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บทคัดย่อภาษาไทย 

ภัทรพรรณ ธนพงค์ : การผลิตและลักษณะสมบัติของไลเพสจาก Candida rugosa และ
การประยุกต์ในการบ้าบัดน ้าเสีย (PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF 
LIPASE FROM Candida rugosa AND APPLICATION IN WASTEWATER 
TREATMENT) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. ดร.วรวุฒิ จุฬาลักษณานุกูล{, 65 หน้า. 

 

ในการศึกษาครั งนี ได้หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไลเพสจาก Candida rugosa ใน
อาหารเลี ยงเชื อเหลว พบว่าอาหารเลี ยงเชื อท่ีเหมาะสมประกอบด้วย น ้ามันเมล็ดฝ้ายความเข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร  กากน ้าตาลความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร และ
ยีสต์สกัดความเข้มข้น 1.55% เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร  เมื่อเลี ยงท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 เป็นเวลา 120 ช่ัวโมง ให้ค่าแอกทิวิตีของไลเพสสูงท่ีสุดเท่ากับ 22.74 
ยูนิตต่อมิลลิลิตร โดยใช้พาราไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้นในการวัดแอกทิวิตี  จากงานวิจัยนี 
สามารถพัฒนาการผลิตไลเพสได้มากถึง 7.3 เท่าเมื่อเทียบกับสูตรอาหารดั งเดิม จากการศึกษา
ลักษณะสมบัติบางประการของไลเพสหยาบ แอกทิวิตีท่ีได้มีค่าสูงท่ีสุดท่ีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 
และมีความเสถียรของความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 เช่นกัน โดยมีค่าแอกทิวิตีคงเหลือ  89 เปอร์เซ็นต์ 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท้างานของไลเพสเท่ากับ 40 องศาเซลเซียส และมีความเสถียรของ
อุณหภูมิเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส โดยมีค่าแอกทิวิตีคงเหลือ 53 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเวลาผ่านไป 24 
ช่ัวโมง เมื่อน้าไลเพสหยาบความเข้มข้น 2.5-20 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร มาทดสอบประสิทธิภาพการ
ย่อยน ้ามันปาล์มปริมาณ 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ในน ้าเสียสังเคราะห์ พบว่าเมื่อใช้เอนไซม์
ความเข้มข้น 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร สามารถก้าจัดน ้ามันได้ถึง 99.17 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 24 
ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและเมื่อน้าไลเพสความเข้มข้น 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร มา
ทดสอบการย่อยน ้ามันในน ้าเสียจากโรงงานน ้ามันปาล์ม พบว่าไลเพสสามารถย่อยสลายน ้ามันปาล์มได้
อย่างสมบูรณ์ ภายในเวลา 24 ช่ัวโมง ไลเพสสามารถลดค่าซีโอดีได้ถึง 80.81% เมื่อท้าการทดลองเป็น
เวลา 14 วัน จากผลการศึกษาในข้างต้นแสดงถึงศักยภาพของไลเพสท่ีเป็นทางเลือกหนึ่งท่ีมี
ประสิทธิภาพในการบ้าบัดน ้าเสียท่ีมีการปนเป้ือนน ้ามันอย่างเช่นน ้าเสียจากโรงงานน ้ามันปาล์ม 
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In this study, optimization conditions for lipase production from Candida 
rugosa in submerged culture were investigated. It was found that optimal medium 
consisted of cotton seed oil 3% (w/v), molasses 0.1% (w/v) and yeast extract 1.5% 
(w/v).  After cultivation at 25°C, pH 7.0 for 120 hours, the maximum lipase activity of 
22.74 U/ml using p-nitrophenyl butyrate as a substrate for lipase assay was obtained. 
This research could improve lipase production about 7.3 folds higher than original 
condition. Partial characterization of crude lipase was determined. The enzyme 
showed the maximum activity at pH 7.0 and the pH stability was pH 7.0 with 89% 
residual activity. The lipase had an optimal temperature at 40°C and thermal stability 
was 30°C with 50% residual activity after 24 hours of incubation. Crude lipase at the 
concentrations of 2.5-20% (v/v) was used to degrade 1 % (w/v) of palm oil in 
synthetic wastewater. The pretreatment became evident when the wastewater was 
treated with 7.5% (v/v) lipase. Percent triglyceride removal reached 99.17% within 24 
hours at 30°C. The hydrolysis of triglyceride was then tested with a wastewater from 
palm oil mill. The result showed that palm oil was completely hydrolyzed within 24 
hours by using 7.5% (v/v) of crude lipase and COD removal was found to be 80.81% 
after 14 days. The results obtained indicate that the potential of lipase which is an 
effective alternative for the treatment of wastewater containing oil such as 
wastewater generated from palm oil mill. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

ในปัจจุบันอัตราการเพิ่มของประชากรโลกมีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ น ส่งผลให้อุตสาหกรรม
อาหารนั นมีอัตราการผลิตอาหารที่สูงขึ นเพื่อใหเ้พียงพอต่อผู้บริโภค ซึ่งส่งผลกระทบถึงปริมาณน ้าเสีย
ท่ีเกิดขึ นจากกระบวนการผลิตอาหารในอุตสาหกรรมท่ีมีปริมาณมหาศาล ซึ่งส่วนใหญ่จะมีการ
ปนเป้ือนของน ้ามันและไขมันในปริมาณสูง เช่น อุตสาหกรรมนม อุตสาหกรรมน ้ามันพืช อุตสาหกรรม
แปรรูปเนื อสัตว์ อุตสาหกรรมผลิตชิ นส่วนจากสัตว์ และร้านอาหารต่างๆ ซึ่งปริมาณน ้าเสียมหาศาล
ดังกล่าวที่ถูกปล่อยมีการเจือปนน ้ามันและไขมันในปริมาณสูง ท้าให้เกิดปัญหาท่ียากต่อการก้าจัดออก 
น้าไปสู่การการสะสมของน ้ามันและไขมันปริมาณมากขึ น ก่อให้เกิดมลพิษทั งบนบกและในน ้า โดย
น ้ามันและไขมันจะเกาะตัวเป็นแผ่นฟิล์มเคลือบอยู่บนผิวน ้าและขัดขวางการการแพร่ของออกซิเจน
จากอากาศสู่ผิวน ้า (Chao และคณะ, 1981; Song และคณะ, 2001) ท้าให้ส่ิงมีชีวิตท่ีอาศัยอยู่ในน ้า
ขาดออกซิเจนและน ้าเน่าเสียส่งกล่ินเหม็น นอกจากนี ท้าให้ตะกอนหรือสารแขวนลอยต่างๆ ลอยขึ นสู่
ผิวน ้า ยากต่อการตกตะกอนและแยกออก อีกทั งหากน ้ามันและไขมันหลุดผ่านเข้าไปในระบบบ้าบัด
ส่วนอื่น อาจส่งผลให้เกิดการอุดตันท่อต่างๆและถังปฏิกรณ์ท่ีใช้ในกระบวนบ้าบัดอีกทั งการเสียหาย
ของอุปกรณ์อื่นตามมาได้ นอกจากนี น ้ามันและไขมันท่ีเจือปนในน ้าเสียจะส่งผลต่อค่าบีโอดี 
(Biochemical Oxygen Demand) และซีโอดี (Chemical Oxygen Demand) สูงขึ นด้วย 
กระบวนการบ้าบัดน ้ามันและไขมันในน ้าเสียสามารถท้าหลายวิธีคือ วิธีทางกายภาพ วิธีทางเคมี และ 
วิธีทางชีวภาพ ซึ่งการบ้าบัดทางวิธีทางกายภาพ เช่น การใช้ถังดักไขมัน การเติมอากาศเพื่อให้น ้ามัน
และไขมันมีการลอยตัว จากนั นท้าการตักชั นน ้ามันและไขมันออกไป ในส่วนของวิธีทางเคมี เช่น การ
ใช้สารสารลดแรงตึงผิวเพื่อท้าให้น ้ามันและไขมันเกิดการแตกตัว โดยวิธีกายภาพมีข้อเสียคือ มี
ค่าใช้จ่ายสูงเนื่องจากค่าใช้จ่ายของอุปกรณ์ในการก้าจัดน ้ามันและไขมันและค่าใช้จ่ายในการก้าจัด
น ้ามันและไขมันท่ีตักออกไปทิ งบนบก นอกจากนี แล้วการใช้ถังดักไขมันยังส่งกล่ินไม่พึงประสงค์อีก
ด้วย ในส่วนของทางเคมีคือ ต้องใช้ค่าใช้จ่ายในการบ้าบัดนั นค่อนข้างสูง ประสิทธิภาพในการก้าจัดต้่า 
ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ นรุนแรง ไม่จ้าเพาะ อีกทั งหลังจากกระบวนการบ้าบัดอาจมีสารตกค้างซึ่งเป็นส่งผล
กระทบต่อส่ิงแวดล้อมและเป็นอันตรายกับส่ิงมีชีวิตท่ีอาศัยอยู่ในแหล่งน ้า (Matsumiya และคณะ, 
2007; Tano-Debrah และคณะ, 1999; Willey, 2001) ดังนั นการใช้วิธีทางชีวภาพโดยอาศัยเไลเพส
ในการย่อยน ้ามันและไขมันเป็นวิธีท่ีน่าสนใจ เน ื่องจากสามารถก้าจัดน ้ามันและไขมันได้สมบูรณ์โดยไม่
ต้องตักออกไปทิ งเหมือนวิธีทางกายภาพ ทั งยังปฏิกิริยาท่ีเกิดไม่รุนแรง เกิดปฏิกิริยาท่ีจ้าเพาะกับ
น ้ามันและไขมัน ไลเพสเป็นเอนไซม์มีความสามารถเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสพันธะเอสเทอร์ของไตรกลี
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เซอไรด์ไปเป็นกลีเซอรอล และ กรดไขมันอิสระ (Kamini และคณะ, 2000) ในอุตสาหกรรมต่างๆนิยม
น้าไลเพสจากจุลินทรีย์มาใช้ เนื่องจากไลเพสจากจุลินทรีย์มีความเสถียรสูงและมีความจ้าเพาะต่อสาร
ตั งต้นหลายชนิด(Cardenas และคณะ, 2001) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ไลเพสจาก Candida rugosa 
เนื่องจากเป็นยีสต์ท่ีมีการเจริญเติบโตได้ดี ความสามารถในการผลิตไลเพสได้สูง หล่ังเอนไซม์ออกนอก
เซลล์ (extracellular lipase) สะดวกต่อการคัดแยกน้าเอนไซม์ไปใช้ประโยชน์ เนื่องจากจุลินทรีย์แต่
ละสายพันธุ์มีการตอบสนองต่อแหล่งอาหารและปัจจัยทางกายภาพได้ต่างกัน จึง ส่งผลให้
ประสิทธิภาพการสร้างไลเพสได้ไม่เท่ากัน โดยอาหารเลี ยงเชื อท่ีต่างกันจะมีปัจจัยท่ีส่งผลกระทบต่อ
กระบวนการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสเช่น อุณหภูมิ พีเอช แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน 
และตัวชักน้าให้มีการผลิตไลเพส เป็นต้น (Benjamin และคณะ, 1998) ได้ศึกษาสูตรอาหารและ
ปริมาณของน ้ามันมะกอกท่ีเหมาะสมในการผลิตไลเพสจาก C. rugosa จากการศึกษาพบว่าปริมาณ
ของน ้ามันมะกอก 10 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้มีค่าแอกทิวิตีไลเพสสูงท่ีสุด อีกทั งเมื่อน้ามอลโตสแทน
กลูโคสในสูตรอาหาร พบว่าค่าแอกทิวิตไีลเพสสูงขึ นถึง 12.55 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 

 
งานวิจัยนี ได้ท้าการศึกษาปัจจัยทางกายภาพ ได้แก่ อุณหภูมิ และความเป็นกรดด่าง รวมถึง

ชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน ตัวชักน้า ท่ีเหมาะสมในการผลิตไลเพสจาก  
C. rugosa พร้อมทั งศึกษาลักษณะสมบัติของไลเพสและทดสอบประสิทธิภาพของไลเพสจาก  
C. rugosa ในกระบวนการบ้าบัดน ้าเสียจากการเก็บตัวอย่างน ้าเสียจากโรงงานท่ีน ้ามันปาล์ม เพื่อเป็น
แนวทางหนึ่งในการน้าไปประยุกต์ใช้ต่อไปในอนาคต  
 
 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพื่อหาภาวะท่ีเหมาะสมและลักษณะสมบัติของไลเพสจาก C. rugosa 
2. เพื่อน้าไลเพสจาก C. rugosa มาประยุกต์ในกระบวนการบ้าบัดน ้าเสียเบื องต้น 
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ขั้นตอนการวิจัย 

1. ค้นคว้าเอกสารและข้อมูลท่ีเกี่ยวข้องกับงานวิจัย 
2. ศึกษาอุณหภูมิและความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 
3. ศึกษาชนิดของตัวเหนี่ยวน้า แหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพส  
4. ศึกษาความเข้มข้นของตัวเหนี่ยวน้า แหล่งคาร์บอน และไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิต 

ไลเพส 
5. ศึกษาสมบัติบางประการของไลเพส 
6. ศึกษาการน้าไลเพสประยุกต์ในการบ้าบัดน ้ามันในน ้าเสียในระดับห้องปฏิบัติการ 

 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 สามารถหาภาวะและสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสและน้าไปประยุกต์ใช้ในการย่อย
สลายน้ามันและไขมันในน ้าเสียในกระบวนการบ้าบัดน ้าเสียเบื องต้นได้ 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

2.1 น้ าเสียท่ีปนเปือ้นน้ ามันและไขมัน 

น ้าทิ งจากแหล่งต่างๆ ส่วนใหญ่มักมีการปนเปื้อนของน ้ามันและไขมัน ทั งระดับชุมชนท่ีได้จาก
อาคารบ้านเรือน ร้านอาหาร ร้านกาแฟ จนถึงระดับอุตสาหกรรม โดยเฉพาะโรงงานผลิตอาหาร 
โรงงานผลิตภัณฑ์จากนม โรงงานผลิตน ้ามันพืช โรงงานอาหารกระป๋อง โรงงานผลิตหนังสัตว์ โรงงาน
ท้าสบู่ โรงงานผลิตอาหารสัตว์ และโรงงานฆ่าสัตว์ น ้าเสียท่ีถูกปล่อยออกมานั นก่อให้เกิดปัญหา
ส่ิงแวดล้อมต่างๆมากมาย ในปี 2002 ประเทศบราซิลได้มีการผลิตนมปริมาตร 2.1× 109 ลิตร เพื่อ
น้าไปแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์นมต่างๆ และได้มีการปล่อยน ้าเสียทิ งออกมาถึง 84×109 ลิตร เมื่อเทียบ
ปริมาณน ้าท่ีถูกปล่อยมาเท่ากับ 90 เปอร์เซ็นต์ของปริมาตรน ้าท่ีใช้ทั งหมดในตอนแรก นอกจากนี 
ปริมาณน ้าเสียท่ีถูกปล่อยทิ งออกมานั น ไม่ได้รับการบ้าบัดก่อนปล่อยออกสู่ธรรมชาติ (Jung และคณะ
, 2002) นอกจากโรงงานนมแล้ว ยังมีโรงงานฆ่าสัตว์ ท่ีมีการใช้น ้าในกระบวนการผลิตถึง  
1-8.3×103 ลิตร และน ้าท่ีถูกใช้หลังกระบวนการผลิตจะถูกปล่อยออกมาถึง 0.4-3.1×103 ลิตร 
(Caixeta และคณะ, 2002) โดยน ้ามันและไขมันในน ้าเสียจะลอยอยู่บนผิวน ้ารวมตัวกันเป็นฟิล์ม
เคลือบชั นผิวน ้าท้าใหข้ัดขวางการถ่ายเทออกซิเจนจากอากาศสู่แหล่งน ้า ส่งผลให้ส่ิงมีชีวิตท่ีอาศัยอยู่
ในแหล่งน ้าตาย (Cammarota และคณะ, 2006; Demirel และคณะ, 2005; Rosa และคณะ, 2009; 
Valladão และคณะ, 2011) เกิดภาวะน ้าเน่าเสียและส่งกล่ินไม่พึงประสงค์ นอกจากนี น ้ามันและ
ไขมันท่ีเหลืออยู่ในน ้าเสียจะจับตัวเป็นกลุ่มก้อน และเมื่อผ่านเข้าสู่ระบบการบ้าบัดส่งผลให้เกิดการอุด
ตันอุปกรณ์ต่างๆ ท้าให้ประสิทธิภาพในกระบวนการบ้าบัดนั นลดลง อีกทั งต้องเสียค่าใช้จ่ายในการ
ซ่อมแซมอีกด้วย ดังนั นจึงมีความจ้าเป็นต้องมีก้าจัดน ้ามันและไขมันท่ีปนเปื้อนในน ้าเสียก่อนท่ีเข้าสู่
การบ้าบัดในส่วนอื่น 

 
ตารางท่ี 2.1 ปริมาณน ้ามันในน ้าทิ งจากกิจกรรมต่างๆในอุตสาหกรรม (Patterson, 1985) 

กระบวนการในอุตสาหกรรม ปริมาณน้ ามัน (มิลลิกรัม/ลิตร) 
โรงกล่ันน ้ามันปริโตรเลียม 20-4,000 
การรีดอลูมิเนียม 5,000-50,000 
การขึ นรูปเหล็ก 1,000-10,000 
อาหาร (ปลาและสัตว์ทะเล) 500-14,000 
โรงกล่ันน ้ามันพืช 4,000-6000 
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กระบวนการในอุตสาหกรรม ปริมาณน้ ามัน (มิลลิกรัม/ลิตร) 

โรงผลิตสี 1,000-2,000 
การฟอกหนังสัตว ์ 200-40,000 
การก้าจัดไขมันบนขนสัตว์ 1,500-12,500 

 

วิธีทางกายภาพ (physical method) 

วิธีทางกายภาพเป็นวิธีท่ีง่ายและสะดวกในกระบวนการก้าจัดน ้ามันและไขมัน เช่น การติดตั งถัง

ดักไขมัน (oil and grease trap) เพื่อให้ชั นน ้าและน ้ามันมีการแยกชั นกัน การให้อากาศ(dissolved 

air flotation system:DAF) โดยเป่าอากาศให้เป็นฟองเล็กๆ จากนั นฟองอากาศท่ีลอยตัวขึ นจะพา

น ้ามันและไขมันลอยตัวและแยกชั นจากส่วนน ้า จากนั นตักกวาดน ้ามันและไขมัน เพื่อไปก้าจัดต่อไป 

นอกจากนี ยังมีการเสริมด้วยวิธีต่างๆ เพื่อให้การแยกชั นของน ้ามันและชั นไขมันได้ดี เช่น การเพิ่ม

อุณหภูมเิพื่อลดความหนืดและค่าถ่วงจ้าเพาะของน ้ามันและไขมัน ท้าให้ลอยตัวได้ดีขึ น ข้อเสียของวิธี

นี คือ ค่าใช้จ่ายของอุปกรณ์และพลังงานค่อนข้างสูง เนื่องจากต้องให้ความร้อนกับระบบบ้าบัด อีกทั ง

ต้องมีค่าใช้จ่ายหลังจากคัดแยกน ้ามันและไขมันในน ้าเสีย เพื่อไปก้าจัดต่อไปอีกด้วย (Willey, 2001) 

วิธีทางเคมี (chemical methods) 

วิธีทางเคมีท้าโดยการเติมสารเคมีลงไปเพื่อเปล่ียนสภาพของน ้ามันและไขมัน เช่น คลอรีน  
เฟอริกคลอไรด์ อลูมิเนียมซัลเฟส แต่วิธีนี เป็นวิธี ท่ีไม่นิยม เนื่องจากค่าใช้จ่ายของสารเคมีใน
กระบวนการบ้าบัดค่อนข้างสูง รวมถึงประสิทธิภาพการท้าให้น ้ามันและไขมันแตกตัวและละลายได้กับ
น ้าค่อนข้างต้่า นอกจากนี ยังเกิดปฏิกิริยาค่อนข้างรุนแรงและทิ งสารตกค้างในน ้าเสียส่งผลให้ท้าลาย
จุลินทรีย์ในระบบการบ้าบัดน ้าเสียทางชีวภาพอีกด้วย เช่น การบ้าบัดแบบเลี ยงตะกอนอีกด้วย 
(activated sludge) (Cammarota และคณะ, 2006; Tano-Debrah และคณะ, 1999)  

วิธีทางชีวภาพ (biological methods) 

วิธีทางชีวภาพคือวิธีท่ีน้าส่ิงมีชีวิตหรือผลิตภัณฑ์จากส่ิงมีชีวิต เช่น แบคทีเรีย รา ยีสต์ มาย่อย

สลายน ้ามันและไขมัน โดยอาศัยจุลินทรีย์ท่ีสามารถย่อยสลายน ้ามันและไขมันน้าไปใช้ในการ

เจริญเติบโตผ่านกระบวนการเมแทบอลิซึม นอกจากนี การย่อยน ้ามันสามารถเร่งการย่อยสลายน ้ามัน

และไขมันได้โดยตรงด้วยการใช้ไลเพสท่ีจากจุลินทรีย์ เนื่องจากไลเพสสามารถย่อยสลายน ้ามันและ

ไขมันได้อย่างมีประสิทธิภาพ เกิดปฏิกิริยาไม่รุนแรงและไม่ทิ งสารตกค้างในน ้าเสียเมื่อปล่อยลงสู่แหล่ง
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น ้า จึงจัดได้ว่าเป็นระบบการบ้าบัดน ้าเสียท่ียั่งยืนและเป็นมิตรกับส่ิงแวดล้อม ดังนั นวิธีทางชีวภาพจึง

ถือเป็นแนวทางเลือกท่ีน่าสนใจในการบ้าบัดน ้าเสีย ท่ีมีการปนเปื้อนน ้ามันและไขมัน (Paraskeva 

และคณะ, 2006)   

2.2. ไลเพส 

ไลเพส (lipase; ec 3.1.1.3) มีช่ือเรียกตามระบบ international union of  biochemistry 
ว่ากลีเซอรอลเอสเทอร์ไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase) หรือไตรเอซิลเซอรอลไฮโดรเลส 
(Triacylglycerol hydrolase) มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาการไฮโดรไลส์พันธะเอสเทอร์ 
(ester bonds) ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) ได้เป็นไดกลีเซอไรด์ (diglyceride)  
มอนอกลีเซอไรด์ (monoglyceride) กรดไขมัน (fatty acid) และ กลีเซอรอล (glycerol) โดย
เกิดปฏิกิริยาบริเวณผิวหน้าของน ้าและโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด์ ไลเพสถูกจัดกลุ่มให้อยู่ในเอนไซม์
โดยมีรหัสประจ้าตัวเอนไซม์ (code number) 4 ชุด แต่ละชุดแยกจากกันโดยใช้จุดคั น ตัวเลขในชุด
แรกหมายถึงกลุ่ม (class) ซึ่งกลุ่มของเอนไซม์มีทั งหมด 6 กลุ่ม ถัดมาตัวเลขชุดท่ี 2 และ 3 แสดงถึง
ปฏิกิริยาท่ีถูกเร่งและเลขสุดท้ายบอกถึงลักษณะการเร่งปฏิกิริยาซึ่งสามารถแยกปฏิกิริยาท่ีคล้ายออก
จากกันได้ ไลเพสมีรหัสประจ้าเอนไซม์ดังนี  (Pernas และคณะ, 2000; Thakur, 2012) 

E.C.3.-.-.-   Hydrolases.     
E.C.3.1.-.-    Acting on ester bonds.      
E.C.3.1.1.-    Carboxylic ester hydrolases.     
E.C.3.1.1.3     Triglycerol lipase  

 

นอกจากนี ไลเพสสามารถเกิดปฏิกิริยาอื่นๆได้ เช่น สังเคราะห์เอสเทอร์ (esterification) และ 
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน (trans esterification) ซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาได้เมื่ออยู่ในสภาพท่ีมีน ้าน้อย   
ด้วยความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาท่ีหลากหลาย จึงมีการน้าไลเพสไปใช้ประโยชน์ต่างๆ ใน
อุตสาหกรรม เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์ซักล้าง อุตสาหกรรมเกี่ยวกับ 
เภสัชกรรม อุตสาหกรรมฟอกหนัง เครื่องส้าอาง โดยเฉพาะการบ้าบัดน ้าเสียซึ่งได้รับความสนใจใน
ปัจจุบัน (Kademi และคณะ, 2003) 
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ภาพที่ 2.1 แสดงปฏิกิริยาต่างๆของไลเพส (Singh และคณะ, 2012) 
 

2.2.2 แหล่งของไลเพส 

ไลเพสสามารถผลิตได้ทั งใน สัตว์ พืช จุลินทรีย์ ไลเพสท่ีผลิตจากจุลินทรีย์นั นได้รับความนิยม 

ในอุตสาหกรรมค่อนข้างมาก เนื่องจากเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีเจริญเติบโตรวดเร็ว  จึงส่งผลให้สามารถผลิต

เอนไซม์ได้ปริมาณสูงและมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายดี มีความจ้าเพาะต่อสารตั งต้นหลายชนิด  

จึงสามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆได้อย่างกว้างขว้าง ไลเพสท่ีนิยมทางการค้าส่วนใหญ่

ผลิตจากยีสต์ เนื่องจากมีความเสถียรของเอนไซม์สูง เจริญเติบโตได้เร็ว มีความจ้าเพาะต่อสารตั งต้น

หลายชนิด และเอนไซม์ท่ีผลิตได้สามารถหล่ังออกมานอกเซลล์ ซึ่งง่ายต่อการน้าไปใช้ รวมถึงขั นตอน

ในการคักแยกเอนไซม์ออกจากเซลล์อีกด้วย (Macrae และคณะ, 1985) นอกจากนี การผลิตไลเพส 

ยังสามารถใช้วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรมาเป็นแหล่งอาหารต่างๆ ในกระบวนการผลิตได้ เช่น น ้าแช่

ข้าวโพด กากน ้าตาล กากถั่วเหลืองเป็นต้น โดยท้าการหมักแบบสถานะแข็ง (solid state 
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fermentation) ซึ่งท้าให้ช่วยลดต้นทุนในการผลิตเอนไซม์ได้ (Idrees และคณะ, 2002) จุลินทรีย์ท่ี

ผลิตไลเพสสามารถพบได้ท่ัวไปตามธรรมชาติ เช่น ในดิน กองปุ๋ยคอกหรือในน ้าเสียท่ีมีการปนเปื้อน

น ้ามันและไขมัน รวมถึงเมล็ดพืชท่ีมีน ้ามันและแหล่งอาหารท่ีเน่าเสียต่างๆ หรือแม้กระท่ังในบ่อน ้าพุ

ร้อน ซึ่งจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์สามารถผลิตไลเพสท่ีมีคุณสมบัติท่ีแตกต่างกัน จึงเป็นข้อดีในการ

น้าไปใช้ประโยชน์ได้หลากหลาย (Treichel และคณะ, 2010)  

-แบคทีเรียที่ผลิตไลเพส 

กลุ่มแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบัติของไลเพสท่ีน่าสนใจและมีแนวโน้มการน้าไปใช้ประยุกต์ใช้ในด้าน

ต่างๆ เช่น Bacillus subtilis Bacillus pumilus Bacillus licheniformis Bacillus coagulans 

Bacillus stearothermophilus และ Bacillus alcalophilus เป็นกลุ่มแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต 

ไลเพสได้ท่ัวไป นอกจากนี  Pseudomonas aeruginosa Burkholderia multivorans 

Burkholderia cepacia และ Staphylococcus caseolyticus มีรายงานว่าเป็นแบคทีเรียท่ี

สามารถผลิตไลเพสได้อีกด้วย นอกจากนี ยังมีการศึกษาคัดแยกแบคทีเรียเพื่อค้นหาแบคทีเรียท่ีมี

คุณสมบัติใหม่ๆ จากแหล่งต่างๆ shariff และคณะ (2001) คัดแยกแบคทีเรียทนร้อนสายพันธุ์ 

Bacillus sp. จากบ่อน ้าพุร้อน Perak ประเทศมาเลเซีย ซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตไลเพสได้ท่ี

อุณหภูมิสูง พร้อมทั งได้ศึกษาความเสถียรต่ออุณหภูมิของไลเพส พบว่า Bacillus sp สามารถทนต่อ

อุณหภูมิได้สูงถึง 70 องศาเซลเซียส สอดคล้องกับงานวิจัยของ Ertuğrul และคณะ (2007) ได้คัดแยก

แบคทีเรียทั งหมด 17 ไอโซเลต และศึกษาการเจริญเติบโตโดยเลี ยงแบคทีเรียในน ้า เสียท่ีปนเปื้อน

น ้ามันมะกอกและคัดเลือกไอโซเลตท่ีสามารถผลิตไลเพสได้ พบว่า Bacillus sp. สามารถผลิตไลเพส

ได้ดีท่ีสุดและมีค่าแอกทิวิตีของไลเพสสูงถึง 168 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  

-เชื้อราที่ผลิตไลเพส 

เชื อราท่ีนิยมใช้ผลิตไลเพสในอุตสาหกรรม เช่น Rhizopus sp.  Aspergillus sp. 

Pegjgdueferum sp. Geotrichum sp.  Mucor sp. และ Rhizomucor sp. (Cihangir และคณะ, 

2004) เชื อราเหล่านี สามารถผลิตไลเพสได้ขึ นกับหลายปัจจัย เช่นปัจจัยทางกายภาพ ส่วนประกอบ

ต่างๆในอาหาร ซึ่งส่งผลให้ประสิทธิภาพของการผลิตเอนไซม์ต่างกัน ในแต่ละอุตสาหกรรมมีความ

ต้องการไลเพสท่ีคุณสมบัติต่างกันตามวัตถุประสงค์ของการใช้งาน อีกทั งเพื่อเป็นการเพิ่ม

ประสิทธิภาพจึงมีการค้นหาและศึกษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ใหม่ๆ ท่ีสามารถผลิตไลเพสได้ Cihangir และ
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คณะ (2004) ได้คัดแยกเชื อ Aspergillus sp. จากตัวอย่างดินท่ีแตกต่างกัน จากนั นได้ศึกษาภาวะท่ี

เหมาะสมในการผลิตไลเพส พบว่า Aspergillus sp. ให้ค่ากิจกรรมของไลเพสท่ีสูงสุดถึง 16.50  

ยูนิตต่อมิลลิลิตร นอกจากนี ยั งมีงานวิ จัย ท่ีคัดแยกเชื อรา 59 ไอโซเลตจากดินและพบว่ า 

Colletotrichum gloesporioides เป็นเชื อราท่ีความสามารถผลิตไลเพสได้สูงท่ีสุดจากไอโซเลต

ทั งหมดท่ีคัดแยกได้ (Colen และคณะ, 2006) 

-ยีสต์ที่ผลิตไลเพส 

ยีสต์จัดได้ว่าเป็นท่ีนิยมในการน้ามาประยุกต์ใช้ในกระบวนการผลิตไลเพส เนื่องจากสามารถ

เจริญเติบโตได้ง่าย ผลิตเอนไซม์ท่ีมีประสิทธิภาพสูง และสามารถปล่อยเอนไซม์ออกมานอกเซลล์ซึ่ง

ง่ายต่อการแยกเอนไซม์ไปใช้ประโยชน์ (Kademi และคณะ, 2003) นอกจากการใช้สายพันธุ์ดั งเดิมใน

การผลิตไลเพสแล้ว เพื่อเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพของเอนไซม์ จึงมีการคัดแยกเชื อสายพันธุ์ใหม่ท่ีมี

คุณสมบัติการผลิตเอนไซม์ตามวัตถุประสงค์การใช้งานเช่นกัน Potumarthi และคณะ (2008) ได้เก็บ

ตัวอย่างดินในทะเล Arabian ใกล้บริเวณแท่นสกัดน ้ามันและสามารถคัดแยกเชื อท่ีสามารถผลิตไลเพส

ได้สูงท่ีสุด โดยท้าการศึกษาจากพื นท่ีการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไตบิวไทรีนบนอาหารวุ้นท่ีมีส่วนผสม

ของไตรบิวไทรีน 2 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี  Kumar และคณะ (2008) ได้คัดแยกเชื อ 15 ไอโซเลต จาก

บริเวณท่ีมีโคลนท่ีปนเปื้อนปริโตรเลียมและน ้ามัน ใน Delphi ประเทศอินเดีย ไอโซเลตท่ีผลิตไลเพส

ได้ดีท่ีสุดคือ Trichosporon asahii 
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ตารางท่ี 2.2 ยีสต์ท่ีสามารถผลิตไลเพสได้ (Sharma และคณะ, 2001) 

สกุล ชนิด  อ้างอิง 

Candida C. rugosa Wang และคณะ, 1995 
  Frense และคณะ, 1996 
  Yee และคณะ, 1995 
  Brocca และคณะ, 1998 
  Xie และคณะ, 1998 
 C. tropicalis Takahashi และคณะ, 1998 
 C. cylindracea Kamiya และ Gotto, 1998 
  Helisto และ Korpela, 1998 
 C. parapsilosis Lacointe และคณะ, 1996 
 C. deformans Lacointe และคณะ, 1996 
 C. curvata Ghosh และคณะ, 1996 
 C. valida Ghosh และคณะ, 1996 
Yarrowia Y. lipolytica Merek และ Bednasski, 1996 
  Pignede และคณะ, 2000 
Rhodotorula Rho. glutinis Papaparaskevas และคณะ, 1992 
 Rho. pilimornae Tahoun และคณะ, 1985 
Pichia Pi. bispora Hou, 1994 
 Pi. maxicana Hou, 1994 
 Pi. sivicola Sugihara และคณะ, 1995 
 Pi. xylosa Sugihara และคณะ, 1995 
 Pi. burtonii Sugihara และคณะ, 1995 
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2.3 Candida rugosa 

C. rugosa จัดเป็นยีสต์ท่ีมีความสามารถในการผลิตไลเพสท่ีมีการน้าไปประยุกต์ใช้อย่าง

หลากหลายในอุตสาหกรรม เนื่องจากเป็นยีสต์ท่ีมีศักยภาพในการผลิตไลเพสท่ีมีสมบัติท่ีดี (He และ

คณะ, 2006) มีค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์สูง ทั งในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และปฏิกิริยาการสังเคราะห์

อื่นๆ (Redondo และคณะ, 1995) มีความจ้าเพาะต่อสารตั งต้นได้หลากหลาย ไลเพสท่ีผลิตนั น

จัดเป็นเอนไซม์ท่ีอยู่ในกลุ่มท่ีไม่มีความจ้าเพาะเจาะจงต่อต้าแหน่งของกรดไขมันบนโครงสร้างโมเลกุล

ของไตรกลีเซอไรด์ จึงสามารถไฮโดรไลซิสกรดไขมันได้ทุกต้าแหน่ง (Benzonana และคณะ, 1971; 

Macrae, 1983) ด้วยคุณสมบัติท่ีเด่นในการผลิตไลเพส จึงมีการน้า C. rugosa มาใช้ประโยชน์อย่าง

แพร่หลาย ในประเทศญี่ปุ่นมีบริษัทผู้ผลิตท้าอุตสาหกรรมผลิตกรดไขมันจากเมล็ดละหุ่งโดยใช้ไลเพส

จาก C. rugosa (Macrae และคณะ, 1985) นอกจากนี ในอุตสาหกรรมการผลิตกล่ินนมและครีมจาก

นม พบว่า ไลเพสจาก C. rugosa เป็นไลเพสท่ีมีความเหมาะสมในการน้าไปใช้ท่ีสุด (Pandey และ

คณะ, 1999) จะเห็นได้ว่าความต้องการไลเพสจาก C. rugosa มาใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมนั นมี

มาก เพื่อเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตไลเพสจึงต้องมีการศึกษาเชิงลึกเกี่ยวกับสภาวะในการ

เลี ยงและสูตรอาหารท่ีเหมาะ เช่น อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง ตัวเหนี่ยวน้า แหล่งคาร์บอน แหล่ง

ไนโตรเจน เป็นต้น  

2.4 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตไลเพส  

การผลิตไลเพสจากจุลินทรีย์ ส่วนใหญ่นิยมเลี ยงในอาหารเหลว (submerged culture) 

(Ito และคณะ, 2001) รองลงมาคืออาหารแข็ง (solid state fermentation) (Christi, 1999)  ใน

งานวิจัยหลายๆงานนั น มีการเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตไลเพส โดยการหาสภาวะการเลี ยงและ

สารอาหารท่ีเหมาะสมในการผลิตไลเพส ซึ่งอิทธิพลในการผลิตไลเพสมีความเกี่ยวข้องกับชนิดและ

ปริมาณของแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน ความเป็นกรดด่างในการเลี ยง อุณหภูมิในการเจริญเติบโต และ

ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในอาหาร (Elibol และคณะ, 2000) โดยเฉพาะแหล่งคาร์บอนในกลุ่มพวก

น ้ามันและไขมันซึ่งจะมีผลต่อผลผลิตของไลเพส  
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2.4.1 อิทธิพลของอุณหภูมิและความเป็นกรดด่างต่อการผลิตไลเพส 

อุณหภูมิและความเป็นกรดด่างมีผลกับจุลินทรีย์อย่างมาก เนื่องจากมีผลต่อการเจริญเติบโต

ของจุลินทรีย์ Kiran และคณะ (2008) รายงานว่าเชื อ Pseudomonas sp. (MSI057) สามารถ

ผลิตไลเพสได้ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส และความเป็นกรดด่างเท่ากับ 9 นอกจากนี  Kumar 

และคณะ (2012) พบว่าหาอุณหภูมิและความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมในการผลิตเพสจากเชื อ 

Bacillus sp. คือ 35 องศาเซลเซียสและ 8  ตามล้าดับ ในขณะท่ี Papagora และคณะ (2013) 

รายงานว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการส่งเสริมการผลิตไลเพสได้ดีท่ีสุดของ Debaryomyces hansenii 

ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6.4  

2.4.2 อิทธิพลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตไลเพส 

แหล่งคาร์บอนท่ีต่างกันนั นมีผลในการชักน้าให้จุลินทรีย์มีการผลิตไลเพสได้แตกต่างกัน ซึ่ง

ขึ นอยู่ความจ้าเพาะของโครงสร้างแหล่งคาร์บอนกับชนิดของจุลินทรีย์   Sugihara และคณะ (1991) 

ได้รายงานว่า Bacillus sp. สามารถผลิตไลเพสได้เมื่อเลี ยงในอาหารท่ีประกอบด้วยน ้ามันมะกอก

ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อในอาหารไม่มีน ้ามันมะกอกส่งผลให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์มีน้อย

มาก ถึงแม้จะเลี ยงเป็นระยะเวลานาน นอกจากนี ยังมีการศึกษาน ้าตาลฟรักโตส และน ้ามันปาล์ม  

ซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตไลเพสจากเชื อยีสต์ Rhodotorula glutinis จากการทดสอบแหล่ง

คาร์บอนทั งสองเปรียบเทียบกัน พบว่า เมื่อใช้น ้ามันปาล์มท่ีความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์มีผลท้าให้ค่า

แอกทิวิตีของไลเพสมากกว่าการใช้น ้าตาลฟรักโตสถึง 12 เท่า (Papaparaskevas และคณะ, 1992) 

และยังมีงานวิจัยอื่นๆรายงานว่า ยีสต์ C. rugosa สามารถผลิตไลเพสท่ีให้ค่าแอกทิวิตีสูงท่ีสุด เมื่อ

เลี ยงในอาหารท่ีประกอบกรดไขมันโอเลอิกความเข้มข้น 2 กรัมต่อลิตร แต่เมื่อเพิ่มปริมาณของกรด

โอเลอิก ส่งผลให้ค่าแอกทิวิตีของไลเพสลดลง Gordillo และคณะ (1995)  ได้มีการศึกษาต่อว่าน ้ามัน

มะกอกเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีดีในการชักน้า Candida rugosa ผลิตไลเพสในปริมาณมาก  (Fadiloglu 

และ คณะ, 2002) 
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2.4.3 อิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตไลเพส 

แหล่งไนโตรเจนนั นเป็นแหล่งท่ีมีความส้าคัญต่อการเจริญของจุลินทรีย์เนื่องจากเป็นธาตุท่ีเป็น

สารตั งต้นในการสังเคราะห์โปรตีนและกรดนิวคลีอิก แหล่งไนโตรเจนสามารถแบ่งออกเป็นสองกลุ่มคือ 

แหล่งไนโตรเจนในรูปสารอนินทรีย์และแหล่งไนโตรเจนในรูปสารอินทรีย์ ซึ่งจุลินทรีย์แต่ละชนิดนั นมี

ความจ้าเพาะต่อชนิดของแหล่งไนโตรเจนท่ีต่างกัน (Iizumi และคณะ, 1990; Montesinos และคณะ

, 1996) ดังนั นควรต้องมีการศึกษาชนิดและปริมาณของแหล่งไนโตรเจนให้เหมาะสมกับชนิดของ

จุลินทรีย์ Iizumi และคณะ (1990) ได้รายงานว่า Pseudomonas sp. (KW1-56) สามารถผลิต 

ไลเพสได้ดี เมื่อใช้เปปโตน 2 เปอร์เซ็นต์ และยีสต์สกัด 0.1 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี  Sztajer และคณะ 

(1989) ได้รายงานว่า Penicillium citrinum สามารถผลิตไลเพสได้เมื่อใช้น ้าแช่ข้าวโพด และกากถั่ว

เหลือง และเมื่อใช้ 5 เปอร์เซ็นต์ เปปโตน เป็นแหล่งไนโตรเจน ท้าให้ Penicillium citrinum ผลิต 

ไลเพสได้สูงท่ีสุด สอดคล้องกับงานวิจัยของ Pinheiro และคณะ (2008) ได้รายงานว่าแหล่งไนโตรเจน

ท่ีดีท่ีสุดในการผลิตไลเพสของ Penicillium verrucosum คือเปปโตน และยีสต์สกัด นอกจากนี มี

งานวิจัยท่ีรายงานว่า แอมโมเนียมซัลเฟส ซึ่งเป็นแหล่งไนโตรเจนในรูปของสารอนินทรีย์ท่ีสามารถเป็น

แหล่งไนโตรเจนท่ีดีท่ีท้าให้ Aspergillius niger สามารถผลิตไลเพสได้อีกด้วย (Dutra และคณะ, 

2008)  

2.4.4 อิทธิพลของโลหะอิออนต่อการผลิตไลเพส 

อิออนถือเป็นกลุ่มแร่ธาตุท่ีส้าคัญท่ีช่วยเสริมการเจริญเติบโตและการผลิตไลเพส เนื่องจากช่วย

รักษาความสมดุลภายในเซลล์และเป็นโคเอนไซม์ของเอนไซม์หลายชนิดในจุลินทรีย์  ส่งผลให้เซลล์

จุลินทรีย์มีการเจริญและผลิตเอนไซม์อย่างสมบูรณ์ Pokorny และคณะ (1994) ได้รายงานว่าใน

สามารถเพิ่มผลผลิตของไลเพสของเชื อ Aspergillus niger ได้เมื่อในอาหารประกอบด้วยอิออน Mg2+ 

เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Sharon และคณะ (1998)  ได้รายงานว่า Pseudomonas aeruginosa 

(KKA-5 ) สามารถผลิตไลเพสได้สูงสุดในอาหารประกอบด้วยความเข้มข้น Mg2+ 0.8 โมลาร์ 

นอกจากนี  Kok และคณะ (1995) สามารถเพิ่มการผลิตไลเพสจากเชื อ  Acinetobacter 

calcoaceticus  (BD413) ได้เมื่อในอาหารมีการเติม Mg2+ Ca2+  Cu2+ และ Co2+  
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2.5 ปัจจัยที่มีผลต่อการท างานของไลเพส 

2.51.อุณหภูมิ 

ไลเพสจากจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์นั นมีคุณสมบัติท่ีแตกต่างกันออกไป ทั งอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 

และความเสถียรของอุณหภูมิต่างๆ Mayordomo และคณะ (2000) พบว่า Aspergillus nidulans 

สามารถท้างานได้ดีในช่วง 0-20 องศาเซลเซียส ในขณะท่ี Pseudomonas putida (3sk) มีอุณหภูมิ

ท่ีเหมาะในการท้างานของไลเพสท่ี 37 องศาเซลเซียส และเมื่อบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  

ไลเพสนั นมีความเสถียรของไลเพสสูงกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี ยังพบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมใน

การผลิตไลเพสของ Bacillus thermoleovorans (ihi-918) คือ 5 องศาเซลเซียส จะเห็นได้ว่า

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมนั นมีความส้าคัญในการพัฒนาและผลิตไลเพสได้ดียิ่งขึ น (Lee และคณะ, 1993; 

Markossian และคณะ, 2000)  

2.5.2 ความเป็นกรดด่าง 

ความเป็นกรดด่างต่างกันในอาหารเลี ยงเชื อ  ถือเป็นปัจจัยทางกายภาพท่ีมีส่งผลการ

เจริญเติบโตและความสามารถในการผลิตไลเพสของเชื อจุลินทรีย์ Hiol และคณะ (2000) ได้ศึกษา 

ไลเพสจากเชื อ Aspergillus oryzae พบว่าสามารถท้างานได้ดีท่ีสุดท่ีค่าเป็นกรดด่างเท่ากับ 7.5 ซึ่ง

อยู่ในช่วงกลาง ในขณะท่ีไลเพสจากจุลินทรีย์อื่น สามารถท้างานได้ดีในสภาวะท่ีเป็นกรด เช่น 

Kurtzmanomyces sp (Oishi และคณะ, 1999) และบางสายพันธุ์ไลเพสท้างานได้ดีท่ีสุดท่ีภาวะท่ี

เป็นด่าง สอดคล้องกับงานวิจัยของ Kumar และคณะ (2005) ได้รายงานว่าไลเพสท่ีผลิตจากเชื อ 

Bacillus coagulans สามารถท้างานได้ดีท่ีค่าความเป็นกรดด่างซึ่งเท่ากับ 8.5 เช่นเดียวกับรายงาน

ของ Kojima และคณะ (1994) พบว่าไลเพสจากเชื อ Pseudomonas fluorescence (ak102) 

สามารถผลิตไลเพสได้ดีท่ีสุดท่ีภาวะท่ีเป็นด่างเช่นกัน  

2.5.3. อิออนโลหะ  

อิออนโลหะบางชนิดสามารถส่งเสริมและยับยั งการกระบวนการเมตาบอลึซึม การเจริญเติบโต
รวมถึงการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ จากรายงาน Cu2+ Hg2+ Ni2+ Pb2+ Co2+และ Sn2+จะไปยับยั ง
การท้างานของของไลเพส เช่น Chromobacterium sp. Humicola langinosa no. 3 นอกจากนี 
ยังมีไลเพสจากจุลินทรีย์ที่สามารถทนต่อการยับยั งจากอิออนโลหะบางชนิดได้แต่ไม่สามารถต้านทาน
ต่อการยับยั งอิออนโลหะบางชนิดได้ เช่น Candida deformans สามารถทนต่อ Co2+ ได้แต่ถูกยับยั ง
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โดย Cu2+และ Zn2+ (Yamaguchi และคณะ, 1973) ในขณะท่ีอิออนโลหะหนักบางชนิดสามารถ
ส่งเสริมการท้างานของไลเพสได้ เช่น Mg2+ Mn2+ Li+ Na+ K+ Ca2+ เป็นต้น โดย Li+ Ca2+ และ K+  
สามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการท้างานของไลเพสของ H. lanuginose (Omar และคณะ, 1987)  
นอกจากนี  Mg2+ และ Ca2+ ยังสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการท้างานไลเพสจาก C. rugosa 
(Benjamin และคณะ, 2001) แต่ยับยั งไลเพสในจุลินทรีย์บางชนิด ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ 
Muderhwa และคณะ (1985) พบว่า Mg2+ และ Ca2+ สามารถยับยั งการท้างานไลเพสของ  
C. deformans ดังนั นในการน้าไลเพสไปประยุกต์ควรค้านึงการใช้และเลือกชนิดของอิออนโลหะท่ี
ช่วยส่งเสริมการท้างานของไลเพส เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพได้ดียิ่งขึ น  

 
2.6 การประยุกต์ใช้จุลินทรีย์และไลเพสในกระบวนการบ าบัดน้ าสีย 

ปัจจุบันมีงานวิจัยท่ีมีการน้าจุลินทรีย์เข้ามามีบทบาทในกระบวนการบ้าบัดน ้าเสียอย่าง

แพร่หลายมากยิ่งขึ น เนื่องจากเป็นระบบการบ้าบัดท่ีเป็นมิตรกับส่ิงแวดล้อมและยั่งยืน  เนื่องจาก

จุลินทรีย์สามารถสร้างเอนไซม์ท่ีย่อยสลายสารอินทรีย์ในน ้าเสียจากนั นจะใช้สารอินทรีย์เป็นแหล่ง

อาหารต่างๆในการด้ารงชีวิตและเจริญเติบโต จึงไม่มีสารตกค้างเหมือนการบ้าบัดด้วยวิธีทางเคมี  

       Wakelin และคณะ (1997) ได้ศึกษาการลดน ้ามันและไขมันปริมาณ 8 กรัมต่อลิตร ในน ้าเสีย

จากโรงอาหาร โดยเปรียบเทียบการเลี ยงแบบใช้เชื อจุลินทรีย์สายพันธุ์เด่ียวและแบบการใช้จุลินทรีย์

แบบผสม พบว่าการเลี ยงเชื อแบบสายพันธุ์เด่ียวของเชื อ Actinetobacter sp. มีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด 

ในการลดปริมาณน ้ามันและไขมัน ซึ่งสามารถลดปริมาณไขมันและน ้ามันได้ถึง 60-65 เปอร์เซ็นต์ 

Mongkolthanaruk และคณะ (2002) ได้ศึกษาการใช้กลุ่มแบคทีเรียในการย่อยสลาย 

น้ามนและไขมันทางชีวภาพโดยประกอบด้วย P. aeruginosa (Lp602) Bacillus sp. (B304) และ  

A. calcoaceticus (Lp009) ในการบ้าบัดน ้าเสียท่ีมีน ้ามันและไขมันเท่ากับ 3,600 มิลลิกรัมต่อลิตร

จากการทดลอง พบว่า กลุ่มจุลินทรีย์ดังกล่าวสามารถลดค่าบีโอดี (Biolocal Oxygen Demand, 

COD) และปริมาณน ้ามันและไขมันเหลือน้อยกว่า 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ภายในเวลา 12 วัน ภายใต้

การบ้าบัดแบบใช้ออกซิเจน 

Gonçalves และคณะ (2009) ได้ศึกษาการบ้าบัดน ้าเสียจากโรงงานสกัดน ้ามันมะกอกซึ่งมีค่า 

ซีโอดี (Chemical Oxygen Demand, COD) อยู่ในช่วง 100-200 กรัมต่อลิตร โดยท้าการศึกษาการ

เจริญเติบโต การลดน ้าตาลรีดิวซิงค์ การลดค่าซีโอดี และการผลิตไลเพสของยีสต์ Y. lipolytica  

C. rugosa และ C. cylindracea พบว่า ยีสต์ทั งสามสายพันธุ์สามารถเจริญเติบโตได้ในน ้าทิ งท่ีมีการ
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ปนเปื้อนของน ้ามันมะกอกและสารประกอบฟีนอลได้ อีกทั งยังสามารถผลิตไลเพสและลดค่าซีโอดี 

โดย C. cylindracea สามารถลดค่าซีโอดีได้ดีท่ีสุดเท่ากับ 70.2 เปอร์เซ็นต์  

De Felice และคณะ (1997) ได้ศึกษายีสต์ Y. lipolytica (ATTCC 20255) โดยใช้น ้าเสียจาก

โรงงานสกัดน ้ามันมะกอกเป็นส่วนประกอบของอาหารในการเลี ยงแบบกะ จากการทดลอง พบว่า 

ยีสต์สามารถลดค่าซีโอดี ได้ถึง 80 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 24 ช่ัวโมง นอกจากนี ยังสามารถผลิตไลเพสและ

เจริญเติบโตได้โดยมีน ้าหนักเซลล์ถึง 22.45 กรัมต่อลิตร  

นอกจากนี ยังมีงานวิจัยท่ีน้าไลเพสมาใช้การการย่อยน ้ามันและไขมันโดยตรง ซึ่งมีข้อดีกว่าการ

ใช้จุลินทรีย์คือ สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน ้ามันและไขมันได้โดยทันที ในขณะท่ีการใช้จุลินทรีย์

ไม่สามารถท้าได้ เนื่องจากแหล่งน ้าเสียอาจไม่เหมาะสมในการเหนี่ยวน้าให้จุลินทรีย์มีการเจริญเติบโต

และผลิตไลเพสได้ นอกจากนี แล้วจุลินทรีย์บางชนิดอาจเป็นสายพันธุ์ที่ก่อโรคอีกด้วย 

Dharmsthiti และคณะ (1998) ได้ศึกษาการใช้ไลเพสจาก P. aeruginosa เพื่อบ้าบัดน ้ามัน

และไขมันในน ้าเสียของโรงอาหาร พบว่า น ้ามันและไขมันในน ้าเสียท่ีเริ่มต้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตรถูก

ย่อยสลายถึง 70 เปอร์เซ็นต์ ภายในช่วง 24 ช่ัวโมงแรก และไม่สามารถตรวจสอบปริมาณน ้ามันไขมัน

ได้หลังจากบ่มเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง อีกทั งยังสามารถลดค่าบีโอดีในน ้าเสียได้ถึง 94.1 เปอร์เซ็นต์ ใน

เวลา 8 วัน 

Jung และคณะ (2002) ใช้ไลเพสจาก P. restrictum ร่วมกับการบ้าบัดแบบเลี ยงตะกอน 

(activated sludge) ในการย่อยน ้ามันท่ีความเข้มข้น 400 600 และ 800 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่า 

สามารถลดค่าซีโอดีได้เท่ากับ 93 92 และ 82 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ 

Rigo และคณะ (2008) ศึกษาการใช้ไลเพสจากสามแหล่งคือ Lipolase 100T Novozymes 

ซึ่งเป็นไลเพสทางการค้า และไลเพสท่ีได้จากการเลี ยง P. restrictum ในอาหารส้าหรับผลิตไลเพส

แบบแข็ง (Solid state fermentation:SSF) .ในการย่อยน ้ามันและไขมันของน ้าเสียท่ีได้จากโรงงาน

เนื อหมูและเนื อวัวที่ประกอบด้วยน ้ามันและไขมัน 1,200 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าสามารถลดซีโอดีได้

มากกว่าชุดควบคุมท่ีไม่ใส่เอนไซม์ถึง 22 เปอร์เซ็นต์ 

Alberton และคณะ (2010) ได้ศึกษาไลเพสจากเชื อรา Rhizopus microspores (CPQBA 

312-07 DRM) โดยการเลี ยงแบบสถานะแข็ง (Solid-state cultivation:SSC) เพื่อน้าไปใช้การ

ไฮโดรไลซิสไขมันและน ้ามันในน ้าเสียจากนมเบื องต้น พบว่า การใส่ไลเพสในน ้าเสียสามารถลดระดับ

ของน ้ามันและไขมันจาก 1,300 มิลลิกรัมต่อลิตร เหลือต้่ากว่า 300 มิลลิกรัมต่อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 35 



 

 

17 

องศาเซลเซียส ภายใน 72 ช่ัวโมง ในขณะท่ีชุดควบคุม (ไม่ได้ใส่ไลเพส) ยังคงมีปริมาณน ้ามันและ

ไขมันเท่าเดิมจากปริมาณเริ่มต้น 

Kempka และคณะ (2013) ได้ศึกษาการย่อยน ้ามันและไขมันในน ้าเสียจากโรงงานผลิตชิ นส่วน

จากสุกร โดยใช้ไลเพสและฟอสโฟไลเพสร่วมกับการบ้าบัดน ้าเสียแบบไม่ใช้ออกซิเจนเพื่อผลิตแก๊ส

ชีวภาพ พบว่าการใส่ฟอสโฟไลเพสสามารถผลิตแก๊สชีวภาพได้สูงกว่าการไม่ใส่เอนไซม์ได้ ซึ่งได้แก๊ส

ชีวภาพเท่ากับ 896.50 มิลลิลิตรและยังช่วยลดค่าซีโอดีได้ถึง 90.01 เปอร์เซ็นต์ 

Adulkar และคณะ (2015) ศึกษาไลเพสทางการค้าจาก 4 แหล่ง คือ Novozyme 435 

Lipozyme RM IM ไลเพสทางการค้าจาก P. fluorescens และ ไลเพสทางการค้าจาก C. rugosa 

มาเปรียบเทียบความสามารถในการย่อยน ้ามัน (1,200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ในน ้าเสียจากโรงงานนม 

พบว่าไลเพสจาก C. rugosa สามารถย่อยสลายน ้ามันได้ดีท่ีสุด โดยย่อยสลายน ้ามันได้ 75 เปอร์เซ็นต์

และสามารถลดค่าซีโอดีได้ 72 เปอร์เซ็นต์ 
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บทที่ 3  
วัสดุอุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีด าเนินการวิจัย 

วัสดุอุปกรณ์ 

กระดาษกรองเบอร ์1              (whatman,Germany) 
คอลัมน์โครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง            (Alltech Associates.Inc,USA 
Model: Apollo Silica 5U, length 250mm,i.d.4.6 mm) 
เครื่องกวนแท่งแม่เหล็ก (magnetic stirrer)        (Barnstead, USA) 
เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (sharking incubator)                    (Vision Scientific Co., LtD) 
เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมถรรถนะสูง                 (Shimadzu,Japan) 
(High performance liquid chromatography, HPLC) 
เครื่องช่ังละเอียด 4 ต้าแหน่ง (digital balance)                (Satorius, Germany) 
เครื่องนึ่งอบฆ่าเชื อความดันสูง (autoclave)             (Ta Chang Medical instrument, Taiwan) 
เครื่องปั่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerate centrifuge)                                (Hanil, Korea) 
เครื่องผสมแบบหมุน (vortex)                     (Scitific industry, USA) 
เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter)                    (Electronic Co., Ltd, Taiwan) 
เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงแบบควบคุมอุณหภูมิ (spectrophotometer)              (BioTek, USA)  
เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง  (spectrophotometer)                                      (BioTek, USA) 
ชุดกรองแบบสุญญากาศ (suction flask, Buchner  funnel)           (Satorius, Germany) 
ตู้ปลอดเชื อ (laminar flow)           (Biobase, China) 
ตู้อบฆ่าเชื อ (hot air oven)            (memmert, Germany) 
ตู้ดูดควัน (fume hood)                    (Biobase, China) 
อ่างควบคุมอุณหภูมิ (waterbath)           (memmert, Germany) 
สารเคมี 
กรดซัลฟูริก (H2SO4)           (QRëC , New Zealand) 
กรดฟอร์มิก (CH2O2)                                            (QRëC , New Zealand) 
กรดโอเลอิก (C18H34O2)                               (Panreac, EU) 
กลีเซอรอล (C3H8O3)                                                           (Ajax Finechem, Australia) 
ซิลเวอร์ซัลเฟส (Ag2SO4)                  (Merck, Germany) 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       (Ajax Finechem, Australia) 
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โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส (NaH2PO4)              (Ajax Finechem, Australia) 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)      (Ajax Finechem, Australia) 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟส (Na2HPO4)     (Ajax Finechem, Australia) 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)              (Ajax Finechem, Australia) 
น ้าตาลกลูโคส (glucose)        (Ajax Finechem, Australia) 
น ้าตาลกาแลคโตส (galactose)               (Ajax Finechem, Australia) 
น ้าตาลซูโครส  (sucrose)                                   (Ajax Finechem, Australia) 
น ้าตาลไซโลส (xylose)                (Ajax Finechem, Australia) 
น ้ามันข้าวโพด (corn oil)          (บริษัทโกลเด้น ดร็อป จ้ากัด, ประเทศไทย) 
น ้ามันงา (sesame oil)                                    (บริษัทเคอร์รี่ แอนด์ สไปร์ จ้ากัด,ประเทศไทย) 
น ้ามันดอกทานตะวัน (sunflower oil)            (บริษัทธนากรผลิภัณฑ์น ้ามันพืช จ้ากัด,ประเทศไทย) 
น ้ามันถั่วเหลือง (soybean oil)                                (บริ ษัทน ้ามันพืชไทย จ้ากัด, ประเทศไทย) 
น ้ามันปาล์ม (palm oil)            (บริษัทโอลีน จ้ากัด, ประเทศไทย) 
น ้ามันมะกอก (olive)                                                       (Strategic Catering, Thailand) 
น ้ามันมะพร้าว (coconut oil)     (บริษัทน ้ามันมะพร้าวไทย จ้ากัด, ประเทศไทย) 
น ้ามันเมล็ดฝ้าย (cotton seed oil)                      (บริษัทอุตสาหกรรมวิวัฒน์ จ้ากัด,ประเทศไทย) 
เปปโตน (peptone)                                        (Himedia, India) 
พาราไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol, pNP)                          (Merck, Germany) 
พาราไนโตรฟีนีลบิวทิเรต (p-nitrophenyl butyrate, pNPB)   (Aldrich, Germany) 
โพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7)      (Ajax Finechem, Australia) 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)              (Ajax Finechem,Australia) 
เฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟส (Fe(NH4)2(SO2)2.6H2O)     (Ajax Finechem, Australia) 
เฟอโรอีนอินดิเคเตอร์ (feroin indicator)                                          (Loba Chemie, India)                                                 
เมทิล-2บิวทานอล (2-methyl-2 butanol)                                  (Aldrich, Germany)  
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)                         (Ajax Finechem, Australia)
วุ้นผง (agar)               (วุ้นบริสุทธิ์,ประเทศไทย)
สารสกัดจากมอลต์ (malt extract)                                      (Himedia, India)
สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract)                             (Himedia, India)
อิโคเซน (eicosane)                 (Aldrich, Germany)
เอทิลแอซิเตท (eathyl acetate)                 (B&J, Korea) 
เฮกเซน (hexane)                     (Honeywell, US) 

http://www.lobachemie.com/
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วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
3.1 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

3.1.1 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

ศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพสของ C. rugosa เลี ยงเชื อด้วยอาหารสูตร 
YM เพื่อเพิ่มปริมาณเชื อ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั นถ่ายเชื อลงในอาหารเหลวสูตรส้าหรับผลิตไลเพส ปริมาตรอาหาร 25 
มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยเริ่มต้นเชื อท่ีค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 600 นาโนเมตร 
เท่ากับ 0.1 บ่มท่ีอุณหภูมิต่างกัน ดังนี  25 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 120 ช่ัวโมง จากนั นน้าตัวอย่างท่ีได้ไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วท้าการเก็บส่วนใสมาทดสอบค่ากิจกรรมของไลเพส 
โดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้น ท้าการทดลอง 3 ซ ้า 

 
3.1.2 การศึกษาผลของค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

ศึกษาค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพสของ  C. rugosa โดยเลี ยงเชื อ
ด้วยอาหารสูตร YM เพื่อเพิ่มปริมาณเชื อ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั นถ่ายเชื อลงในอาหารเหลวส้าหรับผลิตไลเพส โดยเริ่มต้นเชื อ
ในอาหารเหลวสูตรผลิตไลเพสท่ีค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.1 ปริมาตรอาหาร 
25 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยเริ่มต้นค่าความกรดด่างในอาหารต่างๆ ดังนี  5 
6 7 8 และ 9  จากนั นน้าตัวอย่างบ่มท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจากการศึกษาในข้อ 3.1.1 เขย่าท่ี
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ช่ัวโมง น้าตัวอย่างท่ีได้ไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท้าการเก็บส่วนใสมาทดสอบค่ากิจกรรม
ของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสโดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้น ท้าการทดลอง 3 
ซ ้า 
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3.1.3 การศึกษาชนิดและความเข้มข้นน้ ามันที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

ศึกษาชนิดของน ้ามันท่ีเป็นตัวเหนี่ยวน้าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพสของ C. rugosa 
โดยเลี ยงเชื อด้วยอาหารสูตร YM เพื่อเพิ่มปริมาณเชื อ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าท่ี
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั นถ่ายเชื อลงในอาหารเหลวส้าหรับผลิต 
ไลเพส โดยเริ่มต้นเชื อในอาหารท่ีค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.1 ปริมาตรอาหาร 
25 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีประกอบด้วยตัวเหนี่ยวน้าต่างๆ ทั งหมด 9 ชนิด
ดังนี  น ้ามันมะพร้าว น ้ามันข้าวโพด น ้ามันเมล็ดฝ้าย น ้ามันสบู่ด้า น ้ามันปาล์ม น ้ามันงา น ้ามันถั่ว
เหลือง น ้ามันดอกทานตะวัน และ กรดโอเลอิก ท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร บ่ม
ท่ีอุณหภูมิและความเป็นกรดด่างเริ่มต้นท่ีเหมาะสมในการผลิตไลเพสท่ีได้ศึกษาจากข้อ 3.1.1 และ 
3.1.2 เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ช่ัวโมง และน้าตัวอย่างท่ีได้ไปปั่นเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท้าการเก็บส่วนใสมา
ทดสอบค่ากิจกรรมของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสโดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้น 
ท้าการทดลอง 3 ซ ้า 

 
3.1.4 การศึกษาความเข้มข้นของตัวเหนี่ยวน าที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส  

การหาความเข้มข้นของตัวเหนี่ยวน้าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพสของ C. rugosa โดย
เลี ยงเชื อด้วยอาหารสูตร YM เพื่อเพิ่มปริมาณเชื อ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั นถ่ายเชื อลงในอาหารเหลวส้าหรับผลิตไลเพส 
เริ่มต้นเชื อในอาหารท่ีค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.1 ปริมาตรอาหาร 25 
มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตรในอาหารท่ีประกอบด้วยชนิดของน ้ามันท่ีดีท่ีสุดจาก
การศึกษาในข้อ 3.1.3 ท่ีระดับความเข้มข้นของน ้ามันท่ีต่างกันดังนี  0.5 1 3 5 7 และ 9 เปอร์เซ็นต์
โดยมวลต่อปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิและความเป็นกรดด่างเริ่มต้นจากการศึกษาข้างต้นในการผลิต 
ไลเพสท่ีได้ศึกษาจากข้อ 3.1.1 และ 3.1.2 เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ช่ัวโมง 
และน้าตัวอย่างท่ีได้ไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที ท้าการเก็บส่วนใสมาทดสอบค่ากิจกรรมของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสโดยใช้พารา - 
ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้น ท้าการทดลอง 3 ซ ้า 
 

3.1.5 การศึกษาชนิดแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

การหาชนิดของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมต่อการของ C. rugosa โดยเลี ยงเชื อด้วย
อาหารสูตร YM เพื่อเพิ่มปริมาณเชื อ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ
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ต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั นถ่ายเชื อลงในอาหารเหลวส้าหรับผลิตไลเพส โดยเริ่มต้นเชื อใน
อาหารเหลวสูตรผลิตไลเพสท่ีค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.1 ปริมาตรอาหาร 25 
มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลิลิตร ท่ีประกอบด้วยชนิดและปริมาณน ้ามันท่ีได้ศึกษาในข้อ 
3.1.3 และ 3.1.4 และแหล่งคาร์บอนท่ีต่างกัน ดังนี  น ้าตาลกลูโคส น ้าตาลซูโครส น ้าตาลกาแลคโตส 
น ้าตาลไซโลส และ กากน ้าตาล ท่ีความเข้มข้นเท่ากับ 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ
และความเป็นกรดด่างเริ่มต้มจากการศึกษาข้างต้นในการผลิตไลเพสท่ีได้ศึกษาจากข้างต้น เขย่าท่ี
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ช่ัวโมง และน้าตัวอย่างท่ีได้ไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท้าการเก็บส่วนใสมาทดสอบค่า
กิจกรรมของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสโดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้น ท้าการ
ทดลอง 3 ซ ้า 

 
3.1.6 การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

การหาปริมาณของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมต่อการของ C. rugosa โดยเลี ยงเชื อด้วย
อาหารสูตร YM เพื่อเพิ่มปริมาณเชื อ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั นถ่ายเชื อลงในอาหารเหลวส้าหรับผลิตไลเพส โดยเริ่มต้นเชื อใน
อาหารเหลวสูตรผลิตไลเพสท่ีค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.1 ปริมาตรอาหาร 25 
มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลิลิตรในอาหาร โดยประกอบด้วยชนิดและปริมาณน ้ามันท่ีได้
ศึกษาในข้อ 3.1.3 และ 3.1.4 ซึ่งประกอบด้วยปริมาณของแหล่งคาร์บอนชนิดท่ีเหมาะสมจาก
การศึกษาในข้อ 3.1.5 ท่ีความเข้มข้นต่างกันดังนี  0.1 0.5 1 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อ
ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิและความเป็นกรดด่างเริ่มต้มจากการศึกษาข้างต้นในการผลิตไลเพสท่ีได้ศึกษา
จากข้างต้น เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ช่ัวโมง และน้าตัวอย่างท่ีได้ไปปั่นเหวี่ยง
ท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท้าการเก็บส่วนใสมา
ทดสอบค่ากิจกรรมของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสโดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้น 
ท้าการทดลอง 3 ซ ้า 

 

3.1.7 การศึกษาชนิดแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

การหาชนิดของแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการของ C. rugosa โดยเลี ยงเชื อด้วย
อาหารสูตร YM เพื่อเพิ่มปริมาณเชื อ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั นถ่ายเชื อลงในอาหารเหลวส้าหรับผลิตไลเพส โดยเริ่มต้นเชื อใน
อาหารเหลวสูตรผลิตไลเพสท่ีค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.1 ปริมาตรอาหาร 25 
มิลลิลิตร ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลิลิตร ในอาหารเหลวโดยประกอบด้วยชนิดและปริมาณน ้ามันท่ีได้
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ศึกษาในข้อ 3.1.3 และ 3.1.4 ชนิดและปริมาณแหล่งคาร์บอนท่ีได้ศึกษาในข้อ 3.1.5 และ 3.1.6 ท่ี
ประกอบด้วยชนิดของแหล่งไนโตรเจนท่ีต่างกันดังนี  สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ยูเรีย (urea) 
กากถั่วเหลือง (soybean mill) และ น ้าแช่ข้าวโพด(corn steep liquor) โดยเริ่มต้นท่ีปริมาณ
ไนโตรเจนเท่ากับสูตรอาหารดั งเดิมซึ่งวัดด้วยวิธี Kjeldahl (Bremner และคณะ, 1982) บ่มท่ี
อุณหภูมิและความเป็นกรดด่างเริ่มต้นท่ีเหมาะสมจากการผลิตไลเพสท่ีได้ศึกษาข้างต้น เขย่าท่ี
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ช่ัวโมง และน้าตัวอย่างท่ีได้ไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท้าการเก็บส่วนใสมาทดสอบค่า
กิจกรรมของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสโดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้น ท้าการ
ทดลอง 3 ซ ้า 

 
3.1.8 การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

การหาชนิดของแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการของ C. rugosa โดยเลี ยงเชื อด้วย
อาหารสูตร YM เพื่อเพิ่มปริมาณเชื อ บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั นถ่ายเชื อลงในอาหารเหลวส้าหรับผลิตไลเพส โดยเริ่มต้นเชื อใน
อาหารเหลวสูตรผลิตไลเพสท่ีค่าการดูดกลืนแสง ท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.1 ปริมาตรอาหาร 25 
มิลลิลิตร ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตรในอาหารเหลวส้าหรับผลิตไลเพสโดยประกอบด้วยชนิด
และปริมาณน ้ามันท่ีได้ศึกษาในข้อ 3.1.3 และ 3.1.4 ชนิดและปริมาณแหล่งคาร์บอน ชนิดของแหล่ง
ไนโตรเจนท่ีได้ศึกษาในข้อ 3.1.5 3.1.6  และ 3.1.7 ท่ีปริมาณไนโตรเจนต่างกันดังนี  0.1 0.5 1 1.5 
และ 2 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิและความเป็นกรดด่างเริ่มต้มจากการศึกษา
ข้างต้น เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ช่ัวโมง และน้าตัวอย่างท่ีได้ไปปั่นเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท้าการเก็บส่วนใสมา
ทดสอบค่ากิจกรรมของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสโดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้น 
ท้าการทดลอง 3 ซ ้า 

 
3.2 การศึกษาการเจริญและค่ากิจกรรมของ C. rugosa ที่เวลาต่าง ๆ 

ศึกษาการเจริญของ C. rugosa โดยเลี ยงเชื อด้วยอาหารสูตร YM เพื่อเพิ่มปริมาณเชื อ 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั น
ถ่ายเชื อลงในอาหารเหลวส้าหรับผลิตไลเพสสูตรปรับปรุงพร้อมทั งสภาวะการเลี ยงท่ีได้จากการศึกษา
มาในข้อ 3.1.1 ถึง 3.1.8 จากนั นน้าตัวอย่างท่ีเวลา 3 6 9 12 18 24 48 72 96 120  144 และ 168 
ช่ัวโมง จากนั นศึกษาการเจริญ ด้วยวิธี Colony forming unit โดยเจือจางตัวอย่างแล้วดูดตัวอย่าง
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มา 100 ไมโครลิตร ลงบนอาหารแข็งเลี ยงเชื อสูตร YM เกล่ียเชื อให้ท่ัวบนอาหารด้วยแท่งแก้วปลอด
เชื อรูปตัวแอล น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั นน้าตัวอย่างท่ีเหลือมาปั่นเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อมาทดสอบค่ากิจกรรมของปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสของไลเพส โดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้น ท้าการทดลอง 3 ซ ้า 

 3.3 การศึกษาลักษณะสมบัติบางประการของไลเพสจาก C. rugosa  

3.3.1 การศึกษาค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  

น้าไลเพสมาวัดค่าวัดกิจกรรมของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรต
เป็นสารตั งต้น ในบัฟเฟอร์ท่ีค่าความเป็นกรดด่างต่างๆ โดยท่ี 5-6 ใน Citrate buffer  และค่าความ
เป็นกรดด่างท่ี 7-8 ใน ฟอสเฟสบัฟเฟอร์ บ่มท่ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั น
น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร น้าค่าท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหา
ปริมาณพาราไนโตรฟีนอลท่ีปลดปล่อยออกมาจากปฏิกิริยา ท้าการทดลอง 3 ซ ้า 

 
3.3.2 การศึกษาความเสถียรของไลเพสในความเป็นกรดด่างต่างๆ 

น้าไลเพสบ่มในบัฟเฟอร์ในช่วงค่าความเป็นกรดด่าง 4 -10 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
จากนั นเก็บเอนไซม์ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง มาวัดวัดกิจกรรมของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใช้พารา-ไนโตร
ฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้น บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั นน้าไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร น้าค่าท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาปริมาณพารา
ไนโตรฟีนอลท่ีปลดปล่อยออกมาจากปฏิกิริยา ท้าการทดลอง 3 ซ ้า 

 
3.3.3 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

น้าไลเพสท่ีผลิตด้วยสูตรอาหารท่ีปรับปรุงมาวัดค่าวัดกิจกรรมของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส
โดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้น เร่งปฏิกิริยาในเป็นบัฟเฟอร์ท่ีค่าความเป็นกรดด่างท่ี
เหมาะท่ีได้จากการศึกษาข้อ 3.3.1 บ่มท่ีอุณหภูมิแตกต่างกันคือ 30 35 40 45 และ 50 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั นน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร น้าค่าท่ีได้ไป
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาปริมาณพาราไนโตรฟีนอลท่ีปลดปล่อยออกมาจากปฏิกิริยา ท้า
การทดลอง 3 ซ ้า 
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3.3.4 การศึกษาความเสถียรของไลเพสในอุณหภูมิต่างๆ  

น้าไลเพสไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 40 และ 50 องศาเซลเซียส จากนั นดูดท่ีถูกบ่มในช่วงเวลา
ต่างๆ ดังนี  0 6 12 18 และ 24 ช่ัวโมง มาวัดวัดกิจกรรมของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสโดยใช้
พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้น เร่งปฏิกิริยาในเป็นบัฟเฟอร์ท่ีค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะท่ี
ได้จากการศึกษาข้อ 3.3.1บ่มท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจากการศึกษาข้อ 
3.3.1 นาน เป็นเวลา 10 นาที จากนั นน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร น้าค่าท่ีได้ไป
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาปริมาณพาราไนโตรฟีนอลท่ีปลดปล่อยออกมาจากปฏิกิริยา ท้า
การทดลอง 3 ซ ้า 

 
3.4 การประยุกต์ใช้ไลเพสในการย่อยน้ ามันในน้ าเสีย 

3.4.1 การทดสอบความสามารถการย่อยน้ ามันในน้ าเสียสังเคราะห ์

เตรียมน ้าเสียสังเคราะห์ท่ีมีการปนเปื้อนของน ้ามันโดยใช้น ้ามันปาล์มเป็นตัวแทนน ้ามัน
ในการทดลอง ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีประกอบด้วยน ้าเสียสังเคราะห์ 25 มิลลิลิตร 
น ้ามัน 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร แต่ละการทดลองจะประกอบด้วยในน ้าเสียท่ีความเข้มข้น
ต่างกัน ดังนี  2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 และ 20 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที จากนั นเก็บตัวอย่างมาสกัดด้วยคลอโรฟอร์มและ
น้ามาวิเคราะห์หาปริมาณน ้ามันด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ท้าการ
ทดลอง 3 ซ ้า 
 

3.4.2 การทดสอบความสารมารถการย่อยน้ ามันจากน้ าเสียจากโรงกลั่นน้ ามันปาล์ม 

เก็บตัวอย่างน ้าเสียจากโรงกล่ันน ้ามันปาล์มสุขสมบูรณ์ อ้าเภอหนองใหญ่ จังหวัดชลบุรี 
มาทดสอบการย่อยน ้ามัน ท้าการปรับความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 
จากนั นน้าน ้าเสียปริมาตร 25 มิลลิลิตรใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร แล้สท้าการเติมไลเพสท่ี
ความเข้มข้นที่เหมาะสมท่ีได้จากการศึกษาในข้อ 3.4.1 น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าท่ี
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างท่ีเวลา 12 และ 24 ช่ัวโมง โดยแบ่งตัวอย่างเป็นสองส่วน 
ส่วนท่ีหนึ่งสกัดด้วยคลอโรฟอร์มแล้วน้ามาวิเคราะห์หาปริมาณน ้ามันด้วยเครื่องโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ส่วนที่สองน้ามาปั่นเหวี ่ยง ท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิห้องและน้าส่วนใสไปวิเคราะห์หาปริมาณซีโอด ีท้าการทดลอง 3 ซ ้า 
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3.5 การวัดกิจกรรมของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพส 

ท้าการวัดกิจกรรมของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยวิธีสเปกโทรโฟโตรมิทรี ด้วยการใช้พารา-ไนโตร

ฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตั งต้น วิธีการวัดดัดแปลงจาก (Piamtongkam และคณะ, 2011) ในปฏิกิริยา

ประกอบด้วยไลเพส 20 ไมโครลิตร ฟอสเฟสบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ค่าความเป็นกรด

ด่างท่ี 7.2 ปริมาตร 175 ไมโครลิลิตร และ พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตความเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ ท้า

ปฏิกิริยาในไมโครเพลตท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั นวัดค่าการดูดกลืน

แสงท่ี 405 นาโนเมตร จากนั นน้าค่าท่ีได้ไปเทียบกับกราฟมาตรฐานสารละลายพาราไนโตรฟีนอล

ความเข้มข้น 0-0.24 มิลลิโมลาร์   
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บทท่ี 4 
 ผลการทดลองและอภิปลายผล 

4.1 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

4.1.1 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพส โดยการเลี ยงในช่วงอุณหภูมิ
ต่างๆ คือ 25 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ช่ัวโมง แล้วน้ามาวัดค่าแอกทิวิตีของ
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (ภาพที่ 4.1) พบว่า ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสมีค่าแอกทิวิตีท่ีสูงท่ีสุดเท่ากับ  
4.32 ± 0.19 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสได้ค่าแอกทิวิตีเท่ากับ 
3.10± 0.34 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ีอุณหภูมิ 35 และ 40 องศาเซลเซียสนั นตรวจไม่พบค่า 
แอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และไม่พบการเจริญเติบโตของยีสต์ (ภาพท่ี 4.1) ซึ่งสอดคล้องกับ
รายงานของ Tan และคณะ (2003) ท่ีพบว่า Candida sp. (99-125) สามารถผลิตไลเพสได้ในช่วง
อุณหภูมิไม่เกิน 30 องศาเซลเซียส นอกจากนี ยังมีรายงานของ Kumar และคณะ (2008) พบว่าส่วน
ใหญ่แล้วยีสต์จะสามารถผลิตไลเพสได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 20-30 องศาเซลเซียส  
 

 
 

ภาพที่ 4.1 ค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของยีสต์ C. rugosa 
 เมื่อเลี ยงท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
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4.1.2 การศึกษาผลของค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

การศึกษาค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นในอาหารส้าหรับผลิตไลเพสเป็นส่ิงส้าคัญ เนื่องจาก
เป็นปัจจัยหนึ่งท่ีส่งผลต่อการเจริญเติบโตและค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ในการทดลองนี ได้
ท้าการศึกษาค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นท่ีต่างกัน (5 6 7 8 และ 9) ในอาหารส้าหรับผลิตไลเพส ดัง
แสดงในภาพที่ 4.2 เมื่อเลี ยงเชื อเป็นเวลา 120 ช่ัวโมง แล้วน้ามาวัดค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไล
ซิส พบว่า ท่ีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 ได้ค่าแอกทิวิตีสูงท่ีสุดเท่ากับ 5.74±0.57 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
รองลงมาคือ ค่าความเป็นกรดด่างท่ี 6 และ 8 ได้ค่าแอกทิวิตีเท่ากับ 4.95±0.83 และ 4.66±0.62 ยูนิ
ตต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ และค่าความเป็นกรดด่างท่ีให้ค่าแอกทิวิตีน้อยสุดคือ 9 ซึ่งได้ค่าเท่ากับ
เท่ากับ 3.44±0.23 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ พบว่าค่าความเป็นกรดด่างท่ี 
6.5 เหมาะสมท่ีสุดในการผลิตไลเพสของเชื อ C. rugosa ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Pabai และ
คณะ (1996) ท่ีกล่าวว่าในช่วงค่าความเป็นกรดด่างท่ี 4-7 นั นเป็นช่วงท่ีเหมาะสมในการผลิตไลเพส
จากยีสต์ 

   

 

 
ภาพที่ 4.2 ค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของยีสต์ C. rugosa 

เมื่อเลี ยงท่ีค่าความเป็นกรดด่างต่างๆ 
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4.1.3 การศึกษาชนิดและความเข้มข้นของน้ ามันที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

กระบวนการผลิตไลเพสของจุลินทรีย์จ้าเป็นต้องอาศัยสารท่ีเป็นตัวเหนี่ยวน้า  ได้แก่
น ้ามันชนิดต่างๆ โดยจะเป็นตัวเหนี่ยวน้าแล้วจัดได้ว่าเป็นแหล่งคาร์บอนอีกด้วย จุลินทรีย์แต่ละชนิด
มีความจ้าเพาะต่อชนิดและความเข้มข้นของตัวเหนี่ยวน้าท่ีแตกต่างกัน จากการศึกษาชนิดของน ้ามัน
ท่ีใช้เป็นตัวเหนี่ยวน้าในอาหารเลี ยงเชื อส้าหรับผลิตไลเพส ท่ีค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้นในอาหาร
เลี ยงเชื อเท่ากับ 7 บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นสภาวะท่ีเหมาะสมจากการศึกษาในข้อ 
4.1.1 และ 4.1.2 โดยในอาหารเลี ยงเชื อประกอบด้วยน ้ามันชนิดต่างๆ ดังนี  น ้ามันเมล็ดฝ้าย กรด
ไขมันโอเลอิก น ้ามันสบู่ด้า น ้ามันปาล์ม น ้ามันถั่วเหลือง น ้ามันงา น ้ามันมะพร้า ว น ้ามันมะกอก 
น ้ามันข้าวโพด และ น ้ามันเมล็ดทานตะวัน เลี ยงเชื อเป็นเวลา 120 ช่ัวโมง จากนั นเก็บเอนไซม์มาวัด
ค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ผลการทดลอง พบว่า น ้ามันเมล็ดฝ้ายเหมาะสมท่ีสุดในการ
เหนี่ยวน้าให้เชื อ C. rugosa ผลิตไลเพสได้สูงท่ีสุด ซึ่งมีค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเท่ากับ 
9.12±0.30 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ กรดไขมันโอเลอิก (8.33±0.67 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) น ้ามัน
สบู่ด้า (5.80±0.40 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) น ้ามันปาล์ม (5.74±0.18 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) น ้ามันถั่วเหลือง 
(3.75±0.41 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) น ้ามันงา (3.68±0.29 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) น ้ามันมะพร้าว (3.09±0.20 
ยูนิตต่อมิลลิลิตร) น ้ามันข้าวโพด (1.90±0.22 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) น ้ามันเมล็ดทานตะวัน (7.20±0.07 
ยูนิตต่อมิลลิลิตร) (ภาพที่ 4.3) จากผลการทดลองในข้างต้น เมื่อดูองค์ประกอบในน ้ามันเมล็ดฝ้ายท่ี
เป็นตัวเหนี่ยวน้าท่ีดีท่ีสุด จะเห็นว่าน ้ามันเมล็ดฝ้ายมีองค์ประกอบของกรดไขมันโอเลอิกปริมาณสูง
เท่ากับ 17.2 เปอร์เซ็นต์ (Winayanuwattikun และคณะ, 2013) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยอื่นๆท่ี
กล่าวว่ากรดโอเลอิกสามารถเหนี่ยวน้าให้ C. rugosa มีค่าแอกทิวิตีสูง (Benjamin และคณะ, 1996; 
Gordillo และคณะ, 1995; Lotti และคณะ, 1998) นอกจากนี ยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ Turki 
และคณะ (2009) ได้ศึกษาผลของน ้ามันทั งหมด 10 ชนิดในการผลิตไลเพสจากเชื อ Yarrowia 
lipolitica พบว่า น ้ามันส่วนใหญ่ท่ีมีองค์ประกอบของกรดโอเลอิกสูง จึงส่งผลให้ยีสต์ผลิตไลเพสท่ีมี
ค่าแอกทิวิตีสูงตาม เนื่องจากท่ีบริเวณผนังเซลล์ของยีสต์ความจ้าเพาะต่อกรดไขมันแตกต่างกันไป 
(Fickers และคณะ, 2005) และได้ข้อสรุปว่ายีสต์ Y. lipolitica มีความจ้าเพาะต่อกรดไขมันได้
มากกว่า 1 ชนิด  
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ภาพที่ 4.3 ค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของยีสต์ C. rugosa  

ในอาหารเลี ยงเชื อท่ีประกอบด้วยชนิดน ้ามันต่างๆ 
 

4.1.4 การศึกษาความเข้มข้นของตัวเหนี่ยวน าที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส  

จากการศึกษาในข้อ 4.1.3 สามารถสรุปได้ว่า น ้ามันเมล็ดฝ้าย เป็นตัวเหนี่ยวน้าท่ี

เหมาะสมท่ีสุด นอกจากชนิดของตัวเหนี่ยวน้าท่ีมีผลต่อการผลิตไลเพสแล้ว ได้มีการศึกษาปริมาณของ

น ้ามันเมล็ดฝ้ายท่ีความเข้มข้นต่างๆ ดังนี  0.5 1 3 5 7 และ 9 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร บ่มท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ช่ัวโมง จากนั นเก็บเอนไซม์มาวัดค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิส ผลการทดลองพบว่า ปริมาณน ้ามันเมล็ดฝ้ายท่ี 3 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ให้ค่า

แอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสูงท่ีสุดเท่ากับ 9.61± 0.22 ยูนิตต่อมิลลิลิตร แต่เมื่อความเข้มข้น

น ้ามันเมล็ดฝ้ายสูงกว่า 3 เปอร์เซ็นต์ขึ นไป ส่งผลให้ค่าแอกทิวิตีของไลเพสนั นมีแนวโน้มลดลงอย่าง

เห็นได้ชัด (ภาพท่ี 4.4) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Fickers และคณะ (2005) พบว่าปริมาณของตัว

เหนี่ยวน้าส่งผลต่อการผลิตไลเพสของยีสต์ Y. lipolitica โดยปริมาณน ้ามันท่ี 1-5 เปอร์เซ็นต์โดยมวล

ต่อปริมาตรเป็นช่วงท่ีเหมาะสมในการผลิตไลเพส ในขณะท่ีปริมาณตัวเหนี่ยวน้ามากกว่า 5 

เปอร์เซ็นต์ขึ นไป มีผลการยับยั งการผลิตไลเพส นอกจากนี เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ 

Benjamin และคณะ (1996) ซึ่งได้ศึกษาปริมาณน ้ามันมะกอกท่ีความเข้มข้น 2-15 เปอร์เซ็นต์โดย

ปริมาตร พบว่า ท่ีความเข้มข้นน ้ามันเท่ากับ 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร เป็นความเข้มข้นท่ีดีท่ีสุดใน
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การชักน้าให้เชื อ C. rugosa ผลิตไลเพสท่ีมีค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเท่ากับ 9.36 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร ในขณะท่ีงานวิจัยนี ผู้ศึกษาได้ใช้น ้ามันเมล็ดฝ้ายเพียงแค่ 3 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรก็

สามารถชักน้าให้ค่าแอกทิวิตีใกล้เคียงงานวิจัยของ Benjamin และคณะ (1996)  

 

ภาพที่ 4.4 ค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของยีสต์ C. rugosa  
ในอาหารเลี ยงเชื อท่ีประกอบด้วยน ้ามันเมล็ดฝ้ายท่ีความเข้มข้นต่างๆ 

 
4.1.5 การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

เนื่องจากแหล่งคาร์บอนนั นถือเป็นปัจจัยหลักในการเจริญเติบโตและผลิตเอนไซม์ของ
ยีสต์ จึงได้ศึกษาแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม โดยเลือกน ้าตาล 5 ชนิดเพื่อทดสอบ ได้แก่ กากน ้าตาล 
(แหล่งวัสดุเหลือทิ งทางการเกษตร) ซูโครส (น ้าตาลโมเลกุลคู่) กาแลคโตส (น ้าตาลโมเลกุลเด่ียว 6 
คาร์บอน) กลูโคส (น ้าตาลโมเลกุลเด่ียว 6 คาร์บอน) และ ไซโลส (น ้าตาลโมเลกุลเด่ียว 5 คาร์บอน) 
โดยมีชุดควบคุมโดยไม่ใส่น ้าตาล จากการศึกษาพบว่าค่า แอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพส
นั นสูงท่ีสุดเมื่อใช้กากน ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน ได้ค่าแอกทิวิตีปฏิกิริยาไฮโดรไล ซิสเท่ากับ 
11.54±0.13 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือน ้าตาลซูโครส ได้ค่าแอกทิวิตีปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเท่ากับ 
7.04±0.28 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในขณะท่ี น ้าตาลกาแลคโตส ไซโลส และ กลูโคสนั นให้ค่ากิจกรรม
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสท่ีน้อยเท่ากับ 2.87±0.71 1.58±0.54 และ 0.17±0.30 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
ตามล้าดับ (ภาพที่ 4.5) จากการทดลองเห็นได้ว่า กากน ้าตาลซึ่งเป็นวัสดุเหลือทิ งจากการเกษตรท่ีได้
จากน ้าตาลซูโครสสามารถให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ได้ดีท่ีสุด ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Benjamin 
และคณะ (1996) ได้กล่าวว่าน ้าตาลโมเลกุลคู่นั นสามารถให้ค่าแอกทิวิตีปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้ดีกว่า
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น ้าตาลโมเลกุลเด่ียวและโพลีแซคคาร์ไรด์ และเมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองท่ีไม่มีการเติมน ้าตาล 
พบว่า การทดลองท่ีไม่ได้เติมน ้าตาลได้ค่าแอกทิวิตีปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสดีมากกว่าการทดลองท่ีมีการ
เติมน ้าตาลโมเลกุลเด่ียวอย่างเห็นได้ชัด อาจเนื่องมาจากน ้าตาลโมเลกุลเด่ียวนั นถือได้ว่าเป็นแหล่ง
คาร์บอนท่ีเซลล์สามารถดูดซึมไปใช้เป็นแหล่งพลังงานได้ทันที ซึ่งใช้ได้ง่ายกว่าน ้ามัน ดังนั นจึงอาจ
ส่งผลให้เซลล์ยีสต์ C. rugosa ไม่ผลิตไลเพสออกมาเพื่อย่อยน ้ามันไว้ใช้เป็นแหล่งคาร์บอน นอกจากนี 
เมื่อดูถึงองค์ประกอบในกากน ้าตาลไม่ได้ประกอบด้วยน ้าตาลซูโครสแต่ยังประกอบด้วยน ้าตาล 
ราฟิโนส ซึ่งเป็นน ้าตาลเชิงซ้อน (โอลิโกแซคาไรด์) รวมไปถึงแร่ธาตุต่างๆ เช่น ไบโอติน แคลเซียม  
อิออน (Ca2+) แมกนีเซียมอิออน (Mg2+) ซึ่งอาจจะส่งเสริมกระบวนการผลิตไลเพสของ C. rugosa 
ให้ดียิ่งขึ น (Ravichandra และคณะ, 2008) 
 

 

ภาพที่ 4.5 ค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของยีสต์ C. rugosa  
ในอาหารเลี ยงเชื อท่ีประกอบด้วยชนิดของแหล่งคาร์บอนต่างๆ  

ท่ีความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็น์โดยมวลต่อปริมาตร 
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4.1.6 การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

จากการทดลองในข้างต้นข้อ 4.1.5 ชนิดของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมในการผลิตไลเพส
คือ กากน ้าตาล ในการทดลองนี ไ ด้ ศึกษาความเข้มข้นของกากน ้าตาลในอาหารเลี ยงเชื อ ท่ี
ประกอบด้วยปริมาณกากน ้าตาลท่ีต่างกันดังนี  0.1 0.25 0.5 1 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อ
ปริมาตร ผลการทดลองพบว่า ปริมาณกากน ้าตาลท่ี 0.1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรสามารถให้ค่า
แอกทิวิตีปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสูงสุดเท่ากับ 12.97±0.68 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 4.6)  และเมื่อเพิ่ม
ความเข้มข้นของกากน ้าตาลส่งผลให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลดลง ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Potumarthi และคณะ (2008) ได้ท้าการศึกษาความเข้มข้นของกากน ้าตาล เพื่อใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนเสริมในกระบวนการผลิตไลเพสในถังปฏิกรณ์ชีวภาพของเชื อยีสต์  Rhodotorula 
mucilaginosa (MTTCC 8737) พบว่า กากน ้าตาลท่ี 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร มีความ
เหมาะสมในการผลิตไลเพสมากท่ีสุด และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นกากน ้าตาลท่ีมากกว่า 1 เปอร์เซ็นต์โดย
มวลต่อปริมาตร จะมีผลยั บยังการสร้างไลเพส นอกจากนี  Segura และคณะ (2006) ได้ศึกษาความ
เข้มข้นของกากน ้าตาลและได้ค่าความเข้มข้นท่ีดีท่ีสุดเท่ากับ 0.75 เปอร์เซ็นต์โดยมวล แต่เมื่อเพิ่ม
ความเข้มข้นของกากน ้าตาลส่งผลให้ค่าแอกทิวิตีของไลเพสลดลงเช่นกัน จากงานวิจัยดังกล่าวจะเห็น
ได้ว่า เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของกากน ้าตาลมากเกินไปส่งผลต่อแอกทิวิตีของไลเพส อาจเนื่องมากจาก
กากน ้าตาลมีลักษณะทางกายภาพท่ีหนืดอาจส่งผลให้เชื อสัมผัสกับโมเลกุลของน ้าน้อยจึงส่งผลให้
แอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสลดลง  

 

 

ภาพที่ 4.6 ค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของยีสต์ C. rugosa  
ในอาหารเลี ยงเชื อท่ีประกอบด้วยกากน ้าตาลท่ีความเข้มข้นต่างๆ 
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4.1.7 การศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

แหล่งไนโตรเจนเป็นสารอาหารหนึ่งท่ีจ้าเป็นอย่างยิ่งในการสังเคราะห์ไลเพส เนื่องจาก

จุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์นั นมีความจ้าเพาะกับแหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่างกัน ในการทดลองนี ได้ท้าการ

คัดเลือกแหล่งไนโตรเจนมาศึกษา 4 แหล่ง ได้แก่ แหล่งไนโตรเจนในรูปสารอินทรีย์คือ ยีสต์สกัด และ

ท่ีมาจากเศษวัสดุเหลือทิ งทางการเกษตร คือ น ้าแช่ข้าวโพด และ กากถั่วเหลือง แหล่งไนโตรเจนใน

รูปสารอนินทรีย์ได้แก่ ยูเรีย ผลการทดลองพบว่า แหล่งไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุดคือยีสต์สกัดซึ่งให้ค่าแอกทิวิ

ตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเท่ากับ 12.95±0.67 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือยูเรียได้ค่าแอกทิวิตีของ

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเท่ากับ 7.50±0.19 ยูนิตต่อมิลลิลิตร น ้าแช่ข้าวโพด และ กากถั่วเหลือง ได้ค่า

แอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเท่ากับ 6.10±0.42 และ 1.1±0.19 ยูนิตต่อมิลลิลิตรตามล้าดับ 

(ภาพท่ี 4.7) จากการทดลองเห็นได้ว่ายีสต์สกัดนั นเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุด ซึ่งสอดคล้องกับ

รายงานของ Shirazi และคณะ (1998) ได้ศึกษาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมของยีสต์ 

Saccharomyces cerevisiae พบว่า ยีสต์สกัดเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุดในการผลิตไลเพส 

เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Muralidhar และคณะ (2001) พบว่ายีสต์สกัดเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุด

ในการผลิตไลเพสของยีสต์ C. cylindracea เช่นกัน จะเห็นได้ว่าจุลินทรีย์ส่วนใหญ่นั นให้ค่าแอกทิวิตี

สูงเมื่อใช้แหล่งไนโตรเจนท่ีอยู่ในรูปสารอินทรีย์  เนื่องจากประกอบด้วยแหล่งของกรดอะมิโนท่ี

หลากหลาย จึงช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตและการสังเคราะห์เอนไซม์ได้ดี (Dheeman และคณะ, 

2010; Heravi และคณะ, 2008) ในขณะท่ีกากถั่วเหลืองและน ้าแช่ข้าวโพดนั นให้ค่าแอกทิวิตีน้อย 

เนื่องมาจากชนิดของกรดอะมิโนในแหล่งทั งสองไม่เหมาะสมในการส่งเสริมการผลิตไลเพส โดยในกาก

ถั่วเหลืองประกอบด้วย ซีสทีน (cystine)  และ เมทไทโอนีน (methionine) ในปริมาณท่ีต้่า

(Kuiken และคณะ, 1949) จึงอาจจะส่งผลในกระบวนการสังเคราะห์เอนไซม์ ส่วนน ้าแช่ข้าวโพดนั นมี

องค์ประกอบของกรดอะมิโนเซอรีน (serine) ในปริมาณท่ีต้่า (Cardinal และคณะ, 1948) ซึ่งกรด 

อะมิโนเซอรีนนั นจะพบในบริเวณเร่งของไลเพส (Cygler และคณะ, 1994)  
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ภาพที่ 4.7 ค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของยีสต์ C. rugosa 

ในอาหารเลี ยงเชื อท่ีประกอบด้วยชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่างๆ 
 ท่ีความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็น์โดยมวลต่อปริมาตร 

 

4.1.8 การศึกษาความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

ปริมาณของแหล่งไนโตรเจนก็ถือเป็นอีกหนึ่งปัจจัยหนึ่งท่ีควรได้รับการศึกษา หากมี

ปริมาณไนโตรเจนเพียงพอในการผลิตเอนไซม์ก็จะส่งเสริมให้มีค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาท่ีสูงตามไป

ด้วย จากการศึกษานี ได้ท้าการศึกษาความเข้มข้นของยีสต์สกัดท่ีความเข้มข้น 0.1 0.5 1 1.5 และ 2 

เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร จากการทดลองสามารถสรุปผลได้ว่ายีสต์สกัดท่ีความเข้มข้นท่ี 1.5 

เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรมีความเหมาะสมในการผลิตไลเพสโดยให้ค่าแอคทิวิติของปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสสูงท่ีสุดเท่ากับ 22.63±1.53 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือท่ีความเข้มข้นท่ี 1 เปอร์เซ็นต์

โดยมวลต่อปริมาตรให้ค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาเท่ากับ 20.23±0.93 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 4.8) 

จากงานวิจัยนี แสดงให้เห็นว่าปริมาณของยีสต์สกัดนั นมีผลต่อค่าแอกทิวิตีของไลเพส ซึ่งสอดคล้องกับ

งานวิจัยของ Gupta และคณะ (2007) ได้ศึกษาปริมาณยีสต์สกัด พบว่า ความเข้มข้นท่ีดีท่ีสุดเท่ากับ 

0.36 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นเป็น 1.08 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อ

ปริมาตร ส่งผลให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลดลง เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Liu และคณะ (2012) 

พบว่า ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของยีสต์สกัดเท่ากับ 2 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร แต่เมื่อเพิ่ม
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ความเข้มข้นส่งผลให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลดลง สันนิษฐานว่าอาจเกิดจากการยับยั งของของแหล่ง

ไนโตรเจนท่ีมากเกินไป 

 

 

 
ภาพที่ 4.8 ค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของยีสต์ C. rugosa 

 ในอาหารเลี ยงเชื อท่ีประกอบด้วยยีสต์สกัดท่ีความเข้มข้นต่างๆ 
 

4.2 การศึกษาการเจริญเและเวลาที่เหมาะสมในการผลิตไลเพสของ C. rugosa  

จุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์มีความสามารถในการสังเคราะห์เอนไซม์ได้ดีในช่วงเวลาแตกต่างกัน 
นอกจากนี บางสายพันธุ์มีการสร้างเอนไซม์ได้ดีท่ีสุดในช่วงการเจริญเติบโตระยะ log phase บางชนิด
สร้างในช่วงระยะ stationary phase ดังนั นเพื่อเป็นการหาช่วงเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ 
จึงต้องมีการศึกษาเวลาท่ีผลิตเอนไซม์เพื่อน้าเอนไซม์ไปใช้ประโยชน์ได้สูงสุด จากการศึกษาการเวลาท่ี
เหมาะสมในการผลิตไลเพสในเชื อ C. rugosa ในอาหารสูตรท่ีได้พัฒนาจากการศึกษาในข้างต้นและ
ท้าการศึกษาการเจริญเติบโต พบว่า เมื่ออัตราการเจริญของยีสต์มีแนวโน้มสูงขึ นส่งผลให้ยีสต์มีการ
ผลิตไลเพสมากยิ่งขึ น โดยใน 24 ช่ัวโมงแรกเป็นช่วงท่ียีสต์มีอัตราการเจริญเติบโตสูงท่ีสุด ซึ่งอยู่ใน
ระยะ log phase หลังจาก 24 ช่ัวโมงนั นอัตราการเจริญของยีสต์ช้าลงและเข้าสู่ระยะ stationary 
phase ท่ีเวลา 120 ช่ัวโมง ซึ่งเป็นเวลาท่ีเชื อ C. rugosa สามารถผลิตไลเพสได้ดีท่ีสุดและมีค่า 
แอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเท่ากับ 22.74±0.87 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (ภาพท่ี 4.9) ผลการทดลอง
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ท่ีได้สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี ท่ีพบว่าเวลา 120 ช่ัวโมงเป็นเวลาท่ีเหมาะสมในการผลิตไลเพส
จากเชื อ C. rugosa โดยการหมักในอาหารแข็ง (Rekha และคณะ, 2012; Tan และคณะ, 2003)  

 

 

 
ภาพที่ 4.9 ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและค่าแอกทิวิต ี

ของ C. rugosa ท่ีเวลาต่างๆ 
 
4.3 การศึกษาลักษณะสมบัติบางประการของไลเพสจาก C. rugosa 

4.3.1 การศึกษาค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

ความเป็นกรดด่างถือเป็นปัจจัยท่ีส้าคัญต่อกระบวนการท้างานของไลเพส เนื่องมาจากส่งผล
กับโครงสร้างสามมิติของไลเพสโดยเฉพาะบริเวณเร่งปกิกิริยา ในงานวิจัยนี ได้ท้าการศึกษาค่าความ
เป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมของไลเพสในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ท่ีความเป็นกรดด่างต่างๆ คือ 5 6 
7 และ 8 ดังแสดงในภาพท่ี 4.10 พบว่า ค่าความเป็นกรดด่างท่ีส่งเสริมการท้างานของไลเพสในการ
เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสอยู่ในช่วง 5-7 และดีท่ีสุดท่ี 7 แต่เมื่อเพิ่มค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 8 นั น
ส่งผลให้แอกทิวิตีสัมพัทธ์ (relative activity) ลดลงเหลือ 47.66 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับค่า
แอกทิวิตีท่ีความเป็นกรดด่าง 7 (100 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี ท่ีได้ศึกษาผล
ของความเป็นกรดด่างของไลเพสจาก C. rugosa ในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ซึ่งได้ผลในทางเดียวกันคือ ท่ีความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 เหมาะสมท่ีสุดในการเร่งปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส (Pereira และคณะ, 2001; Yong และคณะ, 2008) แต่เมื่อเพิ่มค่าความเป็นกรดด่าง 
เท่ากับ 8 ส่งผลให้แอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสลดลง ซึ่งสอดคล้องงานวิจัยอื่นท่ีรายงานว่า 
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ไลเพสส่วนใหญ่นั นสามารถท้างานได้ดีในสภาวะท่ีเป็นกลาง (Aryee และคณะ, 2007; Castro-
Ochoa และคณะ, 2005; Segura และคณะ, 2006) 

 

 

 
ภาพที่ 4.10 ค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

 

4.3.2 การศึกษาความเสถียรของไลเพสท่ีความเป็นกรดด่างต่างๆ 

ความเสถียรของเอนไซม์ในสภาวะค่าความเป็นกรดด่างท่ีต่างกันนั น มีผลต่อการ
เปล่ียนแปลงรูปร่างสามมิติของเอนไซม์และแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เอนไซม์จากจุลินทรีย์
แต่ละสายพันธุ์มีความเสถียรที่ต่างกัน การทดลองนี ได้ศึกษาความเสถียรของไลเพสท่ีค่าความเป็นกรด
ด่างกันโดยบ่มเอนไซม์ในบัฟเฟอร์ท่ีค่าความเป็นกรดด่างในช่วง 4-10 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั นน้ามาวัดค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส จากผลการทดลองสามารถ
สรุปผลการทดลองได้ว่า ไลเพสจากเชื อ C. rugosa มีความเสถียรต่อค่าความเป็นกรดด่างได้ดีในช่วง 
4-8 ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์แอกทิวิตีคงเหลือ (residual activity) เทียบกับแอกทิวิตีเวลา ณ เวลาเริ่มต้นท่ี
บ่มในบัฟเฟอร์ต่างๆ เท่ากับประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ขึ นไป และมีความเสถียรดีท่ีสุดท่ีค่าความเป็น
กรดด่างท่ี 7 โดยมีแอกทิวิตีคงเหลือประมาณ 89 เปอร์เซ็นต์แต่เมื่อเพิ่มค่าความเป็นกรดด่างตั งแต่ 9 
ขึ นไปนั นส่งผลให้ ลดลงเหลือ 60 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.11) สอดคล้องกับงานวิจัยซึ่งก่อนหน้านี มีท่ี
พบว่า ความเสถียรของไลเพสท่ีผลิตจากยีสต์นั น ส่วนใหญ่อยู่ในช่วงค่าความเป็นกรดด่างท่ี 3-10 
(Dharmsthiti และคณะ, 1997; Tsujisaka และคณะ, 1973) 
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ภาพที่ 4.11 ความเสถียรของไลเพสท่ีความเป็นกรดด่างต่างๆ   

  
4.3.3 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

อุณหภูมิเป็นปัจจัยท่ีส้าคัญอย่างยิ่งต่อการท้างานของเอนไซม์ หากอุณหภูมิไม่เหมาะสม
อาจท้าให้เอนไซม์นั นเสียสภาพและไม่สามารถท้างานได้ จากการศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมใน
การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพส โดยท้าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในช่วงอุณหภูมิ 30-60 องศา
เซลเซียส ท่ีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 7 พบว่าท่ีอุณหภูมิ 35-40 องศาเซลเซียส เป็นช่วงอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยมีค่าแอกทิวิตีสัมพันธ์มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบ
กับอุณหภูมิท่ีดีท่ีสุดคือ 40 องศาเซลเซียส (100 เปอร์เซ็นต์) แต่เมื่อเพิ่มอุณหภูมิท่ี 50 องศาเซลเซียส
ส่งผลให้ค่าแอกทิวิตีสัมพันธ์ลดลงเหลือแค่ 60 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิถึง 60 องศาเซลเซียส
ค่าแอกทิวิตีสัมพันธ์ลดลงเหลือ 20 เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี  ได้ศึกษาอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมของไลเพสจาก C. rugosa ได้กล่าวว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของไลเพสคือ 35-40 องศา
เซลเซียส โดยท่ี 50 องศาเซลเซียสค่าแอกทิวิตีสัมพันธ์ลดอยู่ท่ีประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ (Pereira 
และคณะ, 2001; Yong และคณะ, 2008) 
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ภาพที่ 4.12 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพส 

จาก C. rugosa 
 

4.3.4 การศึกษาความเสถียรของไลเพสในอุณหภูมิต่างๆ  

เมื่อทดสอบความเสถียรของไลเพสท่ีอุณหภูมิต่างกันในแต่ละช่วงเวลา พบว่าเมื่อบ่ม 
ไลเพสท่ีอุณหภูมิ 30 40 และ 50 ค่าแอกทิวิตีคงเหลือเท่ากับ 89.89 72.46 และ 56.36 

เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ เมื่อเวลาผ่านไป 1 ช่ัวโมง และจากการการบ่มเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พบว่า 
ไลเพสจาก C. rugosa มีความเสถียรได้ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีค่าแอกทิวิตีคงเหลือ
เท่ากับ 53.38 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีอุณหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียสมีค่าแอกทิวิตีคงเหลือ 37.12 
และ15.09 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 4.13) เมื่อเปรียบเทียบงานวิจัยของ Yong และคณะ (2008) ได้ศึกษา
ความเสถียรของไลเพสจาก C. rugosa ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสพบว่าท่ีเวลา 60 นาที มีค่า
แอกทิวิตีคงเหลือประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ และไม่สามารถตรวจพบแอกทิวิตีเมื่อบ่มเอนไซม์เป็น
ระยะเวลา 150 นาที จะเห็นได้ว่าไลเพสท่ีได้จากงาน Yong และคณะ (2008) มีความเสถียรน้อยกว่า
งานวิจัยในครั งนี ประมาณ 2 เท่า อย่างไรก็ตามอุณหภูมิท่ีสูงขึ น มีผลท้าให้ค่าแอกทิวิตีของไลเพส
ลดลงเนื่องจากท่ีอุณหภูมิสูงจะท้าให้เอนไซม์มีการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง ท้าให้บริเวณท่ีจับกับสารตั ง
ต้น (active site) มีการเปล่ียนแปลงและจับกับสารตั งต้นได้น้อยลง หากอุณหภูมิสูงขึ นมากอาจท้าให้
เอนไซม์เสียสภาพอย่างถาวร จึงไม่สามารถตรวจพบแอกทิวิตีของไลเพสได้ (Singh และคณะ, 2012) 
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ภาพที่ 4.13 ความเสถียรของของไลเพสท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
 

การประยุกต์ใช้ไลเพสในการย่อยน้ ามันในน้ าเสีย 

4.4.1 การทดสอบความสามารถในการย่อยน้ ามันในน้ าเสียสังเคราะห์ 

การทดลองนี มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาปริมาณเอนไซม์ท่ีเหมาะสมต่อการย่อยน ้ามันในน ้า

เสียสังเคราะห์ โดยเลือกศึกษาท่ีช่วงความเข้มข้นของไลเพส 2.5-20 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ในน ้า

เสียสังเคราะห์จะประกอบด้วยน ้ามันปาล์ม 1 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ผลการทดลองพบว่า

เมื่อใช้ไลเพสปริมาณมากขึ นส่งผลให้ปริมาณน ้ามัน (Triglyceride: TAG) มีแนวโน้มลดลงในขณะท่ี

ปริมาณกรดไขมัน (fatty acids: FFA) เพิ่มขึ นอย่างเห็นได้ชัดในทุกความเข้มข้น แสดงให้เห็นว่า 

ไลเพสสามารถเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน ้ามันไปเป็นกรดไขมันได้ (Singh และคณะ, 2012) จาก

ภาพท่ี 4.14 จะเห็นว่าเมื่อใช้ไลเพสท่ีความเข้มข้น 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร สามารถลดปริมาณ

น ้ามันเหลือเพียงแค่ 0.008 มิลลิโมลาร์ และเมื่อความเข้มข้นมากกว่า 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ไม่

สามารถตรวจพบน ้ามันในน ้าเสียสังเคราะห์ได้ (ภาพท่ี 4.15) เมื่อวิเคราะห์ถึงประสิทธิภาพการย่อย

น ้ามันจากการใช้ไลเพสท่ีความเข้มข้น 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร พบว่าสามารย่อยสลายได้ 99.17 

เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อความเพิ่มความเข้มข้นเอนไซม์สูงกว่า 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร สามารถย่อย

สลายน ้ามันได้ 100 เปอร์เซ็นต์ซึ่งไม่แตกต่างจากการใช้ไลเพสท่ีความเข้มข้น 7.5 เปอร์เซ็นต์โดย

ปริมาตรมากนัก (ภาพที่ 4.16) ดังนั นเมื่อค้านึงประสิทธิภาพการย่อยและต้นทุนในการผลิตไลเพสจึง

สรุปได้ว่าไลเพสท่ีความเข้มข้น 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร เป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการ
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ประยุกต์ใช้ในกระบวนการย่อยสลายน ้ามัน จากการทดลองนี เมื่อเปรียบประสิทธิภาพการย่อยน ้ามัน

กับ Basheer และคณะ (2011) ได้ศึกษาการย่อยน ้ามันปาล์มโดยใช้ไลเพสท่ีผลิตจากเชื อ 

Aspergillus awamori ท่ีความเข้มข้นไลเพส 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร (300 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) เป็น

เวลา 24 ช่ัวโมง พบว่า สามารถย่อยน ้ามันได้ 80.16 เปอร์เซ็นต์ และ Leal และคณะ (2002) ได้

ศึกษาไลเพสท่ีความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรในการย่อยน ้ามันในน ้าเสียจากโรงงานนม 

ปริมาณ 1,200 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าไลเพสสามารถย่อยน ้ามันได้ 80 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 24 

ช่ัวโมง ในขณะท่ีผลการทดลองของผู้วิจัยสามารถย่อยสลายน ้ามันได้ 99 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 24  

ช่ัวโมง แสดงให้ว่าไลเพสจาก C. rugosa มีประสิทธิภาพสูงในการย่อยน ้ามัน 

 

ภาพที่ 4.14 ปริมาณน ้ามันและกรดไขมันจากการไฮโดรไลซิสของไลเพส 
ท่ีความเข้มข้นต่างๆท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.15 เปอร์เซ็นต์การย่อยน ้ามันจากการไฮโดรไลซิสของไลเพส 
ท่ีความเข้มข้นต่างๆท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง 

 

4.4.2 การทดสอบความสามารถในการย่อยน้ ามันและการลดค่าซีโอดีในน้ าเสียจากโรงกลั่น
น้ ามันปาล์ม 

ความสามารถในการย่อยน้ ามัน 

จากการทดสอบความสามารถในการย่อยสลายน ้ามันปาล์มในน ้าเสียสังเคราะห์ แสดงให้
เห็นว่าไลเพสจาก C. rugosa มีความสามารถย่อยน ้ามันปาล์มในน ้าเสียสังเคราะห์ได้ดีท่ีสุดท่ีความ
เข้มข้นของเอนไซม์เท่ากับ 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร เพื่อเป็นการทดสอบการน้าไลเพสไป
ประยุกต์ใช้ในน ้าเสียจริง จึงได้มีการเก็บตัวอย่างน ้าเสียจากโรงงานน ้ามันปาล์มสุขสมบูรณ์ อ้าเภอ
หนองใหญ่ จังหวัดชลบุรี ท้าการทดสอบกับไลเพส โดยท้าการเก็บตัวอย่างท่ี 0 12 และ 24 ช่ัวโมง 
จากนั นน้ามาตรวจวิเคราะห์ปริมาณน ้ามันและค่าซีโอดี พบว่าท่ีเวลา 0 ช่ัวโมง ชุดควบคุมซึ่งไม่มีการ
เติมไลเพส มีปริมาณน ้ามัน 0.486±0.01 มิลลิโมลาร์ เมื่อเวลาผ่านไป 12 ช่ัวโมงเหลือ 0.384±0.002 
มิลลิโมลาร์ และเริ่มคงท่ีในช่ัวโมงท่ี 24 (0.368 มิลลิโมลาร์) ในขณะท่ีชุดการทดลองท่ีใส่เอนไซม์ท่ี
ความเข้มข้น 7 และ15 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร มีปริมาณน ้ามันเริ่มต้น 0.442±.0.01 และ0.49±0.04 
มิลลิโมลาร์ ตามล้าดับ เมื่อเวลาผ่านไป 12 ช่ัวโมงเหลือ 0.097±0.002 และ 0.054±0.002 มิลลิโม
ลาร์ และไม่สามารถตรวจพบค่าได้ในช่ัวโมงท่ี 24 ของทั งสองความเข้มข้น (ภาพท่ี 4.16) เมื่อ
เปรียบเทียบชุดควบคุมกับการใส่เอนไซม์ท่ี 7.5 และ 15 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมง 
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันปาล์มเท่ากับ 78.01 และ 88.87 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ในขณะท่ี
ชุดควบคุมมีความสามารถในการย่อยเพียง 21.06 เปอร์เซ็นต์ และท่ีเวลา 24 ช่ัวโมงตรวจไม่พบน ้ามัน
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ทั งสองความเข้มข้น แสดงถึงประสิทธิภาพในการย่อยน ้ามันได้อย่างสมบูรณ์ ในขณะท่ีชุดควบคุม
สามารถย่อยได้เพียง 24.35 เปอร์เซ็นต์ (รูปท่ี 4.17) จะเห็นได้ว่าเมื่อเปรียบเทียบช่ัวโมงต่างๆ ท่ีใส่ไล
เพสกับชุดการทดลองควบคุมท่ีไม่ได้ใส่เอนไซม์นั น มีความแตกต่างกันอย่างเห็นได้ชัดว่าการใส่ไลเพสมี
ผลต่อการย่อยสลายน ้ามันปาล์มได้ดีกว่าชุดควบคุม และมีแนวโน้มเพิ่มขึ นเมื่อเวลาผ่านไปจนย่อยได้
อย่างสมบูรณ์ท่ี 24 ช่ัวโมง เช่นเดียวกับการวิจัยของ Dharmsthiti และคณะ(1998) ซึ่งใช้ไลเพสจาก
เชื อ P. aeruginosa (LP602) 50 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ย่อยน ้ามันในน ้าเสียจากโรงอาหารท่ีมี
ความน ้ามันและไขมันเท่ากับ 10 กรัมต่อลิตร สามารถลดปริมาณน ้ามันและไขมันได้ 70 เปอร์เซ็นต์ 
ใน 24 ช่ัวโมง นอกจากนี ยังมีการน้าไลเพสจากเชื อ Aeromonas sp. มาย่อยน ้ามันและสามารถลด
ปริมาณน ้ามันในน ้าเสียได้ประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ท่ีภายใน 24 ช่ัวโมง เช่นเดียวกัน (Mahdi และ
คณะ, 2012) 

 

 
 

ภาพที่ 4.16 ปริมาณน ้ามันหลังผ่านการบ้าบัดด้วยไลเพสความเข้มข้น 7.5  
และ 15 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ท่ีเวลา 12 และ 24 ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 4.17 ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน ้ามันหลังผ่านการบ้าบัดด้วยไลเพส 
ท่ีความเข้มข้น 7.5 และ 15 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรที่เวลา 12 และ 24 ช่ัวโมง 

 

ความสามารถในการลดค่าซีโอดี 

 เมื่อพิจารณาปริมาณซีโอดีท่ีเปล่ียนแปลงไปหลังจากการบ้าบัดด้วยไลเพสท่ีความเข้มข้น 
7.5 และ 15 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่มีการใส่ไลเพส พบว่าทั งชุดควบคุมและ
ชุดการทดลองมีความสามารถในการลดค่าซีโอดีได้ โดยการทดลองท่ีใช้ไลเพสความเข้มข้น 7.5 
เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร มีปริมาณซีโอดีเริ่มต้นเท่ากับ 66,128 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเวลาผ่านไป 14 
วัน ลดเหลือเพียง 12,744 มิลลิกรัมต่อลิตร และชุดควบคุมมีค่าซีโอดีลดเหลือเท่ากับ 19,662 
มิลลิกรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 4.18) ในขณะท่ีความเข้มข้นไลเพส 15 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ปริมาณ 
ซีโอดีจากเริ่มต้นเท่ากับ 73,092 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อเวลาผ่านไป 14 วัน ลดเหลือเพียง 13,131 
มิลลิกรัมต่อลิตร และชุดควบคุมมีค่าซีโอดีลดเหลือเท่ากับ 15,670 มิลลิกรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 4.19) 
เมื่อน้ามาคิดเป็นประสิทธิภาพในการลดค่าซีโอดีของชุดควบคุมและชุดการทดลองท่ีใช้ความเข้มข้นไล
เพสท่ี 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร พบว่า มีค่าเท่ากับ 70.44 และ 80.81 เปอร์เซ็นต์ตามล้าดับ 
ในขณะท่ี ชุดควบคุมและและชุดการทดลองท่ีใช้เพสท่ี 15 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร พบว่าสามารถลด
ค่าซีโฮดีได้เท่ากับ 79.11 และ 83.04 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ (รูปท่ี 4.20) จากผลการทดลองจะเห็นว่า
ถึงแม้ชุดควบคุมจะสามารถลดค่าซีโอดีได้แต่การใส่เอนไซม์นั นช่วยให้ลดค่าซีโอดีนั นได้ดีกว่าการไม่ใส่
เอนไซม์ อาจเนื่องมาจากน ้าเสียท่ีน้ามาทดลองไม่ได้ผ่านกระบวนการฆ่าเชื อ ดังนั นชุดควบคุมอาจจะมี
เชื อจุลินทรีย์ท่ีอาศัยอยู่ในน ้าเสียและสามารถลดค่าซีโอดีได้ แต่เมื่อมีการเพิ่มไลเพสเข้าไปในชุดการ
ทดลอง ไลเพสนั นจะไปช่วยเร่งการย่อยสลายโมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ให้เป็น กลีเซอรอลและกรดไขมัน 
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จากนั นเชื อท่ีอาศัยอยู่ในน ้าเสียจะสามารถใช้กลีเซอรอลและกรดไขมันเป็นแหล่งคาร์บอนและดูดซึม
เข้าภายในเซลล์เพื่อเกิดการย่อยสลายระดับเซลล์ ได้ผลิตภัณฑ์คือคาร์บอนไดออกไซด์ และ น ้า 
(Nunn, 1986; Ratledge, 1992) จึงส่งผลให้ค่าซีโอดีลดลงได้ดีกว่าชุดควบคุม ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ (Leal และคณะ, 2002) ซึ่งใช้ไลเพสจากเชื อ Penicillium restrictum ย่อยสลายน ้ามัน
ในน ้าเสียจากอุตสาหกรรมนมร่วมกับการบ้าบัดแบบไม่ใช้ออกซิเจน พบว่าการใช้ไลเพสเข้าในการ
บ้าบัดร่วมสามารถท้าให้ลดค่าซีโอดีมากกว่าการไม่ใช้ไลเพสถึง 10 เท่า  

 

 

ภาพที่ 4.18 ค่าซีโอดีในน ้าเสียหลังผ่านการบ้าบัดด้วยไลเพส 
ท่ีความเข้มข้น 7.5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร 
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ภาพที่ 4.19 ค่าซีโอดีในน ้าเสียหลังผ่านการบ้าบัดด้วยไลเพส 
ท่ีความเข้มข้นไลเพส 15 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร 

 

 

ภาพที่ 4.20 เปอร์เซ็นต์การลดลงของค่าซีโอดีในน ้าเสียหลังผ่านการบ้าบัดด้วยไลเพส 
ท่ีความเข้มข้นไลเพส 7.5 และ 15 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

อาหารแข็ง YM (YM Agar)         

สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)               3 กรัม 

สารสกัดจากมอลต์ (Malt extract)      5 กรัม 

เปปโตน (Peptone)        5 กรัม 

เดกโตรส (Dextrose)        10 กรัม 

วุ้นผง (Agar)         15 กรัม 

น ้ากล่ัน (Distilled water)       1 ลิตร 

ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 7.0 แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเชื อโรคด้วยความร้อนชื นท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียสและความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาที 

 

อาหารเหลว YM (YM Broth)        

สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)       3 กรัม 

สารสกัดจากมอลต์ (Malt extract)      5 กรัม 

เปปโตน (Peptone)        5 กรัม 

เดกโตรส (Dextrose)        10 กรัม 

น ้ากล่ัน (Distilled water)       1 ลิตร 

ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 7.0 แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเชื อโรคด้วยความร้อนชื นท่ีอุณหภูมิ 121องศา
เซลเซียสและความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาที 

 

อาหารเหลวสูตร Lipase production medium 

สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)       5 กรัม 

โพแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)             10 กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)                                   1 กรัม 

น ้ามันปาล์ม (Palm oil) (w/v)                                             1 เปอร์เซ็นต์  
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ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 5 แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเชื อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสและความดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ วเป็นเวลา 15 นาที 

น้ าเสียสังเคราะห์ที่มีการน้ ามันปาล์ม 

แบคโต-เปบโตน (Bacto-peptone)                             0.6    กรัม 

เนื อสกัด (Beef extract)         0.4   กรัม 

ยูเรีย (Urea)          0.1    กรัม 

โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)       0.1    กรัม 

โซเดียมคลอไรด์ (Nacl)              0.03   กรัม 

แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2)                           
0.014 กรัม 

โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)                 0.014 กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟส (MgSO4)                0.01 กรัม 

น ้ามันปาล์ม                  1 เปอร์เซ็นต์ 

น ้ากล่ัน (Distilled water)                                                                        1 ลิตร 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคมี  
สารเคมีส าหรับวัดแอกทิวิตีไลเพส 

100 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟส บฟัเฟอร์  pH 7.2 

Solution A:  
100 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4.2 H2O)                            7.8    กรัม                                   

100 มิลลิโมลาร์ โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)                                                          2.9    กรัม                                                                         

ปรับปริมาณเป็น 500 มิลลิลิตร 

Solution B: 

100 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)                                        7.9   กรัม  

100 มิลลิโมลาร์ โซเดียมคลอไรด์ (NaCI)                                                                                
2.9   กรัม 

ปรับปริมาณเป็น 500 มิลลิลิตร 

จากนั นเท Solution A ลงใน B จนได้ pH 7.2  

40 มิลลิโมลาร ์พาราไนโตรฟีนิลบิวทิเรต 

พาราไนโตรฟีนิลบิวทิเรต                          418 มิลลิกรัม 

2-เมทิล-2-บิวทานอล                           50   มิลลิลิตร  

เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
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กราฟมาตรฐาน 
1. กราฟมาตรฐานของสารละลายพาราไนโตรฟีนอลท่ีปริมาณ 0.04-0.24 มิลลิโมลาร์ 
 
วิธีสร้างกราฟมาตรฐานสารละลายพาราไนโตรฟีนอล 

1. เตรียมสารละลายพาราไนโตรฟีนอล 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร โดยใช้ฟอสเฟสบัฟเฟอร์ความ
เป็นกรดด่าง 7.2 เป็นตัวท้าละลาย 

2. ปิเปตสารละลายพาราไนโตรฟีนอล จากข้อ 1 และ 0.1 โมลาร์ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเป็น
กรดด่าง 7.2 ลงใน ไมโครเพลต ตามตารางด้านล่าง จากนั นน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 
405 นาโนเมตรและน้าค่าท่ีได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานโดยให้แกน Y คือค่าการดูดกลืนแสง 
แกน X คือความเข้มข้นของพาราไนโตรฟีนอลในหน่วยมิลลิโมลาร์ 
 

พาราไนโตรฟีนอล 
(มิลลิโมลาร์) 

ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

พาราไนโตรฟีนอล 
(2 มิลลิโมลาร์) 

0.1 โมลาร์ฟอสเฟต
บัฟเฟอร์พีเอช 7 

0 0 500 

0.04 10 490 

0.08 20 480 

0.12 30 470 

0.16 40 460 

0.2 50 450 

0.24 60 440 
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การค านวณค่าต่างๆ 

1. การค านวณค่าแอกทิวิตี  

 วิธีค้านวณท้าโดยน้าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้จากการวัดมาแทนค่าในสมการเส้นตรงจากกราฟ

มาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอล ตามสมการดังนี  

Y = 6.967X+0.0523 

โดยท้าการแทนค่าการดูดกลืนแสงท่ีวัดได้ในค่า Y จะท้าให้ได้ค่า X ซึ่งแทนปริมาณของพารา

ไนโตรฟีนอล ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาเป็นมิลลิโมลาร์ จากนั นปรับหน่วยของพาราไนโตร

ฟีนอลจากมิลลิโมลาร์ให้อยู่ในหน่วยไมโครโมล แล้วคูณกลับให้เป็นการใช้เอนไซม์ในหน่วยต่อมิลลิลิตร 

จะได้หน่วยเป็นไมโครโมลต่อเอนไซม์ 1 มิลลิลิตร และสุดท้ายหารด้วยเวลาท่ีใช้เกิดปฏิกิริยาคือ 10 

นาที จะได้หน่วยสุดท้ายเป็นหน่วย ไมโครโมล ต่อมิลลิลิตร ต่อนาที หรือหน่วยยูนิตนั่นเอง 

1 ยูนิตของไลเพส (U/ml) คือ การเปล่ียนพารา-ไนโตรฟีนีลบิวทิเรตเป็นพารา-ไนโตรฟีนอล  

1 ไมโครโมลต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
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