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บทคัดย่อ 
 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัยน้ีเพ่ือ (1) ศึกษาค่านํ้ามันและไขมันในตัวอย่างนํ้าเสียจากร้าน
จําหน่ายอาหาร (2) คัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายนํ้ามันและไขมันจากนํ้าเสีย 
(3) ศึกษาสภาวะเพาะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ และ (4) ศึกษา
ประสิทธิภาพการกําจัดค่านํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียที่มีไขมันสูง แบคทีเรียเป้าหมายถูกคัดแยกจาก
ตัวอย่างนํ้าเสียจากถังดักไขมันของร้านอาหารในโรงอาหาร มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ 
จังหวัดสมุทรปราการ 

ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างนํ้าเสียจากร้านอาหารมีค่านํ้ามันและไขมันในอยู่ในช่วงระหว่าง             
2,441– 215,200 มิลลิกรัมต่อลิตร ในงานวิจัยน้ีแบคทีเรียเป้าหมาย จํานวน 41 ไอโซเลท ถูกคัดแยก
ได้จากตัวอย่างนํ้าเสีย โดย 2 ไอโซเลท (2/41, ร้อยละ 4.88) ผ่านการยืนยันบนอาหาร Tributyrin 
agar 1% ว่าเป็นแบคทีเรียที่มีความสามารถในการย่อยสลายไขมัน ต้ังช่ือเป็น NJS54 และ NJS72  
ค่าดัชนีเอนไซม์และค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเปสของไอโซเลท NJS54 มีค่าเท่ากับ 1.59 + 0.14 และ                
0.06 + 0.01 ยูนิตต่อมิลลิลิตรและไอโซเลท NJS72 มีค่าเท่ากับ 1.23 + 0.09 และ 0.05 + 0.01         
ยูนิตต่อมิลลิลิตร ผลการศึกษาความสามารถในการย่อยสลายไขมันของไอโซเลท NJS54 มีดังน้ี 
สภาวะเพาะท่ีเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์ไลเปส ได้แก่ การใช้นํ้ามันกากถั่วเหลืองเป็นแหล่ง
คาร์บอนอาหารเพาะเลี้ยงปรับที่พีเอช 6 และระยะเวลาเพาะเล้ียงที่ 48 ช่ัวโมง มีค่ากิจกรรมเอนไซม์
ไลเปสสูงสุดเท่ากับ 0.10 + 0.01 ยูนิตต่อมิลลิลิตร โดย 48 ช่ัวโมง มีปริมาณเซลล์สูงสุด 9.8 × 107  
ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ีผลการศึกษาการกําจัดค่านํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียสังเคราะห์ที่มี           
ไขมันสูง (นํ้ามันกากถั่วเหลืองเข้มข้นร้อยละ 1) ของไอโซเลท NJS54 พบว่ามีประสิทธิภาพการกําจัด          
ค่านํ้ามันและไขมันได้สูงสุด คิดเป็นร้อยละ 76.05 
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ABSTRACT 
 

 The objectives of this study were (i) to determine oil and grease in wastewater 
sample from restaurants (ii) to isolate lipid-degrading bacteria from wastewater (iii) to 
study optimum cultural condition for lipase production of isolated bacteria, and (iv) 
to evaluate the oil and grease removal efficiency in high lipid wastewater.             
The targeted bacteria were isolated from wastewater of restaurant grease traps in    
the canteen of Huachiew Chalermprakiet University, Samut Prakan Province.        

The result of study showed that the range of oil and grease in restaurant 
wastewater were 2,441 to 215,200 mg/L. In this study, 41 isolates of targeted bacteria 
were obtained from wastewater samples and two of which (2/4, 4.88%) were 
approved on Tributyrin agar 1% to lipid-degrading bacteria, which were designated as 
NJS54 and NJS72. The enzyme index and the lipase activity of isolate NJS54 were 
1.59 + 0.14 and 0.06 + 0.01 unit/ml, and isolate NJS72 were 1.23 + 0.09 and                 
0.05 + 0.01 unit/ml. Results of the lipid degradation capability of isolate NJS54 found 
that optimum cultural conditions were comprised of soybean oil as carbon source, 
culture medium adjusted to pH6 and incubation period at 48 hours, with maximum 
lipase activity of 0.10 + 0.01 unit/ml. The highest number of cells was found at                 
48 hours as 9.8 × 107 CFU/ml. In addition to the study of the oil and grease removal 
efficiency in lipid strength-synthetic wastewater (soybean 1%) by isolate NJS54,                
the highest removal efficiency was 76.05%.   
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คณะผู้วิจัยขอขอบคุณผู้ที่มีส่วนเก่ียวข้องกับการดําเนินงานวิจัยจนทําให้งานวิจัยน้ีสําเร็จ
ลุล่วงไปด้วยดี  ดังน้ี ขอขอบคุณมหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติที่ได้ให้ทุนสนับสนุนการวิจัย  
ขอขอบคุณสาขาวิชาอนามัยสิ่งแวดล้อมที่ ให้ความอนุเคราะห์แก่คณะผู้ วิจัยดําเนินการวิจัย                    
ในห้องปฏิบัติการสาขาวิชาอนามัยสิ่งแวดล้อมรวมทั้งอํานวยความสะดวกในการใช้เคร่ืองมือและ
อุปกรณ์ต่างๆ รวมทั้งขอขอบคุณร้านจําหน่ายอาหารในโรงอาหารของมหาวิทยาลัยหัวเฉียว            
เฉลิมพระเกียรติที่ให้ความอนุเคราะห์ในการเก็บตัวอย่างนํ้าเสียจากถังดักไขมัน   

ท้ายที่สุดน้ี หากงานวิจัยฉบับน้ีมีความดีและก่อให้เกิดประโยชน์ต่อส่วนรวม คณะผู้วิจัย            
ขอมอบความดีทั้งปวงให้แก่ บิดา มารดา ครอบครัว และเพ่ือน ที่เป็นกําลังใจแก่คณะผู้วิจัยด้วยดีเสมอมา 
ตลอดจนอาจารย์ทุกท่านของคณะผู้วิจัยที่ได้ประสิทธ์ิประสาทวิชาความรู้ทําให้คณะผู้วิจัยมีความรู้
ความสามารถจนประสบความสําเร็จในการทํางานวิจัยคร้ังน้ี 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 

1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 
 นํ้ามันและไขมันเปนสารอินทรียที่เปนองคประกอบหลักในนํ้าเสียจากชุมชนและโรงงาน

อุตสาหกรรมที่กอมลพิษทางนํ้าเปนอยางมาก มีผลกระทบตอแหลงนํ้า ไดแก เปนอุปสรรคตอการ

สังเคราะหแสงของพืชในแหลงนํ้า กีดขวางการแพรกระจายของออกซิเจนจากอากาศลงสูนํ้า รวมถึง

ทําใหเกิดสภาพที่ไมนาดู สําหรับนํ้าเสียจากกิจกรรมประเภทรานอาหารน้ันพบวามีปริมาณนํ้ามันและ

ไขมันสูงมาก ตัวอยางเชน รานอาหารตามสั่ง รานกวยเต๋ียว มีคานํ้ามันและไขมัน เฉลี่ย 7,199.21 - 

125,743.50 มิลลิกรัมตอลิตร(บุญสง ไขเกษ, สุธาสินี อั้งสูงเนิน, จิรา แกวดํา, และปญจพัชรภร    

บุญพรอม, 2554) ปจจุบันวิธีการกําจัดไขมันและนํ้ามันในนํ้าเสียมีหลายวิธี ไดแก การเติมคลอรีน การ

เปาอากาศ การทําใหลอย (Flotation) การเพิ่มอุณหภูมิ โดยวิธีกําจัดไขมันที่นิยมใชคือถังดักไขมันที่มี

แผนขวางอยูในบอเพื่อดักไขมันไวใหไดปริมาณมาก เมื่อทิ้งไวระยะหน่ึงไขมันจะลอยตัวข้ึนมาสะสม

บนผิวนํ้าแลวจึงตักออกไปกําจัด อยางไรก็ตามเน่ืองจากประเทศไทยมีอุณหภูมิสูงไขมันจึงจับตัวชา 

(บุญสงไขเกษ และคณะ, 2554) จึงทําใหประสิทธิภาพในการกําจัดไขมันลดลง และนํ้าทิ้งที่ออกจาก

บอดักไขมันยังคงมีไขมันและนํ้ามันสะสมอยูในปริมาณมาก ทั้งน้ี คณะผูวิจัยมีความสนใจที่จะศึกษา

การบําบัดนํ้าเสียจากบอดักไขมันซึ่งมีคานํ้ามันและไขมันสูงโดยวิธีทางชีวภาพ (Bioremediation 

treatment) ดวยจุลินทรีย วิธีน้ีกําลังไดรับความนิยมอยางแพรหลายมากข้ึน  

Lipolytic microorganisms หรือ Lipid-degrading microorganisms หมายถึง จุลินทรีย

ที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน มีทั้งกลุมที่ใชออกซิเจนและไมใชออกซิเจน ไดแก แบคทีเรีย

จีนัส Psudomonas และ Clostridium ราจีนัส Penicillium, Cladosporium และ Aspergillus 

เปนตน ไขมันเปนแหลงคารบอนของจุลินทรียจะถูกยอยสลายโดยเอนไซมไลเปส (Lipase enzyme) 

กลายเปนกลีเซอรอล กรดไขมัน และนํ้า จุลินทรียที่มีความสามารถยอยสลายไขมันสามารถยอย

อาหารหรือวัสดุทางอุตสาหกรรมที่มีไขมันได ตัวอยางเชน เนย ปลา เน้ือสัตว พืชนํ้ามัน และนํ้ามัน 

(Prokhorov, 1979) จุลินทรียเหลาน้ีถูกแยกไดจากสิ่งแวดลอมทั่วไป เชน ดินหรือนํ้า ดังเชนงานวิจัย

ของ Ruiz, Pastor, and Diaz (2005) คัดแยกจุลินทรียทั้งหมด 724 ไอโซเลท จากดินที่อุดมไปดวย

นํ้ามันปาลมและสารไตรบิวไทรีน (Tributyrin) แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไขมันได ดีคือ                         

Bacillus sp. นอกจากน้ียังมีแบคทีเรียอื่นๆ อีก ไดแก Pseudomonas sp., Burkholderia sp., 

Acinetobacter sp., Escherichia sp. และรา Candida sp., Rhodotorula sp. และ                 

Yarrowia sp. (Čipinytë, Grigiškis, & Baškys, 2009) อยางไรก็ตามจุลินทรียที่คัดแยกไดจาก

สิ่งแวดลอมมีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสนอยเน่ืองจากถูกจํากัดดวยสารบางชนิดที่มีฤทธ์ิตานจุลชีพ 

เชน กรดไขมันสายยาว การคัดแยกจุลินทรียที่มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงและสามารถยอยสลาย

นํ้ามันและไขมันไดดีจึงเปนที่นาสนใจเปนอยางย่ิง เปนอีกแนวทางเลือกหน่ึงในการกําจัดนํ้ามันและ
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ไขมันในนํ้าเสียดวยดวยวิธีทางชีวภาพ มีหลายงานวิจัยไดพัฒนาจุลินทรียผลิตเอนไซมไลเปสในระดับ

หองปฏิบัติการเพื่อกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียดวยกิจกรรมของจุลินทรียที่เพาะเลี้ยงข้ึนมา                

สุรอรรถ ศุภจัตรัส, วีระสิทธ์ิ กัลปยากฤต, วิรัตน วาณิชยศรีรัตนา, และศุภพงษ ภูวพัฒนะพันธุ 

(2550) ไดคัดแยกจุลินทรียผลิตเอนไซมไลเปสจากตะกอนเรงของโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร และ

นํามาศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไขมัน พบวามีประสิทธิภาพการยอยสลายไขมันสูงอยูระหวาง

รอยละ 84.10 ถึงรอยละ 85.76 

งานวิจัยน้ีจึงไดมุงความสนใจไปยังการคัดแยกและการหาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการ

ผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน โดยมีความคาดหวังนํา

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากงานวิจัยน้ีไปใชประโยชนในการกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียจาก              

ถังดักไขมันของรานจําหนายอาหาร เปนการชวยสรางสิ่งแวดลอมที่ดีใหกับมหาวิทยาลัยหัวเฉียว           

เฉลิมพระเกียรติ รวมถึงในอนาคตยังสามารถพัฒนาตอยอดเพื่อใชในงานดานเทคโนโลยีชีวภาพได

หลากหลายประเภทอีกดวย 

 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย  

1.2.1 เพื่อศึกษาคานํ้ามันและไขมันในตัวอยางนํ้าเสียของรานจําหนายอาหาร 

1.2.2 เพื่อคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการของการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรีย

ที่แยกได 

1.2.3 เพื่อศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรีย        

ที่คัดแยกได 

1.2.4 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียที่มีไขมันสูง 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย  

  งานวิจัยน้ีมีรูปแบบการวิจัยเปนการวิจัยเชิงทดลอง (Experimental research) แบบทดลอง

ในหองปฏิบัติการ (Laboratory experiment) เพื่อคัดแยกและหาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของ

แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันและไขมันสําหรับบําบัดนํ้าเสียที่มีนํ้ามันและไขมัน

ปนเปอน ทําการสุมเก็บตัวอยางนํ้าเสียจากถังดักไขมันของรานจําหนายอาหารที่ต้ังอยูในโรงอาหาร 

มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ และนํามาศึกษาคานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสีย และคัดแยก

แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันและไขมัน รวมทั้ง ศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยง             

ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส ไดแก แหลงคารบอนพีเอช และระยะเวลาเพาะเลี้ยง และศึกษา

ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันและไขมันของแบคทีเรียที่ คัดแยกได ในนํ้าเสียสังเคราะห 

ระยะเวลาดําเนินการวิจัย เปนเวลา 1 ป ต้ังแต เดือนเมษายน พ.ศ. 2559 ถึง เดือนมีนาคม               

พ.ศ. 2560 

 



3 

 

  

1.4 นิยามศัพทเฉพาะ  

  1.4.1 นํ้าเสียที่มีไขมันสูง (High lipid-containing wastewater) หมายถึง นํ้าเสียจาก           

ถังดักไขมันของรานอาหารที่มีปริมาณนํ้ามันและไขมันสูง  ในงานวิจัยน้ี คือ นํ้าเสียที่มีคานํ้ามันและ

ไขมันสูงกวามาตรฐานควบคุมการระบายนํ้าทิ้งจากอาคารบางประเภทและบางขนาด ตามประกาศ

กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม ซึ่งกําหนดใหปริมาณนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียจากราน

จําหนายอาหารตองไมเกิน 100 มิลลิกรัม/ลิตร   

  1.4.2แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน (Lipid-degrading bacteria) 

หมายถึงแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันโดยผลิตเอนไซมไลเปสไปยอยสลายไขมนัให

กลายเปนกลีเซอรอลและกรดไขมันอิสระ ในงานวิจัยน้ี คือ แบคทีเรียที่แสดงความสามารถในการยอย

สลายนํ้ามันและไขมันบนจานอาหารทดสอบ Tributyrin agar 1% 

  1.4.3 เอนไซมไลเปส (Lipase enzyme) หมายถึง เอนไซมที่จัดอยูในกลุมของไฮโดรเลส      

มีช่ือเรียกตามระบบวา กลีเซอรอลเอสเทอรไฮโดรเลส (Glycerol ester hydrolase) หรือไตรเอซิล 

กลีเซอรอลเอซิลไฮโดรเลส (Triacylglycerol acylhydrolase) หมายเลขรหัสเอนไซม E.C.3.1.1.3 
1.4.4 ดัชนีเอนไซม (Enzyme index) หมายถึง คาการยอยสลายนํ้ามันและไขมันของ

จุลินทรีย วิเคราะหไดจากขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีรวมกับขนาดของวงใสที่เกิดรอบโคโลนีบน

อาหารทดสอบตอเสนผาศูนยกลางของโคโลนี ในงานวิจัยน้ี คือ ดัชนีเอนไซมไลเปสของจุลินทรียใน

การยอยสลายนํ้ามันและไขมันบนจานอาหารทดสอบ Tributyrin agar 1% 

1.4.5 คากิจกรรมเอนไซม (Enzyme activity) หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่ใชในการเรง

ปฏิกิริยาของสารต้ังตนหรือสับเตรท (Substrate) 1 ไมโครโมล (µmol) ตอ 1 นาที ภายใตสภาวะคือ 

พีเอชและอุณหภูมิที่คงที่หน่ึงๆ ที่ปฏิกิริยาเกิดข้ึนไดดีที่สุด มีหนวยเปน ยูนิต (Unit, U) ในงานวิจัยน้ี 

คือ ปริมาณเอนไซม ไลเปสที่สามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรท  (p-nitrophenyl 

palmitate  : pNPP) ใหกรดพลามิติกอิสระ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิ 55 C มีหนวย

เปน ยูนิตตอมิลลิลิตร (U/ml) 

1.4.6 ประสิทธิภาพการกําจัดนํ้ามันและไขมัน หมายถึง ในงานวิจัยน้ีคือ ประสิทธิภาพในการ

กําจัดคานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียสังเคราะหในตัวอยางนํ้าเสียที่ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับคานํ้ามัน

และไขมันเริ่มตน โดยคิดเทียบเปนคารอยละ 

1.4.7 นํ้ามันและไขมัน (Oil & Grease : O&G) หมายถึง สารที่มีองคประกอบหลักเปนธาตุ

คารบอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน ไมละลายนํ้า เมื่ออยูในนํ้าจะแยกออกจากนํ้า แตสามารถละลาย

ไดดีในสารที่เปนนํ้ามัน หรือในตัวทําละลายบางชนิด เชน แอลกอฮอล นํ้ามันและไขมันจัดเปนสาร

กลุมเดียวกันเรียกวาลิพิด (Lipid) ในงานวิจัยน้ี หมายถึง คานํ้ามันและไขมันที่อยูในนํ้าเสีย วิเคราะห

ดวยวิธี Soxhlet extraction มีหนวยเปน มิลลิกรัมตอลิตร 
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1.5 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

 5.1 ทราบถึงปริมาณนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียจากถังดักไขมันของรานจําหนายอาหารที่ต้ังอยู

ในโรงอาหาร มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ เพื่อใชเปนแนวทางในการดําเนินการควบคุมการ

ทํางานของถังดักไขมันใหสามารถลดปริมาณนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียกอนนําเขาสูระบบบําบัดนํ้าเสีย

ของมหาวิทยาลัยฯ ตอไป 

 5.2 ไดสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจาก

งานวิจัยน้ี ไดแก แหลงคารบอน พีเอช และระยะเวลาการเพาะเลี้ยง เพื่อนําไปเพาะเลี้ยงแบคทีเรียให

สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงข้ึน 

 5.3 แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันและไขมันที่คัดแยกไดจากงานวิจัยน้ี 

เปนจุลินทรียทองถ่ินที่อาศัยอยูในสภาพแวดลอมของนํ้าเสียที่มีนํ้ามันและไขมันปนเปอนสูงอยูแลว             

มีการปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมดังกลาวไดดี สามารถนําไปใชทดลองบําบัดนํ้าเสียที่มีไขมันสูงโดยมี

ประสิทธิภาพในการกําจัดนํ้ามันและไขมันไดสูง ชวยลดคาใชจายในการใชสารเคมี หรือคาดําเนินการ

ระบบบําบัดนํ้าเสียในสวนที่ตองกําจัดนํ้ามันและไขมัน อีกทั้งจุลินทรียเหลาน้ียังเปนจุลินทรียที่อยูใน

สิ่งแวดลอมมีอันตรายนอยกวาสารเคมี ปลอดภัยตอผูที่เกี่ยวของ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 2 
การทบทวนวรรณกรรม 

 

2.1 นํ้ามันและไขมัน 
ไขมันหรือลิพิด (Lipid) คือ สารชีวภาพพื้นฐานของสิ่งมีชีวิตที่สามารถละลายในตัวทําละลาย

อินทรียได เชน คลอโรฟอรม และเมธานอล มีกรดไขมัน (Fatty acids) เปนองคประกอบสวนใหญ 

โดยไขมันจากพืชและสัตวสวนมากมักจะพบกรดไขมันที่มีจํานวนอะตอมคารบอน 16 และ 18 อะตอม 

เชน Palmitic Oleic Linolenic และ Stearic (Voet, Voet, & Pratt, 2008) ไขมันมีโครงสรางเปน

ไฮโดรคารบอนที่ไมมีข้ัวซึ่งจะแสดงคุณสมบัติไมชอบนํ้า (Hydrophobicity) และมีผลทําใหละลายไดดี

ในตัวทําละลายอินทรีย ตัวอยางของไขมัน เชน กรดไขมัน กลีเซอรอล ข้ีผึ้ง (Wax) โคเลสเตอรอล 

กรดนํ้าดี และวิตามินอี เปนตน (มนตรี จุฬาวัฒนฑล, ยงยุทธ ยุทธวงศ, ชิษณุสรร สวัสดิวัฒน ,       

สกล พันธย้ิม, และภิญโญ พานิชพันธ, 2542)        

นํ้ามันและไขมัน (Oil and Grease: O & G) เปนไขมันประเภทหน่ึง ซึ่งเปนผลผลิตพลอยได

จากกระบวนการประกอบอาหาร ตามปกติประกอบไปดวยเศษอาหาร ไขมันสัตวจากหมู-วัว นํ้ามันใช

แลวทั้งนํ้ามันพืชและสัตว เนยเหลว เนยแข็งและเนยเทียม นํ้าซอสและเครื่องปรุงตางๆ เปนตน นํ้ามัน

และไขมันอาจประกอบไปดวยสารประกอบที่มีลักษณะเปนของแข็งหรือของเหลวที่ผสมกันหลายชนิด 

ข้ึนกับสภาวะอิ่มตัวของสายคารบอนของสารประกอบที่เกิดข้ึน (Lewkowltsch, 1922)    

2.1.1 องคประกอบของน้ํามันและไขมัน 

นํ้ามันและไขมันประกอบไปดวยสารประกอบตางๆ ดังน้ี  

2.1.1.1 กรดไขมัน (Fatty acids: FAs)  

เปนสารประกอบกลุมไฮโดรคารบอนสายยาวที่มักอยูในรูปเอสเทอร 

(Esterified) ซึ่งมีมากถึง 1,000 ชนิด มีจํานวนอะตอมคารบอนอยูระหวาง 8-22 อะตอม มักพบกรด

ไขมันอิสระที่มีจํานวนอะตอมคารบอน 18 อะตอม มากที่สุด ทั้งน้ี ชนิดของกรดไขมันข้ึนกับความยาว

ของสาย ตําแหนงคารบอน ชนิดของการอิ่มตัวหรือไมอิ่มตัว และหมูที่เพิ่มเติมในสายอะลิฟาติก 

(Aliphatic chain) สําหรับกรดไขมันที่มาจากอาหารมีประมาณ 20 ชนิด และสวนใหญเปนชนิดกรด

ไขมันไมอิ่มตัวเชน Palmitic Oleic และ Linoleic acids ซึ่งคิดเปนมากกวารอยละ 80 ของนํ้ามัน

และไขมันตามธรรมชาติ  (Gunstone, 2008; Voet, Voet, & Pratt, 2012) ชนิดของกรดไขมันตาม

ตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1  ช่ือเรียกตามระบบของกรดไขมันบางชนิด   

 

Structure Systematic Name Abbreviation Shorthand Name 

CH3(CH2)10COOH Dedecanoic lauric 12:0 

CH3(CH2)12COOH Tetradecanoic myristic 14:0 

CH3(CH2)14COOH Hexadecanoic palmitic 16:0 

CH3(CH2)5CH=CH(CH2)7COOH Z-9-hexadecenoic palmitoleic 16:1 9c 

CH3(CH2)16COOH Octadecanoic stearic 18:0 

CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH Z-9-octadecenoic oleic 18:1 9c 

CH3(CH2)5CH=CH(CH2)9COOH Z-11-octadecenoic cis-vaccenic 18:1 11c 

CH3(CH2)5CH=CH(CH2)9COOH E-11-octadecenoic vaccenic 18:1 11t 

CH3(CH2)3(CH2CH=CH)2(CH2)7 

COOH 

Z,Z-9,12-

octadecadienoic 

linoleic (LA) 18:1 9c,12c 

CH3(CH2CH=CH)3(CH2)7COOH Z,Z,Z- 9,12,15-

octadecatrienoic 

-linolenic 

(ALA) 

18:3 9c,12c,15c 

CH3(CH2)3(CH2CH=CH)2(CH2)4 

COOH 

Z,Z,Z- 6,9,12-

octadecatrienoic 

-linolenic 

(GLA) 

18:3 6c,9c,12c 

CH3(CH2)18COOH eicosanoic arachidic 20:0 

CH3(CH2)3(CH2CH=CH)4(CH2)3 

COOH 

Z,Z,Z,Z- 5,8,11,14-

eicosatetraenoic 

arachidonic 

(ARA) 

20:4 5c,8c,11c, 

14c 

CH3(CH2CH=CH)5(CH2)3COOH Z,Z,Z,Z,Z- 

5,8,11,14,17-

eicosapentaenoic 

EPA 20:5 5c,8c,11c, 

14c, 17c 

CH3(CH2)20COOH Docosanoic behenic 22:0 

CH3(CH2)7CH=CH(CH2)11COOH Z- 13-docosenoic   erucic 22:1 13c 

CH3(CH2CH=CH)6(CH2)2COOH Z,Z,Z,Z,Z,Z- 

4,7,10,13,16,19-

docosahezaenoic 

DHA 22:6 4c,7c,10c, 

13c, 16c,19c 

CH3(CH2)22COOH tetracosanoic lignoceric 24:0 

CH3(CH2)7CH=CH(CH2)13COOH Z-15-tetracosenoic   nervonic 24:1 15c 

ที่มา: Gunstone, Harwood, and Dijkstra (2007) 
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กรดไขมันแบง ได เปน 3 กลุมใหญ (มารุจ ลิมปะ วัฒนะ,  และวรรณวิมล            

คลายประดิษฐ, 2552) ดังน้ี  

(1) กรดไขมันอิ่มตัว (Saturated fatty acids) กรดไขมันชนิดน้ีระหวางอะตอม

คารบอนยึดติดกันดวยพันธะเด่ียว โดยมีอะตอมไฮโดรเจนติดกับทุกอะตอมคารบอน ตัวอยางเชน กรด

ไขมัน Stearic Lauric Myristic และ Palmitic พบมากในไขมันสัตวและนํ้ามันมะพราว 

(2) กรดไขมันไมอิ่มตัวที่มีพันธะคู 1 ตําแหนง (Monounsaturated fatty acids) 

ตัวอยางเชน C18:1 (Oleic acid) พบในนํ้ามันพืชบางชนิด ตัวอยางเชน นํ้ามันปาลม 

( 3 ) ก ร ด ไข มั น ไ ม อิ่ ม ตั วที่ มี พั น ธะ คู เ ท า กั บ ห รื อ ม า กก ว า  2  ตํ า แห น ง 

(Polyunsaturated fatty acids) สวนใหญเปนกรดไขมันที่จําเปน เชน C18:1 n-6 (Linoleic acid) 

และ C18:2 n-3 (Linolenic acid) ซึ่งพบมากในนํ้ามันพืช เชน นํ้ามันถ่ัวเหลือง นํ้ามันขาวโพดนํ้ามัน

ทานตะวัน นํ้ามันถ่ัวลิสง นํ้ามันคาโนลา และนํ้ามันเมล็ดฝาย และกรดไขมันอื่นๆ ที่มีความสําคัญตอ

มนุษย เชน C20:5 n-3 (Eicosapentaenoic acid : EPA) และ C22:6 n-3 (Decosahexaenoic 

acid : DHA) ซึ่งพบมากในนํ้ามันปลา ปริมาณกรดไขมันในนํ้ามันพืชดังแสดงในตารางที่ 2 

 

ตารางท่ี 2  รอยละของกรดไขมันในนํ้ามันพืชบางชนิด 

 

Fatty 

acid 

Carbon atom 

:Double bond 

Coconut 

oil 

Corn 

oil 

Cottonseed 

oil 

Palm 

oil 

Sunflower 

oil 

Soybean 

oil 

Rice bran 

oil 

Olive 

oil 

Caproic 6:0 0.50        

Caprylie 8:0 8.00        

Caprie 10:0 6.40        

Lauric 12:0 48.50   0.30 0.50    

Mysristic 14:0 17.60  0.90 1.10 0.20 0.10 0.60  

Palmitic 16:1 8.40 12.20 24.70 45.10 6.80 11.00 21.50 6.90 

Palmitoleic 16:1  0.10 0.70 0.10 0.10 0.10   

Margaric 17:0   0.10      

Stearic 18:0 2.50 2.20 2.30 4.70 4.70 4.00 2.90 2.30 

Oleic 18:1 6.50 27.50 17.60 38.80 18.60 23.40 38.40 84.40 

Linoleic 18:2 1.50 57.00 53.30 9.40 68.20 53.20 34.40 4.60 

Linolenic 18:3  0.90 0.30 0.30 0.50 7.80 2.20 0.80 

Arachidic 20:0 0.10 0.10 0.10 0.20 0.40 0.30  0.50 

Behenic 22:0      0.10  0.50 

% of Saturated Fats 83.60 2.30 3.40 6.30 5.80 4.50 25.00 9.20 

% of Monounsaturated Fats 14.90 39.80 43.00 84.00 25.50 34.50 38.40 84.40 

% of Polyunsaturated Fats 1.50 57.90 53.60 9.70 68.70 61.00 36.60 6.40 

ที่มา: Chow (2008) 
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2.1.1.2 ไตรเอซิลกลีเซอรอล (Triacylglycerols : TAGs)/กลีเซอรอล (Glycerol)  

ประกอบดวยคารบอน จํานวน 3 อะตอม แตละอะตอมมีหมูไฮดรอกซิล 

(Hydroxyl group)  (HOCH2CH (OH) CH2OH) การแบงประเภทของกลีเซอรอลข้ึนกับจํานวนหมู  

ไฮดรอกซิล แบงออกเปน 3 ประเภท ไดแก Monoacylglycerols (MAG) Diacylglycerols (DAG) 

และ Triacylglycerols (TAGs) ทั้งน้ี TAGs เปนกรดไขมันที่พบมากในรูปของกลีเซอรอลเอสเทอร  

(Glycerol eaters) บางครั้งเรียกวาไตรกลีเซอไรด (Triglycerides) TAGs มีคุณสมบัติคือ ไมมีข้ัว 

(Nonpolar) และไมละลายนํ้า พบทั่วไปในนํ้ามันและไขมัน โดยชนิดของ TAGs ที่พบน้ันข้ึนก ับแหลง

ของสิ่งมีชีวิต เชน  นํ้ามันพืช (Plant oil) จะมีกรดไขมันอิสระแบบไมอิ่มตัว (Unsaturated fatty 

acid) มากกวาไขมันสัตว ทําใหนํ้ามันพืชมีจุดหลอมเหลวตํ่ากวาไขมันสัตว ดังน้ัน ที่อุณหภูมิหอง 

นํ้ามันพืชจึงอยูในรูปของเหลวในขณะที่ไขมันสัตวอยูในรูปของของแข็ง (Gunstone, 2004) 

2.1.1.3 เอสเทอรแว็กซ (Ester waxes) 

เปนสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีลักษณะเปนสายยาว ประกอบดวย

ไฮโดรคารบอน (TCH3) แอลกอฮอล (RCH2OH) อัลดีไฮด (RCHO) กรด (RCOOH) และเอสเทอร 

(RCOOR) แว็กซมีทั้งที่มาจากพืช เชน ไขคารนูบา (Carnauba) และโจโจบาออยล (Jojoba) 

และแว็กซที่มาจากสัตว เชน ข้ีผึ้ง (Beeswax) และข้ีผึ้งขนแกะ (Woolwax) (Madan, 2013) 

2.1.1.4 ฟอสโฟลิพิด (Phospholipids)  

เปนไขมันที่มีลักษณะแบบแอมฟฟลิก (Amphiphilic) คือ สามารถลายได

ทั้งตัวทําลายที่มี ข้ัว เชน นํ้า และไมข้ัว เชน นํ้ามัน ทําใหไขมันประเภทน้ีมีบทบาทสําคัญใน

อุตสาหกรรมหลายประเภท เชน อาหาร เครื่องสําอาง และเภสัชกรรม อยางไรก็ตาม ไขมันประเภทน้ี

มักเกิดการเสื่อมสลายในข้ันตอนการกลั่นนํ้ามัน ทั้งน้ี ไขมันชนิดน้ีมักพบในนํ้ามันพืช และปนเปอนใน

นํ้าเสียในรูปของนํ้ามันและไขมัน (Solomon, Fryhle, & Snyder, 2013) 

2.1.1.5 สตีรอล (Sterols) และสตีรอลเอสเทอร (Sterol esters) หรือที่เรียกวา 

โคเลสเตอรอล (Cholesterol)  

สารประกอบชนิดน้ีไมใชไขมันแตพบมากในนํ้ามันและไขมัน และมีผลยับย้ัง

คุณสมบัติทางกายภาพบางประการของนํ้ามันและ ไขมันดวย สตีรอลสามารถเกิดปฏิกิริยา            

เอสเทอรริฟ เคช่ัน (Esterification) กลายเปนกรดไขมันสายยาว ซึ่งในนํ้ามันดิบสวนใหญ              

จะประกอบดวย Phytosterol รอยละ 0.10-2.20 โดยอยูในรูปของสตีรอลอิสระ (Free sterol) 

(Patrick, 2012) 

 

 

 

 



9 

 

  

 2.1.2 การใชประโยชนจากน้ํามันและไขมัน 

นํ้ามันและไขมันถูกนําไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมหลายประเภท ดังน้ี 

2.1.2.1 อุตสาหกรรมอาหาร (Food industry)  

ไขมันเปนสารต้ังตนของผลิตภัณฑที่เกี่ยวของในอุตสาหกรรมอาหารหลาย

ประเภท เชน เนยเทียม ไขมันเนย เนยขาว นํ้ามันสลัด และนํ้ามันประกอบอาหาร นอกจากน้ียังเปน

สวนประกอบในอาหารอีกหลากหลาย เชน ผลิตภัณฑเบเกอรี่ อาหารสําหรับทารก ขนมหวาน และ

อาหารในชีวิตประจําวันอื่นๆ สําหรับนํ้ามันประกอบอาหาร (Cooking oil) ใชในการประกอบอาหาร

ประเภททอดโดยเปนตัวกลางใหความรอนถายเทสูอาหารทําใหอาหารมีกลิ่นและเน้ือสัมผัสตาม

ตองการ โดยทั่วไปแลวนํ้ามันใชในงานทอดที่อุณหภูมิสูงถึง 180 C นํ้าในอาหารเมื่อถูกความรอน           

จะไปทําใหกรดไขมันในนํ้ามันแตกหักหรือเรียกกระบวนการน้ีวาปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) 

ซึ่งทําใหนํ้ามันมีคุณภาพเปลี่ยนแปลงไป มีจุดเกิดควัน (Smoke point) ลดลง สีเขมข้ึน และมีกลิ่น

เปลี่ยนแปลงไป ในกระบวนการใหความรอนน้ีนํ้ามันจะมีสภาพเปลี่ยนแปลงไปเกิดเปนสารประกอบที่

มีขนาดใหญข้ึน (Polymerization) เปนยางเหนียว เน่ืองจากมีการดูดซับอาหารไว เกิดเปนลักษณะ

เหมือนคราบไขมันหรือจาระบี (Grease) ข้ึน (Gunstone, 2008) 

2.1.2.2 อุตสาหกรรมโอลิโอเคมี (Oleochemical industry)  

เปนอุตสาหกรรมผลิตสารเคมีจากไขมันและนํ้ามันพืช ผานกระบวนการ

ไฮโดรไลซิสของนํ้ามันและไขมันไดเปนกรดไขมัน เมธิล เอสเทอร แอลกอฮอล เอมีน และกลีเซอรอล 

ซึ่งมีองคประกอบคลายคลึงกับสารเคมีที่มาจากปโตรเคมี อุตสาหกรรมโอลิโอเคมีกําลังเจริญเติบโตใน

หลายประเทศทั่วโลก ระหวางป 2000-2010 มีปริมาณผลผลิตจากอุตสาหกรรมโอลิโอเคมีเพิ่มข้ึน     

1 ใน 3 ของปริมาณทั้งหมด จาก 5.76 เปน 7.75 ลานตัน วัตถุดิบของอุตสาหกรรมโอลิโอเคมี ไดแก 

นํ้ามันทอลล (นํ้ามันจากผิวเซลลทั้งพืชและสัตว) นํ้ามันปาลม นํ้ามันที่มีกรดไขมัน Erucic นํ้ามันกาก

ถ่ัวเหลือง และนํ้ามันดอกทานตะวันสวนผลิตภัณฑที่ไดจากอุตสาหกรรมโอลิโอเคมีจะถูกนําไปใช

ประโยชนเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรมตางๆ ตัวอยางเชน เทียน สารทําความสะอาด เครื่องสําอาง 

สารชวยใหลอยตัว (Flotation agents) สารอีมัลซิไฟเออรในอุตสาหกรรมอาหาร นํ้าหมึก ยาฆาแมลง 

อุตสาหกรรมหนัง นํ้ามันหลอลื่น สี สารปราบศัตรูพืช อุตสาหกรรมยา พลาสติก สบู อุตสาหกรรมเสน

ใยและสิ่งทอ และยางรถยนต เปนตน ทั้งน้ี เพื่อใหการเกิดปฏิกิริยาของกระบวนการไฮโดรไลซิสของ

นํ้ามันและไขมันดีย่ิงข้ึนทําใหไดกรดไขมันตามตองการ ไดมีการนําเอาเอนไซมไลเปสเขามาชวยในการ

ทํางาน โดยเอนไซมดังกลาวไดมาจาก Rhizomucor miehei และ Candida rugosa ใชเวลา

เพาะเลี้ยง 20 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 20 C หรือเวลาเพาะเลี้ยง 6 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 45 C ผลิตภัณฑที่ได

มีความสะอาดและเกิดของเสียนอยกวากระบวนการแยกไขมัน (Fat splitting process) และยังมี

คาใชจายนอยกวา แตอยางไรก็ตาม ปจจุบันเอนไซลไลเปสน้ียังไมเปนที่นิยมอยางแพรหลายในระดับ

อุตสาหกรรม (Gunstone, 2008) 
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2.1.2.3 การผลิตสารลดแรงตึงผิว (Surfactant production)  

สารลดแรงตึงผิว คือ สารที่มีอนุภาคขนาดเล็กที่มีทั้งดานข้ัวที่ชอบนํ้า 

(Hydrophilic -lipophobic) และดานข้ัวที่ไมชอบนํ้า-ชอบไขมัน (Hydrophobic -lipophilic) เมื่อ

อยูในสารละลาย โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะสะสมอยูบริเวณผิวของตัวทําละลาย ทําใหเกิดการ

ลดคาแรงตึงผิวของตัวทําละลายน้ัน ทําใหสารประกอบไฮโดรคารบอนละลายไดในนํ้า หรือสวนของ

นํ้าละลายในสารประกอบไฮโดรคารบอน ทําใหสารลดแรงตึงผิวมีคุณสมบัติที่ดีในการเปนผสมของสาร

ทําความสะอาด (Detergent) สารเกิดฟอง และการเกิดอิมัลชัน (Desai & Banat, 1997) 

ตัวอยางเชน สบูมีสายของกรดไขมัน Palmitic เปนดานข้ัวที่ชอบไขมัน (Lipophilic) และหมูคารบอก

ซีเลท (Carboxylate group) เปนดานข้ัวที่ชอบนํ้าเปนตน สารลดแรงตึงผิวผลิตไดมาจาก

อุตสาหกรรมปโตรเคมีและอุตสาหกรรมโอลิโอเคมี สําหรับสารต้ังตน Lipophilic alkyl chain มัก

เปน C12 และ C14 ผลิตจาก Lauric oil หรือ C16 และ C18 ผลิตจากนํ้ามันทอลล นํ้ามันปาลม 

หรือ C20 และ C22 ผลิตจากนํ้ามันปลา นํ้ามันที่มีกรดไขมัน Eruci สารลดแรงตึงผิวที่ใชใน

อุตสาหกรรมมีแบงได 4 ประเภท ไดแก สารอิออนลบ (Anionic) สารไมมีประจุ (Non-ionic) สาร

ประจุบวก (Cationic) และ และสารที่มีทั้งประจุบวกและลบ (Zwitterionic หรือ Amphoteric) สาร

ลดแรงตึงผิวถูกนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารและอุตสาหกรรมอื่นๆ ไดแก Emulsification,               

Deemulsification, Wetting, Foaming, Defoaming, Water-repelling, Solubilisers-

Dispersing agents, Sanitizing Lubricity และ Emolliency (Gunstone, 2008) 

2.1.2.4 ผลิตเครื่องสําอาง  

ไขมันมีความสําคัญถูกนํามาใชเปนสวนผสมในเครื่องสําอางและผลิตภัณฑ

บํารุงผิว วัตถุประสงคเพื่อใหมีเ น้ือสัมผัสที่ เหมาะสมและเพื่อเพิ่มคุณภาพเครื่องสําอาง เชน 

Tocopherols และ Phytosterols ชวยใหผิวหนังมีสุขภาพดีข้ึน หนาที่ของไขมันในเครื่องสําอาง 

ไดแก Emollients Moisturizers Emulsifiers Solubilisers-Dispersing agents Texturisers และ 

Skin-feel improvers นอกจากน้ีกรดไขมันบางชนิดยังมีความสามารถที่นาสนใจ เชน Antioxidative 

anti-inflammatory สังเคราะหโปรตีนและคอลาเจน และยอยสลายผิวหนัง ไดอีกดวย ตัวอยาง

ผลิตภัณฑ เชน ผลิตภัณฑบํารุงผิวประเภท Oilments balm ผสมในเครื่องสําอาง เจลอาบนํ้า แชมพู 

และครีมนวดผม เปนตน (Gunstone, 2008) 

2.1.2.5 ผลิตเช้ือเพลิงชีวภาพ (Biofuels)  

ปญหาการใชเช้ือเพลิงจากซากฟอสซิลสงผลกระทบทําใหเกิดภาวะโลกรอน 

การใชพลังงานทางเลือกจากเช้ือเพลิงชีวภาพที่ผลิตจากพืชและสัตว จึงกลายเปนที่นิยมมากข้ึนใน

ปจจุบัน ตัวอยางเชน เช้ือเพลิงชีวภาพประเภทไบโอดีเซล (Biodiesel) ที่ผลิตจากเมทิลเอสเทอร 

(Methyl ester) ที่มาจากพืชนํ้ามันและไขมันสัตวหลายประเทศในทวีปยุโรป ทวีปอเมริกาเหนือ และ

ทวีปอเมริกาใต เริ่มหันมาใชไบโอเอทานอล (Bioethanol) และไบโอดีเซลโดยในป 2004 ประเทศ
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สหรัฐอเมริกาผลิตไบโอเอทานอล ปริมาณ 4 พันลานแกลลอน (หรือ 19 ลานตัน) และไบโอดีเซล 

ปริมาณ 30 ลานแกลลอน (หรือ 0.13 ลานตัน) 

ไตรเอซิลกลีเซอรอล (TAGs) เปนสารประกอบไฮโดรคารบอนสายยาวที่พบใน

นํ้ามันและไขมัน เกิดจากปฏิกริยาทรานเอสเทอริฟเคชัน (Tranesterification) โดย TAGs จะทํา

ปฏิกิริยากับแอลกอฮอลสายสั้น เชน เมทิลและเอทิลแอลกอฮอลเมื่อมีตัวเรงปฏิกิริยา จากน้ัน TAGs 

จะเปลี่ยนไปเปนโมโนเอซิลกลีเซอรอล (MAG) และไดเอซิลกลีเซอรอล (DAG) และสุดทายจะได                  

กลีเซอรอล ตามลําดับ ดังภาพที่ 1 (ปกรณ วินะยานุวัติคุณ, 2554)   

 

ภาพท่ี 1  ปฏิริยาทรานเอสเทอริฟเคชันระหวางไตรเอซิลกลีเซอรอลกับแอลกอฮอล 

 

 
 

ที่มา: ปกรณ วินะยานุวัติคุณ (2554) 

 

การเปลี่ยนพืชนํ้ามันและไขมันสัตวไปเปนเมทิลเอสเทอร ซึ่งเปนสวนผสมใน

นํ้ามันไบโอดีเซลน้ันมีกระบวนการดังภาพที่ 2 โดยวัตถุดิบสําคัญที่สามารถนํามาผลิตไบโอดีเซล ไดแก 

นํ้ามันพืช ไขมันสัตว นํ้ามันจากสาหรายขนาดเล็ก และผลิตภัณฑจากของเสีย สําหรับตัวเรงปฏิกิริยา

อาจเปนสารเคมีประเภทกรดหรือดาง หรืออาจเปนตัวเรงทางชีวภาพก็ได (ปกรณ วินะยานุวัติคุณ, 

2554) อยางไรก็ตามการใชตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพ เชน เอนไซมไลเปส กําลังไดรับความสนใจ 

เน่ืองจากเปนกระบวนการที่มีประสิทธิภาพสูง สามารถลดคาใชจายของกระบวนการหลังการผลิต 

เพราะแยกผลิตภัณฑออกไดงาย และไมมีคาใชจายในการบําบัดนํ้าเสีย ดังน้ัน การนําเอนไซมไลเปส

มาใชประโยชนจึงเปนอีกหน่ึงทางเลือกในการพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพเพื่อผลิตไบโอดีเซล 

นํ้ามันและไขมันที่เกิดข้ึนในถังดักไขมันของรานอาหารน้ัน ก็เปนวัตถุดิบ

ประเภทหน่ึงที่สามารถนําไปผลิตไบโอดีเซลไดเชนกัน Husuntree et al. (2011) ใชกรดซัลฟุริกเปน

ตัวเรงปฏิกิริยาในปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคช่ันของนํ้ามันและไขมันจากถังดักไขมันของโรงอาหาร 

ไดผลผลิตเมทิลเอสเทอรรอยละ 83.59+รอยละ 1.51 ทั้งน้ี สํานักงานปกปองสิ่งแวดลอมประเทศ

สหรัฐอเมริกา (United States Environmental Protection Agency: EPA) ไดใหคําแนะนําวา

นํ้ามันและไขมันจากถังดักไขมัน จากอุตสาหกรรมอาหารสัตว เครื่องสําอาง สบู และอีกหลาย

TAGs Alcohol Glycerol Methyl ester 
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อุตสาหกรรมที่มีนํ้ามันและไขมันที่เกิดข้ึนกลายเปนของเสียน้ี สามารถนํามาเปนวัตถุดิบในการผลิต   

ไบโอดีเซลไดเปนอยางดี (EPA, 2013) 

 

ภาพท่ี 2  กระบวนการผลิตนํ้ามันไบโอดีเซล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: Pinto et al. (2005) 

 

 2.1.2.5 ดานอื่นๆ 

นอกจากน้ีนํ้ามันและไขมันยังถูกนําไปใชในการผลิตอื่นๆ เชน นํ้ามันหลอลื่น 

(Lubricants) เปนตน  

 

2.2 นํ้าเสียท่ีมีน้ํามันและไขมันจากรานอาหาร 

นํ้าเสียจากรานอาหารที่มีนํ้ามันและไขมันปนเปอนสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอมเปนอยางมาก 

โดยเฉพาะหากนํ้าเสียเหลาน้ีถูกปลอยลงสูสิ่งแวดลอมโดยไมไดผานการบําบัดอยางเหมาะสม         

จะกอใหเกิดปญหาแหลงนํ้าเนาเสีย หรือเกิดการปนเปอนสูดินได นอกจากน้ียังอาจทําใหทอระบาย  

นํ้าเสียอุดตัน ระบบการระบายนํ้าลมเหลว และเปนปญหาตอระบบบําบัดนํ้าเสียในที่สุด ทําใหระบบ

บําบัดนํ้าเสียมีประสิทธิภาพลดลง เปนอุปสรรคตอการทํางานในระบบข้ันตอนตางๆ (Nuri & Taner, 

2004)  

2.2.1 องคประกอบของน้ําเสียจากรานอาหาร 

กรมควบคุมมลพิษไดแสดงองคประกอบของนํ้าเสียจากรานอาหารดังตารางที่ 3นํ้าเสีย

จากรานอาหารมีปริมาณนํ้ามันและไขมันสูงมาก  ต้ังแต 14 จนถึง 38,000 มิลลิกรัมตอลิตร           

ซึ่งมากกวามาตรฐานควบคุมการระบายนํ้าทิ้งจากอาคารบางประเภทและบางขนาด ของกรมควบคุม
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มลพิษ กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม กําหนดใหนํ้าทิ้งตองมีคานํ้ามันและไขมัน ไมเกิน 

100 มิลลิกรัมตอลิตร ดังน้ัน การกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียกอนปลอยระบายลงสูแหลงนํ้า

สาธารณะจึงมีความจําเปนอยางย่ิง นํ้าเสียมาจากกระบวนการผลิตอาหารและฟารมเลี้ยงสัตวมักมี

สารอินทรียที่ยอยสลายไดอยูในปริมาณมาก รวมทั้งมีปริมาณไขมันและโปรตีนปนเปอนสูง สงผลให

การบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพมีประสิทธิภาพตํ่า ถาไมมีการบําบัดสารอินทรียออกกอน เมื่อปลอยนํ้า

เสียลงดินหรือแหลงนํ้าสาธารณะจะสงผลกระทบอยางรุนแรง เน่ืองจากนํ้าเสียมีคา Biochemical 

oxygen demand (BOD) และคา Chemical oxygen demand (COD) อยูในระดับสูง ปจจุบัน      

ยังไมมีเทคโนโลยีที่สามารถบําบัดหรือยอยสลายไขมันไดในระดับปริมาณมากที่นับหนวยเปนตัน และ

ในกรณีอุตสาหกรรมอาหารและรานอาหารตางๆ ที่มีสารอินทรียประเภทไขมันปนเปอนสูงย่ิง

กลายเปนปญหาสําคัญที่ตองเรงดําเนินการแกไข     

 

ตารางท่ี 3  องคประกอบของนํ้ามันและไขมันจากรานอาหาร 

 

พารามิเตอร (หนวย) ความเขมขน 

ความเปนกรดดาง (pH) 5-7 

สภาพการนําไฟฟา (Conductivity) (ไมโครซีเมนสตอ

เซนติเมตร) 

300-2,500 

สี (Color) (ADMI) 60-700 

ไนโตรเจนทั้งหมด (TKN) (มิลลิกรัมตอลิตร) 9-106 

กรดไขมันอิสระ (Free Fatty acid) (รอยละ) 0.02-85 

ไขมันและนํ้ามัน (Grease and Oil) (มิลลิกรัมตอลิตร) 14-38,000 

ฟอสฟอรัสรวม (Total Phosphorus) (มิลลิกรัมตอลิตร) 0.13-100 

ที่มา: กรมควบคุมมลพิษ (2551) 

   

  2.2.2 การกําจัดน้ํามันและไขมันในนํ้าเสีย  
2.2.2.1 วิธีการกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสีย 

การบําบัดนํ้าเสียที่มีไขมันสูงจําเปนตองลดความเขมขนหรือกําจัดนํ้ามันและ

ไขมันออกกอนนํานํ้าเสียเขาระบบบําบัดนํ้าเสีย เพื่อปองกันไมใหมีสารยับย้ังใดๆ ที่มีในสารอินทรียที่

จะไปมีผลตอประสิทธิภาพของระบบบําบัดนํ้าเสียดังกลาว โดยทั่วไปการบําบั ดเบื้องตน                    

(Pre-treatment) มักใชถังดักไขมัน (Grease trap) ถังแยกไขมัน ระบบทําใหลอยตัวโดยการเปา

อากาศ และวิธีการบําบัดทางกายภาพ-เคมี เพื่อกําจัดนํ้ามันและไขมันออกจากนํ้าเสีย อยางไรก็ตาม

สารเคมีที่ใช น้ีมีราคาแพง ประสิทธิภาพการกําจัดนํ้ามันและไขมันตํ่า ทําใหมี นํ้ามันและไขมัน
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หลงเหลือในนํ้าเสียและเปนปญหาตอระบบบําบัดนํ้าเสียหลายประการ ตัวอยางเชน สงกลิ่นเหม็น

รบกวน หรือลดอัตราการแลกเปลี่ยนระหวางเซลลจุลินทรียกับนํ้าเสีย (เชน สสารตางๆ และการ

ละลายของออกซิเจน) เน่ืองจากนํ้ามันและไขมันจะหอหุมรอบตะกอนจุลินทรียหรือเกิดเปนแผนฟลม

ไขมันลอยอยูบนผิวหนาของนํ้าเสีย (Cammarota & Freire, 2006) โดยเฉพาะหากพบแผนฟลม

ไขมันในถังเติมอากาศจะมีผลตอประสิทธิภาพการบําบัดนํ้าเสียไดนอกจากน้ียังทําใหเกิดปญหา

ตะกอนลอยเน่ืองจากมีจุลินทรียกลุมเสนใยเจริญมากผิดปกติ (Filamentous microorganism 

blooms) รวมทั้งปญหาตะกอนจุลินทรียลอยปนก ับนํ้ามันและไขมันหลุดออกนอกระบบบําบัดนํ้าเสีย

อีกดวย (Vidal, Carvalho, Méndez, & Lema, 2000)  

โดยทั่วไปแลวการกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสีย มี 3 วิธี (บุญสง ไขเกษ 

และคณะ, 2554) ดังน้ี 

(1) วิธีการทางกายภาพ  

เปนวิธีควบคุมกําจัดและเก็บกวาดนํ้ามันและไขมันดวยวิธีทางกลศาสตร

หรือใชอุปกรณเครื่องมือซึ่งหลักการและประสิทธิภาพในการทํางานของอุปกรณแตละชนิดแตกตางกนั

ไปและในบางครั้งอาจใชอุปกรณในการทํางานมากกวาหน่ึงชนิดวิธีการกําจัดทางกายภาพเปนวิธีที่

นิยมใชกันมากเน่ืองจากทําไดรวดเร็วคาใชจายในการดําเนินการตํ่ากระบวนการไมซับซอนวิธีการทาง

กายภาพมีดังน้ี 

- การเติมอากาศเปนวิธีการเปาอากาศลงไปในนํ้าเสียโดยตรงเพื่อให

ฟองอากาศพานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียลอยข้ึนสูผิวนํ้าโดยฟองอากาศเปนตัวชวยพาใหนํ้ามันและ

ไขมันลอยตัวข้ึนสูผิวนํ้าเร็วย่ิงข้ึนโดยเฉพาะไขมันที่ไมสามารถแยกไดดวยถังดักไขมันหรือตองใช

ระยะเวลาในการกักพักนานทําใหถังดักไขมันมีขนาดใหญ 

- การทําใหลอยตัวโดยธรรมชาติเปนวิธีการที่อาศัยคุณสมบัติในดานความ

ถวงจําเพาะซึ่งนํ้ามันและไขมันจะมีความถวงจําเพาะที่นอยกวานํ้าเมื่อมีระยะเวลาการกักพักภายในถัง

เพียงพอที่จะทําใหนํ้ามันและไขมันลอยตัวข้ึนมาอยูที่ผิวนํ้าไดวิธีการน้ีจะใชถังดักไขมันและเครื่องแยก

ไขมันเหมาะสมกับแหลงกําเนิดนํ้าเสียที่มีปริมาณนํ้าเสียและปริมาณการปนเปอนของนํ้ามันและไขมนั

ไมมากนัก 

- การใชวัสดุดูดซับเปนวิธีการทางกายภาพที่ใชวัสดุที่มีคุณสมบัติในการ

ดูดซับนํ้ามันและไขมันโดยวัสดุที่นํามาใชอาจทํามาจากเสนใยสังเคราะหหรือเสนใยพืชซึ่งอาจจะเปน

วัสดุที่หาไดงายในทองถ่ินโดยทั่วไปวัสดุดูดซับควรมีคุณสมบัติดังน้ีคือสามารถลอยตัวอยูไดบนนํ้ามี

ความหนาแนนตํ่าเพื่อทําใหลอยตัวไดและสามารถดูดซับนํ้ามันและไขมันไวในตัวไดดีสะดวกตอการใช

งานข้ันตอนการใชไมยุงยากไมเปนพิษหรือสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอม 
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(2) วิธีการทางเคมี 

เปนวิธีการกําจัดนํ้ามันและไขมันดวยการเติมสารเคมีที่ใชสําหรับแยก

นํ้ามันและไขมันออกจากนํ้าโดยการใชสารเคมีที่มีสวนประกอบของสารลดแรงตึงผิวเปนสวนประกอบ

ทําใหนํ้ามันแตกตัวโดยสารเคมีน้ีจะทําใหความแตกตางของแรงตึงผิวระหวางนํ้ามันและไขมันกับนํ้า

ลดลงจนแรงตึงผิวของนํ้ามันและไขมันใกลเคียงกับนํ้าทําใหนํ้ามันและไขมันกระจายตัวและชวย

ปองกันการรวมตัวของนํ้ามันและไขมันอีกนอกจากน้ียังมีการใชสารเคมีทําใหนํ้ามันและไขมันรวมตัว

กันโดยการใชสารเคมีฉีดลงบนจุดที่มีนํ้ามันและไขมันอยูจะทําใหคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของ

นํ้ามันและไขมันเกิดการรวมตัวกันกลายเปนกอนแลวจมลงในนํ้าแตสารเคมีที่ใชในขณะน้ีมีราคาแพง

และยังมีการใชไมแพรหลายมากนัก 

(3) วิธีการทางชีวภาพ 

เปนวิธีการกําจัดนํ้ามันและไขมันที่อาศัยจุลินทรีย  เชน ยีสต รา และ

แบคทีเรีย ชวยในการยอยสลายนํ้ามันและไขมันการยอยสลายโดยธรรมชาติน้ีเปนไปอยางชาๆ       

ใชเวลานาน โดยปกติแลวในแหลงนํ้าธรรมชาติจะมีจุลินทรียประเภทตางๆ อาศัยอยู ซึ่งจุลินทรีย

เหลาน้ีจะดํารงชีวิตอยูไดโดยอาศัยอาหารที่มีอยูในแหลงนํ้า จึงอาศัยหลักการตามธรรมชาติดังกลาว

สารปนเปอนที่อยูในนํ้าเสียอยูในรูปของสารอนินทรียจะกลายเปนอาหารและถูกยอยสลายโดย

จุลินทรียวิธีการกําจัดทางชีวภาพ สามารถแบงออกตามลักษณะของปฏิกิริยาการยอยสลายของ

จุลินทรียไดเปน 2 ประเภท คือ การยอยสลายโดยใชออกซิเจนและการยอยสลายโดยไมใชออกซิเจน

การยอยสลายโดยใชออกซิเจนเปนการยอยสลายสารอินทรียโดยอาศัยจุลินทรียที่ใชออกซิเจนซึ่ง

สวนมากเปนออกซิเจนที่ละลายอยูในนํ้า เมื่อจุลินทรียทําการยอยสลายสารอินทรียจะทําใหปริมาณ

ออกซิเจนในนํ้าลดลง ถาปริมาณออกซิเจนมีไมเพียงพอจุลินทรียจะตายลง จึงจําเปนตองมีการเติม

ออกซิเจนลงไปในนํ้า วิธีการน้ีมักจะใชในระบบเอเอสถังเลี้ยงตะกอนและลานกรอง สวนการยอยสลาย

โดยไมใชออกซิเจนเปนการยอยสลายสารอินทรียโดยอาศัยจุลินทรียชนิดที่ไมใชออกซิเจน มักจะใชใน

ระบบถังกรองแอนแอโรบิคบอพักไรอากาศและถังหมัก เปนตน 

2.2.2.2 ปฏิกิริยาของนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสีย 

การยอยสลายนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสีย ตามปกติแลวจะเกิดจากจุลินทรีย

ผลิตเอนไซมไลเปสเพื่อไปทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสนํ้ามันและไขมันกลายเปนกลีเซอรอลและกรดไขมัน

สายยาว ซึ่งสารเหลาน้ีมีผลตอการยับย้ังกิจกรรมการจุลินทรียที่มีหนาที่บําบัดนํ้าเสีย (Hanaki, 

Nagase, & Matsuo, 1981; Angelidaki & Ahring, 1992) จึงตองมีการกําจัดนํ้ามันและไขมันใน   

นํ้าเสียออกกอนที่จะนํานํ้าเสียเขาสูระบบบําบัดข้ันตอนตอไป ทั้งน้ี ที่สภาวะอุณหภูมิสูงจุลินทรีย      

จะปลดปลอยเอนไซมไลเปสเพื่อยอยสลายนํ้ามันและไขมันไดดี (Becker et al., 1999) ดังน้ัน เพื่อ

ควบคุมกระบวนการยอยสลายนํ้ามันและไขมันในระบบบําบัดนํ้าเสียจึงจําเปนตองมีระบบใหความ

รอนเพื่อใหเกิดสภาวะที่เหมาะสมตอการปลดปลอยเอนไซมไลเปสของจุลินทรีย  
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2.2.2.3 ปญหาของการบําบัดทางชีวภาพของระบบบําบัดนํ้าเสียที่มีไขมันสูง 

ผลจากการมีไขมันปนเปอนในนํ้าเสียปริมาณมากจะทําใหเกิดกรดไขมันสาย

ยาวที่มีความเปนพิษและยับย้ังการทํางานจุลินทรียกลุมไมใชอากาศ กรดไขมันสายยาว (Long chain 

fatty acid : LCFA) ที่เกิดข้ึนจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสประกอบดวยกรดไขมันอิ่มตัวที่คารบอน            

12 – 14 อะตอม และกรดไขมันไมอิ่มตัวที่มีคารบอน 18 อะตอม (กรดไขมันสายยาว คือ กรดไขมันที่

มีจํานวนคารบอนอะตอมต้ังแต  13 - 21 อะตอมข้ึนไป (Beermann, Jelinek, Reinecker, 

Hauenschild, Boehm, & Klör, 2003) ย่ิงมีกรดไขมันสายยาวเกิดข้ึนมากย่ิงมีผลยับย้ังเพิ่มข้ึนตาม

ไปดวย สวนผลิตภัณฑอื่นที่ เกิดข้ึนคือกลีเซอรอลไมมีผลตอการยับย้ังการทํางานของจุลินทรีย          

(Hanaki et al., 1981; Angelidaki & Ahring, 1992; Perle, Kimchie,& Shelef, 1995) LCFA           

จะไปลดการทํางานของ Adenosine triphosphate (ATP) และลดการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย

กลุม Acetogenic ซึ่งจะมีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของระบบบําบัดนํ้าเสียแบบไมใชอากาศและ

การผลิตแก็สชีวภาพ เชน มีเทน (Hanaki et al., 1981; Perle et al., 1995) Vidal et al. (2000) 

ศึกษาผลกระทบของไขมันตอการบําบัดนํ้าเสียแบบไมใชอากาศ พบวาระบบบําบัดนํ้าเสียที่มีไขมันสูง

จะมีอัตราการยอยสลายทางชีวภาพตํ่ากวาระบบบําบัดนํ้าเสียที่ที่มีไขมันนอยกวาเน่ืองจากมีอัตราการ

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสตํ่า 

 

2.3 จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายไขมัน  
จุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันมีทั้งกลุมที่ใชออกซิเจนและไมใชออกซิเจน 

จุลินทรียที่สําคัญ ไดแก แบคทีเรีย เชน Bacillus sp., Pseudomonas sp. และ Burkholderia sp. 

รา เชน Aspergillus sp., Penicillium sp., Rhizopus sp. และ Candidasp. รวมถึงยีสต เชน

Zygosaccharomyces sp., Pichia sp., Lachancea sp. และ Kluyveromyces sp. เปนตน 

(Verma, Thakur, & Bhat, 2012; Thakur, 2012) การยอยสลายไขมันของจุลินทรียเกิดจาก

ปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสซึ่งข้ึนกับชนิดของจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมและสภาวะในการเกิดปฏิกิริยา 

โดยจุลินทรียจะสรางเอนไซมและหลั่งเอนไซมออกมาภายนอกเซลลเพื่อใหเอนไซมทําปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสกับไขมันหรือไตรเอซิลกลีเซอรอล (TAGs) ที่อยูภายนอกเซลล และไดผลผลิตคือ                 

กลีเซอลรอล และกรดไขมัน (Hasan, Shah, & Hameed, 2009) ดังภาพที่ 3  

กระบวนการสลายไขมัน (Lipid catabolism) ของจุลินทรียเกิดข้ึนเมื่อกรดไขมันเขาถูก

ลําเลียงเขาสูเซลลจะถูกยอยสลายโดยผานวิถี Bete-oxidation จนกระทั่งไดอะซิทิลโคเอ (Acetyl-

CoA) และเขาสูวัฏจักรเครบส (Kreb’s cycle) สวนกลีเซอเรอลจะถูกนําเขาสูวิถีไกลโคไลซีสไดเปน

ฟอสโฟอีนอลไพรูเวท (Phosphoenol-pyruvate) และเขาสูวัฏจักรเครบส (Kreb’s cycle) (Rehm 

& Reed, 1981) เชนกันตามภาพที่ 4 
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ภาพท่ี 3  ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซมไลเปสกับ TAGs  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: Andualema and Gessesse (2012) 

 

ภาพท่ี 4  กระบวนการสลายไขมัน (Lipid catabolism) ของจุลินทรีย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: Tortora, Funke, and Case (2003) 

 

Lipase 
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  2.3.1 เอนไซมไลเปส 

ไลเปส (Lipase) หรือ กลีเซอรอลเอสเทอรไฮโดรเลส (Glycerol ester hydrolase) 

หรือไตรเอซิลกลีเซอรอลไฮโดรเลส (Triacylglycerol  hydrolase) (EC 3.1.1.3) เปนตัวเรงปฏิกริยา

ไฮโดรไลซิสทําใหไตรเอซิลกลีเซอรอลเปลี่ยนเปนกลีเซอรอลและกรดไขมัน (Gupta, Gupta, &        

Rathi, 2004) สําหรับแหลงของเอนไซมไลเปสพบไดทั้งในสัตว พืช และจุลินทรีย โดยเฉพาะปจจุบัน 

ไลเปสจากจุลินทรียกําลังไดรับความสนใจเปนอยางมากเน่ืองเจริญเติบโตไดรวดเร็วเลี้ยงงายกวาพืช

และสัตว การเพาะเลี้ยงไมข้ึนกับสภาพภูมิอากาศ ประหยัดพื้นที่ในการเพาะเลี้ยง ไมสิ้นเปลืองแรงงาน

ในการเพาะเลี้ยงและการเก็บเกี่ยว อีกทั้งความเขมขนของเอนไซมก็สูงกวา นอกจากน้ีจุลินทรีย ยัง

สามารถผลิตเอนไซมไลเปสในสภาวะรุนแรง เชน อุณหภูมิ พีเอช สารละลายอินทรีย สารเคมี เปนตน   

 คุณสมบัติของเอนไซมไลเปสที่ไดจากจุลินทรียชนิดตางกัน มีความแตกตางกัน เชน 

ความจําเพาะ อุณหภูมิ พีเอช ความเปนอิสระ กิจกรรมในตัวทําละลายอินทรีย และสารพิษตาม

ธรรมชาติ ในสภาพแวดลอมที่อาศัย อยางไรก็ตาม ไลเปสที่เปนที่ตองการน้ันจะตองมีคุณสมบัติ ดังน้ี 

สามารถทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได Mono-, Di- และ Tri- acylglycerol เปนตัวเรงที่ดีในปฏิกิริยา 

ทรานเอสเทอริฟเคช่ัน มีสารยับย้ังนอย มีกิจกรรมสูง /ใหผลผลิตสูงในอาหารที่ไมใชของเหลว              

มีระยะเวลาเพาะเลี้ยงนอย ทนทานที่อุณหภูมิ พีเอช แอลกอฮอล ตางๆ และยังสามารถตรึงเอนไซม 

ใหใชงานไดนาน (Kumar, Sharma, & Kanwar, 2012) จุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม            

ไลเปสมีหลายสายพันธุ มีทั้งแบคทีเรีย รา และยีสต ดังแสดงในตารางที่ 4 
 

ตารางท่ี 4  จุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปส  

 

จุลินทรีย จีนัส สปชี่ส 

Bacteria (Gram-positive) Bacillus B. megaterium 

B. cereus  

B. stearothermophilus  

B. subtilis  

B. thermocatenulatus 

B. coagulans 

B. acidocaldarius 

B. thermoleovorans 

 Staphylococcus S. carnosus  

S. aureus  

S. epidermidis  

S. warneri   
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ตารางท่ี 4  (ตอ) 

   

จุลินทรีย จีนัส สปชี่ส 

แบคทีเรีย แกรมบวก 

(Gram-positive bacteria) 

 

Lactobacillus L. delbruckii sub sp. 

bulgaricus 

 Lactococcus L. lactis 

 Micrococcus M. freudenreichii  

M. luteus 

 Propionibacterium Pr. acne  

Pr. granulosum 

 Burkholderia Burkholderia sp.  

Bu. glumae 

แบคทีเรีย แกรมลบ 

(Gram-negative bacteria) 

Pseudomonas P. aeruginosa  

P. fragi   

  P. mendocina 

P. putida  

P. glumae  

P. cepacia 

P. fluorescens  

P. aeruginosa  

P. pseudoalcaligenes    

 Chromobacterium Ch. viscosum 

 Acinetobacter Aci. pseudoalcaligenes  

Aci. radioresistens 

 Aeromonas Ae. hydrophila  

Ae. sorbia   

รา (Fungi) Rhizopus Rhizop. Delemar 

Rhizop. oryzae  

Rhizop. arrhizus  

Rhizop. nigricans  

Rhizop. nodosus  
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ตารางท่ี 4  (ตอ) 

   

จุลินทรีย จีนัส สปชี่ส 

รา (Fungi) Rhizopus Rhizop. chinensis  

Rhizop. japonicus  

Rhizop. niveus 

 Aspergillus A. flavus  

A. niger  

A. awamori  

A. fumigatus  

A. oryzae  

A. carneus  

A. repens  

A. nidulans 

 Penicillium Pe. cyclopium  

Pe. citrinum  

Pe. roqueforti  

Pe. fumiculosum  

Pe. camambertii  

Pe. wortmanii 

 Candida C. rugosa  

C. tropicalis  

C. antarctica  

C. cylindracea  

C. deformans   

C. curvata  

C. valida 

ยีสต (Yeasts) Yarrowia Y. lipolytica 

 Rhodotorula Rho. glutinis  

Rho. pilimornae 

 Saccharomyces Sa. lipolytica  

Sa. crataegenesis 
   



21 

 

  

ตารางท่ี 4  (ตอ) 

   

จุลินทรีย จีนัส สปชี่ส 

ยีสต (Yeasts) Streptomyces Str. fradiae  

Str. coelicolor  

Str. cinnamomeus 

ที่มา : Sharmaa, Chistib, and Banerjeea (2001) 

 

จุลินทรียเหลาน้ีสามารถคัดแยกไดจากสิ่งแวดลอมตางๆ โดยเฉพาะอยางย่ิงตัวอยาง

สิ่งแวดลอมที่ปนเปอนนํ้ามันสูง เชน นํ้าเสียจากสถานที่กําจัดขยะ และนํ้าเสียจากโรงงานผลิตนํ้ามันมี

สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการอยูอาศัยของจุลินทรียผลิตไลเปส (Abd Rahman, Leow, Salleh, 

& Basri, 2007) 

2.3.2 ปจจัยท่ีเก่ียวของกับผลผลิตเอนไซมไลเปส 

ปจจัยที่มีผลตอจุลินทรียในการผลิตเอนไซมไลเปสมีหลายประการดวยกัน มีทั้งปจจัย

ที่สงเสริมและปจจัยที่ยับย้ังการผลิตเอนไซมไลเปส ซึ่งจุลินทรียแตละชนิดมีปจจัยเหลาน้ีแตกตางกัน 

2.3.2.1 ปจจัยทางกายภาพ (Physical factors) 

 ปจจัยทางกายภาพของสภาวะเพาะเลี้ยง ไดแก พีเอช อุณหภูมิอายุ

จุลินทรีย ขนาดของอุปกรณเพาะเลี้ยง การกวน และระยะเวลาเพาะเลี้ยง ถือเปนปจจัยสําคัญตอ

ผลผลิตของเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย (Hasan, Shah, & Hammeed, 2009) ปจจัยทางกายภาพ

บางประการที่สําคัญ มีดังน้ี 

 (1) ระยะเวลาเพาะเลี้ยง จุลินทรียแตละชนิดมีระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่

เหมาะสมที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดมากที่สุดแตกตางกัน ตัวอยางเชน  Bacillus sp. เริ่มเขาสู

การเจริญระยะคงที่ (Stationary phase) ที่เวลา 24 ช่ัวโมง และ 36 ช่ัวโมง จะใหผลผลิตเอนไซม  

ไลเปสสูงสุด (Handelsman & Shoham, 1994) หรือ Bacillus cereusและ Bacillus coagulans 

ใหผลผลิตไลเปสสูงสุดที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง หรือ 2 วัน (El-Shafei & Rezkallah, 1997) 

(2) การเติมอากาศ อัตราการเติมอากาศมีผลตอการผลิตเอนไซมไลเปสของ

จุลินทรียพวกที่ใชอากาศ (Aerobic microorganisms) โดยตามปกติแลวในข้ันตอนการเพาะเลี้ยง

จําเปนตองเติมอากาศดวยการเขยาภาชนะที่เพาะเลี้ยง เพื่อใหจุลินทรียผลิตเอนไซมและปลดปลอย

ออกมาภายนอกเซลล (Extracellular enzymes) อัตราอากาศตออาหารเพาะเลี้ยงควรเปน 1 ตอ 4 

ซึ่งจะทําใหไดผลผลิตเอนไซมไลเปสสูงสุด ตัวอยางเชน Bacillus sp. ผลิตเอนไซมไลเปสที่มี           

คากิจกรรมเอนไซม (Lipase activity) สูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 วัน และมีการเติมอากาศดวย

การเขยาอยางตอเน่ือง (El-Shafei & Rezkallah, 1997) นอกจากน้ียังมีจุลินทรียชนิดอื่นๆ ที่
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เพาะเลี้ยงรวมกับการเขยาทําใหไดผลผลิตเอนไซมไลเปสสูงเชน เชน Psuedomas aerugunosa 

KKA-5 (Sharon, Furugoh, Yamakido, Ogawa, & Kato, 1998) และ Rhizopus oryzae 

(Salleh, Musani, Basri, Ampon, Yunus, & Razak, 1993)   

2.3.2.2 ปจจัยทางชีวเคมี/กายภาพเคมี (Biochemical/Physiochemical factors) 

(1) สารต้ังตน (Substrates) ชนิดของไขมันในอาหารเพาะเลี้ยงมีผลสงเสริม

ผลผลิตเอนไซมไลเปส โดยไตรเอซิลกลีเซอรอลที่ประกอบดวยกรดไขมันไมอิ่มตัวหรือกรดไขมันอิ่มตัว

ที่มีขนาดกลาง (C8 – C12) เปนสารต้ังตนที่เหมาะสมของเอนไซมไลเปส เน่ืองจากถามีสายกรดไขมัน

สั้นหรือยาวกวาน้ีจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดไมดี (Hasan et al., 2009) อยางไรก็ตาม จุลินทรียแต

ละชนิดสามารถผลิตเอนไซม ไลเปสที่จํ า เพาะตอกรดไขมันไดแตกตางกัน ตัวอยาง เชน 

Streptococcus faecalis สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไปไฮโดรไลซิสกรดไขมันสายสั้นไดดี ในขณะที่

กรดไขมันสายยาว เชน กรดไขมัน Oleic กลับมีผลตอการยับย้ังการผลิตเอนไซมไลเปส (Chander, 

Ranganathan, & Singh, 1979) Acinetobacter radioresistens เมื่อเติมนํ้ามันมะกอกที่มี          

กรดไขมัน n-hexadecane ในอาหารเพาะเลี้ยงจะทําใหผลผลิตเอนไซมไลเปสเพิ่มสูงข้ึน                     

(Dasai & Banat, 1998) นอกจากน้ี นํ้ามันปลาซารดีน นํ้ามันกากถ่ัวเหลืองและไตรโอเลอิน 

(Triolein) มีผลตอการสงเสริมผลผลิตเอนไซมไลเปสใหเพิ่มสูงข้ึนเชนกัน (Kamini, Fujii, & Iefuji, 

2000) 

(2) สารเหน่ียวนํา (Inducers) สารลดแรงตึงผิวสามารถชวยสงเสริมผลผลิต

เอนไซมไลเปสใหเพิ่มสูงข้ึน โดยทําหนาที่เปนสารเหน่ียวนําของสารต้ังตน (ไขมัน) ในปฏิกิริยาไฮโดร   

ไลซิสของเอนไซมไลเปส เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวน้ีมีคุณสมบัติคลายกับสารต้ังตนตามธรรมชาติและ

ยังชวยกระตุนการปลดปลอยเอนไซมไลเปสจากเซลลไดเปนอยางดี (Espinosa, Sahchez, Farres, 

1990; Song, Lin, Rong, & Wei, 2001) ตัวอยางเชน Tween80 ชวยสงเสริมผลผลิตเอนไซมไลเปส

ของ Bacillus sp. CM7 (Emanuilova, Kambourova, Dekosvka, & Manolov, 1993) นอกจากน้ี

สารอื่นๆ เชน โซเดียมอะซิเตต กรดไขมัน Oleic นํ้ามันมะกอก Triton X-100 และ Tween20 เมื่อ

เติมในอาหารเพาะเลี้ยง ก็สามารถเพิ่มผลผลิตเอนไซมไลเปสไดเชนกัน (Breuil & Kushner, 1975) 

(3) สารอนินทรีย (Inorganic substances) สารอนินทรีย เชน Na+, PO4
3-

และ Ca2+ เปนสารที่จําเปนตอการเจริญของแบคทีเรีย มีรายงานวาการเติมโซเดียมคลอไรดในอาหาร

เพาะเลี้ยงชวยสงเสริมผลผลิตเอนไซมไลเปสได (Okhkuro, Komatsuzaki, Kawashima, & 

kuriyama, 1978) 

(4) แหลงคารบอนและไนโตรเจน (Carbon and Nitrogen sources)  

คารบอนและไนโตรเจนเปนสารจําเปนตอการเจริญของแบคทีเรียเชนกัน หลายงานวิจัยไดใชนํ้ามันพืช

ชนิดตางๆ เปนแหลงคารบอนเพื่อสงเสริมผลผลิตเอนไซมไลเปส ดังเชน Bacillus coagulans BTS-3 

ซึ่งผลิตเอนไซมไลเปสแบบ Alkaline extracellular enzyme ไดมาจากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม
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นํ้ามันมะกอกเปนแหลงคารบอน และเติมเปบโตน (Peptone) และสารสกัดยีสต (Yeast extract) 

(1:1) เปนแหลงไนโตรเจน (Kumar, Kikon, Upadhyay, Kanwar, & Gupta, 2005) Gilbert เมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมนํ้ามันมะกอกเปนแหลงคารบอน พบวาใหมวลชีวภาพ (Biomass) อยูใน

ระดับสูงเชนกัน (Fadiloglu & Erkmen, 2002) ทั้งน้ี สัดสวนระหวางคารบอน-ไนโตรเจนก็เปนอีกหน่ึง

ปจจัยที่มีความสําคัญตอการเพิ่มผลผลิตเอนไซมไลเปส   

2.3.3 ปจจัยท่ีเก่ียวของกับกิจกรรมเอนไซมไลเปส 

กิจกรรมของเอนไซม (Enzyme activity) หมายถึง ปริมาณ (หนวยเปน mole 

หรือ g) ของสารต้ังตนที่เปลี่ยนแปลงโดยปฏิกิริยาเฉพาะของเอนไซมจํานวนหน่ึงภายในหน่ึงหนวย

เวลา (หนวยเปนนาทีหรือวินาที) หนวยเปน ยูนิต (Unit : U) สามารถใชบงบอกประสิทธิภาพของ

เอนไซมได มีหลายงานวิจัยไดศึกษาถึงปจจัยที่เกี่ยวของกับกิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก

จุลินทรีย ทั้งลักษณะเปนเอนไซมบริสุทธ์ิ (Purified enzymes) และเอนไซมหยาบ (Crude 

enzyme) มีดังน้ี 

2.3.3.1 พีเอชและอุณหภูมิ สําหรับพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอกิจกรรมเอนไซม

ไลเปสของจุลินทรียบางชนิด ดังตารางที่ 5 

 

ตารางท่ี 5  พีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอกิจกรรมเอนไซมไลเปส 

 

Microorganisms Range of pH and temp. 

stability 

Optimum value 

pH Temp 

(C) 

Time 

(h) 

pH Temp 

(C) 

Aspergillus oryzae RIB128 4-7.5 30 24 5.5 40 

Aeromonas sobria LP004 6.5-10 <40 - 6 45 

Cryptococcus sp. S-2 5-9 50 - 7 37 

Rhizopus oryzae 4.5-7.5 - - 7.5 35 

Acinetobacter radioresistens 6-10 - - 10 - 

Bacillus sp. LBN4 7-8 65 - 8 - 

Staphylococcus sp. 5-9 - - 8 55 

Pseudomonas moteilli - - 1 6 40 

ที่มา: Hasan et al. (2009) 
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2.3.3.2 สารกระตุนและสารยับย้ัง สําหรับสารกระตุนและสารยับย้ังตอกิจกรรม

เอนไซมไลเปสของจุลินทรียบางชนิด ดังตารางที่ 6 

 

ตารางท่ี 6  สารกระตุนและสารยับย้ังตอกิจกรรมเอนไซมไลเปส 

 

Microorganisms Activators Inhibitors 

Acinetobacter sp. CR9 PMSF, DDT, 2-ME 

Cu2+, Mo2+, Mg2+, Zn2+ 

EDTA 

Ca2+ 

Acinetobacter baumannii 

BD5 

Tween20, Ca2+, Mg2+, Mn2+, SDS, Triton X-100, Cu2+, 

Zn2+ 

Pseudomonas putida 3SK 

Pseudomonas aeruginosa 

MB 5001 

CaCl2, Taurocholic acid ZnSO4, SDS 

Serratia marcescens 345 Mg2+ Ni2+, Zn2+, Cu2+, Fe2+, Hg2+ 

Bacillus sp. FH5 Ba2+, Fe2+, Mn2+, Ca2+, 

Mg2+, Hg2+ 

Cu2+, Co2+, Na2+, Zn2+ 

Staphylococcus aureus Ca2+, Mg2+, Mn2+ Co2+, Zn2+ 

Rhizopus oryzae  Glycerol, Olive oil, Triolein 

และ Oleic acid, Saturated 

fatty acid chain (C8-C18) 

Fe3+, Fe2+, Cu2+, Hg2+ 

ที่มา: Hasan et al. (2009) 

 

2.3.4 การใชประโยชนจากเอนไซมไลเปส 
ไลเปสเปนเอนไซมที่มีความสําคัญทางเทคโนโลยีชีวภาพถูกนําไปใชในอุตสาหกรรม

หลายประเภท เอนไซมไลเปสสวนใหญผลิตมาจากจุลินทรียกลุ มที่มีความสามารถสูงในการผลิต

เอนไซมไลเปสซึ่งมีบทบาทอยางย่ิงในทางการคา (Gupta et al., 2004) สําหรับการใชประโยชนจาก

เอนไซมไลเปสมีดังน้ี อุตสาหกรรมโอลิโอเคมี ผลิต Biodegradable polymers หรือ ไบโอโพลีเมอร 

ผลิตไบโอดีเซลอุตสาหกรรมสิ่งทอ อุตสาหกรรมสารทําความสะอาด อุตสาหกรรมอาหาร ผลิต 

Racemic mixtures อุตสาหกรรมยาและเวชภัณฑสารปราบศัตรูพืชการสังเคราะหกลิ่น เครื่องสําอาง 

Biosensor บําบัดนํ้าเสียและกากของเสีย เปนตน (Jaeger & Eggert, 2002; Hasan, Shah, & 

Hameed, 2006)  
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2.4 การนําแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายไขมันไปใชประโยชนดานการบําบัดน้ําเสีย 

สวนใหญแลวนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียจากบานเรือน ฟารมเลี้ยงสัตว หรืออุตสาหกรรม

อาหารมักจะอยูในรูปของไตรเอซิลกลีเซอรอล (Cammarota & Freire, 2006) ซึ่งจุลินทรียสามารถ

ยอยสลายไดดวยเอนไซมไลเปสโดยเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสดังที่กลาวมาขางตน มีหลายรายงานวิจัย

ไดใชปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซมไลเปสที่มีสภาพเปนดางหรือกรดเพื่อยอยสลายนํ้ามันและไขมัน 

เชน การใชเอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก Candida rugosa ยอยสลายนํ้าเสียชุมชนและทําความสะอาด

ทอนํ้าทิ้งและสวมซึม (Jaeger & Reetz, 1998) หรือเอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก Pseudomonas 

aeruginosaเพื่อบําบัดนํ้าเสียจากรานอาหาร (Dharmsthiti & Kuhasuntisuk, 1998) และเอนไซม

ไลเปสยังสามารถยอยสลายโพลีเมอรและสารเหนียวขนที่ปนเปอนดวยเอสเทอรสังเคราะหที่ปนเปอน

ในนํ้าเสียจากกระบวนการเจาะหลุมนํ้ามันไดอีกดวย (Alipat, Perie, Zurdo, & Martingon, 1998) 

นอกจากน้ียังมีการพัฒนาจุลินทรียเหลาน้ีใหมีประสิทธิภาพการยอยสลายไขมันสูงข้ึนเพื่อใชในระบบ

บําบัดนํ้าเสียที่มีนํ้ามันและไขมันสูงอีกดวย ดังเชน จุลินทรียสายพันธุWW07P ซึ่งมีสวนประกอบของ

สารลดแรงตึงผิวและสารแทรกซึม (Penetrant) ที่ชวยใหการยอยสลายไขมันเกิดข้ึนได ดี              

(Hasan et al., 2009) แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันมีบทบาทอยางมากในการ

บําบัดนํ้าเสียจากบานเรือนและถังหมักแบบไมใชอากาศ (Godfrey & Reichelt, 1983) โดยข้ันตอน

ในการกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียโดยแบคทีเรียมี 2 ข้ันตอนหลัก ไดแก ข้ันตอนที่ 1 การยอย

สลายสารอินทรียในนํ้าเสียโดยการทําใหสารตางๆ ละลายนํ้าและงายตอการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

ข้ันตอนที่ 2 การยอยสลายแบบไมใชอากาศ สารโมเลกุลขนาดใหญจะแตกตัวกลายเปนสารโมเลกุล

ขนาดเล็ก เน่ืองจากการทํางานของเอนไซมตางๆ รวมกัน (เชน เอนไซมโปรติเอส เอนไซมไลเปส และ

เอนไซมกลูโคซิเดส) ในข้ันตอนน้ีเองที่เริ่มเกิดเปนกากตะกอนนํ้าเสียข้ึนจากงานวิจัยของ Hsu, Jones, 

Foglia, and Marmer (2002) คัดแยก Pseudomonas cepaciaจากนํ้าเสียรานอาหารที่มีไขมันสูง 

ไขมันประเภทน้ีเปน Simple alkyl ester derivatives โดย P. cepacia จะยอยสลายไขมันดวย

กระบวนการ Methanolysis และ Ethanolysis นอกจากน้ี Parmar, Singh, and Ward (2001) ได

ใชเอนไซมโปรติเอส เอนไซมไลเปส และเอนไซมกลูโคซิเดส ทํางานรวมกันในการบําบัดนํ้าเสีย พบวา

สามารถกําจัดคาของแข็งละลายนํ้าทั้งหมด (Total suspended solid; TSS) ไดรอยละ 30-50 และมี

ผลตอการตกตะกอนของกากตะกอนนํ้าเสียอีกดวย โดยการกําจัดของแข็งในนํ้าเสียจะเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่ม

ความเขมขนของเอนไซม 

งานวิจัยน้ีสนใจที่จะคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันเพื่อนํามาใช

ประโยชนในการบําบัดนํ้าเสียที่มีไขมันสูง เน่ืองจากแบคทีเรียสามารถเพาะเลี้ยงไดงาย ใชเวลาการ

เจริญนอยกวาราและยีสต อีกทั้งมีความสามารถในการปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมตางๆ ไดดี 
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2.5 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

 Matsumiya, Wakita, Kimura, Sampa, and Kubo (2007) ศึกษา Bukholderia sp. 

DW2-1 ซึ่งคัดแยกไดจากตัวอยางดินและความสามารถในการยอยสลายไขมันโดยศึกษาการยอยสลาย

ไขมันของแบคทีเรียน้ีที่อุณหภูมิตางๆ ผลการศึกษาพบวา Bukholderia sp. DW2-1 มีอัตราการยอย

สลายสูงสุด โดยใชสับสเตรทประเภทตางๆ ดังน้ี นํ้ามันสลัด นํ้ามันมะกอก นํ้ามันงา และไขมันวัว            

คิดเปนรอยละ 96.70, 92.30, 90.10 และ 77.40 ตามลําดับ ใชเวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง โดย

แบคทีเรียน้ีสามารถเจริญไดดีในอาหารสังเคราะหผสมนํ้าเสียที่ปริมาณมากกวา 1 1010 CFU ตอ

มิลลิลิตรที่อุณหภูมิระหวาง 20 - 38 C มีอัตราการยอยสลายนํ้ามันสลัดมากกวารอยละ 90 ข้ึนไป 

และมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 1,720 ยูนิตตอลิตรหรือ 1.72 ยูนิตตอมิลลิลิตร และคาการผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (Biosurfactant; BSF) 480 ยูนิตตอลิตร หรือ 0.48 ยูนิตตอมิลลิลิตร ที่เวลา

เพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง 

 Savitha et al. (2007) คัดแยกราจากตัวอยางดินพื้นที่ตางๆ เมืองบังกาลอร (Bangalore) 

ประเทศอินเดีย จํานวน 32 ไอโซเลท และเปนราที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน จํานวน             

4 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 12.50 ไดแก Aspergillus sp. 3 ไอโซเลท และ Mucor sp. 1 ไอโซเลท 

โดย Mucor sp. มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุดบนอาหาร Rhodamine B แสดงวงฟลูออเรสเซนต 

ขนาด 350 นาโนเมตร มีสภาวะที่เหมาะของการผลิตเอนไซมไลเปส ไดแก พีเอช 10 อุณหภูมิ 40 C 

และแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่สุด คือ นํ้ามันดอกทานตะวัน 

 Liu, Chen, and Chang (2007) คัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซมไลเปสที่มีสภาพเปนกรดจาก

เศษอาหาร ไดแบคทีเรีย จํานวน 16 ไอโซเลท ซึ่งทุกไอโซเลทมีคากิจกรรมเอนไซมไล เปสอยูใน

ระดับสูงที่พีเอช 6 และ Aeromonas sp. C14 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงที่สุด เทากับ 0.70               

ยูนิตตอมิลลิลิตร 

 Čipinytë et al. (2009) ทดสอบการยอยสลายไขมันของจุลินทรียที่คัดแยกไดจากตัวอยาง

สิ่งแวดลอม ในเบื้องตนมีจุลินทรียทดสอบ จํานวน 124 ไอโซเลท และมีจุลินทรียที่ผานการทดสอบ

ความสามารถในการยอยสลายไขมัน จํานวน 5 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 4.03 ไดแก UP2, F2, E13, 

K11 และ N3 เมื่อทดสอบคากิจกรรมเอนไซมไลเปสพบวาไอโซเลท E13 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส

สูงสุดมากกวาไอโซเลทอื่นๆ ที่เวลาเพาะเลี้ยง 8 และ 48 ช่ัวโมง E13 มีคา 0.32 + 0.00 และ                

0.45 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ไอโซเลท E13 ถูกจัดจําแนกเปน Enterobacter 

aerogens นอกจากน้ี ไอโซเลท N3 ยังไดแสดงคากิจกรรมเอนไซมไลเปสอยูในระดับสูง ที่เวลา

เพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง มีคาเทากับ 0.41 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตรและถูกจัดจําแนกเปน Arthrobacter 

sp. สําหรับการทดสอบการยอยสลายไขมันโดยใชนํ้ามันดอกทานตะวันเปนแหลงคารบอน และ

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลท E13 รวมกับไอโซเลท N3 ที่อุณหภูมิ 30 C เวลาเพาะเลี้ยง 8-72 

ช่ัวโมง พบวาอัตราการยอยสลายและอัตราการเพิ่มจํานวนเซลลเปนไปอยางรวดเร็วในชวง 8 ช่ัวโมง
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แรก หลังจากน้ันเมื่อครบ 72 ช่ัวโมง สามารถยอยสลายไขมันถึงรอยละ 90 ทั้งน้ี อัตราการเพิ่มจํานวน

เซลลเริ่มคงที่ที่เวลา 56 ช่ัวโมง 

 Prasad and Manjunath (2011) ศึกษาการบําบัดนํ้าเสียที่มีนํ้ามันและไขมันสูงดวย

แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม ไล เปส ไดแก  Bacillus subtilis, Bacillus lichenuformis,                         

Bacillus amyloliquefaciens, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginsa และ 

Staphylococus aureus ซึ่งคัดแยกไดจากดินจากแหลงที่ใกลอุตสาหกรรมนํ้ามันปาลมและบอฝง

กลบขยะชุมชน สําหรับนํ้าเสียที่นํามาทดลองบําบัด มีดังน้ี อุตสาหกรรมนํ้ามันปาลม โรงฆาสัตว 

อุตสาหกรรมสบู และนํ้าเสียชุมชน ผลการศึกษาพบวา P. aeruginosa สามารถกําจัดคา BOD และ

คานํ้ามันและไขมันของนํ้าเสียทุกประเภทไดดีที่สุด มีคา BOD ที่ลดไดอยูระหวาง 9 – 145 มิลลิกรัม

ตอลิตร และคานํ้ามันและไขมันที่ลดไดอยูระหวาง 17 - 325 มิลลิกรัมตอลิตร 

 Odeyemi, Aderiye, and Bamidele (2013) คัดแยกแบคทีเรีย จํานวน 32 ไอโซเลท ที่มี

ความสามารถในการยอยสลายไขมันจากนํ้าเสียรานอาหารและแหลงนํ้าที่ปนเปอนนํ้ามันปาลม 

แบคทีเรียเหลาน้ีแบงเปน 6 จีนัส ไดแก Enterococcus sp., Escherichia sp., Klebsiella sp., 

Pseudomonas sp., Serratia sp. และ Staphylococcus sp. คานํ้าหนักแหงของทุกไอโซเลท     

ที่เวลาเพาะเลี้ยง 12 ช่ัวโมง อยูระหวาง 0.33 - 0.60 มิลลิกรัมและเวลาเพาะเลี้ยง 24 ช่ัวโมง         

อยูระหวาง 0.25 - 0.51 มิลลิกรัมระยะเวลาเจริญที่เหมาะสมอยูระหวาง 5-7 วัน และมีคากิจกรรม

เอนไซมไลเปสอยูระหวาง 0.04-0.07 มิลลิโมลารตอนาทีตอมิลลิลิตร โดย Pseudomonas sp. มีคา

กิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด ที่เวลาเพาะเลี้ยง 12 ช่ัวโมง  

 Patcha and Wiyada (2013) คัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซมไลเปสจากดินปนเปอนนํ้ามันพืช

ใชแลวในจังหวัดขอนแกน ผลการวิจัยพบวา Pseudomonas aeruginosa NA37 มีคากิจกรรม

เอนไซมไลเปสสูงสุดมากวาไอโซเลทอื่น และสภาวะที่เหมาะของการผลิตเอนไซมไลเปส ไดแก พีเอช 9

อุณหภูมิ 30 C มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงถึง 481 มิลลิยูนิตตอมิลลิลิตรหรือ 0.48 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร และนํ้ามันปาลมใชแลวเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่สุด 

 Affandi, Suratman, Abdullah, Ahmad, and Zakaria (2014) ศึกษาการใชแบคทีเรีย

กําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียจากอุตสาหกรรมอาหารเครื่องใชไฟฟา อิเล็กทรอนิกส และนํ้ามนัปาลม 

(Oil palmหรือ POME) สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันได จํานวน   

3 ไอโซเลท คือ Serratia marcescens EU555434, Aeromonas hydrophila KF049214 และ 

Bacillus cereus KJ605415 โดยแบคทีเรียแตละไอโซเลทสามารถกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียได

แตกตางกัน ดังน้ี S. marcescens เหมาะสมกับการกําจัดนํ้ามันประกอบอาหารที่ใชแลว สวน            

B. cereus เหมาะสมกับการกําจัดนํ้าเสียจากอุตสาหกรรมประเภท POME และ A. hydrophila

เหมาะสมกับการกําจัดนํ้าเสียจากอุตสาหกรรมอิเล็กทรอนิกส ทั้งน้ีพบวา S. marcescens มีคาการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (BSF) และคาการยึดเกาะของแบคทีเรียบนไฮโดรคารบอน 



28 

 

  

(Bacterial adherence to hydrocarbon; BATH) สูงสุด และสามารถยอยสลายนํ้ามันและไขมันได

ถึงรอยละ 91 ที่พีเอช 7 ใชระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 12 วัน 

 Namwong and Tanasupawat (2014) คัดแยกแบคทีเรีย Staphylococus xylosus 

CH1-8 ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสและสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพจากปลาราหมัก 

โดยสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส คือ พีเอช 7 อุณหภูมิ 37 C และเจริญไดที่ปริมาณ

เกลือรอยละ 0-5 (w/v) สามารถยอยนํ้ามันทานตะวัน นํ้ามันปาลม นํ้ามันถ่ัวเหลือง และนํ้ามันรําขาว

ได มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 2 ยูนิตตอมิลลิลิตร และคาการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (BSF) 

52mN ตอมิลลิลิตรเวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง 

 Phong, Duyen, and Diep (2014) ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจาก

นํ้าเสียโรงงานผลิตอาหารและรานอาหาร เมืองเกิ่นเทอ (Can Tho) ประเทศเวียดนาม คัดแยก

แบคทีเรียไดทั้งหมด 102 ไอโซเลท และมี 6 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 5.88 เปนแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการยอยสลายไขมัน แบงเปน 5 จีนัส ไดแก Acenitobacter sp., Pseudomonas 

sp., Aeromonas sp., Stenotrophomoas sp. และ Bacillus sp. โดยAcenitobacter sp. MT9 

แสดงความสามารถในการยอยสลายไขมันไดดีที่สุดบนอาหารทดสอบ Tween20 แสดงวงใสขนาด   

40 มิลลิเมตร ที่อุณหภูมิ 30 C เวลาเพาะเลี้ยง 96 ช่ัวโมง 

 Soares, Facundes, Junior, and de Silva (2015) คัดแยกจุลินทรียมีความสามารถในการ

ยอยสลายไขมันจากตัวอยางดินบริเวณเพาะปลูกถ่ัว Caryocar brasiliense เมือง Gurupi            

รัฐ Tocantins ประเทศบราซิล ไดแบคทีเรีย จํานวน 17 ไอโซเลท และยีสต 35 ไอโซเลท โดย

แบคทีเรีย ไอโซเลท AP5 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 0.07 ยูนิตตอมิลลิลิตรและยีสต ไอโซเลท AS16 

มีคาเทากับ 0.07 ยูนิตตอมิลลิลิตร สภาวะในการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม มีดังน้ี อาหารเพาะเลี้ยงคือ 

อาหารที่มีนํ้ามันมะกอก รอยละ 2 เปนแหลงคารบอนและเติมกลูโคสรอยละ 2 ที่อุณหภูมิ 40 C 

เวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง   
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2.6 กรอบแนวคิดในการวิจัย  

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเอนไซมไลเปส   

ตัวอยางนํ้าเสียที่มีไขมันสงูจากถังดักไขมันโรงอาหาร 

แหลงคารบอนที่เหมาะสม 

คัดแยกบนอาหารคัดเลือก 

ประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและ

ไขมันในนํ้าสังเคราะห 

คัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถ 

ในการยอยสลายไขมัน ยืนยันความสามารถใน

การยอยสลายไขมัน 

วิเคราะหคานํ้ามันและไขมัน  

(O & G)   

ศึกษาคาดัชนีเอนไซมและ 

คากิจกรรมเอนไซม 

พีเอชที่เหมาะสม เวลาเพาะเลี้ยงทีเ่หมาะสม 

ปริมาณเซลลที่เพิม่จํานวน 



บทท่ี 3 
ระเบียบวิธีวิจัย 

 

 งานวิจัยน้ีมีรูปแบบการวิจัยเปนการวิจัยเชิงทดลอง (Experimental research) แบบทดลอง

ในหองปฏิบัติการ (Laboratory experiment) เพื่อศึกษาปริมาณนํ้ามันและไขมันในตัวอยางนํ้าเสีย

จากถังดักไขมัน และคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันจากนํ้าเสียของถังดัก

ไขมัน หลังจากน้ันไดนําแบคทีเรียที่คัดแยกไดมาศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม

ไลเปส รวมทั้งศึกษาถึงประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมันของแบคทีเรียที่คัดแยกได 

 
3.1ประชากรและกลุมตัวอยาง 

 ประชากรของงานวิจัยน้ีคือ นํ้าเสียที่มีไขมันสงูจากถังดักไขมันของรานจําหนายอาหาร           

กลุมตัวอยางคือ ตัวอยางนํ้าเสียที่มีไขมันสูงจากถังดักไขมนัของรานจําหนายอาหาร จํานวน 10 

ตัวอยาง ภายในโรงอาหาร1 มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ    

 

3.2 เครื่องมือท่ีใชเก็บขอมูล 

 3.2.1 อุปกรณและเครื่องมือท่ีใชในการวิจัย 

- Filter paper diameter 47 mm. (Whatman, Buckinghamshire, United 

Kingdom) 

- Cellulose extraction Thimble size 30 mm. × 100 mm. (Whatman, 

Buckinghamshire, United Kingdom) 

- Auto pipette P10 P100 P1000 P5000 (FINPIPETTE, Massachusetts, 

United States) 

- Incubator (MEMMERT, Schawabach, Germany) 

- Hot air oven (MEMMERT, Schawabach, Germany) 

- Autoclave (Sanyo Labo Autoclave, Gunma, Japan) 

- Shaking incubator (LabTech Daihan, New Delhi, India) 

- Water bath (MEMMERT, Schawabach, Germany) 

- High speed microcentrifuge (Sartorius, Goettingen, Germany)   

- Vacuumpump (Sartorius stedim biotech, Goettingen, Germany)   

- Classic soxhlet apparatus (Gerhardt, Königswinter, Germany) 

- Balance 3 digital (Sartorius, Goettingen, Germany) 

- Balance 4 digital (Mettler, Greifensee, Switzerland) 
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- Spectrophotometer (Thermo SCIENTIFIC, Massachusetts, United 

States) 

- pH bench (QHAUS, Shanghai, China) 

- Deep freezer (Haier, Qingdao, China) 

- Refrigerator (Panasonic, Osaka, Japan) 

- Glassware (Pyrex, Massachusetts, United States) 

 

3.2.2 สารเคมี 

- Amonium sulfate ((NH4)2SO4) (UNIVAR, New South Wales, Australia) 

- Bromocresol purple (LABCHEM, New South Wales, Australia) 

- Calcium chloride (CaCl2) (UNIVAR, New South Wales, Australia) 

- Celite 545 coarse (Sigma-Aldrich, Missouri, United States) 

- Ethyl alcohol 95% (Alcoh-A, Bangkok, Thailand) 

- Glycerol 99.5% (QRëC, New Zealand) 

- Gum arabic powder (ACROS ORGANICS, New Jersey, United States) 

- n-Hexane 99% (QRëC, New Zealand) 

- Magnesium Sulfate Heptahydrate (MgSO4.7H2O) (UNIVAR, New South 

Wales, Australia) 

- Mono sodium phosphate (NaH2PO4.2H2O) (Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany) 

- Dibasic sodium phosphate (Na2HPO4.2H2O) (Merck KGaA, Darmstadt, 

Germany) 

- 4-nitrophenyl palmitate (Sigma-Aldrich, Missouri, United States) 

- Nitric acid 70% (QRëCs, New Zealand) 

- Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) (UNIVAR, New South 

Wales, Australia) 

- Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) (UNIVAR, New South 

Wales, Australia) 

- 2-propanol (QRëC, New Zealand) 

- Sodium carbonate (Na2CO3) (UNIVAR, New South Wales, Australia) 
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- Sodium chloride (NaCl) (UNIVAR, New South Wales, Australia) 

- Sodium dihydrogen phosphate monohydrate (Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany) 

- Sodium deoxycholate (HIMEDIA, Mumbai, India) 

- Sodium hydroxide pellets (QRëC, New Zealand) 

- Sodium sulfate  Anhydrous (Na2SO4) (QRëC, New Zealand) 

- Sulfuric acid 98% (H2SO4) (QRëC, New Zealand) 

- Tributyrin 98% (ACROS ORGANICS, New Jersey, United States) 

- Tween80 (LABCHEM, New South Wales, Australia) 

 

3.2.3 อาหารเพาะเลี้ยงจุลินทรีย 

- Agar powder (HIMEDIA, Mumbai, India) 

- Cystine tryptic agar (HIMEDIA, Mumbai, India) 

- Nutrient broth (HIMEDIA, Mumbai, India) 

- Peptone (HIMEDIA, Mumbai, India) 

- Yeast extract (HIMEDIA, Mumbai, India) 

- นํ้ามันพืชสําหรับปรงุอาหาร (Commercial cooking oil) ไดแก นํ้ามันปาลม, 

นํ้ามันดอกทานตะวัน, นํ้ามันรําขาว, นํ้ามันกากถ่ัวเหลอืง, นํ้ามันมะกอก และ

นํ้ามันมะพราว 

 

3.2.4 คาท่ีวิเคราะหและวิธีการวิเคราะห 

คาที่วิเคราะหและวิธีการวิเคราะหมีดังน้ี  

 

คาท่ีวิเคราะห วิธีการวิเคราะห 

(1) คานํ้ามันและไขมัน (O & G) วิธี Soxhlet extraction (APHA, 2012) 

(2) คากิจกรรมดัชนีเอนไซมไลเปส 

(EI) 

วิ ธี วั ด ขนาด เ ส น ผ า ศู นย ก ล าง ขอ ง วง ใ ส และขนาด

เสนผาศูนยกลางของโคโลนีตอขนาดเสนผาศูนยกลางของ

โคโลนี (Hendrick, Doyle, & Hugley, 2007) 

(3) คากิจกรรมเอนไซมไลเปส (EA) Colorimetric method โดยใช p-nitrophenyl 

palmitate (pNPP) เปนสับสเตรท (Hoshino, Sasaki, 

Watanabe, Nagasawa, & Yamane, 1992) 
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3.3การเก็บตัวอยางน้ําเสีย 

 ตัวอยางนํ้าเสียที่ใชในงานวิจัยน้ี คือ นํ้าเสียที่มีไขมันสูงที่เก็บจากถังดักไขมันของรานจําหนาย

อาหาร โรงอาหาร 1 มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ ทําการสุมตัวอยางแบบวัตถุประสงคเฉพาะ 

(Purposive sampling)เน่ืองจากงานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อคัดแยกแบคทีเรียจากนํ้าเสียที่มีไขมันสงู 

ดังน้ัน ถังดักไขมันที่เปนจุดเก็บตัวอยางตองมีนํ้าเสียที่มีสภาพทางกายภาพมีนํ้ามันและไขมันลอย

ปรากฏอยางชัดเจน ดําเนินการเก็บตัวอยางนํ้าเสียแบบจวง (Grab sampling) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

โดยใชขวดแกวสะอาดแบบปากกวางมีฝาเกลียวปดมิดชิด นําตัวอยางมายังหองปฏิบัติการเพื่อ

ดําเนินการวิจัยทันที ชวงระยะเวลาเก็บตัวอยางและวิเคราะหตัวอยางต้ังแตเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2559 

ถึงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2560 รวมจุดเก็บตัวอยางรวมทั้งหมด 10 จุด ชวงเวลาการเก็บตัวอยางประมาณ 

09.00 – 17.00 น. (ชวงเวลาที่โรงอาหารเปดดําเนินการ) รายละเอียดจุดเก็บตัวอยางแสดงในภาพที่ 5  

 การรักษาสภาพตัวอยางนํ้าเสียมีดังน้ี ตัวอยางนํ้าเสียที่สําหรับวิเคราะหคานํ้ามันและไขมัน ทํา

การรักษาสภาพตัวอยางโดยเติมกรดไนตริกเขมขน จนพีเอชนอยกวา 2 และแชเก็บรักษาในตูควบคุม

อุณหภูมิ 4 C และตัวอยางนํ้าเสียที่ตองนํามาคัดแยกแบคทีเรียหากไมสามารถดําเนินการวิจัยไดทันที

จะทําการรักษาสภาพตัวอยางนํ้าเสียโดยแชเก็บรักษาที่ตูควบคุมอุณหภูมิ 4 C (APHA, 2012)  

 

ภาพท่ี 5  จุดเก็บตัวอยางนํ้าเสียที่มีไขมันสูง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 จดเก็บตัวอยางแบงตามประเภทของรานจําหนายอาหารออกเปน  4 ประเภท ไดแก  
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(1) รานขาวแกง   จํานวน 3 ราน  คือ S1, S5 และ S7 

(2) รานอาหารตามสั่ง  จํานวน 2 ราน  คือ S4 และ S9 

(3) รานอาหารจานเดียว  จํานวน 2 ราน  คือ S2 และ S3 

(4) รานกวยเต๋ียว  จํานวน 3 ราน  คือ S6, S8 และ S10 

 

3.4 การดําเนินการวิจัย 

 3.4.1 การวิเคราะหคานํ้ามันและไขมันในตัวอยางน้ําเสีย 

ตัวอยางนํ้าเสีย จํานวน 10 ตัวอยาง ปริมาตร 5-50 มิลลิลิตร ถูกนํามาวิเคราะห         

คานํ้ามันและไขมัน (O & G) ดวยวิธี Soxhlet extraction (ภาพที่ 6) ตามวิธีการของ APHA (2012) 

หนวยเปนมิลลิกรัมตอลิตรรายละเอียดวิธีวิเคราะหตามภาคผนวก ก  

 

ภาพท่ี 6  การวิเคราะหคานํ้ามันและไขมันในตัวอยางนํ้าเสยีจากถังดักไขมัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.4.2 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายไขมัน 

3.4.2.1 การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน 

งานวิจัยน้ีไดคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันโดยใช

วิธีการเพาะเลี้ยงแบบเพิ่มพูน (Enrichment culture method) ดัดแปลงจาก Chigusa, Hasegawa, 

Yamamoto, and Watanabe (1996) และสุรอรรถ ศุภจัตุรัส และคณะ (2550) ดังน้ี 

(1) การเพาะเลี้ยงเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแบบเพิ่มพูน (Enrichment culture 

method) มีดังน้ี ปเปตตัวอยางนํ้าเสีย ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดอาหารเหลวที่มีนํ้ามันปาลม 

เขมขนรอยละ2 (v/v) (Enrichment medium with palm oil 2% : EMP2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
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นําไปนําไปเติมอากาศดวยวิธีการเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 

2 วัน (ครั้งที่ 1) ดวยเครื่องเขยาแบบวน (Rotary shaker) 

(2) ถายเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหารเหลว EMP2 ใหมอีกครั้ง 

เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน (ครั้งที่ 2) 

(3) ถายเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหารเหลว EMP2 ใหมอีกครั้ง 

นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน (ครั้งที่ 3) 

(4) นําหลอดตัวอยางมาทําการเจือจางดวยวิธีเจือจางลงครั้งละ 10 เทา     

(10-Fold serial dilution) ที่ระดับเจือจาง 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7 และ 10-8 ดวย

สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน รอยละ 0.85 (NaCl 0.85%) 

(5) นําหลอดตัวอยางแตละระดับการเจือจางไปเกลี่ย (Spread) บนจาน

อาหารแข็งที่มีนํ้ามันปาลมเขมขนรอยละ 1 และเติมสาร Bromocresol purple (Screening 

medium with palm oil 1% and Bromocresol purple :  SMP1B) บมที่อุณหภูมิ 35 C เปน

เวลา 48 ช่ัวโมง คัดแยกแบคทีเรียเปาหมายที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน โดยมีลักษณะ

โคโลนีบนจานอาหาร SMP1B ดังน้ี โคโลนีสีเหลืองและเกิดบริเวณสีเหลืองแผรอบโคโลนี คัดเลือก

โคโลนีที่มีลักษณะและขนาดแตกตางกัน อยางนอย 3-5 โคโลนีตอตัวอยาง 

(6) นําโคโลนีไปเพาะเลี้ยงแบบจุด (Spot) บนจานอาหารแข็ง SMP1B ใหม

อีกครั้ง บมที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง คัดแยกแบคทีเรียเปาหมายที่มีโคโลนีสีเหลืองบน

อาหาร SMP1B agar 

3.4.2.2 การยืนยันแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน 

แบคทีเรียที่ คัดแยกได ถูก นํามายืนยันวาเปนแบคที เรียเปาหมายที่มี

ความสามารถในการยอยสลายไขมัน โดยทดสอบการยอยสลายนํ้ามันบนจานอาหารทดสอบที่เติมสาร

ไตรบิวไทรีนเขมขน รอยละ 1 (Tributyrin agar 1 %) ดังน้ี นําโคโลนีจากขอ 3.4.2.1 ทุกไอโซเลท            

ไปเพาะเลี้ยงแบบจุดบนจานอาหาร Tributyrin agar 1 % บมที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา                    

48-96 ช่ัวโมง สังเกตโคโลนีที่เกิดวงใสรอบโคโลนีบนจานอาหารทดสอบถือเปนแบคทีเรียเปาหมายทีม่ี

ความสามารถในการยอยสลายไขมัน (Lipid-degrading bacteria) และนําไปศึกษาในข้ันตอนตอไป 

3.4.2.3 การวิเคราะหคาดัชนีเอนไซมและคากิจกรรมเอนไซม 

(1) คาดัชนีเอนไซม (Enzyme index: EI) แบคทีเรียเปาหมายที่ผานการ

ยืนยันแลวจาก ขอ 3.4.2.2 นําไปเพาะเลี้ยงแบบจุดบนจานอาหาร Tributyrin agar 1 %                 

บมที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน ทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา วัดขนาดเสนผาศูนยกลางของวงใส

และขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเพื่อหาคาดัชนีเอนไซม ไลเปส (Hendrickset al., 1995) 

รายละเอียดตามภาคผนวก ก  
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(2) คากิจกรรมเอนไซม (Enzyme activity : EA) แบคทีเรียเปาหมายที่ผาน

การยืนยันแลวจาก ขอ 3.4.2.2 นําไปเพาะเลี้ยงในหลอดอาหารเหลวที่มีนํ้ามันปาลมเขมขนรอยละ 1 

(Screening medium with palm oil 1% :  SMP1) นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที      

ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน ทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา หลังจากน้ันทําการสกัดเอนไซมไลเปส

ดวยวิธีการสกัดอยางหยาบ (Crude enzyme extraction) ดังน้ี ปเปตเช้ือ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร            

ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจที่ปราศจากเช้ือ นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปน               

เวลา 10 นาที ดวยเครื่องไมโครเซนตริฟวจ ดูดสารละลายสวนใส (Supernatant) ปริมาตร 800 

ไมโครลิตร เก็บในหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดใหม ไดเปนสารสกัดเอนไซมไลเปสอยางหยาบ 

(Crude enzyme) นําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 C สําหรับการวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปส

ดวยวิธี Colorimetric methodใช p-nitrophenyl palmitate (pNPP) เปนสับสเตรท หนวยเปน          

ยูนิตตอมิลลิลิตร (Hoshino et al., 1992; Patcha & Wiyada, 2013 ) รายละเอียดดังภาคผนวก ก 

3.4.2.4 การเก็บรักษาแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน 

เก็บรักษาแบคทีเรียที่คัดแยกไดบนจานอาหารแข็งที่มีนํ้ามันปาลม เขมขน              

รอยละ 1 (Screening medium with palm oil 1% : SMP1) ที่อุณหภูมิ 4 C ถายเช้ือลงอาหาร

สูตรเดิมทุก 14 วัน และเก็บรักษาในอาหารเหลวนิวเตรียนทที่เติมกลีเซอรอลเขมขน รอยละ 30 (v/v) 

และนํ้ามันปาลมเขมขน รอยละ 1 (v/v) (Nutrient broth +  Gycerol 30%+ Palm oil 1%)                   

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20C (ไดเปนเช้ือบริสุทธ์ิ) 

 3.4.3 การศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรีย

เปาหมาย   

3.4.3.1 การศึกษาแหลงคารบอนที่เหมาะสม  

ถายเช้ือบริสุทธ์ิจากหลอดเช้ือที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20C  ไปเพาะเลี้ยงใน

หลอดอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน ทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา หลังน้ันนําไปทดสอบการใชนํ้ามันชนิด

ตางๆ เปนแหลงคารบอนที่เหมาะสม ไดแก นํ้ามันปาลม นํ้ามันดอกทานตะวัน นํ้ามันรําขาว นํ้ามัน

กากถ่ัวเหลือง นํ้ามันมะกอก และนํ้ามันมะพราว ที่ความเขมขนรอยละ 1 (v/v) ดังน้ี ปเปตเช้ือที่

เพาะเลี้ยง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เติมนํ้ามัน

ชนิดตางๆ นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน หลังจากน้ัน 

ดูดเช้ือ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปสกัดเอนไซมไลเปสดวยวิธีการสกัดอยางหยาบและ วิเคราะห              

คากิจกรรมเอนไซมไลเปส 
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3.4.3.2 การศึกษาพีเอชที่เหมาะสม  

 ถายเช้ือบริสุทธ์ิจากหลอดเช้ือที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20C มาเพาะเลี้ยงใน

หลอดอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที           

ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วันทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา หลังน้ันนําไปทดสอบผลผลิตเอนไซม           

ไลเปสที่เพาะเลี้ยงในพีเอชตางๆ จํานวน 8 คา ไดแก พีเอช 4, พีเอช 5, พีเอช 6, พีเอช 7, พีเอช 8,           

พีเอช 9, พีเอช 10 และพีเอช 11 ดังน้ี ปเปตเช้ือที่เพาะเลี้ยง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหาร

เหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตรที่เติมปรับพีเอชตางๆ นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน หลังจากน้ัน ดูดเช้ือ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปสกัดเอนไซมไลเปส

ดวยวิธีการสกัดอยางหยาบและวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 

3.4.3.3 การศึกษาระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม   

ถายเช้ือบริสุทธ์ิจากหลอดเช้ือที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20C มาเพาะเลี้ยงใน

หลอดอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน ทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา หลังน้ันนําไปทดสอบระยะเวลาเพาะเลี้ยง

ที่เหมาะสม ไดแก 24 ช่ัวโมง, 48 ช่ัวโมง และ 72 ช่ัวโมง ดังน้ี ปเปตเช้ือที่เพาะเลี้ยง ปริมาตร              

1 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 

รอบตอนาที อุณหภูมิ 35 C เมื่อครบตามระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่ศึกษา ดูดเช้ือ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

นําไปสกัดเอนไซมไลเปสดวยวิธีการสกัดอยางหยาบและวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสําหรับ

การศึกษาปริมาณเซลลของแตละระยะเวลาเพาะเลี้ยงเพื่อหาระยะคงตัว (Stationary phase) ของ

แบคทีเรียเปาหมาย มีดังน้ี นําเช้ือจากหลอดอาหาร SMP1 ของแตละระยะเวลาเพาะเลี้ยงมาทําการ

เจือจางลงครั้งละ 10 เทา ที่ระดับเจือจาง 10-1 ถึง 10-10 ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน            

รอยละ 0.85 และดูดเช้ือแตละระดับการเจือจาง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มานับปริมาณเซลลบน

จานอาหาร SMP1 ดวยวิธี Drop plate หนวยเปนซีเอฟยูตอมิลลิลิตร 

3.4.3.3 การศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันของแบคทีเรียเปาหมาย 

นําแบคทีเรียเปาหมายไปศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันใน

นํ้าเสียสังเคราะห ซึ่งเปนการทดลองในระดับหองปฏิบัติการ (Lab-scale experiment) ดังน้ี  

(1) การเตรียมหัวเช้ือแบคทีเรียเปาหมายถายเช้ือบริสุทธ์ิจากหลอดเช้ือที่เก็บ

รักษา ไปเพาะเลี้ยงในหลอดอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 

200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง 

(2) ถายหัวเช้ือแบคทีเรียเปาหมาย ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูที่

มีนํ้าเสียสังเคราะหซึ่งเตรียมจากอาหารเหลว SMP1 เติมนํ้ามันพืช รอยละ 1 (v/v) ปริมาตร 100 

มิลลิลิตรนําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 24, 48 และ 72  

ช่ัวโมงทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา 
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(3) นํานํ้าเสียไปวิเคราะหคานํ้ามันและไขมันดวยวิธี Soxhlet extraction 

ของ APHA (2012)  

 

3.5การวิเคราะหขอมูล 

 การวิเคราะหขอมูลของการศึกษาในครั้งน้ีจะทําการวิเคราะหขอมูลดวยสถิติเชิงพรรณนา 

ไดแก คาเฉลี่ย สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และคารอยละ  

 

3.6ระยะเวลาของการทําวิจัย  

  ระยะเวลาทําการวิจัยตลอดโครงการ เปนเวลา 1 ป ต้ังแตเดือนเมษายน พ.ศ. 2559 ถึง เดือน

มีนาคม พ.ศ. 2560 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 

  ผลการวิจัยแบงเปน 4 สวน ดังน้ี 

4.1 คานํ้ามันและไขมันในตัวอยางนํ้าเสีย 

4.2 การคัดแยกแบคทเีรียทีม่ีความสารถในการยอยสลายไขมัน 

4.3 สภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 

4.4 ประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมันในนํ้าเสียสังเคราะห 

 

4.1 คาน้าํมันและไขมันในตัวอยางน้ําเสีย 

ตัวอยางนํ้าเสียมีคานํ้ามันและไขมันอยูในชวงอยูระหวาง 2,441– 215,200 มิลลิกรัมตอลิตร 

โดยตัวอยาง S7 รานขาวแกงมีคานํ้ามันและไขมันสูงที่สุด มีคาเฉลี่ย 215,200 + 8,626.70 มิลลิกรัม

ตอลิตร และตัวอยาง S10 รานกวยเต๋ียวมีคานํ้ามันและไขมันนอยที่สุด มีคาเฉลี่ย 2,441+ 159.68 

มิลลิกรัมตอลิตร คาเฉลี่ยของคานํ้ามันและไขมันของตัวอยางนํ้าเสียดังตารางที่ 7 

 

ตารางท่ี 7  คาเฉลี่ยของคานํ้ามันและไขมันในตัวอยางนํ้าเสีย 

 

ตัวอยางน้ําเสยี คาเฉลีย่คาน้าํมันและไขมัน (มิลลิกรัม/ลิตร) 

S1 รานขาวแกง 29,600 + 1,272.79 

S2 รานอาหารจานเดียว 24,480 + 753.39 

S3 รานอาหารจานเดียว 25,020 + 1,385.93 

S4 รานอาหารตามสั่ง 8,807 + 883.88 

S5 รานขาวแกง 28,042 + 1,190.30 

S6 รานกวยเต๋ียว 74,543 + 1,190.37 

S7 รานขาวแกง 215,200 + 8,626.70 

S8 รานกวยเต๋ียว 8,373+117.25 

S9 รานอาหารตามสั่ง 9,670 + 815.53 

S10 รานกวยเต๋ียว 2,441+ 159.68 

 

4.2 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายไขมัน 

การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันจากตัวอยางนํ้าเสียที่มีไขมันสูง

ซึ่งเก็บจากถังดักไขมันของรานจําหนายอาหาร ผลการวิจัยมีดังน้ี 

 

 



40 

 

  

4.2.1 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายไขมันเบื้องตน  

งานวิจัยน้ีคัดแยกแบคทีเรียเปาหมายไดจากตัวอยางนํ้าเสียที่ระดับการเจือจาง              

10-5 - 10-7 (ภาพที่ 7) โดยแบคทีเรียเปาหมายที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันจะใหลักษณะ

โคโลนีบนอาหาร SMP1B agar ดังน้ี โคโลนีสีเหลืองแผวงสีเหลืองรอบโคโลนี ขนาดอยูประมาณ           

1-6 มิลลิเมตร และมีลักษณะมันเย้ิม (ภาพที่ 8) และไดนํามาทดสอบซ้ําอีกครั้งโดยนําเช้ือบริสุทธ์ิ          

มาเพาะเลี้ยงบนจานอาหาร SMP1B agar (ภาพที่ 9)  

 

ภาพท่ี 7  แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันบนจานอาหาร SMP1B agar ที่ระดับการ  

เจือจาง 10-1 - 10-8 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 8  ลักษณะโคโลนีของแบคทเีรียเปาหมายบนอาหาร SMP1B agar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 9  ลักษณะโคโลนีของเช้ือบรสิุทธ์ิ (แบคทเีรียเปาหมาย) บนอาหาร SMP1B agar 
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 งานวิจัยน้ีสามารถคัดแยกแบคทีเรียเปาหมายไดทั้งหมด 41 ไอโซเลท โดยสวนใหญ

คิดเปนรอยละ 31.71 ของแบคทีเรียที่คัดแยกไดน้ีมาจากตัวอยางนํ้าเสียรานกวยเต๋ียวที่มีคาเฉลี่ยของ

คานํ้ามันและไขมัน 28,279 มิลลิกรัมตอลิตร แบคทีเรียที่คัดแยกไดหมดถูกต้ังช่ือเปน NJS11 ถึง 

NJS105 (รายละเอียดตามภาคผนวก ค) ผลการคัดแยกแบคทีเรียเปาหมายดังแสดงในตารางที่ 8  

 

ตารางท่ี 8  จํานวนแบคทีเรียเปาหมายที่คัดแยกไดจากตัวอยางนํ้าเสีย 

 

ตัวอยางนํ้าเสยี คาสูงสุด-คาตํ่าสุดของ 

คาน้ํามันและไขมัน  

(มิลลิกรัมตอลิตร) 

จํานวนไอโซเลท รอยละ 

รานขาวแกง 28,042 - 215,200 12 29.27 

รานกวยเต๋ียว 2,441 - 74,543 13 31.71 

รานอาหารจานเดียว 24,480 - 25,020 8 19.51 

รานอาหารตามสั่ง 8,807 - 9,670 8 18.51 

รวม 41 100.00 

 

4.2.2 การยืนยันแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายไขมัน 

แบคทีเรียเปาหมายทั้ง 41 ไอโซเลท ถูกนําไปยืนยันความสามารถในการยอยสลาย

ไขมัน โดยนําเช้ือบริสุทธ์ิไปเพาะเลี้ยงบนจานอาหาร Tributyrin agar 1% ผลการวิจัยดังแสดงใน

ตารางที่ 9  

 

ตารางท่ี 9จํานวนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันคัดแยกไดจากตัวอยางนํ้าเสีย 

 

ตัวอยางนํ้าเสยี จํานวนแบคทีเรีย

เปาหมายบนอาหาร 

SMP1B agar 

แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลาย

ไขมันบนอาหาร Tributyrin agar1% 

จํานวนไอโซเลท รอยละของไอโซเลท 

ทดสอบท้ังหมด 

รานขาวแกง 12 1 2.44 

รานกวยเต๋ียว 13 1 2.44 

รานอาหารจานเดียว 8 0 0.00 

รานอาหารตามสั่ง 8 0 0.00 

รวมทั้งหมด 41 2 4.88 
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พบวามี 2 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 4.88 ของไอโซเลททดสอบทั้งหมด แสดง

ความสามารถในการยอยสลายไขมันเกิดวงใสรอบโคโลนีบนอาหารทดสอบ Tributyrin agar 1%               

ทั้งสองไอโซเลทน้ีถูกคัดแยกไดจากตัวอยางนํ้าเสียของรานขาวแกงซึ่งมีคานํ้ามันและไขมันสูงที่สุด

มากกวาตัวอยางนํ้าเสียจากรานอาหารประเภทอื่นๆ ไอโซเลทดังกลาว ไดแก ไอโซเลท NJS54 คัดแยก

ไดจากจากตัวอยาง S5 และไอโซเลท NJS72 คัดแยกไดจากจากตัวอยาง S7 (ภาพที่ 10)   

 

ภาพท่ี 10  ลักษณะโคโลนีของไอโซเลท NJS54 และ NJS72 บนอาหาร Tributyrin agar 1% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  4.2.3 คาดัชนีเอนไซมและคากิจกรรมเอนไซมของไอโซเลท NJS54 และไอโซเลท NJS72 

ไอโซเลท NJS54 และไอโซเลท NJS72 ถูกนํามาศึกษาคาดัชนีเอนไซม (Enzyme 

index) และคากิจกรรมของเอนไซม (Enzyme activities) ผลการวิจัยมีดังน้ี 

 4.2.3.1 คาดัชนีเอนไซม (Enzyme index) 

คาดัชนีเอนไซมของเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากไอโซเลท NJS54 และ               

ไอโซเลท NJS72 วัดจากการทดสอบบนอาหาร Tributyrin agar1% ใชระยะเวลาเพาะเลี้ยง 3 วัน 

พบวาไอโซเลท NJS54 มีคาเฉลี่ยของคาดัชนีเอนไซมไลเปส 1.59 + 0.14 ซึ่งสูงกวาไอโซเลท NJS72 

ที่มีคาเฉลี่ย 1.23 + 0.09 (แผนภูมิที่ 1) 
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แผนภูมิท่ี 1  คาดัชนีเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 และ ไอโซเลท NJS72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4.2.3.2 คากิจกรรมเอนไซม (Enzyme activities) 

   คากิจกรรมเอนไซมของเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากไอโซเลท NJS54 และ          

ไอโซเลท NJS72 วัดดวยวิธี Colorimetric method โดยใช p-nitrophenyl palmitate (pNPP) 

เปนสับสเตรท ใชระยะเวลาเพาะเลี้ยง 3 วัน พบวาไอโซเลท NJS54 มีคาเฉลี่ยของคากิจกรรมเอนไซม         

ไลเปส 0.06 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร และไอโซเลท NJS72 ที่มีคาเฉลี่ย 0.05 + 0.01 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร (แผนภูมิที่ 2)  

 

แผนภูมิท่ี 2  คากิจกรรมเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 และไอโซเลท NJS72 
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 เมื่อเปรียบเทียบคาดัชนีเอนไซมไลเปสและคากิจกรรมเอนไซมไลเปส ไอโซเลท NJS54         

มีคาสูงกวา NJS72 ดังน้ัน งานวิจัยน้ีจึงเลือกไอโซเลท NJSN54 ไปศึกษาในข้ันตอนตอไป 

 

4.3 สภาวะเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 

 ผลการศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส ไดแก แหลงคารบอน             

พีเอชที่ของอาหาร และระยะเวลาเพาะเลี้ยง ของไอโซเลท NJS54 มีดังน้ี 

 4.3.1 แหลงคารบอนท่ีเหมาะสม  

การศึกษาหาแหลงคารบอนที่เหมาะสมของไอโซเลท NJS54 ในการผลิตเอนไซม              

ไลเปส งานวิจัยน้ีไดเปรียบเทียบแหลงคารบอนโดยใชนํ้ามันพืชชนิดตางๆ จํานวน 6 ชนิด ไดแก นํ้ามัน

ปาลม นํ้ามันดอกทานตะวัน นํ้ามันกากถ่ัวเหลือง นํ้ามันรําขาว นํ้ามันมะกอก และนํ้ามันมะพราว จาก

ผลการวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปสของแตละแหลงคารบอน นํ้ามันกากถ่ัวเหลืองมีคาเอนไซม 

ไลเปสสูงที่สุด คือ 0.09 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร รองลงมาคือ นํ้ามันมะพราว มีคาเทากับ 0.07 + 

0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร โดยนํ้ามันปาลม นํ้ามันรําขาว นํ้ามันมะกอก และนํ้ามันดอกทานตะวัน         

คากิจกรรมเอนไซมไลเปสเทากัน คือ 0.06 + 0.01 ยูนิตตอมิลลิลิตร (แผนภูมิที่ 3) ดังน้ัน แหลง

คารบอนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 ของงานวิจัยน้ี คือ นํ้ามันกาก             

ถ่ัวเหลือง     

 

แผนภูมิท่ี 3  คากิจกรรมเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 ที่ใชแหลงคารบอนชนิดตางกัน  
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 4.3.2 พีเอชของอาหารท่ีเหมาะสม  

การศึกษาหาพีเอชของอาหารเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของไอโซเลท NJS54 ในการผลิต

เอนไซมไลเปส งานวิจัยน้ีไดเปรียบเทียบพีเอช จํานวน 7 คา ต้ังแตพีเอช 4 ถึง พีเอช 10 จากผลการ

วิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปสของแตละพีเอช พีเอช 6 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงที่สุด 

รองลงมาคือ พีเอช 10, พีเอช 9, พีเอช 8, พีเอช 5, พีเอช 7 และพีเอช 4 คากิจกรรมเอนไซมไลเปส          

มีดังน้ี 0.10 + 0.01, 0.07 + 0.01, 0.05 + 0.00, 0.05 + 0.00, 0.04+ 0.00, 0.04+ 0.00 และ 0.03 

+ 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (แผนภูมิที่ 4) ดังน้ัน พีเอชของอาหารที่เหมาะสมในการผลิต

เอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 ของงานวิจัยน้ี คือ พีเอช 6          

 

แผนภูมิท่ี 4  คากิจกรรมเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 ที่พีเอชตางกัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4.3.3 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสม 

การศึกษาหาระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของไอโซเลท NJS54 ในการผลิตเอนไซม

ไลเปส งานวิจัยน้ีไดเปรียบเทียบเวลาเพาะเลี้ยง จํานวน 4 ระยะเวลา ไดแก 24 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง             

72 ช่ัวโมง และ 96 ช่ัวโมง จากผลการวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปสและปริมาณเช้ือของแตละ

ระยะเวลาเพาะเลี้ยง ผลการวิจัยมีดังน้ี ที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 24 ช่ัวโมง มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 

0.05 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร และมีปริมาณเช้ือ 7 106 ซีเอฟยูตอมิลลิลิตร (LOG10 = 6.79 + 

0.28) ที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 48 และ 72 ช่ัวโมง มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสใกลเคียงกัน โดยที่               

48 ช่ัวโมง มีคาเทากับ 0.06 + 0.01 ยูนิตตอมิลลิลิตร และมีปริมาณเช้ือ 9.8  107 ซีเอฟยูตอ

มิลลิลิตร (LOG10 = 7.99+ 0.04) และที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 72 ช่ัวโมง มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 

0.06 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร และมีปริมาณเช้ือ 5.1  107 ซีเอฟยูตอมิลลิลิตร (LOG10 = 7.67 + 
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0.24) และเมื่อเพาะเลี้ยงไอโซเลท NJS54 จนถึงเวลา 96 ช่ัวโมง จะมีคาคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 

0.08 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร และมีปริมาณเช้ือ 9.8  107 ซีเอฟยูตอมิลลิลิตร (LOG10 = 7.38 + 

0.04) จากแผนภูมิที่ 5 ปริมาณเซลลของไอโซเลท NJS54 มีปริมาณเพิ่มอยางรวดเร็วที่เวลาเพาะเลี้ยง 

24 ช่ัวโมง และเมื่อถึงเวลา 48 ช่ัวโมง มีปริมาณเซลลเพิ่มข้ึนสูงสุด หลังจากน้ันเมื่อเวลาผานไปจํานวน

เซลลเริ่มลดลง ในขณะที่ปริมาณผลผลิตเอนไซมไลเปสเปนผลผลิตสะสมในลักษณะของเอนไซมที่

ปลอยออกภายนอกเซลลจึงมีลักษณะเสนกราฟเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ตามระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่เพิ่มข้ึน แมวา

ที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 72 ช่ัวโมง ปริมาณเซลลจะเริ่มลดลงเน่ืองจากมีเซลลตายก็ตาม ดังน้ัน 

ระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 ของงานวิจัยน้ี คือ 

ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง        

 

แผนภูมิท่ี 5  คากิจกรรมเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 ที่เวลาเพาะเลี้ยงตางกัน (วงกลมคือคา 

 กิจกรรมเอนไซมไลเปส; สี่เหลี่ยม คือปริมาณเซลล) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 ประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมันในน้ําเสียสังเคราะห 

 การศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมันในนํ้าเสียสังเคราะหของไอโซเลท NJS54 

เตรียมตัวอยางนํ้าเสียที่มีคานํ้ามันและไขมันรอยละ 1 (v/v) ซึ่งมีคาเฉลี่ยของคานํ้ามันและไขมันเริ่มตน

เทากับ 12,309.33 มิลลิกรัมตอลิตร และศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไขมันที่ระยะเวลาการ

เพาะเลี้ยงตอเน่ืองกัน ต้ังแตเวลา 0 - 96 ช่ัวโมง และใชสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมจากข้ันตอน

การศึกษากอนหนาน้ี ไดแก นํ้ามันกากถ่ัวเหลืองเปนแหลงคารบอน ปรับพีเอชของอาหารเพาะเลี้ยงที่
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พีเอช 6 หลังจากน้ันไดวิเคราะหประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมันของไอโซเลท NJS54 ดวยคา

นํ้ามันและไขมันกอนและหลังทดลอง 

 ผลการวิจัยพบวาในชวงระยะเริ่มตนของการบําบัดนํ้าเสียสังเคราะหดวยไอโซเลท NJS54     

ที่เวลา 0 จนถึง 24 ช่ัวโมง ไอโซเลท NJS54 สามารถกําจัดคานํ้ามันและไขมันไดอยางรวดเร็วสําหรับ

ผลการศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันแสดงในตารางที่ 10 

 

ตารางท่ี 10  คานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียสังเคราะหที่ผานการบําบัดดวยไอโซเลท NJS54 

 

เวลา (ชั่วโมง) คาน้ํามันและไขมัน 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 

รอยละของประสิทธิภาพการ

กําจัดคาน้าํมันและไขมัน 

0 (เริ่มตนการทดลอง) 11,613+ 456.79 0 

24 4,126+616.60 64.47 

48 4,096+107.48 64.73 

72 3,710+28.28 68.05 

96 2,781+128.69 76.05 

 

 ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 24 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพในการกําจัดคานํ้ามันและไขมัน คิดเปน            

รอยละ 64.47  และเมื่อเพาะเลี้ยงตอเน่ืองต้ังแตเวลา 48 ช่ัวโมงเปนตนไป ไอโซเลท NJS54 เริ่มเขาสู

ระยะคงตัว ทําใหมีประสิทธิภาพในการกําจัดคานํ้ามันและไขมันไมเพิ่มสูงข้ึนมากนัก โดยที่ระยะเวลา

เพาะเลี้ยง 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพในการกําจัดคานํ้ามันและไขมัน คิดเปนรอยละ 

64.73, 68.05 และ 76.05 ตามลําดับ (แผนภูมิที่ 6) อยางไรก็ตามจากผลการวิจัย ไอโซเลท NJS54           

มีประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียสังเคราะหสูงสุดที่เวลา 96 ช่ัวโมง  

 

แผนภูมิท่ี 6  รอยละของประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันของไอโซเลท NJS54 
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บทท่ี 5 
สรุป อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
5.1.1 ตัวอยางนํ้าเสียจากถังดักไขมันของรานจําหนายอาหาร โรงอาหาร1 มหาวิทยาลัยหัว

เฉียวเฉลิมพระเกียรติ มีคานํ้ามันและไขมันอยูในชวงอยูระหวาง 2,441– 215,200 มิลลิกรัมตอลิตร  

5.1.2 แบคทีเรียที่คัดแยกไดเบื้องตนจากตัวอยางนํ้าเสีย มีจํานวน 41 ไอโซเลท โดยสวนใหญ

คิดเปนรอยละ 31.71 ของแบคทีเรียที่คัดแยกไดน้ีมาจากตัวอยางนํ้าเสียรานกวยเต๋ียวที่มีคาเฉลี่ยของ

คานํ้ามันและไขมัน 28,279 มิลลิกรัมตอลิตรโดยมี 2 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 4.88 ที่แสดง

ความสามารถในการยอยสลายไขมัน ไดแก ไอโซเลท NJS54 และไอโซเลท NJS72 มีคาดัชนีเอนไซม

ไลเปส 1.59 + 0.14 และ 1.23 + 0.09 ตามลําดับ และมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 0.06 + 0.01 

และ 0.05 + 0.01 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ  

5.1.3 สภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียไอโซเลท NJS54 

คือ ใชนํ้ามันกากถ่ัวเหลืองเปนแหลงคารบอน อาหารเพาะเลี้ยงที่พีเอช 6 และระยะเวลาเพาะเลี้ยง          

48 ช่ัวโมง ซึ่งมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุดเทากับ 0.10 + 0.01 ยูนิตตอมิลลิลิตร  

5.1.4 แบคทีเรียไอโซเลท NJS54 มีประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสีย

สังเคราะหที่มีนํ้ามันกากถ่ัวเหลืองเขมขนรอยละ 1 (v/v) ไดสูงสุด คิดเปนรอยละ 76.05 

 

5.2 การอภิปรายผลการวิจัย 

นํ้าเสียจากรานอาหารเปนนํ้าเสียที่มีความสกปรกสูง มีปริมาณนํ้ามันและไขมันปนเปอนมาก

และยังประกอบดวยสารอินทรียหลายชนิดทั้งโปรตีน คารโบไฮเดรต แรธาตุ และสารอินทรียอื่นๆ 

โดยทั่วไปการบําบัดนํ้าเสียนิยมใชถังดักไขมันเพื่อกําจัดนํ้ามันและไขมันออกกอนที่จะนํานํ้าเสียเขาสู

ระบบบําบัดนํ้าเสียตอไป ปจจุบันเทคโนโลยีการบําบัดนํ้ามันและไขมันดวยวิธีทางชีวภาพกําลังไดรับ

ความสนใจเปนอยางมาก เน่ืองจากจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันเปนจุลินทรียตาม

ธรรมชาติหรือจุลินทรียทองถ่ิน (Indigenous microorganisms) ที่พบไดในแหลงที่ปนเปอนนํ้ามัน

และไขมันสูง ตัวอยางเชน ของเสียจากอุตสาหกรรมนํ้ามัน โรงงานผลิตนํ้ามันพืช นํ้าเสียชุมชน นํ้าเสีย

หรือนํ้าทิ้งรวมถึงดินจากแหลงที่เกี่ยวของกับนํ้ามันตางๆ เปนตน (Gunstone, 1999; Saxena, 

Sheoran, Giri, & Davidson, 2003) งานวิจัยน้ีจึงสนใจที่จะคัดแยกจุลินทรียทองถ่ินจากถังดักไขมัน 

จุลินทรียเหลาน้ีไดปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมที่มีนํ้ามันและไขสูงไดดี สามารถยอยสลายนํ้ามัน

และไขมันเพื่อนําไปใชเปนสารอาหารใหกับเซลลจุลินทรียเองทําใหเจริญอยางรวดเร็ว ดังน้ัน เปนไปได

วาในสภาพแวดลอมของถังดักไขมันอาจจะมีจุลินทรียที่มีความโดดเดนในการผลิตเอนไซมไลเปสไดสูง 

และสามารถนํามาใชประโยชนในการบําบัดนํ้าเสียจากรานอาหารได    
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งานวิจัยน้ีสุมเก็บตัวอยางนํ้าเสียจากถังดักไขมันของรานจําหนายอาหารประเภทตางๆ ไดแก 

ขาวแกง อาหารจานเดียว อาหารตามสั่ง และกวยเต๋ียว ที่จําหนายในโรงอาหาร 1 มหาวิทยาลัย      

หัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ ผลการวิจัยพบวานํ้าเสียเหลาน้ีมีคานํ้ามันและไขมันอยูในระดับสูง มีคาอยู

ระหวาง 2,441– 215,200 มิลลิกรัมตอลิตร โดยทุกตัวอยางมีคานํ้ามันและไขมันสูงกวามาตรฐาน

ควบคุมการระบายนํ้าทิ้ งจากอาคารบางประเภทและบางขนาด ตามประกาศกระทรวง

ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม ซึ่งกําหนดใหคานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียจากรานจําหนายอาหาร

ตองไมเกิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร (กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม, 2548) อยางไรก็ดี 

ผลการวิเคราะหคานํ้ามันและไขมันในตัวอยางนํ้าเสียบางตัวอยางมีคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสูง เชน 

ตัวอยาง S1 S2 และ S7 น้ัน อาจเน่ืองมาจากสาเหตุหลายประการ เชน ชวงเวลาการเก็บตัวอยางนํ้า

เสีย ชนิดอาหารที่รานปรุง/ประกอบ ปริมาณการผลิตอาหารเพื่อจําหนาย โดยการจําหนายอาหารของ

รานอาหารแตละประเภทในแตละวันจะมีความแตกตางกันไปข้ึนกับปริมาณนักศึกษาที่มาทํากิจกรรม

ตางๆ ในมหาวิทยาลัย ซึ่งสงผลคุณลักษณะของนํ้าเสียที่เกิดข้ึนดวยเชนกัน ทําใหคานํ้ามันและไขมัน    

ในนํ้าเสียที่เก็บแตละครั้งมีความแตกตางกัน แตอยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบคาตัวเลข

ดังกลาวของแตละตัวอยางมีความแตกตางกันไมเกินรอยละ 20 จึงนําเสนอในรายงานวิจัยน้ี ทั้งน้ี ใน

งานวิจัยน้ีสามารถคัดแยกจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันได จํานวน 2 ไอโซเลท 

ไดแก ไอโซเลท NJS54 คัดแยกไดจากตัวอยางที่มีคานํ้ามันและไขมัน 28,042 มิลลิกรัมตอลิตร และ  

ไอโซเลท NJS72 คัดแยกไดจากตัวอยางที่มีคานํ้ามันและไขมัน 215,200 มิลลิกรัมตอลิตร จุลินทรียที่

มีสามารถอาศัยอยูในสภาพแวดลอมที่มีปริมาณนํ้ามันและไขมันสูงน้ีเรียกวาจุลินทรียกลุม Lipolytic 

microorganisms เปนจุลินทรียที่สามารถยอยยอยสลายไขมันจากพืชและสัตวไดและปลดปลอย

พลังงานออกมา มีทั้งกลุมที่ใชออกซิ เจนและกลุมที่ไม ใชออกซิเจน  ตัวอยางเชน แบคทีเรีย

Pseudomonas sp., Clostridium sp. และรา Penicillium sp., Cladosporium sp. และ 

Aspergillus sp. สําหรับการยอยสลายนํ้ามันและไขมันของจุลินทรียกลุมที่ใชออกซิเจนจะเกิดข้ึนโดย

จุลินทรียปลอยเอนไซมออกสูภายนอกเซลล (Extracellular enzymes) ไปทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับ

นํ้ามันและไขมันไดผลิตภัณฑเปนกรดไขมันและกลีเซอรอล (Prokhorov, 1979) มีงานวิจัยกอนหนาน้ี

ไดคัดแยกจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันซึ่งเปนจุลินทรียทองถ่ินจากนํ้าเสียที่มีคา

นํ้ามันและไขมันสูงดังเชน Rodriguez-Mateus, Agualimpia, and Zafara (2016) คัดแยก 

Candida palmioleophila และ Bacillus sp. ไดจากนํ้าทิ้งจากการผลิตนํ้ามันปาลม (Palm oil 

mill: POME) ที่มีคานํ้ามันและไขมันสูงถึง 4,907 + 0.67 มิลลิกรัมตอลิตร 

ความชุกของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันในงานวิจัยน้ีมีคานอย คิดเปน

รอยละ 4.88 (2/41 ไอโซเลท) แสดงใหเห็นวาสัดสวนของจุลินทรียกลุม Lipolytic microorganisms 

ในสภาพแวดลอมตามธรรมชาติมีนอย เมื่อเปรียบเทียบกับประชากรจุลินทรียที่อาศัยในสภาพแวดลอม

น้ีทั้งหมด เชนเดียวกับงานวิจัยของ Savitha et al. (2007) คัดแยกราที่มีความสามารถในการยอย

สลายไขมันจากตัวอยางดินที่ปนเปอนนํ้ามันและไขมัน จํานวน 4 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 12.50 
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ไดแก Aspergillus sp. และ Mucor sp. นอกจากน้ี Čipinytë et al. (2009) รายงานความชุกของ

จุลินทรียจากตัวอยางสิ่งแวดลอมที่ผานการทดสอบความสามารถในการยอยสลายไขมัน มีจํานวน            

5 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 4.03 ของจุลินทรียที่ทดสอบทั้งหมด และ Phong et al. (2014) คัดแยก

แบคทีเรียจากนํ้าเสียจากโรงงานผลิตอาหารและรานอาหาร ซึ่งมีเพียง 6 ไอโซเลท คิดเปน               

รอยละ 5.88 แสดงความสามารถในการยอยสลายไขมัน แบงเปน 5 จีนัส ไดแก Acenitobacter sp., 

Pseudomonas sp., Aeromonas sp., Stenotrophomoas sp. และ Bacillus sp. ทั้งน้ี เปนไดวา

อาจมีสาเหตุมาจากตัวอยางจากสิ่งแวดลอมไมวาจะเปนนํ้าเสียหรือดินมีสารตางๆ ปนเปอนอยูมากมี

ผลยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทําใหจุลินทรียทองถ่ินมีนอย รวมทั้งข้ันตอนการคัดแยกในหองปฏิบัติ

ในสวนของอาหารเพาะเลี้ยงและอาหารคัดเลือกจุลินทรียอาจไมเหมาะสมมีสารยับย้ังการเจริญของ

จุลินทรีย ทําใหจุลินทรียเปาหมายเจริญไดนอย ทั้งน้ี สารยับย้ังที่อาจมีผลตอการเจริญของจุลินทรีย

กลุมเปาหมาย ไดแก โลหะหนัก เชน Zn2+, Hg2+, Cu2+, Fe2+, Ni2+, Ca2+ หรือสารเคมี เชน EDTA, 

SDS, PMSF, Triton X-100 เปนตน (Hasan et al., 2009)รวมทั้งกรดไขมันสายยาว (LCFA) ก็เปน

สารยับย้ังการเจริญไดเชนกัน (Hanaki et al., 1981; Angelidaki & Ahring, 1992; Perle et al., 

1995) ตัวอยางนํ้าเสียจากถังดักไขมันที่ใชในงานวิจัยน้ีนอกจากจะประกอบดวยสารอินทรียหลายชนิด

ที่มาจากการประกอบอาหารแลวยังมีนํ้าใชแลวที่มีสารทําความสะอาด (Detergents) ปนเปอนจาก

การลางทําความสะอาดภาชนะตางๆ ดวย สารทําความสะอาดประกอบดวยสารที่มีฤทธ์ิในการยับย้ัง

หรือทําลายจุลินทรีย เชน กรดซัลฟุริก กรดไฮโดรคลอริก โซเดียมไฮดรอกไซด โซเดียมคารบอเนต  

ไตรโซเดียมฟอสเฟต สารประเภท Quat และโซเดียมไฮโปคลอไรต เปนตน (Gilbert, 1970; 

Katsuyama, 1993) นอกจากน้ีสารอนินทรียที่ เปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยง เชน 

แอมโมเนียมคลอไรด (Ammunium chloride: NH4Cl) และแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

(Ammonium dihydrogen phosphate: NH4(H2PO4)) ก็สงผลกระทบตอจุลินทรีย (Dong, Gao, 

Han, & Cao, 1999; Rathi, Saxena, & Gupta, 2001) แอมโมเนียมเปนสารอาหารที่ไมเหมือน             

สารชนิดอื่น นอกจากเปนสารอาหารจําเปนแลวยังมีความเปนพิษตอเซลลของจุลินทรีย การขนสง

แอมโมเนียมจํานวนมากเขาสูภายในไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) ของเซลลจะทําใหเกิดวัฏจักรที่         

สูญเปลาของพลังงานเกิดการสูญเสียพลังงานเกิดข้ึน แอมโมเนียมจะถูกขนสงออกสูภายนอกเซลล

กลับคืนสูอาหารเพาะเลี้ยง (von Wirén & Merric, 2004) Mobarak-Qamsari, Kasra-

Kermanshahi, and Moosavi-Nejas (2011) ไดทดสอบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการ

ผลิตเอนไซมไลเปสของ Pseudomonas aeruginosa KM110 เปรียบเทียบระหวางแหลงไนโตรเจน

ตางๆ  ที่ปริมาณ 2 กรัมตอลิตร ไดแก  แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต เปบโตน (Peptone) และ

สารสกัดยีสต (Yeast extract)  ใชสภาวะเพาะเลี้ยง ดังน้ี อุณหภูมิ 30 C พีเอช 7.0 และอัตราเขยา 

150 รอบตอนาที พบวาแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเปนแหลงไนโตรเจนจะมีคากิจกรรมเอนไซม

ไลเปส 0.03 ยูนิตตอมิลลิลิตร ในขณะที่สารสกัดยีสตและเปบโตนมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงเทากบั 

0.07 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ 0.17 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเปรียบเทียบคากิจกรรมเอนไซม          
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ไลเปสที่แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตปริมาณตางๆ ต้ังแต 1 – 10 กรัมตอลิตร พบวาที่ปริมาณ    

5 กรัมตอลิตร จะใหคากิจกรรมเอนไซมไลเปสตํ่าสุด นอยกวา 0.2 ยูนิตตอมิลลิลิตร เชนเดียวกับ

อาหารเพาะเลี้ยงจุลินทรียที่ใชในงานวิจัยน้ี ไดแก SMP1B agar น้ัน สูตรของอาหารมีสวนผสมของ 

Ammonium sulphate ((NH4)2SO4) ปริมาณ 5 กรัมตอลิตร เชนกัน ซึ่งอาจเปนสารยับย้ังกิจกรรม

เอนไซมไลเปสของจุลินทรียได ดังน้ัน ความไวตอแอมโมเนียมของจุลินทรียจึงเปนอีกหน่ึงประเด็นที่

ควรพิจารณาในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียโดยอาจเลือกใชแหลงไนโตรเจนอื่นที่เหมาะสมและไมมีความ

เปนพิษตอจุลินทรียทดแทน เชน เปบโตน และสารสกัดยีสต  

งานวิจัยน้ีคัดแยกแบคทีเรีย ไอโซเลท NJS54 และเมื่อผานการศึกษาสภาวะตางๆ ที่เกี่ยวของ

กับการผลิตเอนไซมไลเปสโดยทําการวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปส โดยใช p-nitrophenyl 

palmitate (pNPP) เปนสับสเตรท (Hoshino et al., 1992) และสกัดเอนไซมแบบหยาบ (Crude 

enzymes) แบคทีเรีย ไอโซเลท NJS54 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด0.10+ 0.01 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร งานวิจัยสวนใหญตองการคัดแยกจุลินทรียเปาหมายที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน

และมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงเพื่อนําไปใชประโยชนในดานตางๆดังเชน Soares et al. (2015)    

ซึ่งไดคัดแยกแบคทีเรีย ไอโซเลท AP5 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด 0.07 ยูนิตตอมิลลิลิตรและ

ยีสต ไอโซเลท AS16 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด 0.07 ยูนิตตอมิลลิลิตร  Patcha and Wiyada 

(2013) คัดแยกได Pseudomonas aeruginosa ไอโซเลท NA37 ที่มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด

ถึง 481 มิลลิยูนิตตอมิลลิลิตรหรือ 0.481 ยูนิตตอมิลลิลิตร อยางไรก็ตาม คากิจกรรมเอนไซมไลเปส

ของงานวิจัยตางๆ ที่แตกตางกันน้ันสวนหน่ึงมีสาเหตุมาจากวิธีการวิเคราะหเอนไซมและวิธีการสกัด

เอนไซมดวย เปนที่ทราบกันดีวาปจจัยที่เกี่ยวของกับผลผลิตเอนไซมไลเปสของจุลินทรียจะใหผลผลิต

จํานวนมากหรือนอยน้ันมีปจจัยที่ เกี่ยวของหลายประการทั้ งปจจัยสงเสริมและปจจัยยับย้ัง 

ตัวอยางเชน ระยะเวลาเพาะเลี้ยง การเติมอากาศ สารต้ังตน สารเหน่ียวนํา สารอนินทรีย แหลง

คารบอน และแหลงไนโตรเจน เปนตน นอกจากน้ียังมีปจจัยที่เกี่ยวของกับการทํางานของเอนไซม             

ไลเปสหรือกิจกรรมเอนไซมไลเปสที่ผลิตออกมาไดจะมากหรือนอยเพียงใด ไดแก พีเอช อุณหภูมิ สาร

กระตุน และสารยับย้ัง เปนตน ดังน้ัน การศึกษาจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน             

จึงจําเปนตองพิจารณาปจจัยเหลาน้ีเปนสําคัญ 

นอกจากน้ี งานวิจัยน้ียังไดศึกษาหาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของแบคทีเรียที่คัดแยกได 

ไดแก แหลงคารบอนพีเอชของอาหาร และระยะเวลาเพาะเลี้ยง เพื่อสงเสริมใหแบคทีเรียมีคากิจกรรม

เอนไซมไลเปสสูงและเพียงพอตามตองการ สามารถนําไปใชประโยชนดานการบําบัดนํ้าเสียตอไป ทั้งน้ี 

ผลการวิจัยพบวาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของแบคทีเรีย ไอโซเลท NJS54 มีดังน้ี แหลงคารบอนที่

เหมาะสมคือ นํ้ามันกากถ่ัวเหลือง องคประกอบสวนใหญของนํ้ามันกากถ่ัวเหลือง มีกรดไขมันชนิด          

ไมอิ่มตัวแบบ Polyunsaturated Fats คิดเปนรอยละ 61.00 ประกอบไปดวยกรดไขมัน Linoleic 

รอยละ 53.20, Oleic รอยละ 23.40, Palmitic รอยละ 11.00, Linolenic รอยละ 7.80, Stearic 

รอยละ 4.00 และ Arachidic รอยละ 0.30 (Chow, 2008) อยางไรก็ตาม ถึงแมจะมีรายงานวิจัย   
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ระบุวา กรดไขมันสายยาว เชน กรดไขมัน Oleic มีผลตอการยับย้ังผลผลิตเอนไซมไลเปส (Chander 

et al., 1979) แตก็มีรายงานอื่นไดระบุวานํ้ามันกากถ่ัวเหลือง มีผลตอการสงเสริมผลผลิตเอนไซม      

ไลเปสใหเพิ่มสูงข้ึนได (Kamini, Fujii, & Iefuji, 2000) Pogori, Cheikhyoussef, Xu, and Wang 

(2008) ศึกษาเปรียบเทียบการใชนํ้ามันพืชชนิดตางๆ ไดแก นํ้ามันกากถ่ัวเหลือง นํ้ามันดอกทานตะวัน 

นํ้ามันงา นํ้ามันรําขาว และนํ้ามันมะกอก เปนแหลงคารบอนของ Rhizopus chinensis CCTCC 

M201021 พบวานํ้ามันกากถ่ัวเหลือง มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด 12.2 ยูนิตตอมิลลิลิตร 

พีเอชก็เปนอีกหน่ึงปจจัยที่มีความสําคัญตอผลผลิตเอนไซมไลเปสของจุลินทรีย งานวิจัยน้ี

พบวาพีเอช 6 เปนพีเอชที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียใหมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูง  

ทั้งน้ี ตามปกติแลวเอนไซมไลเปสจะทํางานไดดีและคงตัวที่สภาวะเปนดาง (Alkaline conditions) 

(Hasan et al., 2009) แตก็มีเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียบางชนิดที่สามารถคงตัวไดดีที่สภาวะเปน

กรด (พีเอช นอยกวา 7.0) ดังเชน Fusarium heteosporum มีพีเอชเหมาะสมที่พีเอช 5.5-6.0 

อุณหภูมิ 45-50 C (Shimadaet al., 1993) หรือ Aeromonas sp. C14 มีคากิจกรรมเอนไซม           

ไลเปสสูงถึง 0.7 ยูนิตตอมิลลิลิตร ที่พีเอช 6.0 (Liu, Chen, & Chang, 2007)   

แบคทีเรีย ไอโซเลท NJS54 เริ่มเขาสูระยะคงที่ที่เวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง (หรือ 2 วัน)      

ซึ่งถือเปนระยะเวลาที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงของงานวิจัยน้ี หลังจากน้ันที่เวลา 96 ช่ัวโมง            

(หรือ 4 วัน) จะมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด ทั้งน้ี ระยะเวลาเพาะเลี้ยงของจุลินทรียแตละชนิด

เพื่อเขาสูระยะคงที่และผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงสุดน้ันมีความแตกตางกัน (Hasan et al., 2009)

ดังเชน Bacillus sp. เริ่มเขาสูระยะคงที่ที่เวลาเพาะเลี้ยง 24 ช่ัวโมง และที่เวลา 36 ช่ัวโมง มีคา

กิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด (Handelsman & Shoham, 1994) Bacillus cereus และ Bacillus 

coagulans ใหผลผลิตไลเปสสูงสุดที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง (หรือ 2 วัน) (El-Shafei & 

Rezkallah, 1997) หรือ Bukholderia sp. DW2-1 ที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 36 ช่ัวโมง มีคากิจกรรม

เอนไซมไลเปสสูงสุด (Matsumiya et al., 2007) ซึ่งระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมจะชาหรือเร็ว

มักจะเกี่ยวของกับมีปจจัยสงเสริมตางๆ เชน แหลงคารบอน พีเอช สารต้ังตน และอุณหภูมิ เปนตน  
 เมื่อนําแบคทีเรียไอโซเลท NJS54 มาศึกษาประสิทธิภาพในการกําจัดคานํ้ามันและไขมันใน

นํ้าเสียสังเคราะหที่เติมนํ้ามันกากถ่ัวเหลืองรอยละ 1 (v/v) เปนแหลงคารบอนและปรับสภาวะ

เพาะเลี้ยงตามสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการศึกษาขางตน ไอโซเลท NJS54 แสดงประสิทธิภาพใน

การกําจัดคานํ้ามันและไขมันไดรอยละ 76.05 ที่ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 96 ช่ัวโมง สําหรับจุลินทรีย

ที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันซึ่งผลิตเอนไซมไลเปสน้ีนิยมนํามาใชในการศึกษาบําบัดนํ้าเสีย

ที่ปนเปอนนํ้ามันและไขมัน Matsumiya et al. (2007) ใชแบคทีเรีย Bukholderia spp. DW2-1 

ยอยสลายนํ้ามันและไขมันประเภทตางๆ ที่ความเขมขนรอยละ 1 (v/v) ดังน้ี นํ้ามันสลัดนํ้ามันมะกอก 

นํ้ามันงา และไขมันวัว พบวาที่เวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง มีอัตราการยอยสลายนํ้ามันมากกวา      

รอยละ77.4 ข้ึนไป นอกจากน้ี Affandi et al. (2014) ระบุวา Serratia marcescens เหมาะสมกับ

การกําจัดนํ้ามันประกอบอาหารที่ใชแลว สวน Bacillus cereus เหมาะสมกับการกําจัดนํ้าเสียจาก
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อุตสาหกรรมทุกประเภท (POME) และ Aeromonas hydrophila เหมาะสมกับการกําจัดนํ้าเสียจาก

อุตสาหกรรมอิเล็กทรอนิกส โดย S. marcescens สามารถยอยสลายนํ้ามันและไขมันไดถึง             

รอยละ 91.0 ใชระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 12 วัน 

 แบคทีเรียไอโซเลท NJS54 แสดงความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันและไขมันไดดีถูกนํามา

ศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเพื่อสงเสริมใหไดคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสงูมาก

ข้ึน และนําทดลองไปบําบัดนํ้าเสียที่มีนํ้ามันและไขมันปนเปอน แบคทีเรียไอโซเลท NJS54 สามารถ

ผลิตเอนไซมไลเปสไดดีและสามารถบําบัดนํ้าเสียได หากแตยังคงตองมีการ ศึกษาปจจัยอื่นๆ           

ที่เกี่ยวของเพิ่มเติม เชน การเติมอากาศ แหลงไนโตรเจน สารเหน่ียวนํา และโลหะหนัก ที่อาจจะสงผล

ตอผลผลิตของเอนไซมไลเปสเพื่อใหมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงมากข้ึน ซึ่งจะสงผลใหประสทิธิภาพ

การกําจัดคานํ้ามันและไขมันเพิ่มข้ึนตามไปดวยเพื่อใชประโยชนในการบําบัดนํ้าเสียและของเสียดวย

วิธีทางชีวภาพ นอกจากน้ี ในอนาคตยังสามารถศึกษาการใชประโยชนจากแบคทีเรียน้ีในอุตสาหกรรม

อื่นๆ เชน อุตสาหกรรมโอลิโอเคมีพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพไบโอดีเซล อุตสาหกรรมสาร      

ทําความสะอาด และอุตสาหกรรมอาหาร เปนตน 

 

5.3 ขอเสนอแนะสําหรับการวิจัยคร้ังตอไป 
5.3.1 ควรมีการศึกษาปจจัยอื่นๆ ที่เกี่ยวของกับการเพิ่มผลผลิตเอนไซมไลเปสของไอโซเลท 

NJS54 ทั้งปจจัยสงเสริมและสารยับย้ัง เชน อุณหภูมิ การเติมอากาศ แหลงไนโตรเจน สารเหน่ียวนํา 

และโลหะหนัก เพื่อใหไดสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียน้ี และมีผลผลิตเอนไซมที่มี            

คากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงมากข้ึน 

5.3.2 ควรมีการศึกษาถึงการนําแบคทีเรีย ไอโซเลท NHS54 ไปใชประโยชนดานอื่นๆ เชน 

การยอยสลายของเสียทางชีวภาพ เชน กากนํ้ามันและไขมันในอุตสาหกรรมตางๆ หรือการนําไปใช

ประโยชนในอุตสาหกรรมตางๆ ที่เกี่ยวของ 

5.3.3 ควรมีการศึกษาถึงแหลงของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันแหลง

อื่นๆ เชน นํ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม หรือดิน หรือนํ้าทะเล หรือกากตะกอนที่มีปนเปอนนํ้ามัน

และไขมันเพื่อใหไดจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันมันที่มีคากิจกรรมเอนไซมสูงและ

มีคุณสมบัติของเอนไซมอื่นๆ ตามตองการ เชน ทนที่สภาวะกรด-ดางสูง ทนอุณหภูมิสูง หรือทนเกลือ

สูงได 

5.3.4 ควรนําแบคทีเรีย ไอโซเลท NJS72 ที่คัดแยกไดจากงานวิจัยน้ีซึ่งแสดงความสามารถใน

การยอยสลายไขมันไดไปศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส เพื่อเปนอีก

ทางเลือกในการนําเช้ือจุลินทรียไปใชประโยชนในอนาคต 
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5.3.5 ควรนําแบคทีเรีย ไอโซเลท NJS54 และไอโซเลท NJS72 ไปจัดจําแนกสายพันธ เชน 

ดวยเทคนิคทางอณุชีววิทยา ซึ่งเปนวิธีที่มีความถูกตอง แมนยํา นาเช่ือถือและไดผลรวดเร็ว เพื่อจะได

ศึกษารายละเอียดเพิ่มเติมและนําแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทไปใชประโยชนไดอยางเหมาะสมตอไป 
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ภาคผนวก ก 

วิธีวิเคราะหตัวอยาง 

 

1. การวิเคราะหคาไขมันและน้ํามัน (Oil & Grease, O & G) ของตัวอยางนํ้าเสีย 

การวิเคราะหคาไขมันและนํ้ามันในตัวอยางนํ้าเสียของงานวิจัยน้ีใชวิธี Soxhlet extraction 

(APHA, 2012) มีวิธีการดังน้ี 

(1) เตรียมตัวอยางนํ้าเสียที่มีไขมันสูง ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

(2) เติม 1:1 กรดไนตริกเขมขนรอยละ 70 (HNO3 70%) ใหพีเอชนอยกวา 2 (ประมาณ          

5 มิลลิลิตร ตอนํ้าเสีย 1,000 มิลลิลิตร 

(3) วางกระดาษกรองขนาดเสนผาศูนยกลาง 47 มิลลิเมตร บนชุดกรองสุญญากาศ 

(Vacuum pump) ฉีดนํ้ากลั่นใหเปยก 

(4) ประกอบชุดกรองสุญญากาศ และเปดใหเครื่องทํางาน เท Celite 545 coarse              

(Filter aid) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผานชุดกรองสุญญากาศ ลางดวยนํ้ากลั่น ปริมาตร 1,000 

มิลลิลิตร ดูดนํ้าจนหมดเทนํ้าตัวอยางลงบนชุดกรองสุญญากาศ ดูดนํ้าตัวอยางจนหมด 

(5) ใชคีมคีบ (Forceps) คีบกระดาษกรองวางบนจานแกว ใชสําลีสะอาดชุบ n-Hexane 

99% เช็ดไขมันและนํ้ามันที่เกาะอยูในกรวยกรอง (Funnels) ใหหมด และนําไปใสรวมกับกระดาษ

กรอง 

(6) มวนกระดาษกรองและสําลีจากขอ (5) ใสในหลอดกระดาษกรองสําหรับสกัด 

(Cellulose extraction Thimble)  

(7) ใสลูกแกว (Glass bead) ลงในหลอดสกัดใหเต็ม หลังจากน้ันนําหลอดสกัดบรรจุลงใน

เครื่องสกัดซอกหเลต (Soxhlet extractor) 

(8) ช่ังนํ้าหนักขวดกนกลม (Round bottom Flask) ใหเปนคา A (เตรียมขวดกนกลมกอน

การวิเคราะหโดยนําขวดกนกลมไปอบที่อุณหภูมิ 103 C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ทิ้งใหเย็นในตูดูด

ความช้ืนจนกวาจะนํามาใชในการวิเคราะห ) หลังจากน้ันเติม n-Hexane 99% ปริมาตร 200 

มิลลิลิตร ลงในขวดกนกลม 

(9) เปดเครื่องสกัดซอกหเลต ทําการสกัด 20 รอบตอช่ัวโมง เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 

(10) ปดเครื่องสกัดซอกหเลตนําขวดกนกลมที่มี n-Hexane 99% ไปอังไอนํ้าที่อุณหภูมิ              

80 C จนแหง (ข้ันตอนน้ี ตอชุดกลั่นเขากับขวดกนกลมเพื่อนํา n-Hexane 99% กลับมาใชไดอีก) 

หลังจากน้ันดูดอากาศผานขวดอีก 1 นาที ปลอยใหขวดกนกลมเย็นในตูดูดความช้ืน เปนเวลา                

30 นาที และนําไปช่ังนํ้าหนักใหเปนคา B คํานวณคานํ้ามันและไขมันดังน้ี 

มิลลิกรัมของคานํ้ามันและไขมันตอลิตร = Wr 

       Vs 
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เมื่อ Wr = นํ้าหนักของขวดกนกลมและสารที่เหลือ (B) – นํ้าหนัก  

    ขวดกนกลมเปลา (A), มิลลิกรัม 

  Vs = ปริมาตรตัวอยางนํ้าเสีย, ลิตร 
 

2. การวัดคาดัชนีเอนไซมเปส (Lipase enzyme index) 

ถายเช้ือจากหลอดเช้ือที่เก็บรักษาดวยปลายเข็มเข่ียเช้ือใชจุด (Spot) เช้ือทดสอบบนจาน

อาหารแข็ง Tributyrin 1% (Tributyrin agar 1%) บมที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน (ทําการ

ทดลองแบบ 3 ซ้ํา) วัดขนาดเสนผาศูนยกลางของวงใสและขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนี หนวย

เปนมิลลิเมตร เพื่อหาประสิทธิภาพการยอยสลาย (Index of hydrolysis) หรือคาดัชนีเอนไซม 

(Enzyme index) (Hendrickset al., 1995) การคํานวณดัชนีเอนไซมดังน้ี 
 

ดัชนีเอนไซม   =     เสนผาศูนยกลางของโคโลนี+วงใส 

                          เสนผาศูนยกลางของโคโลนี 
 

3. การวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส (Lipase enzyme activity)  

(1) นําเช้ือทดสอบมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่

ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน หลังจากน้ันเก็บตัวอยาง ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร (ทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา) นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

10 นาที เก็บสวนใส (Supernatant) ไดเปนสารละลายเอนไซมหยาบ (Crude enzyme) 

(2) ทําการวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสดวยวิธี Colorimetric method 

(Hoshino et al., 1992) โดยใช p-nitrophenyl palmitate (pNPP) เปนสับสเตรท 

(3) นําสารละลายเอนไซมหยาบ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรผสมกับสารละลาย D ปริมาตร              

2 มิลลิลิตร (เตรียมใหมกอนใช) นําไปบมที่อุณหภูมิ 55 C เปนเวลา 15 นาที ในอางนํ้าควบคุม

อุณหภูมิ 

(4) หยุดปฏิกิริยาดวยการเติมสารละลาย C ปริมาตร 2.9 มิลลิลิตร 

(5) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโต

มิเตอร  คํานวณกิจกรรมของเอนไซม ไล เปสโดยใช  Extinction coefficient เท ากับ                    

15 L.nmol-1.cm-1 โดยกําหนดให 1 ยูนิตของเอนไซม หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่สามารถเรง

ปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรทใหกรดพลามิติกอิสระ 1 ไมโครโมล (µmol) ในเวลา 1 นาที                    

ที่อุณหภูมิ 55 C มีสูตรคํานวณดังน้ี 

คากิจกรรมของเอนไซมไลเปส (ยูนิตตอมิลลิลตร) =     0.222  A410 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

สารเคม ี

1. สารละลาย A 

ละลาย 4-nitrophenyl palmitate (pNPP) จํานวน 30 มิลลิกรัม ใน 2-propanol ใหได

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 

2. สารละลาย B 

  ละลาย Sodium deoxycholate (NaDOC) จํานวน207 มิลลิกรัม และ Gum Arabic 

จํานวน 100 มิลลิกรัม ใน 5 mM Phosphate buffer (pH 8.0) ใหไดปริมาตรเปน 90 มิลลิลิตร  

 

3. สารละลาย C(เขมขน 2 โมลาร) 

ละลาย Sodium carbonate (Na2CO3) จํานวน 211.80 มิลลิกรัม ในนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ        

ปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 

 

4. สารละลาย D 

ผสมสารละลาย A ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กับสารละลาย B ปริมาตร 90 มิลลิลิตร 

 

5. 5 mM Phosphate buffer (pH 8.0) 

5.1 500 mM Phosphate buffer (pH 8.0) 

- 0.05 M Dibasic sodium phosphate (Na2HPO4.2H2O) 47.35 มิลลิลิตร 

- 0.05 M Mono sodium phosphate (NaH2PO4.2H2O)   2.65 มิลลิลิตร 

ปริมาตรรวม 50 มิลลิลิตร 

  

เตรียม (1) สารละลาย 0.05 M Dibasic sodium phosphate ดังน้ี ละลายสาร 

Dibasic sodium phosphate จํานวน 7.80 กรัม ในนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือปรับปริมาตรเปน 1,000 

มิลลิลิตร และ (2) สารละลาย 0.05 M Mono sodium phosphate ดังน้ี ละลายสาร Mono 

sodium phosphate จํานวน 8.90 กรัม ในนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 

เตรียม 500 mM Phosphate buffer (pH 8.0) โดยผสมสารละลาย 0.05 M Dibasic 

sodium phosphate ปริมาตร 47.35 มิลลิลิตร และ 0.05 M Mono sodium phosphate 
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ปริมาตร 2.65 มิลลิลิตร ไดปริมาตรทั้งหมด 50 มิลลิลิตร หลังน้ัน ปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 

ดวยนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ        

5.2 5 mM Phosphate buffer (pH 8.0) 

ดูดสารละลาย 500 mM Phosphate buffer (pH 8.0)ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ปรับ

ปริมาตรเปน 250 มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ 

 

6. 0.85% Sodium chloride 

  ละลาย Sodium chloride (NaCl) จํานวน 0.85 กรัม ในนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ ปริมาตร 

100 มิลลิลิตร นําไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 

15 นาที  

 

อาหารเลีย้งเชื้อ 

1. Enrichment medium with palm oil 2% (EMP2 medium) 

- นํ้ามันปาลม 20  มิลลิลิตร 

- Yeast extract 0.3  กรัม 

- Peptone 1.0 มิลลิลิตร 

- Amonium sulfate ((NH4)2SO4) 5 กรัม 

- Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) 0.5 กรัม 

- Magnesium Sulfate Heptahydrate (MgSO4.7H2O) 0.3 กรัม 

- Tween80 0.5 มิลลิลิตร 

 

  นําสารทั้งหมดผสมใหเขากัน ในนํ้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอช 7 นําไปน่ึงฆาเช้ือที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 15 นาที  

 

2. Screening medium with palm oil 1% and Bromocresol purple agar                   

(SMP1B agar) 

- นํ้ามันปาลม 10  มิลลิลิตร 

- Yeast extract 0.3  กรัม 

- Peptone 1.0 มิลลิลิตร 

- Amonium sulfate ((NH4)2SO4) 5 กรัม 

- Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) 0.5 กรัม 

- Magnesium Sulfate Heptahydrate (MgSO4.7H2O) 0.3 กรัม 
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- Tween80 0.5 มิลลิลิตร 

- Bromocresol purple 0.64 กรัม 

- Agar powder 15 กรัม 

 

 นําสารทั้งหมดผสมใหเขากัน ในนํ้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอช 7 นําไปน่ึงฆาเช้ือที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 15 นาที  

 

3. Screening medium with palm oil 1% medium (SMP1 medium) 

- นํ้ามันปาลม 10  มิลลิลิตร 

- Yeast extract 0.3  กรัม 

- Peptone 1.0 มิลลิลิตร 

- Amonium sulfate ((NH4)2SO4) 5 กรัม 

- Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) 0.5 กรัม 

- Magnesium Sulfate Heptahydrate (MgSO4.7H2O) 0.3 กรัม 

- Tween80 0.5 มิลลิลิตร 

 

  นําสารทั้งหมดผสมใหเขากัน ในนํ้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอช 7 นําไปน่ึงฆาเช้ือที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 15 นาที  

 

4. Screening medium with palm oil 1% agar (SMP1 agar) 

- นํ้ามันปาลม 10  มิลลิลิตร 

- Yeast extract 0.3  กรัม 

- Peptone 1.0 มิลลิลิตร 

- Amonium sulfate ((NH4)2SO4) 5 กรัม 

- Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) 0.5 กรัม 

- Magnesium Sulfate Heptahydrate (MgSO4.7H2O) 0.3 กรัม 

- Tween80 0.5 มิลลิลิตร 

- Agar powder 15 กรัม 

 

  นําสารทั้งหมดผสมใหเขากัน ในนํ้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอช 7 นําไปน่ึงฆาเช้ือที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 15 นาที  
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5. Tributyrin agar 1% 

- Tributyrin 10  มิลลิลิตร 

- Nutrient agar 20 กรัม 

- Tween80 1 มิลลิลิตร 

- Agar powder 15 กรัม 

 

  นําสารทั้งหมดผสมใหเขากัน ในนํ้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร นําไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 15 นาที  

 

6. Nutrient broth with Gycerol 30% and Palm oil 1% 

- นํ้ามันปาลม 1 มิลลิลิตร 

- Nutrient broth 2 กรัม 

- Tween80 0.1 มิลลิลิตร 

 

  นําสารทั้งหมดผสมใหเขากัน ในนํ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร นําไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ค 

ไอโซเลทท่ีคัดแยกไดจากตัวอยางน้ําเสียจากถังดักไขมัน 

 

ตารางผนวกท่ี ค-1  ไอโซเลทที่คัดแยกไดจากตัวอยางนํ้าเสยีจากถังดักไขมัน 

 

ลําดับ ตัวอยางน้ําเสยี ไอโซเลท ผลทดสอบ 

SMP1B agar 1 

ผลทดสอบ  

Tributyrin agar 1% 2 

1 S1 รานขาวแกง NJS11 บวก ลบ 

2 S1 รานขาวแกง NJS12 บวก ลบ 

3 S1 รานขาวแกง NJS15 บวก ลบ 

4 S1 รานขาวแกง NJS18 บวก ลบ 

5 S2 รานอาหารจานเดียว NJS21 บวก ลบ 

6 S2 รานอาหารจานเดียว NJS22 บวก ลบ 

7 S2 รานอาหารจานเดียว NJS23 บวก ลบ 

8 S3 รานอาหารจานเดียว NJS31 บวก ลบ 

9 S3 รานอาหารจานเดียว NJS32 บวก ลบ 

10 S3 รานอาหารจานเดียว NJS33 บวก ลบ 

11 S3 รานอาหารจานเดียว NJS34 บวก ลบ 

12 S3 รานอาหารจานเดียว NJS36 บวก ลบ 

13 S4 รานอาหารตามสัง่ NJS41 บวก ลบ 

14 S4 รานอาหารตามสัง่ NJS42 บวก ลบ 

15 S4 รานอาหารตามสัง่ NJS43 บวก ลบ 

16 S4 รานอาหารตามสัง่ NJS44 บวก ลบ 

17 S5 รานขาวแกง NJS51 บวก ลบ 

18 S5 รานขาวแกง NJS52 บวก ลบ 

19 S5 รานขาวแกง NJS53 บวก ลบ 

20 S5 รานขาวแกง  NJS54 3 บวก บวก 

21 S5 รานขาวแกง NJS55 บวก ลบ 

22 S6 รานกวยเต๋ียว NJS61 บวก ลบ 

23 S6 รานกวยเต๋ียว NJS62 บวก ลบ 

24 S6 รานกวยเต๋ียว NJS63 บวก ลบ 

25 S6 รานกวยเต๋ียว NJS64 บวก ลบ 
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ตารางผนวกท่ี ค-1  (ตอ) 

     

ลําดับ ตัวอยางน้ําเสยี ไอโซเลท ผลทดสอบ 

SMP1B agar 1 

ผลทดสอบ  

Tributyrin agar 1% 2 

26 S7 รานขาวแกง NJS71 บวก ลบ 

27 S7 รานขาวแกง NJS723 บวก บวก 

28 S7 รานขาวแกง NJS75 บวก ลบ 

29 S7 รานขาวแกง NJS76 บวก ลบ 

30 S8 รานกวยเต่ียว NJS81 บวก ลบ 

31 S8 รานกวยเต่ียว NJS82 บวก ลบ 

32 S8 รานกวยเต่ียว NJS83 บวก ลบ 

33 S9 รานอาหารตามสัง่ NJS91 บวก ลบ 

34 S9 รานอาหารตามสัง่ NJS92 บวก ลบ 

35 S9 รานอาหารตามสัง่ NJS93 บวก ลบ 

36 S9 รานอาหารตามสัง่ NJS94 บวก ลบ 

37 S10 รานกวยเต่ียว NJS101 บวก ลบ 

38 S10 รานกวยเต่ียว NJS102 บวก ลบ 

39 S10 รานกวยเต่ียว NJS103 บวก ลบ 

40 S10 รานกวยเต่ียว NJS104 บวก ลบ 

41 S10 รานกวยเต่ียว NJS105 บวก ลบ 

หมายเหตุ : 1. ผลการทดสอบ SMP1B agar ซึ่งเปนอาหารคัดเลือก ถา บวกคือ ใหลักษณะ

โคโลนีสีเหลืองหรือลบคือ ใหลักษณะโคโลนีสีอื่น 

  2. ผลการทดสอบ Tributyrin agar 1% ซึ่งเปนอาหารทดสอบการยอยสลายไขมัน  

ถา บวกคือ เกิดวงใสรอบโคโลนีหรือลบคือ ไมเกิดวงใสรอบโคโลนี 

  3. ไอโซเลทที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน โดยใหผลการทดสอบ 

Tributyrin agar 1% เปนบวก   
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