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บทคัดยอ 
การวิจัยน้ีเปนการทดสอบการบําบัดสีรีแอคทีฟโดยแบคทีเรีย 5 สายพันธุ ไดแก Stenotrophomonas 

maltophilia, Bacillus hornekiae, Bacillus sp. VT_GPA4/2008, Paenibacillus sp Dg-904, Paenibacillus sp. B1  
และ Stenotrophomonas sp. F26(2011) ซึ่งคัดแยกไดจากดินที่ประเทศญี่ปุน พบวา Paenibacillus sp. B1 มี
ประสิทธิภาพการบําบัดสีรีแอคทีฟไดดีที่สุด จากน้ันนํา Paenibacillus sp. B1 มาศึกษาความสามารถในการบําบัด
สี RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร ในอาหารสูตร nutrient broth (NB) ดัดแปลง ต้ังทิ้งไวในสภาวะ
น่ิงที่ขาดออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาเมื่อเวลาการบําบัดผานไป 8 ช่ัวโมง 
Paenibacillus sp. B1 มีประสิทธิภาพในบําบัดสีได 100 เปอรเซ็นต สวนความเขมขนที่เหมาะสมของสีรีแอคทีฟ 
RR141 ที่แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถบําบัดไดตองมีความเขมขนไมเกิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร และระยะเวลา 24 
ช่ัวโมงเปนระยะเวลาในการเล้ียงแบคทีเรีย Paenibacillus sp. B1 ที่เหมาะสมกอนที่นํามาบําบัดสีรีแอคทีฟ RR141 
ผลิตภัณฑที่ไดจากการบําบัดนํามาวิเคราะหดวยเทคนิค ATR-FTIR 
  

คําสําคัญ : Paenibacillus sp., การยอยสี, สีรีแอคทีฟ RR141, เทคนิค ATR-FTIR 
 
Abstract 

This research described the test of reactive dye treatment by 5 bacterial strains such as 
Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus hornekiae, Bacillus sp. VT_GPA4/2008, Paenibacillus sp. Dg-904, 
Paenibacillus sp. B1 and Stenotrophomonas sp. F26(2011). These strains were screened from soil, which 
studied from Department of Environmental Microbiology, Faculty of Agriculture, Shizuoka University, Japan. 
Paenibacillus sp. B1 has a maximum decolorization capacity. After that, this strain was studied decolorization 
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of 50 mg/L of reactive red (RR141) dye in modified nutrient broth. The decolorization capacity was static 
anoxic condition at temperature of 30 ºC, for 24 hours. The capacity of decolorization (%) was 100 % at 8 hours 
of treatment time. The optimum concentration of reactive dye was not higher than 50 mg/L while optimum 
cultivation time was 24 hours. The product of dye degradation was analyzed by ATR-FTIR technique. 
 

Key words: Paenibacillus sp., dye degradation, reactive dye RR141, ATR-FTIR technique 
 

1. บทนํา 

ในปจจุบันปญหาทางดานสิ่งแวดลอม โดย 
เฉพาะมลพิษทางน้ําที่เกิดจากการเจริญเติบโตทาง
อุตสาหกรรมน้ันทวีความรุนแรงมากขึ้นโดยเฉพาะ
อุตสาหกรรมสิ่งทอซึ่งเปนอุตสาหกรรมที่มีการขยาย 
ตัวสูง ทําใหมีการพัฒนาท้ังทางดานกระบวนการผลิต
และการแขงขันสูงขึ้นเพ่ือเพ่ิมปริมาณสินคาหรือ
ผลิตภัณฑใหมากขึ้น  กระบวนการฟอกยอมเปน
กระบวนการที่มี ความสํ าคัญขั้นตอนหน่ึงของ
อุตสาหกรรมน้ี เน่ืองจากกระบวนการดังกลาวมีการ
ใชนํ้าปริมาณมาก ซึ่งไมเพียงแตสงผลใหเกิดนํ้าเสีย
ในปริมาณมาก แตนํ้าเสียดังกลาวยังมีการปนเปอน
สารเคมีและสียอม ซึ่งอาจเปนอันตรายตอสิ่งแวดลอม
หากไมมีการบําบัดนํ้าเสียในเบื้องตนกอนปลอยสู
แหลงนํ้าธรรมชาติ สียอมที่ใชในอุตสาหกรรมฟอก
ยอมมีหลายประเภท ไดแก สีรีแอคทีฟ (reactive dye) 
สีไดเร็กซ (direct dye) และสีซัลเฟอร (sulfur dye) 
เปนตน สีรีแอคทีฟ (reactive dye) เปนสีสังเคราะหที่
ใหสีที่สดใสและติดทนดี จึงนิยมใชในกระบวนการ
ฟอกยอม  

จากรายงานของ Easton (1995) [1] พบวาสีรี
แอคทีฟที่เหลือจากการใชงานในกระบวนการฟอก
ยอมจะถูกปลอยออกมากับนํ้าทิ้งสูงถึงรอยละ 50 
เน่ืองจากหมูไฮดรอกซิลของเสนใย มีลักษณะคลาย
กับหมูที่มีอยูในนํ้า ดังน้ันสีจึงเขาไปทําปฏิกิริยากับนํ้า

ไดซึ่งสีที่เขาไปทําปฏิกิริยากับนํ้าแลวจะไมสามารถ
ทําปฏิกิริยากับเสนใย และถูกปลอยลงในนํ้ายอม นํ้า
ทิ้งที่ปนเปอนดวยสีเหลาน้ี นอกจากจะทําใหทัศนีย 
ภาพของแหลงนํ้าดูไมสวยงามแลว ยังบดบังแสง 
อาทิตยที่สองผานผิวนํ้า ทําใหอัตราการสังเคราะห
ดวยแสงของพืชนํ้าลดลงเปนเหตุใหออกซิเจนในน้ํา
ลดลงซึ่งสงผลใหนํ้าเนาเสียและสิ่งมีชีวิตในนํ้าตายใน
ที่สุด [2]  จึงจําเปนตองบําบัดนํ้าเสียฟอกยอมกอน
ปลอยสูแหลงนํ้าธรรมชาติ แตเน่ืองจากสีรีแอคทีฟ
เปนสีที่สามารถละลายนํ้าไดดีจึงยากตอการบําบัดดวย
วิธีตกตะกอนโดยใชสารเคมี 

ในการบําบัดนํ้าเสียจากโรงงานสิ่งทอดวยวิธี
ทางชีววิทยา สามารถทําไดเน่ืองจากมีจุลินทรียหลาย
ชนิดที่สามารถยอยสลายสีได [3] แตในการยอยสลาย
ตองเลือกสภาวะการเล้ียงที่เหมาะสมดวย เน่ืองจากสีมี
โครงสรางทางเคมีที่ซับซอน [4] จุลินทรียแบบใช
อากาศ (aerobic microorganism) สามารถยอยสลายสี
ไดแตคอนขางยากและผลิตภัณฑที่ไดมีความเปนพิษ
มากขึ้น [5-7] สวนการยอยสลายโดยใชจุลินทรียที่ไม
ตองการอากาศ (anaerobic microorganism) พบวามี
ประสิทธิภาพในการกําจัดสีไดดี [8-10] แตหลังจาก
กระบวนการบําบัดจะกอใหเกิดสารพิษที่กอใหเกิด
โรคมะเร็งได จากการยอยของหมูเอโซที่ เปนองค 
ประกอบของสี [11-12]  

จากการวิจัยน้ีเปนการศึกษาการนําแบคทีเรีย 5 
สายพันธุ ที่แยกจากดินที่ประเทศญี่ปุน มาคัดเลือก
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แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายนํ้าสีรีแอคทีฟ RR141 
ในสภาวะน่ิงใหไดประสิทธิภาพมากที่สุด จากน้ันนํา
แบคทีเรียมาศึกษาเปรียบเทียบระยะเวลาการบําบัดนํ้า
สีรีแอคทีฟ RR141 ระยะเวลาการเล้ียงแบคทีเรียตอ
ประสิทธิภาพการบําบัดสี RR141 ความเขมสีรีแอค
ทีฟ RR141 ที่เหมาะสม รวมทั้งศึกษาผลิตภัณฑที่ได
หลังจากการบําบัดสีของแบคทีเรียวาหมูฟงกช่ันของสี
มีการเปล่ียนแปลงอยางไร 
 

2. อุปกรณและวิธีการ 
2.1 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีใชในการบําบัดสี  

รีแอคทีฟ RR141 
นําแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่คัดแยกไดจากดิน

ในประเทศญี่ปุน 3 แหลง ไดแก (1) ดินบริเวณไรชา
เขียวในเมืองมากิโนฮาระ (Makinohara) (2) ดิน
บริเวณอพารทเมนทในเมืองโอชิกะซึคัสยะ (Oshika 
Shukusya) และ (3) ดินบริเวณใกลที่ทิ้งขยะของคณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยชิซูโอกะ ในการคัดแยก
แบคทีเรียบริสุทธิ์น้ีใชวิธีการจําแนกตามลําดับเบส 
16S rRNA ซึ่งเปนการศึกษาโดยความรวมมือกับ
ภาควิชาจุลชีววิทยาสิ่งแวดลอม คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยชิซูโอกะ ประเทศญี่ปุน สามารถแยก
แบคทีเรียได 5 สายพันธุ ไดแก Stenotrophomonas 
maltophilia, Bacillus hornekiae, Bacillus sp. 
VT_GPA4/2008, Paenibacillus sp. Dg-904, 
Paenibacillus sp. B1  และ Stenotrophomonas sp. 
F26(2011) จากน้ันนําแบคทีเรียทั้ง 5 สายพันธุ มา
เล้ียง โดยเขี่ยเช้ือ 1 loop จากหลอดเก็บเช้ือลงใน
หลอดฝาเกลียวขนาด 16x150 มิลลิเมตร ที่มีอาหาร
สูตร nutrient broth (NB) ดัดแปลง ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ประกอบดวย NaCl 1 กรัม peptone 
(Himedia, India) 0.1 กรัม yeast extract (Difco, USA) 

0.4 กรัม Beef extract (Himedia, India) 0.2 กรัม และ
สีรีแอคทีฟ RR141 (Procion Red HE7B) ความเขมขน 
50 มิลลิกรัมตอลิตร โดยความสูงของอาหารสูตร NB 
ดัดแปลงเทากับ 7 เซนติเมตร เล้ียงโดยต้ังทิ้งไวที่
สภาวะน่ิงในตูบมเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปน เวลา  24 ช่ั วโมง  หลังจาก น้ันสั ง เกตการณ
เปล่ียนแปลงของสีรีแอคทีฟ RR141 เมื่อแบคทีเรีย
สายพันธุใดสามารถเปล่ียนแปลงอาหาร NB ดัดแปลง
ที่มีสีรีแอคทีฟ RR141 จากสีแดงเปนสีเหลืองหรือสี
แดงหายไปจะคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุน้ันมาศึกษา
ตอไป 

2.2 การศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
ระยะเวลาการบําบัดนํ้าสีรีแอคทีฟ RR141 ในการ
บําบัดดวยแบคทีเรีย 

นําแบคทีเรีย 2 สายพันธุ ที่เลือกไดจาก
การศึกษาที่ 2.1 หลังจากการเล้ียงที่ 24 ช่ัวโมง มา
ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพระยะเวลาในการ
บําบัดสีรีแอคทีฟ RR141 โดยการปเปตตแบคทีเรีย 2 
สายพันธุจากหลอดเก็บเช้ือปริมาณ 1 มิลลิลิตร ใสใน
ขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร NB 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เล้ียงโดยต้ังทิ้งไวที่สภาวะน่ิง
ในตูบมเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ความเขมขนของปริมาณแบคทีเรียในชวงเวลา 
24 ช่ัวโมง มีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600     
นาโนเมตรเทากับ 0.6 จากนั้นทําการเจือจางปริมาณ
แบคทีเรียดวยอาหารเล้ียงเช้ือ NB ใหไดคา 
McFarland no. เทากับ 1 และมีคาความหนาแนนของ
เซลลประมาณ 3x108 CFU/mL จากน้ันปเปตตอาหาร
เล้ียงเช้ือที่มีแบคทีเรียที่มีคาความหนาแนนเซลล 
ดังกลาว 1 มิลลิลิตรใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 
มิลลิลิตร ที่มีอาหารสูตร NB ดัดแปลงทีมีสารละลาย
สี RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 
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50 มิลลิลิตร (ความสูงของอาหารเทากับ 2.2 
เซนติเมตร) เก็บตัวอยางปริมาณ 1 มิลลิลิตรทุก 1 
ช่ัวโมง จนกระท่ังมีการเปลี่ยนแปลงของสีจากสีแดง
เปนสีเหลือง ใสตัวอยางลงในหลอดขนาดเล็ก แลว
หมุนเหว่ียงดวยเครื่องหมุนเหว่ียงตกตะกอน  ที่
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นํา
สวนใส (supernatant) มาวัดคาการดูดกลืนแสงดวย
เครื่อง UV-visible spectrophotometer (Model U1900, 
Hitachi, Tokyo) ที่ความยาวคล่ืน 544 นาโนเมตร นํา
คาการดูดกลืนแสงที่ไดไปคํานวณหาความเขมสีที่
เหลืออยูหลังการบําบัดโดยเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน และคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการบําบัดสี
ของแตละตัวอยางตามสมการที่ 1 

 

คาเปอรเซ็นตการบําบัดสี    
 

= 
(Ci-Cf)×100 

Ci 
เมื่อ Ci = ความเขมขนสีรีแอคทีฟกอนการบําบัด 
       Cf = ความเขมขนสีรีแอคทีฟหลังการบําบัด 

 

แบคทีเรียสายพันธุใดที่มีระยะเวลาการ
บําบัดสีรีแอคทีฟ RR141 สั้นที่สุดจะเลือกแบคทีเรีย
สายพันธุน้ันมาศึกษาตอไป 

2.3 การศึกษาระยะเวลาการเลี้ยงแบคทีเรียท่ี
เหมาะสมกอนนํามาบําบัดสีรีแอคทีฟ RR141  

นําสายพันธุแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพใน
การบําบัดสีที่ไดจากการศึกษาที่ 2.2  มา 1 loop จาก
หลอดเก็บ เ ช้ือใสลงในขวดรูปชมพูขนาด  250 
มิลลิลิตร ที่มีอาหาร NB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เล้ียงที่
สภาวะน่ิง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แบงการ
ทดลองเปน 2 ชุด ชุดที่ 1 เปนการเลี้ยงแบคทีเรียที่
ระยะเวลา 8 ช่ัวโมง (ระยะเวลา log phase ของ
แบคทีเรีย) และชุดที่ 2 เปนการเล้ียงแบคทีเรียที่
ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง (ระยะเวลา stationary phase 
ของแบคทีเรีย)  เมื่อครบเวลาการเล้ียงที่กําหนดนํา

แบคทีเรียที่ไดมาเจือจางปริมาณแบคทีเรียดวยอาหาร
เล้ียงเช้ือ NB ใหไดคา McFarland no. เทากับ 1 และมี
คาความหนาแนนของเซลลประมาณ 3x108 CFU/mL 
และนําแบคทีเรียที่ไดจากการทดลองแตละชุดมา
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ใสในอาหารสูตร NB ดัดแปลง 
50 มิลลิลิตร ที่มีสี RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัม
ตอลิตร เล้ียงโดยต้ังทิ้งไวที่ตูบมเช้ืออุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เก็บตัวอยางปริมาณ 1 มิลลิลิตรทุก 1 ช่ัวโมง 
ใสลงในหลอดขนาดเล็ก หมุนเหว่ียงดวยเครื่องหมุน
เหว่ียงตกตะกอน ที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 10 นาที นําสวนใสที่ไดวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
544 นาโนเมตร ดวยเครื่อง UV-visible spectrophoto-
meter (Model U1900, Hitachi, Tokyo) นําคาการ
ดูดกลืนแสงที่ไดไปคํานวณหาความเขมสีที่เหลืออยู
หลังการบําบัด โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
และคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการบําบัดสีของแตละ
ตัวอยางตามสมการท่ี 1 

2.4 การศึกษาความเขมท่ีเหมาะสมของสี       
รีแอคทีฟ RR141 ในการบําบัดดวยแบคทีเรีย 

เตรียมอาหาร NB ดัดแปลง ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ที่มีสารละลายสีรีแอคทีฟ RR141 ความ
เขมขน 25, 50, 75, 100, 125 และ 150 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร นําสาย
พันธุแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการบําบัดสีที่ได
จากการศึกษาที่ 2.2 ที่ผานการเล้ียงในอาหารสูตร NB 
ดัดแปลงในสภาวะน่ิง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 8 ช่ัวโมง (ระยะเวลา log phase ของ
แบคทีเรีย) มาเจือจางปริมาณแบคทีเรียดวยอาหาร
เล้ียงเช้ือ NB ใหไดคา McFarland no. เทากับ 1 และมี
คาความหนาแนนของเซลลประมาณ 3x108 CFU/mL 
มาปริมาณ 1 มิลลิลิตรใสในอาหารท่ีมีสี RR141 ที่
เตรียมไวแตละความเขมขน เล้ียงโดยต้ังทิ้งไวที่ตูบม
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เช้ืออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยาง ปริมาณ 1 
มิลลิลิตรทุก 1 ช่ัวโมง ใสลงในหลอดขนาดเล็กหมุน
เหว่ียงดวยเครื่องหมุนเหว่ียงตกตะกอน ที่ความเร็ว 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสที่ได
วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 544 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 
UV-visible spectrophotometer (Model U1900, 
Hitachi, Tokyo) นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไป
คํานวณหาความเขมสีที่เหลืออยูหลังการบําบัดโดย
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานและหาเปอรเซ็นตการ
บําบัดสีของแตละตัวอยางตามสมการท่ี 1 

2.5 การศึกษาผลิตภัณฑท่ีไดหลังจากการ
บําบัดสีของแบคทีเรีย 

นําผลิตภัณฑที่ไดจากการบําบัดสี RR141 
และน้ําเสียสีจากโรงงานฟอกยอมที่ไดจากการยอย
ดวยแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
ใสลงในหลอดขนาดเล็ก หมุนเหว่ียงดวยเครื่องหมุน
เหว่ียงตกตะกอน ที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาทีเปน
เวลา 10 นาที นําสวนใสใสในขวดเก็บตัวอยาง (vial)  
นําไปวิเคราะหดวยเครื่อง attenuated total reflectance 
Fourier transform infrared (ATR-FTIR) 
spectrometer (Bruker Optics, Germany) รุน 
TENSOR 27 ใชหัววัด (detector) แบบ single 
reflection (Germanium crystal) รุน Pike MIRacle 
(Bruker Optics, Germany) ณ สถาบันวิจัยแสง
ซินโครตรอน (องคการมหาชน) จังหวัดนครราชสีมา 
นําขอมูลสเปกตรัมที่ไดไปวิเคราะหดวยโปรแกรม IR 
Mentor (Bio-Rad Laboratories, USA) และ Win-IR 
Easy (Bio-Rad Laboratories, USA) เพ่ือวิเคราะห
เบื้องตนวาผลิตภัณฑที่ไดเปนหมูฟงกช่ันประเภทใด 
 

3. ผลการทดลองและอภิปราย 
3.1 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีใชในการบําบัด 

สีรีแอคทีฟ RR141 
จากการนําแบคทีเรีย 5 ชนิด คือ  Stenotro-

phomonas maltophilia, Bacillus hornekiae, Bacillus 
sp. VT_GPA4/2008, Paenibacillus sp. Dg-904 และ 
Paenibacillus sp. B1 นํามาเล้ียงลงในอาหารสูตร NB 
ดัดแปลงที่มีสีรีแอคทีฟ  RR141 ความเขมขน  50 
มิลลิกรัมตอลิตร โดยต้ังทิ้งไวในตูบมเช้ือที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา 
Paenibacillussp. B1 มีการเปล่ียนแปลงสีของอาหาร
สูตร NB ดัดแปลงที่มีสีแดงของสีรีแอคทีฟ RR141 
มากที่สุด รองลงมา คือ Bacillus sp. VT_GPA4/2008 
แสดงดังรูปที่ 1 โดยลักษณะการเจริญของแบคทีเรีย
ทั้ งสองสายพันธุ จะมีการ เจริญทั้ งสวนผิวหน า 
(surface growth) ของอาหารมีลักษณะเปนแบบ ring 
และมีการเกิดตะกอนที่กนหลอด (sedimentation) เปน
แบบ flaky ดังน้ันคาดการณวาแบคทีเรียทั้ง 2 สาย
พันธุ  สามารถยอยสีไดภายใตสภาวะ  facultative 
anaerobic condition นอกจากน้ีเมื่อทําการวัดคาการ
เปล่ียนแปลง pH ของผลิตภัณฑที่ไดหลังการยอยสี
ดวยแบคทีเรีย 2 สายพันธุ (ตารางที่ 1) โดยอาหาร NB 
ดัดแปลงกอนใชแบคทีเรียบําบัดมีคา pH เทากับ 
7.965±0.005 และพบวาผลิตภัณฑที่ไดจากการบําบัด
ดวย Paenibacillus sp. B1 และ Bacillus sp. 
VT_GPA4/2008 มีคา pH สูงขึ้นเปน 7.761±0.001 
และ 7.882±0.002 ตามลําดับ เน่ืองจากแบคทีเรียที่ยอย
สลายสีในสภาวะแบบไมใชออกซิเจนจะมีการสะสม
กรดทําใหคา pH ของผลิตภัณฑมีคา pH สูงขึ้น [13] 

3.2 ผลการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

การบําบัดนํ้าสีรีแอคทีฟ RR141 ระหวาง Bacillus sp. 

VT_GPA4/2008 กับ Paenibacillus sp. B1  
ผลการคัดเลือกแบคทีเรีย 2 สายพันธุ จาก

การศึกษาที่ 2.1 ที่สามารถบําบัดนํ้าสีรีแอคทีฟ RR141 
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ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรได คือ Bacillus sp. 
VT_GPA4/2008 กับ Paenibacillus sp. B1 มาเล้ียงตอ
ในอาหารสูตร NB ดัดแปลงที่มีสีรีแอคทีฟ RR141 
ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร โดยศึกษา
เปรียบเทียบระยะเวลาที่ใชในการบําบัด ทําการเก็บ
ตัวอยางทุก 1 ช่ัวโมง พบวาเมื่อระยะเวลาการบําบัด
ผานไป 8 ช่ัวโมง Paenibacillus sp. B1 สามารถ

เปล่ียนแปลงสีของอาหารสูตร NB ดัดแปลงที่มีสีแดง
ของสีรีแอคทีฟ RR141 เปนสีเหลืองขุน และเมื่อ
คํานวณประสิทธิภาพในการบําบัดสีเทียบกับความ
เขมสีเริ่มตน พบวาสามารถบําบัดสีได 100±0.00 
เปอรเซ็นต ในขณะท่ี Bacillus sp. VT_GPA4/2008 
สามารถบําบัดสีได 79.568±0.006 เปอรเซ็นตดังแสดง
ในตารางที่ 2 

 
 

 
 

รูปท่ี 1 การเปล่ียนแปลงของสีอาหาร NB ดัดแปลงที่มีสีรีแอคทีฟ RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อ
บําบัดดวยแบคทีเรีย 5 สายพันธุ Stenotrophomonas maltophilia (ก) Bacillus hornekiae (ข) Bacillus sp. 
VT_GPA4/2008 (ค) Paenibacillus sp. Dg-904 (ง) และ Paenibacillus sp. B1 (จ)   

 
 

ตารางที่ 1 การเปรียบเทียบคา pH ของอาหาร NB ดัดแปลงกอนและผลิตภัณฑหลัง
การบําบัดดวย Bacillus sp. VT_GPA4/2008 กับ Paenibacillus sp. B1  

 

คา pH ของอาหาร
ดัดแปลงกอนการบําบัด 

คา pH ของผลิตภัณฑหลังการบําบัด 
Bacillus sp. VT_GPA4/2008 Paenibacillus sp. B1 

7.965±0.005 7.882±0.002 7.761±0.001 
หมายเหตุ : คาเฉล่ีย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน, N=3 
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ตารางท่ี 2 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการบําบัดสี RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัม
ตอลิตร ของ Bacillus sp. VT_GPA4/2008 กับ Paenibacillus sp. B1 

 

เวลาในการบําบัด 
(ช่ัวโมง) 

ประสิทธิภาพการบําบัดสี RR141 (เปอรเซ็นต) 
Bacillus sp. VT_GPA4/2008 Paenibacillus sp. B1 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

16.486±0.004 
21.351±0.016 
8.929±0.006 
6.757±0.003 

25.135±0.100 
32.162±0.160 
42.973±0.065 
33.784±0.109 
79.730±0.021 
79.568±0.006 

12.703±0.003 
0.270±0.003 

18.108±0.004 
26.757±0.002 
31.081±0.001 
42.973±0.009 
49.459±0.0004 
54.324±0.001 

100±0.00 
100±0.00 

 

3.3 ผลการศึกษาเปรียบเทียบระยะเวลาการ

เล้ียง Paenibacillus sp. B1 ตอประสิทธิภาพการ
บําบัดสีรีแอคทีฟ RR141 

นําแบคทีเรีย Paenibacillus sp. B1 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เล้ียงในอาหาร NB เปนเวลา 8 
ช่ัวโมง (ระยะเวลา log phase ของแบคทีเรีย) และ 24 
ช่ัวโมง (ระยะเวลา stationary phase ของแบคทีเรีย) 
จากน้ันเก็บตัวอยางมาตัวอยางละ 1 มิลลิลิตร ใสลงใน
ขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ที่มีอาหารสูตร NB 
ดัดแปลงที่มีสี RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  เ ก็บตัวอยางทุก  1 ช่ัวโมง  เปนระยะเวลา  9 
ช่ัวโมง พบวา Paenibacillus sp. B1 ที่เล้ียงไว 24 
ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพการบําบัดสี RR141 ใน
ระยะเวลาการบําบัด 9 ช่ัวโมง เทากับ 100.00±0.50 
เปอรเซ็นต ในขณะที่ Paenibacillus sp. B1 ที่เล้ียงไว 
8 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพการบําบัดสี RR141 ใน
ระยะเวลาการบําบัด 9 ช่ัวโมง เทากับ 39.59±0.20 

เปอรเซ็นต (รูปที่ 2) เน่ืองจากที่ระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ
ที่ 24 ช่ัวโมงเปนชวงระยะ stationary phase ของ
แบคทีเรีย (รูปที่ 3) ซึ่งเปนระยะที่แบคทีเรียมีปริมาณ
มากที่สุดทําใหมีประสิทธิภาพในการบําบัดสีได
มากกวาที่ระยะเวลา 8 ช่ัวโมง ที่อยูในระยะ log phase 
 

 
รูปที่ 2 ประสิทธิภาพการบําบัดสีรีแอคทีฟ RR141 

ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรของ 
Paenibacillus sp. B1 ที่เล้ียงไวที่ 24 ช่ัวโมง 
( ) และ 8 ช่ัวโมง ( ) 
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รูปที่ 3 การเจริญของแบคทีเรีย Paenibacillus sp. 

B1 
 

 
รูปที่ 4 ประสิทธิภาพการบําบัดสี RR 141 ที่ความ

เขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร (■) ที่ความ
เขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร (♦) และที่ความ
เขมขนต้ังแต 75-150 มิลลิกรัมตอลิตร (●) 
ของแบคทีเรีย Paenibacillus sp. B1 ที่เล้ียงไว
ท่ี 8 ช่ัวโมง 

 
3.4 ผลการศึกษาความเขมสี RR141 ท่ี

เหมาะสมในการบําบัดดวย Paenibacillus sp. B1  
ผลการศึกษาหลังจากที่เล้ียง Paenibacillus 

sp. B1 เปนเวลา 8 ช่ัวโมง ตามชวงการเจริญเติบโต
ในชวง log phase จากนั้นนําแบคทีเรีย Paenibacillus 
sp. B1 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ไปเลี้ยงในอาหารสูตร NB 
ดัดแปลงที่มีสีรีแอคทีฟ RR141 ความเขมขน 25, 50, 
75, 100, 125 และ 150 มิลลิกรัมตอลิตร (รูปที่ 4) 

พบวา Paenibacillus sp. B1 มีประสิทธิภาพการบําบัด
สี RR 141 ที่ความเขมขน 25 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
โดยมีประสิทธิภาพการบําบัดเทากับ 49.05±0.45 และ 
39.59 ±0.40 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนความเขมขน
ต้ังแต 75-100 มิลลิกรัมตอลิตร น้ัน แบคทีเรียไม
สามารถบําบัดสีได เน่ืองจากความเขมสีมากจะเกิด
ความเปนพิษตอแบคทีเรียทําใหแบคทีเรียตายและ
หมดประสิทธิภาพในการบําบัดสี [3] ดังน้ันความ
เขมขนที่เหมาะสมของแบคทีเรีย Paenibacillus sp. 
B1 สามารถบําบัดสี RR141ไดตองมีความเขมขนไม
เกิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร 

3.5 ผลการศึกษาผลิตภัณฑท่ีไดหลังจากการ

บําบัดสี ของ Paenibacillus sp. B1  
การวิเคราะห ATR-FTIR สเปคตราของ

การยอยสลายผลิตภัณฑนํ้าสีรีแอคทีฟ RR141 ที่ได
จากการบําบัดของแบคทีเรีย Paenibacillus sp. B1 
(รูปที่ 5) เมื่อทําการวิเคราะหสเปคตราของนํ้าสีรีแอค
ทีฟ RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เปน
ความเขมขนเริ่มตน (รูปที่ 5ก) พบวามีพีคที่ระบุวา
เปนสีรีแอคทีฟ RR141 ดังตอไปน้ีตําแหนง 3476 cm-1 
(หมู amine : -NH) ตําแหนง 1654 cm-1 (หมู alkane : 
C=C) ตําแหนง 1397 cm-1 (หมู azo : -N=N-) และ
ตําแหนง 1111 cm-1 (หมู aromatic : CH bonding) ซึ่ง
หมูเหลาน้ีแสดงถึงหมูฟงกช่ันของโครงสรางทางเคมี
ของสีรีแอคทีฟ RR141 (รูปที่ 6) และเมื่อทําการ
วิเคราะหสเปคตราของผลิตภัณฑที่ไดเมื่อบําบัดดวย
แบคทีเรีย Paenibacillus sp. B1 (รูปที่ 5ข) พบวามีพีค
ที่ตําแหนง 3499 cm-1 (หมู amine : -NH) ตําแหนง 
1654 cm-1 (หมู alkane : C=C) ตําแหนง 1405 cm-1 
(หมู hydroxyl : OH) ตําแหนง 1356 cm-1 (หมู NO2) 
และตําแหนง 1111 cm-1 (หมู aromatic : CH bonding) 
การเปล่ียนแปลงของตําแหนงพีคจาก 3476 ไปเปน 
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3499 cm-1 อาจสามารถระบุไดวามีการยอยตรงบริเวณ
หมู amine ทําใหตําแหนงดังกลาวมีการเปล่ียนแปลง
เปนสารพวก naphthalene diazonium (รูปที่ 7) 
นอกจากนี้พีคของหมู azo (N=N) ที่ตําแหนง 1397 

cm-1 มีการแยกออกเปน 2 พีคยอย คือ ที่ตําแหนง 
1405 cm-1 (หมู hydroxyl : OH) และตําแหนง 1356 
cm-1 (หมู NO2) จากผลการเปล่ียนแปลงดังกลาวอาจ
เกิดสาร naphthol และ dinitro benzene ตามลําดับ 

 

 
 

รูปท่ี 5 ATR-FTIR สเปคตราของสารละลายสี RR141 เริ่มตนความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร (ก) ผลิตภัณฑ
หลังจากการบําบัดสีรีแอคทีฟ RR141 (ข) ไดรับการบําบัดโดย Paenibacillus sp. B1 

 
 

 
 

รูปท่ี 6 โครงสรางทางเคมีของสีรีแอคทีฟ RR141 [14] 
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รูปท่ี 7 ขอเสนอกลไกการยอยสลายโมเลกุลของสี reactive red 141 โดย Rhizobium radiobacter MTCC 8161 [9] 
 

4. สรุป 
จากการศึกษาการบําบัดนํ้าสี RR141 และนํ้า

เสียสีจากโรงงานฟอกยอม โดยใชแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่
ไดคัดแยกจากดินของประเทศญี่ปุน จากภาควิชาจุล
ชีววิทยาสิ่งแวดลอม มหาวิทยาลัยชิซูโอกะ ซึ่ง ไดแก 
Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus hornekiae, 
Bacillus sp. VT_GPA4/2008, Paenibacillus sp. Dg-

904, Paenibacillus sp. B1 และ Stenotrophomonas 
sp. F26 พบวาแบคทีเรีย Paenibacillus sp. B1 มีการ
เปล่ียนแปลงสีของอาหารสูตร NB ดัดแปลงที่มีสีแดง
ของสีรีแอคทีฟ RR141 มากที่สุด แบคทีเรียที่มีการ
เปล่ียนแปลงสีรองลงมา คือ Bacillus sp. VT_GPA4/ 
2008 และเมื่อเวลาการบําบัดผานไป 9 ช่ัวโมง 
Paenibacillus sp. B1 ที่มีระยะเวลาการเล้ียง 24 
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ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพในบําบัดสีได 100.00±0.00 
เปอรเซ็นต ในขณะ Paenibacillus sp. B1 ที่เล้ียงไว 8 
ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพการบําบัดสี RR141 เทากับ 
39.59±0.20 เปอรเซ็นต ดังน้ันระยะเวลาการเล้ียงที่ 24 
ช่ั ว โมง เป นระยะ เ วล า ในการ เ ล้ี ย งแบคที เ รี ย 
Paenibacillus sp. B1 ที่เหมาะสมกอนที่นํามาบําบัด 
และความเขมขนที่ เหมาะสมท่ีแบคที เรียชนิดน้ี
สามารถบําบัดไดตองมีความเขมขนไม เ กิน  50 
มิลลิกรัมตอลิตร  
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยน้ีไดรับการสนับสนุนจากกองทุนวิจัย

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ประจําป 2550 ตามสัญญา
ฉบับที่ ปอ 1/2550 ขอขอบคุณ ภาควิชาจุลชีววิทยา
สิ่งแวดลอม มหาวิทยาลัยชิซูโอกะ ประเทศญี่ปุน ที่
ใหความอนุเคราะหสายพันธุแบคทีเรีย และขอบคุณ 
สถาบันวิจัยแสงซินโครตรอน  (องคกรมหาชน) 
จังหวัดนครราชสีมา ที่ใหความอนุเคราะหการใช
เครื่อง Attenuated Total Reflectance Fourier 
Transform Infrared (ATR-FTIR) Spectrometer 
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