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บทคัดย่อ 

 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพต่อกระบวนการย้อม  

อินดิโกเพื่อประยุกต์ใช้กับกระบวนการย้อมอินดิโกแบบธรรมชาติ จากการคัดแยกแบคทีเรียในน้ำย้อม

อินดิโกพบแบคทีเรีย 18 ไอโซเลท เม่ือทำการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียท่ีสามารถสังเคราะห์

อินดิโกพบแบคทีเรีย 5 ไอโซเลท ได้แก่ SKTU2, SKTU4, SKTU8, SKTU15 และ SKTU16 โดยพบว่า

ระยะเวลาในการบ่มแปรผันตรงกับปริมาณอินดิโกที่เกิดขึ้น หลังจากนั้นนำอินดิโกที่ได้วิเคราะห์ด้วย

เทคนิค UV-visible spectrophotometry โครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง และ Fourier transform 

infrared (FTIR) spectroscopy พบว่าอินดิโกที่ได้จากแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลท มีค่าการดูดกลืนแสง

สูงสุด ค่าระยะทางที่สารเคลื่อนที่ต่อระยะทางที่ตัวทำละลายเคลื่อนที่ (Rf) และโครงสร้างของหมู่

ฟังก์ชันคล้ายคลึงกับอินดิโกมาตรฐาน จากการศึกษาตัวอย่างเซลล์แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ด้วย

เทคนิค Synchrotron-based Fourier transforms infrared microspectroscopy พบการเปลี่ยน

รูปของโปรตีน Amide I ของ beta-sheet เพิ่มขึ้นภายในเซลล์แบคทีเรียท่ีบ่มกับสารละลายอินดิแคน 

ซึ่งแตกต่างจากเซลล์แบคทีเรียที่ไม่ได้บ่มกับสารละลายอินดิแคน และเม่ือนำแบคทีเรียทั้ง 18 ไอโซ

เลท มาศึกษาความสามารถในการรีดิวซ์อินดิโกเป็นลิวโคอินดิโก พบแบคทีเรียเพียง 2 ไอโซเลท คือ 

SKTU3 และ SKTU4 ท่ีให้ค่าความเข้มของสีผ้า (K/S) สูงสุดเท่ากับ 7.75 และ 7.13 ตามลำดับ การ

ระบุสายพันธุ ์ของแบคทีเรียที ่มีประสิทธิภาพด้วยเทคนิคทางชีวเคมี และทางชีวโมเลกุลพบว่า

แบคทีเรียส่วนใหญ่จัดอยู่ในกลุ่ม Bacillus sp. เมื่อนำแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 และ SKTU16 ผ่าน

กระบวนการทำแห้งแบบเยือกแข็งโดยมีมอลโทเดกซ์ทรินและกลีเซอรอลเป็นสารป้องกันความเย็น

พบว่ามีอัตราการรอดชีวิตเท่ากับ 47.86 และ 66.66 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ โดยแบคทีเรียไอโซเลท 

SKTU16 ให้ประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกเท่ากับ 2.96 มิลลิกรัมต่อลิตร และแบคทีเรียไอโซ
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เลท SKTU4 ให้ประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโกเท่ากับ 6.42 ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญเม่ือ

เปรียบเทียบกับแบคทีเรียท่ีไม่ผ่านกระบวนการทำแห้ง  

 

คำสำคัญ: การย้อมอินดิโกธรรมชาติ, อินดิแคน, อินดิโก, สารรีดิวซ์, หัวเช้ือ  
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 ABSTRACT 

 

The present study aimed to screen and identify bacteria for producing 

indigo dye from natural Indigo dyeing process. The samples were collected from 10 

indigo dye pots (Nin Pots) at KramSakon shop, Sakon Nakhon province, Thailand.            

18 bacterial isolates were discovered after the preliminary test in the selective medium 

at pH 12 for 48 hours. The five most efficient isolates produced indigo including SKTU2, 

SKTU4, SKTU8, SKTU15 and SKTU16. After that, Indigo from fermentation was 

characterized by UV-visible spectrophotometry technique, thin layer chromatography 

technique and Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy technique. Both Rf value 

and structure of functional groups of indigo obtained from 5 isolates are similar to the 

standard Indigo. Synchrotron-based Fourier transforms infrared microspectroscopy was 

used to examine the biomolecular transformation of the isolated SKTU16 cells after 

indigo fermentation. The results of the second derivative ATR spectra in 3200-2800 and 

1800-920 cm-1 regions represented the increase in amide I of protein and phospholipids 

in fermented cells compared to control cells. In addition to this, we found that SKTU3 

and SKTU4 are the most effective isolates that capable to convert an Indigo pigment 

to a water-soluble called leucoindigo and gave the maximum color yield (K/S) at            

7.75 and 7.13, respectively. The effective bacterial strains were later identified by          

using biochemical characterization, and 16S rRNA nucleotide sequence analysis and 
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compared with the NCBI database. The results indicated that most of bacterial strains 

were classified in Bacillus group. The percentage of cell viability of SKTU4 and SKTU16 

isolates after freeze drying using maltodextrin and glycerol as cryoprotectant were 

47.86 and 66.66, respectively. The efficient for producing Indigo dye by SKTU16 was 

2.96 mg /l and the reducing property by SKTU4 was 6.42. There were no significantly 

difference when compared with the sample before freeze drying. 

 

Keywords: Natural Indigo dyeing process, Indigo, Indican, Reducing agent, Feeding  
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บทที่ 1 

บทนำ 

1.1 ท่ีมาและความสำคัญของปัญหา 

อินดิโกหรือคราม (Indigo dye) เป็นสีย้อมธรรมชาติที ่เก่าแก่ที ่สุด นิยมใช้ในอุตสาหกรรม       

ส่ิงทอ อุตสาหกรรมยา และอาหาร (Sandberg, และคณะ 1989)  อินดิโกธรรมชาติ (natural Indigo 

dye) สกัดได้จากพืชสกุล Indigofera sp, Isatis tinctorial, Stobilanthes cusia, Polygonum 

tinctoria เป็นต้น (Minami และคณะ, 1997) สำหรับในประเทศไทยพบการใช้เพื่อการผลิตผ้าย้อม

ครามในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เช่น จังหวัดสกลนคร จังหวัดอุดรธานี โดยผ้าย้อมครามน้ันเป็น

ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่มีคุณสมบัติในการป้องกันแสงยูวี ดูดซับเหงื่อ และลดกลิ่นตัว เมื่อสวมใส่ในฤดู

ร้อนจะรู้สึกเย็นสบาย และสวมใส่ในฤดูหนาวจะรู้สึกอบอุ่น (อนุรัตน์, 2551) ดังนั้นผ้าย้อมครามจึงถือ

เป็นสินค้าท่ีมีความต้องการสูงท้ังภายในประเทศและต่างประเทศ 

กระบวนการย ้อมอ ินด ิ โกธรรมชาติประกอบด ้วย  3 ข ั ้นตอนคือ  ข ั ้น ท่ี  1 การสกัด 

อินดิโกจากต้นครามโดยนำส่วนลำต้นและใบมาผ่านกระบวนการหมักในน้ำสะอาดเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

อินด ิแคน ( indican) สารไม ่ม ีส ีพบในส่วนของลำต้นและใบจะถูกไฮโดรไลซิส (hydrolysis) 

เป็นอินดอกซิล (indoxyl) และกลูโคส (glucose) ด้วยเอนไซม์เบต้า-กลูโคซิเดส (beta-glucosidase) 

ท่ีพบภายในคลอโรพลาสของต้นพืช (Minami และคณะ, 1997) จากนั้นอินดอกซิลจะเกิดปฏิกิริยา            

ออกซ ิ เดช ัน (oxidation reaction) ก ับออกซ ิ เจนในอากาศได ้ เป ็นอ ินด ิ โก (indigo) ซ ึ ่ ง เ ป็น

สารที่มีสีน้ำเงิน แต่เนื่องจากกระบวนการสกัดอินดิโกนั้นต้องใช้พืชในการสกัด ใช้ระยะเวลานานใน

การที ่พืชเติบโต ผลผลิตที ่ได้ไม่สม่ำเสมอตลอดทั ้งปี จึงทำให้อินดิโกท่ีสกัดได้นั ้นมีปริมาณ

น้อยไม่เพียงพอต่อความต้องการ ข้ันท่ี 2 การเตรียมน้ำย้อม นำอินดิโกที่สกัดได้มาเติมผสมกับ

ส่วนผสมต่าง ๆ เช่น น้ำด่าง มะขามเปียก ปูนแดง ขั้นตอนนี้จะอาศัยแบคทีเรียในกลุ่มแอนแอโรบิค

แบคท ี เร ีย  (anaerobic bacteria) เช ่น   Alkalibacterium sp. และ  Amphibacillus sp. และ

แบคทีเรียในกลุ่มที่เจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (Facultative anaerobes) 

อาท ิ เช ่น  Oceanobacillus indicireducens, Fermentibacillus polygoni, Polygonibacillus 

indicireducens และ Paralkalibacillus indicireducens แบคทีเรียเหล่านี้จะเปลี่ยนอินดิโกที่อยู่

ในรูปที่ไม่ละลายน้ำไปเป็นอินดิโกที่ละลายน้ำได้ท่ีเรียกว่า ลิวโคอินดิโก (leucoindigo) (Yamoto 

และคณะ , 2008;  Hirota และคณะ , 2013; Hirota และคณะ , 2013; Hirota และคณะ , 2016; 

Hirota และคณะ, 2016; Hirota และคณะ, 2017) จากการศึกษาพบว่าแบคทีเร ียด ังกล่าวมี

ความสามารถในการถ่ายโอนอิเล็กตรอนจากภายในเซลล์ออกมาสู่ภายนอกเซลล์ให้กับอินดิโกจึงส่งผล
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ให้อินดิโกเปลี่ยนรูปเป็นลิวโคอินดิโกได้ (Compton และคณะ, 2000) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่า

แบคทีเรียดังกล่าวสามารถปลดปล่อยเอนไซม์ดีไฮโดรจิเนส (dehydrogenase) และเอโซรีดักเทส 

(azoreductase) มาใช้ในกระบวนการรีดิวซ์อินดิโกได้อีกด้วย (Bozic และคณะ, 2008) สำหรับ

ข้ันตอนในการเตรียมน้ำย้อมนั้นจะใช้ระยะเวลายาวนานถึง 1 สัปดาห์ คุณภาพสีที่ได้อาจไม่สม่ำเสมอ

และมีความเสี่ยงต่อการตายของแบคทีเรียภายในหม้อย้อม ขั้นสุดท้ายเป็นขั้นตอนการย้อม โดย 

ลิวโคอินดิโกที่ละลายอยู่ภายในน้ำย้อมจะแทรกเข้าจับกับเส้นใยเซลลูโลสของผ้าด้วยพันธะไฮโดรเจน

และเมื่อยกผ้าพ้นน้ำย้อมสัมผัสกับออกซิเจนในอากาศ ลิวโคอินดิโกจะถูกออกซิไดซ์กลับเป็นอินดิโก

ปรากฎสีน้ำเงินบนผิวหน้าของผืนผ้า  

จากข้อมูลที ่ได ้กล่าวไปจะเห็นได้ว ่ากระบวนการการย้อมอินดิโกธรรมชาติมีข ้อจำกัด                  

หลายด้านจึงมีการนำอินดิโกสังเคราะห์ทางเคมี รวมถึงตัวรีดิวซ์เคมี อาทิ โซเดียมไดไธโอไนท์                         

(sodium dithionite) มาใช้ในกระบวนการย้อมแต่พบว่าสารเคมีดังกล่าวเป็นพิษต่อมนุษย์และ

สิ ่งแวดล้อมอีกทั ้งเมื ่อสิ ้นสุดปฏิกิร ิยาจะเกิดเป็นซัลไฟต์ (sulphite) ซัลเฟต (sulphate) และ               

ไธโอซัลเฟต (thiosulphate) ซึ่งสารเหล่าน้ีส่งผลเสียต่อกระบวนการบำบัดน้ำเสียเนื่องจากมีฤทธิ์กัด

กร่อน (Bozic และคณะ, 2008) รวมถึงในปัจจุบันกระแสความต้องการบริโภคสินค้าที ่มาจาก

ธรรมชาติและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมสูงขึ้น ด้วยสาเหตุเหล่าน้ีจึงทำให้กระบวนการย้อมอินดิโก

ธรรมชาติกลับมาเป็นที่นิยมอีกครั้ง การใช้แบคทีเรียในการสังเคราะห์อินดิโกและรีดิวซ์อินดิโกจึงเป็น

อีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจเนื่องจากไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษทั้งต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อม โดยจาก

การศึกษาพบว่าแบคทีเรียที่ย่อยสลายสารประกอบอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Han และคณะ, 2008) 

เช่น Pseudomonas putida, Rhodococcus sp. และ Bacillus megaterium สามารถปลดปล่อย

เอนไซม์ในกลุ่มโมโนออกซีจิเนส (monooxygenase) และไดออกซีจิเนส (dioxygenase) เมื ่อทำ

ปฏิกิริยากับสารตั้งต้นแล้วเกิดการเปลี่ยนรูปเป็นอินดิโก (Keil และคณะ, 1987; Allen และคณะ, 

1997; Lu และคณะ, 2006) 

ดังนั้นวิทยานิพนธ์น้ีจึงทำการศึกษากระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ เพื่อคัดแยกแบคทีเรียท่ี

มีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกและแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโกให้อยู่ใน     

รูปลิวโคอินดิโก จากน้ำย้อมอินดิโก ณ ร้านครามสกล จังหวัดสกลนคร และนำแบคทีเรียที ่มี

ประสิทธิภาพที่คัดแยกได้มาพัฒนาเป็นกล้าเชื้อแห้งเพื่อนำมาประยุกต์ใช้กับกระบวนการย้อมอินดิโก

ธรรมชาติได้อย่างมีประสิทธิภาพ และสามารถลดข้อจำกัดท่ีเกิดข้ึนในกระบวนการย้อมได้ 

 

 

 

Ref. code: 25626009032076CAQ



 

 

3 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1.2.1 เพ่ือศึกษากระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ  

1.2.2 เพื่อคัดแยก ศึกษาลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย และระบุสายพันธ์ุของ

แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพโดยการใช้เทคนิคชีวเคมีและชีวโมเลกุล 

1.2.3 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกและรีดิวซ์อินดิโกของแบคทีเรียที่คัดแยก

ได้ 

1.2.4 เพื ่อพัฒนาหัวเชื ้อแห้งที ่สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในกระบวนการย้อมอินดิโกแบบ

ธรรมชาติ 

 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

1.3.1 ศึกษากระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ ณ ร้านครามสกล จังหวัดสกลนคร 

1.3.2 คัดแยก ศึกษาลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย และระบุสายพันธุ ์ของ

แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพจากน้ำย้อมอินดิโก ด้วยเทคนิคทางชีวเคมีและชีวโมเลกุล  

1.3.3 ศึกษาประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกและการรีดิวซ์อินดิโกของแบคทีเรียที่คัดแยก

ได้ 

1.3.4 ศึกษาผลิตภัณฑ์อินดิโกท่ีเกิดขึ้นด้วยเครื่อง UV-visible spectrophotometer เทคนิค 

Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy เทคนิค Thin layer chromatography (TLC) 

และเทคนิค Synchrotron-based Fourier transforms infrared microspectroscopy 

1.3.5 ศึกษาคุณสมบัติของผ้าหลังกระบวนการย้อมโดยใช้แบคทีเรียท่ีคัดแยกเป็นตัวรีดิวซ์ด้วย

เคร่ือง Colour-Spectrophotometer  

1.3.6 พัฒนาและทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อแห้งในการประยุกต์ใช้กับกระบวนการย้อม 

อินดิโกธรรมชาติ  

 

1.4 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกและแบคทีเรียที่มี

ประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโก  

1.4.2 สามารถนำแบคทีเรียที่คัดแยกได้มาพัฒนาเป็นหัวเชื้อแห้งท่ีประยุกต์ใช้กับกระบวนการ

ย้อมอินดิโกธรรมชาติได้อย่างมีประสิทธิภาพ และลดข้อจำกัดท่ีเกิดข้ึนจากกระบวนการย้อม 

1.4.3 สามารถลดการใช้สารเคมีในกระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติได้ 

1.4.4 เป็นแนวทางสำหรับผู้ท่ีสนใจในการศึกษากระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ 
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1.5 สถานท่ีทำการทดลอง 

1.5.1 ร้านครามสกล 212 หมู่ 2 ตำบลห้วยยาง อำเภอเมืองสกลนคร จังหวัดสกลนคร 

1.5.2 ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพ (B401, B403 และ B407) ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยี

วัสดุและสิ่งทอ (C504) และห้องปฏิบัติการเคม ี(C407) อาคารบรรยายเรียนรวม 5 คณะวิทยาศาสตร์

และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต อำเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี 

1.5.3 ห้องปฏิบัติการระบบลำเลียงแสง BL4.1 สถาบันวิจัยแสงซินโครตรอน (องค์การมหาชน) 

อาคารสิรินธรวิชโชทัย อำเภอเมือง จังหวัดนครราชสีมา 
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บทที่ 2 

วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 สีย้อม  
สีย้อม (dye) คือ สารประกอบอินทรีย์หรือสารประกอบอนินทรีย์ ที่สามารถดูดกลืนแสงในช่วง

ความยาวคล่ืน 400-700 นาโนเมตร (visible spectrum) โครงสร้างประกอบด้วยหมู่ฟังก์ชันท่ีแสดง

สมบัต ิเป ็นสี ท่ีเร ียกว่า โคโมฟอร์ (chromophores) เช ่น azo group (-N=N-), nitroso group         

(-N=O) และ nitro group (NO2) และในโครงสร้างของสารประกอบ อาจประกอบด้วยหมู่ฟังก์ชันท่ี

เรียกว่า ออกโซโครม (auxo chrome) เช่น กรดคาร์บอกซิลิก (carboxylic acid) กรดซัลโฟนิก 

(sulfonic acid) หมู่ไฮดอกซิล (hydroxyl group) ซึ่งหมู่ฟังก์ชันเหล่านี้ จะทำให้สีย้อมมีคุณสมบัติใน

การละลายน้ำและสามารถยึดเกาะกับพื้นผิวของพอลิเมอร์ได้ (Abrahart, 1997) ในโครงสร้างของ

สารประกอบมีการเรียงสลับระหว่างพันธะคู่และพันธะเดี่ยวภายในโครงสร้าง การเรียงตัวลักษณะนี้จะ

ทำให้สารประกอบมีค่าการดูดกลืนแสงที่สูง นอกจากน้ีมีการยับยั้งการเกิดเรโซแนนซ์ (resonance) 

ของอิเล็กตรอนในโครงสร้างจึงทำให้สารประกอบมีความเสถียรสูง  

สีย้อมถูกใช้อย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมสิ่งทอ อุตสาหกรรมอาหาร 

อุตสาหกรรมเครื่องสำอาง อุตสาหกรรมสิ่งพิมพ์ เป็นต้น (Silveira และคณะ, 2009)  โดยสีย้อมมี

ความแตกต่างจากรงควัตถุ (pigment) เนื่องจากสีย้อมมีความสามารถในการละลายน้ำ หรือละลาย

ในตัวทำละลายอินทรีย์ แต่รงควัตถุไม่สามารถละลายได้ นอกจากนี้สีย้อมยังมีความจำเพาะต่อชนิด

ของพอลิเมอร์ที่จะเข้าทำปฏิกิริยาและทำให้เกิดสีขึ้นที่พื้นผิวของพอลิเมอร์ (Allen, 1971) การแบ่ง

ประเภทของสีย้อม นิยมแบ่งตามวิธีการใช้งาน โดยสามารถแบ่งออกได้เป็น 11 ชนิด แสดงดังตาราง  

ที่ 2.1 นอกจากนี้ยังสามารถแบ่งชนิดของสีย้อมด้วยแหล่งกำเนิดได้เป็น 2 ชนิด คือ สีย้อมสังเคราะห์ 

และ สีย้อมธรรมชาติ (Kumer และคณะ, 2011) 

 

ตารางท่ี 2.1 ประเภทของสีย้อมและเส้นใยท่ีเหมาะสมต่อการย้อม 

            ชนิดของสีย้อม ชนิดของเส้นใยท่ีเหมาะสมต่อการย้อม 

       1. สีแอซิด (acid dyes) เส้นใยขนสัตว์และเส้นใยไนลอน 

       2. สีเบสิค (basic dyes) เส้นใยอะคริลิคและเส้นใยไนลอน 

       3. สีไดเรกต์ (direct dyes) เส้นใยฝ้ายและเส้นใยเซลลูโลส 

       4. สีดิสเพอร์ส (disperse dyes) เส้นใยโพลีเอสเตอร์และเส้นใยสังเคราะห์ 
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ตารางท่ี 2.1 (ต่อ) 

ท่ีมา: วิโรจน์, 2560 

 

2.1.1 สีย้อมสังเคราะห์หรือสีเคมี 

สีย้อมสังเคราะห์ (synthetic dye) เป็นสีย้อมที่เกิดจากกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี 

และเป ็นผลผล ิตพลอยได้จากอ ุตสาหกรรมปิโตรเล ียมและอ ุตสาหกรรมน ้ำม ันถ ่านหิน                         

เมื ่อน้ำมันดิบผ่านการกลั ่นลำดับส่วนแล้ว จะได้สารประกอบไฮโดรคาร์บอนที ่ไม่อิ ่มตัว เช่น                            

เบนซีน (benzene) โทลูอีน (toluene) แนฟทาลีน (naphthalene) ไซลีน (xylene) และพาราฟิน

(paraffin) เป็นต้น จากนั้นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน จะถูกนำไปผ่านกระบวนการไนเตรชันและ

แอมมิเนชัน (nitration process and amination process) เพื่อเปลี่ยนให้เป็นสารตัวกลางที่ใช้ใน

การสังเคราะห์สีย้อมต่อไป  

ข้อดีของสีย้อมสังเคราะห์คือ กระบวนการย้อมไม่ยุ่งยาก มีความเสถียรสูง เฉดสีที่ได้มี

ความหลากหลายและมีคุณภาพท่ีคงท่ี ติดทนนาน ละลายน้ำได้ดี ดูดซับกับพอลิเมอร์ ได้ง่ายกว่าสี

ธรรมชาติ รวมทั้งสีย้อมสังเคราะห์ยังซื้อหาได้ง่าย ราคาถูก จึงส่งผลให้สีย้อมสังเคราะห์ได้รับความ

นิยมสูง แต่จากรายงานการวิจัยพบว่า สีย้อมสังเคราะห์เป็นสารที่มีความเป็นพิษต่อระบบนิเวศวิทยา 

(eco toxicity) และก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อมนุษย์ (human toxicity) เนื่องจากสารตั้งต้นที่ใช้ใน

กระบวนการสังเคราะห์มีความเป็นพิษสูง เช่น ไนโตรเบนซีน (nitrobenzene) เบนซิดีน (benzidine) 

อะนีลีน (aniline) และสารอะโรมาติกอื่น ๆ ดังนั้นจึงมีการประกาศใช้ระเบียบกฎหมายในการยกเลิก

การผลิตหรือการนำเข้าวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตสีสังเคราะห์ในหลายประเทศ และการห้ามนำเข้า

ผลิตภัณฑ์ท่ีถูกย้อมด้วยสีสังเคราะห์บางชนิด (Qu และคณะ, 2010) 

 

 

             ชนิดของสีย้อม ชนิดของเส้นใยท่ีเหมาะสมต่อการย้อม 

      5. สีรีแอคทีฟ (reactive dyes) เส้นใยฝ้าย เส้นใยเซลลูโลส และเส้นใยขนสัตว์ 

 6. สีซัลเฟอร์ (Sulphur dyes) เส้นใยฝ้ายและเส้นใยเซลลูโลส 

      7. สีแวต (vet dye) เส้นใยฝ้ายและเส้นใยเซลลูโลส 

 8. สีเอโซอิค (azoic acid) เส้นใยขนสัตว์และเส้นใยไหม 

 9. สีอินเกรน (ingrain dye) เส้นใยฝ้าย 

10. สีมอแดนซ์ (mordant dye) เส้นใยขนสัตว์ 

11. สีออกซิเดชัน (oxidation dye) เส้นใยฝ้ายและเส้นใยขนสัตว์ 

Ref. code: 25626009032076CAQ
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2.1.2 สีย้อมธรรมชาติ 

สีย้อมธรรมชาติ (natural dye) เป็นสีที่ได้จากทรัพยากรธรรมชาติ แบ่งตามแหล่งกำเนิด

ออกเป็น 3 กลุ่ม คือ 1. สีย้อมจากพืช (vegetable dyes) เป็นสีย้อมที่ได้จากส่วนต่าง ๆ ของพืช เช่น 

ราก ใบ เปลือก ลำต้น เน้ือไม้ ดอก ผล และเมล็ด 2. สีย้อมจากสัตว์ (animal dyes) เป็นสีได้จากซาก

สัตว์ หรือสารที่ขับออกมาจากตัวสัตว์ และ 3. สีย้อมจากแร่ธาตุ (mineral dyes) เป็นสีย้อมท่ีเกิดจาก

สารประกอบเชิงซ้อนของโลหะ จำพวกเหล็ก โครเมียม ตะกั่ว ทองแดง (Amin และคณะ, 2020) 

นอกจากนี้ยังมีสีย้อมที่ได้จากจุลินทรีย์ เช่น รา ยีสต์ และแบคทีเรียอีกด้วย ตัวอย่างของสีย้อม

ธรรมชาติ แสดงดังตารางท่ี 2.2  

สีย้อมธรรมชาติมีข้อดีคือ เป็นทรัพยากรที่ใช้แล้วไม่หมดไป สร้างใหม่ทดแทนได้ ไม่เป็น

พิษ ไม่ก่อให้เกิดการระคายเคือง สามารถย่อยสลายได้ด้วยกระบวนการทางชีวภาพ และมีคุณสมบัติ

ทางการแพทย์สามารถลดการเกิดมะเร็งผิวหนังเนื่องจากสามารถดูดกลืนแสงยูวี (UV) มีฤทธิ์ต้าน

แบคทีเรียท่ีเป็นสาเหตุของโรคผิวหนัง (Arora และคณะ, 2017) แต่เน่ืองจากสีย้อมธรรมชาติส่วนใหญ่

ไม่ใช่สารบริสุทธ์ิ ดังนั้นในกระบวนการย้อมแต่ละครั้งจะได้คุณภาพของสีที่ไม่สม่ำเสมอ รวมถึงสารสีท่ี

ได้จากสิ่งมีชีวิตนั้น อาจอยู่ภายในเซลล์หรือนอกเซลล์ ดังนั้นจึงต้องมีกระบวนการสกัดเพื่อให้ได้สารสี  

ทำให้กระบวนการย้อมด้วยสีธรรมชาติน้ันใช้ระยะเวลายาวนานและมีความซับซ้อน 

 

ตารางท่ี 2.2 ตัวอย่างสีย้อมธรรมชาติท่ีได้จาก พืช สัตว์ และแร่ธาตุ  

แหล่งสีย้อมธรรมชาติ ส่วนท่ีให้สี สีท่ีปรากฎ 

พืช 

สีเสียด (Acacia catechu) เน้ือไม้ สีน้ำตาล 

แก่นขนุน (Artocapus heterophyllus) เน้ือไม้ สีเหลือง 

คราม (Indigofera tinctoria) 

ฮ่อม (Strobilanthes cusia) 

โวด (Isatis tentoria) 

ใบ สีน้ำเงิน 

ใบ สีน้ำเงิน 

ใบ สีน้ำเงิน 

สะเดา Azadirachta indica ใบ สีเขียว 

สมอ (Terminalia chebula) 

มะเกลือ (Diospyros mollis) 

ผล สีดำ 

ผล สีดำ 

กระเพรา (Ocimum sanctum) ใบ สีเขียว 
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ตารางท่ี 2.2 (ต่อ) 

แหล่งสีย้อมธรรมชาติ ส่วนท่ีให้สี สีท่ีปรากฏ 

สัตว์ 

แมลงโคชินีล (Coccus cacti) ตัว สีแดงเข้ม และสีชมพู 

คร่ัง (Laccifer lacca) ตัว สีแดง และสีน้ำตาล 

หอยมิวเร็กซ์ (Muricoidea sp.) สารท่ีหล่ัง สีม่วง 

แร่ธาตุ 

กราไฟท์ (graphit)                                        สีเทาหม่น 

ถ่าน (charcoal black)                                  สีดำ 

หินมาลาฮีท (malachite)                             สีเขียว 

ตะก่ัวโครเมต (lead chromate) สีเหลือง 

ท่ีมา: Yusuf, 2017 

 

2.2 อินดิโก 

ครามหรืออินดิโก (indigo dye, indigo blue, indigotin) เป็นสีย้อมธรรมชาติที่เก่าแก่ที่สุด จัด

อยู่ในกลุ่มสีย้อมประเภทสีแวต (vat dye) นิยมใช้ในการย้อมเส้นใยฝ้าย เส้นใยไหม โดยสีย้อมอินดิโก

จะให้เฉดสีปรากฏเป็นสีน ้ำเง ิน (Maugard และคณะ , 2002) โครงสร้างทางเคมีของอินดิโก 

ประกอบด้วย วงแหวนอะโรมาติกเฮเทอโรไซคลิกประเภทอินโดล (heterocyclic indole ring) 

จำนวน 2 วง ต่อกันด้วยพันธะคู ่ในตำแหน่งตรงกันข้าม (trans isomer) และหมู ่คาร ์บอนิล         

(carbonyl group) (Volkov และคณะ, 2020) แสดงดังภาพท่ี 2.1 นอกจากนี้ อินดิโกมีสมบัติเป็น 

สารโพลีเมอริค (polymeric) และมีข้ัวสูง จึงส่งผลให้อินดิโกมีจุดหลอมเหลวสูงถึง 300 องศาเซลเซียส 

และมีความสามารถในการละลายน้ำต่ำ แต่สามารถละลายได้ในตัวทำละลายอินทรีย ์ เช่น 

คลอโรฟอร์ม (chloroform) ไดเมททิลซัลฟอกไซด์ (dimethyl sulfoxide) (Clark และคณะ, 1993) 

นอกจากน้ีเฉดสีที่ปรากฏนั้นจะขึ้นกับสภาวะแวดล้อม เช่น ในสถานะแก๊สอินดิโกจะอยู่ในรูปของ         

โมโนเมอร์ปรากฏสีแดง เมื่ออยู่ในตัวทำละลายที่ไม่มีขั้วจะปรากฏสีม่วง และเมื่ออยู่ในรูปของแข็ง 

หรือในตัวทำละลายท่ีมีข้ัวจะปรากฏสีน้ำเงิน (Christie, 2007)   
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ภาพท่ี 2.1 โครงสร้างทางเคมีของอินดิโก โดย R แทนหมู่ฟังก์ชัน 

ท่ีมา: Volkov และคณะ, 2020 

 

2.2.1 การสกัดอินดิโก 

2.2.1.1 อินดิโกจากพืช  

อินดิโกสามารถสกัดได้จากพืชชนิดต่าง ๆ แสดงดังตารางที่ 2.3 โดยภายในใบพืช

สกุล Indigofera สกุล Polygonum และสกุล Stobilanthes จะพบสารอินดิแคน (indican) หรือ 

(indoxyl-ß-D-glucoside) และในพืชสกุล Isatis จะพบสารอินสแตนบี (isatan B) หรือ (indoxyl-ß-

ketogluconate)  (Epstein และคณะ, 1967)  ซ่ึงเป็นสารต้ังต้นในการผลิตสีย้อมอินดิโกธรรมชาติ  

 

ตารางท่ี 2.3 พืชท่ีให้อินดิโก 

ท่ีมา: Chavan, 2015 

 

สำหรับประเทศไทย พบพืชที ่นิยมใช้ในการสกัดอินดิโกได้แก่ ครามฝักตรง 

(Indigofera tinctorial Mill) ค ร า ม ฝ ั ก ง อ  (Indigofera tinctorial Linn) พบ ม า ก ใ น ภ า ค

ตะวันออกเฉียงเหนือ เช่น จังหวัดสกลนคร จังหวัดอุดรธานี และ ฮ่อม (Stobilanthes cusia) พบ

มากในภาคเหนือ เช่น จังหวัดแพร่ จังหวัดลำปาง ลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยาของครามและฮ่อม 

แสดงดังตารางท่ี 2.4 และ ภาพท่ี 2.2  

วงศ์ (family)            พืช ถ่ินท่ีปลูก 

Leguminosae Indigofera tinctoria เอเชียตะวันออกและเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  

Leguminosae Indigofera suffruticosa อเมริกากลางและอเมริกาใต้  

Leguminosae Indigoferra arrecta อเมริกากลางและอเมริกาใต้ 

Crusiferae Isatis tinctoria เอเชียตะวันออกและอเมริกาเหนือ 

Polygonaccae Polygonum tintoria เอเชียตะวันออกและอเมริกาเหนือ 

Acanthaceae Stobilanthes cusia ญ่ีปุ่น ไต้หวัน  และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  
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ตารางท่ี 2.4 ลักษณะของพืชท่ีให้อินดิโกท่ีพบในประเทศไทย 

ช่ือท้องถ่ิน ครามฝักตรง ครามฝักงอ ฮ่อม 

ช่ือ

วิทยาศาสตร์ 

Indigofera tinctoria 

Mill. 

Indigofera tinctoria 

Linn. 
Stobilanthes cusia 

วงศ์ Leguminosae Leguminosae Acanthaceae 

ลักษณะต้น 

เป็นพุ่ม  

กว้าง 140 เซนติเมตร  

สูง 170 เซนติเมตร 

เป็นพุ่ม 

กว้าง 200 เซนติเมตร 

สูง 220 เซนติเมตร 

เป็นพุ่ม 

ลำต้นต้ังตรง 

สูง 100 เซนติเมตร 

ลักษณะใบ 

ใบประกอบแบบขนนก 

เรียงสลับ ใบย่อยเป็นรูป

วงรีปลายแหลมมีต่ิง 

ใบประกอบแบบขนนก 

เรียงสลับ ใบย่อยเป็นรูป

วงไข่ปลายใบมน 

ใบเด่ียว รูปวงรี ขอบ

ใบหยัก ปลายและโคน

ใบเรียวแหลม 

ลักษณะดอก 

กลีบดอกมีสีชมพู    

ลักษณะเป็นช่อ  

ออกท่ีบริเวณตาข้าง 

กลีบดอกมีสีชมพู 

ลักษณะเป็นช่อ  

ออกท่ีบริเวณซอกใบ 

กลีบดอกมีสีม่วง 

รูปทรงคล้ายระฆัง 

ออกท่ีบริเวณซอกใบ 

ลักษณะฝัก 
ฝักขนาดเล็ก มีสีเขียว

ปลายยืดตรง ไม่มีขน 

ฝักขนาดเล็ก มีสีเขียว

ปลายโค้งงอ 
 

สีเมล็ด สีเหลือง สีน้ำตาลเกือบดำ สีน้ำตาล 

ระยะเวลาให้

สี 
3 เดือน 3 เดือน 24 เดือน 

ท่ีมา : อนุรัตน์, 2551 
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(ก)                                            (ข) 

                       ภาพท่ี 2.2 ลักษณะของใบคราม (ก) ลักษณะของใบฮ่อม (ข) 
ท่ีมา: อนุรัตน์, 2551 

 

2.2.1.2 อินดิโกสังเคราะห์ 

อินดิโกสังเคราะห์ เป็นสีที ่เกิดจากกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี โดยใช้                  

N-phenylglycine ทำปฏิกิริยากับโซเดียมเอไมด์ (sodium amide) ในสภาวะที่เป็นด่าง ณ อุณหภูมิ 

300 องศาเซลเซียส เกิดเป็นสารอินดอกซิล จากนั้นสารอินดอกซิลจะเกิดการออกซิไดซ์ด้วยออกซิเจน 

เกิดเป็นอินดิโก (Meksi และคณะ, 2007) ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ แสดงได้ดังภาพท่ี 2.3  

 

 
 

ภาพท่ี 2.3 ปฏิกิริยาการสังเคราะห์อินดิโก  

ท่ีมา: Meksi และคณะ, 2007 

 

2.2.1.3 อินดิโกจากจุลินทรีย์   

การสังเคราะห์อินดิโกจากจุลินทรีย์เป็นอีกทางเลือกหนึ่งที ่ได้รับความสนใจ

เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูง ใช้เวลาไม่นาน และไม่ขึ้นกับปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม เมื่อเปรียบเทียบกับ

การการสกัดอินดิโกจากพืช สภาวะในการเกิดกระบวนการและสารตั้งต้นที่ใช้ในการสังเคราะห์ไม่

ก่อให้เกิดมลพิษต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อม ซึ่งแตกต่างจากการสังเคราะห์อินดิโกด้วยกระบวนการทาง

เคมี จากการศึกษาพบว่ามีจุลินทรีย์หลายชนิดที่สามารถสังเคราะห์อินดิโกได้ โดยพบว่าจุลินทรีย์ส่วน
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ใหญ่เป็นแบคทีเรียในกลุ่มที่สามารถย่อยสลายสารประกอบอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (aromatic 

hydrocarbon-degrading bacteria) (Han และคณะ ,  2008) โดยแบคที เร ียด ังกล ่าวสามารถ

ปลดปล่อยเอนไซม์ในกลุ่ม oxygenase ซึ ่งสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ ่ม ได้แก่ เอนไซม์ 

monooxygenase และ dioxygenase เข้าทำปฏิกิริยากับสารตั้งต้น แล้วเกิดการเปลี่ยนรูปเป็น        

อินดิโก ตัวอย่างแบคทีเรียได้แก่ แบคทีเรียที่มีความสามารถย่อยสลายแนฟทาลีน (Pseudomonas 

putida PgG7 (Ensley และคณะ , 1983) แบคท ี เ ร ี ยท ี ่ ม ี ค วามสามารถย ่ อยสลายสไต รีน 

Pseudomonas putida S12 และ Pseudomonas putida CA-3 (O’Connoe และคณะ 1997)     

ซึ่งเอนไซม์ monooxygenase ที่สามารถสังเคราะห์อินดิโกได้มีการเร่งปฏิกิริยาโดยการเติมออกซิเจน 

1 โมเลกุล เข้ากับสารตั ้งต้นในการเกิดปฏิกิริยาและการถ่ายโอนอิเล็กตรอน จะต้องใช้ NADH, 

NADPH และ  โคแฟกเตอร ์  เช ่น  ferredoxin และ  flavin reductase โดยต ัวอย ่างเอนไซม์  

monooxygenase ท่ีพบในจุลินทรีย์ท่ีสามารถสังเคราะห์อินดิโก แสดงดังตารางท่ี 2.5  

 

ตารางท่ี 2.5 เอนไซม์ monooxygenase ท่ีพบในจุลินทรีย์ 

            เอนไซม์ จุลินทรีย์ท่ีพบ อ้างอิง 

Xylene oxygenase Pseudomonas putida MT53 Keil และคณะ, 1987 

Toluene-4-monooxygenase Pseudomonas mendocina Yen และคณะ, 1991 

Monooxygenase Rhodococcus sp. Allen และคณะ, 1997 

Styrene monooxygenase Pseudomonas putida S12  O’Connor และคณะ, 

1997 

Fatty-acid hydroxylase P450 

BM-3 

Bacillus megaterium Li และคณะ, 2000 

2-hydroxybiphenyl 3- 

   monooxygenase 

Pseudomonas azelaica  Meyer และคณะ, 

2002 

Flavin monooxygenases Methylophaga sp.  Hack และคณะ, 2003  

Cytochrome P450 BM-3 

mutant 

Bacillus megaterium Lu และคณะ, 2006  

ท่ีมา: Han, และคณะ 2008 
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ในปฏ ิ ก ิ ร ิ ย าการส ั ง เคราะห ์ อ ิ นด ิ โ ก โดย เอนไซ ม์  cytochrome P450 

monooxygenase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที ่พบได้ในแบคทีเรีย รา พืช และสัตว์ จะเร่งปฏิกิริยาในการ

สังเคราะห์อินดิโกโดยการเติมหมู่ไฮดรอกซิล 1 โมเลกุล ให้กับสารตั้งต้นเกิดเป็น อินโดซิล (Indoxyl) 

และเมื่อ อินโดซิล ถูกออกซิไดซ์จะเปลี่ยนรูปเป็นอินดิโก นอกจากนี้ยังเกิดผลิตภัณฑ์ อื่น ๆ ได้แก่ 

อินดิรูบิน (indirubin) และ 6H-oxazolo [3,2-a:4,5-b′] diindole ปฏิกิริยาในการเปลี่ยน อินโดล 

(indole) ให้เป็นอินดิโกด้วยเอนไซม์ cytochrome P450 monooxygenase แสดงดังภาพท่ี 2.4   

 

 
 

ภาพท่ี 2.4 ปฏิกิริยาการสังเคราะห์อินดิโกโดยเอนไซม์ cytochrome p450 monooxygenase 

ท่ีมา: Gillam และคณะ, 2000 

 

นอกจากนี้ยังมี เอนไซม์ dioxygenase ที่สามารถสังเคราะห์อินดิโกได้ โดย

ตัวอย่างเอนไซม์ dioxygenase ท่ีพบในจุลินทรีย์ท่ีสามารถสังเคราะห์อินดิโก แสดงดังตารางท่ี 2.6  
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ตารางท่ี 2.6 เอนไซม์ dioxygenase ท่ีพบในจุลินทรีย์ 

     เอนไซม์     จุลินทรีย์ท่ีพบ       อ้างอิง 

Naphthalene dioxygenase Pseudomonas putida  Ensley และคณะ, 1983 

Toluene dioxygenase Pseudomonas putida  Zylstra และคณะ, 1989 

Naphthalene dioxygenase Pseudomonas sp. and 

Bacillus brevis 

Wu และคณะ, 1989 

Tetralin dioxygenase Sphingomonas 

macrogoltabida  

Royo และคณะ, 2005 

ท่ีมา: Han, และคณะ 2008 

 

เมื ่อทำการโคลนยีน NDO ซึ ่งเป็นยีนควบคุมการสร้างเอนไซม์ naphthalene 

dioxygenase จาก P. Putida PpG7 ให้แสดงออกใน E. coli พบว่า เอนไซม์ tryptophanase จาก 

E. coli เปลี่ยน ทริปโตเฟน (tryptophan) ซึ่งเป็นสารตั้งต้นให้เป็น อินโดล จากนั้น อินโดล จะถูก

ออกซิไดซ์เป็น อินโดซิล ด้วยเอนไซม์ naphthalene dioxygenase และเกิดการออกซิไดซ์กับ

ออกซิเจนในอากาศได้เป็นอินดิโก ปฏิกิริยาการสังเคราะห์อินดิโกโดยเอนไซม์ naphthalene 

dioxygenase แสดงดังภาพท่ี 2.5 
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ภาพท่ี 2.5 ปฏิกิริยาการสังเคราะห์อินดิโกโดยเอนไซม์ naphthalene dioxygenase 

ท่ีมา: Ensley และคณะ, 1983 

 

จะเห็นได้ว่าในการสังเคราะห์อินดิโกจากแบคทีเรียนั้นนอกจากจะได้อินดิโกแล้วยัง

ได ้ผล ิตภ ัณฑ์อ ื ่น เช ่น อินด ิร ูบ ิน ซึ ่งเป ็น heterodimerization ของ ไอซาต ิน (isatin) และ                  

3-hydroxylindole โดยผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นดังกล่าวก่อให้เกิดปัญหาในการประยุกต์ใช้การสังเคราะห์

อินดิโกจากแบคทีเรียในอุตสาหกรรม 

Ensley และคณะ (1983) ได้ทำการโคลนชิ้นส่วนพลาสมิด (plasmid) NAH7 จาก 

Pseudomonas putida PpG7 แสดงออกใน Escherichia coli HB101 แล้วเลี้ยงในอาหารที่มีการ

เต ิมทร ิปโตเฟนและอ ินโดล พบว่ากระบวนการสร ้างอ ินด ิ โกเก ิดจากเอนไซม ์ 2 ชนิดคือ 

tryptophanase และ naphthalene dioxygenase โดยเอนไซม์ tryptophanase จาก E.coli จะ

เปล่ียนทริปโตเฟน ให้อยู่ในรูปของสารประกอบอินโดล จากน้ันเอนไซม์ naphthalene dioxygenase 

ท่ีเกิดจากชิ้นส่วน DAN ที่โคลนเข้าไปจะเปลี่ยนอินโดล เป็น cis-indole-2 3-dihydrodiol และถูก 

dehydrated เป็นอินโดซิล และเกิดการ dimerizes ไปเป็นอินดิโก   
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Eaton และคณะ (1995) ศึกษาการสร้างอินดิโกด้วยเอนไซม์ dioxygenase จาก 

Pseudomonas putida F1 และ Pseudomonas putida S12 ในอาหาร minimal medium ที่มี

การเติม indole carboxylate ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ พบว่าเมื่อนำผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปวิเคราะห์

ด้วยเทคนิคโครโมโตกราฟฟีแบบแผ่นบาง โดยมีเฟสเคลื ่อนที่คือ คลอโรฟอร์มและอะซิโตน ใน

อัตราส่วน 97:3 จะเกิดแถบของสารประกอบทั้งหมด 2 แถบ คือ แถบสีน้ำเงินมีค่า rate of flow (Rf) 

เท่ากันกับอินดิโก คือ 0.58 และ แถบสีแดง มีค่า Rf เท่ากันกับอินดิรูบินคือ 0.42  

Solaiman และคณะ  (1996) ศ ึกษาการสร ้างอ ินด ิ โก  โดยทำการโคลนยีน 

rhodococcal indole oxygenase gene (ido) ซึ ่งเป็นยีนที ่กำหนดการสร้างอินดิโก เข้าไปใน 

Streptococus thermophilus ST128 และ Escherichia coli DH5 โดยใช้ expression vectors 

ท ี ่ประกอบด ้วย  S. thermophilus plasmid replicon (pER8) และ  promoters (sP1 และST 

p2201) จากนั้นวิเคราะห์ยีนที่เกิดขึ้นด้วยเทคนิค northern blot พบว่าไม่พบยีนที่กำหนดการสร้าง

อินดิโกใน Escherichia coli DH5  

Conner และคณะ (1997) ได้ทำการศึกษาความสามารถในการเปลี่ยนสารประกอบ

อินโดลและสารประกอบสไตรีน (styrene) ไปเป็นอินดิโก ของ Pseudomonas putida S12 และ 

Pseudomonas putida CA-3 ซึ่งทั้ง 2 สายพันธุ์นี้เป็นสายพันธุ์ที่สามารถย่อยสลายสารประกอบ 

สไตรีน โดยการปลดปล่อยเอนไซม์ styrene monooxygenase (SMO) จากการศึกษาพบว่าเมื่อทำ

การเติมสารประกอบอินโดล ซึ่งเป็นสารประกอบที่มีโครงสร้างทางเคมีคล้ายคลึงกับสารประกอบ        

สไตรีนลงในอาหารแข็ง (arginine-indole ager) แบคทีเรียสามารถเปล่ียนสารประกอบอินโดลไปเป็น

อินดิโกได้มากกว่าการเติมสารประกอบสไตรีนลงในอาหารแข็ง (arginine-styrene ager) ส่วนใน

อาหารเหลวพบว่า (arginine broth) แบคทีเรียมีความสามารถในการเปลี่ยนสารประกอบสไตรีนไป

เป็นอินดิโกได้มากกว่าการเติมสารประกอบอินโดล  

Pathak และ Madamwar (2009) ได้ทำการศึกษาคุณสมบัติของ Pseudomonas 

sp. HOB1 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่สามารถย่อยสลายแนฟทาลีน (naphthalene) ในการผลิตรงควัตถุสีฟ้า 

เมื่อเติมสารประกอบอินโดล ลงในอาหารเพาะเลี้ยง จากการศึกษาคุณสมบัติของรงควัตุดังกล่าวด้วย

เทคนิค high-pressure thin-layer chromatography และ spectroscopic techniques พบว่า

รงควัตถุดังกล่าวมีคุณสมบัติสอดคล้องกับ อินดิโก โดยแบคทีเรียไอโซเลทดังกล่าวสามารถผลิตอินดิโก

ได้ 246 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีเวลา 8 ชั่วโมง และเมื่อนำอินดิโกไปย้อมบนผ้าฝ้ายพบว่า ให้ค่าความเข้มสี 

(K/S) เท่ากับ 3  

Dua และคณะ (2014) ได้ทำการศึกษาคุณสมบัติของ Pseudomonas sp. HAV-1 

ที่คัดแยกได้จากดินที่ปนเปื้อนน้ำมันในการผลิตอินดิโกโดยทำการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียความเข้มข้น 10 

เปอร์เซ็นต์ น้ำหนักต่อปริมาตร ในอาหาร Bushnell haas broth (BHB) ท่ีเติมแนฟทาลีนและอินโดล 
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ความเข้มข้น 3 มิลลิโมลาร์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พบว่าแบคทีเรียสาย

พันธุ ์ดังกล่าว สามารถผลิตอินดิโกได้ 412 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในเวลา 20 ชั ่วโมง และเม่ือ

ทำการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเพาะเลี้ยง เพื่อการผลิตอินดิโกโดยใช้เทคนิค วิธีพื ้นผิวแบบ

ตอบสนอง (response surface methodology) พบว่าจะสามารถผลิตอินดิโกได้ 700 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ในเวลา 20 ชั่วโมง เมื่อเพิ่มปริมาณกล้าเชื้อเริ่มต้นเป็น 14 เปอร์เซ็นต์ น้ำหนักต่อปริมาตร 

และปริมาณอินโดล (indole) เป็น 7 มิลลิโมลาร์ 

2.2.2 การรีดิวซ์อินดิโก  

อินดิโกเป็นสีที่ไม่ละลายน้ำจึงถูกจัดอยู่ในสีย้อมประเภทสีแวต (vet dye) ดังนั้นในการ

นำไปใช้ประโยชน์ ต้องมีกระบวนการเปลี่ยนอินดิโกให้อยู่ในรูปที่ละลายน้ำที่เรียกว่า ลิวโคอินดิโก 

(leucoindigo) โดยปฏิกิริยาในการรีดิวซ์อินดิโกนี ้จะเกิดในสภาวะที ่เป็นด่าง จากนั ้นเม่ือลิวโค             

อินดิโกสัมพัทธ์กับออกซิเจนในอากาศ จะเปลี่ยนรูปกลับไปอยู่ในรูปที่ไม่ละลายน้ำ แสดงดังภาพที ่2.6 

กระบวนการที่ใช้ในการรีดิวซ์อินดิโกนั้นมีหลากหลายวิธีเช่น การรีดิวซ์อินดิโกด้วยแบคทีเรียโดย

กระบวนการหมัก การรีดิวซ์อินดิโกด้วยสารเคมี และการรีดิวซ์อินดิโกด้วยปฏิกิริยาทางไฟฟ้าเคมี  

เป็นต้น 

 
 

ภาพท่ี 2.6 ปฏิกิริยาในการรีดิวซ์อินดิโก 

ท่ีมา: Saikhao, 2018 

 

2.2.2.1 การรีดิวซ์อินดิโกด้วยแบคทีเรีย  
การรีดิวซ์อินดิโกด้วยแบคทีเรีย เป็นกระบวนการที่ได้รับความสนใจในการนำมา

ประยุกต์ใช้ในภาคอุตสาหกรรมเนื่องจากไม่ใช้อุณหภูมิที่สูงในการเกิดปฏิกิริยา ไม่ก่อให้เกิดผลพลอย

ได้จากปฏิกิริยาที่ส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม กระบวนการหมักด้วยแบคทีเรียถูกนำมาใช้ในการ           

รีดิวซ์อินดิโกโดยการใส่ส่วนผสมต่าง ๆ อาทิ ผลไม้สุก รำข้าว ลงในน้ำด่างที่ได้จากขี้เถ้า หรือน้ำปูน 

หมักร่วมกันทิ้งไว้เป็นระยะเวลานาน โดยกระบวนการดังกล่าวไม่สามารถควบคุมคุณภาพของเฉดสี

หรือระยะเวลาในการรีดิวซ์ได้ เนื่องจากต้องอาศัยความสามารถของแบคทีเรียในการเกิดปฏิกิริยา 

(Blackbutn และคณะ, 2009)  
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Padden และคณะ (1999) ได้ทำการคัดแยกแบคทีเรียจากกระบวนการหมัก                 

อินดิโกจากใบโวด (woad) แล้วทำการระบุสายพันธุ ์พบว่าเป็นแบคทีเรียในกลุ ่ม Clostridium 

isatidis มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตอยู่ท่ี 49-52 องศาเซลเซียส และค่าพีเอชท่ีเหมาะสม

คือ 7.2 แต่เม่ืออยู่ในสภาวะรีดิวซ์อินดิโก ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมจะเท่ากับ 9  

Nicholson และคณะ (2005) ได้ทำการศึกษากระบวนการหมักใบโวด พบว่าราก

ของต้นแมดเดอร์ (madder powder) ซึ ่งเป็นองค์ประกอบในกระบวนการหมักใบโวด สามารถ

กระตุ้นแบคทีเรียในการรีดิวอินดิโกได้โดยอาศัยการเปล่ียนคุณสมบัติของพ้ืนผิวอินดิโก เน่ืองจากมีสาร

แอนทราควิโนน (anthraquinone) เป็นองค์ประกอบ 

Compton และคณะ (2000) ได้ทำการศึกษากลไกในการรีดิวซ์อินดิโกโดยการ

ต่อขั ้วคาร์บอนอิเล็กโทรด กับ Clostridium isatidis โดยพบว่าแบคทีเรียดังกล่าวมีปฏิสัมพันธ์

โดยตรงกับอนุภาคอินดิโก ไม่ต้องอาศัยตัวกลาง แต่ยังไม่มีการศึกษากลไกทางชีวเคมีในการถ่ายโอน

อิเล็กตรอนจากภายในเซลล์ไปยังตัวรับอิเล็กตรอนภายนอกเซลล์  

Yumoto และคณะ (2004) ได้ทำการศึกษากระบวนการเตรียมอินดิโกโดยนำพืช 

Polygonum tincorumu Lour. มาผึ่งให้แห้งในที่ร่ม แล้วพรมน้ำให้เปียก จากนั้นจึงหมักต่อไปใน

สภาวะที่เป็นด่างค่าพีเอชมากกว่า 10.0 อินดิโกจะถูกเปลี่ยนเป็นลิวโคอินดิโก เมื่อทำการคัดแยก

แบคทีเรียพบแบคทีเรียสปีชีส์ใหม่คือ Alkalibacterium psychrotolerans sp. Nov. เป็นแบคทีเรีย

แกรมบวก รูปร่างแท่ง เจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน ค่าพีเอชอยู่ในช่วง 10.0-

12.0 ซ่ึงมีความสามารถรีดิวซ์อินดิโกให้เป็นลิวโคอินดิโก 

Nicholson และคณะ (2005) ทำการศึกษาแบคทีเรียจากกระบวนการย้อมอินดิ

โกพบแบคท ี เร ี ย  4 สายพ ันธ ุ ์ ได ้ แก ่  Clostridium isatidis, Clostridium aurantibutyricum 

Clostridium celatum และ Clostridium papyrosolvens จากการศึกษาประสิทธิภาพในการ          

ร ีด ิวซ ์อ ินดิโกพบว่า Clostridium isatidis มีความสามารถในการรีด ิวซ ์อ ินดิโก มีค ่า redox 

potentials อยู่ในช่วง -476 ถึง -602 มิลลิโวลต์ นอกจากนี้ยังพบว่าสารจากรากของต้นแมดเดอร์

ได้แก่ anthraquin one-2,6-disulfonic acid และกรดฮิวมัส จะกระตุ้นให้แบคทีเรียท่ีรีดิวซ์อินดิโก

ได้  

Bozic และคณะ  (2008) ได ้ ท ำการศ ึ กษาประส ิ ทธ ิ ภ าพของ เอนไซ ม์  

dehydrogenase และ azoreductase ในการรีดิวซ์อินดิโก พบว่า เอนไซม์ azoreductase จาก 

Bacillus subtilis มีประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโกที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ค่าพีเอชอยู่ในช่วง 

7.0-11.0 นอกจากน้ี Pricelius และคณะ (2007) ยังพบว่าค่าความเข้มของสีผ้าและคุณสมบัติความ

ทนทานของสีผ้าหลังกระบวนการย้อม ขึ้นกับปัจจัยต่าง ๆ ได้แก่ ค่าพีเอช เวลา และชนิดของผ้าที่ใช้

ย้อม ดังน้ันจึงแสดงได้ว่าเอนไซม์ azoreductase สามารถรีดิวซ์อินดิโกได้  
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Aino และคณะ (2010) ทำการศึกษาแบคทีเรียที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการย้อม           

อินดิโก (indigo fermentation) เมื ่อทำการระบุสายพันธุ ์ของแบคทีเร ียด้วยวิธ ี denaturing 

gradient gel electrophoresis (DGGE)  และว ิ เ คราะห ์  clone library ด ้ วย  PCR-amplified            

16s rRNA gene พบว่าแบคทีเรีย Amphibacillus spp. strain C40 และ Oceanobacillus spp. 

Strain A21 มีบทบาทต่อการรีดิวซ์อินดิโกในน้ำย้อมช่วงแรกของการย้อมอายุประมาณ 4 วัน และ 

Alkalibacterium spp. มีบทบาทต่อการรีดิวซ์อินดิโกในน้ำย้อมอายุประมาณ 10 เดือน 

Park และคณะ (2012) ทำการคัดแยกและศึกษาสมบัติในการเติบโตได้ดีใน

สภาวะที่เป็นด่าง (alkaliphilic) และสมบัติในการทนความร้อนสูง (thermotolerant) ของแบคทีเรีย

ที่สามารถรีดิวซ์อินดิโกให้เป็นลิวโคอินดิโกจากสีย้อมอินดิโก (indigo dye vat) พบแบคทีเรีย 2                  

ไอโซเลท คือ A1 (Alkalibacterium sp.) และ G5 (Pseudomonas sp.) มีความสามารถในการ

รีดิวซ์อินดิโก และมีคุณสมบัติเป็น alkaliphilic bacteria นอกจากนี้ยังสามารถทนความร้อนสูงได้อีก

ด้วย แบคทีเรียดังกล่าวสามารถรีดิวซ์อินดิโกได้ดีท่ีค่าพีเอชเท่ากับ 10.0 ท่ี อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  

2.2.2.2 การรีดิวซ์อินดิโกด้วยสารเคมี  

โซเดียมไดไธโอไนต์ (sodium dithionite) หรือ โซเดียมไฮโดรซัลไฟต์ (sodium 

hydrosulphite) เป็นสารเคมีที่นิยมใช้เป็นตัวรีดิวซ์ในอุตสาหกรรมสิ่งทอ เพื่อเปลี่ยนรูปสีย้อมที่อยู่ใน

รูปของที่ไม่ละลายน้ำให้ละลายน้ำ เมื ่อโซเดียมไดไธโอไนต์ละลายในน้ำหรือสารละลายโซเดียม             

ไฮดรอกไซด์จะปลดปล่อยไฮโดรเจนออกมาทำปฏิกิริยากับหมู่คาร์บอนิล (C=O) ในโครงสร้างของสีให้

อยู่ในรูปของสารประกอบลิวโค (CH-OH) หรือแอลกอฮอล์แบบทุติยภูมิ (Shore, 1995) อุณหภูมิที่ใช้

ในการเกิดปฏิก ิร ิยาจะอยู ่ในช่วง 30-60 องศาเซลเซียส ปฎิก ิร ิยาในการรีด ิวซ์อ ินดิโกด้วย                

โซเดียมไดไธโอไนต์ แสดงดังภาพที่ 2.7 ซึ่งข้อดีของการใช้โซเดียมไดไธโอไนต์คือ ใช้ระยะเวลาในการ

เกิดปฏิกิริยาสั้น คุณภาพของสีย้อมที่ได้มีความแน่นอน สามารถประยุกต์ใช้ได้กับสีย้อมหลากหลาย

ชนิด (Bozic, 2008) แต่จากการศึกษาพบว่าการใช้โซเดียมไดไธโอไนต์เป็นตัวรีดิวซ์ ก่อให้เกิด 

ผลิตภัณฑ์ที่ไม่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม เช่น ซัลไฟต์ (sulphite) ซัลเฟต (sulphate) และไธโอซัลเฟต 

(thio sulphate)  นอกจากนี้ยังส่งผลรบกวนต่อกระบวนการบำบัดน้ำเสียและก่อให้ไฮโดรเจนซัลไฟด์ 

(hydrogen sulfide) ซ่ึงเป็นแก็สพิษ (Cegarra และคณะ, 1992; Anbu และคณะ, 2007) 
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      ภาพท่ี 2.7  การรีดิวซ์อินดิโกด้วยโซเดียมไธโอไนท์ 

                                             ท่ีมา : Buscio, 2014 

 

2.2.3 กระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ 

กระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ ประกอบไปด้วย 3 ขั้นตอนดังนี้ 1. การสกัดสีอินดิโก 

2. การเตรียมน้ำย้อมหรือการก่อหม้อ และ 3. การย้อมสี กระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติในแต่ละ

ประเทศ จะมีวิธีการที่แตกต่างกันหลัก ๆ ในขั้นตอนการสกัดอินดิโกและกระบวนการเตรียมน้ำย้อม 

โดยกระบวนการย้อมจะขึ้นกับทรัพยากรณ์ธรรมชาติที่มี ลักษณะภูมิประเทศ และภูมิปัญญาของ

ประเทศน้ัน ๆ (Chavan, 2015) 

ประเทศอินเดีย การสกัดอินดิโกจะทำการสกัดจากต้นครามสกุล I. tinctoria โดยทำการ

ตัดต้นครามแล้วมัดให้เป็นฟ่อน บรรจุลงในถังซีเมนต์ส่ีเหลี่ยมจัตุรัส สูงประมาณ 3 ฟุต เติมน้ำให้ท่วม 

แล้วทำการแช่ไว้เป็นเวลา 10-15 ชั่วโมง จะได้ส่วนใสสีเหลืองจากนั้นตีให้เกิดฟอง ส่วนใสสีเหลืองจะ

เปลี่ยนเป็นสีน้ำเงิน ตั้งทิ้งไว้เพื่อให้ตกตะกอน กำจัดส่วนใสด้านบนออกแล้วนำตะกอนที่ได้ไปต้มในน้ำ

เดือดเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เพ่ือทำการกำจัดส่ิงปนเป้ือนท่ีอยู่ในตะกอนอินดิโก กรองตะกอนด้วยถุงผ้าขน

สัตว์หรือถุงผ้าแคนวาสแบบหยาบ ทุบเพื่อรีดน้ำออกจากตะกอนแล้วนำไปตากให้แห้ง ขั้นตอนการก่อ

หม้อ เติมปูนขาวปริมาณ 250 กรัม ขี้เถ้าปริมาณ 500 กรัม เมล็ดละหุ่ง (casetosa seed) ปริมาณ 

500 กรัม ลงในน้ำปริมาตร 2 ลิตร ต้มให้เดือดเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วเติมตะกอนอินดิโกที่เตรียมได้ 

ปริมาณ 500 กรัม ลงไป นำส่วนผสมทั้งหมดที่เตรียมได้ใส่ลงในหม้อดินแล้วหุ้มปากหม้อด้วยผ้า ตั้งท้ิง

ไว้เพื่อให้เกิดกระบวนการหมักเป็นเวลา 7-10 วัน เพื่อให้น้ำย้อมเปลี่ยนเป็นสีเหลือง นำผ้าจุ่มลงใน

หม้อแล้วยกข้ึนสัมผัสอากาศ ย้อมซ้ำเพ่ือให้ได้สีน้ำเงินท่ีเข้มตามต้องการ (Chavan, 2015) 

ประเทศญี่ปุ่น สกัดอินดิโกจากพืชสกุล Polygonum โดยนำพืชตากให้แห้งแล้วผสมกับ

แกลบของข้าวสาลี ปูนขาว และน้ำด่างท่ีเตรียมได้จากข้ีเถ้า จากน้ันหมักท้ิงไว้เป็นเวลา 1 สัปดาห์ เพ่ือ

ทำให้เกิดสี เรียกผลิตภัณฑ์ที่หมักได้ว่า sukumo ขั้นตอนก่อหม้อ เติม sukumo รำข้าวสาลี เหล้า

สาเก ขี้เถ้า ปูนขาว ลงในน้ำ หมักทิ้งไว้จนเกิดฟอง นำผ้าจุ่มลงในน้ำย้อมเป็นเวลา 15-30 นาที ยกผ้า

ข้ึนสัมผัสกับอากาศจะเกิดสีฟ้าข้ึนบนผ้า (Chavan, 2015) 
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สำหรับประเทศไทย สกัดอินดิโกจากพืช สกุล I. tinctoria หรือต้นคราม โดยมีขั้นตอน

ดังนี้ ตัดกิ่งใบคราม มาม้วนพับให้เป็นฟ่อน แล้วจัดเรียงลงในโอ่งมังกร ถังพลาสติก หรือภาชนะอื่น ๆ 

ที่บรรจุน้ำ ในอัตราส่วน ครามสด 50 กิโลกรัมต่อน้ำ 100 ลิตร เป็นเวลา 10-12 ชั่วโมง แล้วทำการ

พลิกด้านล่างขึ้นมาไว้ด้านบน เมื่อครบเวลา 24 ชั่วโมง แยกมัดกิ่งใบครามออกจะได้น้ำแช่ใบคราม ซ่ึง

มีลักษณะสีเขียวแกมเหลือง เรียกส่วนนี้ว่า น้ำคราม จากนั้นเติมปูนขาวลงในน้ำคราม ใช้มือหรือไม้ไผ่

กวนในทิศทางเดียวกันจนเกิดฟองสีน้ำเงิน กวนต่อไปจนฟองมีขนาดใหญ่และแตกตัวเร็วตั้งทิ้งไว้ 12 

ชั่วโมง จะเกิดการแยกชั้นระหว่างเนื้ออินดิโกและส่วนใส จากนั้นกรองด้วยผ้าจะได้ตะกอนเหนียวสีน้ำ

เงินเข้ม ในการเตรียมน้ำย้อมและการก่อหม้อ เตรียมน้ำขี้เถ้าหรือน้ำด่างโดยนำเหง้ากล้วย เปลือกผล

นุ่น และทางมะพร้าวมาสับให้เป็นช้ินเล็ก ๆ เผารวมกันให้เป็นเถ้า ใช้น้ำพรมให้ไฟดับ จากนั้นนำขี้เถ้า

บรรจุลงในภาชนะที่เจาะรูด้านล่างจนเต็ม เติมน้ำกรองเอาน้ำขี้เถ้าเพื่อใช้ในการก่อหม้อต่อไป ทำ

ความสะอาดถังพลาสติกหรือโอ่งดินให้สะอาด จากนั้นเติมเนื้ออินดิโกปริมาณ 1.5 กิโลกรัม และน้ำ

ด่าง (น้ำขี้เถ้า) ปริมาตร 3 ลิตร ลงในถังกวนให้เป็นเนื้อเดียวกันแล้วเติมน้ำมะขามเปียกปริมาตร 3 

ลิตร ที่เตรียมในอัตราส่วนมะขามเปียกแกะเมล็ด 100 กรัม ต่อน้ำ 3 ลิตร กวนผสมให้เข้ากัน โจกเช้า

และเย็น เมื่อน้ำย้อมมีสีเขียวอมเหลือง และเกิดฟองสีน้ำเงินบนผิวน้ำย้อม น่ันแสดงว่าน้ำย้อมสามารถ

ใช้ย้อมได้แล้ว จึงทำการย้อมสี โดยนำเส้นใยฝ้ายที่ผ่านการกำจัดไขมันด้วยการต้มในน้ำเดือด แช่ลงใน

น้ำย้อม จากนั้นขยำเส้นใยฝ้ายตามรอบวงของใจฝ้ายด้วยแรงขยำที่สม่ำเสมอ โดยขณะที่ขย่ำเส้นใย

จะต้องจุ่มอยู่ในน้ำย้อมเสมอ ทำการบิดแล้วสะบัดเส้นใยฝ้ายให้สัมผัสกับอากาศ เส้นใยฝ้ายจะค่อย ๆ

เปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีน้ำเงิน หากต้องการสีเข้มต้องนำเส้นใยย้อมซ้ำในหม้อครามใบอื่น ๆ เมื่อทำ

การย้อมเสร็จจะต้องทำการเติม เนื้ออินดิโก 1 กรัม น้ำด่างและน้ำมะขามเปียก 100 มิลลิลิตร น้ำตาล

ทรายแดง 20 กรัม เพ่ือเป็นการรักษาหม้อย้อมให้มีสี และสามารถใช้ย้อมได้ดังเดิม  

2.2.3.1 ข้อดีของกระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ 

 1. ปลอดภัยต่อผู ้ผลิต ผู ้บริโภค และเป็นมิตรต่อสิ ่งแวดล้อม เนื ่องจาก

กระบวนการดังกล่าวไม่ใช้สารเคมีที ่เป็นอันตรายต่อสุขภาพหรือสารเคมีที ่เป็นโลหะหนักจึงไม่

ก่อให้เกิดผลิตภัณฑ์พลอยได้ท่ีเป็นพิษต่อส่ิงแวดล้อม  

2. สามารถใช้ย้อมซ้ำได้หลายครั้ง ไม่จำเป็นต้องทิ้งน้ำย้อมที่ทำการเตรียม

เอาไว้แล้ว โดยการโจกให้อากาศหรือการเติมส่วนผสมลงไป เพ่ือให้แบคทีเรียในน้ำย้อมสามารถทำงาน

ได้ 

3. ช่วยลดการขาดดุลการค้าของประเทศเนื่องจากใช้ทรัพยากรที่มีอยู ่ใน

ท้องถ่ิน ลดการนำเข้าจากต่างประเทศ   

4. ฟ้ืนฟูและอนุรักษ์องค์ความรู้ อันเป็นภูมิปัญญาท่ีทรงคุณค่าไม่ให้สูญหาย  
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2.2.3.2 ข้อจำกัดของกระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ 

1. กระบวนการมีความยุ่งยากซับซ้อนและใช้ระยะเวลานาน เช่น ระยะเวลา

ในการปลูกพืชเพ่ือใช้ในการสกัดสี รวมถึงระยะเวลาในกระบวนการเตรียมน้ำย้อม  

2. คุณภาพของสีไม่สม่ำเสมอ เนื่องจากใช้วัตถุดิบจากธรรมชาติจึงทำให้ไม่

สามารถควบคุมคุณภาพของวัตถุดิบได้ ดังนั้นในแต่ละครั้งของการย้อมจึงได้ผ้าที่สีไม่เหมือนเดิมและมี

ค่าความคงทนต่ำ  

2.2.4 ปฏิกิริยาเคมีในกระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ 

2.2.4.1 การสกัดอินดิโก 

 เมื่อแช่ใบพืชในน้ำที่อุณหภูมิห้อง จะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) โดย

เอนไซม์บีต้ากลูโคสิเดส (ß-glucosidase) ท่ีพบภายในคลอโรพลาสต์ (chloroplast) (Minami และ

คณะ, 1997) ของใบพืช ได้ผลิตภัณฑ์เป็นน้ำตาล (sugar) และอินดอกซิล (indoxyl) จากนั้นอินดอก

ซิลจะเปลี่ยนเป็นอินดิโกอย่างรวดเร็วด้วยปฏิกิริยา oxidative dimerization กับออกซิเจนในอากาศ 

(Clark และคณะ, 1993) กระบวนการเปล่ียนสารต้ังต้นในพืชเป็นอินดิโก แสดงดังภาพท่ี 2.8  

 
 

ภาพท่ี 2.8 กระบวนการเปล่ียนสารต้ังต้นในพืชเป็นอินดิโก 

ท่ีมา : Clark และคณะ, 1993 

 

ในการสกัดอินดิโกด้วยพืชเหล่านี ้ จะได้อินดิรูบิน (indirubin) ออกมาด้วย        

โดยอินดิรูบิน เป็นสารสีแดงที่ไม่สามารถใช้ในการย้อมได้ เนื่องจากในระหว่างการเตรียมน้ำย้อม ซ่ึง

เป็นสภาวะด่างจะแตกตัวออกเป็น pseudo-indoxyl กับ oxindole ซึ่ง pseudo-indoxyl นี้จะเกิด

การออกซิไดซ์กลับไปเป็นอินดิโกได้ โครงสร้างอินดิรูบิน แสดงดังภาพท่ี 2.9  
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ภาพท่ี 2.9 โครงสร้าง อินดิรูบิน 

ท่ีมา: Maugard และคณะ, 2002 

 

จากนั้นในกระบวนการเตรียมน้ำย้อมจะเป็นการทำให้อินดิโกที่อยู่ในรูปที่ไม่

ละลายน้ำเปลี่ยนเป็นลิวโคอินดิโกซึ่งเป็นรูปที่ละลายน้ำ เมื่อน้ำย้อมพร้อมที่จะย้อมจะสังเกตได้จากสี

น้ำเงินเปลี่ยนเป็นสีเขียวปนเหลืองหรือสีเหลือง และเมื่อทำการย้อม ลิวโคอินดิโกที่ละลายอยู่ในน้ำ

ย้อมจะเข้าจับกับเซลลูโลสของเส้นใยผ้าด้วยพันธะไฮโดรเจน เมื ่อยกผ้าขึ ้นสัมผัสกับอากาศ                 

ลิวโคอินดิโกจะถูกออกซิไดส์โดยออกซิเจนในอากาศ กลายเป็นอินดิโกที่ไม่ละลายน้ำขังไว้ในโครงสร้าง

ของเส้นใยทำให้เส้นใยเกิดเป็นสีฟ้าหรือสีน้ำเงินปฏิกิริยาในการย้อมอินดิโกธรรมชาติแสดงดัง           

ภาพท่ี 2.10 

 
 

ภาพท่ี 2.10 ปฏิกิริยาการย้อมอินดิโกธรรมชาติ 

ท่ีมา: อนุรัตน์, 2555 
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2.3 เทคนิคและเคร่ืองมือวิเคราะห์  

2.3.1 การระบุสายพันธ์ุของแบคทีเรีย 

การระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรีย (identification) สปีชีส์ (species) หรือสายพันธุ์ภายใน 

สปีชีส์ (strain) สามารถทำได้หลากหลายวิธีดังน้ี  

              1. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) เป็นการศึกษารูปร่างของเซลล์ 

ชนิดของสปอร์ ลักษณะของเส้นใย การส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์โดยใช้สีย้อม เช่น การย้อมแกรม 

(Gram’s stain) วิธีการที่นิยมมากที่สุดคือการศึกษาลักษณะของโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย

ตาเปล่า โดยลักษณะการสร้างโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือของแบคทีเรียแสดงดังตารางท่ี 2.7  

 

ตารางท่ี 2.7 ลักษณะการสร้างโคโลนีของแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

ลักษณะ                                         รูปร่าง 

รูปร่าง

(form) 

      

punctiform circular filamentous irregular rhizoid spindle 

ความนูน 

(elevation) 

     
 

flat raised convex pulvinate umbonate  

ขอบ 

(edge) 

      

entire undulate lobate erose filamentous curled 

ลักษณะ

ผิวหน้า 

(surface) 

เรียบ 

(smooth) 

ขรุขระ 

(Rough) 

 

วงแหวนซ้อน

กันหลายๆช้ัน 

(concentric

ally ringed) 

ลูกคล่ืน

ลักษณะไม่

แน่นอน

(contour

ed) 

รอยย่น 

(Rugose) 

 

ท่ีมา: Salle, 1973 
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2. การทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test)  เป็นการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาชีวเคมี

ของกระบวนการเมแทบอลึซึมของแบคทีเรียในการใช้สารตั้งต้นเพื่อการเจริญเติบโต และการผลิตสาร

ต่าง ๆ เช่น การใช้กลูโคส แลคโตส และแหล่งคาร์บอนอ่ืน ๆ การใช้ไนโตรเจน การสร้างก๊าซ การสร้าง

กรด ขั้นตอนในการทดสอบทำได้โดยนำสารแขวนลอยเซลล์แบคทีเรียใส่ลงในหลุมที่มีการเติมสารต้ัง

ต้น จากนั้นนำไปบ่มตามอุณหภูมิที่กำหนด อ่านผลเป็นบวกสำหรับแบคทีเรียที่มีการใช้สารตั้งต้น และ

อ่านผลเป็นลบสำหรับแบคทีเรียที่ไม่มีการใช้สารตั้งต้น นำผลที่ได้ไปเปรียบเทียบกับลักษณะทางสรีระ

วิทยาของแบคทีเรียหรือวิเคราะห์โดยโปรแกรม เช่น apiwebTM 

            3. การทดสอบทางชีวโมเลกุล (DNA sequence) เป็นวิธีท่ีอาศัยฐานข้อมูลทางพันธุกรรม

ของแบคทีเรีย หรือการเปรียบเทียบกับแบคทีเรียมาตรฐาน เช่น การตัดด้วยเอนไซม์ (restriction 

enzyme) หรือการหาลำดับเบส (sequence) โดยยีนที่นิยมนำมาเปรียบเทียบคือ ยีน 16s rRNA ซ่ึง

เป็นยีนท่ีมีหน้าท่ีในการสร้างไรโบโซมหน่วยย่อยท่ีมีขนาด 16S  

Hirota และคณะ (2017) ได้ทำการคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการรีดิวซ์อินดิโก

จำนวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ Bps-1, Bps-2 และ Bps-3 จากน้ำย้อมในกระบวนการย้อมอินดิโก

ธรรมชาติ จากนั้นทำการระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียด้วย ยีน 16S rRNA พบว่า แบคทีเรียทีคัดแยกได้

ทั้ง 3 ไอโซเลท มีความคล้ายคลึงกับ Bacillus pseudofirmus DSM 8715, Bacillus lindianensis 

DSM 26864 และ Bacillus alcalophilus DSM 485T ตามลำดับ โดยแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลทน้ี 

เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง สามารถเคล่ือนท่ีโดยใช้แฟลกเจลลา  

Hirota และคณะ (2018) ได้ทำการคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการรีดิวซ์อินดิโก

จากน้ำย้อมในกระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ พบแบคทีเรียจำนวน 3 ไอโซเลท ได้แก่ BF-1, BF-2 

และ BF-4 เม่ือใช้ยีน 16S rRNA ในการระบุสายพันธ์ุ พบว่าแบคทีเรียท้ัง 3 ไอโซเลทมีความคล้ายคลึง

ก ั บ  Bacillus maritimus DSM 100413T, Bacillus persicus DSM 25386T และ  Bacillus 

rigiliprofundi LMG 28275T ตามลำดับ 

2.3.2 การทำแห้งแบบเยือกแข็ง 

การทำแห้งเยือกแข็ง (freeze drying) คือ การทำให้น้ำระเหิดไปจากสารแขวนลอยของ

จุลินทรีย์ที่ผ่านการแช่แข็งแล้วในสภาพสุญญากาศ จุลินทรีย์จะอยู่ในสภาพที่แห้งและแข็ง (Gherna, 

1994) โดยกระบวนการนี้จะช่วยให้อัตราการรอดชีวิตของจุลินทรีย์สูงขึ้นและระยะเวลาในการเก็บ

รักษายาวนานขึ ้น การทำแห้งแบบเยือกแข็งประกอบด้วย 3 ขั ้นตอน คือ 1. การแช่แข็ง (pre-

freezing) เป็นกระบวนการลดอุณหภูมิของตัวอย่างให้ต่ำกว่าจุดเยือกแข็ง เพื่อลดระยะเวลาในการทำ

แห้งแบบเยือกแข็ง 2. การทำแห้งข้ันแรก (primary drying) เป็นการระเหิดน้ำให้กลายเป็นไอด้วยการ

ลดความดันบรรยากาศ ทำให้ผลึกน้ำแข็งที่อยู่ภายในตัวอย่างระเหิดกลายเป็นไอออกจากตัวอย่าง 

ส่งผลให้ตัวอย่างแห้ง และ 3. การระเหิดขั้นสอง (secondary drying) ขั้นตอนนี้เป็นการอบเพื่อให้ลด

Ref. code: 25626009032076CAQ



 26 

ความชื ้นของตัวอย่าง อย่างไรก็ตามในระหว่างกระบวนการทำแห้งนั ้นจะต้องมีการทำให้สาร

แขวนลอยเซลล์อยู่ในสภาพแข็ง ซึ่งอาจก่อให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์ โดยผลึกน้ำแข็งอาจทำให้

เซลล์แตก และสูญเสียความสามารถในการเป็นเยื่อเลือกผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ นอกจากนี้ยังก่อให้เกิด

การแพร่ของน้ำออกจากเซลล์ ทำให้เซลล์เกิดการสูญเสียน้ำ และอาจส่งผลให้จุลินทรีย์ตายในที่สุด 

(Steponkus, 1984) ดังนั้นการทำแห้งจึงต้องมีสารป้องกันความเย็น ซึ่งเป็นสารท่ีลดปัจจัยที่ทำให้

เกิดการเสียหายเน่ืองจากน้ำแข็ง สารป้องกันความเย็นสามารถแบ่งออกได้ 2 ชนิด คือ       

1. ชนิดท่ีสามารถเจาะผ่านเย่ือหุ้มเซลล์ สารป้องกันความเย็นชนิดน้ีจะเป็นสารท่ีมีโมเลกุล

ขนาดเล็กโดยมักมีขนาดน้อยกว่า 100 ดาลตัน ทำหน้าที่ปกป้องเซลล์โดยลดขนาดของผลึกน้ำแข็ง

และลดการขาดน ้ำของเซลล์ (McGann, 1978) ต ัวอย ่างสารป ้องก ันความเย ็นชน ิดน ี ้ คือ                       

กลีเซอรอล (glycerol) ไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) เป็นต้น  

2. ชนิดที่ไม่สามารถเจาะผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ สารป้องกันความเย็นชนิดนี้จะเป็นสารโมเลกุล

ใหญ่ มีหน้าที่ช่วยยับยั้งการเกิดของน้ำแข็งและลดการสูญเสียน้ำเช่นเดียวกับสารป้องกันความเย็น

ชนิดที่สามารถเจาะผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ แต่สารป้องกันความเย็นชนิดนี้จะมีความเป็นพิษที่น้อยกว่า 

(McGann, 1978) ตัวอย่างของสารป้องกันความเย็นชนิดนี้คือ ซูโครส (sucrose) นมปลอดมันเนย 

(skim milk) และ มอลโตเดกซ์ตริน (maltose dextrin) เป็นต้น  

Snin และคณะ (2001) ได้ทำการศึกษาสารป้องกันความเย็นที ่เหมาะสมในการเก็บ

แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากทะเลด้วยการแช่เยือกแข็งที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส โดยสารป้องกัน

ความเย็นที่ใช้ในการศึกษา ได้แก่ กลีเซลรอลและไดเมธิลซัลฟอกไซด์ ที่ระดับความเข้มข้น 10 

เปอร์เซ็นต์ พบว่า สารทั้งสองชนิดนี้สามารถป้องกันความเย็นได้ดี ให้การอยู่รอดของแบคทีเรียที่สูง 

โดยอัตราการอยู่รอดของแบคทีเรียน้ันจะข้ึนกับชนิดของแบคทีเรียด้วย  

ปิยะวรรณ และคณะ (2554) ได้ทำการศึกษาการผลิตหัวเชื้อ Bacillus subtilis เพื่อการ

ผลิตผลิตภัณฑ์ถั่วหมักด้วยวิธีการระเหิดแห้ง พบว่าการทำแห้งโดยการระเหิดแห้งโดยใช้สารป้องกัน

ความเย็นคือ มอลโตเดกซ์ตริน ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็น น้ำหนักต่อปริมาตร ให้อัตราการรอดอยู่ท่ี 

ร้อยละ 84.24 เมื่อวิเคราะห์คุณสมบัติของกล้าเชื้อที่ผลิตได้โดยการหมักในอาหารเหลวและถั่วเหลือง

เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่าให้ความสม่ำเสมอในกระบวนการหมักและมีประสิทธิภาพของกระบวนการ

ผลิตเอนไซม์ท่ีดี ซ่ึงมีความเป็นไปได้ในการใช้เป็นกล้าเช้ือเพ่ือผลิตถ่ัวเหลืองหมักต่อไป  

2.3.3 เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (UV-vis spectrophotometer)  

UV-vis Spectrophotometer เป็นเครื ่องมือที ่ใช้ในวิเคราะห์สารตัวอย่างโดยอาศัย

หลักการดูดกลืนรังสีของสารตัวอย่างท่ีอยู่ในช่วง ultra violet (UV) และ visible (VIS) ความยาวคล่ืน

แสงประมาณ 190-1000 นาโนเมตร โดยที่ความยาวคลื่นแสงจะมีความสัมพันธ์กับปริมาณและชนิด

ของสารที่อยู่ในตัวอย่างเมื่อทำการวัดปริมาณของแสงที่ผ่านหรือสะท้อนมาจากตัวอย่างเทียบกับแสง
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จากแหล่งกำเน ิดท ี ่ความยาวคล ื ่นแสงท ี ่ระด ับความยาวคล ื ่นต ่าง ๆ ค่าการด ูดกล ืนแสง 

(absorbance) ของสารจะแปรผันตรงกับจำนวนโมเลกุลที่มีการดูดกลืนแสง ดังนั้นจึงสามารถใช้

เทคนิคนี้ในระบุชนิดและปริมาณของสารต่าง ๆ ที่มีอยู่ในตัวอย่างได้ (ศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาติ, 

2563) 

2.3.4 โครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (thin-layer chromatography; TLC) 

โครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง เป็นเทคนิคที่ใช้แยกสารผสม เพื่อตรวจสอบจำนวนและ            

ความบริสุทธิ์ของสารประกอบที่มีอยู่ในสารผสม โดยอาศัยหลักการการแบ่งปันสารระหว่างตัวดูดซับ

ชนิดแข็ง (solid adsorption) ซึ ่งทำหน้าที ่ เป ็นเฟสนิ ่ง (stationary phase) กับตัวทำละลาย 

(developing solvent) ซึ่งทำหน้าที่เป็นเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) เมื่อนำแผ่น TLC ที่จุดสารท่ี

ต้องการแยกลงบนปลายด้านหนึ่ง จุ่มลงในภาชนะที่บรรจุตัวทำละลาย ตัวทำละลายจะเคลื่อนที่พา

สารบนตัวดูดซับขึ้นไปตามแผ่น TLC โดยการซึมตามรูเล็ก (capillary action) ในขณะเดียวกันตัวดูด

ซับจะพยายามดึงหรือยึดสารนั้นไว้ จึงเห็นได้ว่าสารที่ต้องการทดสอบจะเคลื่อนที่ได้ช้ากว่าตัวทำ

ละลาย สำหรับการวิเคราะห์ผลจะทำการตรวจหาจุดบนแผ่น TLC ซึ่งสามารถใช้ตาเปล่าในการ

ตรวจหาจุด หากสารประกอบตัวอย่างที่ทำการแยกนั้นมีสี แต่หากสารประกอบตัวอย่างที่ทำการแยก

นั้นไม่มีสีจะต้องใช้เทคนิคต่าง ๆ เช่น การมองแผ่น TLC ภายใต้แสง UV โดยใช้เครื่อง ultraviolet 

lamp การอบด้วยไอของไอโอดีน หรือการสเปรย์ด้วยสารละลายวานิลิน (vanillin reagent) เป็นต้น 

(Cai, 2014) 

อัตราส่วนของระยะทางจากจุดเริ่มต้นที่สารนั้นเคลื่อนที่ต่อระยะทางสูงสุดที่ตัวทำละลาย

เคล่ือนท่ีได้ จะมีค่าคงท่ี ท่ีเรียกว่า rate of flow (Rf) ซ่ึงเป็นค่าเฉพาะตัวของสารแต่ละชนิด โดยค่า Rf 

จะเปล่ียนแปลงไปตามชนิดของตัวดูดซับ ชนิดของตัวทำละลาย 

2.3.5 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 

เป็นวิธีการวิเคราะห์หาชนิด ปริมาณสาร และศึกษาโครงสร้างของสารตัวอย่างโดยการวัด

การดูดกลืนแสงของสารในช่วง infrared (IR) เมื่อโมเลกุลของสารตัวอย่างดูดกลืนรังสีอินฟราเรดเข้า

ไปจะทำให้พันธะในโมเลกุลเกิดการสั่นและการหมุน โดยโมเลกุลจะดูดกลืนรังสีอินฟราเรดท่ีความถ่ี

ของรังสีอินฟราเรดเท่ากับความถ่ีในการสั่นของโมเลกุลของสาร โดยสารแต่ละชนิดนั้นจะมีค่าความถ่ี

ของการสั่นที่จำเพาะและแตกต่างกันไปทำให้สามารถนำเทคนิคนี้มาใช้ในการวิเคราะห์โครงสร้างและ

ชนิดของสารได้โดยช่วงความยาวคลื่น 1500-4000 cm-1 จะบ่งบอกถึงหมู่ฟังก์ชันของโมเลกุลเช่น         

-OH, C=O, N-N และ CH3 และในช่วงความยาวคลื ่น 400-1500 cm-1 จะเป็นช่วง fingerprint 

region จะมีลักษณะของสเปกตรัมท่ีเฉพาะเจาะจงของสารแต่ละตัวการแสดงผลท่ีได้จากการวิเคราะห์

ด้วยเทคนิคนี ้แสดงเป็นความสัมพันธ์ระหว่าง wavenumber กับ transmittance ซึ ่งเร ียกว่า 

Infrared spectrum (นภดล, 2554) 
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2.3.6 Infrared (IR) Spectroscopy and imaging 

Infrared Spectroscopy เป็นเทคนิคที่ใช้ในการวิเคราะห์ตรวจสอบโมเลกุลของสาร โดย

อาศัยหลักการเกี่ยวกับการสั่น (vibration) ของโมเลกุลของสารจากการได้รับพลังแสงอินฟาเรด ซ่ึง

คลื ่นความถี ่ที ่จำเพาะของโมเลกุลหนึ ่ง ๆ จะทำให้เกิดพีค (peak) ที ่ตำแหน่งเลขคลื ่น (wave 

number) แสดงผลเป็นความสัมพันธ์ของความถี่หรือ Wave Number กับค่าการส่งผ่านของแสง

เร ียกว ่า  IR Spectrum สำหร ับการนำแสงซ ินโคตรอนย ่านพล ังงานอ ินฟราเรดมาใช ้ กับ

เทคนิค Infrared Spectroscopy ร่วมกับการใช้กล้องจุลทรรศน์ หรือที ่เรียกว่า Synchrotron-

based Fourier transforms infrared microspectroscopy เป็นการช่วยเพิ ่มประสิทธิภาพของ

เทคนิค Infrared Spectroscopy ให้มีความสามารถนำไปใช้ตรวจวิเคราะห์สารตัวอย่างที่มีขนาดเล็ก 

หรือตัวอย่างที่มีความเข้มข้นต่ำมาก ๆ เนื่องมาจากมีคุณสมบัติของแสงซินโครตรอนที่ให้ความเข้ม

และความสว่างจ้าของแสงสูงกว่าแหล่งกำเนิดแสงทั่วไปมาก นอกจากนี้ยังช่วยให้ผลการวิเคราะห์ที่ได้

มีอัตราส่วนระหว่างสัญญาณและสัญญาณรบกวน (signal/noise ratio) ที ่ดีขึ ้น โดยไม่สูญเสีย

รายละเอียดเชิงพ้ืนท่ี (spatial resolution) และยังช่วยลดระยะเวลาตรวจวิเคราะห์เมื่อเทียบกับการ

ใช้ Conventional IR source ในทางชีววิทยาช่วงที่จะใช้ประโยชน์ในการวิเคราะห์ส่วนใหญ่เป็นช่วง

อินฟราเรดกลาง (mid-IR) เป็นส่วนใหญ่ สเปกตรัมการดุดกลืนของแสงอินฟราเรดจะมีประโยชน์อย่าง

มากในงานวิจัยด้านตัวอย่างทางชีววิทยา โดยสามารถวัดการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน ไขมัน หรือกรด

นิวคลีอิกซ่ึงจะมีสเปกตรัมการดูดกลืนอยู่ในช่วงท่ีแตกต่าง (กาญจนา, 2010) 

FTIR spectroscopy สามารถนำมาใช้วิเคราะห์ โปรตีน กรดไขมัน คาร์โบไฮเดรต กรด

นิวคลีอิก และไลโปโพลีแซคคาไลด์ เป็นต้น ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลัก ของเซลล์แบคทีเรียได้โดย

พิจารณาความแตกต่างเชิงปริมาณ ความเข้มและกว้างของสเปกตรัม ร่วมกับการระบุตำแหน่งเลข

คลื่นความถี่จำเพาะ ซึ่งจะทำให้สามารถแยกความแตกต่างของเซลล์แบคทีเรียได้ (Davis, 2010) หมู่

ฟังก์ชันที่สัมพันธ์กับสเปกตรัมการสั่นของโมเลกุลหลักของแบคทีเรียที่ถูกกระตุ้นด้วยรังสีอินฟาเรด

แสดงดังตารางท่ี 2.8  
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ตารางท่ี 2.8 หมู่ฟังก์ชันของสารชีวเคมีท่ีสัมพันธ์กับสเปกตรัมการส่ันของโมเลกุลหลักของแบคทีเรีย 

เลขคล่ืน (cm-1) หมู่ฟังก์ชันของสารชีวโมเลกุล 

3200 N-H stretching of amide A in proteins 

2957 C-H asymmetric stretching of -CH3 in fatty acids 

2919 C-H asymmetric stretching of > CH2 in fatty acids 

2870 C-H symmetric stretching of –CH3 in fatty acids 

2850 C-H symmetric stretching of > CH2 in fatty acids 

1740 C=O stretching of lipid esters 

1695-1675 Amide I band component of proteins 

1655 Amide I of α-helical structure of proteins 

1637 Amide I of β-plated sheet structure of proteins 

1550-1520 Amide II band of proteins 

1468 C-H deformation of > CH2 in lipids 

1400 

C=O symmetric stretching of COO- group in amino acids 

fatty acids 

Amide III band components of proteins 

1305-1200 P=O asymmetric stretching in DNA, RNA and phospholipids 

1245 P=O symmetric stretching in DNA, RNA and phospholipids 

1080 Finger print region 

ท่ีมา: Chonanant, 2017 

 

2.3.7 การว ิ เคราะห์ศ ักยภาพการเก ิดออกซิ เดช ัน ร ีด ักช ัน (oxidation reduction 

potential, Eh)  

เป็นเทคนิคในการวัดความสามารถในการปฏิกิริยาออกซิเดชัน (การสูญเสียอิเล็กตรอน) 

และรีดักชัน (ปฏิกิริยาการรับอิเล็กตรอน) ของสารที่รับอิเล็กตรอนที่เรียกว่า ตัวออกซิไดซ์ (oxidizing 

agent) สารที่ให้อิเล็กตรอนที่เรียกว่า ตัวรีดิวซ์ (reduction agent) เมื่อเกิดการถ่ายเทอิเล็กตรอน

จากสารชนิดหนึ่งไปยังสารอีกชนิดหนึ่ง จะเกิดความต่างศักย์ ซึ่งวัดได้ด้วยเครื่องมือวัดความต่าง

ศักย์ มีหน่วยเป็น มิลลิโวลต์ (mV) สารท่ีมีความสามารถเป็นตัวออกซิไดซ์ท่ีดี จะมีค่า Eh เป็นบวกมาก 
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ในทางตรงข้ามสารที่เป็นตัวรีดิวซ์ที่ดีจะมีค่า Eh เป็นลบมากความต้องการค่า Eh ของจุลินทรีย์การ

เจริญของจุลินทรีย์ต้องมีปฏิกิริยาออกซิเดชัน รีดักชัน เกิดขึ้นอย่างต่อเนื่อง เพื่อให้ได้พลังงานมาใช้ใน

เซลล์ จุลินทรีย์ที่ต้องการออกซิเจน เช่น ราทุกชนิด และแอโรบิคแบคทีเรีย ต้องการค่า Eh เป็นบวก 

(สภาพออกซิไดซ์) และขณะที่จุลินทรีย์กลุ่มนี้เจริญจะทำให้สภาพแวดล้อมมีสภาพเป็นออกซิไดซ์ลดลง 

ทำให้ค่า Eh ของอาหารลดลง นอกจากนี้สารที่จุลินทรีย์สร้างขึ้น เช่น ไฮโดรเจนซัลไฟด์ก็มีผลทำให้ค่า 

Eh ลดลง 

2.3.8 การวัดสีและความเข้มสี  

สีคือคุณสมบัติเชิงแสงที่บ่งบอกลักษณะภายนอกของผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ และถูกนำมาเป็น

ตัวแปรหนึ่งในการกำหนดมาตรฐานของผลิตภัณฑ์ การพรรณนาหรือการสื่อสารสีให้ผู้อื่นรับรู้และ

เข้าใจง่าย จะนิยมใช้ 3 สิ่งประกอบกัน 1. เฉดสี (hue) ซึ่งจะระบุเป็นสี เช่น แดง เขียว ม่วง น้ำเงิน 

ส้ม ฯลฯ  2. ความสว่าง (value หรือ lightness หรือ brightness) ซ่ึงจะเป็นส่ิงท่ีกำหนดว่า วัตถุหรือ

สีนั้นสว่างหรือมืด (dark) เมื่อเทียบกับสิ่งอื่น ๆ 3. ความอิ่มตัว (chroma หรือ saturation) จะระบุ

ความสดของสีหรือความบริสุทธิ์ของสี (saturation หรือ vividness) หากสีอิ่มตัวน้อยหรือไม่สดใส

เรียกว่า สีตุ่น (dull color)  

2.3.8.1 ระบบสี CIE L*a*b* หรือ CIELAB  

CIELAB เป็นระบบการวัดสีที่สามารถบอกความแตกต่างของสีได้อย่างสม่ำเสมอ

และใกล้เคียงกับความแตกต่างของสีที่ตามองเห็น การอ่านผลนั้นจะแสดงเป็นค่า L* หมายถึงค่าความ

สว่าง (Lightness) ค่า a* ใช้กำหนดสีแดงหรือสีเขียว ค่า b* ใช้กำหนดสีเหลืองหรือสีน้ำเงิน 

นอกจากน้ีในระบบ CIELAB ยังมีการเช่ือมค่า a และ b เข้ากับ hue และ chroma โดยกำหนด color 

term อีก 2 ตัว คือ hue angle  (h°) เป็นตัวเลขที่ระบุว่าสีมีตำแหน่งใดบนกราฟโดยมีหน่วยเป็น

องศา และ chroma (C*) จะบ่งบอกถึงความอิ่มตัวของสี ลักษณะ Color space ของระบบ สี CIE 

L*a*b* แสดงดังภาพท่ี 2.8 และการอ่านผลแสดงดังตารางท่ี 2.11 
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ภาพท่ี 2.11  CIELAB 1976 แสดง L*, a*, b* color space 

ท่ีมา: Afonso และคณะ, 2017 

 

ตารางท่ี 2.9 ความหมายของตัวแปรจากการวัดสีในระบบ CIELAB 

ตัวแปร ค่าท่ีอ่านได้ ความหมาย 

L* 0 วัตถุมีสีมืดหรือสีดำ 

 100 วัตถุมีสีสว่างหรือสีขาว 

a* + วัตถุมีสีแดง 

 - วัตถุมีสีเขียว 

b* + วัตถุมีสีเหลือง 

 - วัตถุมีสีน้ำเงิน 

h° 0° วัตถุเป็นสีแดง 

 90° วัตถุเป็นสีเหลือง 

 180° วัตถุเป็นสีเขียว 

 270° วัตถุเป็นสีน้ำเงิน 
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2.3.8.2 ความเข้มสี (K/S)  

ความเข้มสี (K/S)  คือค่าที ่คำนวณจากค่าการสะท้อนแสงตามทฤษฎีของ 

Kubelka-Munk โดยมีพารามิเตอร์ที่สำคัญ 2 ค่า คือ K และ S โดยค่า K คือ ค่าการดูดกลืนแสงของ

ชิ้นตัวอย่าง ค่า S คือ ค่าการกระเจิงแสงของชิ้นตัวอย่าง สำหรับงานวัสดุสิ่งทอจะถือว่าไม่มีการ

กระเจิงแสงในวัสดุที่ย้อมติดสีเพราะสีที่ใช้ย้อมจะละลายเข้าไปอยู่ในเนื้อเดียวกันกับวัสดุที่ใช้ย้อม

ดังนั้นค่า K และ S ของสีและของวัสดุจะถือเป็นค่าเดียวกัน ค่า K/S สามารถคำนวนได้จากสมการท่ี 

2.1 

 

                                                    K/S = (1-R)2                                               (2.1) 

                                                             2R   

   

โดยค่า K/S จะเป็นค่าที่เฉพาะแต่ละความยาวคลื่นด้วย โดยจะนิยมวัดกันที่ ค่า

การดูดกลืนแสงสูงสุด (lambda max)  ของแต่ละสี เช่น สีเหลืองจะอยู่ที่ 420 นาโนเมตร สีแดงอยู่ท่ี 

520 นาโนเมตร สีน้ำเงินจะอยู่ที่ 620 นาโนเมตร สำหรับเครื่องมือที่ใช้การวัดสีและความเข้มสีนั้นจะ

ใช้เคร่ืองมือท่ีเรียกว่า color spectrophotometer  
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บทที่ 3

วิธีการวิจัย 

3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวิจัย แสดงดังตารางท่ี 3.1 

ตารางท่ี 3.1 อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

          อุปกรณ์เคร่ืองมือ ย่ีห้อ/บริษัท   รุ่น ประเทศ 

1. เคร่ืองเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ

(incubator shaker)

Scilution Sl-s150 ไทย 

2. เคร่ืองช่ัง 3 ตำแหน่งไฟฟ้า

(electric balance)

Mettler AE200 สหรัฐอเมริกา 

3. เคร่ืองช่ัง 4 ตำแหน่งไฟฟ้า

(electric balance)

Marshall 

Scientific 

MettlerAE200 สหรัฐอเมริกา 

4. เคร่ืองหมุนเหว่ียงควบคุมอุณหภูมิ

(refrigerated centrifuge)

Dupont Sorvall สหรัฐอเมริกา 

5. เคร่ืองหมุนเหว่ียง (centrifuge) Gibthai Bioline ไทย 

6. เคร่ืองป่ันผสม (vortex mixer) Scientific 560E สหรัฐอเมริกา 

7. เคร่ืองหมุนเหว่ียงสารขนาดเล็ก

(microcentrifuge)

IWAKI TCF-12 ญ่ีปุ่น 

8. เคร่ือง UV-vis spectrophotometer Shimadzu UV-1601 ออสเตรเลีย 

9. เคร่ือง vis-spectrophotometer Mapada

Instruments 

V-1200 จีน 

10. เคร่ืองวัดค=าพีเอช (pH meter) Scientific IQ 240 สหรัฐอเมริกา 

11. เคร่ืองน่ึงไอน้ำ (autoclave) Tomy ES-315 ญ่ีปุbน 

12. เคร่ืองวัดกระแสไฟฟ้า (ORP Prob) SI Analytics Xylem เยอรมัน 
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ตารางท่ี 3.1 (ต่อ) 

         อุปกรณ์เคร่ืองมือ ย่ีห้อ/บริษัท  รุ่น ประเทศ 

13. เคร่ือง microplate   

     spectrophotometer 

Tecan Sunrise ออสเตรีย 

14. เคร่ือง FTIR spectroscopy Perkin Elmer FTIR-GX เยอรมัน 

15. เคร่ืองเทียบสี  

(colour spectrophotometer) 

X-rite Color i5 สหรัฐอเมริกา 

16. เคร่ือง Synchrotron-based FTIR 

microspectroscopy 

Bruker optics Ettlingen เยอรมัน 

17. เคร่ืองทำแหqงแบบเยือกแข็ง  

     (freeze dry) 

Gold Sim  CVCFD 8-5 P สหรัฐอเมริกา 

18. ตูqดูดควัน (fume hood) Wiwatsan Lab Microflow  ไทย 

19. ตู้ปลอดเช้ือ (biosafety cabinet) Astecmicroflow microflow สหรัฐอเมริกา 

20. กล้องจุลทรรศน์ (microscope) Sprcemde CH30RF200 ญ่ีปุ่น 

21. ตู้เย็นแช่แข็ง (freezer refrigerator) Scientific THLSF-PC997 สหรัฐอเมริกา 

22. ตูqบ=มเช้ือ (incubator) Binder ED240 oven สหรัฐอเมริกา 

 

3.2 สารเคมี 
สารเคมีท่ีใช้ในการวิจัยแสดงดังตารางท่ี 3.2 

 

ตารางท่ี 3.2 สารเคมี 

            สารเคมี ย่ีห้อ/บริษัท ประเทศ 

1. กรดอะซิติก (CH3COOH) RCI Labscan ไทย 

2. กลีเซอรอล (C3H8O3) Merck เยอรมนี 

3. กลีเซอรอล (C3H8O3) Merck เยอรมนี 

4. กลูโคส (C6H12O6) Biomark อินเดีย 
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ตารางท่ี 3.2 (ต่อ)         

              สารเคมี ย่ีห้อ/บริษัท ประเทศ 

5. คลอโรฟอร์ม (CHCL3) RCI Labscan ไทย 

6. คริสตัลไวโอเลต (C25N3H30Cl) RCI Labscan ไทย 

7. ซาฟรานิน (C20H19N4Cl) RCI Labscan ไทย 

8. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) Merck เยอรมนี 

9. โซเดียมคาร�บอเนต (Na2CO3) Biomark อินเดีย 

10. โซเดียมไดไธโอไนด์ (Na2S2O4) KEMAUS ออสเตรเลีย 

11. โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) Biomark อินเดีย 

12. โซเดียมอะซิเตรต (C2H3NaO2) Biomark อินเดีย 

13. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) Merck เยอรมนี 

14. ไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2)  Merck เยอรมนี 

15. ไดเมททิลซัลฟอกไซด์ (CH3)2SO RCI Labscan ไทย 

16. ผงวุqน (ager)  - ไทย 

17. เพปโทน (peptone) Merck เยอรมนี 

18. โพแทสเซียมโบรไมด� (KBr) Merck เยอรมนี 

19. มอลโตเด็กซ์ตริน เคมีภัณฑ์ ไทย 

20. เมทานอล (CH3OH) RCI Labscan ไทย 

21. แป�ง (soluble starch) Biomark อินเดีย 

22. สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) Himedia อินเดีย 

23. อาหารเล้ียงเช้ือ (nutrient broth) Himedia อินเดีย 

24. อินดิโกคาร์มีน (C16H8Na2O8S2) TCI ญ่ีปุbน 

25. อินดิโกสังเคราะห์ (C16H10N2O2) TCI ญ่ีปุ่น 
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ตารางท่ี 3.2 (ต่อ) 

 

3.3 วิธีการดำเนินการวิจัย 

3.3.1 การศึกษากระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ 

ทำการศึกษากระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ ณ ร้านครามสกล อำเภอเมืองสกลนคร 

จังหวัดสกลนคร โดยศึกษาวัตถุดิบท่ีใช้และข้ันตอนในการย้อม 

3.3.2 การคัดแยกแบคทีเรียจากน้ำย้อมอินดิโก  

เก็บตัวอย่างน้ำย้อมอินดิโกธรรมชาติภายในหม้อย้อม ณ ร้านครามสกล อำเภอเมือง

สกลนคร จังหวัดสกลนคร โดยการโจกน้ำย้อม 10 ครั้ง และเก็บน้ำย้อมบริเวณผิวหน้าหม้อย้อม 

ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ตัวอย่างที่ได้นำมาวัดค่าพีเอชด้วยเครื่องวัดค่าพีเอช (pH meter) จากน้ัน        

เจือจางตัวอย่างด้วยโซเดียมคลอไรด์ (sodium chloride, NaCl) ความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ ท่ี

ระดับการเจือจาง 10-4, 10-5, 10-6, 10-7 และ 10-8 เท่า ทำการคัดแยกแบคทีเรียโดยการปิเปตต์

สารละลายตัวอย่าง ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็ง nutrient agar (NA) ค่าพีเอชเท่ากับ 

12.0 แล้วใช้แท่งแก้วสามเหล่ียม (glass spreader) เกล่ียสารละลายตัวอย่าง ให้ท่ัวผิวหน้าอาหาร บ่ม

ในตู้บ่มเชื้อ (incubator) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำแบคทีเรียที่เจริญบน

อาหารแข็งมาศึกษาลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยาต่อไป  

3.3.2.1 การศึกษาลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยา 

ศึกษาลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยาได้แก่ รูปร่าง (form) ริมขอบ (edge) 

ลักษณะผิวหน้า (surface) และสีของโคโลนีแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารแข็ง nutrient agar (NA) ค่า

พีเอชเท่ากับ 12.0 (Cappuccino และคณะ, 1999) จากนั้นคัดเลือกแบคทีเรียที่มีลักษณะทางด้าน

สัณฐานวิทยาแตกต่างกันมาคัดแยกแบคทีเรียบริสุทธ์ิต่อไป  

 

 

              สารเคมี ย่ีห้อ/บริษัท ประเทศ 

26. อินดิแคน (C7H17NO6) TCL ญ่ีปุ่น 

27. เอทานอล (C2H5OH) RCI Labscan ไทย 

28. ไอโอดีน (In) RCI Labscan ไทย 

29. เฮกเซน (Hexane) RCI Labscan ไทย 
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3.3.2.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาใต้กล้องจุลทรรศน์ 

นำห่วงเขี ่ยเชื ้อ (inoculating loop) เขี ่ยโคโลนีแบคทีเรียลงบนแผ่นสไลด์ 

(microscope slide) เกลี่ยให้เป็นเยื่อบาง ๆ ที่เรียกว่า รอยสเมียร์ (smear) ทำการตรึงรอยสเมียร์ 

ด้วยการนำแผ่นสไลด์ ลนผ่านเหนือเปลวไฟอย่างรวดเร็ว จากนั้นทำการหยดสีย้อมคริสตัลไวโอเลต 

(crystal violate) ให้ท่วมรอยเสมียร์ ทิ้งไว้ 1 นาที เมื่อครบเวลาล้างออกด้วยน้ำประปา ซับน้ำให้แห้ง

และหยดสารละลายไอโอดีน (iodine) ลงบนรอยสเมียร์ เมื่อครบเวลา 1 นาที ทำการล้างออกด้วย

น้ำประปา จากนั้นชะล้างสีคริสตัลไวโอเลตส่วนเกินด้วยเอทานอล (ethanol) ความเข้มข้น 95 

เปอร์เซ็นต์ ล้างด้วยน้ำประปาอีกครั้ง และทำการหยดสีย้อมซาฟรานิน (safranin O) ลงบนรอย 

สเมียร์ทิ ้งไว้ 1 นาที ล้างออกด้วยน้ำประปา ซับให้แห้ง (Brock และคณะ, 1999) จากนั ้นหยด 

immersion oil ลงบนรอยสเมียร์ ตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 1000 เท่า โดยเปรียบเทียบ

กับตัวควบคุมบวกและตัวควบคุมลบ คือ Bacillus subtilis ATCC 6633 และ Escherichia coli 

ATCC 25922 ตามลำดับ  

3.3.2.3 การคัดแยกแบคทีเรียบริสุทธ์ิ 

นำโคโลนีของแบคทีเรียที่มีลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยาที่แตกต่างกัน มาขีด 

(cross streak) บนอาหารแข็ง nutrient agar (NA) ค่าพีเอชเท่ากับ 12.0 จากนั ้นบ่มในตู ้บ่มเช้ือ 

(incubator) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นำโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็งมาขีด

ซ้ำอีกครั้ง (restreak) แล้วทำการเก็บรักษาเชื้อบริสุทธ์ิที่คัดแยกได้ โดยการปิเปตต์อาหาร nutrient 

broth (NB) ที ่มีกลีเซอรอล (glycerol) ความเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ ผสมอยู่ ลงบนโคโลนีของ

แบคทีเรียผสมให้เข้ากัน เก็บในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก ภายในตู้แช่เยือกแข็งอุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส เพื ่อใช้ในการศึกษาขั ้นต่อไป สำหรับแบคทีเรียที ่ค ัดแยกได้น้ีได้ร ับการรับรองโดย

คณะกรรมการความปลอดภัยทางชีวภาพ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ เลขท่ีใบรับรอง 041/2560 

3.3.3 การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการสังเคราะห์อินดิโก 

3.3.3.1 การเตรียมกล้าเช้ือ 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียโดยเขี่ยเชื้อลงบนอาหาร nutrient agar (NA) ที่มีค่าพีเอช

เท่ากับ 7 บ่มในตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เขี่ยแบคทีเรีย 1 โคโลนี ลง

ในอาหารเหลว nutrient broth (NB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่าบนเครื ่องเขย่าแบบควบคุม

อุณหภูมิ (incubator shaker) ด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชั ่วโมง นำกล้าเชื ้อที ่ได้คำนวณปริมาณความขุ ่นเซลล์เริ ่มต้นด้วยการวัดค่าการ              

ดูดกลืนแสงท่ีค่าความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง vis-spectrophotometer ปรับความ

ขุ่นของเซลล์เริ่มต้นให้เท่ากับ 9.0x108 CFU/ml ซึ่งมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโน

เมตร เท่ากับ 0.582 ด้วยการเจือจางกับอาหารเหลว nutrient broth (NB) จากนั ้นนำกล้าเช้ือ
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ปริมาตร 10 มิลลิลิตร มาหมุนเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมุนเหว่ียงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated 

centrifuge) ด้วยความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เพื่อตกตะกอนเซลล์แบคทีเรีย และล้างตะกอน

เซลล์แบคทีเรียด้วยโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 3 คร้ัง จะได้ตะกอนเซลล์ท่ี

จะใช้ในการศึกษาประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกต่อไป 

3.3.3.2 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโก 

นำตะกอนเซลล์แบคทีเรียท่ีคัดแยกจากน้ำย้อมอินดิโก ณ ร้านครามสกล จำนวน 

18 ไอโซเลท เติมลงในสารละลายอินดิแคน (indican) ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร               

7 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มเชื้อ (incubator) ทำการเก็บสารละลายตัวอย่าง 

ในชั่วโมงที่ 0, 6, 12, 18 และ 24 โดยการปิเปตต์สารละลายตัวอย่างขึ้นลงภายในหลอดทดลอง

จำนวน 30 ครั้ง เพื่อให้ indoxyl เกิดการออกซิไดซ์ไปเป็นอินดิโกด้วยออกซิเจนในอากาศจากนั้นปิ

เปตต์สารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก์ (microcentrifuge tube) 

แล้วหมุนเหวี่ยงตัวอย่างด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงสารขนาดเล็ก (microcentrifuge) ที่ความเร็วรอบ                           

12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกส่วนใสและตะกอน เทส่วนใสทิ้งและเติมไดเมททิล

ซัลฟอกไซด์ (DMSO) ความเข้มข้น 99.99 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในตะกอนผสมให้เข้า

กันด้วยเครื่องปั่นผสม (vortex mixer) นำสารละลายผลิตภัณฑ์ที่ได้วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความค่า

ความยาวคลื ่นแสง 618 นาโนเมตร ด้วยเครื ่อง UV-vis spectrophotometer จากนั ้นคำนวณ

ปริมาณอินดิโกที่เกิดขึ้นโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของอินดิโกที่ระดับความเข้มข้น 10-50 มิลลิกรัม

ต่อลิตร (Due และคณะ, 2014) โดยเปรียบเทียบกับชุดทดลองควบคุมที่ไม่มีการเติมสารละลาย          

อินดิแคน พร้อมทั้งศึกษาจำนวนแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมดโดยการปิเปตต์สารละลายตัวอย่างปริมาตร 

0.1 มิลลิลิตร มาทำการเจือจางที่ระดับการเจือจาง 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 และ 10-6  แล้วปิเปตต์

สารละลายตัวอย่างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็ง nutrient agar (NA) ค่าพีเอชเท่ากับ 7.0 

เกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าอาหารแข็งโดยใช้เทคนิค (spread plate) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง นับจำนวนโคโลนีของแบคทีเรียในจานเพาะเลี้ยงที่มีโคโลนีจำนวน 30-300 โคโลนี 

แล้วคำนวณจำนวนแบคทีเรีย (CFU/ml) ด้วยสมการที่ 3.1 เปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างจำนวน

แบคทีเรียที่มีชีวิตกับปริมาณอินดิโกที่เกิดขึ้น โดยแบคทีเรียที่สามารถสังเคราะห์อินดิโกได้สูงจะถูก

คัดเลือกเพ่ือใช้ในการศึกษาต่อไป (ดัดแปลงจาก Song และคณะ, 2010) 

 

วิธีคำนวณจำนวนแบคทีเรีย (CFU/ml) 

 

                       CFU/ml = ค่าเฉล่ียของจำนวนโคโลนีท่ีนับได้ต่อจานอาหาร           (3.1)                     

           ระดับการเจือจาง x ปริมาตรท่ีปิเปตต์ 
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3.3.3.3 การวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์  

(1) การวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV-vis spectrophotometer 

นำสารละลายผลิตภัณฑ์ที่ได้วัดค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีค่าความยาวคล่ืน

แสงในช่วง 200-700 นาโนเมตร ด้วยเคร ื ่อง UV-vis spectrophotometer เปร ียบเท ียบกับ

สารละลายอินดิโกสังเคราะห์และสารละลายอินดิโกธรรมชาติ (วิธีการเตรียมดังภาคผนวก ก) 

(Tachimoto, 1993) 

(2) การศึกษาองค์ประกอบของผลิตภัณฑ์ด้วยโครมาโทรกราฟีแบบแผ่นบาง 

(thin layer chromatography; TLC)  

นำสารละลายผลิตภัณฑ์ที่ได้จุดลงบนแผ่น TLC (stationary phase) ด้วย

หลอดแคปิลลารีขนาดเล็ก (capillary) โดยจุดให้ห่างจากขอบล่างประมาณ 1.5 เซนติเมตร และทำให้

แห้งด้วยเครื่องเป่าลมร้อน จากนั้นนำแผ่น TLC ที่เตรียมได้ จุ่มในภาชนะแก้วที่บรรจุตัวทำละลาย 

(mobile phase) ท่ีประกอบด้วยคลอโรฟอร์ม เฮกเซน และเมทานอล ในอัตราส่วน (14:7:1) ปริมาตร

ต่อปริมาตร ปิดฝาภาชนะให้สนิทเพื่อให้ภายในภาชนะอิ่มตัวด้วยไอของสารละลาย เมื่อตัวทำละลาย

เคลื่อนท่ีเกือบถึงขอบบนของแผ่น TLC ให้นำแผ่นออกจากภาชนะ พร้อมกับขีดแนวของตัวทำละลาย 

(solvent front) ตรวจสอบแถบสารสำคัญที่เกิดขึ้นบนแผ่น TLC จากน้ันทำสัญลักษณ์ของตำแหน่ง

สารที่ปรากฏเปรียบเทียบผลที่ได้กับสารละลายอินดิโกสังเคราะห์ และสารละลายอินดิโกธรรมชาติ 

ด้วยการคำนวณค่าคงท่ีอัตราไหล (rate of flow, Rf) สมการท่ี 3.2  (Laitonjam และคณะ, 2011) 

 

วิธีการคำนวณค่าคงท่ีอัตราไหล 

                                        Rf =      ระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ี                                      (3.2) 

                                               ระยะทางท่ีตัวทำละลายเคล่ือนท่ี 

 

(3) การวิเคราะห์หมู ่ฟังก์ชันด้วยเครื ่อง Fourier transform infrared 

Spectroscopy  

นำตะกอนผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปทำแห้งด้วยการระเหยน้ำออกในตู้อบลมร้อน 

(hot air oven) อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จากนั้นนำเข้าตู้ดูดความช้ืน (desiccator) เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง ทำการเตรียมตัวอย่างสำหรับการวิเคราะห์โดยนำตัวอย่างท่ีผ่านการทำแห้ง 1 มิลลิกรัม ผสม

กับโพแทสเซียมโบรไมด์ (KBr) 100 มิลลิกรัม บดให้เป็นเนื้อเดียวกันแล้วใส่ลงในชุดเตรียมตัวอย่าง

เกลี่ยให้พื้นผิวสม่ำเสมอ จากนั้นทำการอัดตัวอย่างให้เป็นแผ่นฟิลม์บาง ๆ ด้วยเครื่องอัดไฮดรอลิค 

(hydraulic press) ทำการยึดต ัวอย ่างท ี ่ ได้ด ้วยแผ่นเซลล์ และนำตัวอย ่างเข ้าเคร ื ่อง FTIR 

spectrometer ณ ห้องปฏิบัติการเคมี C407 สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
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มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต นำผลที ่ได้วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม WIN-IR easy และ IR 

Mentor pro 6.5 (BIO-RAD Laboratories) โดยศึกษาช่วงเลขคลื ่นท่ี 4000-400 cm-1 ทำการ

พิจารณาลักษณะสเปกตรัม หมู่ฟังก์ชันของตัวอย่างผลิตภัณฑ์เปรียบเทียบกับอินดิโกสังเคราะห์ และ

อินดิโกธรรมชาติ 

(4) การศึกษาเซลล์ของแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกสูง

ท่ีสุดด้วยเคร่ือง Synchrotron-based FTIR microspectroscopy 

นำตะกอนเซลล์แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 โดยแบคทีเรียไอโซเลทดังกล่าว

เป็นแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสังเคราะห์อินดิโกสูงที่สุด เติมลงในสารละลายอินดิแคนความ

เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 7 มิลลิลิตร บ่มในตู้บ่มเชื้ออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทำการเก็บ

ตัวอย่างช่ัวโมงท่ี 0, 48 และ 96 ช่ัวโมง นำตัวอย่างมาหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 

เทส่วนใสทิ้งทำการล้างตะกอนเซลล์ด้วยโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 3 คร้ัง 

จากน้ันล้างผลึกโซเดียมคลอไรด์ออกจากตะกอนเซลล์แบคทีเรียด้วยน้ำกล่ันท่ีผ่านการฆ่าเช้ือจำนวน 3 

ครั้ง ทำการละลายตะกอนเซลล์และปรับความเข้มข้นของเซลล์เริ่มต้นให้มีค่าที่เหมาะสมด้วยน้ำกลั่นท่ี

ผ่านการฆ่าเชื้อ หยดตัวอย่างเซลล์แบคทีเรียลงบน KBr window แล้วนำไปใส่ในตู้ดูดความชื้นนาน    

30 นาที นำตัวอย ่างท ี ่ เตร ียมได้มาทำการว ิ เคราะห์ด ้วยเคร ื ่อง Synchrotron-based FTIR 

microspectroscopy ท่ีกำลังขยาย 36 เท่า ณ ห้องปฏิบัติการระบบลำเลียงแสง BL4.1 สถาบันวิจัย

แสงซินโครตรอน (องค์การมหาชน) โดยวิเคราะห์ช่วงสเปกตรัมที่เลขคลื่น 4000-400 cm-1 ความ

ละเอียดท่ี 6 cm-1 นำสเปกตรัมทั ้งหมดที่ได้ไปวิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม OPUS 7.5 (optics 

Bruker) เพื่อคัดเลือกช่วงของสเปกตรัมท่ีเลขคลื่น 3200-2800 cm-1 และ 1800-920 cm-1 จากน้ัน

นำสเปกตรัมที่ได้ในแต่ละตัวอย่างมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Unscrambler X 10.5 (CAMO, Oslo, 

Norway) เพ่ือวิเคราะห์ผลการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบภายในเซลล์และองค์ประกอบทางชีวเคมีของ

เซลล์แบคทีเรียในชั่วโมงที่ 0, 48 และ 96 ชั่วโมง โดยมีเซลล์แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ที่ไม่เติม

สารละลายอินดิแคนเป็นทรีตเมนต์ควบคุม 

3.3.4 การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการรีดิวซ์อินดิโก 

3.3.4.1 การเตรียมกล้าเช้ือ 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหารแข็ง nutrient agar (NA) ค่าพีเอชเท่ากับ 12 บ่ม

ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มเชื้อ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเขี่ยแบคทีเรีย 1 โคโลนี ลงใน

อาหารเหลว clostridial nutrient medium (CNM) มีส่วนประกอบได้แก่ peptone 10 กรัมต่อ 

ลิตร yeast extract 13 กรัมต่อลิตร glucose 5.0 กรัมต่อลิตร soluble starch 1.0 กรัมต่อลิตร 

sodium chloride 5.0 กรัมต่อลิตร sodium acetate 3.0 กรัมต่อลิตร agar 0.5 กรัมต่อลิตร ท่ี

ละลายในสารละลายคาร์บอเนต-ไบคาร์บอเนต บัฟเฟอร์ (bicarbonate carbonate buffer)               
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ค่าพีเอชเท่ากับ 10.0 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่าบนเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (incubator 

shaker) ด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

(Aino และคณะ, 2001) จากนั้นนำกล้าเชื้อที่ได้ คำนวณปริมาณความขุ่นเซลล์เริ่มต้นด้วยการวัดค่า

การดูดกลืนแสงที่ค่าความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง vis-spectrophotometer ปรับ

ความขุ่นของเซลล์เริ่มต้นให้เท่ากับ 9.0x108 CFU/ml ซึ่งมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 

600 นาโนเมตรเท่ากับ 0.582 ด้วยการเจือจางกับอาหารเหลว clostridial nutrient medium 

(CNM) จะได้กล้าเช้ือแบคทีเรียท่ีจะนำไปใช้ในการศึกษาต่อไป 

3.3.4.2 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโก 

เติมกล้าเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรโดยปริมาตร ลงใน              

96 well plate ที่บรรจุอาหาร clostridial nutrient medium (CNM) ท่ีเติมอินดิโกคาร์มีน (indigo 

carmine) ความเข้มข้น 2 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 270 ไมโครลิตร จากนั้นพันพาราฟิล์มโดยรอบ           

96 well plate แล้วบรรจุลงถุงซิปล็อค ทำการดูดอากาศออกด้วยปั๊มสุญญากาศ (vacuum pump) 

บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มเชื้อ (incubator) บันทึกผลการทดลอง ในวันที่ 0, 1, 2, 3, 

4, 5, 6 และ 7 ด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื ่นแสง 420 นาโนเมตร ด้วยเครื ่อง 

microplate reader โดยมีโซเดียมไดไธโอไนท์ (sodium dithionite) ความเข้มข้น 0.1 โมลต่อลิตร 

เป็นทรีตเมนต์ควบคุมบวก จากนั้นคำนวณหาเปอร์เซ็นต์ลิวโคอินดิโกสัมพัทธ์ที่เกิดขึ้นด้วยสมการท่ี 

3.3 

 

วิธีคำนวณเปอร์เซ็นต์ลิวโคอินดิโกสัมพัทธ์ 

 

Relative luecoindigo (%) = ODs x 100                                       (3.3) 

                                      ODc 

 

เม่ือ ODs คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่างท่ีมีแบคทีเรียเป็นตัวรีดิวซ์ 

ODc คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่างท่ีมีโซเดียมไดไธโอไนท์เป็นตัวรีดิวซ์ 
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3.3.4.3 การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ต่อการรีดิวซ์อินดิโกใน

กระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ 

(1) การเตรียมกล้าเช้ือ 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลทที่ SKTU3 และ SKTU4 ซึ่งเป็นไอโซเลทที่มี

ความสามารถในการรีดิวซ์อินดิโกสูงที่สุดบนอาหาร nutrient agar (NA) ค่าพีเอชเท่ากับ 12.0 บ่มท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มเชื้อ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เขี่ยแบคทีเรีย 1 โคโลนี ลงในอาหาร

เหลว nutrient Broth (NB) ค่าพีเอช 12.0 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่าบนเครื่องเขย่าแบบควบคุม

อุณหภูมิ (incubator shaker) ด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เป ็นเวลา 24 ชั ่วโมง นำกล้าเช ื ้อที ่ ได ้คำนวณปริมาณความขุ ่นเซลล์เร ิ ่มต ้นด้วยการวัดค่า                       

การดูดกลืนแสงที่ค่าความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง vis-spectrophotometer ปรับ

ความขุ่นของเซลล์เริ่มต้นให้เท่ากับ 9.0x108 CFU/ml ซึ่งมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 600 

นาโนเมตร เท่ากับ 0.582 ด้วยการเจือจางกับอาหารเหลว nutrient broth จากนั ้นนำกล้าเช้ือ

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร มาหมุนเหว่ียงด้วยเคร่ืองหมุนเหว่ียงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated 

centrifuge) ด้วยความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เพื่อตกตะกอนเซลล์แบคทีเรีย และล้างตะกอน

เซลล์แบคทีเรียด้วยโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 3 ครั้ง จะได้ตะกอนเซลล์

ท่ีจะใช้ในการศึกษาประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโกต่อไป 

(2) การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการรีดิวซ์อินดิโก 

เติมกล้าเชื้อแบคทีเรียไอโซเลทที่ SKTU3 และ SKTU4 ความเข้มข้น 10 

เปอร์เซ็นต์ปริมาตรโดยปริมาตร ลงในน้ำย้อมอินดิโกท่ีเตรียมขึ้นที่ประกอบด้วย อินดิโกธรรมชาติท่ี

เติมปูนขาว (วิธีการเตรียมดังภาคผนวก ก)  ความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นน้ำหนักต่อปริมาตร ปูนแดง

ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์น้ำหนักต่อปริมาตร น้ำด่าง 100 มิลลิลิตร และน้ำมะขามเปียก 100 

มิลลิลิตร จากน้ันบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มเช้ือ เก็บตัวอย่างในวันท่ี 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 

และ 7 โดยการปิเปตต์สารละลายตัวอย่างปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร 

วัดค่าพีเอช ด้วยเครื่องวัดค่าพีเอช และค่าศักย์ไฟฟ้ามาตรฐานของการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ด้วยหัววัด

กระแสไฟฟ้า (ORP Prob) ที่ต่อเข้ากับเครื่องวัดค่าพีเอช พร้อมทั้งบันทึกสีของน้ำย้อมที่เปลี่ยนแปลง

ไป จากนั้นนำผ้าขนาด 5.0x5.0 ตารางเซนติเมตร จุ่มลงในสารละลายตัวอย่าง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

เขย่าด้วยเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที นำตัวอย่างผ้าขึ้นสัมผัสกับ

อากาศและปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้องจะได้ตัวอย่างผ้าท่ีจะใช้ในการศึกษาขั้นถัดไปโดยมีโซเดียม

ไดไธโอไนท์ (sodium dithionite) ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ น้ำหนักต่อปริมาตร เป็นทรีตเมนต์

บวก และน้ำย้อมอินดิโกที่ไม่มีการเติมสารรีดิวซ์เป็น ทรีตเมนต์ควบคุม (สราวุฒิ, 2557; Tachimoto, 

1993; Aino, 2010) 
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3.3.4.4 การศึกษาคุณสมบัติของผ้าหลังกระบวนการย้อม  

(1) การศึกษาสีของผ้าด้วยเคร่ือง Color spectrophotometer 

ศึกษาค่าความเข้มสี (K/S) ค่าความสว่างของสี (L*) ค่าความอิ่มตัวของสี 

(C*) และเฉดสี (a*, b*, hº)  ของตัวอย่างผ้าด้วยเครื่อง color spectrophotometer ที่ความยาว

คลื่นแสงในช่วง 360-750 นาโนเมตร ณ ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีวัสดุและสิ่งทอ C504 อาคาร

บรรยายเรียนรวม 5 คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีมหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต  

(2) การศึกษาองค์ประกอบของส่วนสกัดจากผ้าตัวอย่างด้วยโครมาโทรกราฟี

แบบแผ่นบาง (thin layer chromatography; TLC)  

นำตัวอย่างผ้าขนาด 2.0x2.0 ตารางเซนติเมตร แช่ในไดคลอโรมีเทนและ      

เมทานอล ในอัตราส่วน (1:1) ปริมาตรต่อปริมาตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากน้ัน

นำสารละลายของส่วนสกัดที่ได้จุดลงบนแผ่น TLC (stationary phase) ด้วยหลอดแคปิลลารีขนาด

เล็ก (capillary) โดยจุดให้ห่างจากขอบล่างประมาณ 1.5 เซนติเมตร และทำให้แห้งด้วยเครื่องเป่าลม

ร้อน นำแผ่น TLC ที่เตรียมได้ จุ่มในภาชนะแก้วท่ีบรรจุ ไดคลอโรมีเทน (mobile phase) ปิดฝา

ภาชนะให้สนิทเพื่อให้ภายในภาชนะอิ่มตัวด้วยไอของสารละลาย เมื่อตัวทำละลายเคลื่อนท่ีเกือบถึง

ขอบบนของแผ่น TLC ให้นำแผ่นออกจากภาชนะ พร้อมกับขีดแนวของตัวทำละลาย (solvent front) 

ตรวจสอบแถบสารสำคัญที่เกิดขึ ้นบนแผ่น TLC จากน้ันทำสัญลักษณ์ของตำแหน่งสารที่ปรากฏ 

เปร ียบเท ียบผลที ่ ได ้ก ับสารละลายอ ินด ิโกธรรมชาติ ด้วยการคำนวณค่าคงท ี ่อ ัตราไหล                        

(rate of flow, Rf) ด้วยสมการท่ี 3.2  (Laitonjam และคณะ, 2011; ศุภกร และคณะ, 2561) 

3.3.5 การระบุสายพันธ์ุของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพ 

3.3.5.1 การระบุสายพันธ์ุของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพด้วยวิธีทางชีวเคมี 

เพาะเล้ียงแบคทีเรียไอโซเลท SKTU2, SKTU4, SKTU8, SKTU15 และ SKTU16 
ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโก และแบคทีเรียไอโซเลท SKTU3 และ 

SKTU4 ซึ ่งเป็นแบคทีเรียที ่มีประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโก บนอาหาร nutrient agar (NA)              

ค่าพีเอชเท่ากับ 12.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มเชื้อเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นเติม

กล้าเชื้อลงในอาหารชุดทดสอบ API50CHB และ API20E บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

48 ช่ัวโมง บันทึกผลลงบนแบบฟอร์มแล้ววิเคราะห์ผลด้วย Apiweb software 

3.3.5.2 การระบุสายพันธ์ุของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล 

เพาะเล้ียงแบคทีเรียไอโซเลท SKTU2, SKTU4, SKTU8, SKTU15 และ SKTU16 

ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโก และแบคทีเรียไอโซเลท SKTU3 และ 

SKTU4 ซึ ่งเป็นแบคทีเรียที ่มีประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโก บนอาหาร nutrient agar (NA)               

ค่าพีเอชเท่ากับ 12.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มเชื้อ (incubator) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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จากนั้นเขี่ยโคโลนีของแบคทีเรียจำนวน 1 โคโลนี ลงในสารละลาย Tris-EDTA บัฟเฟอร์ ปริมาตร                  

50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องปั่นผสม (vortex mixer) วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คลื่นแสง 260 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง UV-vis spectrophotometer แล้วทำการเจือจางสารละลาย

ตัวอย่างให้มีความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร จะได้ดีเอ็นเอแม่แบบที่จะใช้ในการวิเคราะห์ 

จากน้ันทำการวิเคราะห์ยีน 16S rRNA โดยใช้คู่ไพรเมอร์ (universal primer) F27 (forward primer) 

ที่มีลำดับนิวคลีโอไทด์คือ 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ และR1492 (reverse primer) ที่มี

ลำดับนิวคลีโอไทด์คือ 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ โดยการปิเปตต์สารละลายตัวอย่าง        

ดีเอ็นเอแม่แบบ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงในหลอดพีซีอาร์ (PCR tube) ที่มีบัฟเฟอร์ (PCR buffer) 

ปริมาตร 4 ไมโครลิตร deoxy nucleotide triphosphate (dNTP) ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมลาร์ 

ปริมาตร 4 ไมโครลิตร แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.8 

ไมโครลิตร ไพรเมอร์ (F27) ความเข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ (R1492) 

ความเข ้มข ้น 5 ไมโครโมลาร ์ ปร ิมาตร 2 ไมโครล ิตร และเอนไซม �ด ี เอ ็นเอพอล ิ เมอเรส                       

(Taq polymerase) ปริมาตร 1.3 ไมโครลิตร จากนั้นปรับปริมาตรให้เท่ากับ 40 ไมโครลิตร ด้วยน้ำ

กลั่นปราศจากไอออน ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องปั่นผสม (vortex mixer) นำไปเกิดปฏิกิริยาภายใน

เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ thermal cycler โดยตั้งอุณหภูมิต่าง ๆ ที่ใช้ดังนี้ initial denaturation ท่ี

อุณภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา    

1 นาที annealing ที่อุณหภูมิ 51 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ทำซ้ำจำนวน 26 รอบ (cycle) และ final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากน้ันนำผลิตภัณฑ์ (PCR product) ท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 

ไปแยกขนาดของดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส (electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose gel) 

ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ แล้วทำการย้อมเจลอะกาโรสด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium 

bromide) เป็นเวลา 10 นาที ล้างด้วยน้ำสะอาดนำเจลอะกาโรสที่ได้ไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอท่ี

เกิดขึ ้นด้วยเครื ่อง UV-transilluminator ส่งผลิตภัณฑ์ไปตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่บริษัท 

macrogen ประเทศเกาหลีใต้ หลังจากนั้นนำลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้เปรียบเทียบกับยีน 16S rRNA 

ของแบคทีเรียที่รายงานในฐานข้อมูล NCBI โดยใช้ โปรแกรม BLAST แล้วสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์

ทางพันธุกรรมด้วยโปรแกรม MEGA 6.06 โดยเลือกวิธีการสร้างแบบจำลองแผนภูมิของ neighbor - 

joying 

3.3.6 การพัฒนากล้าเช้ือแห้ง 

3.3.6.1 การศึกษาการเจริญเติบโต  

นำแบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ซึ ่งเป็นแบคทีเรียที ่มีประสิทธิภาพในการ

สังเคราะห์อินดิโกสูงท่ีสุดและแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการ
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รีดิวซ์อินดิโกสูงท่ีสุด โดยแบคทีเรียดังกล่าวเป็นสายพันธุ์ที่ไม่จัดอยู่ในบัญชีรายชื่อเชื้อโรคที่ประสงค์

ควบคุมตามมาตรา 18 (ประกาศกระทรวงสาธารณสุข, 2561) มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง nutrient 

agar (NA) ค่าพีเอชเท่ากับ 7.0 บ่มที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในตู้บ่มเช้ือ 

(incubator) จากนั้นเขี่ยแบคทีเรียจำนวน 1 โคโลนี ลงในอาหารเหลว nutrient broth (NB) เขย่า

บนเครื ่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) ด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นทำการเก็บตัวอย่างที่ระยะเวลา 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 

18, 20, 22 และ 24 ชั่วโมง โดยการปิเปตต์ตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วนำไปวัดค่าความขุ่น

เซลล์ ด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ค่าความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร สร้างกราฟความสัมพันธ์

ระหว่างค่าความขุ่นเซลล์กับเวลา   

3.3.6.2 การทำแห้งแบบเยือกแข็ง 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกไอโซเลท SKTU16

และแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโกไอโซเลท SKTU4 บนอาหารแข็ง nutrient agar 

(NA) ค่าพีเอชเท่ากับ 7.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มเชื้อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เข่ีย

แบคทีเรีย 1 โคโลนี ลงในอาหารเหลว nutrient broth (NB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ค่าพีเอชเท่ากับ 

7.0 เขย่าบนเครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) ด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อ

นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยแบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงเท่ากับ 

18 ชั่วโมง และแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ใช้เวลาในการเพาะเลี้ยงเท่ากับ 16 ชั่วโมง จากนั้นนำไป

ตกตะกอนเซลล์ด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิด้วยความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตต์ส่วนใสทิ้งและนำตะกอนเซลล์เติมลงในสารละลายมอลโทเดกซ์ทรินและ             

กลีเซอรอลความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ และ 1 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ที่ผ่าน

การฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งไอน้ำ (autoclave) นำสารแขวนลอยที่ได้ใส่ลงในถาดอลูมิเนียมแล้วนำไปแช่

แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนำตัวอย่างมาทำแห้งด้วยวิธีทำแห้ง

แบบเยือกแข็งด้วยเคร่ือง freeze dryer ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ความดัน 0 มิลลิบาร์ เม่ือครบ

เวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างที่ได้ในถุงซิปล็อค ภายในตู้ดูดความชื้น (desiccator) (ปิยะวรรณและ

คณะ, 2554) 

3.3.6.3 การศึกษาอัตราการรอดชีวิต 

(1) การคำนวณจำนวนแบคทีเรียท่ีมีชีวิตท้ังหมด  

นำกล้าเชื้อก่อนการทำแห้งแบบเยือกแข็ง และกล้าเชื้อท่ีทำแห้งแบบเยือก

แข็งปริมาตร 0.1 กรัม ที่ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร ซึ่งจะได้กล้าเชื้อที่ทำแห้งแบบเยือก

แข็งท่ีระดับการเจืองจางเท่ากับ 10-1 มาทำการเจือจางท่ีระดับการเจือจาง 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 และ 

10-6 ปิเปตต์สารละลายตัวอย่างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็ง nutrient agar (NA)               
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ค่าพีเอชเท่ากับ 7 เกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าอาหารแข็งโดยใช้เทคนิค (spread plate) บ่มที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับจำนวนโคโลนีของแบคทีเรียในจานเพาะเลี้ยงที่มีโคโลนีจำนวน           

30-300 โคโลนี แล้วคำนวณจำนวนแบคทีเรีย (CFU/ml) ด้วยสมการที ่ 3.1 จากนั ้นนำจำนวน

แบคทีเรีย (CFU/ml) ท่ีคำนวนได้มาคำนวณอัตราการอดชีวิตด้วยสมการท่ี 3.4 

 

วิธีการคำนวณอัตราการรอดชีวิต 

 

                              อัตราการรอดชีวิต (%) = (100 x N/N0)                                   (3.4) 

 

เม่ือ N = จำนวนแบคทีเรียต่อมิลลิตร (CFU/ml) หลังกระบวนการทำแห้งแบบเยือกแข็ง 

     N0 = จำนวนแบคทีเรียต่อมิลลิตร (CFU/ml) ก่อนกระบวนการทำแห้งแบบเยือกแข็ง 

 

3.3.6.4 การทดสอบประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโก 

นำตะกอนเซลล์แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ความเข้มข้น 9x108 CFU/ml และ

แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ที่ทำแห้งแบบเยือกแข็งปริมาตร 5.6 กรัม เติมลงในสารละลายอินดิแคน

ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 7 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มเชื้อเก็บ

สารละลายตัวอย่างในชั่วโมงที่ 0, 6, 12, 18 และ 24 โดยการปิเปตต์สารละลายตัวอย่างขึ้นลงภายใน

หลอดทดลองจำนวน 30 ครั้ง เพื่อให้ indoxyl เกิดการออกซิไดซ์ไปเป็นอินดิโกด้วยออกซิเจนใน

อากาศจากนั ้นปิเปตต์สารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครเซ็นติฟิวก์               

หมุนเหวี่ยงตัวอย่างด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงสารขนาดเล็กที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาทีเพื่อแยก

ส่วนใสและตะกอนเทส่วนใสทิ้ง เติมไดเมททิลซัลฟอกไซด์ ความเข้มข้น 99.99 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร             

1 มิลลิลิตร ลงในตะกอนจากนั ้นวัดปริมาณอินดิโกเกิดขึ ้นโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี                      

618 นาโนเมตร ด้วยเครื ่อง vis-spectrophotometer โดยมีสารละลายอินดิแคนเป็นตัวควบคุม 

จากนั้นคำนวณปริมาณอินดิโกที่เกิดขึ้นโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของอินดิโกที่ระดับความเข้มข้น                            

10-50 มิลลิกรัมต่อลิตร เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกระหว่างกล้าเชื้อก่อนการ

ทำแห้งและหลังการทำแห้งแบบเยือกแข็ง 

3.3.6.5 การทดสอบประสิทธิภาพการในรีดิวซ์อินดิโกในกระบวนการย้อมอินดิโก

ธรรมชาติ 

เติมกล้าเชื ้อแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ความเข้มข้น 9x108 CFU/ml และ 

แบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ที่ผ่านกระบวนการทำแห้งแบบเยือกแข็งปริมาณ 10 กรัม ลงในน้ำย้อม

อินดิโกท่ีเตรียมขึ้นปริมาตร 200 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วยอินดิโกธรรมชาติปริมาณ 15 เปอร์เซ็นต์
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น้ำหนักต่อปริมาตร ปูนแดงปริมาณ 5 เปอร์เซ็นต์น้ำหนักต่อปริมาตร น้ำด่าง 100 มิลลิลิตร และน้ำ

มะขามเปียก 100 มิลลิลิตร จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มเชื้อ (incubator) เก็บ

ตัวอย่างในวันที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 วัดค่าพีเอช ด้วยเครื่อง pH meter และค่าศักย์ไฟฟ้า

มาตรฐานของการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ด้วยหัววัดกระแสไฟฟ้า (ORP Prob) ที่ต่อเข้ากับเครื่องวัด 

ค่าพีเอช พร้อมท้ังบันทึกสีของน้ำย้อมท่ีเปล่ียนแปลงไป จากน้ันนำผ้าขนาด 5.0x5.0 ตารางเซนติเมตร 

จุ่มลงในสารละลายตัวอย่าง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าด้วยเครื่องเขย่า ที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 5 นาที นำตัวอย่างผ้าขึ้นสัมผัสกับอากาศและปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จะได้

ตัวอย่างผ้าที่จะใช้ในการศึกษาขั้นถัดไปโดยมีน้ำย้อมอินดิโกที่ไม่มีการเติมสารรีดิวซ์เป็นทรีตเมนต์

ควบคุม  

(1) การทดสอบสีผ้าฝ้ายหลังการย้อม 

(1.1) การศึกษาสีของผ้าด้วยเคร่ือง Color spectrophotometer 

ศึกษาค่าความเข้มสี (K/S) ค่าความสว่างของสี (L*) ค่าความอิ่มตัว

ของสี (C*) และเฉดสี (a*, b*, hº) ด้วยเครื ่อง color spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นแสง

ในช่วง 360-750 นาโนเมตร ณ ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีวัสดุและสิ่งทอ C504 อาคารบรรยายเรียน

รวม 5 คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต  

3.3.7 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

นำข้อมูลที ่ได ้จากการทดลองมาวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิต ิ (analysis of 

variance) ตามแบบแผนการทดลองแบบสุ ่มสมบูรณ์ (completely randomized design, CRD)

และหาค่าความแตกต่างของค่าเฉลี ่ยเป็นรายคู ่ด้วยวิธี Duncan’s multiple range test โดยใช้

โปรแกรม SPSS version 16.0

Ref. code: 25626009032076CAQ



 

 

48 

บทที่ 4 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 

4.1 การศึกษากระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติ 

 จากการศึกษากระบวนการย้อมอินดิโกด้วยกระบวนการธรรมชาติ ณ ร้านครามสกล จังหวัด

สกลนคร พบว่าสายพันธุ์ครามที่ใช้คือ ครามฝักตรง (Indigofera tinctorial Mill) ใช้เมล็ดในการ

ขยายพันธ์ุ มีระยะการเก็บเก่ียวประมาณ 3-4 เดือน ลักษณะของต้นครามฝักตรงแสดงในภาพท่ี 4.1  

 

                                
                              (ก)                                                      (ข) 

ภาพท่ี 4.1 ลักษณะของใบคราม (ก) และฝักคราม (ข) ณ ร้านครามสกล จังหวัดสกลนคร 

 

กระบวนการย้อมอินดิโกประกอบด้วย 3 ขั้นตอนหลักคือ 1. การเตรียมเนื้ออินดิโก 2. การก่อ

หม้อ และ 3. การย้อม ในขั้นตอนการเตรียมเนื้ออินดิโก จะตัดต้นครามในส่วนของลำต้นเหนือพื้นดิน

ประมาณ 10 เซนติเมตร จากนั้นนำใบ ลำต้น และกิ่ง จัดเรียงลงในถังพลาสติก เติมน้ำสะอาดให้ท่วม 

แช่ทิ้งไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แสดงในภาพที่ 4.2 เมื่อครบเวลาแยกกากใบออกให้เหลือแต่น้ำที่มีสี         

น้ำเงินอมเขียว ซึ่งเกิดจากอินดิแคนในใบครามเปลี่ยนรูปเป็นอินโดซิลและกลูโคส จากนั้นกวนให้เกิด

ฟองขึ้น กระบวนการนี้เป็นกระบวนการเติมอากาศเข้าไปให้เกิดการออกซิไดซ์เปลี่ยนรูปสารอินโดซิล

ให้เป็นอินดิโก จากนั้นเติมปูนขาวในอัตราส่วน 200 กรัมต่อต้นครามสด 10 กิโลกรัม กวนผสมให้เข้า

กันและตั้งทิ้งไว้เพื่อให้ตกตะกอนเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานำผ้าขาวบางมากรองแยกตะกอน

จะได้เน้ืออินดิโกเพ่ือใช้ในกระบวนการก่อหม้อในข้ันตอนถัดไป  
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ภาพท่ี 4.2 การสกัดสีอินดิโกจากใบครามโดยการแช่ในน้ำสะอาด 

 

ขั้นตอนการก่อหม้อ นำส่วนประกอบสำหรับการก่อหม้อได้แก่เนื้ออินดิโก ปูนแดง น้ำตาลทราย น้ำ

มะขามเปียก และน้ำด่างที่เตรียมได้จากขี้เถ้า แสดงในภาพที่ 4.3 มาผสมให้เข้ากันในโอ่งดินเผา

จากนั้นโจกน้ำย้อมให้เกิดฟอง ในทุก ๆ วันจนน้ำย้อมเปลี่ยนเป็นสีเหลือง กระบวนการนี้ใช้ระยะเวลา

ประมาณ 1 สัปดาห์ ซึ่งมักพบปัญหาในเรื่องของหม้อตาย คือ อินดิโกไม่อยู่ในรูปลิวโคอินดิโกที่พร้อม

ย้อม  

 

 
 

ภาพท่ี 4.3 ส่วนประกอบสำหรับการก่อหม้อย้อม 

 

ในขั ้นตอนการย้อม นำผ้าฝ้ายที ่ผ่านการกำจัดสิ ่งสกปรกโดยการต้มในน้ำด่างที ่อุณหภูมิ 100               

องศาเซลเซียส แช่ลงในน้ำสะอาดบิดให้พอหมาดจุ่มลงในหม้อย้อมแล้วบีบผ้าเพื่อให้สีซึมผ่านเส้นใย 

จากนั้นยกผ้าขึ้นเพื่อสัมผัสอากาศ ตากให้แห้งแล้วล้างด้วยน้ำสะอาดอีกครั้ง ขั้นตอนนี้สามารถทำการ

ย้อมซ้ำได้ เพ่ือให้ได้สีเข้มตามความต้องการ  
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4.2 การเก็บตัวอย่างและการคัดแยกแบคทีเรียจากน้ำย้อมอินดิโก 

จากการเก็บตัวอย่างน้ำย้อมอินดิโกจากหม้อย้อมอินดิโก ณ ร้านครามสกล ดังภาพที่ 4.4  พร้อม

ทั้งการวัดค่าพีเอช โดยใช้เครื่องวัดค่าพีเอช พบว่าค่าพีเอชโดยเฉลี่ยของน้ำย้อมอินดิโกเท่ากับ 12.0

แสดงผลดังตารางที่ 4.1 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของสมพงศ์และคณะ (2555) ท่ีพบว่าค่าพีเอชของ

น้ำย้อมอินดิโกของกลุ่มทอผ้าแพรกหา อำเภอควนขนุน จังหวัดพัทลุง มีสภาวะเป็นด่างโดยมีค่า                    

พีเอชเฉลี่ยเท่ากับ 10.0 ดังนั้นในกระบวนการคัดแยกแบคทีเรียจากน้ำย้อมอินดิโกจึงเลือกใช้อาหาร 

nutrient agar (NA) ค่าพีเอชเท่ากับ 12.0 ในการคัดแยกแบคทีเรีย จากนั้นนำตัวอย่างน้ำย้อมอินดิโก

มาเจือจางด้วยโซเดียมคลอไรด์ (sodium chloride, NaCl) ความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ ที่ระดับ

การเจือจาง 10-4, 10-5, 10-6, 10-7 และ 10-8 เท่า เกลี่ยสารละลายตัวอย่างให้ทั่วผิวหน้าอาหารแข็ง 

บ่มภายในตู้บ่มเชื้อ (Incubator) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วนำแบคทีเรีย

ที่เจริญบนอาหารแข็งมาศึกษาลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยา พบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรียได้ 

จำนวน 18 ไอโซเลท แสดงผลดังตารางที่ 4.2 โดยทั้ง 18 ไอโซเลทเป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีลักษณะ

เป็นรูปท่อน สอดคล้องกับงานวิจัยของ พิชญาพร และคณะ (2018) ที่ทำการคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ 

จากกระบวนการหมักฮ่อมแบบธรรมชาติ พบจุลินทรีย์ 160 ไอโซเลทที่มีความสามารถในการเปลี่ยนสี

อินดิโกเป็นลิวโคอินดิโกได้ โดยพิจารณาจากการสร้างโซนใสบนอาหารแข็ง เมื่อทำการศึกษาลักษณะ

ทางด้านสัณฐานวิทยาพบว่า แบคทีเรียที่มีความสามารถในการเปลี่ยนอินดิโกเป็นลิวโคอินดิโกสูงที่สุด

จำนวน 6 ไอโซเลท ได้แก่ไอโซเลท L4นก3(-2)I1, L1ป1(-3)I1, L4นก3(-2)I3, L4นก4(-3)I2, L2ป2         

(-2)I2 และ L1ป4(-2)I3 โดยไอโซเลท L1ป1(-3)I1, L4นก4(-3)I2, L2ป2 (-2)I2 และ L1ป4(-2)I3 มี

ลักษณะเป็นรูปท่อน และไอโซเลท L4นก3(-2)I1, L1ป1(-3)I1 มีลักษณะเป็นรูปวงรี  

 

 
 

ภาพท่ี 4.4 บริเวณเก็บตัวอย่างน้ำย้อมอินดิโก 

 

 

Ref. code: 25626009032076CAQ
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ตารางท่ี 4.1 ค่าพีเอชของน้ำย้อมอินดิโกภายในหม้อย้อมอินดิโก ณ ร้านครามสกล  

หม้อย้อมอินดิโก ค่าพีเอช 

1 11.78 ± 0.15 

2 12.03 ± 0.38 

3 11.92 ± 0.00 

4 11.78 ± 0.13 

5 11.96 ± 0.05 

6 12.07 ± 0.01 

7 12.04 ± 0.03 

8 12.34 ± 0.21 

9 11.69 ± 0.17 

10 12.08 ± 0.05 

เฉล่ีย 12.09 ± 0.12 

 

ตารางท่ี 4.2 ลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้จากน้ำย้อมอินดิโก 

ไอโซเลท 

ลักษณะโคโลนี  
ลักษณะสัณฐานใต้

กล้องจุลทรรศน์ 
รูปร่าง 

(form) 

สี 

(color) 

ขอบ 

(edge) 

ผิวหน้า 

(surface) 

SKTU1 circular white undulate smooth rod shape 

gram-positive 

SKTU2 Irregular white undulate smooth rod shape 

 gram-positive 

SKTU3 Irregular white undulate smooth rod shape 

 gram-positive 

SKTU4 circular white undulate smooth rod shape 

 gram-positive 

SKTU5 Irregular white undulate smooth rod shape 

 gram-positive 

 

Ref. code: 25626009032076CAQ
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ตารางท่ี 4.2 (ต่อ) 

ไอโซเลท 

ลักษณะโคโลนี 
ลักษณะสัณฐานใต้

กล้องจุลทรรศน์ รูปร่าง 

(form) 

สี 

(color) 

ขอบ 

(edge) 

ผิวหน้า 

(surface) 

SKTU6 Irregular white entire smooth rod shape 

 gram-positive 

SKTU7 Irregular white undulate smooth rod shape 

 gram-positive 

SKTU8 circular white undulate smooth rod shape 

gram-positive 

SKTU9 punctiform white undulate smooth rod shape 

gram-positive 

SKTU10 punctiform white undulate smooth rod shape 

 gram-positive 

SKTU11 circular white undulate smooth rod shape 

gram-positive 

SKTU12 punctiform white entire smooth rod shape 

 gram-positive 

SKTU13 punctiform white undulate smooth rod shape 

 gram-positive 

SKTU14 punctiform white undulate smooth rod shape 

 gram-positive 

SKTU15 circular white undulate smooth rod shape 

gram-positive  

SKTU16 punctiform white undulate smooth rod shape 

gram-positive 

SKTU17 punctiform white undulate smooth rod shape 

gram-positive 

SKTU18 circular white undulate smooth rod shape 

 gram-positive 

Ref. code: 25626009032076CAQ
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4.3 การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการสังเคราะห์อินดิโก  

4.3.1 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโก 

นำตะกอนเซลล์ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากน้ำย้อมอินดิโกจำนวน 18 ไอโซเลท บ่มกับ

สารละลายอินดิแคนความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส วัดปริมาณอินดิโกท่ี

เกิดขึ้นในชั่วโมงที่ 0, 24, 48, 72 และ 96 โดยนำตัวอย่างไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ

ต่อนาที จากนั ้นเต ิมไดเมทิลซ ัลฟอกไซด์ (DMSO) ความเข ้มข ้น 99 เปอร ์ เซ ็นต์ ปริมาตร                 

1.0 มิลลิลิตร ลงในตะกอนตัวอย่างเพ่ือละลายอินดิโกที่เกิดขึ้น วัดค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาว

คลื่น 618 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานของอินดิโก ในช่วง 10-50 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือ

พิจารณาปริมาณอินดิโกที่แบคทีเรียสังเคราะห์ขึ้นท่ี 0 , 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง พบว่า ปริมาณ

อินดิโกที่แบคทีเรียสังเคราะห์ขึ้นมีแนวโน้มสัมพันธ์กับเวลาอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) แสดงในภาพท่ี 

4.5 โดยในชั่วโมงที่ 96 แบคทีเรียสามารถสังเคราะห์อินดิโกได้สูงสุด เมื่อเทียบกับในชั่วโมงอื่น ๆ 

ดังนั้นจึงเลือกระยะเวลาดังกล่าวมาใช้ในการพิจารณาหาไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์

อินดิโกโดยพบว่าแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูง 5 ไอโซเลท ได้แก่ แบคทีเรีย SKTU15 สามารถ

สังเคราะห์อินดิโกได้สูงสุด เท่ากับ 15.18 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่เวลา 96 ชั่วโมง รองมาคือ แบคทีเรีย 

SKTU16 สามารถสังเคราะห์อินดิโกได้สูงสุด เท่ากับ 5.58 มิลลิกรัมต่อลิตร และแบคทีเรีย SKTU8, 

SKTU4 และ SKTU2 สามารถสังเคราะห์อินดิโกได้สูงสุด เท่ากับ 4.87, 1.80 และ 1.43 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร ตามลำดับ อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาถึงจำนวนแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมด (ภาพที่ 4.6) พบว่าเม่ือ

ระยะเวลาเพิ่มมากขึ้นจำนวนแบคทีเรียที่มีชีวิตทั้งหมดมีแนวโน้มลดลงเล็กน้อย สอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Pathak และคณะ (2009) ท่ีศึกษาการสังเคราะห์อินดิโกจาก Pseudomonase sp. HOB1 ด้วย

เอนไซม์ naphthalene dioxygenase โดยมีอินโดลเป็นสารตั้งต้นพบว่าแบคทีเรียดังกล่าวมีการ

สังเคราะห์อินดิโกเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง โดยให้ค่าอินดิโกสูงสุดที่ 246 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่เวลา          

8 ชั่วโมง จากนั้นปริมาณอินดิโกจะมีค่าลดลงอย่างรวดเร็ว ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณจำนวนเซลล์ที่มี

ชีวิตทั้งหมดโดยพบว่าที่เวลา 10 ชั่วโมงแบคทีเรียมีจำนวนลดลงอย่างรวดเร็วซึ่งอาจเกิดจากปริมาณ

อินดิโกที่เพิ่มมากขึ้นมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตเนื่องจากโครงสร้างอินดิโกมีผลยับยั้งการสร้างช้ัน      

เปบทิโดไกลแคนซ่ึงเป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ของแบคทีเรียจึงควรศึกษาถึงผลของอินดิโกต่อการ

เจริญเติบโตเพ่ิมเติมและแนวทางในการแก้ไขปัจจัยดังกล่าวเพ่ือเพ่ิมผลผลิตท่ีได้ให้สูงข้ึน 

 

Ref. code: 25626009032076CAQ



 

 

54 

 
  

ภาพท่ี 4.5 ปริมาณอินดิโกท่ี 0, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมงของแบคทีเรียไอโซเลท SKTU2, 

SKTU4, SKTU8, SKTU15 และ SKTU16 

 

 
 

    ภาพท่ี 4.6 การเจริญเติบโตของแบคทีเรียไอโซเลท SKTU2, SKTU4, SKTU8, SKTU15 และ

SKTU16 

 

 

Ref. code: 25626009032076CAQ
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4.3.2 การวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ 

(1) การวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV-vis spectrophotometer 

เมื่อนำสารละลายผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการบ่มแบคทีเรียไอโซเลท SKTU2, SKTU4 

SKTU8, SKTU15 และSKTU16 กับสารละลายอินดิแคนที ่ความเข้มข้น 10 มิลลิกร ัมต่อลิตร 

ระยะเวลา 96 ชั่วโมง มาวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่นแสงในช่วง 200-700 นาโนเมตร ด้วย

เครื่อง UV-vis spectrophotometer เปรียบเทียบกับสารละลายอินดิโกสังเคราะห์ และสารละลาย

อินดิโกธรรมชาติ ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.7 พบว่า ค่าการดูดกลืนแสงสารละลายอินดิโก

สังเคราะห์และสารละลายอินดิโกธรรมชาติมีค่าสูงสุดในช่วง visible เท่ากับ 615 นาโนเมตร และ

ในช่วง ultraviolet เท่ากับ 290 นาโนเมตร เมื ่อพิจารณาสารละลายผลิตภัณฑ์ที ่ได้จากการบ่ม

แบคทีเรียไอโซเลท SKTU2, SKTU4, SKTU8, SKTU15 และ SKTU16 กับสารละลายอินดิแคนมีค่า

การดูดกลืนแสงสูงสุดในช่วง visible เท่ากับ 615, 615, 615, 610 และ 615 นาโนเมตร และในช่วง  

ultraviolet เท่ากับ 290, 290, 290, 285 และ 290 นาโนเมตร ตามลำดับ โดยค่าการดูดกลืนแสง

สูงสุดของสารละลายผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการบ่มแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลททั้งในช่วง visible และช่วง 

ultraviolet ไม่แตกต่างจากค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของสารละลายอินดิโกสังเคราะห์และสารละลาย

อินดิโกธรรมชาติ จากการรายงานของ Due และคณะ (2014) ที่ทำการศึกษาการสังเคราะห์อินดิโก

จาก Pseudomonas sp. HAV-1 โดยมีอินโดลเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์พบว่าเมื่อวิเคราะห์

คุณสมบัติของอินดิโกที ่ส ังเคราะห์ได้ ด้วยเครื ่อง UV-visible spectrophotometer อินดิโกท่ี

สังเคราะห์ได้มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดในช่วง UV เท่ากับ 285 นาโนเมตร และช่วงค่าการดูดกลืนแสง

สูงสุดในช่วง visible เท่ากับ 620 นาโนเมตร สอดคล้องกับค่าการดูดกลืนแสงของอินดิโกมาตรฐาน

สังเคราะห์ นอกจากน้ีจากการรายงานของศุภกรณ์และคณะ (2560) ท่ีศึกษาค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด

ในช่วง visible ของอินดิโกสังเคราะห์ อินดิโกธรรมชาติท่ีไม่เติมปูนแดง และอินดิโกธรรมชาติท่ีเติมปูน

แดง มาละลายด้วยสารละลายผสมของไดคลอโรมีเทนและเมทานอลอัตราส่วน 1:1 พบว่าอินดิโก

สังเคราะห์มีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดเท่ากับ 608 นาโนเมตร อินดิโกธรรมชาติที่ไม่เติมปูนแดงค่าการ

ดูดกลืนแสงสูงสุดเท่ากับ 607 นาโนเมตร และในอินดิโกธรรมชาติที่เติมปูนแดงพบค่าการดูดกลืนแสง

สูงสุด 2 ตำแหน่งคือ 607 และ 553 นาโนเมตร ซึ่งคาดว่าเป็นอินดิรูบินเนื่องจากสารดังกล่าวมีค่าการ

ดูดกลืนแสงท่ี 552 นาโนเมตร (สุรีย์และคณะ, 2543)  
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(ก)                                                        (ข) 

ภาพท่ี 4.7 UV-visible spectra ของสารละลายอินดิโกธรรมชาติ สารละลายอินดิโกสังเคราะห์และ 

สารละลายผลิตภัณฑ์ที ่ได้จากการบ่มแบคทีเรียทั ้ง 5 ไอโซเลท ความยาวคลื ่นแสง  

200-400 นาโนเมตร (ก) ความยาวคล่ืนแสง 400-700 นาโนเมตร (ข) 

 

(2) การศึกษาองค์ประกอบของผลิตภัณฑ์ด้วยโครมาโทรกราฟีแบบแผ่นบาง (thin 

layer chromatography; TLC) 

นำสารละลายผลิตภัณฑ์ที ่ได้จากการบ่มแบคทีเรียไอโซเลท SKTU2, SKTU4, 

SKTU8, SKTU15 และ SKTU16 กับสารละลายอินดิแคน พร้อมท้ังสารละลายอินดิโกสังเคราะห์ความ

เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์และสารละลายอินดิโกธรรมชาติ ศึกษาองค์ประกอบของผลิตภัณฑ์โดยมีเฟส

เคลื ่อนท่ีประกอบด้วยคลอโรฟอร์ม เฮกเซน และเมทานอล ในอัตราส่วน (14:7:1) ปริมาตรต่อ

ปริมาตร ผลการศึกษาแสดงในภาพที่ 4.8 พบว่าสารละลายอินดิโกสังเคราะห์ สารละลายอินดิโก

ธรรมชาติ และสารละลายผลิตภัณฑ์ มีสารที่เป็นองค์ประกอบหลักคล้ายคลึงกันจำนวน 2 สาร ได้แก่ 

สารสีแดง มีค่าระยะทางท่ีสารเคล่ือนท่ีต่อระยะทางท่ีตัวทำละลายเคล่ือนท่ี (Rf) เท่ากับ 0.65 และสาร

สีน้ำเงินมีค่า Rf เท่ากับ 0.70 นอกจากนี้สารละลายตัวอย่างยังพบองค์ประกอบหลักท่ีเป็นสารสีแดง 

ซึ่งไม่พบในสารละลายอินดิโกสังเคราะห์ และสารละลายอินดิโกธรรมชาติ มีโดยค่า Rf  เท่ากับ 0.92 

จากการวิจัยของ Kim และคณะ (2017) ศึกษาการสังเคราะห์อินดิโก โดย Escherichia coli ที่ได้รับ

การถ่ายยีน CYP102A จาก Streptomyces cattleya จากการศึกษาองค์ประกอบของผลิตภัณฑ์ท่ี

สังเคราะห์ได้ด้วยเทคนิค TLC พบว่า อินดิโกมาตรฐานมีองค์ประกอบหลัก 2 สารคือ สารสีแดง และ

สารสีน้ำเงิน ส่วนผลิตภัณฑ์ที่สังเคราะห์ได้มีองค์ประกอบหลัก 1 สารคือ สารสีน้ำเงิน ซึ่งมีค่า Rf 

เท ่าก ับอินดิโกมาตรฐาน และ จากงานวิจ ัยของ Laitonjam และ Wangkheirakpam (2011) 

ทำการศึกษาองค์ประกอบหลักใน Strobilanthes flaccidifolius Need. และ indigofera tinctorial 

Linn. พบว่าสารประกอบที่ได้จากการหมักพืชทั้ง 2 ชนิด มีองค์ประกอบเป็นสารสีแดงและสีน้ำเงิน
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เมื่อทำการศึกษาสารสีดังกล่าวด้วยวิธีโครมาโตรกราฟีแบบแผ่นบางพบว่าสารสีแดงมีค่า Rf เท่ากับ 

0.88 และสารสีน้ำเงินมีค่า Rf  เท่ากับ 0.76 แสดงให้เห็นว่าค่า Rf ของสารละลายผลิตภัณฑ์ที่ได้จาก

การบ่มแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลทกับสารละลายอินดิแคน มีค่า Rf เท่ากับอินดิโกสังเคราะห์ที่มีความ

บริสุทธ์ิ 98 เปอร์เซ็นต์และอินดิโกธรรมชาติ 

 

 
 

     ภาพท่ี 4.8 แถบสีต่าง ๆ ของอินดิโกสังเคราะห์ อินดิโกธรรมชาติ และสารละลายผลิตภัณฑ์

เม่ือวิเคราะห์ด้วยโครมาโทรกราฟีแบบแผ่นบาง 

 

(3) กา รว ิ เ ค ร า ะห ์ หม ู ่ ฟ ั ง ก ์ ช ั น ด ้ ว ย เ ค ร ื ่ อ ง  Fourier transform infrared 

Spectroscopy  

ศึกษาหมู่ฟังก์ชันที่เกิดขึ้นของผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการบ่มแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลทกับ

สารละลายอินดิแคน พร้อมทั ้งอ ินดิโกสังเคราะห์ และอินดิโกธรรมชาติ ด้วยเครื ่อง FTIR 

spectroscopy และว ิ เคราะห ์ผลด ้วยโปรแกรม WIN-IR easy และ IR Mentor pro (Bio-RAD 

Laboratories) แสดงผลสเปกตรัมของ FTIR ในภาพท่ี 4.9 พบว่าสารผลิตภัณฑ์ที ่ได้จากการบ่ม

แบคทีเรียท้ัง 5 ไอโซเลทกับสารละลายอินดิแคน ท่ีระยะเวลา 96 ชั่วโมง มีหมู่ฟังก์ชันท่ีสัมพันธ์กับหมู่

ฟังก์ชันของอินดิโกสังเคราะห์และอินดิโกธรรมชาติ พบว่าปรากฏหมู่ amide N-H stretching ท่ีความ

ยาวคลื ่น 3100-3500 cm-1 หมู ่ C=O stretching ที ่ความยาวคลื ่น 1640-1690 cm-1 หมู ่ C=C 

stretching ที่ความยาวคลื่น 1400-1600 cm-1 หมู่ amine C-N stretching ที่ความยาวคลื่น 1080-

1360 cm-1 และหมู ่ aromatic C-H stretching ที ่ความยาวคลื ่น 860-680 cm-1 สอดคล้องกับ

งานว ิ จ ั ยของ  Due และคณะ  (2014) ท ี ่ ไ ด ้ ทำการศ ึ กษาการส ั ง เคราะห ์ ส ี อ ิ นด ิ โกจาก 
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Pseudomonas sp. HAV-1 โดยใช้อินโดลเป็นสารตั้งต้นพบว่าเมื่อศึกษาหมู่ฟังก์ชันของตัวอย่าง          

อินดิโกที ่แบคทีเร ียสายพันธุ ์ด ังกล่าวสังเคราะห์ได้พบหมู ่ N-H stretching ของ Secondary  

amine ที ่ เลขคลื ่น 3398 cm-1 หมู่ C=O stretching ต่อก ับ C=C ที ่ เลขคลื ่น 1617 cm-1 หมู่  

amine C-N stretching ที่เลขคลื่น 1350-1000 cm-1 และ aromatic C-H stretching ที่เลขคล่ืน  

735-770 cm-1 เม ื ่อพ ิจารณาหมู ่ฟ ังก ์ช ัน C-H stretching ที ่ความยาวคลื ่น 2950-2880 cm-1                

พบเพียงในอินดิโกธรรมชาติและสารตัวอย่าง จากการวิจัยของ zixin และคณะ (2019) รายงานว่าเลข

คลื่นบริเวณ 2924 cm-1 แสดงหมู่ฟังก์ชันของ C-H stretching ที่มีความสัมพันธ์กับสารอินดิรูบิน 

อย่างไรก็ตาม ระหว่างกระบวนการเตรียมผลิตภัณฑ์เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ไม่มีขั้นตอนในการกำจัด

เซลล์แบคทีเรียออกก่อนการวิเคราะห์ซึ่งอาจทำให้หมู่ฟังก์ชันที่ปรากฏมีองค์ประกอบหลักของเซลล์

แบคทีเร ียร่วมอยู ่ด ้วยได้ซึ ่งมีการยืนยันจากงานวิจ ัยของ chirapond และคณะ (2017) ท่ีได้

ทำการศึกษาองค์ประกอบหลักของเซลล์แบคทีเรียด้วยเทคนิค FTIR พบว่าจะปรากฏ หมู่ amide N-

H stretching ท่ีความยาวคล่ืน 3200 cm-1 และหมู่ C=O stretching ท่ีความยาวคล่ืน 1400 cm-1  

 

 

 

ภาพท่ี 4.9 FTIR spectra ของอินดิโกธรรมชาติ อินดิโกสังเคราะห์ และผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการบ่ม 

แบคทีเรีย 5 ไอโซเลทกับสารละลายอินดิแคน 
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(4) การศึกษาเซลล์ของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกสูงท่ีสุดด้วย

เคร่ือง Synchrotron-based FTIR microspectroscopy 

ศึกษาองค์ประกอบภายในเซลล์และองค์ประกอบทางชีวเคมีที่มีการเปลี่ยนแปลงไป

ระหว่างกระบวนการสังเคราะห์อินดิโกของเซลล์แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ที่บ่มในสารละลายอินดิ

แคนความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ในชั่วโมงที่ 0, 48 และ 96 ชั่วโมง โดยเครื่อง Synchrotron-based 

FTIR microspectroscopy แสดงในภาพที่ 4.10 โดยผล PCA analysis ของเซลล์แบคทีเรียไอโซเลท 

SKTU16 ที่ชั่วโมงต่าง ๆ สามารถแยกได้โดยอาศัยแกน PC-1 และ PC-2 มีค่าเท่ากับ 60 และ 12 

เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ จากภาพสามารถแบ่งกลุ่มส่ิงทดลองออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ี 1 ประกอบด้วย 

Control และเซลล์แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ที่บ่มในสารละลายอินดิแคน ในชั่วโมงที่ 0 และ กลุ่ม

ที่ 2 เซลล์แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ที่บ่มในสารละลายอินดิแคน ในชั่วโมงที่ 48 และ 96 เม่ือ

พิจารณา PCA loading plot ซึ ่งแสดงในภาพ 4.10 (ข) พบว่าเมื ่อระยะเวลาเพิ ่มขึ ้น positive 

loading plot จาก PC-1 แสดงเลขคลื่นที่ตำแหน่ง 1718, 1625 และ 1178 cm-1 มีความสัมพันธ์กับ

หมู ่ฟังก์ชันของ C=O stretching ของกรดนิวคลิอิก beta-sheet structure ของ Amide I และ           

C=C stretching, C-O-H, C=O stretching ของสารประกอบคาร์โบไฮเดรต ตามลำดับ มีแนวโน้ม

สูงขึ ้น ซึ ่งส ัมพันธ์ก ับผล Average the secondary derivative spectra of protein regions ท่ี

แสดงในภาพท่ี 4.10 (ค) และ Average the secondary derivative spectra of carbohydrate 

and nucleic acid regions ที่แสดงในภาพท่ี 4.10 (ง) จะเห็นได้ว่าระหว่างกระบวนการสังเคราะห์

อินดิโกโดยแบคทีเรีย SKTU16 beta-sheet structure ของ Amide I มีแนวโน้มเพิ่มมากขึ้นอย่าง

เห็นได้ชัด 
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(ก) (ข) 

  
(ค) (ง) 

 

ภาพท่ี 4.10 ผลการวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง Synchrotron-based FTIR microspectroscopy ของ 

แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ที ่ระยะเวลา 0, 48 และ 96 ชั ่วโมง แสดง Principal 

component PCA analysis (ก ) PCA loading plot (ข ) Average the secondary 

derivative spectra of protein regions (1800-1600 cm-1) (ค ) Average the 

secondary derivative spectra of carbohydrate and nucleic acid regions 

(1300-920 cm-1) (ง)   
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จากการศึกษาองค์ประกอบภายในเซลล์และองค์ประกอบทางชีวเคมีที ่ม ีการ

เปลี่ยนแปลงไประหว่างกระบวนการสังเคราะห์อินดิโกของเซลล์แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ที่บ่มใน

สารละลายอินดิแคนความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ในชั่วโมงท่ี 48 และ 96 ชั่วโมง ผลแสดงในภาพท่ี 

4.11 โดยผล PCA analysis ของเซลล์แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ที่ชั่วโมงที่ 48 และ 96 สามารถ

แยกได้โดยอาศัยแกน PC-2 มีค่า 12 เปอร์เซ็นต์ จากภาพสามารถแบ่งกลุ่มสิ่งทดลองออกเป็น 2 กลุ่ม

คือ กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วยเซลล์แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ที่บ่มในสารละลายอินดิแคน ในชั่วโมงท่ี 

48 และ เซลล์แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ที่บ่มในสารละลายอินดิแคน ในชั่วโมงท่ี 96 เมื่อพิจารณา 

PCA loading plot ซึ่งแสดงในภาพ 4.11 (ข) พบว่าเมื่อระยะเวลาเพิ่มขึ้น positive loading plot 

จาก       PC-2 แสดงเลขคล่ืนท่ีตำแหน่ง 1612, 1235, 1088 และ 1047 cm-1 มีความสัมพันธ์กับหมู่

ฟังก์ชันของ beta-sheet structure ของ Amide I, Amide III ของโปรตีน, C-O-C stretching ของ 

aliphatic esters และ C=O stretching ของกรดอะมิโน และกรดไขมัน ตามลำดับ มีแนวโน้มสูงข้ึน 

ซึ ่งสัมพันธ์กับผล Average the secondary derivative spectra of protein regions ที่แสดงใน

ภาพ ท่ี  4.11 (ค )และ  Average the secondary derivative spectra of carbohydrate and 

nucleic acid regions ท่ีแสดงในภาพท่ี 4.11 (ง)   
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(ก) (ข) 

  

(ค) (ง) 

ภาพท่ี 4.11 ผลการวิเคราะห์ด้วยเครื ่อง Synchrotron-based FTIR microspectroscopy ของ

แบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ที ่ระยะเวลา 0, 48 และ 96 ชั ่วโมง แสดง Principal 

component PCA analysis (ก ) PCA loading plot (ข ) Average the secondary 

derivative spectra of protein regions (1800-1600 cm-1) (ค ) Average the 

secondary derivative spectra of carbohydrate and nucleic acid regions  

(1300-920 cm-1) (ง)   
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4.4 การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการรีดิวซ์อินดิโก 

4.4.1 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโก 

นำกล้าเชื้อแบคทีเรียทั้ง 18 ไอโซเลท ที่คัดแยกได้จากน้ำย้อมอินดิโก ณ ร้านครามสกล 

ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรโดยปริมาตร เติมลงในอาหาร Clostridial nutrient medium 

(CNM) ท่ีเติมอินดิโกคาร์มีน (indigo carmine) ความเข้มข้น 2 กรัมต่อลิตร แล้วบ่มที ่อุณหภูมิ 

 30 องศาเซลเซียส บันทึกผลการทดลอง ในวันที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่นแสง 420 นาโนเมตร จากนั้นคำนวณหาเปอร์เซ็นต์ลิวโคอินดิโกสัมพัทธ์เทียบกับ

เปอร์เซ็นต์ลิวโคอินดิโกสัมพัทธ์จากโซเดียมไดไธโอไนท์ ความเข้มข้น 0.1 โมลต่อลิตร ซ่ึงเป็นสารรีดิวซ์

มาตรฐาน แสดงผลในภาพที่ 4.12 พบว่ามีแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท คือ SKTU3 และ SKTU4 ที่มี

เปอร์เซ็นต์ลิวอินดิโกสัมพัทธ์ที่เกิดขึ้นเทียบกับลิวอินดิโกสัมพัทธ์จากโซเดียมไดไธโอไนท์ให้ค่ามากกว่า 

80 เปอร์เซ็นต์ โดยในวันที่ 2 ของการทดลองแบคทีเรียไอโซเลท SKTU3 ให้ค่าเปอร์เซ็นต์ลิวอินดิโก

สัมพัทธ์สูงที่สุดเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์ และแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ให้ค่าเปอร์เซ็นต์ลิวอินดิโก

สัมพัทธ์สูงสุดเท่ากับ 86 เปอร์เซ็นต์ จึงเลือกแบคทีเรียไอโซเลท SKTU3 และ SKTU4 มาศึกษา

ประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโกต่อไป 

 

 

 

 

(ก)         
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ภาพที่ 4.12 เปอร์เซ็นต์ลิวโคอินดิโกสัมพัทธ์ที่เกิดขึ้นจากการบ่มแบคทีเรียไอโซเลท SKTU1-SKTU6 

(ก ) SKTU10-SKTU18 (ข ) SKTU1-SKTU6 (ค ) ใ น อ า ห า ร  clostridial nutrient 

medium ท่ีเติมอินดิโกคาร์มีนความเข้มข้น 2 กรัมต่อลิตร ระยะเวลา 7 วัน  

 

 

 

 

(ข)             

       
 

(ค) 
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4.4.2 การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการรีดิวซ์อินดิโก 

เติมกล้าเชื ้อแบคทีเรียไอโซเลท SKTU3 และ SKTU4 ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์

ปริมาตรโดยปริมาตร ลงในน้ำย้อมอินดิโกท่ีเตรียมขึ้นปริมาตร 200 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วยอินดิโก

ธรรมชาติปริมาณ 15 เปอร์เซ็นต์น้ำหนักต่อปริมาตร ปูนแดงปริมาณ 5 เปอร์เซ็นต์น้ำหนักต่อปริมาตร 

น้ำด่าง 100 มิลลิลิตร และน้ำมะขาม 100 มิลลิลิตร จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในตู้บ่ม

เชื้อ (incubator) ทำการเก็บตัวอย่างในวันที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 และ 7 วัดค่าพีเอช ด้วยเครื่องวัดค่า

พีเอช และค่าศักย์ไฟฟ้ามาตรฐานของปฏิกิริยารีดอกซ์ด้วยหัววัดกระแสไฟฟ้า (ORP Prob) ที่ต่อเข้า

กับเครื ่องวัดค่าพีเอช แสดงในภาพที่ 4.13 (ก) และ 4.13 (ข) ตามลำดับ พบว่าค่าพีเอชน้ำย้อม          

อินดิโกมีสภาวะเป็นด่างตลอดระยะเวลา 7 วัน โดยมีค่าอยู่ในช่วง 12.4-12.6 ค่าพีเอชน้ำย้อมอินดิโก

ที่เติมแบคทีเรียไอโซเลท SKTU3 และ SKTU4 มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเล็กน้อยในวันท่ี 0-2 โดยค่าพีเอชจะ

เปลี่ยนจาก 12.48 และ 12.55 ไปเป็น 12.64 และ 12.61 ตามลำดับ จากนั้นค่าพีเอชจะมีแนวโน้ม

ลดลงในวันที่ 3-4 โดยมีแนวโน้มสอดคล้องกับค่าศักย์ไฟฟ้ามาตรฐานของการเกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ ซ่ึง

จะมีค่าลดต่ำลง ในวันที่ 0-1 โดยจะเปลี่ยนจาก -679 และ -674 ไปเป็น -684 และ -681 มิลลิโวลต์ 

ตามลำดับ และจากตารางท่ี 4.3 เม่ือทำการพิจารณาสีของน้ำย้อมอินดิโกพบว่าท่ีเวลา 0 วัน น้ำย้อมท่ี

ไม่มีการเติมแบคทีเรีย (ชุดควบคุม) และน้ำย้อมที่เติมแบคทีเรียไอโซเลท SKTU3 และ SKTU4 มีสีน้ำ

เงินอมเขียวจากนั้นน้ำย้อมในขวดที่เติมแบคทีเรียไอโซเลท SKTU3 และ SKTU4 จะเปลี่ยนเป็นสี

เหลืองอมเขียวในวันที่ 1 ส่วนน้ำย้อมในขวดควบคุมจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอมเขียวในวันที่ 2 แล้วจะ

เปลี่ยนสีเป็นสีน้ำเงินอมเขียวในวันที่ 4-7 ซึ่งแตกต่างจากน้ำย้อมที่เติมโซเดียมไดไธโอไนท์พบว่าจะมีสี

เหลืองในวันท่ี 0-4 ซึ่งผลที่ได้น้ีสอดคล้องกับงานวิจัยของ Sarawut และคณะ (2014) ที่ทำการคัด

แยกจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในเร่งกระบวนการหมักและรักษาสภาพน้ำย้อมอินดิโกจากตัวอย่างน้ำ

ย้อม พบว่าน้ำย้อมอินดิโกท่ีเติมเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จะมีการเปลี่ยนแปลงสีจากสีน้ำเงินอมเขียว

เป็นสีเหลืองในวันที่ 2-8 และจะเปลี่ยนกลับเป็นสีน้ำเงินอมเขียวในวันท่ี 9-14 ส่วนน้ำย้อมอินดิโกที่ไม่

มีการเติมเชื้อจุลินทรีย์จะมีการเปลี่ยนสีจากสีน้ำเงินอมเขียวไปเป็นสีเหลืองในวันที่ 2-7 และเปลี่ยน

กลับเป็นสีเขียวในวันที่ 8-14 ส่วนค่าพีเอชในวันที่ 1 ทั้งในน้ำย้อมอินดิโกที่ไม่มีการเติมจุลินทรีย์และ

เติมจุลินทรีย์จะอยู่ในช่วง 12-12.8 จากนั้นค่าพีเอชจะค่อยๆ ลดลงและจะมีค่าค่อนข้างคงที่ประมาณ 

12 จนถึงวันสุดท้ายของกระบวนการหมัก และจากงานวิจัยของ Aino และคณะ (2010) ที่ทำการคัด

แยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโก พบว่าน้ำย้อมอินดิโกที่มีการเติมแบคทีเรียจะมีค่า

ศักย์ไฟฟ้ามาตรฐานเท่ากับ -440 มิลลิโวลต์ ในวันแรกของการศึกษาจากน้ันค่าศักย์ไฟฟ้ามาตรฐานจะ

ลดต่ำลงโดยมีค่าอยู่ในช่วง -630 ถึง -670 มิลลิโวลต์ ในวันที่ 2-7 และจะมีค่าเพิ่มมากขึ้น ในวันท่ี        

8-10 จากการศึกษาจะเห็นได้ว่าค่า พีเอชของน้ำย้อมจะมีค่าสัมพันธ์กับค่าศักย์ไฟฟ้ามาตรฐาน 
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ภาพที่ 4.13 ค่าพีเอช (ก) และค่าศักย์ไฟฟ้ามาตรฐาน (ข) ของน้ำย้อมอินดิโกที่ใช้ โซเดียมไดไธโอไนท์ 

แบคทีเรียไอโซเลท SKTU3 และ SKTU4 เป็นตัวรีดิวซ์ ระยะเวลา 7 วัน 

 

 

 

 

 

(ก)        

 

(ข) 
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ตารางท่ี 4.3 การเปล่ียนแปลงของสีน้ำย้อมอินดิโกในระยะเวลา 7 วัน 

เวลา 

(วัน) 

สารรีดิวซ์ 

Control Control+Na2S2O4 Control+SKTU3 Control+SKTU4 

0 
    

1 
    

2 
    

3 

    

4 
    

5 
    

6 
    

7 
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4.4.2.1 การศึกษาคุณสมบัติของผ้าหลังกระบวนการย้อม 

(1) การศึกษาสีของผ้าด้วยเคร่ือง Color spectrophotometer  

เมื่อนำผ้าขนาด 5.0x5.0 เซนติเมตร จุ่มลงในน้ำย้อมปริมาณ 15 มิลลิลิตร 

เป็นเวลา 5 นาที นำผ้าสัมผัสกับอากาศและปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นวิเคราะห์ค่าความ

สว่าง (L*) ค่าความอิ่มตัวของสี (C*) โทนสี (a*, b*, hº) และค่าความเข้มสี (K/S) ของตัวอย่างผ้าด้วย

เครื ่อง Color Spectrophotometer แสดงผลดังตารางที่ 4.4 เมื ่อพิจารณาค่ามุม (hº) พบว่าผ้า

ตัวอย่างแสดงเฉดสีสีน้ำเงินเขียวโดยให้ค่ามุมอยู่ในช่วงระหว่าง 253.42º-272.86º ซึ่งสอดคล้องกับค่า 

a* เป็นลบแสดงเฉดสีเขียว และ b* เป็นลบแสดงเฉดสีน้ำเงิน โดยตัวอย่างผ้ามีค่าความสว่าง (L*) และ

ค่าความอ่ิมตัวของสี (C*) แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ เม่ือพิจารณาค่าความเข้มสี (K/S) พบว่าในวันท่ี 

1 ค่าความเข้มสีได้จากการย้อมโดยมีโซเดียมไดไธโอไนท์เป็นตัวรีดิวซ์มีค่าสูงสุด เท่ากับ 13.07 ส่วน

การใช้แบคทีเรียไอโซเลท SKTU3 และ SKTU4 เป็นตัวรีดิวซ์ ให้ค่าความเข้มสีสูงสุด ในวันที่ 3 โดยมี

ค่าเท่ากับ 7.75, 7.13 ตามลำดับ โดยพบว่าการใช้โซเดียมไดไทโอไนท์และการใช้แบคทีเรียในการ

รีดิวซ์ให้ค่าความเข้มสีแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ  
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ตารางท่ี 4.4 ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างผ้าหลังกระบวนการย้อมด้วยเคร่ือง Color  Spectrophotometer 

 

 

 

 

 

วัน ตัวอย่าง L* a* b* C* hº K/S ตัวอย่างผ้า 

 

1 

 

Control 55.19a -4.09 -18.31 18.76b 257.40º 1.81c 

 

Na2S2O4 33.98c -2.01 -22.63 22.72a 264.93º 13.07a 

 

SKTU3 62.24a -4.06 -16.78 17.26b 256.39º 4.63b 

 

SKTU4 46.26b -3.83 -22.02 22.35a 260.13º 4.08b 

 

 

2 

Control 63.24a 1.38 -27.60 27.63b 272.86º 1.58c 

 

Na2S2O4 35.99c -2.23 -21.46 21.58c 264.07º 12.38a 

 

SKTU3 45.87b -4.48 -20.43 20.91c 257.64º 5.69b 

 

SKTU4 47.52b -0.61 -30.99 31.00a 271.13º 5.74b 
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ตารางท่ี 4.4 (ต่อ) 

 

 

 

 

 

(วัน) ตัวอย่าง L* a* b* C* hº K/S ตัวอย่างผ้า 

3 

Control 59.17a -2.99 -16.15 16.43b 259.51º 1.86c 

 

Na2S2O4 32.06c -2.12 -20.41 20.52a 264.08º 10.72a 

 

SKTU3 41.74b -4.14 -21.02 21.42a 258.87º 7.75b 

 

SKTU4 43.45b -3.73 -22.82 23.12a 260.71º 7.13b 

 

4 

Control 55.59a -4.01 -17.76 18.21c 257.26º 2.88c 

 

Na2S2O4 38.64c -0.54 -25.18 25.19a 268.78º 8.48a 

 

SKTU3 48.47b -0.42 -28.40 28.40a 269.16º 4.87b 

 

SKTU4 45.66b -3.62 -21.74 22.04b 260.55º 4.58b 
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ตารางท่ี 4.4 (ต่อ) 

 

 

 

 

 

 วัน ตัวอย่าง L* a* b* C* hº K/S ตัวอย่างผ้า 

5 

Control 60.23a -2.91 -12.75 13.08c 257.16º 1.73c 

 

Na2S2O4 41.90c -4.00 -20.85 21.23a 259.14º 8.26a 
 

SKTU3 49.74b -4.88 -16.38 17.09b 253.42º 2.53b 
 

SKTU4 51.22b -4.69 -17.22 17.85b 254.75º 3.31b 
 

6 

Control 55.80a -3.55 -12.04 12.55b 253.57º 1.86c 

 

Na2S2O4 45.98c -3.99 -18.06 18.05a 257.54º 6.20a 

 

SKTU3 53.36a -4.78 -16.79 17.46a 254.10º 2.98b 
 

SKTU4 50.95b -4.60 -16.26 16.89a 254.21º 3.02b 
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ตารางท่ี 4.4 (ต่อ) 

 

หมายเหตุ  : อักษรภาษาอังกฤษตัวพิมพ์เล็กที่แสดงในแต่ละคอลัมน์ บ่งชี้ความแตกต่างทางสถิติ ที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ โดยการวิเคราะห์แบบ Duncan’s new multiple range test 

: L* หมายถึง ค่าแสดงความสว่างของสี อยู่ในช่วง 0-100 (0 หมายถึงมืด ถ้า 100 หมายถึงสว่าง) 

: hº หมายถึง ค่ามุมของสี 0 องศา (สีแดง) 90 องศา (สีเหลือง) 180 องศา (สีเขียว) และ 270 องศา 

(สีน้ำเงิน)  

: C* หมายถึง ค่าที่บอกถึงความอิ่มตัวของสี 

: a* หมายถึง แสดงสีแดงและสีเขียว (ถ้า a เป็นบวกหมายถึงสีแดง และถ้า a เป็นลบ หมายถึงสีเขียว) 

: b* หมายถึง แสดงสีเหลืองและสีน้ำเงิน (ถ้า b เป็นบวกหมายถึงสีเหลือง และถ้า b เป็นลบ หมายถึงสี

นำ้เงิน) 

 

(2) การศึกษาองค์ประกอบของส่วนสกัดจากผ้าย้อมอินดิโกด้วยโครมาโทรก

ราฟีแบบแผ่นบาง (thin layer chromatography; TLC)  

นำสารละลายของส ่วนสกัดท ี ่ ได ้จากการนำตัวอย ่างผ ้าขนาด 2.0x2.0              

ตารางเซนติเมตร สารละลายอินดิโกสังเคราะห์ สารละลายอินดิโกธรรมชาติที่มีการเติมปูนขาว แช่ใน

สารละลายกรดอะซิติกความเข้มข้น 99.98 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

จากนั้นจุดลงบนแผ่น โดยมีเฟสเคลื ่อนท่ีประกอบด้วยคลอโรฟอร์ม เฮกเซน และเมทานอล ใน

 วัน ตัวอย่าง L* a* b* C* hº K/S ตัวอย่างผ้า 

 

7 

Control 63.02a -0.55 -17.54 17.54b 268.22º 1.09b 

 

Na2S2O4 51.11c -1.73 -23.57 23.63a 265.79º 2.82a 

 

SKTU3 57.95b -1.68 -16.33 16.42b 264.12º 1.17b 

 

SKTU4 64.45a -1.14 -15.74 15.78b 265.84º 1.24b 
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อัตราส่วน (14:7:1) ปริมาตรต่อปริมาตร ผลการศึกษาแสดงในภาพที่ 4.14 พบว่าสารละลายอินดิโก

สังเคราะห์ สารละลายอินดิโกธรรมชาติที่มีการเติมปูนขาว และสารละลายส่วนสกัดของตัวอย่างผ้า มี

สารที่เป็นองค์ประกอบหลักคล้ายคลึงกันจำนวน 2 สาร ได้แก่ สารสีแดง มีค่าระยะทางที่สารเคลื่อนท่ี

ต่อระยะทางที ่ตัวทำละลายเคลื ่อนที ่ (Rf) เท่ากับ 0.77 และสารสีน้ำเงินมีค่า Rf เท่ากับ 0.88 

นอกจากนี้สารละลายอินดิโกธรรมชาติที่มีการเติมปูนขาว และสารละลายส่วนสกัดของตัวอย่างผ้ายัง

พบองค์ประกอบหลักที่เป็นสารสีเหลือง ซึ่งไม่พบในสารละลายอินดิโกสังเคราะห์ โดยค่า Rf เท่ากับ 

0.75 จากการรายงานของศุภกรณ์และคณะ (2560) ท่ีศึกษาองค์ประกอบของส่วนสกัดจากผ้าหลัง

กระบวนการย้อมด้วยอินดิโกธรรมชาติที่มีการเติมปูนแดง ด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟีแบบแผ่นบาง 

พบตําแหน่งการแยกของสาร 2 บริเวณ คือ สารสีฟ้า ซ่ึงมีค่า Rf เท่ากับ 0.42 และ สารสีแดงซ่ึงมีค่า Rf 

เท่ากับ 0.26 แสดงให้เห็นว่า ค่า Rf ของสารละลายส่วนสกัดที่ได้จากตัวอย่างผ้าท่ีใช้โซเดียมไดไธโอ

ไนด์ แบคทีเรีย SKTU3 และแบคทีเรีย SKTU4 เป็นตัวรีดิวซ์ มีค่า Rf เท่ากับอินดิโกสังเคราะห์มี

ความบริสุทธิ์ 98 เปอร์เซ็นต์และอินดิโกธรรมชาติท่ีมีการเติมปูนขาว 

 

 
 

    ภาพท่ี 4.14 แถบสีต่าง ๆ ของอินดิโกสังเคราะห์ อินดิโกธรรมชาติท่ีเติมปูนขาว และสารละลาย

ส่วนสกัดจากตัวอย่างผ้าเม่ือวิเคราะห์ด้วยโครมาโทรกราฟีแบบแผ่นบาง 
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4.5 การระบุสายพันธ์ุของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพ 

4.5.1 การระบุสายพันธ์ุของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพด้วยวิธีทางชีวเคมี 

การทดสอบสายพันธุ์แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพด้วยวิธีทางชีวเคมีโดยชุดทดสอบ API20E 

และชุดทดสอบ API50CHB ซึ่งมีการใช้กันอย่างแพร่หลายในการใช้ระบุสายพันธุ์ในแบคทีเรีย สกุล 

บาซ ิลล ัสและแบคท ี เร ียแกรมลบท ี ่ม ีร ูปร ่างเป ็นแท ่งในกล ุ ่ม Enterobacteriaceae และ 

Vibrionaceae  (API reference guide, 2019) จากตารางที่ 4.5 และ 4.6 การทดสอบทางชีวเคมี

ทั้งหมด 61 การทดสอบพบแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพทั้ง 6 ไอโซเลท มีความสามารถในการใช้สารต้ัง

ต้นเพื่อเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมีได้แตกต่างกัน และเมื่อนำผลที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วย Apiweb software 

พบว่าแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพที่คัดแยกได้ดังกล่าว จัดอยู่ในกลุ่ม Bacillus sp. แสดงผลดังตารางท่ี 

4.7 ซึ ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของพิชญาภรณ์และคณะ (2560) ท่ีทำการคัดแยกแบคทีเรียจาก

กระบวนการหมักฮ่อมแบบธรรมชาติโดยจากนั้นทำการระบุสายพันธุ์ด้วยวิธีทางชีวเคมีด้วยชุดทดสอบ 

API50CHL พบว่าแบคทีเรียที ่คัดแยกได้จัดอยู ่ในกลุ ่ม Bacillus sp. และ Enterobacteriaceae 

อย่างไรก็ตาม เพื่อให้เกิดความแม่นยำในการระบุสายพันธุ์แบคทีเรียมากขึ้น ควรระบุสายพันธุ์ของ

แบคทีเรียด้วยวิธีทางชีวเคมี ร่วมกับวิธีอ่ืน ๆ อาทิ การระบุสายพันธ์ุด้วยเทคนิคชีวโมเลกุล  

 

ตาราง 4.5 ผลการทดสอบสมบัติทางชีวเคมีโดยชุดทดสอบ API20E 

การทดสอบ 
ผลการทดสอบ 

SKTU2 SKTU3 SKTU4 SKTU8 SKTU15 SKTU16 

2-nitrophenyl-ß-D-

galactopyranoside 

+ - - - - - 

L-arginine - - - - - - 

L-lysine - - - - - - 

L-ornithine - - - - - - 

Trisodium citrate - - + - - - 

sodium thiosulfate - - - - - - 

Urea - - - - - - 

L-tryptophane - + - - - - 

L-tryptophane - - - - - - 

(indole product) - - - - - - 

sodium pyruvate + + + + + + 
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ตารางท่ี 4.5 (ต่อ) 

การทดสอบ 
ผลการทดสอบ 

SKTU2 SKTU3 SKTU4 SKTU8 SKTU15 SKTU16 

Gelatin + - + + - + 

D-glucose + - + + - + 

D-mannitol + - - + - + 

D-sorbitol - - - - - - 

L-rhamnose - - - - - - 

D-sucrose - + - - - - 

D-melibiose + - + + - + 

Amygdalin + + + + - + 

L-arabinose + - - + - + 

หมายเหต:ุ  + แสดงถึง แบคทีเรียมีความสามารถในการใช้สารนั้น ๆ เป็นสารตั้งต้น 

              - แสดงถึง แบคทีเรียไม่มีความสามารถในการใช้สารนั้น ๆ เป็นสารตั้งต้น 

 

ตารางท่ี 4.6 ผลการทดสอบสมบัติทางชีวเคมีโดยชุดทดสอบ API50CHB 

การทดสอบ 
ผลการทดสอบ 

SKTU2 SKTU3 SKTU4 SKTU8 SKTU15 SKTU16 

Control - - - - - - 

Glycerol - + - - - - 

Erythritol - + - - - - 

D-Arabinose - + - - - - 

L-Arabinose - + - - - - 

Ribose - - + - - + 

L-Xylose - + - - - - 

Adonitol - - - - - - 

Methyl xyloside - + - - - - 

Galactose - + - - - - 

D-Glucose - + - - - - 

D-Fructose + + + + - + 

D-Mannose + - + + - + 

Ref. code: 25626009032076CAQ
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ตารางท่ี 4.6 (ต่อ) 

การทดสอบ 
ผลการทดสอบ 

SKTU2 SKTU3 SKTU4 SKTU8 SKTU15 SKTU16 

L-Sorbose + + - + - + 

Rhamnose - - - - - - 

Dulcitol - - - - - - 

Inositol - - - - - - 

Mannitol - - - - - - 

Sorbitol + - - + - + 

µ-Methyl-mannoside - - - - - + 

µ-Methyl-D-glucoside - - - - + - 

N-Acetylglucosamine - - - - - - 

Amygdalin - + + - - + 

Arbutin - + - - + - 

Aesculin - + + + - + 

Esculin + + + + + + 

Salicin - - + + - + 

Cellobiose + + + - - - 

Maltose - + + - - - 

Lactose - + - - - - 

Melibiose - + - - - - 

L-Arabitol - + - - - - 

Gluconate - - - - - - 

2-Ketogluconate - + - - - - 

5-Ketogluconate - + - - - - 

Sucrose + - + + - + 

Trehalos + - + + - + 

Inulin - - - - - - 

Melezitose - - - - - - 

D-Raffinose - + - - - - 

Starch - - - - - - 

Ref. code: 25626009032076CAQ
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ตารางท่ี 4.6 (ต่อ) 

หมายเหต:ุ  + แสดงถึง แบคทีเรียมีความสามารถในการใช้สารนั้น ๆ เป็นสารตั้งต้น 

               - แสดงถึง แบคทีเรียไม่มีความสามารถในการใช้สารนั้น ๆ เป็นสารตั้งต้น 

 

ตารางท่ี 4.7 ผลการวิเคราะห์สายพันธ์ุแบคทีเรียด้วยวิธีทางชีวเคมี  

ไอโซเลท ผลการวิเคราะห์ 
ค่าความเหมือน 

(เปอร์เซ็นต์) 

SKTU2 Brevibacillus laterosporus 83.5 

SKTU3 Bacillus firmus 99.8 

SKTU4 Brevibacillus laterosporus 96.6 

SKTU8 Brevibacillus sp. 92.1 

SKTU15 Brevibacillus laterosporus 98.6 

SKTU16 Brevibacillus laterosporus 96.6 

 

 

 

 

 

 

การทดสอบ 
ผลการทดสอบ 

SKTU2 SKTU3 SKTU4 SKTU8 SKTU15 SKTU16 

Glycogen - + - - - - 

Xylitol - + - - - - 

ß-Gentiobiose - + - - - - 

D-Turanose - - - - - - 

D-Lyxose - - - - - - 

D-Tagatose - - - - - - 

D-Fucose - - - - - - 

L-Fucose - - - - - - 

D-Arabitol - - - - - - 

Ref. code: 25626009032076CAQ
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4.5.2 การระบุสายพันธ์ุของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล 

จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท SKTU2, 

SKTU3, SKTU4, SKTU8, SKTU15 และ SKTU16 เทียบกับฐานข้อมูล GenBank ของ National 

Canter for Biotechnology information (NCBI)  แสดงผลดังตารางท่ี 4.8 โดยพบว่าแบคทีเรีย            

ไอโซเลท SKTU2, SKTU3, SKTU4, SKTU8, SKTU15 และ SKTU16 อยู ่ ในสกุล Bacillus sp. 

สอดคล้องกับงานวิจัยของพิชญาภรณ์และคณะ (2560) ท่ีทำการคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพใน

การรีดิวซ์อินดิโกจากกระบวนการหมักฮ่อมแบบธรรมชาติโดยจากนั้นทำการระบุสายพันธุ์ด้วยวิธีการ

หาลำดับเบสของยีน 16S rRNA เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลพบว่าแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพที่คัดแยก

ได้มีความเหมือนกับ Bacillus sp. จำนวน 2 ไอโซเลท Streptomyces sp. 1 ไอโซเลท Bacillus 

flexus 1 ไอโซเลท Baillus aryabhatti 1 ไอโซเลท และ Bacillus subtilis จำนวน 1 ไอโซเลท และ

จากภาพท่ี 4.15 เม่ือวิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ โดย

สร้างแบบจำลองแผนภูมิด้วยวิธี maximum likelihood (ML) พบว่า สามารถจำแนกข้อมูลลำดับ       

นิวคลีโอไทด์ได้เป็น 2 รูปแบบ เมื่อดูความสัมพันธ์ของลำดับนิวคลีโอไทด์ทดสอบที่ทราบ สปีชีส์

จำนวน 11 สายพันธุ์ วิเคราะห์ร่วมกับลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่ทราบสปีชีส์จำนวน 6 ไอโซเลทพบว่า

แบคทีเรีย Bacillus sp. Isolate SKTU2 และ Bacillus sp. Isolate SKTU4 จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ 

Bacillus horneckiae แบคทีเรีย Bacillus sp. Isolate SKTU3 จัดอยู ่ในกลุ ่มเดียวกับ Bacillus 

cereus แบคทีเรีย Bacillus sp. Isolate SKTU8 จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ Bacillus safensis แบคทีเรีย 

Lysinibacillus sp. Isolate SKTU15 จ ัดอย ู ่ ในกล ุ ่ ม เด ี ยวก ับ  Lysinibacillus fusifomis และ 

แบคทีเรีย Bacillus sp. Isolate SKTU16 จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ Bacillus kochii ซึ่งการระบุสาย

พันธ์ุของแบคทีเรียท้ัง 6 ไอโซเลทแสดงดังตารางท่ี 4.8  
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ภาพท่ี 4.15 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมบริเวณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท 

SKTU2, SKTU4, SKTU8, SKTU15, SKTU16 (แบคทีเร ียท่ีม ีประส ิทธ ิภาพในการ

สังเคราะห์อินดิโก) และ ไอโซเลท SKTU3, SKTU4 (แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการ

รีดิวซ์อินดิโก) ท่ีสร้างด้วยวิธี maximum likelihood (ML) โดยกำหนดค่า bootstrap 

เท่ากับ 1,000 replication 

 

ตารางท่ี 4.8  ผลการวิเคราะห์สายพันธ์ุแบคทีเรียด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล 

ไอโซเลท 
เปอร์เซ็นต์ 

ความเหมือน 

Accession 

number 
สกุลและชนิดของแบคทีเรีย 

SKTU2 100.00 MK658868 Bacillus horneckiae 

SKTU3 100.00 MK629724 Bacillus cereus 

SKTU4 98.89 MK659957 Bacillus horneckiae 

SKTU8 100.00 MK652862 Bacillus safensis 

SKTU15 98.89 MK652860 Lysinibacillus fusifomis 

SKTU16 98.89 MH031767 Bacillus kochii 
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4.6 การพัฒนากล้าเช้ือแห้ง 

     4.6.1 การศึกษาการเจริญเติบโต 

            จากการศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ซึ ่งเป็นแบคทีเรียที ่มี

ประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโกเป็นลิวโคอินดิโกและแบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ี

มีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโก ในอาหาร nutrient broth (NB) ค่าพีเอชเท่ากับ 7.0 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะเขย่า ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.16 พบว่าแบคทีเรีย

ไอโซเลท SKTU4 และ SKTU16 มีระยะเจริญเติบโตเริ่มเข้าสู่ระยะคงที่ (stationary phase) ในช่วง

เวลา 16 ช่ัวโมง และ 18 ช่ัวโมง ตามลำดับ ดังน้ันจึงเลือกระยะเวลาดังกล่าวในการเตรียมกล้าเช้ือเพ่ือ

ใช้ในกระบวนการทำแห้งซ่ึงเป็นระยะเวลาท่ีเซลล์แบคทีเรียมีการเจริญเติบโตอย่างสมบูรณ์  

 

 
 

ภาพท่ี 4.16 การเจริญเติบโตของแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 และ SKTU16 ในอาหาร nutrient 

broth (NB) ค่าพีเอชเท่ากับ 7.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะเขย่า 

 

4.6.2 การศึกษาอัตราการรอดชีวิต 

เมื่อนำตัวอย่างแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 และ SKTU16 ที่ทำแห้งแบบเยือกแข็งโดยมี 

มอลโทเดกซ์ทรินความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์น้ำหนักต่อปริมาตรที่ผสมกับกลีเซอรอลความเข้มข้น         

1 เปอร์เซ็นต์น้ำหนักต่อปริมาตรเป็นสารป้องกันความเย็น ปริมาตร 0.1 กรัม ละลายในน้ำกล่ัน

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วทำการเจือจางที่ระดับการเจือจาง 10-3, 10-4, 10-5 และ 10-6  แล้วปิเปตต์

สารละลายตัวอย่างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็ง nutrient agar (NA) ที่มีค่าพีเอชเท่ากับ 
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7.0 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับจำนวนโคโลนีของแบคทีเรียที่เกิดข้ึน

แล้วคำนวณจำนวนแบคทีเรียต่อ (CFU/ml) และอัตราการรอดชีวิตเปรียบเทียบกับแบคทีเรียไอโซเลท 

SKTU4 และ SKTU16 ท่ีไม่ผ่านกระบวนการทำแห้งแบบเยือกแข็งแสดงดังตารางที่ 4.9 จากการ

ทดลองพบว่า แบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ท่ีผ่านการทำแห้งแบบเยือกแข็งมีจำนวนแบคทีเรียทั้งหมด

เท่ากับ 1.2x107 CFU/ml และมีอัตราการรอดชีวิตเท่ากับ 46.86 เปอร์เซ็นต์ และแบคทีเรียไอโซเลท 

SKTU4 ท่ีผ่านการทำแห้งแบบเยือกแข็งมีจำนวนแบคทีเรียทั้งหมดเท่ากับ 1.6x108 CFU/ml และมี

อัตราการรอดชีวิตเท่ากับ 66.66 เปอร์เซ็นต์ จะเห็นได้ว่าอัตราการอดชีวิตของแบคทีเรียไอโซเลท 

SKTU4 มีค่าต่ำกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นจึงควรศึกษาถึงชนิดของสารปกป้องความเย็นที่เหมาะสม

เพ่ือลดการถูกทำลายของเซลล์และเพ่ิมอัตราการรอดชีวิตของเซลล์แบคทีเรีย 

 

ตารางท่ี 4.9 การรอดชีวิตของแบคทีเรียไอโซเลท SKTU 4 และ SKTU 16 ท่ีผ่านกระบวนการทำแห้ง

แบบเยือกแข็ง 

 ไอโซเลทแบคทีเรีย 
จำนวนแบคทีเรียท้ังหมด 

(CFU/ml) 

% อัตราการ 

รอดชีวิต 

SKTU4 ท่ีไม่ทำแห้งแบบเยือกแข็ง 2.4x107 100 

SKTU4 ท่ีทำแห้งแบบเยือกแข็ง 1.2x107 47.86 

 SKTU16 ท่ีไม่ทำแห้งแบบเยือกแข็ง 2.4x108 100 

 SKTU16 ท่ีทำแห้งแบบเยือกแข็ง 1.6x108 66.66 

 

 4.6.3 การวิเคราะห์ประสิทธิภาพของกล้าเช้ือท่ีทำแห้ง 

4.6.3.1 การทดสอบประสิทธิภาพของกล้าเช้ือแบคทีเรียท่ีทำแห้งแบบเยือกแข็งในการ

สังเคราะห์อินดิโก 

นำตะกอนเซลล์ของแบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ความเข้มข้น 9x108 CFU/ml 

และแบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ที่ทำแห้งแบบเยือกแข็งปริมาตร 5.6 กรัม บ่มกับสารละลาย          

อินดิแคนความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส วัดปริมาณอินดิโกที่เกิดขึ้นใน

ชั่วโมงที่ 0, 24, 48, 72 และ 96 โดยนำตัวอย่างไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 

จากนั้นเติมไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงในตะกอนตัวอย่างเพื่อละลาย  
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อินดิโกท่ีเกิดข้ึน วัดค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคล่ืน 618 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐาน

ของอินดิโก ในช่วง 10-50 มิลลิโมลาร์ ผลการศึกษาปริมาณอินดิโกที่สังเคราะห์ได้จากแบคทีเรียไอโซ

เลท SKTU16 และไอโซเลท SKTU16 ที่ทำแห้งแบบยือกแข็ง แสดงผลในภาพที่ 4.17 โดยแบคทีเรีย

ไอโซเลท SKTU 16 สามารถสังเคราะห์อินดิโกได้สูงสุดเท่ากับ 5.59 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรที่ชั่วโมงท่ี 

96  ส่วนแบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ท่ีทำแห้ง สามารถสังเคราะห์อินดิโกได้สูงสุดเท่ากับ 2.96 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ชั่วโมงที่ 96 ซึ่งปริมาณอินดิโกที่สังเคราะห์ขึ้นมีแนวโน้มสัมพันธ์กับเวลา จาก

การศึกษาพบว่าเมื่อแบคทีเรียผ่านกระบวนการทำแห้งจะทำให้ประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโก

ลดลง 1.88 เท่า ท่ีเวลา 96 ช่ัวโมง 

 

 
 

ภาพท่ี 4.17 ปริมาณอินดิโกในช่ัวโมง 0, 24, 48, 72 และ 96 ของแบคทีเรียไอโซเลท SKTU16        

ท่ีทำแห้งแบบยือกแข็งและ SKTU16 ท่ีผ่านกระบวนการทำแห้งแบบเยือกแข็ง 
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4.6.3.2 การทดสอบประสิทธิภาพของกล้าเช้ือแบคทีเรียท่ีทำแห้งในการรีดิวซ์อินดิโก 

เติมกล้าเชื ้อแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ความเข้มข้น 9x108 CFU/ml และ 

แบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ที่ทำแห้งแบบเยือกแข็งปริมาณ 10 กรัม ลงในน้ำย้อมอินดิโกท่ีเตรียมข้ึน 

ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย อินดิโกธรรมชาติปริมาณ 15 เปอร์เซ็นต์น้ำหนักต่อปริมาตร 

ปูนแดงปริมาณ 5 เปอร์เซ็นต์น้ำหนักต่อปริมาตร น้ำด่าง 100 มิลลิลิตร และน้ำมะขาม 100 มิลลิลิตร 

จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในตู้บ่มเช้ือ (incubator) ทำการเก็บตัวอย่างในวันท่ี 0, 1, 2, 

3, 4, 5, 6 และ 7 วัดค่าพีเอช ด้วยเคร่ือง pH meter และค่าศักย์ไฟฟ้ามาตรฐานของการเกิดปฏิกิริยา

รีดอกซ์ด้วยหัววัดกระแสไฟฟ้า (ORP Prob) ที่ต่อเข้ากับเครื่องวัดพีเอช แสดงในภาพที่ 4.18 (ก) และ 

4.18 (ข) จากการศึกษาพบว่าค่าพีเอชของน้ำย้อมอินดิโกท่ีเตรียมได้มีสภาวะเป็นด่าง โดยค่าพีเอชของ

น้ำย้อมอินดิโกที่มี แบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ที่ทำแห้ง มีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเล็กน้อยในช่วงวันที่ 1 

จากนั้นค่าพีเอชจะมีแนวโน้มลดลงในวันที่ 2-7 สอดคล้องกับค่าพีเอชของน้ำย้อมอินดิโกชุดควบคุม

และน้ำย้อมอินดิโกที่เติมแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 เมื่อพิจารณาค่าศักย์ไฟฟ้ามาตรฐานของการ

เกิดปฏิกิริยารีดอกซ์พบว่าน้ำย้อมอินดิโกที่เติมแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ที่ทำแห้ง ให้ค่าศักย์ไฟฟ้า

ต่ำสุดเท่ากับ -675 มิลลิโวลต์ ในวันที่ 3 ของการทดลองสอดคล้องกับค่าพีเอชของน้ำย้อมอินดิโกชุด

ควบคุมและน้ำย้อมอินดิโกที่เติมแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 มื่อทำการพิจารณาสีของน้ำย้อมอินดิโก

พบว่าที่เวลา 0 วัน น้ำย้อมที่ไม่มีการเติมแบคทีเรีย (ชุดควมคุม) และน้ำย้อมที่เติมแบคทีเรียไอโซเลท 

SKTU4 และ SKTU4 ที่ผ่านการทำแห้ง มีสีน้ำเงินอมเขียวจากนั้น น้ำย้อมในขวดที่เติมแบคทีเรีย 

ไอโซเลท SKTU4 และ SKTU4 ที่ทำแห้งแบบเยือกแข็ง จะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอมเขียวในวันที่ 1-4 

ส่วนน้ำย้อมในขวดควบคุมจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอมเขียวในวันที่ 1-3 จากนั้นน้ำย้อมจะเปลี่ยนสีเป็นสี

น้ำเงินอมเขียว  
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ภาพท่ี 4.18 ค่าพีเอช (ก) และค่าศักย์ไฟฟ้ามาตรฐาน (ข) ของน้ำย้อมอินดิโกท่ีมีแบคทีเรียไอโซเลท 

SKTU4 ท่ีไม่ผ่านกระบวนการทำแห้งแบบยือกแข็ง และแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ท่ี

ผ่านการทำแห้งแบบเยือกเป็นตัวรีดิวซ์ ระยะเวลา 7 วัน 

 

 

 

 

(ก)        

 

(ข)        

 

Ref. code: 25626009032076CAQ



 85 

ท่ี 4.10 การเปล่ียนแปลงของสีน้ำย้อมอินดิโกในระยะเวลา 7 วัน 

เวลา 

(วัน) 

สารรีดิวซ์ 

Control Control+SKTU4 
Control+SKTU4 

freezdried 

0 

   

1 

   

2 

   

3 

   

4 

   

5 

   

6 

   

7 
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4.6.3.3 การศึกษาคุณสมบัติของผ้าหลังกระบวนการย้อม 

(1) การศึกษาสีของผ้าด้วยเคร่ือง Color spectrophotometer  

เมื่อนำผ้าขนาด 5.0x5.0 เซนติเมตร จุ่มลงในน้ำย้อมปริมาณ 15 มิลลิลิตร เป็น

เวลา 5 นาที นำผ้าสัมผัสกับอากาศและปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นศึกษาค่าความสว่าง (L*) 

ค่าความอิ่มตัวของสี (C*) โทนสี (a*, b*, Hº) และค่าความเข้มสี (K/S) ของตัวอย่างผ้า ด้วยเครื่อง 

Color Spectrophotometer แสดงผลดังตารางที่ 4.11 เมื่อพิจารณาค่ามุม (hº) พบว่าผ้าตัวอย่าง

แสดงเฉดสีสีน้ำเงินเขียวโดยให้ค่ามุมอยู่ในช่วงระหว่าง 252.97º-272.86º ซึ่งสอดคล้องกับค่า a* เป็น

ลบแสดงเฉดสีเขียว และ b* เป็นลบแสดงเฉดสีน้ำเงิน โดยตัวอย่างผ้าค่าความสว่าง (L*) และค่าความ

อิ่มตัวของสี (C*) แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ  เมื่อพิจารณาค่าความเข้มสี (K/S) พบว่าในวันที่ 3         

ค่าความเข้มสีได้จากการย้อมโดยมีแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 และแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ที่ผ่าน

การทำแห้งแบบเยือกแข็งเป็นตัวรีดิวซ์มีค่าสูงสุด เท่ากับ 5.86 และ 6.42 โดยพบว่าการใช้แบคทีเรีย

ไอโซเลท SKTU4 และแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ผ่านการทำแห้งแบบเยือกแข็งให้ค่าความเข้มสีไม่

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ  

 

ตารางท่ี 4.11 ผลการศึกษาตัวอย่างผ้าหลังกระบวนการย้อมด้วยเคร่ือง Color spectrophotometer 

เวลา 

 (วัน) 
ตัวอย่าง L* a* b* C* hº K/S ตัวอย่างผ้า 

 

1 

 

control 55.19a -4.09 -18.31 18.76a 257.40º 1.81c 

 

SKTU4 49.80b -0.01 -29.39 29.39a 269.98º 4.04a 

 
SKTU4 

Freeze 

dried 

51.83a -3.76 -21.43 21.76b 260.06º 2.77b 
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ตารางท่ี 4.11 (ต่อ)  

เวลา 

 (วัน) 
ตัวอย่าง L* a* b* C* hº K/S ตัวอย่างผ้า 

2 

control 63.24a -1.38 -27.6 27.63b 272.86º 1.58c 

 

SKTU4 47.73b -0.08 -29.99 29.99a 269.84º 5.63a 

 
SKTU4 

Freeze 

dried 

50.54b -0.20 -29.97 29.97a 269.62º 4.63b 

 

3 

control 59.17a -2.99 -16.15 16.43c 259.51º 1.86b 

 

SKTU4 45.94b -3.70 -22.47 22.77b 260.65º 5.86a 

 
SKTU4 

Freeze 

dried 

46.52b -0.14 -31.29 31.29a 270.26º 6.42a 

 

4 

control 55.59a -4.01 -17.76 18.21b 257.26º 2.88c 

 

SKTU4 54.45a -0.95 -25.47 25.49a 267.86º 3.18b 

 
SKTU4 

Freeze 

dried 

47.33b -4.14 -20.09 20.51b 258.34º 4.88a 
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ตารางท่ี 4.11 (ต่อ) 

เวลา 

 (วัน) 
ตัวอย่าง L* a* b* C* hº K/S ตัวอย่างผ้า 

5 

Control 60.23a -2.91 -12.75 13.08b 257.16º 1.73a 

 

SKTU4 57.76a -3.98 -14.58 15.12b 254.72º 2.083b 

 
SKTU4 

Freeze 

dried 

46.84b -4.32 -19.68 20.15a 257.63º 4.095a 

 

6 

Control 55.80a -3.55 -12.04 12.55c 253.57º 1.86b 

 

SKTU4 60.50a -0.58 -20.91 20.91a 268.40º 1.39c 

 
SKTU4 

Freeze 

dried 

51.99b -4.47 -14.60 15.27b 252.97º 2.76a 

 

7 

Control 63.02b -0.55 -17.54 17.54a 268.22º 1.09b 

 

SKTU4 68.52a -0.20 -14.38 14.38b 270.79º 0.91b 

 
SKTU4 

Freeze 

dried 

63.16b -0.79 -15.64 15.66b 267.12º 1.48a 
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หมายเหตุ : อักษรภาษาอังกฤษตัวพิมพ์เล็กที่แสดงในแต่ละคอลัมน์ บ่งชี้ความแตกต่างทางสถิติที่ ระดับความเชื่อมั่น 

95 เปอร์เซ็นต์ โดยการวิเคราะห์แบบ Duncan’s new multiple range test 

: L* หมายถึง ค่าแสดงความสว่างของสี อยู่ในช่วง 0-100 (0 หมายถึงมืด ถ้า 100 หมายถึงสว่าง)  

: hº หมายถึง ค่ามุมของสี 0 องศา (สีแดง) 90 องศา (สีเหลือง) 180 องศา (สีเขียว) และ 270 องศา (สี

น้ำเงิน)  

 : C* หมายถึง ค่าที่บอกถึงความอิ่มตัวของสี 

: a* หมายถึง แสดงสีแดงและสี เขียว (ถ้า a เป็นบวกหมายถึงสีแดง และถ้า a เป็นลบ หมายถึงสีเขียว)  

: b* หมายถึง แสดงสีเหลืองและ สีน้ำเงิน (ถ้า b เป็นบวกหมายถึงสี เหลือง และถ้า b เป็นลบ หมายถึง

สีน้ำเงิน) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
กระบวนการย้อมอินดิโก ณ ร้านครามสกล จังหวัดสกลนคร เริ่มต้นจากการสกัดอินดิโกจาก

ครามฝักตรง (Indigofera tinctorial Mill) จากนั้นทำการก่อหม้อย้อมที่มีส่วนผสมประกอบด้วย เน้ือ

คราม ปูนแดง มะขามเปียก และน้ำด่าง โดยค่าพีเอชของน้ำย้อมอินดิโกเฉลี ่ยเท่ากับ 12.0 ซ่ึง

แบคทีเรียที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการย้อมอินดิโกประกอบด้วยแบคทีเรียที่สามารถสังเคราะห์อินดิโก

และแบคทีเรียท่ีสามารถรีดิวซ์อินดิโก 

จากการคัดแยกแบคทีเรียจากน้ำย้อมอินดิโกบนอาหาร nutrient agar (NA) ค่าพีเอชเท่ากับ 

12.0 พบแบคทีเรียจำนวน 18 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรียแกรมบวกมีลักษณะรูปท่อน นำมาศึกษา

ประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโก พบแบคทีเรียจำนวน 5 ไอโซเลทที่มีความสามารถในการ

สังเคราะห์อินดิโกได้สูงสุดที่ 96 ชั่วโมง เมื่อนำอินดิโกตัวอย่างที่แบคทีเรียสังเคราะห์ได้ไปศึกษา

คุณสมบัต ิด ้วยเคร ื ่อง UV-vis spectrophotometer โครมาโทรกราฟีแบบแผ่นบาง และFTIR 

spectroscopy พบว่าอินดิโกตัวอย่างที่แบคทีเรียสังเคราะห์ได้มีคุณสมบัติสอดคล้องกับอินดิโก

มาตรฐาน นอกจากนี้ยังพบว่าในระยะเวลาการหมักที่เพิ่มมากขึ้นแบคทีเรียมีการเปลี่ยนแปลงของ

องค์ประกอบภายในเซลล์และองค์ประกอบทางชีวเคมี 

เมื่อศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากน้ำย้อมอินดิโกในการรีดิวซ์อินดิโก พบว่า

แบคทีเรีย 2 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพในการรีดิวซ์อินดิโกสูงกว่าชุดทดลองควบคุมเมื่อพิจารณาค่า

ความเข้มสีและลักษณะของสีน้ำย้อมอินดิโก รวมถึงเมื่อระบุสายพันธุ์แบคทีเรียด้วยเทคนิคชีวโมเลกุล

และเทคนิคชีวเคมีพบว่าแบคทีเรียที่มีประสิทธิในภาพการสังเคราะห์อินดิโกและรีดิวซ์อินดิโกจัดอยู่ใน

กลุ่ม Bacillus sp. 

นอกจากนี้ เม่ือนำแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกและรีดิวซ์อินดิโกซึ่งเป็น

สายพันธ ุ ์ท ี ่ ไม ่จ ัดอย ู ่ ในรายชื ่อเช ื ้อโรค มาผ่านกระบวนการทำแห้งแบบเย ือกแข็งโดยใช้                

มอลโทเดกซ์ทริน ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ และกลีเซอรอลความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ เป็นสาร

ป้องกันความเย็นพบว่า มีอัตราการรอดชีวิตที่ต่ำเมื่อเทียบกับกลุ่มแบคทีเรียที่ไม่ผ่านการทำแห้งแบบ

เยือกแข็งและประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกมีค่าลดลงเล็กน้อย ประสิทธิภาพในการรีดิวซ์  

อินดิโกมีค่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียก่อนกระบวนการทำแห้งแบบ

เยือกแข็ง 
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ดังน้ันงานวิจัยนในการพัฒนาหัวเชื้อนี้ชี ้ให้เห็นว่า แบคทีเรียไอโซเลต SKTU4 และ SKTU16 

สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในกระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติได้จริงซึ่งจะเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพ 

ลดข้อจำกัด และลดระยะเวลาในกระบวนการย้อมอินดิโกธรรมชาติได้ 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

5.2.1. การเก็บตัวอย่างเพื่อการคัดแยกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพควรเก็บตัวอย่างจาก

หลาย ๆ แหล่งเช่น น้ำหมักใบจากขั้นตอนการหมักใบครามสด, วัตถุดิบที่ใช้, น้ำทิ้งหลังกระบวนการ

ย้อม  

5.2.2. ในขั้นตอนการเก็บตัวอย่างของสารตัวอย่างที่แบคทีเรียสังเคราะห์ได้ควรมีขั้นตอนใน

การกำจัดเซลล์แบคทีเรียออก อาทิ การกรอง เพื่อลดอิทธิพลของเซลล์แบคทีเรียที่อยู่ภายในสาร

ตัวอย่าง 

5.2.3 ควรเพิ่มการศึกษาชนิดของสารป้องกันความเย็นที่ใช้ในกระบวนการทำแห้งเพื่อเพ่ิม

อัตราการรอดให้สูงข้ึน เช่น การใช้ซูโครส นมปราศจากมันเนย  

5.2.4 ควรเพิ่มการศึกษาวิธีในกระบวนการทำแห้ง อาทิ การทำแห้งแบบพ่นฝอย เพื่อคง

ประสิทธิภาพของและเพ่ิมอัตราการรอดของกล้าเช้ือท่ีผ่านการทำแห้ง
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ภาคผนวก ก 

วิธีการเตรียมสาร 

 

1. การเตรียมอินดิโกธรรมชาติ 
นำใบครามอายุ 3 เดือน ปริมาณ 100 กรัม แช่ในน้ำกลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื ้อ ปริมาตร 150 

มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นแยกกากใบออก แล้วนำสารละลายสีน้ำเงินที่ได้มาทำการเพ่ิม

อากาศบนเครื่องกวนสาร (stirrer) เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรอง เบอร์ 1 บน

เครื่องกรองแบบสุญญากาศ นำกระดาษกรองที่ได้ไปอบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 ชั่วโมง นำไปดูดความชื้นภายในตู้ดูดความชื้นเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จะได้อินดิโกธรรมชาติ

เพ่ือในการวิเคราะห์ 

 

2. การเตรียมอินดิโกธรรมชาติท่ีมีการเติมปูนขาว 
นำใบครามอายุ 3 เดือน ปริมาณ 100 กรัม แช่ในน้ำกลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื ้อ ปริมาตร 150 

มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นแยกกากใบออก แล้วนำสารละลายสีน้ำเงินที่ได้มาทำการเพ่ิม

อากาศบนเครื่องกวนสาร (stirrer) เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมปูนขาว ปริมาณ 50 กรัม ตั้งทิ้งไว้

เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วกรองด้วยกระดาษกรอง เบอร์ 1 บนเครื่องกรองแบบสุญญากาศ นำกระดาษ

กรองที่ได้ไปอบในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง นำไปดูดความช้ืน

ภายในตู้ดูดความช้ืนเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จะได้อินดิโกธรรมชาติท่ีเติมปูนขาวเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

 
1. การเตรียมกราฟมาตรฐานของอินดิโก  
เจือจางอินดิโกสังเคราะห์ให้มีความเข้มข้น 0, 10, 20, 30, 40 และ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ด้วย           

ได เมทท ิ ลซ ั ลฟอกไซ ด์  จากน ั ้ นนำมาว ั ดค ่ าการด ู ดกล ื นแสงด ้ วย เคร ื ่ อ ง  UV-visible 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นสูงสุด 618  นาโนเมตร เขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง

ความเข้มข้นของอินดิโกและ และค่าการดูดกลืนแสง โดยให้แกน X แทนความเข้มข้นของอินดิโก และ

แกน Y แทนค่าการดูดกลืนแสง  

 

ตารางท่ี ข-1 ข้อมูลความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่าง ๆ ของอินดิโก กับค่าดูดกลืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืนสูงสุด 618 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นของสี 

(มิลลิกรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสง 

1 2 3 ค่าเฉล่ีย 

0 0.00 0.00 0.00 0.000 

10 0.631 0.619 0.622 0.624±0.006 

20 0.984 0.984 0.985 0.984±0.001 

30 1.526 1.57 1.59 1.562±0.003 

40 1.928 1.844 1.892 1.888±0.042 

50 2.118 2.148 2.139 2.135±0.015 
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ภาพท่ี ข-1 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นต่าง ๆ ของอินดิโก กับค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน

สูงสุด 618  นาโนเมตร 
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ภาคผนวก ค 

ข้อมูลที่ได้การทดลอง 

 
1. การศึกษาลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ 
 

ตารางท่ี ค-1 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้จากน้ำย้อมอินดิโก ณ ร้านครามสกล  

   
SKTU1 SKTU2 SKTU3 

   
SKTU4 SKTU5 SKTU6 

   
SKTU7 SKTU8 SKTU9 

   
SKTU10 SKTU11 SKTU12 
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ตารางท่ี ค-1 (ต่อ) 

   
SKTU13 SKTU14 SKTU15 

   
SKTU16 SKTU17 SKTU18 
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ตารางท่ี ค-2 ลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ 

   
SKTU1 SKTU2 SKTU3 

   
SKTU4 SKTU5 SKTU6 

   
SKTU7 SKTU8 SKTU9 

   
SKTU10 SKTU11 SKTU12 
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ตารางท่ี ค-2 (ต่อ) 

   
SKTU13 SKTU14 SKTU15 

   
SKTU16 SKTU17 SKTU18 
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2. การคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกจากน้ำย้อมอินดิโก 

 

 
 

ภาพท่ี ค-1 ลักษณะของอินดิโกท่ีสังเคราะห์จากแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพ ไอโซเลท SKTU2, 

SKTU4, SKTU8, SKTU15 และ SKTU16 

 

ตารางท่ี ค-3 ข้อมูลการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 618 นาโนเมตร ของการสังเคราะห์อินดิโก 

เวลา 

(ช่ัวโมง) 

ค่าการดูดกลืนแสง 

SKTU2 SKTU4 SKTU8 SKTU15 SKTU16 

24 0.00±0.6 0.00±0.03 1.95±0.04 5.17±0.18 2.49±0.09 

48 0.54±0.12 0.71±0.04 2.51±0.03 8.76±0.14  4.09±0.34 

72 0.19±0.37 0.15±0.02 2.39±0.26 10.44±0.37 3.80±0.45 

96 1.20±0.11 1.58±0.05 4.64±0.52 14.95±0.39 5.35±0.60 
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ตารางท่ี ค-4 ข้อมูลการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไอโซเลท SKTU2, SKTU4, SKTU8, SKTU15, 

SKTU16  

เวลา 

(ช่ัวโมง) 

Log (CFU/ml) 

SKTU2 SKTU4 SKTU8 SKTU15 SKTU16 

0 5.91±0.02 5.60±0.07 5.86±0.02 5.47±0.04 5.60±0.06 

24 5.70±0.09 5.61±0.05 5.62±0.06 5.43±0.05 5.66±0.09 

48 5.21±0.04 5.40±0.04 5.42±0.13 5.47±0.00 5.58±0.06 

72 5.18±0.05 5.48±0.07 5.58±0.05 5.03±0.04 5.34±0.01 

96 5.40±0.05 5.59±0.04 5.59±0.07 5.05±0.03 5.17±0.14 

 

3. การศึกษาประสิทธิภาพในการสังเคราะห์อินดิโกของแบคทีเรียท่ีผ่านกระบวนการทำแห้ง 

 

 
 

ภาพท่ี ค-2 ลักษณะของอินดิโกท่ีสังเคราะห์จากแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพ ไอโซเลท SKTU16 และ 

SKTU16 Freeze dried  
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ตารางท่ี ค-5 ข้อมูลการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 618 นาโนเมตร ของการสังเคราะห์อินดิโก 

เวลา (ช่ัวโมง) 
ค่าการดูดกลืนแสง 

SKTU15 SKTU15 Freeze dried 

24 0.393 0.176 

48 0.555 0.273 

72 0.708 0.306 

96 0.983 0.347 

 

4. การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการรีดิวซ์สีอินดิโก 

 

ตารางท่ี ค-6 ข้อมูลการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 420 นาโนเมตร ของการรีดิวซ์อินดิโก 

ตัวอย่าง 
เวลา (วัน) 

0 1 2 3 4 5 6 7 

Na2S2O4 100.00 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

SKTU1 8.94 26.29 27.75 27.17 28.44 28.42 30.71 31.32 

SKTU2 10.11 57.48 62.18 59.52 57.84 52.39 49.79 51.02 

SKTU3 7.22 55.88 100.17 99.71 90.73 89.94 89.44 88.30 

SKTU4 46.63 56.86 86.16 75.97 72.71 71.05 69.90 68.30 

SKTU5 8.62 29.37 34.17 31.69 31.08 32.52 29.69 31.10 

SKTU6 9.58 28.08 31.88 38.57 38.92 38.42 36.88 35.70 

SKTU7 12.98 31.01 44.12 54.69 48.71 44.26 44.09 42.96 

SKTU8 7.33 51.77 54.56 48.99 49.94 50.99 49.02 45.50 

SKTU9 7.00 36.34 53.10 51.06 52.32 47.04 47.57 48.74 

SKTU10 8.79 27.55 42.59 38.04 42.20 49.04 53.79 55.04 

SKTU11 11.70 47.35 56.12 55.63 58.81 57.12 55.74 57.86 
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ตารางท่ี ค-6 (ต่อ) 

Isolate 
วัน (เวลา) 

0 1 2 3 4 5 6 7 

SKTU12 2.40 20.40 51.15 46.87 48.95 44.87 47.17 48.94 

SKTU13 9.05 38.11 59.19 56.28 52.29 47.68 48.69 48.38 

SKTU14 5.08 54.61 78.22 69.76 67.10 61.90 60.21 59.48 

SKTU15 6.26 51.06 54.39 51.53 53.89 56.39 52.69 54.19 

SKTU16 7.63 44.62 51.66 48.89 45.64 44.36 41.06 42.18 

SKTU17 0.99 8.08 60.92 61.83 58.74 61.88 60.29 59.76 

SKTU18 6.31 31.82 55.92 50.75 46.90 46.70 46.42 46.94 

 

5. การระบุสายพันธ์ุของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพด้วยเทคนิคชีวเคมี 

 

 
ภาพท่ี ค-3 ผลการระบุสายพันธ์ุแบคทีเรียไอโซเลท SKTU2 ด้วย Apiweb software 
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ภาพท่ี ค-4 ผลการระบุสายพันธ์ุแบคทีเรียไอโซเลท SKTU3 ด้วย Apiweb software 

 

 
ภาพท่ี ค-5  ผลการระบุสายพันธ์ุแบคทีเรียไอโซเลท SKTU4 ด้วย Apiweb software 

 

 
ภาพท่ี ค-6 ผลการระบุสายพันธ์ุแบคทีเรียไอโซเลท SKTU8 ด้วย Apiweb software 
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ภาพท่ี ค-7 ผลการระบุสายพันธ์ุแบคทีเรียไอโซเลท SKTU15 ด้วย Apiweb software 

 

 
ภาพท่ี ค-8 ผลการระบุสายพันธ์ุแบคทีเรียไอโซเลท SKTU16 ด้วย Apiweb software 
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6. การระบุสายพันธ์ุของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพด้วยเทคนิคชีวโมเลกุล 
 

6.1 Bacillus horneckiae strain SKTU2 16S ribosomal RNA gene, partial 
 
LOCUS       MK658868   446 bp DNA linear BCT 30-APR-2019 
DEFINITION  Bacillus horneckiae strain SKTU2 16S ribosomal RNA gene,    
            partial 
            sequence. 
ACCESSION   MK658868 
VERSION     MK658868.1 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Cytobacillus horneckiae 
  ORGANISM  Cytobacillus horneckiae 
            Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; 
            Cytobacillus. 
REFERENCE   1 (bases 1 to 446) 
  AUTHORS   sukka,k.,sakkayawong,N., thanananta,T. and sompark,C. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-MAR-2019) Biotechnology, Thammasat 
university, 
            Department of Biotechnology, Faculty of Science and 
Technology, 
            Rangsit Centre, 99 Moo.18, Tumbon. Kl, Khlong Luang, 
Pathum Thani 
            12120, Thailand 
COMMENT     ##Assembly-Data-START## 
            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 
            ##Assembly-Data-END## 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..446 
                     /organism=" Cytobacillus horneckiae" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="SKTU16" 
                     /isolation_source="Indigo dye pot" 
                     /db_xref="taxon:549687" 
     rRNA            <1..>446 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 taaacgcgaa gaaccttacc aggtcttgac gatctttctg ggccttttcc 
tagagatagg 
       61 aatttcccct tcgggggaca ggagtgacag gtggtgcatg gttgtcgtca 
gctcgtgtcg 
      121 tgagatgttg ggttaagtcc cgcaacgagc gcaacccttg atcttagttg 
ccagcattca 
      181 gttgggcact ctaaggtgac tgccggtgac aaaccggagg aaggtgggga 
tgacgtcaaa 
      241 tcatcatgcc ccttatgacc tgggctacac acgtgctaca atggatggta 
caaagggcag 
      301 caaaaccgcg aggttaagcg aatcccataa aaccattctc agttcggatt 
gcaggctgca 
      361 actcgcctgc atgaagccgg aatcgctagt aatcgcggat ccagcatgcc 
cgcggtgaat 
      421 acgttcccgg gccttgtaca caccga 
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6.2 Bacillus cereus strain SKTU3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence. 
 
LOCUS       MK629724 730 bp DNA linear BCT 30-APR-2019 
DEFINITION  Bacillus cereus strain Sktu3 16S ribosomal RNA gene,    
            partial sequence. 
ACCESSION   MK629724 
VERSION     MK629724.1 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Bacillus cereus 
  ORGANISM  Bacillus cereus 
            Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; 
Bacillus; 
            Bacillus cereus group. 
REFERENCE   1(bases 1 to 730) 
  AUTHORS   sukka,k., sakkayawong,N. and thanananta,T. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (14-MAR-2019) Biotechnology, Thammasat 
university, 
            Department of Biotechnology, Faculty of Science and 
Technology, 
            Rangsit Centre, 99 Moo.18, Tumbon. Kl, Khlong Luang, 
Pathum Thani 
            12120, Thailand 
COMMENT     ##Assembly-Data-START## 
            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 
            ##Assembly-Data-END## 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..730 
                     /organism="Bacillus cereus" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="C1" 
                     /isolation_source="Indigo dye pot" 
                     /db_xref="taxon:1396" 
     rRNA            <1..>730 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 acatgcaagt cgagcgaatg gattaagagc ttgctcttat gaagttagcg 
gcggacgggt 
       61 gagtaacacg tgggtaacct gcccataaga ctgggataac tccgggaaac 
cggggctaat 
      121 accggataac attttgaacc gcatggttcg aaattgaaag gcggcttcgg 
ctgtcactta 
      181 tggatggacc cgcgtcgcat tagctagttg gtgaggtaac ggctcaccaa 
ggcaacgatg 
      241 cgtagccgac ctgagagggt gatcggccac actgggactg agacacggcc 
cagactccta 
      301 cgggaggcag cagtagggaa tcttccgcaa tggacgaaag tctgacggag 
caacgccgcg 
      361 tgagtgatga aggctttcgg gtcgtaaaac tctgttgtta gggaagaaca 
agtgctagtt 
      421 gaataagctg gcaccttgac ggtacctaac cagaaagcca cggctaacta 
cgtgccagca 
      481 gccgcggtaa tacgtaggtg gcaagcgtta tccggaatta ttgggcgtaa 
agcgcgcgca 
      541 ggtggtttct taagtctgat gtgaaagccc acggctcaac cgtggagggt 
cattggaaac 
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      601 tgggagactt gagtgcagaa gaggaaagtg gaattccatg tgtagcggtg 
aaatgcgtag 
      661 agatatggag gaacaccagt ggcgaaggcg actttctggt ctgtaactga 
cactgaggcg 
      721 cgaaagcgtg  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ref. code: 25626009032076CAQ



 116 

6.3 Bacillus horneckiae strain SKTU4 16S ribosomal RNA gene, partial 
 
LOCUS       MK659957 444 bp DNA linear BCT 31-MAY-2019 
DEFINITION  Bacillus horneckiae strain SKTU4 16S ribosomal RNA gene,  
            partial 
            sequence. 
ACCESSION   MK659957 
VERSION     MK659957.1 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Cytobacillus horneckiae 
  ORGANISM  Cytobacillus horneckiae 
            Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; 
            Cytobacillus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 444) 
  AUTHORS   sukka,k., sakkayawong,N., thanananta,T. and sompark,C. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-MAR-2019) Biotechnology, Thammasat 
university, 
            Department of Biotechnology, Faculty of Science and 
Technology, 
            Rangsit Centre, 99 Moo.18, Tumbon. Kl, Khlong Luang, 
Pathum Thani 
            12120, Thailand 
COMMENT     ##Assembly-Data-START## 
            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 
            ##Assembly-Data-END## 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..444 
                     /organism="Cytobacillus horneckiae" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="SKTU20" 
                     /isolation_source="Indigo dye pot" 
                     /db_xref="taxon:549687" 
     rRNA            <1..>444 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 tttaacgcga aaggacctta ccaggtcttg gggtatcttc tgacaatcct 
agagatagga 
       61 cgttcccctt cgggggacag agtgacaggt ggtgcatggt tgtcgtcagc 
tcgtgtcgtg 
      121 agatgttggg ttaagtcccg caacgagcgc aacccttgat cttagttgcc 
agcattcagt 
      181 tgggcactct aaggtgactg ccggtgacaa accggaggaa ggtggggatg 
acgtcaaatc 
      241 atcatgcccc ttatgacctg ggctacacac gtgctacaat ggatggtaca 
aagggctgca 
      301 agaccgcgag gtttagccaa tcccataaaa ccattctcag ttcggattgc 
aggctgcaac 
      361 tcgcctgcat gaagccggaa tcgctagtaa tcgcggatca gcatgccccg 
cggtgaatac 
      421 gttcccgggc cttgtacaca ccga 
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6.4 Bacillus safensis strain SKTU8 16S ribosomal RNA gene, partial 
 
LOCUS       MK652862 1399 bp DNA linear BCT 30-APR-2019 
DEFINITION  Bacillus safensis strain SKTU8 16S ribosomal RNA gene, 
partial 
            sequence. 
ACCESSION   MK652862 
VERSION     MK652862.1 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Bacillus safensis 
  ORGANISM  Bacillus safensis 
            Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; 
Bacillus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1399) 
  AUTHORS   sukka,k., sakkayawong,N. and thanananta,T. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-MAR-2019) Biotechnology, Thammasat 
university, 
            Department of Biotechnology, Faculty of Science and 
Technology, 
            Rangsit Centre, 99 Moo.18, Tumbon. Kl, Khlong Luang, 
Pathum Thani 
            12120, Thailand 
COMMENT     ##Assembly-Data-START## 
            Sequencing Technology:: Sanger dideoxy sequencing 
            ##Assembly-Data-END## 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1399 
                     /organism="Bacillus safensis" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="SKTU9" 
                     /isolation_source="Indigo dye pot" 
                     /db_xref="taxon:561879" 
     rRNA            <1..>1399 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 tcgagcggac agaagggagc ttgctcccgg atgttagcgg cggacgggtg 
agtaacacgt 
       61 gggtaacctg cctgtaagac tgggataact ccgggaaacc ggagctaata 
ccggatagtt 
      121 ccttgaaccg catggttcaa ggatgaaaga cggtttcggc tgtcacttac 
agatggaccc 
      181 gcggcgcatt agctagttgg tggggtaatg gctcaccaag gcgacgatgc 
gtagccgacc 
      241 tgagagggtg atcggccaca ctgggactga gacacggccc agactcctac 
gggaggcagc 
      301 agtagggaat cttccgcaat ggacgaaagt ctgacggagc aacgccgcgt 
gagtgatgaa 
      361 ggttttcgga tcgtaaagct ctgttgttag ggaagaacaa gtgcgagagt 
aactgctcgc 
      421 accttgacgg tacctaacca gaaagccacg gctaactacg tgccagcagc 
cgcggtaata 
      481 cgtaggtggc aagcgttgtc cggaattatt gggcgtaaag ggctcgcagg 
cggtttctta 
      541 agtctgatgt gaaagccccc ggctcaaccg gggagggtca ttggaaactg 
ggaaacttga 
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      601 gtgcagaaga ggagagtgga attccacgtg tagcggtgaa atgcgtagag 
atgtggagga 
      661 acaccagtgg cgaaggcgac tctctggtct gtaactgacg ctgaggagcg 
aaagcgtggg 
      721 gagcgaacag gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgagtg 
ctaagtgtta 
      781 gggggtttcc gccccttagt gctgcagcta acgcattaag cactccgcct 
ggggagtacg 
      841 gtcgcaagac tgaaactcaa aggaattgac gggggcccgc acaagcggtg 
gagcatgtgg 
      901 tttaattcga agcaacgcga agaaccttac caggtcttga catcctctga 
caaccctaga 
      961 gatagggctt tcccttcggg gacagagtga caggtggtgc atggttgtcg 
tcagctcgtg 
     1021 tcgtgagatg ttgggttaag tcccgcaacg agcgcaaccc ttgatcttag 
ttgccagcat 
     1081 tcagttgggc actctaaggt gactgccggt gacaaaccgg aggaaggtgg 
ggatgacgtc 
     1141 aaatcatcat gccccttatg acctgggcta cacacgtgct acaatggaca 
gaacaaaggg 
     1201 ctgcgagacc gcaaggttta gccaatccca taaatctgtt ctcagttcgg 
atcgcagtct 
     1261 gcaactcgac tgcgtgaagc tggaatcgct agtaatcgcg gatcagcatg 
ccgcggtgaa 
     1321 tacgttcccg ggccttgtac acaccgcccg tcacaccacg agagtttgca 
acacccgaag 
     1381 tcggtgaggt aacctttat 
// 
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6.5 Lysinibacillus fusiformis strain SKTU15 16S ribosomal RNA gene, 
 

LOCUS       MK652860 560 bp DNA linear BCT 30-APR-2019 
DEFINITION  Lysinibacillus fusiformis strain SKTU15 16S ribosomal RNA 
gene, 
            partial sequence. 
ACCESSION   MK652860 
VERSION     MK652860.1 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Lysinibacillus fusiformis 
  ORGANISM  Lysinibacillus fusiformis 
            Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; 
            Lysinibacillus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 560) 
  AUTHORS   sukka,k., sakkayawong,N. and thanananta,T. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (20-MAR-2019) Biotechnology, Thammasat 
university, 
            Department of Biotechnology, Faculty of Science and 
Technology, 
            Rangsit Centre, 99 Moo.18, Tumbon. Kl, Khlong Luang, 
Pathum Thani 
            12120, Thailand 
COMMENT     ##Assembly-Data-START## 
            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 
            ##Assembly-Data-END## 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..560 
                     /organism="Lysinibacillus fusiformis" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="SKTU8" 
                     /isolation_source="Indigo dye pot" 
                     /db_xref="taxon:28031" 
     rRNA            <1..>560 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gttagcggcg gacgggtgag taacacgtgg gcaacctgcc ctatagattg 
ggataactcc 
       61 gggaaaccgg ggctaatacc gaataatctc ttttgcctca tggtgcaaaa 
ctgaaaggcg 
      121 gtttcggctg tcacttttgg atggacccgc gtcgcattag ctagttggtg 
aggtaacggc 
      181 tcaccaaggc gacgatgcgt agccgacctg agagggtgat cggccacact 
gggactgaga 
      241 cacggcccag actcctacgg gaggcagcag tagggaatct tccacaatgg 
acgaaagtct 
      301 gatggagcaa cgccgcgtga gtgatgaagg ttttcggatc gtaaaactct 
gttgttaggg 
      361 aagaacaagt gctatatgaa ctggctgtac cctggccgga ccttattaaa 
aagcccccgg 
      421 taaattcctg gccaccaccc ccgtaatacc taagttggca gcggtgatcc 
gaatttatgg 
      481 gcctaaagcc cgcccaaggt gtctttttaa tcttaagtta aaacccaacg 
gttcaccgtg 
      541 gaagggtctt tgaaactggg 
// 
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6.6 Bacillus kochii strain SKTU16 16S ribosomal RNA gene, partial 
 
LOCUS       MH031767 1492 bp DNA linear BCT 13-MAR-2018 
DEFINITION  Bacillus kochii strain SKTU16 16S ribosomal RNA gene, 
partial 
            sequence. 
ACCESSION   MH031767 
VERSION     MH031767.1 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Cytobacillus kochii 
  ORGANISM  Cytobacillus kochii 
            Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; 
            Cytobacillus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1492) 
  AUTHORS   Sukka,K., Sakkayawong,N. and Thanananta,T. 
  TITLE     Type of bacteria and modants for indigo dyed fabrice 
quality 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1492) 
  AUTHORS   Sukka,K., Sakkayawong,N. and Thanananta,T. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (08-MAR-2018) Biotechnology, Thammasat 
University, 
            Department of Biotechnology, Faculty of Science and 
Technology, 
            Rangsit Centre, 99 Moo.18, Tumbon. Kl, Khlong Luang, 
Pathum Thani 
            12120, Thailand 
COMMENT     ##Assembly-Data-START## 
            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 
            ##Assembly-Data-END## 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1492 
                     /organism="Cytobacillus kochii" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="SKTU5" 
                     /isolation_source="Indigo dye pot" 
                     /db_xref="taxon:859143" 
                     /country="Thailand" 
     rRNA            <1..>1492 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 cctttgggcc caacgttccg aggccgaatc ttgaggggag cttgctccca 
aagattagcg 
       61 ggcggacggg tgagtaacac gtgggcaacc tgcctgtaag actgggataa 
ctccgggaaa 
      121 ccggggctaa tactggataa tatcttttta tacatatagg aagattgaaa 
gatggttctg 
      181 ctatcactta cagatggtgg ctcgcgcgtg cgccattagg ctaggctggt 
gaggtaaccg 
      241 ctcaccaagg cgacagatgc gtagccgacc ttgagagggt ggatcgggcc 
acaaatggga 
      301 cctgagacac ggcccagaat ctctacggga gggcagcagg tagggaatct 
tccgcaatgg 
      361 aagaaaggtc tgacggaggc aacgccgcgt tgagtggatg aaaggttttc 
ggaatccgta 
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421 aaactctgtt gttaagggaa gaacaagtat ctggaggtaa ctgccggtac 
cttgacggta 

481 ccctaaccag aaaagccacg gctaactacg gtgcccagca gccgcggtaa 
atacgtaggt 

541 ggcaagcgtt gtccggaatt attgggcgta aagcgcgcgc agggcggttc 
cttaagtctg 

601 atgtgaaagc cccacggctc aaccgtggag ggtcattgga aacttgggga 
acttgagtgc 

661 agaagaggaa agtggaattc caagtgtagc ggtgaaatgc gtagagattt 
ggaggaacac 

721 cagtggcgaa ggcgactttc tggtctgtaa ctgacgctga ggcgcgaaag 
cgtggggagc 

781 aaacaggatt tagataccct ggtagtccac gccgtaaacg atgagtgcta 
agtgttagag 

841 ggtttccgcc ctttagtgct gcagcaaacg cattaagcac tccgcctggg 
gagttacgga 

901 cgcgcaaggt tgaaactcaa aggaattgac gggggccccg ccacaagcgg 
tggagagcat 

961 gtggtttaat tcgaagcaac gcgaagaacc ttaccaggtc ttgacatcct 
ctgacaatcc 
     1021 tagagatagg acgttcccct tcgggggaca gagtgacagg tggtgcatgg 
ttgtcgtcag 
     1081 ctcgtgtcgt gagatgttgg gttaagtccc gcaacgagcg caacccttga 
tcttagttgc 
     1141 cagcattcag ttgggcactc taaggtgact gccggtgaca aaccggagga 
aggtggggat 
     1201 gacgtcaaat catcatgccc cttatgacct gggctacaca cgtgctacaa 
tggatggtac 
     1261 aaagggctgc aagaccgcga ggtttagcca atcccataaa accattctca 
gttcggattg 
     1321 taggctgcaa ctcgcctaca tgaagccgga atcgctagta atcgcggatc 
agcatgccgc 
     1381 ggtgaatacg ttcccgggcc ttgtacacac cgcccgtcac accacgagag 
tttgtaacac 
     1441 ccgaagtcgg tggggtaacc ttttggaagc ccagccgccc taaattgggt ga 
// 
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