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ผลและวิจารณผลการศึกษา 

 
4.1 ผลการศึกษาระยะการเจริญท่ีเหมาะสมของแบคทีเรีย 
 จากการทดลองเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ORB7106 ในอาหารเหลว DSM เปนเวลา             
24 ชั่วโมง เมื่อนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร พบวา เชื้อแบคทีเรียมี
การเจริญเปนอยางดีและเจริญเขาสูชวงปลาย Log phase หรือ ชวงตน Stationary phase เมื่อเล้ียงเปน
ระยะเวลา 12 ชั่วโมง โดยในระยะนี้แบคทีเรียจะมีอัตราการแบงเซลลอยางรวดเร็วและมีอัตราการ
เจริญสูงกวาระยะอื่น ๆ และมีกระบวนการเมแทบอลิซึมตลอดจนสมบัติทางสรีรวิทยาในระดับที่ไม
แตกตางกันมากนัก จากนั้นตั้งแตระยะเวลา 12-24 ชั่วโมง จะเขาสูชวง Stationary phase จากรูปที่ 
4.1 จะเห็นไดวายังไมพบชวง Death phase ของแบคทีเรีย ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสารอาหารในอาหาร
เล้ียงเชื้อยังคงมีปริมาณเพยีงพอตอการเจริญและมีการผลิตเอนไซมตอไปได 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1 ระยะการเจริญของเชื้อ B. subtilis ORB7106 ในอาหารเหลว DSM เปนระยะเวลา 24    

ชั่วโมง 
 

 Lag Phase     Stationary Phase     Log Phase    

24 
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4.2 ผลการศึกษาอุณหภูมิและพีเอชท่ีเหมาะสมในการยอยสลายสียอมเอโซบนอาหารแข็ง DSM 
การศึกษาอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมในการยอยสลายสียอมเอโซในอาหารแข็ง DSM 

โดยเทคนิค spot inoculation ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีพีเอช 5, 7 และ 9 บมที่อุณหภูมิ 25, 30, 37, 40 
และ 45 องศาเซลเซียส พบวา โคโลนีของ B. subtilis ORB7106 เจริญไดดี ทุกอุณหภูมิและทุกคา               
พีเอช ในทุกความเขมขนและทุกชนิดสียอม (รูปที่ 4.2 ตารางที่ 4.1 และ 4.2) โดยสีของโคโลนี              
จะเปลี่ยนไปตามสีที่ผสมในอาหาร เนื่องจากมีการดูดซับสีเขาสูเซลล โดยเฉพาะโคโลนีที่เล้ียงบน
อาหารที่ผสมสี Congo red แตความสามารถในการยอยสลาย พบวา สามารถยอยสลายสี Methyl red 
และCongo red ไดในทุกความเขมขนสี สังเกตจากบริเวณใสรอบโคโลนี สี Orange G ไมพบบริเวณ
ใสรอบโคโลนี แตมีการดูดซับสีเขาสูเซลลเพียงเล็กนอยในทุกความเขมขนสี สําหรับสี Azobenzene 
มีลักษณะสีคลายกับสีของอาหารจึงไมสามารถสังเกตบริเวณใสรอบโคโลนีได (รูปที่ 4.2) เนื่องจาก
ผลการยอยสลายสียอมเอโซในอาหารแข็งยังไมสามารถตรวจวัดประสิทธิภาพในการยอยสลาย              
สียอมเอโซแตละชนิดได จึงตองมีการศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลายสียอมเอโซในอาหาร
เหลวตอไป และจากการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการยอยสลายสียอมเอโซในอาหารแข็ง DSM 
พบวา ในสภาวะของอุณหภูมิที่แตกตางกัน ผลของการเจริญและการยอยสลายสียอมเอโซไม
แตกตางกัน ดังนั้นในการยอยสลายสียอมเอโซในอาหารเหลว จึงไดเลือกทดสอบที่อุณหภูมิ 25, 37 
และ 45 องศาเซลเซียส 

 

 
 Azobenzene               Methyl red               Orange G                       Congo red 
 

รูปที่ 4.2 ผลการยอยสลายสียอมเอโซ โดย B. subtilis ORB7106 บนอาหารแข็ง DSM ที่ผสมสียอม
เอโซแตละชนิดไดแก Azobenzene, Methyl red, Orange G และ Congo red ที่ความเขมขน 
50 มิลลิกรัมตอลิตร (พีเอช 7) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 4.1 ผลของอุณหภูมิในการยอยสลายสียอมเอโซบนอาหารแข็ง DSM ที่พีเอชเทากับ 7 โดย 
B. subtilis ORB7106 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  

หมายเหตุ  -  หมายถึง ไมมีวงใสรอบโคโลนี  
     + หมายถึง มีวงใสรอบโคโลนี 
 
ตารางที่ 4.2 ผลของพีเอชในการยอยสลายสียอมเอโซบนอาหารแข็ง DSM ที่อุณหภูมิ 37                   

องศาเซลเซียส โดย B. subtilis   ORB7106 ที่ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง  
 

Dyes Concentration 
10 mg/L 50  mg/L 100 mg/L 200 mg/L 

pH pH pH pH 
Dyes 

5 7 9 5 7 9 5 7 9 5 7 9 
Azobenzene - - - - - - - - - - - - 
Methyl red + + + + + + + + + + + + 
Orange G - - - - - - - - - - - - 
Congo red + + + + + + + + + + + + 
หมายเหตุ  -  หมายถึง ไมมีวงใสรอบโคโลนี  
     + หมายถึง มีวงใสรอบโคโลนี 

Dyes Concentration 

10 mg/L 50  mg/L 100 mg/L 200 mg/L 

Temperature (°C) Temperature (°C) Temperature (°C) Temperature (°C) 
Dyes 

25 30 37 40 45 25 30 37 40 45 25 30 37 40 45 25 30 37 40 45 

Azobenzene - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Methyl red + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Orange G - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Congo red + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 



 

 

27

4.3 ผลการทดสอบความเขมขนสีเร่ิมตนในการยอยสลายสียอมเอโซในอาหารเหลว DSM 
การทดสอบความเขมขนสีเร่ิมตนในการยอยสลายสียอมเอโซในอาหารเหลว DSM พบวา 

B. subtilis ORB7106 สามารถยอยสลายสียอมเอโซทั้ง 4 ชนิด ไดทุกความเขมขนสี โดยสามารถ
ยอยสลายสี Methyl red ไดมากกวารอยละ 90 ในทุกความเขมขนสี และยอยสลายสี Congo red ได
มากกวารอยละ 80 ในทุกความเขมขนสี สําหรับสี Azobenzene และ Orange G ยอยสลายไดดีที่
ความเขมขนสีต่ําสุด คือ 10 มิลลิกรัมตอลิตรและเมื่อความเขมขนสีเพิ่มขึ้น พบวา ประสิทธิภาพใน
การยอยสลายลดลงโดยยอยสลายไดเพียงเล็กนอยเทานั้น (รูปที่ 4.3, 4.4  และ4.5 ตามลําดับ และ
ตารางที่ 4.3) จากผลการทดสอบจะเห็นไดวาที่ความเขมขนต่ําสุดสามารถยอยสลายไดดีที่สุด 
เนื่องจากความเขมขนสีที่เพิ่มขึ้นมีผลตอการเจริญและการสรางเอนไซมของแบคทีเรีย และ
โครงสรางของสียอมเอโซเปนวงอะโรมาติกที่มีความซับซอน ยอยสลายไดยาก และมีความเปนพิษ 
ดังนั้นแบคทีเรียจึงใชระยะเวลาในการปรับตัวเพิ่มขึ้นเพื่อใหทนตอสภาวะที่มีพิษ และยอยสลายสาร
ดังการเปนแหลงพลังงานเพื่อใชในการเจริญ (Dafale et al., 2008) และจากผลการยอยสลายสียอม 
เอโซชนิด Azobenzene และ Orange G ไดเพียงเล็กนอย ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากโครงสรางและ
คุณสมบัติของสีที่ยอยสลายไดยาก ซ่ึงสอดคลองกับ Wackerow-Kouzova (2005) ไดทําการคัดแยก
และศึกษาแบคทีเรียกลุม Heterotrophic จากดิน 4 ชนิด คือ Bacillus cereus SNK12, Paenibacillus 
polymyxa SNK2, Azotobacter chroococcum ANKII, และ Ochrobactrum intermedium ANKI ใน
การยอยสลาย Azobenzene ที่ความเขมขน 200 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 1 เดือน จากผล
การศึกษาพบวา แบคทีเรียทั้ง 4 ชนิด มีการยอยสลาย Azobenzene หลังจากบมเปนเวลา 14 วันโดย
สามารถยอยสลายไดเพียงรอยละ 47, 33, 30 และ 25 ตามลําดับ และ Eichlerova et al. (2003) ศึกษา
การยอยสลายสียอมเอโซชนิด Orange G โดย Pleurotus ostreatus พบวา ประสิทธิภาพในการยอย
สลายสียอมเอโซชนิด Orange G ในอาหารเหลวเกิดขึ้นไดนอยมาก และในอาหารแข็งไมเกิดการ
ยอยสลาย หลังจากบมไปเปนเวลา 25 วัน แตปริมาณเซลลยังคงมีการเจริญและมีจํานวนเพิ่มขึ้น  
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  รูปที่ 4.3 ผลการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขนตาง ๆ ในอาหารเหลว DSM  (pH7) โดย                 

B. subtilis ORB7106 ที่อุณหภูมิ 25°C เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง แสดงคาเฉลี่ยของการ
ทดลอง 3 ซํ้า             

Azobenzene 

 Methyl red   

 Congo red    

 Orange G    
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  รูปที่ 4.4  ผลการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขนตาง ๆ ในอาหารเหลว DSM  (pH7) โดย                  

B. subtilis ORB7106 ที่ อุณหภูมิ 37°C เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แสดงคาเฉลี่ยของการ
ทดลอง 3 ซํ้า             

 Congo red    

 Methyl red    

Azobenzene 

 Orange G    
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  รูปที่ 4.5 ผลการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขนตาง ๆ ในอาหารเหลว DSM  (pH7) โดย                  

B. subtilis ORB7106 ที่อุณหภูมิ 45°C เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แสดงคาเฉลี่ยของการ
ทดลอง 3 ซํ้า        

 Congo red    

 Methyl red    

Azobenzene 

 Orange G    
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ตารางที่ 4.3 ผลของความเขมขนสีเริ่มตน อุณหภูมิและพีเอช ตอการยอยสลายสียอมเอโซชนิด 
Azobenzene (AZ), Methyl red (MR), Orange G (OG) และCongo red (CR) โดย          
B. subtilis ORB7106 และ B. subtilis JH642 ที่ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง จากคาเฉลี่ยของ
การทดลอง 3 ซํ้า (± SD) 

 
Dyes Strain                                        (%) Decolorization 
    

Conc. 
(mg/L) 25°C pH7 37°C pH7 45°C pH7 37°C pH5 37°C pH9 

10 13.16±0.48 21.51±2.24 25.34±6.15 22.94±5.76 20.49±0.60 
50 11.19±1.48 17.96±2.25 14.63±5.56 21.66±6.06 15.41±0.64 
100 9.48±1.65 14.82±0.75 12.56±4.72 21.77±9.18 12.72±1.00 

JH642 

200 7.61±1.95 11.82±1.73 10.73±3.81 12.70±2.34 11.86±0.98 
10 27.92±1.78 46.22±1.25 42.67±3.43 38.25±5.12 42.55±0.33 
50 19.29±2.07 34.52±2.38 21.34±7.60 33.77±7.45 33.52±0.50 
100 14.16±3.42 21.49±0.46 19.72±4.17 26.48±7.98 17.99±1.32 

AZ 

ORB7106 

200 10.32±3.66 15.45±3.50 18.01±2.55 14.21±2.19 15.39±1.58 
10 73.87±0.65 91.17±0.74 93.63±0.66 86.85±6.18 81.50±0.71 
50 55.18±0.20 89.41±1.94 89.74±0.34 82.53±0.49 74.96±0.76 
100 43.84±0.96 76.01±0.66 89.70±1.31 71.01±1.49 60.87±0.44 

JH642 

200 11.93±3.23 65.55±0.68 9.34±0.81 70.16±5.21 81.50±0.71 
10 95.80±0.39 96.53±1.38 97.89±0.41 94.24±1.31 96.45±0.51 
50 95.19±0.32 97.15±0.44 98.28±0.37 92.69±1.70 93.88±0.25 
100 92.51±0.29 95.59±1.24 94.48±2.52 89.70±0.47 88.44±0.32 

MR 

ORB7106 

200 93.74±0.12 94.49±0.49 91.52±2.75 88.17±1.85 81.86±0.43 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) ผลของสภาวะตาง ๆ (ความเขมขนสี, อุณหภูมิและพีเอช) ในการยอยสลายสียอม
เอโซชนิด Azobenzene (AZ), Methyl red (MR), Orange G (OG) และCongo red 
(CR) โดย B. subtilis ORB7106 และ B. subtilis JH642 ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง        
จากคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า (± SD)  

 

Dyes Strain Conc. 
(mg/L) 

(%) Decolorization 

     25°C pH7 37°C pH7 45°C pH7 37°C pH5 37°C pH9 
10 9.70±0.38 10.82±1.43 17.32±2.56 7.33±0.96 11.25±4.60 
50 5.12±0.37 8.72±0.47 11.03±1.97 2.94±0.83 6.85±3.04 
100 3.37±0.53 8.044±1.90 6.98±1.41 2.64±0.45 3.19±0.92 

JH642 

200 2.11±0.80 2.73±1.09 4.05±2.74 1.01±0.51 1.59±0.69 
10 24.56±5.55 21.06±4.82 50.59±1.43 11.16±1.01 13.67±2.70 
50 14.73±0.48 11.47±0.36 44.79±1.26 5.83±0.18 9.28±3.49 
100 6.04±0.87 10.78±1.62 39.32±0.45 2.90±0.50 4.28±0.95 

OG 

ORB71
06 

200 3.35±1.46 7.20±0.53 5.20±2.37 1.18±0.58 3.10±1.60 
10 52.76±15.40 46.93±1.38 47.51±4.06 45.00±1.05 46.72±1.53 
50 40.17±0.78 39.99±1.24 39.17±0.71 39.55±1.69 38.91±0.69 
100 34.25±2.15 36.61±0.77 40.13±10.06 28.15±0.95 33.83±0.21 

JH642 

200 32.01±2.46 26.40±1.11 32.09±0.40 24.75±2.87 28.74±1.50 
10 87.08±6.19 94.25±1.54 93.99±0.58 93.59±2.41 93.85±0.38 
50 86.56±1.56 93.20±0.35 91.42±0.71 90.38±2.57 92.67±0.46 
100 82.70±0.36 89.10±0.42 89.26±0.97 87.30±4.43 92.00±0.25 

CR 

ORB71
06 

200 80.10±0.64 86.70±1.56 86.75±1.34 85.25±5.73 88.18±0.80 
 

4.4 ผลการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการยอยสลายสียอมเอโซ ในอาหารเหลว DSM  
การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการยอยสลายสียอมเอโซในอาหารเหลว DSM โดยเลี้ยง

เซลลในอาหารเหลว DSM ที่มีสียอมเอโซแตละชนิด ที่ความเขมขนแตกตางกัน บมเซลลที่อุณหภูมิ
25, 37 และ45 องศาเซลเซียส พบวา B. subtilis ORB7106 สามารถยอยสลายสียอมเอโซได ที่ทุก
สภาวะของอุณหภูมิ โดยเฉพาะที่อุณหภูมิ 37 และ 45 องศาเซลเซียส มีประสิทธิภาพในการยอย
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สลายสียอมเอโซดีที่สุด และสามารถยอยสลายสี Methyl red ไดดีที่สุด โดยยอยสลายไดถึงรอยละ 
91.52-98.28 ยอยสลายสี Congo red ได รอยละ 80.10-94.25 Azobenzene ยอยสลายไดเพียงรอยละ 
10.32-46.22 สําหรับสี Orange G ยอยสลายไดเพียงเล็กนอย ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง (รูปที่ 4.6 และ
ตารางที่ 4.3) ในขณะที่ B .subtilis JH642 สามารถยอยสลายสี Methyl red ที่ความเขมขน 10 และ 50 
มิลลิกรัมตอลิตร ไดรอยละ 55.18-93.63 สามารถยอยสลายสี Congo red ไดรอยละ 39.17-52.76 
สําหรับสี Azobenzene และ Orange G ยอยสลายไดเพียงเล็กนอย ภายในเวลา 48 ช่ัวโมง (รูปที่ 4.7, 
4.8, 4.9 และ 4.10  และตารางที่ 4.3) จากผลการศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาของ Olukanni         
et al. (2009) ที่ทําการศึกษาอุณหภูมิที่แตกตางกันตั้งแต 25-45 องศาเซลเซียสในการยอยสลายสียอม
เอโซชนิด Methyl red ที่ความเขมขน 56 มิลลิกรัมตอลิตรโดย Micrococcus พบวา ประสิทธิภาพใน
การยอยสลายสี Methyl red ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ยอยสลายไดดีที่สุด สําหรับ ที่อุณหภูมิ 25 
และ 45 องศาเซลเซียส ยอยสลายไดเพียงรอยละ 40-50 เทานั้น และการศึกษาของ Gopinath et al. 
(2009) ที่ศึกษาการยอยสลายสียอมเอโซชนิด Congo red ที่ความเขมขน 100-300 มิลลิกรัมตอลิตร ที่
อุณหภูมิ 31-40 องศาเซลเซียส โดย Bacillus sp. พบวา อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการยอยสลายสี 
Congo อยูในชวง 35-39 องศาเซลเซียส และ สามารถยอยสลายสี Congo red ไดถึงรอยละ 100 ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในระยะเวลา 24-27 ชั่วโมง ศศิพงศ (2550) ทําการศึกษาประสิทธิภาพ
ของเชื้อแบคทีเรียผสมในการลดสี C.I.Acid Red 114, C.I.Direct Red 80 และ C.I.Reactive Red 141 
ที่อุณหภูมิหอง และที่อุณหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียส พบวาประสิทธิภาพในการลดสีเพิ่มมาก
ขึ้น เมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการยอยสลาย โดยเชื้อแบคทีเรียผสมใชระยะเวลาในการยอยสลายสีลดลง 
โดยใชเวลาในการบําบัดชวงไรอากาศเพียง 1วันเทานั้น ตางจากการบําบัดที่อุณหภูมิหองที่ใชเวลา
ถึง 2 วัน ซ่ึงผลที่ไดสอดคลองกับผลการทดลอง Supaka et al. (2003) ที่พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสม
ตอการยอยสลายสียอมเอโซ คือ อุณหภูมิที่สูงปานกลางประมาณ 37– 50 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปน
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม (Pearce et al., 2003) และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงขึ้น
มากกวานี้พบวาประสิทธิภาพในการยอยสลายจะลดลง โดยประสิทธิภาพในการยอยสลายยอมสีเอ
โซจะสอดคลองกับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการสรางเอนไซมของแบคทีเรีย โดย
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญและการสรางเอนไซมเอโซรีดักเทสจะอยูที่ประมาณ 35-45                 
องศาเซลเซียส และประสิทธิภาพในการยอยสลายจะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น เนื่องจากอุณหภูมิไม
เหมาะสมตอการเจริญและการทํางานของเอนไซมเอโซรีดักเทส ศศิพงศ (2550) พบวา เอนไซม          
เอโซรีดักเทสเปนเอนไซมที่สามารถทนตออุณหภูมิท่ี 60 องศาเซลเซียสเปนระยะเวลาสั้น ๆ เทานั้น
จากผลการศึกษาและการรายงานทั้งหมดแสดงใหเห็นวา B. subtilis ORB7106 มีประสิทธิภาพใน
การยอยสลายสียอมเอโซไดในชวงกวางของอุณหภูมิ 
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รูปที่ 4.6 ผลของอุณหภูมิในการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขน 50 mg/L ในอาหารเหลว DSM  

(pH7) โดย B. subtilis ORB7106 เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง แสดงคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 
ซํ้า            

 Congo red    

 Methyl red    

Azobenzene 

 Orange G    
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รูปที่ 4.7 ผลการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขนตาง ๆ ในอาหารเหลว DSM  (pH7) โดย                  

B. subtilis JH642 เปนที่อุณหภูมิ 25°C ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แสดงคาเฉลี่ยของการ
ทดลอง 3 ซํ้า            

 Methyl red    

 Congo red    

Azobenzene 

 Orange G    
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  รูปที่ 4.8 ผลการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขนตาง ๆ ในอาหารเหลว DSM  (pH7) โดย                     

B. subtilis JH642 ที่อุณหภูมิ 37°C เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แสดงคาเฉลี่ยของการ
ทดลอง 3 ซํ้า            

 Congo red    

 Methyl red    

Azobenzene 

 Orange G    
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รูปที่ 4.9 ผลการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขนตาง ๆ ในอาหารเหลว DSM  (pH7) โดย                    

B. subtilis JH642 ที่อุณหภูมิ 45°C เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แสดงคาเฉลี่ยของการ
ทดลอง 3 ซํ้า            

 Congo red    

 Methyl red    

Azobenzene 

 Orange G    
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รูปที่ 4.10 ผลของอุณหภูมิในการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขน 50 mg/L ในอาหารเหลว 

DSM  (pH7) โดย B. subtilis JH642 เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แสดงคาเฉลี่ยของการ
ทดลอง 3 ซํ้า            

 Congo red    

 Methyl red    

Azobenzene 

 Orange G    



 
 

 

39

4.5 ผลการศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสมในการยอยสลายสียอมเอโซ ในอาหารเหลว DSM  
การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมในการยอยสลายสียอมเอโซ ในอาหารเหลว DSM พบวา ที่พเีอช 

5, 7 และ 9 ประสิทธิภาพในการยอยสลายสียอมเอโซไมแตกตางกัน โดย B. subtilis ORB7106 
สามารถยอยสลายสี Methyl red ไดดีที่สุด โดยยอยสลายไดถึงรอยละ 80.86-97.15 สามารถยอย
สลายสี Congo red ไดรอยละ 85.25-94.25 สําหรับสี Azobenzene และ Orange G ยอยสลายไดเพียง
เล็กนอย ภายในเวลา 48 ชั่วโมง (รูปที่ 4.11, 4.12 และ4.13 ตามลําดับ และตารางที่ 4.3) ในขณะที่    
B. subtilis JH642 สามารถยอยสลายสี Methyl red ที่ความเขมขน 10 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร                
ไดรอยละ 74.96-91.17 สามารถยอยสลายสี Congo red ไดรอยละ 38.91-46.93 Azobenzene ยอย
สลายไดเพียงรอยละ 14.21-46.22 สําหรับสี Orange G ยอยสลายไดเพียงเล็กนอยเชนเดียวกัน 
ภายในเวลา 48 ชั่วโมง (รูปที่ 4.14, 4.15 และ4.16 ตามลําดับ และตารางที่ 4.3) จากผลการทดลอง
แสดงใหเห็นวา B. subtilis ORB7106 มีประสิทธิภาพในการยอยสลายไดในชวงกวางของพีเอช โดย
ยอยสลายไดทั้งในชวงสภาวะของกรดออนจนถึงสภาวะที่เปนดาง จากการศึกษาของวีรนุชและ
คณะ (2551) พบวาพีเอชที่เหมาะสมตอกระบวนการยอยสลายสีเอโซจะอยูท่ีสภาวะเปนกลางจนถึง
ความเปนดางเล็กนอยและอัตราการยอยสลายสีจะลดลงเมื่ออยูในสภาวะที่เปนดางแก เชนเดียวกับ 
Supaka et al. (2003) ใชเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากระบบบําบัดของโรงงานฟอกยอม ในการยอย
สลายสีรีแอกทีฟชนิดที่มีโครโมฟอรเปนเอโซ คือ C.I. Reactive Orange 16, C.I. Reactive purple 5, 
C.I. Reactive black 5 และC.I. Reactive blue 19 ในน้ําเสียสังเคราะห โดยใชระบบบําบัดแบบ            
แอนแอโรบิกและตามดวยระบบบําบัดแบบแอโรบิก  จากผลการทดลอง ปรากฏวาสีสวนใหญจะถกู
กําจัดในระหวางบําบัดแบบแอนแอโรบิก  และพบวาผลของความเปนกรด – ดาง ในชวง pH 7-9 ทํา
ใหประสิทธิภาพในการกําจัดสีสูงขึ้น และ Dong et al. (2003) ทดสอบการยอยสียอมกลุม                
แอนทราควิโนน โดยแบคทีเรีย Rhodopsuedomonas พบวา สีถูกยอยสลายไดถึงรอยละ 93 ที่พีเอช 
ชวง 6-9 ในสภาพที่ไมเติมอากาศ อยางไรก็ตาม ยังมีงานวิจัยที่สนใจการยอยสลายสียอมในสภาวะที่
เปนกรดแกจนถึงสภาวะที่เปนดางแก เพื่อตอบสนองตอความตองการของอุตสาหกรรมฟอกยอมใน  
การเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยสลายสียอม จากงานวิจัยของ Olukanni et al., (2009) ศึกษาการ
ยอยสลาย สี Methyl red ที่พีเอช 4-10 โดยแบคทีเรีย Micrococcus ที่แยกไดจากดินบริเวณบอขยะ 
พบวา ที่ พีเอช 6, 7 และ 8 แบคทีเรียยอยสลายสี Methyl red ไดรอยละ 84.60, 94.19 และ 93.94 
ตามลําดับ และพบวาในสภาวะที่เปนกรดแกและดางแก ประสิทธิภาพในการยอยสลายลดลงเหลือ
เพียง รอยละ 30.34 เทานั้น  
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    รูปที่ 4.11 ผลการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขนตาง ๆ ในอาหารเหลว DSM  (pH5) โดย                       

B. subtilis ORB7106 ที่อุณหภูมิ 37°C เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แสดงคาเฉลี่ยของการ
ทดลอง 3 ซํ้า            

 Methyl red    

 Congo red    

Azobenzene 

 Orange G    
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รูปที่ 4.12 ผลการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขนตาง ๆ ในอาหารเหลว DSM  (pH9) โดย             

B. subtilis ORB7106 ที่อุณหภูมิ 37°C เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แสดงคาเฉลี่ยของการ
ทดลอง 3 ซํ้า 
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พีเอช 5
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พีเอช 9

0
10
20
30
40
50

0 10 20 30 40 50 60
Time (h)

%D
eco

lor
iza

tio
n

0

50

100

150

0 10 20 30 40 50 60Time (h)

%D
eco

lor
iza

tio
n

0

50

100

0 10 20 30 40 50 60
Time (h)

%D
eco

lor
iza

tio
n

0

5

10

15

0 10 20 30 40 50 60
Time (h)

%D
eco

lor
iza

tio
n

          
     
 
 
 
 
                         
 
 
    
 
 
                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                            
 
 
 
 
 
 
        
 
 
                       
 
 
 
 
รูปที่ 4.13 ผลของพีเอชในการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขน 50 mg/L ในอาหารเหลว DSM 

(37°C) โดย B. subtilis ORB7106 เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แสดงคาเฉลี่ยของการทดลอง     
3 ซํ้า            

 Congo red    

 Methyl red    

Azobenzene 

 Orange G    
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      รูปที่ 4.14 ผลการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขนตาง ๆ ในอาหารเหลว DSM  (pH5) โดย                 

B. subtilis JH642 ที่อุณหภูมิ 37°C เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แสดงคาเฉลี่ยของการ
ทดลอง 3 ซํ้า            

 Methyl red    

 Congo red    

Azobenzene 

 Orange G    
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รูปที่ 4.15 ผลการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขนตาง ๆ ในอาหารเหลว DSM  (pH9) โดย                    

B. subtilis JH642 ที่อุณหภูมิ 37°C เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แสดงคาเฉลี่ยของการ
ทดลอง 3 ซํ้า            

 Congo red    

 Methyl red    

Azobenzene 

 Orange G    
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รูปที่ 4.16 ผลของพีเอชในการยอยสลายสียอมเอโซที่ความเขมขน 50 mg/L ในอาหารเหลว DSM 

(37°C) โดย B. subtilis JH642 เปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง แสดงคาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซํ้า            
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4.6 ผลทางสถิติวิเคราะหเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายสียอมเอโซโดย B. subtilis 
ORB7106 และ B. subtilis JH642 ในอาหารเหลว DSM   

 จากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายสียอมเอโซโดย B. subtilis ORB7106 และ 
B. subtilis JH642 ในอาหารเหลว DSM พบวา  B. subtilis ORB7106 มีประสิทธิภาพการยอยสลาย         
สียอมเอโซไดดีกวาในทุกชนิดสีและทุกสภาวะของอุณหภูมิและพีเอช  (ตารางที่ 4.4) อีกทั้งยังยอย
สลายไดเร็วกวา โดยเริ่มยอยสลายสี Methyl red และ Congo red ที่ความเขมขนสีเร่ิมตนต่ําสุด 
ภายในระยะเวลา 8 ชั่วโมง และยอยสลายไดรอยละ 80.34-90.23 ภายในระยะเวลา  16 ช่ัวโมง 
ในขณะที่  B. subtilis JH642 เร่ิมยอยสลายสี Methyl red และ Congo red ที่ความเขมขนสีเร่ิมตน
ต่ําสุด ที่ระยะเวลา 16 และ 20 ช่ัวโมง ตามลําดับ (ภาคผนวก ค) 
 
ตารางที่ 4.4 ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยอยสลายสียอมเอโซ โดย B. subtilis ORB7106 

และ B. subtilis JH642 ในอาหารเหลว DSM  
 

(%) Decolorization Strains 
Azobenzene Methyl Red Orange G Congo Red 

JH642 9.13 a 47.08 a 3.55 a 24.97 a 
ORB7106 15.26 b 68.26 b 8.97 b 60.60 b 

คาเฉลี่ย ของการทดลอง 3 ซํ้า ที่ระดับความเชื่อมั่น p≤ 0.05, n=360 ทดสอบโดย t’ test 
a, b แตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
 
4.7 ผลการศึกษาชนิดของเอนไซมเอโซรีดักเทส (AzoR1) ท่ีสรางจาก B. subtilis ORB7106 ในการ

ยอยสลายสียอมเอโซ  
การศึกษาชนิดของเอนไซมเอโซรีดักเทส (AzoR1) ที่สรางจาก B. subtilis ORB7106 ใน

การยอยสลายสียอมเอโซ โดยเล้ียงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเก็บสวนใส และตะกอนเซลล
มาทดสอบความสามารถในการยอยสลายสี Methyl red ที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา 
เอนไซมเอโซรีดักเทส (AzoR1) จาก B. subtilis ORB7106 ในการยอยสลายสียอมเอโซ เปนชนิด 
Intracellular enzyme  
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จากรูปที่  4.17 (ก) ในการยอยสลายสียอมเอโซชนิด Methyl red ที่ความเขมขน 50 
มิลลิกรัมตอลิตรโดยเอนไซมเอโซรีดักเทส (AzoR1) ชนิด Extracellular และ Intracellular enzyme 
ที่มี NADH เปนโคแฟคเตอร พบวา เอนไซมจาก Intracellular enzyme ยอยสลายไดดีกวา โดย 
Intracellular enzyme ที่มี NADH 200 และ 400 ไมโครโมลาร ยอยสลายไดรอยละ 68.4 และ 83.89 
และ Extracellular enzyme ยอยสลายไดรอยละ 9.4  และ 13.6 ตามลําดับในระยะเวลา  2 นาที             
จากผลการทดลองแสดงวา B. subtilis ORB7106 สรางเอนไซมเอโซรีดักเทสยอยสลายสียอมเอโซ 
ภายในเซลล 

จากรูปที่ 4.17 (ข) แสดงกิจกรรมเอนไซมเอโซรีดักเทสชนิด Extracellular และIntracellular 
enzyme ที่มี NADH 200 และ 400 ไมโครโมลาร เปนโคแฟคเตอรในสภาวะที่มีสี Methyl red 50 
มิลลิกรัมตอลิตร จะเห็นไดวา เอนไซมจาก Intracellular enzyme มีกิจกรรมของเอนไซมเอโซรีดัก
เทสมากกวาเอนไซมจาก Extracellular enzyme โดยมีกิจกรรมเอนไซมเอโซรีดักเทส เทากับ 87.69 
และ 105.61 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ ในขณะที่เอนไซมจาก Extracellular enzyme มี
กิจกรรมเอนไซมเอโซรีดักเทสเพียง 17.50 และ 29.11 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ เทานั้น 

โดยทั่วไปเอนไซมเอโซรีดักเทสที่สรางจากแบคทีเรียมีทั้งชนิดที่เปน Extracellular และ 
Intracellular enzyme ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของแบคทีเรีย กระบวนการยอยลสายและสภาวะที่มีการ
ควบคุมปริมาณออกซิเจน Chen (2002) พบวา Pseudomonas luteola สรางเอนไซมเอโซรีดักเทส 
ยอยสลายสียอมเอโซภายในเซลลแตเมื่อมีการเติมออกซิเจนลงไประหวางการเพาะเลี้ยง แบคทีเรีย
จะลดสรางเอนไซมเอโซรีดักเทส ซ่ึงทําใหการยอยสีหยุดลง ในทางตรงกันขามการบมในสภาวะ
คงที่ (static condition) ปริมาณออกซิเจนจะมีเพียงเล็กนอยที่บริเวณผิวหนาอาหารจะกอใหเกิดการ
ชักนําการสรางเอนไซมเอโซรีดักเทสจากภายในเซลลมากยิ่งขึ้น สําหรับเอนไซมเอโซรีดักเทสที่
ปลอยสูภายนอกเซลล (Extracellular enzyme) พบวา แบคทีเรียจะสรางเอนไซมเอโซรีดักเทส 
(Extracellular enzyme) ในการยอยสลายสียอมภายนอกเซลล เมื่อกระบวนการยอยสลายอยูใน
ระบบที่มีการยอยสลายแบบตอเนื่อง (batch decolorization) (Dafale et al., 2008) 
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รูปที่ 4.17 ผลการศึกษาชนิดของเอนไซมเอโซรีดักเทส ในการยอยสลายสี Methyl Red ที่ความ

เขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร (ก) ประสิทธิภาพการยอยสลาย (ข) กิจกรรมเอนไซม                
เอโซรีดักเทส ชนิด Extracellular enzyme และ Intracellular enzyme จาก B. subtilis 
ORB7106 ที่มี NADH 200 (■) และ 400 (    ) ไมโครโมลาร  

 
4.8 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของสียอมเอโซในการชักนําการสรางเอนไซม 
 การศึกษาประสิทธิภาพของสียอมเอโซในการชักนําการสรางเอนไซม โดย B. subtilis 
JH642 ในอาหารเหลว DSM โดยเลี้ยงเซลลในอาหารเหลวที่เติมและไมเติมสี Methyl Red ที่ความ
เขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเก็บตะกอนเซลลศึกษาประสิทธิภาพ
การยอยสลายสี Methyl red พบวา เมื่อเล้ียง B. subtilis JH642 ในอาหารเหลว DSM ที่ไมเติมสี 
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Methyl Red (ไมมีการชักนํา) เปนระยะเวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง เมื่อนําเอนไซมจากสภาวะที่ไมมี
การชักนํามาทดสอบการยอยสลายสี Methyl Red ที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ไมเติม NADH 
พบวา มีการยอยสลายไดรอยละ 9.93, 23.48 และ 31.33 ตามลําดับ และเมื่อเติม NADH ยอยสลายได
รอยละ 14.15, 30.96 และ 39.78 ตามลําดับ ภายในระยะเวลา 2 นาที เมื่อเล้ียง B. subtilis JH642                        
ในอาหารเหลว DSM ที่เติมสี Methyl Red (มีการชักนํา) เปนระยะเวลา 6, 12 และ 24 ช่ัวโมง นํามา
ทดสอบการยอยสลายสี Methyl Red ที่ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ไมเติม NADH พบวา มี
การยอยสลายไดรอยละ 17.48, 38.44 และ 52.52 ตามลําดับ และเมื่อเติม NADH ยอยสลายได            
รอยละ 28.0, 51.41 และ 71.70 ตามลําดับ ภายในระยะเวลา 2 นาที รูปที่ 4.18 (ก) 
 จากผลการศึกษาจะเห็นไดวาในสภาวะที่ไมมีการชักนําและไมมีการเติม NADH จะมี
ประสิทธิภาพในการยอยสลายเกิดขึ้นดวย ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก B. subtilis JH642 มีการสราง
เอนไซมชนิดอื่นรวมดวยในการเจริญและสรางเอนไซมเพื่อการยอยสลายสารอาหาร (Dafale et al., 
2008) 

การศึกษากิจกรรมเอนไซมที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยาการยอยสลายสี Methyl red 50 มิลลิกรัมตอ
ลิตร จากเอนไซมที่มีการชักนํา (เล้ียงในสภาวะที่มีสี Methyl red 50 มิลลิกรัมตอลิตร) และเอนไซม
ที่ไมมีการชักนํา (เล้ียงในสภาวะที่ไมมีสี Methyl red 50 มิลลิกรัมตอลิตร) เปนเวลา 24 ชั่วโมงโดย
เติมและไมเติม NADH 400 ไมโครโมลาร เปนโคแฟคเตอร จะเห็นไดวา เอนไซมจากสภาวะที่ไมมี
การกชักนําโดยเติมและไมเติม NADH มีปริมาณเอโซรีดักเทส เทากับ 36.89 และ 46.83 ยูนิตตอ
มิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ เอนไซมจากสภาวะที่มีการชักนําโดยเติมและไมเติม NADH  มีปริมาณ
เอโซรีดักเทส เทากับ 59.03 และ 80.60 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ รูปที่ 4.18 (ข) 

จากผลการศึกษาประสิทธิภาพของสี Methyl red  ในการชักนําการสรางเอนไซม                
เอโซรีดักเทส พบวา สอดคลองกับการศึกษาการแสดงออกของยีน azoR1 โดยเล้ียงแบคทีเรีย           
สายพันธุที่มียีนรายงานเชื่อมตอกับยีน azoR1 (B. subtilis ORB7094) (Leelakriangsak et al., 2007) 
โดยตรวจพบการแสดงออกของยีน azoR1 เมื่อเล้ียงเซลลในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมและไมเติมสี 
Methyl red พบวา ในสภาวะที่มีการเติม Methyl red มีการแสดงออกของยีน azoR1 เพิ่มมากขึ้น (ไม
แสดงผลการศึกษา) และการรายงานของ Telke et al. (2008) ที่ศึกษาประสิทธิภาพของสียอมเอโซ
ในการชักนําการสรางเอนไซม โดยเลี้ยง Rhizobium radiobacter ในสภาวะที่มีการชักนําดวยการ
เติม Methyl red ในอาหารเหลว เปนเวลา 48 ชั่วโมง และเมื่อนําเอนไซมจากสภาวะที่มีการชักนํามา
ทดสอบ พบวา มีประสิทธิภาพในการยอยสลายและการสรางเอนไซมเอโซรีดักเทสเพิ่มขึ้น คิดเปน
รอยละ 177 เมื่อเทียบกับหลอดควบคุม (Control) 
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รูปที่ 4.18 ประสิทธิภาพของสียอมเอโซในการชักนําการสรางเอนไซม (ก) การยอยสลายสียอม              

เอโซ ชนิด Methyl Red ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ที่เติมและไมเติม NADH 400 
ไมโครโมลาร โดย B. subtilis JH642 ที่เล้ียงในอาหาร DSM ในสภาวะที่มีการชักนําและ
ไมมีการชักนําเปนระยะเวลา 6, 12 และ 24 ช่ัวโมง (ข) กิจกรรมเอนไซม ที่มี NADH 400 
ไมโครโมลาร โดย B. subtilis JH642 ในสภาวะที่มีการชักนําและไมมีการชักนําเปนเวลา 
24 ช่ัวโมง 
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