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บทคัดย่อ 
 

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

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

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

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



ค 
 

  

กิตติกรรมประกาศ 
 

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณผู้ที่มีส่วนเก่ียวข้องกับการดําเนินงานวิจัยจนทําให้งานวิจัยน้ีสําเร็จ
ลุล่วงไปด้วยดี  ดังน้ี ขอขอบคุณมหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติที่ได้ให้ทุนสนับสนุนการวิจัย  
ขอขอบคุณสาขาวิชาอนามัยสิ่งแวดล้อมที่ ให้ความอนุเคราะห์แก่คณะผู้ วิจัยดําเนินการวิจัย                    
ในห้องปฏิบัติการสาขาวิชาอนามัยสิ่งแวดล้อมรวมทั้งอํานวยความสะดวกในการใช้เคร่ืองมือและ
อุปกรณ์ต่างๆ รวมทั้งขอขอบคุณร้านจําหน่ายอาหารในโรงอาหารของมหาวิทยาลัยหัวเฉียว            
เฉลิมพระเกียรติที่ให้ความอนุเคราะห์ในการเก็บตัวอย่างนํ้าเสียจากถังดักไขมัน   

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

 

1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 
 นํ้ามันและไขมันเปนสารอินทรียที่เปนองคประกอบหลักในนํ้าเสียจากชุมชนและโรงงาน

อุตสาหกรรมที่กอมลพิษทางนํ้าเปนอยางมาก มีผลกระทบตอแหลงนํ้า ไดแก เปนอุปสรรคตอการ

สังเคราะหแสงของพืชในแหลงนํ้า กีดขวางการแพรกระจายของออกซิเจนจากอากาศลงสูนํ้า รวมถึง

ทําใหเกิดสภาพที่ไมนาดู สําหรับนํ้าเสียจากกิจกรรมประเภทรานอาหารน้ันพบวามีปริมาณนํ้ามันและ

ไขมันสูงมาก ตัวอยางเชน รานอาหารตามสั่ง รานกวยเต๋ียว มีคานํ้ามันและไขมัน เฉลี่ย 7,199.21 - 

125,743.50 มิลลิกรัมตอลิตร(บุญสง ไขเกษ, สุธาสินี อั้งสูงเนิน, จิรา แกวดํา, และปญจพัชรภร    

บุญพรอม, 2554) ปจจุบันวิธีการกําจัดไขมันและนํ้ามันในนํ้าเสียมีหลายวิธี ไดแก การเติมคลอรีน การ

เปาอากาศ การทําใหลอย (Flotation) การเพิ่มอุณหภูมิ โดยวิธีกําจัดไขมันที่นิยมใชคือถังดักไขมันที่มี

แผนขวางอยูในบอเพื่อดักไขมันไวใหไดปริมาณมาก เมื่อทิ้งไวระยะหน่ึงไขมันจะลอยตัวข้ึนมาสะสม

บนผิวนํ้าแลวจึงตักออกไปกําจัด อยางไรก็ตามเน่ืองจากประเทศไทยมีอุณหภูมิสูงไขมันจึงจับตัวชา 

(บุญสงไขเกษ และคณะ, 2554) จึงทําใหประสิทธิภาพในการกําจัดไขมันลดลง และนํ้าทิ้งที่ออกจาก

บอดักไขมันยังคงมีไขมันและนํ้ามันสะสมอยูในปริมาณมาก ทั้งน้ี คณะผูวิจัยมีความสนใจที่จะศึกษา

การบําบัดนํ้าเสียจากบอดักไขมันซึ่งมีคานํ้ามันและไขมันสูงโดยวิธีทางชีวภาพ (Bioremediation 

treatment) ดวยจุลินทรีย วิธีน้ีกําลังไดรับความนิยมอยางแพรหลายมากข้ึน  

Lipolytic microorganisms หรือ Lipid-degrading microorganisms หมายถึง จุลินทรีย

ที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน มีทั้งกลุมที่ใชออกซิเจนและไมใชออกซิเจน ไดแก แบคทีเรีย

จีนัส Psudomonas และ Clostridium ราจีนัส Penicillium, Cladosporium และ Aspergillus 

เปนตน ไขมันเปนแหลงคารบอนของจุลินทรียจะถูกยอยสลายโดยเอนไซมไลเปส (Lipase enzyme) 

กลายเปนกลีเซอรอล กรดไขมัน และนํ้า จุลินทรียที่มีความสามารถยอยสลายไขมันสามารถยอย

อาหารหรือวัสดุทางอุตสาหกรรมที่มีไขมันได ตัวอยางเชน เนย ปลา เน้ือสัตว พืชนํ้ามัน และนํ้ามัน 

(Prokhorov, 1979) จุลินทรียเหลาน้ีถูกแยกไดจากสิ่งแวดลอมทั่วไป เชน ดินหรือนํ้า ดังเชนงานวิจัย

ของ Ruiz, Pastor, and Diaz (2005) คัดแยกจุลินทรียทั้งหมด 724 ไอโซเลท จากดินที่อุดมไปดวย

นํ้ามันปาลมและสารไตรบิวไทรีน (Tributyrin) แบคทีเรียที่สามารถยอยสลายไขมันได ดีคือ                         

Bacillus sp. นอกจากน้ียังมีแบคทีเรียอื่นๆ อีก ไดแก Pseudomonas sp., Burkholderia sp., 

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

Yarrowia sp. (Čipinytë, Grigiškis, & Baškys, 2009) อยางไรก็ตามจุลินทรียที่คัดแยกไดจาก

สิ่งแวดลอมมีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสนอยเน่ืองจากถูกจํากัดดวยสารบางชนิดที่มีฤทธ์ิตานจุลชีพ 

เชน กรดไขมันสายยาว การคัดแยกจุลินทรียที่มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงและสามารถยอยสลาย

นํ้ามันและไขมันไดดีจึงเปนที่นาสนใจเปนอยางย่ิง เปนอีกแนวทางเลือกหน่ึงในการกําจัดนํ้ามันและ
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ไขมันในนํ้าเสียดวยดวยวิธีทางชีวภาพ มีหลายงานวิจัยไดพัฒนาจุลินทรียผลิตเอนไซมไลเปสในระดับ

หองปฏิบัติการเพื่อกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียดวยกิจกรรมของจุลินทรียที่เพาะเลี้ยงข้ึนมา                

สุรอรรถ ศุภจัตรัส, วีระสิทธ์ิ กัลปยากฤต, วิรัตน วาณิชยศรีรัตนา, และศุภพงษ ภูวพัฒนะพันธุ 

(2550) ไดคัดแยกจุลินทรียผลิตเอนไซมไลเปสจากตะกอนเรงของโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร และ

นํามาศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไขมัน พบวามีประสิทธิภาพการยอยสลายไขมันสูงอยูระหวาง

รอยละ 84.10 ถึงรอยละ 85.76 

งานวิจัยน้ีจึงไดมุงความสนใจไปยังการคัดแยกและการหาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการ

ผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน โดยมีความคาดหวังนํา

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากงานวิจัยน้ีไปใชประโยชนในการกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียจาก              

ถังดักไขมันของรานจําหนายอาหาร เปนการชวยสรางสิ่งแวดลอมที่ดีใหกับมหาวิทยาลัยหัวเฉียว           

เฉลิมพระเกียรติ รวมถึงในอนาคตยังสามารถพัฒนาตอยอดเพื่อใชในงานดานเทคโนโลยีชีวภาพได

หลากหลายประเภทอีกดวย 

 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย  

1.2.1 เพื่อศึกษาคานํ้ามันและไขมันในตัวอยางนํ้าเสียของรานจําหนายอาหาร 

1.2.2 เพื่อคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการของการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรีย

ที่แยกได 

1.2.3 เพื่อศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรีย        

ที่คัดแยกได 

1.2.4 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียที่มีไขมันสูง 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย  

  งานวิจัยน้ีมีรูปแบบการวิจัยเปนการวิจัยเชิงทดลอง (Experimental research) แบบทดลอง

ในหองปฏิบัติการ (Laboratory experiment) เพื่อคัดแยกและหาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของ

แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันและไขมันสําหรับบําบัดนํ้าเสียที่มีนํ้ามันและไขมัน

ปนเปอน ทําการสุมเก็บตัวอยางนํ้าเสียจากถังดักไขมันของรานจําหนายอาหารที่ต้ังอยูในโรงอาหาร 

มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ และนํามาศึกษาคานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสีย และคัดแยก

แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันและไขมัน รวมทั้ง ศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยง             

ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส ไดแก แหลงคารบอนพีเอช และระยะเวลาเพาะเลี้ยง และศึกษา

ประสิทธิภาพในการยอยสลายนํ้ามันและไขมันของแบคทีเรียที่ คัดแยกได ในนํ้าเสียสังเคราะห 

ระยะเวลาดําเนินการวิจัย เปนเวลา 1 ป ต้ังแต เดือนเมษายน พ.ศ. 2559 ถึง เดือนมีนาคม               

พ.ศ. 2560 
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1.4 นิยามศัพทเฉพาะ  

  1.4.1 นํ้าเสียที่มีไขมันสูง (High lipid-containing wastewater) หมายถึง นํ้าเสียจาก           

ถังดักไขมันของรานอาหารที่มีปริมาณนํ้ามันและไขมันสูง  ในงานวิจัยน้ี คือ นํ้าเสียที่มีคานํ้ามันและ

ไขมันสูงกวามาตรฐานควบคุมการระบายนํ้าทิ้งจากอาคารบางประเภทและบางขนาด ตามประกาศ

กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม ซึ่งกําหนดใหปริมาณนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียจากราน

จําหนายอาหารตองไมเกิน 100 มิลลิกรัม/ลิตร   

  1.4.2แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน (Lipid-degrading bacteria) 

หมายถึงแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันโดยผลิตเอนไซมไลเปสไปยอยสลายไขมนัให

กลายเปนกลีเซอรอลและกรดไขมันอิสระ ในงานวิจัยน้ี คือ แบคทีเรียที่แสดงความสามารถในการยอย

สลายนํ้ามันและไขมันบนจานอาหารทดสอบ Tributyrin agar 1% 

  1.4.3 เอนไซมไลเปส (Lipase enzyme) หมายถึง เอนไซมที่จัดอยูในกลุมของไฮโดรเลส      

มีช่ือเรียกตามระบบวา กลีเซอรอลเอสเทอรไฮโดรเลส (Glycerol ester hydrolase) หรือไตรเอซิล 

กลีเซอรอลเอซิลไฮโดรเลส (Triacylglycerol acylhydrolase) หมายเลขรหัสเอนไซม E.C.3.1.1.3 
1.4.4 ดัชนีเอนไซม (Enzyme index) หมายถึง คาการยอยสลายนํ้ามันและไขมันของ

จุลินทรีย วิเคราะหไดจากขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีรวมกับขนาดของวงใสที่เกิดรอบโคโลนีบน

อาหารทดสอบตอเสนผาศูนยกลางของโคโลนี ในงานวิจัยน้ี คือ ดัชนีเอนไซมไลเปสของจุลินทรียใน

การยอยสลายนํ้ามันและไขมันบนจานอาหารทดสอบ Tributyrin agar 1% 

1.4.5 คากิจกรรมเอนไซม (Enzyme activity) หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่ใชในการเรง

ปฏิกิริยาของสารต้ังตนหรือสับเตรท (Substrate) 1 ไมโครโมล (µmol) ตอ 1 นาที ภายใตสภาวะคือ 

พีเอชและอุณหภูมิที่คงที่หน่ึงๆ ที่ปฏิกิริยาเกิดข้ึนไดดีที่สุด มีหนวยเปน ยูนิต (Unit, U) ในงานวิจัยน้ี 

คือ ปริมาณเอนไซม ไลเปสที่สามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรท  (p-nitrophenyl 

palmitate  : pNPP) ใหกรดพลามิติกอิสระ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิ 55 C มีหนวย

เปน ยูนิตตอมิลลิลิตร (U/ml) 

1.4.6 ประสิทธิภาพการกําจัดนํ้ามันและไขมัน หมายถึง ในงานวิจัยน้ีคือ ประสิทธิภาพในการ

กําจัดคานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียสังเคราะหในตัวอยางนํ้าเสียที่ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับคานํ้ามัน

และไขมันเริ่มตน โดยคิดเทียบเปนคารอยละ 

1.4.7 นํ้ามันและไขมัน (Oil & Grease : O&G) หมายถึง สารที่มีองคประกอบหลักเปนธาตุ

คารบอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน ไมละลายนํ้า เมื่ออยูในนํ้าจะแยกออกจากนํ้า แตสามารถละลาย

ไดดีในสารที่เปนนํ้ามัน หรือในตัวทําละลายบางชนิด เชน แอลกอฮอล นํ้ามันและไขมันจัดเปนสาร

กลุมเดียวกันเรียกวาลิพิด (Lipid) ในงานวิจัยน้ี หมายถึง คานํ้ามันและไขมันที่อยูในนํ้าเสีย วิเคราะห

ดวยวิธี Soxhlet extraction มีหนวยเปน มิลลิกรัมตอลิตร 
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1.5 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

 5.1 ทราบถึงปริมาณนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียจากถังดักไขมันของรานจําหนายอาหารที่ต้ังอยู

ในโรงอาหาร มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ เพื่อใชเปนแนวทางในการดําเนินการควบคุมการ

ทํางานของถังดักไขมันใหสามารถลดปริมาณนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียกอนนําเขาสูระบบบําบัดนํ้าเสีย

ของมหาวิทยาลัยฯ ตอไป 

 5.2 ไดสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจาก

งานวิจัยน้ี ไดแก แหลงคารบอน พีเอช และระยะเวลาการเพาะเลี้ยง เพื่อนําไปเพาะเลี้ยงแบคทีเรียให

สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงข้ึน 

 5.3 แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันและไขมันที่คัดแยกไดจากงานวิจัยน้ี 

เปนจุลินทรียทองถ่ินที่อาศัยอยูในสภาพแวดลอมของนํ้าเสียที่มีนํ้ามันและไขมันปนเปอนสูงอยูแลว             

มีการปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมดังกลาวไดดี สามารถนําไปใชทดลองบําบัดนํ้าเสียที่มีไขมันสูงโดยมี

ประสิทธิภาพในการกําจัดนํ้ามันและไขมันไดสูง ชวยลดคาใชจายในการใชสารเคมี หรือคาดําเนินการ

ระบบบําบัดนํ้าเสียในสวนที่ตองกําจัดนํ้ามันและไขมัน อีกทั้งจุลินทรียเหลาน้ียังเปนจุลินทรียที่อยูใน

สิ่งแวดลอมมีอันตรายนอยกวาสารเคมี ปลอดภัยตอผูที่เกี่ยวของ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 2 
การทบทวนวรรณกรรม 

 

2.1 นํ้ามันและไขมัน 
ไขมันหรือลิพิด (Lipid) คือ สารชีวภาพพื้นฐานของสิ่งมีชีวิตที่สามารถละลายในตัวทําละลาย

อินทรียได เชน คลอโรฟอรม และเมธานอล มีกรดไขมัน (Fatty acids) เปนองคประกอบสวนใหญ 

โดยไขมันจากพืชและสัตวสวนมากมักจะพบกรดไขมันที่มีจํานวนอะตอมคารบอน 16 และ 18 อะตอม 

เชน Palmitic Oleic Linolenic และ Stearic (Voet, Voet, & Pratt, 2008) ไขมันมีโครงสรางเปน

ไฮโดรคารบอนที่ไมมีข้ัวซึ่งจะแสดงคุณสมบัติไมชอบนํ้า (Hydrophobicity) และมีผลทําใหละลายไดดี

ในตัวทําละลายอินทรีย ตัวอยางของไขมัน เชน กรดไขมัน กลีเซอรอล ข้ีผึ้ง (Wax) โคเลสเตอรอล 

กรดนํ้าดี และวิตามินอี เปนตน (มนตรี จุฬาวัฒนฑล, ยงยุทธ ยุทธวงศ, ชิษณุสรร สวัสดิวัฒน ,       

สกล พันธย้ิม, และภิญโญ พานิชพันธ, 2542)        

นํ้ามันและไขมัน (Oil and Grease: O & G) เปนไขมันประเภทหน่ึง ซึ่งเปนผลผลิตพลอยได

จากกระบวนการประกอบอาหาร ตามปกติประกอบไปดวยเศษอาหาร ไขมันสัตวจากหมู-วัว นํ้ามันใช

แลวทั้งนํ้ามันพืชและสัตว เนยเหลว เนยแข็งและเนยเทียม นํ้าซอสและเครื่องปรุงตางๆ เปนตน นํ้ามัน

และไขมันอาจประกอบไปดวยสารประกอบที่มีลักษณะเปนของแข็งหรือของเหลวที่ผสมกันหลายชนิด 

ข้ึนกับสภาวะอิ่มตัวของสายคารบอนของสารประกอบที่เกิดข้ึน (Lewkowltsch, 1922)    

2.1.1 องคประกอบของน้ํามันและไขมัน 

นํ้ามันและไขมันประกอบไปดวยสารประกอบตางๆ ดังน้ี  

2.1.1.1 กรดไขมัน (Fatty acids: FAs)  

เปนสารประกอบกลุมไฮโดรคารบอนสายยาวที่มักอยูในรูปเอสเทอร 

(Esterified) ซึ่งมีมากถึง 1,000 ชนิด มีจํานวนอะตอมคารบอนอยูระหวาง 8-22 อะตอม มักพบกรด

ไขมันอิสระที่มีจํานวนอะตอมคารบอน 18 อะตอม มากที่สุด ทั้งน้ี ชนิดของกรดไขมันข้ึนกับความยาว

ของสาย ตําแหนงคารบอน ชนิดของการอิ่มตัวหรือไมอิ่มตัว และหมูที่เพิ่มเติมในสายอะลิฟาติก 

(Aliphatic chain) สําหรับกรดไขมันที่มาจากอาหารมีประมาณ 20 ชนิด และสวนใหญเปนชนิดกรด

ไขมันไมอิ่มตัวเชน Palmitic Oleic และ Linoleic acids ซึ่งคิดเปนมากกวารอยละ 80 ของนํ้ามัน

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

ตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1  ช่ือเรียกตามระบบของกรดไขมันบางชนิด   

 

Structure Systematic Name Abbreviation Shorthand Name 

CH3(CH2)10COOH Dedecanoic lauric 12:0 

CH3(CH2)12COOH Tetradecanoic myristic 14:0 

CH3(CH2)14COOH Hexadecanoic palmitic 16:0 

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

CH3(CH2)16COOH Octadecanoic stearic 18:0 

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

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

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

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

COOH 

Z,Z-9,12-

octadecadienoic 

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

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

octadecatrienoic 

-linolenic 

(ALA) 

18:3 9c,12c,15c 

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

COOH 

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

octadecatrienoic 

-linolenic 

(GLA) 

18:3 6c,9c,12c 

CH3(CH2)18COOH eicosanoic arachidic 20:0 

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

COOH 

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

eicosatetraenoic 

arachidonic 

(ARA) 

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

14c 

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

5,8,11,14,17-

eicosapentaenoic 

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

14c, 17c 

CH3(CH2)20COOH Docosanoic behenic 22:0 

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

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

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

docosahezaenoic 

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

13c, 16c,19c 

CH3(CH2)22COOH tetracosanoic lignoceric 24:0 

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

ที่มา: Gunstone, Harwood, and Dijkstra (2007) 
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กรดไขมันแบง ได เปน 3 กลุมใหญ (มารุจ ลิมปะ วัฒนะ,  และวรรณวิมล            

คลายประดิษฐ, 2552) ดังน้ี  

(1) กรดไขมันอิ่มตัว (Saturated fatty acids) กรดไขมันชนิดน้ีระหวางอะตอม

คารบอนยึดติดกันดวยพันธะเด่ียว โดยมีอะตอมไฮโดรเจนติดกับทุกอะตอมคารบอน ตัวอยางเชน กรด

ไขมัน Stearic Lauric Myristic และ Palmitic พบมากในไขมันสัตวและนํ้ามันมะพราว 

(2) กรดไขมันไมอิ่มตัวที่มีพันธะคู 1 ตําแหนง (Monounsaturated fatty acids) 

ตัวอยางเชน C18:1 (Oleic acid) พบในนํ้ามันพืชบางชนิด ตัวอยางเชน นํ้ามันปาลม 

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

(Polyunsaturated fatty acids) สวนใหญเปนกรดไขมันที่จําเปน เชน C18:1 n-6 (Linoleic acid) 

และ C18:2 n-3 (Linolenic acid) ซึ่งพบมากในนํ้ามันพืช เชน นํ้ามันถ่ัวเหลือง นํ้ามันขาวโพดนํ้ามัน

ทานตะวัน นํ้ามันถ่ัวลิสง นํ้ามันคาโนลา และนํ้ามันเมล็ดฝาย และกรดไขมันอื่นๆ ที่มีความสําคัญตอ

มนุษย เชน C20:5 n-3 (Eicosapentaenoic acid : EPA) และ C22:6 n-3 (Decosahexaenoic 

acid : DHA) ซึ่งพบมากในนํ้ามันปลา ปริมาณกรดไขมันในนํ้ามันพืชดังแสดงในตารางที่ 2 

 

ตารางท่ี 2  รอยละของกรดไขมันในนํ้ามันพืชบางชนิด 

 

Fatty 

acid 

Carbon atom 

:Double bond 

Coconut 

oil 

Corn 

oil 

Cottonseed 

oil 

Palm 

oil 

Sunflower 

oil 

Soybean 

oil 

Rice bran 

oil 

Olive 

oil 

Caproic 6:0 0.50        

Caprylie 8:0 8.00        

Caprie 10:0 6.40        

Lauric 12:0 48.50   0.30 0.50    

Mysristic 14:0 17.60  0.90 1.10 0.20 0.10 0.60  

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

Palmitoleic 16:1  0.10 0.70 0.10 0.10 0.10   

Margaric 17:0   0.10      

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

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

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

Linolenic 18:3  0.90 0.30 0.30 0.50 7.80 2.20 0.80 

Arachidic 20:0 0.10 0.10 0.10 0.20 0.40 0.30  0.50 

Behenic 22:0      0.10  0.50 

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

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

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

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

ประกอบดวยคารบอน จํานวน 3 อะตอม แตละอะตอมมีหมูไฮดรอกซิล 

(Hydroxyl group)  (HOCH2CH (OH) CH2OH) การแบงประเภทของกลีเซอรอลข้ึนกับจํานวนหมู  

ไฮดรอกซิล แบงออกเปน 3 ประเภท ไดแก Monoacylglycerols (MAG) Diacylglycerols (DAG) 

และ Triacylglycerols (TAGs) ทั้งน้ี TAGs เปนกรดไขมันที่พบมากในรูปของกลีเซอรอลเอสเทอร  

(Glycerol eaters) บางครั้งเรียกวาไตรกลีเซอไรด (Triglycerides) TAGs มีคุณสมบัติคือ ไมมีข้ัว 

(Nonpolar) และไมละลายนํ้า พบทั่วไปในนํ้ามันและไขมัน โดยชนิดของ TAGs ที่พบน้ันข้ึนก ับแหลง

ของสิ่งมีชีวิต เชน  นํ้ามันพืช (Plant oil) จะมีกรดไขมันอิสระแบบไมอิ่มตัว (Unsaturated fatty 

acid) มากกวาไขมันสัตว ทําใหนํ้ามันพืชมีจุดหลอมเหลวตํ่ากวาไขมันสัตว ดังน้ัน ที่อุณหภูมิหอง 

นํ้ามันพืชจึงอยูในรูปของเหลวในขณะที่ไขมันสัตวอยูในรูปของของแข็ง (Gunstone, 2004) 

2.1.1.3 เอสเทอรแว็กซ (Ester waxes) 

เปนสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีลักษณะเปนสายยาว ประกอบดวย

ไฮโดรคารบอน (TCH3) แอลกอฮอล (RCH2OH) อัลดีไฮด (RCHO) กรด (RCOOH) และเอสเทอร 

(RCOOR) แว็กซมีทั้งที่มาจากพืช เชน ไขคารนูบา (Carnauba) และโจโจบาออยล (Jojoba) 

และแว็กซที่มาจากสัตว เชน ข้ีผึ้ง (Beeswax) และข้ีผึ้งขนแกะ (Woolwax) (Madan, 2013) 

2.1.1.4 ฟอสโฟลิพิด (Phospholipids)  

เปนไขมันที่มีลักษณะแบบแอมฟฟลิก (Amphiphilic) คือ สามารถลายได

ทั้งตัวทําลายที่มี ข้ัว เชน นํ้า และไมข้ัว เชน นํ้ามัน ทําใหไขมันประเภทน้ีมีบทบาทสําคัญใน

อุตสาหกรรมหลายประเภท เชน อาหาร เครื่องสําอาง และเภสัชกรรม อยางไรก็ตาม ไขมันประเภทน้ี

มักเกิดการเสื่อมสลายในข้ันตอนการกลั่นนํ้ามัน ทั้งน้ี ไขมันชนิดน้ีมักพบในนํ้ามันพืช และปนเปอนใน

นํ้าเสียในรูปของนํ้ามันและไขมัน (Solomon, Fryhle, & Snyder, 2013) 

2.1.1.5 สตีรอล (Sterols) และสตีรอลเอสเทอร (Sterol esters) หรือที่เรียกวา 

โคเลสเตอรอล (Cholesterol)  

สารประกอบชนิดน้ีไมใชไขมันแตพบมากในนํ้ามันและไขมัน และมีผลยับย้ัง

คุณสมบัติทางกายภาพบางประการของนํ้ามันและ ไขมันดวย สตีรอลสามารถเกิดปฏิกิริยา            

เอสเทอรริฟ เคช่ัน (Esterification) กลายเปนกรดไขมันสายยาว ซึ่งในนํ้ามันดิบสวนใหญ              

จะประกอบดวย Phytosterol รอยละ 0.10-2.20 โดยอยูในรูปของสตีรอลอิสระ (Free sterol) 

(Patrick, 2012) 
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 2.1.2 การใชประโยชนจากน้ํามันและไขมัน 

นํ้ามันและไขมันถูกนําไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมหลายประเภท ดังน้ี 

2.1.2.1 อุตสาหกรรมอาหาร (Food industry)  

ไขมันเปนสารต้ังตนของผลิตภัณฑที่เกี่ยวของในอุตสาหกรรมอาหารหลาย

ประเภท เชน เนยเทียม ไขมันเนย เนยขาว นํ้ามันสลัด และนํ้ามันประกอบอาหาร นอกจากน้ียังเปน

สวนประกอบในอาหารอีกหลากหลาย เชน ผลิตภัณฑเบเกอรี่ อาหารสําหรับทารก ขนมหวาน และ

อาหารในชีวิตประจําวันอื่นๆ สําหรับนํ้ามันประกอบอาหาร (Cooking oil) ใชในการประกอบอาหาร

ประเภททอดโดยเปนตัวกลางใหความรอนถายเทสูอาหารทําใหอาหารมีกลิ่นและเน้ือสัมผัสตาม

ตองการ โดยทั่วไปแลวนํ้ามันใชในงานทอดที่อุณหภูมิสูงถึง 180 C นํ้าในอาหารเมื่อถูกความรอน           

จะไปทําใหกรดไขมันในนํ้ามันแตกหักหรือเรียกกระบวนการน้ีวาปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) 

ซึ่งทําใหนํ้ามันมีคุณภาพเปลี่ยนแปลงไป มีจุดเกิดควัน (Smoke point) ลดลง สีเขมข้ึน และมีกลิ่น

เปลี่ยนแปลงไป ในกระบวนการใหความรอนน้ีนํ้ามันจะมีสภาพเปลี่ยนแปลงไปเกิดเปนสารประกอบที่

มีขนาดใหญข้ึน (Polymerization) เปนยางเหนียว เน่ืองจากมีการดูดซับอาหารไว เกิดเปนลักษณะ

เหมือนคราบไขมันหรือจาระบี (Grease) ข้ึน (Gunstone, 2008) 

2.1.2.2 อุตสาหกรรมโอลิโอเคมี (Oleochemical industry)  

เปนอุตสาหกรรมผลิตสารเคมีจากไขมันและนํ้ามันพืช ผานกระบวนการ

ไฮโดรไลซิสของนํ้ามันและไขมันไดเปนกรดไขมัน เมธิล เอสเทอร แอลกอฮอล เอมีน และกลีเซอรอล 

ซึ่งมีองคประกอบคลายคลึงกับสารเคมีที่มาจากปโตรเคมี อุตสาหกรรมโอลิโอเคมีกําลังเจริญเติบโตใน

หลายประเทศทั่วโลก ระหวางป 2000-2010 มีปริมาณผลผลิตจากอุตสาหกรรมโอลิโอเคมีเพิ่มข้ึน     

1 ใน 3 ของปริมาณทั้งหมด จาก 5.76 เปน 7.75 ลานตัน วัตถุดิบของอุตสาหกรรมโอลิโอเคมี ไดแก 

นํ้ามันทอลล (นํ้ามันจากผิวเซลลทั้งพืชและสัตว) นํ้ามันปาลม นํ้ามันที่มีกรดไขมัน Erucic นํ้ามันกาก

ถ่ัวเหลือง และนํ้ามันดอกทานตะวันสวนผลิตภัณฑที่ไดจากอุตสาหกรรมโอลิโอเคมีจะถูกนําไปใช

ประโยชนเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรมตางๆ ตัวอยางเชน เทียน สารทําความสะอาด เครื่องสําอาง 

สารชวยใหลอยตัว (Flotation agents) สารอีมัลซิไฟเออรในอุตสาหกรรมอาหาร นํ้าหมึก ยาฆาแมลง 

อุตสาหกรรมหนัง นํ้ามันหลอลื่น สี สารปราบศัตรูพืช อุตสาหกรรมยา พลาสติก สบู อุตสาหกรรมเสน

ใยและสิ่งทอ และยางรถยนต เปนตน ทั้งน้ี เพื่อใหการเกิดปฏิกิริยาของกระบวนการไฮโดรไลซิสของ

นํ้ามันและไขมันดีย่ิงข้ึนทําใหไดกรดไขมันตามตองการ ไดมีการนําเอาเอนไซมไลเปสเขามาชวยในการ

ทํางาน โดยเอนไซมดังกลาวไดมาจาก Rhizomucor miehei และ Candida rugosa ใชเวลา

เพาะเลี้ยง 20 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 20 C หรือเวลาเพาะเลี้ยง 6 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 45 C ผลิตภัณฑที่ได

มีความสะอาดและเกิดของเสียนอยกวากระบวนการแยกไขมัน (Fat splitting process) และยังมี

คาใชจายนอยกวา แตอยางไรก็ตาม ปจจุบันเอนไซลไลเปสน้ียังไมเปนที่นิยมอยางแพรหลายในระดับ

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

สารลดแรงตึงผิว คือ สารที่มีอนุภาคขนาดเล็กที่มีทั้งดานข้ัวที่ชอบนํ้า 

(Hydrophilic -lipophobic) และดานข้ัวที่ไมชอบนํ้า-ชอบไขมัน (Hydrophobic -lipophilic) เมื่อ

อยูในสารละลาย โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะสะสมอยูบริเวณผิวของตัวทําละลาย ทําใหเกิดการ

ลดคาแรงตึงผิวของตัวทําละลายน้ัน ทําใหสารประกอบไฮโดรคารบอนละลายไดในนํ้า หรือสวนของ

นํ้าละลายในสารประกอบไฮโดรคารบอน ทําใหสารลดแรงตึงผิวมีคุณสมบัติที่ดีในการเปนผสมของสาร

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

ตัวอยางเชน สบูมีสายของกรดไขมัน Palmitic เปนดานข้ัวที่ชอบไขมัน (Lipophilic) และหมูคารบอก

ซีเลท (Carboxylate group) เปนดานข้ัวที่ชอบนํ้าเปนตน สารลดแรงตึงผิวผลิตไดมาจาก

อุตสาหกรรมปโตรเคมีและอุตสาหกรรมโอลิโอเคมี สําหรับสารต้ังตน Lipophilic alkyl chain มัก

เปน C12 และ C14 ผลิตจาก Lauric oil หรือ C16 และ C18 ผลิตจากนํ้ามันทอลล นํ้ามันปาลม 

หรือ C20 และ C22 ผลิตจากนํ้ามันปลา นํ้ามันที่มีกรดไขมัน Eruci สารลดแรงตึงผิวที่ใชใน

อุตสาหกรรมมีแบงได 4 ประเภท ไดแก สารอิออนลบ (Anionic) สารไมมีประจุ (Non-ionic) สาร

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

ลดแรงตึงผิวถูกนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารและอุตสาหกรรมอื่นๆ ไดแก Emulsification,               

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

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

2.1.2.4 ผลิตเครื่องสําอาง  

ไขมันมีความสําคัญถูกนํามาใชเปนสวนผสมในเครื่องสําอางและผลิตภัณฑ

บํารุงผิว วัตถุประสงคเพื่อใหมีเ น้ือสัมผัสที่ เหมาะสมและเพื่อเพิ่มคุณภาพเครื่องสําอาง เชน 

Tocopherols และ Phytosterols ชวยใหผิวหนังมีสุขภาพดีข้ึน หนาที่ของไขมันในเครื่องสําอาง 

ไดแก Emollients Moisturizers Emulsifiers Solubilisers-Dispersing agents Texturisers และ 

Skin-feel improvers นอกจากน้ีกรดไขมันบางชนิดยังมีความสามารถที่นาสนใจ เชน Antioxidative 

anti-inflammatory สังเคราะหโปรตีนและคอลาเจน และยอยสลายผิวหนัง ไดอีกดวย ตัวอยาง

ผลิตภัณฑ เชน ผลิตภัณฑบํารุงผิวประเภท Oilments balm ผสมในเครื่องสําอาง เจลอาบนํ้า แชมพู 

และครีมนวดผม เปนตน (Gunstone, 2008) 

2.1.2.5 ผลิตเช้ือเพลิงชีวภาพ (Biofuels)  

ปญหาการใชเช้ือเพลิงจากซากฟอสซิลสงผลกระทบทําใหเกิดภาวะโลกรอน 

การใชพลังงานทางเลือกจากเช้ือเพลิงชีวภาพที่ผลิตจากพืชและสัตว จึงกลายเปนที่นิยมมากข้ึนใน

ปจจุบัน ตัวอยางเชน เช้ือเพลิงชีวภาพประเภทไบโอดีเซล (Biodiesel) ที่ผลิตจากเมทิลเอสเทอร 

(Methyl ester) ที่มาจากพืชนํ้ามันและไขมันสัตวหลายประเทศในทวีปยุโรป ทวีปอเมริกาเหนือ และ

ทวีปอเมริกาใต เริ่มหันมาใชไบโอเอทานอล (Bioethanol) และไบโอดีเซลโดยในป 2004 ประเทศ
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สหรัฐอเมริกาผลิตไบโอเอทานอล ปริมาณ 4 พันลานแกลลอน (หรือ 19 ลานตัน) และไบโอดีเซล 

ปริมาณ 30 ลานแกลลอน (หรือ 0.13 ลานตัน) 

ไตรเอซิลกลีเซอรอล (TAGs) เปนสารประกอบไฮโดรคารบอนสายยาวที่พบใน

นํ้ามันและไขมัน เกิดจากปฏิกริยาทรานเอสเทอริฟเคชัน (Tranesterification) โดย TAGs จะทํา

ปฏิกิริยากับแอลกอฮอลสายสั้น เชน เมทิลและเอทิลแอลกอฮอลเมื่อมีตัวเรงปฏิกิริยา จากน้ัน TAGs 

จะเปลี่ยนไปเปนโมโนเอซิลกลีเซอรอล (MAG) และไดเอซิลกลีเซอรอล (DAG) และสุดทายจะได                  

กลีเซอรอล ตามลําดับ ดังภาพที่ 1 (ปกรณ วินะยานุวัติคุณ, 2554)   

 

ภาพท่ี 1  ปฏิริยาทรานเอสเทอริฟเคชันระหวางไตรเอซิลกลีเซอรอลกับแอลกอฮอล 

 

 
 

ที่มา: ปกรณ วินะยานุวัติคุณ (2554) 

 

การเปลี่ยนพืชนํ้ามันและไขมันสัตวไปเปนเมทิลเอสเทอร ซึ่งเปนสวนผสมใน

นํ้ามันไบโอดีเซลน้ันมีกระบวนการดังภาพที่ 2 โดยวัตถุดิบสําคัญที่สามารถนํามาผลิตไบโอดีเซล ไดแก 

นํ้ามันพืช ไขมันสัตว นํ้ามันจากสาหรายขนาดเล็ก และผลิตภัณฑจากของเสีย สําหรับตัวเรงปฏิกิริยา

อาจเปนสารเคมีประเภทกรดหรือดาง หรืออาจเปนตัวเรงทางชีวภาพก็ได (ปกรณ วินะยานุวัติคุณ, 

2554) อยางไรก็ตามการใชตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวภาพ เชน เอนไซมไลเปส กําลังไดรับความสนใจ 

เน่ืองจากเปนกระบวนการที่มีประสิทธิภาพสูง สามารถลดคาใชจายของกระบวนการหลังการผลิต 

เพราะแยกผลิตภัณฑออกไดงาย และไมมีคาใชจายในการบําบัดนํ้าเสีย ดังน้ัน การนําเอนไซมไลเปส

มาใชประโยชนจึงเปนอีกหน่ึงทางเลือกในการพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพเพื่อผลิตไบโอดีเซล 

นํ้ามันและไขมันที่เกิดข้ึนในถังดักไขมันของรานอาหารน้ัน ก็เปนวัตถุดิบ

ประเภทหน่ึงที่สามารถนําไปผลิตไบโอดีเซลไดเชนกัน Husuntree et al. (2011) ใชกรดซัลฟุริกเปน

ตัวเรงปฏิกิริยาในปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคช่ันของนํ้ามันและไขมันจากถังดักไขมันของโรงอาหาร 

ไดผลผลิตเมทิลเอสเทอรรอยละ 83.59+รอยละ 1.51 ทั้งน้ี สํานักงานปกปองสิ่งแวดลอมประเทศ

สหรัฐอเมริกา (United States Environmental Protection Agency: EPA) ไดใหคําแนะนําวา

นํ้ามันและไขมันจากถังดักไขมัน จากอุตสาหกรรมอาหารสัตว เครื่องสําอาง สบู และอีกหลาย

TAGs Alcohol Glycerol Methyl ester 
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อุตสาหกรรมที่มีนํ้ามันและไขมันที่เกิดข้ึนกลายเปนของเสียน้ี สามารถนํามาเปนวัตถุดิบในการผลิต   

ไบโอดีเซลไดเปนอยางดี (EPA, 2013) 

 

ภาพท่ี 2  กระบวนการผลิตนํ้ามันไบโอดีเซล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: Pinto et al. (2005) 

 

 2.1.2.5 ดานอื่นๆ 

นอกจากน้ีนํ้ามันและไขมันยังถูกนําไปใชในการผลิตอื่นๆ เชน นํ้ามันหลอลื่น 

(Lubricants) เปนตน  

 

2.2 นํ้าเสียท่ีมีน้ํามันและไขมันจากรานอาหาร 

นํ้าเสียจากรานอาหารที่มีนํ้ามันและไขมันปนเปอนสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอมเปนอยางมาก 

โดยเฉพาะหากนํ้าเสียเหลาน้ีถูกปลอยลงสูสิ่งแวดลอมโดยไมไดผานการบําบัดอยางเหมาะสม         

จะกอใหเกิดปญหาแหลงนํ้าเนาเสีย หรือเกิดการปนเปอนสูดินได นอกจากน้ียังอาจทําใหทอระบาย  

นํ้าเสียอุดตัน ระบบการระบายนํ้าลมเหลว และเปนปญหาตอระบบบําบัดนํ้าเสียในที่สุด ทําใหระบบ

บําบัดนํ้าเสียมีประสิทธิภาพลดลง เปนอุปสรรคตอการทํางานในระบบข้ันตอนตางๆ (Nuri & Taner, 

2004)  

2.2.1 องคประกอบของน้ําเสียจากรานอาหาร 

กรมควบคุมมลพิษไดแสดงองคประกอบของนํ้าเสียจากรานอาหารดังตารางที่ 3นํ้าเสีย

จากรานอาหารมีปริมาณนํ้ามันและไขมันสูงมาก  ต้ังแต 14 จนถึง 38,000 มิลลิกรัมตอลิตร           

ซึ่งมากกวามาตรฐานควบคุมการระบายนํ้าทิ้งจากอาคารบางประเภทและบางขนาด ของกรมควบคุม
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มลพิษ กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม กําหนดใหนํ้าทิ้งตองมีคานํ้ามันและไขมัน ไมเกิน 

100 มิลลิกรัมตอลิตร ดังน้ัน การกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียกอนปลอยระบายลงสูแหลงนํ้า

สาธารณะจึงมีความจําเปนอยางย่ิง นํ้าเสียมาจากกระบวนการผลิตอาหารและฟารมเลี้ยงสัตวมักมี

สารอินทรียที่ยอยสลายไดอยูในปริมาณมาก รวมทั้งมีปริมาณไขมันและโปรตีนปนเปอนสูง สงผลให

การบําบัดดวยวิธีทางชีวภาพมีประสิทธิภาพตํ่า ถาไมมีการบําบัดสารอินทรียออกกอน เมื่อปลอยนํ้า

เสียลงดินหรือแหลงนํ้าสาธารณะจะสงผลกระทบอยางรุนแรง เน่ืองจากนํ้าเสียมีคา Biochemical 

oxygen demand (BOD) และคา Chemical oxygen demand (COD) อยูในระดับสูง ปจจุบัน      

ยังไมมีเทคโนโลยีที่สามารถบําบัดหรือยอยสลายไขมันไดในระดับปริมาณมากที่นับหนวยเปนตัน และ

ในกรณีอุตสาหกรรมอาหารและรานอาหารตางๆ ที่มีสารอินทรียประเภทไขมันปนเปอนสูงย่ิง

กลายเปนปญหาสําคัญที่ตองเรงดําเนินการแกไข     

 

ตารางท่ี 3  องคประกอบของนํ้ามันและไขมันจากรานอาหาร 

 

พารามิเตอร (หนวย) ความเขมขน 

ความเปนกรดดาง (pH) 5-7 

สภาพการนําไฟฟา (Conductivity) (ไมโครซีเมนสตอ

เซนติเมตร) 

300-2,500 

สี (Color) (ADMI) 60-700 

ไนโตรเจนทั้งหมด (TKN) (มิลลิกรัมตอลิตร) 9-106 

กรดไขมันอิสระ (Free Fatty acid) (รอยละ) 0.02-85 

ไขมันและนํ้ามัน (Grease and Oil) (มิลลิกรัมตอลิตร) 14-38,000 

ฟอสฟอรัสรวม (Total Phosphorus) (มิลลิกรัมตอลิตร) 0.13-100 

ที่มา: กรมควบคุมมลพิษ (2551) 

   

  2.2.2 การกําจัดน้ํามันและไขมันในนํ้าเสีย  
2.2.2.1 วิธีการกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสีย 

การบําบัดนํ้าเสียที่มีไขมันสูงจําเปนตองลดความเขมขนหรือกําจัดนํ้ามันและ

ไขมันออกกอนนํานํ้าเสียเขาระบบบําบัดนํ้าเสีย เพื่อปองกันไมใหมีสารยับย้ังใดๆ ที่มีในสารอินทรียที่

จะไปมีผลตอประสิทธิภาพของระบบบําบัดนํ้าเสียดังกลาว โดยทั่วไปการบําบั ดเบื้องตน                    

(Pre-treatment) มักใชถังดักไขมัน (Grease trap) ถังแยกไขมัน ระบบทําใหลอยตัวโดยการเปา

อากาศ และวิธีการบําบัดทางกายภาพ-เคมี เพื่อกําจัดนํ้ามันและไขมันออกจากนํ้าเสีย อยางไรก็ตาม

สารเคมีที่ใช น้ีมีราคาแพง ประสิทธิภาพการกําจัดนํ้ามันและไขมันตํ่า ทําใหมี นํ้ามันและไขมัน
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หลงเหลือในนํ้าเสียและเปนปญหาตอระบบบําบัดนํ้าเสียหลายประการ ตัวอยางเชน สงกลิ่นเหม็น

รบกวน หรือลดอัตราการแลกเปลี่ยนระหวางเซลลจุลินทรียกับนํ้าเสีย (เชน สสารตางๆ และการ

ละลายของออกซิเจน) เน่ืองจากนํ้ามันและไขมันจะหอหุมรอบตะกอนจุลินทรียหรือเกิดเปนแผนฟลม

ไขมันลอยอยูบนผิวหนาของนํ้าเสีย (Cammarota & Freire, 2006) โดยเฉพาะหากพบแผนฟลม

ไขมันในถังเติมอากาศจะมีผลตอประสิทธิภาพการบําบัดนํ้าเสียไดนอกจากน้ียังทําใหเกิดปญหา

ตะกอนลอยเน่ืองจากมีจุลินทรียกลุมเสนใยเจริญมากผิดปกติ (Filamentous microorganism 

blooms) รวมทั้งปญหาตะกอนจุลินทรียลอยปนก ับนํ้ามันและไขมันหลุดออกนอกระบบบําบัดนํ้าเสีย

อีกดวย (Vidal, Carvalho, Méndez, & Lema, 2000)  

โดยทั่วไปแลวการกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสีย มี 3 วิธี (บุญสง ไขเกษ 

และคณะ, 2554) ดังน้ี 

(1) วิธีการทางกายภาพ  

เปนวิธีควบคุมกําจัดและเก็บกวาดนํ้ามันและไขมันดวยวิธีทางกลศาสตร

หรือใชอุปกรณเครื่องมือซึ่งหลักการและประสิทธิภาพในการทํางานของอุปกรณแตละชนิดแตกตางกนั

ไปและในบางครั้งอาจใชอุปกรณในการทํางานมากกวาหน่ึงชนิดวิธีการกําจัดทางกายภาพเปนวิธีที่

นิยมใชกันมากเน่ืองจากทําไดรวดเร็วคาใชจายในการดําเนินการตํ่ากระบวนการไมซับซอนวิธีการทาง

กายภาพมีดังน้ี 

- การเติมอากาศเปนวิธีการเปาอากาศลงไปในนํ้าเสียโดยตรงเพื่อให

ฟองอากาศพานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียลอยข้ึนสูผิวนํ้าโดยฟองอากาศเปนตัวชวยพาใหนํ้ามันและ

ไขมันลอยตัวข้ึนสูผิวนํ้าเร็วย่ิงข้ึนโดยเฉพาะไขมันที่ไมสามารถแยกไดดวยถังดักไขมันหรือตองใช

ระยะเวลาในการกักพักนานทําใหถังดักไขมันมีขนาดใหญ 

- การทําใหลอยตัวโดยธรรมชาติเปนวิธีการที่อาศัยคุณสมบัติในดานความ

ถวงจําเพาะซึ่งนํ้ามันและไขมันจะมีความถวงจําเพาะที่นอยกวานํ้าเมื่อมีระยะเวลาการกักพักภายในถัง

เพียงพอที่จะทําใหนํ้ามันและไขมันลอยตัวข้ึนมาอยูที่ผิวนํ้าไดวิธีการน้ีจะใชถังดักไขมันและเครื่องแยก

ไขมันเหมาะสมกับแหลงกําเนิดนํ้าเสียที่มีปริมาณนํ้าเสียและปริมาณการปนเปอนของนํ้ามันและไขมนั

ไมมากนัก 

- การใชวัสดุดูดซับเปนวิธีการทางกายภาพที่ใชวัสดุที่มีคุณสมบัติในการ

ดูดซับนํ้ามันและไขมันโดยวัสดุที่นํามาใชอาจทํามาจากเสนใยสังเคราะหหรือเสนใยพืชซึ่งอาจจะเปน

วัสดุที่หาไดงายในทองถ่ินโดยทั่วไปวัสดุดูดซับควรมีคุณสมบัติดังน้ีคือสามารถลอยตัวอยูไดบนนํ้ามี

ความหนาแนนตํ่าเพื่อทําใหลอยตัวไดและสามารถดูดซับนํ้ามันและไขมันไวในตัวไดดีสะดวกตอการใช

งานข้ันตอนการใชไมยุงยากไมเปนพิษหรือสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอม 
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(2) วิธีการทางเคมี 

เปนวิธีการกําจัดนํ้ามันและไขมันดวยการเติมสารเคมีที่ใชสําหรับแยก

นํ้ามันและไขมันออกจากนํ้าโดยการใชสารเคมีที่มีสวนประกอบของสารลดแรงตึงผิวเปนสวนประกอบ

ทําใหนํ้ามันแตกตัวโดยสารเคมีน้ีจะทําใหความแตกตางของแรงตึงผิวระหวางนํ้ามันและไขมันกับนํ้า

ลดลงจนแรงตึงผิวของนํ้ามันและไขมันใกลเคียงกับนํ้าทําใหนํ้ามันและไขมันกระจายตัวและชวย

ปองกันการรวมตัวของนํ้ามันและไขมันอีกนอกจากน้ียังมีการใชสารเคมีทําใหนํ้ามันและไขมันรวมตัว

กันโดยการใชสารเคมีฉีดลงบนจุดที่มีนํ้ามันและไขมันอยูจะทําใหคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของ

นํ้ามันและไขมันเกิดการรวมตัวกันกลายเปนกอนแลวจมลงในนํ้าแตสารเคมีที่ใชในขณะน้ีมีราคาแพง

และยังมีการใชไมแพรหลายมากนัก 

(3) วิธีการทางชีวภาพ 

เปนวิธีการกําจัดนํ้ามันและไขมันที่อาศัยจุลินทรีย  เชน ยีสต รา และ

แบคทีเรีย ชวยในการยอยสลายนํ้ามันและไขมันการยอยสลายโดยธรรมชาติน้ีเปนไปอยางชาๆ       

ใชเวลานาน โดยปกติแลวในแหลงนํ้าธรรมชาติจะมีจุลินทรียประเภทตางๆ อาศัยอยู ซึ่งจุลินทรีย

เหลาน้ีจะดํารงชีวิตอยูไดโดยอาศัยอาหารที่มีอยูในแหลงนํ้า จึงอาศัยหลักการตามธรรมชาติดังกลาว

สารปนเปอนที่อยูในนํ้าเสียอยูในรูปของสารอนินทรียจะกลายเปนอาหารและถูกยอยสลายโดย

จุลินทรียวิธีการกําจัดทางชีวภาพ สามารถแบงออกตามลักษณะของปฏิกิริยาการยอยสลายของ

จุลินทรียไดเปน 2 ประเภท คือ การยอยสลายโดยใชออกซิเจนและการยอยสลายโดยไมใชออกซิเจน

การยอยสลายโดยใชออกซิเจนเปนการยอยสลายสารอินทรียโดยอาศัยจุลินทรียที่ใชออกซิเจนซึ่ง

สวนมากเปนออกซิเจนที่ละลายอยูในนํ้า เมื่อจุลินทรียทําการยอยสลายสารอินทรียจะทําใหปริมาณ

ออกซิเจนในนํ้าลดลง ถาปริมาณออกซิเจนมีไมเพียงพอจุลินทรียจะตายลง จึงจําเปนตองมีการเติม

ออกซิเจนลงไปในนํ้า วิธีการน้ีมักจะใชในระบบเอเอสถังเลี้ยงตะกอนและลานกรอง สวนการยอยสลาย

โดยไมใชออกซิเจนเปนการยอยสลายสารอินทรียโดยอาศัยจุลินทรียชนิดที่ไมใชออกซิเจน มักจะใชใน

ระบบถังกรองแอนแอโรบิคบอพักไรอากาศและถังหมัก เปนตน 

2.2.2.2 ปฏิกิริยาของนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสีย 

การยอยสลายนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสีย ตามปกติแลวจะเกิดจากจุลินทรีย

ผลิตเอนไซมไลเปสเพื่อไปทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสนํ้ามันและไขมันกลายเปนกลีเซอรอลและกรดไขมัน

สายยาว ซึ่งสารเหลาน้ีมีผลตอการยับย้ังกิจกรรมการจุลินทรียที่มีหนาที่บําบัดนํ้าเสีย (Hanaki, 

Nagase, & Matsuo, 1981; Angelidaki & Ahring, 1992) จึงตองมีการกําจัดนํ้ามันและไขมันใน   

นํ้าเสียออกกอนที่จะนํานํ้าเสียเขาสูระบบบําบัดข้ันตอนตอไป ทั้งน้ี ที่สภาวะอุณหภูมิสูงจุลินทรีย      

จะปลดปลอยเอนไซมไลเปสเพื่อยอยสลายนํ้ามันและไขมันไดดี (Becker et al., 1999) ดังน้ัน เพื่อ

ควบคุมกระบวนการยอยสลายนํ้ามันและไขมันในระบบบําบัดนํ้าเสียจึงจําเปนตองมีระบบใหความ

รอนเพื่อใหเกิดสภาวะที่เหมาะสมตอการปลดปลอยเอนไซมไลเปสของจุลินทรีย  
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2.2.2.3 ปญหาของการบําบัดทางชีวภาพของระบบบําบัดนํ้าเสียที่มีไขมันสูง 

ผลจากการมีไขมันปนเปอนในนํ้าเสียปริมาณมากจะทําใหเกิดกรดไขมันสาย

ยาวที่มีความเปนพิษและยับย้ังการทํางานจุลินทรียกลุมไมใชอากาศ กรดไขมันสายยาว (Long chain 

fatty acid : LCFA) ที่เกิดข้ึนจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสประกอบดวยกรดไขมันอิ่มตัวที่คารบอน            

12 – 14 อะตอม และกรดไขมันไมอิ่มตัวที่มีคารบอน 18 อะตอม (กรดไขมันสายยาว คือ กรดไขมันที่

มีจํานวนคารบอนอะตอมต้ังแต  13 - 21 อะตอมข้ึนไป (Beermann, Jelinek, Reinecker, 

Hauenschild, Boehm, & Klör, 2003) ย่ิงมีกรดไขมันสายยาวเกิดข้ึนมากย่ิงมีผลยับย้ังเพิ่มข้ึนตาม

ไปดวย สวนผลิตภัณฑอื่นที่ เกิดข้ึนคือกลีเซอรอลไมมีผลตอการยับย้ังการทํางานของจุลินทรีย          

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

จะไปลดการทํางานของ Adenosine triphosphate (ATP) และลดการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย

กลุม Acetogenic ซึ่งจะมีผลตอประสิทธิภาพการทํางานของระบบบําบัดนํ้าเสียแบบไมใชอากาศและ

การผลิตแก็สชีวภาพ เชน มีเทน (Hanaki et al., 1981; Perle et al., 1995) Vidal et al. (2000) 

ศึกษาผลกระทบของไขมันตอการบําบัดนํ้าเสียแบบไมใชอากาศ พบวาระบบบําบัดนํ้าเสียที่มีไขมันสูง

จะมีอัตราการยอยสลายทางชีวภาพตํ่ากวาระบบบําบัดนํ้าเสียที่ที่มีไขมันนอยกวาเน่ืองจากมีอัตราการ

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสตํ่า 

 

2.3 จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายไขมัน  
จุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันมีทั้งกลุมที่ใชออกซิเจนและไมใชออกซิเจน 

จุลินทรียที่สําคัญ ไดแก แบคทีเรีย เชน Bacillus sp., Pseudomonas sp. และ Burkholderia sp. 

รา เชน Aspergillus sp., Penicillium sp., Rhizopus sp. และ Candidasp. รวมถึงยีสต เชน

Zygosaccharomyces sp., Pichia sp., Lachancea sp. และ Kluyveromyces sp. เปนตน 

(Verma, Thakur, & Bhat, 2012; Thakur, 2012) การยอยสลายไขมันของจุลินทรียเกิดจาก

ปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสซึ่งข้ึนกับชนิดของจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมและสภาวะในการเกิดปฏิกิริยา 

โดยจุลินทรียจะสรางเอนไซมและหลั่งเอนไซมออกมาภายนอกเซลลเพื่อใหเอนไซมทําปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสกับไขมันหรือไตรเอซิลกลีเซอรอล (TAGs) ที่อยูภายนอกเซลล และไดผลผลิตคือ                 

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

กระบวนการสลายไขมัน (Lipid catabolism) ของจุลินทรียเกิดข้ึนเมื่อกรดไขมันเขาถูก

ลําเลียงเขาสูเซลลจะถูกยอยสลายโดยผานวิถี Bete-oxidation จนกระทั่งไดอะซิทิลโคเอ (Acetyl-

CoA) และเขาสูวัฏจักรเครบส (Kreb’s cycle) สวนกลีเซอเรอลจะถูกนําเขาสูวิถีไกลโคไลซีสไดเปน

ฟอสโฟอีนอลไพรูเวท (Phosphoenol-pyruvate) และเขาสูวัฏจักรเครบส (Kreb’s cycle) (Rehm 

& Reed, 1981) เชนกันตามภาพที่ 4 
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ภาพท่ี 3  ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซมไลเปสกับ TAGs  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: Andualema and Gessesse (2012) 

 

ภาพท่ี 4  กระบวนการสลายไขมัน (Lipid catabolism) ของจุลินทรีย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: Tortora, Funke, and Case (2003) 

 

Lipase 
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  2.3.1 เอนไซมไลเปส 

ไลเปส (Lipase) หรือ กลีเซอรอลเอสเทอรไฮโดรเลส (Glycerol ester hydrolase) 

หรือไตรเอซิลกลีเซอรอลไฮโดรเลส (Triacylglycerol  hydrolase) (EC 3.1.1.3) เปนตัวเรงปฏิกริยา

ไฮโดรไลซิสทําใหไตรเอซิลกลีเซอรอลเปลี่ยนเปนกลีเซอรอลและกรดไขมัน (Gupta, Gupta, &        

Rathi, 2004) สําหรับแหลงของเอนไซมไลเปสพบไดทั้งในสัตว พืช และจุลินทรีย โดยเฉพาะปจจุบัน 

ไลเปสจากจุลินทรียกําลังไดรับความสนใจเปนอยางมากเน่ืองเจริญเติบโตไดรวดเร็วเลี้ยงงายกวาพืช

และสัตว การเพาะเลี้ยงไมข้ึนกับสภาพภูมิอากาศ ประหยัดพื้นที่ในการเพาะเลี้ยง ไมสิ้นเปลืองแรงงาน

ในการเพาะเลี้ยงและการเก็บเกี่ยว อีกทั้งความเขมขนของเอนไซมก็สูงกวา นอกจากน้ีจุลินทรีย ยัง

สามารถผลิตเอนไซมไลเปสในสภาวะรุนแรง เชน อุณหภูมิ พีเอช สารละลายอินทรีย สารเคมี เปนตน   

 คุณสมบัติของเอนไซมไลเปสที่ไดจากจุลินทรียชนิดตางกัน มีความแตกตางกัน เชน 

ความจําเพาะ อุณหภูมิ พีเอช ความเปนอิสระ กิจกรรมในตัวทําละลายอินทรีย และสารพิษตาม

ธรรมชาติ ในสภาพแวดลอมที่อาศัย อยางไรก็ตาม ไลเปสที่เปนที่ตองการน้ันจะตองมีคุณสมบัติ ดังน้ี 

สามารถทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได Mono-, Di- และ Tri- acylglycerol เปนตัวเรงที่ดีในปฏิกิริยา 

ทรานเอสเทอริฟเคช่ัน มีสารยับย้ังนอย มีกิจกรรมสูง /ใหผลผลิตสูงในอาหารที่ไมใชของเหลว              

มีระยะเวลาเพาะเลี้ยงนอย ทนทานที่อุณหภูมิ พีเอช แอลกอฮอล ตางๆ และยังสามารถตรึงเอนไซม 

ใหใชงานไดนาน (Kumar, Sharma, & Kanwar, 2012) จุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม            

ไลเปสมีหลายสายพันธุ มีทั้งแบคทีเรีย รา และยีสต ดังแสดงในตารางที่ 4 
 

ตารางท่ี 4  จุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปส  

 

จุลินทรีย จีนัส สปชี่ส 

Bacteria (Gram-positive) Bacillus B. megaterium 

B. cereus  

B. stearothermophilus  

B. subtilis  

B. thermocatenulatus 

B. coagulans 

B. acidocaldarius 

B. thermoleovorans 

 Staphylococcus S. carnosus  

S. aureus  

S. epidermidis  

S. warneri   
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ตารางท่ี 4  (ตอ) 

   

จุลินทรีย จีนัส สปชี่ส 

แบคทีเรีย แกรมบวก 

(Gram-positive bacteria) 

 

Lactobacillus L. delbruckii sub sp. 

bulgaricus 

 Lactococcus L. lactis 

 Micrococcus M. freudenreichii  

M. luteus 

 Propionibacterium Pr. acne  

Pr. granulosum 

 Burkholderia Burkholderia sp.  

Bu. glumae 

แบคทีเรีย แกรมลบ 

(Gram-negative bacteria) 

Pseudomonas P. aeruginosa  

P. fragi   

  P. mendocina 

P. putida  

P. glumae  

P. cepacia 

P. fluorescens  

P. aeruginosa  

P. pseudoalcaligenes    

 Chromobacterium Ch. viscosum 

 Acinetobacter Aci. pseudoalcaligenes  

Aci. radioresistens 

 Aeromonas Ae. hydrophila  

Ae. sorbia   

รา (Fungi) Rhizopus Rhizop. Delemar 

Rhizop. oryzae  

Rhizop. arrhizus  

Rhizop. nigricans  

Rhizop. nodosus  
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ตารางท่ี 4  (ตอ) 

   

จุลินทรีย จีนัส สปชี่ส 

รา (Fungi) Rhizopus Rhizop. chinensis  

Rhizop. japonicus  

Rhizop. niveus 

 Aspergillus A. flavus  

A. niger  

A. awamori  

A. fumigatus  

A. oryzae  

A. carneus  

A. repens  

A. nidulans 

 Penicillium Pe. cyclopium  

Pe. citrinum  

Pe. roqueforti  

Pe. fumiculosum  

Pe. camambertii  

Pe. wortmanii 

 Candida C. rugosa  

C. tropicalis  

C. antarctica  

C. cylindracea  

C. deformans   

C. curvata  

C. valida 

ยีสต (Yeasts) Yarrowia Y. lipolytica 

 Rhodotorula Rho. glutinis  

Rho. pilimornae 

 Saccharomyces Sa. lipolytica  

Sa. crataegenesis 
   



21 

 

  

ตารางท่ี 4  (ตอ) 

   

จุลินทรีย จีนัส สปชี่ส 

ยีสต (Yeasts) Streptomyces Str. fradiae  

Str. coelicolor  

Str. cinnamomeus 

ที่มา : Sharmaa, Chistib, and Banerjeea (2001) 

 

จุลินทรียเหลาน้ีสามารถคัดแยกไดจากสิ่งแวดลอมตางๆ โดยเฉพาะอยางย่ิงตัวอยาง

สิ่งแวดลอมที่ปนเปอนนํ้ามันสูง เชน นํ้าเสียจากสถานที่กําจัดขยะ และนํ้าเสียจากโรงงานผลิตนํ้ามันมี

สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการอยูอาศัยของจุลินทรียผลิตไลเปส (Abd Rahman, Leow, Salleh, 

& Basri, 2007) 

2.3.2 ปจจัยท่ีเก่ียวของกับผลผลิตเอนไซมไลเปส 

ปจจัยที่มีผลตอจุลินทรียในการผลิตเอนไซมไลเปสมีหลายประการดวยกัน มีทั้งปจจัย

ที่สงเสริมและปจจัยที่ยับย้ังการผลิตเอนไซมไลเปส ซึ่งจุลินทรียแตละชนิดมีปจจัยเหลาน้ีแตกตางกัน 

2.3.2.1 ปจจัยทางกายภาพ (Physical factors) 

 ปจจัยทางกายภาพของสภาวะเพาะเลี้ยง ไดแก พีเอช อุณหภูมิอายุ

จุลินทรีย ขนาดของอุปกรณเพาะเลี้ยง การกวน และระยะเวลาเพาะเลี้ยง ถือเปนปจจัยสําคัญตอ

ผลผลิตของเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย (Hasan, Shah, & Hammeed, 2009) ปจจัยทางกายภาพ

บางประการที่สําคัญ มีดังน้ี 

 (1) ระยะเวลาเพาะเลี้ยง จุลินทรียแตละชนิดมีระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่

เหมาะสมที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดมากที่สุดแตกตางกัน ตัวอยางเชน  Bacillus sp. เริ่มเขาสู

การเจริญระยะคงที่ (Stationary phase) ที่เวลา 24 ช่ัวโมง และ 36 ช่ัวโมง จะใหผลผลิตเอนไซม  

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

ใหผลผลิตไลเปสสูงสุดที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง หรือ 2 วัน (El-Shafei & Rezkallah, 1997) 

(2) การเติมอากาศ อัตราการเติมอากาศมีผลตอการผลิตเอนไซมไลเปสของ

จุลินทรียพวกที่ใชอากาศ (Aerobic microorganisms) โดยตามปกติแลวในข้ันตอนการเพาะเลี้ยง

จําเปนตองเติมอากาศดวยการเขยาภาชนะที่เพาะเลี้ยง เพื่อใหจุลินทรียผลิตเอนไซมและปลดปลอย

ออกมาภายนอกเซลล (Extracellular enzymes) อัตราอากาศตออาหารเพาะเลี้ยงควรเปน 1 ตอ 4 

ซึ่งจะทําใหไดผลผลิตเอนไซมไลเปสสูงสุด ตัวอยางเชน Bacillus sp. ผลิตเอนไซมไลเปสที่มี           

คากิจกรรมเอนไซม (Lipase activity) สูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 วัน และมีการเติมอากาศดวย

การเขยาอยางตอเน่ือง (El-Shafei & Rezkallah, 1997) นอกจากน้ียังมีจุลินทรียชนิดอื่นๆ ที่
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เพาะเลี้ยงรวมกับการเขยาทําใหไดผลผลิตเอนไซมไลเปสสูงเชน เชน Psuedomas aerugunosa 

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

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

2.3.2.2 ปจจัยทางชีวเคมี/กายภาพเคมี (Biochemical/Physiochemical factors) 

(1) สารต้ังตน (Substrates) ชนิดของไขมันในอาหารเพาะเลี้ยงมีผลสงเสริม

ผลผลิตเอนไซมไลเปส โดยไตรเอซิลกลีเซอรอลที่ประกอบดวยกรดไขมันไมอิ่มตัวหรือกรดไขมันอิ่มตัว

ที่มีขนาดกลาง (C8 – C12) เปนสารต้ังตนที่เหมาะสมของเอนไซมไลเปส เน่ืองจากถามีสายกรดไขมัน

สั้นหรือยาวกวาน้ีจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดไมดี (Hasan et al., 2009) อยางไรก็ตาม จุลินทรียแต

ละชนิดสามารถผลิตเอนไซม ไลเปสที่จํ า เพาะตอกรดไขมันไดแตกตางกัน ตัวอยาง เชน 

Streptococcus faecalis สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไปไฮโดรไลซิสกรดไขมันสายสั้นไดดี ในขณะที่

กรดไขมันสายยาว เชน กรดไขมัน Oleic กลับมีผลตอการยับย้ังการผลิตเอนไซมไลเปส (Chander, 

Ranganathan, & Singh, 1979) Acinetobacter radioresistens เมื่อเติมนํ้ามันมะกอกที่มี          

กรดไขมัน n-hexadecane ในอาหารเพาะเลี้ยงจะทําใหผลผลิตเอนไซมไลเปสเพิ่มสูงข้ึน                     

(Dasai & Banat, 1998) นอกจากน้ี นํ้ามันปลาซารดีน นํ้ามันกากถ่ัวเหลืองและไตรโอเลอิน 

(Triolein) มีผลตอการสงเสริมผลผลิตเอนไซมไลเปสใหเพิ่มสูงข้ึนเชนกัน (Kamini, Fujii, & Iefuji, 

2000) 

(2) สารเหน่ียวนํา (Inducers) สารลดแรงตึงผิวสามารถชวยสงเสริมผลผลิต

เอนไซมไลเปสใหเพิ่มสูงข้ึน โดยทําหนาที่เปนสารเหน่ียวนําของสารต้ังตน (ไขมัน) ในปฏิกิริยาไฮโดร   

ไลซิสของเอนไซมไลเปส เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวน้ีมีคุณสมบัติคลายกับสารต้ังตนตามธรรมชาติและ

ยังชวยกระตุนการปลดปลอยเอนไซมไลเปสจากเซลลไดเปนอยางดี (Espinosa, Sahchez, Farres, 

1990; Song, Lin, Rong, & Wei, 2001) ตัวอยางเชน Tween80 ชวยสงเสริมผลผลิตเอนไซมไลเปส

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

สารอื่นๆ เชน โซเดียมอะซิเตต กรดไขมัน Oleic นํ้ามันมะกอก Triton X-100 และ Tween20 เมื่อ

เติมในอาหารเพาะเลี้ยง ก็สามารถเพิ่มผลผลิตเอนไซมไลเปสไดเชนกัน (Breuil & Kushner, 1975) 

(3) สารอนินทรีย (Inorganic substances) สารอนินทรีย เชน Na+, PO4
3-

และ Ca2+ เปนสารที่จําเปนตอการเจริญของแบคทีเรีย มีรายงานวาการเติมโซเดียมคลอไรดในอาหาร

เพาะเลี้ยงชวยสงเสริมผลผลิตเอนไซมไลเปสได (Okhkuro, Komatsuzaki, Kawashima, & 

kuriyama, 1978) 

(4) แหลงคารบอนและไนโตรเจน (Carbon and Nitrogen sources)  

คารบอนและไนโตรเจนเปนสารจําเปนตอการเจริญของแบคทีเรียเชนกัน หลายงานวิจัยไดใชนํ้ามันพืช

ชนิดตางๆ เปนแหลงคารบอนเพื่อสงเสริมผลผลิตเอนไซมไลเปส ดังเชน Bacillus coagulans BTS-3 

ซึ่งผลิตเอนไซมไลเปสแบบ Alkaline extracellular enzyme ไดมาจากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติม
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นํ้ามันมะกอกเปนแหลงคารบอน และเติมเปบโตน (Peptone) และสารสกัดยีสต (Yeast extract) 

(1:1) เปนแหลงไนโตรเจน (Kumar, Kikon, Upadhyay, Kanwar, & Gupta, 2005) Gilbert เมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมนํ้ามันมะกอกเปนแหลงคารบอน พบวาใหมวลชีวภาพ (Biomass) อยูใน

ระดับสูงเชนกัน (Fadiloglu & Erkmen, 2002) ทั้งน้ี สัดสวนระหวางคารบอน-ไนโตรเจนก็เปนอีกหน่ึง

ปจจัยที่มีความสําคัญตอการเพิ่มผลผลิตเอนไซมไลเปส   

2.3.3 ปจจัยท่ีเก่ียวของกับกิจกรรมเอนไซมไลเปส 

กิจกรรมของเอนไซม (Enzyme activity) หมายถึง ปริมาณ (หนวยเปน mole 

หรือ g) ของสารต้ังตนที่เปลี่ยนแปลงโดยปฏิกิริยาเฉพาะของเอนไซมจํานวนหน่ึงภายในหน่ึงหนวย

เวลา (หนวยเปนนาทีหรือวินาที) หนวยเปน ยูนิต (Unit : U) สามารถใชบงบอกประสิทธิภาพของ

เอนไซมได มีหลายงานวิจัยไดศึกษาถึงปจจัยที่เกี่ยวของกับกิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก

จุลินทรีย ทั้งลักษณะเปนเอนไซมบริสุทธ์ิ (Purified enzymes) และเอนไซมหยาบ (Crude 

enzyme) มีดังน้ี 

2.3.3.1 พีเอชและอุณหภูมิ สําหรับพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอกิจกรรมเอนไซม

ไลเปสของจุลินทรียบางชนิด ดังตารางที่ 5 

 

ตารางท่ี 5  พีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอกิจกรรมเอนไซมไลเปส 

 

Microorganisms Range of pH and temp. 

stability 

Optimum value 

pH Temp 

(C) 

Time 

(h) 

pH Temp 

(C) 

Aspergillus oryzae RIB128 4-7.5 30 24 5.5 40 

Aeromonas sobria LP004 6.5-10 <40 - 6 45 

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

Rhizopus oryzae 4.5-7.5 - - 7.5 35 

Acinetobacter radioresistens 6-10 - - 10 - 

Bacillus sp. LBN4 7-8 65 - 8 - 

Staphylococcus sp. 5-9 - - 8 55 

Pseudomonas moteilli - - 1 6 40 

ที่มา: Hasan et al. (2009) 
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2.3.3.2 สารกระตุนและสารยับย้ัง สําหรับสารกระตุนและสารยับย้ังตอกิจกรรม

เอนไซมไลเปสของจุลินทรียบางชนิด ดังตารางที่ 6 

 

ตารางท่ี 6  สารกระตุนและสารยับย้ังตอกิจกรรมเอนไซมไลเปส 

 

Microorganisms Activators Inhibitors 

Acinetobacter sp. CR9 PMSF, DDT, 2-ME 

Cu2+, Mo2+, Mg2+, Zn2+ 

EDTA 

Ca2+ 

Acinetobacter baumannii 

BD5 

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

Zn2+ 

Pseudomonas putida 3SK 

Pseudomonas aeruginosa 

MB 5001 

CaCl2, Taurocholic acid ZnSO4, SDS 

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

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

Mg2+, Hg2+ 

Cu2+, Co2+, Na2+, Zn2+ 

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

Rhizopus oryzae  Glycerol, Olive oil, Triolein 

และ Oleic acid, Saturated 

fatty acid chain (C8-C18) 

Fe3+, Fe2+, Cu2+, Hg2+ 

ที่มา: Hasan et al. (2009) 

 

2.3.4 การใชประโยชนจากเอนไซมไลเปส 
ไลเปสเปนเอนไซมที่มีความสําคัญทางเทคโนโลยีชีวภาพถูกนําไปใชในอุตสาหกรรม

หลายประเภท เอนไซมไลเปสสวนใหญผลิตมาจากจุลินทรียกลุ มที่มีความสามารถสูงในการผลิต

เอนไซมไลเปสซึ่งมีบทบาทอยางย่ิงในทางการคา (Gupta et al., 2004) สําหรับการใชประโยชนจาก

เอนไซมไลเปสมีดังน้ี อุตสาหกรรมโอลิโอเคมี ผลิต Biodegradable polymers หรือ ไบโอโพลีเมอร 

ผลิตไบโอดีเซลอุตสาหกรรมสิ่งทอ อุตสาหกรรมสารทําความสะอาด อุตสาหกรรมอาหาร ผลิต 

Racemic mixtures อุตสาหกรรมยาและเวชภัณฑสารปราบศัตรูพืชการสังเคราะหกลิ่น เครื่องสําอาง 

Biosensor บําบัดนํ้าเสียและกากของเสีย เปนตน (Jaeger & Eggert, 2002; Hasan, Shah, & 

Hameed, 2006)  
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2.4 การนําแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายไขมันไปใชประโยชนดานการบําบัดน้ําเสีย 

สวนใหญแลวนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียจากบานเรือน ฟารมเลี้ยงสัตว หรืออุตสาหกรรม

อาหารมักจะอยูในรูปของไตรเอซิลกลีเซอรอล (Cammarota & Freire, 2006) ซึ่งจุลินทรียสามารถ

ยอยสลายไดดวยเอนไซมไลเปสโดยเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสดังที่กลาวมาขางตน มีหลายรายงานวิจัย

ไดใชปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซมไลเปสที่มีสภาพเปนดางหรือกรดเพื่อยอยสลายนํ้ามันและไขมัน 

เชน การใชเอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก Candida rugosa ยอยสลายนํ้าเสียชุมชนและทําความสะอาด

ทอนํ้าทิ้งและสวมซึม (Jaeger & Reetz, 1998) หรือเอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก Pseudomonas 

aeruginosaเพื่อบําบัดนํ้าเสียจากรานอาหาร (Dharmsthiti & Kuhasuntisuk, 1998) และเอนไซม

ไลเปสยังสามารถยอยสลายโพลีเมอรและสารเหนียวขนที่ปนเปอนดวยเอสเทอรสังเคราะหที่ปนเปอน

ในนํ้าเสียจากกระบวนการเจาะหลุมนํ้ามันไดอีกดวย (Alipat, Perie, Zurdo, & Martingon, 1998) 

นอกจากน้ียังมีการพัฒนาจุลินทรียเหลาน้ีใหมีประสิทธิภาพการยอยสลายไขมันสูงข้ึนเพื่อใชในระบบ

บําบัดนํ้าเสียที่มีนํ้ามันและไขมันสูงอีกดวย ดังเชน จุลินทรียสายพันธุWW07P ซึ่งมีสวนประกอบของ

สารลดแรงตึงผิวและสารแทรกซึม (Penetrant) ที่ชวยใหการยอยสลายไขมันเกิดข้ึนได ดี              

(Hasan et al., 2009) แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันมีบทบาทอยางมากในการ

บําบัดนํ้าเสียจากบานเรือนและถังหมักแบบไมใชอากาศ (Godfrey & Reichelt, 1983) โดยข้ันตอน

ในการกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียโดยแบคทีเรียมี 2 ข้ันตอนหลัก ไดแก ข้ันตอนที่ 1 การยอย

สลายสารอินทรียในนํ้าเสียโดยการทําใหสารตางๆ ละลายนํ้าและงายตอการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

ข้ันตอนที่ 2 การยอยสลายแบบไมใชอากาศ สารโมเลกุลขนาดใหญจะแตกตัวกลายเปนสารโมเลกุล

ขนาดเล็ก เน่ืองจากการทํางานของเอนไซมตางๆ รวมกัน (เชน เอนไซมโปรติเอส เอนไซมไลเปส และ

เอนไซมกลูโคซิเดส) ในข้ันตอนน้ีเองที่เริ่มเกิดเปนกากตะกอนนํ้าเสียข้ึนจากงานวิจัยของ Hsu, Jones, 

Foglia, and Marmer (2002) คัดแยก Pseudomonas cepaciaจากนํ้าเสียรานอาหารที่มีไขมันสูง 

ไขมันประเภทน้ีเปน Simple alkyl ester derivatives โดย P. cepacia จะยอยสลายไขมันดวย

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

ใชเอนไซมโปรติเอส เอนไซมไลเปส และเอนไซมกลูโคซิเดส ทํางานรวมกันในการบําบัดนํ้าเสีย พบวา

สามารถกําจัดคาของแข็งละลายนํ้าทั้งหมด (Total suspended solid; TSS) ไดรอยละ 30-50 และมี

ผลตอการตกตะกอนของกากตะกอนนํ้าเสียอีกดวย โดยการกําจัดของแข็งในนํ้าเสียจะเพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่ม

ความเขมขนของเอนไซม 

งานวิจัยน้ีสนใจที่จะคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันเพื่อนํามาใช

ประโยชนในการบําบัดนํ้าเสียที่มีไขมันสูง เน่ืองจากแบคทีเรียสามารถเพาะเลี้ยงไดงาย ใชเวลาการ

เจริญนอยกวาราและยีสต อีกทั้งมีความสามารถในการปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมตางๆ ไดดี 
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2.5 งานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

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

DW2-1 ซึ่งคัดแยกไดจากตัวอยางดินและความสามารถในการยอยสลายไขมันโดยศึกษาการยอยสลาย

ไขมันของแบคทีเรียน้ีที่อุณหภูมิตางๆ ผลการศึกษาพบวา Bukholderia sp. DW2-1 มีอัตราการยอย

สลายสูงสุด โดยใชสับสเตรทประเภทตางๆ ดังน้ี นํ้ามันสลัด นํ้ามันมะกอก นํ้ามันงา และไขมันวัว            

คิดเปนรอยละ 96.70, 92.30, 90.10 และ 77.40 ตามลําดับ ใชเวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง โดย

แบคทีเรียน้ีสามารถเจริญไดดีในอาหารสังเคราะหผสมนํ้าเสียที่ปริมาณมากกวา 1 1010 CFU ตอ

มิลลิลิตรที่อุณหภูมิระหวาง 20 - 38 C มีอัตราการยอยสลายนํ้ามันสลัดมากกวารอยละ 90 ข้ึนไป 

และมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 1,720 ยูนิตตอลิตรหรือ 1.72 ยูนิตตอมิลลิลิตร และคาการผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (Biosurfactant; BSF) 480 ยูนิตตอลิตร หรือ 0.48 ยูนิตตอมิลลิลิตร ที่เวลา

เพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง 

 Savitha et al. (2007) คัดแยกราจากตัวอยางดินพื้นที่ตางๆ เมืองบังกาลอร (Bangalore) 

ประเทศอินเดีย จํานวน 32 ไอโซเลท และเปนราที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน จํานวน             

4 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 12.50 ไดแก Aspergillus sp. 3 ไอโซเลท และ Mucor sp. 1 ไอโซเลท 

โดย Mucor sp. มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุดบนอาหาร Rhodamine B แสดงวงฟลูออเรสเซนต 

ขนาด 350 นาโนเมตร มีสภาวะที่เหมาะของการผลิตเอนไซมไลเปส ไดแก พีเอช 10 อุณหภูมิ 40 C 

และแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่สุด คือ นํ้ามันดอกทานตะวัน 

 Liu, Chen, and Chang (2007) คัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซมไลเปสที่มีสภาพเปนกรดจาก

เศษอาหาร ไดแบคทีเรีย จํานวน 16 ไอโซเลท ซึ่งทุกไอโซเลทมีคากิจกรรมเอนไซมไล เปสอยูใน

ระดับสูงที่พีเอช 6 และ Aeromonas sp. C14 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงที่สุด เทากับ 0.70               

ยูนิตตอมิลลิลิตร 

 Čipinytë et al. (2009) ทดสอบการยอยสลายไขมันของจุลินทรียที่คัดแยกไดจากตัวอยาง

สิ่งแวดลอม ในเบื้องตนมีจุลินทรียทดสอบ จํานวน 124 ไอโซเลท และมีจุลินทรียที่ผานการทดสอบ

ความสามารถในการยอยสลายไขมัน จํานวน 5 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 4.03 ไดแก UP2, F2, E13, 

K11 และ N3 เมื่อทดสอบคากิจกรรมเอนไซมไลเปสพบวาไอโซเลท E13 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส

สูงสุดมากกวาไอโซเลทอื่นๆ ที่เวลาเพาะเลี้ยง 8 และ 48 ช่ัวโมง E13 มีคา 0.32 + 0.00 และ                

0.45 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ไอโซเลท E13 ถูกจัดจําแนกเปน Enterobacter 

aerogens นอกจากน้ี ไอโซเลท N3 ยังไดแสดงคากิจกรรมเอนไซมไลเปสอยูในระดับสูง ที่เวลา

เพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง มีคาเทากับ 0.41 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตรและถูกจัดจําแนกเปน Arthrobacter 

sp. สําหรับการทดสอบการยอยสลายไขมันโดยใชนํ้ามันดอกทานตะวันเปนแหลงคารบอน และ

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลท E13 รวมกับไอโซเลท N3 ที่อุณหภูมิ 30 C เวลาเพาะเลี้ยง 8-72 

ช่ัวโมง พบวาอัตราการยอยสลายและอัตราการเพิ่มจํานวนเซลลเปนไปอยางรวดเร็วในชวง 8 ช่ัวโมง
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แรก หลังจากน้ันเมื่อครบ 72 ช่ัวโมง สามารถยอยสลายไขมันถึงรอยละ 90 ทั้งน้ี อัตราการเพิ่มจํานวน

เซลลเริ่มคงที่ที่เวลา 56 ช่ัวโมง 

 Prasad and Manjunath (2011) ศึกษาการบําบัดนํ้าเสียที่มีนํ้ามันและไขมันสูงดวย

แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม ไล เปส ไดแก  Bacillus subtilis, Bacillus lichenuformis,                         

Bacillus amyloliquefaciens, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginsa และ 

Staphylococus aureus ซึ่งคัดแยกไดจากดินจากแหลงที่ใกลอุตสาหกรรมนํ้ามันปาลมและบอฝง

กลบขยะชุมชน สําหรับนํ้าเสียที่นํามาทดลองบําบัด มีดังน้ี อุตสาหกรรมนํ้ามันปาลม โรงฆาสัตว 

อุตสาหกรรมสบู และนํ้าเสียชุมชน ผลการศึกษาพบวา P. aeruginosa สามารถกําจัดคา BOD และ

คานํ้ามันและไขมันของนํ้าเสียทุกประเภทไดดีที่สุด มีคา BOD ที่ลดไดอยูระหวาง 9 – 145 มิลลิกรัม

ตอลิตร และคานํ้ามันและไขมันที่ลดไดอยูระหวาง 17 - 325 มิลลิกรัมตอลิตร 

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

ความสามารถในการยอยสลายไขมันจากนํ้าเสียรานอาหารและแหลงนํ้าที่ปนเปอนนํ้ามันปาลม 

แบคทีเรียเหลาน้ีแบงเปน 6 จีนัส ไดแก Enterococcus sp., Escherichia sp., Klebsiella sp., 

Pseudomonas sp., Serratia sp. และ Staphylococcus sp. คานํ้าหนักแหงของทุกไอโซเลท     

ที่เวลาเพาะเลี้ยง 12 ช่ัวโมง อยูระหวาง 0.33 - 0.60 มิลลิกรัมและเวลาเพาะเลี้ยง 24 ช่ัวโมง         

อยูระหวาง 0.25 - 0.51 มิลลิกรัมระยะเวลาเจริญที่เหมาะสมอยูระหวาง 5-7 วัน และมีคากิจกรรม

เอนไซมไลเปสอยูระหวาง 0.04-0.07 มิลลิโมลารตอนาทีตอมิลลิลิตร โดย Pseudomonas sp. มีคา

กิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด ที่เวลาเพาะเลี้ยง 12 ช่ัวโมง  

 Patcha and Wiyada (2013) คัดแยกแบคทีเรียผลิตเอนไซมไลเปสจากดินปนเปอนนํ้ามันพืช

ใชแลวในจังหวัดขอนแกน ผลการวิจัยพบวา Pseudomonas aeruginosa NA37 มีคากิจกรรม

เอนไซมไลเปสสูงสุดมากวาไอโซเลทอื่น และสภาวะที่เหมาะของการผลิตเอนไซมไลเปส ไดแก พีเอช 9

อุณหภูมิ 30 C มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงถึง 481 มิลลิยูนิตตอมิลลิลิตรหรือ 0.48 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร และนํ้ามันปาลมใชแลวเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่สุด 

 Affandi, Suratman, Abdullah, Ahmad, and Zakaria (2014) ศึกษาการใชแบคทีเรีย

กําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียจากอุตสาหกรรมอาหารเครื่องใชไฟฟา อิเล็กทรอนิกส และนํ้ามนัปาลม 

(Oil palmหรือ POME) สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันได จํานวน   

3 ไอโซเลท คือ Serratia marcescens EU555434, Aeromonas hydrophila KF049214 และ 

Bacillus cereus KJ605415 โดยแบคทีเรียแตละไอโซเลทสามารถกําจัดนํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียได

แตกตางกัน ดังน้ี S. marcescens เหมาะสมกับการกําจัดนํ้ามันประกอบอาหารที่ใชแลว สวน            

B. cereus เหมาะสมกับการกําจัดนํ้าเสียจากอุตสาหกรรมประเภท POME และ A. hydrophila

เหมาะสมกับการกําจัดนํ้าเสียจากอุตสาหกรรมอิเล็กทรอนิกส ทั้งน้ีพบวา S. marcescens มีคาการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (BSF) และคาการยึดเกาะของแบคทีเรียบนไฮโดรคารบอน 



28 

 

  

(Bacterial adherence to hydrocarbon; BATH) สูงสุด และสามารถยอยสลายนํ้ามันและไขมันได

ถึงรอยละ 91 ที่พีเอช 7 ใชระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 12 วัน 

 Namwong and Tanasupawat (2014) คัดแยกแบคทีเรีย Staphylococus xylosus 

CH1-8 ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสและสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพจากปลาราหมัก 

โดยสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส คือ พีเอช 7 อุณหภูมิ 37 C และเจริญไดที่ปริมาณ

เกลือรอยละ 0-5 (w/v) สามารถยอยนํ้ามันทานตะวัน นํ้ามันปาลม นํ้ามันถ่ัวเหลือง และนํ้ามันรําขาว

ได มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 2 ยูนิตตอมิลลิลิตร และคาการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (BSF) 

52mN ตอมิลลิลิตรเวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง 

 Phong, Duyen, and Diep (2014) ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจาก

นํ้าเสียโรงงานผลิตอาหารและรานอาหาร เมืองเกิ่นเทอ (Can Tho) ประเทศเวียดนาม คัดแยก

แบคทีเรียไดทั้งหมด 102 ไอโซเลท และมี 6 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 5.88 เปนแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการยอยสลายไขมัน แบงเปน 5 จีนัส ไดแก Acenitobacter sp., Pseudomonas 

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

แสดงความสามารถในการยอยสลายไขมันไดดีที่สุดบนอาหารทดสอบ Tween20 แสดงวงใสขนาด   

40 มิลลิเมตร ที่อุณหภูมิ 30 C เวลาเพาะเลี้ยง 96 ช่ัวโมง 

 Soares, Facundes, Junior, and de Silva (2015) คัดแยกจุลินทรียมีความสามารถในการ

ยอยสลายไขมันจากตัวอยางดินบริเวณเพาะปลูกถ่ัว Caryocar brasiliense เมือง Gurupi            

รัฐ Tocantins ประเทศบราซิล ไดแบคทีเรีย จํานวน 17 ไอโซเลท และยีสต 35 ไอโซเลท โดย

แบคทีเรีย ไอโซเลท AP5 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 0.07 ยูนิตตอมิลลิลิตรและยีสต ไอโซเลท AS16 

มีคาเทากับ 0.07 ยูนิตตอมิลลิลิตร สภาวะในการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม มีดังน้ี อาหารเพาะเลี้ยงคือ 

อาหารที่มีนํ้ามันมะกอก รอยละ 2 เปนแหลงคารบอนและเติมกลูโคสรอยละ 2 ที่อุณหภูมิ 40 C 

เวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง   
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2.6 กรอบแนวคิดในการวิจัย  

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเอนไซมไลเปส   

ตัวอยางนํ้าเสียที่มีไขมันสงูจากถังดักไขมันโรงอาหาร 

แหลงคารบอนที่เหมาะสม 

คัดแยกบนอาหารคัดเลือก 

ประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและ

ไขมันในนํ้าสังเคราะห 

คัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถ 

ในการยอยสลายไขมัน ยืนยันความสามารถใน

การยอยสลายไขมัน 

วิเคราะหคานํ้ามันและไขมัน  

(O & G)   

ศึกษาคาดัชนีเอนไซมและ 

คากิจกรรมเอนไซม 

พีเอชที่เหมาะสม เวลาเพาะเลี้ยงทีเ่หมาะสม 

ปริมาณเซลลที่เพิม่จํานวน 



บทท่ี 3 
ระเบียบวิธีวิจัย 

 

 งานวิจัยน้ีมีรูปแบบการวิจัยเปนการวิจัยเชิงทดลอง (Experimental research) แบบทดลอง

ในหองปฏิบัติการ (Laboratory experiment) เพื่อศึกษาปริมาณนํ้ามันและไขมันในตัวอยางนํ้าเสีย

จากถังดักไขมัน และคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันจากนํ้าเสียของถังดัก

ไขมัน หลังจากน้ันไดนําแบคทีเรียที่คัดแยกไดมาศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม

ไลเปส รวมทั้งศึกษาถึงประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมันของแบคทีเรียที่คัดแยกได 

 
3.1ประชากรและกลุมตัวอยาง 

 ประชากรของงานวิจัยน้ีคือ นํ้าเสียที่มีไขมันสงูจากถังดักไขมันของรานจําหนายอาหาร           

กลุมตัวอยางคือ ตัวอยางนํ้าเสียที่มีไขมันสูงจากถังดักไขมนัของรานจําหนายอาหาร จํานวน 10 

ตัวอยาง ภายในโรงอาหาร1 มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ    

 

3.2 เครื่องมือท่ีใชเก็บขอมูล 

 3.2.1 อุปกรณและเครื่องมือท่ีใชในการวิจัย 

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

Kingdom) 

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

Buckinghamshire, United Kingdom) 

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

United States) 

- Incubator (MEMMERT, Schawabach, Germany) 

- Hot air oven (MEMMERT, Schawabach, Germany) 

- Autoclave (Sanyo Labo Autoclave, Gunma, Japan) 

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

- Water bath (MEMMERT, Schawabach, Germany) 

- High speed microcentrifuge (Sartorius, Goettingen, Germany)   

- Vacuumpump (Sartorius stedim biotech, Goettingen, Germany)   

- Classic soxhlet apparatus (Gerhardt, Königswinter, Germany) 

- Balance 3 digital (Sartorius, Goettingen, Germany) 

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

States) 

- pH bench (QHAUS, Shanghai, China) 

- Deep freezer (Haier, Qingdao, China) 

- Refrigerator (Panasonic, Osaka, Japan) 

- Glassware (Pyrex, Massachusetts, United States) 

 

3.2.2 สารเคมี 

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

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

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

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

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

- Glycerol 99.5% (QRëC, New Zealand) 

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

- n-Hexane 99% (QRëC, New Zealand) 

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

Wales, Australia) 

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

Germany) 

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

Germany) 

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

- Nitric acid 70% (QRëCs, New Zealand) 

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

Wales, Australia) 

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

Wales, Australia) 

- 2-propanol (QRëC, New Zealand) 

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

- Sodium dihydrogen phosphate monohydrate (Merck KGaA, 

Darmstadt, Germany) 

- Sodium deoxycholate (HIMEDIA, Mumbai, India) 

- Sodium hydroxide pellets (QRëC, New Zealand) 

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

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

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

- Tween80 (LABCHEM, New South Wales, Australia) 

 

3.2.3 อาหารเพาะเลี้ยงจุลินทรีย 

- Agar powder (HIMEDIA, Mumbai, India) 

- Cystine tryptic agar (HIMEDIA, Mumbai, India) 

- Nutrient broth (HIMEDIA, Mumbai, India) 

- Peptone (HIMEDIA, Mumbai, India) 

- Yeast extract (HIMEDIA, Mumbai, India) 

- นํ้ามันพืชสําหรับปรงุอาหาร (Commercial cooking oil) ไดแก นํ้ามันปาลม, 

นํ้ามันดอกทานตะวัน, นํ้ามันรําขาว, นํ้ามันกากถ่ัวเหลอืง, นํ้ามันมะกอก และ

นํ้ามันมะพราว 

 

3.2.4 คาท่ีวิเคราะหและวิธีการวิเคราะห 

คาที่วิเคราะหและวิธีการวิเคราะหมีดังน้ี  

 

คาท่ีวิเคราะห วิธีการวิเคราะห 

(1) คานํ้ามันและไขมัน (O & G) วิธี Soxhlet extraction (APHA, 2012) 

(2) คากิจกรรมดัชนีเอนไซมไลเปส 

(EI) 

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

เสนผาศูนยกลางของโคโลนีตอขนาดเสนผาศูนยกลางของ

โคโลนี (Hendrick, Doyle, & Hugley, 2007) 

(3) คากิจกรรมเอนไซมไลเปส (EA) Colorimetric method โดยใช p-nitrophenyl 

palmitate (pNPP) เปนสับสเตรท (Hoshino, Sasaki, 

Watanabe, Nagasawa, & Yamane, 1992) 
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3.3การเก็บตัวอยางน้ําเสีย 

 ตัวอยางนํ้าเสียที่ใชในงานวิจัยน้ี คือ นํ้าเสียที่มีไขมันสูงที่เก็บจากถังดักไขมันของรานจําหนาย

อาหาร โรงอาหาร 1 มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ ทําการสุมตัวอยางแบบวัตถุประสงคเฉพาะ 

(Purposive sampling)เน่ืองจากงานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อคัดแยกแบคทีเรียจากนํ้าเสียที่มีไขมันสงู 

ดังน้ัน ถังดักไขมันที่เปนจุดเก็บตัวอยางตองมีนํ้าเสียที่มีสภาพทางกายภาพมีนํ้ามันและไขมันลอย

ปรากฏอยางชัดเจน ดําเนินการเก็บตัวอยางนํ้าเสียแบบจวง (Grab sampling) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

โดยใชขวดแกวสะอาดแบบปากกวางมีฝาเกลียวปดมิดชิด นําตัวอยางมายังหองปฏิบัติการเพื่อ

ดําเนินการวิจัยทันที ชวงระยะเวลาเก็บตัวอยางและวิเคราะหตัวอยางต้ังแตเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2559 

ถึงเดือนมีนาคม พ.ศ. 2560 รวมจุดเก็บตัวอยางรวมทั้งหมด 10 จุด ชวงเวลาการเก็บตัวอยางประมาณ 

09.00 – 17.00 น. (ชวงเวลาที่โรงอาหารเปดดําเนินการ) รายละเอียดจุดเก็บตัวอยางแสดงในภาพที่ 5  

 การรักษาสภาพตัวอยางนํ้าเสียมีดังน้ี ตัวอยางนํ้าเสียที่สําหรับวิเคราะหคานํ้ามันและไขมัน ทํา

การรักษาสภาพตัวอยางโดยเติมกรดไนตริกเขมขน จนพีเอชนอยกวา 2 และแชเก็บรักษาในตูควบคุม

อุณหภูมิ 4 C และตัวอยางนํ้าเสียที่ตองนํามาคัดแยกแบคทีเรียหากไมสามารถดําเนินการวิจัยไดทันที

จะทําการรักษาสภาพตัวอยางนํ้าเสียโดยแชเก็บรักษาที่ตูควบคุมอุณหภูมิ 4 C (APHA, 2012)  

 

ภาพท่ี 5  จุดเก็บตัวอยางนํ้าเสียที่มีไขมันสูง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 จดเก็บตัวอยางแบงตามประเภทของรานจําหนายอาหารออกเปน  4 ประเภท ไดแก  
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(1) รานขาวแกง   จํานวน 3 ราน  คือ S1, S5 และ S7 

(2) รานอาหารตามสั่ง  จํานวน 2 ราน  คือ S4 และ S9 

(3) รานอาหารจานเดียว  จํานวน 2 ราน  คือ S2 และ S3 

(4) รานกวยเต๋ียว  จํานวน 3 ราน  คือ S6, S8 และ S10 

 

3.4 การดําเนินการวิจัย 

 3.4.1 การวิเคราะหคานํ้ามันและไขมันในตัวอยางน้ําเสีย 

ตัวอยางนํ้าเสีย จํานวน 10 ตัวอยาง ปริมาตร 5-50 มิลลิลิตร ถูกนํามาวิเคราะห         

คานํ้ามันและไขมัน (O & G) ดวยวิธี Soxhlet extraction (ภาพที่ 6) ตามวิธีการของ APHA (2012) 

หนวยเปนมิลลิกรัมตอลิตรรายละเอียดวิธีวิเคราะหตามภาคผนวก ก  

 

ภาพท่ี 6  การวิเคราะหคานํ้ามันและไขมันในตัวอยางนํ้าเสยีจากถังดักไขมัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.4.2 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายไขมัน 

3.4.2.1 การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน 

งานวิจัยน้ีไดคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันโดยใช

วิธีการเพาะเลี้ยงแบบเพิ่มพูน (Enrichment culture method) ดัดแปลงจาก Chigusa, Hasegawa, 

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

(1) การเพาะเลี้ยงเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแบบเพิ่มพูน (Enrichment culture 

method) มีดังน้ี ปเปตตัวอยางนํ้าเสีย ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดอาหารเหลวที่มีนํ้ามันปาลม 

เขมขนรอยละ2 (v/v) (Enrichment medium with palm oil 2% : EMP2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
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นําไปนําไปเติมอากาศดวยวิธีการเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 

2 วัน (ครั้งที่ 1) ดวยเครื่องเขยาแบบวน (Rotary shaker) 

(2) ถายเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหารเหลว EMP2 ใหมอีกครั้ง 

เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน (ครั้งที่ 2) 

(3) ถายเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหารเหลว EMP2 ใหมอีกครั้ง 

นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน (ครั้งที่ 3) 

(4) นําหลอดตัวอยางมาทําการเจือจางดวยวิธีเจือจางลงครั้งละ 10 เทา     

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

สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน รอยละ 0.85 (NaCl 0.85%) 

(5) นําหลอดตัวอยางแตละระดับการเจือจางไปเกลี่ย (Spread) บนจาน

อาหารแข็งที่มีนํ้ามันปาลมเขมขนรอยละ 1 และเติมสาร Bromocresol purple (Screening 

medium with palm oil 1% and Bromocresol purple :  SMP1B) บมที่อุณหภูมิ 35 C เปน

เวลา 48 ช่ัวโมง คัดแยกแบคทีเรียเปาหมายที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน โดยมีลักษณะ

โคโลนีบนจานอาหาร SMP1B ดังน้ี โคโลนีสีเหลืองและเกิดบริเวณสีเหลืองแผรอบโคโลนี คัดเลือก

โคโลนีที่มีลักษณะและขนาดแตกตางกัน อยางนอย 3-5 โคโลนีตอตัวอยาง 

(6) นําโคโลนีไปเพาะเลี้ยงแบบจุด (Spot) บนจานอาหารแข็ง SMP1B ใหม

อีกครั้ง บมที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง คัดแยกแบคทีเรียเปาหมายที่มีโคโลนีสีเหลืองบน

อาหาร SMP1B agar 

3.4.2.2 การยืนยันแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน 

แบคทีเรียที่ คัดแยกได ถูก นํามายืนยันวาเปนแบคที เรียเปาหมายที่มี

ความสามารถในการยอยสลายไขมัน โดยทดสอบการยอยสลายนํ้ามันบนจานอาหารทดสอบที่เติมสาร

ไตรบิวไทรีนเขมขน รอยละ 1 (Tributyrin agar 1 %) ดังน้ี นําโคโลนีจากขอ 3.4.2.1 ทุกไอโซเลท            

ไปเพาะเลี้ยงแบบจุดบนจานอาหาร Tributyrin agar 1 % บมที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา                    

48-96 ช่ัวโมง สังเกตโคโลนีที่เกิดวงใสรอบโคโลนีบนจานอาหารทดสอบถือเปนแบคทีเรียเปาหมายทีม่ี

ความสามารถในการยอยสลายไขมัน (Lipid-degrading bacteria) และนําไปศึกษาในข้ันตอนตอไป 

3.4.2.3 การวิเคราะหคาดัชนีเอนไซมและคากิจกรรมเอนไซม 

(1) คาดัชนีเอนไซม (Enzyme index: EI) แบคทีเรียเปาหมายที่ผานการ

ยืนยันแลวจาก ขอ 3.4.2.2 นําไปเพาะเลี้ยงแบบจุดบนจานอาหาร Tributyrin agar 1 %                 

บมที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน ทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา วัดขนาดเสนผาศูนยกลางของวงใส

และขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนีเพื่อหาคาดัชนีเอนไซม ไลเปส (Hendrickset al., 1995) 

รายละเอียดตามภาคผนวก ก  
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(2) คากิจกรรมเอนไซม (Enzyme activity : EA) แบคทีเรียเปาหมายที่ผาน

การยืนยันแลวจาก ขอ 3.4.2.2 นําไปเพาะเลี้ยงในหลอดอาหารเหลวที่มีนํ้ามันปาลมเขมขนรอยละ 1 

(Screening medium with palm oil 1% :  SMP1) นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที      

ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน ทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา หลังจากน้ันทําการสกัดเอนไซมไลเปส

ดวยวิธีการสกัดอยางหยาบ (Crude enzyme extraction) ดังน้ี ปเปตเช้ือ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร            

ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจที่ปราศจากเช้ือ นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปน               

เวลา 10 นาที ดวยเครื่องไมโครเซนตริฟวจ ดูดสารละลายสวนใส (Supernatant) ปริมาตร 800 

ไมโครลิตร เก็บในหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดใหม ไดเปนสารสกัดเอนไซมไลเปสอยางหยาบ 

(Crude enzyme) นําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 C สําหรับการวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปส

ดวยวิธี Colorimetric methodใช p-nitrophenyl palmitate (pNPP) เปนสับสเตรท หนวยเปน          

ยูนิตตอมิลลิลิตร (Hoshino et al., 1992; Patcha & Wiyada, 2013 ) รายละเอียดดังภาคผนวก ก 

3.4.2.4 การเก็บรักษาแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน 

เก็บรักษาแบคทีเรียที่คัดแยกไดบนจานอาหารแข็งที่มีนํ้ามันปาลม เขมขน              

รอยละ 1 (Screening medium with palm oil 1% : SMP1) ที่อุณหภูมิ 4 C ถายเช้ือลงอาหาร

สูตรเดิมทุก 14 วัน และเก็บรักษาในอาหารเหลวนิวเตรียนทที่เติมกลีเซอรอลเขมขน รอยละ 30 (v/v) 

และนํ้ามันปาลมเขมขน รอยละ 1 (v/v) (Nutrient broth +  Gycerol 30%+ Palm oil 1%)                   

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20C (ไดเปนเช้ือบริสุทธ์ิ) 

 3.4.3 การศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรีย

เปาหมาย   

3.4.3.1 การศึกษาแหลงคารบอนที่เหมาะสม  

ถายเช้ือบริสุทธ์ิจากหลอดเช้ือที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20C  ไปเพาะเลี้ยงใน

หลอดอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน ทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา หลังน้ันนําไปทดสอบการใชนํ้ามันชนิด

ตางๆ เปนแหลงคารบอนที่เหมาะสม ไดแก นํ้ามันปาลม นํ้ามันดอกทานตะวัน นํ้ามันรําขาว นํ้ามัน

กากถ่ัวเหลือง นํ้ามันมะกอก และนํ้ามันมะพราว ที่ความเขมขนรอยละ 1 (v/v) ดังน้ี ปเปตเช้ือที่

เพาะเลี้ยง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เติมนํ้ามัน

ชนิดตางๆ นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน หลังจากน้ัน 

ดูดเช้ือ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปสกัดเอนไซมไลเปสดวยวิธีการสกัดอยางหยาบและ วิเคราะห              

คากิจกรรมเอนไซมไลเปส 
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3.4.3.2 การศึกษาพีเอชที่เหมาะสม  

 ถายเช้ือบริสุทธ์ิจากหลอดเช้ือที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20C มาเพาะเลี้ยงใน

หลอดอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที           

ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วันทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา หลังน้ันนําไปทดสอบผลผลิตเอนไซม           

ไลเปสที่เพาะเลี้ยงในพีเอชตางๆ จํานวน 8 คา ไดแก พีเอช 4, พีเอช 5, พีเอช 6, พีเอช 7, พีเอช 8,           

พีเอช 9, พีเอช 10 และพีเอช 11 ดังน้ี ปเปตเช้ือที่เพาะเลี้ยง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหาร

เหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตรที่เติมปรับพีเอชตางๆ นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน หลังจากน้ัน ดูดเช้ือ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปสกัดเอนไซมไลเปส

ดวยวิธีการสกัดอยางหยาบและวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 

3.4.3.3 การศึกษาระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม   

ถายเช้ือบริสุทธ์ิจากหลอดเช้ือที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20C มาเพาะเลี้ยงใน

หลอดอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน ทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา หลังน้ันนําไปทดสอบระยะเวลาเพาะเลี้ยง

ที่เหมาะสม ไดแก 24 ช่ัวโมง, 48 ช่ัวโมง และ 72 ช่ัวโมง ดังน้ี ปเปตเช้ือที่เพาะเลี้ยง ปริมาตร              

1 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 

รอบตอนาที อุณหภูมิ 35 C เมื่อครบตามระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่ศึกษา ดูดเช้ือ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

นําไปสกัดเอนไซมไลเปสดวยวิธีการสกัดอยางหยาบและวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสําหรับ

การศึกษาปริมาณเซลลของแตละระยะเวลาเพาะเลี้ยงเพื่อหาระยะคงตัว (Stationary phase) ของ

แบคทีเรียเปาหมาย มีดังน้ี นําเช้ือจากหลอดอาหาร SMP1 ของแตละระยะเวลาเพาะเลี้ยงมาทําการ

เจือจางลงครั้งละ 10 เทา ที่ระดับเจือจาง 10-1 ถึง 10-10 ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน            

รอยละ 0.85 และดูดเช้ือแตละระดับการเจือจาง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มานับปริมาณเซลลบน

จานอาหาร SMP1 ดวยวิธี Drop plate หนวยเปนซีเอฟยูตอมิลลิลิตร 

3.4.3.3 การศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันของแบคทีเรียเปาหมาย 

นําแบคทีเรียเปาหมายไปศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันใน

นํ้าเสียสังเคราะห ซึ่งเปนการทดลองในระดับหองปฏิบัติการ (Lab-scale experiment) ดังน้ี  

(1) การเตรียมหัวเช้ือแบคทีเรียเปาหมายถายเช้ือบริสุทธ์ิจากหลอดเช้ือที่เก็บ

รักษา ไปเพาะเลี้ยงในหลอดอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 

200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง 

(2) ถายหัวเช้ือแบคทีเรียเปาหมาย ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูที่

มีนํ้าเสียสังเคราะหซึ่งเตรียมจากอาหารเหลว SMP1 เติมนํ้ามันพืช รอยละ 1 (v/v) ปริมาตร 100 

มิลลิลิตรนําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 24, 48 และ 72  

ช่ัวโมงทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา 
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(3) นํานํ้าเสียไปวิเคราะหคานํ้ามันและไขมันดวยวิธี Soxhlet extraction 

ของ APHA (2012)  

 

3.5การวิเคราะหขอมูล 

 การวิเคราะหขอมูลของการศึกษาในครั้งน้ีจะทําการวิเคราะหขอมูลดวยสถิติเชิงพรรณนา 

ไดแก คาเฉลี่ย สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และคารอยละ  

 

3.6ระยะเวลาของการทําวิจัย  

  ระยะเวลาทําการวิจัยตลอดโครงการ เปนเวลา 1 ป ต้ังแตเดือนเมษายน พ.ศ. 2559 ถึง เดือน

มีนาคม พ.ศ. 2560 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 4 
ผลการวิจัย 

 

  ผลการวิจัยแบงเปน 4 สวน ดังน้ี 

4.1 คานํ้ามันและไขมันในตัวอยางนํ้าเสีย 

4.2 การคัดแยกแบคทเีรียทีม่ีความสารถในการยอยสลายไขมัน 

4.3 สภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 

4.4 ประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมันในนํ้าเสียสังเคราะห 

 

4.1 คาน้าํมันและไขมันในตัวอยางน้ําเสีย 

ตัวอยางนํ้าเสียมีคานํ้ามันและไขมันอยูในชวงอยูระหวาง 2,441– 215,200 มิลลิกรัมตอลิตร 

โดยตัวอยาง S7 รานขาวแกงมีคานํ้ามันและไขมันสูงที่สุด มีคาเฉลี่ย 215,200 + 8,626.70 มิลลิกรัม

ตอลิตร และตัวอยาง S10 รานกวยเต๋ียวมีคานํ้ามันและไขมันนอยที่สุด มีคาเฉลี่ย 2,441+ 159.68 

มิลลิกรัมตอลิตร คาเฉลี่ยของคานํ้ามันและไขมันของตัวอยางนํ้าเสียดังตารางที่ 7 

 

ตารางท่ี 7  คาเฉลี่ยของคานํ้ามันและไขมันในตัวอยางนํ้าเสีย 

 

ตัวอยางน้ําเสยี คาเฉลีย่คาน้าํมันและไขมัน (มิลลิกรัม/ลิตร) 

S1 รานขาวแกง 29,600 + 1,272.79 

S2 รานอาหารจานเดียว 24,480 + 753.39 

S3 รานอาหารจานเดียว 25,020 + 1,385.93 

S4 รานอาหารตามสั่ง 8,807 + 883.88 

S5 รานขาวแกง 28,042 + 1,190.30 

S6 รานกวยเต๋ียว 74,543 + 1,190.37 

S7 รานขาวแกง 215,200 + 8,626.70 

S8 รานกวยเต๋ียว 8,373+117.25 

S9 รานอาหารตามสั่ง 9,670 + 815.53 

S10 รานกวยเต๋ียว 2,441+ 159.68 

 

4.2 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายไขมัน 

การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันจากตัวอยางนํ้าเสียที่มีไขมันสูง

ซึ่งเก็บจากถังดักไขมันของรานจําหนายอาหาร ผลการวิจัยมีดังน้ี 
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4.2.1 การคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายไขมันเบื้องตน  

งานวิจัยน้ีคัดแยกแบคทีเรียเปาหมายไดจากตัวอยางนํ้าเสียที่ระดับการเจือจาง              

10-5 - 10-7 (ภาพที่ 7) โดยแบคทีเรียเปาหมายที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันจะใหลักษณะ

โคโลนีบนอาหาร SMP1B agar ดังน้ี โคโลนีสีเหลืองแผวงสีเหลืองรอบโคโลนี ขนาดอยูประมาณ           

1-6 มิลลิเมตร และมีลักษณะมันเย้ิม (ภาพที่ 8) และไดนํามาทดสอบซ้ําอีกครั้งโดยนําเช้ือบริสุทธ์ิ          

มาเพาะเลี้ยงบนจานอาหาร SMP1B agar (ภาพที่ 9)  

 

ภาพท่ี 7  แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันบนจานอาหาร SMP1B agar ที่ระดับการ  

เจือจาง 10-1 - 10-8 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 8  ลักษณะโคโลนีของแบคทเีรียเปาหมายบนอาหาร SMP1B agar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 9  ลักษณะโคโลนีของเช้ือบรสิุทธ์ิ (แบคทเีรียเปาหมาย) บนอาหาร SMP1B agar 
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 งานวิจัยน้ีสามารถคัดแยกแบคทีเรียเปาหมายไดทั้งหมด 41 ไอโซเลท โดยสวนใหญ

คิดเปนรอยละ 31.71 ของแบคทีเรียที่คัดแยกไดน้ีมาจากตัวอยางนํ้าเสียรานกวยเต๋ียวที่มีคาเฉลี่ยของ

คานํ้ามันและไขมัน 28,279 มิลลิกรัมตอลิตร แบคทีเรียที่คัดแยกไดหมดถูกต้ังช่ือเปน NJS11 ถึง 

NJS105 (รายละเอียดตามภาคผนวก ค) ผลการคัดแยกแบคทีเรียเปาหมายดังแสดงในตารางที่ 8  

 

ตารางท่ี 8  จํานวนแบคทีเรียเปาหมายที่คัดแยกไดจากตัวอยางนํ้าเสีย 

 

ตัวอยางนํ้าเสยี คาสูงสุด-คาตํ่าสุดของ 

คาน้ํามันและไขมัน  

(มิลลิกรัมตอลิตร) 

จํานวนไอโซเลท รอยละ 

รานขาวแกง 28,042 - 215,200 12 29.27 

รานกวยเต๋ียว 2,441 - 74,543 13 31.71 

รานอาหารจานเดียว 24,480 - 25,020 8 19.51 

รานอาหารตามสั่ง 8,807 - 9,670 8 18.51 

รวม 41 100.00 

 

4.2.2 การยืนยันแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายไขมัน 

แบคทีเรียเปาหมายทั้ง 41 ไอโซเลท ถูกนําไปยืนยันความสามารถในการยอยสลาย

ไขมัน โดยนําเช้ือบริสุทธ์ิไปเพาะเลี้ยงบนจานอาหาร Tributyrin agar 1% ผลการวิจัยดังแสดงใน

ตารางที่ 9  

 

ตารางท่ี 9จํานวนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันคัดแยกไดจากตัวอยางนํ้าเสีย 

 

ตัวอยางนํ้าเสยี จํานวนแบคทีเรีย

เปาหมายบนอาหาร 

SMP1B agar 

แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลาย

ไขมันบนอาหาร Tributyrin agar1% 

จํานวนไอโซเลท รอยละของไอโซเลท 

ทดสอบท้ังหมด 

รานขาวแกง 12 1 2.44 

รานกวยเต๋ียว 13 1 2.44 

รานอาหารจานเดียว 8 0 0.00 

รานอาหารตามสั่ง 8 0 0.00 

รวมทั้งหมด 41 2 4.88 
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พบวามี 2 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 4.88 ของไอโซเลททดสอบทั้งหมด แสดง

ความสามารถในการยอยสลายไขมันเกิดวงใสรอบโคโลนีบนอาหารทดสอบ Tributyrin agar 1%               

ทั้งสองไอโซเลทน้ีถูกคัดแยกไดจากตัวอยางนํ้าเสียของรานขาวแกงซึ่งมีคานํ้ามันและไขมันสูงที่สุด

มากกวาตัวอยางนํ้าเสียจากรานอาหารประเภทอื่นๆ ไอโซเลทดังกลาว ไดแก ไอโซเลท NJS54 คัดแยก

ไดจากจากตัวอยาง S5 และไอโซเลท NJS72 คัดแยกไดจากจากตัวอยาง S7 (ภาพที่ 10)   

 

ภาพท่ี 10  ลักษณะโคโลนีของไอโซเลท NJS54 และ NJS72 บนอาหาร Tributyrin agar 1% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  4.2.3 คาดัชนีเอนไซมและคากิจกรรมเอนไซมของไอโซเลท NJS54 และไอโซเลท NJS72 

ไอโซเลท NJS54 และไอโซเลท NJS72 ถูกนํามาศึกษาคาดัชนีเอนไซม (Enzyme 

index) และคากิจกรรมของเอนไซม (Enzyme activities) ผลการวิจัยมีดังน้ี 

 4.2.3.1 คาดัชนีเอนไซม (Enzyme index) 

คาดัชนีเอนไซมของเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากไอโซเลท NJS54 และ               

ไอโซเลท NJS72 วัดจากการทดสอบบนอาหาร Tributyrin agar1% ใชระยะเวลาเพาะเลี้ยง 3 วัน 

พบวาไอโซเลท NJS54 มีคาเฉลี่ยของคาดัชนีเอนไซมไลเปส 1.59 + 0.14 ซึ่งสูงกวาไอโซเลท NJS72 

ที่มีคาเฉลี่ย 1.23 + 0.09 (แผนภูมิที่ 1) 
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แผนภูมิท่ี 1  คาดัชนีเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 และ ไอโซเลท NJS72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4.2.3.2 คากิจกรรมเอนไซม (Enzyme activities) 

   คากิจกรรมเอนไซมของเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากไอโซเลท NJS54 และ          

ไอโซเลท NJS72 วัดดวยวิธี Colorimetric method โดยใช p-nitrophenyl palmitate (pNPP) 

เปนสับสเตรท ใชระยะเวลาเพาะเลี้ยง 3 วัน พบวาไอโซเลท NJS54 มีคาเฉลี่ยของคากิจกรรมเอนไซม         

ไลเปส 0.06 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร และไอโซเลท NJS72 ที่มีคาเฉลี่ย 0.05 + 0.01 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร (แผนภูมิที่ 2)  

 

แผนภูมิท่ี 2  คากิจกรรมเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 และไอโซเลท NJS72 
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 เมื่อเปรียบเทียบคาดัชนีเอนไซมไลเปสและคากิจกรรมเอนไซมไลเปส ไอโซเลท NJS54         

มีคาสูงกวา NJS72 ดังน้ัน งานวิจัยน้ีจึงเลือกไอโซเลท NJSN54 ไปศึกษาในข้ันตอนตอไป 

 

4.3 สภาวะเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 

 ผลการศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส ไดแก แหลงคารบอน             

พีเอชที่ของอาหาร และระยะเวลาเพาะเลี้ยง ของไอโซเลท NJS54 มีดังน้ี 

 4.3.1 แหลงคารบอนท่ีเหมาะสม  

การศึกษาหาแหลงคารบอนที่เหมาะสมของไอโซเลท NJS54 ในการผลิตเอนไซม              

ไลเปส งานวิจัยน้ีไดเปรียบเทียบแหลงคารบอนโดยใชนํ้ามันพืชชนิดตางๆ จํานวน 6 ชนิด ไดแก นํ้ามัน

ปาลม นํ้ามันดอกทานตะวัน นํ้ามันกากถ่ัวเหลือง นํ้ามันรําขาว นํ้ามันมะกอก และนํ้ามันมะพราว จาก

ผลการวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปสของแตละแหลงคารบอน นํ้ามันกากถ่ัวเหลืองมีคาเอนไซม 

ไลเปสสูงที่สุด คือ 0.09 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร รองลงมาคือ นํ้ามันมะพราว มีคาเทากับ 0.07 + 

0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร โดยนํ้ามันปาลม นํ้ามันรําขาว นํ้ามันมะกอก และนํ้ามันดอกทานตะวัน         

คากิจกรรมเอนไซมไลเปสเทากัน คือ 0.06 + 0.01 ยูนิตตอมิลลิลิตร (แผนภูมิที่ 3) ดังน้ัน แหลง

คารบอนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 ของงานวิจัยน้ี คือ นํ้ามันกาก             

ถ่ัวเหลือง     

 

แผนภูมิท่ี 3  คากิจกรรมเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 ที่ใชแหลงคารบอนชนิดตางกัน  
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 4.3.2 พีเอชของอาหารท่ีเหมาะสม  

การศึกษาหาพีเอชของอาหารเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของไอโซเลท NJS54 ในการผลิต

เอนไซมไลเปส งานวิจัยน้ีไดเปรียบเทียบพีเอช จํานวน 7 คา ต้ังแตพีเอช 4 ถึง พีเอช 10 จากผลการ

วิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปสของแตละพีเอช พีเอช 6 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงที่สุด 

รองลงมาคือ พีเอช 10, พีเอช 9, พีเอช 8, พีเอช 5, พีเอช 7 และพีเอช 4 คากิจกรรมเอนไซมไลเปส          

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

+ 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (แผนภูมิที่ 4) ดังน้ัน พีเอชของอาหารที่เหมาะสมในการผลิต

เอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 ของงานวิจัยน้ี คือ พีเอช 6          

 

แผนภูมิท่ี 4  คากิจกรรมเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 ที่พีเอชตางกัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 4.3.3 ระยะเวลาเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสม 

การศึกษาหาระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของไอโซเลท NJS54 ในการผลิตเอนไซม

ไลเปส งานวิจัยน้ีไดเปรียบเทียบเวลาเพาะเลี้ยง จํานวน 4 ระยะเวลา ไดแก 24 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง             

72 ช่ัวโมง และ 96 ช่ัวโมง จากผลการวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปสและปริมาณเช้ือของแตละ

ระยะเวลาเพาะเลี้ยง ผลการวิจัยมีดังน้ี ที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 24 ช่ัวโมง มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 

0.05 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร และมีปริมาณเช้ือ 7 106 ซีเอฟยูตอมิลลิลิตร (LOG10 = 6.79 + 

0.28) ที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 48 และ 72 ช่ัวโมง มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสใกลเคียงกัน โดยที่               

48 ช่ัวโมง มีคาเทากับ 0.06 + 0.01 ยูนิตตอมิลลิลิตร และมีปริมาณเช้ือ 9.8  107 ซีเอฟยูตอ

มิลลิลิตร (LOG10 = 7.99+ 0.04) และที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 72 ช่ัวโมง มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 

0.06 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร และมีปริมาณเช้ือ 5.1  107 ซีเอฟยูตอมิลลิลิตร (LOG10 = 7.67 + 
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0.24) และเมื่อเพาะเลี้ยงไอโซเลท NJS54 จนถึงเวลา 96 ช่ัวโมง จะมีคาคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 

0.08 + 0.00 ยูนิตตอมิลลิลิตร และมีปริมาณเช้ือ 9.8  107 ซีเอฟยูตอมิลลิลิตร (LOG10 = 7.38 + 

0.04) จากแผนภูมิที่ 5 ปริมาณเซลลของไอโซเลท NJS54 มีปริมาณเพิ่มอยางรวดเร็วที่เวลาเพาะเลี้ยง 

24 ช่ัวโมง และเมื่อถึงเวลา 48 ช่ัวโมง มีปริมาณเซลลเพิ่มข้ึนสูงสุด หลังจากน้ันเมื่อเวลาผานไปจํานวน

เซลลเริ่มลดลง ในขณะที่ปริมาณผลผลิตเอนไซมไลเปสเปนผลผลิตสะสมในลักษณะของเอนไซมที่

ปลอยออกภายนอกเซลลจึงมีลักษณะเสนกราฟเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ตามระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่เพิ่มข้ึน แมวา

ที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 72 ช่ัวโมง ปริมาณเซลลจะเริ่มลดลงเน่ืองจากมีเซลลตายก็ตาม ดังน้ัน 

ระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 ของงานวิจัยน้ี คือ 

ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง        

 

แผนภูมิท่ี 5  คากิจกรรมเอนไซมไลเปสของไอโซเลท NJS54 ที่เวลาเพาะเลี้ยงตางกัน (วงกลมคือคา 

 กิจกรรมเอนไซมไลเปส; สี่เหลี่ยม คือปริมาณเซลล) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4 ประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมันในน้ําเสียสังเคราะห 

 การศึกษาประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมันในนํ้าเสียสังเคราะหของไอโซเลท NJS54 

เตรียมตัวอยางนํ้าเสียที่มีคานํ้ามันและไขมันรอยละ 1 (v/v) ซึ่งมีคาเฉลี่ยของคานํ้ามันและไขมันเริ่มตน

เทากับ 12,309.33 มิลลิกรัมตอลิตร และศึกษาประสิทธิภาพการยอยสลายไขมันที่ระยะเวลาการ

เพาะเลี้ยงตอเน่ืองกัน ต้ังแตเวลา 0 - 96 ช่ัวโมง และใชสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมจากข้ันตอน

การศึกษากอนหนาน้ี ไดแก นํ้ามันกากถ่ัวเหลืองเปนแหลงคารบอน ปรับพีเอชของอาหารเพาะเลี้ยงที่
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พีเอช 6 หลังจากน้ันไดวิเคราะหประสิทธิภาพในการยอยสลายไขมันของไอโซเลท NJS54 ดวยคา

นํ้ามันและไขมันกอนและหลังทดลอง 

 ผลการวิจัยพบวาในชวงระยะเริ่มตนของการบําบัดนํ้าเสียสังเคราะหดวยไอโซเลท NJS54     

ที่เวลา 0 จนถึง 24 ช่ัวโมง ไอโซเลท NJS54 สามารถกําจัดคานํ้ามันและไขมันไดอยางรวดเร็วสําหรับ

ผลการศึกษาประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันแสดงในตารางที่ 10 

 

ตารางท่ี 10  คานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียสังเคราะหที่ผานการบําบัดดวยไอโซเลท NJS54 

 

เวลา (ชั่วโมง) คาน้ํามันและไขมัน 

(มิลลิกรัมตอลิตร) 

รอยละของประสิทธิภาพการ

กําจัดคาน้าํมันและไขมัน 

0 (เริ่มตนการทดลอง) 11,613+ 456.79 0 

24 4,126+616.60 64.47 

48 4,096+107.48 64.73 

72 3,710+28.28 68.05 

96 2,781+128.69 76.05 

 

 ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 24 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพในการกําจัดคานํ้ามันและไขมัน คิดเปน            

รอยละ 64.47  และเมื่อเพาะเลี้ยงตอเน่ืองต้ังแตเวลา 48 ช่ัวโมงเปนตนไป ไอโซเลท NJS54 เริ่มเขาสู

ระยะคงตัว ทําใหมีประสิทธิภาพในการกําจัดคานํ้ามันและไขมันไมเพิ่มสูงข้ึนมากนัก โดยที่ระยะเวลา

เพาะเลี้ยง 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพในการกําจัดคานํ้ามันและไขมัน คิดเปนรอยละ 

64.73, 68.05 และ 76.05 ตามลําดับ (แผนภูมิที่ 6) อยางไรก็ตามจากผลการวิจัย ไอโซเลท NJS54           

มีประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียสังเคราะหสูงสุดที่เวลา 96 ช่ัวโมง  

 

แผนภูมิท่ี 6  รอยละของประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันของไอโซเลท NJS54 
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บทท่ี 5 
สรุป อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
5.1.1 ตัวอยางนํ้าเสียจากถังดักไขมันของรานจําหนายอาหาร โรงอาหาร1 มหาวิทยาลัยหัว

เฉียวเฉลิมพระเกียรติ มีคานํ้ามันและไขมันอยูในชวงอยูระหวาง 2,441– 215,200 มิลลิกรัมตอลิตร  

5.1.2 แบคทีเรียที่คัดแยกไดเบื้องตนจากตัวอยางนํ้าเสีย มีจํานวน 41 ไอโซเลท โดยสวนใหญ

คิดเปนรอยละ 31.71 ของแบคทีเรียที่คัดแยกไดน้ีมาจากตัวอยางนํ้าเสียรานกวยเต๋ียวที่มีคาเฉลี่ยของ

คานํ้ามันและไขมัน 28,279 มิลลิกรัมตอลิตรโดยมี 2 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 4.88 ที่แสดง

ความสามารถในการยอยสลายไขมัน ไดแก ไอโซเลท NJS54 และไอโซเลท NJS72 มีคาดัชนีเอนไซม

ไลเปส 1.59 + 0.14 และ 1.23 + 0.09 ตามลําดับ และมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 0.06 + 0.01 

และ 0.05 + 0.01 ยูนิตตอมิลลิลิตรตามลําดับ  

5.1.3 สภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียไอโซเลท NJS54 

คือ ใชนํ้ามันกากถ่ัวเหลืองเปนแหลงคารบอน อาหารเพาะเลี้ยงที่พีเอช 6 และระยะเวลาเพาะเลี้ยง          

48 ช่ัวโมง ซึ่งมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุดเทากับ 0.10 + 0.01 ยูนิตตอมิลลิลิตร  

5.1.4 แบคทีเรียไอโซเลท NJS54 มีประสิทธิภาพการกําจัดคานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสีย

สังเคราะหที่มีนํ้ามันกากถ่ัวเหลืองเขมขนรอยละ 1 (v/v) ไดสูงสุด คิดเปนรอยละ 76.05 

 

5.2 การอภิปรายผลการวิจัย 

นํ้าเสียจากรานอาหารเปนนํ้าเสียที่มีความสกปรกสูง มีปริมาณนํ้ามันและไขมันปนเปอนมาก

และยังประกอบดวยสารอินทรียหลายชนิดทั้งโปรตีน คารโบไฮเดรต แรธาตุ และสารอินทรียอื่นๆ 

โดยทั่วไปการบําบัดนํ้าเสียนิยมใชถังดักไขมันเพื่อกําจัดนํ้ามันและไขมันออกกอนที่จะนํานํ้าเสียเขาสู

ระบบบําบัดนํ้าเสียตอไป ปจจุบันเทคโนโลยีการบําบัดนํ้ามันและไขมันดวยวิธีทางชีวภาพกําลังไดรับ

ความสนใจเปนอยางมาก เน่ืองจากจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันเปนจุลินทรียตาม

ธรรมชาติหรือจุลินทรียทองถ่ิน (Indigenous microorganisms) ที่พบไดในแหลงที่ปนเปอนนํ้ามัน

และไขมันสูง ตัวอยางเชน ของเสียจากอุตสาหกรรมนํ้ามัน โรงงานผลิตนํ้ามันพืช นํ้าเสียชุมชน นํ้าเสีย

หรือนํ้าทิ้งรวมถึงดินจากแหลงที่เกี่ยวของกับนํ้ามันตางๆ เปนตน (Gunstone, 1999; Saxena, 

Sheoran, Giri, & Davidson, 2003) งานวิจัยน้ีจึงสนใจที่จะคัดแยกจุลินทรียทองถ่ินจากถังดักไขมัน 

จุลินทรียเหลาน้ีไดปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมที่มีนํ้ามันและไขสูงไดดี สามารถยอยสลายนํ้ามัน

และไขมันเพื่อนําไปใชเปนสารอาหารใหกับเซลลจุลินทรียเองทําใหเจริญอยางรวดเร็ว ดังน้ัน เปนไปได

วาในสภาพแวดลอมของถังดักไขมันอาจจะมีจุลินทรียที่มีความโดดเดนในการผลิตเอนไซมไลเปสไดสูง 

และสามารถนํามาใชประโยชนในการบําบัดนํ้าเสียจากรานอาหารได    
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งานวิจัยน้ีสุมเก็บตัวอยางนํ้าเสียจากถังดักไขมันของรานจําหนายอาหารประเภทตางๆ ไดแก 

ขาวแกง อาหารจานเดียว อาหารตามสั่ง และกวยเต๋ียว ที่จําหนายในโรงอาหาร 1 มหาวิทยาลัย      

หัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ ผลการวิจัยพบวานํ้าเสียเหลาน้ีมีคานํ้ามันและไขมันอยูในระดับสูง มีคาอยู

ระหวาง 2,441– 215,200 มิลลิกรัมตอลิตร โดยทุกตัวอยางมีคานํ้ามันและไขมันสูงกวามาตรฐาน

ควบคุมการระบายนํ้าทิ้ งจากอาคารบางประเภทและบางขนาด ตามประกาศกระทรวง

ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม ซึ่งกําหนดใหคานํ้ามันและไขมันในนํ้าเสียจากรานจําหนายอาหาร

ตองไมเกิน 100 มิลลิกรัมตอลิตร (กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดลอม, 2548) อยางไรก็ดี 

ผลการวิเคราะหคานํ้ามันและไขมันในตัวอยางนํ้าเสียบางตัวอยางมีคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานสูง เชน 

ตัวอยาง S1 S2 และ S7 น้ัน อาจเน่ืองมาจากสาเหตุหลายประการ เชน ชวงเวลาการเก็บตัวอยางนํ้า

เสีย ชนิดอาหารที่รานปรุง/ประกอบ ปริมาณการผลิตอาหารเพื่อจําหนาย โดยการจําหนายอาหารของ

รานอาหารแตละประเภทในแตละวันจะมีความแตกตางกันไปข้ึนกับปริมาณนักศึกษาที่มาทํากิจกรรม

ตางๆ ในมหาวิทยาลัย ซึ่งสงผลคุณลักษณะของนํ้าเสียที่เกิดข้ึนดวยเชนกัน ทําใหคานํ้ามันและไขมัน    

ในนํ้าเสียที่เก็บแตละครั้งมีความแตกตางกัน แตอยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบคาตัวเลข

ดังกลาวของแตละตัวอยางมีความแตกตางกันไมเกินรอยละ 20 จึงนําเสนอในรายงานวิจัยน้ี ทั้งน้ี ใน

งานวิจัยน้ีสามารถคัดแยกจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันได จํานวน 2 ไอโซเลท 

ไดแก ไอโซเลท NJS54 คัดแยกไดจากตัวอยางที่มีคานํ้ามันและไขมัน 28,042 มิลลิกรัมตอลิตร และ  

ไอโซเลท NJS72 คัดแยกไดจากตัวอยางที่มีคานํ้ามันและไขมัน 215,200 มิลลิกรัมตอลิตร จุลินทรียที่

มีสามารถอาศัยอยูในสภาพแวดลอมที่มีปริมาณนํ้ามันและไขมันสูงน้ีเรียกวาจุลินทรียกลุม Lipolytic 

microorganisms เปนจุลินทรียที่สามารถยอยยอยสลายไขมันจากพืชและสัตวไดและปลดปลอย

พลังงานออกมา มีทั้งกลุมที่ใชออกซิ เจนและกลุมที่ไม ใชออกซิเจน  ตัวอยางเชน แบคทีเรีย

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

Aspergillus sp. สําหรับการยอยสลายนํ้ามันและไขมันของจุลินทรียกลุมที่ใชออกซิเจนจะเกิดข้ึนโดย

จุลินทรียปลอยเอนไซมออกสูภายนอกเซลล (Extracellular enzymes) ไปทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับ

นํ้ามันและไขมันไดผลิตภัณฑเปนกรดไขมันและกลีเซอรอล (Prokhorov, 1979) มีงานวิจัยกอนหนาน้ี

ไดคัดแยกจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันซึ่งเปนจุลินทรียทองถ่ินจากนํ้าเสียที่มีคา

นํ้ามันและไขมันสูงดังเชน Rodriguez-Mateus, Agualimpia, and Zafara (2016) คัดแยก 

Candida palmioleophila และ Bacillus sp. ไดจากนํ้าทิ้งจากการผลิตนํ้ามันปาลม (Palm oil 

mill: POME) ที่มีคานํ้ามันและไขมันสูงถึง 4,907 + 0.67 มิลลิกรัมตอลิตร 

ความชุกของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันในงานวิจัยน้ีมีคานอย คิดเปน

รอยละ 4.88 (2/41 ไอโซเลท) แสดงใหเห็นวาสัดสวนของจุลินทรียกลุม Lipolytic microorganisms 

ในสภาพแวดลอมตามธรรมชาติมีนอย เมื่อเปรียบเทียบกับประชากรจุลินทรียที่อาศัยในสภาพแวดลอม

น้ีทั้งหมด เชนเดียวกับงานวิจัยของ Savitha et al. (2007) คัดแยกราที่มีความสามารถในการยอย

สลายไขมันจากตัวอยางดินที่ปนเปอนนํ้ามันและไขมัน จํานวน 4 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 12.50 
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ไดแก Aspergillus sp. และ Mucor sp. นอกจากน้ี Čipinytë et al. (2009) รายงานความชุกของ

จุลินทรียจากตัวอยางสิ่งแวดลอมที่ผานการทดสอบความสามารถในการยอยสลายไขมัน มีจํานวน            

5 ไอโซเลท คิดเปนรอยละ 4.03 ของจุลินทรียที่ทดสอบทั้งหมด และ Phong et al. (2014) คัดแยก

แบคทีเรียจากนํ้าเสียจากโรงงานผลิตอาหารและรานอาหาร ซึ่งมีเพียง 6 ไอโซเลท คิดเปน               

รอยละ 5.88 แสดงความสามารถในการยอยสลายไขมัน แบงเปน 5 จีนัส ไดแก Acenitobacter sp., 

Pseudomonas sp., Aeromonas sp., Stenotrophomoas sp. และ Bacillus sp. ทั้งน้ี เปนไดวา

อาจมีสาเหตุมาจากตัวอยางจากสิ่งแวดลอมไมวาจะเปนนํ้าเสียหรือดินมีสารตางๆ ปนเปอนอยูมากมี

ผลยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทําใหจุลินทรียทองถ่ินมีนอย รวมทั้งข้ันตอนการคัดแยกในหองปฏิบัติ

ในสวนของอาหารเพาะเลี้ยงและอาหารคัดเลือกจุลินทรียอาจไมเหมาะสมมีสารยับย้ังการเจริญของ

จุลินทรีย ทําใหจุลินทรียเปาหมายเจริญไดนอย ทั้งน้ี สารยับย้ังที่อาจมีผลตอการเจริญของจุลินทรีย

กลุมเปาหมาย ไดแก โลหะหนัก เชน Zn2+, Hg2+, Cu2+, Fe2+, Ni2+, Ca2+ หรือสารเคมี เชน EDTA, 

SDS, PMSF, Triton X-100 เปนตน (Hasan et al., 2009)รวมทั้งกรดไขมันสายยาว (LCFA) ก็เปน

สารยับย้ังการเจริญไดเชนกัน (Hanaki et al., 1981; Angelidaki & Ahring, 1992; Perle et al., 

1995) ตัวอยางนํ้าเสียจากถังดักไขมันที่ใชในงานวิจัยน้ีนอกจากจะประกอบดวยสารอินทรียหลายชนิด

ที่มาจากการประกอบอาหารแลวยังมีนํ้าใชแลวที่มีสารทําความสะอาด (Detergents) ปนเปอนจาก

การลางทําความสะอาดภาชนะตางๆ ดวย สารทําความสะอาดประกอบดวยสารที่มีฤทธ์ิในการยับย้ัง

หรือทําลายจุลินทรีย เชน กรดซัลฟุริก กรดไฮโดรคลอริก โซเดียมไฮดรอกไซด โซเดียมคารบอเนต  

ไตรโซเดียมฟอสเฟต สารประเภท Quat และโซเดียมไฮโปคลอไรต เปนตน (Gilbert, 1970; 

Katsuyama, 1993) นอกจากน้ีสารอนินทรียที่ เปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยง เชน 

แอมโมเนียมคลอไรด (Ammunium chloride: NH4Cl) และแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

(Ammonium dihydrogen phosphate: NH4(H2PO4)) ก็สงผลกระทบตอจุลินทรีย (Dong, Gao, 

Han, & Cao, 1999; Rathi, Saxena, & Gupta, 2001) แอมโมเนียมเปนสารอาหารที่ไมเหมือน             

สารชนิดอื่น นอกจากเปนสารอาหารจําเปนแลวยังมีความเปนพิษตอเซลลของจุลินทรีย การขนสง

แอมโมเนียมจํานวนมากเขาสูภายในไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) ของเซลลจะทําใหเกิดวัฏจักรที่         

สูญเปลาของพลังงานเกิดการสูญเสียพลังงานเกิดข้ึน แอมโมเนียมจะถูกขนสงออกสูภายนอกเซลล

กลับคืนสูอาหารเพาะเลี้ยง (von Wirén & Merric, 2004) Mobarak-Qamsari, Kasra-

Kermanshahi, and Moosavi-Nejas (2011) ไดทดสอบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการ

ผลิตเอนไซมไลเปสของ Pseudomonas aeruginosa KM110 เปรียบเทียบระหวางแหลงไนโตรเจน

ตางๆ  ที่ปริมาณ 2 กรัมตอลิตร ไดแก  แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต เปบโตน (Peptone) และ

สารสกัดยีสต (Yeast extract)  ใชสภาวะเพาะเลี้ยง ดังน้ี อุณหภูมิ 30 C พีเอช 7.0 และอัตราเขยา 

150 รอบตอนาที พบวาแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเปนแหลงไนโตรเจนจะมีคากิจกรรมเอนไซม

ไลเปส 0.03 ยูนิตตอมิลลิลิตร ในขณะที่สารสกัดยีสตและเปบโตนมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงเทากบั 

0.07 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ 0.17 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และเปรียบเทียบคากิจกรรมเอนไซม          
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ไลเปสที่แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตปริมาณตางๆ ต้ังแต 1 – 10 กรัมตอลิตร พบวาที่ปริมาณ    

5 กรัมตอลิตร จะใหคากิจกรรมเอนไซมไลเปสตํ่าสุด นอยกวา 0.2 ยูนิตตอมิลลิลิตร เชนเดียวกับ

อาหารเพาะเลี้ยงจุลินทรียที่ใชในงานวิจัยน้ี ไดแก SMP1B agar น้ัน สูตรของอาหารมีสวนผสมของ 

Ammonium sulphate ((NH4)2SO4) ปริมาณ 5 กรัมตอลิตร เชนกัน ซึ่งอาจเปนสารยับย้ังกิจกรรม

เอนไซมไลเปสของจุลินทรียได ดังน้ัน ความไวตอแอมโมเนียมของจุลินทรียจึงเปนอีกหน่ึงประเด็นที่

ควรพิจารณาในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียโดยอาจเลือกใชแหลงไนโตรเจนอื่นที่เหมาะสมและไมมีความ

เปนพิษตอจุลินทรียทดแทน เชน เปบโตน และสารสกัดยีสต  

งานวิจัยน้ีคัดแยกแบคทีเรีย ไอโซเลท NJS54 และเมื่อผานการศึกษาสภาวะตางๆ ที่เกี่ยวของ

กับการผลิตเอนไซมไลเปสโดยทําการวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปส โดยใช p-nitrophenyl 

palmitate (pNPP) เปนสับสเตรท (Hoshino et al., 1992) และสกัดเอนไซมแบบหยาบ (Crude 

enzymes) แบคทีเรีย ไอโซเลท NJS54 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด0.10+ 0.01 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร งานวิจัยสวนใหญตองการคัดแยกจุลินทรียเปาหมายที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน

และมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงเพื่อนําไปใชประโยชนในดานตางๆดังเชน Soares et al. (2015)    

ซึ่งไดคัดแยกแบคทีเรีย ไอโซเลท AP5 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด 0.07 ยูนิตตอมิลลิลิตรและ

ยีสต ไอโซเลท AS16 มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด 0.07 ยูนิตตอมิลลิลิตร  Patcha and Wiyada 

(2013) คัดแยกได Pseudomonas aeruginosa ไอโซเลท NA37 ที่มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด

ถึง 481 มิลลิยูนิตตอมิลลิลิตรหรือ 0.481 ยูนิตตอมิลลิลิตร อยางไรก็ตาม คากิจกรรมเอนไซมไลเปส

ของงานวิจัยตางๆ ที่แตกตางกันน้ันสวนหน่ึงมีสาเหตุมาจากวิธีการวิเคราะหเอนไซมและวิธีการสกัด

เอนไซมดวย เปนที่ทราบกันดีวาปจจัยที่เกี่ยวของกับผลผลิตเอนไซมไลเปสของจุลินทรียจะใหผลผลิต

จํานวนมากหรือนอยน้ันมีปจจัยที่ เกี่ยวของหลายประการทั้ งปจจัยสงเสริมและปจจัยยับย้ัง 

ตัวอยางเชน ระยะเวลาเพาะเลี้ยง การเติมอากาศ สารต้ังตน สารเหน่ียวนํา สารอนินทรีย แหลง

คารบอน และแหลงไนโตรเจน เปนตน นอกจากน้ียังมีปจจัยที่เกี่ยวของกับการทํางานของเอนไซม             

ไลเปสหรือกิจกรรมเอนไซมไลเปสที่ผลิตออกมาไดจะมากหรือนอยเพียงใด ไดแก พีเอช อุณหภูมิ สาร

กระตุน และสารยับย้ัง เปนตน ดังน้ัน การศึกษาจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน             

จึงจําเปนตองพิจารณาปจจัยเหลาน้ีเปนสําคัญ 

นอกจากน้ี งานวิจัยน้ียังไดศึกษาหาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของแบคทีเรียที่คัดแยกได 

ไดแก แหลงคารบอนพีเอชของอาหาร และระยะเวลาเพาะเลี้ยง เพื่อสงเสริมใหแบคทีเรียมีคากิจกรรม

เอนไซมไลเปสสูงและเพียงพอตามตองการ สามารถนําไปใชประโยชนดานการบําบัดนํ้าเสียตอไป ทั้งน้ี 

ผลการวิจัยพบวาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมของแบคทีเรีย ไอโซเลท NJS54 มีดังน้ี แหลงคารบอนที่

เหมาะสมคือ นํ้ามันกากถ่ัวเหลือง องคประกอบสวนใหญของนํ้ามันกากถ่ัวเหลือง มีกรดไขมันชนิด          

ไมอิ่มตัวแบบ Polyunsaturated Fats คิดเปนรอยละ 61.00 ประกอบไปดวยกรดไขมัน Linoleic 

รอยละ 53.20, Oleic รอยละ 23.40, Palmitic รอยละ 11.00, Linolenic รอยละ 7.80, Stearic 

รอยละ 4.00 และ Arachidic รอยละ 0.30 (Chow, 2008) อยางไรก็ตาม ถึงแมจะมีรายงานวิจัย   
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ระบุวา กรดไขมันสายยาว เชน กรดไขมัน Oleic มีผลตอการยับย้ังผลผลิตเอนไซมไลเปส (Chander 

et al., 1979) แตก็มีรายงานอื่นไดระบุวานํ้ามันกากถ่ัวเหลือง มีผลตอการสงเสริมผลผลิตเอนไซม      

ไลเปสใหเพิ่มสูงข้ึนได (Kamini, Fujii, & Iefuji, 2000) Pogori, Cheikhyoussef, Xu, and Wang 

(2008) ศึกษาเปรียบเทียบการใชนํ้ามันพืชชนิดตางๆ ไดแก นํ้ามันกากถ่ัวเหลือง นํ้ามันดอกทานตะวัน 

นํ้ามันงา นํ้ามันรําขาว และนํ้ามันมะกอก เปนแหลงคารบอนของ Rhizopus chinensis CCTCC 

M201021 พบวานํ้ามันกากถ่ัวเหลือง มีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด 12.2 ยูนิตตอมิลลิลิตร 

พีเอชก็เปนอีกหน่ึงปจจัยที่มีความสําคัญตอผลผลิตเอนไซมไลเปสของจุลินทรีย งานวิจัยน้ี

พบวาพีเอช 6 เปนพีเอชที่เหมาะสมสําหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียใหมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูง  

ทั้งน้ี ตามปกติแลวเอนไซมไลเปสจะทํางานไดดีและคงตัวที่สภาวะเปนดาง (Alkaline conditions) 

(Hasan et al., 2009) แตก็มีเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียบางชนิดที่สามารถคงตัวไดดีที่สภาวะเปน

กรด (พีเอช นอยกวา 7.0) ดังเชน Fusarium heteosporum มีพีเอชเหมาะสมที่พีเอช 5.5-6.0 

อุณหภูมิ 45-50 C (Shimadaet al., 1993) หรือ Aeromonas sp. C14 มีคากิจกรรมเอนไซม           

ไลเปสสูงถึง 0.7 ยูนิตตอมิลลิลิตร ที่พีเอช 6.0 (Liu, Chen, & Chang, 2007)   

แบคทีเรีย ไอโซเลท NJS54 เริ่มเขาสูระยะคงที่ที่เวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง (หรือ 2 วัน)      

ซึ่งถือเปนระยะเวลาที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงของงานวิจัยน้ี หลังจากน้ันที่เวลา 96 ช่ัวโมง            

(หรือ 4 วัน) จะมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด ทั้งน้ี ระยะเวลาเพาะเลี้ยงของจุลินทรียแตละชนิด

เพื่อเขาสูระยะคงที่และผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงสุดน้ันมีความแตกตางกัน (Hasan et al., 2009)

ดังเชน Bacillus sp. เริ่มเขาสูระยะคงที่ที่เวลาเพาะเลี้ยง 24 ช่ัวโมง และที่เวลา 36 ช่ัวโมง มีคา

กิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงสุด (Handelsman & Shoham, 1994) Bacillus cereus และ Bacillus 

coagulans ใหผลผลิตไลเปสสูงสุดที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง (หรือ 2 วัน) (El-Shafei & 

Rezkallah, 1997) หรือ Bukholderia sp. DW2-1 ที่ระยะเวลาเพาะเลี้ยง 36 ช่ัวโมง มีคากิจกรรม

เอนไซมไลเปสสูงสุด (Matsumiya et al., 2007) ซึ่งระยะเวลาเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมจะชาหรือเร็ว

มักจะเกี่ยวของกับมีปจจัยสงเสริมตางๆ เชน แหลงคารบอน พีเอช สารต้ังตน และอุณหภูมิ เปนตน  
 เมื่อนําแบคทีเรียไอโซเลท NJS54 มาศึกษาประสิทธิภาพในการกําจัดคานํ้ามันและไขมันใน

นํ้าเสียสังเคราะหที่เติมนํ้ามันกากถ่ัวเหลืองรอยละ 1 (v/v) เปนแหลงคารบอนและปรับสภาวะ

เพาะเลี้ยงตามสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการศึกษาขางตน ไอโซเลท NJS54 แสดงประสิทธิภาพใน

การกําจัดคานํ้ามันและไขมันไดรอยละ 76.05 ที่ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 96 ช่ัวโมง สําหรับจุลินทรีย

ที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันซึ่งผลิตเอนไซมไลเปสน้ีนิยมนํามาใชในการศึกษาบําบัดนํ้าเสีย

ที่ปนเปอนนํ้ามันและไขมัน Matsumiya et al. (2007) ใชแบคทีเรีย Bukholderia spp. DW2-1 

ยอยสลายนํ้ามันและไขมันประเภทตางๆ ที่ความเขมขนรอยละ 1 (v/v) ดังน้ี นํ้ามันสลัดนํ้ามันมะกอก 

นํ้ามันงา และไขมันวัว พบวาที่เวลาเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง มีอัตราการยอยสลายนํ้ามันมากกวา      

รอยละ77.4 ข้ึนไป นอกจากน้ี Affandi et al. (2014) ระบุวา Serratia marcescens เหมาะสมกับ

การกําจัดนํ้ามันประกอบอาหารที่ใชแลว สวน Bacillus cereus เหมาะสมกับการกําจัดนํ้าเสียจาก
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อุตสาหกรรมทุกประเภท (POME) และ Aeromonas hydrophila เหมาะสมกับการกําจัดนํ้าเสียจาก

อุตสาหกรรมอิเล็กทรอนิกส โดย S. marcescens สามารถยอยสลายนํ้ามันและไขมันไดถึง             

รอยละ 91.0 ใชระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 12 วัน 

 แบคทีเรียไอโซเลท NJS54 แสดงความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันและไขมันไดดีถูกนํามา

ศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเพื่อสงเสริมใหไดคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสงูมาก

ข้ึน และนําทดลองไปบําบัดนํ้าเสียที่มีนํ้ามันและไขมันปนเปอน แบคทีเรียไอโซเลท NJS54 สามารถ

ผลิตเอนไซมไลเปสไดดีและสามารถบําบัดนํ้าเสียได หากแตยังคงตองมีการ ศึกษาปจจัยอื่นๆ           

ที่เกี่ยวของเพิ่มเติม เชน การเติมอากาศ แหลงไนโตรเจน สารเหน่ียวนํา และโลหะหนัก ที่อาจจะสงผล

ตอผลผลิตของเอนไซมไลเปสเพื่อใหมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงมากข้ึน ซึ่งจะสงผลใหประสทิธิภาพ

การกําจัดคานํ้ามันและไขมันเพิ่มข้ึนตามไปดวยเพื่อใชประโยชนในการบําบัดนํ้าเสียและของเสียดวย

วิธีทางชีวภาพ นอกจากน้ี ในอนาคตยังสามารถศึกษาการใชประโยชนจากแบคทีเรียน้ีในอุตสาหกรรม

อื่นๆ เชน อุตสาหกรรมโอลิโอเคมีพลาสติกยอยสลายไดทางชีวภาพไบโอดีเซล อุตสาหกรรมสาร      

ทําความสะอาด และอุตสาหกรรมอาหาร เปนตน 

 

5.3 ขอเสนอแนะสําหรับการวิจัยคร้ังตอไป 
5.3.1 ควรมีการศึกษาปจจัยอื่นๆ ที่เกี่ยวของกับการเพิ่มผลผลิตเอนไซมไลเปสของไอโซเลท 

NJS54 ทั้งปจจัยสงเสริมและสารยับย้ัง เชน อุณหภูมิ การเติมอากาศ แหลงไนโตรเจน สารเหน่ียวนํา 

และโลหะหนัก เพื่อใหไดสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียน้ี และมีผลผลิตเอนไซมที่มี            

คากิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงมากข้ึน 

5.3.2 ควรมีการศึกษาถึงการนําแบคทีเรีย ไอโซเลท NHS54 ไปใชประโยชนดานอื่นๆ เชน 

การยอยสลายของเสียทางชีวภาพ เชน กากนํ้ามันและไขมันในอุตสาหกรรมตางๆ หรือการนําไปใช

ประโยชนในอุตสาหกรรมตางๆ ที่เกี่ยวของ 

5.3.3 ควรมีการศึกษาถึงแหลงของจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันแหลง

อื่นๆ เชน นํ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม หรือดิน หรือนํ้าทะเล หรือกากตะกอนที่มีปนเปอนนํ้ามัน

และไขมันเพื่อใหไดจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมันมันที่มีคากิจกรรมเอนไซมสูงและ

มีคุณสมบัติของเอนไซมอื่นๆ ตามตองการ เชน ทนที่สภาวะกรด-ดางสูง ทนอุณหภูมิสูง หรือทนเกลือ

สูงได 

5.3.4 ควรนําแบคทีเรีย ไอโซเลท NJS72 ที่คัดแยกไดจากงานวิจัยน้ีซึ่งแสดงความสามารถใน

การยอยสลายไขมันไดไปศึกษาสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส เพื่อเปนอีก

ทางเลือกในการนําเช้ือจุลินทรียไปใชประโยชนในอนาคต 
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5.3.5 ควรนําแบคทีเรีย ไอโซเลท NJS54 และไอโซเลท NJS72 ไปจัดจําแนกสายพันธ เชน 

ดวยเทคนิคทางอณุชีววิทยา ซึ่งเปนวิธีที่มีความถูกตอง แมนยํา นาเช่ือถือและไดผลรวดเร็ว เพื่อจะได

ศึกษารายละเอียดเพิ่มเติมและนําแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทไปใชประโยชนไดอยางเหมาะสมตอไป 
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ภาคผนวก ก 

วิธีวิเคราะหตัวอยาง 

 

1. การวิเคราะหคาไขมันและน้ํามัน (Oil & Grease, O & G) ของตัวอยางนํ้าเสีย 

การวิเคราะหคาไขมันและนํ้ามันในตัวอยางนํ้าเสียของงานวิจัยน้ีใชวิธี Soxhlet extraction 

(APHA, 2012) มีวิธีการดังน้ี 

(1) เตรียมตัวอยางนํ้าเสียที่มีไขมันสูง ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

(2) เติม 1:1 กรดไนตริกเขมขนรอยละ 70 (HNO3 70%) ใหพีเอชนอยกวา 2 (ประมาณ          

5 มิลลิลิตร ตอนํ้าเสีย 1,000 มิลลิลิตร 

(3) วางกระดาษกรองขนาดเสนผาศูนยกลาง 47 มิลลิเมตร บนชุดกรองสุญญากาศ 

(Vacuum pump) ฉีดนํ้ากลั่นใหเปยก 

(4) ประกอบชุดกรองสุญญากาศ และเปดใหเครื่องทํางาน เท Celite 545 coarse              

(Filter aid) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผานชุดกรองสุญญากาศ ลางดวยนํ้ากลั่น ปริมาตร 1,000 

มิลลิลิตร ดูดนํ้าจนหมดเทนํ้าตัวอยางลงบนชุดกรองสุญญากาศ ดูดนํ้าตัวอยางจนหมด 

(5) ใชคีมคีบ (Forceps) คีบกระดาษกรองวางบนจานแกว ใชสําลีสะอาดชุบ n-Hexane 

99% เช็ดไขมันและนํ้ามันที่เกาะอยูในกรวยกรอง (Funnels) ใหหมด และนําไปใสรวมกับกระดาษ

กรอง 

(6) มวนกระดาษกรองและสําลีจากขอ (5) ใสในหลอดกระดาษกรองสําหรับสกัด 

(Cellulose extraction Thimble)  

(7) ใสลูกแกว (Glass bead) ลงในหลอดสกัดใหเต็ม หลังจากน้ันนําหลอดสกัดบรรจุลงใน

เครื่องสกัดซอกหเลต (Soxhlet extractor) 

(8) ช่ังนํ้าหนักขวดกนกลม (Round bottom Flask) ใหเปนคา A (เตรียมขวดกนกลมกอน

การวิเคราะหโดยนําขวดกนกลมไปอบที่อุณหภูมิ 103 C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ทิ้งใหเย็นในตูดูด

ความช้ืนจนกวาจะนํามาใชในการวิเคราะห ) หลังจากน้ันเติม n-Hexane 99% ปริมาตร 200 

มิลลิลิตร ลงในขวดกนกลม 

(9) เปดเครื่องสกัดซอกหเลต ทําการสกัด 20 รอบตอช่ัวโมง เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 

(10) ปดเครื่องสกัดซอกหเลตนําขวดกนกลมที่มี n-Hexane 99% ไปอังไอนํ้าที่อุณหภูมิ              

80 C จนแหง (ข้ันตอนน้ี ตอชุดกลั่นเขากับขวดกนกลมเพื่อนํา n-Hexane 99% กลับมาใชไดอีก) 

หลังจากน้ันดูดอากาศผานขวดอีก 1 นาที ปลอยใหขวดกนกลมเย็นในตูดูดความช้ืน เปนเวลา                

30 นาที และนําไปช่ังนํ้าหนักใหเปนคา B คํานวณคานํ้ามันและไขมันดังน้ี 

มิลลิกรัมของคานํ้ามันและไขมันตอลิตร = Wr 

       Vs 
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เมื่อ Wr = นํ้าหนักของขวดกนกลมและสารที่เหลือ (B) – นํ้าหนัก  

    ขวดกนกลมเปลา (A), มิลลิกรัม 

  Vs = ปริมาตรตัวอยางนํ้าเสีย, ลิตร 
 

2. การวัดคาดัชนีเอนไซมเปส (Lipase enzyme index) 

ถายเช้ือจากหลอดเช้ือที่เก็บรักษาดวยปลายเข็มเข่ียเช้ือใชจุด (Spot) เช้ือทดสอบบนจาน

อาหารแข็ง Tributyrin 1% (Tributyrin agar 1%) บมที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน (ทําการ

ทดลองแบบ 3 ซ้ํา) วัดขนาดเสนผาศูนยกลางของวงใสและขนาดเสนผาศูนยกลางของโคโลนี หนวย

เปนมิลลิเมตร เพื่อหาประสิทธิภาพการยอยสลาย (Index of hydrolysis) หรือคาดัชนีเอนไซม 

(Enzyme index) (Hendrickset al., 1995) การคํานวณดัชนีเอนไซมดังน้ี 
 

ดัชนีเอนไซม   =     เสนผาศูนยกลางของโคโลนี+วงใส 

                          เสนผาศูนยกลางของโคโลนี 
 

3. การวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส (Lipase enzyme activity)  

(1) นําเช้ือทดสอบมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว SMP1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่

ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 35 C เปนเวลา 2 วัน หลังจากน้ันเก็บตัวอยาง ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร (ทําการทดลองแบบ 3 ซ้ํา) นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

10 นาที เก็บสวนใส (Supernatant) ไดเปนสารละลายเอนไซมหยาบ (Crude enzyme) 

(2) ทําการวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสดวยวิธี Colorimetric method 

(Hoshino et al., 1992) โดยใช p-nitrophenyl palmitate (pNPP) เปนสับสเตรท 

(3) นําสารละลายเอนไซมหยาบ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรผสมกับสารละลาย D ปริมาตร              

2 มิลลิลิตร (เตรียมใหมกอนใช) นําไปบมที่อุณหภูมิ 55 C เปนเวลา 15 นาที ในอางนํ้าควบคุม

อุณหภูมิ 

(4) หยุดปฏิกิริยาดวยการเติมสารละลาย C ปริมาตร 2.9 มิลลิลิตร 

(5) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโต

มิเตอร  คํานวณกิจกรรมของเอนไซม ไล เปสโดยใช  Extinction coefficient เท ากับ                    

15 L.nmol-1.cm-1 โดยกําหนดให 1 ยูนิตของเอนไซม หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่สามารถเรง

ปฏิกิริยาการยอยสลายสับสเตรทใหกรดพลามิติกอิสระ 1 ไมโครโมล (µmol) ในเวลา 1 นาที                    

ที่อุณหภูมิ 55 C มีสูตรคํานวณดังน้ี 

คากิจกรรมของเอนไซมไลเปส (ยูนิตตอมิลลิลตร) =     0.222  A410 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

สารเคม ี

1. สารละลาย A 

ละลาย 4-nitrophenyl palmitate (pNPP) จํานวน 30 มิลลิกรัม ใน 2-propanol ใหได

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 

2. สารละลาย B 

  ละลาย Sodium deoxycholate (NaDOC) จํานวน207 มิลลิกรัม และ Gum Arabic 

จํานวน 100 มิลลิกรัม ใน 5 mM Phosphate buffer (pH 8.0) ใหไดปริมาตรเปน 90 มิลลิลิตร  

 

3. สารละลาย C(เขมขน 2 โมลาร) 

ละลาย Sodium carbonate (Na2CO3) จํานวน 211.80 มิลลิกรัม ในนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ        

ปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 

 

4. สารละลาย D 

ผสมสารละลาย A ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กับสารละลาย B ปริมาตร 90 มิลลิลิตร 

 

5. 5 mM Phosphate buffer (pH 8.0) 

5.1 500 mM Phosphate buffer (pH 8.0) 

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

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

ปริมาตรรวม 50 มิลลิลิตร 

  

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

Dibasic sodium phosphate จํานวน 7.80 กรัม ในนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือปรับปริมาตรเปน 1,000 

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

sodium phosphate จํานวน 8.90 กรัม ในนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 

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

sodium phosphate ปริมาตร 47.35 มิลลิลิตร และ 0.05 M Mono sodium phosphate 
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ปริมาตร 2.65 มิลลิลิตร ไดปริมาตรทั้งหมด 50 มิลลิลิตร หลังน้ัน ปรับปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 

ดวยนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ        

5.2 5 mM Phosphate buffer (pH 8.0) 

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

ปริมาตรเปน 250 มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ 

 

6. 0.85% Sodium chloride 

  ละลาย Sodium chloride (NaCl) จํานวน 0.85 กรัม ในนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ ปริมาตร 

100 มิลลิลิตร นําไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 

15 นาที  

 

อาหารเลีย้งเชื้อ 

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

- นํ้ามันปาลม 20  มิลลิลิตร 

- Yeast extract 0.3  กรัม 

- Peptone 1.0 มิลลิลิตร 

- Amonium sulfate ((NH4)2SO4) 5 กรัม 

- Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) 0.5 กรัม 

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

- Tween80 0.5 มิลลิลิตร 

 

  นําสารทั้งหมดผสมใหเขากัน ในนํ้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอช 7 นําไปน่ึงฆาเช้ือที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 15 นาที  

 

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

(SMP1B agar) 

- นํ้ามันปาลม 10  มิลลิลิตร 

- Yeast extract 0.3  กรัม 

- Peptone 1.0 มิลลิลิตร 

- Amonium sulfate ((NH4)2SO4) 5 กรัม 

- Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) 0.5 กรัม 

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

- Bromocresol purple 0.64 กรัม 

- Agar powder 15 กรัม 

 

 นําสารทั้งหมดผสมใหเขากัน ในนํ้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอช 7 นําไปน่ึงฆาเช้ือที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 15 นาที  

 

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

- นํ้ามันปาลม 10  มิลลิลิตร 

- Yeast extract 0.3  กรัม 

- Peptone 1.0 มิลลิลิตร 

- Amonium sulfate ((NH4)2SO4) 5 กรัม 

- Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) 0.5 กรัม 

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

- Tween80 0.5 มิลลิลิตร 

 

  นําสารทั้งหมดผสมใหเขากัน ในนํ้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอช 7 นําไปน่ึงฆาเช้ือที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 15 นาที  

 

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

- นํ้ามันปาลม 10  มิลลิลิตร 

- Yeast extract 0.3  กรัม 

- Peptone 1.0 มิลลิลิตร 

- Amonium sulfate ((NH4)2SO4) 5 กรัม 

- Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4) 0.5 กรัม 

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

- Tween80 0.5 มิลลิลิตร 

- Agar powder 15 กรัม 

 

  นําสารทั้งหมดผสมใหเขากัน ในนํ้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ปรับพีเอช 7 นําไปน่ึงฆาเช้ือที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 15 นาที  
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5. Tributyrin agar 1% 

- Tributyrin 10  มิลลิลิตร 

- Nutrient agar 20 กรัม 

- Tween80 1 มิลลิลิตร 

- Agar powder 15 กรัม 

 

  นําสารทั้งหมดผสมใหเขากัน ในนํ้ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร นําไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 15 นาที  

 

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

- นํ้ามันปาลม 1 มิลลิลิตร 

- Nutrient broth 2 กรัม 

- Tween80 0.1 มิลลิลิตร 

 

  นําสารทั้งหมดผสมใหเขากัน ในนํ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร นําไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียสความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว เวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ค 

ไอโซเลทท่ีคัดแยกไดจากตัวอยางน้ําเสียจากถังดักไขมัน 

 

ตารางผนวกท่ี ค-1  ไอโซเลทที่คัดแยกไดจากตัวอยางนํ้าเสยีจากถังดักไขมัน 

 

ลําดับ ตัวอยางน้ําเสยี ไอโซเลท ผลทดสอบ 

SMP1B agar 1 

ผลทดสอบ  

Tributyrin agar 1% 2 

1 S1 รานขาวแกง NJS11 บวก ลบ 

2 S1 รานขาวแกง NJS12 บวก ลบ 

3 S1 รานขาวแกง NJS15 บวก ลบ 

4 S1 รานขาวแกง NJS18 บวก ลบ 

5 S2 รานอาหารจานเดียว NJS21 บวก ลบ 

6 S2 รานอาหารจานเดียว NJS22 บวก ลบ 

7 S2 รานอาหารจานเดียว NJS23 บวก ลบ 

8 S3 รานอาหารจานเดียว NJS31 บวก ลบ 

9 S3 รานอาหารจานเดียว NJS32 บวก ลบ 

10 S3 รานอาหารจานเดียว NJS33 บวก ลบ 

11 S3 รานอาหารจานเดียว NJS34 บวก ลบ 

12 S3 รานอาหารจานเดียว NJS36 บวก ลบ 

13 S4 รานอาหารตามสัง่ NJS41 บวก ลบ 

14 S4 รานอาหารตามสัง่ NJS42 บวก ลบ 

15 S4 รานอาหารตามสัง่ NJS43 บวก ลบ 

16 S4 รานอาหารตามสัง่ NJS44 บวก ลบ 

17 S5 รานขาวแกง NJS51 บวก ลบ 

18 S5 รานขาวแกง NJS52 บวก ลบ 

19 S5 รานขาวแกง NJS53 บวก ลบ 

20 S5 รานขาวแกง  NJS54 3 บวก บวก 

21 S5 รานขาวแกง NJS55 บวก ลบ 

22 S6 รานกวยเต๋ียว NJS61 บวก ลบ 

23 S6 รานกวยเต๋ียว NJS62 บวก ลบ 

24 S6 รานกวยเต๋ียว NJS63 บวก ลบ 

25 S6 รานกวยเต๋ียว NJS64 บวก ลบ 
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ตารางผนวกท่ี ค-1  (ตอ) 

     

ลําดับ ตัวอยางน้ําเสยี ไอโซเลท ผลทดสอบ 

SMP1B agar 1 

ผลทดสอบ  

Tributyrin agar 1% 2 

26 S7 รานขาวแกง NJS71 บวก ลบ 

27 S7 รานขาวแกง NJS723 บวก บวก 

28 S7 รานขาวแกง NJS75 บวก ลบ 

29 S7 รานขาวแกง NJS76 บวก ลบ 

30 S8 รานกวยเต่ียว NJS81 บวก ลบ 

31 S8 รานกวยเต่ียว NJS82 บวก ลบ 

32 S8 รานกวยเต่ียว NJS83 บวก ลบ 

33 S9 รานอาหารตามสัง่ NJS91 บวก ลบ 

34 S9 รานอาหารตามสัง่ NJS92 บวก ลบ 

35 S9 รานอาหารตามสัง่ NJS93 บวก ลบ 

36 S9 รานอาหารตามสัง่ NJS94 บวก ลบ 

37 S10 รานกวยเต่ียว NJS101 บวก ลบ 

38 S10 รานกวยเต่ียว NJS102 บวก ลบ 

39 S10 รานกวยเต่ียว NJS103 บวก ลบ 

40 S10 รานกวยเต่ียว NJS104 บวก ลบ 

41 S10 รานกวยเต่ียว NJS105 บวก ลบ 

หมายเหตุ : 1. ผลการทดสอบ SMP1B agar ซึ่งเปนอาหารคัดเลือก ถา บวกคือ ใหลักษณะ

โคโลนีสีเหลืองหรือลบคือ ใหลักษณะโคโลนีสีอื่น 

  2. ผลการทดสอบ Tributyrin agar 1% ซึ่งเปนอาหารทดสอบการยอยสลายไขมัน  

ถา บวกคือ เกิดวงใสรอบโคโลนีหรือลบคือ ไมเกิดวงใสรอบโคโลนี 

  3. ไอโซเลทที่มีความสามารถในการยอยสลายไขมัน โดยใหผลการทดสอบ 

Tributyrin agar 1% เปนบวก   
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