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 (1) 

สารบัญ 

 

 หนา 
สารบัญ (1) 
สารบัญตาราง (2) 
สารบัญภาพ (8) 
คํานํา 1 
วัตถุประสงค 4 
การตรวจเอกสาร 5 
อุปกรณและวธีิการ 40 

อุปกรณ 40 
วิธีการ 41 

ผลและวิจารณ 55 
สรุปและขอเสนอแนะ 102 

สรุป 102 
ขอเสนอแนะ 104 

เอกสารและสิ่งอางอิง 105 
ภาคผนวก 117 

ภาคผนวก ก อาหารเลี้ยงเชื้อ 118 
ภาคผนวก ข สารเคมีและวธีิที่ใชในการทดสอบเชื้อ 122 
ภาคผนวก ค การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร 126 
ภาคผนวก ง วธีิวิเคราะหทางเคมแีละวิธีการทดลอง 129 
ภาคผนวก จ ผลการทดลอง 152 
ภาคผนวก ฉ การวิเคราะหทางสถิติ 172 

ประวัติการศึกษา  และการทํางาน 179 



 

(2) 

สารบัญตาราง 

 

ตารางที่ หนา 
  

1 มาตรฐานน้ําปลาเพื่อการบริโภคของกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 203) พ.ศ. 2543  12 
2 มาตรฐานน้ําปลาเพื่อการผลิตของสํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม 

กระทรวงอุตสาหกรรม (มอก. 3-2536) 13 
3 คา water activity (aw) ต่ําที่สุดที่เชื้อจุลินทรยีแตละชนิดสามารถเจริญได 23 
4 การใชเอนไซมไลเปสจากจลิุนทรียในอุตสาหกรรม 33 
5 การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสบนอาหารแข็ง   

SGC ที่เติม Tween 80 ความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นตและเกลือ NaCl ความเขมขน          
0-4.0 โมลาร 56 

6 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทางชีวเคมขีองแบคทีเรียไอโซเลท PB233 59 
7 เปอรเซ็นตความคลายคลึง (% Similarity) ของลําดับเบส 16S rRNA ระหวาง

แบคทีเรียไอโซเลท PB233 และแบคทีเรียในกลุม Staphylococcus sp.    61 
8 ลําดับขั้นตอนการทําเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียทนเกลอื   

Staphylococcus warneri PB233 ใหบริสุทธิ์ 81 
9 ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยไดในน้าํปลาที่เติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจาก

แบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ 
รวมกับการหมักเปนเวลา 24 สัปดาห 91 

10 องคประกอบทางเคมีและกายภาพของน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดกบัน้ําปลาที่ได
จากการเติมเอนไซมที่ชอบเกลือรวมกับการหมัก 101 

  
ตารางผนวกที่  
  

ง1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานโปรตีนที่ความเขมขนตาง ๆ 136 
จ1 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียที่มคีวามสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสในอาหาร

เหลว SGC ที่เติมน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และเกลอื NaCl ความเขมขน         
2.0-3.0 โมลาร 153 



 

(3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 

ตารางผนวกที่ หนา 
  
จ2 ผลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอการเจริญของแบคทีเรีย 

Staphylococus warneri PB233 154 
จ3 ผลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอการผลิตเอนไซมไลเปสของ

แบคทีเรีย Staphylococus warneri PB233 155 
จ4 การเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียทนเกลือ              

Staphylococus warneri PB233 ในเครื่องเขยาควบคุมอณุหภูม ิ 156 
จ5 การเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสแบคทีเรียทนเกลอื                     

Staphylococus warneri PB233 ในถังหมักขนาด  2.5  ลิตร 157 
จ6 ผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ     

Staphylococus warneri PB233 158 
จ7 ผลของอุณหภมูติอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ    

Staphylococus warneri PB233 158 
จ8 ความเสถียรของเอนไซมไลเปสจากแบคทเีรียทนเกลือ Staphylococus warneri 

PB233 ที่พีเอชตาง ๆ 159 
จ9 ความเสถียรของเอนไซมไลเปสจากแบคทเีรียทนเกลือ Staphylococus warneri 

PB233 ที่อุณหภูมิตาง ๆ 159 
จ10 ผลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปส

จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococus warneri PB233 160 
จ11 ผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ  

Staphylococus warneri PB233 160 
จ12 ผลของอุณหภมูิตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ  

Staphylococus warneri PB233 161 
จ13 ความเสถียรของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ           

Staphylococus warneri PB233 ที่พีเอชตาง ๆ 161 
   



 

(4) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 

ตารางผนวกที่ หนา 
  
จ14 ความเสถียรของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococus  

warneri PB233 ที่อุณหภูมิตาง ๆ 162 
จ15 ผลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอกิจกรรมของเอนไซม               

ไลเปสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococus warneri PB233 162 
จ16 ปริมาณ acetic acid ที่เกิดขึ้นระหวางการหมักน้ําปลาที่เตมิเอนไซมไลเปส                 

ที่ชอบเกลือความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมัก 163 
จ17 ปริมาณ propionic acid ที่เกิดขึ้นระหวางการหมักน้ําปลาที่เติมเอนไซมไลเปส           

ที่ชอบเกลือความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมัก 164 
จ18 ปริมาณ isobutyric acid ที่เกดิขึ้นระหวางการหมักน้ําปลาที่เติมเอนไซมไลเปส           

ที่ชอบเกลือความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมัก 165 
จ19 ปริมาณ butyric acid ที่เกิดขึน้ระหวางการหมักน้ําปลาที่เติมเอนไซมไลเปส                

ที่ชอบเกลือความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมัก 166 
จ20 ปริมาณ isovaleric acid ที่เกิดขึ้นระหวางการหมักน้ําปลาที่เติมเอนไซมไลเปส            

ที่ชอบเกลือความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมัก 167 
จ21 ปริมาณ valeric acid ที่เกิดขึน้ระหวางการหมักน้ําปลาที่เติมเอนไซมไลเปสที่ชอบ  

เกลือความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมกั 168 
จ22 ปริมาณเกลือทีเ่กิดขึ้นระหวางการหมักน้าํปลาที่ไมเติมและเติมเอนไซมไลเปสที่

ชอบเกลือความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นตรวมกับการหมกั   169 
จ23 พีเอชที่เกิดขึน้ระหวางการหมักน้ําปลาที่ไมเติมและเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือ

ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นตรวมกับการหมกั   170 
จ24 ระดับความเขมสีที่เกิดขึ้นระหวางการหมักน้ําปลาที่ไมเตมิและเติมเอนไซม              

ไลเปสที่ชอบเกลือความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นตรวมกับการหมัก   171 
ฉ1 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของ acetic acid ในน้ําปลาที่เติมเอนไซม 

ไลเปสที่ชอบเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 
และใช F-test ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 173 



 

(5) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 

ตารางผนวกที่ หนา 

  
ฉ2 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของ propionic acid ในน้ําปลาที่เติม

เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 173 

ฉ3 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของ isobutyric acid ในน้ําปลาที่เติม
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 173 

ฉ4 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของ butyric acid ในน้ําปลาที่เติม
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 174 

ฉ5 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของ isovaleric acid ในน้ําปลาที่เติม
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 174 

ฉ6 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของ valeric acid ในน้ําปลาทีเ่ติม
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 174 

ฉ7 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณฟอรมอลไนโตรเจนใน
น้ําปลาที่เติมเอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 175 

ฉ8 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดใน
น้ําปลาที่เติมเอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 175 

ฉ9 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ 5/-GMP ในน้ําปลาที่เติม
เอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA)        
และใช F-test ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 175 

   



 

(6) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 

ตารางผนวกที่ หนา 

  
ฉ10 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณเกลือในน้ําปลาที่เติม

เอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA)                 
และใช F-test ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 176 

ฉ11 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของพีเอชในน้าํปลาที่เติมเอนไซมที่ชอบ
เกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และใช F-test ทดสอบ
ความมีนัยสําคญัที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 176 

ฉ12 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของระดับความเขมสีในน้ําปลาที่เติม
เอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และใช  
F-test ทดสอบความมีนัยสําคญัที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 176 

ฉ13 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ acetic acid ในน้ําปลาที่เติม
เอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และใช   
F-test ทดสอบความมีนัยสําคญัที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 177 

ฉ14 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ propionic  acid ในน้ําปลาที่
เติมเอนไซมทีช่อบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA)  
และใช F-test ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 177 

ฉ15 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ isobutyric acid ในน้ําปลาที่
เติมเอนไซมทีช่อบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และ 
ใช F-test ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 177 

ฉ16 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ butyric acid ในน้ําปลาที่
เติมเอนไซมทีช่อบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และ
ใช   F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 178 

ฉ17 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ isovaleric acid ในน้ําปลาที่
เติมเอนไซมทีช่อบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และ 
ใช F-test ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 178 

   



 

(7) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 

 
 
 

 
 

ตารางผนวกที่ หนา 
  
ฉ18 การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ valeric acid ในน้ําปลาที่เติม

เอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และ       
ใช F-test ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 178 

   
   
   
   
   
   
   
   



 

(8) 

สารบัญภาพ 

 

ภาพที ่ หนา 

  
1 ขั้นตอนการทาํน้ําปลา 7 
2 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของตัวถูกละลาย (solute) ชนิดตาง ๆ               

กับคา water activity ( aw) ในสารละลายแตละชนิด 22 
3 กลไกการถายโอนพลังงาน (energy transduction) เปรียบเทียบระหวางแบคทีเรีย

ชอบเกลือกับแบคทีเรียทนเกลือ 24 
4 ปฏิกิริยาการยอยสลายไตรกลีเซอไรดดวยเอนไซมไลเปส 26 
5 ลักษณะการทาํงานที่แตกตางกันระหวางเอนไซมไลเปสและเอสเทอเรส 26 
6 กลไกการทํางานของเอนไซมไลเปส 27 
7 ความสามารถในการทํางานของเอนไซมไลเปส 28 
8 ชนิดของเอนไซมไลเปสแบงตามความจําเพาะตอตําแหนงบนไตรกลีเซอไรด 31 
9 ปฏิกิริยาการยอยสลายกรดไรโบนิวคลีอิคดวยเอนไซมนวิคลีเอส 37 
10 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลท PB233 ที่เจริญบนอาหารแข็ง SGC            

ที่เติม Tween 80 ความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต และเติมเกลือ NaCl                     
ความเขมขน 3.0 โมลาร 57 

11 การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสในอาหารเหลว 
SGC ที่เติมน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นตและเกลือ NaCl ความเขมขน                 
2.0-3.0 โมลาร 57 

12 ลําดับเบส 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท PB233 60 
13 ผลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอการเจริญของแบคทีเรีย  

Staphylococcus warneri PB233 ในอาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก                
1.0 เปอรเซ็นต 63 

14 ผลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอการผลิตเอนไซมไลเปส     
ของแบคทีเรีย Staphylococcus warneri PB233 ในอาหารเหลว SGC                       
ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต 63 

   



 

(9) 
สารบัญภาพ (ตอ) 

 

 
 
 
 
 

ภาพที ่ หนา 

  
15 การเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus 

warneri PB233 ในอาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และมี    
เกลือ NaCl ความเขมขน 3.0 โมลาร บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมทิี่ 37               
องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที 66 

16 การเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus 
warneri PB233 ในอาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และมี   
เกลือ NaCl ความเขมขน 3.0 โมลาร ในถังหมักขนาด 2.5 ลิตร ควบคุมอณุหภูมิ     
ที่ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 600 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 1 vvm 67 

17 อิทธิพลของพีเอชและอุณหภมูิตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรีย          
ทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 71 

18 ความเสถียรของเอนไซมไลเปสจากแบคทเีรียทนเกลือ Staphylococcus warneri 
PB233 ที่พีเอชและอุณหภูมติาง ๆ  72 

19 อิทธิพลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอกิจกรรมของเอนไซม    
ไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลอื Staphylococcus warneri PB233                  73 

20 Sephadex G-100 เจลฟลเตรชั่นคอลัมนโครมาโทกราฟของเอนไซมไลเปส           
จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233        77 

21 DEAE Toyopearl 650M คอลัมนโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุของ
เอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233        78 

22 อิเล็คโทรฟอริซิสแบบ SDS-PAGE ของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ 
Staphylococcus warneri PB233 โดยใชโพลีอะคริลาไมดเจลความเขมขน             
7.0 เปอรเซ็นต   79 



 

(10) 
สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพที ่ หนา 

  
23 การหาคาน้ําหนักโมเลกุลจากของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลอื   

Staphylococcus warneri PB233 ดวยวิธีอิเล็คโทรฟอริซิสแบบ SDS-PAGE  80 
24 อิทธิพลของพีเอชและอุณหภมูิตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์                  

จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 85 
25 ความเสถียรของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ  Staphylococcus  

warneri PB233 ที่พีเอชและอุณหภูมิตาง ๆ  86 
26 อิทธิพลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอกิจกรรมของเอนไซม    

ไลเปสบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233                  87 
27 ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได acetic acid, propionic acid, isobutyric acid, butyric 

acid, isovaleric acid และ valeric acid ที่เกิดขึ้นระหวางการหมักน้ําปลาที่เติม
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 
ความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมัก                  89 

28 ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได acetic acid, propionic acid, isobutyric acid, butyric 
acid, isovaleric acid และ valeric acid ที่เกิดขึ้นระหวางการหมักน้ําปลาที่ไมเติม
และเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri 
PB233 ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นตรวมกบัการหมัก                  95 

29 ปริมาณเกลือ พีเอช และความเขมสี ที่เกิดขึน้ระหวางการหมักน้ําปลาทีไ่มเติมและ
เติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri 
PB233 ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นตรวมกบัการหมัก                  96 

  
ภาพผนวกที ่  
  

ง1 กราฟมาตรฐานกรดโอเลอิก 133 
ง2 กราฟมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) 136 
   



 

(11) 
สารบัญภาพ (ตอ) 

 

 

ภาพผนวกที ่ หนา 

  
ง3 โครมาโทแกรมของกรดไขมนัที่ระเหยไดชนิดตาง ๆ ในน้ําปลา                              

ที่เติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือรวมกับการหมัก  138 
ง4 โครมาโทแกรมของสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP มาตรฐาน                     

และน้ําปลาที่เติมเอนไซมโปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือ  
รวมกับการหมัก 141 

ง5 กราฟมาตรฐานสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP 141 
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การศึกษาการผลิตและสมบัติของเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือ                                       
จากแบคทีเรียทนเกลือเพื่อใชในการหมักน้ําปลา 

 
Studies on Production and Characterization of Halophilic Lipase from 

Halotolerant Bacteria for Fish Sauce Fermentation 
 

คํานํา 
 
 ไลเปส (lipase) หรือไตรเอซิลกลีเซอรอล เอซิลไฮโดรเลส (triacylglycerol acylhydrolases) 
หรือ กลีเซอรอล เอสเทอร ไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase) (EC 3.1.1.3) เปนเอนไซมในกลุม
ไฮโดรเลส (hydrolase) เอนไซมไลเปสมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายโมเลกุลของ
ไตรกลีเซอไรด (triglyceride) ไดเปนกลีเซอรอล (glycerol) และกรดไขมัน (fatty acid) โดยเอนไซม
ไลเปสจะยอยสลายพันธะเอสเทอร (ester bond) ที่อยูระหวางกรดไขมันกับกลีเซอรอลในโมเลกุล
ของไตรกลีเซอไรด เอนไซมไลเปสจะทําปฏิกิริยาดังกลาวไดดี เมื่อไตรกลีเซอไรดอยูในสภาพที่ไม
ละลายน้ํา (water-insoluble substrate) หรือที่บริเวณผิวสัมผัสของน้ําและน้ํามัน (oil-water interface) 
(Jensen, 1983; Macrae, 1983) ซ่ึงเรียกลักษณะการทํางานของเอนไซมไลเปสวา “interfacial 
activation” (Jaeger et al., 1994; Jaeger and Reetz, 1998; Weete, 1998; Sharma et al., 2001)       
เปนที่ทราบกันดีวากรดไขมันแตละชนิด โดยเฉพาะพวกที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําและระเหยได เชน 
acetic acid, propionic acid, butyric acid, valeric acid และ caproic acid จะมีกล่ินเฉพาะตัว         
และทําใหเกิดกลิ่นที่ดีขึ้นในผลิตภัณฑอาหารชนิดตาง ๆ ได ดังนั้น เอนไซมไลเปสจึงถูกนําไปใช
ประโยชนในการปรับปรุงกลิ่นในผลิตภัณฑอาหารตาง ๆ เชน โยเกิรต เนยแข็ง และไสกรอก      
เปนตน (Jaeger et al., 1994; Sharma et al., 2001) 
 
 น้ําปลาเปนผลิตภัณฑสัตวน้ําพื้นเมืองของประเทศไทยที่จําเปนในการประกอบอาหาร
ประจําวัน ประชาชนคนไทยจะนิยมใชน้ําปลาชวยปรุงแตงรสอาหารกันทุกครัวเรือน น้ําปลาไดจาก
การหมักปลากับเกลือนานประมาณ  8-12  เดือน โดยใชปลาขนาดเล็กซึ่งอาจเปนปลาน้ําจืดหรือ
น้ําเค็มก็ได ในกระบวนการหมักจะเกิดการยอยสลายตัวเอง (autolysis) โดยเอนไซมจากอวัยวะ
ภายในของปลากอนแลวเอนไซมจากเชื้อแบคทีเรียปนเปอนจะยอยสลายเนื้อปลาในขั้นตอไปจน
กลายเปนน้ําปลา (ประเสริฐ, 2511) ไมเพียงแตในประเทศไทยเทานั้นที่ใชน้ําปลาเปนเครื่องปรุงรส
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อาหารยังมีประเทศอื่น ๆ ในเอเชียที่ผลิตและบริโภคน้ําปลาเชนเดียวกัน เชน เวียตนาม พมา 
มาเลเซีย ฟลิปปนส อินโดนีเซีย และญี่ปุน เปนตน โดยแตละประเทศก็จะมีช่ือเรียกแตกตางกัน
ออกไป  น้ําปลานอกจากจะใชเปนเครื่องปรุงรสอาหารซึ่งใหรสเค็มและมีกล่ินชวนรับประทานแลว
น้ําปลายังมีความสําคัญทางโภชนาการประกอบดวย โปรตีน วิตามิน เกลือ และแรธาตุตาง ๆ               
ที่มีความจําเปนตอรางกายโดยเฉพาะน้ําปลาแทช้ันคุณภาพที่ 1 ตามมาตรฐานน้ําปลาเพื่อการผลิต
ของสํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (มอก. 3-2526) ซ่ึงจัดเปนน้ําปลาคุณภาพดีมีคุณคา
ทางโภชนาการสูง  

 
 น้ําปลาเปนผลิตภัณฑอาหารที่นิยมใชกันแพรหลาย มีความสําคัญทั้งทางดานโภชนาการ
และทางดานเศรษฐกิจ ปจจัยสําคัญที่จะทําใหผูบริโภคยอมรับน้ําปลา คือ กล่ินและรสชาติ โดยกล่ิน
ของน้ําปลาจะเกิดจากสารประกอบหลายชนิดในน้ําปลา โดยเฉพาะกรดไขมันโมเลกุลต่ํา ๆ ที่  
ระเหยได (volatile fatty acid) เชน acetic acid, propionic acid, isobutyric acid, butyric acid,        
isovaleric acid และ valeric acids (Saisithi, 1967; Dougan and Howard, 1975; McIver et al., 1982; 
Sanceda et al., 2003) ปจจุบันการผลิตน้ําปลาในอุตสาหกรรมสวนใหญยังใชการหมักโดยวิธี
ธรรมชาติแบบดั้งเดิมซ่ึงตองใชระยะเวลาในการหมักนานและคุณภาพน้ําปลาที่ไดไมสม่ําเสมอ    
จึงไดมีการศึกษาวิจัยเพื่อพัฒนากระบวนการหมักน้ําปลาโดยใชวิธีการตาง ๆ เชน การใชกรด-ดาง 
(Beddows and Ardeshir, 1979b; Poosaran, 1986a; Sanceda et al., 1996) การใชเชื้อจุลินทรีย      
(บุญศรี, 2533; Ok et al., 1982b) การใชเอนไซมยอยโปรตีนที่ไดจากแหลงตาง ๆ เชน พืช สัตว และ
จุลินทรีย (ปราโมทย, 2507; วรรณา, 2534; Beddows and Ardeshir, 1979a; Nakano et al., 1986; 
Poosaran, 1986b) เพื่อเรงกระบวนการยอยสลายโปรตีนในเนื้อปลาใหกลายเปนน้ําปลาเร็วขึ้น      
ซ่ึงการศึกษาวิจัยเพื่อพัฒนากระบวนการหมักน้ําปลาสวนใหญจะเปนการพัฒนาเพื่อยนระยะเวลาใน
การหมักน้ําปลาแตน้ําปลาที่ไดมักจะมีกล่ินและรสชาติดอยกวาน้ําปลาที่หมักโดยวิธีธรรมชาติ    
การวิจัยเพื่อพัฒนาปรับปรุงกล่ินและรสชาติของน้ําปลาใหดีขึ้นนาที่จะทําไดโดยการเติมเอนไซม 
ไลเปสและไรโบนิวคลีเอสที่ชอบเกลือ (halophilic lipase and ribonuclease) รวมไปกับการหมัก
น้ําปลา เอนไซมไลเปสและไรโบนิวคลีเอสที่ชอบเกลือจะมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยา       
การยอยสลายไขมันและกรดไรโบนิวคลีอิค (ribonucleic acid, RNA) ในตัวปลาใหเปนกรดไขมัน

ชนิดต า ง  ๆ  และสารประกอบนิ วค ลีโอไทด กั ว โน ซีน  5 ′-โมโนฟอสเฟต  ( guanosine                        

5′-monophosphate, 5′-GMP) ซ่ึงจะชวยทําใหกล่ินและรสชาติของน้ําปลาดีขึ้น  
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 ดังนั้น ถาไดมีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการผลิตและสมบัติของเอนไซมไลเปสชอบเกลือที่
ผลิตจากแบคทีเรียทนเกลือที่แยกไดจากน้ําปลา ซ่ึงมีความสามารถในการผลิตกรดไขมันชนิดตาง ๆ
ที่มีบทบาทตอการเกิดกลิ่นในน้ําปลาในสภาพที่มีความเขมขนของเกลือสูง ๆ ได และนําไปใช
รวมกับเอนไซมไรโบนิวคลีเอสและโปรติเอสที่ชอบเกลือ (อนันต, 2545; Ikeda, 2000; 
Bovornreungroj, 2005) ในการหมักน้ําปลาจึงนาที่จะเปนประโยชนตอการพัฒนาใหเกิดกล่ินและ
รสชาติที่ดีขึ้นในน้ําปลาและชวยยนระยะเวลาในการหมักน้ําปลาลงได  
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วัตถุประสงค 

 
 1.  คัดเลือกและจําแนกสายพันธุแบคทีเรียที่แยกไดจากน้ําปลาดิบซ่ึงสามารถผลิตเอนไซม
ไลเปสไดสูง 
 
 2.  ศึกษาวิธีการผลิตเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียที่คัดเลือกไดและศึกษาสมบัติ
บางประการของเอนไซมดังกลาว 
 
 3.  ศึกษาวิธีการทําเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือใหมีความบริสุทธิ์สูง 
 
 4.  เปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีและกายภาพของน้ําปลาที่เติมเอนไซมที่ชอบเกลือ
ชนิดตางๆ ไดแก เอนไซมไลเปส ไรโบนิวคลีเอส และโปรติเอสรวมในการหมัก กับน้ําปลาที่หมัก
โดยวิธีธรรมชาติ 
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การตรวจเอกสาร 

 
 น้ําปลา (fish sauce) เปนผลิตภัณฑที่ไดจากการหมักปลากับเกลือแลวบมทิ้งไวนาน
ประมาณ 8-12 เดือน เกลือจะซึมเขาไปในเนื้อปลา เอนไซมจากตัวปลาและจากจุลินทรียที่ปะปน  
มาจะทําการยอยสลายเนื้อปลาจนกลายเปนของเหลว (ประเสริฐ, 2511) น้ําปลาเปนเครื่องปรุงแตง
รสอาหารที่สําคัญและนิยมกันอยางกวางขวางของประชาชนในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต แตละ
ประเทศจะมีช่ือเรียกน้ําปลาหรือของเหลวซึ่งผลิตโดยวิธีการที่คลายคลึงกับการผลิตน้ําปลาแตกตาง
กันออกไป เชน เวียตนาม เรียกวา Nuoc-mam กัมพูชา เรียกวา Nuoc-mam-gua-ca พมา เรียกวา 
Ngam-ya-ye อินโดนีเซีย เรียกวา Ketjap-Ikan มาเลเซีย เรียกวา Budu สิงคโปร เรียกวา Sambal-Ikan 
ฟลิปปนส เรียกวา Patis ญี่ปุน เรียกวา Shottsuru ลาว เรียกวา Nam-pa และไทย เรียกวา Nam-pla 
(Saisithi et al., 1966)  
 

น้ํ าปลาเปนเครื่องปรุงแตงรสอาหารที่มีคุณคาทางโภชนาการสูงประกอบดวย                
เกลือ 27.5-28.9 เปอรเซ็นต สารอินทรียไนโตรเจน 0.6-2.0 เปอรเซ็นต แอมโมเนียไนโตรเจน     
0.2-0.7 เปอรเซ็นต และโปรตีนไนโตรเจน 7.6 เปอรเซ็นต (Amano, 1962) นอกจากนั้นน้ําปลายัง
เปนแหลงใหญของเกลือแรมากมายหลายชนิด ไดแก แคลเซียม เหล็ก ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม 
แมงกานีส ไอโอดีนและกรดอะมิโนที่จําเปนตอรางกายไมนอยกวา 13 ชนิด โดยเฉพาะไลซีน          
ซ่ึ งมีป ริมาณสูงพอที่ จะทดแทนการขาดไลซีนในคนที่บ ริโภคข าว เปนอาหารหลักได                   
(Dougan and Howard, 1975) 
 
1.  กระบวนการผลิตน้ําปลา 
 
 วัตถุดิบที่สําคัญในการผลิตน้ําปลา ไดแก ปลาสดและเกลือ โดยปลาที่ใชจะใชไดทั้งปลา
น้ําเค็มและปลาน้ําจืด แตการใชปลาน้ําจืดมาทําน้ําปลาจะทําใหไดน้ําปลาที่มีกล่ินและรสชาติดอย
กวาการใชปลาน้ําเค็ม (Lafont, 1950) น้ําปลาคุณภาพดีเปนน้ําปลาที่ผลิตจากปลาน้ําเค็มถึง 97  
เปอรเซ็นต เชน ปลากะตัก (Clupeoides lile) ปลาไสตัน (Stolephorus sp.) ปลาหลังเขียว (Sardinella 
sp.) ปลาทรายแดง (Nemipterus sp.) และปลาเบญจพรรณอื่น ๆ สวนปลาน้ําจืดมีการนํามาใชใน 
การผลิตน้ําปลาเพียง 3 เปอรเซ็นต เชน ปลาสรอย (Cirrhinus sp.) ปลาตะเพียน (Puntius sp.) และ         
ปลาซิว (Rasbora sp.) เปนตน น้ําปลาคุณภาพดีสวนใหญจะผลิตจากปลากะตัก เนื่องจากลักษณะ
เนื้อของปลากะตักจะแนนและละเอียดกวาปลาชนิดอ่ืนทําใหเมื่อนํามาทําน้ําปลาแลวจะมีกล่ินและ
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รสชาติดี สีสวย เปนน้ําปลาที่มีคุณภาพดีที่สุด สําหรับเกลือท่ีใชในการหมักน้ําปลามี 2 ชนิด คือ 
เกลือสมุทรหรือเกลือทะเล (solar salt) และเกลือสินเธาว (rock salt) โดยทั่วไปจะนิยมใช          
เกลือสมุทรหรือเกลือทะเลเพราะมีความชื้นเหมาะสมและมีเกลือแรตาง ๆ ที่มีคุณคาทางอาหารมาก  
เกลือสมุทรหรือเกลือทะเลจะมีปริมาณโซเดียมคลอไรดประมาณ 85.0 เปอรเซ็นต และมีความชื้น
ประมาณ 11.0 เปอรเซ็นต (นงนุช, 2538) 
 
 สําหรับขั้นตอนในการผลิตน้ําปลา ขั้นแรกจะนําปลาที่ไดมาลางเพื่อกําจัดคาวปลา เลือด 
และส่ิงสกปรกที่ติดมากับปลาออก จากนั้นจึงนํามาคลุกเคลากับเกลือ โดยใชเกลือในอัตรา 1 สวน
ตอปลา 1 ถึง 4 สวน เมื่อคลุกเคลาปลากับเกลือเขากันดีแลวจึงนําไปบรรจุในภาชนะซึ่งอาจเปน    
ไห โอง หรือบอซีเมนต ภาชนะที่ใชบรรจุจะมีเกลือรองอยูกอนแลว เมื่อบรรจุสวนผสมของปลา
และเกลือแลวตองโรยเกลือทับชั้นบนเพื่อปองกันไมใหปลาชั้นบนเนาเสีย จากนั้นทําการปดภาชนะ
บรรจุปลาและทับดวยของหนักเพื่อกันปลาลอยพนน้ําขึ้นมาเวลาเกิดน้ําปลา ปลอยทิ้งไวใหเกิด   
การหมักซึ่งโดยทั่ว ๆ ไปจะใชเวลาประมาณหนึ่งป  จะไดของเหลวที่มีสีน้ําตาลแดง ขุน และมีกล่ิน
คาว เรียกวา หัวน้ําปลา หรือน้ําปลาชั้นหนึ่ง นําน้ําปลาที่ไดไปผึ่งแดดประมาณ 1 เดือน ก็จะได
น้ําปลาแทคุณภาพดี สีน้ําตาลแดง ใส และมีกล่ินรสที่ดีของน้ําปลา สําหรับกากปลาที่เหลือจากการ
ทําน้ําปลาชั้นหนึ่งแลวจะนําไปหมักกับน้ําเกลือเขมขนอีก 2 หรือ 3 ครั้ง แตละครั้งใชเวลาประมาณ 
2-3 เดือน จะไดน้ําปลาชั้นที่ 2 และ 3 ซ่ึงมีคณุภาพลดหลั่นกันตามลําดับ และมักจะนําไปปรุงแตงสี 
กล่ินและรสชาติ โดยอาจแตงสีดวยคาราเมลหรือน้ําตาลเคี่ยวไหม ปรุงแตงรสใหดีขึ้นดวยผงชูรส
หรือน้ําที่เหลือจากการแยกผงชูรสที่เรียกวา น้ําบีเอ็กซ บางครั้งก็ใชหัวน้ําปลา สําหรับน้ําปลาท่ีมี
การแตงสี กล่ิน และรสชาตินี้ เรียกวา น้ําปลาผสม (บุญศรี, 2533) กระบวนการผลิตน้ําปลาสามารถ
สรุปไดดังภาพที่ 1 
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ปลาน้ําจืดหรือปลาน้ําเค็ม 
 

ผสมเกลืออัตราสวน 1:1 หรือ 1:2 
 

หมัก 8-12 เดือน 
 

ตากแดด 
 

กรอง 
 
         หัวน้ําปลา                                           กากปลา 
 
         น้ําเกลือเขมขน 
 
  ตากแดด 2-4 สัปดาห                          หมักตอ 1-4 เดือน 
 
                     กรอง 
 
  น้ําปลาแทชั้นหนึ่งหรือ           น้ําปลาแทช้ันรอง                          กากปลา 
                              หัวน้ําปลา 
                                                                                                                                                น้ําเกลือ 
                                                                        ตม, กรอง  

       
  น้ําตาลเคี่ยวไหม   น้ํามิอีกิ  
                                 (คาราเมล)            หรือน้ําบีเอ็ก            
                                                    น้ําปลาผสม 

 
ภาพที่ 1  ขั้นตอนการทําน้ําปลา 
ที่มา: บุญศรี (2533) 
 



 8 

2.  กระบวนการหรือขั้นตอนในการเกิดน้ําปลา             
 
 กระบวนการหรือขั้นตอนในการเกิดน้ําปลาจะเกิดจากกระบวนการหลัก ๆ 3 กระบวนการ 
ไดแก การยอยสลายของเนื้อปลา การเกิดสี การเกิดกลิ่นและรสชาติของน้ําปลา (Saisithi, 1967) 
 

2.1  การยอยสลายของเนื้อปลา  
 
 การยอยสลายของเนื้อปลาเปนการเปลี่ยนแปลงทางฟสิกส เคมี และจุลชีววิทยา         
ซ่ึงเปนการเปลี่ยนสภาพของเนื้อปลาจากของแข็งใหกลายเปนของเหลวโดยอาศัยกิจกรรมการ    
ยอยสลายของเอนไซมท่ีไดจากตัวปลาและจุลินทรียปนเปอน (Visco and Fratoni, 1960; Amano, 
1962; Voskresensky, 1965) เนื่องจากตัวปลาประกอบดวยโปรตีน ไขมัน และเกลือแรในปริมาณ
ตาง ๆ กันแตมีโปรตีนมากที่สุดดังนั้นปฏิกิริยาที่สําคัญคือ การยอยสลายโปรตีนโดยเอนไซมที่   
ยอยสลายโปรตีนในปลาซึ่งมักพบในกระเพาะของปลาเอง เชน ทริปซิน (trypsin) คาเทปซิน 
(cathepsin) เปปซิน (pepsin) และอีเรปซิน (erepsin) เมื่อปลาตายเอนไซมจากตัวปลาและจุลินทรียที่
ปนเปอนทั้งกอนและหลังปลาตายจะยอยสลายโปรตีนทันทีทําใหสารโมเลกุลใหญกลายเปน      
สารโมเลกุลเล็กลง ไดแก เปปไทด และกรดอะมิโน (Alm, 1965) ซ่ึงจะถูกยอยสลายตอไปอีกเปน   
เอมีน คีโตน แอมโมเนีย และคารบอนไดออกไซด (บุญศรี, 2533) 

 
              ในกระบวนการเกิดน้ําปลานอกจากจะเกิดการยอยสลายโปรตีนแลวยังเกิดการ        
ยอยสลายไขมันในตัวปลาโดยไขมันในตัวปลาสวนใหญจะเปนพวกไตรกลีเซอไรด มีฟอสฟอลิปด
เปนสวนนอย และมักเปนกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวที่มีโมเลกุลยาว ๆ มีคารบอน 20-22 อะตอม    
(Stanby, 1962) ไขมันในปลาจะถูกยอยสลายเปนกรดไขมันที่ระเหยไดและที่ระเหยไมไดรวมทั้ง    
คีโตนและแอลดีไฮดโดยกิจกรรมของเอนไซมจากปลาและจุลินทรีย (Lerke et al., 1967;              
Spinelli, 1971) 
 
 2.2  การเกิดสีของน้ําปลา 
 
                  สีของน้ําปลาที่เกิดขึ้นในชวงแรก ๆ พบวามีสีเหลืองอําพันแลวจะคอย ๆ เขมขึ้นและ
เมื่อถึงระยะสุดทายของการหมักน้ําปลาจะมีสีน้ําตาลอมแดง สีน้ําตาลอมแดงของน้ําปลานั้นเกิดจาก
ปฏิกิริยาเคมีที่เรียกวา non-enzymatic browning หรือ maillard reaction ซ่ึงเกิดจากการทําปฏิกิริยา



 9 

ระหวางสารประกอบคารบอนิลและสารประกอบอะมิโน สารประกอบคารบอนิล ไดแก  
สารประกอบพวกน้ําตาลและอนุพันธของน้ําตาล  รวมทั้งสารประกอบที่เกิดจากการเติมออกซิเจน
ของไขมัน สวนสารประกอบอะมิโนที่พบในเนื้อปลาคือ โปรตีน กรดอะมิโน และบางสวนของ
กรดอะมิโนที่ถูกยอยแลว (ประเสริฐ, 2511; Jones, 1962; Saisithi, 1967) 
 
 น้ําตาลและอนุพันธของน้ําตาลที่สําคัญในการเกิดปฏิกิริยาดังกลาวและพบเสมอขณะที่
ปลาตายใหม ๆ คือ ไรโบสและไรโบสฟอสเฟตซึ่งไดจากการยอยสลายอารเอ็นเอ (ประเสริฐ, 2511)  
จากการศึกษาปฏิกิริยาการเกิดสีน้ําตาลระหวางกรดอะมิโนและน้ําตาลไรโบสในหองทดลองพบวา
กรดอะมิโนไลซีน (lysine) เมื่อทําปฏิกิริยากับน้ําตาลไรโบสที่พีเอช 6.7 จะใหสีน้ําตาลเขมที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับกรดอะมิโนชนิดอื่น ๆ ความเขมขนของสีน้ําตาลจะเปนปฏิภาคโดยตรงกับอุณหภูมิ
และปริมาณออกซิเจนที่เพิ่มขึ้น แสงไมมีผลทําใหสีน้ําตาลเขมขนขึ้น เกลือ K2HPO4 จะชวยสงเสริม
ใหเกิดปฏิกิริยา maillard reaction ได และเกลือ Ca++ 0.1 ppm, Fe++ 0.1 ppm, Mg++ 1.0 ppm             
ก็จะกระตุนในปฏิกิริยาการเกิดสีน้ําตาลนี้ไดเชนกัน (Saisithi et al., 1966) สําหรับไขมันพวก                
ฟอสฟอลิปดและไลโพโปรตีน เมื่อมีน้ําตาลและออกซิเจนจะเกิดปฏิกิริยาระหวางกลุมอะมิโนและ
แอลดีไฮดเปล่ียนไปเปนสารประกอบคารบอนิลซ่ึงจะทําปฏิกิ ริยาเกิดเปนสีน้ําตาลตอไป  
(Reynolds, 1965) 
 

2.3  การเกิดกลิ่นและรสชาติของน้ําปลา 
                    
 กล่ินและรสชาติของน้ําปลาเปนปจจัยที่สําคัญที่จะทําใหผูบริโภคยอมรับน้ําปลาที่ได
จากการหมัก กล่ินและรสชาติของน้ําปลาจะเกิดจากกิจกรรมของจุลินทรียในระหวางกระบวน    
การหมัก เนื่องจากมีรายงานวาหากทําการหมักน้ําปลาในสภาวะปลอดเชื้อพบวาน้ําปลาที่ไดจะขาด 
คุณสมบัติทางดานกลิ่นและรสชาติตามธรรมชาติของน้ําปลา (Beddows et al., 1976) 
 
                  Saisithi et al. (1966) เชื่อวากล่ินและรสชาติของน้ําปลาจะเปนตัวบงบอกคุณภาพของ
น้ําปลาโดยพบวาน้ําปลาที่ใชเวลาในการหมัก 9 เดือนจะใหกล่ินและรสชาติเฉพาะตัวซ่ึงเกิดจาก
กิจกรรมของจุลินทรียแตน้ําปลาที่ใชเวลาในการหมัก 12 เดือนจะใหกล่ินและรสชาติเพิ่มขึ้นเพียง
เล็กนอยเนื่องจากกรดที่ระเหยไดจะมีปริมาณนอยในขณะที่ดางที่ระเหยไดจะเพิ่มขึ้นมากเมื่อใชเวลา
ในการหมัก 9 เดือน และลดลงมากเมื่อใชเวลาในการหมัก 12 เดือน นอกจากนั้นยังพบอีกวา 
ไนโตรเจนที่ละลายน้ํา ฮีสติดีน โปรลีน และกรดกลูตามิกจะเปนตัวใหรสชาติในน้ําปลาไทย     
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สวนกลิ่นนั้นจะเปนลักษณะเฉพาะตัวของกรดที่ระเหยได ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียจะมีบทบาทคือจะชวย
สรางกรดที่ระเหยไดและเอมีน 
 
 สายพิณ และ สิทธิพันธุ (2526) ไดศึกษาพบวาเชื้อแบคทีเรียกลุม Pediococcus 
halophilus เปนเชื้อแบคทีเรียที่มีบทบาทสําคัญที่สุดในการทําใหเกิดกล่ินในน้ําปลาไทย         
ชนานันท และ ชอฟา (2527) ไดทดลองหมักน้ําปลาโดยใช pyloric enzyme จะทําใหได       
ของเหลวใสสีน้ําตาลเหมือนน้ําปลา แตขาดกลิ่นที่ดีของน้ําปลา แตถาหมักรวมกับเชื้อแบคทีเรีย
ชอบเกลือโดยเฉพาะ Halobacterium OR จะทําใหน้ําปลาที่ไดมีกล่ินดี กฤษดา (2529) ไดทดลอง
แยกเช้ือแบคทีเรียชอบเกลือในน้ําปลาพบวา Halobacterium salinarium นาจะมีบทบาทสําคัญใน
การทําใหเกิดกลิ่นที่ดีของน้ําปลา 
 
 ไดมีผูอธิบายการเกิดกล่ินหอมของน้ําปลาวาเปนผลรวมของกลิ่นที่แตกตางกัน               
3 กล่ิน คือ กล่ินคลายเนยแข็ง (cheesy aroma) กล่ินคลายเนื้อ (meaty aroma) และกลิ่นแอมโมเนีย 
(Saisithi et al., 1966; Dougan and Howard, 1975; Beddows et al., 1976; McIver et al., 1982; 
Sanceda et al., 2003) โดยกรดไขมันที่ระเหยไดโมเลกุลเล็ก ๆ ไดแก formic acid, acetic acid, 
propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid และ valeric acid ที่แยกไดจากน้ําปลา
ชวยใหเกิดกล่ินคลายเนยแข็ง (Saisithi et al., 1966; Dougan and Howard, 1975; Beddows et al., 
1976; McIver et al., 1982; Sanceda et al., 2003) น้ําปลาที่มีคุณภาพดีจะมีปริมาณของ acetic acid 
กับ butyric acid ในอัตราสวนที่เทากัน (ประเสริฐ, 2511) กล่ินแอมโมเนียเกิดจากแอมโมเนีย เอมีน
ชนิดตาง ๆ และสารประกอบไนโตรเจน (basic nitrogenous compound) (Saisithi et al., 1966; 
Dougan and Howard, 1975; McIver et al., 1982) สําหรับกลิ่นคลายเนื้อไดจากสารประกอบคีโตน
และกรดคีโตน ตาง ๆ (Dougan and Howard, 1975; McIver et al., 1982) 
 
 Saisithi et al. (1966) พบวาเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp., Coryneform, Streptococcus sp., 
Micrococcus sp. และ Staphylococcus sp. ที่แยกไดจากน้ําปลาไทยอายุ 9 เดือน จะสรางกรดที่
ระเหยได (volatile acids) ซ่ึงทําใหเกิดกลิ่นในน้ําปลาโดย Staphylococcus sp. จะสรางกรดที่ระเหย
ไดปริมาณสูงที่สุด 
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 McIver et al. (1982) ไดศึกษาสวนประกอบของกลิ่นรสในน้ําปลาโดยใชกระบวนการ
สกัดเพื่อใหเกิดการแยกของสารผสมที่ทําใหเกิดรสชาติของน้ําปลา ไดสารประกอบทั้งหมด          
43 ชนิด เปนกรด 8 ชนิด แอลกอฮอล 10 ชนิด เอมีน 6 ชนิด สารประกอบอื่นที่มีไนโตรเจน 7 ชนิด 
แลคโตน 4 ชนิด คารบอนิล 3 ชนิด และสารประกอบที่มีซัลเฟอร 5 ชนิด   
 
 Saisithi (1967) ไดทําการวิเคราะหกล่ินของน้ําปลาโดยวิธี paper chromatography 
พบวากล่ินของน้ําปลาประกอบดวย กรดอินทรียที่ระเหยได 5 ชนิดและกรดอินทรียที่ระเหยไมได   
1 ชนิด กรดอินทรียที่ระเหยไดมี formic acid, acetic acid, propionic acid, isobutyric acid และตัวที่  
5 ยังบอกชื่อไมได กรดทั้ง 4 ชนิดแรกพบวามีปริมาณเกือบเทา ๆ กันโดยการเปรียบเทียบขนาดของ
จุดที่พบบน chromatogram  สวนตัวที่ 5 นั้นมีอยูนอยมากเมื่อเทียบกับ 4 ตัวแรก สวนกรดอินทรียที่
ระเหยไมไดนั้นพบวาเปน lactic acid เหตุผลที่ยืนยันไดดีประการหนึ่งวากรดที่ระเหยไดทั้ง 5 ชนิด
นั้นเปนกล่ินของน้ําปลาคือ เมื่อกล่ันเอากรดเหลานี้ออกจากน้ําปลา  น้ําปลาจะไมมีกล่ินเลยถึงแมวา
จะทําใหพีเอชของน้ําปลากลับเปนกรดอยางเดิมก็ตาม 

      
 สําหรับรสชาติของน้ําปลาพบวาประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิดซึ่งกรดอะมิโน
เหลานี้จะมีรสเฉพาะของตัวเอง บรรดากรดอะมิโนที่พบในน้ําปลาเกือบทุกระยะของการหมัก      
คือ lysine, aspartic acid, glutamic acid, glycine, histidine, leucine และ phenylalanine จาํนวน
กรดอะมิโนจะลดนอยลงเมื่อระยะเวลาการหมักนานขึ้น โดยในระยะ 1-3 เดือน จะมีกรดอะมิโน 
20-22 ชนิด และเมื่อหมักครบหนึ่งปจะมีกรดอะมิโนเหลืออยูเพียง 13 ชนิด เพราะกรดอะมิโน
เหลานี้จะถูกใชเปนอาหารของแบคทีเรียที่อยูในน้ําปลาหรือไปทําปฏิกิริยาเคมี เชน non-enzymatic 
browning reaction ทําใหกรดอะมิโนลดนอยลงไป (ประเสริฐ, 2511)  

 
 Saisithi (1967) ไดศึกษาเชื้อแบคทีเรียที่พบในน้ําปลาพบวามีเชื้อแบคทีเรียที่สามารถ
ทําใหเกิดกลิ่นในน้ําปลาได 3 พวก คือ 

 
 1. พวกที่สรางกล่ินหอมคลายกุหลาบ กล่ินนี้จะสังเคราะหไดจากกระบวนการ         
ยอยสลาย (strecker degradation) ของ aromatic amino acids เชื้อแบคทีเรียเหลานี้มีลักษณะเปนแทง   
แกรมบวก ไมตองการออกซิเจนในการเจริญ และในอาหารที่ใชเล้ียงจะตองมีเกลืออยูดวยไมนอย
กวา 10.0 เปอรเซ็นต 
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 2.  พวกที่สรางกลิ่นเหมือนกลิ่นเนื้อ พวกนี้เปนเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะแกรมลบ     
ไมเคลื่อนที่ เปนแทงสั้นและปลายมน 

 
 3. พวกที่ใหกล่ินที่เปนกรดใกลเคียงกับกล่ินของน้ําปลามาก กล่ินนี้ไดจากเชื้อ
แบคทีเรียที่มีลักษณะกลม อยูรวมกันเปนกลุม จากการศึกษาทางรปูรางคุณสมบัติทางชีวเคมีของ 
เชื้อแบคทีเรียตัวนี้จึงจัดเขาไวในสกุล Pediococcus ของครอบครัว Lactobacillaceae ซ่ึงปรากฏวา
คือ Pediococcus halophilus 
 
3.  มาตรฐานน้ําปลา 
 
 ประเทศไทยไดมีการประกาศใชมาตรฐานน้ําปลาโดยแบงไดเปน 2 มาตรฐาน เพื่อการ
บริโภคและการผลิต คือ มาตรฐานน้ําปลาตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข (เพื่อการบริโภค) และ
มาตรฐานน้ําปลาของสํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (มอก.) (เพื่อการผลิต) 
 
ตารางที่ 1  มาตรฐานน้ําปลาเพื่อการบริโภคของกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 203) พ.ศ. 2543  

 
น้ําปลาแท และน้ําปลาที่ทําจากสัตวอ่ืน น้ําปลาผสม 

1. มีสีกล่ินและรสของน้ําปลาแท หรือน้ําปลาที่ 
ทํามาจากสัตวอ่ืน 

2. ใส ไมมีตะกอน เวนแตตะกอนอันเกิดจาก 
ธรรมชาติไมเกิน 0.1 กรัม/ลิตร 

3. มีเกลือในน้าํปลา 1 ลิตร 
     3.1 โซเดียมคลอไรดไมนอยกวา 200 กรัม 
     3.2 กรณีทีใ่ชเกลือโพแทสเซียมคลอไรด

อยางเดยีว จะตองมีปริมาณเกลือชนิดใด
ชนิดหนึ่งหรือทั้ง 2 ชนิดรวมกันไมนอย
กวา 200 กรัม 

4. มีไนโตรเจนทั้งหมดไมนอยกวา 9 กรัม/ลิตร 
 

1. มีสี กล่ิน และรสของน้ําปลาผสม 
2. ใส ไมมีตะกอน เวนแตตะกอนอนัเกิดมาจาก

ธรรมชาติไมเกิน 1 กรัม /ลิตร 
3. มีเกลือในน้าํปลา 1 ลิตร  
    3.1 โซเดียมคลอไรดไมนอยกวา 200 กรัม 
    3.2 กรณีที่ใชเกลือโพแทสเซียมคลอไรด

อยางเดยีวจะตองมีปริมาณเกลือชนิดใด
ชนิดหนึ่งหรือทั้ง 2 ชนิดรวมกันไมนอย
กวา 200 กรัม 

4. มีไนโตรเจนทั้งหมดไมนอยกวา 4 กรัม/ลิตร 
5. มีกรดกลูตามิคตอไนโตรเจนทั้งหมดไมนอย

กวา 0.4 แตเกนิ 1.3 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 

น้ําปลาแท และน้ําปลาที่ทําจากสัตวอ่ืน น้ําปลาผสม 
5. มีไนโตรเจนจากกรดอะมโินไมนอยกวา  

รอยละ 40 และไมเกนิรอยละ 60 ของ
ไนโตรเจนทั้งหมด 

6. มีกรดกลูตามิคตอไนโตรเจนทั้งหมดไมนอย
กวา 0.4 แตเกนิ 0.6 

7. ไมใชสี เวนแตสีน้ําตาลเคีย้วไหม            
หรือสีคาราเมล 

8. ไมใชวัตถุทีใ่หความหวานแทนน้ําตาล 

6. ไมใชสี เวนแตสีน้ําตาลเคีย้ว หรือสีคาราเมล 
7. ใชวัตถุที่ใหความหวานแทนน้ําตาล หรือใช

รวมกับน้ําตาลนอกจากการใชน้ําตาล 

 
 สําหรับมาตรฐานน้ําปลาของสํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม กระทรวง
อุตสาหกรรม (มอก.) เพื่อการผลิตจะแบงน้ําปลาออกเปน 2 ชั้นคุณภาพ คือ ช้ันคุณภาพ 1 และ     
ชั้นคุณภาพ 2 โดยการแบงชั้นคุณภาพของน้ําปลานั้นการกําหนดจะขึ้นอยูกับคุณคาทางโภชนาการ 
ไดแก ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด และไนโตรเจนจากกรดอะมิโน 
 
ตารางที่ 2  มาตรฐานน้ําปลาเพื่อการผลิตของสํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม   

 กระทรวงอุตสาหกรรม (มอก. 3-2526)  
 

ชั้นคุณภาพ ไนโตรเจนทั้งหมด 
กรัม/ ลบ.ดม 

ไนโตรเจนจากกรดอะมิโน 
กรัม/ลบ.ดม. 

ชั้นคุณภาพ 1 20 10 
ชั้นคุณภาพ 2 15 7.5 

 
 มาตรฐานดานอื่น ๆ ของน้ําปลาแท 
 1.  จะตองมีกล่ินและรสของน้ําปลาแท 

2.  ตองใส สะอาด ไมมีวัตถุอ่ืนเจือปนอยู ยกเวนวัตถุที่ไดมาจากกระบวนการหมักทาง
ธรรมชาติเทานั้น (ตองไมเกิน 0.1 กรัม ตอ 1 ลิตร) 

3.  มีสวนผสมของเกลือ (เกลือโซเดียมคลอไรด) ในน้ําปลา 1 ลิตรไมต่ํากวา 200 กรัม/ลิตร 
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4.  ตองมีปริมาณของโปรตีนไมต่ํากวา 9 กรัม/ลิตร 
5.  มีกรดอะมิโนไนโตรเจนอยูระหวางรอยละ 40-60 ของปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด 
6.  มีกรดกลูตามิคตอไนโตรเจนทั้งหมดอยูระหวาง 0.4-0.8 

  7.  ไมเจือสีใด ๆ ยกเวนสีที่ไดจากน้ําตาลคาราเมล 
 8.  ไมใสสารใหรสหวานใด ๆ ยกเวนน้ําตาล 
 
4.  จุลชีววิทยาของน้ําปลา 
 

ในกระบวนการผลิตน้ําปลา ปลาที่ใชจะมีจุลินทรียปนเปอนซึ่งอาจติดมากับตัวปลาเอง 
ปนเปอนมากับเครื่องมือเครื่องใชหรือสถานที่หรือติดมากับเกลือที่ใช จุลินทรียสวนใหญจะเปน
พวกเชื้อแบคทีเรียโดยเช้ือแบคทีเรียที่ติดมากับปลานั้นจะมีทั้งพวกชอบเกลือและพวกไมชอบเกลือ 
เชื้อแบคทีเรียไมชอบเกลือเมื่อถูกเกลือจะตายอยางรวดเรว็ สวนเชื้อแบคทีเรียที่ชอบเกลือก็จะเจริญ
เพิ่มจํานวนอยางรวดเร็ว การเจริญของเชื้อแบคทีเรียจะสูงสุดในระยะแรก ๆ ของการหมักเทานั้น 
แตก็เพียงพอที่จะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในเนื้อปลา คือ โปรตีน และไขมันที่อยูในตัวปลาจะถูก
ยอยสลายไปบางสวนและเมื่อแบคทีเรียตายลงก็ยังคงทิ้งเอนไซมสําหรับยอยสลายปลาตอไป        
(Amano, 1962; Saisithi et al., 1966)   
 

สายสมร (2518) ไดศึกษาเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากน้ําปลาพบวาเปนเชื้อแบคทีเรีย         
ทนเกลือในสกุล Staphylococcus, Bacillus, Micrococcus, Coryneform, Streptococcus, 
Lactobacillus และ Sarcina โดยใน 4 สกุลแรกจะผลิตเอนไซมโปรติเอสยอยสลายโปรตีนไดดีและ
คาดวาเปนเชื้อแบคทีเรียที่มีบทบาททาํใหเกิดกลิ่นและรสชาติของน้ําปลา   

 
มัทนา และ สมศักดิ์ (2527) ไดรายงานวาจุลินทรียที่พบในน้ําปลาประกอบดวยเช้ือ

แบคทีเรีย Micrococcus roseus, M. varians, Pediococcus cerevisiae, P. halophilus, Bacillus 
pumilus, B. megaterium, B. firmus, B. alvei และ B. laterosporus  
 

วิไลลักษณ (2538) ไดทําการแยกเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสรางกรด          
สรางเอนไซมโปรติเอส เอนไซมไลเปส และเอนไซมอะมิเลสในตัวอยางน้ําปลาโดยพบเชื้อ
แบคทีเรีย Staphylococcus saprophyticus 0113 มีความสามารถในการสรางกรดและยอยไขมัน             
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Bacillus pantothenticus 0188 มีความสามารถในการยอยแปงและโปรตีนนอกจากนั้นยังพบ  
Halobacterium salinarium 0509 และเชื้อแบคทีเรียรูปทอน แกรมลบ ในตัวอยางน้ําปลา  

 
Visco and Fratoni (1960) ไดแสดงใหเห็นวาในกระบวนการทําน้ําปลาจะมีจุลินทรียและ

เอนไซมเขามามีสวนเกี่ยวของและไดแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางน้ําปลาพบ Achromobacter sp., 
Flavobacterium sp. และ Proteus sp. 

 
Crisan and Sands (1975) ไดทําการแยกจุลินทรียจากตัวอยางน้ําปลา 4 ชนิด ไดแก nampla, 

patis, koami และ ounago พบเชื้อแบคทีเรีย 11 สายพันธุ เชื้อยีสต 1 สายพันธุ และ เชื้อรา 3          
สายพันธุ 

 
Thongthai and Siriwongpairat (1978) ไดแสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียจะมีการเจริญและมี

บทบาทมากในชวงเดือนแรกของการหมัก เช้ือแบคทีเรียใชออกซิเจนที่ตองการความเขมขนเกลือ  
5.0 หรือ 10.0 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีอยูจํานวนนอยจะลดลงอยางรวดเร็วเมื่อเร่ิมตนการหมักหรืออาจทน
อยูไดในระยะเวลาสั้น ๆ แลวจึงลดลงจนมีระดับต่ําสุด สวนเชื้อแบคทีเรียใชออกซิเจนที่ตองการ
ความเขมขนเกลือสูงในการเจริญซึ่งมีอยูจํานวนมากจะเพิ่มจํานวนจาก 107 เซลลตอมิลลิลิตร        

ในวันที่สองไปเปน 7×108  เซลลตอมิลลิลิตร หลังจากหมักไปได 3 สัปดาห และไดตั้งชื่อเชื้อ
แบคทีเรียชอบเกลือหนึ่งในจํานวนนั้นวา Halobacterium OR. 

 
Suntinanalert (1979) ไดศึกษาเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากน้ําปลาไทย พบวามีเชื้อแบคทีเรีย

พวก Bacillus sp., Halobacterium sp., Coryneform และ Halococcus sp. นอกจากนี้ยังพบ 
Staphylococcus sp., Micrococcus sp. และ Streptococcus sp. สําหรับ Halobacterium sp. และ 
Halococcus sp. เปนเชื้อแบคทีเรียชอบเกลือท่ีมักพบเสมอในตัวอยางน้ําปลา บางครั้งพบ Proteus 
sp. และ Pseudomonas sp. มีสวนเกี่ยวของกับการเกิดกลิ่นเนาเหม็นของน้ําปลา 
 

Ok et al. (1982a) ไดทําการแยกเชื้อแบคทีเรียในตัวอยางของน้ําปลา พบวาเปนเชื้อ
แบคทีเรียพวกชอบเกลือในสกุล Bacillus ไดแก Bacillus B3 และ Bacillus C1 ซ่ึงมีความสามารถใน
การเจริญและสรางเอนไซมโปรติเอสในอาหารเลี้ยงเชื้อ Sehgal and Gibbons Complex (SGC) ที่มี
เกลือความเขมขน 0-4.0 โมลาร 
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5.  บทบาทของเกลือท่ีมีตอเชื้อแบคทีเรีย 
 

เกลือเปนวัตถุดิบที่สําคัญของการหมักน้ําปลาเพราะมีสวนสําคัญตอกล่ิน รสชาติ และ
คุณสมบัติการเก็บของปลา เกลือที่พบในน้ําปลาสวนใหญจะอยูในรูปโซเดียมคลอไรดซ่ึงมีประมาณ  
27.0-31.0 เปอรเซ็นต สําหรับน้ําปลาคุณภาพดีจะมีเกลือประมาณ 26.0-29.0 เปอรเซ็นต             
(Saisithi et al., 1966) เกลือจะใชเปนสารปองกันการเนาเสียของปลาเนื่องจากเชื้อแบคทีเรีย             
เมื่อปลาสัมผัสกับเกลือที่มีความเขมขนมากกวา 6.0 เปอรเซ็นต จะยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่เปนสาเหตุ
ทําใหเกิดกล่ินเหม็น เชน Pseudomonas sp. และ Achromobacter sp. ในขณะที่เชื้อแบคทีเรีย         
แกรมบวกที่เปนพวกทนเกลือหรือชอบเกลือยังสามารถเจริญได เชน Micrococcus sp. และ 
Coryneforms (Shewan, 1961; Ingram and Kitchell, 1967) 

 
Alm (1965) ไดทําการทดลองพบวาในขณะที่ปลาอยูในน้ําเกลือนั้นการยอยสลายโปรตีน

ในเนื้อปลาเปนผลมาจากการยอยโดยเอนไซมจากเชื้อแบคทีเรีย เมื่อการหมักไดที่แลวการทํางาน
ของเอนไซมและการเจริญของเชื้อแบคทีเรียยังคงมีอยู ขณะที่อุณหภูมิสูงเชื้อแบคทีเรียจะเริ่มทํา   
การหมักและมีกาซเกิดขึ้น เอนไซมยอยโปรตีนจะทําการยอยสลายเนื้อปลาจนกลายเปนของเหลว 
(liquid fraction) 

 
Voskresensky (1965) ไดมีรายงานวาที่ความเขมขนเกลือสูง ๆ และมีพีเอชชวง 6-7 

เอนไซมยอยโปรตีนทั้งจากอวัยวะภายในของปลาและเอนไซมจากเชื้อแบคทีเรียจะมีประสิทธิภาพ
ในการทํางานลดลงเล็กนอย โดยเอนไซมนี้จะทํางานไดชามากถามีความเขมขนของเกลือใน       
เนื้อปลามากกวา 15.0 เปอรเซ็นต 

 
Suntinanalerts (1979) ไดศึกษาชนิดของเชื้อแบคทีเรียจากตัวอยางเกลือทะเลและเกลือ

สินเธาวจากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทย พบวาในเกลือทะเลมักพบเชื้อแบคทีเรียพวก 
Halobacterium sp., Halococcus sp. และ Bacillus sp. แตที่พบมากไดแก Halobacterium sp. และ 
Halococcus sp. บางแหลงอาจพบ Micrococcus sp. และ Staphylococcus sp. สําหรับในเกลือ
สินเธาวจะพบเชื้อแบคทีเรียพวก Micrococcus sp., Bacillus sp. และ Coryneforms  
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 Frazier (1958) ไดสรุปเกี่ยวกับบทบาทของเกลือที่มีผลตอเชื้อแบคทีเรียทั้งทางตรงและ 
ทางออมไวดังนี้ 

 
1.  เกลือทําใหเกิดแรงดันออสโมซีส (osmotic pressure) เปนผลใหโปรโตพลาสซึมของ

เซลลแบคทีเรียหดตัวเนื่องจากการสูญเสียน้ํา (plasmolysis) ทําใหเซลลแบคทีเรียไดรับอันตรายถึง
ตายหรืออาจทําใหการเจริญหยุดชงักลง 
 

2.  เกลือจะเปนตัวดึงความชื้นออกจากอาหาร เปนการควบคุมปริมาณน้ําอิสระ (available 
water, aw) ของเชื้อแบคทีเรียซ่ึงเชื้อแบคทีเรียแตละชนิดจะสามารถเจริญไดในสภาพที่มีคาปริมาณ
น้ําอิสระไดแตกตางกัน 
 

3.  เมื่อเกลือเกิดการแตกตัวจะเกิดเปนไอออนของ Na+ และ Cl- ซ่ึงจะเปนอันตรายตอเชื้อ
แบคทีเรียที่วองไว (sensitive) ตอไอออนชนิดนั้น ๆ โดย Na+ จะทําปฏิกิริยากับ protoplasmic anion 
ของเซลลทําใหเชื้อแบคทีเรียตายได สวน Cl- จะไปรวมตัวกับสารที่มีหมู sulhydryl (-SH) ทําใหสาร
นั้นไมสามารถเคลื่อนยายหมู acyl ได 

 
 4.  เกลือจะขัดขวางการทํางานของเอนไซมที่จะมายอยโปรตีนและทําใหประสิทธิภาพ   
การทํางานของเอนไซมลดลง 

 
5.  เกลือมีผลทําใหเซลลวองไว (sensitive) ตอคารบอนไดออกไซดซ่ึงเปนอันตรายตอเซลล 
 
6.  เกลือจะทําใหการละลายของออกซิเจนในอาหารลดลง ทําใหเกิดสภาพที่คอนขางจะเปน 

anaerobe นอกจากนี้เกลือยังทําใหการเจริญและรูปรางของเซลลแบคทีเรียพวกชอบเกลือ 
(halophile) เปล่ียนไป 
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6.  การจัดจําแนกชนิดของจุลินทรียตามความตองการของเกลือ 
 
เชื้อแบคทีเรียชอบเกลือ (halophilic, salt loving bacteria) เปนเชื้อแบคทีเรียที่ตองการเกลือ

สําหรับการเจริญ ถูกจัดอยูในอาณาจักร Archaeobacteria ซ่ึงเปนอาณาจักรหนึ่งของระบบการจัด
อาณาจักรสิ่งมีชีวิตออกเปน 3 อาณาจักร ไดแก Archaeobacteria Eucaryotes และ Eubacteria 
(Tortora et al., 2004) สวนเชื้อแบคทเีรียทนเกลือ (halotolerant bacteria) เปนเชื้อแบคทีเรียที่ไม
ตองการเกลือสําหรับการเจริญ แตสามารถเจริญไดในสภาวะที่มีเกลือ ถูกจัดอยูในอาณาจักร 
Eubacteria (Tortora et al., 2004) การจัดจําแนกชนิดของจุลินทรียตามความตองการเกลือสามารถ
แบงไดเปน 3 กลุมใหญ ๆ ไดแก 
 

6.1 จุลินทรียพวกไมชอบเกลือ (non-halophilic, halophobic, salt-sensitive, inhalotolerant 
microorganism)  

         
จุลินทรียกลุมนี้สามารถเจริญไดดีที่สุดในสภาพที่มีความเขมขนของเกลือต่ํากวา 0.2  

โมลาร (1.0  เปอรเซ็นต) จุลินทรียกลุมนี้สวนใหญเปนพวก eubacteria และจุลินทรียที่มักพบตาม
แหลงน้ําจืดทั่วไป (Kushner, 1978) 

 
6.2   จุลินทรียพวกทนเกลือ (halotolerant, haloduric microorganism)  
 

จุลินทรียกลุมนี้ไมตองการเกลือสําหรับการเจริญ แตสามารถทนตอเกลือไดและอาจ
เจริญไดในสภาพที่มีความเขมขนเกลือตั้งแต 2.5 โมลาร (15.0 เปอรเซ็นต) ไดแก เชื้อแบคทีเรียพวก 
Micrococcus sp., Staphylococcus sp., Staphylococcus aureus และเชื้อแบคทีเรียพวกที่ไมตองการ
อากาศบางชนิดโดยเฉพาะ Clostridium botulinum รวมถึงยีสตและราบางชนิดดวย (Kushner, 1978) 
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6.3  จุลินทรียพวกชอบเกลือ (halophilic, salt-loving microorganism)           
 
จุลินทรียกลุมนี้จะไมสามารถเจริญไดในที่ไมมีเกลืออาจแบงออกไดเปนกลุมยอยดังนี้ 

 
                        6.3.1 จุลินทรียพวกชอบเกลือความเขมขนต่ํา (slight halophilic microorganism)      
จุลินทรียพวกนี้สามารถเจริญไดดีที่สุดในสภาพที่มีความเขมขนของเกลือตั้งแต 0.2-0.5 โมลาร  
(1.0-3.0 เปอรเซ็นต) จุลินทรียในกลุมนี้มักพบในน้ําทะเล เชน Vibrio alginolyticus            
(Kushner, 1978) 
 

       6.3.2 จุลินทรียพวกชอบเกลือความเขมขนปานกลาง (moderate halophilic 
microorganism) จุลินทรียพวกนี้สามารถเจริญไดดีที่สุดในสภาพที่มีความเขมขนของเกลือตั้งแต  
0.5-2.5 โมลาร (3.0-15.0 เปอรเซ็นต) จุลินทรียในกลุมนี้ไดแกสาหรายและเชื้อแบคทีเรียบางชนดิใน
กลุม Vibrio sp., Micrococcus sp., Pseudomonas sp. และ Bacillus sp. (Kushner, 1978) 
                 

6.3.3  จุลินทรียชอบเกลือความเขมขนสูง (extream halophilic microorganism)            
จุลินทรียพวกนี้สามารถเจริญไดดีที่สุดในสภาพที่มีความเขมขนเกลือตั้งแต 2.5-5.2 โมลาร      
(15.0-30.0 เปอรเซ็นต) ไดแก เชื้อแบคทีเรียพวก Halobacteria และ Halococci  จุลินทรียพวกนี้
มักจะมีลักษณะเปนสีแดง (red halophile) (Kushner, 1978) 
 

Valera (1988) ไดรายงานวาเชื้อจุลินทรียทนเกลือจะเจริญไดดีในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไมมี
เกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) แตก็ยังสามารถเจริญเติบโตไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเขมขน
เกลือ NaCl สูงกวาในน้ําทะเล นอกจากนั้นในสภาพแวดลอมที่มีความเค็มสูง (hypersaline 
environmental) เช้ือจุลินทรียทนเกลือยังคงมีกิจกรรมตาง ๆ ภายในเซลล สําหรับเชื้อแบคทีเรีย    
ทนเกลือที่สามารถเจริญไดในสภาพที่มีความเขมขนเกลือ NaCl สูงกวา 2.5 โมลาร จัดเปนเชื้อ
แบคทีเรียทนเกลือความเขมขนสูง (extreamely halotolerant bacteria) 
 
 Kushner (1978) ไดรายงานวาสาเหตุที่ทําใหประสิทธิภาพการทํางานภายในเซลลส่ิงมีชีวิต
ลดลง  เนื่องจากปริมาณน้ําอิสระที่เซลลสามารถนําไปใชไดหรือท่ีเรียกวาคา water activity (aw) ที่
อยูในระบบมีปริมาณต่ํา โดยถาปริมาณน้ําอิสระท่ีเซลลสามารถนําไปใชไดภายนอกเซลลต่ํากวา
ภายในเซลล  น้ําภายในเซลลจะไหลออกนอกเซลลทําใหสารตาง ๆ ที่อยูภายในเซลลมีความเขมขน
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สูงมากขึ้นซึ่งจะสงผลตอระบบการทํางานภายในเซลลส่ิงมีชีวิต ความสัมพันธระหวางความเขมขน
ของตัวถูกละลาย (solute) ชนิดตาง ๆ กับคา water activity (aw) ในสารละลายแตละชนิดแสดงดัง
ภาพที่ 2 
  

คา water activity (aw) ต่ําที่สุดที่เชื้อจุลินทรียแตละชนิดสามารถเจริญไดแสดงดังตารางที่ 3 
เชื้อจุลินทรียชอบเกลือและทนเกลือซ่ึงสามารถเจริญไดในสภาพที่มีความเขมขนเกลือสูงจะเจริญได
ในที่มีคา aw คอนขางต่ําคือระหวาง 0.75-0.86 เนื่องจากเชื้อจุลินทรียดังกลาวจะมีไซโตพลาสซึมที่
เหมาะสมกับสภาพความเค็มสูง สําหรับพวก eubacteria จะเจริญไดในที่มีคา aw ประมาณ 0.90 โดย
จะรักษาแรงดันออสโมติกภายในเซลลใหสูงกวาภายนอกเซลล  เนื่องจากถาแรงดันออสโมติก
ภายในเซลลต่ํากวาภายนอกเซลล น้ําจะไหลออกนอกเซลลและขนาดของไซโตพลาสซึมจะลดลง 
โดยในเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกไซโตพลาสซึมจะมีลักษณะเหี่ยวยน (plasmolysed) สวนเชื้อ
แบคทีเรียแกรมลบผนังเซลลจะดึงสวนของเซลลเมมเบรนเขามาทําใหเซลลเมมเบรนถูกทําลาย 
(Kushner, 1978) ความสามารถของเชื้อจุลินทรียที่เจริญในสภาพที่มีคาของแรงดันออสโมติกที่
แตกตางกัน (osmotic tolerant) เกิดจากการที่เชื้อจุลินทรียสามารถปรับแรงดันออสโมติกภายใน
เซลลใหสูงกวาภายนอกเซลลอยูเสมอ การสะสม K+ ภายในเซลลมีบทบาทสําคัญในการรักษาระดับ
แรงดันออสโมติก นอกจากนั้นเซลลจุลินทรียยังมีการสะสมสารชนิดอ่ืน ๆ ที่เรียกวา 
“osmoregulator” หรือ “compatible solute” ซ่ึงทําหนาที่ปรับสภาพแรงดันออสโมติกภายในเซลล  
สารดังกลาวไดแก กรดอะมิโนบางชนิด เชน glutamate, glutamine, alanine หรือน้ําตาลบางชนิด 
เชน sucrose, trehalose และ glucosylglycerol เปนตน (วิเชียร, 2539) เชื้อแบคทีเรียชอบเกลือและ
ทนเกลือสวนใหญจะสะสม compatible solute ที่เปนสารประกอบอินทรียไวภายในเซลล  เนื่องจาก
สารดังกลาวจะชวยรักษาระดับของแรงดันออสโมติก  เกี่ยวของในกระบวนการเมตาบอลิซึมของ
เซลล  และมีผลตอความคงทนและการทํางานของเอนไซมภายในเซลล สาร compatible solute ที่
สําคัญในเชื้อแบคทีเรียชอบเกลือไดแก betaine และ ectoin (Ventosa and Nieto, 1995) 
 
 Kushner and Kamekura (1988) ไดรายงานวาการเพิ่มความเขมขนของเกลือในอาหารเลี้ยง
เชื้อหรือในสภาพแวดลอมจะทําใหปริมาณฟอสโฟลิปด (phospholipid) ในไซโตพลาสซึมของเชื้อ
แบคทีเรียชอบเกลือเพิ่มขึ้นตามไปดวย  สวนเชื้อแบคทีเรียทนเกลือและชอบเกลือความเขมขนต่ําจะ
รักษาความเขมขนของ Na+ ภายในเซลลอยูในระดับต่ํา  ไดมีการศึกษาสภาวะของ Na+ และอิออน
อ่ืน ๆ ที่อยูภายในเซลลโดยใช nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) พบวา           
ความเขมขนของ K+ ภายในเซลลจะสูงกวาภายนอกเซลล  สวนความเขมขนของ Na+ ภายในเซลล
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จะต่ํากวาภายนอกเซลล ซ่ึงทั้งเชื้อจุลินทรียที่ชอบเกลือและทนเกลือจะมีลักษณะดังกลาวเหมือนกัน  
ในสิ่งมีชีวิตทั่ว ๆ ไป Na+ มีบทบาทสําคัญตอการทํางานของเซลล  สําหรับเชื้อจุลินทรียทนเกลือ
หรือชอบเกลือความเขมขนต่ําตองการ Na+ เพื่อชวยกลไกการขนสงสารเขาสูเซลล                       
สวนเชื้อจุลินทรียชอบเกลือความเขมขนสูงตองการ Na+ เพื่อเปนสารรักษาสภาพและการทํางาน
ของเอนไซม  เอนไซมจากเชื้อจุลินทรียกลุมนี้ตองการ Na+ เพื่อใหสามารถทํางานไดดี นอกจากนี้ 
Na+ ยังชวยทําใหผนังเซลลของเชื้อกลุมนี้ซ่ึงไมใช peptidoglycan แตเปนโมเลกุลโปรตีนมีความ
แข็งแรงโดยเพิ่มแรงยึดเกาะระหวางหนวยยอย (subunit) ของโมเลกุลโปรตีน (วิเชียร, 2539) 
 
 ภาพที่ 3 แสดงกลไกการถายโอนพลังงาน (energy transduction) เปรียบเทียบระหวางเชื้อ
แบคทีเรียชอบเกลือกับเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ การขนสงโปรตอน (H+) เขาสูเซลลขณะที่ Na+ ผาน
ออกนอกเซลล (Na+/H+ antiporters) จะมีบทบาทสําคัญในกลไกการควบคุมและทําใหเกิดความ
สมดุลยของอิออน (ion homeostasis) ของเซลล การขนสง Na+ ผานเขาออกเซลลโดยอาศัยการผาน
เขาของโปรตอน (Na+ coupled secondary transport) จะพบไดบอยในระหวางการเจริญของเชื้อ
แบคทีเรียที่ชอบสภาวะที่รุนแรง (extremophilic bacteria) และพวก archaea ในสภาวะที่อุณหภูมิสูง 
ชวงพีเอชที่เปนดาง หรือมีสภาพความเค็มสูง สวนการขนสงโปรตอนที่เกิดจากแรงขับเคลื่อน
โปรตอน (H+ coupled transport) จะพบไดบอยในเชื้อแบคทีเรียที่ไมชอบสภาวะที่รุนแรง           
(non-extremophilic bacteria) และเชื้อแบคทีเรียที่ชอบความเปนกรด (acidophile) เชื้อแบคทีเรีย
ชอบเกลือจะไดรับ ATP (adenosine triphosphate) ซ่ึงเปนสารที่ใหพลังงานสูงจากระบบการขนสง
โปรตอนแบบไมควบคู (H+ noncoupled transport system) สวนเชื้อแบคทีเรียทนเกลือจะไดรับ ATP 
จากระบบการขนสง Na+ และโปรตอนแบบควบคู (Na+/H+ coupled transport system) (Speelmans 
et al., 1995) 
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ภาพที่ 2  ความสัมพันธระหวางความเขมขนของตัวถูกละลาย (solute) ชนิดตาง ๆ กับคา            
 water activity ( aw) ในสารละลายแตละชนิด 

ที่มา: Kushner (1978) 
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ตารางที่ 3  คา water activity (aw) ต่ําที่สุดที่เชื้อจุลินทรียแตละชนิดสามารถเจริญได 
 

 Organisms                                                                                  Lower limit 

 
 Fungi                                 Rhizopus nigricans                        0.93 
                                          Aspergillus flavus                           0.90 
                                          A. niger                                       0.84 
 Yeast                                 Saccharomyces cerevisiae              0.94 (in NaCl) 
                                                                                           0.92 (in glucose) 
                                          S. rouxii                                       0.86 (in NaCl) 
                                                                                          0.857 (in sucrose) 
                                                                                           0.845 (in glucose) 
 Bacteria                              Bacillus subtilus                             0.949 
                                          Escherichia coli                              0.932 
                                         Lactobacillus                                 0.90 
 Halotolerant                        Staphylococcus aureus                     0.86-0.88 
 Moderate halophiles              Vibrio costicola                              0.86-0.98 (in NaCl) 
                                          Paracoccus halodenitrificans             0.86-0.98 (in NaCl) 
 Extreme halophiles                Halobacteria and Halococci             0.75-0.88 (in NaCl) 

 
ที่มา: Kushner (1978) 
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ภาพที่ 3  กลไกการถายโอนพลังงาน (energy transduction) เปรียบเทียบระหวางแบคทีเรียชอบเกลือ  

 กับแบคทีเรียทนเกลือ 
ที่มา: Speelmans et al. (1995) 
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7.  ลักษณะทั่วไปของเอนไซมไลเปส 
 

เอนไซมไลเปส (Lipase) หรือ triacylglycerol acylhydrolase หรือ glycerol ester hydrolase 
(EC 3.1.1.3) เปนเอนไซมที่มีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายโมเลกุลของ             
ไตรกลีเซอไรด (triglyceride) ไดเปนกลีเซอรอล (glycerol) และกรดไขมัน (fatty acid) โดยเอนไซม          
ไลเปสจะยอยสลายพันธะเอสเทอร (ester bond) ที่อยูระหวางกรดไขมันกับกลีเซอรอลในโมเลกุล
ของไตรกลีเซอไรด เอนไซมไลเปสจะทําปฏิกิริยาดังกลาวไดดีเม่ือไตรกลีเซอไรดอยูในสภาพที่            
ไมละลายน้ํา (water–insoluble substrate) หรืออยูในสภาพที่มีการสัมผัสของน้ําและน้ํามัน               
(oil–water interface) (Jensen, 1983; Macrae, 1983) ซ่ึงเรียกลักษณะการทํางานของเอนไซมไลเปส
วา “interfacial activation” (Jaeger et al., 1994; Jaeger and Reetz, 1998; Weete, 1998; Sharma      
et al., 2001) กลไกลการยอยสลายไตรกลีเซอไรดของเอนไซมไลเปสแสดงดังภาพที่ 4 
 
 เอนไซมไลเปสและเอนไซมเอสเทอเรส (esterase) เปนเอนไซมที่มีความสามารถในการ
ยอยสลายพันธะเอสเทอรไดเหมือนกันโดยเอนไซมเอสเทอเรสหมายถึงเอนไซมที่สามารถยอยสลาย
พันธะเอสเทอรของกรดคารบอกซิลิกไดทุกชนิด ดังนั้นเอนไซมเอสเทอเรสจะรวมถึงเอนไซม              
เปปติเดส (peptidase) เชน ทริปซิน (trypsin) ไคโมทริปซิน (chymotrypsin) และปาเปน (papain) 
รวมทั้งเอนไซมเพคตินเมธิลเอสเทอเรส (pectin methyl esterase) ดวย (Shahani,1975) ลักษณะที่
แตกตางกันของเอนไซมไลเปสและเอสเทอเรสซึ่งสามารถใชในการจําแนกเอนไซมทั้งสอง คือ 
เอนไซมเอสเทอเรสจะทําปฏิกิริยากับสับสเตรทที่อยูในสภาพที่ละลายน้ํา (water–soluble substrate) 
เท านั้ น  สวน เอนไซมไล เปสจะทํ าปฏิกิ ริ ย ากับสับสเตรทที่ อยู ในสภาพไมละลายน้ํ า                          
(water–insoluble substrate) ที่บริเวณที่มีการสัมผัสกับน้ําและน้ํามัน (oil-water interace) โดยเมื่อ
สับสเตรทมีความเขมขนสูง ๆ เกินความสามารถในการละลายจะทําใหเอนไซมไลเปสสามารถ
ทํางานไดดีขึ้น (Shahani,1975; Wong, 1995; Weete, 1998) ลักษณะการทํางานของเอนไซมไลเปส
และเอสเทอเรสแสดงดงัภาพที่ 5 
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R – COO –  CH2     CH2OH    R - COOH 
                  + 
R' –COO –   CH    CHOH  +  R' - COOH 
                   + 
R" – COO – CH2   CH2OH    R" - COOH 
    Triglyceride    Glycerol     Fatty acid 
 
ภาพที่ 4  ปฏิกิริยาการยอยสลายไตรกลีเซอไรดดวยเอนไซมไลเปส 
ที่มา: Jaeger and Reetz (1998) 
 

 
ภาพที่ 5  ลักษณะการทํางานที่แตกตางกันระหวางเอนไซมไลเปสและเอสเทอเรส 
ที่มา: Shahani (1975) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lipase 
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8.  กลไกการทํางานของเอนไซมไลเปส 
 
 เอนไซมไลเปสเปนเอนไซมที่มีความสามารถในการยอยสลายสับสเตรทพวกไขมันที่
บริเวณผิวสัมผัสระหวางน้ํากับน้ํามัน (oil–water interface) เรียกวา “interfacial activation” ซ่ึงกลไก
การทํางานของเอนไซมไลเปสจะเกี่ยวของกับ  2  กระบวนการ (Wong, 1995; Weete, 1998) ดังนี้ 
 
 1.  เอนไซมไลเปสจะถูกดูดซึม (adsorption) เขาที่บริเวณผิวสัมผัส (interface) ระหวางน้ํา
และน้ํามัน ทําใหรูปรางของเอนไซมเปล่ียนแปลงเปนเอนไซมที่พรอมจะทํางาน (activated enzyme) 
 
 2.  เอนไซมจะเขาทําปฏิกิริยากับสับสเตรทอยูในรูป “enzyme–substerate complex”              
เกิดเปนผลิตภัณฑ และเอนไซมถูกปลอยออกมาจากบริเวณผิวสัมผัสไปอยูในสวนที่เปนน้ําซึ่งจะอยู
ในรูปที่ไมสามารถทํางานได (inactivated enzyme) เมื่อเอนไซมจะทํางานก็จะผานเขามาบริเวณ
ผิวสัมผัสและทําการยอยสลายสับสเตรทตามขั้นตอนที่ 1 และ2 ตอไปไดอีก กลไกลการทํางาน
เอนไซมไลเปสแสดงดังภาพที่ 6 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6  กลไกการทํางานของเอนไซมไลเปส 
หมายเหตุ  E = enzyme in the aqueous phase, Ea = enzyme adsorbed at the interface,                         

 Ea* = activated enzyme, S = substrate, Ea*S = enzyme substrate complex,               
 Ea*-Ac = acylenzyme, P1 = product (diacylglycerol), P2 = product (fatty acid) 

ที่มา: Weete (1998) 
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เอนไซมไลเปสสามารถทําปฏิกิริยาได 3 ชนิดคือ hydrolysis of ester, synthesis of ester 
(esterification) และ tranesterificaton (ปฏิกิริยานี้ประกอบดวยปฏิกิริยายอย 4 ปฏิกิริยา คือ 
acidolysis, alcoholysis, ester exchange และ aminolysis) แสดงดังภาพที่ 7 
                                                                   

1.  Hydrolysis of ester   
 

 R-C-O-R' + H2O               R-C-OH + HO-R' 
2.  Synthesis of ester  
   

R-C-OH + HO-R'                               R-C-O-R' + H2O  
3.  Tranesterification 

  3.1  Acidolysis   
 

R1-C-O-R' + R2-C-OH                 R2-C-O-R' +  R1-C-OH  
  3.2  Alcoholysis  

 
R-C-O-R' + HO-R'2                 R-C-O-R'2 + HO-R1' 

  3.3  Ester  exchange (Interesterification)  
        
 R1-C-O-R'1 +  R2-C-O-R'2  R1-C-O-R'2 + R2- C-O-R1'     

  3.4  Aminolysis   
 

R-C-O-R'1 + H2N-R'2                  R-C-NH-R2 + OH-R1 

 
ภาพที่ 7  ความสามารถในการทํางานของเอนไซมไลเปส 
ที่มา: Yamane (1987) 
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9.  แหลงของเอนไซมไลเปส 
 
 เอนไซมไลเปสพบไดทั่วไปในพืช สัตว และจุลินทรีย ในพืชจะพบเอนไซมไลเปสจากพวก
ธัญชาติและพืชน้ํามัน เชน ขาวเจา ขาวสาลี ขาวโอต ขาวไรย (rye) ฝาย ถ่ัวเหลือง ละหุง ปาลม
น้ํามัน  ขาวโพด เมล็ดทานตะวัน และมะกอก (ณกัญภัทร, 2547; Arnold et al., 1975) เอนไซม     
ไลเปสในสัตวจะพบในเนื้อเยื่อตาง ๆ ตับออน (pancreatic lipase) ในน้ํานม (milk lipase) รวมถึง
แมลงโดยเฉพาะ Cephaloleia presignis (ณกัญภัทร, 2547; Shahani,1975) สําหรับเอนไซมไลเปส
จากจุลินทรียจะเปนแหลงที่ไดรับความสนใจและถูกนํามาใชในทางการคามากที่สุด เนื่องจาก              
จุลินทรียจะเจริญไดรวดเร็วและเลี้ยงงายกวาสัตว สามารถเพิ่มผลผลิตไดรวดเร็วโดยวิธีการปรับปรุง
พันธุกรรมของจุลินทรีย นอกจากนั้นยังสามารถปรับสภาวะใหเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไดงาย
กวาและการสกัดเอนไซมเพื่อนํามาใชประโยชนจะงายกวาพืชและสัตว (กิตติเดช,2532; ณกัญภัทร, 
2547) 
 

เอนไซมไลเปสสามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย ยีสต และเชื้อรา  
โดยเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียจะมีคุณสมบัติเฉพาะที่สําคัญ คือ มีความคงทนตอตัวทําละลาย
อินทรีย ในการทํางานไมตองการโคแฟคเตอร (cofactors) มีความจําเพาะตอสับสเตรทหลายชนิด 
และมี enantioselectivity สูง เอนไซมไลเปสสามารถผลิตไดจากแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรม
ลบ  แบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปส  ไดแก  Bacillus sp., 
Staphylococcus sp., Lactobacillus sp., Streptococcus sp., Microoccus sp., Propionibacterium sp.
และ Burkholderia sp. เปนตน สวนแบคทีเรียแกรมลบที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปส 
ไดแก Pseudomonas sp., Chromobacterium sp., Acinetoacter sp. และ Aeromonas sp. เปนตน             
เชื้อราที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปส ไดแก Rhizopus sp., Aspergillus sp.,  
Penicillium sp., Mucor sp., Geotrichum sp. และ Fusarium sp. เปนตน สําหรับยีสตที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปส ไดแก Candida sp., Saccharomyces sp., Yarrowia sp. 
และ Pichia sp. เปนตน (กิตติเดช,2532; ณกัญภัทร, 2547; Sharma et al., 2001)            
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10.  ประเภทของเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย 
 
 เอนไซมไลเปสที่ผลิตจากเชื้อจุลินทรียสามารถแบงตามความจําเพาะตอตําแหนงบน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรด (positional specificity) ออกเปน 3 กลุม (Macrae,1983) ไดแก 
 

1. เอนไซมที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด               
(nonspecific lipase) เอนไซมไลเปสในกลุมนี้ไมมีความจําเพาะในการยอยสลายกรดไขมันบน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ดังน้ันเอนไซมไลเปสพวกนี้จะยอยไตรกลีเซอไรดไดอยางสมบูรณ           
ไดกรดไขมันและกลีเซอรอลเปนผลิตภัณฑ แตอาจจะพบ diglyceride หรือ monoglyceride เปน 
สารตัวกลางในปฏิกิริยาได ตัวอยางของเอนไซมในกลุมนี้ไดแก เอนไซมไลเปสจาก Candida 
cylindracea, Corynebacterium  acnes และ Staphylococcus  aureus ปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปส 
กลุมนี้แสดงดังภาพที่ 8 

 
2.  เอนไซมไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนง 1 และ 3 บนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด

(1,3-specific lipase) เอนไซมในกลุมนี้มีความจําเพาะตอการยอยกรดไขมันที่ตําแหนงที่ 1 และ 3 
บนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ซ่ึงจะยอยไตรกลีเซอไรดไดเปนผลิตภัณฑคือ  1,2,(2,3)-diglyceride 
และ 2-monoglyceride เนื่องจาก 1,2(2,3)-diglyceride และ 2-monoglyceride เปนไขมันที่ไมคงตัว
ถามีการบมไวเปนเวลานานจะเกิดการเคลื่อนยายหมูเอซิล (acly migration) ไดเปน 1,3-diglyceride 
และ 1(3)-monoglyceride ซ่ึงจะถูกยอยสลายตอไปไดอยางสมบูรณไดกรดไขมันและกลีเซอรอล  
ตัวอยางของเอนไซมนี้ไดแก เอนไซมไลเปสจาก Aspergilus niger, Mucor javanicus และ Rhizopus 
sp. ปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสในกลุมนี้แสดงในภาพที่ 8 

 
3.  เอนไซมไลเปสที่มีความจําเพาะตอชนิดของกรดไขมันบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด

(fatty acid specific lipase) เอนไซมที่ผลิตจากจุลินทรียทั่วไปไมมีคุณสมบัติในขอนี้ ยกเวนเอนไซม
ไลเปสที่ผลิตจาก Geotrichum candidum ที่จะยอยไตรกลีเซอไรดที่มี cis double bond  ตรงตําแหนง
ที่ 9 ไดดี แตจะยอยสลายกรดไขมันอิ่มตัวกับกรดไขมันไมอ่ิมตัวที่ไมมีพันธะคูที่ตําแหนงที่ 9       
ไดไมดี ปฏิกิริยาของเอนไซมในกลุมนี้แสดงในภาพที่ 8 
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1.  เอนไซมไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอโมเลกลุของไตรกลีเซอไรด (Nonspecific lipase) 
RCOOCH2            CH2OH 

 
R'COOCH2  RCOOH  +  R'COOH  +  R''COOH  +  CHOH 

 
R''COOCH2             CH2OH   

 
2.  เอนไซมไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนง  1  และ  3   บนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด         
(1,3 specific  lipase) 
 RCOOCH2                CH2OH                              CH2OH 
 

R'COOCH2                 R'COOCH2  R'COOCH 
 

R''COOCH2                R''COOCH2                CH2OH 
                          +                 + 

                     RCOOH         R''COOH 
 
3.  เอนไซมไลเปสที่มีความจําเปนตอชนิดของกรดไขมันบนไตรกลีเซอไรด (fatty acid  specific  
lipase) 

RCOOCH2 R'COOCH2              CH2OH      R'COOCH 
 

R'COOCH2  + RCOOCH                2RCOOH  +  R'COOCH  +  CHOH  
 
R''COOCH2 R''COOCH2           R''COOCH2   R''COOCH2 

 
ภาพที่ 8  ชนิดของเอนไซมไลเปสแบงตามความจําเพาะตอตําแหนงบนไตรกลีเซอไรด 
ที่มา: Macrae(1983) 
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11.  การใชเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียในอุตสาหกรรม 
 
 เอนไซมไลเปสไดถูกนํามาใชใหเปนประโยชนในหลายทางดวยกัน เชน ในอุตสาหกรรม
ผงซักฟอก อาหาร การสังเคราะหสารเคมีและยา การผลิตกระดาษ การผลิตเครื่องสําอาง และ      
การบําบัดของเสียที่มีไขมัน (Sharma et al., 2001) การใชประโยชนของเอนไซมไลเปสจาก
แบคทีเรียแสดงในตารางที่ 4 ในอุตสาหกรรมอาหารเอนไซมไลเปสจะเปนตัวผลิตกลิ่นรส (flavor)              
ใหอาหารชนิดนั้น ๆ มีกล่ินรสที่เฉพาะตัวและเปนที่ยอมรับของผูบริโภค รูปแบบการใชเอนไซม 
ไลเปสในอุตสาหกรรมอาหารหมักนั้น  มีทั้งตั้งใจเติมเอนไซมไลเปสลงไปเพื่อใหไดตาม
วัตถุประสงคที่ตองการ ซ่ึงผลิตภัณฑเหลานี้ไดแก โยเกิรต เนยแข็ง เคก และนมช็อคโกแลต เปนตน 
หรืออาจใชเอนไซมไลเปสที่ผลิตโดยจุลินทรียที่อยูในอาหารเหลานั้นเปนตัวใหกล่ินรสก็ได เชน 
แบคทีเรียสรางกรดแลคติกจะผลิตเอนไซมไลเปสทําใหมีกล่ินรสในอาหารเนื้อหมัก ไสกรอก และ
ผักดอง เชน แตงกวาดองและกล่ําปลีดอง (Seitz, 1974) เอนไซมไลเปสสามารถใชในการปรับปรุง
คุณสมบัติของไขมันโดยการเปลี่ยนแปลงตําแหนงของกรดไขมันบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด 
ซ่ึงจะทําใหผลิตภัณฑนั้นมีคุณสมบัติตามที่ตองการ วิธีนี้ทําใหไดน้ํามันชนิดใหม ๆ และนําไปสู 
การพัฒนาสารใหกล่ินรสในอาหารดวย (ณกัญภัทร, 2547) นอกจากนี้ยังมีการนําเอนไซมไลเปสไป
ใชในกระบวนการผลิตกรดไขมันดวย เพราะกรดไขมันที่ไดจากกระบวนการผลิตทางเคมีตองใช  
ความรอนและความดันสูงทําใหมีขอเสียคือ ตองใชอุปกรณราคาแพงที่สามารถทนความรอนสูงได  
รวมทั้งวิธีนี้ส้ินเปลืองพลังงาน ผลิตภัณฑที่ไดมีสีคลํ้า และมีการสลายตัวของสารที่ไมตองการดวย 
ซ่ึงถาใชเอนไซมไลเปสทํางานแทนที่แลว ขอเสียตางๆเหลานี้จะหมดไป 
 
 เอนไซมไลเปสพวก alkaline lipase สามารถนําไปใชประโยชนได 2 ทางสําคัญคือ ใชใน
อุตสาหกรรมผงซักซอก และใชแทน pancreatic lipase ในทางการแพทย ปจจุบันเอนไซมไลเปสได
ถูกใชในอุตสาหกรรมผงซักฟอกในปริมาณที่สูง โดยเอนไซมไลเปสจะชวยยอยสลายไขมันและ
น้ํามันบนเสื้อผา ดังนั้นคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสสําหรับใชในอุตสาหกรรมผงซักฟอก  จะตอง
มีสมบัติตางๆดังตอไปนี้ คือ ตองมีความจําเพาะตอสับสเตรทต่ํา โดยจะตองมีความสามารถในการ
ยอยสลายไขมันและน้ํามันไดหลายชนิด  ตองทนตอสภาวะในการซักลาง คือ พีเอช 10.0-11.0 
อุณหภูมิ  30-60   องศาเซลเซียส  และตองทนตอสารลดแรงตึงผิวและเอนไซมตางๆ เชน linear  
alkyl benzene sulfonates (LAS) และเอนไซมโปรติเอสซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญในผงซักฟอก 
(Sharma et al., 2001) 
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ตารางที่ 4  การใชเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียในอุตสาหกรรม 
 

Industry Action Product or application 
Detergents 
Dairy foods  
 
Bakery foods 
Beverages 
Food dressings 
Health foods 
Meat and fish 
Fats and oils 
 
Chemicals 
Pharmaceuticals 
Cosmetics 
Leather 
Paper 
Cleaning 

Hydrolysis of fats 
Hydrolysis of milk fat, cheese 
ripening, modification of butter fat 
Flavor improvement 
Improved aroma 
Quality improvement 
Transesterification 
Flavor development 
Transesterification, hydrolysis 
 
Enantioselectivity, synthesis 
Transesterification; hydrolysis 
Synthesis 
Hydrolysis 
Hydrolysis 
Hydrolysis 

Removal of oil stains from fabrics 
Development of flavoring agents in milk, 
cheese and butter 
Shelf-life prolongation 
Beverages 
Mayonnaise, dressing and whippings 
Health foods 
Meat and fish product, fat removal 
Cocoa butter, margarine, fatty acids, 
glycerol, mono-and diglycerids 
Chiral building blocks, chemicals 
Specialty lipids, digestive aids 
Emulsifiers, moisturizers 
Leather products 
Paper with improved quality 
Removal of fats 

 
ที่มา: Sharma et al. (2001) 
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12.  บทบาทของเอนไซมนิวคลีเอสในการทําใหเกิดสารเสริมรสชาติในผลิตภัณฑอาหาร 
 

เอนไซมนิวคลีเอส (nuclease) เปนเอนไซมที่มีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการยอย
สลายกรดนิวคลีอิคใหเปนสารประกอบนิวคลีโอไทด (2/-, 3/-, 5/-nucleotides) เอนไซมนี้จะทําลาย
พันธะระหวางน้ําตาลกับฟอสเฟท โดยถาเปนการตัดพันธะที่เชื่อมระหวาง 3/ ของน้ําตาล
กับฟอสเฟทจะเรียกวาการตัดชนิด p-type และถาเปนการตัดระหวางพันธะที่เชื่อมระหวาง 5/ ของ
น้ําตาลกับฟอสเฟทจะเรียกวาการตัดชนิด d-type เอนไซมนิวคลีเอสเมื่อแบงตามลักษณะการทํางาน
จะแบงได  2  ประเภทคือ เอ็กโซนิวคลีเอส (exonuclease) จะทําลายพันธะจากปลายของ             
กรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิค (deoxyribonucleic acid, DNA) หรือกรดไรโบนิวคลีอิค (ribonucleic 
acid, RNA) เขามาทีละพันธะ และเอ็นโดนิวคลีเอส (endonuclease) ซ่ึงจะทําลายพันธะที่อยูภายใน
สาย DNA หรือ RNA (เรืองลักขณา, 2539) 

 
เอนไซมนิวคลีเอสมี 2 ชนิดที่สําคัญคือ ดีออกซีไรโบนิวคลีเอส (deoxyribonuclease, 

DNase) และไรโบนิวคลีเอส (ribonuclease, RNase) โดยเอนไซม DNase จะเรงปฏิกิริยาการยอย
สลาย DNA ใหเปนสารประกอบนิวคลีโอไทดกัวโนซีน 5/-โมโนฟอสเฟท (guanosine                  
5/-monophosphate, 5/-GMP), อะดีโนซีน 5/-โมโนฟอสเฟท (adenosine 5/-monophosphate,                   
5/-AMP), ไซทิดีน 5/-โมโนฟอสเฟท (cytidine 5/-monophosphate, 5/-CMP) และ ไทมีน                   
5/-โมโนฟอสเฟท (thymine 5/-monophosphate, 5/-TMP) สวนเอนไซม RNase จะเรงปฏิกิริยาการ
ยอยสลาย RNA ใหเปนสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP, 5/-AMP, 5/-CMP และยูริดีน                    
5/-โมโนฟอสเฟท (uridine 5/-monophosphate, 5/-UMP)  ปฏิกิริยาการยอยสลาย RNA โดยเอนไซม
นิวคลีเอสแสดงไดดังภาพที่  9  โดยเอนไซมนิวคลีเอสจะตัดพันธะที่เชื่อมระหวาง 3/ ของน้ําตาล
กับฟอสเฟทไดสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP, 5/-AMP, 5/-CMP และ 5/-UMP ซ่ึงเปนที่
ยอมรับกันโดยทั่วไปวาสารประกอบนิวคลีโอไทดโดยเฉพาะ 5/-GMP และอิโนซีน                           
5/-โมโนฟอสเฟท (inosine 5/-monophosphate, 5/-IMP) ที่ไดจากการเปลี่ยน 5/-AMP โดยปฏิกิริยา
การกําจัดหมูอะมิโน (deamination) จะมีรสชาติเฉพาะตัวและจัดเปนสารเสริมรสชาติ (flavor 
enhancers, flavor potentiators) ในผลิตภัณฑอาหารตาง ๆ โดยจะชวยทําใหผลิตภัณฑอาหารมี
รสชาติดีขึ้นเรียกรสชาตินี้วา อูมามิ (umami taste) (Kuninaka, 1996) มีรายงานเกี่ยวกับ
ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาเสริมรสชาติรวมกัน (specific synergistic action) ของ
สารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP หรือ 5/-IMP กับโมโนโซเดียมกลูตาเมท (monosodium 
glutamate, MSG) ปฏิกิริยาเสริมรสชาติรวมกันของสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP หรือ                 
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5/-IMP กับ MSG จะทําใหระดับรสชาติอูมามิในผลิตภัณฑอาหารสูงขึ้นมากกวารสชาติของ            
5/-GMP, 5/-IMP หรือ MSG อยางเดียว นอกจากนั้นอัตราสวนที่เหมาะสมของ  5/-GMP หรือ 5/-IMP 
กับ MSG จะทําใหระดับรสชาติอูมามิในผลิตภัณฑอาหารสูงที่สุดดวย (Kuninaka et al., 1961) 

 
อนันต (2545) ไดทําการผลิตเอนไซมไรโบนิวคลีเอสที่ชอบเกลือ (halophilic ribonuclease) 

ซ่ึงสามารถทํางานไดดีในสภาพที่มีความเขมขนเกลือ NaCl 3.0 โมลาร จากแบคทีเรียทนเกลือ 
Pseudomonas sp. No. 3241 และทดลองเติมเอนไซมลงไปรวมกับการหมักน้ําปลา พบวา การเติม
เอนไซมลงไปภายหลังการหมักน้ําปลาเปนเวลา 4 สัปดาห จะทําใหสารประกอบนิวคลีโอไทด     
5/-GMP ในน้ําปลาเพิ่มสูงขึ้น ความเขมขนที่เหมาะสมของเอนไซมไรโบนิวคลีเอสที่ชอบเกลือ
สําหรับใชรวมกับการหมักน้ําปลาคือ 0.5 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก/น้ําหนัก) 
  
 Kamekura and Onishi (1974) พบวาเชื้อแบคทีเรียชอบเกลือความเขมขนปานกลาง 
Micrococcus varians ที่แยกจากกากซีอ๊ิว สามารถผลิตเอนไซมนิวคลีเอสแลวขับออกมานอกเซลล
เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) หรือเกลือโพแทสเซี่ยม 
คลอไรด (KCl) ความเขมขน 1.0-4.0 โมลาร เอนไซมนิวคลีเอสเมื่อถูกทําใหบริสุทธิ์จะมีกิจกรรม
ของทั้งเอนไซมไรโบนิวคลีเอส (RNase) และดีออกซีไรโบนิวคลีเอส (DNase) เอนไซมจะทํางาน
ไดดีที่สุดในสภาพที่มีความเขมขนเกลือ NaCl 2.9 โมลาร หรือเกลือ KCl 2.1 โมลาร ที่อุณหภูมิ     
40 องศาเซลเซียส จึงจัดเปนเอนไซมนิวคลีเอสที่ชอบเกลือ (halophilic nuclease) กิจกรรมของ
เอนไซมจะสูญเสียไปเมื่อนําไปผานการไดอะไลซีสในสารละลายบัฟเฟอรที่มีความเขมขนเกลือต่ํา 
และเมื่อนําเอนไซมไปเมื่อนําไปผานการไดอะไลซีสในสารละลายบัฟเฟอรที่มีความเขมขนเกลือ 
NaCl 3.4 โมลาร กิจกรรมของเอนไซมจะกลับคืนมา 77.0 เปอรเซ็นของกิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน 
 
 Kamekura and Onishi (1978) ไดเสนอชื่อเอนไซมนิวคลีเอสที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรีย 
Micrococcus varians var. halophilus วา “nuclease H” ซ่ึงหมายถึงเอนไซมนิวคลีเอสที่ชอบเกลือ 
(halophilic nuclease) โดยเอนไซมจะตองการเกลือเพื่อทําใหการทํางานมีประสิทธิภาพสูงขึ้น 
 

Kamekura et al. (1982) ไดทดลองใชเอนไซมนิวคลีเอสท่ีชอบเกลือ (halophilic nuclease 
H) จากเชื้อแบคทีเรีย Micrococcus varians subsp. halophilus ผลิตสารประกอบนิวคลีโอไทดจาก 
RNA ที่สกัดจากยีสตแหง (commercial dry yeast) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
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พบวาเอนไซมนิวคลีเอสสามารถผลิตสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP ไดผลผลิตเทากับ 805  
มิลลิกรัมตอ RNA 5 กรัม 

 
 Onishi et al. (1983) พบวาเชื้อแบคทีเรียชอบเกลือความเขมขนปานกลาง Bacillus sp.  
N23-2 (Ventosa, 1991) ที่แยกจากซากไม สามารถผลิตเอนไซมนิวคลีเอสแลวขับออกมานอกเซลล
เมื่อทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเกลือ NaCl ความเขมขน 1.0-2.0 โมลาร เอนไซม            
นิวคลีเอสเมื่อถูกทาํใหบริสุทธิ์จะมีกิจกรรมของทั้งเอนไซม RNase และ DNase เอนไซมนี้มี
คุณสมบัติเปนเอนไซมนิวคลีเอสที่ชอบเกลือ (halophilic nuclease) โดยจะทํางานไดดีที่สุดในสภาพ
ที่มีความเขมขนเกลือ NaCl 1.4-3.2 โมลาร หรือเกลือ KCl 2.3-3.2 โมลาร เอนไซมสามารถผลิต
สารประกอบนิวคลีโอไทด (5/-mononucleotide) จาก DNA และ RNA โดยจะทํางานไดดีที่สุดที่      
พีเอช 8.5 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสกับ DNA และที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสกับ RNA 
 

Hayashi et al. (1996) ไดรายงานเกี่ยวกับการผลิตสารประกอบ 5/-ดีออกซีไรโบ                 
นิวคลีโอไทด (5/-deoxyribonucleotides) จากของเหลวที่สกัดจากอวัยวะเพศของปลาแซลมอน
(salmon milt) โดยใชการยอยสลายดวยเอนไซมแบบสองขั้นตอน เอนไซมที่ใชคือ เอนไซม          
แอคติเนส AS (Actinase AS) จากเชื้อ Streptomyces griseus (ของบริษัท Kaken Phamaceutical 
ประเทศญี่ปุน) และเอนไซมนิวคลีเอสจากเชื้อรา Penicillium citrinum (ของบริษัท Amano 
Phamaceutical ประเทศญี่ปุน) พบวาสามารถผลิตสารประกอบ 5/-ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไทดได
เทากับ 47 เปอรเซ็นตของปริมาณ DNA เร่ิมตน และผลิตสารประกอบนิวคลีโอไทด                       
5/-กรดดีออกซีอะดีไนลิค (5/-deoxyadenylic acid, 5/-dAMP) และ 5/-กรดดีออกซีกัวไนลิค                
(5/-deoxyguanylic acid, 5/-dGMP) ไดเทากับ 17 และ 10 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
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ภาพที่ 9  ปฏิกิริยาการยอยสลายกรดไรโบนิวคลีอิคดวยเอนไซมนิวคลีเอส 
หมายเหตุ  Base = Adenine, Guanine, Uracil, Cytosine 
ที่มา: Black (1993) 
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13.  การใชเอนไซมโปรติเอสในกระบวนการหมักน้ําปลา 
 

เอนไซมโปรติเอส (peptide hydrolase: EC 3.4) เปนกลุมของเอนไซมที่ยอยโปรตีนหรือ
สายพอลิเพปไทดใหมีโมเลกุลเล็กลง โดยทําลายพันธะเพปไทด เมื่อการยอยสลายสมบูรณจะได
กรดอะมิโน เอนไซมที่ยอยโปรตีนมีหลายชนิด เชน เปปซิน ไคโมทริปซิน ทริปซิน และปาเปอีน 
เปนตน นอกจากพืชและสัตวที่สามารถผลิตเอนไซมยอยโปรตีนไดแลว พบวาจุลินทรียหลายชนิด
สามารถสรางเอนไซมโปรติเอสได เชน Bacillus sp., Aspergillus sp., Mucor sp. และ Rhizopus sp. 
เปนตน เอนไซมโปรติเอสใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ หลายประเภท เชน อุตสาหกรรมซักลาง 
อุตสาหกรรมฟอกหนัง อุตสาหกรรมนมและเนย อุตสาหกรรมยา เปนตน (นวลพรรณ, 2540) 
 
 การผลิตน้ําปลาในอุตสาหกรรมสวนใหญใชการหมักโดยวิธีธรรมชาติแบบดั้งเดิมซึ่งตอง
ใชระยะเวลาในการหมักนาน  6-12  เดือน สาเหตุเนื่องมาจากปริมาณเกลือที่ใชในการหมักสูงมาก 
ไดมีการศึกษาวิจัยเพื่อพัฒนากระบวนการหมักน้ําปลาโดยใชวิธีการตาง ๆ เชน การใชกรด-ดาง  
การใชเชื้อจุลินทรีย  การใชเอนไซมยอยโปรตีนที่ไดจากแหลงตาง ๆ เชน พืช สัตว และจุลินทรีย 
เพื่อเรงกระบวนการยอยสลายโปรตีนในเนื้อปลาใหกลายเปนน้ําปลาเร็วข้ึน ซ่ึงการศึกษาวิจัยเพื่อ
พัฒนากระบวนการหมักน้ําปลาสวนใหญจะเปนการพัฒนาเพื่อยนระยะเวลาในการหมกัน้าํปลา 
 

เอนไซมโปรติเอสที่ผลิตขายเปนการคา อาทิเชน biopase, pronase, papain, bromelain และ
ficin ไดถูกนํามาทดลองหมักน้ําปลา (Murayama et al., 1962) โดย biopase และ pronase สามารถ
ยนระยะเวลาในการหมักน้ําปลาใหเหลือ 70 วัน และใหน้ําปลาที่มีคุณภาพดี ปราโมทย (2507) 
พบวา ทั้งเอนไซม biopase และ papain สามารถเรงการเกิดน้ําปลาได ภายในเวลา 48 วัน โดยใน
ระยะแรกของการหมัก papain จะใหอะมิโนไนโตรเจนออกมามากกวา biopase และไดแนะนําให
ใช papain ในการหมักในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากยางมะละกอหางายราคาถูก  
 
 ชนานันท และ ชอฟา (2527) ทดลองใชน้ํายอยโปรตีน 2 ชนิด ซ่ึงไดแก proteinase T และ 
crude pyloric enzyme จากปลาทะเล รวมกับแบคทีเรียชอบเกลือหมักน้ําปลา สรุปไดวา การเติม 
pyloric enzyme ไดน้ําปลาสีน้ําตาล และขาดกลิ่นรสที่ดีของน้ําปลา แตถาหมักรวมกับ 
Halobacterium OR. จะสามารถลด volatile reducing substances (VRS) ที่เกิดขึ้นระหวางการหมัก 
ทําใหน้ําปลาที่ไดมีกล่ินรสที่ดีขึ้น ในการใช proteinase T และ crude pyloric enzyme จะไดน้ําปลา
ที่มีคุณภาพดี เนื่องจากมีอัตราการยอยสลายไมเร็วเกินไป ทําใหน้ําปลาที่ไดมีกล่ินรสดี 
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Beddows and Ardeshir (1979a) ใชทดลองใช papain ในการผลิตน้ําปลา โดยใชปลากะตัก 
(Stolephorus sp.) เปนวัตถุดิบ ทําการหมักที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส พบวา เมื่อทําการหมักเปน
เวลา 21 วัน น้ําปลาที่ไดไมมีกล่ินผิดปกติ และเมื่อทําการหมักน้ําปลาโดยเปรียบเทียบระหวาง 
bromelain (0.80 เปอรเซ็นต), ficin (2.50 เปอรเซ็นต) และ papain (2.75 เปอรเซ็นต) พบวา 
bromelain ใหผลการหมักดีที่สุด  
 

Ooshiro et al. (1981) ไดทําการหมักน้ําปลาเปรียบเทียบโดยใช papain, bromelain และ 
trypsin พบวา papain ความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นตใหผลการหมักดีที่สุด แตอยางไรก็ตามน้ําปลาที่
ไดขาดกลิ่นที่น้ําปลาถึงแมจะใหรสและสีที่ดีก็ตาม  
 
 Raksakulthai (1986) ไดทดลองใช trypsin, chymotrypsin, pronase, โปรติเอสจากเชื้อรา 
และ squid hepatopancreas enzyme ในการหมักปลา capelin พบวา ในชวงแรกของการหมัก   
กรดอะมิโนอิสระของน้ําหมักที่ใชเอนไซมจะสูงกวา แตหลังจากเดือนที่ 13 น้ําหมักที่ใชเอนไซม            
โปรติเอสจากเชื้อรา, pronase, chymotrypsin และ trypsin จะมีปริมาณกรดอะมิโนอิสระต่ํา สวน
น้ําปลาที่ใชเอนไซม squid hepatopancreas จะมีปริมาณกรดอะมิโนอิสระสูงกวา และน้ําปลาที่ไดมี
คุณภาพดานรสชาติ กล่ิน สี ที่ดี 
 
 Bovornreungroj (2005) ไดผลิตเอนไซมโปรติเอสที่ชอบเกลือ (halophilic protease)        
ซ่ึงสามารถทํางานไดดีในสภาพที่มีความเขมขนเกลือ NaCl 1.5-2.13 โมลาร จากแบคทีเรีย             
ชอบเกลือ Halobacterium salinarum PB407 และทดลองเติมเอนไซมลงไปรวมกับการหมักน้ําปลา 
พบวา เมื่อทําการหมักน้ําปลาเปนเวลา 6 เดือน จะทําใหปริมาณฟอรมอลไนโตรเจน ไนโตรเจน
ทั้งหมด และกรดอะมิโนอิสระในน้ําปลาเพิ่มสูงขึ้นมากกวาน้ําปลาที่หมักตามวิธีธรรมชาติ       
ความเขมขนที่เหมาะสมของเอนไซมโปรติเอสที่ชอบเกลือสําหรับใชรวมกับการหมักน้ําปลาคือ  
1.5 เปอรเซ็นต นอกจากนั้นเมื่อใชเอนไซมไรโบนิวคลีเอสที่ชอบเกลือ (halophilic ribonuclease) 
จากแบคทีเรียทนเกลือ Pseudomonas sp. No. 3241 ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต รวมในการหมัก
ดวยจะทําใหสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP ในน้ําปลาเพิ่มสูงขึ้นได 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 

 
1. จุลินทรียและวัตถุดิบ 

 
1.1 เชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 
1.2 เชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Pseudomonas sp. No. 3241 
1.3 เชื้อแบคทีเรียชอบเกลือ Halobacterium salinarum PB407 
1.4 ปลาไสตัน 
1.5 เกลือปนบริสุทธิ์ 

 
2. อุปกรณและเครื่องมือ 

 
2.1 เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ  
2.2 ถังหมักขนาด 2.5 ลิตร  
2.3 ตูเขี่ยเชื้อ 
2.4 ตูบมเชื้อ  
2.5 หมอนึ่งความดัน (autoclave) 
2.6 เครื่อง DNA Thermal Cycler  
2.7 เครื่องวัดพีเอช (pH meter) 
2.8 เครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง (lyophilizer)  

2.9 คอลัมนแกวขนาด 2.0×100 เซนติเมตร และ 2.0×50 เซนติเมตร 
2.10 เครื่องเก็บสารละลายจากคอลัมน (fraction collector)  
2.11 เครื่องวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสง (spectrophotometer) 
2.12 ถุงไดอะไลซีส (dialysis tube) 
2.13 เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) 
2.14 อุปกรณอิเล็คโทรฟอริซิส (electrophoresis) 
2.15 เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวที่มีสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) 
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2.16 เครื่องแกสโครมาโทกราฟ (Gas Chromatography, GC) 
2.17 ชุดยอยโปรตนีและเครื่องกลั่นวิเคราะหปริมาณไนโตรเจน 

 

วิธีการ 

 
1.  จุลินทรียท่ีใชในการศึกษา 

 
เชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ 20 ไอโซเลท ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่แยกไดจากน้ําปลาดิบจากโรงงานใน  

จังหวัดตาง ๆ ในประเทศไทย (Kanlayakrit and Bavornreungroj, 2002) เชื้อดังกลาวจะถูกเก็บอยูใน
อาหารวุน Sehgal and Gibbons Complex (SGC) (Sehgal and Gibbons, 1960) (ภาคผนวก ก ขอ 1) 
ที่เติมเกลอืโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน 0-4.0 โมลาร (0-24.0 เปอรเซ็นต) 
 
2.  การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลติเอนไซมไลเปสบนอาหารแขง็ 
 

นําแบคทีเรียบริสุทธิ์ 20 ไอโซเลท มาจุดลงบนอาหารแข็ง SGC ที่เติม Tween 80 ลงไป             
2.0 เปอรเซ็นต และเติมเกลือ NaCl ใหมีความเขมขน 0, 1, 2, 3 และ 4 โมลาร นําไปบมที่อุณหภูมิ    
37  องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน ถาเกิดตะกอนขาวขุนรอบ ๆ โคโลนี (opaque zone) แสดงวา
แบคทีเรียสามารถผลิตและปลดปลอยเอนไซมไลเปสออกมายอย Tween 80 ได (Sharma et al., 
2001) จากนั้นวัดขนาดเสนผาศูนยกลางของบริเวณตะกอนขุนและของโคโลนี คัดเลือกไอโซเลทที่
ใหอัตราสวนระหวางขนาดเสนผาศูนยกลางของบริเวณตะกอนขุนและของโคโลนีสูงไปใชในการ
ทดลองขั้นตอไป 
 
3.  การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลติเอนไซมไลเปสในอาหารเหลว 
 

ถายแบคทีเรียบริสุทธิ์จากขอ 2 ลงในอาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต         
และมีเกลือ NaCl ความเขมขนที่เหมาะสม ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร  
บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา            
18 ช่ัวโมง จากนั้นถายเชื้อแขวนลอยปริมาตร 15 มิลลิลิตรลงในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร         
ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต  และมีเกลือ NaCl ความเขมขนที่
เหมาะสม ปริมาตร 150 มิลลิลิตรทําการบมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส 
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ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน น้ําหมักที่ไดนํามาเหวี่ยงแยกเซลลออกและนํามาวิเคราะห
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสซึ่งดัดแปลงมาจากวิธีการของ Yamada et al., (1962) และHorani 
(1996) (ภาคผนวก ง ขอ 1) 
 
4.  การจําแนกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปส 
 

นําแบคทีเรียที่คัดเลือกไดจากขอ 3 มาจําแนกหาชนิดของแบคทีเรีย โดยศึกษาคุณสมบัติ
ตาง ๆ ไดแก ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลักษณะทางสรีระวิทยาและชีวเคมี และเปรียบเทียบลําดับ
เบสของ 16S rRNA กับแบคทีเรียอ่ืน (Cowan, 1974; Krieg and Holt, 1984; Washington, 1985; 
Sneath et al., 1986; Baron and Finegold, 1990; Arahal et al., 1996; Delost, 1997) 

 
4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา นําแบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหาร SGC ที่มีเกลือ NaCl               

ความเขมขนที่เหมาะสมในจานเพาะเลี้ยง นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 
ชั่วโมง นํามาศึกษาการติดสีแบบแกรม (ภาคผนวก ข ขอ 1) รูปราง และสีของโคโลนี  
 
 4.2.  การทดสอบการสรางเอนไซมออกซิเดส ใชแทงแกวขนาดเล็กหรือลูปเขี่ยแบคทีเรีย
อ า ยุ  2 4 -4 8  ชั่ ว โม ง  แล ว ขั ดลงบนกระด าษกรอง  Whatman เ บอร  1  ที่ เ ป ย กชุ มด ว ย               
สารละลาย tetramethyl paraphenyl diamine-dihydrochloride ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 
(ภาคผนวก ข ขอ 2) สังเกตการเปลี่ยนแปลงภายใน 1 นาที ถามีสีมวงเกิดขึ้นตามแนวที่ลากเชื้อลง
ไป แสดงวา แบคทีเรียนั้นมีเอนไซมไซโตรโครมออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนบวก  
 
 4.3  การทดสอบการสรางเอนไซมยูรีเอส ปลูกเชื้อแบคทีเรียแบบจุด (point inoculation)   
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียูเรียเปนแหลงไนโตรเจนที่เติมเกลือ NaCl ความเขมขนที่เหมาะสม 
(ภาคผนวก ก ขอ 2) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง สังเกตการเปลี่ยนสี
ของฟนอลเรดในอาหารเลี้ยงเช้ือจากสีเหลืองเปนสีชมพู เนื่องจากแบคทีเรียสามารถสรางเอนไซม  
ยูรีเอสยอยยูเรียและเกิดกาซแอมโมเนียทําใหอาหารมีสภาพเปนดางบันทึกผลการทดสอบเปนบวก  
 

4.4  การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส เล้ียงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร SGC อายุ 24-48 
ชั่วโมง แลวหยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดเขมขน 3.0 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ข ขอ 3) ลง
บนโคโลนีของแบคทีเรีย ถามีฟองกาซเกิดขึ้นแสดงวาใหผลเปนบวก  
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4.5  การรีดิวซไนเตรท บมเชื้อแบคทีเรียที่เล้ียงในอาหารเหลวไนเตรท (ภาคผนวก ก ขอ 3) 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อเชื้ออายุ 2, 3, 4 และ 5 วัน จะนํามาทดสอบการรีดิวซไนเตรท    
โดยนําอาหารเลี้ยงเชื้อมาหยดดวย sulfanilic acid และ alpha napthylamin (ภาคผนวก ข ขอ 4)  
อยางละ 2-3 หยด ในปริมาณที่เทากันถาอาหารเล้ียงเชื้อเปลี่ยนเปนสีแดง แสดงวาแบคทีเรียสามารถ
รีดิวซไนเตรทเปนไนไตรทได แตถาในอาหารเลี้ยงเชื้อไมเกิดสีแดง นํามาทดสอบตอโดยเติมผง
สังกะสีลงไปเล็กนอย ตั้งทิ้งไวสักครู ถาเกิดสีแดงแสดงวาสังกะสีจะเปลี่ยนไนเตรทใหเปนไนไตรท 
ซ่ึงไนไตรทที่ไดจะทําปฏิกิริยากับ sulfanilic acid และ alpha napthylamin ไดสีแดง แสดงวา 
แบคทีเรียไมสามารถเปลี่ยนไนเตรทเปนไนไตรทได (ตองใหสังกะสีทําปฏิกิริยาแทน) นั่นคือไดผล
ลบ แตถาเติมสังกะสีแลวไมมีสีแดง แสดงวาไนเตรทถูกรีดิวซเปนไนไตรท และไนไตรทถูกรีดิวซ
เปนไนโตรเจนกาซหมดแลว น่ันคือ แบคทีเรียสามารถรีดิวซไนเตรทไปเปนไนไตรทไดผลจึงเปน
บวก 

 
4.6  การทดสอบ Oxidation-Fermentation (O-F test) อาหารที่ใชคือ oxidative fermentative 

medium (ภาคผนวก ก ขอ 4) เติมเกลือ NaCl ความเขมขนที่เหมาะสม จากนั้นปลูกเชื้อแบคทีเรียอายุ  
24-48 ช่ัวโมง แบบปกตรงตลอดความลึกของอาหารเชื้อละ 2 หลอด จากนั้นเทพาราฟนเหลวที่
ปราศจากเชื้อปดทับผิวหนาอาหารหนาประมาณ 1 นิ้ว เพื่อใหเชื้ออยูในสภาพไมมีออกซิเจน      
สวนอีกหลอดหนึ่งไมตองปดทับพาราฟน จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3-7  
วัน เชื้อที่เปน fermentative จะสรางกรด โดยอาหารทั้งสองหลอดหรือเฉพาะหลอดที่พาราฟนทับจะ
เปนสีเหลือง สวนเชื้อที่เปน oxidative จะใหกรดโดยอาหารเฉพาะหลอดที่ไมปดพาราฟนจะ
เปล่ียนเปนสีเหลือง 

 
4.7  การทดสอบการยอยเจลาติน ปลูกเชื้อแบคทีเรียลงบนอาหาร gelatin medium 

(ภาคผนวก ก ขอ 5) ที่เติมเกลือ NaCl ความเขมขนที่เหมาะสม บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ตรวจผลเมื่อครบ 3-7 วัน บันทึกผลโดยนําอาหารเลี้ยงเชื้อเขาตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน  
1-2 วัน ถาแบคทีเรียยอยเจลาตินได จะทําใหเจลาตินสูญเสียสมบัติการแข็งตัวที่อุณหภูมิดังกลาว 

 
4.8  การเจริญใน anaerobic agar ปลูกเชื้อแบคทีเรียแบบปกตรง (stab inoculation) ตลอด

ความลึกของอาหาร thioglycollate agar (ภาคผนวก ก ขอ 6) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส     
นาน 7 วัน สังเกตลักษณะการเจริญของแบคทีเรีย ถาเจริญบริเวณผิวหนาอาหารแสดงวาเปน
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แบคทีเรียพวก aerobe ถาสามารถเจริญในสวนลึกของอาหารไดแสดงวาเปนแบคทีเรียพวก 
anaerobe 

 
4.9  ความสามารถในการสรางกรดจากคารโบไฮเดรท ปลูกเชื้อแบคทีเรียลงในอาหาร 

phenol red broth base (ภาคผนวก ก ขอ 7) ที่เติมเกลือ NaCl ความเขมขนที่เหมาะสม                  
เติมคารโบไฮเดรทที่ใชทดสอบ ไดแก กาแลคโตส ฟรุคโตส แลคโตส และซูโครส ลงไป                
1.0 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจผลการสรางกรดทุกวันจนครบ 7 วัน            
ถาแบคทีเรียสามารถสรางกรดจากคารโบไฮเดรทไดจะทําใหอาหารเปลี่ยนจากสีแดงเปนสีเหลือง 

 
4.10  ความสามารถในการเจริญของแบคทีเรียที่เกลือ NaCl ความเขมขนตาง ๆ เขี่ยเชื้อ

แบคทีเรียอายุ 24 ชั่วโมง ลงในอาหารเหลว SGC ที่เติมเกลือ NaCl ความเขมขน 1, 2, 3 และ 4      
โมลาร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน ตรวจดูการเจริญของแบคทีเรียโดย
สังเกตจากความขุนของอาหารเทียบกับหลอดเปรียบเทียบ 

 
4.11  ความสามารถในการเจริญของแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 25, 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส 

เขี่ยเชื้อแบคทีเรียอายุ 24 ชั่วโมง ลงในอาหารเหลว SGC ที่เติมเกลือ NaCl ความเขมขนที่เหมาะสม 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 25, 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน ตรวจดูการเจริญของแบคทีเรีย
โดยสังเกตจากความขุนของอาหารเทียบกับอาหารเหลว SGC ที่ไมไดใสเชื้อ 
  

4.12  การตรวจสอบทางพันธุศาสตรโมเลกุลโดยการหาลําดับเบสของ 16S rRNA           
การตรวจสอบทางพันธุศาสตรโมเลกุลของแบคทีเรียที่คัดเลือกได จะทําการสกัดดีเอ็นเอ             
เพิ่มปริมาณ 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) โดยใชเครื่อง PCR (DNA 
Thermal Cycler, Perkin-Elmer รุน 9600) การหาลําดับเบสของ 16S rRNA จะใชเครื่องหาลําดับเบส
อัตโนมัติ (automatic DNA sequencer) นําขอมูลลําดับเบสของ 16S rRNA ที่ไดจากแบคทีเรียท่ี
คัดเลือกไวมาหาเปอรเซ็นตความคลายคลึง (%similarity, %identity) โดยใชโปรแกรม BLASTn  
ทําการเปรียบเทียบความเหมือนระหวางลําดับเบสของแบคทีเรียที่คัดเลือกไวกับลําดับเบสของ
แบคทีเรียที่มีอยูในฐานขอมูลของ GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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5.  การศึกษาความเขมขนของเกลือท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปส 
 

ถายเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่คัดเลือกไดอายุประมาณ 1-2 วัน ลงในฟลาสกขนาด 125  
มิลลิลิตร  ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว SGC ปริมาตร 25 มิลลิลิตร บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37  
องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ช่ัวโมง  จากนั้นถายเชื้อแขวนลอยปริมาตร   
5 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 
เปอรเซ็นต และมีเกลือ NaCl ความเขมขนตาง ๆ (0-4.0 โมลาร) (0-24.0 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ทําการบมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 วัน เก็บตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่
ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จากนั้นทําการเหวี่ยงแยกเซลลออกจากน้ําหมักที่ความเร็ว 8,000 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เพื่อวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
 
6.  การศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปส 
 

6.1  ในระดับเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (New Brunswick Scientific Series 25, USA) 
               
ถายเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่คัดเลือกไดอายุประมาณ 1-2 วัน ลงในฟลาสกขนาด                

250 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และเติมเกลือ                
NaCl ความเขมขน 3.0 โมลาร (18.0 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมในเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นถายเชื้อ
แขวนลอยปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว SGC ที่มี
น้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และเติมเกลือ NaCl ความเขมขน 3.0 โมลาร (18.0 เปอรเซ็นต) 
ปริมาตร 150 มิลลิลิตร บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 วัน เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะห พีเอชและน้ําหนักเซลลแหง จากนั้น
ทําการเหวี่ยงแยกเซลลออกจากน้ําหมักที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 20 นาที เพื่อวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
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6.2  ในระดับถังหมักขนาด  2.5  ลิตร (New Brunswick Scientific, USA) 
 

ถายแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่คัดเลือกไดอายุประมาณ 1-2 วัน ลงในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และเติมเกลือ NaCl         
ความเขมขน 3.0 โมลาร (18.0 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 50 มลิลิลิตร บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ
ที่ 37 องศาเซลเซียส  ความเร็ว 250 รอบตอนาที  เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นถายเชื้อแขวนลอย
ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอาหารเหลวชนิดเดียวกันปริมาตร 
150 มิลลิลิตร บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที         
เปนเวลา 18 ชั่วโมง  จากนั้นถายเชื้อตอลงในถังหมักขนาด 2.5 ลิตร  ซ่ึงบรรจุอาหารเหลว SGC ที่มี
น้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และเติมเกลือ NaCl ความเขมขน 3.0 โมลาร (18.0 เปอรเซ็นต) 
ปริมาตร 1,500 มิลลิลิตร ทําการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  อัตราการกวน 600 รอบตอ
นาที อัตราการใหอากาศ 1 VVM (ปริมาตรอากาศ/ปริมาตรน้ําหมัก/นาที) ทําการเพาะเลี้ยงนาน 72 
ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุก 4 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะหพีเอชและน้ําหนักเซลลแหง สวนนํ้าหมักที่แยกเซลล
ออกนํามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
 
7.  การทําเอนไซมไลเปสใหบริสุทธ์ิ  
 

ทุกขั้นตอนของกระบวนการทําที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

7.1  การทําเอนไซมไลเปสใหเขมขน 
 

นําน้ําหมักที่ไดจากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่คัดเลือกไดตามขอ 6.2 มาเหวี่ยงแยกเซลล
ออกที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที  ตกตะกอนน้ําใส (supernatant) ที่ไดดวย       
เอทานอล 99.8 เปอรเซ็นต โดยใหมีปริมาณความเขมขนสุดทายของเอทานอลในน้ําหมักเปน 50.0  
เปอรเซ็นต ทิ้งไวนาน 24 ช่ัวโมง แยกตะกอนเอนไซมออกจากน้ําหมักโดยเหวี่ยงแยกตะกอนออกที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที นําตะกอนที่ไดละลายดวยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร (phosphate buffer) ความเขมขน 0.2 โมลาร พีเอช 7.0 นําสารละลายเอนไซมมาไลเกลือ
และโปรตีนปนเปอนออกดวยวิธีไดอะไลซีส (dialysis) เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาทําแหง
แบบเยือกแข็ง (lyophilization) โดยใชเครื่อง lyophilizer (Freezemobile 5SL, The Virtis Company 
Inc., NY, USA) โดยนําสารละลายเอนไซมปริมาตร 50-100 มิลลิลิตร บรรจุลงในขวดแกวกนกลม
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ขนาด 250 มิลลิลิตร ทําเยือกแข็งที่อุณหภูมิ –50  องศาเซลเซียส นานประมาณ 3 ช่ัวโมง จากนั้น
นําไปทําการระเหิดภายใตสภาวะสุญญากาศเปนเวลานานประมาณ 12-24 ช่ัวโมงจะไดเอนไซมอยู
ในรูปผงแหงเพื่อใชในการศึกษาตอไป  

 
7.2 การทําเอนไซมไลเปสใหบริสุทธิ์ดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ (column 

chromatography) แบบเจลฟลเตรชั่น (gel filtration) 
 

นําเอนไซมจากขอ 7.1 มาเจือจางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน                 
0.2 โมลาร พีเอช 7.0 คํานวนความเขมขนของโปรตีนไมเกิน 70 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร                   

ผานสารละลายเอนไซมลงในคอลัมนแกวขนาด 2.0×100 เซนติเมตร ซ่ึงบรรจุ Sephadex G-100    
ที่อ่ิมตัวในสารละลายบัฟเฟอรนาน 24 ชั่วโมง ใชสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน                 
0.2 โมลาร พีเอช 7.0 เปนสารละลายในการชะดวยอัตราเร็ว 120 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง แยกเก็บ
สารละลายที่ออกจากคอลัมนหลอดละ 4.0 มิลลิลิตร โดยใชเครื่อง Fraction Collector (Advantec รุน 
SF-160) เพื่อวิเคราะหคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตรและกิจกรรมของเอนไซมไลเปส  
จากนั้นนําสารละลายเอนไซมมาทําแหงแบบเยือกแข็งเพื่อใชในการศึกษาตอไป 

 
7.3  การทําเอนไซมไลเปสใหบริสุทธ์ิดวยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ 

(ion exchange chromatography) 
 

นําเอนไซมจากขอ 7.2 มาเจือจางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน                 
0.2 โมลาร พีเอช 7.0 คํานวนความเขมขนของโปรตีนไมเกิน 70 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร                 

ผานสารละลายเอนไซมลงในคอลัมนแกวขนาด 2.0×50 เซนติเมตร ซ่ึงบรรจุ DEAE Toyopearl 
650M ที่อ่ิมตัวในสารละลายบัฟเฟอรนาน 24 ช่ัวโมง ลางคอลัมนโดยใชสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 0.2 โมลาร พีเอช 7.0  ปริมาตรที่ใชประมาณ 2 เทาของปริมาตรคอลัมน     
ดวยอัตราเร็วคงที่ที่ 70 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง และใชสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน                 
0.2 โมลาร พีเอช 7.0 ในการชะโดยเพิ่มความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) จาก 0-0.5  
โมลาร แบบเสนตรง (linear gradient) ปริมาตรที่ใชประมาณ 2 เทาของปริมาตรคอลัมน ที่อัตราเร็ว
เดียวกัน แยกเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนหลอดละ 4.0 มิลลิลิตร โดยใชเครื่อง Fraction 
Collector (Advantec รุน SF-160) เพื่อวิเคราะหคาการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ความเขมขน
เกลือ NaCl และกิจกรรมของเอนไซมไลเปส จากนั้นนําสารละลายเอนไซมมาไลเกลือออกดวยวิธี



 48 

ไดอะไลซีส (dialysis) เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสารละลายสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 
0.2 โมลาร พีเอช 7.0 และนําเอนไซมมาทําแหงแบบเยือกแข็งเพื่อเก็บไวใชในการศึกษาตอไป 
 

7.4  การตรวจสอบความบริสุทธิ์และน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมไลเปสดวยวิธี               
อิเล็คโทรฟอริซิสแบบ SDS-PAGE (SDS-PAGE electrophoresis) 

 
ใชอุปกรณอิเล็คโทรฟอริซิส (Atto รุน AE-6500) รายละเอียดการทดลองดังใน

ภาคผนวก ง ขอ 9 โดยมีสภาวะที่ใชในการทดลองคือ ควบคุมกระแสไฟฟาใหคงที่ที่ 40             
มิลลิแอมแปร ความตางศักยคงที่ที่ 100 โวลต ตลอดการเคลื่อนที่ของโปรตีน 
 
8.  การศึกษาสมบัติของเอนไซมไลเปส 
 

8.1  การทดสอบพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปส 
 

การทดสอบพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปส โดยเจือจางเอนไซมให
มีความเขมขนที่เหมาะสมดวยสารละลายบัฟเฟอรชวงพีเอชระหวาง 4.0-12.0 จากนั้นวิเคราะห
กิจกรรมของเอนไซมไลเปส บัฟเฟอรที่ใชคือ ชวงพีเอชระหวาง 4.0-5.0 ใชสารละลาย citrate buffer 
(ภาคผนวก ค ขอ 1) ความเขมขน 0.2 โมลาร ชวงพีเอชระหวาง 6.0-8.0 ใชสารละลาย phosphate 
buffer (ภาคผนวก ค ขอ 2) ความเขมขน 0.2 โมลาร ชวงพีเอชระหวาง 9.0-10  ใชสารละลาย     
Tris-HCl buffer (ภาคผนวก ค ขอ 3) ความเขมขน 0.2 โมลาร ชวงพเีอชระหวาง 11.0-12.0 ใช
สารละลาย glycine-NaOH buffer (ภาคผนวก ค ขอ 4) ความเขมขน 0.2 โมลาร พีเอชที่ตองการ
ศึกษาคือ 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 และ 12.0 ตามลําดับ 
 

8.2  การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปส 
 

การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปส โดยเจือจางเอนไซม
ใหมีความเขมขนที่เหมาะสมดวยสารละลายบัฟเฟอรพีเอชที่เหมาะสม จากนั้นนํามาวิเคราะห
กิจกรรมของเอนไซมไลเปส ทําการทดลองในชวงอุณหภูมิระหวาง 30-80 องศาเซลเซียส นาน        
1 ช่ัวโมง ทดลองเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเปน 30, 40, 50, 60, 70  และ 80 องศาเซลเซียส  ตามลําดับ  
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8.3  การทดสอบความเสถียรของเอนไซมไลเปสที่พีเอชตาง ๆ 
  

การทดสอบความเสถียรของเอนไซมไลเปสที่พีเอชตาง ๆ โดยเจือจางเอนไซมใหมี
ความเขมขนที่เหมาะสมดวยสารละลายบัฟเฟอรชวงพีเอชระหวาง 4.0-12.0 นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ       
4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนําสารละลายเอนไซมมาปรับพีเอชใหไดพีเอชเริ่มตน  
(พีเอช 7.0) โดยใชสารละลายใชสารละลาย phosphate buffer ความเขมขน 1.0 โมลาร พีเอช 7.0 
จากนั้นวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่เหลือ (residual activity)  บัฟเฟอรและพีเอชที่
ตองการศึกษาเชนเดียวกับที่ระบุไวในหัวขอ 8.1 
 

8.4  การทดสอบความเสถียรของเอนไซมไลเปสที่อุณหภูมิตาง ๆ 
 

การทดสอบความเสถียรของเอนไซมไลเปสที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ 30, 40, 50, 60, 70 
และ 80 องศาเซลเซียส ตามลําดับ โดยเจือจางเอนไซมใหมีความเขมขนที่เหมาะสมดวยสารละลาย
บัฟเฟอรพีเอชที่เหมาะสม นําไปบมในชวงอุณหภูมิระหวาง 30-80 องศาเซลเซียส เปนเวลา           
30 นาที  แลวทําใหเย็นลงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทันที จากนั้นวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม
ไลเปสที่เหลือ (residual activity) 
 

8.5  การทดสอบความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ที่เหมาะสมตอการทํางาน
ของเอนไซมไลเปส 
 

การทดสอบความเขมขนของเกลือ NaCl ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปส 
โดยเจือจางเอนไซมใหมีความเขมขนที่เหมาะสมดวยสารละลายบัฟเฟอรพีเอชที่เหมาะสม จากนั้น
นํามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปส โดยทําการแปรผันความเขมขนเกลือ NaCl ใน
สับสเตรทใหมีปริมาณความเขมขนสุดทายของเกลือ NaCl ในสารละลายเปน 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 
2.5, 3.0, 3.5 และ 4.0 โมลาร ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากหัวขอ 8.2 
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9.  การหมักน้ําปลา 
 
 9.1  วัตถุดิบ 
              

วัตถุดิบสําหรับการหมักน้ําปลาใชปลาไสตัน (Stolephorus indicus) ที่มีความยาว
ประมาณ 10-15 เซนติเมตร และมีน้ําหนักประมาณ 10-20 กรัม เกลือปน และเอนไซมไลเปสที่  
ชอบเกลือ (crude halophilic lipase) จากเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได 

 
9.2  การเตรียมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือ (crude halophilic lipase, HL) 
 

การเตรียมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียที่คัดเลือกไดสําหรับใชในการหมัก
น้ําปลา จะทําการถายเตรียมเอนไซมตามหัวขอ 6.2 น้ําหมักที่ไดจะนํามาเหวี่ยงแยกเซลลออก 
ตกตะกอนน้ําใส (supernatant) ที่ไดดวยเอทานอล แยกตะกอนเอนไซมออกจากน้ําหมัก นําตะกอน
ที่ไดละลายดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร (phosphate buffer) นําสารละลายเอนไซมมาไลเกลือ
และโปรตีนปนเปอนออกดวยวิธีไดอะไลซีส (dialysis) จากนั้นนํามาทําแหงแบบเยือกแข็ง 
(lyophilization) จะไดเอนไซมอยูในรูปผงแหงสําหรับใชในการหมักน้ําปลา 
 
 9.3  การหมักน้ําปลาโดยใชเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือ (HLFS) 
 

ใชปลาไสตันและเกลือปนในอัตราสวน 2 ตอ 1 โดยน้ําหนัก โดยใชปลา 250 กรัม 
เกลือปน 125 กรัม นํามาคลุกเคลาใหเขากัน  และบรรจุใสขวดแกวขนาด 500 มิลลิลิตร ปดดวยฝา
พลาสติก นําไปบมที่อุณหภูมิประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 สัปดาห จากนั้นเติม
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือโดยแปรผันความเขมขนของเอนไซมเปน 0.1 (19,050 หนวย),            
0.5 (95,250 หนวย), 1.0 (190,500 หนวย), 1.5 (285,750 หนวย) และ 2.0 (381,000 หนวย) 
เปอรเซ็นต โดยน้ําหนัก ในแตละการทดลอง (treatment) จะทํา 3 ซํ้า นําไปบมตออีกเปนเวลา 24  
สัปดาห ที่อุณหภูมิประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส  สําหรับตัวอยางควบคุม (control) จะเตรียมการ
หมักเชนเดียวกันแตไมเติมเอนไซม  เก็บตัวอยางน้ําปลา 3.0 มิลลิลิตร ทุก ๆ 7 วัน กรองตัวอยาง
น้ําปลาดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 กอนทําการวิเคราะหปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได 
(volatile fatty acid) ไดแก acetic acid, propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid 
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และ valeric acid ดวยเครื่องแกสโครมาโทกราฟ (Gas Chromatography, GC) ซ่ึงดัดแปลงมาจาก
วิธีการของ Sanceda et al. (2003) (ภาคผนวก ง ขอ 4) 
 
 9.4  การหมักน้ําปลาโดยใชเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือ (crude halophilic lipase, HL)
รวมกับเอนไซมไรโบนิวคลีเอสที่ชอบเกลือ (crude halophilic ribonuclease, HR) และเอนไซม     
โปรติเอสที่ชอบเกลือ (crude halophilic protease, HP) 
 

9.4.1 การเตรียมเอนไซมโปรติเอสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียชอบเกลือ 
Halobacterium salinarum PB407 สําหรับเติมลงไปรวมกับการหมักน้ําปลาเพื่อเรงกระบวนการยอย
สลายโปรตีนในเนื้อปลาใหเร็วขึ้น ซ่ึงจะเปนการชวยยนระยะเวลาในการหมักน้ําปลา จะเตรียมตาม
วิธีการของ Bovornreungroj (2005) โดยจะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ M73 ที่มีเกลือ NaCl 
ความเขมขน 4 โมลาร (24.0 เปอรเซ็นต) น้ําหมักที่ไดจะนํามาเหวี่ยงแยกเซลลออกที่ความเร็ว 8,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที น้ําใส (supernatant) ที่ไดนํามาทําแหงแบบเยือกแข็ง (lyophilization) 
จะไดเอนไซมอยูในรูปผงแหงสําหรับใชในการหมักน้ําปลา 
 

9.4.2 การเตรียมเอนไซมไรโบนิวคลีเอสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียทนเกลือ 
Pseudomonas sp. No. 3241 สําหรับเติมลงไปรวมกับการหมักน้ําปลาเพื่อเพิ่มปริมาณสารประกอบ
นิวคลีโอไทดกัวโนซีน 5/-โมโนฟอสเฟต (guanosine 5/-monophosphate, 5/-GMP) ซ่ึงเปนสารเสริม
รสชาติที่จะชวยทําใหน้ําปลามีรสชาติดีขึ้น จะเตรียมตามวิธีการของอนันต (2545) และ Ikeda 
(2000) โดยจะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเช้ือ SGC น้ําหมักที่ไดนํามาเหวี่ยงแยกเซลลออกที่
ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ตกตะกอนน้ําใส (supernatant) ที่ไดดวยเอทานอล 
99.8 เปอรเซ็นต โดยใหมีปริมาณความเขมขนสุดทายของเอทานอลในน้ําหมักเปน 50.0 เปอรเซ็นต 
ทิ้งไวนาน 24  ช่ัวโมง แยกตะกอนเอนไซมออกจากน้ําหมักโดยเหวี่ยงแยกตะกอนออกที่ความเร็ว 
8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที นําตะกอนที่ไดละลายดวยสารละลาย Tris-HCL buffer     
ความเขมขน 0.01 โมลาร พีเอช 8.0 นําสารละลายเอนไซมมาไลเกลือและโปรตีนปนเปอนออกดวย
วิธีไดอะไลซีส (dialysis) เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาทําแหงแบบเยือกแข็ง (lyophilization) 
จะไดเอนไซมอยูในรูปผงแหงสําหรับใชในการหมักน้ําปลา 
 

9.4.3  การหมักน้ําปลาจะใชปลาไสตันและเกลือปนในอัตราสวน 2 ตอ 1 โดยน้ําหนัก 
โดยใชปลา 250 กรัม เกลือปน 125  กรัม และเอนไซมโปรติเอสที่ชอบเกลือ (HP) ความเขมขน 1.5 
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(3,750 หนวย) เปอรเซ็นต โดยน้ําหนัก (Bovornreungroj, 2005) นํามาคลุกเคลาใหเขากัน           
และบรรจุใสขวดแกวขนาด 500 มิลลิลิตร ปดดวยฝาพลาสติก นําไปบมที่อุณหภูมิประมาณ 30-35  
องศาเซลเซียส  หลังจากการหมักเปนเวลา 4 สัปดาห ทําการเติมเอนไซมไรโบนิวคลีเอสที่ชอบเกลือ 
(HR) ความเขมขน 0.5 (64,000  หนวย) เปอรเซ็นต โดยน้ําหนัก (อนันต, 2545) และเอนไซมไลเปส
ที่ชอบเกลือ (HL) ความเขมขนที่เหมาะสมจากขอ 9.3 ในแตละการทดลอง (treatment) จะทํา 3 ซํ้า  
นําไปบมตออีกเปนเวลา 24 สัปดาห ที่อุณหภูมิประมาณ 30-35 องศาเซลเซียส สําหรับตัวอยาง
ควบคุม (control) จะเตรียมการหมักเชนเดียวกันแตไมเติมเอนไซม เก็บตัวอยางน้ําปลา 5.0  
มิลลิลิตร ทุก ๆ 7 วัน กรองตัวอยางน้ําปลาดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 นําตัวอยางน้ําปลา
ไปทําการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีและกายภาพตาง ๆ ไดแก ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได 
(volatile fatty acid) ไดแก acetic acid, propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid 
และ valeric acid ดวยเครื่องแกสโครมาโทกราฟ (Gas Chromatography, GC) ซ่ึงดัดแปลงมาจาก
วิธีการของ Sanceda et al. (2003) (ภาคผนวก ง ขอ 4) ปริมาณสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP
ดวยเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวที่มีสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, 
HPLC) (ภาคผนวก ง ขอ 5) ปริมาณฟอรมอลไนโตรเจน (formal nitrogen) ตามวิธีการของ 
Beddows et al.  (1976) (ภาคผนวก ง ขอ 6) ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen) ตามวิธี
มาตรฐานของ James (1995) (ภาคผนวก ง ขอ 7) ปริมาณเกลือตามวิธีของ AOAC (1975) 
(ภาคผนวก ง ขอ 8) พีเอชโดยใชเครื่อง pH meter (Schott, CG 842, Germany) และสีของน้ําปลา
โดยใชเครื่องวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสง (Spectrophotometer UV-1201 Shimadzu, Japan) ที่     
ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร ในการทดลองจะวิเคราะหปริมาณองคประกอบทางเคมีและกายภาพ 
ในน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดเพื่อเปรียบเทียบกับตัวอยางน้ําปลาที่เติมเอนไซมรวมกับการหมัก 

 
10.  การวิเคราะหผลทางสถิติ 

 
วิเคราะหผลของการเติมเอนไซมที่ชอบเกลือทั้ง 3 ชนิด คือเอนไซมไลเปส                        

ไรโบนิวคลีเอส และโปรติเอสตอองคประกอบทางเคมีและกายภาพตาง ๆ ไดแก ปริมาณกรดไขมัน
ที่ระเหยได ปริมาณสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP ปริมาณฟอรมอลไนโตรเจน ปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมด ปริมาณเกลือ พีเอช และสีของน้ําปลาโดยวางแผนการทดลองแบบสุมตลอด 
(Completely Randomized Design, CRD) วิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใชวิธีวิเคราะห                
ความแปรปรวน(Analysis of Variance, ANOVA)  และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉลี่ย 
ดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT)  
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11.  วิธีวิเคราะห 
 
 11.1  วิธีวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมไลเปส 
 

วิธีที่ใชในการหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส ดัดแปลงมาจากวิธีของ Yamada et al. 
(1962) และ Horani (1996) (ภาคผนวก ง ขอ 1) 

 
11.2  วิธีวิเคราะหความเขมขนของเซลล 

 
การวัดการเจริญเติบโตของเซลล วัดในรูปของการหาน้ําหนักแหงของเซลลที่มีอยูใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงดัดแปลงมาจากวิธีการของ AOAC (1965) (ภาคผนวก ง ขอ 2) 
 

11.3  วิธีวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 

การวิเคราะหปริมาณโปรตีนในขั้นตอนการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์จะวิเคราะหตามวิธี
ของ Lowry et al. (1951) (ภาคผนวก ง ขอ 3) 
 

11.4  วิธีวิเคราะหปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได (volatile fatty acid) 
 

ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได (volatile fatty acid) ไดแก acetic acid, propionic acid,    
isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid และ valeric acid วิเคราะหดวยเครื่องแกส                
โครมาโทกราฟ (Gas Chromatography, GC) ซ่ึงดดัแปลงมาจากวิธีการของ Sanceda et al. (2003) 
(ภาคผนวก ง ขอ 4) 
 

11.5  วิธีวิเคราะหปริมาณสารประกอบนิวคลีโอไทดกัวโนซีน 5/-โมโนฟอสเฟต 
(guanosine 5/-monophosphate, 5/-GMP) 
 

ปริมาณสารประกอบนิวคลีโอไทดกัวโนซีน  5/-โมโนฟอสเฟต  (guanosine                 
5/-monophosphate, 5/-GMP) วิเคราะหดวยเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวที่มีสมรรถนะสูง              
(High Performance Liquid Chromatography, HPLC) (ภาคผนวก ง ขอ 5) 
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11.6  วิธีวิเคราะหปริมาณฟอรมอลไนโตรเจน (formal nitrogen) 
 

ปริมาณฟอรมอลไนโตรเจน (formal nitrogen) วิเคราะหตามวิธีการของ Beddows     
et al. (1976) (ภาคผนวก ง ขอ 6) 

 
11.7  วิธีวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen) 

 
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen) วิเคราะหตามวิธีของ James (1995) 

(ภาคผนวก ง ขอ 7) 
 

11.8  วิธีวิเคราะหความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 
 

ความเขมขนเกลือ NaCl จะวิเคราะหตามวิธีของ AOAC (1975) (ภาคผนวก ง ขอ 8) 
 
12.  สถานที่และระยะเวลาในการทดลอง 
 
 12.1  สถานที่ทําการทดลอง 
 

ทําการทดลองที่หองปฏิบัติการภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
 
 12.2  ระยะเวลาในการทดลอง 
 

การทดลองเริ่มตั้งแตเดือน พฤศจิกายน 2546 ส้ินสุดเดือนธันวาคม 2549 
 
                  
 
 
 
 



 55 

ผลและวิจารณ 

 
1.  การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสบนอาหารแข็ง 

 
จากการนําแบคทีเรียบริสุทธิ์ 20 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม  

ไลเปสบนอาหารแข็ง SGC ที่เติม Tween 80 ปริมาณ 2.0 เปอรเซ็นต และเติมเกลือโซเดียมคลอไรด 
(NaCl) ใหมีความเขมขน 0-4.0 โมลาร (0-24.0 เปอรเซ็นต) ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 5         
จากผลการทดลอง พบวา หลังจากบมเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วัน แบคทีเรีย
ไอโซเลท PB213, PB221, PB233, PB262, PB314, PB372, PB373, PB374 และ PB376 ใหคา
อัตราสวนระหวางเสนผาศูนยกลางของบริเวณตะกอนขุน (opaque zone) และของโคโลนีสูง          
ที่ความเขมขนเกลือ NaCl 2.0-3.0 โมลาร (12.0-18.0 เปอรเซ็นต) แสดงวาแบคทีเรียทั้ง 9 ไอโซเลท 
สามารถผลิตเอนไซม ไลเปส (true lipase) ไดสูงและปลดปลอยออกมายอย Tween 80 ได          
(ภาพที่ 10) ดังนั้น จึงคัดเลือกแบคทีเรียทั้ง 9 ไอโซเลทดังกลาวสําหรับใชในการทดลองขั้นตอไป  

 
2.  การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสในอาหารเหลว 

 
 เมื่อนําแบคทีเรียที่ไดจากการคัดเลือกในขั้นตนทั้ง 9 ไอโซเลท มาทําการเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลวบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา  
5 วัน เพื่อทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสในอาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก  
1.0 เปอรเซ็นต และมีเกลือ NaCl ความเขมขน 2.0-3.0 โมลาร (12.0-18.0 เปอรเซ็นต)                    
ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 11 จากผลการทดลองพบวา แบคทีเรียทั้ง 9 ไอโซเลท สามารถผลิต
เอนไซมไลเปสไดสูงสุดเมื่อทําการเพาะเลี้ยงนาน 4-5 วัน โดยแบคทีเรียไอโซเลท PB233 สามารถ
ผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงที่สุด (80.25 หนวยตอมิลลิลิตร) เมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรีย                  
ไอโซเลทอื่น ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม   
ไลเปสบนอาหารแข็งซึ่งแบคทีเรียไอโซเลท PB233 จะใหคาอัตราสวนระหวางเสนผาศูนยกลางของ
บริเวณตะกอนขุน (opaque zone) และของโคโลนีสูงที่สุดที่ความเขมขนเกลือ NaCl 3.0 โมลาร   
(18.0 เปอรเซ็นต)  มื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียไอโซเลทอื่น ดังผลการทดลองในตารางที่ 5 และ
ภาพที่ 11 ดังนั้นแบคทีเรียไอโซเลท PB233 จึงถูกคัดเลือกไวสําหรับใชในการผลิตเอนไซมไลเปส
ตอไป 
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ตารางที่ 5  การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสบนอาหารแข็ง SGC      
ที่เติม Tween 80 ความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นตและเกลือ NaCl ความเขมขน 0-4.0 โมลาร 

 
อัตราสวนระหวางเสนผาศูนยกลางของบริเวณตะกอนขุน (มม.) และ  

เสนผาศูนยกลางของโคโลนี (มม.) 
แบคทีเรีย      
ไอโซเลท 

0 M NaCl 1 M NaCl 2 M NaCl 3 M NaCl 4 M NaCl 
PB213 - 1.80 4.10 1.50 1.00 
PB214 - - - 2.63 1.10 
PB221 - - - 3.17 - 
PB222 - - - - - 
PB232 - - - 2.28 - 
PB233 - 2.80 3.50 4.95 1.80 
PB241 - - - 1.75 1.70 
PB251 - 1.30 1.42 1.50 1.20 
PB262 - - 1.35 3.14 1.90 
PB264 - - - 2.40 2.10 
PB311 - - - 2.00 - 
PB314 - 2.57 2.88 3.25 1.90 
PB315 - 1.57 2.83 2.00 - 
PB322 - 1.63 1.20 2.57 - 
PB361 - - 1.33 1.28 - 
PB372 - - 3.66 4.13 - 
PB373 - 1.62 2.83 3.43 1.50 
PB374 - - 4.00 2.50 - 
PB375 - 2.16 2.83 1.55 1.15 
PB376 - 1.78 3.00 2.50 1.10 

 
 
 
 
 
 
 



 57 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 10  ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลท PB233 ที่เจริญบนอาหารแข็ง SGC ที่เติม Tween    

80 ความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต และเติมเกลือ NaCl ความเขมขน 3.0 โมลาร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 11  การคัดเลือกแบคทเีรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสในอาหารเหลว SGC     
ที่เติมน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นตและเกลือ NaCl ความเขมขน 2.0-3.0 โมลาร 

Bacterial isolates
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2.  การจําแนกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปส 
 
 นําแบคทีเรียไอโซเลท PB233 มาจําแนกชนิดของแบคทีเรียตามวิธีของ Cowan (1974); 
Krieg and Holt (1984); Washington (1985); Sneath et al. (1986); Baron and Finegold (1990); 
Arahal et al. (1996); Delost (1997) โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทางชีวเคมี พบวา 
แบคทีเรียไอโซเลท PB233 เปนแบคทีเรียแกรมบวก โคโลนีมีสีเหลือง เซลลมีลักษณะรูปรางกลม
และมีการจัดเรียงตวัคลายพวงองุน ออกซิเดสใหผลลบ ยูรีเอสและคะตะเลสใหผลบวก ไมสามารถ
รีดิวสไนเตรทได สรางกรดจากการใชน้ําตาลกลูโคสไดในสภาพที่มีออกซิเจน ยอยสลายเจลาตินได 
เจริญเติบโตไดในสภาพที่มีและไมมีออกซิเจน สรางกรดจากน้ําตาลกาแลคโตส แลคโตส และ
ซูโครสได และสามารถเจริญในสภาพที่มีเกลือ NaCl ความเขมขน 0-4.0 โมลาร ที่อุณหภูมิ 25-45 
องศาเซลเซียส ดังแสดงในตารางที่ 6 จากลักษณะตาง ๆ เมื่อเปรียบเทียบตามหลักเกณฑจาก 
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Vol. 1 และ 2 (Krieg and Holt, 1984; Sneath et al., 
1986) พบวา แบคทีเรียไอโซเลท PB233 มีลักษณะคลายกับแบคทีเรีย Staphylococcus warneri   
 

การตรวจสอบทางพันธุศาสตรโมเลกุลของแบคทีเรียไอโซเลท PB233 โดยทําการสกัด      
ดีเอ็นเอ เพิ่มปริมาณ 16S rRNA ดวยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) และหาลาํดับเบส
ของ 16S rRNA ดวยเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติไดลําดับเบสของ 16S rRNA ของแบคทีเรีย        
ไอโซเลท PB233 แสดงดังภาพที่ 12 เมื่อนําลําดับเบสของ 16S rRNA ที่ไดจากแบคทีเรียไอโซเลท 
PB233 มาหาเปอรเซ็นตความคลายคลึง (%similarity, %identity) โดยใชโปรแกรม BLASTn        
ทําการเปรียบเทียบความเหมือนระหวางลําดับเบสของแบคทีเรียไอโซเลท PB233 กับลําดับเบสของ
แบคทีเรียที่มีอยูในฐานขอมูลของ GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ไดผลแสดงในตาราง
ที่ 7 จากการเปรียบเทียบลําดับเบส (16S rRNA sequence) ของแบคทีเรียไอโซเลท PB233 กับลําดับ
เบสของแบคทีเรียที่มีอยูในฐานขอมูลของ GeneBankโดยใชโปรแกรม BLASTn พบวา แบคทีเรีย
ไอโซเลท PB233 มีความคลายคลึงกับแบคทีเรีย Staphylococcus warneri, Staphylococcus sp. LMG 
19417, Staphylococcus sp. ARCTIC-P62 และ Staphylococcus pasteuri โดยมีเปอรเซ็นต        
ความคลายคลึง (% similarity) เทากับ 99 เปอรเซ็นต เมื่อนําลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ          
ทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลท PB233 มาพิจารณารวมกับผลการเปรียบเทียบลําดับเบสของ   
16S rRNA พบวา แบคทีเรียไอโซเลท PB233 มีลักษณะตาง ๆ คลายกับแบคทีเรีย Staphylococcus 
warneri มากกวาแบคทีเรียชนิดอื่น ดังนั้นจึงสรุปไดวาแบคทีเรียไอโซเลท PB233 เปนแบคทีเรีย 
Staphylococcus warneri PB233   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ตารางที่ 6  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทางชีวเคมีของแบคทีเรียไอโซเลท PB233 
 

Characteristics PB 3233 Staphylococcus warneria 
Gram stain positive positive 
Morphology cocci cocci 
Pigment yellow yellow/cream 
Oxidase test - - 
Urease test + + 
Catalase test + + 
Nitrate reduction - - 
Oxidation-Fermentation (O-F test) oxidative oxidative 
Gelatin hydrolysis + + 
Anaerobic growth + + 
Carbohydrate fermentation   
          Galactose + + 
          Fructose - - 
          Lactose + + 
          Sucrose + + 
Growth in :  0 M NaCl 
                    1 M NaCl 
                    2 M NaCl 
                    3 M NaCl 
                    4 M NaCl 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 Growth at : 25°C 

                    30 °C                              

                    37 °C  

                    45 °C                    

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

 
หมายเหตุ  +  คือ ใหผลการทดสอบเปนบวก, - คือ ใหผลการทดสอบเปนลบ 

 a ขอมูลจาก Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Vol. 1 และ 2 
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CGGCNGTGNA GCANAATAAC TGCANNTNCA GCGAACAGAT NAGGAGCTTG  
CTCCTTTGAC GTTAGCGGCG GACGGGTGAG TAACACGTGG ATAACCTACC 
TATAAGACTG GGATAACTTC GGGAAACCGG AGCTAATACC GGATAACATA 
TTGAACCGCA TGGTTCAATA GTGAAAGGCG GCTTTGCTGT CACTTATAGA 
TGGATCCGCG CCGTATTAGC TAGTTGGTAA GGTAACGGCT TACCAAGGCA 
ACGATACGTA GCCGACCTGA GAGGGTGATC GGCCACACTG GAACTGAGAC 
ACGGTCCAGA CTCCTACGGG AGGCAGCAGT AGGGAATCTT CCGCAATGGG 
CGAAAGCCTG ACGGAGCAAC GCCGCGTGAG TGATGAAGGT CTTOGGATCG 
TAAAACTCTG TTATCAGGGA AGAACAAATG TGTAAGTAAC TGTGCACATC 
TTGACGGTAC CTGATCAGAA AGCCACGGNT AACTACGTGC CAGCAGCCGC 
GGTAATACGT AGGTGGCAAG CGTTATCCGG AATTATTGGG CGTAAAGCGC 
GCGTAGGCGG TTTTTTAAGT CTGATGTGAA AGCCCACGGC TCAACCGTGG 
AGGGTCATTG GAAACTGGAA AACTTGAGTG CAAACACGGA AAGTGGAATT 
CCATGTGTAG CGGTGAAATG CGCAGAGATA TGGAGGAACA CCAGTGGCGA 
AGGCGACTTT CTGGTCTGTA ACTGACGCTG ATGTGCGAAA GCGTGGGGAT 
CAAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGTCCAC GCCGTAAACG ATGAGTGCTA 
AGTGTTAGGG GGTTTCCGCC CCTTCGTGCT GCAGCTAACG CATTAAGCAC 
TCCGCCTGGG GAGTACGACC GCAAGGTTGA AACTCAAAGG AATTGACGGG 
GACCCGCACA AGCGGTGGAG CATGTGGTTT AATTCGAAGC AACTCGAAGA 
ACCTTACCAA ATCTTGACAT CCTTTGACCG CTCTAGAGAT AGAGTCTTCC 
CCTTCGGGGG ACAAAGTGAC AGGTGGTGCA TGGTTGTCGT CAGCTCGTGT 
CGTGAGATGT TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT TAAGCTTAGT 
TGCCATCATT AAGTTGGGCA CTCTAAGTTG ACTGCCGGTG ACAAACCCGA 
GGAAGTCGG GATGACGTCA AATCATCATG CCCCTTATGA TTTGGGCTAC 
ACACGTGCTA CAATGGACAA TACAAAGGGC AGCTAAACCG CGAGGTCAAG 
CAAATCCCAT AAAGTTGTTC TCAGTTCGGA TTGTAGTCTG CAACTCGACT 
ACATGAAGCT GGAATCGCTA GTAATCGTAG ATCAGCATGC TACGGTGAAT 
ACGTTCCCGG GTCTTGTACA CACCGCCCGT CACACCACGA GAGTTTGTAA 
 
ภาพที่ 12  ลําดับเบส 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท PB233 
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ตารางที่ 7  เปอรเซ็นตความคลายคลึง (% Similarity) ของลําดับเบส 16S rRNA ระหวางแบคทีเรีย 
ไอโซเลท PB233 และแบคทีเรียในกลุม Staphylococcus sp.  

   

% Similarity 
Strains 

PB233 
1.   Staphylococcus warneri 99 
2.   Staphylococcus sp. LMG 19417 99 
3.   Staphylococcus sp. ARCTIC-P62 99 
4.   Staphylococcus pasteuri 99 
5.   Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 98 
6.   Staphylococcus sp. MO28 98 
7.   Staphylococcus aureus MO50 98 
8.   Staphylococcus succinus 97 
9.   Staphylococcus hominis 97 
10. Staphylococcus saprophyticus 97 
11. Staphylococcus haemolyticus 96 
12. Staphylococcus xylosus 96 
13. Staphylococcus capitis 96 
14. Staphylococcus cohnii 95 
15. Staphylococcus capprae 95 
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3.  การศึกษาความเขมขนของเกลือท่ีเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปส 
 

การศึกษาความเขมขนของเกลือที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสจาก
แบคทีเรีย Staphylococcus warneri PB233 โดยทําการเพาะเลี้ยงในอาหาร SGC ที่มีน้ํามันมะกอก  
1.0 เปอรเซ็นต และมีเกลือ NaCl ความเขมขนตาง ๆ (0-4.0 โมลาร) บมในเครื่องเขยาควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วัน เก็บตัวอยางทุก                
24 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะหการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
และกิจกรรมของเอนไซมไลเปส ไดผลการทดลองดังภาพที่ 13 และ 14 

 
จากผลการทดลองพบวา แบคทีเรีย Staphylococcus warneri PB233 สามารถเจริญไดทั้งใน

อาหารเลี้ยงเช้ือที่ไมมีเกลือและที่มีเกลือความเขมขน 1.0-4.0 โมลาร (6.0-24.0 เปอรเซ็นต)          
โดยแบคทีเรียจะเจริญไดดีที่ สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมี เกลือ และการเจริญจะลดลงเมื่อ           
ความเขมขนของเกลือสูงขึ้น ดังผลการทดลองในภาพที่ 13 จากผลการทดลองดังกลาวแสดงใหเห็น
วาแบคทีเรีย Staphylococcus warneri PB233 เปนแบคทีเรียที่อยูในกลุมของแบคทีเรียทนเกลือ 
(halotolerant bacteria) ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่ไมตองการเกลือสําหรับการเจริญ แตสามารถทนตอเกลือ
และเจริญไดในสภาวะที่มีเกลือความเขมขนตั้งแต 2.5 โมลาร (15.0 เปอรเซ็นต) (Kushner, 1978; 
Garabito et al., 1998)  

 
การศึกษาความเขมขนของเกลือที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรีย 

Staphylococcus warneri PB233 พบวา แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดทั้งในอาหาร          
เล้ียงเชื้อที่มีเกลือและไมมีเกลือ โดยแบคทีเรียจะผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
มีเกลือความเขมขน 3.0 โมลาร (18.0 เปอรเซ็นต) สวนในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีไมมีเกลือแบคทีเรียจะ
ผลิตเอนไซมไดต่ําที่ สุด  ดังผลการทดลองในภาพที่ 14 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา          
ความเขมขนของเกลือมีผลตอการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรีย Staphylococcus 
warneri PB233 แตกตางกัน โดยแบคทีเรียจะเจริญไดดีที่สุดในสภาวะที่ไมมีเกลือแตจะผลิต
เอนไซมไลเปสไดสูงที่สุดในสภาวะที่มีเกลือความเขมขน 3.0 โมลาร (18.0 เปอรเซ็นต) ดังนั้นใน
การผลิตเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรีย Staphylococcus warneri PB233 ตองเพาะเลี้ยงแบคทีเรียใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเกลือ NaCl ความเขมขน 3.0 โมลาร (18.0 เปอรเซ็นต) 
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ภาพที่ 13  ผลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอการเจริญของแบคทีเรีย   
                 Staphylococcus warneri PB233 ในอาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 14  ผลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอการผลิตเอนไซมไลเปสของ  

แบคทีเรีย Staphylococcus warneri PB233 ในอาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก               
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4.  การศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปส 
 

4.1  ในระดับเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 
 

 การศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสจากเชื้อแบคที เ รียทนเกลือ 
Staphylococcus warneri PB233 โดยทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Sehgal and Gibbons Complex 
(SGC) ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และมีเกลือ NaCl ความเขมขน 3.0 โมลาร                    
(18.0 เปอรเซ็นต) บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 วัน เก็บตัวอยางทุก 24 ชั่วโมง เพื่อวิเคราะหพีเอชของน้ําหมัก น้ําหนักเซลลแหง และ
กิจกรรมของเอนไซมไลเปส ดังผลการทดลองในภาพที่ 15  

 
 จากผลการทดลองพบวา เชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 จะมี

การเจริญเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเมื่อทําการเพาะเลี้ยงนาน 48 ช่ัวโมง (วันที่ 2) จากนั้นการเจริญจะ
คอนขางคงที่จนสิ้นสุดการเพาะเลี้ยง พีเอชของน้ําหมักจะคอย ๆ เพิ่มขึ้นจาก 7.0 เปน 8.8 เมื่อส้ินสุด
การเพาะเลี้ยง กิจกรรมของเอนไซมไลเปสมีการเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเมื่อทําการเพาะเลี้ยงนาน       
48 ช่ัวโมง (วันที่ 2) จากนั้นจะคอย ๆ เพิ่มสูงขึ้นและสูงสุดเมื่อการเพาะเลี้ยงเขาสูช่ัวโมงที่ 96   
(วันที่ 4) โดยกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเมื่อทําการเพาะเลี้ยงนาน 4 วัน เทากับ 85.34 หนวยตอ
มิลลิลิตร จากนั้นกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจะคอย ๆ ลดต่ําลงจนสิ้นสุดการเพาะเลี้ยง จากผลการ
ทดลองจะเห็นวาเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 มีรูปแบบการเจริญควบคู
ไปกบัการผลิตเอนไซมหรือมีลักษณะเปน growth link associate product formation โดยในขณะที่มี
การเจริญจะมีการผลิตเอนไซมออกมาดวย และจะมีการผลิตเอนไซมไดสูงสุดเมื่อการเจริญอยูใน
ระยะคงที่หรืออยูในระยะ stationary phase แสดงวาเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri 
PB233 สามารถผลิตเอนไซมในกระบวนการเมตาบอลิซึมแบบปฐมภูมิ (primary metabolism) และ
เอนไซมไลเปสที่ผลิตไดจัดเปนผลิตภัณฑปฐมภูมิ (primary metabolite) (เบญจพร, 2542; Lee et al., 
1999) 
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4.2  ในระดับถังหมักขนาด  2.0  ลิตร 
 

 การศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสจากเชื้อแบคที เ รียทนเกลือ 
Staphylococcus warneri PB233 โดยทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Sehgal and Gibbons Complex 
(SGC) ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และมีเกลือ NaCl ความเขมขน 3.0 โมลาร                     
(18.0 เปอรเซ็นต)  บมในถังหมักขนาด 2.5 ลิตร  ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส  อัตราการ
กวน 600 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm  ทําการเพาะเลี้ยงนาน 72 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุก  
4 ช่ัวโมง เพื่อวิเคราะหพีเอชของน้ําหมัก น้ําหนักเซลลแหง และกิจกรรมของเอนไซมไลเปส        
ดังผลการทดลองในภาพที่ 16 

 
จากผลการทดลองพบวาเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 มีการ

เจริญเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วเมือ่ทําการเพาะเลี้ยงนาน 16 ช่ัวโมง จากนัน้การเจริญจะคอย ๆ เพิ่มขึ้น
และคอนขางคงที่จนสิ้นสุดการเพาะเลี้ยง พเีอชของน้ําหมกัจะคอย ๆ เพิม่ขึ้นจาก 7.0 จนเมื่อส้ินสุด
การเพาะเลีย้งพีเอชของน้ําหมักเทากับ 8.5 กิจกรรมของเอนไซมไลเปสจะเพิ่มขึน้อยางรวดเรว็เมื่อ
ทําการเพาะเลี้ยงนาน 24 ช่ัวโมง จากนัน้จะคอย ๆ เพิ่มขึน้และสูงสุดเมือ่การเพาะเลีย้งเขาสูชั่วโมงที่ 
48 จากนั้นกิจกรรมของเอนไซมจะคอย ๆ ลดต่ําลงจนสิ้นสุดการเพาะเลี้ยง กิจกรรมของเอนไซม   
ไลเปสเมื่อทําการเพาะเลีย้งนาน 48 ช่ัวโมง เทากับ 90.12 หนวยตอมิลลิลิตร 

 
จากผลการทดลองพบวา เชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 จะมี

การเจริญอยางรวดเร็วและผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงที่สุดโดยใชระยะเวลาในการผลิตเอนไซมส้ัน
กวาเมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงในระดับเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ ทั้งนี้เนื่องจากการ
เพาะเลี้ยงในระดับถังหมักสามารถควบคุมสภาพตาง ๆ ในการเพาะเลี้ยงใหคงที่ตลอดการเพาะเลี้ยง
และสามารถควบคุมสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซมไดงายและดีกวา
ในระดับเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ เชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233            
มีรูปแบบการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสในการเพาะเลี้ยงระดับถังหมักเหมือนกับการ
เพาะเลี้ยงในระดับเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ คือมีลักษณะการเจริญควบคูไปกับการผลิตเอนไซม
หรือมีลักษณะเปน growth link associate product formation โดยในขณะที่มีการเจริญจะมีการผลิต
เอนไซมออกมาดวยและมีการผลิตเอนไซมสูงสุดเมื่อการเจริญอยูในระยะคงที่หรืออยูในระยะ 
stationary phase (เบญจพร, 2542; Lee et al., 1999) 
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ภาพที่ 15  การเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus   

   warneri PB233 ในอาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และมีเกลือ NaCl                 
   ความเขมขน 3.0 โมลาร บมในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส   
   ความเร็ว 250 รอบตอนาที 
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ภาพที่ 16  การเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus   

   warneri PB233 ในอาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และมีเกลือ     
                 NaCl  ความเขมขน 3.0 โมลาร ในถังหมักขนาด 2.5 ลิตร ควบคุมอุณหภมูิที่               
                 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 600 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 1 vvm 
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5.  การศึกษาสมบัติของเอนไซมไลเปส 
 

ศึกษาสมบัติของเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus  warneri 
PB233 ในถังหมักขนาด 2.5 ลิตร โดยนําเอนไซมที่ผลิตไดมาทําใหเขมขนและนํามาทดสอบสมบัติ
ของเอนไซม 

 
5.1  การทดสอบพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปส 

 
การทดสอบพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปส โดยทําการทดสอบ

ในชวงพีเอชระหวาง 4.0-12.0 ดังผลการทดลองในภาพที่ 17(A) จากการทดลองพบวา เอนไซม     
ไลเปสสามารถทํางานไดดีที่สุดที่พีเอช 7.0 เอนไซมไลเปสจะสามารถทํางานไดดีในชวงพีเอชที่
คอนขางกวาง โดยจะทํางานไดมากกวา 70 เปอรเซ็นตของกิจกรรมสูงสุดในชวงพีเอชระหวาง     
6.0-10.0 และพบวาความสามารถในการทํางานของเอนไซมจะลดลงในชวงพีเอชที่มีความเปนกรด
และดางสูง ๆ  

 
5.2  การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปส 

  
การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปส โดยทําการทดสอบ

ในชวงอุณหภูมิระหวาง 30-80 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 7.0 ดังผลการทดลองในภาพที่ 17(B)        
จากการทดลองพบวา เอนไซมไลเปสสามารถทํางานไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
เอนไซมสามารถทํางานไดมากกวา 80 เปอรเซ็นตของกิจกรรมสูงสุดในชวงอุณหภูมิ 30-40       
องศาเซลเซียส และความสามารถในการทํางานของเอนไซมจะลดลงอยางรวดเร็วเมื่ออุณหภูมิสูง
กวา 70 องศาเซลเซียส 
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5.3  การทดสอบความเสถียรของเอนไซมไลเปสที่พีเอชตาง ๆ 
 

การทดสอบความเสถียรของเอนไซมไลเปสที่พีเอชตาง ๆ โดยทําการทดสอบในชวง     
พีเอชระหวาง 4.0-12.0 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง ดังผลการทดลองในภาพที่  
18(A) จากการทดลองพบวา เอนไซมไลเปสมีความเสถียรสูงสุดที่พีเอช 7.0 โดยในชวงพีเอช 
ระหวาง 6.0-9.0 เอนไซมไลเปสจะมีความเสถียรไดมากกวา 70 เปอรเซ็นตของกิจกรรมสูงสุด    
และเอนไซมไลเปสจะมีความเสถียรต่ําในชวงพีเอชที่มีความเปนกรดหรือดางสูงขึ้น 
 

5.4  การทดสอบความเสถียรของเอนไซมไลเปสที่อุณหภูมิตาง ๆ 
 

การทดสอบความเสถียรของเอนไซมไลเปสที่อุณหภูมิตาง ๆ โดยทําการทดสอบ
ในชวงอุณหภูมิระหวาง 30-80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  ดังผลการทดลองในภาพที่ 18(B)  
จากการทดลองพบวาเอนไซมไลเปสมีความเสถียรสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส                 
โดยในชวงอุณหภูมิระหวาง 30-40 องศาเซลเซียส เอนไซมไลเปสจะมีความเสถียรมากกวา 80 
เปอรเซ็นตของกิจกรรมสูงสุด และความเสถียรจะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น 
 

5.5  การทดสอบความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ที่เหมาะสมตอการทํางาน
ของเอนไซมไลเปส 

 
การทดสอบความเขมขนของเกลือ NaCl ที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมไลเปส  

โดยทําการทดสอบในสภาพที่มีเกลือ NaCl ระดับความเขมขน 0-4.0 โมลาร (0-24.0 เปอรเซ็นต)  
ดังผลการทดลองในภาพที่ 19 จากการทดลองพบวา เอนไซมไลเปสสามารถทํางานไดดีที่สุดที่
ระดับความเขมขนของเกลือ NaCl 2.5 โมลาร (15.0 เปอรเซ็นต) และเอนไซมจะสามารถทํางานได
มากกวา 70 เปอรเซ็นตของกิจกรรมสูงสุดในสภาพที่มีความเขมขนของเกลือ NaCl ระหวาง 1.0-4.0 
โมลาร (6.0-24.0 เปอรเซ็นต) สวนในสภาวะที่ไมมีเกลือเอนไซมก็ยังสามารถทํางานไดเชนกันแต
การทํางานจะต่ํากวาในสภาวะที่มีเกลือ จากผลการทดลองนี้แสดงวาในการทํางานของเอนไซม    
ไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus  warneri PB233 จะตองการเกลือ NaCl เพื่อให      
การทํางานมีประสิทธิภาพสูงขึ้นหรือมีสมบัติเปนเอนไซมไลเปสที่ชอบกลือ (halophilic lipase)  
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 เอนไซมไลเปสที่ผลิตจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus  warneri PB233 สามารถ
ทํางานไดดีที่สุดที่พีเอช 7.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีความเสถียรในชวงพีเอชระหวาง 6.0-9.0  
และมีความเสถียรในชวงอุณหภูมิระหวาง 30-40 องศาเซลเซียส เอนไซมไลเปสมีสมบัติเปน
เอนไซมที่ชอบเกลือ (halophilic lipase) โดยสามารถทํางานไดดีที่สุดในสภาพที่มีความเขมขนของ
เกลือ NaCl เทากับ 2.5 โมลาร (15.0 เปอรเซ็นต) สมบัติการเปนเอนไซมที่ชอบเกลือของเอนไซม 
ไลเปสจะคลายกับเอนไซมนิวคลีเอส H (nuclease H) จากเชื้อแบคทีเรียชอบเกลือความเขมขน   
ปานกลาง Micrococcus varians var. halophilus ซ่ึงเปนเอนไซมนิวคลีเอสที่ชอบเกลือ (halophilic 
nuclease) ที่สามารถทาํงานไดดีในสภาพที่มีความเขมขนของเกลือ NaCl หรือ KCl ความเขมขน  
1.0-4.0 โมลาร (Kamekura and Onishi, 1974; Kamekura and Onishi, 1978) เอนไซมนิวคลีเอสที่
ชอบเกลือจากเชื้อแบคทีเรียชอบเกลือความเขมขนปานกลาง Bacillus sp. N 23-2 ที่สามารถทํางาน
ไดดีในสภาพที่มีความเขมขนของเกลือ NaCl 1.4-3.2 โมลาร หรือเกลือ KCl 2.3-3.2 โมลาร  
(Onishi et al., 1983; Ventosa, 1991) และเอนไซมไรโบนิวคลีเอสที่ชอบเกลือ (halophilic 
ribonuclease) จากเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Pseudomonas sp. No. 3241 ที่สามารถทํางานไดดีใน
สภาพที่มีความเขมขนของเกลือ NaCl 3.0 โมลาร (อนันต, 2545; Ikeda, 2000; Kanlayakrit et al., 
2001) จากคุณสมบัติดังกลาวเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus  warneri 
PB233 จึงมีความเปนไปไดสําหรับการนําไปใชรวมกับการหมักน้ําปลาซึ่งมีสภาพความเขมขนของ
เกลือโซเดียมคลอไรดประมาณ 10-30 เปอรเซ็นต มีพีเอช 5.0-7.0 และอุณหภูมิประมาณ 30-40  
องศาเซลเซียสในระหวางการหมัก (Saisithi et al., 1966) โดยจะเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือลง
ไปรวมกับการหมักแลวปลอยใหเอนไซมเรงปฏิกิริยาการยอยสลายไขมันในตัวปลาใหกลายเปน        
กรดไขมันชนิดตาง ๆ โดยเฉพาะพวกที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําและระเหยได เชน acetic acid, 
propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid และ valeric acid เปนตน ซ่ึงกรดไขมนั
ชนิดตาง ๆ เหลานี้จะมีกล่ินเฉพาะตัวและจะชวยทําใหน้ําปลามีกล่ินที่ดีขึ้นได (Saisithi, 1967; 
Dougan and Howard, 1975; McIver et al., 1982; Sanceda et al., 2003). 
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ภาพที่ 17  อิทธิพลของพีเอช (A) และอุณหภูมิ (B) ตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรีย         
                 ทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 
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ภาพที่ 18  ความเสถียรของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233                  
                 ที่พีเอช (A) และอุณหภูม ิ(B) ตาง ๆ  
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ภาพที่ 19  อิทธิพลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปส  
                 จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233                  
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6.  การทําเอนไซมไลเปสใหบริสุทธ์ิ  
 
 นําเอนไซมไลเปสที่ไดจากเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233                    
มาผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์โดยการทําเอนไซมใหเขมขน นําเอนไซมมาผานเจลฟลเตรชั่น
คอลัมน (gel filtration column) ซ่ึงบรรจุ Sephadex G-100 และผานคอลัมนโครมาโทกราฟแบบ
แลกเปลี่ยนประจุ (anion exchange column) ซ่ึงบรรจุ DEAE Toyopearl 650M ตรวจสอบความ
บริสุทธิ์ของเอนไซมดวยวิธีอิเล็คโทรฟอริซิสแบบ SDS-PAGE  

 
จากภาพที่ 20 หลังจากการนําเอนไซมไลเปสผานเจลฟลเตรชั่นคอลัมน พบวาโปรตีนใน

สารละลายเอนไซมจะออกมาจากคอลัมนในชวงหลอดที่ 5-95 โดยกราฟที่ปรากฎออกมาจะมี
ลักษณะเปน 3 สวน เมื่อตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจะพบกิจกรรมของเอนไซมไลเปส
ในชวงหลอดที่ 34-50 ซ่ึงลักษณะกราฟของกิจกรรมเอนไซมไลเปสจะอยูบริเวณกราฟโปรตีนสวน
ที่ 2 สําหรับกราฟโปรตีนสวนที่ 1 และ 3 จะไมพบกิจกรรมของเอนไซมไลเปส แสดงวาการผาน 
เจลฟลเตรชั่นคอลัมนสามารถแยกโปรตีนที่ไมตองการไดดีพอสมควร โดยโปรตีนที่ไมตองการจะ
ถูกแยกออกไปในสวนของกราฟโปรตีนสวนที่ 1 และ 3  
 

จากภาพที่ 21 นําเอนไซมที่ออกจากเจลฟลเตรชั่นคอลัมนมาทําแหงแบบเยือกแข็ง         
แลวผานลงคอลัมนโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ พบวาหลังจากผานสารละลายเอนไซมลง
ในคอลัมนแลวทําการชะคอลัมนโดยใชสารละลายบัฟเฟอรพบวามีโปรตีนหลุดออกมาจากคอลัมน
ในชวงหลอดที่ 24-43 แตเมื่อตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมไลเปสไมพบกิจกรรมของเอนไซม  
ในสวนนี้ จากนั้นทําการชะไล (elute) เอนไซมโดยการเพิ่มความเขมขนของเกลือแบบเสนตรง 
(linear gradient) สามารถแยกโปรตีนในสารละลายเอนไซมออกจากคอลัมนในชวงหลอดที่ 70-90  
และพบกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในชวงหลอดที่ 75-87 แสดงวาเอนไซมไลเปสสามารถเกาะไดดี
กับตัวแลกเปลี่ยนประจุจึงถูกชะออกมาจากคอลัมนอยูในกราฟโปรตีนสวนที่ 2 

 
นําเอนไซมไลเปสที่แยกไดไปตรวจสอบความบริสุทธิ์และหาน้ําหนักโมเลกุลดวยวิธี

อิเล็คโทรฟอริซิสแบบ SDS-PAGE ดังภาพที่ 22 และ 23 จากผลการทดลองพบวาเอนไซมไลเปสที่
แยกไดปรากฎแถบโปรตีนเพียงหนึ่งแถบซึ่งมีคาการเคลื่อนที่ (mobility, Rf) เทากับ 0.46 และมี
น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 45,000 ดาลตัน  เมื่อเทียบจากกราฟโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนัก
โมเลกุล จากการศึกษาของ Talon et al. (1995) พบวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากแบคทีเรีย 
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Staphylococcus  warneri  มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 45,000 ดาลตัน และน้ําหนักโมเลกุลของ
เอนไซมไลเปสที่ผลิตจากแบคทีเรีย Staphylococcus sp. สวนใหญจะอยูในชวง 43,000-45,000    
ดาลตัน (Kotting et al., 1983; Talon et al., 1995; Oh et al., 1999; Sharma et al., 2001; Saxena      
et al., 2003; Mosbah et al., 2005) ดังนั้นขนาดโมเลกุลของเอนไซมไลเปสที่ไดจากแบคทีเรีย      
ทนเกลือ Staphylococcus  warneri PB233 จึงมีขนาดใกลเคียงเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากแบคทีเรีย 
Staphylococcus sp. ที่ไดมีการศึกษาไวแลว 
 

ผลการทําใหเอนไซมบริสุทธิ์แสดงดังตารางที่  8 นําเอนไซมมาทําให เขมขนโดย             
การตกตะกอนดวยเอทานอลความเขมขน 50 เปอรเซ็นต พบวาเอนไซมไลเปสมีความบริสุทธ์ิ
เพิ่มขึ้น 45.51 เทาของเอนไซมเร่ิมตน และมีกิจกรรมของเอนไซมทั้งหมดคงเหลือ 69.77  
เปอรเซ็นต จากนั้นเมื่อนําสารละลายเอนไซมไปทําไดอะไลซีส (dialysis) ในสารละลาย             
ฟอสเฟตบัฟเฟอร (phosphate buffer) ความเขมขน 0.2 โมลาร พีเอช 7.0 และทําแหงแบบ             
เยือกแข็ง พบวาเอนไซมจะมีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 47.60 เทาของเอนไซมเร่ิมตน และมีกิจกรรมของ
เอนไซมทั้งหมดคงเหลือ 65.55 เปอรเซ็นต เมื่อนําเอนไซมมาผานเจลฟลเตรชั่น พบวาเอนไซมมี
ความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 65.97 เทาของเอนไซมเริ่มตน และมีกิจกรรมของเอนไซมทั้งหมดคงเหลือ 
33.10 เปอรเซ็นต  ภายหลังการผานเอนไซมลงไปในคอลัมนแบบแลกเปลี่ยนประจุ พบวาเอนไซมมี
ความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 137.34 เทาของเอนไซมเร่ิมตน และมีกิจกรรมของเอนไซมทั้งหมดคงเหลือ 
10.45 เปอรเซ็นต 

 
จากขั้นตอนการทําเอนไซมไลเปสจากเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri 

PB233 ใหบริสุทธิ์ เมื่อพิจารณาถึงปริมาณเอนไซมที่ไดในขั้นตอนสุดทาย พบวา เอนไซม             
ไลเปสมีการสูญเสียกิจกรรม 89.55 เปอรเซ็นตของกิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน สวนความบริสุทธ์ิ 
(purification fold) ของเอนไซมเพิ่มสูงขึ้น 137.34 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองของ        
Talon et al. (1995) ซ่ึงศึกษาการทําเอนไซมไลเปสใหบริสุทธิ์จากเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus  
warneri โดยการตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต ผานคอลัมนแบบแลกเปลี่ยนประจุ คือ DEAE-
Sepharose และผาน phenyl-Sepharose พบวาเอนไซมที่บริสุทธิ์มีความบริสุทธิ์เพิ่มขึ้น 229 เทา และ
มีกิจกรรมของเอนไซมทั้งหมดคงเหลือ 7.4 เปอรเซ็นต ดังนั้นจะเห็นวาในการทําเอนไซมไลเปส
จากเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB23 ใหบริสุทธิ์ครั้งนี้จะไดเอนไซม                  
ไลเปสที่มีความบริสุทธิ์ต่ํากวาเมื่อเปรียบเทียบกับความบริสุทธิ์ของเอนไซมไลเปสจากเชื้อ
แบคทีเรีย Staphylococcus warneri ที่ไดมีการศึกษาไวแลว ซ่ึงสาเหตุอาจเนื่องจากวิธีการและ
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ขั้นตอนในการทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิมีความแตกตางกัน สําหรับปริมาณเอนไซมไลเปสจาก             
เชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 ที่มีการสูญเสียกิจกรรมสูงถึง 89.55  
เปอรเซ็นตของกิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน สาเหตุอาจเนื่องมาจากวิธีการและขั้นตอนในการทํา
เอนไซมใหบริสุทธิ์อาจยังไมเหมาะสมทําใหเอนไซมอาจเกิดการสูญเสียไปในระหวางขั้นตอน           
ตาง ๆ ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการปรับเปลี่ยนวิธีการทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิใหเหมาะสมและมี
ประสิทธิภาพมากขึ้นเพื่อทําใหเกิดการสูญเสียเอนไซมในระหวางขั้นตอนตาง ๆ นอยลงและได
เอนไซมในปรมิาณที่สูงขึ้น 
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ภาพที่ 20  Sephadex G-100 เจลฟลเตรชั่นคอลัมนโครมาโทกราฟของเอนไซมไลเปสจาก                     

แบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233        
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ภาพที่ 21  DEAE Toyopearl 650M คอลัมนโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ                        

ของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233        
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                                                      1                             2                             3                           4 
 
ภาพที่ 22  อิเล็คโทรฟอริซิสแบบ SDS-PAGE ของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ  

Staphylococcus warneri PB233 โดยใชโพลีอะคริลาไมดเจลความเขมขน                    
7.0 เปอรเซ็นต   
ชองที่  1 โปรตีนมาตรฐาน 
ชองที่  2-4 เอนไซมไลเปส   
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90,000 Da 
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ภาพที่ 23  การหาคาน้ําหนักโมเลกุลจากของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ   
Staphylococcus warneri PB233 ดวยวิธีอิเล็คโทรฟอริซิสแบบ SDS-PAGE  
สัญลักษณ    1. Lysozyme (21,200)  

                             2. Soybean trypsin inhibitor (28,600)  
                             3. Carbonic anhydrase (35,500)  
                             4. Ovalbumin (50,700)  
                             5. Bovine serum albumin (90,000)  
                             6. Phosphorylase B (108,000) 
                             L. Lipase 
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ตารางที่ 8  ลําดับขั้นตอนการทําเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียทนเกลือ   
Staphylococcus warneri PB233 ใหบริสุทธิ์ 

 
ขั้นตอนการทํา
เอนไซมให
บริสุทธิ ์

ปริมาตร 
(มิลลิลิตร) 

ปริมาณ
โปรตีน
ทั้งหมด 

(มิลลิกรัม) 

กิจกรรม
เอนไซม
ทั้งหมด 
(หนวย) 

กิจกรรม
เอนไซม
จําเพาะ 

(หนวยตอ
มิลลิกรัม
โปรตีน) 

ความบริสุทธิ์
เอนไซม 

(เทา) 

เปอรเซ็นต
ผลผลิต 

Culture filtrate 1,500 11,037.80 45,255 4.10 1 100 
 

50% ethanol 
precipitation 

 

150 169.22 31,575 186.59 45.51 69.77 
 

Dialysis 160 152.00 29,662.80 195.15 47.60 65.55 
 

Sephadex G-100 
 

80 55.38 14,979.18 270.48 65.97 33.10 

DEAE Toyopearl 
650M 

50 8.4 4,730 563.10 137.34 10.45 

 
หมายเหตุ  กิจกรรมจําเพาะ หมายถึง กิจกรรมเอนไซมทั้งหมด (หนวย)/ปริมาณโปรตีนทั้งหมด   

(มิลลิกรัม) 
เปอรเซ็นตผลผลิต หมายถึง กิจกรรมเอนไซมทั้งหมด (หนวย)/กิจกรรมเอนไซมทั้งหมด    

จาก culture filtrate (หนวย) 
ความบริสุทธิ์ หมายถึง กิจกรรมจําเพาะของเอนไซมบริสุทธิ์ (หนวย/มก.โปรตีน)/ 

กิจกรรมจําเพาะ ของเอนไซมเร่ิมตน (หนวย/มก.โปรตีน) 
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7.  การศึกษาสมบัติของเอนไซมไลเปสบริสุทธ์ิ 
 

จากการทดลองทําเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 
ใหบริสุทธิ์ สามารถแยกเอนไซมไลเปสใหบริสุทธิ์ได ทําการทดสอบสมบัติของเอนไซมบริสุทธิ์
ดังตอไปนี้ 

 
7.1  การทดสอบพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์ 

 
การทดสอบพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปสบริสุทธ์ิ โดยทําการ

ทดสอบในชวงพีเอชระหวาง 4.0-12.0 ดังผลการทดลองในภาพที่ 24(A)  จากการทดลองพบวา  
เอนไซมไลเปสบริสุทธิ์สามารถทํางานไดดีที่สุดที่พีเอช 7.0 เชนเดียวกับเอนไซมที่ยังไมบริสุทธิ์ 
เอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จะสามารถทํางานไดดีในชวงพีเอชระหวาง 6.0-10.0 เชนเดียวกับเอนไซมที่
ยังไมบริสุทธิ์ โดยจะทํางานไดมากกวา 80 เปอรเซ็นตของกิจกรรมสูงสุด และพบวาความสามารถ
ในการทํางานของเอนไซมจะลดลงในชวงพีเอชที่มีความเปนกรดและดางสูง ๆ  

 
7.2  การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์ 

 
การทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปสบริสุทธ์ิ โดยทําการ

ทดสอบในชวงอุณหภูมิระหวาง 30-80 องศาเซลเซียส ที่พีเอช 7.0 ดังผลการทดลองในภาพที่ 24(B) 
จากการทดลองพบว า  เอนไซมไลเปสบริ สุทธิ์สามารถทํ างานไดดีที่ สุดที่ อุณหภูมิ  40                   
องศาเซลเซียส เชนเดียวกับเอนไซมที่ยังไมบริสุทธิ์ เอนไซมไลเปสบริสุทธิ์สามารถทํางานได
มากกวา 80 เปอรเซ็นตของกิจกรรมสูงสุดในชวงอุณหภูมิระหวาง 30-50 องศาเซลเซียส ซ่ึงจะ
สามารถทํางานไดดีในชวงอุณหภูมิที่กวางกวาเอนไซมที่ยังไมบริสุทธิ์ และความสามารถในการ
ทํางานของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น 
 
 
 
 
 
 



 83 

7.3  การทดสอบความเสถียรของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์ที่พีเอชตาง ๆ 
 

การทดสอบความเสถียรของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์ที่พีเอชตาง ๆ โดยทําการทดสอบ
ในชวงพีเอชระหวาง 4.0-12.0 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดังผลการทดลองใน
ภาพที่ 25(A) จากการทดลองพบวา เอนไซมไลเปสบริสุทธิ์มีความเสถียรสูงสุดที่พีเอช 7.0   
เอนไซมไลเปสบริสุทธิ์มีความเสถียรในชวงพีเอชเดียวกับเอนไซมไลเปสที่ยังไมบริสุทธ์ิคือระหวาง  
6.0-9.0 โดยเอนไซมจะมีความเสถียรมากกวา 80 เปอรเซ็นตของกิจกรรมสูงสุด และเอนไซมไลเปส
จะมีความเสถียรต่ําในชวงพีเอชที่มีความเปนกรดหรือดางสูงขึ้น 

 
7.4  การทดสอบความเสถียรของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์ที่อุณหภูมิตาง ๆ 

 
การทดสอบความเสถียรของเอนไซมไลเปสบริสุทธ์ิที่อุณหภูมิตาง ๆ โดยทําการ

ทดสอบในชวงอุณหภูมิระหวาง 30-80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นจึงวิเคราะหกิจกรรม
ของเอนไซมที่เหลือ ดังผลการทดลองในภาพที่ 25(B) จากการทดลองพบวาเอนไซมไลเปสบริสุทธ์ิ
มีความเสถียรสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เชนเดียวกับเอนไซมไลเปสที่ยังไมบริสุทธิ์        
โดยในชวงอุณหภูมิระหวาง 30-40 องศาเซลเซียส เอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จะมีความเสถียรมากกวา  
80 เปอรเซ็นตของกิจกรรมสูงสุด และความเสถียรของเอนไซมจะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น 
 

7.5  การทดสอบความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ที่เหมาะสมตอการทํางาน
ของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์ 

 
การทดสอบความเขมขนของเกลือ NaCl ที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปส  

บริสุทธิ์ โดยทําการทดสอบในสภาพที่มีเกลือ NaCl ระดับความเขมขน 0-4.0 โมลาร(0-24.0 
เปอรเซ็นต) ดังผลการทดลองในภาพที่ 26 จากการทดลองพบวาเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์สามารถ
ทํางานไดดีที่สุดที่ระดับความเขมขนของเกลือ NaCl 2.5 โมลาร (15.0 เปอรเซ็นต) เชนเดียวกับ
เอนไซมไลเปสที่ยังไมบริสุทธิ์ และเอนไซมไลเปสบริสุทธ์ิจะสามารถทํางานไดมากกวา 70 
เปอรเซ็นตของกิจกรรมสูงสุดในสภาพที่มีความเขมขนของเกลือ NaCl ระหวาง 1.0-4.0 โมลาร     
(6.0-24.0 เปอรเซ็นต) สวนในสภาวะที่ไมมีเกลือเอนไซมก็ยังสามารถทํางานไดเชนกันแตการ
ทํางานจะต่ํากวาในสภาวะที่มีเกลือ จากผลการทดลองนี้แสดงวาในการทํางานของเอนไซมไลเปส
บริสุทธ์ิจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 จะตองการเกลือ NaCl เพื่อใหการ
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ทํางานมีประสิทธิภาพสูงขึ้นหรือมีสมบัติเปนเอนไซมไลเปสที่ชอบกลือ (halophilic lipase) 
เชนเดียวกับเอนไซมไลเปสที่ยังไมบริสุทธิ์  

 
เอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 สามารถ

ทํางานไดดีที่สุดที่พีเอช 7.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีความเสถียรในชวงพีเอชระหวาง             
6.0-9.0 และมีความเสถียรในชวงอุณหภูมิระหวาง 30-40 องศาเซลเซียส เอนไซมไลเปสบริสุทธ์ิมี
สมบัติเปนเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือ (halophilic lipase) เชนเดียวกับเอนไซมไลเปสที่ยังไม
บริสุทธิ์โดยสามารถทํางานไดดีในสภาพที่มีความเขมขนเกลือ NaCl 2.5 โมลาร (15.0 เปอรเซ็นต) 
จากผลการทดลองในการศึกษาสมบัติของเอนไซมไลเปสท่ีบริสุทธิ์เปรียบเทียบกับเอนไซมที่ยังไม
บริสุทธิ์ พบวาจะมีสมบัติบางอยางแตกตางกันบางเล็กนอย ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในระหวาง
กระบวนการทําเอนไซมใหบริสุทธ์ิอาจมีการกําจัดสารปนเปอนบางอยางที่เกาะติดกับเอนไซม
ออกไปทําใหเอนไซมมีสมบัติบางอยางแตกตางออกไป เชน สามารถทํางานไดดีในชวงพีเอชและ
อุณหภูมิที่กวางขึ้น โดยจะมีการทํางานที่พีเอชและอุณหภูมิตาง ๆ ไดสูงกวาเอนไซมที่ยังไมบริสุทธ์ิ 
เปนตน 
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ภาพที่ 24  อิทธิพลของพีเอช (A) และอุณหภูมิ (B) ตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์                  

จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 
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ภาพที่ 25  ความเสถียรของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri  

PB233 ที่พีเอช (A) และอุณหภูม ิ(B) ตาง ๆ  
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ภาพที่ 26  อิทธิพลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปส  

บริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233                  
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8.  การหมักน้ําปลา 
 
 8.1  ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได (volatile fatty acid) ในน้ําปลา 
 

 ทําการวิเคราะหปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได (volatile fatty acid) ไดแก acetic acid, 
propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid และ valeric acid ซ่ึงเปนกรดไขมันที่มี
บทบาทตอกล่ินของน้ําปลา (Saisithi, 1967; Dougan and Howard, 1975; McIver et al., 1982; 
Sanceda et al., 2003) ดวยเครื่องแกสโครมาโทกราฟ (Gas Chromatography, GC) ในน้ําปลาที่
ทดลองเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus  warneri PB233 ที่
ความเขมขนตาง ๆ หลังจากหมักเปนเวลา 4 สัปดาห ผลการทดลองแสดงดัง ภาพที่ 27 A, B, C, D, 
E และ F จากการทดลองพบวาปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได ไดแก acetic acid, propionic acid, 
isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid และ valeric acid ที่เกิดขึ้นในน้ําปลาที่เติมเอนไซม   
ไลเปสที่ชอบเกลือ (0.1, 0.5, 1.0, 1.5  และ 2.0 เปอรเซ็นต) รวมกับการหมักจะสูงกวาในน้ําปลาที่
ไมเติมเอนไซม การเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือท่ีความเขมขนสูงขึ้นจะทําใหปริมาณกรดไขมัน
ที่ระเหยไดทั้ง 6 ชนิด ในน้ําปลามีปริมาณสูงขึ้นตามไปดวย แสดงวาเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจาก
แบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 นาที่จะมีบทบาทสําคัญในการเรงปฏิกิริยาการ
ยอยสลายไขมันในตัวปลาไปเปนกรดไขมันที่ระเหยไดชนิดตาง ๆ  

 
 ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยไดทั้ง 6 ชนิด ในน้ําปลาจะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อระยะเวลาในการ

หมักนานขึ้น ในชวงระยะเวลาการหมัก 6-18 สัปดาห ซ่ึงเปนชวงแรกที่เติมเอนไซมลงไป ปริมาณ
กรดไขมันที่ระเหยไดทั้ง 6 ชนิด จะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว จากนั้นในชวงระยะเวลาการหมัก 18-24  
สัปดาห  ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยไดทั้ง 6 ชนิด จะคอย ๆ เพิ่มขึ้น การเพิ่มปริมาณกรดไขมันที่
ระเหยไดในชวงทายของการหมักจะต่ํากวาในชวงแรก ทั้งนี้อาจเนื่องจากเมื่อระยะเวลาในการหมัก
นานขึ้นเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือบางสวนอาจถูกทําลายจากเอนไซมโปรติเอสที่มีในตัวปลา หรือ
สภาวะบางอยาง เชน อุณหภูมิ พีเอช ในระหวางการหมักเกิดการเปลี่ยนแปลงทําใหประสิทธิภาพ
การทํางานของเอนไซมลดลง               
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ภาพที่ 27  ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได acetic acid (A), propionic acid (B), isobutyric acid (C), 

butyric acid (D), isovaleric acid (E) และ valeric acid (F) ที่เกิดขึน้ระหวางการหมกั
น้ําปลาที่เติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri 
PB233 ความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมกั                  
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8.2  ผลของการเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือตอการเกิดกรดไขมันที่ระเหยไดในน้ําปลา 
 

 ทําการวิเคราะหผลของการเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียทนเกลือ 
Staphylococcus warneri PB233 ตอการเกิดกรดไขมันที่ระเหยได 6 ชนิด ไดแก acetic acid, 
propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid และ valeric acid ในน้ําปลาที่ทําการ
หมักเปนเวลา 24 สัปดาห โดยใชแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomize Design, 
CRD) วิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยการวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance, ANOVA) 
และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของกรดไขมันที่ระเหยไดดวยวิธี Duncan’s New 
Multiple Range Test (DMRT) ในการทดลองหนวยทดลองคือน้ําปลาที่หมักในแตละขวด แบงการ
ทดลองเปน 6 การทดลอง (treatment) การทดลองละ 3 ซํ้า คือ เมื่อหมักปลากับเกลือทิ้งไว                
4 สัปดาหแลว การทดลองที่ 1 ตัวอยางควบคุม (control) ไมเติมเอนไซม การทดลองที่                            
2 เติมเอนไซม 0.1 เปอรเซ็นต การทดลองที่ 3 เติมเอนไซม 0.5 เปอรเซ็นต การทดลองที่                  
4 เติมเอนไซม 1.0 เปอรเซ็นต การทดลองที่ 5 เติมเอนไซม 1.5 เปอรเซ็นต และการทดลองที่ 6    
เติมเอนไซม 2.0 เปอรเซ็นต ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 9 จากการทดลองพบวา การเติม
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือรวมกับการหมักน้ําปลาจะทําใหปริมาณกรดไขมันที่ระเหยไดชนดิตาง ๆ 
ในน้ําปลาเพิ่มสูงขึ้น ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยไดทั้ง 6 ชนิด ที่เกิดขึ้นในน้ําปลาที่เติมเอนไซม    
0.1, 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนัก แตกตางจากน้ําปลาที่ไมมีการเติมเอนไซมอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) น้ําปลาที่เติมเอนไซม 0.1 และ 0.5 เปอรเซ็นต ปริมาณกรดไขมันที่
ระเหยไดทั้ง 6 ชนิดที่เกิดขึ้นในน้ําปลาแตกตางจากน้ําปลาที่เติมเอนไซม 1.0, 1.5 และ                       

2.0 เปอรเซ็นตอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) สวนน้ําปลาที่เติมเอนไซม 1.0, 1.5 และ                       
2.0 เปอรเซ็นต จะทําใหเกิดไขมันที่ระเหยไดทั้ง 6 ชนิด ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(P>0.05) 
 

จากผลการทดลองแสดงวาการเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือที่ระดับความเขมขน   
ตาง ๆ ลงไปรวมกับการหมักน้ําปลาจะทําใหปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได 6 ชนิด ไดแก acetic 
acid, propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid และ valeric acid ในน้ําปลาสูง
กวาการไมเติมเอนไซม  การเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือรวมกับการหมักน้ําปลาที่ระดับ      
ความเขมขนสูงขึ้นจะทําใหเกิดปริมาณกรดไขมันที่ระเหยไดในน้ําปลาสูงขึ้นตามไปดวย การเติม
เอนไซมที่ความเขมขน 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอรเซ็นต รวมกับการหมักน้ําปลาจะทําใหเกิดกรดไขมัน

ที่ระเหยไดทั้ง   6 ชนิด ในน้ําปลาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05)                            
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ดังนั้นความเขมขนที่ เหมาะสมของเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ 
Staphylococcus warneri PB233 สําหรับเติมลงไปรวมกับการหมักน้ําปลาเพื่อเพิ่มปริมาณ                
กรดไขมันที่ระเหยไดในน้ําปลาคือการใชเอนไซม 1.0 เปอรเซ็นต 
 
ตารางที่ 9  ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได (มิลลิกรัม / 100 มิลลิลิตร) ในน้ําปลาที่เติมเอนไซมไลเปส                            

ที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 ที่ระดับ                      
ความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมักเปนเวลา 24 สัปดาห 

 
ความเขมขน 
เอนไซม  

(เปอรเซ็นต) 

Acetic1/ 
acid 

Propionic1/ 
acid 

Isobutyric1/ 
acid 

Butyric1/ 
acid 

Isovaleric1/ 
acid 

Valeric1/ 
acid 

0 75.60 d 26.20 d 5.36 d 32.55 d 20.43 d 3.71 d 
0.1 81.80 c 33.52 c 8.51 c 38.10 c 24.21 c 6.82 c 
0.5 84.02 b 35.61 b 10.72 b 40.12 b 26.35 b 8.10 b 
1.0 91.45 a 39.81 a 13.75 a 43.95 a 30.11 a 11.56 a 
1.5 91.61 a 40.01 a 13.82 a 44.03 a 31.11 a 11.82 a 
2.0 91.70a 40.05 a 13.85 a 44.10 a 31.13 a 11.94 a 

C.V.(รอยละ) 0.36 1.16 2.09 0.68 2.25 3.79 
 
หมายเหตุ   1/  =  ตัวอักษรที่แตกตางกันเหนือตัวเลขในแนวตั้ง แสดงวามีความแตกตางกันอยางมี  

                          นัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 (P<0.05) 
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8.3  ผลของการเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือตอองคประกอบทางเคมีและกายภาพของ
น้ําปลา 

 
         ทําการเปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีและกายภาพไดแก ปริมาณกรดไขมันที่

ระเหยไดชนิดตาง ๆ  ปริมาณเกลือ พีเอช และสีของน้ําปลาที่ผลิตโดยไมไดเติมเอนไซม (control) 
และเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือ 1.0 เปอรเซ็นต รวมกับการหมักเปนเวลา 24 สัปดาห               
ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 28 และ 29  

 
        จากการทดลองพบวาปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได ไดแก acetic acid, propionic acid, 

isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid และ valeric acid ที่เกิดขึ้นในน้ําปลาที่ไมไดเติม
เอนไซมและที่เติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือ 1.0 เปอรเซ็นต จะเพิ่มสูงขึ้นเมื่อระยะเวลาในการ
หมักนานขึ้น แตปริมาณกรดไขมันที่ระเหยไดทั้ง 6 ชนิด ในน้ําปลาที่เติมเอนไซมไลเปสที่ชอบ
เกลือ 1.0 เปอรเซ็นต จะสูงกวาในน้ําปลาที่ไมเติมเอนไซมที่ทุกระยะเวลาของการหมัก โดยจะมี
ปริมาณของ acetic acid สูงที่สุด รองลงมาไดแก butyric acid, propionic acid, isovaleric acid, 
isobutyric acid และ valeric acid ตามลําดับ (ภาพที่ 28 A, B, C, D, E และ F) จากผลการทดลอง 
แสดงวาเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus  warneri PB233 นาที่จะ
มีบทบาทสําคัญในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายไขมันในตัวปลาไปเปนกรดไขมันที่ระเหยไดชนิด
ตาง ๆ นอกเหนือไปจากปฏิกิริยา oxidative deamination ซ่ึงเปนปฏิกิริยาการเปลี่ยน                  
กรดอะมิโนไปเปนกรดไขมันในระหวางการหมักน้ําปลา (ประเสริฐ, 2511; สายสมร, 2518; 
Sanceda et al., 2003) 

  
  ปริมาณเกลือของน้ําปลาที่เติมและไมเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลอืระหวางการหมัก

จะมีปริมาณใกลเคียงกันและคอนขางคงที่ตลอดระยะเวลาการหมัก โดยปริมาณเกลือจะอยูในชวง  
23.80-26.50 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 29 A) ซ่ึงความเขมขนของเกลือระดับนี้เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือ
จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 ยังคงสามารถทํางานไดดี เมื่อพิจารณาถึง
ปริมาณเกลือในน้ํ าปลาตามมาตรฐานของสํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ อุตสาหกรรม               
(มอก. 3-2526) โดยน้ําปลาคุณภาพดีตองมีปริมาณเกลือไมต่ํากวา 20 เปอรเซ็นต ซ่ึงจะชวยปองกัน
การเนาเสียของผลิตภัณฑได แสดงวาน้ําปลาที่ไดจากการทดลองมีปริมาณเกลือที่เหมาะสม
สอดคลองกับน้ําปลาตามมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม 
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พีเอชของน้ําปลาที่เติมและไมเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือระหวางการหมักจะ            
คอย ๆ ลดต่ําลงเรื่อย ๆ เมื่อระยะเวลาในการหมักนานขึ้น (ภาพที่ 29 B) การที่พีเอชในระหวาง           
การหมักน้ําปลาลดต่ําลงเนื่องมาจากระหวางการหมักน้ําปลานั้นจะมีการสะสมของกรดชนิดตาง ๆ 
ไดแก กรดอะมิโนที่ไดจากการยอยสลายโปรตีน กรดอินทรียที่ระเหยได และกรดอินทรียที่ระเหย
ไมได (Saisithi, 1967; Dougan and Howard, 1975; McIver et al., 1982;)  กรดอินทรียที่ระเหยไดที่
เปนสวนประกอบสําคัญในน้ําปลา ไดแก acetic acid, propionic acid, isobutyric acid,                     
4-hydroxyvaleric acid lactone, n-butyric acid, isovaleric acid, levulinic acid และ phenylacetic 
acid (McIver et al., 1982) สวนกรดอินทรียที่ระเหยไมไดที่พบในน้ําปลา คือ lactic acid (Saisithi, 
1967) กรดตาง ๆ ที่สะสมในน้ําปลานี้เกิดจากกระบวนการเปลี่ยนแปลงตาง ๆ ที่เกิดขึ้นระหวาง  
การหมักน้ําปลา ไดแก การเปลี่ยนแปลงทางเคมีของกรดอะมิโนดวยปฏิกิริยา deamination และ 
carboxylation การเปลี่ยนแปลงของไกลโคเจนที่มีอยูมากในกลามเนื้อปลาผานเขากระบวนการ  
ไกลโคไลซีสซึ่งอาจเกิดจากการกระทําของแบคทีเรีย และการเกิดกรดไขมันชนิดตาง ๆ จาก
ปฏิกิริยา oxidative deamination หรือจากการทํางานของเอนไซมจากแบคทีเรียและเอนไซมที่อยูใน
ตัวปลา (ประเสริฐ, 2511; สายสมร, 2518; กฤษดา, 2529; Saisithi, 1967; Dougan and Howard, 
1975; McIver et al., 1982; Sanceda et al., 2003) เมื่อพิจารณาพีเอชของน้ําปลาที่เติมและไมเติม
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือระหวางการหมัก พบวาน้ําปลาที่เติมเอนไซมจะมีการลดลงของพีเอช  
มากกวาน้ําปลาที่ไมเติมเอนไซม โดยพีเอชของน้ําปลาที่เติมและไมเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลอืที่
หมักเปนเวลา 24 สัปดาห เทากับ 5.45 และ 5.86 ตามลําดับ น้ําปลาที่เติมเอนไซมจะมีระดับพีเอชต่ํา
กวาน้ําปลาที่ไมเติมเอนไซม ทั้งนี้เพราะการหมักน้ําปลาที่เติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจะมีการ
สะสมของกรดไขมันที่ระเหยไดชนิดตาง ๆ สูงกวาน้ําปลาที่ไมเติมเอนไซม (ภาพที่ 28 A, B, C, D, 
E และ F) แสดงวาการเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือรวมกับการหมักน้ําปลานาที่จะชวยสงเสริม
การเปลี่ยนแปลงของไขมันในตัวปลาไปเปนกรดไขมันที่ระเหยไดชนิดตาง ๆ ในน้ําปลา         

 
ความเขมสีของน้ําปลาที่เติมและไมเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือระหวางการหมักจะ            

เพิ่มสูงขึ้นเมื่อระยะเวลาในการหมักนานขึ้น (ภาพที่ 29 C) เนื่องมาจากสีของน้ําปลาเปนผลมาจาก
ปฏิกิริยา non-enzymatic browning reaction หรือ maillard reaction ซ่ึงเปนปฏิกิริยาระหวาง            
กรดอะมิโนกับสารประกอบคารบอนิลท่ีมาจากน้ําตาลหรืออนุพันธของน้ําตาล หรือสารประกอบที่
เกิดจากการเติมออกซิเจนของไขมัน (Jones, 1962; Saisithi, 1967) สารที่ทําปฏิกิริยากันนี้เกิดจาก
การทํางานของเอนไซมในกระบวนการยอยสลายของการหมักน้ําปลา ซ่ึงจะมีปริมาณเพิ่มมากขึ้น
ตามระยะเวลาการหมัก  เมื่อพิจารณาความเขมสีของน้ําปลาที่เติมและไมเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบ
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เกลือระหวางการหมัก พบวาน้ําปลาที่เติมเอนไซมจะมีอัตราการเปลี่ยนแปลงความเขมของสีใน
ระดับที่ต่ํากวาน้ําปลาที่ไมเติมเอนไซมเล็กนอย โดยความเขมสีของน้ําปลาที่เติมและไมเติมเอนไซม
ไลเปสที่ชอบเกลือที่หมักเปนเวลา 24 สัปดาห เทากับ 1.35 และ 1.40 ตามลําดับ สาเหตุอาจ
เนื่องมาจากน้ําปลาที่เติมเอนไซมไลเปสท่ีชอบเกลือระหวางการหมักจะมีพีเอชต่ํากวาน้ําปลาที่ไม
เติมเอนไซมซ่ึงจะสงผลใหปฏิกิริยา non-enzymatic browning reaction หรือ maillard reaction เกิด
ไดชา (วรรณา, 2534; Jones, 1962; Reynolds, 1965) ทําใหน้ําปลาที่เติมเอนไซมไลเปสมีความเขม
ของสีต่ํากวาน้ําปลาที่ไมเติมเอนไซม 
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ภาพที่ 28  ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได acetic acid (A), propionic acid (B), isobutyric acid (C), 

butyric acid (D), isovaleric acid (E) และ valeric acid (F) ที่เกิดขึน้ระหวางการหมกั
น้ําปลาที่ไมเตมิและเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียทนเกลือ 
Staphylococcus warneri PB233 ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นตรวมกับการหมัก                  
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ภาพที่ 29  ปริมาณเกลือ (A) พีเอช (B) และความเขมสี (C) ที่เกิดขึน้ระหวางการหมกัน้าํปลาที่ไม

เติมและเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri 
PB233 ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นตรวมกบัการหมัก                  

Fermentation period (weeks)

0 4 8 12 16 20 24

Sa
lt 

(%
)

0

10

20

30

40

50

control 

1.0% lipase 

Fermentation period (weeks)

0 4 8 12 16 20 24

pH

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

control 

1.0% lipase 

Fermentation period (weeks)

0 4 8 12 16 20 24

Co
lor

 (a
bs

or
ba

nc
e a

t 4
20

 nm
)

0

1

2

control 

1.0% lipase 

(A) 

(B) 

(C) 



 97 

8.4  องคประกอบทางเคมีและกายภาพของน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดกับน้ําปลาที่ได
จากการเติมเอนไซมที่ชอบเกลือรวมกับการหมัก 

 
ทําการเปรียบเทียบองคประกอบทางเคมีและกายภาพไดแก ปริมาณฟอรมอล

ไนโตรเจน (formal nitrogen) ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen) ปริมาณสารประกอบ            
นิวคลีโอไทดกัวโนซีน 5/-โมโนฟอสเฟต (guanosine 5/-monophosphate, 5/-GMP) ปริมาณ        
กรดไขมันที่ระเหยได ไดแก acetic acid, propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, isovaleric 
acid และ valeric acid  ปริมาณเกลือ พีเอช และความเขมสีของน้ําปลาชนิดตาง ๆ ไดแก น้ําปลาที่
หมักตามวิธีธรรมชาติเปนเวลา 24 สัปดาห (FS) น้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบ
เกลือ 1.0 เปอรเซ็นตรวมกับการหมัก (HLFS) น้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมโปรติเอส                         
ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือ 1.5, 0.5  และ 1.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ รวมกับการหมัก 
(HPHRHLFS) และน้ําปลาที่วางขายในทองตลาด (commercial fish sauce, C) ผลการเปรียบเทียบ
แสดงดังตารางที่ 10  

 
การเปรียบเทียบปริมาณฟอรมอลไนโตรเจนและปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด ซ่ึงเปน

องคประกอบทางเคมีที่ใชบอกระดับของการยอยสลายโปรตีน (degree of protein hydrolysis) และ
แสดงถึงปริมาณโปรตีนในน้ําปลา (Beddow et al., 1976) พบวา ปริมาณฟอรมอลไนโตรเจนและ
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดของน้ําปลาที่หมักตามวิธีธรรมชาติ น้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซม
ไลเปสที่ชอบเกลือชนิดเดียว น้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมโปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส และ   
ไลเปสที่ชอบเกลือ และน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(P<0.05) โดยน้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมทั้ง 3 ชนิดจะมีปริมาณฟอรมอลไนโตรเจนและ
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดสูงกวาน้ําปลาที่หมักตามวิธีธรรมชาติและน้ําปลาที่หมักโดยมีการเติม
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือชนิดเดียว นั่นแสดงวาการเติมเอนไซมโปรติเอสที่ชอบเกลือรวมกับ          
การหมักน้ําปลานาที่จะสามารถเรงกระบวนการยอยสลายโปรตีนในเนื้อปลาได อยางไรก็ตามเมื่อ
พิจารณาถึงปริมาณฟอรมอลไนโตรเจนและปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดของน้ําปลาที่หมักโดยมีการ
เติมเอนไซมโปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือกับน้ําปลาที่วางขายในทองตลาด 
พบวาน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดจะมีปริมาณฟอรมอลไนโตรเจนและปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด
สูงกวานํ้าปลาที่เติมเอนไซมทั้ง 3 ชนิด ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากน้ําปลามีระยะเวลาในการหมักแตกตาง
กัน โดยน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดใชระยะเวลาในการหมักนานกวาโดยมักจะใชระยะเวลาใน
การหมักนานถึง 12-18 เดือน ทําใหการยอยสลายโปรตีนในเนื้อปลาเกิดไดมากและสมบูรณกวา 
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การเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP ซ่ึงเปนสารเสริมรสชาติ
(flavor enhancer) ในผลิตภัณฑอาหารตาง ๆ ซ่ึงมีสวนชวยทําใหน้ําปลามีรสชาติดีขึ้น (อนันต, 
2545; Kuninaka et al., 1961) พบวา น้ําปลาที่วางขายในทองตลาดและน้ําปลาที่หมักโดยมีการเติม
เอนไซมโปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือมีปริมาณสารประกอบนิวคลีโอไทด          

5/-GMP ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) แตจะมีปริมาณสูงกวาในน้ําปลาที่หมัก
ตามวิธีธรรมชาติและน้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือชนิดเดียว นั่นแสดงวา
การเติมเอนไซมไรโบนิวคลีเอสที่ชอบเกลือรวมกับการหมักน้ําปลาจะสามารถเรงปฏิกิริยาการยอย
สลาย RNA ในตัวปลาไปเปนสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP ได 

 
การเปรียบเทียบปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได (volatile fatty acid) ไดแก acetic acid, 

propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid และ valeric acid ซ่ึงเปนกรดไขมันที่มี
บทบาทตอกล่ินของน้ําปลา (Saisithi, 1967; Dougan and Howard, 1975; McIver et al., 1982; 
Sanceda et al., 2003) พบวา ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยไดทั้ง 6 ชนิดของน้ําปลาที่หมักโดยมีการ
เติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือชนิดเดียวและน้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมโปรติเอส            

ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) แตจะมี
ปริมาณสูงกวาน้ําปลาที่หมักตามวิธีธรรมชาติ แสดงวาเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือนาที่จะมีบทบาท
สําคัญในการเรงปฏิกิริยาการยอยสลายไขมันในตัวปลาไปเปนกรดไขมันที่ระเหยไดชนิดตาง ๆ 
อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาถึงปริมาณกรดไขมันที่ระเหยไดทั้ง 6 ชนิดของน้ําปลาที่หมักโดยมีการ
เติมเอนไซมที่ชอบเกลือกับน้ําปลาที่วางขายในทองตลาด พบวาน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดจะมี
ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยไดทั้ง 6 ชนิดสูงกวาน้ําปลาที่เติมเอนไซม ซ่ึงอาจเนื่องมาจากน้ําปลาท่ี
วางขายในทองตลาดใชระยะเวลาในการหมักนานกวา โดยน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดมักจะใช
ระยะเวลาในการหมักนาน 12-18 เดือน ทําใหมีการสะสมของกรดชนิดตาง ๆ ไดแก กรดอะมิโนที่
ไดจากการยอยสลายโปรตีน กรดอินทรียที่ระเหยได และกรดอินทรียที่ระเหยไมได (Dougan and 
Howard, 1975; McIver et al., 1982; Saisithi, 1967) มากกวาในน้ําปลาที่เติมเอนไซมที่ชอบเกลอืซ่ึง
ใชเวลาในการหมักเพียงแค 24 สัปดาห (6 เดือน)          
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การเปรียบเทียบปริมาณเกลือในน้ําปลาทั้ง 4 ชนิด พบวาปริมาณเกลือของน้ําปลาที่
หมักตามวิธีธรรมชาติกับน้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือชนิดเดียวและ
น้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมโปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือไมแตกตาง

กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) แตจะแตกตางจากน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อพิจารณาถึงปริมาณเกลือในน้ําปลาทั้ง 4 ชนิดซึ่งมีปริมาณเกลืออยู
ในชวง 23.06-24.40 เปอรเซ็นต เปรียบเทียบกับในน้ําปลาตามมาตรฐานของสํานักงานมาตรฐาน
ผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (มอก. 3-2526) โดยน้ําปลาคุณภาพดีตองมีปริมาณเกลือไมต่ํากวา 20  
เปอรเซ็นต แสดงวาน้ําปลาทั้ง   4 ชนิด มีปริมาณเกลือที่สอดคลองกับน้ําปลาตามมาตรฐาน
ผลิตภัณฑอุตสาหกรรม 

 
การเปรียบเทียบพีเอชในน้ําปลาทั้ง 4 ชนิด พบวาพีเอชของน้ําปลาที่หมักตามวิธี

ธรรมชาติ น้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมไลเปสท่ีชอบเกลือชนิดเดียว น้ําปลาที่หมักโดยมีการ
เติมเอนไซมโปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือ และน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดมี

ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยพีเอชของน้ําปลาที่หมักตามวิธีธรรมชาติจะ
สูงกวาน้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือชนิดเดียวและน้ําปลาที่หมักโดยมีการ
เติมเอนไซมโปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือ ซ่ึงอาจเนื่องมาจากน้ําปลาที่มีการเติม
เอนไซมรวมกับการหมักจะมีปริมาณกรดชนิดตาง ๆ คือ กรดอะมิโน และกรดไขมันที่ระเหยได
ชนิดตาง ๆ สูงกวาในน้ําปลาที่หมักตามวิธีธรรมชาติ สําหรับน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดพบวามี 
พีเอชตํ่าที่สุดซ่ึงอาจเนื่องมาจากน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดใชระยะเวลาในการหมักนานกวาทํา
ใหใหมีการสะสมของกรดชนิดตาง ๆ ไดแก กรดอะมิโนที่ไดจากการยอยสลายโปรตีน กรดอินทรีย
ที่ระเหยได และกรดอินทรียที่ระเหยไมไดมากกวาในน้ําปลาที่เติมเอนไซมที่ชอบเกลือ  

 
การเปรียบเทียบระดับความเขมสีในน้ําปลาทั้ง 4 ชนิด พบวาระดับความเขมสีของ

น้ําปลาที่หมักตามวิธีธรรมชาติ น้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือชนิดเดียว 
น้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมโปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือ และน้ําปลาที่

วางขายในทองตลาดมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยระดับความเขมสีของ
น้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมโปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือจะสูงกวา
น้ําปลาที่หมักตามวิธีธรรมชาติและน้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือชนิดเดียว 
ซ่ึงอาจเนื่องมาจากน้ําปลาที่หมักโดยเติมเอนไซมทั้ง 3 ชนิดมีปริมาณกรดอะมิโนสูง ทําให
เกิดปฏิกิริยา non-enzymatic browning reaction หรือ maillard reaction ไดมาก สงผลใหน้ําปลามี
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ระดับความเขมสีสูง สําหรับน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดพบวามีระดับความเขมสีสูงที่สุด ซ่ึงอาจ
เนื่องมาจากน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดใชระยะเวลาในการหมักนานทําใหเกิดสารประกอบตาง ๆ
ที่มีบทบาทในปฏิกิริยา non-enzymatic browning reaction หรือ maillard reaction เพิ่มมากขึ้น       
ทําใหปฏิกิริยาดังกลาวเกิดไดมากขึ้น จึงทําใหน้ําปลามีระดับความเขมสีสูง หรืออาจเนื่องมาจาก
น้ําปลาที่วางขายในทองตลาดมีการแตงสีโดยใชน้ําตาลเคี่ยวไหมซ่ึงอาจเปนสาเหตุใหระดับความ
เขมสีของน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดสูงได 
 

การทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัสเบื้องตนของน้ําปลาทั้ง 4 ชนิด ในดาน สี กล่ิน 
รสชาติ และความชอบโดยรวม โดยใชผูทดสอบที่บริโภคน้ําปลาเปนประจําจํานวน 5 คน ซ่ึงมีอายุ
ในชวง 35-45 ป พบวา ผูทดสอบทั้ง 5 คนใหการยอมรับน้ําปลาที่มีการเติมเอนไซมไลเปสที่      
ชอบเกลือและน้ําปลาที่มีการเติมเอนไซมโปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือรวมกับ
การหมัก ทางดาน กล่ิน รสชาติ และความชอบโดยรวมมากกวาน้ําปลาที่หมักตามวิธีธรรมชาติ   
โดยผูทดสอบไดอธิบายลักษณะกลิ่นของน้ําปลาที่ไดจากการเติมเอนไซมชนิดตางๆ วามีกล่ินหอม
ของน้ําปลาที่หมักไดที่แลว สวนน้ําปลาที่หมักตามวิธีธรรมชาติจะไมมีกล่ินหอมของน้ําปลาแตมี
กล่ินคาวและมีกล่ินคลายน้ําคาวปลา สําหรับรสชาติผูทดสอบไดอธิบายรสชาติของน้ําปลาที่มี     
การเติมเอนไซมชนิดตางๆ วามีรสเค็มจัดและมีรสหวานเล็กนอย สวนน้ําปลาที่หมักตามวิธี
ธรรมชาติจะมีรสเค็มและเฝอน สําหรับสีของน้ําปลาผูทดสอบชิมจะใหการยอมรับคอนขางต่ํา    
โดยใหเหตุผลวาสีของน้ําปลาดังกลาวมีความเขมนอยกวาน้ําปลาที่วางขายทั่วไปในทองตลาด        
จึงเปนสาเหตุทําใหผูทดสอบใหการยอมรับดานสีต่ํา สําหรับน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดนั้น        
ผูทดสอบทั้ง 5 คนจะใหการยอมรับดาน สี กล่ิน รสชาติ และความชอบโดยรวมมากที่สุด ซ่ึงอาจ
เนื่องมาจากน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดจะใชระยะเวลาในการหมักนาน ทําใหองคประกอบตาง
ในน้ําปลาที่มีบทบาทตอสี กล่ิน และรสชาติมีปริมาณสูงกวาน้ําปลาที่มีการเติมเอนไซมชนิดตางๆ 
รวมกับการหมัก จึงทําใหผูบริโภคใหการยอมรับน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดสูงกวา 

 
จากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสเบื้องตนแสดงใหเห็นวาการใชเอนไซม          

โปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือรวมกับการหมักน้ําปลา เพื่อลดระยะเวลาใน    
การหมักและปรับปรุงกลิ่นและรสชาติของน้ําปลาจะทําใหไดผลิตภัณฑน้ําปลาที่มีคุณภาพซึ่ง
ผูบริโภคใหการยอมรับ ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดในการนําเอนไซมโปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส 
และไลเปสที่ชอบเกลือไปใชรวมกับการหมักน้ําปลาในระดับอุตสาหกรรมตอไป 



ตารางที่ 10  องคประกอบทางเคมีและกายภาพของน้ําปลาที่วางขายในทองตลาดกับน้ําปลาที่ไดจากการเติมเอนไซมที่ชอบเกลือรวมกับการหมัก 
 

Fish sauce Formal1/   
nitrogen 

Total1/   
nitrogen 

5/-GMP1/   Salt1/   pH1/   Color1/   Volatile fatty acid (mg/100ml) 

 (mg/ml) (g/ml) (mg/L) (%)   Acetic1/   
acid 

Propionic1/   
acid 

Isobutyric1/   
acid 

Butyric1/   
acid 

Isovaleric1/   
acid 

Valeric1/   
acid 

FS 8.52 c 12.60 c 40.09b 24.40 a 5.86a 1.40c 75.60 c 26.20 c 5.34 c 75.60 c 20.43 c 3.71 c 
HLFS 8.60 c 13.01 c 40.76b 23.80 ab 5.45 b 1.35 c 91.45b 39.81b 13.75b 91.45b 30.82b 11.56b 

HPHRHLFS 10.71 b 15.91 b 43.60 a 23.42 ab 5.40 b 1.75 b 91.60 b 40.03 b 13.90 b 91.60 b 31.05 b 11.76 b 
C 14.54 a 17.50 a 44.04 a 23.06 b 5.30 c 2.20a 96.46 a 50.16 a 17.26 a 96.46 a 42.57 a 14.25 a 

C.V.(รอยละ) 2.05 1.98 1.91 2.11 0.81 1.15 0.52 0.38 3.96 1.56 2.11 5.34 
 

หมายเหตุ   1/  =  ตัวอักษรที่แตกตางกันเหนือตัวเลขในแนวตั้ง แสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ  95  (P<0.05) 
 FS คือ น้ําปลาที่หมักตามวิธีธรรมชาติ 

HLFS คือ น้ําปลาที่หมักโดยมีการเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือ  1.0  เปอรเซ็นต 
HPHRHLFS คือ น้ําปลาที่หมักโดยมกีารเติมเอนไซมโปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือ  1.5, 0.5  และ  1.0  เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ 

 C คือ น้ําปลาที่วางขายในทองตลาด (commercial fish sauce) 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

จากการคัดเลือกแบคทีเรีย 20 ไอโซเลทที่แยกมาจากน้ําปลาดิบ เพื่อศึกษาความสามารถใน
การผลิตเอนไซมไลเปสในอาหารแข็ง Sehgal and Gibbons Complex (SGC) ที่มี Tween 80                
2.0 เปอรเซ็นต และเกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0-4.0 โมลาร (0-24.0 เปอรเซ็นต) และใน
อาหารเหลว SGC ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และเกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขน 3.0     
โมลาร (18.0 เปอรเซ็นต) พบวา แบคทีเรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงที่สุด คือ แบคทีเรียไอโซเลท 
PB233 เมื่อนําแบคทีเรียที่คัดเลือกไดไปทําการจัดจําแนกโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา ชวีเคม ี
และตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรมโดยเปรียบเทียบลําดับเบสของ 16S rRNA กับแบคทีเรีย     
สายพันธุอ่ืน พบวา แบคทีเรียไอโซเลท PB233 คือ Staphylococcus warneri  แบคทีเรียดังกลาว
สามารถเจริญไดทั้งในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีและไมมีเกลือโซเดียมคลอไรด โดยแบคทีเรียจะเจริญไดดี
ที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีเกลือ ดังนั้นแบคทีเรีย Staphylococcus warneri PB233 จึงจัดอยูใน
กลุมของแบคทีเรียทนเกลือ (halotolerant bacteria)  

 
แบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 สามารถผลิตเอนไซมไลเปสใน              

อาหารเหลว SGC ที่ที่มีน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และเติมเกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขน            
3.0 โมลาร (18.0 เปอรเซ็นต) การผลิตเอนไซมจะเกิดขึ้นไปพรอมกับการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย
และมีการผลิตเอนไซมสูงสุดเมื่อการเจริญอยูในระยะคงที่หรืออยูในระยะ stationary phase  
 

ภายหลังการทําเอนไซมไลเปสใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการตกตะกอนโดยใชเอทานอล                   
เจลฟลเตรชั่น (Sephadex G-100) และโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ (DEAE Toyopearl 
650M) นําเอนไซมที่แยกไดมาตรวจสอบความบริสุทธ์ิดวยวิธีอิเล็คโทรฟอริซิสแบบ SDS-PAGE 
พบวา เอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 มีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 45,000 ดาลตัน ซ่ึงน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมบริสุทธิ์มีขนาดใกลเคียงเอนไซมไลเปสที่
ผลิตจากแบคทีเรีย Staphylococcus sp. ที่ไดมีการศึกษาไวแลว 
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เอนไซมไลเปสที่ยังไมบริสุทธ์ิและที่ผานการทําใหบริสุทธ์ิจากแบคทีเรียทนเกลือ 
Staphylococcus warneri PB233 จะมีคุณสมบัติตาง ๆ คลายกัน โดยสามารถทํางานไดดีที่พีเอช    
7.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีความเสถียรในชวงพีเอชระหวาง 6.0-9.0 ที่อุณหภูมิ                       
4 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง และ มีความเสถียรในชวงอุณหภูมิระหวาง 30-40 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที เอนไซมไลเปสที่ยังไมบริสุทธิ์และที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลวมีสมบัติเปนเอนไซม
ไลเปสที่ชอบเกลือ (halophilic lipase) โดยสามารถทํางานไดดีที่สุดในสภาพที่มีความเขมขนเกลือ
โซเดียมคลอไรด 2.5 โมลาร (15.0 เปอรเซ็นต) 
 

การทดลองหมักน้ํ าปลาโดยเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือที่ผลิตจากแบคที เ รีย               
ทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 ลงไปรวมกับการหมัก พบวาการเติมเอนไซมไลเปสที่
ชอบเกลือรวมกับการหมักน้ําปลาจะทําใหปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได (volatile fatty acid) ซ่ึงมี
บทบาทตอกล่ินของน้ําปลาไดแก acetic acid, propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, 
isovaleric acid และ valeric acid เพ่ิมสูงขึ้น ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยไดทั้ง 6 ชนิด ที่เกิดขึ้นใน
น้ําปลาที่เติมเอนไซมจะแตกตางจากน้ําปลาที่ไมมีการเติมเอนไซมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(P<0.05) สําหรับน้ําปลาที่เติมเอนไซม 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอรเซ็นต จะทําใหเกิดไขมันที่ระเหยได

ทั้ง 6 ชนิด ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ดังนั้นความเขมขนที่เหมาะสมของ
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือจากเชื้อแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus  warneri PB233 สําหรับเติม
ลงไปรวมกับการหมักน้ําปลาเพื่อเพิ่มปริมาณกรดไขมันที่ระเหยไดในน้ําปลาคือการใชเอนไซม   
1.0 เปอรเซ็นต  

 
การทดลองหมักน้ําปลาโดยเติมเอนไซมที่ชอบเกลือ 3 ชนิด ไดแก เอนไซมโปรติเอส     

(1.5 เปอรเซ็นต) ที่ผลิตจากแบคทีเรียชอบเกลือ Halobacterium salinarum PB407 เอนไซม                  
ไรโบนิวคลีเอส (0.5 เปอรเซ็นต) ที่ผลิตจากแบคทีเรียทนเกลือ Pseudomonas sp. No. 3241 และ
เอนไซมไลเปส (1.0 เปอรเซ็นต) ที่ผลิตจากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233     
ลงไปรวมกับการหมัก พบวา องคประกอบทางเคมีและกายภาพตาง ๆ ของน้ําปลาที่เติมเอนไซมที่
ชอบเกลือทั้ง 3 ชนิดและน้ําปลาที่หมักตามวิธีธรรมชาติจะแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

(P<0.05) โดยปริมาณฟอรมอลไนโตรเจน (formal nitrogen) ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total 
nitrogen) ปริ ม าณสารประกอบนิ วค ลี โอไทด กั ว โนซีน  5/-โมโนฟอส เฟต  (guanosine                       
5/-monophosphate, 5/-GMP) และปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได ไดแก acetic acid, propionic acid, 
isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid และ valeric acid ของน้ําปลาที่เติมเอนไซมที่               
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ชอบเกลือทั้ง 3 ชนิดจะมีปริมาณสูงกวาน้ําปลาที่หมักตามวิธีธรรมชาติ แสดงวาเอนไซม                 
ที่ชอบเกลือทั้ง 3 ชนิด (เอนไซมโปรติเอส เอนไซมไรโบนิวคลีเอส และเอนไซมไลเปส) นาที่จะมี
บทบาทในกระบวนการยอยสลายสารประกอบตาง ๆ ในระหวางกระบวนการหมักน้ําปลา 

 
จากผลการทดลองชี้ใหเห็นวา สามารถใชเอนไซมที่ชอบเกลือ 3 ชนิด ไดแก เอนไซม              

โปรติเอสที่ผลิตจากแบคทีเรียชอบเกลือ Halobacterium salinarum PB407 เอนไซมไรโบนิวคลีเอส 
ที่ผลิตจากแบคทีเรียทนเกลือ Pseudomonas sp. No. 3241 และเอนไซมไลเปสที่ผลิตจากแบคทีเรีย
ทนเกลือ Staphylococcus warneri PB233 รวมกับการหมักน้ําปลาได โดยเอนไซมโปรติเอสจะชวย
เรงปฏิกิริยาการยอยสลายโปรตีนในเนื้อปลาซึ่งจะชวยลดระยะเวลาในการหมักน้ําปลาลงได 
เอนไซมไรโบนิวคลีเอสจะชวยเรงปฏิกิริยาการยอยสลาย RNA ในตัวปลาไปเปนสารประกอบ             
นิวคลีโอไทด 5/-GMP ซ่ึงจะทําใหน้ําปลามีกล่ินและรสชาติดีขึ้น สวนเอนไซมไลเปสจะชวยเรง
ปฏิกิริยาการยอยสลายไขมันในตัวปลาไปเปนกรดไขมันที่ระเหยไดชนิดตาง ๆ ซ่ึงมีบทบาทตอกล่ิน
ของน้ําปลา  
 

ขอเสนอแนะ 

1. เอนไซมไลเปสเปนเอนไซมที่สามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมตาง ๆ ไดมากมาย ดังนั้น
จึงควรมีการศึกษาสมบัติตาง ๆ ของเอนไซมเพิ่มเติมเพื่อใหเหมาะตอการนําไปใชประโยชน เชน 
ความจําเพาะตอสับสเตรท  ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาตาง ๆ เชน interesterification หรือ 
tranesterification เปนตน 
 
 2. ควรมีการศึกษาการยอมรับทางประสาทสัมผัสของน้ําปลาที่เติมเอนไซมที่ชอบเกลือ
ชนิดตาง ๆ เพื่อนําขอมูลไปใชสําหรับการปรับปรุงคุณภาพของน้ําปลาตอไป 
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1.  Sehgal and Gibbons Complex (SGC) medium 
 

Casamino acids    7.5  กรัม 
Yeast extract           10.0  กรัม 
KCl     2.0  กรัม 
Sodium citrate    3.0  กรัม 
MgSO4.7H2O             20.0  กรัม 
FeCl2.nH2O            0.01  กรัม 
Agar             18.0  กรัม 
น้ํากลั่น         1,000  มิลลิลิตร 

 
ปรับพีเอชเทากับ 7.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน             

0.5 โมลารหรือสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 0.5 โมลาร ฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ    
121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
2.  Christensen’s urea medium 
 

Basal medium ประกอบดวย                                                              
 Bacto Peptone    1.0  กรัม 
 Bacto Dextrose (glucose)   1.0  กรัม 
 KH2PO4     2.0  กรัม 
 Agar     20.0    กรัม 
 Bacto-phenol red 0.04%   20.0  มิลลิลิตร 
 

อุนสวนผสมทั้งหมดใหละลายเปนเนื้อเดียวกัน ปรับพีเอชใหอยูในชวง 6.8-7.0 นึ่งฆาเชื้อ
ดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส 15 นาที หลังจากนั้นอุนไวใน water bath ที่อุณหภูมิ 30 ถึง 52
องศาเซลเซียส แลวเติมสารละลายยูเรียเขมขน 20% ที่ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองดวย 
Millipore filter paper ลงไป 100 มิลลิลิตรเขยาใหเขากัน จากนั้นใชไปเปตที่ปราศจากเชื้อดูดใส
หลอดทดสอบที่ปราศจากเชื้อ 3-5 มิลลิลิตรจากนั้นเอียงหลอดเพื่อทําอาหารเอียง 
 



 120 

3.  Nitrate broth medium 
 

Bacto-tryptone    10.0  กรัม 
 Yeast extract    5.0  กรัม 

Potassium nitrate   1.0  กรัม 
pH 7.0 

 
4.  Oxidative-fermentative medium (O-F medium) 
 
 Yeast  extract    10.  กรัม 
 Bacto-tryptone    2.5  กรัม 
 K2HPO4     0.3  กรัม 
 Agar     3.0  กรัม 
 Bromcresol  purple   0.04  กรัม 
 
 ละลายสวนประกอบทั้งหมดในน้ํากลั่น 1 ลิตร ปรับพีเอช 7.0 เติม bromthymol  blue เพื่อ
เปนดัชน ีเติมกลูโคส 10.0 กรัม ละลายใหเขากัน บรรจใุสหลอดทดสอบ 5 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ
ที่ความดันไอน้ํา 10 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 10 นาที จากนั้นรีบนําออกมาแชน้ําเย็นทันท ี
 
5.  Gelatin medium 
 
 Bacto-tryptone    10.0  กรัม 
 Yeast extract    5.0  กรัม 

Gelatin     120.0  กรัม 
 pH 7.0 
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6.  Thioglycollate agar (Reagenzien merck) 
 
 Peptone from casein   15.0  กรัม 
 L(+)-Cystine    0.5  กรัม 
 D(+)-Glucose    5.5  กรัม 
 Yeast extract    5.0  กรัม 
 NaCl     2.5  กรัม 
 Sodium thioglycollate   0.5  กรัม 
 Agar     15.0  กรัม 
 
7.  Phenol red broth base (Difco) 
 
 Bacto-beef extract   1.0  กรัม 
 Proteose peptone No.3,Difco  10.0  กรัม 
 Sodium chloride    5.0  กรัม 
 Bacto-phenol red   0.018  กรัม 
 
 อุนสวนผสมทั้งหมดจนละลายเปนเนื้อเดยีวกัน ปรับพีเอช 7.4 เติม phenol red เพื่อเปนดัชน ี
เติมคารโบไฮเดรทที่ตองการทดสอบลงไป 10 กรัม ละลายใหเทากัน บรรจุอาหารลงในหลอด
ทดสอบหลอดละ 5 มิลลิลิตร แลวนึ่งฆาเชื้อที่ความดันไอน้ํา 10 ปอนดตอตารางนิว้ นาน 10 นาที 
เมื่อครบเวลารีบนําออกมาแชเย็นทันทเีพื่อปองกันน้ําตาลแตกตัว สําหรับหลอดทดสอบควรอบดวย
ความรอน 180 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ชั่วโมง กอนนํามาใช 
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 123 

1.  สีท่ีใชยอมแกรมและวิธียอมแกรม 
 
 1.1 สียอมแกรม 
 
  1.1.1 Ammonium oxalate crystal violet 
    
 Crystal violet  2.0  กรัม 
 Ethanol 95%  20.0  กรัม 
    
 ละลายสวนผสมทั้งสองใหเขากัน แลวเตมิ ammonium oxalate aqueous 
solution เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต ลงไป 80 มิลลิลิตร 
 
  1.1.2 Gram’s iodine 
 
 Crystal’s iodine  1.0  กรัม 
 Potassium iodine  2.0  กรัม 
 น้ํากลั่น   300  มิลลิลิตร 
 
 ละลายสวนผสมใหเขากัน แลวเก็บไวในขวดสีน้ําตาล เพื่อปองกันแสง      
ถาเก็บไวนานจนสารละลายเปนสีเหลืองไมควรนําไปทดสอบ 
 
  1.1.3 Ethanol 95%  
  
  1.1.4 Safranin water solution 
 
 สารละลาย  safranin 10  มิลลิลิตร 
 (2.5% ของ safranin ละลายใน ethanol 95%)  
 น้ํากลั่น   100  มิลลิลิตร 
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 ผสมสารละลาย safranin กับน้ํากลั่นใหเขากัน จากนัน้กรองดวยกระดาษ
กรองกอนนํามาใช 
 
 1.2 วิธียอมสีแกรม 
 
 ทําการ smear เชื้อแบคทีเรียที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมง ลงบนสไลดที่สะอาด ทิ้งไวใหแหงที่
อุณหภูมิหอง จากนั้นนําสไลดมาลนไฟใหเปลวไฟผานใตสไลดตรงรอย smear อยางรวดเร็ว 2-3 
คร้ัง หยดสี crystal violet ใหทวมบริเวณ smear เปนเวลา 1 นาที เทสีลางดวยน้ําเล็กนอย             
หยด gram’s iodine ใหทวม smear ทิ้งไวนาน 1 นาท ี เทไอโอดีนทิ้ง ลางดวยน้ําแลวจึงหยดดวย 
95% ethanol ประมาณ 15-20 วินาที แลวลางดวยน้าํทันที ซับดวยกระดาษซับ แลวจึงหยดสี  
safranin water solution ลงบริเวณ smear นาน 1 นาที เทสีทิ้ง ซับดวยกระดาษซับใหแหง แลวจึง
นําไปตรวจดูลักษณะรูปราง การติดสี แกรม และการเรียงตัวของเชื้อดวยกลองจุลทรรศน   
 
2.  Tetramethyl-p-phenyl diamine dihydrochloride solution 
 

Tetramethyl-p-phenyl diamine  
dihydrochloride    1.0  กรัม 

 น้ํากลั่น     100  มิลลิลิตร 
 
 ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไวในทีม่ืด 15 นาที กอนใช เก็บรักษาไวในขวดหุม foil ปราศจากแสง 
เก็บไวในตูเยน็ หรือเตรียมใหม ๆ กอนใชทุกครั้ง 
 
3.  3% Hydrogen peroxide solution  
 
 Hydrogen peroxide   3.0  กรัม 
 น้ํากลั่น                100  มิลลิลิตร 
   
 ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากัน บรรจุในขวดแกวสีน้าํตาล แลวเก็บไวในตูเยน็ 
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4.  Nitrate test solution 
 
 Solution A: 
 
 Sulfanilic acid    0.8  กรัม 
 5N Acetic acid     100  มิลลิลิตร 
 
 Solution B: 
 
 Alpha naphthylamine        0.5  กรัม 
 5N Acetic acid         100  มิลลิลิตร 
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การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร 
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1.  สารละลาย Citrate buffer  
 

เตรียมไดโดยผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ตามคาพีเอชที่ตองการ 
 

สารละลาย A: 0.2 M citric acid (ละลาย C6 H8 O7.H2O 42.02 กรัม ในน้ํากล่ันแลวปรับ
ปริมาตรเปน 1.0 ลิตร) 

 
สารละลาย B: 0.2 M sodium citratrate (ละลาย trisodium citrate, Na3C6H5O7 .2H2O           

58.82 กรัม ในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรเปน 1.0 ลิตร) 
 

2.  สารละลาย Phosphate buffer  
 
เตรียมไดโดยผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ตามคาพีเอชที่ตองการ 

 
สารละลาย A: 0.2 M monobasic sodium phosphate (ละลาย NaH2PO4.2H2O 31.2 กรัมใน

น้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรเปน 1.0 ลิตร) 
 

สารละลาย B: 0.2 M dibasic sodium phosphate (ละลาย Na2HPO4.7H2O 53.63 กรัมหรือ 
Na2HPO4.12H2O 71.7 กรัมในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรเปน 1.0 ลิตร) 
 
3.  สารละลาย Tris-HCl buffer  
 

เตรียมไดโดยผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ตามคาพีเอชที่ตองการ 
 

สารละลาย A: 0.2 M hydrochloric acid (ผสม HCl ปริมาตร 17.25 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่นแลว
ปรับปริมาตรเปน 1.0 ลิตร) 

 
สารละลาย B: 0.2 M Tris-(hydroxymethyl)aminomethane (ละลาย C4H11NO3 24.2 กรัม  

ในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรเปน 1.0 ลิตร) 
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4.  สารละลาย Glycine-NaOH buffer  
 

เตรียมไดโดยผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ตามคาพีเอชที่ตองการ 
 

สารละลาย A: 0.2 M glycine (ละลาย NH2CH2COOH 15 กรัม ในน้ํากล่ันแลวปรับปริมาตร
เปน 1.0 ลิตร) 

 
สารละลาย B: 0.2 M sodium hydroxide (ละลาย NaOH 8 กรัม ในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตร

เปน 1.0 ลิตร) 
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1.  การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
 

การทดสอบการทํางานของเอนไซมไลเปสจะทําโดยการวัดปริมาณกรดไขมันที่เพิ่มขึ้น 
ตามวิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ Yamada et al. (1962) และ Horani (1996) 
 
 1.1  สารเคมี 
 
  1.1.1  การเตรียมสับสเตรท สับสเตรทประกอบไปดวย 
 
  2% polyvinyl alcohol (PVA)  45 มิลลิลิตร 
  น้ํากลั่น    45 มิลลิลิตร 
   น้ํามันมะกอก    10 มิลลิลิตร 
 
  เตรียม 2% PVA ไดโดยช่ัง PVA 20 กรัม ในน้ําอุน 75–85 องศาเซลเซียส           
1 ลิตร ผสมกันดวยแทงกวนแมเหล็กทีค่วามเร็วรอบสูง พรอม ๆ กับมีการอุนสารละลายใหรอน
ตลอดเวลาจนกวา PVA จะละลายหมด 
  
 สําหรับสับสเตรทนั้น เตรียมโดยการแชสารละลายทั้งหมดที่ 0 องศาเซลเซียส 
แลวจึงนํามาผสมกัน จากนัน้นํามาผสมกนัดวยเครื่องผสม (blender) เปนเวลา 10 นาที สับสเตรทที่
เตรียมไดจะเกบ็ไวที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส ไดเปนเวลาประมาณ 1 สัปดาห หลังจากนั้นตอง
เตรียมใหม  
 
 1.1.2  สารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 0.05 นอรมัล 
 
  เตรียม stock solution ของ NaOH ความเขมขน 5.0 นอรมัล กอน ทําโดยชั่ง 
NaOH มา 120 กรัม จากนัน้ เติมน้ํากลั่นจนมีปริมาณครบ 1 ลิตร เก็บในขวดพลาสติกที่ทนดาง    
เมื่อจะนํามาใชจะทําการเจือจาง stock solution โดยนํา stock solution 1 มิลลิลิตร มาเจือจางดวย   
น้ํากลั่นใหมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร และนํา NaOH ความเขมขน 0.05 นอรมัล
ที่ไดมาหาความเขมขนมาตรฐานกอน 
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การหาความเขมขนมาตรฐานของ NaOH ทําไดโดยช่ัง acid potassium phthalate  
(potassium hydrogen phthalate, COOHC6H4COOK, analytical reagent) อบ 2 ชั่วโมง                    
ที่ 120 องศาเซลเซียสแลวทําใหเย็นในโถอบแหง ชั่งอยางละเอียดประมาณ 0.05 กรัม ลงในขวดรปู
ชมพูขนาด 250 มิลลิลิตรเติมน้ําปลอดคารบอนไดออกไซด (เตรียมโดยตมน้ํากลั่นใหเดือด 20 นาที) 
ปริมาณ 90–100 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 3 หยด แลวไตเตรทดวยสารละลาย NaOH 
ความเขมขน 0.05 นอรมัล ความเขมขนมาตรฐานของ NaOH คํานวณไดจากสูตร 

 

  ความเขมขนมาตรฐาน (N)  = กรัมของ COOHC6H4COOK  ×  1,000 

           มิลลิลิตรของ NaOH  ×  204.22 
 
 1.2 วิธีการทดสอบ 
 

นําสารละลายสับสเตรทปริมาตร 5 มิลลิลิตร บัฟเฟอรพีเอชที่เหมาะสม ปริมาตร         
3 มิลลิลิตร และสารละลายเอนไซมไลเปส ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมกันในฟลาสกรูปชมพูขนาด 
250 มิลลิลิตร บมในเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 นาที จากนั้นเริ่มเขยาดวย
ความเร็ว 150 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาใหยับยั้งปฏิกิริยาโดยใชสารละลายผสม
ระหวางอะซิโตนและแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ในอัตราสวน 1 ตอ 1 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติมฟนอลฟทาลีนปริมาณ 4-5 หยด แลวจึงนําไปไตเตรทกับสารละลายมาตรฐาน NaOH 
ความเขมขน 0.05 นอรมัล จนสารละลายเปนสีชมพูออนจึงหยุดการไตเตรท ทิ้งสารละลายไวหาก
ภายใน 30 วินาที สีชมพูไมเปลี่ยนถือวาเปนจุดยุติ การทําแบลงค (blank) ทําเหมือนกับการทดสอบ
เอนไซม แตตางกันที่เติมสารยบัยั้งปฏิกิริยากอนการเติมเอนไซม  
  

กําหนดให 1 หนวยของกิจกรรมเอนไซม เทากับ ปริมาณของเอนไซมที่สามารถเรง
ปฏิกิริยาการยอยสลายน้ํามันมะกอกใหไดกรดไขมันที่อยูในรูปกรดโอเลอิก 1 ไมโครโมล ในเวลา  
1 ช่ัวโมง 
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 1.3  การคํานวณปฏิกิริยาของเอนไซมเปนหนวยของเอนไซม 
 

1 หนวยของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยายอยสลาย
น้ํามันมะกอกใหไดกรดไขมันที่อยูในกรดโอเลอิก 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 ช่ัวโมง 

 
   หนวยเอนไซมไลเปสตอมิลลิลิตร  =  (M-Mo) / slope 
 

โดยที่  M  =  mole ของ NaOH ที่ถูกใชในการทําปฏิกิริยา ซ่ึงคํานวณไดจากปริมาณ   
                        NaOH x molar NaOH 

    Mo = mole ของ NaOH ที่ใชในการทําปฏิกิริยากับ blank ซ่ึงคํานวณไดจาก  
                                            ปริมาณ NaOH x molar NaOH 
     Slope  =  ความชันของกราฟมาตรฐานกรดโอเลอิก 
 

1.4  การเตรียมกราฟมาตรฐานของกรดโอเลอิก (oleic acid) 
 

 ช่ังกรดโอเลอิกที่มีความบริสุทธิ์สูง (extra pure) มา 1 ไมโครโมล (0.28247 กรัม) 
ละลายดวยสารละลายผสมระหวาง 95% ethanol กับ diethyl ether อัตราสวน 1 ตอ 1 ที่ปรับสภาพ
ใหเปนกลางแลว ปรับปริมาตรสุดทายเทากับ  50  มิลลิลิตรดวยขวดปรับปริมาตร ดังนั้นสารละลาย
ที่ไดจะมีความเขมขน 20 ไมโครโมล/มิลลิลิตร นําสารละลายที่ไดมาปริมาณ 1, 2, 3 และ 4  
มิลลิลิตร (20, 40, 60, 80 และ 100 ไมโครโมล) ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตรจากนั้น
เติมสารละลายชนิดเดิม 50 มิลลิลิตร เติมฟนอลฟทาลีน 1 หยด ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐาน
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.05 นอรมัล จนสารละลายเปนสีชมพูออนจึงหยุดการไตเตรท           
ทิ้งสารละลายไวหากภายใน 30 วินาที สีชมพูไมเปล่ียนถือวาเปนจุดยุติ       
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ภาพผนวกที่ ง1  กราฟมาตรฐานกรดโอเลอิก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.  การวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง  
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ดัดแปลงมาจากวิธีการของ AOAC (1965) โดยมีวิธีการดังนี้ 

 
2.1  นําหลอดทดสอบอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง ตั้งทิ้งไวใหเย็นใน

โถดูดความชื้น แลวนํามาชั่งหาน้ําหนักที่แนนอน 
 

2.2  นําตัวอยางปริมาตร 5.0 มิลลิลิตรใสหลอดทดสอบ เหวี่ยงแยกสวนใสออก 
 
2.3 นําไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง แลวทิ้งไวใหเย็นใน

โถดูดความชื้น 
 

2.4  นําไปชั่งน้ําหนัก แลวหักคาน้ําหนักของหลอดทดสอบที่อบแหงออก ผลที่ไดจะเปน 
น้ําหนักแหงของน้ําหนักเซลลแหง 
 
3.  การวิเคราะหปริมาณโปรตีน  
 

ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Lowry et al. (1951) 
 

3.1  สารเคมีที่ใชในการวิเคราะห 
 

                  3.1.1  สารละลาย ก : ละลายคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) 0.5 กรัม และโซเดียม    
ซิเตรท (C6H5O7Na3) 1.0 กรัม ในน้ํากลั่น ผสมใหเขากันปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
 
                  3.1.2  สารละลาย  ข : ละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 20 กรัม และโซเดียม     
ไฮดรอกไซด (NaOH) 4.0 กรัม ในน้ํากลั่น ผสมใหเขากันปรับปริมาตรเปน 1.0 ลิตร 

 
                  3.1.3 สารละลาย ค : ผสมสารละลาย ข ปริมาตร 50 มิลลิลิตร กับ สารละลาย ก 
ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร เตรียมแลวใชทันที 
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                  3.1.4 สารละลาย ง : ผสมสารละลาย Folin-Ciocalteau ปริมาตร 10 มิลลิลิตร กับ       
น้ํากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร เตรียมแลวใชทันที 
                 
                  3.1.5 สารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

 
3.2  การเตรียม standard protein curve  

 
                  3.2.1 นําสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin แตละความเขมขน ปริมาตร 0.5  
มิลลิลิตร ทําปฏิกริยากับสารละลาย ค ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันทิ้งไวประมาณ 5-10  
นาที 

 
                  3.2.2 เติมสารละลาย ง ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันทิ้งไวประมาณ 20-30  
นาที 

 
                  3.2.3  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร ชุดควบคุมใชน้ํากลั่นแทน 

 
                  3.2.4  เขียนกราฟ standard protein curve ระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร 
กับคาความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin 

 
3.3  การหาปริมาณโปรตีนในตัวอยาง 

 
                  3.3.1 เตรียมสารละลายตัวอยางใหมีความเขมขนโปรตีนไมเกิน 0.5 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร 

 
                  3.3.2  ดําเนินการทดลองเชนเดียวกับการเตรียม standard protein curve 

 
                  3.3.3 นําคาการดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร ไปเทียบหาปริมาณโปรตีนจากกราฟ 
standard protein curve  
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 3.4  การคํานวณ 
 
                 ความเขมขนโปรตีน (มิลลิกรัม/ลิตร)  

                            = (คาการดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร) × (อัตราการเจือจาง) 
                                                             (ความชันของกราฟมาตรฐาน) 
 
ตารางผนวกที่ ง1  การเตรียมสารละลายมาตรฐานโปรตีนที่ความเขมขนตาง ๆ 
 
ความเขมขนโปรตีน                                  น้ํากลั่น                               สารละลายมาตรฐานโปรตีน 
(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)            (ไมโครลิตร)                                     (ไมโครลิตร) 

0                                    500                                       0 
25                                   437.5                                 62.5     
50                                    375                                     125 
75                                    312.5                                  187.5 
100                                    250                                    250 
150                                    125                                     375 
200                                    0                                      500  

ภาพผนวกที่ ง2  กราฟมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) 
4.  การวิเคราะหปริมาณกรดไขมันท่ีระเหยได (volatile fatty acid) 
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 ปริมาณกรดไขมันที่ระเหยได (volatile fatty acid) ไดแก acetic acid, propionic acid,    
isobutyric acid, butyric acid, isovaleric acid และ valeric acid วิเคราะหดวยเครื่องแกส                
โครมาโทกราฟ (Gas Chromatography, GC) ซ่ึงดัดแปลงมาจากวิธีการของ Sanceda et al. (2003) 
 
 4.1  อุปกรณ 
 

4.1.1  Gas Chromatography HP 6890 series II 
 
4.1.2  column HP-5  
 
4.1.3  Flame Ionization  Detector : FID 
 
4.1.4  recorder  

  
4.2  สารเคมี 

 
สารละลายมาตรฐาน acetic acid, propionic acid, isobutyric acid, butyric acid, 

isovaleric acid และ valeric acid เจือจางใหมีความเขมขน 0-4,000 พีพีเอ็ม ดวยน้ํากําจัดอิออน 
 
 4.3  วิธีการ 
 

4.3.1  สภาวะในการวิเคราะหของเครื่องแกสโครมาโตกราฟ 
 

4.3.1.1  carrier gas:  N2 (3 มิลลิลิตร / นาที) H2 (30 มิลลิลิตร / นาที) (air 300 
มิลลิลิตร / นาที) 

 
4.3.1.2  column temperature 60 องศาเซลเซียส 2 นาที จากนัน้เพิ่มอณุหภูมิเปน  

250 องศาเซลเซียส 20 องศาเซลเซียส / นาที 
4.3.1.3  injection temperature 250 องศาเซลเซียส 
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4.3.1.4  detector temperature 250 องศาเซลเซียส 

 
4.3.2  ทําการกรองตัวอยางน้ําปลาและฉีดตัวอยางเขาเครื่องแกสโครมาโทกราฟ

ปริมาณ 2 ไมโครลิตร จะไดโครมาโทแกรมของกรดไขมันที่ระเหยไดชนิดตาง ๆ  
 
4.3.3  นําคาพื้นที่ใตโครมาโทแกรมของกรดไขมันที่ระเหยไดแตละชนิดไปเทียบกับ

โครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานของกรดไขมันที่ระเหยได แลวคํานวณออกมาเปนปริมาณ
กรดไขมันที่ระเหยไดที่อยูในตัวอยางน้ําปลา 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ง3  โครมาโทแกรมของกรดไขมันที่ระเหยไดชนิดตาง ๆ ในน้ําปลาที่เติมเอนไซม          
  ไลเปสที่ชอบเกลือรวมกับการหมัก  

หมายเหตุ  1 = acetic acid, 2 = propionic acid, 3 = isobutyric acid, 4 = butyric acid,                          
                 5 = isovaleric acid, 6 = valeric acid 
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5.  การวิเคราะหปริมาณสารประกอบนิวคลีโอไทดดวยวิธี HPLC 
 
 5.1  อุปกรณ 
 
                  5.1.1 เครื่องควบคุมระบบ (system controller) Shimadzu LC-3A 
 

                  5.1.2 คอลัมน Lichrospher 100 NH2 (E. Merck) ขนาด  25×0.4  เซนติเมตร 
 
                  5.1.3  Shimadzu LC-3A High Performance Liquid Chromatography 
 
                 5.1.4  LDC 4100 spectrophotometer monitor  
 
                  5.1.5  Shimadzu GR 1A integrator 
  

5.2  สารเคมี 
 
       5.2.1 สารละลายมาตรฐานกัวโนซีน 5/-โมโนฟอสเฟท (guanosine 5/-monophosphate, 

5/-GMP) (G8377, Sigma) เตรียมใหมีความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร ใน
น้ํากลั่น กรองดวยกระดาษกรอง (membrane filter) ขนาดรู 0.45 ไมครอน 

 
       5.2.2 วัฏภาคเคลื่อนที่ เตรียมโดยสารละลายฟอสเฟทบัฟเฟอร (Na2HPO4-NaH2PO4) 

ความเขมขน 0.2 โมลาร พีเอช 5.0 และเมธานอล (methanol) อัตราสวน 90 ตอ 10 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตร/ปริมาตร) กรองดวยกระดาษกรองขนาดรู 0.45 ไมครอน ทําการไลอากาศออกดวยเครื่อง
อุลตราโซนิกเปนเวลา 15 นาที 
 
 5.3  วิธีการ 
 
                  5.3.1 ตั้งคาตัวแปรตาง ๆ ของเครื่องควบคุมระบบ(system controller) Shimadzu LC 
3A 
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                           5.3.1.1  อัตราการไหล (flow rate) 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 
 
                           5.3.1.2  อุณหภูมิ oven 30 องศาเซลเซียส 
 
                  5.3.2  ตั้งคาความยาวคลื่นของ LDC 4100 spectrophotometer monitor  ใหเทากับ 254  
นาโนเมตร 
  
                 5.3.3  ฉีดสารละลายมาตรฐานปริมาตร 10 ไมโครลิตร ตัวอยางจะเคลื่อนที่ผานคอลัมน
ดวยแรงดันสูงจากปม เมื่อสารตัวอยางเคลื่อนที่ออกจากคอลัมนจะเกิดการดูดกลืนคล่ืนแสงของสาร
ที่เคลื่อนที่ออกจากคอลัมนและสงสัญญานไปที่เครื่องรวบรวมสัญญาน (integretor) แสดงผล
ออกมาเปนโครมาโทแกรม ซ่ึงแสดงเวลาที่ตัวอยางสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP  ถูกหนวง
อยูในคอลัมน (retention time) และพื้นที่ใตกราฟโครมาโทแกรมของสารประกอบนิวคลีโอไทด   
5/-GMP โดยเวลาที่ถูกหนวงในคอลัมนของสารชนิดเดียวกันจะเทากัน ดังนั้นจึงใชเวลาที่ถูกหนวง
ในคอลัมนเปนตัวบงบอกสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP ในตัวอยางเปรียบเทียบกับเวลาของ
สารประกอบนิวคลีโอไทดมาตรฐาน นําพื้นที่ใตโครมาโทแกรมของสารละลายมาตรฐานที่ทําการ
ฉีดที่ความเขมขนตาง ๆ มาเขียนกราฟมาตรฐานเพื่อใชหาความเขมขนของสารประกอบ                  
นิวคลีโอไทด 5/-GMP ในตัวอยาง 
 
                 5.3.4 ฉีดสารตัวอยางที่ไดเจือจางใหเหมาะสมที่ใหพื้นที่ใตกราฟอยูในชวงของกราฟ
มาตรฐาน เปรียบเทียบระยะเวลาที่ถูกหนวง (retention time) เพื่อหาชนิดสารประกอบนิวคลีโอไทด
กับเวลาที่ถูกหนวงของสารประกอบนิวคลีโอไทดมาตรฐาน และนําพื้นที่ใตโครมาโทแกรมที่ไดมา
ทําการคํานวณความเขมขนของสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP ในตัวอยาง 

 
5.4  การคํานวณ 
 

ความเขมขน 5/-GMP (มก./มล.) = (พื้นที่ใตโครมาโทแกรม) × (การเจือจาง) 
                                                                    (ความชันของกราฟมาตรฐาน) 

 
 
 
 

 



 141 

                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         (A)                  (B) 
 
 
ภาพผนวกที ่ง4  โครมาโทแกรมของสารประกอบนวิคลีโอไทด 5/-GMP มาตรฐาน (A) และ    
                          น้ําปลาที่เติมเอนไซมโปรติเอส ไรโบนิวคลีเอส และไลเปสที่ชอบเกลือรวมกับ   
                          การหมัก (B) โดย Retention time 4.71 (A) และ 4.70 (B) คือ 5/-GMP 

 
ภาพผนวกที่ ง5  กราฟมาตรฐานสารประกอบนิวคลีโอไทด 5/-GMP 
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6.  การวิเคราะหปริมาณฟอรมอลไนโตรเจน (formal nitrogen) 
 

วิธีการวิเคราะหปริมาณฟอรมอลไนโตรเจน จะวิเคราะหตามวิธีการของ Beddows et al. 
(1976)  

 
 นําตัวอยางน้ําปลา  1  มิลลิลิตร มาเติมน้ํากลั่น  40  มิลลิลิตร และไตเตรทจนมีพีเอช 7   
ดวย 0.1 M NaOH ตอมาเติมสารละลาย formalin 38 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ลงไป         
แลวไตเตรทตอจนพีเอชเปน 8.5 ดวย 0.1 M NaOH 
 
 Mg. formal nitrogen = ml NaOH (pH 7-8.5) x Molarity NaOH x 14 

  

7.  การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen)  
 

การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen) จะใชวิธีเจดาลว(Kjeldahl  
method) ตามวิธีของ James (1995) 

 
 7.1 สารเคมี 
 

7.1.1 กรดซัลฟูริกเขมขน (H2SO4) 
 
7.1.2 สารเรงปฏิกิริยา ประกอบดวย โพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4) และคอปเปอร

ซัลเฟต (Cu2SO4,5H2O) ในอัตราสวน 1:9 
 
7.1.3 สารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด (NaOH) ความเขมขน 40 เปอรเซ็นต 
 
7.1.4 สารละลายบอริก (H3BO3) ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต 
 
7.1.5 สารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 0.1 นอรมัล 
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7.1.6 อินดิเคเตอร: เตรียมเมธิลเรด (methyl red) และโบรโมครีซอลกรีน(bromocresol  
green) ความเขมขน 0.2 เปอรเซ็นต โดยน้ําหนักตอปริมาตรในเอทานอล แลวจึงนํามาผสมกันใน
อัตราสวน (1:5) 

 
7.1.7 โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 
 

7.2 การวิเคราะห 
 

7.2.1 ช่ังตัวอยางประมาณ 1 กรัม (หรือ 5-6 กรัม ในกรณีของอาหารที่มีความชื้นสูง 
เชน นม) ใสลงในหลอดยอย จดน้ําหนักที่แนนอน 

 
7.2.2  เติมสารเรงปฏิกิริยา 5 กรัม  
 
7.2.3 เติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาณ 15 มิลลิลิตร  
 
7.3.4 นําไปใหความรอนบนเตายอย อุณหภูมิ 420 องศาเซลเซียล จนไดสารละลายใส

(ประมาณ 1 ชั่วโมง) ในตูดูดควัน 
 
7.3.5 ตั้งทิ้งไวใหเย็น เจือจางดวยน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร 
 
7.3.6 นําหลอดยอยเขาเครื่องกล่ัน ปลายสายของเครื่องสายหนึ่งจุมลงในถังน้ํากล่ันอีก

สายหนึ่งจุมลงในถังโซเดียมไฮดรอกไซด เพื่อใชในการทําปฏิกิริยา 
 
7.3.7 วางขวดชมพูขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีสารละลายกรดบอริก 25 มิลลิลิตรและ   

อินดิเคเตอร ไวตรงปลายสายสวนควบแนน (condenser) โดยใหปลายทอจุมลงในสารละลายเพื่อ
เก็บกาซแอมโมเนียม ใชเวลากลั่น 4 นาที 

 
7.3.8 นําขวดรูปชมพูไปไตเตรทกับสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.1 นอรมัล 

จนสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพู บันทึกปริมาณที่ใช 
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7.3 การหาความเขมขนที่แนนอนของกรดไฮโดรคลอริก 
 

7.3.1 ชั่งโซเดียมคารบอเนต 0.1300 กรัม (W1) ใสในขวดรูปชมพู จดน้ําหนักที่แนนอน 
เติมน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตร ละลายใหเขากัน 

 
7.3.2 หยดอินดิเคเตอรลงไป 5 หยด ไตเตรทดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความ

เขมขน 0.1 นอรมัล จนสารละลายเปลี่ยนสี บันทึกปริมาณที่ใช (A1) 
 
7.3.3 นําไปตมใหเดือดประมาณ 2-3 นาที ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง สารละลายจะ

กลับมาเปนสีเดิม 
 
7.3.4 ไตเตรทดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกอีกครั้ง จนสารละลายเปลี่ยนสี บันทึก

ปริมาตรที่ใช (A2) 
 

ความเขมขนของกรดไฮโดรคลอริก = 2000 × W1 
       (นอรมัล)                          (A1 +A2) x 106 

  

  7.4 การคํานวณ 

  

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด = 1.401 × N × V 
            (เปอรเซ็นต)                          W 

 
 N คือ ความเขมขนที่แนนอนของกรดไฮโดรคลอริก (นอรมัล) 
 V คือ ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริก (นอรมัล) 
 W คือ น้ําหนักของตัวอยาง (กรัม) 
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8.  ปริมาตรเกลือ 
 
ความเขมขนของเกลือจะวิเคราะหตามวิธีการของ AOAC (1975) 
 
8.1 สารเคมี 

 
8.1.1 ซิลเวอรไนเตรท (AgNO3) มาตรฐาน ความเขมขน 0.1 นอรมัล: อบ AgNO3 ที่

อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียล นาน 1-2 ชั่วโมง ปลอยใหเย็นในโถดูดความชื้น ช่ัง AgNO3  16.9870 
กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา 

 
8.1.2 กรดไนตริก (HNO3) ความเขมขน 6 นอรมัล 
 
8.1.3 โพแทสเซียมไทโอไซยาเนต (KSCN) ความเขมขน 0.1 นอรมัล: ชั่ง KSCN 9.8  

กรัม ละลายใน้ํากลั่น ปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร เก็บในขวดสีชา นําไปเทียบมาตรฐานกับ AgNO3 
ความเขมขน 0.1 นอรมัลเพื่อหาความเขมขนที่แนนอนของ KSCN 

 
8.1.4 สารละลายอินดิเคเตอร (ferric aium): ละลายแอมโมเนียมเฟอรริกซัลเฟต

(FeNH4(SO4)2) 40 กรัม ในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร แลวหยดไนตริกความเขมขน 2 นอรนัล ลงไป     
2-3 หยด 

  
8.2  วิธีการวิเคราะห 
 

8.2.1 เจือจางตัวอยางน้ําปลาดวยน้ํากลั่น 10 เทา ดูดมา 1 มิลลิลิตรใสลงในขวดรูปชมพู
ขนาด 250 มิลลิลิตร 

 
8.2.2 เติม AgNO3   ลงไป 10 มิลลิลิตร (ใหปริมาตรมากเกินพอในการทําปฏิกิริยากับ 

NaCl เกิดเปนตะกอนของ AgCl ไดหมด) เขยาใหเขากัน แลวเติม HNO3 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร    
เพื่อปองกัน AgNO3   ไปทําปฏิกิริยากับ anion ชนิดอื่นที่มีอยูในน้ําปลา 
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8.2.3 นําไปตั้งไฟออน ๆ จนเดือดประมาณ 15 นาที เพื่อใหตะกอนที่ไมใช AgCl 
ละลายไดหมด 

 
8.2.4 ใสสารละลายอินดิเคเตอรลงไป 2-3 มิลลิลิตร แลวไตเตรทกับ KSCN ซ่ึงจะทํา

ปฏิกิริยากับ AgNO3   สวนที่เหลือ เมื่อถึงจุดยุติจะมีสีแดงอิฐเกิดขึ้น บันทึกปริมาตร KSCN ที่ใช 
   

8.3 การคํานวน 
 

ปริมาณเกลือ (เปอรเซ็นต) = 0.0058443(Y-X) × 100 
                         W 

 
Y  คือ  ปริมาตรของ AgNO3 (มิลลิลิตร) 
X  คือ  ปริมาตรของ KSCN (มิลลิลิตร) 
W  คือ  ปริมาตรตัวอยาง (มิลลิลิตร)  
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9.  อิเล็คโทรฟอริซิสแบบ SDS-PAGE  
 

ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Laemmli (1970) 
 

9.1  สารเคมีที่ใชในการวิเคราะห 
 

9.1.1  สารละลาย 30% acrylamide, 0.8% BIS (N,N,-bis-methylene-acrylamide): 
ละลาย acrylamide 30 กรัม และ BIS 0.8 กรัม ในน้ํากําจัดอิออน (deionized water) ปรับปริมาตร
เปน 100 มิลลิลิตรแลวกรองสารละลายดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 4 เก็บสารละลายในขวด
สีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มีอายุการเก็บรักษานาน 30 วัน 

 
9.1.2  สารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 1.5 โมลาร พีเอช 8.8: ละลาย Tris-base  

27.23 กรัม ในน้ํากําจัดอิออนปริมาตร 80 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 8.8 ดวยสารละลายกรด   
ไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 6.0 โมลาร ปรับปริมาตรเปน 150 มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
9.1.3  สารละลาย Tris- HCl ความเขมขน 1.5 โมลาร พีเอช 6.8: ละลาย Tris-base     

6.0 กรัม ในน้ํากําจัดอิออนปริมาตร 60 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 6.8 ดวยสารละลายกรด       
ไฮโดรคลอริก (HCl) ความเขมขน 6.0 โมลาร ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
9.1.4  สารละลาย 10% SDS (sodium dodecylsulfate) : ละลาย SDS 10 กรัม ใน        

น้ํากําจัดอิออนปริมาตร 90 มิลลิลิตร กวนเบา ๆ จนสารละลายใส ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
เก็บที่อุณภูมิหอง 

 
9.1.5  สารละลาย running buffer: ละลาย Tris-base 3.0 กรัม ไกลซีน((NH2)2CH2 

COOH) 14.4 กรัม ในน้ํากําจัดอิออน แลวเติมสารละลาย 10% SDS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให
เขากันปรับปริมาตรเปน 1.0 ลิตร เก็บสารละลายที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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9.1.6  สารละลายสียอม Coomassie blue : ละลาย Coomassie Brilliant blue R-250 2.5  
กรัม ในเมธานอล (methanol) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร และกรดอะซิติก (CH3COOH) เขมขน 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันปรับปริมาตรดวยน้ํากําจัดอิออนเปน 1.0 ลิตร เก็บไวในขวด 
สีชาที่อุณหภูมิหอง 

 
9.1.7  สารละลาย destain : ผสมเมธานอล (methanol) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร และ

กรดอะซิติก (CH3COOH) เขมขนปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันปรับปริมาตรดวย             
น้ํากําจัดอิออนเปน 1.0 ลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
9.1.8  สารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ((NH4)2S2O8) ความเขมขน 0.1 กรัมตอ

มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชงาน) 
 

9.1.9  TEMED (N,N,N,,N,-tetra ethylene diamine)  
 

9.1.10  2-mecaptoethanol 
 

9.1.11  กลีเซอรอล (glycerol)  
 

9.1.12 สารละลายบรอมฟนอลบลู (bromphenol blue) ความเขมขน 0.005 เปอรเซ็นต 
 

9.1.13 ชุดโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนักโมเลกุล (SDS-6H ของบริษัท Sigma) 
 

9.2  วิธีการเตรียมตัวอยาง 
 

9.2.1  เตรียมสารละลายโปรตีนตัวอยางใหมีความเขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ปริมาตร 670 ไมโครลิตร 

 
9.2.2  เติมสารละลาย 10% SDS ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 2-mercaptoethanol ปริมาตร 

10 ไมโครลิตร สารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 0.5 โมลาร พีเอช 6.8 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร   
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กลีเซอรอลปริมาตร 200 ไมโครลิตร และสารละลายบลอมฟนอลบลูความเขมขน 0.005 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 5.0 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 

 
9.2.3  นําสารละลายโปรตีนตัวอยางไปตมน้ําใหเดือดนาน 1-2 นาที แลวทําใหเย็น 

 
9.2.4  สารละลายโปรตีนมาตรฐานที่ทราบน้ําหนักโมเลกุล มีวิธีการเตรียมเชนเดียวกัน 

 
9.3  วิธีการเตรียมเจล (slab gel) 

 
9.3.1  ทําความสะอาดแผนกระจกสําหรับเตรียมเจล 

 
9.3.2  ประกอบแผนกระจกเขากับอุปกรณชิ้นอื่น ๆ โดยใช spacers เปนตัวปรับความ

หนาของแผนเจล 0.75-1.0 มิลลิเมตร กําหนดให stacking gel มีความสูงประมาณ 2.0 เซนติเมตร 
เหนือ separating gel 

 
9.3.3 เตรียมสารละลายของ separating gel ดังนี้ ผสมสารละลาย 30% acrylamide, 

0.8% BlS ปริมาตร 8.0 มิลลิลิตร สารละลาย Tris- HCl ความเขมขน 1.5 โมลาร พีเอช 8.8  ปริมาตร  
5.0 มิลลิลิตร สารละลาย 10% SDS  ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และน้ํากําจัดอิออนปริมาตร 6.7  
มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

 
9.3.4 นําสารละลายทั้งหมดไปดูดอากาศออก (degas) นาน 5 นาที แลวเติม     

สารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ความเขมขน 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และ 
TEMED ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยไมใหมีฟองอากาศ 

 
9.3.5 เทสารละลายของเจลลงในชองวางระหวางแผนกระจกที่เตรียมไวใหเหลือ

ระยะหางจากขอบบนประมาณ 2.0 เซนติเมตร ระวังอยาใหมีฟองอากาศ นําแผนกระจกวางใน
แนวตั้ง 
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9.3.6  เติมน้ํากล่ันเพียงเล็กนอยที่มุมทั้งสองดานของกระจกเพื่อใหผิวหนาเจลเรียบ ทิ้ง
ไวใหเจลแข็งตัว เมื่อเห็นรอยตอระหวางเจลกับน้ําใหดูดน้ําทิ้งไปแลวใชกระดาษกรองชิ้นเล็ก ๆ ดูด
ซับน้ําออกไปอีกที 
  

9.3.7  เตรียมสารละลายของ stacking gel ดังนี้ ผสมสารละลาย 30% acrylamide, 0.8% 
BlS ปริมาตร 2.25 มิลลิลิตร สารละลาย Tris-HCl ความเขมขน 0.5 โมลาร พีเอช 6.8 ปริมาตร 3.75  
มิลลิลิตร สารละลาย 10% SDS ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร และน้ํากําจัดอิออน ปริมาตร 3.75 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน 

 
9.3.8  นําสารละลายทั้งหมดไปดูดอากาศออก (degas) นาน 5 นาที แลวเติม     

สารละลายแอมโมเนียมเปอรซัลเฟต ความเขมขน 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร  
และTEMED ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยไมใหมีฟองอากาศ 

 
9.3.9  เทสารละลายเจลลงบน separating gel ระวังอยาใหมีฟองอากาศ ทําชอง (well) 

สําหรับใสตัวอยางโดยใสหวี (template comb) ลงใน stacking gel แลวทิ้งไวจนเจลแข็งตัว             
นําเจลออก จะเกิดชองสําหรับใสตัวอยาง 

 
9.4  วิธีการทดลอง 

 
9.4.1  ตออุปกรณอิเล็คโทรฟอริซิสทั้งหมดเขาดวยกัน เติม running buffer ลงใน

ภาชนะทั้งดานในและดานนอกจนเกือบเต็ม 
 

9.4.2  ใสสารละลายโปรตีนตัวอยาง และ สารละลายโปรตีนมาตรฐาน ลงในแตละชอง
โดยใชปริมาตร 20-25 ไมโครลิตร 

 
9.4.3  ตอขั้วบวก (anode) และขั้วลบ (cathode) เขากับเครื่องจายกระแสไฟฟา (power 

supply) โดยใชกระแสไฟฟาคงที่ที่ 40 มิลลิแอมแปร ความตางศักยคงที่ที่ 100 โวลต 
 

9.4.4 หยุดกระแสไฟฟาเมื่อสีของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่เกือบถึงปลายของ 
separating gel  
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9.4.5 นําแผนเจลออกจากชุดอุปกรณ แลวไปยอมดวยสารละลายสียอม Coomassie 
blue นาน 30 นาที 

 
9.4.6  ลางสียอมออกโดยใชสารละลาย destain จนเห็นแถบโปรตีนชัดเจน วัดระยะทาง

ของแถบโปรตีนแตละชนิดและระยะทางที่สีของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ 
 

9.4.7  นําผลที่ไดคํานวณเปนคา mobility เพื่อใชในการหาคา molecular weight ของ
โปรตีนตัวอยางจากกราฟ standard molecular weight ตอไป 

 
9.5  วิธีการคํานวณ 

 
mobility  =  ระยะทางจากจุดเริ่มตนถึงจุดที่โปรตีนตัวอยางเคลื่อนที่ถึง 

                  ระยะทางจากจุดเริ่มตนถึงจุดที่บรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ถึง  
 

เขียนกราฟ standard molecular weight ระหวางคา mobility กับคา log molecular 
weight ของแถบโปรตีนมาตรฐาน 
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ภาคผนวก จ 
ผลการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ จ1  ผลการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสใน      
อาหารเหลว SGC ที่เติมน้ํามันมะกอก 1.0 เปอรเซ็นต และเกลือ NaCl           
ความเขมขน 2.0-3.0 โมลาร 

 
Bacterial isolates กิจกรรมเอนไซมไลเปส (หนวย/มิลลิลิตร) 

PB213 
PB221 
PB233 
PB262 
PB314 
PB372 
PB373 
PB374 
PB376 

63.10 
36.92 
80.25 
35.90 
40.71 
65.50 
42.64 
60.21 
36.51 
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ตารางผนวกที่ จ2  ผลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอการเจริญของแบคทีเรีย 
Staphylococus warneri PB233  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การเจริญของเซลล (OD 600 nm) เวลา (วัน) 

0 M NaCl 1 M NaCl 2 M NaCl 3 M NaCl 4 M NaCl 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

0.00 
1.79 
1.86 
2.04 
2.26 
2.71 
2.80 
2.86 
2.95 
2.89 
2.70 

0.00 
1.70 
1.75 
1.91 
1.98 
2.25 
2.30 
2.50 
2.55 
2.42 
2.36 

0.00 
1.71 
1.72 
1.69 
1.83 
2.21 
2.24 
2.32 
2.33 
2.25 
2.19 

0.00 
1.72 
1.73 
1.71 
1.75 
1.99 
2.16 
2.13 
2.23 
2.31 
2.18 

0.00 
1.41 
1.65 
1.71 
1.70 
1.74 
1.76 
1.67 
1.66 
1.69 
1.47 
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ตารางผนวกที่ จ3  ผลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอการผลิตเอนไซมไลเปส
ของแบคทีเรีย Staphylococus warneri PB233  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กิจกรรมของเอนไซมไลเปส (หนวย/มิลลิลิตร) เวลา(วัน) 

0 M NaCl 1 M NaCl 2 M NaCl 3 M NaCl 4 M NaCl 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

0.00 
23.10 
29.50 
36.67 
44.25 
45.12 
56.52 
56.10 
40.92 
38.46 
25.50 

0.00 
28.20 
28.90 
40.81 
43.29 
48.59 
69.40 
65.20 
65.09 
64.34 
50.11 

0.00 
29.95 
35.50 
38.20 
70.45 
71.12 
70.68 
68.23 
66.42 
66.55 
60.12 

0.00 
25.59 
50.50 
68.72 
85.91 
85.99 
84.07 
84.60 
69.50 
70.20 
62.40 

0.00 
25.01 
30.35 
35.36 
72.31 
70.01 
65.10 
64.80 
64.50 
59.24 
50.15 
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ตารางผนวกที่ จ4  การเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสของแบคทีเรียทนเกลือ  Staphylococus  
warneri PB233 ในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูม ิ

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เวลา(วัน) กิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
(หนวย/มิลลิลิตร) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
 (กรัมเซลล/ลิตร) 

พีเอช 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

0.00 
55.70 
68.95 
69.95 
85.34 
82.10 
80.25 
71.45 
62.15 
61.84 
60.32 

0.00 
4.50 
6.10 
6.00 
6.50 
7.10 
7.00 
6.60 
6.50 
6.70 
6.60 

6.77 
6.90 
7.50 
7.88 
8.28 
8.40 
8.50 
8.63 
8.67 
8.72 
8.79 
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ตารางผนวกที่ จ5  การเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococus warneri 
PB233 ในถังหมักขนาด 2.5 ลิตร  

 
 
 
 
 
 

เวลา(ชั่วโมง) กิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
(หนวย/มิลลิลิตร) 

น้ําหนกัเซลลแหง 
 (กรัมเซลล/ลิตร) 

พีเอช 

0 
4 
8 
12 
16 
20 
24 
28 
32 
36 
40 
44 
48 
52 
56 
60 
64 
68 
72 

0.00 
6.38 

14.90 
18.12 
44.54 
50.75 
51.87 
70.81 
71.89 
85.64 
85.76 
86.12 
90.12 
88.74 
75.09 
64.75 
62.08 
62.05 
55.12 

0.00 
3.48 
4.67 
6.18 
7.25 
7.30 
7.36 
7.53 
7.60 
7.62 
7.58 

77.76 
7.78 
7.65 
7.48 
7.35 
7.40 
7.38 
6.90 

6.83 
7.16 
7.94 
8.32 
8.55 
8.62 
8.66 
8.68 
8.67 
8.66 
8.57 
8.53 
8.54 
8.56 
8.58 
8.57 
8.55 
8.56 
8.52 
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ตารางผนวกที่ จ6 ผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลอื  
Staphylococus warneri PB233 

 
พีเอช กิจกรรมสัมพทัธ (เปอรเซ็นต) 
4.0 
5.0 
6.0 
7.0 
8.0 
9.0 
10.0 
11.0 
12.0 

10.35 
35.67 
79.59 

100.00 
97.12 
85.26 
80.12 
55.31 
53.66 

 
ตารางผนวกที่ จ7 ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ    

Staphylococus warneri PB233 
 

อุณหภูม ิ(องศาเซลเซียส) กิจกรรมสัมพทัธ (เปอรเซ็นต) 
30 
40 
 50 
60 
70 
80 

78.00 
100.00 
72.10 
46.31 
10.56 
8.31 
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ตารางผนวกที่ จ8  ความเสถียรของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ  Staphylococus warneri 
PB233 ที่พีเอชตาง ๆ 

 
พีเอช กิจกรรมสัมพทัธ (เปอรเซ็นต) 
4.0 
5.0 
6.0 
7.0 
8.0 
9.0 
10.0 
11.0 
12.0 

0.00 
0.00 

70.00 
100.00 
98.03 
85.27 
40.36 
16.35 
15.23 

 
ตารางผนวกที่ จ9  ความเสถียรของเอนไซมไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลือ  Staphylococus warneri 

PB233 ที่อุณหภูมิตาง ๆ 
 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) กิจกรรมสัมพทัธ (เปอรเซ็นต) 
30 
40 
50 
60 
70 
80 

100.00 
91.23 
41.00 
10.63 
0.00 
0.00 
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ตารางผนวกที่ จ10  ผลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอกิจกรรมของเอนไซม      
ไลเปสจากแบคทีเรียทนเกลอื  Staphylococus warneri PB233 

 
ความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (โมลาร) กิจกรรมสัมพทัธ (เปอรเซ็นต) 

0.0 
0.5 
1.0 
1.5 
2.0 
2.5 
3.0 
3.5 
4.0 

49.36 
53.55 
70.58 
70.51 
81.20 

100.00 
96.32 
81.30 
78.35 

 
ตารางผนวกที่ จ11  ผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ  

Staphylococus warneri PB233 
 

พีเอช กิจกรรมสัมพทัธ (เปอรเซ็นต) 
4.0 
5.0 
6.0 
7.0 
8.0 
9.0 
10.0 
11.0 
12.0 

20.50 
48.90 
86.85 

100.00 
90.10 
90.05 
85.55 
60.07 
35.50 
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ตารางผนวกที่ จ12  ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ 
Staphylococus warneri PB233 

 
อุณหภูม ิ(องศาเซลเซียส) กิจกรรมสัมพทัธ (เปอรเซ็นต) 

30 
40 
50 
60 
70 
80 

88.90 
100.00 
80.10 
51.20 
25..60 
15.90 

 
ตารางผนวกที่ จ13  ความเสถียรของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococus  

warneri PB233 ที่พีเอชตาง ๆ 
 

พีเอช กิจกรรมสัมพทัธ (เปอรเซ็นต) 
4.0 
5.0 
6.0 
7.0 
8.0 
9.0 
10.0 
11.0 
12.0 

10.20 
16.75 
89.21 

100.00 
98.50 
90.05 
45.65 
30.32 
20.60 
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ตารางผนวกที่ จ14  ความเสถียรของเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococus  
warneri PB233 ที่อุณหภูมิตาง ๆ 

 
อุณหภูม ิ(องศาเซลเซียส) กิจกรรมสัมพทัธ (เปอรเซ็นต) 

30 
40 
50 
60 
70 
80 

100.00 
95.50 

755.90 
35.90 
25.35 
0.00 

 
ตารางผนวกที่ จ15  ผลของความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) ตอกิจกรรมของเอนไซม            

ไลเปสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียทนเกลือ Staphylococus warneri PB233 
 
ความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด (โมลาร) กิจกรรมสัมพทัธ (เปอรเซ็นต) 

0.0 
0.5 
1.0 
1.5 
2.0 
2.5 
3.0 
3.5 
4.0 

50.55 
55.80 
80.10 
85.10 
95.12 

100.00 
97.65 
80.10 
75.20 
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ตารางผนวกที่ จ16  ปริมาณ acetic acid  ที่เกิดขึ้นระหวางการหมักน้ําปลาที่เติมเอนไซมไลเปสที่ 
ชอบเกลือความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมัก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

acetic acid (มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) เวลา
(สัปดาห) control 0.1% lipase 0.5% lipase 1.0% lipase 1.5% lipase 2.0% lipase 

4 
6 
8 
10 
12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 

40.38 
46.20 
52.15 
60.34 
61.23 
63.40 
65.41 
68.76 
73.20 
75.21 
75.60 

42.15 
49.27 
56.30 
65.08 
66.29 
68.46 
70.74 
77.14 
78.42 
80.43 
81.80 

43.10 
52.61 
60.44 
67.20 
67.31 
71.94 
73.90 
78.51 
79.40 
82.16 
84.02 

43.15 
55.30 
65.27 
71.24 
73.95 
76.10 
80.20 
83.16 
85.46 
90.66 
91.45 

43.10 
57.10 
66.45 
74.02 
75.90 
76.77 
81.15 
84.15 
85.98 
90.87 
91.61 

43.05 
59.11 
66.87 
74.10 
76.09 
76.82 
84.22 
88.01 
88.07 
91.42 
91.70 
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ตารางผนวกที่ จ17  ปริมาณ propionic acid  ที่เกิดขึ้นระหวางการหมกัน้าํปลาที่เติมเอนไซมไลเปส
ที่ชอบเกลือความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมัก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

propionic acid (มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) เวลา
(สัปดาห) control 0.1% lipase 0.5% lipase 1.0% lipase 1.5% lipase 2.0% lipase 

4 
6 
8 

10 
12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 

15.20 
17.56 
20.75 
21.95 
24.20 
24.65 
25.91 
26.01 
26.02 
26.13 
26.20 

15.07 
21.24 
26.10 
28.22 
30.17 
30.97 
32.41 
32.95 
33.09 
33.19 
33.52 

14.98 
25.52 
29.27 
30.77 
32.67 
33.81 
34.80 
34.97 
35.07 
35.59 
35.61 

15.30 
27.78 
32.19 
32.0 

34.44 
36.61 
37.71 
37.97 
38.80 
39.06 
39.81 

15.17 
29.05 
32.50 
33.16 
35.54 
36.99 
38.16 
39.06 
39.96 
39.97 
40.01 

15.01 
30.16 
32.55 
35.57 
37.71 
37.80 
39.94 
39.95 
40.02 
40.02 
40.05 
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ตารางผนวกที่ จ18  ปริมาณ isobutyric acid  ที่เกิดขึ้นระหวางการหมักน้ําปลาที่เติมเอนไซมไลเปส       
ที่ชอบเกลือความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมัก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

isobutyric acid (มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) เวลา
(สัปดาห) control 0.1% lipase 0.5% lipase 1.0% lipase 1.5% lipase 2.0% lipase 

4 
6 
8 

10 
12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 

1.02 
1.97 
2.25 
2.94 
3.59 
4.11 
4.90 
5.01 
5.06 
5.21 
5.36 

1.14 
2.19 
3.96 
4.50 
4.92 
5.47 
6.04 
6.54 
7.05 
7.91 
8.51 

1.09 
2.97 
4.19 
5.28 
6.04 
6.54 
7.13 
8.09 
8.27 
9.15 

10.72 

1.20 
3.52 
5.91 
7.18 
8.77 

10.01 
10.05 
11.19 
12.50 
12.80 
13.75 

1.16 
3.89 
6.31 
8.88 
9.75 

11.71 
12.11 
12.91 
13.07 
13.56 
13.82 

1.07 
3.91 
6.37 
9.54 
9.89 

11.95 
12.01 
13.05 
13.97 
13.80 
13.85 
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ตารางผนวกที่ จ19  ปริมาณ butyric acid ที่เกิดขึ้นระหวางการหมักน้าํปลาที่เติมเอนไซมไลเปส       
ที่ชอบเกลือความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมัก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

butyric acid (มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) เวลา
(สัปดาห) control 0.1% lipase 0.5% lipase 1.0% lipase 1.5% lipase 2.0% lipase 

4 
6 
8 
10 
12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 

23.50 
25.02 
25.51 
26.61 
26.61 
26.95 
27.75 
29.54 
30.86 
31.11 
32.55 

23.16 
25.92 
27.72 
27.90 
28.81 
28.85 
30.02 
33.30 
35.50 
37.70 
38.10 

23.20 
26.61 
28.83 
30.09 
31.12 
33.92 
34.44 
39.07 
39.90 
40.10 
40.12 

23.28 
27.79 
32.17 
34.40 
36.78 
39.90 
40.15 
40.79 
42.55 
43.02 
43.95 

23.15 
29.14 
33.10 
34.95 
36.90 
41.22 
42.21 
42.51 
43.30 
43.65 
44.03 

23.74 
30.15 
33.21 
35.57 
36.99 
41.27 
43.40 
43.70 
44.01 
44.09 
44.10 
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ตารางผนวกที่ จ20  ปริมาณ isovaleric acid ที่เกิดขึ้นระหวางการหมกัน้าํปลาที่เติมเอนไซมไลเปส       
ที่ชอบเกลือความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมัก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

isovaleric acid (มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) เวลา
(สัปดาห) control 0.1%lipase 0.5% lipase 1.0% lipase 1.5% lipase 2.0% lipase 

4 
6 
8 

10 
12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 

12.10 
14.45 
15.07 
17.01 
17.52 
18.87 
19.91 
20.06 
20.15 
20.40 
20.43 

12.15 
15.13 
17.77 
19.09 
19.94 
21.80 
22.26 
23.03 
23.35 
23.97 
24.21 

11.97 
16.62 
18.01 
20.13 
20.95 
23.35 
24.36 
24.83 
25.51 
26.28 
26.35 

12.05 
18.88 
20.55 
24.37 
25.20 
29.04 
29.91 
30.02 
30.03 
30.72 
30.82 

11.95 
19.20 
21.70 
26.67 
27.72 
29.19 
29.95 
30.21 
30.95 
31.05 
31.11 

12.11 
19.01 
22.20 
26.69 
27.70 
29.52 
30.03 
30.07 
30.19 
31.11 
31.13 
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ตารางผนวกที่ จ21  ปริมาณ valeric acid ที่เกิดขึ้นระหวางการหมักน้าํปลาที่เติมเอนไซมไลเปสที่
ชอบเกลือความเขมขนตาง ๆ รวมกับการหมัก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

valeric acid (มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร) เวลา
(สัปดาห) control 0.1% lipase 0.5% lipase 1.0% lipase 1.5% lipase 2.0% lipase 

4 
6 
8 

10 
12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 

0.95 
1.27 
1.50 
1.80 
1.81 
1.93 
2.04 
2.57 
3.05 
3.56 
3.71 

0.97 
2.02 
2.56 
3.15 
3.71 
4.09 
4.95 
5.52 
5.97 
6.49 
6.82 

1.01 
2.63 
2.97 
4.30 
4.60 
6.27 
6.67 
7.37 
7.75 
8.01 
8.10 

1.03 
3.04 
3.51 
6.61 
6.79 
8.15 
9.94 
9.95 

10.70 
11.24 
11.56 

0.92 
3.69 
3.95 
6.99 
7.01 
9.15 

10.10 
10.88 
1.20 

11.77 
11.82 

0.90 
3.85 
3.97 
7.02 
7.50 
9.66 

10.21 
10.95 
11.20 
11.80 
11.94 
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ตารางผนวกที่ จ22  ปริมาณเกลือที่เกิดขึ้นระหวางการหมกัน้ําปลาที่ไมเติมและเติมเอนไซมไลเปส
ที่ชอบเกลือความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นตรวมกับการหมกั   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ปริมาณเกลือ (เปอรเซ็นต) เวลา (สัปดาห) 

control 1.0% lipase 
0 
2 
4 
6 
8 
10 
12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 

26.50 
26.06 
25.56 
25.41 
25.10 
25.01 
24.85 
24.65 
24.60 
24.50 
24.42 
24.40 
24.40 

25.95 
25.23 
25.16 
25.05 
24.80 
24.64 
24.55 
24.50 
23.96 
23.90 
23.81 
23.80 
23.80 
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ตารางผนวกที่ จ23  พีเอชที่เกิดขึ้นระหวางการหมักน้ําปลาที่ไมเติมและเติมเอนไซมไลเปสที่ชอบ
เกลือความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นตรวมกับการหมัก   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

พีเอช เวลา (สัปดาห) 

control 1.0% lipase 
0 
2 
4 
6 
8 
10 
12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 

6.45 
6.30 
6.10 
5.98 
5.94 
5.93 
5.92 
5.91 
5.90 
5.88 
5.88 
5.87 
5.86 

6.50 
6.42 
6.20 
5.85 
5.8 

5.75 
5.70 
5.69 
5.65 
5.64 
5.61 
5.53 
5.45 
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ตารางผนวกที่ จ24  ระดับความเขมสีที่เกิดขึ้นระหวางการหมักน้ําปลาที่ไมเติมและเติมเอนไซม     
ไลเปสที่ชอบเกลือความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นตรวมกับการหมัก   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความเขมสี (OD  420  nm) เวลา (สัปดาห) 

control 1.0% lipase 
0 
2 
4 
6 
8 
10 
12 
14 
16 
18 
20 
22 
24 

0.05 
0.13 
0.42 
0.72 
0.76 
0.85 
0.94 
1.01 
1.17 
1.26 
1.30 
1.35 
1.40 

0.06 
0.15 
0.40 
0.68 
0.75 
0.80 
0.89 
0.95 
1.12 
1.20 
1.25 
1.30 
1.35 
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ภาคผนวก ฉ 
การวิเคราะหทางสถิติ 
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ตารางผนวกที่ ฉ1  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของ acetic acid ในน้ําปลาที่เติม
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 

 
ตารางผนวกที่ ฉ2  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของ propionic acid ในน้ําปลาที่เติม

เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 

 
ตารางผนวกที่ ฉ3  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของ isobutyric acid ในน้ําปลาที่เติม

เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 

 
 

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

5 
12 

670.139 
1.140 

134.028 
0.095 

1410.821* 

Total 17 671.297   

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

5 
12 

449.961 
2.061 

89.992 
0.172 

523.209* 

Total 17 452.022   

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

5 
12 

185.176 
0.631 

37.035 
0.053 

698.773* 

Total 17 185.080   
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ตารางผนวกที่ ฉ4  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของ butyric acid ในน้ําปลาที่เติม
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 

ตารางผนวกที่ ฉ5  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของ isovaleric acid ในน้ําปลาที่เติม
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 
 

ตารางผนวกที่ ฉ6  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของ valeric acid ในน้ําปลาที่เติม
เอนไซมไลเปสที่ชอบเกลือที่ความเขมขนตาง ๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 
 

 
 
 

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

5 
12 

319.280 
0.900 

63.856 
0.075 

851.413* 

Total 17 320.180   

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

5 
12 

297.637 
4.521 

59.527 
0.377 

157.896* 

Total 17 302.159   

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

5 
12 

170.087 
1.392 

34.017 
0.116 

293.250* 

Total 17 171.479   



 175 

ตารางผนวกที่ ฉ7  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณฟอรมอลไนโตรเจนใน
น้ําปลาที่เติมเอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 

ตารางผนวกที่ ฉ8  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดใน
น้ําปลาที่เติมเอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 
 

ตารางผนวกที่ ฉ9  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ 5/-GMP ในน้ําปลาที่เติม
เอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และ
ใช F-test ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

 
 
 

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

3 
8 

71.586 
0.373 

23.862 
0.047 

507.702* 

Total 11 71.959   

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

3 
8 

49.674 
0.677 

16.558 
0.085 

194.800* 

Total 11 50.351   

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

3 
8 

35.542 
5.191 

11.847 
0.649 

18.254* 

Total 11 40.733   
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ตารางผนวกที่ ฉ10  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณเกลือในน้ําปลาที่เติม
เอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และ
ใช F-test ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

 
ตารางผนวกที่ ฉ11  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของพีเอชในน้ําปลาที่เติมเอนไซมที่

ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) และใช F-test 
ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

 
ตารางผนวกที่ ฉ12  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของระดับความเขมสใีนน้ําปลาที่

เติมเอนไซมทีช่อบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 
และใช F-test ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

 
 
 

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

3 
8 

2.953 
1.998 

0.984 
0.250 

3.936* 

Total 11 4.951   

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

3 
8 

0.546 
0.014 

0.182 
0.002 

91* 

Total 11 0.560   

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

3 
8 

1.388 
0.003 

0.463 
0.00037 

1251.35* 

Total 11 1.391   
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ตารางผนวกที่ ฉ13  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ acetic acid ในน้ําปลา 
เติมเอนไซมทีช่อบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance (ANOVA) 
และใช F-test ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

ตารางผนวกที่ ฉ14  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ propionic acid ใน
น้ําปลาที่เติมเอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 
 

ตารางผนวกที่ ฉ15  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ isobutyric acid ใน
น้ําปลาที่เติมเอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 
 

 
 
 

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

3 
8 

743.636 
1.682 

247.879 
0.210 

1180.376* 

Total 11 745.317   

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

3 
8 

870.056 
0.169 

290.019 
0.021 

13810.428* 

Total 11 870.225   

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

3 
8 

232.797 
1.982 

77.430 
0.248 

312.217* 

Total 11 234.272   
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ตารางผนวกที่ ฉ16  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ butyric acid ในน้ําปลา
ที่เติมเอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 

ตารางผนวกที่ ฉ17  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ isovaleric acid ใน
น้ําปลาที่เติมเอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 

ตารางผนวกที่ ฉ18  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณ valeric acid ในน้ําปลา
ที่เติมเอนไซมที่ชอบเกลือชนิดตางๆ โดยใชวิธี Analysis of Variance 
(ANOVA) และใช F-test ทดสอบความมีนยัสําคัญที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 

 
 
 
 

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

3 
8 

580.516 
3.627 

193.505 
0.453 

427.163* 

Total 11 584.143   

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

3 
8 

736.306 
3.463 

245.435 
0.433 

566.824* 

Total 11 739.769   

Source df Sum of Square Mean Square F 
Treatment 
Error 

3 
8 

188.323 
2.432 

62.774 
0.304 

206.493* 

Total 11 190.755   
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นายอนนัต  บญุปาน 
วัน เดือน ป ที่เกิด 15 สิงหาคม 2519 
สถานที่เกิด  อําเภอตากฟา จังหวดันครสวรรค 
ประวัติการศึกษา วท.บ. (อุตสาหกรรมเกษตร) มหาวิทยาลัยนเรศวร 

ศศ.บ. (รัฐศาสตร) เกียรตนิิยมอันดับ 2                      
มหาวิทยาลัยรามคําแหง 
วท.ม. (เทคโนโลยีชีวภาพ) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน อาจารย 
สถานที่ทํางานปจจุบัน สาขาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร                

คณะเทคโนโลยีการเกษตร                              
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 

ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนอุดหนนุวทิยานิพนธจากบัณฑิตวิทยาลัย 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร (พ.ศ. 2547) 
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