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ประสิทธิภาพของเชื้อผงจุลินทรียทางการคาซึ่งจําแนกเปนแบคทีเรียสายพันธุ Burkholderia glumae ถูกนํามา
ศึกษาในหองปฏิบัติการเพื่อการยอยสลายสียอมผา โดยทดสอบการขจัดสีรีแอกทีฟในน้ําเสียสังเคราะหซึ่งผสมสี
โครงสรางอะโซ 2 ชนิด (Remazol Red RGB [RR] และ Cibacron Red C2G [CR]) และโครงสรางแอนทรา 
ควิโนน 2 ชนิด (Remazol Navy Blue RGB [RB] และ Cibacron Turquoise HGN [CT]) โดยมีการเติมกลูโคสกับ
สารสกัดจากยีสตเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวาสภาวะที่เหมาะสมตอการขจัดสีอยูในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ 
7-8 และความเขมขนเริ่มตนของสีเทากับ 200 มิลลิกรัม/ลิตร แปงมันสําปะหลังและปุยที่เติมลงไปแทนอาหาร
เลี้ยงเช้ือปกติลดการเจริญและความสามารถในการยอยสลายสี การเพาะเลี้ยงในสภาวะเติมอากาศพบวาจํานวน
แบคทีเรียเพิ่มขึ้นในชวงประมาณ 3 วันแรก กระบวนการบําบัดแบบไมเติมอากาศใหผลเรงการกําจัดสีไดดีกวา
การบําบัดแบบเติมอากาศ กระบวนการบําบัดน้ําเสียซึ่งแบงออกเปน 2 ชวงไดแกชวงที่เติมอากาศและไมเติม
อากาศถูกออกแบบขึ้นเพื่อเพิ่มปริมาณเซลลและยอยสลายโครงสรางแอโรแมติกของสี โดยสามารถขจัดสีใน 
น้ําทิ้งไดรอยละ 76 ในเวลา 7 วัน 
 
คําสําคัญ   :   การขจัดสี / สีรีแอกทีฟ / สียอมผา / น้ําเสีย / บูโคเดอเรีย กลูเม 

 
Efficacy of commercial microbial inocula, identified as Burkholderia gluma, was evaluated in a 

laboratory for textile dye biodegradation. Synthetic textile wastewater contained two azo reactive dyes 

(Remazol Red RGB [RR] and Cibacron Red C2G [CR]) and two anthraquinone dyes (Remazol Navy 

Blue [RB] and Cibacron Turquoise [CT]) and also supplemented with glucose and yeast extract as 

nutrients. The decolorization condition was found to be effective at pH 7-8 and 200 mg/l of initial dye 

concentration. Cassava starch and fertilizer supplied as a nutrient in the synthetic wastewater 

decreased the cell growth and dye biodegradation. In an aerated cultivation, cell growth increased 

during approximately first 3 days but decreased the dye removal efficiency. Anoxic condition was 

found to rapidly induce the decolorization potential. Two subsequent stages integrating anoxic-aerobic 

mode was designed to increase suspended biomass and completely degrade the aromatic dye.  The dye 

removal efficacy was found to be 76% for the real wastewater. 

  
Keywords   :   decolorization / reactive dye/textile dye / wastewater / Burkholderia glumae  

 



Research Article  /     67

1.   บทนํา 
 
อุตสาหกรรมสิ่งทอเปนอุตสาหกรรมหลักที่สําคัญของประเทศไทย ในปหนึ่งๆ โรงงานฟอกยอมจะใชสียอมผา
เปนจํานวนมากและมีการปลอยน้ําเสียที่มีการปนเปอนของสียอมผาออกมาสูสิ่งแวดลอมในปริมาณที่มากตามไป
ดวยเชนกัน  จนกอใหเกิดปญหาภาวะมลพิษและทัศนียภาพทางสิ่งแวดลอม นอกจากนี้สียอมผาแทบทุกชนิดมี
สวนประกอบที่เปนพิษ  ยอยสลายตามธรรมชาติไดยาก  บางชนิดมีโครงสรางทางเคมีเปนพวกแอโรแมติกเอมีน 
(aromatic amine) (ภาพที่ 1) ซึ่งเปนสารกอมะเร็ง นอกจากนี้สีที่ปนเปอนลงไปในแหลงน้ํายังมีผลบดบังการ
สังเคราะหแสงของแพลงกตอนและพืชน้ํา ซึ่งมีผลกระทบตอหวงโซอาหารในระบบนิเวศโดยตรง น้ําทิ้งที่จะ
ระบายจากโรงงานสูแมน้ําลําคลองหรือแหลงธรรมชาติจึงควรไดรับการบําบัดใหไดมาตรฐานเสียกอน 
โดยทั่วไปการกําจัดสีของน้ําเสียจากโรงงานฟอกยอมจะใชวิธีการทางกายภาพและเคมี เชน การใชโอโซน 
(Ozone Treatment) การแลกเปลี่ยนอิออน (Ion Exchange) การกรองดวยแผนเยื่อ (Membrane Filtration)  และ
การตกตะกอนดวยสารเคมี (Chemical Coagulation) วิธีบําบัดดังกลาวมีขอเสียคือมีสลัดจเคมี และสารที่มีความ
เปนพิษเกิดขึ้นในปริมาณมาก รวมทั้งคาใชจายในการบําบัดสูง การใชวิธีบําบัดทางชีวภาพจึงนาจะเหมาะสมใน
การนํามาบําบัดน้ําเสียจากโรงงานฟอกยอม มีรายงานถึงการยอยสลายโครงสรางของสียอมกลุมอะโซ 
(ประกอบดวยหมู -N=N- เกาะกับวงแอโรแมติก) และแอนทราควิโนน (ประกอบดวยหมู conjugated aromatics)
โดยจุลินทรียจําพวกยีสต ราและแบคทีเรียที่ยอยบริเวณหมูโครโมฟอรและลดความเปนพิษของสี Lucas และ
คณะ (2006) ศึกษาการยอยสีรีแอกทีฟกลุมไดอะโซโดยยีสต Candida olephila ที่แยกไดจากน้ําทิ้งในโรงงาน
สกัดน้ํามันมะกอก พบวาการยอยเกิดไดดีในชวง exponential growth phase และเสนอวาการยอยเกิดโดยเอนไซม
ที่มีกิจกรรมคลาย azoreductase ที่พบในแบคทีเรีย Duran และ Esposito (2000) พบวาการยอยสีเกิดโดยเอนไซม 
peroxidase (LiP และ MnP), phenoloxidases (Laccase) และ dioxygenase ในรา Phanerochaete chrysosporium 
โดยกระบวนการทําใหจับเปนตะกอนหรือการเปลี่ยนรูปไปเปนสารอื่น Chang และคณะ (2001) และ Chen และ
คณะ (2002) ไดศึกษาลักษณะทางชีวภาพของเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas luteola ที่คัดแยกไดจากระบบบําบัด
น้ําเสียของโรงงานฟอกยอมเพื่อการขจัดสีกลุมอะโซ Chen และ Lin (2007) ไดทดสอบการตรึงเชื้อแบคทีเรีย
ชนิดดังกลาวในวัสดุตรึงเพื่อการบําบัดน้ําทิ้งสังเคราะห นอกจากนี้ Field และคณะ (1995) เปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในการขจัดสีแบบเติมอากาศ และไมเติมอากาศ  พบวาแบบไมเติมอากาศมีประสิทธิภาพในการ
ขจัดสีมากกวาแบบเติมอากาศ  
 
งานวิจัยนี้ไดนําปญหาจากการเยี่ยมชมสถานที่จริงของบอบําบัดน้ําเสียของบริษัทกําแพงแสนพัฒนา จํากัด  
อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม และปรึกษากับผูประกอบการ พบวาโรงงานยังคงมีปญหาในขั้นตอนของการบําบัด 
น้ําทิ้งดวยวิธีแอ็กทิเวเต็จสลัดจที่ใชหัวเช้ือผงการคาที่ไมระบุชนิดและสายพันธุที่โรงงานซื้อจากบริษัทผูผลิต 
จุลินทรียผง การยอยสลายในบอบําบัดใชเวลานาน และสียอมบางชนิดถูกยอยสลายไดยาก โดยเฉพาะสียอม
ประเภทรีแอกทีฟ ทําใหน้ําทิ้งที่ปลอยออกสูสิ่งแวดลอมยังคงมีสีตกคางอยู นอกจากนี้โรงงานยังมีความเชื่อเรื่อง
การตีน้ําเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายสี จึงมีการตีน้ําในบอบําบัดตลอด 24 ช่ัวโมง คณะผูวิจัยไดรวมกับ
ผูประกอบการนําขอมูลมาศึกษา เพ่ือพยายามหาตนเหตุของปญหาที่ทําใหระบบการบําบัดน้ําเสียดวยวิธี 
แอ็กทิเวเต็จสลัดจดอยประสิทธิภาพวาเกิดจากผงเชื้อทางการคาหรือเกิดจากระบบการบําบัดที่ไมเหมาะสม โดย
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ทําการการตรวจสอบลักษณะการยอยสลายของเชื้อทางการคานี้เพื่อทดสอบความสามารถในการยอยสีในกลุม 
รีแอกทีฟ 2 กลุมไดแกกลุมอะโซและแอนทราควิโนน (ภาพที่ 1) ปจจัยที่มีผลตอการยอยสลาย เชน คาพีเอช, 
ความเขมขนเริ่มตนของสียอม, สารอาหารที่จําเปนตอการเจริญ, คุณสมบัติของน้ําเสียในบอบางประการ รวมถึง
ความตองการอากาศในการเจริญของเชื้อและการยอยสลายสี เพื่อเปนแนวทางการแกปญหาและเพิ่ม
ประสิทธิภาพเชื้อทางการคาชนิดนี้ในการขจัดสียอมในบอบําบัดและการวางแผนออกแบบการกําจัดน้ําเสียของ
โรงงานตอไป 
 

 

ภาพที่ 1   ลักษณะโครโมฟอรในโครงสรางของสีรีแอกทีฟ (วิมลรัตน, 2550) 
 

2. วิธีการทดลอง 
 
2.1 การจําแนกชนิดและสายพันธุของเชื้อทางการคา 
 

การวิเคราะหจําแนกเชื้อทําโดยการตรวจลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อผงที่แยกออกมาเปนเชื้อบริสุทธิ์และ
ใชชุด Microplates ตรวจสอบลักษณะความตองการสารอาหารทางชีวเคมีของแบคทีเรีย (ใชแหลงคารบอน
ทั้งหมด 94 ชนิด) แลวนําผลการตรวจสอบมาทําการวิเคราะหดวยเครื่อง BioLog MicrologTM system (Biolog, 
Inc., USA; ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพทางเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน) 
 
2.2 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายสียอมรีแอกทีฟชนิดตางๆ 
 

 สียอมผารีแอกทีฟที่ใชในการทดลองมี 4 ชนิด ไดแก RB RR CT และ CR (ตารางที่ 1) สียอมทั้งหมดไดรับความ
อนุเคราะหจากบริษัทกําแพงแสนพัฒนา จํากัด อ.กําแพงแสน จ.นครปฐม 
 
2.2.1 การเตรียมสารละลายสียอมผา 
  

ช่ังน้ําหนักสี (RB RR CT และ CR) 0.5 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร กวนผสมใหสียอมผาละลายจนหมด 
จากนั้นปรับปริมาตรในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร จะได stock สารละลายสีความเขมขน 10 กรัม/
ลิตร นําไปเจือจางเพื่อสแกนหาคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง UV/Visible spectrophotometer (Ultrospec 3000) 

พบวาคา λmax ของสี RB RR CT และ CR มีคาเทากับ 604, 532, 667 และ 531 นาโนเมตร ตามลําดับ    
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ตารางที่ 1  ชนิดและคุณสมบัติของสีรีแอกทีฟที่ใชในการทดลอง (Product catalog, 2008) 
 

ชื่อทางการคา 
(Trade name) 

ชื่อทางวิทยาศาสตร 
(Scientific name) 

สี 
(Color) 

กลุมโครงสรางหลัก
(Chromophore) 

ความยาวคลื่นแสง 
ท่ีดูดกลืนมากที่สุด 

(นาโนเมตร) 
Remazol Navy Blue RGB Reactive Blue 250 น้ําเงินอม

มวง
แอนทราควิโนนตอ
กับไวนิลซัลโฟน

604 

Cibacron Turquoise HGN Reactive Blue 80 ฟาน้ําทะเล แอนทราควิโนนตอ
กับ phthalocyanine 

667 

Remazol Red RGB Reactive Red 61 แดงอมสม อะโซตอกับไวนิล
ซัลโฟน

532 

Cibacron Red C2G Reactive Red 281 แดงเขมอม
สม

อะโซ 531 

 
2.2.2 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายของเชื้อทางการคาบนอาหารวุนที่ผสมสีรีแอกทีฟ 
 

เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ YG agar มีสูตรดังนี้ (ตอปริมาณน้ํา 1 ลิตร) กลูโคส 1.25 กรัม สารสกัดจากยีสต 3 กรัม  
วุน 15 กรัม และผสมสียอมผา RB RR CT และ CR ที่มีความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ทําการเพาะเชื้อ
แบคทีเรียที่เลี้ยงบนอาหาร YG slant ลงบนอาหารวุนผสมสีที่เตรียมไวดวยเทคนิค point inoculation บมไวที่
อุณหภูมิหอง (ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ํา) วัดบริเวณใสของโคโลนีบนผิวหนาอาหาร YG agar และขนาดของ
โคโลนีเมื่อบมเปนเวลา 14 วัน 
 

2.3 การศึกษาปจจัยตาง ๆ ท่ีมีผลตอการเพิ่มความสามารถของเชื้อทางการคาในการยอยสลายสียอม  
 

2.3.1 ผลของความเขมขนเร่ิมตนของสีรีแอกทีฟตอการยอยสลาย และการเจริญของเชื้อทางคาดวยการเพาะเลี้ยง
แบบเติมอากาศ 
 

           เตรียมอาหารเหลว YG medium ที่ผสมสียอมผา RB RR CT และ CR ที่มีความเขมขนเริ่มตน 50, 100, 
200, 300 มิลลิกรัมตอลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ปริมาตร 50  มิลลิลิตร จากนั้นนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวดูดกลาเชื้อที่เลี้ยงไวในอาหาร YG (เพาะเลี้ยงเปนเวลา 12 -15 
ช่ัวโมง บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที ซึ่งเซลลจะเขาสูชวงปลาย exponential 
phase หรือชวงตนของ stationary phase) ใสลงไป 2 มิลลิลิตร นําเขาเครื่องเขยา ที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที บม
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางไปหาปริมาณสี, ความขุนของเชื้อ และทํา  dilution pour 
plate count  ที่ระดับความเจือจาง 10-4 และ 10-5 ทุก 24 ช่ัวโมง 
 
2.3.2 ผลของสภาวะกรด-ดางตอการยอยสลาย และการเจริญของเชื้อทางคาแบบเติมอากาศ 
 

เตรียมอาหารเหลว YG medium ในขวดรูปชมพู 125 มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวใสสียอมผา RB RR CT และ CR มีความเขมขน (ขอ 2.3.1) ที่เลือกไว 
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โดยกรองผานดวย Syringe filter sterile-EO ปรับพีเอชดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 3 เปอรเซ็นต (โดย
ปริมาตร/ปริมาตร) และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 3 เปอรเซ็นต (โดยกรัม/ปริมาตร) เพื่อใหพีเอชของ
สารละลายสียอมมีคาตั้งแต 7-10  จากนั้นดูดกลาเชื้อที่เตรียมเชนเดียวกับขอ 2.3.1 ใสลงไป 2 มิลลิลิตร นําเขา
เครื่องเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางไปหา
ปริมาณสี ความขุนของเชื้อ และทํา dilution pour plate count ที่ระดับความเจือจาง 10-4 และ 10-5 ทุก 24 ช่ัวโมง 
 
2.3.3 การเปรียบเทียบการยอยสลายและการเจริญของเชื้อทางคาโดยการเพาะเลี้ยงแบบเติมอากาศและไมเติม
อากาศ 
 

เตรียมอาหารเหลว YG medium ในขวดรูปชมพู 125 มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  แลวใสสียอมผา RB, RR, CT และ CR ที่มีความเขมขน (ขอ 2.3.1) ที่เลือก
ไว โดยใช Syringe filter sterile-EO ปรับพีเอชใหเทากับ 8 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 3 เปอรเซ็นต 
(โดยกรัม/ปริมาตร) จากนั้นดูดกลาเชื้อที่เตรียมเชนเดียวกับขอ 2.3.1 ใสลงไป 2 มิลลิลิตร นําเขาในตูบมเช้ือ เปน
เวลา 7 วัน เก็บตัวอยางไปหาปริมาณสีที่เหลืออยูโดยวัดคาการดูดกลืนแสงเฉพาะของแตละสี แลวเทียบหา
ปริมาณสี (หนวยมิลลิกรัม/ลิตร) จากกราฟมาตรฐาน, ความขุนของเชื้อและทํา  dilution pour plate count ที่ระดับ
ความเจือจาง 10-4 และ 10-5 ทุก 24 ช่ัวโมง 
  
2.3.4 ความตองการสารอาหารของเชื้อทางการคาโดยการเพาะเลี้ยงแบบเติมอากาศ 
             

สารอาหารที่ใชในการทดลองมี 2 ชนิด ไดแก แปงมันสําปะหลัง และปุยสูตร16-16-16 (ไดรับความอนุเคราะห
จากบริษัทกําแพงแสนพัฒนา จํากัด) ทดสอบกับสารละลายสียอมผา 2 ชนิดไดแก RR และ CT เพื่อเปนตัวแทน
ของสีกลุมที่มีโครโมฟอรชนิดอะโซและแอนทราควิโนน ตามลําดับ    
 
เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวโดยใสแปงมันสําปะหลังและปุย ในขวดรูปชมพู 125 มิลลิลิตร ชนิดละ 1 กรัม 
จํานวน 2 ขวด เติมน้ํากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที  ใสสียอมผา  RR และ CT ที่มีความเขมขน (ขอ 2.3.1) ที่เลือกไว โดยใช Syringe filter sterile-EO ปรับพีเอช
ใหเทากับ 8 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 3 เปอรเซ็นต (โดยกรัม/ปริมาตร)  แลวดูดกลาเชื้อที่เตรียม
เชนเดียวกับขอ 2.3.1 ใสลงไป 2 มิลลิลิตร นําเขาเครื่องเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางไปหาปริมาณสีและทํา  dilution pour plate count ที่ระดับความเจือจาง 10-4 
และ 10-5 ทุก 24 ช่ัวโมง 
 
2.3.5 ความตองการสารอาหารและแรธาตุของเชื้อทางการคาดวยการเพาะเลี้ยงแบบไมเติมอากาศ 
 

ทําการทดลองดวยวิธีการ เชนเดียวกับขอ 2.3.4 นําขวดที่เตรียมไดเขาในตูบมเชื้อ เปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางไป
หาปริมาณสี และทํา dilution pour plate count ที่ระดับความเจือจาง 10-4 และ 10-5 ทุก 24 ช่ัวโมง 
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2.4 การทดสอบการยอยสลายน้ําทิ้งจากโรงงานฟอกยอมโดยใชเชื้อทางการคา 
  
2.4.1 การศึกษาตัวอยางน้ําทิ้งจากโรงงานฟอกยอม  
  

นําตัวอยางน้ําทิ้งจากโรงงานฟอกยอมมาวัดคาพีเอช และนําไปสแกนหาคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทร
โฟโตมิเตอร ซึ่งเปนความยาวคลื่นของสารละลายสียอมตางๆ ในน้ําทิ้ง นําไปเขียนกราฟเพื่อเทียบสัดสวนกอน
และหลังการยอยสลายโดยเชื้อผงทางการคา 
 
2.4.2 การทดสอบการยอยสลายน้ําทิ้งจากโรงงานฟอกยอม 
 

นําน้ําทิ้งจากโรงงานฟอกยอม มาเติมเชื้อบริสุทธิ์ และสารอาหารไดแกกลูโคสและสารสกัดจากยีสตในสัดสวน
เทากับอาหาร YG ปรับพีเอชของอาหารใหเทากับ 8 เพาะเลี้ยงแบบเติมอากาศเปนเวลา 3 วัน เพื่อเพิ่มจํานวน
แบคทีเรีย จากนั้นตามดวยการหยุดเติมอากาศ เพาะเลี้ยงตอเพื่อใหแบคทีเรียยอยสลายสีตอไป 
 

3.   ผลการศึกษาและวิจารณผล 
 
3.1 การจําแนกชนิดและสายพันธุของเชื้อทางการคา 
 

ผงเช้ือจุลินทรียทางการคาถูกนํามาคัดแยกใหไดเช้ือบริสุทธิ์และตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวาเชื้อชนิด
นี้เปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปทอนสั้น ผลการทดสอบความตองการสารอาหารทางชีวเคมีดวยเทคนิค BioLog 
MicrologTM system พบวาเชื้อที่แยกไดนี้เปนสายพันธุ Burkholderia glumae (คาความนาจะเปนเทากับ 0.93)  
B. glumae จัดเปนเชื้อในกลุม obligate aerobe มีช่ือเดิมวา Ps. glumae มีรายงานวา B. glumae AU6208 ทําใหเกิด
โรคเนาของเมล็ดขาวเปลือกและเปนเชื้อฉวยโอกาส (opportunistic pathogen) ทําใหเกิดการติดเชื้อในปอด 
(Tsushima และคณะ, 1996) อยางไรก็ดี B. glumae ATCC33617 มีรายงานวาไมสราง toxoflavin และไมเปนเชื้อ
กอโรค (Devescovi และคณะ, 2007) เช้ือกลุม Pseudomonas มีรายงานถึงการนํามาใชกําจัดสียอมโครงสราง 
อะโซ เชน Ps. luteola (Chen, 2002 และ Chen และ Lin, 2007) 
 
3.2 การทดสอบความสามารถในการยอยสลายสียอมรีแอกทีฟชนิดตางๆ 
 

การทดสอบความสามารถในการยอยสลายสียอมผารีแอกทีฟ ดวยวิธี point inoculation วัดบริเวณใสรอบโคโลนี
และขนาดของโคโลนีบนผิวหนาอาหารแข็ง ทุก 24 ช่ัวโมง เปนเวลา 14 วัน พบวาโคโลนีของเชื้อเจริญไดดีและ
สีของโคโลนีเปลี่ยนไปตามสีที่ผสมในอาหาร โดยเฉพาะโคโลนีที่เลี้ยงบนอาหารที่ผสมสี CT อยางไรก็ดีการเกิด
บริเวณใสรอบโคโลนีกลับเกิดคอนขางแคบถึงแมจะติดตามการเจริญของเชื้อเปนเวลานานถึง 14 วัน เพื่อสังเกต
ความสามารถในการยอยสลายสีบนอาหารวุน โดยที่สียอมผา RB มีบริเวณใสมากกวาสียอมผา RR CR และ CT 
ตามลําดับ (ตารางที่ 2)  
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ตารางที่ 2  ขนาดโคโลนีและบริเวณโซนใสรอบโคโลนีเช้ือ Burkholderia glumae บนผิวหนาอาหารแข็งเมื่อ
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 14 วัน 
 

สีรีแอกทีฟ เสนผาศูนยกลาง 
(เซนติเมตร) 

โซนใสรอบโคโลนี 
(เซนติเมตร) 

Remazol Navy Blue RGB 1.50 0.50 
Cibacron Turquoise HGN 1.30 0.16 
Remazol Red RGB 1.50 0.25 
Cibacron Red C2G 1.40 0.20 

 
3.3 การศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการเพิ่มความสามารถของเชื้อทางการคาในการยอยสลายสียอม 
  
3.3.1 ความเขมขนและพีเอชของสารละลายสียอม 
 

จากการทดสอบความเขมขนเริ่มตนและคาพีเอชของสียอมที่มีผลตอการยอยสลายสี พบวา RB และ CR ใหผล
การกําจัดสีดีที่สุดที่ความเขมขนเริ่มตน 200 มิลลิกรัม/ลิตร ในขณะที่ RB และ RR ใหผลการกําจัดสีไดดีที่สุดที่
ความเขมขนเริ่มตน 50 และ 100 มิลลิกรัม/ลิตร ตามลําดับ (ภาพที่ 2) สวนคาความเปนดางออนๆ (pH 7-8) (ภาพ
ที่ 3) มีผลทําใหประสิทธิภาพการกําจัดสีของเชื้อ B. glumae สูงขึ้น อยางไรก็ดีจากขอมูลที่ไดจากโรงงานฟอก
ยอมพบวาน้ําทิ้งที่ปลอยออกจากโรงงานมักมีพีเอชเปนดางแก (8-10) เนื่องจากกรรมวิธีการยอมผา และมีสี
ตกคางออกมาในน้ําทิ้งที่ระดับความเขมขนประมาณ 200 มิลลิกรัม/ลิตร จึงเลือกคาพีเอชของสารละลายสีที่ 8 
และความเขมขนสีเริ่มตนเทากับ 200 มิลลิกรัม/ลิตร มาทําการศึกษาการยอยสลายสียอมในการทดลองตอไป 
นอกจากนี้ยังพบวาสี CT และ RB ซึ่งเปนสีกลุมแอนทราควิโนนถูกกําจัดไดงายกวาสี RR และ CR ซึ่งเปนสี
กลุมอะโซ ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Nigam (1996) ที่กลาววาโครงสรางของสีกลุมอะโซเปนวงแอโรแมติกที่
มีความซับซอนและที่สําคัญคือหมูอะโซมีคุณสมบัติเปน electron-withdraw ที่แข็งแรงทําใหปองกันการเขาทํา
ปฏิกิริยาจากเอนไซมออกซิเจเนส ซึ่งระบบการเติมออกซิเจนปกติไมสามารถยอยสลายสีกลุมอะโซไดดีเทาที่ควร 
 
3.3.2 การเติม/ไมเติมอากาศ 
  

เมื่อศึกษาการยอยสลายสีดวยกระบวนการบําบัดแบบเติมอากาศและไมเติมอากาศดวยการเพาะเลี้ยงในขวด 
พบวาการเจริญของเชื้อเพิ่มมากขึ้นในระหวางการบําบัดแบบเติมอากาศสําหรับทุกสี สวนประสิทธิภาพการกําจัด
สีในสภาพเติมอากาศ (ภาพที่ 4) ของสี RB RR และ CR เทากับ 40.02, 18.80 และ 18.64 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
ซึ่งใหผลสอดคลองกับลําดับความกวางของบริเวณโซนใสรอบโคโลนีบนอาหารแข็ง (ตารางที่ 2) อยางไรก็ดีสี 
CT ซึ่งใหโซนใสแคบที่สุดกลับใหประสิทธิภาพการกําจัดสีสูง (80.56 เปอรเซ็นต) ใกลเคียงกับการบําบัดแบบไม
เติมอากาศ (83.43 เปอรเซ็นต) จากการสังเกตตะกอนของเชื้อที่เปลี่ยนเปนสีฟาน้ําทะเลของสี CT และขอมูลจาก
การทดลองขางตนทําใหสรุปไดวาสี CT มีการยอยสลายไดตํ่ามากในสภาพมีอากาศ แตประสิทธิภาพการกําจัดสี
แทบจะทั้งหมดนั้นเกิดขึ้นจากกระบวนการดูดซับของสีไปไวที่เซลล ซึ่งประสิทธิภาพการดูดซับสีจะสัมพันธกับ
ปริมาณเซลลที่เพ่ิมมากขึ้นในชวงที่มีการเติมอากาศ Walker และ Weatherley (2000) ศึกษาการดูดซับสีโดยนํา
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เซลลของแบคทีเรีย 3 สายพันธุ มาทําการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนํามา
ใสลงในสารละลายสีกลุมแอนทราควิโนนที่ความเขมขนเริ่มตน 250 มิลลิกรัม/ลิตร พีเอช 7 แลววัดความเขมขน
ของสีที่เหลืออยูที่จุดสมดุล พบวาประสิทธิภาพการกําจัดสีเทากับ 13, 19 และ 18 เปอรเซ็นต สําหรับเชื้อ Bacillus 
gordonae, B. benzeovorans และ Ps. putida ตามลําดับ ถึงแมวา CT จะมีโครงสรางจัดอยูในกลุมแอนทราควิโนน
ที่ยอยสลายไดงายกวากลุมอะโซ แตการยอยสลายที่เกิดขึ้นไดยากของ CT นาจะเกิดขึ้นจากหมูแทนที่ซึ่งเปน 
phthalocyanine macrocycle ทําให CT มีโครงสรางซับซอนยอยสลายยาก 
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ภาพที่ 2 ผลของความเขมขนสีเริ่มตนตอประสิทธิภาพการขจัดสีรีแอกทีฟ 4 ชนิด ดวยกิจกรรมการยอยสลายของ
เช้ือ Burkholderia glumae ที่เพาะเลี้ยงแบบเติมอากาศเปนเวลา 7 วัน ที่พีเอชเทากับ 6.8 
 

 
 
ภาพที่ 3 ผลของพีเอชตอประสิทธิภาพการขจัดสีรีแอกทีฟ 4 ชนิด ดวยกิจกรรมการยอยสลายของเชื้อ 
Burkholderia glumae ที่เพาะเลี้ยงแบบเติมอากาศเปนเวลา 7 วัน ที่ความเขมขนเริ่มตนของสีเทากับ 200 
มิลลิกรัม/ลิตร 
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ภาพที่ 4 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการขจัดสีรีแอกทีฟ 4 ชนิด ดวยกิจกรรมของเชื้อ Burkholderia glumae ใน
กระบวนการบําบัดแบบเติมอากาศและไมเติมอากาศ 
 
สําหรับสี RB นั้นการยอยสลายจะเกิดไดดีในสภาวะที่ไมมีการเติมอากาศมากกวาการเติมอากาศ (ภาพที่ 4) โดยมี
คาประสิทธิภาพการกําจัดสีในแตละระบบเทากับ 75.94 และ 40.02 เปอรเซ็นต ตามลําดับ Itoh (1998) ศึกษา
กลไกการยอยสลายสีรีแอกทีฟกลุมแอนทราควิโนนในสภาพที่มีออกซิเจนดวยกระบวนการ  oxidative 
degradation โดยเชื้อ Coriolus vesicolor พบวาเกิดโดยการเติมหมูออกซิเจนใหกับโครโมฟอรโดยเอนไซม 
ออกซิเจเนสเปนผลใหเกิดสารมัธยันตร lactone ซึ่งจะถูกไฮโดรไลซบริเวณหมูคารบอนและออกซิเจนตอไดเปน
สาร phthalic acid เชนเดียวกับกลไกการยอยสีกลุมแอนทราควิโนนของ Sphingomonas herbicidovorans FL ถูก
เสนอโดย Fan และคณะ (2008) วาเกิดกระบวนการยอยโดยการเติมหมูออกซิเจนโดยเอนไซมออกซิเจเนส 
จากนั้นเกิดกระบวนการไฮดรอกซิเลชัน ตัดหมูโครโมฟอรไดสารแอโรแมติกที่มีหมูแทนที่เกาะอยูเชน amino-
hydroxyl-benzenesulfonic acid และ phthalic acid ซึ่งจะถูกไฮโดรไลซบริเวณพันธะเอสเทอรระหวางหมูอัลคิล
และวงเบนซีน (Dong-lei และคณะ, 2007) การยอยเกิดไดทั้งในสภาพเติมหรือไมเติมอากาศ อยางไรก็ดีสภาวะ
ไมเติมอากาศดูเหมือนวาจะเหมาะสมในการยอยสลายมากกวา การทดสอบการยอยสีกลุมแอนทราควิโนนโดย
แบคทีเรีย Rhodopseudomonas ของ Dong และคณะ (2003) ซึ่งพบวาสีถูกยอยสลายไปถึง 93 เปอรเซ็นต ที่พีเอช
ชวง 6-9 และอุณหภูมิ 20-40 องศาเซลเซียส ในสภาพที่ไมเติมอากาศ 
 
สําหรับสี RR และ CR นั้นถูกยอยสลายไดยากเมื่อเพาะเลี้ยงในที่ที่มีอากาศ (ตารางที่ 2 และภาพที่ 4) 
ประสิทธิภาพการกําจัดสีจะเกิดไดดีในระหวางการบําบัดแบบไมเติมอากาศ (ภาพที่ 4 และ 5) โดยประสิทธิภาพ
การยอยสลายของสี RR และ CR เพิ่มสูงถึง 67.62 และ 84.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การยอยของสี RR เกิดไดยาก
กวา CR เล็กนอย เนื่องจากโครงสรางของ RR เปนหมูอะโซตอกับไวนิลซัลโฟน Zimmermann และคณะ (1982) 
เสนอกลไกการยอยสีกลุมอะโซโดยแบคทีเรียวาเกี่ยวของกับการตัดพันธะของหมูอะโซดวยเอนไซม 
azoreductase utilizing NADH ในสภาพไมมีอากาศหรือมีออกซิเจนปริมาณจํากัด (เชนเพาะเลี้ยงในสภาพ static) 
ซึ่ง NADH จะทําหนาที่เปนตัวใหอิเล็กตรอน เปนผลใหเกิดการสรางผลิตภัณฑเปนสารแอโรแมติกเอมีนซึ่งจะ
ถูกยอยสลายในสภาพมีออกซิเจนดวยเอนไซมประเภท non-specific เขาสูกระบวนการ hydroxylation และการ
เปดวงแอโรแมติก Dafale และคณะ (2008) สรุปกระบวนการยอยสีอะโซวาการยอยจะเกิดอยางสมบูรณ 
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(Mineralization) ดวยกระบวนการ reductive และ oxidative โดยสารประกอบแอโรแมติกเอมีนซึ่งมีความเปนพิษ
และเปนสารกอมะเร็งที่ถูกสรางขึ้นระหวางกระบวนการแอนแอโรปสสามารถถูกยอยสลายตอเปนสารที่มีความ
เปนพิษลดลงเชนคารบอนไดออกไซด น้ําและแอมโมเนียโดยกระบวนการแอโรปส ดังนั้นการนํากระบวนการ
บําบัดน้ําทิ้งแบบ Anoxic – aerobic จึงเปนทางเลือกในการกําจัดคาซีโอดีและสีกลุมอะโซ Chen (2002) พบวา
การเติมออกซิเจนลงไประหวางเพาะเลี้ยงเช้ือ Ps. luteola จะกดการสรางเอนไซม azoreductase ที่สรางขึ้นภายใน
เซลล ซึ่งจะทําใหการยอยสีหยุดชะงักลง ตอจากนั้นเซลลจะออกซิไดสแหลงพลังงานที่มีทั้งหมดดวย
กระบวนการไกลโคไลซิสและเขาสูวัฏจักรเครปสเพื่อใหเกิดการสรางพลังงาน ในทางตรงกันขามการบมใน
สภาพ static ซึ่งจะมีปริมาณออกซิเจนเพียงเล็กนอยที่บริเวณผิวอาหาร บริเวณลึกลงไปจะเกิดการยอยสีในสภาพ
แอนแอโรปส อยางไรก็ดีสภาพที่เปน extreme anaerobe เชนมีการเปาพนไนโตรเจนลงไปเพื่อไลออกซิเจน
ออกไปทั้งหมดจะไมเกิดการยอยสลายสีได ปรากฏการณนี้ช้ีใหเห็นวาเซลลตองการออกซิเจนปริมาณเล็กนอย
เพื่อรักษาสภาพเซลลและการยอยสลายสี นอกจากนี้ยังพบวาการยอยสลายสีเกิดไดมากที่สุดเมื่อเซลลเขาสูชวง 
stationary phase กลไกการยอยสีจัดเปน non-growth associated เขาจึงเสนอใหมีการเพิ่มจํานวนเซลลดวย
กระบวนการเติมอากาศจนกระทั่งเชื้อมีความหนาแนนของเซลลมากที่สุด จากนั้นชักนําใหเกิดการสรางเอนไซม 
azoreductase ดวยการบมสภาพ static Chen และคณะ (2003) ศึกษาระบบการเติมอากาศเพื่อเพาะเลี้ยง 
Aeromonas hydrophila ซึ่งเปนแบคทีเรียแอโรปส ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ผสมสีกลุมอะโซความเขมขนเริ่มตน 50 
มิลลิกรัม/ลิตร เปนเวลา 1.5 วัน จากนั้นหยุดเติมอากาศ พบวาสีถูกกําจัดไดเกือบทั้งหมดอยางรวดเร็วภายในเวลา 
1 วันตอมา โดยพบวาคาปริมาณออกซิเจนที่ละลายได ควรมีคาตํ่ากวา 0.45 มิลลิกรัม/ลิตร สําหรับการยอยสี   
 
3.3.3 สารอาหาร 
 

สวนประกอบหลักในน้ําทิ้งจากโรงงานฟอกยอมทั่วไปเปนสียอม ดาง และเกลือ ถึงแมวาโครงสรางสียอมจะ
ประกอบดวยสารคารบอนแตโครงสรางสีมีความซับซอนยอยสลายยากทําใหเช้ือเจริญไดชาและมีปริมาณเซลล
ตํ่า นอกจากนี้การยอยสลายสีรีแอกทีฟเกิดโดยกระบวนการ co-metabolism ซึ่งตองการแหลงคารบอนสําหรับ
เปน co-substrate ที่เหมาะสมอยูรวมดวยระหวางการยอยสีเพื่อชวยกระตุนการสรางเอนไซม เชนการเติม 
เปปโตนหรือกลูโคสในปริมาณที่เหมาะสม (Haug และคณะ, 1991) จากผลการทดสอบความตองการสารอาหาร
ของเชื้อ B. glumae ดวยการเพาะเลี้ยงแบบเติมอากาศและไมเติมอากาศ (ภาพที่ 6) พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อ YG 
ใหผลการยอยสลายสีไดดีที่สุด ในขณะที่สารอาหารที่โรงงานฟอกยอมนิยมใชในการหวานลงบอบําบัดเพื่อเปน
สารอาหารและเพิ่มปริมาณของเชื้อผงทางการคาไดแกแปงมันสําปะหลังและปุยสูตร 16-16-16 กลับใหผลการ
ยอยไมดีเทาที่ควร ถึงแมจะพบวาปุยชวยในการยอยสลายสีไดดีกวาสารอาหารประเภทแปงมันสําปะหลัง 
นอกจากนี้พบวาการเพาะเลี้ยงแบบไมเติมอากาศมีประสิทธิภาพการยอยสลายสีใกลเคียงกับแบบเติมอากาศโดย
สัมพันธกับปริมาณเซลลที่เจริญไดตํ่าในสารอาหารทั้งแปงและปุย  สารอาหารทั้งสองชนิดมีผลทําใหเช้ือทาง
การคามีการเจริญที่ชาและตายลงอยางรวดเร็ว  
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ภาพที่ 5 การยอยสลายสีรีแอกทีฟ 4 ชนิด และการเจริญของเชื้อ Burkholderia glumae ที่พีเอชเทากับ 8 ความ
เขมขนเริ่มตนของสีเทากับ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ในอาหาร YG ที่เพาะเลี้ยงแบบไมเติมอากาศ 
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ภาพที่ 6 การยอยสลายสีรีแอกทีฟ 2 ชนิด ในสารอาหารปุยสูตร 16-16-16, แปงมันสําปะหลัง และอาหาร YG 
ดวยกิจกรรมของเชื้อ Burkholderia glumae ในกระบวนการบําบัดแบบเติมอากาศและไมเติมอากาศ 
 
3.3 การทดสอบการยอยสลายน้ําทิ้งจากโรงงานฟอกยอมโดยใชเชื้อทางการคา 
 

จากการศึกษาการยอยสลายน้ําทิ้งจากโรงงานฟอกยอม โดยนําน้ําทิ้งจากโรงงานฟอกยอมมาแสกนชวงความยาว
คลื่นแสงที่ดูดกลืน พบวาน้ําทิ้งประกอบดวยสีผสมหลายชนิดสวนใหญอยูในกลุมสีแดง (ภาพที่ 7) โดยมีคา 

λmax สูงสุดเทากับ 544 นาโนเมตร จากนั้นนําน้ําทิ้งมาเติมกลาเชื้อบริสุทธิ์และสารอาหาร แลวเพาะเลี้ยงแบบ
เติมอากาศ 3 วัน เพื่อเพิ่มจํานวนแบคทีเรีย และเพาะเลี้ยงตอโดยไมเติมอากาศเพื่อใหแบคทีเรียยอยสลายสี พบวา
น้ําทิ้งจากโรงงานฟอกยอมที่ผานขั้นตอนดังกลาวสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลาย โดยมีความสามารถใน
การกําจัดสีในน้ําทิ้งไดรอยละ 76 (ภาพที่ 8) ซึ่งหลังจากการยอยแลวพีคของการดูดกลืนแสงลดลงอยางเห็นไดชัด

และมีคา λmax สูงสุดเทากับ 531.8 นาโนเมตร (ภาพที่ 7)   
 
จากผลการทดลองดังกลาว การยอยสลายสีในน้ําทิ้งจากโรงงานฟอกยอมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของระบบ
แอ็กทิเวเต็จสลัดจไดดวยการบําบัดน้ําเสียดวยระบบเติมอากาศ เพื่อเพิ่มปริมาณจํานวนเชื้อแบคทีเรีย จากนั้นตาม
ดวยการบําบัดแบบไมเติมอากาศ เพื่อใหเช้ือแบคทีเรียยอยสลายสี  
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ภาพที่ 7 ตัวอยางน้ําทิ้งจากโรงงานฟอกยอมที่สแกนหาคาการดูดกลืนแสง กอน (กราฟเสนบน) และหลัง (กราฟ
เสนลาง) การยอยสลายของดวยเช้ือ Burkholderia glumae ในกระบวนการบําบัดแบบไมเติมอากาศ 
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ภาพที่ 8 การขจัดสีในน้ําทิ้งดวยกิจกรรมของเชื้อ Burkholderia glumae ในกระบวนการบําบัดแบบเติมอากาศ/ไม

เติมอากาศ (วัดคา λmax ที่ 544 นาโนเมตร เปนตัวแทนของสียอมในน้ําทิ้ง) 
 

4.   บทสรุป 
 
ปญหาการกําจัดสียอมในน้ําทิ้งที่ไมไดประสิทธิภาพเทาที่ควรของโรงงานมิไดอยูที่เช้ือผงทางการคา หากแตอยูที่
การจัดการระบบบําบัดน้ําทิ้งในระบบแอ็กทิเวเต็ดจสลัดจ ลักษณะการยอยสลายสีของเชื้อ B. glumae ที่แยกได
จากเชื้อผงทางการคาสามารถที่จะยอยสีกลุมแอนทราควิโนนและอะโซไดหากมีการปรับปรุงระบบใหเหมาะสม 
สีกลุมแอนทราควิโนนจะถูกยอยสลายไดดีเมื่อใชระบบเติมอากาศแลวตามดวยระบบไมเติมอากาศ ในทาง
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กลับกันสีกลุมอะโซจะถูกยอยสลายไดดีเมื่อใชระบบไมเติมอากาศกอนแลวจึงตามดวยระบบเติมอากาศเพื่อ 
ชักนําใหมีการสรางเอนไซมและเกิดการยอยสลายตออยางสมบูรณ การเปดเครื่องตีน้ําตลอดเวลาของโรงงานจะ
ทําใหสีกลุมแอนทราควิโนนเชนกลุมสีมวงถูกยอยสลายไดปานกลางแตสียอมกลุมอะโซไดแกกลุมสีแดงจะยอย
สลายไดตํ่า สีที่มีโครงสรางซับซอนยอยสลายยากมีแนวโนมที่จะถูกดูดซับที่เซลลจุลินทรีย ทําใหการกําจัดสีของ
สีกลุมนี้สัมพันธโดยตรงกับปริมาณเซลล นอกจากนี้พีเอชของน้ําทิ้งควรอยูที่ประมาณ 8 ความเขมขนเริ่มตนของ
สีไมควรสูงเกินกวา 200 มิลลิกรัม/ลิตร สารอาหารที่ใชเติมลงไปเพื่อเพิ่มปริมาณเชื้อทางการคาและเปน  
co-substrate ของกระบวนการยอยสลายสี ควรเลือกชนิดและปริมาณใหเหมาะสม แปงและปุยสูตร 16-16-16 ไม
เหมาะสมในการนํามาใช โรงงานควรมีการทําวิจัยเพื่อหาสารอาหารทดแทน สําหรับน้ําทิ้งจากโรงงานที่มีสี
ตกคางหลายชนิดผสมกันอยูทั้งกลุมแอนทราควิโนนและอะโซ ระบบการเติมอากาศที่เหมาะสมควรคํานึงถึง
คุณลักษณะของเชื้อเพื่อเพิ่มปริมาณหัวเช้ือในชวงตนจากนั้นปรับสภาวะใหเหมาะสมกับการทํางานของลําดับ
เอนไซมที่จะยอยสลายสีตอไป เช้ือ  B. glumae เปนแบคทีเรียแอโรปส ดังนั้นควรมีการเพิ่มปริมาณเชื้อดวย
สภาวะเติมอากาศใหเช้ือเจริญมีปริมาณเซลลสูงสุด กอนทําใหอยูในสภาวะไมเติมอากาศเพื่อเกิดการยอยสีกลุม
แอนทราควิโนนและอะโซ นอกจากนี้ควรศึกษาหาชวงระยะเวลาการเติมอากาศและหยุดเติมอากาศที่เหมาะสม
เพื่อใหสีถูกกําจัดอยางมีประสิทธิภาพตอไป 
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