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ราไวท์รอทจ านวน  16 ไอโซเลท น ามาคัดเลือกสายพันธุ์ที่สามารถลดสีย้อมผ้าจากน ้าทิ ้งโรงงาน

อตุสาหกรรม ในจงัหวดัสมทุรปราการ ซึง่ประกอบดว้ยสีรเีอกทีฟ 3 ชนิด ไดแ้ก่ สี NEC-R, NR-S3B และ NSB-G พบว่ารา 
Trametes hirsuta PW17-41 สามารถลดความเขม้สียอ้มไดสู้งถึง 73.98% ที่ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ภายในเวลา 7 วัน 
ดงันัน้จงึเลือกราดงักล่าวมาเพิ่มประสิทธิภาพในการลดสียอ้มดว้ยการตรงึเซลลบ์นวสัดทุี่เหมาะสม  พบว่าฟองน า้ไนลอน
เป็นวสัดตุรงึที่ดีที่สดุจากวสัดตุรงึที่ทดสอบจ านวน 5 ชนิด โดยมีมวลชีวภาพของเสน้ใยราสงูที่สดุ ส่วนสภาวะที่เหมาะใน
การลดสียอ้มของราตรงึคือการใชน้ า้ตาลป๊ีบและแอมโมเนียมไนเตรท เป็นแหล่งคารบ์อนและไนโตรเจน ตามล าดบั โดย
ปรบัค่า pH เริ่มตน้เท่ากับ 5.0 และเลีย้งในสภาวะแบบเขย่าที่ความเร็ว 100 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
สามารถลดความเขม้สียอ้มจาก 2,475 ADMI ใหเ้หลือเท่ากับ 114 ADMI ภายในเวลา 2 วนั ซึ่งผ่านมาตรฐานสีน า้ทิง้
ตามที่กระทรวงอุตสาหกรรมก าหนด โดยกลไกหลกัในการลดความเขม้สียอ้มดว้ยราตรงึคือ การย่อยสลายทางชีวภาพ
ดว้ยเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก ซึ่งเอนไซมท์ี่มีบทบาทหลกัคือ แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส รองลงมาคือแลคเคส โดยน า้หนกั
โมเลกุลของเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่ รา T. hirsuta PW17-41 ผลิตมีค่าเท่ากับ 40 kDa เมื่อวิเคราะหด์้วย
เทคนิค SDS-PAGE และ native-PAGE ส่วนการย่อยสลายสียอ้มดว้ยเอนไซมไ์ดศ้ึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งทาง
เคมีของสียอ้มดว้ยเทคนิค UV-visible และ Fourier Transform Infrared Spectroscopy พบว่าโครงสรา้งทางเคมีของสี
ถูกย่อย และเปลี่ยนไปเป็นสารอื่นภายหลงัการบ าบัด จากนัน้ไดป้ระเมินประสิทธิภาพของราตรงึในการลดความเขม้สี
ย้อมที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ตั้งแต่ 4 ถึง 100% (v/v) พบว่าสามารถลดความเข้มของสีย้อมได้ในช่วง  89.17 ถึง 
94.38% นอกจากนีย้ังน ากลับมาใชซ้  า้ไดสู้งถึง 12 รอบ และสามารถใชใ้นการลดความเขม้สีย้อมภายใตส้ภาวะที่ไม่
ปราศจากเชือ้ไดอ้ีกดว้ย 
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This study examines 16 isolates of white-rot fungi that were screened for textile dye 

decolourisation of wastewater from textile industry in Samut Prakan Province, which contained three different 
reactive dyes of NEC-R, NR-S3B and NSB-G. Trametes hirsuta PW17-41 showed the highest efficiency of 
dye decolourisation in a working volume of 50 mL up to 73.98% within seven days. Then, it was selected to 
improve the efficiency of dye decolourisation by the immobilisation of fungal cells with suitable support. 
Among five different supports, nylon sponge exhibited the most suitable support for T. hirsuta PW17-41, 
which contained the highest fungal biomass. The optimal conditions of carbon and nitrogen sources for 
textile dye decolourisation by immobilised fungal cells were palm sugar and ammonium nitrate, respectively. 
The initial pH value was 5.0 and the agitation speed was 100 rpm at 30 ºC. The textile dyes were removed 
from 2,475 ADMI to 114 ADMI within two days under optimal conditions, which passed the standard value of 
the effluent colour according to the Ministry of Industry. The major mechanism of dye decolourisation by 
immobilised T. hirsuta PW17-41 was biodegradation and the main ligninolytic enzymes found during the dye 
decolourisation process was manganese peroxidase (MnP) followed by laccase. The molecular weight of 
MnP was 40 kDa observed by SDS-PAGE and native-PAGE. The biodegradation process of textile dye 
decolourisation was confirmed by UV-visible and Fourier transform infrared spectroscopy. The results 
indicated that the chemical structures of textile dyes were degraded and/or transformed to other structures 
after treatment. The efficiency of dye decolourisation by fungal immobilisation was evaluated at different 
concentration of textile dyes varying from 4 to 100% (v/v) and the results showed high % decolourisation 
ranging from 89.17 to 94.38%. In addition, the immobilised cells were reusable up to 12 cycles and could 
remove the textile dyes under non-sterile conditions. 
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บทที ่1 
บทน า 

ทีม่าและความส าคัญ 
อตุสาหกรรมฟอกยอ้มเป็นอตุสาหกรรมในกลุม่สิ่งทอและเครื่องนุ่งห่มที่มีความส าคญัต่อ

การพฒันาเศรษฐกิจของประเทศไทย และเป็นแหลง่รองรบัแรงงานจ านวนมาก จากขอ้มลู ณ สิน้ปี 
2564 พบว่ามีโรงงานอุตสาหกรรมฟอกยอ้มจ านวน 199 โรงงาน และมีอตัราการจา้งงานมากถึง 
20,554 คน นอกจากนีป้ระเทศไทยยังมีการส่งออกสินค้าในกลุ่มสิ่งทอและเครื่องนุ่งห่มอย่าง
ต่อเนื่องโดยมีมูลค่าทางเศรษฐกิจสูงถึง 600.7 ลา้นดอลลารส์หรฐั (1) โดยกระบวนการผลิตใน
อตุสาหกรรมฟอกยอ้มมกัมีการใชส้ารเคมีในขัน้ตอนต่าง ๆ รวมทัง้การฟอกขาว (bleaching) และ
การยอ้มสี (dyeing) โดยสีส่วนใหญ่เป็นสีเคมีสังเคราะหใ์นกลุ่มเอโซ (azo) กลุ่มไนโตร (nitro) 
กลุ่มไนโตรโซ (nitroso) และกลุ่มไดเอริลมีเทน (diarylmethane)(2) รวมแลว้มากกว่า 10,000 สีที่ 
ใชอ้ยู่ในอตุสาหกรรมฟอกยอ้ม ซึ่งสีที่เหลือจากกระบวนการยอ้มจะถูกปล่อยรวมกบัน า้ทิง้ที่ตอ้ง
ผ่านกระบวนการบ าบดัก่อนปล่อยออกสู่สิ่งแวดลอ้ม ไม่เช่นนัน้อาจก่อใหเ้กิดมลภาวะในแหล่งน า้ 
โดยเฉพาะความเข้มของสีย้อม  ค่า COD (Chemical Oxygen Demand) BOD (Biochemical 
Oxygen Demand) และความเป็นด่างที่สงู โดยความเขม้ของสีน า้ทิง้ตอ้งมีค่านอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 
300 ADMI (American Dye Manufacturers Institute) ซึ่งเป็นค่ามาตรฐานสากล ทั้งนีส้ีน  า้ทิง้ที่
เกินค่ามาตรฐานเม่ือปล่อยลงสูแ่หล่งน า้ อาจขดัขวางการส่องผ่านของแสงอาทิตย ์ลดการละลาย
ของก๊าซออกซิเจน ท าใหพ้ืชน า้สงัเคราะหแ์สงไดล้ดลง เกิดผลกระทบต่อสตัวน์  า้ และระบบนิเวศใน
แหล่งน า้(3-6) นอกจากนีอ้าจก่อใหเ้กิดความเป็นพิษกบัคนและสตัวเ์นื่องจากสียอ้มเคมีบางชนิดมี
องค์ประกอบของสารก่อมะเร็ง แม้ว่าสีย้อมหลายชนิดสามารถย่อยสลายไดใ้นธรรมชาติหรือ
กระบวนการทางกายภาพและเคมี แต่อาจก่อใหเ้กิดผลผลิตที่เป็นพิษ และชกัน าใหเ้กิดอาการแพ้
กบัคนและสตัวท์ี่อาศยัอยู่ในชมุชนใกลเ้คียง หรือใชแ้หล่งน า้ที่ปนเป้ือนสารดงักล่าวในการอปุโภค
และบริโภค เป็นต้น (7) ด้วยเหตุนี ้จึงต้องมีการบ าบัดสีน ้าทิง้ให้ได้มาตรฐานก่อนปล่อยออกสู ่
แหลง่น า้ธรรมชาติ 

กระบวนการที่ใชบ้  าบดัสีน า้ทิง้จากโรงงานฟอกยอ้มในปัจจุบนัมีหลายวิธี ไดแ้ก่ วิธีทาง
เคมี เช่น วิธีโฟโตแคตาไลซิส (photocatalysis) การออกซิเดชนั (oxidation) และวิธีทางกายภาพ 
เช่น การดูดซับบนวัสดุ (adsorption) การรวมตะกอน (coagulation-flocculation)(8) ซึ่งวิธีการ 
ต่าง ๆ เหล่านีม้กัมีค่าใชจ้่ายสงูและกระบวนการที่ยุ่งยาก เช่น การบ าบดัดว้ยการออกซิเดชนัและ
การดดูซบัพบวา่สามารถลดสียอ้มไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ แต่คา่ด าเนินการและค่าเสื่อมสภาพของ
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วสัดดุดูซบัมีราคาตน้ทนุสงูประกอบกบัผลลพัธท์ี่ไดค้ือกากตะกอนจ านวนมากที่ตอ้งก าจดัต่อไปอีก
ดว้ย ดังนั้นการบ าบัดสีย้อมดว้ยวิธีทางชีวภาพโดยการใชจุ้ลินทรียห์รือเอนไซมจ์ึงเป็นอีกหนึ่ง
ทางเลือกที่น่าสนใจ ในปัจจุบันมีการพัฒนากระบวนการและคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่
เหมาะสม และมีประสิทธิภาพอย่างต่อเนื่อง จลุินทรียส์ามารถบ าบดัสียอ้มไดโ้ดยการดดูซบัไวท้ี่ผิว
เซลล ์หรือการย่อยสลายทางชีวภาพโดยอาศยัเอนไซมช์นิดตา่ง ๆ ซึ่งท าใหเ้กิดกากตะกอนของเสีย
นอ้ยกวา่ ที่ส  าคญัเป็นมิตรต่อสิ่งแวดลอ้ม และไม่ก่อใหเ้กิดมลภาวะที่เป็นพิษ 

ราไวทร์อท (white-rot fungi) เป็นราที่สามารถย่อยสลายโครงสรา้งของลิกนิน ( lignin) 
เซลลโูลส (cellulose) และเฮมิเซลลโูลส (hemicellulose) ได ้จึงเป็นกลุม่จลุินทรยีท์ี่น่าสนใจในการ
น ามาใชบ้  าบดัสีน า้ทิง้ที่ปนเป้ือนสียอ้มจากโรงงานอตุสาหกรรม รวมทัง้บ าบดัสารพิษชนิดต่าง ๆ 
เนื่องจากราไวท์รอทสามารถผลิตเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติก (ligninolytic enzymes) เช่น  
แลค เคส  ( laccase; EC 1.10.3.2) แม งกานี ส เป อร์อ อกซิ เดส  (manganese peroxidase; 
1.11.1.13) และ ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส (lignin peroxidase; 1.11.10.14) ซึ่งเป็นเอนไซมท์ี่ราสรา้ง
แลว้ปล่อยออกนอกเซลล ์สามารถย่อยสลายสารตัง้ตน้ไดห้ลายชนิดแบบไม่จ าเพาะ รวมทัง้สียอ้ม
ประเภทต่าง ๆ ที่มีโครงสรา้งคลา้ยลิกนิน เช่น สียอ้มกลุ่มเอโซ เฮทเทอโรไซคลิก (heterocyclic) 
และพอลิเมอรล์ิก (polymeric) เป็นตน้ (9) โดยงานวิจัยก่อนหน้านี ้ไดน้  ารา Coriolus versicolor 
IBL-04 มาใชใ้นการลดสีน า้ทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรมที่มีการปนเป้ือนสียอ้ม Maroon พบว่า
สามารถลดสีน ้าทิ ้งได้ 36.3% ภายในเวลา 6 วัน (10) และรา Pycnoporus sanguineus MUCL 
51321 สามารถลดสีสงัเคราะห ์Orange G และ Reactive Blue 4 ที่ความเขม้ขน้ 0.05 และ 0.3 
กรัมต่อลิตรได้ 81% และ 97% ตามล าดับ เม่ือเลี ้ยงเป็นเวลา 14 วัน (11) ต่อมาได้มีการน า
เทคโนโลยีการตรึงเซลล์บนวัสดุมาใช้ในการลดสี  เพื่ อเพิ่มประสิทธิภาพของราไวท์รอท  
ลดระยะเวลาในการเพาะเลีย้งเซลลร์า และสามารถน ากลบัมาใชซ้  า้ไดห้ลายครัง้ เป็นตน้ ตวัอย่าง
งานวิจัยของ Megha และ Meenakshi ได้น ารา Mucor hiemalis MV04 มาตรึงกับเปลือกส้ม 
จากนัน้น ามาใชใ้นการลดสีสงัเคราะห ์RBBR, Malachite Green และ Congo Red โดยเทียบกบั
การใช้ราแบบอิสระ (free cell) พบว่าราที่มีการตรึงอยู่กับวัสดุตรึงมีประสิทธิภาพในการลดสี
สังเคราะห์ได้ดีกว่าราแบบอิสระสูงถึง 63%(12) นอกจากนีใ้นงานวิจัยของ Przystas และคณะ  
ได้น ารา Pleurotus ostreatus BWPH, Gleophyllum odoratum DCa และ Polyporus picipes 
RWP17 มาตรึงบนวงแหวนโลหะแล้วน ามาลดสีสังเคราะห์ Evans Blue พบว่าสามารถลดสี 
ไดอ้ย่างสมบรูณภ์ายใน 24 ชั่วโมงซึ่งใหป้ระสิทธิภาพดีกว่าการตรงึดว้ยแปรงที่ตอ้งใชเ้วลาในการ
ลดสีถึง 48 ชั่วโมง(13) 
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อย่างไรก็ตามราไวท์รอทแต่ละสายพันธุ์สามารถผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกได้
มากกวา่ 1 ชนิด และมีประสิทธิภาพที่แตกตา่งกนั ประกอบกบัประเทศไทยมีความหลากหลายทาง
ชีวภาพของเห็ดราสงู การศกึษาเพื่อคน้หาและคดัเลือกสายพนัธุร์าไวทร์อทที่สามารถผลิตเอนไซม์
กลุ่มลิกนิโนไลติก และลดสียอ้มสงัเคราะหไ์ด ้เป็นการเพิ่มทางเลือกในการใชป้ระโยชนจ์ากความ
หลากหลายของราไวทร์อท ที่เป็นทรพัยากรธรรมชาติส  าคญัของประเทศไทย ดงันัน้งานวิจัยนีจ้ึง
มุ่งเน้นที่จะคัดเลือกสายพันธุ์ของราไวท์รอทที่ มีประสิทธิภาพในการลดสีน ้าทิ ้งจากโรงงาน
อตุสาหกรรมฟอกยอ้ม หาวสัดตุรงึที่มีความเหมาะสมต่อการเจริญของราไวทร์อทที่คดัเลือก และ
หาสภาวะที่เหมาะสมในการลดสีน า้ทิง้โดยใชร้าตรงึ ประเมินประสิทธิภาพของราตรงึในการลดสี
น า้ทิง้ภายใตส้ภาวะที่ปราศจากเชือ้และไม่ปราศจากเชือ้ ศึกษาความสมัพนัธข์องการลดสีน า้ทิง้
และการผลิตเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติก รวมทั้งศึกษาขอ้มูลของเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกที่รา 
ไวทร์อทผลิต เพ่ือน าไปประยกุตใ์ชใ้นระบบบ าบดัสีน า้ทิง้ของโรงงานอตุสาหกรรมต่อไป 

วัตถุประสงคข์องงานวิจัย 
1. เพื่อคดัเลือกสายพนัธุร์าไวทร์อทที่สามารถลดสียอ้มเหลือทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรม

ฟอกยอ้ม  
2. เพื่อหาวัสดุตรึงที่มีความเหมาะสมต่อการเจริญของราไวทร์อทที่คัดเลือก และหา

สภาวะที่เหมาะสมในการลดสียอ้มเหลือทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรมฟอกยอ้ม 
3. เพื่ อศึกษาความสัมพันธ์ของการลดสีย้อมเหลือทิ ้งและการผลิตเอนไซม์กลุ่ม  

ลิกนิโนไลติก (แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดส) ของราไวทร์อทที่
คดัเลือก  

4. เพื่อประเมินประสิทธิภาพของราตรึงในการลดสียอ้มเหลือทิง้ที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
และการน ากลบัมาใชซ้  า้ รวมทั้งประสิทธิภาพในการลดสียอ้มภายใตส้ภาวะที่ไม่ปราศจากเชือ้ 
และการตรวจวัดโครงสรา้งสีที่ถูกย่อยดว้ยเทคนิค  UV-visible และ Fourier-Transform Infrared 
Spectroscopy (FTIR) 
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ของเขตของงานวจิัย 
คัดเลือกสายพันธุ์ราไวท์รอทที่ มีประสิทธิภาพในการลดสีย้อมเหลือทิง้จากโรงงาน

อตุสาหกรรมฟอกยอ้ม จากนัน้หาวสัดตุรงึที่เหมาะสมต่อการเจริญของเสน้ใยราที่คดัเลือก ศึกษา
ประสิทธิภาพของราตรงึในการลดสียอ้มโดยการหาสภาวะที่เหมาะสมในการลดสี ไดแ้ก่ แหล่ง
คารบ์อน แหลง่ไนโตรเจน ค่า pH เริม่ตน้ และความเรว็รอบในการเขย่า ประเมินความสามารถของ
ราตรึงในการย่อยสีย้อมและดูดซับสีย้อมเหลือทิง้ ศึกษาความสัมพันธ์ของการลดสีย้อมกับ
ความสามารถในการผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก (แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนิน
เปอรอ์อกซิเดส) ของราตรงึ รวมทัง้ประเมินประสิทธิภาพของราตรงึในการน ากลบัมาใชซ้  า้ จากนัน้
ทดสอบการใชร้าตรงึในการลดสียอ้มภายใตส้ภาวะที่ไม่ปราศจากเชือ้ ตรวจวดัการคงอยู่ของสียอ้ม
ที่ถกูย่อยดว้ยเทคนิค UV-visible และ FTIR แลว้ศกึษาเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกที่มีบทบาทในการ
ลดสียอ้มดงักลา่ว 

ผลทีค่าดว่าจะได้รับจากงานวิจยั 
1. สายพนัธุร์าไวทร์อทที่มีประสิทธิภาพในการลดสียอ้มเหลือทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรม

ฟอกยอ้ม และวัสดุตรงึที่ มีความเหมาะสมต่อการเจริญของราไวทร์อทที่คัดเลือก ที่สามารถน า
กลบัมาใชซ้  า้ได ้

2. สภาวะที่เหมาะสมของราตรงึในการลดสียอ้ม และขอ้มูลความสัมพันธ์ของการลด 
สียอ้มกบัการผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก (แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอร์
ออกซิเดส)  

3. ขอ้มลูของเอนไซมท์ี่มีบทบาทในการลดสียอ้ม และการคงอยู่ของสียอ้มภายหลงัการ
ย่อยดว้ยราตรงึ  

4. ข้อมูลเบือ้งต้นส าหรับการลดสีย้อมด้วยราตรึงภายใต้สภาวะที่ไม่ปราศจากเชื ้อ  
เพื่อประยกุตใ์ชใ้นระบบบ าบดัน า้ทิง้ของโรงงานอตุสาหกรรมฟอกยอ้ม 



 

บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยทีเ่กีย่วข้อง 

1. อุตสาหกรรมฟอกย้อมและกระบวนการผลิตในประเทศไทย 
1.1 อตุสาหกรรมสิ่งทอ เครื่องนุ่งห่ม และฟอกยอ้มในประเทศไทย 

อุตสาหกรรมสิ่งทอและเครื่องนุ่งห่มจัดเป็นอุตสาหกรรมการผลิตที่มีขนาดใหญ่  
มีโครงสรา้งการผลิตที่เช่ือมโยงต่อเนื่องกันอย่างครบวงจร ครอบคลุมอุตสาหกรรมย่อยหลาย
อุตสาหกรรม จัดเป็นอุตสาหกรรมที่มีความส าคญัของประเทศไทย ทัง้ในแง่ของการสรา้งรายได้
จากการส่งออก และการเป็นแหล่งรองรบัแรงงานจ านวนมาก จากขอ้มลู ณ สิน้ปี 2564 มีโรงงาน
อุตสาหกรรมสิ่งทอและเครื่องนุ่งห่ม (สะสม) รวม 2,633 โรงงาน คนงานประมาณ 405,638 คน 
โดยภาพรวมการคา้ระหว่างประเทศของอตุสาหกรรมสิ่งทอและเครื่องนุ่งห่มไทยในเดือนธันวาคม 
2564 พบว่าการส่งออกสิ่งทอและเครื่องนุ่งห่มมีมูลค่าสงูถึง 600.7 ลา้นดอลลารส์หรฐั ขยายตัว
เพิ่มขึน้รอ้ยละ 15.5 เม่ือเทียบกบัช่วงเดียวกนัของปีก่อน(1) โดยอตุสาหกรรมสิ่งทอและเครื่องนุ่งห่ม
สามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มอตุสาหกรรมหลกั คือ 1) อตุสาหกรรมตน้น า้หรืออตุสาหกรรมขัน้ตน้ 
(upstream) เป็นอตุสาหกรรมเริ่มแรกในโครงสรา้งอตุสาหกรรมสิ่งทอและเครื่องนุ่งห่ม ไดแ้ก่ การ
ผลิตเสน้ใย และการป่ันดา้ย 2) อตุสาหกรรมกลางน า้หรืออตุสาหกรรมขัน้กลาง (middle stream) 
เป็นกลุ่มอุตสาหกรรมที่ตอ้งอาศัยวัตถุดิบจากอุตสาหกรรมตน้น า้  โดยน ามาผ่านกระบวนการ
เพื่อใหเ้ป็นผลิตภัณฑใ์หม่ดว้ยกิจกรรมต่าง ๆ เช่น การทอผา้ การถักผา้ การฟอกยอ้ม การพิมพ์ 
และการแต่งส าเร็จ 3) อุตสาหกรรมปลายน า้หรืออุตสาหกรรมขัน้ปลาย (downstream) เป็นการ
น าเอาวตัถุดิบจากอตุสาหกรรมขัน้กลางมาท าการออกแบบสรา้งคุณค่าและมลูค่าเพิ่ม ผลิตเป็น
เสือ้ผา้ส  าเรจ็รูป หรอืผลิตภณัฑส์ิ่งทอส าเรจ็รูปอื่น ๆ เพื่อประโยชนใ์นการใชง้าน(14) 

อุตสาหกรรมฟอกย้อมในกลุ่มอุตสาหกรรมสิ่งทอและเครื่องนุ่งห่ม จึงมีบทบาท
ส าคญัในการสรา้งมลูค่าใหก้บัผา้ผืน โดยท าหนา้ที่ในการเปลี่ยนวตัถดุิบสิ่งทอที่อยู่ในรูปเสน้ดา้ย
หรือผา้ดิบใหเ้ป็นวสัดสุ  าเร็จรูปที่สามารถน าไปใชใ้นการผลิตหรือจ าหน่ายใหแ้ก่ผูบ้ริโภคโดยตรง 
ช่วยเพิ่มมลูค่าใหก้บัสินคา้ผลิตภณัฑส์ิ่งทอ และลดปัญหาการน าเขา้วตัถดุิบในอตุสาหกรรมผลิต
เสือ้ผ้าส าเร็จรูป จากข้อมูล ณ สิน้ปี 2564 มีโรงงานอุตสาหกรรมฟอกย้อม (สะสม) รวม 199 
โรงงาน  คนงานประมาณ 20,554 คน ดังนั้นอุตสาหกรรมฟอกย้อมจึงเป็นอุตสาหกรรมที่ มี
ความส าคญัต่อระบบอตุสาหกรรมสิ่งทอ การพฒันาเศรษฐกิจของประเทศ และเป็นแหล่งรองรบั
แรงงานจ านวนมาก(1, 15, 16) 
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1.2 กระบวนการผลิตในอตุสาหกรรมฟอกยอ้ม 
กระบวนการฟอกย้อมเป็นขั้นตอนที่ส  าคัญในอุตสาหกรรมฟอกย้อม และเป็น

กระบวนการที่ท  าใหผ้า้หรือเสน้ดา้ยมีสีสนัที่สวยงาม โดยกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมฟอก
ยอ้มประกอบดว้ยกระบวนการหลกัที่ส  าคญั 3 กระบวนการ(16, 17) 

1.2.1 การเตรียมผา้ (preparation) 
เป็นขัน้ตอนหนึ่งที่ส  าคัญต่อคุณภาพของผลิตภัณฑก์่อนการฟอกยอ้มและการ

ตกแต่งส าเรจ็ เนื่องจากผา้ดิบหรือเสน้ดา้ยที่ออกจากโรงป่ันหรือทออาจมีเสน้ดา้ยที่โผลอ่อกมาบน
ผิวหนา้หรือมีการเคลือบแป้งใหเ้สน้ดา้ยแข็งเพื่อสะดวกในการทอผา้ ซึ่งเป็นอปุสรรคในการยอ้มสี
ท าใหผ้า้ติดสีไม่สม ่าเสมอ หรือเห็นลวดลายไม่คมชดั ดงันัน้การเตรียมผา้จึงประกอบดว้ยขัน้ตอน
ย่อย ๆ ดงันี ้1) การเผาขน (singeing) เพื่อก าจดัปลายเสน้ใยของผา้ที่โผล่ออกมาบนผิวหนา้ของ
ผา้ 2) การลอกแป้ง (desizing) เพื่อก าจัดแป้งบนผา้ออก ช่วยใหผ้า้ดูดซบัสีและสารเคมีไดอ้ย่าง
สม ่าเสมอทั่วทัง้ผืน นอกจากนีย้งัช่วยใหผ้า้นุ่ม ไม่แข็งกระดา้ง 3) การขจัดสิ่งสกปรก (scouring) 
เพื่อก าจัดไขมันและสารปนเป้ือนต่าง ๆ ที่ปนมากับเสน้ใยผา้ 4) การฟอกขาว (bleaching) เพื่อ
ก าจัดสีเดิมที่มีอยู่บนเสน้ใยผา้ซึ่งอาจส่งผลใหก้ารยอ้มสีไดส้ีผิดไปจากที่ตอ้งการ 5) การชุบมัน 
(merceization) เพื่อเพิ่มความเงามนั ความเหนียวใหก้บัเสน้ดา้ย และผา้ ส่วนใหญ่มกัท ากบัเสน้
ใยฝ้าย เนื่องจากเสน้ใยฝ้ายมีการปนเป้ือนของขีผ้ึง้และไขมนั จึงมีการดูดซบัน า้ที่ไม่ดี ดงันัน้การ
ชบุมนัจะท าใหเ้สน้ใยฝา้ยมีการดดูซบัน า้และสียอ้มไดด้ีขึน้ 

1.2.2 การยอ้มสี (textile dyeing)  

เป็นกระบวนการใหส้ี โดยการยอ้มตอ้งค านึงถึงองคป์ระกอบทางเคมีของสียอ้มที่
ท  าใหเ้กิดสีบนวัสดุที่จะยอ้ม เช่น ใยฝ้าย ขนสตัว ์หรือไนลอน เป็นต้น เนื่องจากผา้แต่ละชนิดมี
คณุสมบตัิท่ีแตกตา่งกนั ดงันัน้จงึจ าเป็นตอ้งเลือกชนิดของสียอ้มใหเ้หมาะสมกบัชนิดของเสน้ใยผา้ 
ซึ่งผ้าหรือเส้นด้ายที่ผ่านการเตรียมและท าความสะอาดแล้วจะถูกน าไปย้อมสีในเครื่องย้อม 
(dyeing machine) สียอ้มอยู่ในรูปของสารละลายเพื่อสามารถถกูดดูซมึและเกาะติดผิวของเสน้ใย
ได้ พันธะทางเคมีที่ท  าให้เกิดการดูดซึมและเกาะติดแน่นบนเส้นใย เช่น พันธะ โควาเลนต ์
(covalent bonds) และพันธะไอออนิก  (ionic bonds) เป็นต้น นอกจากนี ้ยังมีปัจจัยอื่น ๆ ที่
เก่ียวขอ้งในการยอ้ม เช่น ระยะเวลาในการยอ้ม อณุหภมูิ ค่า pH และสารเคมีช่วยยอ้มต่าง ๆ ซึ่งมี
ผลต่อประสิทธิภาพและความสม ่าเสมอของสียอ้มที่จะติดบนเสน้ใยผา้อีกดว้ย  
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1.2.3 การตกแต่งส าเรจ็ (textile finishing)  
เป็นกระบวนการหนึ่งในการตกแต่งสิ่งทอ ซึ่งมักท าเป็นขัน้ตอนสุดทา้ยต่อจาก

การเตรียมและการยอ้มสีสิ่งทอ เพื่อปรบัปรุง เปลี่ยนแปลง หรือเพิ่มเติมคณุสมบตัิบางอย่างใหก้บั
ผลิตภณัฑใ์หต้รงตามความตอ้งการของลกูคา้ เช่น การท าใหผ้า้นุ่ม เป็นมนัเงา สามารถท าไดโ้ดย
การใชส้ารเคมีและวิธีทางเชิงกล 

2. สีย้อมทีใ่ช้ในอุตสาหกรรมฟอกย้อม 
สียอ้มเคมีสังเคราะหท์ี่ใชใ้นอุตสาหกรรมฟอกยอ้มทั่วไปมักเป็นสารประกอบเชิงซอ้น 

อะโรมาติก (aromatic compound) ที่ไม่อิ่มตวั มีคณุสมบตัิในการละลายที่ดี และคงทน โดยทั่วไป
ผลิตจากผลพลอยได้ของน ้ามันปิโตรเลียมหรือน ้ามันถ่านหิน เม่ือผ่านการสกัดแล้วจะได้
สารประกอบอะโรมาติกไฮโดรคารบ์อน (aromatic hydrocarbon) ได้แก่ เบนซีน  (benzene)  
โทลูอีน (toluene) แนฟทาลีน (naphthalene) และแอนทราซีน (anthracene) จากนั้นน าไปผ่าน
ปฏิกิริยาไนเตรชนั (nitration) เพื่อเปลี่ยนสภาพใหเ้ป็นสารตวักลาง แลว้จึงเปลี่ยนเป็นสียอ้มดว้ย
เทคนิคต่าง ๆ ซึ่งสีย้อมสังเคราะห์มีโครงสร้างทางเคมีที่หลากหลาย (2, 3, 18) โดยทั่ วไปมัก
ประกอบดว้ยหมู่โครโมฟอร ์(dye chromophore group) ซึ่งเป็นส่วนที่ท  าใหเ้กิดสีสามารถดดูกลืน
แสงไดใ้นช่วงความยาวคลื่น 380-750 นาโนเมตร เม่ือโมเลกลุของสียอ้มกระทบกบัแสง โครงสรา้ง
โครโมฟอรข์องสีจะเกิดสั่นแลว้ดูดกลืนแสงบางความยาวคลื่นไว ้ท าใหม้องเห็นสีของความยาว
คลื่นที่ไม่ถูกดดูกลืน มีโทนสีที่แตกต่างกนัออกไป หมู่โครโมฟอรข์องสียอ้มมีหลายชนิด เช่น กลุ่ม 
เอโซ (azo group, N=N) กลุ่มไนโตร (nitro group, NO2) และกลุ่มไนโตรโซ (nitroso group, 
N=O) และหมู่ ฟั งก์ชัน ของสี ย้อม  (dye functional group) ห รือที่ เรีย กว่ า  ออก โซ โค รม 
(auxochrome) เป็นกลุ่มอะตอมที่จบักบัหมู่โครโมฟอร ์เพื่อสรา้งพนัธะระหว่างโมเลกลุสีกบัเสน้ใย 
ท าใหเ้กิดการยดึติดของสียอ้มกบัเสน้ใย เช่น SO3-, Na+, COO-, OH- และ NH2

- เป็นตน้(2, 3) 
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ภาพประกอบ 1 ตวัอย่างการจดัจ าแนกสียอ้มตามโครงสรา้งทางเคมีหรอืหมู่โครโมฟอร ์

ที่ ม า : Benkhaya S, M' rabet S, El Harfi A. A review on classifications, recent 
synthesis and applications of textile dyes. Inorganic Chemistry Communications. 
2020;115:107891.(2) 
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โดยทั่วไปสียอ้มที่ใชใ้นอตุสาหกรรมฟอกยอ้มสามารถจ าแนกไดต้ามสตูรโครงสรา้งทาง
เคมี หรือหมู่โครโมฟอร ์หรือลักษณะการใช้งานในอุตสาหกรรม (2, 3, 18) รวมทั้งคุณสมบัติในการ
ละลายน า้ได ้ดงันี ้

2.1 สียอ้มที่ละลายน า้ 
สีย้อมกลุ่มนี ้บางชนิดมีประจุบวก บางชนิดมีประจุลบท าให้ละลายน ้าได้ดีและ

สะดวกในการใช ้ตวัอย่างเช่น 
- สียอ้มไดเร็กท ์(direct dye) เป็นสีที่ละลายน า้ได ้มีประจุลบ นิยมใช้ยอ้มเสน้ใย

เซลลโูลส และสามารถใชก้บัผา้ฝ้าย กระดาษ หนงั ขนสตัว์ ผา้ไหม และไนลอน โมเลกุลของสีจะ
ติดเสน้ใยไดโ้ดยแทรกอยู่ระหว่างโมเลกุลของเสน้ใย และยึดจับกันดว้ยพนัธะไฮโดรเจน ซึ่งมกัไม่
คงทนต่อการซกัลา้ง ดงันัน้ในการยอ้มจึงตอ้งยอ้มร่วมกับสารละลายอิเล็กโทรไลต ์เช่น โซเดียม
คลอไรด์ (NaCl) เพื่อเพิ่มความสามารถในการยึดเกาะของผ้า  โครงสรา้งหลักทางเคมี คือ 
สารประกอบในกลุม่เอโซ ออกซาซีน (oxazines) และพทาโลไซยานีน (phtalocyanines)(2, 3, 7, 19) 

- สียอ้มรเีอกทีฟ (reactive dye) เป็นสีที่ละลายน า้ได ้มีประจลุบ เหมาะกบัการยอ้ม
เส้นใยเซลลูโลส  ขนสัตว์ และไนลอน โมเลกุลของสีจะยึดจับกับหมู่ไฮดรอกไซด์ (OH-) ของ
เซลลโูลส และเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะโควาเลนต ์ท าใหเ้สน้ใยที่ไดจ้ากการยอ้มสีกลุม่นีมี้ความคงทน
ต่อการซกัลา้งสงูมาก โครงสรา้งหลกัทางเคมี คือ สารประกอบในกลุม่เอโซ และแอนทราควิโนน(3, 7, 

19) 

- สียอ้มเบสิค (basic dye) เป็นสีที่มีประจบุวก ละลายน า้ได  ้ส่วนใหญ่เป็นเกลือของ
เบสอินทรีย ์(organic base) มกัใชก้ับเสน้ใยอะคริลิก แต่บางครัง้ใช้ยอ้มผา้ขนสตัว ์ผา้ฝ้าย และ 
ผา้ไหม โดยโมเลกลุของสียอ้มส่วนที่มีประจลุบจะยดึจบักบัโมเลกลุของเสน้ใย โครงสรา้งหลกัทาง
เคมี คือ สารประกอบในกลุ่มเอโซ แอนทราควิโนน ไตรเอริลมีเทน (triarylmethane) และไดเอริล
มีเทน (diarylmethanes)(3, 7, 19) 

- สียอ้มเอซิด (acid dye) เป็นสียอ้มที่มีประจลุบ ละลายน า้ได ้สว่นใหญ่มกัใชใ้นการ
ยอ้มผา้ไหม ไนลอน และขนสตัว ์สียอ้มจะยอ้มติดเสน้ใย โดยการเกิดเกลือระหว่างกลุ่มประจลุบ
ของสียอ้ม และกลุ่มประจุบวกของเสน้ใย โครงสรา้งหลกัทางเคมี คือ สารประกอบในกลุ่มเอโซ  
แอนทราควิโนน และไตรเอรลิมีเทน(3) 

2.2 สียอ้มที่ไม่ละลายน า้ 
สีย้อมกลุ่มนีบ้างชนิดต้องอาศัยตัวพา (carrier) หรือการเร่งปฏิกิริยาด้วยวิธีทาง

กายภาพ เช่น ความรอ้น ความดนั อณุหภมูิ หรอืปฏิกิรยิาเคมีช่วยในการยอ้มสี ตวัอย่างเช่น 
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- สียอ้มเอโซ (azo dye) เป็นสียอ้มที่มีการใชง้านในอตุสาหกรรมฟอกยอ้มมากที่สดุ 
ประมาณ 60-70% เนื่องจากมีประสิทธิภาพดี ใชง้านง่าย มีความเสถียร และมีความเขม้ของสีสงู  
โครงสรา้งหลักทางเคมี คือ สารประกอบในกลุ่มเอโซ สามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มย่อย ตาม
จ านวนกลุ่มของเอโซในโครงสรา้ง ไดแ้ก่ โมโนเอโซ (monoazo) ไดเอโซ (diazo) และโพลีเอโซ 
(polyazo)(2, 7) 

- สียอ้มดิสเพอรส์ (disperse dye) เป็นสีที่ไม่ละลายน า้หรือมีการละลายน า้ไดน้อ้ย
แต่มีสมบตัิกระจายไดด้ี ส่วนใหญ่จะใชส้  าหรบัการยอ้มเสน้ใยที่ประกอบดว้ยเซลลูโลสอะซิเตท 
ไนลอน ไตรอะซิเตท โพลีเอสเตอร ์และอะครลิิก การยอ้มตอ้งใชส้ารพา เพื่อช่วยเรง่อตัราการดดูซมึ
ของสีเข้าสู่ เส้นใยหรือย้อมโดยใช้อุณหภูมิ  และความดันสูง  โครงสร้างหลักทางเคมี  คือ 
สารประกอบในกลุม่เอโซ ไนโตร และแอนทราควิโนน (anthraquinone)(2, 3, 7, 19) 

- สีย้อมแว็ต (vat dye) เป็นสีที่ไม่ละลายน า้ ในการยอ้มตอ้งท าปฏิกิริยาดว้ยสาร
รีดิวซ์และโซเดียมไฮดรอกไซด์ สีจะถูกรีดิวซ์ให้กลายเป็นเกลือ แล้วจึงซึมเข้าไปในเส้นใยได ้
โครงสรา้งหลกัทางเคมี คือ สารประกอบในกลุม่แอนทราควิโนน และอินดิกอยด ์(indigoid) 

- สียอ้มซัลเฟอร ์(sulfur dye) เป็นสีที่มีซลัเฟอรเ์ป็นองคป์ระกอบ ในสภาพปกติไม่
ละลายน า้ แต่สามารถใชส้ารรีดิวซเ์พื่อเปลี่ยนใหส้ีอยู่ในรูปที่ละลายน า้ได ้สีซลัเฟอรน์ิยมน ามาใช้
ยอ้มผา้ฝา้ย โครงสรา้งหลกัทางเคมี คือ พนัธะไดซลัไฟด ์(disulfide bridge; S-S)(7, 18) 

3. ผลกระทบของน า้ทิง้จากอุตสาหกรรมฟอกย้อมต่อสิ่งแวดล้อมและมาตรฐาน
อุตสาหกรรม 

เนื่องจากอุตสาหกรรมฟอกยอ้มมีการใชส้ารเคมี และน า้จ านวนมาก ท าใหน้ า้ทิง้มีการ
ปนเป้ือนของเสียที่เป็นพิษจากกระบวนการฟอกยอ้ม เช่น ก ามะถัน แนฟทอล สีสงัเคราะห ์กรด 
เบส ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ สารลดแรงตึงผิว และโลหะหนัก เช่น ทองแดง ตะกั่ ว สารหน ู
แคดเมียม ปรอท นิกเกิล และโคบอลต ์ท าให้น า้ทิง้มีความเป็นพิษสูง(3) นอกจากนีน้  า้ทิง้จาก
อุตสาหกรรมฟอกยอ้มมีลักษณะเฉพาะตัว คือ มีสีที่มองเห็นได้ในปริมาณสูงประมาณ 3,000-
4,500 หน่วย มีค่าความต้องการออกซิ เจนทางเคมี  (Chemical Oxygen Demand, COD) 
ประมาณ 800-1,600 มิลลิกรัมต่อลิตร ช่วงของค่า pH ที่ เป็นด่าง คือ 9-11 ปริมาณของแข็ง
ทัง้หมดที่ละลายในน า้ประมาณ 6,000-7,000 มิลลิกรมัต่อลิตร ปริมาณสารอินทรียจ์  านวนมาก 
และมีความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพต ่า (4) แต่อย่างไรก็ตามลกัษณะของน า้ทิง้จาก
อุตสาหกรรมฟอกย้อมมักจะมีความแปรปรวนสูงในแต่ละโรงงาน ขึน้อยู่กับชนิดของสีย้อม 
ประเภทของผา้ และความเขม้ขน้ของสารเติมแต่ง  
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3.1 ผลกระทบของน า้ทิง้จากอตุสาหกรรมฟอกยอ้มต่อสิ่งแวดลอ้ม  
เนื่องจากสียอ้มสังเคราะหท์ี่ใชใ้นอุตสาหกรรมฟอกยอ้มมักมีคุณสมบัติคงทนต่อ

สภาวะต่าง ๆ ไดด้ี เช่น ความรอ้น แสงอาทิตย ์และสารเคมีในการซกัลา้ง อีกทัง้ยงัมีความเขม้ของ
เม็ดสีสงู บางชนิดมีความเป็นพิษ โดยทั่วไปรอ้ยละ 10-15 ของสียอ้มจะถกูปลอ่ยรวมกบัน า้ทิง้ภาย
หลังจากการย้อม ซึ่งกระบวนการบ าบัดส่วนใหญ่ไม่สามารถก าจัดสีย้อมได้อย่างสมบูรณ ์
โดยเฉพาะสียอ้มรีเอกทีฟ สียอ้มไดเรก็ท ์สียอ้มเบสิค และสียอ้มเอซิด ซึ่งสามารถละลายน า้ได ้จึง
ยากตอ่การก าจดั สียอ้มที่ปลอ่ยลงสูแ่หลง่น า้ไม่เพียงแต่ท าลายธรรมชาติท่ีสวยงามแต่ยงัสง่ผลเสีย
กบัสิ่งแวดลอ้มทางน า้อีกดว้ย โดยสียอ้มที่เขม้เกินค่ามาตรฐานจะเพิ่มความขุ่นของน า้ บดบงัการ
ส่องผ่านของแสงอาทิตยล์งสู่แหล่งน า้ ขัดขวางกระบวนการสังเคราะหแ์สงของพืชน า้ ส่งผลให้ 
พืชตาย เกิดการเน่าเสียในแหลง่น า้ สียอ้มยงัรบกวนการถ่ายเทและการละลายของออกซิเจนในน า้ 
สง่ผลกระทบกบัสตัวน์  า้ และเพิ่มค่าความตอ้งการออกซิเจนทัง้ทางเคมีและทางชีวภาพ ท าใหเ้กิด
ความไม่สมดลุของระบบนิเวศ(3-6) นอกจากนีส้ียอ้มยงัสง่ผลกระทบต่อสขุภาพของมนษุยแ์ละสตัว ์
ท าใหเ้กิดอาการแพ ้ระคายเคืองต่อผิวหนงัและเยื่อบตุา หรืออาจก่อใหเ้กิดมะเรง็ไดใ้นระยะยาว(20) 
อย่างไรก็ตามการปลอ่ยสียอ้มที่เกินมาตรฐานลงดินก็พบวา่สง่ผลกระทบกบัประชากรของจลุินทรีย์
ในดิน และการเจรญิของพืชอีกดว้ย (ภาพประกอบ 2)  

 

 

ภาพประกอบ 2 ผลกระทบทางตรงและทางออ้มของสียอ้มสิ่งทอต่อสิง่แวดลอ้ม 
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ที่ ม า : Slama HB, Chenari Bouket A, Pourhassan Z, Alenezi FN, Silini A, Cherif-
Silini H, et al. Diversity of Synthetic Dyes from Textile Industries, Discharge Impacts and 
Treatment Methods. Applied Sciences. 2021;11(14):6255-76.(7) 

ตัวอย่างสียอ้ม Azure-B ซึ่งมีใชอ้ย่างแพร่หลายในโรงงานอุตสาหกรรมฟอกยอ้ม  
มีความเป็นพิษต่อเซลลส์ามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์monoamine oxidase A ไดใ้นระดบั
ห้องปฏิบัติการ ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ เก่ียวข้องกับระบบประสาทส่วนกลางของมนุษย์ (21) สีย้อม
Disperse Red 1 ที่นิยมใชใ้นอตุสาหกรรมฟอกยอ้มมีคณุสมบตัิเป็นสารก่อกลายพนัธุ ์(mutagen) 
เม่ือน าไปทดสอบกับเซลลล์ิมโฟไซต์ (lymphocyte) และเซลลต์ับ HepG2 ของมนุษย ์พบการ
เพิ่มขึน้ของนิวเคลียสจ านวนมาก ซึ่งบ่งบอกถึงการกลายพนัธุใ์นระดบัโครโมโซม (22) เช่นเดียวกับ
ผลของการทดสอบของสียอ้ม Disperse Orange 1 ใหผ้ลเหมือนกับ Red 1 ในการชักน าใหเ้กิด
การท าลายของดีเอ็นเอ และผลของความเป็นพิษต่อเซลลต์ับ HepG2(23) นอกจากนีส้ียอ้มกลุ่ม 
เอโซหลายชนิด ยังมีรายงานว่าสามารถก่อใหเ้กิดมะเร็งไดอ้ีกดว้ย จากการศึกษาผลของสียอ้ม 
Sudan 1 โดยการทดลองในหน ูพบว่าชกัน าใหเ้กิดกอ้นเนือ้งอกในตบัได ้สว่นสียอ้ม Basic Red 9 
ซึง่นิยมใชใ้นอตุสาหกรรมฟอกยอ้มผา้ เครื่องหนงั และกระดาษ มีผลในการก่อมะเรง็ในมนษุย ์และ
เป็นพิษต่อสิ่งแวดลอ้ม โดยสียอ้มจะสลายตวัในสภาวะที่ไรอ้อกซิเจนเปลี่ยนเป็นสารอะโรมาติก 
เอมีน (aromatic amines) ซึ่งเป็นสารก่อมะเรง็ เม่ือปล่อยทิง้ในแหล่งน า้อาจก่อใหเ้กิดโรคผิวหนงั
อกัเสบจากภูมิแพ  ้และผ่ืนคนั ผลการทดสอบในหนูพบการเกิดเนือ้งอกในตบั กระเพาะปัสสาวะ 
และต่อมน า้นม(24) อย่างไรก็ตามแมว้า่สียอ้มจ านวนมากมีรายงานวา่มีความเป็นพิษแต่ก็ยงัมีใชอ้ยู่
อย่างแพรห่ลายในอตุสาหกรรมฟอกยอ้มในปัจจบุนั 

3.2 มาตรฐานน า้ทิง้ของอตุสาหกรรมฟอกยอ้มและการวดัค่าสี 
เนื่องจากสียอ้มสงัเคราะหท์ี่ใชใ้นอุตสาหกรรมฟอกยอ้มส่งผลกระทบอย่างมากกับ

สิ่งแวดลอ้ม และสขุภาพของสิ่งมีชีวิตทัง้ทางตรงและทางออ้มกบัชมุชนที่อยู่ใกลเ้คียงและใชแ้หล่ง
น า้ในการอุปโภคบริโภค รวมทั้งส่งผลกับคนงานที่ท  างานเก่ียวข้องกับสิ่ งทออีกด้วย ปัจจุบัน
กฎหมายจึงมีความเข้มงวดมากขึน้เก่ียวกับการก าจัดสีย้อมที่ปนเป้ือนในน ้าทิง้จากโรงงาน
อตุสาหกรรม โดยประเทศไทยมีประกาศกระทรวงอตุสาหกรรมที่ก าหนดมาตรฐานของน า้ทิง้ที่จะ
สามารถปลอ่ยลงสูแ่หลง่น า้ธรรมชาติได ้รายละเอียดแสดงในตาราง 1 ตวัอย่างเช่น ค่า BOD และ 
COD ตอ้งไม่เกิน 20 และ 120 มิลลิกรมัต่อลิตร ค่า pH อยู่ในช่วง 5-9 ปริมาณโลหะหนักมีค่า
แตกตา่งกนัตามที่ก าหนด(25, 26) 
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ตาราง 1 มาตรฐานน า้ทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรมตามประกาศกระทรวงอตุสาหกรรม 

พารามเิตอร ์ มาตรฐานน า้ทิง้ 
ความเป็นกรดและด่าง (pH) 5-9 
อณุหภมูิ (Temperature) < 40 องศาเซลเซียส 
ค่าหน่วยสี (Color) < 300 ADMI 
ค่า BOD (Biochemical Oxygen Demand) < 20 มิลลกิรมัต่อลิตร 
ค่า COD (Chemical Oxygen Demand) < 120 มิลลกิรมัต่อลิตร 
ซลัไฟด ์(Sulfide) < 1.0 มิลลิกรมัต่อลิตร 
ไซยาไนด ์(Cyanides CN) < 0.2 มิลลิกรมัต่อลิตร 
ฟอรม์าลดีไฮด ์(Formaldehyde) < 1.0 มิลลิกรมัต่อลิตร 
สารประกอบฟีนอล (Phenols) < 1.0 มิลลิกรมัต่อลิตร 
คลอรนีอิสระ (Free Chlorine) < 1.0 มิลลิกรมัต่อลิตร 
สารฆา่ศตัรูพืชและสตัว ์(Pesticide) ตอ้งตรวจไม่พบ 
สงักะสี (Zn) < 5.0 มิลลิกรมัต่อลิตร 
โครเมียม (Chromium) < 0.25 มิลลิกรมัต่อลิตร 
สารหน ู(As) < 0.25 มิลลิกรมัต่อลิตร 
ทองแดง (Cu) < 2.0 มิลลิกรมัต่อลิตร 
ปรอท (Hg) < 0.005 มิลลกิรมัต่อลิตร 
แคดเมียม (Cd) < 0.03 มิลลิกรมัต่อลิตร 
แบเรียม (Ba) < 1.0 มิลลิกรมัต่อลิตร 
ซีลีเนียม (Se) < 0.02 มิลลิกรมัต่อลิตร 
ตะกั่ว (Pb) < 0.2 มิลลิกรมัต่อลิตร 
นิกเกิล (Ni) < 1.0 มิลลิกรมัต่อลิตร 
แมงกานีส (Mn) < 5.0 มิลลิกรมัต่อลิตร 

ที่มา: ประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม. ก าหนดมาตรฐานควบคุมการระบายน า้ทิง้จาก
โรงงาน. 2018 [เขา้ถึงเมื่อ 6 เม.ย. 2565]. เขา้ถึงไดจ้าก: http://www.genco.co.th/Document/Inf 
_14.PDF.(26) 
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ส่วนค่าความเข้มข้นของเม็ดสี (pigment) โดยรวมแสดงในหน่วยมาตรฐานของ 
American Dye Manufacturers Institute (ADMI) ใชใ้นการวัดสีน า้ทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรม
ฟอกยอ้ม สิ่งทอ กระดาษ อาหาร และเครื่องส าอาง เป็นตน้ หน่วยวดัสี ADMI นีเ้ป็นหน่วยที่เริ่ม
ประกาศใช้เป็นค่ามาตรฐานในการวัดค่าสีน ้าทิ ้งในประเทศไทยโดยเริ่มจากกระทรวง
ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อมในปี 2559 และจากกระทรวงอุตสาหกรรมในปี 2560  
เป็นตน้มา โดยก าหนดค่ามาตรฐานของสีน า้ทิง้ตอ้งไม่เกิน 300 ADMI ซึ่งหาไดจ้ากการรวมค่าการ
ดูดกลืนแสงทุกความยาวคลื่นที่สามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่าตัง้แต่เฉดสีม่วงจนถึงเฉดสีแดง
ในช่วง 400-700 นาโนเมตร โดยไม่เนน้การวัดสีใดสีหนึ่ง ซึ่งค่าที่ไดจ้ะเป็นค่าเม็ดสีรวมทั้งหมด 
นอกจากนีย้งัรวมค่าความเขม้-ความอ่อน และความมืด-ความสว่าง ของสีอีกดว้ย (ภาพประกอบ 
3) การวดัสีในหน่วย ADMI นีเ้ป็นการวดัสีจรงิของตวัอย่างน า้ที่ทดสอบไม่ใชส้ีจากสารแขวนลอยที่
ปนอยู่ในน ้า ดังนั้นในการวัดจึงต้องก าจัดสารแขวนลอยทั้งหมดออกก่อนโดยการกรองด้วย  
เมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน เพื่อวดัค่าสีจริงจากน า้เท่านัน้ ปัจจุบนัสามารถวดัไดโ้ดยใชเ้ครื่อง
สเปกโตรโฟโตมิเตอร ์(spectrophotometer) ที่มีโปรแกรมเฉพาะ เนื่องจากค่า ADMI ที่วดัไดเ้ป็น
ค่ารวม ดังนัน้ถา้ตัวอย่างน า้ที่วิเคราะห ์2 ตวัอย่าง เช่น ตัวอย่าง A และ B มีค่าการดูดกลืนแสง
รวมต่างจากน า้ที่ไม่มีสี (colourless) เท่ากนัจะมีค่า ADMI เดียวกนั แมว้่าสีที่ปรากฏของตวัอย่าง 
A และ B จะตา่งกนัก็ตาม 
 

 

ภาพประกอบ 3 ลกัษณะของเฉดสี (hue) ความเขม้ออ่นของเฉดสี (chroma)  
และความสวา่งของสี (value) ที่ใชใ้นการวเิคราะหค์่า ADMI ดว้ยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ์
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ที่มา: Jacob Rus. (2010). Retrieved April 18, 2022 from https://en.wikipedia.org/ 
wiki/HSL_and_HSV#/media/File:HSV_color_solid_cone_chroma_gray.png.(27) 

4. กระบวนการบ าบัดน า้ทิง้ในอุตสาหกรรมฟอกย้อม 
กระบวนการบ าบดัสีน า้ทิง้จากอตุสาหกรรมฟอกยอ้มมีหลายวิธี ไดแ้ก่ วิธีทางกายภาพ 

วิธีทางเคมี และวิธีทางชีวภาพ โดยทั่วไปวิธีทางกายภาพ ไดแ้ก่ การดดูซบั และการกรอง เป็นตน้ 
สว่นวิธีทางเคมีเนน้การเกิดปฏิกิรยิาเคมีกบัโครงสรา้งหรือหมู่ฟังกช์นัของสียอ้ม และวิธีทางชีวภาพ
โดยการใชจ้ลุินทรยีม์าช่วยในการดดูซบัสียอ้ม และ/หรอื ย่อยสลายสียอ้มดว้ยเอนไซม์(25) 

4.1 การบ าบดัทางกายภาพ (physical treatment) 
เป็นวิธีการก าจัดสียอ้ม สารพิษ และสารอื่น ๆ ที่มีอยู่ในน า้ทิง้ โดยอาศัยแรงดึงดูด

ทางไฟฟ้า (electrical attraction) แรงโน้มถ่วง (gravity) แรงแวนเดอรว์าลส์ (Van der Waal 
forces) รวมทั้งการใช้สิ่งกีดขวางทางกายภาพ (physical barriers) การบ าบัดด้วยวิธีนี ้ไม่ได้
ท าลายโครงสรา้งทางเคมีของสารเคมีในน า้ทิง้ แต่เป็นเพียงการแยกสารหรอืการเปลี่ยนสถานะทาง
กายภาพของสารเท่านัน้ ตวัอย่างเช่น การดูดซบั (adsorption) อาศยัตวัดูดซบั (adsorbent) ที่มี
คณุสมบตัิในการดดูซบัสารประกอบอินทรียต์่าง ๆ รวมไปถึงสียอ้มที่ละลายน า้ เช่น สียอ้มรีเอกทีฟ 
สียอ้มเบสิค และสียอ้มเอโซ แต่ไม่สามารถดูดซบัสารแขวนลอยและสียอ้มที่ไม่ละลายน า้ได ้โดย  
สียอ้มหรือสารมลพิษจากน า้เสียจะถกูสะสมอยู่ที่พืน้ผิวของตวัดดูซบัโดยอาศยัปฏิกิรยิาของพนัธะ
ต่าง ๆ เช่น พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) และแรงแวนเดอรว์าลส ์เป็นตน้ ขอ้ดีของวิธีการ 
ดูดซบั คือ เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพ ใชง้านง่ายเม่ือน า้ทิง้ที่ตอ้งการบ าบดัมีสียอ้มที่หลากหลาย(7) 
ส่วนขอ้เสีย คือ ใชเ้วลานาน และกากตะกอนที่เกิดขึน้ก าจดัไดย้าก (3, 28, 29) การกรองดว้ยเมมเบรน 
(membrane filtration) เป็นวิธีที่ใช้เมมเบรนที่มีรูขนาดเล็กในการกรองเพื่อแยกสารตามขนาด
โมเลกลุ(25) โดยอาศยัแรงดนัผ่านเมมเบรนเป็นหลกั เช่น อลัตราฟิลเตรชนั (ultrafiltration) นาโนฟิล
เทรชนั (nanofiltration) และรีเวิรส์ออสโมซิส (reverse osmosis) ขอ้ดีของวิธีนี ้คือ มีความทนทาน
ต่ออุณหภูมิ มีประสิทธิภาพการแยกสารสูง ใชพ้ลงังานต ่า และง่าย ส่วนขอ้เสีย คือ เมมเบรนมี 
ราคาค่อนขา้งสงู และอาจเกิดการอดุตนัไดง้่าย(3, 29) 

4.2 การบ าบดัทางเคมี (chemical treatment) 
เป็นวิธีการก าจดัสีโดยใชส้ารเคมีในการท าปฏิกิริยา เช่น การตกตะกอนดว้ยสารเคมี 

(chemical precipitation) เป็นวิธีที่นิยมในการบ าบดัน า้ทิง้สิ่งทอ เพื่อก าจดัโลหะที่เป็นพิษที่อยู่ใน
รูปสารละลายใหเ้กิดการตกตะกอนเป็นอนุภาคของแข็งโดยการเติมสารเคมีช่วยใหต้กตะกอน 
จากนัน้จะก าจดัออกดว้ยวิธีการกรอง ตวัอย่างเช่น การตกตะกอนของไฮดรอกไซด ์สารที่ถกูใชเ้ป็น
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รีเอเจนตใ์นการเปลี่ยนโลหะที่ละลายเป็นอนุภาคของแข็ง คือ โซเดียมหรือแคลเซียมไฮดรอกไซด์ 
เป็นตน้(3) การสรา้งตะกอนและการรวมตะกอน (coagulation and flocculation) เป็นวิธีทางเคมีที่
ง่ายในการปรับสภาพน ้าทิ ้งของสีย้อมสิ่งทอ (7) โดยการเติมสารที่ช่วยในการตกตะกอน เช่น 
อะลมูิเนียมซลัเฟต (aluminum sulfate, Al2(SO4)3) และเฟอรร์ิกคลอไรด ์(ferric chloride, FeCl3) 
เพื่อช่วยท าใหอ้นุภาคขนาดเล็กเกิดการจับตัวกันเป็นตะกอนได ้ตะกอนที่เกิดขึน้จะถูกแยกออก
จากน ้าเสียด้วยวิธีการลอยตัว (flotation) การกรอง (filtration) และการตกตะกอน (settling)  
เป็นตน้ จากนัน้จะมีการน าตะกอนที่แยกไดไ้ปก าจดัเพื่อลดความเป็นพิษดว้ยวิธีที่เหมาะสมต่อไป 
ขอ้เสียของวิธีนี ้คือ การเติมสารช่วยตกตะกอนที่เป็นสารเคมีอาจเป็นการเพิ่มความเป็นพิษของ  
น า้ทิง้ ค่าใชจ้่ายในการก าจดัตะกอนค่อนขา้งสงู และวิธีการในการก าจดัตะกอนตอ้งมีความมั่นใจ
ไดว้า่สามารถลดความเป็นพิษของตะกอนไดอ้ย่างสมบรูณก์่อนปลอ่ยตะกอนออกสู่สิ่งแวดลอ้ม(3, 8, 

29) ที่ส  าคัญวิธีนี ้สามารถใช้ในการก าจัดสีน ้าทิ ้งที่ มีการปนเป้ือนสีดิสเพอรส์ เท่านั้น แต่ไม่มี
ประสิทธิภาพในการก าจัดสีแว็ต และสีรีเอกทีฟ ท าใหว้ิธีการสรา้งและรวมตะกอนยังเป็นวิธีที่มี
ขอ้จ ากัด(30) การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันทางเคมี (chemical oxidation) เป็นวิธีทางเคมีที่ใชก้ัน
อย่างแพร่หลายส าหรับการบ าบัดน ้าทิ ้งจากโรงงานสิ่งทอ โดยอาศัยปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
(oxidation reaction) ปัจจบุนัมี 2 วิธีที่นิยมใช ้ไดแ้ก่ วิธีโอโซนออกซิเดชนั (ozone oxidation) และ 
วิธีเฟนตันออกซิเดชัน (Fenton oxidation) โดยการใช้สารออกซิไดซ์ (oxidizing agents) ไดแ้ก่ 
โอโซน (O3) และไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ (H2O2) ซึ่งสามารถชักน าให้เกิดไฮดรอกซิลเรดิเคิล 
(hydroxyl radicals) แลว้เข้าท าลายพันธะคู่ของโครงสรา้งสีโครโมฟอร ์และหมู่ฟังก์ชัน ซึ่งมัก
ประกอบดว้ยวงอะโรมาติกที่ซบัซอ้น ใหเ้สียสภาพ สง่ผลใหป้รมิาณสีของน า้ทิง้ลดลง(3, 29) ขอ้ดีของ
วิธีโอโซนออกซิเดชนั คือ การบ าบดัไม่เพิ่มปริมาณน า้เสียหรือมวลตะกอน ในวิธีนีโ้อโซนถกูใชเ้ป็น
สารออกซิไดซ ์ที่มีประสิทธิภาพเนื่องจากมีอัตราการเกิดปฏิกิริยาสูง สามารถย่อยสลายฟีนอล 
และอะโรมาติกไฮโดรคารบ์อนได ้นอกจากนีย้งัสามารถย่อยสลายสียอ้มในกลุม่เอโซที่ปนเป้ือนใน
น า้ทิง้ได้(7) แต่โอโซนมีค่าครึง่ชีวิตสัน้ สลายตวัภายใน 20 นาที ดงันัน้จงึตอ้งใชโ้อโซนอย่างต่อเนื่อง 
ซึง่มีราคาแพงมาก จงึไม่เหมาะสมส าหรบัใชบ้  าบดัน า้ทิง้ในระดับอตุสาหกรรม(3, 29) และขอ้เสียของ
วิธีเฟนตนัออกซิเดชนั คือ ตอ้งเติมกรดจ านวนมากเพื่อใหไ้ดค้่า pH ที่ตอ้งการในการเกิดปฏิกิริยา
(29, 31) 

4.3 การบ าบดัทางชีวภาพ (biological treatment) 
การบ าบัดทางชีวภาพหรือการย่อยสลายทางชีวภาพสามารถเกิดขึน้เองตาม

ธรรมชาตโิดยผ่านการท างานของจลุินทรยี ์เช่น แบคทีเรยี เชือ้รา สาหรา่ย และยีสต ์ที่มีอยู่ในน า้ทิง้ 
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หรือบรเิวณที่เป็นมลพิษ โดยวิธีการบ าบดัทางชีวภาพสามารถพฒันาใหเ้กิดประสิทธิภาพสงูสดุได้
โดยการคดัเลือกสายพนัธุจ์ลุินทรียท์ี่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพในการก าจดัสีน า้ทิง้จากโรงงาน
สิ่งทอในระดบัหอ้งปฏิบตัิการ จากนัน้ขยายขนาดเพื่อใชใ้นระดบัอตุสาหกรรมต่อไป(7) ในการบ าบดั
ทางชีวภาพดว้ยจลุินทรียโ์ดยใชเ้ทคนิคต่าง ๆ เช่น การดดูซบัทางชีวภาพ (biosorption) การสะสม
ทางชีวภาพ (bioaccumulation) หรือการเปลี่ยนโครงสรา้งสารทางชีวภาพ (biotransformation) 
โดยท าใหโ้มเลกลุของสารที่เป็นพิษกลายเป็นสารที่ไม่เป็นพิษหรอืแมแ้ต่เป็นประโยชน ์และการย่อย
สลายทางชีวภาพ (biodegradation) เป็นต้น ทั้งนี ้ประสิทธิภาพการบ าบัดทางชีวภาพด้วย
จลุินทรียข์ึน้อยู่กบัหลายปัจจยัโดยเฉพาะการย่อยสลายทางชีวภาพ เช่น ปรมิาณของอินทรยีวตัถทุี่
อยู่ในน า้ทิง้ ปรมิาณสียอ้มและจลุินทรีย ์อณุหภมูิ ค่า pH และความเขม้ขน้ของออกซิเจนที่ละลาย
อยู่ในน า้ นอกจากนีย้งัขึน้อยู่กับการเลือกชนิดของจุลินทรียแ์ละกิจกรรมของเอนไซมท์ี่มีบทบาท
ส าคัญในการย่อยสี เม่ือเทียบกับวิธีทางกายภาพและทางเคมี กระบวนการบ าบดัทางชีวภาพมี
ขอ้ดีหลายประการ เช่น เป็นมิตรกบัสิ่งแวดลอ้ม ปลอดภยั ตน้ทนุการด าเนินงานต ่า สะอาด (ไม่มี
กากตะกอน) ประหยดั และสามารถน ามาผสมผสานกบัเทคโนโลยีอื่น ๆ ได ้เป็นตน้ แบคทีเรยี และ
รา เป็นจุลินทรีย์ที่นิยมใช้ในการย่อยสลายสีจากน า้ทิง้ เนื่องจากมีความสามารถในการผลิต
เอนไซมท์ี่ย่อยสลายโครงสรา้งทางเคมีที่ซบัซอ้นของสีได ้ยกตวัอย่างเช่น เอนไซมอ์อกซิโดเรดคัเตส 
(oxidoreductases)  ไฮ โด ร เล ส  (hydrolases)  ลิ ก นิ น เน ส  ( ligninases)  เป อ ร์อ อ ก ซิ เด ส 
(peroxidases) และแลคเคส (laccases) เป็นตน้ นอกจากนีย้งัมีความสามารถในการดดูซบัสียอ้ม
สงัเคราะหต์่าง ๆ ไดอ้ีกดว้ย(7, 32, 33) 

กระบวนการบ าบัดแบบเอเอส หรือระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจ์ (activated sludge 
process) เป็นระบบบ าบดัน า้ทิง้ทางชีวภาพแบบใชอ้อกซิเจน โดยอาศยัจลุินทรียใ์นการย่อยสลาย 
ดดูซบั หรือเปลี่ยนรูปของสารอินทรียต์่าง ๆ ที่มีอยู่ในน า้ทิง้ใหมี้ค่าความสกปรกนอ้ยลง ซึ่งระบบ
แอกทิ เวเต็ดสลัดจ์  ประกอบด้วย 3 ส่วนที่ ส  าคัญ  ได้แก่  ถังเติมอากาศ (aeration tank)  
ถังตกตะกอน (sedimentation tank) และระบบสูบตะกอนยอ้นกลบั (sludge recycle) หลกัการ
ของระบบแอกทิเวเต็ดสลัดจ์ (ภาพประกอบ 4) คือ จุลินทรียจ์ะใชส้ารอินทรียท์ี่มีอยู่ในน า้เป็น
อาหารส าหรบัการเจริญเติบโต ภายในถังจะมีการเติมอากาศเพื่อเพิ่มออกซิเจนให้แก่น ้าเสีย 
รวมทัง้เป็นเครื่องกวนน า้เสียใหส้มัผสักบัจุลินทรีย์ โดยการบ าบดัสารอินทรียต์่าง ๆ ของระบบจะ
เกิดขึน้อย่างสมบูรณ์ภายในถงันี ้เม่ือจุลินทรียใ์ชส้ารอินทรียแ์ละเจริญเติบโตจะเกิดการจบัตวักนั
เป็นก้อนตะกอนในถังเติมอากาศ ก้อนตะกอนเหล่านีจ้ะถูกแยกออกจากน า้ที่บ  าบัดแล้วดว้ย 
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ถงัตกตะกอน สว่นตะกอนที่อยู่กน้ถงัสว่นหนึ่งจะถกูน ากลบัไปยงัถงัเติมอากาศอีกครัง้ เพื่อน าไปใช้
ในการบ าบดัน า้ทิง้ชดุใหม่ และตะกอนอีกสว่นหนึ่งที่เป็นตะกอนสว่นเกินจะถกูก าจดัต่อไป  
 

 

ภาพประกอบ 4 การบ าบดัน า้เสียดว้ยกระบวนการเอเอส หรอืระบบแอกทิเวเต็ดสลดัจ ์

ที่มา: LennyCZ. (2008). Retrieved April 9, 2021 from https://commons.wikimedia. 
org/wiki/File:Activated_Sludge_1.svg.(34) 

นอกจากนีว้ิธีการบ าบัดทางชีวภาพโดยใช้ราไวท์รอท ยังเป็นอีกหนึ่งทางเลือกที่
น่าสนใจเนื่องจากราไวทร์อทสามารถบ าบดัสียอ้มไดโ้ดยการดดูซบัไวท้ี่ผิวเซลล ์หรือการย่อยสลาย
ทางชีวภาพโดยอาศัยเอนไซมช์นิดต่าง ๆ ที่ราผลิตได ้ซึ่งท าใหเ้กิดกากตะกอนของเสียนอ้ยกว่า  
ที่ส  าคญัเป็นมิตรต่อสิ่งแวดลอ้ม และไม่ก่อใหเ้กิดมลภาวะที่เป็นพิษ 

5. ราไวทร์อทและเอนไซมใ์นกลุ่มลิกนิโนไลติก 
ราไวท์รอท (white-rot fungi) เป็นกลุ่มของราที่ มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง  

ส่วนใหญ่จดัอยู่ในไฟลมัเบสิดิโอไมโคตา (Basidiomycota) พบการกระจายไดท้ั่วไปในภมูิอากาศ
แบบอบอุ่นไปจนถึงเขตร้อน สามารถเจริญได้บนต้นไม้เนื ้อแข็งทั้งที่ มี ชีวิต และไม่ มี ชีวิต  
มีคณุสมบตัิในการย่อยสลายลิกนิน (lignin) ซึ่งเป็นองคป์ระกอบส าคญัของเนือ้ไม ้ท าใหส้ีของเนือ้
ไมเ้ปลี่ยนจากสีน า้ตาลเป็นสีขาวหรือสีขาวเหลือง บางชนิดสามารถย่อยเซลลโูลส (cellulose) และ
เฮมิเซลลโูลส (hemicellulose) ไดด้ว้ย (ภาพประกอบ 5) ต่างจากราในกลุ่มบราวนร์อท (brown-
rot fungi) ที่ไม่สามารถย่อยสลายลิกนินไดจ้ึงท าใหเ้นือ้ไมท้ี่ราเจรญิมีสีน า้ตาลเขม้และเปราะ (35, 36) 
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ตัวอย่างของราไวท์รอทที่พบได้ในประเทศไทย เช่น Trametes hirsuta, Trametes versicolor, 
Pleurotus ostreatus, Bjerkandera adusta, Ganoderma applanatum แ ล ะ  Microporus 
xanthopus เป็นตน้ (ภาพประกอบ 6) นอกจากนีร้าไวทร์อทยงัเป็นจุลินทรียท์ี่มีความทนทานต่อ
สภาพแวดลอ้มที่มีอณุหภมูิสงู ความเป็นพิษสงู และค่า pH ที่กวา้ง ที่ส  าคญัสามารถผลิตเอนไซม์
กลุ่มลิกนิโนไลติก (ligninolytic enzymes) ไดแ้ก่ แลคเคส (laccase) แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
(manganese peroxidase) และลิกนินเปอรอ์อกซิเดส (lignin peroxidase) ซึ่งมีบทบาทส าคญัใน
การย่อยสลายลิกนินที่มีโครงสรา้งเป็นวงอะโรมาติก สารประเภทลิกโนเซลลูโลส ยาฆ่าแมลง 
สารเคมีสังเคราะหท์ี่มีโครงสรา้งอะโรมาติกที่ซับซอ้น รวมทั้งสียอ้มสังเคราะหไ์ดอ้ีกดว้ย ท าให้
เหมาะส าหรบัใชเ้พื่อจุดประสงค์ทางชีวภาพ และน าไปประยุกตใ์ช้ในกระบวนการบ าบัดทาง
ชีวภาพ ยกตวัอย่างเช่น การก าจดัสียอ้มสงัเคราะห ์และการก าจดัสารมลพิษ เป็นตน้(35, 37) 

 

 

ภาพประกอบ 5 องคป์ระกอบของผนงัเซลลพ์ืชที่ประกอบดว้ยเซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส และลิกนิน 

ที่มา: Bamdad H, Hawboldt K, MacQuarrie S. A review on common adsorbents 
for acid gases removal: focus on biochar. Renewable and Sustainable Energy Reviews. 
2018;81:1705-20.(38) 
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ภาพประกอบ 6 ตวัอย่างของราไวทร์อท (A) Trametes hirsuta (B) Trametes versicolor (C) 
Pleurotus ostreatus (D) Bjerkandera adusta (E) Ganoderma applanatum และ (F) 

Microporus xanthopus 

ที่  ม  า  : (a)  Jerzy Opiola. (2011)  Retrieved October 28, 2021 from https://en. 
wikipedia.org/wiki/Trametes_hirsuta#/media/File:Trameteshirsuta_BS14.2.jpg. (39) ( b) 
Jerzy Opiola. ( 2011)  Retrieved October 28, 2021 from https://en.wikipedia.org/wiki/ 
Trametes_hirsuta#/media/File:Trameteshirsuta_BS14.2.jpg. (39) ( c)  Tom Romeo. ( 2020) 
Retrieved October 28, 2021 from https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pleurotus_ 
ostreatus_94246379.jpg.(40) (d) James Lindsey. (2005) Retrieved October 28, 2021 from 
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Bjerkandera.adusta.-.lindsey.jpg. (41) ( e)  Selso. ( 2012) 
Retrieved October 28, 2021 from https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ganoderma_ 
applanatum_G2.jpg. (42) ( f)  JMK. ( 2014)  Retrieved October 28, 2021 from https:// 
commons.wikimedia.org/wiki/File:Microporus_xanthopus,_Krantzkloof_Natuurreservaat,_
b.jpg.(43) 

เอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก เป็นเอนไซมท์ี่ราไวทร์อทผลิตแลว้ปล่อยออกมานอกเซลล ์
(extracellular enzyme) เพื่อเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับสารตั้งตน้ที่หลากหลาย โดยทั่วไปรา 
ไวทร์อทสามารถผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกเหลา่นีไ้ดอ้ย่างนอ้ยหนึ่งชนิด(25) 
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5.1 เอนไซมแ์ลคเคส 
แลคเคส  ( laccases: E.C. 1.10.3.2) หรือที่ รู ้จัก ใน ช่ือพอลี ฟี นอลออกซิ เดส 

(polyphenol oxidase) เป็นเอนไซมใ์นกลุ่มออกซิเดส (blue multicopper oxidase) สามารถพบ
ได้ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ได้แก่ พืช แบคทีเรีย แมลง และเชื ้อรา โดยโมเลกุลของแลคเคส
ประกอบดว้ยอะตอมของทองแดง (copper, Cu2+) 4 อะตอมที่บริเวณแอกทีฟไซต ์(active site) 
กระจายอยู่ใน 3 บรเิวณ ไดแ้ก่ บรเิวณ type-1 (T1) 1 อะตอม type-2 (T2) 1 อะตอม และ type-3 
(T3) 2 อะตอม เพื่อเรง่ปฏิกิรยิาออกซิเดชนัของสารตัง้ตน้ที่หลากหลาย รวมถึงสารประกอบฟีนอล 
(phenolic compounds) และ ไม่ ใช่ ส ารป ระกอบ ฟี นอล  (nonphenolic compounds) (44-46) 
กระบวนการเรง่ปฏิกิรยิาของเอนไซมแ์ลคเคสสามารถแบ่งไดเ้ป็นสองประเภท คือ การออกซิเดชนั
โดยตรง (direct oxidation) และการออกซิเดชันโดยอาศัยสารตัวกลาง ( in-direct oxidation)  
การออกซิเดชันโดยตรงสารตั้งต้นจะสามารถเข้าถึงบริเวณแอกทีฟไซต์ของเอนไซม์ได้ง่าย 
(ภาพประกอบ 7) เอนไซม์แลคเคสจะไปรบัอิเล็กตรอน 4 ตัว (4e-) จากสารตั้งต้น (reducing 
substrate) 4 โมเลกลุ จากนัน้ใหอ้ิเล็กตรอน 4 ตวั กบัโมเลกลุของออกซิเจนเกิดเป็นน า้ 2 โมเลกลุ 
โดยการเร่งปฏิกิริยาเริ่มจากอะตอมของทองแดง (Cu2+) ที่บริเวณ T1 จะรับอิเล็กตรอนจาก 
สารตั้งต้น ท าให้ Cu2+ เปลี่ยนเป็น Cu+ ซึ่งเป็นตัวรับอิเล็กตรอนปฐมภูมิ  (primary electron 
acceptor) จากนัน้อิเล็กตรอนที่ไดร้บัมาจากสารตัง้ตน้จะถกูส่งต่อไปยงับริเวณ T2 และ T3 ท าให้
เอนไซมอ์ยู่ในสภาวะที่มีอิเล็กตรอนเกิน (fully oxidized) เม่ือมีอิเล็กตรอนเกินจึงจ าเป็นตอ้งมีการ
ถ่ายอิเล็กตรอน 2 ตวัจาก Cu ที่บริเวณ T3 ไปยงัตวัรบัอิเล็กตรอนก็คือออกซิเจน (O2) ท าใหไ้ดน้  า้ 
2 โมเลกุลจากการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ และแลคเคสจะกลับสู่สภ าวะเสถียรดังเดิม (47) 
(ภาพประกอบ 7) ส่วนสารตั้งต้นที่ถูกออกซิไดซ์จะเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์อย่างต่อเนื่องเพราะ  
ไม่เสถียร ท าใหโ้ครงสรา้งเกิดการสลายได้ โดยในการเรง่ปฏิกิริยาของเอนไซมแ์ลคเคส 1 รอบจะ
สามารถย่อยสลายสารตัง้ตน้ได ้4 โมเลกลุ และเกิดน า้ 2 โมเลกลุ 
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ภาพประกอบ 7 กระบวนการเรง่ปฏิกิรยิาของเอนไซมแ์ลคเคส  

ที่ ม า : Bassanini I, Ferrandi EE, Riva S, Monti D. Biocatalysis with laccases: an 
updated overview. Catalysts. 2020;11(1):26.(48) 

ส่วนการออกซิเดชันโดยอาศัยสารตัวกลาง สารตั้งต้นบางชนิดไม่สามารถถูก
ออกซิไดซโ์ดยตรงด้วยเอนไซม์ เนื่องจากโครงสรา้งของสารตั้งต้นมีขนาดใหญ่ จึงต้องอาศัย
สารเคมีตัวกลาง (chemical mediator) ในการเกิดปฏิกิริยา ซึ่งเป็นกระบวนการสองขัน้ตอน คือ 
เอนไซมแ์ลคเคสจะเรง่ปฏิกิริยาออกซิเดชนักบัสารตวักลาง ท าใหส้ารตวักลางมีความสามารถใน
การออกซิไดซ ์(oxidized mediator) จงึสามารถไปออกซิไดซก์บัสารตัง้ตน้ได ้(ภาพประกอบ 8)(46) 

 

 

ภาพประกอบ 8 แผนภาพแสดงการเกิดปฏกิิรยิารดีอกซใ์นการย่อยสลายสารตัง้ตน้ของเอนไซม์
แลคเคส (A) การย่อยสารตัง้ตน้โดยตรง (B) การย่อยสารตัง้ตน้โดยผ่านสารตวักลาง 
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ที่ ม า :  Wang X, Liu J, Qu R, Wang Z, Huang Q. The laccase-like reactivity of 
manganese oxide nanomaterials for pollutant conversion: rate analysis and cyclic 
voltammetry. Scientific Reports. 2017;7(1):7756.(49) 

5.2 เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส (MnP: EC 1.11.1.13) เป็นไกลโคโปรตีนที่มี heme จดัอยู่

ในกลุ่มออกซิโดเรดกัเตส (oxidoreductase) สามารถเรง่ปฏิกิรยิาออกซิเดชนั โดยอาศยัไฮโดรเจน
เปอรอ์อกไซด์ (H2O2) และ Mn2+ ช่วยในการเร่งปฏิกิริยา ท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันกับ
สารประกอบต่าง ๆ(50) โดยกระบวนการเร่งปฏิกิริยาเริ่มจากไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดไ์ปจับกับ
บรเิวณแอกทีฟไซตข์องเอนไซมท์ี่มีอะตอมของเหล็ก Fe3+ จากนัน้จะเกิดการสรา้งพนัธะกบัอะตอม
ของ O2- แลว้ปลดปลอ่ยโมเลกลุของน า้ (H2O) 1 โมเลกลุ และเกิดโครงสรา้งของสารประกอบ MnP 
compound I (หรือ Fe4+-oxo-porphyrin-radical complex) จากนั้น  MnP compound I จะไป
ออกซิไดซ ์Mn2+ เปลี่ยนเป็น Mn3+ แลว้เกิดสารประกอบ MnP compound II (Fe4+-oxo-porphyrin 
complex) ต่อมาสารประกอบ MnP compound II จะไปออกซิไดซ ์Mn2+ อีกครัง้เพื่อสรา้ง Mn3+ 

แลว้ปลดปล่อยโมเลกุลของน า้อีก 1 โมเลกุล ส่วนเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสก็จะกลับสู่
สภาวะเสถียรตามเดิมซึ่งท าใหก้ระบวนการเรง่ปฏิกิริยาเสรจ็สิน้  (ภาพประกอบ 9)(51, 52) โดย Mn3+ 

สามารถไปรวมกับกรดอินทรีย ์เช่น ออกซาเลต (oxalate) มาโลเนต (malonate) และแลคเตต 
(lactate) ได้เป็นสารประกอบเชิงซ้อน Mn3+- organic acid complex ที่ มีคุณสมบัติ เป็นตัว
ออกซิไดซ ์สามารถไปออกซิไดซส์ารประกอบอะโรมาติก รวมถึงลิกนิน สียอ้มในอตุสาหกรรม และ
สารปนเป้ือนอินทรียอ์ื่น ๆ ได้(53) 
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ภาพประกอบ 9 กระบวนการเรง่ปฏิกิรยิาของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส  

ที่มา: Hofrichter M. Review: lignin conversion by manganese peroxidase (MnP). 
Enzyme and Microbial Technology. 2002;30(4):454-66.(52) 

5.3 เอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส 
ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส (LiP: EC 1.11.1.14) เป็นเอนไซม์ที่มี heme จัดอยู่ในกลุ่ม 

ออกซิโดเรดกัเตส (oxidoreductase) ซึ่งจะเรง่ปฏิกิรยิาออกซิเดชนั ย่อยสลายลิกนิน และอนุพนัธ์
ของลิกนิน โดยอาศยัไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดช์่วยในการเร่งปฏิกิริยา (ภาพประกอบ 10) โดยเริ่ม
จากเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส (LiP native form) ถกูออกซิไดซโ์ดยไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์ได้
เป็นสาร LiP compound I ที่ สูญ เสียอิ เล็กตรอน 2 ตัว และน ้า 1 โมเลกุล  ต่อมาสาร LiP 
compound I จะไปออกซิไดซ์สารตั้งต้น (electron-donor substrate, AH) และรับอิเล็กตรอน  
1 ตัวจากสารตั้งต้น ได้เป็นสาร LiP compound II และสารตั้งต้นที่สูญเสียอิเล็กตรอน 1 ตัว 
(cation radical, A·+) จากนัน้สาร LiP compound II สามารถไปออกซิไดซแ์ละรบัอิเล็กตรอนจาก
สารตัง้ตน้อีก 1 โมเลกลุ ท าใหก้ลบัสูส่ภาวะเดิมที่เสถียร (LiP native form) แต่ในสภาวะที่มี H2O2 
มากเกินไป สาร LiP compound II จะถูกรีดิวซ์ด้วยสารไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ ได้เป็น LiP 
compound III ซึ่งเป็นรูปแบบของเอนไซมท์ี่ไม่ไวในการเกิดปฏิกิริยา (inactive) แต่สาร veratryl 
alcohol (VA) มีบทบาทส าคัญในการเปลี่ยนรูปของเอนไซม์ที่ไม่ ไวในการเกิดปฏิกิริยา กลับสู่
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สภาวะเดิมที่ เสถียร โดย  VA ที่ ถูกออกซิไดซ์แล้วอยู่ ในรูป VA·+ สามารถไปรีดิวซ์สาร LiP 
compound III ท าใหเ้ปลี่ยนกลบัไปเป็นสภาวะเดิมที่เสถียร (LiP native form)(35) 

 

 

ภาพประกอบ 10 กระบวนการเรง่ปฏิกิรยิาของเอนไซมล์กินินเปอรอ์อกซิเดส 

ที่มา: Wan C, Li Y. Solid-state biological pretreatment of lignocellulosic biomass. 
Green Biomass Pretreatment for Biofuels Production. SpringerBriefs in Molecular 
Science. 2013. p. 67-86.(54) 

เนื่องจากเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก เป็นเอนไซมท์ี่ไม่จ  าเพาะต่อชนิดของสารตั้งตน้
สามารถย่อยสลายไดท้ัง้สารประกอบฟีนอล และไม่ใช่สารประกอบฟีนอล ดังนัน้จึงมีการศึกษา
จ านวนมากที่น  าเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกที่ผลิตโดยราไวทร์อทไปประยุกตใ์ชใ้นงานดา้นต่าง ๆ 
ได้แก่  การผลิตเยื่อกระดาษ  การผลิตเชื ้อเพลิงชีวภาพ การลดความเป็นพิษของน ้าเสีย  
การสงัเคราะหส์ารอินทรีย ์อตุสาหกรรมอาหาร อตุสาหกรรมยา และเครื่องส าอาง การปรบัสภาพ 
(pretreatment) วัสดุเหลือทิง้ทางการเกษตร รวมไปถึงการน าไปประยุกต์ใช้ในการบ าบัดทาง
ชีวภาพของสารที่เป็นมลพิษ เช่น สียอ้มสงัเคราะห ์เป็นตน้ 
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5.4 การประยุกต์ใช้ราไวท์รอทและเอนไซม์กลุ่มลิกนิ โนไลติกในการก าจัดสีย้อม
สงัเคราะห ์ 

เนื่องจากคณุสมบตัิเฉพาะของราไวทร์อทที่กลา่วมาขา้งตน้ท าใหมี้งานวิจยัทัง้ในอดีต
และปัจจบุนัที่สนใจน าราไวทร์อทมาประยกุตใ์ชใ้นการก าจดัสียอ้มที่มีโครงสรา้งซบัซอ้น ย่อยสลาย
ไดย้ากในธรรมชาติ และมีความเป็นพิษสงู โดยวิธีการประยุกตใ์ชอ้าจใชต้วัเซลลโ์ดยตรงที่มีชีวิต 
หรือใชเ้อนไซมท์ี่ราผลิต ตวัอย่างงานวิจยัในปี 2012 รา Trametes versicolor U97 ไดถ้กูน ามาใช้
ในการลดสี ย้อมสัง เค ราะห์  Remazol Brilliant Blue R ที่ ค วาม เข้ม ข้น  100 ppm พบว่า 
มีประสิทธิภาพลดสีไดถ้ึง 85% ภายในเวลา 6 ชั่วโมง(55) ต่อมาในปี 2016 Asgher และคณะ ใชร้า 
T. versicolor IBL-04 มาลดสียอ้มสงัเคราะห ์Remazol Brilliant Yellow 3-GL พบว่าลดสีไดอ้ย่าง
สมบูรณ์ภายในเวลา 2 วัน (56) เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Dayi และคณะ ในปี 2018 น ารา  
T. versicolor มาใช้ในการลดสีย้อมสังเคราะห์ Reactive Blue 220 และ Methyl Red ความ
เขม้ขน้ 100 มิลลิกรมัต่อลิตร พบวา่ลดได ้80 และ 91% ตามล าดบั(57) ยงัมีการน าราสายพนัธุอ์ื่น ๆ 
มาใช ้ไดแ้ก่ รา Genoderma sp. ที่น  ามาใชล้ดสียอ้ม Remazol Black 5 และ Reactive Blue 19 
พบวา่ลดสีได ้89 และ 95% ตามล าดบั(58, 59) ตวัอย่างงานวิจยัที่เก่ียวขอ้งอื่น ๆ แสดงในตาราง 2 

นอกจากการใชต้วัราไวทร์อทที่มีชีวิตมาใชใ้นการลดสียอ้มสงัเคราะห์แลว้ ยงัมีหลาย
งานวิจยัที่ใชเ้อนไซมท์ี่ผลิตจากรามาประยุกตใ์ชใ้นการลดสียอ้มสงัเคราะห ์ตวัอย่างงานวิจยัของ 
Othman และคณะในปี 2018 ไดน้  ารา Agaricus bisporus CU13 มาผลิตเอนไซมแ์ลคเคสแลว้
น าเอนไซมไ์ปใชใ้นการลดสีสงัเคราะห์ Acid Blue พบว่าสามารถลดสีไดใ้นช่วง 19-25% ที่ความ
เขม้ขน้ 50-300 มิลลิกรมัต่อลิตร ภายในเวลา 30 นาที(45) รวมถึงงานวิจัยในปี 2016 ที่ใชเ้อนไซม์
แลคเคสจากรา T. trogii มาใชล้ดสียอ้มสงัเคราะห ์Reactive Black 5, Remazol Brilliant Blue R 
และ Reactive Violet 5(60) ต่อมางานวิจยัในปี 2018 รายงานวา่เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่
ผลิตจากรา Cerrena unicolor BBP6 มีประสิทธิภาพในการลดสีสังเคราะห์ Remazol Brilliant 
Blue R ได ้81% ภายในเวลา 5 ชั่วโมง ลดสี Congo Red, Methyl Orange, Bromophenol Blue 
และ Crystal Violet ได ้53.9, 77.6, 62.2 และ 80.9% ภายในเวลา 12 ชั่วโมง ตามล าดบั และลดสี 
Azure Blue ได ้63.1% ภายในเวลา 24 ชั่วโมง(61) งานวิจยัในปี 2014 ผลิตเอนไซมแ์มงกานีสเปอร์
ออกซิเดสจากรา Irpex lacteus มาใช้ในการลดสีย้อม Remazol Brilliant Violet 5R, Remazol 
Brilliant Blue R, Indigo Carmine และ Direct Red 5B ความเขม้ขน้ 50% (v/v) มีประสิทธิภาพ
ในการลดสีเท่ากบั 25-88% ภายในเวลา 72 ชั่วโมง(50) และงานวิจยัของ Sosa-Martínez และคณะ
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ใช้เอนไซม์สกัดหยาบ (crude enzyme) มาลดสี Congo Red, Poly R-478 และ Methyl Green 
พบวา่สามารถลดสีได ้42, 57 และ 70% ตามล าดบั(62) 

งานวิจยัในปัจจบุนัไดมี้การน าเทคโนโลยีการตรงึเซลลบ์นวสัดมุาใชใ้นการลดสี เพื่อ
เพิ่มประสิทธิภาพของราไวทร์อท ลดระยะเวลาในการเพาะเลีย้งรา และสามารถใชง้านราที่ตรงึบน
วสัดไุดซ้  า้หลายครัง้เป็นตน้  

ตาราง 2 ตวัอย่างงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งในการใชร้าไวทร์อทและเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกในการ
บ าบดัสียอ้ม 

ราไวทร์อท เอนไซม ์ สีย้อมสังเคราะห ์ อ้างอิง 
Agaricus bisporus 
CU13 

Laccase Acid Blue Othman et al. 2018 
(45) 

Bjerkandera adusta 
Dec 1 

MnP Amaranth Gomi et al. 2011 (63) 

B. adusta SWUSI4 - Cotton Blue, Crystal Violet, 
Malachite Green และ Methyl 
Violet 

Gao et al. 2020 (64) 

Cerrena unicolor BBP6 MnP Congo Red, Methyl Orange, 
Remazol Brilliant Blue R, 
Azure Blue, Bromophenol 
Blue และ Crystal Violet 

Zhang et al. 2018 (61) 

C. versicolour - Orange 7 Hai et al. 2013 (65) 

Cerrena sp. WICC F39 - Methylene Blue และ Reactive 
Black 5 

Hanapi et al. 2018 
(66) 

Genoderma sp.  - Remazol Black 5 และ 
Reactive Blue 19 

Sudiana et al. 2018, 
Fazli et al. 2010 (58, 59) 

Genoderma sp. WR-1 LiP Cibacron Brilliant Red 3B-A, 
Amaranth, Reactive Orange 
16, Remazol Brilliant Blue R, 
Acid Red 106 และ Orange II 

Revankar et al. 2007 
(9) 
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ตารางท่ี 2 (ตอ่) 

ราไวทร์อท เอนไซม ์ สีย้อมสังเคราะห ์ อ้างอิง 
Irpex lacteus CD2 MnP Remazol Brilliant Violet 5R, 

Remazol Brilliant Blue R, Indigo 
Carmine และ Direct Red 5B 

Qin et al. 2014 (50) 

Marasmius sp. 
BBKAV79 

- Diazo Reactive dye (Green 
HE4BD) 

Vantamuri et al. 
2020 (67) 

Pleurotus ostreatus LiP Disperse Orange 3, และ Disperse 
Yellow 3 

Zhao et al. 2006, 
2007 (68, 69) 

Phanerochaete 
chrysosporium  
CDBB 686 

Crude 
enzyme 

Congo Red, Poly R-478 และ  
Methyl Green 

Sosa-Martínez et 
al. 2020 (62) 

Trametes ljubarkyi Laccase Reactive Violet 5 Goh et al. 2017 
(70) 

T. pubescens I8 MnP Remazol Brilliant Violet 5R, 
Remazol Brilliant Blue R, Cibacet 
Brilliant Blue BG, Direct Red 5B, 
Indigo Carmine, Poly R-478, 
Methyl Green และ Acid Blue 158 

Rekik et al. 2018 
(71) 

Trametes sp. F1635 Laccase Eriochrome Black T, Evans Blue, 
Methyl Orange, Bromothymol 
Blue, Fuchsin Basic, Malachite 
Green, Remazol Brilliant Blue R 
และ Methylene Blue 

Wang et al. 2018 
(72) 

T. trogii Laccase Reactive Black 5, Remazol 
Brilliant Blue R และ Reactive 
Violet 5 

Sayahi et al. 
2016 (60) 
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ตารางท่ี 2 (ตอ่) 

ราไวทร์อท เอนไซม ์ สีย้อมสังเคราะห ์ อ้างอิง 
T. versicolor - Reactive Blue 220 และ  Methyl 

Red 
Dayi et al. 2018 
(57) 

T. versicolor IBL-04 - Remazol Brilliant Yellow 3-GL Asgher et al. 
2016 (56) 

T. versicolor U97 - Remazol Brilliant Blue R Sari et al. 2012 
(55) 

หมายเหตุ: Laccase = เอนไซม์แลคเคส, MnP = เอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส ,  
LiP = เอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส 
 

5.5. การศกึษาขนาดและน า้หนกัโมเลกลุของเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก 
การศกึษาขนาดและน า้หนกัโมเลกลุของเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกสามารถท าไดโ้ดย

น าตัวอย่างเอนไซม์มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE) โดยตัวกลางที่ใช้แยกโปรตีนเป็นการเช่ือมต่อของ acrylamide 
monomer จนเป็นสายโซ่ยาวประกอบกนัเป็นแผ่นเจล โดยมี TEMED เป็นตวัเรง่การเกิดโครงสรา้ง
ตาข่ายของเจล สว่นโปรตีนหรือเอนไซมจ์ะผสมอยู่ในบฟัเฟอรท์ี่เป็นด่าง ประกอบดว้ยสาร sodium 

dodecyl sulfate (SDS) ที่เป็นดีเทอรเ์จนท์ (detergent) โดย SDS และ β-mercaptoethanol มี
คณุสมบตัิเป็น reducing agent เพื่อท าลายพนัธะ disulfide ของโปรตีน และโปรตีนที่จบักบั SDS 
จะมีประจุลบ เม่ือใหก้ระแสไฟฟ้า โมเลกุลของโปรตีนที่มีประจุลบจะเคลื่อนที่เขา้หาขัว้บวก ซึ่ง
อตัราการเคลื่อนที่ของโปรตีนขึน้อยู่กบัน า้หนกัโมเลกลุและขนาดของรูพรุนของเจล โมเลกลุขนาด
ใหญ่เคลื่อนที่ช้ากว่าโมเลกุลขนาดเล็ก จากนั้นน าเจลไปย้อมสีด้วยคูแมสซี่ บริลเลียนท์ บลู 
(Coomassie Brilliant Blue) หรือสารซิลเวอรไ์นเตรท (silver nitrate) เป็นตน้ แลว้เทียบน า้หนัก
โมเลกลุของโปรตีนกบัโปรตีนมาตรฐาน(73) 

มีหลายงานวิจยัที่วิเคราะหห์าน า้หนกัโมเลกลุของเอนไซมท์ี่มีบทบาทในการลดสียอ้ม
สงัเคราะห ์ยกตวัอย่างงานวิจยัในปี 2014 ผูว้ิจยัท าบรสิทุธ์ิเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสจากรา 
Irpex lacteus ที่ มี บ ทบาท ในการลดสี ย้อม  Remazol Brilliant Violet 5R, Direct Red 5B, 
Remazol Brilliant Blue R, Indigo Carmine และ Methyl Green แลว้วิเคราะหห์าน า้หนกัโมเลกลุ
ของเอนไซม์ด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่าเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสจากรา Irpex 
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lacteus CD2 มีน า้หนกัโมเลกลุประมาณ 42 kDa(50) และงานวิจยัในปี 2016 ศกึษาการท าบรสิทุธ์ิ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสจากรา Trametes versicolor IBL-04 จากนัน้วิเคราะหน์ า้หนัก
โมเลกลุของเอนไซมพ์บว่าเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสจากรา T. versicolor IBL-04 มีน า้หนกั
โมเลกุลประมาณ 43 kDa(56) นอกจากนีย้ังมีอีกหลายงานวิจัยที่รายงานถึงน า้หนักโมเลกุลของ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส พบว่ามีน า้หนักโมเลกุลอยู่ในช่วง 38-53 kDa (Ganoderma 
lucidum; 38 และ 43 kDa, Agrocybe praecox; 42 kDa, Cerrena unicolor; 45 kDa, Fomes 
sclerodermeus; 47 kDa และ Phanerochaete chrysosporium; 53 kDa)(74 , 75) งานวิจัยในปี 
2005 ได้มีการศึกษาขนาดของเอนไซม์แลคเคสจากรา T. versicolor พบว่ามีขนาดเท่ากับ 97 
kDa(76) รวมถึงงานวิจัยของ Wang และคณะ ในปี 2018 ที่ศึกษาเอนไซม์แลคเคสจากรา 
Trametes sp. F1635 ที่ มี บ ท บ าท ใน ก ารลดสี  Eriochrome Black T, Evans Blue, Methyl 
Orange, Bromothymol Blue, Fuchsin basic, Malachite Green, Remazol Brilliant Blue R 
และ Methylene Blue พบว่าเอนไซม์แลคเคสจากรา Trametes sp. F1635 มีน ้าหนักโมเลกุล
ประมาณ 65 kDa(72) ซึง่คลา้ยกบังานวิจยัของ Schalchli และคณะ ที่พบวา่เอนไซมแ์ลคเคสจากรา 
T. hirsuta Ru-513 มีน า้หนักโมเลกุลเท่ากับ 56 และ 67 kDa(77) ส่วนการศึกษาน า้หนักโมเลกุล
ของเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส ตวัอย่างงานวิจยัของ Farrell และคณะ ที่พบว่าเอนไซมล์ิกนิน
เปอรอ์อกซิเดส จากรา P. chrysosporium มีน ้าหนักโมเลกุลอยู่ระหว่าง 38 และ 43 kDa(78) 
สอดคลอ้งกบังานวิจยัในปี 2020 พบว่าเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส จากรา P. chrysosporium 
CDBB 686 มีน า้หนกัโมเลกลุเท่ากบั 46 kDa(79) 

6. การตรึงเซลล ์(cell immobilisation) 
การตรงึเซลล ์หมายถึง การจ ากดัขอบเขตของเซลล ์แต่เซลลย์งัคงความสามารถในการ

เป็นตวัเรง่ปฏิกิรยิา เป็นเทคนิคที่ท  าไดไ้ม่ยาก และมีขอ้ดีกวา่การใชเ้ซลลอ์ิสระ (free cell) ที่ส  าคญั
สามารถน าเซลลก์ลบัมาใชซ้  า้ และต่อเนื่องได ้นอกจากนีก้ารตรงึเซลลย์งัช่วยรกัษาความหนาแน่น
ของเซลลใ์หมี้ปรมิาณสงูในระหวา่งกระบวนการ สง่ผลท าใหล้ดตน้ทนุของกระบวนการทางชีวภาพ 
ซึ่งเซลลท์ี่ถูกตรงึมกัจะทนทานต่อแรงเฉือนมากกว่าเซลลอ์ิสระ เนื่องจากมีวสัดุพยุงที่ปกป้องตัว
เซลล์ เทคนิคที่ใช้ในการตรึงเซลล์ ได้แก่ การยึดเกาะหรือการดูดซับทางกายภาพ (physical 
adsorption) การกกัขงั (entrapment) และการห่อหุม้ (encapsulation) เป็นตน้(80) 

6.1 การยดึเกาะหรือการดดูซบัทางกายภาพ (adsorption)  
เป็นการตรงึเซลลบ์นตวัพาที่เป็นของแข็งอาศยักระบวนการดดูซบัทางกายภาพ ดว้ย

แรงอ่อน ๆ เช่น แรงแวนเดอรว์าลส์ แรงดึงดูดระหว่างขั้ว (dipole-dipole forces) แรงดึงดูด
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ระหว่างโมเลกุลที่ ไม่ชอบน ้า (hydrophobic interactions) และพันธะไฮโดรเจน (hydrogen 
bonds) เป็นตน้(81) ตัวอย่างของวัสดุพยุงที่ใชใ้นการตรึงประเภทนี ้ไดแ้ก่ เรซิน  โฟมโพลียูรีเทน 
ฟองน า้ไนลอน สแตนเลส ถ่านกัมมันต ์ซิลิกาเจล ดินเหนียว อะลูมิเนียมออกไซด ์ไททาเนียม  
เซรามิก ซีไลต ์หรือแกว้ที่มีรูพรุน รวมถึงวสัดุธรรมชาติ เช่น ฟางขา้วสาลี ขีเ้ลื่อย เศษไม ้ไมส้น และ 
ใยบวบ เป็นตน้(82) แต่อย่างไรก็ตามแมว้่าการใชว้สัดทุางธรรมชาติส  าหรบัตรงึเซลลจ์ะเป็นวิธีที่เป็น
มิตรต่อสิ่งแวดลอ้ม แต่อาจท าใหเ้กิดปัญหาการเสื่อมสภาพของวสัดตุรงึ เนื่องจากสามารถเกิดการ
ย่อยสลายจากเอนไซมท์ี่จลุินทรยีผ์ลิต ท าใหเ้กิดปัญหาการอดุตนัในระบบได ้

การดูดซับทางกายภาพเป็นหนึ่งในเทคนิคที่ง่ายที่สุดที่ใชส้  าหรบัการตรึงในระดับ
อุตสาหกรรม รวมถึงเป็นเทคนิคที่มีตน้ทุนต ่า และยังคงกิจกรรมการเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาสูง จึงมี
ความนิยมใชม้ากกว่าวิธีอื่น ๆ นอกจากนีย้งัสามารถน าเอาวสัดุพยุงกลบัมาใชใ้หม่ได ้ท าใหเ้กิด
ความไดเ้ปรียบทางเศรษฐกิจส าหรบัการผลิตภาคอตุสาหกรรม ในทางกลบักนัแมว้่าวิธีการนีจ้ะมี
ขอ้ดีหลายประการ แต่ก็มีขอ้เสียมากมาย เช่น เทคนิคการดดูซบัเซลลจ์ะใชส้  าหรบังานในช่วงเวลา
สัน้ ๆ เนื่องจากแรงที่อ่อนระหว่างวสัดพุยงุกบัตวัเซลลห์รือตวัเรง่ปฏิกิรยิาทางชีวภาพ การยดึเกาะ
ไม่เสถียรจึงท าใหมี้อตัราการรั่วไหลที่สงูในระหวา่งการใชง้านหรอืขัน้ตอนการลา้ง รวมถึงมีความไว
ต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดลอ้ม เช่น ค่า pH อณุหภมูิ และความแรงของไอออนิก เป็นตน้
(80, 81, 83, 84) 

6.2 การกกัขงั (entrapment)  
เป็นวิธีการตรงึที่ไม่สามารถผนักลบัได ้โดยการตรงึเซลลป์ระเภทนีเ้ซลลจ์ะถูกกกัขงั

อยู่ภายในเมทริกซ์ แต่สารอาหารและสารเมแทบอไลท์ยังสามารถผ่านเข้าและออกจาก 
เมทรกิซไ์ด ้ส  าหรบัการตรงึเซลลด์ว้ยวิธีการกกัขงัมีการใชเ้มทรกิซท์ี่หลากหลาย เช่น เจลโพลีเมอร์
จากธรรมชาติ ไดแ้ก่ วุน้ คาราจีแนน อลัจิเนต ไคโตซาน และอนุพนัธเ์ซลลโูลส รวมถึงโพลีเมอรท์ี่
สงัเคราะหข์ึน้มา เช่น โพลีอะคริลาไมด ์โพลียูรีเทน และโพลีไวนิล เป็นตน้ (83) ในปัจจุบันวิธีการ
กักขังในเจลโพลีเมอรจ์ากธรรมชาติ กลายเป็นวิธีที่นิยมมากขึน้ส  าหรบัการตรึงเซลลเ์นื่องจาก
ปัญหาความเป็นพิษที่เก่ียวขอ้งกับวัสดุโพลีเมอรส์ังเคราะห ์อย่างไรก็ตามการใชโ้พลีเมอรจ์าก
ธรรมชาตินัน้มกัถูกจ ากดัดว้ยความแข็งแรง และการขาดพืน้ที่ส  าหรบัการเจริญเติบโตของเซลลท์ี่
แอกทีฟ ส่งผลใหเ้กิดการแตกของเจล และปล่อยเซลลภ์ายในออกสู่อาหารเลีย้งเชือ้ นอกจากนี ้
ประสิทธิภาพของโพลีเมอรจ์ากธรรมชาติยังมีขอ้จ ากัดในการแพร่กระจาย และเจลอัลจิเนตมัก 
ไม่เสถียรเม่ือสมัผสักบัสารคีเลตต่าง ๆ เช่น ฟอสเฟต และซิเตรต ที่มกัใชใ้นอาหารเลีย้งเชือ้(81, 83) 



     32 

6.3 การห่อหุม้ (encapsulation)  
เป็นวิธีการตรงึที่ไม่สามารถผนักลบัได ้คลา้ยกบัวิธีการกกัขงั ในกระบวนการนีเ้ซลล์

จะถูกจ ากัดโดยผนังเมมเบรน โดยปกติจะอยู่ในรูปของแคปซูล แต่จะสามารถล่องลอยไดอ้ย่าง
อิสระภายในแคปซูล สารตัง้ตน้และสารอาหารสามารถซึมผ่านเขา้และออกจากเมมเบรนไดอ้ย่าง
อิสระ โดยวิธีการห่อหุม้ขนาดรูพรุนของเมมเบรนตอ้งมีความเหมาะสมต่อเซลล ์ดงันัน้จึงสามารถ
ปอ้งกนัเซลลห์รือตวัเรง่ปฏิกิรยิาทางชีวภาพอื่น ๆ ได ้เนื่องจากวิธีการตรงึสว่นใหญ่ จะปอ้งกนัการ
รั่วไหลออกของเซลลห์รือตวัเรง่ปฏิกิรยิาทางชีวภาพดา้นในเท่านัน้ จงึสง่ผลท าใหป้ระสิทธิภาพของ
กระบวนการเพิ่มขึน้ โดยวิธีการห่อหุม้เหมาะส าหรบัจุลินทรีย ์เซลลท์ี่มีชีวิต และระบบเอนไซมท์ี่มี
หลายชนิด เนื่องจากตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพหลายชนิดสามารถถูกรวมเขา้ในแคปซูลได ้หาก  
ไม่มีผลกระทบเชิงลบต่อกันและกัน อย่างไรก็ตามวิธีนีจ้  าเป็นที่จะตอ้งมีการควบคุมขนาดรูพรุน  
ยิ่งไปกว่านัน้เทคนิคนีไ้ม่สามารถใชไ้ดก้บัตวัเรง่ปฏิกิรยิาทางชีวภาพ หรือเซลลท์ี่มีขนาดใกลเ้คียง
กบัสารตัง้ตน้ที่จะท าปฏิกิรยิา เนื่องจากจะส่งผลใหเ้กิดการรั่วไหลของทัง้สอง เม่ือมีขนาดเล็กกว่า  
รูพรุนของเมมเบรน หรือแคปซูลแตก เม่ือทั้งเซลล์และสารตั้งต้นถูกกักอยู่ภายในเมมเบรน  
โพลีเมอรท์ี่ใชส้  าหรบัการห่อหุม้ ไดแ้ก่ กรดแอลจินิก (แอลจิเนต) ไคโตซาน มอลโทเดกซท์รนิ และ
เซลลโูลส เป็นตน้(81) 

ในปัจจบุนัมีแนวโนม้ในการน าเซลลต์รงึมาใชบ้  าบดัสียอ้มเพิ่มมากขึน้ เนื่องจากการ
บ าบดัสียอ้มดว้ยเซลลอ์ิสระท าใหเ้ซลลร์าไดร้บัผลกระทบต่อความเครียดจากสิ่งแวดลอ้มมากกว่า
เซลลต์รงึ ดงันัน้ การตรงึเซลลร์าจึงช่วยปกป้องราจากความเครียดของสิ่งแวดลอ้ม เช่น ในสภาวะ
ที่มีสารพิษความเขม้ขน้สูงมีรายงานว่าการตรงึเซลลร์าสามารถช่วยรกัษาระดบัการผลิตเอนไซม ์
ต่าง ๆ ใหอ้ยู่ในระดบัที่สงูกว่าเซลลร์าในรูปแบบแขวนลอยหรือเป็น pellet รวมไปถึงการตรงึเซลล์
รายงัช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการลดสีสงัเคราะหไ์ด ้เนื่องจากเสน้ใยมีความหนาแน่นนอ้ยกว่าเม่ือ
เปรียบเทียบกบัชีวมวลจากเซลลร์าอิสระ เป็นการเพิ่มการเขา้ถึงของเอนไซมก์บัสียอ้ม และเซลลร์า
จะมีพืน้ที่ผิวที่ใหญ่ขึน้ส  าหรบัการดูดซบัสียอ้มไดม้ากขึน้ นอกจากนีก้ารตรงึยังสามารถใชซ้  า้ได ้
และสามารถแยกเซลลต์รงึออกจากสียอ้มไดง้่ายขึน้ ซึง่จะช่วยลดปัญหาการอดุตนัได้(82) งานวิจยัที่
มีการใชร้าตรงึในการบ าบดัสียอ้มดงัแสดงในตาราง 3 ตวัอย่างงานวิจยัของ Przystas และคณะ 
ใช้ ร า  Pleurotus ostreatus BWPH, Gleophylum odoratum DCa แ ล ะ  Polyporus picipes 
RWP17 มาตรงึบนวงแหวนโลหะแลว้น ามาลดสีสังเคราะห์ Evans Blue พบว่าสามารถลดสีได้
อย่างสมบรูณภ์ายใน 24 ชั่วโมง(13) ต่อมางานวิจยัของ Rodriguez-Couto และคณะ ในปี 2004 น า
รา Trametes hirsuta มาตรึงร่วมกับ stainless steel sponge ในถัง bioreactor แลว้น ามาลดสี
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สงัเคราะห ์Indigo Carmine และ Lanset Marine พบว่าสามารถลดสี Indigo Carmine ไดอ้ย่าง
สมบูรณ์ภายในเวลา 3 วัน และลดสี Lanset Marine ได้ 82% ภายในเวลา 15 ชั่ วโมง(85) และ
งานวิจัยในปี 2006 ของ Rodriguez-Couto และคณะ ใชร้า T. hirsuta BT2566 มาตรึงร่วมกับ
เปลือกส้ม แล้วน ามาลดสีสังเคราะห์ Indigo Carmine, Bromophenol Blue, Methyl Orange 
แ ล ะ  Poly R-478 ใน  expanded-bed reactors โด ย ใช้ ก า ร เพ า ะ เลี ้ ย ง แ บ บ  solid state 
fermentation พบวา่ราสามารถลดสี Indigo Carmine ไดอ้ย่างสมบรูณภ์ายในเวลา 3 ชั่วโมง ลดสี 
Bromophenol Blue ได ้85% ภายในเวลา 3 ชั่วโมง และลดสี Methyl Orange และ Poly R-478 
ได้ 81 และ 47% ภายในเวลา 3 วัน  ตามล าดับ (86) งานวิจัยของ Ottoni และคณะ น ารา  
T. versicolor MUM 04.100 มาตรงึรว่มกบัโฟมโพลียูรีเทน และฟองน า้ไนลอน แลว้น าไปใชล้ดสี
สงัเคราะห ์Reactive Black 5 ในถงัหมกัแบบ fed-batch bioreactor พบว่ามีประสิทธิภาพในการ
ลดสีมากถึง 85%(87) 

ตาราง 3 การประยกุตใ์ชร้าตรงึในการบ าบดัสียอ้ม 

วสัดตุรงึ ราไวทร์อท สียอ้ม อา้งอิง 
Stainless steel 
sponges 

Tramates 
pubescens 

Reactive Black 5 Enayatzamir et 
al. 2009 (88) 

Orange peelings T. hirsuta BT2566 Indigo Carmine, 
Methyl Orange, 
Bromophenol Blue 
และ Poly R-478 

Rodríguez Couto 
et al. 2006 (86) 

Polyurethane foam  
และ Pine wood 

Irpex lacteus Remazol Brilliant  
Blue R 

Kasinath et al. 
2003 (89) 

Alginate beads T. hirsuta Indigo Carmine  
และ Phenol Red 

Domínguez et al. 
2005 (90) 

Polyurethane foam  
และ Nylon sponges 

T. versicolor MUM 
04.100 

Reactive Black 5 Ottoni et al. 2013 
(87) 

Alginate beads T. versicolor U97 Reactive Green 19 Sari et al. 2015 
(91) 
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ตาราง 3 (ต่อ) 

วสัดตุรงึ ราไวทร์อท สียอ้ม อา้งอิง 
Alginate beads Funalia trogii Acid black 52 Park et al. 2006 

(92) 

Luffa sponge และ 
Birch wood 

T. versicolor 
PRL-572 

Reactive Blue 4 และ 
Reactive Red 2 

Nilsson et al. 
2006 (93) 

Stainless steel 
sponges  

T. hirsuta Indigo Carmine และ 
Lanset Marine 

Rodriguez-
Couto 
et al. 2004 (85) 

Polyethylene foam, 
Polypropylene washer, 
Polystyrene fitting, Tile 
cross spacers, Brush, 
Grid และ Sawdust 

Pleurotus ostreatus 
BWPH, Polyporus 
picipes RWP17 และ 
Gleophylum 
odoratum DCa 

Brilliant Green และ 
Evans Blue 

Przystas et al. 
2018 (13) 

    

7. ปัจจยัทีมี่ผลต่อการบ าบัดสีน า้ทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรม 
องคป์ระกอบของน า้ทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรมแต่ละแหล่งมีความแตกต่างกัน เช่น 

สารอาหาร ค่า pH อณุหภูมิ รวมทัง้ชนิดสียอ้มที่ปนเป้ือน โดยจลุินทรียท์ี่ใชใ้นการย่อยสลายทาง
ชีวภาพมกัมีความไวต่อความเขม้ขน้ของสียอ้มที่สงู การเปลี่ยนแปลงของค่า pH ชนิดและปรมิาณ
ของโลหะหนัก ดงันัน้จึงตอ้งมีการปรบัพารามิเตอรต์่าง ๆ ใหเ้หมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย ์
และท างานของจุลินทรีย ์เพื่อใหไ้ดป้ระสิทธิภาพในการลดสียอ้มสงัเคราะหส์งูสดุ(94) โดยปัจจยัที่
มักส่งผลต่อการเจริญของจุลินทรีย ์และประสิทธิในการบ าบัดสีย้อมสังเคราะห์ ไดแ้ก่ ค่า pH 
อณุหภมูิ ความเขม้ขน้ของสียอ้มตัง้ตน้ อตัราการเขยา่ และสารอาหาร 

7.1 สารอาหาร (nutrients) 
ปริมาณสารอาหาร เช่น แหล่งคารบ์อน แหล่งไนโตรเจน ที่เหมาะสมมีความส าคญั

อย่างยิ่งต่อการเจรญิเติบโตของจลุินทรียแ์ละช่วยส่งเสรมิการก าจดัสียอ้มในน า้ทิง้ เนื่องจากแหล่ง
คารบ์อนเป็นองคป์ระกอบส าคัญในการเพิ่มจ านวนเซลลแ์ละพลังงานของจุลินทรีย ์โดยทั่วไป
จลุินทรียท์ี่ไม่ใชอ้ากาศจะใชแ้หล่งคารบ์อนประมาณ 10% ในการเพิ่มจ านวนเซลล ์ส่วนจุลินทรีย์
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ใชอ้ากาศจะใชแ้หล่งคารบ์อน ประมาณ 50-55% ในการเพิ่มจ านวนเซลล ์ส่วนไนโตรเจนเป็นธาตุ
อาหารท่ีจ าเป็นตอ่การสงัเคราะหโ์ปรตีนและกรดนิวคลีอิก นอกจากนีจ้ลุินทรยีส์ว่นใหญ่ไม่สามารถ
ใชส้ียอ้มเป็นแหล่งคารบ์อนหรือแหลง่ไนโตรเจนส าหรบัการเจรญิเติบโตได ้ดงันัน้จึงตอ้งมีการเติม
สารอาหารเพิ่มลงไปในสียอ้มเพื่อส่งเสรมิการเจรญิของจลุินทรีย ์มีหลายงานวิจยัที่ศกึษาหาแหล่ง
คารบ์อนและไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการบ าบดัสียอ้มสงัเคราะหข์องจลุินทรีย ์ยกตวัอย่างงานวิจยั
ของ Asgher และคณะไดท้ าการหาแหลง่คารบ์อนที่เหมาะสมต่อการลดสียอ้ม Solar Brilliant Red 
80 ของรา Schizophyllum commune IBL-06 พบวา่น า้ตาลมอลโทสและแอมโมเนียมซลัเฟตเป็น
แหลง่คารบ์อนและแหลง่ไนโตรเจนที่เหมาะสมมากที่สดุมีความสามารถในการลดสีเท่ากบั 91.5% 
ภายใน 3 วนั(95) ส่วนงานวิจัยของ Gahlout ในปี 2013 พบว่าน า้ตาลแมนโนส และสารสกัดจาก
ยีสต์ เป็นแหล่งคารบ์อนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมมากที่สุดในการลดสีย้อม Reactive 
Violet-1 ด้วยรา Ganoderma cupreum AG-1 ซึ่งสามารถลดสีย้อมได้เท่ากับ 91 และ 96% 
ตามล าดบั(96) 

7.2 ค่า pH  
ค่าพีเอชเป็นปัจจัยที่มีความส าคัญส าหรบักิจกรรมทางสรีรวิทยาของเชือ้จุลินทรีย์

และการลดสีของน า้ทิง้ โดยมีบทบาทส าคญัในการเคลื่อนที่ของสารอาหารผ่านเยื่อหุม้เซลล ์สง่ผล
ต่อการเจรญิเติบโตของเซลลจ์ลุินทรียแ์ละกระบวนการทางชีวเคมี  รวมทัง้เอนไซมต์่าง ๆ ค่า pH ที่
เหมาะสมของเชือ้จลุินทรียแ์ต่ละชนิดมีความแตกต่างกนั ยกตวัอย่างเช่น แบคทีเรียแสดงกิจกรรม
การลดสีและการย่อยสลายทางชีวภาพที่ดีในช่วง pH ที่เป็นกลางถึงเบส ในขณะที่เชือ้รา และยีสต์
มีประสิทธิภาพที่ดีในช่วง pH ที่เป็นกรดถึงกลาง โดยในงานวิจัยของ Asgher และคณะ ไดห้า 
ค่า pH ของอาหารที่เหมาะสมต่อการลดสีย้อมสังเคราะห์ของรา  S. commune IBL-06 พบว่า 
เม่ือปรบัค่า pH ของอาหารเท่ากับ 4.0 ท าใหร้าสามารถลดสียอ้มไดส้งูที่สุด 87.7% ภายในเวลา  
6 วัน(95) และงานวิจัยในปี 2016 พบว่าค่า pH 4.0 เหมาะสมต่อการลดสียอ้มสังเคราะหข์องรา 
Trametes versicolor IBL-04 โดยมีประสิทธิภาพในการลดสี Remazol Brilliant Yellow 3-GL 
เท่ากบั 97.21%(97) 

7.3 อณุหภมูิ (temperature) 
อุณหภูมิเป็นปัจจัยทางกายภาพที่ส  าคัญ ที่จะส่งผลต่อการเจริญของเชือ้จุลินทรีย์

โดยตรง อุณหภูมิที่ มีความเหมาะสมจะส่งผลให้จุลินทรีย์เจริญเติบโตได้รวดเร็ว ท าให้เพิ่ม
ประสิทธิภาพการลดสีย้อม และที่อุณหภูมิไม่เหมาะสมกระบวนการลดสีจะลดลงเนื่องจาก
เชือ้จุลินทรียเ์จริญเติบโตไดช้า้ลง ซึ่งเซลลจ์ุลินทรียม์ักมีการตอบสนองต่อการเปลี่ยนแปลงของ
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อุณหภูมิโดยการปรบัตัวผ่านวิธีการทางชีวเคมีหรือเอนไซม ์จากงานวิจัยของ Asgher และคณะ 
พบว่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเหมาะสมต่อการลดสียอ้มสังเคราะหข์องรา  S. commune 
IBL-06 สามารถลดสียอ้มไดส้งูที่สดุ 89.2% ภายในเวลา 4 วนั(95) เช่นเดียวกนังานวิจยัในปี 2016 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเหมาะสมการลดสียอ้มสังเคราะหข์องรา T. versicolor IBL-04 โดย
สามารถลดสียอ้ม Remazol Brilliant Yellow 3-GL ไดด้ีท่ีสดุเท่ากบั 97.21%(97) 

7.4 ความเขม้ขน้ของสียอ้ม (dye concentration) 
ประสิทธิภาพของการลดสียอ้มในน า้ทิง้ส่วนใหญ่ขึน้อยู่กับความเขม้ขน้เริ่มตน้ของ 

สียอ้มนอกจากนีย้ังมีปัจจัยอื่นร่วมอยู่ดว้ย เช่น ความเป็นพิษของสีย้อม ความเขม้ขน้ของสาร
ปนเป้ือนในน า้ทิง้ และความสามารถของเอนไซมใ์นการจดจ าสารตัง้ตน้ (substrate) โดยอตัราการ
ลดสีจะลดลงตามความเขม้ขน้ของสียอ้มที่เพิ่มขึน้ เนื่องจากความเป็นพิษจากสียอ้มที่มีผลต่อการ
ย่อยสลายของจลุินทรียห์รือการรบกวนบริเวณแอกทีฟไซต ์(active site) ของเอนไซมด์ว้ยโมเลกุล
ของสีย้อม งานวิจัยในปี 2015 ใชร้า Mucor hiemalis MV04 มาลดสีย้อมสังเคราะห์ Remazol 
Brilliant Blue R, Malachite Green และ Congo Red ที่ความเข้มข้น 50-200 มิลลิกรมัต่อลิตร 
พบว่าที่ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรมัต่อลิตร รามีประสิทธิภาพในการลดสีสงูที่สดุเท่ากบั 39, 31 และ 
33% ตามล าดบั แต่เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของสียอ้มพบวา่ความสามารถในการลดสีลดลงเหลือ 33, 
24 และ 26% ที่ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรมัต่อลิตร(12) และงานวิจัยของ Vantamuri และคณะใน 
ปี 2020 พบว่ารา Marasmius sp. BBKAV79 สามารถลดสีย้อม Diazo Reactive dye ที่ความ
เข้มข้น  50 มิลลิกรัมต่อลิตรได้ดีที่สุดถึง 93% ตามมาด้วยความเข้มข้น 100, 150 และ 200 
มิลลิกรมัต่อลิตร ที่สามารถลดได ้58, 35 และ 19% ตามล าดบั(67) 

7.5 อตัราการกวน (agitation) 
มีรายงานจ านวนมากที่รายงานถึงความสมัพนัธร์ะหว่างอตัราการกวนหรือการเขย่า 

และสภาวะที่ไม่เขย่ากับประสิทธิภาพการลดสียอ้มสงัเคราะห์ในน า้เสียดว้ยจุลินทรีย ์อตัราการ
ก าจัดสีจะสูงขึน้ภายใตส้ภาวะการเขย่า เนื่องจากมีการถ่ายเทออกซิเจนและมีการกระจายของ
สารอาหารที่ดีกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัการเพาะเลีย้งแบบไม่เขย่า เนื่องจากการเขย่าเป็นการเพิ่ม
ปรมิาณออกซิเจนใหก้บัจลุินทรียท์ี่ตอ้งใชอ้ากาศ โดยเฉพาะอย่างยิ่งกบัราที่เป็นจลุินทรยีท์ี่ตอ้งการ
อากาศในการเจรญิเติบโต โดยออกซิเจนจะเป็นตวัรบัอิเล็กตรอนตวัสดุทา้ยในกระบวนการหายใจ
ระดบัเซลล ์ดงันัน้การเขย่าใหอ้ากาศอย่างต่อเนื่องจึงจ าเป็นต่อจุลินทรียท์ี่ใชอ้ากาศ ยกตวัอย่าง
งานวิจยัของ Gao และคณะ ใชร้า Bjerkandera adusta SWUSI4 มาลดสียอ้มสงัเคราะห ์Cotton 
Blue, Crystal Violet และ Methyl Violet ในสภาวะที่ไม่มีการเขย่า และในสภาวะที่มีการเขย่า 150 
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รอบตอ่นาที พบวา่ราสามารถลดสียอ้ม Cotton Blue, Crystal Violet และ Methyl Violet ไดถ้ึง 70, 
72 และ 81% ซึ่งมีประสิทธิภาพสงูกว่าการเลีย้งในสภาวะที่ไม่มีการเขย่าซึ่งสามารถลดสียอ้มได้
เพียง 58, 27 และ 47% ตามล าดบั(64) รวมถึงงานวิจยัในปี 2013 ผูว้ิจยัทดลองลดสียอ้ม Reactive 
Violet-1 ดว้ยรา G. cupreum AG-1 ในสภาวะที่ไม่มีการเขย่า และมีการเขย่า 150 รอบต่อนาที 
พบว่าราสามารถลดสียอ้มสงัเคราะหใ์นสภาวะที่มีการเขย่าไดด้ีกว่าสภาวะที่ไม่มีการเขย่า เท่ากบั 
90 และ 73% ตามล าดบั(96) และงานวิจยัของ Megha ในปี 2015 ไดท้ดลองหาความเรว็รอบในการ
เขย่าที่ เหมาะสมต่อการลดสี  Remazol Brilliant Blue R ด้วยรา M. hiemalis MV04 พบว่า
ความเร็วรอบ 130 รอบต่อนาทีเหมาะสมต่อการลดสีมากที่สุดลดสีได้ถึง 43% ภายในเวลา  
8 วนั(12) 

8. การศึกษาหมู่ฟังกชั์นสารเคมีด้วยเทคนิค Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
(FTIR) 

เป็นเทคนิคที่ใช้ในการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของสารอินทรีย์หรืออนินทรีย์ สามารถ
วิเคราะห์ตัวอย่างได้ทั้งของแข็งและของเหลว โดยอาศัยหลักการดูดกลืนแสงอินฟราเรด เม่ือ
โมเลกุลของสารไดร้บัพลังงานจากแสงอินฟราเรดในช่วง 400-4,000 cm-1 และมีความถ่ีตรงกับ
ความถ่ีของการสั่นหรือการหมนุของพนัธะโควาเลนซใ์นโมเลกลุ จะท าใหโ้มเลกลุดงักล่าวเกิดการ
ดดูกลืนแสงอินฟราเรดบางส่วน และแสงบางสว่นจะถกูสง่ผ่านไปยงัเครื่องมือวดัค่าความเขม้แสง 
ซึง่ผลที่ไดจ้ากการวิเคราะหด์ว้ยเทคนิคนีแ้สดงเป็นกราฟความสมัพนัธร์ะหวา่งค่าการสอ่งผ่านของ
แสง (% transmittance) กับค่าความยาวคลื่น (wavenumbers) ที่เรียกว่าอินฟราเรดสเปกตรมั 
(infrared spectrum) โดยในแต่ละโมเลกุลของหมู่ฟังก์ชันมีโครงสรา้งที่แตกต่างกันท าให้เกิด
สเปกตรมัที่แตกต่างกันของสารแต่ละชนิดจึงสามารถใชใ้นการสนันิษฐานหมู่ฟังกช์ันของสารได ้
โดยเปรียบเทียบรูปร่างของพีค และค่าความยาวคลื่นของแต่ละพีคกับฐานขอ้มลู ท าใหท้ราบถึง
โครงสรา้งของสารที่วิเคราะหไ์ด้(98)แต่การเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลูไม่สามารถยืนยนัไดว้่าสารที่
วิเคราะห์เป็นสารอะไร แต่จะสามารถบอกได้จากการเปรียบเทียบอินฟราเรดสเปกตรัมของ
สารประกอบมาตรฐานกบัตวัอย่างที่วดัในตวักลางชนิดเดียวกนั เม่ือน ามาเปรียบเทียบกนั พีคต่อ
พีค ถา้ตรงกนัและเหมือนกนัก็สามารถยืนยนัไดว้่าเป็นสารชนิดเดียวกนั ในหลายงานวิจยัไดน้  าเอา
เทคนิค FTIR มาใชใ้นการวิเคราะหโ์ครงสรา้งของสียอ้ม หรือโครงสรา้งของสียอ้มหลังจากการ
บ าบดัทางชีวภาพเพื่อวิเคราะหก์ารเปลี่ยนแปลงของสารหลงัจากการบ าบดั ยกตวัอย่างงานวิจยั
ของ Ayed และคณะในปี 2011 ไดมี้การน าเทคนิค FTIR มาใชใ้นการวิเคราะหก์ารเปลี่ยนแปลง
ของโครงสรา้งสีจากการย่อยสลายสี Methyl Red เม่ือเปรียบเทียบอินฟราเรดสเปกตรมัของ 
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ชุดควบคุมและตวัอย่างหลงัจากการย่อย พบว่าต าแหน่งของพีคมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอ้ยจาก 
1,604, 1,384, 1,124 (C-C) และ 535 cm-1 เปลี่ยนไปเป็น  1,603, 1,383 (-CHO), 1,114 และ 
530 cm-1 (99) รวมไปถึงงานวิจัยของ Maniyam ที่ได้ใช้เทคนิค FTIR มาใช้ในการวิเคราะห์การ
เปลี่ยนแปลงของโครงสรา้งสีจากย่อยสลายสี Methyl Red พบว่าชุดควบคุมมีพีคสงูที่สดุที่ความ
ยาวคลื่น 1,617 cm-1 ซึ่งเป็นหมู่ฟังกช์ันของพันธะเอโซ แต่หลงัจากบ าบดัโดยใช ้Rhodococcus 
สายพันธุ์ UCC 0016 พบว่าพีคที่สูงที่สุดอยู่ที่ความยาวคลื่น 3,232 cm-1 ที่เป็นหมู่ฟังกช์ันของ
กลุ่มอะมิโน (–NH2) แสดงใหเ้ห็นว่าหลงัจากการบ าบดัทางชีวภาพท าใหพ้ันธะเอโซเกิดการย่อย
สลายไปเป็นสารในกลุม่อะมิโน(100) 



 

บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือ 

ตาราง 4 อปุกรณแ์ละเครื่องมือที่ใชใ้นการทดลอง 

อปุกรณแ์ละเครื่องมือที่ใชใ้นการทดลอง บรษัิท ประเทศ 
กระดาษกรอง whatman No.1 (filter paper) GE healthcare UK 
เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมนุ (rotary evaporator) Buchi Switzerland 
เครื่องเขย่าสาร (vortex) IKA Works Malaysia 
เครื่องเขย่าสารแบบควบคมุอณุหภมูิ (incubator 
shaker) 

New brunswick 
scientific 

USA 

เครื่องควบคมุอณุหภมูิหลอดทดลอง (heating block) Wisd Korea 
เครื่องชั่งดิจิตอล ทศนิยม 4 ต าแหนง่ Denver instrument USA 
เครื่องป่ันเหวี่ยงแบบควบคมุอณุหภมูิ (high speed 
refrigerated microcentrifuge) 

Tomy Japan 

เครื่องวดั pH (pH meter) Extech instrument China 
เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ์(spectrophotometer) Hach Germany 
ชดุเครื่องแกว้กรองสารละลาย (funnel) Pyrex USA 
ชดุอปุกรณท์ า SDS-PAGE Cleaver scientific UK 
ตูแ้ช่แข็งอณุหภมูิต  ่า (-20 องศาเซลเซียส) Panasonic Japan 
ตูด้ดูไอระเหยสารเคมี (Fume hood) Wizard Thailand 
ตูบ้ม่เชือ้อณุหภมูิต  ่า (low temperature incubator) Sheldon USA 
ตูป้ลอดเชือ้ (laminar flow) Shal-lab Germany 
ตูอ้บลมรอ้น (hot air oven) Atmosafe Germany 
โถดดูความชืน้ (desiccator) Simax Germany 
หมอ้นึง่ความดนัไอน า้ (autoclave) Tomy Japan 
หวักรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร Alwsci China 
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อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี 

ตาราง 5 อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมีที่ใชใ้นการทดลอง 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมีที่ใชใ้นการทดลอง บรษัิท ประเทศ 
Acetic acid (CH3COOH) Merck Germany 
Acrylamide/ Bis (30%T, 2.7%C) Bio-rad USA 
Agar Marine chemical India 
Ammonium persulfate (APS) Bio-rad USA 
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) Merck Germany 
Ammonium nitrate (NH4NO3) Qrec New Zealand 
Bovine serum albumin (BSA) Thermo Scientific Germany 
Bradford reagent Bio-rad USA 
Bromophenol Blue Loba chemie India 
Calcium chloride (CaCl2) Ajax Finechem Australia 
Coomassie Brilliant Blue R-250 Panreac Spain 
Copper (II) sulphate pentahydrate (CuSO4·5H2O) Ajax Finechem Australia 
D-glucose Kemaus Australia 
Di-sodium hydrogen orthophosphate (Na2HPO4) Ajax Finechem Australia 
Ethanol RCI Labscan Ireland 
Ethyl acetate (CH3COOC2H5) Pwai Thailand 
Ferrous sulphate heptahydrate (FeSO4·7H2O) Carlo Erba 

Reagents 
Italy 

Fructose Himedia India 
Galactose Himedia India 
Glycerol Kemaus Australia 
Glycine Bio-rad USA 
Hydrochloric acid (HCl) Qrec New Zealand 
Hydrogen peroxide 30% (H2O2) Merck Germany 
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ตาราง 5 (ต่อ) 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมีที่ใชใ้นการทดลอง บรษัิท ประเทศ 
Lactose Ajax Finechem Australia 
L-tartaric acid (C4H6O6) Fluka Switzerland 
Manganese sulfate monohydrate (MnSO4·H2O) Ajax Finechem Australia 
Magnesium sulphate heptahydrate (MgSO4·7H2O) Ajax Finechem Australia 
Monosodium phosphate (NaH2PO4) Ajax Finechem Australia 
N,N,N’,N’-tetramethylethane-1,2-diamine (TEMED) 
(C6H16N2) 

Bio-rad USA 

Palm sugar Mitrphol Thailand 
Peptone Himedia India 
Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4) Ajax Finechem Australia 
Sodium acetate (CH3COONa·3H2O) Ajax Finechem Australia 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Bio-rad USA 
Sodium hydroxide (NaOH) Merck Germany 
Sodium L-tartrate dibasic dihydrate 
(C4H4Na2O6·2H2O) 

Loba Chemie India 

Sodium nitrate (NaNO3) Kemaus Australia 
Soluble starch Qrec New Zealand 
Sucrose Mitrphol Thailand 
Sulfuric acid (H2SO4) Qrec New Zealand 
Tris Base Bio-rad USA 
Urea (CH4N2O) Qrec New Zealand 
Yeast extract Himedia India 
Zinc sulphate (MgSO4·7H2O) Ajax Finechem Australia 
2-Mercaptoethanol (C2H6OS) Sigma-aldrich USA 
2,2’-Azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic  
acid (ABTS) 

Roche 
Diagnostics 

Germany 
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ตาราง 5 (ต่อ) 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมีที่ใชใ้นการทดลอง บรษัิท ประเทศ 
2,6-Dimethoxyphenol (C8H10O3) Aldrich India 
3,4-Dimethoxybenzyl alcohol (veratryl alcohol) Aldrich Germany 

วิธีด าเนินการทดลอง 

1. ตัวอย่างน า้ทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรมฟอกย้อม และการวัดคุณสมบัตเิบือ้งต้น  
ตัวอย่างน า้ทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรมฟอกยอ้ม ไดร้บัความอนุเคราะหจ์ากโรงงาน  

ธนไพศาล จังหวัดสมุทรปราการ ในช่วงเดือน สิงหาคม ปี พ.ศ. 2563 จ านวน 2 ตัวอย่าง คือ  
1) ตวัอย่างสียอ้มเหลือทิง้จากกระบวนการยอ้มที่ยงัไม่ผ่านระบบบ าบดั มีสีน า้เงินเขม้ (navy blue) 
ประกอบดว้ยสีผสมของ Novacron Navy EC-R (NEC-R), Novacron Ruby S3B (NR-S3B) และ 
Novacron Super Black G (NSB-G) และ 2) ตัวอย่างสีน า้ทิง้ภายหลงัการบ าบดั (effluent) โดย
บรรจใุนแกลลอนสีด า เก็บรกัษาที่อณุหภมูิ 15 องศาเซลเซียส จากนัน้น ามาตรวจสอบคณุภาพโดย
การวัดค่า pH, COD (Chemical Oxygen Demand), BOD (Biochemical Oxygen Demand), 
ความเขม้สีซึ่งแสดงในหน่วยของ ADMI (American Dye Manufacturers Institute) และปริมาณ
โลหะหนกัจ านวน 11 ชนิด ตามมาตรฐานน า้ทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรม ไดแ้ก่ สงักะสี (Zinc, Zn) 
ทองแดง (Copper, Cu) แมงกานีส (Manganese, Mn) นิกเกิล (Nickel, Ni) แบเรียม (Barium, 
Ba) โครเมียม (Chromium, Cr) แคดเมียม (Cadmium, Cd) ตะกั่ว (Lead, Pb) สารหน ู(Arsenic, 
As) ปรอท (Mercury, Hg) และซีลีเนียม (Selenium, Se) โดยค่า COD วิเคราะหด์ว้ยวิธี Open 
reflux method 5220 B ส่วนค่า BOD วิเคราะห์ด้วยวิธี Days BOD test 5210 B และปริมาณ
โลหะหนักวิเคราะหด์ว้ยวิธี Inductively coupled plasma โดยส่งวิเคราะหท์ี่สถาบันวิจัยสภาวะ
แวดลอ้ม จฬุาลงกรณม์หาวิทยาลยั  

การวดัค่า ADMI วดั 2 ค่า คือ วดัที่ pH ตัง้ตน้ของน า้ทิง้ และวดัที่ pH 7 โดยการปรบัค่า 
pH ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ความเขม้ขน้ 1N  หรือสารละลายกรดซลัฟิวริก 
(H2SO4) ความเขม้ขน้ 1N จนมีค่า pH เท่ากบั 7 จากนัน้กรองดว้ยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน 
ก่อนน าไปวดัค่า ADMI ดว้ยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอรโ์ปรแกรม color ADMI 10 mm และวดัค่า
การดูดกลืนแสงของสีน า้ทิง้ดว้ยวิธีการสแกนความยาวคลื่นตัง้แต่ 320 ถึง 700 นาโนเมตร เพื่อ
บนัทกึขอ้มลูของสีน า้ทิง้เบือ้งตน้อีกดว้ย 
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2. การคัดเลอืกสายพันธุร์าไวทร์อททีส่ามารถลดสนี า้ทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรมฟอก
ย้อม 

ราไวทร์อทจ านวน 16 ไอโซเลท ที่สามารถผลิตเอนไซมแ์ลคเคส และ/หรือ แมงกานีสเปอร์
ออกซิเดสได้ คัดเลือกจากงานวิจัยของ Thamvithayakorn และคณะ(101) เพื่อน ามาใช้ในการ
ทดสอบประสิทธิภาพการลดสีน า้ทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรม รายละเอียดแสดงในตาราง 6 

ตาราง 6 สายพนัธุร์าไวทร์อทที่ใชใ้นการศกึษาครัง้นี ้

ชนิดของราไวทร์อท ไอโซเลท ชนิดของราไวทร์อท ไอโซเลท 
Amauroderma subresinosum NP17-12 G. mastoporum PW17-154 
Coriolopsis aspera NP17-02 Microporus vernicipes PW17-173 
C. aspera NP17-08 M. xanthopus PP17-17 
C. retropicta PW17-134 M. xanthopus PP17-20 
Dentipellis parmastoi PW17-136 Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 
Ganoderma fornicatum PW17-145 Trametes elegans PP17-06 
G. lingzhi PW17-43 Trametes hirsuta PW17-41 
G. mastoporum PW17-06 Trametes sanguinea PP17-18 

 
ตัวอย่างราไวทร์อททั้ง 16 ไอโซเลท น ามาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็ง potato dextrose 

agar (PDA) (ภาคผนวก ก) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน จากนั้นตัดเสน้ใยดว้ย 
cork borer เบอร ์5 ที่มีขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 8.75 มิลลิเมตร จ านวน 5 ชิน้ ใส่ลงในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีสว่นผสมของอาหาร basal medium(9) (ภาคผนวก ก) และสียอ้มเหลือทิง้
จากโรงงานอตุสาหกรรมโดยปรบัใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 4% (v/v) ในปรมิาตรรวมเท่ากบั 
50 มิลลิลิตร ปรบัค่า pH เริ่มตน้เท่ากับ 5.5 จากนัน้เลีย้งเชือ้ในเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ 
(incubator shaker) ที่ความเรว็ 150 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั โดย
ชุดควบคมุ (control) เป็นอาหาร basal medium (pH 5.5) ที่เติมสียอ้มแต่ไม่ใส่เสน้ใยรา เก็บผล
วนัที่ 7 โดยน ามากรองแยกสว่นของเสน้ใยดว้ยกระดาษกรอง whatman no.1 แลว้น าสว่นน า้ไปวดั
ค่าต่าง ๆ ดงันี ้1) ค่า ADMI ตามวิธีที่อธิบายในขอ้ 1  2) ค่าการดดูกลืนแสงปกติซึ่งตวัอย่างสียอ้ม
เหลือทิง้ไดจ้ากการผสมสี 3 ชนิด จึงวดัที่ความยาวคลื่น 545 (NR-S3B), 600 (NSB-G) และ 608 
(NEC-R) นาโนเมตร ตามล าดบั(102, 103) 3) ค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ซึ่ง
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ไดจ้ากการสแกนค่าการดดูกลืนแสงที่สงูที่สดุในวิธีการทดลองขอ้ 1 จากนัน้ค านวณประสิทธิภาพ
การลดส ี(% decolourisation) ตามสมการดงันี ้
 
% Decolourisation = (ODcontrol – ODsample)/ODcontrol ×100  
หมายเหต:ุ ODcontrol คือ ค่าการดดูกลืนแสงของชดุควบคมุ และ ODcontrol คือ คา่การดดูกลืนแสง
ของชดุทดลอง 
 
% Decolourisation = (ADMIcontrol – ADMIsample)/ADMIcontrol ×100  
หมายเหต:ุ ADMIcontrol คือ ค่า ADMI ของชดุควบคมุ และ ADMIcontrol คือ ค่า ADMI ของชดุทดลอง 

3. การทดสอบหาวสัดุตรึงทีเ่หมาะสมต่อราทีคั่ดเลือก 
น าวสัดตุรงึ 5 ชนิด ไดแ้ก่ ฟองน า้ไนลอน (สก๊อตชไ์บรต)์ ใบสบัปะรด ใยบวบ กากเมล็ด

กาแฟ และกะลากาแฟ ซึ่งเป็นวสัดเุหลือทิง้มาใชใ้นการตรงึราบริสทุธ์ิท่ีคดัเลือก โดยน ามาลา้งให้
สะอาดดว้ยน า้ประปาและน า้กลั่นก่อนน ามาใช ้โดยฟองน า้ไนลอนน ามาแช่ในน า้ประปาขา้มคืน 
ตม้ที่อณุหภมูิ 100 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลว้ลา้งซ า้ดว้ยน า้กลั่น 2-3 ครัง้ น ามาผึ่งใหแ้หง้ 
จากนัน้ตดัฟองน า้ไนลอน ใบสบัปะรด และใยบวบ ใหมี้ขนาดเท่ากบั 1×1 ตารางเซนติเมตร ส่วน
เปลือกเมล็ดกาแฟ และกะลากาแฟ ใชท้ัง้เมล็ด โดยอบที่อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง แลว้เก็บในโถดูดความชืน้ (desiccator) เป็นเวลา 8 วนั หรือจนกว่าน า้หนักคงที่  จากนั้น
เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ potato dextrose broth (PDB) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใส่ในฟลาสกข์นาด 
250 มิลลิลิตร ใส่วัสดุตรึงจ านวน 15 ชิน้ ส  าหรบัฟองน า้ไนลอน ใบสับปะรด และใยบวบ ส่วน
เปลือกผลกาแฟใชป้ริมาณ 2 กรมั และกะลากาแฟปริมาณ 1 กรมั ก่อนท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ย 
การสเตอริไรเซชั่ นที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นใส่เส้นใยราบริสุทธ์ิท่ี
คัดเลือกอายุ 7 วัน จ านวน 3 ชิน้ ตัดดว้ย cork borer เบอร ์5 ลงในฟลาสก์ เลีย้งในเครื่องเขย่า
แบบควบคุมอุณหภูมิ ที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน 
แลว้น าวสัดตุรงึที่มีการเจรญิของเสน้ใยรามาลา้งดว้ยน า้กลั่นปรมิาณ 100 มิลลิลิตร 2 รอบ อบแหง้
ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เก็บในโถดูดความชืน้ นาน 8 วนั หรือ
จนกว่าน า้หนักคงที่  บันทึกผลน า้หนักแห้งของวัสดุตรึงก่อนและหลังการทดลอง โดยในแต่ละ 
ชดุการทดลอง ท าซ า้ 3 ครัง้ 
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4. การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการลดสีย้อมเหลือทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรมโดยใช้รา
ตรึง 

4.1 การเตรียมราตรงึ 
น าราไวทร์อทที่คัดเลือกอายุ 7 วัน มาตัดเสน้ใยดว้ย cork borer เบอร ์5 ใส่ลงใน 

ฟลาสกข์นาด 250 มิลลิลิตร จ านวน 3 ชิน้ ที่มีอาหาร PDB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และวสัดุตรึง 
ที่คัดเลือก (ฟองน ้าไนลอน) จ านวน 15 ชิน้ต่อฟลาสก์ ที่ผ่านการท าให้ปราศจากเชือ้ด้วยวิธี 
สเตอริไรเซชั่น จากนั้นเลีย้งในเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ ความเร็ว 120 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน แลว้น าวัสดุตรึงมาลา้งดว้ยน า้กลั่น ก่อนน าไปใช้
ทดสอบการลดสีน า้ทิง้ตอ่ไป 

4.2 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการลดสียอ้มเหลือทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรม 
การหาสภาวะที่เหมาะสมนีใ้ชก้ารทดสอบทีละปัจจัย (one factor at a time) โดย

ปัจจยัที่เลือกมาพิจารณา ไดแ้ก่ แหลง่คารบ์อน แหลง่ไนโตรเจน ค่า pH เริม่ตน้ และอตัราการเขย่า 
โดยมีตวัแปรตาม คือ % decolourisation 

4.2.1 แหลง่คารบ์อน (carbon source) ที่เหมาะสม 
เตรียมอาหาร basal medium (pH 5.5) ที่ใชแ้หล่งคารบ์อนแตกต่างกัน ไดแ้ก่ 

กลูโคส ซูโครส ฟรกัโทส แลคโทส กาแลคโทส น า้ตาลป๊ีบ แป้ง และชุดควบคุมที่ไม่เติมแหล่ง
คารบ์อน ผสมกบัสียอ้มเหลือทิง้โดยปรบัใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 4% (v/v) ท าใหป้ราศจาก
เชือ้ดว้ยวิธีสเตอริไรเซชั่น แลว้ทดสอบโดยใส่ราตรงึจ านวน 5 ชิน้ บ่มในเครื่องเขย่าแบบควบคุม
อณุหภูมิ ความเรว็ 150 รอบต่อนาที อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั บนัทึกผลวนัที่ 2 
โดยน ามากรองแยกส่วนของราตรึงผ่านกระดาษกรอง whatman no.1 แลว้น าส่วนน า้ไปวัดค่า 
ADMI ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่าง ๆ ได้แก่ 545, 590, 600 และ 608 นาโนเมตร 
ค านวณประสิทธิภาพการลดสีในรูปของ % decolourisation ตามวิธีการทดลองในขอ้ที่ 2 

4.2.2 แหลง่ไนโตรเจน (nitrogen source) ที่เหมาะสม 
เตรียมอาหาร basal medium (pH 5.5) ที่ใช้แหล่งคารบ์อนที่ให้ค่าการลดสี

สงูสุด ไดแ้ก่ น า้ตาลป๊ีบ จากผลการทดลองในขอ้ที่ 4.2.1 ส่วนแหล่งไนโตรเจนจะใชแ้ตกต่างกัน 
ไดแ้ก่ เปปโตน ยีสตส์กัด แอมโมเนียมซัลเฟต โซเดียมไนเตรท แอมโมเนียมไนเตรท ยูเรีย และ 
ชดุควบคมุที่ไม่เติมแหลง่ไนโตรเจน ผสมกบัสียอ้มเหลือทิง้โดยปรบัใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 
4% (v/v) จากนั้นท าให้ปราศจากเชือ้ด้วยวิธีสเตอริไรเซชั่น แล้วทดสอบโดยใส่ราตรึงจ านวน  
5 ชิ ้น  น าไปบ่มในเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ  ความเร็ว 150 รอบต่อนาที  อุณหภูมิ  
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30 องศาเซลเซียส  เป็น เวลา 2 วัน  บันทึกผลวันที่  2 ค านวณหาค่ า  % decolourisation 
เช่นเดียวกบัการทดลองในขอ้ที่ 4.2.1  

4.2.3 ค่า pH เริม่ตน้ของอาหารเลีย้งเชือ้ที่เหมาะสม 
เตรียมอาหาร basal medium ที่ใชแ้หล่งคารบ์อน คือ น า้ตาลป๊ีบ และไนโตรเจน 

คือ แอมโมเนียมไนเตรทที่ใหค้่าการลดสีสูงสุดจากผลการทดลองในขอ้ 4.2.2 ปรบัค่า pH ของ
อาหารที่แตกต่างกัน ไดแ้ก่ 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 ผสมกับสีย้อมเหลือทิง้โดยปรบัให้มีความ
เขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 4% (v/v) จากนัน้ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยวิธีสเตอรไิรเซชั่น แลว้ทดสอบโดย
ใส่ราตรงึจ านวน 5 ชิน้ น าไปบ่มในเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ ความเร็ว 150 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั ค านวณหาค่า % decolourisation บนัทึกผลวนัที่ 2 
เช่นเดียวกบัการทดลองในขอ้ที่ 4.2.1 

4.2.4 ความเรว็รอบในการเขย่าที่เหมาะสม 
เตรียมอาหาร basal medium ที่ใชแ้หล่งคารบ์อน คือ น า้ตาลป๊ีบ ไนโตรเจน คือ 

แอมโมเนียมไนเตรท และปรบัค่า pH เริ่มตน้เท่ากบั 5 ที่ใหค้่าการลดสีสงูสดุจากผลการทดลองใน
ขอ้ 4.2.3 ผสมกบัสียอ้มเหลือทิง้โดยปรบัใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 4% (v/v) จากนัน้ท าให้
ปราศจากเชือ้ดว้ยวิธีสเตอรไิรเซชั่น แลว้ทดสอบโดยใสร่าตรงึจ านวน 5 ชิน้ น าไปบ่มในเครื่องเขย่า
แบบควบคมุอุณหภูมิ โดยปรบัความเร็วรอบที่ต่างกนั ไดแ้ก่ 0, 50, 100 และ 150 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั ค านวณหาค่า % decolourisation บนัทึกผลวนัที่ 2 
เช่นเดียวกบัการทดลองในขอ้ที่ 4.2.1 

5. การศึกษากลไกในการดูดซับ (adsorption) และการย่อยสลาย (degradation) สีย้อม
เหลือทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรมโดยใช้ราตรึง 

5.1 ความสามารถในการดดูซบัสียอ้มเหลือทิง้ 
เตรียมอาหาร basal medium ที่ใชแ้หลง่คารบ์อน ไนโตรเจน และปรบัค่า pH เริ่มตน้ 

ที่ใหค้่าการลดสีสูงสุดจากการทดลองในขอ้ 4 ผสมกับสียอ้มเหลือทิง้โดยปรบัใหมี้ความเขม้ขน้
สดุทา้ยเท่ากบั 4% (v/v) ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยวิธีสเตอริไรเซชั่น จากนัน้ทดสอบโดยใส่ราตรงึที่
ผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จ านวน 5 ชิน้ น าไปบ่มใน
เครื่องเขย่าแบบควบคมุอณุหภมูิ ความเรว็ 100 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2 วนั บนัทกึผลวนัที่ 2 โดยน ามากรองแยกส่วนของราตรงึผ่านกระดาษกรอง whatman no.1 แลว้
น าส่วนน า้ไปวดัค่า ADMI ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่าง ๆ ไดแ้ก่ 545, 590, 600 และ 
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608 นาโนเมตร ค านวณ % decolourisation ตามวิธีการทดลองในขอ้ที่ 2 และวัดกิจกรรมของ
เอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกตามวิธีการทดลองในขอ้ 5.2.1 

 5.2 ความสามารถในการย่อยสลายสียอ้มเหลือทิง้ 
เตรียมอาหาร basal medium ที่ใชแ้หลง่คารบ์อน ไนโตรเจน และปรบัค่า pH เริ่มตน้ 

ที่ใหค้่าการลดสีสูงสุดจากการทดลองในขอ้ 4 ผสมกับสียอ้มเหลือทิง้โดยปรบัใหมี้ความเขม้ขน้
สดุทา้ยเท่ากับ 4% (v/v) ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยวิธีสเตอริไรเซชั่น จากนัน้ทดสอบโดยใส่ราตรงึ 
จ านวน 5 ชิน้ น าไปบม่ในเครื่องเขย่าแบบควบคมุอณุหภมูิ ความเรว็ 100 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั บนัทึกผลวนัที่ 2 โดยน ามากรองแยกส่วนของราตรงึผ่านกระดาษ
กรอง whatman no.1 แลว้น าส่วนน า้ไปวัดค่า ADMI ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นต่าง ๆ 
ไดแ้ก่ 545, 590, 600 และ 608 นาโนเมตร ค านวณ % decolourisation ตามวิธีการทดลองในขอ้
ที่ 2 และวดักิจกรรมของเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกตามวิธีการทดลองในขอ้ 5.2.1 

5.2.1 การวดักิจกรรมของเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก 
5.2.1.1 กิจกรรมของเอนไซมแ์ลคเคส 

ผสมสารละลาย 2,2’-Azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid 
(ABTS) ความเขม้ขน้ 0.5 mM ในสารละลายบฟัเฟอรโ์ซเดียมอะซิเตท ความเขม้ขน้ 100 mM (pH 
4) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร กบัตวัอย่างทดสอบปริมาตร 600 ไมโครลิตร บ่มที่อณุหภมูิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที แลว้วดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร บนัทกึค่าที่
เวลา 0 และ 60 วินาที  น าค่าที่วัดได้ไปค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์โดยก าหนดให ้  
1 ยูนิตของเอนไซมแ์ลคเคส คือ ปริมาณเอนไซมแ์ลคเคสที่ใชใ้นการเปลี่ยนสาร ABTS 1 µmol 
ภายในเวลา 1 นาที ภายใตส้ภาวะที่ก าหนด (ค่าคงที่ของการดดูกลืนแสง (Extinction coefficient; 

ε) เท่ากบั 36,000 M-1 cm-1) (101) 
5.2.1.2 กิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

ผสมสารละลาย  2,6-dimethoxyphenol (DMP) ความ เข้มข้น  10 mM 
ปริมาตร 120 ไมโครลิตร สารละลายบัฟเฟอรโ์ซเดียมทารเ์ทรต ความเขม้ขน้ 250 mM (pH 4) 
ปริมาตร 240 ไมโครลิตร แมงกานีสซลัเฟต ความเขม้ขน้ 10 mM ปริมาตร 120 ไมโครลิตร และ
ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์ความเขม้ขน้ 4 mM ปริมาตร 120 ไมโครลิตร จากนั้นเติมเอนไซมส์กัด
หยาบปรมิาตร 600 ไมโครลิตร บ่มที่อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที แลว้น าไปวดัค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 469 นาโนเมตร บันทึกค่าที่ 0 และ 60 วินาที น าค่าที่วัดไดไ้ป
ค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ดยก าหนดให ้1 ยนูิตของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส คือ 
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ปริมาณเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่ใชใ้นการเปลี่ยนสาร 2,6-dimethoxyphenol 1 µmol 
ภายในเวลา 1 นาที ภายใตส้ภาวะที่ก าหนด โดยค่าคงที่ของการดูดกลืนแสงเท่ากบั 10,000 M-1 
cm-1 (101) 

5.2.1.3 กิจกรรมของเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส 
ผสมสารละลาย veratryl alcohol ความเข้มข้น  20 mM ปริมาตร 240 

ไมโครลิตร สารละลายบัฟเฟอรโ์ซเดียมทารเ์ทรต ความเขม้ขน้ 250 mM (pH 4) ปริมาตร 240 
ไมโครลิตร และ ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์ความเขม้ขน้ 4 mM ปรมิาตร 120 ไมโครลิตร จากนัน้เติม
เอนไซมส์กัดหยาบปริมาตร 600 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
แลว้น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 310 นาโนเมตร บันทึกค่าที่ 0 และ 60 วินาที  
น าค่าที่วดัไดไ้ปค านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซมโ์ดยก าหนดให ้1 ยูนิตของเอนไซมล์ิกนินเปอร์
ออกซิเดส คือ ปริมาณเอนไซม์ลิกนินเปอรอ์อกซิเดสที่ใช้ในการเปลี่ยนสาร veratryl alcohol  
1 μmol ภายในเวลา 1 นาที ภายใตส้ภาวะที่ก าหนด โดยค่าคงที่ของการดดูกลืนแสงเท่ากบั 9,300 
M-1 cm-1 (101) ซึง่สตูรการค านวณกิจกรรมของเอนไซม ์มีดงันี ้
 

กิจกรรมของเอนไซม ์(ยนูิตต่อมิลลิลิตร) = (∆Abs × V × D) / ε × v × t 
 

หมายเหตุ: ∆Abs = ความแตกต่างระหว่างค่าการดดูกลืนแสงก่อนและหลงัท าปฏิกิรยิา 

V = ปริมาตรรวมของสารทัง้หมดในปฏิกิรยิา (มิลลิลิตร) D =ระดบัความเจือจาง ε = ค่าคงที่ของ
การดูดกลืนแสง (Extinction coefficient) v = ปริมาตรของเอนไซมส์กัดหยาบ (มิลลิลิตร) และ  
t = เวลาที่ใชใ้นการบม่ (นาที) 

5.3 การศกึษาขอ้มลูของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสเบือ้งตน้ 
เตรียมอาหาร basal medium ที่ใชแ้หลง่คารบ์อน ไนโตรเจน และปรบัค่า pH เริ่มตน้ 

ที่ไดจ้ากการทดลองในขอ้ 4 ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยวิธีสเตอรไิรเซชั่น ใสร่าตรงึจ านวน 5 ชิน้ บม่ใน
เครื่องเขย่าแบบควบคมุอณุหภมูิ ความเรว็ 100 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
7 วนั จากนัน้น ามากรองแยกสว่นของราตรงึผ่านกระดาษกรอง whatman no.1 แลว้น าส่วนน า้มา
วดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสตามวิธีการทดลองในขอ้ 5.2.1.2 ก่อนน าไป
ตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) 80% ทิง้ไวข้า้มคืน แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงที่
ความเรว็รอบ 12,000 g อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ส่วนของน า้ (supernatant) 
น ามาวัดค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์พื่อตรวจสอบว่ายังมีเอนไซมเ์หลืออยู่หรือไม่ ส่วนของตะกอน
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(pellet) น ามาละลายดว้ยสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร ์(sodium phosphate buffer) (pH 
6) (ภาคผนวก ข) จากนัน้น าไปไดอะไลซิส (dialysis) โดยใสถ่งุไดอะไลซิสที่มีขนาดรูเท่ากบั 8 kDa 
แช่ในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร ์(pH 6) จากนัน้น าส่วนเอนไซมใ์นถุงไปวดัค่ากิจกรรม
ของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส ตามวิธีการทดลองในขอ้ที่ 5.2.1.2 และวดัปริมาณโปรตีน
รวม นอกจากนีไ้ดน้  าส่วนของเอนไซมท์ี่ไดไ้ปวิเคราะหห์าขนาดของเอนไซมด์ว้ยเทคนิค Sodium 
Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) และ native-PAGE 

5.3.1 การวดัปรมิาณโปรตีนรวม (total protein content) ดว้ยวิธี Bradford assay 
ผสมเอนไซม์สกัดหยาบปริมาตร 200 ไมโครลิตร กับสาร Bradford reagent 

ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร บ่มที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที แลว้น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 595 นาโนเมตร น าค่าที่วดัไดไ้ปค านวณหาค่าปริมาณโปรตีนรวม โดยเปรียบเทียบกับ
กราฟโปรตีนมาตรฐาน (standard curve) ของ bovine serum albumin โดยสรา้งกราฟมาตรฐาน
ระหวา่งความเขม้ขน้ของ BSA กบัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

5.3.2 การศึกษาขนาดของเอนไซม์ด้วยเทคนิค  Sodium Dodecyl Sulphate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

การศกึษาขนาดของเอนไซมด์ว้ยเทคนิค SDS-PAGE สามารถท าไดโ้ดยการแยก
แถบโปรตีนผ่านเจลโพลีอะคริลาไมด ์(polyacrylamide gel) ใน running buffer (ภาคผนวก ข) 
โดยเตรียมเจลเป็น 2 ชัน้ ไดแ้ก่ ชัน้บน คือ 5% stacking gel และชัน้ล่าง คือ 12% resolving gel 
(ภาคผนวก ข) จากนัน้ผสมตวัอย่างเอนไซมก์ับ sample buffer (ภาคผนวก ข) ในอตัราส่วน 1:1 
(v/v) ปริมาตรรวม 30 ไมโครลิตร น าไปตม้เป็นเวลา 5 นาที แลว้หยอดลงในช่องเจลโดยใชแ้ถบ
โปรตีนมาตรฐาน (250 kDa protein standard) ในการเปรียบเทียบขนาด จากนั้นตั้งค่ า
กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศกัย ์120 โวลต ์เป็นเวลา 3 ชั่วโมง น าเจลไปยอ้มดว้ย staining solution 
(ภ าค ผน วก  ข ) โด ย ใช้สี  Coomassie Brilliant Blue R-250 แล ะแ ช่ ใน  destain solution 
(ภาคผนวก ข) แลว้บนัทกึภาพเจล 

5.3.3 การศกึษาเอนไซมด์ว้ยเทคนิค native-PAGE 
การศึกษาเอนไซม์ด้วยเทคนิค native-PAGE สามารถท าได้โดยเตรียมเจล 

โพลีอะคริลาไมดใ์น running buffer เช่นเดียวกับการทดลองในขอ้ 5.3.2 จากนั้นผสมตัวอย่าง

เอนไซมก์บั sample buffer ที่ไม่ไดเ้ติม β-mercaptoethanol ในอตัราส่วน 1:1 (v/v) ปรมิาตรรวม 
30 ไมโครลิตร และหยอดลงในช่องเจลโดยใชแ้ถบโปรตีนมาตรฐาน (250 kDa protein standard) 
ในการเปรยีบเทียบขนาด จากนัน้ตัง้ค่ากระแสไฟฟ้าที่ความต่างศกัย ์120 โวลต ์เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
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น าเจลไปท าปฏิกิริยากับสารตั้งตน้ของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสโดยแช่ใน  solution A 
(ภาคผนวก ข) เป็นเวลา 1 ชั่ วโมง และ solution B (ภาคผนวก ข) เป็นเวลา 30 นาที  แล้ว
บนัทกึภาพเจล ถา้แถบแบบใด คือ เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสจะท าปฏิกิรยิากบัสารละลาย
ตัง้ตน้เกิดเป็นแถบสีสม้ 

6. การศึกษาความสัมพันธข์องการลดสีย้อม การผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกของรา
ตรึง และการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางเคมีของสยีอ้ม 

6.1 ความสมัพนัธข์องการลดสียอ้มและการผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก 
เตรียมอาหาร basal medium ที่ใชแ้หลง่คารบ์อน ไนโตรเจน และปรบัค่า pH เริ่มตน้ 

ที่ไดจ้ากการทดลองในขอ้ 4 ผสมกบัสียอ้มเหลือทิง้โดยปรบัใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 33% 
(v/v) จากนัน้ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยวิธีสเตอริไรเซชั่น ทดสอบโดยใส่ราตรงึจ านวน 5 ชิน้ บ่มใน
เครื่องเขย่าแบบควบคมุอณุหภมูิ ความเรว็ 100 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
20 วนั บนัทึกผลวันที่ 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 และ 20 วนั โดยน ามากรองแยกส่วนของรา
ตรึงผ่านกระดาษกรอง whatman no.1 แลว้น าส่วนน า้ไปวัดค่าต่าง ๆ ดังนี ้ค่า ADMI ค านวณ  
% decolourisation ตามวิธีการทดลองในขอ้ที่ 2 ค่ากิจกรรมของเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกตาม
วิ ธีการทดลองในข้อ  5.2.1 และค่า pH ส่วนของราตรึงน ามาล้างด้วยน ้ากลั่ นปริมาตร  
100 มิลลิลิตร 2 ครัง้ แลว้ อบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเก็บใน
โถดดูความชืน้ นาน 8 วนั หรือจนกวา่น า้หนกัคงที่ บนัทกึผลน า้หนกัแหง้ จากนัน้น าไปวิเคราะหห์า
ความสมัพันธ์ระหว่างการลดสียอ้มเหลือทิง้ และการผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก โดยใชส้ถิติ 
correlation 

6.2 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างสีย้อมด้วยเทคนิค  UV-visible และ Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)  

ตวัอย่างน า้ภายหลงัการย่อยสีดว้ยราตรงึในวนัที่  0, 4, 12 และ 20 น ามาวดัค่าการ
ดดูกลืนแสงดว้ยวิธีการสแกนความยาวคลื่นตัง้แต่ 320 ถึง 700 นาโนเมตร จากนัน้สกัดสารดว้ย 
ตวัท าละลายเอทิลอะซิเตทในอัตราส่วน 1: 1 (v: v) จ านวน 3 รอบ แลว้ระเหยตัวท าละลายดว้ย
เครื่อง rotary evaporator น าไปวิเคราะห์สารสกัดโดยใช้เทคนิค  Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy ดว้ยเครื่อง Shimadzu IR spectrometer (Model: Prestige 21)(99) 
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7. การศึกษาประสิทธิภาพของราตรึงในการลดสยีอ้มทีค่วามเขม้ข้นต่าง ๆ  
เตรียมอาหาร basal medium ที่ใชแ้หล่งคารบ์อน ไนโตรเจน และปรบัค่า pH เริ่มตน้ ที่

ให้ค่าการลดสีสูงสุดจากการทดลองในขอ้ 4 ผสมกับสียอ้มเหลือทิง้โดยปรบัให้มีความเขม้ขน้
สุดท้ายเท่ากับ 4, 8, 17, 25, 33, 42, 50, 66, 83 และ 100% (v/v) ท าให้ปราศจากเชื ้อด้วยวิธี 
สเตอริไรเซชั่น ทดสอบโดยใส่ราตรึงจ านวน 5 ชิน้ น าไปบ่มในเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ 
ความเรว็ 100 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 วนั บนัทกึผลวนัที่ 2, 4, 6 และ 
8 โดยน ามากรองแยกส่วนของราตรงึผ่านกระดาษกรอง whatman no.1 แลว้น าส่วนน า้ไปวดัค่า 
ADMI ค านวณ % decolourisation ตามวิธีการทดลองในขอ้ที่ 2 

8. การประเมินประสิทธภิาพของราตรึงในการน ากลับมาใช้ซ า้เพือ่ลดสยี้อมเหลือทิง้จาก
โรงงานอุตสาหกรรม 

เตรียมอาหาร basal medium ที่ใชแ้หล่งคารบ์อน ไนโตรเจน และปรบัค่า pH เริ่มตน้ ที่
ไดจ้ากการทดลองในขอ้ 4 ผสมกับสียอ้มเหลือทิง้โดยปรบัใหมี้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากับ 4% 
(v/v) จากนัน้ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยวิธีสเตอริไรเซชั่น ทดสอบโดยใส่ราตรงึจ านวน 5 ชิน้ บ่มใน
เครื่องเขย่าแบบควบคมุอณุหภมูิ ความเรว็ 100 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2 วนั บนัทึกผลวนัที่ 2 จากนัน้ยา้ยราตรงึมาใส่ในอาหาร basal medium ที่ผสมสีชดุใหม่ บ่มเป็น
เวลา 2 วัน บันทึกผลวันที่  2 ท าซ า้จนกระทั่ งประสิทธิภาพการลดสีของราตรึงลดลงอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ โดยน ามากรองแยกส่วนของราตรงึผ่านกระดาษกรอง whatman no.1 แลว้น า
ส่วนน า้ไปวดัค่า ADMI ค านวณ % decolourisation ตามวิธีการทดลองในขอ้ที่ 2 วดักิจกรรมของ
เอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกตามวิธีการทดลองในขอ้ 5.2.1 

9. การประเมินความสามารถของราตรึงในการลดสีย้อมเหลอืทิง้ภายใต้สภาวะทีไ่ม่
ปราศจากเชือ้ 

เตรียมอาหาร basal medium ที่ใชแ้หล่งคารบ์อน ไนโตรเจน และปรบัค่า pH เริ่มตน้ ที่
ไดจ้ากการทดลองในขอ้ 5 ผสมกบัสียอ้มเหลือทิง้โดยปรบัใหมี้ความเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 4, 8, 17 
และ 25% (v/v) และเตรยีมน า้สียอ้มเหลือทิง้ที่ไม่เติมอาหาร basal medium ปรบัใหมี้ความเขม้ขน้
สดุทา้ยเท่ากบั 4, 8, 17 และ 25% (v/v) ทดสอบโดยใส่ราตรงึจ านวน 5 ชิน้ บ่มในเครื่องเขย่าแบบ
ควบคมุอณุหภมูิ ความเรว็ 100 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 วนั บนัทกึผล
วนัที่ 2, 4, 6 และ 8 โดยน ามากรองแยกสว่นของราตรงึผ่านกระดาษกรอง whatman no.1 แลว้น า
สว่นน า้ไปวดัค่า ADMI ค านวณ % decolourisation ตามวิธีการทดลองในขอ้ที่ 2  
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10. การวิเคราะหข์้อมูลทางสถติ ิ
ข้อมูลทั้งหมดเก่ียวกับการลดสีย้อม (% decolourisation) และกิจกรรมของเอนไซม ์

(Enzyme activity) เป็นข้อมูลที่ทดสอบ 3 ซ ้า วิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม SPSS statistics 
software เวอรช์ั่น 25 โดยทดสอบค่าความแตกต่างทางสถิติดว้ยเทคนิควิเคราะหค์วามแปรปรวน 
(ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 ส่วนใน
หัวขอ้ความสัมพันธ์ระหว่างการลดสียอ้มเหลือทิง้ และความสามารถในการผลิตเอนไซมก์ลุ่ม 
ลิกนิโนไลติกใชส้ถิติ correlation 



  

บทที ่4 
ผลการทดลอง 

1. การคัดเลอืกสายพันธุร์าไวทร์อททีส่ามารถลดสนี า้ทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรมฟอก
ย้อม 

1.1 คณุลกัษณะเบือ้งตน้ของตวัอย่างน า้ทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรมฟอกยอ้ม 
ตัวอย่างน ้าทิง้ที่ใช้ในการศึกษาจ านวน 2 ตัวอย่าง ได้จากโรงงานอุตสาหกรรม 

ฟอกยอ้มจังหวดั สมุทรปราการ ไดแ้ก่ ตัวอย่างสียอ้มเหลือทิง้จากกระบวนการยอ้มที่ยงัไม่ผ่าน
ระบบบ าบัด และตัวอย่างสีน า้ทิง้ภายหลังการบ าบัด (effluent) (ภาพประกอบ 11) โดยเลือก
เฉพาะตวัอย่างสียอ้มเหลือทิง้มาวิเคราะหค์ณุลกัษณะเบือ้งตน้ตามรายละเอียดที่อธิบายในบทที่ 3 
ผลการวิเคราะหพ์บว่าสียอ้มเหลือทิง้มีสีน า้เงินเขม้ ประกอบดว้ยสีผสมของ Novacron Ruby S3B 
(NR-S3B), Novacron Navy EC-R (NEC-R) และ Novacron Super Black G (NSB-G) ซึ่งเป็นสี
สงัเคราะหใ์นกลุ่มสีรีเอกทีฟในอัตราส่วน 0.52, 1.20 และ 0.96% มีค่า pH เท่ากับ 10 ค่าความ
เขม้สีรวมเท่ากบั 60,100 ADMI ซึง่เกินกว่าค่ามาตรฐานตามที่กระทรวงอตุสาหกรรมก าหนด (300 
ADMI) ถึง 200 เท่า ปรมิาณโลหะหนกัที่ส่งวิเคราะหจ์ านวน 11 ชนิด ไดแ้ก่ สงักะสี (Zn) ทองแดง 
(Cu) แมงกานีส (Mn) นิกเกิล (Ni) แบเรียม (Ba) โครเมียม (Cr) แคดเมียม (Cd) ตะกั่ ว (Pb)  
สารหนู (As) ปรอท  (Hg) และซีลี เนียม  (Se) ค่า BOD (Biochemical Oxygen Demand) ค่า 
COD (Chemical Oxygen Demand) รวมถึงสารเคมีอื่น ๆ ไดแ้ก่ โซเดียมคลอไรด ์(NaCl) โซเดียม
คารบ์อเนต (Na2CO3) และ โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ผลแสดงในตาราง 7 สว่นน า้ทิง้ภายหลงั
การบ าบดัมีสีเหลือง มีตะกอนขนาดเล็กสีด า ค่า pH เท่ากบั 8 และค่าความเขม้สีรวมเท่ากบั 372 
ADMI ผลการวดัค่าการดดูกลืนแสงของสีน า้ทิง้ดว้ยวิธีการสแกนความยาวคลื่นตัง้แต่ 320 ถึง 700 
นาโนเมตร ดว้ยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ์พบว่าสียอ้มเหลือทิง้มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 
ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ส่วนน า้ทิง้ภายหลงัการบ าบดัไม่สามารถสแกนหาค่าการดดูกลืน
แสงสงูสดุได ้(ภาคผนวก ค ภาพประกอบ 1) 

จากผลการวิเคราะห ์พบว่าตวัอย่างสียอ้มเหลือทิง้มีค่าความเขม้สีเกินค่ามาตรฐาน
ตามที่กระทรวงอุตสาหกรรมก าหนดให้มีค่าไม่เกิน 300 ADMI สูงถึง 200 เท่า ค่า pH เกินค่า
มาตรฐานที่ก าหนดไว ้คือ pH 5-9 เม่ือเทียบกบัค่ามาตรฐาน (ตาราง 7) นอกจากนีป้รมิาณ NaOH 
ยงัมีมากถึง 0.85 มิลลลิิตรต่อลิตร ในขณะท่ีตวัอย่างน า้ทิง้ภายหลงัการบ าบดัมีเพียงค่าความเขม้สี
เท่านัน้ที่เกินคา่มาตรฐานเพียงเลก็นอ้ย 
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   A     B 

ภาพประกอบ 11 ตวัอย่างน า้ทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรมฟอกยอ้ม (A) สียอ้มเหลือทิง้จาก
กระบวนการยอ้มที่ยงัไม่ผ่านระบบบ าบดั (B) น า้ทิง้ภายหลงัการบ าบดัจากโรงงานอตุสาหกรรม 

ตาราง 7 ลกัษณะของน า้ทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรมฟอกยอ้ม 

พารามเิตอร ์ สีย้อมเหลือทิง้ น า้ทิง้หลังบ าบัด ค่ามาตรฐาน 

ค่า pH 10 8 5-9 
ค่าความเขม้สรีวม (ADMI) 60,100 372 < 300 
Novacron Ruby S3B (%) 0.52 - - 
Novacron Navy EC-R (%) 1.20 - - 
Novacron Super Black G (%) 0.96 - - 
โซเดียมคลอไรด ์(กรมัต่อลิตร) 70 - - 
โซเดียมคารบ์อเนต (กรมัต่อลิตร) 5 - - 
50% โซเดียมไฮดรอกไซด ์(มิลลิลิตร
ต่อลิตร) 

0.85 - - 

ค่า BOD (มิลลิกรมัต่อลิตร) 29 - < 20 
ค่า COD (มิลลิกรมัต่อลิตร) 199 - < 120 
สงักะสี (มิลลกิรมัต่อลิตร) 0.052 - < 5.0 
โครเมียม (มิลลิกรมัต่อลิตร) < 0.005 - < 0.25 
สารหน ู(มิลลกิรมัต่อลิตร) < 0.005 - < 0.25 
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พารามเิตอร ์ สีย้อมเหลือทิง้ น า้ทิง้หลังบ าบัด ค่ามาตรฐาน 

ทองแดง (มิลลิกรมัต่อลิตร) 0.091 - < 2.0 
ปรอท (มิลลิกรมัต่อลิตร) < 0.001 - < 0.005 
แคดเมียม (มลิลิกรมัต่อลิตร) < 0.005 - < 0.03 
แบเรียม (มิลลกิรมัต่อลิตร) 0.048 - < 1.0 
ซีลีเนียม (มิลลิกรมัต่อลิตร) < 0.005 - < 0.02 
ตะกั่ว (มิลลกิรมัต่อลิตร) < 0.005 - < 0.2 
นิกเกิล (มิลลกิรมัต่อลิตร) 0.005 - < 1.0 
แมงกานีส (มลิลิกรมัต่อลิตร) 0.017 - < 5.0 

 
1.2 การคดัเลือกสายพนัธุร์าไวทร์อทที่สามารถลดสีน า้ทิง้ 

จากราไวทร์อทจ านวน 16 ไอโซเลท สามารถจดัจ าแนกตามอนุกรมวิธานได ้7 จีนัส 
13 ส ปี ชี ส์  ไ ด้ แ ก่  Amauroderma subresinosum, Coriolopsis aspera, C. retropicta, 
Dentipellis parmastoi, Ganoderma fornicatum, G. lingzhi, G. mastoporum, Microporus 
vernicipes, M. xanthopus, Pseudolagarobasidium sp., Trametes elegans, T. hirsuta และ 
T. sanguinea (ภาพประกอบ 12) รายละเอียดและแหลง่ที่มาของเชือ้แสดงในตาราง 6 ของบทที่ 2 
น ามาทดสอบความสามารถในการลดสียอ้มเหลือทิง้ที่มีความเขม้ขน้สดุทา้ยเท่ากบั 4% (v/v) ซึ่ง
สามารถวัดค่า ADMI เริ่มต้นได้เท่ากับ 2,475 ADMI และน ้าทิ ้งหลังผ่านการบ าบัด พบว่ารา 
ไวทร์อททั้ง 16 ไอโซเลท มีความสามารถในการลดสียอ้มเหลือทิง้ไดแ้ตกต่างกันมีค่าอยู่ในช่วง 
29.31-73.98% ดงัแสดงในภาพประกอบ 13 และภาคผนวก ค ตาราง 1 โดย T. hirsuta PW17-41 
และ Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 สามารถลดสีย้อมได้สูงสุด เท่ากับ  73.98 และ 
70.88% ตามล าดบั รองลงมาเป็น T. sunguinea PP17-18 ที่สามารถลดสียอ้มได ้60.18% ซึ่งมี
ความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยราทัง้ 3 ไอโซเลท สามารถลดความเขม้สีรวมจาก 
2,475 ADMI เหลือเท่ากับ 644, 721 และ 986 ADMI ตามล าดับ ในเวลา 7 วัน ภายใต้สภาวะ 
การเขย่าที่  150 รอบต่อนาที  อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  และมีค่า pH เริ่มต้นเท่ากับ 5.5 
นอกจากนีเ้ม่ือพิจารณาเฉพาะค่าความเขม้สีแต่ละสี พบว่าราทั้ง 3 ไอโซเลท สามารถลดสีชนิด 
ต่าง ๆ ที่ผสมรวมอยู่ในสียอ้มเหลือทิง้ได ้โดยลดสี NR-S3B ได ้81.95, 78.58 และ 60.15% ลดสี 
NEC-R ได้ 94.76 , 92.59 และ 59.86% ลดสี  NSB-G ได้ 93.84, 91.84 และ 58.49% เม่ือวัด 
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ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 545, 600 และ 608 นาโนเมตร ตามล าดับ อย่างไรก็ตาม 
ค่าความเขม้สีรวมภายหลงัการทดสอบยงัมีคา่เกินมาตรฐานทกุไอโซเลท 

ส่วนผลการทดสอบความสามารถในการลดสีน า้ทิง้หลงัผ่านการบ าบดั 100% (v/v) 
พบว่ามีราไวทร์อทจ านวน 12 ไอโซเลท ไดแ้ก่ C. aspera NP17-08, C. retropicta PW17-134,  
G. fornicatum PW17-145, G. mastoporum PW17-06, PW17-154, M. vernicipes PW17-
173, M. xanthopus PP17-17, PP17-20, Pseudolagarobasidium sp. PP17-33, T. elegans 
PP17-06, T. hirsuta PW17-41 และ T. sunguinea PP17-18 ที่สามารถลดสีน า้ทิง้ไดโ้ดยมีค่าอยู่
ในช่วง 1.88-21.77% (ภาคผนวก ค ภาพประกอบ 2) และมีเพียง 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ T. hirsuta 
PW17-41 และ T. sunguinea PP17-18 ที่สามารถลดคา่ความเขม้สีรวม จาก 372 ADMI ใหเ้หลือ
เท่ากบั 291 (21.77%) และ 299 (19.62%) ADMI ซึ่งผ่านมาตรฐานน า้ทิง้ที่สามารถปล่อยออกสู่
สิ่งแวดลอ้มได ้ภายในเวลา 7 วนั ภายใตส้ภาวะการเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  

จากผลการทดลองจึงเลือก T. hirsuta PW17-41 ซึ่งสามารถลดความเขม้สีรวมของ
น า้ทิง้ทัง้สองตวัอย่างไดส้งูที่สดุมาใชใ้นการทดลองต่อไป เพื่อบ าบดัน า้สียอ้มเหลือทิง้ที่ยงัไม่ผ่าน
มาตรฐาน 
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ภาพประกอบ 12 ตวัอย่างราบรสิทุธ์ิท่ีเจรญิบนอาหาร PDA ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 7 วนั (A) C. aspera NP17-02 (B) A. subresinosum NP17-12 (C) T. elegans PP17-06 
(D) M. xanthopus PP17-17 (E) Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 (F) G. mastoporum 

PW17-06 (G) T. hirsuta PW17-41 (H) G. lingzhi PW17-43 (I) T. sanguinea PP17-18 (J) G. 
fornicatum PW17-145 (K) G. mastoporum PW17-154 (L) M. vernicipes PW17-173 บาร ์

(Bars) ของรูป A-L เท่ากบั 1 เซนติเมตร 
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ภาพประกอบ 13 ประสิทธิภาพการลดสียอ้มเหลือทิง้ (% decolourisation) ที่ความเขม้ขน้ 4% 
(v/v) โดยราไวทร์อทจ านวน16 ไอโซเลท ภายในเวลา 7 วนั ภายใตส้ภาวะการเขย่าท่ี 150 รอบตอ่

นาที อณุหภมู ิ30 องศาเซลเซียส และค่า pH เริม่ตน้เท่ากบั 5.5 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง mean ± standard deviation และวิเคราะหค์่าทางสถิติโดยใช ้
one-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ (a-f) คือ ค่าทางสถิติของประสิทธิภาพการลดสียอ้มเหลือทิง้ 

2. การทดสอบหาวสัดุตรึงทีเ่หมาะสมต่อราไวทร์อท T. hirsuta PW17-41 
เนื่องจากงานวิจยันีมี้วตัถุประสงคใ์นการเพิ่มประสิทธิภาพการลดความเขม้สีของน า้ทิง้ 

โดยใชเ้ทคนิคการตรึงเซลล ์จึงไดค้ัดเลือกหาวัสดุตรึงที่เหมาะสมต่อสายพันธุ์ราที่คัดเลือก คือ  
T. hirsuta PW17-41 โดยใชว้ัสดุตรึงจ านวน 5 ชนิด ไดแ้ก่ ฟองน า้ไนลอน ใบสับปะรด ใยบวบ 
เปลือกเมล็ดกาแฟ และกะลากาแฟ ภายใตส้ภาวะการตรงึแบบเขย่าในอาหาร PDB ที่ความเร็ว
รอบ 120 รอบต่อนาที  อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส ผลการทดสอบแสดงในตาราง 8 และ
ภาพประกอบ 14 พบว่าฟองน า้ไนลอนเป็นวสัดุตรงึที่มีความเหมาะสมมากที่สุดส าหรบัการตรงึ
เซลลข์อง T. hirsuta PW17-41 เนื่องจากมีค่าเฉลี่ยน า้หนักแห้งของเส้นใยรามากที่สุดเท่ากับ 
0.375 ± 0.013 กรมั ภายหลังการเลีย้งเป็นเวลา 5 วัน รองลงมาเป็นใยบวบที่มีค่าเฉลี่ยน า้หนัก
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แหง้ของเสน้ใยราเท่ากบั 0.255 ± 0.021 กรมั ส่วนเปลือกเมล็ดกาแฟ และใบสบัปะรด มีค่าเฉลี่ย
น ้าหนักแห้งของเส้นใยราน้อยที่สุด จากภาพประกอบ 14 แสดงให้เห็นว่าเม่ือตรึง T. hirsuta 
PW17-41 ดว้ยฟองน า้ไนลอน และใยบวบ เสน้ใยราสามารถเจริญแทรกเขา้ไปในช่องว่างต่าง ๆ 
ของวสัดตุรงึทัง้สองชนิดไดอ้ย่างทั่วถึง เพราะประกอบดว้ยรูพรุน ซึ่งฟองน า้ไนลอนมีรูพรุนมากกว่า
ใยบวบ จากนัน้เสน้ใยราเจรญิคลมุทัง้วสัดตุรงึ สว่นกะลากาแฟ และเปลือกเมล็ดกาแฟมีเสน้ใยรา
เจรญิยดึเกาะอยู่รอบ ๆ พืน้ผิวเล็กนอ้ย ในขณะที่ใบสบัปะรดไม่พบเสน้ใยราบนวสัดตุรงึเม่ือศกึษา
ภายใต้กล้องสเตอริโอไมโครสโคป ดังนั้นจึงเลือกฟองน ้าไนลอนมาใช้ในการตรึงเซลล์ของ  
T. hirsuta PW17-41 ในการทดลองต่อไป 

ตาราง 8 มวลชีวภาพของ T. hirsuta PW17-41 บนวสัดตุรงึทัง้ 5 ชนิด ภายหลงัจากการตรงึเซลล ์

วัสดุตรึง น า้หนักแหง้ของรา T. hirsuta (กรัม) 
ฟองน า้ไนลอน 0.375±0.013a 
ใยบวบ 0.255±0.021b 
กะลากาแฟ 0.099±0.007c 
เปลือกผลกาแฟ -0.432±0.002e 
ใบสบัปะรด -0.161±0.002d 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง mean ± standard deviation และวิเคราะหค์่าทางสถิติโดยใช ้
one-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ (a-e) คือ ค่าทางสถิติของน า้หนกัแหง้ของรา T. hirsuta PW17-41 
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ภาพประกอบ 14 การเจรญิของเสน้ใย T. hirsuta PW17-41 บนวสัดตุรงึทัง้ 5 ชนิด ในอาหาร PDB 
นาน 5 วนั ภายใตส้ภาวะการเขย่าที่ 120 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส (A) ฟองน า้

ไนลอน (B) ใยบวบ (C) กะลากาแฟ (D) เปลือกเมลด็กาแฟ และ (E) ใบสบัปะรด บาร ์(Bars) ของ
รูป A-E เท่ากบั 1 มิลลิเมตร 

3. การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการลดสีย้อมเหลือทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรมโดยใช้รา
ตรึง 

จากผลการทดลองก่อนหนา้ T. hirsuta PW17-41 ที่ถูกตรงึบนฟองน า้ไนลอน น ามาใช้
ในการหาสภาวะที่สามารถลดความเขม้ของสียอ้มเหลือทิง้ไดด้ีท่ีสดุโดยพิจารณาจากผลของปัจจยั
ต่าง ๆ ดงันี ้แหลง่คารบ์อนและไนโตรเจน คา่ pH เริม่ตน้ และความเรว็รอบในการเขย่า 

3.1 ผลของแหลง่คารบ์อน 
ผลของแหล่งคาร์บอนที่ เหมาะสมต่อการลดความเข้มของสีย้อมด้วยราตรึง  

T. hirsuta PW17-41 โดยใชแ้หลง่คารบ์อนจ านวน 7 ชนิด ไดแ้ก่ กลโูคส ซูโครส ฟรกัโทส แลคโทส 
กาแลคโทส น า้ตาลป๊ีบ และแป้ง ผลแสดงในภาพประกอบ 15 และภาคผนวก ค ตาราง 2 พบว่า
เม่ือใชก้ลโูคส ซูโครส น า้ตาลป๊ีบ และแปง้ เป็นแหล่งคารบ์อนในอาหารเลีย้งเชือ้ที่เติมสียอ้มความ
เข้มข้น 4% (v/v) ที่ มีค่า pH เริ่มต้นเท่ากับ 5.5 ภายใต้สภาวะแบบเขย่า 150 รอบต่อนาที  
ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั พบวา่ราตรงึสามารถลดสียอ้มไดส้งูสดุเท่ากบั 78.19, 
78.61, 79.47 และ 79.28% ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่นรอ้ยละ 
95 โดยสามารถลดค่าความเขม้สีรวมจาก 2,475 ADMI เหลือเท่ากับ 547, 545, 519 และ 525 
ADMI ตามล าดับ ภายในระยะเวลา 2 วัน ภายใตส้ภาวะการเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ  
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30 องศาเซลเซียส ค่า pH เริ่มต้นเท่ากับ 5.5 และราตรึงสามารถลดความเข้มของสีย้อมได้ 
นอ้ยที่สุดเม่ือเลีย้งในอาหารที่มีแหล่งคารบ์อน คือฟรกัโทส โดยสามารถลดสีได ้72.34% ส่วน 
ชุดควบคุมที่ไม่เติมแหล่งคารบ์อน พบว่าราตรึงสามารถลดสีย้อมได้เพียง 64.98% โดยลดค่า 
ความเข้มสีรวมจาก 2,475 ADMI เหลือเท่ากับ 907 ADMI อย่างไรก็ตามยังไม่มีสภาวะใดที่
สามารถลดความเขม้สียอ้มใหต้ ่ากวา่มาตรฐานได ้ดงันัน้ในการทดลองต่อไปจงึเลือกใช้น า้ตาลป๊ีบ
ซึ่งมีราคาถูกและมีค่าเฉลี่ยในการลดความเขม้สีที่สงูที่สดุมาใชเ้ป็นแหล่งคารบ์อนส าหรบัการลด 
สียอ้มดว้ยราตรงึในการทดลองตอ่ไป 
 

 

ภาพประกอบ 15 ประสิทธิภาพการลดสียอ้มเหลือทิง้ (% decolourisation) ที่ความเขม้ขน้ 4% 
(v/v) โดยราตรงึ T. hirsuta PW17-41 เม่ือใชแ้หลง่คารบ์อนชนิดตา่ง ๆ (กลโูคส ซูโครส ฟรกัโทส 
แลคโทส กาแลคโทส น า้ตาลป๊ีบ แปง้ และ ชดุควบคมุที่ไม่เติมแหลง่คารบ์อน) ในระยะเวลา 2 วนั 
ภายใตส้ภาวะแบบเขย่าที่ 150 รอบตอ่นาที อณุหภมู ิ30 องศาเซลเซียส และค่า pH เริม่ตน้เทา่กบั 

5.5 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง mean ± standard deviation และวิเคราะหค์่าทางสถิติโดยใช ้
one-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ (a-e) คือ ค่าทางสถิติของประสิทธิภาพการลดสียอ้มเหลือทิง้ 
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3.2 ผลของแหลง่ไนโตรเจน 
ผลของแหล่งไนโตรเจนที่ เหมาะสมต่อการลดความเข้มของสีย้อมด้วยราตรึง  

T. hirsuta PW17-41 โดยใชแ้หล่งคารบ์อน คือ น า้ตาลป๊ีบ และแหล่งไนโตรเจนจ านวน 6 ชนิด 
ไดแ้ก่ เปปโตน ยีสตส์กดั แอมโมเนียมซลัเฟต โซเดียมไนเตรท แอมโมเนียมไนเตรท และยเูรีย โดย
ปรบัค่า pH เริ่มตน้เท่ากับ 5.5 ภายใตส้ภาวะแบบเขย่า 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน ผลแสดงในภาพประกอบ 16 และภาคผนวก ค  ตาราง 3 เม่ือใช้
แอมโมเนียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลีย้งเชือ้ที่เติมสียอ้มความเขม้ขน้ 4% (v/v) 
พบว่าราตรงึสามารถลดความเขม้ขน้สียอ้มไดส้งูสดุเท่ากบั 87.81% โดยลดค่าความเขม้สีรวมจาก 
2,475 ADMI เหลือเท่ากับ 270 ADMI ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่ระดบัความเช่ือมั่น
รอ้ยละ 95 นอกจากนีจ้ากผลการทดลองยังพบว่าเม่ือใช้โซเดียมไนเตรท และยูเรีย เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน จะส่งผลให้การลดความเข้มของสีย้อมได้น้อยที่สุดเท่ากับ 61.33 และ 60.30% 
ตามล าดับ ไม่ต่างจากชุดควบคุมที่ไม่เติมแหล่งไนโตรเจน ซึ่งราตรึงสามารถลดความเขม้ของ 
สีย้อมได้เพียง 63.79% ดังนั้นในการทดลองต่อไปจึงเลือกใช้แอมโมเนียมไนเตรทเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนส าหรบัการลดสียอ้มดว้ยราตรงึ 
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ภาพประกอบ 16 ประสิทธิภาพการลดสียอ้มเหลือทิง้ (% decolourisation) ที่ความเขม้ขน้ 4% 
(v/v) โดยราตรงึ T. hirsuta PW17-41 เม่ือใชแ้หลง่ไนโตรเจนชนิดต่าง ๆ (เปปโตน ยีสตส์กดั 
แอมโมเนียมซลัเฟต โซเดียมไนเตรท แอมโมเนียมไนเตรท ยเูรีย และชดุควบคมุที่ไม่เติมแหลง่
ไนโตรเจน) ในระยะเวลา 2 วนั ภายใตส้ภาวะแบบเขย่าที่ 150 รอบตอ่นาที อณุหภมู ิ30 องศา

เซลเซียส และค่า pH เริม่ตน้เท่ากบั 5.5 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง mean ± standard deviation และวิเคราะหค์่าทางสถิติโดยใช ้
one-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ (a-d) คือ ค่าทางสถิติของประสิทธิภาพการลดสียอ้มเหลือทิง้ 
 

3.3 ผลของค่า pH เริม่ตน้ของอาหารเลีย้งเชือ้ 
ผลของค่า pH เริ่มต้นของอาหารเลีย้งเชือ้ที่ เติมสีย้อมความเข้มข้น 4% (v/v) ที่

เหมาะสมต่อการลดความเขม้ของสียอ้มดว้ยราตรงึ T. hirsuta PW17-41 โดยใชแ้หลง่คารบ์อน คือ 
น า้ตาลป๊ีบ แหล่งไนโตรเจน คือ แอมโมเนียมไนเตรท และปรบัค่า pH เริ่มตน้ของอาหารเลีย้งเชือ้
จ านวน 7 ค่า ไดแ้ก่ 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 เลีย้งภายใตส้ภาวะแบบเขย่า 150 รอบต่อนาที ที่
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั ผลแสดงในภาพประกอบ 17 และภาคผนวก ค ตาราง 
4 เม่ือปรบัค่า pH ของอาหารเลีย้งเชือ้ใหมี้ค่าเท่ากบั 4 และ 5 พบว่าราตรงึสามารถลดความเขม้
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ของสียอ้มไดสู้งสุดเท่ากับ 84.57 และ 84.40% โดยลดค่าความเขม้ของสียอ้มจาก 2,475 ADMI 
ใหเ้หลือเท่ากบั 375 และ 377 ADMI ตามล าดบั ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่ระดบั
ความเช่ือมั่นรอ้ยละ 95 เม่ือเพิ่มค่า pH เริ่มตน้ใหส้งูขึน้ พบว่าประสิทธิภาพในการลดความเขม้
ของสียอ้มมีค่าลดลง ตวัอย่างเช่นที่ pH เริ่มตน้เท่ากบั 7 ราตรงึสามารถลดความเขม้ของสียอ้มได้
เท่ากับ 59.79% และเม่ือค่า pH เพิ่มขึน้เท่ากับ 8 และ 9 ประสิทธิภาพในการลดความเขม้ของสี
ยอ้มเหลือเพียง 11.72 และ 7.60% ตามล าดบั และที่ค่า pH เริ่มตน้เท่ากบั 10 ราตรงึสามารถลด
ความเขม้ของสียอ้มไดน้อ้ยที่สุดเท่ากับ 6.58% ดังนั้นในการทดลองต่อไปจึงท าการปรบัค่า pH 
เริม่ตน้ของอาหารเลีย้งเชือ้ที่เติมสียอ้มเท่ากบั 5 เนื่องจาก pH 5 อยู่ในช่วงมาตรฐานของน า้ทิง้จาก
โรงงานอตุสาหกรรมสิ่งทอซึง่ตอ้งมีคา่ pH อยู่ในช่วง 5-9 
 

 

ภาพประกอบ 17 ประสิทธิภาพการลดสียอ้มเหลือทิง้ (% decolourisation) ที่ความเขม้ขน้ 4% 
(v/v) โดยราตรงึ T. hirsuta PW17-41 เม่ือปรบัค่า pH เริม่ตน้ของอาหารเลีย้งเชือ้ (4, 5, 6, 7, 8, 9 
และ 10) ในระยะเวลา 2 วนั ภายใตส้ภาวะแบบเขย่าที่ 150 รอบตอ่นาที และอณุหภมูิ 30 องศา

เซลเซียส 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง mean ± standard deviation และวิเคราะหค์่าทางสถิติโดยใช ้
one-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ (a-f) คือ ค่าทางสถิติของประสิทธิภาพการลดสียอ้มเหลือทิง้ 
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3.4 ผลของความเรว็รอบในการเขย่า 
ผลของความเรว็รอบในการเขย่าที่เหมาะสมต่อการลดความเขม้ของสียอ้มดว้ยราตรงึ 

T. hirsuta PW17-41 โดยใช้แหล่งคารบ์อน คือ น ้าตาลป๊ีบ แหล่งไนโตรเจน คือ แอมโมเนียม 
ไนเตรท ปรบัค่า pH เริ่มตน้ของอาหารเลีย้งเชือ้เท่ากับ 5 และน าไปเลีย้งในสภาวะแบบเขย่าที่
ความเร็วรอบ 0, 50, 100 และ 150 รอบต่อนาที ผลแสดงในภาพประกอบ 18 และภาคผนวก ค 
ตาราง 5 พบวา่เมื่อน าราตรงึไปเลีย้งในสภาวะที่มีการเขย่าที่ความเรว็รอบ 100 รอบตอ่นาที ราตรงึ
มีความสามารถในการลดความเขม้ของสียอ้มสงูสดุเท่ากบั 94.60% โดยลดคา่ความเขม้ของสียอ้ม
จาก 2,475 ADMI ใหเ้หลือเท่ากบั 114 ADMI ซึ่งแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ระดบัความ
เช่ือมั่นรอ้ยละ 95 ในขณะที่เม่ือน าไปเลีย้งในสภาวะที่ไม่มีการเขย่าราตรงึจะมีความสามารถใน
การลดสียอ้มนอ้ยที่สุดเท่ากับ 45.01% ดังนัน้สภาวะที่เหมาะสมต่อการลดความเขม้ของสียอ้ม
ดว้ยราตรึง T. hirsuta PW17-41 คือการใช้แหล่งคารบ์อน คือ น า้ตาลป๊ีบ แหล่งไนโตรเจน คือ 
แอมโมเนียมไนเตรท ปรบัค่า pH เริม่ตน้ของอาหารเลีย้งเชือ้เท่ากบั 5 และเลีย้งในสภาวะแบบเขย่า
ที่ความเรว็รอบ 100 รอบตอ่นาที ซึง่สามารถลดความเขม้ของสียอ้มโดยรวมไดต้ ่ากวา่คา่มาตรฐาน
ตามที่กระทรวงอตุสาหกรรมก าหนด 
 

 

ภาพประกอบ 18 ประสิทธิภาพการลดสียอ้มเหลือทิง้ (% decolourisation) ที่ความเขม้ขน้ 4% 
(v/v) โดยราตรงึ T. hirsuta PW17-41 เม่ือเลีย้งในสภาวะแบบเขย่าท่ีความเรว็รอบต่าง ๆ (0, 50, 

100 และ 150 รอบตอ่นาที) ในระยะเวลา 2 วนั ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
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หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง mean ± standard deviation และวิเคราะหค์่าทางสถิติโดยใช ้
one-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ (a-d) คือ ค่าทางสถิติของประสิทธิภาพการลดสียอ้มเหลือทิง้ 

4. กลไกการลดความเข้มของสีย้อมโดยการดูดซับ และการย่อยสลายทางชีวภาพด้วย
เอนไซมข์องราตรึง T. hirsuta PW17-41 

เนื่องจากผลการทดลองก่อนหนา้ พบว่าในสภาวะควบคุมที่ไม่เติมแหล่งคารบ์อน หรือ
ไนโตรเจน หรือการเลีย้งภายใตส้ภาวะที่ไม่เขย่า ราตรงึ T. hirsuta PW17-41 สามารถลดความ
เข้มของสีย้อมได้แม้ว่าสภาวะดังกล่าวไม่ได้ส่งเสริมการเจริญของเส้นใยราก็ตาม ทั้งนี ้อาจ
เนื่องมาจากกลไกของราตรงึในการดดูซบัสี และ/หรือ การย่อยสลายสีดว้ยเอนไซม ์ดงันัน้ในหวัขอ้
นีจ้งึท าการศกึษากลไกการลดสียอ้มจากราตรงึดงักลา่ว 

4.1 กลไกการลดความเขม้ของสียอ้มโดยใชร้าตรงึ T. hirsuta PW17-41 
จากการทดสอบเพื่อศึกษากลไกในการลดความเข้มของสีย้อมโดยการใช้ราตรึง  

T. hirsuta PW17-41 ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้และไม่นึ่งฆ่าเชือ้ รวมทั้งวัสดุตรึงฟองน า้ไนลอน และ 
เสน้ใยราที่ไม่ไดต้รงึบนวสัด ุน ามาลดสียอ้มที่ความเขม้ขน้ 4% (v/v) ภายใตส้ภาวะที่เหมาะสม คือ 
ใชน้  า้ตาลป๊ีบ และแอมโมเนียมไนเตรท เป็นแหล่งคารบ์อน และไนโตรเจน ตามล าดับ มีค่า pH 
เริ่มตน้เท่ากบั 5 ภายใตส้ภาวะแบบเขย่า 100 รอบต่อนาที ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2 วัน พบว่าราตรึงที่ผ่านการฆ่าเชือ้แลว้ สามารถดูดซับสีย้อมไดโ้ดยลดความเข้มสีได้เท่ากับ 
28.98% (ภาพประกอบ 19 และภาคผนวก ค ตาราง 6) ส่วนฟองน า้ไนลอนที่ไม่ไดต้รงึรา พบว่า
สามารถดดูซบัสียอ้มไดเ้ท่ากบั 4.04% แสดงใหเ้ห็นว่าเฉพาะเสน้ใยราเฉพาะเสน้ใยราบนวสัดตุรงึ
สามารถดูดซบัสียอ้มไดป้ระมาณ 24.94% ในขณะที่ราตรงึที่ไม่ผ่านการฆ่าเชือ้สามารถลดความ
เขม้ของสียอ้มไดส้งูที่สดุเท่ากบั 89.21% ท าใหส้ามารถลดความเขม้สียอ้มจาก 2,475 ADMI เหลือ
เพียง 267 ADMI ซึง่ผ่านค่ามาตรฐานกระทรวงอตุสาหกรรม ซึง่แสดงใหเ้ห็นวา่กลไกหลกัในการลด
สียอ้ม คือการย่อยสลายทางชีวภาพดว้ยเอนไซมซ์ึ่งลดความเขม้สีไดป้ระมาณ 60.23% ร่วมกับ
การดดูซบัสี นอกจากนีเ้ม่ือน าเฉพาะเสน้ใยราที่ไม่ไดต้รงึมาใชใ้นการลดสียอ้ม พบว่าสามารถลด
ความเขม้สีไดเ้ท่ากบั 21.28% ซึ่งเป็นการยืนยนัว่าราตรงึมีประสิทธิภาพในการลดสีดีกว่าเสน้ใยรา
ที่ไม่ตรงึอีกดว้ย 
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ภาพประกอบ 19 ประสิทธิภาพการลดสียอ้ม (% decolourisation) ที่ความเขม้ขน้ 4% (v/v) ของ
ฟองน า้ไนลอนที่ไม่ไดต้รงึรา เสน้ใยราท่ีไม่ไดต้รงึบนวสัด ุราตรงึที่ผา่นการนึ่งฆา่เชือ้ และราตรงึที่
ไม่ไดผ้่านการนึ่งฆา่เชือ้ ภายในระยะเวลา 2 วนั ภายใตส้ภาวะแบบเขย่าที่ 100 รอบตอ่นาที 

อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส และปรบัค่า pH เริม่ตน้เท่ากบั 5 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง mean ± standard deviation และวิเคราะหค์่าทางสถิติโดยใช ้
one-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ (a-d) คือ ค่าทางสถิติของประสิทธิภาพการลดสียอ้มเหลือทิง้ 
 

4.2 การวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกของราตรงึ T. hirsuta PW17-41  
จากผลการทดลองในหวัขอ้ 4.1 พบว่ากลไกหลกัของราตรงึ T. hirsuta PW17-41 ใน

การลดความเขม้ของสียอ้ม คือ การย่อยสลายสียอ้มดว้ยเอนไซม ์ดงันัน้ในหวัขอ้นีไ้ดท้  าการทดลอง
เพื่อยืนยัน โดยการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก 3 ชนิด ไดแ้ก่ เอนไซมแ์ลคเคส 
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และลิกนินเปอรอ์อกซิเดส ผลแสดงในตาราง 9 พบวา่ราตรงึที่ไม่ผ่านการ
นึ่งฆ่าเชือ้ สามารถผลิตเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสไดสู้งที่สุดเท่ากับ 532.09 ยูนิตต่อลิตร 
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รองลงมาเป็นเอนไซมแ์ลคเคสเท่ากับ 137.80 ยูนิตต่อลิตร เม่ือเลีย้งเชือ้เป็นเวลา 2 วัน ภายใต้
สภาวะที่เหมาะสมจากผลการทดลองหวัขอ้ 3 และไม่พบกิจกรรมของเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส 
ส่วนราตรึงที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้ และฟองน า้ไนลอนที่ไม่ไดต้รึงราไม่พบกิจกรรมของเอนไซมท์ั้ง  
3 ชนิด ในขณะที่เสน้ใยราที่ไม่ไดต้รึงบนวัสดุมีค่ากิจกรรมของเอนไซมน์อ้ยกว่าราตรึง โดยพบ
กิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และแลคเคส เท่ากับ 202.80 และ 35.26 ยูนิตต่อ
ลิตรตามล าดบั ซึ่งสอดคลอ้งกบัประสิทธิภาพในการลดความเขม้ของสียอ้มในการทดลองหวัขอ้ 3 
อีกดว้ย 

ตาราง 9 กิจกรรมของเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก (แลคเคส และแมงกานีสเปอรอ์อกซเิดส) ของ
ฟองน า้ไนลอนที่ไม่ไดต้รงึรา เสน้ใยราท่ีไม่ไดต้รงึบนวสัด ุราตรงึที่ผา่นการนึ่งฆา่เชือ้ และราตรงึที่
ไม่ไดผ้่านการนึ่งฆา่เชือ้ 

ชนิดของวสัดุ 
กิจกรรมของเอนไซม ์(ยูนิตต่อลิตร) 
แลคเคส แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 

ฟองน า้ไนลอนที่ไม่ไดต้รงึรา 0.00±0.00C 0.00±0.00c 
เสน้ใยราท่ีไม่ไดต้รงึบนวสัด ุ 35.26±1.64B 202.80±10.03b 
ราตรงึที่ผ่านการนึ่งฆา่เชือ้ 0.00±0.00C 0.00±0.00c 
ราตรงึที่ไม่ไดผ้่านการนึง่ฆา่เชือ้ 137.80±24.44A 532.09±52.77a 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง mean ± standard deviation และวิเคราะหค์่าทางสถิติโดยใช ้
one-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ์ใหญ่  (A-C) คือ ค่ากิจกรรมของเอนไซม์แลคเคส ตัวอักษร
ภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ (a-c) คือ ค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
 

4.3 การหาน า้หนกัมวลโมเลกลุของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสดว้ยวิธี SDS-PAGE 
และ native-PAGE 

จากผลการทดลองในหวัขอ้ 4.2 พบว่าเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส เป็นเอนไซม์
หลกัที่มีบทบาทในการย่อยสลายสียอ้ม จึงศึกษาหาน า้หนกัมวลโมเลกลุของเอนไซมด์งักล่าวดว้ย
วิธี SDS-PAGE และ native-PAGE โดยน าตวัอย่างน า้เลีย้งเชือ้ของราตรงึ T. hirsuta PW17-41 ที่
เลีย้งในอาหาร basal medium ปริมาตร 1 ลิตร ภายใต้สภาวะแบบเขย่าที่  100 รอบต่อนาที 
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส มากรองผ่านกระดาษกรอง whatman no.1 เพื่อแยกสว่นของเสน้ใยรา
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ออก แลว้น าสว่นน า้มาตกตะกอนเอนไซมด์ว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 80% (w/v) จากนัน้น ามา
ก าจัดเกลือด้วยการไดอะไลซิสแล้วหาน า้หนักมวลโมเลกุลของเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิ 
เดสดว้ยวิธี SDS-PAGE โดยน าไปยอ้มสี Coomassie Brilliant Blue R-250 ผลการทดลองแสดง
ในภาพประกอบ 20A พบแถบแบนโปรตีนจ านวน 1 แถบ ที่มีน า้หนกัโมเลกลุเท่ากบั 71 kDa เม่ือ
เทียบเคียงขนาดกบัแถบแบนโปรตีนมาตรฐาน จากนัน้ยืนยนัชนิดของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อก
ซิเดส ดว้ยวิธี native-PAGE โดยน าแผ่นเจลไปท าปฏิกิริยาการสารตั้งตน้ของเอนไซม ์คือ 2,6-
Dimethoxyphenol (DMP) ผลการทดลองแสดงในภาพประกอบ 20B คือพบแถบแบนสีสม้อม
เหลืองจ านวน 2 แถบที่มีน า้หนักโมเลกุลเท่ากับ 45 และ 90 kDa ซึ่งเกิดจากการท าปฏิกิริยากับ
สารตั้งตน้ โดยเฉพาะแถบแบนขนาด 45 kDa ที่เกิดเป็นแบนหนาขนาดใหญ่ ที่มีขนาดตรงกับ
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสท่ีมีรายงานก่อนหนา้วา่มีขนาดอยู่ในช่วง 38-53 kDa 

เม่ือน าตวัอย่างน า้เลีย้งเชือ้มาวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส 
และปริมาณโปรตีนทัง้หมด พบว่ามีค่าเท่ากับ 429 ยูนิต และ 5.15 มิลลิกรมั คิดเป็นค่ากิจกรรม
จ าเพาะของเอนไซม์ (specific activity) เท่ากับ 83.31 ยูนิตต่อมิลลิกรมั (ตาราง 10) และเม่ือ
ตกตะกอนโปรตีนของเอนไซม์ด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 80% (w/v) พบว่าเอนไซม์มีค่า
กิจกรรมของเอนไซม ์และปรมิาณโปรตีนทัง้หมดเท่ากบั 400.80 ยนูิต และ 1.02 มิลลิกรมั ท าใหค้่า
กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์พิ่มขึน้เป็น 391.97 ยูนิตต่อมิลลิกรมั และเอนไซมมี์ความบริสุทธ์ิ
เพิ่มขึน้เท่ากบั 4.71 เท่า มีค่า %Yield เท่ากบั 93.43 จากนัน้น าเอนไซมม์าท าไดอะไลซิสเพื่อก าจดั
เกลือ พบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ลดลงเหลือ 360.07 ยูนิต และมีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 0.89 
มิลลิกรมั โดยมีค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมเ์พิ่มขึน้เป็น 404.25 ยูนิตต่อลิตร และเอนไซมมี์
ความบรสิทุธ์ิเพิ่มขึน้เป็น 4.85 เท่า (ตาราง 10) 
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         A           B 

ภาพประกอบ 20 ผล SDS-PAGE และ native-PAGE ของตวัอย่างเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิ
เดสท่ีไดจ้ากรา T. hirsuta PW17-41 (M) protein ladder (1) น า้เลีย้งเชือ้ T. hirsuta PW17-41 
(2) เอนไซมท์ี่ตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (3) เอนไซมท์ี่ผา่นการก าจดัเกลือดว้ยการ

ไดอะไลซิส 

ตาราง 10 การท าใหเ้อนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสบรสิทุธ์ิบางสว่น (partial purification) 

 
 

Purification 
step 

Total protein 
(mg) 

Total enzyme 
activity (U) 

Specific activity 
(U mg-1) 

Purification 
fold 

Yield 
(%) 

Crude extract 5.15 429.00 83.314 1 100 
(NH4)2SO4 
precipitation 

1.02 400.80 391.97 4.71 93.43 

Dialysis 0.89 360.07 404.25 4.85 83.93 
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5. ความสัมพันธข์องการลดสีย้อม และการผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกของราตรึง T. 
hirsuta PW17-41 

5.1 ความสมัพนัธข์องการลดสียอ้ม และการผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก 
จากผลการทดลองในหวัขอ้ 4 พบว่ากลไกหลกัในการลดสียอ้มของราตรงึ T. hirsuta 

PW17-41 คือการย่อยสลายสีย้อมด้วยเอนไซม์แมงกานีสปอรอ์อกซิเดส และแลดเคส จึง
ท าการศึกษาความสมัพันธข์องการลดความเขม้ของสียอ้ม และการผลิตเอนไซม์แมงกานีสปอร์
ออกซิเดส และแลดเคสดว้ยราตรงึ โดยใชส้ียอ้มที่ความเขม้ขน้เท่ากบั 33% (v/v) ซึ่งมีค่าความเขม้
สีรวมเท่ากบั 21,200 ADMI ภายใตส้ภาวะที่เหมาะสมใชน้ า้ตาลป๊ีบ และแอมโมเนียมไนเตรท เป็น
แหล่งคารบ์อน และไนโตรเจน ตามล าดบั โดยปรบัค่า pH เริ่มตน้ใหมี้ค่าเท่ากบั 5 เลีย้งในสภาวะ
แบบเขย่าที่ 100 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วนั โดยเก็บผลทุก 2 วัน 
พบว่าความเขม้ของสีลดลงอย่างรวดเรว็ในวนัที่ 2 เท่ากบั 79.22% (ภาพประกอบ 21 และตาราง 
11) จากนัน้ค่อย ๆ ลดลงจนเริ่มคงที่ในวนัที่ 10 ซึ่งสามารถลดความเขม้ของสีไดเ้ท่ากบั 97.67% 
โดยมีค่าความเขม้สีเหลือเท่ากบั 493 ADMI และในวนัที่ 20 สามารถลดความเขม้ของสีไดเ้ท่ากบั 
98.59% และมีค่าความเขม้สีสุดทา้ยเท่ากับ 300 ADMI ส่วนผลการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์
แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และแลคเคส ตรวจพบไดใ้นวนัที่ 2 และมีค่าเพิ่มขึน้เป็นล าดบั โดยพบว่า
ปรมิาณของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมีค่าสงูกว่าเอนไซม์แลคเคส และมีค่าสงูที่สดุในวนัที่ 
16 มีค่าเท่ากับ 4,942 และ 2,389 ยูนิตต่อลิตร ตามล าดับ สอดคลอ้งกับความเขม้ของสียอ้มที่
ลดลงและเริ่มคงที่ ซึ่งค่ากิจกรรมของเอนไซมก์็เริม่ลดลงดว้ยเช่นกนั นอกจากนีผ้ลของค่า pH ของ
อาหารเลีย้งเชือ้ที่ผสมสีย้อมเริ่มต้นที่  pH เท่ากับ 5 ลดลงเหลือ 2.59 ในวันที่  20 ของการบ่ม 
สอดคลอ้งกบัช่วง pH ที่เหมาะสมในการท างานของเอนไซมด์งักลา่ว สว่นน า้หนกัแหง้ของเสน้ใยรา
ตลอด 20 วันในการบ่ม พบว่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตาราง 11) และจาก
ภาพประกอบ 22 พบว่าสีของสียอ้มมีการเปลี่ยนแปลงอย่างชดัเจนหลงัจากบ าบดัสีดว้ยราตรงึเป็น
เวลา 20 วนั โดยสียอ้มเริ่มตน้ในวันที่ 0 มีสีน า้เงินเขม้ หลงัจากบ าบัดดว้ยราตรงึเป็นเวลา 2 วัน  
สีเปลี่ยนจากสีน ้าเงินเข้มเป็นสีแดง หลังจากวันที่  12 เปลี่ยนเป็นสีส้ม และวันที่  20 ซึ่งเป็น 
วนัสดุทา้ยของการเก็บผลการทดลองพบวา่สียอ้มถกูเปลี่ยนไปเป็นสีสม้ออ่น 
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จากการวิเคราะหห์าความสัมพันธ์ของการลดความเข้มของสีย้อม และการผลิต
เอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกของราตรึง T. hirsuta PW17-41 ดว้ยสถิติ correlation ที่ระดับความ
เช่ือมั่นเท่ากับรอ้ยละ 95 พบว่าการลดสียอ้ม และการผลิตเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสมี
ความสมัพนัธก์นัในทางบวก มีขนาดความสมัพนัธเ์ท่ากบั 0.661 เช่นเดียวกบัการลดความเขม้ของ
สียอ้ม และการผลิตเอนไซมแ์ลคเคสท่ีสมีความสมัพนัธก์นัในทางบวก มีขนาดความสมัพนัธเ์ท่ากบั 
0.639 

 

 

ภาพประกอบ 21 ความสมัพนัธข์องการลดความเขม้ของสียอ้ม การผลติเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก 
และการเจรญิของราตรงึ T. hirsuta PW17-41 ในอาหารเลีย้งเชือ้ที่เตมิสียอ้มเขม้ขน้ 33% (v/v) 
ภายใตส้ภาวะแบบเขย่าที่ 100 รอบตอ่นาที อณุหภมู ิ30 องศาเซลเซียส และคา่ pH เริม่ตน้เทา่กบั 

5 ในระยะเวลา 20 วนั 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง mean ± standard deviation และวิเคราะหค์่าทางสถิติโดยใช ้
one-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ล็ก (a-f) คือ ค่าทางสถิติของค่าความเขม้สีที่เหลือหลงัจากการลดสี
ยอ้มเหลือทิง้ กิจกรรมของเอนไซม ์และน า้หนักแหง้ของเสน้ใยรา โดยเปรียบเทียบภายในปัจจัย
เดียวกนั 
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ภาพประกอบ 22 การเปลี่ยนแปลงของสยีอ้มในระหวา่งการบ าบดัดว้ยราตรงึ T. hirsuta PW17-
41 ในอาหารเลีย้งเชือ้ที่เติมสียอ้มเขม้ขน้ 33% (v/v) ภายใตส้ภาวะแบบเขย่าที่ 100 รอบตอ่นาที 
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส และค่า pH เริม่ตน้เทา่กบั 5 ในระยะเวลา 0, 4, 12 และ 20 วนั 
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5.2 การตรวจสอบโครงสรา้งทางเคมีของสีย้อมด้วยเทคนิค UV-visible และ Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 

จากผลการทดลองก่อนหนา้ในหวัขอ้ 4 และ 5.1 พบว่ากลไกหลกัในการลดความเขม้
ของสียอ้มคือการย่อยสลายดว้ยเอนไซม ์รวมกับการดดูซบัสี โดยเอนไซมห์ลกัที่มีบทบาทส าคญั  
คือ เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และเอนไซมแ์ลคเคส ดงันัน้จงึท าการทดลองเพื่อติดตามการ
เปลี่ยนแปลงของสียอ้มดว้ยเทคนิค UV-visible Spectroscopy โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงแบบ
สแกนช่วงความยาวคลื่น 320-700 นาโนเมตร พบว่าสีย้อมเริ่มต้นก่อนการบ าบัดด้วยราตรึง  
T. hirsuta PW17-41 จากผลการทดลองในหัวขอ้ 5.1 พบพีคหลกัที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 590 นาโนเมตร (ภาพประกอบ 23) ซึ่งสียอ้มที่ใชใ้นการศึกษาประกอบดว้ยสี  3 ชนิด 
ได้แก่  Novacron Ruby S3B (NR-S3B), Novacron Super Black G (NSB-G) และ Novacron 
Navy EC-R (NEC-R) ซึ่งมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 545, 600 และ 608 นาโนเมตร 
ตามล าดบั ซึ่งจากกราฟแสดงค่าการดดูกลืนแสงที่สงูในช่วงความยาวคลื่นดงักลา่ว จากนัน้เมื่อน า
ราตรงึมาบ าบดั และตรวจติดตามผลในวนัที่ 4, 12 และ 20 พบวา่มีค่าการดดูกลืนแสงลดลงในทกุ
ความยาวคลื่น โดยในวนัที่ 20 พบค่าการดูดกลืนแสงสงูสดุที่ความยาวคลื่น 330 นาโนเมตร ซึ่ง
เป็นช่วงความยาวคลื่นของแสงสีสม้แดง สอดคลอ้งกบัผลการทดลองในภาพประกอบ 22 อย่างไรก็
ตามค่าความเขม้ของสีรวมมีค่าต ่ากว่าค่ามาตรฐานตามที่กระทรวงอตุสาหกรรมก าหนด และเป็น
การยืนยนัไดว้า่สียอ้มไดถ้กูย่อยสลาย และ/หรอื เปลี่ยนโครงสรา้งไปจากเดิม 
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ภาพประกอบ 23 UV-visible สเปกตรมัของสียอ้มที่ไมผ่่านการบ าบดัดว้ยราตรงึ T. hirsuta 
PW17-41 (วนัท่ี 0) และหลงัจากการบ าบดัดว้ยราตรงึท่ีความเขม้ขน้ของสียอ้มเท่ากบั 33% (v/v) 

ในวนัที่ 4, 12 และ 20 ภายใตส้ภาวะที่เหมาะสม 

ดงันัน้จงึไดศ้กึษาติดตามการเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งทางเคมีของสียอ้มก่อนการบ าบดัใน
วนัที่ 0 และหลงัการบ าบดัไปแลว้ 12 วนั ดว้ยเทคนิค Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
(FTIR) พบว่าส เปกตรัมของสีย้อมก่อนการบ าบัด  ปรากฏต าแหน่ งพี คจ านวน  34 พี ค 
(ภาพประกอบ 24) ที่บ่งบอกถึงพนัธะทางเคมีต่าง ๆ เช่น ต าแหน่งพีคที่ 3,366.92 cm-1 คือพนัธะ
ของ O-H ต าแหน่งพีคที่ 2,955.28 cm-1, 2,921.94 cm-1 และ 2,852.91 cm-1 คือพันธะของ C-H 
ต าแหน่งพีคที่ 1,707.43 cm-1 คือพันธะของ C=O ต าแหน่งพีคที่  1,643.65 cm-1 คือพันธะของ 
C=N ต าแหน่งพีคที่  1,135.59 cm-1 คือพันธะของ S=O และต าแหน่งพีคที่  1,088.57 cm-1 คือ
พนัธะของ C-N (ตาราง 12) แต่เม่ือสียอ้มถูกบ าบดัดว้ยราตรงึเป็นเวลา 12 วนั พบว่าค่าการส่อง
ผ่านของแสงมีการเปลี่ยนแปลง ทัง้ต าแหน่งและจ านวนพีค บางต าแหน่งหายไป ซึ่งอาจเกิดจาก
การย่อยสลายท าใหเ้หลือจ านวนพีคเพียง 27 พีค ยกตวัอย่างเช่น ต าแหน่งพีคที่ 3,369.22 cm-1 
คือพันธะของ O-H ที่ มีการเปลี่ยนต าแหน่งมาจากต าแหน่งเดิมที่  3,366.92 cm-1 ของวันที่  0 
ต าแหน่งพีคที่ 2,923.24 cm-1 และ 2,853.40 cm-1 คือพันธะของ C-H ที่เปลี่ยนต าแหน่งมาจาก
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ต าแหน่งพีคที่ 2,921.94 cm-1 และ 2,852.91 cm-1 ของวนัที่ 0 รวมถึงมีบางต าแหน่งพีคที่หายไป 
ได้แก่  ต าแหน่งพีคที่  2,955.28 cm-1 และ 1,403.69 cm-1 คือพันธะ  C-H และต าแหน่งพีคที่ 
1,351.27 cm-1 คือพันธะ S=O เป็นต้น จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสีย้อมถูกย่อยด้วย
เอนไซม์ ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของพันธะและโครงสรา้งเคมีของสี จ านวนพันธะลดลง 
สอดคลอ้งกบัผลการทดลองก่อนหนา้ 
 

 

ภาพประกอบ 24 FTIR สเปกตรมัของสียอ้มที่ไม่ผ่านการบ าบดัดว้ยราตรงึ T. hirsuta PW17-41 
(วนัท่ี 0) และหลงัจากการบ าบดัดว้ยราตรงึ ในวนัที่ 12 ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม 
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ตาราง 12 FTIR สเปกตรมัของสียอ้มที่ไมผ่่านการบ าบดัดว้ยราตรงึ T. hirsuta PW17-41 (วนัท่ี 0) 
และหลงัจากการบ าบดัดว้ยราตรงึ ในวนัที่ 12 ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม 

FTIR สเปกตรัมของสีย้อม ค่าการส่องผ่านของแสง (% transmittance) 
วันที ่0 วันที ่12 วันที ่0 วันที ่12 

 3,366.92 3,369.22 94.89 83.83 
2,955.28 ND 78.85 ND 
2,921.94 2,923.24 58.36 71.80 

ND 2,872.30 ND 82.67 
2,852.91 2,853.40 67.09 79.05 
1,707.43 1,715.71 79.93 69.72 
1,643.65 1,646.50 88.85 83.73 
1,619.89 1,601.06 91.75 83.43 
1,593.30 1,586.49 87.81 80.00 
1,526.96 1,523.54 93.22 91.33 
1,494.90 1,500.79 92.29 87.70 
1,461.18 1,447.72 78.81 75.83 
1,403.69 ND 86.31 ND 
1,376.98 1,376.90 82.92 75.02 
1,351.27 ND 83.76 ND 
1,293.07 1,285.45 77.24 58.62 
1,241.08 1,234.03 74.28 62.89 
1,184.20 1,179.18 75.97 68.84 
1,135.59 1,135.59 60.44 45.00 
1,088.54 1,085.87 62.52 56.02 
1,034.42 1,041.98 65.81 55.55 
1,008.51 ND 68.50 ND 
949.68 ND 75.29 ND 
875.45 ND 82.16 ND 
836.57 840.64 79.67 68.00 
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ตาราง 12 (ต่อ) 

FTIR สเปกตรัมของสีย้อม ค่าการส่องผ่านของแสง (% transmittance) 
Day 0 Day 12 Day 0 Day 12 
766.90 765.05 83.91 70.07 
721.62 732.07 79.64 58.43 
686.59 688.57 81.40 60.38 
669.48 647.27 79.93 66.50 
604.68 592.26 80.36 60.80 
569.40 567.94 75.83 53.04 
528.34 525.60 75.04 50.33 
497.40 ND 77.46 ND 
465.76 434.95 77.89 57.57 
412.11 ND 82.66 ND 

หมายเหต:ุ ND หมายถึง ไม่พบความยาวคลื่นดงักลา่วใน FTIR สเปกตรมัของสียอ้ม 
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6. ประสิทธิภาพของราตรึง T. hirsuta PW17-41 ในการลดความเข้มของสีย้อมภายใต้
สภาวะต่าง ๆ 

ตัวอย่างราตรึง T. hirsuta PW17-41 ไดน้  ามาทดสอบประสิทธิภาพในการลดสียอ้มที่
ความเขม้ขน้ต่าง ๆ การน ามาใชซ้  า้ และการลดความเขม้ของสียอ้มภายใตส้ภาวะที่ไม่ปราศจาก
เชือ้ เป็นตน้ เพื่อเป็นแนวทางในการประยกุตใ์ช ้

6.1 ประสิทธิภาพของราตรงึ T. hirsuta PW17-41 ในการลดสียอ้มที่ความเขม้ขน้ตา่ง ๆ  
จากการทดสอบประสิทธิภาพของราตรงึ T. hirsuta PW17-41 ในการลดความเขม้

ของสีย้อมที่ความเข้มข้น 4, 8, 17, 25, 33, 42, 50, 66, 83 และ 100% (v/v) ภายใต้สภาวะที่
เหมาะสม เป็นเวลา 8 วัน โดยเก็บผลทุก 2 วัน (ภาพประกอบ 25 และภาคผนวก ค ตาราง 7) 
พบว่าราตรึงมีประสิทธิภาพในการลดความเข้มของสีย้อมที่ความเขม้ขน้ 4-42% (v/v) เท่ากับ 
96.20-96.54% ภายในระยะเวลา 8 วัน ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความ
เช่ือมั่นเท่ากับรอ้ยละ 95 และราตรงึสามารถลดความเขม้ของสียอ้มที่ความเขม้ขน้ 100% (v/v)  
ไดเ้ท่ากบั 89.17% (ภาพประกอบ 25A) แต่เม่ือพิจารณาจากค่าความเขม้สีในหน่วย ADMI พบว่า
ราตรงึสามารถลดคา่ ADMI ของสียอ้มที่ความเขม้ขน้ 4% (v/v) ใหผ้่านมาตรฐานภายในระยะเวลา 
2 วัน โดยลดค่าความเข้มสีจาก 2,475 ADMI เหลือเท่ากับ 217 ADMI และเหลือ 85 ADMI 
ภายในระยะเวลา 8 วนั สว่นที่ความเขม้ขน้ 8% (v/v) ราตรงึสามารถลดสีใหผ้่านมาตรฐานภายใน
ระยะเวลา 8 วัน โดยลดค่าความเขม้สีจาก 6,100 ADMI เหลือเท่ากับ 212 ADMI ส่วนสียอ้มที่
ความเขม้ขน้ 17-100% ราตรงึไม่สามารถลดสียอ้มใหผ้่านมาตรฐานไดภ้ายในระยะเวลา 8 วัน 
โดย เหลือค่ า  ADMI เท่ ากับ  389, 544, 757, 1,022, 1,245, 2,294, 3,365 และ 6,508 ADMI 
ตามล าดบั (ภาพประกอบ 25B) เนื่องจากค่าความเขม้สีเริ่มตน้มีค่าที่สงูมาก อาจตอ้งใชป้ริมาณ 
ราตรงึที่เพิ่มขึน้ใหเ้หมาะสมกบัความเขม้ของสียอ้มที่สงูขึน้ 
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ภาพประกอบ 25 ประสิทธิภาพการลดความเขม้ของสียอ้ม (A) และคา่ความเขม้สีในหน่วย ADMI 
ที่เหลือ (B) เม่ือทดสอบกบัสยีอ้มที่ความเขม้ขน้ 4, 8, 17, 25, 33, 42, 50, 66, 83 และ 100% 
(v/v) ดว้ยราตรงึ T. hirsuta PW17-41 เป็นเวลา 2, 4, 6 และ 8 วนั ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม 
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6.2 ประสิทธิภาพของราตรงึ T. hirsuta PW17-41 ในการน ากลบัมาใชซ้  า้ 
จากผลการศึกษาประสิทธิภาพของราตรงึในการน ากลบัมาใชซ้  า้เพื่อลดความเขม้

ของสียอ้มที่ความเขม้ขน้ 4% (v/v) โดยเปลี่ยนอาหารที่มีสียอ้มใหม่ทุก ๆ 2 วนั ภายใตส้ภาวะที่
เหมาะสม จนกว่าประสิทธิภาพในการลดสียอ้มของราตรงึจะลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่
ระดบัความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าราตรงึ T. hirsuta PW17-
41 มีประสิทธิภาพในการลดสีย้อมได้อย่างน้อย 12 รอบ โดยในแต่ละรอบสามารถลดสีได้อยู่
ในช่วง 89.39-95.81% โดยลดค่าความเขม้ของสีจาก 2,475 ADMI เหลือเท่ากบั 104-263 ADMI 
(ภาพประกอบ 26 และตาราง 13) โดยในรอบที่ 1 ราตรงึสามารถลดความเขม้ของสียอ้มไดเ้ท่ากบั 
89.39% มีความเขม้ของสียอ้มเหลือเท่ากับ 263 ADMI และราตรงึมีประสิทธิภาพในการลดสีสูง
ที่สุดในรอบที่  5 โดยมีประสิทธิภาพในการลดความเข้มของสีย้อมได้เท่ากับ 95.81% แต่เม่ือ
วิเคราะหค์่าทางสถิติโดยใช ้one-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดับ
ความเช่ือมั่นเท่ากับรอ้ยละ 95 แสดงใหเ้ห็นว่าราตรึงมีประสิทธิภาพในการลดสีเพิ่มขึน้อย่างมี
นัยส าคัญตั้งแต่รอบที่ 1 และสูงที่สุดในรอบที่ 5-7 ซึ่งสามารถลดความเข้มของสีย้อมให้เหลือ
เท่ากบั 104, 106 และ 105 ADMI ตามล าดบั แต่เมื่อใชร้าตรงึในรอบที่ 8 ประสิทธิภาพในการลดสี
ของราตรงึเริม่ลดลงอย่างมีนยัส าคญัโดยเฉพาะในรอบที่ 11 และ 12 โดยมีประสิทธิภาพในการลด
ความเขม้ของสีเท่ากับ 92.74 และ 92.02% และมีค่าความเขม้ของสียอ้มเหลือเท่ากับ 180 และ 
183 ADMI ตามล าดบั เม่ือวดัค่ากิจกรรมของเอนไซมใ์นทุก ๆ รอบของการใชร้าตรงึซ า้ พบว่ารา
ตรงึผลิตเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และแลคเคส ออกมาตัง้แต่รอบที่ 1 ซึ่งมีกิจกรรมของ
เอนไซมเ์ท่ากับ 508 และ 176 ยูนิตต่อลิตร ตามล าดับ และสูงสุดในรอบที่ 6 โดยมีกิจกรรมของ
เอนไซมส์ูงถึง 7,151 และ 2,221 ยูนิตต่อลิตร ตามล าดับ แต่หลังจากรอบที่ 6 ราตรงึมีการผลิต
เอนไซม์ลดลงเหลือ 5,591 ยูนิตต่อลิตรส าหรบัเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และ 1,499  
ยนูิตต่อลิตรส าหรบัเอนไซมแ์ลคเคสในรอบที่ 7 จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ราตรงึ T. hirsuta 
PW17-41 สามารถน ากลบัมาใชซ้  า้ไดห้ลายรอบ ซึ่งสอดคลอ้งกบัปรมิาณเอนไซมแ์มงกานีสเปอร์
ออกซิเดส และแลคเคสที่สงู โดยสามารถน าไปประยกุตใ์ชต้่อไปได ้
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ตาราง 13 ตารางแสดงค่าพารามิเตอรต์่าง ๆ เมื่อน าราตรงึ T. hirsuta PW17-41 กลบัมาใชซ้  า้ใน
การบ าบดัสียอ้มเขม้ขน้ 4% (v/v) เป็นจ านวน 12 รอบ 

จ านวน
รอบ 

ค่าความเข้มส ี
(ADMI) 

ประสิทธิภาพ
การลดสีย้อม 

(%) 

กิจกรรมของเอนไซม ์(ยูนิตต่อลิตร) 
แมงกานีสเปอรอ์อก

ซิเดส 
แลคเคส 

1 259±6e 89.39±0.20e 508.00±122.00e 175.85±10.80f 
2 255±6e 89.48±0.29e 1,634.6 7±268.57de 532.59±80.86def 
3 147±23bcd 93.91±0.96bcd 4,888.89±763.30bc 1,608.40±207.05abc 
4 122±23abc 94.76±0.99abc 6,548.89±1,293.30ab  1,925.31±85.87ab 
5 99±19a 95.81±0.92a 6,822.22±697.74ab 1,908.03±242.23ab 
6 103±5a 95.70±0.23a 7,151.11±1,276.80a 2,220.99±387.65a 
7 100±8a 95.77±0.44a 5,591.11±692.76abc 1498.77±384.26bcd 
8 115±1ab 95.21±0.05ab 4,842.44±434.18bc 1,218.83±142.11cde 
9 120±12ab 94.79±0.57ab 4,796.67±547.02bc 1,198.46±14.44cde 

10 157±43cd 93.20±1.83cd 4,000.00±213.78c 935.80±49.39cde 
11 169±37d 92.74±1.69d 3,840.00±231.79cd 875.62±21.95de 
12 174±29d 92.61±1.21d 3,850±306.68cd 844.14±36.60e 

หมายเหตุ: ขอ้มูลแสดง mean ± standard deviation และวิเคราะหค์่าทางสถิติโดยใช ้
one-way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 
ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ล็ก (a-f) คือ ค่าทางสถิติของประสิทธิภาพการลดสียอ้มเหลือทิง้ ค่า
ความเขม้สีที่เหลือหลงัจากการลดสียอ้มเหลือทิง้ และกิจกรรมของเอนไซม ์โดยเปรยีบเทียบภายใน
ปัจจยัเดียวกนั 
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ภาพประกอบ 26 ประสิทธิภาพของราตรงึ T. hirsuta PW17-41 ในการน ากลบัมาใชซ้  า้เพื่อลด
ความเขม้ของสียอ้มที่ความเขม้ขน้ 4% (v/v) จ านวน 12 รอบ 

6.3 ประสิทธิภาพของราตรงึ T. hirsuta PW17-41 ในการลดความเขม้ของสียอ้มภายใต้
สภาวะที่ไม่ปราศจากเชือ้ 

จากการศกึษาประสิทธิภาพของราตรงึ T. hirsuta PW17-41 ในการลดความเขม้ของ
สียอ้มภายใตส้ภาวะที่ไม่ปราศจากเชือ้ที่ความเขม้ขน้ 4, 8, 17 และ 25% (v/v) โดยเปรียบเทียบ
ระหว่างสภาวะที่ เติมอาหาร basal medium โดยใช้แหล่งคารบ์อนและแหล่งไนโตรเจนที่ให้
ประสิทธิภาพการลดสีสูงสุด คือน า้ตาลป๊ีบ และแอมโมเนียมไนเตรท กับสภาวะที่ไม่เติมอาหาร 
โดยปรบั pH เริ่มตน้ใหมี้ค่าเท่ากบั 5 ความเรว็รอบในการเขย่าเท่ากบั 100 รอบต่อนาที ผลแสดง
ในภาพประกอบ 27 และภาคผนวก ค ตาราง 8 พบว่าในสภาวะที่เติมอาหารราตรงึสามารถลด
ความเข้มของสีย้อมที่ความเข้มข้น 4, 8 และ 17% (v/v) ให้ผ่านมาตรฐานน า้ทิง้ (ไม่เกิน 300 
ADMI) โดยลดค่าความเข้มของสีในหน่วย ADMI ให้เหลือเท่ากับ 200, 253 และ 228 ADMI 
ภายในระยะเวลา 2, 6 และ 8 วนั ตามล าดบั ซึง่มีประสิทธิภาพในการลดสีไดเ้ท่ากบั 91.93, 95.86 
และ 97.90% ในขณะที่ที่ความเขม้ขน้ของสี 25% (v/v) ราตรงึสามารถลดความเขม้ของสียอ้มได้
เท่ากับ 97.66% โดยลดค่าความเขม้ของสียอ้มเริ่มตน้จาก 15,350 ADMI ให้เหลือเท่ากับ 360 
ADMI แต่ในสภาวะที่ไม่เติมอาหาร ราตรงึสามารถลดสียอ้มที่ความเขม้ขน้ 4, 8, 17 และ 25% 
(v/v) ได้สูงที่สุดในวันที่  8 โดยมีประสิทธิภาพในการลดความเข้มของสีเท่ากับ 85.12, 85.35, 
85.48 และ 75.33% ตามล าดับ โดยลดความเขม้ของสียอ้มเหลือเท่ากับ  349, 886, 1,554 และ 
3,625 ADMI ตามล าดับ แต่เม่ือวิเคราะห์วิเคราะห์ค่าทางสถิติโดยใช้ one-way ANOVA และ
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เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยดว้ยวิธี Tukey ที่ระดบัความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 พบว่าประสิทธิภาพการ
ลดสีทัง้ 4 ความเขม้ขน้ในวนัที่ 2-8 ไม่แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 

 

 

 

ภาพประกอบ 27 ประสิทธิภาพการลดความเขม้ของสียอ้มที่ไม่ปราศจากเชือ้ความเขม้ขน้ 4, 8, 17 
และ 25% (v/v) โดยราตรงึ T. hirsuta PW17-41 ในสภาวะท่ีเติมอาหาร (A) และสภาวะท่ีไม่เติม
อาหาร (B) ภายใตส้ภาวะแบบเขย่าที่ 100 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส และปรบัค่า 

pH เริม่ตน้เท่ากบั 5 เป็นเวลา 8 วนั



  

บทที ่5 
สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 

ราไวทร์อทเป็นราที่สามารถย่อยสลายโครงสรา้งสารลิกนินซึ่งเป็นองคป์ระกอบส าคัญ
ของเนือ้ไม ้เนื่องจากสามารถผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกซึ่งเป็นเอนไซมท์ี่ไม่จ  าเพาะสามารถ
ย่อยสลายโครงสรา้งสารที่ มีวงอะโรมาติกได้ ดังนั้นจึงนิยมน าราไวท์รอทมาใช้ในการฟอกสี
กระดาษ ก าจัดสารพิษ และสียอ้มสังเคราะหไ์ด ้โดยการศึกษาครัง้นีไ้ดน้  าราไวทร์อทบริสุทธ์ิท่ี 
คดัแยกจากดอกเห็ดที่ผ่านการพิสจูนเ์อกลกัษณแ์ลว้ และมีรายงานว่าสามารถผลิตเอนไซมก์ลุ่ม
ลิกนิโนไลติกไดจ้ากการศึกษาก่อนหนา้ มาศึกษาประสิทธิภาพในการลดสียอ้มจากน า้ทิง้โรงงาน
อตุสาหกรรมฟอกยอ้ม โดยตวัอย่างน า้ทิง้ที่ศึกษามี 2 ตวัอย่าง ไดแ้ก่ ตวัอย่างสียอ้มเหลือทิง้จาก
กระบวนการยอ้มที่ยงัไม่ผ่านระบบบ าบดัมีสีน า้เงินเขม้ ซึ่งเป็นสีผสมของ Novacron Ruby S3B 
(NR-S3B), Novacron Navy EC-R (NEC-R) และ Novacron Super Black G (NSB-G) ในกลุ่ม 
รีเอกทีฟ และตัวอย่างน ้าทิง้ภายหลังการบ าบัดด้วยวิธีแอคติเวตเต็ดสลัดจ์ (effluent) น ามา
ตรวจวดัคณุสมบตัิเบือ้งตน้ ไดแ้ก่ ค่าความเขม้สีในหน่วย ADMI (American Dye Manufacturers 
Institute) ซึ่งเป็นหน่วยมาตรฐานในการวัดค่าสี เพื่อตรวจสอบว่ามีการปนเป้ือนของสียอ้มและ  
เม็ดสีในน า้ทิง้มากนอ้ยแคไ่หน โดยการวดัแบบสแกนความยาวคลื่นตัง้แต่ 400-700 นาโนเมตร ท า
ให้สามารถวัดสีทั้งหมดที่มีอยู่ในน า้ทิง้ได้(104) ค่า COD (Chemical Oxygen Demand) เป็นค่า
ปรมิาณออกซิเจนที่สารเคมีใชใ้นการย่อยสลายสารอินทรยีใ์นน า้ ค่า BOD (Biochemical Oxygen 
Demand) เป็นค่าปริมาณออกซิเจนที่จุลินทรียต์อ้งการใชใ้นการย่อยสลายสารอินทรียใ์นน า้  โดย
ค่า COD และ BOD เป็นพารามิเตอรท์ี่บ่งบอกถึงคุณภาพของน า้ทิง้และปริมาณสารอินทรียใ์น  
น า้ทิง้(105) ค่า pH (ความเป็นกรด-ด่าง) และปริมาณโลหะหนกัในน า้เสีย เนื่องจากโลหะหนกัส่วน
ใหญ่เป็นสารอนินทรยีท์ี่เป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตสามารถก่อใหเ้กิดปัญหาดา้นสขุภาพตา่ง ๆ กบัคนที่น  า
น า้มาใชใ้นการอุปโภค และ/หรือ บริโภค ส่วนใหญ่โลหะหนักมักจะมีการปนเป้ือนกับน า้ทิง้แลว้
ปล่อยออกสู่แหล่งน า้ธรรมชาติ และสะสมอยู่ตามดินรวมถึงแหล่งน า้ (106) จากผลการวิเคราะห์
พบว่าตัวอย่างน ้าทั้ง 2 ชนิดมีค่า ADMI เท่ากับ 60,100 และ 372 ADMI ตามล าดับ ซึ่งเกิน
มาตรฐานน า้ทิง้ตามประกาศกระทรวงอุตสาหกรรม ปี พ.ศ. 2560 (ไม่เกิน 300 ADMI) มีค่า pH 
เท่ากบั 10 และ 8 ค่า COD เท่ากบั 199 มิลลิกรมัต่อลิตร คา่ BOD เท่ากบั 29 มิลลิกรมัต่อลิตร ซึ่ง
เกินค่ามาตรฐานที่ก าหนดใหค้่า pH, COD และ BOD ของน า้ทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรมมีค่า
เท่ากับ 5-9, ไม่เกิน 120 และ 20 มิลลิกรมัต่อลิตร ตามล าดบั ก่อนปล่อยออกสู่สิ่งแวดลอ้ม ส่วน
ปริมาณโลหะหนกั 11 ชนิด มีค่าผ่านมาตรฐาน(26) เนื่องจากกระบวนการยอ้มผา้มีการใชส้ารเคมี
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จ านวนมากในการยอ้ม ไดแ้ก่ สียอ้ม สารเคมีช่วยยอ้ม และสารอัลคาไลน์ เป็นตน้ โดยเฉพาะ 
สียอ้มรีเอกทีฟที่พบในงานวิจัยนีน้ิยมใชเ้กลือโซเดียมคลอไรด์ช่วยในการยอ้มเพื่อใหส้ีสามารถ 
ดดูซบัเขา้ไปในเสน้ใยผา้ไดด้ีขึน้ และใชด้่างเป็นสารช่วยในการตรงึสีใหต้ิดคงทนอีกดว้ย ด่างที่ใช ้
ไดแ้ก่ โซเดียมคารบ์อเนต และโซเดียมไฮดรอกไซด ์ดว้ยเหตนุีจ้งึท าใหล้กัษณะของสียอ้มเหลือทิง้มี
ค่า pH, COD และ BOD สงู รวมถึงน า้มีสีที่เขม้(17) สว่นตวัอย่างน า้ทิง้ภายหลงัการบ าบดัเป็นน า้ทิง้
ที่รวมจากทุกขัน้ตอนในโรงงานอุตสาหกรรมฟอกยอ้ม และผ่านระบบบ าบัดของโรงงานดว้ยวิธี  
แอคติเวตเต็ดสลัดจ์ จึงท าให้น ้าทิง้ภายหลังการบ าบัดมีค่า  ADMI ที่น้อยกว่าสีย้อมเหลือทิง้ 
เนื่องจากถูกเจือจางดว้ยน า้ลา้งในส่วนต่าง ๆ และมีค่า pH ที่อยู่ในช่วงกลางไปจนถึงด่างอ่อน ๆ 
จากรายงานในอดีต พบว่าน า้ทิง้จากอุตสาหกรรมฟอกยอ้มมีค่าสีที่มองเห็นไดใ้นปริมาณที่สูง
ประมาณ 3,000-4,500 ADMI ค่า COD ประมาณ 800-1,600 มิลลิกรมัต่อลิตร ช่วงของค่า pH ที่
เป็นด่าง คือ 9-11(4) แต่อย่างไรก็ตามลกัษณะของน า้ทิง้จากอุตสาหกรรมฟอกยอ้มมกัจะมีความ
แปรปรวนสูงในแต่ละโรงงาน ขึน้อยู่กับชนิดของสีย้อม ประเภทของผ้า และความเข้มข้นของ
สารเติมแต่ง แต่อย่างไรก็ตามขัน้ตอนการลดค่าความเขม้สีน า้ทิง้จากโรงงานอตุสาหกรรมยงัไม่มี
กระบวนการบ าบดัท่ีชดัเจน 

จากการคัดเลือกราไวทร์อทจ านวน 16 ไอโซเลท จากงานวิจัยของ Thamvithayakorn 
และคณะ ที่สามารถในการผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติก ไดแ้ก่ แลคเคส และแมงกานีสเปอรอ์อก
ซิ เดสได้ ประกอบด้วย  7 จีนัส  13 สปี ชีส์ ได้แก่  Amauroderma subresinosum NP17-12, 
Coriolopsis aspera NP17-02, NP17-08, C. retropicta PW17-134, Dentipellis parmastoi 
PW17-136, Ganoderma fornicatum PW17-145, G. lingzhi PW17-43, G. mastoporum 
PW17-06, PW17-154, Microporus vernicipes PW17-173, M. xanthopus PP17-17, PP17-
20, Pseudolagarobasidium sp. PP17-33, Trametes elegans PP17-06, T. hirsuta PW17-41 
แล ะ  T. sanguinea PP17-18 เ ม่ื อ น าม าทดสอบป ระสิ ท ธิภ าพ ใน การลดความ เข้ม สี  
(% decolourisation) ในหน่วย ADMI พบว่ามีรา 12 ไอโซเลท ที่สามารถลดสีน า้ทิง้ภายหลงัการ
บ าบัดได้อยู่ ในช่วง 0.5-22% โดยรา T. hirsuta PW17-41 และรา T. sunguinea PP17-18 
สามารถลดสีน า้ทิง้ไดส้งูที่สดุและผ่านมาตรฐานน า้ทิง้ที่สามารถปล่อยลงสู่แหล่งน า้ธรรมชาติได ้
โดยน า้ทิง้ที่สามารถปล่อยลงสู่แหล่งน า้ธรรมชาติได ้จะตอ้งมีค่าความเขม้สีไม่เกิน 300 ADMI(26) 
ในขณะที่ราไวทร์อทที่ศึกษาทัง้ 16 ไอโซเลท สามารถลดสียอ้มเหลือทิง้ได้ในช่วง 28-74% โดยรา 
Pseudolagarobasidium sp. PP17-33 และรา T. hirsuta PW17-41 มีประสิทธิภาพในการลดสี
ยอ้มเหลือทิง้ไดส้งูที่สดุ รองลงมาเป็นรา T. sunguinea PP17-18 แต่อย่างไรก็ตามค่าความเขม้สี
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ภายหลงัการบ าบดัยงัไม่ผ่านมาตรฐานน า้ทิง้ตามที่กระทรวงอุตสาหกรรมก าหนด นอกจากนีผ้ล
การวัดค่าความเข้มสีแต่ละสี ได้แก่ NR-S3B (OD545), NSB-G (OD600) และ NEC-R (OD608) 
พบวา่มีคา่ลดลงสอดคลอ้งกบัค่าสีในหน่วย ADMI ดงันัน้การวดัค่าสีในหน่วย ADMI จงึเป็นการวดั
ค่าสีโดยรวมที่ครอบคลมุทกุสีที่สามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปล่า เหมาะส าหรบัวดัค่าสีจากน า้ทิง้ที่
มีสีผสมมากกว่า 1 ชนิด โดยเฉพาะสีน า้ทิง้ในโทนสีเหลืองน า้ตาลที่ไม่สามารถวดัไดท้ี่ความยาว
คลื่นเดียว แมว้่าก่อนหนา้นีมี้การน าวิธีการวดัสีโดยเปรียบเทียบแพลทตินัมโคบอลต ์(Platinum-
Cobalt) มาใชใ้นการวดัค่าสีน า้ทิง้ แต่พบว่ามีความยุ่งยากซบัซอ้นกว่าการวดัค่าสีในหน่วย ADMI  
จากงานวิจัยในปี 2008 ผูว้ิจัยทดสอบความสามารถในการลดสี Congo Red, Methylene Blue 
และ Malachite Green ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรมัต่อลิตร โดยราไวทร์อท 9 จีนสั 10 สปีชีส ์ไดแ้ก่ 
Fomes fomentarius, Pycnoporus cinnabarinus, Pleurotus pulmonarius, Ganoderma 
lucidum, Naematoloma fasciculare, Coriolus versicolor, Trametes suaveolens, Stereum 
ostrea, Fomitopsis rosea และ Pycnoporus coccineus จากผลการคัด เลือกสายพันธุ์รา 
ไวทร์อท พบว่าราในจีนัส Pleurotus, Ganoderma และ Trametes มีประสิทธิภาพสงูในการลดสี 
Methylene Blue(107) งานวิจัยของ Sudiana ในปี 2018 และงานวิจัยของ Fazli ในปี 2010 น ารา
จีนสั Genoderma มาลดสียอ้ม Remazol Black 5 และ Reactive Blue 19 พบว่าลดสีได ้89 และ 
95% ตามล าดบั งานวิจยัของ Zhao ในปี 2006 และ 2007 น ารา Pleurotus ostreatus มาใชล้ดสี 
Disperse Orange 3 และ Disperse Yellow 3 พบว่าสามารถลดสีไดม้ากกว่า 50% ภายใน 5 วนั 
และงานวิจัยที่น  าราในจีนัส Trametes มาประยุกตใ์ชใ้นการลดสีไดแ้ก่ งานวิจัยของ Dayi และ
คณะ ในปี 2018 ใช้รา Trametes versicolor มาใช้ลดสีย้อม Reactive Blue 220 และ Methyl 
Red ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรมัต่อลิตร พบว่าลดสีได ้80 และ 91% ตามล าดบั(57) นอกจากนีร้า  
T. versicolor ยงัถกูน ามาใชส้  าหรบัการลดสีสงัเคราะห ์Remazol Brilliant Blue R และ Remazol 
Brilliant Yellow 3-GL(55, 97) งานวิจยัของ Ting-ting ในปี 2020 แยกรา T. sanguinea H1 มาลดสี
ย้อม Congo Red, Malachite Green และ Methylene Blue พบว่าสามารถลดสี ได้ 65.4% , 
47.5% และ 31.3% ตามล าดับ(108) งานวิจัยของ Abadulla ในปี 2000 ใชร้า T. hirsuta BT2566 
มาลดสียอ้มสิ่งทอในกลุม่แอนทราควิโนน ไดแ้ก่ สี Reactive Blue 19 และ Acid Blue 225 สียอ้ม
กลุ่มเอโซ ไดแ้ก่ สี Reactive Blue 221, Reactive Black 5 และ Direct Blue 71 สียอ้มกลุ่มไตร 
เอริลมีเทน ได้แก่ สี Basic Red 9 และสีย้อมกลุ่มอินดิกอยด์ ได้แก่ สี Acid Blue 74 ผลการ
ทดลองพบว่ารา T. hirsuta BT2566 สามารถลดสีย้อมกลุ่มแอนทราควิโนนได้ดีที่สุด โดยมี
ประสิทธิภาพการลดสีสงูถึง 80%(109) ในอีกหลายงานวิจยัไดใ้ชร้า T. hirsuta มาประยกุตใ์ชใ้นการ
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ลดสียอ้ม Indigo Carmine, Phenol Red, Methyl Orange, Bromophenol Blue, Lanset Marine 
และ Poly R-478(85, 86, 90) นอกเหนือจากที่กล่าวมาราในจีนสั Trametes ยงัถกูน ามาใชใ้นการลดสี
ย้อมที่ หลากหลาย ได้แก่  สี  Reactive Violet 5, Eriochrome Black T, Evans Blue, Methyl 
Orange, Bromothymol Blue, Fuchsin Basic และ Malachite Green เป็นตน้(60, 70-72) 

ในงานวิจยันีเ้ลือก T. hirsuta PW17-41 ที่มีประสิทธิภาพในการลดสีจากตวัอย่างน า้ทิง้
ทัง้ 2 ตวัอย่างไดด้ีที่สดุ โดยเฉพาะตวัอย่างน า้ทิง้ที่ผ่านการบ าบดัแลว้สามารถใหล้ดค่าสีใหผ้่าน
มาตรฐานได ้ดังนั้นในการศึกษาต่อไปจึงเลือกศึกษาเฉพาะตัวอย่างน า้ทิง้ของสีย้อมเหลือทิง้
เท่านัน้ โดยน ามาตรงึร่วมกับวสัดุตรงึ 5 ชนิด ไดแ้ก่ ฟองน า้ไนลอน ใบสบัปะรด ใยบวบ เปลือก
เมล็ดกาแฟ และกะลากาแฟ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการลดสี เนื่องจากการตรงึเซลลร์าจะช่วย
ปกป้องราจากสภาวะที่มีสารพิษความเขม้ขน้สงู ช่วยรกัษาระดบัการผลิตเอนไซมต์่าง ๆ ใหอ้ยู่ใน
ระดบัที่สงู นอกจากนีย้งัสามารถน ากลบัมาใชซ้  า้ได ้และสามารถแยกราตรงึออกจากสียอ้มไดง้่าย
ซึ่งช่วยลดปัญหาการอุดตันในระบบบ าบัดได้อีกด้วย (82) จากผลการทดลองพบว่า T. hirsuta 
PW17-41 สามารถตรงึบนฟองน า้ไนลอนไดด้ีที่สดุ มีน า้หนักมวลรวมของเสน้ใยราเท่ากับ 0.375 
กรมั เนื่องจากประกอบดว้ยรูพรุนขนาดเล็กจ านวนมาก ท าใหเ้สน้ใยราสามารถเจริญแทรกไปยงัรู
พรุนดงักล่าวไดอ้ย่างทั่วถึง ประกอบกบัฟองน า้ไนลอนมีความคงตวัสงู จึงคงรูปรา่งภายหลงัการ
ตรงึอีกดว้ย รองลงมาเป็นใยบวบที่มีพืน้ผิวเป็นรูพรุนเช่นกนั แต่รูพรุนของใยบวบมีขนาดใหญ่กว่า
และมีจ านวนที่น้อยกว่าท าใหเ้สน้ใยราที่มีขนาดเล็ก  เม่ือเจริญเขา้ไปในรูพรุนแลว้หลุดออกมา
โดยง่ายโดยเฉพาะขัน้ตอนการลา้งวสัดตุรงึ สว่นกะลากาแฟ เปลือกเมลด็กาแฟ และใบสบัปะรดไม่
เหมาะสมต่อการตรงึ เนื่องจากพืน้ผิวมีลกัษณะเรียบ ท าใหร้าไม่สามารถยึดเกาะได ้นอกจากนีร้า
ไวทร์อทยงัสามารถย่อยสลายวสัดตุรงึที่เป็นลิกโนเซลลโูลสได ้ท าใหน้ า้หนกัมวลรวมภายหลงัการ
ตรงึราลดลง ตวัอย่างเช่น เปลือกเมลด็กาแฟ และใบสบัปะรด ซึง่มีน  า้หนกัมวลรวมติดลบเม่ือเทียบ
กบัน า้หนกัวสัดกุ่อนตรงึ(35, 36) จากงานวิจยัในปี 2010 โดย Siddiqui และคณะไดน้ าสก๊อตไบรตม์า
ใชใ้นการตรงึรา Aspergillus niger SA1 พบว่าสามารถลดค่าความเขม้สี Drimarene Blue K2RL 
ได้ดีเท่ากับ 75%(110) และงานวิจัยของ Ottoni และคณะ พบว่าเม่ือน ารา T. versicolor MUM 
04.100 มาตรงึร่วมกับฟองน า้ไนลอนแลว้น าไปใชล้ดสีสงัเคราะห ์Reactive Black 5 ในถังหมัก
แบบ fed-batch bioreactor พบวา่มีประสิทธิภาพในการลดสีมากถึง 85%(87) 

เม่ือไดร้าตรงึบนวสัดทุี่เหมาะสมแลว้น ามาหาสภาวะที่เหมาะสมในการลดความเขม้ของ
สียอ้มโดยพิจารณาปัจจัยของแหล่งคารบ์อน ไนโตรเจน ค่า pH และอตัราการเขย่า พบว่าแหล่ง
คารบ์อนที่เหมาะสมที่สง่ผลใหก้ารลดค่าความเขม้ของสียอ้มสงูที่สดุ คือ กลโูคส ซูโครส น า้ตาลป๊ีบ 
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และแปง้ ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ในขณะที่การใชน้  า้ตาลฟรกัโทส สง่ผลใหก้ารลด
ความเขม้ของสียอ้มนอ้ยลง แต่อย่างไรก็ตามยงัมีค่าการลดสีสงูกว่าสภาวะที่ไม่เติมแหลง่คารบ์อน 
ผลจากการทดลองสอดคล้องกับรายงานของ Maryani และคณะ ในปี 2021 ที่ได้วิเคราะห์
องค์ประกอบของน ้าตาลป๊ีบด้วยวิ ธี  High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
พบว่าประกอบดว้ยน า้ตาลหลายชนิด ไดแ้ก่ ซูโครส กลูโคส และฟรกัโทส ในอัตราส่วน 89.94, 
3.61 และ 3.50% (w/w) ตามล าดบั(111) ซึง่มีน า้ตาลซูโครสเป็นองคป์ระกอบหลกั อาจเป็นเหตผุลที่
น  า้ตาลป๊ีบและซูโครสใหผ้ลการลดความเขม้ของสียอ้มไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั สว่นกลโูคส
เป็นน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยว เชือ้ราสามารถน าไปใชไ้ดท้นัที อาจสง่ผลใหร้าผลิตเอนไซมย์่อยสีไดด้ีขึน้ 
เป็นตน้ ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Nilsson และคณะ ในปี 2006 รายงานว่าเม่ือเติมกลูโคสเป็น
แหลง่คารบ์อนส าหรบัการลดสียอ้ม Reactive Blue 4 และ Reactive Red 2 ดว้ยรา T. versicolor 
PRL-572 สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการลดสีไดม้ากขึน้(93) และงานวิจยัของ Asgher และคณะ ใน
ปี 2009 และ 2010 พบว่าแปง้เป็นแหล่งคารบ์อนที่เหมาะสมที่สดุในการลดสียอ้มที่ปนเป้ือนอยู่ใน
น ้าทิ ้งหลังบ าบัดจากโรงงานอุตสาหกรรมย้อมผ้าด้วยรา Coriolus versicolor IBL-04 และ 
Ganoderma lucidum IBL-05(10, 112) ขณะที่เม่ือใชฟ้รกัโทสเป็นแหล่งคารบ์อนจะใหป้ระสิทธิภาพ
การลดสีที่ต  ่า สอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Asgher และคณะ ในปี 2013 ที่ใชฟ้รกัโทสเป็นแหล่ง
คารบ์อนในการลดสี Solar Brilliant Red 80 ดว้ยรา Schizophyllum commune IBL-06 พบว่ารา
สามารถลดสีไดเ้พียง 32.3% เม่ือเทียบกบัแหล่งคารบ์อนชนิดอื่น ๆ(95) นอกจากนีเ้ม่ือเปรียบเทียบ
กบัชุดควบคุมที่ไม่เติมแหล่งคารบ์อน กับชุดทดลองที่เติมแหล่งคารบ์อน แสดงใหเ้ห็นว่าการเติม
แหล่งคารบ์อนมีความจ าเป็นต่อการเพิ่มประสิทธิภาพของราไวทร์อทในการลดสียอ้ม เนื่องจาก
แหล่งคารบ์อนเป็นองคป์ระกอบส าคญัในการเจริญเพิ่มจ านวนเซลลแ์ละเมแทบอลิซึมต่าง ๆ ของ
จุลินทรีย ์โดยจุลินทรียใ์ชอ้ากาศ เช่น ราไวทร์อทจะใชแ้หล่งคารบ์อน ประมาณ 50-55% ในการ
เพิ่มจ านวนเซลล ์เป็นตน้ 

สว่นผลของแหลง่ไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการลดสียอ้มดว้ยราตรงึ T. hirsuta PW17-41 
พบว่าการใชอ้นินทรียไ์นโตรเจน ไดแ้ก่ แอมโมเนียมไนเตรท และแอมโมเนียมซลัเฟต เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนที่ใหป้ระสิทธิภาพในการลดสียอ้มที่ดีกว่าการใช้อินทรียไ์นโตรเจน ไดแ้ก่ เปปโตน และ
ยีสตส์กดั ส่วนยเูรีย และโซเดียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ใหป้ระสิทธิภาพในการลดสียอ้มต ่า
ที่สดุ อาจเนื่องจากแอมโมเนียมไนเตรท ประกอบดว้ยไนโตรเจน 2 อะตอม ในขณะที่สารชนิดอื่น มี
ไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบแค่ 1 อะตอม ผลจากการทดลองสอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Asgher 
และคณะ พบว่าการใชแ้อมโมเนียมไนเตรท และแอมโมเนียมซลัเฟต เป็นแหล่งไนโตรเจนส าหรบั
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การลดสี Solar Brilliant Red 80 ด้วยรา S. Commune IBL-06 ให้ผลการลดสีที่ดีกว่าการใช ้
เปปโตน และจากงานวิจัยเดียวกัน เม่ือใชยู้เรียเป็นแหล่งไนโตรเจนใหป้ระสิทธิภาพการลดสีต ่า
ที่สุด(95) เช่นเดียวกับงานวิจัยในปี 2007 ผูว้ิจัยใชอ้นินทรียไ์นโตรเจน ไดแ้ก่ แอมโมเนียมซลัเฟต 
และแอมโมเนียมคลอไรด ์เป็นแหล่งไนโตรเจนส าหรบัการลดสีน า้ทิง้หลงับ าบดัที่มีการปนเป้ือนสี
ย้อมกลุ่มรีเอกทีฟด้วยรา Aspergillus fumigatus XC6 พบว่าสามารถลดสีได้สูงกว่าการใช ้
อินทรยีไ์นโตรเจน ไดแ้ก่ เปปโตน และยีสตส์กดั(113) 

ผลการศึกษาค่า pH เริ่มตน้ของอาหารเลีย้งเชือ้ที่เหมาะสมต่อการลดสียอ้มดว้ยราตรงึ 
T. hirsuta PW17-41 พบว่าเม่ือปรับค่า pH เริ่มต้นของอาหารเลี ้ยงเชื ้อเท่ากับ 4 และ 5 ให้
ประสิทธิภาพในการลดสีสงูสดุ รองลงมาเป็นค่า pH 6 และ 7 แต่เม่ือปรบัค่า pH ของอาหารเลีย้ง
เชือ้สงูกว่า 7 พบว่าราไม่มีความสามารถในการลดสี แสดงใหเ้ห็นว่าราไวทร์อทสามารถลดสีไดด้ี
ในช่วง pH ที่เป็นกรดถึงกลาง แต่ประสิทธิภาพการลดสีจะลดลงอย่างมากเม่ือค่า pH เริ่มตน้อยู่
ในช่วงที่เป็นด่าง จากผลการทดลองสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Asgher และคณะ ที่ศึกษาค่า pH 
ของอาหารเลีย้งเชือ้ที่เหมาะสมตอ่การลดสียอ้มสงัเคราะหข์องรา S. commune IBL-06 พบวา่เมื่อ
ปรับค่า pH ของอาหารเท่ ากับ  4 ท าให้ราสามารถลดสีย้อมได้สูงที่ สุด (95) งานวิจัยของ 
Chakraborty และคณะ ในปี  2013 หาค่า pH ที่ เหมะสมต่อการลดสี  Congo Red ด้วยรา 
Alternaria alternata CMERI F6 พบว่าที่ pH 5 มีความเหมาะสมต่อการลดสีมากที่สดุ รองลงมา
คือ pH 4 ส่วนที่ pH สงูสดุของการทดลองคือ 8 มีประสิทธิภาพการลดสีต ่าที่สดุ(114) และงานวิจยั
ในปี 2016 พบว่าค่า pH ที่ 4 เหมาะสมต่อการลดสียอ้มสงัเคราะหข์องรา T. versicolor IBL-04 มี
ประสิทธิภาพในการลดสี Remazol Brilliant Yellow 3-GL เท่ากับ 97.21% (97) โดยค่า pH เป็น
ปัจจยัที่มีความส าคญัต่อการเจรญิเติบโตของจลุินทรียแ์ละกระบวนการทางชีวเคมี รวมทัง้เอนไซม์
ต่าง ๆ ค่า pH ที่ เหมาะสมของเชื ้อจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีความแตกต่างกัน ยกตัวอย่างเช่น 
แบคทีเรียแสดงกิจกรรมการลดสีและการย่อยสลายทางชีวภาพที่ดีในช่วง pH ที่เป็นกลางถึงเบส 
ในขณะท่ีเชือ้ราและยีสตมี์ประสิทธิภาพที่ดีท่ีช่วง pH ที่เป็นกรดถึงกลาง 

ผลการศกึษาอตัราการเขย่าที่เหมาะสมต่อการลดสียอ้มดว้ยราตรงึ T. hirsuta PW17-41 
พบว่าเม่ือเลีย้งราบนเครื่องเขย่าที่ความเรว็รอบ 100 รอบต่อนาที ใหป้ระสิทธิภาพการลดสีสงูที่สดุ 
รองลงมาเป็นการเลีย้งที่ความเร็วรอบ 150 และ 50 รอบต่อนาที ตามล าดับ แต่การเลีย้งราใน
สภาวะที่ไม่มีการเขย่า รามีประสิทธิภาพการลดสีต ่าที่สดุ เนื่องจากการเขย่าเป็นการเพิ่มปริมาณ
อากาศที่จ  าเป็นต่อจุลินทรียท์ี่ใชอ้ากาศ ไดแ้ก่ รา เป็นตน้ รวมถึงการเขย่ายังช่วยเพิ่มการสมัผัส
ระหว่างสียอ้มกับราตรงึ ท าใหก้ารลดสียอ้มดว้ยราในสภาวะที่มีการเขย่าดีกว่าสภาวะที่ไม่มีการ
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เขย่า ผลจากการทดลองสอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Megha และคณะ ในปี 2015 ไดท้ดลองหา
ความเร็วรอบในการเขย่าที่ เหมาะสมต่อการลดสี Remazol Brilliant Blue R ด้วยรา Mucor 
hiemalis MV04 โดยทดสอบที่ความเร็วรอบ 110, 120, 130, 140 และ 150 รอบต่อนาที พบว่า
ความเร็วรอบ 130 รอบต่อนาที มีความเหมาะสมมากที่สุดในการลดสีย้อม (12) งานวิจัยของ 
Chakraborty และคณะ ในปี 2013 หาความเร็วรอบในการเขย่าที่เหมาะสมในการลดสี  Congo 
Red ดว้ยรา A. alternata CMERI F6 พบวา่ความเรว็รอบในการเขย่าที่ 120 และ 150 รอบตอ่นาที 
มีความเหมาะสมมากที่สดุ รองลงมาเป็นความเร็วรอบ 90 และ 180 รอบต่อนาที ตามล าดบั(114) 
รวมถึงงานวิจยัของ Gao และคณะ ใชร้า Bjerkandera adusta SWUSI4 มาลดสียอ้มสงัเคราะห ์
Cotton Blue, Crystal Violet และ Methyl Violet ในสภาวะที่ไม่มีการเขย่า และสภาวะการเขย่าที่
ความเรว็รอบ 150 รอบต่อนาที พบว่าราสามารถลดสียอ้มในสภาวะการเขย่าที่ความเรว็รอบ 150 
รอบต่อนาที ไดด้ีกว่าสภาวะที่ไม่มีการเขย่า(64) และงานวิจัยในปี 2013 ผูว้ิจัยทดลองลดสียอ้ม 
Reactive Violet-1 ในสภาวะที่ ไม่ มี การเขย่ า  และมีการเขย่ า  150 รอบต่ อนาที  ด้วยรา 
Ganoderma cupreum AG-1 พบว่าราสามารถลดสีย้อมสังเคราะห์ในสภาวะที่มีการเขย่าได้
ดีกว่าสภาวะที่ไม่มีการเขย่า(96) อย่างไรก็ตามอตัราเรว็ในการเขย่าของราแต่ละสายพนัธุ ์ส่งผลต่อ
การลดค่าสียอ้มแตกต่างกนัออกไป ขึน้กบัชนิดของสายพนัธุแ์ละระบบในการบ าบดั เช่น  การใชร้า
ตรงึ หรือราเสน้ใย เป็นตน้ จากการหาสภาวะที่เหมาะสมของราตรงึ T. hirsuta PW17-41 ในการ
ลดสียอ้ม คือ ใชน้  า้ตาลป๊ีบ และแอมโมเนียมไนเตรทเป็นแหลง่คารบ์อนและไนโตรเจน ตามล าดบั 
ปรบัค่า pH เริม่ตน้เท่ากบั 5 และเลีย้งราในสภาวะที่มีการเขย่า 100 รอบตอ่นาที ซึง่ราตรงึสามารถ
ลดสียอ้มไดส้งูสดุเท่ากบั 94.60% โดยลดคา่ความเขม้ของสียอ้มจาก 2,475 ADMI ใหเ้หลือเท่ากบั 
114 ADMI ภายในระยะเวลา 2 วนั 

ราไวทร์อทเป็นราที่สามารถบ าบดัสียอ้มไดโ้ดยการดดูซบัไวท้ี่ผิวเซลล ์หรือการย่อยสลาย
ทางชีวภาพโดยอาศยัเอนไซมช์นิดต่าง ๆ ไดแ้ก่ เอนไซมแ์ลคเคส แมงกานีสเปอร์ออกซิเดส และ
ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส เป็นตน้(115) โดยเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก เป็นเอนไซมท์ี่มีบทบาทส าคญัใน
การย่อยสลายลิกนินที่มีโครงสรา้งเป็นวงอะโรมาติก สารประเภทลิกโนเซลลูโลส ยาฆ่าแมลง 
สารเคมีสงัเคราะหท์ี่มีโครงสรา้งอะโรมาติกที่ซบัซอ้น รวมทัง้สียอ้มสงัเคราะห ์ท าใหเ้หมาะส าหรบั
ใชเ้พื่อจดุประสงคท์างชีวภาพและน าไปประยกุตใ์ชใ้นกระบวนการบ าบดัทางชีวภาพ ยกตวัอย่าง
เช่น การก าจัดสียอ้มสงัเคราะห ์และการก าจัดสารมลพิษ เป็นตน้ (35, 37) ซึ่งในงานวิจัยนีไ้ดศ้ึกษา
กลไกในการลดสียอ้มเหลือทิง้ดว้ยราตรงึ T. hirsuta PW17-41 พบวา่กลไกหลกั คือ การย่อยสลาย
ดว้ยเอนไซม ์ซึง่สามารถลดสียอ้มไดเ้ท่ากบั 60.23% รวมกบัการดดูซบัสีของราตรงึที่ผ่านการนึ่งฆา่
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เชือ้ สามารถลดสียอ้มไดเ้ท่ากบั 28.98% ซึ่งวสัดตุรงึอย่างเดียวสามารถดดูซบัสีไดเ้ท่ากบั 4.04% 
นอกจากนีย้ังตรวจไม่พบค่ากิจกรรมของเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกในชุดการทดลองที่ผ่านการ  
ฆ่าเชือ้ แสดงใหเ้ห็นว่าสียอ้มที่ลดลงมาจากการดูดซับของเสน้ใยรา ประกอบกับเสน้ใยราตรึง
เปลี่ยนจากสีขาวไปเป็นสีน ้าเงินอีกด้วย และเม่ือใช้ราตรึงที่ไม่ได้ผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้ พบว่ามี
ประสิทธิภาพการลดสีสงูถึง 89.21% เม่ือน ามาวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติก พบ
กิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และแลคเคส แสดงใหเ้ห็นว่าราตรงึที่มีชีวิตสามารถ
ลดสียอ้มโดยใชก้ลไกการดดูซบั และการย่อยสลายดว้ยเอนไซม ์โดยเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิ
เดสเป็นเอนไซมห์ลกั เนื่องจากพบค่ากิจกรรมของเอนไซมส์งูที่สดุ โดยในงานวิจยันีไ้ม่พบกิจกรรม
ของเอนไซม์ลิกนินเปอรอ์อกซิเดส สอดคล้องกับงานวิจัยของ Thamvithayakorn และคณะ ที่
ตรวจสอบการสรา้งเอนไซม์กลุ่มลิกนิโนไลติกจากราไวท์รอทโดยใช้กากตะกอนดีแคนเตอร ์ 
(oil palm decanter cake) เป็นสารตั้งตน้ พบว่ารา T. hirsuta PW17-41 สามารถผลิตเอนไซม์
แลคเคส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส แต่ไม่สามารถผลิตเอนไซมล์ิกนินเปอรอ์อกซิเดส (101) ต่อมา
ศึกษาหาน า้หนักมวลโมเลกุลของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสดว้ยวิธี SDS-PAGE พบแถบ
โปรตีน 1 แถบ ที่มีน า้หนักโมเลกุล 71 kDa จากนัน้ยืนยนัดว้ยวิธี native-PAGE และท าปฏิกิริยา
กบัสารตัง้ตน้ของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส พบแถบแบนสีสม้เขม้มีขนาด 45 kDa และสีสม้
อ่อนที่ขนาด 90 kDa ซึ่งคาดว่าเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่รา T. hirsuta PW17-41 ผลิตมี
ขนาดประมาณ 45 kDa สอดคลอ้งกับงานวิจยัของ Asgher ในปี 2016 พบว่าเอนไซมแ์มงกานีส
เปอร์ออกซิ เดสที่ผลิตจากรา T. versicolor IBL-04 มีน ้าหนักโมเลกุลประมาณ  43 kDa(56) 
นอกจากนีย้ังมีอีกหลายงานวิจัยที่รายงานถึงน า้หนักโมเลกุลของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิ
เดสของราไวทร์อท พบว่ามีน า้หนกัโมเลกลุอยู่ในช่วง 38-53 kDa ไดแ้ก่ งานวิจยัของ Zhang ในปี 
2018 รายงานว่าเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่ผลิตจากรา Cerrena unicolor BBP6 มี
น ้าหนักโมเลกุลประมาณ 45 kDa(61) ส่วนเอนไซม์แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่ผลิตจากรา 
Ganoderma lucidum, Agrocybe praecox และ Phanerochaete chrysosporium มีน ้าหนัก
โมเลกุลเท่ากับ 38, 42 และ 53 kDa ตามล าดับ (74) เม่ือน าน า้เลีย้งรา T. hirsuta PW17-41 มา
ตกตะกอนโปรตีนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต แสดงใหเ้ห็นว่าค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์
และความบริสทุธ์ิของเอนไซมเ์พิ่มขึน้ มีค่าเท่ากับ 4.71 เท่า ซึ่งอาจน าไปศึกษาต่อยอดถึงความ
เสถียร และคณุสมบตัิต่าง ๆ เพื่อการน าไปประยกุตใ์ชต้่อไป 

ผลการศึกษาความสัมพันธ์ของการลดสียอ้ม และการผลิตเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติก 
พบว่าเม่ือบ าบัดสียอ้มเป็นเวลา 20 วัน ราตรงึมีประสิทธิภาพในการลดสีเพิ่มขึน้ สอดคลอ้งกับ
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กิจกรรมของเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และแลคเคสที่เพิ่มสงูขึน้ และสวนทางกบัค่า pH ที่
ลดลงจนอยู่ในช่วงที่เป็นกรดสงูประมาณ 2.5 เม่ือสิน้สดุการบ าบดั ผลการศึกษานีแ้สดงใหเ้ห็นว่า
เอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดส และแลคเคสเป็นเอนไซมท์ี่มีบทบาทในการย่อยสลายสียอ้ม และ
จากการวิเคราะหค์วามสมัพนัธข์องการลดสียอ้ม และการผลิตเอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกดว้ยสถิติ 
correlation พบว่าการลดสียอ้มมีความสมัพนัธก์ับการผลิตเอนไซมแ์ลคเคส และแมงกานีสเปอร์
ออกซิเดสในทิศทางที่เป็นบวก มีขนาดความสมัพนัธเ์ท่ากบั 0.661 และ 0.639 ตามล าดบั ที่ระดบั
ความเช่ือมั่นเท่ากบัรอ้ยละ 95 ผลจากการทดลองสอดคลอ้งกบังานวิจยัหลาย ๆ งานวิจยัที่พบว่า
เอนไซมก์ลุม่ลิกนิโนไลติกมีบทบาทส าคญัในการก าจดัสียอ้ม งานวิจยัของ Othman และคณะในปี 
2018 พบวา่เอนไซมแ์ลคเคสท่ีผลิตจากรา Agaricus bisporus CU13 มีบทบาทส าคญัในการลดสี
สงัเคราะห ์Acid Blue(45) รวมถึงเอนไซมแ์ลคเคสที่ผลิตจากรา T. trogii เป็นเอนไซมท์ี่ส  าคัญต่อ
การก าจัดสี  Reactive Black 5, Remazol Brilliant Blue R และ Reactive Violet 5(60) และอีก
หลายงานวิจัยที่ใชเ้อนไซมแ์ลคเคสจากรา T. ljubarkyi และ Trametes sp. F1635 ส  าหรบัการ
ก าจดัสีสงัเคราะห์(70, 72) ตวัอย่างงานวิจยัที่ใชเ้อนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสส าหรบัก าจดัสียอ้ม 
ไดแ้ก่ งานวิจยัในปี 2018 ใชเ้อนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสที่ผลิตจากรา C. unicolor BBP6 ใน
การลดสีสัง เคราะห์  Azure Blue, Remazol Brilliant Blue R, Congo Red, Methyl Orange, 
Bromophenol Blue และ Crystal Violet(61) งานวิจัยในปี 2014 ได้ผลิตเอนไซม์แมงกานีสเปอร์
ออกซิ เดสจากรา Irpex lacteus CD2 มาใช้ในการลดสีย้อม  Remazol Brilliant Violet 5R, 
Remazol Brilliant Blue R, Indigo Carmine และ Direct Red 5B(50) รวมถึงอีกหลาย ๆ งานวิจยัที่
ใช้ เอน ไซม์แม งกานี ส เปอร์ออกซิ เดสจากรา  P. chrysosporium, Trametes sp. 48424,  
A. terreus GS28 และ S. commune IBL-06 ในการลดสีสังเคราะห์ (95, 116-118) อย่างไรก็ตาม 
งานวิจยัที่ศึกษาเอนไซมก์ลุ่มลิกนิโนไลติกจากราสกุล Trametes sp. ในการลดสียอ้ม พบว่าส่วน
ใหญ่ผลิตเอนไซมแ์ลคเคสเป็นหลัก รองลงมาคือแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส ในขณะที่งานวิจัยนี ้ 
T. hirsuta PW17-41 ผลิตเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสเป็นหลกั รองลงมาคือแลคเคส ทัง้นี ้
อาจเนื่องจากความหลากหลายของสายพนัธุร์า สภาพแวดลอ้ม และชนิดของสียอ้ม เป็นตน้ 

เนื่องจากกลไกหลกัในการลดสียอ้ม คือ การย่อยสลายดว้ยเอนไซมจ์งึไดศ้กึษายืนยนัโดย
การติดตามการเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งทางเคมีของสียอ้มก่อนและหลังการบ าบัดดว้ยเทคนิค  
2 เทคนิค ไดแ้ก่ 1) การสแกนค่าการดดูกลืนแสงของสียอ้มดว้ยสเปกโตรโฟโตมิเตอร ์2) การศกึษา
พันธะทางเคมีที่ เปลี่ยนแปลงของสียอ้มดว้ย FTIR ผลการสแกนความยาวคลื่นตั้งแต่ 320-700  
นาโนเมตรของสารทัง้หมดในน า้สียอ้มพบว่า ก่อนการบ าบดัดว้ยราตรงึมีค่าการดดูกลืนแสงสงูสดุ
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ที่ 590 นาโนเมตรที่เป็นค่าการดูดกลืนแสงสีน า้เงินสอดคลอ้งกับสีที่มองเห็นดว้ยตาเปล่าเป็นสี 
น า้เงินเขม้ หลงัจากการบ าบัดดว้ยราตรงึเป็นเวลา 12 และ 20 วัน มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 
330 นาโนเมตร ซึ่งเป็นค่าการดดูกลืนแสงของสีแดง และค่าการดดูกลืนแสงโดยรวมมีค่าลดลง ซึ่ง
สอดคลอ้งกบัผลการทดลองที่สียอ้มเปลี่ยนจากสีน า้เงินเขม้เป็นสีสม้ และชมพอู่อน เม่ือสิน้สดุการ
บ าบดั จากค่าการดูดกลืนแสงที่ลดลง และความยาวคลื่นของสีที่เปลี่ยนแปลงไปเป็นผลมาจาก
การย่อยสลายสียอ้มของราตรงึโดยอาจเกิดการย่อยสลายพนัธะและโมเลกลุโครงสรา้งของสียอ้ม
ใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลง คือ สลายไป เป็นตน้ สอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Maniyam ในปี 2020 
พบว่าหลังจากการบ าบัดสีย้อม Methyl Red มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดอยู่ในช่วง 200-300  
นาโนเมตร ซึ่งเปลี่ยนแปลงมาจากค่าการดดูกลืนแสงสงูสงุของชดุควบคมุก่อนการบ าบดั คือ 435 
นาโนเมตร(100) ส่วนผลการวิเคราะหก์ารเปลี่ยนแปลงโครงสรา้งของสียอ้มก่อนและหลงับ าบดัดว้ย
เทคนิค FTIR พบว่าหลงัจากบ าบดัสียอ้ม ต าแหน่งพีคของ FTIR spectrum มีการเปลี่ยนแปลงไป 
และบางต าแหน่งพีคหายไปเม่ือเทียบกบัชดุควบคมุหรือตวัอย่างสีก่อนการบ าบดั ไดแ้ก่ ต าแหน่ง
พีคที่  3,369.22 cm-1 คือพันธะของ O-H เปลี่ยนต าแหน่งมาจากพีคที่  3,366.92 cm-1 ของชุด
ควบคมุ ต าแหน่งพีคที่ 2,923.24 cm-1 และ 2,853.40 cm-1 คือพนัธะของ C-H เปลี่ยนต าแหน่งมา
จากพีคที่ 2,921.94 cm-1 และ 2,852.91 cm-1 ของชดุควบคมุ บางต าแหน่งพบพีคที่หายไป ไดแ้ก่ 
ต าแหน่ งพี คที่  2,955.28 cm-1 และ 1,403.69 cm-1 คือพันธะของ C-H และต าแหน่ งพี คที่ 
1,351.27 cm-1 คือพันธะของ S=O เป็นตน้ แสดงให้เห็นว่าต าแหน่งพีคที่เปลี่ยนแปลงไป หรือ
ต าแหน่งพีคที่หายไปอาจเกิดจากการย่อยสลายสียอ้มดว้ยราตรงึ โดยการย่อยสลายพันธะของ
โครงสรา้งสียอ้ม เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Ayed และคณะ เม่ือเปรียบเทียบอินฟราเรดสเปกตรมั
ของชุดควบคุมและตัวอย่างหลังจากการย่อยสี Methyl Red พบว่าต าแหน่งของพีคมีการ
เปลี่ยนแปลงเล็กนอ้ยจาก 1,604 cm-1, 1,384 cm-1, 1,124 cm-1 (C-C) และ 535 cm-1 เปลี่ยนไป
เป็น 1,603 cm-1, 1,383 cm-1 (-CHO), 1,114 cm-1 และ 530 cm-1 (99) 

จากขอ้มลูราตรงึ T. hirsuta PW17-41 และสภาวะที่เหมาะสมในการลดสียอ้ม ไดน้  ามา
ศึกษาประสิทธิภาพของราตรึงภายใตส้ภาวะต่าง ๆ ดังนี ้1) การลดสียอ้มที่ความเขม้ขน้ต่าง ๆ  
2) การทดสอบประสิทธิภาพของราตรงึในการน ากลบัมาใชซ้  า้ และ 3) การใชร้าตรงึในการลดสี
ยอ้มภายใตส้ภาวะที่ไม่ปราศจากเชือ้ ผลการศกึษาประสิทธิภาพของราตรงึในการลดสียอ้มที่ความ
เขม้ขน้ 4-100% (v/v) พบว่าราตรงึมีประสิทธิภาพในการลดสีที่ความเขม้ขน้ 4% (2,475 ADMI) 
ให้ผ่านมาตรฐานไดภ้ายใน 2 วัน ส่วนที่ความเขม้ขน้ 8% (6,100 ADMI) สามารถลดสีให้ผ่าน
มาตรฐานไดภ้ายใน 8 วนั ในขณะที่ความเขม้ขน้สีที่ 17-100% (11,150-60,100 ADMI) ราตรงึไม่
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สามารถลดสีใหผ้่านมาตรฐานไดภ้ายในระยะเวลา 8 วนั แต่อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพในการลดสี
มีค่าสงูถึง 89.17-96.51%  

จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของสียอ้มสงูขึน้ประสิทธิภาพใน
การลดสีลดลง โดยอัตราการลดสีจะลดลงตามความเขม้ขน้ของสียอ้มที่เพิ่มขึน้ อาจเนื่องจาก
ความเป็นพิษจากสียอ้มต่อเซลลร์า ส่งผลต่อการย่อยสลายของสี หรือการรบกวนบริเวณแอกทีฟ
ไซต ์(active site) ของเอนไซม ์ดังนั้นในการบ าบัดสีดว้ยราตรงึควรมีปริมาณของความเขม้สีให้
เหมาะสมต่อราตรงึ เพื่อการลดสีที่มีประสิทธิภาพสงูสดุ ซึ่งสอดคลอ้งกบังานวิจยั Vantamuri และ
คณะ พบว่ารา Marasmius sp. BBKAV79 สามารถลดสียอ้มรีเอกทีฟ Diazo ที่ความเขม้ขน้ต ่า
ที่สุด คือ 50 มิลลิกรมัต่อลิตรไดด้ีที่สุด รองลงมาคือ 100 และ 150 มิลลิกรมัต่อลิตร ส่วนความ
เขม้ขน้สงูที่สดุคือ 200 มิลลิกรมัต่อลิตร ราสามารถลดสียอ้มไดต้  ่าที่สดุ(67) งานวิจยัของ Chen และ 
Ting รายงานว่ารา Coriolopsis sp. 1C3 สามารถลดสีสงัเคราะห ์Methyl Violet, Crystal Violet 
และ Malachite Green ไดด้ีที่ความเขม้ขน้ของสีเริ่มตน้ต ่าที่สุด และเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของสี 
พบว่าประสิทธิภาพในการลดสีลดลง (119) รวมถึงงานวิจัยของ Khan และ Fulekar ทดสอบ
ความสามารถของรา Aspergillus bombycis ในการลดสีย้อมผ้า Reactive Red 31 ที่ความ
เขม้ขน้ 5-25 มิลลิกรมัต่อลิตร พบว่าราสามารถลดสียอ้มความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรมัต่อลิตรไดด้ีที่สดุ 
และความสามารถในการลดสีลดลงเมื่อเพิ่มความเขม้ขน้สงูขึน้จนถึง 25 มิลลิกรมัต่อลิตร(120) 

ผลการศึกษาประสิทธิภาพของราตรึง T. hirsuta PW17-41 ในการน ากลับมาใช้ซ  า้ 
พบว่าราตรงึมีประสิทธิภาพในการน ากลบัมาใชซ้  า้ไดส้งูถึง 10 รอบภายใตส้ภาวะที่เหมาะสม โดย
ที่ประสิทธิภาพการลดสีไม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ และในรอบที่ 11 และ 12 พบว่ารา
ตรงึมีประสิทธิภาพการลดสีลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ และผลจากการลดสีในแต่ละรอบของ
การน ากลบัมาใชซ้  า้พบวา่สอดคลอ้งกบัการผลิตเอนไซมแ์มงกานีสเปอรอ์อกซิเดสของราตรงึที่มีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์เพิ่มขึ ้นสูงสุดในรอบที่  6 และค่อย ๆ ลดลง แสดงให้เห็นว่าราตรึงมี
ประสิทธิภาพในการน ากลับมาใชซ้  า้ไดห้ลายรอบ ซึ่งส่งผลดีต่อการน าไปประยุกตใ์ชใ้นระดับ
อตุสาหกรรม เนื่องจากไม่จ  าเป็นตอ้งท าการตรงึราหลาย ๆ รอบส าหรบัการลดสี เพราะสามารถน า
ราตรึงชุดเดิมกลับมาใช้ซ  า้ได ้และใหป้ระสิทธิภาพการลดสีที่สูงขึน้อีกดว้ย ผลจากการทดลอง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Srikanlayanukul พบว่าการใช้รา Coriolus versicolor RC3 ที่ตรึง
รว่มกบัโฟมโพลียรูีเทน มาลดน า้ทิง้ที่ปนเป้ือนสียอ้มจากโรงงานยอ้มผา้ โดยราตรงึ C. versicolor 
RC3 สามารถน ากลบัมาใช้ซ  า้ไดถ้ึง 14 รอบ โดยมีประสิทธิภาพการลดสี 80-90% เม่ือมีการเติม
ซูโครส 3 กรมัต่อลิตร(121) รวมถึงงานวิจัยของ Krastanov พบว่าราตรงึ T. versicolor สามารถน า
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กลบัมาใชบ้  าบดัสีสงัเคราะห ์Orange II และ Reactive Blue 4 ไดส้งูสดุ 5 รอบ โดยประสิทธิภาพ
ในการลดสีเริ่มลดลงในรอบที่ 3 และลดลงต ่ากว่า 50% หลงัจากรอบที่ 5 ของการน ากลบัมาใชซ้  า้
(122) 

เม่ือน าราตรึง T. hirsuta PW17-41 มาใชใ้นการลดสียอ้มภายใตส้ภาวะที่ไม่ปราศจาก
เชือ้ พบว่าในสภาวะที่มีการเติมอาหาร ราตรงึมีประสิทธิภาพในการลดสีที่ความเขม้ขน้ 4-25% 
(v/v) (หรือ 2,475-15,350 ADMI) ไดส้งูถึง 96.39-98.15% เม่ือเทียบกบัสภาวะที่ไม่ไดเ้ติมอาหาร
ซึ่งสามารถลดสีไดเ้พียง 75.83-85.48% ภายใน 8 วนั เนื่องจากสารอาหาร ไดแ้ก่ แหล่งคารบ์อน 
แหลง่ไนโตรเจน และสารอาหารอื่น ๆ มกัจะจ าเป็นตอ่การเจรญิของจลุินทรีย ์หรอืการสรา้งสารต่าง 
ๆ รวมถึงเอนไซม ์นอกจากนีภ้ายใตส้ภาวะที่ไม่ปราศจากเชือ้ที่มีการเติมอาหารยังพบการเจริญ
ของแบคทีเรียซึ่งอาจจะช่วยสง่เสรมิประสิทธิภาพในการลดสีไดด้ียิ่งขึน้ แต่ในสภาวะที่ไม่มีการเติม
อาหารไม่พบการเจรญิของแบคทีเรีย ผลจากการทดลองสอดคลอ้งกบังานวิจยัในปี 2006 รายงาน
วา่ในสภาวะที่ไม่เติมอาหาร ราตรงึ C. versicolor RC3 มีประสิทธิภาพในการน ากลบัมาใชล้ดสีได้
เพียง 3 รอบ แต่เม่ือมีการเติมซูโครสเป็นแหล่งคารบ์อน 3 มิลลิกรัมต่อลิตร ท าให้ราตรึงมี
ประสิทธิภาพในการน ากลบัมาใช้ซ  า้ไดเ้พิ่มขึน้เป็น 14 รอบ(121) ในขณะที่งานวิจัยของ Gao และ
คณะ พบว่าการใชร้าไวทร์อทที่ยงัไม่เจริญเติบโตเต็มที่มาลดสีสงัเคราะห ์Reactive Brilliant Red 
K-2BP ในสภาวะที่ไม่ปราศจากเชือ้ พบว่าราไม่มีประสิทธิภาพในการลดสี แต่เม่ือเลีย้งราใหเ้จรญิ
เต็มที่ในสภาวะที่ปราศจากเชือ้ก่อน แลว้น ารามาใชบ้  าบดัสียอ้มในสภาวะท่ีไม่ปราศจากเชือ้ พบวา่
รามีประสิทธิภาพในการลดสีไดม้ากกว่า 90% ซึ่งเทียบเท่ากบัการลดสีในสภาวะที่ปราศจากเชือ้ 
เนื่องจากในสภาวะที่ไม่ปราศจากเชือ้ มกัมีการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ยีสต ์ซึ่งเป็นจุลินทรียท์ี่
เจรญิไดไ้วกว่ารา ท าใหร้าไม่มีการเจรญิเติบโตและไม่มีประสิทธิภาพในการลดสี(123) แตใ่นงานวิจยั
นีไ้ดมี้ขัน้ตอนการตรงึราที่ช่วยส่งเสริมการเจริญของราใหเ้จริญเต็มที่ก่อน ดงันัน้เชือ้จุลินทรียท์ี่มี
การปนเป้ือนในระหว่างการทดลอง จึงไม่ไดส้่งผลท าใหร้าตรงึมีประสิทธิภาพในการลดสีลดลง แต่
อาจจะช่วยสง่เสรมิใหมี้ประสิทธิภาพในการลดสีที่สงูขึน้ไดอ้ีกดว้ย 
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ภาคผนวก ก 

 

อาหารเลีย้งเชือ้ทีใ่ช้ในการทดลอง 

 

1. Potato dextrose agar (PDA) 

Potato 200             กรมั 
Dextrose 20             กรมั 
Agar 15             กรมั 
น า้กลั่น 1,000             มิลลิลติร 

 เตรียมมนัฝรั่งขนาด 1 ตารางเซนติเมตร น าไปตม้จนมนัฝรั่งสกุแลว้กรองสารสกดัจากมนั

ฝรั่งมาผสมกบั dextrose และ agar ตม้จน agar ละลายแลว้น าไปฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอ

น า้ที่ความดนั 15 ปอนดต์่อตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

 

2. Potato dextrose broth (PDB) 

Potato 200             กรมั 
Dextrose 20             กรมั 
น า้กลั่น 1,000             มิลลิลติร 

 เตรียมมนัฝรั่งขนาด 1 ตารางเซนติเมตร น าไปตม้จนมนัฝรั่งสกุแลว้กรองสารสกดัจากมนั

ฝรั่งมาผสมกบั dextrose ละลายแลว้น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนัไอน า้ที่ความดนั 15 ปอนด์

ต่อตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

 

 

 



  114 

3. Basal medium 

Glucose 10             กรมั 
Peptone 1             กรมั 
KH2PO4 1             กรมั 
Na2HPO4 0.05             กรมั 
MgSO4 •7H2O 0.5             กรมั 
CaCl2 0.01             กรมั 
FeSO4 •7H2O 0.01             กรมั 
MnSO4 •4H2O 0.001             กรมั 
ZnSO4 •4H2O 0.001             กรมั 
CuSO4 •5H2O 0.002             กรมั 
น า้กลั่น 1,000             กรมั 

 ผสมสารต่าง ๆ ใหเ้ขา้กนั ปรบั pH ใหเ้ท่ากบั 5 ดว้ย 1N NaOH แลว้น าไปฆ่าเชือ้ดว้ยหมอ้

นึ่งความดนัไอน า้ที่ความดนั 15 ปอนดต์่อตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 

นาท ี

 หมายเหต:ุ สตูรอาหารที่ใชด้ดัแปลงจาก Revankar และคนอื่นๆ (2007)(9)
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ภาคผนวก ข 

 

สารเคมีและบัฟเฟอรท์ีใ่ช้ในการทดลอง 

 

1. 5% Stacking gel 

0.5 M Tris-HCl buffer (pH 6.8) 1.25             มิลลิลติร 
10% SDS 0.05             มิลลิลติร 
Acrylamide/Bis (30%T, 2.7%C) 0.65             มิลลิลติร 
10% ammonium persulfate (APS) 0.005             มิลลิลติร 
TEMED 0.0005             มิลลิลติร 
น า้กลั่น 3.05             มิลลิลติร 

 น ามาผสมกนัโดยมีปรมิาตรสดุทา้ยเทา่กบั 5 มิลลิลิตร แลว้น าไปใชง้านทนัที และควร

เตรียมใหมท่กุครัง้เมื่อใชง้าน 

 

2. 12% Resolving gel 

1.5 M Tris-HCl buffer (pH 6.8) 1.75             มิลลิลติร 
10% SDS 0.07             มิลลิลติร 
Acrylamide/Bis (30%T, 2.7%C) 2.80             มิลลิลติร 
10% ammonium persulfate (APS) 0.005             มิลลิลติร 
TEMED 0.0005             มิลลิลติร 
น า้กลั่น 2.38             มิลลิลติร 

 น ามาผสมกนัโดยมีปรมิาตรสดุทา้ยเทา่กบั 7 มิลลิลิตร แลว้น าไปใชง้านทนัที และควร

เตรียมใหมท่กุครัง้เมื่อใชง้าน 
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3. Running buffer 

Tris base 3.03             กรมั 
Glycine 14.4             กรมั 
SDS 1             กรมั 
น า้กลั่น 1,000             มิลลิลติร 

 น ามาผสมกนัแลว้เก็บที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จนกวา่จะใชง้าน 

 

4. Sample buffer 

0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 0.12             มิลลิลติร 
10% SDS 0.20             มิลลิลติร 
Glycerol 0.10             มิลลิลติร 
0.5% Bromophenol blue 0.05             มิลลิลติร 
น า้กลั่น 0.48             มิลลิลติร 

 น ามาผสมกนัโดยมีปรมิาตรสดุทา้ยเทา่กบั 0.8 มิลลิลิตร แลว้น าไปใชง้านทนัที และควร

เตรียมใหมท่กุครัง้เมื่อใชง้าน 

 

5. Staining solution 

Coomassie brilliant blue R-250  1             กรมั 
Methanol 300             มิลลิลติร 
Acetic acid 100             มิลลิลติร 
น า้กลั่น 600             มิลลิลติร 

 น ามาผสมกนัโดยมีปรมิาตรสดุทา้ยเทา่กบั 1,000 มิลลิลติร จากนัน้น าไปกรองดว้ย

กระดาษกรอง whatman no.1 แลว้เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จนกวา่จะใชง้าน 
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6. Destaining solution 

Methanol 300             มิลลิลติร 
Acetic acid 100             มิลลิลติร 
น า้กลั่น 600             มิลลิลติร 

 น ามาผสมกนัโดยมีปรมิาตรสดุทา้ยเทา่กบั 1,000 มิลลิลติร แลว้เก็บที่อณุหภมูิ 4 องศา

เซลเซียส จนกวา่จะใชง้าน 

 

7. Solution A 

250 mM Sodium tartrate buffer 20             มิลลิลติร 
10 mM MnSO4•H2O 10             มิลลิลติร 
น า้กลั่น 70             มิลลิลติร 

 น ามาผสมกนัโดยมีปรมิาตรสดุทา้ยเทา่กบั 100 มิลลิลิตร แลว้น าไปใชง้านทนัที และควร

เตรียมใหมท่กุครัง้เมื่อใชง้าน 

 

8. Solution B 

250 mM Sodium tartrate buffer 20             มิลลิลติร 
10 mM MnSO4•H2O 10             มิลลิลติร 
4 mM H2O2 10             มิลลิลติร 
10 mM 2,6-Dimethoxyphenol 10             มิลลิลติร 
น า้กลั่น 50             มิลลิลติร 

 น ามาผสมกนัโดยมีปรมิาตรสดุทา้ยเทา่กบั 100 มิลลิลิตร แลว้น าไปใชง้านทนัที และควร

เตรียมใหมท่กุครัง้เมื่อใชง้าน 
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9. 0.05 M Sodium phosphate buffer (pH 6.0) 

Na2HPO4 0.96             กรมั 
NaH2PO4 7.81             กรมั 
น า้กลั่น 1,000             มิลลิลติร 

 น ามาผสมกนัแลว้เก็บที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จนกวา่จะใชง้าน



  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ค 
ข้อมูลทางสถติิ
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ภาคผนวก ค  

 

 

ภาพประกอบ 1 UV-visible สเปกตรมัของสียอ้มเหลือทิง้ (A) และน า้ทิง้ภายหลงัการบ าบดั (B) 
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ภาพประกอบ 2 ประสิทธิภาพการลดสนี า้ทิง้หลงัการบ าบดั (% decolourisation) โดยราไวทร์อท
จ านวน 16 ไอโซเลท ภายในเวลา 7 วนั ภายใตส้ภาวะการเขย่าที่ 150 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 30 

องศาเซลเซียส และค่า pH เริม่ตน้เทา่กบั 5.5 
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