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แยกบนอาหารเลีย้งเชือ้กึง่แข็งไตรบิวไทรินและโรดามีน บี ท่ีอณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส สามารถคดัเลือก
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สว่นประกอบ พบวา่ทัง้สองไอโซเลตสามารถผลิตไลเพสได้ดีท่ีสดุท่ีอณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ค่าความ
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จ าเพาะของไลเพสเท่ากับ 3.59±0.06 และ 3.49±0.05 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล าดบั เมื่อ
ท าการศกึษาแหลง่คาร์บอนเหน่ียวน าในอาหารเลีย้งเชือ้ตอ่การผลิตไลเพสของแบคทีเรียไอโซเลต DK3-2 
และ DK3-3 โดยการแทนท่ีน า้มนัปาล์มด้วยน า้มนัชนิดต่างๆ พบว่าสามารถผลิตไลเพสได้ดีท่ีสดุเมื่อมี
น า้มันร าข้าวเป็นสารเหน่ียวน า แสดงว่าสามารถช่วยให้เกิดการสังเคราะห์เอนไซม์ได้มากขึน้  มีค่า
กิจกรรมจ าเพาะสงูสดุเท่ากบั 6.16±0.02 และ 5.86±0.09 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล าดบั จากนัน้
ศึกษาลกัษณะสมบัติของไลเพสท่ีได้ พบว่ามีภาวะท่ีเหมาะสมต่อการท างานท่ีอุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส คา่ความเป็นกรดดา่ง 7.0 และมีความเสถียรท่ีอณุหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ท่ี
ความเป็นกรดด่าง 8.0 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมื่อท าการส่งวิเคราะห์หาล าดบัเบสแล้วน าผลท่ีได้มาเทียบ
กบั 16S rDNA ของแบคทีเรียในฐานข้อมลู GenBank database พบวา่แบคทีเรียลิโพไลติกทัง้สอง DK3-
2 และ DK3-3 คือ Pseudomonas boreopolis  
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The purpose of this research was to isolate the lipolytic thermophilic microorganisms 
from the hot springs in the northern regions of Thailand for the industrial applications of oils 
and fats. From the screening of lipolytic microorganisms from the samples of 31 sediment and 
13 water by using tributyrin and rhodamine B agar at 45 ºC , 23 isolates were obtained and 
all  were found to be bacteria. When the assay of lipase activity was conducted using  4-
nitrophenyl laurate as a substrate, it was found that 2 isolates namely, DK3-2 and DK3-3 from 
Doisaket hot spring, Chiangmai province, Thailand showed the maximal specific activities at 
2.34±0.05 and 2.15±0.02 Unit/mg protein respectively. Therefore, these bacteria were 
selected to further investigate the optimal conditions for lipase production using palm oil as 
the inducer. The results showed that DK3-2 and DK3-3 produced high lipases at 45 ºC, pH 
7.0 in 24 hours with the specific activities of 3.59±0.06 and 3.49±0.05 Unit/mg protein 
respectively. When both DK3-2 and DK3-3 were cultured in the media containing different 
carbon sources as inducers, it was found that in the presence of rice bran oil, the maximal 
specific lipase activity of 6.16±0.02 and 5.86±0.09 Unit/mg protein respectively were 
obtained. When the enzymes were characterized,  the results revealed that  the optimal 
conditions for lipase activities were at 80 ºC and pH 7.0. The obtained lipases were stable at 
65 ºC and pH 8.0 for 30 minutes of incubation time. The comparative results of bacterial 16S 
rDNA gene with the GenBank database identified both of  the lipolytic bacteria, DK3-2 and 
DK3-3 as Pseudomonas boreopolis. 
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บทที่ 1 

 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 

กระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมล้วนมีความต้องการตัวเร่งชีวภาพหรือไบโอคะตะลิสต์ 
(biocatalysts) ในการผลิต เนื่องจากมีความจ้าเพาะต่อปฏิกิริยา มีความสะอาด ปลอดภัยต่อสิ่งมีชีวิต
และเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ในอุตสาหกรรมโดยทั่วไปนิยมใช้เอนไซม์จากจุลินทรีย์ที่เจริญได้ดีในช่ วง
อุณหภูมิปานกลาง (mesophilic microorganisms) ประมาณ 30-45 องศาเซลเซียส มาเป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยา แต่การใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาเหล่านี้ยังมีข้อจ้ากัดต้องใช้ในภาวะแวดล้อมที่เหมาะสม เนื่องจาก
เอนไซม์จะไม่ทนต่ออุณหภูมิสูง มีค่ากิจกรรมที่ดีในอุณหภูมิที่จ้ากัดและค่าความเป็นกรดด่างในช่วง
แคบ หากน้าไปใช้ในกระบวกการผลิตในอุตสาหกรรมที่มีอุณหภูมิสูงจะส่งผลให้เอนไซม์เสียสภาพได้
โดยง่าย ต้องลดอุณหภูมิการผลิตลงซึ่งจะเป็นการเพ่ิมต้นทุนในการผลิตเป็นอย่างมาก (Deive และ
คณะ, 2013)  ดังนั้นจึงมีความสนใจค้นหาจุลินทรีย์ที่เจริญได้ดีและสามารถผลิตเอนไซม์ที่ท้างานได้ดี
ที่อุณหภูมิสูง (thermophilic microorganisms) ประมาณ 45-122 องศาเซลเซียส เนื่องจากเอนไซม์
ที่ได้จากจุลินทรีย์ชอบร้อนดังกล่าว จะมีสมบัติทนความร้อนได้สูง มีความเสถียรต่อความร้อนจึงท้าให้
การเร่งปฏิกิริยามีอัตราสูงขึ้น ทนต่อการเสียสภาพของโปรตีนที่อุณหภูมิสูง มีความคงตัวต่อตัวท้า
ละลายอินทรีย์ในการผลิต และสามารถใช้อุณหภูมิสูงในการผลิตท้า ให้ช่วยลดการปนเปื้อนจาก
จุลินทรีย์ชนิดอ่ืน (Deive และคณะ, 2009)  จุลินทรีย์ชอบร้อนจะมีความสามารถเจริญได้ในบริเวณ
ต่างๆ ได้แก่ บ่อน้้าพุร้อน ปากปล่องภูเขาไฟ ใต้ทะเลลึกหรือใต้มหาสมุทรที่มีความดันของน้้าสูง 
รวมถึงบริเวณท่ีมีสภาพความเป็นกรดด่างสูง (Akanbi และคณะ, 2010)  

 จุลินทรีย์ชนิดลิโพไลติกมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ที่ย่อยน้้ามันและไขมันได้ 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งคือเอนไซม์ไลเพส (Lipase) ซึ่ งจัดเป็นเอนไซม์ประเภท Triacylglycerol 
acylhydrolases มีรหัส EC 3.1.1.3 ท้าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส (hydrolysis) ในการย่อย
สลายพันธะเอสเทอร์ (ester bonds) ของโมเลกุลน้้ามันและไขมัน (triacyglycerol) ซึ่งเป็นโมเลกุลที่
มีสายโซ่คาร์บอนของกรดไขมันที่ยาว จนได้ผลผลิตเป็นไดกลีเซอไรด์ โมโนกลีเซอไรด์ กรดไขมันอิสระ
และกลีเซอรอล โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเกิดที่บริเวณผิวสัมผัสระหว่างชั้นของน้้าและสับสเตรท (oil-
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water interface) (Nguyen และคณะ, 2010)  และยังสามารถเร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์ 
(synthesis reaction) คือปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชั่นและเอสเทอรอฟิเคชั่น ซึ่งเป็นปฏิกิริยาที่เกิด
จากโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด์หรือหมู่คาร์บอกซิลกับหมู่ไฮดรอกซิล เกิดผลิตภัณฑ์เป็นแอลคิลเอส
เทอร์ (alkyl ester) (Narwal และ Gupta, 2013)  ไลเพสพบได้ในสิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆได้แก่ พืช สัตว์ 
และจุลินทรีย์ โดยเฉพาะไลเพสที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์เป็นที่น่าสนใจอย่างกว้างขวางเนื่องจากจุลินทรีย์
สามารถเจริญได้อย่างรวดเร็ว มีความเสถียร (stability) มากกว่าไลเพสที่ได้จากพืชและสัตว์ สามารถ
ผลิตได้ในปริมาณมากโดยใช้ต้นทุนในการผลิตที่ต่้า การเก็บเกี่ยวไม่ซับซ้อน มีสมบัติตรงตามต้องการ 
(Kumar และคณะ, 2012)  
 เอนไซม์ไลเพสที่ผลิตจากจุลินทรีย์ชอบร้อนจึงมีบทบาทที่ส้าคัญในการน้ามาพัฒนา ปรับปรุง
การผลิตในอุตสาหกรรม เช่น อุตสาหรรมการบ้าบัดน้้าเสียที่มีไขมันปนเปื้อน ต้องมีการให้ความร้อน 
(อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสชึ้นไป ) เพ่ือท้าให้อัตราการแตกตัวของไขมันเพ่ิมมากขึ้น ความเหนียว
หนืดของไขมันจะลดลง และไขมันจะอยู่ในรูปอิมัลชัน ง่ายต่อการย่อยสลาย  (Sharma และคณะ, 
2013 ) อุตสาหกรรมน้้ามันและไขมัน มีความต้องการใช้เอนไซม์ไลเพสที่สามารถท้างานได้ดีที่อุณหภูมิ
สูงในการน้าไปย่อยสลายไขมันจากสัตว์ซึ่งมีจุดหลอมเหลวสูง อุตสาหกรรมเครื่องหนัง ในกระบวนการ
ผลิตจะมีการน้าไขมันส่วนที่เหลือที่ติดอยู่บริเวณหนังและขนออก หากใช้วิธีการทางเคมีจะมี
ประสิทธิภาพต่้า จึงมีการน้าเอนไซม์ไลเพสมาประยุกต์ใช้ก้าจัดไขมันออกจากหนังสัตว์ อุตสาหกรรม
อาหาร ใช้ปรุงแต่งกลิ่นเฉพาะในการผลิตเนย และใช้ย่อยไขมันส่วนเกินในการผลิตนม (Hamid และ
คณะ, 2003)    
 จากรายงานวิจัยพบจุลินทรีย์ชอบร้อนที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพส ได้แก่ 
Bacillus sp. (Nawani และคณะ, 2006)  Bacillus pumilus RK31 (Kumar และคณะ, 2012)  
Bacillus coagulans BTS-3 (Kumar และคณะ, 2005)  Geobacillus sp. (Mehta และคณะ, 
2012)  Pseudomonas sp. ZBC1 (Xing และคณะ, 2013)  
 งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นที่จะคัดเลือกจุลินทรีย์ลิโพไลติกชอบร้อนเพ่ือผลิตเอนไซม์ไลเพสจากบ่อ
น้้าพุร้อนทางภาคเหนือของประเทศไทย และศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสจาก
จุลินทรีย์ลิโพไลติกชอบร้อนที่คัดเลือกได้ เช่น เวลา อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรดด่าง รวมถึงสมบัติการ
ท้างานของเอนไซม์ไลเพสเบื้องต้น เพ่ือน้าข้อมูลที่ได้มาประยุกต์ใช้ในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

  
 เพ่ือคัดเลือกจุลินทรีย์ลิโพไลติกชอบร้อนจากบ่อน้้าพุร้อนทางภาคเหนือของประเทศไทย 
น้ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมการย่อยไขมันและน้้ามันได้ 
 
ขั้นตอนการวิจัย 

 

1.   เก็บตัวอย่างจุลินทรีย์ชอบร้อนจากบ่อน้้าพุร้อนทางภาคเหนือของประเทศไทย   
2.   การคัดเลือกจุลินทรีย์ชอบร้อนที่มีความสามารถผลิตไลเพสได้ 
3.   การจัดจ้าแนกชนิดของจุลินทรีย์ชอบร้อนที่มีความสามารถผลิตไลเพส 
4.   การเปรียบเทียบความสามารถการเร่งปฏิกิริยาจากไลเพสของจุลินทรีย์ชอบร้อนที่คัดเลือกได้ 
5.   การศึกษาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์ 
6.   การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนเหนี่ยวน้าในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสของ 
      จุลินทรีย์ 
7.   บ่งชี้ชนิดของจุลินทรีย์ชอบร้อน 10 สายพันธุ์ที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้สูง   
      ที่สุดที่คัดแยกได้จากบ่อน้้าพุร้อนทางภาคเหนือของประเทศไทย ด้วยการวิเคราะห์ล้าดับ   
      เบสของยีน 16S rDNA 
8.   การศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซม์ไลเพสที่ผลิตจากจุลินทรีย์ชอบร้อนที่คัดเลือก 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 

พบจุลินทรีย์ลิโพไลติกชอบร้อนที่สามารถเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ของน้้ามัน
และไขมันที่อุณหภูมิสูงได้ เพื่อน้ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่อ



 

 

บทที่ 2 

 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยข้อง 

2.1 เอนไซม์ไลเพส 

 

  เอนไซม์ไลเพส (Lipase; EC3.1.1.3) เป็นเอนไซม์จัดอยู่ในกลุ่มไฮโดรเลส (hydrolase)ที่มี
ความสามารถในการเร่งการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) หรือการสลายพันธะเอสเทอร์ของ
ไตรกลีเซอไรด์ให้กลายเป็น กรดไขมัน และกลีเซอรอล โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเกิดที่บริเวณผิวสัมผัส
ระหว่างชั้นของน้้าและน้้ามัน (oil-water interface)  (Li และ Zhang, 2005)  ไลเพสมีชื่อเรียกตาม
ระบบ international Union of Biochemistry คือ กลีเซอรอล เอสเทอร์ไฮโดรเลส (glycerol 
ester hydrolase) หรือ ไตรเอซิลกลี เซอรอลไฮโดรเลส (Triacyl glycerol hydrolase) 
คณะกรรมาธิการเอนไซม์นานาชาติ (International Enzyme Comission; EC) ได้ก้าหนดการจัด
จ้าแนกเอนไซม์ออกเป็นกลุ่มต่างๆ (classification) ตามชนิดและปฏิกิริยาที่เอนไซม์นั้นเร่ง โดย
ก้าหนดเป็นรหัสประจ้าตัวเอนไซม์ (code number) รหัสดังกล่าวประกอบด้วยตัวเลข 4 ชุด แต่ละ
ชุดจะแยกจากกันโดยเครื่องหมายจุด ตัวเลขชุดแรกหมายถึงกลุ่ม (class) ของเอนไซม์ที่ถูกจัดไว้ ซึ่งมี
ทั้งหมด 6 กลุ่ม ตัวเลขชุดที่สองและสาม จะบอกถึงชนิดของปฏิกิริยาที่ถูกเร่ง ตัวเลขชุดที่สี่จะท้า
หน้าที่ช่วยแยกเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาคล้ายกันออกจากกัน ซึ่งไลเพสจะมีรหัสประจ้าตัวเอนไซม์ที่
สามารถบ่งบอกถึงปฏิกิริยาได้ดังนี้ 

     E.C.3.-.-.-   Hydrolase. 

     E.C.3.1.-.-   Acting on ester bonds. 

     E.C.3.1.1.-  Carboxylic ester hydrolases.    

     E.C.3.1.1.3  Triglycerol lipase 
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2.2 ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของไลเพส 

 
 Gandhi และคณะ (2000) ได้แบ่งการท้างานของไลเพสเป็นสองกลุ่ม กลุ่มที่หนึ่งคือ การย่อย
สลายเอสเทอร์ และกลุ่มที่สองการสังเคราห์เอสเทอร์ ซึ่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์เอสเทอร์สามารถแบ่ง
ออกได้เป็น 4 ชนิด ได้แก่ esterification, acidolysis, interesterification และ alcoholysis ทั้งสี่
ปฏิกิริยาหลังนี้ได้จัดไว้ในกลุ่มที่มีชื่อว่า transesterification ซึ่งการเกิดปฏิกิริยาดังแสดงในภาพ 
(ภาพท่ี 2.1)   
 

 

                 
ภาพที่ 2.1 แสดงการเกิดปฏิกิริยาของไลเพส (Gandhi และคณะ, 2000)  
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 เอนไซม์ที่สามารถย่อยสลายพันธะเอสเทอร์ได้ นอกจากจะมี ไลเพสแล้วยังมีอีกชนิดหนึ่งที่
สามารถย่อยสลายเอสเทอร์ได้ คือ เอสเทอร์เรส (esterase) ซึ่งหมายถึงเอนไซม์ที่สามารถย่อยสลาย
คาร์บอกซิลิค แอซิด เอสเทอร์ (carboxylic acid ester) ได้ทุกชนิด ดังนั้นเอสเทอร์เรสจึงรวมไปถึงเป
ปติเดส (peptidase) เช่น ทริปซิน (trysin) ไคโมทริปซิน (chymotrypsin) และปาเปน (papain) 
แต่ไลเพสจะมีความแตกต่างจากเอสเทอร์เรสที่ไลเพสจะท้าปฏิกิริยากับสารตั้งต้นที่อยู่ในสภาพไม่
ละลาย (insoluble หรือ heterogeneous substrate) ส่วนเอสเทอร์เรสจะท้าปฏิกิริยากับ สารตั้ง
ต้นที่อยู่ในสภาพเป็นสารละลาย (Shahani และคณะ, 1976)  

 

2.3 แหล่งของไลเพส 

 

  เอนไซม์ไลเพสพบได้ในพืช สัตว์ และจุลินทรีย์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งไลเพสจากจุลินทรีย์ทั้ง 
แบคทีเรีย ยีสต์ และรา มีข้อดีกว่าไลเพสจากพืชและสัตว์ เนื่องจากจุลินทรีย์เหล่านี้เจริญได้อย่าง
รวดเร็ว และสามารถปรับภาวะให้เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ได้ เอนไซม์ที่ได้มีความเสถียร 
(stability) (Kumar และคณะ, 2012) ไลเพสที่พบในจุลินทรีย์แต่ละชนิดให้ไลเพสที่มีสมบัติแตกต่าง
กัน จุลินทรีย์บางชนิดจะผลิต alkaline lipase เช่น Pseudomonas fluorescens AK102 (Kojima 
และคณะ, 1994) บางชนิดผลิต neutral lipase เช่น Aspergillus aculeatus (Arai และคณะ, 
2002)  และบางชนิดผลิต thermostable lipase เช่น Bacillus sp. (Nawani และ Kaur, 2000) 
จากการที่จุลินทรีย์สามารถผลิตไลเพสที่มีสมบัติแตกต่างกันนี้ จึงท้าให้สามารถเลือกไลเพสมาใช้
ประโยชน์ให้มีความเหมาะสมกับอุตสาหกรรมต่างๆ 

 

2.4 การจัดจ าแนกชนิดของจุลินทรีย์ตามอุณหภูมิ 

 

  จุลินทรีย์มีความต้องการอุณหภูมิเพ่ือการเจริญเติบโตแตกต่างกัน อุณหภูมิที่จุลินทรีย์เจริญได้ 
จะอยู่ระหว่างอุณหภูมิสูงสุด (maximum temperature) และอุณหภูมิต่้าสุด (minimum 
temperature) ซึ่งถ้าอุณหภูมิสูงหรือต่้ากว่านี้ จุลินทรีย์จะไม่เจริญเติบโต จะเห็นได้ว่าจุลินทรีย์แต่ละ
ชนิดจะมีช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตแตกต่างกัน จึงสามารถแบ่งจุลินทรีย์ออกเป็น 3 
กลุ่ม (ภาพท่ี 2.1) ดังนี้ (นงลักษณ์ และ ปรีชา, 2547) 
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ภาพที่ 2.2 แสดงผลของอุณหภูมิที่มีผลต่อการเจริญของจุลินทรีย์ 

 

 1. ไซโครไฟล์ (psychrophile) เป็นจุลินทรีย์ที่เจริญได้ที่ 0 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่
เหมาะสมต่อการเจริญคือ 15 องศาเซลเซียส และไม่สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิสูงกว่า 20 องศา
เซลเซียส เช่นกลุ่มจุลินทรีย์ที่เจริญเติบโตใต้ทะเลลึก 

 

 2. มีโซไฟล์ (mesophile) เป็นจุลินทรีย์ที่เจริญได้ที่อุณหภูมิปานกลางระหว่าง 25-40 องศา
เซลเซียส อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 37 องศาเซลเซียส จุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรค (Pathogens) จัดอยู่ใน
กลุ่มนี้ ซึ่งบางชนิดเป็นสาเหตุขอกการเน่าเสียของอาหาร โดยเป็นชนิดที่สร้างสปอร์เพ่ือให้สามารถ
ทนทานต่อความร้อนได้ 

 

 3. เทอร์โมไฟล์ (thermophile) เป็นจุลินทรีย์ที่เจริญได้ดีที่อุณหภูมิสูงตั้งแต่ 45 องศา
เซลเซียสขึ้นไป ซึ่งจะแบ่งย่อได้อีกสามกลุ่มคือ 

 3.1 จุลินทรีย์ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerant) 

        เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถมีชีวิตอยู่รอดได้ที่อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส แต่อุณหภูมิที่
ท้าให้อัตราการเจริญสูงสุดของจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้จะอยู่ที่อุณหภูมิต่้ากว่า 50-60 องศาเซลเซียส ซึ่งมี
จุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ได้แก่ B.licheniformis, B.subtilis B. Lactobacillus bulgaricus, 
Mycobacterium sp. (Lynn และคณะ, 2002) โดยแบคทีเรียในกลุ่มนี้มีบทบาทส้าคัญในการ
ท้าอาหารที่ผ่านการพาสเจอไรส์ 

  3.2 จุลินทรีย์ชอบอุณหภูมิสูงปานกลาง (moderate thermophile) 

        แบคทีเรียกลุ่มนี้จะเจริญได้ในช่วงอุณหภูมิปานกลางถึงอุณหภูมิสูง โดยจะมีอัตราการ

เจริญสูงสุดที่อุณหภูมิสูงกว่า 50-60 องศาเซลเซียส 



 

 

8 

 3.3 จุลินทรีย์ชอบอุณหภูมิสูง (extreme thermophiles) 

        เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถด้ารงชีวิตอยู่ในที่ที่มีอุณหภูมิสูงเท่านั้น โดยไม่สามารถเจริญได้ที่
อุณหภูมิต่้ากว่า 50-60 องศาเซลเซียส Brock (1986) ได้รายงานว่า จุลินทรีย์ที่สามารถเจริญได้ที่
อุณหภูมิน้้าเดือดล้วนเป็นจุลินทรีย์ที่จัดอยู่ในกลุ่ม อาคีแบคทีเรีย (archaebacteria) ซึ่งการที่
แบคทีเรียนี้สามารถด้ารงชีวิตในภที่อุณหภูมิสูงได้นั้น เนื่องจากโครงสร้างของไขมันที่ผนังเซลล์ ซึ่ง
ประกอบด้วย กรดไขมันประเภทอ่ิมตัว (saturated fatty acid) กรดไขมันที่มีกิ่งก้านสาขา และกรด
ไขมันสายยาวในสัดส่วนที่สูง โดยการขนส่งสารต่างๆผ่านเข้าออกเซลล์จะต้องให้ผนังเซลล์อยู่ในภาวะ
กึ่งของเหลว (semifluid state) โดยภาวะกึ่งของเหลวของผนังเซลล์นี้ขึ้นอยู่กับอุณหภูมิของ
สิ่งแวดล้อม และลักษณะทางเคมีของไขมัน ผนังเซลล์ที่ประกอบไปด้วยไขมันอ่ิมตัวสายยาว และกรด
ไขมันที่มีกิ่งก้านสาขาในสัดส่วนที่สูงจะมีภาวะเหลวที่อุณหภูมิสูงเท่านั้น และเมื่อพิจารณาความ
แตกต่างทางธรรมชาติของโปรตีนและเอนไซม์พบว่า สมบัติหลายข้อของโปรตีนและเอนไซม์ของ
จุลินทรีย์ชอบอุณหภูมิสูง เช่นน้้าหนักโมเลกุล องค์ประกอบหน่วยย่อย (subunit composition) และ
ผลของสารแอลโลสเตอริก (allosteric effector) ที่มาจับคล้ายคลึงกับจุลินทรีย์ชอบอุณหภูมิสูงปาน
กลาง แต่กลับมีความเสถียรที่อุณหภูมิสูง จึงเป็นผลมาจากล้าดับของกรด   อะมิโนในสายเปปไทด์ ซึ่ง
จะมีผลต่อโครงสร้างตติยภูมิ (tertiary structure) และโครงสร้างจตุรภูมิ (quaternary structure) 
ท้าให้โมเลกุลของโปรตีนมีความแข็งแรง และมีความยืดหยุ่นต่้าภายใต้อุณหภูมิปานกลาง แต่สามารถ
ท้างานได้ดีและมีเสถียรภาพที่อุณหภูมิสูง    

 

2.5 จุลินทรีย์ลิโพไลติกชอบร้อน 

 

  จุลินทรีย์ลิโพไลติกชอบร้อน คือจุลินทรีย์ที่มีความสามารถผลิตไลเพสได้ดีที่อุณหภูมิสูงตั้งแต่ 
45 องศาเซลเซียสเป็นต้นไป จะสามารถเจริญได้ในที่ต่างๆ เช่น บ่อน้้าพุร้อน ใต้ทะเลลึกหรือใต้สมุทร
ที่มีความดันของน้้าสูง และบริเวณที่มีสภาพความเป็นกรดด่างสูง (Akanbi และคณะ, 2010) และ
เนื่องจากจุลินทรีย์เหล่านี้มีความสามารถในการเจริญได้ดีที่อุณหภูมิสูง จึงท้าให้เอนไซม์ที่ได้จาก
จุลินทรีย์เหล่านี้ทนความร้อนได้ดีและมีความเสถียร ทนต่อการเสียสภาพของโปรตีนที่อุณหภูมิสูง 
และเมื่อน้าไปใช้ในการผลิตที่อุณหภูมิสูงท้าให้ช่วยลดการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนอีกด้วย 
(Deive และคณะ, 2009)   
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2.6 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการท างานของ 

 

  อุณหภูมิและความเป็นกรดด่างมีผลทั้งต่อการท้างาน และความเสถียรของเอนไซม์ โดย      
ไลเพสที่ได้จากจุลินทรีย์ต่างชนิดกันจะท้างานที่อุณหภูมิและความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมแตกต่างกัน 
(ตารางที่ 2.1) และ (ตารางที่ 2.2) ซึ่งจากสมบัติเหล่านี้สามารถคัดเลือกเอนไซม์ไลเพสที่เหมาะกับ
วัตถุประสงค์ของงานแต่ละชนิดได้ (Hirata และคณะ, 1990) 

 

ตารางท่ี 2.1 แสดงอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท้างานของไลเพสจากจุลินทรีย์ลิโพไลติกชอบร้อน 
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ตารางท่ี 2.2 แสดงค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการท้างาน และค่าความคงตัวของไลเพสจาก
จุลินทรีย์ 

 
 

2.7 ประโยชน์และการประยุกต์ใช้ไลเพสทนร้อนในอุตสาหกรรม 

 

  เอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์มีการน้าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอย่างกว้างขวาง (ตารางที่ 
2.3) โดยเฉพาะอย่างยิ่งในอุตสาหกรรมที่เกี่ยวกับไขมันต่างๆ สามารถน้าไปใช้ประโยชน์ในการย่อย
สลายไขมัน (Masse และคณะ, 2001)  และพบว่าในอุตสาหรรมที่ต้องใช้อุณหภูมิสูงมีความต้องการ 
ไลเพสจากจุลินทรีย์ลิโพไลติกมาใช้ในอุตสาหกรรมด้วยเช่นกัน (ตารางท่ี 2.4)   
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2.7.1 อุตสาหกรรมอาหาร 
  ไลเพสเป็นเอนไซม์ที่มีการน้าไปใช้ในอุตสาหกรรมหลายประเภท เช่นในอุตสาหกรรมนม 
น้ามาใช้ในการไฮโดรไลซ์ไขมันนม ผลิตกลิ่นและรสชาติเฉพาะเช่น ในอุตสาหกรรมการผลิตชีส ใช้ใน
ปฏิกิริยาไลโปไลซิสไขมันเนยและครีม กรดไขมันอิสระใช้เป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์กลิ่นต่างๆ 
เช่น กลิ่นของเอสเทอร์ (Schmid และ Verger, 1998) 

 

2.7.2 อุตสาหกรรมบ้าบัดน้้าเสีย 
  ไลเพสมีประโยชน์ในการช่วยย่อยก้าจัดไขมันที่ปนเปื้อนมาในขยะ และยังช่วยบ้าบัดน้้าเสีย
หรือน้้าตามธรรมชาติที่มีการปนเปื้อนของไขมัน โดยเฉพาะอย่างยิ่งไขมันปนเปื้อนเหล่านี้ต้องใช้ความ
ร้อนสูงเพื่อท้าให้อัตราการแตกตัวของไขมันเพ่ิมมากขึ้น ความเหนียวหนืดของไขมันจะลดลง จ้าท้าให้
ไขมันอยู่ในรูปของอิมัลชัน ง่ายต่อการย่อนสลาย (Sharma และคณะ, 2002) 

 

2.7.3 อุตสาหกรรมผงซักฟอกและสารท้าความสะอาด 
  ไลเพสถูกน้าไปใช้ในอุตสาหกรรมสารซักล้างท้าความสะอาด โดยเป็นองค์ประกอบใน
ผงซักฟอก อาจใช้ร่วมกับเอนไซม์โปรตีเอส (proteases) เพ่ือใช้ขจัดคราบไขมัน นอกจากนี้ไลเพสยังมี
บทบาทส้าคัญในการสังเคราะห์สารลดแรงตึงผิว (surfactant) ส้าหรับผลิตภัณฑ์สบู่ และยาสระผม  
(Schmid และ Verger, 1998) 

 

2.7.4 อุตสาหกรรมอ่ืนๆ 
  ใช้ในการผลิตไบโอดี เซล ใช้ในกระบวนการฟอกหนังสัตว์  ใช้ เป็นส่วนประกอบใน
น้้ามันหล่อลื่น และอุตสาหกรรมเครื่องส้าอางค์ (Schmid และ Verger, 1998) 
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ตารางท่ี 2.3 แสดงจุลินทรีย์ชอบร้อนที่มีการน้าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม (Kikani และคณะ, 
2010) 

 
 

ตารางท่ี 2.4 แสดงการประยุกต์ใช้ไลเพสในอุตสาหกรรม (Anderson และคณะ, 1998) 
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ตารางท่ี 2.4 (ต่อ) 

 

 

2.8 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

   

 Wang และคณะ (1995)  ได้ท้าการคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตไลเพสทนร้อนได้จากบ่อ
น้้าพุร้อน เมื่อน้ามาศึกษาลักษณะสมบัติพบว่าเป็น Bacillus sp. จากนั้นน้าไลเพสที่ได้จากจุลินทรีย์
มาศึกษา พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท้างานคือ 60 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดด่างที่
เหมาะสมต่อการท้างานคือ 9.5 หลังจากบ่มที่ 75 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ไลเพสยังคงมีค่า
กิจกรรมเอนไซม์ที่ 100 เปอร์เซนต์ นอกจากนี้ไลเพสยังมีความเสถียรต่อไฮโดรเจนเปอรอกไซด์ และ 
alkaline protease, ไลเพสมีค่า isoelectric point เท่ากับ 5.15 และน้้าหนักโมเลกุลประมาณ 
65000 ดาลตัน 

  Xing และคณะ (2013) ท้าการคัดแยกจุลินทรีย์ชอบร้อนที่สามารถผลิตไลเพสได้จากตัวอย่าง
ดินที่มีน้้ามันปนเปื้อน พบ 3 ไอโซเลตที่มีความสามารถผลิตไลเพสได้ดีที่สุด น้าไปบ่งชี้ชนิดด้วยวิธี 
16S rDNA พบว่าคือ Pseudomonas sp. ZBC1 น้าไลเพสที่มาศึกษา พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมกับ
การท้างานของไลเพสคือ 80 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการท้างานคือ 7.0  

  Rabbani และคณะ (2013)  ท้าการคัดแยกแบคทีเรียชอบร้อนที่สามารถผลิตไลเพสได้จาก
บ่อน้้าพุร้อนในประเทศอิหร่าน พบ 6 ไอโซเลตที่มีความสามารถผลิตไลเพสบนอาหารโรดามีน บี น้า
ไอโซเลตที่แสดงค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุดไปบ่งชี้ชนิดด้วยวิธี 16S rDNA พบว่าคือ Bacillus 
pumilus น้าไลเพสที่มาศึกษา พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการท้างานของไลเพสคือ 65 องศา
เซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการท้างานคือ 8.5 



 

 

บทที่ 3 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 

วัสดุอุปกรณ์ 

กระบอกฉีดยา (Syringe, 3 ml and 5 ml)                                             (Nipro, Thailand) 
กล้องจุลทรรศน์ (microscope) 
         รุ่น CH30RF200                                                                   (Olympus, Japan) 
เข็มฉีดยา (hypodermic needle, 18Gx1” 1.2x40 mm )                           (Nipro, Thailand) 
เครื่องกวนสารให้ความร้อนแบบแท่งแม่เหล็ก (hotplate stirrer)                 
         รุ่น PC-420                                                                             (Corning, USA)
เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (shaking incubator)    
         รุ่น KS 3000 ic control                                                             (IKA, Malaysia) 
เครื่องเขย่าผสมสาร (vortex mixer)                                    
         รุ่น KMC-1300V                                                          (Vision Scientific, Korea) 
เครื่องควบคุมอุณหภูมิน้้า (water bath)                                          (Memmert, Germany) 
เครื่องชั่งแบบละเอียด 4 ต้าแหน่ง (digital balance)                                   
         รุ่น HR-200                                            (PNP Scale  and Instrument, Thailand)                                                                                                              
เครื่องชั่งแบบละเอียด 4 ต้าแหน่ง (digital balance)             
         รุ่น PA413                                                                      (Meritech, Thailand)  
เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก (microcentrifuge)                                                                              
         รุ่น Hettich Mikro 20                                      (MedTechTrade AG, Switzerland)   
เครื่องปั่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) 
         รุ่น Hettich Universal 32                                   (DJB Labcare Limited, England) 
เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Epoch Microplate Spectrophotometer)             (BioTek, USA) 
เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter)  
         รุ่น PL-700PC                                                        (Gondo Electronic, Taiwan)  
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ตู้ถ่ายเชื้อ (laminar flow)       
         รุ่น Clean model: BC                                                  (Lab Services, Thailand)    
ตู้บ่มเชื้อ (incubator)                                                                 (Major Science, USA) 
ตู้อบลมร้อน (hot air oven)                                                        (Memmert, Germany) 
ตัวกรองไนลอน (syringe filter nylon) 
         13mm, size 0.22 µm                                                (National Scientific, USA) 
หม้อนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้้า (autoclave) 
         รุ่น  NANA-102760                                                    (Daihan Scientific, Korea)    
หลอดรังสีอัลตราไวโอเลต (UV lamp)                                                    (Sylvania, Japan)  
 
สารเคมี 

กัมอะราบิค (gum arabic)                                                    (Ajax Finechem, Australia) 
กรดซิตริก (citric acid)                                                        (Ajax Finechem, Australia) 
กรดไฮโดรคลอริก (HCl)                                                                (Labscan, Thailand) 
ชุดสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย (bacterial DNA kit)                                        (Omega, USA) 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)                                                        (Ajax Finechem, Australia) 
โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต (NaH2PO4 · 2H2O)             (Ajax Finechem, Australia) 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)                                                             (Univar, Australia) 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตไดไฮเดรต (Na2HPO4.2H2O)                     (QRëC, New Zealand) 
ไตรโซเดียมซิเตรทไดไฮเดรต (Na3C6H5O7.2H2O)                                 (Loba Chemie, India)  
ไตรบิวไทริน (tributyrin)                                                               (Fluka, Switzerland) 
นิสเตติน (nystatin)                                               (บริษัทที โอ ฟาร์มา จ้ากัด, ประเทศไทย) 
เนื้อสกัด (beef extract)                                                                     (Himedia, India) 
น้้ามันข้าวโพด (corn oil)                                      (บริษัทโกลเด้น ดร็อป จ้ากัด, ประเทศไทย) 
น้้ามันคาโนลา (canola oil)                                               (บริษัทล่้าสูง จ้ากัด, ประเทศไทย) 
น้้ามันงา (sesame oil)                                   (บริษัทเคอร์รี่ แอนด์ สไปร์ จ้ากัด, ประเทศไทย) 
น้้ามันดอกทานตะวัน (sunflower oil)        (บริษัทธนากรผลิตภัณฑ์น้้ามันพืช จ้ากัด, ประเทศไทย) 
น้้ามันถั่วเหลือง (soybean oil)                                 (บริษัทน้้ามันพืชไทย จ้ากัด, ประเทศไทย) 
น้้ามันปาล์ม (palm oil)                                                   (บริษัทโอลีน จ้ากัด, ประเทศไทย) 
น้้ามันมะกอก (olive oil)                                                  (Strategic Catering, Thailand) 
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น้้ามันมะพร้าว (coconut oil)                            (บริษัทน้้ามันมะพร้าวไทย จ้ากัด, ประเทศไทย) 
น้้ามันเมล็ดชา (camellia oil)                                            (บริษัทล่้าสูง จ้ากัด, ประเทศไทย) 
น้้ามันเมล็ดฝ้าย (cotton seed oil)                     (บริษัทอุตสาหกรรมวิวัฒน์ จ้ากัด, ประเทศไทย) 
น้้ามันร้าข้าว (rice barn oil)                                          (บริษัทอมรไชย จ้ากัด, ประเทศไทย) 
แบคโต-ทริปโตน (bacto-tryptone)                                                               (BD, USA) 
เปปโตน (peptone)                                                                        (Scharlau, Spain) 
พารา-ไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol, pNP)                                         (Fluka, Switzerland) 
พารา-ไนโตรฟีนิลลอเรต (p-nitrophenyl laurate: C12, pNPL)                           (Sigma, USA) 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                                           (Merck, Germany) 
โรดามีน บี (Rhodamine B)                                                  (Ajax Finechem, Australia) 
วุ้นผง (agar)                                                                          (วุ้นบริสุทธิ์, ประเทศไทย) 
สารแบรดฟอร์ด (Bradford’s reagent)                                                      (Biorad, USA) 
สารสกัดจากมอลต์ (malt extract)                                                        (Himedia, India) 
สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract)                                                         (Himedia, India) 
สเตรปโตรมัยซิน (streptomycin)                                    (M&H manufacturing, Thailand) 
เอทานอล 99.9 เปอร์เซ็นต์ (absolute ethanol)                                     (Merck, Germany) 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 การเก็บตัวอย่างจุลินทรีย์ชอบร้อนจากบ่อน้ าพุร้อนทางภาคเหนือของประเทศไทย 

  
 เก็บตัวอย่างน้้าและตะกอนดินจากบริเวณปากบ่อน้้าพุร้อนที่มีความลึกไม่เกิน 10 เซนติเมตร 
ในบริเวณท่ีต่างกัน ตัวอย่างน้้าและตะกอนดินที่เลือกเก็บจะต้องมีอุณหภูมิที่สูงกว่า 45 องศาเซลเซียส 
ท้าการวัดอุณหภูมิเริ่มต้นของตัวอย่างที่เก็บด้วยเทอร์โมมิเตอร์ จากนั้นทิ้งไว้ให้ หายร้อนและน้า
ตัวอย่างมาวัดค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยกระดาษวัดค่าความเป็นกรดด่าง (Universal indicator) แล้ว
น้ามาเทียบแถบสีที่ปรากฏข้างกล่องเพ่ืออ่านค่า โดยตัวอย่างบ่อน้้าพุร้อนที่เก็บตัวอย่างท้ังหมดมีดังนี้ 
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ตารางท่ี 3.1 แสดงรายละเอียดการเก็บตัวอย่างจากบ่อน้้าพุร้อนทางภาคเหนือของประเทศไทย 
ล าดับ วัน / เดือน / ปี แหล่งตัวอย่าง 

1 9 – 12 สิงหาคม 2556 บ่อน้้าพุร้อนสันก้าแพง ต้าบลบ้านสหกรณ์ อ้าเภอแม่ออน 
จ. เชียงใหม่ 

2 9 – 12 สิงหาคม 2556 บ่อน้้าพุร้อนแจ้ซ้อน ต้าบลแจ้ซ้อน อ้าเภอเมืองปาน  
จ. ล้าปาง 

3 11-14 กรกฏาคม 2557 บ่อน้้าพุร้อนเทพพนม ตั้ งอยู่ ในเขตอุทยานแห่งชาติ
ออบหลวง เขตป่าแม่แจ่ม ต้าบลห่าผา อ้าเภอแม่แจ่ม 
จ. เชียงใหม่ 

4 11-14 กรกฏาคม 2557 บ่อน้้าพุร้อนทุ่งเทวี ตั้งอยู่ที่บ้านโป่งเทวี ต้าบลบ้านโป่ง 
อ้าเภอเวียงป่าเป้า จ. เชียงราย 

5 11-14 กรกฏาคม 2557 บ่อน้้าพุร้อนดอยสะเก็ด ตั้งอยู่ที่บ้านโป่งกุ่ม ต้าบลป่าเมี่ยง 
อ้าเภอดอยสะเก็ด จ. เชียงใหม่ 

6 11-14 กรกฏาคม 2557 บ่อน้้าพุร้อนเวียงป่าเป้า ตั้งอยู่ที่บ้านโป่งป่าตอง  
หมู่14 ต้าบลแม่เจดีย์ใหม่ อ้าเภอเวียงป่าเป้า  
จ. เชียงราย 

7 11-14 กรกฏาคม 2557 บ่อน้้าพุร้อนแม่อุมลองหลวง ตั้งอยู่ที่บ้านแม่อุมลองน้อย 
ในเขตพ้ืนที่ของสวนป่าสาละวิน ต้าบลแม่สะเรียง  
อ้าเภอแม่สะเรียง จังหวัดแม่ฮ่องสอน 

  
 เก็บตัวอย่างใส่หลอดเก็บตัวอย่าง (screw cap tubes) ที่ใหม่และสะอาดปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ปิดฝาให้สนิท เพ่ือรักษาคุณภาพตัวอย่างและน้ามาใช้ทันที 
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3.2 การคัดเลือกจุลินทรีย์ชอบร้อนที่มีความสามารถผลิตไลเพสได้ 

 

 3.2.1 การคัดเลือกจุลินทรีย์ชอบร้อนและทดสอบความสามารถในการผลิตไลเพสเบื้องต้น 
   
 น้าตัวอย่างน้้าและตะกอนดินที่เก็บจากปากบ่อน้้าพุร้อนแต่ละตัวอย่าง ดูดส่วนที่เป็นของเหลว 
100 ไมโครลิตร เกลี่ยโดยวิธีการ spread ให้ทั่วผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็งที่ผสมไตรบิวไทริน 
(tributyrin) 10 กรัมต่อลิตร ลงบนอาหารสูตรพ้ืนฐาน (Samad และคณะ, 1989)   (ภาคผนวก ก) 
จากนั้นน้ากลับมาบ่มที่ห้องปฏิบัติการที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-7 วัน จากนั้นเลือก
โคโลนีที่สามารถสร้างโซนใสซึ่งแสดงว่ามีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เอสเทอเรส (esterase) มา
เขี่ยด้วยวิธีการ cross streak ลงบนอาหารไตรบิวไทรินที่เตรียมใหม่อีกครั้ง เลือกโคโลนีที่สร้างโซนใส
อีก ท้าซ้้าๆอีกสามครั้งเพื่อเป็นการยืนยันผล หรือจนกว่าเชื้อที่ได้จะเป็นโคโลนีเดี่ยวและบริสุทธิ์ (pure 
culture) ท้าการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโซนใสหักลบกับเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของจุลินทรีย์ 
เพ่ือเปรียบเทียบความสามารถเบื้องต้นในการผลิตเอนไซม์ไลเพส 
 

 3.2.2 ทดสอบและคัดเลือกเชื้อที่มีความสามารถในการผลิตไลเพส 
 
 น้าจุลินทรีย์ที่คัดเลือกมาทดสอบความสามารถในการผลิตไลเพสเชิงคุณภาพ โดยน้าโคโลนี
เดี่ยวมาเขี่ยด้วยวิธีการ cross streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็งสูตรพ้ืนฐานที่ผสมโรดามีน บี 
(Rhodamine B) 0.001 เปอร์เซ็นโดยน้้าหนักต่อปริมาตร (w/v) เและน้้ามันปาล์ม 10 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตรต่อปริมาตรที่เตรียมในสารละลายกัมอะราบิค 10 เปอร์เซ็นต์โดยน้้าหนักต่อปริมาตร (w/v) 
(ดัดแปลงจากวิธีการของ Schmidt-Dannert และคณะ, 1994)   (ภาคผนวก ก) น้ามาบ่มที่อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-7 วัน สังเกตการเจริญและคัดเลือกโคโลนีที่สามารถเรืองแสงสีส้ม 
ภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลต (UV) ที่ความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร ตั้งชื่อจุลินทรีย์ด้วยตัวอักษรพิมพ์
ใหญ่ 2 ตัว ตามแหล่งที่มา 
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3.3 การจัดจ าแนกชนิดของจุลินทรีย์ชอบร้อนที่มีความสามารถผลิตไลเพส  

 

 3.3.1 การคัดแยกแบคทีเรียชอบร้อน  
 
 น้าโคโลนีเดี่ยวที่สามารถเรืองแสงสีส้ม มาจัดจ้าแนกชนิดของแบคทีเรียทดสอบโดยการเขี่ย
โคโลนีเดี่ยว (cross streak) ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็ง (nutrient agar; NA) ที่ผสมสาร ปฏิชีวนะ
นิสเตติน (nystatin) ความเข้มข้น 10,000 ยูนิตต่อลิตร (ภาคผนวก ก) เพ่ือยับยั้งการเจริญของยีส
และรา น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-3 วัน สังเกตการเจริญของเชื้อบนอาหาร 
หากเชื้อมีการเจริญแสดงว่าคือแบคทีเรียชอบร้อน น้าเชื้อที่ได้มาศึกษารูปร่างและโครงสร้างภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ (microscope)   
   

 3.3.2 การคัดแยกยีสต์ ราชอบร้อน  
 
 ยีสต์และราชอบร้อน ท้าการทดสอบโดยน้าโคโลนีเดี่ยวที่เรืองแสงสีส้ม มาเขี่ย (cross streak) 
ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็ง (yeast malt agar; YMA) ที่ผสมสารปฏิชีวนะสเตรปโตมัยซิน 
(streptomycin) ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร (ภาคผนวก ก) เพ่ือยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 
น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-7 วัน สังเกตการเจริญของเชื้อบนอาหาร หากเชื้อ
มีการเจริญแสดงว่าคือ ยีสต์หรือรา จากนั้นน้าเชื้อที่ได้มาศึกษารูปร่างและโครงสร้างภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ (microscope) เพ่ือแบ่งแยกเชื้อยีสหรือราตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา   
 
3.4 การเปรียบเทียบความสามารถการเร่งปฏิกิริยาจากไลเพสของจุลินทรีย์ชอบร้อนที่คัดเลือกได้ 

 3.4.1 การเลี้ยงเชื้อเพ่ือชักน้าให้ผลิตเอนไซม์ไลเพส  
 
 ท้าการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่ได้จากข้อ 3.2.2 โดยน้าโคโลนีเดี่ยวมาถ่ายลงในอาหารเหลว 
(nutrient broth; NA) (ภาคผนวก ก) ส้าหรับแบคทีเรียและ (yeast malt broth; YMB) (ภาคผนวก 
ก) ส้าหรับยีสต์และรา ปริมาตร 25 มิลลิลิตรที่บรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลิลิตร เพ่ือใช้เป็น 

หัวเชื้อ น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง จากนั้นถ่ายกล้าเชื้อที่ได้ปริมาณ 1 เปอร์เซนต์โดยปริมาตรลงในอาหารเหลว ( lipase 
production medium; LPM) (ภาคผนวก ก) ที่ผสมน้้ามันปาล์ม 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อ
ปริมาตร (v/v) เพ่ือชักน้าให้เกิดการผลิตเอนไซม์ไลเพส ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ที่บรรจุในขวดรูปชมพู่
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ขนาด 250 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมงส้าหรับแบคทีเรีย เวลา 72 ชั่วโมงส้าหรับยีสต์ และเวลา 120 ชั่วโมงส้าหรับ
รา โดยทุกชุดการทดลองจะทดลองทั้งหมด 3 ซ้้า น้ามาหาค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่า
ความคลาดเคลื่อน จากนั้นเก็บตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตรมาท้าการปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 
รอบต่อนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที (ดัดแปลงจากวิธีการของ Hamid และคณะ, 
2003)  ท้าการเก็บส่วนใสที่ได้จากการปั่นที่อยู่ด้านบน เพ่ือน้ามาวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส 
 

 3.4.2 การวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส (Total activity) 
 
 ท้าการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส โดยใช้วิธีการวัดดัดแปลงมาจากวิธีของ Marini 
และคณะ (2012) โดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลลอเรต (p-nitrophenyl laurate: C12, pNPL) เป็นสารตั้ง
ต้น ที่ละลายในเอทานอล 99.9 เปอร์เซ็นต์ ปฏิกิริยาประกอบด้วยสารละลายตั้งต้นปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ฟอสเฟตบับเฟอร์ค่าความเป็นกรดด่าง 7 ปริมาตร 650 ไมโครลิตร และสารละลายที่มี
เอนไซม์ไลเพสส่วนใสในข้อ 3.4.1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดทดลองจะได้ปริมาตร
ปฏิกิริยารวม 1 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลซียส เป็นเวลา 30 นาที น้ามาวัดค่า
ดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ โดยทุกชุดการทดลองจะทดลอง
ทั้งหมด 3 ซ้้า น้ามาหาค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าความคลาดเคลื่อน ท้าการ
เปรียบเทียบปริมาณพารา-ไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol, pNP) ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาน้ามา
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่สร้างจากการใช้สารละลายพารา-ไนโตรฟีนอลความเข้มข้นตั้งแต่ 0-
20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค) โดยเอนไซม์ไลเพสจะเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและท้าให้เกิด
การเปลี่ยนแปลงของพารา-ไนโตรฟีนิลลอเรต ที่ใช้เป็นสารตั้งต้นให้เป็นพาราไนโตรฟีนอลหรือ
ผลิตภัณฑ์ 
 
  ก้าหนดให้ 1 หน่วยเอนไซม์ (U; Unit) มีค่าเท่ากับปริมาณของเอนไซม์ที่สามารถเปลี่ยน
พารา-ไนโตรฟีนิลลอเรต เป็นพารา-ไนโตรฟีนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมลต่อนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ี
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 3.4.3 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (Total protein)  
 
 น้าสารละลายที่มีเอนไซม์ไลเพสส่วนใสจากข้อ 3.4.1 มาวัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดด้วยวิธีของ
แบรดฟอร์ด (Bradford’s method) โดยปฏิกิริยาประกอบด้วยสารละลายแบรดฟอร์ดรีเอเจนต์ 
(Bradford reagent) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร และสารละลายตัวอย่างในข้อ 3.4.1 ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากันใส่ลงในไมโครเพลท บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5-10 
นาที จากนั้นน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร โดยทุกชุดการทดลองจะทดลองทั้งหมด 3 
ซ้้าน้ามาหาค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าความคลาดเคลื่อน แล้วน้าไปเปรียบเทียบปริมาณ
โปรตีนทั้งหมดในสารละลายตัวอย่างกับกราฟมาตรฐาน ซึ่งใช้สารละลายโปรตีนมาตรฐานจากซีรัม
ของลูกวัว (bovine serum albumin, BSA) ที่มีปริมาณโปรตีน 0-25 ไมโครกรัม (Bradford, 1976) 
(ภาคผนวก ค ) 
 

 3.4.4 การวิเคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ (Specific activity) 
 
 ท้าการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมเอนไซม์จ้าเพาะของเอนไซม์ไลเพส โดยน้าค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 
ไลเพสทั้งหมดหารด้วยปริมาณของโปรตีนทั้งหมด (ภาคผนวก ง) 
 
3.5 การศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์ 

 
 3.5.1 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสและความสามารถในการทนร้อนของ
จุลินทรีย์ 

  
 ท้าการคัดเลือกจุลินทรีย์ 10 สายพันธุ์ ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพสสูงที่สุดจาก
จุลินทรีย์ทั้งหมดที่คัดแยกได้ มาท้าการศึกษาความสามารถในการทนร้อนของแต่ละสายพันธุ์โดยเลี้ยง
เชื้อในอาหารที่ชักน้าให้เกิดการผลิตเอนไซม์ไลเพสตามวิธีการทดลองข้อ 3.4.1 โดยแปรผันอุณหภูมิใน
การเลี้ยงตั้งแต่ 45, 50, 55, 60, 65, 70 ตามล้าดับหรือมากกว่าอุณหภูมิข้างต้นจนกว่าจุลินทรีย์ใกล้
จะตายและไม่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงส้าหรับแบคทีเรีย เวลา 
72 ชั่วโมงส้าหรับยีสต์ และเวลา 120 ชั่วโมงส้าหรับรา จากนั้นเก็บตัวอย่างเชื้อที่ได้มาท้าการวัดค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสตามวิธีการทดลองข้อ 3.4.2 วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดตามวิธีการทดลอง
ข้อ 3.4.3 และค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ 
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 3.5.2 การศึกษาความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสของจุลินทรีย์ 

  
 ท้าการคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้ดีที่สุดจากข้อ 3.5.1 มา 2 สาย
พันธุ์และเลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมของจุลินทรีย์ที่คัดเลือกมาท้าการทดลองต่อไป ท้าการศึกษาภาวะ
ความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ไลเพสของจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่ชักน้าให้เกิดการผลิตเอนไซม์ไลเพสตามวิธีการทดลองข้อ 3.4.1 โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารที่แปรผันค่า
ความเป็นกรดด่างในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ชักน้าให้เกิดการผลิตเอนไซม์ไลเพสตั้งแต่ 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 
8.5, 9 ตามล้าดับ เป็นเวลา 24 ชั่วโมงส้าหรับแบคทีเรีย เวลา 72 ชั่วโมงส้าหรับยีสต์ และเวลา 120 
ชั่วโมงส้าหรับรา จากนั้นเก็บตัวอย่างเชื้อที่ได้มาท้าการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสตามวิธีการ
ทดลองข้อ 3.4.2 วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดตามวิธีการทดลองข้อ 3.4.3 และค้านวณหาค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์จ้าเพาะ    
 

 3.5.3 การศึกษาเวลาที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสของจุลินทรีย์   
  
 เนื่องจากการทดลองในข้อ 3.4.1 ใช้เวลาในการเลี้ยงเชื้อและเก็บตัวอย่างเพียงจุดเดียว ซึ่งยังไม่
สามารถบอกถึงช่วงเวลาที่ดีที่สุดที่จุลินทรีย์สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้สูงที่สุดในช่วงใด จึงศึกษา
เวลาที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสของจุลินทรีย์ตามวิธีการทดลองที่ 3.4.1 โดยใช้อุณหภูมิ
และค่าความเป็นกรดด่างในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ชักน้าให้เกิดการผลิตเอนไซม์ไลเพสที่ดีที่สุดตาม
การศึกษาข้างต้นในการทดลองที่ 3.5.2 และ 3.5.3 ท้าการเก็บตัวอย่างเป็นช่วงเวลาที่ถี่มากขึ้นเป็น
ทุกๆ 6 ชั่วโมง คือชั่วโมงที่ 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66, 72 จากนั้นเก็บตัวอย่างเชื้อ
ที่ได้มาท้าการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสตามวิธีการทดลองข้อ 3.4.2 วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด
ตามวิธีการทดลองข้อ 3.4.3 และค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ 
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 3.5.4 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญของจุลินทรีย์ต่อความสามารถในการผลิต
เอนไซม์ไลเพส 

 

 ท้าการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพสได้ดีที่สุด 2 สายพันธุ์ น้า
ภาวะที่ดีที่สุดมาใช้เลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ เพ่ือท้าการเปรียบเทียบกันระหว่าง 2 สายพันธุ์ โดยท้าตาม
วิธีการทดลองที่ 3.4.1-3.4.3 โดยเลี้ยงในภาวะที่ดีที่สุดที่สามารถผลิตไลเพสได้สูงจากการทดลอง
ข้างต้น คือ อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรดด่างในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ชักน้าให้เกิดการผลิตเอนไซม์ไลเพส 
และเวลาโดยจะเก็บตัวอย่างถี่มากขึ้นจากเดิมเป็นทุก 3 ชั่วโมง คือชั่วโมงที่ 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 
21, 24 หลังจากนั้นเก็บตัวอย่างทุก 6 ชั่วโมง คือชั่วโมงที่ 30, 36, 42, 48 และทุก 12 ชั่วโมงคือ
ชั่วโมงท่ี 60 และ 72 เก็บผลติดต่อกันตลอดระยะเวลา 72 ชั่วโมงหรือจนกว่าเชื้อจะเริ่มเข้าสู่ระยะการ
ตาย (death phase) น้าไปวัดการเจริญเติบโตของเชื้อด้วยวิธีวัดค่าความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จากนั้นเก็บตัวอย่างเชื้อที่ได้มาท้าการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไล
เพสตามวิธีการทดลองข้อ 3.4.2 วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดตามวิธีการทดลองข้อ 3.4.3 และค้านวณหา
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ     
 
3.6 การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนเหนี่ยวน าในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสของ
จุลินทรีย์ 

 
 น้าเชื้อจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพสสูงที่สุด 2 สายพันธุ์ มาท้าการเลี้ยง
เชื้อโดยน้าโคโลนีเดี่ยวมาถ่ายเชื้อลงในอาหารเหลว NA ส้าหรับแบคทีเรีย และ YMB ส้าหรับยีสต์และ
รา ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อ จากนั้น
น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิที่ดีท่ีสุดของแต่ละสายพันธุ์ตามผลการทดลองในข้อ 3.5.1 บนเครื่องเขย่าความเร็ว 
200 รอบต่อนาที เป็นเวลาที่ดีที่สุดของแต่ละสายพันธุ์ตามผลการทดลองที่ 3.5.3 จากนั้นถ่ายกล้าเชื้อ
ที่ได้ปริมาณ 1 เปอร์เซนต์โดยปริมาตรลงในอาหารเหลว Lipase production medium เพ่ือชักน้า
ให้เกิดการผลิตเอนไซม์ไลเพส ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยแทนที่
น้้ามันปาล์มทีผ่สมในอาหาร 1 เปอร์เซนต์โดยปริมาตรต่อปริมาตร (v/v) ด้วยน้้ามันชนิดต่างๆ จ้านวน
ทั้งหมด 11 ชนิด ได้แก่ น้้ามันถั่วเหลือง น้้ามันเมล็ดฝ้าย น้้ามันดอกทานตะวัน น้้ามันคาโนลา 
น้้ามันงา น้้ามันข้าวโพด น้้ามันมะกอก น้้ามันมะพร้าว น้้ามันร้าข้าว น้้ามันสบู่ด้า น้้ามันคามีเลีย  
(ดัดแปลงจากวิธีการของ Bora และ Kalita, 2007 ) บ่มที่อุณหภูมิที่ดีที่สุดของแต่ละสายพันธุ์ตามผล
การทดลองที่ 3.5.1 ค่าความเป็นกรดด่างในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ดีที่สุดของแต่ละสายพันธุ์ตามผลการ
ทดลองข้อ 3.5.2 บนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที เลือกเก็บตัวอย่างที่เวลาที่ดีที่สุดของแต่
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ละสายพันธุ์ที่สามารถผลิตไลเพสได้สูงสุดตามผลการทดลองข้อ 3.5.3 จากนั้นเก็บตัวอย่างปริมาตร 1 
มิลลิลิตร มาท้าการปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
แล้วน้าสารละลายไลเพสส่วนใสที่ได้มาวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดตามวิธีการทดลองข้อ 3.4.3 และค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ 
         
3.7 การบ่งชี้ชนิดของจุลินทรีย์ชอบร้อน 10 สายพันธุ์ที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้สูง
ที่สดุที่คัดแยกได้จากบ่อน้ าพุร้อนทางภาคเหนือของประเทศไทย ด้วยการวิเคราะห์ล าดับเบสของ
ยีน 16S rDNA 

 

 น้าโคโลนีเดี่ยวของจุลินทรีย์ชอบร้อนที่คัดเลือกได้ มาสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณ 16S 
rDNA fragment ตามวิธีของ Virunanon (2008) โดยใช้ Bacterial DNA Kit (Omega Bio-Tek, 
USA) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA โดยใช้ไพรเมอร์ที่ถูกตัดในต้าแหน่ง 27F (forward) 5’-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ และ 1492R (reverse) 5’-ACCTTGTTACGACTT-3’ (Gillan 
และคณะ, 1998) เพ่ือน้าไปใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) 
ซึ่งในปฏิกิริยาใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท้าซ้้าอีก 30 รอบที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาทีและรอบสุดท้ายท้าการเพ่ิม
เวลาต่อไปอีก 10 นาที (ตารางที่ 3.2) ตรวจสอบตัวอย่างที่ได้จากการท้าปฏิกิริยาลูกโซ่อพลิเมอเรส 
(PCR product) ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (Gel electrophoresis) (ภาคผนวก ข) เพ่ือตรวจสอบ
ชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาด 1600 bp โดยเทียบกับ1kb DNA marker (Vivantis, Malaysia) บนอะกาโรส
เจลที่มีความเข้มข้น 0.8% ในสารละลาย 1X TAE ด้วยกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์เป็นเวลา 45 นาทีจน
ได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์ จากนั้นท้าการส่งวิเคราะห์หาล้าดับเบสที่บริษัท แปซิฟิกไซน์ 
ประเทศไทย แล้วน้าผลที่ได้มาเปรียบเทียบกับ 16S rDNAของแบคทีเรียในฐานข้อมูล GenBank 
database ผ่านเวปไซต์ http//www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST โดยใช้โปรแกรม BLAST version 
2.2.5 
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}30 รอบ }30 รอบ }30 รอบ 

ตารางท่ี 3.2 ภาวะที่ใช้ในการเพิ่มจ้านวนดีเอ็นเดด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 

1. Initial denaturation 94 5 

Amplification 
(ข้ันตอนที่ 2-5 ท้าซ้้า 30 รอบ) 

  

2. Denaturation 94 1 

3. Annealing 55 1    

4. Extension 72 2 

5. Final extension 72 10 

 
3.8 การศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซม์ไลเพสที่ผลิตจากจุลินทรีย์ชอบร้อนที่คัดเลือก 

 

 3.8.1 การศึกษาภาวะความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ไลเพส 
 
 น้าเอนไซม์หยาบ (crude lipase ) จากจุลินทรีย์ชอบร้อนที่มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสสูง
ที่สุดมาท้าการบ่มกับพารา-ไนโตรฟีนิลลอเรตในบัฟเฟอร์ (buffer) ชนิดต่างๆ ดังต่อไปนี้  
 ค่าความเป็นกรดด่างท่ี 5-6 ใช้ 0.1 M Citrate acid-sodium citrate buffer 
 ค่าความเป็นกรดด่างท่ี 7-8 ใช้ 0.1 M Sodium Phosphate buffer และ 
 ค่าความเป็นกรดด่างท่ี 9-10 ใช้ 0.1 M Glycine/NaOH (ธนธร วิทิตศานต์, 2553)      
น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลซียส เป็นเวลา 30 นาที น้ามาวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 
ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ท้าการเปรียบเทียบปริมาณพารา-ไนโตรฟีนอลที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา
กับกราฟมาตรฐานของแต่ละชนิดบัฟเฟอร์ จากนั้นน้าข้อมูลที่ได้มาค้านวณหาค่ากิจกรรมขอ ง
เอนไซม์ไลเพสในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดตามวิธีการทดลองข้อ 3.4.3 
และค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ 
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 3.8.2 การศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ไลเพสต่อค่าความเป็นกรดด่างต่างๆ 
 
  น้าเอนไซม์ไลเพสบ่มในบัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดด่างต่างกันดังนี้คือ 5, 6, 7, 8, 9, 10 ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนน้ามาบ่มกับพารา-ไนโตรฟีนิล ลอเรตที่อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เปรียบเทียบปริมาณพารา-ไนโตรฟีนอลที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา
กับกราฟมาตรฐานจากนั้นน้าข้อมูลที่ได้มาค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสที่คงเหลือในการ
เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  
 

 3.8.3 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ไลเพส 
 
  น้าเอนไซม์หยาบ (crude lipase ) จากจุลินทรีย์ชอบร้อนที่มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส
สูงที่สุดมาท้าการบ่มกับพารา-ไนโตรฟีนิลลอเรตในบัฟเฟอร์ที่มีค่าเหมาะสมที่สุดที่ได้จากผลการ
ทดลองข้อ 3.8.1 ที่อุณหภูมิต่างกันดังนี้คือ 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 และ 95 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที (Francisco และคณะ, 2012) จากนั้นน้ามาเปรียบเทียบปริมาณพารา-
ไนโตรฟีนอลที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยากับกราฟมาตรฐานและน้าข้อมูลที่ได้มาค้านวณหาค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเพสในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมดตามวิธีการทดลองข้อ 3.4.3 
และค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ 
 

 3.8.4 การศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ไลเพสต่ออุณหภูมิต่างๆ 
 
  น้าเอนไซม์ไลเพสมาบ่มที่อุณหภูมิต่างกันดังนี้คือ 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 
และ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ก่อนน้าเอนไซม์ไลเพสมาบ่มกับพารา-ไนโตรฟีนิลลอเรตใน
บัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดด่างและอุณหภูมิที่ดีที่สุดที่ได้จากผลการทดลองข้อ 3.8.1 และ 3.8.3 
เป็นเวลา 30 นาที เปรียบเทียบปริมาณพารา-ไนโตรฟีนอลที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยากับกราฟมาตรฐาน
จากนั้นน้าข้อมูลที่ได้มาค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสที่คงเหลือในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไล
ซิส 
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บทที่ 4 

 
ผลการทดลองและอภิปรายผล 

4.1 การเก็บตัวอย่างจุลินทรีย์ชอบร้อนจากบ่อน้ าพุร้อนทางภาคเหนือของประเทศไทย 

 
  การเลือกเก็บตัวอย่างจากบ่อน้้าพุร้อนทางภาคเหนือในบริเวณต่างๆของประเทศไทยมีจ้านวน
ทั้งสิ้น 4 จังหวัด คือ เชียงใหม่ เชียงราย แม่ฮ่องสอน และล้าปาง (ภาพที่ 4.1) เนื่องจากจังหวัดเหล่านี้
เป็นแหล่งศูนย์รวมของบ่อน้้าพุร้อนอยู่เป็นจ้านวนมาก    
 

                                                          
ภาพที่ 4.1 บริเวณท่ีท้าการเก็บตัวอย่างจากบ่อน้้าพุร้อนทางภาคเหนือของประเทศไทย 

   
  การเก็บตัวอย่างในบริเวณต่างๆของบ่อน้้าพุร้อนทางภาคเหนือของประเทศไทย จะได้ตัวอย่าง
แต่ละชนิดแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับสถานที่และบริเวณที่เลือกเก็บ โดยท้าการเก็บตัวอย่างน้้าและ
ตะกอนดินบริเวณปากบ่อน้้าพุร้อนที่มีความลึกไม่เกิน 10 เซนติเมตร ในบริเวณที่ต่างกัน ตัวอย่างน้้า
และตะกอนดินที่เลือกเก็บจะต้องมีอุณหภูมิที่สูงกว่า 45 องศาเซลเซียสเป็นต้นไป ท้าการวัดอุณหภูมิ
เริ่มต้นของตัวอย่าง จากนั้นทิ้งไว้ให้หายร้อนและน้าตัวอย่างมาวัดค่าความเป็นกรดด่าง โดยตัวอย่าง
จากบ่อน้้าพุร้อนมีข้อมูลทั้งหมดดังแสดงในตาราง (ตารางท่ี 4.1) 
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ตารางท่ี 4.1 แสดงข้อมูลตัวอย่างจากบ่อน้้าพุร้อนทางภาคเหนือของประเทศไทย 
 

ช่วงท่ี 1  
วันที่เก็บตัวอย่าง 9 – 12 สิงหาคม 2556  

แหล่งตัวอย่าง รหัสตัวอย่าง อุณหภูมิของแหล่งเก็บ
ตัวอย่าง 

(องศาเซลเซียส) 

pH ของแหล่ง
เก็บตัวอย่าง 

บ่อน้ าพุร้อนสันก าแพง 
จ. เชียงใหม่ 

1. ตะกอนดินทรายบริเวณรอบปาก     
    บ่อน้้าพุร้อนบ่อใหญ่ที่ใช้ปั๊ม 
    ไฟฟ้าฉีดขึ้น 
2. ตะกอนดินทรายบริเวณรอบปาก 
    บ่อน้้าพุร้อนบ่อใหญ่ที่ใช้ปั๊ม 
    ไฟฟ้าฉีดขึ้น          
3. ตะกอนดินทรายบริเวณล้าธาร 
    ใหญ ่
4. ตะกอนดินทรายบริเวณล้าธาร 
    น้้านิ่ง  
5. ตะกอนดินทรายบริเวณล้าธาร 
    น้้าไหล 
6. ตะกอนดินทรายบริเวณปากทาง 
    แยกของล้าธาร 
7. ตะกอนดินทรายบริเวณล้าธาร 
    เล็ก 
8. ตัวอย่างน้้าจากบ่อต้มไข่บ่อใหญ่ 
9. ตัวอย่างน้้าจากบ่อต้มไข่บ่อเล็ก 
10. ตัวอย่างน้้าจากล้าธาร  

 
 

SK1 
 
 

SK2 
 
 

SK3 
 

SK4 
 

SK5 
 

SK6 
 

SK7 
 

SK8 
SK9 
SK10 

 
 

52 
 
 

60 
 
 

50 
 

45 
 

45 
 

46 
 

51 
 

75 
75 
65 

 
 
9 
 
 
9 
 
 
9 
 
8 
 
8 
 
9 
 
9 
 
9 
9 
9 
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ตารางท่ี 4.1 (ต่อ) 
 
ช่วงท่ี 1  
วันที่เก็บตัวอย่าง 9 – 12 สิงหาคม 2556  

แหล่งตัวอย่าง รหัสตัวอย่าง อุณหภูมิของแหล่งเก็บ
ตัวอย่าง 

(องศาเซลเซียส) 

pH ของแหล่ง
เก็บตัวอย่าง 

บ่อน้ าพุร้อนแจ้ซ้อน 
จ.ล าปาง 

1. ตะกอนดินทรายบริเวณล้าธาร 
2. ตะกอนดินทรายบริเวณปากบ่อ

น้้าพุร้อนบ่อใหญ่ 
3. ตะกอนดินทรายบริเวณธารน้้า

ไหล 
4. ตะกอนดินทรายปนตะไคร่น้้า 
     บริเวณซอกธารน้้าไหล 
5. ตะกอนดินทรายบริเวณล้าธาร 
6. ตะกอนดินทรายบริเวณปากบ่อ 
     ต้มไข่บ่อใหญ่ 
7. ตะกอนดินปนหินทรายบริเวณ 
     ล้าธาร 
8. ตะกอนดินปนหินทรายบริเวณ  
     ปากบ่อต้มไข่บ่อเล็ก 
9. ตัวอย่างน้้าจากบ่อต้มไข่บ่อ 
     ใหญ ่
10. ตัวอย่างน้้าจากบ่อต้มไข่บ่อเล็ก 

 
 

JS1 
JS2 

 
JS3 

 
JS4 

 
JS5 
JS6 

 
JS7 

 
JS8 

 
JS9 

 
JS10 

 
 

52 
70 
 

65 
 

53 
 

63 
72 
 

55 
 

67 
 

75 
 

68 
 
 

 
 
7 
7 
 
7 
 
7 
 
7 
7 
 
7 
 
7 
 
7 
 
7 
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ตารางท่ี 4.1 (ต่อ) 
 
ช่วงท่ี 2  
วันที่เก็บตัวอย่าง 11-14 กรกฏาคม 2557   

แหล่งตัวอย่าง รหัสตัวอย่าง อุณหภูมิของแหล่งเก็บ
ตัวอย่าง 

(องศาเซลเซียส) 

pH ของแหล่ง
เก็บตัวอย่าง 

บ่อน้ าพุร้อนเทพพนม 
จ. เชียงใหม่ 

1. ตะกอนดินทรายบริเวณรอบปาก 
    บ่อน้้าพุร้อนต้าแหน่งที่ 1 
   (บ่อใหญ่ที่สุด มีบ่อเดียว) 
2. ตะกอนดินทรายบริเวณรอบปาก 
    บ่อน้้าพุร้อนต้าแหน่งที่ 2 
3. ตะกอนดินทรายบริเวณรอบปาก 
    บ่อน้้าพุร้อนต้าแหน่งที่ 3 
4. ตัวอย่างน้้าจากบ่อน้้าพุร้อนซึ่ง 
    เป็นบ่อที่ใช้ต้มไข่ต้าแหน่งที่ 1  
   (บ่อใหญ่ที่สุด มีบ่อเดียว) 
5. ตัวอย่างน้้าจากบ่อน้้าพุร้อนซึ่ง  
    เป็นบ่อที่ใช้ต้มไข่ต้าแหน่งที่ 2 
 

 
 

TP1 
 
 

TP2 
 

TP3 
 

TP4 
 
 

TP5 

 
 

65 
 
 

64 
 

60 
 

69 
 
 

69 

 
 
8 
 
 
8 
 
7 
 
7 
 
 
7 
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ตารางท่ี 4.1 (ต่อ) 
 
ช่วงท่ี 2  
วันที่เก็บตัวอย่าง 11-14 กรกฏาคม 2557   

แหล่งตัวอย่าง รหัสตัวอย่าง อุณหภูมิของแหล่งเก็บ
ตัวอย่าง 

(องศาเซลเซียส) 

pH ของแหล่ง
เก็บตัวอย่าง 

บ่อน้ าพุร้อนทุ่งเทวี 
จ. เชียงราย 

1. ตะกอนดินทรายบริเวณรอบปาก 
    บ่อน้้าพุร้อนต้าแหน่งที่ 1 
   (บ่อใหญ่ที่สุด มีบ่อเดียวมีการก่อ 
    ปูนล้อมรอบ) 
2. ตะกอนดินทรายบริเวณรอบปาก 
    บ่อน้้าพุร้อนต้าแหน่งที่ 2 
3. ตัวอย่างน้้าจากบ่อน้้าพุร้อน  
   (บ่อใหญ่ที่สุด มีบ่อเดียวมีการก่อ 
    ปูนล้อมรอบ) 

 
 

BP1 
 
 
 

BP2 
 

BP3 
 
 

 
 

57 
 
 
 

57 
 

57 

 
 
7 
 
 
 
7 
 
7 

บ่อน้ าพุร้อนดอยสะเก็ด 
จ. เชียงใหม่ 

1. ตะกอนดินทรายบริเวณบ่อต้มไข่ 
    (มีการก่อปูนล้อมรอบ) 
2. ตะกอนดินทรายบริเวณล้าธาร  
    ต้าแหน่งที่ 1 
3. ตะกอนดินทรายบริเวณล้าธาร  
    ต้าแหน่งที่ 2 
4. ตัวอย่างน้้าจากบ่อต้มไข่ 
    (มีการก่อปูนล้อมรอบ) 

 
 

DK1 
 

DK2 
 

DK3 
 

DK4 

 
 

73 
 

54 
 

54 
 

80 
 

 
 
7 
 
7 
 
7 
 
7 
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ตารางท่ี 4.1 (ต่อ) 
 
ช่วงท่ี 2  
วันที่เก็บตัวอย่าง 11-14 กรกฏาคม 2557   

แหล่งตัวอย่าง รหัสตัวอย่าง อุณหภูมิของแหล่งเก็บ
ตัวอย่าง 

(องศาเซลเซียส) 

pH ของแหล่ง
เก็บตัวอย่าง 

บ่อน้ าพุร้อนเวียงป่าเป้า 
จ. เชียงราย 

1. ตะกอนดินทรายปนตะไคร่น้้า  
    บริเวณรอบปากบ่อน้้าพุร้อนชนิด 
    ไกเซอร์ (Geyser) บ่อท่ี 1  
    ต้าแหน่งที่ 1 
2. ตะกอนดินทรายปนตะไคร่น้้า 
    บริเวณรอบปากบ่อน้้าพุร้อนแบบ 
    ไกเซอร์ บ่อท่ี 1 ต้าแหน่งที่ 2 
3. ตะกอนดินทรายบริเวณรอบ 
    ปากบ่อน้้าพุร้อน บ่อที่ 2  
    ต้าแหน่งที่ 1 
4. ตะกอนดินทรายบริเวณรอบปาก 
    บ่อน้้าพุร้อน บ่อท่ี 2 ต้าแหน่งที่ 
2 
5. ตัวอย่างน้้าจากบ่อน้้าพุร้อนชนิด 
    ไกเซอร์ บ่อที่ 1 
6. ตะกอนดินทรายปนตะไคร่น้้า 
    บริเวณรอบปากบ่อน้้าพุร้อน  
    บ่อท่ี 2 ต้าแหน่งที่ 3 
7. ตัวอย่างน้้าจากบ่อน้้าพุร้อนชนิด 
    ไกเซอร์ บ่อท่ี 2 ต้าแหน่งที่ 2 
 

 
 

VP1 
 
 
 

VP2 
 
 

VP3 
 
 

VP4 
 

VP5 
 

VP6 
 
 

VP7 

 
 

60 
 
 
 

60 
 
 

60 
 
 

60 
 

65 
 

65 
 
 

65 

 
 

7 
 
 
 
7 
 
 
7 
 
 
7 
 
7 
 
7 
 
 
7 
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ตารางท่ี 4.1 (ต่อ) 
 
ช่วงท่ี 2  
วันที่เก็บตัวอย่าง 11-14 กรกฏาคม 2557   

แหล่งตัวอย่าง รหัสตัวอย่าง อุณหภูมิของแหล่งเก็บ
ตัวอย่าง 

(องศาเซลเซียส) 

pH ของแหล่ง
เก็บตัวอย่าง 

บ่อน้ าพุร้อนแม่อุมลองหลวง 
จ.แม่ฮ่องสอน 

1. ตะกอนดินทรายบริเวณล้าธาร  
    ต้าแหน่งที่ 1 
2. ตะกอนดินทรายปนตะไคร่น้้า 
    บริเวณล้าธาร ต้าแหน่งที่ 2 
3. ตะกอนดินทรายปนตะไคร่น้้า 
    บริเวณล้าธาร ต้าแหน่งที่ 3 
4. ตะกอนดินทรายบริเวณล้าธาร  
    ต้าแหน่งที่ 4 
5. ตัวอย่างน้้าจากล้าธาร 

 
 

AL1 
 

AL2 
 
 

AL3 
AL4 

 
AL5 

 

 
 

70 
 

70 
 
 

70 
70 
 

76 

 
 
7 
 
7 
 
 
7 
7 
 
7 
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4.2 การคัดเลือกจุลินทรีย์ชอบร้อนที่สามารถผลิตไลเพส 

 

 4.2.1 การคัดเลือกจุลินทรีย์ชอบร้อนและทดสอบความสามารถในการผลิตไลเพสเบื้องต้น 
 
 การคัดเลือกจุลินทรีย์ชอบร้อนเบื้องต้น น้าตัวอย่างตะกอนดิน 31 ตัวอย่าง และตัวอย่างน้้า 13 
ตัวอย่าง รวมทั้งสิ้น 44 ตัวอย่างจากการเก็บตัวอย่างข้างต้น น้ามาเกลี่ย (spread) ลงบนอาหารเลี้ยง
เชื้อกึ่งแข็งที่ผสมไตรบิวไทริน บ่มที่ 45 องศาเซลเซียส จากนั้นเลือกโคโลนีที่สามารถสร้างโซนใสซึ่ง
แสดงว่ามีความสามารถในการผลิตเอนไซม์เอสเทอร์เรส (ภาพท่ี 4.2) มาเขี่ยด้วยวิธีการ cross streak 
ลงบนอาหารไตรบิวไทรินที่เตรียมใหม่อีกครั้ง ท้าเช่นนี้จนกว่าจะได้เชื้อที่เป็นโคโลนีเดี่ยวและบริสุทธิ์ 
ท้าการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโซนใสหักลบกับเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของจุลินทรีย์เพ่ือ
เปรียบเทียบความสามารถเบื้องต้นในการผลิตไลเพส พบว่าสามารถคัดเลือกจุลินทรีย์ชอบร้อนใน
เบื้องต้นได้ทั้งสิ้น 23 ไอโซเลต และมีขนาดโซนใสบนอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็งที่ผสมไตรบิวไทรินที่
แตกต่างกันดังแสดงในตาราง (ตารางท่ี 4.2)  
 จากการพิจารณาแหล่งเก็บตัวอย่าง จะเห็นได้ว่าสามารถพบจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการ
ผลิตเอนไซม์เอสเทอเรสได้จากชนิดตัวอย่างที่เป็นตะกอนดิน และตะกอนดินทรายปนตะไคร่น้้า อาจ
เนื่องมาจากดินเป็นแหล่งสะสมและยึดเกาะของเชื้อจุลินทรีย์ที่ดี โดยจุลินทรีย์จะมีการใช้พลังงานจาก
อินทรียวัตถุที่อยู่ในดินเพ่ือการด้ารงชีพ (Tao และคณะ, 2011) ดังนั้นตัวอย่างที่เป็นชนิดตะกอนดิน
จึงเป็นแหล่งสะสมของเชื้อจุลินทรีย์และแหล่งพลังงานได้ดีกว่าตัวอย่างชนิดน้้าจากธรรมชาติ จึงท้าให้
มีโอกาสพบเชื้อจุลินทรีย์ได้สูง 
 
 
 
 
 
 

ก. ข. 
 

ภาพที่ 4.2 ภาพ ก แสดงจุลินทรีย์ที่ไม่สามารถผลิตเอสเทอร์เรสจึงไม่เกิดโซนใส ภาพ ข แสดง
จุลินทรีย์ที่มีความสามารถผลิตเอสเทอร์เรสจึงเกิดโซนใส 



 

 

35 

ตารางท่ี 4.2 แสดงจุลินทรีย์ชอบร้อนและขนาดโซนใสบนอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็งไตรบิวไทริน 
ล าดับ รหัสเชื้อ ขนาดโซนใสที่การเจริญ 

45 องศาเซลเซียส 
เวลา 24 ชั่วโมง 

รูปจุลินทรีย์บนอาหารที่ 
ผสมไตรบิวไทริน 

1 SK2-1 2.33  

2 SK2-3 2.45  

3 SK3-1 2.21  

4 JS2-1 2.23  

5 JS3-1 2.21  

6 JS3-2 2.25  

7 JS3-3 2.21  

8 JS3-4 2.26  



 

 

36 

ตารางท่ี 4.2 (ต่อ)  

ล าดับ รหัสเชื้อ ขนาดโซนใสที่การเจริญ 
45 องศาเซลเซียส 
เวลา 24 ชั่วโมง 

รูปจุลินทรีย์บนอาหารที่ 
ผสมไตรบิวไทริน 

9 JS3-5 2.22 

 
10 JS4-1 2.33 

 
11 JS5-1 2.22 

 
12 JS6-1 2.21 

 
13 AL1-1 2.45 

 
14 BP2-1 2.27 

 
15 DK2-1 2.32 

 
16 DK2-2 2.31 
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ตารางท่ี 4.2 (ต่อ)  

ล าดับ รหัสเชื้อ ขนาดโซนใสที่การเจริญ 
45 องศาเซลเซียส 
เวลา 24 ชั่วโมง 

รูปจุลินทรีย์บนอาหารที่ 
ผสมไตรบิวไทริน 

17 DK2-4 2.30 

 
18 DK3-2 2.49 

 
19 DK3-3 2.48 

 
20 VP1-1 2.22 

 
21 VP4-1 2.51 

 
22 VP6-1 2.32 

 
23 VP6-3 2.30 
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 การคัดเลือกจุลินทรีย์ชอบร้อนที่สามารถผลิตไลเพสได้เบื้องต้นโดยใช้ไตรบิวไทรินเป็นสารตั้ง
ต้น ด้วยวิธีการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโซนใสหักลบกับเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของจุลินทรีย์ เพ่ือ
สังเกตโซนใสน้ามาเปรียบเทียบความสามารถเบื้องต้นในการผลิตไลเพส แต่เนื่องจากไตรบิวไทรินเป็น
สารตั้งต้นประเภทคาร์บอนสายสั้น (มีจ้านวนคาร์บอนอะตอมน้อยกว่า 10) จึงยังไม่เหมาะสมที่จะ
น้ามาตรวจสอบทรูไลเพส (true lipase) เนื่องจากสารตั้งต้นประเภทคาร์บอนสายสั้นก็สามารถ
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์เอสเทอเรสได้ด้วยเช่นกัน แต่ทรูไลเพสจ้าเป็นต้อง ใช้สารตั้งต้น
ประเภทคาร์บอนสายยาว (มีจ้านวนคาร์บอนอะตอมมากกว่า 10) ในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เช่น 
ไตรโอเลอีน (triolein) (Kumar และคณะ, 2012) 
 ในงานวิจัยนี้มุ่งเน้นที่จะคัดเลือกจุลินทรีย์ชนิดลิโพไลติกชอบร้อนที่มีความสามารถในการ
ผลิตเอนไซม์ไลเพสได้อย่างแท้จริง ซึ่งไลเพสจัดเป็นเอนไซม์ชนิดลิโพไลติก เป็นเอนไซม์ที่มี
ความสามารถย่อยสลายพันธะเอสเทอร์ของไขมันได้ โดยเอนไซม์กลุ่มนี้จะแบ่งตามชนิดปฏิกิริยาที่
เอนไซม์เร่ง ประกอบด้วย 2 กลุ่มใหญ่ คือ 1 คาร์บอกซิลเอสเทอเรส (carboxylesterases) 2 ทรูไล
เพส ซึ่งทั้งสองกลุ่มนี้มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส โดยย่อยสลายพันธะเอสเทอร์ด้วย
น้้า แต่เอนไซม์ทั้งสองกลุ่มนี้ยังมีความแตกแต่งกันที่ความจ้าเพาะของสารตั้งต้นที่เข้าท้าปฏิกิริยา 
(Bornscheuer, 2002) ดังกล่าวข้างต้น ดังนั้นการใช้ไตรบิวไทรินเป็นสารตั้งต้นจึงสามารถบอกได้

เพียงเบื้องต้นว่าจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้มีโอกาสที่จะสามารถผลิตไลเพสได้ด้วย 
 

 4.2.2 การทดสอบและคัดเลือกเชื้อที่มีความสามารถในการผลิตไลเพส 
 
 น้าจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ 23 ไอโซเลตจากอาหารไตรบิวไทรินข้างต้น มาเขี่ยด้วยวิธีการ cross 
streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็งสูตรพื้นฐานที่ผสมโรดามีน บี และมีน้้ามันปาล์มเป็นส่วนประกอบ 
หากเชื้อจุลินทรีย์มีความสามารถในการผลิตไลเพสได้ โคโลนีของจุลินทรีย์จะเรืองแสงสีส้ม ภายใต้รังสี
อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร (ภาพที่ 4.3) จากผลการทดลองพบว่าจุลินทรีย์ทั้ง 23 
ไอโซเลตมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพสได้ (ตารางท่ี 4.3) 
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ข  ก     
ภาพที่ 4.3 ภาพ ก แสดงจุลินทรีย์ที่ไม่สามารถผลิตไลเพสจึงไม่เกิดการเรืองแสงสีส้มภายใต้รังสี

อัลตราไวโอเลต ภาพ ข แสดงจุลินทรีย์ที่มีความสามารถผลิตไลเพสจึงเกิดการเรืองแสงสีส้มภายใต้รังสี
อัลตรไวโอเลต 

 
ตารางท่ี 3.3 แสดงผลการทดสอบความสามารถในการเรืองแสงของจุลินทรีย์ลิโพไลติกชอบร้อนที่คัด
แยกได้บนอาหารโรดามีน บี 

ล าดับ ไอโซเลต จุลินทรีย์บนอาหาร 
โรดามีน บี 

ผลการเรืองแสงบน
อาหารโรดามีน บี 

1 SK2-1 

 

 
+ 
 

2 SK2-3 

 

 
+ 

3 SK3-1 

 

 
+ 

4 JS2-1 

 

 
+ 

 

 



 

 

40 

ตารางท่ี 4.3 (ต่อ) 
ล าดับ ไอโซเลต จุลินทรีย์บนอาหาร 

โรดามีน บี 
ผลการเรืองแสงบน
อาหารโรดามีน บี 

5 JS3-1 

 

 
+ 

6 JS3-2 

 

 
+ 

7 JS3-3 

 

 
+ 

8 JS3-4 

 

 
+ 

9 JS3-5 

 

 
+ 

10 JS4-1 

 

 
+ 

11 JS5-1 

 

 
+ 
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ตารางท่ี 4.3 (ต่อ) 
ล าดับ ไอโซเลต จุลินทรีย์บนอาหาร 

โรดามีน บี 
ผลการเรืองแสงบน
อาหารโรดามีน บี 

12 JS6-1 

 

 
+ 

13 AL1-1 

 

 
+ 

14 BP2-1 

 

 
+ 

15 DK2-1 

 

 
+ 

16 DK2-2 

 

 
+ 

17 DK2-4 

 

 
+ 
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ตารางท่ี 4.3 (ต่อ) 
ล าดับ ไอโซเลต จุลินทรีย์บนอาหาร 

โรดามีน บี 
ผลการเรืองแสงบน
อาหารโรดามีน บี 

18 DK3-2 

 

 
+ 

19 DK3-3 

 

 
+ 

20 VP1-1 

 

 
+ 

21 VP4-1 

 

 
+ 

22 VP6-1 

 

 
+ 

23 VP6-3 

 

 
+ 
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 จากงานวิจัยนี้ใช้น้้ามันปาล์มมาเป็นสารตั้งต้นในส่วนประกอบของอาหารคัดเลือกจุลินทรีย์
ชอบร้อนที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพสเนื่องจากน้้ามันปาล์มจะมีส่วนประกอบที่เป็นกรด
ไขมันที่มีคาร์บอนสายยาวเป็นองค์ประกอบอยู่เป็นจ้านวนมาก นอกจากนี้ยังเป็นกรดไขมันชนิดอ่ิมตัว
และชนิดไม่อ่ิมตัวอยู่ในสัดส่วนที่สมดุลกัน ส้าหรับกรดไขมันชนิดอ่ิมตัวจะมีพันธะระหว่างคาร์บอน
อะตอมในโมเลกุลเป็นพันธะเดี่ยว คือกรดปาล์มมิติก (palmitic acid) ประมาณ 44 เปอร์เซนต์ 
ในขณะที่กรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวจะมีพันธะคู่ระหว่างคาร์บอนอะตอมในโมเลกุล 1 พันธะ หรือ
มากกว่า คือ กรดโอเลอิก (oleic acid) ประมาณ 39 เปอร์เซนต์ (May และ Nesaretnam, 2014)  
จึงเหมาะที่จะน้ามาใช้เป็นสารตั้งต้นในการคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไล
เพส 

 นอกจากการเลือกใช้สารตั้งต้นให้เหมาะสมกับการท้าปฏิกิริยาของเอนไซม์ไลเพสแล้ว ยังมี
การใช้สีเข้ามาช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการพิจารณาเชิงคุณภาพในความสามารถของการเกิดปฏิกิริยา
ของไลเพสได้ดียิ่งขึ้น ในงานวิจัยนี้ใช้สี โรดามีน บี ซึ่งเป็นสีย้อมที่มีสมบัติสามารถเรืองแส งได้ 
(fluorescence dye) ภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร สีโรดามีน บี เมื่อ
น้ามาใช้เป็นส่วนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็งสูตรพ้ืนฐาน พบว่าไม่มีผลในการยับยั้งการเจริญ
ของจุลินทรีย์และยังคงมีความเสถียรเมื่อมีสภาวะความเป็นกรดด่างในอาหารเปลี่ยนแปลง  
 
4.3 ชนิดของจุลินทรีย์ลิโพไลติกชอบร้อนที่คัดแยกได้  

 
 น้าจุลินทรีย์ลิโพไลติกชอบร้อนที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพสทั้ง 23 ไอโซเลตที่
ได้ข้างต้นมาทดสอบชนิดของจุลินทรีย์ โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อที่คัดเลือกมาลงในอาหารทั้งสอง
ชนิด คือ แบคทีเรียทดสอบโดยน้าโคโลนีเดี่ยวของแต่ละไอโซเลตมาเขี่ย (cross streak) ลงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อกึ่งแข็ง NA ที่ผสมสารปฏิชีวนะนิสเตตินความเข้มข้น 10,000 ยูนิตต่อลิตร เพ่ือยับยั้งการ
เจริญของยีสต์และรา ส่วนยีสต์และราทดสอบโดยน้าโคโลนีเดี่ยวของแต่ละไอโซเลตมาเขี่ย (cross 
streak) ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็ง YMA ที่ผสมสารปฏิชีวนะสเตรปโตมัยซินความเข้มข้น 50 
มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย จากการทดสอบพบว่าจุลินทรีย์ทั้ง 23 ไอโซเลตขึ้น
บนอาหาร NA ที่ผสมนิสเตตินแต่ไม่พบการเจริญของจุลินทรีย์บนอาหาร YMA ที่ผสมสเตรปโตมัยซิน
เลย ซึ่งบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน แสดงว่าจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ทั้งหมดเป็น
แบคทีเรีย จากนั้นน้าจุลินทรีย์ที่ได้มาศึกษาลักษณะรูปร่างทางสัณฐานวิทยาเบื้องต้นภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ ดังแสดงในตาราง (ตารางท่ี 4.4) 
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ตารางท่ี 4.4 แสดงลักษณะรูปร่าง เส้นผ่านศูนย์กลาง ระดับความนูน ผิวหน้า ขอบและสีของโคโลนี
ของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ 

 
ไอโซเลต 

ลักษณะสัณฐานวิทยา 
เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง(cm) 
รูปร่าง ระดับ

ความนูน 
ลักษณะ
ผิวหน้า 

ขอบ สี 

SK2-1 0.27 กลม แบนราบ เรียบ หยัก ขาวครีม 
SK2-3 0.15 กลม นูน เรียบ เรียบ ขาวขุ่น 
SK3-1 0.36 ไม่แน่นอน นูน เรียบ หยัก ขาวครีม 
JS2-1 0.18 กลม แบนราบ เรียบ เรียบ ขาวขุ่น 
JS3-1 0.17 กลม แบนราบ เรียบ เรียบ ขาวขุ่น 
JS3-2 0.33 กลม แบนราบ เรียบ เรียบ ขาวขุ่น 
JS3-3 0.19 กลม แบนราบ เรียบ เรียบ ขาวขุ่น 
JS3-4 0.20 กลม แบนราบ เรียบ หยัก ขาวขุ่น 
JS3-5 0.32 ไม่แน่นอน แบนราบ เรียบ หยัก ขาวขุ่น 
JS4-1 0.36 ไม่แน่นอน แบนราบ เรียบ หยัก ขาวขุ่น 
JS5-1 0.18 กลม แบนราบ เรียบ เรียบ ขาวขุ่น 
JS6-1 0.29 ไม่แน่นอน แบนราบ เรียบ หยัก ขาวครีม 
AL1-1 0.28 ไม่แน่นอน แบนราบ ขรุขระ หยัก ครีม 
BP2-1 0.12 กลม นูน เรียบ เรียบ ครีม 
DK2-1 0.15 ร ี แบนราบ เรียบ เรียบ ใส 
DK2-2 0.23 กลม แบนราบ เรียบ เรียบ ครีม 
DK2-4 0.16 กลม แบนราบ เรียบ เรียบ ครีม 
DK3-2 0.25 กลม นูน เรียบ เรียบ เหลือง 
DK3-3 0.23 กลม นูน เรียบ เรียบ เหลือง 
VP1-1 0.28 กลม นูน เรียบ เรียบ ครีม 
VP4-1 0.16 กลม แบนราบ เรียบ เรียบ ใส 
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ตารางท่ี 4.4 (ต่อ) 
 

ไอโซเลต 
ลักษณะสัณฐานวิทยา 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 

(cm) 

รูปร่าง ระดับความ
นูน 

ลักษณะ
ผิวหน้า 

ขอบ สี 

VP6-1 0.24 กลม แบนราบ เรียบ เรียบ ครีม 
VP6-3 0.27 กลม แบนราบ เรียบ เรียบ ขาวขุ่น 

   
ภาพที่ 4.4 แสดงลักษณะของแบคทีเรียชอบร้อน 23 ไอโซเลตที่คัดแยกได้จากบ่อน้้าพุร้อน 
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4.4 การเปรียบเทียบความสามารถของการเร่งปฏิกิริยาจากไลเพสของจุลินทรีย์ชอบร้อนที่
คัดเลือก  

 
 การเปรียบเทียบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไลเพสจากการปลดปล่อยกรด
ไขมันออกจากสารตั้งต้น มีวิธีการตรวจสอบได้หลายวิธี เช่น วิธีการตรวจสอบโดยใช้สีคือ โรดามีน บี 
ดังกล่าวข้างต้นโดยพิจารณาจากบริเวณท่ีจุลินทรีย์ปล่อยเอนไซม์ไลเพสออกมาย่อยไตรกลีเซอไรด์จาก
น้้ามันปาล์ม ท้าการสังเกตการเรืองแสงสีส้มเมื่อน้าไปส่องผ่านภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตที่ความยาว
คลื่น 350 นาโนเมตร ซึ่งวิธีดังกล่าวนี้จะสามารถตรวจสอบได้เพียงเชิงคุณภาพของไลเพสเท่านั้น จึงมี
การน้ามาประยุกต์ใช้เพ่ือให้สามารถตรวจสอบในเชิงปริมาณได้ด้วยเช่นกัน งานวิจัยของ ธนธร (2553) 
ใช้วิธีสเปกโตรโฟโตมิทรีมาใช้ในการวัดการท้างานของ    ไลเพสเชิงปริมาณ เนื่องจากเป็นวิธีที่สะดวก
และรวดเร็ว โดยวิธีนี้จะมีการเลือกใช้พารา-ไนโตรฟีนิล เอสเทอร์ (p-nitrophenyl ester) เป็นสารตั้ง
ต้น ซึ่งเป็นกรดไขมันสายยาวและมีจ้านวนคาร์บอนแตกต่างกันตามความเหมาะสมของเอนไชม์ เช่น 
พารา-ไนโตรฟีนิล บิวทิเรต (C4), พารา-ไนโตรฟีนิล ลอเรต (C12), พารา-ไนโตรฟีนิล ปาล์มมิเตรท 
(C16) (Winayanuwattikun และคณะ, 2013) จากนั้นน้ามาตรวจสอบผลด้วยการวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 
410 นาโนเมตรของพารา-ไนโตรฟีนอลที่เป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้หลังจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยปกติเอส
เทอเรสที่เป็นคาร์บอนสายสั้นจะมีสมบัติในการละลายน้้าได้หากเลือกคาร์บอนสายสั้นจะเป็นการวัด
การท้างานของเอสเทอเรสมากกว่า ดังนั้นการเลือกสารตั้งต้นจึงนิยมเลือกสารตั้งต้นที่มีคาร์บอน
อะตอมสูง ซึ่งจะสามารถวัดการท้างานของไลเพสได้อย่างแท้จริง  ในงานวิจัยนี้ใช้พารา-ไนโตรฟีนิล 
ลอเรต (C12) เป็นสารตั้งต้นเนื่องจากมีขั้นตอนในการวัดที่ง่าย และมีต้นทุนต่้ากว่าการใช้พารา -ไนโตร
ฟีนิล ปาล์มมิเตรท (C16) 
 การตรวจวัดความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจากไลเพสของแบคทีเรียลิโพไล ติ
กชอบร้อนโดยน้าจุลินทรีย์ 23 ไอโซเลตที่คัดแยกได้ มาเลี้ยงในอาหารเหลว LPM ที่ผสมน้้ามันปาล์ม 
1 เปอร์เซนต์โดยปริมาตรต่อปริมาตร เพ่ือชักน้าให้เกิดการผลิตไลเพส บ่มที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส บนเครื่องเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเก็บตัวอย่างมาท้าการวัดค่า
กิจกรรมของเอนไซม์โดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิล ลอเรตเป็นสารตั้งต้น โดยทุกชุดการทดลองจะท้าการ
ทดลองทั้งหมด 3 ซ้้า น้ามาหาค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และค่าความคลาดเคลื่อนน้ามา
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ตรวจสอบปริมาณโปรตีน (ภาคผนวก ค) และน้ามาค้านวณหาค่า
กิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ (ภาคผนวก ง)  
 จากการทดลองพบว่าทั้ง 23 ไอโซเลตพบว่า มีเพียง 2 ไอโซเลตที่แสดงความสามารถในการ
เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้สูงที่สุดสองอันดับแรกตามล้าดับคือ แบคทีเรียไอโซเลต DK3-2 มีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 2.34±0.05 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน และแบคทีเรียไอโซ
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เลต DK3-3 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 2.15±0.02 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน
ตามล้าดับ ส่วนล้าดับที่ 3 คือ VP6-3  มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 0.15±0.01 ยูนิ
ตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ล้าดับที่ 4 คือ SK2-3 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 
0.12±0.02 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ล้าดับที่ 5 คือ JS3-4 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ
เท่ากับ 0.10±0.01 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ล้าดับที่ 6 คือ BP2-1 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส
จ้าเพาะเท่ากับ 0.09±0.01 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ล้าดับที่ 7 และ 8 คือ SK2-1 และ DK2-4 ซึ่งมี
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากันเท่ากับ 0.08±0.08 และ 0.08±0.07 ยูนิตต่อมิลลิกรัม
โปรตีนตามล้าดับ ล้าดับที่ 9 และ 10 คือ VP6-1 และ VP4-1 ซึ่งมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส
จ้าเพาะเท่ากันเท่ากับ 0.07±0.02 และ 0.07±0.01 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล้าดับ ดังแสดงใน
ภาพ (ภาพที่ 4.5) 
  

 
ภาพที่ 4.5 แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะจากแบคทีเรีย 23 ไอโซเลตหลังจากเลี้ยงใน

อาหารเหลวส้าหรับผลิตไลเพสที่ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
  
 Akanbi และคณะ (2010)  ได้รายงานการผลิตไลเพสจาก Bacillus sp. ที่คัดแยกได้จากบ่อ
น้้าพุร้อนในประเทศมาเลเซีย มีค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงสุดที่ 2.51 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ภายหลังจากการ
เลี้ยงในอาหารที่ชักน้าให้เกิดการผลิตไลเพส ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  
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4.5 การศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์  

 

 4.5.1 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสและความสามารถในการทนร้อนของ 
จุลินทรีย์ 
 
 ท้าการคัดเลือกแบคทีเรียลิโพไลติกชอบร้อน 10 ไอโซเลตที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไล
เพสได้สูงที่สุดจากแบคทีเรียทั้งหมดที่คัดแยกได้จากการทดลองข้างต้น มาท้าการศึกษาความสามารถ
ในการทนร้อนของแต่ละไอโซเลตโดยท้าการเลี้ยงเชื้อในอาหาร LPM เพ่ือชักน้าให้เกิดการผลิต
เอนไซม์ไลเพส โดยแปรผันอุณหภูมิในการเลี้ยงตั้งแต่ 45, 50, 55, 60, 65, 70 ตามล้าดับหรือ
มากกว่าอุณหภูมิข้างต้นจนกว่าจุลินทรีย์ใกล้จะตายและไม่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเก็บตัวอย่างเชื้อที่ได้มาท้าการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส วัด
ปริมาณโปรตีน และค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ โดยทุกชุดการทดลองจะท้าการ
ทดลองทั้งหมด 3 ซ้้า  
 จากการทดลองพบว่า 10 ไอโซเลตที่คัดเลือกจากไอโซเลตที่มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส
จ้าเพาะสูงสุด 10 อันดับแรกคือ (1) DK3-2 แสดงความสามารถผลิต ไลเพสได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ 2.34±0.08 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน สามารถ
ทนร้อนได้ในช่วง 60-65 องศาเซลเซียส (2) DK3-3 แสดงความสามารถในการผลิตไลเพสได้ดีที่สุดที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ 2.15±0.06 ยูนิตต่อมิลลิกรัม
โปรตีน สามารถทนร้อนได้ในช่วง 60-65 องศาเซลเซียส (3) VP6-3 แสดงความสามารถในการผลิตไล
เพสได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ 0.15±0.04 ยูนิ
ตต่อมิลลิกรัมโปรตีน สามารถทนร้อนได้ถึง 65 องศาเซลเซียส (4) SK2-3 แสดงความสามารถในการ
ผลิตไลเพสได้ดีท่ีสุดที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ 0.14±0.04 
ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน สามารถทนร้อนได้ถึง 70 องศาเซลเซียส (5) JS3-4 แสดงความสามารถใน
การผลิตไลเพสได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ 
0.11±0.02 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน สามารถทนร้อนได้ถึง 70 องศาเซลเซียส (6) BP2-1 แสดง
ความสามารถในการผลิตไลเพสได้ดีท่ีสุดที่อุณหภูมิ55 องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส
จ้าเพาะ 0.23±0.03 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน สามารถทนร้อนได้ในช่วง 65-70 องศาเซลเซียส (7) 
SK2-1 แสดงความสามารถในการผลิตไลเพสได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ 0.20±0.07 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน สามารถทนร้อนได้ถึง 65 องศาเซลเซียส 
(8) DK2-4 แสดงความสามารถในการผลิตไลเพสได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ 0.15±0.03 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน สามารถทนร้อนได้ถึง 70 องศา
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เซลเซียส (9) VP4-1 แสดงความสามารถในการผลิตไลเพสได้ดีท่ีสุดที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส มีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ 0.10±0.02 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน สามารถทนร้อนได้ถึง 70 
องศาเซลเซียส และ(10) VP6-1 แสดงความสามารถในการผลิตไลเพสได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ 0.08±0.02 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน สามารถทน
ร้อนได้ถึง 65 องศาเซลเซียส ดังแสดงในภาพ (ภาพท่ี 4.6)       
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ฎ   
ภาพที่ 4.6 แสดงอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสและความสามารถในการทนร้อน 

ของแบคทีเรีย 10 ไอโซเลตที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้สูงที่สุด 
จากแบคทีเรียทั้งหมดที่คัดแยกได้ 

ก : ไอโซเลต DK3-2  ข : ไอโซเลต DK3-3  ค : ไอโซเลต VP6-3  ง : ไอโซเลต SK2-3 
จ : ไอโซเลต JS3-4  ฉ : ไอโซเลต BP2-1  ช : ไอโซเลต SK2-1  ซ : ไอโซเลต DK2-4 

ญ : ไอโซเลต VP4-1 ฎ : ไอโซเลต VP6-1 
 
 โดย Kanwar และคณะ (2006) ได้ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสของ 
Bacillus coagulans MTCC-6375 พบว่ามีอุณหภูมิที่เหมาะสมที่ 45 องศาเซลเซียส Mehta และ
คณะ (2012) ได้ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสของ Geobacillus sp. พบว่ามีอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมที่ 60 องศาเซลเซียส มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ 0.57 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ Kumar และคณะ 
(2005) ได้รายงานอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสของ Bacillus coagulans BTS-3 พบว่ามี
อุณหภูมิที่เหมาะสมที่ 55 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างในอาหารเลี้ยงเชื้อ 8.5 จะมีค่ากิจกรรม
เอนไซม์ 1.16 ยูนิตต่อมิลลิลิตรและสามารถทนร้อนได้ในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 60-65 องศาเซลเซียส    
 จากผลการเปรียบเทียบความสามารถการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจากไลเพสของแบคทีเรียที่
คัดเลือก จึงท้าการคัดเลือกแบคทีเรียไอโซเลต DK3-2 และ DK3-3 มาท้าการศึกษาต่อในขั้นตอน
ต่อไป เนื่องจากทั้งสองไอโซเลตมีความสามารถเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้ดีที่สุดสองอันดับแรกที่
อุณหภูมิสูง 
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 4.5.2 การศึกษาความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสของจุลินทรีย์ 

 

ท้าการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้ดีที่สุดสองอันดับแรกที่
อุณหภูมิสูง คือ DK3-2 และ DK3-3 ที่มีอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสได้ดีที่สุดที่ 45 องศา
เซลเซียสทั้งสองไอโซเลตมาท้าการศึกษาต่อไป ท้าการศึกษาภาวะความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อ
การเจริญและการผลิตเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรียในอาหาร LPM เพ่ือชักน้าให้เกิดการผลิต
เอนไซม์ไลเพส โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารที่แปรผันค่าความเป็นกรดด่างในอาหาร LPM ตั้งแต่6, 6.5, 7, 
7.5, 8, 8.5, 9 ตามล้าดับ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเก็บตัวอย่างเชื้อที่ได้มาท้าการวัดค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ไลเพส วัดปริมาณโปรตีน และค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะโดยท้าการ
ทดลองทั้งหมด 3 ซ้้า พบว่า ไอโซเลต DK3-2 และ DK3-3 มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้ดี
ที่สุดที่ค่าความเป็นกรดด่างท่ี 7 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ 2.84±0.04 และ 2.77±0.10 
ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล้าดับ ดังแสดงในภาพ (ภาพท่ี 4.7) 
 

 
ภาพที่ 4.7 แสดงค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสจากแบคทีเรียไอโซเลต 

DK3-2 และ DK3-3 
 

 Kim และคณะ (1998) ได้ศึกษาค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสของ 
Bacillus stearothermophilus L1 พบว่ามีค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมเท่ากับ เช่นเดียวกันกับ 
Rhodotorula glutinis (Papaparaskevas และคณะ, 1992)  
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 4.5.3 การศึกษาเวลาที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสของจุลินทรีย์ 
 
 น้าแบคทีเรียไอโซเลต DK3-2 และ DK3-3 มาท้าการศึกษาต่อ เนื่องจากในการทดลองที่ผ่าน
มาใช้เวลาในการเลี้ยงเชื้อและเก็บตัวอย่างเพียงจุดเดียวมาโดยตลอด จึงยังไม่สามารถบอกถึงช่วงเวลา
ที่ดีที่สุดที่จุลินทรีย์สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้สูงที่สุดในช่วงใด จึงท้าการศึกษาเวลาที่เหมาะสมต่อ
การผลิตเอนไซม์ไลเพสของจุลินทรีย์ ท้าการเลี้ยงเชื้อโดยใช้อุณหภูมิที่ 45 องศาเซลเซียส และค่า
ความเป็นกรดด่าง 7 ในอาหาร LPM เพ่ือชักน้าให้เกิดการผลิตเอนไซม์ไลเพส เนื่องจากเป็นภาวะที่
เหมาะสมที่สุดที่เชื้อมีความสามารถในการเจริญและผลิตเอนไซม์ไลเพส ท้าการเก็บตัวอย่างเป็น
ช่วงเวลาที่ถี่มากขึ้นเป็นทุก 6 ชั่วโมง คือชั่วโมงที่ 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66, 72 
จากนั้นเก็บตัวอย่างเชื้อที่ได้มาท้าการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส วัดปริมาณโปรตีน และ
ค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ โดยท้าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้้าจากการทดลองพบว่า ทั้ง
แบคทีเรียไอโซเลต DK3-2 และ DK3-3 มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้ดีที่สุดที่ 24 ชั่วโมง มีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ 2.85±0.01 และ 2.82±0.03 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล้าดับ 
ดังแสดงในภาพ (ภาพท่ี 4.8) 
 

 
ภาพที่ 4.8 แสดงเวลาที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสจากแบคทีเรียไอโซเลต DK3-2 และ DK3-3 
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 Mohan และคณะ (2008) ได้ศึกษาเวลาที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสจาก Bacillus 
sp. พบว่าเวลาที่เหมาะสมคือ 24 ชั่วโมง ส่วน Mehta และคณะ (2012) รายงานว่าเวลาที่เหมาะสม
ต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสจาก Geobacillus sp. พบที่เวลา 72 ชั่วโมง 
 

 4.5.4 การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญของจุลินทรีย์ต่อความสามารถในการผลิต
เอนไซม์ไลเพส 
 
 น้าแบคทีเรียไอโซเลต DK3-2 และ DK3-3 มาเลี้ยงที่ภาวะที่ดีที่สุด คือท้าการเลี้ยงเชื้อโดยใช้
อุณหภูมิที่ 45 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 7 ในอาหาร LPM เพ่ือชักน้าให้เกิดการผลิต
เอนไซม์ไลเพส โดยภาวะเหล่านี้เป็นภาวะที่ดีที่สุดที่สามารถผลิตไลเพสได้สูงจากการทดลองข้างต้น 
โดยที่เวลาจะท้าการเก็บตัวอย่างถี่มากขึ้นจากเดิมเป็นทุก 3 ชั่วโมง คือชั่วโมงที่ 0, 3, 6, 9, 12, 15, 
18, 21, 24 หลังจากนั้นเก็บตัวอย่างทุก 6 ชั่วโมง คือชั่วโมงที่ 30, 36, 42, 48 และทุก 12 ชั่วโมงคือ
ชั่วโมงท่ี 60 และ 72 เก็บผลติดต่อกันตลอดระยะเวลา 72 ชั่วโมงหรือจนกว่าเชื้อจะเริ่มเข้าสู่ระยะการ
ตาย (death phase) น้าไปวัดการเจริญเติบโตของเชื้อด้วยวิธีวัดค่าความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จากนั้นเก็บตัวอย่างเชื้อที่ได้มาท้าการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไล
เพส วัดปริมาณโปรตีน และค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ โดยท้าการทดลองทั้งหมด 3 
ซ้้า จากการทดลองพบว่าความสัมพันธ์การเจริญและความสามารถใน  การผลิตไลเพสของทั้ง
แบคทีเรียไอโซเลต DK3-2 และ DK3-3 มีความสามารถเจริญได้ดีที่สุดที่ 15 ชั่วโมง ซึ่งเป็นช่วงปลาย
การเจริญแบบทวีคูณ (exponential phase) แต่จะสามารถผลิตเอนไซม์ ไลเพสได้สูงที่สุดที่ 24 
ชั่วโมง ซึ่งเป็นช่วงที่เริ่มเข้าสู่ช่วงคงที่ของการเจริญ (stationary phase) มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไล
เพสจ้าเพาะเท่ากับ 3.59±0.06 และ 3.49±0.05 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล้าดับ ดังแสดงในภาพ 
(ภาพท่ี 4.9) 
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ก   

ข    
ภาพที่ 4.9 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญของจุลินทรีย์ต่อความสามารถในการผลิตเอนไซม์  

ไลเพสจาก (ก) DK3-2 (ข) DK3-3 
 
 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Lee และคณะ (1999)  ได้คัดแยกจุลินทรีย์จากบ่อน้้าพุร้อน
ประเทศอินโดนีเซีย  มาศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญต่อความสามารถในการผลิตไลเพสของ 

Bacillus thermoleovorans ID‐1 พบว่ามีอัตราการเจริญจ้าเพาะที่ 2.5 ชั่วโมง และมีค่ากิจกรรม
เอนไซม์ไลเพสสูงที่สุดที่ 520 ยูนิตต่อลิตร ซึ่งอยู่ในช่วงปลายการเจริญแบบทวีคูณและจะมีค่าลดลง
เรื่อยๆหลังจากนั้น  
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4.6 การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนเหนี่ยวน าในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสของ
จุลินทรีย ์

 
 น้าแบคทีเรียไอโซเลต DK3-2 และ DK3-3 มาท้าการศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนเหนี่ยวน้า
ในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสที่เหมาะสม โดยท้าการเลี้ยงเชื้อในอาหาร NA เป็นเวลา 
1 วันเพื่อใช้เป็นหัวเชื้อ น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าที่ 7 ในอาหาร 
โดยภาวะเหล่านี้เป็นภาวะที่ดีที่สุดที่สามารถผลิตไลเพสได้สูงจากการทดลองข้างต้น จากนั้นถ่ายกล้า
เชื้อลงในอาหารเหลว LPM เพ่ือชักน้าให้เกิดการผลิตเอนไซม์ไลเพส โดยแทนที่น้้ามันปาล์มที่ผสมใน
อาหาร 1 เปอร์เซนต์โดยปริมาตรต่อปริมาตร (v/v) ด้วยน้้ามันชนิดต่างๆจ้านวนทั้งหมด 11 ชนิด 
ได้แก่ น้้ามันถั่วเหลือง น้้ามันเมล็ดฝ้าย น้้ามันดอกทานตะวัน น้้ามันคาโนลา น้้ามันงา น้้ามันข้าวโพด 
น้้ามันมะกอก น้้ามันมะพร้าว น้้ามันร้าข้าว น้้ามันสบู่ด้า น้้ามันดอกคามีเลีย น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าท่ี 7 ในอาหาร และเก็บตัวอย่างในชั่วโมงที่ 24 จากนั้นท้าการ
วัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส วัดปริมาณโปรตีน และค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ  
โดยท้าการทดลองท้ังหมด 3 ซ้้า จากการทดลองพบว่าแบคทีเรียไอโซเลต DK3-2 และ DK3-3สามารถ
ผลิตเอนไซม์ไลเพสได้ดีท่ีสุดเมื่อมีน้้ามันร้าข้าวเป็นสารเหนี่ยวน้าให้เกิดการผลิตเอนไซม์ไลเพส ซึ่งช่วย
ให้เกิดการสังเคราะห์เอนไซม์ได้มากขึ้น มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 6.16±0.02 และ 
5.86±0.09 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล้าดับ น้้ามันถั่วเหลือง (DK3-2 และ DK3-3 มีค่ากิจกรรม
เอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 2.59±0.03 และ 4.12±0.03 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล้าดับ) น้้ามัน
เมล็ดฝ้าย (DK3-2 และ DK3-3 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 0.94±0.08 และ 
0.75±0.02 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล้าดับ) น้้ามันดอกทานตะวัน (DK3-2 และ DK3-3 มีค่า
กิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 2.19±0.11 และ 1.69±0.04 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน
ตามล้าดับ) น้้ามันคาโนลา (DK3-2 และ DK3-3 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 
2.86±0.07 และ 3.67±0.03 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล้าดับ) น้้ามันงา (DK3-2 และ DK3-3 มีค่า
กิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 1.05±0.01 และ 1.42±0.14 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน
ตามล้าดับ) น้้ามันข้าวโพด (DK3-2 และ DK3-3 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 
1.89±0.04 และ 2.44±0.00 ยูนิตต่อมลิลิกรัมโปรตีนตามล้าดับ) น้้ามันมะกอก  (DK3-2 และ DK3-3 
มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 3.13±0.12 และ 2.51±0.05 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน
ตามล้าดับ) น้้ามันมะพร้าว (DK3-2 และ DK3-3 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 
1.22±0.07 และ 0.99±0.01 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล้าดับ) น้้ามันสบู่ด้า  (DK3-2 และ DK3-3 
มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 0.83±0.01 และ 0.93±0.02 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน
ตามล้าดับ) น้้ามันดอกคามีเลีย (DK3-2 และ DK3-3 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 
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3.74±0.09 และ 2.91±0.08 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล้าดับ) น้้ามันปาล์ม (DK3-2 และ DK3-3 มี
ค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 2.85±0.02 และ 2.77±0.14 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน
ตามล้าดับ) ดังแสดงในภาพ (ภาพท่ี 4.10)       
 

 
ภาพที่ 4.10 แสดงค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะของแบคทีเรียไอโซเลต DK3-2 และ DK3-3 ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีองค์ประกอบของน้้ามันแตกต่างกัน 
 
 จากข้อมูลข้างต้นเมื่อน้าค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะท้าการเปรียบเทียบกับ
องค์ประกอบของกรดไขมันอิสระที่อยู่ในน้้ามันชนิดต่างๆ จากงานวิจั ยของ (Winayanuwattikun 
และคณะ, 2008) (ตารางที่ 4.5) พบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะจะมีความสัมพันธ์กับ
ปริมาณของกรดโอเลอิคในน้้ามันแต่ละชนิด จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าน้้ามันร้าข้าว น้้ามัน
มะกอก น้้ามันถั่วเหลืองและน้้ามันคาโนลาที่มีส่วนประกอบของกรดโอเลอิคสูง ซึ่งกรดโอเลอิคจะมี
อิทธิพลต่อการผลิตไลเพสและเจริญเติบโตของแบคทีเรีย DK3-2 และ DK3-3 คือน้้ามันดังกล่าวที่มี
กรดโอเลอิคสูงจะเหนี่ยวน้าให้แบคทีเรียผลิตไลเพสออกมาได้สูง และส่งผลให้ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะสูงด้วย จึงสามารถย่อยน้้ามันที่เป็นแหล่งคาร์บอนที่แบคทีเรียน้าไปใช้ประโยชน์
ได้ในปริมาณมาก แบคทีเรียจึงสามารถน้าแหล่งคาร์บอนที่ได้นี้ไปใช้ประโยชน์ในการเจริญและส่งผล
ให้มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะสูงตามไปด้วย ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Gupta และ
คณะ (2004)  ได้ท้าการทดลองหาอิทธิพลของน้้ามันต่อการผลิตไลเพสของแบคทีเรียไอโซเลต SJ-15 
พบว่าน้้ามันถั่วเหลืองที่มีองค์ประกอบของกรดโอเลอิคสูง สามารถเหนี่ยวน้าให้แบคทีเรียผลิตไลเพส
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สูงขึ้นตามด้วย ซึ่งในบริเวณผนังเซลล์ของแบคทีเรียแต่ละชนิดจะมีความจ้าเพาะต่อชนิดของกรดไขมัน
แตกต่างกันไป 
 
ตารางท่ี 4.5 แสดงองค์ประกอบของกรดไขมันในน้้ามัน 14 ชนิด  

 
(Winayanuwattikun และคณะ, 2008) 
 
4.7 บ่งชี้ชนิดของจุลินทรีย์ชอบร้อน 10 สายพันธุ์ที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้สูงท่ีสุดที่
คัดแยกได้จากบ่อน้ าพุร้อนทางภาคเหนือของประเทศไทย ด้วยการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S 
rDNA 

 
 น้าโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรีย DK3-2 และ DK3-3 มาสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณ 16S 
rDNA fragment ตามวิธีของ Virunanon (2008) โดยใช้ Bacterial DNA Kit (Omega Bio-Tek, 
USA) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA โดยใช้ไพรเมอร์ที่ถูกตัดในต้าแหน่ง 27F (forward) 5’-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’ และ 1492R (reverse) 5’-ACCTTGTTACGACTT-3’ (Gillan 
และคณะ, 1998) เพ่ือน้าไปใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส จากการตรวจสอบตัวอย่างที่ได้จากการ
ท้าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบตัวอย่างชิ้นส่วนของดีเอ็ นเอที่มีขนาด 
1600 คู่เบส ในเลนที่ 3, 4, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13 และ 14 คือไอโซเลต DK3-2, DK3-3, VP6-3, 
SK2-3, JS3-4, BP2-1, SK2-1, DK2-4, VP4-1 และ VP6-1 ตามล้าดับ ซึ่งเป็น 10 ไอโซเลตที่มี
ความสามารถในการผลิตไลเพสได้สูงที่สุด 10 อันดับแรกจากการทดลองข้อ 4 ดังแสดงในภาพ (ภาพ
ที่  4.11) 
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ภาพที่ 4.11 แสดงชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีขนาด 1600 กิโลเบสของ 16S rDNA เลนที่ 3 คือ DK3-2, เลน
ที่ 4 คือ DK3-3, เลนที่ 6 คือ VP6-3, เลนที่ 7 คือ SK2-3, เลนที่ 9 คือ JS3-4, เลนที่ 10 คือ BP2-1, 

เลนที่ 11 คือ SK2-1, เลนที่ 12 คือ DK2-4, เลนที่ 13 คือ VP4-1 และ เลนที่ 14 คือ VP6-1 
 

 จากนั้นท้าการส่งชิ้นส่วน 16S rDNA ที่ได้ไปวิเคราะห์หาล้าดับเบสที่บริษัท แปซิฟิกไซน์ 
ประเทศไทย แล้วน้าผลที่ได้มาเปรียบเทียบกับ 16S rDNA ของแบคทีเรียในฐานข้อมูล GenBank 
database พบว่าแบคทีเรียที่คัดเลือกได้มีความใกล้เคียงกับแบคทีเรียสายพันธุ์ดังตารางที่ 4.5 
 
ตารางท่ี 4.6 แสดงสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

รหัสเชื้อ Accession 
number 

%ความเหมือนของล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ / สายพันธุ์ 

DK3-2 AJ864722.1 97% / Pseudomonas boreopolis 
DK3-3 AB246809.1 96% / Pseudomonas boreopolis 
VP6-3 KJ920926.1 97% / Bacillus aerophilus 
SK2-3 HQ336645.1 98% / Bacillus licheniformis 
JS3-4 KJ526848.1 95% / Bacillus licheniformis 
BP2-1 HE804786.1 96% / Bacillus licheniformis 
SK2-1 KF933672.1 99% / Bacillus pumilus 
DK2-4 KC212003.1 96% / Bacillus pumilus 
VP4-1 JN092822.1 97% / Bacillus safensis 
VP6-1 JF775416.1 96% / Bacillus subtilis 

 

1600 bp 

1Kb L            3    4          6     7          9   10   11  12  13  14  
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4.8 การศึกษาสมบัติบางประการของเอนไซม์ไลเพสที่ผลิตจากจุลินทรีย์ชอบร้อนที่คัดเลือก 

 

 4.8.1 การศึกษาภาวะความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ไลเพส 
 
 น้าเอนไซม์หยาบจากแบคทีเรีย DK3-2 (LipDK3-2) มาท้าการบ่มกับพารา-ไนโตรฟีนิลรอเรต
ในบัฟเฟอร์ชนิดต่างๆที่มีค่าความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 5-10 จากนั้นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น้ามาวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร ท้าการวัดค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเพส วัดปริมาณโปรตีน และค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ โดยท้าการทดลอง 
3 ซ้้า จากการทดลองเมื่อทดสอบค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ไลเพส
พบว่าค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมเท่ากับ 7 ซึ่งมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะสูงที่สุด
และท้าการเทียบเป็น 100 เปอร์เซนต์ โดยค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะจะลดลงเหลือ 
49.84±0.01 เปอร์เซนต์ เมื่อท้าการบ่มปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 8 และจะมี
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ 41.05±0.01 เปอร์เซนต์ เมื่อบ่มปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่ค่าความ
เป็นกรดด่างเท่ากับ 6 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกัน ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะจะลดลงอีกมีค่า 
13.74±0.18 เปอร์เซนต์เมื่อบ่มปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5 และจะมีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเหลือเพียง 4.95±0.01 เปอร์เซนต์ เมื่อบ่มปฏิกิริยาที่ความเป็น
กรดด่างเท่ากับ 9 และจะไม่สามารถตรวจสอบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะได้เมื่อบ่ม
ปฏิกิริยาที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 10 ดังแสดงในภาพ (ภาพท่ี 4.12)  

 

 
ภาพที่ 4.12 แสดงค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ LipDK3-2 
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 สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ของ Xing และคณะ (2013) พบว่ามีค่าความเป็นกรดด่างที่
เหมาะสมต่อการเร่งปฏิกิริยาของ Pseudomonas sp. ZBC1 เท่ากับ 7 และจะลดลงเหลือ 82.5 
เปอร์เซนต์เมื่อท้าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6.5 Dosanjh และคณะ (2002) 
ท้าการศึกษาค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการท้างานของไลเพสจาก Bacillus sp. พบว่ามีค่า
ความเป็นกรดด่างที่ดีท่ีสุดเท่ากับ 8 และมีความเสถียรที่ช่วงค่าความเป็นกรดด่าง 7.0-10.0   

   

 4.8.2 การศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ไลเพสต่อค่าความเป็นกรดด่างต่างๆ 
 

 น้าเอนไซม์ไลเพส LipDK3-2 มาบ่มในบัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดด่างต่างกันตั้นแต่ 5-10 ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนที่จะน้ามาบ่มกับพารา-ไนโตรฟีนิลรอเรตที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น้ามาวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร ท้าการวัด
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส วัดปริมาณโปรตีน และค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ การ
ทดลองท้า 3 ซ้้า จากการทดลองพบว่าไลเพส LipDK3-2 มีความคงตัวได้ดีที่สุดที่ความเป็นกรดด่าง
เท่ากับ 8 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและท้าการเทียบให้เป็น 100 เปอร์เซนต์ 
โดยจะมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะลดลงเหลือ 87.41±0.08 เปอร์เซ็นต์ เมื่อบ่มที่ค่าความ
เป็นกรดด่างเท่ากับ 7 และจะมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเหลือ 55.05±0.55 และ 
48.55±0.18 เปอร์เซ็นต์ตามล้าดับ เมื่อบ่มที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 9 และ 10 ซึ่งมีค่าใกล้เคียง
กัน ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะจะลดลงอีกเหลือ 30.84±0.10 เปอร์เซนต์ เมื่อบ่มที่ค่า
ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6 และค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะจะลดลงเหลือเพียง 9.54±0.12 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อน้าไปบ่มท่ีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5 ดังแสดงในภาพ (ภาพท่ี 4.13) 
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ภาพที่ 4.13 แสดงค่าความเสถียรของเอนไซม์ไลเพส LipDK3-2 ที่ค่าความเป็นกรดด่างต่างๆ 

 

 สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ของ Xing และคณะ (2013) พบว่าไลเพสจาก 
Pseudomonas sp. ZBC1 มีค่าความเสถียรที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 8 ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง Kumar และคณะ (2012) ได้ศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ต่อความ
เป็นกรดด่างของ Bacillus pumilus RK31 พบว่ามีความเสถียรที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6 และ
ค่ามากกว่าหรือน้อยกว่า 6 ค่าความเสถียรจะลดลงตามล้าดับ  

  

 4.8.3 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท้างานของเอนไซม์ไลเพส 

 

 น้าเอนไซม์ไลเพส LipDK3-2 มาท้าการบ่มกับพารา-ไนโตรฟีนิลรอเรตในบัฟเฟอร์ที่มีค่าความ
เป็นกรดด่างที่ดีท่ีสุดคือ 7 เนื่องจากเอนไซม์สามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้สูงที่สุดจากการ
ทดลองข้างต้น ที่อุณหภูมิต่างกันตั้งแต่ 45-95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นท้าการวัดค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส วัดปริมาณโปรตีน และค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ ท้าการ
ทดลอง 3 ซ้้า จากการทดลองพบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท้างานของไลเพส LipDK3-2 มากที่สุด
คือ 80 องศาเซลเซียส จะมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะสูงที่สุดและท้าการเทียบเป็น 100 
เปอร์เซนต์ โดยค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะจะลดลงเหลือ 84.17±0.11 และ 73.21±0.16 
เปอร์เซนต์ เมื่อท้าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่อุณหภูมิ 75 และ 85 องศาเซลเซียสตามล าดบั และค่า
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กิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะจะลดลงเหลือเพียง 34.71±0.07 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท้าปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ดังแสดงในภาพ (ภาพท่ี 4.14)  

 

 
ภาพที่ 4.14 แสดงอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ LipDK3-2 

 

 สอดคล้องกับรายงานวิจัยของ Xing และคณะ (2013) พบว่าไลเพสจาก Pseudomonas 
sp. ZBC1 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสที่ 80 องศาเซลเซียส แต่เอนไซม์ไลเพส
จาก DK3-2 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมสูงกว่า Pseudomonas mendocina M-37 จากการรายงานของ 
Dahiya และคณะ (2010) พบว่ามีอุณหภูมิที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาที่ 50 องศาเซลเซียส 
รายงานของ Kumar และคณะ (2005) พบว่าใน Bacillus sp. ต่างสายพันธุ์จะมีอุณหภูมิที่เหมาะสม
ของการเกิดปฏิกิริยามากกว่า 55 องศาเซลเซียสขึ้นไป       

 

 4.8.4 การศึกษาความเสถียรของเอนไซม์ไลเพสต่ออุณหภูมิต่างๆ 

 

 น้าเอนไซม์ไลเพส LipDK3-2 มาบ่มท่ีอุณหภูมิที่ต่างกันตั้งแต่ 45-95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที ก่อนน้าเอนไซม์ไลเพสมาบ่มกับพารา-ไนโตรฟีนิลลอเรตในบัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดด่าง 
7 ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นภาวะที่เหมาะสมที่สุดของเอนไซม์ในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไล
ซิสได้สูงที่สุด เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นท้าการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส วัดปริมาณโปรตีน 
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และค้านวณหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์จ้าเพาะ ท้าการทดลอง 3 ซ้้า จากการทดลองพบว่าไลเพส 
LipDK3-2 สามารถคงตัวได้ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีและท้าการเทียบเป็น 
100 เปอร์เซนต ์โดยค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะจะลดลงเหลือ 69.50±0.03, 56.50±0.02, 
45.48±0.04 และ 19.49±0.01 เปอร์เซนต์ เมื่อบ่มไลเพสที่อุณหภูมิ 70, 80, 85 และ 90 องศา
เซลเซียส และค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะจะลดลงเหลือเพียง 8.47±0.03 เปอร์เซนต์ เมื่อ
บ่มไลเพสที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ดังแสดงในภาพ (ภาพท่ี 4.15) 

 

 
ภาพที่ 4.15 แสดงค่าความเสถียรของไลเพส LipDK3-2 ที่อุณหภูมิต่างๆ 

 

 สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ของ Litthauer และคณะ (2002) พบว่าไลเพสจาก 
Pseudomonas luteola มีความเสถียรได้ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และพบว่า DK3-2 มีความ
เสถียรที่อุญหภูมิสูงกว่า Burkholderia cepacia ATCC25416 เนื่องจาก Wang และคณะ (2009) 
รายงานว่ามีความเสถียรเพียง 60 องศาเซลเซียส 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย 

 

 การคัดเลือกจุลินทรีย์จากตัวอย่างตะกอนดิน 31 ตัวอย่างและตัวอย่างน้้า 13 ตัวอย่างที่เก็บ
จากบ่อน้้าพุร้อนทางภาคเหนือของประเทศไทย จ้านวนทั้งสิ้น 44 ตัวอย่าง สามารถคัดเลือกจุลินทรีย์
ชอบร้อนที่สามารถผลิตเอสเทอร์เรสได้ทั้งสิ้น 23 ไอโซเลต โดยพบว่าทั้ง 23 ไอโซเลตมีความสามารถ
ผลิตไลเพสได้ ท้าการจัดจ้าแนกชนิดของจุลินทรีย์ลิโพไลติกชอบร้อนพบว่าทั้ง 23 ไอโซเลตเป็น
แบคทีเรียทั้งหมด เมื่อน้าแบคทีเรียทั้งหมดท่ีคัดแยกได้มาเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตไลเพส 
พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต DK3-2 และ DK3-3 มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้สูงที่สุด
สองอันดับแรกมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะ 2.34±0.05 และ 2.15±0.02 ยูนิตต่อมิลลิกรัม
โปรตีนตามล้าดับ จึงเลือกทั้งสองไอโซเลตมาท้าการศึกษาเปรียบเทียบกัน 

 จากการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพส พบว่า DK3-2 และ DK3-3 สามารถ
ผลิตไลเพสได้ดีท่ีสุดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสและสามารถทนร้อนได้ถึงช่วง 60-65 องศาเซลเซียส 
มีค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสในอาหารเลี้ยงเชื้อ 7.0 ที่เวลา 24 ชั่วโมง มีค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะเท่ากับ 3.59±0.06 และ 3.49±0.05 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน
ตามล้าดับ ท้าการศึกษาแหล่งคาร์บอนเหนี่ยวน้าในอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการผลิตไลเพสของแบคทีเรียไอ
โซเลต DK3-2 และ DK3-3 โดยการแทนที่น้้ามันปาล์มด้วยน้้ามันชนิดต่างๆ พบว่าสามารถผลิตไลเพส
ได้ดีที่สุดเมื่อมีน้้ามันร้าข้าวเป็นสารเหนี่ยวน้าซึ่งมีกรดโอเลอิคสูงเป็นส่วนประกอบท้าให้เกิดการ
สังเคราะห์เอนไซม์ได้มากขึ้น มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสจ้าเพาะสูงสุดเท่ากับ 6.16±0.02 และ 
5.86±0.09 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีนตามล้าดับ เมื่อท้าการส่งวิเคราะห์หาล้าดับเบสแล้วน้าผลที่ได้มา
เทียบกับ 16S rDNA ของแบคทีเรียในฐานข้อมูล GenBank database พบว่าทั้ง DK3-2 และ DK3-3 
มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริเวณยีน 16S rDNA คล้ายคลึงกัน 97 และ 96 เปอร์เซนต์มีเลข Accession 
number AJ864722.1 และ AB246809.1 ตามล้าดับคล้ายกับ Pseudomonas boreopolis    

 เอนไซม์ไลเพสจาก Pseudomonas boreopolis มีภาวะที่เหมาะสมต่อการท้างานที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง 7.0 โดยมีความเสถียรที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที และที่ความเป็นกรดด่าง 8.0 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1. เชื้อแบคทีเรีย 

 1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็ง (NA; nutrient agar) 
 เนื้อสกัด (beef extract)                                                      3     กรัม 

 เปปโตน (peptone)                                                           5     กรัม 

 วุ้นผง                                                                           15     กรัม 

       น้้ากลั่น                                                                       800     มิลลิลิตร 

        ปรับ pH เป็น 7.0 ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ โดย
ความร้อนชื้นที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

 

 1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว (NB; nutrient broth) 
 เนื้อสกัด (beef extract)                                                      3     กรัม 

 เปปโตน (peptone)                                                           5      กรัม 

       น้้ากลั่น                                                                        800     มิลลิลิตร 

        ปรับ pH เป็น 7.0 ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ โดย
ความร้อนชื้นที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

 

 1.3 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวส าหรับการผลิตไลเพส 

       แบคโต-ทริปโตน (Bacto-tryptone)                                       10     กรัม 

                 ยีสต์สกัด (Yeast extract)                                                     3    กรัม 

        เนื้อสกัด (Beef extract)                                                       5    กรัม 

        โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)                                                        5    กรัม 

        โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                               7    กรัม 

        น้้ากลั่น                                                                       800    กรัม 

                  น้้ามันปาล์ม                                                                    1     %(v/v) 
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                   ปรับ pH เป็น 7.0 ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ โดย
ความร้อนชื้นที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

 

2. เชื้อยีสต์และรา 

 อาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแข็ง (YM; Yeast malt extract) 

 ยีสต์สกัด (Yeast extract)                                                3     กรัม 

                มอลต์สกัด (malt extract)                                                5     กรัม 

                เปปโตน (peptone)                                                        5     กรัม 

  น้้าตาลกลูโคส                                                              10     กรัม 

 วุ้นผง                                                                        15     กรัม 

       น้้ากลั่น                                                                    800     มิลลิลิตร 

        ปรับ pH เป็น 7.0 ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ โดย
ความร้อนชื้นที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

 

3. อาหารไตรบิวไทริน (tributyrin) 

 ทริปโตน (tryptone)                                                       10     กรัม 

      ยีสต์สกัด (Yeast extract)                                                   3     กรัม 

               โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)                                                      5     กรัม 

                วุ้นผง                                                                          15     กรัม 

 ไตรบิวไทริน                                                                   5     มิลลิลิตร 

 กรัมอะราบิค (gum arabic)                                                5     กรัม 

 น้ากรัมอะราบิคและไตรบิวไทรินผสมลงในน้้ากลั่น 15 มิลลิลิตร น้าไป sonitcation เป็น
เวลา 45 นาทีก่อนน้ามารวมกับส่วนประกอบที่เหลือ จากนั้นปรับ pH เป็น 7.0 ปรับปริมาตรสุดท้าย
เป็น 1,000 มิลลิลิตร แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ โดยความร้อนชื้นที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และความ
ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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4. อาหารโรดามีน บี (Rhodamine B) 

 ทริปโตน (tryptone)                                                       10     กรัม 

       ยีสต์สกัด (Yeast extract)                                                  3     กรัม 

                โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)                                                     5     กรัม 

                 เนื้อสกัด (Beef extract)                                                   5     กรัม  

                โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                           7     กรัม 

        น้้ากลั่น                                                                   800     กรัม 

  วุ้นผง                                                                       20     กรัม 

  10%(v/v) Palm oil emulsion เตรียมใน 

  10%(w/v) Gum Arabic solution 

  โรดามีน บี (Rhodamine B) 0.001%(w/v) 

 ปรับ pH เป็น 7.0 ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร แล้วน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อ โดยความ
ร้อนชื้นที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
วิธีการเตรียมสารเคมี 

 
1. สารส าหรับตรวจวัดค่ากิจกรรมของไลเพส 

1.1 ปริมาณของสารและเอนไซม์ ในปฏิกริยา 
       25 มิลลิโมลาร์ พารา-ไนโตรฟีนิลลอเรต (p-nitrophenyl laurate: C12, pNPL)          

       50 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH7                                                650   มิลลิลิตร 

       เอนไซม์ไลเพส                                                                             250   มิลลิลิตร   

 

1.2 บัฟเฟอร์ชนิดต่างๆ 
1.2.1 50 มิลลิโมลาร์ โซเดียมซิเตรทบัฟเฟอร์ pH 5    1 ลิตร 

         50มิลลิโมลาร์ โซเดียมซิเตรท (Na3(C6H5O7))                                      410   มิลลิลิตร 

         50มิลลิโมลาร์ กรดซิตริก (C6H8O7)                                                  590   มิลลิลิตร  

 

1.2.2 50 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6   1 ลิตร            

         50 มิลลิโมลาร ์มอนอโซเดียมฟอสเฟต (NaH2PO4)                                    880   มิลลิลิตร 

         50 มิลลิโมลาร ์โซเดียมโมโนไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮปตะไฮเดรต (Na2HPO4.7H2O) 120   มิลลิลิตร 

 

1.2.3 50 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7   1 ลิตร       

         50 มิลลิโมลาร ์มอนอโซเดียมฟอสเฟต (NaH2PO4)                                424   มิลลิลิตร 

         50 มิลลิโมลาร ์โซเดียมโมโนไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮปตะไฮเดรต (Na2HPO4.7H2O) 578 มิลลิลิตร 

 

1.2.4 50 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 8   1 ลิตร  

         50 มิลลิโมลาร ์ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4.H2O)                    68   มิลลิลิตร 

         50 มิลลิโมลาร ์โซเดียมโมโนไฮโดรเจนฟอสเฟตเฮปตะไฮเดรต    

         (Na2HPO4.7H2O)                                                                       932   มิลลิลิตร 

 

1.2.5 50 มิลลิโมลาร์ ไกลซีนบัฟเฟอร์ pH9      1 ลิตร 
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         50 มิลลิโมลาร ์ไกลซีน (C2H5NO2)                                                   625   มิลลิลิตร 

         50 มิลลิโมลาร ์โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)                                       352   มิลลิลิตร 

 

1.2.6 50 มิลลิโมลาร์ ไกลซีนบัฟเฟอร์ pH 10      1 ลิตร    

         50 มิลลิโมลาร ์ไกลซีน (C2H5NO2)                                                   628   มิลลิลิตร 

         50 มิลลิโมลาร ์โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)                                       352   มิลลิลิตร 

 

2. สารละลายพาราไนโตรฟีนอลส้าหรับกราฟมาตรฐาน 

 พาราไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol, pNP)                                           0.2   มิลลิกรัม 

 น้้ากลั่น (distilled water)                                                                 1   มิลลิลิตร 

 

3. สารละลายโบไวน์ซีรัมอัลบูมินส้าหรับตรวจวัดปริมาณโปรตีนใช้ท้ากราฟมาตรฐาน 

         โบไวน์ซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin, BSA)                                2   มิลลิกรัม  

         น้้ากลั่น (distilled water)                                                                1   มิลลิลิตร         
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

1. กราฟมาตรฐานของสารละลายพาราไนโตรฟีนอลส้าหรับใช้ค้านวณค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพส 

 
ภาพที่ ค-1 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอล ปริมาณ 0-0.30 มิลลิโมลาร์ 

 

วิธีสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายพาราไนโตรฟีนอล 

1. เตรียมสารละลายพาราไนโตรฟีนอล 10 มิลลิโมล่าร์ โดยใช้น้้ากลั่นเป็นตัวท้าละลาย 

2. ปิเปตสารละลายพาราไนโตรฟีนอล จากข้อ 1 น้้ากลั่น และ 50 มิลลิโมลาร์ฟอสเฟตบัฟเฟอร์  

    ความเป็นกรดด่าง 7.0 ลงในหลุม microplate ดังตารางด้านล่าง 

  

y = 4.5755x 
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ตารางท่ี ค-1 ปริมาณสารที่ใช้ในการท้ากราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอล 0-0.24 มิลลิโมลลาร ์

พาราไนโตรฟีนอล 

(มิลลิโมลาร์) 

สารละลายพาราไนโตรฟีนอล 
(ไมโครลิตร) 

50 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์  

pH 7.0 (ไมโครลิตร) 

0.04 10 490 

0.08 20 480 

0.12 30 470 

0.16 40 460 

0.20 50 450 

0.24 60 440 

 

3. น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 

4. น้าค่าที่ได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างปริมาณพาราไนโตรฟีนอลและค่าการดูดกลืนแสงที่    

    410 นาโนเมตร 
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ภาพที่ ค-2 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลในบัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 

 
 

 
ภาพที่ ค-3 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลในบัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดด่าง 6.0 
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ภาพที่ ค-4 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลในบัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดด่าง 8.0 

 

 
ภาพที่ ค-5 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลในบัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดด่าง 9.0 
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ภาพที่ ค-6 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลในบัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรดด่าง 10.0 

 

2. กราฟมาตรฐานของ BSA ส้าหรับใช้ค้านวณปริมาณโปรตีน 

 
ภาพที่ ค-7 กราฟมาตรฐาน BSA ที่ปริมาณโปรตีน 0-25 ไมโครกรัม 
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วิธีสร้างกราฟมาตรฐานของโปรตีนสารละลาย BSA 

1. เตรียมสารละลายมาตรฐาน Bovine Serum Albumin 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยใช้น้้ากลั่น 

    เป็นตัวท้าละลาย 

2. ปิเปตสารละลายมาตรฐาน BSA ลงใน tube ตามตารางด้านล่าง 

 

ตารางท่ี ค-2 ปริมาณสารที่ใช้ในการท้ากราฟมาตรฐานของ BSA 0-25 ไมโครกรัม 

ปริมาณ BSA 
(ไมโครกรัมต่อ
ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้นของ
สารละลาย BSA 

สารละลาย BSA 
(ไมโครลิตร) 

น้ ากลั่น 

(ไมโครลิตร) 

25 2mg/ml 10 790 

20 2mg/ml 10 990 

15 2mg/ml 6 794 

10 20µg/ml 500 500 

5 10µg/ml 500 500 

2.5 5µg/ml 500 500 

0 - - 1000 

 

3. เติมสารละลายมาตรฐาน BSA ลงใน microplate well  5 ไมโครลิตร 

4. เติมสารละลาย Bradford reagent 250 ไมโครลิตร 

5. บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที 

6. น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

7. น้าข้อมูลที่ได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร และปริมาณ 

    โปรตีน มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
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ภาคผนวก ง 
การค านวณ 

1. การค านวณค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพส (total activity) 

จากกราฟมาตรฐานของสารละลายพาราไนโตรฟีนอล  จะได้สมการเส้นตรง Y = ax + c 

Y คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 
X คือ ปริมาณพาราไนโตรฟีนอล (มิลลิโมลาร)์ 
A คือ ค่าความชันของสมการ  
1.1    จากการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์ โดยการวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร  ซึ่งคือค่า y ใน
สมการ สามารถหาปริมาณพาราไนโตรฟีนอลได้ โดยน้าค่าการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตรที่ได้จาก
การวัดแทนลงในสมการ และย้ายข้างสมการเพื่อหาปริมาณพาราไนโตรฟีนอล (แกนX) จะได้ค่า
ปริมาณพาราไนโตรฟีนอลในหน่วย มิลลิโมลาร์  
1.2    ท้าการเปลี่ยนปริมาณพาราไนโตรฟีนอลในหน่วยมิลลิโมลาร์ เป็นหน่วยไมโครโมลในปริมาตรที่
ท้าปฏิกิริยา 1 มิลลิลิตร 
1.3    หาปริมาณพาราไนโตรฟีนอลที่ถูกปลดปล่อยมาเมื่อใช้เอนไซม์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยเอา
ปริมาตรเอนไซม์ 1 มิลลิลิตรหารด้วยปริมาตรเอนไซม์ท่ีใช้จริงในปฏิกริยา คือ  1 มิลลิลิตร /0.25 
มิลลิลิตร จากนั้นน้าไปคูณกับค่าปริมาณพาราไนโตรฟีนอล ในข้อ 2 
1.4    หาปริมาณพาราไนโตรฟีนอลที่ถูกปลดปล่อยออกมาใน 1 นาที โดยน้าปริมาณพาราไนโตร
ฟีนอลเมื่อใช้เอนไซม์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาหารด้วยเวลาที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยาจะได้หน่วยสุดท้าย
เป็น ไมโครโมล / 1 มิลลิลิตร/นาที หรือยูนิตต่อมิลลิลิตร 
  

      1 ยูนิตในการท้าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซม์ไลเพส คือ 1 ไมโครโมลของพาราไนโตรฟีนอล
ที่ถูกปล่อยออกมาจากการไฮโดรไลซิสพาราไนโตรฟีนอลลอเรตโดยใช้เอนไซม์ 1 มิลลิลิตร ภายใต้
อุณหภูมิที่ 45 องศาเซลเซียส 
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2. การค านวณปริมาณโปรตีน (total protein) 

จากกราฟมาตรฐานของBSA  
จะได้สมการเส้นตรง Y = ax + c 
Y คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร 
X คือ ปริมาณ BSA (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
A คือ ค่าความชันของสมการ 
2.1 จากการวัดปริมาณโปรตีน โดยการวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร ซึ่งคือค่า y ในสมการ 
สามารถหาปริมาณโปรตีนที่มีอยู่ในเอนไซม์ โดยน้าค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตรที่ได้จากการ
วัดแทนลงในสมการ และย้ายข้างสมการเพ่ือหาปริมาณโปรตีน (แกนX) จะได้ค่าปริมาณโปรตีนใน
หน่วย มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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นางสาว สุขุมาล กิตติวิสาร เกิดวันท่ี 3 กันยายน 2529 ท่ีกรุงเทพมหานคร ส าเร็จ
การศึกษาระดับปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ ในปีการศกึษา 2552 จากนัน้เข้าศกึษาระดบัปริญญาโท วิทยา
ศาสตรมหาบณัฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ ท่ีคณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ใน
ปีการศกึษา 2553 และส าเร็จการศกึษาในปีการศกึษา 2557 ได้เผยแพร่ผลงานวิจยับางส่วนใน
การประชุมวิชาการด้านเทคโนโลยีชีวภาพระดับนานาชาติ ในงาน The International 
Bioscience Conference and the 5th Joint International PSU-UNS Bioscience 
Conference 2014 (IBSC 2014) ท่ีโรงแรมภูเก็ตเกรซแลนด์ รีสอร์ท & สปา จงัหวดัภูเก็ต จดั
โดยมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ระหว่างวันท่ี 29 -30 กันยายน 2557 ในหัวข้อเร่ือง 
Screening of lipase-producing thermophilic bacteria from hot springs in northern 
Thailand 
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