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บทคัดยอ 
การวิจัยน้ีเปนการทดสอบการบําบัดสีรีแอคทีฟโดยแบคทีเรีย 5 สายพันธุ ไดแก Stenotrophomonas 

maltophilia, Bacillus hornekiae, Bacillus sp. VT_GPA4/2008, Paenibacillus sp Dg-904, Paenibacillus sp. B1  
และ Stenotrophomonas sp. F26(2011) ซึ่งคัดแยกไดจากดินที่ประเทศญี่ปุน พบวา Paenibacillus sp. B1 มี
ประสิทธิภาพการบําบัดสีรีแอคทีฟไดดีที่สุด จากน้ันนํา Paenibacillus sp. B1 มาศึกษาความสามารถในการบําบัด
สี RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมกรัมตอลิตร ในอาหารสูตร nutrient broth (NB) ดัดแปลง ต้ังทิ้งไวในสภาวะ
น่ิงที่ขาดออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาเมื่อเวลาการบําบัดผานไป 8 ช่ัวโมง 
Paenibacillus sp. B1 มีประสิทธิภาพในบําบัดสีได 100 เปอรเซ็นต สวนความเขมขนที่เหมาะสมของสีรีแอคทีฟ 
RR141 ที่แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถบําบัดไดตองมีความเขมขนไมเกิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร และระยะเวลา 24 
ช่ัวโมงเปนระยะเวลาในการเล้ียงแบคทีเรีย Paenibacillus sp. B1 ที่เหมาะสมกอนที่นํามาบําบัดสีรีแอคทีฟ RR141 
ผลิตภัณฑที่ไดจากการบําบัดนํามาวิเคราะหดวยเทคนิค ATR-FTIR 
  

คําสําคัญ : Paenibacillus sp., การยอยสี, 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 

ในปจจุบันปญหาทางดานสิ่งแวดลอม โดย 
เฉพาะมลพิษทางน้ําที่เกิดจากการเจริญเติบโตทาง
อุตสาหกรรมน้ันทวีความรุนแรงมากขึ้นโดยเฉพาะ
อุตสาหกรรมสิ่งทอซึ่งเปนอุตสาหกรรมที่มีการขยาย 
ตัวสูง ทําใหมีการพัฒนาท้ังทางดานกระบวนการผลิต
และการแขงขันสูงขึ้นเพ่ือเพ่ิมปริมาณสินคาหรือ
ผลิตภัณฑใหมากขึ้น  กระบวนการฟอกยอมเปน
กระบวนการที่มี ความสํ าคัญขั้นตอนหน่ึงของ
อุตสาหกรรมน้ี เน่ืองจากกระบวนการดังกลาวมีการ
ใชนํ้าปริมาณมาก ซึ่งไมเพียงแตสงผลใหเกิดนํ้าเสีย
ในปริมาณมาก แตนํ้าเสียดังกลาวยังมีการปนเปอน
สารเคมีและสียอม ซึ่งอาจเปนอันตรายตอสิ่งแวดลอม
หากไมมีการบําบัดนํ้าเสียในเบื้องตนกอนปลอยสู
แหลงนํ้าธรรมชาติ สียอมที่ใชในอุตสาหกรรมฟอก
ยอมมีหลายประเภท ไดแก สีรีแอคทีฟ (reactive dye) 
สีไดเร็กซ (direct dye) และสีซัลเฟอร (sulfur dye) 
เปนตน สีรีแอคทีฟ (reactive dye) เปนสีสังเคราะหที่
ใหสีที่สดใสและติดทนดี จึงนิยมใชในกระบวนการ
ฟอกยอม  

จากรายงานของ Easton (1995) [1] พบวาสีรี
แอคทีฟที่เหลือจากการใชงานในกระบวนการฟอก
ยอมจะถูกปลอยออกมากับนํ้าทิ้งสูงถึงรอยละ 50 
เน่ืองจากหมูไฮดรอกซิลของเสนใย มีลักษณะคลาย
กับหมูที่มีอยูในนํ้า ดังน้ันสีจึงเขาไปทําปฏิกิริยากับนํ้า

ไดซึ่งสีที่เขาไปทําปฏิกิริยากับนํ้าแลวจะไมสามารถ
ทําปฏิกิริยากับเสนใย และถูกปลอยลงในนํ้ายอม นํ้า
ทิ้งที่ปนเปอนดวยสีเหลาน้ี นอกจากจะทําใหทัศนีย 
ภาพของแหลงนํ้าดูไมสวยงามแลว ยังบดบังแสง 
อาทิตยที่สองผานผิวนํ้า ทําใหอัตราการสังเคราะห
ดวยแสงของพืชนํ้าลดลงเปนเหตุใหออกซิเจนในน้ํา
ลดลงซึ่งสงผลใหนํ้าเนาเสียและสิ่งมีชีวิตในนํ้าตายใน
ที่สุด [2]  จึงจําเปนตองบําบัดนํ้าเสียฟอกยอมกอน
ปลอยสูแหลงนํ้าธรรมชาติ แตเน่ืองจากสีรีแอคทีฟ
เปนสีที่สามารถละลายนํ้าไดดีจึงยากตอการบําบัดดวย
วิธีตกตะกอนโดยใชสารเคมี 

ในการบําบัดนํ้าเสียจากโรงงานสิ่งทอดวยวิธี
ทางชีววิทยา สามารถทําไดเน่ืองจากมีจุลินทรียหลาย
ชนิดที่สามารถยอยสลายสีได [3] แตในการยอยสลาย
ตองเลือกสภาวะการเล้ียงที่เหมาะสมดวย เน่ืองจากสีมี
โครงสรางทางเคมีที่ซับซอน [4] จุลินทรียแบบใช
อากาศ (aerobic microorganism) สามารถยอยสลายสี
ไดแตคอนขางยากและผลิตภัณฑที่ไดมีความเปนพิษ
มากขึ้น [5-7] สวนการยอยสลายโดยใชจุลินทรียที่ไม
ตองการอากาศ (anaerobic microorganism) พบวามี
ประสิทธิภาพในการกําจัดสีไดดี [8-10] แตหลังจาก
กระบวนการบําบัดจะกอใหเกิดสารพิษที่กอใหเกิด
โรคมะเร็งได จากการยอยของหมูเอโซที่ เปนองค 
ประกอบของสี [11-12]  

จากการวิจัยน้ีเปนการศึกษาการนําแบคทีเรีย 5 
สายพันธุ ที่แยกจากดินที่ประเทศญี่ปุน มาคัดเลือก
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แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายนํ้าสีรีแอคทีฟ RR141 
ในสภาวะน่ิงใหไดประสิทธิภาพมากที่สุด จากน้ันนํา
แบคทีเรียมาศึกษาเปรียบเทียบระยะเวลาการบําบัดนํ้า
สีรีแอคทีฟ RR141 ระยะเวลาการเล้ียงแบคทีเรียตอ
ประสิทธิภาพการบําบัดสี RR141 ความเขมสีรีแอค
ทีฟ RR141 ที่เหมาะสม รวมทั้งศึกษาผลิตภัณฑที่ได
หลังจากการบําบัดสีของแบคทีเรียวาหมูฟงกช่ันของสี
มีการเปล่ียนแปลงอยางไร 
 

2. อุปกรณและวิธีการ 
2.1 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีใชในการบําบัดสี  

รีแอคทีฟ RR141 
นําแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่คัดแยกไดจากดิน

ในประเทศญี่ปุน 3 แหลง ไดแก (1) ดินบริเวณไรชา
เขียวในเมืองมากิโนฮาระ (Makinohara) (2) ดิน
บริเวณอพารทเมนทในเมืองโอชิกะซึคัสยะ (Oshika 
Shukusya) และ (3) ดินบริเวณใกลที่ทิ้งขยะของคณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยชิซูโอกะ ในการคัดแยก
แบคทีเรียบริสุทธิ์น้ีใชวิธีการจําแนกตามลําดับเบส 
16S rRNA ซึ่งเปนการศึกษาโดยความรวมมือกับ
ภาควิชาจุลชีววิทยาสิ่งแวดลอม คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยชิซูโอกะ ประเทศญี่ปุน สามารถแยก
แบคทีเรียได 5 สายพันธุ ไดแก 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 ประกอบดวย 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) ความเขมขน 
50 มิลลิกรัมตอลิตร โดยความสูงของอาหารสูตร NB 
ดัดแปลงเทากับ 7 เซนติเมตร เล้ียงโดยต้ังทิ้งไวที่
สภาวะน่ิงในตูบมเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปน เวลา  24 ช่ั วโมง  หลังจาก น้ันสั ง เกตการณ
เปล่ียนแปลงของสีรีแอคทีฟ RR141 เมื่อแบคทีเรีย
สายพันธุใดสามารถเปล่ียนแปลงอาหาร NB ดัดแปลง
ที่มีสีรีแอคทีฟ RR141 จากสีแดงเปนสีเหลืองหรือสี
แดงหายไปจะคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุน้ันมาศึกษา
ตอไป 

2.2 การศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
ระยะเวลาการบําบัดนํ้าสีรีแอคทีฟ RR141 ในการ
บําบัดดวยแบคทีเรีย 

นําแบคทีเรีย 2 สายพันธุ ที่เลือกไดจาก
การศึกษาที่ 2.1 หลังจากการเล้ียงที่ 24 ช่ัวโมง มา
ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพระยะเวลาในการ
บําบัดสีรีแอคทีฟ RR141 โดยการปเปตตแบคทีเรีย 2 
สายพันธุจากหลอดเก็บเช้ือปริมาณ 1 มิลลิลิตร ใสใน
ขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร NB 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เล้ียงโดยต้ังทิ้งไวที่สภาวะน่ิง
ในตูบมเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ความเขมขนของปริมาณแบคทีเรียในชวงเวลา 
24 ช่ัวโมง มีคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600     
นาโนเมตรเทากับ 0.6 จากนั้นทําการเจือจางปริมาณ
แบคทีเรียดวยอาหารเล้ียงเช้ือ NB ใหไดคา 
McFarland no. เทากับ 1 และมีคาความหนาแนนของ
เซลลประมาณ 3x108 CFU/mL จากน้ันปเปตตอาหาร
เล้ียงเช้ือที่มีแบคทีเรียที่มีคาความหนาแนนเซลล 
ดังกลาว 1 มิลลิลิตรใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 
มิลลิลิตร ที่มีอาหารสูตร NB ดัดแปลงทีมีสารละลาย
สี RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 
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50 มิลลิลิตร (ความสูงของอาหารเทากับ 2.2 
เซนติเมตร) เก็บตัวอยางปริมาณ 1 มิลลิลิตรทุก 1 
ช่ัวโมง จนกระท่ังมีการเปลี่ยนแปลงของสีจากสีแดง
เปนสีเหลือง ใสตัวอยางลงในหลอดขนาดเล็ก แลว
หมุนเหว่ียงดวยเครื่องหมุนเหว่ียงตกตะกอน  ที่
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นํา
สวนใส (supernatant) มาวัดคาการดูดกลืนแสงดวย
เครื่อง UV-visible spectrophotometer (Model U1900, 
Hitachi, Tokyo) ที่ความยาวคล่ืน 544 นาโนเมตร นํา
คาการดูดกลืนแสงที่ไดไปคํานวณหาความเขมสีที่
เหลืออยูหลังการบําบัดโดยเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐาน และคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการบําบัดสี
ของแตละตัวอยางตามสมการที่ 1 

 

คาเปอรเซ็นตการบําบัดสี    
 

= 
(Ci-Cf)×100 

Ci 
เมื่อ Ci = ความเขมขนสีรีแอคทีฟกอนการบําบัด 
       Cf = ความเขมขนสีรีแอคทีฟหลังการบําบัด 

 

แบคทีเรียสายพันธุใดที่มีระยะเวลาการ
บําบัดสีรีแอคทีฟ RR141 สั้นที่สุดจะเลือกแบคทีเรีย
สายพันธุน้ันมาศึกษาตอไป 

2.3 การศึกษาระยะเวลาการเลี้ยงแบคทีเรียท่ี
เหมาะสมกอนนํามาบําบัดสีรีแอคทีฟ RR141  

นําสายพันธุแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพใน
การบําบัดสีที่ไดจากการศึกษาที่ 2.2  มา 1 loop จาก
หลอดเก็บ เ ช้ือใสลงในขวดรูปชมพูขนาด  250 
มิลลิลิตร ที่มีอาหาร NB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เล้ียงที่
สภาวะน่ิง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แบงการ
ทดลองเปน 2 ชุด ชุดที่ 1 เปนการเลี้ยงแบคทีเรียที่
ระยะเวลา 8 ช่ัวโมง (ระยะเวลา log phase ของ
แบคทีเรีย) และชุดที่ 2 เปนการเล้ียงแบคทีเรียที่
ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง (ระยะเวลา stationary phase 
ของแบคทีเรีย)  เมื่อครบเวลาการเล้ียงที่กําหนดนํา

แบคทีเรียที่ไดมาเจือจางปริมาณแบคทีเรียดวยอาหาร
เล้ียงเช้ือ NB ใหไดคา McFarland no. เทากับ 1 และมี
คาความหนาแนนของเซลลประมาณ 3x108 CFU/mL 
และนําแบคทีเรียที่ไดจากการทดลองแตละชุดมา
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ใสในอาหารสูตร NB ดัดแปลง 
50 มิลลิลิตร ที่มีสี RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัม
ตอลิตร เล้ียงโดยต้ังทิ้งไวที่ตูบมเช้ืออุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เก็บตัวอยางปริมาณ 1 มิลลิลิตรทุก 1 ช่ัวโมง 
ใสลงในหลอดขนาดเล็ก หมุนเหว่ียงดวยเครื่องหมุน
เหว่ียงตกตะกอน ที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 10 นาที นําสวนใสที่ไดวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 
544 นาโนเมตร ดวยเครื่อง UV-visible spectrophoto-
meter (Model U1900, Hitachi, Tokyo) นําคาการ
ดูดกลืนแสงที่ไดไปคํานวณหาความเขมสีที่เหลืออยู
หลังการบําบัด โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
และคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการบําบัดสีของแตละ
ตัวอยางตามสมการท่ี 1 

2.4 การศึกษาความเขมท่ีเหมาะสมของสี       
รีแอคทีฟ RR141 ในการบําบัดดวยแบคทีเรีย 

เตรียมอาหาร NB ดัดแปลง ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ที่มีสารละลายสีรีแอคทีฟ RR141 ความ
เขมขน 25, 50, 75, 100, 125 และ 150 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร นําสาย
พันธุแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการบําบัดสีที่ได
จากการศึกษาที่ 2.2 ที่ผานการเล้ียงในอาหารสูตร NB 
ดัดแปลงในสภาวะน่ิง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 8 ช่ัวโมง (ระยะเวลา log phase ของ
แบคทีเรีย) มาเจือจางปริมาณแบคทีเรียดวยอาหาร
เล้ียงเช้ือ NB ใหไดคา McFarland no. เทากับ 1 และมี
คาความหนาแนนของเซลลประมาณ 3x108 CFU/mL 
มาปริมาณ 1 มิลลิลิตรใสในอาหารท่ีมีสี RR141 ที่
เตรียมไวแตละความเขมขน เล้ียงโดยต้ังทิ้งไวที่ตูบม
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เช้ืออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยาง ปริมาณ 1 
มิลลิลิตรทุก 1 ช่ัวโมง ใสลงในหลอดขนาดเล็กหมุน
เหว่ียงดวยเครื่องหมุนเหว่ียงตกตะกอน ที่ความเร็ว 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสที่ได
วัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 544 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 
UV-visible spectrophotometer (Model U1900, 
Hitachi, Tokyo) นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไป
คํานวณหาความเขมสีที่เหลืออยูหลังการบําบัดโดย
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานและหาเปอรเซ็นตการ
บําบัดสีของแตละตัวอยางตามสมการท่ี 1 

2.5 การศึกษาผลิตภัณฑท่ีไดหลังจากการ
บําบัดสีของแบคทีเรีย 

นําผลิตภัณฑที่ไดจากการบําบัดสี RR141 
และน้ําเสียสีจากโรงงานฟอกยอมที่ไดจากการยอย
ดวยแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ ปริมาณ 1 มิลลิลิตร 
ใสลงในหลอดขนาดเล็ก หมุนเหว่ียงดวยเครื่องหมุน
เหว่ียงตกตะกอน ที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาทีเปน
เวลา 10 นาที นําสวนใสใสในขวดเก็บตัวอยาง (vial)  
นําไปวิเคราะหดวยเครื่อง attenuated total reflectance 
Fourier transform infrared (ATR-FTIR) 
spectrometer (Bruker Optics, Germany) รุน 
TENSOR 27 ใชหัววัด (detector) แบบ single 
reflection (Germanium crystal) รุน Pike MIRacle 
(Bruker Optics, Germany) ณ สถาบันวิจัยแสง
ซินโครตรอน (องคการมหาชน) จังหวัดนครราชสีมา 
นําขอมูลสเปกตรัมที่ไดไปวิเคราะหดวยโปรแกรม IR 
Mentor (Bio-Rad Laboratories, USA) และ Win-IR 
Easy (Bio-Rad Laboratories, USA) เพ่ือวิเคราะห
เบื้องตนวาผลิตภัณฑที่ไดเปนหมูฟงกช่ันประเภทใด 
 

3. ผลการทดลองและอภิปราย 
3.1 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีใชในการบําบัด 

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 ความเขมขน  50 
มิลลิกรัมตอลิตร โดยต้ังทิ้งไวในตูบมเช้ือที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา 
Paenibacillussp. B1 มีการเปล่ียนแปลงสีของอาหาร
สูตร NB ดัดแปลงที่มีสีแดงของสีรีแอคทีฟ RR141 
มากที่สุด รองลงมา คือ Bacillus sp. VT_GPA4/2008 
แสดงดังรูปที่ 1 โดยลักษณะการเจริญของแบคทีเรีย
ทั้ งสองสายพันธุ จะมีการ เจริญทั้ งสวนผิวหน า 
(surface growth) ของอาหารมีลักษณะเปนแบบ ring 
และมีการเกิดตะกอนที่กนหลอด (sedimentation) เปน
แบบ flaky ดังน้ันคาดการณวาแบคทีเรียทั้ง 2 สาย
พันธุ  สามารถยอยสีไดภายใตสภาวะ  facultative 
anaerobic condition นอกจากน้ีเมื่อทําการวัดคาการ
เปล่ียนแปลง pH ของผลิตภัณฑที่ไดหลังการยอยสี
ดวยแบคทีเรีย 2 สายพันธุ (ตารางที่ 1) โดยอาหาร NB 
ดัดแปลงกอนใชแบคทีเรียบําบัดมีคา pH เทากับ 
7.965±0.005 และพบวาผลิตภัณฑที่ไดจากการบําบัด
ดวย Paenibacillus sp. B1 และ Bacillus sp. 
VT_GPA4/2008 มีคา pH สูงขึ้นเปน 7.761±0.001 
และ 7.882±0.002 ตามลําดับ เน่ืองจากแบคทีเรียที่ยอย
สลายสีในสภาวะแบบไมใชออกซิเจนจะมีการสะสม
กรดทําใหคา pH ของผลิตภัณฑมีคา pH สูงขึ้น [13] 

3.2 ผลการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพ

การบําบัดนํ้าสีรีแอคทีฟ RR141 ระหวาง Bacillus sp. 

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

การศึกษาที่ 2.1 ที่สามารถบําบัดนํ้าสีรีแอคทีฟ RR141 
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ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรได คือ Bacillus sp. 
VT_GPA4/2008 กับ Paenibacillus sp. B1 มาเล้ียงตอ
ในอาหารสูตร NB ดัดแปลงที่มีสีรีแอคทีฟ RR141 
ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร โดยศึกษา
เปรียบเทียบระยะเวลาที่ใชในการบําบัด ทําการเก็บ
ตัวอยางทุก 1 ช่ัวโมง พบวาเมื่อระยะเวลาการบําบัด
ผานไป 8 ช่ัวโมง Paenibacillus sp. B1 สามารถ

เปล่ียนแปลงสีของอาหารสูตร NB ดัดแปลงที่มีสีแดง
ของสีรีแอคทีฟ RR141 เปนสีเหลืองขุน และเมื่อ
คํานวณประสิทธิภาพในการบําบัดสีเทียบกับความ
เขมสีเริ่มตน พบวาสามารถบําบัดสีได 100±0.00 
เปอรเซ็นต ในขณะท่ี Bacillus sp. VT_GPA4/2008 
สามารถบําบัดสีได 79.568±0.006 เปอรเซ็นตดังแสดง
ในตารางที่ 2 

 
 

 
 

รูปท่ี 1 การเปล่ียนแปลงของสีอาหาร NB ดัดแปลงที่มีสีรีแอคทีฟ RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เมื่อ
บําบัดดวยแบคทีเรีย 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 การเปรียบเทียบคา pH ของอาหาร NB ดัดแปลงกอนและผลิตภัณฑหลัง
การบําบัดดวย Bacillus sp. VT_GPA4/2008 กับ Paenibacillus sp. B1  

 

คา pH ของอาหาร
ดัดแปลงกอนการบําบัด 

คา pH ของผลิตภัณฑหลังการบําบัด 
Bacillus sp. VT_GPA4/2008 Paenibacillus sp. B1 

7.965±0.005 7.882±0.002 7.761±0.001 
หมายเหตุ : คาเฉล่ีย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน, N=3 
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ตารางท่ี 2 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการบําบัดสี RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัม
ตอลิตร ของ Bacillus sp. VT_GPA4/2008 กับ Paenibacillus sp. B1 

 

เวลาในการบําบัด 
(ช่ัวโมง) 

ประสิทธิภาพการบําบัดสี RR141 (เปอรเซ็นต) 
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 ตอประสิทธิภาพการ
บําบัดสีรีแอคทีฟ RR141 

นําแบคทีเรีย Paenibacillus sp. B1 
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เล้ียงในอาหาร NB เปนเวลา 8 
ช่ัวโมง (ระยะเวลา log phase ของแบคทีเรีย) และ 24 
ช่ัวโมง (ระยะเวลา stationary phase ของแบคทีเรีย) 
จากน้ันเก็บตัวอยางมาตัวอยางละ 1 มิลลิลิตร ใสลงใน
ขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ที่มีอาหารสูตร NB 
ดัดแปลงที่มีสี RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  เ ก็บตัวอยางทุก  1 ช่ัวโมง  เปนระยะเวลา  9 
ช่ัวโมง พบวา Paenibacillus sp. B1 ที่เล้ียงไว 24 
ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพการบําบัดสี RR141 ใน
ระยะเวลาการบําบัด 9 ช่ัวโมง เทากับ 100.00±0.50 
เปอรเซ็นต ในขณะที่ Paenibacillus sp. B1 ที่เล้ียงไว 
8 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพการบําบัดสี RR141 ใน
ระยะเวลาการบําบัด 9 ช่ัวโมง เทากับ 39.59±0.20 

เปอรเซ็นต (รูปที่ 2) เน่ืองจากที่ระยะเวลาการเล้ียงเช้ือ
ที่ 24 ช่ัวโมงเปนชวงระยะ stationary phase ของ
แบคทีเรีย (รูปที่ 3) ซึ่งเปนระยะที่แบคทีเรียมีปริมาณ
มากที่สุดทําใหมีประสิทธิภาพในการบําบัดสีได
มากกวาที่ระยะเวลา 8 ช่ัวโมง ที่อยูในระยะ log phase 
 

 
รูปที่ 2 ประสิทธิภาพการบําบัดสีรีแอคทีฟ RR141 

ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรของ 
Paenibacillus sp. B1 ที่เล้ียงไวที่ 24 ช่ัวโมง 
( ) และ 8 ช่ัวโมง ( ) 
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รูปที่ 3 การเจริญของแบคทีเรีย Paenibacillus sp. 

B1 
 

 
รูปที่ 4 ประสิทธิภาพการบําบัดสี RR 141 ที่ความ

เขมขน 25 มิลลิกรัมตอลิตร (■) ที่ความ
เขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร (♦) และที่ความ
เขมขนต้ังแต 75-150 มิลลิกรัมตอลิตร (●) 
ของแบคทีเรีย Paenibacillus sp. B1 ที่เล้ียงไว
ท่ี 8 ช่ัวโมง 

 
3.4 ผลการศึกษาความเขมสี RR141 ท่ี

เหมาะสมในการบําบัดดวย Paenibacillus sp. B1  
ผลการศึกษาหลังจากที่เล้ียง Paenibacillus 

sp. B1 เปนเวลา 8 ช่ัวโมง ตามชวงการเจริญเติบโต
ในชวง log phase จากนั้นนําแบคทีเรีย Paenibacillus 
sp. B1 ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ไปเลี้ยงในอาหารสูตร NB 
ดัดแปลงที่มีสีรีแอคทีฟ RR141 ความเขมขน 25, 50, 
75, 100, 125 และ 150 มิลลิกรัมตอลิตร (รูปที่ 4) 

พบวา Paenibacillus sp. B1 มีประสิทธิภาพการบําบัด
สี RR 141 ที่ความเขมขน 25 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร 
โดยมีประสิทธิภาพการบําบัดเทากับ 49.05±0.45 และ 
39.59 ±0.40 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนความเขมขน
ต้ังแต 75-100 มิลลิกรัมตอลิตร น้ัน แบคทีเรียไม
สามารถบําบัดสีได เน่ืองจากความเขมสีมากจะเกิด
ความเปนพิษตอแบคทีเรียทําใหแบคทีเรียตายและ
หมดประสิทธิภาพในการบําบัดสี [3] ดังน้ันความ
เขมขนที่เหมาะสมของแบคทีเรีย Paenibacillus sp. 
B1 สามารถบําบัดสี RR141ไดตองมีความเขมขนไม
เกิน 50 มิลลิกรัมตอลิตร 

3.5 ผลการศึกษาผลิตภัณฑท่ีไดหลังจากการ

บําบัดสี ของ Paenibacillus sp. B1  
การวิเคราะห ATR-FTIR สเปคตราของ

การยอยสลายผลิตภัณฑนํ้าสีรีแอคทีฟ RR141 ที่ได
จากการบําบัดของแบคทีเรีย Paenibacillus sp. B1 
(รูปที่ 5) เมื่อทําการวิเคราะหสเปคตราของนํ้าสีรีแอค
ทีฟ RR141 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เปน
ความเขมขนเริ่มตน (รูปที่ 5ก) พบวามีพีคที่ระบุวา
เปนสีรีแอคทีฟ RR141 ดังตอไปน้ีตําแหนง 3476 cm-1 
(หมู amine : -NH) ตําแหนง 1654 cm-1 (หมู alkane : 
C=C) ตําแหนง 1397 cm-1 (หมู azo : -N=N-) และ
ตําแหนง 1111 cm-1 (หมู aromatic : CH bonding) ซึ่ง
หมูเหลาน้ีแสดงถึงหมูฟงกช่ันของโครงสรางทางเคมี
ของสีรีแอคทีฟ RR141 (รูปที่ 6) และเมื่อทําการ
วิเคราะหสเปคตราของผลิตภัณฑที่ไดเมื่อบําบัดดวย
แบคทีเรีย Paenibacillus sp. B1 (รูปที่ 5ข) พบวามีพีค
ที่ตําแหนง 3499 cm-1 (หมู amine : -NH) ตําแหนง 
1654 cm-1 (หมู alkane : C=C) ตําแหนง 1405 cm-1 
(หมู hydroxyl : OH) ตําแหนง 1356 cm-1 (หมู NO2) 
และตําแหนง 1111 cm-1 (หมู aromatic : CH bonding) 
การเปล่ียนแปลงของตําแหนงพีคจาก 3476 ไปเปน 
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3499 cm-1 อาจสามารถระบุไดวามีการยอยตรงบริเวณ
หมู amine ทําใหตําแหนงดังกลาวมีการเปล่ียนแปลง
เปนสารพวก naphthalene diazonium (รูปที่ 7) 
นอกจากนี้พีคของหมู azo (N=N) ที่ตําแหนง 1397 

cm-1 มีการแยกออกเปน 2 พีคยอย คือ ที่ตําแหนง 
1405 cm-1 (หมู hydroxyl : OH) และตําแหนง 1356 
cm-1 (หมู NO2) จากผลการเปล่ียนแปลงดังกลาวอาจ
เกิดสาร naphthol และ dinitro benzene ตามลําดับ 

 

 
 

รูปท่ี 5 ATR-FTIR สเปคตราของสารละลายสี RR141 เริ่มตนความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร (ก) ผลิตภัณฑ
หลังจากการบําบัดสีรีแอคทีฟ RR141 (ข) ไดรับการบําบัดโดย Paenibacillus sp. B1 

 
 

 
 

รูปท่ี 6 โครงสรางทางเคมีของสีรีแอคทีฟ RR141 [14] 
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รูปท่ี 7 ขอเสนอกลไกการยอยสลายโมเลกุลของสี reactive red 141 โดย Rhizobium radiobacter MTCC 8161 [9] 
 

4. สรุป 
จากการศึกษาการบําบัดนํ้าสี RR141 และนํ้า

เสียสีจากโรงงานฟอกยอม โดยใชแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่
ไดคัดแยกจากดินของประเทศญี่ปุน จากภาควิชาจุล
ชีววิทยาสิ่งแวดลอม มหาวิทยาลัยชิซูโอกะ ซึ่ง ไดแก 
Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus hornekiae, 
Bacillus sp. VT_GPA4/2008, Paenibacillus sp. Dg-

904, Paenibacillus sp. B1 และ Stenotrophomonas 
sp. F26 พบวาแบคทีเรีย Paenibacillus sp. B1 มีการ
เปล่ียนแปลงสีของอาหารสูตร NB ดัดแปลงที่มีสีแดง
ของสีรีแอคทีฟ RR141 มากที่สุด แบคทีเรียที่มีการ
เปล่ียนแปลงสีรองลงมา คือ Bacillus sp. VT_GPA4/ 
2008 และเมื่อเวลาการบําบัดผานไป 9 ช่ัวโมง 
Paenibacillus sp. B1 ที่มีระยะเวลาการเล้ียง 24 



ปท่ี 21 ฉบับท่ี 2 เมษายน - มิถุนายน 2556                                                                                        วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  

 157 

ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพในบําบัดสีได 100.00±0.00 
เปอรเซ็นต ในขณะ Paenibacillus sp. B1 ที่เล้ียงไว 8 
ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพการบําบัดสี RR141 เทากับ 
39.59±0.20 เปอรเซ็นต ดังน้ันระยะเวลาการเล้ียงที่ 24 
ช่ั ว โมง เป นระยะ เ วล า ในการ เ ล้ี ย งแบคที เ รี ย 
Paenibacillus sp. B1 ที่เหมาะสมกอนที่นํามาบําบัด 
และความเขมขนที่ เหมาะสมท่ีแบคที เรียชนิดน้ี
สามารถบําบัดไดตองมีความเขมขนไม เ กิน  50 
มิลลิกรัมตอลิตร  
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยน้ีไดรับการสนับสนุนจากกองทุนวิจัย

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ประจําป 2550 ตามสัญญา
ฉบับที่ ปอ 1/2550 ขอขอบคุณ ภาควิชาจุลชีววิทยา
สิ่งแวดลอม มหาวิทยาลัยชิซูโอกะ ประเทศญี่ปุน ที่
ใหความอนุเคราะหสายพันธุแบคทีเรีย และขอบคุณ 
สถาบันวิจัยแสงซินโครตรอน  (องคกรมหาชน) 
จังหวัดนครราชสีมา ที่ใหความอนุเคราะหการใช
เครื่อง Attenuated Total Reflectance Fourier 
Transform Infrared (ATR-FTIR) Spectrometer 
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