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บทคัดยอ 

การแยกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสจากดินรอบๆ บอดักไขมันและน้ําเสีย
จากระบบบําบัดน้ําเสียของโรงงานผลิตปลากระปอง โดยใชอาหารพื้นฐาน (basal medium agar) ที่
ประกอบดวยน้ํามันปลาที่สกัดจากน้ํานึ่งปลาทูนา 1 เปอรเซ็นต และ rhodamine B 0.001 เปอรเซ็นต 
พบแบคทีเรียเจริญ 111 ไอโซเลท และ 80 ไอโซเลท สามารถเรืองแสงยูวี เมื่อนํามาเลี้ยงบนอาหาร
พื้นฐานที่มีไตรบิวไทริน 1 เปอรเซ็นต พบวามี 42 ไอโซเลทที่เกิดวงใสรอบโคโลนี โดยเชื้อ        

GT3 (19) มีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงที่สุด เมื่อนํามาเลี้ยงในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลา
ที่สกัดจากน้ํานึ่งปลาทูนา 1 เปอรเซ็นต พบวามีแบคทีเรีย 11 ไอโซเลท ที่มีคากิจกรรมในการยอย
สลายสูง โดยไอโซเลท EQ3 มีคากิจกรรมการยอยสลายสูงที่สุด คือ 1.5 ยูนิตตอมิลลิลิตร และเมื่อ
นํามาจําแนกสายพันธุดวย 16 S rDNA พบวามีความเหมือนกับ Burkholderia sp. 99 เปอรเซ็นต (bp/bp)
จึงใหชื่อวา Burkholderia sp. EQ3 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสจาก
Burkholderia sp. EQ3 พบวาสามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดดีในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาที่
สกัดจากน้ํานึ่งปลาทูนา 1 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน และทริปโตน 0.1 เปอรเซ็นต เปนแหลง
ไนโตรเจน เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง สามารถ
ผลิตเอนไซมได 1.77 ยูนิตตอมิลลิลิตร

การแยกเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผลิตโดย Burkholderia sp. EQ3 โดยการ
ตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต เอทิลแอลกอฮอล และอะซิโตน พบวาอะซิโตนสามารถตกตะกอน
เอนไซมไดกิจกรรมทั้งหมดสูงที่สุด 84.8 ยูนิต กิจกรรมจําเพาะ 4.7 ยูนิตตอมิลลิกรัม และมีความ
บริสุทธิ์ 9.4 เทา ซึ่งจากการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสอยางหยาบ พบวาเอนไซมมีสภาวะที่
เหมาะสมของปฏิกิริยาการยอยสลายที่พีเอช 6.0 และอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และมีความคงตัวที่     
พีเอชเปนดาง คือ 9.0-12.0 หลังจากการบมเปนเวลา 1 ชั่วโมง

เมื่อนําเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 ไปประยุกตใชในการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันโดยใชเฮกเซน ซึ่ง



(4)

ประกอบดวยกรดไขมัน คือ กรดไมริสติก 4.0 เปอรเซ็นต กรดปาลมิติก 47 เปอรเซ็นต กรดสเตียริก 
10 เปอรเซ็นต กรดโอลิอิก 24 เปอรเซ็นต และกรดลิโนลินิก 9.5 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบกับการใช
เอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา 5 ชนิด คือ Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM, Novozyme 435, 
Lipase PS และ Lipase AK เรงปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นที่มีสารตั้งตน คือ ไขมันที่สกัดจากกอน
ไขมันในบอดักไขมัน 115.3 มิลลิกรัม (น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย= 839.12 กรัม/โมล) ละลายในเฮกเซน 
1 มิลลิลิตร ซีทิลแอลกอฮอล 100 มิลลิกรัม และเอนไซมตรึงรูป 1 ยูนิต บมที่ 45 องศาเซลเซียส เขยา
ที่ 300 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM และ
Novozyme 435 สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได 92.25, 19.72 และ 90.93 เปอรเซ็นต ตามลําดับ
การศึกษาปจจัยตางๆ ที่สงผลตอปฏิกิริยาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใช Novozyme 435 พบวา
สภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร คือ ปริมาณเอนไซม 1 ยูนิต อัตราสวนโมลของ
ไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันกับซีทิลแอลกอฮอลเทากับ 1:2 มีเฮกเซนเปนตัวทํา
ละลายอินทรีย และทําปฏิกิริยาโดยใชความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
สังเคราะหแวกซเอสเทอรได 90.59 เปอรเซ็นต ที่ 3 ชั่วโมง สวนสภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะห
แวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 ที่ผานการตกตะกอน
ดวยอะซิโตน พบวาการใชปริมาณเอนไซม 40 ยูนิต ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราสวนระหวาง
ไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันกับซีทิลแอลกอฮอลเทากับ 1:2 ละลายในไอโซออกเทน 1 
มิลลิลิตร เขยาที่ 200 รอบตอนาที สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดสูงสุด 95.07 เปอรเซ็นต ที่เวลา 
6 ชั่วโมง 
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ABSTRACT

The isolation of lipase producing bacteria from soil samples around grease trap
pond and wastewater samples from wastewater treatment system of canned fish factory was done 
on basal medium (agar) containing 1% extracted fish oil (from tuna pre-cooking condensate) and 
0.001% rhodamine B. One hundred and eleven bacterial isolates were grown in this medium but
only 80 isolates showed fluorescent under UV light. These 80 bacterial isolates were screened for
lipase activity on basal medium (agar) containing 1% tributyrin. 42 isolates showed clear zone 
around colony while the isolates GT3 (19) showed highest index of tributyrin hydrolysis. Only 11
isolates showed high activities and the isolate EQ3 had the highest hydrolysis activity (1.5 U/ml) 
in basal medium (broth) containing 1% of extracted fish oil. The identification of the isolate EQ3 
by 16S rDNA showed 99% identity (bp/bp) with Burkholderia sp. and was designated as
Burkholderia sp. EQ3. The optimum conditions for lipase production by Burkholderia sp. EQ3 
were 1% extracted fish oil as a carbon source, 0.1% tryptone as a nitrogen source, at 37 °C with
200 rpm for 12 h with 1.77 U/ml of lipase activity. 

The crude lipase was separated from the culture broth of Burkholderia sp. EQ3 
by precipitate with ammonium sulfate, ethyl alcohol and acetone. Acetone precipitation provided 
highest total lipase activity (84.8 U, 4.7 U/mg of specificity and 9.4 purification folds). The crude 
lipase showed maximum activity at pH 6.0 and 25°C and was stable at pH range 9.0-12.0 after 1 h 
of incubation.

The crude lipase from Burkholderia sp. EQ3 was used in wax esters synthesis 
with the fat from fat cake in grease trap extracted with hexane. This fat was composted of myristic 
acid (4.0%), palmitic acid (47%), stearic acid (10%), oleic acid (24%) and linoleic acid (9.5%) in 
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comparison with the 5 commercial immobilized lipases (Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM, 
Novozyme 435, Lipase PS and Lipase AK). The reaction was carried out by mixing 115.3 mg of 
fish fat (average MW= 839.12 g/mol) in 1 ml of hexane, 100 mg cetyl alcohol and immobilized 
lipases 1 U at 45°C and 300 rpm for 24 h. The Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM and 
Novozyme 435 could synthesize wax esters 92.25, 19.72 and 90.93%, respectively. The synthesis 
of wax esters from fish fat by Novozyme 435 was optimized. The optimum conditions were 
enzyme 1 U, molar ratio of fat from extracted fat cake in grease trap to cetyl alcohol 1:2 in hexane 
at 37°C and 200 rpm. The yield of wax esters at optimum conditions was 90.59% at 3 h. On the 
other hand the optimum conditions for wax esters synthesis by crude lipase from Burkholderia sp. 
EQ3 were crude lipase 40 U, molar ratio of fat from extracted fat cake to cetyl alcohol 1:2 in 
isooctane at 30°C and 200 rpm and the yield of wax esters was 95.07% at 6 h.
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เสียที่ปนเปอนไขมัน และตัวอยางกอนไขมันบริเวณบอดักไขมัน ที่ทําใหวิทยานิพนธฉบับนี้ได
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ขอกราบขอบพระคุณ คุณพอ คุณแม และครอบครัว ดวยความเคารพยิ่ง ที่ใหโอกาส
ขอคิดดีๆ กําลังใจและดานการเงินในการศึกษามาโดยตลอด ขอขอบคุณเพื่อน ๆ พี่ ๆ นอง ๆ สมาชิก
หองแล็ปเอนไซมและเจาหนาที่ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพทุกทานสําหรับความชวยเหลือ กําลังใจ 
และความอบอุนในการทําวิจัยในหองปฏิบัติการ ตลอดจนทุก ๆ ทานที่ไมไดกลาวนาม ณ ที่นี้ดวย ที่
มีสวนชวยใหวิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงไปไดดวยดี
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บทที่ 1

 บทนํา

บทนําตนเรื่อง

�£�µ�‡�Ä�˜�o�…�°�Š�ž�¦�³�Á�š�«�Å�š�¥�¤�¸�£�¼�¤�·�ž�¦�³�Á�š�«�˜�·�—�š�³�Á�¨�‹�¹�Š�¤�¸�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�Â�ž�¦�¦�¼�ž�°�µ�®�µ�¦�š�³�Á�¨
�•�¦�¦�‹�»�„�¦�³�ž�l�°�Š�­�n�Š�°�°�„�Ä�œ�Â�™�•�œ�¸�Ê�Á�ž�}�œ�‹�Î�µ�œ�ª�œ�¤�µ�„�Ã�—�¥�Á�Œ�¡�µ�³�°�µ�®�µ�¦�š�³�Á�¨�ž�¦�³�Á�£�š�ž�¨�µ���Ž�¹�É�Š�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦
�Ÿ�¨�·�˜�‹�³�¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�‡�ª�µ�¤�¦�o�°�œ�Ä�œ�¦�¼�ž�…�°�Š�Å�°�œ�Ê�Î�µ�°�¥�¼�n�®�¨�µ�¥�…�´�Ê�œ�˜�°�œ�Â�¨�³�Á�„�·�—�Á�ž�}�œ�…�°�Š�Á�­�¸�¥�Á�®�¨�º�°�š�·�Ê�Š�š�´�Ê�Š�…�°�Š�Â�…�È�Š
�Â�¨�³�…�°�Š�Á�®�¨�ª�Á�ž�}�œ�‹�Î�µ�œ�ª�œ�¤�µ�„���Ž�¹�É�Š�…�°�Š�Á�­�¸�¥�š�¸�É�Á�ž�}�œ�…�°�Š�Á�®�¨�ª�‹�³�™�¼�„�œ�Î�µ�Å�ž�¦�ª�¤�„�´�œ�š�¸�É�•�n�°�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�Á�¡�º�É�°�š�Î�µ
�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�„�n�°�œ�š�¸�É�‹�³�¤�¸�„�µ�¦�ž�¨�n�°�¥�¨�Š�­�¼�n�Â�®�¨�n�Š�œ�Ê�Î�µ�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���Å�…�¤�´�œ�•�´�Ê�œ�•�µ�Š�Ç���š�¸�É�¨�°�¥�°�¥�¼�n�•�œ�Ÿ�·�ª�œ�Ê�Î�µ�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�„�·�—
�„�µ�¦�­�³�­�¤�…�°�Š�•�´�Ê�œ�Å�…�¤�´�œ�®�œ�µ�…�¹�Ê�œ���Ž�¹�É�Š�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�„�·�—�ž�{�•�®�µ�­�·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤�Â�¨�³�£�µ�¦�³�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�…�°�Š
�®�œ�n�ª�¥�Š�µ�œ�Á�ž�}�œ�°�¥�n�µ�Š�¤�µ�„���®�µ�„�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�ª�´�­�—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°�­�n�ª�œ�œ�¸�Ê�¤�µ�Ä�•�o�„�È�‹�³�Á�ž�}�œ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�«�´�„�¥�£�µ�¡�„�µ�¦�Ä�•�o
�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�‹�µ�„�š�¦�´�¡�¥�µ�„�¦�Â�¨�³�¨�—�£�µ�¦�³�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�Ä�®�o�Â�„�n�Ã�¦�Š�Š�µ�œ���Á�•�n�œ���„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�…�¤�´�œ�Å�ž�š�Î�µ�­�•�¼�n���Å�•
�Ã�°�—�¸�Á�Ž�¨���Á�š�¸�¥�œ�Å�…���Â�¨�³�„�µ�¦�š�Î�µ�Â�ª�„�Ž�r���Á�ž�}�œ�˜�o�œ

�Â�ª�„�Ž�r�®�¦�º�°�Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�Á�ž�}�œ�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�­�µ�¥�¥�µ�ª�„�´�•�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�…�°�Š
�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�­�µ�¥�¥�µ�ª���Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�­�µ�¤�µ�¦�™�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Á�ž�}�œ�­�n�ª�œ�Ÿ�­�¤�­�Î�µ�‡�´�•�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜
�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�…�°�Š�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�˜�n�µ�Š�Ç���Ä�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�Á�‡�¦�º�É�°�Š�­�Î�µ�°�µ�Š�Ä�•�o�Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�Á�ž�}�œ�­�µ�¦�®�¨�n�°�¨�º�É�œ��
�Ä�®�o�‡�ª�µ�¤�•�»�n�¤�•�º�É�œ��(Peter and Robert, 2001)���Ä�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�¥�µ���Ä�•�o�Á�ž�}�œ�­�µ�¦�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�„�·�—�¢�°�Š�Á�¡�º�É�°
�•�n�ª�¥�Ä�œ�„�µ�¦�ž�¨�—�ž�¨�n�°�¥�­�µ�¦�Ä�œ�¥�µ�Á�¤�È�— (Savolainen et al., 2003)���Â�¨�³�Â�ª�„�Ž�r�¥�´�Š�­�µ�¤�µ�¦�™�Ä�•�o�Á�ž�}�œ�­�µ�¦�®�¨�n�°
�¨�º�É�œ���Ä�œ�Š�µ�œ�ž�{�•�œ�…�¹�Ê�œ�¦�¼�ž �Â�¨�³�­�µ�¦�Ä�®�o�‡�ª�µ�¤�Á�Š�µ�ª�µ�ª (Chen and Wang, 1997) �Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�˜�µ�¤�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·��
�¡�•�Ä�œ�¡�º�•�Â�¨�³�­�´�˜�ª�r���Â�˜�n�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�o�°�¥���„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�­�µ�¤�µ�¦�™�š�Î�µ�Å�—�o�Ã�—�¥�Ä�•�o�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�š�µ�Š
�Á�‡�¤�¸�Â�˜�n�­�n�Š�Ÿ�¨�Á�­�¸�¥�˜�n�°�­�·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤���ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�¦�»�œ�Â�¦�Š���°�µ�‹�Å�—�o�­�µ�¦�˜�´�ª�„�¨�µ�Š�š�¸�É�Á�ž�}�œ�¡�·�¬�Â�¨�³�„�Î�µ�‹�´�—�¥�µ�„���—�´�Š�œ�´�Ê�œ
�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Á�ž�}�œ�š�µ�Š�Á�¨�º�°�„�š�¸�É�œ�n�µ�­�œ�Ä�‹���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Á�ž�}�œ�¤�·�˜�¦�˜�n�°�­�·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤�Â�¨�³
�ž�¨�°�—�£�´�¥�˜�n�°�Ÿ�¼�o�ž�’�·�•�´�˜�·�„�µ�¦

�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­����lipase �®�¦�º�°��Triglycerol��acylhydrolase; EC 3.1.1.3�����Á�ž�}�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É
�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�¡�´�œ�›�³�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�� ��ester bond���� �…�°�Š��tri-, di- �®�¦�º�°��monoglycerides �Ä�®�o�Á�ž�}�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Â�¨�³
�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�œ�¸�Ê�¡�•�Å�—�o�š�´�É�ª�Å�ž�Ä�œ�­�´�˜�ª�r���¡�º�•���Â�¨�³�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r���Ž�¹�É�Š�¦�ª�¤�š�´�Ê�Š�¦�µ���¥�¸�­�˜�r���Â�¨�³�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥����Rapp 
and Backhaus, 1992; Jaeger et  al., 1994���� �„�¨�Å�„�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�œ�¸�Ê�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�‹�µ�„�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É
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�¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ�š�´�É�ª�Å�ž�� �‡�º�°�� �‹�³�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�š�¸�É�•�¦�·�Á�ª�–�¦�°�¥�˜�n�°�¦�³�®�ª�n�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�� �š�´�Ê�Š�œ�¸�Ê�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�­�´�•�­�Á�˜�¦�š��
�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�œ�¸�Ê�Á�ž�}�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�Ž�¹�É�Š�Å�¤�n�•�°�•�œ�Ê�Î�µ�Â�˜�n�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�°�¥�¼�n�Ä�œ�­�£�µ�ª�³�š�¸�É�¤�¸�œ�Ê�Î�µ��(Jaeger et  al., 1994)

�Â�¤�o�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�³�¤�¸�­�¤�•�´�˜�·�š�´�É�ª�Å�ž�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�¡�º�Ê�œ�“�µ�œ�Á�—�¸�¥�ª�„�´�œ�—�´�Š�„�¨�n�µ�ª
�…�o�µ�Š�˜�o�œ���Â�˜�n�Ÿ�¨�‹�µ�„�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�Å�¨�Á�ž�­�Ž�¹�É�Š�Â�¥�„�‹�µ�„�Â�®�¨�n�Š�˜�n�µ�Š�Ç���„�´�œ�Ä�œ�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�‹�µ�„�Â�˜�n�¨�³
�Â�®�¨�n�Š�‹�³�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�„�µ�¦�Á�„�·�—�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ���°�µ�š�·�Á�•�n�œ���¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�š�¸�É�˜�´�—�¡�´�œ�›�³�Á�°�­�Á�š�°�¦�r��
�•�œ�·�—�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ���¦�¼�ž�Â�•�•�„�µ�¦�‹�´�—�Á�¦�¸�¥�Š�˜�´�ª�Ä�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�­�´�•�­�Á�˜�¦�š���­�£�µ�ª�³�„�¦�—-�—�n�µ�Š���®�¦�º�°�°�»�–�®�£�¼�¤�·
�š�¸�É�Á�„�¸�É�¥�ª�…�o�°�Š�Ä�œ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ���Á�ž�}�œ�˜�o�œ����Yamane, 1987; Sonnet, 1988; Malcata et al., 1992�� �Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Å�¨
�Á�ž�­�š�¸�É�Â�¥�„�‹�µ�„�­�·�É�Š�¤�¸�•�¸�ª�·�˜�Â�˜�n�¨�³�•�œ�·�—�°�¥�n�µ�Š�Á�•�n�œ�¡�º�•�Â�¨�³�­�´�˜�ª�r�¤�µ�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�¤�¸�…�¸�—�‹�Î�µ�„�´�—�°�¥�¼�n�¤�µ�„���Ž�¹�É�Š
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¤�¸�…�o�°�Å�—�o�Á�ž�¦�¸�¥�•�®�¨�µ�¥�—�o�µ�œ���‡�º�°���¤�¸�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�­�¼�Š�„�ª�n�µ���­�µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�ž�¦�·�¤�µ�–�¤�µ�„�„�ª�n�µ�Á�¡�¦�µ�³�Á�•�º�Ê�°�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Á�‹�¦�·�•�Å�—�o�°�¥�n�µ�Š�¦�ª�—�Á�¦�È�ª���‡�ª�•�‡�»�¤�Š�n�µ�¥�Â�¨�³�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¤�¸
�‡�»�–�£�µ�¡�­�¤�É�Î�µ�Á�­�¤�°���Â�¨�³�ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�‡�o�œ�®�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Ä�®�¤�n�Ç���Á�¡�º�É�°�Ä�®�o�Á�®�¤�µ�³�„�´�•�„�µ�¦�Ä�•�o�Š�µ�œ�Ä�œ
�—�o�µ�œ�˜�n�µ�Š�Ç���Á�¦�º�É�°�¥�¤�µ

�«�´�„�¥�£�µ�¡�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Ä�œ�š�µ�Š�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�¤�¸�¤�µ�„�� �Á�•�n�œ�� �Ä�•�o�Ä�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤��
�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Ÿ�Š�Ž�´�„�¢�°�„���°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�„�¦�³�—�µ�¬���°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ���„�µ�¦�ž�¦�´�•�Â�˜�n�Š�„�¨�·�É�œ�¦�­�Ä�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤
�°�µ�®�µ�¦�Â�¨�³�„�µ�¦�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Á�‡�¤�¸�£�´�–�”�r�•�œ�·�—�Ä�®�¤�n�� �Á�ž�}�œ�˜�o�œ�� ��Schmid, 1987; Yamane, 1987; Bjorkling et 
al., 1991; Bornscheuer, 1995) �Â�¨�³�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�š�µ�Š�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�Á�®�¨�n�µ�œ�¸�Ê�˜�o�°�Š�„�µ�¦�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¤�¸
�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·�Á�Œ�¡�µ�³�­�µ�¤�µ�¦�™�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�Á�¡�º�É�°�š�Î�µ�Ä�®�o�Å�—�o�Ÿ�¨�Ÿ�¨�·�˜�Á�¡�·�É�¤�…�¹�Ê�œ�� �Ž�¹�É�Š�­�µ�¤�µ�¦�™�¨�—�˜�o�œ�š�»�œ�š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦
�Ÿ�¨�·�˜�Å�—�o����Kristjansson and Stetter, 1992; Herbert, 1992,��

�—�´�Š�œ�´�Ê�œ�Š�µ�œ�ª�·�‹�´�¥�œ�¸�Ê�‹�¹�Š�¤�¸�ª�´�˜�™�»�ž�¦�³�­�Š�‡�r�š�¸�É�‹�³�Â�¥�„�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥�š�¸�É�­�µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­
�‹�µ�„�˜�´�ª�°�¥�n�µ�Š�—�·�œ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�š�¸�É�¤�¸�„�µ�¦�ž�œ�Á�ž�g�•�°�œ�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�Ä�œ�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ�„�¦�³�ž�l�°�Š�Á�¡�º�É�°�«�¹�„�¬�µ�­�£�µ�ª�³�š�¸�É
�Á�®�¤�µ�³�­�¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Â�¨�³�Á�ž�¦�¸�¥�•�Á�š�¸�¥�•�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�˜�¦�¹�Š�¦�¼�ž�š�µ�Š�„�µ�¦�‡�o�µ�Â�¨�³
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�°�¥�n�µ�Š�®�¥�µ�•�Å�ž�ž�¦�³�¥�»�„�˜�r�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�‹�µ�„�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�­�„�´�—�Å�—�o�‹�µ�„
�•�n�°�•�Î�µ�•�´�—���š�´�Ê�Š�œ�¸�Ê�Á�¡�º�É�°�„�µ�¦�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�…�°�Š�ª�´�­�—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°�Á�ž�}�œ�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�Á�¡�·�É�¤�¤�¼�¨�‡�n�µ�Ä�œ�°�œ�µ�‡�˜
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การตรวจเอกสาร 

1. วัสดุเศษเหลือของโรงงานปลาทูนาบรรจุกระปอง

�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�„�¦�³�ž�l�°�Š���¤�¸�…�´�Ê�œ�˜�°�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�¨�³�ª�´�­�—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°�—�´�Š�Â�­�—�Š
�Ä�œ��Figure��1���Ž�¹�É�Š�…�´�Ê�œ�˜�°�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�•�¦�¦�‹�»�„�¦�³�ž�l�°�Š�‹�³�¤�¸�ª�´�­�—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥���œ�Ê�Î�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ�š�¼
�œ�n�µ���Á�«�¬�„�¦�³�—�¼�„���®�´�ª���Â�¨�³�Á�‡�¦�º�É�°�Š�Ä�œ���Á�ž�}�œ�˜�o�œ���š�¸�É�­�µ�¤�µ�¦�™�œ�Î�µ�¤�µ�—�´�—�Â�ž�¨�Š�Á�¡�º�É�°�Á�¡�·�É�¤�¤�¼�¨�‡�n�µ�Ä�®�o�Â�„�n�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r
�Ä�®�¤�n���„�n�°�Ä�®�o�Á�„�·�—�„�µ�¦�Ä�•�o�š�¦�´�¡�¥�µ�„�¦�­�´�˜�ª�r�œ�Ê�Î�µ�°�¥�n�µ�Š�‡�»�o�¤�‡�n�µ

Prasertsan �Â�¨�³�‡�–�³����1988�����š�Î�µ�„�µ�¦�­�Î�µ�¦�ª�‹�ž�¦�·�¤�µ�–�ª�´�­�—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°�‹�µ�„�Ã�¦�Š�Š�µ�œ
�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�°�µ�®�µ�¦�š�³�Á�¨�Ä�œ�‹�´�Š�®�ª�´�—�­�Š�…�¨�µ���¡�•�ª�n�µ�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�ª�´�˜�™�»�—�·�•�­�¼�Š�™�¹�Š��135 �˜�´�œ�˜�n�°�ª�´�œ���Â�¨�³
�Ä�®�o�Ÿ�¨�Ÿ�¨�·�˜�¦�o�°�¥�¨�³��35 �…�°�Š�ž�¦�·�¤�µ�–�ª�´�˜�™�»�—�·�•�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ���­�n�ª�œ�š�¸�É�Á�®�¨�º�°�Á�ž�}�œ�ª�´�­�—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°�š�¸�É�Á�ž�}�œ�…�°�Š�Â�…�È�Š�¤�¸
�ž�¦�³�¤�µ�–�¦�o�°�¥�¨�³��25-30 �…�°�Š�ª�´�˜�™�»�—�·�•�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ���Å�—�o�Â�„�n���Á�«�¬�„�¦�³�—�¼�„���®�´�ª���Á�‡�¦�º�É�°�Š�Ä�œ���Â�¨�³�®�œ�´�Š�ž�¨�µ���Ž�¹�É�Š�­�µ�¤�µ�¦�™
�­�n�Š�…�µ�¥�Ä�®�o�Â�„�n�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�ž�¨�µ�ž�i�œ���Á�¡�º�É�°�š�Î�µ�Á�ž�}�œ�°�µ�®�µ�¦�­�´�˜�ª�r�Ã�—�¥�˜�¦�Š���°�¸�„�­�n�ª�œ�®�œ�¹�É�Š���‡�º�°���ª�´�­�—�»�Á�«�¬�Á�®�¨�º�°�š�¸�É�Á�ž�}�œ
�…�°�Š�Á�®�¨�ª�¤�¸�ž�¦�³�¤�µ�–�¦�o�°�¥�¨�³��30-35 �…�°�Š�ª�´�˜�™�»�—�·�•���Å�—�o�Â�„�n���Á�¨�º�°�—�ž�¨�µ���Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ���Ž�¹�É�Š�¥�´�Š�Å�¤�n�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦
�œ�Î�µ�¤�µ�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r���Â�¨�³�ž�¨�n�°�¥�¨�Š�­�¼�n�¦�³�•�•�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�����°�¦�´�•���®�´�œ�¡�Š�«�r�„�·�˜�˜�·�„�¼�¨���Â�¨�³�‡�–�³��������������

2. ไขมันและน้ํามัน 

�Å�…�¤�´�œ�Á�ž�}�œ�•�º�É�°�­�µ�¤�´�•�š�¸�É�Á�¦�¸�¥�„�­�µ�¦�ž�¦�³�„�°�•�š�¸�É�Á�ž�}�œ�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� �­�µ�¦�ž�¦�³�„�°�•�¢�°�­�Ã�¢
�¨�·�ž�d�—�� �Â�¨�³�­�Á�˜�°�¦�°�¨�� �ž�¦�³�¤�µ�–�� ����% �…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�•�¦�·�Ã�£�‡�Ä�œ�°�µ�®�µ�¦�Á�ž�}�œ�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� �™�¹�Š�Â�¤�o�ª�n�µ�„�¦�—
�Å�…�¤�´�œ�‹�³�Å�¤�n�°�¥�¼�n�Ä�œ�¦�¼�ž�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�·�­�¦�³���Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���¢�°�­�Ã�¢�¨�·�ž�d�—���Å�„�¨�Ã�‡�¨�·�ž�d�—
�®�¦�º�°�­�Á�˜�°�¦�r�¦�°�¨�� �°�œ�»�¡�´�œ�›�r�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�‹�³�™�¼�„�‹�Î�µ�Â�œ�„�˜�µ�¤�¦�³�—�´�•�‡�ª�µ�¤�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�� �Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�š�¸�É�Á�ž�}�œ
�…�°�Š�Â�…�È�Š�®�¤�µ�¥�™�¹�Š�Å�…�¤�´�œ�� �…�–�³�š�¸�É�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�…�°�Š�Á�®�¨�ª�®�¤�µ�¥�™�¹�Š�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�� �š�´�Ê�Š�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�¸�‡�n�µ
�¡�¨�´�Š�Š�µ�œ�Á�š�n�µ�„�´�œ�� �œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�š�¸�É�°�·�É�¤�˜�´�ª�¤�¸�‡�n�µ�¡�¨�´�Š�Š�µ�œ�¤�µ�„�„�ª�n�µ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�š�¸�É�¤�¸�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�� �Ä�œ�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r
�­�µ�¤�µ�¦�™�‹�Î�µ�Â�œ�„�Å�—�o�˜�µ�¤�‡�ª�µ�¤�°�·�É�¤�˜�´�ª�Ž�¹�É�Š�¤�¸�š�´�Ê�Š�Å�…�¤�´�œ�°�·�É�¤�˜�´�ª�� �Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�®�œ�¹�É�Š�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�� �Â�¨�³�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n
�°�·�É�¤�˜�´�ª�®�¨�µ�¥�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�����ž�d�Ã�¥�¦�­���®�Š�¬�µ�•�µ�˜�·��������������

�‡�»�–�¨�´�„�¬�–�³�…�°�Š�œ�Î�Ê�µ�Á�­�¸�¥�Ä�œ�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�ž�¨�µ�„�¦�³�ž�l�°�Š�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•�ª�´�˜�™�»�—�·�• �‡�º�°
�¡�´�œ�›�»�r�ž�¨�µ�š�¸�É�Ä�•�o�˜�¨�°�—�‹�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ  �­�Î�µ�®�¦�´�•�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�ž�¨�µ�„�¦�³�ž�l�°�Š�Ä�œ
�ž�¦�³�Á�š�«�Å�š�¥  �­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�‹�³�Á�ž�}�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�„�¦�³�ž�l�°�Š  �Ž�¹�É�Š�¤�¸�­�µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�ž�¦�·�¤�µ�–�­�¼�Š�‹�µ�„
�…�°�Š�Á�®�¨�ª�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�„�µ�¦�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ �°�¥�n�µ�Š�Å�¦�„�È�—�¸�™�o�µ�¤�¸�„�µ�¦�Â�¥�„�œ�Ê�Î�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ���Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�š�¸�É�Ä�•�o�Á�ž�}�œ�˜�´�ª�™�n�µ�¥�Á�š�‡�ª�µ�¤�¦�o�°�œ
�°�°�„�‹�µ�„�œ�Î�Ê�µ�Á�­�¸�¥�¦�ª�¤�Â�¨�o�ª�‹�³�¡�•�ª�n�µ�¨�´�„�¬�–�³�…�°�Š�œ�Î�Ê�µ�Á�­�¸�¥�‹�µ�„�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�‹�³�¤�¸�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ
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�¨�—�¨�Š���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ�¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�­�¼�Š�¤�µ�„���—�´�Š�…�o�°�¤�¼�¨�Ä�œ��Table 1 �Â�­�—�Š
�¨�´�„�¬�–�³�œ�Î�Ê�µ�Á�­�¸�¥�‹�µ�„�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�Á�¤�º�É�°�Â�¥�„�œ�Ê�Î�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ�Â�¨�³�Å�¤�n�Â�¥�„�œ�Î�Ê�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ  

�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�Â�ž�¦�¦�¼�ž�°�µ�®�µ�¦�š�³�Á�¨�ž�¦�³�Á�£�š�ž�¨�µ�‹�³�¤�¸�„�µ�¦�­�³�­�¤�…�°�Š�­�µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r
�ž�¦�·�¤�µ�–�­�¼�Š�Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�¡�ª�„�Á�«�¬�Á�œ�º�Ê�°�ž�¨�µ���Å�…�¤�´�œ���œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ���Á�ž�}�œ�˜�o�œ���š�Î�µ�Ä�®�o�¤�¸�‡�n�µ�•�¸�Ã�°�—�¸�Â�¨�³�Ž�¸�Ã�°�—�¸�­�¼�Š���Ã�—�¥�Å�…�¤�´�œ
�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�‹�³�™�¼�„�—�´�„�Å�ª�o�š�¸�É�•�n�°�—�´�„�Å�…�¤�´�œ���Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�•�n�°�Â�¦�„�…�°�Š�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�‹�³�Å�®�¨�¨�Š�­�¼�n�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦
�•�Î�µ�•�´�—���ž�¦�·�¤�µ�–�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�™�¼�„�—�´�„�Å�—�o�£�µ�¥�Ä�œ�•�n�°�—�´�„�Å�…�¤�´�œ�¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�¤�µ�„�‹�œ�®�œ�µ��1���¢�»�˜���—�o�µ�œ�¨�n�µ�Š�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ
�‹�³�Á�ž�}�œ�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥���Ž�¹�É�Š�¤�¸�¨�´�„�¬�–�³�Á�•�n�œ�Á�—�¸�¥�ª�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�š�´�É�ª�Å�ž���‡�º�°���¤�¸�­�¸�—�Î�µ�‡�¨�Ê�Î�µ���¤�¸�„�o�°�œ�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�…�œ�µ�—�Á�¨�È�„�ž�œ�°�¥�¼�n��
�„�¨�·�É�œ�Á�®�¤�È�œ���²�¨�²���Â�¨�³�¥�´�Š�¤�¸�­�µ�¦�‹�Î�µ�¡�ª�„�Á�„�¨�º�°�°�¸�„�—�o�ª�¥

�¨�´�„�¬�–�³�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�‹�µ�„�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�ž�¨�µ�„�¦�³�ž�l�°�Š�Ã�—�¥�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�‹�³�¤�¸�‡�n�µ�¡�¸�Á�°�•
�…�°�Š�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�‡�n�°�œ�…�o�µ�Š�Á�ž�}�œ�„�¨�µ�Š�°�¥�¼�n�š�¸�É��5.8-6.3���˜�µ�¤�…�o�°�¤�¼�¨�„�µ�¦�­�Î�µ�¦�ª�‹�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�…�°�Š�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�ž�¨�µ
�„�¦�³�ž�l�°�Š (Table 2)  �‹�³�Á�®�È�œ�Å�—�o�ª�n�µ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ�‹�³�¤�¸�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�š�¸�É�¤�¸�‡�n�µ��BOD �Â�¨�³�‡�n�µ��COD �­�¼�Š�„�ª�n�µ
�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�°�º�É�œ�Ç���Ž�¹�É�Š�®�¤�µ�¥�‡�ª�µ�¤�ª�n�µ�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�¤�¸�­�µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�°�¥�¼�n�ž�¦�·�¤�µ�–�¤�µ�„���Ã�—�¥�‡�n�µ��BOD �‹�³�•�n�Š�•�°�„�™�¹�Š
�ž�¦�·�¤�µ�–�­�µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�­�µ�¤�µ�¦�™�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�—�o�š�µ�Š�•�¸�ª�£�µ�¡���Ž�¹�É�Š�­�µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�°�¥�¼�n�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�‹�µ�„�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�ž�¨�µ
�„�¦�³�ž�l�°�Š�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�‹�³�Á�ž�}�œ�ª�´�˜�™�»�—�·�•�š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜���°�¸�„�š�´�Ê�Š�‡�n�µ�ž�¦�·�¤�µ�–�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¥�´�Š�°�¥�¼�n�Ä�œ
�ž�¦�·�¤�µ�–�š�¸�É�­�¼�Š�„�ª�n�µ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�°�º�É�œ�Ç���°�¸�„�—�o�ª�¥���Ž�¹�É�Š�œ�Ê�Î�µ�š�·�Ê�Š�‹�µ�„�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�š�´�Ê�Š�®�¤�—�‹�³�Å�®�¨�¦�ª�¤
�„�´�œ�¨�Š�­�¼�n�•�n�°�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�•�n�°�Â�¦�„�„�È�‡�º�°�•�n�°�—�´�„�Å�…�¤�´�œ���š�Î�µ�Ä�®�o�¤�¸�„�µ�¦�„�Î�µ�‹�´�—�Å�…�¤�´�œ�°�°�„�Å�ž�Å�—�o�•�o�µ�Š���Â�˜�n�™�o�µ�®�µ�„
�Á�„�·�—�„�µ�¦�­�³�­�¤�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ�œ�µ�œ�‹�³�š�Î�µ�Ä�®�o�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�š�¸�É�¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�¤�µ�„�­�n�Š�Ÿ�¨�„�¦�³�š�•
�Ã�—�¥�˜�¦�Š�š�µ�Š�„�µ�¥�£�µ�¡ �Á�•�n�œ �„�µ�¦�•�—�•�´�Š�Â�­�Š �…�ª�µ�Š�„�´�Ê�œ�„�µ�¦�Á�˜�·�¤�°�µ�„�µ�«���°�¸�„�š�´�Ê�Š�„�µ�¦�š�¸�É�¤�¸�‡�n�µ��Total Kjeldahl 
Nitrogen (TKN) �®�¦�º�°�ž�¦�·�¤�µ�–�­�µ�¦�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ�š�¸�É�­�¼�Š�°�µ�‹�š�Î�µ�Ä�®�o�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�…�µ�—�°�°�„�Ž�·�Á�‹�œ�Â�¨�³�¥�µ�„�Â�„�n
�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—���Á�ž�}�œ�­�·�É�Š�š�¸�É�œ�n�µ�­�œ�Ä�‹�Ä�œ�„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�…�¤�´�œ�„�¨�´�•�¤�µ�Â�ž�¦�¦�¼�ž�®�¦�º�°�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�˜�n�°�Å�—�o
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กระบวนการผลิต                       วัสดุเศษเหลือ
�ž�¨�µ�Â�•�n�Â�…�È�Š (Frozen fish)

�„�µ�¦�š�Î�µ�Ä�®�o�ž�¨�µ�°�n�°�œ�˜�´�ª (Thawing) �Á�¨�º�°�—�����Å�…�¤�´�œ�����Á�¤�º�°�„�����œ�Ê�Î�µ

�„�µ�¦�Á�˜�¦�¸�¥�¤�ª�´�˜�™�»�—�·�• (Butchuring) �Á�‡�¦�º�É�°�Š�Ä�œ�����Á�¨�º�°�—�����Á�¤�º�°�„�����Å�…�¤�´�œ�����œ�Ê�Î�µ

�„�µ�¦�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ (Pre-cooking) �œ�Ê�Î�µ�œ�¹�É�Š�ž�¨�µ

�„�µ�¦�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�¥�È�œ (Cooling) �œ�Ê�Î�µ�����œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ

�„�µ�¦�š�Î�µ�‡�ª�µ�¤�­�³�°�µ�— (Cleaning) �®�´�ª�ž�¨�µ�����„�¦�³�—�¼�„�����®�œ�´�Š�����Á�œ�º�Ê�°�—�Î�µ

�„�µ�¦�•�¦�¦�‹�» (Packing) �Á�«�¬�Á�œ�º�Ê�°

�„�µ�¦�Á�˜�·�¤�­�µ�¦�•�¦�¦�‹�» (Filling) �œ�Ê�Î�µ�����œ�Ê�Î�µ�Á�„�¨�º�°�����œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ

�„�µ�¦�ž�d�—� �µ��(Sealing) �°�µ�‹�¤�¸�Á�«�¬�Á�œ�º�Ê�°�®�¦�º�°�­�µ�¦�š�¸�É�Ä�•�o�•�¦�¦�‹�»

�„�µ�¦�¨�o�µ�Š�„�¦�³�ž�l�°�Š (Washing Cans) �œ�Ê�Î�µ�����œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ

�„�µ�¦�‰�n�µ�Á�•�º�Ê�° (Retorting) �œ�Ê�Î�µ

�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r (Finished Product)
Figure 1. Flow chart of tuna canning process and waste from process.
Source: �¡�¼�œ�­�»�…���ž�¦�³�Á�­�¦�·�“�­�¦�¦�¡�r��������������
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Table��������Characteristics of wastewater in tuna canning plant.

Tuna Pre-cooking water                wastewater
Parameters include exclude

BOD (mg/l)

TKN (mg/l)

TSS (mg/l)

F&G (mg/l)

7,313

890

2,233

5,523

5,196

564

971

5,318

�š�¸�É�¤�µ:���„�¦�¤�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤(�¡���«�� 2537)

Table 2. Characteristics of wastewater at different steps of canned tuna processing.

Processes
Parameters

Thawing Butchuring Pre-cooking Packing
pH

BOD (mg/l)
COD (mg/l)
F&G (mg/l)
TKN (mg/l)

5.6-7.4
200-1,800
400-3,200
100-5,100

20-250

5.1-6.6
1,000-5,300
2,400-7,200
1,000-9,400

90-600

5.1-6.3
23,000-52,000
41,000-74,000
4,000-56,000
4,800-8,200

5.8-6.3
1,753
2,573
6,504
290

�š�¸�É�¤�µ:���„�¦�¤�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤ (�¡���«�� 2537)
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3. กรดไขมัน (Fatty acid)

�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Á�ž�}�œ�„�¦�—�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�ž�¦�³�Á�£�š�®�œ�¹�É�Š�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�¤�¸�‹�Î�µ�œ�ª�œ�‡�µ�¦�r�•�°�œ��4-24 �°�³�˜�°�¤��
�ž�¨�µ�¥�…�o�µ�Š�®�œ�¹�É�Š�¤�¸�®�¤�¼�n�‡�µ�¦�r�•�°�„�Ž�·�¨�Â�¨�³�ž�¨�µ�¥�°�¸�„�…�o�µ�Š�¤�¸�¨�´�„�¬�–�³�Á�ž�}�œ�Ã�Ž�n�¥�µ�ª�…�°�Š�œ�°�œ�Ã�¡�¨�µ�¦�r�Å�±�Ã�—�¦��
�‡�µ�¦�r�•�°�œ���Ž�¹�É�Š�Å�±�Ã�—�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�Î�µ�Ä�®�o�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ���Ä�œ�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�¤�¸�‹�Î�µ�œ�ª�œ�‡�µ�¦�r�•�°�œ
�°�³�˜�°�¤�Á�ž�}�œ�Á�¨�…�‡�¼�n�Â�¨�³�Á�ž�}�œ�Ã�Ž�n�¥�µ�ª�°�·�É�¤�˜�´�ª�����Å�¤�n�¤�¸�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�����®�¦�º�°�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�����¤�¸�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�����®�¦�º�°�¤�¸�­�µ�¤�¡�´�œ�›�³��
��triple bond�����°�¥�¼�n��1 �˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�®�¦�º�°�¤�µ�„�„�ª�n�µ���„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Â�˜�n�¨�³�•�œ�·�—�¤�¸�‡�ª�µ�¤�¥�µ�ª�…�°�Š�Ã�Ž�n���‹�Î�µ�œ�ª�œ�Â�¨�³
�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�…�°�Š�¡�´�œ�›�³�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ���„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¡�•�Ä�œ�Á�Ž�¨�¨�r�¡�º�•�®�¦�º�°�­�´�˜�ª�r�‹�³�Å�¤�n�¡�•�Ä�œ�¦�¼�ž�°�·�­�¦�³��
�Â�˜�n�‹�³�°�¥�¼�n�¦�ª�¤�„�´�•�¨�·�ž�d�—�—�o�ª�¥�¡�´�œ�›�³�Ã�‡�ª�µ�Á�¨�œ�˜�r���Ž�¹�É�Š�™�¼�„�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�—�o�Ã�—�¥�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�®�¦�º�°�­�µ�¦�Á�‡�¤�¸

�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¡�•�Ä�œ�¡�º�•�Â�¨�³�­�´�˜�ª�r�•�´�Ê�œ�­�¼�Š�‹�³�¤�¸�‹�Î�µ�œ�ª�œ�‡�µ�¦�r�•�°�œ�°�³�˜�°�¤�Á�ž�}�œ�Á�¨�…�‡�¼�n�°�¥�¼�n
�¦�³�®�ª�n�µ�Š��14-22 �°�³�˜�°�¤���Ã�—�¥�Á�Œ�¡�µ�³��C16 �Â�¨�³��C18 �¡�•�¤�µ�„�š�¸�É�­�»�—���Â�¨�³�™�o�µ�®�µ�„�¤�¸�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�¤�µ�„�„�ª�n�µ��1 �‡�¼�n �„�È�‹�³
�Á�ž�}�œ�Â�•�•�œ�°�œ�‡�°�œ�‹�¼�Á�„�˜����-CH=CH-CH2-CH=CH-�����Ã�—�¥�¤�¸�‡�°�œ�¢�d�„�¼�Á�¦�•�´�É�œ�Â�•�•�Ž�¸�­���„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¤�¸�­�µ�¥
�Ã�Ž�n�¥�µ�ª�Ç����C16-C18�����¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ�Å�¤�n�Å�—�o���Â�˜�n�™�o�µ�Ä�œ�¦�¼�ž�Á�„�¨�º�°�­�µ�¤�µ�¦�™�­�¦�o�µ�Š�Å�¤�Á�Ž�¨�¨�r�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�Å�—�o���Â�¨�³�Å�¤�Á�Ž�¨�¨�r
�­�µ�¤�µ�¦�™�‡�Š�¦�¼�ž�°�¥�¼�n�Å�—�o�—�o�ª�¥�°�´�œ�˜�¦�„�·�¦�·�¥�µ�Â�•�•�Å�±�Ã�—�¦�Ã�¢�•�·�„�����°�µ�£�´�­�­�¦�µ���•�¤�·�—�š�r����2537��

4. เอซิลกลีเซอรอล

�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���®�¦�º�°���Å�…�¤�´�œ�Á�ž�}�œ�„�¨�µ�Š�Á�ž�}�œ�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�¦�³�®�ª�n�µ�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�„�´�•�„�¨�¸����������������
�Á�Ž�°�¦�°�¨���Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Â�¨�³�Á�ž�}�œ�­�n�ª�œ�ž�¦�³�„�°�•�­�Î�µ�‡�´�•�…�°�Š�Á�œ�º�Ê�°�Á�¥�º�É�°���¡�•�Å�—�o�š�´�É�ª�Å�ž�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¡�º�•�Â�¨�³
�Å�…�¤�´�œ�­�´�˜�ª�r���Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Â�•�n�Š�°�°�„�Á�ž�}�œ�Å�˜�¦�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨����triacylglycerol�����Å�—�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨��
��diacylglycerol�����Â�¨�³�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨����monoacylglycerol��

4.1 ไตรเอซิลกลีเซอรอลหรือไตรกลีเซอไรด
�Å�˜�¦�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�®�¦�º�°�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Á�ž�}�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�š�¸�É�¡�•�¤�µ�„�š�¸�É�­�»�—���Ž�¹�É�Š

�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¤�¸�¡�´�œ�›�³�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�„�´�•�®�¤�¼�n�Å�±�—�¦�°�„�Ž�·�¨�š�´�Ê�Š�­�µ�¤�®�¤�¼�n�…�°�Š�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���™�o�µ�Á�ž�}�œ�„�¦�—
�Å�…�¤�´�œ�•�œ�·�—�Á�—�¸�¥�ª�„�´�œ�Á�¦�¸�¥�„�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�›�¦�¦�¤�—�µ��(simple triacylglycerol) �Á�•�n�œ���Å�˜�¦�ž�µ�¨�r�¤�¤�·�Ã�˜�°�·�¨�„�¨�¸
�Á�Ž�°�¦�°�¨����triplamitoyl glycerol�����Â�˜�n�Ã�—�¥�š�´�É�ª�Å�ž�‹�³�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�˜�´�Ê�Š�Â�˜�n�­�°�Š�•�œ�·�—�…�¹�Ê�œ�Å�ž���Á�¦�¸�¥�„��
�ª�n�µ���Å�˜�¦�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Ÿ�­�¤����mixed triacylglycerol �����Á�•�n�œ����-�ž�µ�¨�r�¤�¤�·�Ã�˜�°�·�¨�Å�—�­�Á�˜�¸�¥�Ã�¦�°�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨��
����-��plamitoyl distearoyl glycerol�� (�°�µ�£�´�­�­�¦�µ���•�¤�·�—�š�r����2537)
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4.2 โมโนและไดเอซิลกลีเซอรอล
�Ã�¤�Ã�œ�Â�¨�³�Å�—�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�®�¦�º�°�Ã�¤�Ã�œ�Â�¨�³�Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Á�ž�}�œ�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�…�°�Š�„�¨�¸������������������

�Á�Ž�°�¦�°�¨�Â�¨�³�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Á�¡�¸�¥�Š�®�œ�¹�É�Š�®�¦�º�°�­�°�Š�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨���˜�µ�¤�¨�Î�µ�—�´�•���Â�¨�³�¤�¸�®�¤�¼�n�Å�±�—�¦�°�„�Ž�·�¨�°�·�­�¦�³�Á�®�¨�º�°�°�¥�¼�n���™�o�µ
�Á�ž�}�œ�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�‹�³�¤�¸�®�¤�¼�n�Å�±�—�¦�°�„�Ž�·�¨�°�·�­�¦�³�Á�®�¨�º�°�°�¥�¼�n�������®�¤�¼�n���Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�š�´�Ê�Š�­�°�Š�Å�¤�n�‡�n�°�¥
�¡�•�¤�µ�„�Ä�œ�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���Â�˜�n�‹�³�¡�•�Á�¤�º�É�°�Å�…�¤�´�œ�®�¦�º�°�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�Á�„�·�—�„�µ�¦�Å�±�Ã�—�¦�Å�¨�Ž�¸�­�š�¸�É�Å�¤�n�­�¤�•�¼�¦�–�r���Ã�—�¥�‹�³�¤�¸
�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�œ�„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�®�¦�º�°�—�´�—�Â�ž�¨�Š�Ã�‡�¦�Š�­�¦�o�µ�Š�Å�˜�¦�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�­�Î�µ�‡�´�•
�š�µ�Š�Á�«�¦�¬�“�„�·�‹���®�¦�º�°�œ�Î�µ�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Ä�•�o�Á�ž�}�œ�­�µ�¦�°�¸�¤�´�¨�Ž�·�¢�µ�¥�Á�°�°�¦�r�Ä�œ�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�°�µ�®�µ�¦���¥�µ���Â�¨�³
�Á�‡�¦�º�É�°�Š�­�Î�µ�°�µ�Š�•�œ�·�—�˜�n�µ�Š�Ç����Rosu et al., 1997��

5. การยอยสลายไขมันโดยจุลินทรีย

�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�Ã�—�¥�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Á�„�·�—�‹�µ�„�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•
�•�œ�·�—�…�°�Š�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Â�¨�³�­�£�µ�ª�³�Ä�œ�„�µ�¦�Á�„�·�—�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ���Ã�—�¥�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ
�Ã�—�¥�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�œ�´�Ê�œ���‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�‹�³�¤�¸�„�µ�¦�­�¦�o�µ�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Â�¨�³�®�¨�´�É�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�°�°�„�¤�µ
�£�µ�¥�œ�°�„�Á�Ž�¨�¨�r�Á�¡�º�É�°�Ä�®�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�´�•�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�°�¥�¼�n�£�µ�¥�œ�°�„�Á�Ž�¨�¨�r���Ž�¹�É�Š�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�®�¦�º�°
�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Ã�—�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�°�µ�‹�Á�„�·�—�…�¹�Ê�œ�°�¥�n�µ�Š�­�¤�•�¼�¦�–�r�®�¦�º�°�Å�¤�n�­�¤�•�¼�¦�–�r�„�È�Å�—�o���™�o�µ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�š�¸�É
�Å�¤�n�­�¤�•�¼�¦�–�r�‹�³�Å�—�o�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�š�¸�É�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�„�´�•�Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�®�¦�º�°�Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�„�È�Á�ž�}�œ�Å�—�o���Á�¤�º�É�°�Å�˜�¦
�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�™�¼�„�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�°�¥�n�µ�Š�­�¤�•�¼�¦�–�r�‹�³�Å�—�o�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�­�»�—�š�o�µ�¥���‡�º�°���„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�„�´�•�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ���Ä�œ�­�n�ª�œ
�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�Å�—�o�‹�³�Á�…�o�µ�­�¼�n�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�£�µ�¥�Ä�œ�Á�Ž�¨�¨�r�Ã�—�¥�Ÿ�n�µ�œ�ª�·�™�¸�Á�•�˜�o�µ-�°�°�„�Ž�·�Á�—�•�´�É�œ����beta-
oxidation�����‹�œ�„�¦�³�š�´�É�Š�Å�—�o�Á�ž�}�œ�°�³�Ž�·�š�·�¨�Ã�‡�Á�°����Acetyl-CoA�����—�´�Š�Â�­�—�Š�Ä�œ��Figure 2���Â�¨�³�Á�…�o�µ�­�¼�n�ª�´�’�‹�´�„�¦�Á�‡
�¦�•�­�r����Kreb’s cycle�����˜�n�°�Å�ž���­�n�ª�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�‹�³�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�‹�œ�„�¦�³�š�´�É�Š�Á�…�o�µ�­�¼�n�ª�·�™�¸�Å�„�¨�Ã�‡�Å�¨�Ž�¸�­�Å�—�o�Á�ž�}�œ�¢�°�­
�Ã�¢�°�¸�œ�°�¨�Å�¡�¦�¼�Á�ª�š����phosphoenol-pyruvate�����Â�¨�³�Á�…�o�µ�­�¼�n�ª�´�’�‹�´�„�¦�Á�‡�¦�•�­�r�˜�n�°�Å�ž����Rehm and��Reed, 1981��

�Á�¤�º�É�°�¡�·�‹�µ�¦�–�µ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�‹�³�Á�®�È�œ�Å�—�o�ª�n�µ���„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�‹�³
�Á�„�·�—�…�¹�Ê�œ�Å�—�o�°�¥�n�µ�Š�­�¤�•�¼�¦�–�r�„�È�˜�n�°�Á�¤�º�É�°�Ä�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�­�µ�¤�µ�¦�™�Á�„�·�—�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Å�—�o�������Â�•�•���‡�º�°���„�·�‹�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�¥�n�°�¥
�­�¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�Ã�—�¥�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Â�¨�³�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�ª�·�™�¸�Á�•�˜�o�µ-�°�°�„�Ž�·�Á�—�•�´�É�œ�Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥
�­�¨�µ�¥�˜�µ�¤�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���‹�µ�„�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�…�°�Š��Chigusa �Â�¨�³�‡�–�³�����������������¡�•�ª�n�µ�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�µ�Š�•�œ�·�—�°�µ�‹�¤�¸
�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·�Ä�œ�„�µ�¦�Á�„�·�—�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Å�—�o�—�¸�š�´�Ê�Š�­�°�Š�Â�•�•���‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�µ�Š�•�œ�·�—�„�È�¤�¸�Á�¡�¸�¥�Š�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·�°�¥�n�µ�Š�Ä�—�°�¥�n�µ�Š
�®�œ�¹�É�Š�­�¼�Š�Â�˜�n�°�¸�„�°�¥�n�µ�Š�®�œ�¹�É�Š�˜�É�Î�µ���Á�•�n�œ��Trichosporon capitatum, Candida viswanathii, Candida 
pseudolambica �‹�³�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�ª�·�™�¸�Á�•�˜�o�µ-�°�°�„�Ž�·�Á�—�•�´�É�œ�­�¼�Š���­�n�ª�œ��Hensenula anomla �Â�¨�³��Candida 
hellenica �¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�­�¼�Š��
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6. เอนไซมไลเปส

�Å�¨�Á�ž�­����EC 3.1.1.3: glycerol ester hydrolase�����Á�ž�}�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�Ä�œ�„�µ�¦
�Å�±�Ã�—�¦�Å�¨�Ž�r�¡�´�œ�›�³�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�…�°�Š�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�š�¸�É�¤�´�„�‹�³�Á�ž�}�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�š�¸�É�¤�¸�­�µ�¥�Ã�Ž�n�‡�µ�¦�r�•�°�œ�…�°�Š
�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¥�µ�ª���Ž�¹�É�Š�Å�¤�n�¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ�°�¥�¼�n�Ä�œ�¨�´�„�¬�–�³�°�·�¤�´�¨�•�´�É�œ��(Robert, 1997) �Ã�—�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�‹�»�¨�·
�œ�š�¦�¸�¥�r���Á�•�n�œ���Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��Bacillus subtilis (Jaeger et al., 1994) �‹�³�Å�±�Ã�—�¦�Å�¨�Ž�r�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r
�Å�—�o�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�·�­�¦�³���Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Â�¨�³�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���Ã�—�¥�Å�¨�Á�ž�­�‹�³�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ
�—�´�Š�„�¨�n�µ�ª�Å�—�o�Á�¤�º�É�°�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�°�¥�¼�n�Ä�œ�­�£�µ�¡��oil-water interface (Forgarty, 1983; Macrae, 
1983) �Â�¨�³�‹�µ�„�„�µ�¦�‡�o�œ�¡�•�Ã�‡�¦�Š�­�¦�o�µ�Š�­�µ�¤�¤�·�˜�·�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­���¡�•�ª�n�µ�•�¦�·�Á�ª�–�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ����active site�����…�°�Š
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�¤�¸�­�µ�¥�Ã�¡�¨�·�Á�ž�ž�Å�š�—�r�š�¸�É�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�Á�ž�}�œ� �µ�ž�d�—����lid�����˜�¦�Š�•�¦�·�Á�ª�–�Á�¦�n�Š�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¤�n
�­�µ�¤�µ�¦�™�‹�´�•�„�´�•�­�´�•�­�Á�˜�¦�š�Å�—�o�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�­�µ�¥�Ã�¡�¨�·�Á�ž�ž�Å�š�—�r�‹�³�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥�„�¦�—�°�³�¤�·�Ã�œ�š�¸�É�Å�¤�n�•�°�•�œ�Ê�Î�µ��
��hydro- phobic amino acid�����Á�ž�}�œ�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�Â�¨�³�…�—�˜�´�ª�Á�ž�}�œ�Á�„�¨�¸�¥�ª�ª�œ�…�ª�µ��(-helical acid) �Â�˜�n� �µ�ž�d�—�œ�¸�Ê
�‹�³�Á�ž�d�—�°�°�„�Á�¤�º�É�°�­�´�¤�Ÿ�´�­�„�´�•�•�¦�·�Á�ª�–�š�¸�É�Á�ž�}�œ�Ÿ�·�ª�­�´�¤�Ÿ�´�­�¦�³�®�ª�n�µ�Š�­�n�ª�œ�š�¸�É�•�°�•�œ�Ê�Î�µ�„�´�•�­�n�ª�œ�š�¸�É�Å�¤�n�•�°�•�œ�Ê�Î�µ���Ã�—�¥
�•�¦�·�Á�ª�–�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�‹�³�¤�¸�„�¦�—�°�³�¤�·�Ã�œ�Ž�¸�¦�¸�œ����serine�����š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�¤�¸
�„�¦�—�°�³�¤�·�Ã�œ�±�¸�­�š�·�—�¸�œ����histidine�����Â�¨�³�„�¦�—�Â�°�­�¡�µ�˜�·�„����aspartic acid�����š�¸�É�Á�ž�}�œ�˜�´�ª�•�n�ª�¥�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š
�„�¦�—�°�³�¤�·�Ã�œ�Ž�¸�¦�¸�œ�š�¸�É�•�¦�·�Á�ª�–�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r����Balcao et al., 1996��
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Figure 2. The pathway of lipid degrading by��β-oxidation.
Source: Sheeler and Bianchi, 1987
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7. แหลงของเอนไซมไลเปส

�Â�®�¨�n�Š�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�¡�•�Å�—�o�š�´�Ê�Š�Ä�œ�­�´�˜�ª�r�� �¡�º�•�� �Â�¨�³�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�®�¨�µ�¥�•�œ�·�—�� �Å�—�o�Â�„�n�� �¦�µ��
�¥�¸�­�˜�r���Â�¨�³�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥��(Jaeger et al., 1994)���Â�¨�³�Å�¨�Á�ž�­�•�µ�Š�•�œ�·�—�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�š�Î�µ�Ä�®�o�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í���Â�¨�³�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o�Ä�œ
�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�˜�n�µ�Š�Ç�� �Â�˜�n�Ä�œ�š�µ�Š�ž�’�·�•�´�˜�·�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�—�o�ª�¥�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Å�—�o�¦�´�•�‡�ª�µ�¤�­�œ�Ä�‹�Á�¡�·�É�¤�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ�Ä�œ�—�o�µ�œ
�„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�ž�ž�¦�³�¥�»�„�˜�r�Ä�•�o�Ä�œ�š�µ�Š�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�� ��Onishi et al., 1994; Wong, 1995���� �Ã�—�¥�˜�´�ª�°�¥�n�µ�Š����������
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�œ�Î�µ�¤�µ�Ä�•�o�¤�µ�„�š�µ�Š�„�µ�¦�‡�o�µ�� �Å�—�o�Â�„�n�� �Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�¦�µ�� �Á�•�n�œ�� �Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�Ã�—�¥��
Aspergillus sp. �Â�¨�³ Penicillium sp. �Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�¥�¸�­�˜�r�� �Á�•�n�œ�� �Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��Candida cylindracea
(Hatzinikolaou et al., 1999; Chen, 1996 �°�o�µ�Š�Ã�—�¥��Gulati et al., 1999)

7.1 ไลเปสจากสัตว
�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�­�´�˜�ª�r�¡�•�Å�—�o�š�´�Ê�Š�Ä�œ�Á�œ�º�Ê�°�Á�¥�º�É�°�­�´�˜�ª�r�Â�¨�³�°�ª�´�¥�ª�³�˜�n�µ�Š�Ç���Á�•�n�œ���˜�´�•�°�n�°�œ��

�„�¦�³�Á�¡�µ�³�°�µ�®�µ�¦���¨�Î�µ�Å�­�o���®�´�ª�Ä�‹���Å�˜���„�¨�o�µ�¤�Á�œ�º�Ê�°���Â�¨�³�­�¤�°�Š���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�¡�•�Å�¨�Á�ž�­�Å�—�o�Ä�œ�œ�¤�­�´�˜�ª�r����Wong, 
1995���� �Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�˜�´�•�°�n�°�œ�¤�¸�� ���� �¦�¼�ž�Â�•�•�� �‡�º�°�� �Å�¨�Á�ž�­-�Á�°�� �Â�¨�³�Å�¨�Á�ž�­-�•�¸�� �Ã�—�¥�¦�³�•�•�Å�¨�Á�ž�­�Ä�œ�˜�´�•�°�n�°�œ
�œ�°�„�‹�µ�„�‹�³�¤�¸�Å�¨�Á�ž�­�Â�¨�o�ª�¥�´�Š�¤�¸�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�°�¸�„�•�œ�·�—�®�œ�¹�É�Š�Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�š�¸�É�¤�¸�¤�ª�¨�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�� ������������ �—�µ�¨�˜�´�œ�� �¤�¸
�®�œ�o�µ�š�¸�É�•�n�ª�¥�Å�¨�Á�ž�­�Ä�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r����Shahani, 1975��

7.2 ไลเปสจากพืช
�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�¡�º�•�¡�•�Å�—�o�š�´�Ê�Š�Ä�œ�Á�œ�º�Ê�°�Á�¥�º�É�°�¡�º�•�� �Ÿ�´�„�� �Ÿ�¨�Å�¤�o�� �Â�¨�³�Ä�œ�Á�¤�¨�È�—�¡�º�•�� �Ã�—�¥�Å�¨�Á�ž�­

�‹�µ�„�¡�º�•�š�¸�É�¡�•�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�‹�³�¡�•�Ä�œ�Á�¤�¨�È�—�¡�º�•�•�œ�·�—�˜�n�µ�Š�Ç�� �Á�•�n�œ�� �…�o�µ�ª�Ã�°�p�˜�� ��Kaur et al., 1993���� �¦�Î�µ�…�o�µ�ª�� �Á�¤�¨�È�—
�ž�µ�¨�r�¤���Á�¤�¨�È�—�¥�µ�Š�¡�µ�¦�µ���™�´�É�ª�Á�®�¨�º�°�Š��(Wong, 1995) �…�o�µ�ª�­�µ�¨�¸���Â�¨�³�Á�¤�¨�È�—�¨�³�®�»�n�Š���Á�ž�}�œ�˜�o�œ���Ã�—�¥�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„
�Á�¤�¨�È�—�¨�³�®�»�n�Š�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�„�´�œ�°�¥�n�µ�Š�„�ª�o�µ�Š�…�ª�µ�Š����Shahani, 1975��

7.3 ไลเปสจากจุลินทรีย
�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¤�¸�…�o�°�—�¸�„�ª�n�µ�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�Å�—�o�‹�µ�„�¡�º�•���Â�¨�³�­�´�˜�ª�r���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r

�Á�‹�¦�·�•�Á�˜�·�•�Ã�˜�Å�—�o�¦�ª�—�Á�¦�È�ª�Â�¨�³�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Š�n�µ�¥�„�ª�n�µ�¡�º�•�Â�¨�³�­�´�˜�ª�r���„�µ�¦�Á�¡�µ�³�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Å�¤�n�…�¹�Ê�œ�„�´�•�­�£�µ�¡�…�°�Š�£�¼�¤�·�°�µ�„�µ�«��
�ž�¦�³�®�¥�´�—�¡�º�Ê�œ�š�¸�É�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜���Å�¤�n�­�·�Ê�œ�Á�ž�¨�º�°�Š�Â�¦�Š�Š�µ�œ�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¡�µ�³�Á�¨�¸�Ê�¥�Š���Â�¨�³�„�µ�¦�Á�„�È�•�Á�„�¸�É�¥�ª�°�¸�„�š�´�Ê�Š�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ
�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�Å�—�o�„�È�­�¼�Š�„�ª�n�µ���Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�˜�n�µ�Š�•�œ�·�—�„�´�œ�„�È�‹�³�¤�¸�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·�š�¸�É
�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�—�o�ª�¥���š�´�Ê�Š�œ�¸�Ê�‡�ª�µ�¤�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�…�°�Š�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¤�¸�‡�ª�µ�¤
�®�¨�µ�„�®�¨�µ�¥�°�¥�n�µ�Š�¤�µ�„�Å�¤�n�ª�n�µ�‹�³�Á�ž�}�œ�•�œ�·�—���°�¥�n�µ�Š�Á�•�n�œ���¦�µ���¥�¸�­�˜�r���Â�¨�³�Â�•�‡�š�¸�Á�¦�¸�¥���°�¸�„�š�´�Ê�Š�¥�´�Š�®�¨�µ�„�®�¨�µ�¥�˜�µ�¤
�Â�®�¨�n�Š�˜�n�µ�Š�Ç���°�»�–�®�£�¼�¤�·���°�µ�„�µ�«���Á�ž�}�œ�˜�o�œ���‹�¹�Š�š�Î�µ�Ä�®�o�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�����Á�•�n�œ��Alcaligenes sp. No. 679 
(Kokusho et al., 1982), Bacillus A30-1 (Wong et al., 1995), Rhizopus oryzae (Hiol et al., 2000) 
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�Â�¨�³��Cryptococcus sp. S-2 (Kamini et al., 2000) �‹�³�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�Ä�œ�­�£�µ�ª�³�Á�ž�}�œ
�—�n�µ�Š��Chromobacterium sp. (Frost and Moss, 1987), Acinetobacter calcoaceticus LP009 
(Dharmsthiti and Kuhasuntisuk, 1998), Mucor hiemalis f.hiemalis  (Hiol et al., 1999) �‹�³�Ÿ�¨�·�˜
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�š�Î�µ�Š�µ�œ�Ä�œ�­�£�µ�ª�³�Á�ž�}�œ�„�¨�µ�Š��Rizopus chinesis (Yasuda et al., 1999), Pseudomonas 
aeruginosa LST-03 (Ogino et al., 2000) �Â�¨�³��Aspergillus nidulans (Mayordomo et al., 2000) �‹�³
�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�š�Î�µ�Š�µ�œ�Ä�œ�­�£�µ�ª�³�š�¸�É�Á�ž�}�œ�„�¦�—���Â�¨�³��Humicola lanuginose �Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É
�š�œ�‡�ª�µ�¤�¦�o�°�œ����Liu et al., 1973�����œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�µ�Š�•�œ�·�—�­�µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�¤�¸
�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�—�o�ª�¥���Á�•�n�œ��Bacillus thermocatenulatus �‹�³�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Å�—�o�������•�œ�·�—��
�Å�—�o�Â�„�n���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­��BTL-1 �‹�³�¤�¸�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�Ä�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�š�¸�É��������-���������Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­��
BTL-2 �‹�³�¤�¸�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�Ä�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�š�¸�É��������-����������Schmidt-Dannert et al., 1996�����Â�¨�³�‹�µ�„�„�µ�¦�š�¸�É�‹�»
�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�­�µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Å�—�o�˜�n�µ�Š�•�œ�·�—�„�´�œ�‹�¹�Š�š�Î�µ�Ä�®�o�­�µ�¤�µ�¦�™�Á�¨�º�°�„�Å�¨�Á�ž�­�¤�µ�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�®�o
�Á�®�¤�µ�³�­�¤�„�´�•�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�˜�n�µ�Š�Ç�����„�·�˜�˜�·�Á�—�•�����������������­�Î�µ�®�¦�´�•�…�œ�µ�—�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„
�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�¤�¸�…�œ�µ�—�˜�n�µ�Š�Ç���„�´�œ���Á�•�n�œ���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��B. thermocatenulatus �‹�³�¤�¸�…�œ�µ�—�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨
�ž�¦�³�¤�µ�–��������kDa ��Schmidt-Dannert et al., 1994) �Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�� A. nidulans  �¤�¸�…�œ�µ�—�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�ž�¦�³�¤�µ�–��
������kDa (Mayordomo et  al., 2000) �Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��Bacillus sp. THL 027 �Ž�¹�É�Š�‹�³�¤�¸�…�œ�µ�—
�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�ž�¦�³�¤�µ�–��������kDa (Dharmsthiti and Luchai, 1999) �Á�ž�}�œ�˜�o�œ���Ä�œ�•�µ�Š�„�¦�–�¸�¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­
�‹�³�¤�¸�…�œ�µ�—�Ä�®�•�n���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�„�µ�¦�¦�ª�¤�„�´�œ�…�°�Š�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�Î�µ�Ä�®�o�¤�¸�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Ä�®�•�n����Lesuisse et al.,
1993�����Á�•�n�œ���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��Bacillus sp. THL 027 �Á�¤�º�É�°�˜�¦�ª�‹�­�°�•�‡�ª�µ�¤�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„
�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ä�œ�­�£�µ�¡�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�‹�³�¤�¸�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�¤�µ�„�„�ª�n�µ����������kDa 
(Dharmsthiti and Luchai, 1999)���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��B. thermocatenulatus���‹�³�¤�¸�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ä�œ�­�£�µ�¡�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���Á�¤�º�É�°�˜�¦�ª�‹�­�°�•�‡�ª�µ�¤�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í���Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ã�—�¥�ª�·�›�¸�°�·
�Á�¨�È�„�Ã�˜�¦�Ã�¢�¦�·�Ž�¸�­�Â�•�•�Å�¤�n�Â�ž�¨�Š�­�£�µ�¡���¡�•�ª�n�µ�‹�³�¤�¸�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�¤�µ�„�„�ª�n�µ����������kDa ��Schmidt-Dannert 
et al., 1994)

8. ความจําเพาะของเอนไซมไลเปส

Malcata �Â�¨�³�‡�–�³�� �������������� �Â�•�n�Š�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�°�°�„�Á�ž�}�œ�� ���� �„�¨�»�n�¤
�Ä�®�•�n�� �Å�—�o�Â�„�n�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�„�¨�»�n�¤�…�°�Š�¨�·�ž�d�—�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š
�•�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�•�œ�·�—�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�Ã�‡�¦�Š��
�­�¦�o�µ�Š�­�Á�˜�°�¦�·�Ã�°�Å�°�Ã�Ž�Á�¤�°�¦�r�…�°�Š�­�´�•�­�Á�˜�¦�š���Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�®�¨�µ�¥�Ç���°�¥�n�µ�Š�¦�ª�¤�„�´�œ
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Macrae (1983) �Â�•�n�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�•�œ
�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�°�°�„�Á�ž�}�œ�������„�¨�»�n�¤���‡�º�°

กลุมที่ 1�� �Á�ž�}�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Å�¤�n�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�•�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°
�Å�¦�—�r�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ä�œ�„�¨�»�n�¤�œ�¸�Ê�­�µ�¤�µ�¦�™�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Å�—�o�°�¥�n�µ�Š�¦�ª�—�Á�¦�È�ª�Â�¨�³�­�¤�•�¼�¦�–�r�� �—�´�Š��
�œ�´�Ê�œ�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�­�»�—�š�o�µ�¥�š�¸�É�Å�—�o�‹�³�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Ä�œ�ž�¦�·�¤�µ�–�š�¸�É�­�¼�Š�� �Â�˜�n�°�µ�‹�‹�³�¡�•�Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°
�Å�¦�—�r�Â�¨�³�Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Á�ž�}�œ�­�µ�¦�˜�´�ª�„�¨�µ�Š�Ä�œ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Å�—�o�� �˜�´�ª�°�¥�n�µ�Š�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�„�¨�»�n�¤�œ�¸�Ê�� �Å�—�o�Â�„�n�� �Á�°�œ-��
�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��C. cylindracea, Corynebacterium acnes, Staphylococcus aureus �Á�ž�}�œ�˜�o�œ

กลุมที่ 2���Á�ž�}�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�������Â�¨�³�������•�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Å�˜�¦
�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� �Ž�¹�É�Š�Á�¤�º�É�°�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�™�¼�„�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�‹�³�Å�—�o�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�­�»�—�š�o�µ�¥�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�� ������ ��-����������-�Å�—
�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���Â�¨�³�� ��-�Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� �Â�˜�n�ª�n�µ�������� ��-����������-�Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���Â�¨�³�� ��-�Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� �‹�³�Å�¤�n
�‡�Š�˜�´�ª�™�o�µ�ž�¨�n�°�¥�Ä�®�o�Á�„�·�—�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�œ�µ�œ�Á�„�·�œ�Å�ž�‹�³�Á�„�·�—�„�µ�¦�¥�o�µ�¥�®�¤�¼�n�Á�°�Ž�·�¨�…�¹�Ê�œ�� �š�Î�µ�Ä�®�o�Å�—�o�Á�ž�}�œ�� ������-�Å�—�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r��
�Â�¨�³�� ��������-�Ã�¤�Ã�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�� �Â�¨�³�‹�³�™�¼�„�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�°�¥�n�µ�Š�­�¤�•�¼�¦�–�r�Å�—�o�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Ä�œ
�š�¸�É�­�»�—�� �ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�„�¨�»�n�¤�œ�¸�Ê�¤�µ�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š��EPA �Â�¨�³��DHA �‹�µ�„
�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�°�¥�¼�n�Ä�œ�„�¨�»�n�¤�œ�¸�Ê�� �Å�—�o�Â�„�n�� �Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��A. niger, Mucor 
javanicus �Â�¨�³�¡�ª�„��Rhizopus �®�¨�µ�¥�­�µ�¥�¡�´�œ�›�»�r����Shimada et al., 1997��

กลุมที่ 3���Á�ž�}�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�•�œ�·�—�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�•�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨
�…�°�Š�Å�˜�¦�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���Ž�¹�É�Š�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Å�¤�n�¤�¸�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·�Ä�œ�…�o�°�œ�¸�Ê�¥�„�Á�ª�o�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r
�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�µ�Š�¡�ª�„���Á�•�n�œ���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��Geotrichum candidum �Ž�¹�É�Š�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�˜�n�°�„�¦�—
�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�­�µ�¥�¥�µ�ª�š�¸�É�¤�¸�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�Á�ž�}�œ�‡�°�œ�¢�d�„�¼�Á�¦�•�´�É�œ�Â�•�•�Ž�¸�­�°�¥�¼�n�¦�³�®�ª�n�µ�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�°�³�˜�°�¤�š�¸�É�������Â�¨�³������
�Ž�¹�É�Š�ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�Å�—�o�¤�¸�Š�µ�œ�ª�·�‹�´�¥�¤�µ�„�¤�µ�¥�š�¸�É�š�Î�µ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�Á�„�¸�É�¥�ª�„�´�•�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�‡�»�–�‡�n�µ�š�µ�Š
�Ã�£�•�œ�µ�„�µ�¦�Â�¨�³�­�»�…�£�µ�¡�Ã�—�¥�Ä�®�o�‡�ª�µ�¤�­�œ�Ä�œ�Á�„�¸�É�¥�ª�„�´�•�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�Ä�œ
�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ�Ã�—�¥�Á�Œ�¡�µ�³��DHA �Â�¨�³��EPA �Ž�¹�É�Š�¤�¸�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�˜�n�°�„�µ�¦�¡�´�•�œ�µ�…�°�Š�­�¤�°�Š�Â�¨�³�—�ª�Š�˜�µ�œ�´�Ê�œ�‹�³�™�¼�„
�œ�Î�µ�Å�ž�¡�´�•�œ�µ�Ä�œ�„�µ�¦�Á�ž�}�œ�°�µ�®�µ�¦�Á�­�¦�·�¤�Ä�œ�Á�—�È�„�Â�¨�³�Ÿ�¼�o�Ä�®�•�n���„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ
�‹�³�˜�o�°�Š�¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�„�´�•�­�´�•�­�Á�˜�¦�š�Á�¡�º�É�°�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ä�®�o�Å�—�o�Ÿ�¨�Ÿ�¨�·�˜�ž�¦�·�¤�µ�–
�¤�µ�„���¥�„�˜�´�ª�°�¥�n�µ�Š�Š�µ�œ�ª�·�‹�´�¥�š�¸�É�Á�„�¸�É�¥�ª�…�o�°�Š���—�´�Š�œ�¸�Ê

Jonzo (2000) �Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�������•�œ�·�—���‡�º�°�Å�¨�Á�ž�­-�Á�°���Â�¨�³�Å�¨
�Á�ž�­-�•�¸���š�¸�É�™�¼�„�š�Î�µ�Ä�®�o�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í���Â�¨�³�¦�¼�o�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Ã�—�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�œ�¸�Ê�‹�³�™�¼�„�Ÿ�¨�·�˜�‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��Candida 
rugosa �Ã�—�¥�œ�Î�µ�¤�µ�˜�¦�¹�Š�•�œ�—�¼�Ã�°�Å�š�—�r-�Á�°�����������Â�¨�³�Ä�•�o�Ä�œ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�š�¦�µ�œ�­�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ�…�°�Š�‡�°-������������������
�Á�¨�­�Á�š�°�¦�°�¨�„�´�•�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�…�°�Š�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ�Ž�µ�—�¸�œ���¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­-�Á�°���Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­-�•�¸���š�Î�µ
�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�°�­�Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�·�É�¤�˜�´�ª�Â�¨�³�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�Á�—�¸�¥�ª���Ã�—�¥�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤
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�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š��DHA �š�¸�É�°�¥�¼�n�Ä�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�·�­�¦�³���Ã�—�¥�Å�¨�Á�ž�­-�•�¸���Ÿ�¨�·�˜�Å�—�o�����������Á�š�n�µ�š�¸�É���������•�´�É�ª�Ã�¤�Š���Â�¨�³�Å�¨�Á�ž�­-�Á�°��
�Ÿ�¨�·�˜�Å�—�o�������Á�š�n�µ���š�¸�É�Á�ª�¨�µ���������•�´�É�ª�Ã�¤�Š�����Ž�¹�É�Š�‹�³�¤�¸�„�µ�¦�Á�„�·�—��EPA �Ä�œ�ž�¦�·�¤�µ�–�š�¸�É�œ�o�°�¥�¤�µ�„���„�µ�¦�Ä�•�o�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�°�­�Á�š�°�¦�·
�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š��DHA �­�µ�¤�µ�¦�™�Á�¡�·�É�¤�‹�µ�„��7.4 �Á�ž�}�œ��32 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���‹�µ�„�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ
�Ž�µ�—�¸�œ�š�¸�É�Á�„�È�•�Á�„�¸�É�¥�ª�¤�µ��95 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r

Liu �Â�¨�³�‡�–�³����2007�����Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�‹�µ�„�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���Â�¨�³��n-3 
�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�®�¨�µ�¥�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š����polyunsaturated fatty acid�����š�¸�É�Á�…�o�¤�…�o�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Ž�¹�É�Š�Å�—�o
�š�Î�µ�„�µ�¦�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�—�o�ª�¥��Novozyme 435 �Ä�œ�­�£�µ�ª�³�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�˜�µ�¤�„�µ�¦�°�°�„�Â�•�•�„�µ�¦
�š�—�¨�°�Š���Â�¨�³�Å�—�o�Á�¨�º�°�„�ž�{�‹�‹�´�¥��5 �ž�{�‹�‹�´�¥�Ä�œ�„�µ�¦�®�µ�­�£�µ�ª�³�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�…�°�Š�„�µ�¦�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�—�o�ª�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨
�Á�ž�­���¡�•�ª�n�µ�Ÿ�¨�•�n�Š�•�¸�Ê�¦�³�—�´�•�„�µ�¦�Á�„�·�—�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�°�­�Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ�Á�ž�}�œ��90 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Ä�œ�­�£�µ�ª�³�š�¸�É�¤�¸�„�¨�¸�Á�Ž�°��
�¦�°�¨��2.5 �„�¦�´�¤���Á�±�„�Á�Ž�œ��5 �¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ�š�¸�É��0.06 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���°�»�–�®�£�¼�¤�·��40 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­��
�Â�¨�³��molecular sieves 1 �„�¦�´�¤���Ÿ�¨�Ÿ�¨�·�˜�š�¸�É�Å�—�o�‹�³�Á�ž�}�œ�…�°�Š�Á�®�¨�ª�­�¸�­�o�¤�Ã�ž�¦�n�Š�Â�­�Š���Å�¤�n�¤�¸�„�¨�·�É�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ���Â�¨�³
�¦�³�Á�®�¥�Á�¦�È�ª���Ã�—�¥�¤�¸�­�n�ª�œ�ž�¦�³�„�°�•�…�°�Š��DHA �Â�¨�³��EPA �Á�ž�}�œ��73.4 �Â�¨�³��13.5 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���˜�µ�¤�¨�Î�µ�—�´�•���Â�¨�³�¤�¸
�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�����Å�—�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���Â�¨�³�Å�˜�¦�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���Ž�¹�É�Š�¤�¸��12.1, 56.1, 31.3 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���˜�µ�¤�¨�Î�µ�—�´�•

Ratchapol �Â�¨�³�‡�–�³�����������������Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸
�Á�Ž�°�¦�°�¨���Ä�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�°�·�É�¤�˜�´�ª�®�¨�µ�¥�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š����polyunsaturated fatty acid�����Ã�—�¥�Á�Œ�¡�µ�³��EPA �Â�¨�³��
DHA �Ã�—�¥�„�µ�¦�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Ã�¦�Å�¨�Ž�¸�­�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ�„�´�•�Å�¨�Á�ž�­��AK �‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��Pseudomonas 
fluorescence �Ž�¹�É�Š�‹�³�™�¼�„�˜�¦�¹�Š�„�´�•�Â�°�‡�¼�Á�¦�¨���°�¸�¡�¸-100 �Â�¨�³�¡�•�ª�n�µ��tert-Butyl methyl ester (MTBE) �Á�ž�}�œ�˜�´�ª
�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤���Á�¤�º�É�°�š�Î�µ�„�µ�¦�š�—�­�°�•�‡�´�—�Á�¨�º�°�„�‹�µ�„�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�˜�´�ª�°�º�É�œ�Ç���­�£�µ�ª�³�š�¸�É
�Á�®�¤�µ�³�­�¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Á�ž�}�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ��10 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�˜�n�°
�ž�¦�·�¤�µ�˜�¦�Ä�œ��MTBE �°�´�˜�¦�µ�­�n�ª�œ�Ã�¤�¨�…�°�Š�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�˜�n�°�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�Á�ž�}�œ��3:1 �ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ��4 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ä�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨���Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r��30 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„���Ž�¹�É�Š�‡�·�—�‹�µ�„�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�¨�µ
�š�¼�œ�n�µ���°�»�–�®�£�¼�¤�·�‡�Š�š�¸�É��45 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���¡�•�ª�n�µ�„�µ�¦�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�š�¸�É��24 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š���Å�—�o�ž�¦�·�¤�µ�–�…�°�Š�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨��
�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Á�ž�}�œ��24.6 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Â�˜�n�¤�¸��PUFA �°�¥�¼�n��56.0 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„����EPA �Â�¨�³��DHA�����Â�¨�³
�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Ã�—�¥�š�¸�É�„�·�‹�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�‹�³�¥�´�Š�‡�Š�¤�¸�Á�®�¨�º�°��88 
�Â�¨�³��80 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���…�°�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ�®�¨�´�Š�‹�µ�„�•�n�¤�Ä�œ��MTBE �Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ��24 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š���š�¸�É��4 �Â�¨�³��45 
�°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���˜�µ�¤�¨�Î�µ�—�´�•���­�n�ª�œ�‡�n�µ��Km �Â�¨�³��Vm �…�°�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Ã�¦�Å�¨�Ž�¸�­�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ
�ž�¨�µ�š�¼�œ�n�µ�Ä�œ��MTBE �Á�ž�}�œ��19.5 �¤�·�¨�¨�·�Ã�¤�¨�µ�¦�r���Â�¨�³��2.71 �¤�·�¨�¨�·�„�¦�´�¤�…�°�Š�Ã�¤�Ã�œ�Á�°�Ž�·�¨�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�˜�n�°�œ�µ�š�¸��
�˜�µ�¤�¨�Î�µ�—�´�•
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9. การทํางานของเอนไซมไลเปส

�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ�Å�—�o�Â�˜�n�­�´�•�­�Á�˜�¦�š�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Ž�¹�É�Š�Å�—�o�Â�„�n���Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³
�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�¸�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·�Å�¤�n�¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ���„�µ�¦�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�¹�Š�Á�„�·�—�Å�—�o�Á�Œ�¡�µ�³�š�¸�É�•�¦�·�Á�ª�–
�Ÿ�·�ª�­�´�¤�Ÿ�´�­�¦�³�®�ª�n�µ�Š�­�n�ª�œ�…�°�Š�œ�Ê�Î�µ�„�´�•�­�´�•�­�Á�˜�¦�š�Á�š�n�µ�œ�´�Ê�œ���—�´�Š�œ�´�Ê�œ�Á�¡�º�É�°�Ä�®�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Å�—�o�°�¥�n�µ�Š
�¦�ª�—�Á�¦�È�ª���Â�¨�³�¤�¸�ž�¦�³�­�·�š�›�·�£�µ�¡�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ�‹�¹�Š�˜�o�°�Š�š�Î�µ�Ä�®�o�¡�º�Ê�œ�š�¸�É�Ÿ�·�ª�¦�³�®�ª�n�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�„�´�•�­�´�•�­�Á�˜�¦�š�Á�¡�·�É�¤�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ��
(Macrae, 1983; Malcata et al., 1992; Balcao et al., 1996) �­�Î�µ�®�¦�´�•�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r
�Ã�—�¥�š�´�É�ª�Å�ž�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�š�¸�É�•�n�ª�Š�¡�¸�Á�°�•��������-���������¤�¸�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�­�¼�Š�Ä�œ�•�n�ª�Š�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É�Á�ž�}�œ�„�¨�µ�Š���Â�¨�³�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n
�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�š�¸�É�•�n�ª�Š�°�»�–�®�£�¼�¤�·������-�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�˜�n�°�°�»�–�®�£�¼�¤�·�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•�Â�®�¨�n�Š�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜���¡�•�ª�n�µ
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�˜�n�°�°�»�–�®�£�¼�¤�·�­�¼�Š�„�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�­�´�˜�ª�r�Â�¨�³�¡�º�•��
�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�‡�ª�µ�¤�®�¨�µ�„�®�¨�µ�¥�…�°�Š�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r���Á�•�n�œ���Á�•�º�Ê�°��Pseudomonas �­�µ�¥�¡�´�œ�›�»�r�š�¸�É�š�œ�˜�n�°�‡�ª�µ�¤�¦�o�°�œ�Å�—�o
�­�µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·�­�¼�Š�Å�—�o�™�¹�Š�����������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­��(Malcata et al., 1992) Yamane 
(1987) �Â�•�n�Š�‡�ª�µ�¤�­�µ�¤�µ�¦�™�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Å�—�o�Á�ž�}�œ�������„�¨�»�n�¤���‡�º�°

������ �„�¨�»�n�¤�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�� ��hydrolysis of esters���� �Á�ž�}�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Á�°�­�Á�š�°�¦�r
�—�o�ª�¥�œ�Ê�Î�µ�Å�—�o�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�„�´�•�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�� �Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�� �®�¦�º�°�Å�„�¨�‡�°�¨�� �Á�•�n�œ���Á�¤�º�É�°�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�˜�¦
�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�‹�³�Å�—�o�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�„�´�•�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨

RCOOR' + H2O RCOOH + HOR'

2. �„�¨�»�n�¤�š�¸�É�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r��(Synthesis of esters) �Á�ž�}�œ�„�µ�¦�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�‹�µ�„
�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�„�´�•�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�� �Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�� �®�¦�º�°�Å�„�¨�‡�°�¨�� �Å�—�o�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�Á�ž�}�œ�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�Ž�¹�É�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ
�„�µ�¦�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�Á�ž�}�œ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�¥�o�°�œ�„�¨�´�•�…�°�Š�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Á�°�­�Á�š�°�¦�r����reverse of hydrolysis��

RCOOH + HOR' RCOOR' + H2O

3. �„�¨�»�n�¤�š�¸�É�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�š�¦�µ�œ�­�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ��(transesterification) �Á�ž�}�œ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�µ�¦�Á�„�·�—�Á�°�­�Á�š�°�¦�r
�Ä�®�¤�n���Ã�—�¥�Á�„�·�—�‹�µ�„�„�µ�¦�¥�o�µ�¥�®�¤�¼�n�Á�°�Ž�·�¨�®�¦�º�°�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�•�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�­�µ�¦�ž�¦�³�„�°�•�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�Å�ž�­�¦�o�µ�Š
�¡�´�œ�›�³�Ä�®�¤�n�„�´�•�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�°�º�É�œ���¤�¸�������•�œ�·�—���‡�º�°

���������ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�°�³�Ž�·�Ã�—�Å�¨�Ž�¸�­����acidolysis��

               R1COOR' + R2COOH                            R2COOR' + R1COOH

3.2 �ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Å�¨�Ž�¸�­����alcoholysis��

                  RCOOR'1 + HOR'2                                           RCOOR' 2+ HOR'1
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3.3 �ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�°�³�¤�·�Ã�œ�Å�¨�Ž�¸�­����aminolysis��
               RCOOR'1 + H2NR'2 RCONHR'2 + HOR'1

3.4 �ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�°�·�œ�Á�˜�°�¦�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ����interesterification��
                  R1COOR'1 + R2COOR'2  R1COOR'2 + R2COOR'1

10. ปจจัยที่มีผลตอการผลิตไลเปสโดยจุลินทรีย

�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�‹�³�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�°�°�„�¤�µ�£�µ�¥�œ�°�„�Á�Ž�¨�¨�r���Á�•�n�œ��Bacillus sp. 
398 (Kim et al., 1994), Pseudomonas sp. KWI-56 (Iizumi et al., 1990) �Á�ž�}�œ�˜�o�œ���Â�˜�n�•�µ�Š�¡�ª�„�„�È�Ÿ�¨�·�˜
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�£�µ�¥�Ä�œ�Á�Ž�¨�¨�r���Á�•�n�œ��Alcaligenes denitrificans (Odera et al., 1986) �•�µ�Š�¡�ª�„�„�È�Ÿ�¨�·�˜��cell-
bound lipase �Á�•�n�œ��Streptococcus thermophilus (Demoraes and Chandan, 1982)

�¡�·�‹�µ�¦�–�µ�•�n�ª�Š�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¡�•�ª�n�µ����������
�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Å�—�o�­�¼�Š�­�»�—�Ä�œ�•�n�ª�Š�ž�¨�µ�¥�¦�³�¥�³��log phase �Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¤�¸
�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�­�¼�Š�­�»�—�‹�¹�Š�­�µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Á�¡�º�É�°�¤�µ�¥�n�°�¥�Â�®�¨�n�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�„�È�‡�º�°�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�µ�„�š�¸�É�­�»�—���Á�•�n�œ��
Bacillus sp. MC7 (Emanuilova et al., 1993), P. aeruginosa (Stuer et al., 1986) �Â�˜�n�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�µ�Š
�•�œ�·�—�‹�³�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Å�—�o�­�¼�Š�­�»�—�Á�¤�º�É�°�°�¥�¼�n�Ä�œ�•�n�ª�Š�¦�³�¥�³�‡�Š�š�¸�É����stationary phase�����Á�•�n�œ��Bacillus sp. 
(Handelsman and Shoham, 1994), Alcaligenes��sp. No 679 (Kokusho et al., 1982) �Â�¨�³��Bacillus sp.
LBN4 (Bora and Kalita, 2007)

10.1แหลงคารบอน
�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Â�˜�n�¨�³�•�œ�·�—�˜�o�°�Š�„�µ�¦�°�µ�®�µ�¦�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�˜�n�°�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É

�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ���Â�¨�³�‹�³�¤�¸�Â�®�¨�n�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�˜�n�°�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ��Bora �Â�¨�³
Kalita (2007) �«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�¨�³�­�£�µ�ª�³�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�…�°�Š��Bacillus sp. 
LBN4  �¡�•�ª�n�µ�Â�®�¨�n�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�³�„�°�„�Ä�®�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�­�¼�Š�š�¸�É�­�»�—�ž�¦�³�¤�µ�–��
6.0 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���Ž�¹�É�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�œ�´�Ê�œ�¤�µ�„�„�ª�n�µ�Â�®�¨�n�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�œ�Ê�Î�µ�˜�µ�¨���Á�•�n�œ��
�„�¨�¼�Ã�‡�­���Ž�¼�Ã�‡�¦�­���¤�°�¨�Ã�˜�­���Á�ž�}�œ�˜�o�œ���­�n�ª�œ��Kader �Â�¨�³�‡�–�³����2007�����«�¹�„�¬�µ�­�£�µ�ª�³�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­��Rhizopus MR12 �¡�•�ª�n�µ�Á�¤�º�É�°�Ä�­�n�¤�°�¨�Ã�˜�­�¦�n�ª�¤�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�³�„�°�„�­�µ�¤�µ�¦�™�š�Î�µ�Ä�®�o�Ÿ�¨�·�˜
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Å�—�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤�­�¼�Š�š�¸�É�­�»�—�ž�¦�³�¤�µ�–��0.61 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°�¦�µ�­�„�»�¨�œ�¸�Ê�˜�o�°�Š�„�µ�¦
�‡�µ�¦�r�Ã�•�Å�±���Á�—�¦�˜�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�—�o�ª�¥����Kiran �Â�¨�³�‡�–�³��(2008) �š�Î�µ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�­�£�µ�ª�³�š�¸�É
�Á�®�¤�µ�³�­�¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��Pseudomonas sp. �š�¸�É�Â�¥�„�Å�—�o�‹�µ�„�š�³�Á�¨���¡�•�ª�n�µ�­�µ�¤�µ�¦�™�Ä�•�o�Å�˜�¦
�•�·�ª�Å�š�¦�·�œ�Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�Â�¨�³�Ä�®�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�­�¼�Š�„�ª�n�µ�„�µ�¦�Ä�•�o�‡�µ�¦�r�Ã�•�Å�±�Á�—�¦�˜�Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š
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�‡�µ�¦�r�•�°�œ���­�n�ª�œ�Á�•�º�Ê�°��Vibrio sp. TA43 �Ž�¹�É�Š�‡�´�—�Á�¨�º�°�„�Ã�—�¥���ª�·�£�¼�¤�·���Â�„�o�ª�š�°�Š����2539�����Ÿ�¨�·�˜�Å�¨�Á�ž�­�Å�—�o�­�¼�Š�­�»�—��7.26 
�¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦�Ä�œ�Â�®�¨�n�Š�‡�µ�¦�r�•�°�œ�Â�¤�œ�œ�·�š�°�¨�š�¸�É�¦�³�—�´�•�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ��1.5-2.0 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r

10.2 แหลงไนโตรเจน
Kumar �Â�¨�³�‡�–�³��(2005) �¡�•�ª�n�µ�Á�ž�•�Ã�˜�œ�„�´�•�¥�¸�­�˜�r�­�„�´�—�Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ�š�¸�É

�Á�®�¤�µ�³�­�¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„ Bacillus coagulans BTS-3 �Ž�¹�É�Š�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤��0.67 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°
�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦  Falony �Â�¨�³�‡�–�³��(2006) �«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��A. niger���Ž�¹�É�Š�¡�•�ª�n�µ�Â�°�¤�Ã�¤�Á�œ�¸�¥�¤
�Ž�´�¨�Á�¢�˜�¦�n�ª�¤�„�´�•�¥�¼�Á�¦�¸�¥�Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ�š�¸�É�—�¸�š�¸�É�­�»�—���Â�®�¨�n�Š�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ�­�Î�µ�®�¦�´�•�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­
�‹�µ�„��Bacillus sp. LBN4 �‡�º�°���¥�¸�­�˜�r�­�„�´�— 1 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r����w/v������Bora and Kalita, 2007) �Ž�¹�É�Š�­�µ�¤�µ�¦�™�Á�¡�·�É�¤
�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�ž�}�œ��3.4 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦��Kader �Â�¨�³�‡�–�³��(2007) �«�¹�„�¬�µ�Â�®�¨�n�Š�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ���Ž�¹�É�Š��
�Á�ž�•�Ã�˜�œ�Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ�š�¸�É�—�¸�š�¸�É�­�»�—�š�¸�É�Ä�®�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�š�n�µ�„�´�•��567 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¨�·�˜�¦��Ruchi �Â�¨�³
�‡�–�³��(2008) �«�¹�„�¬�µ�­�£�µ�ª�³�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�…�°�Š��P. aeruginosa �¡�•�ª�n�µ�„�µ�¦�Ä�•�o��
�š�¦�·�ž�Ã�˜�œ�¦�n�ª�¤�„�´�•�¥�¸�­�˜�r�­�„�´�—�Ä�®�o�„�µ�¦�Á�‹�¦�·�•�Â�¨�³�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�­�¼�Š�š�¸�É�­�»�—���­�n�ª�œ Nahas (1988) �¡�•�ª�n�µ��
Rhizopus oligosporus �Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Å�—�o�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ�������Á�š�n�µ���Á�¤�º�É�°�Ä�•�o�„�µ�„�™�´�É�ª�Á�®�¨�º�°�Š�­�„�´�—�Â�š�œ�¥�¸�­�˜�r�­�„�´�—��
�­�n�ª�œ���„�·�˜�˜�·�Á�—�•���­�»�ª�¦�¦�–�­�œ�›�·�•�´�¥����2532�����¡�•�ª�n�µ����NH4) 2HPO4 �Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š�Å�œ�Ã�˜�¦�Á�‹�œ�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�˜�n�°�„�µ�¦
�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­��P.  aeruginosa KM-2

10.3 แรธาตุ
Kumar �Â�¨�³�‡�–�³��(2005)���«�¹�„�¬�µ�•�œ�·�—�…�°�Š�Â�¦�n�›�µ�˜�»�˜�n�°�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„     

B. coagulans BTS-3 �¡�•�ª�n�µ HgCl2 �¤�¸�•�š�•�µ�š�˜�n�°�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�¤�º�É�°�Á�š�¸�¥�•�„�´�•�•�»�—�‡�ª�•�‡�»�¤�Á�ž�}�œ��
458 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r��Kader �Â�¨�³�‡�–�³��(2007)���¡�•�ª�n�µ�Â�‡�¨�Á�Ž�¸�¥�¤�‡�¨�°�Å�¦�—�r�­�n�Š�Ÿ�¨�Ä�®�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�‹�µ�„��
Rhizopus MR 12 �­�¼�Š�š�¸�É�­�»�—�ž�¦�³�¤�µ�–��20 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���Ž�¹�É�Š�­�°�—�‡�¨�o�°�Š�„�´�•��Bora �Â�¨�³ Kalita��(2007) 
�­�µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�…�°�ŠBacillus sp. LBN 4���¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Á�š�¸�¥�•�„�´�•�•�»�—�‡�ª�•�‡�»�¤�Á�ž�}�œ��140 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r��Kiran �Â�¨�³�‡�–�³��(2008) �¡�•�ª�n�µ��ZnCl2 �­�µ�¤�µ�¦�™�Á�¡�·�É�¤�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��
Pseudomonas sp. �Á�¤�º�É�°�Á�š�¸�¥�•�„�´�•�•�»�—�‡�ª�•�‡�»�¤�Á�ž�}�œ��134 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r �­�n�ª�œ�„�µ�¦�š�¸�É�¤�¸��Ca2+, Fe2+, Mn2+ �Â�¨�³��
Sn2+ �¤�¸�Ÿ�¨�š�Î�µ�Ä�®�o�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­��Humicola lanuginose No.3 �Á�¡�·�É�¤�…�¹�Ê�œ���Ä�œ�…�–�³�š�¸�É��Fe2+, Zn2+, 
Cu2+, �Â�¨�³��Co2+ �Å�¤�n�Å�—�o�­�n�Š�Á�­�¦�·�¤�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­����Omar et al., 1987) �­�n�ª�œ�¡�Š�«�r�›�µ�¦�·�œ���Ã�¨�®�r
�˜�¦�³�„�¼�¨����2538�����¡�•�ª�n�µ�„�µ�¦�Á�˜�·�¤�Â�‡�¨�Á�Ž�¸�¥�¤�‡�¨�°�Å�¦�—�r��0.01 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�¨�Š�Ä�œ�°�µ�®�µ�¦��nutrient broth �­�µ�¤�µ�¦�™
�„�¦�³�˜�»�o�œ�„�µ�¦�­�¦�o�µ�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�…�°�Š��Aeromonas sobria LP 004 �Ã�—�¥�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�¡�·�É�¤�‹�µ�„��
42.15 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���Å�ž�Á�ž�}�œ��109.47 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���®�¨�´�Š�‹�µ�„�„�µ�¦�Á�¨�¸�Ê�¥�Š�Á�•�º�Ê�°�Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ��24 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š
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10.4 อุณหภูม,ิ พีเอชและการใหอากาศ
�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Â�˜�n�¨�³�•�œ�·�—�¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�˜�n�°�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ��

�Á�•�n�œ��Bacillus alcalophilus (Ghanem et al., 2000) �¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�Á�ž�}�œ��60 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­�Â�¨�³�¡�¸
�Á�°�•�š�¸�É��10.6 �­�n�ª�œBacillus sp. RSJ1 (Sharma et al., 2002) �­�µ�¤�µ�¦�™�Á�‹�¦�·�•�Å�—�o�—�¸�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��50 �°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­ B.  coagulans BTS-3 �¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤���‡�º�°��55 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­�Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É��8.5 (Kumar 
et al., 2005)��Antrodia cinnamomea (Shu et al., 2006) �¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�š�¸�É��25 �°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•�Á�š�n�µ�„�´�•��8 �‹�µ�„�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�…�°�Š��Bora �Â�¨�³ Kalita��(2007) �¡�•�ª�n�µ�°�»�–�®�£�¼�¤�·�Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É
�Á�®�¤�µ�³�­�¤�˜�n�°�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„Bacillus sp. LBN 4���‡�º�°��65 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­�Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•��8.0 
�­�n�ª�œ Pseudomonas sp. (Kiran et al., 2008) �¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤���‡�º�°��30 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­�Â�¨�³�¡�¸�Á�°�•
�‡�n�°�œ�…�o�µ�Š�Á�ž�}�œ�—�n�µ�Š�š�¸�É��8.0 �Ä�œ�•�µ�Š�‡�¦�´�Ê�Š�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Å�¨�Á�ž�­�¤�¸�Ÿ�¨�„�¦�³�š�•�Ã�—�¥�„�µ�¦�Ä�®�o�°�µ�„�µ�«���Á�•�n�œ���„�µ�¦�‹�Î�µ�„�´�—�„�µ�¦
�Ä�®�o�°�°�„�Ž�·�Á�‹�œ�Â�„�n��P.  aeruginosa EF 2 �š�Î�µ�Ä�®�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�¨�—�¨�Š����Gilbert et al., 1991��

11. ปจจัยที่มีผลตอการทํางานและความคงตัวตอเอนไซมไลเปส

11.1อุณหภูมิ
�°�»�–�®�£�¼�¤�·�Á�ž�}�œ�ž�{�‹�‹�´�¥�®�¨�´�„�š�¸�É�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Â�¨�³�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�˜�n�°�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨

�Á�ž�­�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�˜�n�µ�Š�•�œ�·�—�„�´�œ�‹�³�¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�˜�n�°�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ���Â�˜�n�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�°�µ�‹�‹�³
�Å�¤�n�‡�Š�˜�´�ª�š�¸�É�¦�³�—�´�•�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·�š�¸�É�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�­�¼�Š�­�»�—���Á�•�n�œ B.  alcalophilus �Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�­�µ�¤�µ�¦�™�š�œ
�˜�n�°�°�»�–�®�£�¼�¤�·��60 �Â�¨�³��70 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���Ã�—�¥�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Á�®�¨�º�°�°�¥�¼�n�¤�µ�„�„�ª�n�µ��70 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�š�¸�É�Á�ª�¨�µ�¤�µ�„�„�ª�n�µ��
1 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š(Ghanem et al., 2000)��Bacillus sp. LBN 4��(Bora and Kalita, 2007) �­�µ�¤�µ�¦�™�‡�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤
�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��80 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­�Á�¤�º�É�°�Ÿ�n�µ�œ�Å�ž��20 �œ�µ�š�¸���Ã�—�¥�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Á�®�¨�º�°�°�¥�¼�n��80 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r
�Â�¨�³��Kumar �Â�¨�³�‡�–�³����2005) �¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�­�µ�¤�µ�¦�™�‡�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�®�¨�º�°�‡�¦�¹�É�Š�®�œ�¹�É�Š�š�¸�É��
55 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ�®�¨�´�Š�‹�µ�„��2 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š �­�n�ª�œA.  cinnamomea (Shu et al., 2006) �­�µ�¤�µ�¦�™�¤�¸
�„�·�‹�„�¦�¦�¤�­�¼�Š�­�»�—�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��45 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­�Â�¨�³�‡�Š�˜�´�ª�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Á�®�¨�º�°�°�¥�¼�n�š�¸�É��25-40 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���°�¥�¼�n��
50 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r

11.2 พีเอช
�‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�Á�ž�}�œ�„�¦�—-�—�n�µ�Š�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�š�´�Ê�Š�œ�¸�Ê

�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�ž�¦�·�¤�µ�–�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�Â�¨�³�ž�¦�³�‹�»�…�°�Š�°�³�¤�·�Ã�œ�•�µ�Š�•�œ�·�—�•�œ�­�µ�¥�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ���­�µ�¦�¨�³�¨�µ�¥
�•�´�¡�Á�¢�°�¦�r�š�¸�É�¤�¸�‡�n�µ�¡�¸�Á�°�•�Ä�„�¨�o�Á�‡�¸�¥�Š�„�´�•�‡�n�µ isoelectric point �…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�‹�³�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�·�‹�„�¦�¦�¤�°�¥�n�µ�Š�¤�µ�„�Ã�—�¥
�š�Î�µ�Ä�®�o�‡�ª�µ�¤�®�œ�µ�Â�œ�n�œ�…�°�Š�ž�¦�³�‹�»�•�¦�·�Á�ª�–�Á�¦�n�Š�¨�—�¨�Š�°�¥�n�µ�Š�¤�µ�„���¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Ã�—�¥�Å�¨�Á�ž�­
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�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�š�œ�˜�n�°�°�»�–�®�£�¼�¤�·�­�¼�Š�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�­�¼�Š�š�¸�É�­�»�—�‡�n�°�œ�Å�ž�š�µ�Š�„�¦�—���Á�•�n�œ��Aeromonas 
sobria LP 004 �Â�¨�³��Pseudomonas cepacia �¤�¸�¡�¸�Á�°�•�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�˜�n�°�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­
�Á�š�n�µ�„�´�•��6.0 �š�¸�É��37 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���Â�¨�³��5.5-6.5 �š�¸�É��50 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���š�´�Ê�Š�œ�¸�Ê�‡�ª�µ�¤�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�…�°�Š�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·
�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•�‡�ª�µ�¤�®�¨�µ�„�®�¨�µ�¥�…�°�Š�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Ä�œ�Â�®�¨�n�Š�˜�n�µ�Š�Ç���˜�µ�¤�¨�Î�µ�—�´�•�����¡�Š�«�r�›�µ�¦�·�œ���Ã�¨�®�r
�˜�¦�³�„�¼�¨����2538; Sugihara et al., 1992��

�­�n�ª�œ�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª���¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�¤�¸�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�Ä�œ�¡�¸�Á�°�•�•�n�ª�Š�„�ª�o�µ�Š �Á�•�n�œ��
�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��B. coagulans BTS-3 �¤�¸�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�Ä�œ�•�n�ª�Š�¡�¸�Á�°�•��8-10.5 �Á�¤�º�É�°�•�n�¤�Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ��6 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š����Kumar 
et al., 2005)���­�n�ª�œA. cinnamomea (Shu et al., 2006) �¤�¸�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�¡�¸�Á�°�•�Ä�œ�•�n�ª�Š��7-10 
�Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ��24 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š���š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��25 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���Â�¨�³�„�·�‹�„�¦�¦�¤�Á�®�¨�º�°��30 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Á�¤�º�É�°�¤�¸�¡�¸�Á�°�•��10-12 
�Ž�¹�É�Š�‹�´�—�Å�—�o�ª�n�µ�Á�ž�}�œ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ä�œ�„�¨�»�n�¤�°�´�¨�‡�µ�Å�¨�œ�r�Å�¨�Á�ž�­Pseudomonas MSI057 (Kiran et al., 2008) �‡�Š
�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�¤�µ�„�„�ª�n�µ��89 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���š�¸�É�¡�¸�Á�°�•��8-9 �°�»�–�®�£�¼�¤�·��37 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­

11.3 ไอออนของโลหะ และ reagents ตางๆ
Wang �Â�¨�³�‡�–�³����1988�����Å�—�o�­�¦�»�ž�­�¤�¤�»�˜�·�“�µ�œ�‡�ª�µ�¤�Á�ž�}�œ�Å�ž�Å�—�o�…�°�Š�„�¨�Å�„�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š

�Â�‡�¨�Á�Ž�¸�¥�¤�Å�°�°�°�œ�˜�n�°�„�µ�¦�­�n�Š�Á�­�¦�·�¤�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�Å�ª�o��3 �ž�¦�³�„�µ�¦���‡�º�°���Â�‡�¨�Á�Ž�¸�¥�¤�Å�°�°�°�œ�•�n�ª�¥
�Á�ž�¨�¸�É�¥�œ�¦�¼�ž�¦�n�µ�Š����conformation�����…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ä�®�o�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�¥�·�É�Š�…�¹�Ê�œ���•�n�ª�¥�Á�¡�·�É�¤�„�µ�¦�—�¼�—�Ž�¹�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É��oil-
water interface �Â�¨�³�•�n�ª�¥�…�‹�´�—�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�°�„�‹�µ�„��oil-water interface �š�Î�µ�Ä�®�o�Å�¨�Á�ž�­�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�…�¹�Ê�œ

�Ã�—�¥�š�´�É�ª�Å�ž�Å�°�°�°�œ�…�°�Š�Ã�¨�®�³���Á�•�n�œ��Ca2+, Mg2+, Mn2+, Na2+, Li2+ , Hg2+ �•�n�ª�¥�Á�¡�·�É�¤�„�µ�¦
�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�Ã�—�¥�Å�°�°�°�œ�‹�³�Á�¡�·�É�¤�°�´�˜�¦�µ�„�µ�¦�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ž�¹�É�Š�‹�³�Å�ž�‹�´�•�„�´�•
�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�·�­�¦�³�Â�¨�³�¥�o�µ�¥�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�š�¸�É�Á�„�·�—�…�¹�Ê�œ�°�°�„�‹�µ�„�•�¦�·�Á�ª�–�š�¸�É�¦�•�„�ª�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­
�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�…�¹�Ê�œ�Â�¨�³�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�¡�º�Ê�œ�Ÿ�·�ª�…�°�Š�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�Á�˜�È�¤�Å�ž�—�o�ª�¥�ž�¦�³�‹�»�Â�¨�³�„�¦�—�°�³�¤�·
�Ã�œ�š�¸�É�Å�¤�n�•�°�•�œ�Ê�Î�µ�š�Î�µ�Ä�®�o�°�·�°�°�œ�…�°�Š�Ã�¨�®�³�®�µ�•�¦�·�Á�ª�–�š�¸�É�‹�´�•�„�´�•�­�´�•�­�Á�˜�¦�š�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥���„�¦�—�Â�°�­�¡�µ�˜�·�„���„�¦
�—�„�¨�¼�˜�µ�¤�·�„�Å�—�o�Š�n�µ�¥�…�¹�Ê�œ���Â�¨�³�Å�¤�n�ª�n�µ�„�µ�¦�‹�´�•�„�´�œ�‹�³�Å�ž�¦�•�„�ª�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�®�¦�º�°�Å�¤�n�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n
�„�´�•�‡�ª�µ�¤�­�´�¤�¡�´�œ�›�r�¦�³�®�ª�n�µ�Š�˜�Î�µ�Â�®�œ�n�Š�„�µ�¦�‹�´�•�„�´�•�…�°�Š�°�·�°�°�œ�„�´�•�•�¦�·�Á�ª�–�Á�¦�n�Š�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�����–�„�´�•�£�´�š�¦���‹�·�œ�—�µ����
2549�����Á�•�n�œ��Hg2+, Mg2+, Fe2+ �Â�¨�³ K+ �­�µ�¤�µ�¦�™�„�¦�³�˜�»�o�œ�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�™�¼�„�Ÿ�¨�·�˜�‹�µ�„��B.
coagulans BTS-3 �Ã�—�¥�¡�•�ª�n�µ��Hg2+ �­�µ�¤�µ�¦�™�Á�¡�·�É�¤�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�¤�º�É�°�Á�š�¸�¥�•�„�´�•�•�»�—�‡�ª�•�‡�»�¤�Á�ž�}�œ��458 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r��(Kumar et al., 2005) �­�n�ª�œ��Zn2+ �Â�¨�³��Co2+ �­�µ�¤�µ�¦�™�„�¦�³�˜�»�o�œ�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­
�‹�µ�„Pseudomonas MSI057 �Ã�—�¥�…�–�³�š�¸�É��Hg2+, Mn2+, Fe2+, Fe3+ �Â�¨�³��Cu2+ �¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r
�Å�¨�Á�ž�­��(Kiran et al., 2008)���°�¸�„�š�´�Ê�ŠCa2+, Na2+, K2+ �Â�¨�³��Co2+ �¤�¸�Ÿ�¨�„�¦�³�˜�»�o�œ�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��
Bacillus sp. �Å�—�o�Á�¨�È�„�œ�o�°�¥�ž�¦�³�¤�µ�–��7 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���­�n�ª�œ��Ba2+ �„�¦�³�˜�»�o�œ�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�Å�—�o�™�¹�Š��32 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r��(Handelsman and Shoham, 1994) �Â�¨�³�¤�¸�¦�µ�¥�Š�µ�œ�ª�n�µ��Ca2+ �¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��
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H. lanuginose No.3 �Á�¡�·�É�¤�…�¹�Ê�œ�Á�ž�}�œ��59.7 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���Á�ž�¦�¸�¥�•�Á�š�¸�¥�•�„�´�•�•�»�—�‡�ª�•�‡�»�¤��23.3 �¥�¼�œ�·�˜�˜�n�°
�¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦����Omar et al., 1987)���­�n�ª�œ�Ä�œ��A. sobria LP 004 �¡�•�ª�n�µ��Ca2+ �•�n�ª�¥�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á�­�™�¸�¥�¦�…�°�Š
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·�­�¼�Š�š�¸�É�Å�¤�n�Å�—�o�š�Î�µ�Ä�®�o�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�����¡�Š�«�r�›�µ�¦�·�œ���Ã�¨�®�r�˜�¦�³�„�¼�¨����2538��Dutta �Â�¨�³��Ray����2009����
�¡�•�ª�n�µ��Ca2+, Co2+ �Â�¨�³ Cu2+ �š�¸�É�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ��1 �¤�·�¨�¨�·�Ã�¤�¨�µ�¦�r���„�¦�³�˜�»�o�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��
Bacillus cereus C7 �¤�µ�„�…�¹�Ê�œ

�•�µ�Š�‡�¦�´�Ê�Š�¤�¸�¦�µ�¥�Š�µ�œ�ª�n�µ�Å�°�°�°�œ�…�°�Š�Ã�¨�®�³�Å�¤�n�¤�¸�Ÿ�¨�„�¦�³�˜�»�o�œ�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­���Á�•�n�œ��
Sugihara �Â�¨�³�‡�–�³����1991�����¡�•�ª�n�µ��Ca2+, Mg2+, Sr2+ �Â�¨�³��Ba2+ �‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�������¤�·�¨�¨�·�Ã�¤�¨�µ�¦�r���Å�¤�n�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°
�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��Bacillus sp. �Â�¨�³�¡�•�ª�n�µ��Ca2+ �‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�������¤�·�¨�¨�·�Ã�¤�¨�µ�¦�r�Å�¤�n�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�µ�¦
�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��Pseudomonas sp. KWI-56 (Iizumi et al., 1990) �Â�˜�n�Å�¨�Á�ž�­�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�™�¼�„�¥�´�•�¥�´�Ê�Š
�—�o�ª�¥�Å�°�°�°�œ�…�°�Š�Ã�¨�®�³�®�œ�´�„�¡�ª�„��Fe2+, Fe3+, Zn2+, Cu2+ �Â�¨�³��Hg2+ �Á�•�n�œ��H. lanuginose ��Omar et al., 
1987) Bacillus sp. (Sugihara et al., 1991) �Â�¨�³��Flavobacterium odoratum (Labuschagne et al., 
1997) Dutta �Â�¨�³��Ray����2009�����¡�•�ª�n�µ��Mn2+, Fe3+ �Â�¨�³ Sn2+ �š�¸�É�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ��1 �¤�·�¨�¨�·�Ã�¤�¨�µ�¦�r���¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦
�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�•�¦�·�Á�ª�–�Â�‡�˜�µ�Å�¨�˜�·�„�Å�Ž�š�r�…�°�Š��Bacillus cereus C7 �­�n�ª�œ��Alkan���Â�¨�³�‡�–�³��
��2006�����¦�µ�¥�Š�µ�œ�ª�n�µ�Å�°�°�°�œ�…�°�Š�Ã�¨�®�³�‹�³�Å�ž�‹�´�•�°�¥�n�µ�Š�Â�œ�n�œ�•�¦�·�Á�ª�–�š�¸�É�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�•�œ�Ÿ�·�ª�…�°�Š�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Â�¨�³�¤�¸�Ÿ�¨
�˜�n�°�„�µ�¦�¢�°�¦�r�¤�˜�´�ª�…�°�Š�Á�ž�ž�Å�š�—�r�°�¸�„�—�o�ª�¥

�Ä�œ�•�µ�Š�‡�¦�´�Ê�Š�¡�•�ª�n�µ�­�µ�¦�‹�´�•�Ã�¨�®�³����metal chelating agent�����Á�•�n�œ��EDTA (ethylene-
diamine tetraacetic acid) �Å�¤�n�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�Å�¨�Á�ž�­���Á�•�n�œ���Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��Bacillus sp. (Sugihara et al., 1991), P.
cepacia  (Sugihara et al., 1992) �•�¸�Ê�Ä�®�o�Á�®�È�œ�ª�n�µ�Å�¨�Á�ž�­�Á�®�¨�n�µ�œ�¸�Ê�Å�¤�n�Ä�•�n��metalloenzyme �Â�˜�n��Muderhwa �Â�¨�³��
Ratamahenina (1985) �¡�•�ª�n�µ��EDTA �Â�¨�³��pCMB (parachloromercuribenzoate) �¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š
�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��Candida deformans CBS 2701 �Ž�¹�É�Š�­�°�—�‡�¨�o�°�Š�„�´�•��Yamamoto �Â�¨�³��Fujiwara (1988) �Ž�¹�É�Š
�¡�•�ª�n�µ��EDTA �Â�¨�³��pCMB���¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��Pseudomonas sp.

11.4 ลักษณะของสับสเตรท (Physical state of substrate)
�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�‹�³�Á�„�·�—�…�¹�Ê�œ�Á�¤�º�É�°�Å�¨�Á�ž�­�™�¼�„�—�¼�—�Ž�´�•�š�¸�É�Ÿ�·�ª�¦�³�®�ª�n�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�„�´�•�­�´�•�­�Á�˜�¦�š�š�¸�É

�Å�¤�n�¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ����oil-water interface�����°�´�˜�¦�µ�Á�¦�È�ª�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ�…�°�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�‹�¹�Š�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•�‹�Î�µ�œ�ª�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Å�¨
�Á�ž�­�š�¸�É�™�¼�„�—�¼�—�Ž�´�•�Å�ª�o���Â�¨�³�…�¹�Ê�œ�„�´�•�¡�º�Ê�œ�š�¸�É�Ÿ�·�ª�¦�³�®�ª�n�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�„�´�•�­�´�•�­�Á�˜�¦�š�—�o�ª�¥���™�o�µ�¡�º�Ê�œ�š�¸�É�Ÿ�·�ª�¦�³�®�ª�n�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�„�´�•
�­�´�•�­�Á�˜�¦�š�¤�¸�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ���„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�‹�³�—�¸�…�¹�Ê�œ�—�o�ª�¥����Shahani, 1975��

11.5 ตัวทําละลายอินทรีย
Sugihara �Â�¨�³�‡�–�³�� ��1991���� �¡�•�ª�n�µ�°�³�Ž�·�Ã�˜�œ��20 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� ��v/v���� �•�n�ª�¥�Á�¡�·�É�¤�„�·�‹�„�¦�¦�¤

�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„��Bacillus sp. �Å�—�o�™�¹�Š��60 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� �Â�˜�n�Á�¤�º�É�°�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�…�°�Š�°�³�Ž�·�Ã�˜�œ�¤�µ�„�„�ª�n�µ��60 
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�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���‹�³�š�Î�µ�Ä�®�o�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�¨�—�¨�Š�°�¥�n�µ�Š�¦�ª�—�Á�¦�È�ª���°�µ�‹�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�š�¸�É�°�³�Ž�·�Ã�˜�œ�Á�…�o�¤�…�o�œ�˜�É�Î�µ�„�ª�n�µ��60 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� ��v/v���� �š�Î�µ�Ä�®�o�¡�º�Ê�œ�š�¸�É�Ÿ�·�ª�¦�³�®�ª�n�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�„�´�•�­�´�•�­�Á�˜�¦�š�¤�¸�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ�� �š�Î�µ�Ä�®�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�…�¹�Ê�œ�Ã�—�¥
�ž�¦�µ�«�‹�µ�„�„�µ�¦�Á�­�¸�¥�­�£�µ�¡�…�°�Š�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�� �­�n�ª�œ�°�³�Ž�·�Ã�˜�œ�š�¸�É�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ�¤�µ�„�„�ª�n�µ��60 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� �°�µ�‹�š�Î�µ�Ä�®�o
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�­�¸�¥�­�£�µ�¡�Â�¨�³�­�¼�•�Á�­�¸�¥�„�·�‹�„�¦�¦�¤�� �­�n�ª�œ�Á�±�„�Á�Ž�œ�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ä�œ�š�»�„�‡�ª�µ�¤�Á�…�o�¤�…�o�œ
�˜�´�Ê�Š�Â�˜�n��5-100 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Á�•�n�œ�Á�—�¸�¥�ª�„�´�•�Ä�œ�Á�•�º�Ê�°��P. cepacia �„�µ�¦�Á�˜�·�¤��dimethylsulfoxide �®�¦�º�°���°�³�Ž�·�Ã�˜�œ��0-
35 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� ��v/v���� �‹�³�„�¦�³�˜�»�o�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�� �Ä�œ�…�–�³�š�¸�É�Á�•�œ�Ž�¸�œ�Â�¨�³�Á�±�„�Á�Ž�œ�¤�¸�Ÿ�¨�¥�´�•�¥�´�Ê�Š��
��Sugihara et al., 1992����Kiran �Â�¨�³�‡�–�³����2008�����¦�µ�¥�Š�µ�œ�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��Pseudomonas sp. 
(MSI057) �¤�¸�‡�ª�µ�¤�Á�­�™�¸�¥�¦�Ä�œ�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�°�¥�n�µ�Š�°�³�Ž�·�Ã�˜�œ�š�¸�É��50 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� �Ã�—�¥�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤
�­�´�¤�¡�´�š�›�r�Á�¡�·�É�¤�…�¹�Ê�œ�‹�µ�„�•�»�—�‡�ª�•�‡�»�¤�Á�ž�}�œ��124 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� �­�n�ª�œ��Ruchi�� �Â�¨�³�‡�–�³�� ��2008���� �¡�•�ª�n�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨
�Á�ž�­�‹�µ�„��P. aeruginosa���¤�¸�‡�ª�µ�¤�Á�­�™�¸�¥�¦�˜�n�°�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�¡�ª�„��xylene, cyclohexane, hexane �Â�¨�³��
heptane �Ã�—�¥�¤�¸�„�·�‹�„�¦�¦�¤�­�´�¤�¡�´�š�›�r�‡�Š�Á�®�¨�º�°�Á�ž�}�œ��125, 168, 183 �Â�¨�³��175 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Á�¤�º�É�°�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�ž�}�œ
�Á�ª�¨�µ��72 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š

11.6 Emulsifying agent
Sodium taurocholate �Á�ž�}�œ�­�µ�¦�¨�—�Â�¦�Š�˜�¹�Š�Ÿ�·�ª�š�¸�É�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�°�¸�¤�´�¨�Ž�·�¢�µ�¥�Á�°�°�¦�r�‹�³�¥�´�•�¥�´�Ê�Š

�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Á�°�­�Á�š�°�Á�¦�­�Â�¨�³�Á�¦�n�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­��(Handelsman and Shoham, 
1994)���Â�˜�n�°�¸�¤�´�¨�Ž�·�¢�µ�¥�Á�°�°�¦�r�Å�¤�n�Å�—�o�•�n�ª�¥�Á�¡�·�É�¤�„�µ�¦�š�Î�µ�Š�µ�œ�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�Á�­�¤�°�Å�ž��Watanabe �Â�¨�³�‡�–�³����1977����
�¡�•�ª�n�µ�š�´�Ê�Š�­�µ�¦�¨�—�Â�¦�Š�˜�¹�Š�Ÿ�·�ª�š�¸�É�¤�¸�ž�¦�³�‹�»�¨�•����anionic sufactant�����Â�¨�³�Á�„�¨�º�°�œ�Ê�Î�µ�—�¸�‹�³�¥�´�•�¥�´�Ê�Š�„�·�‹�„�¦�¦�¤�…�°�Š�Å�¨
�Á�ž�­�•�°�•�—�n�µ�Š�‹�µ�„��Pseudomonas fragi �Â�¨�³��Pseudomonas nitroreducens nov. var. thermotolerans

12. การนําไลเปสไปใชประโยชน

�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�¡�º�•�� �­�´�˜�ª�r�Â�¨�³�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�­�µ�¤�µ�¦�™�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�°�¥�n�µ�Š�¤�µ�„�®�¨�µ�¥�Ä�œ
�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�—�o�µ�œ�˜�n�µ�Š�Ç�� �Ã�—�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Á�ž�}�œ�š�¸�É�­�œ�Ä�‹�¤�µ�„�š�¸�É�­�»�—�Ä�œ�„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�ž�ž�¦�³��
�¥�»�„�˜�r�Ä�•�o�š�µ�Š�—�o�µ�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�� �Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�˜�n�µ�Š�•�œ�·�—�„�´�œ�„�È�‹�³�¤�¸�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·�Ä�œ�„�µ�¦
�š�Î�µ�Š�µ�œ�Â�¨�³�‡�ª�µ�¤�‡�Š�˜�´�ª�š�¸�É�˜�n�µ�Š�„�´�œ�Ã�—�¥�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�…�°�Š�Å�¨�Á�ž�­�¤�¸�—�´�Š�œ�¸�Ê

12.1 การยอยสลายไขมัน
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�³�­�µ�¤�µ�¦�™�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�®�¦�º�°�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�Ä�®�o�Å�—�o�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�„�¨�¸

�Á�Ž�°�¦�°�¨���Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�˜�´�ª�­�Î�µ�‡�´�•�Ä�œ�„�µ�¦�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�š�µ�Š�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤���Á�•�n�œ���„�µ�¦�œ�Î�µ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�¤�µ�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦
�Ÿ�¨�·�˜�­�•�¼�n���Ã�—�¥�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�Ä�•�o�­�Î�µ�®�¦�´�•�ª�´�˜�™�»�ž�¦�³�­�Š�‡�r�œ�¸�Ê�Å�—�o�¤�µ�‹�µ�„��C. rugosa ��Hoq et al., 1985�����Â�¨�³�Ä�œ
�ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�­�œ�Ä�‹�Ä�œ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�Á�„�¸�É�¥�ª�„�´�•�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ���Â�¨�³�„�¨�¸�Á�Ž�°�¦�°�¨�Ä�œ�š�µ�Š�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤
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�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ�Ã�—�¥�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�¸�É�­�µ�¤�µ�¦�™�š�Î�µ�Š�µ�œ�Å�—�o�—�¸�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·�­�¼�Š�Ä�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�‹�µ�„
�­�´�˜�ª�r���Ž�¹�É�Š�¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�­�¼�Š����Garcia et al., 1995��

12.2 อุตสาหกรรมเครื่องหนัง
�Ä�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�‡�¦�º�É�°�Š�®�œ�´�Š�‹�³�¤�¸�…�´�Ê�œ�˜�°�œ�„�µ�¦�Á�°�µ�Å�…�¤�´�œ�­�n�ª�œ�š�¸�É�Á�®�¨�º�°�� �Â�¨�³�Ã�ž�¦�˜�¸�œ

�š�¸�É�Á�­�¸�¥�¦�¼�ž�š�¸�É�˜�·�—�°�¥�¼�n�•�¦�·�Á�ª�–�®�œ�´�Š�� �Â�¨�³�…�œ�°�°�„�� �Ž�¹�É�Š�„�µ�¦�„�Î�µ�‹�´�—�Å�…�¤�´�œ�� �Â�¨�³�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�°�°�„�‹�µ�„�®�œ�´�Š�­�´�˜�ª�r�Ã�—�¥�ª�·�›�¸
�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸�‹�³�¤�¸�ž�¦�³�­�·�š�›�·�£�µ�¡�˜�É�Î�µ�� ��Seitz, 1974���� �Â�˜�n�ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�ž�¦�³�¥�»�„�˜�r�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ÿ�­�¤�¦�³�®�ª�n�µ�Š
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Â�¨�³�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ã�ž�¦�˜�·�Á�°�­�¤�µ�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�„�Î�µ�‹�´�—�Å�…�¤�´�œ���Â�¨�³�Ã�ž�¦�˜�¸�œ�°�°�„�Å�ž�‹�µ�„�®�œ�´�Š�­�´�˜�ª�r��
��Posorske, 1984; Figurin et al., 1990; Christner et al., 1991; Gandhi, 1997��

12.3 การบําบัดของเสีย
�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�¤�µ�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�œ�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�…�°�Š�Á�­�¸�¥�Ä�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦

�•�Î�µ�•�´�—�Â�•�•�Ä�®�o�°�µ�„�µ�«�Ž�¹�É�Š�Ä�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�…�°�Š�Á�­�¸�¥�Â�•�•�Ä�®�o�°�µ�„�µ�«�‹�³�Á�„�·�—�Â�Ÿ�n�œ�‡�¦�µ�•�Å�…�¤�´�œ�•�¦�·�Á�ª�–
�Ÿ�·�ª�­�´�¤�Ÿ�´�­�…�°�Š�Ç���Á�­�¸�¥�„�´�•�°�µ�„�µ�«�š�Î�µ�Ä�®�o�„�µ�¦�™�n�µ�¥�Á�š�°�µ�„�µ�«�Á�ž�}�œ�Å�ž�Å�—�o�Å�¤�n�—�¸�Ž�¹�É�Š�Ä�œ�°�—�¸�˜�Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦�Â�„�o�Å�…�ž�{�•�®�µ
�œ�¸�Ê�Ã�—�¥�„�µ�¦�—�´�„�Á�°�µ�‡�¦�µ�•�Å�…�¤�´�œ�°�°�„���Â�˜�n�¡�•�ª�n�µ�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�œ�´�Ê�œ�‹�³�Ä�®�o�Ÿ�¨�š�¸�É�—�¸�„�ª�n�µ���Ã�—�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨
�Á�ž�­�š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�…�°�Š�Á�­�¸�¥�œ�¸�Ê�Å�—�o�‹�µ�„��C. rugosa �Ž�¹�É�Š�˜�n�°�¤�µ�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°�˜�´�ª�œ�¸�Ê
�Ä�œ�¦�³�—�´�•�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤���Ã�—�¥�¤�¸�•�º�É�°�š�µ�Š�„�µ�¦�‡�o�µ�ª�n�µ��Lipase-MY �Â�¨�³�Å�—�o�™�¼�„�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�œ�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—
�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�Ä�œ�ž�¦�³�Á�š�«�°�Á�¤�¦�·�„�µ����Seitz, 1974; Gandhi, 1997�����œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�°�µ�‹�œ�Î�µ�Å�¨�Á�ž�­�¤�µ�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦
�‡�ª�•�‡�»�¤�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�…�°�Š�Á�­�¸�¥�Ä�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�•�Î�µ�•�´�—�Â�•�•�Å�¦�o�°�µ�„�µ�«�Å�—�o����Godfrey and Reichelt, 1983��

�„�µ�¦�Ä�•�o�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Ä�œ�¦�³�•�•�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥���Ž�¹�É�Š�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥
�Å�…�¤�´�œ�Ã�—�¥�­�µ�¤�µ�¦�™�‡�´�—�Â�¥�„�Å�—�o�‹�µ�„�Â�®�¨�n�Š�—�·�œ�š�´�É�ª�Ç���Å�ž�š�¸�É�¤�¸�„�µ�¦�ž�œ�Á�ž�g�•�°�œ�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�®�¦�º�°�°�µ�‹�Â�¥�„�‹�µ�„�œ�Ê�Î�µ
�Á�­�¸�¥�š�¸�É�¤�¸�„�µ�¦�ž�œ�Á�ž�g�•�°�œ�…�°�Š�Å�…�¤�´�œ�¦�ª�¤�™�¹�Š�¦�³�•�•�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�…�°�Š�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�°�µ�®�µ�¦���¦�o�µ�œ�°�µ�®�µ�¦���•�o�µ�œ�Á�¦�º�°�œ
�Â�¨�³�Â�®�¨�n�Š�•�»�¤�•�œ�˜�n�µ�Š�Ç��Cappe �Â�¨�³�‡�–�³����1994�����Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦�Â�¥�„�Á�•�º�Ê�°��Acinetobacter sp. �‹�µ�„�¦�³�•�•�•�Î�µ�•�´�—
�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�Â�•�•�Â�°�‡�˜�·�Á�ª�Á�˜�š�­�¨�´�—�‹�r���¡�•�ª�n�µ�Á�•�º�Ê�°�—�´�Š�„�¨�n�µ�ª�¤�¸��4 �­�µ�¥�¡�´�œ�›�»�r�š�¸�É�­�µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Å�—�o�­�¼�Š��
�‡�º�°���­�µ�¥�¡�´�œ�›�»�r��SY1, STD, BO2 �Â�¨�³��IB2 �Â�¨�³�¡�•�ª�n�µ�Á�•�º�Ê�°�­�µ�¥�¡�´�œ�›�»�r��BO2 �Â�¨�³��IB2���¥�´�Š�­�µ�¤�µ�¦�™�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥
�Å�…�¤�´�œ�Ä�œ�•�n�ª�Š�°�»�–�®�£�¼�¤�·��45-50 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���‹�¹�Š�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�Á�•�º�Ê�°�š�´�Ê�Š�­�°�Š�­�µ�¥�¡�´�œ�›�»�r�¤�µ�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥
�Å�…�¤�´�œ�Ä�œ�¦�³�•�•�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�˜�n�°�Å�ž���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�Â�¨�o�ª�¥�´�Š�¤�¸�Ÿ�¼�o�«�¹�„�¬�µ�‡�´�—�Â�¥�„�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�Ä�œ
�œ�Ê�Î�µ�Á�­�¸�¥�Å�—�o�°�¸�„�®�¨�µ�¥�­�µ�¥�¡�´�œ�›�»�r���¦�ª�¤�™�¹�Š�„�µ�¦�š�—�¨�°�Š�œ�Î�µ�Á�•�º�Ê�°�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�­�µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�š�´�Ê�Š�Ä�œ
�¦�¼�ž�Á�•�º�Ê�°�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�Â�¨�³�Á�•�º�Ê�°�Ÿ�­�¤�¤�µ�«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ���Á�¡�º�É�°�®�µ�‡�ª�µ�¤�Á�ž�}�œ�Å�ž�Å�—�o�Ä�œ�„�µ�¦�œ�Î�µ�Á�•�º�Ê�°�¤�µ�Ä�•�o
�Ä�œ�„�µ�¦�„�Î�µ�‹�´�—�Å�…�¤�´�œ�°�¥�n�µ�Š�‹�¦�·�Š�‹�´�Š
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Wakelin �Â�¨�³��Forster ��1997�����Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�ž�¦�³�­�·�š�›�·�£�µ�¡�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�…�°�Š
�Á�•�º�Ê�°�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�Â�¨�³�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Ÿ�­�¤�š�¸�É�‡�´�—�Â�¥�„�‹�µ�„�•�n�°�—�´�„�Å�…�¤�´�œ����grease trap�����Â�¨�³�¦�³�•�•�•�Î�µ�•�´�—�œ�Ê�Î�µ
�Á�­�¸�¥�Â�•�•�Â�°�‡�˜�·�Á�ª�Á�˜�š�­�¨�´�—�‹�r���¡�•�ª�n�µ�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�Ä�œ�¦�¼�ž�Ÿ�­�¤�¤�¸�ž�¦�³�­�·�š�›�·�£�µ�¡�Ä�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�Å�—�o�—�¸�„�ª�n�µ
�‹�»�¨�·�œ�š�¦�¸�¥�r�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í���Ã�—�¥�¤�¸�ž�¦�³�­�·�š�›�·�£�µ�¡�Ä�œ�„�µ�¦�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�…�¤�´�œ�Å�—�o�¤�µ�„�„�ª�n�µ���������Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ä�œ�°�µ�®�µ�¦�Á�¨�¸�Ê�¥�Š
�Á�•�º�Ê�°�š�¸�É�¤�¸�Å�…�¤�´�œ�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ�������„�¦�´�¤�˜�n�°�¨�·�˜�¦

12.4 การใชเปนสวนผสมของสารซักลาง (Detergent)
�ž�{�•�®�µ�¤�¨�£�µ�ª�³�š�µ�Š�œ�Ê�Î�µ�Á�ž�}�œ�ž�{�•�®�µ�­�·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤�š�¸�É�­�Î�µ�‡�´�•�¤�µ�„�Ã�—�¥�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�¡�¥�µ�¥�µ�¤�š�¸�É�‹�³

�¨�—�„�µ�¦�Ä�•�o�­�µ�¦�š�Î�µ�‡�ª�µ�¤�­�³�°�µ�—�š�¸�É�¤�¸�­�µ�¦�Á�‡�¤�¸�š�¸�É�¥�n�°�¥�­�¨�µ�¥�Å�—�o�¥�µ�„�Ã�—�¥�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���—�´�Š�œ�´�Ê�œ�‹�¹�Š�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�Á�°�µ
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�¤�µ�Ä�•�o�Á�ž�}�œ�­�n�ª�œ�Ÿ�­�¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ž�´�„�¨�o�µ�Š�Á�¡�º�É�°�¨�—�ž�¦�·�¤�µ�–�­�µ�¦�Á�‡�¤�¸�š�¸�É�Á�ž�}�œ�­�n�ª�œ�Ÿ�­�¤�Ä�®�o�¨�—�œ�o�°�¥�¨�Š��
�Â�¨�³�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�­�µ�¦�Ž�´�„�¨�o�µ�Š�¤�µ�„�¤�µ�¥�š�¸�É�Å�—�o�œ�Î�µ�Á�š�‡�Ã�œ�Ã�¨�¥�¸�œ�¸�Ê�Å�ž�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�­�µ�¦�Ž�´�„�¨�o�µ�Š�š�¸�É�¤�¸�­�n�ª�œ�Ÿ�­�¤
�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r���Ã�—�¥�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�š�¸�É�Å�—�o�œ�Î�µ�¤�µ�Ä�•�o�Á�ž�}�œ�­�n�ª�œ�Ÿ�­�¤�œ�´�Ê�œ�Å�—�o�¤�µ�‹�µ�„��Chromobacterium viscosum
(Minoguchi and Muneyuki, 1989; Gandhi, 1997)���Â�¨�³��Candida (Nishioka, 1990)

12.5 การสรางกลิ่นรสในอุตสาหกรรมนมและผลิตภัณฑจากนม
�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�Å�¨�Á�ž�­�Á�¡�º�É�°�ž�¦�´�•�ž�¦�»�Š�„�¨�·�É�œ�¦�­�…�°�Š�Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�‹�µ�„�œ�¤�˜�n�µ�Š�Ç���Á�•�n�œ���Á�œ�¥�Â�…�È�Š��

�Á�œ�¥�Á�®�¨�ª���¤�µ�„�µ�¦�¸�œ���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�ž�¦�´�•�ž�¦�»�Š�¨�´�„�¬�–�³�Á�œ�º�Ê�°�­�´�¤�Ÿ�´�­�…�°�Š�œ�¤�Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�Ÿ�¨�¤�µ�‹�µ�„�Å�…�¤�´�œ��
�Ã�ž�¦�˜�¸�œ���Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�˜�µ�¨�Â�¨�„�Ã�˜�­�š�¸�É�¤�¸�°�¥�¼�n�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�œ�¤���Â�¨�³�œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�Â�¨�o�ª�¥�´�Š�Å�—�o�œ�Î�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�¤�µ�Ä�•�o
�¦�n�ª�¤�„�´�•�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Ã�ž�¦�˜�·�Á�°�­�Ä�œ�„�µ�¦�˜�„�˜�³�„�°�œ�œ�¤�Â�¨�³�ž�¦�´�•�ž�¦�»�Š�„�¨�·�É�œ�¦�­�…�°�Š�œ�¤�Â�¨�³�¥�´�Š�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�¤�µ�Ä�•�o�Ä�œ�…�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�‡�¦�¸�¤�Á�š�¸�¥�¤�Ä�®�o�¤�¸�„�¨�·�É�œ�¦�­�š�¸�É�—�¸�…�¹�Ê�œ

12.6 การผลิตไบโอดีเซล
�Å�•�Ã�°�—�¸�Á�Ž�¨�Á�ž�}�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�Á�•�º�Ê�°�Á�¡�¨�·�Š�š�¸�É�Ÿ�¨�·�˜�¤�µ�‹�µ�„�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¡�º�•�®�¦�º�°�Å�…�¤�´�œ�­�´�˜�ª�r �Ã�—�¥�Ÿ�n�µ�œ

�…�•�ª�œ�„�µ�¦�š�¸�É�š�Î�µ�Ä�®�o�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Á�¨�È�„�¨�Š���Ä�®�o�°�¥�¼�n�Ä�œ�¦�¼�ž�…�°�Š���Á�°�š�·�¨�Á�°�­�Á�˜�°�¦�r����Ethyl esters) �®�¦�º�°���Á�¤�š�·�¨�Á�°�­�Á�˜�°�¦�r��
��Methyl esters) �Ž�¹�É�Š�‹�³�™�¼�„�Á�œ�o�œ�Å�ž�š�¸�É�Á�¤�š�·�¨�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Ä�œ�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³
�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�¡�º�•�®�¦�º�°�­�´�˜�ª�r�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�°�­�Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ�„�´�•�Á�¤�š�µ�œ�°�¨���Ÿ�¨�Ÿ�¨�·�˜�š�¸�É�Å�—�o�¤�¸�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·
�Ä�„�¨�o�Á�‡�¸�¥�Š�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�—�¸�Á�Ž�¨�¤�µ�„�­�µ�¤�µ�¦�™�Ä�•�o�š�—�Â�š�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�—�¸�Á�Ž�¨�Å�—�o�Ã�—�¥�˜�¦�Š �„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Å�•�Ã�°�—�¸�Á�Ž�¨�Ã�—�¥�Ä�•�o
�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Á�„�·�—�‹�µ�„�„�µ�¦�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�‡�¨�º�É�°�œ�¥�o�µ�¥�®�¤�¼�n�Á�°�­�Á�š�°�¦�r���…�o�°�—�¸�…�°�Š�„�µ�¦�Ä�•�o�Å�•�Ã�°�—�¸�Á�Ž�¨�¤�¸�¤�µ�„�¤�µ�¥��
�Á�•�n�œ���­�µ�¤�µ�¦�™�¨�—�„�µ�¦�œ�Î�µ�Á�Š�·�œ�˜�¦�µ�°�°�„�œ�°�„�ž�¦�³�Á�š�«�Ã�—�¥�„�µ�¦�¨�—�ž�¦�·�¤�µ�–�„�µ�¦�Ž�º�Ê�°�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�—�·�•�‹�µ�„�ž�¦�³�Á�š�«
�Ÿ�¼�o�Ÿ�¨�·�˜�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�Å�—�o�°�¥�n�µ�Š�¤�®�µ�«�µ�¨���¥�·�É�Š�„�ª�n�µ�œ�´�Ê�œ�Á�¤�º�É�°�Á�ž�¦�¸�¥�•�Á�š�¸�¥�•�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�—�¸�Á�Ž�¨���„�µ�¦�Ä�•�o�Å�•�Ã�°�—�¸�Á�Ž�¨�•�n�ª�¥�¦�´�„�¬�µ
�­�£�µ�¡�­�·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤�Ä�®�o�—�¸�…�¹�Ê�œ�Å�—�o�Á�¡�¦�µ�³�Á�ž�}�œ�Á�•�º�Ê�°�Á�¡�¨�·�Š�­�³�°�µ�—
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13. การใชประโยชนจากกรดไขมัน

�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Ä�•�o�Á�ž�}�œ�ª�´�˜�™�»�—�·�•�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ�­�Î�µ�®�¦�´�•�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�°�·�­�¦�³���Á�°�­�Á�š�°�¦�r
�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ���Ž�¹�É�Š�Ä�•�o�Á�ž�}�œ�ª�´�˜�™�»�—�·�•�Ã�—�¥�˜�¦�Š�®�¦�º�°�œ�Î�µ�Å�ž�—�´�—�Â�ž�¨�Š�®�¤�¼�n�Ã�‡�¦�Š�­�¦�o�µ�Š�Á�¡�º�É�°�Ÿ�¨�·�˜�­�µ�¦�°�œ�»�¡�´�œ�›�r�š�¸�É
�­�Î�µ�‡�´�•�Ä�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�˜�n�µ�Š�Ç���Å�—�o�¤�µ�„�¤�µ�¥���ª�·�›�¸�„�µ�¦�Š�n�µ�¥�š�¸�É�­�»�—�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ���‡�º�°���„�µ�¦�Ä�•�o�°�»�–�®�£�¼�¤�·��
�Â�¨�³�‡�ª�µ�¤�—�´�œ�­�¼�Š�Ä�œ�„�µ�¦�Â�¥�„�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ���­�µ�¦�Ÿ�­�¤�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�­�µ�¤�µ�¦�™�Â�¥�„�Ä�®�o�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�Å�—�o�Ã�—�¥
�„�µ�¦�„�¨�´�É�œ���„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�Â�¥�„�Å�—�o�­�µ�¤�µ�¦�™�œ�Î�µ�¤�µ�Á�ž�}�œ�ª�´�˜�™�»�—�·�•�Á�¦�·�É�¤�˜�o�œ�­�Î�µ�®�¦�´�•�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�°�µ�®�µ�¦��
�¥�µ�Š���Á�š�¸�¥�œ�Å�…���Â�¨�³�Á�‡�¦�º�É�°�Š�­�Î�µ�°�µ�Š�Å�—�o�Ã�—�¥�˜�¦�Š����Hui, 1996��

�Ä�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�¥�µ�Š���„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�‹�³�™�¼�„�Á�˜�·�¤�¨�Š�Ä�œ�¦�³�®�ª�n�µ�Š�…�´�Ê�œ�˜�°�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜
�Á�¡�º�É�°�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�œ�»�n�¤���­�µ�¦�®�¨�n�°�¨�º�É�œ���Â�¨�³�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�•�n�ª�¥�¨�—�Á�ª�¨�µ�Ä�œ�„�µ�¦�Ä�®�o�‡�ª�µ�¤�¦�o�°�œ���Ã�—�¥�‡�ª�µ�¤�¥�µ�ª
�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Å�¤�n�¤�¸�Ÿ�¨�˜�n�°�„�µ�¦�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�—�´�Š�„�¨�n�µ�ª���Â�˜�n�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¤�¸�‡�ª�µ�¤�°�·�É�¤�˜�´�ª�­�¼�Š�°�µ�‹�¤�¸�Ÿ�¨�„�¦�³�š�•�˜�n�°
�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Å�—�o���„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�š�¸�¥�œ�Å�…�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�‹�µ�„�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�µ�¨�r�¤�¤�µ�Á�¡�º�É�°�Ä�•�o�Á�¡�·�É�¤�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·
�Ä�œ�—�o�µ�œ�‡�ª�µ�¤�®�—�˜�´�ª�š�Î�µ�Ä�®�o�Š�n�µ�¥�˜�n�°�„�µ�¦�—�¹�Š�°�°�„�‹�µ�„�Á�•�o�µ���Ž�¹�É�Š�°�´�˜�¦�µ�­�n�ª�œ�Á�®�¤�µ�³�­�¤�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�Ä�•�o���‡�º�°��
C16�˜�n�°��C18 �Ä�œ�°�´�˜�¦�µ�­�n�ª�œ��7:2���—�´�Š�œ�´�Ê�œ�‹�¹�Š�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�µ�¨�r�¤�­�Á�˜�¸�¥�¦�¸�œ�¤�µ�Ä�•�o�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�„�¦�—�ž�µ�¨�r-
�¤�·�˜�·�„�­�¼�Š���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Ä�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Á�‡�¦�º�É�°�Š�­�Î�µ�°�µ�Š���•�œ�·�—�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É
�œ�·�¥�¤�Ä�•�o�„�´�œ�¤�µ�„�š�¸�É�­�»�—���‡�º�°���„�¦�—�Å�¤�¦�¸�­�˜�·�„���„�¦�—�ž�µ�¨�r�¤�·�˜�·�„���Â�¨�³�„�¦�—�­�Á�˜�¸�¥�¦�·�„���ª�´�˜�™�»�ž�¦�³�­�Š�‡�r�…�°�Š�„�µ�¦�œ�Î�µ�¤�µ�Ä�•�o
�Á�¡�º�É�°�•�n�ª�¥�„�µ�¦�Á�ž�}�œ�¢�°�Š���Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Á�ž�}�œ�Á�Š�µ�¤�´�œ���Â�¨�³�š�Î�µ�®�œ�o�µ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�‡�°�œ�—�·�•�´�œ�Á�œ�°�¦�r����Hui, 1996��

�œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¤�¸�„�µ�¦�œ�Î�µ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�¤�³�¡�¦�o�µ�ª�¤�µ�Ä�•�o�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�­�•�¼�n�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¥�µ
�Ž�´�„�¢�°�„�¤�µ�„�¥�·�É�Š�…�¹�Ê�œ���„�¦�—�¦�·�Ž�·�Ã�œ�Á�¨�°�·�„�š�¸�É�¡�•�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¨�³�®�»�n�Š�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�­�¸�¥�o�°�¤
�Â�¨�³�‹�µ�¦�•�¸�����ž�ª�¸�–�µ���¡�Š�¬�r�—�œ�˜�¦�¸����2547����

14. แวกซเอสเทอร

�Â�ª�„�Ž�r���®�¤�µ�¥�™�¹�Š���­�µ�¦�Ä�—�Ç���š�¸�É�¤�¸�¨�´�„�¬�–�³�‡�¨�o�µ�¥�…�¸�Ê�Ÿ�¹�Ê�Š���Á�•�n�œ���¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r�����­�µ�¦�Ÿ�­�¤
�Å�±�Ã�—�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�����Â�˜�n�Ä�œ�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸�Â�ª�„�Ž�r���®�¤�µ�¥�™�¹�Š���Á�°�­�Á�š�°�¦�r�š�¸�É�Á�„�·�—�‹�µ�„�„�µ�¦�¦�ª�¤�˜�´�ª�¦�³�®�ª�n�µ�Š
�Å�±�Ã�—�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�¸�É�¤�¸�Ã�Ž�n�¥�µ�ª�„�´�•�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�¸�É�¤�¸�Ã�Ž�n�¥�µ�ª���¤�¸�­�¼�˜�¦�š�´�É�ª�Å�ž���‡�º�°��RCOOR �Ã�—�¥�š�¸�É��R �Á�š�n�µ�„�´�•��C24 

�™�¹�Š��C36 �Â�¨�³�¤�´�„�‹�³�Á�ž�}�œ�­�µ�¥�Ã�Ž�n�š�¸�É�°�·�É�¤�˜�´�ª���Â�˜�n�™�o�µ�¤�¸�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�„�È�¤�´�„�‹�³�¤�¸�Ä�œ�­�n�ª�œ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r���‡�º�°��R

       14.1 คุณสมบัติของแวกซ
�Â�ª�„�Ž�r�Á�ž�}�œ�­�µ�¦�š�¸�É�¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�˜�É�Î�µ���Á�ž�}�œ�­�µ�¦�ž�¦�³�„�°�•�š�¸�É�¤�¸�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�­�¼�Š���Á�ž�}�œ

�…�°�Š�Â�…�È�Š�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·�®�o�°�Š�Á�ž�}�œ�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�­�µ�¥�¥�µ�ª�Â�¨�³�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�­�µ�¥�¥�µ�ª��
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�¤�¸�„�¨�·�É�œ���­�¸�Á�Œ�¡�µ�³�˜�´�ª���˜�·�—�Å�¢�Å�—�o���¤�¸�­�¤�•�´�˜�·�Á�ž�}�œ�Å�—�°�·�Á�¨�‡�˜�¦�·�„�š�¸�É�—�¸���¨�³�¨�µ�¥�Å�—�o�—�¸�Ä�œ�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r���Å�¤�n
�¨�³�¨�µ�¥�œ�Ê�Î�µ

       14.2 ประเภทของแวกซ (ศุภรินทร, 2541)
14��2.1���Â�ª�„�Ž�r�‹�µ�„�¡�º�•��

�Á�ž�}�œ�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�Á�„�·�—�‹�µ�„�¡�º�•���¡�•�‹�µ�„�¡�º�•�Å�—�o�®�¨�µ�¥�•�œ�·�—�š�¸�É�¤�¸�°�¥�¼�n�Â�š�•�š�´�É�ª�Ã�¨�„���Â�¨�o�ª�Â�˜�n�ª�n�µ�Â�ª�„�Ž�r��
�•�œ�·�—�Ä�—�š�¸�É�¤�¸�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Â�¨�³�¤�¸�‡�»�–�£�µ�¡�—�¸���Â�ª�„�Ž�r�‹�µ�„�¡�º�•�š�¸�É�‡�ª�¦�¦�¼�o�‹�´�„�¤�¸�—�´�Š�œ�¸�Ê

1. Bayberry Wax �Á�°�µ�¤�µ�‹�µ�„�Á�ž�¨�º�°�„��Myrica cerifera �­�n�ª�œ�¤�µ�„�¡�•�š�¸�É�ž�¦�³�Á�š�«�°�Á�¤�¦�·�„�µ��
�•�µ�Š�˜�´�ª�…�°�Š��myrica �¡�•�š�¸�É�Â�®�¨�¤�„�¼�—�Ã�±�•�� �®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·�� ����-������ �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­�� �¤�¸�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š��
�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•����������-�����������¤�¸�‡�n�µ�—�¦�¦�•�œ�¸�®�´�„�Á�®����refractive index�����Á�š�n�µ�„�´�•�����������������š�¸�É���������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���Ä�•�o
�Ä�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���š�Î�µ�¥�µ

2. Candelilla Wax �¡�•�‹�µ�„�„�µ�¦�…�´�•�°�°�„�…�°�Š��Cuphorbia qatisyphilitica �Ž�¹�É�Š�¤�¸�°�¥�¼�n�š�µ�Š
�˜�°�œ�Á�®�œ�º�°�…�°�Š�ž�¦�³�Á�š�«�Á�¤�È�„�Ž�·�Ã�„�Â�¨�³�š�µ�Š�˜�°�œ�Ä�˜�o�…�°�Š�­�®�¦�´�“�°�Á�¤�¦�·�„�µ���‹�µ�„�Å�…�…�°�Š�˜�o�œ�Å�¤�o�•�œ�·�—�œ�¸�Ê�™�o�µ�Á�¦�µ
�œ�Î�µ�¤�µ�˜�o�¤�„�´�•�œ�Ê�Î�µ���Â�¨�³�Ä�­�n�„�¦�—�Ž�´�¨�¢�¼�¦�·�„�Á�…�o�¤�…�o�œ�¨�Š�Å�ž�Á�¨�È�„�œ�o�°�¥���‹�³�Å�—�o�Â�ª�„�Ž�r����-�����Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Ž�¹�É�Š�­�µ�¤�µ�¦�™
�¨�³�¨�µ�¥�Ä�œ�‡�µ�¦�r�•�°�œ�Á�˜�˜�¦�³�‡�¨�°�Å�¦�—�r���¤�¸�­�¸�Á�®�¨�º�°�Š�ž�œ�œ�Ê�Î�µ�˜�µ�¨���¤�¸�­�¼�˜�¦�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨���‡�º�°��C30H62 �‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª��������
�°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•������������-�����������‡�n�µ�—�¦�¦�•�œ�¸�®�´�„�Á�®�Á�š�n�µ�„�´�•�����������������š�¸�É���������°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���Ä�•�o�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�…�´�—�Á�Š�µ���Á�ž�}�œ�˜�o�œ

3. Chinese Wax �¡�•�°�¥�¼�n�˜�µ�¤�„�·�É�Š�…�°�Š��Fraxinux chinensis �¡�•�¤�µ�„�š�¸�É�ž�¦�³�Á�š�«�‹�¸�œ���Ä�•�o�š�Î�µ
�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�…�´�—�Á�Š�µ���¤�¸�­�¸�…�µ�ª�®�¦�º�°�Á�®�¨�º�°�Š���‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•������������

4. Coca Wax �¤�¸�Ä�œ�Ä�•�¡�º�•�˜�¦�³�„�¼�¨��Erythoxyac �¡�•�Ä�œ�ž�¦�³�Á�š�«�°�·�œ�Ã�—�œ�¸�Á�Ž�¸�¥���«�¦�¸�¨�´�Š�„�µ��
�Á�ž�¦�¼���Ã�•�¨�·�Á�ª�¸�¥���•�¦�µ�Ž�·�¨���¤�¸�­�¼�˜�¦�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨���‡�º�°��C33H66O2 �®�¨�´�Š�‹�µ�„�„�µ�¦�š�Î�µ�Ä�®�o�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�Â�¨�o�ª�‹�³�Á�ž�}�œ�­�¸�…�µ�ª���‹�»�—
�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É���������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���Â�¨�³�¨�³�¨�µ�¥�Å�—�o�Ä�œ�Á�°�š�µ�œ�°�¨�š�¸�É�¦�o�°�œ���Ä�•�o�š�Î�µ�®�¤�µ�„� �¦�´�É�Š

5. Carnauba Wax �Å�—�o�‹�µ�„�Ä�•�Â�¨�³�Á�¤�È�—�…�°�Š�ž�µ�¨�r�¤�š�¸�É�¤�¸�Ä�œ�ž�¦�³�Á�š�«�•�¦�µ�Ž�·�¨���Â�¨�³�š�µ�Š�˜�°�œ
�Ä�˜�o�…�°�Š�ž�¦�³�Á�š�«�­�®�¦�´�“�°�Á�¤�¦�·�„�µ���¤�¸�­�¸�Á�®�¨�º�°�Š�°�n�°�œ�®�¦�º�°�­�¸�Á�…�¸�¥�ª���¤�¸�‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•������������-�����������š�¸�É��
�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���¨�³�¨�µ�¥�Å�—�o�Ä�œ�Á�°�š�µ�œ�°�¨�š�¸�É�¦�o�°�œ���Ž�¹�É�Š�Â�ª�„�Ž�r�˜�´�ª�œ�¸�Ê�¤�¸�•�º�É�°�š�µ�Š�„�µ�¦�‡�o�µ�š�¸�É�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Å�±�Ã�—�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�Ä�•�o�š�Î�µ�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r���Á�•�n�œ���š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�…�´�—�¦�°�Š�Á�š�o�µ

6. Japan Wax �Å�—�o�‹�µ�„�Ÿ�¨�…�°�Š��rhus succedanea �¡�•�Ä�œ�ž�¦�³�Á�š�«�•�¸�É�ž�»�i�œ���°�·�œ�Á�—�¸�¥
�˜�³�ª�´�œ�°�°�„���°�·�œ�Ã�—�‹�¸�œ���Å�¤�n�Ä�•�n�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�Â�š�o�‹�¦�·�Š���Â�˜�n�Á�ž�}�œ�„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r���¤�¸�­�¸�Á�®�¨�º�°�Š���¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É���������°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•������������-�������������Ä�•�o�š�Î�µ�­�•�¼�n���Å�¤�o�…�¸�—�Å�¢���Á�š�¸�¥�œ�Å�…���­�µ�¦�…�´�—�Á�Š�µ
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7. �„�¨�¸�Á�Ž�°�Å�¦�—�r�Â�ª�„�Ž�r���¡�•�‹�µ�„�Á�ž�¨�º�°�„�…�°�Š��cane glass �Ä�œ�ž�¦�³�Á�š�«�°�°�­�Á�˜�¦�Á�¨�¸�¥���¤�¸
�­�n�ª�œ�Ÿ�­�¤�Â�•�•�Á�—�¸�¥�ª�„�´�œ�„�´�•��carnauba wax �¨�³�¨�µ�¥�Å�—�o�Á�¨�È�„�œ�o�°�¥�Ä�œ�°�¸�Á�š�°�¦�r���¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É���������°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­

8. Sugar cane Wax �Á�ž�}�œ�Ÿ�¨�¤�µ�‹�µ�„�„�µ�¦�­�„�´�—�œ�Ê�Î�µ�˜�µ�¨�š�¸�É�ž�¦�³�Á�š�«�°�·�œ�Ã�—�œ�¸�Á�Ž�¸�¥���Ž�¹�É�Š�Å�—�o�‹�µ�„
�°�o�°�¥���‹�³�¤�¸�­�¸�¤�n�ª�Š�Â�¥�„�Ã�—�¥�„�µ�¦�‡�´�Ê�œ�‹�µ�„�œ�Ê�Î�µ�°�o�°�¥�Â�¨�o�ª�œ�Î�µ�œ�Ê�Î�µ�°�o�°�¥�¤�µ�„�¦�°�Š�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�•�œ�Ž�°�¨����benzol�����Á�ž�}�œ�˜�´�ª�š�Î�µ
�¨�³�¨�µ�¥���¤�¸�­�¤�•�´�˜�·���‡�º�°���Â�…�È�Š���¤�¸�­�¸�Á�®�¨�º�°�Š�­�µ�¤�µ�¦�™�¨�³�¨�µ�¥�Å�—�o�Ä�œ�œ�Ê�Î�µ�¦�o�°�œ���¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É������-�������°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•������������

9. Ocuba Wax���Å�—�o�‹�µ�„�Ÿ�¨�Å�¤�o�¡�ª�„��Myristica ocuba offcinalis �Ž�¹�É�Š�ž�¨�¼�„�•�œ�•�µ�¥� �{�~�Š�…�°�Š
�¨�»�n�¤�Â�¤�n�œ�Ê�Î�µ�°�³�Á�¤�Ž�°�œ���¤�¸�‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•���������������‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�������������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���Ä�œ
�•�¦�µ�Ž�·�¨�Ä�•�o�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…

14.2.2�����Â�ª�„�Ž�r�‹�µ�„�­�´�˜�ª�r
1.Wool fat �Å�—�o�‹�µ�„�¡�ª�„�…�œ�Â�„�³���Ž�¹�É�Š�Å�¤�n�‡�n�°�¥�‹�³�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�œ�´�„���Ä�•�o�Á�ž�}�œ�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�Ä�œ

�Á�‡�¦�º�É�°�Š�­�Î�µ�°�µ�Š
2.Spermaceti �­�n�ª�œ�¤�µ�„�¤�¸�­�¸�…�µ�ª�¡�•�¤�µ�„�Ä�œ�ž�¨�µ�ª�µ�¯���‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•��

����������-�������������‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª������-�����������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���Ä�•�o�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���Â�¨�³�­�•�¼�n
3.Bee Wax �Å�—�o�¤�µ�‹�µ�„�¡�ª�„�Ÿ�¹�Ê�Š�Š�µ�œ���˜�°�œ�¥�´�Š�Å�¤�n�Å�—�o�¢�°�„�­�¸���Á�¦�¸�¥�„�ª�n�µ���…�¸�Ê�Ÿ�¹�Ê�Š�Á�®�¨�º�°�Š���Á�¤�º�É�°�¢�°�„

�­�¸�Â�¨�o�ª���Á�¦�¸�¥�„�ª�n�µ���…�¸�Ê�Ÿ�¹�Ê�Š�­�¸�…�µ�ª���ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�œ�„�µ�¦�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���Á�‡�¦�º�É�°�Š�­�Î�µ�°�µ�Š���Á�ž�}�œ�˜�o�œ
4.Shellac Wax �¡�•�Ä�œ�ž�¦�³�Á�š�«�°�·�œ�Á�—�¸�¥�Å�¤�n�‡�n�°�¥�Å�—�o�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�œ�š�µ�Š�„�µ�¦�‡�o�µ���­�µ�¤�µ�¦�™

�Ä�•�o�œ�Ê�Î�µ�¥�µ�…�´�—�Á�Š�µ�Å�—�o���¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É������-�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­
14.2.3���Â�ª�„�Ž�r�‹�µ�„�Â�¦�n

Mineral Wax �Á�ž�}�œ�­�µ�¦�š�¸�É�­�„�´�—�¤�µ�‹�µ�„�™�n�µ�œ�®�·�œ�­�¸�œ�Ê�Î�µ�˜�µ�¨�Â�¨�³�™�n�µ�œ�®�·�œ�¨�·�„�Å�œ�˜�r���Ã�—�¥�„�µ�¦
�œ�Î�µ�™�n�µ�œ�®�·�œ�¤�µ�š�Î�µ�Â�®�o�Š�Â�¨�o�ª���Ä�•�o�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�Ÿ�­�¤�¦�³�®�ª�n�µ�Š�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Â�¨�³�Á�•�œ�Ž�¸�œ���¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É��
�����������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���‡�n�µ�‡�ª�µ�¤�™�n�ª�Š�‹�Î�µ�Á�¡�µ�³�Á�š�n�µ�„�´�•�������������Ä�•�o�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���Á�ž�}�œ�˜�o�œ

1. �ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r
�Á�ž�}�œ�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�Á�„�·�—�‹�µ�„�¡�ª�„�¡�º�•�Â�¨�³�­�´�˜�ª�r���Á�ž�}�œ�Â�®�¨�n�Š�š�¸�É�Ä�®�•�n�š�¸�É�­�»�—�…�°�Š�­�µ�¦�ž�¦�³�„�°�•

�Å�±�Ã�—�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�…�°�Š�Â�ª�„�Ž�r���ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�Á�¦�µ�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r�Ä�œ�Š�µ�œ�š�¸�É�­�Î�µ�‡�´�•���‡�º�°���„�µ�¦�š�Î�µ�„�¦�³�—�µ�¬�®�n�°
�…�œ�¤���š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…���Ä�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�œ�¸�Ê�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�¤�µ�‹�µ�„�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�™�¹�Š��������
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Â�¨�³�Â�ª�„�Ž�r�‹�µ�„�¡�º�•�Â�¨�³�­�´�˜�ª�r���������Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r

�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�¤�¸�‡�ª�µ�¤�Â�˜�„�˜�n�µ�Š�„�´�œ�Ä�œ�›�¦�¦�¤�•�µ�˜�·���Ã�—�¥�­�n�ª�œ�ž�¦�³�„�°�•�…�°�Š
�Å�±�Ã�—�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�š�¸�É�Á�ž�}�œ�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Ã�Ž�n�˜�¦�Š���Â�¨�³�Å�°�Ã�Ž�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Á�ž�}�œ�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n���Ž�¹�É�Š�¤�¸�•�º�É�°�Á�¦�¸�¥�„�˜�n�µ�Š�Ç���„�´�œ�Å�ž��
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�Á�•�n�œ���¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r���Å�¤�Ã�‡�¦�‡�¦�·�­�˜�´�¨�Å�¨�œ�r�Â�ª�„�Ž�r����microcrystalline wax) �ž�d�Ã�˜�¦�¨�µ�š�´�¤�Â�ª�„�Ž�r����petrolatum 
wax�����­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�¤�¸�­�¼�˜�¦�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Á�ž�}�œ��C3(CH2)nCH3 �Á�¤�º�É�°��n  18���Á�ž�}�œ�…�°�Š�Â�…�È�Š�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·�ž�„�˜�·�����������°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­�����Â�¨�³�¤�¸�‡�ª�µ�¤�®�œ�º�—������-������SUS �š�¸�É���������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­

�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r���­�µ�¤�µ�¦�™�Â�¥�„�Á�ž�}�œ�•�œ�·�—�˜�n�µ�Š�Ç���Å�—�o�—�´�Š�œ�¸�Ê
�„. �¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r����paraffin wax��
�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥�Å�±�Ã�¦�‡�µ�¦�r�•�°�œ�•�œ�·�—�°�·�É�¤�˜�´�ª����saturated hydrocarbon�����Å�—�o�‹�µ�„�„�µ�¦�„�¨�´�É�œ

�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�®�¨�n�°�¨�º�É�œ�Á�•�µ�Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�®�¨�n�°�¨�º�É�œ�„�¨�µ�Š���•�µ�Š�š�¸�™�¼�„�Á�¦�¸�¥�„�ª�n�µ�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�„�¨�´�É�œ�Å�—�o����distillate wax�����—�´�Š��
Figure 3���Ÿ�¨�·�˜�£�´�–�”�r�š�¸�É�„�¨�´�É�œ�°�°�„�¤�µ�Å�—�o�Á�¤�º�É�°�ž�¨�n�°�¥�Ä�®�o�Á�¥�È�œ�¨�Š�‹�³�¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�š�¸�É������-�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���¤�¸
�Ÿ�¨�¹�„�Á�ž�}�œ�Â�Ÿ�n�œ���Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�¡�ª�„�œ�°�¦�r�¤�°�¨�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Á�ž�}�œ�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n���¤�¸�Å�°�Ã�Ž�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�¨�³�Å�Ž�Ã�‡�¨�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�ž�œ
�°�¥�¼�n�—�o�ª�¥���Ã�—�¥�ž�„�˜�·�Â�¨�o�ª�‡�ª�µ�¤�¥�µ�ª�…�°�Š�­�µ�¥�Ã�Ž�n�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�°�¥�¼�n�Ä�œ�•�n�ª�Š��C22-C30 �¤�¸�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Á�Œ�¨�¸�É�¥�ž�¦�³�¤�µ�–��
������-��������g/mol �Â�¨�³�Á�ž�}�œ�Ÿ�¨�¹�„�•�œ�·�—�®�¥�µ�•�®�¦�º�°�Á�ž�}�œ�Â�Ÿ�n�œ���¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r�°�µ�‹�Â�•�n�Š�˜�µ�¤�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ����oil 
content�����š�¸�É�¥�´�Š�‡�Š�Ÿ�­�¤�°�¥�¼�n�­�µ�¤�µ�¦�™�Â�•�n�Š�¥�n�°�¥�Å�—�o�°�¸�„�—�´�Š�œ�¸�Ê

-��Fully Refined Paraffin Wax �‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª������-�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���Å�¤�n�¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–
�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�Á�¨�¥�®�¦�º�°�™�o�µ�¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�•�o�µ�Š�˜�o�°�Š�¤�¸�œ�o�°�¥�„�ª�n�µ�����������Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„���Â�¨�³�¤�¸�Á�•�°�¦�r�­�¸�Á�š�n�µ�„�´�•��
���������®�¦�º�°�¤�µ�„�„�ª�n�µ����ASTM 156-64�����Ž�¹�É�Š�Á�•�°�¦�r�­�¸�‹�³�™�¼�„�ª�´�—�Ã�—�¥�Ä�•�o��saybolt chromometer scale ���™�o�µ�Á�ž�}�œ�­�¸
�Á�®�¨�º�°�Š�‹�³�¤�¸�‡�n�µ�Á�š�n�µ�„�´�•�������Â�˜�n�™�o�µ�Á�ž�}�œ�­�¸�…�µ�ª�Ä�­�‹�³�¤�¸�‡�n�µ�Á�š�n�µ�„�´�•�������������Å�¤�n�¤�¸�¦�­���Å�¤�n�¤�¸�„�¨�·�É�œ���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�¤�¸�‡�ª�µ�¤
�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�­�¼�Š���Ž�¹�É�Š�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�Á�‡�¨�º�°�•�£�µ�•�œ�³�•�¦�¦�‹�»�°�µ�®�µ�¦���°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�¥�µ���Â�¨�³�Á�‡�¦�º�É�°�Š�­�Î�µ�°�µ�Š

-��Semi-refined Paraffin Wax �®�¦�º�°��Candle Wax �¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�œ�o�°�¥�„�ª�n�µ����������
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„���¤�¸�Á�•�°�¦�r�­�¸�Á�š�n�µ�„�´�•�����������®�¦�º�°�˜�É�Î�µ�„�ª�n�µ���‹�³�¤�¸�­�¸�‡�¨�Ê�Î�µ�„�ª�n�µ��fully refined paraffin wax 
�Â�¨�³�¥�´�Š�¤�¸�­�¤�•�´�˜�·�°�º�É�œ�Ç���—�o�°�¥�„�ª�n�µ�°�¸�„�—�o�ª�¥

-��Scale Wax �¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ����-�����Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�®�¦�º�°�°�µ�‹�­�¼�Š�™�¹�Š������
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Â�ª�„�Ž�r�•�œ�·�—�œ�¸�Ê�¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�˜�É�Î�µ�™�¹�Š�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���¤�¸�­�¸�Á�®�¨�º�°�Š���Â�¨�³�¤�¸�Á�•�°�¦�r�­�¸��������

Figure 3. Chemical structure of paraffin wax
Source:  Petroleum��wax overview����2009. (�°�°�œ�Å�¨�œ�r). �­�º�•�‡�o�œ�‹�µ�„:                              

http://igiwax.com/wax-basics/overview/ (9 �¡�§�«�‹�·�„�µ�¥�œ��2552).
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�� �����������������������������…�����Å�¤�Ã�‡�¦�‡�¦�·�­�˜�´�¨�Å�¨�œ�r�Â�ª�„�Ž�r����microcrystalline wax��
         �ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥�°�´�¨�Á�‡�œ�•�œ�·�—�°�·�É�¤�˜�´�ª�Á�ž�}�œ�Ã�Ž�n�„�·�É�Š���Â�¨�³�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Á�ž�}�œ�ª�Š�„�¨�¤�¤�µ�„�ª�n�µ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨

�Ã�Ž�n�˜�¦�Š���¤�¸�‹�Î�µ�œ�ª�œ�‡�µ�¦�r�•�°�œ�°�³�˜�°�¤�Ä�œ�­�µ�¥�Ã�Ž�n�ž�¦�³�¤�µ�–������-�������°�³�˜�°�¤���Å�—�o�‹�µ�„�„�µ�¦�œ�Î�µ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�®�¨�n�°�¨�º�É�œ
�®�œ�´�„�¤�µ�„�¨�´�É�œ���¤�¸�‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�•�n�ª�Š������-���������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���¤�¸�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Ä�®�•�n�Â�¨�³�¤�¸�‡�ª�µ�¤�®�œ�º�—�­�¼�Š�„�ª�n�µ�¡�ª�„
�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r���Ã�—�¥�ž�„�˜�·�™�o�µ�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�‹�³�¤�¸�­�¸�…�µ�ª���•�µ�Š�š�¸�¤�¸�­�¸�Á�®�¨�º�°�Š���­�¸�š�°�Š���Â�¨�³�­�¸�œ�Ê�Î�µ�˜�µ�¨���¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ��
������-�����Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Ã�—�¥�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„���¤�¸�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Á�š�n�µ�„�´�•��������-���������š�Î�µ�Ä�®�o�¥�µ�„�Ä�œ�„�µ�¦�ª�·�Á�‡�¦�µ�³�®�r�®�µ
�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•���Á�ž�}�œ�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�¤�¸�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Ã�Ž�n�„�·�É�Š�Á�ž�}�œ�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n���—�´�Š�œ�´�Ê�œ�š�Î�µ�Ä�®�o�Â�ª�„�Ž�r�¤�¸�Ã�‡�¦�Š�­�¦�o�µ�Š�Á�ž�}�œ�Â�•�•�Ÿ�¨�¹�„
�¨�³�Á�°�¸�¥�—�…�œ�µ�—�Á�¨�È�„���œ�Î�µ��slack wax �š�¸�É�Å�—�o�‹�µ�„�„�µ�¦�„�¨�´�É�œ�®�œ�´�„����heavy distillation�����®�¦�º�°�„�µ�„�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�µ�­�„�´�—
�—�o�ª�¥�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�Á�°�µ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�°�°�„���Ä�œ�­�n�ª�œ�…�°�Š�˜�´�ª�­�„�´�—�‹�³�¤�¸�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�œ�°�¥�¼�n�‹�³�œ�Î�µ�¤�µ�Ÿ�¨�·�˜�Å�¤�Ã�‡�¦�‡�¦�·�­�˜�´�¨��
�Â�ª�„�Ž�r�Å�—�o

�‡�����ž�d�Ã�˜�¦�¨�µ�š�´�¤����petrolatum �®�¦�º�°��petroleum jelly��
�ž�¦�³�„�°�•�—�o�ª�¥�Å�°�Ã�Ž�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�¨�³�Å�Ž�Ã�‡�¨�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Á�ž�}�œ�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�Â�¨�³�¤�¸�°�³�Ã�¦�¤�µ�˜�·�„

�ž�œ�°�¥�¼�n�•�o�µ�Š���¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�­�¼�Š���¤�¸�¨�´�„�¬�–�³�Á�®�œ�¸�¥�ª�®�œ�º�—���ž�d�Ã�˜�¦�¨�µ�š�´�¤�ž�¦�³�„�°�•�Å�ž�—�o�ª�¥�Å�¤�Ã�‡�¨�‡�¦�·�­�˜�´�¨��
�Å�¨�œ�r�Â�ª�„�Ž�r���Â�˜�n�Å�¤�n�Ä�•�n�ª�n�µ�Å�¤�Ã�‡�¨�‡�¦�·�­�˜�´�¨�Å�¨�œ�r�Â�ª�„�Ž�r�Á�ž�}�œ�ž�d�Ã�˜�¦�¨�µ�š�´�¤���—�´�Š�œ�´�Ê�œ�ž�d�Ã�˜�¦�¨�µ�š�´�¤�‹�¹�Š�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•
�Ã�‡�¦�Š�­�¦�o�µ�Š���Â�¨�³�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�…�°�Š�Â�ª�„�Ž�r�¤�µ�„�„�ª�n�µ�‹�³�…�¹�Ê�œ�°�¥�¼�n�„�´�•�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�š�¸�É�­�„�´�—�Â�¨�o�ª���ž�d�Ã�˜�¦
�¨�µ�š�´�¤�­�µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�¤�µ�‹�µ�„�­�n�ª�œ�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�®�¨�n�°�¨�º�É�œ�®�œ�´�„����heavy lubricating oil cut�����Ã�—�¥�ª�·�›�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�˜�´�ª�š�Î�µ
�¨�³�¨�µ�¥�Â�¨�³�˜�„�˜�³�„�°�œ�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·�®�o�°�Š���‹�³�¤�¸�­�™�µ�œ�³�„�¹�É�Š�Â�…�È�Š�„�¹�É�Š�Á�®�¨�ª�Â�¨�³�‡�ª�µ�¤�®�œ�º�—�ž�¦�·�¤�µ�–������-��������SUS 
�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·���������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���‹�»�—�®�¨�°�¤�Á�®�¨�ª�°�¥�¼�n�Ä�œ�•�n�ª�Š������-�������°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���¤�¸�ž�¦�·�¤�µ�–�œ�Ê�Î�µ�¤�´�œ�¤�µ�„�„�ª�n�µ��
�������Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�Ã�—�¥�ž�¦�·�¤�µ�˜�¦���¦�³�—�´�•�„�µ�¦�š�Î�µ�Ä�®�o�•�¦�·�­�»�š�›�·�Í�…�¹�Ê�œ�„�´�•�„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o�Š�µ�œ���Ž�¹�É�Š�˜�o�°�Š�¤�¸�‡�»�–�­�¤�•�´�˜�·�š�¸�É
�Á�®�¤�µ�³�­�¤

14.2.�������Â�ª�„�Ž�r�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Ä�œ�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸
�„�µ�¦�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Â�ª�„�Ž�r�š�Î�µ�Å�—�o�®�¨�µ�¥�ª�·�›�¸���—�´�Š�˜�n�°�Å�ž�œ�¸�Ê
�„�� �Ã�¡�¨�¸�Á�°�›�·�¨�¸�œ�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�´�•�Å�±�—�¦�°�„�Ž�¸�„�¦�»�p�ž���‹�³�Å�—�o�Ã�¡�¨�¸�Á�°�›�·�¨�¸�œ�Â�ª�„�Ž�r�š�¸�É�¤�¸�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨

�ž�¦�³�¤�µ�–����������
�…�� �Á�°�›�·�¨�¸�œ�°�°�„�Å�Ž�—�r�¦�ª�¤�„�´�•�Å�—�Å�±�—�¦�·�„�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r���‹�³�Å�—�o�Ã�¡�¨�·�°�°�„�Ž�·�Á�°�›�·�¨�¸�œ�Å�„�¨�‡�°�¨
�‡��  �ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�‡�¨�°�¦�·�Á�œ�•�´�É�œ�…�°�Š�Â�œ�¢�š�µ�¨�¸�œ���‹�³�Å�—�o�±�µ�Ã�¨�Â�ª�„�Ž�r
�Š�������Â�ª�„�Ž�r�ž�¦�³�Á�£�š�‡�¸�Ã�˜�œ�¤�¸�š�´�Ê�Š�š�¸�É�Á�ž�}�œ�­�µ�¥�Ã�Ž�n�Â�¨�³�Â�•�•�Á�ž�}�œ�ª�Š����cyclic��

�����������‹�µ�„�‡�¸�Ã�˜�œ�Â�•�•�Á�—�¸�¥�ª�„�´�œ���Ã�—�¥�Ä�•�o�˜�´�ª�Á�¦�n�Š�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ž�¹�É�Š�Á�ž�}�œ�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ
�������������������‹�µ�„�‡�¸�Ã�˜�œ�Å�¤�n�Ä�•�o�Â�•�•�Á�—�¸�¥�ª�„�´�œ���Ä�•�o�ª�·�›�¸�¢�¦�¸�Á�—�¨�„�¦�µ�¢�š�r�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ
�‹�������Á�°�Å�¤�—�r����amide�����š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�´�•�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�š�Î�µ�Ä�®�o�­�µ�¥�Ã�Ž�n�¥�µ�ª�…�¹�Ê�œ�Ã�—�¥�Ä�•�o�‡�ª�µ�¤�¦�o�°�œ
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�Œ�������°�·�¤�Å�¤�—�r����imide�����Ž�¹�É�Š�Å�—�o�‹�µ�„�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�µ�¦�‡�ª�•�Â�œ�n�œ���¦�³�®�ª�n�µ�Š�¡�µ�›�µ�¦�·�‡�Â�°�œ�Å�±�Å�—�¦�—�r��
��phthalic anhydride�����„�´�•�°�³�¨�·�¢�µ�˜�·�„�Á�°�¤�¸�œ�ž�“�¤�£�¼�¤�·����primary aliphatic amine�����‹�³�Å�—�o�¡�µ�›�µ�¨�·�Å�¤�—�r��
��phthalimide�����Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�…�´�—�Á�Š�µ�Â�¨�³�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�„�¦�³�—�µ�¬

15. การนําเอนไซมไลเปสไปประยุกตใชในการผลิตแวกซเอสเทอร

�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�°�¥�n�µ�Š�„�ª�o�µ�Š�…�ª�µ�Š���Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�Á�ž�}�œ
�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�š�¸�É�­�Î�µ�‡�´�•�Ä�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�˜�n�µ�Š�Ç���®�¨�µ�¥�—�o�µ�œ���Á�•�n�œ���Á�ž�}�œ�­�µ�¦�®�¨�n�°�¨�º�É�œ���¦�´�„�¬�µ�‡�ª�µ�¤�•�»�n�¤�•�º�Ê�œ��
�­�µ�¤�µ�¦�™�…�¹�Ê�œ�¦�¼�ž�Š�µ�œ�ž�{�•�œ�Å�—�o���Â�¨�³�Å�—�o�¤�¸�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�Ã�—�¥�„�µ�¦�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�Å�—�o�¦�´�•
�‡�ª�µ�¤�­�œ�Ä�‹�¤�µ�„�…�¹�Ê�œ���Ã�—�¥�„�µ�¦�š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�—�´�Š��Figure 4���Â�˜�n�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�š�¸�É�Ÿ�n�µ�œ�¤�µ
�­�n�ª�œ�Ä�®�•�n�Á�ž�}�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�š�µ�Š�Á�‡�¤�¸���Ž�¹�É�Š�­�µ�¤�µ�¦�™�š�Î�µ�Ä�®�o�Á�„�·�—�°�´�œ�˜�¦�µ�¥�˜�n�°�Ÿ�¼�o�ž�’�·�•�´�˜�·�Š�µ�œ�°�¸�„�š�´�Ê�Š�­�n�Š�Ÿ�¨�Á�­�¸�¥�˜�n�°
�­�·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤����Figure 5�����­�n�ª�œ�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­���¤�¸�…�o�°�—�¸���‡�º�°���Á�ž�}�œ�¤�·�˜�¦�˜�n�°
�­�·�É�Š�Â�ª�—�¨�o�°�¤���¦�³�¥�³�Á�ª�¨�µ�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�­�´�Ê�œ���Å�¤�n�­�·�Ê�œ�Á�ž�¨�º�°�Š�¡�¨�´�Š�Š�µ�œ��

Poisson �Â�¨�³�‡�–�³����1999�����Å�—�o�«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�‹�µ�„�Å�…�¤�´�œ�œ�¤�Â�¨�³
�Ã�°�¨�·�°�·�¨�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�‹�µ�„�Á�•�º�Ê�°��Alcaligenes sp. �Â�¨�³C. viscosum �š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ã�—�¥
�°�´�˜�¦�µ�­�n�ª�œ�Ã�¤�¨�…�°�Š�„�¦�—�Å�…�¤�´�œ�Â�¨�³�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Á�š�n�µ�„�´�•��1:1 �š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ä�œ��eppendrof 1.5 �¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦��
�Á�˜�·�¤�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­��30 �¤�·�¨�¨�·�„�¦�´�¤���š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��60 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­���‡�ª�µ�¤�Á�¦�È�ª�¦�°�•��1000 �¦�°�•
�˜�n�°�œ�µ�š�¸���Á�ž�}�œ�Á�ª�¨�µ��166 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š���¡�•�ª�n�µ�­�µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�Å�—�o��65 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r

Salis �Â�¨�³�‡�–�³����2002�����Å�—�o�š�Î�µ�„�µ�¦�«�¹�„�¬�µ�„�µ�¦�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�‹�µ�„��heavy 
fraction �‹�µ�„�Å�…�¤�´�œ�…�°�Š�œ�Ê�Î�µ�œ�¤�Â�„�³�Â�¨�³�Ž�¸�š�·�¨�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�˜�¦�¹�Š�¦�¼�ž��2 �•�œ�·�—���‡�º�°��
Lipozyme RMIM �Â�¨�³��Novozym 435 �š�Î�µ�„�µ�¦�•�´�É�Š��heavy triglyceride fraction 40.9 �¤�·�¨�¨�·�„�¦�´�¤�����œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„
�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�Á�Œ�¨�¸�É�¥= 706.1 �„�¦�´�¤�˜�n�°�Ã�¤�¨�����¨�³�¨�µ�¥�—�o�ª�¥�Á�±�„�Á�Ž�œ��5 �¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���Ÿ�­�¤�„�´�•�Ž�¸�š�·�¨�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r��42.2 
�¤�·�¨�¨�·�„�¦�´�¤���Á�˜�·�¤�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�˜�¦�¹�Š�¦�¼�ž��50 �¤�·�¨�¨�·�„�¦�´�¤���š�Î�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ä�œ�®�¨�°�—� �µ�Á�„�¨�¸�¥�ª���œ�Î�µ�Å�ž�•�n�¤�š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��35 
�°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­ �¡�•�ª�n�µ���Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­��Lipozyme RM IM �­�µ�¤�µ�¦�™�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�Å�—�o�­�¼�Š�­�»�—
�š�¸�É��84.1 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���Ã�—�¥�Å�—�o�Ž�¸�š�·�¨�ž�µ�¨�r�¤�·�Á�š�˜��41.9 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���š�¸�É�Á�ª�¨�µ��5 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š

Radzi �Â�¨�³�‡�–�³�� ��2005���� �«�¹�„�¬�µ�­�£�µ�ª�³�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�Ä�œ�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�…�œ�µ�—�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜�Â�ª�„�Ž�r
�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�•�œ�·�—�Á�®�¨�ª�‹�µ�„�„�¦�—�Ã�°�¨�·�°�·�„�Â�¨�³�Ã�°�¨�·�°�·�¨�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Ã�—�¥�Ä�•�o�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­�˜�¦�¹�Š�¦�¼�ž�� �Ž�¹�É�Š�‹�³�š�Î�µ
�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Ä�œ�™�´�Š�®�¤�´�„�…�œ�µ�—��1 �¨�·�˜�¦���¡�•�ª�n�µ�•�n�ª�Š�Á�ª�¨�µ�š�¸�É�Á�®�¤�µ�³�­�¤�Ä�œ�„�µ�¦�Ÿ�¨�·�˜��30 �œ�µ�š�¸���š�¸�É�°�»�–�®�£�¼�¤�·��37 �°�Š�«�µ
�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­�� �°�´�˜�¦�µ�­�n�ª�œ�…�°�Š�„�¦�—�Ã�°�¨�·�°�·�„�„�´�•�Ã�°�¨�·�°�·�¨�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r�Á�š�n�µ�„�´�•��1:2  �ž�¦�·�¤�µ�–�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r��90 �„�¦�´�¤����������
�Á�±�„�Á�Ž�œ��600 �¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦���‡�ª�µ�¤�Á�¦�È�ª��400 �¦�°�•�˜�n�°�œ�µ�š�¸���Â�¨�³�­�µ�¤�µ�¦�™�Ÿ�¨�·�˜�Å�—�o�¤�µ�„�„�ª�n�µ��90 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���°�¸�„�š�´�Ê�Š
�­�µ�¤�µ�¦�™�œ�Î�µ�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�„�¨�´�•�¤�µ�Ä�•�o�Ä�®�¤�n�Å�—�o�°�¸�„��6 �‡�¦�´�Ê�Š
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Nishio �Â�¨�³��Kamimura (1985) �«�¹�„�¬�µ�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�Á�°�­�Á�š�°�¦�·�¢�d�Á�‡�•�´�É�œ�…�°�Š�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r�Å�¨�Á�ž�­
�°�¥�n�µ�Š�®�¥�µ�•�‹�µ�„��Pseudomonas fragi 22.39B �Ä�œ�Á�±�„�Á�Ž�œ �Ã�—�¥�Ä�•�o�„�¦�—�ž�µ�¨�r�¤�·�˜�·�„�Â�¨�³�Ž�¸�š�·�¨�Â�°�¨�„�°�±�°�¨�r
�°�´�˜�¦�µ�­�n�ª�œ��1:1 �Ä�œ�Á�±�„�Á�Ž�œ��20 �¤�·�¨�¨�·�¨�·�˜�¦�� �ž�¦�·�¤�µ�–�Á�°�œ�Å�Ž�¤�r��10 �¤�·�¨�¨�·�„�¦�´�¤�� �•�n�¤�š�¸�É��25 �°�Š�«�µ�Á�Ž�¨�Á�Ž�¸�¥�­��
�‡�ª�µ�¤�Á�¦�È�ª�Ä�œ�„�µ�¦�Á�…�¥�n�µ��100 �¦�°�•�˜�n�°�œ�µ�š�¸�� �¡�•�ª�n�µ�­�µ�¤�µ�¦�™�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�Â�ª�„�Ž�r�Á�°�­�Á�š�°�¦�r�Å�—�o��96 �Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r�� �š�¸�É
�Á�ª�¨�µ��4 �•�´�É�ª�Ã�¤�Š�� �Â�¨�³�­�µ�¤�µ�¦�™�œ�Ê�Î�µ�„�¨�´�•�¤�µ�Ä�•�o�Ä�®�¤�n�Å�—�o��6 �‡�¦�´�Ê�Š�� �Ž�¹�É�Š�Ä�®�o�ž�’�·�„�·�¦�·�¥�µ�„�µ�¦�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�š�¸�É��86 
�Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r

                                                                                    
      CH3-(CH2)16-COOH                    
            (stearic acid)                           Oleyl  alcohol                               Oleyl stearate      

  Fatty acid                           long chain alcohol                                Wax ester

Figure 4. Wax esters synthesis by esterification of lipase.
Source: Modified from Herdt et al. (2009). 

Figure 5. Wax esters production by chemical and enzymatic methods.
Source: Petersson et al. (2005).

Oil

H2O
O

OH
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16. การนําแวกซเอสเทอรไปใชประโยชน

1. อุตสาหกรรมเทียนไข (Candle marketing industries)
�Ä�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�„�µ�¦�š�Î�µ�Á�š�¸�¥�œ�Å�…�‹�³�Ä�•�o�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�¤�µ�Á�ž�}�œ�°�´�œ�—�´�•�®�œ�¹�É�Š���Ã�—�¥�ž�„�˜�·

�‹�³�Ä�•�o�¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r�ž�¦�³�Á�£�š��fully refined paraffin wax �Á�ž�}�œ�°�Š�‡�r�ž�¦�³�„�°�•�®�¨�´�„���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�Á�˜�·�¤
�­�µ�¦�Á�˜�·�¤�Â�˜�n�Š����additive�����Á�•�n�œ���„�¦�—�­�Á�˜�¸�¥�¦�·�„�����Â�ª�„�Ž�r�­�´�Š�Á�‡�¦�µ�³�®�r�����ž�µ�¨�r�¤�Â�ª�„�Ž�r���Â�¨�³�Å�¤�Ã�‡�¦�‡�¦�·�­�˜�´�¨�Â�ª�„�Ž�r��
�Ÿ�¨�·�˜�Ã�—�¥�„�µ�¦�Ä�•�o�Â�¤�n�¡�·�¤�¡�r���Â�˜�n�Ä�œ�ž�{�‹�‹�»�•�´�œ�Ã�¦�Š�Š�µ�œ�Ä�®�•�n�Ç���¤�¸�„�µ�¦�Ä�•�o�ª�·�›�¸�°�´�—�¦�¸�—����extrusion�����„�´�œ�°�¥�n�µ�Š
�„�ª�o�µ�Š�…�ª�µ�Š

2. อุตสาหกรรมกระดาษ (paper industries)
�Ä�•�o�Á�ž�}�œ��sizing agent �Ž�¹�É�Š�š�Î�µ�Ä�®�o�„�¦�³�—�µ�¬�¤�¸�‡�»�–�£�µ�¡�š�¸�É�—�¸�…�¹�Ê�œ���Á�•�n�œ���¨�—�„�µ�¦�¤�o�ª�œ�Š�°�…�°�Š

�„�¦�³�—�µ�¬���Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�˜�o�µ�œ�š�µ�œ�œ�Ê�Î�µ���®�¤�¹�„���Â�¨�³�„�¦�—���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�Ä�•�o�š�Î�µ�„�¦�³�—�µ�¬�Ÿ�·�ª�Á�ž�}�œ�¤�´�œ���Â�¨�³�¥�´�Š�Ä�•�o�Ä�œ
�„�µ�¦�Á�‡�¨�º�°�•�Á�¡�º�É�°�Á�¡�·�É�¤�‡�ª�µ�¤�Â�…�È�Š�Â�¦�Š���Á�•�n�œ�„�¦�³�—�µ�¬�Å�…���Á�‡�¨�º�°�•�—�o�µ�œ�Ä�œ�…�°�Š�„�¨�n�°�Š�•�¦�¦�‹�»�°�µ�®�µ�¦     

3. อุตสาหกรรมบรรจุภัณฑ (packaging industry)
�­�Î�µ�®�¦�´�•�„�¦�³�—�µ�¬�š�¸�É�Ä�•�o�Ä�œ�„�µ�¦�•�¦�¦�‹�»�£�´�–�”�r����packaging paper�����Â�¨�³�®�¸�•�®�n�°����wrapping 

paper�� �¤�´�„�‹�³�ž�¦�´�•�ž�¦�»�Š�‡�»�–�£�µ�¡�Ä�œ�„�µ�¦�œ�Î�µ�Å�ž�Ä�•�o�ž�¦�³�Ã�¥�•�œ�r���Ž�¹�É�Š�„�¦�³�•�ª�œ�„�µ�¦�œ�¸�Ê�‹�³�¦�ª�¤�Å�ž�™�¹�Š�„�µ�¦�š�Î�µ
�„�¦�³�—�µ�¬�Ä�®�o�¤�¸�‡�ª�µ�¤�˜�o�µ�œ�š�µ�œ�˜�n�°�œ�Ê�Î�µ�Â�¨�³�Å�°�œ�Ê�Î�µ���œ�°�„�‹�µ�„�œ�¸�Ê�¥�´�Š�¦�ª�¤�Å�ž�™�¹�Š�„�µ�¦�Á�¡�·�É�¤�„�µ�¦�š�œ�˜�n�°�Â�¦�Š�—�¹�Š�Ä�®�o�„�´�•
�„�¦�³�—�µ�¬

4.  สารประกอบอุตสาหกรรมยาง (rubber compounding)
�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�™�¼�„�Ä�•�o�Ä�œ�°�»�˜�­�µ�®�„�¦�¦�¤�¥�µ�Š���Á�¡�º�É�°�š�¸�É�‹�³�¨�—�Â�¨�³�ž�j�°�Š�„�´�œ�„�µ�¦�Â�˜�„�­�¨�µ�¥

�Á�œ�º�É�°�Š�‹�µ�„�Ã�°�Ã�Ž�œ�…�°�Š�¡�´�œ�›�³�‡�¼�n�Ä�œ�Ã�¤�Á�¨�„�»�¨�¥�µ�Š���Ã�—�¥�‹�³�š�Î�µ�„�µ�¦�¨�³�¨�µ�¥�Ä�œ�¥�µ�Š�š�¸�É�š�Î�µ�ª�´�¨�‡�µ�Å�œ�Á�Ž�•�´�É�œ��
��vulcanization�����Â�˜�n�‹�³�Á�…�o�µ�„�´�œ�Å�¤�n�Å�—�o�®�¦�º�°�Å�¤�n�¨�³�¨�µ�¥�Á�¤�º�É�°�¥�µ�Š�¤�¸�°�»�–�®�£�¼�¤�·�˜�É�Î�µ�¨�Š���ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�‹�³�Á�„�·�—�Á�ž�}�œ
�Â�Ÿ�n�œ�Á�„�µ�³�š�¸�É�Ÿ�·�ª�®�œ�o�µ�…�°�Š�¥�µ�Š�Ž�¹�É�Š�‡�¨�o�µ�¥�„�´�•�„�µ�¦�ž�j�°�Š�„�´�œ�š�µ�Š�„�µ�¥�£�µ�¡�‹�µ�„�„�µ�¦�™�¼�„�Ã�°�Ã�Ž�œ�Â�¨�³�°�µ�„�µ�«���Ã�—�¥
�ž�„�˜�·�‹�³�Ä�•�o�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�•�œ�·�—���¡�µ�¦�µ�¢�d�œ�Â�ª�„�Ž�r�Ä�œ�ž�¦�·�¤�µ�–��������-�����Á�ž�°�¦�r�Á�Ž�È�œ�˜�r���…�°�Š�œ�Ê�Î�µ�®�œ�´�„

5. สารขัดเงา (polishes)
�ž�d�Ã�˜�¦�Á�¨�¸�¥�¤�Â�ª�„�Ž�r�­�µ�¤�µ�¦�™�Ä�•�o�Ÿ�­�¤�„�´�•�­�µ�¦�Á�‡�¤�¸�°�º�É�œ�Ç���Á�¡�º�É�°�Á�ž�}�œ�­�µ�¦�…�´�—�Á�Š�µ�Å�—�o���Ã�—�¥�Â�ª�„�Ž�r

�‹�³�„�¦�³�‹�µ�¥�°�¥�¼�n�Ä�œ�˜�´�ª�š�Î�µ�¨�³�¨�µ�¥�°�·�œ�š�¦�¸�¥�r�š�¸�É�¦�³�Á�®�¥�Å�—�o���®�¦�º�°�„�¦�³�‹�µ�¥�°�¥�¼�n�Ä�œ�˜�´�ª�…�°�Š�Á�®�¨�ª����equeous 
dispersions�����Á�•�n�œ���‡�¦�¸�¤
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บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการวิจัย

วัสดุ 

1. ตัวอยางที่ใชแยกเชื้อและสกัดไขมัน

1.1 ตัวอยางที่ใชสําหรับการแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปส
ตัวอยางที่นํามาแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสมีทั้งตัวอยางดินและ

ตัวอยางน้ําโดยเก็บตัวอยางดินรอบๆ บริเวณบอดักไขมัน ทั้งหมด 10 จุด จุดละ 100 กรัม และ
ตัวอยางน้ําเสียหรือน้ําทิ้งที่มีการปนเปอนของน้ํามันและไขมันจากบอบําบัดน้ําเสียจํานวน 10 จุด คือ 
บอดักไขมันจํานวน 2 จุด คูปลอยน้ําทิ้ง 2 จุด บอพักของกากตะกอน 2 จุด ถัง grease trap 2 จุด และ
บอพักน้ําเสีย 2 จุด โดยตัวอยางทั้งหมดเปนของโรงงานสงขลาแคนนิ่ง จํากัด (มหาชน) ในอําเภอ
เมืองสงขลา จังหวัดสงขลา ซึ่งเปนโรงงานผลิตปลาบรรจุกระปอง

1.2    ตัวอยางน้ําเสียรวมเพื่อนํามาวิเคราะหองคประกอบทางเคมี
ทําการเก็บตัวอยางน้ําเสีย โดยเก็บจากทอรวมน้ําเสียที่ไหลลงสูบอดักไขมัน 

1.3 ตัวอยางกอนไขมันในบอดักไขมันเพื่อนํามาสกัดไขมันที่ใชเปนสารตั้งตนในการสังเคราะห
แวกซเอสเทอร

ทําการเก็บตัวอยางกอนไขมันในบอดักไขมันเปนตัวอยางจากกอนไขมันที่ลอยตัว
หนาประมาณ 1 ฟุต ในบอดักไขมัน ทําการเก็บจากผิวหนาของไขมันในระดับความลึกประมาณ 10 
เซนติเมตร เก็บปริมาณมากเพื่อนํามาสกัดดวยเฮกเซน โดยทําการสกัดทันที ไขมันที่สกัดไดจะเก็บ
ในสภาวะสุญญากาศดวยแกสไนโตรเจน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

2. อาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐาน 

อาหารเหลวพื้นฐาน (basal medium) (ดัดแปลงจาก Chaiyaso, 2007) ซึ่งในอาหาร 
1 ลิตร ประกอบดวย ทริปโตน 1.0 กรัม, ยีสตสกัด 1.0 กรัม, K2HPO4 2.0 กรัม, KH2PO4 1.0  กรัม, 
(NH4)2SO4 1.0 กรัม, MgSO4.7H2O 0.2 กรัม และ CaCl2 0.15 กรัม พีเอช 6.0 เติมน้ํามันปลาจากน้ํานึ่ง
ปลาปริมาณ 1.0 เปอรเซ็นต กรณีเปนอาหารแข็งพื้นฐานจะเติมผงวุน 1.5 เปอรเซ็นต ลงในอาหาร
เหลวพื้นฐาน
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3. สารเคมี

4.1 สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมไลเปสตามวิธี Lee และ Rhee (1993)
4.2 สารเคมีที่ใชวิเคราะหปริมาณโปรตีนตามวิธี Lowry และคณะ (1951)

สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหทั้งหมดเปนสารเคมีเกรดวิเคราะห (Analytical grade)

อุปกรณ

1. เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง รุน HF-1200 บริษัท A&D 
2. เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง รุน BP 210 s บริษัท Sartorius
3. ตูปลอดเชื้อ (Laminar air flow) รุน 5227044 บริษัท Hotpack
4. เครื่องอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน W350 บริษัท Memmert
5. หมอนึ่งฆาเชื้อความดันไอ (Autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seiko 
6. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 420A บริษัท Orion Research
7. กลองจุลทรรศน รุน YS100 บริษัท Nikon
8. เครื่องวัดคาดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน U-2000 บริษัท Hitachi
9. โถดูดความชื้น (Desiccator)
10. เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) รุน 5203 บริษัท Hitachi
11. เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ชนิดควบคุมอุณหภูมิ รุน Universal 32R บริษัท eppendrof
12. ตูอบ (hot air oven) รุน MOV 212 บริษัท Sanyo Electric
13. เครื่อง Thin-layer chromatography/Flame Ionization Detection analyzer (TLC/FID       

analyzer) รุน Iatroscan MK5 บริษัท Iatron Laboratories 
14. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุน N-100 บริษัท Eyela
15. เครื่องเขยา รุน 3005 บริษัท Lab-Line 

วิธีการวิเคราะห

1. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปส
     ใชวิธี Two-phase emulsion method ดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993)

1.1. สารผสมในปฏิกิริยา
       สารผสมในปฏิกิริยาประกอบดวยน้ํามันปาลมความเขมขนรอยละ 10 (ปริมาตร/

ปริมาตร) ที่ละลายในไอโซออกเทน สารละลาย Tris-HCl buffer ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 
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6.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายสวนใสที่ผานการหมุนเหวี่ยงเอาเซลลออกปริมาตร 
0.2 มิลลิลิตร กรณีที่เปนเอนไซมไลเปสตรึงรูปและเอนไซมไลเปสอยางหยาบใชปริมาณ 5 มิลลิกรัม 
นําไปบมบนเครื่องเขยา 300 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบ
เวลาหยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายไฮโดรคลอริกเขมขน 6.0 โมลาร ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากันทันทีดวยเครื่อง vortex mixer แลวทิ้งไวใหแยกชั้นที่อุณหภูมิหอง

1.2 วิธีการวิเคราะหปริมาณของกรดไขมัน
       วิเคราะหปริมาณกรดไขมันอิสระโดยวิธี Cupric acetate ดัดแปลงจากวิธีการของ 

Lee และ Rhee (1993) โดยดูดสารละลายสวนบนในปฏิกิริยาจากขอ 1.1 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มา
เจือจางกับไอโซออกเทนปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําไปทําปฏิกิริยากับ cupric acetate-pyridine reagent 
เขมขน 5 % (w/v) ในน้ํากลั่นปรับพีเอชใหได 6.1 โดยใช pyridine ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ผสมกัน
อยางรวดเร็วดวยเครื่อง vortex mixer นาน 15 วินาที โดย cupric acetateจะทําหนาที่ฟอรมเปน
โครงสรางตาขายกับกรดไขมันอิสระทําใหสารละลายสวนใสดานบนเปนสีเขียว ทิ้งใหแยกชั้นและ
นําสวนไอโซออกเทนไปวิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระโดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ 715 นาโน
เมตร คํานวณหาปริมาณกรดไขมันที่เกิดขึ้นเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดปาลมิติก (ภาคผนวก ข)

1.3 การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเปนหนวยของเอนไซม
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซมไลเปส หมายถึง ปริมาณของเอนไซมที่สามารถเรง

ปฏิกิริยาการยอยสลายน้ํามันปาลมใหไดกรดไขมันอิสระในรูปกรดปาลมิติกปริมาณ 1 ไมโครโมล
ในเวลา 1 นาที ที่ 37 องศาเซลเซียส

2. การวัดการเจริญของเชื้อ

ตรวจวัดการเจริญของเชื้อโดยวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิ-
เตอรที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร โดยเก็บตัวอยาง 1 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสเก็บไววิเคราะหหากิจกรรม
ของเอนไซมไลเปส ลางตะกอนเซลล 2 ครั้ง ดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.85 
เปอรเซ็นต นําไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
10 นาที เทสวนใสทิ้ง แลวเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 0.85 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ละลายตะกอนกอนนําไปวัดคาดูดกลืนแสง โดยใชสารละลายโซเดียมคลอไรด ความ
เขมขน 0.85 เปอรเซ็นตเปนแบลงค
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3. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน

การวิเคราะหปริมาณโปรตีนของเอนไซมใชวิธี Lowry และคณะ (1951) โดยใช 
bovine serum albumin (BSA) เปนโปรตีนมาตรฐาน (ภาคผนวก ข)

4. การวิเคราะหองคประกอบจากปฏิกิริยาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรดวย Thin layer 
chromatography/Flame Ionization Detector (TLC/FID)

การวิเคราะหองคประกอบของไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวย 
TLC/FID analyzer สําหรับขั้นตอนและสภาวะที่ใชในการวิเคราะหดวย TLC/FID analyzer 
(Iatroscan MK5, Iatron Laboratories Inc., Japan) (ดัดแปลงจาก Freedman et al., 1984; Rosu et al., 
1997 อางโดย Chaiyaso, 2007) นําไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวยเฮกเซน 1 
ไมโครลิตร ซึ่งเจือจางดวยคลอโรฟอรมที่ความเขมขนที่เหมาะสม spot สารสารละลายตัวอยางลง
บน Chromarod S III (Silica gel powder coated rod) นํา chromarod ไปแชในสารละลายซึ่ง
ประกอบไปดวย เบนซีน:คลอโรฟอรม:กรดอะซิติก ในอัตราสวน 50:20:0.7 (ปริมาตรตอปริมาตร
ตอปริมาตร) จนกระทั่งสารละลายเคลื่อนที่สูงประมาณ 10 เซนติเมตร เปนเวลา 35 นาที หลังจากนั้น
นําไประเหยตัวทําละลายที่เหลือโดยนําไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลว
นํามาสแกนภายใตสภาวะที่มีอัตราการไหลของไฮโดรเจน 150 มิลลิลิตรตอนาที อัตราการไหลเขา
ของอากาศ 700 มิลลิลิตรตอนาที และมีอัตราเร็วในการสแกน 30 วินาทีตอ rod สวนประกอบที่ไดจะ
ถูกคํานวณเปนเปอรเซ็นตโมลตอพื้นที่ใตกราฟของแตละองคประกอบ โดยที่ไตรกลีเซอไรด, กรด
ไขมันอิสระ, 1,3 ไตรกลีเซอไรด, 1,2 ไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรด จะแยกออกมาตามเวลาดัง
ภาคผนวก ข

สําหรับการวิเคราะหหาปริมาณแวกซเอสเทอรใหนําตัวอยางสารละลายที่ทํา
ปฏิกิริยา 1 ไมโครลิตร ที่เจือจางดวยคลอโรฟอรมที่ความเขมขนที่เหมาะสม spot สารละลายตัวอยาง
ลงบน chromarod S III (Silica gel powder coated) นํา chromarod ไปแชในสารละลายซึ่งประกอบ
ไปดวย เฮกเซน:ไดเอทิลอีเทอร:กรดฟอรมิก ในอัตราสวน 65:6.5:0.4 (ปริมาตรตอปริมาตรตอ
ปริมาตร) จนกระทั่งสารละลายเคลื่อนที่สูงประมาณ 10 เซนติเมตร เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้น
นําไประเหยตัวทําละลายที่เหลือโดยนําไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลว
นํามาสแกนภายใตสภาวะที่มีอัตราการไหลของไฮโดรเจน 150 มิลลิลิตรตอนาที อัตราการไหลเขา
ของอากาศ 700 มิลลิลิตรตอนาที และมีอัตราเร็วในการสแกน 30 วินาทีตอ rods (Isono et al., 1995)
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5. การวิ เคราะหองคประกอบของไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวย Gas 
chromatography-Mass spectrometry (GC-MS)

การวิเคราะหองคประกอบของไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวย
เครื่อง GC-MS (HP 5890 Gas chromatograph-HP 5972 Mass Selective Detector) โดยใชคอลัมน 
HP-INNOWAX capillary ซึ่งทําจาก polyethylene glycol ขนาดยาว 30 เมตร ความหนา 0.25 
ไมโครเมตร เสนผานศูนยกลาง 0.25 มิลลิเมตร กําหนดใหมีสภาวะการทํางาน ดังนี้ อุณหภูมิเริ่มตน
ของ oven เทากับ 185 องศาเซลเซียส คงที่เปนเวลา 0.3 นาที และเพิ่มอุณหภูมิดวยอัตราเร็ว 8 องศา
เซลเซียสตอนาที จนกระทั่งถึง 230 องศาเซลเซียส คงที่เปนเวลา 13.30 นาที และเพิ่มอุณหภูมิดวย
อัตราเร็ว 20 องศาเซลเซียสตอนาที จนกระทั่งถึง 240 องศาเซลเซียส และคงอุณหภูมิไวที่ 240 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที แกสพา คือ แกสฮีเลียม องคประกอบที่ถูกแยกออกมาจาก column จะผานเขา
ไปในสวนของเครื่อง Mass spectrometry (MS) ซึ่งมีสภาวะเปนสุญญากาศ แลวเขาไปเจอกับ ion 
source ซึ่งจะทําหนาที่ไอออไนซโมเลกุลที่ผานเขามาใหกลายเปนประจุโดยใชลําอิเล็คตรอน 
(Electron Ionization (EI))  จากนั้นประจุก็จะเขาสูเครื่องคัดเลือกและแยกแยะขนาดของประจุ (mass 
analyzer) และเขาสูเครื่องตรวจวัด (detector) เพื่อทําการตรวจหาปริมาณของประจุแลวแปลผล
ออกมาเปนปริมาณขององคประกอบแตละตัวที่มีอยูในสารตัวอยาง โดยจําแนกองคประกอบของ
สารโดยเปรียบเทียบกับ National Institute of Standards and Technology (NIST) Library

6. การเตรียมน้ํามันปลาที่สกัดจากน้ํานึ่งปลาทูนาที่ใชในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการแยกเชื้อ

การเตรียมน้ํามันปลาที่สกัดจากน้ํานึ่งปลาทูนาที่ใชในอาหารเลี้ยงเชื้อทําตามวิธีของ
สมบัติ รุงศิลป (2541) ดังนี้

1. การกําจัดสารเหนียว โดยเติมกรดซิตริกรอยละ 0.15 ลงในน้ํามันปลาทูนา เปนเวลา 5 นาที 
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ลางดวยน้ําปริมาณรอยละ 2 เปนเวลา 20 นาที นําไปเหวี่ยงแยกสาร
เหนียวดวยความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นําน้ํามันที่อยูบนชั้นบนไปใชในขั้นตอน
ตอไป

2. การทําน้ํามันใหเปนกลาง โดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 
11.60 (16 องศาโบเม (Degree Baume)) ในปริมาณมากเกินพอรอยละ 0.5 ทําปฏิกิริยาสบูเปนเวลา 5 
นาที ปรับอุณหภูมิน้ํามันเปน 70 องศาเซลเซียส ทันที จากนั้นปลอยใหสบูตกตะกอนแยกตัวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลานานประมาณ 10 ชั่วโมง นําน้ํามันที่ไดไปเหวี่ยงตะกอนสบูอีกครั้งดวย
ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นําน้ํามันที่อยูชั้นบนไปใชในขั้นตอนตอไป
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3. การเติมดางซ้ํา โดยเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 28.72 (40 องศา
โบเม) ปริมาณรอยละ 3 ทําปฏิกิริยาสบูเปนเวลา 5 นาที แลวทําเชนเดียวกับการทําใหเปนกลาง แลว
เติมโซเดียมคลอไรดรอยละ 2 ทําปฏิกิริยาเปนเวลา 5 นาที นําน้ํามันที่ไดไปเหวี่ยงแยกดวยความเร็ว 
4,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นําน้ํามันที่อยูชั้นบนไปใชในขั้นตอนตอไป

4. การฟอกสีน้ํามัน โดยเติมดินฟอกสีชนิดแอคติเวทเตดเอิรทรอยละ 5 ลงในน้ํามันที่ไดจาก
ขอ 3 เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ที่ความดันสุญญากาศ 27 นิ้วปรอท ปลอยให
น้ํามันมีอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส แลวกรองดวยเครื่องสุญญากาศ

5. การแยกสวนไขมัน โดยเติมตัวทําละลายเฮกเซนลงในน้ํามันที่ผานการกรองจากขอ 4 ใน
สัดสวนน้ํามันตอเฮกเซน 1:1 (น้ําหนักตอปริมาตร) ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
กรองผลึกสเตียรีนและระเหยเฮกเซนออกจากน้ํามัน (โอเลอีน) ดวย Rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส

7. การวิเคราะหคาทางสถิติ

ในแตละขั้นตอนของการศึกษาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจะมีการวางแผนการ
ทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) โดยกําหนดใหจํานวนซ้ํา 
(Replication) ในการศึกษาแตละครั้งเทากับ 3 ซ้ํา และวิเคราะหความแตกตางของคาเฉลี่ยโดย
วิเคราะหความแปรปรวนทางเดียว (One-way ANOVA) โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS (Statistic 
Package for the Social Science) version 14.0

วิธีการวิจัย

1. การศึกษาองคประกอบทางเคมีของน้ําเสียรวม และการสกัดไขมันจากกอนไขมันในบอดักไขมัน

       1.1 ศึกษาองคประกอบทางเคมีของน้ําเสียรวม ซึ่งเก็บโดยนําขวดพลาสติกรองน้ําเสียจากทอ
รวมน้ําเสียที่ไหลลงสูบอดักไขมัน ปริมาตร 1 ลิตร และนําไปวิเคราะหปริมาณโปรตีน, ไขมัน, 
ความชื้น (AOAC, 1990) และเกลือโซเดียมคลอไรด (AOAC, 1995) (ภาคผนวก ค)
        1.2 การสกัดไขมันจากกอนไขมันในบอดักไขมัน

 นําตัวอยางกอนไขมันในบอดักไขมัน ซึ่งเก็บจากผิวหนาของชั้นไขมันในระดับ
ความลึกประมาณ 10 เซนติเมตร มาใหความรอนที่อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส ทําการละลาย
ตัวอยางกอนไขมันในบอดักไขมันดวยเฮกเซนในอัตราสวน 1:2 กรองเอาสิ่งสกปรกออกดวย
กระดาษกรองและแยกเอาน้ําที่ปนอยูกับตัวอยางออกดวยกรวยแยก แลวจึงนําตัวอยางไขมันที่สกัด
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จากกอนไขมันในบอดักไขมัน ซึ่งอยูสวนบนไประเหยดวยตัวทําละลายออกดวยเครื่อง Rotary 
Evaporator และหาปริมาณของกรดไขมันอิสระ (IUPAC, 1979) วิธีการตามภาคผนวก ค.
        1.3 การวิเคราะหองคประกอบของไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมัน

วิเคราะหองคประกอบของไขมันจากตัวอยางไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอ
ดักไขมันดวยเครื่อง TLC/FID analyzer (Chaiyaso, 2007) ดังวิธีการวิเคราะหในขอที่ 4 

2.   ขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวย silica gel column 
chromatography

 2.1 ทําการละลายไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันจากขอ 1.2 ปริมาณ 1 กรัม ใน  
เฮกเซน 1 มิลลิลิตร จากนั้นหยอดลงในคอลัมนที่บรรจุซิลิกาเจลคอลัมนมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 
เซนติเมตร และสูง 12.5 เซนติเมตร วิธีการเตรียมในภาคผนวก ก. ชะตัวอยางออกมาดวยตัวทํา
ละลาย 4 ระบบ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร คือ 

ระบบที่ 1 คือ เฮกเซน:ไดเอทิลอีเทอร:กรดอะซิติก อัตราสวน 60:40:1 
ระบบที่ 2 คือ ไดเอทิลอีเทอร:กรดอะซิติก อัตราสวน 40:1
ระบบที่ 3 คือ ไดเอทิลอีเทอร:กรดอะซิติก อัตราสวน 4:1
ระบบที่ 4 คือ เมทานอล

 2.2 เก็บตัวอยางไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันที่ออกมาของแตละระบบ ระเหยตัว
ทําละลายที่อยูในหลอดของแตละตัวอยางในตูควันจนแหง ตรวจสอบสารแตละระบบดวย TLC/FID
analyzer ดังวิธีการวิเคราะหในขอที่ 4 จากนั้นนําแตละตัวอยางสงตรวจวิเคราะหองคประกอบของ
ไขมันดวย GC-MS (Kaewsuwan et al., 2006) ดังวิธีการวิเคราะหในขอที่ 5 ที่ศูนยเครื่องมือกลาง 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ตอไป

3. การแยกเชื้อจุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสจากแหลงธรรมชาติ

3.1  ทําการเก็บตัวอยางดินและตัวอยางน้ําเสียที่ใชในการแยกเชื้อแบคทีเรียจากบริเวณบอดัก
ไขมัน ทั้งหมด 10 จุด ทําการสุมเก็บจากผิวดินในระดับความลึก 0-5 เซนติเมตร โดยใชชอนตักดิน
ใสในถุงพลาสติกใสจุดละ 100 กรัม และตัวอยางน้ําเสียหรือน้ําทิ้งที่มีการปนเปอนของน้ํามันและ
ไขมันจากบอบําบัดน้ําเสียจํานวน 10 จุด คือ บอดักไขมันจํานวน 2 จุด คูปลอยน้ําทิ้ง 2 จุด บอพัก
ของกากตะกอน 2 จุด ถัง grease trap 2 จุด และบอพักน้ําเสีย 2 จุด โดยใชกระบวยตักน้ําเสียจุดละ 
100 มิลลิลิตร ใสขวดพลาสติกขนาด 250 มิลลิลิตร ทําการวัดอุณหภูมิและพีเอชของตัวอยางที่เก็บ
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3.2 นําตัวอยางดิน 1 กรัม หรือตัวอยางน้ําเสีย 1.0 มิลลิลิตร ใสในหลอดอาหารเหลวพื้นฐานที่มี
น้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 4 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน ทําการถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร
เหลวพื้นฐานสูตรเดิมใหม ทําการบมและเขยาในสภาวะเชนเดียวกับขางตน จากนั้นทําการถายเชื้อ
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลวพื้นฐานสูตรเดิมใหมอีกครั้ง และทําการบมและเขยาใน
สภาวะเชนเดียวกับขางตน เพื่อคัดเลือกเชื้อที่สามารถใชน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลาเปนแหลงคารบอน
และผลิตเอนไซมไลเปส จากนั้นนําหลอดตัวอยางมาทําการเจือจางที่ระดับ 10-2, 10-3, 10-4 แลว 
spread plate บนอาหารแข็งพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการคัดเลือกโคโลนีที่ผลิตเอนไซมไลเปสโดยสังเกตจากวงใส
รอบๆ โคโลนี แลวนํามา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต 
เพื่อแยกใหไดเชื้อบริสุทธิ์ บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนําโคโลนี
ของแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่แยกไดนํามา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐานที่มีน้ํามันปลา
จากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต อีก 2 ครั้ง โดยทําการบมในสภาวะเดิม เพื่อใหแนใจวาไดเชื้อบริสุทธิ์ 
และทําการถายเชื้อลงในหลอดอาหารแข็งพื้น ฐานวุนเอียงสูตรเดิม โดยเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส และทําการ subculture ทุกๆ 1 เดือน และเก็บไวในกลีเซอรอลที่มีความเขมขนรอยละ 25 ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และทําการ subculture ทุกๆ 6 เดือน เพื่อเก็บเปน stock culture นํา
แบคทีเรียที่แยกและคัดเลือกไดมาการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาดวยตาเปลาและภายใตกลอง
จุลทรรศนโดยการยอมแกรมบันทึกลักษณะและสีของโคโลนี รูปรางของเซลลและการยอมแกรม 

4. การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมไลเปส

    นําแบคทีเรียแตละสายพันธุที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาจากน้ํา
นึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต มาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสบนอาหารแข็งพื้นฐานที่มี
ไตรบิวไทริน 1 เปอรเซ็นตซึ่งเปนน้ํามันคารบอน 4 อะตอม แทนน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา โดยนํา
แบคทีเรียทั้งหมดที่แยกไดจากอาหารวุนเอียงมา spot ลงบนจานอาหาร แลวนําไปบมที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง วัดขนาดของวงใสและโคโลนีเพื่อหาประสิทธิภาพการยอยสลายตาม
สมการที่ 1 จากนั้นคัดเลือกแบคทีเรียที่เกิดวงใสรอบโคโลนีบนอาหารแข็งพื้นฐานที่มีไตรบิวไทริน
ทั้งหมดซึ่งคาดวาเปนแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมอยูในกลุม Hydrolase คือ ไลเปสหรือเอสเทอ
เรส มาทําการคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสอีกครั้งโดยเลี้ยงในอาหารเหลวพื้นฐานที่มี
น้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต โดยนําเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหารเหลวพื้นฐาน 5 
มิลลิลิตร ที่เติมน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
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อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทําการบมเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมงโดยทํา 3 ซ้ํา เก็บตัวอยาง 1.0 มิลลิลิตร 
ชุดทดลองละ 3 ซ้ํา นําไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสไปวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการ
ของ Lee และ Rhee (1993) โดยใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 สวน
ตะกอนนําไปหาการเจริญของเชื้อโดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ดังใน
วิธีการวิเคราะหขอที่ 2 จากนั้นทําการคัดเลือกจุลินทรียที่ใหกิจกรรมเอนไซมไลเปสสูงที่สุดมา 1 
สายพันธุ และจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียที่คัดเลือกไดดวย 16S rDNA โดยสงตัวอยางไปวิเคราะห
ที่หนวยความรวมมือการวิจัยดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีชีวภาพแหงมหาวิทยาลัย มหิดลและ
มหาวิทยาลัยโอซากา (MU-OU:CRC) คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล

ประสิทธิภาพการยอยสลาย =          ขนาดของวงใส (ซม.)                      (1)
              (Index of hydrolysis)

5. การศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส

    นําแบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากขอที่ 4 จํานวน 1 สายพันธุ  มาเลี้ยงในอาหารเหลว
Nutrient broth (NB) ปริมาณ 50 มิลลิลิตร โดยเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทําการบมเชื้อ
เปนเวลา 24 ชั่วโมง ปรับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตรใหไดเทากับ 1.0 กอน
นําไปใชเปนกลาเชื้อเริ่มตนในอัตราสวน 10 เปอรเซ็นต ลงในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาจาก
น้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต ปริมาณ 50 มิลลิลิตร โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมที่ไมเติมเชื้อ 
นําไปบมในสภาวะเชนเดียวกับการเตรียมกลาเชื้อเริ่มตน เก็บตัวอยางครั้งละ 1.0 มิลลิลิตร ที่เวลา 0, 
6, 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง ตามลําดับ โดยเก็บตัวอยางชุดทดลองละ 3 ซ้ํา นําไปหมุนเหวี่ยงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนใสไปวิเคราะหคา
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993) โดยใชน้ํามันปาลม
เปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 สวนตะกอนนําไปหาการเจริญของเชื้อโดยการวัดคา
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 2

6. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียที่คัดเลือกได

6.1 ผลของชนิดและปริมาณของแหลงคารบอน
นําแบคทีเรียที่คัดเลือกไดมาศึกษาผลของชนิดของแหลงคารบอน โดยนําเชื้อมา

เลี้ยงในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียใน 

ขนาดของโคโลนี (ซม.)
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ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ทําการบมเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง ปรับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร
ใหไดเทากับ 1.0 กอนนําไปใชเปนกลาเชื้อเริ่มตนในอัตราสวน 10 เปอรเซ็นต ลงในอาหารเหลว
พื้นฐานที่มีที่มีแหลงคารบอนตางๆ เปนองคประกอบ ไดแก น้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา น้ํามันปาลม 
ไตรบิวไทริน โมลาส ซูโครส และกลูโคส โดยใชปริมาณ 1 เปอรเซ็นต (w/v) โดยมีทริปโตน 1.0 
กรัม, ยีสตสกัด 1.0 กรัม, (NH4)2SO4 1.0 กรัม, K2HPO4 2.0 กรัม, KH2PO4 1.0 กรัม, MgSO4.7H2O 
0.2 กรัม, CaCl2 0.15 กรัม ปริมาณ 50 มิลลิลิตร โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมที่ไมเติม
เชื้อ นําไปบมในสภาวะเชนเดียวกับการเตรียมกลาเชื้อเริ่มตน เก็บตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง นําไป
หมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนใส
ไปวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993) โดย
ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 สวนตะกอนนําไปหาการเจริญของเชื้อ
โดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 2 เลือกชนิด
ของแหลงคารบอนที่สามารถใหการผลิตเอนไซมสูงที่สุด มาศึกษาความเขมขนของแหลงคารบอน
ตามวิธีการทดลองเชนเดียวกัน โดยใชปริมาณของแหลงคารบอนเทากับ 0, 1, 2, 3 และ 4 เปอรเซ็นต 

6.2 ผลของชนิดและปริมาณของแหลงไนโตรเจน
นําแบคทีเรียที่คัดเลือกไดมาศึกษาผลของชนิดแหลงไนโตรเจน โดยนําเชื้อมาเลี้ยง

ในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียในฟลาสก
ขนาด 250 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทํา
การบมเชื้อเปนเวลา 24 ชั่วโมง ปรับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตรใหไดเทากับ 
1.0 กอนนําไปใชเปนกลาเชื้อเริ่มตนในอัตราสวน 10 เปอรเซ็นต ลงในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีที่มี
แหลงคารบอนและปริมาณที่เหมาะสมจากผลขอ 6.1 ซึ่งใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแหลงไนโตรเจน
ตางกัน คือ ทริปโตน, ยีสตสกัด, แอมโมเนียมซัลเฟต เปรียบเทียบกับอาหารสูตรเดิมที่มีแหลง
ไนโตรเจนทั้งสาม ปริมาณ 0.3 เปอรเซ็นต โดยมี K2HPO4 2.0 กรัม, KH2PO4 1.0 กรัม, MgSO4.7H2O 
0.2 กรัม และ CaCl2 0.15 กรัม ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ทําการทดลอง 3 ซ้ํา และมีชุดควบคุมที่ไมเติม
เชื้อ นําไปบมในสภาวะเชนเดียวกับการเตรียมกลาเชื้อเริ่มตน เก็บตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง นําไป
หมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เก็บสวนใส
ไปวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993) โดย
ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 สวนตะกอนนําไปหาการเจริญของเชื้อ
โดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 2 เลือกชนิด
ของแหลงไนโตรเจนที่สามารถใหการผลิตเอนไซมไลเปสสูงที่สุด มาศึกษาปริมาณของแหลง
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ไนโตรเจนตามวิธีการทดลองเชนเดียวกัน โดยใชปริมาณแหลงไนโตรเจน คือ 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4 
เปอรเซ็นต

7. การทําบริสุทธิ์เอนไซมบางสวนโดยการตกตะกอนโปรตีน

ทําการผลิตเอนไซมไลเปสโดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองขอที่ 6.2 
จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนเซลลออกที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 8,500 
รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นําสวนใสไปวัดกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเริ่มตนโดยดัดแปลงจาก
วิธีการของ Lee และ Rhee (1993) โดยใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 
และวิเคราะหปริมาณโปรตีนของเอนไซมใชวิธี Lowry และคณะ (1951) ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 
3  และเก็บสวนใสไปตกตะกอนเอนไซมดวยสารตางๆ อยางละ 100 มิลลิลิตร โดยการตกตะกอน
ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตระดับความอิ่มตัวของเกลือ 50 และ 80 เปอรเซ็นต เตรียมโดยการชั่ง
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ผานการบดละเอียดแลว คอยๆ ใสเกลือทีละนอยในสารละลายสวนใส
โดยทําที่อุณหภูมิหอง ตั้งในอางที่มีน้ําแข็ง เมื่อใสเกลือจนหมด ทิ้งไวใหตกตะกอนขามคืน ที่ 4 
องศาเซลเซียส สวนการตกตะกอนเอนไซมดวยตัวทําละลายอินทรีย 2 ชนิด คือ เอทิลแอลกอฮอล 95 
เปอรเซ็นต และอะซิโตน โดยตองนําตัวทําละลายแชไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 1 คืน กอน
นํามาใชในการตกตะกอนสารละลายสวนใสที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยการเติมตัวทําละลาย
อยางชาๆ ในอัตราสวนของสารละลายสวนใส 1 สวนตอตัวทําละลายอินทรีย 3 สวน ทิ้งไวขามคืน 
จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยก
ตะกอนของเอนไซมออกจากสวนใส นําตะกอนและสวนใสหลังจากตกตะกอนไปหากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993) ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดัง
ในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 และวิเคราะหปริมาณโปรตีนของเอนไซมใชวิธี Lowry และคณะ (1951)
ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 3  เลือกสารที่ใชในการตกตะกอนที่ใหกิจกรรม และผลไดของเอนไซม
สูงที่สุดในการตกตะกอนเพื่อใชในการทดลองตอไป

8. การศึกษาคุณสมบัติบางประการของเอนไซมไลเปสอยางหยาบ

นําเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ไดจากการทําบริสุทธิ์บางสวน โดยการตกตะกอน
ดวยสารตกตะกอนที่เหมาะสมตามขอ 7 ไปทําแหงเยือกแข็ง (freeze drying) แลวนําเอนไซมไลเปส
อยางหยาบไปศึกษาคุณสมบัติและคุณลักษณะตางๆ ดังนี้
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8.1 อุณหภูมิที่เหมาะสม
ศึกษาผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมไลเปสโดยวิธีวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม    

ไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993) ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังใน
วิธีการวิเคราะหขอที่ 1 โดยใชบัพเฟอร Tris-HCl buffer ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร พีเอช 6.0 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบ 50 ยูนิตตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 
นําไปบมบนเครื่องเขยา 300 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิตางๆ คือ 25, 30, 37, และ 45 
องศาเซลเซียส โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระดวย cupric acetate โดย
การวัดคาดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณกรดไขมันที่เกิดขึ้นเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของกรดปาลมิติก (ภาคผนวก ข) และคํานวณกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเปนหนวยของ
เอนไซม

8.2 พีเอชที่เหมาะสม   
ศึกษาผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยวิเคราะหกิจกรรมของ

เอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee (1993) ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดัง
ในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 โดยใชสารละลายบัพเฟอรความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ที่พีเอชตางๆ คือ 
ใชโซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร พีเอช 4.0, 5.0 และ 6.0 ใชฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 6.0 และ 7.0 ใช Tris -
HCl ที่พีเอช 7.0 และ 8.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบ 50 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร นําไปบมบนเครื่องเขยา 300 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิที่
เหมาะสมจากการทดลองขอที่ 8.1 โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา วิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระดวย 
cupric acetate โดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณกรดไขมันที่เกิดขึ้น
เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดปาลมิติก (ภาคผนวก ข) และคํานวณกิจกรรมของเอนไซมไลเปส
เปนหนวยของเอนไซม

8.3 ความคงตัวตอพีเอช
ศึกษาความคงตัวของเอนไซมไลเปสโดยใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบ 50 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรในบัฟเฟอรความเขมขน 50 มิลลิโมลาร ที่มีพีเอชตางๆ กัน คือ 
โซเดียมซิเตรตบัฟเฟอร ที่พีเอช 3.0, 4.0, 5.0 และ 6.0 ฟอสเฟตบัฟเฟอร ที่พีเอช 6.0 และ 7.0 ใช 
Tris-HCl ที่พีเอช 7.0, 8.0 และ 9.0 และ glycine-NaOH ที่มีพีเอช 9.0, 10.0, 11.0 และ 12.0 ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร บมที่เหมาะสมจากการทดลองขอ 8.1 เปนเวลา 1 ชั่วโมง โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
จากนั้นนํามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Lee และ Rhee 
(1993) ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 นําไปบมบนเครื่องเขยา 300 รอบ
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ตอนาที ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากการทดลองขอที่  8.1 วิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระดวย 
cupric acetate โดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร คํานวณหาปริมาณกรดไขมันที่เกิดขึ้น
เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดปาลมิติก (ภาคผนวก ข) คํานวณกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเปน
หนวยของเอนไซมและคํานวณกิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมไลเปส (%) โดยใหชุดการทดลองที่มี
กิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดเปนรอยเปอรเซ็นต

8.4 ความคงตัวตออุณหภูมิ
ศึกษาความคงตัวของไลเปสที่อุณหภูมิตางๆ คือ 4, 10, 25, 30, 37, 45 และ 50 องศา

เซลเซียส โดยใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบ 50 ยูนิตตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ใน
สารละลายบัพเฟอรที่พีเอชที่เหมาะสมจากขอ 8.2 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บมเอนไซมเปนเวลา 1 
ชั่วโมง โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา จากนั้นนํามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยดัดแปลงจาก
วิธีการของ Lee และ Rhee (1993) ใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ดังในวิธีการวิเคราะหขอที่ 1 นําไป
บมบนเครื่องเขยา 300 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากการทดลองขอที่ 8.1 วิเคราะหหา
ปริมาณกรดไขมันอิสระดวย cupric acetate โดยการวัดคาดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร คํานวณหา
ปริมาณกรดไขมันที่เกิดขึ้นเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดปาลมิติก (ภาคผนวก ข) คํานวณ
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสเปนหนวยของเอนไซม และคํานวณกิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมไล
เปส (%) โดยใหชุดการทดลองที่มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดเปนรอยเปอรเซ็นต

9. การคัดเลือกเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร

ปฏิกิริยาที่ใชในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรดัดแปลงวิธีการจาก Salis และคณะ
(2003) โดยจะทําปฏิกิริยาในอัตราสวนของไขมันตอแอลกอฮอลของกรดไขมันเทากับ 1 ตอ 3 โมล/
โมล (137.3 µmol/412.47 µmol) โดยทําการชั่งไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอบําบัดปริมาณ 
0.1153 กรัม (น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยเทากับ 839.1189 กรัมตอโมล (ภาคผนวก ก)) มาละลายดวย        
เฮกเซนปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นชั่ง cetyl alcohol
(แอลกอฮอลที่มีสายคารบอนเทากับ 16 อะตอม) ปริมาณ 0.1 กรัม ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex 
mixer ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นเติมเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา ปริมาณ 1 ยูนิต ไดแก Lipozyme 
RMIM (16.75 มิลลิกรัม), Lipozyme TLIM (1.0 มิลลิกรัม), Novozyme 435 (4.15 มิลลิกรัม), Lipase 
PS (1.83 มิลลิกรัม) และ Lipase AK (2.10 มิลลิกรัม) นําหลอดปฏิกิริยาไปเขยาที่ 300 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางปริมาณ 10 
ไมโครลิตร หยุดปฏิกิริยาดวยคลอโรฟอรม อัตราสวน 1:2 และนําไปวิเคราะหปริมาณแวกซเอส
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เทอรดวยเครื่อง TLC/FID analyzer ตามวิธีการวิเคราะหขอที่ 4 และวิเคราะหผลทางสถิติตามวิธีการ
วิเคราะหขอที่ 7

10. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสตรึงรูป
ทางการคาและเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน

10.1 ระยะเวลาและปริมาณเอนไซมในการทําปฏิกิริยา
การศึกษาชวงเวลาที่ เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร ทําปฏิกิริยา

เชนเดียวกับการทดลองในขอที่ 9 โดยเตรียมปฏิกิริยา ดังนี้ ชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสตรึงรูป
ทางการคา ทําปฏิกิริยาโดยใชอัตราสวนของไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันตอ
แอลกอฮอลของกรดไขมันเทากับ 1 ตอ 3 โมล/โมล (137.3 µmol/412.47 µmol) โดยทําการชั่งไขมัน
ที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันปริมาณ 0.1153 กรัม มาละลายดวยเฮกเซนปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร ในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นชั่ง cetyl alcohol ปริมาณ 0.1 กรัม 
สวนชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน ทําปฏิกิริยาโดยใช
อัตราสวนโมลของไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันกับแอลกอฮอลของกรดไขมันเปน 
1:2 โมล/โมล (137.3 µmol/274.8 µmol) โดยทําการชั่งไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดัก
ไขมันปริมาณ 0.1153 กรัม มาละลายดวยเฮกเซนปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองฝาเกลียว
ขนาด 10 มิลลิลิตร ชั่ง cetyl alcohol ปริมาณ 0.06 กรัม ละลายในเฮกเซน 1.0 มิลลิลิตร จากนั้นผสม
ใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer ที่อุณหภูมิหอง เติมเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่คัดเลือกได
ปริมาณ 0.5, 1, 1.5 และ 2.0 ยูนิต นําหลอดปฏิกิริยาไปเขยาที่ 300 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส สวนชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน เติมเอนไซมไล
เปสอยางหยาบปริมาณ 1, 5, 10, 20, 30 และ 40 ยูนิต จากนั้น ทําปฏิกิริยาเขยาที่ 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยทั้ง 2 ชุดการทดลองบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการเก็บตัวอยางที่เวลา 
0, 1, 3, 5, 7, 9, 12,15, 18, 21 และ 24 ชั่วโมง โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 10 
ไมโครลิตร หยุดปฏิกิริยาดวยคลอโรฟอรมในอัตราสวน 1:2 แลวนําไปวิเคราะหปริมาณการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรดวยเครื่อง TLC/FID analyzer ตามวิธีการวิเคราะหขอ 4 และวิเคราะหผล
ทางสถิติตามวิธีการวิเคราะหขอ 7

10.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา
นําเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะหแวกซเอส

เทอรและเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน มาศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
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สังเคราะหแวกซเอสเทอร ทําปฏิกิริยาเชนเดียวกับการทดลองในขอที่ 9 โดยเตรียมปฏิกิริยา ดังนี้ ชุด
การทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา ทําปฏิกิริยาโดยใชอัตราสวนของไขมันที่สกัดได
จากกอนไขมันในบอดักไขมันตอแอลกอฮอลของกรดไขมันเทากับ 1 ตอ 3 โมล/โมล (137.3 
µmol/412.47 µmol) โดยนําไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันปริมาณ 0.1153 กรัม มา
ละลายดวยเฮกเซนปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมกับ cetyl alcohol ปริมาณ 0.1 กรัม ในหลอดทดลอง
ฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร สวนชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน 
ทําปฏิกิริยาโดยใชอัตราสวนโมลของไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันกับแอลกอฮอล
ของกรดไขมันเปน 1:2 โมล/โมล (137.3 µmol/274.8 µmol) โดยนําไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมัน
ในบอดักไขมันปริมาณ 0.1153 กรัม มาละลายดวยเฮกเซนปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมกับ cetyl 
alcohol ปริมาณ 0.06 กรัม ในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นผสมใหเขากันดวย
เครื่อง vortex mixer ที่อุณหภูมิหอง เติมเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่คัดเลือกไดและเอนไซม
ไลเปสอยางหยาบในปริมาณที่เหมาะสมจากการทดลองขอ 10.1 จากนั้นนําหลอดปฏิกิริยาไปเขยาที่ 
300 รอบตอนาที เปนเวลา 6 ชั่วโมง สวนชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการ
ตกตะกอน ทําปฏิกิริยาเขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ชั่วโมงโดยทั้ง 2 ชุดการทดลองทํา
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 10 
ไมโครลิตร หยุดปฏิกิริยาดวยคลอโรฟอรมในอัตราสวน 1:2 นําตัวอยางที่เก็บไดไปวิเคราะหปริมาณ
การสังเคราะหแวกซเอสเทอรดวยเครื่อง TLC/FID analyzer ตามวิธีการวิเคราะหขอ 4 และวิเคราะห
ผลทางสถิติตามวิธีการวิเคราะหขอ 7

10.4 อัตราสวนโมลที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา
นําเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะหแวกซเอส

เทอรและเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน มาศึกษาอัตราสวนโมลที่เหมาะสมในการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอร ทําปฏิกิริยาเชนเดียวกับการทดลองในขอที่ 9 โดยทั้ง 2 ชุดการทดลองทํา
ปฏิกิริยาในอัตราสวนของไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมัน(น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย
เทากับ 839.1189 กรัมตอโมล (ภาคผนวก ก)) กับแอลกอฮอลของกรดไขมันเปน 1:1 โมล/โมล 
(137.3 µmol/137.3 µmol), 1:2 โมล/โมล (137.3 µmol/274.8 µmol), 1:3 โมล/โมล (137.3 
µmol/412.4 µmol) และ 1:4 โมล/โมล (137.3 µmol/549.7 µmol) ละลายในเฮกเซน 1.0 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นเติมเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา
ที่คัดเลือกได และเอนไซมไลเปสอยางหยาบในปริมาณที่เหมาะสมจากการศึกษาขอ 10.1 จากนั้นนํา
หลอดปฏิกิริยาไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที และอุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 10.2 เปนเวลา 3
ชั่วโมง และ 12 ชั่วโมง ตามลําดับ โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 10 ไมโครลิตร เจือ
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จางดวยคลอโรฟอรมในอัตราสวน 1:2 นําตัวอยางที่เก็บไดไปวิเคราะหปริมาณแวกซเอสเทอรดวย
เครื่อง TLC/FID analyzer ตามวิธีการวิเคราะหขอ 4 และวิเคราะหผลทางสถิติตามวิธีวิเคราะหขอ 7

10.5 ชนิดของตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา
นําเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะหแวกซเอส

เทอรมาศึกษาชนิดของตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร ทําปฏิกิริยา
เชนเดียวกับการทดลองในขอที่ 9 โดยทั้ง 2 ชุดการทดลอง ใชอัตราสวนโมลของไขมันที่สกัดไดจาก
กอนไขมันกับแอลกอฮอลของกรดไขมันที่เหมาะสมจากขอ 10.4 โดยนําไขมันที่สกัดไดจากกอน
ไขมันในบอดักไขมันปริมาณที่เหมาะสม มาละลายดวยตัวทําละลายอินทรียตางๆ ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตร ผสมกับ cetyl alcohol ปริมาณที่เหมาะสม ในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร ซึ่ง
ชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา ใชตัวทําละลายดังนี้ เอทิลอะซิเตต ( log 
P=0.68), คลอโรฟอรม (log P=2.0), เฮกเซน (log P=3.5), เฮปเทน (log P=4.0) และไอโซออกเทน 
(log P=4.5) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร สวนชุดการทดลองที่ใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการ
ตกตะกอน ละลายในตัวทําละลายดังนี้ เอทิลอะซิเตต (log P=0.68), เมทิลเทอเชียรี่บิวทิลอีเทอร 
(MTBE) (log P= 1.40), คลอโรฟอรม (log P=2.0), เฮกเซน (log P=3.5), เฮปเทน (log P=4.0) และไอ
โซออกเทน (log P=4.5) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติมเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่คัดเลือกได
และเอนไซมไลเปสอยางหยาบในปริมาณที่เหมาะสมจากการศึกษาขอ 10.1 จากนั้นนําหลอด
ปฏิกิริยาไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที และอุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 10.2  เปนเวลา 3
ชั่วโมง และ 12 ชั่วโมง ตามลําดับ โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 10 ไมโครลิตร เจือ
จางดวยคลอโรฟอรมในอัตราสวน 1:2 นําตัวอยางที่เก็บไดไปวิเคราะหปริมาณแวกซเอสเทอรดวย
เครื่อง TLC/FID analyzer ตามวิธีการวิเคราะหขอ 4 และวิเคราะหผลทางสถิติตามวิธีวิเคราะหขอ 7

10.6 ปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา
นําเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่มีประสิทธิภาพในการสังเคราะหแวกซเอส

เทอรและเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผานการตกตะกอน มาศึกษาปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอร ทําปฏิกิริยาเชนเดียวกับการทดลองในขอที่ 9 โดยทั้ง 2 ชุดการทดลอง ใช
อัตราสวนโมลของไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันกับแอลกอฮอลของกรดไขมันที่เหมาะสมจากขอ 
10.4 โดยนําไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันและ cetyl alcohol ในปริมาณที่เหมาะสม 
มาวางในกลองที่มีสารละลายเกลืออยูในแกวปริมาตร 20 มิลลิลิตร โดยทําการบมกับสารละลาย
เกลือ เปนเวลา 16 ชั่วโมง เพื่อปรับปริมาณน้ําของตัวอยาง ควบคุมปริมาณน้ําโดยใชสารละลายเกลือ
อิ่มตัว ดังนี้ MgCl2.6H2O (0.33), CuCl2 (0.67), (NH4) SO4 (0.79) และ BaCl2 (0.90) หลังจากนั้น
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นํามาละลายดวยตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมจากขอ 10.6 ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ในหลอด
ทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร และเติมเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาที่คัดเลือกไดและ
เอนไซมไลเปสอยางหยาบในปริมาณที่เหมาะสมจากการศึกษาขอ 10.1 จากนั้นนําหลอดปฏิกิริยาไป
เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที และอุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 10.2 เปนเวลา 3 ชั่วโมง และ 12 
ชั่วโมง ตามลําดับ โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา เก็บตัวอยางครั้งละ 10 ไมโครลิตร เจือจางดวย
คลอโรฟอรมในอัตราสวน 1:2 นําตัวอยางที่เก็บไดไปวิเคราะหปริมาณแวกซเอสเทอรดวยเครื่อง 
TLC/FID analyzer ตามวิธีการวิเคราะหขอ 4 และวิเคราะหผลทางสถิติตามวิธีการวิเคราะหขอ 7
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บทที่ 3

ผลและวิจารณผลการทดลอง

1. การเก็บตัวอยาง

ทําการเก็บตัวอยางดินรอบๆ บริเวณบอดักไขมัน ทั้งหมด 10 จุด และตัวอยางน้ําเสีย
หรือน้ําทิ้งจากกระบวนการบําบัดน้ําเสียจํานวน 10 จุด เพื่อนํามาแยกเชื้อจุลินทรียที่มีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมไลเปส พบวาอุณหภูมิเฉลี่ยของตัวอยางทั้งหมดอยูระหวาง 29-30 องศาเซลเซียส 
ทั้งนี้เนื่องจากกระบวนการผลิตปลากระปองน้ําทิ้งสวนใหญมาจากการละลายปลารวมกับน้ําที่ใชทํา
ความสะอาดเครื่องมือและลางหองเย็นที่ใชเก็บรักษาวัตถุดิบ และมีคาพีเอชอยูในชวง 4.14-7.43 และ
ตัวอยางสวนใหญมีพีเอชเฉลี่ยที่ 6.0 ดังแสดงใน Table 7 (ภาคผนวก ข)

2. การศึกษาองคประกอบทางเคมีของน้ําเสียรวม และการสกัดไขมันจากกอนไขมันในบอดักไขมัน

2.1 องคประกอบทางเคมีของน้ําเสียรวม
จากการเก็บตัวอยางน้ําเสียรวม โดยเก็บจากทอรวมน้ําเสียที่ไหลลงสูบอดักไขมัน

ซึ่งมีการปนเปอนของไขมันและน้ํามันจากกระบวนการผลิตปลากระปอง โดยทําการศึกษา
องคประกอบของน้ําเสียทางเคมี ซึ่งไดทําการวิเคราะหตัวอยาง 3 ซ้ํา ไดแก ปริมาณโปรตีน, ไขมัน, 
ความชื้น, เกลือ ผลดังแสดงใน Table 3

Table 3. Chemical characteristics of wastewater from tuna canning plant.

                 * Average from triplicates.

Chemical characteristics Values of analyses*

pH
Temperature (°C)
Moisture (%)
Salt (%)
Total nitrogen (mg/l)
Oil (mg/l)

6.87 ± 0.12
29±1.00

99.74 ± 0.19
9.17 ± 0.01
300 ± 0.00

72.97± 0.21

50
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จากผล Table 3 พบวาน้ําเสียรวมที่ไดมีคาพีเอช 6.87±0.12 อุณหภูมิ 29±1.00 องศา
เซลเซียส คาความชื้น 99.74± 0.19 % ปริมาณเกลือ 9.17±0.01 % ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 300 
มิลลิกรัมตอลิตรและน้ํามัน 72.97±0.21 มิลลิลิกรัมตอลิตร ซึ่งอุณหภูมิอยูในชวงของคามาตรฐานน้ํา
ทิ้งอุตสาหกรรมโดยกําหนดคาไมใหเกิน 40 องศาเซลเซียส เนื่องจากเปนโรงงานผลิตปลากระปอง 
จะใชน้ําปริมาณมากที่สุดในกระบวนการละลายปลา ลางปลา ควักไสผาทอง โดยน้ําที่ใชมีอุณหภูมิ
เทากับอุณหภูมิหองรวมกับน้ําเย็นจากหองเย็นทําใหมีอุณหภูมิคอนขางต่ํา สวนคาพีเอชของน้ําเสียมี
คาเปนกรดออนคอนขางเปนกลาง ซึ่งมีปริมาณโปรตีน และปริมาณไขมันนอยมาก เมื่อเปรียบเทียบ
กับคุณลักษณะของน้ําเสียรวมโรงงานผลิตปลากระปอง จากการศึกษาของบุญชัย วิจิตรเสถียร 
(2537) ที่พบวาน้ําเสียรวมมีคาพีเอชอยูในชวง 6.19-6.63 มีปริมาณน้ํามันและไขมัน 2,300-8,500 
mg/l และปริมาณโปรตีน 7,332-7,448 mg/l แตจากงานวิจัยนี้กระบวนการผลิตปลากระปองของ
โรงงานสงขลาแคนนิ่งจะมีการแยกน้ํานึ่งปลาบางสายพันธุออกจากน้ําเสียรวม ซึ่งน้ํานึ่งปลาที่ถูก
แยกออกจะมีชั้นไขมันปริมาณมากลอยอยูบริเวณผิวหนา โดยน้ํานึ่งปลาบางสายพันธุจะถูกสงไปทํา
เปนน้ําปลาเขมขน เมื่อถูกกักเก็บออกไป ซึ่งทําใหน้ําทิ้งของโรงงานมีปริมาณโปรตีนและไขมันใน
ปริมาณที่ต่ํา สวนน้ํานึ่งปลาสายพันธุอื่นที่ไมนําไปทําน้ําปลาเขมขนจะถูกปลอยรวมกับน้ําเสียรวม 
ซึ่งเวลาที่ทําการเก็บตัวอยางเวลา 10.00-11.00 น. อาจจะเปนเวลาที่ไมไดอยูในชวงของการปลอยน้ํา
นึ่งปลาหรือยังมีการผลิตที่ต่ํา จึงทําใหน้ําทิ้งมีปริมาณไขมันและโปรตีนนอย ซึ่งลักษณะของน้ําทิ้งที่
ไดจะมีสีน้ําตาลออน กลิ่นคาว มีเศษเนื้อปลาเล็กนอย มีความเขมขนนอยกวาน้ํานึ่งปลา และมีไขมัน
ลอยเปนชั้นบาง ๆ

2.2 การสกัดไขมันจากกอนไขมันในบอดักไขมัน
เมื่อทําการสกัดตัวอยางไขมันจากกอนไขมันในบอดักไขมันจํานวน 35 กิโลกรัม

ดวยเฮกเซน ในอัตราสวน 1:2 แลวเขยาเปนเวลา 30 นาที กรองเอาตะกอน และสิ่งสกปรกออกดวย
ผาขาวบาง พบวาไขมันละลายอยูในตัวทําละลายเฮกเซนซึ่งมีสีดํา เมื่อนําชั้นไขมันไประเหยตัวทํา
ละลายอินทรียออกดวยเครื่อง Rotary Evaporator อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ไดปริมาณไขมัน 4.5 
ลิตร ทั้งนี้เฮกเซนที่ระเหยออกมาจะถูกนําไปใชในการสกัดตอไดอีก โดยใชเฮกเซนในการสกัด
ทั้งหมด 70 ลิตร ไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันในขางตนมีสีน้ําตาลเขม แข็งตัวทันที
ที่อุณหภูมิหองและหลอมเหลวเปนของเหลวสีดําที่อุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส และมีปริมาณ
กรดไขมันอิสระประมาณ 90 เปอรเซ็นต ซึ่งจากการที่ไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมัน
แข็งตัวที่อุณหภูมิหองอาจเกิดจากการมีกรดไขมันอิ่มตัวสูง 
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2.3 การวิเคราะหองคประกอบของไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมัน
       - การวิเคราะหองคประกอบของไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวย TLC/FID 

analyzer
นําตัวอยางไขมันที่สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันไปวิเคราะหองคประกอบ

ของไขมันดวยเครื่อง TLC/FID analyzer โดยใชตัวอยางไขมันเจือจางดวยคลอโรฟอรม พบวาผล
โครมาโตแกรมเปรียบเทียบกับตัวอยางน้ํามันปลาบริสุทธิ์ที่ประกอบดวยไตรกลีเซอไรด ซึ่งมี 
retention time ในชวงเวลา 0.108 นาที (Figure 6A) โดยองคประกอบสวนใหญของตัวอยางไขมันที่
สกัดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวยเฮกเซน คือ กรดไขมันอิสระ ซึ่งมีปริมาณมากกวา 90 
เปอรเซ็นต (Figure 6B) มี retention time ในชวงเวลา 0.125-0.150 นาที เปนพีคแรก สวนพีคสุดทาย
จะมี retention time ในชวงเวลา 0.445-0.457 นาที โดยจะเปนพวกที่มีขั้วมาก เนื่องจากสามารถ
เคลื่อนที่ไดนอย เพื่อใหแนชัดจึงทําการผสมตัวอยางน้ํามันที่สกัดไดกับน้ํามันปลาบริสุทธิ์ ผลจาก 
Figure 6C พบวาตัวอยางน้ํามันที่สกัดไดดวย เฮกเซนนั้นไมใชเปนไตรกลีเซอไรด เนื่องจาก
retention time แตกตางกัน สวนปริมาณกรดไขมันอิสระในตัวอยางไขมันที่สกัดจากกอนไขมันใน
บอดักไขมันสอดคลองกับการหาปริมาณของกรดไขมันอิสระดวยวิธีการไทเทรตดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 โมลาร (IUPAC, 1979) ตามภาคผนวก ค. พบวามีปริมาณกรดไขมันอิสระ
ประมาณกวา 90 เปอรเซ็นต

2.4 การทําบริสุทธิ์ไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันบางสวนดวย silica gel column 
chromatography

การแยกไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันดวยเฮกเซนมีความไม
บริสุทธิ์สูงจึงไมสามารถวิเคราะหดวยเครื่อง GC-MS และทําบริสุทธิ์ไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมัน
ในบอดักไขมันขั้นตนโดยใชซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ ตรวจสอบองคประกอบของสารดวย 
TLC/FID analyzer ตามวิธีการทดลองขอที่ 2 ผลแสดงดัง Figure 7 พบวาไขมันที่สกัดจากกอน
ไขมันในบอดักไขมันถูกชะออกมาตามระบบของตัวทําละลายได 4 ตัวอยาง โดยตัวอยางที่ 1 สารที่
ไดแข็งตัวเปนผลึกสีขาวขุน มีปริมาณมากกวาตัวอยางอื่น สวนตัวอยางที่ 2 สารที่ไดเปนของเหลวมี
สีเหลืองออน สวนตัวอยางที่ 3 และ 4 สารที่ไดเปนของเหลวมีสีน้ําตาลเขม และเมื่อนําตัวอยางไป
วิเคราะหดวย TLC/FID analyzer พบวาตัวอยางที่ 1 เปนกรดไขมันอิสระ (Figure 6A) โดยตัวอยางที่ 
2, 3 และ 4 (Figure 7B, 7C และ 7D) โครมาโตแกรมออกมาใกลเคียงกันที่ชวงเวลา 0.430-0.450 
นาที และนําตัวอยางทั้ง 4 ตัวอยางไปวิเคราะหองคประกอบดวย GC-MS โดยใชสภาวะของ
Kaewsuwan และคณะ (2006) ดังในวิธีการวิเคราะหในขอที่ 5
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A

B

C

Figure 6. Composition of fatty acid from purified fish oil (A), fat extracted from fat cake (B) and 
mixture of purified fish oil and fat extracted from fat cake (C) by TLC/FID analyzer.
condition: Stationary phase : CHROMAROD-S III

Mobile phase : Benzene/chloroform/acetic acid (50:20:0.7) for 35 min
Gas flow : H2 150 ml/min, air 700 ml/min

   Scanning speed : 30 sec/Rods
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2.5 การวิเคราะหองคประกอบไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันที่ทําบริสุทธิ์
บางสวนดวย GC-MS analyzer

นําตัวอยางไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันในบอดักไขมันที่ผานการทําบริสุทธิ์
บางสวนดวยซิลิกาเจลคอลัมนโครมาโตกราฟ 4 ตัวอยาง ทําการวิเคราะหองคประกอบของไขมัน
ดวยเครื่อง GC-MS โดยใชสภาวะที่เหมาะสมในการแยกไขมัน (Kaewsuwan et al., 2006) ดังวิธีการ
วิเคราะหในขอที่ 5 พบวาผลแสดงใน Table 4 สามารถสรุปไดวาไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันใน
บอดักไขมันดวยเฮกเซนนั้นมีองคประกอบสวนใหญเปนกรดไขมันที่มีสายคารบอนอะตอมตั้งแต
คารบอน 14 ถึง 18 คือ กรดไมริสติก 4.03 เปอรเซ็นต กรดปาลมิติก 47.39 เปอรเซ็นต กรดสเตียริก 
10 เปอรเซ็นต กรดโอลิอิก 24.30 เปอรเซ็นต และกรดลิโนเลอิก 9.5 เปอรเซ็นต ทั้งนี้การที่ตัวอยาง
ไขมันที่สกัดไดเกิดการแข็งตัวทันทีที่อุณหภูมิหอง เนื่องจากตัวอยางเปนกอนไขมันซึ่งมีการแข็งตัว
อยูแลวและไขมันที่แข็งตัวสวนใหญจะประกอบดวยกรดไขมันอิ่มตัว การศึกษาของ Sarabok 
(2000); Wongsakul และคณะ (2004) รายงานวากรดไขมันในน้ํามันปลาทูนาประกอบดวยกรดไม   
ริสติก 4 เปอรเซ็นต กรดปาลมิติก 20.78 เปอรเซ็นต กรดปาลมิโตโอลิอิก 5.76 เปอรเซ็นต กรดสเตีย
ริก 6.85 เปอรเซ็นต กรดโอลิอิก 10.73 เปอรเซ็นต กรดลิโนเลอิก 1.68 เปอรเซ็นต กรดอะราชิโดนิก 
1.84 เปอรเซ็นต EPA 6.42 เปอรเซ็นต และ DHA 28.18 เปอรเซ็นต ซึ่งทั้งหมดเปนกรดไขมันสาย
ยาวตั้งแตคารบอน 14-22 อะตอม และ Rachapol (2007) ไดวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันปลาทู
นาที่ทําบริสุทธิ์ พบวามีกรดไมริสติก 6.02 เปอรเซ็นต กรดปาลมิติก 26.78 เปอรเซ็นต กรดปาลมิโต
โอลิอิก 5.82 เปอรเซ็นต กรดสเตียริก 5.85 เปอรเซ็นต กรดโอลิอิก 9.73 เปอรเซ็นต กรดลิโนเลอิก 
1.22 เปอรเซ็นต กรดอะราชิโดนิก 1.84 เปอรเซ็นต EPA 5.42 เปอรเซ็นต และ DHA 27.18 
เปอรเซ็นต ซึ่งการทดลองนี้ไขมันที่สกัดไดมาจากไขมันที่ลอยอยูบนผิวน้ําทิ้งของบอบําบัดน้ําเสีย
เปนระยะเวลานานกวา 1 ป กรดไขมันในน้ํามันจึงอาจจะถูกออกซิไดซดวยแสงและอากาศ อีกทั้งใน
กระบวนการผลิตปลาทูนาในน้ํามันยังมีการใชน้ํามันถั่วเหลืองบริสุทธิ์ แตมีการสูญเสียน้ํามันใน
สวนนี้นอยมาก เนื่องจากเปนขั้นตอนการเติมน้ํามันดวยหัวฉีดแลวบรรจุกระปองทันที จึงอาจเกิด
การสูญเสียจากการกระเด็นมายังสายพานการผลิตแลวมีการลางออกไป ดังนั้นไขมันที่สกัดไดและ
ผานการทําบริสุทธิ์บางสวนนั้นจึงประกอบดวยกรดไขมันสายยาวและสวนใหญเปนกรดไขมัน
อิ่มตัว อาทิเชน กรดปาลมิติก ซึ่งมีคุณสมบัติของกรดไขมันอิ่มตัวนั้นสามารถแข็งตัวไดที่
อุณหภูมิหอง มีจุดหลอมเหลวสูง โดยไขมันที่สกัดไดนั้นเริ่มเปนของเหลวที่อุณหภูมิสูงกวา 50 
องศาเซลเซียส มีสีดําน้ําตาล และกรดปาลมิติกมีมากที่สุดปริมาณ 47.39 เปอรเซ็นต ซึ่งมีจุด
หลอมเหลวที่ 61-64 องศาเซลเซียส (Sari and Karaipekli, 2008)
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จากการหาองคประกอบของไขมันดวยเครื่อง GC-MS จะบอกชนิดและปริมาณของ
กรดไขมันได และคํานวณน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของไขมันปลาได 839.12 กรัมตอโมล (ภาคผนวก ก) 
เมื่อพิจารณาองค ประกอบของไขมันที่สกัดได มีแนวทางในการนําไปประยุกตใชเปนสารตั้งตนใน
การสังเคราะหแวกซเอสเทอรเพื่อเปนการเพิ่มมูลคาของวัสดุเศษเหลือใหเกิดประโยชนมากยิ่งขึ้น

Table 4. GC-MS analysis of fatty acid in partially purified fat extracted from fat cake from grease      
trap pond.

3. การแยกเชื้อจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปส

จากการแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสโดยใชอาหารแข็งพื้นฐานที่
ประกอบดวยน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา 1 เปอรเซ็นต และ rhodamine B 0.001 เปอรเซ็นต บมที่ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง พบวามีแบคทีเรียที่สามารถเจริญบนอาหารดังกลาวได
ทั้งหมด 111 ไอโซเลท แตเรืองแสงยูวีเปนสีมวงได 80 ไอโซเลท โดยไมพบวงใสรอบโคโลนี ซึ่ง
ไอออนของ rhodamine B จะไปจับกับไอออนของกรดไขมันอิสระเกิดเปน complex สามารถเรือง
แสงยูวีได แสดงวาแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมไลเปสมายอยน้ํามันปลาจากน้ํานึ่งปลา

Sample
Retention time 

(min)
Identified compound Ratio (%)

Fraction 1

Fraction 2
Fraction 3
Fraction 4

3.114
4.336
4.516
5.819
6.049
6.440
7.963

-
-
-

Myristic acid
Palmitic acid

Palmitoleic acid
Stearic acid
Oleic acid

Linoleic acid
9,11-octadecadienoic acid

Not identify
Not identify
Not identify

4.035
47.393
3.258

10.092
24.298
9.552
1.372

-
-
-
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การหาความสามารถในการยอยสลายน้ํามันไตรบิวไทรินบนอาหารแข็ง โดยนํา
แบคทีเรียทั้ง 80 ไอโซเลท มา spot ลงบนอาหารแข็งพื้นฐานที่มีน้ํามันไตรบิวไทริน 1 เปอรเซ็นต
แลวสังเกตการเกิดวงใสรอบโคโลนี ซึ่งเปนผลมาจากการสรางเอนไซมไลเปสออกมาภายนอกเซลล
แลวยอยน้ํามันซึ่งเปนแหลงคารบอนใหเปนกรดไขมันอิสระ ทําใหสามารถสังเกตวงใสไดงาย
เนื่องจากน้ํามันไตรบิวไทรินเปนน้ํามันที่มีคารบอนสายสั้นเทากับ 4 อะตอม ซึ่งโดยทั่วไปเอนไซม
ไลเปสสามารถยอยน้ํามันไดทั้งสายสั้นและสายยาว (Ertugrul et al., 2007)  จากนั้นทําการวัดขนาด
วงใสรอบโคโลนีและขนาดของโคโลนีเพื่อทําการหาประสิทธิภาพการยอยสลายน้ํามันบนอาหาร
แข็ง (สมการในวิธีการทดลองขอที่ 4) ดัง Figure 8 และทําการคัดเลือกไอโซเลทที่เกิดวงใสรอบ
โคโลนีบนอาหารดังกลาวไดทั้งหมดจํานวน 43 ไอโซเลท โดยถือวามีความสามารถในการผลิต
เอนไซมไลเปส และคํานวณประสิทธิภาพการยอยสลายตามสมการดังที่กลาวขางตน (Figure 9) 
พบวาแบคทีเรีย 43 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพการยอยสลายไตรบิวไทรินไดแตกตางกันโดย
แบคทีเรียที่ เกิดวงใสรอบโคโลนีบนอาหารแข็งพื้นฐานที่มีไตรบิวไทรินทั้งหมด คาดวาเปน
แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมอยูในกลุม Hydrolase คือ ไลเปสหรือเอสเทอเรส โดยไอโซเลท 
GT3 (19) มีประสิทธิภาพการยอยสลายสูงที่สุด เทากับ 3.83 รองลงมา คือ DG4 (18) ซึ่งมีคาเทากับ 
3.04 สวนไอโซเลท  DG4 (16) และ P2R6 (2) มีคาเทากับ 2.83 สวน GT3 (9), P2R6 (13), P2S1, 
P4I5 และ P4I5(6)  มีประสิทธิภาพการยอยสลายต่ําที่สุด คือ นอยกวา 0.5 สวนลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา พบวาแบคทีเรียสวนใหญที่แยกไดเปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปแทงและแทงสั้น สามารถสราง
สปอรได 
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Figure 7. Composition of fatty acid from partial purified fat extracted from fat cake 4 fractions; 
fraction 1(A), fraction 2(B), fraction 3(C) and fraction 4(D).

A

C

D

B
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Figure 8. Tributyrin hydrolysis of bacterial isolates grown on basal medium containing 1% 
tributyrin at 37°C for 48 h.

Figure 9. Hydrolysis index of the 43 bacterial isolates grown in basal medium containing 1% 
tributyrin at 37°C for 48 h.
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4. การคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปส

นําเชื้อแบคทีเรียทั้ง 43 ไอโซเลท มาทําการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถใน
การผลิตเอนไซมไลเปสในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาบริสุทธิ์ เปนแหลงคารบอน 1 
เปอรเซ็นต โดยวัดกิจกรรมการยอยสลายดวยวิธี two-phase emulsion method ดัดแปลงจากวิธีการ
ของ Lee และ Rhee (1993) โดยใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท เนื่องจากการใชน้ํามันปลาบริสุทธิ์เปน
สับสเตรทนั้นไมสามารถทําปฏิกิริยากับสาร cupric acetate เพราะจะเกิดตะกอนสีน้ําเงิน-ดํา และ
สวนใสจะขุนกลายเปนสีเหลือง จึงใชน้ํามันปาลมเปนตัวแทนของสับสเตรทที่มีกรดไขมันสายยาว
ในการหากิจกรรมของเอนไซมไลเปสแทน ซึ่งไอโซเลทสวนใหญที่มีประสิทธิภาพการยอยสลาย
บนไตรบิวไทริน (C4) สูงแตมีกิจกรรมการยอยสลายน้ํามันปาลมไดนอย ทั้งนี้อาจจะเปนคุณสมบัติ
ของเอนไซมไลเปสที่มีความจําเพาะตอความยาวของสายคารบอนของสับสเตรท พบวามีแบคทีเรีย
จํานวน 11 ไอโซเลต ที่มีคากิจกรรมในการยอยสลายน้ํามันปาลมอยูในกลุมสูงสุด โดยไอโซเลท 
EQ3 มีคากิจกรรมสูงสุด คือ 1.5 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ SD 3 มีกิจกรรมรองลงมา คือ 0.53 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ซึ่งทั้งสองไอโซเลทมีประสิทธิภาพการยอยสลายไตรบิวไทรินเพียง 0.5 และ 0.3 
ตามลําดับ (Figure 10)

 

Figure 10. Lipase activity of 11 bacterial isolates (reaction condition: palm oil as substrate at 
                  pH 6.0, 37°C and 300 rpm for 30 min).
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5.  การจัดจําแนกสายพันธุเชื้อแบคทีเรีย

จากการคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสยอยน้ํามันปลาไดดีจากผล
การทดลองขอ 4 พบวาเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท EQ3 สามารถผลิตเอนไซมไลเปสที่มีกิจกรรมสูงที่สุด 
จากนั้นนําเชื้อแบคทีเรียดังกลาวมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยสังเกตลักษณะของสี ผิวหนา
และขอบของโคโลนีบนอาหารแข็ง nutrient agar หลังจากบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง และสังเกตรูปราง
ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1000 เทา พบวาเชื้อแบคทีเรียไอโซเลทดังกลาวมีลักษณะโคโลนีสี
เหลือง กลม นูน ขอบเรียบ ทึบแสง มีขนาด 1-2 มิลลิเมตร ลักษณะเซลลเปนรูปแทงขนาดสั้น ยอม
แกรมติดสีแดงซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ ขนาดเล็กมาก ไมมีสปอร ทดสอบแคตาเลสใหผลบวก 
จากนั้นจึงสงเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท EQ3 วิเคราะหลําดับเบสในบริเวณ 16S rDNA โดยสงวิเคราะห
ผลที่คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล พบวาเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท EQ3 มีความเหมือนกับ
แบคทีเรีย Burkholderia sp. (identities) เทากับ 99 เปอรเซ็นต ที่ 1408 คูเบส (ภาคผนวก ง) (ดัง 
Figure 11) จึงใหชื่อแบคทีเรียที่ไดวา Burkholderia sp. EQ3

Figure 11. Phylogenetic tree of Burkholderia sp. EQ3.
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6. การศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส

จากการศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมโดยเลี้ยงแบคทีเรียที่คัดเลือกได Burkholderia sp. 
EQ3 ในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลา 1 เปอรเซ็นต ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส พบวาเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 สามารถเจริญไดสูงสุดที่เวลา 36 ชั่วโมง โดยมี
คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตรได 5.5 หลังจากนั้นการเจริญของเชื้อลดลง และเชื้อ
สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดดีที่สุดที่เวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งสามารถผลิตได 1.9 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
แสดงวาการผลิตเอนไซมไลเปสของเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 เกิดในชวง log phase (Figure 12) 
เชนเดียวกับการศึกษาของ Mahler และคณะ (2000) พบวาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซม
ไลเปสไดสูงที่สุดของแบคทีเรีย A. calcoaceticus คือ 12 ชั่วโมง และการทดลองของ Sharma และ
คณะ (2002) พบวาการผลิตเอนไซมอัลคาไลนไลเปสจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. RSJ1 สูงสุดที่ 
12 ชั่วโมง สวน Gupta และคณะ (2007) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในถังหมักในการผลิตเอนไซมอัล
คาไลนไลเปสจาก B. multivorans พบวาสามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงสุดที่ 15 ชั่วโมง มี
กิจกรรม 58 ยูนิตตอมิลลิลิตร สวน Dharmsthiti และคณะ (1998) ศึกษาการนําเอนไซมไลเปสจาก P. 
aeruginosa LP602 ไปประยุกตใชในการบําบัดน้ําเสีย พบวาเชื้อผลิตเอนไซมได 3.5 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร เปนเวลา 50 ชั่วโมง การศึกษาของ Schmidt-Dannert และคณะ (1997) พบวาการผลิต
เอนไซมไลเปสจากเชื้อ B. thermocatenulatus ที่ เหมาะสมอยูที่  16 ชั่วโมง โดยมีกิจกรรมของ
เอนไซมอยูในชวง 0.30-0.45 ยูนิตตอมิลลิลิตร อยางไรก็ตามการศึกษาของ Chaiyaso (2007) พบวา 
B. multivorans PSU AH-130 ผลิตเอนไซมไดสูงสุด 38 ยูนิตตอมิลลิลิตรที่เวลา 72 ชั่วโมง จากการ
ทดลองไดนําระยะเวลาการผลิตเอนไซมไลเปสของเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 ที่เวลา 12 ชั่วโมง
เปนเวลาที่เหมาะสมในการทดลองปจจัยอื่นตอไป
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Figure 12. Growth and lipase production of Burkholderia sp. EQ3 cultivated in basal medium   
containing 1% extracted fish oil from pre-cooking condensate at 37°C with shaking 
speed of 200 rpm.

7.  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส

7.1 การศึกษาแหลงและปริมาณคารบอนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส
การศึกษาชนิดของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไลเปส ซึ่งแหลง

คารบอนมีความสําคัญตอการเจริญ การผลิตพลังงาน ทําใหมีการผลิตเอนไซมเพื่อนําแหลงคารบอน
ไปใชภายในเซลล จากการเลี้ยง Burkholderia sp. EQ3 ในอาหารเหลวพื้นฐานที่มี กลูโคส ซูโครส 
ไตรบิวไทริน น้ํามันปาลม และน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์ 1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน และ
เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง วัด
การเจริญของเชื้อโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร พบวาเชื้อ Burkholderia
sp. EQ3 เจริญไดดีในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์ น้ํามันปาลม และไตร
บิวไทริน เปนแหลงคารบอนตามลําดับ (Figure 13) โดยเจริญไดดีที่สุดในอาหารเหลวพื้นฐานที่มี
น้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน โดยมีคาการดูดกลืนแสงของเชื้อได 7.14 และมี
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสไดสูงสุด 1.8 ยูนิตตอมิลลิลิตร รองลงมา คือ อาหารเหลวพื้นฐานที่มี
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น้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน มีการเจริญดีวัดคาการดูดกลืนแสงได 6.9 และผลิตเอนไซมไลเปส
ได 0.38 ยูนิตตอมิลลิลิตร สวนอาหารเหลวพื้นฐานที่มีไตรบิวไทรินเปนแหลงคารบอน สามารถผลิต
เอนไซมไลเปสได 0.29 ยูนิตตอมิลลิลิตร Burkholderia sp. EQ3 สามารถเจริญไดดีในอาหารเหลว
พื้นฐานที่มีน้ํามันตางๆ เปนแหลงคารบอน และสามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดดีในอาหารที่มีน้ํามัน
ประกอบดวยคารบอนสายยาว สวนอาหารที่มีกลูโคสและซูโครสเปนแหลงคารบอนนั้น 
Burkholderia sp. EQ3 เจริญไดนอยมาก ทั้งนี้อาจมาจากคาพีเอชของอาหารลดลง มีคาในชวง 2.9-
3.6 ทําใหความเปนกรดไปยับยั้งการเจริญของเชื้อและสงผลใหการผลิตเอนไซมไลเปสนอยลง จาก
การทดลองบงชี้วาเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดโดยตองอาศัยตัว
เหนี่ยวนํา (inducer) ในที่นี้ คือ น้ํามัน และสามารถผลิตเอนไซมไลเปสที่มีกิจกรรมสูงที่สุดเมื่อใช
น้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์ ซึ่งผลการทดลองคลายกับ Bora และ Kalita (2007) ที่ทําการศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสจากเชื้อ Bacillus sp. LBN 4 โดยมี กลูโคส ซูโครส 
มอลโตส ฟรุคโตส แลคโตส และน้ํามันมะกอกเปนแหลงคารบอน พบวาเชื้อสามารถเจริญและผลิต
เอนไซมไลเปสไดดีในอาหารที่มีน้ํามันมะกอกโดยผลิตเอนไซมได 6.0 ยูนิตตอมิลลิลิตร คลายกับ
การศึกษาของ Chaiyaso (2007) พบวาใชน้ํามันมะกอกเปนแหลงคารบอนผลิตเอนไซมไลเปสจาก
B. multivorans PSU 130 ได 30.15 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซึ่งน้ํามันมะกอกสวนใหญประกอบดวยกรดโอ
ลิอิก สวน Kumar และคณะ (2005) ศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการผลิตเอนไซมไลเปสของ B. 
coagulans BTS-3 พบวาน้ํามันมัสตารดบริสุทธิ์สามารถเพิ่มกิจกรรมของเอนไซมได 0.46 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร รองลงมา คือ  Tween 80 และน้ํามันมะกอกไดกิจกรรมเปน 0.38 ยูนิตตอมิลลิลิตร สวน 
Rathi และคณะ (2000); Bradoo และคณะ (2002) พบวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากเชื้อ Burkholderia
sp. มีกิจกรรมการยอยสลายคารบอนสายยาวมากกวา 12 อะตอม
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Figure 13. Effect of various carbon sources 1% (w/v) on pH (A), growth and lipase activity (B) of
Burkholderia sp. EQ3 grown in basal medium containing 1% carbon source (palm 
oil, extracted fish oil from pre-cooking condensate, tributyrin, glucose, sucrose and 
molasses) at 37°C with shaking speed of 200 rpm for 12 h.
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Figure 14. Effect of extracted fish oil from pre-cooking condensate concentration on pH (A), 
growth and lipase activity (B) of Burkholderia sp. EQ3 grown  in basal medium at 
37°C with shaking speed of 200 rpm for 12 h.
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จากการทดลองผลของชนิดแหลงคารบอนตอการผลิตเอนไซมไลเปสจาก
Burkholderia sp. EQ3 นั้น น้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุด ดังนั้นจึง
ทําการศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์ตอการเจริญและผลิต
เอนไซมไลเปส ผลการทดลองดัง Figure 14 พบวาเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 สามารถเจริญและผลิต
เอนไซมไลเปสไดสูงสุดในอาหารที่มีน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์ 1 เปอรเซ็นต และผลิต
เอนไซมไลเปสไดลดลงเมื่อมีปริมาณน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น สําหรับชุดการทดลอง
ที่ไมมีน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์พบวาไมมีการผลิตเอนไซมไลเปส ทั้งนี้เนื่องจากแหลง
คารบอนเปนแหลงที่สําคัญตอการเจริญและการผลิตเอนไซม และเมื่อมีการเพิ่มความเขมขนของ
น้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์มากขึ้น พบวาการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสลดลง ทั้งนี้
เนื่องจากปริมาณน้ํามันที่อยูบนผิวหนาของอาหารทําใหการซึมผานของอากาศลดลงเชนเดียวกับ 
Bora และ  Kalita (2007) พบวาเอนไซมไลเปสจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. LBN 4 มีกิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสสูงที่สุด 6.0 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อใสน้ํามันมะกอก 1 เปอรเซ็นต และ Kumar และ
คณะ (2005) พบวาเอนไซมไลเปสจาก B. coagulans BTS-3 สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงสุด 
0.68 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อใสน้ํามันมัสตารด 1 เปอรเซ็นต และการศึกษาของ Chaiyaso (2007) 
พบวาปริมาณของน้ํามันมะกอก 1.5 เปอรเซ็นต สามารถผลิตเอนไซมไลเปสจาก B. multivorans 
PSU 130 ไดสูงที่สุดถึง 32.4 ยูนิตตอมิลลิลิตร

7.2 การศึกษาแหลงและปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส
จากการศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส โดยเลี้ยง

Burkholderia sp. EQ3 ในอาหารเหลวพื้นฐานที่มีน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์ 1 เปอรเซ็นต เปน
แหลงคารบอน และมีแหลงไนโตรเจนเปน ยีสตสกัด, ทริปโตน, แอมโมเนียมซัลเฟต และทริปโตน: 
ยีสตสกัด: แอมโมเนียมซัลเฟต โดยมีชุดละ 0.3 เปอรเซ็นต เลี้ยงที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง พบวาเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 สามารถ
เจริญและผลิตเอนไซมไลเปสไดดีในอาหารที่มีน้ํามันปลาที่ผานการทําบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน 
โดยมีทริปโตน, ทริปโตน:ยีสตสกัด:แอมโมเนียมซัลเฟต, ยีสตสกัด และแอมโมเนียมซัลเฟตเปน
แหลงไนโตรเจน ตามลําดับ (Figure 15) ซึ่งชุดการทดลองที่มีทริปโตนเปนแหลงไนโตรเจน เชื้อ
เจริญไดดีมีคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร เทากับ 5.0 และสามารถผลิตเอนไซมไลเปสได 1.8 
ยูนิตตอมิลลิลิตร สวนทริปโตน:ยีสตสกัด:แอมโมเนียมซัลเฟต มีการเจริญของเชื้ออยูที่ 5.1 และ
สามารถผลิตเอนไซมไลเปสได 1.5 ยูนิตตอมิลลิลิตร สวนชุดการทดลองที่มียีสตสกัดเปนแหลง
ไนโตรเจนที่มีคาการเจริญของเชื้อสูงที่สุดจากคาดูดกลืนแสงไดเทากับ 5.6 และสามารถผลิต
เอนไซมไลเปส 1.0 ยูนิตตอมิลลิลิตร และชุดที่มีแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน พบวาการ
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เจริญจากการวัดคาดูดกลืนแสงของเชื้อและกิจกรรมของเอนไซมนอยที่สุดประมาณ 2.2 และ 0.88 ยู
นิตตอมิลลิลิตร จากการทดลองดังกลาวสรุปไดวาเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 สามารถเจริญไดดีใน
แหลงไนโตรเจนอินทรีย ซึ่งผลการทดลองสอดคลองกับ Ruchi และคณะ (2008) ศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสของเชื้อ Pseudomonas aeruginosa พบวาทริปโตนเปนแหลง
ไนโตรเจนที่ดีที่สุด เนื่องจากใหกิจกรรมของเอนไซมสูงถึง 185 IU/ml สวน Bora และ Kalita 
(2007) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสจากเชื้อ Bacillus sp. LBN 4 พบวาเชื้อ
แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดดีเมื่อมียีสตสกัดและทริปโตนเปนแหลงไนโตรเจนมีคา
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสเทากับ 3.48 ยูนิตตอมิลลิลิตรเมื่อมียีสตสกัด 1 เปอรเซ็นต (w/v) สวน 
Kumar และคณะ (2005) ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนอินทรียและอนินทรียตอการผลิตเอนไซมไล
เปสของเชื้อแบคทีเรีย B. coagulans BTS-3 พบวาเชื้อผลิตเอนไซมไลเปสที่มีกิจกรรมสูงสุด เมื่อมีเป
บโตนและยีตสสกัด 0.1 เปอรเซ็นต โดยใหกิจกรรมเทากับ 0.67 ยูนิตตอมิลลิลิตร สวน Cordenons 
และคณะ (1996) ศึกษาแหลงไนโตรเจนในการผลิตเอนไซมไลเปสของ A. calcoaceticus พบวาทริ
ปโตนเปนแหลงไนโตรเจนที่สามารถเพิ่มการผลิตเอนไซมได 2-3 เทา และการศึกษาของ Chaiyaso 
(2007) พบวาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก B. multivorans PSU 
130 คือ ทริปโตน ซึ่งสามารถผลิตไลเปสมีกิจกรรม 20.5 ยูนิตตอมิลลิลิตร

การศึกษาผลของชนิดแหลงไนโตรเจนตอการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปส
โดย Burkholderia sp. EQ3 พบวาทริปโตนเปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด ดังนั้นจึงทําการศึกษาความ
เขมขนของทริปโตนที่เหมาะสมที่ทําให Burkholderia sp. EQ3 ผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงที่สุด โดย
ศึกษาปริมาณของทริปโตนที่ 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.4 เปอรเซ็นต (w/v) เก็บตัวอยางที่เวลา 12 ชั่วโมง 
ผลการทดลองดัง Figure 16 พบวาเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 สามารถเจริญและผลิตเอนไซมไลเปส
ไดสูงสุดในอาหารที่มีทริปโตน 0.1 เปอรเซ็นต และผลิตเอนไซมลดลงเมื่อปริมาณทริปโตนเพิ่มขึ้น 
สอดคลองกับการศึกษาของ Chaiyaso (2007) พบวาปริมาณของทริปโตนที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก B. multivorans PSU130 คือ 0.2 เปอรเซ็นต และเมื่อปริมาณทริปโตนมาก
ขึ้นกิจกรรมของเอนไซมจะลดลง ทั้งนี้เนื่องจากทริปโตนมีกรดอะมิโนหลายชนิดเปนองคประกอบ
และ Nashif และ Nelson (1953); Lawrence และคณะ (1967) ใหความเห็นวากรดอะมิโนมีบทบาท
สําคัญตอการผลิตเอนไซมไลเปส สวน Turki และคณะ (2009) ศึกษาการแยกไบโอแอคทีฟเปบไทด
จากทริปโตนโดยใชเอนไซมไลเปสจาก Yarrowia lipolytica อธิบายวาปริมาณของทริปโตนมีผล
อยางมากตอการผลิตเอนไซมไลเปส เมื่อปริมาณของทริปโตนสูงจะยับยั้งการผลิตเอนไซมไลเปส
โดยอาจจะทําใหปริมาณอาหารเสียสมดุลอันเนื่องมาจากปริมาณโอลิโกเปบไทดที่มากเกินพอ
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Figure 15.   Effect of nitrogen sources on pH (A), growth and lipase activity (B) of Burkholderia
sp. EQ3 grown in basal medium containing 1% extracted fish oil from pre-cooking 
condensate at 37°C with shaking speed of  200 rpm for 12 h.
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Figure 16. Effect of tryptone concentration on pH (A), growth and lipase activity (B) of   
Burkholderia sp. EQ3 grown in basal medium containing 1% extracted fish oil from 
pre-cooking condensate at 37°C with shaking speed of 200 rpm for 12 h.
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8. การทําบริสุทธิ์เอนไซมไลเปสดวยการตกตะกอน

จากการเลี้ยงเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 ตามสภาวะที่เหมาะสมที่ไดทําการศึกษา
แลวขางตนปริมาณมากในอาหารเหลวพื้นฐานประกอบดวย ทริปโตน 1.0 กรัม, K2HPO4 2.0 กรัม, 
KH2PO4 1.0  กรัม, MgSO4.7H2O 0.2 กรัม และ CaCl2 0.15 กรัม พีเอช 6.0 เติมน้ํามันปลาจากน้ํานึ่ง
ปลาปริมาณ 1.0 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน บมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาความเร็ว 200 
รอบตอนาที เปนเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นปนเหวี่ยงความเร็ว 8,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที นํา
สวนใสที่ไดไปทําบริสุทธิ์เอนไซมไลเปสอยางหยาบดวยสารตกตะกอนตางๆ ดังนี้ การตกตะกอน
เอนไซมดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80 เปอรเซ็นต โดยจะทําการตกตะกอนเอนไซมที่ 50 
เปอรเซ็นตกอนแลวนําสวนใสไปตกตะกอนดวยเกลืออิ่มตัว 80 เปอรเซ็นต โดยการชั่งเกลือแลว
นําไปบดใหละเอียด และการตกตะกอนดวยตัวทําละลายอินทรีย คือ อะซิโตน และเอทิลแอลกอฮอล 
95 เปอรเซ็นต ในอัตราสวน 1:3 ไดผลการทดลองดังแสดงใน Table 5 พบวาการตกตะกอนเอนไซม
ดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 80 เปอรเซ็นต สามารถตกตะกอนเอนไซมไดอีก 10.3
เปอรเซ็นต แตมีปริมาณโปรตีนตกลงมามาก และจะสังเกตไดวาการตกตะกอนเอนไซมดวยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัวนั้น เมื่อหมุนเหวี่ยงแลว ตะกอนที่เกิดขึ้นจะมีลักษณะเปนสีน้ําตาลเขม 
เกาะกันเปนแผนตะกอนบางๆ ลอยอยูดานบนสารละลายและตกตะกอนขางหลอด ยากตอการเก็บ
ตะกอน ทําใหไดปริมาณเอนไซมที่นอย สวนชุดการตกตะกอนเอนไซมดวยตัวทําละลายอินทรีย ใน
อัตราสวน 1:3 คือ อะซิโตน พบวาสามารถตกตะกอนเอนไซมไลเปสไดถึง 89.3 เปอรเซ็นต และ
เอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต สามารถตกตะกอนเอนไซมได 32.4 เปอรเซ็นต และเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดการตกตะกอนเอนไซมดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว พบวาอะซิโตนเปนตัว
ทําละลายที่เหมาะสมที่สุดในการตกตะกอนเอนไซมไลเปสจาก Burkholderia sp. EQ3 อะซิโตน
และเอทิลแอลกอฮอลจะไปลดคากิจกรรมของนํ้าโดยมีผลตอคาคงที่ไดอิเลคตริค  (dielectric 
constant) ของสารละลายที่มีนํ้าเปนตัวทําละลายลดลงทําใหความสามารถในการเปนตัวทําละลาย
ของนํ้าลดลง เมื่อเพิ่มความเขมขนของตัวทําละลายอินทรียมากขึ้นเรื่อยๆ จนถึงจุดที่แรงกระทํา
ระหวางโมเลกุลของโปรตีนในสวนของพลังงานไฟฟาสถิตยบนโมเลกุลโปรตีนมีแรงกระทําที่สูง
กวาแรงกระทําระหวางโปรตีนกับนํ้า จะเกิดการเขามารวมตัวกันของโมเลกุลโปรตีน ทําใหโปรตีน
ตกตะกอนลงมาได (ชรินทร เตชะพันธุ, 2542) และการตกตะกอนจะถูกเหนี่ยวนําใหเกิดขึ้นเมื่อ
คาคงที่ไดอิเลคตริคลดลง อะซิโตนมีคาคงที่ไดอิเลคตริคเทากับ 21 เอทิลแอลกอฮอลเทากับ 30 
ดังนั้นอะซิโตนจึงสามารถตกตะกอนเอนไซมไดดีกวาเอทิลแอลกอฮอล อีกทั้งยังเปน polar aprotic 
solvent ดังนั้นเมื่อใสอะซิโตนลงไปอะซิโตนก็จะแยงจับกับน้ําทําใหคาไดอิเล็กทริกคอนสแตนท



71

แวดลอมลดลง จึงทําใหโปรตีนตกตะกอน และสามารถทําบริสุทธิ์เอนไซมไดถึง 9.4 เทา และนํา
เอนไซมที่ทําการตกตะกอนแลวไปศึกษาคุณลักษณะของเอนไซมไลเปสและการประยุกตใชตอไป

Table 5. Precipitation of crude lipase from Burkholderia sp. EQ3.

9. การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไลเปส

     9.1 อุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสม
เมื่อนําตะกอนของเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 มาศึกษา

สภาวะที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมตามวิธี two-phase emulsion method ดัดแปลงจาก
วิธีการของ Lee และ Rhee (1993) ทําการศึกษาที่อุณหภูมิตางๆ 5 อุณหภูมิ ดังนี้ 10, 25, 30, 37 และ 
45 องศาเซลเซียส ทําปฏิกิริยาเปนเวลา 1 ชั่วโมง ผลการทดลองดัง Figure 17 อุณหภูมิที่เหมาะสมใน
การทําปฏิกิริยา คือ 25 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่ใหคากิจกรรมคงเหลือสูงที่สุด รองลงมา คือ 30, 
37, 45 และ 10 องศาเซลเซียส ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตไดจากเชื้อ
Burkholderia sp. EQ3 นั้นเปนเอนไซมที่ทํางานไดดีที่อุณหภูมิปานกลาง เปนอุณหภูมิในชวง 25-40 
องศาเซลเซียส และเมื่ออุณหภูมิต่ําที่ 10 องศาเซลเซียส กิจกรรมคงเหลือของเอนไซมลดลงอยางมาก
เหลือเพียง 17 ยูนิตติอมิลลิลิตร และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงขึ้น พบวากิจกรรมคงเหลือของเอนไซม
คอยๆ ลดลงอยางตอเนื่องโดยเหลือกิจกรรมของเอนไซม 34 ยูนิตติอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส 

Purification 
step

Total
protein

(mg)

Total
activity

(U)

Specific
activity
(U/mg)

Yield
(%)

Purification
(fold)

Supernatant
Acetone 1:3
Ethanol 1:3

(NH4)2SO4 50%
 (NH4)2SO4 50%-80%

171.6
18.1
21.3
7.2

26.1

95
84.8
30.8
18.9
9.8

0.5
4.7
1.4
2.6
0.4

100
89.3
32.4
22.7
10.3

1
9.4
2.8
5.2
0.8
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Figure 17. Effect of temperature on the activity of crude lipase produced by Burkholderia sp. EQ3
(reaction condition: palm oil as substrate at pH 6.0 and 300 rpm for 30 min).

Figure 18. Effect of pH on the activity of crude lipase produced by Burkholderia sp. EQ3               
(reaction condition: palm oil as substrate at 25°C and 300 rpm for 30 min). acetic 
buffer pH 4.0, 5.0 and 6.0;  phosphate buffer pH 6.0 and 7.0; tris-HCl pH 7.0 and 
8.0.
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ผลการศึกษาพีเอชที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมโดยทําปฏิกิริยาเปน
เวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวาเอนไซมไลเปสใหกิจกรรมสัมพัทธสูงในชวงพี
เอชปานกลางที่ 6.0-7.0 (Figure 18) โดยใหกิจกรรมสัมพัทธสูงสุดที่พีเอชเปน 6.0 และเมื่อคาพีเอช
ต่ํา คือ ที่พีเอช 4.0 และ 5.0 เอนไซมไลเปสมีกิจกรรมที่ลดลงอยางมีนัยสําคัญอยูที่ 28 และ 38 ยูนิ
ตตอมิลลิลิตร ซึ่งเมื่อเพิ่มพีเอชเปน 7.0 พบวากิจกรรมของเอนไซมไลเปสจะลดลงเพียงเล็กนอยโดย
เหลือ 43 ยูนิตติอมิลลิลิตร และที่พีเอช 8.0 กิจกรรมของเอนไซมลดลงอยางมากคงเหลือเพียง 27 ยู
นิตติอมิลลิลิตร เชนเดียวกับ Kiran และคณะ (2008) พบวาเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas sp. 
(MSI057) ทําปฏิกิริยาไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ชวงพีเอช 8.0-9.0 สวน Joseph และคณะ 
(2006) พบวาเอนไซมไลเปสจากเชื้อ Staphylococcus epidermidis มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํา
ปฏิกิริยาที่ 20 องศาเซลเซียส เมื่อ 25 องศาเซลเซียส จะยังคงเหลือ 90 เปอรเซ็นต และมีพีเอชที่
เหมาะสมในชวง 6.0-7.0 แตพีเอช 7.0 ใหกิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมสูงที่สุด จากการทดลองของ 
Achamma และคณะ (2003) พบวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus mycoides มีอุณหภูมิและพีเอช
ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม คือ ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสและพีเอช 8.0 และ Lotrakul 
และคณะ (1997) พบวาเอนไซมไลเปสจาก Aeromonas sobria LP004 มีพีเอชที่เหมาะสมในการ
ทํางานเปน 6.0 และที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สวน Chaiyaso (2007) ศึกษาคุณสมบัติของ
เอนไซมไลเปสจาก B. multivorans PSU AH-130 พบวาเอนไซมมีกิจกรรมสูงที่สุดที่อุณหภูมิ
เหมาะสม 55 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 8.0

9.2 ความเสถียรตออุณหภูมิและพีเอช
 จากการศึกษาผลของอุณหภูมิและพีเอชตอความเสถียรของเอนไซมไลเปสที่ผลิต

จากเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 โดยศึกษาทั้งอุณหภูมิ และพีเอชของเอนไซม จึงทําการศึกษาที่
อุณหภูมิตางๆ 7 อุณหภูมิ ดังนี้ 4, 10, 25, 30, 37, 45 และ 50 องศาเซลเซียส โดยบมเปนเวลา 1 
ชั่วโมง ผลการทดลองไดแสดงใน Figure 19 พบวาเอนไซมไลเปสมีความคงตัวที่อุณหภูมิต่ําและให
คากิจกรรมสัมพัทธสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และเมื่ออุณหภูมิที่ทําการทดลองสูงขึ้น 
กิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมจะลดลงโดยแปรผันตามอุณหภูมิที่สูงขึ้น รองลงมา คือ 10 โดยมีคา
กิจกรรมสัมพัทธกวา 70 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 25 ถึง 45 องศาเซลเซียส มีคากิจกรรมสัมพัทธของ
เอนไซม 58-63 เปอรเซ็นต สวนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส กิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมลดลง
คงเหลือ 46 เปอรเซ็นต แสดงใหเห็นวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตไดจากเชื้อ Burkholderia sp. EQ3 นั้น
สามารถคงกิจกรรมไวเมื่ออุณหภูมิต่ํา
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Figure 19. Effect of temperature on the stability of crude lipase produced by Burkholderia sp. EQ3
for 1 h at pH 6.0 (reaction condition: palm oil as substrate at pH 6.0, 25°C and 300 rpm 
for 30 min).

Figure 20. Effect of pH on the stability of crude lipase produced by Burkholderia sp. EQ3 at 25°C
for 1 h. (reaction condition: palm oil as substrate at pH 6.0, 25°C and 300 rpm for 30 
min).  acetic buffer pH 3.0, 4.0, 5.0 and 6.0;  phosphate buffer pH 6.0 and 7.0; 
tris-HCl pH 7.0, 8.0 and 9.0;  glycine-NaOH pH 9.0,10.0, 11.0 and 12.0.
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ผลการศึกษาความเสถียรตอพีเอชของเอนไซม (Figure 20) โดยบมเอนไซมเปน
เวลา 1 ชั่วโมงเชนกัน พบวาเอนไซมไลเปสใหกิจกรรมสัมพัทธสูงในชวงพีเอชที่เปนดางที่พีเอช 
9.0-12.0 โดยใหกิจกรรมสัมพัทธสูงที่สุดเมื่อพีเอชเทากับ 10.0 ซึ่งกิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมจะ
เพิ่มตามพีเอชที่เพิ่มขึ้น และเมื่อคาพีเอชต่ํากวา 9.0 คือ ที่พีเอช 6.0 ถึง 8.0 เอนไซมไลเปสยังคงมี
กิจกรรมสัมพัทธเหลืออยูกวา 60 ถึง 80 เปอรเซ็นต และเมื่อพีเอชลดลงเปน 3.0 ถึง 5.0 พบวา
กิจกรรมสัมพัทธจะลดลงอยางมากโดยเหลือนอยกวา 50 เปอรเซ็นต  ซึ่งผลการทดลองสอดคลองกับ
ผลการทดลองของ Abada (2008) ซึ่งทําการศึกษาการผลิตและคุณลักษณะของเอนไซมจาก Bacillus 
stearothermophilus AB-1 พบวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตไดชอบและเสถียรที่อุณหภูมิปานกลางในชวง 
35-40 องศาเซลเซียส และพีเอชที่เปนกลางเทากับ 7.5 หลังจากทําการบมที่อุณหภูมิดังกลาวเปนเวลา 
1 ชั่วโมง กิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมคงเหลือกวา 70 เปอรเซ็นต สวน Rathi และคณะ (2000); 
Bradoo และคณะ (2002) พบวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย Burkholderia sp. มีความ
เสถียรที่พีเอชชวงกวางตั้งแต 6-12 มากกวา 12 ชั่วโมง การศึกษาของ Chaiyaso (2007) พบวา
เอนไซมไลเปสจาก B. multivorans เสถียรที่พีเอช 7.0-9.0 และอุณหภูมิ 35-55 องศาเซลเซียส สวน 
Wang และคณะ (2009) พบวาเอนไซมไลเปสเสถียรสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และลดลง
เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น ที่พีเอชเทากับ 11.0 เชนเดียวกับการทดลองของ Ghanem และคณะ (2000) พบวา
เอนไซมไลเปสที่ผลิตจากแบคทีเรีย Bacillus alcalophilus B-M20 มีความเสถียรที่พีเอช 10.0-10.8
มากที่สุด และมีกิจกรรมคงเหลือ 80 เปอรเซ็นต ที่พีเอช 11.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส

10.  การสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปส

10.1 การเปรียบเทียบการผลิตแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสจาก Burkholderia sp. EQ3 
กับเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา

จากการนําเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคา 5 ชนิด คือ Lipozyme RM IM, 
Lipozyme TL IM, Novozyme 435, Lipase PS และ Lipase AK และเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก 
Burkholderia sp. EQ3 มาศึกษาความสามารถในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจากไขมันที่สกัดได
จากกอนไขมัน โดยเอนไซมไลเปสตรึงรูปทางการคาทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ที่
ความเร็วรอบในการเขยา 300 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง สวนเอนไซมไลเปสอยางหยาบทํา
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบในการเขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 
ชั่วโมง แลวทําการเก็บตัวอยางในชั่วโมงที่ 24 พบวา Lipozyme RM IM, Novozyme 435 และ 
Lipozyme TL IM และเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 มีความสามารถในการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรได 92, 91 และ 40 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังผลการทดลองดังแสดงใน 
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Figure 21 สวนเอนไซม Lipase PS ซึ่งผลิตจาก Pseudomonas cepacia  และ Lipase AK ที่ผลิตจาก
เชื้อ Pseudomonas flourescens สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดปริมาณที่นอยมาก โดยเอนไซมตรึงรูป
ทั้งสองถูกตรึงดวย accurel EP 100 (<400 um) ซึ่งเปนวัตถุตรึงที่เปนโพลีเมอรที่ไมมีขั้ว ทําปฏิกิริยา
กับสารที่ไมมีขั้วไดดีอยางเชนน้ํามัน โดยจะไปชวยเพิ่มการสัมผัสกันระหวางเอนไซมกับน้ํามัน ซึ่ง
ทั้งสองเอนไซมเปนเอนไซมไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด
จากการศึกษาของ Fajardo และคณะ (2006) รายงานวาเอนไซม Lipase PS สามารถทําปฏิกิริยาเอส
เทอริฟเคชั่นไดนอยกวาเอนไซมอื่นๆ อีกทั้ง Utsugi และคณะ (2009) ศึกษาความจําเพาะของ
เอนไซมไลเปสในการทําทรานสเอซิลเลชั่นของทรานสเอซิลกลีเซอรีนโดยใชเอนไซมไลเปส 12 
ชนิด พบวาเอนไซมไลเปสที่มีกิจกรรมในการยอยสลายที่สูงอยาง Lipase PS, Lipase AK, Lipase 
AS เปนตน จะสามารถทําปฏิกิริยาทรานสเอซิลเลชั่นไดดี จากการทดลองนี้เอนไซมทั้งสองชนิดมี
กิจกรรมการยอยสลายสูงที่สุด และปฏิกิริยาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจากไขมันที่สกัดไดจาก
กอนไขมันสวนใหญมีแตกรดไขมันอิสระ ซึ่งอาจทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอลของกรดไขมันแบบการ
สังเคราะหเอสเทอร (ester synthesis) ไดนอย สวน Lipozyme RM IM ผลิตจาก Mucor miehei  ถูก
ตรึงดวย macroporous anion exchange resin และ Novozyme 435 ตรึงดวย macroporus acrylic resin 
ทั้งสองเปนเอนไซมไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3 บนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด มี
ความสามารถในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นและอินเตอรเอสเทอริฟเคชั่นไดดี อีกทั้งยังทนตอ
ตัวทําละลายอินทรีย ดังการศึกษาของ Roenne และคณะ (2005) พบวาเอนไซมไลเปส Novozyme 
435 ทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นของกรดแลกติกและเฮกซะเดคานอลได 79.2 เปอรเซ็นต มี
ประสิทธิภาพในการทําปฏิกิริยากับสารตั้งตนหรือปฏิกิริยาที่ไมมีขั้วสูง โดยเฉพาะสารทําปฏิกิริยา
การสังเคราะหเอสเทอร อาทิเชน การสังเคราะหแวกซเอสเทอร อีกทั้งยังมีความเสถียรตออุณหภูมิ
และสภาวะที่แหง (Tufvesson, 2008) จากการทดลองยังพบวา เอนไซมที่มีความจําเพาะตอตําแหนง 
1 และ 3 บนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดนั้นสามารถทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นไดดีกวาเอนไซมที่
ไมมีความจําเพาะ ซึ่ง Lipozyme RM IM และ Novozyme 435 สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรใน
ปริมาณที่สูงกวา 90 เปอรเซ็นต สอดคลองกับการศึกษาของ Salis และคณะ (2003) พบวาแวกซเอส
เทอรที่สังเคราะหจากเอนไซมตรึงรูปทางการคาทั้งสองนั้นสามารถสังเคราะหแวกซไดสูงสุดที่ 5 
ชั่วโมง และสามารถสังเคราะหได 90 เปอรเซ็นต จากการทดลองนี้จึงทําการคัดเลือกเอนไซมไลเปส
ตรึงรูปที่สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดสูงที่สุดทั้งสองเอนไซมและเอนไซมไลเปสอยาง
หยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 มาศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร
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10.2 การศึกษาความเขมขนของเอนไซมและชวงเวลาที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอส
เทอร

จากการศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรของเอนไซมไล
เปสตรึงรูป Lipozyme RM IM และ Novozyme 435 เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใชเอนไซมในปริมาณ
ที่เทากัน คือ 1 ยูนิต พบวาเอนไซมตรึงรูปทั้งสองมีการสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดอยางรวดเร็ว
โดยเอนไซมตรึงรูป Lipozyme RM IM สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดสูงสุดภายในเวลา 3 
ชั่วโมง ผลการทดลองดังแสดงใน Figure 22A ซึ่งสังเคราะหได 92.61 เปอรเซ็นต หลังจากชั่วโมงที่ 
3 พบวามีการสังเคราะหคอนขางคงที่ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ สวนเอนไซมตรึงรูป 
Novozyme 435 สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดสูงสุดภายในเวลา 9 ชั่วโมง ซึ่งสังเคราะหได 
92.88 เปอรเซ็นต หลังจากชั่วโมงที่ 9 พบวามีการสังเคราะหคอนขางคงที่ไมมีความแตกตางกันอยาง

a

b

a

d d

Figure 21. Screening of wax esters production by 5 commercial immobilized lipases
(reaction mixture: fat extracted from fat cake 115.3 mg and cetyl alcohol 100 mg 
(1:3 mol/mol), hexane 1 ml and enzyme 1 U at 45°C and 300 rpm for 24 h) and 
crude lipase of Burkholderia sp. EQ3. (reaction mixture: fat extracted from fat 
cake 115.3 mg and cetyl alcohol 100 mg (1:3 mol/mol), hexane 1 ml and enzyme 
1 U at 37°C and 200 rpm for 24 )

c
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มีนัยสําคัญ ซึ่งผลการทดลองสอดคลองกับ Salis และคณะ (2003) ทําการศึกษาการสังเคราะหแวกซ
เอสเทอรโดยใช heavy triglyceride fraction ของไขมันจากน้ํานมแกะโดยใชเอนไซมไลเปส 
Lipozyme RM IM และ Novozyme 435 พบวาแวกซเอสเทอรที่สังเคราะหจากเอนไซมตรึงรูป
ทางการคาทั้งสองนั้นสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดสูงสุดที่ 5 ชั่วโมง และสามารถสังเคราะห
ไดประมาณ 90 เปอรเซ็นต โดยทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ปริมาณเอนไซม 50 
มิลลิกรัม การสังเคราะหแวกซเอสเทอรดวยปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นนั้นขึ้นอยูกับคุณสมบัติและ
ปริมาณเอนไซม จากการทดลองครั้งนี้จะเห็นไดวาเอนไซมตรึงรูป Lipozyme RM IM สามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดเร็วกวา Novozyme 435 เนื่องจากปริมาณของเอนไซมที่ใส คือ 1 ยูนิ
ตจากการวัดกิจกรรมการยอยสลาย ซึ่งเอนไซมตรึงรูป Lipozyme RM IM มีกิจกรรมเทากับ 0.060 ยู
นิตตอมิลลิกรัม ดังนั้นจึงตองใช 16.75 มิลลิกรัมในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น โดยมีปริมาณ
มากกวาเอนไซมไลเปสตรึงรูป Novozyme 435 ซึ่งมีกิจกรรมจากการยอยสลายมากถึง 0.241 ยูนิตตอ
มิลลิกรัม จึงใชปริมาณ 4.1 มิลลิกรัม ปริมาณเม็ดตัวพยุงของเอนไซม Lipozyme RM IM มีมากกวา
และสารละลายทั้งหมดมีปริมาตร 1 มิลลิลิตร เมื่อเขยาทําปฏิกิริยาพื้นที่ผิวการสัมผัสของเอนไซม
มากกวาทําใหการสังเคราะหแวกซเอสเทอรเกิดไดเร็วกวา คือ 3 ชั่วโมง สวน Novozyme 435 
สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดปริมาณสูงสุดที่ 9 ชั่วโมง แตเอนไซมไลเปสตรึงรูปทั้งสอง
สามารถสังเคราะหเอสเทอรไดใกลเคียงกันโดยไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ อีกทั้งราคาของ 
Novozyme 435 ประมาณ 75000 บาทตอกิโลกรัม และ Lipozyme RM IM ราคา 30000 บาทตอ
กิโลกรัม คิดราคาตอปริมาณที่ใชของ Novozyme 435ไดเปน 0.30 บาท และ Lipozyme RM IM ได
เปน 0.48 บาท  จึงเลือกเอนไซม Novozyme 435 ศึกษาตอไป

การสังเคราะหแวกซเอสเทอรของเอนไซมไลเปสอยางหยาบที่ผลิตจากเชื้อ 
Burkholderia sp. EQ3 เปนเวลา 24 ชั่วโมง สภาวะในการทําปฏิกิริยาโดยใชไขมันที่สกัดไดจาก
กอนไขมันตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:2 (โมล/โมล) (137.3 µmol/274.8 µmol) ในเฮกเซน 1 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง แตใช
เอนไซมในปริมาณที่แตกตางกัน คือ 1, 5, 10, 20, 30 และ 40 ยูนิต ที่เวลาตางๆ พบวาเปอรเซ็นตของ
แวกซเอสเทอรเพิ่มขึ้นเมื่อใชปริมาณของเอนไซมที่มากขึ้น (Figure 22B) โดยเอนไซมไลเปสอยาง
หยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 ปริมาณ 1, 5, 10, 20, 30 และ 40 ยูนิต สามารถสังเคราะหแวกซเอส
เทอรได 25.15, 48.23, 75.0, 92.0, 96.69  และ 97.24 เปอรเซ็นต ที่เวลา 24 ชั่วโมง ตามลําดับ การ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรแปรผันตามระยะเวลาและความเขมขนของเอนไซม ปริมาณเอนไซมที่ 40 
ยูนิต สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดเร็วและปริมาณสูงที่สุดภายในเวลา 9 ชั่วโมง ซึ่ง
สังเคราะหแวกซเอสเทอรได 89.4 เปอรเซ็นต และมีการสังเคราะหเพิ่มขึ้นเล็กนอยและคอนขางคงที่
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จนถึง 93.25 เปอรเซ็นตที่ 15 ชั่วโมง โดยการสังเคราะหแวกซเอสเทอรตั้งแตชั่วโมงที่ 9 ถึง 15 ไมมี
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ สวนเอนไซมไลเปสอยางหยาบปริมาณ 30 ยูนิต สามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดเร็วและปริมาณสูงรองลงมา ซึ่งสังเคราะหได 85.10 เปอรเซ็นต ภายใน 
9 ชั่วโมง และการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจากเอนไซมไลเปสอยางหยาบ 30 และ 40 ยูนิต ที่เวลา 9 
ชั่วโมง ใหผลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ สวนเอนไซมไลเปสอยางหยาบปริมาณ 20, 10, 5 และ 1    
ยูนิต สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดนอยกวา ปริมาณ 66.32, 43.76, 23.47, 6.8 เปอรเซ็นต ที่
เวลา 9 ชั่วโมง ตามลําดับ จากผลการทดลองทั้งหมดคาดวาหากทําปฏิกิริยาเปนเวลานานมากขึ้น
เอนไซมจะสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดอยางสมบูรณทุกความเขมขน และพบวาเอนไซมไล
เปสอยางหยาบสามารถทําปฏิกิริยาไดในสภาวะที่มีตัวทําละลายอินทรียได ดังนั้นเอนไซมไลเปสที่
ผลิตจาก Burkholderia sp. EQ3 สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได และปริมาณเอนไซมที่
เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น คือ 40 ยูนิต ที่เวลา 9 ชั่วโมง

การศึกษาปริมาณเอนไซมที่มีผลตอการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซม
ตรึงรูป Novozyme 435 ความเขมขนแตกตางกัน คือ 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 ยูนิต ทําปฏิกิริยาการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชไขมันปลาตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:3 (โมล/โมล) (137.3 
µmol/412.47 µmol) ในเฮกเซน 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ความเร็ว 300 รอบตอ
นาที เปนเวลา 6 ชั่วโมง พบวาปริมาณเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนปจจัยที่สําคัญตอการเรงปฏิกิริยา
การสังเคราะหเปนอยางมาก โดยเปอรเซ็นตของการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจะเพิ่มขึ้นเมื่อใช
ปริมาณของเอนไซมที่มากขึ้น ผลการทดลองดังแสดงใน Figure 23 ซึ่งการสังเคราะหเกิดอยาง
รวดเร็วใน 1 ชั่วโมงแรกและสูงสุดที่เวลา 3 ชั่วโมง หลังจากนั้นการสังเคราะหก็จะคงที่ การที่
ปริมาณการสังเคราะหแวกซเอสเทอรคงที่บงบอกวาสับสเตรทที่อยูในปฏิกิริยานั้นอาจจะหมด 
(Rahman et al., 2001) ปริมาณของเอนไซมมีบทบาทสําคัญมากตอการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น
ในดานผลไดของผลิตภัณฑ ซึ่งผลผลิตที่เพิ่มมากขึ้นจะแปรผันตามปริมาณเอนไซมที่เพิ่มขึ้น(Radzi 
et al., 2005; Aracil et al., 1992) ซึ่งจากการทดลองปริมาณของเอนไซมที่ทําปฏิกิริยาตั้งแต 1 ยูนิต 
สังเคราะหแวกซเอสเทอรได 87.82 เปอรเซ็นต ถึงปริมาณ 2 ยูนิต ซึ่งสังเคราะหได 89.36 เปอรเซ็นต 
ที่เวลา 3 ชั่วโมงนั้น เมื่อวิเคราะหทางสถิติพบวาใหผลการสังเคราะหแวกซเอสเทอรไมแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญ ดังนั้นปริมาณเอนไซม Novozyme 435 ที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น
ของไขมันปลา คือ 1 ยูนิต
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Figure 22.Time courses of wax esters synthesis from crude fat by Lipozyme RM IM and 
Novozyme 435 (A) (reaction mixture: fat extracted from fat cake 115.3 mg and cetyl 
alcohol 100 mg (1:3 mol/mol), hexane 1 ml and enzyme 1 U at 45°C and 300 rpm for 
24 h) and crude lipase from Burkholderia sp. EQ3 (B) (reaction mixture: fat extracted 
from fat cake 115.3 mg and cetyl alcohol 100 mg (1:2 mol/mol), hexane 1 ml, at 37°C 
and 200 rpm for 24 h).
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Figure 23. Effect of Novozyme 435 concentrations on wax esters synthesis from fat extracted 
from fat cake. (reaction condition: fat extracted from fat cake 115.3 mg and cetyl 
alcohol 100 mg (1:3 mol/mol), at 37 °C and 300 rpm for 6 h).

10.3 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร
การศึกษาอุณหภูมิตางๆ ที่ เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใช

เอนไซมไลเปสตรึงรูป Novozyme 435 ปริมาณ 1 ยูนิต ทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชไขมันที่
สกัดไดจากกอนไขมันตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:3 (โมล/โมล) (137.3 µmol/412.47 µmol) 
ในเฮกเซน 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส ความเร็ว 300 รอบตอนาที เปน
เวลา 6 ชั่วโมง พบวาอุณหภูมิมีบทบาทสําคัญในการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นของเอนไซม จาก
การทดลองทั้ง 3 อุณหภูมิ ปฏิกิริยาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรเปนไปอยางรวดเร็ว ซึ่งสามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดปริมาณสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 3 และคงที่หลังจาก 3 ชั่วโมง ผลการทดลองดัง
แสดงใน Figure 24A ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร คือ 37 องศาเซลเซียส 
โดยสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได 90.11 เปอรเซ็นตภายใน 3 ชั่วโมง อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส ได 87.92 เปอรเซ็นต และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ได 86.22 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวน
การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก 
Burkholderia sp. EQ3 ปริมาณ 40 ยูนิต ทําปฏิกิริยาโดยใชไขมันปลาตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 
1:2 (โมล/โมล) (137.3 µmol/274.8 µmol) ในเฮกเซน 1 มิลลิลิตร ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 
45 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ชั่วโมง ตามผลการทดลองดัง Figure 24B
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พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา คือ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งสามารถสังเคราะหแวกซเอส
เทอรได 89.6 เปอรเซ็นต ที่เวลา 9 ชั่วโมง และ 93.41 เปอรเซ็นต ที่เวลา 12 ชั่วโมง ขณะที่การทํา
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได 92.57 เปอรเซ็นต ที่เวลา 
9 ชั่วโมง และ 95.38 เปอรเซ็นต ที่เวลา 12 ชั่วโมง สวนที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรได 92.86 เปอรเซ็นต ที่เวลา 9 ชั่วโมง และ 95.28 เปอรเซ็นต ที่เวลา 12 
ชั่วโมง แตเมื่อวิเคราะหผลทางสถิติ พบวาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรทั้ง 3 อุณหภูมิไมมีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติทั้ง 6, 9 และ 12 ชั่วโมง และจากการทดลองดังกลาวจึงเลือกการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสอยางหยาบ พบวาเอนไซมไลเปสจาก Burkholderia
sp. EQ3  มีคุณสมบัติสามารถทําปฏิกิริยาไดดีที่ 25-37 องศาเซลเซียส (Figure 17) และไมคงตัวที่
อุณหภูมิสูง โดยทั่วไปอุณหภูมิที่สูงขึ้นจะเพิ่มอัตราเร็วในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมกับสับสเตรท 
เพราะตองการพลังงานในการกระตุนการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม อีกทั้งอุณหภูมิสูงสามารถลด
คุณสมบัติความหนืดของแวกซเอสเทอร แตเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีนมักจะไมคงตัวตอความ
รอนทําใหเสียสภาพได ดังนั้นเอนไซมทุกตัวมีชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานที่แตกตางกัน 
(สาโรจน ศิริศันสนียกุล, 2538) จากการศึกษาของ Rahman และคณะ (2001) พบวาอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการสังเคราะห oleyl oleate โดย Lipozyme IM-20 คือ 50 องศาเซลเซียส ไดอธิบายวา
พลังงานจากความรอนจะเรงปฏิกิริยาระหวางเอนไซมกับสับสเตรท ทั้งนี้เอนไซมจะตองสามารถทํา
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิสูงได และเมื่ออุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส การสังเคราะหแวกซเอสเทอรจะ
ลดลง เนื่องจากอุณหภูมิสูงจะทําใหเอนไซมเสียสภาพ เชนเดียวกับการศึกษาของ Sin และคณะ 2005
ซึ่งสังเคราะหแวกซเอสเทอรจากน้ํามันปาลมโดยใช Lipozyme RM IM สังเคราะหไดสูงสุดที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส สวนผลการทดลองใน
ครั้งนี้สอดคลองกับ Salis และคณะ (2003) พบวาเอนไซมไลเปส Lipozyme RM IM สามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรจากไขมันที่แยกจากน้ํานมแกะ ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เชนเดียวกับ 
Radzi และคณะ (2005) ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการทํางานของ Novozyme 435 ในการสังเคราะห
โอลิอิลโอลิเอต ซึ่งไดเลือกอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เชนเดียวกับการศึกษาอื่นๆ สวน Radzi และ
คณะ (2005) พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการสังเคราะหแวกซเอสเทอรดวย Novozyme 435 คือ 40-
60 องศาเซลเซียส อัตราการระเหยของน้ําในเอนไซมจะเพิ่มมากขึ้นทําใหตําแหนงการถึงจุดอิ่มตัว
ของผลิตภัณฑสูงขึ้น สงผลใหผลิตภัณฑเพิ่มมากขึ้น และเมื่ออุณหภูมิมากกวา 60 องศาเซลเซียส 
อาจจะทําใหเกิดการสั่นสะเทือนและการเคลื่อนที่ของโมเลกุลสงผลตอพันธะไฮโดรเจนและพันธะ
อื่นๆ ในโครงสรางของเอนไซม ทําใหเอนไซมไมมีประสิทธิภาพ 
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Figure 24.  Effect of temperature on wax esters synthesis from fat extracted from fat cake by 
Novozyme 435 (A)   (reaction condition: enzyme 1 U, substrate molar ratio 1:3 and 
200 rpm for 6 h) and crude lipase from Burkholderia sp. EQ3 (B) (reaction condition: 
enzyme 40 U, substrate molar ratio 1:2 and 200 rpm for 12 h).
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10.4 การศึกษาอัตราสวนโมลที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร
การศึกษาอัตราสวนโมลที่ เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอน 

ไซมตรึงรูป Novozyme 435 ปริมาณ 1.0 ยูนิต ทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชไขมันที่สกัดไดจาก
กอนไขมัน ตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:4 (โมล/โมล) ในเฮกเซน 1 มิลลิลิตร
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 ชั่วโมง และการสังเคราะห
โดยใชเอนไซมอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 ปริมาณ 40 ยูนิต ทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น
โดยใชไขมันปลาตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:4 (โมล/โมล) ในเฮกเซน 1 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ชั่วโมง ผลการ
ทดลองดังแสดงใน Figure 25A และ25B พบวาอัตราสวนโมลที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา คือ 1:2 
สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดย Novozyme 435 ไดปริมาณสูงที่สุด 92.49 เปอรเซ็นต ในเวลา 
3 ชั่วโมง และเอนไซมอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดปริมาณ
สูงที่สุด 92.42 เปอรเซ็นต ในเวลา 9 ชั่วโมง หลังจากนั้นการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจะเพิ่มขึ้น
เพียงเล็กนอยและคอนขางคงที่ 94.22 เปอรเซ็นต พบวาแนวโนมการเพิ่มอัตราสวนของซีทิล
แอลกอฮอลในการทําปฏิกิริยามากกวา 2 เทา จะทําใหเปอรเซ็นตของแวกซเอสเทอรที่ไดลดลง ซึ่ง
สอดคลองกับการทดลองของ Radzi และคณะ (2005) ไดศึกษาอัตราสวนโมลที่มีผลตอการทํา
ปฏิกิริยาสังเคราะห oleyl oleate พบวาอัตราสวนของกรดโอลิอิกตอโอลิอิลแอลกอฮอลที่เหมาะสม 
คือ 1:2 ซึ่งสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดมากที่สุดปริมาณ 90.32 เปอรเซ็นต และเมื่อเพิ่ม
อัตราสวนโมลการผลิตจะลดลง เนื่องจากปริมาณของแอลกอฮอลที่มากเกินพออาจจะไปทําลายชั้น
ของน้ําในเอนไซมไลเปสตรึงรูป ทําใหการทําปฏิกิริยาระหวางเอนไซมกับสับสเตรทเกิดไดนอยลง 
สวนโอลิอิลแอลกอฮอลเปนแอลกอฮอลของกรดไขมันที่มีความหนาแนนสูงฉะนั้น เมื่อมีการเพิ่ม
ปริมาณของแอลกอฮอลจะทําใหแอลกอฮอลไปแทนที่ตัวทําละลายอินทรียและอาจทําใหปฏิกิริยา
ระหวางเอนไซมกับสับสเตรทถูกยับยั้งได Erbeldinger และคณะ (1998); Radzi และคณะ (2005) ได
อธิบายวาการเพิ่มขึ้นของปริมาณแอลกอฮอลของกรดไขมันมากขึ้นจะทําใหสับสเตรทมีความ
เขมขนมากและอาจจะทําใหความหนืดของสารในการทําปฏิกิริยารอบๆ เอนไซมมีมากขึ้น ทําให
การผสมกันของสารเกิดอยางไมมีประสิทธิภาพสงผลใหการเกิดปฏิกิริยาลดลง
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Figure 25. Effect of molar ratio of fat extracted from fat cake and cetyl alcohol on wax esters 
synthesis by   Novozyme 435 (A) (reaction condition: enzyme 1 U at 37°C and 200 
rpm for 3 h) and crude lipase from Burkholderia sp. EQ3 (B) (reaction condition: 
enzyme 40 U, at 30°C and 200 rpm for 9 h).
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10.5 การศึกษาชนิดของตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร
การศึกษาชนิดของตัวทําละลายที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใช

เอนไซมตรึงรูป Novozyme 435 ปริมาณ 1.0 ยูนิต ทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชไขมันที่สกัดได
จากกอนไขมัน ตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:2 (โมล/โมล) (137.3 µmol/274.8 µmol) ในตัวทํา
ละลายที่แตกตางกัน คือ เอทิลอะซีเตท (log P= 0.68), คลอโรฟอรม (log P= 2.00), เฮกเซน (log P= 
3.50), เฮปเทน (log P= 4.00) และไอโซออกเทน (log P=4.50) 1 มิลลิลิตร ควบคุมปริมาณน้ําที่ 0.75 
บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 ชั่วโมง ผลดัง Figure 26A
พบวา ชนิดของตัวทําละลายอินทรียมีผลตอการทําปฏิกิริยาอยางมาก ซึ่งคา log P จะบงบอกถึง
ความชอบน้ําหรือความมีขั้ว โดยตัวทําละลายอินทรียที่มีคา log P นอยกวา 3 แสดงวาเปนไฮโดรฟ
ลิก และมากกวา 3 เปนไฮโดรโฟบิก เมื่อเติมคลอโรฟอรมทําใหการสังเคราะหแวกซเอสเทอรลดลง
เปน 19.62 เปอรเซ็นต ที่เวลา 3 ชั่วโมง แตตัวอยางที่ใชเฮกเซนสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได 
87.85 เปอรเซ็นต ดังนั้นเฮกเซนเปนตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร 
ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Laane และคณะ (1987) และ Gunawan และคณะ (2005) พบวาตัว
ทําละลายอินทรียที่เหมาะสมตอการสังเคราะหแวกซเอสเทอร คือ เฮกเซน และตัวทําละลายอินทรีย
บางตัวอาจจะสงผลตอการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเอนไซม โดยจะไปทําลายพันธะไฮโดรเจน 
(Soumanou et al., 2003) สวน Radzi และคณะ (2005) ศึกษาการสังเคราะหโอลิอิลโอลิเอตโดยใช
เอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Candida rugosa รายงานวาขอดีของการใชตัวทําละลายอินทรีย คือ 
สามารถเพิ่มการละลายของสับสเตรทที่มีการละลายน้ําไดนอย สามารถเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑไดงาย
กวา และตัวทําละลายที่ไมมีขั้ว (log P>4) จะชวยละลายสับสเตรทที่เปนน้ํามันไดดีและตัวทําละลาย
อินทรียที่มีคา log P>3.5 สามารถเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นไดดีกวา อีกทั้งตัวทําละลายอินทรียที่
ประกอบดวยกรดออนอาจะเกิดการกระจายตัวของกรดออนทําใหมีความเขมขนของโปรตอนและ
ทําใหเกิดการชักจูงใหเกิดปฏิกิริยาผันกลับ (hydrolysis) ได

สวนการศึกษาชนิดของตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอส
เทอรโดยใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 ปริมาณ 40 ยูนิต ทําปฏิกิริยาเอส
เทอริฟเคชั่นโดยใชไขมันปลาตอซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:2 (โมล/โมล) (137.3 µmol/274.8 
µmol) ในตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปริมาณน้ําเทากับ 0.75 บมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ชั่วโมง ผลการทดลองดังแสดงใน Figure 
26B บวาตัวทําละลายอินทรียที่ เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา คือ ไอโซออกเทน ซึ่งสามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดปริมาณสูงที่สุด 95.07 เปอรเซ็นต ในเวลา 6 ชั่วโมง หลังจากนั้นการ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรจะเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอย และคอนขางคงที่ 95.55 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ 



87

เฮกเซนและเฮปเทน ซึ่งเอนไซมสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรใกลเคียงกันไดสูงสุดที่ 93.74 
เปอรเซ็นต และ 91.01 เปอรเซ็นต สวน MTBE และเอทิลอะซิเตต เอนไซมสามารถสังเคราะหแวกซ
เอสเทอรได 53.25 และ 39.71 เปอรเซ็นต ที่เวลา 9 ชั่วโมง และคลอโรฟอรม เอนไซมสามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดนอยที่สุด 0 เปอรเซ็นต และ 12.30 เปอรเซ็นต ที่เวลา 12 ชั่วโมง จาก
การทดลองพบวาในไอโซออกเทน เปนตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมที่สุดในการสังเคราะหแวกซ
เอสเทอรจากเอนไซมไลเปส Burkholderia sp. EQ3 ซึ่งสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได 95.07 
เปอรเซ็นต ภายในเวลา 6 ชั่วโมง โดยปริมาณของไขมันปลาเหลือ 2.36 เปอรเซ็นต ซีทิลแอลกอฮอล 
2.57 เปอรเซ็นต โดยการศึกษาของ Radzi และคณะ (2005) ทําการศึกษาการสังเคราะหโอลีอิลโอลี
เอตโดยการใชเอนไซมไลเปสจาก Candida antartica พบวาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรจะมี
ปริมาณมากตามคา log P ของตัวทําละลายอินทรีย ซึ่งชุดการทดลองที่ใช n-hexadecane (log P= 8.8)
ใหการสังเคราะหแวกซเอสเทอรสูงที่สุด 93.2 เปอรเซ็นต รองลงมา คือ โนเนน (nonane) (log P= 
5.1) และเฮกเซน (log P= 3.5) ซึ่งสังเคราะหได 92.1 และ 91.8 เปอรเซ็นตตามลําดับ ตัวทําละลาย
อินทรียอื่นๆ ที่มีคา log P< 3.5 จะใหการสังเคราะหแวกซเอสเทอรที่นอยลง ทั้งนี้เนื่องจากตัวทํา
ละลายอินทรียที่มีคา log P นอย จะมีขั้วมากกวาและไปแยงดึงน้ําบริเวณตัวพยุงหรือเอนไซมสงผล
ตอรูปรางใหเอนไซมทํางานไดไมดี Radzi และคณะ (2005) ศึกษาการสังเคราะหโอลิอิลโอลิเอตโดย
ใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Candida antartica รายงานวาตัวทําละลายที่ไมมีขั้ว (log P>4) จะชวย
ละลายสับสเตรทที่เปนน้ํามันไดดีและตัวทําละลายอินทรียที่มีคา log P>4 สามารถเกิดปฏิกิริยาเอสเท
อริฟเคชั่นไดดีกวา แตผลการทดลองครั้งนี้ไมไดเปนไปตามคา log P ทั้งนี้ตัวทําละลายอินทรียที่ใส
ไปเพื่อใหสับสเตรทก็คือไขมันปลาที่สกัดไดและซีทิลแอลกอฮอลซึ่งมีลักษณะเปนของแข็งนั้น
ละลายไดดี โดยทุกตัวทําละลายอินทรียสามารถละลายสับสเตรทได แตสามารถสังเคราะหแวกซเอส
เทอรไดสูงเมื่อใชตัวทําละลายที่มีคา log P สูง สวนปฏิกิริยาในเอทิลอะซิเตตและ MTBE สามารถ
สังเคราะหแวกซเอสเทอรไดนอยกวาทั้งนี้อาจเพราะตัวทําละลายที่มีขั้วจะไปดึงน้ําที่จําเปนตอการ
ทําปฏิกิริยาออกจากเอนไซม (Radzi et al., 2005) อีกทั้งปฏิกิริยาในเอทิลอะซิเตตนั้นพบวาเกิด
ผลิตภัณฑอีกอยาง ซึ่งอาจจะอยูในกลุมของเอทิลเอสเทอร เนื่องจากเอทิลอะซิเตตประกอบดวย
เอทิลแอลกอฮอลและกรดอะซิติก
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Figure 26. Effect of organic solvents on wax esters synthesis from fat extracted from fat cake by 
Novozyme 435 (A) (reaction condition: enzyme 1 U, substrate molar ratio 1:2, at 37 
°C and 200 rpm for 3 h) and crude lipase from Burkholderia sp. EQ3 (B) (reaction 
condition: enzyme 40 U, substrate molar ratio 1:2, at 30°C and 200 rpm for 6 h).
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10.6 การศึกษาปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร
การศึกษาปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไล

เปสตรึงรูป Novozyme 435 ปริมาณ 1.0 ยูนิต ทําปฏิกิริยาโดยใชไขมันที่สกัดไดจากกอนไขมันตอ
ซีทิลแอลกอฮอล อัตราสวน 1:2 (โมล/โมล) (137.3 µmol/274.8 µmol) ในเฮกเซน 1 มิลลิลิตร 
ควบคุมปริมาณน้ําที่ 0.33, 0.67, 0.80 และ 0.90 โดยทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 ชั่วโมง พบวาปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา คือ 
0.33 ผลการทดลองดัง Figure 27. ซึ่งสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได 87.87 เปอรเซ็นตที่เวลา 3 
ชั่วโมง หลังจาก 3 ชั่วโมงจะคงที่ และการควบคุมที่ปริมาณน้ําตางๆ พบวาสามารถสังเคราะหแวกซ
เอสเทอรไดไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ แตอยางไรก็ตามการทดลองครั้งนี้พบวาการควบคุม
ปริมาณน้ํามีผลตอการสังเคราะหแวกซเอสเทอรไมมากนัก สวนผลของเอนไซมไลเปสอยางหยาบ
พบวาไมมีสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได เนื่องจากไมมีความคงตัวเมื่อบมควบคุมปริมาณน้ํา
เปนเวลา 16 ชั่วโมง จากการทดลองผลสอดคลองกับ Gunawan และคณะ (2004) ทําการทดลอง
ปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาตั้งแต 0.11-0.90 % พบวาการสังเคราะหแวกซเอสเทอรไม
แตกตางอยางมีนัยสําคัญ สวน Rahman และคณะ (2001) ศึกษาการสังเคราะห oleyl oleate โดย
Lipozyme พบวาคาปริมาณน้ําที่เหมาะสม คือ 0.120 และปริมาณน้ํามากขึ้นการสังเคราะหแวกซเอส
เทอรลดลงเนื่องจากเอนไซมมีประสิทธิภาพลดลงและอาจเกิดปฏิกิริยาผันกลับได

Figure 27. Effect of initial water activity (aw) on wax esters synthesis from fat extracted from fat 
cake by Novozyme 435. (Reaction condition: enzyme1 U, substrate molar ratio 1:2, 
37°C and 200 rpm for 3 h).
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บทที่ 4

  บทสรุป

จากการศึกษาการสกัดไขมันดวยเฮกเซนจากบอบําบัดน้ําเสียบอที่ 1 มีองคประกอบ
สวนใหญเปนกรดไขมันที่มีสายคารบอนอะตอมตั้งแตคารบอน 14 ถึง 18 คือ กรดไมริสติก 4.03 
เปอรเซ็นต กรดปาลมิติก 47.39 เปอรเซ็นต กรดสเตียริก 10 เปอรเซ็นต กรดโอลิอิก 24.30 เปอร 
เซ็นต และกรดลิโนเลอิก 9.5 เปอรเซ็นต สามารถคํานวณน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยของไขมันเทากับ 
839.12 กรัม/โมล มีแนวทางในการนําไปประยุกตใชเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร

การแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสโดยใชอาหารแข็งพื้นฐานที่
ประกอบดวยน้ํามันปลาบริสุทธิ์ 1 เปอรเซ็นต และ rhodamine B 0.001 เปอรเซ็นต บมที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง ไดทั้งหมด 111 ไอโซเลท และเชื้อที่แยกไดสามารถเรืองแสงยูวีได 
80 ไอโซเลต มีความสามารถในการยอยสลายน้ํามันไตรบิวไทรินเกิดวงใสรอบโคโลนีจํานวน 42 
ไอโซเลท และคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสในอาหารเหลวที่มี
น้ํามันปลาบริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน 1 เปอรเซ็นต โดยไอโซเลท EQ3 มีคากิจกรรมสูงสุด คือ 1.5 ยู
นิตตอมิลลิลิตร และการจัดจําแนกสายพันธเชื้อแบคทีเรีย ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไอโซเลท 
EQ3 มีลักษณะโคโลนีสีเหลือง กลม นูน ขอบเรียบ ทึบแสง มีขนาด 1-2 มิลลิเมตร ลักษณะเซลลเปน
รูปแทงขนาดสั้น ยอมแกรมลบ ขนาดเล็กมาก ไมมีสปอร ทดสอบแคตาเลสใหผลบวก พบวาเชื้อ
แบคทีเรียไอโซเลท EQ3 มีความเหมือน Burkholderia sp. (identities) เทากับ 99 เปอรเซ็นต จึงให
ชื่อวา Burkholderia sp. EQ3

การศึกษาชวงเวลาที่เหมาะสมโดยเลี้ยงแบคทีเรีย Burkholderia sp. EQ3 พบวาเชื้อ
สามารถเจริญไดสูงสุดที่เวลา 36 ชั่วโมง สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดดีที่สุดที่เวลา 12 ชั่วโมง ซึ่ง
สามารถผลิตไดประมาณ 1.9 ยูนิตตอมิลลิลิตร Burkholderia sp. EQ3 สามารถเจริญในอาหารที่มี
น้ํามันปลา 1 เปอรเซ็นต และทริปโตน 0.1 เปอรเซ็นต เปนแหลงไนโตรเจน เชื้อสามารถใชในการ
เจริญไดดี มีคาดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร เทากับ 3.4 และสามารถผลิตเอนไซมที่มีกิจกรรมสูง
ที่สุดประมาณ 1.7 ยูนิตตอมิลลิลิตร

การทําบริสุทธิ์เอนไซมอยางหยาบโดยการตกตะกอนดวยสารตกตะกอนตางๆ 
พบวาอะซิโตนเปนตัวทําละลายที่เหมาะสมที่สุด เนื่องจากสามารถตกตะกอนเอนไซมไลเปสไดถึง 
89 เปอรเซ็นต ทําบริสุทธิ์ได 9.4 เทา และศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสที่ผลิตจาก
Burkholderia sp. EQ3 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา คือ 25 องศาเซลเซียส ในชวงพีเอช
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ปานกลางที่ 6.0-7.0 มีความคงตัวที่อุณหภูมิต่ํา 4 องศาเซลเซียส และพีเอชดางที่ 9.0-12.0 โดยให
กิจกรรมสัมพัทธสูงที่สุดเมื่อพีเอชเทากับ 10.0 

Novozyme 435 สามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรไดสูงสุด สภาวะที่เหมาะสมใน
การสังเคราะหแวกซเอสเทอรทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชไขมันปลาตอซีทิลแอลกอฮอล 
อัตราสวน 1:2 (โมล/โมล) ในเฮกเซน 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 
รอบตอนาที ซึ่งสามารถผลิตแวกซได 87.87 เปอรเซ็นตที่เวลา 3 ชั่วโมง สวนสภาวะที่เหมาะสมใน
การสังเคราะหแวกซเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสอยางหยาบจาก Burkholderia sp. EQ3 ซึ่งสภาวะที่
เหมาะสมในการสังเคราะหแวกซเอสเทอร คือ ปริมาณเอนไซม 40 ยูนิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
อัตราสวนระหวางไขมันปลากับซีทิลแอลกอฮอล 1:2 ละลายในไอโซออกเทน 1 มิลลิลิตร เขยาที่ 200 
รอบตอนาที ในการทําปฏิกิริยา พบวาเอนไซมไลเปสอยางหยาบสามารถสังเคราะหแวกซเอสเทอรได
สูงสุด 95.07 เปอรเซ็นต ภายในเวลา 6 ชั่วโมง

 Table 6.   Comparisons of wax esters production by Novozyme 435 and crude lipase from   
Burkholderia sp. EQ3.

Factors
Crude lipase from

Burkholderia sp. EQ3
Novozyme 435

1. Temperature (°C)
2. Enzyme concentration (U)
3. Molar ratio of fat and cetyl 

alcohol (mol/mol)
4. Organic solvent
5. Yield of wax esters (%)
6. Time of production (h)

30 °C
40 
1:2

Isooctane
95.07

6

37 °C
1 

1:2

Hexane
87.87

3
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ภาคผนวก ก

1. อาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐาน (Basal medium) (ดัดแปลงจาก Chaiyaso, T., 2007)
ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
ทริปโตน 1.0 กรัม 
ยีสตสกัด 1.0 กรัม 
(NH4)2SO4 1.0 กรัม 
K2HPO4 2.0 กรัม 
KH2PO4 1.0  กรัม 
MgSO4.7H2O 0.2 กรัม 
CaCl2 0.15 กรัม 
น้ํามันปลาบริสุทธิ์ 10.0           กรัม
ปรับพีเอชเทากับ 6.0 (ในกรณีอาหารแข็งจะเติมผงวุนในอัตรารอยละ 1.5 ลงใน

อาหารพื้นฐาน) 

2. การทําบริสุทธิ์น้ํามันที่สกัดไดดวย silica gel column chromatography
2.1 การเตรียมซิลิกาเจล

ชั่งซิลิกาเจลตามปริมาณที่คํานวณไดจากปริมาณตัวอยางที่จะใชในการผานคอลัมน
ตามสูตร (1) นําเจลที่ชั่งเรียบรอยแลวไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง 
จากนั้น Deactivate โดยการเติมน้ํากลั่นลงไป 10 เปอรเซ็นต กวนผสมอยางรวดเร็ว เมื่อแหงแลว
นําไปทําใหเย็นโดยใสในโถเดซิเคเตอร 1 คืน หลังจากนั้นเก็บเจลใสขวดได

สูตร    ปริมาณตัวอยาง × 50   =   ปริมาณเจลที่ใช    ……………… (1)
            0.1 (มล.) × 50   =        5 กรัม

2.2  ขั้นตอนการบรรจุซิลิกาเจล
2.2.1.  อุดปลายคอลัมนดวยสําลีบางๆ ไมแนนไมหลวมเกินไป
2.2.2.  โรยผงซีไลทลงไปสูงประมาณ 0.5 เซนติเมตร
2.2.3.  ผสมเจลดวย solvent ที่จะใชชะตัวอยางพอประมาณแลวใส magnetic stirrer วางบน

hot plate ไมเปดอุณหภูมิและกวนตลอดเวลา
2.2.4. ใชปเปตแกวขนาด 5 มิลลิลิตร ดูดเจลใสในคอลัมนดานขางโดยไมใหเกิด 

ฟองอากาศ
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2.2.5 กวนบริเวณผิวหนาของเจลที่ใสลงไปใหฟุงเพื่อใหเกิดการเรียงตัวของเม็ดเจล
2.2.6 เมื่อใสครบตามปริมาณควรใส solvent ใหเลยชั้นของเจล 2-3 เซนติเมตร
2.2.7 ปดฝาครอบตรงสวนบนของคอลัมนหรืออาจจะใชสําลีเพื่อปองกันการระเหยของ 

sovent
2.3   ขั้นตอนการทําบริสุทธิ์ตัวอยางดวย silica gel column chromatography

2.3.1 นําตัวอยางน้ํามันเขมขนในเฮกเซนอัตราสวน 1:1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยอดลง
ในคอลัมนที่บรรจุซิลิกาเจล ชะตัวอยางออกมาดวยตัวทําละลาย 4 ระบบ คือ 
ระบบที่ 1 คือ เฮกเซน: ไดเอทิลอีเทอร: กรดอะซิติก อัตราสวน 60:40:1 
ระบบที่ 2 คือ ไดเอทิลอีเทอร: กรดอะซิติก อัตราสวน 40:1
ระบบที่ 3 คือ ไดเอทิลอีเทอร: กรดอะซิติก อัตราสวน 4:1
ระบบที่ 4 คือ เมทานอล

2.3.2 เก็บตัวอยางในแตละหลอด หลอดละ 2 มิลลิลิตร ระเหยตัวทําละลายที่อยูในหลอด
ของแตละตัวอยางในตูควันจนแหง เช็คความบริสุทธิ์ดวย TLC/FID นําแตละตัวอยาง
สงตรวจวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือกลาง มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ตอไป

3. การหาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ย (Salis et al., 2003)
3 fatty acids + glycerol triglyceride + 3 H2O

ave. MW triglyceride = 3.[ave. MW fatty acids] + [MW (C3H8O3) – 3 * MW (H2O)]

ave. MW fatty acid = (% FA1) " (MW FA1) +(% FA2) " (MW FA2) +...+(% FAx )" (MW FAx )
100%

หมายเหตุ  FAx = กรดไขมันแตละชนิดที่มีอยูในตัวอยาง
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ภาคผนวก ข

1. กราฟมาตรฐานของกรดปาลมิติกจากการหากิจกรรมเอนไซมไลเปส

Figure 27. Standard curve of palmitic acid (g/ml) 

2. กราฟมาตรฐานของการหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry method

Figure 28. Standard curve of bovine serum albumin (mg/ml) 
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3. การวิเคราะหองคประกอบของไขมันดวย TLC-FID

Peak
 No

Name
Ret.Time 

(min)
Pk. Start

 (min)
Pk. End 

(min)
Area

Height 
(mV)

Area
%

1
2
3
4
5

Triolein
Oleic acid
1,3-Diolein
1,2-Dioleoyl-rac-glycerol
Monopalmitin

0.123
0.195
0.270
0.313
0.443

0.093
0.172
0.248
0.298
0.427

0.152
0.248
0.298
0.362
0.472

12059
16658
3913
7831
4654

15.26
14.41
5.99
9.07
9.67

26.731
36.923
8.674

17.358
10.315

                                                       45115       54.39           100.00

condition: Stationary phase : CHROMAROD-S III
Mobile phase : Benzene/chloroform/acetic acid (50:20:0.7) for 35 min
Gas flow : H2 150 ml/min, air 700 ml/min

     Scanning speed : 30 sec/Rods
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Table 7. Temperature and pH value of samples.

Sample No. Area Temp. (°C) pH
Soil

wastewater

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

Grease trap pond (top)
Grease trap pond (right-side)
Grease trap pond (front)
Grease trap pond (beside the pipe)
Grease trap pond (right-front)
Grease trap pond (center)
Grease trap pond (left-front)
Grease trap pond (left-front)
Grease trap pond (right-center)
Grease trap pond (left-center)
Grease trap pond (front)
Grease trap pond (right-side)
Grease trap tank
Grease trap tank
Drainage ditch 1
Drainage ditch 2
Equalization pond
Equalization pond
Cesspit 1
Cesspit 2

28-30
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,
,,

4.14
5.46
4.40
5.24
5.07
7.39
6.92
7.43
6.81
6.99
6.87
6.81
5.38
5.84
7.02
6.99
6.71
6.74
6.89
6.90
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ภาคผนวก ค

วิธีการวิเคราะห

1. การวิเคราะหปริมาณกรดไขมันอิสระ (IUPAC, 1979)
อุปกรณ
1. ขวดแกวรูปชมพู
2. กระบอกตวง
3. บิวเรต

สารเคมี
1. เอทิลแอลกอฮอล เขมขนรอยละ 95
2. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (สารละลายในเอธิลแอลกอฮอล) ที่มีความเขมขน 0.1 นอร

มอล
3. ฟนอลฟทาลีน เขมขนรอยละ 1 (ละลายในเอทิลแอลกอฮอล)

วิธีการ
1. ชั่งตัวอยางใหไดน้ําหนักแนนอน 1-10 กรัม ในขวดขนาด 250 มิลลิลิตร
2. เตรียมสารละลายเอทิลแอลกอฮอลใหเปนกลาง โดยการเติมฟนอลฟทาลีน 5 หยดและปรับ

ใหเปนกลางดวยโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 นอรมอล หยดดางทีละหยดพรอมทั้งเขยา
หรือกวนจนไดสารละลายแอลกอฮอลเปนสีชมพูถาวร

3. เติมเอทิลแอลกอฮอลที่เปนกลาง 50 มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง เขยาอยางแรงใหตัวอยาง
ละลายในแอลกอฮอลถาละลายไดไมดีใหอุนที่อุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส

4. ไทเทรตสารละลายตัวอยางดวยโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 นอรมอล ขณะไทเทรตตอง
เขยาอยางแรงจนกระทั่งไดสารละลายสีชมพูคงที่ 1 นาที

5. คํานวณคากรดและปริมาณกรดไขมันอิสระจากสูตร
การคํานวณ 
กรดไขมันอิสระ (คิดเปนรอยละในรูปกรดโอลิอิก)

= ปริมาตรดางที่ใช (มล.) ×  ความเขมขนดางที่ใช (มล.) ×  28.2
น้ําหนักตัวอยาง (กรัม)

(น้ําหนักโมเลกุลของกรดโอลิอิกเทากับ 28.2)
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2. ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดและปริมาณโปรตีน โดยวิธี Kjeldahl method (A O A C, 1990)
อุปกรณ
1. ขวดยอยโปรตีน (Kjeldahl flask) ขนาด 250-300 มิลลิลิตร
2. ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร
3. ปเปตขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร
4. บิวเรตขนาด 25 มิลลิลิตร
5. ชุดยอยโปรตีน ประกอบดวย เตายอย (heater) และเครื่งจับไอกรด (scrubber)
6. ชุดกลั่นโปรตีน Kjeldahl system distilling unit

สารเคมี
1. กรดซัลฟูริกเขมขน
2. สารเรงปฏิกิริยาซึ่งเปนสารผสมระหวาง คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4 ) และโพแทสเซียม

ซัลเฟต (K2SO4 ) อัตราสวน 1:10 
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) เขมขนรอยละ 20 และ รอยละ 60 (โดยน้ําหนัก)
4. สารละลายกรดบอริก (H3BO3) เขมขนรอยละ 4 (โดยน้ําหนัก)
5. สารละลายกรดเกลือเขมขนรอยละ 0.1 (โดยปริมาตร)
6. อินดิเคเตอรผสมระหวาง เมทิลเรด เมทิลบลู และโบรโมครีซอลกรีน 

วิธีการ
ขั้นตอนการยอย
1. ชั่งตัวอยาง (ของแข็ง) ใหไดน้ําหนักแนนอนประมาณ 0.5-1.0 กรัม (ตัวอยางของเหลวใช

ปริมาตร 1-10 มิลลิลิตร) ใสลงในขวดยอยโปรตีน ทําแบล็งคโดยใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง 
2. เติมสารเรงปฏิกิริยา 5 กรัม
3. เติมกรดซัลฟวริกเขมขนปริมาตร 20 มิลลิลิตร
4. วางหลอดยอยในเตายอย แลวประกอบสายยางระหวางฝาครอบ ขวดใสดางที่มีสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 20 ปริมาตร 500-600 มิลลิลิตร และเครื่องจับไอกรดให
เรียบรอย

5. เปดเครื่องจับไอกรดและเตายอย แลวตั้งอุณหภูมิเปน 350 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 
ยอยจนไดสารละลายใส ปลอยทิ้งไวใหเย็น
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ขั้นตอนการกลั่น
1. เปดสวิทชชุดกลั่นโปรตีน และน้ําหลอเย็น
2. กลั่นลางเครื่องดวยน้ํากลั่น 2 ครั้ง
3. นําขวดยอยโปรตีนตอเจากับชุดกลั่นโปรตีน เติมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร และสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 40 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร
4. นําขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีการเติมกรดบอริกเขมขนรอยละ 4 ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร และอินดิเคเตอร ไปรองรับของเหลวที่จะกลั่นออกมาโดยใหสวนปลายของ
อุปกรณควบแนนจุมลงในสารละลาย

5. กลั่นโดยใชเวลาประมาณ 4 นาที
6. ไตเตรทสารละลายที่กลั่นไดกับสารละลายกรดเกลือเขมขนรอยละ 0.1 สีของสารละลายจะ

เปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวง

การคํานวณ
ปริมาณไนโตรเจน (g/ml) =            (a-b) ×  N ×  1.4007

W
ปริมาณโปรตีน (g/ml) =            (a-b) ×  N ×  1.4007 ×  F

W
โดยที่

a = ปริมาตรของสารละลายกรดเกลือที่ใชไทเทรตกับตัวอยาง (มิลลิลิตร)
b = ปริมาตรของสารละลายกรดเกลือที่ใชไทเทรตกับแบล็งก (มิลลิลิตร)
N =     ความเขมขนของสารละลายกรดเกลือ (นอรมอล)
W =    น้ําหนักหรือปริมาตรตัวอยางเริ่มตน (ลิตร)
F =    แฟกเตอรที่ใชในการคํานวณหาปริมาณโปรตีนสําหรับอาหารชนิดตางๆ 

               (แฟกเตอรที่ใชในการคํานวณหาปริมาณโปรตีนสําหรับผลิตภัณฑจากปลาเทากับ 6.25)

3. ปริมาณความชื้น (A O A C, 1990)
อุปกรณ
1. ตูอบไฟฟา (electric oven)
2. โถดูดความชื้น (desiccator)
3. ภาชนะอลูมิเนียมสําหรับหาความชื้น (moisture can)
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4. เครื่องชั่งไฟฟาชนิดละเอียด 4 ตําแหนง

วิธีการ
1. อบภาชนะสําหรับหาความชื้นในตูอบไฟฟา ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปน เวลา 3 

ชั่วโมง นําออกจากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น ปลอยทิ้งไวจนกระทั่งอุณหภูมิลดลงเทากับ
อุณหภูมิหองแลวชั่งน้ําหนัก

2. ทําเชนเดียวกับขอ 1 จนไดผลตางของน้ําหนักที่ชั่วทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม
3. ชั่งตัวอยางที่ตองการหาความชื้นใหไดน้ําหนักที่แนนอน 1-2 กรัม ใสลงในภาชนะหา

ความชื้นที่ทราบน้ําหนักแนนอน นําไปอบในตูอบ 105 องศาเซลเซียส นาน 5-6 ชั่วโมง นํา
ออกจากตูอบใสในโถดูดความชื้น ปลอยทิ้งไวจนกระทั่งอุณหภูมิของภาชนะลดลงเทากับ
อุณหภูมิหองแลวชั่งน้ําหนักภาชนะพรอมตัวอยาง

4. อบซ้ําจนไดผลตางของน้ําหนักที่ชั่งทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม

การคํานวณ

ปริมาณความชื้น =   ผลตางของน้ําหนักตัวอยางกอนอบและหลังอบ (กรัม) ×  100
น้ําหนักตัวอยางเริ่มตน (กรัม)

4. การหาปริมาณเกลือ (A O A C, 1995)
อุปกรณ
1. เตาไฟฟา
2.     เครื่องหมุนแบบแมเหล็ก (magnetic stirrer) และแทงแมเหล็ก
3.  ขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร
4.     ขวดวัดปริมาตร ขนาด 1,000 มิลลิลิตร
5.     ปเปต ขนาด 5 มิลลิลิตร
6.     บิวเรต ขนาด 25 มิลลิลิตร 

สารเคมี
1.     สารละลายซิลเวอรไนเตรทเขมขน 0.1 นอรมอล
2.     กรดไนตริกเขมขน
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3.     สารละลายแอมโมเนียมไธโอไซยาเนตเขมขน 0.1 นอรมอล
4.     สารละลายแอมโมเนียมฟวริกซัลเฟตอิ่มตัว

วิธีการ
1. ปเปตตัวอยางน้ําเสียลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร จํานวน 0.1 มิลลิลิตร
2. ปเปตสารละลายซิลเวอรไนเตรตเขมขน 0.1 นอรมอล จํานวน 5 มิลลิลิตร ลงไปผสม
3. เติมกรดไนตริกเขมขนจํานวน 20 มิลลิลิตร
4. ตั้งบนเตาไฟฟา ตมใหเดือดออนๆ นานประมาณ 15 นาทียกลงตั้งทิ้งไวใหเย็น
5.    เติมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร
6.    เติมสารละลายแอมโมเนียมเฟอรริกซัลเฟตอิ่มตัว 5 มิลลิลิตร
5. ไตเตรตกับสารละลายแอมโมเนียมไธโอไซยาเนตเขมขน 0.1 นอรมอล จนกระทั่งได

สารละลายสีแดงออน

การคํานวณ
ปริมาณเกลือ (รอยละ) =  [(a ×  N1) – (b×  N2)] ×  58.44

โดยที ่
a      =     ปริมาตรของสารละลายซิลเวอรไนเตรทที่ใช
b      =     ปริมาตรของสารละลายแอมโมเนียมไธโอไซยาเนตที่ใช
N1   =     ความเขมขนของสารละลายซิลเวอรไนเตรต
N2   =     ความเขมขนของสารละลายแอมโมเนียมไธโอไซยาเนต

5. การเตรียมกราฟมาตรฐานกรดปาลมิติก
    สารเคมีที่ใชในการวิเคราะห

สารละลาย cupric acetate-pyridine reagent เตรียมโดยชั่ง cupric acetate 
(C4H6CuO4.H2O) 50 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 850 มิลลิลิตร กรองสวนที่ไมละลายออก จากนั้นปรับพี
เอชใหไดเทากับ 6.1 โดยใชไพริดีน (pyridine) และปรับปริมาตรสุดทายเทากับ 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น
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     วิธีการวิเคราะห
1.  ชั่งกรดปาลมิติกที่มีความบริสุทธิ์สูง 0.2564 กรัม ละลายในไอโซออกเทน อาจแชในอางน้ํา

ควบคุมอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเพื่อชวยในการละลาย เมื่อละลายหมดปรับปริมาตร
สุดทายเทากับ 100 มิลลิลิตร (จะไดสารละลายกรดปาลมิติกเขมขนเทากับ 10 ไมโครโมล
ตอมิลลิลิตร)

2. นําสารละลายที่เตรียมไดในขอ 1 ปริมาตร 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 และ 0.8 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรดวยไอโซออกเทนใหไดปริมาตรสุดทายเทากับ 1.0 มิลลิลิตร

3. เติมสารละลาย cupric acetate-pyridine reagent ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันและ
ทิ้งใหแยกชั้น

4. ดูดสารละลายชั้นบนวัดคาดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตรโดยใชไอโซออกเทนเปนแบล็งก
5. นําขอมูลที่ไดเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนแสงกับความเขมขนของกรดปาลมิติก

ดังแสดงในภาคผนวก ข

6. การวิเคราะหปริมาณโปรตีน ตามวิธี Lowry (Lowry et al., 1951)
     สารเคมีที่ใชในการวิเคราะห

1. สารละลาย A: 2% โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ในโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1                                     
นอรมอล

2. สารละลาย B: 0.5% คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.H2O) ใน 0.1% โซเดียมโพแทสเซียมทาร
เทรต (Sodium potassiumtartrate)

3. สารละลาย C: ผสมระหวางสารละลาย A และ B ปริมาตร 50 และ 1 มิลลิลิตร ตามลําดับ
4. สารละลาย D: เจือจาง Folin-Ciocalteau reagent ดวยน้ํากลั่นอัตราสวน 1:1

     วิธีการวิเคราะห
    1. ใชสารละลายตัวอยางที่ตองการหาโปรตีน 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลาย C ปริมาตร 

2.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันและตั้งทิ้งไวนาน 10 นาที
2. เติมสารละลาย D ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร
3. เขยาใหเขากันและตั้งทิ้งไวนาน 30 นาที
4. วัดคาดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร โดยใชสารละลายบัฟเฟอรที่เตรียมตัวอยางเปนแบล็งก 

โดยทําตามขั้นตอน 1-4
5. คํานวณปริมาณโปรตีนโดยเปรียบเทียบกับกราฟโปรตีนมาตรฐาน
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6. เตรียมกราฟโปรตีนมาตรฐานโดยใช BSA ความเขมขน 0.05-0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ
ทําตามขั้นตอนขอ 1-4 โดยใชสารละลายโปรตีนแทนสารตัวอยาง

7. นําขอมูลที่ไดเขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาดูดกลืนแสงกับความเขมขนของปริมาณ
โปรตีน BSA ดังแสดงในภาคผนวก ข
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ภาคผนวก ง

1. การวิเคราะหลําดับเบสของแบคทีเรียสายพันธุ Burkholderia sp. EQ3 1500 คูเบส
GGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGTAGTGGGGGAT
AGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCTACGGATGAAAGCGGGGGACC
TTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAG
GCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGC
GAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCAC
TTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTGGCTCTAATACAGCCGGGGGATGACGGTACCGGAA
GAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGA
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAG
AGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCG
ATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGG
GGATTCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGT
GGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCCG
CTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTA
GTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGT
CGGAACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTA
GTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGG
ATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAT
GGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGACGGTCACCACGG
TAGGATTCATGACTGGGGTGAAGTCTAAACCAAGGGTAACA
Primer ‘s name : UFUL,350F,515F,785F,1099F
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Program     BLASTN 2.2.20+ Description
All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS, 
GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences) 
Query Length   1414

Sequences producing significant alignments:

Accession Description
Max 
score

Total 
score

Query 
coverage

E 
value

Max 
ident

FJ606689.1
Burkholderia sp. 2xiao7 16S 
ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2577 2577 99% 0.0 99%

FJ436055.1
Burkholderia  vietnamiensis strain 
SYe-6586 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

2577 2577 99% 0.0 99%

EU214612.1
Burkholderia cepacia strain yb90 
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2577 2577 99% 0.0 99%

AY946011.1
Burkholderia cepacia strain RRE5 
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2577 2577 99% 0.0 99%

AY946010.1
Burkholderia cepacia strain RRE3 
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2577 2577 99% 0.0 99%

AJ544072.1
Burkholderia anthina partial 16S 
rRNA gene, strain BHS1

2577 2577 99% 0.0 99%

FJ392830.1
Burkholderia sp. SYBC LIP-Y 16S 
ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2575 2575 99% 0.0 99%

AF311970.1 Burkholderia cepacia isolate LMG 2575 2575 99% 0.0 99%
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Accession Description
Max 
score

Total 
score

Query 
coverage

E 
value

Max 
ident

12614 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

AF097532.1
Burkholderia cepacia strain LMG 
12614t2 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

2575 2575 99% 0.0 99%

AB480713.1
Burkholderia sp. T-34 gene for 16S 
rRNA, partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AM747721.1
Burkholderia cenocepacia J2315 
chromosome 2, complete genome

2571 2571 99% 0.0 99%

AM747720.1
Burkholderia cenocepacia J2315 
chromosome 1, complete genome

2571 1.028e+04 99% 0.0 99%

EU684748.1
Burkholderia cenocepacia strain 
ZYB002 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

EU305400.1
Burkholderia cepacia strain PSB3
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AM905038.1
Burkholderia lata 16S rRNA gene, 
strain R-15816

2571 2571 99% 0.0 99%

AB252073.1
Burkholderia cepacia gene for 16S 
rRNA, partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AB212235.1
Burkholderia sp. T201 gene for 16S 
ribosomal RNA, partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

CP000152.1
Burkholderia sp. 383 chromosome 2, 
complete sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

CP000151.1 Burkholderia sp. 383 chromosome 1, 2571 1.023e+04 99% 0.0 99%
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Accession Description
Max 
score

Total 
score

Query 
coverage

E 
value

Max 
ident

complete sequence

AY741360.1
Burkholderia cepacia strain ATCC 
700070 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AY741349.1
Burkholderia cepacia strain ATCC 
49709 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AY741334.1
Burkholderia cepacia strain ATCC 
17759 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AF265235.1
Burkholderia cepacia genomovar III 
16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AY769904.1
Burkholderia sp. KBC-3 16S 
ribosomal RNA gene, partial 
sequence

2571 2571 99% 0.0 99%

AJ420880.1
Burkholderia anthina partial 16S 
rRNA gene, strain R-4183

2571 2571 99% 0.0 99%

CP000378.1
Burkholderia cenocepacia AU 1054 
chromosome 1, complete sequence

2567 1.024e+04 99% 0.0 99%
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