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บทคัดย่อ 

 
การคัดเลือกยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากจากดิน และน้้าทิ้งบริเวณโรงอาหารมหาวิทยาลัยราชภัฏ-

มหาสารคามที่มีการปนเปื้อนของน้้ามันสามารถคัดเลือกเช้ือทั้งหมดจ้านวน 74 ไอโซเลต จากการใช้อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีการเติม
น้้ามันมะกอกเป็นแหล่งคาร์บอน และเมื่อท้าการคัดกรองเชื้อยีสต์ทั้ง 74 ไอโซเลตในอาหารเลี้ยงเช้ือ Tween agar plate พบว่า มี
เชื้อยีสต์ 3 ไอโซเลต ได้แก่ CTWY29, CTWY11 และ CTWY02 ที่สามารถสังเคราะห์เอนไซม์ไลเปสชนิดหลั่งออกนอกเซลล์สูงสุด
โดยพบการสร้างวงใสรอบโคโลนี เท่ากับ 12, 18 และ 6 มิลลิเมตร ตามล้าดับ การทดสอบการย่อยไขมันในน้้าทิ้งพบว่า เช้ือรหัส 
CTWY29 ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเปสสูงสุดทั้งในน้้าท้ิงสังเคราะห์และน้้าทิ้งจริงจากโรงอาหารเท่ากับ 1.431 และ 1.261 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร ตามล้าดับ ซึ่งมีประสิทธิภาพในการย่อย 72.69% ในน้้าทิ้งโรงอาหารหลังจากเวลา 96 ช่ัวโมง นอกจากนี้ยีสต์ที่มี
ความสามารถย่อยไขมันดังกล่าว ยังสามารถผลิตเมทิลเอสเทอร์ 3 ชนิดหลัก คือ เมทิลปาล์มมิเตท เมทิลลิโนเลเอท และเมทิลโอเลเอท 
เท่ากับ 20.46, 5.22 และ 9.30% ตามล้าดับ จากผลการวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่า เช้ือรหัส CTWY29 มีความน่าสนใจในการเป็น
ศักยภาพในการผลิตไลเปส เพื่อการผลิตไบโอดีเซลในสภาวะที่เหมาะสมในระดับห้องปฏิบัติการ 
 
ค้าส้าคัญ: การคัดเลือก  ไลเปส  น้้าท้ิง  ไบโอดีเซล และ ไขมัน 
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Abstract 

 
Total 74 yeast isolates were screened for lipase production from the oil contaminated in soil and 

water in canteen of Rajabhat Maha Sarakham University using the enrichment medium supplemented with 
olive oil as a sole carbon source. There isolates (CTWY29, CTWY11 and CTWY02) were evaluated highest clear 
zone on Tween agar plate after cultured on the Tween agar plate, gave 12, 8 and 6 mm., respectively. The 
lipid decomposition testing in synthetic wastewater and canteen wastewater were 1.431 and 1.261 Unit/ml 
obtained CTWY29 and efficiency lipid digested 72.69% in canteen wastewater after 96 hours, Furthermore 
lipase-producing yeast can be release 3 methyl ester was found that methyl palmitate, methyl linoleate and 
methyloleate were 20.46, 5.22 and 9.30%, respectively. The results demonstrate that CTWY29 is interesting 
for potential of lipase production in order to biodiesel at the optimized for laboratory level. 
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เอนไซม์ไลเปส (Triacylglycerol acylhydrolases, 
EC 3.1.1.3) เป็นเอนไซม์ที่มีแหล่งผลติหลากหลาย เช่น สัตว์ 
พืช และจุลินทรีย์ ซึ่งสัตว์จะผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ที่ตับอ่อน 
เอนไซม์ไลเปสจากพืชได้จากน้้ายางมะละกอ เมล็ดข้าวโอ๊ต 
และเมล็ดละหุ่ง การผลิตเอนไซม์ไลเปสที่สร้างจากจุลินทรีย์
มีข้อดีเหนือกว่าเอนไซม์ไลเปสจากพืชและสัตว์ เพราะ
จุลินทรีย์เจริญเติบโตได้เร็วและเลี้ยงง่าย นอกจากนี้ยัง
สามารถเพิ่มปริมาณผลผลิตได้รวดเร็วโดยวิธีปรับปรุง
พันธุกรรมได้ และสามารถปรับสภาวะให้เหมาะสมต่อการ
ผลิตได้ง่าย การแยกจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส
สามารถแยกจากแหล่งดินทั่วไป โรงงานเนื้อสัตว์ แหล่ง
บ้าบัดน้้าทิ้งจากโรงอาหาร และระบบบ้าบัดน้้าทิ้งตาม
บ้านเรือน (Pepper and Perlmem, 1976) เอนไซม์ไลเปส
มีความน่าสนใจในทางการค้า เนื่องจากสามารถน้ามาใช้ใน
ด้านอุตสาหกรรมที่หลากหลาย เช่น โอเลโอเคมี สารซักฟอก
อุตสาหกรรมกรดอินทรีย์ อุตสาหกรรมหนังสัตว์ การบริหาร
จัดการสิ่งแวดล้อม เครื่องส้าอาง และอุตสาหกรรมน้้าหอม
อุตสาหกรรมยาฆ่าแมลง และเช้ือเพลิงชีวภาพ (Rekha et 
al, 2012) จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส ได้แก่ 
Aspergillus niger, Bacillus thermoleovorans, 
Burkholderia cepacia, Candida antarctica,  
C. cylindracea, C. rugosa, Chromobacterium 
viscosum, Fusarium heterosporum, F. oxysporum, 
Getrichum candidum, Humicola lanuginose, 
Oosporalactis lactis, Penicillium cyclopium,  
P. roqueforti, Pseudomonas aeruginosa,  
P. cepacia, P. fluorescens, P. putida, Rhizomucor 
miehei, Rhizopus arrhizus, R. chinensis,  
R. circinans, R. delemr,  R. fusiformis, R. japonicas 
NR400, R. oryzae, R. stolonifer NRRL1478, 
Rhodotorula rubra, Saccharomyces cerevisiae, 
Staphylococcus hyicus, Thermomyces lanuginose 
ซึ่งพบว่า C. antarctica, C. rugosa, P. cepacia,  
P. fluorescens, Rhi. miehei, R. chinensis, R. oryzae 
และ T. lanuginosa จุลินทรีย์เหล่านี้มีการผลิตไลเปสที่มี
ประสิทธิภาพมากที่สุดส้าหรับปฏิกิริยา ทรานสเอสเทอร์ -

ฟิเคช่ัน (Transesterification) (Vasudevan and Briggs, 
2008) น้้ามันหรือไขมันที่ปะปนมากับน้้าทิ้งโรงงาน
อุตสาหกรรมภัตตาคารร้านอาหารบ้านพักอาศัยนับเป็น
ปัญหาส้าคัญที่ก่อให้เกิดมลภาวะน้้า เน่าเสียของล้าน้้า
สาธารณะ เนื่องจากไขมันที่ปะปนออกมานั้นจะเคลือบที่
ผิวหน้าของน้้าทิ้งท้าให้เกิดความไม่น่าดู และจะเป็นการปิด
กั้นผิวหน้าน้้าไม่ให้อากาศผ่านเข้าไปผสมกับน้้าได้ ซึ่งมีผลต่อ
สิ่งมี ชีวิตในน้้าการแยกน้้ามันหรือไขมันออกจากน้้าทิ้ง
สามารถท้าได้หลายวิธี ได้แก่ วิธีทางกายภาพ วิธีทางเคมี 
และวิธีทางชีวภาพ การเลือกใช้วิธีการก้าจัดไขมันขึ้นอยู่กับ
องค์ประกอบหลายประการ เช่น ปริมาณ สภาพชนิดของ
น้้ามันหรือไขมัน การก้าจัดไขมันด้วยวิธีทางกายภาพเช่น ถัง
ดักไขมันเป็นท่ีนิยมใช้กันมาก แต่ก็ก่อให้เกิดปัญหาตามมาใน
เรื่องของกากไขมันที่มาจากการแยกไขมันออกจากน้้าทิ้ง
ก่อให้เกิดปัญหาสิ่งแวดล้อมได้ภายหลัง ปัจจุบันระบบบ้าบัด
น้้าทิ้งที่ใช้ในการบ้าบัดน้้าทิ้งชุมชนและอุตสาหกรรมอาหาร
ส่วนใหญ่จะใช้ระบบบ้าบัดน้้าทิ้งทางชีวภาพเป็นระบบที่ใช้
จุลินทรีย์ในการย่อยสลายสารที่ปนเปื้อนในน้้าทิ้งท้าให้
ปริมาณสารต่าง ๆ ลดน้อยลง แต่ในบางครั้งการบ้าบัดน้้าทิ้ง
โดยอาศัยจุลินทรีย์ในน้้าทิ้งเพียงอย่างเดียวก็ไม่สามารถ
ท้างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ ทั้งนี้เนื่องจากในน้้าทิ้งมี
สารอินทรีย์หลายชนิด แต่การย่อยสลายโดยจุลินทรีย์แต่ละ
ชนิดมีความจ้าเพาะต่อสารอินทรีย์แตกต่างกัน ดังนั้นหากมี
การใช้จุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการย่อยสลายน้้ามัน
หรือไขมันลงไปน่าจะเป็นการช่วยส่งเสริมให้ระบบบ้าบัดน้้า
ทิ้งนี้มีประสิทธิภาพสูงขึ้น การใช้จุลินทรีย์ย่อยสลายน้้ามัน
หรือไขมันในน้้าทิ้งเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง และได้มีการใช้กัน
อย่างแพร่หลายในต่างประเทศ (Sombatsomphop et al., 
2011) การบ้าบัดไขมันและน้้ามันด้วยกระบวนการทาง
ชีวภาพได้รับความสนใจเป็นอย่างมากในปัจจุบันด้วยวิธีการ
ย่อยสลายแบบใช้อากาศ ซึ่งเป็นการอาศัยกิจกรรมของ
จุลินทรีย์ที่ผลิตและปลดปล่อยเอนไซม์ไลเปสในการย่อย
ไขมันและน้้ามันในรูปไตรกลีเซอไรด์ แล้วได้ผลิตภัณฑ์เป็น
กลีเซอรอลกับกรดไขมันที่จุลินทรีย์สามารถดูดซึมเพื่อใช้ใน
กิจกรรมต่ าง  ๆ  ของเซลล์ผ่ านวิ ถี เบต้ าออกซิ เด ช่ัน  
(ß-oxidation pathway) เพื่อให้ได้พลังงานออกมาใช้ในการ
เจริญเติบโต การเลือกใช้จุลินทรีย์กลุ่มยีสต์มีข้อดีหลาย
ประการ คือ ยีสต์มีความสามารถในการรองรับการบ้าบัดน้้า

บทน้า 
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ทิ้งที่มีสารอินทรีย์ความเข้มข้นสูง และองค์ประกอบที่เป็น
ไขมันและน้้ามันจากอุตสาหกรรมอาหารและอื่น ๆ ได้ โดย
สารอินทรีย์ในน้้าทิ้งจะเปลี่ยนไปอยู่รูปชีวมวลของยีสต์ที่มี
น้้าหนักเซลล์สูง สามารถตกตะกอนได้เองตามแรงโน้มถ่วง 
จึงสารมารถแยกออกจากน้้าทิ้งได้ง่าย และสามารถน้าไปใช้
ประโยชน์ต่อในการเป็นอาหารเสริมโปรตีน และวิตามินของ
สัตว์ได้ (Nonthirach and Puengratsamee, 2011) จาก
รายงานของ Chigusa et al. (1996) ได้คัดแยกยีสต์จาก 
น้้าทิ้งของโรงงานผลิตน้้ามัน และโรงงานผลิตอาหาร พบว่า 
สามารถแยกเชื้อยีสต์ได้ 9 ไอโซเลต จากการเจริญบนอาหาร
ที่มีไขมันเป็นองค์ประกอบ เมื่อทดสอบความสามารถในการ
ย่อยสลายไขมันในน้้าทิ้งสังเคราะห์ พบว่าเช้ือในรูปผสม
สามารถลดปริมาณไขมันไดม้ากกว่า 94% ภายในเวลา 7 วัน 
และเมื่อน้าเช้ือผสมดังกล่าวมาทดลองศึกษาการย่อยสลาย
ไขมันจากโรงงานผลิตน้้ามันถั่วเหลืองในระดับโรงงานเป็น
เวลา 1 ปี พบว่าสามารถลดปริมาณไขมันจาก 10,000 
มิลลิกรัมต่อลิตร ให้เหลือเพียง 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีความสนใจในการคัดเลือกยีสต์ที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงจากน้้าทิ้งโรง
อาหาร มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม เพื่อน้ามาใช้บ้าบัด
ไขมันในน้้าท้ิงและใช้ในการผลิตไบโอดีเซลต่อไป 
 

 
 
1. การคัดเลือกเชื้อยีสต์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสขั้นปฐมภูมิ  
 เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือยีสต์ในสูตรอาหาร YM broth 
(ประกอบด้วย Dextrose 10 กรัมต่อลิตร, Yeast extract 3 
กรัมต่อลิตร, Malt extract 5 กรัมต่อลิตร, Peptone 5 
กรัมต่อลิตร และน้้ากลั่น 1 ลิตร ปรับ pH เท่ากับ 4 และ
เติมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ดัดแปลงจาก Thabet et al., 
2012) โดยแบ่งใส่ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร (ปริมาตร
อาหารเลี้ยงเช้ือ 90  มิลลิลิตร) เก็บตัวอย่างดินและน้้าทิ้ง
จากโรงอาหารมหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคามจ้านวน 5 
จุด เติมตัวอย่างดิน 10 กรัม และน้้าทิ้ง 10 มิลลิลิตร ลงใน 
YM broth บ่มบนเครื่องเขย่า อัตราการให้อากาศ 150 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
น้าตัวอย่างหลังการบ่มมา spread บนอาหารเลี้ยงเช้ือ YM 
agar plate (ประกอบด้วย Yeast extract 3 กรัมต่อลิตร, 

Malt extract 5 กรัมต่อลิตร, Peptone 5 กรัมต่อลิตร, 
Dextrose 10 กรัมต่อลิตร, Agar 20 กรัมต่อลิตร และน้้า
กลั่น 1 ลิตร) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ช่ัวโมง ท้าการแยกเช้ือเพื่อให้ได้เป็นเช้ือบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค 
Cross streak บน YM agar plate อีกครั้ง บ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เก็บโคโลนีเดี่ยว 
(Single colony) ใน YM agar slant (อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส) เพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป 
 
2. การคัดเลือกเชื้อยีสต์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสขั้นขั้นทุติยภูมิ 

เตรียมหัวเช้ือยีสต์ที่คัดแยกได้ โดยเพาะเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ YM broth ปริมาตร 7 มิลลิลิตร บ่มที่
เครื่องเขย่าที่มีอัตราความเร็วรอบการเขย่า150 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร (ก้าหนดค่า 
OD เริ่มต้นเท่ากับ 1.0) น้ากระดาษกรองปลอดเช้ือจุ่มลง
เชื้อที่บ่มไว้ แล้วน้าไปวางไว้บนจานเพาะเช้ือที่มีอาหารเลี้ยง
เช้ือ Tween agar (ประกอบด้วย Tween 80 ปริมาณ 20 
มิลลิลิตรต่อลิตร และ agar 25 กรัมต่อลิตร) บ่มเช้ือที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เททับด้วย
ไอโอดีนความเข้มข้น 0.1 N บันทึกผลการทดลองโดยการวัด
บริเวณใสที่เกิดขึ้น ค้านวณความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 
ดังนี ้(Supajatturat et al., 2007) 
 
ดัชนีเอนไซม์  =      เส้นผ่านศูนย์กลางวงใส 
                        เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี 
 
3. การเปรียบเทียบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ไลเปส 
 3.1 การเตรียมหัวเชื้อยีสต์ 
 เตรียมเช้ือยีสต์ 1 loop ลงในอาหาร YM medium 
50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร แล้บ่มที่เครื่อง
เขย่าที่มีอัตราความเร็วรอบการเขย่า150 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ปั่นเหวี่ยง
ที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 
จากนั้นดึงส่วนใสออกแล้วเติมน้้ากลั่น ปั่นเหวี่ยงอีกครั้งเป็น
เวลา 10 นาที แล้วเติมน้้ากลั่นอีกครั้ง น้าตะกอนที่อยู่ก้น
หลอดผสมกับสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85% 
(w/v) วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 

วิธีด้าเนินการวิจัย 
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(ก้าหนดค่า OD เริ่มต้น เท่ากับ 1.0) (Nonthirach and 
Puengratsamee, 2011) 
 3.2 การทดสอบการย่อยไขมันและการผลิต
เอนไซม์ไลเปสในน้้าทิ้งสังเคราะห ์
 เตรียมน้้าทิ้งสังเคราะห์ (ประกอบด้วย Peptone 
0.6 กรัม, Beef extract 0.4 กรัม, Urea 0.1 กรัม, K2HPO4 
0.1 กรัม, NaCl 0.03 กรัม, CaCl2 0.014 กรัม, KCl 0.014 
กรัม, MgSO4 0.01 กรัม, น้้ากลั่น 2 ลิตร) น้าน้้าเสีย
สังเคราะห์ 45 มิลลิลิตร ผสมกับน้้ามันปาล์มที่ใช้แล้ว 5 
มิลลิลิตร วัดค่า pH = 7 แล้วเติมหัวเช้ือยีสต์ที่เตรียมในข้อที่ 
3.1 จ้านวน 5 มิลลิลิตร และท้าชุดควบคุมที่มีน้้าทิ้ง
สังเคราะห์ 90 มิลลิลิตร และน้้ามันปาล์มที่ใช้แล้ว 10 
มิลลิลิตร แต่ไม่เติมเช้ือยีสต์ บ่มเช้ือบนเครื่องเขย่าที่มีอัตรา
ความเร็วรอบการเขย่า 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30  
องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างทุก ๆ 0, 24, 48 และ 96 ช่ัวโมง 
เพื่ อวิ เคราะห์ เอนไซม์ ไล เปสและน้้ าหนัก เซลล์แห้ ง 
(Wattanaying et al., n.d.) 
 3.3 การทดสอบการย่อยไขมันและการผลิต
เอนไซม์ไลเปสในน้้าทิ้งจริง 
 เก็บตัวอย่างน้้าทิ้ งจากโรงอาหารมหาวิทยาลัย 
ราชภัฏมหาสารคามปริมาตร 150 มิลลิลิตร วัดค่า pH และ
อุณหภูมิ เติมหัวเช้ือยีสต์จ้านวน 15 มิลลิลิตร และท้าชุด
ควบคุมที่มีน้้าทิ้ง 150 มิลลิลิตร (ไม่เติมเช้ือยีสต์) บ่มเช้ือที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แล้วเก็บตัวอย่างทุก ๆ 0, 24, 
48, 72 และ 96 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะห์ปริมาณไขมันที่เหลือ 
น้้าหนักเซลล์แห้ง และกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
 
4. การวิเคราะห ์
 4.1 การวิเคราะห์กิจกรรมไลเปส 
 ตัวอย่างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด
ทดลองที่มีสับสเตรทปริมาตร 2 มิลลิลิตร (เตรียมสับสเตรท
โดยใช้ไนโตรฟีนิลปาล์มมิเตท 0.03 กรัม ละลายในไดโพรพานอล 
10 มิลลิลิตร และโซเดียมดีออกซีโคเลต 0.207 กรัม ผสม
กับกัมอราบิค 0.1 กรัม ละลายในทริสไฮโดรคลอลกิบัฟเฟอร์ 
50 มิลลิโมลาร์ (pH = 8) ปริมาตร 90 มิลลิลิตร) บ่มที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หยุด
ปฏิกิริยาด้วยกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 3 โมลาร์ 
ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,500 

รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
น้าส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงมาเติมโซเดียมคลอไรด์ความ
เข้มข้น 2 โมลาร์ ปริมาณ 2 มิลลลิิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร แล้วน้าค่าที่ได้ไปค้านวณ
จากสูตรที่ได้จากกราฟมาตรฐานของไนโตรฟีนิลปาล์มมิเตท 
ก้าหนดให้ไลเปส 1 ยูนิต หมายถึง ปริมาณของไลเปสที่
สามารถผลิตได้ภายใต้สภาวะอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ที่
เวลา 10 นาที และ pH = 8 (Thabet et al., 2012) 
 4.2 การวิเคราะห์น้้าหนักแห้ง 
 ตัวอย่าง (ตะกอน) ลงในถาดอะลูมิเนียมฟอยล์ที่อบ
แล้วที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อ
ค้านวณหาน้้าหนักของตัวอย่างที่แท้จริงโดยใช้สมการ ดังนี้ 
(Thabet et al., 2012) 
 
 
 
 
 4.3 การวิเคราะห์ไขมันที่เหลือและประสิทธิภาพ
การย่อยน้้าทิ้งที่มีไขมัน 
 วิเคราะห์ไขมันที่เหลือในน้้าทิ้งตามวิธีของ APHA, 
AWWA, WEF, (2012) เพื่อค้านวณปริมาณไขมันที่ถูกย่อย
และประสิทธิภาพในการย่อยไขมันจากเช้ือยีสต์ที่คัดเลือกได้
ประสิทธิภาพในการย่อยไขมันค้านวณได้จากความสามารถ
ในการย่อยไขมันของยีสต์ ค้านวณได้จาก 

At = {(Bt/B0)-(Ct/C0)} x 100 
เมื่อ  At = ความสามารถในการย่อยไขมันของยีสต์ที่
เวลาใด ๆ (%) 
 B0 = ค่าเฉลี่ยของความหนาช้ันไขมันในชุด
ทดสอบเริ่มต้น (มิลลิเมตร) 
 Bt = ค่าเฉลี่ยของความหนาช้ันไขมันที่หายไปใน
ชุดทดสอบที่เวลาใด ๆ (มิลลิเมตร) 
 C0 = ค่าเฉลี่ยของความหนาช้ันไขมันในชุด
ควบคุมเริ่มต้น (มิลลิเมตร) 
 Ct = ค่าเฉลี่ยของความหนาช้ันไขมันที่หายไปใน
ชุดควบคุมที่เวลาใด ๆ (มิลลิเมตร) 
 Source: (Jitpirom and Sangaroon, 2012) 
 
 

น้้าหนักตัวอย่างทีแ่ท้จริง (กรัม) = 
(น้้าหนักตัวอย่างก่อนอบ-น้้าหนักฟอยล์) - (น้้าหนักตัวอย่าง
หลังอบ-น้้าหนักฟอยล์) 
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5. การผลิตไบโอดีเซล 
 ด้าเนินการผลิตไบโอดี เซลตามค้าแนะน้าจาก 
Hongpattarakeeree and Chiensin (2005) โดยมีขั้นตอน
การด้าเนินการ ดังน้ี 
 5.1 การเตรียมเซลล์ยีสต์ 
 เช้ือยีสต์ที่คัดเลือกได้เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
YM broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยใช้น้้ามันปาล์ม
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ความเข้มข้น 1% (v/v) เป็นสับสเตรท 
บ่มบนเครื่องเขย่าต่อเนื่อง อัตราการให้อากาศ 150 รอบต่อ
นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง นับ
เซลล์ยีสต์ด้วย Haemacytometer (ก้าหนดความเข้มข้น
เชื้อสุดท้ายเท่ากับ 1 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) ถ่ายเช้ือลงใน
อาหารชนิดเดิม ปริมาตร 200 มิลลิลิตร บ่มบนเครื่องเขย่า
ต่อเนื่อง อัตราการให้อากาศ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง นับเซลล์ยีสต์อีกครั้ง 
(ก้าหนดความเข้มข้นเช้ือสุดท้ายเท่ากับ 1 x 1010 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร) ท้าการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูด
ส่วนใสออกให้หมด แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งเป็นเวลา 2 
นาที ดูดส่วนใสออก และน้าเซลล์ที่ ได้ ไปใช้ในการท้า
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคช่ันเพื่อสกัดกรดไขมันออกจาก
ตัวอย่างต่อไป 
 5.2 การท้าปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชัน 
 น้้ามันปาล์มบริสุทธ์ิ (ที่ได้จากการท้าปฏิกิริยาสปอน-
นิฟิเคชัน) ปริมาตร 0.5 กรัม ผสมกับเมทานอลปริมาตร 
0.054 กรัม (อัตราส่วน 1:3 โมล) รวม 0.554 กรัม เติมลงใน 
Microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลล์ยีสต์
เข้มข้น 1 x 1010 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันจนกระทั่ง
เซลล์กระจายตัวอย่างสม่้าเสมอ จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้อง
บนเครื่องเขย่าที่มีอัตราความเร็วรอบการเขย่า150 รอบต่อ
นาที เก็บตัวอย่างทุก ๆ 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 
ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะห์ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ด้วยเครื่อง Gas 
Chromatography-mass spectrometer (GCMS-QP2010 
Shimadzu, Japan) 
 5.3 วิเคราะห์หาเมทิลเอสเทอร์ด้วยเทคนิคแก๊ส
โครมาโตกราฟี-แมส สเปกโตรมิเตอร์ 
 ท้ากราฟมาตรฐานของเมทิลเอสเทอร์มาตรฐานโดย
การชั่งน้้าหนกัท่ีแน่นอนน้ามาเปรียบเทียบกับเมทิลเอสเทอร์

ที่ผลิตได้ในข้อ 5.2 โดยน้าตัวอย่างที่เตรียมไว้มาวิเคราะห์
องค์ประกอบของกรดไขมันทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพด้วย
เครื่อง Gas Chromatography-mass spectrometer 
(GCMS-QP2010 Shimadzu, Japan) โดยใช้คอลัมน์ชนิด 
Select Biodiesel for Flame, length 30 m., 320 µm 
ID, 0.25 µm film thickness สภาวะที่ใช้ คือ ที่อัตราไหล
ของแก๊สพาเท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที สภาวะตู้อบมี
อุณหภูมิเริ่มต้น 210 องศาเซลเซียส คงที่ 12 นาที และเพิ่ม
อุณหภูมิในอัตรา 20 องศาเซลเซียสต่อนาทีจนถึงอุณหภูมิ 
250 องศาเซลเซียส คงที่ 8 นาที ตรวจวัดสัญญาณของสาร
ด้วยตัวตรวจวัดชนิด Electron Ionization ผลการทดลอง
ค้านวณได้จากพื้นที่ใต้กราฟของ peak ซึ่งน้ามาหาปริมาณ
เมทิลเอสเทอร์ในตัวอย่างได้ โดยการเทียบจากพื้นที่ใต้กราฟ
ของ peak เมทิลเอสเทอร์มาตรฐานท่ีช่ังน้้าหนักที่แน่นอนใน
แต่ละความเข้มข้น (Samniang et al., 2014) 
 

 
 
1. ผลการวิจัย 

1.1 ผลการคัดเลือกเชื้อยีสต์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเปส
ขั้นปฐมภูมิ 

การคัดแยกยีสต์จากตัวอย่างดินและน้้าท่ีเก็บจากโรง
อาหาร มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคามบริเวณที่แตกต่าง
กันจ้านวน 5 จุดสามารถคัดแยกยีสต์จ้านวนทั้งหมด 74  
ไอโซเลต สัณฐานวิทยาของเชื้อยีสต์จากน้้าท้ิงและดินที่น้้าท้ิง
ไหลผ่านโรงอาหารมหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคามพบว่า 
เชื้อยีสต์มีลักษณะของโคโลนี และรูปร่างเซลล์ที่แตกต่างกัน
ทั้งหมด 74 ไอโซเลต โดยยีสต์ที่คัดแยกได้ส่วนใหญ่มีรูปแบบ
โคโลนีกลม (Circular) นูนตรงกลางเล็กน้อย (Undulate) 
ขอบเรียบ (Entire) สีครีม (Cream) ผิวมีลักษณะเรียบ 
(Smooth) ความโปร่งแสงเป็นแบบไม่สะท้อนแสง (Dull) 
และมีรูปร่างเซลล์แบบกลมรี (Ellipsoidal) 

1.2 ผลการศึกษาการคัดเลือกเชื้อยีสต์ที่ผลิต
เอนไซม์ไลเปสขั้นทุติยภูมิ 

คัดเลือกเช้ือยีสต์ที่มีความสารถผลิตเอนไซม์ไลเปส
โดยพิจารณาจากความสามารถในการสร้างวงใส บนอาหาร
สูตร Tween agar (Fig. 1) 
 

ผลและวิจารณ์ผลการวิจัย 
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Fig. 1  Clear zone on Tween agar plate (A) lipase 
producing yeast (B) non-lipase producing yeast 

 
Table 1  Clear zone of lipase producing yeasts 
 
No. Isolate Colony 

size 
(mm.) 

Diameters 
of clear 
zone 
(mm.) 

Colony 
size/diameters 
of clear zone 

(mm.) 
1 CTWY29 7 19 12 
2 CTWY11 5 13 8 
3 CTWY02 8 14 6 
4 CTWY63 8 13 5 

CTWY51 7 12 5 
CTWY65 7 12 5 
CTWY35 9 14 5 

5 CTWY34 7 11 4 
CTWY61 8 12 4 
CTWY49 7 11 4 

6 CTWY09 11 14 3 
7 CTWY16 9 10 1 

 
จาก Table 1 แสดงให้เห็นว่าเชื้อยีสต์ที ่มี

ความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสจ้านวน 12 ไอโซเลตจาก
ยีสต์ทั้งหมด 74 ไอโซเลต โดยไอโซเลตที่สามารถผลิตวงใส
ได้กว้างสูงสุด 3 อันดับแรก คือ รหัส CTWY29, CTWY11 
และ CTWY02 มีค่าเท่ากับ 12, 8 และ 6 ตามล้าดับ 

ยีสต์ที่คัดเลือกได้ทั้ง 3 ไอโซเลตมีรูปแบบสัณฐาน
วิทยาของโคโลนีบนอาหารแข็งและรูปร่างภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ท่ีแตกต่างกัน ดังนี้ 

CTWY02 – รูปร่างเซลล์แบบกลมรี ลักษณะโคโลนี
ขอบเรียบ เนื้อโคโลนีเรียบ นูนตรงกลางเล็กน้อย สีครีม และ
มีความโปร่งแสง 

CTWY11 – รูปร่างเซลล์แบบกลมรี ลักษณะโคโลนี
ขอบเรียบ เนื้อโคโลนีเรียบ นูนตรงกลางเล็กน้อย สีครีม และ
ไม่สะท้อนแสง 

CTWY29 – รูปร่างเซลล์แบบกลมรี ลักษณะโคโลนี
ขอบเรียบ เนื้อโคโลนีเรียบ นูนตรงกลางเล็กน้อย สีครีม และ
มีความโปร่งแสง 

ลักษณะของสัณฐานวิทยาระหว่างเช้ือยีสต์รหัส 
CTWY02 และ CTWY29 จะไม่สามารถแยกความแตกต่าง
ได้ แต่ขนาดของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่า มีความ
แตกต่าง  เนื่องจากยีสต์รหัส CTWY02 มีขนาดของเซลล์
ใหญ่กว่า CTWY29 (Fig. 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2  Cell shape of yeasts under microscope 
(1000X) (A-C) and colony characteristics on YM 

agar plate (D-F) of CTWY02, CTWY11 and CTWY29 
 

1.3 การย่อยน้้าทิ้งที่มีไขมัน 
1) ผลการวิเคราะห์เอนไซม์ไลเปสและน้้าหนัก

แห้งของเซลล์ยีสต์ในน้้าท้ิงสังเคราะห์ 

(A) 

(A) 

(B) 

(B) 

(C) (D) 

(E) (F) 
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ยี ส ต์ ที่ คั ด เ ลื อ ก ไ ด้ ไ ด้ แ ก่  ร หั ส  CTWY02 , 
CTWY11 และ CTWY29 ที่มีการผลิตวงใสสูงสุด 3 อันดับ
แรก เปรียบเทียบความสามารถในการผลิตไลเปสในน้้าทิ้ง
สังเคราะห์ที่มีน้้ามันปาล์มที่ใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอน 
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสและน้้าหนักแห้ง (Fig. 3) 
 

 
 

Fig. 3  Lipase activity and cell dry weight of 
selected yeasts in synthetic waste water 

 
จากผลการทดลอง Fig. 3 ความสามารถในการ

สร้างกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสในน้้าทิ้งสังเคราะห์ พบว่าเช้ือ
รหัส CTWY29 มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการสร้างกิจกรรม 
ไลเปส ซึ่งมีค่าเท่ากับ 1.43 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (ช่ัวโมงที่ 96) 
รองลงมาคือ CTWY11 และ CTWY02 เท่ากับ 0.99 และ 
0.89 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (ช่ัวโมงท่ี 96) ตามล้าดับเมื่อพิจารณา
ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากิจกรรมของเอนไซม์และน้้าหนัก
แห้งพบว่าสอดคล้องกัน โดยเช้ือรหัส CTW29 มีน้้าหนักแห้ง
มากที่สุดเท่ากับ 0.16 (ช่ัวโมงที่ 72) รองลงมา คือ CTW02 
เท่ากับ 0.09 (ช่ัวโมงที่ 72) และ CTW11 เท่ากับ 0.05 
(ช่ัวโมงท่ี 72) 

2) ผลการวิเคราะห์เอนไซม์ไลเปสและน้้าหนัก
แห้งของเซลล์ยีสต์ในน้้าท้ิงจริง 

จากการคัดเลือกเช้ือยีสต์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเปส
ขั้นทุติยภูมิ ได้เช้ือยีสต์รหัส CTWY29, CTWY11 และ 
CTWY02 ท่ีมีการผลิตวงใสสูงสุด 3 อันดับแรก มาวิเคราะห์
กิจกรรมไลเปสในโดยหมักเช้ือในน้้าเสียจริงผลการทดลองดัง
แสดงใน Fig. 4 
 

 
 

Fig. 4  Lipase activity and cell dry weight of 
selected yeasts in canteen waste water 

 
จากผลการทดลองใน Fig. 4 ความสามารถในการ

สร้างกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสในน้้าทิ้งจริง พบว่าเช้ือรหัส 
CTWY29 มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการสร้างกิจกรรมไลเปส 
ซึ่ งมีค่ า เท่ ากับ 1.26 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ( ช่ัว โมงที่  24) 
รองลงมาคือ CTWY02 และ CTWY11 เท่ากับ 1.20 และ 
0.55 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (ช่ัวโมงที่ 72 และ 48) ตามล้าดับ 
เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างค่ากิจกรรมของเอนไซม์
และน้้าหนักแห้งพบว่าสอดคล้องโดยเช้ือรหัส CTW29 มีค่า
น้้าหนักแห้งมากที่สุด เท่ากับ 0.07 (ช่ัวโมงที่ 72) รองลงมา
คือ CTW02 เท่ากับ 0.05 (ช่ัวโมงที่ 24) และ CTW11 
เท่ากับ 0.05 (ช่ัวโมงท่ี 48) 

1.4 ผ ล ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ไ ข มั น ที่ เ ห ลื อ แ ล ะ
ประสิทธิภาพการย่อยไขมันในน้้าท้ิง 

ในการย่ อย ไขมัน ในน้้ าทิ้ งจริ ง  โดยยีสต์ รหั ส 
CTWY02, CTWY11 และ CTWY29 ในช่ัวโมงที่  96 
วิเคราะห์ปริมาณไขมันที่เหลือตามวิธีของ APHA, AWWA, 
WEF, (2012) ผลแสดงใน Table 2 
 
Table 2  Lipid content and lipid efficiency of  
                digestion of waste water 
 

Isolate Lipid content  
(mg/L) 

Lipid efficiency 
of digestion (%) 

CTWY 02 14.54 23.63 
CTWY 11 10.31 45.85 
CTWY 29 5.20 72.69 
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ผลการเปรียบเทียบความสามารถในการย่อยไขมัน
ในน้้ าทิ้ งจริ ง  ( โ ร งอาหารของมหาวิทยาลั ยราชภัฎ
มหาสารคาม) ซึ่งมีปริมาณไขมันเท่ากับ 19.04 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร (Table 2) พบว่า รหัส CTWY29 มีประสิทธิภาพใน
การย่อยไขมันสูงท่ีสุด 72.69% (ปริมาณไขมันท่ีเหลือเท่ากับ 
5.20 มิลลิกรัมต่อลิตร) รองลงมาได้แก่ เช้ือรหัส CTWY11 
และ CTWY02 ซึง่มีปริมาณไขมันท่ีเหลือเท่ากับ 10.31 และ 
14.54 ตามล้าดับ จากผลการทดลองในข้อ ที่ 1.4 ให้ผลที่
สอดคล้องกับปริมาณไขมันที่เหลือเนื่องจากพบว่า เช้ือรหัส 
CTWY29 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสูงสุด ซึ่งท้าให้
สามารถย่อยไขมันในน้้าทิ้งอย่างมีประสิทธิภาพ (72.69%) 
จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสมีทั้งแบคทีเรีย ยีสต์
และเชื้อรา และในปัจจุบันในอุตสาหกรรมต่างๆ ได้มีการน้า
ยีสต์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสมาใช้กันอย่างกว้างขวางไม่ว่าจะ
เป็นอุตสาหกรรมอาหาร สารซักฟอก ยารักษาโรค 
เครื่องส้าอาง สิ่งทอ ฯลฯ เนื่องจากยีสต์เป็นกลุ่มของ
จุลินทรีย์ที่เพาะเลี้ยงได้ง่ายและเจริญเติบโตได้ดี นอกจากนี้
เอนไซม์ไลเปสที่ยีสต์ผลิตได้มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่สูง 
(Nuilert, 2013) โดยในการย่อยไขมัน (ไตรกลีเซอไรด์) จะ
ได้กรดไขมันและกลีเซอรอลเป็นผลิตภัณฑ์ แต่อาจจะพบ 
ไดกลีเซอไรด์และโมโนกลีเซอไรด์เป็นสารตัวกลางใน
ปฏิกิริยา 

1.5 ผลการผลิตไบโอดีเซล 
ในท้าปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชันโดยใช้เซลล์

ยีสต์รหัสเช้ือ CTWY02, CTWY11 และ CTWY29 เป็น
ตัวเร่งปฏิกิริยาของน้้ามันปาล์มบริสุทธิ์ ผลการทดลองแสดง
ใน Fig. 5 
 

 
Fig. 5  Methyl palmitate content of CTWY02, 

CTWY11 andCTWY29 

จากผลการทดลองใน Fig. 5 แสดงปริมาณเมทิล
ปาล์มมิเตท (Methyl palmitate) พบว่า เช้ือรหัส 
CTWY29 มีปริมาณเมทิลปาล์มมิเตทสูงที่สุดเท่ากับ 
21.07% (ช่ัวโมงที่ 48) รองลงมาคือ CTWY02 และ 
CTWY11 เท่ากับ 20.46 % และ 8.19 % (ช่ัวโมงที่12) 
ตามล้าดับ 
 

 
Fig. 6  Methyl linoleate content of CTWY02, 

CTWY11 and CTWY29 

 
จากผลการทดลองใน Fig. 6 แสดงปริมาณเมทิลลิ-

โนเลเอทพบว่า เช้ือรหัส CTWY29 มีปริมาณเมทิลลิโนเล-
เอทสูงที่สุดเท่ากับ 24.28% (ช่ัวโมงที่ 24) รองลงมา คือ 
CTWY11 และ CTWY02 เท่ากับ 21.05% และ 20.11% 
(ช่ัวโมงท่ี 48 และ 72) ตามล้าดับ 

 

 
Fig. 7  Methyl oleate content of CTWY02,  

CTWY11 and CTWY29 
 

จากผลการทดลองใน Fig. 7 แสดงปริมาณเมทิล-
โอเลเอทพบว่า เช้ือรหัส CTWY29 มีปริมาณเมทิลโอเลเอตสูง
ที่สุดเท่ากับ 26.05% (ช่ัวโมงที่ 48) รองลงมาคือ CTWY02 

Time (hour)  

Time (hour)  

Time (hour) 

M
et

hy
l p

al
m

ita
te

 c
on

te
nt

 (%
) 

M
et

hy
l l

ino
le

at
e 

co
nt

en
t (

%
) 

M
et

hy
l o

le
at

e 
co

nt
en

t (
%

) 



Prawarun Agr. J. Volume 15(1) 2018, Pages 204-215 

ปีที่ 15 ฉบับท่ี 1 มกราคม – มิถุนายน 2561 วารสารเกษตรพระวรุณ 213 
Volume 15 Number 1 January – June 2018 

และ CTWY11 เท่ากับ 9.30% และ 6.67% (ช่ัวโมงที่12) 
ตามล้าดับ 
 
2. วิจารณ์ผลการวิจัย  

การสร้างเอนไซม์ไลเปสของยีสต์ที่คัดเลือกจากผล
การทดลองพบว่า กิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 24 
โดยค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดวัดได้ระหว่างที่ยีสต์มีการ
เจริญเข้าสู่ระยะ Stationary phase เนื่องจากพบว่าระยะนี้
เป็นระยะหลังจากที่เช้ือมีการใช้สารอาหารอย่างเต็มที่เพื่อ
เกิดการเจริญสูงสุด และเริ่มมีการผลิตสารเมแทบอไลซ์ 
ปฐมภูมิซึ่งเป็นสารที่จ้าเป็นต่อการด้ารงชีวิตของยีสต์ 
ผลิตภัณฑ์ดั งกล่ าว  ได้แก่  กรดอะมิ โน นิวคลี โอไทด์ 
แอลกอฮอล์ แอซีโตนบิวทานอล และพอลิแซ็กคาไรด์ เป็นต้น 
รวมทั้งการผลิตเอนไซม์ไลเปสซึ่งเกิดได้ดีในระยะนี้ โดยที่ 
ชีวมวลเริ่มเข้าสู่สภาวะคงที่ (อัตราการเกิดและอัตราการตาย
สมดุลกัน) ซึ่ งปริมาณการผลิตของสารประเภทนี้จะมี
ความสัมพันธ์โดยตรงกับการเติบโตของจุลินทรีย์กิจกรรม
ของเอนไซม์ไลเปสในน้้าทิ้งสังเคราะห์มีค่าสูงกว่าน้้าทิ้งจริง 
เนื่องจากในน้้าทิ้งสังเคราะห์มีการควบคุมแหล่งของไขมัน
เพียงชนิดเดียวคือ น้้ามันปาล์มและแหล่งของสารอื่น ๆ ที่
ส่งเสริมการเจริญของยีสต์ ในขณะที่น้้าทิ้งจริงมีแหล่งของ
ไขมันที่หลากหลาย เช่น น้้ามันปาล์มหรือน้้ามันถั่วเหลือง 
รวมถึงสารอื่น ๆ สารประกอบของเกลือโซเดียม หรือ 
Cocamido propyl betaine (CAPB) ในน้้ายาล้างจาน 
และโปรตีนซึ่งมีผลต่อการย่อยไขมันและการเจริญของยีสต์ 
จ าก ราย งานการ วิ จั ย ของ  Nonthirach and 
Puengratsamee (2011) บ้าบัดไขมันและน้้ามันในน้้าเสีย
ด้วยกระบวนการทางชีววิทยาโดยอาศัยจุลินทรีย์กลุ่มยีสต์ 
ได้แก่ Candida maltose, C. tropicalis และ Yarrowia 
lipolytica พบประสิทธิภาพในการบ้าบัดไขมันและน้้ามัน
เท่ากับ 53, 51 และ 82% ตามล้าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า  
Y. lipolytica เป็นยีสต์ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการบ้าบัด
ไขมันและน้้ามันในน้้าเสีย และ Supachatturat et al. 
(2007) คัดเลือกเช้ือจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส
จากตะกอนเร่งของโรงงานอุตสาหกรรมอาหารและโรงงาน
น้้ามันพืช สามารถแยกเชื้อยีสต์ 5 ไอโซเลต และแบคทีเรีย 1 
ไอโซเลต การศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปส
และประสิทธิภาพในการก้าจัดไขมัน พบว่า ยีสต์ไอโซเลต 

SSB-12 มีความสามารถของการผลิตเอนไซม์ไลเปสและ
ประสิทธิภาพในการก้าจัดไขมันมากที่สุด เท่ากับ 98.5 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร และ 85.76% ตามล้าดับ 

จากการศึกษาปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันโดย
ยีสต์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสที่คัดเลือกได้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทั้ง 
3 สายพันธุ์ พบเมทิลเอสเทอร์ที่เป็นองค์ประกอบหลัก คือ 
เมทิลปาล์มมิเตท เมทิลลิโนเลเอท และเมทิลโอเลเอท (Fig. 
5, 6 และ 7) ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน้้ามันพืชที่ต่างชนิดกันจะ
มีคุณสมบัติแตกต่างกัน ทั้ งนี้ เนื่องจากน้้ ามันพืชเป็น
สารประกอบไตรกลีเซอไรด์ ที่มีกรดไขมันอยู่ในโครงสร้าง
ของไตรกลีเซอไรด์ถึง 94-96% ของน้้าหนักโมเลกุล ท้าให้
คุณสมบัติของน้้ามันมีคุณสมบัติทั้งทางเคมีและกายภาพ
เป็นไปตามกรดไขมันที่เป็นองค์ประกอบอยู่ ดังนั้นเมื่อน้า
น้้ามันพืชชนิดนั้น ๆ มาเป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลที่
ผลิตได้จะมีสัดส่วนของชนิดเมทิลเอสเทอร์ตามชนิดกรด
ไ ขมั นที่ เ ป็ นอ ง ค์ ป ร ะ กอบ นั้ น ๆ  จ า ก ร า ย ง าน ขอ ง 
Hongpattarakeeree and Chiensin (2005) พบว่า กรด
ไขมันปาล์มมิติก และโอเลอิกเป็นองค์ประกอบหลักในน้้ามัน
ปาล์ม คือ มีอยู่ถึง 36.50 และ 43.68% ตามล้าดับ ดังนั้น
เมทิลเอสเทอร์ที่ได้จากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันจึง
เป็นเอสเทอร์ของกรดไขมันปาล์มมิติกและโอเลอิกเป็นส่วนใหญ่ 
 

 
 

จากการคัดแยกยีสต์จากตัวอย่างน้้าทิ้งโรงอาหารพบ
เช้ือยีสต์รหัส CTWY29 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสสูงสุด
เท่ากับ 1.26 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และมีประสิทธิภาพในการ
ย่อยไขมันเท่ากับ 72.69% ที่เวลา 96 ช่ัวโมง การผลิตไบโอ-
ดีเซลจากยีสต์ที่มีความสามารถสร้างเอนไซม์ไลเปส ตรวจ
พบไบโอดี เซล ( ในรูปของเมทิล เอสเทอร์ที่สามารถ
เปลี่ยนเป็นไบโอดีเซล) ทั้งหมด 3 ชนิด ได้แก่ เมทิลปาล์มมิเตท 
เมทิลลิโนเลเอท และเมทิลโอเลเอท โดย เช้ือยีสต์รหัส 
CTWY29 ให้ปริมาณของไบโอดีเซลชนิดเมทิลโอเลเอทสูงสุด
เท่ากับ 26.25% (ช่ัวโมงที่ 48) แสดงให้เห็นว่า สามารถน้า
เซลล์ยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสมา
ประยุกต์ใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันใน
การผลิตไบโอดีเซลได้ปัจจุบันนักวิจัยมุ่งความสนใจสู่การ
ค้นคว้าวิจัยตัวเร่งปฏิกิริยาชีวภาพซึ่งมีข้อดีเหนือตัวเร่ง

สรุปผลการวิจัย 
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ปฏิกิริยาทางเคมีหลายประการ ตัวเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพ 
(Biocatalyst) เช่น ไลเปส เป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งที่พบได้ใน
สิ่งมีชีวิตต่าง ๆ โดยเฉพาะจากจุลินทรีย์ต่าง ๆ ไม่ว่าจะเป็น
แบคทีเรีย รา และยีสต์ การผลิตไบโอดีเซลโดยตัวเร่ง
ปฏิกิริยาชีวภาพนับเป็นกระบวนการใหม่ที่สนใจอย่างยิ่ง 
วิธีการนี้เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมไม่ต้องใช้พลังงานมากมาย
เนื่องจากเกิดขึ้นในสภาวะอุณหภูมิปกติทั่วไป ส่วนกรดไขมัน
อิสระที่มีอยู่ในน้้ามันไม่สร้างปัญหาใด ๆ ในกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซลกลีเซอรีนซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ข้างเคียงเกิดขึ้นจะ
อยู่ในรูปเดิมไม่มีการเปลี่ยนแปลงใด ๆ จึงสามารถแยก
ออกมาจากไบโอดีเซลได้ง่ายและสามารถใช้ประโยชน์ต่อไป

โดยไม่ต้องผ่านกระบวนการท้าให้บริสุทธิ์ซึ่งแตกต่างจาก
กระบวนการผลิตโดยการใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาทางเคมี 
 

 
 

ขอขอบพระคุณทุนอุดหนุนการวิจัยนักศึกษา 
ระดับอุดมศึกษา ส้านักงานนโยบายและแผนพลังงาน 
กระทรวงพลังงาน ประจ้าปีงบประมาณ 2557 ที่ให้ความ
อนุเคราะห์สนับสนุนทุนส้าหรับการด้าเนินงานวิจัยในครั้งนี ้
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