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บทคัดย่อ  

งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือคดัแยกแบคทีเรียจากน ้ าท้ิงโรงอาหารท่ีมีคุณสมบติัการยอ่ยสลายไขมนั
และน ้ ามนัรวมถึงศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมนัและน ้ ามนัในตวัอย่างน ้ าเสียไขมนัสังเคราะห์ การ
ทดสอบขั้นตน้ในอาหารเล้ียงเช้ือ Tributyrin agar เพื่อคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรีย
บริสุทธ์ิจ านวน 20 ไอโซเลท (WA1 – WA20) ท่ีไดจ้ากการสุ่มโคโลนี พบวา่มีจ านวน 9 ไอโซเลท (9/20, 45%) 
ท่ีใหว้งใสรอบบริเวณเช้ือ ไดแ้ก่ไอโชเลท WA4 WA5 WA8 WA9 WA11 WA13 WA14 W18 และ WA19 โดย
ไอโซเลท WA5 ให้ขนาดวงใสของการยอ่ยสลายไขมนัสูงสุดเท่ากบั 7.5 มิลลิเมตร พบเป็นแบคทีเรียแกรมบวก
รูปร่างท่อนร้อยละ 44.44 (4/9 ไอโซเลท) แกรมบวกรูปร่างกลมร้อยละ 22.22 (2/9 ไอโซเลท) แกรมลบรูปร่าง
ท่อนร้อยละ 33.33 (3/9 ไอโซเลท) การศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมนัและน ้ ามนัในน ้ าเสียไขมัน
สังเคราะห์โดยวิธี Partition gravimetric พบว่าไอโซเลท WA5 มีประสิทธิภาพสามารถลดปริมาณไขมนัและ
น ้ ามนัในน ้ าเสียไขมนัสังเคราะห์ท่ีมีองคป์ระกอบจากไขมนัพืชและไขมนัสัตวไ์ดเ้ฉล่ียร้อยละ 20.44 และ 52.84 
ตามล าดบั ในขณะท่ี Bacillus subtilis มีประสิทธิภาพเพียง 7.20 และ 10.72 ตามล าดบั แสดงว่าเช้ือไอโซเลท 
WA5 สามารถสร้างเอนไซม์ไลเปสและมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมนัและน ้ ามนัมากกว่า B. subtilis 
ประมาณ 3-5 เท่า  

ค าส าคญั: ไขมนัและน ้ ามนั  แบคทีเรียยอ่ยสลายไขมนั  น ้ าท้ิงจากโรงอาหาร  เอนไซมไ์ลเปส  
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Abstract  

The aims of this research were to isolate the lipid degrading bacteria from canteen wastewater and to 
study the lipid hydrolysis efficiency of selected bacteria in the synthetic lipid wastewater. Twenty purified 
bacterial isolates obtained by randomly colonial selection were primarily tested for lipase enzyme production 
by using Tributyrin agar medium. As a result, nine of twenty isolates (9/20 isolates, 45%) which were isolates 
WA4, WA5, WA8, WA9, WA11, WA13, WA14, WA18 and WA19 could generate the clear zone; while the 
isolate WA5 gave the highest clear zone of 7.5 millimeters, indicating all nine isolates were lipolytic bacteria. 
Four of nine isolates (4/9, 44.44%) were gram positive with rod-shape, two of nine (2/9, 22.22%) isolate were 
gram positive with cocci-shape and three of nine (3/9, 33.33%) isolates were gram negative with rod-shape 
bacteria. The isolate WA5 was selected for testing the lipid hydrolysis efficiency. The result found that it could 
decompose the synthetic lipid wastewater containing plant lipid and animal lipid by decreasing the lipid 
concentration in average of 20.44% and 52.84%, respectively. While, the Bacillus subtilis laboratory strain 
could reduce the lipid concentration in average of 7.20% and 10.72%, respectively. It was indicated that the 
isolate WA5 which was isolated from lipid contaminated environment had higher hydrolysis efficiency than B. 
subtilis by 3-5 times. 

Keywords: Fat and oil, Lipid degrading bacteria, Canteen wastewater, Lipase enzyme  

1. บทน า 
 ไขมนัและน ้ ามนัท่ีปนเป้ือนมากับน ้ าท้ิง 

จากโรงงานอุตสาหกรรม ร้านอาหาร ท่ีพกัอาศัย 
นับเป็นปัญหาส าคัญท่ีท าให้เกิดการเน่าเสียของ 
แหล่งน ้ า การปนเป้ือนสู่ดินและแหล่งน ้ าผิวดิน 
ก่อให้เกิดผลกระทบทางส่ิงแวดลอ้ม และยงัท าลาย
ทัศนียภาพ นอกจากน้ียงัเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีส่งผล
กระทบให้ระบบบ าบดัน ้ าเสียมีประสิทธิภาพต ่าลง
โดยจะรบกวนการท างานของระบบในขั้นตอนต่าง ๆ 
ไขมนัและน ้ ามนัอาจสะสมในบริเวณระบบบ าบดั
น ้ าเสียจนเป็นปัญหาในการปฏิบติังานได ้[1, 2] จึง
จ าเป็นอยา่งยิ่งท่ีจะตอ้งมีการก าจดัไขมนัและน ้ ามนั
ออกจากน ้ าเสียก่อนจะปล่อยใหเ้ขา้สู่ระบบบ าบดัน ้ า
เสียต่อไป 

การก าจดัไขมนัและน ้ ามนัออกจากน ้ าเสีย
มกัใชส้ารเคมีในการบ าบดัหรือการสร้างบ่อดกัชั้น
ไขมนั อยา่งไรก็ตามพบวา่อาจท าให้เกิดการตกคา้ง
ของสารเคมีรวมถึงเพ่ิมปัญหาในการก าจดั และการ
ตกัไขมนัไปท้ิงอาจท าใหเ้กิดปัญหาทางส่ิงแวดลอ้ม
ตามมา ปัจจุบนันอกจากวิธีการดงักล่าวขา้งตน้แลว้
การน าจุลินทรียเ์ขา้มาช่วยในการเปล่ียนสภาพของ
เสียในน ้ าใหอ้ยูใ่นสภาพท่ีไม่ก่อใหเ้กิดปัญหามลพิษ
ได้รับความนิยมเพ่ิมมากข้ึน โดยจุลินทรีย์ท่ี มี
บทบาทส าคัญในการบ าบัดน ้ าเสียคือแบคทีเรีย       
[3-5] ขอ้ดีของการใชแ้บคทีเรียคือตน้ทุนต ่า สามารถ
ท าไดง่้าย ประหยดัพลงังาน และมีความทนทานต่อ
สภาพแวดล้อม  การประยุกต์ใช้แบคทีเ รียท่ีมี
ความสามารถในการย่อยสลายไขมันและน ้ ามัน 
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นบัเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีน่าสนใจ มีหลายงานวิจยัได้
ท าการคัดแยกและศึกษาเ ก่ียวกับจุลินทรีย์ท่ี มี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันโดยพบ
จุลินทรีย์ท่ีมีคุณสมบัติน้ีได้ทั้ งในบ่อดักไขมนัใน
ระบบบ าบัดน ้ าเสีย ดินท่ีปนเป้ือนไขมนั น ้ าหมัก
ชีวภาพ และตามธรรมชาติ เช่น ตะกอนดินป่าชาย
เลน น ้ าจากคลองรวบรวมน ้ าเสีย เป็นตน้ [6-9] มีการ
คัดแยกแบคทีเรียได้หลากหลายสายพันธ์ุ เ ช่น 
Staphylococcus warneri, Burkholderia sp. 
แ บ ค ที เ รี ย ใ น ส กุ ล  Acinetobacter sp. เ ช่ น 
Acinetobacter baumannii, A. soli แบคทีเรียในสกุล 
Bacillus spp. เ ช่น Bacillus subtilis และแบคทีเรีย  
ในสกุล  Pseudomonas spp. [6, 7, 10, 11-13] โดย
แบคทีเรียดงักล่าวมีกลไกท่ีส าคญัคือสามารถสร้าง
เอนไซม์ไลเปสซ่ึงสามารถย่อยสลายไขมันและ
น ้ ามนัไดเ้ป็นกรดไขมนัและกลีเซอรอลท่ีแบคทีเรีย
สามารถน าไปใชเ้ป็นแหล่งพลงังานได ้เอนไซม์ไล
เปสท่ีผลิตจากแบคทีเรียมีการน ามาใช้ประโยชน์
อย่างกวา้งขวางทั้ งทางด้านอุตสาหกรรมและการ
บ าบดัของเสียทั้งแบบใหอ้ากาศและในขบวนการไร้
อากาศ [14, 15] 

งานวจิยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พ่ือคดัแยกเช้ือ
แบคทีเรียในทอ้งถ่ินท่ีมีอยูต่ามธรรมชาติจากแหล่ง
ท่ี มีการปนเ ป้ือนไขมันและน ้ ามัน  และศึกษา
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียต่อการยอ่ยสลายไขมนั
และน ้ ามนัในน ้ าเสียไขมนัสงัเคราะห์ เพื่อเป็นขอ้มูล
พ้ืนฐานและเป็นแนวทางในการน ามาใชป้ระโยชน์ 
ให้ระบบบ าบัดน ้ า เ สียมีประสิทธิภาพดียิ่ง ข้ึน          
ซ่ึ ง ห าก มี ก า ร ใ ช้ จุ ลิ นท รี ย์ ท่ี คัด แ ยก ได้ จ า ก
สภาพแวดล้อมจริงน่าจะมีประสิทธิภาพในการ
บ าบดัไดสู้งกวา่การน าเช้ือจุลินทรียท่ี์คดัแยกไดจ้าก
แหล่ง อ่ืนมาใช้เพราะได้ผ่านการคัดเลือกจาก
ธรรมชาติแล้ว [6] นอกจากน้ียงัสามารถช่วยลด

รายจ่ายเน่ืองจากไม่ก่อให้เกิดสารเคมีตกค้างใน
ระบบบ าบดัน ้ าเสีย เพราะเป็นการก าจดัไขมนัและ
น ้ ามนัโดยวธีิทางชีวภาพ 

2. วธีิด าเนินการวจัิย  
2.1 การคดัแยกเช้ือแบคทเีรียจากตวัอย่างน า้   

 (1) เก็บตวัอย่างน ้ าจากบ่อรวบรวมน ้ าท้ิง
โรงอาหาร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ โดยน า
ตวัอยา่งน ้ า 5 มิลลิลิตรใส่ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Luria 
– Bertani medium (LB broth) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร
ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่ม
เพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  

(2) ท าการเจือจาง bacterial culture แบบ 
10-fold serial dilution ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ LB broth 
จนถึงระดบัความเจือจาง 10-10 จากนั้นดูด bacterial 
suspension ท่ีระดับความเจือจาง 10-6 10-7 10-8 10-9 

และ 10-10 ปริมาตร 1 มิลลิลิตรมาเกล่ียเช้ือ (spread 
plate) ลงบนอาหาร LB agar ในจานเพาะเช้ือ น าไป
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
ท า 2 ซ ้ าในแต่ละความเจือจาง  

(3) นับจ านวนโคโลนีท่ีข้ึนบนอาหาร LB 
agar ในจานเพาะเช้ือ จากนั้ นค านวณหาจ านวน
แบคทีเ รียทั้ งหมดในน ้ า  1 มิลลิลิตร โดยเลือก
ค านวณจากความเจือจางท่ีเหมาะสม (เพลทมี
จ านวนโคโลนีระหว่าง 30 – 300 โคโลนี) และ
รายงานผลเป็นจ านวน colony forming unit (cfu) ต่อ
น ้ า 1 มิลลิลิตร โดยค านวณจากสมการ 

 N = n / vd 

โดย N = จ านวนแบคทีเรียทั้ งหมด  n = ค่าเฉล่ีย
จ านวนโคโลนีท่ีนับได้จากความเจือจางท่ีน ามา
ค านวณ  v = ป ริมาตรของตัวอย่ า ง ท่ี ใช้  และ  
d = ความเจือจางของตวัอยา่งท่ีน ามาค านวณ 
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( 4)  ท า ก า ร สุ่ ม โ ค โล นี แบบ  random 
selection ท่ี ข้ึนบนอาหาร เ ล้ี ยง เ ช้ือ ท่ี มีลักษณะ
โคโลนีต่าง ๆ จ านวน 20 โคโลนี มาท าการลาก 
(streak plate) ลงบนอาหาร LB agar ในจานเพาะเช้ือ
จนได้โคโลนีเด่ียว ๆ เพ่ือให้ไดเ้ช้ือท่ีบริสุทธ์ิ และ
เก็บเช้ือท่ีไดบ้นอาหารวุน้เอียง (Nutrient agar slant) 
ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 2.2 การคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียย่อยสลายไขมนั   
และน า้มนั     

(1) น าเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคดัแยกได้
ขีดลงบนผิวหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือแขง็ Tributyrin 
agar (ประกอบดว้ย Peptone 5 กรัม Yeast extract 3 
กรัม Tributyrin 100 มิลลิลิตร และ Agar 15 กรัมใน
น ้ ากลั่น 1 ลิตร) [6, 7, 16] ซ่ึงเป็นอาหารเล้ียงเช้ือ
ส าหรับการคดักรองความสามารถของแบคทีเรียต่อ
การยอ่ยสลายไขมนัหรือความสามารถในการสร้าง
เอนไซม์ไลเปส น าไปบ่มท่ี อุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

(2) สังเกตวงใส (clear zone) ท่ีปรากฏบน
ผิวหน้าอาหารรอบบริเวณท่ีขีดเช้ือ และท าการวดั
ขนาดของวงใส 

(3) น าเช้ือท่ีสามารถท าให้เกิดวงใสรอบ    
บริเวณท่ีขีดเช้ือมายอ้มสีแกรมดว้ยเทคนิคการยอ้มสี
แกรม (gram’s staining) พร้อมทั้งตรวจสอบการติด
สี และรูปร่างภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์   
 2.3 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย
ต่อการ ย่อยสลายไขมันและน ้ ามันในน ้ า เ สีย          
ไขมนัสังเคราะห์ โดยวธีิ Partition gravimetric    

เลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีให้ขนาดวงใสบน
อาหารเล้ียงเช้ือ Tributyrin agar มากท่ีสุด ส าหรับใช้
ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันและ
น ้ ามนัในน ้ าเสียไขมนัสงัเคราะห์ โดยท าการทดลอง
เปรียบเทียบกบัเช้ือ Bacillus subtilis และชุดควบคุม 

(ใส่ NB medium แทนแบคทีเรีย) ซ่ึงในการศึกษาได้
แบ่งการทดลองออกเป็น 2 ส่วน ดงัน้ี  
 ส่วนที่ 1 เป็นการทดสอบประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียต่อการย่อยสลายไขมนัและน ้ ามนัในน ้ า
เสียไขมนัสังเคราะห์ท่ีมีองคป์ระกอบเป็นน ้ ามนัพืช 
ท าการทดลอง 2 ซ ้ า ทุก ๆ ตวัอยา่ง  
 ส่วนที่ 2 เป็นการทดสอบประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียต่อการย่อยสลายไขมนัและน ้ ามนัในน ้ า
เสียไขมนัสังเคราะห์ท่ีมีองคป์ระกอบเป็นน ้ ามนัหมู 
ท าการทดลอง 2 ซ ้ า ทุก ๆ ตวัอยา่ง   
     (1) การเตรียมน ้ าเสียไขมนัสงัเคราะห์    
 การเตรียมน ้ า เสียไขมันสังเคราะห์ได้
ดดัแปลง จากการทดลองของกิจจา จิตรภิรมย ์และป
ธานิน แสงอรุณ (2555) [6] ดังน้ี  ส่วนประกอบ
ส าหรับการเตรียมน ้ า เ สียไขมันสังเคราะห์ ท่ี มี
องค์ประกอบเป็นน ้ ามนัพืชปริมาตร 45 มิลลิลิตร 
ประกอบด้วย แป้งมัน 0.1 กรัม นมผง 0.1 กรัม 
น ้ าตาล 0.1 กรัม และน ้ ามนัพืช 5 มิลลิลิตร ในน ้ า
กลัน่ 40 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร ส าหรับการเตรียมน ้ าเสียไขมนัสังเคราะห์
ท่ีมีองค์ประกอบจากน ้ ามันหมู จะท าการเตรียม
เช่นเดียวกันแต่เปล่ียนองค์ประกอบจากน ้ ามนัพืช
เป็นน ้ ามนัหมูแทน   
 (2) การทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยสลาย
ไขมนัและน ้ ามนัของแบคทีเรียโดยวธีิ Partition   
gravimetric method [7, 17, 18] 

ท าการเพ่ิมปริมาณเช้ือแบคทีเรียในอาหาร
เพาะเล้ียงเช้ือเหลวนูเทรียนต ์(Nutrient broth : NB) 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิ ลิตร  เขย่า ท่ีความเ ร็ว  150 รอบต่อนาที  ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปรับ
ความเขม้ขน้ของเช้ือให้มีค่าเท่ากบั 0.5 ดว้ยการวดั
ปริมาณความขุ่นท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
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(OD600) แล้วจึงน าเ ช้ือแบคทีเรียจากอาหาร NB 
ป ริมาตร  5 มิล ลิ ลิตร  เ ติมลงในน ้ า เ สียไขมัน
สงัเคราะห์ท่ีมีองคป์ระกอบจากน ้ ามนัพืชหรือน ้ ามนั
หมู น าไปเขย่าต่อท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 168 ชัว่โมง (1 สัปดาห์) หลงัจากนั้นน าชุดน ้ า
เสียไขมันสังเคราะห์ท่ีเติมเช้ือแบคทีเรียปริมาตร       
50 มิลลิลิตรและชุดควบคุม (ใส่ NB แทน แบคทีเรีย) 
ไปหาปริมาณน ้ ามันและไขมันโดยวิธี Partition 
gravimetric methodโดยใช ้Hexane เป็นตวัท าละลาย
ในการสกัดไขมันและน ้ ามันออกจากตัวอย่าง 
เปรียบเทียบปริมาณไขมนัและน ้ ามนั (มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) กบัชุดควบคุมเพ่ือสรุปความสามารถในการ
ย่อยสลายไขมันและน ้ ามันของแบคทีเ รีย โดย
สามารถหาปริมาณไขมันและน ้ ามันจากการชั่ง
น ้ าหนกัและค านวณไดจ้ากสมการ [18]  
                                         
 
                                                                                                                                            
เม่ือ A = น ้ าหนกัถว้ยกระเบ้ืองเปล่า 
       B = น ้ าหนกัถว้ยกระเบ้ืองรวมไขมนัและน ้ ามนั 

3.  ผลการวจัิยและวจิารณ์ผลการวจัิย  
3.1 ผลการคดัแยกเช้ือแบคทเีรียจาก ตวัอย่างน า้      

จากการคดัแยกเช้ือแบคทีเรียในตวัอย่าง
น ้ าท้ิงโรงอาหาร มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ดว้ยวิธี 
serial dilution  และ spread plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ
แขง็ LB agar พบวา่สามารถนบัจ านวนแบคทีเรียท่ีมี
อยู่ในน ้ าท้ิงจากโรงอาหารท่ีสามารถเจริญได้บน
อาหารเล้ียงเช้ือปริมาณ 4.3x109 cfu ต่อปริมาตรน ้ า 
1 มิลลิลิตร และท าการคดัเลือกโคโลนีโดยการสุ่ม
(random selection) จากลักษณะโคโลนีท่ีแตกต่าง
กันจ านวน 4 ลกัษณะท่ีปรากฎบนอาหารเล้ียงเช้ือ
จ านวน 20 โคโลนี (5 โคโลนีต่อ 1 ลกัษณะ) มาท า

การลาก (streak plate) ลงบนอาหาร LB agar ในจาน
เพาะเ ช้ือจนได้โคโลนีเ ด่ียวๆ เ พ่ือให้ได้เ ช้ือท่ี
บริสุทธ์ิ โดยปกติตามธรรมชาติแล้วสามารถพบ
แบคทีเรียอยูป่ะปนกนัหลายชนิดทั้งแบบท่ีเจริญได้
จากการอาศัยและไม่อาศัยออกซิเจนในการสร้าง
พลงังาน จึงจ าเป็นท่ีจะตอ้งแยกแบคทีเรียออกใหไ้ด้
เช้ือท่ีบริสุทธ์ิก่อนไปทดสอบขั้นต่อไป ซ่ึงผลจาก
การคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียสามารถแยกเช้ือแบคทีเรีย
ใหบ้ริสุทธ์ิไดท้ั้งหมด 20 ไอโซเลท (WA1 – WA20) 
 3.2 ผลการทดสอบขั้นต้นเพ่ือคดัเลือก
แบคทเีรียทีส่ามารถย่อยสลายไขมนัและน า้มนั 
 จากผลการน าเช้ือแบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีแยก
ได้ จ านวน 20 ไอโซเลท (WA1 –  WA20)  ไป
ทดสอบความสามารถในการย่อยสลายไขมนัและ
น ้ ามนั โดยการขีดเช้ือลงบนผิวหนา้ของอาหารเล้ียง
เช้ือ Tributyrin agar ซ่ึงเป็นอาหารท่ีใชส้ าหรับการ
คดักรอง (screening) ความสามารถของแบคทีเรียใน
การย่อยสลายไขมัน และท าการวัดขนาดวงใส 
(clear zone) พบวา่มีจ านวน 9 ไอโซเลท (9/20 หรือ
45%) ท่ีให้วงใสรอบบริเวณเช้ือ ได้แก่ไอโชเลท 
WA4 WA5 WA8 WA9 WA11 WA13 WA14 W18 
และ WA19 ดงัแสดงตวัอยา่งดงัรูปท่ี 1 โดยไอโซเลท 
WA5 ให้ขนาดวงใสของการยอ่ยสลายไขมนัสูงสุด
คือเท่ากบั 7.5 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 1) การเกิดวงใส
รอบบริเวณโคโลนีของเช้ือแสดงวา่แบคทีเรียมีการ
ผลิตเอนไซมไ์ลเปสออกมายอ่ยสลาย Tributyrin ซ่ึง
เป็นสารตั้งตน้ท่ีอยู่ในอาหารเล้ียงเช้ือ [7] และเม่ือ
น าแบคทีเรียไปศึกษาสัณฐานวิทยาโดยการยอ้มสี
แกรมเพ่ือดูรูปร่าง และลกัษณะการติดสียอ้ม พบวา่ 
แบคทีเรียส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวกจ านวน 
6 ไอโซเลทและแบคทีเ รียแกรมลบจ านวน 3           
ไอโซเลท มีรูปร่างท่อนจ านวน 7 ไอโซเลทและ
รูปร่างกลม จ านวน 2 ไอโซเลท แสดงดงัตารางท่ี 1 

ไขมนัและน ้ ามนั (mg/L) =       (B-A) x 106  
                                         ปริมาตรน ้ าตวัอยา่ง (ml) 
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ซ่ึงการยอ้มสีวธีิน้ีมีความส าคญัและใชก้นัแพร่หลาย
เพ่ือเป็นการศึกษารูปร่างลกัษณะและการจดัเรียงตวั
ของเซลล ์จึงท าใหส้ามารถแยกแบคทีเรียออกเป็น 2 
ชนิด  คือ  แบคที เ รียแกรมบวก (Gram positive 
bacteria) และแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative 
bacteria) ผลท่ีได้จากการศึกษาน้ียงัสอดคลอ้งกับ
หลายงานวิจัย ท่ีสามารถคัดแยกแบคทีเ รียท่ีมี
ความสามารถย่อยสลายไขมันได้จากตัวอย่าง
ส่ิงแวดล้อม เช่น น ้ าเสียในถังดักไขมัน น ้ าหมัก
ชีวภาพ น ้ าเสียจากคลอง และตะกอนดินป่าชายเลน 
ดินท่ีมีการปนเป้ือนน ้ ามนั เป็นตน้ [6, 7] และพบวา่
แบคทีเรียมีความสามารถสร้างสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพและเอนไซม์ไลเปสในการยอ่ยสลายไขมนั
และน ้ ามนั โดยพบชนิดของแบคทีเรียท่ีเป็นไดท้ั้ ง
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ รูปร่างท่อนหรือ

รูปร่างกลมได้ เช่น S. epidermidis, S. warneri, B. 
subtilis, P. aeruginosa, P. fluorescens เป็นตน้ [4-7, 
10-12] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 ลักษณะวงใสรอบบริเวณเช้ือท่ีเจริญบน
อาหารเล้ียงเช้ือ Tributyrin agar

 

ตารางที่ 1 ผลการทดสอบการยอ่ยสลายไขมนัใน Tributyrin agarโดยการวดัขนาดวงใสท่ีเกิดและผลการยอ้มสี
แกรมของเช้ือแบคทีเรียภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
 

รหัสเช้ือ 
ขนาดของวงใส 
(มลิลเิมตร)1 

การตดิสี / 
รูปร่าง 

รหัสเช้ือ 
ขนาดของวงใส 
(มลิลเิมตร)1 

การตดิสี / 
รูปร่าง 

WA1 - ND WA11 5.5 บวก / กลม 
WA2 - ND WA12 - ND 
WA3 - ND WA13 5.5 ลบ / ท่อน 
WA4 4.5 บวก / ท่อน WA14 6 ลบ / ท่อน 
WA5 7.5 บวก / ท่อน WA15 - ND 
WA6 
WA7 

- 
-                                  

ND 
ND 

WA16 
WA17 

- 
- 

ND 
ND 

WA8 6.5 บวก / ท่อน WA18 6 ลบ / ท่อน 
WA9 5.5 บวก / กลม WA19 6.5 บวก / ท่อน 
WA10 - ND WA20 - ND 

หมายเหตุ   1ขนาดของวงใส (มิลลิเมตร) = วดัจากก่ึงกลางโคโลนีถึงขอบของวงใส 
    -  คือ ไม่มีการเจริญเติบโตหรือไม่เกิดวงใส (clear zone), ND (not determine) คือ ไม่ไดศึ้กษา  
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3.3 ผ ล ก า รทดสอบประ สิท ธิภ าพของ
แบคทีเรียต่อการย่อยสลายไขมันและน ้ามันในน ้า
เสียไขมนัสังเคราะห์ 

 จ ากการน า ไอโซ เ ลท  WA5 ซ่ึ ง เ ป็น
แบคทีเรียท่ีให้ขนาดวงใสของการย่อยสลายบน
อาหาร Tributyrin agar สูงสุดมาเป็นตวัแทนในการ
ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันและ
น ้ ามันในน ้ าเสียไขมันสังเคราะห์ ทั้ งน้ีได้ท าการ
ทดลองเปรียบเทียบกับเช้ือ B. subtilis ซ่ึงเป็นเช้ือ
มาตรฐานในห้องปฏิบติัการ และชุดควบคุมท่ีไม่ได้
มีการเติมเช้ือแบคทีเรีย (ใส่ NB แทนแบคทีเรีย)  

 เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อย
สลายไขมนัและน ้ ามนัระหวา่งไอโซเลท WA5 และ 
B. subtilis ใ น น ้ า เ สี ย ไ ข มั น สั ง เ ค ร า ะ ห์ ท่ี มี
องค์ประกอบจากน ้ ามันพืช พบว่าเช้ือไอโซเลท 
WA5 มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมนัและ
น ้ ามนัไดดี้โดยมีปริมาณไขมนัและน ้ ามนัลดลงเฉล่ีย
ร้อยละ 20.44 ซ่ึงมีประสิทธิภาพมากกว่าเ ช้ือ B. 
subtilis ท่ีสามารถลดปริมาณไขมันและน ้ ามันได้
เพียงร้อยละ 7.20 

นอกจากน้ีการทดสอบการย่อยสลาย
ไขมันและน ้ ามันในน ้ าเสียไขมันสังเคราะห์ท่ีมี
องค์ประกอบจากน ้ ามันหมู พบว่า เช้ือไอโซเลท 
WA5 สามารถลดปริมาณไขมันและน ้ ามันได้
มากกว่าเช้ือ B. subtilis เช่นเดียวกันกับในน ้ าเสีย       
ไขมนัสงัเคราะห์ท่ีมีองคป์ระกอบจากน ้ ามนัพืช โดย
ท่ีเช้ือไอโซเลท WA5 สามารถลดปริมาณไขมนัและ
น ้ ามันได้ร้อยละ 52.84 ในขณะท่ีเ ช้ือ B. subtilis 
สามารถลดปริมาณไขมนัและน ้ ามนัไดเ้พียง ร้อยละ 
10.72 นอกจากน้ียงัพบว่า เช้ือไอโซเลท WA5 และ 
B. subtilis มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมนั
แล ะน ้ า มัน ในน ้ า เ สี ย ไ ขมันสั ง เ ค ร า ะ ห์ ท่ี มี

องค์ประกอบจากน ้ ามันหมูมากกว่าน ้ าเสียไขมนั
สงัเคราะห์ท่ีมีองคป์ระกอบจากน ้ ามนัพืช ดงัรูปท่ี 2   

เม่ือดูความแตกต่างดา้นองคป์ระกอบแลว้
พบวา่น ้ ามนัหมูมีองคป์ระกอบเป็นกรดไขมนัอ่ิมตวั 
ซ่ึงเป็นกรดไขมนัท่ีในหมู่ไฮโดรคาร์บอนมีพนัธะ
ระหว่างอะตอมคาร์บอนเป็นพนัธะเด่ียว แตกต่าง
จากน ้ ามนัพืชท่ีมีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นกรด
ไขมนัไม่อ่ิมตวั ซ่ึงในหมู่ไฮโดรคาร์บอนมีพนัธะ
ระหวา่งอะตอมคาร์บอนบางพนัธะเป็นพนัธะคู่ และ
ผลจากการท่ีมีพันธะระหว่างอะตอมคาร์บอนท่ี
แตกต่างกันน้ีอาจมีผลต่อการย่อยสลายไขมนัและ
น ้ ามนัของแบคทีเรียในน ้ าเสียไขมนัสังเคราะห์ได้ 
เน่ืองจากเอนไซม์ไลเปสมีความจ าเพาะกับสารตั้ง
ตน้และยงัข้ึนกบัปัจจยัอ่ืน ๆ เช่น ค่าพีเอช อุณหภูมิ 
เป็นตน้ [13, 19, 20] นอกจากน้ีการยอ่ยสลายไขมนั
และน ้ ามันให้มีประสิทธิภาพนั้ นย ัง ข้ึนอยู่กับ
ลกัษณะการแตกตวัของไขมนัและน ้ ามนัในน ้ าเสีย
อีกดว้ย [7]  

 
รูปที ่2 กราฟเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของร้อยละปริมาณ
ไขมนัและน ้ ามนัท่ีลดลงจากการทดสอบการย่อย
สลายไขมนัและน ้ ามนัในน ้ าเสียไขมนัสังเคราะห์ 
ระหวา่งเช้ือไอโซเลท WA5 กบัเช้ือ B. subtilis โดย
มีอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีแบคทีเรียเป็นชุดควบคุม 
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4. สรุปผลการวจัิย  
 จากการคดัแยกแบคทีเรียจากตวัอย่างน ้ า
ท้ิงโรงอาหารพบวา่ในตวัอยา่งน ้ ามีจ านวนแบคทีเรีย
ท่ีสามารถเจริญได้บนอาหารเล้ียงเ ช้ือ LB agar 
ปริมาณ 4.3x109 cfu ต่อปริมาตรน ้ า 1 มิลลิลิตร จาก
การสุ่มตามลกัษณะโคโลนีสามารถแยกเช้ือและท า
ให้บริสุทธ์ิไดท้ั้งส้ิน 20 ไอโซเลท (WA1 – WA20) 
เม่ือท าการทดสอบขั้นตน้เพ่ือดูความสามารถในการ
ย่อยสลายไขมันและน ้ ามันในอาหารเ ล้ียง เ ช้ือ 
Tributyrin agar พบวา่มี 9 ไอโซเลท (9/20 หรือร้อย
ละ 45) ท่ีให้วงใสรอบบริเวณเช้ือได้แก่ไอโซเลท 
WA4 WA5 WA8 WA9 WA11 WA13 WA14 W18 
และ WA19 โดยมีไอโซเลท WA5 ให้ขนาดวงใส
ของการย่อยสลายสูงสุดเท่ากับ 7.5 มิลลิเมตร 
แบคทีเรียส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวกจ านวน 
6 ไอโซเลทและแบคทีเ รียแกรมลบจ านวน 3           
ไอโซเลทมีรูปร่างท่อนจ านวน 7 ไอโซเลทและ
รูป ร่างกลมจ านวน 2 ไอโซเลท เ ม่ือทดสอบ
ประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมนัและน ้ ามันของ
แบคทีเรียไอโซเลท WA5 ในน ้ าเสียไขมนัสังเคราะห์
ท่ี มีองค์ประกอบจากน ้ ามันพืชและน ้ ามันหมู  
เปรียบเทียบกับเช้ือ B. subtilis และชุดควบคุมท่ี
ไม่ไดเ้ติมเช้ือแบคทีเรีย (ใส่อาหารเล้ียงเช้ือ NB แทน
แบคทีเ รีย)  พบว่า เ ช้ือไอโซเลท WA5 มีความ 
สามารถในการยอ่ยสลายไขมนัและน ้ ามนัในน ้ าเสีย
ไขมนัสังเคราะห์ท่ีมีองคป์ระกอบจากน ้ ามนัพืชและ
น ้ ามนัหมูคือลดปริมาณไขมนัและน ้ ามนัไดร้้อยละ 
20.44 และ 52.84 ตามล าดับ และมีประสิทธิภาพท่ี
ดีกวา่เช้ือ B. subtilis ท่ีสามารถลดปริมาณไขมนัและ
น ้ ามนัไดเ้พียงร้อยละ7.20 และ 10.72 ตามล าดบั 
 อยา่งไรก็ตามการศึกษาน้ีเป็นการศึกษาใน
ห้องปฏิบติัการขั้นตน้เพ่ือเป็นขอ้มูลพ้ืนฐานก่อนท่ี
จะน าไปปรับใช้ในการบ าบัดน ้ าเสียท่ีปนเป้ือน

ไขมนัจริง ดงันั้นจึงควรมีการศึกษาคุณสมบัติของ
แบคทีเรียในดา้นต่าง ๆ ต่อไป เช่น การศึกษาสภาวะ
ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตรวมถึงสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการย่อยสลายไขมันและน ้ ามัน การ
สร้าง เอนไซม์ไล เปสหรือสาร ชีวภาพ อ่ืน  ๆ 
การศึกษาจลศาสตร์ของเอนไซมไ์ลเปส จ าแนกยนีท่ี
ควบคุมหรือรับผิดชอบในกลไกท่ีเ ก่ียวข้องกับ
กระบวนการย่อยสลายไขมนัและน ้ ามนั [4, 5, 21] 
และสุดท้ายการพฒันาเช้ือแบคทีเรียเพ่ือน าไปใช้
ประโยชน์ได้จริงในกระบวนการบ าบัดน ้ าเสียท่ี
ปนเป้ือนไขมันซ่ึงจะช่วยประหยดัค่าใช้จ่ายและ
ปลอดภยัต่อส่ิงแวดลอ้ม 

5. กติติกรรมประกาศ  
 ขอขอบคุณ คณะสาธารณสุขศาสตร์  
มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ ท่ีให้การสนับสนุนดา้น
ห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาและด้านส่ิงแวดล้อม 
รวมทั้ งเอ้ือเฟ้ือเคร่ืองมือ อุปกรณ์ อาหารเล้ียงเช้ือ 
และสารเคมีในการด าเนินงานทดลอง ท าใหง้านวจิยั
น้ีส าเร็จลุล่วงไดด้ว้ยดี  
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