเภท ส่วนใหญ่ที่คงเหลืออยู่ในสารละลายสีย้อมหรือ
น  าซักล้าง และถูกปล่อยปนออกมากับในน  าเสีย 
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2.7 การบ าบัดน  าเสีย  

 การบ าบัดน  าเสีย หมายถึง การก าจัดหรือท าลายสิ่งปนเปื้อนในน  าเสียให้หมดไป หรือเหลือ

น้อยที่สุดให้ได้มาตรฐานที่ก าหนดและไม่ท าให้เกิดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อม น  าเสียจากแหล่งต่างกันจะมี

สมบัติไม่เหมือนกัน ดังนั นกระบวนการบ าบัดน  าจึงมีหลายวิธี โดยระบบบ าบัดน  าเสียทั่วไปมี 4 วิธี 

ดังต่อไปนี  [22] 

        2.7.1 กระบวนการทางเคมี (chemical process) 

        เป็นวิธีการบ าบัดน  าเสียโดยการแยกสารต่างๆ หรือสิ่งปนเปื้อนในน  าเสียที่บ าบัด เช่น โลหะ
หนัก สารพิษ สภาพความเป็นกรด ด่างสูงๆ ที่ปนเปื้อนอยู่ ด้วยการเติมสารเคมีต่าง ๆ ลงไปเพ่ือให้เข้า
ไปท าปฏิกิริยาเพ่ือแยกสาร แต่วิธีนี มีข้อเสียคือ การเติมสารเคมีลงในน  าเสียจะท าให้เกิดผลกระทบต่อ
สิ่งแวดล้อมและวิธีนี จะมีค่าใช้จ่ายส าหรับสารเคมีค่อนข้างสูง ดังนั นกระบวนการทางเคมีจะเลือกใช้ก็
ต่อเมื่อไม่สามารถบ าบัดน  าเสียได้ด้วยกระบวนการทางกายภาพหรือทางชีวภาพ  

        2.7.2 กระบวนการทางชีววิทยา (biological Process) 

        กระบวนการทางชีววิทยา เป็นการอาศัยหลักการใช้จุลินทรีย์ต่างๆ ย่อยสลายเปลี่ยน
สารอินทรีย์เป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และแอมโมเนีย เป็นการบ าบัดน  าเสียที่ดีที่สุดในแง่ของการลด
ปริมาณสารอินทรีย์ในน  าเสีย [24] แต่หลักการนี ต้องเลือกภาวะแวดล้อมให้เหมาะกับการท างานของ
จุลินทรีย์ ที่สัมพันธ์กับปริมาณของจุลินทรีย์ และเวลาที่ใช้ในการย่อยสลายสารอินทรีย์ในน  าเสีย 
แบคทีเรียใช้ในการย่อยสลายสารอินทรีย์สามารถแยกออกได้เป็น 2 ประเภท คือ แบคทีเรียที่ต้องใช้
ออกซิเจน (aerobic bacteria) และแบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจน (anaerobic bacteria) ในการย่อย
สลาย 

        2.7.3 กระบวนการทางกายภาพ (physical process)  

        กระบวนการทางกายภาพ เป็นการบ าบัดน  าเสียอย่างง่ายซึ่งจะแยกของแข็งที่ไม่ละลายน  าออก 
วิธีนี จะแยกตะกอนได้ประมาณ 50 -65% และแยกความสกปรกในรูปของสารอินทรีย์ (BOD) 
ประมาณ 20-30% เท่านั น  วิธีการแยกของแข็งที่ไม่ละลายน  ามีหลายวิธี เช่น การดักด้วยตะแกรง 
(screening) เป็นการแยกเศษขยะต่าง ๆ ที่มากับน  าเสีย เช่น เศษไม้ ถุงพลาสติก กระดาษ ตะแกรงมี
หลายขนาด การดักด้วยตะแกรงจึงเป็นการแยกขั นตอนแรกในการบ าบัดน  าเสีย การตัดย่อย 
(combination) คือ การใช้ เครื่องตัดท าลายเศษขยะขนาดใหญ่ให้มีขนาดเล็กลง การกวาด 
(skimming) เป็นการก าจัดน  ามันและไขมันโดยการดักหรือกวาดออกจากน  าเสีย การท าให้ลอย 
(floating) จะใช้กับตะกอนที่มีความถ่วงจ าเพาะน้อยกว่าน  า การตกตะกอน (sedimentation) เป็น
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การแยกตะกอนออกจากน  าเสียโดยอาศัยหลักการเรื่องแรงโน้มถ่วง ซึ่งจะใช้กับตะกอนที่มีความ
ถ่วงจ าเพาะมากกว่าน  า  

       2.7.4 กระบวนการทางกายภาพ-เคมี (physical-chemical process) 

 เป็นกระบวนการที่ต้องมีอุปกรณ์ช่วยมากกว่ากระบวนการที่กล่าวมา ซึ่งกระบวนการนี จะใช้
ในขั นตอนสุดท้ายในการบ าบัดน  าเสีย ที่ผ่านกระบวนการในขั นตอนอ่ืนแล้ว ตัวอย่างของกระบวนการ
ทางกายภาพ-เคมี เช่น 

        - การดูดซับด้วยถ่าน (carbon adsorption) วิธีการนี ใช้ผงถ่านหรือคาร์บอนเป็นตัวดูดซับ
สารเจือปนที่ละลายอยู่ในน  าเสีย 

        - การแลกเปลี่ยนประจุ (ion exchange) วิธีการนี อาศัยหลักการแลกเปลี่ยนประจุระหว่างสาร
ปนเปื้อนในน  าเสียกับตัวกลางที่บรรจุสารต่างๆซึ่งมีทั งประจุบวกและประจุลบ 

 

2.8 วิธีการบ าบัดน  าเสียในโรงงานอุตสาหกรรม  

 ขั นตอนการบ าบัดน  าเสีย โดยทั่วไปการบ าบัดน  าเสียแบ่งออกได้เป็น 3 ขั นดังนี  [21] 

          2.8.1 การบ าบัดขั นต้น (primary treatment)  

 เป็นขั นตอนการแยกสิ่งสกปรกที่มีขนาดใหญ่ ไม่ละลายน  าออกจากน  า  

 - การก าจัดของแข็งแขวนลอยด้วยตะแกรง  

  ตะกอนแขวนลอยขนาดใหญ่ เช่น เศษผ้า เศษเส้นด้าย และเส้นใยต่างๆ อาจท าความ
เสียหายให้กับเครื่องสูบน  า ซึ่งการก าจัดของแข็งแขวนลอยเหล่านี ส่วนใหญ่จะใช้ตะแกรง ซึ่งมี อยู่ 2 
แบบ คือ ตะแกรงหยาบ และตะแกรงละเอียด  

  ตะแกรงหยาบ (coarse screen) จะประกอบด้วยแท่งโลหะ ตะแกรงมีขนาดช่องว่าง
ระหว่างแท่งตั งแต่ 10 มิลลิเมตร ขึ นไป ท าหน้าที่ดักเศษขยะขนาดใหญ่เพ่ือป้องกันไม่ให้เกิดความ
เสียหายแก่อุปกรณ์ในระบบบ าบัด เช่น เครื่องสูบน  า ท่อวาล์ว  

  ตะแกรงละเอียด (fine screen) จะมีช่องเปิดเล็กมากอยู่ในช่วง 2-6 มิลลิเมตร ใช้ส าหรับดัก
เศษเส้นด้ายหรือเส้นใยที่มีขนาดเล็กที่ปนมากับน  าเสียเพ่ือไม่ให้ตกตะกอนในบ่อบ าบัดในโรงงานฟอก
ย้อมที่มีเศษเส้นด้ายหรือเศษเส้นใยปริมาณมาก 
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 - การปรับสภาพสมดุล 

  โรงงานฟอกย้อมจะมีขั นตอนการผลิตต่างๆ ซึ่งน  าเสียที่ออกมาจากแต่ละขั นตอนจะมี
ลักษณะสมบัติและการใช้น  าที่แตกต่างกัน โดยทั่วไประบบการปรับสภาพน  าเสียจะท างานได้ดีในภาวะ
ที่มีอัตราการไหลของน  าเสียและความเข้มข้นของน  าเสีย (COD, BOD ) ที่สม่ าเสมอ เพราะฉะนั นการ
ปรับสภาพสมดุลเป็นระบบที่จ าเป็น เพ่ือท าให้อัตราการไหลและความเข้มข้นของน  าเสียที่จะเข้าสู่
ระบบมีอย่างสม่ าเสมอ นอกจากนี ถังปรับสภาพสมดุลที่ใช้ในโรงงานฟอกย้อมยังท าหน้าที่ช่วยลด
อุณหภูมิของน  าเสียอีกด้วย 

 - การปรับสภาพความเป็นกรด-ด่าง (พีเอช) 

 กระบวนการฟอกย้อมในโรงงานจะมีการใช้สารเคมีที่เป็นกรดหรือด่าง เพ่ือปรับภาวะการ
ท างานของกระบวนการต่างๆให้เหมาะสม และเมื่อปล่อยออกมาเป็นน  าเสียแล้ว ก็ควรปรับค่าความ
เป็นกรดหรือด่างของน  าเสียให้มีภาวะเป็นกลาง ซึ่งมีความเหมาะสมในการบ าบัดทางชีวภาพ 

   2.8.2 การบ าบัดขั นที่สอง (secondary treatment)  

 น  าเสียจะถูกน าเข้าไปสู่ถังเติมอากาศซึ่งจะมีการเติมอากาศให้แก่แบคทีเรียโดยใช้เครื่องเติม
อากาศ แบคทีเรียช่วยย่อยสลายและก าจัดสารอินทรีย์ ซึ่งอยู่ในรูปของสารละลายหรืออนุภาค
คอลลอยด์ออกไปจากน  า กลายเป็นตะกอนตกลงไปที่ก้นถังกากตะกอนในส่วนนี จะถูกน าไปก าจัด
ต่อไป น  าในส่วนบนของถังตกตะกอนจะใสขึ น ในขั นตอนนี จะช่วยลดค่า BOD ลงได้ประมาณ  
75-95% ซึ่งค่า BOD ของน  าส่วนนี จะต่ ากว่า 20 มิลลิกรัม/ลิตร สามารถปล่อยทิ งลงสู่แม่น  าได้แต่ถ้า
ต้องการความสะอาดเหมาะแก่การน ากลับมาใช้ใหม่ควรเพ่ิมเข้าสู่การบ าบัดขั นที่  3 ต่อไป 
รายละเอียดและหลักการท างานในการบ าบัดขั นที่สอง ดังนี  

 - ระบบบ่อเสถียร (stabilization pond) 

 เป็นบ่อบ าบัดน  าเสียแบบอาศัยธรรมชาติ โดยใช้จุลินทรีย์ย่อยสลายสารอินทรีย์ เกิดเป็นก๊าซ
คาร์บอนไฮดรอกไซด์ ก๊าซมีเทน จุลินทรีย์ในบ่อจะมีทั งจุลินทรีย์ที่ใช้ออกซิเจนและจุลินทรีย์ที่ไม่ใช้
ออกซิเจน ระบบบ่อปรับเสถียรแบ่งออกเป็น 3 ประเภท ได้แก่ บ่อมีออกซิเจน (aerobic pond), บ่อ
กึ่งไร้ออกซิเจน (facultative pond) และบ่อไร้ออกซิเจน (anaerobic pond)  
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 - ระบบสระเติมอากาศ (aerated pond) 

 เป็นระบบบ าบัดน  าเสียที่จุลินทรีย์ในสระเติมอากาศใช้ออกซิเจนจากเครื่องเติมอากาศแบบ
จักรกล ระบบสระเติมอากาศประกอบด้วยส่วนที่ส าคัญ คือ สระเติมอากาศ และบ่อตกตะกอน 
(polishing pond) หลักการท างาน คือ สารอินทรีย์ในน  าเสียที่ผ่านเข้าสู่สระเติมอากาศจะเกิดการ
ย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ในสระเติมอากาศ  

 - ระบบตะกอนเร่ง (activated sludge) 

 ในระบบตะกอนเร่ง กระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์จะเกิดขึ นอย่างรวดเร็วโดยอาศัย
จุลินทรีย์จ านวนมากที่แขวนลอยอยู่ในถังเติมอากาศ และต้องควบคุมความเข้มข้นของจุลินทรีย์ให้อยู่
ในระดับที่เหมาะสม โดยการย้อนกลับตะกอนจุลินทรีย์บางส่วนที่ตกตะกอนในถังตกตะกอนเข้าสู่ถัง
เติมอากาศ ซึ่งแตกต่างจากระบบสระเติมอากาศที่ไม่มีการย้อนจุลินทรีย์กลับ ตะกอนจุลินทรีย์
ส่วนเกินที่เกิดขึ นจะถูกน าไปก าจัด เช่น ผ่านการย่อยสลายหรือน าไปตากแห้ง น  าใสส่วนบนที่ไหลล้น
ออกจากถังตกตะกอนจะได้มาตรฐานสามารถระบายสู่แหล่งน  าธรรมชาติได้ ระบบตะกอนเร่งมีหลาย
กระบวนการ เช่น conventional process, tapered aeration process เป็นต้น 

        2.8.3 การบ าบัดขั นที่สาม (tertiary treatment)  

 กระบวนการบ าบัดเป็นกระบวนการเคมีรวมกับกายภาพ น  าทิ งจากการบ าบัดขั นตอนที่สอง
จะถูกน ามาตกตะกอนด้วยวิธีทางเคมีแยกสารประกอบฟอสเฟตออกด้วยปูนขาว จากนั นจึงน ามา
ก าจัดสารอินทรีย์ที่เหลืออยู่ด้วยกระบวนการทางกายภาพ –เคมีด้วยวิธีการแลกเปลี่ยนประจุ ซึ่งจะได้
น  าที่สะอาดเมื่อผ่านการฆ่าเชื อโรคแล้ว 

 

2.9 แบคทีเรีย (bacteria)  

 2.9.1 นิยามของแบคทีเรีย   

 แบคทีเรียมีขนาดกว้างโดยเฉลี่ยประมาณ 1.5 µm และยาวประมาณ 2 µm แต่ละเซลล์มี
น  าหนักประมาณ 10-12 กรัมหรือกล่าวได้ว่า แบคทีเรีย 1 กรัม จะเซลล์แบคทีเรียถึง 1 ล้านเซลล์ 
แบคทีเรียเป็นสิ่งมีชีวิตขนาดเซลล์เดียว ในสิ่งแวดล้อมที่เหมาะสม แบคทีเรียแต่ละเซลล์จะแบ่งตัวด้วย
วิธี binary fission ท าให้ได้แบคทีเรียใหม่ 2 เซลล์ ขนาดเท่าๆ กัน แบคทีเรียทุกชนิดต้องการน  า 
อาหาร แร่ธาตุ ส าหรับการเจริญเติบโต บางชนิดต้องการกรดอะมิโน วิตามิน และสารบางอย่างที่มัน
ไม่สามารถสร้างขึ นเองได้ แบคทีเรียจ าเป็นต้องใช้อาหารชนิดที่เมื่อผ่านเซลล์เข้าไป แล้วสามารถสร้าง
ส่วนประกอบของเซลล์ หรือให้พลังงานส าหรับการท างานต่างๆ ของเซลล์ ซึ่งส าหรับการใช้แบคทีเรีย
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ในการก าจัดน  าเสียนี จะคัดแยกแบคทีเรียมาจากแหล่งน  าเสียในโรงงาน ซึ่งแบคทีเรียเหล่านี จะใช้แหล่ง
คาร์บอนจากสีในน  าเสียไปเป็นแหล่งอาหารในการเจริญเติบโต จึงเป็นผลให้แบคทีเรียสามารถที่จะลด
ปัญหาน  าเสียได ้[23] 

 2.9.2 ขนาดและรูปร่างของแบคทีเรีย  

 แบคทีเรียมีขนาด 0.5-10 ไมครอน (micron) มีรูปร่างต่างๆกัน [23] 

 

รูปที่ 2.8 รูปร่างของแบคทีเรีย [23] 
แบคทีเรียมีรูปร่างหลายแบบ ดังนี  

 1. บาซิลลัส (bacillus) มีรูปร่าง เป็นท่อน หรือเป็นแท่ง 
เช่น Bacillus, Clostridium, Pseudomonas , Salmonella 

 2. สเตรปโทบาซิลลัส (Streptobacillus) เมื่อแบ่งเซลล์แล้วเรียงตัวต่อเป็นสายยาว 

 3. ท่อนโค้ง (curverod) เช่น Vibrio 

 4. ทรงกลมหรือค็อกคัส (cocus) เช่น 

 - ไมโครค็อกคัส (Micrococcus) เป็นแบคทีเรีย เซลล์เดี่ยวขนาดเล็ก 

 - ดิโพค็อกคัส (Diplococcus) เมื่อแบ่งเซลล์แล้วติดกันเป็นคู่ 

 - สเตรปโทค็อกคัส (Streptococcus) แบ่งตัว เรียงตัวเป็นสายยาว เหมือนโซ่ 

 - สเตรฟิโลค็อกคัส (Staphylococcus) เป็นลักษณะของ เซลทรงกลมแบ่งตัวหลายระนาบ
อยู่ติดกันเป็นกลุ่มคล้ายพวงองุ่น เช่น Staphylococcus aureus 

 - สไปโรคีท (Spirochete) รูปร่างบิดเป็นเกลียว ผนังเซลล์ยืดหยุ่นได้ 

เช่น Campylobacter jejuni 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/006819/micron-%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001226/bacillus-%E0%B8%9A%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001461/clostridium
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001541/pseudomonas
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001123/salmonella-%E0%B8%8B%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B8%B2
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/002226/vibrio
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001456/streptococcus
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001990/staphylococcus
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001197/staphylococcus-aureus-%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%9F%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%84%E0%B9%87%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%84%E0%B8%B1%E0%B8%AA-%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/001305/campylobacter-jejuni
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 2.9.3 ระบบบ าบัดน  าเสียทางชีวภาพ  

  ระบบบ าบัดน  าเสียทางชีวภาพ คือกระบวนการบ าบัดน  าเสียที่อาศัยจุลินทรีย์ในการย่อย
สลายสารอินทรีย์โดยสามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้ (biodegradable organic) โดยจุลินทรีย์จะใช้
สารอินทรีย์มาเป็นแหล่งอาหารและสารตั งต้นในกระบวนการด ารงชีวิต การเจริญเติบโต และการ
สังเคราะห์เซลล์ใหม่ (new cell) และได้ผลผลิตเป็น ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) น  า (H2O) และ
สารตกค้างทีไ่ม่สามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (non biodegradable) [24] 

 2.9.3.1. ประเภทของระบบบ าบัดน  าเสียทางชีวภาพ 

 กระบวนการบ าบัดทางชีวภาพ สามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ ๆ ตามชนิดของจุลินทรีย์
ที่สามารย่อยสลายสารอินทรีย์ ได้แก่ การบ าบัดน  าเสียแบบใช้อากาศหรือใช้ออกซิเจน (aerobic 
wastewater treatment) และการบ าบัดน  าเสียแบบไม่ใช้อากาศ หรือไม่ใช้ออกซิเจน (anaerobic 
wastewater treatment) 

 - กระบวนการบ าบัดน  าเสียแบบใช้อากาศ (aerobic wastewater treatment) 

  เป็นกระบวนการบ าบัดน  าเสียโดยอาศัยจุลินทรีย์กลุ่มที่ต้องการออกซิเจนละลายน  า 
(dissolved oxygen) หรือ ออกซิเจนอิสระ ในการย่อยสลายสารอินทรีย์ ปฏิกิริยาการย่อยสลาย
สารอินทรีย์โดยแบคทีเรียกลุ่มที่ใช้อากาศ (aerobic bacteria) สามารถจ าแนกได้เป็น 2 ขั นตอน 
ตามล าดับดังนี  คือ 

 ขั นตอนแรก : เป็นกระบวนการน าสารอินทรีย์หรือสารอาหารเข้าไปในเซลล์ โดยจุลินทรีย์จะ
ส่งเอนไซม์ (enzyme) มาย่อยสลายสารอินทรีย์ที่เกาะติดผนังเซลล์เพ่ือเปลี่ยนให้อยู่ในรูปของสาร
โมเลกุลเล็ก ซ่ึงสามารถซึมผ่านเข้าไปในเซลล์ของจุลินทรีย์ได้ 

 ขั นตอนถัดมา : เป็นกระบวนการทางชีวเคมีภายในเซลล์จุลินทรีย์ เพ่ือที่จะผลิตพลังงานไปใช้
ในกิจกรรมต่าง ๆ และการสร้างเซลล์ใหม่ และได้ CO2, H2O  

 - กระบวนการบ าบัดน  าเสียแบบไม่ใช้อากาศ (anaerobic wastewater treatment) 

  เป็นกระบวนการบ าบัดน  าเสียภาวะไม่มีออกซิเจน โดยจุลินทรีย์จะอาศัยสารประกอบอ่ืนเป็น
ตัวรับอิเล็กตรอนแทนออกซิเจนละลายน  า (dissolved oxygen) โดยแบ่งได้สี่ขั นตอน ดังต่อไปนี  
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ขั นตอนที่หนึ่ง : กระบวนการไฮโดรไลซิส (hydrolysis) โดยอาศัยเอนไซม์ (enzyme) ที่ถูกส่งออกมา
นอกเซลล์ เพ่ือเปลี่ยนสารอินทรีย์โมเลกุลใหญ่ให้เป็นสารโมเลกุลเล็ก 

ขั นตอนที่สอง : กระบวนการสร้างกรด (acidogenesis) โดยแบคทีเรียจะสร้างกรด ซึ่งจะเปลี่ยน
ผลผลิตที่ได้จากฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในขั นตอนทีหนึ่งไปเป็นกรดไขมันระเหย (volatile fatty acid; 
VFA) 

ขั นตอนที่สาม : กระบวนการสร้างกรดอะเซติกจากกรดไขมันระเหย (acetogenesis) โดยแบคทีเรีย
กลุ่มอะซีโตเจนิก (acetogenic bacteria) โดยเปลี่ยนกรดไขมันระเหยไปเป็นผลผลิตส าคัญในการ
สร้างก๊าซมีเทน ได้แก่ กรดอะเซติก กรดฟอร์มิก ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และก๊าซไฮโดรเจน 

ขั นตอนที่ส่ี : กระบวนการสร้างมีเทน (methanogenesis) โดยผลผลิตที่ได้จากแบคทีเรียสร้างกรดใน
ขั นตอนที่สาม โดยถูกเปลี่ยนเป็นก๊าซมีเทนโดยแบคทีเรียกลุ่มสร้างมีเทน (methanogenic bacteria) 
แบคทีเรียกลุ่มที่สร้างมีเทนนี  แบ่งออกได้เป็น 2 ชนิด ชนิดแรก คือ แบคทีเรียที่สร้างมีเทนจาก
คาร์บอนไดออกไซด์ และไฮโดรเจน (hydrogenotrophic bacteria) โดยได้คาร์บอนมาจาก
คาร์บอนไดออกไซด์และได้พลังงานจากไฮโดรเจน ชนิดที่สอง คือ แบคทีเรียสร้างมีเทนจากกรด 
อะเซติก (acetotrophic bacteria) ใช้อะเซเตดเป็นตัวรับอิเล็กตรอน และใช้ไฮโดรเจนเป็นแหล่ง
พลังงาน  

 จากกลไกการย่อยสลายสารอินทรีย์แบบไม่ใช้อากาศทั งสี่ขั นตอน สรุปได้ว่ากระบวนการ
บ าบัดแบบไม่ใช้อากาศอาศัยการท างานของแบคทีเรีย 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่สร้างกรด และกลุ่มที่สร้าง
มีเทน ดังนั นจึงมีความจ าเป็นต้องให้ภาวะแวดล้อมมีความเหมาะสมต่อการท างานร่วมกันอย่าง
ต่อเนื่องของแบคทีเรียทั ง 2 กลุ่ม ถ้าการท างานของแบคทีเรียกลุ่มหนึ่งเปลี่ยนไป ก็จะมีผลต่อการ
ท างานแบคทีเรียอีกกลุ่มหนึ่งและประสิทธิภาพโดยรวมของระบบได้ ตัวอย่างเช่น กรณีที่ระบบได้รับ
สารอาหารหรือปริมาณสารอินทรีย์เพ่ิมขึ นมากกว่าปกติ แบคทีเรียกลุ่มที่สร้างกรดก็จะมีอัตราการ
เจริญเติบโตสูงขึ น มีการสร้างกรดอินทรีย์และผลผลิตต่าง ๆ เพ่ิมขึ น ก็จะส่งผลให้แบคทีเรียกลุ่มที่
สร้างมีเทนซึ่งมีความสามารถในการเจริญเติบโตต่ ากว่า ไม่สามารถย่อยสลายกรดอินทรีย์ที่เพ่ิมขึ นได้
ทัน ก็จะมีปริมาณกรดอินทรีย์สะสมเพ่ิมขึ น ซึ่งถ้าระบบไม่มีก าลังบัฟเฟอร์เพียงพอ ค่า pH ของระบบ
ที่ลดลงก็จะไปมีผลยับยั งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกลุ่มที่สร้างมีเทน จนอาจท าให้ประสิทธิภาพ
ของระบบลดลง หรือการท างานของระบบล้มเหลวได้ในที่สุด   
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 2.9.3.2. ข้อแตกต่างระหว่างกระบวนการใช้อากาศ และไม่ใช้อากาศ 

 โดยทั่วไปแล้วนั นข้อแตกต่างระหว่างกระบวนการบ าบัดแบบใช้อากาศและไม่ใช้อากาศ 
สามารถแสดงได้ดังภาพสมดุล COD และพลังงาน คือ การย่อยสลายแบบใช้อากาศจะได้น  าทิ ง 
(effluent) ที่มีคุณภาพดีกว่า นั นคือ มีสารที่ต้องการออกซิเจนเหลืออยู่ในน  าทิ ง ปริมาณเล็กน้อย โดย
สารอินทรีย์ที่ตั งต้นส่วนใหญ่จะเปลี่ยนรูปไปเป็นตะกอน ในรูปของมวลชีวภาพของจุลินทรีย์ 
(bacterial biomass) ส่วนการบ าบัดแบบไม่ใช้อากาศ จะมีปริมาณของแข็ง (residual solid) และ
สารที่ต้องการออกซิเจนเหลืออยู่ในน  าทิ งปริมาณมากกว่ากระบวนการใช้อากาศ แต่จะให้ตะกอน
ปริมาณน้อยกว่าและมีความเสถียร (more stable) กว่ากระบวนการใช้อากาศ นอกจากนั นระบบที่ไม่
ใช้อากาศยังให้ผลผลิตสุดท้ายเป็นก๊าซมีเทน ซึ่งใช้เป็นเชื อเพลิง และแหล่งพลังงานได้ 

 

 

รูปที่ 2.9 การเปรียบเทียบสมดุล COD และ พลังงานของกระบวนการบ าบัดแบบใช้อากาศและไม่ใช้
อากาศ [24] 
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 2.9.4 การก าจัดสีโดยใช้เอนไซม์และการดูดซับของจุลินทรีย์ 

 2.9.4.1 ใช้เอนไซม์ในการก าจัดสี 

 เอนไซม์เป็นโมเลกุลของโปรตีน ซึ่งเอนไซม์จะมีความจ าเพาะต่อซับสเตรต โดยซับสเตรตใน
ที่นี คือโมเลกุลของสีย้อม โดยเอนไซม์จะไปท าลายโครโมฟอร์และลดสารพิษของสีย้อม อย่างไรก็ตาม
โมเลกุลของสีมีหลายชนิดมาก ดังนั นจึงมีเอนไซม์บางชนิดเท่านั นที่จะท าลายโครงสร้างของสีนั นๆได้  
ในปีที่ 1980 มีงานวิจัยที่ได้ศึกษาเกี่ยวกับการน าเอนไซม์ไปท าลายหมู่เอโซ ซึ่งจะเรียกเอนไซม์เหล่านี 
ว่า azoreductase นักวิจัยได้บอกไว้ว่าแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์มีความสามารถในการก าจัดสีเอโซ 
(orange) แบคทีเรียจะถูกสกัดเป็นรูปโปรตีนเดี่ยว ซึ่งจะไปท าการลดหมู่เอโซ และมีงานวิจัยเป็น
จ านวนมากว่าการก าจัดสีที่มีหมู่เอโซด้วยปฏิกิริยา azoreductase แต่อย่างไรก็ตามแบคทีเรีย
สามารถที่จะเจริญเติบโตโดยใช้สีเอโซ นั นคือใช้คาร์บอนหรือพลังงานอื่นๆที่อยู่ในสี [25] 

 2.9.4.2 ใช้จุลินทรีย์ในการดูดซับเพื่อก าจัดสี 

 วิธีนี เป็นการก าจัดสีด้วยการดูดซับสี วัสดุที่ใช้ ยกตัวอย่าง เช่น charcoals, clays, solid 
และพอลิเมอร์สังเคราะห์ แต่ถ้าใช้ biomass เป็นตัวดูดซับจะเรียกว่า  biosorption  

 การก าจัดสีโดยวิธีการดูดซับ โดยปกติจะมีการดูดซับโดย fungal mycelia เซลล์ fungal  
จะท าการดูดซับด้วยการเจริญเติบโตของเซลลห์รือเปล่ียนรูปเป็น biomass  จากงานวิจัย [26] ศึกษา 
mycelium ของ Aspergillus niger  พบว่าสามารถก าจัดสีได้ถึง 95 เปอร์เซ็นต์ โดยพื นฐานแล้ว 
fungal สามารถที่จะก าจัดสีได้ดีถึง 100 เปอร์เซ็นต์ ที่ค่า pH ระหว่าง 3-7 และก าจัดสีได้ 60 
เปอร์เซ็นต์ที่ค่า pH เท่ากับ 12  

 2.9.5 กลไกการย่อยสลายสีเอโซด้วยแบคทีเรีย 

 สีของน  าทิ งจัดเป็นตัวบ่งชี คุณภาพของน  าทิ งหรือแสดงถึงมลภาวะทางน  าได้ประการหนึ่ง  
ในปัจจุบันการย่อยสลายสีเอโซด้วยแบคทีเรียได้รับความสนใจอย่างมาก เนื่องจากเป็นกระบวนการ
ทางชีวภาพที่เกิดกระบวนการย่อยสลายได้อย่างมีประสิทธิภาพ รวมทั งสามารถน ามาประยุกต์ในการ
ย่อยสลายสีเอโซได้หลากหลายชนิด มีค่าใช้จ่ายในการด าเนินการไม่สูง เป็นวิธีที่ เป็นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อมและท าให้เกิดกากตะกอนจากการย่อยสลายในปริมาณไม่มากนัก [27] การท าลายพันธะ 
เอโซเป็นขั นตอนแรกในการย่อยสลายสีเอโซด้วยแบคทีเรีย ซึ่งขั นตอนการย่อยสลายสีเอโซว่า
ประกอบด้วย 2 ขั นตอน คือ  
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 1) การท าลายพันธะเอโซภายใต้ภาวะไม่มีออกซิเจน หรือภาวะที่มีออกซิเจนและเกิดสาร  
แอโรแมติกแอมีนเป็นสารตัวกลาง  

 2) การย่อยสลายสารแอโรแมติกเอมีนของแบคทีเรียภายใต้ภาวะที่มีออกซิเจนจะอาศัย
กิจกรรมของเอนไซม์ monooxygenase และ dioxygenase ในการเติมออกซิเจนในวงแหวน 
แอโรแมติกก่อนที่จะเกิดการแตกของวงแหวนแอโรแมติกต่อไป หากเกิดการย่อยสลายต่อเนื่องอย่าง
สมบูรณ์จะท าให้เกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ น  า และแอมโมเนียเป็นผลิตภัณฑ์  

 จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าแบคทีเรียเดี่ยวและแบคทีเรียผสมหลายชนิดมีความสามารถใน
การย่อยสลายสีเอโซเพียงขั นตอนใดขั นตอนหนึ่งหรือทั ง 2 ขั นตอน คือ การท าลายพันธะเอโซและ
ย่อยสลายสารกลุ่มแอมีนอย่างต่อเนื่องเพ่ือน ามาใช้เป็นแหล่งของคาร์บอนและไนโตรเจนในการ
เจริญเติบโต ซึ่งสีเอโซจะมีสีที่จางลงหรือกลายเป็นสารไม่มีสี เมื่อพันธะเอโซ ( -N = N-) ในสีที่ถูก
ท าลายแยกออกจากส่วนของเฮเทอโรไซคลิกและวงแหวนแอโรแมติกของโมเลกุลสี จะท าให้การ
ดูดกลืนแสงของสีเปลี่ยนไปจากช่วงที่มนุษย์มองเห็นได้ไปเป็นช่วงอัลตราไวโอเลตหรืออินฟราเรด  
ในขั นตอนของการย่อยสลายสีเอโซในขั นตอนแรกส่วนใหญ่แล้วมักจะเกิดขึ นภายใต้ภาวะที่ไม่มี
ออกซิเจน และการย่อยสลายสีเอโซภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจนเป็นกระบวนการที่ต้องอาศัยการ
ท างานของเอนไซม์ โดยมีทั งเอนไซม์ที่จ าเพาะเจาะจงและไม่จ าเพาะเจาะจงต่อสารตั งต้น เอนไซม์ที่มี
การศึกษาอย่างกว้างขวาง ได้แก่ เอนไซม์เอโซรีดักเทส (azoreductase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มีความไว
ต่อออกซิเจน (oxygen-sensitive) และเป็นเอนไซม์ภายในเซลล์ (intracellular enzyme) โดยจะได้
สารตัวกลาง คือ สารแอโรแมติกเอมีน ซึ่งเป็นสารที่ไม่มีสี และบางชนิดมีสมบัติเป็นสารก่อมะเร็ง [31] 
นอกจากนั นการย่อยสลายสีเอโซของแบคทีเรียบางชนิดเกิดจากเอนไซม์  oxygen catalyzed 
azoreductase หรือ aerobic azoreductase ซึ่งจะเกิดสารแอโรแมติกเอมีนเป็นสารตัวกลาง
เช่นเดียวกัน โดยเอนไซม์ชนิดนี จัดเป็นเอนไซม์ภายในเซลล์ และมีความจ าเพาะเจาะจงต่อโครงสร้าง
ของสารตั งต้น (โครงสร้างสีเอโซ) สูง เอนไซม์เอโซรีดักเทสพบครั งแรกใน Pseudomonas sp.  
สายพันธุ์ K22 และ KF46 โดย Zimmermann และคณะ [28, 29] นอกจากนี แบคทีเรียบางชนิดยัง
สามารถผลิตเอนไซม์ lignin peroxidase ที่มีสมบัติในการย่อยสลายสีเอโซได้เช่นเดียวกัน เช่น 
Acinetobacter calcoaceticus NCIM 2890 และ Bacillus sp. [30]  

 2.9.6 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย  

 1. อุณหภูมิ สามารถแบ่งแบคทีเรียได้ 3 ประเภท ตามความแตกต่างของอุณหภูมิ [31] 

 – Psychrophiles สามารถเจริญได้ดีในอุณหภูมิ 0๐C หรือต่ ากว่า 

 – Mesophiles เจริญได้ดีในอุณหภูมิ 25๐C – 40๐C 
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 2. ความต้องการออกซิเจน สามารถแบ่งแบคทีเรียตามความต้องการออกซิเจนในการ
เจริญเติบโตออกเป็น 

 – แอโรบิกแบคทีเรีย (aerobic bacteria) คือพวกท่ีเจริญได้ในบรรยากาศท่ีมีออกซิเจน 

 – แอนแอโรบิกแบคทีเรีย (anaerobic bacteria) คือ พวกที่เจริญได้ในบรรยากาศที่ไม่มี
ออกซิเจน 

  –แฟคัลเททีฟ แอนแอโรบิคแบคทีเรีย (facultative anaerobic bacteria) คือพวกที่เจริญ
ได้ทั งในบรรยากาศที่มีออกซิเจน และไม่มีออกซิเจน 

          – ไมโครแอโรฟิลิก แบคทีเรีย (microaerophilic bacteria) เจริญในบรรยากาศท่ีมีออกซิเจน
เพียงเล็กน้อย 

 3. สภาพความเป็นกรด-ด่าง แบคทีเรียส่วนมากเจริญได้ดีในช่วงของ pH 6.5-7.5 พวกราหรือ
ยีสต์ทนต่อกรดได้ดีกว่า คือประมาณ pH 5 

 4. ความชื น แบคทีเรียส่วนใหญ่ต้องการความชื น แต่แบคทีเรียบางชนิดทนต่อความแห้งแล้ง
ได้ดี เช่น Tubercle bacilli และ Staphylococcus aureus 

 5. แสงสว่าง แบคทีเรียทั่วไปไม่ต้องการแสงในการเจริญเติบโต ยกเว้นแบคทีเรียพวกที่
สังเคราะห์แสงได้เท่านั นที่ต้องการแสงในการเจริญเติบโต 

 6. เสียง ความถี่ของเสียงสูง ๆ ท าให้เซลล์ของแบคทีเรียแตกได้ 

 

2.10 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 Bouraie และ Din [32] ศึกษาการย่อยสลายสี Reactive Black 5 ด้วยแบคทีเรียทั งหมด 42 
สายพันธุ์ โดยทดลองใช้แบคทีเรียย่อยสลายหรือก าจัดสี Reactive Black 5 กับ mineral salt 
medium (MSM) และพบว่าเชื อแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila มีประสิทธิภาพในการก าจัดสี
สูงที่สุด หลังจากนั นจึงศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมในการก าจัดสี Reactive Black 5 ด้วยแบคทีเรียชนิดนี  
ภายใต้ภาวะสถิต โดยทดลองใช้ความเข้มข้นของสี Reactive Black 5 แบคทีเรียดังกล่าวจะสามารถ
ในช่วง 50-250 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าที่ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ของสี Reactive Black 
5 จะสามารถก าจัดสีได้ดีที่สุด ที่ภาวะพีเอชเท่ากับ 7 และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในภาวะสถิต 
จากนั นได้ท าการวิเคราะห์การย่อยสลายสีของแบคทีเรียโดยใช้เทคนิค FTIR และ GCMS พบว่า
หลังจากการย่อยสีย้อมด้วยแบคทีเรียพบการลดลงของหมู่เอโซ ( -N=N-) และการเพ่ิมขึ นของหมู่ 
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แอมิโน (-NH2) ในสีย้อม นอกจากนั นจะพบพีคของ C-O และ O-H เพ่ิมขึ น ซึ่งเป็นหมู่ที่แสดงให้เห็น
ถึงการเกิดกรดออกซาลิกขึ นในปฏิกิริยาการก าจัดสีย้อมด้วยแบคทีเรียดังกล่าว  

 Wang และ Liang [33] ได้ศึกษาการก าจัดสี Reactive Black 5 ของเชื อแบคทีเรีย 
Bacillus sp.YZU1 โดยแบคทีเรียสายพันธุ์นี คัดแยกมาจากโรงงานสีย้อมในท้องถิ่น จะท าการศึกษา
การก าจัดสี Reactive Black 5 ของแบคทีเรียที่อยู่ใน nutrient broth (NB) จะน าแบคทีเรีย 
Bacillus sp.YZU1มาศึกษากระบวนการย่อยสี Reactive Black 5 โดยตั งสมมุติฐานไว้ว่าแบคทีเรีย
สามารถย่อยสีได้โดยการดูดซับสีและย่อยสลายสีด้วยตัวของมันเอง จากการศึกษาการดูดซับสีของ
แบคทีเรีย จะท าการฆ่าแบคทีเรียด้วยความร้อน แล้วน าไปก าจัดสีพบว่าประสิทธิภาพการก าจัดสีหรือ
แบคทีเรียดูดซับสีมีเพียง 3.1 เปอร์เซ็นต์ หลังจากบ่มไว้เป็นเวลา 120 ชั่วโมง ซึ่งเป็นไปได้ว่าที่
แบคทีเรียก าจัดสีได้ 3.1 เปอร์เซ็นต์นี อาจเป็นเพราะแบคทีเรียได้ดูดซับสีเอาไว้ และท าการย่อยสลายสี
ด้วยตัวของมันเอง จะน าแบคทีเรียที่มีชีวิตไปท าการก าจัดสี พบว่าแบคทีเรียสามารถก าจัดสีได้สูงสุด
เท่ากับ 95 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเกิดจากกระบวนการย่อยสีภายในเซลล์ของแบคทีเรีย ต่อมาได้ศึกษาผลของ
อุณหภูมิ ค่าพีเอช ความต้องการของแบคทีเรียในการใช้ออกซิเจน และความเข้มข้นของเกลือที่มีผล
ต่อการย่อยสลายของสี ผลของอุณหภูมิ พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมในการก าจัดสีหรือบ่มด้วย
แบคทีเรีย คืออุณหภูมิในช่วง 35 ถึง 45 องศาเซลเซียส ถ้าใช้อุณหภูมิในการบ่มต่ ากว่า 20 องศา
เซลเซียสหรือสูงกว่า 40 องศาเซลเซียส จะยับยั งการท างานของแบคทีเรีย ต่อมาผลของค่าพีเอช 
พบว่าค่าพีเอชเท่ากับ 7 ให้เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีสูงที่สุดเท่ากับ 60 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 24 ชั่วโมงของ
การบ่ม ต่อมาคือผลของ ความต้องการใช้ออกซิเจนของแบคทีเรีย เมื่อน าแบคทีเรียไปเลี ยงใน 
nutrient broth (NB) และเขย่าระหว่าง 100 ถึง 250 รอบต่อนาที เพ่ือเติมออกซิเจนขณะบ่ม พบว่า
เมื่อให้ออกซิเจนในการก าจัดสีมีเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีมีค่าลดลง เป็นเพราะออกซิเจนเป็นตัวรับ
อิเล็กตรอนที่ดีกว่าหมู่เอโซในโมเลกุลของสี จึงมีผลให้เกิดการยับยั งการท างานของแบคทีเรีย  

 Pokharia และ Ahluwalia [34] คัดแยกแบคทีเรียมาจากแหล่งน  าเสียของโรงงาน 2 แห่งใน
ประเทศอินเดีย และเมื่อได้สายพันธุ์แบคทีเรียที่เหมาะสมแล้วจึงน าไปทดลองก าจัดสีทั งหมด 6 สี
ด้วยกัน คือ Black WNN, Blue FNR, Red FN2BL, Blue RC, TURQ Blue และ Diresul RDT 
Black พบว่าคัดแยกแบคทีเรียได้ทั งหมด 45 สายพันธุ์ โดยแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากโรงงานที่ 1 
(Nahar Oswar Denim Co., Ltd.) สกัดได้จากแหล่งน  าเสียให้ชื่อว่า NF-1 ถึง NF-33 และโรงงานที่ 
2 (Abhishek Industries Co., Ltd.)  สกัดแบคทีเรียได้จากดิน ให้ชื่อว่า TI-I ถึง TI-III และสกัดได้
จากน  าเสีย ให้ชื่อว่า TrS1-TrS9 หลังจากนั นทดลองก าจัดสีด้วยแบคทีเรียเป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง  
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่ามีแบคทีเรียทั งหมด 17 สายพันธุ์ที่สามารถก าจัดสี Black WNN  
มีแบคทีเรียทั งหมด 12 สายพันธุ์ที่สามารถก าจัดสี Blue FNR  มีแบคทีเรียทั งหมด 10 สายพันธุ์ที่
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สามารถก าจัดสี Diresul RDT Black และมีแบคทีเรียเพียง 1 สายพันธุ์ที่สามารถก าจัดสีสี Red 
FN2BL และ TURQ Blue ได้ เมื่อทดสอบประสิทธิภาพในการก าจัดสีเปรียบเทียบระหว่างการก าจัดสี
ในภาวะหยุดนิ่งและภาวะเขย่า โดยใช้ความเข้มข้นสีที่ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และท าการบ่มเชื อที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 9 บ่มเป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่าแบคทีเรีย NF-22 มีเปอร์เซ็นต์
การก าจัดสี Black WNN ได้สูงสุดที่ 95 เปอร์เซ็นต์ แบคทีเรีย NF-21 มีเปอร์เซ็นต์การก าจัดสี Blue 
FNR ได้สูงสุดที่ 50 เปอร์เซ็นต์ และแบคทีเรีย NF-23 มีเปอร์เซ็นต์การก าจัดสี Diresul RDT Black 
ไดสู้งสุดที่ 90 เปอร์เซ็นต์ และก าจัดสี Red FN2BL ได้สูงสุดที่ 80 เปอร์เซ็นต์  

 นิตยา และ จิรภัทร [35] ได้คัดแยก และคัดเลือกแบคทีเรียเพ่ือก าจัดสีย้อมต้นกก จากพื นที่
ทอเสื่อของจังหวัดจันทบุรี โดยคัดแยกแบคทีเรียที่เป็นเชื อประจ าถิ่นในตัวอย่างของดินและน  าเสีย 
โดยวิธีเพ่ิมปริมาณเชื อในอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM) ที่มีสีย้อมกกซ่ึงมีสีแดงเป็นแหล่งคาร์บอน โดย
เติมกลูโคส 1 กรัมต่อลิตร ลงในอาหารเพ่ือช่วยกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ จากผลการทดลอง
พบว่ามีแบคทีเรียทั งหมด 18 สายพันธุ์ที่สามารถเจริญเติบโตได้บนผิวหน้าอาหารแข็ง MSM ที่มีสีย้อม
กก และเชื อแบคทีเรีย A1 และ A8 ซึ่งต่อมาได้ท าการพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียทั งสองชนิดนี  
พบว่า คือ Serratia sp. A1 และ Klebsiella sp. A8 ตามล าดับ เมื่อทดลองเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการย่อยสลายสีย้อมกกแดง ที่มีความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ของ Serratia sp. 
A1 และ Klebsiella sp. A8 พบว่า Serratia sp. A1 สามารถย่อยสลายสีย้อมในอาหารเลี ยง
แบคทีเรียได้ 11.56 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสูงกว่า Klebsiella sp. A8 

 Chen และคณะ [36] คัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายสีย้อม 24 ชนิด 
จนได้แบคทีเรียสายพันธุ์ Aeromonas hydrophila ซึ่งมีความสามารถในการก าจัดสีได้ดีที่สุด โดย
จากการทดลองพบว่า Aeromonas hydrophila สามารถก าจัดสีได้ดีในภาวะที่ไร้อากาศหรือมี
อากาศเพียงเล็กน้อย โดยสามารถก าจัดสี RED RBN ที่มีความเข้มข้นสีเริ่มต้น 3,000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ได้สูงถึงร้อยละ 90 ภายในเวลา 8 วัน ในภาวะที่มีค่าพีเอช 5.5-10.0 และอุณหภูมิ 20-35 องศา
เซลเซียส และยังพบอีกว่าแหล่งไนโตรเจน เช่น yeast extract และ peptone สามารถเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการก าจัดสีของเชื อดังกล่าวได้ 

 Wong และ Yuen [37] ได้ศึกษาการย่อยสลายสีเอโซด้วยแบคทีเรีย Klebsiella 
pneumonia ที่แยกได้จากกากตะกอนที่ปนเปื้อนสีสังเคราะห์ และน าไปทดสอบประสิทธิภาพการ
ก าจัดสี Methyl Red ภายใต้ภาวะที่มีออกซิเจน พบว่าหลังการย่อยสลายสีด้วย Klebsiella 
pneumonia ได้เกิดสาร 2 ชนิดนี  เกิดผลิตภัณฑ์จากการย่อย ได้แก่ 2-Aminobenzoic acid และ 
N-N-Dimethyl-p-phenylene diamine ซึ่งสามารถวิเคราะห์ได้โดยเทคนิค HPLC 
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 Mona และ Mabrouk [38] ได้ศึกษาการการก าจัดสี Fast Red ของ Bacillus Substilis 
HM ที่สกัดได้มาจากแหล่งก าจัดน  าสีของโรงงาน โดยแบคทีเรีย Bacillus Substilis สามารถก าจัดสีเอ
โซได้ถึง 8 สี และท าการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการก าจัดสีในภาวะหยุดนิ่งและภาวะเขย่า พบว่า
ภาวะหยุดนิ่งให้เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีที่สูงกว่าภาวะเขย่า โดยภาวะหยุดนิ่งให้เปอร์เซ็นต์การก าจัดสี 
85.4 เปอร์เซ็นต์ภายใน 12 ชั่วโมง ซึ่งเป็นผลมาจากการมีออกซิเจนจะเป็นการลดตัวพาอิเล็กตรอน 
จะเป็นการไปต่อต้านการก าจัดสี และได้ศึกษาการเพ่ิมของ glucose ลงไปในอาหารเลี ยงเชื อ MSM 
จะเป็นการเพ่ิมเปอร์เซ็นต์ในการก าจัดสีถึง 55% เมื่อเปรียบเทียบกับการก าจัดสีที่ไม่มี glucose ซึ่ง 
glucose จะเป็นลดนิวคลีโอไทด์ (NADH, FADH) โดยนิวคลีโอไทด์พวกนี จะเป็นตัวที่ช่วยในการก าจัด
สี Fast Red 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่3  
การทดลอง 

 การทดลองในงานวิจัยนี ประกอบด้วยการคัดเลือกแบคทีเรียที่เหมาะสมส าหรับใช้และก าจัดสี 
Reactive Black 5 ในสารละลายสี การเตรียมสารละลายสี การก าจัดสีในสารละลายสีด้วยแบคทีเรีย
และวิเคราะห์ประสิทธิภาพรวมถึงกลไกการก าจัดสีของแบคทีเรีย 

3.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 

 3.1.1 ผ้าฝ้าย  

 ผ้าฝ้าย 100% ทอลายขัดและผ่านการฟอกขาวแล้ว จากบริษัท ศิลปะเสนีพาณิชย์ จ ากัด 

 3.1.2 ผงสี 

 Reactive Black 5 จากบริษัท ฮันทส์แมน (ประเทศไทย) จ ากัด 

 
รูปที่ 3.1 โครงสร้างทางเคมีของสี Reactive Black 5 [33] 

 
 3.1.3 แบคทีเรีย 

 แบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัย คือ เชื อในกลุ่ม  Pseudomonas sp. จ านวน 49 สายพันธุ์ ซึ่ง
ได้รับความอนุเคราะห์มาจาก Thailand Biosource Research Center (TBRC) ศูนย์พันธุวิศวกรรม
และเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ประเทศไทย  
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 3.1.4 สารเคมี 

 Nutrient broth 

  - nutrient broth จากบริษัท เบคตันดิคคินสัน (ประเทศไทย) จ ากัด  

 Mineral salt medium  

  - diazanium sulfatexylose จากบริษัท Carlo Erba, Italy 

  - potassium phosphate monobasic จากบริษัท Carlo Erba, Italy 

  - potassium hydrogen phosphate จากบริษัท Carlo Erba, Italy 

  - magnesium sulfate heptahydrate จากบริษัท Carlo Erba, Italy 

  - sodium chloride จากบริษัท Carlo Erba, Italy 

  - glucose จากบริษัท Carlo Erba, Italy 

 Alkali 

  - sodium carbonate จากบริษัท Sigma-Aldrich, Germany  

  - sodium hydroxide  จากบริษัท Sigma-Aldrich, Germany  

 Others 

-  oxalic acid จากบริษัท Dr.Ehrentorfer, Germany 

-  hydrochloric acid จากบริษัท Sigma-Aldrich, Germany  

 
3.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

 1)   เครื่องวัดพีเอช (pH tester20, Eutech Instrument) 

 2)   เครื่องบ่มเชื อแบบเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (shaker Incubation, 311DS Labnet) 

 3)   ตู้อบ (Incubation Memmert, Model INE-550) 

 4)   ตู้ดูดความชื น (Auto dry, Nortman, Model VWT-08S) 

 5)   เครื่องชั่ง (Balance, Mettler Toledo, Model AB 204) 

 6)   เครื่องวัดสี (Macbeth reflectance spectrophotometer, COLOR-EYE 7000) 
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  7)   เครื่องชั่งระบบอินฟราเรด (Infrared Moisture Balance, Model AD-4715) 

       8)   เครื่องหมุนเหวี่ยงขนาดเล็ก (Centrifuge, 22332 Hamburg) 

      เครื่องหมุนเหวี่ยงขนาดใหญ่ (Centrifuge, Model BS-08L, Sorvall)  

  9)   หม้อนึ่งความดัน (Autoclave, Model SX-700, tomy) 

  10)  ตู้ปลอดเชื อ (Laminar flow Biologi hazard Class II, NU-440) 

  11)  UV-Visible spectrophotometer  (Spectramax M5 Spectrophotometer) 

                UV-Visible spectrophotometer (Spectrophotometer Model GBC Cintra 404) 

  12)  Fourier Transform Infrared Spectroscopy (Perkin Elmer Fourier Transform 
Infrared Spectrometer เทคนิค Micro-ATR (ASTM:  E334-01 และ ASTM: E573-01) 

  13)  High-performance liquid chromatography (Prostar Model 410 ) 
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3.3 วิธีการทดลอง 

 

 
  

แผนภาพที่ 3.1 วิธีการทดลองทั งหมด 
 
 
 

คัดเลือกแบคทีเรียที่มคีวามสามารถก าจัดสี Reactive Black 5  
(สีไมผ่่านการย้อม) ที่มีความสามารถในการก าจัดสีมากทีสุ่ด 1 สายพันธุ์ 

การเตรียมสารละลายสีย้อมที่ใช้ในการย้อมจริง 
และสารละลายสีทีเ่หลือหลังย้อมไปใช้ในขั นตอนต่อไปนี  

การศึกษาประสิทธิภาพในการก าจดัสีย้อมด้วยเชื อแบคทีเรีย 
Pseudomonas aeruginosa  ที่คัดเลือกมา 

เติมแบคทีเรีย 10% (v/v) , 15% (v/v), 20% (v/v) 
พบว่าเติม 20% (v/v) มีประสิทธิภาพในการก าจัดสีสูงทีสุ่ด จึงน าไป
เป็นตัวตั งต้นการเตมิที่ 0 ช่ัวโมง 

เติมแบคทีเรีย 10% (v/v) , 15% (v/v), 20% (v/v) เพิ่มในช่ัวโมงท่ี 24 และ 48 
พบว่าเติม  20% (v/v) ในช่ัวโมงท่ี 0 และมีการเติมเพิม่อีก 20% (v/v) ในช่ัวโมงท่ี 24 
มีประสิทธิภาพในการก าจดัสสีูงที่สุด 

การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายสยี้อมก่อนและหลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรยี 
- สารละลายสีย้อมหลังการย้อมทีผ่สมกับอาหารเลี ยงแบคทีเรีย  (MSM, mineral salt medium) 

 - สารละลายสีย้อมหลังการย้อมทีผ่สมกับน  า 

การวิเคราะห์โครงสร้างสีย้อมก่อนและหลังการก าจดัสีด้วยแบคทีเรยี 
ของสารละลายสีย้อมผสมกับอาหาร MSM ด้วยเทคนิค FTIR และ HPLC 
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 3.3.1 การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถก าจัดสี Reactive Black 5 

  ในงานวิจัยนี ได้คัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการก าจัดสี Reactive Black 5 จาก
แบคทีเรียทั งหมด 49 สายพันธุ์ในกลุ่มของ Pseudomonas sp. โดยแบคทีเรียทั งหมดได้รับความ
อนุเคราะห์มาจาก TBRC ของศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ โดยมีขั นตอนเตรียม
หัวเชื อแบคทีเรียดังต่อไปนี  

  1. ท าการเพาะเชื อแบคทีเรียบนจานอาหารแข็ง (nutrient agar) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่
ภาวะอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

 2. เตรียมอาหารเหลว (nutrient broth) มีส่วนประกอบของ extrait de boeuf 3 กรัมต่อ
ลิตร และ peptone 5 กรัมต่อลิตร  ส าหรับเลี ยงแบคทีเรีย โดยเติมอาหารเหลว 20 มิลลิลิตรลงใน
ขวดแก้วรูปชมพู่ 50 มิลลิลิตร แล้วน าเข้าเครื่อง autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที โดยไม่มีการปรับค่าพีเอชของอาหาร 

 3. น าแบคทีเรียที่เจริญเติบโตเต็มที่แล้วในข้อ 1 ใส่ลงในอาหารเหลวที่ผ่านการฆ่าเชื อแล้วใน
ข้อ 2 ไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาท ี

 4. น าแบคทีเรียที่อยู่ในอาหารเหลวจากข้อ 3 ไปวัดค่า optical density (OD) เพ่ือดูการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรีย จะท าการดูดแบคทีเรียที่อยู่ในอาหารเหลวใส่ลงใน microtite plates 
หลังจากนั นน าไปวัดค่า OD ด้วยเครื่อง Spectrophotometer โดยค่า OD ที่เหมาะสม อยู่ในช่วง 
0.4-0.6 ซึ่งหากค่า OD ของแบคทีเรียต่ ากว่า 0.4 จะไม่น ามาใช้ในการก าจัดสี [39]  

 5. ท าการเตรียมอาหารเลี ยงเชื อ (MSM, mineral salt medium) มีส่วนประกอบดังต่อไปนี  
คือ NaCl 1 g/l, MgSO4•7 H2O 0.01 g/l, KH2PO4 1 g/l, K2HPO4 1 g/l, (NH4)2SO4 2 g/l และ 
glucose 3 g/l แล้วน าไปปรับค่าพีเอชให้เท่ากับ 8 หลังจากนั นใส่ลงในขวด duran แล้วน าเข้าเครื่อง 
autoclave ที ่121 องศาเซลเซียส 

 6. เติมสารละลายสี Reactive Black 5 ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร (สารละลายสี
ไม่ได้ผ่านการย้อมและไม่มีการใช้ด่าง) ลงในอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM) 20 มิลลิลิตร ที่ได้เตรียมไว้ 
หลังจากนั นแบ่งใส่ในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร  

 7. เติมมีแบคทีเรียที่อยู่ในอาหารเหลวปริมาณ 10%(v/v) ลงในหลอดทดลองที่มีสี Reactive 
Black 5 ผสมกับอาหาร MSM แล้วบ่มในภาวะหยุดนิ่งที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน 
ท าการเก็บตัวอย่างจากวันแรกและวันที่สองมาท าการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 5 นาที น าส่วนใสของตัวอย่างออกมาวัดค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) ด้วยเครื่อง 
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Spectramax M5 Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 599 นาโนเมตร และค านวณหา
เปอร์เซ็นต์การก าจัดสี (%decolorization) ตามสูตรการค านวณดังต่อไปนี  

สูตรการหาเปอร์เซ็นต์การก าจัดสี 

 
 ดังนั นแบคทีเรีย Pseudomonas sp. ให้เปอร์เซ็นต์ในการก าจัดสีสูงที่สุด จะถูกคัดเลือก
น าไปใข้ในการขั นตอนต่อไป 

 3.3.2 การเตรียมสารละลายสีย้อมที่ใช้ในการย้อมสีที่เหลือหลังย้อม 

 เตรียมสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 ที่มีด่างเพ่ือใช้ในการย้อมผ้าฝ้ายด้วยวิธีการย้อม
แบบจุ่มอัด (padding) ตามกระบวนการย้อมจริงที่ อ้างอิงมาจากห้างหุ้นส่วนสามัญนิติบุคคล 
ธนไพศาล แล้วน าสารละลายสีย้อมที่เหลือจากการย้อมมาบ่มกับแบคทีเรียที่เหมาะสมเพ่ือศึกษา
ประสิทธิภาพการก าจัดสีของแบคทีเรียตามวิธีที่แสดงไว้ในข้อ 3.3.1 

 ท าการย้อมผ้าฝ้ายหนัก 5 กรัม ที่อุณหภูมิห้อง ด้วยสารละลายที่มีสี Reactive Black 5 
ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร Na2CO3 5.33 กรัมต่อลิตร และสารละลาย NaOH (ความเข้มข้น 
36°Be´) 4 มิลลิลิตรต่อลิตร โดยใช้อัตราส่วนน  าหนักผ้าต่อปริมาตรสารละลายทั งหมดเท่ากับ 1:10 
จากนั นตั งทิ งสารละลายสีที่เหลือจากการย้อมไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ชั่วโมง (เป็นระยะเวลาโดย
เฉลี่ยที่สารละลายสีอยู่ในเครื่องย้อมในแต่ละครั งของการย้อมผ้าปริมาณมากในโรงงาน รวมถึงส่ง
สารละลายสีย้อมที่เหลือจากการย้อมไปบ่อบ าบัด) เจือจางสารละลายสีให้เหลือความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วจึงน าไปบ่มกับแบคทีเรียที่คัดเลือกมาในขั นตอนการก าจัดสีต่อไป 

 3.3.3 การศึกษาประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมด้วยเชื อแบคทีเรีย Pseudomonas 
aeruginosa ที่คัดเลือกมาจากข้อ 3.3.1 

 ขั นตอนนี เป็นการศึกษาภาวะและวิธีที่ใช้ในการก าจัดสีในสารละลายสีย้อมด้วยแบคทีเรีย 
แบคทีเรียที่คัดเลือกมา ถูกเติมลงในอาหารเหลว NB 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร แล้วน ามาผสมกับอาหารเลี ยงแบคทีเรีย MSM 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 
250 มิลลิลิตร ที่มีสารละลายสีย้อมที่ผ่านการย้อม จากนั นน าไปบ่มในภาวะหยุดนิ่ ง  
ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-6 วันโดยเก็บตัวอย่างส่วนที่ใสทุก 24 ชั่วโมง และน า
ตัวอย่างไป centrifuge (ตกตะกอน) เพื่อเอาเซลล์แบคทีเรียออก หลังจากนั นน าไปวัดค่าความทึบแสง 
(optical density, OD) ด้วยเครื่อง Spectramax M5 Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นแสง 

% การก าจัดสี = 
(ค่าการดูดกลืนแสงก่อนการบ่มแตล่ะวัน – ค่าการดูดกลืนแสงหลังการบ่มแตล่ะวัน) 

x100 
ค่าการดดูกลืนแสงก่อนการบ่มแตล่ะวัน 
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610 นาโนเมตร (พบว่าสารละลายสีย้อมที่มีด่างและผ่านการย้อมจริงมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่
ความยาวคลื่นแสง 610 นาโนเมตร แต่ความยาวคลื่นแสงของสารละลายสีย้อมที่ไม่มีด่างและไม่ผ่าน
การย้อมอยู่ที่ 599 นาโนเมตร) และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีด้วยแบคทีเรียตามสูตรข้างต้น  

 3.3.3.1 ประสิทธิภาพการก าจัดสีย้อมของแบคทีเรียที่มีการเติมปริมาณแบคทีเรียตั ง
ต้นแบบเพียงครั งเดียว (single addition) และการเติมปริมาณแบคทีเรียแบบหลายครั ง (multi 
addition) 

 การศึกษาปริมาณแบคทีเรียที่ใช้ โดยเติมแบคทีเรีย (เติมครั งเดียวในชั่วโมงที่ 0) ปริมาณ
ต่างๆ คอื 10%(v/v), 15%(v/v) และ 20%(v/v) ลงในอาหารเลี ยงแบคทีเรีย MSM ที่ผสมสารละลาย
สีย้อม บ่มตามภาวะข้างต้นและวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การก าจัดสี จากการทดลองเติมปริมาณแบคทีเรีย
แบบครั งเดียว (single addtion) พบว่าการเติมแบคทีเรียปริมาณ 20%(v/v) ในชั่วโมงที่ 0 ให้ค่า
เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีสูงที่สุด จึงเลือกการเติมแบคทีเรียปริมาณ 20%(v/v) มาใช้เป็นปริมาณการเติม
ในชั่วโมงที่ 0 และจะน ามาใช้ต่อในการเติมปริมาณแบคทีเรียแบบหลายครั ง (multi addition) โดย
จะศึกษาช่วงเวลาที่เหมาะสมในการเติมแบคทีเรียเพ่ิมอีก คือ เติมเพ่ิมในวันที่ 2 เปรียบเทียบกับเติม
เพ่ิมในวันที่ 3 ในปริมาณ 10%(v/v), 15%(v/v) และ 20%(v/v) บ่มตามภาวะข้างต้นและวิเคราะห์
เปอร์เซ็นต์การก าจัดสี เมื่อได้ภาวะในการเติมแบคทีเรียที่เหมาะสมแล้ว คือ การเติมวันแรก 
20%(v/v) และเติมเพ่ิมอีกในวันที่สองอีก 20%(v/v) จะน าภาวะนี ไปท าการทดลองในขั นต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 แผนภาพที่ 3.2 การเติมปริมาณแบคทีเรียตั งต้นแบบเพียงครั งเดียวและแบบหลายครั ง  

เติมปริมาณแบคทีเรียตั งต้นเพียงครั งเดียว (single addition) ในชั่วโมงที่ 0  
 10%(v/v), 15%(v/v) และ 20%(v/v) 

เติมปริมาณแบคทีเรียเพ่ิมแบบหลายครั ง (multi addition) ในชั่วโมงที่ 24 และ 48 
10%(v/v), 15%(v/v) และ 20%(v/v 

เติมปริมาณแบคทีเรีย 20%(v/v)  และเติมเพ่ิมอีก 20%(v/v) ในชัว่โมงที่ 24 

ให้คา่เปอร์เซ็นต์การก าจดัสีสงูที่สดุ 

เติมปริมาณแบคทีเรีย 20%(v/v) ในชัว่โมงที่ 0 ให้คา่เปอร์เซ็นต์การก าจดัสีสงูที่สดุ 

สรุปว่าการเติมปริมาณแบคทเีรีย 20%(v/v) ในชั่วโมงที่ 0   
และเติมเพิ่มอีก 20%(v/v) ในช่ัวโมงที่ 24 ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีสูงที่สุด 
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 3.3.4 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมก่อนและหลังการก าจัดสีด้วย
แบคทีเรีย 

 ในการศึกษาประสิทธิภาพการก าจัดสีของแบคทีเรียจะวิเคราะห์จากค่าความเข้มข้นของ
สารละลายสีก่อนและหลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรียเปรียบเทียบกัน ซึ่งการวิเคราะห์ความเข้มข้นของ
สารละลายสีจ าเป็นต้องสร้างกราฟความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่างค่าการดูดกลืนแสง (absorbance)  
ในช่วง 0 ถึง 1 และค่าความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมที่แสดงค่าการดูดกลืนแสงระหว่าง 0 ถึง 1 
(dye concentration) เพ่ือใช้เป็นกราฟมาตรฐานส าหรับหาความเข้มข้นของสารละลายสีจากค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นสูงสุด (max) 610 นาโนเมตร โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายสี
ด้วยเครื่อง UV-Vis Spectrophotometer Model GBC Cintra 404 โดยมีการวิเคราะห์ต่างๆ
ดังต่อไปนี  

 3.3.4.1 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมหลังการย้อม   

 สารละลายสีย้อมที่เหลือหลังการย้อมถูกน าไปเจือจางด้วยน  าจนวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 610 นาโนเมตร ได้ค่าระหว่าง 0 ถึง 1 โดยวัดด้วยเครื่อง UV-Vis Spectrophotometer  
น าค่าการดูดกลืนแสงนั นมาค านวณหาความเข้มข้นของสารละลายสีที่เจือจาง จากกราฟมาตรฐาน
ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงและค่าความเข้มข้นของสารละลายสี และค านวณความเข้มข้นสารละลายสี
ย้อมก่อนการเจือจางด้วยน  า 

 3.3.4.2 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมหลังการย้อมที่ผสมกับอาหาร
เลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) ก่อนการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย 

 สารละลายสีย้อมที่เหลือหลังการย้อมถูกเจือจางด้วยอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral 
salt medium) ที่มี pH เท่ากับ 8 เพ่ือปรับความเข้มข้นของสารละลายสีย้อม ให้เป็น 100 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และถูกน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 610 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV-Vis 
Spectrophotometer เพ่ือค านวณหาความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมที่แท้จริงที่ผสมอาหารเลี ยง
แบคทีเรียจากกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงและค่าความเข้มข้นของสารละลายสีที่แสดง
ในบทที่ 4 

 3.3.4.3 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมหลังการย้อมที่ผสมกับอาหาร
เลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) หลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย 

 สารละลายสีย้อมที่เหลือหลังการย้อมถูกเจือจางด้วยอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral 
salt medium) ที่มี pH 8 เพ่ือปรับความเข้มข้นของสารละลายเสียสีย้อม ให้เป็น 100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ก่อนเติมแบคทีเรียในอาหารเหลว (nutrient broth) ลงไป หลังจากนั นน าไปบ่มในภาวะหยุดนิ่ง 
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ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 วัน เก็บตัวอย่างปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร โดยเทคนิคปลอด
เชื อ (ท า 2 ซ  า) ในทุกๆวันเพ่ือดูการเปลี่ยนแปลงของความเข้มข้นสารละลายสีย้อม น าตัวอย่างที่เก็บ
มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนที่ใสมาวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 610 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV-Vis Spectrophotometer และค านวณหา
ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อม จากกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงและค่าความเข้มข้น
ของสารละลายสีที่แสดงในบทที่ 4 

 3.3.4.4 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมหลังการย้อมที่ผสมกับน  า ก่อน
การก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย 

 วิธีการทดลองเหมือนข้อ 3.3.4.2 แต่ใช้น  าเจือจางสารละลายสีย้อมแทนการใช้อาหารเลี ยง
แบคทีเรียเจือจางสารละลายสีย้อม เพ่ือศึกษาความเข้มข้นของสารละลายสีก่อนการก าจัดสีด้วย
แบคทีเรียแบบไม่ใช้อาหารเลี ยงแบคทีเรียแต่ใช้น  าแทน  

 3.3.4.5 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมหลังการย้อมที่ผสมกับน  า หลัง
การก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย โดยไม่ใช้อาหารเลี ยงแบคทีเรีย 

 วิธีการทดลองเหมือนข้อ 3.3.4.3 แต่ใช้น  าเจือจางสารละลายสีย้อมแทนการใช้อาหารเลี ยง
แบคทีเรียเจือจางสารละลายสีย้อม เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพการก าจัดสีด้วยแบคทีเรียโดยไม่ใช้อาหาร
เลี ยงแบคทีเรียแต่ใช้น  าแทน 

 

 3.3.5 การวิเคราะห์โครงสร้างสีย้อมก่อนและหลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย  

 3.3.5.1 การวิเคราะห์การย่อยสีของแบคทีเรียด้วยเทคนิค FTIR  

  3.3.5.1.1 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสี Reactive Black 5 ด้วยเทคนิค 
FTIR 

  วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสี Reactive Black 5 ด้วยเทคนิค Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy โหมด Micro-ATR ช่วงเลขคลื่นระหว่าง 600-4000 cm-1 

ตามมาตรฐานการทดสอบ (ASTM:  E334-01 และ ASTM: E573-01)  
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  3.3.5.1.2 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสี  Reactive Black 5 ใน
สารละลายสีผสมกับอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) ก่อนก าจัดสีด้วย
แบคทีเรีย ด้วยเทคนิค FTIR 

  สารละลายสีย้อมที่เหลือหลังการย้อมถูกเจือจางด้วยอาหารเลี ยงแบคทีเรีย ตามวิธี
ในหัวข้อ 3.3.4.2 และน าไปท าแห้งเยือกแข็ง (freeze dry) โดยน าตัวอย่างไปแช่ในเอทานอลเป็นเวลา 
5 นาที เพ่ือที่จะท าให้แข็งตัว แล้วน าเข้าเครื่องท าแห้งเยือกแข็ง เป็นเวลา 1 วัน จากนั นวิเคราะห์
โครงสร้างทางเคมีของตัวอย่างด้วย Fourier Transform Infrared Spectroscopy  

  3.3.5.1.3 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีสี Reactive Black 5 ในสารละลายสี 
ผสมกับอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) หลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย 
ด้วยเทคนิค FTIR 

  สารละลายสีย้อมที่ เหลือหลังย้อมถูกเจือจางด้วยอาหารเลี ยงแบคทีเรีย เติม
แบคทีเรียและบ่มที่ภาวะและเวลาตามวิธีในข้อ 3.3.2 จากนั นน าเข้าเครื่องตกตะกอน เพ่ือแยก
แบคทีเรียแล้วน าเข้าเครื่องท าแห้งเยือกแข็งตามขั นตอนข้างต้น และน าไปวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมี
ของตัวอย่างด้วยเทคนิค Fourier Transform Infrared Spectroscopy 

 3.3.5.2 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสีย้อมหลังก าจัดสีด้วยแบคทีเรียโดยใช้
เทคนิค HPLC 

 จากงานวิจัยของ Boraie และคณะ [32] แสดงให้เห็นว่าการก าจัดสี Reactive Black 5 โดย
ใช้แบคทีเรีย Aromatic hydrophila ได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นกรดออกซาลิก การทดลองในงานวิจัย
นี จึงใช้เทคนิค HPLC เพ่ือวิเคราะห์หากรดออกซาลิกในสารละลายสีหลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรียโดย
มีวิธีดังต่อไปนี  

 น าสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 ที่ผ่านการย้อมจริง มาบ่มกับแบคทีเรียตามวิธีในข้อ 
3.3.3 ท าการเก็บตัวอย่างทุกวัน(ทั งหมด 6 วัน) น าตัวอย่างมาปั่นเหวี่ยงและดูดเฉพาะของเหลวใส 
เพ่ือน าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC Prostar ที่ความยาวคลื่น 210 นาโนเมตร โดยใช้คอลัมน์ 
phenomenex (300 X 7.80 มิลลิเมตร) ใช้ 5mM H2SO เฟสเคลื่อนที่เป็นตัวท าละลาย กรอง
สารละลายที่เตรียมได้ผ่าน Millipore filter ขนาด 45 ไมครอน แล้วฉีดสารละลายปริมาตร 20 
ไมโครลิตรเข้าเครื่อง HPLC Prostar ใช้อัตราการไหล 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที โดยวิเคราะห์ตัวอย่าง 8 
ตัวอย่างดังต่อไปนี  
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 - สารละลายกรดออกซาลิก (ความบริสุทธิ์ 99.5%) ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 - อาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) 

 - สารละลายสี Reactive Black 5 ก่อนก าจัดสี 

 - สารละลายสี Reactive Black 5  หลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย เป็นเวลา1-6 วัน 

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่4  
ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถก าจัดสี Reactive Black 5 จากจ านวน 49 สายพันธุ์ใน
กลุ่มของ Pseudomonas sp. 

 จากแบคทีเรียจ านวน 49 สายพันธุ์ (หมายเลข 1-49 ในตารางที่ 4.1) ในกลุ่มของ 
Pseudomonas sp. พบว่ามีแบคทีเรียจ านวน 41 สายพันธุ์ที่เจริญเติบโตได้ดีในอาหารเหลว NB 
และเมื่อน าแบคทีเรีย 41 สายพันธุ์นี ไปทดลองก าจัดสี (เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ์ที่เหมาะสม
ที่สุด) ในสารละลายสี Reactive Black 5 ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ผสมในอาหารเลี ยง
แบคทีเรีย ที่ภาวะหยุดนิ่ง อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน ดังแสดงผลในตารางที่ 4.1
พบว่าแบคทีเรียหมายเลข 49 สายพันธุ์ Pseudomonas aeruginosa มีความสามารถในการก าจัดสี
ดีที่สุด ส าหรับการทดลองเพียง 2 วัน Pseudomonas aeruginosa ให้เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีสูงที่สุด
ในวันแรกของการบ่มคือ 54.6 เปอร์เซ็นต ์และเพ่ิมขึ นอีกเล็กน้อยเป็น 65 เปอร์เซ็นต์ เมื่อบ่มเป็นเวลา 
2 วัน ดังนั นจึงคัดเลือก Pseudomonas aeruginosa เพ่ือน าไปใช้ก าจัดสีในสารละลายสีย้อมที่ผ่าน
การย้อมจริงในขั นต่อไป 

ตารางที่ 4.1 เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีย้อม Reactive Black 5 ในสารละลายสี (ไม่ผ่านการย้อม) ของ
แบคทีเรียจ านวน 41 สายพันธุ์ จากจ านวน 49 สายพันธุ์ในกลุ่มของ Pseudomonas sp. 

สายพันธุ์
แบคทีเรีย 

เปอร์เซ็นต์การลดสีที่ดี
ที่สุด 

วันที่ให้เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีสูง
ที่สุด 

1 14.98 2 

2 21.31 2 

3 21.77 2 

4 16.27 2 

5 15.24 2 

6 11.11 2 

7 11.26 1 

8 13.11 2 
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สายพันธุ์
แบคทีเรีย 

เปอร์เซ็นต์การลดสีที่ดี
ที่สุด 

วันที่ให้เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีสูง
ที่สุด 

9 16.14 2 

10 17.54 1 

11 19.57 2 

12 19.25 2 

13 18.56 1 

14 7.28 1 

15 7.05 1 

16 5.77 1 

17 11.74 2 

18 4.97 2 

19 8.65 1 

20 12.47 2 

21 14.66 2 

22 14.92 2 

23 16.76 2 

24 17.01 2 

25 16.7 2 

26 16.09 2 

27 24.76 2 

28 21.33 2 

29 16.32 1 
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สายพันธุ์
แบคทีเรีย 

เปอร์เซ็นต์การลดสีที่ดี
ที่สุด 

วันที่ให้เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีสูง
ที่สุด 

30 17.01 2 

31 16.19 2 

32 7.00 1 

33 15.26 2 

34 11.94 2 

35 4.76 1 

36 16.50 1 

37 18.44 2 

38 18.71 2 

39 18.18 2 

40 14.20 2 

41 65.03 2 

 
4.2 ผลการศึกษาประสิทธิภาพในการก าจัดสีย้อมด้วยเชื อแบคทีเรีย Pseudomonas 
aeruginosa  ที่คัดเลือกมา 

 4.2.1 ลักษณะทั่วไปของสารละลายสีย้อมหลังการย้อม 

 ลักษณะของสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 หลังการย้อมจะเป็นของเหลวสีด าอมน  า
เงินดังรูปที่ 4.1 อย่างไรก็ตามสารละลายสีนี ยังมีความเข้มข้นของสีที่สูง แบคทีเรียยังไม่สามารถ
ท าลายหรือย่อยสลายโครงสร้างของสีในสารละลายสีได้ จึงต้องเจือจางให้สารละลายสีย้อมเหลือความ
เข้มข้นประมาณ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร [32] แบคทีเรียจึงจะสามารถย่อยสลายสีได้ ซึ่งการเจือจาง
สารละลายสีนี ได้เจือจางด้วยการเติมอาหารเลี ยงแบคทีเรีย MSM เปรียบเทียบกับการเติมน  าลงใน
สารละลายสี เพื่อศึกษาด้วยว่าการก าจัดสีด้วยแบคทีเรียจ าเป็นต้องให้อาหารกับแบคทีเรียหรือไม่ หรือ
แบคทีเรียสามารถย่อยสลายสีและใช้สีเป็นอาหารได้ด้วย (ในกรณีที่แบคทีเรียย่อยสลายสีได้โดยไม่มี
อาหาร คือ การเจือจางสารละลายสีด้วยน  าก่อนใช้แบคทีเรียย่อยสลายก าจัดสี) 
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รูปที่ 4.1 สารละลายสีย้อม Reactive Black 5 หลังการย้อม 

 เมื่อได้สารละลายสีย้อมความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร จากการเจือจางแล้ว จึงบ่ม
สารละลายสีย้อมในแบคทีเรียปริมาณต่างๆกัน และช่วงเวลาในการเติมแบคทีเรียแตกต่างกัน และ
ศึกษาประสิทธิภาพการก าจัดสีด้วยแบคทีเรียได้ค่าเป็นเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีจากการวัด optical 
density ของสารละลายสีก่อนและหลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย ตามวิธีการทดลองในบทท่ี 3 

 4.2.2 ประสิทธิภาพการก าจัดสีย้อมของแบคทีเรียที่มีการเติมหัวเชื อตั งต้นเพียงครั งเดียว 
(single addition) และแบบการเติมหัวเชื อหลายครั ง  (multi addition) 

 การศึกษาหาปริมาณแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa เริ่มต้นที่เหมาะสมในการ
ก าจัดสีออกจากสารละลายสีย้อมที่ผ่านการย้อมจริงโดยทดลองใช้ปริมาณแบคทีเรียครั งเดียวในวัน
แรกของการบ่มในปริมาณ 10%(v/v), 15%(v/v) และ 20%(v/v) ตามล าดับเปรียบเทียบกัน พบว่า
การใช้แบคทีเรีย 20%(v/v) ครั งเดียวให้เปอร์เซ็นต์การก าจัดสี (วัดจากค่า OD) มากที่สุดเท่ากับ 
74.82 เปอร์เซ็นต์ เมื่อบ่มเป็นเวลา 144 ชั่วโมง หรือ 6 วัน ดังแสดงในรูปที่ 4.2 และจากการ
วิเคราะห์ผลทางสถิติพบว่าการก าจัดสีของการเติมปริมาณแบคทีเรีย 10%(v/v), 15%(v/v) และ 
20%(v/v) ตั งแต่ชั่วโมงท่ี 0 จนถึงชั่วโมงท่ี 144 หรือ 6 วัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ดังนั น
จึงเลือกการเติมแบคทีเรีย 20%(v/v) เพราะว่าให้เปอร์เซ็นต์ในการก าจัดสีสูงที่สุด และจะน าการใช้
แบคทีเรีย 20%(v/v) ในวันแรกของการบ่มไปใช้ในการทดลองต่อไป นั นคือการเติมแบคทีเรียเพ่ิมอีก 
10%(v/v), 15%(v/v) และ 20%(v/v) ในเวลาที่ 48 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมง 
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รูปที่ 4.2 เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีย้อม Reactive Black 5 (วัดจากค่า OD) ในสารละลายสี (ผ่านการ
ย้อม) เมื่อบ่มด้วยแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa 10%(v/v), 15%(v/v) และ 20%(v/v) 
ครั งเดียวในวันแรกของการบ่ม บ่มเป็นเวลา 0-144 ชั่วโมง 
 

 

รูปที่ 4.3 เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีย้อม Reactive Black 5 (วัดจากค่า OD) ในสารละลายสี (ผ่านการ
ย้อม) เมื่อบ่มด้วยแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa 20%(v/v) ในวันแรกของการบ่มและเติม
แบคทีเรียเพิ่มในชั่วโมงท่ี 24 หรือชั่วโมงท่ี 48  ของการบ่มอีก 10%(v/v), 15%(v/v) และ 20%(v/v) 
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 ส าหรับขั นตอนนี เป็นแบบการเติมหัวเชื อหลายครั ง (multi addition) โดยจะท าต่อจาก
ขั นตอนที่แล้ว คือ เติมแบคทีเรียไป 20%(v/v) ในเวลาที่ 0 ชั่วโมง เป็นตัวตั งต้น และมีการการเพ่ิม
ปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นในวันชั่วโมงที่ 24 และ 48 ของการบ่มโดยเพ่ิมอีก 10%(v/v), 15%(v/v) 
และ 20%(v/v) เพ่ือการก าจัดสีออกจากสารละลายสีย้อมที่ผ่านการย้อมจริง ผลการทดลองแสดงใน
รูปที่ 4.3 พบว่าการใช้แบคทีเรีย 20%(v/v) เพ่ือก าจัดสีในชั่วโมงที่ 24 ของการบ่มให้เปอร์เซ็นต์การ
ก าจัดสี (วัดจากค่า OD) 65.45 เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อเติมปริมาณแบคทีเรียเพ่ิมหลังชั่วโมงที่ 24 ของการ
บ่มอีก 20%(v/v) ให้เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีได้สูงสุดเท่ากับ 75.79 เปอร์เซ็นต์ ดังนั นจึงสรุปได้ว่า ควร
ที่จะใช้แบคทีเรียในวันแรกของการบ่ม 20%(v/v) และเติมแบคทีเรียเพ่ิมอีกในชั่วโมงที่ 24 ของการ
บ่มอีก 20%(v/v) จะท าให้ได้ประสิทธิภาพการก าจัดสี Reactive Black 5 ในสารละลายสีย้อมได้มาก
ที่สุด และจากการวิเคราะห์ผลทางสถิติพบว่าการก าจัดสีของการเติมปริมาณแบคทีเรีย เพ่ิมอีกใน
ชั่วโมงที่ 24 และ 48 ของการบ่มเป็นปริมาณ 10%(v/v), 15%(v/v) และ 20%(v/v) พบว่ามีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ดังนั นจึงเลือกการเติมแบคทีเรีย 20%(v/v) ที่ 0 ชั่วโมง และมีการเติม
แบคทีเรียเพิ่มอีก 20%(v/v) ที่ 24 ชั่วโมง เพราะว่าภาวะนี ให้เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีสูงที่สุด โดยจะน า
ภาวะนี ไปท าการทดลองในขั นต่อไป คือ  การก าจัดสีในสารละลายสีย้อมด้วยแบคทีเรียโดยวัดค่าความ
เข้มข้นของสีในสารละลายสีต่อไป แต่อย่างไรก็ตามการเพ่ิมปริมาณแบคทีเรียจ าเป็นต้องเพ่ิมอาหาร
เลี ยงแบคทีเรียด้วยซึ่งท าให้ต้องเพ่ิมต้นทุนการก าจัดสีเช่นกัน จึงมีความจ าเป็นที่จะต้องพัฒนางานวิจัย
ต่อไปเพื่อลดต้นทุนในเรื่องอาหารเลี ยงแบคทีเรีย เช่น การหาชนิดและปริมาณของอาหารที่เหมาะสม
อ่ืนๆ เพ่ือช่วยเพิ่มการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่จะใช้ในการก าจัดสีในน  าเสีย 
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 4.2.3 สรุปผลการก าจัดสีในสารละลายสีย้อมด้วยแบคทีเรีย 

 จากผลการทดลองทั งหมดในข้อ 4.3 (รูปที่ 4.2 และ 4.3) สามารถสรุปผลการก าจัดสี  
Reactive Black 5 (วัดจากค่า OD) ด้วยแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa ดังแผนภาพที่ 4.1 

                                                  

 

 

 

 

 
แผนภาพที่ 4.1 แสดงเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีย้อม Reactive Black 5 ด้วยแบคทีเรีย  
Pseudomonas aeruginosa ที่ได้ผลดีที่สุดในการศึกษาปริมาณและวิธีการใช้แบคทีเรียที่เหมาะสม
เมื่อบ่มเป็นเวลาทั งหมด 6 วัน 
 
 จากแผนภาพที่ 4.1 แสดงผลสรุปเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีย้อม Reactive Black 5 ใน
สารละลายสี (วัดจากค่าOD) ด้วยแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa เป็นเวลา 6 วันหรือ 144 
ชั่วโมง พบว่าการทดลองใช้ปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้น 20%(v/v) ในชั่วโมงที่ 0 ของการบ่ม และเติม
เพ่ิมอีก 20%(v/v) ในที่ 24 ชั่วโมงของการบ่ม แสดงผลเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีได้สูงที่สุดที่ 75.79 
เปอร์เซ็นต์ จากนั นได้น าสารละลายสีหลังการบ่มกับแบคทีเรียเป็นเวลา 1-6 วัน ไปวิเคราะห์หาความ
เข้มข้นของสีย้อม Reactive Black 5 หลังการบ่ม เทียบกับความเข้มข้นของสีก่อนการบ่ม และ
ค านวณเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีจากค่าความเข้มข้นของสีที่ได้จากการวิเคราะห์ 
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4.3 ผลการก าจัดสีในสารละลายสีย้อมด้วยแบคทีเรียโดยวัดค่าความเข้มข้นของสีในสารละลายสี 

 4.3.1 ผลของท ากราฟมาตรฐานความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงและความ
เข้มข้นของสารละลายย้อม Reactive Black 5 

 ในการวิเคราะห์หาความเข้มข้นของสีย้อมในสารละลายสีจ าเป็นต้องสร้างกราฟมาตรฐาน
แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงและความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมที่ความยาวคลื่น 
610 นาโนเมตร ส าหรับสีย้อม Reactive Black 5 เพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงในการวิเคราะห์ความ
เข้มข้นของสีในสารละลายสีย้อมจากค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้จากสารละลาย ซึ่งจะอยู่ในภาคผนวก 
ก  

 กราฟมาตรฐานจะถูกน ามาใช้อ้างอิงส าหรับการวิเคราะห์ความสามารถในการก าจัดสี 
Reactive Black 5 โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายสีย้อมทั งก่อนและหลังการก าจัดสี
ด้วยแบคทีเรีย และค านวณหาความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมก่อนและหลังการก าจัดสีเปรียบเทียบ
กัน เพื่อน าค่าความเข้มข้นของสารละลายสีมาค านวณหาเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีด้วยแบคทีเรียต่อไป 

 4.3.2 ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมหลังการย้อม 

 ในขั นตอนการเตรียมสารละลายสีย้อมเพ่ือย้อมผ้าฝ้าย ได้เตรียมสารละลายสีย้อม Reactive 
Black 5 ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร ที่มี Na2CO3 5.33 กรัมต่อลิตร และ NaOH (36 °Be´) 4 
มิลลิลิตรต่อลิตร อยู่ในสารละลายสีหลังการย้อมผ้าฝ้าย สารละลายสีย้อมที่เหลือจากการย้อมถูกปรับ
พีเอชเป็น 8 และถูกเจือจางด้วยอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM) หรือด้วยน  า ให้ความเข้มข้นลดลงหรือ
ใกล้เคียงกับ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 610 นาโนเมตร และ
ค านวณหาความเข้มข้นจริงของสารละลายสีต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%9A%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
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ตารางที่ 4.2 ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมหลังย้อมที่ก่อนและหลังปรับค่าพีเอชเป็น 8 และเจือ
จางด้วยอาหาร MSM และด้วยน  า 

สารละลายสยี้อมหลังย้อม 
ความเข้มข้นของ  

สารละลายสยี้อม  

ก่อนปรับค่าพีเอช                                     7.147  g/l 

หลังปรับค่าพีเอชเป็น 8      6.931 g/l 

หลังปรับพีเอชเป็น 8 , เจือจางด้วย MSM     95.23 mg/l 
หลังปรับพีเอชเป็น 8 , เจือจางด้วย H2O     93.73 mg/l 
หลังปรับพีเอชเป็น 8 , เจือจางด้วย MSM และเติมแบคทีเรียไป 
20%(v/v) 

    74.28 mg/l 

หลังปรับพีเอชเป็น 8 , เจือจางด้วย H2O และเติมแบคทีเรยีไป 
20%(v/v) 

    75.09 mg/l 

  หมายเหตุ ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมก่อนย้อม คือ 10 g/l 
 

 4.3.3 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการก าจัดสารละลายสีย้อมในภาวะที่
ผสมอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium)  

 ในขั นตอนนี จะใช้ภาวะการก าจัดสีตามข้อ 3.3.3 คือใช้ปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้น 20%(v/v) ที่
ชั่วโมงท่ี 0 และเติมเพ่ิมอีก 20%(v/v) ในชั่วโมงที่ 24 ของการบ่ม ที่ภาวะหยุดนิ่ง อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส บ่มเป็นเวลา 144 ชั่วโมงหรือ 6 วัน โดยความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมในแต่ละวันของ
การบ่ม ถูกวิเคราะห์จากค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 610 นาโนเมตรของสี Reactive Black 5 
และค านวณหาค่าความเข้มข้นของสารละลายสีจากกราฟมาตรฐาน และได้ผลความเข้มข้นของ
สารละลายสีก่อนและหลังบ่มด้วยแบคทีเรียเป็นเวลา 1-6 วัน ตามรูปที่ 4.4 
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รูปที่ 4.4 ความเข้มข้นของสี Reactive Black 5 ผสมอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt 
medium) ที่ผ่านการก าจัดสีด้วย Pseudomonas aeruginosa เป็นเวลา 1-6 วัน ที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส    
 จากตารางที่ 4.2 และรูปที่ 4.4 แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของสารละลายสีย้อม Reactive 

Black 5 ที่ผสมกับอาหาร MSM ก่อนการก าจัดสีด้วยแบคทีเรียมีความเข้มข้นที่ 95.237 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร และพบว่าหลังจากท่ีเติมแบคทีเรียไป 20% (v/v) จะท าให้สีมีความเข้มข้นเหลือ 74.28 มิลลิกรัม

ต่อลิตร เมื่อบ่มกับแบคทีเรียเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ความเข้มข้นของสารละลายสีมีค่าลดลงเหลือ 25.07 

มิลลิกรัมต่อลิตร หลังบ่มไป 48 ชั่วโมง สารละลายสีย้อมเหลือความเข้มข้น 9.58 มิลลิกรัมต่อลิตร  

บ่ม 72 ชั่วโมง ความเข้มข้นสารละลายสีย้อมเหลือความเข้มข้น 8.29 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากนั น

ความเข้มข้นสารละลายสีค่อนข้างคงที่จนถึงชั่วโมงที่ 144 หรือวันที่ 6 มีความเข้มข้นเหลือ 6.78 

มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งลักษณะของสารละลายสีในวันที่ 6 ของการบ่มจะมีสีด าอ่อนๆ จางลงมากจาก

ก่อนการบ่ม การลดลงของความเข้มข้นสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 หลังการบ่มกับ

แบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa  โดยแบคทีเรียจะท าลายพันธะเอโซที่อยู่ในโครงสร้างของสี

รีแอกทีฟให้เปลี่ยนเป็นสารแอมีน และย่อยสลายสารแอมีนเพ่ือน ามาใช้เป็นแหล่งอาหาร เช่น ใช้เป็น

แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในการเจริญเติบโต [37] โดยกลไกการย่อยสลายสี Reactive Black 5 

ด้วยแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa มีแสดงในหัวข้อที่ 4.4 
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 เมื่อไดค้่าความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมเม่ือท าการบ่มด้วยแบคทีเรีย หลังจากนั นจะมีการ
น ามาคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ในการก าจัดสี และสมการคิดเปอร์เซ็นต์ในการก าจัดสีมีดังต่อไปนี   

%การก าจัดสี = (ค่าความเข้มข้นก่อนการบ่มแตล่ะวัน – ค่าความเข้มข้นหลังการบ่มแต่ละวัน) × 100               
ค่าความเข้มข้นก่อนการบ่มแตล่ะวัน 

หมายเหตุ :  ค่าความเข้มข้นก่อนการบ่มแต่ละวัน คือ ค่าความเข้มข้น blank ของสารละลายสีที่                  

                 ผสมกับ MSM ที่วัดได้ในทุกๆวัน   

                 ค่าความเข้มข้นหลังการบ่มแต่ละวัน คือ ค่าความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมที่ผสม   

       กับ MSM ที่ผ่านการบ่มด้วยแบคทีเรียที่วัดได้ในทุกๆวัน 

ตารางที่ 4.3 ความเข้มข้นของ blank ส าหรับสารละลายสีย้อมผสมกับ MSM ที่วัดได้ (0-144 ชั่วโมง) 

เวลา(ชั่วโมง) ค่าความเข้มข้นของ blank  

0 74.28 

24 61.04 

48 58.74 

72 58.3 

96 57.71 

120 55.16 

144 54.78 

 

 จากค่าความเข้มข้นของ blank ในตารางที่ 4.3 นั นจะมีการเติม MSM เพ่ิมไป 20%(v/v) 
ชั่วโมงที่ 0 และ 24 ของปริมาณ blank ทั งหมด เพ่ือให้สอดคล้องกับปริมาณกับเติมแบคทีเรียลงไป 
จะเป็นการแก้ปัญหาการเจือจางของแบคทีเรียที่อยู่ในอาหารเหลว NB เมื่อน าไปใส่ในสารละลายสี
ย้อม  

 เมื่อค านวณเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีตามสูตรข้างต้นแล้วจะน าไปสร้างกราฟดังรูปที่ 4.5 ซึ่งเป็น
กราฟที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่างเวลาที่ใช้ในการบ่มของแบคทีเรียและเปอร์เซ็นต์ในการก าจัดสี 
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รูปที่ 4.5 เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีย้อม Reactive Black 5 ด้วย Pseudomonas aeruginosa ที่มี
อาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) บ่มที่ภาวะหยุดนิ่ง อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1-6 วัน 
  

 จากรูปที่ 4.5 แสดงให้เห็นว่าเปอร์เซ็นต์การก าจัดสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 ที่
ผสมกับอาหาร MSM พบว่าหลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรียเป็นเวลา 24 ชั่วโมง มีเปอร์เซ็นต์ในการ
ก าจัดสี มีค่า 58.94 เปอร์เซ็นต์ ในเวลา 48 ชั่วโมง มีค่าเพ่ิมขึ นเป็น 83.68 เปอร์เซ็นต์ และในเวลา 
72 ชั่วโมง มีค่าเพ่ิมขึ นไปอีก 85.78 หลังจากนั นเปอร์เซ็นต์ในการก าจัดสีค่อนข้างคงที่ จนถึงชั่วโมงที่ 
144 หรือวันที่ 6 มีค่า 87.61 เปอร์เซ็นต์ โดยจะเห็นได้ว่าแบคทีเรียมีประสิทธิภาพในการก าจัดสีได้ดี
ตั งแต่ 24 ชั่วโมงแรก ใช้เวลาในก าจัดสีค่อนข้างท่ีจะรวดเร็ว ซึ่งจะดูได้จากในวันแรกก็สามารถก าจัดสี
ได้ถึง 58.94 เปอร์เซ็นต์  
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 4.3.4 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการก าจัดสารละลายสีย้อมในภาวะที่
ผสมกับน  า  

 

รูปที่ 4.6 ความเข้มข้นของสี Reactive Black 5 ผสมน  า ที่ผ่านการก าจัดสีด้วย Pseudomonas 
aeruginosa เป็นเวลา 1-6 วัน ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส   
 จากตารางที่ 4.2 และรูปที่ 4.6 แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นสารละลายสีย้อม Reactive 
Black 5 ที่ผสมกับน  าก่อนการก าจัดสีด้วยแบคทีเรียมีความเข้มข้นที่ 93.733 มิลลิกรัมต่อลิตร และ
พบว่าหลังจากที่เติมแบคทีเรียไป 20%(v/v) จะท าให้มีเหลือความเข้มข้น เมื่อบ่มกับแบคทีเรียเป็น
เวลา 24 ชั่วโมงความเข้มข้นสารละลายสีลดลงเหลือ 60.47 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังบ่มไป 48 ชั่วโมง
สารละลายสีย้อมเหลือความเข้มข้น 17.80 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่ม 72 ชั่วโมง ความเข้มข้นสารละลายสี
ย้อมเหลือความเข้มข้น 13.76 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากนั นความเข้มข้นสารละลายสีย้อมค่อนข้าง
คงท่ีจนถึง 144 ชั่วโมงหรือวันที่ 6 มีความเข้มข้นเหลือ 11.30 มิลลิกรัมต่อลิตร  

 เมื่อไดค้่าความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมเม่ือท าการบ่มด้วยแบคทีเรีย หลังจากนั นจะมีการ
น ามาคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ในการก าจัดสี และสมการคิดเปอร์เซ็นต์ในการก าจัดสีมีดังต่อไปนี   

%การก าจัดสี  = (ค่าความเข้มข้นก่อนการบ่มแต่ละวัน – ค่าความเข้มข้นหลังการบ่มแต่ละวัน) × 100      
                                                  ค่าความเข้มข้นก่อนการบ่มแต่ละวัน 

หมายเหตุ :   ค่าความเข้มข้นก่อนการบ่มแต่ละวัน คือ ค่าความเข้มข้น blank ของสารละลายสีย้อม   
                ที่ผสมกับน  าที่วัดไดใ้นทุกๆวัน 

                ค่าความเข้มข้นหลังการบ่มแต่ละวัน คือ ค่าความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมที่ผสม 
                กับน  าที่ผ่านการบ่มด้วยแบคทีเรียที่วัดได้ในทุกๆวัน 
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ตารางที่ 4.4 ความเข้มข้นของ blank ส าหรับสารละลายสีย้อมผสมกับ MSM ที่วัดได้ (0-144 ชั่วโมง) 

เวลา(ชั่วโมง) ความเข้มข้นของ blank 

0 75.09 

24 68.14 

48 61.54 

72 61.38 

96 60.18 

120 59.5 

144 61.64 

 จากค่าความเข้มข้นของ blank ในตารางที่ 4.4 นั นจะมีการเติมน  าเพ่ิมไป 20%(v/v) ชั่วโมง
ที่ 0 และ 24 ของปริมาณน  าทั งหมด เพ่ือให้สอดคล้องกับปริมาณกับเติมแบคทีเรียลงไป จะเป็นการ
แก้ปัญหาการเจือจางของแบคทีเรียที่อยู่ในอาหารเหลว NB เมื่อน าไปใส่ในสารละลายสีย้อม 

 เมื่อค านวณเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีตามสูตรข้างต้นแล้วจะน าไปสร้างกราฟดังรูปที่ 4.7 ซึ่งเป็น
กราฟทีแ่สดงความสัมพันธ์ระหว่างเวลาที่ใช้ในการบ่มของแบคทีเรียและเปอร์เซ็นต์ในการก าจัดสี 

 

รูปที่ 4.7 เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีย้อม Reactive Black 5 ของ Pseudomonas aeruginosa ที่ผสม
น  า บ่มที่ภาวะหยุดนิ่ง อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-6 วัน 
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 จากรูปที่ 4.7 แสดงให้เห็นว่าเปอร์เซ็นต์การก าจัดสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 ที่
ผสมน  า พบว่าหลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย 24 ชั่วโมง เปอร์เซ็นต์ในการก าจัดสีมีค่า 0.06 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งไม่สามารถท่ีจะก าจัดสีได้ในวันแรก แต่ในชั่วโมงท่ี 48 มีค่าเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีเพ่ิมขึ น
เป็น 11.26 เปอร์เซ็นต์ และชั่วโมงที่ 72 มีค่าเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีที่เพ่ิมขึ นอย่างเห็นได้ชัด คือ 
77.57 เปอร์เซ็นต์ หลังจากนั นเปอร์เซ็นต์ในการก าจัดสีเริ่มที่จะคงที่ จนถึงชั่วโมงที่ 144 หรือวันที่ 6 
มีค่า 81.67 เปอร์เซ็นต์ จะพบว่าแบคทีเรียมีประสิทธิภาพในการก าจัดสีได้ดีในช่วงชั่วโมงที่ 72 ซึ่งใช้
เวลาในก าจัดสีค่อนข้างช้า  

 4.3.5 การเปรียบเทียบผลการศึกษาประสทธิภาพของแบคทีเรียในการก าจัดสารละลายสี
ย้อมในภาวะที่ผสมกับอาหารเลี ยงแบคทีเรีย(MSM, mineral salt medium) กับสารละลายสี
ย้อมทีผ่สมน  า  

 

รูปที่ 4.8 เปรียบเทียบความเข้มข้นสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 ผสมอาหารเลี ยงแบคทีเรีย 
(MSM, mineral salt medium)  กับที่ผสมน  า หลังการก าจัดสีด้วย Pseudomonas aeruginosa 
เป็นเวลา 1-6 วัน ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
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รูปที่ 4.9 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การก าจัดสีย้อม Reactive Black 5 ที่ผสมอาหารเลี ยงแบคทีเรีย 
(MSM, mineral salt medium) และที่ผสมน  า หลังการก าจัดสีด้วย Pseudomonas aeruginosa 
เป็นเวลา 1-6 วัน ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส  
  

 จากรูปที่ 4.8 เป็นการเปรียบเทียบค่าความเข้มข้นของสีย้อม Reactive Black 5 ที่ผสม
อาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) กับที่ผสมน  า เมื่อบ่มด้วยกับแบคทีเรีย 
Pseudomonas aeruginosa เป็นเวลา 1-6 วัน ที่แสดงผลแล้วในตารางที่ 4.1 พบว่าแบคทีเรียชนิด
นี สามารถก าจัดสีได้ทั งในภาวะที่มีอาหารเลี ยงเชื อและไม่มีอาหารเลี ยงเชื อ (มีแต่น  า) จากค่าความ
เข้มข้นของสารละลายสีที่ลดลงเมื่อบ่มในแบคทีเรียเป็นเวลา 1-6 วัน แต่การบ่มในภาวะที่มีอาหาร
เลี ยงเชื อจะท าให้ความเข้มข้นของสารละลายสีลดลงมากกว่าการบ่มในภาวะที่ไม่มีอาหาร เปอร์เซ็นต์
การก าจัดสีด้วยแบคทีเรียเมื่อบ่มเป็นเวลา 1-6 วัน ในภาวะมีอาหารเลี ยงเชื อจึงมีค่ามากกว่าการบ่มใน
ภาวะไม่มีอาหาร ดังแสดงในรูปที่ 4.9 นั นคืออาหารเลี ยงเชื อจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายสี
ของแบคทีเรียให้ดีมากขึ น อย่างไรก็ตามแบคทีเรียนี สามารถย่อยสลายสี Reactive Black 5 ได้โดยไม่
มีอาหารเลี ยงเชื อ และสามารถใช้สีเป็นอาหารจากการย่อยสลายนี  แต่การที่แบคทีเรียสามารถย่อย
สลายสารละลายสี Reactive Black 5 ผสมกับ MSM ให้ผลที่ดีกว่า เนื่องมาจากแบคทีเรียแบคทีเรีย
ดึงอาหาร MSM มาใช้ในการเจริญเติบโต จากงานวิจัยของ [38] ใช้สูตรอาหาร Glucose, NH4(SO4)2, 

K2HPO4, KH2PO4, MgSO4 7H2O และ NaCl ซึ่งเป็นสูตรเดียวกับงานวิจัยนี  จะใช้แบคทีเรีย 
Bacillus Subtilis โดยการใช้ออกแบบ Plackett-Burman เพ่ือวิเคราะห์สารประกอบใน MSM ทั ง 6 
ชนิดว่าชนิดไหนมีความส าคัญต่อกระบวนการก าจัดสี พบว่า NH4(SO4)2 และ K2HPO4 มีความส าคัญ
น้อยที่สุด เพราะเมื่อใช้สารทั งสองชนิดลงไป ท าให้เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีมีค่าลดลง จึงอาจจะมีการ
ปรับเปลี่ยนสูตรอาหารโดยไม่ใช้สารทั ง 2 ชนิด เพ่ือเป็นการลดต้นทุนของการก าจัดได้ นอกจากนั น
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การที่สารละลายสีย้อมผสมกับน  าสามารถที่จะก าจัดสีได้อาจเป็นเพราะว่าแบคทีเรียที่อยู่ในอาหาร
เหลว NB ใช้อาหารเหลว NB นั นในการเจริญเติบโต ถ้าจะน าแบคทีเรียไปใช้ในการก าจัดสีในภาวะ
จริง ความเข้มข้นของสีสูง อาจจะต้องมีการผสมกับ MSM เข้าไป  

 

 

ก.) สารละลายสีย้อมผสมอาหาร MSM (สองขวดทางซ้ายมือ) และสารละลายสีย้อมผสมน  า (สองขวด
ทางขวามือ) ก่อนน าไปก าจัดสี 

 

ข.) สารละลายสีย้อมผสมอาหาร MSM (สองขวดทางซ้ายมือ) และสารละลายสีย้อมผสมน  า (สองขวด
ทางขวามือขวามือ) หลังก าจัดสีเป็นเวลา 6 วัน 

รูปที่ 4.10 ลักษณะสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 ก่อนและหลังบ่มแบคทีเรียในอาหารเลี ยง
แบคทีเรียและน  าเป็นเวลา 1-6 วัน  
 ลักษณะสารละลายสีย้อมที่บ่มด้วยแบคทีเรียเป็นเวลา 1-6 วัน พบว่าในวันแรกของการบ่มใน
แบคทีเรีย สารละลายสีย้อมผสม MSM จะเริ่มที่จะเปลี่ยนสีจากสีด าอมน  าเงินกลายเป็นสีน  าตาลเข้ม 
ส่วนสารละลายสีย้อมผสมน  าไม่มีการเปลี่ยนสีใดๆ แต่เมื่อบ่มในแบคทีเรีย เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
สารละลายสีย้อมผสมน  าเริ่มมีการเปลี่ยนสีจากสีด าอมน  าเงินกลายเป็นสีน  าตาลเข้ม ซึ่งสอดคล้องกับ
ค่าความเข้มข้นและเปอร์เซ็นต์ในการก าจัดสีดังที่ได้บรรยายไปแล้วในข้างต้น 
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4.4 ผลการวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสีหลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย 

 4.4.1 ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FTIR 

 การเตรียมตัวอย่างในขั นตอนนี จะเตรียมตัวอย่างจากภาวะการก าจัดสีตามข้อ 3.3.3 คือ จะ
ใช้ปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้น 20%(v/v) ในชั่วโมงที่ 0 และเติมเพ่ิมอีก 20%(v/v) ในชั่วโมงที่ 24 ที่
ภาวะหยุดนิ่ง อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส บ่มเป็นเวลา 1-6 วัน หลังจากนั นจะน าตัวอย่างที่ได้จาก
การบ่ม 6 วันไปท าแห้งเยือกแข็ง (freeze dry) ดังรูปที่ 4.11 เพ่ือที่จะท าให้ตัวอย่างเป็นของแข็งเพ่ือ
วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสีด้วยเทคนิค ATR-FTIR ต่อไป  

 รูป 4.12-4.15 แสดง ATR-FTIR สเปกตรัมหมู่ฟังก์ชันของสีทั งก่อนและหลังการบ่มใน
แบคทีเรียเพื่อก าจัดสีเป็นเวลา 6 วัน 

 

 

 

 

 

ก.) ลักษณะตัวอย่างผงสีก่อนบ่มในแบคทีเรีย 

 

                      

 

 

 

ข.) ลักษณะตัวอย่างผงสีหลังบ่มในแบคทีเรียเป็นเวลา 6 วัน 

รูปที่ 4.11 ลักษณะผงสีย้อมก่อนและหลังการบ่มเพ่ือก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย เมื่อผ่านการท าแห้งเยือก
แข็ง  
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 4.4.1.1 ผลการวิเคราะห์ผงสี Reactive Black 5 

 

รูปที่ 4.12 ลักษณะ FTIR สเปกตรัมแสดงหมู่ฟังก์ชันของผงสี Reactive Black 5 ในช่วงเลขคลื่น 
400-4000 cm-1 
 จาก IR Spectrum ของผงสี Reactive Black 5 ที่แสดงในรูป 4.12 ในช่วงเลขคลื่น 400-
4000 cm-1 ได้พีคท่ีปรากฏที่เลขคลื่นดังตารางที่ 4.5 ซึ่งเป็นหมู่ฟังก์ชันต่างๆในสี Reactive Black 5 

ตารางที่ 4.5 เลขคลื่นของพีคที่ปรากฏใน IR Spectrum ของผงสี Reactive Black 5  

เลขคลื่น (cm-1) หมู่ฟังก์ชัน 

761.64-499.72 Aromatic ring 

998.69-707.79 =C-H aromatics และ N-H aliphatic amines 

739.70 Substituted benzene 

1291.24-1018.24 C-O ethers และ C-OH alcohols 

1496.75-1319.70 CH2 aliphatic groups 

1496.75-1414.13 N=N azo bonds 

1634.11-1579.51 C=C aromatics, C=N aromatics และ N-H amines 

2984.61 CH2 aliphatic groups 

3445.41 O-H alcohols และ N-H amines 
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 4.4.1.2 ผลการวิเคราะห์สี Reactive Black 5 ผสมกับอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, 
mineral salt medium) ก่อนการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
รูปที่ 4.13 ลักษณะ FTIR สเปกตรัมแสดงหมู่ฟังก์ชันของสี Reactive Black 5 ผสมอาหารเลี ยง
แบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium)  ก่อนการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย ในช่วงเลขคลื่น 600-
4000 cm-1 
 
 จาก IR Spectrum ของสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 ผสมอาหารเลี ยงแบคทีเรีย 
(MSM, mineral salt medium)  ก่อนการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย ที่แสดงในรูป 4.13 ในช่วงเลขคลื่น 
600-4000 cm-1 ได้พีคที่ปรากฏที่เลขคลื่นดังตารางที่ 4.6 ซึ่งเป็นหมู่ฟังก์ชันต่างๆในสีผสมอาหาร
เลี ยงแบคทีเรียก่อนการก าจัดสี  
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ตารางที่ 4.6 เลขคลื่นของพีคที่ปรากฏใน IR Spectrum ของสี Reactive Black 5 ผสมอาหารเลี ยง
แบคทีเรียก่อนการก าจัดสี 

เลขคลื่น (cm-1) หมู่ฟังก์ชัน 

776.22-619.38 Aromatic ring 

990.10-650 =C-H aromatics และ N-H aliphatic amines 

776.22 Substituted benzene 

1436.05 CH2 aliphatic groups 

1436.05 N=N azo bonds 

1642.67 C=C aromatics, C=N aromatics และ N-H amines 

3271.03 O-H alcohols และ N-H amines 

   4.4.1.3 ผลการวิเคราะห์สี Reactive Black 5 ผสมอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, 
mineral salt medium) หลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย 

 

รูปที่ 4.14 ลักษณะ FTIR สเปกตรัมแสดงหมู่ฟังก์ชันของสี Reactive Black 5 ผสมอาหารเลี ยง
แบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) หลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย ในช่วงเลขคลื่น 600-
4000 cm-1 
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 จาก IR Spectrum ของสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 ผสมอาหารเลี ยงแบคทีเรีย 
(MSM, mineral salt medium)  หลังก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย ที่แสดงในรูป 4.14 ในช่วงความยาว
คลื่น 600-4000 cm-1 ได้พีคที่ปรากฏที่เลขคลื่นดังตารางที่ 4.7 ซึ่งเป็นหมู่ฟังก์ชันต่างๆสีผสมอาหาร
เลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) หลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย  

ตารางที่ 4.7 เลขคลื่นของพีคที่ปรากฏใน IR Spectrum ของสี Reactive Black 5 ผสมอาหารเลี ยง
แบคทีเรียหลังการก าจัดสี 

เลขคลื่น (cm-1) หมู่ฟังก์ชันที่เปลี่ยนแปลงไป 

828.36-699.04 Substituted benzene ลดลง 

1448.83 N=N azo bonds ลดลงมาก 

1644.57 C=O เพ่ิมขึ น 

3392.26-3070.99 N-H amines ลดลง 

  

 4.4.1.4 ผลการวิเคราะห์สี Reactive Black 5 ก่อนและหลังการบ่มในแบคทีเรียเป็นเวลา 
6 วัน เพื่อการก าจัดสี 

 ผลการวิเคราะห์โครงสร้างของสีย้อมก่อนและหลังการก าจัดสีด้วยแบคทีเรียหลังจากการบ่ม
เป็นเวลา 6 วัน โดย ATR-FTIR แสดงดังรูปที่ 4.14-4.15 ตามล าดับ หมู่ฟังก์ชั่นของสีหลังบ่มด้วย
แบคทีเรียที่ภาวะที่เหมาะสมเป็นเวลา 6 วัน(รูปที่ 4.15) เมื่อเทียบความสูงของแต่ละพีคในสเกลที่
เท่ากันพบว่า พีคที่ 3392.26-3070.99 cm-1 (N-H) ลดลงจากสีก่อนการบ่ม และพบพีคที่ 1644.57 
cm-1 (C=O) เพ่ิมขึ น รวมทั งการลดลงของพีคท่ี 1448.83 cm-1 (N=N) ด้วยซึ่งเป็นหมู่เอโซ แสดงว่าสี
ถูกย่อยสลายด้วยแบคทีเรียที่ต าแหน่งเอโซซึ่งเป็นหมู่โคโมฟอร์ของสีให้เกิดเป็นหมู่แอมิโน ( -NH2) ท า
ให้เฉดสีในสารละลายสีย้อมหลังการบ่มมีสีอ่อนลง และพีคที่ 828.36-699.04 cm-1 (substituted 
benzene) ก็ลดลงด้วย ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Bouraie [32] ที่ศึกษาการก าจัดสี Reactive 
Black 5 ด้วยแบคทีเรียเช่นกัน 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 61 

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5

Minutes

-68

0

100

200

300

400

500

600

mAU

9.
72

7

13
.5

26

c:\ star\ data\ 09-11-2017\ 20ul oxalic1mg-ml12;26;06.run File:
Channel:

Last recalc:

c:\ star\ data\ 09-11-2017\ 20ul oxalic1mg-ml12;26;06.run
1 =  210 nm Results
NA

X:
Y:

 7.6005 Minutes
-1.42 mAU

WI :8

 4.4.2 ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC 

 ในเบื องต้นของการวิเคราะห์สารละลายกรดออกซาลิก อาหารเลี ยงแบคทีเรีย และสารละลาย
สี Reactive Black 5 (ก่อนก าจัดสี) ถูกวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC เพ่ือหาช่วงระยะเวลาที่สาร
เหล่านี แสดงตัว (retention time, นาที) ในโครมาโตแกรม เพ่ือใช้เป็นโครมาโตรแกรมมาตรฐาน
ส าหรับเปรียบเทียบกับโครมาโตรแกรมของสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 ที่ถูกก าจัดสีด้วย
แบคทีเรียเป็นเวลา 1-6 วัน แสดงผลดังต่อไปนี  

 4.4.2.1 โครมาโตแกรมของสารละลายกรดออกซาลิก อาหารเลี ยงแบคทีเรีย และ
สารละลายสี Reactive Black 5 (ก่อนการก าจัดสี) 

 จากโครมาโตแกรมในรูปที่ 4.15-4.17 แสดงให้เห็นว่า retention time ของสารละลายกรด
ออกซาลิก, อาหารเลี ยงแบคทีเรีย MSM และสารละลายสี Reactive Black 5 อยู่ที่ 9.727 นาที, 
8.836 นาที และ 8.665, 12.977 นาที ตามล าดับ 

รูปที่ 4.15 HPLC โครมาโตแกรมของสารละลายกรดออกซาลิก 
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c:\ star\ data\ 21-11-60\ 20ul msm11;05;32.run File:
Channel:

Last recalc:

c:\ star\ data\ 21-11-60\ 20ul msm11;05;32.run
1 =  210 nm Results
21/ 11/ 2560 11:27

X:
Y:

 0.5381 Minutes
-0.857 mAU
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c:\ star\ data\ 21-11-60\ 20ul sample 10mg-ml10;49;29.run File:
Channel:

Last recalc:

c:\ star\ data\ 21-11-60\ 20ul sample 10mg-ml10;49;29.run
1 =  210 nm Results
21/ 11/ 2560 11:08

X:
Y:

 4.0188 Minutes
3.00 mAU

WI :8 WI :1
6

WI :8

รูปที่ 4.16 HPLC โครมาโตแกรมของอาหารเลี ยงแบคทีเรีย MSM 
 

รูปที่ 4.17 HPLC โครมาโตแกรมของสารละลายสี Reactive Black 5 ก่อนการก าจัดสี 
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 4.4.2.2 โครมาโตแกรมของสารละลายสี Reactive Black 5 หลังการก าจัดสีด้วย
แบคทีเรีย เป็นเวลา 1-6 วัน 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.18 HPLC โครมาโตแกรมของสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 หลังการก าจัดสีเป็นเวลา 
1 วัน    
 จากรูปที่ 4.18 แสดงค่า retention time (tR) ของสารละลายสีย้อมหลังการก าจัดสีด้วย
แบคทีเรียเป็นเวลา 1 วัน และเม่ือเปรียบเทียบกับในรูปที่ 4.15-4.17 พบว่า ค่า retention time (tR) 
ที่ 8.935 นาที คือ สารละลายสี Reactive Black 5 และอาหารเลี ยงแบคทีเรีย MSM และค่า 
retention time (tR) ที่ 12.485 นาท ีคือ สารละลายสี Reactive Black 5 
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c:\ star\ data\ 09-11-2017\ 20ul d 111;44;07.run

X:
Y:

 18.1328 Minutes
11.8 mAU

File:
Channel:

Last recalc:

c:\ star\ data\ 09-11-2017\ 20ul d 111;44;07.run
1 =  210 nm Results
9/ 11/ 2560 14:12

WI :8 SP WI :1
6

WI :8 WI :4
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c:\ star\ data\ 09-11-2017\ 20ul d 212;10;04.run File:
Channel:

Last recalc:

c:\ star\ data\ 09-11-2017\ 20ul d 212;10;04.run
1 =  210 nm Results
9/ 11/ 2560 14:24

X:
Y:

 6.1712 Minutes
0.712 mAU

WI :8 FP+ FP-

 

 

 

 

 
 
 
 
 
รูปที่ 4.19 HPLC โครมาโตแกรมของสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 หลังการก าจัดสีเป็นเวลา 
2 วัน  
 จากรูปที่ 4.19 แสดงค่า retention time (tR) ของสารละลายสีย้อมหลังการก าจัดสีเป็นเวลา 
2 วัน และพบว่าเมื่อเปรียบเทียบกับรูปที่ 4.15-4.17 พบว่าค่า retention time (tR) ที่ 8.916 นาที 
คือ สารละลายสี Reactive Black 5 และอาหารเลี ยงแบคทีเรีย MSM และค่า retention time (tR) 
ที่ 12.485 นาที คือ สารละลายสี Reactive Black 5 ซึ่งพีคความสูงของสารละลายสี Reactive 
Black 5 มีค่าลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับพีคของสารละลายสี เมื่อดูการก าจัดสีในวันแรก เนื่องมาจาก 
เกิดจากการย่อยสลายสีของแบคทีเรีย  
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c:\ star\ data\ 09-11-2017\ 20ul d 312;42;09.run File:
Channel:

Last recalc:

c:\ star\ data\ 09-11-2017\ 20ul d 312;42;09.run
1 =  210 nm Results
9/ 11/ 2560 14:25

X:
Y:

 8.3783 Minutes
-9.07 mAU

FP+ FP-

 

 

 

 

 

 
 
 
รูปที่ 4.20 HPLC โครมาโตแกรมของสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 หลังการก าจัดสีเป็นเวลา 
3 วัน  
 จากรูปที่ 4.20 แสดงค่า retention time (tR) ของสารละลายสีย้อมหลังการก าจัดสีเป็นเวลา 
3 วัน และเมื่อเปรียบเทียบกับรูปที่ 4.15-4.17 พบว่าค่า retention time (tR) ที่ 8.916 นาที คือ 
สารละลายสี Reactive Black 5 และอาหารเลี ยงแบคทีเรีย MSM และค่า retention time (tR) ที่ 
12.681 นาที คือ สารละลายสี Reactive Black 5 ซึ่งความสูงของพีคสารละลายสี Reactive Black 
5 มีค่าลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับพีคของสารละลายสี เมื่อถูกก าจัดสีในวันแรกและวันที่สอง 
เนื่องมาจากเกิดจากการย่อยสลายสีของแบคทีเรียรวมถึงแบคทีเรีย 
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c:\ star\ data\ 09-11-2017\ 20ul d 412;58;11.run File:
Channel:

Last recalc:

c:\ star\ data\ 09-11-2017\ 20ul d 412;58;11.run
1 =  210 nm Results
9/ 11/ 2560 14:29

X:
Y:

 7.4996 Minutes
-2.11 mAU

WI :8

 

รูปที่ 4.21  HPLC โครมาโตแกรมของสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 หลังการก าจัดสีเป็นเวลา 
4 วัน  
 จากรูปที่ 4.21 แสดงค่า retention time (tR) ของสารละลายสีย้อมหลังการก าจัดสีเป็นเวลา 
4 วัน และเม่ือเปรียบเทียบกับรูปที่ 4.15-4.17  พบว่ามีค่า retention time (tR) ค่าเดียว 8.859 นาที
คือ สารละลายสี Reactive Black 5 และอาหารเลี ยงแบคทีเรีย MSM ส่วนค่า retention time (tR) 
ที่ประมาณ 12 เกือบหายไปซึ่งเมื่อเทียบกับรูปที่ 4.16 ก็คือโครมาโตแกรมของสารละลายสี Reactive 
Black 5 จึงบ่งบอกได้ว่าแบคทีเรียได้ท าการย่อยสลายสีได้จริง ซึ่งในระหว่างกระบวนการย่อยสลายสี
ด้วยแบคทีเรียอาจจะมีการเปลี่ยนโครงสร้างของสีไปเป็นสารชนิดอ่ืน เช่น สารแอมีน (แสดงผลในการ
วิเคราะห์ FTIR) และท าให้ความเข้มข้นของสารละลายสีลดลง 
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c:\ star\ data\ 09-11-2017\ 20ul d 513;14;13.run
c:\ star\ data\ 09-11-2017\ 5ul oxalic1mg-ml13;30;16.run

File:
Channel:

Last recalc:

c:\ star\ data\ 09-11-2017\ 20ul d 513;14;13.run
1 =  210 nm Results
9/ 11/ 2560 14:32

X:
Y:

 1.9674 Minutes
-3.67 mAU

WI :8 SP WI :4

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.22 HPLC โครมาโตแกรมของสารละลายสีย้อม Reactive Black 5  หลังการก าจัดสีเป็นเวลา 
5 วันและของสารละลายกรดออกซาลิก  
 

 จากรูปที่ 4.22 แสดงค่า retention time (tR) ของสารละลายสีย้อมหลังการก าจัดสีด้วย
แบคทีเรียเป็นเวลา 5 วัน และเมื่อเปรียบเทียบกับรูปที่ 4.15-4.17 พบว่าค่า retention time (tR) ที่ 
8.878 นาที คือ สารละลายสี Reactive Black 5 และอาหารเลี ยงแบคทีเรีย MSM และมีค่า 
retention time (tR) เพ่ิมขึ นมาที่ 9.999 นาที นั นก็คือ กรดออกซาลิก ซึ่งพบในช่วงเวลาใกล้เคียงกับ
สารละลายกรดออกซาลิก ที่เวลา 9.727 นาที จึงสรุปได้ว่าแบคทีเรียสามารถย่อยสลายสีย้อม 
Reactive Black 5 ให้กลายเป็นกรดออกซาลิก ในวันที่ 5 ของการบ่มด้วยแบคทีเรีย ซึ่งสอดคล้องกับ
ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FTIR ในข้างต้นที่ได้กล่าวมาแล้วในหัวข้อที่ 4.4.1 
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9.727 

สารละลายสียอ้ม วันที่ 5 กรดออกซาลิก 
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รูปที่ 4.23 HPLC โครมาโตแกรมของสารละลายสีย้อม Reactive Black 5 หลังการก าจัดสีเป็นเวลา 
6  วัน  
 จากรูปที่ 4.23 แสดงค่า retention time (tR) ของสารละลายสีย้อมหลังการก าจัดสีด้วย
แบคทีเรีย เป็นเวลา 6 วัน และเม่ือเปรียบเทียบกับรูปที่ 4.16-4.18 พบว่าค่า retention time (tR) ที่ 
8.881 นาที คือ สารละลายสี Reactive Black 5 และอาหารเลี ยงแบคทีเรีย MSM และมีค่า 
retention time (tR) ที่ 12.546 นาที คือ สารละลายสี Reactive Black 5 และในวันที่ 6 กรด 
ออกซาลิกอาจสลายตัวเป็น CO2, CO และ H2O [40] จึงไม่พบกรดออกซาลิกใน HPLC  
โครมาโตแกรมของสารละลายนี   
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บทที ่5  
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

 งานวิจัยนี ศึกษาสูตรอาหารและภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเลี ยงแบคทีเรียเพ่ือก าจัดสี 
Reactive Black 5 ของบริษัทฮันทส์แมน(ประเทศไทย) จ ากัด จากแบคทีเรียในกลุ่มของ 
Pseudomonas sp. จ านวน 49 สายพันธุ์ (คัดเลือกจาก Thailand Biosource Research Center 
(TBRC) ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ประเทศไทย) จากนั นคัดเลือกแบคทีเรียที่
เหมาะสมมาบ่มในสารละลายสีย้อมที่เหลือหลังการย้อมเพ่ือการก าจัดสี และในการทดลองศึกษา
เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีด้วยแบคทีเรีย จากค่าการดูดกลืนแสงและค่าความเข้มข้นของสารละลายสีที่
ลดลงระหว่างการบ่มในแบคทีเรียเป็นเวลา 1-6 วัน สุดท้ายศึกษากลไกการก าจัดสีด้วยแบคทีเรียจาก
การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสีทั งก่อนและหลังการบ่มในแบคทีเรียเพ่ือการก าจัดสีโดยวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค FTIR และ HPLC ซึ่งสามารถสรุปผลเฉพาะตัวอย่างวัสดุทั งหมดที่ใช้ในการวิจัยนี ได้
ดังต่อไปนี  

 1. การศึกษาการคัดเลือกแบคทีเรียที่เหมาะสมในการก าจัดสี Reactive Black 5 จากจ านวน
ทั งหมด 49 สายพันธุ์ ในกลุ่มของ Pseudomonas sp.  พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ Pseudomonas 
aeruginosa มีความสามารถในการก าจัดสีดีที่สุด  

 2. การศึกษาปริมาณการใช้แบคทีเรียและช่วงเวลาที่เหมาะสมส าหรับการการเติมแบคทีเรีย  
Pseudomonas aeruginosa เพ่ือการก าจัดสี คือ การใช้ปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้น 20%(v/v) ในวัน
แรกของการบ่ม และเติมเพ่ิมอีก 20%(v/v) ในวันที่ 2 ของการบ่ม เมื่อบ่มเป็นเวลา 6 วันที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส ที่ภาวะหยุดนิ่ง  

 3. การศึกษาความเข้มข้นของน  าเสียสีย้อมก่อนและหลังการบ าบัดด้วยแบคทีเรีย พบว่า
เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีย้อม Reactive Black 5 ของการบ่ม ที่ค่าความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร    
มีค่าเท่ากับ 58.94 เปอร์เซ็นต์ และในวันที่ 6 ของการบ่มมีเปอร์เซ็นต์การก าจัดสี 87.61 เปอร์เซ็นต์  

 4. การศึกษากระบวนการก าจัดสีด้วยแบคทีเรียจากการวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสี
ก่อนและหลังการบ่มในแบคทีเรียโดยใช้เทคนิค FTIR พบว่าสี Reactive Black 5 ถูกย่อยสลายด้วย
แบคทีเรีย  Pseudomonas aeruginosa ที่ต าแหน่งเอโซซึ่งเป็นหมู่โคโมฟอร์ของสีให้เกิดเป็นหมู่แอ
มิโน (-NH2) ท าให้เฉดสีในสารละลายสีย้อมหลังการบ่มมีสีอ่อนลง และปริมาณของหมู่ aromatic ของ
สีก็ลดลงด้วย ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Bouraie [32] ที่ศึกษาการก าจัดสี Reactive Black 5 
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ด้วยแบคทีเรีย Areomonas hydrophila เช่นกัน และผลการวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสีย้อม
หลังการบ่มด้วยแบคทีเรียโดยใช้เทคนิค HPLC พบว่าเจอกรดออกซาลิกในวันที่ 5 ของการบ่ม และ
กรดออกซาลิกอาจสลายตัวเป็น CO2, CO และ H2O [40] ในวันที่ 6 จึงไม่พบกรดออกซาลิกใน HPLC 
โครมาโตรแกรมของสารละลายนี  ดังรูปที่ 4.2.4 ซึ่งเป็นการบ่งบอกได้ว่าแบคทีเรียสามารถที่จะย่อย
สลายสีได้จริง มีผลสอดคล้องกับงานวิจัยของ Bouraie [32] จึงสรุปได้ว่าในระหว่างกระบวนการย่อย
สลายสีด้วยแบคทีเรียอาจจะมีการเปลี่ยนโครงสร้างของสีเป็นไปสารชนิดอ่ืน มีผลท าให้ความเข้มข้น
ของสารละลายสีลดลง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 71 

ภาคผนวก ก 

กราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของสี Reactive Black 5 และค่าการดูดกลืนคลื่นแสง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ก.1 กราฟมาตรฐาน (calibration curve) ระหว่างความเข้มข้นของสี Reactive Black 5 และ
ค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 599 นาโนเมตร ส าหรับหาความเข้มข้นของสีก่อนและหลัง
บ าบัดด้วยแบคทีเรีย ด้วยเครื่อง Spectrophotometer Model GBC Cintra 404 
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ภาคผนวก ข 

ค่าการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

ตารางที่ ข.1 optical density (OD) ของการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการก าจัดสีได้ใน
กลุ่มของ Pseudomonas sp. จ านวน 49 สายพันธุ์ 

แบคทีเรีย ค่า OD 
 

แบคทีเรีย ค่า OD 

1 0.443 ± 0.021 
 

18 0.139 ± 0.003 

2 0.628 ± 0.010 
 

19 0.532 ± 0.003 

3 0.218 ± 0.019 
 

20 0.636 ± 0.003 

4 0.519 ± 0.085 
 

21 0.566 ± 0.001 

5 0.632 ± 0.009 
 

22 0.693 ± 0.003 

6 0.285 ± 0.009 
 

23 0.321 ± 0.007 

7 0.297 ± 0.002 
 

24 0.570 ± 0.002 

8 0.632 ± 0.025 
 

25 0.599 ± 0.008 

9 0.207 ± 0.071 
 

26 0.666 ± 0.035 

10 0.599 ± 0.003 
 

27 0.431 ± 0.005 

11 0.578 ± 0.002 
 

28 0.526 ± 0.005 

12 0.448 ± 0.002 
 

29 0.443 ± 0.002 

13 0.567 ± 0.002 
 

30 0.628 ± 0.009 

14 0.421 ± 0.069 
 

31 0.685 ± 0.019 

15 0.132 ±  0.063 
 

32 0.519 ± 0.008 

16 0.430 ± 0.001 
 

33 0.632 ± 0.009 

17 0.431 ± 0.130 
 

34 0.485 ± 0.009 
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แบคทีเรีย ค่า OD 

35 0.397 ± 0.014 

36 0.632 ± 0.023 

37 0.407 ± 0.007 

38 0.599 ± 0.003 

39 0.526 ± 0.006 

40 0.560 ± 0.024 

41 0.473 ± 0.006 

42 0.649 ± 0.004 

43 0.662 ± 0.000 

44 0.490 ± 0.001 

45 0.531 ± 0.003 

46 0.529 ± 0.003 

47 0.203 ± 0.009 

48 0.500 ± 0.000 

49 0.679 ± 0.007 
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ตารางที่ ข.2 optical density (OD) ของแบคทีเรีย ส าหรับการทดลองใช้ปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นใน
ครั งเดียว 

 แบคทีเรีย ค่า OD 

Pseudomonas aeruginosa 0.597± 0.054 

 

ตารางที่ ข.3 optical density (OD) ของแบคทีเรีย ส าหรับการทดลองใช้การเพ่ิมปริมาณแบคทีเรีย
เริ่มต้นในชั่วโมงท่ี 0, 24 และ 48 ชั่วโมง 

 แบคทีเรีย ค่า OD 

 
ชั่วโมงท่ี 0 ชั่วโมงท่ี 24 ชั่วโมงท่ี 48 

Pseudomonas aeruginosa 0.612 ± 0.011 0.621 ± 0.017 0.598 ± 0.212 

 

ตารางที่ ข.4 optical density (OD) ของแบคทีเรียและจ านวนแบคทีเรีย (cfu/ml) ส าหรับการ 
วิเคราะห์ความเข้มข้นของน  าเสียสีย้อม 

แบคทีเรีย ค่า OD 

 
ชั่วโมงท่ี 0 ชั่วโมงท่ี 24 

Pseudomonas aeruginosa 0.498 ± 0.011 0.523 ± 0.017 

 
  แบคทีเรีย จ านวนแบคทีเรีย (cfu/ml) 

 
ชั่วโมงท่ี 0 ชั่วโมงท่ี 24 

Pseudomonas aeruginosa 3.44 × 104 ± 0.463 4.32 × 104 ± 0.453 
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ตารางที่ ข.5  optical density (OD) ของแบคทีเรียและจ านวนแบคทีเรีย (cfu/ml) จากการ
วิเคราะห์โครงสร้างสี Reactive Black 5 ด้วยเทคนิค FITR 

แบคทีเรีย ค่า OD 

 
ชั่วโมงท่ี 0 ชั่วโมงท่ี 24 

Pseudomonas aeruginosa 0.587 ± 0.011 0.598 ± 0.017 

 

แบคทีเรีย จ านวนแบคทีเรีย (cfu/ml) 

 
ชั่วโมงท่ี 0 ชั่วโมงท่ี 24 

Pseudomonas aeruginosa 2.44 × 104 ± 0.341 3.21 × 104 ± 0.232 

 

ตารางที่ ข.6 optical density (OD) ของแบคทีเรียและจ านวนแบคทีเรีย (cfu/ml) จากวิเคราะห์
โครงสร้างของสี Reactive Black 5 ด้วยเทคนิค HPLC 

แบคทีเรีย ค่า OD 

  ชั่วโมงท่ี 0 ชั่วโมงท่ี 24 

 Pseudomonas aeruginosa 0.498 ± 0.011 0.523 ± 0.017 

 

แบคทีเรีย จ านวนแบคทีเรีย (cfu/ml) 

  ชั่วโมงท่ี 0 ชั่วโมงท่ี 24 

 Pseudomonas aeruginosa 3.44 × 104 ± 0.463 4.32 × 104 ± 0.453 
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ภาคผนวก ค 

การเตรียมอาหารเลี ยงแบคทีเรีย 

สูตรที1่ [40] 

 NaCl                   1      g/l 

 MgSO4  7H2O      0.5     g/l 

 KH2PO4               1       g/l   [บัฟเฟอร์] 

 Na2HPO4             1       g/l   [บัฟเฟอร์] 

 CaCl2  2H2O       0.1      g/l 

สูตรที ่2 [34] 

 NaCl                  1       g/l  

 MgSO4·7 H2O      0.01    g/l 

 KH2PO4               1       g/l   [บัฟเฟอร์] 

 K2HPO4               1       g/l   [บัฟเฟอร์] 

         (NH4) 2SO4            2       g/l   

       Glucose              3      g/l  

 

ตารางที ่ค.1 ผลของน  าตาลกลูโคสในอาหารเลี ยงแบคทีเรียสูตรที่ 2 ต่อการก าจัดสี Reactive Black 
5 ของแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa 

การก าจัดสี เปอร์เซ็นต์การก าจัดสี (วัดจากค่าOD) 

 
กลูโคส 3 กรัมต่อลิตร กลูโคส 9 กรัมต่อลิตร 

วันที่ 1 59.67 61.13 

วันที่ 2 61.36 66.4 

วันที่ 3 64.13 67.78 

 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%AE%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99
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ภาคผนวก ง 

การวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติ 

 ผลการวิเคราะห์ค่าทางสถิติโดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป Minitab 18 Statistical Software 
เพ่ือใช้ในศึกษาประสิทธิภาพการก าจัดสีย้อมของแบคทีเรียที่มีการเติมหัวเชื อตั งต้นเพียงครั งเดียว 
(single addition) และแบบการเติมหัวเชื อหลายครั ง  (multi addition) 

ตาราง ง.1 ประสิทธิภาพการก าจัดสีย้อมของแบคทีเรียที่มีการเติมหัวเชื อตั งต้นเพียงครั งเดียว (single 
addition)  

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

การเติมแบคทีเรีย 5 154.1 30.81 2.53 0.050 

Error 30 364.9 12.16       

Total 35 519.0          

หมายเหตุ   P ≤ 0.05 แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 

  P > 0.05 แตกต่างอย่างไม่มีนัยส าคัญ 

 

ตารางที่ ง.2 การจัดกลุ่มการเติมหัวเชื อตั งต้นเพียงครั งเดียว (single addition) ในชั่วโมงที่ 144 เป็น
ชั่วโมงสุดท้ายของการบ่มด้วยแบคทีเรีย ด้วยวิธี Tukey ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

ปริมาณการเติมแบคทีเรีย N Mean Grouping 

10% 2 74.822 A 

15% 2 69.45 A  B 

20% 2 68.47 A 

Means that do not share a letter are significantly different. 
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ตาราง ง.3 ประสิทธิภาพการก าจัดสีย้อมของแบคทีเรียที่มีการเติมหัวเชื อหลายครั ง (multi addition)  

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value 

การเติมแบคทีเรีย 5 871.5 174.297 20.00 0.000 

Error 78 679.9 9.716       

Total 83 1551.4          

หมายเหตุ   P ≤ 0.05 แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 

  P > 0.05 แตกต่างอย่างไม่มีนัยส าคัญ 

 

ตารางที่ ง.2 การจัดกลุ่มการเติมหัวเชื อที่มีการเติมหัวเชื อหลายครั ง (multi addition) ในชั่วโมงที่ 
144 เป็นชั่วโมงสุดท้ายของการบ่มด้วยแบคทีเรีย ด้วยวิธี Tukey ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 

ปริมาณการเติมแบคทีเรีย N Mean Grouping 

เติมเพ่ิมอีก 20% ในชั่วโมงท่ี 24 2 75.79 A 

เติมเพ่ิมอีก 15% ในชั่วโมงท่ี 24 2 74.2 A B 

เติมเพ่ิมอีก 20% ในชั่วโมงท่ี 48 2 72.45   B C 

เติมเพ่ิมอีก 15% ในชั่วโมงท่ี 48 2 71.44   B C 

เติมเพ่ิมอีก 10% ในชั่วโมงท่ี 24 2 71.14     C 

เติมเพ่ิมอีก 10% ในชั่วโมงท่ี 48 2 70     C 

Means that do not share a letter are significantly different. 
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ภาคผนวก จ 

ผลการก าจัดสีย้อม Reactive Black 5 ในสารละลายสี (ไม่ผ่านการย้อม)  
แบคทีเรีย เปอร์เซ็นต์การก าจดัส ี ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

1 14.72 14.98 14.85 15.85 

2 18.11 21.31 19.71 20.71 

4 20.67 21.77 21.22 22.2 

5 14.21 16.2 15.24 16.24 

8 14.72 15.24 14.98 15.98 

10 7.49 11.11 9.3 10.3 

11 11.26 11.04 11.15 12.15 

12 10.24 13.11 11.67 12.67 

13 14.21 16.14 15.18 16.18 

14 17.54 17.24 17.39 18.39 

16 17.92 19.57 18.74 19.74 

17 16.64 19.25 17.94 18.94 

19 18.56 17.82 18.19 19.19 

20 7.28 4.97 6.13 7.13 

21 7.05 5.77 6.41 7.41 

22 5.77 3.64 4.71 5.71 

24 7.29 11.74 9.51 10.51 

25 4.72 4.97 4.85 5.85 

26 8.65 8.1 8.38 9.38 

27 10.54 12.47 11.5 12.5 

28 13.69 14.66 14.18 15.18 
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แบคทีเรีย เปอร์เซ็นต์การก าจดัส ี ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

29 12.71 14.92 13.81 14.81 

30 13.66 16.76 15.21 16.21 

31 13.54 17.01 15.27 16.27 

32 15.26 16.7 15.98 16.98 

33 13.51 16.09 14.8 15.8 

34 15.44 24.76 20.1 21.1 

35 17.99 21.33 19.66 20.66 

36 16.32 15.03 15.67 16.67 

37 11.18 17.01 14.1 15.1 

38 14.17 16.19 15.18 16.18 

39 7 6.5 6.75 7.75 

40 14.82 15.26 15.04 16.04 

41 11.13 11.94 11.53 12.53 

42 4.76 3.38 4.07 5.07 

43 16.5 15.85 16.18 17.18 

44 17.48 18.44 17.96 18.96 

45 16.28 18.71 17.5 18.5 

46 17.26 18.18 17.72 18.72 

48 12.77 14.2 13.48 14.48 

49 54.57 65.03 59.8 60.8 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 81 

ภาคผนวก ฉ 

การเติมหัวเชื อตั งต้นเพียงครั งเดียว (single addition) และแบบการเติมหัวเชื อหลายครั ง  
(multi addition) 

ตารางที่ จ.1 ประสิทธิภาพการก าจัดสีย้อมของแบคทีเรียที่มีการเติมหัวเชื อตั งต้นเพียงครั งเดียว 
(single addition)  

ปริมาณในการเติมแบคทีเรีย เปอร์เซ็นต์การก าจัดสี 

 

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 วันที่ 6 

เติม 10% 64.31 63.40 63.10 67.83 65.21 67.24 

 

63.21 62.61 62.7 67.69 67.47 69.69 

ค่าเฉลี่ย 63.76 63.00 62.90 67.76 66.34 68.46 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.77 0.55 0.28 0.10 1.59 1.73 

เติม 15% 65.55 65.14 65.12 69.47 66.61 68.35 

 

67.05 67.99 68.21 70.19 70.67 70.56 

ค่าเฉลี่ย 66.30 66.57 66.66 69.83 68.64 69.45 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 1.060 2.01 2.18 0.50 2.86 1.56 

เติม 20% 68.30 68.30 71.86 75.41 74.80 74.11 

 

70.01 70.01 71.37 75.19 75.35 75.53 

ค่าเฉลี่ย 69.16 69.16 71.61 75.30 75.07 74.82 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 1.20 1.20 0.34 0.15 0.38 1.00 
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ตารางที่ จ.2 ประสิทธิภาพการก าจัดสีย้อมของแบคทีเรียที่มีการเติมหัวเชื อหลายครั ง  (multi 
addition) 

ปริมาณในการเติมแบคทีเรีย เปอร์เซ็นต์การก าจัดสี 

 
วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 วันที่ 6 

เติมเชื อ20% 63.08 66.54 63.15 61.64 64 65.07 

 

63.08 66.69 64.82 63.31 66 65.82 

ค่าเฉลี่ย 63.08 66.61 63.98 62.47 65 65.45 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0 0.1 1.18 1.17 1.41 0.53 

เติมเพ่ิม10% ในชั่วโมงท่ี 24 59.92 68.4 68.13 67.38 69.75 71.18 

 

63.97 68.92 71.3 72.12 71.91 71.1 

ค่าเฉลี่ย 61.94 68.66 69.71 69.75 70.83 71.14 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 2.85 0.36 2.24 3.35 1.53 0.05 

เติมเพ่ิม15% ในชั่วโมงท่ี 24 62.42 69.97 72.07 72.79 74.08 74.2 

 

59.26 70.26 69.46 71.63 74.08 74.2 

ค่าเฉลี่ย 60.84 70.11 70.77 72.21 74.08 74.2 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 2.23 0.21 1.84 0.82 0 0 

เติมเพ่ิม20% ในชั่วโมงท่ี 24 60.44 72.13 73.2 73.96 75.41 75.87 

 

61.83 71.98 72.66 73.87 75.16 75.71 

ค่าเฉลี่ย 61.13 72.05 72.93 73.91 75.29 75.79 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.98 0.1 0.38 0.05 0.17 0.11 
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ปริมาณในการเติมแบคทีเรีย เปอร์เซ็นต์การก าจัดสี 

  วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 วันที่ 4 วันที่ 5 วันที่ 6 

 เติมเพ่ิม10% ในชั่วโมงท่ี 48 59.92 64.97 67.42 66.97 68.75 70.1 

 

63.6 65.72 67.25 67.47 70.41 71.6 

ค่าเฉลี่ย 61.76 65.35 67.33 67.22 69.58 70.85 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 2.59 0.526 0.11 0.35 1.17 1.06 

        เติมเพ่ิม15% ในชั่วโมงท่ี 48  59.92 65.27 68.38 68.21 70.66 71.6 

 

63.6 65.72 69.95 69.13 71.41 71.27 

ค่าเฉลี่ย 61.76 65.49 69.17 68.67 71.04 71.44 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 2.59 0.31 1.11 0.64 0.53 0.23 

       เติมเพ่ิม20% ในชั่วโมงท่ี 48 61.83 66.61 68.45 68.21 70.41 71.44 

 

62.79 66.98 71.68 70.63 73.91 73.45 

ค่าเฉลี่ย 62.31 66.8 70.06 69.42 72.16 72.44 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.67 0.26 2.28 1.7 2.47 1.42 
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ภาคผนวก ฉ 

การก าจัดสีในสารละลายสีย้อมด้วยแบคทีเรียโดยวัดค่าความเข้มข้นของสีในสารละลายสี 

ตารางที่ ฉ.1 ผลการก าจัดสีในสารละลายสีย้อมด้วยแบคทีเรียโดยวัดจากความเข้มข้นของสารละลาย
สีย้อมผสมอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) และน  า ก่อนและหลังการก าจัดสี 

สารละลายสีย้อม ความเข้มข้น 

 

ชั่วโมงท่ี 0 ชั่วโมงท่ี 24 ชั่วโมงท่ี 48 ชั่วโมงท่ี 72 

MSM 74.19 25.57 9.68 8.12 

 

74.25 24.55 9.49 8.45 

ค่าเฉลี่ย 74.22 25.06 9.58 8.28 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.04 0.72 0.13 0.23 

H2O 74.19 61.22 14.11 14.11 

 

74.25 59.71 13.41 13.41 

ค่าเฉลี่ย 74.22 60.46 13.76 13.76 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.04 1.06 0.49 0.49 
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สารละลายสีย้อม ความเข้มข้น 

 

ชั่วโมงท่ี 96 ชั่วโมงท่ี 120 ชั่วโมงท่ี 144 

MSM 7.19 7.09 6.64 

 

7.92 7.62 6.93 

ค่าเฉลี่ย 7.55 7.35 6.78 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.51 0.37 0.20 

H2O 13.31 12.49 11.52 

 

12.26 11.23 11.08 

ค่าเฉลี่ย 12.78 11.86 11.3 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.74 0.89 0.31 

 

ตารางที่ ฉ.2 เปอร์เซ็นต์การก าจัดสีในสารละลายสีย้อมด้วยแบคทีเรียโดยวัดจากความเข้มข้นของ
สารละลายสีย้อมผสมอาหารเลี ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) และน  า ก่อนและหลัง
การก าจัดสี 

สารละลายสีย้อม เปอร์เซ็นต์การก าจัดสี 

 

ชั่วโมงท่ี 0 ชั่วโมงท่ี 24 ชั่วโมงท่ี 48 ชั่วโมงท่ี 72 

MSM 0.12 58.1 83.51 86.06 

 

0.03 59.77 83.83 85.49 

ค่าเฉลี่ย 0.07 58.93 83.67 85.77 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.06 1.18 0.22 0.40 

H2O 0.02 10.15 70.4 77.87 

 

0.09 12.37 71.73 79.61 

ค่าเฉลี่ย 0.05 11.26 71.06 78.74 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.04 1.56 0.94 1.23 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 86 

สารละลายสีย้อม เปอร์เซ็นต์การก าจัดสี 

 

ชั่วโมงท่ี 96 ชั่วโมงท่ี 120 ชั่วโมงท่ี 144 

MSM 87.53 87.14 87.87 

 

86.27 86.16 87.34 

ค่าเฉลี่ย 86.9 86.65 87.605 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 0.89 0.69 0.37 

H2O 77.87 79 81.3 

 

79.61 81.12 82.01 

ค่าเฉลี่ย 78.74 80.06 81.655 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 1.23 1.49 0.50 
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ภัคพรรณ ปล้องนิราศ ธิดารัตน์ นิ่มเชื อ จุฑามาส สุวรรณประทีป และอุษา แสงวัฒนา
โรจน์ “การก าจัดสีในน  าเสียสีย้อมรีแอกทีฟโดย Pseudomonas sp.” รายงานสืบเนื่องการ
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	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญรูปภาพ
	สารบัญแผนภาพ
	บทที่ 1  บทนำ
	1.1 ความเป็นมาและความสำคัญ
	1.2 วัตถุประสงค์
	1.3 ขอบเขตของการวิจัย
	1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ

	บทที่ 2  ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	2.1 การเกิดสีและสีย้อม
	2.2 สีรีแอกทีฟ (reactive dyes)
	2.2.1 ประเภทของสีรีแอกทีฟ
	2.2.2 ลักษณะทั่วไปของโครงสร้างสีรีแอกทีฟ

	2.3 การย้อมเส้นใยเซลลูโลสด้วยสีรีแอกทีฟ
	2.4 การย้อมแบบจุ่มอัด-หมัก (pad-batch dyeing)
	2.5 แหล่งที่มาของน้ำเสียในอุตสาหกรรมฟอกย้อม
	2.6 ลักษณะของน้ำเสียของอุตสาหกรรมฟอกย้อมโดยทั่วไป
	2.7 การบำบัดน้ำเสีย
	2.7.1 กระบวนการทางเคมี (chemical process)
	2.7.2 กระบวนการทางชีววิทยา (biological Process)
	2.7.3 กระบวนการทางกายภาพ (physical process)
	2.7.4 กระบวนการทางกายภาพ-เคมี (physical-chemical process)

	2.8 วิธีการบำบัดน้ำเสียในโรงงานอุตสาหกรรม
	2.8.1 การบำบัดขั้นต้น (primary treatment)
	2.8.2 การบำบัดขั้นที่สอง (secondary treatment)
	2.8.3 การบำบัดขั้นที่สาม (tertiary treatment)

	2.9 แบคทีเรีย (bacteria)
	2.9.1 นิยามของแบคทีเรีย
	2.9.2 ขนาดและรูปร่างของแบคทีเรีย
	2.9.3 ระบบบำบัดน้ำเสียทางชีวภาพ
	2.9.3.1. ประเภทของระบบบำบัดน้ำเสียทางชีวภาพ
	2.9.3.2. ข้อแตกต่างระหว่างกระบวนการใช้อากาศ และไม่ใช้อากาศ

	2.9.4 การกำจัดสีโดยใช้เอนไซม์และการดูดซับของจุลินทรีย์
	2.9.4.1 ใช้เอนไซม์ในการกำจัดสี
	2.9.4.2 ใช้จุลินทรีย์ในการดูดซับเพื่อกำจัดสี

	2.9.5 กลไกการย่อยสลายสีเอโซด้วยแบคทีเรีย
	2.9.6 ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย

	2.10 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง

	บทที่ 3  การทดลอง
	3.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี
	3.1.1 ผ้าฝ้าย
	3.1.2 ผงสี
	3.1.3 แบคทีเรีย
	3.1.4 สารเคมี

	3.2 เครื่องมือและอุปกรณ์
	3.3 วิธีการทดลอง
	3.3.1 การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถกำจัดสี Reactive Black 5
	3.3.2 การเตรียมสารละลายสีย้อมที่ใช้ในการย้อมสีที่เหลือหลังย้อม
	3.3.3 การศึกษาประสิทธิภาพในการกำจัดสีย้อมด้วยเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa ที่คัดเลือกมาจากข้อ 3.3.1
	3.3.3.1 ประสิทธิภาพการกำจัดสีย้อมของแบคทีเรียที่มีการเติมปริมาณแบคทีเรียตั้งต้นแบบเพียงครั้งเดียว (single addition) และการเติมปริมาณแบคทีเรียแบบหลายครั้ง (multi addition)

	3.3.4 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมก่อนและหลังการกำจัดสีด้วยแบคทีเรีย
	3.3.4.1 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมหลังการย้อม
	3.3.4.2 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมหลังการย้อมที่ผสมกับอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) ก่อนการกำจัดสีด้วยแบคทีเรีย
	3.3.4.3 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมหลังการย้อมที่ผสมกับอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) หลังการกำจัดสีด้วยแบคทีเรีย
	3.3.4.4 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมหลังการย้อมที่ผสมกับน้ำ ก่อนการกำจัดสีด้วยแบคทีเรีย
	3.3.4.5 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมหลังการย้อมที่ผสมกับน้ำ หลังการกำจัดสีด้วยแบคทีเรีย โดยไม่ใช้อาหารเลี้ยงแบคทีเรีย

	3.3.5 การวิเคราะห์โครงสร้างสีย้อมก่อนและหลังการกำจัดสีด้วยแบคทีเรีย
	3.3.5.1 การวิเคราะห์การย่อยสีของแบคทีเรียด้วยเทคนิค FTIR
	3.3.5.1.1 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสี Reactive Black 5 ด้วยเทคนิค FTIR
	3.3.5.1.2 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสี  Reactive Black 5 ในสารละลายสีผสมกับอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) ก่อนกำจัดสีด้วยแบคทีเรีย ด้วยเทคนิค FTIR
	3.3.5.1.3 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีสี Reactive Black 5 ในสารละลายสี ผสมกับอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) หลังการกำจัดสีด้วยแบคทีเรีย ด้วยเทคนิค FTIR

	3.3.5.2 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสีย้อมหลังกำจัดสีด้วยแบคทีเรียโดยใช้เทคนิค HPLC



	บทที่ 4  ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง
	4.1 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถกำจัดสี Reactive Black 5 จากจำนวน 49 สายพันธุ์ในกลุ่มของ Pseudomonas sp.
	4.2 ผลการศึกษาประสิทธิภาพในการกำจัดสีย้อมด้วยเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas aeruginosa  ที่คัดเลือกมา
	4.2.1 ลักษณะทั่วไปของสารละลายสีย้อมหลังการย้อม
	4.2.2 ประสิทธิภาพการกำจัดสีย้อมของแบคทีเรียที่มีการเติมหัวเชื้อตั้งต้นเพียงครั้งเดียว (single addition) และแบบการเติมหัวเชื้อหลายครั้ง  (multi addition)
	4.2.3 สรุปผลการกำจัดสีในสารละลายสีย้อมด้วยแบคทีเรีย

	4.3 ผลการกำจัดสีในสารละลายสีย้อมด้วยแบคทีเรียโดยวัดค่าความเข้มข้นของสีในสารละลายสี
	4.3.1 ผลของทำกราฟมาตรฐานความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงและความเข้มข้นของสารละลายย้อม Reactive Black 5
	4.3.2 ผลการศึกษาความเข้มข้นของสารละลายสีย้อมหลังการย้อม
	4.3.3 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการกำจัดสารละลายสีย้อมในภาวะที่ผสมอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium)
	4.3.4 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการกำจัดสารละลายสีย้อมในภาวะที่ผสมกับน้ำ
	4.3.5 การเปรียบเทียบผลการศึกษาประสทธิภาพของแบคทีเรียในการกำจัดสารละลายสีย้อมในภาวะที่ผสมกับอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย(MSM, mineral salt medium) กับสารละลายสีย้อมที่ผสมน้ำ

	4.4 ผลการวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสีหลังการกำจัดสีด้วยแบคทีเรีย
	4.4.1.1 ผลการวิเคราะห์ผงสี Reactive Black 5
	4.4.1.2 ผลการวิเคราะห์สี Reactive Black 5 ผสมกับอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) ก่อนการกำจัดสีด้วยแบคทีเรีย
	4.4.1.3 ผลการวิเคราะห์สี Reactive Black 5 ผสมอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย (MSM, mineral salt medium) หลังการกำจัดสีด้วยแบคทีเรีย
	4.4.1.4 ผลการวิเคราะห์สี Reactive Black 5 ก่อนและหลังการบ่มในแบคทีเรียเป็นเวลา 6 วัน เพื่อการกำจัดสี
	4.4.2 ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HPLC
	4.4.2.1 โครมาโตแกรมของสารละลายกรดออกซาลิก อาหารเลี้ยงแบคทีเรีย และสารละลายสี Reactive Black 5 (ก่อนการกำจัดสี)
	4.4.2.2 โครมาโตแกรมของสารละลายสี Reactive Black 5 หลังการกำจัดสีด้วยแบคทีเรีย เป็นเวลา 1-6 วัน



	บทที่ 5  สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ
	5.1 สรุปผลการทดลอง

	รายการอ้างอิง
	ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

