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ปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลติไลเปสโดยแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง 
Geobacillus stearothermophilus PTL38 

Influencing Factors on Lipase Production by  
Thermophilic Bacteria, Geobacillus stearothermophilus PTL38 

ปราณี พัฒนพิพิธไพศาล1 

 

บทคัดย่อ 
แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง Geobacillus stearothermophilus PTL38 ท่ีคัดแยกจากบ่อดักไขมันของ

ภัตตาคารในเขตอําเภอเมืองอุบลราชธานี จังหวัดอุบลราชธานี สามารถผลิตไลเปสได้ดเีมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เช้ือ enrichment medium B ซึ่งประกอบด้วย basal salt solution, 0.5 % w/v ยีสต์สกัดและ 1 % v/v น้ํามัน
มะกอก ปัจจัยท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเปส คือ พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือเท่ากับ 7.0 หัวเช้ือตั้งต้นอายุ 36 
ช่ัวโมง ปริมาตรหัวเช้ือตั้งต้นเท่ากับ 5.0 % (v/v) บ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 180 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง โดยแบคทีเรียสามารถผลิตไลเปสท่ีมีกิจกรรมสูงสุดเท่ากับ 36.50 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร G. stearothermophilus PTL38 สามารถใช้นํ้ามันพืชผลิตเชิงพาณิชย์หลายชนิดเป็นแหล่งคาร์บอน 
พบว่า 2.5 % v/v นํ้ามันปาล์ม และ 1.0 % v/v นํ้ามันข้าวโพดท่ีผ่านการใช้แล้วสองครั้ง เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีดี
ท่ีสุด โดยแบคทีเรียสามารถผลิตไลเปสได้เท่ากับ 40.60 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 42.40 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ 
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ABSTRACT 
Thermophilic Geobacillus stearothermophilus PTL38 isolated from grease chamber of 

restaurant in Amphoe Moungubonratchathani, Ubon Ratchathani Province. This bacterium 
produces lipase with hydrolytic activities when cultures in enrichment medium B comprised with 
basal salt solution, 0.5 % w/v yeast extract, 1 % v/v olive oil. Factors affecting the lipase 
production were examined. It was observed that modified enrichment medium B with 7.0 initial 

pH of the medium, 36 hrs inoculums age, 5.0 % (v/v) inoculums volume, 36 hrs and 55 °C 
incubation with 180 rpm shaking. Under this optimized condition, the bacterium gave 36.50 U/ml 
of maximum lipase production. G. stearothermophilus PTL38 utilized several commercial 
vegetable oils as carbon source. Palm oil (2.5 %, new) and corn oil (1.0 %, reuse twice) were the 
best among all carbon sources tested, yielding 40.60 U/ml and 42.40 U/ml lipase, respectively. 
 

คําสําคัญ: ไลเปส การผลิตไลเปส แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง 
Keywords: Lipase, Lipase production, Thermophilic bacteria, G. stearothermophilus 

 
บทนํา 

ไ ล เ ป ส  ห รื อ  triacylglycerol 
acylhydrolases; EC 3.1.1.3 ทําหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซีสของไตรกลีเซอไรด์ให้เปลี่ยนเป็นกลีเซอรอล
และกรดไขมัน พบได้ท่ัวไปในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดท้ังสัตว์ 
พืช แบคทีเรีย ยีสต์และเช้ือรา แต่ไลเปสท่ีได้จาก
จุลินทรีย์เป็นแหล่งสําคัญและได้รับความสนใจอย่าง
กว้างขวาง เน่ืองจากมีคุณสมบัติท่ีเหมาะสมต่อการ
นําไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมหลายชนิด ได้แก่ 
อุตสาหกรรมสารซักฟอก อุตสาหกรรมอาหารและนม 
อุตสาหกรรมการผลิตเครื่องสําอาง อุตสาหกรรมการ
ผลิตเครื่องหนังและอุตสาหกรรมการผลิตเภสัชภัณฑ์ 
รวมท้ังการนําไปประยุกต์ ใช้ในการบําบัด นํ้าเสีย 
นอกจากน้ีการผลิตเอนไซม์จากจุลินทรีย์มีข้อได้เปรียบ
กว่าการผลิตโดยใช้สิ่งมีชีวิตช้ันสูง เพราะจุลินทรีย์
สามารถเจริญได้อย่างรวดเร็ว วิธีการเพาะเลี้ยงไม่
ยุ่งยาก สามารถผลิตได้ในปริมาณมาก กระบวนการ

ผลิตและการเก็บเก่ียวไม่ซับซ้อน (Lee Dong-Woo et 
al., 1999; Shama et al., 2001; Kambourova et 
al., 2003) โดยเฉพาะอย่างยิ่งไลเปสท่ีได้จากจุลินทรีย์
ชอบอุณหภูมิสูง (thermophilic microorganisms) 
ท้ังน้ีเ น่ืองจากเอนไซม์ดังกล่าวจะมีความคงทนต่อ
อุณหภูมิสูงและการถูกทําลายด้วยสารเคมี (Lee Dong-
Woo et al., 1999) ในช่วงหลายปีท่ีผ่านมา มีรายงาน
เก่ียวกับการผลิตไลเปสโดยแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง 
ซึ่งวิธีการผลิตจะแตกต่างกันไปข้ึนอยู่ กับชนิดของ
แบคทีเรีย เ พ่ือให้ได้ปริมาณไลเปสท่ีเ พ่ิมมากข้ึน 
ตัวอย่างเช่น Bacillus thermoleovorans ID-1 (Lee 
Dong-Woo et al., 1999) B. thermoleovorans 
IHI-91 (Markossian et al., 2000) Pseudomonas 

fluorescens NS2W (Kulkami and Gadre, 2002) 
Bacillus sterothermophilus MC7 (Kambourova 
et al., 2003) สําหรับงานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์ใน
การศึกษาปัจจัยในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบ
อุณหภูมิสูง Geobacillus stearothermophilus 
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PTL38 (ปราณี, 2555) เพ่ือการผลิตไลเปส ปัจจัยท่ี
ศึกษาได้แก่ พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือ อุณหภูม ิ
ช่วงอายุของหัวเช้ือตั้งต้น ปริมาตรหัวเช้ือตั้งต้น อัตรา
การเขย่าให้อากาศ ช่วงเวลา ชนิดของแหล่งคาร์บอน 
และระดับความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 

 

วิธดีําเนินการวิจัย 
1. พีเอชเร่ิมต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

เตรียมหัวเช้ือตั้งต้นโดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย
ชอบอุณหภูมิสูง G. stearothermophilus PTL38 ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ enrichment medium A ซึ่ง
ประกอบด้วย basal salt solution  0.1 % w/v ยีสต์
สกัดและ 1 % v/v น้ํามันมะกอก บ่มท่ีอุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง ปรับความขุ่นของเช้ือ 
(OD600) เท่ากับ 0.5 ด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือ enrichment 
medium A จากน้ันปิเปตหัวเช้ือตั้งต้นท่ีเจือจางแล้ว 
ปริมาตร 5 % (v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
enrichment medium B (ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน 
ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร) ซึ่งประกอบด้วย basal 
salt solution  0.5 % w/v ยีสต์สกัดและ 1 % v/v 
น้ํามันมะกอก โดยปรับพีเอชเท่ากับ 4.0 5.0 6.0 7.0 
8.0 และ 9.0 ด้วย 0.1 M HCl หรือ NaOH นําไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วย
ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อ
ครบกําหนดแล้วทําการแยกเซลล์ออกด้วยเครื่องหมุน
เหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 19,000 
xg เป็นเวลา 10 นาที นําส่วนใสท่ีได้ไปวิเคราะห์
กิจกรรมไลเปส (Odera et al., 1986) โดยทําการ
ทดลอง 3 ซ้ําการทดลองและกําหนดให้ 1 ยูนิตของ
เอนไซม์หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยสลาย
นํ้ามันมะกอกให้ได้กรดไขมันท่ีอยู่ในรูป oleic acid 

ปริมาตร 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 20 นาที ภายใต้
สภาวะท่ีกําหนด 
2. อุณหภูม ิ

เตรียมหัวเช้ือตั้งต้นเช่นเดียวกับข้อ 1 จาก
น้ันปิเปตหัวเช้ือตั้งต้นท่ีเจือจางแล้ว ปริมาตร 5 % 
(v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ enrichment medium B 
โดยปรับพีเอชท่ีเหมาะสมจากข้อ 1 นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
30 35 45 55 และ 60 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่า
ด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
เมื่อครบกําหนดแล้ว ทําการแยกเซลล์ออกด้วยเครื่อง
หมุนเหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
19,000 xg เป็นเวลา 10 นาที นําส่วนใสท่ีได้ไป
วิเคราะห์กิจกรรมไลเปส (Odera et al., 1986) โดยทํา
การทดลอง 3 ซ้ําการทดลอง 
3. ช่วงอายุของหัวเชื้อต้ังต้น 

เตรียมหัว เ ช้ือตั้ งต้นในอาหารเลี้ ยง เ ช้ือ 
enrichment medium A เช่นเดียวกับข้อ 1 บ่มท่ี
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าด้วย
ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลาต่าง ๆ คือ 18 24 
30 36 42 และ 48 ช่ัวโมง จากน้ันปิเปตหัวเช้ือตั้งต้นท่ี
เจือจางแล้ว ปริมาตร 5 % (v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
enrichment medium B โดยปรับพีเอชท่ีเหมาะสม
จากข้อ 1 นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจากข้อ 2 บน
เครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
48 ช่ัวโมง เมื่อครบกําหนดแล้วทําการแยกเซลล์ออก
ด้วยเครื่องหมุนเหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 19,000 xg เป็นเวลา 10 นาที นําส่วนใสท่ีได้
ไปวิเคราะห์กิจกรรมไลเปส (Odera et al., 1986) โดย
ทําการทดลอง 3 ซ้ําการทดลอง 
4. ปริมาตรหัวเชื้อต้ังต้น 

เตรียมหัวเช้ือตั้งต้นในช่วงอายุของหัวเช้ือตั้ง
ต้นท่ีเหมาะสมจากข้อ 3 จากน้ันปิเปตหัวเช้ือตั้งต้นท่ี
เจือจางแล้วในปริมาตร 1.0 3.0 5.0 7.0 และ 9.0 % 
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(v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ enrichment medium B 
โดยปรับพีเอชท่ีเหมาะสมจากข้อ 1 นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ
ท่ีเหมาะสมจากข้อ 2 บนเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 150 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เมื่อครบกําหนดแล้ว
ทําการแยกเซลล์ออกด้วยเครื่องหมุนเหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 19,000 xg เป็นเวลา 10 
นาที นําส่วนใสท่ีได้ไปวิเคราะห์กิจกรรมไลเปส (Odera 
et al., 1986) โดยทําการทดลอง 3 ซ้ําการทดลอง 
5. อัตราการเขย่าให้อากาศ 

เตรียมหัวเช้ือตั้งต้นในช่วงอายุของหัวเช้ือตั้ง
ต้นท่ีเหมาะสมจากข้อ 3 จากน้ันปิเปตหัวเช้ือตั้งต้นท่ี
เจือจางในปริมาตรท่ีเหมาะสมจากข้อ 4 ลงในอาหาร
เลี้ยงเช้ือ enrichment medium B โดยปรับพีเอชท่ี
เหมาะสมจากข้อ 1 นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจาก
ข้อ 2 บนเครื่องเขย่าด้วยความเร็วรอบในระดับต่าง ๆ 
คือ 100 150 180 และ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 
ช่ัวโมง เมื่อครบกําหนดแล้วทําการแยกเซลล์ออกด้วย
เครื่องหมุนเหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
19,000 xg เป็นเวลา 10 นาที นําส่วนใสท่ีได้ไป
วิเคราะห์กิจกรรมไลเปส (Odera et al., 1986) โดยทํา
การทดลอง 3 ซ้ําการทดลอง 
6. ช่วงเวลา 

เตรียมหัวเช้ือตั้งต้นในช่วงอายุของหัวเช้ือตั้ง
ต้นท่ีเหมาะสมจากข้อ 3 จากน้ันปิเปตหัวเช้ือตั้งต้นท่ี
เจือจางแล้วปริมาตรท่ีเหมาะสมจากข้อ 4 ลงในอาหาร
เลี้ยงเช้ือ enrichment medium B โดยปรับพีเอชท่ี
เหมาะสมจากข้อ 1 นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจาก
ข้อ 2 บนเครื่องเขย่าด้วยความเร็วรอบท่ีเหมาะสมจาก
ข้อ 5 เป็นเวลา 24 36 48 60 และ 72 ช่ัวโมง เมื่อครบ
กําหนดแล้วตามช่วงเวลาต่าง ๆ ให้ทําการแยกเซลล์
ออกด้วยเครื่องหมุนเหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 19,000 xg เป็นเวลา 10 นาที นําส่วนใสท่ีได้

ไปวิเคราะห์กิจกรรมไลเปส (Odera et al., 1986) โดย
ทําการทดลอง 3 ซ้ําการทดลอง 

 
7. ชนิดของแหล่งคาร์บอน 

เตรียมหัวเช้ือตั้งต้นในช่วงอายุของหัวเช้ือตั้งต้นท่ี
เหมาะสมจากข้อ 3 จากน้ันปิเปตหัวเช้ือตั้งต้นท่ีเจือจาง
แล้วปริมาตรท่ีเหมาะสมจากข้อ 4 ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
enrichment medium B แต่มีแหล่งคาร์บอน 
(ปริมาตร 1% v/v) แตกต่างกันคือ 1) นํ้ามันพืช
ประกอบอาหารท่ีผลิตเชิงพาณิชย์ (ใหม)่ และ 2) นํ้ามัน
พืชประกอบอาหารท่ีผลิตเชิงพาณิชย์ (ผ่านการใช้แล้ว) 
ซึ่งได้แก่ น้ํามันมะกอก น้ํามันถ่ัวเหลือง น้ํามันข้าวโพด 
น้ํามันรํา ข้าว น้ํามันปาล์มโอลีนโดยปรับพีเอชท่ี
เหมาะสมจากข้อ 1 นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจาก
ข้อ 2 บนเครื่องเขย่าด้วยความเร็วรอบท่ีเหมาะสมจาก
ข้อ 5 บ่มในช่วงเวลาท่ีเหมาะสมจากข้อ 6 เมื่อครบ
กําหนดแล้วทําการแยกเซลล์ออกด้วยเครื่องหมุนเหว่ียง
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 19,000 xg เป็น
เวลา 10 นาที นําส่วนใสท่ีได้ไปวิเคราะห์กิจกรรมไลเปส 
(Odera et al., 1986) โดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา 
8. ระดับความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 

เตรียมหัวเช้ือตั้งต้นในช่วงอายุของหัวเช้ือตั้ง
ต้นท่ีเหมาะสมจากข้อ 3 จากน้ันปิเปตหัวเช้ือตั้งต้นท่ี
เจือจางแล้วปริมาตรท่ีเหมาะสมจากข้อ 4 ลงในอาหาร
เลี้ยงเช้ือ enrichment medium B ท่ีมีแหล่งคาร์บอน
ท่ีเหมาะสมจากข้อ 7 แต่มีระดับความเข้มข้นในระดับ
ต่างๆ คือ 0.25 0.5 1.0 1.5 2.0 และ 2.5 % (v/v) 
โดยปรับพีเอชท่ีเหมาะสมจากข้อ 1 นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ
ท่ีเหมาะสมจากข้อ 2 บนเครื่องเขย่าด้วยความเร็วรอบ
ท่ีเหมาะสมจากข้อ 5 บ่มในช่วงเวลาท่ีเหมาะสมจากข้อ 
6 เมื่อครบกําหนดแล้ว ทําการแยกเซลล์ออกด้วยเครื่อง
หมุนเหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
19,000 xg เป็นเวลา 10 นาที นําส่วนใสท่ีได้ไป
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วิเคราะห์กิจกรรมไลเปส (Odera et al., 1986) โดยทํา
การทดลอง 3 ซ้ําการทดลอง 

 

ผลการวิจัย 
1. พีเอชเร่ิมต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

การศึกษาค่าพีเอชเริ่มต้นท่ีเหมาะสมในการ
ผ ลิ ต ไ ล เ ป ส  โ ด ย แบ ค ที เ รี ย ช อบ อุณ หภู มิ สู ง 
G. stearothermophilus PTL38 ผลการวิจัยพบว่า

เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย G. stearothermophilus 
PTL38 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ enrichment medium B 
ท่ีปรับพีเอชเท่ากับ 7.0 เช้ือสามารถผลิตไลเปสท่ีมี
กิจกรรมสูงสุด เท่ากับ 35.94 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
รองลงมาคือ พีเอช 4.0 5.0 6.0 8.0 และ 9.0 
ตามลําดับ ซึ่งมีกิจกรรมไลเปสเท่ากับ 35.00 34.06 
33.75 28.13 และ 27.81 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ 
ดังแสดงในรูปท่ี 1 
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รูปท่ี 1 กิจกรรมไลเปสท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง G. stearothermophilus PTL38 ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีปรับค่าพีเอชระดับต่าง ๆ 

 

2. อุณหภูม ิ
การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการผลิต 

ไ ล เ ป ส โ ด ย แ บ ค ที เ รี ย ช อ บ อุ ณ ห ภู มิ สู ง  G. 

stearothermophilus PTL38 โดยเพาะเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ enrichment medium B พีเอช
เท่า กับ 7.0 และบ่ม ท่ี อุณหภูมิ ระดับต่าง  ๆ กัน 
ผลการวิจัยพบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิ
สูง G. stearothermophilus PTL38 โดยบ่มท่ี
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าความเร็ว 
150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เช้ือสามารถผลิต
ไลเปสท่ีมีกิจกรรมสูงสุด เท่ากับ 27.81 ยูนิตต่อ

มิลลิลิตร รองลงมาคือเมื่อเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 45 35 
60 และ 30 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ซึ่งมีกิจกรรม 
ไลเปสเท่ากับ 23.75 19.38 19.06 และ 15.94 ยูนิต 
ต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 2 
3. ช่วงอายุของหัวเชื้อต้ังต้น 

การศึกษา ช่ว งอายุ ของหั ว เ ช้ื อตั้ ง ต้ น ท่ี
เหมาะสมในการผลิตไลเปสโดยแบคทีเรียชอบอุณหภูมิ
สูง G. stearothermophilus PTL38 โดยเพาะหัวเช้ือ
ตั้ งต้น ท่ีมี ช่วงอายุต่ าง  ๆ  ลงในอาหารเลี้ ยง เ ช้ือ 
enrichment medium B ผลการวิจัยพบว่า เมื่อใช้หัว
เช้ืออายุ 36 ช่ัวโมง เป็นหัวเช้ือตั้งต้นในการเพาะเลี้ยง 
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เช้ือสามารถผลิตไลเปสท่ีมีกิจกรรมสูงสุด เท่ากับ 36.25 
ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ หัวเช้ืออายุ 42 30 24 
18 และ 48 ช่ัวโมง ตามลําดับ โดยมีกิจกรรมไลเปส

เท่ากับ 33.75 31.88 31.25 30.00 และ 28.75 ยูนิต 
ต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 3 
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รูปท่ี 2 กิจกรรมไลเปสท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง G. stearothermophilus PTL38 ใน

อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีปรับพีเอชเท่ากับ 7.0 บ่มท่ีอุณหภูมิระดับต่าง ๆ 
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รูปท่ี 3 กิจกรรมไลเปสท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง G. stearothermophilus PTL38 โดยใช้
ช่วงอายุของหัวเช้ือตั้งต้นระดับต่าง ๆ 

 

4. ปริมาตรหัวเชื้อต้ังต้น 
การศึกษาปริมาตรหัวเช้ือตั้งต้นท่ีเหมาะสมใน

การผลิ ต ไล เปสโดยแบค ที เ รี ยชอบ อุณหภูมิ สู ง  
G. stearothermophilus PTL38 โดยใช้ปริมาตรหัว

เช้ือตั้งต้นระดับต่าง ๆ ผลการวิจัยพบว่าเมื่อใช้หัวเช้ือ
เริ่มต้นอายุ 36 ช่ัวโมง ปริมาตร 5.0% (v/v) เช้ือ
สามารถผลิตไลเปสท่ีมีกิจกรรมสูงสุดเท่ากับ 37.50  
ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือปริมาตรหัวเช้ือเท่ากับ 
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3.0 7.0 1.0 และ 9.0 % (v/v) ตามลําดับ โดยมี
กิจกรรมไลเปสเท่ากับ 35.94 35.00 33.50 และ 
33.13 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 4 
5. อัตราการเขย่าให้อากาศ 

การศึกษาอัตราการเขย่าท่ีเหมาะสมในการ
ผลิตไลเปสโดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง G. 

stearothermophilus PTL38 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
enrichment medium B บนเครื่องเขย่าความเร็ว 

(รอบต่อนาที) ท่ีระดับต่าง ๆ เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
ผลการวิจัยพบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่า ท่ี
ความเร็ว 180 รอบต่อนาที เช้ือสามารถผลิตไลเปสท่ีมี
กิจกรรมสู งสุด เ ท่า กับ 42.35 ยู นิตต่อมิลลิลิตร 
รองลงมาคือท่ีอัตราการเขย่าเท่ากับ 150 100 และ 
200 รอบต่อนาที ตามลําดับ โดยกิจกรรมไลเปสเท่ากับ 
41.35 37.60 และ 32.75 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ 
ดังแสดงในรูปท่ี 5 
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รูปท่ี 4 กิจกรรมไลเปสท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง G. stearothermophilus PTL38 ท่ีมีอายุ

ของหัวเช้ือตั้งต้นเท่ากับ 36 ช่ัวโมง โดยใช้ปริมาตรหัวเช้ือตั้งต้นท่ีระดับต่าง ๆ 
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รูปท่ี 5 กิจกรรมไลเปสท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง G. stearothermophilus PTL38 บน

เครื่องเขย่าความเร็ว (รอบต่อนาที) ท่ีระดับต่าง ๆ เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
 



งานวิจัย วารสารวิทยาศาสตร์ มข. ปีท่ี 40 ฉบับท่ี 3 931 

 

 

6. ช่วงเวลา 
เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย ชอบอุณหภูมิสูง  

G. stearothermophilus PTL38 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
enrichment medium B ตามช่วงเวลาต่าง ๆ 
ผลการวิจัยพบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงเช้ือเป็นเวลา 36 
ช่ัวโมง แบคทีเรียสามารถผลิตไลเปสท่ีมีกิจกรรมสูงสุด

เท่ากับ 33.35 ยูนิต ต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือเมื่อ
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 48 24 60 และ 72 ช่ัวโมง 
ตามลําดับ โดยมีกิจกรรมไลเปสเท่ากับ 31.15 29.70 
28.55 และ 25.80 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ ดัง
แสดงในรูปท่ี 6 
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รูปท่ี 6 กิจกรรมไลเปสท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง G. stearothermophilus PTL38 ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีใช้นํ้ามันมะกอกเป็นแหล่งคาร์บอน ตามช่วงเวลาต่าง ๆ 

 

7. ชนิดของแหล่งคาร์บอน 
7.1 น้ํามันพืชประกอบอาหารท่ีผลิตเชิง

พาณิชย์ 
การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม

ในการผลิตไลเปสโดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิ
สูง G. stearothermophilus PTL38 ในอาหารเลี้ยง
เช้ือ enrichment medium B ท่ีมีแหล่งคาร์บอนเป็น
นํ้ามันพืชประกอบอาหารท่ีผลิตเชิงพาณิชย์ชนิดต่าง ๆ 
(ระดับความเข้มข้น 1 % v/v) ผลการวิจัยพบว่านํ้ามัน
ปาล์มเป็นชนิดของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม เช้ือ
สามารถผลิตไลเปสท่ีมีกิจกรรมสูงสุดเท่ากับ 39.38  
ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ นํ้ามันถ่ัวเหลือง นํ้ามัน
รําข้าว นํ้ามันข้าวโพด และนํ้ามันมะกอก ตามลําดับ 

โดยมีกิจกรรมไลเปสเท่ากับ 37.50 36.39 34.25 และ 
31.75 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 7 

7.2 น้ํามันพืชประกอบอาหารท่ีผลิตเชิง
พาณิชย์ (ผ่านการใช้แล้ว) 

การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม
ในการผลิตไลเปสโดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิ
สูง G. stearothermophilus PTL38 ในอาหารเลี้ยง
เช้ือ enrichment medium B ท่ีมีแหล่งคาร์บอนเป็น
นํ้ามันพืชประกอบอาหารท่ีผลิตเชิงพาณิชย์ชนิดต่าง ๆ 
ท่ีผ่านการใช้แล้ว 2 ครั้ง (ท่ีระดับความเข้มข้น 1 % 
v/v) ผลการวิจัยพบว่านํ้ามันข้าวโพดท่ีผ่านการใช้แล้ว 
เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม โดยเช้ือมกิีจกรรมไลเปส
สูงสุดเท่ากับ 42.40 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ 
นํ้ามันปาล์ม นํ้ามันรําข้าว นํ้ามันถ่ัวเหลือง และนํ้ามัน
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มะกอก ตามลําดับ โดยมีกิจกรรมไลเปสเท่ากับ 39.70 
37.50 35.70 และ 32.95 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ 
ดังแสดงในรูปท่ี 8 
8. ระดับความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 

การศึกษาระดับความเข้มข้นของแหล่ ง
คาร์บอนท่ีเหมาะสมในการผลิตไลเปส โดยเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง G. stearothermophilus 
PTL38 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ enrichment medium B 
ท่ีมีนํ้ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน ผลการวิจัยพบว่า

เมื่อใช้นํ้ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีระดับความ
เข้มข้นเท่ากับ 2.5 % (v/v) เช้ือสามารถผลิตไลเปสท่ีมี
กิจกรรมสูงสุดเท่ากับ 40.60 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลง 
มาคือ ท่ีระดับความเข้มข้นเท่ากับ 2.0 1.5 1.0 0.5 3.0 
0.3 5.0 4.0 และ 6.0 % (v/v) โดยมีกิจกรรมไลเปส
เท่ากับ 37.50 34.90 32.50 30.80 30.1 29.50 27.50 
27.0 และ 23.60 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังแสดง
ในรูปท่ี 9 
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รูปท่ี 7 กิจกรรมไลเปสท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง G. stearothermophilus PTL38 ใน

อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีนํ้ามันพืชประกอบอาหารท่ีผลิตเชิงพาณิชย์ชนิดต่าง ๆ เป็นแหล่งคาร์บอน 
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รูปท่ี 8 กิจกรรมไลเปสท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง G. stearothermophilus PTL38 ใน

อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีนํ้ามันพืชประกอบอาหารท่ีผลิตเชิงพาณิชย์ผ่านการใช้แล้ว 2 ครั้ง เป็นแหล่งคาร์บอน 
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รูปท่ี 9 กิจกรรมไลเปสท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง G. stearothermophilus PTL38 ใน

อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีนํ้ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีความเข้มข้นระดับต่าง ๆ 
 

บทสรุปและวิจารณผ์ลการวิจัย 
การผลิตไลเปสจากจุลินทรีย์จะมีปัจจัยต่าง ๆ 

มาเก่ียวข้องเพ่ือเป็นการปรับสภาวะให้เหมาะสมต่อ
แบคทีเรียในการผลิตเอนไซม์ ในปริมาณท่ีสูง ข้ึน 
แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง G. stearothermophilus 
PTL38 เป็นแบคทีเรียท่ีคัดแยกจากบ่อดักไขมันของ
ภัตตาคารในเขตอําเภอเมืองอุบลราชธานี จังหวัด
อุบลราชธานี เจริญท่ีอุณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส และมี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายไขมันได้ดี (ปราณี, 
2548) เมื่อศึกษาปัจจัยต่าง ๆ ท่ีมีผลต่อการผลิตไลเปส 
พบว่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีเหมาะสม
สํ า ห รั บ ก า ร ผ ลิ ต ไ ล เ ป ส โ ด ย แ บ ค ที เ รี ย  G. 

stearothermophilus PTL38 มีค่า เ ท่ากับ 7.0 ซึ่ ง
สอดคล้องกับค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือ
สําหรับการผลิตไลเปสโดยแบคทีเรีย Bacillus sp. 
PS15 (จุรีรัตน์, 2541) B. cereus C71 (Chen et al., 
2007) แต่เป็นค่าท่ีต่ํากว่าการผลิตไลเปสโดยแบคทีเรีย 
Burkholderia cepacia C737-11 ซึ่งมีค่าพีเอช
เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือเท่ากับ 8.0 (Ma et al., 
2010) พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือสําหรับการผลิต
ไลเปสโดยแบคทีเรีย Burkholderia sp. HY-10 

เท่ากับ 8.5 (Park et al., 2007) และพีเอชเริ่มต้นของ
อาหารเลี้ยงเช้ือสําหรับการผลิตไลเปสโดยแบคทีเรีย 
Burkholderia sp. C20 เท่ากับ 9.0 (Liu et al., 
2006) และสูงกว่าค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือ
สําหรับการผลิตไลเปสโดยแบคทีเรีย Pseudomonas 

sp. ซึ่งมีค่าเท่ากับ 5.5 (Sarkar et al., 1998) พีเอช
เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือสําหรับการผลิตไลเปสโดย
แบคทีเรีย Lactobacillus plantarum มีค่าเท่ากับ 
5.5 (Lopes et al., 1999) พีเอชเริ่มต้นของอาหาร
เลี้ยงเช้ือสําหรับการผลิตไลเปสโดยแบคทีเรีย Bacillus 

thermoleovorans ID-1 มีค่าเท่ากับ 6.0 (Lee 
Dong-Woo et al., 1999) พีเอชเริ่มต้นของอาหาร
เลี้ยงเช้ือสําหรับการผลิตไลเปสโดยแบคทีเรีย Bacillus 

thermoleovorans IHI-91 มีค่ า เ ท่า กับ  6.5 
(Markossian et al., 2000) แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง 
G. stearothermophilus PTL38 ผลิตไลเปสได้ใน
ปริมาณสูงท่ีสุดเมื่อเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส (กิจกรรมไลเปสเท่ากับ 27.81 ยู นิตต่อ
มิลลิลิตร) ซึ่งสูงกว่าอุณหภูมิท่ีใช้ในการผลิตไลเปสโดย
แบคทีเรีย Bacillus sp. คือท่ีอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส ( กิจกรรมไลเปสเท่ากับ 0.45 ยู นิตต่อ
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มิลลิลิตร; Handelsmann and Shoham, 1994) และ 
B. thermoleovorans ID-1 (กิจกรรมไลเปสเท่ากับ 
0.70 ยูนิตต่อมิลลิลิตร; Lee Dong-Woo et al., 
1999) อย่างไรก็ตาม Markossian et al. (2000) 
รายงานว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเปสโดย
แบคทีเรีย B. thermoleovorans IHI-91 คือ 65 องศา
เซลเซียส (กิจกรรมไลเปสเท่ากับ 0.30 ยูนิตต่อลิตร) 
นอกจากน้ีอัตราการเขย่ามีบทบาทสําคัญต่อการ
เคลื่อนย้ายออกซิเจนเข้าสู่อาหารเลี้ยงเช้ือและมีผลต่อ
การเจริญของแบคทีเรีย ดัง น้ันในการเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียจึงใช้อัตราการเขย่าให้อากาศแตกต่างกัน 
ผลการวิจัยพบว่าอัตราการเขย่าท่ีเหมาะสมสําหรับการ
ผ ลิ ต ไ ล เ ป ส โ ด ย แ บ ค ที เ รี ย ช อ บ อุ ณ ห ภู มิ สู ง  
G. stearothermophilus PTL38 คือ 180 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง เมื่ออัตราการเขย่าสูงข้ึนท่ี 
200 รอบต่อนาที แบคทีเรียสังเคราะห์ไลเปสท่ีมี
กิจกรรมลดลง แต่แบคทีเรียสายพันธ์ุ 1A42 และ สาย
พันธ์ุ 2C8 ต้องการอัตราการเขย่าให้อากาศเท่ากับ 150 
และ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ตามลําดับ 
(สุวรรณา และคณะ, 2540) ในขณะท่ีแบคทีเรีย 
Burkholderia sp. C20 ต้องการอัตราการเขย่าให้
อากาศเท่ากับ 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 
(Liu et al., 2011) 

แ บ ค ที เ รี ย ช อ บ อุ ณ ห ภู มิ สู ง  G. 

stearothermophilus PTL38 สามารถเจริญและผลิต
ไลเปสได้ดีในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีนํ้ามันประกอบอาหาร
ท่ียังไม่ผ่านการใช้ (2.5 % นํ้ามันปาล์ม) และผ่านการใช้
แล้ว (นํ้ามันข้าวโพด) เป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งสอดคล้อง
กับรายงานของ Haba et al. (2000) กล่าวว่าเมื่อเลี้ยง
แบคทีเรีย Pseudomonase sp. 3AT และ 
Pseudomonase aeruginisa ATCC 111 ในอาหาร
เลี้ยงเช้ือท่ีมีนํ้ามันประกอบอาหารท่ีใช้แล้วเป็นแหล่ง
คาร์บอน แบคทีเรียสองชนิดน้ีให้กิจกรรมไลเปสสูงสุด

เมื่อใช้อัตราส่วนของนํ้ามันมะกอกและนํ้ามันเมล็ดดอก
ทานตะวันเท่ากับ 1:1 Lee Dong-Woo et al. (1999) 
พบว่า Bacillus thermoleovorans ID-1 สามารถ
เจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีนํ้ามันมะกอก นํ้ามันถ่ัว
เหลือง นํ้ามันมินเนอรอล ไตรกลีเซอไรด์ Tween 20 
และ Tween 80 เป็นองค์ประกอบ Emanuilova et 
al. (1993) รายงานว่าแบคทีเรีย Bacillus sp. MC7 มี
กิจกรรมไลเปสสูงสุด 2.0-3.0 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมี Tween-80 เป็น
อ ง ค์ ป ร ะ ก อ บ  ส่ ว น แ บ ค ที เ รี ย  Bacillus 

thermoleovorans IHI-91 ท่ีแยกจากนํ้าพุร้อน 
สามารถเจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีกรดปาร์มิคติก 
กรดสเตรียริก ลาโนริน นํ้ามันมะกอก นํ้ามันเมล็ดดอก
ทานตะวัน นํ้ามันถ่ัวเหลือง และนํ้ามันปลา เป็นแหล่ง
คาร์บอนและแหล่งพลังงาน โดยไม่ต้องการเติมสาร
จําเป็นต่อการเจริญ (growth factor) ลงในอาหารเลี้ยง
เช้ือ (Markossian et al., 2000) Kulkarni and 
Gradre (2002) พบว่าแบคทีเรีย Pseudomonas 

fluorescens NS2W สามารถใช้นํ้ามันพืชเป็นแหล่ง
คาร์บอนได้ดีกว่านํ้าตาลเฮกโซส และนํ้าตาลเพนโตส 

สรุ ป ได้ ว่ า  แบค ที เ รี ย ชอบ อุณหภู มิ สู ง  
G. stearothermophilus PTL38 ท่ีคัดแยกจากบ่อดัก
ไขมันของภัตตาคารในเขตอําเภอเมืองอุบลราชธานี 
จังหวัดอุบลราชธานี สามารถผลิตไลเปสได้ดี ภายใต้
สภาวะอุณหภูมิสูงและพีเอชท่ีเป็นกลาง แบคทีเรีย
สามารถใช้นํ้ามันท่ีผลิตเชิงพาณิชย์ได้หลายชนิดเป็น
แหล่งคาร์บอนทดแทนการใช้นํ้ามันมะกอก จึงมีความ
เป็นไปได้ ท่ีจะนําแบคทีเรียชนิดน้ีไปประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมและสิ่งแวดล้อมได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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