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งานวิจัยเรื่องนี มีจุดประสงค์ในการศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส รวมทั ง
ศึกษาคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากดินและน ้าเสีย เพ่ือ
น้ามาประยุกต์ใช้ในสารซักล้าง เมื่อคัดเลือกแบคทีเรีย จ้านวน 141 ไอโซเลต โดยทดสอบการย่อย
ไขมันบนอาหารเพาะเชื อ lipase test medium และอาหารเพาะเชื อ tributyrin agar รวมทั งวัด
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสโดยใช้ p-nitrophenyl palmitate (pNPP) เป็นสับสเตรทจากน ้าหมักที่
เพาะเลี ยงในอาหารเพาะเชื อ Tryptic soy broth (TSB) เป็นเวลา 1 วัน พบว่ามีแบคทีเรีย จ้านวน 2 
ไอโซเลต ที่มีกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสสูงที่สุด คือ ไอโซเลต MUM1-5 และ POSW-1 เมื่อศึกษาหา
สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้สูงที่สุด โดยใช้น ้าเสียจากโรงงานผลิตน ้ามันพืชแห่งที่ 1 ที่ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน (216.35±0.09 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) และมีการใช้เพปโตนที่
ความเข้มข้น 0.6 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน (258.29±0.09 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัม) ส้าหรับอุณหภูมิและความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส คือ อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส (277.02±0.25 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) และพีเอช 7 (260.58±0.25 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 
ส้าหรับแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงที่สุด เมื่อมีการใช้น ้าเสียจาก
โรงงานผลิตน ้ามันพืชแห่งที่ 1 ที่ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน 
(235.15±0.25 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) และมีการใช้เพปโตนที่ความเข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อ
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ปริมาตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน (255.01±0.24 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) ส้าหรับอุณหภูมิและความเป็นกรด-
ด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส คือ อุณหภูมิห้อง 35 องศาเซลเซียส (267.18±0.05         
ยูนิตต่อมิลลิกรัม) และพีเอช 7 (259.08±0.10 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) ตามล้าดับ  

 

จากการศึกษาคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 พบว่า 
ค่าความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ไลเปส คือ พีเอช 10 และ
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ เอนไซม์มีเสถียรภาพต่อความเป็นกรด -ด่างและอุณหภูมิใน
ช่วงกว้างระหว่างพีเอช 8-10 และอุณหภูมิ 40-55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ตามล้าดับ 
นอกจากนี ยังพบว่าการท้างานเอนไซม์สูงขึ นเมื่อมี CaCl2, LiCl2,  MgCl2, MnCl2 สารลดแรงตึงผิว 
และสารอิมัลซิฟายเออร์ โดยกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสไม่ถูกกระตุ้นเมื่อมีตัวยับยั ง β-
mercaptoethanol, DTT และ PMSF จากการศึกษาผลของตัวท้าละลายอินทรีย์ที่มีต่อกิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเปส พบว่าเอนไซม์มีเสถียรภาพต่อเฮกเซนและเมทานอลสูงที่สุด ส้าหรับการทดสอบ
กิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสในสภาวะที่มีสารซักล้างชนิดผงและชนิดเหลวทั ง 6 ชนิด     
ที่ความเข้มข้นของสารซักล้าง 1 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเอนไซม์ไลเปสในเปาซิลเวอร์นาโนมีค่ากิจกรรม
เอนไซม์และเสถียรภาพของเอนไซม์สูงที่สุด และในการศึกษาผลความจ้าเพาะของเอนไซม์ไลเปสต่อ
สับสเตรต พบว่าเอนไซม์ไลเปสมีความจ้าเพาะต่อน ้ามันมะกอก tripalmitin และ p-nitrophenyl 
palmitate (pNPP)  

 

ส้าหรับการศึกษาคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 พบว่า
ค่าความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ไลเปส คือ พีเอช 10 และ
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ เอนไซม์มีเสถียรภาพต่อความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิใน
ช่วงกว้างระหว่างพีเอช 8-10 และอุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ตามล้าดับ 
นอกจากนี ยังพบว่าการท้างานเอนไซม์สูงขึ นเมื่อมี CaCl2, MnCl2, MgCl2, KCl, ZnCl2 สารลดแรง    
ตึงผิว และสารอิมัลซิฟายเออร์ โดยกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสไม่ถูกกระตุ้นเมื่อมีตัวยับยั ง β-
mercaptoethanol, DTT และ PMSF จากการศึกษาผลของตัวท้าละลายอินทรีย์ที่มีต่อกิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเปส พบว่าเอนไซม์มีเสถียรภาพต่อเฮกเซนและเมทานอลสูงที่สุด ส้าหรับการทดสอบ
กิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสในสภาวะที่มีสารซักล้างชนิดผงและชนิดเหลวทั ง 6 ชนิด ที่
ความเข้มข้นของสารซักล้าง 1 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเอนไซม์ไลเปสในเปาซิลเวอร์นาโนมีค่ากิจกรรม
เอนไซม์และเสถียรภาพของเอนไซม์สูงที่สุด และในการศึกษาผลความจ้าเพาะของเอนไซม์ไลเปสต่อ
สับสเตรต พบว่าเอนไซม์ไลเปสมีความจ้าเพาะต่อน ้ามันมะกอก tripalmitin และ p-nitrophenyl 
palmitate (pNPP)  
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จากการทดลอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ไลเปสในการขจัดไขมันบนผ้าฝ้าย พบว่าเอนไซม์
ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 และ POSW-1 มีค่าเปอร์เซ็นต์การขจัดน ้ามัน
มะกอกออกจากผ้าฝ้ายสูงที่สุด เท่ากับ 94.05 และ 98.45 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ส้าหรับการจัด
จ้าแนกแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ล้าดับเบสของยีน 16s rRNA พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 มี
ความคล้ายคลึงกับ Chromobacterium violaceum ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ และแบคทีเรียไอโซเลต 
POSW-1 มีความคล้ายคลึงกับ Lysinibacillus sp. ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ ผลการทดลองเบื องต้นที่
น่าสนใจนี จะเป็นข้อมูลพื นฐานที่น้าไปสู่การศึกษาต่อทางด้านการท้าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ และการน้า
เอนไซม์ไปสู่การประยุกต์ใช้ในระดับอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมสารซักล้าง ในล้าดับต่อไป 
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Abstract 
 

The focus of this study was on production and characterization of an 
extracellular lipase from bacteria isolated from soil and wastewater for potential 
application as a detergent additive. One hundred and forty-one bacterial strains were 
screened by oil degradation on lipase test medium and tributyrin agar. Lipase activity 
was measured spectrophotometrically using p-nitrophenyl palmitate (pNPP) as the 
substrate from supernatant of Tryptic soy broth (TSB) after culturing for 1 day. 
Consequently, the strain MUM1-5 and POSW-1 were isolated as the good producers. 
The maximum lipase production from isolate MUM1-5  was obtained using 
wastewater from oil refining process 1 at concentration of 2% (v/v) of basal medium 
(216.35±0.09 U/mg) and peptone at concentration of 0.6% (v/v) of basal medium 
(258.29±0.09 U/mg). The optimal temperature and pH for lipase production were 
45oC (277.02±0.25 U/mg) and pH 7 (260.58±0.25 U/mg), respectively. For the 
maximum lipase production from isolate POSW-1 was obtained using wastewater 
from oil refining process 1 at concentration of 2% (v/v) of basal medium (235.15±0.25 
U/mg) and peptone at concentration of 0.4% (v/v) of basal medium (255.01±0.24 
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U/mg). The optimal temperature and pH for lipase production were 35oC 
(267.18±0.05 U/mg) and pH 7 (259.08±0.10 U/mg), respectively.  

 

The optimum pH and temperature for the isolate MUM1-5 lipase activity were 
pH 10 and 60°C, respectively. The enzyme was stable in the pH range 8-10 and at 40-
55°C for 1 h. Higher activity was observed in the presence of CaCl2, LiCl2, MgCl2, 
MnCl2, surfactants and emulsifiers but inhibited lipase activity by β-mercaptoethanol, 
DTT and PMSF. The enzyme was stable in hexane and methanol. The effect of lipase 
on activity and stability in the presence of power and liquid detergents of all 6 types 
at concentration of 1% was studied. The results showed that, the highest relative 
activity of lipase was observed in the presence of detergent Pao Silver Nano. 
Furthermore, this enzyme hydrolyzed olive oil, tripalmitin and p-nitrophenyl 
palmitate (pNPP).  
 

 For the characterization of isolate POSW-1 lipase, the results showed that the 
optimum pH and temperature for enzyme activity were pH 10 and 50°C, respectively. 
The enzyme  was stable in the pH range 8-10 and at 40-50°C for 1 h. Higher activity 
was observed in the presence of CaCl2, MnCl2, MgCl2, KCl, ZnCl2, surfactants and 
emulsifiers but inhibited lipase activity by β-mercaptoethanol, DTT and PMSF. The 
enzyme was stable in hexane and methanol. The results showed that, the highest 
relative activity of lipase was observed in the presence of detergent Pao Silver Nano 
and the enzyme hydrolyzed olive oil, tripalmitin and p-nitrophenyl palmitate (pNPP).  
 

The efficacy of removal of olive oil from the cotton by lipase from isolate 
MUM1-5 and POSW-1 were 94.05% and 98.45%, respectively. For the bacterial 
identification by 16s rRNA gene analysis, the results showed that isolate MUM1-5 and 
POSW-1 were Chromobacterium violaceum and Lysinibacillus sp., respectively with 
99 percent of similarity. These promising results with enzyme preparation justify the 
undertaking of purification studies and the used of the purified enzyme in a more in-
depth investigation for potential application as a detergent additive 
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โครงงานวิจัยเรื่อง การคัดเลือกและศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก

แบคทีเรียที่แยกได้จากดินและน ้าเสียโดยการใช้ของเสียจากกระบวนการผลิตน ้ามันพืชและการ
ประยุกต์ใช้ ส้าเร็จลุล่วงไปด้วยดีนี  โดยได้รับทุนอุดหนุนการท้าวิจัยจากมหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิม
พระเกียรติ คณะผู้วิจัยขอขอบพระคุณที่ให้ทุนสนับสนุนการท้าวิจัยครั งนี  

 

ขอขอบคุณคณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ ในการ
ส่งเสริมและสนับสนุนงานวิจัย ขอขอบคุณบริษัทผู้ผลิตน ้ามันพืชในพื นที่จังหวัดสมุทรปราการที่ให้
ความอนุเคราะห์ตัวอย่างของเสียจากกระบวนการผลิตน ้ามันพืชเพ่ือการวิจัย ขอขอบคุณอาจารย์    
สุรีย์พร เอ่ียมศรี สาขาวิชาวิทยาศาสตร์ชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย
หัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ ที่ให้ค้าแนะน้าในการจัดจ้าแนกแบคทีเรียโดยเทคนิคระดับโมเลกุล 

 

ขอขอบคุณคณาจารย์และบุคลากรสายสนับสนุน สาขาวิชาวิทยาศาสตร์ชีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ ทุกท่านที่ให้ความช่วยเหลือ 
และอ้านวยความสะดวกในการท้าวิจัยครั งนี   
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บทที่ 1 
 

บทน ำ 
 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 

 ในปัจจุบันมีการน าเอนไซม์มาใช้ในอุตสาหกรรมมากขึ้น เพ่ือน ามาใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทาง
เคมี ซึ่งเอนไซม์สามารถเร่งปฏิกิริยาภายใต้สภาวะอุณหภูมิและความดันที่ เหมาะสม โดยมี
ความจ าเพาะต่อสับสเตรต สามารถสลายตัวได้เองในธรรมชาติ ดังนั้นจึงไม่ก่อให้เกิดสภาวะแวดล้อมที่
เป็นพิษ และสามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้ โดยมีการรายงานถึงมูลค่าการใช้เอนไซม์ในอุตสาหกรรม    
สูงถึง 2 ล้านดอลลาร์สหรัฐ และคาดการณ์ว่าในปี ค .ศ. 2009 จะมีมูลค่าการใช้เอนไซม์ใน
อุตสาหกรรมเพ่ิมสูงถึง 2.4 ล้านดอลลาร์สหรัฐ (1) รวมทั้งพบว่ามีการประยุกต์ใช้เอนไซม์ไลเปสใน
อุตสาหกรรมซักล้างสูงถึง 60 เปอร์เซ็นต์ ของเอนไซม์ทั้งหมด (2) นอกจากนี้เอนไซม์ไลเปสยังมี
บทบาทส าคัญในอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรม
เครื่องส าอาง โดยเฉพาะกลุ่มท าความสะอาด อุตสาหกรรมการชะล้าง อุตสาหกรรมสารลดแรงตึงผิว 
อุตสาหกรรมการบ าบัดน้ าเสีย อุตสาหกรรมเคมี อุตสาหกรรมกระดาษ และแหล่งเชื้อเพลิงชีวภาพ 
เป็นต้น (3) ซึ่งการน าเอนไซม์ไลเปสมาใช้ประโยชน์ในทางอุตสาหกรรมต่าง ๆ เหล่านี้  เป็นที่ยอมรับ 
เนื่องจากมีข้อดีมากกว่าการใช้วิธีทางเคมี ซึ่งไม่ต้องใช้ความดันสูงหรือผ่านหลายขั้นตอน ไม่ก่อมลพิษ
ต่อสิ่งแวดล้อม และผลผลิตที่ได้นั้นมีความสะอาด เนื่องจากเอนไซม์ไลเปสจะเกิดปฏิกิริยาที่จ าเพาะ
ต่อสับสเตรต และน ากลับมาใช้ใหม่ได้  
 

 ไลเปสถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1856 โดยนักวิทยาศาสตร์ชื่อ Claude Bernard โดย
เอนไซม์นี้พบในสารที่ขับออกจากตับ (pancreatic juice) ไลเปสเป็นเอนไซม์ที่จัดอยู่ในกลุ่มไฮโดรเลส 
(hydrolase) มีชื่อเรียกตามระบบ systematic name ว่า ไตรเอซิลกลีเซอรอลเอซิลไฮโดรเลส 
(triacylglycerol acylhydrolase) และมีชื่อตามรหัสหรือตามระบบตัวเลข (code or number 
system) คือ EC 3.1.1.3 (4) เอนไซม์ไลเปสสามารถไฮโดรไลซ์พันธะเอสเทอร์ของโมเลกุลไตร        
กลีเซอไรด์ ได้เป็นกรดไขมันอิสระและกลีเซอรอลตรงผิวร่วมระหว่างน้ าและน้ ามัน รวมทั้งเร่งปฏิกิริยา
การย่อยสลายพันธะเอสเทอร์ในโมเลกุลไขมันและการสร้างพันธะเอสเทอร์ (transesterification) ซึ่ง
เป็นปฏิกิริยาย้อนกลับของปฏิกิริยานี้ โดยพบในระบบที่มีน้ าน้อยหรือระบบที่มีสารอินทรีย์เป็นตัวท า
ละลาย (5)  
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 การเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ไลเปสเป็นไปได้หลายแบบ ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ที่ผลิต
เอนไซม์และสภาวะการเกิดปฏิกิริยา จุลินทรีย์จะมีการสร้างเอนไซม์และปล่อยออกมาภายนอกเซลล์ 
(extracellular enzyme) เพ่ือให้เอนไซม์ท าปฏิกิริยากับไขมันที่อยู่ภายนอกเซลล์ ซึ่งการย่อยสลาย
ไขมันหรือไตรกลีเซอไรด์โดยเอนไซม์ไลเปสอาจเกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์หรือไม่สมบูรณ์ก็ได้ ในกรณีที่มี
การย่อยสลายไม่สมบูรณ์จะได้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นกรดไขมันกับโมโนกลีเซอไรด์หรือไดกลีเซอไรด์ ในกรณี
ที่ไตรกลีเซอไรด์ถูกย่อยสลายอย่างสมบูรณ์จะได้ผลิตภัณฑ์สุดท้าย คือ กลีเซอรอลและกรดไขมัน       
ในส่วนของกรดไขมันที่ได้จะเข้าสู่กระบวนการย่อยสลายภายในเซลล์โดยผ่านวิถี  beta-oxidation 
จนกระทั่งได้เป็น acetyl-CoA และเข้าสู่วัฏจักรเครบส์ (Kreb’s cycle) ในล าดับต่อไป ส่วน           
กลีเซอรอลจะถูกย่อยสลายจนกระท่ังเข้าสู่วิถีไกลโคไลซีสได้เป็น phosphoenolpyruvate จากนั้นจึง
เข้าสู่วัฏจักรเครบส์ในล าดับต่อไป (6, 7) แหล่งของเอนไซม์ไลเปสที่ส าคัญสามารถพบได้ทั้งในพืช สัตว์ 
และจุลินทรีย์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์ได้รับความสนใจและมีบทบาทส าคัญมาก 
เนื่องจากเอนไซม์ไลเปสที่ได้มาจากจุลินทรีย์จะมีความคงตัวสูงกว่าเอนไซม์ไลเปสจากพืชและสัตว์ 
และสามารถผลิตได้ในปริมาณมาก ทั้งนี้เนื่องจากจุลินทรีย์มีการเจริญเติบโตเร็ว การควบคุมการผลิต
ท าได้ง่ายและคุณภาพสม่ าเสมอ รวมทั้งมีคุณสมบัติที่คงทนต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิสูง และ
มีความจ าเพาะต่อสับสเตรตหลายชนิด (8)  

 

 เอนไซม์ไลเปสมีหลายชนิด โดยมีลักษณะที่แตกต่างกันทั้งทางด้านความจ าเพาะต่อสับสเตรต 
กลไกในการเร่งปฏิกิริยา ลักษณะของบริเวณที่เร่งปฏิกิริยา สารยับยั้งและสารเร่งปฏิกิริยา ล าดับของ
กรดอะมิโนในโมเลกุล ช่วงของความเป็นกรด-ด่าง ช่วงของอุณหภูมิในการท างาน เสถียรภาพของ
เอนไซม์ และน้ าหนักโมเลกุล เป็นต้น จุลินทรีย์บางสายพันธุ์ไม่สามารถสังเคราะห์เอนไซม์ได้เอง
จ าเป็นต้องอาศัยสารเหนี่ยวน า (inducer) เพ่ือช่วยให้มีการสังเคราะห์เอนไซม์ ซึ่งสารเหนี่ยวน านี้อาจ
เป็นสารชนิดเดียวกันหรือต่างชนิดกับสารที่เป็นแหล่งคาร์บอนก็ได้ แบคทีเรียบางชนิดมีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซม์ไลเปส ดังที่มีรายงานแล้ว ได้แก่ การศึกษาคุณสมบัติเอนไซม์ไลเปสจาก Bacillus 
sp. เพ่ือน าไปใช้ในอุตสาหกรรมสารซักล้าง โดยเพ่ิมประสิทธิภาพในการขจัดคราบไขมันปาล์มได้ดี
ยิ่งขึ้น (9) และในปี ค.ศ. 1994 Janssen et al. (10) ศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสที่ทนต่ออุณหภูมิ
สูงจาก Bacillus sp. สายพันธุ์ Wai 28A 45 ซ่ึงผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ในปริมาณสูงจากแหล่งอาหารที่
มีไขมันอ่ิมตัว งานวิจัยของ Schmidt-Dannert et al. (11) ท าการคัดเลือกแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิ
สูง จ านวน 15 สายพันธุ์ และพบว่ามีแบคทีเรียเพียง 5 สายพันธุ์ เท่านั้น ที่มีกิจกรรมของเอนไซม์ไล
เปส ซึ่งเมื่อศึกษาพบว่า B. thermocatenulatus สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงสุด คือ 0.1 ยูนิ
ตต่อมิลลิลิตร เมื่อท าการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่ค่าพีเอช 6.5 อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส 
และในปี ค.ศ. 1999 Dharmsthiti and Luchai (12) ศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก Bacillus sp. 
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THL027 โดยท าการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 7 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อน า
เอนไซม์มาท าให้บริสุทธิ์และศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ พบว่าเอนไซม์ไลเปสสามารถท างานได้ดีที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส พีเอช 7 และเอนไซม์ไลเปสมีเสถียรภาพที่อุณหภูมิ 60-75 องศาเซลเซียส  

 

 ปัจจัยที่ส าคัญในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์มักเกี่ยวข้องกับแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจน ในปี ค.ศ. 2012 Joseph et al. (13) ศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสที่แสดงกิจกรรมได้ดีที่
อุณหภูมิต่ าจาก Microbacterium luteolum ซึ่งคัดแยกได้จากเทือกเขาหิมาลัย โดยการใช้น้ ามัน
มะกอกและกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งให้กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสเท่ากับ 8.01 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
อย่างไรก็ตามในการผลิตเอนไซม์ไลเปสมักมีต้นทุนในการผลิตสูงอันเนื่องมาจากสับสเตรต ซึ่งการใช้
เศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรหรือของเสียทางอุตสาหกรรมนับเป็นทางเลือกใหม่เพ่ือใช้แก้ปัญหา
ดังกล่าว (14, 15) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นการเลือกใช้แหล่งคาร์บอนที่มีต้นทุนในการผลิตต่ า และ
สามารถหาได้ง่าย ซึ่งเป็นของเสียทางอุตสาหกรรมมาใช้ในการผลิตเอนไซม์ ส าหรับการศึกษาแหล่ง
ไนโตรเจนในการผลิตเอนไซม์ไลเปสนั้น Wang et al. (16) ศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสที่ทนต่อ
ความเป็นด่างสูงจาก Bacillus sp. สายพันธุ์ A30-1 (ATCC 53841) ในอาหารเพาะเชื้อซึ่ง
ประกอบด้วยสารสกัดจากยีสต์ ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) และแอมโมเนียม
คลอไรด์ ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน และในปี ค.ศ. 1996 
Lin et al. (17) รายงานการผลิตเอนไซม์ไลเปสที่ทนต่อความเป็นด่างจาก Pseudomonas 
pseudoalcaligenes F-111 ในอาหารเพาะเชื้อที่ประกอบด้วยถั่วเหลืองป่น ความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) เพปโตน ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) และ
สารสกัดจากยีสต์ ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) 
 

 ในปัจจุบันปัญหาสิ่งแวดล้อมมีสาเหตุส าคัญจากการปล่อยของเสียที่เป็นพิษจากโรงงาน
อุตสาหกรรม เช่น ของเสียที่มีความเป็นด่างสูงจากโรงงานผลิตไบโอดีเซล โดยความเป็นด่างของ
สารพิษนี้จะท าให้เกิดอาการแพ้ได้ หรือของเสียที่เป็นพิษจ าพวกฟีนอลจากกระบวนการผลิตน้ ามัน 
เป็นต้น ซึ่งตัวอย่างสารพิษเหล่านี้ก่อให้เกิดปัญหาสิ่งแวดล้อมและส่งผลเสียต่อสุขภาพเป็นอย่างมาก 
ดังนั้นจึงมีการวิจัยและคิดค้นวิธีการน าของเสียที่เป็นพิษดังกล่าวมาใช้ประโยชน์ในการผลิตเอนไซม์     
ไลเปส ตัวอย่างเช่น การศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก P. aeruginosa AAU2 โดยใช้ของเสียจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล ซึ่งพบว่า P. aeruginosa AAU2 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสที่ทนต่อ    
ตัวท าละลายอินทรีย์ได้เท่ากับ 0.432 ยูนิตต่อลิตร (18) และ Abdelmoez et al. (19) ศึกษาการใช้
ของเสียจากกระบวนการกลั่นน้ ามันและของเสียจากกระบวนผลิตสารเคมีอุตสาหกรรมที่ผลิตจาก
ไขมันและน้ ามันจากพืชน้ ามัน (อุตสาหกรรมโอลิโอเคมี) ส าหรับการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก Candida 
rugosa ATCC 14830 ซึ่งผลจากการศึกษาพบว่า C. rugosa ATCC 14830 สามารถผลิตเอนไซม์    
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ไลเปสได้สูงสุดถึง 7.4 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อใช้ของเสียจากอุตสาหกรรมโอลิโอเคมีเป็นแหล่งคาร์บอน 
Miranda et al. (20) ศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก Penicillium citrinum โดยใช้ของเสียจาก
โรงงานอุตสาหกรรม ซึ่งพบว่า P. citrinum สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสสูงถึง 5,786 ยูนิตต่อลิตร เมื่อ
มีการใช้ของเสียจากโรงงานกลั่นน้ ามันพืชเป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งให้กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสูงกว่า
น้ ามันมะกอก โดยกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสวิเคราะห์ได้จากการใช้ไตรโอเลอีน (triolein) เป็นสับสเตรต
และได้ผลิตภัณฑ์ซึ่งเป็นกรดไขมันอิสระ นอกจากนี้ยังพบว่าแอมโมเนียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.75 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดี โดยให้กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสูงถึง 
6,738 ยูนิตต่อลิตร  
 

 ในปี ค.ศ. 2009 Brozzoli et al. (21) ศึกษาการประเมินค่าของของเสียที่ได้จากการสกัด
น้ ามันมะกอก ในการน ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก C. cylindracea 
NRRL Y-17506 โดยการน าของเหลวสีด าที่ได้จากการสกัดน้ ามันมะกอกมาศึกษาสภาวะที่เหมาะสม
ต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส ซึ่งพบว่าของเหลวสีด าที่ได้จากการสกัดน้ ามันมะกอกสามารถส่งเสริมการ
ผลิตเอนไซม์ได้ดี โดยในอาหารเพาะเชื้อจะประกอบไปด้วยของเหลวสีด าที่ได้จากกระบวนการสกัด
น้ ามันมะกอก แอมโมเนียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 2.4 กรัมต่อลิตร และน้ ามันมะกอก ความเข้มข้น 3 
กรัมต่อลิตร ซึ่งสามารถชักน าให้เกิดการสร้างเอนไซม์ไลเปสสูงถึง 10 ยูนิตต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้ยัง
พบว่าการเพ่ิมกลูโคส มอลต์สกัด และแหล่งไนโตรเจนที่เป็นสารอินทรีย์ เช่น เพปโตนและสารสกัด
จากยีสต์ ไม่สามารถชักน าหรือไม่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ เช่นเดียวกันกับ Godoy et al. (22) ศึกษา
การผลิตเอนไซม์ไลเปสโดยใช้ของเสียจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลจากเมล็ดละหุ่ง ซึ่งใน
กระบวนการผลิตนี้จะได้ของเสียซึ่งมีค่าความเป็นด่างสูงและมีความเป็นพิษ อันก่อ ให้เกิดปัญหา
สิ่งแวดล้อม รวมทั้งเป็นสาเหตุให้เกิดอาการแพ้ โดยในการทดลองนี้ได้ท าการศึกษาการผลิตเอนไซม์ไล
เปสจาก P. simplicissimum โดยกระบวนการหมักของเสียจากเมล็ดละหุ่งแบบแห้ง ซึ่งนอกจะก าจัด 
ricin ซึ่งเป็นสารพิษออกแล้วยังสามารถชักน าการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงสุดถึง 44.8 ยูนิตต่อกรัม 
รวมทั้งสามารถลดการก่อภูมิแพ้อันเกิดจากของเสียจากเมล็ดละหุ่งถึง 16 เปอร์เซ็นต์ 
 

ในอุตสาหกรรมสารซักล้างปัจจุบันได้มีการพัฒนาผงซักฟอกโดยการใช้เอนไซม์เป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยาทางเคมี เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของผงซักฟอก โดยผลิตภัณฑ์ผงซักฟอกผสมเอนไซม์       
ชนิดแรกที่มีการวางจ าหน่ายในท้องตลาด เริ ่มในปี ค.ศ. 1913 คือ ทริปซิน ส าหรับผลิตภัณฑ์      
ท าความสะอาดในระดับอุตสาหกรรมแบบเดิมนั้นจะมีการใช้น้ ายาแช่ผ้า โดยน้ ายานี้สกัดมาจาก    
ตับอ่อนของสัตว์ผสมอยู่ ต่อมามีการค้นพบส่วนประกอบที่ส าคัญในน้ าสกัดที่มีผลท าความสะอาดนั้น 
คือ เอนไซม์โปรติเอส (protease) ชนิดทริปซิน (trypsin) และไคโมทริปซิน (chymotrypsin) 
จนกระท่ังในปี ค.ศ. 1960 จึงได้เริ่มมีการใช้เอนไซม์จากแบคทีเรียซึ่งผลิตโดยกระบวนการหมัก พบว่า
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ใช้ได้ผลดีมาก ซึ่งได้มีการน าเอาเอนไซม์ชนิดนี้ไปใช้ในการท าความสะอาด ทั้งนี้การใส่เอนไซม์ผสมกับ
ผงซักฟอกนั้น มีวัตถุประสงค์เพ่ือเร่งปฏิกิริยาการขจัดคราบสกปรก และเป็นการช่วยลดชนิดและ
ปริมาณสารออกฤทธิ์ขจัดคราบอ่ืน ๆ ซึ่งเป็นการช่วยลดต้นทุนการผลิต ลดระยะเวลาการซักล้าง
ท าความสะอาด ช่วยประหยัดพลังงานเพราะไม่ต้องใช้อุณหภูมิสูงมากในการซักล้าง ช่วยลด
ผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม เพราะเอนไซม์สามารถย่อยสลายได้ และยังช่วยปรับสภาพเส้นใยของผ้า  

 

การเติมเอนไซม์ลงในผงซักฟอกยังเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพในการช าระล้างคราบที่ติดอยู่บน
เนื้อผ้า อันเนื่องมาจากการสะสมของไขมัน โปรตีนจากอาหาร หรือเลือด เป็นต้น ทั้งนี้เอนไซม์ที่นิยม
เติมลงในผงซักฟอก คือ เอนไซม์โปรติเอส โดยใช้ส าหรับแช่ผ้าก่อนซัก และใช้ซักผ้าเพ่ือก าจัดคราบ
โปรตีนออกจากผ้า เอนไซม์อะไมเลส (amylase) ใช้ก าจัดคราบแป้งติดแน่นบนเนื้อผ้า และเอนไซม์   
ไลเปส (lipase) เพ่ือก าจัดคราบไขมันจากอาหารและเหงื่อบนเนื้อผ้า ปริมาณเอนไซม์ที่ผสมอยู่ใน
ผลิตภัณฑ์ท าความสะอาดโดยทั่วไปจะอยู่ระหว่าง 0.4-1 เปอร์เซ็นต์ โดยน้ าหนัก (23) การใช้เอนไซม์
ในสารท าความสะอาดมีการใช้กันอย่างแพร่หลาย โดยอาจกล่าวได้ว่าเป็นตลาดของเอนไซม์ที่ใหญ่
ที่สุด เนื่องจากอุตสาหกรรมผลิตสารท าความสะอาดเพียงอุตสาหกรรมเดียวก็ใช้เอนไซม์ประมาณ 25-
30 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณการขายเอนไซม์ทั่วโลก (24)  

 

ในการศึกษาสภาวะที่ใช้ในการซักล้าง เช่น อุณหภูมิ และสภาวะความเป็นกรด -ด่าง หรือ
สารเคมีอ่ืน ๆ ที่เป็นส่วนประกอบของผงซักฟอก พบว่ามีผลต่อประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์
ในผลิตภัณฑ์เหล่านี้ ยกตัวอย่างเช่น อุณหภูมิของน้ าที่ใช้ในการซักผ้า หากมีการลดอุณหภูมิใน      
การซักผ้าลงเพ่ือรักษาประสิทธิภาพของเอนไซม์ จะส่งผลให้การขจัดคราบไขมันและแป้งที่ติดอยู่กับ
เสื้อผ้าไม่มีประสิทธิภาพ แต่ทั้งนี้หากต้องการจะคงอุณหภูมิของน้ าในการซักไว้ ก็จะต้องเพ่ิมปริมาณ
เอนไซม์มากขึ้น ซึ่งจะเป็นการเพิ่มต้นทุนการผลิต ดังนั ้นเพื่อการแก้ปัญหาดังกล่าว จึงได้มีการ
ค้นคว้าวิจัยเพ่ือให้ได้จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ที่มีคุณสมบัติพิเศษตามความต้องการ เช่น 
เอนไซม์ที่ทนต่อการเปลี ่ยนแปลงของอุณหภูมิ ความเป็นกรด -ด่าง หรือสารเคมีอ่ืน ๆ ที่เป็น
ส่วนประกอบของผงซักฟอก (23) 

 

 จากความส าคัญดังกล่าวข้างต้นจึงมีความสนใจที่จะท าโครงการวิจัยนี้ โดยมีวัตถุประสงค์ที่จะ
คัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแหล่งดินที่มีการปนเปื้อนน้ ามันและตัวอย่างน้ าเสีย
จากโรงงานผลิตน้ ามันพืช ทั้งนี้เพ่ือให้ได้แบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ใน
ปริมาณที่สูง หรือผลิตเอนไซม์ไลเปสที่มีคุณสมบัติที่ดี จากนั้นท าการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อ
การผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยการน าตัวอย่างของเสียจากกระบวนการกลั่นน้ ามันพืชมาเป็นแหล่ง
คาร์บอนเพ่ือลดต้นทุนในการผลิตเอนไซม์ รวมทั้งศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจน อุณหภูมิ และค่าความ
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เป็นกรด-ด่างที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส ศึกษาคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม์ไลเปส และศึกษา
ประสิทธิภาพของเอนไซม์ไลเปสในการก าจัดไขมันบนผ้าฝ้าย เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานส าคัญในการศึกษา
ทางด้านการท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ หรือการศึกษาขั้นสูงทางด้านเอนไซม์ รวมทั้งน าเอนไซม์ไลเปสไป
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมสารซักล้าง และอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ ต่อไป 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

 

 1.2.1  เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากดินและน้ าเสีย และ   
         คัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูง  
1.2.2 เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้ และ

น าไปศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ไลเปส ทั้งนี้การศึกษาปัจจัยต่าง ๆ ที่มีผลต่อการผลิต
เอนไซม์ มีดังนี้ 
1) ผลของชนิดและความเข้มข้นของตัวอย่างของเสียจากกระบวนการกลั่นน้ ามันพืชที่มี

ต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้  
2) ผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนต่าง ๆ ที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส

จากแบคทีเรียที่คัดแยกได้  
3) ผลของอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงและค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเพาะเชื้อที่มีต่อ

การผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้  
1.2.3 เพ่ือศึกษาคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม์ไลเปส โดยศึกษาคุณสมบัติต่าง ๆ ดังนี้ 

     1) ผลของอุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-ด่างที่มีต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ 
         ไลเปส 
     2) ผลของสารเคมีและตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีต่อเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส 
     3) ความจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสต่อสับสเตรตชนิดต่าง ๆ 
     4) ผลของสารซักล้างที่มีต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส 

1.2.4 เพ่ือศึกษาผลของอุณหภูมิและความเป็นกรด-ด่างที่มีต่อประสิทธิภาพในการซักล้างของ   
        เอนไซม์ไลเปส  
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1.3 ขอบเขตของกำรวิจัย 
 

  ในการวิจัยนี้จะท าการคัดแยกและศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียที่สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้จากตัวอย่างท้ังหมด 19 ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็นตัวอย่างดิน จ านวน 10 ตัวอย่าง ที่เก็บ
จากดินบริเวณถังดักไขมันหลังอาคารโภชนาการ มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ และดินที่
ปนเปื้อนน้ ามันบริเวณร้านอาหารต่าง ๆ และตัวอย่างน้ าเสีย จ านวน 9 ตัวอย่าง ที่เก็บจากน้ าเสีย
บริเวณถังดักไขมันหลังอาคารโภชนาการ มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ น้ าเสียบริเวณ
ร้านอาหารภายนอกมหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ รวมทั้งตะกอนและน้ าเสียจากระบบบ าบัด
น้ าเสียของโรงงานผลิตน้ ามันพืชในเขตจังหวัดสมุทรปราการ โดยใช้อาหารเพาะเชื้อ lipase test 
medium (Tween 80 agar) (25) และอาหารเพาะเชื้อ tributyrin agar (26) ในการคัดแยก โดย
เทคนิค Spread plate จากนั้นท าการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีที่สุด 
จ านวน 2 สายพันธุ์ จากตัวอย่างดินและตัวอย่างน้ าเสีย โดยใช้อาหารเพาะเชื้อ lipase test medium 
และ tributyrin agar โดยวิธี Agar well diffusion ท าการจัดจ าแนกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์
ไลเปสได้ดีที่สุดโดยเทคนิคระดับโมเลกุล จากการวิเคราะห์ล าดับ 16S rDNA gene 
 

  น าแบคทีเรียที่ผ่านการคัดเลือกแล้วมาศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
โดยท าการศึกษาถึงปัจจัยต่าง ๆ ที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส ได้แก่ แหล่งคาร์บอน แหล่ง
ไนโตรเจน อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง และค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเพาะเชื้อ ในส่วนของแหล่ง
คาร์บอนท าการศึกษาโดยใช้ตัวอย่างของเสียจากกระบวนการกลั่นน้ ามันจากโรงงานผลิตน้ ามันพืช 
จ านวน 3 แห่ง และศึกษาผลของความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่ค่าความเข้มข้น  1-5 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) ส าหรับแหล่งไนโตรเจนท าการศึกษาโดยใช้เพปโตน ทริปโตน ซอยโตน ไกลซีน 
สารสกัดจากยีสต์ ยูเรีย แอมโมเนียมไนเตรต แอมโมเนียมซัลเฟต โพแทสซียมไนเตรต และโซเดียม    
ไนเตรต โดยศึกษาผลของความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่ค่าความเข้มข้น  0.2-1 เปอร์เซ็นต์ 
(น้ าหนักต่อปริมาตร) อุณหภูมิท าการศึกษาที่อุณหภูมิ 35, 40, 45, 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส 
และสภาวะความเป็นกรด-ด่างท าการศึกษาท่ีพีเอช 7, 8, 9 และ 10    
 

  เอนไซม์ไลเปสที่มีประสิทธิภาพสูงซึ่งผลิตจากแบคทีเรียที่คัดเลือกในสภาวะอาหารเพาะเชื้อที่
เหมาะสม จะถูกน ามาศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ โดยศึกษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่างที่ค่าพีเอช 
4-10 ส าหรับผลของอุณหภูมิท าการศึกษาที่อุณหภูมิ 40, 45, 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส 
ท าการศึกษาผลของสารเคมีต่าง ๆ ได้แก่ ซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2) แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) โคบอลต์
คลอไรด์ (CoCl2) ซีเซียมคลอไรด์ (CsCl2) คอปเปอร์ซัลเฟต (CuSO4) ลิเทียมคลอไรด์ (LiCl2) 
แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2) โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) แบเรียม      
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คลอไรด์ (BaCl2) และอลูมิเนียมคลอไรด์ (AlCl3) ในกลุ่มสารประเภทสารลดแรงตึงผิว ได้แก่          
กลีเชอรอล (glycerol) โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulphate; SDS) ทวีน 20 
(Tween 20) ทวีน 80 (Tween 80) ไตรตอนเอ็กซ์ 100 (Triton X-100) และโซเดียมคลอเรท 
(sodium cholate) ในกลุ่มสารตัวยับยั้ง ได้แก่ ไดไทโอทรีไอทอล (dithiothreitol; DTT) เอทิลลีน
ไดอะมีนเตตระอะซิติกแอซิค (ethylene diamine tetraacetic acid; EDTA) ฟีนิลเมทิลซัลโฟนิล
ฟลูออไรด์phenylmethylsulphonyl fluoride; PMSF) และบีต้า-เมอร์แคปโทเอทานอล (β-
mercaptoethanol) สารอิมัลซิฟายเออร์ ได้แก่ กัมอะราบิค (gum arabic) และเจลาติน (gelatin) 
ออกซิไดซิง เอเจนท์ ได้แก่  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide) และโซเดียมไฮโปคลอ
ไรด์ (sodium hypochlorite) ส าหรับกลุ่มของตัวท าละลายอินทรีย์ ได้แก่ เฮกเซน เอทิลอะซีเตท 
คลอโรฟอร์ม ไอโซโพรพานอล เอทานอล เมทานอล และอะซีโตน ส าหรับการศึกษาความจ าเพาะของ
เอนไซม์ต่อสับสเตรตจะท าการศึกษาในน้ ามันชนิดต่าง ๆ และสับสเตรตสังเคราะห์ทั้งในกลุ่ม          
ไตรกลีเซอรอลและพารา-ไนโตรฟีนิลเอสเทอร์ นอกจากนี้ยังศึกษาผลของสารซักล้างต่อกิจกรรมและ
เสถียรภาพของเอนไซม์ โดยใช้สารซักล้างทั้งชนิดผงและชนิดเหลว 
 

ในการทดลองจะมีการท า 3 ซ้ า ในแต่ละชุดการทดลอง และน าเอาผลการทดลองดังกล่าวมา
วิเคราะห์ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และหาความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจากการวิเคราะห์สถิติ
โดยใช้ One-Way ANOVA นอกจากนี้ในทุกขั้นตอนของการศึกษาจะท าการวัดปริมาณโปรตีน         
วัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส ในการวิจัยครั้งนี้ได้มีการน าของเสียจากกระบวนการกลั่นน้ ามันพืชมา
ท าการศึกษาถึงความเหมาะสมของแหล่งคาร์บอนในการผลิตเอนไซม์ไลเปส ซึ่งเป็นแนวทางส าคัญใน
การลดต้นทุนการผลิตเอนไซม์ไลเปส และยังเป็นการช่วยรักษาสภาพแวดล้อม โดยการน าของที่ไม่ได้
ใช้แล้วหรือของเสียที่เป็นพิษต่อสภาพแวดล้อมกลับมาใช้ประโยชน์อีกครั้ง  

 
1.4 นิยำมศัพท์เฉพำะ 
 

 กลีเซอรอล (glycerol) หมายถึง สารประกอบอินทรีย์พวกแอลกอฮอล์ชนิดหนึ่ง สูตรเคมี 
คือ C3H8O3 เป็นของเหลวข้น ไม่มีสี มีจุดเดือด 290 องศาเซลเซียส ละลายน้ าได้ เป็นองค์ประกอบ
ส าคัญของไขมันหรือน้ ามัน ใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตยา เครื่องส าอาง และสบู่ เป็นต้น (27) 
 

  กรดไขมัน (fatty acid) คือ กรดอินทรีย์ที่มีจ านวนคาร์บอนอะตอมเท่ากับ 4-24 โดยที่
ปลายข้างหนึ่งเป็นหมู่คาร์บอกซิล ปลายอีกข้างหนึ่งเป็นสายยาวของนอนโพลาร์ไฮโดรคาร์บอน ท าให้
กรดไขมันไม่ละลายน้ า เป็นสายโซ่ที่อ่ิมตัวหรือไม่อ่ิมตัว ความยาวของสายโซ่ จ านวนและต าแหน่งของ
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พันธะไม่อ่ิมตัวแตกต่างกัน อยู่รวมกันเป็นลิปิดด้วยพันธะโควาเลนต์ สามารถถูกย่อยสลายได้ด้วยการ
ใช้เอนไซม์หรือสารเคม ีกรดไขมันแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ  

 1.  กรดไขมันอ่ิมตัว (saturated fatty acids) เป็นกรดไขมันที่มีพันธะระหว่างคาร์บอนเป็น
พันธะเดี่ยวทุกพันธะ ซึ่งจะเป็นของแข็งที่อุณหภูมิปกติ (ไขมัน; fat) กรดไขมันอ่ิมตัวที่พบมากที่สุด 
ได้แก่ กรดสเตียริก กรดไขมันอิ่มตัวพบมากในไขมันสัตว์และน้ ามันมะพร้าว 

  2.  กรดไขมันไม่อ่ิมตัว (unsaturated fatty acids) เป็นกรดไขมันที่มีพันธะระหว่างคาร์บอน
อย่างน้อย 1 ต าแหน่ง ที่เป็นพันธะคู่ ซึ่งจะเป็นของเหลวที่อุณหภูมิปกติ (น้ ามัน; oil) โดยกรดไขมันที่
ไม่อ่ิมตัวสามารถถูกเปลี่ยนไปเป็นกรดไขมันที่อ่ิมตัวได้ (ท าให้แข็งตัว) โดยกาาซไฮโดรเจน (H2) จะถูก
อัดเข้าไป โดยใช้ความดันสูง และท าที่อุณหภูมิ 120-210 องศาเซลเซียส ท าให้พันธะคู่ในกรดไขมันไม่
อ่ิมตัวกลายเป็นพันธะเดี่ยว ซึ่งจะกลายเป็นกรดไขมันอ่ิมตัว กรดไขมันไม่อ่ิมตัวที่พบมากที่สุด ได้แก่  
กรดโอเลอิก กรดไขมันไม่อ่ิมตัวพบมากในน้ ามันจากพืช (27) 

 

  ไขมัน (lipid) คือ สารชีวโมเลกุลที่ไม่ละลายน้ า แต่ละลายได้ในตัวท าละลายอินทรีย์ 
(organic solvent) ไขมันประกอบด้วยธาตุ 3 ชนิด ได้แก่ คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน 
เช่นเดียวกับคาร์โบไฮเดรตและโปรตีน แต่มีออกซิเจนน้อยกว่า โดยไขมันและน้ ามันมีหมู่ฟังก์ชัน
เหมือนเอสเทอร์ จัดเป็นสารประเภทเอสเทอร์ชนิดหนึ่งได้ ไขมันแบ่งตามลักษณะทางเคมีได้ 2 
ประเภท คือ 

1.  ไขมันธรรมดา (simple lipid) เป็นไขมันที่ประกอบขึ้นด้วยกรดไขมันกับแอลกอฮอล์ แบ่ง
ได้ดังนี้ 

    1.1  ไขมันแท้ (true fat) หรือกลีเซอไรด์ (glyceride) ประกอบด้วยกลีเซอรอลกับกรด
ไขมัน โดยทั่วไปจะอยู่ในรูปของไตรกลีเซอไรด์ ประกอบด้วย กรดไขมัน 3 โมเลกุล และกลีเซอรอล 1 
โมเลกุล 

    1.2  ขี้ผึ้ง (wax) ประกอบด้วยกรดไขมันและแอลกอฮอล์ที่ไม่ใช่กลีเซอรอล 
    1.3  สเตอรอลและเอสเทอร์สเตอรอล (sterols and ester sterols) ส าหรับสารทั้งสองนี้ 
จัดเป็นอนุพันธ์ของcyclopentanoperhydrophenanthrene (steroid) nucleus ที่สามารถสร้าง
เป็นเอสเทอร์ได้เมื่อรวมตัวกับกรดไขมัน แต่โดยปกติสเตอรอลอิสระมีจ านวนมากกว่าเอสเทอร์ 
ตัวอย่างของสเตอรอล เช่น cholesterol พบมากในสัตว์ β-sitosterol พบมากในพืช และ 
ergosterol พบในฟังไจ  
 
 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%81&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%84%E0%B8%82%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%A1%E0%B8%B0%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%A7&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%81&action=edit&redlink=1
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2.  ไขมันเชิงประกอบ (compound lipid) เป็นไขมันที่ประกอบด้วยไขมันธรรมดากับสาร    
อ่ืน ๆ มี 3 ประเภท คือ 

  2.1  ฟอสโฟลิปิด (phospholipid) คือ ไขมันธรรมดาที่อยู่รวมกับฟอสเฟต 
  2.2  ไกลโคลิปิด (glycolipid) คือ ไขมันธรรมดาที่อยู่รวมกับคาร์โบไฮเดรต 

    2.3 ไลโปโปรตีน (lipoprotein) คือ ไขมันธรรมดาที่อยู่รวมกับกรดอะมิโนหรือโปรตีน  
ส าหรับไขมันมักพบในสัตว์ ประกอบด้วยกรดไขมันอ่ิมตัวมากกว่ากรดไขมันไม่อ่ิมตัว เช่น ไขมันวัว 
ส่วนน้ ามันเป็นของเหลวมักพบในพืช ประกอบด้วยกรดไขมันไม่อ่ิมตัวมากกว่าอ่ิมตัว เช่น น้ ามันดอก
ทานตะวัน โดยคุณสมบัติของไขมันมีจุดเดือดสูงกว่าน้ ามัน ไม่ละลายน้ า และละลายได้ดีในตัวท า
ละลายที่ไม่มีน้ า เช่น เบนซีน (27)  
 

 สำรซักฟอก (detergents) เป็นสารที่มีคุณสมบัติลดค่าแรงตึงผิวได้ชนิดหนึ่ง เนื่องจากมี
โครงสร้างที่ประกอบด้วยส่วนที่มีขั้วและส่วนที่ไม่มีขั้วอยู่ในโมเลกุลเดียวกัน  โดยส่วนที่มีขั้ว เรียกว่า 
polar head และส่วนที่ไม่มีขั้วมักจะเป็น hydrocarbon chain เรียกว่า tail เวลาที่สารลดแรงตึงผิว
เหล่านี้อยู่ในน้ ามันจะเรียงตัวกันในรูปแบบที่ส่วน polar head จะหันออกไปสร้าง hydrogen bonds 
กับโมเลกุลของน้ า และน าด้าน hydrocarbon tail หันเข้าหากัน การเรียงตัวของสารลดแรงตึงผิวใน
น้ านี้จะเป็นรูปทรงกลมคล้าย ๆ ลูกบอล เรียกว่า micelle โดยแต่ละ micelle ประกอบไปด้วย
โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวหลาย ๆ ตัว การเรียงตัวเช่นนี้ท าให้สารลดแรงตึงผิวนั้นสามารถละลาย  
ได้ดีทั้งในน้ าและตัวท าละลายอินทรีย์ คุณสมบัติของสารซักฟอกจะดึงโมเลกุลที่ไม่ชอบน้ า เช่น ไขมัน
ออกมาไว้ในแกนของ micelle และลดแรงตึงผิวของน้ าได้ (28) 
 

           เอนไซม์ไลเปส (lipase)  หมายถึง เอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาทั้งการย่อยสลายและการ
สังเคราะห์พันธะเอสเทอร์ของไตรกลีเซอร์ไรด์ ซึ่งมีกรดไขมันสายยาวเป็นส่วนประกอบ เช่น          
ไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) ได้ผลิตผลของปฏิกิริยาเป็นกรดไขมันอิสระและกลีเซอรอล 
หรือในทางกลับกัน เอนไซม์ไลเปสนี้สามารถเร่งปฏิกิริยาระหว่างกลีเซอรอลและกรดไขมันอิสระให้ได้
ผลผลิตเป็นไตรเอซิลกลีเซอรอล และสังเคราะห์เอซิลกลีเซอรอลโดยปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน 
(esterification) จากกรดไขมันและกลีเซอรอลซึ่งเป็นปฏิกิริยาย้อนกลับ หรือเกิดการแลกเปลี่ยนกรด
ไขมันระหว่างเอสเทอร์ชนิดต่าง ๆ (transesterification) เอนไซม์ไลเปสแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม ตาม
ความจ าเพาะต่อสับสเตรต ได้แก่ 

1. ความจ าเพาะต่อกรดไขมัน (group specific) เอนไซม์ไลเปสมีระดับของความจ าเพาะต่อ
กรดไขมัน เช่น เอนไซม์ไลเปสจาก Candida antarctica จะมีความจ าเพาะต่อกรดไขมันสายโซ่สั้น
มากกว่าสายโซ่ยาว 



11 
 

2. ความจ าเพาะต่อต าแหน่ง (position specific) เอนไซม์ไลเปสโดยทั่วไปมักมีความจ าเพาะ
ต่อต าแหน่งโดยเฉพาะต่อต าแหน่งที ่1 และ 3 (1, 3-specific lipase) ของไตรกลีเซอไรด์ 

3.  ไม่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อต าแหน่ง (non-position specific) หมายถึง เอนไซม์ไลเปส
ที่เข้าท าปฏิกิริยากับไขมันได้อย่างไม่เจาะจง จะเป็นต าแหน่งที่ 1, 2 หรือ 3 ของไตรกลีเซอไรด์ก็ได้ 
(29) 
  
1.5 สมมติฐำนของกำรวิจัย 

 

1.5.1 สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้จากตัวอย่างดินที่มีการปนเปื้อนน้ ามัน
และตัวอย่างน้ าเสีย 

1.5.2 แบคทีเรียที่คัดแยกได้สามารถใช้ของเสียจากกระบวนการกลั่นน้ ามันเป็นแหล่งคาร์บอน
ส าหรับการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ 

1.5.3 ชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน ชนิดและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน 
สภาพความเป็นกรด-ด่างของอาหารเพาะเชื้อ และอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงมีผลต่อ
ปริมาณเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

1.5.4 อุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-ด่างมีผลต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสที่
ผลิตได้จากแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

1.5.5 สารเคมีและตัวท าละลายอินทรีย์มีผลต่อเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จาก
แบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

1.5.6 เอนไซม์ไลเปสมีความจ าเพาะต่อสับสเตรตชนิดต่าง ๆ 
1.5.7 สารซักล้างทั้งชนิดเหลวและชนิดผงมีผลต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส 
1.5.8 อุณหภูมิและความเป็นกรด-ด่างมผีลต่อประสิทธิภาพในการซักล้างของเอนไซม์ไลเปส  

 
1.6 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 

1.6.1 ได้แบคทีเรียจากดินที่ปนเปื้อนน้ ามันและตัวอย่างน้ าเสียที่มีความสามารถสูงในการผลิต
เอนไซม์ไลเปส  

   1.6.2  ทราบสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
1.6.3 การน าของเสียจากกระบวนการกลั่นน้ ามันมาศึกษาการผลิตเอนไซม์ เป็นการช่วยลด

ต้นทุนในการผลิตเอนไซม์ และช่วยรักษาสภาพแวดล้อม รวมทั้งสามารถน าเอนไซม์ไป
ประยุกต์ใช้ในทางอุตสาหกรรมได้ 
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1.6.4  ได้เอนไซม์ไลเปสที่มีคุณสมบัติทนต่อสภาวะอุณหภูมิสูง ๆ หรือทนต่อสภาวะความเป็น
กรด-ด่างสูง สามารถน าเอนไซม์ไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมสารซักล้างได้ 

1.6.5  ผลการทดลองทางด้านการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์จะเป็นแหล่งข้อมูลพ้ืนฐานส าคัญ
ต่อการศึกษาการท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ และการศึกษาด้านอ่ืน ๆ เช่น การน าแบคทีเรียที่
คัดแยกได้หรือเอนไซม์ไลเปสไปประยุกต์ใช้ทางด้านบ าบัดน้ าเสีย ซึ่งเป็นแนวทางส าคัญใน
การศึกษาต่อไปอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ  



บทที่ 2 
 

ทบทวนวรรณกรรม 
 

2.1 เอนไซม์ไลเปส 
 

เอนไซม์ไลเปสหรือกลีเซอรอลเอสเทอร์ไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase) หรือ       
ไตรเอซิลกลีเซอรอลเอซิลไฮโดรเลส (EC 3.1.1.3) (30) จัดเป็นเอนไซม์ที่อยู่ในกลุ่มไฮโดรเลส สามารถ
เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด์เป็นกลีเซอรอล กรดไขมัน และส่วนประกอบ      
กลีเซอไรด์ โดยที่เอนไซม์ไลเปสจะเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายตรงพันธะเอสเทอร์ที่พันธะระหว่างกรด
โมเลกุลยาวกับกลีเซอรอลของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ เอนไซม์ไลเปสจะท าปฏิกิริยาดังกล่าวเมื่อ       
ไตรกลีเซอไรด์อยู่ในสภาพสัมผัสของน ้าและน ้ามัน (oil-water interface) (31, 4, 32)  

 

แหล่งของเอนไซม์ไลเปสพบทั้งในสัตว์ พืช แบคทีเรีย และรา โดยในสัตว์พบในน้ านมและตับ
อ่อน (pancreas) เอนไซม์ไลเปสจากพืชพบในเมล็ดที่ก าลังงอก เช่น เมล็ดข้าวสาลี ข้าวโอ๊ต ข้าวไรย์  
ฝ้าย ถั่วเหลือง และละหุ่ง เป็นต้น เอนไซม์ไลเปสจากพืชและสัตว์มีความเสถียรต ่ากว่าจุลินทรีย์และมี
คุณสมบัติแตกต่างกัน ส าหรับเอนไซม์ไลเปสที่ได้จากแบคทีเรียจะพบทั้งที่สร้างอยู่ในเซลล์และที่ขับ
ออกมานอกเซลล์ โดยเอนไซม์ไลเปสที่ได้จากเชื้อราส่วนมากจะสร้างแล้วขับออกนอกเซลล์ ทั้งนี้ขึ้นอยู่
กับองค์ประกอบของอาหารเพาะเชื้อ ตัวอย่างจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเปส เช่น Pseudomonas 
sp. KWI-56 (33), P. aeruginosa EF2 (34), P. putida (35), Bacillus subtilis DR8806 (36) 
และ Stenotrophomonas maltophilia CGMCC 4254 (37) เอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์มีข้อ
ดีกว่าเอนไซม์ไลเปสจากพืชและสัตว์ เนื่องจากจุลินทรีย์เติบโตได้รวดเร็ว และเลี้ยงง่ายกว่าสัตว์ ไม่ต้อง
ใช้พ้ืนที่มาก และไม่ขึ้นกับฤดูกาล นอกจากนี้ยังสามารถเพ่ิมผลผลิตได้โดยวิธีปรับปรุงพันธุกรรมของ
จุลินทรีย์ (38) 

 

 ในปี ค.ศ. 1999 Bradoo et al. (39) พบเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ทนกรดและอุณหภูมิสูง
จากแหล่งต่าง ๆ เช่น กองใบไม้ ดิน และน้ ามันจากโรงงานอุตสาหกรรมในประเทศอินเดีย ซึ่งเชื้อ
ดังกล่าว คือ B. stearothermophilus SB-1 และ B. licheniformis SB-3 มีกิจกรรมเอนไซม์ไลเปส
เท่ากับ 70 เปอร์เซ็นต์ และ 50 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ที่ค่าพีเอชเท่ากับ 3 อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส นอกจากนี้ยังได้ท าการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากดินในเขตหนาว โดยผลจากการจัดจ าแนก
เชื้อพบว่า คือ Acinetobacter sp. strain no.6 ซึ่งสามารถสร้างเอนไซม์ไลเปสที่ย่อยสลาย         
ไตรกลีเซอไรด์ เช่น น้ ามันถั่วเหลืองได้ 60 เปอร์เซ็นต์ (ความเข้มข้นเริ่มต้น 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อ
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ปริมาตร)) หลังจากเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเชื้อ LB medium ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
7 วัน  
 

Fadiloglu and Erkman (40) ได้ศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก Candida rugosa โดย
ใช้อาหารที่มีแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน พบว่าอาหารที่มีน้ ามันมะกอก สารสกัด
จากยีสต์ รวมทั้งเพปโตน มีกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสสูงสุด คือ 5.58 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และการใช้น้ ามัน
มะกอกเป็นแหล่งคาร์บอนท าให้การผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีที่สุด เมื่อเทียบกับการไม่ใช้น้ ามันมะกอก  
และยังท าให้มวลชีวภาพสูงด้วย มีการน า Acinetobacter sp. strain SOD-1 มาใช้ย่อยสลายน้ ามัน
สลัด และพบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการย่อยสลายไขมันของแบคทีเรียชนิดนี้ ได้แก่ ที่ค่าพีเอชเท่ากับ 
7 อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ความเข้มข้นของฟอสเฟตสูง และความหนาแน่น
ของเซลล์เท่ากับ 1 x 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร (41)  

 

นอกจากนี้ Matsumiya et al. (42) ได้ท าการแยกเชื้อจากสิ่งแวดล้อมหลายแห่ง พบเชื้อ 
Burkholderia sp. DW2-1 สามารถย่อยสลายน้ ามันสลัด น้ ามันมะกอก น้ ามันงา และไขมันวัวได้ 
96.7, 92.3, 90.0 และ 77.4 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ ในระหว่างการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดย
ท าการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ที่สามารถย่อยสลายได้ด้วยเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) 
ซึ่งสารที่ย่อยสลายได้นั้น ได้แก่ ไดเอซิลกลีเซอรอล (diacylglycerol) โมโนเอซิลกลีเซอรอล 
(monoacylglycerol) และกรดไขมัน โดยทั่วไปแล้วเอนไซม์ไลเปสละลายได้ดีในน้ าแต่ไม่สามารถ
ละลายในตัวท าละลายอินทรีย์ที่ไม่มีขั้ว เอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์โดยทั่วไปจะท างานได้ดีในช่วง       
พีเอช 5.6-8.5 และมีความคงตัวสูงในช่วงพีเอชที่เป็นกลาง และท างานได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 30 - 40 
องศาเซลเซียส 
 

 ประเภทของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตโดยจุลินทรีย์ซึ่งแบ่งตามความจ าเพาะของกิจกรรมต่อ
ต าแหน่งบนกลีเซอไรด์ออกเป็น 3 กลุ่ม (31, 32) 

  กลุ่มที่ 1 เอนไซม์ไลเปสที่กิจกรรมไม่มีความจ าเพาะต่อต าแหน่งโมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ 
(nonspecific lipase) เอนไซม์ไลเปสในกลุ่มนี้ไม่มีความจ าเพาะในการย่อยกรดไขมันบนโมเลกุล
ไตรกลีเซอไรด์ แต่พบว่าสามารถย่อยไตรกลีเซอไรด์ได้อย่างสมบูรณ์ ได้เป็นกรดไขมันและกลีเซอรอล  
โดยจะพบไดกลีเซอไรด์ (diglyceride) หรือโมโนกลีเซอไรด์ (monoglyceride) เป็นสารตัวกลางใน
ปฏิกิริยาได้ ตัวอย่างจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสกลุ่มนี้ เช่น C. cylindracae, Corynebacterium 
acnes และ Staphylococcus aureus  
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           กลุ่มที่ 2 เอนไซม์ไลเปสที่กิจกรรมมีความจ าเพาะต่อต าแหน่ง 1 และ 3 บนโมเลกุล      
ไตรกลีเซอไรด์ (1,3-specific lipase) 
           เอนไซม์ในกลุ่มนี้มีความจ าเพาะต่อการย่อยกรดไขมันบนต าแหน่งที่ 1 และ 3 ของโมเลกุล
ไตรกลีเซอไรด์ ซึ่งจะย่อยไตรกลีเซอไรด์ได้เป็นผลิตภัณฑ์ คือ 1,2(2,3)-diglyceride และ 2-
monoglyceride เนื่องจากว่า 1,2(2,3)-diglyceride และโดยเฉพาะ 2-monoglyceride นั้นเป็น
ไขมันที่ไม่คงตัว เมื่อถูกบ่มเป็นระยะเวลานานจะเกิด acyl migration ได้เป็น 1,3-diglyceride และ 
1(3)-monoglyceride ตามล าดับ ซึ่งเมื่อเอนไซม์ดังกล่าวเข้าไปย่อยสลายจะเกิดเป็นกรดไขมันและ
กลีเซอรอล เอนไซม์ในกลุ่มนี้ผลิตโดยเชื้อราสายพันธุ์ Aspergillus niger, Mucor javanicus และ 
Rhizopus sp.  
 

           กลุ่มที่ 3 เอนไซม์ไลเปสที่กิจกรรมมีความจ าเพาะต่อชนิดของกรดไขมันบนโมเลกุล      
ไตรกลีเซอไรด์ (fatty acid specific lipase) 
           เอนไซม์กลุ่มนี้ย่อยสลายไตรกลีเซอไรด์ เอนไซม์ไลเปสที่ผลิตโดยจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์      
ไลเปสส่วนใหญ่จัดอยู่ในกลุ่มนี้ ยกเว้นเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตจาก Geotrichum candidum ที่จะย่อย
ไตรกลีเซอไรด์ที่มี cis-double bond ตรงต าแหน่งที่ 9 ได้ดี แต่ส าหรับกรดไขมันอิ่มตัวและไม่อ่ิมตัวที่
ไม่มีพันธะคู่ที่ต าแหน่งที่ 9 นั้น จะเกิดการย่อยสลายได้ไม่ดี เอนไซม์ไลเปสพวกที่มีความจ าเพาะต่อ
ต าแหน่งบนไตรกลีเซอไรด์จะมีการ esterify (reverse hydrolysis) ระหว่างที่มีการย่อยสลาย ขณะที่
เอนไซม์ไลเปสชนิดที่ไม่มีความจ าเพาะจะไม่มีการ reverse hydrolysis จึงท าให้เอนไซม์ไลเปสพวกที่
ไม่มีความจ าเพาะสามารถย่อยสลายสับสเตรตได้เร็วกว่าพวกที่มีความจ าเพาะ (43) 
 

           นอกจากนี้ Macrae (32) ยังได้แบ่งประเภทของเอนไซม์ไลเปสตามความจ าเพาะของ
กิจกรรมต่อต าแหน่งบนไตรกลีเซอไรด์ โดยอาศัยการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ซึ่งแบ่งออกได้เป็น 2 
กลุ่ม กลุ่มแรกเป็นเอนไซม์ไลเปสที่ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสพันธะเอสเทอร์ในโมเลกุลของ     
กลีเซอไรด์ กลุ่มที่สองเป็นเอนไซม์ที่เร่งการสังเคราะห์สารประกอบเอซิลกลีเซอรอล (acylglycerol) 
ต่าง ๆ การสังเคราะห์สารต่าง ๆ ที่เกิดจากการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไลเปส เรียกว่า ปฏิกิริยา    
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชั่น (transesterification) ซึ่งจะเกิดขึ้นใน 4 รูปแบบ คือ เกิดขึ้นระหว่าง        
เอสเทอร์กับกรดไขมันอิสระ (acidolysis) เอสเทอร์กับแอลกอฮอล์ (alcoholysis) เอสเทอร์กับ      
เอสเทอร์ (ester exchange) และเอสเทอร์กับกรดอะมิโน (aminolysis) ซึ่งปฏิกิริยาเหล่านี้นั้นมี
ความส าคัญมากในการปรับปรุงคุณสมบัติของไขมันหรือน ้ามัน  (44) รูปแบบของปฏิกิริยาที่เร่งโดย
เอนไซม์ทั้งสองแบบนี้ต่างก็มีความส าคัญในอุตสาหกรรม แต่ในกรณีของการบ าบัดน ้าเสียแล้วนั้น
ต้องการเอนไซม์ไลเปสที่ท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเท่านั้น (45)   
 



16 
 

2.2 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
 

 จุลินทรีย์จะเจริญได้ดีเมื่อเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีอาหารที่เหมาะสม ซึ่งจะมีความแตกต่างกัน
ในจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์ โดยทั่วไปปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของจุลินทรีย์ ได้แก่ แหล่งคาร์บอน 
แหล่งไนโตรเจน แร่ธาตุ วิตามิน ความเป็นกรด-ด่างของอาหารเพาะเชื้อ อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง 
และออกซิเจน  
 

1. ผลของแหล่งคาร์บอน 
 

  คาร์บอนเป็นองค์ประกอบที่มีความส าคัญในการเจริญ การสร้างองค์ประกอบเซลล์ และ
ผลิตภัณฑ์จากเซลล์ ซึ่งโดยทั่วไปใช้แหล่งคาร์บอนประมาณ 50-55 เปอร์เซ็นต์ ในการสังเคราะห์เซลล์ 
(46) การเลือกชนิดของแหล่งคาร์บอนและการใช้แหล่งคาร์บอนในปริมาณที่เหมาะสมกับการเจริญ
ของจุลินทรีย์เป็นสิ่งส าคัญในกระบวนการหมักเพ่ือผลิตเซลล์ (47) การศึกษาจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์
ไลเปสส่วนใหญ่จะเน้นผลผลิตในรูปของเอนไซม์มากกว่าผลผลิตที่เป็นตัวเซลล์ แหล่งคาร์บอนที่ใช้ใน
สูตรอาหารเพาะเชื้อจึงเป็นแหล่งที่ส่งเสริมให้มีการผลิตเอนไซม์ได้สูง ได้แก่ น้ ามันและไขมันที่ได้จาก
พืชหรือสัตว์ต่าง ๆ เช่น น้ ามันถั่วเหลือง (46) น้ ามันมะกอก และน้ ามันปาล์ม (10, 48)  

 

ตัวอย่างการศึกษาผลของแหล่งคาร์บอน เช่น การศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก 
Bacillus sp. โดยใช้น้ ามันมะกอก ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) เติมลงในอาหาร
เพาะเชื้อ พบว่ามีผลในการชักน าให้ Bacillus sp. สร้างเอนไซม์ไลเปส (48) และในปี ค.ศ. 1992 
Papaparaskevas et al. (49) รายงานว่าการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก Rhodotorula glutinis โดยผล
จากการทดลองพบว่า น้ ามันปาล์มที่ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ส่งผลชักน าใน
การสร้างเอนไซม์ไลเปสมากกว่าน้ าตาลฟรุคโตสในอาหารเพาะเชื้อถึง 12 เท่า Haba et al. (50)     
ท าการคัดแยกจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยใช้น้ ามันมะกอกและน้ ามันจากดอกทานตะวันที่ได้
ผ่านการน าไปทอดแล้วมาเป็นส่วนผสมในอาหารเพาะเชื้อ ซึ่งจากการศึกษาสามารถคัดเลือกแบคทีเรีย
และยีสต์ 47 สายพันธุ์ ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปส และพบว่าเชื้อทั้ง 47 สายพันธุ์ 
โดยทั่วไปจะเป็น Pseudomonas, Bacillus, Candida, Rhodococcus และ Staphylococcus 
โดยที่ Pseudomonas sp. 3AT มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสูงสุด คือ 2,748 ยูนิตต่อลิตร และ     
P. aeruginosa ATTC 111 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสเท่ากับ 1,703.8 ยูนิตต่อลิตร 
 

 D’Annibale et al. (51) ศึกษาการใช้ของเสียจากกระบวนการสกัดน้ ามันมะกอก เพ่ือใช้
เป็นสับสเตรตส าหรับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเปส ซึ่งพบว่าสามารถใช้เป็นแหล่งอาหารในการเจริญ
ของเชื้อที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ โดยในการทดลองได้ท าการคัดแยกจุลินทรีย์สายพันธุ์ 
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Geotrichum candidum (NRRL Y-552 และ Y-553), R. arrhizus (NRRL 2286 และ ISRIM 383), 
R. oryzae (NRRL 6431), A. oryzae (NRRL 1988 และ 495), A. niger (NRRL 334),              
C. cylindracea (NRRL Y-17506) และ Penicillium citrinum (NRRL 1841 และ 3754, ISRIM 
118) บนอาหารเพาะเชื้อดังกล่าว  ผลจากการทดลองพบว่าจุลินทรีย์ทุกสายพันธุ์สามารถเจริญได้ใน
ของเสียจากกระบวนการสกัดน้ ามันมะกอก และสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ โดย C. cylindracea 
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงที่สุด นอกจากนี้ยังพบว่าชนิดของแหล่งไนโตรเจน และการเพ่ิมน้ ามัน
มะกอกลงในอาหารดังกล่าวมีผลในการชักน าการผลิตเอนไซม์เพ่ิมมากขึ้น โดย C. cylindracea ผลิต
เอนไซม์ไลเปสสูงสุดถึง 9.23 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อมีการเติมแอมโมเนียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 2.4 
กรัมต่อลิตร และน้ ามันมะกอก ความเข้มข้น 3.0 กรัมต่อลิตร 
 

Abdelmoez et al. (19) ศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก C. rugosa ATCC 14830 
โดยการใช้ของเสียทางอุตสาหกรรม จ านวน 2 แหล่ง คือ ของเสียจากกระบวนการกลั่นน้ ามันและ 
ของเสียจากกระบวนผลิตสารเคมีอุตสาหกรรมที่ผลิตจากไขมันและน้ ามันจากพืชน้ ามัน (อุตสาหกรรม     
โอลิโอเคมี) ซึ่งผลจากการศึกษาพบว่า C. rugosa ATCC 14830 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงถึง 
7 และ7.4 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อใช้ของเสียจากกระบวนการกลั่นน้ ามันและของเสียจากอุตสาหกรรม
โอลิโอเคมีเป็นแหล่งคาร์บอน ตามล าดับ นอกจากนี้ยังพบว่าการผสมของเสียทางอุตสาหกรรมทั้ง 2 
แหล่ง และน้ ามันมะกอกเข้าด้วยกัน เพ่ือใช้เป็นแหล่งคาร์บอนจะส่งผลให้ C. rugosa ATCC 14830 
ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงถึง 10 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
 

     พิมพิกา (52) ศึกษาแบคทีเรียในดินที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
โดยท าการเก็บตัวอย่างดินที่มีการปนเปื้อนน้ ามัน จากนั้นท าการแยกเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี pour 
plate บนอาหารเพาะเชื้อที่มีน้ ามันพืช ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) และมี 
neutral red ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) เป็นอินดิเคเตอร์ หลังจากบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่ามีไอโซเลตที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ 
จ านวน 3 ไอโซเลต ได้แก่ THb3, THb5 และ THb11 เนื่องจากไอโซเลตเหล่านี้สามารถย่อยน้ ามันพืช
ได้กรดไขมัน ดังนั้นจึงเปลี่ยนสีของ neutral red จากสีส้มเป็นสีแดง เมื่อเปรียบเทียบกิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเปสจากไอโซเลตทั้งสามด้วยวิธี colorimetry โดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลเอสเทอร์            
(p-nitrophenyl ester) เป็นสับสเตรต พบว่าเอนไซม์ไลเปสจากไอโซเลต THb11 มีกิจกรรมของ
เอนไซม์มากที่สุด (127.027 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) ส่วน THb3 และ THb5 มีกิจกรรมของเอนไซม์เป็น 
112.162 และ 102.703 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ   
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     จันทนา  (53) ศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากผลปาล์มน้ ามัน
ที่มีการเน่าเสีย โดยท าการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสจากผลปาล์มน้ ามันที่เน่าเสีย
ได้ด้วย selective medium โดยใช้เทคนิค double layer บ่มเพาะไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่ามีโคโลนีที่มีโซนใส จ านวน 56 ไอโซเลต เมื่อน าแบคทีเรียทั้ง 56 ไอโซเลต 
มาศึกษาประสิทธิภาพการผลิตกรดในอาหารเพาะเชื้อเหลว palm oil liquid medium ที่มี 
bromocresol purple (BCP) พบว่ามีแบคทีเรีย จ านวน 14 ไอโซเลต คือ UTCC02, UTCC03, 
UTCC06, UTCC09, UTCC10, UTCC 11, UTCC12, UTCC13, UTCC14, UTCC20, UTCC52, 
UTCC53, UTCC55 และ UTCC56 ที่สามารถผลิตกรดได้ภายในเวลา 48 ชั่วโมง จึงได้น าแบคทีเรีย
ทั้ง 14 ไอโซเลตนี้ มาศึกษาประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายน้ ามันปาล์มของเอนไซม์        
ไลเปส และได้เลือกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม์ที่สามารถท าให้เกิดโซนใสภายใน 24 ชั่วโมง และมีโซนใส
กว้างมาก 3 อันดับแรก บนอาหารทดสอบทุกชนิด ได้แก่ แบคทีเรียไอโซเลต UTCC53, UTCC55 
และ UTCC56 เมื่อน าเอนไซม์ที่ผลิตได้จากแบคทีเรียทั้งหมด 3 ไอโซเลต ไปศึกษากิจกรรมของ
เอนไซม์ โดยใช้น้ ามันมะกอกเป็นสับสเตรต พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต UTCC56 มีกิจกรรมของเอนไซม์
สูงสุด คือ 2,708.33 ยูนิตต่อลิตร ล าดับถัดมา คือ UTCC53 และ UTCC 55 ซึ่งมีกิจกรรมของ
เอนไซม์เท่ากับ 1,875 ยูนิตต่อลิตร และ 1,666.67 ยูนิตต่อลิตร ตามล าดับ 
 

          2. ผลของแหล่งไนโตรเจน 
 

     ไนโตรเจนเป็นธาตุที่มีความส าคัญต่อการเจริญของจุลินทรีย์  โดยถูกน าไปใช้ใน
กระบวนการสังเคราะห์โปรตีนและกรดนิวคลีอิก จุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์มีความสามารถ ในการใช้
ไนโตรเจนแตกต่างกัน บางสายพันธุ์สามารถใช้ไนโตรเจนในรูปของสารอนินทรีย์ได้ ขณะที่บาง        
สายพันธุ์สามารถใช้ไนโตรเจนที่เป็นสารอินทรีย์ได้ดี ดังนั้นในการผลิตไลเปสให้ได้ปริมาณสูงสุด จึง
ต้องเลือกใช้ไนโตรเจนให้เหมาะสมกับสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ แหล่งไนโตรเจนที่เป็นอาหารเชิงซ้อน 
(complex media) ได้ถูกน ามาใช้ในอาหารส าหรับผลิตเอนไซม์ไลเปสมากขึ้น เช่น corn steep 
liquor และกากถั่วเหลือง เนื่องจากช่วยในการกระตุ้นให้มีการผลิตไลเปส แต่กิจกรรมเอนไซม์ที่ได้
จากแหล่งไนโตรเจนเหล่านี้ยังน้อยกว่าการใช้เพปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน ดังเช่น Iizumi et al. (33) 
ศึกษาการผลิตไลเปสที่ทนอุณหภูมิสูงจาก Pseudomonas sp. KW1-56 โดยใช้อาหารเพาะเชื้อที่
ประกอบด้วยแหล่งไนโตรเจนที่เป็นเพปโตน ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต ์(น้ าหนักต่อปริมาตร) และสาร
สกัดจากยีสต์ ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) นอกจากนี้การใช้ยูเรียและ
แอมโมเนียมซัลเฟต ซึ่งเป็นแหล่งไนโตรเจนที่เป็นสารอนินทรีย์ กลับมีผลยับยั้งการสังเคราะห์ไลเปส 
โดยทั่วไปแล้วจุลินทรีย์สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสในอาหารเพาะเชื้อที่ประกอบด้วยแหล่งไนโตรเจนที่
เป็นสารอินทรีย์ได้ดี แต่จากการศึกษาของ Papaparaskevas et al. (49) พบว่า R. glutinis ใช้
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แอมโมเนียมฟอสเฟตในการผลิตไลเปสได้ดีกว่า และ Cordenons et al. (54) ศึกษาผลของแหล่ง
ไนโตรเจนต่าง ๆ ที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก A. calcoaceticus โดยใช้กรดอะมิโนและทริ
ปโตน ซึ่งพบว่าแหล่งไนโตรเจนทั้งสองแหล่งช่วยส่งเสริมการผลิตเอนไซม์ไลเปส    ได้ดีขึ้น เมื่อ
เปรียบเทียบกับการใช้แอมโมเนียม สารสกัดจากยีสต์ และเพปโตน อย่างไรก็ตามปริมาณการผลิต
เอนไซม์ไลเปสและความคงทนของเอนไซม์สามารถปรับปรุงโดยการใช้แอมโมเนียมเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน  
  

 3. ผลของความเป็นกรด-ด่าง 
 

  ความเป็นกรด-ด่าง มีผลโดยตรงต่ออัตราการเจริญและระบบเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย์ 
โดยอัตราการเจริญของจุลินทรีย์จะค่อย ๆ ลดลงเมื่อความเป็นกรด-ด่างสูงหรือต่ ากว่าความเป็นกรด-
ด่างที่เหมาะสม จุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์จะมีช่วงของความเป็นกรด -ด่างที่เหมาะสมต่อการเจริญ
แตกต่างกัน บางสายพันธุ์ เจริญได้ดีในสภาวะที่มีความเป็นกรด -ด่างต่ า ประมาณพีเอช 2-5 
(acidophile) บางสายพันธุ์เจริญได้ดีที่ค่าพีเอชประมาณ 9-11 (alkalophile) แต่โดยทั่วไปแล้ว
จุลินทรีย์ส่วนมากจะเจริญได้ดีที่สุดที่ความเป็นกรด-ด่างในระดับกลาง ๆ (neutralophile) หรือพีเอช
ประมาณ 7 (55) ดังนั้นการที่จะให้เชื้อมีอัตราการเจริญได้สูงและคงที่จ าเป็นต้องมีการควบคุมความ
เป็นกรด-ด่างของอาหารเพาะเชื้อให้อยู่ในช่วงที่เหมาะสม 
 

 4. ผลของอุณหภูมิ 
 

  อุณหภูมิเป็นปัจจัยแวดล้อมท่ีมีผลต่อการเจริญและการเกิดกิจกรรมของเซลล์ โดยเซลล์จะ
มีอุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิของการเพาะเลี้ยง อุณหภูมิจะมีผลต่อปฏิกิริยาเคมีที่เกิดขึ้นภายในเซลล์โดย
อุณหภูมิที่สูงขึ้นจะเร่งอัตราการเกิดปฏิกิริยาเคมีในเซลล์เพ่ิมขึ้น แต่เมื่ออุณหภูมิสูงเกินไปจะท าให้
เอนไซม์หรือโปรตีนภายในเซลล์เสียสภาพการท างานได้ ดังนั้นอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของ
จุลินทรีย์จึงเป็นอุณหภูมิที่เร่งให้เกิดปฏิกิริยาเคมีในเซลล์ได้สูงสุด โดยไม่ท าให้โปรตีนหรือเอนไซม์เสีย
คุณสมบัติไป อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์จะแตกต่างกันออกไป บาง
สายพันธุ์เจริญได้ที่อุณหภูมิต่ ากว่า 20 องศาเซลเซียส (psychrophiles) บางสายพันธุ์เจริญได้ดีในช่วง
อุณหภูมิปานกลางประมาณ 25-45 องศาเซลเซียส (mesophiles) และบางสายพันธุ์สามารถเจริญได้
ดีในช่วงอุณหภูมิสูงกว่า 50 องศาเซลเซียส (thermophiles) ดังนั้นการควบคุมอุณหภูมิระหว่างการ
เพาะเลี้ยงให้อยู่ในระดับที่เหมาะสมกับชนิดของจุลินทรีย์จึงเป็นสิ่งส าคัญ 
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   5. ผลของไอออนของโลหะและสารเคมี 
 

     ไอออนของโลหะมีผลต่อการเพ่ิมขึ้นของอัตราการเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลาย และ
ปฏิกิริยาการสังเคราะห์เอสเทอร์ของเอนไซม์ไลเปส รวมทั้งมีผลต่อการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของกิจกรรม
เอนไซม์ เช่น Kgardoputo and Ruben (56) พบว่าเอนไซม์ไลเปสจาก B. thermoleovorans ถูก
ยับยั้งด้วยไอออนของเหล็ก (Fe2+) ไอออนของโลหะบางชนิดมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ไลเปสจาก
แบคทีเรีย เช่น ไอออนของแคลเซียม (Ca2+) ไอออนของโซเดียม (Na+) และไอออนของแมกนีเซียม 
(Mg2+) จัดเป็นไอออนที่เร่งปฏิกิริยาการท างานของเอนไซม์ไลเปส ส่วนใหญ่ไอออนของแคลเซียม
มักจะเป็นไอออนที่เร่งปฏิกิริยาการท างานของเอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ โดยไอออนของ
แคลเซียมจะช่วยในการเปลี่ยนรูปร่างของเอนไซม์ท าให้เอนไซม์ท างานได้ดีขึ้น เพ่ิมการดูดซึมของ
เอนไซม์ไลเปสที่ผิวสัมผัสระหว่างน้ าและน้ ามัน และยังช่วยก าจัดกรดไขมันออกจากผิวสัมผัสระหว่าง
น้ าและน้ ามัน Janssen et al. (10) รายงานถึงกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสจาก Bacillus sp. ที่ชอบ
อุณหภูมิสูง เพ่ิมขึ้นหลายเท่าในอาหารเพาะเชื้อที่เติมไอออนของแมกนีเซียม ไอออนของเหล็ก และ
ไอออนของแคลเซียม 
 
2.3 การใช้เอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์ในทางอุตสาหกรรม 
 

 2.3.1 ส่วนผสมของสารซักล้าง 
 

ในการผลิตสารซักล้างเอนไซม์ไลเปสที่ใช้มักมีความจ าเพาะต่อสับสเตรตต่ า แต่มี      
ความคงทนต่อสภาพที่เป็นด่าง ทนต่อสารลดแรงตึงผิว (surfactants) และอุณหภูมิสูง เอนไซม์ที่มี
ลักษณะตามที่ต้องการนี้เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม “surfactant lipase” นอกจากนี้ยังสามารถ
ท างานร่วมกับเอนไซม์อะไมเลส เซลลูเลส และโปรติเอสได้ด้วย (57-59) ดังนั้นเอนไซม์ในสารซักล้างจึง
ต้องทนต่อด่างและความร้อน เช่น เอนไซม์ไลเปสจาก Pseudomonas alkaligenes ท างานได้ดีที่พีเอช 
7.0-11.0 อุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียส มีความคงทนต่อสารลดแรงตึงผิวที่เป็นทั้ง anionic และ 
nonionic ในสภาพการซักล้าง (58) 
 

 2.3.2 การสร้างกลิ่นรสในอุตสาหกรรมนมและผลิตภัณฑ์จากนม 
 

มีการใช้เอนไซม์ไลเปสเพ่ือปรับปรุงกลิ่นรสของผลิตภัณฑ์จากนมต่าง ๆ เช่น เนยแข็ง    
เนยเหลว มาการีน และนอกจากนี้ยังใช้ในการปรับปรุงลักษณะเนื้อสัมผัสของนม ซึ่งเป็นผลมาจาก
ไขมัน โปรตีน และน้ าตาลแลคโตสที่มีอยู่ในน้ านม นอกจากนี้ยังได้น าเอนไซม์ไลเปสมาใช้ร่วมกับ
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เอนไซม์โปรติเอส ในการตกตะกอนนม ปรับปรุงกลิ่นรสของนม และยังได้มีการน าเอนไซม์ไลเปสมาใช้
ในขบวนการผลิตครีมเทียมให้มีกลิ่นรสที่ดีข้ึน (60) 

 

 2.3.3 การย่อยสลายไขมัน 
 

เอนไซม์ไลเปสจะสามารถย่อยสลายไขมันหรือน้ ามันให้ได้เป็นกรดไขมันและกลีเซอรอล   
ซึ่งเป็นตัวส าคัญในการใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรม เช่น การน ากรดไขมันมาใช้ในการผลิตสบู่ โดย  
เอนไซม์ไลเปสที่ใช้ส าหรับวัตถุประสงค์นี้ได้มาจาก C. rugosa (61) และในปัจจุบันได้มีการสนใจใน
การศึกษาเกี่ยวกับการผลิตกรดไขมันและกลีเซอรอลในทางอุตสาหกรรมมากขึ้น โดยได้ มีการใช้
เอนไซม์ไล เปสที ่สามารถท างานได้ด ีที ่อ ุณหภูม ิส ูง ในการย่อยสลายไขมันจากสัตว์ซึ่งมีจุด
หลอมเหลวสูง (62) 
 

 2.3.4 อุตสาหกรรมเครื่องหนัง 
 

ในกระบวนการผลิตเครื่องหนังจะมีขั้นตอนการเอาไขมันส่วนที่เหลือ และโปรตีนที่เสียรูป
ที่ติดอยู่บริเวณหนังและขนออก ซึ่งการก าจัดไขมันและโปรตีนออกจากหนังสัตว์โดยวิธีการทางเคมีจะ
มีประสิทธิภาพต่ า (30) แต่ในปัจจุบันได้มีการประยุกต์ใช้เอนไซม์ผสมระหว่างเอนไซม์ไลเปสกับ
เอนไซม์โปรติเอสมาใช้ในการก าจัดไขมันและโปรตีนออกไปจากหนังสัตว์ (63) 

 

 2.3.5 การบ าบัดของเสีย 
 

ได้มีการน าเอนไซม์ไลเปสมาใช้ประโยชน์ในการบ าบัดของเสียในขบวนการบ าบัด         
แบบให้อากาศ ซึ่งในกระบวนการบ าบัดของเสียแบบให้อากาศจะเกิดแผ่นคราบไขมันบริเวณผิวสัมผัส
ของเสียกับอากาศท าให้การถ่ายเทอากาศเป็นไปได้ไม่ดี ซึ่งในอดีตได้ท าการแก้ไขปัญหานี้โดยการตัก
เอาคราบของไขมันออก แต่พบว่าการใช้เอนไซม์ไลเปสนั้นจะให้ผลที่ดีกว่า โดยเอนไซม์ไลเปสที่ ใช้ใน
การบ าบัดของเสียนี้ได้จาก C. rugosa ซึ่งต่อมาได้มีการผลิตไลเปสจากเชื้อตัวนี้ในระดับ
อุตสาหกรรมโดยมีชื่อทางการค้าว่า Lipase-MY และได้ถูกน าไปใช้ในประเทศอเมริกา (30, 63) 
นอกจานี้ยังอาจน าเอนไซม์ไลเปสมาใช้ในการควบคุมการย่อยสลายของเสียในกระบวนการ ไร้
อากาศได้ (64) 
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2.4 ปัจจัยท่ีมีผลต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส 
 

กิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสมีผลมาจากปัจจัยทางสภาพแวดล้อมต่าง ๆ 
ดังต่อไปนี้ 
 

 2.4.1 ความเป็นกรด-ด่าง 
 

    เอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์นั้นมีทั้งที่สามารถท างานได้ดีในสภาวะต่าง ๆ กัน เช่น  
เอนไซม์ไลเปสที่ได้จาก P. stutzeri A1501 (65) ท างานได้ดีในสภาวะที่เป็นด่าง ส าหรับเอนไซม์    
ไลเปสที่ได้จาก Aneurinibacillus thermoaerophilus สายพันธุ์ HZ (66) สามารถท างานได้ดี
ในสภาวะที่เป็นกลาง และเอนไซม์ไลเปสที่ได้จาก Geobacillus stearothermophilus PTL38    
(67) ท างานได้ดีในสภาวะที่เป็นกรด ส่วนใหญ่ไลเปสที่ได้จากแบคทีเรียทนร้อนมักจะเป็นเอนไซม์ที่
ท างานได้ดีในสภาวะที่เป็นกลาง และค่อนไปทางด่าง (48) ส่วนเสถียรภาพต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง
ของเอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์นั้น พบว่าส่วนใหญ่จะมีเสถียรภาพในช่วงค่าความเป็นกรด -ด่างที่
กว้าง ยกตัวอย่างเช่น เอนไซม์ไลเปสจาก Aneurinibacillus thermoaerophilus สายพันธุ์ HZ 
พบว่า จะมีความคงตัวในช่วงพีเอช 4.0-9.0 (66)  
 

 2.4.2 อุณหภูมิ 
 

 เอนไซม์ไลเปสที่ได้จากจุลินทรีย์ต่างชนิดกันจะมีกิจกรรมและเสถียรภาพต่ออุณหภูมิ      
ที่แตกต่างกัน เช่น เอนไซม์ไลเปสจาก P. aeruginosa LST-03 สามารถท างานได้ดีที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส (68) เอนไซม์ไลเปสจาก Amycolatopsis mediterranei DSM 43304 โดยมี
กิจกรรมของไลเปสมากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ ภายหลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง (69) เอนไซม์ไลเปสที่ได้จาก P. aeruginosa LST-03 หลังจากการบ่ม เป็นเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิแตกต่างกัน ที่พีเอช 8 เอนไซม์ไลเปส LST-03 มีความคงตัวต่ ากว่า 40 องศาเซลเซียส 
และถูกยับยั้งเมื่ออุณหภูมิสูงกว่า 70 องศาเซลเซียส (68) 
 

 2.4.3 ตัวท าละลายอินทรีย์ 
 

นอกจากเอนไซม์ไลเปสจะสามารถท าปฏิกิริยาการย่อยสลายโมเลกุลของไขมันและน้ ามัน
ในสภาวะที่มีน้ า แต่เอนไซม์ไลเปสยังสามารถท าปฏิกิริยาการสังเคราะห์เอสเทอร์ และการย้ายหมู่  
เอสเทอร์ในสภาวะที่มีการควบคุมปริมาณน้ าในปฏิกิริยา ซึ่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์เอสเทอร์ และการ
ย้ายหมู่เอสเทอร์เป็นปฏิกิริยาที่ได้รับความสนใจเป็นอย่างมากในอุตสาหกรรมต่าง ๆ (70) เพราะ
จะสามารถสังเคราะห์โมเลกุลชีวรูปที่มีคุณสมบัติทางเคมี และทางกายภาพตามที่ต้องการได้ โดย
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การท าปฏิกิริยาในสภาวะที่มีการควบคุมปริมาณน้ านั้นจะมีการใช้ตัวท าละลายอินทรีย์มาเกี่ยวข้อง
ในการท าปฏิกิร ิยา ดังนั ้นจึงได้มีการศึกษาถึงผลของตัวท าละลายอินทรีย ์ต่อ กิจกรรมและ
เสถียรภาพของเอนไซม์ ส่วนใหญ่ตัวท าละลายอินทรีย์มักจะลดความยืดหยุ่นในโมเลกุลของเอนไซม์ 
และจะท าให้โมเลกุลของเอนไซม์สูญเสียสภาพธรรมชาติ ซึ่งตัวอย่างของตัวท าละลายอินทรีย์ที่มี
ผลต่อความคงตัวของเอนไซม์ไลเปส เช่น เมทานอลจะท าให้เอนไซม์ไลเปสจาก P. stutzeri 
LC2-8 (65), B. sphaericus MICC 7542 (71) มีความคงตัวลดลง นอกจากตัวท าละลายอินทรีย์
จะท าให้ไลเปสมีความคงตัวลดลง แต่ตัวท าละลายอินทรีย์บางชนิดก็สามารถเพ่ิมความคงตัวของ
เอนไซม์ไลเปสได้ เช่น ไอโซออกเทนนั้น พบว่าจะช่วยเพิ่มเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสที่
ผลิตได้จาก P. aeruginosa AAU2 (18), P. aeruginosa LST-03 (68) 
 

 2.4.4 ไอออนของโลหะ และสารเคมี 
 

 ไอออนของโลหะบางชนิดอาจมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรีย เช่น  
Mg2+, Ca2+, Cu2+, K+ (71) จัดเป็นไอออนที่เร่งปฏิกิริยาการท างานของเอนไซม์ไลเปส ส่วนใหญ่ Ca2+ 

มักจะเป็นไอออนที่เร่งปฏิกิริยาการท างานของเอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ โดยไอออนของ
แคลเซียมจะช่วยในการเปลี่ยนรูปร่างของเอนไซม์ ท าให้เอนไซม์ท างานได้ดีขึ้น  โดยการเพิ่มการ
ดูดซึมของเอนไซม์ไลเปสที่ผิวสัมผัส ระหว่างน้ าและน้ ามัน (oil-water interface) และยังช่วย
ขจัดกรดไขมันออกจากผิวสัมผัสระหว่างน้ าและน้ ามัน (72) จากการรายงานเอนไซม์ไลเปสจาก
แบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง คือ  Bacillus sp. พบว่า Mg2+ และ Ba2+ เป็นไอออนที่
กระตุ้นการท างานของเอนไซม์ไลเปส Cu2+ และ Li2+ ท าให้การท างานของเอนไซม์ ไลเปสเพิ่มขึ้น
เรื่อย ๆ ไอออนของโลหะที่ท าให้การท างานของเอนไซม์ไลเปสลดลงอย่างช้า ๆ คือ Ba2+, Hg2+, 
Fe3+, Co2+ และ Cd2+ ส่วน Zn2+ สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไลเปส (73) และนอกจาก
ไอออนของโลหะแล้วสารเคมีบางชนิดก็ม ีผลยับยั ้งการท างานของเอนไซม์ไลเป สด้วย เช ่น 
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) พบว่าสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไลเปส
จาก P. stutzeri LC2-8 ส่วน DTT และ -mercaptoethanol ไม่มีผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์
ไลเปส สารลดแรงตึงผิวที่ไม่มีประจุ เช่น Triton X-100 ท าให้กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสเพิ่มขึ้น 
ในขณะที่ Tween 20 และ Tween 80 พบว่ามีการกระตุ้นที่ความเข้มข้นต่ า แต่ในทางตรงกันข้าม
กัน SDS ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไลเปส LC2-8 (65) 
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2.5 ประเภทของเอนไซม์ในผลิตภัณฑ์ซักผ้า (74) 
 

เอนไซม์ที่มักมีการน ามาใช้ในผลิตภัณฑ์ซักผ้ามี 3 กลุ่ม ได้แก่ โปรติเอส อะไมเลส และไลเปส 
 

 2.5.1 โปรติเอส 
 

    แหล่งผลิตโปรติเอสที่นิยมน ามาใช้ในผลิตภัณฑ์ซักผ้า ได้แก่ 
1. พืช เช่น ปาเปนในยางมะละกอ และโบรมิเลนในสับปะรด เป็นต้น 
2. สัตว์ เช่น เอนไซม์จากตับอ่อนของสัตว์ ซึ่งมีส่วนผสมของทริปซินและไคโมทริปซิน       

       หรือเรนเนทที่สกัดจากกระเพาะลูกวัว 
3. จุลินทรีย์ เช่น โปรติเอสจากราและแบคทีเรียบางชนิด 

 

    โปรติเอสสามารถท าความสะอาดผลิตภัณฑ์ซักผ้าได้โดยการช่วยย่อยสลายคราบสกปรก
ที่มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบ เช่น น้ านม เลือด รอยเปื้อนของอาหารและคราบสกปรกบนเนื้อผ้า   
เป็นต้น ส าหรับคราบเลือดบนเนื้อผ้า เอนไซม์จะย่อยสลายฮีโมโกลบินซึ่งเป็นสารประเภทโปรตีนท าให้
เลือดถูกซักล้างออกไปได้ง่าย ในส่วนของคราบสกปรกบนคอเสื้อซึ่งประกอบไปด้วยสิ่งสกปรกจ าพวก
ฝุ่นละอองและไขมันจากต่อมไขมันที่ยึดเกาะอยู่กับเศษเซลล์ผิวหนังที่หลุดออกจากผิวหนัง ซึ่งเป็น
สารประกอบประเภทโปรตีนนั้น โปรติเอสจะย่อยสลายส่วนที่เป็นโปรตีนท าให้ส่วนที่เป็นสิ่งสกปรก
อ่ืน ๆ สามารถหลุดออกจากเนื้อผ้าได้โดยง่าย ด้วยการท างานร่วมกับสารลดแรงตึงผิวที่เป็น
ส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์ซักผ้า 
 

 2.5.2 อะไมเลส 
 

  อะไมเลสเป็นเอนไซม์ท่ีช่วยย่อยสลายสารพวกแป้งให้เป็นน้ าตาล มีแหล่งผลิตจากพืช สัตว์ 
และจุลินทรีย์  มีการน ามาใช้ในอุตสาหกรรมหลายประเภท เช่น อุตสาหกรรมแป้งขนมปัง  
อุตสาหกรรมเบียร์ น้ าส้มสายชู น้ าผลไม้ อุตสาหกรรมทอผ้า อุตสาหกรรมกระดาษ และอุตสาหกรรม
การผลิตผลิตภัณฑ์ซักผ้า เป็นต้น ในส่วนของผลิตภัณฑ์ซักผ้านั้น มีการใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่
ผลิตจากแบคทีเรีย ตัวอย่างเช่น B. subtilis หรือ B. amyloliquefaciens ซึ่งเอนไซม์แอลฟา        
อะไมเลสนี้สามารถท างานได้ในช่วงพีเอชระหว่าง 4.5 ถึง 9.0 แต่ท างานได้ดีที่สุดในช่วงพีเอช 6.5 ถึง 
7.5 และในอุณหภูมิการซักท่ีเหมาะสม คือ 70 ถึง 85 องศาเซลเซียส 

  

 2.5.3 ไลเปส 
 

 เป็นเอนไซม์ที่ช่วยย่อยสลายไขมัน แหล่งผลิตไลเปสที่ส าคัญมาจากตับอ่อนของหมูและ
จากจุลินทรีย์บางชนิด เช่น A. niger และ C. cylindracea เป็นต้น เอนไซม์ชนิดนี้สามารถน ามาใช้ใน
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อุตสาหรรมอาหาร เช่น การผลิตเนยแข็ง การผลิตผลไม้แห้ง เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีการน ามาใช้ใน
ผลิตภัณฑ์ซักผ้า เพ่ือช่วยขจัดสิ่งสกปรกประเภทไขมันบนเนื้อผ้า โดยใช้เอนไซม์ที่ผลิตจากแบคทีเรีย 
Pseudomonas ซึ่งท างานได้ดีในช่วงพีเอชระหว่าง 7.0 ถึง 8.5 และอุณหภูมิในการซักระหว่าง 50 
ถึง 60 องศาเซลเซียส ประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซม์ในการสลายคราบสกปรกขึ้นอยู่กับ
อุณหภูมิในการซักผ้าและความเข้มข้นของเอนไซม์ ตัวอย่างเช่น ในการซักผ้าที่อุณหภูมิต่ ากว่าค่าที่
เหมาะสม ควรเพิ่มปริมาณเอนไซม์ไลเปส เพ่ือช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการซัก 
 

 ตัวอย่างการศึกษาเอนไซม์ไลเปสในสารซักล้าง เช่น วุฒิ (9) คัดเลือกเชื้อ Bacillus spp. ที่
ผลิตเอนไซม์ไลเปสที่มีความสามารถในการย่อยน้ ามันปาล์มในสภาวะเป็นด่าง และทดสอบ
ประสิทธิภาพของเอนไซม์ไลเปสในการท างานและเสถียรภาพในสภาวะที่มีสารซักล้างชนิดต่าง ๆ 
พบว่าจาก Bacillus ทั้งหมด จ านวน 27 สายพันธุ์ นั้น Bacillus sp. A12 มีศักยภาพสูงสุด ที่ความ
เข้มข้นของสารซักล้างร้อยละ 1.0 ไลเปสจากเชื้อ A12 สามารถทนต่อสารซักล้างได้ทุกชนิด แต่เมื่อ
เพ่ิมความเข้มข้นของสารซักล้างเป็นร้อยละ 5.0 กิจกรรมไลเปสเหลือน้อยกว่าร้อยละ 6.0 ในสาร   
ซักล้างชนิดผง P1 (บรีสเพาเวอร์) P2 (แฟ้บเพอร์เฟค) P3 (เปาแฮนด์ฟอร์) และชนิดน้ า L1 (แฟ้บ
เพอร์เฟคชนิดน้ า) และ L4 (โฮม) ขณะที่ไลเปสมีเสถียรภาพสูงในสารซักล้างชนิดน้ า L2 (ไฟน์ไลน์) 
L3 (แวนิช) โดยเหลือกิจกรรมมากถึงร้อยละ 11 และ 33 ตามล าดับ เมื่อแช่ไว้ที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง สภาวะที่เหมาะสมต่อการท างานของ crude lipase คือ ที่พีเอช 10.0 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส มีเสถียรภาพต่อพีเอช และอุณหภูมิในช่วงกว้าง ระหว่างพีเอช 6.0-
10.0 และอุณหภูมิ 30-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และถูกยับยั้งกิจกรรมด้วย PMSF 
ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ และ EDTA ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ และต้องการอิออนโลหะ 
Ca2+, Mn2+, Mg2+ และ Co2+ ส าหรับคืนกิจกรรมของเอนไซม์ ในขณะที่ Cu2+ , Fe2+ และ Zn2+ ไม่
ส่งเสริมกิจกรรมเอนไซม์ 
 

 รุ่งนภา และ สิรารมย์ (75) ศึกษาผลของความเป็นกรด-ด่างต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของ
เอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ คือ MUM 01-2, MUM 01-3, MUM 01-5, MUM 01-6, 
MUM 02-1, MUM 02-2, MUM 03, NAN 11-1, PA 04-1, PA 04-2, RIM 05-2, S2/5(1), 
S2/6(1), SA HCU2-J, SA HCU2-9 และ SA HCU2-10 พบว่าที่ค่าความเป็นกรด-ด่างที่พีเอช 9.0  
มีผลท าให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียไอโซเลต SA HCU2-9 มีค่ากิจกรรม
สัมพัทธ์สูงที่สุด ในขณะที่ค่าพีเอช 3.0 และ 5.0 ส่งผลให้ค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ลดต่ าลง และจาก
การศึกษาเสถียรภาพพบว่าเอนไซม์ไลเปสในช่วงพีเอช 5.0-9.0 เอนไซม์ยังคงมีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์
สูงอยู่ในช่วง 84.95-100 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นโครงงานพิเศษนี้จึงมีการศึกษาผลของความเป็นกรด-ด่าง
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ต่อเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส  โดยศึกษาที่ช่วงค่าความเป็นกรด -ด่าง ระหว่างพีเอช 7.0-12.0 
เพ่ือน าไปประยุกต์ใช้ในสารซักล้างในขั้นต่อไป 
 

Hemachander and Puvanakrishnan (76) ศึกษาประสิทธิภาพการขจัดคราบไขมันในการ
ซักรีด โดยเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรีย Ralstonia pickettii ผลที่ได้จากการศึกษา พบว่า
เอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรีย R. pickettii ช่วยขจัดคราบไขมันจากผ้า 24-27 เปอร์เซ็นต์ โดยมีการ
เติมสารทางการค้า  2 ชนิด ได้แก่ “Ariel” และ “Surf Ultra” ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม คือ 
เอนไซม์ไลเปส 100 ยูนิต อุณหภูมิในการซักล้าง 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และความ
เข้มข้นของผงซักฟอก เท่ากับ 0.6 เปอร์เซ็นต์ 
 

Mamta et al. (77) ศึกษาผลของเอนไซม์ไลเปสจาก Staphylococcus sp. เพ่ือ
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมผงซักฟอก ซึ่งผลจากการศึกษาเอนไซม์ไลเปสบริสุทธิ์จาก S. arlettae 
JPBW-1 พบว่าเอนไซม์ไลเปสมีเสถียรภาพที่ดีในการทนต่อสารลดแรงตึงผิว ผงซักฟอกทางการค้า 
และสารประเภทออกซิไดซิงเอเจนท์ ทั้งนี้ประสิทธิภาพการซักผ้าในขณะที่ใช้เอนไซม์ไลเปส พบว่า
เพ่ิมข้ึน 0.5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งในผงซักฟอกนอนไอโอนิกจะมากกว่าผงซักฟอกแอนไอโอนิก โดยสภาวะที่
เหมาะสม คือ การใช้เอนไซม์ไลเปส 40 ยูนิต ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ภายในเวลา 45 นาที โดย
พบว่าสามารถก าจัดน้ ามันได้สูงสุด (62 เปอร์เซ็นต์) จากผ้าฝ้ายสกปรก ผลการวิจัยนี้จึงเป็นแนวทาง
ใหมใ่นการใช้เอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียที่ทนต่อสภาวะด่างส าหรับสูตรผงซักฟอกท่ีปลอดสารเคมี 

 

Xiao et al. (78) ท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์และศึกษาคุณลักษณะเฉพาะจาก P. stutzeri PS59 
ซ่ึงแยกได้จากแหล่งน้ ามัน Daqing (Heilongjiang PR China) เอนไซม์ไลเปสที่จะท าให้บริสุทธิ์นั้นจะ
ตกตะกอนโดยใช้ ammonium sulphate, dialysis freeze-drying, ion exchange chromatography 
และ gel filtration chromatography น้ าหนักโมเลกุลของเอนไซม์ไลเปสประมาณ 55 กิโลดาลตัน 
วัดโดยระบบ SDS-PAGE เอนไซม์ไลเปสจะแสดงกิจกรรมที่เหมาะสมที่พีเอช 8.5 และ 20 องศา
เซลเซียส กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสถูกกระตุ้นโดย metal ions เช่น Ca2+ และ Mn2+ และสารลด
แรงตึงผิว เช่น Tween 80, Tween 20, sodium dodecyl benzene sulfonate และ urea       
ออกซิไดซิงเอเจนท์ เช่น  H2O2 และ NaClO พบว่ามีผลกระทบเล็กน้อยต่อการท างานของเอนไซม์  
ไลเปส นอกจากนี้ตัวท าละลายอินทรีย์นั้นส่วนใหญ่สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์
ไลเปสต่อความเฉพาะเจาะจงพ้ืนผิวในวงกว้างและท างานร่วมกับเอนไซม์ไลเปสในการมีสารลดแรง   
ตึงผิว ออกซิไดซิงเอเจนท์ และสารเติมแต่งผงซักฟอกอ่ืน ๆ แสดงให้เห็นการประยุกต์ที่อาจเกิดขึ้นใน
อุตสาหกรรมการซักรีด  



บทที่ 3 
 

ระเบียบวิธีวิจัย 
 

3.1 อุปกรณ์และสารเคมี  
 

  3.1.1 เครื่องมือวิจัย 
  1. กรรไกร (scissors) 
  2. กระดาษกรอง Whatman no.1 
  3. ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ขนาด 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
  4. เข็มเขี่ยเชื้อ (needle) 
  5. คลิปหนีบถุงไดอะไลสิส (dialysis clip); Cellu.Sep T2  
  6. เครื่องเพาะเชื้อแบบเขย่า (shaker); Vision รุ่น VS-2030  

  7. เครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้า (power supply); Bio-Rad รุ่น PowerPac 300 
  8. เครื่องชั่งไฟฟ้า 2 ต าแหน่ง (balance); Mettler รุ่น PJ 3000 

  9. เครื่องชั่งแบบละเอียด 4 ต าแหน่ง (analytical balance); Pioneer  
           รุ่น Item Pa 214  

  10. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิต่ า (refrigerated centrifuge); Hermle  
                      รุ่น Z32HK  
 11. เครื่องผสมสาร (vortex mixer); Vortex geniez รุ่น G560E 
 12. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer); รุ่น Spectro SC  

 13. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter); Mettler รุ่น Delta 345  
  14. จานเพาะเชื้อ (Petri dish) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 10 เซนติเมตร 
     15. ช้อนตักสาร (spatula) 
 16. ชุดเครื่องกรอง (membrane filtration) 
  17. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
  18. ตู้บ่มเชื้อ (incubator); Memmert 
  19. ตู้ควบคุมอุณหภูมิ (-80 องศาเซลเซียส); Thermo scientific รุ่น 702 
  20. ถุงไดอะไลสิส (dialysis tubing); Cellu.Sep T2 regenerated cellulose  
                        tubular membrane mwco: 6,000-8,000  
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3.1.1 เครื่องมือวิจัย (ต่อ) 
 

 21. แท่งแม่เหล็กกวนสาร (magnetic bar) 
 22. แท่นให้ความร้อน (hot plate); Memmert รุ่น Typwnb 29 
 23. แท่นกวนสาร (stirrer); Barnsteao/theriiolyne         

       24. บีกเกอร์ (beaker) ขนาด 100, 250, 600 และ 1,000 มิลลิลิตร 
 25. ปิเปตต์ (pipette) ขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 

               26. ไมโครปิเปตต์ (micropipette) ขนาด 1-10, 10-100 และ 100-1,000  
                          ไมโครลติร; Biorad 
      27. หลอดทดลอง (test tube) ขนาด 13 ×100 และ 16 ×100 มิลลิลิตร 
  28. หลอดพลาสติกใช้ในการวัดค่าการดูดกลืนแสง (cuvette) 
  29. หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

   30. หม้อนึ่งความดัน (autoclave); Hirayama รุ่น Ha-300 MII 
   31. ห่วงถ่ายเชื้อ (loop) 
   32. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath); Memmert รุ่น Sv1422 
   33. Bio-Rad Mini Protean II Apparatus; Bio-Rad 

  34. Pipette tip ขนาด 1-10, 10-100 และ 100-1,000 ไมโครลิตร 
 

3.1.2 อาหารเพาะเชื้อและสารเคมี  
 

 1. กลีเซอรอล (glycerol); Fisher sciencific 
 2. กลีเซอริลไตรบิวไทเรท (C15H26O6); Sigma 
 3. ไกลซีน (glycine); Merck 
 4. กัมอะราบิค (gum arabic); Sigma 
 5. คลอโรฟอร์ม (chloroform); Merck 
 6. คอปเปอร์ซัลเฟต (CuSO4); Ajax Finechem 
 7. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2); Ajax Finechem 
 8. แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O); Ajax Finechem 
 9. โคบอลต์คลอไรด์ (CoCl2); Ajax Finechem 
 10. เจลาติน (gelatin); Biomark 
 11. ซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2); Ajax Finechem 
 12. ซีเซียมคลอไรด์ (CsCl2); Ajax Finechem  



29 

 

 3.1.2 อาหารเพาะเชื้อและสารเคมี (ต่อ) 
 

13. โซเดียมคลอเรท (C24H39NaO5); Merck  
 14. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl); Ajax Finechem 
 15. โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต (SDS); Ajax Finechem  
 16. โซเดียมไฮโปคลอไรด์ (sodium hypochlorite); T.J. Baker  
 17. ไดไทโอทรีไอทอล (dithiothreitol, DTT); Sigma 
 18. ไตรตอนเอ็กซ์ 100 (Triton X-100); T.J. Baker  
 19. ทริสเบส (Tris-base); Sigma 
 20. ทวีน 20 (Tween 80); Ajax Finechem 
 21. ทวีน 80 (Tween 80); Ajax Finechem  
 22. บีต้า-เมอร์แคปโตเอทานอล (-mercaptoethanol); Sigma 
 23. แบเรียมคลอไรด์ (BaCl2); Ajax Finechem          
  24. โบวีนซีรั่มอัมบลูมิน (bovine serum albumin, BSA); Sigma 

       25. พารา-ไนโตรฟีนิลปาล์มมิเตท (p-nitrophenyl palmitate, pNPP); Sigma      
 26. เพปโตน (peptone); Biomark  
 27. โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl); Ajax Finechem          
 28. ฟีนิลเมทิลซัลโฟนิลฟลูออไรด์ (phenylmethylsulphonyl fluoride, PMSF); 
       Sigma          
 29. เมทานอล (methanol); Brightchem SDN BHD 
 30. แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2); Ajax Finechem          
 31. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O); Carle Erba     
 32. ลิเทียมคลอไรด์ (LiCl2); Ajax Finechem          
 33. วุ้นผง (agar powder); Biomark 
 34. สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract); Ajax Finechem          
 35. อะซีโตน (acetone); Brightchem SDN BHD 
 36. อลูมิเนียมคลอไรด์ (AlCl3); Ajax Finechem 
 37. เอทานอล (ethanol); Brightchem SDN BHD  
 38. เอทิลอะซีเตท (ethyl acetate); Merck 
 39. เอทิลลีนไดอะมีนเตตระอะซิติกแอซิค (EDTA); Merck 
 40. แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4); Ajax Finechem  
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 3.1.2 อาหารเพาะเชื้อและสารเคมี (ต่อ) 
 

 41. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3); Ajax Finechem 
  42. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (APS); Ajax Finechem 

 43. ไอโซโพรพานอล (isopropanol); Burdick and Jackson 
44. เฮกเซน (hexane); Brightchem SDN BHD 

  45. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2); Sigma 
 46. Bio-Rad protein assay; Bio-Rad 
 
    3.2 กลุ่มตัวอย่าง  
 

  3.2.1 ตัวอย่างที่เก็บมาแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ ไลเปส     
 

      (1) ตัวอย่างน้ าเสีย จ านวน 9 แห่ง คือ น้ าเสียบริเวณถังดักไขมันหลังอาคารโภชนาการ 
มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จ านวน 3 แห่ง น้ าเสียบริเวณร้านอาหารนอกมหาวิทยาลัย     
หัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จ านวน 3 แห่ง และน้ าเสียจากระบบบ าบัดน้ าเสียของโรงงานผลิตน้ ามันพืช 
ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล จ านวน 3 แห่ง 

      (2) ตัวอย่างดิน จ านวน 10 แห่ง คือ ดินบริเวณถังดักไขมันหลังอาคารโภชนาการ 
มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จ านวน 2 แห่ง และดินที่ปนเปื้อนน้ ามันบริเวณร้านอาหารจาก
แหล่งต่าง ๆ ในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล จ านวน 8 แห่ง 

 

     ในการเก็บตัวอย่างน้ าเสียและดินเพ่ือน ามาแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต
เอนไซม์ไลเปสจะท าการเลือกจากแหล่งที่มีการปนเปื้อนของน้ ามัน ทั้งนี้การเลือกแหล่งน้ าเสียหรือดิน
บริเวณถังดักไขมันหลังอาคารโภชนาการ มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ หรือร้านอาหารจาก
แหล่งต่าง ๆ จะเพ่ิมโอกาสในการพบแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติดังกล่าว เนื่องจากบริเวณโรงอาหารหรือ
ร้านอาหารมีความหลากหลายของอาหาร ดังนั้นจึงมีการใช้น้ ามันชนิดต่าง ๆ ซึ่งน้ ามันต่าง ๆ เหล่านี้
จะเป็นสับสเตรตที่ชักน าให้แบคทีเรียสร้างเอนไซม์ไลเปสออกมา ส าหรับการเลือกน้ าเสียจากระบบ
บ าบัดน้ าเสียของโรงงานผลิตน้ ามันพืช เนื่องจากจะเพ่ิมโอกาสในการได้แบคทีเรียที่สามารถสร้าง
เอนไซม์ไลเปส และสามารถทนต่อสภาพแวดล้อมในระบบบ าบัดน้ าเสียได้ดี ดังนั้นแบคทีเรียที่คัดแยก
ได้นี้จึงสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการบ าบัดน้ าเสียได้จริง  
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3.2.2 ตัวอย่างของเสียในกระบวนการกลั่นน้้ามันพืชที่น้ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอน 
 

       ตัวอย่างของเสียจากกระบวนการกลั่น (palm fatty acid distillates, crude acid 
oil น้ าเสียจากกระบวนการกลั่น และกากตะกอนจากบ่อบ าบัดน้ าเสีย ) ของโรงงานผลิตน้ ามันพืช 
จ านวน 3 แห่ง ในจังหวัดสมุทรปราการ 
 
    3.3 การวิเคราะห์ข้อมูล 
 

  ในการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียที่แยกได้ จะมีการ
ท า 3 ซ้ า ในแต่ละชุดการทดลอง และน าเอาค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสที่ได้จากการศึกษา
ผลของชนิดและความเข้มข้นของตัวอย่างของเสียจากกระบวนการกลั่นน้ ามันพืช  ผลของชนิดและ
ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน ผลของอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง และค่าความเป็นกรด-ด่างของ
อาหารเพาะเชื้อที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้  มาวิเคราะห์ค่าเฉลี่ย ค่า
เบี่ยงเบนมาตรฐาน รวมทั้งหาความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจากการวิเคราะห์สถิติโดยใช้ One-Way 
ANOVA 

 

ส าหรับการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ไลเปส จะมีการท า 3 ซ้ า ในแต่ละชุดการทดลอง และ
น าเอาค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสที่ได้จากการศึกษาผลของอุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-
ด่างที่มีต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส ผลของสารเคมีและตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีต่อ
เสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส ความจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสต่อสับสเตรตชนิดต่าง ๆ และผลของ
สารซักล้างที่มีต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส มาวิเคราะห์ค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน เพ่ือน าไปวิเคราะห์ค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ในการเปรียบเทียบค่าความแตกต่างของกิจกรรม
เอนไซม์ไลเปสระหว่างชุดควบคุมกับชุดการทดลอง 
 

3.4 วิธีด้าเนินการวิจัย 
 

1. การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสจากน้้าเสีย 

         1.1 เก็บตัวอย่างน้ าเสีย ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใส่ขวดพลาสติกขนาด 250 มิลลิลิตร 
และท าการวัดค่าความเป็นกรด-ด่างของตัวอย่างน้ าเสีย  
   1.2 ปิเปตต์ตัวอย่างน้ าเสีย ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 
ความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต ์(น้ าหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 90 มิลลิลิตร และท าการผสม 
  1.3 ปิเปตต์ตัวอย่าง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเพาะเชื้อ basal medium ที่
เติมน้ ามันมะกอก ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดย
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อาหารมีค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นที่พีเอช 7 น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง  
   1.4 ท าการเจือจางตัวอย่างให้ได้ความเจือจางที่ระดับ 10-5, 10-6, 10-8  และ 10-10 

1.5 ท าการปิเปตต์ตัวอย่างความเจือจางละ 0.1 มิลลิลิตร ใส่บนผิวหน้าของอาหาร     
เพาะเชื้อ lipase test medium และ tributyrin agar โดยแต่ละความเจือจางจะท าการทดลอง 2 
ซ้ า 

     1.6 ใช้เทคนิค Spread plate เพ่ือให้ตัวอย่างกระจายทั่วผิวหน้าอาหารเพาะเชื้อ 
     1.7 น าจานเพาะเชื้อทั้งหมด บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้ว

ท าการคัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะของตะกอนขุ่นขาวรอบ ๆ โคโลนี บนอาหารเพาะเชื้อ lipase test 
medium และโซนใสรอบ ๆ โคโลนี บนอาหารเพาะเชื้อ tributyrin agar 
 

2. การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสจากดิน 
  2.1 น าตัวอย่างดินหนัก 11 กรัม ใส่ลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.85 

เปอร์เซ็นต ์(น้ าหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 99 มิลลิลิตร  
   2.2 ปิเปตต์ตัวอย่างน้ าดิน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเพาะเชื้อ basal medium 
ที่เติมน้ ามันมะกอก ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดย
อาหารมีค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นที่พีเอช 7 น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง  
   2.3 ท าการเจือจางตัวอย่างให้ได้ความเจือจางที่ระดับ 10-4, 10-5 และ 10-6 

2.4 ท าการปิเปตต์ตัวอย่างน้ าดิน ความเจือจางละ 0.1 มิลลิลิตร ใส่บนผิวหน้าของอาหาร 
เพาะเชื้อ lipase test medium และ tributyrin agar โดยแต่ละความเจือจางจะท าการทดลอง 2 
ซ้ า 

 2.5 ใช้เทคนิค Spread plate เพ่ือให้ตัวอย่างสารแขวนลอยดินกระจายทั่วผิวหน้าอาหาร
เพาะเชื้อ 

     2.6 น าจานเพาะเชื้อทั้งหมด บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้ว
ท าการคัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะของตะกอนขุ่นขาวรอบ ๆ โคโลนี บนอาหารเพาะเชื้อ lipase test 
medium และโซนใสรอบ ๆ โคโลนี บนอาหารเพาะเชื้อ tributyrin agar 

  

3. การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสด้วยวิธี Agar well diffusion 
3.1 คัดเลือกแบคทีเรียที่มีตะกอนขุ่นขาวรอบ ๆ โคโลนี บนอาหารเพาะเชื้อ lipase test 

medium และโซนใสรอบ ๆ โคโลนี บนอาหารเพาะเชื้อ tributyrin agar 
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 3.2 น ามาเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเชื้อ TSB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยท าการบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
   3.3 ถ่ายเชื้อแบคทีเรีย ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (ให้ค่า OD600 มีค่าประมาณ 0.08-0.1) ลง
ในอาหารเพาะเชื้อ basal medium ที่เติมน้ ามันมะกอก ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร  
       3.4 น าเชื้อไปบ่มบนเครื่องเขย่าที่มีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
 3.5 ท าการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 20 นาที เพื่อแยกส่วนที่เป็นของเหลว โดยไม่มีเซลล์ติดอยู่ 
  3.6 น าส่วนใสมาหยอดลงในหลุมที่เจาะไว้บนอาหารเพาะเชื้อ lipase test medium 
และ tributyrin agar ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และท าการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง รวมทั้งน าส่วนใสมาท าการวิเคราะห์หาค่ากิจกรรมของไลเปส โดยใช้พารา-ไนโตร
ฟีนิลปาล์มมิเตทเป็นสับสเตรต 
      3.7 ท าการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของตะกอนขุ่นขาวรอบ ๆ โคโลนี บนอาหาร    
เพาะเชื้อ lipase test medium และโซนใสรอบ ๆ โคโลนี บนอาหารเพาะเชื้อ tributyrin agar 
(หน่วยเป็นมิลลิเมตร) และคัดเลือกแบคทีเรียที่ให้ขนาดของตะกอนขุ่นขาวและขนาดของโซนใสกว้าง
ที่สุด เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสในล าดับต่อไป 
 

  4. การระบุชนิดแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ล้าดับเบสของยีน 16s rRNA และสร้าง 
          แผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 

 

    4.1 การสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีการต้ม 
               4.1.1 ขีดแยกเชื้อบนอาหารเพาะเชื้อ TSA agar หรือ LB agar และบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
                    4.1.2 คัดเลือกโคโลนี จ านวน 2 โคโลนี ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ แล้วแขวนลอย
เซลล์ที่ได้ด้วย 1X TE Buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น ามาต้มที่อ่างควบคุมอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน ามาแช่น้ าแข็ง เป็นเวลา 20 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และน าส่วนใสใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ 
  4.1.3 น าดีเอ็นเอที่ได้มาเป็นแม่แบบส าหรับการเพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA ด้วย
เทคนิคพีซีอาร์  
 
 



34 

 

  4.2 การสกัดดีเอ็นเอแบบ SDS-NaCl lysis buffer  
   4.2.1 ขีดแยกเชื้อบนอาหารเพาะเชื้อ Trypticase soya agar (TSA) หรือ LB agar 
และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
    4.2.2 คัดเลือกโคโลนี จ านวน 2 โคโลนี ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ แล้ว
แขวนลอยเซลล์ที่ได้ด้วย 1X TE Buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ีจากนั้นเติม SDS-NaCl lysis buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  
  4.2.3 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 10 นาที และน าส่วนใสใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ เติม    
ไอโซโพรพานอล ปริมาตร 2 เท่าของส่วนใส ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมา น าไปบ่มที่อุณหภูมิ     
-20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
10 นาที จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง  
  4.2.4 ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล ความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเท         
เอทานอลทิ้ง ท าให้ดีเอ็นเอแห้งโดยการเปิดฝาหลอดทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อดีเอ็นเอแห้งแล้วละลาย
ด้วยน้ ากลั่น ปริมาตร 15 ไมโครลิตร จากนั้นเก็บสารละลายดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

 4.3 ขั้นตอนการท้าพีซีอาร์ 
  การเตรียมส่วนประกอบส าหรับท าพีซีอาร์และสภาวะที่ใช้ในการท าพีซีอาร์ส าหรับ

เพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA แสดงรายละเอียดดังตารางที่ 3-1 และ 3-2 
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ตารางท่ี 3-1 องค์ประกอบของสารผสมปฏิกิริยาและปริมาณที่ใช้ต่อ 1 ปฏิกิริยา ในปริมาตร 
25 ไมโครลิตร ส าหรับเพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA 

 

สารละลาย ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้าย 
น้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 16.0 - 
10X PCR buffer 2.5 1 เท่า 
50 mM MgCl2 0.75 1.5 มิลลิโมลาร์ 
10 mM dNTP mix 0.5 0.2 มิลลิโมลาร์ (แต่ละชนิด) 
ไพรเมอร์   
     10 µM MAS2F 1.25 0.5 ไมโครโมลาร์ 
     10 µM MAS1R 1.25 0.5 ไมโครโมลาร์ 
ดีเอ็นเอแม่แบบ 2.5 - 
Taq DNA polymerase 0.25 1.25 ยูนิต 

ปริมาตรรวม 25.0 - 
 
ตารางที่ 3-2 สภาวะที่ใช้ในการท าพีซีอาร์ส าหรับการเพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

เวลา  
 

จ้านวนรอบของปฏิกิริยา 
(รอบ) 

Initial denaturation 94  3 นาที 1 
Denaturation 94  45 วินาท ี  

35 Annealing 55  30 วินาที 
Extention 72  1 นาที 30 วินาที 
Final extention 72  10 นาท ี 1 

 
 4.4 การวิเคราะห์ล้าดับเบสของยีน 16s rRNA และสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ  
           (phylogenetic tree)          

 ท าการเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับเบสของยีน 16s rRNA กับฐานข้อมูลสากล 
GenBank หรือ National Center for Biotechnology Information (NCBI) (เว็บไซต์ 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยใช้โปรแกรม BLAST และท าการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ            
(phylogenetic tree) โดยวิธี Neighbor-Joining method (79) โดยใช้โปรแกรม MEGA6 (80) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


36 

 

    5. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสของแบคทีเรีย 
    5.1 แหล่งคาร์บอน 

 5.1.1 น าแบคทีเรียที่ผ่านการคัดแยกมาท าการเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเชื้อ basal 
medium แบ่งออกเป็น 6 ชุด โดยชุดที่ 1 เป็นชุดการทดลองควบคุมซึ่งไม่ต้องเติมแหล่งคาร์บอน     
ชุดที่ 2 เติมน้ าเสียจากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 1 ชุดที่ 3 เติม palm fatty acid distillates 
(PFAD) จากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 1 ชุดที่ 4 เติมน้ าล้างจากกระบวนการผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 2 
ชุดที่ 5 เติม crude soybean acid oil (CSAO) จากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 2 ชุดที่ 6 เติม       
น้ าเสียจากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 3 และชุดที่ 7 เติมน้ าเสียจากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 3      
ในแต่ละชุดการทดลองท า 3 ซ้ า โดยเติมตัวอย่างของเสียจากโรงงานผลิตน้ ามันพืชที่ความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) 

  5.1.2 ถ่ายเชื้อแบคทีเรีย ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเพาะเชื้อ ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร (ให้ค่า OD600 มีค่าประมาณ 0.08-0.1) 
 5.1.3 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง 
 5.1.4 ท าการวัดปริมาณโปรตีน และวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส  
  5.1.5 ท าการศึกษาผลของความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม (จากผลการ
ทดลองเบื้องต้น) โดยศึกษาท่ีค่าความเข้มข้นระหว่าง 1-5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร)   
  

    5.2 แหล่งไนโตรเจน 
 5.2.1 น าแบคทีเรียที่ผ่านการคัดแยกมาท าการเพาะเลี้ยงในอาหาร basal medium 
ที่มีการเติมแหล่งคาร์บอนที่มีผลให้แบคทีเรียผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีที่สุดจากการทดลองในข้อที่ 5.1  
  5.2.2 แบ่งการทดลองออกเป็น 11 ชุด โดยชุดที่ 1 เป็นชุดการทดลองควบคุมไม่ต้อง
เติมแหล่งไนโตรเจน ชุดที่ 2 เติมเพปโตน ชุดที่ 3 เติมซอยโตน ชุดที่ 4 เติมไกลซีน ชุดที่ 5 เติม        
ทริปโตน ชุดที่ 6 เติมสารสกัดจากยีสต์ ชุดที่ 7 เติมยูเรีย ชุดที่ 8 เติมโพแทสซียมไนเตรต ชุดที่ 9 เติม
โซเดียมไนเตรต ชุดที่ 10 เติมแอมโมเนียมไนเตรต และชุดที่ 11 เติมแอมโมเนียมซัลเฟต ในแต่ละชุด
การทดลองท า 3 ซ้ า โดยเติมแหล่งไนโตรเจนที่ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) 
   5.2.3 ถ่ายเชื้อแบคทีเรีย ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในอาหารเพาะเชื้อ ปริมาตร 25 
มิลลิลิตร (ให้ค่า OD600 มีค่าประมาณ 0.08-0.1) 
   5.2.4 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง 
   5.2.5 ท าการวัดปริมาณโปรตีน และวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส  
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    5.2.6 ท าการศึกษาผลของความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม (จากผลการ
ทดลองเบื้องต้น) โดยศึกษาท่ีค่าความเข้มข้นระหว่าง 0.2-1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร)   
 

   5.3 สภาวะความเป็นกรด-ด่าง 
   5.3.1 น าแบคทีเรียที่ผ่านการคัดแยกมาท าการเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเชื้อ basal 
medium ที่มีการเติมแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่มีผลให้แบคทีเรียผลิตเอนไซม์ ไลเปสได้ดี
ที่สุดจากการทดลองในข้อที่ 5.1 และ 5.2 
   5.3.2 แบ่งการทดลองออกเป็น 4 ชุด ชุดที่ 1 ไม่มีการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง   
ชุดที่ 2 ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เป็น 7 ชุดที่ 3 ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เป็น 8 ชุดที่ 4 ปรับ
ค่าความเป็นกรด-ด่างให้เป็น 9 ชุดที่ 5 ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เป็น 10 ในแต่ละชุดการทดลอง
ท า 3 ซ้ า 
   5.3.3 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง 
   5.3.4 ท าการวัดปริมาณโปรตีน และวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 

 

  5.4 อุณหภูมิ 
   5.4.1 น าแบคทีเรียที่ผ่านการคัดแยกมาท าการเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเชื้อ basal 
medium ที่มีการเติมแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่มีผลให้แบคทีเรียผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดี
ที่สุด ภายใต้สภาวะความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมจากการทดลองในข้อที่ 5.1-5.3 
   5.4.2 แบ่งการทดลองออกเป็น 3 ชุด โดยชุดที่ 1 จะท าการบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส ชุดที่ 2 ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ชุดที่ 3 ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส ชุดที่ 4 ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ชุดที่ 5 ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 55 ชุดที่ 6    
ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 60 ในแต่ละชุดการทดลองท า 3 ซ้ า 
           5.4.3 น าไปเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
   5.4.4 ท าการวัดปริมาณโปรตีน และวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
 

           6. การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ไลเปส 
    6.1 ผลของความเป็นกรด-ด่างท่ีมีต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส 

  แบ่งการทดลองออกเป็น 5 ชุด โดยบัฟเฟอร์ต่าง ๆ ที่เลือกใช้ ได้แก่ 
  ชุดที่ 1 โซเดียมอะซิเตท (sodium acetate) พีเอช 4-6 
  ชุดที่ 2 ซิเตรท-ฟอสเฟต (citrate-phosphate) พีเอช 6-7  
  ชุดที่ 3 ฟอสเฟต (phosphate) พีเอช 7-8 
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  ชุดที่ 4 ทริส-ไฮโดรคลอไรด์ (Tris-HCl) พีเอช 8-9 
  ชุดที่ 5 ไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด์ (glycine-NaOH) พีเอช 9-10 
  บัฟเฟอร์ที่ใช้มีความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์  
 

                  6.1.1 การศึกษาผลของความเป็นกรด-ด่างท่ีมีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
      น าสารละลายโปรตีน ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกับ substrate solution 
ที่มีการเตรียมในบัฟเฟอร์ต่าง ๆ ข้างต้น ปริมาตร 950 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าส่วนใสมาวัดค่า OD410 แต่ละชุดการทดลองจะมีการ
ท า 3 ซ้ า 
 

         6.1.2 การศึกษาผลของความเป็นกรด-ด่างท่ีมีต่อเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส 
      น าสารละลายโปรตีน ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมบัฟเฟอร์ข้างต้น ซึ่ง
บัฟเฟอร์จะมีความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 150 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ  37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติม substrate solution ที่มีการเตรียมในบัพเฟอร์ที่ค่าความเป็น
กรด-ด่างที่เหมาะสม (จากการทดลองที่ 6.1.1) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร จากนั้นท าการบ่มต่อที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าส่วนใสมาวัดค่า OD410 แต่ละชุดการทดลองจะมีการท า 3 ซ้ า 
 

    6.2 ผลของอุณหภูมิท่ีมีต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส 
             แบ่งการทดลองออกเป็น 5 ชุด ได้แก่  
            ชุดที่ 1 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
             ชุดที่ 2 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส   
            ชุดที่ 3 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  
             ชุดที่ 4 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  
             ชุดที่ 5 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  
 

         6.2.1 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
       น าสารละลายโปรตีน ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกับ substrate solution 
ที่มีการเตรียมในบัพเฟอร์ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสม (จากการทดลองที่ 6.1.1) ปริมาตร 950 
ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ คือ 40, 45, 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ       
เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าส่วนใสมาวัดค่า OD410 แต่ละชุดการทดลองจะมีการท า 3 ซ้ า 
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           6.2.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีต่อเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส      
      น าสารละลายโปรตีน ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกับบัพเฟอร์ที่ค่าความเป็น
กรด-ด่างที่เหมาะสม (จากการทดลองท่ี 6.1.1) ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
ท าการบ่มที่อุณหภูมิต่าง ๆ คือ 40, 45, 50, 55  และ 60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้น
เติม substrate solution ที่มีการเตรียมในบัพเฟอร์ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสม (จากการ
ทดลองที่ 6.1.1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นท าการบ่มที่อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นท าการหยุดปฏิกิริยาโดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบ
ต่อนาที ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที วัดค่า OD410 แต่ละชุดการทดลองจะมีการ
ท า 3 ซ้ า 
 

         6.3 ผลของสารเคมีที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
               การศึกษานี้เป็นการวัดกิจกรรมและตรวจสอบเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส ภายหลัง
การบ่มเอนไซม์กับสารต่าง ๆ แล้ว ซึ่งสารเคมีที่น ามาทดสอบ ได้แก่ ไอออนของโลหะ สาร  ลดแรงตึง
ผิว สารอิมัลซิฟายเออร์ สารยับยั้ง และออกซิไดซิงเอเจนท์ 
           แบ่งการทดลองออกเป็น 6 ชุด ได้แก่  
           ชุดที่ 1 ชุดควบคุม  
           ชุดที่ 2 ไอออนโลหะ ได้แก่ ซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2) แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) 
โคบอลต์คลอไรด์ (CoCl2) ซีเซียมคลอไรด์ (CsCl2) คอปเปอร์ซัลเฟต (CuSO4) ลิเทียมคลอไรด์ (LiCl2) 
แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2) โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) แบเรียม      
คลอไรด์ (BaCl2) และอลูมิเนียมคลอไรด์ (AlCl3) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 

  ชุดที่ 3 สารลดแรงตึงผิว ได้แก่ กลีเชอรอล (glycerol) โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต 
(sodium dodecyl sulphate; SDS) ทวีน 20 (Tween 20) ทวีน 80 (Tween 80) ไตรตอนเอ็กซ์ 
100 (Triton X-100) และโซเดียมคลอเรท (sodium cholate) ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต ์
    ชุดที่ 4 สารอิมัลซิฟายเออร์ ได้แก่ กัมอะราบิค (gum arabic) และเจลาติน (gelatin) 
ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต ์

  ชุดที่ 5 สารยับยั้ง ได้แก่ ไดไทโอทรีไอทอล (dithiothreitol; DTT) เอธิลลีนไดอะมีน
เตตระอะซิติกแอซิค (ethylene diamine tetraacetic acid; EDTA) ฟีนิลเมทิลซัลโฟนิลฟลูออไรด์
phenylmethylsulphonyl fluoride; PMSF) และบีต้า-เมอร์แคปโทเอทานอล (β-mercaptoethanol) ความ
เข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ 
  ชุดที่ 6 ออกซิไดซิงเอเจนท์ ได้แก่  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide) 
และโซเดียมไฮโปคลอไรด์ (sodium hypochlorite) ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
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            น าสารละลายโปรตีนปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกับสารเคมีปริมาตร 10 
ไมโครลิตร และเติม substrate solution ที่เตรียมในบัพเฟอร์ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสม 
(จากการทดลองที่ 6.1.1) ปริมาตร 940 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ  4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าไปวัดค่า OD410 ชุดควบคุมเตรียมโดยน าสารละลายโปรตีนปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ผสมกับ substrate solution ปริมาตร 940 ไมโครลิตรและน้ ากลั่นปริมาตร 10 
ไมโครลิตร โดยแต่ละชุดการทดลองจะท า 3 ซ้ า 

 

 6.4 ผลของตัวท้าละลายอินทรีย์ท่ีมีต่อเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส 
                 ปิเปตต์สารละลายโปรตีนปริมาตร 20 ไมโครลิตร (กิจกรรมเอนไซม์เท่ากับ 1-4        
ยูนิตต่อมิลลิลิตร) ลงบน filter paper ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ในตัวท าละลายอินทรีย์ประเภทที่ไม่ละลายน้ า ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง จากนั้นน า filter paper ออกมาเพ่ือระเหยตัวท าละลายอินทรีย์ออก ท าการเติมฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.05 โมลาร์ พีเอช 7 ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร  
 

   กรณีท าการศึกษากับตัวท าละลายอินทรีย์ประเภทที่ละลายน้ าได้ จะท าการผสม
สารละลายโปรตีนปริมาตร 10 ไมโครลิตร กับตัวท าละลายอินทรีย์ปริมาตร 990 ไมโครลิตร (81) น า
สารละลายผสมดังกล่าวปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมกับ substrate solution ที่มีการเตรียมใน
บัฟเฟอร์ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสม (จากการทดลองท่ี 6.1.1) ปริมาตร 950 ไมโครลิตร น าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
14,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าส่วนใสมาวัดค่า OD410 แต่ละ
ชุดการทดลองจะมีการท า 3 ซ้ า 
 

  6.5 การศึกษาความจ้าเพาะของเอนไซม์ต่อสับสเตรต 
            ศึกษาผลของความจ าเพาะของเอนไซม์ต่อสับสเตรตในน้ ามันชนิดต่าง ๆ และ

สับสเตรตสังเคราะห์ทั้งในกลุ่มไตรกลีเซอรอลและพารา-ไนโตรฟีนิลเอสเทอร์ ส าหรับการศึกษา
ความจ าเพาะของเอนไซม์ต่อสับสเตรตสังเคราะห์ในกลุ่มพารา-ไนโตรฟีนิลเอสเทอร์ จะน าสารละลาย
โปรตีนปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับ substrate solution ที่เตรียมในบัพเฟอร์ที่ค่าความเป็น
กรด-ด่างที่เหมาะสม (จากการทดลองที่ 6.1.1) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที น าไปวัดค่า OD410  
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   ส าหรับการศึกษาความจ าเพาะของเอนไซม์ต่อน้ ามันชนิดต่าง ๆ และสับสเตรต
สังเคราะห์ในกลุ่มไตรกลีเซอรอล จะน าสารละลายโปรตีนปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมกับ substrate 
solution ที่เตรียมในบัพเฟอร์ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสม (จากการทดลองที่ 6.1.1) ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริค 
ความเข้มข้น 6 นอร์มอล ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมเป็นเวลา 1 นาที และเติมไอโซออกเทน 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท าการผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 1 นาที น าไปวิเคราะห์หาปริมาณกรดไขมันอิสระ
โดยวิธี  Colorimetric method (82) ทั้งนี้แต่ละชุดการทดลองจะท า 3 ซ้ า    

 

    6.6 ผลของสารซักล้างท่ีมีต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส 
   ศึกษาผลของสารซักล้างที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส โดยท าการเตรียมสาร     

ซักล้างความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตรส าหรับสารซักล้างชนิดผง และปริมาตรต่อ
ปริมาตรส าหรับสารซักล้างชนิดเหลว) ท าการผสมเอนไซม์กับสารซักล้างในอัตราส่วนของเอนไซม์ต่อ
สารซักล้างเท่ากับ 1 ต่อ 2 จากนั้นตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์ทันที ส าหรับการศึกษาผลของสาร   
ซักล้างที่มีต่อเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส ท าโดยเติมเอนไซม์ลงในสารซักล้างความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตรส าหรับสารซักล้างชนิดผง และปริมาตรต่อปริมาตรส าหรับสารซักล้าง
ชนิดเหลว) ในอัตราส่วนของเอนไซม์ต่อสารซักล้างเท่ากับ 1 ต่อ 2 ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิ 30, 
40 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง (83) จากนั้นตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์ 

 
7. การศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซม์ไลเปสในการก้าจัดไขมันบนผ้าฝ้าย (76) 
 

7.1 การเตรียมสารซักล้าง 
     ในการเตรียมสารซักล้างทั้ง 4 สูตร แสดงรายละเอียดดังตารางที่ 3-3  
 

ตารางท่ี 3-3 สูตรสารซักล้าง 
 

สูตรที่ สารละลาย 
ปริมาตร (มิลลิลิตร) 

Buffer (B) Lipase (L) Detergent (D) Water (W) 

1 B 2 - - 3 

2 B+L 2 0.25 - 2.75 

3 B+D 2 - 2.5 0.5 

4 B+L+D 2 0.25 2.5 0.25 
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หมายเหตุ: B คือ บัฟเฟอร์ทริส-ไฮโดรคลอไรด์ ความเขม้ข้น 50 มิลลิโมลาร ์พีเอช 8,  
                     บัฟเฟอร์ไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเข้มขน้ 50 มิลลิโมลาร ์พีเอช 9 
          บัฟเฟอร์ไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลลโิมลาร ์พีเอช 10 
            L คือ เอนไซมไ์ลเปส (100 ยูนิตต่อมลิลลิิตร) 

         D คือ สารซักล้าง ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต ์
 

7.2 การเตรียมผ้าเปื้อนน้้ามันมะกอก 
       น าผ้าฝ้ายที่มีขนาด 2.5 x 2.5 เซนติเมตร มาก าจัดไขมันด้วยไดคลอโรมีเทน เป็นเวลา 

30 นาที จากนั้นน าผ้าที่ได้มาท ารอยเปื้อน โดยใช้น้ ามันมะกอกที่ผสมกับเฮกเซนในอัตราส่วน 50:500 
ไมโครลิตร จากนั้นปิเปตต์น้ ามันมะกอก ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ลงบนผ้าฝ้ายต่อขนาด 2.5 x 2.5 
เซนติเมตร 
 

 7.3 การซักล้าง 
        น าผ้าฝ้ายที่มีรอยเปื้อนน้ ามันมะกอกมาซักล้างกับสารซักล้างชนิดต่าง ๆ ดังแสดงใน
ตารางที่ 3-3 น าไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่สภาวะการซักล้าง    
ต่าง ๆ ตามที่ก าหนด คือ ความเป็นกรด-ด่างของบัฟเฟอร์ ที่พีเอช 8, 9 และ 10 และอุณหภูมิในการ
ซักล้างที่ 30, 40 และ 50 องศาเซลเซียส จากนั้นเทสารละลายซักล้างออก และท าการล้างผ้า จ านวน 
2 ครั้ง ด้วยน้ ากลั่น ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที  
 

 7.4 การค้านวณปริมาณน้้ามันมะกอกที่ถูกขจัดออกจากผ้าฝ้าย 
    ปริมาณน้ ามันมะกอกท่ีถูกขจัดออกจากผ้าฝ้ายสามารถค านวณได้ดังนี้  
 

 
   หมายเหตุ:   Wa  คือ น้ าหนักของน้ ามันมะกอกในผ้าฝ้ายก่อนการซักล้าง 

                              Wb  คือ น้ าหนักของน้ ามันมะกอกในผ้าฝ้ายหลังการซักล้าง 
 
   8. เตรียมสารละลายโปรตีนและการแยกเอนไซม์ไลเปส 

      น าอาหารที่เพาะเชื้อจากการทดลองในข้อที่ 5.1-5.4 ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบ
ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือแยกเซลล์แบคทีเรียออกจากอาหาร   
เพาะเชื้อเหลว จากนั้นน าส่วนใสมาตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตความเข้มข้น 80 
เปอร์เซ็นต์ อ่ิมตัว และน าเกลือออกด้วยวีธี dialysis (ภาคผนวก ค หมายเลข 1 และ 2)    

 

เปอร์เซ็นตน์้ ามันมะกอกที่ถูกขจัดออก = [(Wa-Wb ) / Wa] x 100 
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       9. การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford  
               ท าการวัดปริมาณโปรตีนตามวิธีของ Bradford (84) โดยใช้โบวีนซีรั่มอัมบลูมิน (bovine 
serum albumin, BSA) เป็นโปรตีนมาตรฐาน (ภาคผนวก ข หมายเลข 1)      
 

   10. การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส  
     การวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสท าตามวิธี photometric assay (85) โดยใช้    

p-nitrophenyl palmitate เป็นสารตั้งต้น โดยที่ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 1 หน่วย (ยูนิต) มีค่า
เท่ากับ p-nitrophenol ถูกผลิตออกมาในปริมาณ 1 นาโนโมลต่อนาที ภายใต้สภาวะที่ได้ท าการ
วิเคราะห์ (ภาคผนวก ค หมายเลข 3)   
 
     

 
        



 
 

บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

4.1 การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากดิน  

 

จากการคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสจากตัวอย่างดินในบริเวณ    
ต่าง ๆ จ านวน 10 แห่ง คือ ดินบริเวณถังดักไขมันหลังอาคารโภชนาการ มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิม
พระเกียรติ ดินที่ปนเปื้อนน  ามันบริเวณร้านอาหารต่าง ๆ เช่น ร้านอาหารมุมอร่อย จังหวัด
สมุทรปราการ ดินที่ปนเปื้อนน  ามันบริเวณร้านอาหารครัวป้าศรี จังหวัดสมุทรปราการ ดินที่ปนเปื้อน
น  ามันบริเวณร้านอาหารครัวริมรั ว จังหวัดสมุทรปราการ ดินที่ปนเปื้อนน  ามันบริเวณร้านอาหาร
ฝ้ายค า จังหวัดกรุงเทพมหานคร ดินที่ปนเปื้อนน  ามันบริเวณร้านอาหารครัวชัยนาท จังหวัดลพบุรี 
และดินที่ปนเปื้อนน  ามันบริเวณร้านอาหารครัวแสงแก้ว จังหวัดน่าน บนอาหาร lipase test 
medium (Tween 80 agar) โดยใช้เทคนิค Spread plate พบแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ
ผลิตเอนไซม์ไลเปสจ านวน 56 ไอโซเลต (ตารางที่ 1) ซึ่งสังเกตจากตะกอนขุ่นขาวรอบ ๆ โคโลนีที่ขึ น
บนอาหาร lipase test medium (Tween 80 agar) (ภาพที่ 4-1)  

 

 
 

ภาพที่ 4-1  ลักษณะของตะกอนขุ่นขาวรอบ ๆ โคโลนีที่ขึ นบนอาหาร lipase test medium 
          (Tween 80 agar) ที่คัดแยกได้จากดินที่ปนเปื้อนน  ามัน 
 

4.2 การคัดเลือกแบคทีเรียจากดินที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
 

 จากการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสของสายพันธุ์แบคทีเรียที่คัดแยกได้บนอาหาร   
เพาะเชื อ lipase test medium (Tween 80) และท าการเพาะเลี ยงในอาหารเพาะเชื อ TSB โดยวิธี 
Agar well diffusion โดยสังเกตจากการสร้างตะกอนขุ่นขาว พบว่าไอโซเลต MUM1-5 มีการสร้าง
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โซนตะกอนขุ่นขาวกว้างที่สุด คือ 36.60 มิลลิเมตร ล าดับรองลงมา คือ ไอโซเลต RIM5-3 มีขนาด 
30.0 มิลลิเมตร ส าหรับ HCU07, HCU2-9 และ KAB10-3 มีขนาด 28.0 มิลลิเมตร ตามล าดับ       
ดังแสดงในภาพที่ 4-2 และตารางที่ 4-1 ส าหรับการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสบนอาหาร
เพาะเชื อ tributyrin agar โดยวิธี Agar well diffusion โดยสังเกตจากโซนใส พบว่า ไอโซเลต MUM 
1-5 มีการสร้างโซนใสกว้างที่สุด คือ 19.50 มิลลิเมตร รองลงมา คือ  ไอโซเลต NAN11-2 มีขนาด 
18.75 มิลลิเมตร ไอโซเลต PA4-3 มีขนาด 17.0 มิลลิเมตร ไอโซเลต PA4-2 มีขนาด 16.70 
มิลลิเมตร ไอโซเลต HCU3-2,  RIM5-1 และ PRA1-2 มีขนาด 16.50 มิลลิเมตร ตามล าดับ ดังแสดง
ในตารางที่ 4-1 

 

   
 

ภาพที่ 4-2  ลักษณะตะกอนขุ่นขาวที่เกิดขึ นในการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรีย
ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยคัดแยกได้จากดินที่ปนเปื้อนน  ามันด้วยวิธี Agar well 
diffusion บนอาหาร lipase test medium (Tween 80 agar) 

 

จากนั นท าการวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสของส่วนใสที่ได้จากการเพาะเลี ยงในอาหาร     
เพาะเชื อ TSB ด้วยวิธี photometric assay พบว่าไอโซเลต MUM1-5 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส
สูงที่สุด เท่ากับ 215.56 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมา คือ ไอโซเลต HCU2-10 มีกิจกรรมของเอนไซม์    
ไลเปส เท่ากับ 200.07 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ไอโซเลต HCU2-11 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส เท่ากับ 
190.58 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ไอโซเลต HCU2-9 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส เท่ากับ 189.50 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร และไอโซเลต MUM1-1 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส เท่ากับ 176.74 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดับ ทั งนี ในการคัดเลือกไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีที่สุด พบว่าคือ 
ไอโซเลต MUM1-5 (ตารางที่ 4-1) 
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ตารางท่ี 4-1 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก 
                ตัวอย่างดิน 

 
 

ล าดับ 
 

รหัสไอโซเลต 
ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง (มิลลิเมตร) กิจกรรมของ

เอนไซม์ 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) Lipase test medium Tributyrin agar 

1 MUM1-1 25.60 14.00 176.74 
2 MUM1-2 26.00 15.50 123.35 
3 MUM1-3 22.00 14.00  98.06 
4 MUM1-4 17.00 12.00  80.03 
5 MUM1-5 36.60 19.50 215.56 
6 MUM1-6 19.30 13.50 170.10 
7 MUM2-1 24.60 14.40   14.81 
8 MUM2-2 17.00 13.00    2.75 
9 MUM2-3 23.00 14.70   24.75 
10 MUM3-1 25.30 13.00   14.31 
11 HCU07 28.00 14.00  112.14 
12 HCU1-1 13.00 13.00    12.72 
13 HCU1-3 16.00 14.00    56.17 
14 HCU1-4 10.50 12.00     3.75 
15 HCU2-1 17.00 12.00  138.64 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 

HCU2-2 
HCU2-9 
HCU2-10 
HCU2-11 
HCU2-12 
HCU3-2 
HCU6-1 
HCU6-2 
RIM5-1 
RIM5-2 
RIM5-3 

10.00 
28.00 
15.50 
15.00 
15.50 
21.00 
18.00 
26.00 
23.00 
21.00 
30.00 

12.50 
13.30 
13.00 
14.25 
13.20 
16.50 
14.00 
15.00 
16.50 
13.00 
14.30 

    1.76 
 189.50 
 200.07 
 190.58 
   89.42 
  126.32 
    94.26 
    35.83 
     2.33 
     4.70 
     1.98 
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 ตารางท่ี 4-1 (ต่อ)  

  

ล าดับ รหัสไอโซเลต 
ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง (มิลลิเมตร) กิจกรรมของ

เอนไซม์ 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) Lipase test medium Tributyrin agar 

27 FAI1-1 12.40 10.50   2.81 
28 FAI1-2 19.00 12.50   7.72 
29 FAI1-3 11.60 11.00   5.10 
30 FAI1-4 18.10 14.20 71.07 
31 FAI1-5 15.70  9.00   0.44 
32 FAI1-6 24.30 12.50  14.48 
33 FAI1-7 20.00 10.25    7.62 
34 FAI1-8 15.50 10.70    6.33 
35 FAI2-1 13.50 12.00  10.92 
36 FAI2-2 16.40 13.60  11.48 
37 FAI2-3 11.70 12.00  20.25 
38 KAB10-1 18.00 13.30  14.39 
39 KAB10-2 17.00 11.40  11.28 
40 KAB10-3 28.00 10.50   8.42 
41 KAB10-5 23.60 15.30  15.87 
42 NAN11-1 20.60 14.60  21.95 
43 NAN11-2 25.60 18.75  21.27 
44 PA4-1 23.00 15.20    3.11 
45 PA4-2 22.00 16.70    6.36 
46 PA4-3 19.55 17.00    0.91 
47 PRA1-1 17.00 14.00    1.95 
48 PRA1-2 15.60 16.50    5.33 
49 PRA1-3 17.00 11.00  19.34 
50  PRA1-4 19.50 10.20    3.53 
51 CHA9-1 12.50 12.00    2.94 
52 
53 

CHA9-2 
CHA9-4 

20.30 
21.60 

12.50 
13.60 

 10.59 
  9.95 
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ตารางท่ี 4-1 (ต่อ) 
 

ล าดับ รหัสไอโซเลต 

ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง (มิลลิเมตร) กิจกรรมของ
เอนไซม์ 

(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 
Lipase test 

medium 

Tributyrin agar 

54 CHA9-5 17.00 11.00 5.76 
55 CHA9-6 17.30 13.60 0.64 
56 CHA9-7 13.00 14.00 18.60 

 

* รหัสไอโซเลตตั งตามแหล่งที่พบไอโซเลต ตามด้วยครั งที่พบเชื อ และล าดับเชื อ เช่น HCU 1-1 HCU คือ ช่ือแหล่งที่
พบเชื อ เลข 1 ตัวแรก คือ เชื อท่ีพบในครั งแรกของการคัดเลือก เลข 1 ตัวที่สอง คือ เชื อสายพันธุ์ท่ีหนึง่ 

 

** MUM ย่อมาจาก Mumaroy, HCU ย่อมาจาก Huachiew Chalermprakiet University, RIM ย่อมาจาก 
Rimrua, FAI ย่อมาจาก Faikum, KAB ย่อมาจาก Krabin Buri, NAN ย่อมาจาก Nan, PA ย่อมาจาก Pasri, 
PRA ยอ่มาจาก Prachin Buri, CHA ย่อมาจาก Chai Nat  

 
4.3 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 
 

   น าแบคทีเรียที่ผ่านการคัดเลือกแล้วมาศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
โดยท าการศึกษาถึงปัจจัยต่าง ๆ ที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส ได้แก่ แหล่งคาร์บอน แหล่ง
ไนโตรเจน อุณหภูมิในการเพาะเลี ยง และค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเพาะเชื อ ในส่วนของแหล่ง
คาร์บอนท าการศึกษาโดยใช้ตัวอย่างของเสียจากกระบวนการกลั่นน  ามันจากโรงงานผลิตน  ามันพืช 3 
แห่ง และศึกษาผลของความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่ค่าความเข้มข้น 1-5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) ส าหรับแหล่งไนโตรเจนท าการศึกษาโดยใช้เพปโตน ทริปโตน ซอยโตน ไกลซีน สารสกัดจาก
ยีสต์ ยูเรีย แอมโมเนียมไนเตรต แอมโมเนียมซัลเฟต โพแทสซียมไนเตรต และโซเดียมไนเตรต โดย
ศึกษาผลของความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่ค่าความเข้มข้น 0.2-1 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนักต่อปริมาตร) 
อุณหภูมิท าการศึกษาที่อุณหภูมิ 35, 40, 45, 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส และสภาวะความเป็น
กรด-ด่างท าการศึกษาที่พีเอช 7, 8, 9 และ 10 ทั งนี ในการทดลองจะมีการท า 3 ซ  า ในแต่ละชุดการ
ทดลอง และน าเอาผลการทดลองดังกล่าวมาวิเคราะห์ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และหาความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจากการวิเคราะห์สถิติโดยใช้ One-Way ANOVA นอกจากนี ในทุกขั นตอนของ
การศึกษาจะท าการวัดปริมาณโปรตีน และวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
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 ผลจากการทดลองพบว่าแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงที่สุด 
เมื่อมีการใช้น  าเสียจากโรงงานผลิตน  ามันพืชแห่งที่ 1 ที่ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) 
เป็นแหล่งคาร์บอน (216.35±0.09 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) และมีการใช้เพปโตนที่ความเข้มข้น 0.6 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน (258.29±0.09 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) ส าหรับ
อุณหภูมิและความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส คือ อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
(277.02±0.25 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) และพีเอช 7 (260.58±0.25 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) ตามล าดับ ดังแสดงใน
ตารางที่ 4-2 ถึง 4-7 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

   ตารางท่ี 4-2 ผลของตัวอย่างของเสียจากโรงงานผลิตน  ามันพืชต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5  
 

 

   ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ  า) อักษร A, B, C, D และ E:  แทนข้อมูลทางสถติิในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั 

      จากการวิเคราะห์ข้อมลูโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
 
    a ชุดควบคุม คือ อาหารเพาะเชื อ basal medium ที่ไม่มีการเตมิน  ามัน  
 
    b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต์ 
 
    c PFAD คือ palm fatty acid distillates และ CSAO คือ crude soybean acid oil 
  

ตัวอย่างของเสีย 
[2 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร)] 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

กิจกรรมสัมพัทธ์ 
(เปอร์เซ็นต์)b 

ชุดควบคุมa 0.67±0.05 113.10±0.29 168.28±0.02 (E)  100.00±0.02 
น  าเสียจากโรงงานผลิตน  ามันพืชแห่งที่ 1 0.68±0.08 146.13±0.03 215.29±0.09 (A)  127.94±0.02 
PFADc จากโรงงานผลิตน  ามันพืชแห่งที่ 1 0.69±0.13 140.37±0.03 203.80±0.11 (B)  121.11±0.02 
น  าล้างจากกระบวนการผลิตน  ามันพืชแห่งที่ 2 0.58±0.12 108.07±0.03 185.64±0.14 (C)  110.31±0.02 
CSAOc จากโรงงานผลิตน  ามันพืชแห่งที่ 2 0.56±0.15   98.48±0.08 175.41±0.16 (D)   104.24±0.02 
น  าเสียจากโรงงานผลิตน  ามันพืชแห่งที่ 3 0.63±0.06 119.52±0.03 188.59±0.38 (C)   112.07±0.02 
Acid oil จากโรงงานผลิตน  ามันพืชแห่งที่ 3 0.54±0.07   93.29±0.27 172.48±0.43 (D)   102.50±0.02 
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    ตารางท่ี 4-3 ผลของความเข้มข้นของน  าเสียจากโรงงานผลิตน  ามันพืชแห่งที่ 1 ที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5  
 

น  าเสียจากโรงงานผลิตน  ามันพืชแห่งที่ 1 
(เปอร์เซ็นต์/ปริมาตรต่อปริมาตร) 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

กิจกรรมสัมพัทธ์ 
(เปอร์เซ็นต์)b 

ชุดควบคุมa 0.67±0.05 113.10±0.29 168.28±0.02 (D) 100.00±0.02 
1 0.76±0.06 154.34±0.33 202.75±0.36 (B) 120.48±0.02 
2 0.67±0.08 145.13±0.03 216.35±0.09 (A) 128.57±0.02 
3 0.65±0.11 137.46±0.18 210.55±0.26 (A) 125.12±0.02 
4 
5 

0.58±0.04 
0.75±0.03 

115.13±0.32 
138.71±0.19 

198.49±0.33 (B) 
185.24±0.18 (C) 

117.95±0.02 
110.08±0.02 

 

 ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ  า) อักษร A, B, C และ D : แทนข้อมูลทางสถิติ ในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี 

    นัยส าคัญจากการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
 
  a ชุดควบคุม คือ อาหารเพาะเชื อ basal medium ที่ไม่มีการเติมน  าเสียจากโรงงานผลิตน  ามันพืชแห่งที่ 1 
 
  b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต ์    
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        ตารางท่ี 4-4 ผลของแหล่งไนโตรเจนที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5  
 

แหล่งไนโตรเจน 
 (0.5% น  าหนักต่อปริมาตร) 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

กิจกรรมสัมพัทธ์ 
(เปอร์เซ็นต์)b 

ชุดควบคุมa 0.68±0.08 146.13±0.03 215.29±0.09 (B)  100.00±0.02 
เพปโตน 0.58±0.18 135.13±0.03 232.29±0.09 (A)  107.90±0.02 
ซอยโตน 0.40±0.53   90.25±0.38 225.57±0.33 (A)  104.77±0.08 
ไกลซีน 0.54±0.04  107.09±0.52 197.38±0.18 (C)    91.68±0.10 
ทริปโตน 0.68±0.03  143.37±0.10 210.85±0.24 (B)    97.94±0.22 
สารสกัดจากยีสต์ 
ยูเรีย 

0.65±0.08 
0.71±0.08 

 129.13±0.03 
 142.55±0.08 

198.29±0.09 (C) 
199.68±0.08 (C) 

   92.10±0.28 
   92.75±0.18 

โพแทสเซียมไนเตรต 
โซเดียมไนเตรต 

0.57±0.04 
0.76±0.01 

 100.88±0.16 
 139.41±0.20 

175.44±0.39 (E) 
 183.22±0.40 (D) 

   81.49±0.05 
   85.10±0.04 

 

± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ  า) อักษร A, B, C, D และ E : แทนข้อมูลทางสถิติ ในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี 

   นัยส าคัญ จากการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
 
a ชุดควบคุม คือ อาหารเพาะเชื อ basal medium ที่ไม่มีการเติมแหล่งไนโตรเจน 
 
b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต ์
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       ตารางท่ี 4-4 (ต่อ) 
 

แหล่งไนโตรเจน 
 (0.5% น  าหนักต่อปริมาตร) 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

กิจกรรมสัมพัทธ์ 
(เปอร์เซ็นต์)b 

แอมโมเนียมไนเตรต  
แอมโมเนียมซลัเฟต 

0.57±0.03 
0.43±0.01 

  105.88±0.16 
  75.41±0.20 

185.44±0.39 (D) 
173.22±0.40 (E) 

86.13±0.22 
80.46±0.14 

 

± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ  า) อักษร A, B, C, D และ E : แทนข้อมูลทางสถิติ ในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี 

   นัยส าคัญ จากการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
 
a ชุดควบคุม คือ อาหารเพาะเชื อ basal medium ที่ไม่มีการเติมแหล่งไนโตรเจน 
 
b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต์ 
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         ตารางที่ 4-5 ผลของความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 
 

เพปโตน 
 (เปอร์เซ็นต์/ 

 น  าหนักต่อปริมาตร) 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

กิจกรรมสัมพัทธ์ 
(เปอร์เซ็นต์)b 

ชุดควบคุมa 0.67±0.10 144.15±0.33 214.13±0.09 (E) 100.00±0.08 
0.2 0.59±0.12 130.15±0.34 220.23±0.28 (D) 102.85±0.19 
0.4 0.49±0.05 111.07±0.49 226.81±0.24 (C) 105.92±0.04 
0.6 0.56±0.18 145.13±0.03 258.29±0.09 (A) 120.62±0.32 
0.8 
1.0 

0.45±0.02 
0.72±0.01 

108.70±0.50 
156.78±0.41 

240.27±0.42 (B) 
218.46±0.35 (D) 

112.21±0.12 
102.02±0.48 

 

± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ  า) อักษร A, B, C, D และ E : แทนข้อมูลทางสถิติ ในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี 

   นัยส าคัญ จากการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
 
a ชุดควบคุม คือ อาหารเพาะเชื อ basal medium ที่ไม่มีการเติมแหล่งไนโตรเจน 
 
b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต์ 
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    ตารางที่ 4-6 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเพาะเชื อที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 
 

ความเป็นกรด-ด่าง 
ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

กิจกรรมสมัพัทธ์ 
(เปอร์เซ็นต์)b 

ชุดควบคุมa 0.56±0.18 145.13±0.03 258.29±0.09 (A) 100.00±0.05 
7 0.59±0.28 154.43±0.01 260.58±0.25 (A) 100.89±0.12 
8 0.48±0.01 120.47±0.97 249.82±0.46 (B)   96.72±0.32 
9 0.66±0.07 146.21±0.51 220.82±0.46 (C)   85.49±0.72 
10 0.76±0.04  150.21±0.51 198.82±0.46 (D)   76.98±0.32 

     
    ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ  า) อักษร A, B, C และ D : แทนข้อมูลทางสถิติ ในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี 

   นัยส าคญั จากการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
 
a ชุดควบคุม คือ อาหารเพาะเชื อ basal medium ที่ไม่มีการปรับคา่ความเป็นกรด-ด่าง 
 
b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต์ 
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40 
 

     ตารางท่ี 4-7 ผลของอุณหภูมิในการบ่มเชื อที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5  
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

35 0.69±0.78 182.13±0.11 263.18±0.05 (B) 
40 0.59±0.48 157.41±0.06 266.44±0.17 (B) 
45 0.65±0.17 180.25±0.21 277.02±0.25 (A) 
50 0.74±0.32 191.19±0.34 258.18±0.88 (C) 
55 0.64±0.09 159.23±0.10 249.69±0.29 (D) 
60 0.48±0.18 111.06±0.08 231.36±0.54 (E) 

 

 ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ  า) อักษร A, B, C, D และ E : แทนข้อมูลทางสถิต ิในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี 

    นัยส าคัญ จากการวเิคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
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 4.4 การศึกษาคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 
  

          เอนไซม์ไลเปสที่มีประสิทธิภาพสูงซึ่งผลิตจากแบคทีเรียที่คัดเลือกในสภาวะอาหารเพาะเชื้อที่
เหมาะสมจะถูกน ามาศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ โดยในการทดลองจะมีการท า 3 ซ้ า ในแต่ละชุดการ
ทดลอง และน าเอาผลการทดลองดังกล่าวมาวิเคราะห์ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และหาความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจากการวิเคราะห์สถิติโดยใช้ One-Way ANOVA นอกจากนี้ในทุกขั้นตอน
ของการศึกษาจะท าการวัดปริมาณโปรตีน และวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส  
 

   ผลจากการทดลองพบว่าค่าความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของ
เอนไซม์ไลเปส คือ พีเอช 10 และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ เอนไซม์มีเสถียรภาพต่อ
ความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิในช่วงกว้างระหว่างพีเอช 8-10 และอุณหภูมิ 40-55 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 4-8 และ 4-9 นอกจากนี้ยังพบว่าการท างาน
เอนไซม์สูงขึ้นเมื่อมี CaCl2, LiCl2,  MgCl2, MnCl2 สารลดแรงตึงผิว และสารอิมัลซิฟายเออร์ โดย

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสไม่ถูกกระตุ้นเมื่อมีตัวยับยั้ง β-mercaptoethanol, DTT และ PMSF 
(ตารางที่ 4-10) จากการศึกษาผลของตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส พบว่า
เอนไซม์มีเสถียรภาพต่อเฮกเซนและเมทานอลสูงที่สุด (ตารางที่ 4-11) ส าหรับการทดสอบ
ประสิทธิภาพของเอนไซม์ไลเปสในการท างานและเสถียรภาพในสภาวะที่มีสารซักล้างชนิดผงและชนิด
เหลวทั้ง 6 ชนิด ที่ความเข้มข้นของสารซักล้าง 1 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเอนไซม์ไลเปสในเปาซิลเวอร์นาโน
มีค่ากิจกรรมเอนไซม์และเสถียรภาพของเอนไซม์สูงที่สุด ดังแสดงในตารางที่ 4-12 และในการศึกษา
ผลความจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสต่อสับสเตรต พบว่าเอนไซม์ไลเปสมีความจ าเพาะต่อน้ ามันมะกอก 
tripalmitin และ p-nitrophenyl palmitate (pNPP) ดังแสดงในตารางที่ 4-13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



58 
 

ตารางท่ี 4-8 ผลของความเป็นกรด-ด่างที่มีต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตจาก 
                แบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 
 

บัฟเฟอร์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

กิจกรรมของเอนไซม์ เสถียรภาพของเอนไซม์ 

โซเดียมอะซิเตท 4   43.47±0.08   45.21±0.24 
โซเดียมอะซิเตท 5   50.98±0.04   53.41±0.02 
โซเดียมอะซิเตท 6   62.54±0.06   65.32±0.11 
ซิเตรท-ฟอสเฟต 6   59.30±0.12   66.36±0.05 
ซิเตรท-ฟอสเฟต 7   73.11±0.10   79.55±0.14 
ฟอสเฟต 7   75.65±0.01   81.72±0.13 
ฟอสเฟต 8   82.18±0.17   89.10±0.09 
ทริส-ไฮโดรคลอไรด ์ 8   88.32±0.20   93.36±0.06 
ทริส-ไฮโดรคลอไรด ์ 9   95.55±0.09   98.34±0.07 
ไกลซีน-โซเดียม 
ไฮดรอกไซด ์

9   97.87±0.14 100.14±0.02 

ไกลซีน-โซเดียม 
ไฮดรอกไซด ์

10  100.04±0.02   97.10±0.01 

 
ตารางท่ี 4-9 ผลของอุณหภูมิที่มีต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย 
                ไอโซเลต MUM1-5 
 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

กิจกรรมของเอนไซม์ เสถียรภาพของเอนไซม์ 

40   69.22±0.08 100.24±0.02 
45   74.68±0.07   95.11±0.02 
50   88.32±0.04   89.30±0.07 
55   91.20±0.12   81.44±0.09 
60  100.17±0.15   70.45±0.12 
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ตารางท่ี 4-10 ผลของสารเคมีที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียไอโซเลต  
                  MUM1-5 
 

สารเคมี กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์)b 
ชุดควบคุมa 100.00±0.06 
ไอออนโลหะ (ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์)  
AlCl3   74.11±0.34 
BaCl2   68.25±0.49 
CaCl2 154.48±0.15 
CoCl2   88.55±0.13 
CsCl2 108.25±0.36 
CuSO4 114.23±0.23 
KCl 101.14±0.18 
LiCl2 148.45±0.35 
MgCl2 158.12±0.02 
MnCl2 115.42±0.35 
ZnCl2 108.30±0.28 
สารลดแรงตึงผิว (ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์)  
Glycerol 128.35±0.15 
Tween 20 112.45±0.13 
Tween 80 132.33±0.19 
Triton X-100 129.12±0.18 
SDS 137.15±0.16 
Sodium cholate 114.10±0.51 
สารอิมัลซิฟายเออร์ (ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์)  
Gum arabic 135.14±0.17 
Gelatin 121.56±0.24 
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ตารางท่ี 4-10 (ต่อ) 
 

สารเคมี กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์)b 

สารยับยั้ง (ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์)  

β-mercaptoethanol   54.33±0.21 
EDTA  108.32±0.32 
DTT   26.14±0.14 
PMSF   65.73±0.31 
Oxidizing agents (ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์)  
Hydrogen peroxide  101.13±0.28 
Sodium hypochlorite    98.21±0.22 
 

a ชุดควบคุม คือ สารผสมที่ไมม่ีการเติมสารเคมตี่าง ๆ 
b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต์ ในการทดลองมีการท าซ้ า 3 ซ้ า 
 

ตารางที ่4-11 ผลของตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย 
                 ไอโซเลต MUM1-5 
 

ตัวท าละลายอินทรีย์ กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

ประเภทไม่ละลายน้ า (ไม่มีขั้ว)  
เฮกเซน 100.00±0.09 
เอทิลอะซีเตท   88.15±0.42 
คลอโรฟอร์ม   95.44±0.15 
ประเภทละลายน้ า (มีขั้ว)  
ไอโซโพรพานอล  78.35±0.23 
เอทานอล   92.15±0.33 
เมทานอล 100.00±0.02 
อะซีโตน   69.21±0.04 
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ตารางที่ 4-12 ผลของสารซักล้างที่มีผลต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จาก
แบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 

 

สารซักล้าง 

กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

กิจกรรมของ
เอนไซม์ 

เสถียรภาพของเอนไซม์ 
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

30 40 50 

เอสเอ 8 พรีเมี่ยม  95.11±0.17  97.14±0.21  92.20±0.11  85.01±0.02 
บรีสเพาเวอร์เทอร์โบ  92.08±0.14  89.71±0.02  84.33±0.08 78.40±0.07 
เปาซิลเวอร์นาโน 100.00±0.12 100.00±0.09 100.00±0.01 100.00±0.02 
ไฮยีน  84.22±0.19   71.27±0.04  65.00±0.07 58.31±0.13 
ไฟน์ไลน์  90.10±0.08   88.51±0.44  81.36±0.19 74.65±0.08 
บรีสเอกเซล ชนิดน้ า  88.21±0.04   79.10±0.29  77.34±0.06 70.98±0.39 

 
ตารางท่ี 4-13 ผลของความจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 ต่อ 
                 สับสเตรต 
 

สับสเตรต กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 
น้ ามันพืช  
น้ ามันมะกอก 100.00±0.02 
น้ ามันมะพร้าว   86.25±0.49 
น้ ามันปาล์ม  98.78±0.15 
น้ ามันถั่วเหลือง   88.95±0.13 
น้ ามันดอกทานตะวัน   94.75±0.16 
น้ ามันงา   91.23±0.23 
น้ ามันละหุ่ง   85.54±0.17 
กลุ่มไตรกลีเซอรอล (triglycerols)  
Tributyrin (C4)  89.75±0.05 
Trilaurin (C12)  96.35±0.13 
Tripalmitin (C16) 100.00±0.14 
Triolein (C18)   92.14±0.18 
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ตารางท่ี 4-13 (ต่อ) 
 

สับสเตรต กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

กลุ่มพารา-ไนโตรฟีนิลเอสเทอร์  
(p-nitrophenylesters)  
p-nitrophenyl caprate (C10) (pNPCA)  88.17±0.10 
p-nitrophenyl laurate (C12) (pNPL)  95.56±0.14 
p-nitrophenyl palmitate (C16) (pNPP) 100.00±0.04 
 
4.5 การศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 ในการขจัดไขมัน 
     บนผ้าฝ้าย 
 

 4.5.1 ผลของการซักล้างในสภาวะความเป็นด่างที่พีเอชต่าง ๆ ที่มีต่อการขจัดน้ ามันมะกอก   
    บนผ้าฝ้าย 

 

  จากการทดลองพบว่าสูตรซักล้างสูตรที่ 4 ที่ประกอบไปด้วยบัฟเฟอร์ไกลซีน-โซเดียม      
ไฮดรอกไซด์ ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 10 เอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียไอโซเลต 
MUM1-5 และสารซักล้างทางการค้า ยี่ห้อเปาซิลเวอร์นาโน ที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ที่สภาวะ
อุณหภูมิห้อง (27-30 องศาเซลเซียส) มีผลท าให้การซักล้างมีประสิทธิภาพสูงสุด โดยปริมาณน้ ามัน
มะกอกที่ถูกขจัดออกจากผ้าฝ้ายสูงที่สุด คือ 92.55 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในตารางที่ 4-14  
 

ตารางท่ี 4-14  ผลของการซักล้างในสภาวะความเป็นด่างที่พีเอชต่าง ๆ ที่มีต่อการขจัดน้ ามันมะกอก 
                   บนผ้าฝ้าย โดยสูตรการซักล้างทั้งหมด 4 สูตร จากการใช้เอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จาก 
                   แบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 
  

พีเอช  
เปอร์เซ็นต์การขจัดน้ ามันมะกอกออกจากผ้าฝ้าย 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 สูตรที่ 4 

B B+L B+D B+D+L 

8 12.50 62.83 73.40 82.98 
9 12.50 78.45 80.96 89.88 
10 12.50 84.78 85.89 92.55 
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หมายเหตุ: B คือ บัฟเฟอร์ทริส-ไฮโดรคลอไรด์ ความเขม้ข้น 50 มิลลิโมลาร ์พีเอช 8,  
                     บัฟเฟอร์ไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเข้มขน้ 50 มิลลิโมลาร ์พีเอช 9 
          บัฟเฟอร์ไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลลโิมลาร ์พีเอช 10 
            L คือ เอนไซมไ์ลเปส (100 ยูนิตต่อมลิลลิิตร) 

         D คือ สารซักล้าง ยี่ห้อเปาซิลเวอร์นาโน ทีค่วามเขม้ข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
 

 4.5.2 ผลของการซักล้างในสภาวะอุณหภูมิต่าง ๆ ที่มีต่อการขจัดน้ ามันมะกอกบน        
     ผ้าฝ้าย 

 

  จากการทดลองพบว่าสูตรซักล้างสูตรที่ 4 ที่ประกอบไปด้วยบัฟเฟอร์ไกลซีน-โซเดียม      
ไฮดรอกไซด์ ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 10 เอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียไอโซเลต 
MUM1-5 และสารซักล้างทางการค้า ยี่ห้อเปาซิลเวอร์นาโน ที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ที่สภาวะ
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีผลท าให้การซักล้างมีประสิทธิภาพสูงสุด โดยปริมาณน้ ามันมะกอกที่ถูก
ขจัดออกจากผ้าฝ้ายสูงที่สุด คือ 94.05 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในตารางที่ 4-15  
 

 ตารางที่ 4-15 ผลของการซักล้างในสภาวะอุณหภูมิต่าง ๆ ที่มีต่อการขจัดน้ ามันมะกอกบนผ้าฝ้าย
โดยสูตรการซักล้างทั้งหมด 4 สูตร จากการใช้เอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จาก                      
แบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 

 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
เปอร์เซ็นต์การขจัดน้ ามันมะกอกออกจากผ้าฝ้าย 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 สูตรที่ 4 

B B+L B+D B+D+L 
30 12.50 83.58 86.09 94.05 
40 12.50 79.51 81.04 86.02 
50 12.50 72.18 75.51 81.54 

 

หมายเหตุ: B คือ บัฟเฟอร์ไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเข้มขน้ 50 มิลลิโมลาร ์พีเอช 10 
          L คือ เอนไซม์ไลเปส (100 ยูนิตต่อมิลลลิิตร) 
         D คือ สารซักล้าง ยี่ห้อเปาซิลเวอร์นาโน ทีค่วามเขม้ข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
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4.6 การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากตัวอย่างน้ าเสียและ 
     น้ าเสียจากระบบบ าบัดน้ าเสียของโรงงานผลิตน้ ามันพืช 
 

จากการคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสจากตัวอย่างน้ าในบริเวณต่าง ๆ 
จ านวน 9 แห่ง คือ น้ าเสียบริเวณถังดักไขมันหลังอาคารโภชนาการ มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิม        
พระเกียรติ จ านวน 3 แห่ง น้ าเสียบริเวณร้านอาหารนอกมหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จ านวน 
3 แห่ง รวมทั้งตะกอนและน้ าเสียจากระบบบ าบัดน้ าเสียของโรงงานผลิตน้ ามันพืชในเขตจังหวัด
สมุทรปราการ จ านวน 3 แห่ง (ภาพที่ 4-3) บนอาหาร lipase test medium (Tween 80 agar) โดย
ใช้เทคนิค Spread plate พบแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจ านวน 85 ไอโซเลต 
(ตารางที่ 4-16) ซึ่งสังเกตจากตะกอนขุ่นขาวรอบ ๆ โคโลนีที่ขึ้นบนอาหาร lipase test medium 
(Tween 80 agar) (ภาพที่ 4-4)  

 
 

                           
 
 

ภาพที่ 4-3  ตัวอย่างตะกอนจากบ่อบ าบัดน้ าเสีย (A) และน้ าเสียจากกระบวนการผลิตน้ ามันพืชและ 
               น้ าเสียจากระบบบ าบัดน้ าเสียของโรงงานผลิตน้ ามันพืช (B) 

 

 
 

         ภาพที่ 4-4  ลักษณะของตะกอนขุ่นขาวรอบ ๆ โคโลนีที่ข้ึนบนอาหาร lipase test medium 
              (Tween 80 agar) ที่คัดแยกได้จากน้ าเสียที่ปนเปื้อนน้ ามัน 

A B 
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4.7 การคัดเลือกแบคทีเรียจากตัวอย่างน้ าเสียและน้ าเสียจากระบบบ าบัดน้ าเสียของโรงงานผลิต  
     น้ ามันพืชที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
 

 จากการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสบนอาหารเพาะเชื้อ lipase test medium 
(Tween 80) โดยวิธี Agar well diffusion โดยสังเกตจากการสร้างตะกอนขุ่นขาว พบว่าไอโซเลต 
POSW-1 มีการสร้างโซนตะกอนขุ่นขาวกว้างที่สุด คือ 35.00 มิลลิเมตร ล าดับรองลงมา คือ ไอโซเลต 
WWSC-2 มีขนาด 34.50 มิลลิเมตร ไอโซเลต PFWS-4 และ WSSW-4 มีขนาด 32.50 มิลลิเมตร     
ไอโซเลต GS-4 มีขนาด 30.10 มิลลิเมตร และไอโซเลต HCUC11-10 ขนาด 28.80 มิลลิเมตร 
ตามล าดับ ดังแสดงในภาพที่ 4-5 และตารางที่ 4-16 ส าหรับการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส
บนอาหารเพาะเชื้อ tributyrin agar โดยวิธี Agar well diffusion โดยสังเกตจากโซนใส พบว่า     
ไอโซเลต POSW-1 มีการสร้างโซนใสกว้างที่สุด คือ 20.50 มิลลิเมตร ล าดับรองลงมา คือ ไอโซเลต 
WWSC-2 มีขนาด 19.30 มิลลิเมตร ไอโซเลต PFWS-4 และ WSSW-4 มีขนาด 18.85 มิลลิเมตร     
ไอโซเลต GS-4 มีขนาด 18.40 มิลลิเมตร และไอโซเลต HCUC11-10 ขนาด 18.25 มิลลิเมตร 
ตามล าดับ ตามล าดับ ดังแสดงในภาพที่ 4-6 และตารางที่ 4-16 

 

     
 

ภาพที่ 4-5 ลักษณะตะกอนขุ่นขาวที่เกิดข้ึนในการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียที่
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยคัดแยกได้จากตัวอย่างน้ าเสียด้วยวิธี Agar well 
diffusion บนอาหาร lipase test medium (Tween 80 agar) 

 
 
 
 
 
 
 

HCUC 9-2 HCUC 9-4 

GS-3 GS-4 POSW-1 

9-2 

WWSC-2 

PFWS-4 WSSW-4 
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ภาพที่ 4-6 ลักษณะโซนใสที่เกิดขึ้นในการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียที่ 
คัดแยกได้จากตัวอย่างน้ าเสียด้วยวิธี Agar well diffusion บนอาหาร tributyrin agar 

 
จากนั้นท าการวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสด้วยวิธี photometric assay พบว่าไอโซเลต 

POSW-1 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสูงที่สุด เท่ากับ 216.55 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมา คือ        
ไอโซเลต WWSC-2 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส เท่ากับ 204.10 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ไอโซเลต PFWS-
4 และ WSSW-4 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส เท่ากับ 191.00 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ไอโซเลต GS-4 มี
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส เท่ากับ 189.07 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และไอโซเลต HCUC11-10 มีกิจกรรม
ของเอนไซม์ไลเปส เท่ากับ 188.56 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ทั้งนี้ในการคัดเลือกไอโซเลตที่มี
ประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีที่สุด พบว่าคือ ไอโซเลต POSW-1 (ตารางที่ 4-16) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HCUC 9-2 HCUC 9-4 

GS-3 GS-4 
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ตารางท่ี 4-16 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก    
                ตัวอย่างน้ าเสียและน้ าเสียจากระบบบ าบัดน้ าเสียของโรงงานผลิตน้ ามันพืช 
 

 
 

ล าดับ รหัสไอโซเลต 
ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง (มิลลิเมตร) กิจกรรมของ

เอนไซม์ 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

Lipase test 
medium 

Tributyrin agar 

1 HCUC5-1 27.60 16.00   180.20 
2 HCUC5-2 25.00 15.00   163.00 
3 HCUC5-3 24.00 14.00   118.06 
4 HCUC5-4 17.00 13.00   160.03 
5 HCUC9-1 16.60 16.00   115.56 
6 HCUC9-2 19.50 15.50   110.10 
7 HCUC9-3 23.00 14.20     94.81 
8 HCUC9-4 26.00 12.00     82.75 
9 HCUC9-5 25.00 13.40     90.05 
10 HCUC11-1 24.50 16.00   114.31 
11 HCUC11-2 18.00 14.00   110.14 
12 HCUC11-3 16.50 12.60     92.00 
13 HCUC11-4 16.00 15.00     96.10 
14 HCUC11-5 14.50 13.00     93.25 
15 HCUC11-6 18.00 14.00    118.64 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 

HCUC11-7 
HCUC11-8 
HCUC11-9 

  HCUC11-10  
LTW-1 
LTW-2 
LTW-3 
PPW-1 
PPW-2 
SPW-1 
SPW-2 

19.40 
18.20 
17.40 
28.80 
25.40 
21.00 
16.10 
16.50 
19.00 
21.00 
27.00 

14.50 
16.30 
17.20 
18.25 
11.20 
10.50 
14.00 
17.00 
16.40 
12.00 
13.50 

   116.15 
   129.50 
  130.25 
  188.56 
    79.42 
  106.35 
  124.26 
  135.54 
  152.33 
    74.70 
    65.98 
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ตารางท่ี 4-16 (ต่อ)  

ล าดับ รหัสไอโซเลต 
ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง (มิลลิเมตร) กิจกรรมของ

เอนไซม์ 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) Lipase test medium Tributyrin agar 

27 GS-1 22.40 15.50   169.88 
28 GS-2 26.00 14.00   177.50 
29 GS-3 28.00 15.50   182.10 
30 GS-4  30.10 18.40   189.07 
31 UWS-1 14.50  13.00     50.64 
32 UWS-2 16.30 11.50     44.25 
33 UWS-3 27.50 15.25    178.40 
34 UDS-1 27.00 16.00    165.53 
35 UDS-2 23.50 13.00    160.92 
36 UWW-1 26.40 13.50      30.54 
37 UWW-2 21.70 12.00      45.35 
38 UWW-3 28.00 11.50      54.15 
39 UCP-1 17.00 15.40      74.18 
40 UCP-2 18.50 15.00      68.00 
41 AOST-1 24.40 15.30      85.80 
42 AOST-1 21.50 14.00      70.15 
43 POST-1 23.60 17.00      50.27 
44 POST-2 22.00 17.50      46.00 
45 POST-3 24.30 16.70      36.38 
46 POST-4 19.55 15.20      55.95 
47 ROST-1 18.00 13.00      64.25 
48 ROST-2 16.40 15.50      75.13 
49 SBOST-1 17.50 13.00    119.54 
50 SBOST-2 19.50 11.50    103.85 
51 SBOST-3 17.50 14.00    102.24 
52 
53 
54 
55 
56 

SBOST-4 
SBOST-5 
STST-1 

WWST-1 
WWST-2 

19.30 
20.60 
27.00 
17.50 
16.00 

12.50 
13.40 
17.00 
16.50 
15.00 

    90.25 
    89.15 
  105.76 
  150.64 
  168.65 
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ตารางท่ี 4-16 (ต่อ)  

  

ล าดับ รหัสไอโซเลต 
ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง (มิลลิเมตร) กิจกรรมของ

เอนไซม์ 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

Lipase test 
medium 

Tributyrin agar 

57 AOWW-1 11.00 14.50   112.34 
58 AOWW-2 16.00 13.00   114.62 
59 POWW-1 11.50 16.00   105.90 
60 ROWW-1 20.10 15.50   171.00 
61 ROWW-2 25.70 18.00   160.64 
62 SBOWW-2 24.30 16.50   114.40 
63 STWW-1 22.00 12.50    67.42 
64 STWW-2 25.50 15.60    56.23 
65 WWWW-1 23.50 18.00  110.90 
66 WWWW-2 26.20 17.00  109.48 
67 WWSC-1 28.70 16.80  160.20 
68 WWSC-2  34.50 19.30  204.10 
69 WWSC-3 26.50 16.40  161.28 
70 WWSC-4 28.00 17.50  178.42 
71 PFWS-1 23.50 16.50  165.87 
72 PFWS-2 20.00 16.10  168.95 
73 PFWS-3 25.40 16.55  171.27 
74 PFWS-4  32.50 18.85  190.89 
75 POSW-1  35.00 20.50  216.55 
76 ROSW-1 27.55 16.00  165.91 
77 ROSW-2 25.00 16.50  161.15 
78 ROSW-3 25.60 17.50  159.45 
79 ROSW-4 27.40 17.80  169.64 
80 ROSW-5 19.50 15.00  158.50 
81 WSSW-1 26.50 17.00  188.94 
82 
83 
84 
85 

WSSW-2 
WSSW-3 
WSSW-4  
WSSW-5 

25.30 
27.60 
32.50 
27.80 

15.50 
16.00 
18.85 
17.50 

 170.59 
 179.95 
 190.86 
 165.64 
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* รหัสไอโซเลตตั้งตามแหล่งที่พบไอโซเลต ตามด้วยครั้งที่พบเชื้อ และล าดับเช้ือ เช่น HCUC 5-1 HCU คือ ช่ือแหล่ง 
  ที่พบเชื้อ เลข 1 ตัวแรก คือ เช้ือท่ีพบในครั้งแรกของการคัดเลือก เลข 1 ตัวที่สอง คือ เช้ือสายพันธุ์ท่ีหนึ่ง 
** HCUC ย่อมาจาก Huachiew Chalermprakiet University Canteen, LTW ย่อมาจาก Lotus water, PPW 
    ย่อมาจาก Pa Pad water และ SPW ย่อมาจาก Samutprakarn water 

** GS ย่อมาจาก Gas station, U ย่อมาจาก Unison, WS ย่อมาจาก Wet sediment, DS ย่อมาจาก Dry 
   sediment, WW ย่อมาจาก Waste water, CP ย่อมาจาก Canteen pond และ ST ย่อมาจาก Slope tank 
** WW ย่อมาจาก Wash water, SC ย่อมาจาก Soil crude, PFWS ย่อมาจาก Palm fatty acid distillate and  
    wastewater sump, SW ย่อมาจาก Sludge from the wastewater treatment system 
 

4.8 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 
 

   น าแบคทีเรียที่ผ่านการคัดเลือกแล้วมาศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
โดยท าการศึกษาถึงปัจจัยต่าง ๆ ที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส ได้แก่ แหล่งคาร์บอน แหล่ง
ไนโตรเจน อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง และค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเพาะเชื้อ ในส่วนของแหล่ง
คาร์บอนท าการศึกษาโดยใช้ตัวอย่างของเสียจากกระบวนการกลั่นน้ ามันจากโรงงานผลิตน้ ามันพืช 3 
แห่ง และศึกษาผลของความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่ค่าความเข้มข้น 1-5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) ส าหรับแหล่งไนโตรเจนท าการศึกษาโดยใช้เพปโตน ทริปโตน ซอยโตน ไกลซีน สารสกัดจาก
ยีสต์ ยูเรีย แอมโมเนียมไนเตรต แอมโมเนียมซัลเฟต โพแทสซียมไนเตรต และโซเดียมไนเตรต โดย
ศึกษาผลของความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่ค่าความเข้มข้น  0.2-1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อ
ปริมาตร) อุณหภูมิท าการศึกษาที่อุณหภูมิ 35, 40, 45, 50, 55 และ 60 องศาเซลเซียส และสภาวะ
ความเป็นกรด-ด่างท าการศึกษาท่ีพีเอช 7, 8, 9 และ 10 ทั้งนี้ในการทดลองจะมีการท า 3 ซ้ า ในแต่ละ
ชุดการทดลอง และน าเอาผลการทดลองดังกล่าวมาวิเคราะห์ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และหา
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจากการวิเคราะห์สถิติโดยใช้  One-Way ANOVA นอกจากนี้ใน         
ทุกขั้นตอนของการศึกษาจะท าการวัดปริมาณโปรตีน และวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
 

ผลจากการทดลองพบว่าแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงที่สุด 
เมื่อมีการใช้น้ าเสียจากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 1 ที่ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน (235.15±0.25 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) และมีการใช้เพปโตนที่ความเข้มข้น 
0.4 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน (255.01±0.24 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) ส าหรับ
อุณหภูมิและความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส คือ อุณหภูมิห้อง 35 องศา
เซลเซียส (267.18±0.05 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) และพีเอช 7 (259.08±0.10 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) ตามล าดับ 
ดังแสดงในตารางที่ 4-17 ถึง 4-22 



 
 

ตารางท่ี 4-17 ผลของตัวอย่างของเสียจากโรงงานผลิตน้ ามันพืชต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ้ า) อักษร A, B, C, D และ E:  แทนข้อมูลทางสถิติในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั 

   จากการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
 
a ชุดควบคุม คือ อาหารเพาะเชื้อ basal medium ที่ไม่มีการเติมน้ ามัน  
 
b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต์ 
 
c PFAD คือ palm fatty acid distillates และ CSAO คือ crude soybean acid oil 

 
 
 

ตัวอย่างของเสีย 
[2 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร)] 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

กิจกรรมสัมพัทธ์ 
(เปอร์เซ็นต์)b 

ชุดควบคุมa 0.59±0.05 93.85±0.29 159.45±0.02 (E)  100.00±0.02 
น้ าเสียจากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 1 0.70±0.08 165.10±0.03 235.55±0.25 (A)  147.73±0.05 
PFADc จากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 1 0.69±0.03 145.25±0.04 209.88±0.08 (B)  131.63±0.01 
น้ าล้างจากกระบวนการผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 2 0.56±0.12    98.07±0.03 175.64±0.14 (C)  110.15±0.12 
CSAOc จากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 2 0.59±0.15   97.48±0.08 165.10±0.26 (D)   103.54±0.08 
น้ าเสียจากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 3 0.55±0.06   94.52±0.13 171.59±0.18 (C)   107.61±0.05 
Acid oil จากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 3 0.59±0.07   95.40±0.27 161.08±0.13 (D)   101.02±0.09  71  
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   ตารางท่ี 4-18 ผลของความเข้มข้นของน้ าเสียจากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 1 ที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 
 

น้ าเสียจากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 1 
 (เปอร์เซ็นต์/ปริมาตรต่อปริมาตร) 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

กิจกรรมสัมพัทธ์ 
(เปอร์เซ็นต์)b 

ชุดควบคุมa 0.70±0.05 112.50±0.29 160.18±0.08 (D) 100.00±0.02 
1 0.73±0.06 144.50±0.12 197.15±0.06 (B) 123.08±0.15 
2 0.70±0.08 165.10±0.03 235.15±0.25 (A) 146.80±0.12 
3 0.69±0.11 159.16±0.18 230.44±0.16 (A) 143.86±0.25 
4 
5 

0.58±0.04 
0.75±0.03 

113.30±0.22 
140.50±0.09 

195.19±0.20 (B) 
187.14±0.08 (C) 

121.86±0.07 
116.83±0.02 

 

± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ้ า) อักษร A, B, C และ D : แทนข้อมูลทางสถิติ ในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มคีวามแตกต่างกันอยา่งมี 

   นัยส าคัญ จากการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
 
a ชุดควบคุม คือ อาหารเพาะเช้ือ basal medium ที่ไม่มีการเติมน้ าเสียจากโรงงานผลิตน้ ามันพืชแห่งที่ 1 
 
b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต์     
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     ตารางท่ี 4-19 ผลของแหล่งไนโตรเจนที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 
 

แหล่งไนโตรเจน 
 (0.5% น้ าหนักต่อปริมาตร) 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

กิจกรรมสัมพัทธ์ 
(เปอร์เซ็นต์)b 

ชุดควบคุมa 0.71±0.08  166.50±0.03 234.59±0.02 (B)  100.00±0.02 
เพปโตน 0.69±0.08  170.13±0.03 246.29±0.01 (A)  104.99±0.02 
ซอยโตน 0.70±0.03  168.35±0.08 240.47±0.03 (A)  102.51±0.18 
ไกลซีน 0.54±0.06  109.01±0.12 201.20±0.08 (C)    85.77±0.10 
ทริปโตน 0.70±0.06  160.17±0.10 228.15±0.14 (B)    97.25±0.12 
สารสกัดจากยีสต์ 
ยูเรีย 

 0.71±0.09 
 0.54±0.01 

 162.73±0.13 
 107.55±0.15 

229.29±0.19 (B) 
199.05±0.07 (C) 

   97.74±0.08 
   84.85±0.18 

โพแทสเซียมไนเตรต 
โซเดียมไนเตรต 

 0.59±0.02 
 0.55±0.01 

 109.58±0.02 
 100.28±0.06 

185.40±0.29 (D) 
182.02±0.20 (D) 

   79.03±0.02 
   77.59±0.14 

 

± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ้ า) อักษร A, B, C และ D : แทนข้อมูลทางสถิติ ในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มคีวามแตกต่างกันอยา่งมี 

   นัยส าคัญ จากการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
 
a ชุดควบคุม คือ อาหารเพาะเชื้อ basal medium ที่ไม่มีการเติมแหล่งไนโตรเจน 
 
b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต์ 
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 ตารางท่ี 4-19 (ต่อ) 
 

แหล่งไนโตรเจน 
 (0.5% น้ าหนักต่อปริมาตร) 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

กิจกรรมสัมพัทธ์ 
(เปอร์เซ็นต์)b 

แอมโมเนียมไนเตรต  
แอมโมเนียมซัลเฟต 

0.59±0.03 
0.59±0.01 

  108.95±0.12 
  107.99±0.20 

184.30±0.39 (D) 
183.00±0.40 (D) 

78.56±0.22 
78.01±0.14 

 

± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ้ า) อักษร A, B, C และ D : แทนข้อมูลทางสถิติ ในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มคีวามแตกต่างกันอยา่งมี 

   นัยส าคัญ จากการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
 
a ชุดควบคุม คือ อาหารเพาะเชื้อ basal medium ที่ไม่มีการเติมแหล่งไนโตรเจน 
 
b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต์ 
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       ตารางท่ี 4-20 ผลของความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 
 

เพปโตน 
 (% น้ าหนักต่อปริมาตร) 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

กิจกรรมสัมพัทธ์ 
(เปอร์เซ็นต์)b 

ชุดควบคุมa 0.71±0.08 167.50±0.03 235.10±0.02 (C) 100.00±0.02 
0.2 0.70±0.02 165.25±0.14 236.03±0.18 (C) 100.40±0.09 
0.4 0.69±0.01 176.09±0.20 255.01±0.24 (A) 108.47±0.14 
0.6 0.68±0.18 165.03±0.15 242.29±0.09 (B) 103.06±0.12 
0.8 
1.0 

0.69±0.02 
0.70±0.11 

158.20±0.02 
154.28±0.14 

229.27±0.22 (D) 
220.46±0.05 (E) 

  97.52±0.02 
  93.77±0.48 

 

± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ้ า) อักษร A, B, C, D และ E : แทนข้อมูลทางสถิติ ในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี 

   นัยส าคัญ จากการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
 
a ชุดควบคุม คือ อาหารเพาะเชื้อ basal medium ที่ไม่มีการเติมแหล่งไนโตรเจน 
 
b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต์ 
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    ตารางท่ี 4-21 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเพาะเชื้อที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 
 

ความเป็นกรด-ด่าง 
ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

กิจกรรมสัมพัทธ์ 
(เปอร์เซ็นต์)b 

ชุดควบคุมa 0.69±0.01 176.59±0.20   255.85±0.14 (A) 100.00±0.01 
7 0.59±0.12 153.03±0.01   259.08±0.10 (A) 101.26±0.18 
8 0.48±0.01 119.47±0.97   248.02±0.01 (B)   96.94±0.22 
9 0.66±0.07 146.21±0.51   220.16±0.06 (C)   86.05±0.04 
10 0.76±0.04 149.11±0.40   196.20±0.03 (D)   76.69±0.12 

 
± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ้ า) อักษร A, B, C และ D : แทนข้อมูลทางสถิติ ในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มคีวามแตกต่างกันอยา่งมี 

   นัยส าคญั จากการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
 
a ชุดควบคุม คือ อาหารเพาะเชื้อ basal medium ทีไ่ม่มีการปรับคา่ความเป็นกรด-ด่าง 
 
b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต์ 
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       ตารางท่ี 4-22 ผลของอุณหภูมิในการบ่มเชื้อที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
(ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 

กิจกรรมจ าเพาะ 
(ยูนิตต่อมิลลิกรัม) 

35 0.69±0.78 184.83±0.20 267.18±0.05 (A) 
40 0.59±0.28 153.85±0.02 260.44±0.17 (B) 
45 0.58±0.04 149.25±0.11 257.02±0.25 (B) 
50 0.58±0.32 142.29±0.24 245.18±0.88 (C) 
55 0.60±0.09 143.63±0.05 239.09±0.29 (D) 
60 0.59±0.18 136.16±0.45 230.36±0.54 (E) 

 

± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) (ท าการทดลอง 3 ซ้ า) อักษร A, B, C, D และ E : แทนข้อมูลทางสถิติ ในกรณีที่มีการใช้ตัวอักษรเหมือนกัน หมายถึง ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมี 

     นัยส าคัญ จากการวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้ Tukey HSDa post hoc test (α = 0.05) 
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4.9 การศึกษาคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 
  

          เอนไซม์ไลเปสที่มีประสิทธิภาพสูงซึ่งผลิตจากแบคทีเรียที่คัดเลือกในสภาวะอาหารเพาะเชื้อที่
เหมาะสมจะถูกน ามาศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม์ โดยในการทดลองจะมีการท า 3 ซ้ า ในแต่ละชุดการ
ทดลอง และน าเอาผลการทดลองดังกล่าวมาวิเคราะห์ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และหาความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญจากการวิเคราะห์สถิติโดยใช้ One-Way ANOVA นอกจากนี้ในทุกขั้นตอน
ของการศึกษาจะท าการวัดปริมาณโปรตีน และวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส  
 

ผลจากการทดลองพบว่าค่าความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของ
เอนไซม์ไลเปส คือ พีเอช 10 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ตามล าดับ เอนไซม์มีเสถียรภาพต่อ
ความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิในช่วงกว้างระหว่างพีเอช 8-10 และอุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 4-23 และ 4-24 นอกจากนี้ยังพบว่าการท างาน
เอนไซม์สูงขึ้นเมื่อมี CaCl2, MnCl2, MgCl2, KCl, ZnCl2 สารลดแรงตึงผิว และสารอิมัลซิฟายเออร์ 
โดยกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสไม่ถูกกระตุ้นเมื่อมีตัวยับยั้ง β-mercaptoethanol, DTT และ PMSF 
(ตารางที่ 4-25) จากการศึกษาผลของตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส พบว่า
เอนไซม์มีเสถียรภาพต่อเฮกเซนและเมทานอลสูงที่สุด (ตารางที่ 4-26) ส าหรับการทดสอบ
ประสิทธิภาพของเอนไซม์ไลเปสในการท างานและเสถียรภาพในสภาวะที่มีสารซักล้างชนิดผงและชนิด
เหลวทั้ง 6 ชนิด ที่ความเข้มข้นของสารซักล้าง 1 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเอนไซม์ไลเปสในเปาซิลเวอร์นาโนมี
ค่ากิจกรรมเอนไซม์และเสถียรภาพของเอนไซม์สูงที่สุด ดังแสดงในตารางที่ 4-27 และในการศึกษาผล
ความจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสต่อสับสเตรต พบว่าเอนไซม์ไลเปสมีความจ าเพาะต่อน้ ามันมะกอก 
tripalmitin และ p-nitrophenyl palmitate (pNPP) ดังแสดงในตารางที่ 4-28 
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ตารางท่ี 4-23 ผลของความเป็นกรด-ด่างที่มีต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตจาก 
                 แบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 
 

บัฟเฟอร์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

กิจกรรมของเอนไซม์ เสถียรภาพของเอนไซม์ 

โซเดียมอะซิเตท 4   40.15±0.08   43.20±0.18 
โซเดียมอะซิเตท 5   47.48±0.04   50.25±0.12 
โซเดียมอะซิเตท 6   52.10±0.02   62.36±0.01 
ซิเตรท-ฟอสเฟต 6   57.20±0.08   68.38±0.25 
ซิเตรท-ฟอสเฟต 7   70.18±0.04   79.44±0.34 
ฟอสเฟต 7   76.35±0.11   82.22±0.13 
ฟอสเฟต 8   84.12±0.16   90.19±0.09 
ทริส-ไฮโดรคลอไรด ์ 8   89.27±0.09   92.24±0.06 
ทริส-ไฮโดรคลอไรด ์ 9   96.15±0.09   99.54±0.11 
ไกลซีน-โซเดียม 
ไฮดรอกไซด ์

9   98.55±0.24 100.04±0.01 

ไกลซีน-โซเดียม 
ไฮดรอกไซด ์

10 100.02±0.22   97.50±0.10 

 
ตารางท่ี 4-24 ผลของอุณหภูมิที่มีต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย 
                 ไอโซเลต POSW-1 
 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

กิจกรรมของเอนไซม์ เสถียรภาพของเอนไซม์ 

40   95.12±0.04 100.04±0.15 
45   98.18±0.05   99.10±0.08 
50 100.02±0.14   98.00±0.04 
55   89.05±0.10   81.35±0.19 
60   80.17±0.15   75.25±0.20 
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ตารางท่ี 4-25 ผลของสารเคมีที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียไอโซเลต  
                  POSW-1 
 

สารเคมี กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์)b 
ชุดควบคุมa 100.00±0.02 
ไอออนโลหะ (ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์)  
AlCl3   84.52±0.14 
BaCl2   88.15±0.09 
CaCl2 155.30±0.05 
CoCl2   78.45±0.03 
CsCl2   98.15±0.15 
CuSO4   99.13±0.13 
KCl 125.15±0.08 
LiCl2 108.00±0.25 
MgCl2 134.22±0.18 
MnCl2 140.30±0.05 
ZnCl2 118.10±0.25 
สารลดแรงตึงผิว (ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์)  
Glycerol 126.15±0.05 
Tween 20 125.25±0.10 
Tween 80 132.13±0.28 
Triton X-100 137.02±0.08 
SDS 139.15±0.16 
Sodium cholate 120.10±0.40 
สารอิมัลซิฟายเออร์ (ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์)  
Gum arabic 128.14±0.07 
Gelatin 129.35±0.04 
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ตารางท่ี 4-25 (ต่อ) 
 

สารเคมี กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์)b 

สารยับยั้ง (ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์)  

β-mercaptoethanol   45.23±0.11 
EDTA  116.12±0.02 
DTT   35.04±0.24 
PMSF   55.46±0.15 
Oxidizing agents (ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์)  
Hydrogen peroxide  106.10±0.18 
Sodium hypochlorite    97.28±0.40 
 

a ชุดควบคุม คือ สารผสมที่ไม่มีการเติมสารเคมีต่าง ๆ 
b กิจกรรมสัมพัทธ์ค านวณโดยการใช้ชุดควบคุมเป็นค่าอ้างอิงที่ 100 เปอร์เซ็นต์ ในการทดลองมีการ
ท าซ้ า 3 ซ้ า 
 

ตารางที ่4-26 ผลของตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย 
                  ไอโซเลต POSW-1 
 

ตัวท าละลายอินทรีย์ กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

ประเภทไม่ละลายน้ า (ไม่มีขั้ว)  
เฮกเซน 100.00±0.02 
เอทิลอะซีเตท   98.05±0.12 
คลอโรฟอร์ม   85.14±0.08 
ประเภทละลายน้ า (มีขั้ว)  
ไอโซโพรพานอล  88.25±0.03 
เอทานอล   95.15±0.05 
เมทานอล 100.00±0.08 
อะซีโตน   79.01±0.15 
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ตารางท่ี 4-27 ผลของสารซักล้างที่มีผลต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จาก 
                  แบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 
 

สารซักล้าง 

กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

กิจกรรมของเอนไซม์ 
เสถียรภาพของเอนไซม์ 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

30 40 50 

เอสเอ 8 พรีเมี่ยม   90.01±0.14   87.24±0.01   82.20±0.55   75.01±0.02 
บรีสเพาเวอร์เทอร์โบ   96.08±0.10   92.65±0.12   87.33±0.28   77.40±0.08 
เปาซิลเวอร์นาโน 100.00±0.02 100.00±0.15 100.00±0.24 100.00±0.08 
ไฮยีน   88.12±0.29   80.20±0.20   75.60±0.07   68.45±0.03 
ไฟน์ไลน์   95.20±0.18   90.40±0.34   88.16±0.19   85.25±0.08 
บรีสเอกเซล ชนิดน้ า   89.01±0.08   85.10±0.17   80.34±0.06   78.18±0.19 

 
ตารางท่ี 4-28 ผลของความจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 ต่อ 
                 สับสเตรต 
 

สับสเตรต กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 
น้ ามันพืช  
น้ ามันมะกอก 100.00±0.02 
น้ ามันมะพร้าว   86.04±0.19 
น้ ามันปาล์ม   98.27±0.11 
น้ ามันถั่วเหลือง   93.45±0.23 
น้ ามันดอกทานตะวัน   90.75±0.12 
น้ ามันงา   88.25±0.24 
น้ ามันละหุ่ง   85.14±0.10 
น้ ามันร าข้าว   95.28±0.03 
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ตารางท่ี 4-28 (ต่อ) 
 

สับสเตรต กิจกรรมสัมพัทธ์ (เปอร์เซ็นต์) 

กลุ่มไตรกลีเซอรอล (triglycerols)  
Tributyrin (C4)  85.19±0.01 
Trilaurin (C12)  98.12±0.03 
Tripalmitin (C16) 100.00±0.14 
Triolein (C18)   90.08±0.04 
กลุ่มพารา-ไนโตรฟีนิลเอสเทอร์  
(p-nitrophenylesters)  
p-nitrophenyl caprate (C10) (pNPCA)  89.27±0.13 
p-nitrophenyl laurate (C12) (pNPL)  96.16±0.45 
p-nitrophenyl palmitate (C16) (pNPP) 100.00±0.04 

 
4.10 การศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 ในการขจัด 
       ไขมันบนผ้าฝ้าย 
 

  4.10.1 ผลของการซักล้างในสภาวะความเป็นด่างท่ีพีเอชต่าง ๆ ท่ีมีต่อการขจัดน้ ามัน 
                มะกอกบนผ้าฝ้าย 
 

    จากการทดลองพบว่าสูตรซักล้างสูตรที่ 4 ที่ประกอบไปด้วยบัฟเฟอร์ไกลซีน-โซเดียม      
ไฮดรอกไซด์ ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 10 เอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียไอโซเลต 
POSW-1 และสารซักล้างทางการค้า ยี่ห้อเปาซิลเวอร์นาโน ที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ที่สภาวะ
อุณหภูมิห้อง (27-30 องศาเซลเซียส) มีผลท าให้การซักล้างมีประสิทธิภาพสูงสุด โดยปริมาณน้ ามัน
มะกอกที่ถูกขจัดออกจากผ้าฝ้ายสูงที่สุด คือ 98.55 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในตารางที่ 4-29  

 
 
 
 
 
 
 

 



84 
 

ตารางท่ี 4-29  ผลของการซักล้างในสภาวะความเป็นด่างที่พีเอชต่าง ๆ ที่มีต่อการขจัดน้ ามันมะกอก 
                   บนผ้าฝ้าย โดยสูตรการซักล้างทั้งหมด 4 สูตร จากการใช้เอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จาก 
                   แบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 
  

พีเอช  

เปอร์เซ็นต์การขจัดน้ ามันมะกอกออกจากผ้าฝ้าย 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 สูตรที่ 4 

B B+L B+D B+D+L 
8 12.50 75.02 74.10 88.45 
9 12.50 80.15 80.40 92.60 
10 12.50 88.56 85.25 98.55 

 

หมายเหตุ: B คือ บัฟเฟอร์ทริส-ไฮโดรคลอไรด์ ความเขม้ข้น 50 มิลลิโมลาร ์พีเอช 8,  
                     บัฟเฟอร์ไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเข้มขน้ 50 มิลลิโมลาร ์พีเอช 9 
          บัฟเฟอร์ไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 50 มิลลโิมลาร ์พีเอช 10 
            L คือ เอนไซมไ์ลเปส (100 ยูนิตต่อมลิลลิิตร) 

         D คือ สารซักล้าง ยี่ห้อเปาซิลเวอร์นาโน ที่ความเขม้ข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
 

 4.10.2 ผลของการซักล้างในสภาวะอุณหภูมิต่าง ๆ ท่ีมีต่อการขจัดน้ ามันมะกอก 
                บนผ้าฝ้าย 
 

    จากการทดลองพบว่าสูตรซักล้างสูตรที่ 4 ที่ประกอบไปด้วยบัฟเฟอร์ไกลซีน-โซเดียม      
ไฮดรอกไซด์ ที่ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 10 เอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียไอโซเลต 
POSW-1 และสารซักล้างทางการค้า ยี่ห้อเปาซิลเวอร์นาโน ที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ที่สภาวะ
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีผลท าให้การซักล้างมีประสิทธิภาพสูงสุด โดยปริมาณน้ ามันมะกอกที่ถูก
ขจัดออกจากผ้าฝ้ายสูงที่สุด คือ 98.45 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในตารางที่ 4-30  
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 ตารางที่ 4-30 ผลของการซักล้างในสภาวะอุณหภูมิต่าง ๆ ที่มีต่อการขจัดน้ ามันมะกอกบนผ้าฝ้าย 
โดยสูตรการซักล้างทั้งหมด 4 สูตร จากการใช้เอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย
ไอโซเลต POSW-1 

 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 
เปอร์เซ็นต์การขจัดน้ ามันมะกอกออกจากผ้าฝ้าย 

สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 สูตรที่ 4 

B B+L B+D B+D+L 
30 12.50 88.22 86.20 98.45 
40 12.50 83.25 82.56 90.02 
50 12.50 77.25 75.12 85.36 

 

หมายเหตุ: B คือ บัฟเฟอร์ไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเข้มขน้ 50 มิลลิโมลาร ์พีเอช 10 
          L คือ เอนไซม์ไลเปส (100 ยูนิตต่อมิลลลิิตร) 
         D คือ สารซักล้าง ยี่ห้อเปาซิลเวอร์นาโน ที่ความเขม้ข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 

 

4.11 การระบุชนิดแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16s rRNA และสร้างแผนภูมิ   
       วิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 
 

 จากการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16s rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 และ 
POSW-1 โดยเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน 16s rRNA กับฐานข้อมูล National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) (เว็บไซต์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) พบว่าแบคทีเรีย
ไอโซเลต MUM1-5 มีความคล้ายคลึงกับ Chromobacterium violaceum ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ และ
แบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 มีความคล้ายคลึงกับ Lysinibacillus sp. ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ และจาก
การวิเคราะห์แผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) โดยวิธี Neighbor-Joining method (79) 
พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับ Chromobacterium 
sp. และแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับ Lysinibacillus sp.  
แสดงดังภาพที่ 4-7 และ 4-8 ตามล าดับ 
 

 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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  ภาพที่ 4-7 แผนภูมิวิวัฒนาการแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 สเกล 
0.005 แทน evolution distance ของจ านวนนิวคลีโอไทด์ที่เปลี่ยนไปต่อนิวคลีโอไทด์ 1   
ต าแหน่ง  ตัวเลขที่จุดตัด (node) ของแผนภูมิแสดงความน่าเชื่อถือทางสถิติของการสร้าง
แผนภูมิด้วย Bootstrap test โดยวิธี Neighbor-Joining method 
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ภาพที่ 4-8  แผนภูมิวิวัฒนาการแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 สเกล 

0.002 แทน evolution distance ของจ านวนนิวคลีโอไทด์ที่เปลี่ยนไปต่อนิวคลีโอไทด์ 1   
ต าแหน่ง  ตัวเลขที่จุดตัด (node) ของแผนภูมิแสดงความน่าเชื่อถือทางสถิติของการสร้าง
แผนภูมิด้วย Bootstrap test โดยวิธี Neighbor-Joining method 

 



บทที่ 5 
 

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 
 

จากการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากตัวอย่างดิน จ านวน 
10 แห่ง คือ ดินบริเวณถังดักไขมันหลังอาคารโภชนาการ มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ 
จ านวน 2 แห่ง และดินที่ปนเปื้อนน  ามันบริเวณร้านอาหารจากแหล่งต่าง ๆ ในเขตกรุงเทพมหานคร
และปริมณฑล จ านวน 8 แห่ง และตัวอย่างน  าเสีย จ านวน 9 แห่ง คือ น  าเสียบริเวณถังดักไขมันหลัง
อาคารโภชนาการ มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จ านวน 3 แห่ง น  าเสียบริเวณร้านอาหาร
นอกมหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จ านวน 3 แห่ง และน  า เสียจากระบบบ าบัดน  าเสียของ
โรงงานผลิตน  ามันพืชในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล จ านวน 3 แห่ง พบแบคทีเรีย จ านวน 
141 ไอโซเลต ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ ซึ่งจากการคัดเลือกไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพใน
การผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีที่สุด บนอาหารเพาะเชื อ lipase test medium (Tween 80) และ 
tributyrin agar (42, 50) โดยวิธี Agar well diffusion และการวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสด้วย
วิธี photometric assay (85) พบว่า ไอโซเลต MUM1-5 และ POSW-1 สามารถผลิตเอนไซม์      
ไลเปสได้ดีที่สุด 

 

ดังนั นจึงท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ ไลเปสของแบคทีเรียไอโซเลต 
MUM1-5 และ POSW-1 ผลจากการทดลองพบว่า แบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้สูงที่สุด เมื่อมีการใช้น  าเสียจากโรงงานผลิตน  ามันพืชแห่งที่ 1 ที่ความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน (216.35±0.09 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) และมีการใช้
เพปโตนที่ความเข้มข้น 0.6 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน (258.29±0.09    
ยูนิตต่อมิลลิกรัม) ส าหรับอุณหภูมิและความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส คือ 
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (277.02±0.25 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) และพีเอช 7 (260.58±0.25 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัม) ส าหรับแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงที่สุด เมื่อมีการใช้   
น  าเสียจากโรงงานผลิตน  ามันพืชแห่งที่ 1 ที่ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็น
แหล่งคาร์บอน (235.15±0.25 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) และมีการใช้เพปโตนที่ความเข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน (255.01±0.24 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) ส าหรับอุณหภูมิและ
ความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส คือ อุณหภูมิห้อง 35 องศาเซลเซียส 
(267.18±0.05 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) และพีเอช 7 (259.08±0.10 ยูนิตต่อมิลลิกรัม) ตามล าดับ  
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ในการน าตัวอย่างของเสียจากโรงงานผลิตน  ามันพืชมาเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า แบคทีเรีย  
ไอโซเลต MUM1-5 และ POSW-1 สามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ือชักน าการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ D’Annibale et al. (51) ซึ่งศึกษาการใช้ของเสียจากกระบวนการสกัด
น  ามันมะกอก เพ่ือใช้เป็นสับสเตรตส าหรับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยพบว่าจุลินทรีย์ทุก     
สายพันธุ์สามารถเจริญได้ในของเสียจากกระบวนการสกัดน  ามันมะกอก และสามารถผลิตเอนไซม์     
ไลเปสได้ โดย C. cylindracea สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงที่สุด นอกจากนี ยังพบว่าชนิดของ
แหล่งไนโตรเจน และการเพ่ิมน  ามันมะกอกลงในอาหารดังกล่าวมีผลในการชักน าการผลิตเอนไซม์เพ่ิม
มากขึ น โดย C. cylindracea ผลิตเอนไซม์ไลเปสสูงสุดถึง 9.23 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อมีการเติม
แอมโมเนียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 2.4 กรัมต่อลิตร และน  ามันมะกอก ความเข้มข้น 3.0 กรัมต่อลิตร 
รวมทั ง Abdelmoez et al. (19) รายงานการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก C. rugosa ATCC 14830 โดย
การใช้ของเสียทางอุตสาหกรรม จ านวน 2 แหล่ง คือ ของเสียจากกระบวนการกลั่นน  ามันและ ของ
เสียจากกระบวนผลิตสารเคมีอุตสาหกรรมที่ผลิตจากไขมันและน  ามันจากพืชน  ามัน (อุตสาหกรรม     
โอลิโอเคมี) ซึ่งผลจากการศึกษาพบว่า C. rugosa ATCC 14830 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงถึง 
7 และ7.4 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อใช้ของเสียจากกระบวนการกลั่นน  ามันและของเสียจากอุตสาหกรรม
โอลิโอเคมีเป็นแหล่งคาร์บอน ตามล าดับ นอกจากนี ยังพบว่าการผสมของเสียทางอุตสาหกรรมทั ง 2 
แหล่ง และน  ามันมะกอกเข้าด้วยกัน เพ่ือใช้เป็นแหล่งคาร์บอนจะส่งผลให้ C. rugosa ATCC 14830 
ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงถึง 10 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  

 

ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของแหล่งไนโตรเจนที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสนั นมี
ความส าคัญ เนื่องจากจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์มีความสามารถในการใช้ไนโตรเจนแตกต่างกัน บาง   
สายพันธุ์สามารถใช้ไนโตรเจนในรูปของสารอนินทรีย์ได้ ขณะที่บางสายพันธุ์สามารถใช้ไนโตรเจนที่
เป็นสารอินทรีย์ได้ดี ดังนั นในการผลิตไลเปสให้ได้ปริมาณสูงสุด จึงต้องเลือกใช้ไนโตรเจนให้เหมาะสม
กับสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ จากการทดลองพบว่าแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 และ POSW-1 ผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้ดีที่สุดเมื่อเติมเพปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน ซึ่งแตกต่างกับงานวิจัยของ Brozzoli     
et al. (21) โดยได้รายงานว่าการเพ่ิมกลูโคส มอลต์สกัด และแหล่งไนโตรเจนที่เป็นสารอินทรีย์ เช่น 
เพปโตนและสารสกัดจากยีสต์ ไม่สามารถชักน าหรือไม่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ อย่างไรก็ตามในปี 
ค.ศ. 1990 Iizumi et al. (33) ศึกษาการผลิตไลเปสที่ทนอุณหภูมิสูงจาก Pseudomonas sp. KW1-
56 โดยใช้อาหารเพาะเชื อที่ประกอบด้วยแหล่งไนโตรเจนที่เป็นเพปโตน ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ 
(น  าหนักต่อปริมาตร) และสารสกัดจากยีสต์ ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (น  าหนักต่อปริมาตร) พบว่า
สามารถชักน าการผลิตเอนไซม์ไฃเปสของ Pseudomonas sp. KW1-56 ได้สูง  
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 แบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 และ POSW-1 ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีที่สุดที่พีเอช 7 ซึ่ง
สอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ Rhati et al. (59) พบว่าในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก 
Burkhlderia cepacia ในอาหารเพาะเชื อที่มีค่าความเป็นกรด-ด่างต่าง ๆ นั นแบคทีเรียสามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้ดีที่พีเอช 7 และ 10 แต่พบกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสที่พีเอช 7 มากกว่า พีเอช 10 
ส าหรับการศึกษาสภาวะความเป็นกรด-ด่างที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสของแบคทีเรีย พบว่า
ความเป็นกรด-ด่างมีผลโดยตรงต่ออัตราการเจริญและระบบเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย์ โดยอัตราการ
เจริญของจุลินทรีย์จะค่อย ๆ ลดลงเมื่อความเป็นกรด -ด่างสูงหรือต่ ากว่าความเป็นกรด-ด่างที่
เหมาะสม แต่โดยทั่วไปแล้วจุลินทรีย์ส่วนมากจะเจริญได้ดีที่สุดที่ความเป็นกรด-ด่างในระดับกลาง ๆ 
(neutralophile) หรือพีเอชประมาณ 7 (55) ดังนั นการที่จะให้เชื อมีอัตราการเจริญได้สูงและคงที่
จ าเป็นต้องมีการควบคุมความเป็นกรด-ด่างของอาหารเพาะเชื อให้อยู่ในช่วงที่เหมาะสม  

 

ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของอุณหภูมิที่มีต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปส พบว่าแบคทีเรีย  
ไอโซเลต MUM1-5 และ POSW-1 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิห้อง 45 และ 35
องศาเซลเซียส ตามล าดับ ซึ่งต่างจากงานวิจัยของ Janssen et al. (10) ที่ศึกษาการผลิตเอนไซม์      
ไลเปสจาก Bacillus sp. สายพันธุ์ Wai 28A 45 ที่ชอบอุณหภูมิสูง ในสภาวะที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส โดยพบว่าต้องท าการเพาะเลี ยงในอาหารที่มีไขมันอ่ิมตัว จึงจะผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ใน
ปริมาณสูง 

 

จากการศึกษาคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 พบว่า 
ค่าความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ไลเปส คือ พีเอช 10 และ
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ เอนไซม์มีเสถียรภาพต่อความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิใน
ช่วงกว้างระหว่างพีเอช 8-10 และอุณหภูมิ 40-55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ตามล าดับ 
นอกจากนี ยังพบว่าการท างานเอนไซม์สูงขึ นเมื่อมี CaCl2, LiCl2,  MgCl2, MnCl2 สารลดแรงตึงผิว 
และสารอิมัลซิฟายเออร์ โดยกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสไม่ถูกกระตุ้นเมื่อมีตัวยับยั ง  β-
mercaptoethanol, DTT และ PMSF จากการศึกษาผลของตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีต่อกิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเปส พบว่าเอนไซม์มีเสถียรภาพต่อเฮกเซนและเมทานอลสูงที่สุด ส าหรับการทดสอบ
กิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสในสภาวะที่มีสารซักล้างชนิดผงและชนิดเหลวทั ง 6 ชนิด ที่
ความเข้มข้นของสารซักล้าง 1 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเอนไซม์ไลเปสในเปาซิลเวอร์นาโนมีค่ากิจกรรม
เอนไซม์และเสถียรภาพของเอนไซม์สูงที่สุด และในการศึกษาผลความจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสต่อ
สับสเตรต พบว่าเอนไซม์ไลเปสมีความจ าเพาะต่อน  ามันมะกอก tripalmitin และ p-nitrophenyl 
palmitate (pNPP)  
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ส าหรับการศึกษาคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต POSW-1 พบว่า
ค่าความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ไลเปส คือ พีเอช 10 และ
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ตามล าดับ เอนไซม์มีเสถียรภาพต่อความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิใน
ช่วงกว้างระหว่างพีเอช 8-10 และอุณหภูมิ 40-50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ตามล าดับ 
นอกจากนี ยังพบว่าการท างานเอนไซม์สูงขึ นเมื่อมี CaCl2, MnCl2, MgCl2, KCl, ZnCl2 สารลดแรง    
ตึงผิว และสารอิมัลซิฟายเออร์ โดยกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสไม่ถูกกระตุ้นเมื่อมีตัวยับยั ง β-
mercaptoethanol, DTT และ PMSF จากการศึกษาผลของตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีต่อกิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเปส พบว่าเอนไซม์มีเสถียรภาพต่อเฮกเซนและเมทานอลสูงที่สุด ส าหรับการทดสอบ
กิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปสในสภาวะที่มีสารซักล้างชนิดผงและชนิดเหลวทั ง 6 ชนิด ที่
ความเข้มข้นของสารซักล้าง 1 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเอนไซม์ไลเปสในเปาซิลเวอร์นาโนมีค่ากิจกรรม
เอนไซม์และเสถียรภาพของเอนไซม์สูงที่สุด และในการศึกษาผลความจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสต่อ
สับสเตรต พบว่าเอนไซม์ไลเปสมีความจ าเพาะต่อน  ามันมะกอก tripalmitin และ p-nitrophenyl 
palmitate (pNPP)  

 

ในการศึกษาคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 
และ POSW-1 โดยศึกษาผลของความเป็นกรด-ด่างที่มีต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์ไลเปส 
พบว่า เมื่อใช้ substrate solution ที่เตรียมจาก glycine-NaOH พีเอช 10 มีผลท าให้ค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้มีค่ากิจกรรมสัมพัทธ์สูงที่สุด และเอนไซม์มีเสถียรภาพต่อความเป็นกรด-
ด่างในช่วงกว้างระหว่างพีเอช 8-10 ซึ่งให้ผลที่สอดคล้องกับการรายงานของ Cherif et al. (86) โดย
พบว่า เอนไซม์ไลเปสจาก Staphylococcus sp. สามารถท างานได้ดีที่พีเอช 12 และมีเสถียรภาพ
อยู่ในช่วงพีเอช 9-13 ในการศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์      
ไลเปสพบว่า เอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 และ POSW-1 มีเสถียรภาพสูง
ในช่วงอุณหภูมิ 40-55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ 
Dharmsthiti and Pratuangdejkul (87) โดยพบว่าเอนไซม์ไลเปสจาก Acinetobacter 
calcoaceticus LP009 ท างานได้ดีที่พีเอช 7.0 และอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และจากการทดสอบ
ทางเสถียรภาพพบว่าเอนไซม์ไลเปสมีเสถียรภาพในช่วงอุณหภูมิ 30-50 องศาเซลเซียส ซึ่งมีค่า
กิจกรรมสัมพัทธ์มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์   

 

   ส าหรับไอออนของโลหะพบว่า เอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 และ POSW-
1 มีกิจกรรมสูงขึ นเมื่อมี CaCl2 และMgCl2 ทั งนี ไอออนของโลหะจะมีผลต่อการเพ่ิมขึ นของอัตราการ
เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลาย และปฏิกิริยาการสังเคราะห์เอสเทอร์ของเอนไซม์ไลเปส รวมทั งมีผลต่อ
การเพ่ิมขึ นหรือลดลงของกิจกรรมเอนไซม์ เช่น Kgardoputo and Ruben (56) ได้รายงานว่า
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เอนไซม์ไลเปสจาก B. thermoleovorans ถูกยับยั งด้วยไอออนของเหล็ก (Fe2+) ไอออนของโลหะ
บางชนิดมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรีย เช่น ไอออนของแคลเซียม (Ca2+) 
ไอออนของโซเดียม (Na+) และไอออนของแมกนีเซียม (Mg2+) จัดเป็นไอออนที่เร่งปฏิกิริยาการท างาน
ของเอนไซม์ไลเปส ส่วนใหญ่ไอออนของแคลเซียมมักจะเป็นไอออนที่เร่งปฏิกิริยาการท างานของ
เอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ โดยไอออนของแคลเซียมจะช่วยในการเปลี่ยนรูปร่างของ
เอนไซม์ท าให้เอนไซม์ท างานได้ดีขึ น เพ่ิมการดูดซึมของเอนไซม์ไลเปสที่ผิวสัมผัสระหว่างน  าและน  ามัน 
และยังช่วยก าจัดกรดไขมันออกจากผิวสัมผัสระหว่างน  าและน  ามัน Janssen et al. (10) รายงานถึง
กิจกรรมเอนไซม์ไลเปสจาก Bacillus sp. ที่ชอบอุณหภูมิสูง เพิ่มขึ นหลายเท่าในอาหารเพาะเชื อที่เติม
ไอออนของแมกนีเซียม ไอออนของเหล็ก และไอออนของแคลเซียม เช่นเดียวกับ Dong et al. (88) ที่
ได้กล่าวว่าเอนไซม์ไลเปสจาก Pseudomonas  sp. มีกิจกรรมเพ่ิมขึ นเมื่อเติมไอออนของแคลเซียม 
แต่ถูกยับยั งด้วยไอออนของแมงกานีส 

 

 ในการศึกษาถึงผลของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อกิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซม์พบว่า  
เอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 และ POSW-1 มีเสถียรภาพต่อเฮกเซนและ            
เมทานอลสูงที่สุด ทั งนี ส่วนใหญ่ตัวท าละลายอินทรีย์มักจะลดความยืดหยุ่นในโมเลกุลของเอนไซม์ 
และจะท าให้โมเลกุลของเอนไซม์สูญเสียสภาพธรรมชาติ ซึ่งตัวอย่างของตัวท าละลายอินทรีย์ที่มี
ผลต่อความคงตัวของเอนไซม์ไลเปส เช่น เมทานอลจะท าให้เอนไซม์ไลเปสจาก P. stutzeri 
LC2-8 (65), B. sphaericus MICC 7542 (71) มีความคงตัวลดลง แม้ว่าโดยส่วนใหญ่             
ตัวท าละลายอินทรีย์จะท าให้ไลเปสมีความคงตัวลดลง แต่ตัวท าละลายอินทรีย์บางชนิดก็สามารถเพ่ิม
ความคงตัวของเอนไซม์ไลเปสได้ เช่น ไอโซออกเทนนั น พบว่าจะช่วยเ พิ่ม เสถียรภาพของ
เอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จาก P. aeruginosa AAU2 (18), P. aeruginosa LST-03 (68) 
 

 จากการศึกษาถึงผลของสารลดแรงตึงผิว ออกซิไดซ์ซิงเอเจนท์ และสารซักล้างชนิดต่าง ๆ 
ต่อการท างานของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 และ POSW-1 พบว่า     
มีผลให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงขึ น ซึ่งพบว่าไม่สอดคล้องกับการรายงานของ Nawani et al. (89) 
ที่ได้กล่าวว่าเอนไซม์ไลเปสจาก Bacillus sp. เมื่อเติม TritonX-100, Tween 20, hydrogen 
peroxide, sodium hypochlorite มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสเพียงเล็กน้อย และจาก
การศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 และ POSW-1 ในการ
ขจัดน  ามันมะกอกบนผ้าฝ้าย พบว่ามีค่าเปอร์เซ็นต์การขจัดน  ามันมะกอกออกจากผ้าฝ้ายสูงที่สุด 
เท่ากับ 94.05 และ 98.45 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยสภาวะที่เหมาะสมต่อการซักล้าง คือ ค่าพีเอช
เท่ากับ 10 และที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งส่งผลให้เพ่ิมประสิทธิภาพในการขจัดน  ามันมะกอก
บนผ้าฝ้ายได้ดีที่สุด 
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ข้อเสนอแนะ 
 

 1. ด้านการศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
     1.1 ท าการศึกษาแหล่งคาร์บอนประเภทอ่ืน ๆ เช่น น  ามันที่ผ่านการใช้งานแล้ว ของเสีย
ทางการเกษตร เป็นต้น  
     1.2 ศึกษาแหล่งคาร์บอนผสม เช่น การน าน  ามันที่ยังไม่ผ่านการใช้งานผสมกับน  ามันที่
ผ่านการใช้งานแล้ว ของเสียจากโรงงานผลิตน  ามันพืช หรือของเสียทางการเกษตร   
 

2. ด้านการศึกษาคุณสมบัติเฉพาะของเอนไซม์ 
    2.1 ทดสอบสารเคมีต่าง ๆ เช่น อิออนของโลหะ เพ่ือเป็นการศึกษาสภาวะจ าลองความ

กระด้างของน  าก่อนน าไปศึกษาต่อในด้านการซักล้าง 
    2.2 ทดสอบส่วนประกอบของสารซักล้างที่เป็นสารชนิดเดียวกันกับสารซักล้างทางการค้า 
    2.3 ศึกษาความจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปสที่มีต่อสับสเตรต เพ่ือศึกษาว่าเอนไซม์ไลเปสมี

ความจ าเพาะต่อน  ามันประเภทใด 
 

3. ด้านการศึกษาประสิทธิภาพในการขจัดน ้ามันบนผ้าฝ้าย 
    3.1 ในการศึกษาด้านประสิทธิภาพในการขจัดน  ามันมะกอกบนผ้าฝ้าย ควรมีการใช้น  ามัน

ที่หลากหลาย และมีความเหมาะสมต่อความนิยมของแต่ละประเทศที่มีการใช้น  ามัน เช่น ประเทศไทย
มีการบริโภคอาหารส่วนใหญ่ที่ใช้น  ามันพืช และน  ามันหมู ดังนั นเป็นที่น่าสนใจที่จะน าน  ามันพืชและ
น  ามันหมูมาท าการศึกษาต่อในด้านประสิทธิภาพในการขจัดน  ามันบนผ้าฝ้ายที่นอกเหนือจากน  ามัน
มะกอก 

3.2 ในการศึกษาด้านประสิทธิภาพในการขจัดน  ามันบนผ้าฝ้าย ควรมีการศึกษาความ
เข้มข้นของเอนไซม์ไลเปสที่ความเข้มข้นต่าง ๆ เพ่ือศึกษาความเข้มข้นของเอนไซม์ไลเปสที่เหมาะสม
ต่อการซักล้างในการขจัดน  ามันบนผ้า 

3.3 ท าการส ารวจส่วนประกอบของสารซักเพ่ิมขึ น ทั งสินค้าที่ผลิตในประเทศไทยและ
ต่างประเทศ เพ่ือเป็นข้อมูลเบื องต้นในการพัฒนาสูตรสารซักล้างที่มีการผสมเอนไซม์ไลเปส 

4. ด้านการระบุชนิดแบคทีเรีย 
    4.1 ท าการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลต MUM1-5 และ POSW-1 เพ่ือเป็น

ข้อมูลเชิงเปรียบเทียบกับข้อมูลของแผนภูมิวิวัฒนาการ 
4.2 ท าการเพิ่มขยายล าดับเบส เพ่ือใช้เป็นข้อมูลในการสร้างแผนภูมิวิวัฒนาการที่มีความ

เที่ยงตรงยิ่งขึ น 
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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการเตรียมอาหารเพาะเชื้อและสารเคมี 
 

1. Lipase test medium (Tween 80) 
 

เพบโตน (peptone)         10.00  กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 5.00  กรัม       
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)                 0.10  กรัม 
ผงวุ้น (agar)         15.00  กรัม 
Tween 80          10.00  มิลลิลิตร 
 

น ำส่วนประกอบต่ำง ๆ ไปละลำยในน  ำกลั่น ปริมำตร 1,000 มิลลิลิตร จำกนั นน ำไปต้มจน
สำรละลำยเป็นเนื อเดียวกัน โดยสังเกตจำกกำรน ำแท่งแก้วจุ่มลงไปแล้วไม่มีเม็ดของผงวุ้นเกำะติดแท่ง
แก้วขึ นมำ แสดงว่ำสำรละลำยเป็นเนื อเดียวกัน บรรจุลงในขวดรูปชมพู่และปิดปำกขวดด้วยจุกส ำลี 
ปิดทับอีกครั งด้วยกระดำษ จำกนั นน ำไปฆ่ำเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ที่ควำมดัน 15 ปอนด์
ต่อตำรำงนิ ว เป็นเวลำนำน 15 นำท ี

 
2. Basal medium  
 

เพปโตน          1.00  กรัม 
แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4       0.50  กรัม 
โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)        0.50  กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)      0.10 กรัม 
น  ำมันมะกอก (olive oil)         2.00 มิลลิลิตร 

 

ชั่งส่วนประกอบต่ำง ๆ น ำไปละลำยในน  ำกลั่น ปริมำตร 100 มิลลิลิตร ใส่ขวดรูปชมพู่            
ปิดปำกขวดรูปชมพู่ด้วยจุกส ำลี และปิดทับอีกครั งด้วยกระดำษ น ำไปฆ่ำเชื อที่ อุณหภูมิ 121      
องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็นเวลำนำน 15 นำท ี
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3. Tributyrin agar 
 

Tributyrin       1.50  มิลลิลิตร 
ผงวุ้น (agar)      1.50  กรัม 

 

น ำส่วนประกอบต่ำง ๆ ไปผสมลงน  ำกลั่น ปริมำตร 98.5 มิลลิลิตร น ำไปต้มจนสำรละลำย
เป็นเนื อเดียวกัน โดยสังเกตจำกกำรน ำแท่งแก้วจุ่มลงไปแล้วไม่มีเม็ดของผงวุ้นเกำะติด แท่งแก้วขึ นมำ 
แสดงว่ำสำรละลำยเป็นเนื อเดียวกัน บรรจุลงในขวดรูปชมพู่ และปิดปำกขวดด้วยจุกส ำลี ปิดทับอีก
ครั งด้วยกระดำษ น ำไปฆ่ำเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ที่ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็น
เวลำนำน 15 นำที 
 
4. EDTA ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ (1 mM EDTA) 

 

ชั่ง EDTA หนัก 0.372 กรัม น ำไปละลำยในน  ำกลั่น ปริมำตร 1,000 มิลลิลิตร คนให้ละลำย
เป็นเนื อเดียวกันใส่ในขวดรูปชมพู่ ปิดปำกขวดรูปชมพู่ด้วยจุกส ำลี และปิดทับอีกครั งด้วยกระดำษ 
น ำไปฆ่ำเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็นเวลำนำน 15 นำที 

 
5. Substrate solution  
 

5.1 การเตรียมสารละลาย A 
 

ชั่ง p-NPP หนัก 0.1 กรัม น ำไปละลำยในไอโซโพรพำนอล ปริมำตร 10 มิลลิลิตร โดยกำร
น ำไป sonicate จน p-NPP ละลำยหมด (ควรเตรียมและใช้ทันที)  

 

5.2 การเตรียมสารละลาย B  
 

ชั่งกัมอะรำบิคหนัก 0.1 กรัม ใส่ลงใน Tris-HCl ควำมเข้มข้น 50 มิลลิโมลำร์ พีเอช 8.0 
ปริมำตร 100 มิลลิลิตร และเติม Triton X-100 ปริมำตร 0.4 มิลลิลิตร ละลำยให้เป็นเนื อเดียวกัน 
ท ำกำรเก็บในหลอดทดลอง (ควรเตรียมและใช้ทันที) 
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6. สารละลาย Hydrogen peroxide ความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ (0.01% Hydrogen  
   peroxide) 

 

ปิเปตต์ Hydrogen peroxide ปริมำตร 0.01 มิลลิลิตร น ำไปละลำยในน  ำ ปริมำตร 99.99 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ ปิดปำกขวดรูปชมพู่ด้วยจุกส ำลีปิดทับอีกครั งด้วยกระดำษ น ำไปฆ่ำเชื อที่
อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็นเวลำนำน 15 นำที 

 
7. สารละลาย Sodium Dodecyl Sulphate ความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ (0.01% Sodium  
   Dodecyl Sulphate) 

 

ปิเปตต์ Sodium Dodecyl Sulphate ปริมำตร 0.01 มิลลิลิตร น ำไปละลำยในน  ำ 
ปริมำตร 99.99 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ ปิดปำกขวดรูปชมพู่ด้วยจุกส ำลีปิดทับอีกครั งด้วย
กระดำษ น ำไปฆ่ำเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็นเวลำนำน 
15 นำท ี

 
8. สารละลาย Sodium hypochlorite ความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ (0.01% Sodium  
     hypochlorite) 

 

ปิเปตต์ Sodium hypochlorite ปริมำตร 0.01 มิลลิลิตร น ำไปละลำยในน  ำปริมำตร 
99.99 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ ปิดปำกขวดรูปชมพู่ด้วยจุกส ำลีปิดทับอีกครั งด้วยกระดำษ น ำไป
ฆ่ำเชื อท่ีอุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็นเวลำนำน 15 นำที 
 
9. สารละลาย Triton X-100 ความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ (0.01% Triton X-100) 

 

ปิเปตต์ Triton X-100 ปริมำตร 0.01 มิลลิลิตร น ำไปละลำยในน  ำ ปริมำตร 99.99 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ ปิดปำกขวดรูปชมพู่ด้วยจุกส ำลีปิดทับอีกครั งด้วยกระดำษ น ำไปฆ่ำเชื อที่
อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็นเวลำนำน 15 นำที 

 
10. สารละลาย Tween 80 ความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ (0.01% Tween 80) 

 

ปิเปตต์ Tween 80 ปริมำตร 0.01 มิลลิลิตร น ำไปละลำยในน  ำกลั่น ปริมำตร 99.99 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ ปิดปำกขวดรูปชมพู่ด้วยจุกส ำลีปิดทับอีกครั งด้วยกระดำษ น ำไปฆ่ำเชื อที่
อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็นเวลำนำน 15 นำที 
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11. สารละลาย Tween 20 ความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ (0.01% Tween 20) 
 

ปิเปตต์ Tween 20 ปริมำตร 0.01 มิลลิลิตร น ำไปละลำยในน  ำกลั่น ปริมำตร 99.99 
มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ ปิดปำกขวดรูปชมพู่ด้วยจุกส ำลีปิดทับอีกครั งด้วยกระดำษ น ำไปฆ่ำเชื อที่
อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็นเวลำนำน 15 นำที 
 
12. สารละลาย EDTA ความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต์ (0.01% EDTA) 

 

ชั่ง EDTA หนัก 0.041 กรัม น ำไปละลำยในน  ำกลั่น ปริมำตร 100 มิลลิลิตร ใส่ในขวด      
รูปชมพู่ ปิดปำกขวดรูปชมพู่ด้วยจุกส ำลีปิดทับอีกครั งด้วยกระดำษ จำกนั นน ำไปท ำกำรฆ่ำเชื อที่
อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็นเวลำนำน 15 นำที 
 
13. สารละลาย Tris-HCl ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 8 (50 mM Tris HCl;  
      pH 8) 

 

ชั่ง Tris HCl หนัก 0.30 กรัม น ำไปละลำยในน  ำกลั่น ปริมำตร 25 มิลลิลิตร ปรับค่ำ ควำม
เป็นกรด-ด่ำง ให้เท่ำกับพีเอช 10.0 ด้วย HCl หรือ NaOH ควำมเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ เมื่อได้   พีเอช
เท่ำกับ 10.0 ให้ปรับปริมำตรเป็น 50 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ ปิดปำกขวดรูปชมพู่ด้วยจุกส ำลี ปิด
ทับอีกครั งด้วยกระดำษ น ำไปฆ่ำเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว 
เป็นเวลำนำน 15 นำท ี
 
14. สารละลาย glycine ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 9 (50 mM glycine; pH 9) 

 

ชั่ง glycine หนัก 0.18 กรัม น ำไปละลำยในน  ำ ปริมำตร 25 มิลลิลิตร ปรับค่ำควำมเป็น
กรด-ด่ำง ให้เท่ำกับพีเอช 11.0 ด้วย HCl หรือ NaOH ควำมเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ เมื่อได้พีเอชเท่ำกับ 
11.0 ให้ปรับปริมำตรเป็น 50 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ ปิดปำกขวดรูปชมพู่ด้วยจุกส ำลีปิดทับ    
อีกครั งด้วยกระดำษ น ำไปฆ่ำเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็น
เวลำนำน 15 นำที 
 
15. สารละลาย glycine ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 10 (50 mM glycine; pH 10) 

 

ชั่ง glycine หนัก 0.18 กรัม น ำไปละลำยในน  ำ ปริมำตร 25 มิลลิลิตร ปรับค่ำควำมเป็น
กรด-ด่ำง ให้เท่ำกับพีเอช 12.0 ด้วย HCl หรือ NaOH ควำมเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ เมื่อได้พีเอชเท่ำกับ 
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12.0 ให้ปรับปริมำตรเป็น 50 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ ปิดปำกขวดรูปชมพู่ด้วยจุกส ำลี ปิดทับ    
อีกครั งด้วยกระดำษ น ำไปฆ่ำเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็น
เวลำนำน 15 นำที 
 
 



ภาคผนวก ข 
 

การค านวณปริมาณโปรตีนและกิจกรรมเอนไซม์ 
 

1. การค านวณปริมาณโปรตีน 

 จากสูตร 

  y = 0.4436x – 0.0011 

  X =  

   

  X = ปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
 

  Y = ค่าการดูดกลืนแสงที่ OD595 
 
ตารางท่ี 1 ค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนมาตรฐาน Bradford 
 

BSA (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) OD595 

0.0 
0.2 
0.4 
0.6 
0.8 
0.9 

0.000 
0.080 
0.190 
0.260 
0.345 
0.405 

 
 

 

 

 

y + 0.0011 

0.4436 
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                    ภาพที่ 1 กราฟโปรตีนมาตรฐานของ BSA 
 

2. การค านวณกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
 

 2.1 การค านวณกิจกรรมของเอนไซม์ (นาโนโมล) 
 

   จากสูตร 
 

   y = 0.0133x + 0.0872 
    
   X =  
   
   X = กิจกรรมของเอนไซม์ (นาโนโมล) 
   Y = ค่าการดูดกลืนแสงที่ OD410 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y - 0.0872 

0.0133 
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ตารางท่ี 2 ค่าการดูดกลืนแสงของ p-nitrophenol 
 

p-nitrophenol (นาโนโมล) OD410 

  10 
  20 
  40 
  60 
  80 
100 
120 
140 
160 

0.188 
0.335 
0.640 
0.915 
1.180 
1.440 
1.680 
1.950 
2.200 

 

              ภาพที่ 2 กราฟเอนไซม์มาตรฐานของ p-nitrophenol  
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2.2 การค านวณกิจกรรมของเอนไซม์ (ยูนิต) 
 

      จากสูตร 
 
   กิจกรรมเอนไซม ์   =    
 
 
2.3 การค านวณกิจกรรมของเอนไซม์ (ยูนิตต่อมิลลิลิตร) 
 

      จากสูตร 
 
   กิจกรรมเอนไซม์    =  
 
 
 

X 

  เวลาที่ใช้ในการเร่งปฏิกิริยา (นาที)

kmu) 

1,000 ไมโครลิตร x กิจกรรมเอนไซม์ (ยูนิต) 

100 ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ค 
 

ขั้นตอนการเตรียมและวิเคราะห์โปรตีน 
 
1.  การตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
 

1.1 ค ำนวณปริมำณเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ต้องใช้ในกำรตกตะกอนโปรตีนที่ 80 เปอร์เซ็นต์
อ่ิมตัว (ตำรำงท่ี 1) 

1.2 น ำส่วนของส่วนใส (supernatant) จำกกำรเลี้ยงเชื้อใส่ในฟลำสก์ ที่มีแท่งแม่เหล็กกวนสำร 
จำกนั้นวำงฟลำสก์ในอ่ำงน้ ำเย็นที่ตั้งอยู่บนแท่นกวนสำร 

1.3 ค่อย ๆ เติมแอมโมเนียมซัลเฟตอย่ำงช้ำ ๆ พร้อมทั้งกวนเบำ ๆ จนกว่ำเกลือละลำยจนหมด 
เมื่อเกลือละลำยหมดให้กวนต่อเป็นเวลำ 30 นำท ี

1.4 น ำสำรแขวนลอยตะกอนโปรตีนไปปั่นที่ควำมเร็วรอบ 13 ,000 รอบต่อนำทีที่อุณหภูมิ 4 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 นำที 

1.5 เทส่วนใสทิ้ง และละลำยตะกอน (pellet) ด้วยสำรละลำย EDTA ควำมเข้มข้น 1 มิลลิโมลำร์ 
ปริมำตร 500 ไมโครลิตร เก็บใน microtube 

1.6 น ำเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตออกจำกสำรละลำยโปรตีนด้วยวิธี Dialysis 
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ตารางที่ 1 ปริมำณเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใช้เติมในสำรละลำยโปรตีนเพ่ือให้ได้ % saturation  
ตำมต้องกำร 

 

 
Starting 
concentration 

Final concentration 

 
55% 

 
60% 

 
65% 

 
70% 

 
75% 

 
80% 

 
85% 

 
90% 

 
95% 

 
100% 

0% 351 390 430 472 516 561 608 657 708 761 
5% 319 357 397 439 481 526 572 621 671 723 
10% 287 325 364 405 447 491 537 584 634 685 
15% 255 292 331 371 413 456 501 548 596 647 
20% 223 260 298 337 378 421 465 511 559 609 
25% 191 227 265 304 344 386 429 475 522 571 
30% 160 195 232 270 309 351 393 438 485 533 
35% 128 163 199 236 275 316 358 402 447 495 
40% 96 130 166 202 241 281 322 365 410 457 
45% 64 97 132 169 206 245 286 329 373 419 
50% 32 65 99 135 172 210 250 292 335 381 
55%  33 66 101 138 175 215 256 298 343 
60%   33 67 103 140 179 219 261 305 
65%    34 69 105 143 183 224 266 
70%     34 70 107 146 186 228 
75%      35 72 110 149 190 
80%       36 73 112 152 
85%        37 75 114 
90%         37 76 
95%          38 

adapted from Protein Purification: Principles and Practice. 1982. R.K. 
                  Scopes. 282 pages. Springer-Verlag, New York. 
 

หมายเหตุ: ท ำกำรชั่งแอมโมเนียมซัลเฟตตำมกำรค ำนวณเทียบกับตำรำงมำตรฐำนนี้  (หน่วยกรัม) 
       โดยคิดเทียบกับปริมำตรน้ ำเลี้ยงเชื้อ (ท่ีปั่นแยกเซลล์ออก) ที่ปริมำตร 1,000 มิลลิลิตร 
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2. การน าเกลือออกจากสารละลายโปรตีนด้วยวิธี Dialysis 
 

2.1 ตัดควำมยำวของ dialysis tubing ให้เหมำะสมกับปริมำตรของตัวอย่ำงสำรละลำยโปรตีน 
2.2 ต้มถุง dialysis ในน้ ำกลั่นเดือด เป็นเวลำ 5 นำที เทน้ ำทิ้ง จำกนั้นจึงเติมสำรละลำย EDTA 

ควำมเข้มข้น 1 มิลลิโมลำร์ ลงไป 
2.3 ตัดฝำ microtube ที่มีสำรละลำยโปรตีน ปิดคลุมฝำด้วยถุง dialysis และท ำกำรพันทับด้วย

พำรำฟิล์ม 
2.4 เทสำรละลำย EDTA ควำมเข้มข้น 1 มิลลิโมลำร์ ปริมำตร 1,000 มิลลิลิตร ลงในบีกเกอร์ที่มี

แท่งแม่เหล็กกวนสำร 
2.5 วำง microtube ในแผ่นโฟมที่เจำะรู และหันด้ำนฝำให้สัมผัสกับสำรละลำย EDTA      

ควำมเข้มข้น 1 มิลลิโมลำร์ 
2.6 วำงบีกเกอร์ในอ่ำงน้ ำแข็ง จำกนั้นตั้งบนแท่นกวนสำร ท ำกำรกวนเบำ ๆ เป็นเวลำ 2 ชั่วโมง 
2.7 จำกนั้นเปลี่ยน dialysis buffer ทุก ๆ 2 ชั่วโมง เป็นจ ำนวน 3 ครั้ง 
2.8 เก็บตัวอย่ำงสำรละลำยโปรตีน (dialyzed protein) ใน microtube ปั่นเหวี่ยง ที่ ค ว ำม เ ร็ ว 

13,000 รอบต่อนำที ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 นำที เพ่ือแยกส่วนที่เป็น
ตะกอนออก 

2.9 เก็บตัวอย่ำงสำรละลำยโปรตีนใน microtube ทีอุ่ณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส   
2.10  น ำตัวอย่ำงสำรละลำยโปรตีนมำท ำกำรวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสตำมวิธี Photometric   

 assay (85) และวิเครำะห์โปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE ในล ำดับต่อไป 
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3. วัดกิจกรรมเอนไซม์ตามวิธี Photometric assay (85) 
 

ศึกษำกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสตำมวิธี Photometric assay โดยใช้ p-nitrophenyl 
palmitale (p-NPP) เป็นสับสเตรต ท ำกำรเตรียมสำรละลำย A โดยชั่ง p-NPP หนัก 0.062 กรัม 
ละลำยใน isopropanol ปริมำตร 10 มิลลิลิตร น ำไปผสมให้เข้ำกันโดยใช้ vortex mixer จนกว่ำ   
p-NPP จะละลำยหมด จำกนั้นเตรียมสำรละลำย B โดยละลำย gum arabic ใน Tris-HCl พีเอช 8.0 
ควำมเข้มข้น 50 มิลลิโมลำร์ และ Triton X-100 ควำมเข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ (ปริมำตรต่อปริมำตร) 
ท ำกำรวิเครำะห์หำค่ำกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสได้โดยผสมสำรละลำย A ปริมำตร 100 ไมโครลิตร 
และสำรละลำย B ปริมำตร 900 ไมโครลิตร จำกนั้นปิเปตต์ออก ปริมำตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้ 
เข้ำกัน เติมสำรละลำยโปรตีน ปริมำตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกัน แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37         
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 นำที หยุดปฏิกิริยำของเอนไซม์โดยน ำไปปั่นเหวี่ยงที่ควำมเร็ว 14,000 
รอบต่อนำที ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 นำที น ำไปวัดค่ำ OD410 จำกนั้นท ำกำร
ค ำนวณหำค่ำกิจกรรมของเอนไซม์ โดยที่ค่ำกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 1 หน่วย (U) มีค่ำเท่ำกับ    
p–nitrophenol ถูกผลิตออกมำในปริมำณ 1 นำโนโมลต่อนำที ภำยใต้สภำวะที่ได้ท ำกำรวิเครำะห์ 

 
 
 
 
 

 
 
 



ภาคผนวก ง 
 

ประวัติย่อผู้วิจัย 
 

หัวหน้าโครงการวิจัย 
ชื่อภาษาไทย   นางสาวปิยาภรณ์  สุภัคด ารงกุล 
ชื่อภาษาอังกฤษ   Miss Piyaporn Supakdamrongkul 
คุณวุฒิ    วท.บ. (เทคโนโลยีชีวภาพ) มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 
    ปร.ด. (เภสัชศาสตร์ชีวภาพ) มหาวิทยาลัยมหิดล 
ต าแหน่ง    อาจารย์ประจ าสาขาวิชาวิทยาศาสตร์ชีวภาพ 
สถานที่ท างาน     สาขาวิชาวิทยาศาสตร์ชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  

มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จังหวัดสมุทรปราการ 
10540 
โทรศัพท์ 02-3126300 ต่อ 1256 

ที่อยู่    เลขที่ 14/22 หมู่ 9 หมู่บ้านยุพาทองนิเวศน์ ถนนปู่เจ้าสมิงพราย 
ต าบลส าโรงกลาง อ าเภอพระประแดง จังหวัดสมุทรปราการ 
10130 

     โทรศัพท์ 081-8492561, 086-3742561 
อีเมล    junejungko@hotmail.com, junejungko@gmail.com  
 
ผู้ร่วมวิจัย    
ชื่อภาษาไทย   นางสาวจันทร์เพ็ญ  วิวัฒน์ 
ชื่อภาษาอังกฤษ   Miss Chanpen  Wiwat 
คุณวุฒิ    วท.บ. (เทคนิคการแพทย์) มหาวิทยาลัยมหิดล 
    วท.ม. (จุลชีววิทยา) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
    ปร.ด. (จุลชีววิทยา) มหาวิทยาลัยมหิดล 
ต าแหน่ง    รองศาสตราจารย์ 
สถานที่ท างาน     ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะเภสัชศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพฯ 10400 
โทรศัพท์ 02-6448692 โทรสาร 02-6448692 
 

mailto:junejungko@hotmail.com
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ที่อยู่      เลขที่ 123/34 หมู่บ้านเศรณีปาร์ค ถนนวิภาวดี 60  
แขวงตลาดบางเขน เขตหลักสี่ กรุงเทพฯ 10210 

   โทรศัพท์ 081-9206957  
อีเมล    pycww@mahidol.ac.th 
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