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คาํอธิบายสัญลักษณ์และคาํย่อ 
 
A260  =  คา่การดดูกลืนแสงที�ความความคลื�น 260 นาโนเมตร 
A280  =  คา่การดดูกลืนแสงที�ความความคลื�น 280 นาโนเมตร 
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บทที� 1 
 

บทนํา 
 

นํ �าเสียชมุชน (Community wastewater) เป็นนํ �าที�ใช้แล้วจากชมุชนประกอบด้วยนํ �าเสีย
จากอาคารบ้านเรือน ร้านอาหารภตัตาคาร และสถานที�ทําการตา่งๆ ซึ�งเกิดจากกิจกรรมของมนษุย์ 
เช่น นํ �าจากการทําความสะอาด การซกัล้าง การประกอบอาหาร ซึ�งจะไหลรวมเข้าสู่ท่อระบายนํ �า 
องค์ประกอบของนํ �าเสียพบว่าจะประกอบด้วยนํ �าเป็นส่วนใหญ่ถึง 95 - 99 เปอร์เซ็นต์ และ 
ของแข็งที�แขวนลอย 1- 5 เปอร์เซ็นต์ (Preetha  และ  Kumar, 2007)  องค์ประกอบของนํ �าเสียที�
ก่อให้เกิดปัญหามลพิษส่วนใหญ่มาจากสารอินทรีย์ ซึ�งแบ่งออกได้เป็นกลุ่มหลักๆ คือ โปรตีน 
คาร์โบไฮเดรต และไขมนั นอกจากนํ �าเสียชมุชนแล้ว ไขมนัยงัจดัเป็นสารอินทรีย์กลุ่มหลกัที�พบได้
ในนํ �าเสียที�ปล่อยมาจากโรงงานอุตสาหกรรมบางประเภท เช่น อุตสาหกรรมเกี�ยวกับอาหาร 
อตุสาหกรรมผลิตเครื�องสําอาง เป็นต้น โดยโรงงานอตุสาหกรรมทั�วไปจะใช้นํ �าในปริมาณมากน้อย
แตกตา่งกนัไป   ซึ�งนํ �าเสียที�มีไขมนัหรือนํ �ามนัปนเปื�อนในสดัส่วนมากจะส่งผลตอ่ระบบการบําบดั
นํ �าเสีย  (Chipasa  และ Medrzycka, 2007 : online) เนื�องจากลกัษณะทางกายภาพและ
คุณสมบัติทางเคมีของไขมันและนํ �ามันจัดอยู่ในกลุ่มไม่ละลายนํ �า (Hydrophobic organic 
compounds) ดงันั �นมักจะพบปัญหาการเกาะติดของไขมันบริเวณท่อของระบบบําบดันํ �าเสีย 
(Matsumiya และคณะ, 2007)  ซึ�งจะขดัขวางการไหลเวียนของนํ �าเสีย สง่ผลให้ระบบการบําบดันํ �า
เสียขาดประสิทธิภาพ  และนํ �าทิ �งจากโรงงานที�ไหลลงสู่แม่นํ �าลําคลองหากยงัมีการปนเปื�อนของ
ไขมนัหรือนํ �ามนัอยู่  จะมีการสะสมของคราบนํ �ามนัลอยเป็นฝ้าทําให้ก๊าซออกซิเจนในอากาศไม่
สามารถจะละลายลงไปในนํ �าได้  ส่งผลกระทบต่อสิ�งมีชีวิตที�อาศัยอยู่ในนํ �าทั �งพืชและสัตว์ 
เนื�องจากขาดก๊าซออกซิเจนเพื�อนําไปใช้ในการหายใจ (Wiyada Mongkolthanaruk  และ 
Saovanee Dharmsthiti, 2002)    
 

แต่เดิมวิธีการบําบดันํ �าเสียที�ปนเปื�อนไขมนัและนํ �ามนันั �นจะนิยมใช้วิธีทางกายภาพ เช่น  
การใช้ถงัดกัไขมนัและมีการอดัอากาศเข้าไปเพื�อให้เกิดการลอยตวัของไขมนัและนํ �ามนัและทําการ
ตกัไขมนัที�ลอยขึ �นแยกออกจากชั �นนํ �าออกไป หรืออาจใช้วิธีทางเคมี เช่น การใช้สารเคมีทําให้ไขมนั
และนํ �ามนัแตกตวั (Chemical dispersant )  โดยการเติมสารเคมีที�มีส่วนประกอบของสารลดแรง
ตงึผิวเพื�อทําให้ไขมนัและนํ �ามนัแตกกระจายออกไป (Mielbrecht  และคณะ, 2005) หรือการใช้
สารเคมีทําให้ไขมันและนํ �ามันรวมตัวกัน (Chemical solidifier) จะส่งผลทําให้คุณสมบตัิทาง

 



 
 

 

 

ธ

กายภาพและคุณสมบตัิทางเคมีเปลี�ยนแปลงไปทําให้เกิดการรวมตวักันเป็นก้อนจมลงสู่ก้นบ่อ
บําบดั ( Delaune  และคณะ, 1999)  ซึ�งข้อเสียของทั �ง 2 วิธี นี �  คือการกําจดัไขมนัและนํ �ามนัโดย
วิธีทางกายภาพ จะต้องเสียค่าใช้จ่ายสูงในด้านของอุปกรณ์และค่าใช้จ่ายในการกําจัดไขมัน
หลงัจากที�ตกัออกมาและการใช้ถงัดกัไขมนัมกัจะส่งกลิ�นเหม็น ส่วนการกําจดัโดยวิธีทางเคมีนั �น 
จะต้องใช้สารเคมีในปริมาณมากซึ�งทําให้ค่าใช้จ่ายส่วนนี �สงู อีกทั �งการกําจดัด้วยวิธีนี �จะเป็นวิธีที�
รุนแรงซึ�งอาจส่งผลกระทบต่อระบบบําบดันํ �าเสียและสิ�งแวดล้อมได้ (Matsumiya และคณะ, 
2007) 
 

ในปัจจุบนัจึงได้มีการพฒันาระบบการบําบดันํ �าเสียที�มีการปนเปื�อนไขมนัและนํ �ามนัด้วย
วิธีทางชีวภาพ โดยมีข้อได้เปรียบเมื�อเปรียบเทียบกบั 2 วิธีแรก คือ สามารถกําจดัไขมนัได้โดยตรง
โดยไม่ต้องตกัออกเหมือนการกําจัดด้วยวิธีทางกายภาพ  ไม่ใช้ปฏิกิริยาที�รุนแรงและไม่ต้องเสีย
ค่าใช้จ่ายสูงในด้านสารเคมีเหมือนวิธีทางเคมี การกําจัดไขมันและนํ �ามันด้วยวิธีทางชีวภาพจะ
อาศยัจุลินทรีย์ที�มีความสามารถในการย่อยสลายไขมนัได้แก่ แบคทีเรีย รา และยีสต์  (Dalmau 
และคณะ, 2000) โดยพบจลุินทรีย์กลุ่มนี �ได้หลากหลายที� เช่น ในนํ �าเสียจากโรงงานอตุสาหกรรม
ผลิตนํ �ามันพืช อุตสาหกรรมผลิตนม ดินที�มีการปนเปื�อนนํ �ามัน กองปุ๋ ย บ่อนํ �าพุร้อน เป็นต้น 
(Sharma  และคณะ, 2001)  โดยจุลินทรีย์ในกลุ่มนี �มีความสามารถในการผลิตไลเปส หรือ 
(Triacylglycerol acylhydrolases EC 3.1.1.3)  เอนไซม์นี �จดัอยู่ในกลุ่มไฮโดรเลส (Hydrolase) 
จะเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไตรกลีเซอไรด์ (Triglycerides)   ไปเป็นกลีเซอรอล (Glycerols) 
และกรดไขมนัอิสระ (Free fatty - acids) (Kamini และคณะ, 2000) และปฏิกิริยาของไลเปสจะ
เกิดขึ �นบริเวณผิวระหว่างส่วนของไขมนัและนํ �า (Lipid - Water interface) โดยอตัราเร็วของ
ปฏิกิริยาจะขึ �นกับจํานวนโมเลกลุของไขมนัที�ถกูดดูซบัและพื �นที�ผิวระหว่างนํ �ากับไขมนั (พชัรวิภา 
ใจจักรคํา, 2545) เมื�อเกิดการย่อยสลายไขมันแล้วจะมีการเปลี�ยนรูปกลีเซอรอลไปเป็น
สารประกอบที�สามารถนําเข้าสู่เซลล์ผ่านทางผนงัเซลล์ได้ (Rapp และ Backhaus,1992) และ
พบว่ามีกลุ่มจุลินทรีย์จํานวนมากสามารถนํากรดไขมันอิสระไปใช้ได้โดยเปลี�ยนรูปไปเป็น 
อะเซททิล-โคเอ (Acetyl - CoA) ผ่านทางวิถีเบต้า - ออกซิเดชั�น ( Beta - oxidation pathway ) 
และสดุท้ายจะถกูนําไปใช้ผา่นทาง TCA cycle (Matsumiya และคณะ, 2007) 
 
 จากงานวิจยัที�ผ่านมาพบว่ามีจลุินทรีย์หลายกลุ่มที�สามารถย่อยสลายไขมนัและนํ �ามนัได้ 
โดยจากงานวิจยัภายนอกประเทศพบว่าจะให้ความสนใจในการศึกษาการย่อยสลายนํ �ามนัต่าง
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ชนิดกันออกไปขึ �นอยู่กับลักษณะปัญหาที�พบ เช่น ประเทศในแถบยุโรปจะนิยมบริโภคนํ �ามัน
มะกอก ดงันั �นมกัพบนํ �ามนัมะกอกเป็นปัญหาหลกัปนเปื�อนในนํ �าเสีย ส่งผลให้งานวิจยัที�ผ่านมาจึง
มุง่เน้นในการศกึษาการยอ่ยสลายนํ �ามนัมะกอก ในส่วนของประเทศไทยนั �นพบว่างานวิจยัที�ศกึษา
การบําบดันํ �าเสียที�ปนเปื�อนไขมนัและนํ �ามนั โดยวิธีทางชีวภาพนั �นยงัมีน้อย และพบว่านํ �ามนัที�เป็น
ปัญหาหลักในการปนเปื�อนในระบบบําบัดนํ �าเสียทั �งจากนํ �าเสียชุมชนและนํ �าเสียจากโรงงาน
อตุสาหกรรมคือนํ �ามนัปาล์ม เนื�องจากเป็นนํ �ามนัหลกัที�ถกูนํามาใช้ภายในประเทศอย่างแพร่หลาย 
โดยนํามาใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและการบริโภคโดยตรง รวมทั �งอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น 
อตุสาหกรรมผลิตสบู ่เป็นต้น ดงันั �นงานวิจยันี �จึงทําการคดัแยกแบคทีเรียและยีสต์จากแหล่งตา่งๆ 
ภายในประเทศไทย เพื�อสร้างกลุ่มจลุินทรีย์ (microbial consortium) เพื�อบําบดันํ �าเสียที�ปนเปื�อน
ไขมนั  โดยมุง่เน้นไปในการศกึษาการยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์ม 
 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
  

สร้างกลุม่จลุินทรีย์ผสมเพื�อบําบดันํ �าเสียที�ปนเปื�อนไขมนั 
 
ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับจากการวิจัยนี + 
 ได้กลุ่มจลุินทรีย์ผสมที�มีความสามารถในการผลิตไลเปส และมีความสามารถในการย่อย
สลายนํ �ามนัปาล์มในอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์ เพื�อประยกุต์ใช้กลุ่มจลุินทรีย์ผสมนี �ในการบําบดันํ �า
เสียที�ปนเปื�อนไขมนัตอ่ไปได้ 
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บทที� 2 
 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 
 

2.1 ไลเปส 
 
ไลเปสมีชื�อเรียกตามระบบ International Union of Biochemistry ว่า “Triacylglycerol  

acylhydrolases EC 3.1.1.3” ไลเปสเป็นเอนไซม์ที�จดัอยูใ่นกลุม่ไฮโดรเลส จะเร่งปฏิกิริยา 
ไฮโดรไลซิสไตรกลีเซอไรด์ ไปเป็น กลีเซอรอล และกรดไขมนัอิสระ ซึ�งการเร่งปฏิกิริยาของไลเปสจะ
เกิดขึ �นบริเวณผิวหน้าระหว่างส่วนของไขมนัและนํ �า ( oil-water interface ) (Dong-woo และคณะ
,1999) 

 
 

 
 
 
 
 
 

รูปที� 2.1 โครงสร้างของไลเปสที�ผลิตจากยีสต์สายพันธ์ุ Candida sp. 
( AU-KBC research center, 2008 : online ) 

 
แหล่งของไลเปส 
 
 ไลเปสเป็นเอนไซม์ที�พบอยูท่ั�วไปหลากหลายไมเ่พียงแตใ่นสตัว์และพืชเท่านั �น แตย่งัคงพบ
ได้ในจลุินทรีย์ ทั �งในกลุ่มรา ยีสต์ แบคทีเรีย และแอกติโนไมซิส (Rapp และ Backhaus,1992) ใน
สตัว์จะพบไลเปสได้ในตบัอ่อน (pancreatic lipase) และในนํ �านม ( milk lipase ) (พชัระวิภา
,2545) สว่นในพืชจะพบไลเปสได้ในเนื �อเยื�อที�มีการสะสมพลงังาน เช่นในเมล็ดพืชที�กําลงังอก เช่น 
เมล็ดข้าวสาลี ข้าวโอ๊ต ข้าวเรย์  ฝ้าย เป็นต้น (Wu Lan และคณะ,2009) จลุินทรีย์ที�ผลิตไลเปสพบ
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ได้ทั�วไป เชน่ นํ �าเสียจากโรงงานอตุสาหกรรม โดยเฉพาะ อตุสาหกรรมผลิตนํ �ามนัพืช อตุสาหกรรม
ผลิตนม นอกจากนั �นยงัพบได้ในดินที�มีการปนเปื�อนนํ �ามนั กองปุ๋ ย บ่อนํ �าพรุ้อน และเมล็ดพืชที�มี
การผลิตนํ �ามนั เป็นต้น  
 

ในระยะเวลาที�ผ่านมาพบว่างานวิจัยส่วนมากจะมุ่งเน้นไปที�เอนไซม์ไลเปสที�ผลิตจาก
จลุินทรีย์มากกว่าจากพืชและสตัว์และพบว่าเอนไซม์ไลเปสที�ผลิตจากจลุินทรีย์เท่านั �นที�ถูกนํามา
ผลิตทางการค้าและมีความสําคญัอย่างมากในด้านอุตสาหกรรมในหลายๆด้าน โดยข้อได้เปรียบ
ของเอนไซม์ไลเปสที�ได้จากจลุินทรีย์คือ ไลเปสที�ผลิตจากจลุินทรีย์มีความเสถียรคอ่นข้างสงูกวา่ 
ไลเปสที�ได้จากพืชและสัตว์ และจุลินทรีย์จะมีการเจริญเติบโตและเพิ�มจํานวนได้อย่างรวดเร็ว
รวมทั �งมีการผลิตเอนไซม์ได้ในปริมาณที�สงู นอกจากนั �นขั �นตอนในการเลี �ยงไม่ยุ่งยากและใช้พื �นที�
น้อย รวมทั �งง่ายตอ่การควบคมุจดัการและพฒันาสายพนัธุ์ให้ดีขึ �นได้ (พชัระวิภา,2545) 
 
 Sztajer และ คณะ (1988) พบว่ากว่า 160 สายพนัธุ์ของจลิุนทรีย์ ประกอบไปด้วย รา 
แบคทีเรีย และ แอกติโนไมซิส สามารถผลิตไลเปสออกมานอกเซลล์ได้ โดยทําการทดสอบ
ประสิทธิภาพการผลิตไลเปสโดยใช้อาหารแข็งไตรบไูทริน Streptomyces sp. Bacillus sp. และ 
Pseudomonas sp. มีแอกทิวิตีของไลเปสดีที�สดุ และพบวา่ไตรบไูทรินและนํ �ามนัมะกอกเป็นแหล่ง
คาร์บอนที�ดีที�สดุที�มีผลต่อการชกันําให้จลุินทรีย์ผลิตไลเปสออกมานอกเซลล์ เช่นเดียวกับ Rapp 
และ Backhaus (1992) ทําการคดัแยกจุลินทรีย์ที�สามารถผลิตไลเปสออกมานอกเซลล์โดยใช้
อาหารไตรบไูทรินเป็นอาหารทดสอบ พบวา่สว่นมากราที�สามารถผลิตไลเปสได้นั �นจะเป็นสายพนัธุ์ 
Rhizopus sp. เช่น R. circinans , R. microspores เป็นต้น และพบว่าแบคทีเรียสายพนัธุ์ 
Psudomonas cepacia  จะผลิตไลเปสออกมาได้สงูสดุเมื�อเลี �ยงในอาหารที�มีนํ �ามนัมะกอกเป็น
แหลง่คาร์บอน 

 
Ching T. Hou (1997) ทําการคดัแยกจุลินทรีย์ที�มีสามารถผลิตไลเปสโดยใช้วิธีการดู

บริเวณโซนใสที�เกิดขึ �นบนอาหานแข็งพื �นฐาน จากจลุินทรีย์ที�นํามาทดสอบ 1229 สายพนัธุ์ พบว่า
ประมาณ 25 เปอร์เซ็นต์ของทั �งหมดสามารถผลิตไลเปสได้ 

 
 Ana และคณะ (1997) คดัแยกยีสต์และราที�มีความสามารถผลิตไลเปส โดยใช้อาหาร
พื �นฐานที�มีการเติม CaCl2 และ Tween80 ลงไปเพื�อส่งเสริมการผลิตไลเปสของจุลินทรีย์ โดย
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ทดสอบการเกิดบริเวณใสบนอาหารแข็ง จากการศึกษาพบว่า ในกลุ่มของยีสต์คือ Candida 

lipolytica CPhI-50 และ Hansenula anomala CPhI-23 และในกลุ่มของราคือ  Rhizopus 

nigricans CPhI-RN-50 , Aspergillus oryzae CPhI-20-9 และ Aspergillus niger CPhI-8-N-9 
เป็นสายพันธุ์ ที�สร้างไลเปสออกมานอกเซลล์ได้มากที�สุด และเมื�อนําแต่ละสายพันธุ์มาเลี �ยงใน
อาหารเหลว GYP พบว่า Candida lipolytica CPhI-50 และ Aspergillus oryzae CPhI-20-9  
สามารถผลิตไลเปสออกมาได้สงูสงุ 
 
ตารางที� 2.1 สายพนัธุ์ของจลุินทรีย์บางชนิดที�มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
( Sharma และคณะ, 2001)   
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2.2 ประเภทของเอนไซม์ไลเปส 
 
     2.2.1 การแบง่โดยอาศยัความจําเพาะตอ่ตําแหน่งบนโมเลกลุ สามารถแบง่ออกได้เป็น  2 กลุ่ม 
คือ 

 
2.2.1.1 เอนไซม์ไลเปสที�ไม่มีความจําเพาะตอ่ตําแหน่งบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด์ ทํา

ให้สามารถยอ่ยสลายไตรกลีเซอไรด์ได้อยา่งสมบรูณ์ทําให้ได้ผลิตภณัฑ์เป็นกลีเซอรอล (glycerols) 
และกรดไขมนัอิสระ (free fatty acids) แตใ่นบางครั �งอาจจะพบ ไดกลีเซอไรด์ (diglycerides) และ 
โมโนกลีเซอไรด์ (monoglycerides) เป็นสารตวักลางในปฏิกิริยาได้ ตวัอย่างของเอนไซม์ไลเปสใน
กลุ่มนี �ได้แก่เอนไซม์ที�ได้มาจาก Candida cylindracea, Corynebacterium acnes  และ 

Staphylococcus aureus  
                                           
2.2.1.2 เอนไซม์ไลเปสที�มีความจําเพาะตอ่ตําแหน่ง 1 และ 3 บนโมเลกลุของไตรกลีเซอ

ไรด์ ผลิตภณัฑ์ที�เกิดขึ �นจากการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ในกลุ่มนี �คือ 1,2 (2,3) – diglycerides และ 
2-monoglyceride แต่ผลิตภัณฑ์ทั �ง 2 นี �จะเป็นสารไม่คงตวัถ้ามีการบ่มไว้นานพอจะมีการเกิด 
acyl migration ทําให้ได1,3- diglyceride และ 1(3) – monoglyceride ซึ�งจะถกูย่อยสลายได้
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อยา่งสมบรูณ์เป็นกลีเซอรอลและกรดไขมนัอิสระ ตอ่ไป ตวัอย่างของเอนไซม์ไลเปสในกลุ่มนี �ได้แก่
เอนไซม์ที�ได้มาจาก Aspergillus niger, Mucor javanicus และ Rizopus sp. อีกหลายชนิด 

 
     2.2.2 การแบง่โดยอาศยัรูปแบบในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ สามารถแบง่ได้ออกเป็น 3 กลุ่ม
คือ 

 
2.2.2.1 ปฎิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ปฏิกิริยานี �ต้องการนํ �าในการทําปฎิกิริยา 

ผลิตภณัฑ์สดุท้ายที�ได้จากการยอ่ยสลาย ไตรกลีเซอไรด์คือกลีเซอรอลและกรดไขมนัอิสระ 
 

 

 

 

 
 

 
( Options for smallholder milk processing in sub-Saharan Africa, 2008 : online ) 

 
2.2.2.2 ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชั�น (Esterification) เป็นปฏิกิริยาย้อนกลับของปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิส คือการสร้างพนัธะเอสเทอร์ระหว่างแอลกอฮอล์กับกรดไขมนั ผลิตภัณฑ์สุดท้ายที�ได้
คือ ไตรกลีเซอไรด์ 
                                     
 
 
 
 

 
2.2.2.3 ปฏิกิริยาทรานซ์เอสเทอริฟิเคชั�น (Transesterification) เป็นปฏิกิริยาการเปลี�ยน

หมูจ่ากสารหนึ�งไปยงัสารหนึ�งซึ�งเป็นสารชนิดเดียวกนั เชน่การย้ายกรดไขมนัระหว่างโมโนเอสเทอร์ 
การแลกเปลี�ยนหมูข่องแอลกอฮอล์ในกรดไขมนัเอสเทอร์ ซึ�งจะเกิดขึ �นใน 4 รูปแบบคือ 

 
2.2.2.3.1 Acidolysis 
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2.2.2.3.2 Alcoholysis 

    
 
 

2.2.2.3.3 Ester exchange (interesterification) 
 
 
 

2.2.2.3.4 Aminolysis 
   

 

( Microbial lipases: Potential biocatalysts for the future industry, 2008 : online ) 

2.3 อิทธิพลที�มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสของจุลินทรีย์    
 
  เอนไซม์ไลเปสที�ผลิตได้จากจุลินทรีย์ส่วนมากจะได้มาจากการเลี �ยงในอาหารเหลว
(submerged culture) หรือมีการเลี �ยงแบบ solid state fermentation  ในบางครั �งมีการผลิต
เอนไซม์ไลเปสโดยใช้เทคนิคการตรึงเซลล์ (immobilized cell) แตง่านวิจยัและการศกึษาโดยส่วน
ใหญ่จะอยู่ภายใต้การอธิบายสภาวะที�เหมาะสมต่อการเลี �ยงและความต้องการสารอาหารของ
จลุินทรีย์สําหรับการผลิตไลเปสในสภาวะการเลี �ยงในอาหารเหลว การผลิตเอนไซม์ไลเปสจะขึ �นอยู่
กับชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที�ใช้  พีเอชที�เหมาะสมสําหรับ
จุลินทรีย์แต่ละชนิด อุณหภูมิที�ใช้ในการเจริญเติบโต ความเข้มข้นของออกซิเจน(dissolved 
oxygen) ในกรณีของจลุินทรีย์ที�ต้องการอากาศ  
 
 

2.3.1 อิทธิพลของแหล่งคาร์บอน  
 
คาร์บอนเป็นธาตทีุ�เป็นองค์ประกอบสําคญัในกระบวนการสงัเคราะห์สว่นตา่งๆของเซลล์ 
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และจดัเป็นแหล่งพลงังานแหล่งใหญ่ที�ใช้ในการเจริญของจุลินทรีย์ โดยทั�วไปจุลินทรีย์ที�เจริญใน
สภาวะไร้อากาศ จะต้องการแหลง่คาร์บอนประมาณ 10 เปอร์เซนต์ในกระบวนการสงัเคราะห์เซลล์ 
ส่วนจุลินทรีย์ที�เจริญในสภาวะที�มีอากาศจะใช้แหล่งคาร์บอนประมาณ 50-55 เปอร์เซนต์ใน
กระบวนการสงัเคราะห์เซลล์ (พชัรวิภา ใจจกัรคํา, 2545) การศกึษาการผลิตไลเปสจากจลุินทรีย์ 
สามารถเลือกใช้แหลง่คาร์บอนได้หลากหลาย เชน่ กลโูคส ฟรุกโตส แป้ง และโดยเฉพาะนํ �ามนัและ
ไขมนัต่างๆที�ได้จากพืชและสตัว์ สามารถนํามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพื�อส่งเสริมให้มีการผลิตไล
เปสในปริมาณที�สงูขึ �น จากงานวิจยัที�ผ่านมาพบว่ามีการศกึษาความสําคญัของแหล่งคาร์บอนที�มี
ผลตอ่การผลิตไลเปส เชน่ 
 
 Dalmau และคณะ (2000) ศกึษาผลของแหล่งคาร์บอนตา่งๆตอ่การผลิตไลเปสโดยยีสต์ 
Candida rugosa รายงานว่า ถ้าใช้แหล่งคาร์โบไฮเดรต เช่น อะราบิโนส (Arabinose)  ไซโลส 
(Xylase) หรือกรด เช่น โอซาลิค แอซิส (Oxalic acid) เป็นแหล่งคาร์บอน จะช่วยส่งเสริมการเจิญ
ของเซลล์ แต่ไม่ส่งผลให้ค่าการผลิตไลเปสสูงขึ �น ส่วน ปาล์มมิติก แอซิส (Palmitic acid) เป็น
แหล่งคาร์บอนที�ดีที�สดุโดยชกันําให้ยีสต์ Candida rugosa ผลิตไลเปสออกมาสูงสดุเมื�อเลี �ยงใน
อาหารที�มีการเติมปาล์มมิติก แอซิส และส่งผลให้ค่าไลเปสแอกทิวิตีเพิ�มขึ �นจากเดิมถึง 10 เท่า 
นอกจากนั �นยงัพบว่า การใช้ Tween80 เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่งเดียวจะส่งผลให้ค่าไลเปส
แอกทิวิตีลดลง แตห่ากใช้อาหารที�มีการเติมแหล่งคาร์บอนแหล่งอื�นร่วมกบัการเติม Tween80  ลง
ไปจะส่งผลให่ค่าไลเปสแอกทิวิตีสูงขึ �น ดงันั �นจึงสรุปได้ว่า ยีสต์ Candida rugosa ไม่ได้นํา 
Tween80 มาใช้เป็นแหลง่คาร์บอนโดยตรงในการผลิตไลเปสแต ่Tween80 ซึ�งมีคณุสมบตัิเป็นสาร
ลดแรงตรึงผิว (surfactants) จะช่วยเพิ�มควาสามารถในการซึมผ่านไขมนัเข้าสู่เซลล์ และจะมีผล
โดยตรงต่อปริมาณการผลิตไลเปส ซึ�งสอดคล้องกับงานวิจยัของ Brozzoli และคณะ (2009) ที�
พบว่า Tween80 และ Tween20 ไม่เหมาะสมนํามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอน แหล่งเดี�ยวในการเลี �ยง 
Candida rugosa เพื�อผลิตไลเปส 
 
 Tianwei และคณะ (2003) ศกึษาสภาวะที�เหมาะสมตอ่การผลิตไลเปสจากยีสต์ Candida 

sp. 99-125 สายพนัธุ์ใหม่ที�ทําให้เกิดการกลายพนัธุ์ พบว่ายีสต์สายพนัธุ์นี �สามารถนําไขมนัและ
นํ �ามนัตามธรรมชาตมิาใช้เป็นแหลง่คาร์บอนได้โดยตรง โดยที�นํ �ามนัที�ได้จากพืช เช่น นํ �ามนังา หรือ
นํ �ามนัถั�วเหลือง ซึ�งประกอบไปด้วยกรดไขมัน โอลิอิก แอซิส (Oleic acid) และ ลิโนลิอิก แอซิส 
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(Linoleic acid) จะเป็นนํ �ามนัที�เหมาะสมตอ่การชกันําให้มีการผลิตไลเปสได้สงู ในขณะที�ไขมนัที�
ได้จากสตัว์ เชน่ ไขมนัจากแกะ จะไปยบัยั �งการผลิตไลเปสจากยีสต์ Candida sp. 99-125 
 

Alessandro และคณะ (2006) พบว่านํ �าเสียจากการบดมะกอก (olive-mill wastewater) 
สามารถนํามาใช้เป็นแหล่งอาหารในการเจริญของจลุินทรีย์ที�มีความสามารถในการผลิตไลเปสได้ 
โดยยีสต์สายพนัธุ์ Candida cylindracea NRRL Y-17506 มีไลเปสแอกทิวิตีสงูที�สดุ เมื�อเลี �ยงใน
นํ �าเสียจากการบดมะกอก นอกจากนั �นยงัมีคา่ไลเปสแอกทิวิตีสงูถึง 9.23 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร เมื�อมี
การเติมนํ �ามนัมะกอก (3 กรัมตอ่ลิตร) เพื�อเป็นแหล่งคาร์บอนเสริมและเติม NH4Cl (2.4 กรัมต่อ
ลิตร) เพื�อเป็นแหลง่ไนโตรเจนเสริม ลงในนํ �าเสียจากการบดมะกอก 

 
Shah และคณะ (2007) ศึกษาอิทธิพลของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และแหล่ง

ไอออนโลหะต่อการผลิตไลเปสของแบคทีเรีย  Bacillus sp.  ในส่วนของแหล่งคาร์บอน พบว่า  
Bacillus sp.  สามรถผลิตไลเปสออกมานอกเซลล์ได้เมื�อใช้แหล่งคาร์บอนเป็นนํ �ามนัพืชชนิดตา่งๆ 
เชน่ นํ �ามนัมะกอก นํ �ามนัถั�วเหลือง นํ �ามนัมะพร้าว นํ �ามนัละหุ่ง นํ �ามนัถั�วลิสง และไตรบไูทริน โดย
ที�เมื�อใช้นํ �ามนัมะกอก 1 เปอร์เซ็นต์ นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอน จะส่งผลให้มีการผลิต
ไลเปสออกมาได้มากที�สดุเมื�อเปรียบเทียบกนัแหลง่คาร์บอนแหลง่อื�น  

 
     2.3.2 อิทธิพลของแหล่งไนโตรเจน  

   
ไนโตรเจนเป็นอะตอมที�มีทั �งในโปรตีนและกรดนิวคลิอิค    โปรตีนเป็นโมเลกลุที�ประกอบ

เป็นโครงสร้างของเซลล์ หรือเอนไซม์  ซึ�งเกี�ยวข้องกับขบวนการเมตะบอลิซึมของเซลล์  กรด
นิวคลิอิคเป็นองค์ประกอบของดีเอ็นเอ และอาร์เอ็นเอ  ซึ�งเกี�ยวข้องกบัการสร้างโปรตีนภายในเซลล์ 
โดยจุลินทรีย์จะนําไนโตรเจนไปใช้ในกระบวนการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิกและโปรตีน ซึ�งเซลล์
จลุินทรีย์จะมีไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบ 8 -10 เปอร์เซนต์ของนํ �าหนกัแห้ง แหล่งของไนโตรเจนมี
แบ่งออกเป็น 2 ประเภทใหญ่คือ ไนโตรเจนในรูปสารอินทรีย์และไนโตรเจรในรูปสารอนินทรีย์ 
ไนโตรเจนในรูปสารอินทรีย์ ได้แก่ เปปโตน ทริปโตน สารสกัดจากยีสต์ สารสกัดจากเนื �อ เป็นต้น 
ส่วนไนโตรเจนในรูปสารอนินทรีย์ ได้แก่ แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) แอมโมเนียมคลอไรด์ 
((NH4)Cl) เป็นต้น นอกจากนั �นยังมีวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที�สามารถนํามาใช้เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนให้กบัจลุินทรีย์ได้อีกด้วย เชน่ กากถั�วเหลือง กากถั�วลิสง นํ �าแชข้่าวโพด เป็นต้น  
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Odibo และคณะ (1995) ศึกษาสภาวะที�เหมาะสมต่อการผลิตไลเปสออกมานอกเซลล์
ของรา Hendersonula toruloidea เมื�อใช้แหล่งไนโตรเจนต่างๆ คือ 1 เปอร์เซ็นต์ แอมโมเนียม
ซัลเฟต โซเดียมไนเตรต เปปโตน ทริปโตน สารสกัดจากยีสต์ สารสกัดจากมอลล์ ถั�วเหลืองบด 
ถั�วฝักยาวบด ปลาบด เลือดววัผง ผลแตงบด พบว่าทุกแหล่งไนโตรเจนสามารถส่งเสริมให้มีการ
ผลิตไลเปสออกมานอกเซลล์ โดยที�แหล่งไนโตรเจนที�ดีที�สุดคือแอมโมเนียมซัลเฟต และแหล่ง
ไนโตรเจนที�สง่เสริมให้มีการผลิตไลเปสออกมาได้น้อยที�สดุคือ ถั�วฝักยาวบด 
 
 Tianwei และคณะ (2003) ศกึษาอิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนตอ่การผลิตไลเปสจากยีสต์ 
Candida sp. 99-125 พบว่า แหล่งไนโตรเจนทั �งที�อยู่ในรูปสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ มีส่วน
สําคญัตอ่กระบวนการผลิตไลเปส โดยไนโตรเจนในรูปสารอินทรีย์ คือ ถั�วเหลืองบดและเคซีน จะ
สง่เสริมให้มีการผลิตไลเปสได้ดีที�สดุโดยเฉพาะถั�วเหลืองบด เนื�องจากถั�วเหลืองมีองค์ประกอบของ
นํ �ามนัอยู่ในเมล็ดถั�วซึ�งนํ �ามนัจดัเป็นแหล่งคาร์บอนที�ช่วยชกันําให้มีการผลิตไลเปสได้เพิ�มขึ �น ใน
ส่วนของไนโตรเจนในรูปสารอนินทรีย์ พบว่าแอมโมเนียมซสัเฟสเป็นแหล่งไนโตรเจนที�ดีที�สุด โดย
ชกันําให้ยีสต์ Candida sp. 99-125 ผลิตไลเปสออกมานอกเซลล์ และส่งผลให้มีคา่ไลเปสแอกทิวิ
ตีสงูขึ �นมากกวา่ 3 เทา่จากการเลี �ยงด้วยอาหารปกติ ซึ�งสอดคล้องกบังานวิจยัของ Shah และคณะ 
(2006) ที�ทําการศกึษาอิทธิพลของแหล่งไนโตรเจน ตอ่การผลิตไลเปสของแบคทีเรีย Bacillus sp. 
พบว่าแอมโมเนียมซัลเฟสเป็นไนโตรเจนในรูปสารอนินทรีย์ที�เหมาะสมที�สุดในการชักนําให้ 
Bacillus sp. ผลิตไลเปสออกมาได้มากที�สุด ส่วนแหล่งไนโตรเจนในรูปสารอินทรีย์ที�ดีที�สดุที�ได้
ทําการศกึษาคือสารสกดัจากยีสต์ 
 
 Namita และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตไลเปสจากแบคทีเรีย Burkkhoderia 

multivorans สายพนัธุ์ใหม่ ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ พบว่าสารสกดัจากยีสต์เป็นแหล่งไนโตรเจนที�ดี
ที�สดุ โดยพบว่าการใช้สารสกดัจากยีสต์เป็นแหล่งไนโตรเจนจะให้คา่ไลเปสแอกทิวิตีสงูกว่าการใช้ 
(NH4)2HPO4 ประมาณ 2.5 เทา่  
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     2.3.3 อิทธิพลของพีเอชและอุณหภูมิ 
 
พีเอชและอณุหภมูิมีผลโดยตรงตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ โดยจลุินทรีย์แตล่ะชนิดจะเจริญ

ได้ดีในช่วงพีเอชและอณุหภูมิที�แตกตา่งกนัออกไป นอกจากนั �นพีเอชและอุณหภูมิยงัมีผลโดยตรง
ตอ่กระบวนการทํางานของและเสถียรภาพของเอนไซม์ด้วย ในส่วนของพีเอช จลุินทรีย์บางชนิดจะ
เจริญได้ดีในสภาวะที�มีพีเอชตํ�า (acidophiles) จลุินทรีย์บางชนิดเจริญได้ดีในสภาวะทีมีพีเอชเป็น
กลาง หรือพีเอชประมาณ 7.0 (neutralophiles) และจุลินทรีย์บางชนิดจะเจริญได้ดีในสภาวะที�
ค่อนข้างเป็นเบส (alkalophiles) เมื�อทําการเลี �ยงจุลินทรีย์ในอาหารเป็นเวลานานๆ จะทําให้ค่า
ความเป็นกรด-เบสของอาหารเปลี�ยนไป เนื�องมาจากจุลินทรีย์เติบโตมากจะปล่อยสารบางอย่าง
ออกมา อาจเป็นกรดหรือเบส จึงทําให้พีเอชเปลี�ยนแปลงไปอย่างมากและไปขัดขวางการ
เจริญเตบิโตของจลุินทรีย์ ดงันั �นในการเตรียมอาหาร จึงต้องใส่สารบางอย่างทําหน้าที�เป็นบฟัเฟอร์
ซึ�งเป็นสารต้านทานการเปลี�ยนพีเอช ตัวอย่างสารที�ทําหน้าที�เป็นบัฟเฟอร์ คือ KH2PO4 และ 
K2HPO4  นงลกัษณ์และปรีชา(2547) 
 

ในส่วนของอณุหภูมิ พบว่าจุลินทรีย์แตล่ะชนิดจะเจริญได้ดีในช่วงอณุหภูมิที�แตกต่างกัน
ออกไป จุลินทรีย์บางชนิดเจริญได้ดีในอุณหภูมิที�ตํ�ากว่า 20 องศาเซลเซียส (psychopiles) บาง
ชนิดเจริญได้ดีในช่วงอณุหภูมิประมาณ 25 - 45 องศาเซลเซียส (mesophiles) และจลุินทรีย์บาง
ชนิดเจริญได้ดีในอุณหภูมิที�สงูกว่า 45 องศาเซลเซียส (thermophiles) อุณหภูมิที�นํามาใช้ในการ
เลี �ยงจลุินทรีย์นั �นจะเป็นอณุหภูมิที�เหมาะสมตอ่การเจริญของจลุินทรีย์แตล่ะชนิดและอณุหภูมินั �น
ถือเป็นอณุหภูมิที�เหมาะสมต่อการเร่งปฏิกิริยาทางเคมีตา่งๆภายในเซลล์ให้ดําเนินตอ่ไปได้โดยที�
ไมส่ง่ผลรบกวนตอ่เสถียรภาพของโปรตีนหรือเอนไซม์ตา่งๆที�ถกูผลิตขึ �นจากเซลล์  

 
จรัส ชื�นสกลุ (2547) ได้ศกึษาอิทธิพลของอณุหภมูิตอ่การเจริญและการผลิตเอนไซม์ 

ไลเปสของแบคทีเรีย Bacillus subtilis พบว่าเชื �อจะมีการสร้างเอนไซม์ไลเปสเมื�อเข้าสู่ช่วง 
Stationary phase และเมื�อเปรียบเทียบคา่ lipase activity ที�ได้จากการเลี �ยงที�อณุภูมิ 30 และ 37 
องศาเซลเซียส พบวา่มีคา่ใกล้เคียงกนั 
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Tianwei และคณะ (2003) ศึกษาอิทธิพลของพีเอชและอุณหภูมิต่อการผลิตไลเปสจาก
ยีสต์ Candida sp. 99 -125 พบว่า พีเอชที�เหมาะสมตอ่การผลิตไลเปสอยู่ในช่วง 5.8 - 7.0 และ
ความเสถียรภาพของไลเปสคงอยูที่�ชว่งอณุหภมูิ 28 - 40 องศาเซลเซียส 

 
Lelie และคณะ (2005) คดัแยกและศกึษาสมบตัิของไลเปสทนร้อน (thermoalkalophilic 

lipase) ที�ผลิตโดยแบคทีเรีย Bacillus thermoleovorans CCR 11 โดยในส่วนของพีเอชพบว่า 
แบคทีเรียชนิดนี �จะมีการผลิตไลเปสออกมาได้มากที�สุดที�พีเอช 9 -10 ซึ�งงานวิจยัที�ผ่านมาพบว่า 
Bacillus sp. ผลิตไลเปสทนร้อน ได้ดีในช่วงพีเอช 7.2 - 8.5 ในส่วนของอณุหภูมิพบว่าอณุหภูมิที�
เหมาะสมที�สุดต่อการผลิตไลเปสทนร้อนของแบคทีเรียสายพันธุ์ นี �คือ 60 องศาเซลเซียส เมื�อ
ทดสอบเสถียรภาพของเอนไซม์ที�อุณหภูมิตา่งๆพบว่าที�อุณหภูมิ 30 - 40 องศาเซลเซียส ไลเปส
แอกทิวิตียงัคงมีอยู่ 100 เปอร์เซ็นต์ ที�อุณหภูมิ 50 - 60 องศาเซลเซียส  แอกทิวิตีลดลงเหลือ 75
เปอร์เซ็นต์ ในขณะที�อณุหภมูิที� 70  องศาเซลเซียส ไลเปสแอกทิวิตีจะถกูยบัยั �งอยา่งสมบรูณ์  

 
Sevgi และคณะ (2007) ศกึษาไลเปสที�ผลิตจากแบคทีเรียนสายพนัธุ์ Bacillus sp. ที�ทํา

การคดัแยกจากนํ �าเสียจากโรงงานผลิตนํ �ามนัมะกอก พบว่าค่าพีเอชมีผลต่อค่าไลเปสแอกทิวิตี 
โดยไลเปสแอกทิวิตีจะมีคา่สงูเมื�อพีเอชอยู่ในช่วง 6 - 9 และที�พีเอช 6 เป็นคา่พีเอชที�ทําให้ไลเปสมี
ความเสถียรและมีคา่ไลเปสแอกทิวิตีสงูที�สดุด้วย   

                                                                                    
     2.3.4 อิทธิพลของออกซเิจน 

 
จลุินทรีย์แตล่ะชนิดมีความต้องการออกซิเจนในปริมาณที�แตกตา่งกนั ออกซิเจนเป็นธาตทีุ� 

สําคญัมากสําหรับจลุินทรีย์ในกลุ่มต้องการอากาศ (Aerobic microorganisms) โดยจลุินทรีย์ใน
กลุ่มนี �จะใช้ออกซิเจนเป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดท้ายในกระบวนการหายใจ  ในสภาวะที�มีการให้
อากาศอยา่งเหมาะสมและตอ่เนื�องจลุินทรีย์จะสามารถย่อยสลายสารอาหารและสร้างพลงังานได้
สงู การเสี �ยงจลุินทรีย์ในห้องปฏิบตัิการจะใช้เครื�องเขย่า (shaker) ในการให้อากาศ โดยการเขย่า
จะช่วยให้มีการถ่ายเทอากาศจากภายนอกเข้าสู่ขวดทดลองผ่านทางจุกสําลี ในระดบัถงัปฏิกรณ์
จะมีการควบคมุการให้อากาศ ซึ�งการให้อากาศภายในถงัปฏิกรณ์นี �นอกจากจะช่วยเติมอากาศให้
เหมาะสมต่อความต้องการของจุลินทรีย์แล้ว ยงัช่วยในเรื�องการกระจายตวัของเซลล์จลุินทรีย์ให้
แขวนลอยอยูใ่นอากาศอยา่งสมํ�าเสมออีกด้วย 
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     2.3.5 อิทธิพลของสารลดแรงตงึผิว  
 
สารลดแรงตงึผิว (Surfactant) เป็นสารที�เมื�อละลายนํ �าแล้วจะช่วยลดแรงตงึผิวของนํ �า คํา

ว่า Surfactant มาจากคําว่า Surface active agent มีคณุลกัษณะที�สําคญั 2 ส่วน ได้แก่ ส่วนหวัที�
เป็น Hydrophilic (ชอบนํ �า) และ ส่วนหางที�เป็น Hydrophobic (ไม่ชอบนํ �าแตช่อบนํ �ามนั) สารลด
แรงตรึงผิวคณุสมบตัิในการรวมโมเลกลุให้มีนํ �าหนกัมากขึ �น เพื�อลดแรงเกาะระหว่างกนัของสสาร
นั �น ๆ และนําไปใช้ประโยชน์ตา่ง ๆ เช่น เป็น Emulsifier ซึ�งทําให้นํ �ากบันํ �ามนัเข้ากนัได้ ดงันั �นสาร
ลดแรงตงึผิวจงึมีความสําคญัตอ่กระบวนการย่อยสลายไขมนั และมีผลตอ่การทํางานของไลเปสที�
ผลิตจากจุลินทรีย์ด้วย งานวิจยัที�ผ่านมามีหลายงานวิจยัที�ศกึษาอิทธิพลของสารลดแรงตึงผิวต่อ
การทํางานของไลเปส เชน่ 

 
Lin และคณะ (1995) ศกึษาอิทธิพลของ Triton X-100 ตอ่การผลิตไลเปสโดยแบคทีเรีย

สายพนัธุ์ Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111 ที�ความเข้มข้น 2 กรัมตอ่ลิตร ของ Triton 
X-100 เป็นความเข้มข้นที�ดีที�สดุที�ชว่ยให้แบคทีเรียปลอ่ยไลเปสออกมานอกเซลล์ 

 
Gerardo และ Sergio (1999)  ศกึษาอิทธิพลของสารลดแรงตงึผิวที�มีตอ่คา่ไลเปสแอกทิวิ

ตีที�ผลิตโดยยีสต์สายพนัธุ์  Yarrowia lipolytica  ด้วยการใส่ Tween80 ลงไปในอาหารเลี �ยง
จลุินทรีย์ พบว่าคา่ไลเปสแอกทิวิตีมีคา่สงูสดุเมื�อใช้ความเข้มข้นของ Tween80 อยู่ระหว่าง 0.5 -  
2 กรัมตอ่ลิตร โดยที�ความเข้มข้นที�มากกว่าหรือน้อยกว่าความเข้มข้นในช่วงนี �จะส่งผลให้จลุินทรีย์
มีการผลิตไลเปสออกมานอกเซลล์ลดลง นอกจากนั �นยงัศกึษาอิทธิพลของ Tween80 ตอ่การเจริญ
และการเพิ�มขึ �นของจํานวนเซลล์ เมื�อเปรียบเทียบการเติม Tween80 ที� 0.5 กรัมตอ่ลิตร ลงไปใน
อาหารพื �นฐาน กบั การใช้อาหารพื �นฐานเพียงอย่างเดียว พบว่า อาหารที�มีการเติม  Tween80 จะ
ส่งผลให้มีค่าไลเปสแอกทิวิตีสูงกว่า แต่เมื�อพิจารณาในเรื�องจํานวนเซลล์แล้วพบว่าไม่มีความ
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัระหวา่งอาหาร 2  แบบ ซึ�งแสดงให้เห็นว่าจลุินทรีย์ไม่ได้นํา Tween80 
ไปใช้เพื�อการสร้างเซลล์ แตมี่ผลตอ่การละลายไขมนัซึ�งส่งผลให้มีการหลั�งไลเปสออกมานอกเซลล์
มากขึ �น นอกจากนั �นยงัมีการศึกษาผลของ Tween80 ตอ่การเพิ�มการหลั�งไลเปสออกมานอกเซลล์
ด้วยเชน่ Bacillus sp. , Acinetobacter calcoaceticus 69V เป็นต้น 
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2.4 การใช้ประโยชน์จากไลเปส 
ตารางที�2.2 ประโยชน์ของเอนไซม์ไลเปสที�ได้จากจลุินทรีย์และนํามาใช้ในระดบัอตุสาหกรรม 
(Sharma และคณะ, 2001) 
 

อตุสาหกรรม การทํางานของไลเปส 
 

ผลิตภณัฑ์ที�เกิดขึ �น 
หรือ ประโยชน์ที�ได้รับ 

ผงซกัฟองและสารซกัล้าง ไฮโดรไลซิสไขมนั ผงซกัฟอก   กําจดัคราบไขมนับน
เสื �อผ้า 

ผลิตภณัฑ์นม ไฮโดรไลซิสไขมนันม  
บ่มชีส 

ประโยชน์ในการปรับปรุงกลิ�นในนม 
ชีส และเนย 

ขนมอบ เพิ�มกลิ�น รส ขนมอบ ประโยชน์ในการปรับปรุงกลิ�นรส 
และช่วยยืดอายผุลิตภณัฑ์ขนมอบ 

เครื�องดื�ม เพิ�มกลิ�มหอมของ
ผลิตภณัฑ์ 

เครื�องดื�ม 

สารตกแตง่อาหาร ปรับปรุงคณุภาพอาหาร มายองเนส วิปปิงครีม 
อาหารเกี�ยวกบัสขุภาพ ทรานซ์เอสเทอริฟิเคชั�น อาหารเกี�ยวกบัสขุภาพ 

เนื �อและปลา 
พฒันารสชาติและ
คณุภาพ ผลิตภณัฑ์เนื �อและปลาที�ไมมี่ไขมนั 

ไขมนัและนํ �ามนั ไฮโดรไลซิส 
ทรานซ์เอสเทอริฟิเคชั�น 

เนย มาการีน กรดไขมนั กลีเซอรอล 
โมโนกลีเซอร์ไรด์ และ ไดกลีเซอร์ไรด์ 

สารเคมี ซินเทอร์ซิส สารเคมี 
เภสชัภณัฑ์ ไฮโดรไลซิส 

ทรานซ์เอสเทอริฟิเคชั�น 
ยา 

เครื�องสําอาง ซินเทอร์ซิส มอยเจอไรเซอร์ 
หนงัฟอก ไฮโดรไลซิส ผลิตภณัฑ์หนงัฟอก 
กระดาษ ไฮโดรไลซิส กระดาษที�มีคณุภาพ 
สารทําความสะอาด ไฮโดรไลซิส นํ �ายาทําความสะอาดกําจดัไขมนั 
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2.5 คาํจาํกัดความของนํ +าเสียและองค์ประกอบของนํ +าเสีย 
 

ตารางที� 2.3 ลกัษณะทั�วไปของนํ �าเสีย (สบุณัฑิต นิ�มรัตน์ , 2548) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
นํ �าเสีย (wastewater หรือ sewage) เป็นนํ �าที�ใช้แล้วจากชมุชน ประกอบด้วยนํ �าเสียจาก

บ้านเรือน รวมทั �งสิ�งขบัถ่าย นํ �าซกัล้าง และนํ �าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม รวมทั �งนํ �ามนั คราบ
นํ �ามนั นํ �ากรด อาจรวมทั �งนํ �าฝน นํ �าผิวดิน นํ �าใต้ดิน ที�รวมเข้าสู่ท่อระบายนํ �า องค์ประกอบของนํ �า
เสีย พบว่านํ �าเสียจากบ้านเรือนจะประกอบด้วยนํ �าเป็นส่วนใหญ่ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ ของแข็งที�
แขวนลอย 0.02-0.03 เปอร์เซ็นต์ และสารอินทรีย์ที�ละลายนําได้ ได้แก่ นํ �าตาล กรดอะมิโน กรด
ไขมนั แอลกอฮอล์ และสารอนินทรีย์อื�นๆ ปริมาณของแข็งที�แขวนลอยแม้ดวู่าจะเป็นสดัส่วนที�น้อย
แตใ่นเมืองใหญ่ ในแตล่ะวนัจะมีนํ �าทิ �งที�เป็นนํ �าเสียจํานวนมากดงันั �นปริมาณของแข็งอาจมีถึง 100 
ตนั  นอกจากนี �ส่วนประกอบทางเคมีของนํ �าเสียยงัเปลี�ยนแปลงไปตามแหล่งที�มาของนํ �าเสียและ
ชว่งเวลาที�ปลดปล่อยนํ �าเสียออกมา สารอินทรีย์ในนํ �าเสียได้มาจากสิ�งขบัถ่ายของตนและของเสีย
จากบ้านเรือน ส่วนโรงงานอตุสาหกรรมจะมีการปลดปล่อยทั �งสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ ได้แก่ 

ลกัษณะของนํ �าเสยี ปริมาณเฉลี�ยที�พบ 

นํ �า 99% 
สารอินทรีย์และอนินทรีย์ 0.10% 
บีโอดี 200 มก./ล. 
ซีโอดี 400 มก./ล. 
ปริมาณสารอินทรีย์คาร์บอน 100มก./ล. 
ปริมาณของแข็ง 20มก./ล. 
ปริมาณไนโตรเจน 30มก./ล. 
ปริมาณฟอสฟอรัส 5มก./ล. 
ปริมาณของแข็งที�ละลายนํ �าได้ทั �งหมด 500มก./ล. 
ความขุน่ ขุน่ 
สีและกลิ�น สีนํ �าตาลหรือสีเทาออ่น 
สารพิษ สารอินทรีย์และโลหะ 
จลุินทรีย์ เชื �อก่อโรคและปรสิต 
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โรงงานนํ �าตาล โรงงานฆา่สตัว์ โรงงานกระดาษ โรงงานโลหะตา่งๆ เป็นต้น เนื�องจากองค์ประกอบ
ของนํ �าเสียมีการเปลี�ยนแปลงทําให้ชนิดและจํานวนจุลินทรีย์ในนํ �าเสียเปลี�ยนแปลงไปด้วย 
จลุินทรีย์ในนํ �าเสียได้แก่ เชื �อรา โปรโตซวั สาหร่าย แบคทีเรีย ไวรัส เมื�อปล่อยนํ �าเสียลงสู่แหล่งนํ �า
จงึเป็นการเพิ�มสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ให้แก่แหลง่นํ �า สง่ผลให้จลุินทรีย์ชนิดตา่งๆนําไปใช้เป็น
อาหารและมีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว พร้อมทั �งย่อยสลายสารอินทรีย์ไปด้วย(Preetha  และ  
Kumar, 2007)   

 
 2.6 การบาํบัดนํ 
าเสีย (Wastewater treatments) 
 

แตเ่ดมิชมุชนที�มีขนาดเล็ก นํ �าเสียที�ทิ �งลงสู่แหล่งนํ �าธรรมชาติจะถกูเจือจางลงและถกูย่อย
ต่อไปโดยจุลินทรีย์ที�มีความสามารถในการย่อยสลายในแหล่งนํ �านั �น ซึ�งเรียกว่า self-purication 
แตใ่นปัจจบุนั เมืองมีขนาดใหญ่ขึ �น ประชากรจํานวนมากขึ �น ปริมาณนํ �าเสียมีมากเกินกว่าที�แหล่ง
นํ �าตามธรรมชาติจะบําบดัได้  ยกตวัอย่างเช่น คลองแสนแสบในกรุงเทพมหานคร รวมทั �งการมี
โรงงานอตุสาหกรรมเพิ�มมากขึ �น ดงันั �นระบบการบําบดันํ �าเสียจงึเป็นปัจจยัที�สําคญัและจําเป็นต้อง
จัดทําเพื�อเป็นแหล่งการบําบดันํ �าเสียให้มีความสกปรกลดลงจนอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานและไม่
ก่อให้เกิดปัญหาตามมา (สบุณัฑิต นิ�มรัตน์, 2548) นอกจากนี �ทางชมุชนและโรงงานเองก็มีความ
ต้องการในการใช้นํ �าเพิ�มมากขึ �น ดงันั �นจงึต้องมีระบบการบําบดันํ �าที�ดีเพื�อการหมนุเวียนนํ �าดีที�ผ่าน
การบําบดันํากลบัมาใช้ใหมไ่ด้อีก (นงลกัษณ์และปรีชา สวุรรณพินิจ, 2547) 
ประเภทและลกัษณะของระบบบําบดันํ �าเสียที�เหมาะสมในแตล่ะพื �นที� คือ 

1. เป็นระบบที�สามารถทํางานได้และควบคมุสะดวก 
2. มีคา่ใช้จา่ยไมส่งูมากเกินไปซึ�งทําให้ผู้ ที�สร้างระบบสามารถยอมรับได้ 
3. เป็นระบบที�ต้องการพื �นที�ในการติดตั �งเหมาะสมกับพื �นที�นั �นๆ เพราะในแต่ละระบบจะ

ต้องการพื �นที�ในการปลกูสร้างไมเ่ทา่กนั 
          ระบบบําบดันํ �าเสียที�ถกูนํามาใช้ในประเทศไทยเป็นอนัดบัแรกก็คือ การบําบดัแบบบอ่เกรอะ
บอ่ซมึ (Septic tank) ซึ�งนิยมใช้ในบ้านเรือนโดยทั�วไป นอกจากนั �นเพื�อเป็นการป้องกนันํ �าเน่าเสียที�
เกิดจากแหลง่โรงงานอตุสาหกรรมในประเทศไทยจึงได้มีการประกาศใช้พระราชบญัญัติโรงงานซึ�ง
บงัคบัให้โรงงานอุตสาหกรรมต้องจดัให้มีระบบบําบดันํ �าเสียแบบต่างๆขึ �นมาก่อนที�จะปล่อยลงสู่
แหลง่นํ �าตามธรรมชาต ิ(สบุณัฑิต นิ�มรัตน์, 2548) 
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     2.6.1 ประเภทของระบบบาํบัดนํ +าเสีย 
 
ระบบบําบดันํ �าเสียสามารถแบง่ออกได้เป็น 3 ประเภท คือ 
 
      2.6.1.1 ระบบบําบดันํ �าเสียทางกายภาพ (Physical process) คือวิธีการบําบดัโดยใช้
กระบวนการทางกายภาพ เช่น การดักด้วยตะแกรง การตกตะกอน (Sedimentation) และการ
กรอง (Filtration) สารปนเปื�อนจากนํ �าเสีย วิธีนี �นิยมใช้ในการบําบดัสารปนเปื�อนบางชนิดหรือ
บําบดันํ �าเสียที�มีความสกปรกไม่มากนกัวิธีการบําบดันํ �าเสียทางกายภาพจะเสียคา่ใช้จ่ายสงูพอๆ
กบัวิธีการบําบดันํ �าเสียทางเคมี 

 
      2.6.1.2 ระบบบําบัดนํ �าเสียทางเคมี (Chemical process) คือวิธีการบําบัดโดยใช้
ปฏิกิริยาทางเคมี เช่นการทําให้เป็นกลาง (Neutralization) การทําให้เกิดตะกอน (Precipitation) 
และการช่วยการตกตะกอนของสารปนเปื�อนทําให้นํ �าเสียแยกออกจากนํ �าส่วนใส (Chemical-
coagulation) วิธีนี �เป็นวิธีที�มีประสิทธิภาพสงูในการบําบดัแตมี่ข้อเสียตรงที�มีคา่ใช้จ่ายสูงและทํา
ให้เกิดกากตะกอนในปริมาณที�สงู 
 
      2.6.1.3 ระบบบําบัดนํ �าเสียทางชีวภาพ (Biological process) คือระบบบําบัดที�ใช้
สิ�งมีชีวิตในธรรมชาติในการบําบดัสารปนเปื�อนในนํ �าเสีย จุลินทรีย์ที�มีบทบาทในการย่อยสลาย
สารอินทรีย์ในนํ �าเสียส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรีย ประมาณ 95 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาได้แก่ เชื �อรา 
สาหร่ายและโพรโต ระบบบําบดัทางชีวภาพ เป็นวิธีที�มีค่าใช้จ่ายน้อยกว่าวิธีทางเคมีหรือวิธีทาง
กายภาพ แตร่ะบบการบําบดัแบบนี �จะใช้ระยะเวลานานในการทําปฏิกิริยา ระบบบําบดันํ �าเสียทาง
ชีวภาพ จะประกอบด้วย 2 ประเภทใหญ่ คือ ระบบบําบดันํ �าเสียแบบใช้ออกซิเจน และระบบบําบดั
นํ �าเสียแบบไมใ่ช้ออกซิเจน (สบุณัฑิต นิ�มรัตน์, 2548) 

 
2.7 ระบบบาํบัดนํ +าเสียทางชีวภาพโดยจุลินทรีย์ 
 
 ระบบบําบดันํ �าเสียทางชีวภาพ เป็นกระบวนการบําบดันํ �าเสีย ซึ�งที�อาศยัจลุินทรีย์ในการ
ย่อยสลายสารอินทรีย์ที�สามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้ (biodegradable organic compound) 
โดยจลุินทรีย์จะใช้สารอินทรีย์เป็นอาหารและสารตั �งต้นในกระบวนการดํารงชีวิต การเจริญเติบโต 
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และการสงัเคราะห์เซลล์ใหม่ (new cell) และได้ผลผลิตเป็น ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) นํ �า 
(H2O) และสารตกค้างซึ�งไมส่ามารถยอ่ยสลายได้ทางชีวภาพ (non biodegradable residual)  
 

กระบวนการบําบดัทางชีวภาพ สามารถจําแนกได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ ๆ ตามชนิดของ
จุลินทรีย์ที�มีบทบาทสําคญัในการย่อยสลายสารอินทรีย์ ได้แก่ การบําบดันํ �าเสียแบบใช้อากาศ 
หรือใช้ออกซิเจน (aerobic wastewater treatment) และการบําบดันํ �าเสียแบบไม่ใช้อากาศ 
หรือไมใ่ช้ออกซิเจน (anaerobic wastewater treatment)  
 
2.8 กระบวนการบาํบัดนํ +าเสียแบบใช้อากาศ (Aerobic wastewater treatment)  
 

เป็นกระบวนการบําบัดนํ �าเสียโดยจุลินทรีย์กลุ่มที� ต้องอาศัยออกซิ เจนละลายนํ �า
(dissolved oxygen) หรือ ออกซิเจนอิสระ ในการย่อยสลายสารอินทรีย์ ปฏิกิริยาการย่อยสลาย
สารอินทรีย์โดยแบคทีเรียกลุ่มที�ใช้อากาศ (Aerobic bacteria) สามารถจําแนกได้เป็น 2 ขั �นตอน 
ตามลําดบัดงันี � คือ 

ขั +นตอนที� 1 เป็นกระบวนการนําสารอินทรีย์หรือสารอาหารเข้าไปในเซลล์ โดยจลุินทรีย์
จะสง่เอนไซม์ (enzyme) ออกมายอ่ยสลายสารอินทรีย์ที�มาเกาะติดที�ผนงัเซลล์เพื�อเปลี�ยนให้อยู่ใน
รูปของสารโมเลกลุเล็กที�จะสามารถซมึผา่นเข้าไปในเซลล์ของจลุินทรีย์ได้ 

ขั +นตอนที� 2 เป็นกระบวนการทางชีวเคมีภายในเซลล์จลุินทรีย์ เพื�อที�จะผลิตพลงังานไป
ใช้ในกิจกรรมตา่ง ๆ และการสร้างเซลล์ใหม ่โดยเขียนอยูใ่นรูปของสมการโดยรวมได้ ดงันี � 

 

 
 
เมื�อสารอินทรีย์ในนํ �าเสียถูกเปลี�ยนรูปมาเป็นจุลินทรีย์เซลล์ใหม่ จะรวมตัวกันเป็นฟล็อก 
(Biological flocculation) ก็จะมีนํ �าหนักมากขึ �น และแยกออกจากนํ �าเสียได้ง่ายด้วยการ
ตกตะกอน กระบวนการบําบดั 
นํ �าเสียแบบใช้อากาศ จําแนกได้เป็น 2 ประเภทหลกั คือ       
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1. ระบบบําบดัที�จุลินทรีย์แขวนลอยอยู่ในระบบ (Suspended system) เช่น บ่อแอโรบิก 
(Aerobic Pond) บ่อเติมอากาศ (Aerated Lagoon) ระบบแอคติเวทเต็ดสลัดจ์ 
(Activated Sludge) เป็นต้น                             

2.  ระบบบําบดัที�จลุินทรีย์เกาะติดผิวตวักลาง หรือ ระบบฟิล์มตรึง (Fixed film system) เช่น 
ระบบโปรยกรอง (Trickling Filter) และระบบแผ่นหมุนชีวภาพ (Rotating Biological 
Contactor) เป็นต้น 

 
2.9 การบาํบัดนํ +าเสียปนเปื+อนไขมันโดยจุลินทรีย์ผลิตไลเปส 

 
 ไขมันและนํ �ามันจัดเป็นสารอินทรีย์กลุ่มหลักที�พบได้ในนํ �าเสียที�ปล่อยมาจากโรงงาน
อตุสาหกรรมบางประเภท เชน่ อตุสาหกรรมเกี�ยวกบัอาหาร อตุสาหกรรมผลิตเครื�องสําอาง  
เป็นต้น โดยโรงงานอุตสาหกรรมทั�วไปจะใช้นํ �าในปริมาณมากน้อยแตกตา่งกนัไป   ซึ�งนํ �าเสียที�มี
ไขมันหรือนํ �ามันปนเปื�อนในสัดส่วนมากจะส่งผลต่อระบบการบําบดันํ �าเสีย  (Chipasa  และ 
Medrzycka, 2006) เนื�องจากลกัษณะทางกายภาพและคณุสมบตัิทางเคมีของไขมนัและนํ �ามนั
จดัอยู่ในกลุ่มไม่ละลายนํ �า (Hydrophobic organic compounds) ดงันั �นมกัจะพบปัญหาการ
เกาะติดของไขมันบริเวณท่อของระบบบําบดันํ �าเสีย (Matsumiya และคณะ, 2007)  ซึ�งจะ
ขดัขวางการไหลเวียนของนํ �าเสีย ส่งผลให้ระบบการบําบดันํ �าเสียขาดประสิทธิภาพ  และนํ �าเสีย
จากร้านอาหารรวมถึงนํ �าเสียจากแหล่งชมุชนที�ไหลลงสู่แม่นํ �าลําคลองหากยงัมีการปนเปื�อนของ
ไขมนัหรือนํ �ามนัอยู่  จะมีการสะสมของคราบนํ �ามนัลอยเป็นฝ้าทําให้ก๊าซออกซิเจนในอากาศไม่
สามารถจะละลายลงไปในนํ �าได้  ส่งผลกระทบต่อสิ�งมีชีวิตที�อาศัยอยู่ในนํ �าทั �งพืชและสัตว์ 
เนื�องจากขาดก๊าซออกซิเจนเพื�อนําไปใช้ในการหายใจ (Mongkolthanaruk  และ Dharmsthiti, 
2002) 
   

จลุินทรีย์ผลิตไลเปสเพื�อย่อยไขมนัและนํ �ามนันั �น สามารถคดัแยกได้จากแหล่งตา่งๆทั�วไป
เช่น แหล่งดินที�มีการปนเปื�อนไขมนั แหล่งนํ �าเสีย หรืออาจคดัแยกได้จากระบบบําบดันํ �าเสียของ
โรงงานอตุสาหกรรม หรือแหลง่ชมุชน  

 
    Wakelin และ Forster (1997) ได้ติดตามการกําจดัไขมนัสตัว์ (greases) และนํ �ามนัโดย
จลุินทรีย์ โดยพบว่าร้านอาหารประเภทจานดว่น (Fast-Food) จะก่อให้เกิดการปนเปื�อนของไขมนั
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สตัว์ในส่งผลให้เกิดนํ �าเสีย ซึ�งขณะนั �นยงัไม่มีวิธีการบําบดัที�ได้รับการยอมรับ ดงันั �นจึงได้มีการ
พฒันาระบบการเลี �ยงจลุินทรีย์ในถงัหมกั (bioreactor) เพื�อนํามาใช้ในกระบวนการบําบดันํ �าเสีย 
โดยได้ติดตามการเจริญเติบโตของเชื �อบริสทุธิ3 (pure culture) และเชื �อกลุ่มผสม (mixed culture) 
โดยทดสอบกบั นํ �ามนัพืช นํ �ามนัหม ูและไขมนัสตัว์ที�ได้จากเครื�องดกัจบัไขมนัของร้านอาหาร โดย
เชื �อบริสทุธิ3ที�ใช้คือ Acinetobactor sp., Rhodococcus rubra , Nocardia amarae , และ 
Microthrix parvicella นํามาเปรียบเทียบกบัเชื �อกลุ่มผสมที�แยกได้จากบอ่ดกัจบัไขมนั MC1 และ
ตะกอนจุลินทรีย์ (activated sludge) โดยที�ประสิทธิภาพวัดจากการกําจัดไขมันสัตว์ ค่ามวล
ชีวภาพที�ผลิตขึ �น และเปอร์เซ็นต์ yield จากการทดลองพบว่าเชื �อบริสุทธิ3ที�สามารถกําจดัไขมัน
ได้มากที�สุดคือ Acinetobactor sp. โดยกําจดัไขมนัสตัว์ได้ถึง 60 - 65 เปอร์เซ็นต์  ส่วน
ประสิทธิภาพของเชื �อกลุ่มผสมอยู่ในช่วง 29 – 73 เปอร์เซ็นต์   ส่วนตะกอนจุลินทรีย์จะมี
ประสิทธิภาพในการกําจดัไขมนัสตัว์ได้สงูสดุคือ 90 เปอร์เซ็นต์   
   

Scioli และ Vollaro (1997) พบว่านํ �าเสียที�มาจากกระบวนการผลิตนํ �ามนัมะกอกเป็น
ปัญหาสําคญัที�พบมากในแถบเมดิเตอร์ริเนียน เนื�องจากมีคา่ซีโอดีสงูประมาณ 100 - 200 กรัมตอ่
ลิตร นอกจากนั �นยงัมีการปนเปื�อนสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์อื�นๆในปริมาณที�สูงอีกด้วย จาก
การศกึษาพบว่ายีสต์สายพนัธุ์  Yarrowia lipolytica  ATCC 20255 โตได้ดีในนํ �าเสียจากการบด
มะกอกในระดบัขวดเขย่า และเมื�อนํามาศึกษาการบําบดันํ �าเสียในถังปฏิกรณ์ขนาด 3.5 ลิตร 
พบว่าสามารถลดค่าซีโอดีได้กว่า 80 เปอร์เซนต์ ภายในระยะเวลา 24 ชั�วโมง รวมถึงระหว่าง
กระบวนการบําบดัสามารถลดองค์ประกอบสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์อื�นๆลงได้อีกด้วย  

 
 Becker และคณะ (1999) ศกึษาการย่อยสลายนํ �ามนัมะกอก และศกึษาความสามารถใน
การบําบดันํ �าเสียที�ปนเปื�อนไขมนัจากการขดัขนสตัว์ ภายใต้สภาวะเตมิอากกาศ ที�อณุหภมูิสงู   
( 65 องศาเซลเซียส) โดยใช้แบคทีเรียสายพนัธุ์ใหม่ที�คดัแยกมาได้ คือ Bacillus thermoleovorans 
IHI-91 เมื�อทําการติดตามการย่อยสลายนํ �ามันมะกอกของแบคทีเรียสายพันธุ์ นี �ในถังปฏิกรณ์
แบบตอ่เนื�อง พบวา่ สามารถยอ่ยสลายได้สงูถึงกวา่ 90 เปอร์เซ็นต์  
 
 Mongkolthanaruk และคณะ (2002) ศึกษาการบําบดันํ �าเสียที�มีการปนเปื�อนของไขมนั
สงู โดยใช้กลุ่มของแบคทีเรีย( mixed culture consortium) โดยประกอบไปด้วย Pseudomonas 

aeruginosa LP602 , Bacillus sp. B304 , และ Acinetobactor  calocoaceticus LP009  ซึ�งคดัแยก
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ได้จากตวัอย่างนํ �าเสียที�มีการปนเปื�อนไขมนัสงู  โดยนํา 6.1x108 CFU ของ LP602   , 4.8x108 CFU 
ของ B304 และ 8.9x108 CFU ของ LP009 มาเลี �ยงใน 20 มิลลิลิตร ของ basal salt solution ที�มีการ
เติม 1 เปอร์เซ็นต์นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร ของ CaCl2  ผลการศกึษาพบว่า Bacillus sp. B304 นอกจาก
จะผลิตเอนไซม์ไลเปสแล้วยังผลิตเอนไซม์โปรติเอสและอะไมเลสด้วย ในขณะที� Acinetobactor  
calocoaceticus  LP009  และ Pseudomonas aeruginosa LP602 จะผลิตไลเปสเพียงอย่างเดียว  
โดยที�กลุ่มจลุินทรีย์ที�มีความสามารถในการผลิตไลเปสนี �จะช่วยให้คา่ BOD และปริมาณของแข็ง
ในนํ �าจะลดลงจาก 3,500และ 20,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามลําดบั เหลือน้อยกว่า 20 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร ภายในเวลา12 วนัในสภาวะการเลี �ยงแบบให้อากาศ 
 
 Lanciotti และคณะ (2005) ทําการคดัแยกยีสต์สายพนัธุ์ Yarrowia lipolytica จากแหล่ง
ต่างๆ เพื�อศึกษาความสามารถในการบําบดันํ �าเสียจากโรงงานที�มีการบดมะกอก (olive mill 
wastewater) โดยพบว่าทุกไอโซเลทที�คดัแยกมาได้สามารถเจริญได้ในนํ �าเสียจากการบดมะกอก 
Y. lipolytica ไอโซเลทที� Y17, PO1, B16, C11 และ Y9 สามารถลดคา่ซีโอดีในนํ �าเสียจากการบด
มะกอกได้ดี รวมถึงผลิตค่านํ �าหนกัเซลล์และผลิตสารเมตาบอไลต์ เช่น ไลเปส กรดซิติก ออกมาก
ได้สงู 
 

Matsumiya และคณะ (2007) ทําการคัดแยกและศึกษาลักษณะแบคทีเรียที� มี
ความสามารถในการย่อยสลายไขมนั รวมถึงประยุกต์ใช้กับระบบบําบดันํ �าเสียที�มีการปนเปื�อน
ไขมันด้วยผลการศึกษาพบว่าเมื�อทําการคัดแยกแบคทีเรียจากแหล่งธรรมชาติหลายแหล่ง  
Burkholderia sp. DW2-1 มีความสามารถในการย่อยสลาย 1% (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร)  ของนํ �ามนั
สลดัได้สงูสดุถึง 96.7 เปอร์เซ็นต์  ซึ�งสงูที�สดุในจํานวนทกุสายพนัธุ์ที�คดัแยกมาได้ทั �งหมด โดยมีคา่
ไลเปสแอกทิวิตีและคา่แอกทิวิตีของสารลดแรงตงึผิวเท่ากบั 1720 ยนูิตตอ่ลิตร และ 480 ยนูิตต่อ
ลิตร ตามลําดบั  นอกจากนั �นยังทําการศึกษาประสิทธิภาพในการย่อยนํ �ามันชนิดอื�น คือ นํ �ามัน
มะกอก นํ �ามนังา และไขมนัววั โดยประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมนัเท่ากบั 92.3, 90.1 และ 
77.4 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั ภายในเวลา 48 ชั�วโมง เมื�อนํา Burkholderia sp. DW2-1  มาทดสอบ
การย่อยสลายนํ �าเสียสงัเคราะห์ที�ปนเปื�อนนํ �ามนัในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง พบว่าสามารถย่อย
สลายนํ �ามนัสลดัได้ถึง 90 เปอร์เซ็นต์ รวมถึงมีชีวิตคงอยูไ่ด้ตลอดระยะเวลาการเลี �ยง 7 วนั 
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2.10 ปาล์มนํ +ามัน  
 

ปาล์มนํ �ามัน (Oil palm) เป็นพืชใบเลี �ยงเดี�ยว ได้มีการจําแนกปาล์มนํ �ามันอยู่ในวงศ์ 
(family) Palmae หรือ Arecaceae และอยู่ในสกลุ (genus) Elaeis ซึ�งประกอบด้วย 2 สายพนัธุ์
ย่อย คือ E. guineensis มีถิ�นกําเนิดอยู่ในทวีปแอฟริกาตะวนัตกและแอฟริกาตอนกลาง ลกัษณะ
ของ ปาล์มนํ �ามนั E. guineensis ให้ผลผลิตทะลายสงู มีนํ �าหนกัผล เปลือกนอกตอ่ผลและผลผลิต
นํ �ามนัสงู อีกสายพนัธุ์หนึ�ง คือ E. oleifera ซึ�งมีถิ�นกําเนิดอยู่ในทวีปอเมริกาใต้และอเมริกากลาง 
ลกัษณะต้นเตี �ย นํ �ามนัปาล์มที�สกดัได้จะมีเปอร์เซ็นต์กรดไขมนัไม่อิ�มตวัสงู (unsaturated fatty 
acid) รวมทั �งมีวิตามินเอและวิตามินอีสงู แตใ่ห้ผลผลิตและปริมาณนํ �ามนัน้อยกว่าปาล์มนํ �ามนั 
E.guineensis ปัจจบุนัมีประโยชน์ในการเป็นเชื �อพนัธุกรรมสําหรับปรับปรุงพนัธุ์ โดยการผสมข้าม
ระหว่างสายพันธุ์ ปาล์มจดัเป็นพืชยืนต้นที�สามารถผลิตนํ �ามันออกมาได้มากที�สุด โดยการสกัด
นํ �ามันปาล์มทําให้ได้นํ �ามัน 2 ประเภท คือ นํ �ามันปาล์มที�สกัดจากเนื �อผลปาล์มซึ�งคือส่วนของ 
mesocarp โดยที�นํ �ามนัชนิดนี �เป็นนํ �ามนัหลกัที�ใช้ในการบริโภค อีกประเภทหนึ�งเป็นนํ �ามนัปาล์มที�
สกดัออกมาจากเมล็ดปาล์มซึ�งเป็นสว่นของ endosperm จะถกูนําไปประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรม 
โอลิโอเคมิคลั (oleochemical industry)  อยา่งกว้างขวางเพื�อนําไปใช้ในอตุสาหกรรมตอ่เนื�องด้าน
การอปุโภคอื�นๆ ตอ่ไป  (Ravigadevi และคณะ, 2000)   
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รูปที� 2.2 ลักษณะของต้นปาล์มสายพันธุ์  Elaeis guineensis เมื�อโตเต็มที�จะมีการสร้างทลาย
ปาล์มและมีความยาวของใบประมาณ 8 - 10 เมตร (Janice และ Daphne, 2000) 
 

 
 
รูปที� 2.3 ลกัษณะของผลปาล์ม (ก) ทลายปาล์ม (ข) ผลปาล์มเดี�ยวเมื�อแยกออกจากทลาย (ค) 
ภาพตดัขวางของผลปาล์มแสดงสว่นของเนื �อปาล์ม (mesocarp) และเมล็ดปาล์ม (white kernel) 
(Janice และ Daphne, 2000) 

(ก) (ข) (ค) 
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2.11 การผลิตปาล์มนํ +ามันในประเทศไทย 
 

ในปัจจบุนันํ �ามนัปาล์มเป็นนํ �ามนัพืชชนิดหนึ�งที�ถกูนํามาใช้ในการบริโภคมากเป็นอนัดบั 2 
รองจากนํ �ามันถั�วเหลือง โดยแหล่งการผลิตแหล่งใหญ่ที�สําคัญของโลก อยู่ที�ภูมิภาคเอเชีย
ตะวนัออกเฉียงใต้ เชน่ประเทศ มาเลเซีย อินโดนีเซีย และประเทศไทย  

 
ปาล์มนํ �ามันเป็นพืชเศรษฐกิจที�สําคญัชนิดหนึ�งของประเทศไทย  โดยปาล์มนํ �ามันจะ

เจริญเติบโตได้ดีในสภาพอากาศร้อนชื �น ดงันั �นปาล์มนํ �ามนัจึงเจริญเติบโตได้ดีในภาคใต้ของ
ประเทศ ซึ�งถือวา่เป็นเขตเศรษฐกิจปาล์มนํ �ามนั  บริเวณพื �นที�ที�ปลกูมาก  คือ จงัหวดักระบี�  
สุราษฎร์ธานี ชุมพร สตูลและตรัง โดยจงัหวัดกระบี� ปลูกมากที�สุดคิดเป็นร้อยละ 39.40 และ
รองลงมาได้แก่จงัหวดัสรุาษฎร์ธานี และจงัหวดัชมุพร  คิดเป็นร้อยละ 29.70 และ 15.89 ของพื �นที�
ปลกูทั �งประเทศตามลําดบั ในด้านปริมาณการผลิตทั �งประเทศ พบว่า  ในปี 2540 ปาล์มนํ �ามนัมี
เนื �อที�ให้ผลผลิต 1,047,612 ไร่ ผลผลิตปาล์มสดทั �งทะลาย 2.78 ล้านตนั ส่วนปี 2541 มีพื �นที�ให้
ผลผลิตเพิ�มขึ �นประมาณ 60,000 ไร่ เป็นพื �นที�ให้ผลผลิต 1,109,245 ไร่ ส่งผลให้ได้ผลผลิต
ประมาณ 2.79 ล้านตนั ผลผลิตปาล์มนํ �ามนัดงักล่าวสามารถผลิตเป็นปาล์มนํ �ามนัได้ประมาณ 
475,042 - 530,929 ตนั ในปี 2547 ประเทศไทยมีพื �นที�ปลกูปาล์มนํ �ามนัถึง 2.19 ล้านไร่ และผลิต
นํ �ามนัปาล์มดบิได้ถึง 775,000 ตนั (กรมสง่เสริมการเกษตร, 2552) 
 
2.12 การบาํบัดนํ +าเสียที�มีการปนเปื+อนนํ +ามันปาล์ม 
 
 มากกว่า 90 เปอร์เซนต์ของนํ �ามนัปาล์มที�ผลิตทั�วโลกถูกนํามาใช้ในการบริโภคโดยตรง 
โดยเฉพาะในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกฉียงใต้ เช่น ประเทศ มาเลเซีย อินโดนีเซีย และประเทศไทย 
เป็นต้น ดงันั �นจงึมกัพบปัญหาการปนเปื�อนของนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียจากโรงงานผลิตนํ �ามนัปาล์ม 
ยกตวัอย่างเช่น ในปี ค.ศ. 1990 ประเทศมาเลเซียมีนํ �าเสียที�เกิดจากโรงงานผลิตนํ �ามันปาล์ม
มากกวา่ 9 ล้านตนั ซึ�งพบวา่นํ �าเสียเหล่านี �มีความเป็นมลพิษสงูและมีการปนเปื�อนของสารอินทรีย์
ในปริมาณที�สูงด้วย ดังนั �นจําเป็นจะต้องมีการบําบัดนํ �าเสียก่อนที�จะปล่อยออกสู่แหล่งนํ �า
ธรรมชาติตอ่ไป (Mohamed และ  Ahmad, 1989) นอกจากจะพบว่านํ �ามนัปาล์มจะปนเปื�อนใน
นํ �าเสียจากโรงงานแล้วยงัพบวา่มีการปนเปื�อนของนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียครัวเรือนและนํ �าเสียชมุชน
อีกด้วย  ซึ�งเป็นสาเหตุหลักที�ทําให้เกิดการเน่าเสียของแหล่งนํ �าและส่งผลกระทบต่อธรรมชาติ
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โดยรวมด้วย และที�ผา่นมามีงานวิจยัเพื�อหาวิธีบําบดันํ �าเสียที�มีการปนเปื�อนนํ �ามนัปาล์ม ได้แก่การ
บําบดัโดยวิธีกายภาพร่วมกบัการใช้สารเคมี เชน่ การเตมิสารเคมีเพื�อให้เกิดการรวมตวัและลอยตวั
เป็นก้อนของนํ �ามนัปาล์ม (chemical coagulation and flocculation)เป็นต้น (Chin K.K. และ 
Wong K.K., 1980)  และอีกหนึ�งทางเลือกหนึ�งคือการบําบดัทางชีวภาพเป็นการใช้จุลินทรีย์ใน
กระบวนการบําบดั ซึ�งประกอบไปด้วยการบําบดัแบบใช้อากาศ และการบําบดัแบบไม่ใช้อากาศ 
ในปัจจุบนัมีงานวิจยัระบุว่าจุลินทรีย์กลุ่มต่างๆ เช่น รา ยีสต์ และแบคทีเรีย สามารถย่อยสลาย
นํ �ามนัปาล์มได้  
 
 Mohamed และ  Ahmad (1989)  ศกึษาการบําบดันํ �ามนัปาล์มที�ปนเปื�อนในนํ �าเสียจาก
โรงงานผลิตนํ �ามนัปาล์ม (plam oil mill effuent) โดยวิธีทางชีวภาพ โดยใช้รา Trichoderma 

viride ซึ�งมีรายงานก่อนหน้านี �ว่าสามารถย่อยสลายนํ �ามันปาล์มได้ดีและสามารถลดค่า COD 
(chemical oxygen demand) ในนํ �าเสียได้ จากงานวิจยัพบว่าเมื�อใช้ Trichoderma viride เป็น
หวัเชื �อในการบําบดันํ �าเสียที�ปนเปื�อนนํ �ามนัปาล์ม สามารถลดคา่ COD ได้มากกว่า 95 เปอร์เซ็นต์ 
ภายในระยะเวลา 10-14 วนั และมีการผลิตเซลล์ที�เกิดขึ �นจากการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มถึง 1.37-
1.42 กรัมตอ่ลิตรของนํ �าหนกัเซลล์แห้ง  
  
 Oswal และคณะ (2002) ได้ศึกษาการบําบัด นํ �ามันปาล์มที�ปนเปื�อนในนํ �าเสียจาก
โรงงานผลิตนํ �ามนัปาล์ม เช่นเดียวกบั Mohamed และ  Ahmad (1989)  แตเ่ลือกใช้ยีสต์สายพนัธุ์ 
Yarrowia lipolytica NCIM 3589 ซึ�งคดัแยกมาจากเมืองมมุไบ ประเทศอินเดีย โดยสายพนัธุ์นี �
พบวา่สามารถเจริญได้ดีทั �งในนํ �าทะเลและในนํ �าจืด และสามารถมีชีวิตอยูไ่ด้ในช่วงพีเอชที�กว้างคือ  
3.0 - 8.5 จากงานวิจยัพบวา่ภายในระยะเวลา 48 ชั�วโมงของการเลี �ยง ยีสต์สายพนัธุ์นี �สามารถลด
ค่า COD ได้มากถึง 95 เปอร์เซ็นต์ และเมื�อทําการนําเอายีสต์สายพนัธุ์ Yarrowia lipolytica 

NCIM 3589 มาผสมกับดินเพื�อสร้างกลุ่มจุลินทรีย์ พบว่า สามารถค่า COD ได้มากถึง 99 
เปอร์เซ็นต์ จากคา่เริ�มต้นอยูที่� 250,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เหลือเพียง 1,500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
 
 จากงานวิจยัที�ผา่นมาพบวา่ การศกึษาการยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มโดยวิธีทางชีวภาพนั �นยงั
มีอยู่ในวงจํากัด โดยส่วนใหญ่งานวิจัยการย่อยสลายนํ �ามันปาล์มนั �นมักจะมาจากประเทศ
มาเลเซีย ซึ�งเป็นประเทศหลักที�มีการผลิตและบริโภคนํ �ามนัปาล์ม ในส่วนของประเทศไทยนั �นมี
การศึกษาการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มโดยวิธีทางชีวภาพน้อยมาก มีเพียงการศึกษาของ สุรอรรถ 
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และคณะ (2545) ที�ทําการศกึษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสเพื�อใช้บําบดัไขมนัในระบบบําบดันํ �าเสีย 
โดยการศกึษานั �นผู้วิจยัได้ใช้นํ �ามนัปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนเพื�อทําการคดัแยกจลุินทรีย์ที�สามารถ
ผลิตไลเปสได้ แต่ไม่ได้มีการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มจากจลุินทรีย์โดยตรง 
และงานวิจยัที�ผา่นมาส่วนมากมกัมุ่งเน้นในการศกึษาการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มในรูปเชื �อเดี�ยว มี
เพียงงานวิจยัของ Oswal และคณะ (2002) ที�ศกึษาการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มที�ปนเปื�อนในนํ �า
เสียโดยใช้เชื �อกลุ่มผสมของ Yarrowia lipolytica NCIM 3589 มาผสมกบัจลุินทรีย์ในดิน แต่ก็
ไม่ได้มีการตรวจสอบว่าจุลินทรีย์กลุ่มผสมที�นํามาศึกษานั �นเป็นจุลินทรีย์ในกลุ่มใด ทําให้ไม่
สามารถระบไุด้ว่า ความสามารถในการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มนั �นมาจากจลุินทรีย์สายพนัธุ์ใด ซึ�ง
ทําให้มีขอบเขตจํากดัในการนําไปศกึษาตอ่ 
 
 ดงันั �นงานวิจยัในครั �งนี �จงึทําการคดัแยกแบคทีเรียและยีสต์จากแหล่งตา่งๆในประเทศไทย
ที�มีความสามารถในการสร้างไลเปส มาทําการสร้างกลุ่มจลุินทรีย์ผสม เพื�อใช้ในการบําบดัไขมนั
และนํ �ามนัที�ปนเปื�อนในนํ �าเสียสังเคราะห์ โดยมุ่งเน้นไปที�การศึกษาการย่อยสลายนํ �ามันปาล์ม 
โดยทําการศึกษาค่าไลเปสแอกทิวิตี และเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มของจลุินทรีย์กลุ่ม
ผสมในการบําบดัในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง พร้อมทั �งศึกษาความสามารถในการอยู่ร่วมกันของ
จุลินทรีย์แต่ละตัวที�นํามาสร้างกลุ่มจุลินทรีย์ผสมด้วยเทคนิค Denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE) 
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บทที�  3 
 

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีดาํเนินงานวิจัย 
 

อุปกรณ์ 
 

1. กล้องจลุทรรศน์ (microscope)รุ่น UNILUX-12 บริษัท Kyowa, Tokyo, Japan 
2. กระทงอะลมูิเนียม 
3. เครื�องกวนแมเ่หล็ก (magnetic stirrer) รุ่น 502P-2 ของบริษัท PMC, USA 
4. เครื�องแก้ว ของบริษัท Pyrex, U.S.A. 
5. เครื�องเขย่าชนิดควบคมุอณุหภมูิ (controlled environment incubator shaker) รุ่น G-27 

บริษัท New Brunswick Scientific, U.S.A. 
6. เครื�องชั�งละเอียด รุ่น A 200s ของบริษัท Forma Scientific, U.S.A. 
7. เครื�องชั�ง รุ่น P2002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
8. เครื�องตรวจสอบเจล (Gel documentation system) รุ่น Gel DOC 2000TM บริษัท      

Bio-Rad Laboratories Inc., U.S.A. 
9. เครื�องนึ�งอบฆา่เชื �อ (autoclave) บริษัท Kakusan, Japan 
10. เครื�องปั�นเหวี�ยงชนิดควบคมุอณุหภมูิ (refrigerated centrifuge) รุ่น 1920  บริษัท 

Kubota, Japan 
11. เครื�องปั�นผสม (vortex mixer) รุ่น Gene 2 บริษัท Scientific Industries, U.S.A. 
12. เครื�องเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) รุ่น 2400 บริษัท Perkin Elmer, 

U.S.A ใและ รุ่น MJ MiniTM Personal Thermal Cycler บริษัท Biorad, U.S.A. 
13. เครื�องแยกสารพนัธุกรรมด้วยเทคนิค  DGGE บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., U.S.A. 
14. เครื�องวดัการดดูกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น UV-160A บริษัท Shimadzu, Japan 
15. เครื�องวดัคา่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH meter) รุ่น 240 บริษัท Corning, U.S.A. 
16. เครื�อง Sonicator รุ่น SONOREX RX 100 บริษัท สยามแอนด์โกร,กรุงเทพ,ประเทศไทย 
17. เครื�อง IATROSCAN TLC-FID Analyzer, Japan  
18. ชดุอปุกรณ์ทํา agarose gel electrophoresis ได้แก่ ถาดเทเจล ถงัใส่สารละลาย แผ่นหวี 

และแหลง่จา่ยไฟ ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan 
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19. ตู้ เขี�ยเชื �อแบบ ISSCO รุ่น BV-124 บริษัท International Scientific supply Co., Ltd., 
Thailand  

20. ตู้แชแ่ข็งจดุเยือกแข็งตํ�า (deep freezer) อณุหภมูิ –20๐ซ รุ่น MDF-U332 บริษัท Sanyo 
Electric, Japan 

21. ตู้แชแ่ข็งจดุเยือกแข็งตํ�า (deep freezer) อณุหภมูิ –80๐ซ รุ่น ULT1786 บริษัท Forma 
Scientific, U.S.A. 

22. ตู้บม่เชื �ออณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ยี�ห้อ Memmert รุ่น BE800, Germany 
23. ตู้อบฆา่เชื �อ (hot air oven) รุ่น D06063 บริษัท Memmert, Germany 
24. ตู้อบแห้ง (oven) บริษัท Contherm Scientific, New Zealand 
25. ถงัปฏิกรณ์ (Reactor) รุ่น Marubishi Model MDL , Japan 
26. ไมโครปิเปต (micropipette) ขนาด 20, 100, 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร      บริษัท

Eppendorf  AG, Germany 
27. อปุกรณ์นบัเซลล์ (hemacytometer) บริษัท Schott Duran, Germany 
 

 
(Marubishi Model MDL) reactor 

 

 
IATROSCAN TLC-FID Analyzer 
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เคมีภัณฑ์ 
 

1. กรดบอริคเข้มข้น บริษัท Merck, Germany 
2. กรดอะซีตกิเข้มข้น (glacial CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 
3. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท BDH Chemicals, Australia 
4. กลีเซอรอล (glycerol) บริษัท Research organics, Inc., U.S.A. 
5. กลโูคส (glucose) บริษัท Merck, Germany 
6. คลอโรฟอร์ม (chloroform) บริษัท Merck, Germany 
7. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2.2H2O) บริษัท Merck, Germany 
8. ชดุสกดัดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท Qiagen, 

Germany 
9. ชดุ สารละลาย KAPA2G Robust HotStart  บริษัท Kapa  Biosystems, United States 
10. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 
11. โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (sodium dodecyl sulfate, SDS), (C12H25OSO3) บริษัท Nacalal 

tesque, Japan 
12. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Merck, Germany 
13. ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส (1 kilobase DNA ladder) บริษัท Bio-Rad, UK และ บริษัท 

บริษัท Fermentas, U.S.A. 
14. ดีเอ็นเอ 100 bp DNA ladder ของบริษัท BioExcellence, Thailand 
15. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) บริษัท Merck, Germany 
16. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  บริษัท Merck, Germany 
17. ไตรบไูทริน (Tributyrin) บริษัท Fluka, Switzerland 
18. ทริปโตน (tryptone) บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
19. แบคโตเปบโทน (Bacto peptone broth) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
20. ผงวุ้น 
21. ผงสกดัจากเนื �อ (beef extract) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
22. ผงสกดัจากมอลต์ (Malt extract) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
23. ผงสกดัจากยีสต์ (yeast extract) บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
24. โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) บริษัท Merck, Germany 
25. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 
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26. พารา-ไนโตรฟีนิล อะซิเตท (p-nitrophenyl acetate) บริษัท Fluka, Switzerland 
27. พารา-ไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol) บริษัท Sigma, U.S.A. 
28. ฟีนอล-คลอโรฟอร์ม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ [Phenol-chloroform-isoamyl alcohol 

(25:24:1)] บริษัท USB, USA 
29. เมทานอล (CH3OH) บริษัท Merck, Germany 
30. แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O) บริษัท Carlo ERBA, France 
31. สารเคมีที�ใช้ในเทคนิค DGGE บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., U.S.A. 

ฟอร์มาไมด์ ([Formamide (Deionized))] 
สารละลาย 40% อะคริลาไมด์/บสิ (40% Acrylamide/Bis solution, 37.5:1) 
ยเูรีย (Urea) 
แอมโมเนียม เปอร์ซลัเฟต (Ammonium persulfate) 
N,N,N/,N/-เททระ เมธิล เอธิลีนไดเอมีน (N,N,N/,N/-Tetra-methyl-
ethylenediamine, TEMED) 
ทีเออี เข้มข้น 50 เทา่ (50xTAE) 
สีตดิตาม (Dye solution) 
เอธิเดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide solution) เข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

32. สาร EDTA (EthyleneDiamineTetraacetic Acid), (C10H14N2O8Na2.2H2O) ของบริษัท 
Sigma, USA 

33. สาร Tween 80 Merck, Germany 
34. อะกาโรสเจล (agarose gel) บริษัท IUAI, Japan 
35. อาร์เอ็นเอส เอ (Ribonuclease A, Rnase A) บริษัท Promega, U.S.A. 
36. เอธานอล ของบริษัท J.T. Baker, U.S.A. 
37. แอมโมเนียม 
38. แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4)) บริษัท BDH Laboratory Chemicals Ltd., England 
39. ไอโซโพรพานอล (isopropanol) บริษัท E. Merck, Germany 
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ฐฐ

     แผนผังงานวิจัย 
         ตวัอย่างดนิ และ ตวัอยา่งนํ �า 

 
 

คดัเลือกแบคทีเรียและยีสต์ที�มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
 
 

จําแนกสายพนัธุ์ของแบคทีเรียและยีสต์ 
 
 

ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์ม และ 
ไลเปสแอกทิวิตี ในอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์เมื�อเลี �ยงในขวดเขยา่ 

 
ทดสอบประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ 

ในสภาพกลุม่จลุินทรีย์ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง 
 

                                                                                 
 
 
 
 
                                                                                  

 
 
 
 
 
 

ศกึษาพลวตัรของจลุินทรีย์ ด้วยเทคนิคDGGE 

ศกึษาประสิทธิภาพการยอ่ย
สลายนํ �ามนัปาล์มของกลุม่

แบคทีเรีย  
เมื�อเลี �ยงในถงัปฏิกรณ์ 

แแบบตอ่เนื�อง 

ศกึษาประสิทธิภาพการยอ่ยสลาย
นํ �ามนัปาล์มของกลุม่จลุินทรีย์ผสม 
เมื�อเลี �ยงในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง 

 

ศกึษาประสิทธิภาพการยอ่ย
สลายนํ �ามนัปาล์มของกลุม่ยีสต์ 

เมื�อเลี �ยงในถงัปฏิกรณ์
แบบตอ่เนื�อง 
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ฑฑ 

วิธีดาํเนินงานวิจัย 
 
3.1  คัดแยกแบคทีเรียและยีสต์ที�มีประสิทธิภาพในการผลิตไลเปส  
 
     3.1.1 เก็บตัวอย่างดินและนํ 
าเพื�อแยกแบคทีเรียและยีสต์ที�มีประสิทธิภาพในการผลิต
ไลเปส 
 

เก็บตวัอยา่งจากบริเวณดนิและนํ �าที�มีการปนเปื�อนนํ �ามนัซึ�งคาดว่าจะมีแบคทีเรียและยีสต์
ที�มีความสามารถผลิตไลเปส โดยนําตวัอย่างดิน 5 กรัมหรือนํ �า 5 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพู ่
250 มิลลิลิตร  ที�มีอาหารเหลวนํ �ามนัปาล์มดดัแปลงจากสตูรของ สรุอรรถ ศภุจตัรัุส (2545) ตาม
ภาคผนวก ก ปริมาตร 50  มิลลิลิตร บม่ที�เครื�องเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที  อณุหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 48 ชั�วโมง  คัดเลือกเฉพาะขวดที�มีการเปลี�ยนสีของ bromocresol 
purple ในอาหารเหลวจากสีมว่งไปเป็นสีเหลือง 
 
     3.1.2 คัดเลือกแบคทีเรียและยีสต์ที�มีประสิทธิภาพในการผลิตไลเปส  
 

โดยนําจลุินทรีย์ที�ได้ในข้อ 3.1.1 มาเจือจางที�ระดบัความเข้มข้น 10-3-10-6 จากสารละลาย
เจือจางดินทุกระดบัความเข้มข้น ปิเปต 1 มิลลิลิตร ใส่ในจานอาหารแข็งไตรบไูทริน (Tributyrin 
agar plate) ดดัแปลงจาก พชัรวิภา ใจจกัรคํา (2545) ตามภาคผนวก ก  บม่ที�อณุหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส คดัเลือกโคโลนีที�ทําให้เกิดบริเวณใส และถ่ายเชื �อลงบนอาหารเลี �ยงเชื �อจานใหม่ ทําซํ �า
จนได้เป็นเชื �อบริสทุธิG จากนั �นถ่ายเชื �อบริสทุธิGที�ได้ด้วยปลายเข็มเขี�ยเชื �อและจดุลงบนอาหารอีกครั �ง
วดับริเวณกว้างของบริเวณใสที�เกิด ขึ �นโดยคดัเลือกจุลินทรีย์ที�สร้างรัศมีบริเวณใสมากกว่า 0.3 
เซนติเมตร ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของจุลินทรีย์บริสุทธิG โดยศึกษาสีและโครงสร้างของ
โคโลนี พร้อมทั �งย้อมสีแกรมและตรวจดลูกัษณะของเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์  
  
3.2 การพสูิจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียและยีสต์ที�คัดเลือกได้ 
 
     3.2.1 สกัดดีเอ็นเอ 
  

สกดัดีเอ็นเอจากแบคทีเรียและยีสต์ตามวิธีของ Cocolin และคณะ (2000) โดยเลี �ยงยีสต์ 

36 



 
 

 

 

ฒฒ

บนอาหารเหลว YM และเลี �ยงแบคทีเรียในอาหานเหลว NB  ที�อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 20 - 24 ชั�วโมง ปิเปต 1.5 มิลลิลิตรของอาหารเหลวแตล่ะชนิด  ที�มีเชื �อลงในหลอดไมโครฟิวจ์ 
นําไปปั�นเหวี�ยงที� 8,000 รอบตอ่นาที นาน 5 นาที ทําขั �นตอนนี �ซํ �ากนั 3 รอบ จนได้ปริมาณเซลล์
ตามที�ต้องการ จากนั �นละลายเซลล์ที�ได้ในนํ �ากลั�นปลอดเชื �อปลอดประจ ุเพื�อล้างเซลล์ นําไปปั�น
เหวี�ยงที� 8,000 รอบตอ่นาที นาน 5 นาที ทิ �งส่วนนํ �าใสออกให้หมดจากนั �นเติมบฟัเฟอร์สําหรับสกดั
ดีเอ็นเอ (yeast lysis buffer)  300 ไมโครลิตร ของ  0.4  กรัม glass bead (ขนาด
เส้นผา่ศนูย์กลาง 0.1-0.25)  เติม 200 ไมโครลิตร ของ ฟีนอล-คลอโรฟอร์ม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
(phenol:chloroform:isoamyl) (25:24:1) นําไปเขย่านาน 15 - 20 นาที จากนั �นนําไปปั�นเหวี�ยงที� 
12,000 รอบตอ่นาที นาน 10 นาที  

 
เก็บส่วนนํ �าใสด้านบนซึ�งเป็นส่วนที�มีดีเอ็นเออยู่มาใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์อนัใหม่จากนั �น

เติมฟีนอล-คลอโรฟอร์ม-ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ phenol:chloroform:isoamyl (25:24:1) 200 
ไมโครลิตร พลิกกลบัไปกลบัมา แล้วนําไปปั�นเหวี�ยงที� 12,000 รอบตอ่นาที นาน 10 นาที ดดูส่วน
นํ �าใสด้านบนซึ�งเป็นสว่นที�มี DNA อยู ่มาใสในหลอด ไมโครฟิวจ์อนัใหม ่ 

 
เติม 100 เปอร์เซ็นต์ เอทานอลแช่เย็น ปริมาตร 800 ไมโครลิตร และเติม 5 โมล่าร์ 

โซเดียมอะซิเตต 0.1 เทา่ของปริมาตรนํ �าใส พลิกกลบัไปมา นําไปแช่เย็นที� -20 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาที จากนั �นนําไปปั�นเหวี�ยงที� 12,500 รอบตอ่นาที นาน 15 นาที เพื�อตกตะกอน DNA จากนั �น
เทส่วนนํ �าใสทิ �ง เติม 70 % เอทานอล นําไปปั�นเหวี�ยงที� 12,500 รอบตอ่นาที นาน 5 นาที เพื�อล้าง
ตะกอน DNA ให้สะอาด ตากตะกอนดีเอ็นเอ ให้แห้ง ละลายตะกอน ดีเอ็นเอ ด้วย TE buffer 
ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เตมิ RNase 1 ไมโครลิตร นําไปบม่ที� 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
 
     3.2.2 ตรวจสอบความสมบูรณ์ของดีเอ็นเอที�สกัดได้ ด้วยวิธี Gel Electrophoresis 
 

 เตรียมวุ้นความเข้มข้น 1% โดยชั�งผงวุ้นหนัก 1 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บฟัเฟอร์  
TAE ความเข้มข้น 1 เทา่ หลอมด้วยไมโครเวฟประมาณ 2-3 นาที ทิ �งให้สารละลายเย็นลง จนเหลือ
อณุหภมูิประมาณ 60 องศาเซลเซียส เทลงในถาดที�มีหวีเสียบอยู่ ปล่อยให้วุ้นแข็งตวัประมาณ 60 
นาที วางแผน่วุ้นลงในแชมเบอร์ เทบฟัเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 เท่า ให้ท่วมแผ่นวุ้นประมาณ 2-3 
มิลลิเมตร ผสมสารละลายดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร รวมกบัสีติดตาม (6X loading dye) 1 ไมโครลิตร 
(ภาคผนวก ข) บนแผ่นพาราฟิล์ม แล้วนํามาหยอดลงในหลุมบนแผ่นวุ้น โดยหลุมแรกให้หยอด
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ณณ

ด้วยดีเอ็นเอมาตรฐาน lamda /HinDIII marker จากนั �นเปิดสวิตซ์ให้กระแสไฟฟ้าไหลผ่านแผ่นวุ้น
และบฟัเฟอร์  TAE โดยใช้ความตา่งศกัย์ 100 โวลต์ นาน 30 นาที ย้อมดีเอ็นเอด้วยสารละลายเอธิ
เดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide) ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข ) นาน 
15  นาที  นํา ไปส่องดูภายใ ต้แสงอัลตราไว เอต (UV)  ด้ วย เค รื� องตรวจสอบเจล  (Gel 
Documentation system) 

 
     3.2.3 เพิ�มจาํนวนชิ 
นส่วนดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ( Polymerase Chain   
Reaction, PCR) 

 
3.2.3.1 วิเคราะห์ความบริสุทธิ6และความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 
 
นําสารละลายดีเอ็นเอจากข้อ 3.2.1 ไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 260 และ 

280 นาโนเมตร (A260 และ A280) คํานวณค่า A260 ต่อ A280 ถ้าอตัราส่วนที�ได้มีค่าน้อยกว่า 1.8 
แสดงว่ามีโปรตีนปนเปื�อนสงู แต่ถ้าคา่สงูว่า 2.0 แสดงว่ามีอาร์เอ็นเอปนเปื�อนสูง และคํานวณหา
ความเข้มข้นของดีเอ็นเอจากสมการ  

 
 

 
   

3.2.3.2 เพิ�มจาํนวนชิ 
นส่วนดีเอ็นเอบริเวณ 5.8S-ITS ของยีสต์ 
 

ใช้ไพรเมอร์ ITS1F (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) และไพรเมอร์ ITS4R (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Cristina และคณะ, 2005) เพิ�มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS 
region ซึ�งผลิตภณัฑ์ PCR ที�ได้จะมีความยาวแตกตา่งกนัออกไปตามแตล่ะสายพนัธุ์ของยีสต์ โดย
จะมีขนาดอยู่ในช่วง 900-300 bp โดยที�ความเข้มข้นสดุท้ายของสารแตล่ะชนิดในปฏิกิริยา เป็น
ดงันี � 

 
สารละลาย KAPA2G Robust HotStart 11.1 ไมโครลิตร นํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อ 11 

ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร์ 338F 1 ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร์ 518R  1 ไมโครลิตร 
ความเข้มข้นสดุท้ายของสารละลายไพรเมอร์เป็น 10 ไมโครโมล (ของแตล่ะตวั) สารละลายดีเอ็นเอ
ความเข้มข้น 100  นาโนกรัม 1 ไมโครลิตร รวมส่วนผสมทั �งหมดในหลอด PCR จะมีปริมาตรสทุธิ 

ดีเอ็นเอสายคู ่(ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร) = A260 X 50 X dilution factor 
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ดด 

25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั ระวงัอย่าให้มีฟองอากาศ จากนั �นดําเนินปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส 
ด้วยเครื�องเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) (Biorad, USA) โดยตั �งโปรแกรมดงันี � 
 
 

1. Initial denaturation step  อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 
2.  Denaturation step   อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
3.  Annealing step    อณุหภมูิ 53 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
4. Extension step   อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
   ทําขั �นตอนที� 2-5 จํานวน 35 รอบ 
5. Final extension    อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
 
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที�เกิดขึ �นด้วยวิธี Gel Electrophoresis โดยใช้วุ้นความเข้มข้น 2% 

โดยชั�งผงวุ้นหนกั 2 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บฟัเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 เท่า ทําตามวิธีใน
ข้อ 3.2.2 แตเ่ปรียบเทียบขนาดผลิตภณัฑ์ PCR กบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร์ (100 bp  
DNA ladder) 
              

3.2.3.3 เพิ�มจาํนวนชิ 
นส่วนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 
    

โดยใช้ไพรเมอร์ 338F (5’-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) และไพรเมอร์ 518R  
(5’-ATTACCGCGGCTGG-3’) (DeJournett และคณะ, 2007) เพิ�มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ V-3 
region ซึ�งได้ผลิตภณัฑ์ PCR ที�มีความยาวประมาณ 200 bp โดยที�ความเข้มข้นสดุท้ายของสาร
แตล่ะชนิดในปฏิกิริยา เป็นดงันี � 
 

สารละลาย KAPA2G Robust HotStart 11.1 ไมโครลิตร นํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อ 11 
ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร์ 338F 1 ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร์ 518R  1 ไมโครลิตร 
ความเข้มข้นสดุท้ายของสารละลายไพรเมอร์เป็น 10 ไมโครโมล (ของแตล่ะตวั) สารละลายดีเอ็นเอ
ความเข้มข้น 100  นาโนกรัม 1 ไมโครลิตร รวมส่วนผสมทั �งหมดในหลอด PCR จะมีปริมาตรสทุธิ 
25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั ระวงัอย่าให้มีฟองอากาศ จากนั �นดําเนินปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส 
ด้วยเครื�องเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) (Biorad, USA) โดยตั �งโปรแกรมดงันี � 
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1. Initial denaturation step  อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
2. Touchdown program จํานวน 20 รอบ 

2.1 Denaturation step  อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
2.2 Annealing step  อณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 

                                              (ลดอณุหภมูิลดลงทีละ 0.5 องศาเซลเซียส ในแตล่ะรอบ) 
2.3 Extension step  อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 

3. Denaturation step   อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
4. Annealing step    อณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 

  
5. Extension step   อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
6. ทําขั �นตอนที� 3-5 จํานวน 30 รอบ 
7. Final extension    อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 

  
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที�เกิดขึ �นด้วยวิธี Gel Electrophoresis โดยใช้วุ้นความเข้มข้น 2% 

โดยชั�งผงวุ้นหนกั 2 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บฟัเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 เท่า ทําตามวิธีใน
ข้อ 3.2.2 แตเ่ปรียบเทียบขนาดผลิตภณัฑ์ PCR กบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร์ (100 bp DNA 
ladder) 

 
เมื�อได้ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียและยีสต์ตามข้อ  3.2.3.2 และ 3.2.3.3 แล้ว นํามาทําให้

บริสทุธิGด้วยการสกดัดีเอ็นเอออกจากเจล ตามวิธีในข้อ 3.2.3.4 ตอ่ไป 
 
 3.2.3.4 การสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลเพื�อทาํให้บริสุทธิ6 
 
 ตดัอะกาโรสเจลบริเวณที�มีผลิตภณัฑ์ดีเอ็นเอมาสกดัผลิตภณัฑ์ดีเอ็นเอออกจากอะกาโรส
เจล ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ QIAquick Gel ExtractionKit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที�ระบโุดย
บริษัทผู้ผลิต ดงันี � นําชิ �นอะกาโรสเจลที�มีแถบดีเอ็นเอที�ต้องการ ใส่หลอดไมโครฟิวจ์ จากนั �นเติม 
บฟัเฟอร์ QG ปริมาตร 3 เท่าของนํ �าหนกัอะกาโรสเจล นําไปบม่ที�อณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 10 นาที พลิกหลอดกลบัไปมาจนกระทั�งอะกาโรสเจลละลายหมด จากนั �นเติมไอโซโพร 
พานอลปริมาตร 1 เท่าของนํ �าหนักอะกาโรสเจล ผสมให้เข้ากัน ถ่ายสารละลายดีเอ็นเอลงใน 
QIAquick spin column นําไปปั�นเหวี�ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ที�อณุหภูมิห้อง เป็น
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เวลา 1 นาที เทส่วนนํ �าใสทิ �ง เติม บฟัเฟอร์ PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน์ นําไปปั�น
เหวี�ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ที�อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนนํ �าใสทิ �ง แล้วปั�น
เหวี�ยงซํ �าอีกครั �งเพื�อกําจัดสารละลายที�เหลือติดคอลมัน์ จากนั �นย้ายคอลัมน์มายังหลอดไมโคร
ฟิวจ์หลอดใหม่ เติม บฟัเฟอร์ EB ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ให้ลงตรงแผ่นกรอง ตั �งทิ �งไว้ เป็น
ระยะเวลา 1 นาที นําไปปั�นเหวี�ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิห้อง เป็น
ระยะเวลา 1 นาที จะได้สารละลายดีเอ็นเอ เก็บรักษาสารละลายของดีเอ็นเอที�อณุหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
 

3.2.3.5 การวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 
 

นําสารละลายดีเอ็นเอที�ได้จากข้อ  3.2.3.4 ไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 260 
และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) และคํานวณหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ส่งดีเอ็นเอไป
วิเคราะห์ที� First BASE Laboratories Sdn Bhd ประเทศมาเลเซีย ผ่านทางบริษัท Ward Medic 
Ltd., Part โดยบริษัทนี �ใช้ระบบ LI-COR® NEN 4200 Global IR2 DNA Sequencing และเครื�อง 
ABI® PRISM DNA Sequencing โดยใช้ไพรเมอร์ของแบคทีเรียคือ 338F และ 518R  ส่วนไพร
เมอร์ของยีสต์คือ ITS1F และ ITS4R  

เมื�อได้ข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ของชิ �นดีเอ็นเอแล้ว นําไปวิเคราะห์ลําดับเบสและจัด
จําแนกชนิดของจุลินทรีย์โดยเปรียบเทียบกับข้อมูลที�มีในฐานข้อมูล GenBank ใช้โปรแกรม 
BLASTn (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) 
 
3.3 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ 
ามันปาล์มในอาหารนํ 
าเสียสังเคราะห์และ     

ไลเปสแอกทวิิตีของยีสต์และแบคทีเรีย ที�คัดเลือกได้ 

ใช้เข็มเขี�ยบริสุทธิGของแบคทีเรียที�คดัเลือกได้จากข้อ 3.1.2 ลงในอาหารเหลว Nutrient 
Broth (NB) และยีสต์ลงในอาหารเหลว  yeast extract-malt extract broth (YM) บม่ที�เครื�องเขย่า
ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที  อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั�วโมง ปิเปต 2 มิลลิลิตร
ของเชื �อจุลินทรีย์ในอาหารเหลวนํ �ามันปาล์ม บ่มที� เครื�องเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที  
อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั�วโมง ปรับปริมาตรจํานวนเชื �อแบคทีเรียและยีสต์ให้
เท่ากบั 2 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปิเปตนํ �าเลี �ยงเชื �อปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารนํ �าเสีย
สงัเคราะห์ดดัแปลงจาก Matsumiya  และคณะ (2007)  ที�มีนํ �ามนัปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน 
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ปริมาตร 50  มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มที�เครื�องเขย่าความเร็วรอบ 200 
รอบ/นาที  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  48  ชั�วโมง  นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็วรอบ 
10000  รอบต่อนาที  เป็นเวลา 10  นาที นําส่วนเซลล์ทั �งหมดมาหาปริมาณมวลชีวภาพ 
(Biomass)  นําส่วนนํ �าใสที�ได้มาทดสอบไลเปสแอกทิวิตีตามวิธีของ  Marianne และคณะ (1991) 
และวิเคราะห์การย่อยสลายนํ �ามนัปาล์ม โดยวิธีการสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม  โดยเติมลงไปปริมาตร 
20 มิลลิลิตร นําไปเข้าเครื�องเขย่าที�ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที  เป็นเวลา 30 นาที จากนั �นนํา
สารละลายชั �นคลอโรฟอร์มที�ได้มาปั�นเหวี�ยงอีกครั �งด้วยความเร็วรอบ 10,000  รอบตอ่นาที  เป็น
เวลา 10 นาที  เก็บสารละลายชั �นคลอโรฟอร์มไปวิเคราะห์ประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์ม
ด้วยวิธี Thin Layer Chromatography -Flame Ionization Detector (TLC-FID)  
 
     3.3.1 วิธีการทดสอบไลเปสแอกทวิิตี 

 
ผสมสารละลาย A ที�มีส่วนประกอบของ พารา-ไนโตรฟีนอล อะซิเตรต (p-nitrophenyl 

acetate) ซึ�งทําหน้าที�เป็นซับสเตรต ปริมาตร 90 ไมโครลิตร กับ สารละลาย B ที�ทําหน้าที�เป็น
บฟัเฟอร์ ปริมาตร 810 ไมโครลิตร จากนั �นเติมตวัอย่างที�เก็บได้จากข้อ 3.2 ซึ�งทําหน้าที�สารละลาย
เอนไซม์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั �นนําไปบ่มที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที แล้วหยุดปฏิกิริยาโดยการนําไปแช่ในอ่างนํ �าแข็งนาน 5 นาที จากนั �นนําไป
วิเคราะห์คา่ไลเปสแอกทิวิตี โดยนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที� 460 นาโนเมตร โดยเปรียบเทียบกบั
ซบัเสตรตแบลงค์ คือ สารละลาย A ปริมาตร 90 ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลาย B ที�ทําหน้าที�เป็น
บฟัเฟอร์ ปริมาตร 910 ไมโครลิตร และหกัลบออกจาก ค่าเอนไซม์แบลงค์ ซึ�งคือ สารละลาย B 
ผสมกบัสารละลายเอนไซม์ 100 ไมโครลิตร  

 
 

 
 
 
การคาํนวณแอกทวิิตีของไลเปสโดยวิธีของ  Marianne และคณะ (1991) 
จากกราฟมาตรฐานของ พารา-ไนโตรฟีนอล เมื�อวิเคราะห์ด้วยวิธีของ Marianne และคณะ (1991) 
สามารถหาคา่ความชนัได้ นําคา่ความชนัที�ได้มาคํานวณแอคตวิิตีของไลเปส 
 

คา่ OD460 nm ของไลเปสแอกทิวิตี =    คา่ OD460 nm ของตวัอยา่งที�ต้องการวิเคราะห์ – คา่ OD460   
                                                           nm ของเอนไซม์แบลงค์ 
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แอกทิวิตีของไลเปส (หน่วยตอ่มิลลิลิตร) 
 
=        คา่การดดูกลืนแสง    x     1             x      1          x             1              x     คา่การเจือจาง 
  
             เวลาที�บม่เอนไซม์       ความชนั       ปริมาณเอนไซม์    นํ �าหนกัโมเลกลุของ 
                (นาที)                                        (มิลลิลิตร)         พารา-ไนโตรฟีนอล 
 
     3.3.2 วิเคราะห์ประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ 
ามันปาล์มด้วยวิธี Thin Layer 

Chromatography – Flame Ionization Detector (TLC-FID) 

นําสารละลายชั �นคลอโรฟอร์มที�ได้จาก ข้อ 3.3 วิเคราะห์ผลเปอร์เซ็นต์นํ �ามนัปาล์ม โดย
ต้องนําแทง่โครมารอดมาเคลือบด้วยกรดบอริคเข้มข้น 3% นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร (Boric acid 
impregnated) ก่อนจงึจะสามารถแยกส่วนของไตรกลีนเซอไรด์ ไดกลีนเซอร์ไรด์ และโมโนกลีน
เซอร์ไรด์ ออกจากกนัได้ 
 ขั 
นตอน 

1. นําแท่งโครมารอดที�จะใช้ทดสอบมาทําการแบลงค์สแกนก่อนหนึ�งครั �งเพื�อทําความ
สะอาดแทง่โครมารอด 

2. หลงัจากทําแบลงค์สแกนเสร็จแล้ว นําแท่งโครมารอดจุ่มลงในสารละลายกรดบอริค
เข้มข้น 3% นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร นาน 5 นาทีเพื�อให้กรดบอริคเคลือบแทง่โครมารอด 

3. นําไปเข้าตู้อบความร้อน 120 องศาเซสเซียส นาน 5 นาที 
4. นําไปแบลงค์สแกนทนัที  
5. ได้แทง่โครมารอดที�เคลือบด้วยกรดบอริค เพื�อนําไปใช้ในการวิเคราะห์ตอ่ไป 
6. นําตวัอยา่งที�ต้องการวิเคราะห์ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  มาจดุลงบนแทง่โครมารอด  
7. นําแท่งโครมารอดที�ได้ไปจุ่งลงในตวัทําละลาย (solvent) ที�ใช้ในการพาสารเคลื�อนที�

ไปในแท่งโครมารอด ซึ�งในวิธีการนี �จะใช้ตวัทําละลาย 2 ระบบ คือ ระบบที� 1 ใช้
คลอโรฟอร์มเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ในการพาสารตวัอย่างที�ต้องการวิเคราะห์
เคลื�อนที�ไปได้ระยะทาง 8 เซนติเมตร ระบบที� 2 ใช้คลอโรฟอร์มเข้มข้น 100 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 70 มิลลิลิตร ผสมกบัตวัทําละลายที�ผสมกันระหว่าง เมทานอล 
กบัแอมโมเนีย (ในอตัราส่วน 8 ตอ่ 2) ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ในการพาสารตวัอย่าง
ที�ต้องการวิเคราะห์เคลื�อนที�ไปได้ระยะทาง 10 เซนตเิมตร 
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8. นําไปเข้าตู้อบความร้อน 120 องศาเซสเซียส นาน 5 นาที ทิ �งไว้ให้เย็นก่อนนําไปสแกน 
9. สภาวะที�ใช้ในการสแกนคือ อตัราการไหลของก๊าซไฮโดรเจน = 160  มิลลิลิตรตอ่นาที  

                    อตัราการไหลของอากาศ            =   2.0  ลิตรตอ่นาที                                                             
                    อตัราความเร็วที�ใช้ในการสแกน    =   30  วินาทีตอ่หนึ�งแทง่โครมารอด 

 
3.4 ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ 
ามันปาล์มในนํ 
าเสียสังเคราะห์ในสภาพกลุ่ม   
จุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง 
 

นําแบคทีเรีย และยีสต์ที�มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มที�คดัแยกและพิสจูน์
เอกลกัษณ์แล้วจากข้อ 3.3 มาทําการทดลองตอ่เพื�อทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ �ามนั
ปาล์มในสภาพกลุม่จลุินทรีย์ ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง รุ่น Marubishi Model MDL, Japan  
แบง่การทดลองออกเป็น 3 การทดลองดงันี � 

 
     3.4.1 ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ 
ามันปาล์ม และค่าไลเปสแอกทวิิตี ของกลุ่ม
ยีสต์ เมื�อเลี 
ยงในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง 

 

นํายีสต์ที�คดัเลือกแต่ละสายพนัธุ์มาเลี �ยงในอาหารเหลว  yeast extract-malt extract 
broth (YM)  บม่ที�เครื�องเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที  อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18 ชั�วโมง จากนั �นปิเปตเชื �อแบคทีเรียมาปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลวนํ �ามนัปาล์ม 
ดดัแปลงจาก พัชรวิภา ใจจักรคํา (2545) จากนั �นเลี �ยงยีสต์จนเข้าสู่ระยะกลางของช่วงทวีคูณ 
(mid- log phase) นําเซลล์ยีสต์มาคํานวนหาคา่จํานวนเซลล์ ปรับจํานวนเซลล์ของยีสต์รวมทั �ง 7 
สายพนัธุ์ให้มีคา่เทา่กบัหรือใกล้เคียง 2 X 106 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร จากนั �นปิเปตเซลล์แตล่ะสายพนัธุ์
มา 5.7 มิลลิลิตร เพื�อให้มีปริมาณเซลล์รวมทั �งหมด 8 X 107 เซลล์ นําไปปั�นเหวี�ยงเอานํ �าเลี �ยงเชื �อ
ออกเหลือเพียงตะกอนของเซลล์  
 

นําตะกอนเซลล์ละลายใน 40 มิลลิลิตร ของอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์ เพื�อนํามาใช้เป็นหวั
เชื �อตั �งต้น  จากนั �นปิเปตหวัเชื �อที�ได้ลงในถงัปฏิกรณ์ซึ�งมีอาหารเหลวนํ �าเสียสงัเคราะห์ที�มีนํ �ามนั
ปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนอยู่ในถงัปริมาตร 960 มิลลิลิตร  เลี �ยงเชื �อในถงัปฏิกรณ์แบบกะเป็นเวลา 
24 ชั�วโมง ตามด้วยการเลี �ยงแบบตอ่เนื�อง โดยคํานวนคา่อตัราการไหลของอาหารจากคา่ Specific 
growth rate determination ที�ได้จากการเจริญของยีสต์สายพนัธุ์ที�เจริญได้ช้าที�สดุ  อตัราการให้
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อากาศเท่ากบั 1 vvm  ควบคมุคา่อณุหภูมิในถงัปฏิกรณ์ให้อยู่ที� 30 องศาเซลเซียส  ควบคมุคา่พี
เอชอยู่ที� 6.0 เก็บตวัอย่างทกุ 12 ชั�วโมงจนถึง 168  ชั�วโมง โดยปิเปตมา 18 มิลลิลิตร  มาทดสอบ
อัตราการย่อยสลายนํ �ามันปาล์มด้วยวิธี TLC - FID  ทดสอบไลเปสแอกทิวิตีตามวิธีของ  
Marianne และคณะ (1991) ตามข้อ 3.3.1 หาค่านํ �าหนกัเซลล์แห้ง  และนําตะกอนที�เหลือมา
วิเคราะห์ความหลากหลายของจลุินทรีย์โดยวิธี DGGE ตอ่ไป 
 
     3.4.2 ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ 
ามันปาล์มและค่าไลเปสแอกทวิิตี ของกลุ่ม
แบคทีเรีย เมื�อเลี 
ยงในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง 
 
 ทําเช่นเดียวกบัข้อ 3.4.1 แตนํ่าแบคทีเรียที�คดัเลือกแตล่ะสายพนัธุ์มาเลี �ยงในอาหารเหลว 
Nutrient Broth (NB)  บม่ที�เครื�องเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที  อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18 ชั�วโมง จากนั �นปิเปตเชื �อแบคทีเรียปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลวนํ �ามนั
ปาล์ม ดดัแปลงจาก พัชรวิภา ใจจกัรคํา (2545) แล้วเลี �ยงแบคทีเรียจนเข้าสู่ระยะกลางของช่วง
ทวีคณู (mid - log phase) นําเซลล์แบคทีเรียมาคํานวนหาคา่จํานวนเซลล์ ปรับจํานวนเซลล์ของ
แบคทีเรียแต่ละสายพนัธุ์ให้มีคา่เท่ากบัหรือใกล้เคียง 2 X 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จากนั �นปิเปต
แบคทีเรียแต่ละสายพนัธุ์มา 13.3 มิลลิลิตร เพื�อให้มีปริมาณเซลล์รวมทั �งหมด 8 X 107 เซลล์   
นําไปปั�นเหวี�ยงเอานํ �าเลี �ยงเชื �อออกเหลือเพียงตะกอนของเซลล์ นําตะกอนเซลล์ที�ได้ละลายใน 40 
มิลลิลิตร ของอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์ เพื�อนํามาใช้เป็นหวัเชื �อตั �งต้น คํานวนคา่อตัราการไหลของ
อาหาร โดยใช้คา่ Specific growth rate determination  ของแบคทีเรียสายพนัธุ์ที�เจริญได้ช้าที�สดุ
มาเป็นตวักําหนดอตัรการไหลของ (flow rate)  และทําการวิเคราะห์ผลตามข้อ 3.4.1 
          
     3.4.3 ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ 
ามันปาล์มและค่าไลเปสแอกทวิิตี ของกลุ่ม
จุลินทรีย์ผสม เมื�อเลี 
ยงในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง 
 
  ทําเช่นเดียวกบัข้อ 3.4.1 โดยเลี �ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว นําแบคทีเรียที�คดัเลือกแตล่ะ
สายพนัธุ์มาเลี �ยงในอาหารเหลว Nutrient Broth (NB) และเลี �ยงยีสต์ในอาหารเหลว  yeast 
extract- malt extract broth (YM) บ่มที�เครื�องเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที  อณุหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั�วโมงจากนั �นปิเปตเชื �อแบคทีเรียมาปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ลงใน
อาหารเหลวนํ �ามันปาล์ม ดดัแปลงจาก พชัรวิภา ใจจักรคํา (2545) จนเข้าสู่ระยะกลางของช่วง
ทวีคณูของแบคทีเรียและยีสต์แต่ละสายพนัธุ์ ปรับจํานวนเซลล์ของจุลินทรีย์แต่ละสายพนัธุ์ให้ได้  
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2 X 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ปิเปตยีสต์และแบคทีเรียแต่ละสายพนัธุ์มา 4 มิลลิลิตร เพื�อให้ได้
ปริมาณเซลล์รวมทั �งหมด 8 X 107 เซลล์ นําไปปั�นเหวี�ยงเอานํ �าเลี �ยงเชื �อออกเหลือเพียงตะกอนของ
เซลล์ นําตะกอนเซลล์มาละลายใน 40 มิลลิลิตร ของอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์ เพื�อใช้เป็นหวัเชื �อตั �ง
ต้น โดยคํานวนคา่อตัราการไหลของอาหาร และใช้คา่ Specific growth rate determination ของ
แบคทีเรียหรือยีสต์สายพันธุ์ ที�เจริญได้ช้าที�สุดมาเป็นตัวกําหนดอัตรการไหลของ(flow rate) 
จากนั �นดําเนินการตามข้อ 3.4.1. 

 
3.5 ศึกษาพลวัตรของจุลินทรีย์ (microbial dynamics) ในถังปฏิกรณ์หลังจากเลี 
ยง
แบบต่อเนื�องจนถึงสภาวะเสถียร (steady state) โดยวิธี Denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE) 
 
     3.5.1 สกัดดีเอ็นเอ  

 
นําตะกอนที�ได้จากข้อ 3.4.1 3.4.2 และ 3.4.3 มาทําการสกดัดีเอ็นเอตามวิธีในข้อ 3.2.1 

 
     3.5.2 ตรวจสอบความสมบูรณ์ของดีเอ็นเอที�สกัดได้ ด้วยวิธี Gel Electrophoresis 

 
เมื�อสกัดดีเอ็นเอเรียบร้อยแล้วทําการตรวจสอบความสมบูรณ์ของดีเอ็นเอที�ได้ตามวิธีใน

ข้อ 3.2.2 
     
     3.5.3 เพิ�มจํานวนชิ 
นส่วนดีเอ็นด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain 
Reaction, PCR) 
 

3.5.3.1 เพิ�มจาํนวนชิ 
นส่วนดีเอ็นเอบริเวณ D1 region ของยีสต์ 
 
โดยใช้ไพรเมอร์ NL1+GC (5’-GCG GGC CGC GCG  ACC GCC GGG ACG CGC 

GAG CCG GCG GCG GGC CAT ATC AAT AAG CGG AGG AAA AG-3’) ซึ�งมี GC clamp 
เชื�อมตอ่บริเวณ 5’ และไพรเมอร์  LS2 (5’-ATT CCC AAA CAA CTC GAC TC–3’) (Cocolin 
และคณะ, 2000) 
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 สารละลาย KAPA2G Robust HotStart 11.1 ไมโครลิตร นํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อ 11 
ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร์ 338F 1 ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร์ 518R  1 ไมโครลิตร 
ความเข้มข้นสดุท้ายของสารละลายไพรเมอร์เป็น 10 ไมโครโมล (ของแตล่ะตวั) สารละลายดีเอ็นเอ
ความเข้มข้น 100  นาโนกรัม 1 ไมโครลิตร รวมส่วนผสมทั �งหมดในหลอด PCR จะมีปริมาตรสทุธิ 
25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั ระวงัอย่าให้มีฟองอากาศ จากนั �นดําเนินปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส 
ด้วยเครื�องเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) (Biorad, USA) โดยตั �งโปรแกรมดงันี � 
 

1. Initial denaturation step  อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
2.  Denaturation step   อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
3.  Annealing step    อณุหภมูิ 52 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 
4. Extension step   อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 60 วินาที 
   ทําขั �นตอนที� 2-4 จํานวน 30 รอบ 
5. Final extension    อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที 
 
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ที�เกิดขึ �นด้วยวิธี Gel Electrophoresis โดยใช้วุ้นความเข้มข้น 2% 

โดยชั�งผงวุ้นหนกั 2 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บฟัเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 เท่า เปรียบเทียบ
ขนาดผลิตภณัฑ์ PCR กบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร์ (100 bp DNA ladder) 
 

3.5.3.2 เพิ�มจาํนวนชิ 
นส่วนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 
 
 โดยใช้ไพรเมอร์ 338F + CG (5’-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG 
GGGG CAC GGG GGG ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’) ซึ�งมี GC clamp เชื�อมตอ่
บริเวณ 5’ และไพรเมอร์ 518R (5’-ATT ACC GCG GCT GG-3’) (DeJournett และคณะ, 2007) 
เพิ�มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณ V-3 region ซึ�งได้ผลิตภณัฑ์ PCR ที�มีความยาวประมาณ 200 bp โดย
ที�ความเข้มข้นสดุท้ายของสารแตล่ะชนิดในปฏิกิริยา เป็นดงันี � 
 
 สารละลาย KAPA2G Robust HotStart 11.1 ไมโครลิตร นํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อ 11 
ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร์ 338F 1 ไมโครลิตร สารละลายไพรเมอร์ 518R  1 ไมโครลิตร 
ความเข้มข้นสดุท้ายของสารละลายไพรเมอร์เป็น 10 ไมโครโมล (ของแตล่ะตวั) สารละลายดีเอ็นเอ
ความเข้มข้น 100  นาโนกรัม 1 ไมโครลิตร รวมส่วนผสมทั �งหมดในหลอด PCR จะมีปริมาตรสทุธิ 
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25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั ระวงัอย่าให้มีฟองอากาศ จากนั �นดําเนินปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส 
ด้วยเครื�องเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycler) (Biorad, USA) โดยตั �งโปรแกรมดงันี � 
 
1. Initial denaturation step       อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
2. Touchdown program จํานวน 20 รอบ 

2.1 Denaturation step       อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
2.2 Annealing step       อณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 

                                                            (ลดอณุหภมูิลดลงทีละ 0.5 องศาเซลเซียส ในแตล่ะรอบ) 
   2.3 Extension step       อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
3. Denaturation step        อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
4. Annealing step         อณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
  
5. Extension step        อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
6. ทําขั �นตอนที� 3-5 จํานวน 30 รอบ 
7. Final extension         อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
 

ตรวจสอบผลิตภณัฑ์ที�เกิดขึ �นด้วยวิธี Gel Electrophoresis โดยใช้วุ้นความเข้มข้น 2% 
โดยชั�งผงวุ้นหนกั 2 กรัมละลายใน 100 มิลลิลิตร บฟัเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 เทา่ เปรียบเทียบ
ขนาดผลิตภณัฑ์ PCR กบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 เบสแพร์ (100 bp DNA ladder) 
 
     3.5.4 วิเคราะห์สายพันธ์ุของจุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�องด้วยเทคนิค 
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)  

 
 ในการวิเคราะห์ DGGE ใช้อปุกรณ์ของ DCode™ system (Biorad, USA) โดยเตรียมพอ
ลิอะคริลาไมด์เจลเข้มข้น 8 เปอร์เซ็นต์ ที�มีเกรเดียนท์ของสารละลาย denaturant 30 - 60 
เปอร์เซ็นต์ จากสารละลาย denaturant 0 เปอร์เซ็นต์ และ 100 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข) ซึ�งทํา
เกรเดียนท์ของสารละลาย denaturant โดยใช้ระบบจา่ยเกรเดียนท์ตามวิธีที�ระบไุว้ในคูมื่อ เมื�อทํา
เกรเดียนท์ของสารละลาย denaturant ลงในชดุแซนวิชเตรียมเจลแล้ว เสียบหวีไประหวา่งกระจก
แซนวิช ระวงัอย่าให้มีฟองอากาศ ทิ �งข้ามคืนให้พอลิอะคริลาไมด์แข็งตวั นําชดุเจลแซนวิชใสล่งใน
แชมเบอร์ที�มีบฟัเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 เท่า ปริมาตร 7 ลิตร ที�ผา่นการให้ความร้อนจนอณุหภมูิ
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พพ 

ประมาณ 60 องศาเซลเซียส ผสมผลิตภณัฑ์ PCR ทั �งหมดกบัสีติดตาม หยอดลงในชอ่งวิ�ง  
จากนั �นเปิดสวิตซ์ให้กระแสไฟฟ้าไหลผา่นชดุเจลแซนวิชและบฟัเฟอร์  TAE จากขั �วลบไปขั �วบวก 
โดยใช้ความตา่งศกัย์ 120 โวลต์ นาน 5 ชั�วโมง ย้อมดีเอ็นเอด้วย สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ 
ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร นาน 15 นาที นําไปสอ่งดภูายใต้แสงอลัตราไวเอต ด้วย
เครื�องตรวจสอบเจล 
  
 ตดัชิ �นพอลิอะคริลาไมด์เจลบริเวณแถบดีเอ็นเอเดน่ใส่ลงในหลอดไมโครฟิวจ์ เติมนํ �ากลั�น
ปลอดประจุปลอดเชื �อ 20 ไมโครลิตร แช่ชิ �นเจลไว้ที� 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 20-24 ชั�วโมง 
เพื�อให้ดีเอ็นเอละลายออกมาจากเจลให้มากที�สุด เพิ�มจํานวนชิ �นดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เมอเรส ตามวิธีการในข้อ 3.5.4 จากนั �นนํา PCR product    ที�ได้มาโหลดลงในพอลิอะคริลาไมด์ 
เจลอีกครั �งเพื�อยืนยนัผลวา่แถบดีเอ็ฯเอที�ตดัมาได้นั �นเป็นแถบดีเอ็นเอเดี�ยวจริง จากนั �นตดัชิ �น 
พอลิอะคริลาไมด์เจลบริเวณแถบดีเอ็นเอเดี�ยวในแตล่ะแถบ นํามาเพิ�มจํานวนชิ �นดีเอ็นเอด้วย
ปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส และนําไปสง่วิเคราะห์ลําดบัเบสตอ่ไป  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

49 



 
 

 

 

ฟฟ 

บทที� 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 
4.1 คัดแยกแบคทีเรียและยีสต์ที�มีประสิทธิภาพในการผลิตไลเปส  
 
     4.1.1 เก็บตัวอย่างดนิและนํ 
าเพื�อแยกแบคทีเรียและยีสต์ที�มีประสิทธิภาพในการผลิต
ไลเปส 

 
จากการเก็บตวัอยา่งดนิและนํ �าเพื�อคดัแยกแบคทีเรียและยีสต์ทีมีประสิทธิภาพในการผลิต

ไลเปสจํานวน 14 แหล่ง นํามาบม่ในอาหารเหลวที�มีนํ �ามนัปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนและมีอินดิเค
เตอร์ คือ bromocresol purple ตามสูตรอาหารดัดแปลงจาก สุรอรรถ ศุภจัตุรัส (2545 ) มี
ตวัอยา่งดนิและนํ �าเพียง 6 แหลง่เทา่นั �น (ตารางที� 4.1) ที�เปลี�ยนสีของ bromocresol purple จากสี
ม่วงไปเป็นสีเหลืองอย่างชดัเจน ภายในระยะเวลา 36 ชั�วโมง แสดงให้เห็นว่าตวัอย่างดินและนํ �า
เหลา่นั �นมีจลุินทรีย์ที�มีความสามารถในการผลิตไลเปส โดยปล่อยไลเปสออกมานอกเซลล์เพื�อย่อย
สลายแหล่งคาร์บอนคือนํ �ามนัปาล์ม ซึ�งนํ �ามนัปาล์มมีคณุสมบตัิเป็นไตรกลีเซอร์ไรด์ เมื�อถูกย่อย
แล้วจะมีการปลดปล่อยกรดไขมนัอิสระ (free fatty acid) และเมื�อมีกรดเกิดขึ �นจะส่งผลให้อินดิเค
เตอร์เปลี�ยนจากสีมว่งไปเป็นสีเหลือง ดงัรูปที� 4.1และ 4.2 

ตารางที� 4.1 จํานวนแบคทีเรียและยีสต์ที�คดัแยกได้จากแหลง่ดนิและแหลง่นํ �า 

รหสัเชื �อ แหลง่ที�คดัแยก 
จํานวนแบคทีเรียและยีสต์ 

(ไอโซเลท) 
C ดนิรอบบริเวณ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 9 
L ดนิจาก ภเูรือ จ. เลย 12 

S 
นํ �าทิ �งข้างโรงอาหาร โรงเรียนวิสทุธิกษัตรี 

จ.สมทุรปราการ 
11 

T ดนิรอบบริเวณร้านอาหาร จ. สมทุรปราการ 5 
V แหลง่นํ �ารอบมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ 12 
Y ดนิจากสวนปาล์ม จ. ประจวบคีรีขนัธ์ 8 
 รวม 57 

  

 



 
 

 

 

ภภ 

 
 
รูปที� 4.1 ลกัษณะของอาหารเหลวนํ �ามนัปาล์มที�มีอินดิเคเตอร์คือ bromocresol purple (ก) ชุด
ควบคมุที�ไม่มีการเติมตวัอย่างดิน (ข) ตวัอย่างแหล่งดินที�มีการเปลี�ยนสีอินดิเคเตอร์อย่างชดัเจน 
(ค) ตวัอยา่งแหลง่ดนิที�ไมมี่การเปลี�ยนสีอินดเิคเตอร์ 
 

 
 
รูปที� 4.2 ลกัษณะของอาหารเหลวนํ �ามนัปาล์มที�มีอินดิเคเตอร์คือ bromocresol purple (ก) ชุด
ควบคุมที�ไม่มีการเติมตวัอย่างแหล่งนํ �า (ข) ตวัอย่างแหล่งนํ �าที�มีการเปลี�ยนสีอินดิเคเตอร์อย่าง
ชดัเจน (ค) ตวัอยา่งแหลง่นํ �าที�ไมมี่การเปลี�ยนสีอินดเิคเตอร์ 
 

51 



 
 

 

 

มม

     4.1.2 คัดเลือกแบคทีเรียและยีสต์ที�มีประสิทธิภาพในการผลิตไลเปสอย่างน้อย 50  
ไอโซเลท 

 
นําตวัอย่างดินและนํ �าที�มีการเปลี�ยนสีของอินดิเคเตอร์ bromocresol purple มาคดัแยก

แบคทีเรียและยีสต์ที�มีความสามารถผลิตไลเปส โดยอาหารที�ใช้คดัแยกคืออาหารแข็งไตรบไูทริน 
(Tributyrin agar plate) ดดัแปลงจาก พชัรวิภา ใจจกัรคํา (2545) เนื�องจากไตรบไูทรินเป็นไตรกลี
เซอร์ไรด์มาตรฐานที�นํามาทดสอบความสามารถในการผลิตไลเปสของจลุินทรีย์ โดยวดัความกว้าง
จากบริเวณใสที�เกิดขึ �น และทําการคดัเลือกจลุินทรีย์ที�สามารถสร้างรัศมีบริเวณใสได้มากกว่า 0.3 
เซนติเมตรภายในระยะเวลา 48 ชั�วโมง จากการทดลองพบว่า ตวัอย่างดินและนํ �าทั �งหมด 6 
ตวัอยา่งเมื�อนํามาคดัแยกจลุินทรีย์บริสทุธิG  ได้ทั �งหมด 57 ไอโซเลท โดยทั �งหมด 57 ไอโซเลทนั �น มี 
33 ไอโซเลทที�สามารถสร้างรัศมีบริเวณใสบนอาหารแข็งไตรบไูทรินได้มากกว่า 0.3 เซนติเมตร
ภายในระยะเวลา 48 ชั�วโมง ดงัตารางที� 4.2  
 

ตารางที� 4.2 รัศมีวงใสของแบคทีเรียและยีสต์ที�คดัแยกได้บนอาหารแข็งไตรบไูทริน 

รหสั 
จลุินทรีย์ 

 
 

ประเภทของ 
จลุินทรีย์ 

 

รัศมีบริเวณใส 
บนอาหารแข็ง 

ไตรบไูทริน 
(เซนตเิมตร) 

จลุินทรีย์ที�มีความสามารถ
สร้างรัศมีบริเวณใสได้บน
อาหารแข็งนํ �ามนัปาล์ม 

C1 - 0.1 - 
C2 - - - 
C3 ยีสต์ 0.5 - 
C4 ยีสต์ 0.5 + 
C5 ยีสต์ 0.5 - 
C6 ยีสต์ 0.5 + 
C7 ยีสต์ 0.5 + 
C8 แบคทีเรีย 0.6 - 
C9 - - - 
L1 - - - 
L2 แบคทีเรีย 1.0 - 
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รหสั 
จลุินทรีย์ 

 
 

ประเภทของ 
จลุินทรีย์ 

 

รัศมีบริเวณใส 
บนอาหารแข็ง 

ไตรบไูทริน 
(เซนตเิมตร) 

จลุินทรีย์ที�มีความสามารถ
สร้างรัศมีบริเวณใสได้บน
อาหารแข็งนํ �ามนัปาล์ม 

L3 - 0.2 - 
L4 - 0.2 - 
L5 ยีสต์ 0.5 - 
L6 แบคทีเรีย 0.5 - 
L7 ยีสต์ 0.6 - 
L8 ยีสต์ 0.5 - 
L9 ยีสต์ 0.6 + 
L10 ยีสต์ 0.8 - 
L11 ยีสต์ 0.4 + 
L12 ยีสต์ 1.0 - 
S1 ยีสต์ 0.6 - 
S2 แบคทีเรีย 0.5 - 
S3 - - - 
S4 ยีสต์ 0.8 + 
S5 แบคทีเรีย 0.8 - 
S6 - - - 
S7 ยีสต์ 0.7 - 
S8 แบคทีเรีย 0.8 - 
S9 ยีสต์ 0.5 - 

S10 ยีสต์ 0.5 - 
S11 ยีสต์ 0.5 - 
T1 แบคทีเรีย 0.7 - 
T2 - 0.1 - 
T3 แบคทีเรีย 0.7 + 
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รหสั 
จลุินทรีย์ 

 
 

ประเภทของ 
จลุินทรีย์ 

 

รัศมีบริเวณใส 
บนอาหารแข็ง 

ไตรบไูทริน 
(เซนตเิมตร) 

จลุินทรีย์ที�มีความสามารถ
สร้างรัศมีบริเวณใสได้บน
อาหารแข็งนํ �ามนัปาล์ม 

T4 - 0.1 - 
T5 - 0.1 - 
V1 แบคทีเรีย 0.3 + 
V2 - - - 
V3 แบคทีเรีย 0.6 + 
V4 - - - 
V5 - - - 
V6 - - - 
V7 แบคทีเรีย 0.3 - 
V8 - - - 
V9 - 0.2 - 

V10 - - - 
V11 แบคทีเรีย 0.4 - 
V12 - - - 
Y1 ยีสต์ 0.2 - 
Y2 ยีสต์ 0.6 + 
Y3 ยีสต์ 0.3 + 
Y4 ยีสต์ 0.4 + 
Y5 - 0.1 - 
Y6 - - - 
Y7 แบคทีเรีย - - 
Y8 - - - 

 
หมายเหต ุ  + แสดงวา่จลุนิทรีย์นั �นมีความสามารถในการสร้างบริเวณใสได้บนอาหารแข็งนํ �ามนัปาล์ม 
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นํา 33 ไอโซเลท ที�สามารถสร้างรัศมีบริเวณใสได้มากกว่า 0.3 เซนติเมตรบนอาหารแข็ง
ไตรบไูทรินภายในระยะเวลา 48 ชั�วโมง มาทดสอบความสามารถในการผลิตไลเปสบนอาหารแข็ง
ที�มีนํ �ามนัปาล์มเป็นแหลง่คาร์บอนดดัแปลงจากสตูรของ พชัรวิภา ใจจกัรคํา (2545) พบว่าจาก 33 
ไอโซเลทที�นํามาทดสอบนั �น มีเพียง 12 ไอโซเลทเท่านั �นที�สามารถสร้างบริเวณใสได้บนอาหารแข็ง
นํ �ามนัปาล์ม จลุินทรีย์อีกจํานวนหนึ�งที�สามารถสร้างไลเปสและย่อยไตรบูไทรินให้บริเวณใสที�เห็น
ชดัเจนแต่ไม่มีบริเวณใสให้เห็นในนํ �ามนัปาล์มนั �นอาจจะเกิดจากโครงสร้างของไตรบไูทรินนั �นเป็น
โครงสร้างไตรกลีเซอร์ไรด์สายสั �น ทําให้ง่ายตอ่การยอ่ยสลาย แตนํ่ �ามนัปาล์มไม่ใช่นํ �ามนัมาตรฐาน
ที�นํามาทดสอบความสามารถในการผลิตไลเปสโดยดูจากความสามารถในการสร้างบริเวณใส 
เนื�องจากนํ �ามนัปาล์มมีโครงสร้างเป็นไตรกลีเซอร์ไรด์สายยาว ทําให้การย่อยสลายเกิดขึ �นได้ยาก
กว่า บริเวณใสที�เกิดขึ �นจึงมองเห็นไม่ชดัเจนเท่ากับบริเวณใสที�สร้างขึ �นบนอาหารแข็งไตรบูไทริน  
รายงานการวิจยัอื�นก่อนหน้านี �โดยปกติมกัใช้ไตรบไูทรินหรือนํ �ามนัมะกอก ซึ�งเป็นนํ �ามนัมาตรฐาน
ที�จะสามารถมองเห็นบริเวณใสได้อย่างชดัเจนเป็นนํ �ามนัทดสอบ การที�จุลินทรีย์ 12 ไอโซเลทให้
บริเวณใสที�เห็นชดัเจนในนํ �ามนัปาล์มอาจเป็นเพราะจลุินทรีย์สร้างเอนไซม์ได้มาก หรือเอนไซม์ที�
สร้างขึ �นเหมาะสมกบันํ �ามนัปาล์ม จากผลการทดลองจงึคดัเลือกจลุินทรีย์ 12 ไอโซเลทดงักล่าว มา
ศกึษาในขั �นตอนตอ่ไป 
 
4.2 การพสูิจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียและยีสต์ที�คัดเลือกได้ 

 

4.2.1 เพิ�มจาํนวนชิ 
นส่วนดีเอ็นด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain 
Reaction,   PCR) 

 

จากการพิสูจน์ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาจลุินทรีย์ทั �งหมด 12 ไอโซเลท เบื �องต้น พบว่า 
ใน 12 ไอโซเลทนั �น มี 9 ไอโซเลทเป็นยีสต์ และ อีก 3 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรีย ซึ�งประกอบด้วย 2  
ไอโซเลท ที�เป็นแบคทีเรียแกรมบวก และ 1 ไอโซเลทที�เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ดงันั �นเพื�อพิสูจน์
เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียและยีสต์ที�คดัเลือกได้นั �น จึงต้องใช้ไพรเมอร์ให้เหมาะสมกับจลุินทรีย์แต่
ละประเภท โดยเริ�มจากการเลี �ยงเซลล์แบคทีเรียและยีสต์ในอาหารเหลว NB และอาหารเหลว YM 
ตามลําดบั ที�อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20-24 ชั�วโมง จากนั �นทําการสกดัดีเอ็นเอตาม
วิธีการของ Cocolin และคณะ (2000) ซึ�งเป็นวิธีการสกดัดีเอ็นเอจากยีสต์ แตเ่มื�อนํามาประยกุต์ใช้
ในการสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย พบว่าสามารถสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียได้เช่นกนั ดงันั �นจึงใช้
วิธีการสกดัดีเอ็นเอนี �กบัทั �งเซลล์แบคทีเรียและยีสต์ ดงัรูป 4.3 และ 4.4 ตามลําดบั 
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ในสว่นของแบคทีเรีย เมื�อสกดัดีเอ็นเอได้แล้ว นําไปเพิ�มจํานวนชิ �นส่วนดีเอ็นเอบริเวณ  16S rDNA 
ด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส ด้วยไพรเมอร์ 338F และ 518R (DeJournett และคณะ, 2007) ได้
ผลิตภณัฑ์ PCR ขนาดประมาณ 200 bp เทา่กนัหมดในทกุไอโซเลท ดงัรูป 4.5 
 

 
 
รูปที� 4.3 Genomic DNA ของแบคทีเรีย จากซ้ายไปขวา ชอ่งวิ�งที� 1: lamda /HinDIII marker  
ชอ่งวิ�งที� 2: แบคทีเรียรหสั T3   ชอ่งวิ�งที� 3: แบคทีเรียรหสั V1   ชอ่งวิ�งที� 4: แบคทีเรียรหสั V3  
ชอ่งวิ�งที� 5: Positive control-Genomic DNA ของ E. coli   ชอ่งวิ�งที� 6: Negative control  
 
 

              
 
รูปที� 4.4 Genomic DNA ของยีสต์ จากซ้ายไปขวา   ชอ่งวิ�งที� 1: lamda /HinDIII marker  
ช่องวิ�งที� 2: ยีสต์รหสั C4   ช่องวิ�งที� 3: ยีสต์รหสั C6   ช่องวิ�งที� 4: ยีสต์รหสั C7   ช่องวิ�งที� 5: ยีสต์
รหสั L9   ชอ่งวิ�งที� 6: ยีสต์รหสั L11   ชอ่งวิ�งที� 7: ยีสต์รหสั S4   ชอ่งวิ�งที� 8: ยีสต์รหสั Y2    
ชอ่งวิ�งที� 9:  ยีสต์รหสั Y3   ชอ่งวิ�งที� 10: ยีสต์รหสั Y4  

23,130 bp. 

2,322 bp. 

23,130 bp. 

2,322 bp. 
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รูปที� 4.5 PCR product ของแบคทีเรีย จากซ้ายไปขวา ช่องวิ�งที� 1: 100 bp marker ช่องวิ�งที� 2:  
แบคทีเรียรหสั T3   ชอ่งวิ�งที� 3: แบคทีเรียรหสั V1   ชอ่งวิ�งที� 4: แบคทีเรียรหสั V3  
 

         
 
รูปที� 4.6 PCR product ของยีสต์ จากซ้ายไปขวา ช่องวิ�งที� 1: 100 bp marker   ช่องวิ�งที� 2: ยีสต์
รหสั C4   ชอ่งวิ�งที� 3: ยีสต์รหสั C6   ชอ่งวิ�งที� 4: ยีสต์รหสั C7    ชอ่งวิ�งที� 5: ยีสต์รหสั L9    
ชอ่งวิ�งที� 6: ยีสต์รหสั L11   ชอ่งวิ�งที� 7: ยีสต์รหสั S4   ช่องวิ�งที� 8: ยีสต์รหสั Y2    ช่องวิ�งที� 9:  ยีสต์
รหสั Y3   ชอ่งวิ�งที� 10: ยีสต์รหสั Y4  
 

ในส่วนของยีสต์ เมื�อสกดัดีเอ็นเอได้แล้วนําไปเพิ�มจํานวนชิ �นส่วนดีเอ็นเอบริเวณ Internal 
transcribed spacers region ด้วยไพรเมอร์ ITS1F และ ITS4R ซึ�งผลิตภณัฑ์ PCR ที�ได้จะมีความ
ยาวแตกตา่งกนัออกไปตามแตล่ะสายพนัธุ์ของยีสต์ โดยจะมีขนาดอยู่ในช่วง 900 - 300 bp ตาม
รายงานของ Korabecna (2007) จากการตรวจสอบผลิตภณัฑ์ PCR จากยีสต์ทั �งหมด 9 ไอโซเลท 

1,000 bp. 
500 bp. 

1,000 bp. 
500 bp. 
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พบว่า 7 ไอโซเลทมีขนาดผลิตภณัฑ์ PCR ประมาณ 550 bp 1 ไอโซเลทที�มีขนาดประมาณ 600 
bp และพบ 1 ไอโซเลทที�มีขนาดประมาณ 400 bp ดงัรูป 4.6 

 
 นําผลิตภณัฑ์ PCR ที�ได้จากทั �งหมด 12 ไอโซเลท มาทําให้บริสทุธิGตามข้อ 3.3.3.4 ส่ง
วิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์  แล้วนําข้อมูลลําดบันิวคลีโอไทด์ของชิ �นดีเอ็นเอที�ได้วิเคราะห์หา
ลําดบันิวคลีโอไทด์และพิสจูน์เอกลกัษณ์ของจลุินทรีย์ตามข้อ  3.3.3.5  
 
 ผลการพิสจูน์เอกลกัษณ์โดยเปรียบเทียบกบัลําดบัเบสในฐานข้อมลู Genebank พบว่าใน
กลุม่ของยีสต์ 9 ไอโซเลท ยีสต์รหสั C4 C6 และ C7 มีลําดบัเบสใกล้เคียงกบัยีสต์สายพนัธุ์เดียวกนั 
คือ Candida sp.CBS 10854 โดยมีคา่เปอร์เซ็นต์ Identity เท่ากบั 95% จึงเลือกใช้รหสั C7 เป็น
ตวัแทนของยีสต์สายพนัธุ์นี �ในการทดลองขั �นตอ่ไป ยีสต์รหสั L9 มีลําดบัเบสใกล้เคียงกบัยีสต์สาย
พนัธุ์ Candida tropicalis strain Vaucher โดยมีคา่เปอร์เซ็นต์ Identity เท่ากบั 98%  ยีสต์รหสั 
L11 มีลําดบัเบสใกล้เคียงกบัยีสต์สายพนัธุ์ Candida tropicalis strain 131 โดยมีคา่เปอร์เซ็นต์ 
Identity เท่ากบั 99%  ยีสต์รหสั S4  มีลําดบัเบสเหมือนกบัยีสต์สายพนัธุ์ Candida boidinii  โดย
มีค่าเปอร์เซ็นต์ Identity เท่ากับ 100% ยีสต์รหัส Y2 มีลําดับเบสเหมือนกับยีสต์สายพันธุ์ 
Yarrowia lipolytica โดยมีคา่เปอร์เซ็นต์ Identity เท่ากบั 100%  ยีสต์ย์รหสั Y3 และยีสต์รหสั Y4  
มีลําดบัเบสใกล้เคียงกับยีสต์สายพนัธุ์ Candida albican และ Pichia Jadinii   โดยมีค่า
เปอร์เซ็นต์ Identity เทา่กบั 99%     
 

 ในกลุม่ของแบคทีเรีย 3 ไอโซเลท เมื�อทําการพิสจูน์เอกลกัษณ์แล้วพบว่า แบคทีเรียรหสั 
T3 และ V3 มีลําดบัเบสใกล้เคียงกบัลําดบัเบสของ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28 

และ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 โดยมีคา่เปอร์เซ็นต์ Identity เท่ากบั 100% 
และ 96% ตามลําดบั และแบคทีเรียรหสั V1 มีลําดบัเบสเหมือนกบัลําดบัเบสของ Pseudomonas 

sp.  โดยมีคา่เปอร์เซ็นต์ Identity เทา่กบั 100%   
 
 ดงันั �นจากการทดลองในขั �นแรกทําให้ได้จุลินทรีย์ที�สามารถผลิตไลเปสและย่อยนํ �ามัน
ปาล์มได้ทั �งหมด 10 สายพนัธุ์ ซึ�งประกอบไปด้วย ยีสต์ทั �งหมด 7 สายพนัธุ์ และแบคทีเรียทั �งหมด 3 
สายพนัธุ์ ดงัแสดงในตาราง 4.3  
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4.3 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ 
า มันปาล์มและไลเปสแอกทิวิตีจาก        

แบคทีเรียและ ยีสต์ที�มีประสิทธิภาพสูงสุด 10 อันดับแรก 

     4.3.1 ศึกษาการเจริญของยีสต์และแบคทีเรียทั 
ง 10 สายพันธ์ุ ในอาหารเหลวนํ 
ามัน 

ปาล์ม        

ศกึษาการเจริญของแบคทีเรียและยีสต์ทั �งหมด 10 สายพนัธุ์ ในอาหารเหลวนํ �ามนัปาล์ม
ดดัแปลงจากสูตรของ พัชรวิภา ใจจักรคํา (2545) โดยเริ�มจากการเลี �ยงแบคทีเรียและยีสต์ใน
อาหารเหลว NB และ YM ก่อนเป็นเวลา เป็นเวลา 18 ชั�วโมง ที�อณุหภูมิ  30 องศาเซลเซียส และ
เขย่าที�  200 รอบตอ่นาที ปิเปตเชื �อปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในอาหารนํ �ามนัปาล์ม 50 มิลลิลิตร 
(4% inoculums) เลี �ยงเชื �อเป็นเวลา 28 ชั�วโมง เก็บตวัอย่างทกุๆ 4 ชั�วโมง นําเซลล์ที�ได้มาวดัคา่
การดดูกลืนคลื�นแสงที� 660 nm. นบัจํานวนเซลล์ และหาคา่นํ �าหนกัเซลล์แห้ง   

 
จากผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียและยีสต์ทั �งหมด 10 สายพนัธุ์สามารถเจริญได้ดีใน

อาหารเหลวนํ �ามนัปาล์ม พบว่าที�ประมาณ 16 ชั�วโมงของการเจริญ ทุกสายพนัธุ์เจริญอยู่ในช่วง
การเพิ�มแบบทวีคณู จึงเลือกเวลาที� 16 ชั�วโมง มาใช้เป็นเวลาในการเลี �ยงจลุินทรีย์เพื�อทําเป็นหวั
เชื �อ inoculums ในการทดสอบการย่อยสลายนํ �ามันปาล์มในนํ �าเสียสังเคราะห์ต่อไป ซึ�งที� 16 
ชั�วโมงนั �นแบคทีเรียและยีสต์จะมีจํานวนเซลล์ที�แตกตา่งกัน ดงันั �นก่อนนํามาทําเป็นหวัเชื �อในการ
ทดสอบการย่อยสลายนํ �ามันปาล์มในนํ �าเสียสังเคราะห์จึงต้องมีการปรับจํานวนเซลล์ให้เท่ากัน
ก่อน โดยปรับจํานวนเซลล์ให้ได้เทา่กบั 2 x 106 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร  
 
     4.3.2 ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ 
ามันปาล์มในนํ 
าเสียสังเคราะห์และหาค่า
ไลเปสแอกทวิิตีจากแบคทีเรียและยีสต์ทั 
ง 10 สายพันธ์ุ  

 
เมื�อเลี �ยงหัวเชื �อจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์ตามข้อ 4.3.1 แล้ว ปิเปต 2 มิลลิลิตรของ

เชื �อจุลินทรีย์ในอาหารเหลวนํ �ามนัปาล์มที�มีการปรับปริมาณเชื �อให้เท่ากับ 2 x 106 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร ลงในนํ �าเสียสังเคราะห์ดัดแปลงจากสูตรของ Matsumiya และคณะ (2007)  บ่มที�
อณุหภูมิ  30 องศาเซลเซียส และเขย่าที�  200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 72 ชั�วโมง โดยเก็บตวัอย่าง
ทกุๆ 12 ชั�วโมง คือ 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ชั�วโมง นํามาหาคา่การเปอร์เซ็นต์การย่อย
สลายนํ �ามนัปาล์ม และคา่ไลเปสแอกทิวิตี 
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4.3.2.1 การหาค่าเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ 
ามันปาล์มในนํ 
าเสียสังเคราะห์ 
 

 
 

 
รูปที� 4.7 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามันปาล์มในนํ �าเสียสังเคราะห์โดย จุลินทรีย์รหัส C7 

(Candida sp.CBS  10854) 
 
 

   

  98.22 % 

 89.14 % 
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รูปที� 4.8 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามันปาล์มในนํ �าเสียสังเคราะห์โดย จุลินทรีย์รหัส L9 

(Candida  tropicalis strain Vaucher) 

 
รูปที� 4.9 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามันปาล์มในนํ �าเสียสังเคราะห์โดย จุลินทรีย์รหัส L11 
(Candida tropicalis strain 131) 
 
 
 
 

 
รูปที� 4.10 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามันปาล์มในนํ �าเสียสังเคราะห์โดยจุลินทรีย์รหัส S4 

(Candida boidinii) 

 40.31 % 

73.29 % 
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รูปที� 4.11 เปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์โดย จลุินทรีย์รหสั Y2 
(Yarrowia lipolytica) 
 
 

 

รูปที� 4.12 เปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์โดย จลุินทรีย์รหสั Y3      
(Candida albican)  

95.51 % 

69.14 % 
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รูปที� 4.13 เปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์โดย จลุินทรีย์รหสั Y4 

(Pichia Jadinii)    
 
 
 

 

รูปที� 4.14 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์โดย  จลุินทรีย์รหสั T3 

(Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28) 
 
 

63.18 % 

91.48 % 
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รูปที� 4.15 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์โดย จลุินทรีย์รหสั V1 

(Pseudomonas sp.) 
 
 
 

 
รูปที� 4.16 เปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์โดย จลุินทรีย์รหสั V3 

(Bacillus subtilis  subsp. subtilis strain A17) 
 

 

91.78 % 

  55.71 % 
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จากผลการทดลองการศกึษาประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ 
เมื�อพิจารณาค่าเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามันปาล์มที�เลี �ยงในขวดเขย่า พบว่า ยีสต์ Candida 

sp.CBS 10854 (จลุินทรีย์รหสั C7) สามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้มากที�สุดเมื�อเปรียบเทียบ
กบัจลุินทรีย์คดัเลือกทั �งหมด 10 สายพนัธุ์ โดยสามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์
ได้   98.22 เปอร์เซ็นต์ ภายในระยะเวลา 72 ชั�วโมงของการเลี �ยงในนํ �าเสียสงัเคราะห์ ที�อณุหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส และบม่ที�เครื�องเขยา่ 200 รอบตอ่นาที  

 
ในกลุม่ของยีสต์ ยีสต์สายพนัธุ์ที�สามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้เป็นอนัดบัที� 2 รองจาก 

Candida sp.CB 10854 คือ Yarrowia lipolytica (จุลินทรีย์รหสั Y2) สามารถย่อยสลายนํ �ามนั
ปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ได้ 95.51 เปอร์เซ็นต์ สว่น Candida tropicalis strain Vaucher 
(จลุินทรีย์รหสั L9), Candida boidinii (จลุินทรีย์รหสั S4), Candida albican (จลุินทรีย์รหสั Y3), 
Pichia Jadinii (จลุินทรีย์รหสั Y4), สามารถย่อยสายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ได้ 89.14, 
73.29 , 69.14 , 63.18  เปอร์เซ็นต์ตามลําดบั และ Candida tropicalis strain 131 (จลุินทรีย์รหสั 
L11) มีความสามารถในการย่อยสลายนํ �ามันปาล์มได้น้อยที�สุดในกลุ่มยีสต์ที�คัดเลือกได้ โดย
สามารถยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ได้ 40.31 เปอร์เซ็นต์ 
  

ในสว่นของกลุม่แบคทีเรียที�คดัเลือกได้ ทั �งหมด 3 สายพนัธุ์นั �น พบวา่ แบคทีเรียสายพนัธุ์ที�
สามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้มากที�สดุ คือ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 

(จลุินทรีย์รหสั V3) สามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ได้ 91.78 เปอร์เซ็นต์ และ
แบคทีเรียสายพันธุ์  Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28 (จุลินทรีย์รหัส T3) มี
ความสามารถย่อยสายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ได้ใกล้เคียงกันคือ 91.48 เปอร์เซ็นต์ ทั �งนี �
อาจเนื�องจากเป็นแบคทีเรียในสายพนัธุ์เดียวกันดงันั �นจึงมีความสามารถในการย่อยสลายนํ �ามนั
ปาล์มได้ใกล้เคียงกนั และแบคทีเรียที�มีความสามารถย่อยสายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ได้
น้อยที�สุดในกลุ่มแบคทีเรียที�คัดเลือกได้ทั �งหมดคือแบคทีเรียสายพันธุ์  Pseudomonas sp. 

(จลุินทรีย์รหสั V1) โดยสามารถยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ได้ 55.71 เปอร์เซ็นต์ 
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4.3.2.2 การหาค่าไลเปสแอกทวิิตีในนํ 
าเสียสังเคราะห์ที�ผลิตจากจุลินทรีย์คัดเลือก 
10 สายพันธ์ุ 

 
รูปที� 4.17 คา่ไลเปสแอกทิวิตีผลิตโดย จลุินทรีย์รหสั C7 (Candida sp.CBS 10854) 

  
รูปที� 4.18 คา่ไลเปสแอกทิวิตีผลิตโดย จลุินทรีย์รหสั L9 (Candida tropicalis strain Vaucher) 

  
รูปที� 4.19 คา่ไลเปสแอกทิวิตีผลิตโดย จลุินทรีย์รหสั L11 (Candida tropicalis strain 131) 

1.639 ± 0.07 

1.295 ± 0.03 

0.636 ± 0.08 
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รูปที� 4.20 คา่ไลเปสแอกทิวิตีผลิตโดย จลุินทรีย์รหสั S4 (Candida boidinii) 
 

 
รูปที� 4.21 คา่ไลเปสแอกทิวิตีผลิตโดย จลุินทรีย์รหสั Y2 (Yarrowia lipolytica) 

   
รูปที� 4.22 คา่ไลเปสแอกทิวิตีผลิตโดย จลุินทรีย์รหสั Y3 (Candida albican) 

1.155 ± 0.06 

 1.383 ± 0.16 

0.951 ± 0.17 



 
 

 

 

73 

     
รูปที� 4.23 คา่ไลเปสแอกทิวิตีผลิตโดย จลุินทรีย์รหสั Y4 (Pichia Jadinii) 

 
รูปที� 4.24 คา่ไลเปสแอกทิวิตีผลิตโดย จลุินทรีย์รหสั T3 (Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 
E28) 

      

รูปที� 4.25 คา่ไลเปสแอกทิวิตีผลิตโดย จลุินทรีย์รหสั V1 (Pseudomonas sp.) 

0.939 ± 0.04 

0.857 ± 0.05 

1.301 ± 0.01 
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รูปที� 4.26 คา่ไลเปสแอกทิวิตีผลิตโดย จลุินทรีย์รหสั V3 (Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 
A17) 
    

 

 

 

 

 

 
รูปที� 4.27 ปฏิกริยาไฮโดรไลซิส p-nitrophenyl acetate เมื�อเลี �ยงกลุ่มจุลินทรีย์ในนํ �าเสีย
สงัเคราะห์ที�มีนํ �ามนัปาล์มเป็นแหลง่คาร์บอน 1 เปอร์เซ็นต์ นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร (ก) ซบัสเตรทแบงค์ 
(ข) เอนไซม์แบงค์ (ค) ปฏิกริยาไฮโดรไลซิส p-nitrophenyl acetate ของตวัอยา่งที�นํามาวิเคราะห์  
 

 

 

 

1.499 ± 0.14 

(ก) (ข) (ค) 
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จากการหาคา่ไลเปสแอกทิวิตีของจลุินนทรีย์ที�คดัเลือกได้ทั �งหมด  10 สายพนัธุ์ พบวา่ 
จลุินทรีย์ที�สามารถผลิตคา่ไลเปสแอกทิวิตีมากที�สดุเมื�อเลี �ยงในนํ �าเสียสงัเคราะห์ ที�มีนํ �ามนัปาล์ม
เป็นแหลง่คาร์บอน คือ Candida sp.CBS 10854 (จลุินทรีย์รหสั C7) ซึ�งสามารถผลิตคา่ไลเปส
แอกทิวิตีได้สงูถึง 1.639 ± 0.067 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร ที�เวลา 36 ชั�วโมงของการบม่ในนํ �าเสีย
สงัเคราะห์ ซึ�งเมื�อพิจารณาคา่ไลเปสแอกทิวิตีพบว่า มีความสมัพนัธ์กบัเปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลาย
นํ �ามนัปาล์ม เนื�องจาก  Candida sp.CBS 10854 สามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้มากที�สดุคือ 
98.22 เปอร์เซ็นต์ ในกลุม่ของยีสต์ที�คดัเลือกได้นั �น ยีสต์ที�ผลิตไลเปสแอกทิวิตีได้มากรองลงมาคือ 
Yarrowia lipolytica  (จลุินทรีย์รหสั Y2) ซึ�งมีคา่ไลเปสแอกทิวิตี 1.383 ± 0.156 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 
และยีสต์ที�ผลิตไลเปสแอกทิวิตีออกมาได้น้อยสดุคือ Pichia jadinii   (จลุินทรีย์รหสั Y4) ซึ�งมีคา่ไล
เปสแอกทิวิตี 0.939 ±  0.041 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร โดยคา่ไลเปสแอกทิวิตีที�ได้มีสมัพนัธ์กบัคา่
เปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์เนื�องจากสามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์ม
ได้น้อยที�สดุเมื�อเปรียบเทียบกบัยีสต์ที�คดัเลือกได้อีก 6 สายพนัธุ์ คือสามารถย่อยสลายนํ �ามนั
ปาล์มได้ 63.18 เปอร์เซ็นต์ 
 

จากการศึกษาค่าไลเปสแอกทิวิตีของยีสต์ทั �งหมด 7 สายพันธุ์  ที�คดัแยก ยีสต์ในกลุ่ม 
Candida sp. ทั �ง 5 สายพนัธุ์ จะมีคา่ไลเปสแอกทิวิตีสงูสดุที�เวลา 36 ชั�วโมง ของการบม่ในนํ �าเสีย
สงัเคราะห์ ส่วน Yarrowia lipolytica (จลุินทรีย์รหสั Y2) และ Pichia Jadinii (จลุินทรีย์รหสั Y4) มี
คา่ไลเปสแอกทิวิตีสงูสดุที�เวลา 24 และ 60 ชั�วโมงตามลําดบั  

 
ในส่วนของกลุ่มแบคทีเรีย พบว่าแบคทีเรียทั �ง 3 สายพนัธุ์ ผลิตไลเปสแอกทิวิตีออกมา

สงูสุดที�เวลา 36  ชั�วโมงของการบ่มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ โดยแบคทีเรียที�ผลิตไลเปสแอกทิวิตี
ออกมาสงูที�สดุคือ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 (จลุินทรีย์รหสั V3) ซึ�งมีคา่ไล
เปสแอกทิวิตี 1.499 หน่วยต่อมิลลิลิตร และมีความสัมพันธ์กับเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามัน
ปาล์ม เนื�องจากสามารถย่อยสลายนํ �ามันปาล์มได้สูงที�สุดในกลุ่มของแบคทีเรียที�คดัเลือกได้คือ 
91.78 เปอร์เซ็นต์ แบคทีเรียที�ผลิตไลเปสแอกทิวิตีรองลงมาคือ Bacillus subtilis subsp. subtilis 

strain E28 (จลุินทรีย์รหสั T3) และ Pseudomonas sp. (จลุินทรีย์รหสั V1) โดยมีคา่ไลเปสแอกทิ
วิตี 1.301 และ 0.857 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร ตามลําดบั  
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4.3.2.3 การหาค่านํ 
าหนักเซลล์แห้งเพื�อนํามากาํหนดอัตรการไหล (Flow rate) ใน
การบาํบัดนํ 
าเสียในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง 
 

นําค่านํ �าหนักเซลล์แห้งของจุลินทรีย์ทั �ง 10 สายพันธุ์  ที� ได้จากการเลี �ยงในนํ �าเสีย
สงัเคราะห์เป็นเวลา 72 ชั�วโมง มาเขียนกราฟความสมัพนัธ์ระหว่าง lnX และเวลา (ชั�วโมง) ดงั
แสดงในภาคผนวก ง พร้อมทั �งคํานวนหาค่า Specific growth rate determination ของจลุินทรีย์
แตล่ะสายพนัธุ์ เพื�อนํามาใช้กําหนดคา่อตัรากการไหล (Flow rate) ดงัแสดงตามตาราง 4.7 
 

ตาราง 4.4 คา่ Specific growth rate determination ของจลุินทรีย์คดัเลือก 10 สายพนัธุ์  

ชนิดจลุินทรีย์ รหสัจลุินทรีย์ 
Specific growth 

rate determination 
ยีสต์ รหสัจลุินทรีย์ C7 0.111 

 รหสัจลุินทรีย์ L9 0.071 
 รหสัจลุินทรีย์ L11 0.040 
 รหสัจลุินทรีย์ S4 0.048 
 รหสัจลุินทรีย์ Y2 0.088 
 รหสัจลุินทรีย์ Y3 0.026 
 รหสัจลุินทรีย์ Y4 0.034 

 
คา่ Specific growth rate determination 
ตํ�าที�สดุในกลุม่ยีสต์ 0.026 

 คา่ Safety factor 10 เปอร์เซ็นต์ 0.024 
 คา่อตัราการไหล (ลิตรตอ่ชั�วโมง) 0.024 

แบคทีเรีย รหสัจลุินทรีย์ T3 0.074 
 รหสัจลุินทรีย์ V1 0.030 
 รหสัจลุินทรีย์ V3 0.072 

 
s   คา่ Specific growth rate determination 

          ตํ�าที�สดุในกลุม่แบคทีเรีย 0.030 
 ปริมาตรถงัปฏิกรณ์ (ลิตร) 1.0 
 คา่ Safety factor 10 เปอร์เซ็นต์ 0.027 
 คา่อตัราการไหล (ลิตรตอ่ชั�วโมง) 0.027 
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4.4 ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ 
ามันปาล์มในนํ 
าเสียสังเคราะห์ในสภาพกลุ่ม
จุลินทรีย์ในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง 

 
นําแบคทีเรียที�คดัเลือกแตล่ะสายพนัธุ์มาเลี �ยงในอาหารเหลว Nutrient Broth (NB) และ

เลี �ยงยีสต์ในอาหารเหลว  yeast extract- malt extract broth (YM) บม่ที�เครื�องเขย่าความเร็วรอบ 
200 รอบตอ่นาที  อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั�วโมงจากนั �นปิเปตเชื �อแบคทีเรียและ
ยีสต์มาปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลวนํ �ามนัปาล์ม ดดัแปลงจาก พชัรวิภา ใจจกัรคํา 
(2545) จนเข้าสูร่ะยะกลางของชว่งทวีคณูของแบคทีเรียและยีสต์แตล่ะสายพนัธุ์ ปรับจํานวนเซลล์
ของจุลินทรีย์แตล่ะสายพนัธุ์ให้ได้ 2 X 106 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร นํามาปั�นเหวี�ยงเอาเฉพาะตะกอน
เซลล์เพื�อนํามาใช้เป็นหวัเชื �อ innoculum ตั �งต้นในการบําบดันํ �าเสียสงัเคราะห์ที�มีนํ �ามนัปาล์ม 1 
เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) โดยแบง่การทดลองออกเป็น 3 การทดลองดงันี � 

 
1. ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ 
ามันปาล์มในนํ 
าเสียสังเคราะห์ ของกลุ่ม

ยีสต์ เมื�อเลี 
ยงในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง 
 
ศกึษาประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มของกลุ่มยีสต์ ในถังปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง 

โดยใช้คา่อตัราการไหลของนํ �าเสียสงัเคราะห์จากคา่ Specific growth rate determination ของ
ยีสต์สายพันธุ์ ที�เจริญได้ช้าที�สุด โดยพิจารณาจากค่านํ �าหนักเซลล์แห้ง คือ Candida albican 
(จลุินทรีย์รหสั Y3) มีคา่ Specific growth rate determination น้อยที�สดุจากยีสต์ทั �ง 7 สายพนัธุ์ 
ซึ�งมีค่า Specific growth rate determination เท่ากบั 0.026 โดยในการทดลองจะกําหนดค่า 
Safety factor 10 เปอร์เซ็นต์ ดงันั �นอตัราการไหลของนํ �าเสียสงัเคราะห์เข้าสู่ถังปฏิกรณ์เพื�อเริ�ม
ระบบการบําบดันํ �าเสียแบบตอ่เนื�อง จงึเทา่กบั 0.024 (ลิตรตอ่ชั�วโมง) 

 

2. ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ 
ามันปาล์มในนํ 
าเสียสังเคราะห์ ของกลุ่ม
แบคทีเรียเมื�อเลี 
ยงในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง 

 
ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ �ามันปาล์มของกลุ่มแบคทีเรีย ในถังปฏิกรณ์

แบบต่อเนื�อง โดยใช้ค่าอัตราการไหลของนํ �าเสียสังเคราะห์จากค่า Specific growth rate 
determination ของแบคทีเรียสายพันธุ์ ที� เจริญได้ช้าที�สุด จากการทดลองพบว่าแบคทีเรีย 

Pseudomonas sp. (รหสัจลุินทรีย์ V1) มีคา่ Specific growth rate determination น้อยที�สดุจาก
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แบคทีเรียทั �ง 3 สายพนัธุ์ ซึ�งเท่ากบั 0.030 และกําหนดคา่ Safety factor เท่ากบั 10 เปอร์เซ็นต์ 
เช่นเดียวกับการทดลองในกลุ่มยีสต์ ดงันั �นอัตราการไหลของอาหารนํ �าเสียสังเคราะห์เข้าสู่ถัง
ปฏิกรณ์เพื�อเริ�มระบบการบําบดันํ �าเสียแบบตอ่เนื�อง จงึเทา่กบั 0.027 (ลิตรตอ่ชั�วโมง) 
 

3. ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ 
ามันปาล์มในนํ 
าเสียสังเคราะห์ ของกลุ่ม
จุลินทรีย์ผสม (แบคทีเรียและยีสต์) เมื�อเลี 
ยงในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง 

 
ศกึษาประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มของกลุ่มจลุินทรีย์ผสม ใช้คา่อตัราการไหล

ของนํ �าเสียสงัเคราะห์จากคา่ Specific growth rate determination ของจลุินทรีย์ที�เจริญได้ช้าที�สดุ 
โดยพิจารณาจากคา่นํ �าหนกัเซลล์แห้งของจลุินทรีย์ทั �งหมด 10 สายพนัธุ์ ซึ�งคือ Candida albican 
(จลุินทรีย์รหสั Y3) ดงันั �นอตัราการไหลของนํ �าเสียสงัเคราะห์ ในกลุ่มจลุินทรีย์ผสม เท่ากับ 0.024 
(ลิตรตอ่ชั�วโมง) 
 

ในการทดลองทั �ง 3 การทดลองจะควบคมุให้มีค่าพารามิเตอร์ต่างๆเท่ากัน โดยควบคมุ
อตัราการให้อากาศเท่ากบั 1 vvm ควบคมุคา่อณุหภูมิในถงัปฏิกรณ์ให้อยู่ที� 30 องศาเซลเซียส 
ควบคมุคา่พีเอชอยูที่� 6.0  ทําการเลี �ยงจลุินทรีย์ในถงัปฏิกรณ์แบบกะเป็นเวลา 24 ชั�วโมง หลงัจาก
นั �นจะเริ�มเข้าสูร่ะบบการบําบดัแบบตอ่เนื�อง โดยกําหนดคา่อตัราการไหลเข้าของนํ �าเสียสงัเคราะห์
ที�มีนํ �ามนัปาล์ม 1 เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) ในแตล่ะการทดลองตามที�กล่าวไว้ข้างต้น   ทํา
การเก็บตวัอย่างทุก 12 ชั�วโมงจนถึง 168 ชั�วโมง โดยปิเปตตวัอย่าง 18 มิลลิลิตร มาทดสอบ
ประสิทธิภาพย่อยสลายนํ �ามันปาล์มด้วยวิธี TLC-FID ทดสอบไลเปสแอกทิวิตีตามวิธีของ 
Marianne และคณะ (1991) หาค่านํ �าหนักเซลล์แห้งและนําตะกอนที�เหลือมาวิเคราะห์ความ
หลากหลายของจลุินทรีย์โดยวิธี DGGE 
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4.4.1. ประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ 
ามันปาล์มในนํ 
าเสียสังเคราะห์ 
 

 
รูปที� 4.28 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มของกลุ่มยีสต์เมื�อเลี �ยงในนํ �าเสียสงัเคราะห์ในถัง
ปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�องเป็นเวลา 168 ชั�วโมง 
 
 

 
รูปที� 4.29 เปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มของกลุม่แบคทีเรียเมื�อเลี �ยงในนํ �าเสียสงัเคราะห์ใน
ถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�องเป็นเวลา 168 ชั�วโมง 
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รูปที� 4.30 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มของกลุ่มจุลินทรีย์ผสมเมื�อเลี �ยงในอาหารนํ �าเสีย
สงัเคราะห์ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�องเป็นเวลา 168 ชั�วโมง 
 
 ประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง 
พิจารณาจากพื �นที�ใต้กราฟที�ได้จากการนําตวัอย่างทกุ 12  ชั�วโมงไปวิเคราะห์ผลด้วยวิธี TLC-FID 
และนําผลจากพื �นที�ใต้กราฟไตรกลีเซอร์ไรด์มาคํานวนหาค่าปริมาณนํ �ามันปาล์มที�เหลืออยู่ใน
ระบบ (มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานปริมาณนํ �ามนัปาล์มตามภาคผนวค ค. 
ในการทดสอบประสิทธิภาพการบําบดันํ �ามนัปาล์มโดยกลุ่มยีสต์และกลุ่มจลุินทรีย์ผสม จะมีอตัรา
การไหลเข้าของนํ �าเสียสงัเคราะห์ผสมนํ �ามนัปาล์ม 1 เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัต่อปริมาตร) เท่ากับ 
0.024 ลิตรต่อชั�วโมง ดงันั �นในทุกๆ 12 ชั�วโมงจะมีการไหลเข้าของนํ �าเสียสงัเคราะห์ผสมนํ �ามัน
ปาล์ม เท่ากบั 0.288 ลิตร ซึ�งจะมีนํ �ามนัปาล์ม 1 เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) ไหลเข้าสู่ระบบ
บําบดัเท่ากบั 2.88 กรัม ส่วนการทดสอบประสิทธิภาพการบําบดันํ �ามนัปาล์มโดยกลุ่มแบคทีเรีย 
จะมีอตัราการไหลเข้าของนํ �าเสียสงัเคราะห์ผสมนํ �ามันปาล์ม 1เปอร์เซ็นต์(นํ �าหนักต่อปริมาตร) 
เท่ากบั 0.027 ลิตรต่อชั�วโมง ดงันั �นในทกุๆ 12 ชั�วโมงจะมีการไหลเข้าของนํ �าเสียสงัเคราะห์ผสม
นํ �ามนัปาล์ม เท่ากบั 0.324 ลิตร ซึ�งจะมีนํ �ามนัปาล์ม 1เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร)  ไหลเข้าสู่
ระบบบําบดัเทา่กบั 3.24 กรัม  
 
 จากผลการทดลองการใช้กลุ่มยีสต์บําบดันํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ในถังปฏิกรณ์
แบบต่อเนื�อง พบว่า เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามันปาล์มจะเริ�มคงที�คือเข้าสู่สภาวะเสถียรที�
ชั�วโมงที� 60 และจะคอ่นข้างคงที�ตลอดไปจนถึงชั�วโมงที� 168  และตลอดการทดลองตั �งแตช่ั�วโมงที� 
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12 ถึงชั�วโมงที� 168 ของระบบบําบดัแบบต่อเนื�องมีนํ �ามนัปาล์มเหลืออยู่ในระบบโดยเฉลี�ย 0.45 
กรัม ดงันั �นนําค่านํ �ามนัปาล์มที�เหลืออยู่ในระบบมาคํานวนหาค่าประสิทธิภาพในการย่อยสลาย
นํ �ามนัปาล์มเฉลี�ยได้เท่ากับ 84.32 ± 3.40 เปอร์เซ็นต์ ในส่วนการทดลองโดยใช้กลุ่มแบคทีเรีย 
พบว่า เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มนั �นจะมีคา่ขึ �นลงไม่คงที� แตจ่ะพบช่วงที�มีคา่คอ่นข้าง
คงที�ตั �งแตช่ั�วโมงที� 84  และตลอดการทดลองตั �งแตช่ั�วโมงที� 12 ถึงชั�วโมงที� 168 ของระบบบําบดั
แบบต่อเนื�องมีนํ �ามนัปาล์มเหลืออยู่ในระบบโดยเฉลี�ย 0.85 กรัม ดงันั �นจึงมีประสิทธิภาพในการ
ย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มเฉลี�ยได้ท่ากับ 73.80 ± 7.45 เปอร์เซ็นต์ และการทดลองการใช้กลุ่ม
จุลินทรีย์ผสมพบว่าเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามันปาล์มจะเริ�มคงที�ที�ชั�วโมงที� 60 และจะคงที�
ตลอดการทดลอง  โดยชั�วโมงที� 12 ถึงชั�วโมงที� 168 ของระบบบําบดัแบบตอ่เนื�องมีนํ �ามนัปาล์ม
เหลืออยู่ในระบบโดยเฉลี�ย 0.27 กรัม นํามาคํานวนหาประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์ม
ในนํ �าเสียสงัเคราะห์ได้เทา่กบั 90.50 ± 3.53 เปอร์เซ็นต์ 
 
 ผลการหาประสิทธิภาพการบําบัดนํ �ามันปาล์มในนํ �าเสียสังเคราะห์ในถังปฏิกรณ์
แบบต่อเนื�อง ใน 3 การทดลองคือ ประสิทธิภาพการบําบัดนํ �ามันปาล์มโดยกลุ่มยีสต์ กลุ่ม
แบคทีเรีย และกลุ่มจุลินทรีย์ผสม สรุปได้ว่า ประสิทธิภาพในการบําบดันํ �ามันปาล์มในนํ �าเสีย
สงัเคราะห์ในถงัปฏิกรณ์แบบต่อเนื�องโดยกลุ่มจุลินทรีย์ผสมให้ผลดีที�สดุ โดยสามารถย่อยสลาย
นํ �ามนัปาล์มได้เฉลี�ย 90.50± 3.53 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือประสิทธิภาพในการบําบดันํ �ามนัปาล์ม
โดยกลุ่มยีสต์ ซึ�งสามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้โดยเฉลี�ย 84.32 ± 3.40 เปอร์เซ็นต์ และกลุ่ม
แบคทีเรียสามารถย่อยสลายนํ �ามันปาล์มในระบบต่อเนื�องได้น้อยที�สุดคือ 73.80 ± 7.45 
เปอร์เซ็นต์ 
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     4.4.2. ค่านํ 
าหนักเซลล์แห้ง 
 

 
รูปที� 4.31 แสดงค่านํ �าหนักเซลล์แห้งของกลุ่มยีสต์เมื�อเลี �ยงในนํ �าเสียสงัเคราะห์ในถังปฏิกรณ์
แบบตอ่เนื�องเป็นเวลา 168 ชั�วโมง 
 

 

 
รูปที� 4.32 ค่านํ �าหนักเซลล์แห้งของกลุ่มแบคทีเรียเมื�อเลี �ยงในนํ �าเสียสงัเคราะห์ในถังปฏิกรณ์
แบบตอ่เนื�องเป็นเวลา 168 ชั�วโมง 
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รูปที� 4.33 ค่านํ �าหนกัเซลล์แห้งของกลุ่มจุลินทรีย์ผสม (แบคทีเรียและยีสต์) เมื�อเลี �ยงในนํ �าเสีย
สงัเคราะห์ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�องเป็นเวลา 168 ชั�วโมง  
  

จากผลการทดลองการหาคา่นํ �าหนกัเซลล์แห้งใน 3 การทดลองคือ นํ �าหนกัเซลล์แห้งกลุ่ม
ยีสต์ นํ �าหนกัเซลล์แห้งกลุ่มแบคทีเรีย และนํ �าหนกัเซลล์แห้งกลุ่มจุลินทรีย์ผสม ซึ�งกําหนดให้เป็น
ชั�วโมงที� 0  เป็นคา่นํ �าหนกัเซลล์แห้งก่อนเริ�มระบบการบําบดันํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ในถงั
ปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง พบว่า คา่นํ �าหนกัเซลล์แห้งของทั �ง 3 การทดลองในชั�วโมงที� 0 มีคา่ใกล้เคียง
กนั ซึ�งเท่ากบั 16.22 ± 0.06 , 16.18 ± 0.13 และ 16.32 ± 0.15 กรัมตอ่ลิตรตามลําดบั เมื�อเริ�มเข้า
สู่ระบบการบําบดัแบบต่อเนื�อง ทําการเก็บตวัอย่างและนํามาวิเคราะห์หาค่านํ �าหนกัเซลล์แห้ง ใน
ชั�วโมงที� 12  พบวา่คา่นํ �าหนกัเซลล์แห้งในทั �ง 3 การทดลองมีคา่ลดลง เมื�อเปรียบเทียบกบัชั�วโมงที� 
0 โดยคา่นํ �าหนกัเซลล์แห้งในชั�วโมงที� 12 ของกลุ่มยีสต์เท่ากบั 15.47 ± 0.35  กลุ่มแบคทีเรีย
เท่ากบั 15.45 ± 0.23 และกลุ่มจลุินทรีย์ผสมเท่ากบั  15.48 ± 0.13 หลงัจากนั �นคา่นํ �าหนกัเซลล์
แห้งของทั �ง 3 การทดลองจะเริ�มคงที� โดยมีค่าเฉลี�ยนํ �าหนกัเซลล์แห้งในระหว่างการบําบดันํ �ามนั
ปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ตั �งแตช่ั�วโมงที� 12 ถึง ชั�วโมงที� 168 ทั �ง 3 การทดลอง คือ นํ �าหนกัเซลล์
แห้งเฉลี�ยกลุ่มยีสต์เท่ากบั 14.19 ± 0.58 นํ �าหนกัเซลล์แห้งเฉลี�ยกลุ่มแบคทีเรียเท่ากบั 13.96 ± 
0.15 และคา่นํ �าหนกัเซลล์แห้งเฉลี�ยของกลุ่มจลุินทรีย์ผสมเท่ากบั 15.46 ± 0.19 เมื�อเปรียบเทียบ
คา่นํ �าหนกัเซลล์แห้งเฉลี�ยของทั �ง 3 การทดลองพบว่าค่านํ �าหนกัเซลล์แห้งเฉลี�ยของกลุ่มจลุินทรีย์
ผสมมีคา่มากที�สดุ 
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     4.4.3. ค่าไลเปสแอกทวิิตี 
 
 

 
รูปที� 4.34 คา่ไลเปสแอกทิวิตีของกลุม่ยีสต์เมื�อเลี �ยงในนํ �าเสียสงัเคราะห์ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง
เป็นเวลา 168 ชั�วโมง 
 
 

 
 

รูปที� 4.35 ค่าไลเปสแอกทิวิตีของกลุ่มแบคทีเรียเมื�อเลี �ยงในนํ �าเสียสังเคราะห์ในถังปฏิกรณ์
แบบตอ่เนื�องเป็นเวลา 168 ชั�วโมง 
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รูปที� 4.36 ค่าไลเปสแอกทิวิตีของจุลินทรีย์กลุ่มผสมเมื�อเลี �ยงในนํ �าเสียสงัเคราะห์ในถังปฏิกรณ์
แบบตอ่เนื�องเป็นเวลา 168 ชั�วโมง 
  
 จากผลการทดลองพบว่าค่าไลเปสแอกทิวิตีตลอดการบําบัดนํ �ามันปาล์มในนํ �าเสีย
สังเคราะห์ในระบบต่อเนื�อง มีค่าไม่คงที�ในทั �ง 3 การทดลอง ตั �งแต่ก่อนเริ�มระบบบําบัด
แบบตอ่เนื�องจนถึงชั�วโมงที� 168 เมื�อพิจารณาคา่ไลเปสแอกทิวิตีในแตล่ะกลุ่มการทดลอง  พบว่า
กลุ่มยีสต์ มีคา่ไลเปสแอกทิวิตีสงูที�สดุที�ชั�วโมงที� 96 ของระบบการบําบดัแบบตอ่เนื�อง โดยมีคา่ไล
เปสแอกทิวิตีที�ชั�วโมงที� 96 เท่ากบั 2.718 ± 0.01 หน่วยตอ่มิลลิลิตร ส่วนกลุ่มแบคทีเรียมีคา่ไลเปส
แอกทิวิตีสงูที�สดุที�ชั�วโมงที� 84 ของระบบการบําบดัแบบตอ่เนื�องโดยมีคา่ไลเปสแอกทิวิตีที�ชั�วโมงที� 
84 เท่ากบั 2.398 ± 0.05 หน่วยตอ่มิลลิลิตร  และกลุ่มจลุินทรีย์ผสมมีคา่ไลเปสแอกทิวิตีสงูที�สดุที�
ชั�วโมงที� 84 ของระบบการบําบดัแบบตอ่เนื�องโดยมีคา่ไลเปสแอกทิวิตีที�ชั�วโมงที� 84 เท่ากบั 3.133 
± 0.10 หน่วยตอ่มิลลิลิตร  จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าค่าไลเปสแอกทิวิตีสงูสุดที�ผลิตจาก
กลุม่จลุินทรีย์ผสมมีคา่มากกวา่คา่ไลเปสแอกทิวิตีสงูสดุที�ผลิตจากกลุ่มยีสต์ และกลุ่มแบคทีเรียถึง 
1.15 เทา่ และ 1.31 เทา่ ตามลําดบั 
 
 เมื�อเปรียบเทียบค่าไลเปสแอกทิวิตีสูงสุดที�ได้จากกลุ่มยีสต์ (2.718 ± 0.01 หน่วยต่อ
มิลลิลิตร) กบัคา่ไลเปสแอกทิวิตีของ Candida sp.CBS 10854 (จลุินทรีย์รหสั C7) ซึ�งเป็นคา่ไล
เปสแอกทิวิตีสูงที�สุดที�ได้จากการเลี �ยงยีสต์ทั �ง 7 สายพันธุ์ในรูปเชื �อเดี�ยวในนํ �าเสียสังเคราะห์ 
(1.639 ± 0.067 หน่วยตอ่มิลลิลิตร) พบว่ามีคา่มากกว่าถึง 1.66 เท่า และเมื�อเปรียบเทียบคา่ไล
เปสแอกทิวิตีสงูสดุที�ได้จากกลุ่มแบคทีเรีย (2.398 ± 0.05 หน่วยตอ่มิลลิลิตร) กบัคา่ไลเปสแอกทิวิ



 
 

 

 

86 

ตีสงูสดุที�ผลิตได้จาก Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 จลุินทรีย์รหสั V3 (1.499 ± 
0.14 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร) พบวา่มีคา่มากกวา่ 1.6 เทา่ 

 

 ค่าไลเปสแอกทิวิตีเฉลี�ยตลอดการทดลองของระบบการบําบัดนํ �ามันปาล์มในนํ �าเสีย
สงัเคราะห์แบบตอ่เนื�องเป็นเวลา 168 ชั�วโมง พบว่าคา่ไลเปสแอกทิวิตีเฉลี�ยตลอดการทดลองของ
กลุ่มยีสต์มีคา่เท่ากบั 2.256 ± 0.39 หน่วยตอ่มิลลิลิตร คา่ไลเปสแอกทิวิตีเฉลี�ยตลอดการทดลอง
ของกลุม่แบคทีเรียมีคา่เทา่กบั 1.892 ± 0.42 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร คา่ไลเปสแอกทิวิตีเฉลี�ยตลอดการ
ทดลองของกลุม่จลุินทรีย์ผสมมีคา่เทา่กบั 3.003 ± 0.08 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร  
 
 จากผลการทดลองการหาคา่ประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์
ในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง รวมถึงการหาค่าไลเปสแอกทิวิตีและค่านํ �าหนักเซลล์แห้ง พบว่า มี
ความสมัพนัธ์กนั โดยที�กลุม่จลุินทรีย์ผสมมีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์ม และมีคา่ไล
เปสแอกทิวิตีเฉลี�ยตลอดการทดลองเป็นเวลา 168 ชั�วโมง สงูที�สดุเมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มยีสต์และ
กลุม่แบคทีเรีย โดยมีคา่เปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มเฉลี�ยเท่ากบั 90.50± 3.53 เปอร์เซ็นต์ 
และมีค่าไลเปสแอกทิวิตีเฉลี�ยเท่ากับ 3.003± 0.08 หน่วยต่อมิลลิลิตร และสอดคล้องกันค่า
นํ �าหนกัเซลล์แห้งที�ได้ซึ�งมีคา่เฉลี�ยเท่ากบั 16.32 ± 0.15 กรัมตอ่ลิตร ซึ�งเป็นคา่นํ �าหนกัเซลล์แห้ง
เฉลี�ยสงูที�สดุเมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มยีสต์และกลุ่มแบคทีเรีย เนื�องจากจลุินทรีย์กลุ่มผสมสามารถ
ย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้ดีและสามารถนํานํ �ามนัปาล์มไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญและ
การสร้างเซลล์ได้ดีกวา่กลุม่ยีสต์และกลุม่แบคทีเรีย 
 

4.5 ศึกษาพลวัตรของจุลินทรีย์ (microbial dynamics) ในถังปฏิกรณ์หลังจากเลี 
ยง
แบบต่อเนื�องจนถึงสภาวะเสถียร (steady state)  โดยวิธี Denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE) 
 
นําตะกอนเซลล์ของเชื �อบริสุทธิGของแบคทีเรียและยีสต์แต่ละสายพนัธุ์มาทําการสกัดดีเอ็นเอ

ตามวิธีในข้อ 3.3.1 ดงัรูปที� 4.7 พร้อมทั �งเพิ�มจํานวนชิ �นส่วนดีเอ็นด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
ก่อนนําไปศกึษาพลวตัรของจลุินทรีย์โดยวิธี DGGE โดยแบคทีเรียจะใช้ไพรเมอร์ 338F + GC และ 
518R และยีสต์จะใช้ไพรเมอร์ NL1 + GC และ LS2 ในการเพิ�มชิ �นส่วนดีเอ็นเอ หลงัจากนั �น แถบดี
เอ็นเอที�เกิดขึ �นจากเชื �อบริสทุธิGจะถกูนํามาใช้เป็น marker เพื�อศกึษาพลวตัรของแบคทีเรียและยีสต์
ในถงัปฏิกรณ์ตอ่ไป   
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ในส่วนของตะกอนเซลล์ที�เก็บได้จากระบบการบําบดันํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ในถัง
ปฏิกรณ์จะถูกนํามาสกัดดีเอ็นเอตามวิธีในข้อ 3.3.1 และเพิ�มจํานวนชิ �นส่วนดีเอ็นด้วยปฏิกิริยา
ลกูโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ NL1 +GC และ LS2 เพื�อเพิ�มจํานวนชิ �นส่วนดีเอ็นเอของยีสต์ที�
อยูใ่นกลุม่จลุินทรีย์ผสม และใช้ไพรเมอร์ P338F + GC และ 518R เพื�อเพิ�มจํานวนชิ �นส่วนดีเอ็นเอ
แบคทีเรียที�อยูใ่นกลุม่จลุินทรีย์ผสม  
 

                   
 
รูปที� 4.37 Genomic DNA ของยีสต์และแบคทีเรีย จากซ้ายไปขวา   ช่องวิ�งที� 1: lamda /HinDIII 
marker   ชอ่งวิ�งที� 2: ยีสต์รหสั C7   ชอ่งวิ�งที� 3: ยีสต์รหสั L9   ชอ่งวิ�งที� 4: ยีสต์รหสั L11 
ช่องวิ�งที� 5: ยีสต์รหสั S4   ช่องวิ�งที� 6: ยีสต์รหสั Y2   ช่องวิ�งที� 7: ยีสต์รหสั Y3   ช่องวิ�งที� 8: ยีสต์
รหสั Y4   ช่องวิ�งที� 9: lamda /HinDIII marker ช่องวิ�งที� 10:  แบคทีเรียรหสั T3   ช่องวิ�งที� 11:  
แบคทีเรียรหสั V1   ชอ่งวิ�งที� 12: แบคทีเรียรหสั V3  
 

 
 

รูปที� 4.38 PCR product ของแบคทีเรีย จากซ้ายไปขวา 1ช่องวิ�งที� 1: 100 bp marker   ช่องวิ�งที� 
2: แบคทีเรียรหสั T3   ชอ่งวิ�งที� 3: แบคทีเรียรหสั V1   ชอ่งวิ�งที� 4: แบคทีเรียรหสั V3   

1,000 bp. 
500 bp. 

23,130 bp. 

2,322 bp. 
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รูปที� 4.39 PCR product ของยีสต์ จากซ้ายไปขวา   ช่องวิ�งที� 1: 100 bp marker ช่องวิ�งที� 2:  ยีสต์
รหสั C7   ชอ่งวิ�งที� 3: ยีสต์รหสั L9   ช่องวิ�งที� 4: ยีสต์รหสั L11   ช่องวิ�งที� 5: ยีสต์รหสั S4 ยีสต์ช่อง
วิ�งที� 6: รหสั Y2   ชอ่งวิ�งที� 7: ยีสต์รหสั Y3   ชอ่งวิ�งที� 8: ยีสต์รหสั Y4  
 
 

 
 
รูปที� 4.40 PCR product ของกลุ่มจลุินทรีย์ผสม เมื�อใช้ไพรเมอร์ NL1 +GC และ LS2 เพื�อเพิ�ม
จํานวนชิ �นส่วนดีเอ็นเอของยีสต์ เมื�อเลี �ยงในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง จากซ้ายไปขวา   ช่องวิ�งที� 1:  
100 bp marker   ช่องวิ�งที� 2-8:  PCR product ชั�วโมงที� 24 48 72 96 120 144 และ 168 
ตามลําดบั  

1,000 bp. 
500 bp. 

1,000 bp. 
500 bp. 
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รูปที� 4.41 PCR product ของกลุ่มจลุินทรีย์ผสม เมื�อใช้ไพรเมอร์ 338F + GC และ 518R เพื�อเพิ�ม
จํานวนชิ �นสว่นดีเอ็นเอกลุม่แบคทีเรีย เมื�อเลี �ยงในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง จากซ้ายไปขวา ช่องวิ�งที� 
1:  100 bp marker   ช่องวิ�งที� 2-8:  PCR product ชั�วโมงที� 24 48 72 96 120 144 และ 168 
ตามลําดบั 

 
 

รูปที� 4.42 DGGE ในพอลิอะคริลาไมด์เจลที�มี 30 – 60% denaturant แสดงสายพนัธุ์ของยีสต์ใน
กลุม่จลุินทรีย์ผสม  ชอ่งวิ�งที� 1:  ยีสต์บริสทุธิGรหสั C7   ชอ่งวิ�งที� 2: ยีสต์บริสทุธิGรหสั L9  ช่องวิ�งที� 3: 
ยีสต์บริสทุธิGรหสั L9  ช่องวิ�งที� 3: ยีสต์บริสทุธิGรหสั L11  ช่องวิ�งที� 4: ยีสต์บริสทุธิGรหสั S4  ช่องวิ�งที� 
5: ยีสต์บริสทุธิGรหสั Y2  ชอ่งวิ�งที� 6: ยีสต์บริสทุธิGรหสั Y3  ชอ่งวิ�งที� 7: ยีสต์บริสทุธิGรหสั Y4  ช่องวิ�งที
8-14: สายพนัธุ์ของยีสต์ในกลุ่มจุลินทรีย์ผสมในถงัปฏิกรณ์แบบต่อเนื�องชั�วโมงที� 24 48 72 96 
120 144 และ 168 ตามลําดบั 

A 
B 
C7.1 
C7.2 
C7.3 C7.4 

1,000 bp 
500 bp 
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รูปที� 4.43 DGGE ในพอลิอะคริลาไมด์เจลที�มี 30 – 70% denaturant แสดงสายพันธุ์ของ
แบคทีเรียในกลุ่มจุลินทรีย์ผสม   ช่องวิ�งที� 1: แบคทีเรียบริสุทธิGรหสั T3   ช่องวิ�งที� 2: แบคทีเรีย
บริสทุธิGรหสั V3   ช่องวิ�งที� 3: แบคทีเรียบริสทุธิGรหสั V1   ช่องวิ�งที� 4-10: สายพนัธุ์ของแบคทีเรียใน
กลุม่จลุินทรีย์ผสมในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�องชั�วโมงที� 24 48 72 96 120 144 และ 168 ตามลําดบั 
 จากผลการทดลองการศึกษาพลวัตรของกลุ่มจุลินทรียย์ผสมในส่วนของเชื �อยีสต์ในถัง
ปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง เป็นระยะเวลา 168 ชั�วโมง โดยใช้เทคนิค DGGE แสดงให้เห็นว่า ในช่องวิ�งที�
8 ถึงช่องวิ�งที� 10  ซึ�งคือ ชั�วโมงที� 24 ถึงชั�วโมงที� 72 ของระบบการให้อาหารนํ �าเสียผสมนํ �ามนั
ปาล์ม 1 เปอร์เซ็นต์นํ �าหนกัต่อปริมาตร จะมีแถบดีเอ็นเอเกิดขึ �นหลายแถบดีเอ็นเอซึ�งเมื�อนํามา
เปรียบเทียบตําแหน่งบนพอลิอะคริลาไมด์เจลของแถบดีเอ็นเอของเชื �อยีสต์บริสทุธิGทั �ง 7 สายพนัธุ์ 
ในช่องวิ�งที� 1 ถึงช่องวิ�งที� 7 พบว่าในชั�วโมงที� 24 ถึง 48 นั �นยงัคงมียีสต์ทกุสายพนัธุ์คงอยู่ในถงั
ปฏิกรณ์ หลงัจากนั �นจะมีการเปลี�ยงแปลงจํานวนของเชื �อยีสต์จนถึงชั�วโมง168 ของระบบตอ่เนื�อง 
จะเหลือจํานวนของสายพนัธุ์ของยีสต์ เพียง  3 สายพนัธุ์ เมื�อเปรียบเทียบตําแหน่งของแถบดีเอ็นเอ
ของเชื �อยีสต์บริสทุธิGแล้วน่าจะเป็น Candida sp.CB 10854  (ยีสต์รหสั C7 )  Candida tropicalis 
strain Vaucher (ยีสต์รหสั L9 ) และ Yarrowia lipolytica  (ยีสต์รหสั Y2 )   
  

 ในส่วนของการศึกษาพลวัตรของเชื �อแบคทีเรียในกลุ่มจุลินทรีย์ผสม เมื�อเปรียบเทียบ
ตําแหน่งดีเอ็นเอของเชื �อแบคทีเรียบริสทุธิGทั �ง 3 สายพนัธุ์ พบว่าแบคทีเรียทั �ง 3 สายพนัธุ์จะคงอยู่
ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�องตั �งแตช่ั�วโมงที� 24 จนถึงชั�วโมงที� 144 ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง แตจ่ะ
ไมพ่บแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียรหสั V1 ในชั�วโมงที� 168  

V1.1 
V1.2 
V3 
T3 
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ทําการยืนยันผลสายพันธุ์จุลินทรีย์ที�มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ �ามันปาล์มและ
สามารถอยู่รวมกันเป็นกลุ่มจุลินทรีย์ได้ โดยตดัพอลิอะคริลาไมด์เจล บริเวณที�มีแถบดีเอ็นเอที�
ต้องการ โดยในส่วนของเชื �อยีสต์ ทําการตดัเจลทั �งหมด 6 แถบดีเอ็น ตามที�แสดงดงัรูป 4.4.1 ส่วน
เชื �อแบคทีเรีย ทําการตดัเจลทั �งหมด 4 แถบดีเอ็นเอ ดงัแสดงในรูปที� 4.4.2 จากนั �นนําแถบดีเอ็นเอ
ที�ตดัมาแช่ในหลอดไมโครฟิวจ์ เติม นํ �ากลั�นปลอดประจปุลอดเชื �อ 20 ไมโครลิตร แช่ชิ �นเจลไว้ที� 4 
องศาเซลเซียส ประมาณ 20 - 24 ชั�วโมง เพื�อให้ดีเอ็นเอละลายออกมาจากเจลให้มากที�สดุ เพิ�ม
จํานวนชิ �นดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส แล้วนํา PCR product ที�ได้มาโหลดลงในพอ
ลิอะคริลาไมด์เจลที�มี 30 – 60 เปอร์เซ็นต์ เพื�อดวู่าแถบดีเอ็นเอที�ตดัมาได้นั �นมีความบริสุทธิGและ
เป็นแถบดีเอ็นเอเดี�ยวแน่นอนแล้วจึงตดัแถบดีเอ็นเอเดี�ยวในแต่ละแถบมาเพิ�มจํานวนชิ �นดีเอ็นเอ
ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสอีกครั �ง ก่อนนําไปส่งวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์  เมื�อได้ข้อมูล
ลําดับนิวคลีโอไทด์ของชิ �นดีเอ็นเอแล้ว นําไปวิเคราะห์ลําดับเบสและตรวจสอบสายพันธุ์ของ
จุลินทรี ย์  โดยเปรียบเ ทียบกับข้อมูล ที� มี ในฐานข้อมูล  GenBank ใ ช้ โปรแกรม BLASTn 
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/)   
 

เมื�อแถบนําแถบดีเอ็นเอรหสั C7.1 C7.2 C7.3 และ C7.4 มาเปรียบเทียบลําดบัเบส 
(Sequences producing significant alignments) พบว่ามีลําดบัเบสที�คล้ายคลึงกนัมาก และเมื�อ
นําลําดบัเบสของแตล่ะแถบดีเอ็นเอไปตรวจสอบสายพนัธุ์ของจลุินทรีย์ ทั �งแถบดีเอ็นเอรหสั C7.1 
C7.2  C7.3 และ C7.4 มีความคล้ายคลึงกนัยีสต์ Candida sp.CBS 10854 ซึ�งคือเชื �อจลุินทรีย์
รหสั C7 โดยมีคา่เปอร์เซ็นต์ Identity เท่ากบั 99% 99% 96% 96% ตามลําดบั ส่วนแถบดีเอ็นเอ
รหสั A และ B เมื�อนําไปตรวจสอบสายพนัธุ์จลุินทรีย์พบว่า แถบรหสั A มีความคล้ายคลึงกบัยีสต์
สายพนัธุ์ Yarrowia lipolytica ซึ�งคือเชื �อจลุินทรีย์ Y2 โดยมีคา่เปอร์เซ็นต์ Identity เท่ากบั 99%   
ส่วนแถบรหสั B มีความคล้ายคลึงกบัยีสต์สายพนัธุ์ Candida tropicalis ซึ�งคือเชื �อจุลินทรีย์ L9 
โดยมีคา่เปอร์เซ็นต์ Identity เทา่กบั 97%  

 
ในสว่นของเชื �อแบคทีเรียที�อยูใ่นกลุม่จลุินทรีย์ผสมนั �น พบว่าแถบรหสั V1.1 และ แถบรหสั 

V1.2 มีลําดบัเบสที�คล้ายคลงึกนัมาก และเมื�อนําไปตรวจสอบสายพนัธุ์จลุินทรีย์พบว่า ทั �ง 2 แถบดี
เอ็นเอมีความเหมือนกับ Pseudomonas sp. โดยมีคา่เปอร์เซ็นต์ Identity เท่ากับ 100% ทั �ง 2 
แถบดีเอ็นเอ ส่วนแถบดีเอ็นเอรหัส V3 และ T3 เมื�อนําไปตรวจสอบสายพันธุ์พบว่ามีความ
เหมือนกบั Bacillus subtilis โดยมีคา่เปอร์เซ็นต์ Identity เทา่กบั 100% 
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 ดงันั �นในระบบการบําบัดนํ �ามันปาล์มในนํ �าเสียสังเคราะห์ในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�อง
สามารถสรุปได้ว่าสายพนัธุ์ยีสต์และสายพนัธุ์แบคทีเรียที�คดัเลือกมาได้นั �นสามารถอยู่รวมกันใน
สภาพกลุม่จลุินทรีย์ได้โดยมีประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มได้ดี ซึ�งประสิทธิภาพการย่อย
สลายนํ �ามนัปาล์มโดยเฉลี�ยในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�องเป็นระยะเวลา 168 ชั�วโมง (7 วนั) เท่ากบั 
90.50± 3.53 เปอร์เซ็นต์ และมีคา่ไลเปสแอกทิวิตีโดยเฉลี�ยเท่ากบั 3.003± 0.08 หน่วยตอ่มิลลิลิตร 
เมื�อพิจารณาถึงสายพนัธุ์จลุินทรีย์ที�สามารถอยู่รวมกนัได้ในสภาพกลุ่มจลุินทรีย์ผสมและคงอยู่ได้
ในถังปฏิกรณ์แบบต่อเนื�องตลอดการทดลองเป็นระยะเวลา 168 ชั�วโมง คือ ยีสต์รหัส C7 ซึ�งมี
ความคล้ายคลึงกบั  Candida sp.CBS 10854  ยีสต์รหสั L9 ซึ�งมีความคล้ายคลึงกบั  Candida 

tropicalis strain Vaucher  ยีสต์รหสั Y2 ซึ�งมีความคล้ายคลึงกบั  Yarrowia lipolytica  แบคทีเรีย
รหสั T3 และ แบคทีเรียรหสั V3 ซึ�งมีความคล้ายคลึงกบั  Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 
E28 และ Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 ตามลําดบั  
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บทที� 5  
 

สรุปผลการทดลอง 
 
 

นํ �ามนัปาล์มจดัเป็นนํ �ามนัที�ปนเปื�อนในระบบบําบดันํ �าเสียของประเทศไทยทั �งจากนํ �าเสีย
ชมุชนและนํ �าเสียจากโรงงานอตุสาหกรรม เนื�องจากเป็นนํ �ามนัปรุงอาหารที�ใช้ภายในประเทศอย่าง
แพร่หลาย โดยนํามาใช้ในการบริโภคโดยตรง และใช้ในอตุสาหกรรมตา่งๆ เช่น อตุสาหกรรมผลิต
สบู่ อุตสาหกรรมอาหารเป็นต้น  นํ �าเสียที�มีไขมนัหรือนํ �ามนัปนเปื�อนในสดัส่วนมากจะส่งผลต่อ
ระบบการบําบดันํ �าเสีย เนื�องจากลกัษณะทางกายภาพและคณุสมบตัิทางเคมีของไขมนัและนํ �ามนั
จดัอยู่ในกลุ่มไม่ละลายนํ �า (Hydrophobic organic compounds) ดงันั �นมกัจะพบปัญหาการ
เกาะติดของไขมนับริเวณท่อของระบบบําบดันํ �าเสีย ซึ�งจะขดัขวางการไหลเวียนของนํ �าเสีย ส่งผล
ให้ระบบการบําบดันํ �าเสียขาดประสิทธิภาพ นอกจากนั �นหากมีการสะสมของคราบนํ �ามนัลอยเป็น
ฝ้าจะส่งผลให้ก๊าซออกซิเจนในอากาศไม่สามารถจะละลายลงไปในนํ �าได้ ซึ�งจะมีผลกระทบต่อ
สิ�งมีชีวิตที�อาศยัอยู่ในนํ �าทั �งพืชและสตัว์ ดงันั �นในงานวิจยันี �จึงทําการคดัแยกแบคทีเรียและยีสต์
จากแหล่งต่างๆ ภายในประเทศไทย เพื�อสร้างกลุ่มจลุินทรีย์ (microbial consortium) เพื�อบําบดั
นํ �าเสียที�ปนเปื�อนไขมนั  โดยมุง่เน้นไปในการศกึษาการยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์ม 

 
จากการทดลองสามารถคดัแยกจลุินทรีย์ที�มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มใน

นํ �าเสียสงัเคราะห์ได้ทั �งหมด 10 สายพนัธุ์ ประกอบไปด้วยยีสต์ 7 สายพนัธุ์ และแบคทีเรีย 3 สาย
พันธุ์  ในกลุ่มของยีสต์เมื�อทําการพิสูจน์เอกลักษณ์แล้วพบว่า ยีสต์ทั �ง 7 สายพันธุ์  มีความ
คล้ายคลึงกบั Candida sp.CB8 10854  , Candida tropicalis strain Vaucher , Candida 

boidinii  , Candida tropicalis strain 131 , Yarrowia lipolytica , Pichia jadinii   และ Candida 

albican ในกลุ่มของแบคทีเรียเมื�อทําการพิสจูน์เอกลกัษณ์แล้วพบว่าแบคทีเรียทั �ง 3 สายพนัธุ์มี
ความคล้ายคลึงกบั Bacillus subtilis subsp. subtilis strain E28 , Pseudomonas sp. และ 
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17  เมื�อทําการทดสอบหาประสิทธิภาพการย่อยสลาย
นํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์เมื�อเลี �ยงในขวดเขย่า พบว่า ยีสต์รหสั C7 (Candida sp.CBS 
10854) สามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้มากที�สดุเมื�อเปรียบเทียบกบัจลุินทรีย์คดัเลือกทั �งหมด 
10 สายพันธุ์  โดยสามารถย่อยสลายนํ �ามันปาล์มในนํ �าเสียสังเคราะห์ได้   98.22 เปอร์เซ็นต์ 
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ภายในระยะเวลา 72 ชั�วโมงของการเลี �ยงในนํ �าเสียสงัเคราะห์ ที�อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ
บ่มที�เครื�องเขย่า 200 รอบต่อนาที นอกจากนั �นยังสามารถผลิตค่าไลเปสแอกติวิตีมากที�สุดคือ  
1.639 ± 0.067 หนว่ยตอ่มิลลิลิตร 
  
 นําจลุินทรีย์ที�คดัเลือกได้ 10 สายพนัธุ์ มาทําการเลี �ยงรวมกนัในสภาพกลุ่มจลุินทรีย์พร้อม
ทั �งหาประสิทธิภาพการบําบดันํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง แบง่เป็น  
3 การทดลอง คือ ประสิทธิภาพการบําบดันํ �ามันปาล์มโดยกลุ่มยีสต์ กลุ่มแบคทีเรีย และกลุ่ม
จลุินทรีย์ผสม สรุปได้ว่า ประสิทธิภาพในการบําบดันํ �ามนัปาล์มในนํ �าเสียสงัเคราะห์ในถงัปฏิกรณ์
แบบตอ่เนื�องโดยกลุม่จลุินทรีย์ผสมให้ผลดีที�สดุ โดยสามารถย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้เฉลี�ย 90.50 
± 3.53 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือประสิทธิภาพในการบําบดันํ �ามนัปาล์มโดยกลุ่มยีสต์ ซึ�งสามารถ
ย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้โดยเฉลี�ย 84.32 ± 3.40 เปอร์เซ็นต์ และกลุ่มแบคทีเรียสามารถย่อย
สลายนํ �ามนัปาล์มในระบบตอ่เนื�องได้น้อยที�สดุคือ 73.80 ± 7.45 เปอร์เซ็นต์ 
 

จากนั �นทําการศึกษาหาพลวัตรของจุลินทรีย์ (microbial dynamics) ในถังปฏิกรณ์
หลงัจากเลี �ยงแบบตอ่เนื�องจนถึงสภาวะเสถียร (steady state)  โดยวิธี Denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE) สามารถสรุปได้วา่สายพนัธุ์ยีสต์และสายพนัธุ์แบคทีเรียที�คดัเลือกมาได้
นั �นสามารถอยูร่วมกนัในสภาพกลุ่มจลุินทรีย์ได้โดยมีประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มได้ดี 
ซึ�งประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มโดยเฉลี�ยในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�องเป็นระยะเวลา 168 
ชั�วโมง (7 วนั) เท่ากบั 90.50 ± 3.53 เปอร์เซ็นต์ และมีคา่ไลเปสแอกติวิตีโดยเฉลี�ยเท่ากบั 3.003 ± 
0.08 หน่วยต่อมิลลิลิตร เมื�อพิจารณาถึงสายพนัธุ์จลุินทรีย์ที�สามารถอยู่รวมกนัได้ในสภาพกลุ่ม
จลุินทรีย์ผสมและคงอยูไ่ด้ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�องตลอดระยะเวลาการทดลองนาน 168 ชั�วโมง 
คือ ยีสต์รหสั C7 (Candida sp.CBS 10854) ยีสต์รหสั L9 (Candida tropicalis strain Vaucher) 
ยีสต์รหสั Y2 (Yarrowia lipolytica  ) แบคทีเรียรหสั T3 (Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 
E28) และ แบคทีเรียรหสั V3 (Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17) 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี +ยงเชื +อ 
 
อาหารเลี +ยงเชื +อเหลว Nutrient Broth (NB) 

 
แบคโตเปบโตน      5  กรัม 
สารสกดัจากเนื �อ      3  กรัม 
นํ �ากลั�น       1,000  มิลลิลิตร 
ละลายในนํ �ากลั�นปริมาตร 1,000 มล.ผสมให้เข้ากนันําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 

ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี +ยงเชื +อเหลว Yeast extract-Malt extract Broth (YM) 
  

กลโูคส                                                                            10                     กรัม 
   แบคโตเปบโตน      5  กรัม 
   ผงสกดัจากมอลต์     3  กรัม 
   ผงสกดัจากยีสต์       3  กรัม 

นํ �ากลั�น       1,000  มิลลิลิตร 
ละลายในนํ �ากลั�นปริมาตร 1,000 มล.ผสมให้เข้ากนันําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 

ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลี +ยงเชื +อแข็ง Yeast extract-Malt extract Ager (YM) 
  

กลโูคส                                                                            10                     กรัม 
   แบคโตเปบโตน       5  กรัม 
   ผงสกดัจากมอลต์      3  กรัม 
   ผงสกดัจากยีสต์        3  กรัม 

ผงวุ้น       15  กรัม 
นํ �ากลั�น       1,000  มิลลิลิตร 
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ละลายในนํ �ากลั�นปริมาตร 1,000 มล.ผสมให้เข้ากนันําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
อาหารแข็งไตรบูไทริน (Tributyrin Agar) 
 
 แอมโมเนียมซลัเฟต (NH4)2SO4    5  กรัม 
   แบคโตเปบโตน      5  กรัม 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4•7H2O)   1  กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   5  กรัม 
 ผงสกดัจากยีสต์       1  กรัม 

นํ �ากลั�น       1,000  มิลลิลิตร 
ละลายในนํ �ากลั�นปริมาตร 1,000 มล.ผสมให้เข้ากนั จากนั �นเตมิไตรบไูทริน 1 เปอร์เซ็นต์ 

(นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 °C 
เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเหลวนํ +ามันปาล์ม (Palm oil Medium) 

 
แอมโมเนียมซลัเฟต (NH4)2SO4    5  กรัม 

   แบคโตเปบโตน      5  กรัม 
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4•7H2O)   1  กรัม 

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   5  กรัม 
 ผงสกดัจากยีสต์       1  กรัม 

ผงวุ้น       15  กรัม 
 นํ �ากลั�น       1,000  มิลลิลิตร 

ละลายในนํ �ากลั�นปริมาตร 1,000 มล.ผสมให้เข้ากนั จากนั �นเตมินํ �ามนัปาล์ม 1 เปอร์เซ็นต์ 
(นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 °C 
เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารแข็งนํ +ามันปาล์ม (Palm oil Agar) 

 
แอมโมเนียมซลัเฟต (NH4)2SO4    5  กรัม 
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   แบคโตเปบโตน      5  กรัม 
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4•7H2O)   1  กรัม 

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   5  กรัม 
 ผงสกดัจากยีสต์       1  กรัม 

นํ �ากลั�น       1,000  มิลลิลิตร 
ละลายในนํ �ากลั�นปริมาตร 1,000 มล.ผสมให้เข้ากนั จากนั �นเตมินํ �ามนัปาล์ม  1 

เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 
121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารนํ +าเสียสังเคราะห์ 

 
 แบคโตเปบโตน       0.6  กรัม 
ผงสกดัจากเนื �อ       0.4  กรัม 
ผงสกดัจากยีสต์        1.0  กรัม 
ยเูรีย        0.1  กรัม 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)     0.1  กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      0.03  กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2.2H2O)     0.014  กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)      0.014  กรัม 
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4•7H2O)    0.01  กรัม 
Tween  80          0.5  มิลลิลิตร 
 ละลายในนํ �ากลั�นปริมาตร 1,000 มล.ผสมให้เข้ากนั จากนั �นเตมินํ �ามนัปาล์ม  1 

เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) ไมมี่การปรับพีเอช นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่
ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที�ใช้ในการทดลอง 
 
กลีเซอรอล 15%  

 
นํากลีเซอรอล 87% ปริมาตร 17.24 มิลลิลิตร ผสมในนํ �ากลั�น 82.76 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า

กนั นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 °C เป็นเวลา 15 นาที 
 

สารละลายกรดไฮโดรคลอกริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
 

นําสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 2 โมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร มาผสมในนํ �ากลั�น 50 
มิลลิลิตรเก็บไว้ในขวดสีชา  

 

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
 

นําเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์ 40 กรัม เตมินํ �ากลั�นปริมาตรจนได้ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
เก็บไว้ในขวดสีชา 
 
สารละลายกรดบอริคเข้มข้น 3%   
 
 นําเกล็ดบอริค 30 กรัม เตมินํ �ากลั�นปริมาตรจนได้ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เก็บไว้ในขวดสี
ชา 
 
0.5 M โซเดียมคลอไรด์  
  

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)     7.31  กรัม 
 ละลายสารในนํ �ากลั�นและปรับปริมาตรเป็น 250 มิลลิลิตร นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 
15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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10% โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium dodecyl sulfate, SDS)  
 
Sodium dodecyl sulfate     10             กรัม 
คอ่ยๆละลายโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต ในนํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อ ปริมาตร 80 มิลลิลิตร 

จนได้สารละลายใส หลงัจากนั �นเตมินํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อจนได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 
15% Triton X-100 
  

Triton X-100       15   มิลลิลิตร 
เตมินํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อจนได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 

15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
70% เอธานอล 
  

99.9% เอธานอล       700               มิลลิลิตร 
 นํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อ             300              มิลลิลิตร 
 
สารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์     
  

Tris base (C4H11NO3)       6.056   กรัม 
ละลาย Tris base ในนํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับ pH 8.0 

หลงัจากนั �นเตมินํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อจนได้ปริมาตร 1,000  มิลลิลิตร นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วย
ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย Tris-HCl pH 8.0 เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์     
  

Tris base (C4H11NO3)       1.2    กรัม 
ละลาย Tris base ในนํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับ pH 8.0 

หลงัจากนั �นเตมินํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความ
ดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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สารละลาย EDTA pH 8.0 เข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์  
  

EDTA (C10H14O8Na2•2H2O)     186.1    กรัม 
 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)      20             กรัม 

ละลาย EDTA ในนํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั �นเตมิ โซเดียม
คลอไรด์ (NaCl) คนให้เข้ากนั ทิ �งให้เย็น แล้วปรับ pH 8.0 หลงัจากนั �นเตมินํ �าปลอดประจปุลอด
เชื �อจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว 
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย EDTA pH 8.0 เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์  
  

EDTA (C10H14O8Na2•2H2O)     18.164    กรัม 
 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)      20             กรัม 

ละลาย EDTA ในนํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั �นเตมิ โซเดียม
คลอไรด์ (NaCl) คนให้เข้ากนั ทิ �งให้เย็น แล้วปรับ pH 8.0 หลงัจากนั �นเตมินํ �าปลอดประจปุลอด
เชื �อจนได้ปริมาตร 1,000  มิลลิลิตร นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว 
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
DNA breaking buffer 
  

15% Triton X-100       26.67             มิลลิลิตร
  

10% โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต         20  มิลลิลิตร 
 สารละลาย EDTA เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์, pH 8.0    40   มิลลิลิตร 
 สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.5 โมลาร์     40  มิลลิลิตร 
 Tris-HCl pH 8.0 เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์       40   มิลลิลิตร 
 นํ �ากลั�นปลอดประจปุลอดเชื �อ      18.33  มิลลิลิตร 
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TE buffer 
  

Tris-HCl pH 8.0 เข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์      10   มิลลิลิตร 
 EDTA pH 8.0 เข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์      0.2   มิลลิลิตร 

เตมินํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนั
ไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
TE buffer ที�ผสมกับ RNase A 
  

TE buffer          1  มิลลิลิตร 
 RNase A          2  ไมโครลิตร 

เก็บสารละลายไว้ที�อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
บัฟเฟอร์  TAE ความเข้มข้น 50 เท่า 
  

Tris base (C4H11NO3)       242  กรัม 
 EDTA pH 8.0 เข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์     100   มิลลิลิตร 
 กรดอะซิตกิเข้มข้น       57.1  มิลลิลิตร 
 ละลายสว่นผสมทั �งหมดในนํ �าปลอดประจปุริมาตรปริมาตร 800 มิลลิตร แล้วเตมินํ �า
ปลอดประจปุลอดเชื �อจนได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่
ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide) ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
  

เอธิเดียมโบรไมด์ เข้มข้น 10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร    20  ไมโครลิตร 
 นํ �าปลอดประจปุลอดเชื �อ                  200  มิลลิลิตร 

ละลายเอธิเดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide) จนเป็นเนื �อเดียวกนั เก็บในภาชนะปิดสนิท
ในที�มืด (ขณะเตรียมควรสวมถงุมือป้องกนัเนื�องจากเอธิเดียมโบรไมด์ เป็นสารก่อมะเร็ง) 
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สีตดิตาม (6X loading dye) 
  

Sucrose        20    กรัม 
 Bromphenol blue (ละลาย 4 มิลลิกรัมในนํ �ากลั�น 1 มิลลลิิตร) 12.5  มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรด้วย TE buffer จนได้ 50 มิลลิลิตร นําไปนึ�งฆา่เชื �อด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิ �ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย KAPA2G Robust HotStart  
  
 5X KAPA2G buffer A ความเข้มข้นสดุท้าย 1X    5.0 ไมโครลิตร 
 MgCl2 ความเข้มข้นสดุท้าย ≥ 1.5mM      0.5 ไมโครลิตร  
 5X KAPA Enhancer 1ความเข้มข้นสดุท้าย 1X    5.0 ไมโครลิตร 
 dNTP Mix (10 mM each) ความเข้มข้นสดุท้าย 2 mM each  0.5 ไมโครลิตร 
 Forward Primer 10 µM ความเข้มข้นสดุท้าย 0.25-1.0 µM            0.25 ไมโครลิตร 
 Reverse Primer 10 µM ความเข้มข้นสดุท้าย 0.25-1.0 µM 0.25 ไมโครลิตร 
 ดีเอ็นเอ         1.0 ไมโครลิตร 

KAPA2G Robust HotStart DNA Polymerase (5 units/µl)  
ความเข้มข้นสดุท้าย 0.5-1.0 units/µl    0.1 ไมโครลิตร 
ปรับปริมาตรด้วยนํ �า PCR grade ให้ได้ 25 ไมโครลิตร 

 
สารเคมีที�ใช้ในการวิเคราะห์ DGGE 
 

0% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมด์เจล 
 40% อะคริลาไมด์เจล/บสิ      20   มิลลิลิตร 
 บฟัเฟอร์ TAE เข้มข้น 50 เท่า      2  มิลลิลิตร 
 นํ �าปลอดประจ ุ        78  มิลลิลิตร 
 

100% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมด์เจล 
 40% อะคริลาไมด์เจล/บสิ      20    มิลลิลิตร 
 บฟัเฟอร์ TAE เข้มข้น 50 เท่า       2  มิลลิลิตร 
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 ฟอร์มาไมด์        40  มิลลิลิตร 
 ยเูรีย         42  มิลลิลิตร 
 เตมินํ �าปลอดประจ ุจนได้ปริมาตร100 มิลลิลิตร 

 
30% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมด์เจล 

 0% Denaturing solution       11.2   มิลลิลิตร 
 100% Denaturing solution                   4.8              มิลลิลิตร 
 
 

60% Denaturing solution ใน 8% อะคริลาไมด์เจล  
 0% Denaturing solution           6.4              มิลลิลิตร 
 100% Denaturing solution           9.6              มิลลิลิตร 
 
แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟตเข้มข้น 10% 
  

แอมโมเนียมเปอร์ซลัเฟต           0.1  มิลลิลิตร 
 นํ �าปลอดประจ ุ            1  มิลลิลิตร 
 
สารละลายตรวจวัดไลเปสแอกทวิิตี 
 
 สารละลาย A 
 พารา- ไนโตรฟีนิล อะซีเตท             0.45   กรัม 
 2-โพรพานอล             50   มิลลิลิตร 

สารละลาย B 
ไดโพเทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต                   2.61   กรัม 
โพเทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต                              1.36  กรัม 
นํ �ากลั�นปลอดประจ ุ            450  มิลลิลิตร 
ปรับความเป็นกรดดา่งให้เป็น 7.0 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก แล้วปรับปริมาตรเป็น 500 

มิลลิลิตร ด้วนนํ �ากลั�นปลอดประจ ุ
เก็บสารละลาย A และ สารละลาย B ในขวดสีชา 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 
รูปที� ค.1 กราฟมาตรฐานปริมาณนํ �ามนัปาล์ม (มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) ตอ่พื �นที�ใต้กราฟ จากการ
วิเคราะห์ผลด้วยเครื�อง TLC-FID 
 

 
 

รูปที� ค.2 กราฟมาตรฐาน พารา-ไนโตรฟีนอล 
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ภาคผนวก ง 
 

ตารางและกราฟแสดงค่า Specific growth rate determination ของจุลินทรีย์คัดเลือกทั +ง 10 
สายพันธ์ุ เมื�อเลี +ยงในอาหารนํ +าเสียสังเคราะห์เป็นเวลา 72 ชั�วโมง 
ตาราง ง.1 คา่นํ �าหนกัเซลล์แห้งของจลุินทรีย์คดัเลือกทั �ง 10 สายพนัธุ์ ในอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์ 
เป็นเวลา 72 ชั�วโมง 

รหสั 
จลุินทรีย์ 

เวลา 
นํ �าหนกัเซลล์แห้ง

(มิลลิกรัม/50มิลลิลิตร) 
นํ �าหนกัเซลล์แห้ง 

(กรัม/ลิตร) 
ln(X) µ(h-1) 

C7 0 6.20 0.12 -2.12026 - 
 12 18.77 0.38 -0.96758 0.096057 
 24 196.20 3.92 1.366092 0.194473 
 36 274.50 5.48 1.701105 0.027918 
 48 233.97 4.68 1.543298 -0.01315 
 60 232.10 4.64 1.534714 -0.00072 
 72 161.09 3.22 1.169381 -0.03044 

L9 0 5.71 0.12 -2.12026 - 
 12 40.68 0.82 -0.19845 0.160151 
 24 181.91 3.64 1.291984 0.124203 
 36 224.72 4.50 1.504077 0.017674 
 48 260.49 5.20 1.648659 0.012048 
 60 204.23 4.08 1.406097 -0.02021 
 72 189.47 3.78 1.329724 -0.00636 

L11 0 4.24 0.08 -2.52573 - 
 12 22.47 0.44 -0.82098 0.142062 
 24 28.60 0.58 -0.54473 0.023021 

 36 42.64 0.86 -0.15082 0.032825 
 48 77.36 1.54 0.431782 0.04855 
 60 87.12 1.74 0.553885 0.010175 
 72 117.08 2.34 0.850151 0.024689 
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รหสั 
จลุินทรีย์ 

เวลา 
นํ �าหนกัเซลล์แห้ง

(มิลลิกรัม/50มิลลิลิตร) 
นํ �าหนกัเซลล์แห้ง 

(กรัม/ลิตร) 
ln(X) µ(h-1) 

S4 0 3.19 0.06 -2.81341 - 
 12 11.85 0.24 -1.42712 0.115525 
 24 42.20 0.84 -0.17435 0.104397 
 36 132.81 2.66 0.978326 0.096057 
 48 198.96 3.98 1.381282 0.03358 
 60 423.23 8.46 2.135349 0.062839 
 72 363.48 7.26 1.98238 -0.01275 

Y2 0 5.00 0.1 -2.30259 - 
 12 21.28 0.42 -0.8675 0.11959 
 24 127.65 2.56 0.940007 0.150626 
 36 172.22 3.44 1.235471 0.024622 
 48 206.76 4.14 1.420696 0.015435 
 60 308.54 6.18 1.821318 0.033385 
 72 303.10 6.06 1.80171 -0.00163 

Y3 0 5.72 0.12 -2.12026 - 
 12 9.45 0.18 -1.7148 0.033789 
 24 35.11 0.7 -0.35667 0.113177 
 36 67.17 1.34 0.29267 0.054112 
 48 85.16 1.70 0.530628 0.01983 
 60 125.40 2.50 0.916291 0.032139 
 72 172.04 3.44 1.235471 0.026598 

Y4 0 5.86 0.12 -2.12026 - 
 12 25.60 0.52 -0.65393 0.122195 
 24 36.05 0.72 -0.3285 0.027119 

 36 73.70 1.48 0.392042 0.060046 
 48 90.12 1.8 0.587787 0.016312 

 60 132.61 2.66 0.978326 0.032545 
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รหสั 
จลุินทรีย์ 

เวลา 
นํ �าหนกัเซลล์แห้ง

(มิลลิกรัม/50มิลลิลิตร) 
นํ �าหนกัเซลล์แห้ง 

(กรัม/ลิตร) 
ln(X) µ(h-1) 

 72 141.17 2.82 1.036737 0.004868 
V1 0 6.65 0.14 -1.96611 - 

 12 21.11 0.42 -0.8675 0.091551 
 24 40.06 0.80 -0.22314 0.053696 
 36 56.68 1.14 0.131028 0.029514 
 48 78.23 1.56 0.444686 0.026138 
 60 96.31 1.92 0.652325 0.017303 
 72 91.46 1.82 0.598837 -0.00446 

V3 0 1.06 0.02 -3.91202 - 
 12 3.89 0.08 -2.52573 0.115525 
 24 20.57 0.40 -0.91629 0.13412 
 36 23.36 0.46 -0.77653 0.011647 
 48 68.65 1.38 0.322083 0.091551 
 60 93.37 1.86 0.620576 0.024874 
 72 88.83 1.78 0.576613 -0.00366 

T3 0 2.31 0.04 -3.21888 - 
 12 6.98 0.14 -1.96611 0.104397 
 24 24.25 0.48 -0.73397 0.102679 
 36 68.07 1.36 0.307485 0.086788 
 48 96.61 1.94 0.662688 0.0296 
 60 98.07 1.96 0.672944 0.000855 
 72 99.12 1.98 0.683097 0.000846 
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รูปที� ง.1 คา่ Specific growth rate determination ของ จลุินทรีย์รหสั C7 (Candida sp.CBS 
10854) 
 

 
 

รูปที� ง.2 คา่ Specific growth rate determination ของ จลุินทรีย์รหสั L9 (Candida tropicalis 
strain Vaucher) 
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รูปที� ง.3 คา่ Specific growth rate determination ของ จลุินทรีย์รหสั L11 (Candida tropicalis 
strain 131 ) 
 

 
 
รูปที� ง.4 คา่ Specific growth rate determination ของ จลุินทรีย์รหสั S4 (Candida boidinii  ) 
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รูปที� ง.5 คา่ Specific growth rate determination ของ จลุินทรีย์รหสั Y2 (Yarrowia lipolytica) 
 

 
 

รูปที� ง.6 คา่ Specific growth rate determination ของ จลุินทรีย์รหสั Y3 (Candida albican)    
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รูปที� ง.7 คา่ Specific growth rate determination ของ จลุินทรีย์รหสั Y4 (Pichi Jadinii) 
 

 
 
 
 

รูปที� ง.8 คา่ Specific growth rate determination ของ จลุินทรีย์รหสั T3 (Bacillus subtilis 

subsp. subtilis strain E28) 
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รูปที� ง.9 คา่ Specific growth rate determination ของ จลุินทรีย์รหสั V1 (Pseudomonas sp.) 
 

 
 
 
รูปที� ง.10 คา่ Specific growth rate determination ของ จลุินทรีย์รหสั V3 (Bacillus subtilis  

subsp. subtilis strain A17) 
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ภาคผนวก จ 
 

ตารางแสดงค่าไลเปสแอกทวิิตี 
 

ตารางที� จ.1 คา่OD460 ที�ได้จากการทําปฏิกริยาไฮโดรไลซิส p-nitrophenyl acetate โดยเอนไซม์ 
ไลเปส ลบด้วย OD460 ของเอนไซม์แบลงค์ เมื�อเลี �ยงจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์ในอาหารนํ �าเสีย
สงัเคราะห์ที�มีนํ �ามนัปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน 1 เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) ในขวดเขย่าเป็น
เวลา 72 ชั�วโมง เพื�อนํามาใช้ในการคํานวนหาคา่ไลเปสแอกทิวิตี 
 

รหสั 
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(h) 

OD460 
nm. 

ซํ �าที� 1 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�2 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�3 

ไลเปส
แอกทิวิตี
(Unit/ml) 

ซํ �าที�1 

ไลเปส
แอกทิวิตี 
(Unit/ml)

ซํ �าที�2 

ไลเปส
แอกทิวิตี 
(Unit/ml)

ซํ �าที�3 

คา่เฉลี�ย
ไลเปส

แอกทิวิต ี
(Unit/ml) 

สว่น 
เบี�ยง 
เบน

มาตร 
ฐาน 

C7 0 0.042 0.028 0.026 0.245 0.163 0.152 0.187 0.05 
 12 0.166 0.162 0.161 0.968 0.945 0.939 0.951 0.02 
 24 0.253 0.224 0.243 1.476 1.307 1.418 1.400 0.09 
 36 0.292 0.282 0.269 1.703 1.645 1.569 1.639 0.07 
 48 0.215 0.207 0.193 1.254 1.208 1.126 1.196 0.06 
 60 0.121 0.134 0.147 0.706 0.782 0.858 0.782 0.08 
 72 0.099 0.099 0.099 0.578 0.578 0.578 0.578 0.00 
L9 0 0.033 0.019 0.032 0.193 0.111 0.187 0.163 0.05 
 12 0.044 0.051 0.055 0.257 0.298 0.321 0.292 0.03 
 24 0.108 0.109 0.086 0.630 0.636 0.502 0.589 0.08 
 36 0.218 0.22 0.228 1.272 1.283 1.330 1.295 0.03 
 48 0.156 0.158 0.154 0.910 0.922 0.898 0.910 0.01 
 60 0.136 0.141 0.116 0.793 0.823 0.677 0.764 0.08 
 72 0.101 0.092 0.104 0.589 0.537 0.607 0.578 0.04 
L11 0 0.017 0.015 0.013 0.099 0.088 0.076 0.088 0.01 
 12 0.056 0.062 0.038 0.327 0.362 0.222 0.303 0.07 
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รหสั 

จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(h) 

OD460 
nm. 

ซํ �าที� 1 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�2 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�3 

ไลเปส
แอกทิวิตี
(Unit/ml) 

ซํ �าที�1 

ไลเปส
แอกทิวิตี 
(Unit/ml)

ซํ �าที�2 

ไลเปส
แอกทิวิตี 
(Unit/ml)

ซํ �าที�3 

คา่เฉลี�ย
ไลเปส

แอกทิวิต ี
(Unit/ml 

สว่น 
เบี�ยง 
เบน

มาตร 
ฐาน 

 24 0.055 0.061 0.049 0.321 0.356 0.286 0.321 0.03 
 36 0.12 0.113 0.094 0.700 0.659 0.548 0.636 0.08 
 48 0.108 0.102 0.072 0.630 0.595 0.420 0.548 0.11 
 60 0.035 0.044 0.041 0.204 0.257 0.239 0.233 0.03 
 72 0.054 0.056 0.064 0.315 0.327 0.373 0.338 0.03 
S4 0 0.02 0.016 0.018 0.117 0.093 0.105 0.105 0.01 
 12 0.1 0.099 0.083 0.583 0.578 0.484 0.548 0.06 
 24 0.055 0.051 0.032 0.321 0.298 0.187 0.268 0.07 
 36 0.209 0.197 0.188 1.219 1.149 1.097 1.155 0.06 
 48 0.098 0.084 0.064 0.572 0.490 0.373 0.478 0.10 
 60 0.084 0.085 0.083 0.490 0.496 0.484 0.490 0.01 
 72 0.158 0.16 0.156 0.922 0.933 0.910 0.922 0.01 
Y2 0 0.024 0.021 0.03 0.140 0.123 0.175 0.146 0.03 
 12 0.067 0.058 0.034 0.391 0.338 0.198 0.309 0.10 
 24 0.259 0.245 0.207 1.511 1.429 1.208 1.383 0.16 
 36 0.213 0.215 0.208 1.243 1.254 1.213 1.237 0.02 
 48 0.146 0.138 0.121 0.852 0.805 0.706 0.788 0.07 
 60 0.086 0.083 0.086 0.502 0.484 0.502 0.496 0.01 
 72 0.115 0.113 0.132 0.671 0.659 0.770 0.700 0.06 
Y3 0 0.028 0.027 0.029 0.163 0.158 0.169 0.163 0.01 
 12 0.145 0.151 0.13 0.846 0.881 0.758 0.828 0.06 
 24 0.143 0.155 0.14 0.834 0.904 0.817 0.852 0.05 
 36 0.188 0.169 0.132 1.097 0.986 0.770 0.951 0.17 
 48 0.087 0.076 0.059 0.508 0.443 0.344 0.432 0.08 
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รหสั 
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(h) 

OD460 
nm. 

ซํ �าที� 1 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�2 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�3 

ไลเปส
แอกทิวิตี 
(Unit/ml)

ซํ �าที�1 

ไลเปส
แอกทิวิตี
(Unit/ml) 

ซํ �าที�2 

ไลเปส
แอกทิวิตี
(Unit/ml) 

ซํ �าที�3 

คา่เฉลี�ย
ไลเปส

แอกทิวิต ี
(Unit/ml) 

สว่น
เบี�ยง 
เบน

มาตร 
ฐาน 

 60 0.112 0.117 0.107 0.653 0.683 0.624 0.653 0.03 
 72 0.155 0.149 0.125 0.904 0.869 0.729 0.834 0.09 
Y4 0 0.03 0.014 0.01 0.175 0.082 0.058 0.105 0.06 
 12 0.078 0.072 0.081 0.455 0.420 0.473 0.449 0.03 
 24 0.055 0.052 0.049 0.321 0.303 0.286 0.303 0.02 
 36 0.154 0.138 0.134 0.898 0.805 0.782 0.828 0.06 
 48 0.112 0.098 0.072 0.653 0.572 0.420 0.548 0.12 
 60 0.169 0.156 0.158 0.986 0.910 0.922 0.939 0.04 
 72 0.098 0.089 0.062 0.572 0.519 0.362 0.484 0.11 
T3 0 0.006 0.006 0.006 0.035 0.035 0.035 0.035 0.00 
 12 0.208 0.199 0.175 1.213 1.161 1.021 1.132 0.10 
 24 0.217 0.211 0.214 1.266 1.231 1.248 1.248 0.02 
 36 0.221 0.224 0.224 1.289 1.307 1.307 1.301 0.01 
 48 0.209 0.199 0.222 1.219 1.161 1.295 1.225 0.07 
 60 0.188 0.192 0.211 1.097 1.120 1.231 1.149 0.07 
 72 0.099 0.087 0.126 0.578 0.508 0.735 0.607 0.12 
V1 0 0.003 0.005 0.007 0.018 0.029 0.041 0.029 0.01 
 12 0.109 0.108 0.107 0.636 0.630 0.624 0.630 0.01 
 24 0.121 0.113 0.093 0.706 0.659 0.543 0.636 0.08 
 36 0.144 0.156 0.141 0.840 0.910 0.823 0.857 0.05 
 48 0.134 0.156 0.148 0.782 0.910 0.863 0.852 0.06 
 60 0.112 0.106 0.094 0.653 0.618 0.548 0.607 0.05 
 72 0.044 0.044 0.047 0.257 0.257 0.274 0.263 0.01 
V3 0 0.006 0.006 0.006 0.035 0.035 0.035 0.035 0.00 
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รหสั 
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(h) 

OD460 
nm. 

ซํ �าที� 1 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�2 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�3 

ไลเปส
แอกทิวิตี 
(Unit/ml)

ซํ �าที�1 

ไลเปส
แอกทิวิตี
(Unit/ml) 

ซํ �าที�2 

ไลเปส
แอกทิวิตี
(Unit/ml) 

ซํ �าที�3 

คา่เฉลี�ย
ไลเปส

แอกทิวิต ี
(Unit/ml) 

สว่น
เบี�ยง 
เบน

มาตร 
ฐาน 

 12 0.231 0.235 0.257 1.348 1.371 1.499 1.406 0.08 
 24 0.113 0.112 0.096 0.659 0.653 0.560 0.624 0.06 
 36 0.233 0.256 0.282 1.359 1.493 1.645 1.499 0.14 
 48 0.167 0.174 0.166 0.974 1.015 0.968 0.986 0.03 
 60 0.102 0.089 0.103 0.595 0.519 0.601 0.572 0.05 
 72 0.198 0.195 0.168 1.155 1.138 0.980 1.091 0.10 
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ตารางที� จ.2 คา่OD460 ที�ได้จากการทําปฏิกริยาไฮโดรไลซิส p-nitrophenyl acetate โดยเอนไซม์ 
ไลเปส ลบด้วย  OD460  ของเอนไซม์แบลงค์ ของกลุ่มยีสต์ เมื�อเลี �ยงกลุ่มยีสต์ ในอาหารนํ �าเสีย
สงัเคราะห์ที�มีนํ �ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน 1เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัต่อปริมาตร) ในถังปฏิกรณ์
แบบตอ่เนื�อง เป็นเวลา 168 ชั�วโมง เพื�อนํามาใช้ในการคํานวนหาคา่ไลเปสแอกทิวิตี 
 
 

กลุม่ 
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(h) 

OD460 
nm. 

ซํ �าที� 1 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�2 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�3 

ไลเปส
แอกทิวิตี 
(Unit/ml)

ซํ �าที�1 

ไลเปส
แอกทิวิตี
(Unit/ml) 

ซํ �าที�2 

ไลเปส
แอกทิวิตี
(Unit/ml) 

ซํ �าที�3 

คา่เฉลี�ย
ไลเปส

แอกทิวิต ี
(Unit/ml) 

สว่น
เบี�ยง 
เบน

มาตร 
ฐาน 

จลุ
ินท

รีย์
กล

ุ่มยี
สต์

 

0 0.432 0.435 0.447 2.520 2.538 2.608 2.555 0.05 
12 0.451 0.455 0.471 2.631 2.654 2.748 2.678 0.06 
24 0.435 0.435 0.435 2.538 2.538 2.538 2.538 0.00 
36 0.398 0.388 0.366 2.322 2.263 2.135 2.240 0.10 
48 0.433 0.434 0.429 2.526 2.532 2.503 2.520 0.02 
60 0.433 0.433 0.433 2.526 2.526 2.526 2.526 0.00 
72 0.401 0.409 0.363 2.339 2.386 2.118 2.281 0.14 
84 0.388 0.376 0.367 2.263 2.193 2.141 2.199 0.06 
96 0.465 0.468 0.465 2.713 2.730 2.713 2.718 0.01 

108 0.332 0.342 0.322 1.937 1.995 1.878 1.937 0.06 
120 0.439 0.442 0.436 2.561 2.578 2.543 2.561 0.02 
132 0.289 0.275 0.255 1.686 1.604 1.488 1.593 0.10 
144 0.254 0.247 0.225 1.482 1.441 1.313 1.412 0.09 
156 0.332 0.356 0.362 1.937 2.077 2.112 2.042 0.09 
168 0.355 0.351 0.344 2.071 2.048 2.007 2.042 0.03 
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ตารางที� จ.3 คา่OD460 ที�ได้จากการทําปฏิกริยาไฮโดรไลซิส p-nitrophenyl acetate โดยเอนไซม์ 
ไลเปส ลบด้วย  OD46 ของเอนไซม์แบลงค์ ของกลุ่มแบคทีเรีย เมื�อเลี �ยงกลุ่มแบคทีเรียในอาหารนํ �า
เสียสงัเคราะห์ที�มีนํ �ามนัปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน 1เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) ในถงัปฏิกรณ์
แบบตอ่เนื�อง เป็นเวลา 168 ชั�วโมง เพื�อนํามาใช้ในการคํานวนหาคา่ไลเปสแอกทิวิตี 
 
 

กลุม่ 
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(h) 

OD460 
nm. 

ซํ �าที� 1 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�2 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�3 

ไลเปส
แอกทิวิตี 
(Unit/ml)

ซํ �าที�1 

ไลเปส
แอกทิวิตี
(Unit/ml) 

ซํ �าที�2 

ไลเปส
แอกทิวิตี
(Unit/ml) 

ซํ �าที�3 

คา่เฉลี�ย
ไลเปส

แอกทิวิต ี
(Unit/ml) 

สว่น
เบี�ยง 
เบน

มาตร 
ฐาน 

จลุ
ินท

รีย์
กล

ุ่มแ
บค

ทีเ
รีย

 

0 0.236 0.242 0.242 1.377 1.412 1.412 1.400 0.02 
12 0.271 0.266 0.258 1.581 1.552 1.505 1.546 0.04 
24 0.244 0.236 0.189 1.423 1.377 1.103 1.301 0.17 
36 0.387 0.398 0.406 2.258 2.322 2.368 2.316 0.06 
48 0.275 0.256 0.249 1.604 1.493 1.453 1.517 0.08 
60 0.277 0.234 0.239 1.616 1.365 1.394 1.458 0.14 
72 0.322 0.325 0.322 1.878 1.896 1.878 1.884 0.01 
84 0.413 0.418 0.402 2.409 2.438 2.345 2.398 0.05 
96 0.411 0.405 0.387 2.398 2.363 2.258 2.339 0.07 

108 0.405 0.405 0.405 2.363 2.363 2.363 2.363 0.00 
120 0.277 0.264 0.23 1.616 1.540 1.342 1.499 0.14 
132 0.378 0.401 0.397 2.205 2.339 2.316 2.287 0.07 
144 0.408 0.408 0.405 2.380 2.380 2.363 2.374 0.01 
156 0.335 0.324 0.328 1.954 1.890 1.913 1.919 0.03 
168 0.305 0.321 0.289 1.779 1.873 1.686 1.779 0.09 
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ตารางที� จ.4 คา่OD460 ที�ได้จากการทําปฏิกริยาไฮโดรไลซิส p-nitrophenyl acetate โดยเอนไซม์ไล
เปส ลบด้วย  OD460 ของเอนไซม์แบลงค์ ของจลุินทรีย์กลุ่มผสม เมื�อเลี �ยงกลุ่มจุลินทรีย์ในอาหาร
นํ �าเสียสังเคราะห์ที�มีนํ �ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน 1เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนักต่อปริมาตร) ในถัง
ปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง เป็นเวลา 168 ชั�วโมง เพื�อนํามาใช้ในการคํานวนหาคา่ไลเปสแอกทิวิตี 
 
 

กลุม่ 
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(h) 

OD460 
nm. 

ซํ �าที� 1 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�2 

OD460 
nm. 

ซํ �าที�3 

ไลเปส
แอกทิวิตี 
(Unit/ml)

ซํ �าที�1 

ไลเปส
แอกทิวิตี
(Unit/ml) 

ซํ �าที�2 

ไลเปส
แอกทิวิตี
(Unit/ml) 

ซํ �าที�3 

คา่เฉลี�ย
ไลเปส

แอกทิวิต ี
(Unit/ml) 

สว่น
เบี�ยง 
เบน

มาตร 
ฐาน 

จลุ
ินท

รีย์
กล

ุ่มผ
สม

 

0 0.511 0.534 0.524 2.981 3.115 3.057 3.051 0.07 
12 0.511 0.511 0.511 2.981 2.981 2.981 2.981 0.00 
24 0.5 0.488 0.482 2.917 2.847 2.812 2.858 0.05 
36 0.511 0.511 0.511 2.981 2.981 2.981 2.981 0.00 
48 0.509 0.511 0.504 2.969 2.981 2.940 2.963 0.02 
60 0.514 0.523 0.55 2.998 3.051 3.208 3.086 0.11 
72 0.512 0.508 0.501 2.987 2.963 2.923 2.958 0.03 
84 0.523 0.533 0.555 3.051 3.109 3.238 3.133 0.10 
96 0.525 0.523 0.527 3.063 3.051 3.074 3.063 0.01 

108 0.524 0.523 0.525 3.057 3.051 3.063 3.057 0.01 
120 0.533 0.523 0.537 3.109 3.051 3.133 3.098 0.04 
132 0.513 0.511 0.503 2.993 2.981 2.934 2.969 0.03 
144 0.504 0.51 0.513 2.940 2.975 2.993 2.952 0.03 
156 0.511 0.529 0.508 2.981 3.086 2.963 3.010 0.07 
168 0.501 0.502 0.488 2.923 2.928 2.847 2.899 0.05 
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ภาคผนวก ฉ 
 

ตารางแสดงค่านํ +าหนักเซลล์แห้ง 
 
ตารางที� ฉ.1 คา่นํ �าหนกัเซลล์แห้งที�ได้เมื�อเลี �ยงกลุม่ยีสต์ในอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์ที�มีนํ �ามนัปาล์ม
เป็นแหลง่คาร์บอน 1เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง เป็นเวลา 168 
ชั�วโมง  

กลุม่ 
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(h) 

คา่นํ �าหนกั
เซลล์แห้ง 

(mg/2.5 ml) 
ซํ �าที�1 

คา่นํ �าหนกั
เซลล์แห้ง 

(mg/2.5 ml) 
ซํ �าที�2 

คา่นํ �าหนกั
เซลล์แห้ง 

(mg/2.5 ml) 
ซํ �าที�3 

คา่นํ �าหนกั
เซลล์แห้ง

เฉลี�ย 
(mg/2.5 ml) 

คา่
นํ �าหนกั 

เซลล์แห้ง 
(mg/l) 

สว่น
เบี�ยง 
เบน

มาตร 
ฐาน 

จลุ
ินท

รีย์
กล

ุ่มยี
สต์

 

ก่อน
เริ�ม

ระบบ
ตอ่ 

เนื�อง 40.25 40.21 41.22 40.56 16.22 0.06 
12 39.01 38.32 38.71 38.68 15.47 0.35 
24 37.09 37.23 36.86 37.06 14.82 0.19 
36 37.76 37.98 37.15 37.63 15.05 0.43 
48 36.33 36.12 36.21 36.22 14.49 0.11 
60 35.01 35.35 35.63 35.33 14.13 0.31 
72 34.99 34.45 33.64 34.36 13.74 0.08 
84 33.13 34.02 34.04 33.73 13.49 0.26 
96 34.08 33.43 33.53 33.68 13.47 0.35 

108 35.56 34.91 35.34 35.27 14.11 0.33 
120 35.09 35.53 34.68 35.10 14.04 0.43 
132 34.78 35.56 34.75 35.03 14.01 0.46 
144 34.88 34.93 34.95 34.92 13.97 0.04 
156 34.89 35.21 34.81 34.97 13.99 0.21 
168 34.23 34.45 34.94 34.54 13.82 0.36 
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ตารางที� ฉ.2 คา่นํ �าหนกัเซลล์แห้งที�ได้เมื�อเลี �ยงกลุม่แบคทีเรียในอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์ที�มีนํ �ามนั
ปาล์มเป็นแหลง่คาร์บอน 1เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร)) ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง เป็นเวลา 
168 ชั�วโมง  
 
 

กลุม่ 
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(h) 

คา่นํ �าหนกั
เซลล์แห้ง 

(mg/2.5 ml) 
ซํ �าที�1 

คา่นํ �าหนกั
เซลล์แห้ง 

(mg/2.5 ml) 
ซํ �าที�2 

คา่นํ �าหนกั
เซลล์แห้ง 

(mg/2.5 ml) 
ซํ �าที�3 

คา่นํ �าหนกั
เซลล์แห้ง

เฉลี�ย 
(mg/2.5 ml) 

คา่
นํ �าหนกั 

เซลล์แห้ง 
(mg/l) 

สว่น
เบี�ยง 
เบน

มาตร 
ฐาน 

จลุ
ินท

รีย์
กล

ุม่แ
บค

ทีเ
รีย

 

ก่อน
เริ�ม

ระบบ
ตอ่ 

เนื�อง 40.00 40.89 40.43 40.44 16.18 0.13 
12 38.34 38.54 38.98 38.62 15.45 0.23 
24 37.02 36.23 37.12 36.79 14.72 0.49 
36 36.65 36.63 36.61 36.63 14.65 0.59 
48 35.59 35.90 36.15 35.88 14.35 0.28 
60 35.11 34.92 35.60 35.21 14.08 0.35 
72 34.24 34.76 34.02 34.34 13.74 0.38 
84 33.35 33.13 33.60 33.36 13.34 0.24 
96 33.25 33.56 34.23 33.68 13.47 0.24 

108 34.21 33.87 33.83 33.97 13.59 0.21 
120 33.45 33.13 33.50 33.36 13.34 0.20 
132 34.13 34.98 33.64 34.25 13.70 0.29 
144 33.84 33.97 33.68 33.83 13.53 0.15 
156 34.43 35.00 33.53 34.32 13.73 0.63 
168 34.14 34.79 34.30 34.41 13.76 0.34 

 
 



 
 

 

 

128

ตารางที� ฉ.3 ค่านํ �าหนกัเซลล์แห้งที�ได้เมื�อเลี �ยงจุลินทรีย์กลุ่มผสมในอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์ที�มี
นํ �ามนัปาล์มเป็นแหลง่คาร์บอน 1เปอร์เซ็นต์ (นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง เป็น
เวลา 168 ชั�วโมง  
 
 

กลุม่ 
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(h) 

คา่นํ �าหนกั
เซลล์แห้ง 

(mg/2.5 ml) 
ซํ �าที�1 

คา่นํ �าหนกั
เซลล์แห้ง 

(mg/2.5 ml) 
ซํ �าที�2 

คา่นํ �าหนกั
เซลล์แห้ง 

(mg/2.5 ml) 
ซํ �าที�3 

คา่นํ �าหนกั
เซลล์แห้ง

เฉลี�ย 
(mg/2.5 ml) 

คา่
นํ �าหนกั 

เซลล์แห้ง 
(mg/l) 

สว่น
เบี�ยง 
เบน

มาตร 
ฐาน 

จลุ
ินท

รีย์
กล

ุ่มผ
สม

 

ก่อน
เริ�ม

ระบบ
ตอ่ 

เนื�อง 40.25 41.02 41.10 40.79 16.32 0.15 
12 38.71 38.34 39.08 38.71 15.48 0.13 
24 38.69 38.65 38.61 38.65 15.46 0.33 
36 39.21 39.32 39.16 39.23 15.69 0.49 
48 39.13 38.97 39.23 39.11 15.64 0.13 
60 39.56 39.88 39.54 39.66 15.86 0.19 
72 39.12 39.13 39.11 39.12 15.65 0.48 
84 38.18 38.31 37.69 38.06 15.22 0.17 
96 38.34 38.13 38.04 38.17 15.27 0.15 

108 38.37 38.37 38.37 38.37 15.35 0.44 
120 38.29 38.11 38.32 38.24 15.30 0.11 
132 38.35 38.12 38.52 38.33 15.33 0.20 
144 38.24 38.56 38.10 38.30 15.32 0.24 
156 38.91 38.74 39.02 38.89 15.56 0.14 
168 38.55 38.32 38.39 38.42 15.37 0.12 
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ภาคผนวก ช 
 

ตารางแสดงเปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ +ามันปาล์ม 
 

ตาราง ช.1 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลายนํ �ามันปาล์มและปริมาณนํ �ามันปาล์มที�ถูกย่อยสลาย 
(มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) โดยจลุินทรีย์ที�คดัเลือกได้ทั �งหมด 10 สายพนัธุ์ 
 

จลุินทรีย์ เวลา (ชั�วโมง) 
 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย 
            นํ �ามนัปาล์ม 

     ปริมาณนํ �ามนัปาล์มที�ถกู 
ยอ่ยสลาย (มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

C7 0 0.00 25.00 
 12 21.42 19.64 
 24 51.35 12.16 
 36 84.24 3.94 
 48 96.79 0.80 
 60 97.18 0.71 
 72 98.22 0.45 

L9 0 0.00 25.00 
 12 0.00 25.00 
 24 2.14 24.47 
 36 13.53 21.62 
 48 15.47 21.13 
 60 18.22 20.45 
 72 40.31 14.92 

S4 0 0.00 25.00 
 12 7.16 23.21 
 24 12.82 21.79 
 36 46.78 13.30 
 48 50.93 12.27 
 60 72.87 6.78 
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จลุินทรีย์ เวลา (ชั�วโมง) 
 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย 
            นํ �ามนัปาล์ม 

      ปริมาณนํ �ามนัปาล์มที�ถกู 
ยอ่ยสลาย (มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

 72 73.29 6.68 
Y2 0 0.00 25.00 

 12 9.90 22.52 
 24 17.02 20.74 
 36 75.94 6.01 
 48 85.20 3.70 
 60 90.87 2.28 
 72 95.51 1.12 

Y3 0 0.00 25.00 
 12 1.49 24.63 
 24 18.56 20.36 
 36 19.24 20.19 
 48 30.04 17.49 
 60 50.25 12.44 
 72 69.14 7.72 

Y4 0 0.00 25.00 
 12 0.00 25.00 
 24 2.88 24.28 
 36 3.19 24.20 
 48 3.35 24.16 
 60 62.28 9.43 
 72 63.18 9.21 

T3 0 0.00 25.00 
 12 6.23 23.44 
 24 28.95 17.76 
 36 33.83 16.54 
 48 44.86 13.78 
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จลุินทรีย์ เวลา (ชั�วโมง) 
 เปอร์เซ็นต์การย่อยสลาย 
            นํ �ามนัปาล์ม 

      ปริมาณนํ �ามนัปาล์มที�ถกู 
ยอ่ยสลาย (มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

 60 69.71 7.57 
 72 91.48 2.13 

V1 0 0.00 25.00 
 12 31.67 17.08 
 24 48.41 12.90 
 36 50.34 12.41 
 48 53.28 11.68 
 60 53.44 11.64 
 72 55.71 11.07 

V3 0 0.00 25.00 
 12 10.41 22.40 
 24 21.74 19.56 
 36 51.02 12.25 
 48 54.65 11.34 
 60 70.28 7.43 
 72 91.78 2.06 
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ตาราง ช.2 พื �นที�ใต้กราฟปริมาณนํ �ามนัปาล์มเมื�อวิเคราะห์ด้วยเครื�อง TLC-FID เปอร์เซ็นต์การ
ย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มและปริมาณนํ �ามนัปาล์มที�ถูกย่อยสลาย (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ไป โดย
กลุ่มยีสต์เมื�อเลี �ยงในอาหารนํ �าเสียสังเคราะห์ที�มีนํ �ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน 1 เปอร์เซ็นต์ 
(นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง เป็นเวลา 168 ชั�วโมง  
 

กลุม่ 
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(ชั�วโมง) 

พื �นที�ใต้กราฟ 
ไตรกลเีซอร์ไรด์ 

นํ �ามนัปาล์มที�เหลอือยู่
ในถงัปฏิกรณ์ 

 (มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร) 

นํ �ามนัปาล์มที�ถกูยอ่ย
สลายไป 

(มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร) 

เปอร์เซ็นต์การ
ยอ่ยสลายนํ �ามนั

ปาล์ม 

จลุ
ินท

รีย์
กล

ุม่ยี
สต์

 

0 378 0.11 2.77 96.12 
12 924 0.27 2.61 90.52 
24 739 0.22 2.66 92.42 
36 1400 0.41 2.47 85.64 
48 1637 0.48 2.40 83.20 
60 1549 0.46 2.42 84.11 
72 1686 0.50 2.38 82.70 
84 1965 0.58 2.30 79.84 
96 1818 0.54 2.34 81.35 
108 1778 0.53 2.35 81.76 
120 1456 0.43 2.45 85.06 
132 1624 0.48 2.40 83.34 
144 1714 0.51 2.37 82.41 
156 1538 0.45 2.43 84.22 
168 1565 0.46 2.42 83.94 

 คา่เฉลี�ย 0.45 2.43 84.32 

เปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์โดยเฉลี�ย = 84.32 ± 3.40 
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ตาราง ช.3 พื �นที�ใต้กราฟปริมาณนํ �ามนัปาล์มเมื�อวิเคราะห์ด้วยเครื�อง TLC-FID เปอร์เซ็นต์การ
ย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มและปริมาณนํ �ามนัปาล์มที�ถูกย่อยสลาย (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ไป โดย
กลุม่แบคทีเรียเมื�อเลี �ยงในอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์ที�มีนํ �ามนัปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน 1 เปอร์เซ็นต์ 
(นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง เป็นเวลา 168 ชั�วโมง  
 

กลุม่ 
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(ชั�วโมง) 

พื �นที�ใต้กราฟ 
ไตรกลเีซอร์ไรด์ 

นํ �ามนัปาล์มที�เหลอือยู่
ในถงัปฏิกรณ์ 

 (มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร) 

นํ �ามนัปาล์มที�ถกูยอ่ย
สลายไป 

(มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร) 

เปอร์เซ็นต์การ
ยอ่ยสลายนํ �ามนั

ปาล์ม 

จลุ
ินท

รีย์
กล

ุม่แ
บค

ทีเ
รีย

 

0 5915 1.75 1.49 46.05 
12 4567 1.35 1.89 58.35 
24 3713 1.10 2.14 66.14 
36 3585 1.06 2.18 67.30 
48 2314 0.68 2.56 78.89 
60 3421 1.01 2.23 68.80 
72 3476 1.03 2.21 68.30 
84 2093 0.62 2.62 80.91 
96 2144 0.63 2.61 80.45 
108 2188 0.65 2.59 80.04 
120 3208 0.95 2.29 70.74 
132 2711 0.80 2.44 75.27 
144 2971 0.88 2.36 72.90 
156 2016 0.60 2.64 81.61 
168 1816 0.54 2.70 83.44 

 คา่เฉลี�ย 0.85 2.39 73.80 

เปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์โดยเฉลี�ย = 73.80 ± 7.45 
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ตาราง ช.4 พื �นที�ใต้กราฟปริมาณนํ �ามนัปาล์มเมื�อวิเคราะห์ด้วยเครื�อง TLC-FID เปอร์เซ็นต์การ
ย่อยสลายนํ �ามนัปาล์มและปริมาณนํ �ามนัปาล์มที�ถูกย่อยสลาย (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ไป โดย
จุลินทรีย์เมื�อเลี �ยงในอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์ที�มีนํ �ามนัปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน 1 เปอร์เซ็นต์ 
(นํ �าหนกัตอ่ปริมาตร) ในถงัปฏิกรณ์แบบตอ่เนื�อง เป็นเวลา 168 ชั�วโมง 
 

กลุม่ 
จลุนิทรีย์ 

เวลา 
(ชั�วโมง) 

พื �นที�ใต้กราฟ 
ไตรกลเีซอร์ไรด์ 

นํ �ามนัปาล์มที�เหลอือยู่
ในถงัปฏิกรณ์ 

 (มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร) 

นํ �ามนัปาล์มที�ถกูยอ่ย
สลายไป 

(มิลลกิรัมตอ่มิลลลิติร) 

เปอร์เซ็นต์การ
ยอ่ยสลายนํ �ามนั

ปาล์ม 

จลุ
ินท

รีย์
กล

ุม่ผ
สม

 

0 339 0.10 2.78 96.52 
12 360 0.11 2.77 96.31 
24 1356 0.40 2.48 86.09 
36 508 0.15 2.73 94.79 
48 563 0.17 2.71 94.22 
60 1019 0.30 2.58 89.54 
72 1004 0.30 2.58 89.70 
84 1133 0.33 2.55 88.37 
96 911 0.27 2.61 90.65 
108 442 0.13 2.75 95.46 
120 1001 0.30 2.58 89.73 
132 1063 0.31 2.57 89.09 
144 1549 0.46 2.42 84.11 
156 1016 0.30 2.58 89.58 
168 1034 0.31 2.57 89.39 

 คา่เฉลี�ย 0.27 2.61 90.50 

เปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายนํ �ามนัปาล์มในอาหารนํ �าเสียสงัเคราะห์โดยเฉลี�ย = 90.50± 3.53 
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ภาคผนวก ซ 
 

ผลการวิเคราะห์ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 
ลาํดับนิวคลีโอไทด์ D1 region ของ แถบดีเอ็นเอ C7.1 ที�ตัดได้จากการทาํ DGGE 

> gb|EU570108.1|  Candida sp. CBS 10854 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 

 Length=563 

 

 Score =  237 bits (128),  Expect = 2e-59 

 Identities = 130/131 (99%), Gaps = 0/131 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  57   AAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAT  116 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1    AAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAT  60 

 

Query  117  CTGGCACTTTCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGCAGTCTTGGTGGGCAACCTTGT  176 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| 

Sbjct  61   CTGGCACTTTCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGCAGTCTTGGTGGCCAACCTTGT  120 

 

Query  177  CTATGTTCCTT  187 

            ||||||||||| 

Sbjct  121  CTATGTTCCTT  131 

 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ D1 region ของ แถบดีเอ็นเอ C7.2 ที�ตัดได้จากการทาํ DGGE 

> gb|EU570108.1|  Candida sp. CBS 10854 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 

 Length=563 

 

 Score =  237 bits (128),  Expect = 1e-59 

 Identities = 130/131 (99%), Gaps = 0/131 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  48   AAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAT  107 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1    AAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAT  60 

 

Query  108  CTGGCACTTTCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGCAGTCTTGGTGGGCAACCTTGT  167 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| 

Sbjct  61   CTGGCACTTTCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGCAGTCTTGGTGGCCAACCTTGT  120 

 

Query  168  CTATGTTCCTT  178 

            ||||||||||| 

Sbjct  121  CTATGTTCCTT  131 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ D1 region ของ แถบดีเอ็นเอ C7.3 ที�ตัดได้จากการทาํ DGGE 

> gb|EU570108.1|  Candida sp. CBS 10854 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 

 Length=563 

 

 Score =  220 bits (119),  Expect = 1e-54 

 Identities = 127/131 (96%), Gaps = 0/131 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  48   AAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAT  107 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1    AAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAT  60 

 

Query  108  CTGGTACTTTCAGTGTCCCAGTTGTAATTTGAAGAAGGCAGTCTTGGTGGGCAACCTTGT  167 

            |||| ||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| 

Sbjct  61   CTGGCACTTTCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGCAGTCTTGGTGGCCAACCTTGT  120 

 

Query  168  CTTTGTTCCTT  178 

            || |||||||| 

Sbjct  121  CTATGTTCCTT  131 
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ลาํดับนิวคลีโอไทด์ D1 region ของ แถบดีเอ็นเอ C7.4 ที�ตัดได้จากการทาํ DGGE 

> gb|EU570108.1|  Candida sp. CBS 10854 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 

 Length=563 

 

 Score =  215 bits (116),  Expect = 7e-53 

 Identities = 127/132 (96%), Gaps = 2/132 (1%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  48   AAACCCACAGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAG-GCAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAA  106 

            ||||| |||||||||||||||||||||||||| | ||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1    AAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAACGGCGAGTG-AAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAA  59 

 

Query  107  TCTGGCACTCTCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGCAGTCTTGGTGGGCAACCTTG  166 

            ||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| 

Sbjct  60   TCTGGCACTTTCAGTGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGCAGTCTTGGTGGCCAACCTTG  119 

 

Query  167  TCTATGTTCCTT  178 

            |||||||||||| 

Sbjct  120  TCTATGTTCCTT  131 

 

 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ D1 region ของ แถบดีเอ็นเอ A ที�ตัดได้จากการทาํ DGGE 

> gb|EU394710.1|  Candida tropicalis isolate YZ1 26S ribosomal RNA gene, partial  

 Sequence Length=610 

 

 Score =  237 bits (128),  Expect = 1e-59 

 Identities = 136/140 (97%), Gaps = 0/140 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  1    GGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCA  60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  14   GGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTTAGTAGCGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCA  73 

 

Query  61   AATTTGAAATCTGGTACTTTCAGTGCCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTC  120 

            |||||||||||||| |||||||| | |||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  74   AATTTGAAATCTGGCACTTTCAGAGTCCGAGTTGTAATTTGAAGAAGGTATCTTTGGGTC  133 

 

Query  121  TGGCGCTTGTCTATGTTTCT  140 

            |||| ||||||||||||||| 

Sbjct  134  TGGCTCTTGTCTATGTTTCT  153 

 

 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ D1 region ของ แถบดีเอ็นเอ B ที�ตัดได้จากการทาํ DGGE 

> gb|EU239379.1|  Yarrowia lipolytica strain TJY18b 26S ribosomal RNA gene, partial  

 Sequence Length=611 

 

 Score =  255 bits (138),  Expect = 4e-65 

 Identities = 141/142 (99%), Gaps = 1/142 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  23   GCGGGCCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGA  82 

            ||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  62   GCGGG-CATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGA  120 

 

Query  83   GTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAACCCTCGGGATTGTAATTTGAAGATTTGGCATT  142 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  121  GTGAAGCGGCAAAAGCTCAAATTTGAAACCCTCGGGATTGTAATTTGAAGATTTGGCATT  180 

 

Query  143  GGAGAAAGCTAACCCAAGTTGC  164 

            |||||||||||||||||||||| 

Sbjct  181  GGAGAAAGCTAACCCAAGTTGC  202 
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ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA ของ แถบดีเอ็นเอ V1.1 ที�ตัดได้จากการทาํ DGGE 

 

> gb|GU371219.1|  Pseudomonas sp. MZ-P4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Length=1366 

 

 Score =  231 bits (125),  Expect = 5e-58 

 Identities = 125/125 (100%), Gaps = 0/125 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  7    GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCC  66 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  262  GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCC  321 

 

Query  67   ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGC  126 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  322  ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGC  381 

 

Query  127  AGTAA  131 

            ||||| 

Sbjct  382  AGTAA  386 

 

 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA ของ แถบดีเอ็นเอ V1.2 ที�ตัดได้จากการทาํ DGGE 

 

> gb|GU371219.1|  Pseudomonas sp. MZ-P4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Length=1366 

 

 Score =  231 bits (125),  Expect = 5e-58 

 Identities = 125/125 (100%), Gaps = 0/125 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  7    GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCC  66 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  262  GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCC  321 

 

Query  67   ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGC  126 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  322  ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGC  381 

 

Query  127  AGTAA  131 

            ||||| 

Sbjct  382  AGTAA  386 

 

 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA ของ แถบดีเอ็นเอ V3 ที�ตัดได้จากการทาํ DGGE 

 

> gb|GU474984.1|  Bacillus subtilis subsp. subtilis strain A17 16S ribosomal RNA  

gene, partial sequence 

Length=900 

 

 Score =  191 bits (103),  Expect = 6e-46 

 Identities = 103/103 (100%), Gaps = 0/103 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  1    GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA  60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  302  GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA  361 

 

Query  61   GTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAG  103 

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  362  GTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAG  404 
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ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA ของ แถบดีเอ็นเอ T3 ที�ตัดได้จากการทาํ DGGE 

 

> dbj|AB159767.1|  Bacillus sp. A4-7-1-1 gene for 16S rRNA 

Length=1511 

 

 Score =  215 bits (116),  Expect = 5e-53 

 Identities = 116/116 (100%), Gaps = 0/116 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  23   GGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGC  82 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  327  GGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGC  386 

 

Query  83   AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGA  138 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  387  AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGA  442 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 
นางสาวจุฑากานต์ บุญมี เกิดวนัศกุร์ที� 29 เมษายน พ.ศ. 2526 ได้รับปริญญาวิทยา

ศ า ส ต ร บัณ ฑิ ต  ส า ข า เ ท ค โ น โ ล ยี ชี ว ภ า พ  จ า ก ค ณ ะ วิ ท ย า ศ า ส ต ร์ แ ล ะ เ ท ค โ น โ ล ยี 
มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ ในปีการศกึษา 2549 และสําเร็จการศกึษาในระดบัปริญญามหาบณัฑิต 
สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศึกษา 
2552 ปัจจุบนัอาศยัอยู่ที�บ้านเลขที� 63/214 หมู่ 2 ซอยอุดมเดช 4 ซ้าย ถนนสขุุมวิท ตําบลบาง
เมืองใหม ่อําเภอเมือง จงัหวดัสมทุรปราการ 10270  
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