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การตรวจหาแบคทีเรียย่อยไขมันจากตัวอย่างสิ่งแวดล้อม

กิจจา จิตรภิรมย์ * ปธานิน แสงอรุณ*

บทคัดย่อ
	 การศกึษานี ้มจุีดมุง่หมายเพือ่ทดสอบประสทิธ-ิ 

ภาพในการย่อยไขมันของแบคทีเรียที่แยกได้จาก 

น้ำ�เสียจากถังดักไขมัน (4 ตัวอย่าง) น้ำ�หมักชีวภาพ 

(2 ตัวอย่าง) น้ำ�จากคลองรวบรวมน้ำ�เสีย (2 ตัวอย่าง) 

และตะกอนดินป่าชายเลน (3 ตัวอย่าง) โดยนำ�ตัวอย่าง

มาเพาะเลี้ยงในอาหาร screening medium บ่มที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้วย้ายไปยัง

อาหาร tributyrin agar เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียที่มี

คณุสมบัติทีต้่องการ พบวา่แยกแบคทเีรยีทีย่อ่ยไขมนั

ได้รวม 39 ไอโซเลท โดยผ่านขั้นการตรวจคัดเลือก 

13 ไอโซเลท ซ่ึงแยกได้จากน้ำ�เสียถังดักไขมัน น้ำ�หมัก

ชวีภาพ น้ำ�เสยีจากคลอง และตะกอนดนิปา่ชายเลน

จำ�นวน 7 4 1 และ 1 ไอโซเลท ตามลำ�ดับ  

เพื่อนำ�ไปทดสอบประสิทธิภาพการย่อยไขมัน พบว่า

แบคทีเรียที่แยกจากถังดักไขมัน T3/2 สามารถย่อย

น้ำ�เสยีไขมนัในสงัเคราะหไ์ดด้กีวา่แบคทเีรยีทีแ่ยกได้

จากแหล่งอื่นคือสามารถย่อยไขมันได้ร้อยละ 52.0 

อัตราการย่อยไขมัน 0.025 มิลลิลิตรต่อวันในช่วง

เวลาทดสอบ 21 วัน ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อติดตาม 

การเปลี่ยนแปลงของน้ำ�เสียไขมันสังเคราะห์ที่ย่อย

ดว้ยแบคทเีรยีทีแ่ยกได ้พบวา่น้ำ�เสยีไขมนัสงัเคราะห์

เริ่มมีการเปลี่ยนแปลงสภาพตั้งแต่วันแรกจนถึงวันที่ 

11 ของการทดสอบ โดยน้ำ�ใสขึ้น มีการตกตะกอน 

และความหนาของชัน้ไขมนัลดลง แบคทเีรยีทีแ่ยกได้

จากการศึกษานี้สามารถย่อยสลายไขมันได้ดี การ

เพาะเลี้ยงง่าย ดังนั้นจึงเหมาะกับการนำ�ไปพัฒนา

เพื่อใช้ในการบำ�บัดน้ำ�เสียที่มีไขมันได้ โดยประหยัด

ค่าใช้จ่ายและปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม 

คำ�สำ�คัญ: แบคทีเรียย่อยไขมัน, น้ำ�เสีย
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บทนำ�
	 ความเจริญก้าวหน้าทางสังคมก่อให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงทั้งทางด้านเศรษฐกิจและการเพิ่ม

จำ�นวนของประชากร ทั้งยังส่งผลให้เกิดปัญหาด้าน

สิ่งแวดล้อมมากมาย ปัญหาสิ่งแวดล้อมที่สำ�คัญ

ปญัหาหนึง่คอื ปญัหาน้ำ�เสยี สาเหตขุองการปนเป้ือน

มลพิษทางน้ำ�จนถึงระดับที่ก่อให้เกิดปัญหาน้ำ�เสีย 

มาจาก 2 แหล่งใหญ่ๆ คือ ชุมชนและโรงงาน

อุตสาหกรรม โดยเฉพาะน้ำ�เสียท่ีมีไขมันปะปนอยู่มาก 

เช่น ชุมชนที่ประกอบอาหาร อุตสาหกรรมที่มีน้ำ�มัน

รั่วซึม เป็นต้น การที่น้ำ�เสียปนเปื้อนไขมันก่อให้เกิด

ปัญหาในขั้นตอนของการบำ�บัดน้ำ�เสีย โดยไขมันจะ

ไปขัดขวางการทำ�งานของแบคทีเรียในกระบวนการ

บำ�บดัแบบใชอ้ากาศ ทำ�ใหก้ารบำ�บดัน้ำ�เสยีทำ�ไดย้าก 

หรือทำ�ให้ระบบการบำ�บัดน้ำ�เสียขัดข้องได้1,2 และ

ควรเลือกวิธีการกำ�จัดไขมันที่เหมาะสม เทคโนโลยีที่

เก่ียวข้องกับการบำ�บัดน้ำ�เสียนั้นมีหลากหลายวิธี  

บางวิธีใช้เทคโนโลยีท่ีต้องอาศัยผู้เช่ียวชาญเฉพาะด้าน

ในการติดต้ังและการบำ�รุงรักษาระบบ บางกรณีอาจจะ

ทำ�ให้เกิดสารเคมีตกค้างและเกิดผลพลอยได้ท่ีมีปัญหา

ในการกำ�จัดขึ้นอีก การกำ�จัดไขมันออกจากน้ำ�เสีย 

โดยปกติแล้วมักจะใช้สารเคมีในการย่อยสลายไขมัน

หรืออาจจะใช้วิธีการตักชั้นไขมันจากถังดักไขมัน 

ออกไปท้ิงตามท่ีต่างๆ ซ่ึงวิธีการเหล่าน้ีทำ�ให้เกิดปัญหา

สิง่แวดลอ้มอืน่ๆ เปน็แหล่งของเชือ้โรคตา่งๆ สูม่นษุย ์

สัตว์ และพืช และส่งผลกับการท่องเที่ยวอีกด้วย3  

ดงันัน้การบำ�บัดน้ำ�เสียดงักล่าวนีใ้หเ้ปน็ไปตามเกณฑ์

มาตรฐานคุณภาพน้ำ�ที่กำ�หนดไว้ จำ�เป็นต้องเสียค่า

ใช้จ่ายในการกำ�จัดไขมันเพิ่มขึ้น 

	 ในปัจจบัุนนอกจากการใชส้ารเคมใีนการบำ�บดั

หรือย่อยสลายไขมันในระบบบำ�บัดน้ำ�เสียแล้ว 

การนำ�จุลินทรีย์บางกลุ่มที่มีความสามารถในการ 

ย่อยสลายไขมันเป็นทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ และมี

ผลการศึกษาว่าไม่ก่อให้เกิดสารเคมีตกค้างในระบบ

บำ�บดั4 แตจ่ลุนิทรยีท์ีน่ยิมใชม้กัเปน็สายพนัธุพ์เิศษที่

นำ�เข้าจากต่างประเทศ ซ่ึงนอกจากทำ�ให้ต้องส้ินเปลือง

ค่าใช้จ่ายในกระบวนการบำ�บัดค่อนข้างมากแล้ว 

จุลินทรีย์ดังกล่าวนี้อาจส่งผลโดยรวมต่อระบบนิเวศ

ในภายหนา้ได ้ดงันัน้การแยกเชือ้จลุนิทรยีใ์นทอ้งถิน่

ของประเทศไทยมาใช้ในการย่อยสลายไขมันน่าจะมี

ประสิทธิภาพในการบำ�บัดได้สูงกว่าเนื่องจากได้ผ่าน

การคดัเลอืกจากธรรมชาตแิลว้ และจะมผีลตอ่ระบบ

นิเวศโดยรวมน้อยกว่าเมื่อเทียบกับเชื้อจุลินทรีย์ที่ 

นำ�เข้าจากต่างประเทศ 

	 ปัจจุบันมีรายงานการคัดแยกจุลินทรีย์ทั้ง

แบคทีเรียและยีสต์ที่สามารถย่อยสลายไขมัน และมี

คุณสมบัติเฉพาะอ่ืนๆ มากมาย เช่น Staphylococcus 

warneri นอกจากมีประสิทธิภาพในการย่อยไขมัน

แลว้ยังมคีวามทนทานตอ่ความเคม็ไดด้ว้ย5 แบคทเีรยี

ในสกุล Bacillus spp. มคีวามทนทานในสิง่แวดลอ้ม

ดีมาก6,7 นอกจากนี้ยังพบว่ายีสต์สายพันธุ์ Candida 

sp. CBS 10854, Candida tropicalis และ  

Yarrowia lipolytica แบคทีเรียสายพันธุ์ Bacillus 

subtilis subsp. subtilis strain E28 และ Bacillus 

subtilis subsp. subtilis strain A17 เป็นจุลินทรีย์

สายพันธ์ุหลักท่ีสามารถอยู่รวมกันได้ในสภาพจุลินทรีย์

ผสมที่ย่อยสลายน้ำ�มันปาล์มได้ดี8 เมื่อพิจารณาจาก

สภาพภูมิประเทศของไทยน่าจะมีความหลากหลาย

ทางชวีภาพของจลุนิทรย์ีทีส่ามารถย่อยสลายไขมนัสงู 

เน่ืองจากตั้งอยู่ในภูมิภาคร้อนชื้น การตรวจหาและ

แยกเชือ้แบคทเีรยีทีย่อ่ยไขมนัจากตวัอยา่งน้ำ�เสยีและ

สิง่แวดลอ้มเพือ่นำ�ไปพฒันาระบบบำ�บดัน้ำ�เสยีตอ่ไป 

จึงเป็นการนำ�ทรัพยากรชีวภาพมาปรับใช้จนก่อ

ประโยชน์สูงสุด นอกจากช่วยลดปัญหาการนำ�เข้า
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เทคโนโลยแีละจลุนิทรยีแ์ลว้ ยงัเปน็การพึง่พาตวัเอง

จนเกิดความยั่งยืนในที่สุด 

วิธีการศึกษา 
	 การเก็บตัวอย่าง

	 การวิจยัน้ีเป็นการศกึษาเชงิสำ�รวจและทดลอง 

โดยการตรวจหาและการแยกเชื้อแบคทีเรียที่ 

ย่อยสลายไขมันจากตัวอย่างน้ำ�เสียและสิ่งแวดล้อม 

รวมถึงทำ�การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลาย 

ไขมันในน้ำ�เสียไขมัน โดยเลือกเก็บตัวอย่างน้ำ�เสีย 

ไขมันและน้ำ�หมักชีวภาพซ่ึงมีรายงานพบว่ามีแบคทีเรีย

ท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายไขมันอยู่9 และเลือก

ตัวอย่างจากแหล่งท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพ 

คือ ตะกอนดินในป่าชายเลน เพ่ือท่ีจะมีความเป็นไปได้

ในการตรวจพบแบคทีเรียหลากหลายชนิด สรุปจำ�นวน

ตัวอย่างที่นำ�มาแยกเชื้อแบคทีเรียที่ย่อยสลายไขมัน

ทั้งหมด 11 ตัวอย่าง ดังนี้ น้ำ�เสียจากถังดักไขมัน  

ที่ติดต้ังภายในร้านอาหารที่ประกอบกิจการอาหาร 

ต่างกันจำ�นวน 4 ตัวอย่าง คือ ร้านข้าวแกง (T1) 

ร้านก๋วยเตี๋ยว (T2) ร้านอาหารตามสั่ง (T3) และ

ร้านขา้วหมแูดง (T4) โดยการสุม่เกบ็น้ำ�เสยีทีเ่กบ็กกั

ในถังดักไขมันหลังเสร็จส้ินกิจกรรมในตอนเย็น ปริมาตร 

1 ลิตร ตัวอย่างน้ำ�ในคลองรวมน้ำ�เสียจากชุมชน

จำ�นวน 2 ตวัอยา่ง (W1 และ W2) โดยเลือกบรเิวณ

ท่ีมีการปนเป้ือนและเกิดการสะสมคราบน้ำ�มัน จำ�นวน 

1 ลิตร ตัวอย่างน้ำ�หมักชีวภาพ จำ�นวน 2 ตัวอย่าง 

คือสตูรฮอรโ์มนผลไมห้รอืฮอรโ์มนยอดพชื (M1) และ

หาซื้อจากท้องตลาด (M2) ตัวอย่างละ 1 ลิตร และ

ตะกอนดนิปา่ชายเลนบางขนุเทียนจำ�นวน 3 ตวัอยา่ง 

(S1-S3) โดยเกบ็บรเิวณทีม่กีารปนเปือ้นคราบน้ำ�มนั 

ในช่วงน้ำ�ลดต่ำ�สุด ผสมดินบริเวณผิวหน้าดินจนถึง

ลึก 10 เซนติเมตร ให้เป็นเนื้อเดียวกัน สุ่มเก็บมา

ปริมาณอย่างน้อย 1 กิโลกรัม 

	 การแยกเชื้อจากตัวอย่าง

	 การแยกแบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถในการย่อย

ไขมัน โดยนำ�ตัวอย่างน้ำ�เสีย และน้ำ�หมักชีวภาพ 

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ส่วนตัวอย่างตะกอนดินจาก

ป่าชายเลนชั่งตัวอย่างตะกอนดิน 20 กรัม ใส่ลงใน 

180 มิลลิลิตรของ Screening medium ประกอบ

ด้วย ((NH4)2SO4 15 กรัม, Peptone 1 กรัม, NaCl 

0.5 กรัม และน้ำ�มันปาล์ม 10 มิลลิลิตรในน้ำ�กลั่น 

1 ลิตร) ซ่ึงดัดแปลงจาก เสาวนีย์ ธรรมสถิติ (2540)10 

แต่เปล่ียนแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจนเป็น Peptone 

และน้ำ�มันปาล์ม แทนรำ�ข้าวและน้ำ�มันรำ�ข้าว และ

ลดแหลง่ธาตอุาหารอืน่ๆ ไดแ้ก่ Na2HPO4, KH2PO4, 

FeSO4 MgSO4 ในสูตรอาหารลง เพื่อส่งเสริมให้

เชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Chemoheterotrophs เจริญได้

งา่ยข้ึน ทำ�การบม่ทีอ่ณุหภมูหิอ้ง เปน็เวลา 48 ชัว่โมง 

จากนัน้นำ�มาแยกเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ Tributyrin 

agar (TA; Peptone 5 กรัม, Yeast extract 2.5 กรัม 

Glucose 1 กรัม, Tributyrin 12 มิลลิลิตร และ 

Agar 15 กรัม ในน้ำ�กล่ัน 1 ลิตร) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 48 ชั่วโมง สังเกตลักษณะโคโลนีที่มีวงใส 

(Clear zone) รอบโคโลนีจากการย่อยสลายไขมันใน

อาหารเล้ียงเชื้อ ทำ�การเก็บเชื้อที่มีวงใสรอบโคโลนี 

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar slant (NA; 

Peptone 5 กรัม Beef extract 3 กรัม และ Agar 

15 กรัมในน้ำ�กลั่น 1 ลิตร) ที่ 4 องศาเซลเซียส 

และทำ�การถ่ายเชื้อเพื่อเก็บใหม่ หากเก็บไว้เกิน  

1 สัปดาห์ เพื่อรอการทดสอบประสิทธิภาพในการ

ย่อยสลายไขมันต่อไป

	 การคัดเลือกสายพันธ์ุและทดสอบประสิทธิภาพ

การย่อยสลายไขมัน 

	 การคดัเลอืกสายพนัธุแ์ละทดสอบประสทิธภิาพ

การยอ่ยสลายไขมนัโดยดดัแปลงจากการทดลองของ 

มณจันทร์ เมฆธน และมณเฑียร ส่งเสริม (2539)7 
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มี 2 ข้ันตอนคือ ข้ันแรก การตรวจคัดเลือกทำ�โดยนำ�

แบคทเีรยีทีแ่ยกไดจ้ากสิง่แวดล้อมมาแยกใหไ้ดโ้คโลนี

เดี่ยว (Single Colony) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TA  

อีกครั้ง ทำ�การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ 

ในการย่อยไขมันโดยการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง

ของวงใสของการย่อยไขมัน11 ด้วยเวอร์เนียคาลิปเปอร์

ที่มีความละเอียด 0.05 มิลลิเมตร เลือกแบคทีเรีย 

ที่ให้วงใสของการย่อยไขมันบน TA ได้ เท่ากับหรือ

มากกว่า 3 มลิลเิมตร เนือ่งจากมรีายงานการพบเชือ้

สามารถสร้างเอนไซม์ไลเปสได้ดี12 มาทดสอบความ

สามารถในการเจริญเติบโตได้ดีในอาหารเล้ียงเชื้อ 

Nutrient broth (NB; Peptone 5 กรัม และ Beef 

extract 3 กรมัในน้ำ�กล่ัน 1 ลิตร) ภายใน 24 ชัว่โมง 

ทีอ่ณุหภมูหิอ้ง เกบ็เชือ้ท่ีมคีณุสมบัตนิีไ้วใ้น NA slant 

ที ่4 องศาเซลเซยีส เพือ่ทดสอบประสทิธภิาพในการ

ย่อยสลายไขมันในขั้นท่ีสอง ซึ่งเป็นการตรวจสอบ

ประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันในน้ำ�เสียไขมัน

สงัเคราะห ์ทำ�โดยนำ�เชือ้มาเพาะเลีย้งในอาหาร NB 

ภายใน 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง และปรับความ

เข้มข้นของเชื้อโดยการนับจำ�นวนเชื้อโดยวิธี Serial 

Dilution Spread Plate บนจานอาหารเล้ียงเชือ้ NA 

และเจือจางในสารละลายนอร์มัลซาไลน์ (Normal 

Saline Solution; NSS) ในระดับการเจือจาง 10-1 

ถึง 10-7 ให้มีจำ�นวนเชื้อ 108-109 CFU/ml ดูดเชื้อ

ใน NB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมลงในน้ำ�เสียไขมัน

สังเคราะห์ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร (แป้งมัน 0.02 กรัม, 

นมผง 0.02 กรัม, น้ำ�ตาล 0.02 กรัม และ น้ำ�มัน

ปาล์ม 1.0 มิลลิลิตรในน้ำ�กลั่น 8.0 มิลลิลิตร) 

	 การประเมินปริมาณไขมันที่แบคทีเรียย่อยได ้

	 ประเมินปริมาณไขมันในน้ำ�เสียไขมันสังเคราะห์

ท่ีแบคทีเรียย่อยได้โดยการตรวจวัดความหนาของ 

ชั้นไขมันด้วยเวอร์เนียคาลิปเปอร์ท่ีมีความละเอียด 

0.05 มลิลเิมตร ในการวดัใชป้ากวดันอกของเวอรเ์นยี

คาลิปเปอร์วางทาบลงบนหลอดในตำ�แหน่งของขอบบน

ถึงขอบล่างของช้ันไขมันหลอดละ 2 ตำ�แหน่ง เพ่ือหา

ค่าเฉลี่ยความหนาชั้นไขมันที่หายไปในแต่ละหลอด 

บันทึกการเปลี่ยนแปลงความหนาของชั้นไขมัน 

ในน้ำ�เสียไขมันสังเคราะห์ของชุดทดสอบ (ใส่แบคทีเรีย) 

เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ใส่ NB แทนแบคทีเรีย) 

จำ�นวน 3 ซ้ำ� ที่ผ่านการตรวจติดตามการย่อยสลาย

ไขมันของแบคทีเรียและสรุปความสามารถในการย่อย

ไขมันทุกๆ 2 วัน และศึกษาต่อไปจนครบ 21 วัน

	 การวิเคราะห์ผล 

	 วิเคราะห์ผลและคำ�นวณค่าต่างๆ ดังต่อไปนี้

	 1.	ประสิทธิภาพในการย่อยไขมัน คำ�นวณได้

จากความสามารถในการย่อยไขมันของแบคทีเรีย 

ตามสมการที่ 1 

 		  At	=	{(Bt/B0)-(Ct/C0)} x 100...........(1)

	 เมื่อ	 At	=	ความสามารถในการย่อยไขมนัของ

แบคทีเรียที่เวลาใดๆ (ร้อยละ)

		  B0	=	ค่าเฉลี่ยของความหนาชั้นไขมัน 

ในชุดทดสอบเริ่มต้น (มิลลิเมตร)

		  Bt	=	ค่าเฉล่ียของความหนาชั้นไขมันที่

หายไปในชุดทดสอบที่เวลาใดๆ (มิลลิเมตร)

		  C0	=	ค่าเฉลี่ยของความหนาชั้นไขมัน 

ในชุดควบคุมเริ่มต้น (มิลลิเมตร)

		  Ct	= ค่าเฉลี่ยของความหนาชั้นไขมันที่

หายไปในชุดควบคุมที่เวลาใดๆ (มิลลิเมตร)

	 2. ปรมิาณไขมนัทีถู่กย่อยโดยแบคทเีรยีสามารถ

คำ�นวณด้วยสมการที่ 2

		  V	=	W/X................................................. (2)

	 เมื่อ	 V	=	ปริมาณไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์ 

(มิลลิลิตร/มิลลิเมตร)
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	 	 W	=	ปริมาณไขมันท่ีใส่เร่ิมต้น (1 มิลลิลิตร) 

รวมไขมันจากนมซึ่งมีปริมาณน้อยมาก

	 	 X	=	ความหนาของชั้นไขมันในน้ำ�เสีย 

ไขมันสังเคราะห์เริ่มต้น (10 มิลลิเมตร)

		  ดงันัน้ปรมิาณไขมนัในน้ำ�เสยีสงัเคราะหท่ี์ใช้

ทดสอบคือ 0.1 มิลลิลิตรต่อมิลลิเมตร (1/10) หรือ

หากวัดช้ันไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์หนา 1.0 มิลลิเมตร

จะเทียบได้กับปริมาณไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์ 0.1 

มิลลิลิตร

	 3.	อัตราการย่อยสลาย คำ�นวณได้จากสมการ

ที่ 3

	 	 Rt	=	(At/100) x dt
-1.................................. (3) 

	 	 Rt	=	อัตราการย่อยท่ีเวลาใดๆ (มิลลิลิตร 

ต่อวัน)

		  At	=	ความสามารถในการย่อยไขมันที่เวลา

ใดๆ (ร้อยละ)

		  dt	=	จำ�นวนวันท่ีเกิดการย่อยท่ีเวลาใดๆ (วัน)

	 4.	สร้างสมการแสดงความสัมพันธ์ในการทำ�นาย

ปริมาณการย่อยไขมันของแบคทีเรีย 

	 	 จากกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ

การย่อยได้กับระยะเวลา พร้อมทั้งวิเคราะห์ความ

สัมพันธ์ดังกล่าวโดยในสมการถดถอยเชิงเส้นตรง

อย่างง่าย (Simple Linear Regression) คำ�นวณได้

จากเลขยกกำ�ลังสองของค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 

(Correlation Coefficient) ใช้สัญลักษณ์แทนด้วย r2 

มีค่าอยู่ระหว่าง 0 -1 ถ้ามีค่าเข้าใกล้ 1 แสดงว่า

สมการนั้นเหมาะสำ�หรับใช้ในการทำ�นายค่าตัวแปร

ในสมการได้ดี

ผลการศึกษา
	 การแยกแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายไขมัน

	 การศึกษาในครั้งน้ีสามารถแยกแบคทีเรียที่ 

ย่อยสลายไขมันจากการเกิดวงใสรอบโคโลนีบนอาหาร

เลีย้งเชือ้ TA ภายในระยะเวลา 48 ชัว่โมงไดท้ัง้หมด 

39 ไอโซเลท จาก 4 แหล่ง ได้แก่ แบคทีเรียจากถัง

ดักไขมันจำ�นวน 18 ไอโซเลท น้ำ�จากคลองรวม 

น้ำ�เสียจำ�นวน 10 ไอโซเลท น้ำ�หมักชีวภาพจำ�นวน 

5 ไอโซเลท และตะกอนดินป่าชายเลนจำ�นวน 6  

ไอโซเลท (ตารางที่ 1)

Table 1	Number of Lipolytic Bacteria Isolated from Different Sources of Samples.

Sources of samples Isolate Name No.(%) of Isolates
1.	Wastewater from grease 

traps 
	 (4 samples)

T1/1, T1/2, T1/3, T1/4, T1/5, T1/6, 
T1/7, T1/8, T2/1, T2/2, T2/3, T2/4, 
T2/5, T2/6, T2/7, T3/1, T3/2, T4/1

18 (46.2)

2.	Water from wastewater 
collecting canal 

	 (2 samples)

W1/1, W1/2, W1/3, W1/4, W1/5, 
W1/6, W2/1, W2/2, W2/3, W2/4

10 (25.6)

3.	Bio-fermented water 
	 (2 samples)

M1/1, M2/1, M2/2, M2/3, M2/4 5 (12.8)

4.	Mangrove sediments 
	 (3 samples)

S1/1, S1/2, S2/1, S2/2, S3/1, S3/2 6 (15.4)

Total 39 (100)
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	 ผลการคดัเลอืกสายพนัธุแ์บคทเีรียทีย่อ่ยสลาย

ไขมัน

	 นำ�เชื้อแบคทีเรียที่ผ่านการคัดเลือกไว้มาเพาะ

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TA อีกครั้งเพื่อทำ�การวัดวงใส

ของการย่อยไขมัน พบว่าแบคทีเรียดังกล่าวให้ขนาด

วงใสของการย่อยสลาย ขนาด 2.5 มิลลิเมตรมากท่ีสุด

จำ�นวน 16 ไอโซเลท (ร้อยละ 41.0) และให้วงใส

ขนาดใหญ่ท่ีสุดคือ 13 มิลลิเมตร จำ�นวน 1 ไอโซเลท 

(ร้อยละ 2.2) หากคดัเลือกเฉพาะแบคทเีรยีทีใ่หว้งใส

ของการยอ่ยสลายไขมนัขนาด >3 มลิลิเมตร จะเหลือ

เพียง 23 ไอโซเลท จากท้ังหมด 39 ไอโซเลท  

(ร้อยละ 59.0) ที่จะใช้ทดสอบในขั้นตอนถัดไป ทั้งนี ้

พบว่า ไอโซเลท S2/2 (แยกจากตะกอนดินป่าชายเลน) 

สามารถย่อยสลายไขมนัไดด้ทีีส่ดุ คอืมขีนาดวงใสของ

การย่อยสลายไขมันถึง 13 มิลลิเมตร และรองลงมา

คือไอโซเลท S1/1, T2/5, S3/2, และ S3/1 มีขนาด 

12, 10, 10, และ 8 มิลลิเมตร ตามลำ�ดับ เม่ือทดสอบ

คณุสมบตักิารเจรญิในอาหารเลีย้งเชือ้ NB ทีอ่ณุหภมูิ

หอ้ง เปน็เวลา 24 ชัว่โมง พบวา่แบคทเีรยีทีส่ามารถ

เจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ได้ดี มีเพียง  

13 ไอโซเลท จากทั้งหมด 23 ไอโซเลท (ตารางที่ 2) 

จึงนำ�ทั้ง 13 ไอโซเลท ไปตรวจสอบประสิทธิภาพ 

การย่อยสลายไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์

Table 2	Characteristics of Isolated Lipolytic Bacteria (N=39 isolates).

Isolate 
Name* 

Clear Zone 
Diameter on TA

(mm)

Growth in NB at 
Room Temperature

Isolate 
Name* 

Clear Zone 
Diameter on TA

(mm)

Growth in NB at 
Room Temperature

T1/1
T1/2
T1/3
T1/4
T1/5
T1/6
T1/7
T1/8
T2/1
T2/2
T2/3
T2/4
T2/5
T2/6
T2/7
T3/1
T3/2
T4/1
W1/1
W1/2

2.5
2.5
7.0
2.5
2.5
2.5
5.0
2.5
2.5
2.5
3.0
5.0
10.0
2.5
2.5
7.0
7.0
7.0
2.5
6.0

ND**
ND 
poor
ND
ND
ND
good
ND
ND
ND
good
good
good
ND
ND
good
good
good
ND
poor

W1/3
W1/4
W1/5
W1/6
W2/1
W2/2
W2/3
W2/4
M1/1
M2/1
M2/2
M2/3
M2/4
S1/1
S1/2
S2/1
S2/2
S3/1
S3/2

5.0
5.0
5.0
6.0
2.5
4.0
2.5
2.5
7.0
7.0
5.0
3.0
6.0
12
2.5
2.5
13
8
10

poor
poor
poor
good
ND
poor
ND
ND
good
good
poor
good
good
poor
ND
ND
poor
good
poor

*Selected isolates for determination of lipid hydrolysis efficiency were typed in bold characters.
**ND; Not Done, because clear zone < 3 mm
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	 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลาย 

ไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์

	 ผลการทดสอบประสทิธภิาพการยอ่ยไขมนัของ

แบคทีเรียที่แยกจากถังดักไขมัน ได้แบคทีเรียที่ผ่าน

การตรวจคัดกรองจำ�นวน 7 ไอโซเลท (T1/7, T2/3, 

T2/4, T2/5, T3/1, T3/2 และ T4/1) พบว่าไอโซเลท 

T3/2 สามารถยอ่ยสลายชัน้ไขมนัในน้ำ�เสยีสงัเคราะห์

ได้ดีต้ังแต่วันท่ี 3 ของการทดสอบโดยย่อยสลายไขมัน

ได้สูงสุดถึง 0.52 มิลลิลิตร จากไขมันเริ่มต้น 1.0 

มิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 52.0 โดยมีอัตราการย่อยสลาย 

0.025 มิลลิลิตร/วัน ในระยะเวลา 21 วันของการ

ทดสอบ รองลงมาคือ T3/1 ย่อยสลายชั้นไขมันได้ดี

ต้ังแต่วันที่ 3 ของการทดสอบเช่นกัน แต่อัตรา 

ย่อยสลายต่ำ�กว่า T3/2 เล็กน้อย ซึ่งมีความสามารถ

ในการย่อยสลายไขมัน 0.47 มิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 

47.0 โดยมีอัตราการย่อยสลาย 0.022 มิลลิลิตร/วัน  

ส่วนผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยไขมันของ

แบคทีเรียไอโซเลทอื่น มีดังนี้ T4/1 มีความสามารถ

ในการย่อยสลายไขมัน 0.39 มิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 

39.0 โดยมีอัตราการย่อยสลาย 0.019 มิลลิลิตร/วัน 

T2/5 เร่ิมย่อยสลายช้ันไขมันในวันท่ี 5 ของการทดสอบ 

ซ่ึงมีความสามารถในการย่อยสลายไขมัน 0.36 มิลลิลิตร 

คดิเปน็ร้อยละ 36.0 โดยมอีตัราการยอ่ยสลาย 0.017 

มิลลิลิตร/วัน T1/7 เริ่มย่อยสลายชั้นไขมันได้ในวันที่ 

11 ของการทดสอบ มีความสามารถในการยอ่ยสลาย

ไขมัน 0.09 มิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 9.0 โดยมีอัตรา

การย่อยสลาย 0.004 มิลลิลิตร/วัน T2/3 เร่ิมย่อยสลาย

ชั้นไขมันได้ตั้งแต่วันที่ 5 ของการทดลองแต่ย่อยได้

ช้ามากทำ�ให้มีการเปลี่ยนแปลงในแต่ละวันน้อยมาก 

มคีวามสามารถในการยอ่ยสลายไขมนั 0.08 มลิลลิติร 

คิดเป็นร้อยละ 8.0 โดยมีอัตราการย่อยสลาย 0.004 

มิลลิลิตร/วัน และ T2/4 เริ่มย่อยชั้นไขมันได้ในวันที่ 

11 ของการทดลอง และไม่มีการเปลี่ยนแปลงของ

ชัน้ไขมนัตอ่ไปอกี ซึง่มคีวามสามารถในการยอ่ยสลาย

ไขมัน 0.003 มิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 0.3 โดยมี

อัตราการย่อยสลาย 0.0001 มิลลิลิตร/วัน

	 จากผลการทดสอบความสามารถในการย่อย

สลายไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์ของเชื้อแบคทีเรีย 

ที่แยกจากถังดักไขมัน 7 ไอโซเลท พบว่า เริ่มมีการ

ย่อยสลายชั้นไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์ได้ดีตั้งแต่ 

วันท่ี 3 ของการทดสอบ และช้าท่ีสุดคือวันท่ี 11 ของ

การทดสอบ ซ่ึงมีความสามารถในการย่อยสลายไขมัน

อยู่ระหว่าง 0.0035-0.52 มิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 

0.3-52.0 และมีอัตราการย่อยสลาย 0.0001-0.025 

มิลลิลิตร/วัน ใน 21 วันของการทดสอบ (รูปที่ 1)

	 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลาย 

ไขมันของแบคทีเรียที่แยกจากน้ำ�ในคลองรวบรวม 

น้ำ�เสีย: ได้แบคทีเรียที่ผ่านการตรวจคัดกรองเพียง  

1 ไอโซเลท คอื W1/6 ในชว่ง 21 วนัของการทดสอบ 

พบว่า WF1/6 เริ่มย่อยสลายชั้นไขมันในน้ำ�เสีย

สังเคราะห์ได้ในวันท่ี 7 ของการทดสอบ และย่อยสลาย

ไดช้า้มากจนแทบไมพ่บการเปลีย่นแปลงของชัน้ไขมนั 

ซึ่งมีความสามารถในการย่อยสลายไขมันเพียง 0.02 

มิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 2.0 และมีอัตราการย่อยสลาย 

0.001 มิลลิลิตร/วัน (รูปที่ 2)
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Figure 1	 Lipid Hydrolysis Efficiency in Synthetic Lipid Wastewater by 7 Selected Isolates 

from Grease Traps Wastewater.

Figure 2	 Lipid Hydrolysis Efficiency in Synthetic Lipid Wastewater by 1 Selected Isolate 

from Waste from Wastewater Collecting Canal.
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	 ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายไขมนัของแบคทีเรยี

ท่ีแยกจากน้ำ�หมักชีวภาพ: ได้แบคทีเรียท่ีผ่านการตรวจ

คัดกรองจำ�นวน 4 ไอโซเลท (M1/1, M2/1, M2/3, 

และ M2/4) ในช่วง 21 วันของการทดสอบ พบว่า 

M2/1 เริ่มย่อยสลายชั้นไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์ได้

ตั้งแต่วันที่ 5 ของการทดสอบ แม้ย่อยสลายได้เพียง

เลก็นอ้ยเมือ่เทยีบกบั T3/2 แตส่ามารถยอ่ยไดด้ทีีส่ดุ

เมือ่เทยีบกบัแบคทเีรยีทีค่ดัแยกมาจากแหล่งเดยีวกนั 

(น้ำ�หมักชีวภาพ) คือสามารถย่อยสลายไขมันได้สูง

ท่ีสุดเพียง 0.08 มิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 8.0 โดยมี

อัตราการย่อยสลาย 0.004 มิลลิลิตร/วัน รองลงมาคือ 

M2/4 เร่ิมมีการย่อยสลายช้ันไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์

วนัที ่11 ของการทดสอบ และยอ่ยไขมนัไดเ้พยีงครึง่

เม่ือเทียบกับ M2/1 ซ่ึงมีความสามารถในการย่อยสลาย

ไขมัน 0.04 มิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 4.0 โดยมีอัตรา

การย่อยสลาย 0.002 มิลลิลิตร/วัน ส่วน M1/1 เร่ิมมี

การย่อยสลายชั้นไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์วันที่ 5 

ของการทดสอบ และไม่ย่อยสลายต่อไป ซึ่งมีความ

สามารถในการย่อยสลายไขมันเพียง 0.02 มิลลิลิตร 

คิดเป็นร้อยละ 2.0 โดยมีอัตราการย่อยสลาย 0.001 

มิลลิลิตร/วัน และ M2/3 เริ่มย่อยสลายชั้นไขมันได้

ในวันที่ 15 ของการทดสอบ และย่อยได้น้อยที่สุด

เมือ่เทยีบกบัแบคทเีรยีทีค่ดัแยกไดจ้ากแหลง่เดยีวกนั 

ซึ่งมีความสามารถในการย่อยสลายไขมันเพียง 0.01 

มิลลิลิตร คิดเป็นร้อยละ 1.0 โดยมีอัตราการย่อยสลาย 

0.0005 มิลลิลิตร/วัน 

	 ดังน้ันจากผลการทดสอบประสิทธิภาพในการ

ย่อยสลายไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์ของเช้ือแบคทีเรีย

จากน้ำ�หมักชีวภาพ (M) พบว่าแบคทีเรีย M1/1, 

M2/1, M2/3 และ M2/4 เริ่มย่อยสลายชั้นไขมัน 

ในน้ำ�เสียสังเคราะห์ได้ตั้งแต่วันที่ 5, 5, 15 และ 11 

ของการทดสอบตามลำ�ดับ ซึ่งมีความสามารถในการ

ย่อยสลายไขมันอยู่ระหว่าง 0.01-0.08 มิลลิลิตร  

คิดเป็นร้อยละ 1.0-8.0 และมีอัตราการย่อยสลาย 

0.0005-0.004 มิลลิลิตร/วัน (รูปที่ 3)

Figure 3	 Lipid Hydrolysis Efficiency in Synthetic Lipid Wastewater by 4 Selected Isolates 

from Bio-fermented Water.
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	 ประสทิธภิาพการยอ่ยสลายไขมนัของแบคทีเรยี

จากตะกอนดินป่าชายเลน: ได้แบคทีเรียที่ผ่านการ

ตรวจคัดกรองจำ�นวน 1 ไอโซเลท คือ S3/1 ในช่วง 

21 วันของการทดสอบ พบว่า S3/1 เริ่มย่อยสลาย

ชั้นไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์ได้ตั้งแต่วันที่ 5 ของ 

การทดสอบ และมีการย่อยอย่างต่อเน่ือง พบว่า S3/1 

ย่อยไขมันได้ช้ากว่าแบคทีเรียบางสายพันธ์ุที่แยกได้

จากถังดักไขมัน แต่จะย่อยไขมันได้ดีกว่าแบคทีเรียที่

แยกได้จากน้ำ�คลองรวมน้ำ�เสียและน้ำ�หมักชีวภาพ 

กลา่วคอื ย่อยไขมนัได ้0.2 มลิลลิติรหรอืรอ้ยละ 20.0 

คิดเป็นอัตราการย่อยเท่ากับ 0.01 มิลลิลิตร/วัน  

(รูปที่ 4)

Figure 4	 Lipid Hydrolysis Efficiency in Synthetic Lipid Wastewater by 1 Selected Isolate 

from Mangrove Sediments.

	 จากการติดตามการเปล่ียนแปลงของน้ำ�เสีย 

ไขมันสังเคราะห์ที่เกิดการย่อยสลายด้วยแบคทีเรีย 

โดยท่ัวไปแล้วการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติทางกายภาพ

ของน้ำ�เสียไขมันสังเคราะห์จะเริ่มพบตั้งแต่วันแรกๆ 

ของการทดสอบ โดยน้ำ�เสียไขมันสังเคราะห์เร่ิมใสข้ึน 

มีการตกตะกอน แต่เริ่มพบว่าการเปลี่ยนแปลงของ

ชั้นไขมันในน้ำ�เสียไขมันสังเคราะห์เกิดขึ้นในวันที่ 3 

จนถึงวันที่ 11 ของการทดสอบขึ้นอยู่กับชนิดของ

แบคทีเรีย คือเกิดการบิดเบี้ยวของชั้นไขมันและ 

ความหนาของชั้นไขมันจะเริ่มลดลงจากด้านล่างข้ึน

ด้านบน จากนั้นชั้นไขมันส่วนบนจะเริ่มมีการ

เปลี่ยนแปลงเป็นของแข็งสีขาวขุ่น และจะคงสภาพ

ไม่ย่อยสลายต่อไป ประสิทธิภาพในการย่อยสลาย 

ไขมนัในน้ำ�เสยีไขมนัสงัเคราะหด์ว้ยแบคทเีรยีทัง้ 13 

ไอโซเลทที่ผ่านการคัดเลือกแสดงดัง ตารางที่ 3
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	 สมการแสดงความสัมพันธ์ในการทำ�นาย

ปริมาณการย่อยของแบคทีเรีย 

	 จากกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ

การยอ่ยไขมนักบัระยะเวลา พบวา่กราฟทีไ่ดส้ามารถ

อธบิายการเปลีย่นแปลงการยอ่ยสลายไขมนัในน้ำ�เสยี

ไขมันของแบคทีเรียในแต่ละไอโซเลทโดยใช้สมการ

เชิงเส้นตรงอย่างง่าย (Simple linear regression) 

ได้ดีมากซึ่งมีค่า r2> 0.9 คือสมการย่อยสลายน้ำ�เสีย

ไขมันสังเคราะห์โดยแบคทีเรีย T2/3, T2/5, T3/1, 

T3/2, T4/1, M2/1, M2/4 และ S3/1 ส่วนสมการ

ย่อยสลายน้ำ�เสียไขมันสังเคราะห์โดยแบคทีเรีย T1/7, 

T2/4, W1/6, M1/1 และ M2/3 ให้ค่า r2 เป็น 0.80, 

0.75, 0.89, 0.85 และ 0.70 ตามลำ�ดับ (ตารางท่ี 3)

Table 3	 Lipid Hydrolysis Efficiency of Selected Bacterial Isolates in Synthetic Lipid  

Wastewater at Room Temperature.

Isolate
Initial Time of 
Lipid Hydrolysis

(day)

Percentages 
of Lipid Hydrolysis in 

21 days (SD)

Average of Lipid 
Hydrolysis Rate*

(mL/day) 

Estimation of Lipid 
Hydrolysis by Using 
Linear Regression** 

r2

T1/7
T2/3
T2/4
T2/5
T3/1
T3/2
T4/1
W1/6
M1/1
M2/1
M2/3
M2/4
S3/1

11
5
11
5
3
3
3
7
5
5
15
11
5

9.0 (0.85)
8.0 (0.00)
0.3 (0.10)
36.0 (0.52)
47.0 (0.11)
52.0 (2.04)
39.0 (0.96)
2.0 (0.15)
2.0 (0.17)
8.0 (0.31)
1.0 (0.11)
4.0 (0.52)
20.0 (0.25)

0.004
0.004
0.0001
0.017
0.022
0.025
0.019
0.001
0.001
0.004
0.0005
0.002
0.010

y = 0.37x – 1.32
y = 0.46x – 1.46
y = 0.02x – 0.06
y = 1.89x – 4.85
y = 2.48x + 0.56
y = 2.55x – 1.36
y = 2.16x – 3.11
y = 0.12x – 0.21
y = 0.10x – 0.03
y = 0.44x – 0.49
y = 0.06x –0.039
y = 0.18x – 0.60
y = 1.19x – 4.28

0.80
0.96
0.75
0.96
0.97
0.94
0.93
0.89
0.85
0.92
0.70
0.91
0.91

* SD < 0.001, ** adjusted by x 100 

อภิปรายผล
	 จากการศึกษาสามารถแยกแบคทีเรียที่มี

คุณสมบัติในการย่อยสลายไขมันได้ท้ังหมด 39 ไอโซเลท 

ประกอบดว้ยแบคทีเรยีจาก 4 แหล่ง ได้แก ่แบคทีเรยี

จากถังดักไขมันแยกได้มากที่สุด 18 ไอโซเลท จาก

น้ำ�คลองรวบรวมน้ำ�เสีย แยกได้ 10 ไอโซเลท จาก

น้ำ�หมักชีวภาพแยกได้ 5 ไอโซเลท และจากดินตะกอน

ป่าชายเลนแยกได้ 6 ไอโซเลท จากนั้นทำ�การตรวจ

เลือกไอโซเลทท่ีสามารถย่อยสลายไขมันบนอาหาร TA 

ได้วงใสกว้างขนาดไม่ต่ำ�กว่า 3 มิลลิเมตร ภายในระยะ

เวลา 48 ชั่วโมงและเจริญได้ดีในอาหาร NB ซึ่งเป็น

อาหารเลี้ยงเชื้อพื้นฐานที่ใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไป 

แสดงว่าแบคทีเรียนั้นมีคุณสมบัติในการเพาะเลี้ยง 

ไดง้า่ยไมต่อ้งการสารอาหารอืน่ๆ ทีจ่ำ�เพาะ และหาก
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เชื้อเจริญได้ไม่ดีในอาหารดังกล่าว การปรับเชื้อให้มี

จำ�นวนตามต้องการในการทดสอบข้ันต่อไปจะทำ�ได้ยาก 

เมือ่เปรยีบเทยีบกบังานวจัิยอืน่เชน่ การแยกจุลินทรยี์

จากดินท่ีปนเป้ือนน้ำ�มันและของเสียสูงโดยวิธี Serial 

Dilution Pour Plate ในอาหาร NA แล้วจึงนำ�มา

คัดกรองการย่อยไขมันบนอาหารแข็ง Congo Red 

Agar จากการสร้างวงใสของการย่อยไขมัน พบว่า 

สามารถแยกแบคทีเรียได้ 37 ไอโซเลท ซึ่งมีขนาด

วงใสของการย่อยไขมันตั้งแต่ 3.0-15.5 มิลลิเมตร 

ภายใน 48 ช่ัวโมง ท่ี 37 องศาเซลเซียส12 ในขณะท่ี

การศึกษานี้ใช้อาหาร TA สามารถแยกแบคทีเรียได้ 

39 ไอโซเลทโดยให้วงใสของการย่อยไขมัน ตั้งแต่ 

2.5-13.0 มิลลิเมตร ภายในระยะเวลา 48 ชั่วโมง 

ที่อุณหภูมิห้อง อย่างไรก็ตามผลการศึกษาไม่ได้ชี้ชัด

ว่าแบคทีเรียที่ให้วงใสของการย่อยไขมันบนอาหาร

แข็งกวา้งจะมคีวามสามารถในการสรา้งเอนไซมไ์ดส้งู

แต่ขึ้นกับชนิดของจุลินทรีย์12 และจากการค้นหา

แบคทีเรียจากดินท่ีปนเป้ือนน้ำ�มันอ่ืนๆ พบว่าสามารถ

แยกแบคทีเรียที่ย่อยน้ำ�มันพืชได้เป็นกรดไขมัน

จำ�นวน 3 ไอโซเลท ด้วยวิธี Serial Dilution Pour 

Plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ำ�มันพืช13 ซึ่งต่างจาก

การศึกษานี้ที่มีการเพาะเล้ียงเชื้อกลุ่มดังกล่าวผ่าน 

Screening Medium ที่ทำ�หน้าที่เป็น Enrichment 

Medium ที่ช่วยสนับสนุนการเจริญของเชื้อในกลุ่ม

ย่อยสลายไขมนักอ่นจงึทำ�ใหแ้ยกเชือ้แบคทเีรยีในดนิ

ได้เพ่ิมข้ึนคือแยกได้ถึง 6 ไอโซเลท หรือในทางตรงข้าม

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการศึกษาอาจไม่สนับสนุนต่อ

การเจริญของแบคทีเรียกลุ่มดังกล่าวในดิน หรือมี

แบคทีเรียดังกล่าวในปริมาณน้อยในดิน14 จากการ 

คัดกรองความสามารถในการย่อยสลายไขมันบน

อาหาร TA พบว่า เชื้อแบคทีเรียที่สามารถให้วงใส

ของการย่อยสลายไขมันได้ดีท่ีสุดคือ แบคทีเรียไอโซเลท 

S2/2 ที่แยกจากดินตะกอนป่าชายเลน วัดขนาด 

เส้นผ่าศูนย์กลางของวงใสได้ถึง 13 มิลลิเมตร และ

รองลงมาคือ แบคทีเรียไอโซเลท S1/1, T2/5, S3/2, 

S3/1 วัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใสได้ 12, 10, 

10, 8 มิลลิเมตร ตามลำ�ดับ ถึงแม้ว่าไอโซเลท S2/2 

ให้วงใสของการย่อยสลายสูงท่ีสุด แต่เม่ือนำ�ไปทดสอบ

ความสามารถในการเจริญบนอาหาร NB พบว่า 

เชื้อดังกล่าวสามารถเจริญได้น้อยและใช้ระยะเวลา 

ในการเจรญินาน ซึง่เปน็คณุสมบตัทิีไ่มด่หีากจะนำ�ไป

ใช้ประโยชน์ภายหลัง ดังน้ันจึงเหลือแบคทีเรียท่ีจะนำ�ไป

ทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมันในน้ำ�เสีย

สังเคราะห์เพียง 13 ไอโซเลท การท่ีแบคทีเรียไอโซเลท 

S2/2 และ S1/1 เป็นเชื้อที่เพาะเลี้ยงยากเนื่องจาก

ต้องการออกซิเจน จึงไม่เหมาะสมกับการท่ีจะนำ�มาใช้

ในการย่อยไขมันในน้ำ�เสีย นอกจากน้ีพบว่าการเก็บเช้ือ

ที่แยกได้ไว้ใน Nutrient Slant นานเป็นสัปดาห์อาจ

ทำ�ใหเ้ชือ้บางสายพนัธุต์ายหรอืเปน็เชือ้ทีอ่ยูใ่นสภาวะ

ไม่พร้อมที่จะเพิ่มจำ�นวน จึงไม่ได้นำ�มาศึกษาต่อ

	 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายไขมัน

ในน้ำ�เสียสังเคราะห์พบว่า T3/2 สามารถย่อยสลาย

ไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์ได้มากที่สุดร้อยละ 52.0 

รองลงมาคือ T3/1 ร้อยละ 47.0 ส่วน T2/4 มีความ

สามารถในการย่อยสลายไขมันได้น้อยท่ีสุดคือ ร้อยละ 

0.3 อาจเนื่องจากเชื้อแบคทีเรีย T3/2 และ T3/1  

มีความสามารถในการย่อยสลายสารอินทรีย์ (ทำ�ให้

น้ำ�เสียไขมันสังเคราะห์ท่ีทดสอบใสได้เร็ว) จึงสามารถ

ย่อยสลายไขมันได้เร็วด้วย ทำ�ให้สามารถวัดการหายไป

ของชั้นไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์ตั้งแต่วันที่ 3 ของ

การทดสอบ ต่างจาก T2/4 ที่ต้องใช้ระยะเวลาถึง 

11 วันของการทดสอบจึงจะเร่ิมสามารถวัดการหายไป

ของชั้นไขมันได้ 
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	 จากการติดตามสังเกตการเปล่ียนแปลงของ 

น้ำ�เสียไขมันสังเคราะห์ โดยการย่อยสลายด้วยแบคทีเรีย

ทีแ่ยกได้ พบว่าจะเริม่พบการเปล่ียนแปลงสภาพของ

น้ำ�เสียไขมันสังเคราะห์ตั้งแต่วันแรกจนถึงวันที่ 11 

ของการทดสอบ โดยน้ำ�เสียไขมันสังเคราะห์เร่ิมใสข้ึน 

มีการตกตะกอน หลังจากนั้นจึงพบชั้นไขมันบิดเบี้ยว

และมีความหนาของชั้นไขมันลดลงจากด้านล่าง 

ขึ้นด้านบน ซึ่งเกิดจากการย่อยไขมันของแบคทีเรีย 

ที่ย่อย Triglyceride ได้เป็นกรดไขมันอิสระ 1,3- 

diglyceride, 1,2 diglyceride และ monoglyceride 

ขึ้นอยู่กับชนิดของเอนไซม์ไลเปส15 หลังจากนั้น 

ชั้นไขมันส่วนบนเริ่มมีการเปลี่ยนแปลงเป็นของแข็ง

สีขาวขุ่น และจะคงสภาพไม่ย่อยสลายต่อไป ซ่ึงของแข็ง

สีขาวนี้มีคุณสมบัติเช่นเดียวกับขี้ผึ้งเอสเทอร์ (Wax 

Esters) โดยมีรายงานพบว่ามีแบคทีเรียท่ีย่อยไขมันน้ัน

มคีวามสามารถในการสงัเคราะหข์ีผ้ึ้ง (Biosynthesis 

of Wax Esters) โดยปฏิกิริยา α-oxidation เช่น 

ในแบคทีเรีย Micrococcus cryophilus16 Pseu-

domonas fluorescens17 และ Acinetobacter 

baylyi 18 โดยสามารถสังเคราะห์มาจากโคเอนไซม์ A 

หรือแอลกอฮอล์ ซึ่งปกติแล้วการย่อยสลายไขมัน 

ของแบคทีเรียจะหยุดหลังวันท่ี 21 เนื่องจากการ

เปลี่ยนแปลง pH ของระบบทำ�ให้ปริมาณแบคทีเรีย

ลดลงอย่างรวดเร็ว19 เช่นเดียวกับผลการศึกษานี้ 

ท่ีไมพ่บการเปลีย่นแปลงของชัน้ไขมนัในน้ำ�เสยีไขมนั

สงัเคราะหห์ลงัวนัท่ี 21 ของการทดสอบ โดยสามารถ

สร้างสมการแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ 

การย่อยชั้นไขมันในน้ำ�เสียสังเคราะห์กับระยะเวลา 

ซึ่งสามารถใช้สมการเชิงเส้นตรงอย่างง่ายในการ

ทำ�นายปรมิาณการย่อยสลายชัน้ไขมนัในน้ำ�เสยีไขมนั

สังเคราะห์ได้ดีเน่ืองจากมีค่า r2 อยู่ระหว่าง 0.70– 0.97 

แตก่ารศกึษาการยอ่ยของไขมนัในระดบัความเขม้ขน้

ต่างๆ โดย Pseudomonas fluorescens พบว่า 

ในช่วงต้นของการทดสอบ หรือมีความเข้มข้นของ 

ไขมันเริ่มต้นต่ำ�  ประสิทธิภาพในการย่อยไขมันจะมี

ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรง (Linear Relationship) 

และจะเบีย่งแบนออกจากความสมัพนัธ์เชงิเสน้ตรงนี ้

เมื่อความเข้มข้นของไขมันเพิ่มข้ึน หรือเมื่อใช้ระยะ

เวลาในการทดสอบนานขึ้น19 นอกจากนี้ยังพบปัจจัย

อื่นๆ ที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสของแบคทีเรีย

และการย่อยสลายไขมัน ได้แก่ แหล่งของคาร์บอน 

แหล่งไนโตรเจน ความเป็นกรดด่างรวมถึงความเข้มข้น

ของอิออนของโลหะ (Metal Ions) แต่ละชนิด 

ในระบบ20 อย่างไรก็ตามการศึกษานี้เป็นการศึกษา

ในห้องปฏิบัติการข้ันต้น เพ่ือเป็นข้อมูลพ้ืนฐานก่อนท่ี

จะนำ�ไปปรับใช้ในการบำ�บัดน้ำ�เสียไขมันจริง จึงกำ�หนด

ปริมาณของไขมันเร่ิมต้นในการทดสอบเพียง 1 มิลลิลิตร

เพือ่ใหไ้ดช้ัน้ไขมนัทีม่คีวามหนา 1 มลิลเิมตรในหลอด

ทดลอง เนื่องจากหากชั้นไขมันมีความหนามากขึ้น

อาจส่งผลกระทบต่อกิจกรรมการย่อยของแบคทีเรีย

ซ่ึงต้องศึกษาต่อไป แต่การศึกษาโดยวิธีดังกล่าวน้ีมีข้อดี

ทีไ่มต่อ้งใชว้ธิวีเิคราะหแ์ละเครือ่งมอืทียุ่ง่ยากซบัซอ้น

โดยไม่จำ�เป็นต้องเติมอากาศ จากการวิเคราะห์การ

ย่อยสลายไขมันโดยวิธีอ่ืนๆ เช่นการศึกษาเปรียบเทียบ

การย่อยไขมันในน้ำ�เสียที่ใช ้ Pseudomonas spp. 

เพียงเช้ือเดียว และการใช้เช้ือผสมของ Acinetobacter 

spp. และ Pseudomonas spp. พบวา่สามารถยอ่ย

ไขมันในน้ำ�เสียที่มีไขมัน 15-20 กรัม/ลิตร (ร้อยละ 

1.5-2.0 w/v) ได้สูงถึงร้อยละ 55.91 และ 60.42 

ตามลำ�ดบั21 สว่นการศกึษานีพ้บแบคทเีรยีทีส่ามารถ

ย่อยไขมันในน้ำ�เสียไขมันสังเคราะห์ที่มีไขมันร้อยละ 

10 (v/v) ได้ถึงร้อยละ 52.0 ซึ่งแบคทีเรียที่แยกได้นี้

สามารถเพาะเลีย้งงา่ย เหมาะกบันำ�ไปพฒันาเพือ่ใช้

ในการบำ�บัดน้ำ�เสียไขมันในส่ิงแวดล้อมได้ โดยประหยัด

ค่าใช้จ่ายและปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม 
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Detection of Lipolytic Bacteria from Environmental Samples
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ABSTRACT
	 The aim of this study was to determine 

the lipid hydrolysis efficiency of the bacteria 

isolated from wastewater from grease traps 

(4 samples), bio-fermented water (2 samples), 

water from wastewater collecting canal  

(2 samples) and sediments of mangrove  

(3 samples). The samples were cultured in 

a screening medium at room temperature for 

48 hours, then transferred to tributyrin agar 

for selecting the lipolytic bacteria isolates.  

A total of 39 lipolytic isolates were found. 

Only 13 selected isolates from the wastewater 

from grease traps, bio-fermented water,  

water from wastewater collecting canal and 

sediments of mangrove; 7, 4, 1 and 1 isolates, 

respectively, were selected for testing the lipid 

hydrolysis efficiency. The T3/2 isolated from 

grease traps, can decompose the synthetic 

lipid wastewater more than bacteria isolated 

from others. It has 52 percentage of lipid 

digestion with 0.025 mL/day of the average 

rate of lipid hydrolysis within 21 days at 

room temperature. Following the degradation 

of synthetic lipid wastewater by isolated 

bacteria, physiological changes were observed 

since the first day until the 11th day of the 

testing. The synthetic lipid wastewater was 

clear, and precipitation and the thickness of 

lipid layer decreased. The lipolytic bacteria 

from this study can hydrolyze lipid well and 

can grow easily in a basic medium. Thus,  

it is appropriate to be developed and used 

in treatment of lipid containing wastewater 

with cost-effective and environmental friendly.
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