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บทที่ 1 
 

บทนํา 

 

ปจจุบันมีการผลิตไลเพสมาใชประโยชนในอุตสาหกรรมเพิ่มมากขึ้นในหลาย  ๆ 

อุตสาหกรรม เนื่องดวยจากคุณสมบัติของไลเพสที่มีความจําเพาะตอสารตั้งตนหลายชนิด ความ

คงทนตอคาความเปนกรด - ดาง และอุณหภูมิที่สูง จึงมีการนําเอนไซมชนิดนี้ไปใชในอุตสาหกรรม

หลายประเภท ไดแก อาหาร น้ํายาซักลาง เครื่องสําอาง ยา เชื้อเพลิงชีวภาพ ขจัดเศษไขมันออก

จากวัตถุดิบผลิตภัณฑเครื่องหนัง เปนตน (Posorske, 1984) นอกจากนี้ไลเพสสามารถนํามาเรง

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยเลือกนํามาทําปฏิกิริยาน้ํามันพืชหรือน้ํามันสัตวกับเมทานอล

หรือเอทานอล จะไดเมทิลเอสเทอรหรือเอสทิลเอสเทอรซึ่งก็คือ ไบโอดีเซล (Fukuda, Kondo และ 

Noda, 2001) 

 

ไลเพส (Lipase; EC 3.1.1.3) มีชื่อเรียกตามระบบ International Union of Biochemistry 

คือ “Triacylglycerol hydrolase” เปนเอนไซมที่ใชเปนตัวเรง (catalyst) ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

(hydrolysis) ในพันธะเอสเทอร (ester bonds) ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด (triglycerides) 

(Brockerhoff และ Jensen, 1974) ซึ่งจะไดกรดไขมันและกลีเซอรอลเปนผลิตภัณฑ และจะทํา 

ปฏิกิริยาดังกลาวไดในสภาวะ oil-water interface (Cihangir และ Sarikaya, 2004) นอกจากนี้ 

ไลเพสสามารถทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกิริยาที่เรียกวา ทรานสเอสเทอริฟเคชัน (transesterification) 

ดังภาพที่ 1  

 

  CH2-OOC-R1       R1-COO-R’        CH2-OH 

  CH-OOC-R2    +    3 R’OH     R2-COO-R’     +    CH-OH                  

  CH2-OOC-R3       R3-COO-R’           CH2-OH 
Triglyceride            Methanol                 Methyl Ester       Glycerol 
 
ภาพที่ 1 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไตรกลีเซอไรดกับแอลกอฮอล  

ที่มา : (Fukuda, Kondo และ Noda, 2001) 

 

 

 

 Lipase 
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 อยางไรก็ตามไลเพสที่ผลิตในรูปเชิงการคายังมีราคาคอนขางสูง ดังนั้นจึงมีการพัฒนาการ

ผลิตไลเพสจากจุลินทรียใหมีแอกทิวิตีที่สูง การศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไลเพสจึงมี

ความสําคัญ ปจจัยที่มีผลตอการผลิตไลเพสจากจุลินทรีย เชน แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน

ความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิ เปนเรื่องที่นาสนใจอยางยิ่งและพบวาราเปนจุลินทรียแหลงที่ดีใน

การผลิตไลเพส  

  

เนื่องจากไลเพสพบไดทั่วไปในสัตว พืช และจุลินทรียหลายชนิด ไลเพสจากจุลินทรียมีขอ

ดีกวาไลเพสจากพืชและสัตว เพราะจุลินทรียสามารถเจริญไดรวดเร็วและเลี้ยงงายกวาสัตว ไลเพส

จากราเปนแหลงที่นาสนใจอยางยิ่ง เนื่องจากราสามารถหาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและการ

ผลิตไลเพสได จึงมีการนําไลเพสจากราไปใชประโยชนในระดับอุตสาหกรรมมากมายโดยเฉพาะไล-

เพสที่ผลิตไดจาก Fusarium spp. มีความสําคัญโดยสามารถใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค-

ชันซึ่งเปนปฏิกิริยาที่สามารถใชในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ซึ่งปจจุบันการผลิตไบโอดีเซลนิยม

ใชกรดหรือดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา แตเนื่องจากวิธีนี้มีขอเสียคือ เกิดผลผลิตที่ไมตองการ ทําใหเกิด

ความยุงยากตอกระบวนการแยกไบโอดีเซลใหบริสุทธิ์ สงผลใหเกิดมลพิษในส่ิงแวดลอม ทําใหตอง

เสียคาใชจาย และเวลามากขึ้น การใชไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยามีขอดีมากกวาการใชสารเคมีอยู

หลายประการเชน มีความจําเพาะตอสารตั้งตนมากกวา ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นบริสุทธิ์ แตขอ

เสียเปรียบของการใชไลเพสที่สําคัญคือ มีราคาคอนขางสูง ดังนั้นการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมตอ

การผลิตไลเพสของรา  Fusarium spp. จึงเปนสิ่งจําเปนอยางยิ่ง และในอุตสาหกรรมตองคํานึงถึง

การใชไลเพสใหคุมคาตอการลงทุน การตรึงรูปไลเพสบนวัสดุค้ําจุนที่เหมาะสมเพื่อที่จะสามารถ

นําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชใหมไดหลายครั้ง โดยมีการศึกษาเทคนิคในการตรึงรูปและการเลอืกวสัดุ

ค้ําจุนที่เหมาะสมกับไลเพสมีหลายวิธีขึ้นอยูกับธรรมชาติของเอนไซม สารตั้งตนของปฏิกิริยา 

เปาหมายการใชประโยชน และวัสดุค้ําจุนซึ่งไดจากธรรมชาติ หรือสังเคราะหขึ้นเอง เพื่อนําไป

ประยุกตใชในการผลิตไบโอดีเซลในระดับอุตสาหกรรม ซึ่งจะเปนประโยชนตอประเทศเปนอยาง

มากในอนาคต 

 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตและการตรึงรูปไลเพสจาก Fusarium solani CU103 
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ขั้นตอนการวิจัย 
1) คนควา และรวบรวมเอกสารสําหรับการวิจัย 

2) เตรียมราสายพันธุ F. solani CU103 เพื่อใชทดสอบ 

3) หาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของราเพื่อสามารถผลิตไลเพสไดสูง 

4) ตรึงรูปไลเพสจาก F. solani CU103 บนวัสดุค้ําจุน 

5) ทดสอบปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 

6) ทดสอบปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 

7) วิเคราะห สรุปผลงานวิจัย และเขียนวิทยานิพนธ 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

ทราบภาวะที่เหมาะสมในการผลิตและการตรึงรูปไลเพสที่แยกไดจาก F. solani CU103

เพื่อพัฒนาใชในปฏิกิริยาการผลิตไบโอดีเซล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

2.1 ไลเพส 
 

ไลเพส (Lipase; EC 3.1.1.3) มีชื่อเรียกตามระบบ International Union of Biochemistry                         

คือ ไตรเอซิลกลีเซอรอล ไฮโดรเลส (triacylglycerol hydrolase) และยังมีชื่อเรียกอืน่ ๆ อีก เชน เอ-

ซิลกลีเซอรอล ไฮโดรเลส (acylglycerol hydrolase)  ไตรเอซิลกลีเซอรอล ไลเพส (triacylglycerol 

lipase) นอกจากนี้คณะกรรมการเอนไซม (Enzyme Comission; EC) ไดกําหนดการตั้งชื่อเอนไซม 

(nomenclature) โดยจัดแบงเอนไซมออกเปนพวกตาง ๆ (classification) ตามชนิดปฏิกิริยาที่

เอนไซมนัน้เรง โดยกาํหนดเปนรหัสประจาํตัวเอนไซม (code number) รหัสเอนไซมนี้ประกอบดวย

ตัวเลขสี่ชุด แตละชุดจะแยกออกจากกนัโดยจุด ตัวเลขชดุแรกจะบงถงึพวก (class) ทีเ่อนไซมนั้น

ถูกจัดไว ซึง่มีหกพวก สวนตัวเลขชุดทีส่องและชุดทีส่ามของรหัสเอนไซม จะบอกถึงชนิดของ

ปฏิกิริยาทีถู่กเรง สําหรับตัวเลขชุดที่ส่ีจะชวยแยกเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาคลายกันออกจากกัน ซึ่งไล-

เพสมีรหัสประจําตัวเอนไซมที่บงบอกปฏิกริิยาดังนี ้  

  

E.C.3.-.-. - Hydrolases. 

E.C.3.1.-. - Acting on ester bonds. 

E.C.3.1.1. - Carboxylic ester hydrolases. 

E.C.3.1.1.3  Triacylglycerol lipase. 

 
2.2 ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพส 
 

ไลเพสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ในพันธะเอสเทอร (ester 

bonds) ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด  (triglycerides) (Brockerhoff และ Jensen, 1974) ซึ่งจะได

กรดไขมัน (free fatty acid) และกลีเซอรอล (glycerol) เปนผลิตภัณฑ  และยังพบวาไดกลีเซอไรด 

(diglycerides) และโมโนกลีเซอไรด (monoglycerides) อาจเปนสารตัวกลาง (intermediate) ใน

ปฏิกิริยาได (Macrae, 1983) ไลเพสทําการยอยสลายสารตั้งตนไดก็ตอเมื่ออยูในภาวะรูปอิมัลชัน 

(oil-water interface) (Cihangir และ Sarikaya, 2004) เนื่องจากสารตั้งตนอยูในรูปที่ไมละลายน้ํา 
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(insoluble water) อัตราเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยา (initial rate) อาจขึ้นอยูกับจํานวนโมเลกุลที่ถูกดูด

ซับไวในพื้นที่ผิวระหวางน้ํากับสารตั้งตน  

นอกจากไลเพสเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได ยังมีความสามารถเรงปฏิกิริยาอื่น ๆ ไดอีก

หลายปฏิกิริยาดังสมการ  เชน เมื่อในปฏิกิริยามีสารละลายอินทรีย (organic solvent) ไลเพส

สามารถทําใหเกิดการยอนกลับของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได ซึ่งก็เปนการเกิดปฏิกิริยาการ

สังเคราะหเอสเทอร จะไดเอสเทอรและน้ําเปนผลิตภัณฑ หรือเรงปฏิกิริยาที่มีการโยกยายหมูเอซิล 

(acyl groups) สารจําพวกแอลกอฮอล (alcohols) เอสเทอร (ester) ไกลโคไซด (glycosides) และ 

เอมีน (amines) เปนตน (Schmidt-Dannert และคณะ, 1994; Gupta และคณะ, 2004). 

 

ไลเพสสามารถเรงปฏิกิริยาได 2 แบบ (Yamane, 1987) คือ 

 

1. ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) 

R1–COO-R2 +     H-OH                       R1-COOH     + R2 ............. (1) 

เอสเทอร                     กรดคารบอกซิลิก     แอลกอฮอล 

 

ไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการสลายเอสเทอรดวยน้ําไดผลิตภัณฑเปนกรดคารบอกซิลิก และ 

แอลกอฮอล โดยปฏิกิริยานี้จะเกิดในสารละลายที่มีน้ําอยูในปริมาณที่มาก 

 

2. ปฏิกิริยาการสังเคราะห (Synthesis) 

 ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน (Esterification) 

R1-COOH      +    R2-OH                            R1-COO-R2    +    H-OH       ...............(2) 

        กรดคารบอกซิลิก     แอลกอฮอล                          เอสเทอร                น้ํา 
 

ไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหเอสเทอร โดยการแทนที่หมูไฮดรอกซิล (OH group) 

ของกรดคารบอกซิลิกดวยหมูแอลคอกซิล (OR group) จากแอลกอฮอล 

 

 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน (transesterification) 

R1-COO-R2     +    R3-OH                            R1-COO-R3    +    R2-OH         ………(3) 

 เอสเทอร A          แอลกอฮอล A                      เอสเทอร  B         แอลกอฮอล B 



 6 

 ไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการแทนที่หมูแอลคอกซิล (OR2 group) จากเอสเทอร A ดวยหมู

แอลคอกซิล (OR3 group) จากแอลกอฮอล A ทําใหไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอร และแอลกอออล

ชนิดใหม 

 

 ปฏิกิริยาอินเทอรเอสเทอริฟเคชัน (Interesterification) 

R1-COO-R2    +    R3-COO-R 4                         R1-COO-R4   +  R2-COO-R3   …..…(4)  

 

ไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนหมูแอลคอกซิล (OR2 group และ OR4 group) 

ระหวางเอสเทอร 2 ชนิด ทําใหไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอรใหม 2 ชนิด          

 

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน (transesterification) ก็เปนปฏิกิริยาที่มีการโยกยายหมู  

เอซิลระหวางสาร ปฏิกิริยานี้เปนการสังเคราะหเอสเทอรในระบบที่มีน้ํานอย (Shimada และคณะ, 

1993) หรือระบบที่มีสารอินทรียเปนตัวทําละลาย ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่มีแอลกอฮอล 

และน้ํามันจากพืชเปนสารตั้งตน (substrate) และเรงดวยไลเพส เปนปฏิกิริยาที่นาสนใจในการ

นํามาไปทําการสังเคราะหเอสเทอร หรือการผลิตไบโอดีเซล (biodiesel) 

 
2.3 แหลงของไลเพส 
 

ไลเพสเปนเอนไซมสําคัญในเมตาบอลิซึม (metabolism) ของไขมันซึ่งมีความสําคัญตอการ

เจริญของสิ่งมีชีวิตจึงพบไดทั่วไปในสัตว พืช  และ จุลินทรีย (Sztajer และคณะ, 1988)  

 
2.3.1 ไลเพสจากสัตว (Animal lipases) 

 
 ไลเพสจากตับออน (pancreatic lipase) เปนชนิดแรกที่พบ ทําหนาที่เรงการยอยสลาย

โมเลกุลไขมันในระบบการยอยอาหารของสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม เอนไซมประเภทเอนไซมเนื้อเยื่อ 

(tissue enzyme) นี้มีบทบาทและความสําคัญตอการนําไปใชในการรักษาโรคและในทาง

การแพทย จึงมีความพยายามเสาะหาแหลงเอนไซมประเภทนี้จากแหลงใหม ๆ อยูตลอดเวลา 

Steiner และ Williams (2002) พบวา ไลเพสจากตับออนของสัตวตระกูล Canine เปนแหลงของไล

เพสที่นาสนใจ ทั้งนี้เนื่องมาจากมีลําดับกรดอะมิโน (amino acid sequence) คลายกับไลเพสจาก

ตับออนของสัตวสายพันธุอ่ืน ๆ ไดแก Sus scrofa (หมู)  Bos taurus (มา) และโดยเฉพาะใน 
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Homo sapiens (มนุษย) ปจจุบันจึงใหความสนใจไลเพสจาก Canine มากขึ้น เนื่องจากสามารถ

ใชเปนสารทดแทนไลเพสจากตับออนของมนุษยได 

 
2.3.2 ไลเพสจากพืช (Plant lipases) 

 
 ไลเพสจากพืชมีความจําเพาะตอซับสเตรทสูง และมีสมบัติเฉพาะ ซึ่งจะไมพบในไลเพส

จากสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานมและจุลินทรีย (Huang และคณะ, 1988) ดังนั้นจึงมีผูใหความสนใจไล-

เพสจากแหลงนี้ไปใชประโยชนในระดับอุตสาหกรรม 

 ผลปาลม เมล็ดขาวโพด เมล็ดทานตะวัน เมล็ดถั่วเหลือง มะกอก ขาวสาลี และขาวเจา 

เปนแหลงสําคัญของไลเพส Huang (1984) รายงานวาโดยธรรมชาติเมล็ดพืชจะสะสมไขมันไวใน

รูป lipid-bodies และ glyoxysome อันเปนเนื้อเยื่อที่สามารถพบไลเพส ขณะที่ไลเพสของเมล็ด

ธัญพืช (grain lipase) พบไดในรํา (bran) เชน รําขาวสาลี และรําขาวเจา Mangos และคณะ 

(1999) พบไลเพสในยางมะละกอ ซึ่งเปนที่ทราบกันอยูดีวายางมะละกอเปนแหลงเอนไซมยอย

โปรตีน (proteases) ไดแก papain และ thiol protease นอกจากนี้ยังพบไลเพสในตระกูลหญา 

(Gramineceaea) ที่มีราคาไมแพง ซึ่ง Mohamed และคณะ (2000) รายงานวา พบไลเพสใน 

Avena fatua สูงถึง 93.3 ยูนิตตอกรัม 

 
2.3.3 ไลเพสจากจุลินทรีย (Microbial lipases) 

 
เนื่องจากไลเพสจากพืชถูกพบในเนื้อเยื่อที่ใหพลังงาน (energy tissue) สวนไลเพสจาก

สัตว มักจะเกี่ยวของกับกระบวนการตาง ๆ ของเมตาบอลิซึมของไขมัน (lipid metabolism) ไดแก 

กระบวนการยอยสลายไขมัน การดูดซึมไขมัน และกระบวนการเมตาบอลิซึมของสารประกอบ

เชิงซอนระหวางไขมันและโปรตีน (lipoprotein metabolism) ทําใหเกิดความซับซอนในการสกัดซึ่ง

เปนขอจํากัดในการนํามาใชเปนแหลงของไลเพส ดวยเหตุนี้แหลงไลเพสทั้งสองจึงยังไมถูกนําไปใช

อยางแพรหลาย ซึ่งตางกับจุลินทรียโดยเฉพาะ รา ยีสต และแบคทีเรีย เปนแหลงของไลเพสที่ถูก

นําไปใชอยางมากมายในอุตสาหกรรมทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ Jaeger และ Reetz (1998) ได

อธิบายวาไลเพสจากแหลงจลุินทรียจะมีคุณสมบัติเฉพาะที่สําคัญ 4 ประการ คือ (1) มีความคงทน

ตอตัวทําละลายอินทรีย (2) ในการทํางานไมตองการโคเฟคเตอร (cofactors) (3) มีความจําเพาะ

ตอสับสเตรทหลายชนิด (4) มี enantioselectivity สูง 
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จุลินทรียที่ผลิตไลเพสพบไดในแหลงตาง ๆ ทางธรรมชาติ เชน ในน้ําเสียหรือดินที่มีการ

ปนเปอนน้ํามันหรือไขมัน (Gao และคณะ, 2000; Fungthong, 2001) เมล็ดพืชน้ํามันหรืออาหารที่

เนาเสีย (Sztajer และคณะ, 1988) กองปุยหมัก (compost heaps) (Wang และคณะ, 1995) 

แมกระทั่งน้ําพุรอน (Boonsinthai และ Phutrakul, 1999) ปจจุบันมีจุลินทรียที่สามารถผลิตไลเพส 

ท่ีถูกใชในทางการคา 98 สายพันธุ โดยเปนรา 39 สายพันธุ ยีสต 20 สายพันธุ และแบคทีเรีย 39 

สายพันธุ สายพันธุตาง ๆ ดังกลาวแสดงในตารางที่ 1 

 

ตารางที่ 1 จุลินทรียที่ผลิตไลเพสที่ใชทางการคา 

แบคทีเรีย รา ยีสต 

Achromobacter sp Absida corymbifera Candida sp. 

A. lipolyticus  A. hyalospora  C.antarcea 

Acinetobacter sp. Amylomyces rouxii C. auricularia 

A. pseudoalcaligenes Aspergillus sp.   C. curvata 

Alcaligenes sp.  A. flavus C. lipolitica 

A.denitrificans  A. fumigatus  C. deformans 

Arthrobacter sp. A. nidulans C. foliorum  

Bacillus cereus A. niger C. humicula 

B. megaterium A. oryzae  C. rugosa 

B. laterosporus Chaetomium sp. C. tsukubaensis 

B. sphereicus Coelomyceles Pichia miso 

B. stearothermophilus Fusarium oxysporum  Saccharomyces fragilis 

B. thaiminolyticus F. solani S. fibuligera 

B. thermonocatenulatus Geotrichum S. lipolytica 

B. thermoleovocans Glomus versiforme  S. cerevisae 

Burkholderia cepacia Hansenula anomala     Schizosaccharomyces 

C. chocolatum Humicola grisea        Talaromyces thermophilus 

C. viscosum H. lanuginose Thielavia minor 

Corynebacterium acnes Microthrix parvicella       Torula thermophila 

Crytococcus laurentii Mucor javanicus  Ustilago maydis 

Enterococcus faecalis Mucor lipolyticus   

Flavobacterium arborescens Mucor miehei  
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ตารางที่ 1 (ตอ)  

แบคทีเรีย รา ยีสต 

Mucor pusillus  F. ferruginem 

Lactobacillus sp. Neurospora sitophila  

Leishmania donovani Nocardia amarae  

Malbrancheae pulcella  

Micrococus frendenreichii 

Penicillium crustosum 

P. camembert 

 

Mycobacterium chelonae P.cyclopium  

Myxococus xantus P. roquefortii  

Propionibacterium acnes P. candidum  

P. granulosum  P. citrinum  

Protaminobacter alboflavus P. simplicissimum  

Pseudomonas sp. P. solitum  

P. aeruginosa P. uriticae  

P. cepacia Phycomyces nitens  

P. fluorescen Rhizomucor meihei  

P. fragi  Rhizopus sp.  

P. pseudoalcaligens  R. chinensis  

P. stutzeri R. delemar  

ที่มา: (Godtfredsen (1990); Pandey และคณะ (1991); Mayordomo และคณะ (2000)) 
 
 

2.3.3.1 ไลเพสจากราและยีสต 
 
 ไลเพสที่ใชกันแพรหลายในทางการคาสวนใหญไดจากรา ไดแก Mucor javanicus, 

Humicola launginosa, Rhizopus sp. Geotrichum sp. และ Aspergillus sp. และยีสตไดแก 

Candida lipolytica, C. antarctica, C. rugosa และ C. cylindracea  

 

 ไลเพสที่ไดจากราและยีสตมักมีหลายฟอรม เชน ไลเพส I และ II (Lipase I and 

II) จาก Rhizopus niveus เอนไซมสองชนิดนี้มีน้ําหนักโมเลกุลตางกันแมวาจะไดจากราสายพันธุ

เดียวกัน ซึ่งเอนไซม I สามารถเปลี่ยนเปนเอนไซม II ไดโดย limited proteolysis (Kohno และ



 10 

คณะ, 1994) นอกจากนี้ G. candidum ATCC 34614 ผลิตไลเพสได 4 ชนิดที่มีสมบัติตางกัน 

แตไลเพส I เปนชนิดที่ถูกพบเปนสวนใหญ เอนไซมชนิดนี้ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงของกรด

ไขมันที่จับโมเลกุลของกลีเซอรอล ขณะที่ไลเพส IV จําเพาะตอตําแหนงกรดไขมัน (Sugihara และ

คณะ, 1994) สําหรบั C. antractica ผลิตไลเพส 2 ชนิดคือ lipase A และ lipase B โดย lipase B 

มี stereoselective ตอ R-isomer ของ ketoprofen ใน chiral sovent เชน isopentyl methyl 

ketone (Arroyo และ Sinisterria, 1995) 

 

Fusarium spp. เปนกลุมราที่สามารถสรางไลเพสได จากที่มีการรายงานตัวอยางเชน 

Gulati และคณะ (2005) ไดทําการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไลเพสจาก F. 

globulosum พบวา ราใช neem oil สามารถผลิตไลเพสใหแอกทิวิตีสูงที่สุดเมื่อเทียบกับน้ํามันพืช

ชนิดตาง ๆ และยังพบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตไลเพสอยูที่ 37 องศาเซลเซียส  Peter  

Rapp (1995) ไดทําการศึกษาแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ของอาหารสําหรับการผลิตไลเพส จาก F. 

oxysporum f. sp พบวา น้ํามันมะกอก มีผลการเพิ่มระดับแอกทิวิตีของไลเพส และ เปบโตนมี

ความสําคัญในการผลิตไลเพสอีกดวย  

 
2.4 การสรางไลเพสของจุลินทรีย 
 

จุลินทรียที่สามารถผลิตไลเพสได จะมทีั้งที่สามารถผลิตไลเพสที่ปลอยออกมานอกเซลล 

(extracellular lipases) และไลเพสที่ผลิตอยูภายในเซลล (intracellular lipases) กลาวคือ          

จุรินทรียมีความสามารถผลติเอนไซมอยูภายในเซลล จะถูกตรึงนํามาใชในการตรึงแบบใชเซลลทั้ง

เซลลเปนตัวเรง (immobilized whole cell biocatalyst) ซึ่งการตรึงแบบใชเซลลทั้งเซลลเปนตัวเรง

จะเปนวิธทีี่งายในการเพาะเลี้ยงเซลล สวนจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมปลอยออกมานอกเซลลก็จะงาย

ตอการตรึงและแยกเอนไซมออกมาใช ไลเพสทีน่ํามาใชเพื่อผลิตไบโอดีเซลจะนิยมใชไลเพสจากจ-ุ 

ลินทรียที่ผลิตเอนไซมปลอยออกมานอกเซลล และพบวาราเสนใย (filamentous fungi) จะเปนจ-ุ 

ลินทรียที่มีความสามารถในการหลัง่เอนไซมออกมานอกเซลล ซึง่จากคุณสมบัตดิังกลาว ไลเพส

จากราจงึมีการนําไปใชประโยชนทางดานอุตสาหกรรมในหลาย ๆ ดานรวมทั้งนํามาใชเปนเอนไซม

ตรึงรูปที่ใชในการผลิตไบดีเซล 
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2.5 การผลิตไลเพส 
 
 ไลเพสจากจุลินทรียสามารถผลิตไดทั้งในอาหารเหลว (submerge culture) และบน

อาหารแข็ง (solid state) Pandey และคณะ (1999) รายงานวา การผลิตไลเพสบนอาหารแข็งมีขอ

ดีกวาการผลิตในอาหารเหลวหลายประการ ไดแก จุลินทรียสามารถเจริญไดงาย เอนไซมที่ไดมี

ปริมาณ (yield) และความเขมขนสูงกวาการผลิตในอาหารเหลว นอกจากนี้ยังสามารถใชเทคนิค

ในกระบวนการแยกและเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑไดงายกวา และทําใหเกิดของเสียที่เปนของเหลวใน

ปริมาณต่ํา อยางไรก็ตามปจจุบันการผลิตไลเพสสวนใหญเปนการผลิตในอาหารเหลวไมวาจะเปน

การผลิตจากรา ยีสต และแบคทีเรีย ทั้งนี้เปนเพราะสามารถปรับสภาพการเลี้ยง สารอาหาร และ

ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการผลิตไลเพสในอาหารเหลวทําไดงายกวา ปจจัยที่มีอิทธิตอการผลิตไลเพส

ของจุลินทรียไดแก ชนิด และความเขมขนของแหลงคารบอน และไนโตรเจน สภาพความเปนกรด-

ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียและการทํางานของเอนไซม 

และความเขมขนของออกซิเจนที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อในระหวางการผลิต (Elibol และ Ozer, 

2001) 
 
2.6 ปจจัยการผลิตไลเพส (Factors for lipase production) 
 

2.6.1 ผลของแหลงคารบอน 
 

คารบอนเปนองคประกอบทีส่ําคัญในการเจริญเติบโต และการสังเคราะหเอนไซมของจ-ุ 

ลินทรีย นอกจากชนิดของคารบอนแลวปริมาณของคารบอนก็มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลติ

เอนไซมเชนกนั การเลือกชนิดและปริมาณคารบอนที่เหมาะสมจงึเปนสิ่งสาํคัญในการผลิตเอนไซม 

(Stanbury และคณะ, 1995)  

 จุลินทรียบางชนิดไมสามารถสังเคราะหเอนไซมไดเอง จําเปนตองอาศัยสารเหนี่ยวนํา 

(Inducer) เพื่อชวยใหมีการสังเคราะหเอนไซม ซึ่งสารเหนี่ยวนํานี้อาจเปนสารชนิดเดียวหรือตาง

ชนิดกับสารที่เปนแหลงคารบอนก็ได  

 

 Essamri และคณะ (1998) รายงานวาแอกทิวิตีของไลเพสเพิ่มข้ึนเมื่อใชน้ํามันเปนสาร

เหนี่ยวนํา จากการเติมน้ํามันชนิดตาง ๆ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิตไลเพสจาก R. 

oryzae พบวาทั้งการเจริญของ R. oryzae และแอกทิวิตีไลเพสที่ผลิตไดมีปริมาณมากกวาใน

อาหารที่ไมมีการเติมน้ํามันถึง 3 เทา เชนเดียวกับ Vanot และคณะ (2001) พบวา Penicillium 

cyclopium สามารถผลิตไลเพสไดมากถึง 45 ยูนิตตอมิลลิลิตร ในอาหารที่มี corn steep และ
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น้ํามันมะกอกอยางละ 1.0 เปอรเซ็นต (v/v) ขณะที่มีการสังเคราะหไลเพส จากการใชน้ํามันชนิด

ตางๆ เปนสารเหนี่ยวนํารวมกับแหลงคารบอนที่เปนน้ําตาลกูลโคสเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (w/v) 

ของ Rathi และคณะ (2001) พบวา น้ํามันปาลมความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (v/v) เปนสาร

เหนี่ยวนําที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตไลเพสจาก Burkhoderia cepacia 

 จากผลการทดลองในรายงานตาง ๆ ขางตนจะเห็นวา น้ํามันพืชแตละชนิดมีผลตอแอกทิ-

วิตีไลเพสตางกันในการผลิตจากจุลินทรียแตละสายพันธุ Maia และคณะ (2001) ศึกษาผลของ

น้ํามันพืชชนิดตาง ๆ ไดแก triolein น้ํามันงา น้ํามันมะพราว น้ํามันขาวโพด น้ํามันปาลม และ

น้ํามันมะกอก ตอการผลิตไลเพสของ F. solani พบวาน้ํามันงามีผลทําใหราผลิตไลเพสไดสูงสุด 

รองลงมาคือ triolein น้ํามันขาวโพด และน้ํามันมะกอก สวนอาหารที่เติมน้ํามันมะพราวใหแอกทิ-

วิตีไลเพสตํ่าที่สุด ซึ่งจากการวิจัยดังกลาวชี้ใหเห็นวา แมวาเปนจุลินทรียชนิดเดียวกันแตก็มี

ความสามารถในการใชน้ํามันแตละชนิดในการผลิตไลเพสตางกัน ทั้งนี้ขึ้นอยูกับสมบัติทาง

กายภาพและเคมี (physico-chemical properties) ของน้ํามันแตละชนิด 
 

2.6.2 ผลของแหลงไนโตรเจน 
 
 ไนโตรเจนเปนธาตุที่มีความสําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย โดยถูกนําไปใชในกระบวน

สังเคราะหโปรตีนและกรดนิวคลีอิก จุลินทรียแตละสายพันธุมีความสามารถในการใชไนโตรเจน

แตกตางกัน บางชนิดสามารถใชไนโตรเจนในรูปของสารอินทรียได ขณะที่บางชนิดสามารถใช

ไนโตรเจนที่เปนอนินทรียไดดี ดังนั้นการผลิตไลเพสใหไดปริมาณสูงสุดจึงตองเลือกใชไนโตรเจนให

เหมาะสมกับสายพันธุของจุลินทรีย (Boze และคณะ, 1995; stanbury และคณะ, 1995) 

 

 แหลงไนโตรเจนที่เปนอาหารเชิงซอน (complex media) ไดถูกนํามาใชในอาหารผลิตมาก

ขึ้น เชน corn steep liquor และกากถั่วเหลือง เนื่องจากชวยในการกระตุนใหมีการผลิตไลเพส แต

แอกทิวิตีเอนไซมที่ไดจากแหลงไนโตรเจนเหลานี้ยังนอยกวาการใชเปบโตนเปนแหลงไนโตรเจน 

ดังเชน  Maia และคณะ (1999) ไดทําการศึกษาผลของการเติมเปบโตนในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวา

เปบโตนเปนแหลงไนโตรเจนที่มีความสําคัญในการผลิตไลเพส นอกจากนี้การใชยูเรียและ

แอมโมเนียมซัลเฟตซึ่งเปนแหลงไนโตรเจนที่เปนสารอนินทรียกลับมีผลยับยั้งการสังเคราะหไลเพส 

(Sztajer และ Maliszewaka, 1989) โดยทั่วไปแลวจุลินทรียผลิตไลเพสในอาหารที่ประกอบดวย

แหลงไนโตรเจนที่เปนสารอินทรียไดดี แตจากการศึกษาของ Papaparakevas และคณะ (1992) 

กลับพบวา Rhodotorula glutinis ใชแอมโมเนียมฟอสเฟตซึ่งเปนสารอนินทรียในการผลิตไลเพส

ไดดีกวา  
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2.6.3 ผลของความเปนกรด-ดาง 
 
 Rathi และคณะ (2001) รายงานวาในการผลิตไลเพสจาก Burkholderia cepacia ใน

อาหารที่มีคาความเปนกรด-ดางตาง ๆ พบวา แบคทีเรียสามารถผลิตไลเพสไดดีที่คาความเปน

กรด-ดาง 7 และ 10 แตพบวาแอกทิวิตีไลเพสที่มีคาความเปนกรด-ดาง 7 มากกวาที่คาความเปน

กรด-ดาง 10 Saad และคณะ (2004) ไดทําการศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดาง ในอาหารเลี้ยง

เชื้อสําหรับการผลิตไลเพสจาก F. oxysporum พบวา F. oxysporum สามารถผลิตไลเพสไดแอกทิ

วิตีสูงสุดที่คาความเปนกรด-ดาง 6.0 

   
2.7 สมบัติทางเคมีกายภาพ (Physico-chemical properties) 
 
 ไลเพสที่ใชในระดับอุตสาหกรรมสวนใหญนั้นจะตองประกอบดวยคุณสมบัติที่เฉพาะตอ

กระบวนการผลิตนั้น ๆ ตัวอยางเชนอุตสาหกรรมสารซักลาง oleochemicals เชื้อเพลิงชีวภาพ หรอื

แมกระทั่งอุตสาหกรรมอาหาร กระบวนการผลิตของอุตสาหกรรมเหลานี้มักตองใชอุณหภูมิ และ

สภาพเปนดางสูง นอกจากนี้ในบางกระบวนการผลิตมีการใชตัวทําละลายอินทรีย (organic 

solvents) ในกระบวนการผลิตดวย ดังนั้นไลเพสที่ใชในอุตสาหกรรมเหลานี้จะตองทนอุณหภมูทิีส่งู

กวา 45 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-ดาง ในชวงคาความเปนกรด-ดาง 7.5-11.0 และทนตอ

ตัวทําละลายอินทรียได  

 

 เปนที่ทราบกันวาคุณสมบัติทางกายภาพ จลนศาสตร และโมเลกุลของเอนไซมเปน

เครื่องมือในการคนพบหนาที่ตาง ๆ ของเอนไซม และเปนเครื่องมือในการนําไปใชประโยชนทั้งใน

ระดับหองปฏิบัติการและระดับอุตสาหกรรม ไลเพสที่นําไปทําใหบริสุทธิ์บางสวน (partial 

purification) และทําใหบริสุทธิ์จะตองปฏิบัติโดยยึดคุณสมบัติตาง ๆของเอนไซม ไดแก pH-

activity และ stability profiles ความคงทนตออุณหภูมิที่สูงขึ้น ความจําเพาะตอซับสเตรท 

ความจําเพาะตอตําแหนงกรดไขมันบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด และความจําเพาะตอชนิดของ

กรดไขมัน 

 
2.7.1 คาความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอแอกทิวิตีของเอนไซม 

 
คาความเปนกรด-ดางที่แตกตางกันมีผลตอแอกทิวิตีของเอนไซมตางกัน ทั้งนี้เนื่องจาก

ปริมาณความเขมขน หรือประจุของกรดอะมิโนบางชนิดบนสายโปรตีนแตกตางกัน สารละลาย

บัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดาง ใกลเคียงกับคา isoelectric point ของเอนไซมจะมีผลตอแอกทิ-
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วิตีเอนไซมอยางมาก ตัวอยางเชน ไลเพสที่มีคา isoelectric point เทากับ 4.5 ความหนาแนนของ

ประจุ (ionization degree) ของกรดอะมิโนบริเวณเรงจะลดลงอยางมาก ถาละลายอยูใน

สารละลายบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดางใกลเคียงหรือเทากับ 4.5 (Dong และคณะ, 1999) 

ดังนั้นการทราบคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานและ isoelectric point ของ

เอนไซมจึงตองมีการศึกษาอยางจริงจัง 

 

 ไลเพสจากจุลินทรียแตละชนิดมีชวงของคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางาน

แตกตางกัน ข้ึนอยูกับปจจัยหลายอยาง เชน Rapp (1995) พบวา ไลเพสที่ผลิตจาก F. 

oxysporum f. sp. เรงปฏิกิริยายอยสลาย triolein และ tributyrin สูงสดุที่คาความเปนกรด-ดาง 

4.0-10.5 และอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส สวนไลเพสจาก R. niveus ซึ่งเปนเอนไซมที่นิยม

นําไปใชในอุตสาหกรรมอาหาร สามารถทํางานไดดีที่สุดที่คาความเปนกรด-ดาง 7.0 อยางไรก็ตาม 

พบวาคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเพสชนิดนี้เปลี่ยนไปอยูในชวง 7.0-

7.7 เมื่อถูกทําใหบริสุทธิ์ (Kermasha และคณะ, 1998) สําหรับไลเพสจาก A. nidulands WG312 

ซึ่งถูกจัดเปนเอนไซมที่ทนสภาพที่เปนดาง (alkali lipase) เนื่องจากไมมีการสูญเสียแอกทิวิตี

เอนไซมหลังจากบมในสภาพที่มีคาความเปนกรด-ดางสูง และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 1 ชั่วโมง แมวาคาความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม

ชนิดนี้เปน 6.5 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลําดับ (Mayordomo และคณะ, 2000) 
 

2.7.2 ความจําเพาะของไลเพส 
 

 ความจําเพาะของไลเพสมี 3 ลักษณะคือ (1) ความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลี-

เซอไรด (2) ความจําเพาะตอชนิดกรดไขมันหรือชนิดซับสเตรท และ (3) ความจําเพาะตอไอโซเมอร 

(Stereochemical specificity) ความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด และซับสเตรท

เปนคุณสมบัติที่สําคัญสําหรับนําไปใชในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในระดับอุสาหกรรม 

 
2.7.2.1ความจําเพาะตอตําแหนง 
 
ไลเพสที่มีความจําเพาะตอตําแหนงมี 3 กลุมคือ กลุมที่หนึ่งเปนกลุมที่จําเพาะตอตําแหนง

ที่ 1 และ 3 (1,3 Sn specificity) บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ไลเพสในกลุมนี้จะเรงปฏิกิริยายอย

สลายพันธะเอสเทอรตรงตําแหนงที่ 1 และ 3 ในโมเลกุลน้ํามัน เอนไซมกลุมนี้มักถูกนําไปใชเรง

ปฏิกิริยากับซับสเตรทที่เปนแอลกอฮอลอันดับที่หนึ่ง (primary alcohol) และ ไดออล (Diol) 
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เอนไซมกลุมนี้สวนใหญไดจากแบคทีเรีย เชน Psuedomonas sp., B. thermoleovorans ID-1, B. 

sterothermophilus L1และ B. thermocatenulatus (Sugihara และคณะ, 1994; Rua และคณะ, 

1997; Schmidt-Dannert และคณะ, 1994; Gao และคณะ, 2000) กลุมที่สองเปนกลุมที่จําเพาะ

ตอตําแหนงที่ 2 (2 Sn specificity) บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ไลเพสในกลุมนี้สวนใหญพบใน

เนื้อเยื่อสัตวและรา เชน ตับออน และ Rhizopus niveus เปนตน (Bornscheuer และคณะ, 1999) 

กลุมที่สามเปนกลุมที่ไมจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด (Okumura และคณะ, 

1979) ไลเพสในกลุมนี้สามารถเรงปฏิกิริยาตรงพันธะเอสเทอรทั้ง 3 ตําแหนง จากปฏิกิริยานี้

ผลิตภัณฑที่ไดมีทั้งกลีเซอรอล และกรดไขมนัอิสระ และสามารถใชกับซับสเตรทที่เปนแอลกอฮอล

ระดับหนึ่งและสองในปฏิกิริยาสังเคราะหเอสเทอร (Okumura และคณะ, 1979) ไลเพสในกลุมนี้ได

จาก G. candidum และ P. cyclipium (Rua และคณะ, 1997; Gao และคณะ, 2000) 

 
2.7.2.2 ความจําเพาะตอซับสเตรท 

 
 การทราบวาเอนไซมแตละแหลงมีความจําเพาะตอซับสเตรทชนิดใดนั้นเปนขอมูลชวยใหมี

การเลือกใชเอนไซมใหเหมาะสมกับซับสเตรท Jacobsen และ Poulsen (1995) ไดทําการศึกษา

ซับสเตรทที่เหมาะสมตอไอโซไซม 2 ชนิด คือ A และ B ของไลเพสจาก G. candidum พบวา ชนิด 

A ไมมีความจําเพาะตอกรดไขมัน สวนชนิด B มีความจําเพาะตอกรดโอเลอิค (C18:1) ขณะที่ไล-

เพสจาก Trichoderma sp. AM 076 มีความจําเพาะตอ 9, 12 cis hexdeca dienoic (16:2W4) 

acid (Selmi และคณะ, 1998) Rathi และคณะ (2001) พบวาไลเพสจาก Psuedomonas sp.

สามารถเรงปฏิกิริยาสลายน้ํามันมัสตาด และน้ํามันลีนซีด (linseed oil) ไดดีกวา น้ํามันสะเดา 

น้ํามันละหุง น้ํามันถัวลิสง และน้ํามันมะพราว ขณะที่ Litthauer และคณะ(2002) พบวาไลเพส

จาก P. luteola มีความจําเพาะตอซับสเตรทที่เปน monoester สวนไลเพสจาก C. deformans มี

ความจําเพาะตอตําแหนงที่1 ของเอสเทอรที่ประกอบดวยกรดไขมันสายส้ัน (Vaysse และคณะ, 

2002) การทํางานของไลเพสขึ้นอยูกับความยาวของสายกรดไขมัน ดังนั้นไลเพสหลายชนิดจึงเรง

ปฏิกิริยาการยอยสลายน้ํามันที่ประกอบดวยกรดไขมันสายยาวปานกลาง เชน ไลเพสจาก A. 

niger (Iwai และ Tsujisaka, 1984) และไลเพสบางชนิดมีความจําเพาะตออันดับของสายพันธะคู

ในสายของกรดไขมันเชน ไลเพสจาก G. candidum มีความจําเพาะตอพันธะคูที่ตําแหนงที่ 9 ของ

กรดโอเลอิค (Macrae, 1985)  

 

 

 



 16 

2.7.3 ผลของอิออนของโลหะตอแอกทิวิตีของไลเพส 
 

อิออนของโลหะมีผลตอการเพิ่มข้ึนของอัตราการเรงปฏิกิริยาการยอยและปฏิกิริยาการการ

สังเคราะหเอสเทอรของไลเพส (Garcia และคณะ, 1991; Malcata และคณะ, 1992a) และมีผล

ตอการเพิ่มข้ึนและลดลงของแอกทิวิตีไลเพส เชน Kgardoputo และ Ruben (1974) พบวาไลเพส

จาก Bacillus sp. ถูกยับยั้งดวยอิออนของเหล็ก (Fe 2+) Malcata และคณะ , 1992a รายงานวา 

โซเดียมอิออน (Na+) ทําใหแอกทิวิตีของไลเพสจากตับออน และจาก A. wentii เพิ่มข้ึน แตมีผล

การยับยั้งแอกทิวิตีของไลเพสของไอโซไซม 2 ชนิดของ A. niger ในกรณีที่ไลเพสมีหลายไอโซเมอร 

ผลของอิออนโลหะหนักมีผลตอแอกทิวิตีที่แตกตางกัน เชน Co2+ และ Mn2+ มีผลยับยั้งแอกทิวิตี

ของไลเพส A-isomer ของ ID-1 แตมีผลใหแอกทิวิตีของ B-isomer เพิ่มข้ึนเล็กนอยดวย (Lee และ

คณะ, 2001) 

 
2.7.4 สารยับยั้งกิจกรรมไลเพส 

 
 นอกจากอิออนโลหะหนักมีผลตอแอกทิวิตีเอนไซม แลวยังมีสารเคมีบางชนิดโดยเฉพาะตัว

ทําละลายอินทรียก็มีผลตอแอกทิวิตีเอนไซมดวย ซึ่งสารเคมีเหลานี้มีผลตอไลเพสแตละแหลง

ตางกันเชนเดียวกับซับสเตรทและอิออนของโลหะหนัก เชน ไลเพสจาก Streptomycetes rimosus 

มีความไวตอสารเคมีในกลุม chelating agent เชน Ethylenediamineteracetic acid และ 

Dithiothreitol (DDT) ที่ความเขมขน 1 mM และถูกยับยั้งอยางสมบูรณที่ความเขมขน 10 mM 

(Abramie และคณะ, 1999) ไลเพสจาก Cephaloleia presignis ถูกยับยั้งโดยการเกิด 

phosphorylate ตรงบริเวณเรง serine อยางสมบูรณดวย Diisopropyl flurophosphate (DEP) ที่

ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร (Arreguin-Esinosa และคณะ, 2000) ไลเพสจาก P. luteola ถูกยับยั้ง

ดวย Certrimind Deoxycholate และ Sodium Dodecylsulfate (SDS) ที่มีความเขมขน 0.01, 0.5 

และ 5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Litthauer และคณะ, 2000) 

 
2.8 เอนไซมตรึงรูป (Immobilized Enzymes)  

เอนไซมตรึงรูป หมายถึง เอนไซมที่ถกูกําหนดหรือทําใหมาอยูในขอบเขตที่จัดไว อาจมี

โมเลกุลใหญขึน้ดวยการเชื่อมพันธะ หรือไมมีพนัธะเคมี ละลายน้ําไดยากขึ้น หรือไมไดเลย มีผลทาํ

ใหเอนไซมเปลี่ยนจากสถานะตัวเรงปฏิกริิยาที่เปนของเหลวกลายเปนตัวเรงปฏิกิริยาทีเ่ปนของแข็ง

ขณะทําปฏิกิริยา  

ที่มา: (http://www.rpi.edu/dept/chem-eng/Biotech-Environ/IMMOB/Immob.htm) 

http://www.rpi.edu/dept/chem-eng/Biotech-Environ/IMMOB/Immob.htm
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วิวัฒนาการของการศึกษาวจิัยดานการเตรียมและการนาํเอนไซมตรึงรูปมาใชเกิดขึ้นอยาง

เปนลําดับ แมวาในปจจุบันจะยังไมสามารถหาสูตรสําเร็จที่จะระบุใหชัดวาเอนไซมชนิดหนึ่งจะตรึง

รูปดวยวิธีใดกต็ามแตมีหลักฐานและผลงานวิจยัพอที่ชี้นาํไดวาควรใชวธิีใด สวนประสิทธิภาพและ

ความเหมาะสมของการใชงานกเ็ปนกรณี ๆ ไป อยางไรก็ตามววิัฒนาการเรื่องการศึกษาเอนไซม

ตรึงรูปเกิดขึ้นเปนลําดับจนปจจุบันนี้ก็ดวยเหตุผลที่สืบเนือ่งมาจากการใชเอนไซมอิสระมีขีดจํากัด

บางประการ 

 
ขอจํากัดของการใชเอนไซมอิสระ 
 
1. เอนไซมอิสระไมเสถียร 
2. เอนไซมอิสระใชงานในลกัษณะไมตอเนื่องหรือใชคร้ังเดียว (batch) 

3. เอนไซมอิสระใน in vitro ใชแบบ multi-enzymes system ไมได 

4. เอนไซมอิสระ ถาจะทําใหแอกทิวิตีสงูตองทําใหบริสุทธิก์อนใชงาน 

5. เอนไซมอิสระจะผสมปนลงไปในสารละลายของซับสเตรทและผลผลิต ทําใหแยกออก

ไมได และเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตนีจะปนเปอนในลักษณะสารปนเปอนโปรตีน 

(proteineous contaminants) โดยเฉพาะถาอยูในอาหารจะเกิดเปนตะกอนเมื่อถึง

ระดับอุณหภูมิ พีเอชของโปรตีนชนิดนั้น แยกออกไดตองใชกรรมวิธีเพิม่ข้ึน 

6. เอนไซมอิสระมีภาวะทําปฏกิิริยา (reaction condition) จําเพาะ ฉะนั้นบางครั้งอาจไม

เหมาะสมในกระบวนการแปรรูปอาหาร หรืออุตสาหกรรมที่ตองใชเอนไซมนัน้ ๆ 

7. เอนไซมอิสระ สวนใหญละลายน้ํา ละลายในสารละลายได ฉะนัน้จะนํามาใชใน

ลักษณะแคทาลิสตแข็ง (solid catalyst) ไมได มีผลใหไมสามารถใชกบัเครื่องปฏิกรณ

ประเภทตาง ๆ  

8. เอนไซมอิสระในอุตสาหกรรมมีตนทุนการใชงานสูง 
9. เอนไซมอิสระในเซลสจุลนิทรยี (intracellular enzymes) เมื่อนาํมาใชตองผาน

กระบวนการสกัดและทําบรสิุทธิ์กอน 

10. เอนไซมอิสระกอพิษตอผูใช ในลักษณะของการสูดหายใจ การสัมผัสในปริมาณมาก 

ดวยขีดจํากัดของการใชเอนไซมอิสระ จึงเปนทางออกทีน่ําไปสูการแกปญหาดวยการ

นําเทคโนโลยขีองเอนไซมตรึงรูปมาใช ดวยวิธกีารตาง ๆ และแกปญหาไปตาม

ลักษณะสมบตัิของเอนไซมตรึงรูปที่ได อยางไรก็ตาม ในบางครั้งผลกระทบจากการ

เตรียมและการใชเอนไซมตรึงรูปก็อาจมบีางดังนี ้
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2.8.1 ผลกระทบของการทาํเอนไซมตรงึรูป 
 
1.แอกทิวิตีอาจจะถูกกระทบกระเทือน เนื่องจากการยึดโมเลกุลของเอนไซมกับตัวพยุงมี

ผลใหโครงรูปสามมิติ (conformation) เปลี่ยนไป และอาจมีผลตอหมูเคมีที่อยูในบริเวณเรงดวย 

2 .มีปญหากับซับสเตรทที่ ไม เปน เนื้ อ เดียวกัน  หรือซับสเตรทมี ลักษณะแขวน 

(suspension) ดานการถายเทมวล (mass transfer) กับเอนไซมตรึงรูปซ่ึงเปนแคทาลิสตแข็ง 

(solid catalyst) 

 
2.8.2 วสัดุคํ้าจุน (carrier) สําหรบัการตรึงรูปเอนไซม  
 
องคประกอบสําคัญสําหรับการตรึงรูปเอนไซมไดแก เอนไซม วัสดุค้ําจุน วิธีการที่ทําให

เอนไซมดูดยึดกับวัสดุค้ําจนุหรืออยูภายในวัสดุค้ําจุน วัสดุค้ําจนุมีความสําคญัมากตอแอกทิวิตี

และความคงตวัของเอนไซม อยางไรก็ตาม วัสดุค้ําจนุที่ดีควรมีลักษณะดังนี ้ (Kennedy และ 

Cabral, 1987) 

1. เปนสารที่ไมละลายน้ํา 

2. มีพื้นที่ผิวมากเพื่อใชสําหรับการจับยึดของเอนไซม 
3. มีการซึมผานไดของซับสเตรทและผลิตภัณฑ 
4. มีความคงตัวตอสารเคมี ความรอน และแรงกระแทก 

5. มีรูปรางและขนาดพอเหมาะ 

6. มีความตานทานตอการทาํลายของจุลนิทรยี 
7. สามารถนํากลบัคืนมาใชใหมได 
 

การจัดแบงชนดิวัสดุค้ําจุน สามารถแบงวัสดุค้ําจนุตามลักษณะทางกายภาพหรือแบงตามสมบัติ

ทางเคมี ไดดังนี ้คือ 

ชนิดของวัสดุค้ําจุนแบงตามลักษณะทางกายภาพไดเปน 2 ชนิดคือ วสัดุค้ําจุนที่ไมมีรูพรุน 

และวัสดุค้ําจนุที่มีรูพรุน (Chen และ Tsao, 1976) 

 

วัสดุค้ําจุนที่ไมมีรูพรุน 

 

วัสดุค้ําจุนที่ไมมีรูพรุนมาตรึงเอนไซม ทําใหเอนไซมมีโอกาสถูกดดูยึดไวไดในขอบเขตที่

จํากัดเฉพาะทีผ่ิวของวัสดุค้ําจุนเทานั้น เนือ่งจากวัสดุชนดินี้มีพืน้ที่ผวิตอปริมาตรต่ํา ดวยเหตนุี้จงึมี
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การใชเสนใยหรือสารที่มีลักษณะเปนเมด็ขนาดเล็ก เพื่อที่จะใหมีขนาดของพื้นทีผิ่วมากพอที่จะให

เอนไซมยึดเกาะได วัสดุค้ําจุนชนิดนีม้ีขอดีคือ ซับสเตรทสามารถเขาทําปฏกิิริยาไดโดยงาย 

เนื่องจากเอนไซมถูกยึดไวทีผิ่วบริเวณรอบนอกของวัสดุค้ําจุน 

 

วัสดุค้ําจุนที่มรูีพรุน 

 

วัสดุค้ําจุนชนดินี้มีพืน้ที่ผวิสาํหรับใหเอนไซมเกาะหรือดูดยึดมากขึ้นเมื่อเทียบในปรมิาณ 1 

หนวยน้ําหนกักับวัสดุค้ําจนุที่ไมมีรูพรุน ดังนั้นวสัดุค้ําจุนทีม่ีรูพรุนสามารถดูดยึกเอนไซมไวได

มากกวา แตมขีอเสียเนื่องจากพืน้ที่ภายในรูพรุนที่เอนไซมถูกตรึงนั้น จะตองมีขนาดของรูพรุนใหญ

เพียงพอสาํหรบัใหโมเลกุลของซับสเตรทผานเขาไปทําปฏิกิริยากับเอนไซมได และขณะเดียวกนั

จะตองใหสารผลิตภัณฑผานออกไดสะดวก ทั้งนี้เพื่อลดปญหาการแพรกระจายของซับสเตรทและ

สารผลิตภัณฑที่ผานเขาและออกจากวัสดุค้ําจุน  

 

ชนิดของวัสดุค้ําจุนแบงตามสมบัติทางเคมีไดปน 2 ชนิด คือ วัสดุค้าํที่เปนสารอนิทรีย และ

วัสดุค้ําจุนที่เปนสารอินทรีย (Laskin และคณะ, 1985) 

  

 วัสดุค้ําจุนที่เปนสารอินทรีย 

 

 วัสดุค้ําจุนที่เปนสารอินทรียนั้นมีขอไดเปรยีบกวาในการใชงานทางดานอุตสาหกรรม ทัง้นี้

สารอินทรียมกีลุมฟงกชนั (functional group) จํานวนมาก ที่สามารถตรึงเอนไซมไดอยางมี

ประสิทธิภาพ แตมีขอเสียเนื่องจากสมบัติทางกายภาพที่ทาํใหเอนไซมที่ตรึงดวยวัสดุค้ําจุนที่เปน

สารอินทรียนี ้มีการสูญเสียความคงตวัไดงายเมื่อไดรับการกระทบจากความรอน สารเคมี และจลุิ-

นทรีย 

 

 วัสดุค้ําจุนที่เปนอนนิทรีย 

 

 วัสดุค้ําจุนที่เปนอนนิทรียมีความเหมาะสมหลายประการในการใชงานทางดาน

อุตสาหกรรม เนื่องจากมีความคงทนตอแรงกระแทก ทนตอความรอนและสารเคม ีไมถูกยอยสลาย

ดวยจุลินทรีย งายตอการเก็บรักษา มอีายุการใชงานนาน และสามารถนํากลบัมาใชใหมไดอีก

โดยงาย นอกจากนี้วัสดุค้ําจุนอนินทรยียังมีรูปรางคงที่เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง 

ความดัน หรืออุณหภูม ิ วัสดุค้ําจุนมีเพียงหมูไฮดรอกซิลเทานัน้ที่จะดูดยึดเขากับปลายดานที่
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ประกอบดวยหมูคารบอกซลิหรือหมูอะมิโนของเอนไซม ดวยการดูดซับหรือระหวางอิออน และจะ

ไมเกิดพันธะโควาเลนทระหวางเอนไซมกบัวัสดุค้ําที่เปนสารอินทรีย 

  
2.8.3 ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป 
 
1. มีโอกาสเพิ่มแอกทิวิตีและความสเถียรภาพของเอนไซมได ถาวธิีการทีเ่หมาะสม 

2. สามารถใชกับระบบเอนไซมหลายชนิด ในลักษณะ in vitro ได 

3. สามารถใชซ้าํ ใชตอเนื่อง ใชเปนเครื่องมือวิเคราะหได 

4. ใชภาวะการทาํปฏิกิริยาที่ตางไปจากเอนไซมอิสระ ทั้งนี้ข้ึนอยูกับชนิดตัวพยุงและ

วิธีการตรึงรูป 

5. ใชใหเหมาะสมกับเครื่องปฏกิรณเอนไซมได ทั้งนี้ขึ้นอยูกับรูปรางตัวพยุงและลักษณะ
ซับสเตรท 

6. เอนไซมทีน่ํามาตรึงรูป ไมตองทําใหบริสทุธิ์ก็สามารถทํางานไดดี เหมือนเอนไซม

บริสุทธิ ์

 
2.8.4 กระบวนการทาํเอนไซมตรึงรูป (Immobilization Process) 
 
 แบงกระบวนการทําเอนไซมตรึงรูปไดเปน 2 กระบวนการคือ กระบวนการทางเคม ีและ

กระบวนการทางกายภาพ (Kennedy และ Cabral, 1987) 

องคประกอบที่มีผลตอความไวตอปฏิกิริยาของเอนไซมกับซับสเตรท คือ 

 

1. ความคงรูปสามมิติจําเพาะ (specific conformation) ของเอนไซมเพื่อใหสอดคลอง 

(complement) กับโครงสรางรูปสามมิติของซับสเตรทตามทฤษฎีของฟชเชอร (Fischer) และ

ทฤษฎีเหนี่ยวนําของโคชแลนด (Koshland) ดังนั้นเอนไซมจึงจะจับโมเลกุลของซับสเตรทไดดี 

ปฏิกิริยาของการเรงจึงจะเกิดตอไปไดผลผลิตและเอนไซมกลับคืน ดังนั้นการที่แอกทิวิตีของ

เอนไซมจะเบี่ยงเบนไปจากเดิมในลักษณะเพิ่มข้ึนหรือลดลงก็ตาม ก็เปนผลสืบเนื่องมาจากโครงรูป

สามมิติของเอนไซม การทําเอนไซมตรึงรูปก็นับเปนทางออกทางหนึ่งที่จะทําใหโครงสรางสามมิติ

ของเอนไซมเปลี่ยนไป จนกระทั่งสอดคลองกับโครงรูปของซับสเตรท แอกทิวิตีของเอนไซมก็จะ

สูงขึ้นดวย และผลในทางกลับกันก็เกิดขึ้นไดถาการตรึงรูปทําใหโครงสรางของเอนไซมเปลี่ยนไป

อยางไมเหมาะสม 
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2. บริเวณเรง หรือศูนยกลางบริเวณเรง (active site หรือ active center) บริเวณเรงของ

เอนไซมประกอบดวย 2 สวน ซึ่งทําหนาที่ตางกนั สวนหนึง่เปนบริเวณเรงทีท่าํใหเกิดการเรง

ปฏิกิริยา และอีกบริเวณหนึ่งเปนบริเวณจําเพาะเชื่อมกับซับสเตรท (binding site) อยางเจาะจง 

ทั้ง 2 บริเวณที่กลาวถงึจะประกอบดวยอนุมูลอิสระกรดอะมิโนหลายชนิดตอเปนลําดับกัน การทํา

เอนไซมตรึงรูปดวยวธิีเชื่อมพันธะของหมูตาง ๆ ของเอนไซมกับตัวพยุง จะตองหลีกเลี่ยงที่จะไมให

กระทบกระเทอืนตอหมูบริเวณเรง จะชวยทําใหแอกทวิติีของเอนไซมลดลงไป และในขณะเดียวกนั 

การตรึงรูปอาจมีผลทําใหโปรตีนของเอนไซมแสดงหมูบริเวณเรงใหจับกับซับสเตรทไดงายขึน้ และ

รวดเร็วก็เปนไปได หากทําไดดังนี้แลวแอกทิวิตีและความเสถยีรภาพของเอนไซมกจ็ะดีขึ้นมากกวา

เอนไซมอิสระ 

 
2.8.5 วธิีการตรึงรูปเอนไซม 
 
 แบงเปน 3 วธิีใหญ คือ การเชื่อมกับตัวพยุง การเชื่อมขวาง และการหอหุม (Kennedy 

และ Cabral, 1987) 

 

1. การเชื่อมกับตัวพยงุ (Carrier binding) หมายถงึ การเชื่อมพนัธะระหวางเอนไซมกับตัว

พยุงที่ไมละลายน้ํา และอาจไมละลายในตัวทาํละลายบางชนิดดวย 

 

ปจจัยที่สาํคัญของกรรมวิธนีีค้ือ 

 

ก. ชนิดตัวพยุง ไดแกหมูตาง ๆ ในตัวพยุงวาเปนประเภทใด มีพืน้ที่ผวิขนาดอนุภาค 

มีความเสถียรตอภาวะปฏิกริิยาที่เกี่ยวของ และองคประกอบทางเคมีเหมาะสม

กับระบบของปฏิกิริยาการใชงานไดหรือไม เชน ระบบถังกวน ระบบฟลูอิไดซเบด 

ระบบเบดบรรจุ รวมทั้งการทนตอภาวะของปฏิกิริยาดานอุณหภูมิและคาความ

เปนกรด-ดางดวย 

 

ข. ชนิดของเอนไซม ไดแก บริเวณเรงเปนกรดอะมิโนชนิดใด ตัวยับยั้งแอกทิวิตี

เอนไซมตองไมใชสารที่มาจากกรรมวิธีการตรึงรูป และถาเปนเอนไซมจากจุลินท-

รียจะตองเปนเอนไซมในจุลินทีย (intracellar enzyme) ดังนั้นการตรึงรูปเอนไซม

ในเซลลจุลินทรียจึงตองทําในลักษณะตรึงรูปเซลลจุลินทรียในลักษณะเซลลตาย 
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(dead cell) แตเอนไซมคงอยู หรือเซลลมีชีวิตและเอนไซมคงอยูก็ได โดยไมตอง

สกัดเอนไซมออกมา 

ค. ลักษณะซับสเตรทและผลผลิต ไดแก 

ตองไมมีปญหาการถายเทมวล (mass transfer)  ระหวางเอนไซมและซับสเตรท 

นั่นคือเอนไซมตรึงรูปแบบเชื่อมกับตัวพยุงนี้ใชไดดีกับซับสเตรทที่ละลายใน

สารละลายปฏิกิริยาไดดี ซึ่งอาจจะอยูในลักษณะคอลลอยด (colloid) หรือ

สารละลาย การแยกผลผลติทําไดงาย และผลผลิตตองไมทาํปฏิกิริยาใด ๆ กับตัว

พยุง หรือหมูตาง ๆ บนตัวพยุงในอนัที่จะทาํใหแอกทิวิตีเอนไซมลดลง หรือ

ผลผลิตลดลง หรือผลผลิตเสื่อมคุณภาพลงไป 

 

ง. ลักษณะเครื่องปฏิกรณเอนไซมตรึงรูป 

เครื่องปฏิกรณเอนไซมตรึงรูปสําหรับใชในระบบปฏิกิริยาตอเนื่อง หรือระบบไม

ตอเนื่องก็ตาม ควรจะตองสอดคลองกับชนิด รูปแบบของตัวพยุง (อนภุาค หลอด 

แทง แผนฟลม แผนบาง) และความคงตวัของตัวพยุง (การกัดกรอน การแตก) 

รวมทัง้ลักษณะทางกายภาพของซับสเตรท เชน ความขนหนืด การไหล 

 

1.1 วิธีการดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption method) 

การดูดซับของเอนไซมบนผิวนอกของตัวพยุงที่ไมละลายน้ํา วิธีการตรึงรูปโดยวิธีนี้จะไมมี

ผลกระทบตอโครงรูปสามมิติและแอกทิวิตีของเอนไซม เนื่องจากไมมีพันธะเคมีและแรงเกาะกัน

ระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออนมาก ดังนั้นการนําตัวพยุงมาใชซ้ําทําไดงาย เหมาะกับตัวพยุงราคา

แพง วิธีนี้อาจมีผลตอแอกทิวิตีของเอนไซมบางในลักษณะของการหมุนตัวของเอนไซมเพื่อจับกับ

ซับสเตรท (sterespecific effect) นิยมใชวิธีนี้รวมกับวิธีอ่ืน เชน รวมกับวิธีการหอหุม วิธีนี้ใชกับ

เอนไซมที่ถูกกระทบไดงายตอวิธีการเชื่อมพันธะเคมี เชน อินเวอรเทส เนื่องจากกรรมวิธีไมซับซอน

และไมรุนแรง เปนกรรมวิธีที่ใชไดกับเอนไซมทุกชนิด และหลักการเดียวกับกรณีการทําการดูดซับ

ทางกาบภาพของสารชีวภาพประเภทโปรตีนอื่น ๆ ตัวอยางตัวพยุง เชน เบนโตไนต เจลแคลเซียม

ฟอสเฟต ถานกัมมันต แกวพรุน โคลนกรด คาโอลิไนต อะลูมินา และพอลิเมอรธรรมชาติ อาทิ แปง 

กลูเทน คอลลาเจน (Bosley และ Pielow, 1997) 

 

1.2 วิธีการเชื่อมดวยพนัธะไอออน (Ionic binding method) 

การเชื่อมระหวางโปรตีนของเอนไซมกับตัวพยุงที่ไมละลายในสารละลายปฏิกิริยาโดยใช

พันธะไอออน ตัวอยางตัวพยุงไดแก สารที่มีอนุมูลแลกเปลี่ยนไอออน (ion-exchange residue) 
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เชน โพลีแซ็กคาไรด พอลิเมอรสังเคราะห และอนุมูลประจุในตัวพยุง และเอนไซมตองตางกัน เชน 

เอนไซมมีอนุมูลประจุบวก เชน กลูโคอะไมเลส และตัวพยุงมีอนุมูลประจุลบ เชน DEAE-cellulose 

DEAE-Sephadex 

ลักษณะที่สําคัญของการตรึงรูป วิธีเชื่อมพันธะไอออนก็คือ 

 

1.2.1 มีผลตอแอกทวิิตีและโครงรูปสามมิตินอย ดังนัน้แอกทิวติีอาจจะคงเดมิ 

1.2.2 แรงเกาะกันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออน เอนไซมหลุดงายที่ความ

เขมขนของไอออนสูง (ionic strength) หรือแรงเกาะกันจะลดลงเมื่อ

เปลี่ยนคาความเปนกรด-ดาง  

1.2.3 กรรมวิธีไมซับซอน ใชหลกัการเชื่อมพนัธะไอออนเหมอืนการทํา ion-

exchanging ของสารชีวภาพอื่น ๆ ได แตตองปองหมูในบริเวณเรงของ

เอนไซมไว 

 

1.3.วิธกีารเชื่อมดวยพนัธะโคเวเลนต (Covalent binding method) หมายถงึ การเชื่อม

พันธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุง ดวยพนัธะโคเวเลนต วิธนีี้ไดนาํมาศึกษามากที่สุด (Walt และ 

Agayn, 1994) 

พันธะโคเวเลนต เปนพันธะที่เกิดจากอะตอมรวมกนั โดยการถายอิเลก็ตรอนอยางสมบูรณ

และอะตอมใชอิเล็กตรอนรวม เชน พนัธะในโมเลกุล H2, O2, Cl2 เปนตน เรียก พนัธะโคเวเลนต 

หรือ เรียกใหเต็มวา พนัธะโคเวเลนตไมมขีั้ว (non-polar covalent bond) ซึ่งหมายถึง ไมมีขั้วประจุ

ในโมเลกุลที่เกดิพันธะเพราะ e- คูใชรวมกัน และกระจายอยางสมมาตร พันธะแบบนี้ ion 

character = 0  

 

2. วิธีการเชื่อมขวาง (Cross-linking method) การทําการเอนไซมตรึงรูปโดยวิธนีี้อาศัยวิธีการสราง

พันธะโคเวเลนต แตวิธนีี้ไมตองใชตัวพยงุ เอนไซมจะถกูตรึงรูปอยูไดโดยการสรางพันธะเชื่อมขวาง

ระหวางภายในโมเลกุลของเอนไซม โดยอาศัยการเชื่อมขวางซึง่ทําหนาที่เชื่อมขวางระหวาง

โมเลกุล 2 โมเลกุล หรือมากกวา (bi or multifunctional reagents) หรือเรียกสารเชื่อมขวาง 

(cross-linkers) ซึ่งมีผลใหเอนไซมหลายโมเลกุลเกาะกลุมกลายเปนโมเลกุลละลายน้ํานอยลง 

 ตัวอยางการเชื่อมขวาง ซึง่จะทาํปฏิกิริยาระหวางโมเลกุลเอนไซมในลักษณะตาง ๆ เชน 

สารละลายกลตูารัลดีไฮด อนุพนัธไอโซโทโอไซยาเนต อนุพนัธไอโซไซยาเนต ไบซไดอะโซเบนซิดนี 

เนื่องจากการใชสารเชื่อมขวางเหลานี้กอใหเกิดพันธะโคเวเลนตระหวางโมเลกุลเอนไซม ฉะนั้นจะมี

ผลตอโครงสรางสามมิติ และแอกทิวิตีของเอนไซมไดงาย 
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3.วิธีการหอหุม (Entrapping method) วิธีการหอหุมเปนวิธกีารตรึงรูปแบบรวมเอนไซมอิสระไวใน

ชองวางของตาขายพอลิเมอรหรือหอหุมเอนไซมอิสระไวดวยเยื่อบางทีย่อมใหสารซมึผานไดบาง 

(semipermeable membrane) (Kennedy และ Melo, 1990)  ดังนัน้จึงแบงเปน 2 ประเภท คอื 

หอหุมเอนไซมในชองตาขาย (lattice type) และหอหุมเอนไซมไวในแคปซูลเล็ก (microcapsule 

type) การตรึงรูปเอนไซมวธิีนี้แตกตางจากการเชื่อมพนัธะโคเวเลนต และวิธีเชื่อมขวาง กลาวคือ 

เอนไซมไมเชื่อมพันธะเคมกีบัสารหอหุม ดงันัน้วธิีนี้จงึไดนิยมใชอยางแพรหลาย แมวาปฏิกิริยาทาง

เคมีที่ทาํใหเกดิ สารพอลิเมอรสําหรับหอหุมนัน้ ตองการภาวะที่รุนแรงมาก อาจจะมีผลกระทบตอ

แอกทิวิตีของเอนไซม จงึตองเลือกหาภาวะที่มีผลกระทบนอยที่สุด 

 

3.1 วิธีหอหุมเอนไซมในชองตาขายของพอลิเมอรไมละลายน้ํา ทําไดลักษณะที่ผสม

เอนไซมเขากับสารหอหุมในขณะกําลังจะเกิดพอลิเมอร โมเลกุลของเอนไซมจะถูกหอหุม

ดวยชองตาขายอยางสม่ําเสมอ ทุกชองอยางชา ๆ การตรึงรูปเอนไซมลักษณะนี้จะสงผล

กระทบตอเสถียรภาพของโปรตีนเอนไซมโดยตรง เนื่องจากสารที่กําลังรวมตัวเปนพอลิ-

เมอรมักจะทําปฏิกิริยารุนแรงในการสรางพันธะเคมี ตัวอยางพอลิเมอรและโมโนเมอร และ

สารเชื่อมขวางที่ใชในการหอหุมเอนไซม คือ พอลิเมอรธรรมชาติ ไดแก แปง แปงบุก ไคติน

ไคโตซาน อัลจิเนต คารราจีแนน พอลิเมอรสังเคราะห ไดแก พอลิอะครีลาไมด พอลิไวนีล

แอลกอฮอล พอลิเอทิลีนไกลคอล ไดเมทอะคริลเรต พอลิเมอร 

 

3.2 วิธีการหอหุมเอนไซมในแคปซูลเล็ก (Microcapsule type) เทคนิคการทําแคปซูลเล็ก 

จะเปนวิธทีี่ชวยปองกนัผลกระทบทีม่ีผลตอแอกทิวิตีของเอนไซม แคปซูลเล็กของเอนไซมที่

ไดริเร่ิมทํากันมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 1-100 ไมครอน กรรมวิธกีารทําแคปซูลเล็กของ

เอนไซมมีวธิีตาง ๆ แบงตามลักษณะการเกิดพอลิเมอร (Macario และคณะ, 2009) 

 

 3.2.1 วิธีการเกิดพอลิเมอรระหวางชัน้ (Interfacial polymerization method) 

เปนวธิีการหอหุมเอนไซมดวยพอลิเมอร ซึ่งทาํเปนแบบแผนบาง สารซึมผานไดบางสวน 

การทาํแคปซูลเกิดขึ้นพรอมกับการเกิดพอลิเมอรที่เกิดจากโมโนเมอรตางชนิดกัน 2 อยาง 

คือ โมโนเมอรชอบน้ํา และโมโนเมอรไมชอบน้ํา เกิดพอลิเมอรที่ระหวาง (Interfacial 

polymerization) 

3.2.2 วิธกีารทําแหง (Liquid drying method) เปนวิธกีารทําแคปซูลเล็กของ

เอนไซมโดยการใชละลายสารพอลิเมอรแลวทาํใหแหง ระเหยตัวทําละลายอนิทรยีออกไป 

ขณะเกิดแคปซูลเล็กของเอนไซม 
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2.8.6 รูปของเอนไซมตรึงรูป (Forms of Immobilized Enzymes) 
 
 รูปของเอนไซมตรึงรูปแบงออกเปน 4 รูป คือ อนุภาค เยื่อ หรือฟลม หรือแผน หลอด และ

เสนใย รูปของเอนไซมตรึงรูปที่เตรียมไดสวนใหญอยูในรูปอนุภาค เนื่องจากมีขอไดเปรียบหลาย

ประการ กลาวคือ 

1. ใชงาย 

2. มีตัวพยงุหลายประเภทที่สามารถเตรียมไดลักษณะอนภุาค 

3. ใหพืน้ที่ผิวใหญกวารูปอ่ืน ๆ ซึ่งจะมีผลใหประสิทธิภาพของปฏิกิริยาสงูกวา 

 

ปจจุบันนี้งานวิจัยดานการทาํเอนไซมตรึงรูปในรูปเยื่อ หลอด และเสนใยก็มเีพิ่มมากขึ้น 

แตไมมากเทาการทาํแบบอนุภาค อยางไรก็ตาม การเตรียมเอนไซมตรึงรูปจะอยูในรูปแบบใดก็ตอง

เหมาะสมกับการใชงานตลอดทั้งเครื่องปฏิกรณชีวภาพที่ใชรูปของเอนไซมตรึงรูปชนิดตาง ๆ พอ

จําแนกได (Wu และคณะ, 2009; Chu  และคณะ, 2008) 

 

1.1 อนุภาค (Particles) การทาํเอนไซมตรึงรูปในลักษณะอนุภาค (Yi และคณะ, 2009) 

ตัวพยงุที่ใชจะเปนตัวกาํหนดขนาดอนุภาค เชน ทราย ผงคารบอน สารดูดซับ แกว

พรุน เปลือกไข ไคทิน และสารพอลิเมอรที่ทําเปนแคปซูลเล็ก ขนาดโดยทัว่ไปอยู

ระหวาง 50-200 เมช มีรูปรูปรางทรงกลม 

 

1.2 เยื่อ (Membranes) หรือฟลม (Film) หรือแผน (Plate) (Li และคณะ, 2009) เยื่อของ

เอนไซมสามารถเตรียมไดโดยการใชตัวพยงุตรึงรูปใหอยูในลักษณะเยือ่ สวนวิธกีาร

ตรึงรูปนั้นทําไดหลายแบบ เชน วิธกีารเกาะกับตัวพยงุในลักษณะมีพนัธะเคม ี ฟสิกส 

หรือไมมีพนัธะเคมี และหอหุมดวยเยื่อ 

 

1.3 หลอด (Tubes) การทําเอนไซมตรึงรูปแบบหลอด เปนวธิีที่ไมแพรหลายเทากับการทาํ

แบบเยื่อ สวนวิธีการตรึงรูปสามารถทําไดหลายวธิีเชนเดียวกับแบบอนุภาคและเยื่อ 

ตัวอยางตัวพยุงที่เปนหลอด ไดแก หลอดไนลอน หลอดพอลิอะมิโนสไตรีน 

(polyaminostyrene tube) และหลอดพอลิอะครีลาไมด (polyacrylamide tube) 

 

1.4 เสนใย (Fibers) การทําเอนไซมใหอยูในรูปเสนใย (Chu  และคณะ, 2008) มักทําใน

ลักษณะการหอหุมเอนไซมไวในเสนใยเซลลูโลสอะซิเทต โดยมีขัน้ตอนการทาํดังกลาว
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ไดยอ ๆ คือ ผสมสารละลายเอนไซมในกลีเซอรอลทีละหยดลงในสารละลายของ

เซลลูโลสอะซิเทตที่ละลายในเมทีลีนคลอไรด กวนสารละลายนี้ชา ๆ จนกระทั่งเกิด

เปนอิมัลชัน เมื่อแชสารละลายอิมัลชนัลงในภาชนะสําหรับการตกตะกอนที่มีโทลูอี

นพรอมกบัคอย ๆ สาว (spin) จะไดเสนใย ทําเสนใยที่ไดใหแหงโดยภาวะสุญญากาศ

เพื่อแยกตัวทาํละลาย  

 

ตารางที ่ 2 แสดงการเปรยีบเทยีบการตรึงเอนไซมดวยวิธกีารตาง ๆ (Kennedy และ Cabral, 

1987) 

เทคนิคการตรึงเอนไซม  
คุณสมบัติ เชื่อมโยง ดูดยึดทาง

กายภาพ 
ดูดยึดดวย
พันธะไอ
ออนิก 

ดูดยึดดวย
พันธะโค 
เวเลนท 

ดักจับ 

1. วิธกีารเตรียม สะดวก สะดวก สะดวก ยุงยาก ยุงยาก 

2. การยึดระหวางเอนไซมกบั

วัสดุค้ําจุน 

แข็งแรง ออน ปานกลาง แข็งแรง ปานกลาง 

3. การนําตวัวสัดุค้ําจุน

กลับมาใชซ้าํ 

ไมได ได ได ไดในบาง

กรณี 

ไมได 

4. ตนทุนในการตรึง ปานกลาง ปานกลาง ต่ํา ต่ํา สูง 

5. ความคงตัวของเอนไซม

ตรึงรูป 

สูง ต่ํา ปานกลาง สูง สูง 

6. การประยุกตใชงาน ไมได ได ได ไมได ได 

7. การปองกนัการสลายตวั

ของเอนไซมจากจุลินทรีย 

ไดบางครั้ง ไมได ไมได ไมได ได 

 

 
2.8.7 ประโยชนและความสําคัญของไลเพสในดานอุตสาหกรรม 
 

 การใชไลเพสเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วและมีบทบาทอยางมากในอุตสาหกรรมที่เกี่ยวกับ

เทคโนโลยีชีวภาพ โดยเฉพาะอุสาหกรรมอาหาร วิทยาศาสตรการแพทย อุตสาหกรรมยา 

อุตสาหกรรมเคมี และแหลงเชื้อเพลิงชีวภาพ (Stehr และคณะ, 2003; Steiner และ Williams, 

2002; Pandey และคณะ, 1999) ขอดีที่สําคัญของไลเพส คือมีความคงทนในตัวทําละลายอินทรีย 
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จึงสามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ไดทั้งในระบบที่มีตัวทําละลายอินทรียและ

ปราศจากตัวละลายอินทรีย (Sharma และคณะ, 2001) และยังสามารถทํางานไดในสภาพที่

ปราศจาก cofactors นอกจากนี้ยังมีความจําเพาะตอซับสเตรท และมี enantioselectivity สูงดวย 

 
 2.8.7.1 ไลเพสในสารซักลาง 
 
 ในการผลิตสารซักลางไลเพสที่ใชมีความจําเพาะตอซับสเตรทต่ํา แตมีความคงทนตอ

สภาพที่เปนดาง ทนตอสารลดสารตึงผิว (surfactants) และอุณหภูมิสูง เอนไซมที่มีลักษณะตามที่

ตองการนี้เปนเอนไซมในกลุม surfactant lipase นอกจากนี้ยังสามารถทํางานรวมกับเอนไซม 

amylase, cellulose และ protease ไดดวย (Jaeger และ Reezt, 1998; Pandey และคณะ, 

1999; Rathi และคณะ, 2001) ดังนั้นเอนไซมที่ใชสารซักลางจึงตองทนตอดางและความรอน 

เชนไลเพสจาก P. alkaligenes ทํางานไดดีที่ pH 7-11 อุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียส มีความ

คงทนตอสารลดแรงตึงผิวที่เปนทั้ง anionic และ nonionic ในสภาพการซักลาง (Pandey และ

คณะ, 1999) 

  
 2.8.7.2 ไลเพสในยาฆาแมลง 
 
 ดานเทคโนโลยีชีวภาพของยาฆาแมลง  ไลเพสถูกนํามาใชเปน  enantioselective 

biocatalyst ในตัวทําละลายอินทรีย ซึ่งเอนไซมที่ใชสวนใหญเปนเอนไซมที่ถูกตรึงเพื่อลดตนทุน

และปองกันการปนเปอนจากสิ่งแวดลอมภายนอก โดยทั่วไปยาฆาแมลงผลิตไดจากการทํา 

resolution ของ racemic mixtures ของแอลกอฮอล หรือ carboxylic esters ในปฏิกิริยา 

stereospecific synthesis reaction (Pandey และคณะ, 1999) 

 
2.8.7.3 ไลเพสในอุตสาหกรรมอาหาร 

 
 การใชไลเพสในอุตสาหกรรมอาหารเริ่มตนต้ังแตศตวรรษที่ 20 โดยมีวัตถุประสงคเพื่อ

ปรับปรุงกระบวนการทางเคมีที่ใชกันอยูเดิมในอุตสาหกรรมอาหาร สําหรับอุตสาหกรรมการผลิต

น้ํามันและไขมัน ไลเพสถูกนํามาใชในการดัดแปลง (modification) คุณสมบัติของน้ํามันโดยการ

เปลี่ยนแปลงตําแหนงและชนิดของกรดไขมันที่เขาจับกับกลีเซอรอลในโมเลกุลน้ํามันหรือไขมัน 

เพื่อใหไดคุณสมบัติตามที่ตองการ ซึ่งวิธีนี้ทําใหไดน้ํามันชนิดใหม ๆ และนําไปสูการพัฒนาสารที่

ใหกลิ่น รส (flavors) ในอาหารดวย 
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 Pabai และคณะ, (1995) ใชไลเพสในการเรงปฏิกิริยา inter-esterification ของไขมันเนย 

(butter fat) เพื่อลดปริมาณกรดไขมันอิ่มตัวชนิดสายยาว และเพิ่มปริมาณกรดโอเลอิก (C18:1) 

ตรงตําแหนงที่ 2 ของโมเลกุลไขมันเนย ทําใหไดไขมันเนยที่มีคุณคาทางโภชนาการมากกวาเดิม 

นอกจากใชไลเพสในการปรับเปลี่ยนคุณสมบัติน้ํามันแลว ยังมกีารใชไลเพสในการเรงปฏิกิริยาอื่น 

ๆ เพื่อผลิตเอสเทอรที่เปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมตาง ๆ เชนอุตสาหกรรมเครื่องสําอางค และยา ได

อีกดวย เชน Weber และคณะ (2001) ใชไลเพสจาก Candida rugosa เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเท-

อริฟเคชัน ระหวาง methyl esters ของ fatty acids และ sterols เพื่อผลิต steroid esters ที่ใชเปน

สวนผสมในเครื่องสําอาง และยา 

 
 2.8.7.4 ไลเพสในการผลิตเชื้อเพลิง 
 
 เปนที่ทราบวาสิ่งที่ไดรับความควบคูกับการเผาไหมเชื้อเพลิงจากฟอสซิล (fossil fuel) คือ

กาซคารบอนไดออกไซด คารบอนมอนอกไซด และซัลเฟอร อันเปนผลทําใหสิ่งแวดลอมเต็มไปดวย

มลพิษ ภาวะเชนนี้ทําใหเร่ิมมีความสนใจที่จะนําเชื้อเพลิงเหลว (liquid fuel) ที่ไดจากการนํา

วัตถุดิบทางชีวภาพ (biomass) กลับมาใชใหมและมีการพัฒนาแหลงพลังงานนี้อยางเนื่อง เพื่อ

เปนทางเลือกใหมของการผลิตเชื้อเพลิงในอนาคต 

 

 Fatty acid methyl esters (biodiesel fuel) คือ เชื้อเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล ที่ไดจาก

น้ํามันพืช ไขมันสัตว และน้ํามันปรุงอาหารที่ใชแลวถูกนํากลับมาใชเปนแหลงพลังงานอีกครั้งตั้งแต

ทศวรรษที่ผานมา แหลงพลังงานประเภทนี้ไมกอใหเกิดมลพิษตอสภาพแวดลอม เนือ่งจากสามารถ

ถูกยอยสลายได และไมเปนพิษ ซึ่งมีการทดลองใช biodiesel fuel จากอุตสาหกรรมน้ํามันพืชเพื่อ

นํามาใชทดแทนเชื้อเพลิงจากฟอสซิล ในทวีปอเมริกาเหนือ และยุโรป (Krawczyk, 1996; 

Cvengros และ Cvengrosona, 1994) 

 
2.9 กระบวนการผลิตไบโอดีเซล  

มี 4 วิธี 

1. การผสมน้ํามันพืชในดีเซลโดยตรง (Blending) 

2. ไมโครอิมัลชัน (Microemulsion) เปนการกระจายของอนุภาคของเหลวที่แขวนลอยใน

สารตัวกลางของเหลวอีกชนิดหนึ่งอยางสมดุล (Ma, และ Hanna,1999) 

3. ไพโรไลซิส (Pyrolysis) เปนการเปลี่ยนแปลงโมเลกุลของน้ํามัน โดยใชความรอนเพียง

อยางเดียว หรือใชตัวเรงปฏิกิริยารวมดวย เพื่อทําใหน้ํามันที่มีโมเลกุลใหญแตกตัว
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เปนโมเลกุลที่เล็กลง ดวยการผสมน้ํามันพืชและแอลกอฮอลที่มีสายสั้น (Ma, และ 

Hanna,1999)   

4. ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน (Transesterification) เปนกระบวนการเปลี่ยนแปลง

ไตรกลี เซอไรดของน้ํามันพืช  ไขมันสัตว  หรือน้ํามันที่ผานการใชงานแลวให

สารประกอบเอสเทอรโดยการทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล ในภาวะที่ใชหรือไมใชตัวเรง

ปฏิกิริยา (Li และคณะ, 2006) 

 

 ไบโอดีเซล สามารถผลิตไดจากน้ํามันจากเมล็ดทานตะวัน ถั่วเหลือง ปาลม ดอกคําฝอย 

canola และ rapeseed ดวยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ซึ่งตองใชสารเคมีหรือไลเพสเปน

ตัวเรงปฏิกิริยา (Clark และคณะ, 1984) 

 
2.9.1 การใชสารเคมีเปนตัวเรงปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

 
 การใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยา 

 

 การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยา จะเกิดชากวาเมื่อใช

เบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา นอกจากนี้ยังตองทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิสูง และยังใชเวลาที่นานกวาถึงจะ

เกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ อยางไรก็ตาม ถากลีเซอไรดมีสวนประกอบของกรดไขมันอิสระและมนี้าํ

อยูมาก ดังนั้นการใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนกรดจะดีกวาการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา (Ma และ 

Hanna, 1999) กรดที่นิยมใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน คือ กรดซัลฟวริก กรดฟอส

โฟริก กรดไฮโดรคลอริก หรือซัลโฟนิกของสารอินทรีย มีรายงานการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-

ฟเคชันโดยใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาดังนี้ 

 

Mohamad และคณะ (2002) ใชกรดไฮโดรคลอริกและกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยาท-

รานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมใชแลวจากรานอาหาร โดยแปรผันความเขมขนของตัวเรง

ปฏิกิริยาเปน 0.5 1.0 1.5 และ 2.25 โมลาร ตามลําดับ พบวา ความเขมขนของกรดที่ใชเพิ่มมาก

ขึ้นปฏิกิริยาจะเกิดไดเร็วขึ้น และคาความหนืดของเอทิลเอสเทอรที่ไดจะนอยลงดวย และพบวาที่

ความเขมขน 2.25 โมลาร กรดซัลฟวริกเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไดดีกวากรดไฮโดรคลอ-

ริก 
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 Tashtosh และคณะ (2004) ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเปลี่ยนแปลงไขมันสัตวที่ใช

แลวเปนเมทิลและเอทิลเอสเทอร โดยใชกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา เมื่อใชเอทานอลที่

มากเกินพอสามารถเปลี่ยนไขมันสัตวเปนเอสเทอรไดมากกวาเมทานอล และยังไดเอทิลเอสเทอรที่

มีความหนืดต่ํากวาเมทิลเอสเทอร ภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค-

ชัน คือ เมื่อใชเอทานอลในปริมาณมากเกินพอในการทําปฏิกิริยา อุณหภูมิที่เหมาะสมในการ

เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 50 องศาเซลเซียส เวลาที่ใชทําปฏิกิริยา 2 ชั่วโมง จะเกิดเอทลิ

เอสเทอรรอยละ 78 โดยน้ําหนัก 

 

 การใชเบสเปนตัวเรงปฏิกริิยา 

 

 การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิ ริยา เบสที่ใชกัน 

ประกอบดวยโซเดียมไฮดรอกไซด โซเดียมเมทอกไซด โซเดียมเอไมด โซเดียมไฮดรายด โปแทส-

เซียมไฮดรอกไซด โปแทสเซียมเมทอกไซด และโปแทสเซียมไฮดรายด โดยทั่วไปที่นิยมใช

โซเดียมไฮดรอกไซด และโปแทสเซียมไฮดรอกไซดซึ่งมีราคาถูก การใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาเกิด

การกัดกรอนนอยกวากรด นอกจากนี้เมื่อใชในปริมาณที่เทากันปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่

ใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะเกิดเร็วกวาเมื่อใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาถึง 4000 เทา (Formo, 

1954) จึงมักนิยมใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบสอยางกวางขวางในระดับการผลิตขนาดใหญ 

 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยมีเบสทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกิริยานั้น กลีเซอไรดและ

แอลกอฮอลที่ใชในปฏิกิริยาจะตองมีน้ําในโมเลกุลใหนอยที่สุด (Wright และคณะ, 1944) ทั้งนี้

เพราะน้ําจะไปทําใหเกิดปฏิกิริยาสะปอนนิฟเคชัน (saponification) ซึ่งหมายถึงการเกิดสบู ทําให

ประสิทธิภาพการผลิตเอสเทอรลดลง และทําใหการแยกกลีเซอรอลออกจากเอสเทอรยากขึ้นดวย 

มีรายงานการใชเบสทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดังนี้ 

 

 ธนาทิพย อัศวผดุงสิทธ และคณะ (2547) ศกึษาการสังเคาระหเมทิลเอสเทอรจากน้ํามัน

พืชใชแลวในระดับหองปฏิบัติการ โดยใชน้ํามันพืชใชแลวจากรานอาหารและเมทานอล โดยมี

โซเดียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอรคือ

อัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอน้ํามันพืชใชแลวเปน 4.5 : 1 ใชโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 1 

โดยน้ําหนักของน้ํามันพืช ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 5 

นาที ไดเมทิลเอสเทอรรอยละ 92.3 ของปริมาณสารตั้งตน 

 Nimcevic และคณะ (2000) ศึกษาการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันจากน้ํามัน 

rapeseed กับแอลกอฮอล โดยใชโปแทสเซียมไฮดรอกไซด และกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
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พบวาเมื่อใชโปแทสเซียมไฮดรอกไซดสามารถเกิดเฉพาะเมทิลเอสเทอรและเอทิลเอสเทอร สําหรับ

กรดซัลฟวริกสามารถเกิดโพรพิวเอสเทอรและบิวทิลเอสเทอรไดเทานั้น นอกจากนี้ที่อุณหภูมิใกล

จุดเดือดของแอลกอฮอลการใชกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยาทําใหลดเวลาในการทําปฏิกิริยา 

และแอลกอฮอลชนิดโซกิ่งจะเกิดปฏิกิริยาชากวาแอลกอฮอลชนิดโซตรง 

 

การใชเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยา 

 

ถึงแมวาการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันจะไดปริมาณอัลคิลเอสเทอร

มาก และใชเวลาในการทําปฏิกิริยานอยก็ตาม แตการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยายังมีขอเสียอยูมาก 

เชน การแยกกลีเซอรอลออกจากปฏิกิริยาทําไดยาก เสียคาใชจายในการแยกตัวเรงปฏิกิริยาที่เปน

เบสออกจากผลิตภัณฑ น้ําเสียที่ไดจากการใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เบสตองเสียคาใชจายเพิ่มในการ

บําบัด และนอกจากนี้ปริมาณกรดไขมันอิสระ และปริมาณน้ํายังสงผลกระทบตอปฏิกิริยาไดอีกดวย 

  

ไลเพสทัง้ที่ไดจากเซลลและที่ผลิตออกมานอกเซลล สามารถนาํมาใชเปนตวัเรงปฏิกริิยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชนัไดทัง้ในภาวะที่มีและปราศจากน้าํ และยงัพบอีกวาการใชไลเพสเปนตวัเรง

ปฏิกิริยาสามารถชวยลดปญหาทีเ่กิดจากกระบวนการที่ใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาได  

 

ตารางที่ 3 การเปรียบเทียบระหวางวิธีการใชกรด-ดางเปนตัวเรงปฏิกิริยาและการใชไลเพสเรง

ปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซล  

ปจจัย การใชดางเปน

ตัวเรงปฏิกิริยา 

การใชกรดเปน

ตัวเรงปฏิกิริยา 

การใชไลเพสเปน

ปฏิกิริยา 

1. อุณหภูมทิี่ใชทําปฏิกิริยา 60-70 55-80 30-40 

2. กรดไขมันอสิระที่อยูในวัตถุดิบ ผลิตภัณฑสบู เอสเทอร เมทิลเอสเทอร 

3. น้าํที่อยูในวตัถุดิบ รบกวนปฏิกิริยา รบกวนปฏิกิริยา ไมรบกวนปฏกิิริยา 

4. ปริมาณของเมทิลเอสเทอร ปกติ ปกติ มากกวา 

5. การเก็บกลีเซอรอล ยาก ยาก งาย 

6. การทําใหเมทิลเอสเทอรบริสุทธิ ์ ลางซ้าํ ลางซ้าํ ไมมี 

7. ตนทุนการผลิต ถูก ถูก คอนขางแพง 

ที่มา: (Marchetti, Miguel และ Errazu, 2001) 

 



 32 

Watanabe และคณะ (2001) ใชไลเพสจาก Candida antarctica ที่ถูกตรึงในการผลิตไบ-

โอดีเซลแบบตอเนื่องจากน้ํามันผสมระหวางน้ํามันถั่วเหลืองกับน้ํามัน rapeseed โดยทําปฏิกิริยา

กับเมทานอล (methanolysis reaction) จากการผลิตครั้งนี้ไดปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงถึง 93% 

และสามารถใชไลเพสไดนานถึง 100 วัน และในป ค.ศ. 2001 Crabbe และคณะ ใชไลเพสในการ

เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในการผลิต crude palm oil – fatty acid methyl ester (CPO-

FAME) หรือ crude palm oil methyl ester (CPOE) ซึ่งเปนเชื้อเพลิงชีวภาพจากน้ํามันปาลมดิบที่

มีราคาถูกกวาน้ํามันจากเมล็ด canola rapeseed และถั่วเหลืองไดสําเร็จ 

 

 การที่น้ํามันจากเมล็ดพืชไดรับความสนใจในการนําไปผลิตเชื้อเพลิง (diesel engines) มา

เปนเวลานานนั้นเปนเพราะวาน้ํามันประเภทนี้มีปริมาณความรอน (heat content) ประมาณ 90 

เปอรเซ็นต ของน้ํามันประเภท transportation fuel (No.2 diesel fuel) แตมีขอเสียของน้ํามัน

ประเภทนี้ คือมีความหนืดสูงอันเปนขอจํากัดในการนํามาไปใชกับเครื่องยนตดีเซลแบบหัวฉีดรุน

ใหม ๆ 

การนําไลเพสมาเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันยังไมนิยมสําหรับการผลิตใน

ระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากราคาของไลเพสคอนขางสูง ดังนั้นจึงไดมีการพัฒนาผลิตไลเพสจาก  

จุลินทรียเพื่อนําไปใชในการพัฒนากระบวนการผลิตไบโอดีเซล โดยสามารถใชไลเพสตรึงรูปเปน

ตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันใหเหมาะสมกับการผลิตในระดับอุตสาหกรรม จะสามารถ

แกปญหาราคาน้ํามันดีเซลที่สูงขึ้น โดยผลิตไบโอดีเซลมาใชทดแทนน้ํามันดีเซล และยังแกปญหา

สิ่งแวดลอม เนื่องจากการใชน้ํามันไบโอดีเซล จะเกิดคารบอนมอนนอกไซดนอยเนื่องจากการเผา

ไหมที่สมบูรณกวา ไอเสียนอยกวา เพราะปริมาณออกซิเจนในไบโอดีเซลจึงทําใหการสันดาป

เกิดขึ้นไดสมบูรณกวาน้ํามันดีเซล และไมมีกํามะถัน จึงไมมีปญหาเรื่องของปริมาณของซัลเฟต 

นอกจากนี้ยังมีเขมาคารบอนนอย ทําใหไมเกิดการอุดตันของระบบไอเสีย และชวยยืดอายุการ

ทํางานของเครื่องยนต (Gerpen, 2005)   

 

2.9.2 ระบบการผลิตไบโอดีเซล (Levenspiel, 1999; Fogler, 2006) 
 

1. การผลิตแบบกะ (batch production) 

 

การผลิตแบบครั้งเดียวเสร็จส้ิน (one-off production) ลักษณะเดนซึ่งเปนจุดสําคัญ

ของการผลิตแบบนี้ คือ สารตั้งตนทั้งหมดของการผลิตถูกผสมเพื่อทําปฏิกิริยาไปในครั้งเดียว ณ 

บริเวณที่ทําปฏิกิ ริยาการผลิต ซึ่งอาจเปนขวด หรือถังปฏิกรณ เปนตน หลังจากนั้นจึงจะ
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เคลื่อนยายผลิตภัณฑและสวนประกอบอื่น ๆ ที่ไดจากการผลิตนี้ ไปสูขั้นตอนถัดไป การผลิตแบบ

กะ มีความไมสะดวกอยูหลายประการ คือ การผลิตจะไมตอเนื่อง ถูกรบกวน เนื่องมาจากผลิตได

เปนครั้งคราวไป หลังการผลิตแตละครั้ง เครื่องมือหรืออุปกรณการผลิตตาง ๆ จะตองมีการติดตั้ง

ใหมหมดและผลิตภัณฑที่ไดจากการผลิตแตละครั้งอาจมีคุณภาพแตกตางกันไป การผลิตแบบนี้

เหมาะสมกับการผลิตในปริมาณไมมาก หรือไมตองการผลิตเปนระยะเวลาที่ยาวนาน และ

เหมาะสมกับการทดลองในระดับหองปฏิบัติการ 

 

2. การผลิตแบบตอเนื่อง (continuous production) 

 

การผลิตแบบตอเนื่อง เปนการผลิตที่มีการผานสารตั้งตนของการผลิตเขาไปอยางตอเนื่อง 

ณ บริเวณที่ทําปฏิกิริยา ซึ่งอาจเปนคอลัมน หรือทอปฏิกรณ เปนตน การผลิตแบบตอเนื่องมีความ

ไดเปรียบกวาการผลิตแบบครั้งเดียวอยูหลายประการ คือ การผลิตแบบตอเนื่องไมถูกรบกวน จึงได

ผลิตภัณฑออกมาเรื่อย ๆ ในการผลิตติดตั้งเครื่องมือหรืออุปกรณการผลิตตั้งแตเร่ิมแรกเพียงครั้ง

เดียว สามารถผลิตตอไปไดอีกนาน ซึ่งเปนการประหยัดเวลา และแรงงานในการผลิต ผลิตภัณฑที่

ไดจากการผลิตมีคุณภาพเทาเทียมกันคงที่ อีกทั้งสามารถใชระบบการควบคุมแบบอิเล็กทรอนิกส

มาควบคุมการผลิตแบบตอเนื่องนี้ได ทําใหสะดวก รวดเร็ว แมนยํา และเปนการประหยัดคาใชจาย

ดานแรงงาน การผลิตแบบนี้เหมาะกับการที่ตองการผลิตในปริมาณมาก หรือตองการผลิตเปน

ระยะเวลายาวนานในระดับอุตสาหกรรม 

 
2.9.3 ประโยชนของการใชไบโอดีเซล 

 
 ไบโอดีเซลเปนเชื้อเพลิงชีวภาพที่ปราศจากสารพิษ เก็บรักษาไดอยางปลอดภัย สามารถ

ยอยสลายไดทางชีวภาพ และที่สําคัญ ไบโอดีเซลผลิตจากน้ํามันพืชทําใหองคประกอบของไบโอ

ดีเซลไมมีแรธาตุกํามะถัน แตมีออกซิเจนเปนองคประกอบประมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก จึง

ชวยในการเผาไหมไดดีขึ้น และลดปริมาณมลพิษจากแกสพิษตาง ๆ เชน ซัลเฟอรไดออกไซด 

คารบอนไดออกไซด และคารบอนมอนนอกไซด ซึ่งจะทําใหเกิดปรากฎการณภาวะเรือนกระจก

ลดลง อีกทั้งยังชวยลดเขมา และฝุนละอองดวย นอกจากนี้การผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันพืชใชแลว 

ชวยลดการนําน้ํามันที่ใชแลวไปประกอบอาหารซ้ํา และยังชวยปองกันมิใหนําน้ํามันพืชที่ใชแลว 

(ซึ่งมีสารไดออกซินที่เปนสารกอมะเร็ง) ไปผลิตเปนอาหารสัตว (Martin และ Otero, 2008) 

 การใชไบโอดีเซลสามารถชวยการนําเขาของน้ํามันดิบจากตางประเทศไดบางสวน ซึ่งใน

แตละปประเทศไทยสูญเสียเงินจํานวนมากเพื่อการนําเขาของน้ํามันดิบกวา 300,000 ลานบาท 
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และการใชน้ํามันไบโอดีเซลที่สามารถผลิตไดภายในประเทศ ถือเปนการสรางความมั่นคงและ

เสถียรภาพทางดานพลังงานของประเทศ (คณะกรรมาธิการพลังงาน สภาผูแทนราษฎร, 2545) 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 วัสดุอุปกรณ 
ตูปลอดเชื้อ (laminar flow)         (Clean model, Lab service Ltd) 

เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (shaking incubator)         (Vision Scientific Co., Ltd)  

เครื่องชั่งแบบละเอียด                (Sartorius, Germany) 

เครื่องกวนแทงแมเหลก็ (magnetic stirrer)   (Barnstead, U.S.A.) 

เครื่องวัดความเปนกรดดาง (pH meter)      (Model 250, Denver Instrument) 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง   (ANTHOS Zenyth 200 Microplate Spectrophotometer) 

เครื่องปนเหวีย่ง (micro refrigerated centrifuge)               (Kubota 3700, Japan) 

ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven)                  (Memmert, Germany) 

เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อความดันสูง (autoclave)  (Ta Chang Medical instrument, Taiwan) 

เครื่องดูดสารแบบสุญญากาศ (suction)                                               (GAST, U.S.A.) 

กระดาษกรองเบอร 1                               (Whatmann) 

แผนโครมาโทกราฟ ชนิดอะลูมิเนียม ซิลกิา เจล 60 F254    (Merck, Germany) 

เมมเบรนฟลเตรชัน ขนาด 10 KDa        (Millipore, U.S.A.) 

เครื่องตัดจุกคอรก เบอร 9 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร (cork borer) 

เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสงู (HPLC)              (Shimudzu, Japan) 

3.2 สารเคมี 
แบคโต-ทริบโตน (bacto-tryptone)             (Difco Laboratories, U.S.A.) 

น้ําตาลกลูโคส (glucose)                    (Hi media, India) 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                (Merck, Germany) 

โซเดียมไนเตรต (NaNO3)                  (Merck, Germany) 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4•7H2O)                 (Merck, Germany) 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)                   (Merck, Germany) 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)                (Ajax Finechem, Australia) 

Potato Dextrose Agar (PDA)                     (Hi media, India) 

Potato Dextrose Broth (PDB)                     (Hi media, India) 

สารสกัดจากยสีต (yeast extract)                    (Hi media, India) 
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โรดามีน บี (rhodamine B)                (Ajax Finechem, Australia) 

กัมอะราบิค (gum Arabic)                (Fluka, Switzerland) 

พารา-ไนโตรฟนิล ปาลมมิเตท (p-nitrophenyl palmitate)                     (Sigma,U.S.A.) 

2-โพรพานอล (2-propanol:CH3CHOH)    (Lab scan, Ireland) 

ไตรตอน เอกซ-100 (triton x-100)                    (Scharlau,Spain) 

บัฟเฟอรทริส (tris-HCl)                     (Scharlau,Spain) 

พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol)                 (Fluka,Switzerland) 

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4•5H2O)                (Ajax Finechem, Australia) 

โพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต (C4H4KNaO6•5H2O)               (Merck, Germany) 

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)                (Ajax Finechem, Australia) 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)                (Ajax Finechem, Australia) 

สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (folin phenol regent)           (Carlo Erba, Milan, Italy) 

โบไวนซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin = BSA)     (Merck, Germany) 

สารละลายกลูตารัลดีไฮด (glutaraldehyde)   (Fluka,Switzerland) 

คลอโรฟอรม (chloroform)               (Labscan, Thailand) 

เฮกเซน (hexane)                             (Labscan, Thailand) 

เอทิลอะซิเตต (ethyl acetate)          (BDH Chemical Ltd, England) 

กรดอะซิติก (acetic acid)            (BDH Chemical Ltd, England) 

อะซิโตน (acetone)                        (Labscan, Thailand) 

 กรดซัลฟวริก (sulfuric acid)          (RIEDEL-DE-HAEN, Germany) 

            เมทานอล (methanol)     (Labscan, Thailand) 

 กรดฟอรมิค (formic acid)  (Scharlau, Spain) 

3.3 วัตถุดิบ 
ผงแปงถั่วเหลือง (soybean flour)          (โปรตาซอย, สาลีกิจ จํากัด, ไทย) 

น้ํามันปาลม (palm oil)               (มรกต อินดัสตร้ีส จํากัด, ไทย) 

น้ํามันดอกทานตะวัน (sunflower oil)                    (มรกต อินดัสตร้ีส จํากัด, ไทย)           

น้ํามันรําขาว (refined rice bran oil)            (แชมป อินดัสตร้ีส จํากัด, ไทย)           

น้ํามันมะพราว (coconut oil)    

น้ํามันมะกอก (olive oil)  (ยูโรลิเมนท โปรวีตอร ดี เอลิเมนทอส ดี คาลิเดด จํากัด) 
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3.4 วิธกีารดําเนินงานวจิยั 
 

3.4.1. การเตรียมราสายพนัธุ F. solani CU103 เพื่อใชทดสอบ 
 

นําราสายพันธุ F. solani ที่ไดรับความอนุเคราะหจากหนวยปฏิบัติการผลิตเชื้อเพลิง

ชีวภาพดวยตัวเรงปฏิกิริยาชีวภาพ (วราภรณ, 2549) ซึ่งเปนราที่มีความสามารถในการผลิตไลเพส

มาทดสอบความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพส โดยเลี้ยง F.solani CU103 บนอาหารเลี้ยง

เชื้อแข็ง (Potato Dextrose Agar) PDA แลวบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน สําหรับเปนหัวเชื้อ 

ดังแสดงในภาพที่ 2 

 

 

 
 
ภาพที่ 2 ลกัษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชือ้ PDA เปนเวลา 7 วัน ของรา

สายพนัธุ F. solani  CU103   

 

สวนลักษณะสัณฐานวิทยาของเสนใยและสปอรภายใตกลองจุลทรรศนพบวาราไอโซเลต 

CU103 มีเสนใยแบบมีผนังกั้น มีโคนิดิโอสปอรเปนลักษณะยาวรี มีขนาดสปอรเล็ก 

(microconidia) และใหญ (macroconidia) ปะปนกัน แตละสปอรประกอบดวยเซลลจํานวน 1-4 

เซลล (ภาพที่ 3) 
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ภาพที่ 3 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเสนใย และโคนิเดียภายใตกลองจุลทรรศนของราสายพันธุ F. 

solani  CU103 ที่เจริญบนชิ้นวุนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปนเวลา 2 วัน ที่อุณหภูมิหอง 
 

3.4.2. หาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของราเพื่อสามารถผลิตไลเพสไดสูง 
 
           โดยทําการศึกษาปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส ดังนี้ 

 3.4.2.1 ศึกษาแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

ทําการเลี้ยง F. solani CU103 ที่เตรียมไดจากขอ 1 โดยใชเคร่ืองตัดจุกคอรกเบอร 3 

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร เจาะลงบนวุนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่มีเสนใยรา แลวนําชิ้น

วุนจํานวน 5 ชิ้นมาเลี้ยงใน basal medium (ดัดแปลงจากวิธีการของ Maia และคณะ, 2001) 

(ภาคผนวก ก)  โดยมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เล้ียงที่อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส และเขยาบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 7 วัน ที่มีการเติม

น้ํามัน 5 ชนิดดังนี้ น้ํามันมะพราว น้ํามันมะกอก น้ํามันปาลม น้ํามันรําขาว น้ํามันดอกทานตะวัน 

และแปงถั่วเหลือง โดยใสที่ความเขมขนแตกตางกัน คือ 0.5 1.0 และ 2.0 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร  

ทําการเก็บตัวอยางทุกวัน โดยการกรองอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเพื่อแยกเสนใยราออกดวยกระดาษ

กรองเบอร 1 นําสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 9,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวนําสวนของเหลวที่ไดจากการปนเหวี่ยงไปทําการวิเคราะห

ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพสโดยวัดคาแอกทิวิตีของไลเพสทั้งหมด วัดปริมาณ

โปรตีนทั้งหมด และหาคาแอกทิวิตีจําเพาะ  สวนของเสนใยรานํามาหาน้ําหนักแหงของเสนใยราทกุ

วนั โดยทําการทดลองแบบ completely randomize design (CRD) 3 ซ้ํา  

 

25 ไมครอน 25 ไมครอน 

แมคโครโคนิเดีย

ไมโครโคนิเดีย 
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  3.4.2.2 ศึกษาแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

 ทําการเลี้ยง F. solani CU103 ในอาหาร basal medium ที่มีการใสแหลงคารบอนที่

ผลิตไลเพสใหแอกทิวิตีสูงจากขอ 2.1 และแหลงไนโตรเจน 4 ชนิด ไดแก แอมโมเนียมไนเตรท

(NH4NO3) แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอตเฟต ((NH4)2HPO4) เปบโตน (Peptone) และ ยีสตสกัด

(Yeast extract) ที่ความเขมขน 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ทําการเก็บตัวอยางทกุวนัเปน

เวลา 7 วัน โดยการกรองอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเพื่อแยกเสนใยราออกดวยกระดาษกรองเบอร 1 นํา

สวนของอาหารเลี้ยงเชื้อไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 9,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 15 นาที แลวนําสวนของเหลวที่ไดจากการปนเหวี่ยงไปทําการวิเคราะหความสามารถในการ

เรงปฏิกิริยาของไลเพสโดยวัดคาแอกทิวิตีของไลเพสทั้งหมด วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด และหาคา

แอกทิวิตีจําเพาะ  สวนของเสนใยรานํามาหาน้ําหนักแหงของเสนใยราทุกวัน โดยทําการทดลอง

แบบ completely randomize design (CRD) 3 ซ้ํา  

 

     3.4.2.3 ศึกษาอุณหภูมิที่มีผลตอการผลิตไลเพส 

 

 ทําการเลี้ยง F. solani CU103 ในอาหาร basal medium ที่มีการใสแหลง

คารบอน และแหลงไนโตรเจนที่ผลิตไลเพสใหแอกทิวิตีสูงจากขอ 2.1 และ 2.2 แลวนํามาเลี้ยงที่

อุณหภูมิ 25 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางทุกวัน โดยการกรองอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลวเพื่อแยกเสนใยราออกดวยกระดาษกรองเบอร 1 นําสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อไปปนเหวี่ยง

ดวยความเร็ว 9,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวนําสวนของเหลวที่ได

จากการปนเหวี่ยงไปทําการวิเคราะหความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพสโดยวัดคาแอกทวิ-ิ

ตีของไลเพสทั้งหมด วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด และหาคาแอกทิวิตีจําเพาะ  สวนของเสนใยรา

นํามาหาน้ําหนักแหงของเสนใยราทุกวัน โดยทําการทดลองแบบ completely randomize design 

(CRD) 3 ซ้ํา  

 

    3.4.2.4 การวัดคาแอกทิวิตีของไลเพสทั้งหมด (Total activity)  

 

 นําสารละลายไลเพสที่ไดจากเชื้อราในขอ 2.1 2.2 และ 2.3 มาวัดคาแอกทิวิตีของไลเพส

ทั้งหมดดวยวิธีสเปกโตรโฟโตมิทรี (Maia และคณะ, 2000) โดยใชสารละลายตั้งตน คือ พารา-ไน

โตรฟนิล ปาลมมิเตท (p-NPP : p-nitrophenyl palmitate) ตรวจสอบโดยการวัดการดูดกลืนแสง

ของพารา-ไนโตรฟนอล (p-NP : p-nitrophenol) ซึ่งเปนสารละลายผลิตภัณฑหลังทําปฏิกิริยา
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ไฮโดรไลซิสโดยวัดที่ 410 นาโนเมตรดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงรุน ANTHOS Zenyth 200 

แลวเปรียบเทียบปริมาณพารา-ไนโตรฟนอลที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยาจากกราฟมาตรฐานที่ใช

สารละลายพารา-ไนโตรฟนอลความเขมขนตั้งแต 0-10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค.1) 

 

 กําหนดให 1 หนวยเอนไซม (U : Unit) มีคาเทากับปริมาณของเอนไซมที่สามารถเปลี่ยน

พารา-ไนโตรฟนิล ปาลมมิเตทแลวใหพารา-ไนโตรฟนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมลตอนาทีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

 

     3.4.2.5 การวดัปริมาณโปรตีนทัง้หมด (Total protein)  

 

นําสารละลายตัวอยางที่ไดจากเชื้อในขอ 2.1 2.2 และ 2.3 มาวัดปริมาณของโปรตีน

ทั้งหมดโดยวิธี micro Lowry’s assay (Held และ Hurley, 2001) ดวยวิธีการศึกษาคาการดูดกลืน

แสงที่ 650 นาโนเมตร วัดคาการดูดกลืนแสงแลวเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนทั้งหมดในสารละลาย

ตัวอยาง จากกราฟมาตรฐานซึ่งใชสารละลายมาตรฐานโบไวนซีรัมอัลบูมิน (BSA = Bovine 

serum albumin) ที่มีปริมาณโปรตีน 0-10 ไมโครกรัม (ภาคผนวก ค. 2) 
 
3.5 ตรึงรูปไลเพสจากเชื้อราบนวัสดุคํ้าจุน 
 
 3.5.1 เตรียมสารละลายไลเพส 

 

 ทําการเลี้ยง F. solani CU103 ในอาหาร basal medium ที่มีการใสแหลงคารบอน แหลง

ไนโตรเจน และอุณหภูมิในภาวะที่มีการผลิตไลเพสใหแอกทิวิตีสูงจากขอ 2.1 2.2 และ 2.3 กรอง

แยกสวนน้ําเลี้ยงเชื้อไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 9,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 นาที นําสวนของเหลวที่ไดจากการปนเหวี่ยงมาทําใหมีความเขมขนมากขึ้น ดวยวิธีการอลัตรา

ฟลเตรชัน (ultra filtration) โดยใชเมมเบรนฟลเตรชัน (Viva flow 25) ขนาด molecular weight 

10,000 ดาลตัน จากนั้นนําสารละลายไลเพสไปทําการวิเคราะหความสามารถในการเรงปฏิกิริยา

ของไลเพสโดยวัดคาแอกทิวิตีของไลเพสทั้งหมด วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด  

 

    3.5.2 ตรึงไลเพสบนวัสดุค้ําจุนดวยวิธีการเชื่อมขวาง (Cross linking) (ดัดแปลงจากวิธีการของ 

Yang และคณะ, 2006) 
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วัสดุค้ําจุนที่ใชในการตรึงเปน Macroporous Resine มี 5 ชนิด (ภาพที่ 3) โดยแบง

ออกเปน 3 กลุมไดแก พวกที่มีขั้ว NKA-9 พวกที่มีข้ัวนอย AB-8 และพวกที่ไมมีขั้ว H103 D4020 

และ NKA โดยทําการ  cross linking กับวัสดุค้ําจุน ที่เปอรเซ็นตความเขมขน 0 0.5 1.0 2.0 4.0 

8.0 และ 16.0 ของกลูตารัลดีไฮด แลวลางวัสดุค้ําจุนดวยฟอสเฟตบัปเฟอรที่มีคาความเปนกรด-

ดาง 7.4 จากนั้นเติมฟอสเฟตบัปเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดาง 7.4 จํานวน 5 มิลลิลิตร เติม

สารละลายไลเพส 1.0 มิลลิลิตร แลวนําไปบมพรอมทั้งกวนเบา ๆ เปนเวลา 12 ชั่วโมง หลังจากนั้น

นําไลเพสตรึงรูปที่ไดนําไปลาง และทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นเก็บไลเพสตรึงรูปในตูดูด

ความชื้น จากนั้นคํานวณหาคาปริมาณโปรตีนที่ใช (protein loading) และคารอยละของ

ประสิทธิภาพของการตรึง (% immobilization efficiency)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                       
 

     
 
 
 
 
 
 
                         
 
 

  
ภาพที่ 4 วัสดุค้ําจุน 3 ชนิด (ก) H103 (ข) AB-8 และ (ค) NKA-9  

  

(ข) (ค) 

 (ก) 



 42 

                                    
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 5 วัสดุค้ําจุน 2 ชนิด (ง) NKA และ (จ) D4020  

 
3.6 ทดสอบปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 
 
    3.6.1 อุณหภูมิ โดยการนําไลเพสตรึงรูป 30 มิลลิกรัม ไปบมที่อุณหภูมที่ 25 30 35 40 45 50 

55 และ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที หลังจากนั้นนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและหา

แอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูป 

 

    3.6.2 คาความเปนกรด-ดาง โดยการนําไลเพสตรึงรูป 30 มิลลิกรัม ไปบมที่สารละลายโซเดียม

อะ-ซีเตทบัปเฟอร มีคาความเปนกรด-ดาง 4-6 สารละลายฟอสเฟตบัปเฟอร มีคาความเปนกรด-

ดาง 7-9 และ สารละลาย ไกลซีน โซเดียมไฮดรอกไซดบัปเฟอร มีคาความเปนกรด-ดาง 10 เปน

เวลา 60 นาที หลังจากนั้นนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและหาแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูป 

 

    3.6.3 สารละลายอินทรีย โดยการนําไลเพสตรึงรูป 30 มิลลิกรัม ไปบมที่ เฮกเซน ทูโลอีน 

คลอโรฟอรม เอทานอล และเมทานอล เปนเวลา 60 นาที หลังจากนั้นนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไล-

ซิสและหาแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูป 

 

    3.6.4 การนํากลับมาใชซ้ําของไลเพสตรึงรูป โดยการนําไลเพสตรึงรูป 30 มิลลิกรัม เรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสและหาแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูป จากนั้นลางดวยฟอสเฟตบัปเฟอร ที่มีคาความเปน

กรด-ดาง 7.4 แลวนํากลับไปเรงปฏกิิริยาไฮโดรไลซิสใหม และหาแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูป 

 

 

(ง) (จ) 
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3.7 ทดสอบปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 
    3.7.1 อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมกับเมทานอล 
 

นําน้ํามันปาลม อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันกับเมทานอลเปน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 

และ 1:6 ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาที่อุณหภูม ิ40 

องศาเซลเซียส มีการกวน 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยการใสเมทานอลแบบเติมใน

สามขั้น (Three step feeding of methanol) ทําการใสเมทานอล ที่ความเขมขน 3.0 โมลาร เขาไป

ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยแบงใสเมทานอลครั้งละ 1.0 โมลาร คร้ังแรกจะใสเมทานอล

เขาไปทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในตอนเริ่มตนของปฏิกิริยา สวนอีกสองครั้งใสที่ชั่วโมงที่ 

8 และ 16 ตามลําดับ (ดัดแปลงจาก Shimada และคณะ, 2002)  เก็บตัวอยางน้ํามัน 200 

ไมโครลิตร ที่ 24 ชั่วโมง แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที 

แลวเก็บตัวอยางในสวนของชั้นบนจากการปนเหวี่ยงไปทําการตรวจสอบดวยวิธีโครมาโตกราฟ

แบบแผนบาง (Thin layer chromatography) 

 
    3.7.2 การตรวจสอบการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยวิธีโครมาโทกราฟ
แบบแผนบาง (Thin Layer Chromatography: TLC)  
 

 นําตัวอยางน้ํามันที่ไดในขอ 5.1 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันกับเฮกเซน            

50 ไมโครลิตร  แลวดูดสารละลายมา 1 ไมโครลิตร ดวยหลอด capillary นําไปจุดลงบนแผน      

โครมาโทกราฟ ที่ผานการอบดวยความรอน 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที โดยแบงเลน

ตามแนวกวางใหแตละเลนมีระยะหางจากกัน 1 เซนติเมตรแลวนําแผนโครมาโทกราฟไปใสใน

แท็งคสารละลายอิ่มตัวที่ผสมดวย เฮกเซน : เอทิลอะซิเตต : กรดอะซิติก ในอัตราสวน                

90 : 10 : 2 โดยปริมาตร (Samukawa และคณะ, 2000) เมื่อสารละลายดังกลาวเคลื่อนที่เกือบเต็ม

แผนโครมาโทกราฟจึงนําไปพนดวยสารละลายผสมระหวาง กรดซัลฟวริกและเมทานอล ใน

อัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร ทําการอบแผนโครมาโทกราฟดวยความรอน 110 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 30 นาที พิจารณาแถบที่ปรากฏบนแผนโครมาโทกราฟ โดยถาเปนสารชนิดเดียวกันกับสาร

มาตรฐานก็จะขึ้นที่ระดับเดียวกันกับแถบของสารมาตรฐานนั้น ๆ หรือ พิจารณาจากคา Rf 

(Retention factor) ซึ่งเปนคาอัตราสวนระหวางระยะทางจากจุดเริ่มตนที่จุดสารถึงจุดกึ่งกลางของ

แถบที่ปรากฏขึ้น ตอระยะทางจากจุดเริ่มตนที่จุดสารถึงระยะทางที่สารละลายเครื่องไดบนแผน 

โครมาโทกราฟ (ภาคผนวก ง) 
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   3.7.3 การตรวจสอบการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยดวยเทคนิคโครมาโทก
ราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography: HPLC)  
 

          3.7.3.1 การเตรียมตัวอยาง 

 

นําตัวอยางที่เก็บจากการทําปฏิกิริยาไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปน

เวลา 30 นาที เพื่อแยกกลีเซอรอลใหตกออกมา แลวเตรียมตัวอยางโดยละลายในคลอโรฟอรม 

และใส eicosane เปน internal standard จากนั้นฉีดตัวอยางในเครื่อง HPLC ปริมาณ 20 

ไมโครลิตร 

  

         3.7.3.2 วิธีการใชเครื่อง HPLC (Shimadzu LC-20A series, Japan) 

 

เตรียมสาร 2 ชนิด สําหรับ mobile phase คือ สารเอ ประกอบดวย เฮกเซน : ไอโซ-       

โพรพานอล : เอสทิล อะซิเตต : กรดฟอรมิค (85 : 10 : 10 : 0.1 v/v)  สารบี ประกอบดวย เฮกเซน : 

กรดฟอรมิค (100 : 0.2  v/v) อัตราการไหลเทากับ 1.5 มิลลิลิตร ตอ นาที  โดยใช Apollo Silica 

Column 5U 250×4.6 mm 5um เครื่องตรวจสอบ (detector) สําหรับ HPLC คือ ELSD  
 

 

3.7.4 ศึกษาความเสถียรของไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซ้ํา 

 

 โดยการนําไลเพสตรึงรูปหลังจากเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไปลางดวย

สารละลายอินทรีย 2 ชนิด ไดแก เฮกเซน และ ไอโซโพรพานอล เพื่อทําการเปรียบเทียบสารที่

เหมาะสมสําหรับใชลางไลเพสตรึงรูปเพื่อนํากลับมาใชเรงปฏิกิริยาใหม โดยการนําไปตรวจสอบ

ดวยการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน แลวทําตรวจสอบการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเค

ชันดวยดวยเทคนิค HPLC 

 

 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1. ผลการหาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของราเพื่อสามารถผลิตไลเพสไดสูง 
 

   4.1.1 ศึกษาการเจริญของเสนใยรา F. solani  CU103  

 

 การวัดการเจริญโดยการชั่งน้ําหนักแหงเฉลี่ยของเสนใยรา F. solani  CU103 เมื่อทําการเลี้ยง

ในอาหารเหลวที่มีการเติมแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ไดแก น้ํามันมะพราว น้ํามันมะกอก น้ํามันปาลม 

น้ํามันรําขาว น้ํามันดอกทานตะวัน และแปงถั่วเหลือง ที่ความเขมขนตาง ๆ คือ 0.5 1.0 และ 2.0 

เปอรเซ็นต พบวา F. solani  CU103 มีการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนเปนลําดับนับจากวันเริ่มตนจนถึงวันที่ 7 

ของการเลี้ยงราเพื่อผลิตไลเพส ในทุกแหลงคารบอน การเจริญของเสนใยราเมื่อทําการเลี้ยงราเสนใยที่

มีการเติมแหลงคารบอนที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 6) พบวา F. solani  CU103 มีการเจริญ

ไดดีที่สุดเมื่อใชแปงถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน โดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 13.12 ± 

0.51 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อทําการเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน รองลงมาเปนนํ้ามันรําขาว มีการ

เจริญเติบโตโดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 12.86 ± 0.33 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับ

น้ํามันมะกอก น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันปาลม น้ํามันมะพราว และชุดควบคุมมีการเจริญเติบโตโดย

มีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 11.74 ± 0.16 10.96 ± 0.12 10.78 ± 0.09 10.55 ± 0.08  และ 

4.48  ± 0.04 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  

 

4.1.1.1 ผลของการเติมแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 

 

เมื่อทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีการเติมแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 1.0 

เปอรเซ็นต (ภาพที่ 7) พบวา F. solani  CU103 มีการเจริญเติบโตไดดีที่สุดเมื่อใชน้ํามันรําขาว โดยมี

การเจริญโดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 13.16 ± 0.37 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร รองลงมา

เปนแปงถั่วเหลืองมีการเจริญโดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 13.01 ± 0.24 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร สําหรับน้ํามันมะกอก น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันปาลม และ น้ํามันมะพราว มกีารเจรญิโดย

มีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 11.12 ± 0.11 11.42 ± 0.06 10.56 ± 0.07 และ 10.08 ± 0.14 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  
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4.1.1.2 ผลของการเติมแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต 

 

เมื่อทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีการเติมแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 2.0 

เปอรเซ็นต (ภาพที่ 8) พบวา F. solani  CU103 มีการเจริญไดดีที่สุดเมื่อใชน้ํามันรําขาว โดยมีการ

เจริญโตเฉลี่ยเทากับ 12.98 ± 0.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร รองลงมาเปนแปงถั่วเหลืองมีอัตราการเจริญ

โดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 12.91 ± 0.81 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับน้ํามันมะกอก 

น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันปาลม และ น้ํามันมะพราว มีการเจริญโดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยรา

เฉลี่ยเทากับ 11.24 ± 0.31 11.51 ± 0.44 10.59 ± 0.94 และ  10.27 ± 0.41 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
ภาพที่ 6 แสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักแหง และระยะเวลาในการเลี้ยง F. solani CU103   

เมื่อใชแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 
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ภาพที่ 7 แสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักแหง และระยะเวลาในการเลี้ยง F. solani CU103  

เมื่อใชแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 8 แสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักแหง และระยะเวลาในการเลี้ยง F. solani CU103  

เมื่อใชแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต 
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  4.1.2 ศึกษาแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

 จากการศึกษาผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่เหมาะสมตอการผลิตไลเพส โดยทําการ

เลี้ยง F. solani CU103 ในอาหาร basal medium ที่มีการเติมแหลงคารบอน 6 ชนิด ไดแก น้ํามัน

มะพราว น้ํามันมะกอก น้ํามันปาลม น้ํามันรําขาว น้ํามันดอกทานตะวัน และแปงถั่วเหลือง โดยใสที่

ความเขมขนแตกตางกัน คือ 0.5 1.0 และ 2.0 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร พบวา แหลงคารบอนความ

เขมขนที่ 1.0 เปอรเซ็นตมีความเหมาะสมสําหรับการผลิตไลเพส ซึ่งพบวา แปงถั่วเหลืองความเขมขน

ที่ 1.0 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอนใหการผลิตไลเพสที่มีคาแอกทิวิตีสูงสุด มีคาเทากับ 73.9 ±3.89  

ยูนิตตอมิลลิลิตร  รองลงมาคือ น้ํามันรําขาวสามารถผลิตไลเพสมีคาแอกทิวิตีเทากับ 63.9 ± 2.45 ยู

นิตตอมิลลิลิตร สวนน้ํามันมะกอก น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันปาลม และน้ํามันมะพราว สามารถ

ผลิตไลเพสมีคาแอกทิวิตีเทากับ 51.1 ± 1.2 17.4 ± 1.08 25.5 ± 1.21 และ10.2 ± 0.89 ยูนิตตอ

มิลลิลิตรตามลําดับ แตน้ํามันรําขาวมีปริมาณโปรตีนนอยกวาแปงถั่วเหลืองทําใหมีคาแอกทิวิตี

จําเพาะมากกวา คือ 0.84 ± 0.06 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน สําหรับแปงถั่วเหลืองจะใหคาแอกทิวิตี

จําเพาะมีคาเทากับ 0.71 ± 0.04 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน (ตารางที่ 4) สวนผลจากการวัดคาความ

เปนกรด-ดาง ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ  พบวา วันแรกของการบมเชือ้มี

คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 6.2 เมื่อทําการเก็บสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีการผลิตไลเพสให

คาแอกทิวิตีจําเพาะสูงสุดในวันที่ 4 ของการบมเชื้อ ใหคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยอยูในชวง 7.08 – 

8.34 ทั้งนี้ในชุดควบคุมใหคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยเทากับ 7.03 ± 0.27 ดังนั้นจึงสามารถจัดกลุม

ของไลเพสที่ผลิตไดจาก F. solani  CU103 เปนกลุมของ alkaline lipase เมื่อทราบภาวะที่เหมาะสม

ของแหลงคารบอนก็จะทําการศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอไป 
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ตารางที่ 4 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพสของ 

F. solani  CU103 

 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 

ชุดควบคุม 14.23 ± 0.34 2.26 ± 0.25 0.16 ± 0.04 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 48.33 ± 0.62 9.57 ± 0.73 0.2 ± 0.03 

น้ํามนัมะกอก 57.73 ± 2.26 29.46 ± 1.67 0.51 ± 0.07 

น้ํามนัปาลม 40.58 ± 0.58 13.07 ± 0.37 0.32 ± 0.06 

น้ํามนัรําขาว  52.17 ± 2.59 37.12 ± 3.55 0.71 ± 0.12 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 38.95 ± 1.13 10.25 ± 0.63 0.26 ± 0.04 

แปงถั่วเหลือง 72.08 ± 3.22 51.75 ± 0.62 0.72 ± 0.05 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 53.16 ± 4.85 10.2 ± 0.89 0.19 ± 0.04 

น้ํามนัมะกอก 75.33 ± 3.60 51.1 ± 1.2 0.68 ± 0.14 

น้ํามนัปาลม 65.27 ± 4.92 25.5 ± 1.21 0.39 ± 0.1 

น้ํามนัรําขาว  76.23 ± 4.05 63.9 ± 2.45 0.84 ± 0.06 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 50.6 ± 4.17 17.4 ± 1.08 0.34 ± 0.05 

แปงถั่วเหลือง 104.46 ± 4.15 73.9 ± 3.89 0.71 ± 0.04 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 55.74 ± 4.38 10.37 ± 0.25 0.18 ± 0.03 

น้ํามนัมะกอก 80.31 ±3.24 56.47 ± 2.41 0.7 ± 0.07 

น้ํามนัปาลม 71.44 ±3.77 31.45 ± 2.17 0.44 ± 0.04 

น้ํามนัรําขาว  96.15 ±4.28 65.88 ± 3.88 0.68 ± 0.05 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 63.78 ±2.68 18.53 ± 0.70 0.29 ± 0.03 

แปงถั่วเหลือง 128.07 ±6.58 80.6 ± 3.71 0.63 ± 0.13 
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 4.1.3 ศึกษาแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

 จากการศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่เหมาะสมตอการผลิตไลเพสจาก F. 

solani CU103 โดยทําการเลี้ยง F. solani CU103 ในอาหาร basal medium ที่มีการเติมแหลง

คารบอนที่ผลิตไลเพสใหแอกทิวิตีสูงคือ น้ํามันรําขาว 1.0 เปอรเซ็นต และแหลงไนโตรเจน 4 ชนิด 

ไดแก แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอตเฟต ((NH4)2HPO4) เปบโตน 

(Peptone) และ ยีสตสกัด (Yeast extract) ที่ความเขมขน 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 

พบวา เปบโตนความเขมขนที่ 1.0 เปอรเซ็นต เปนแหลงไนโตรเจนที่ใหการผลิตไลเพสที่มีคาแอกทิ

วิตีจําเพาะสูงสุดในวันที่ 4 มีคาเทากับ 3.64 ± 0.05 ยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน และรองลงมา

เปนยีสตสกัดใหคาแอกทิวิตีจําเพาะมีคาเทากับ 3.42 ± 0.06 ยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน สําหรับ 

แอมโมเนียมไนเตรท และ แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอตเฟต พบวาความเขมขนที่ 0.5 เปอรเซ็นต 

ความสามารถในการผลิตไลเพสจะผลิตไลเพสที่ใหคาแอกทิวิตีจําเพาะสูงกวาเมื่อใชแอมโมเนียม

ไนเตรท และ แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอตเฟตที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคาแอกทิวิตี

จําเพาะเทากับ 0.92 ± 0.02 และ 1.02 ± 0.03 ยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีนซึ่งผลิตไดในวันที่ 4 

ของการบมเชื้อ และเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับ เปบโตน และยีสตสกดั ใหคาแอกทิวิตีจําเพาะที่นอย

กวา ดังแสดงในภาพที่ 9 และ 10 สวนผลการวัดการเจริญสําหรับการผลิตไลเพส พบวา F. solani  

CU103 มีการเจริญไดดีที่สุดเมื่อใชเปบโตน ความเขมขนที่ 1.0 เปอรเซ็นตเปนแหลงไนโตรเจน โดย

ใหคาน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 13.56 ± 0.26 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อทําการเลี้ยงรา

เปนเวลา 7 วัน รองลงมาคือ ยีสตสกัด ใหคาการเจริญโดยมีคาน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ย

เทากับ 13.48 ± 0.24 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนแอมโมเนียมไนเตรท และ แอมโมเนียมไฮโดรเจน

ฟอตเฟต ใหคาการเจริญโดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 8.94 ± 0.09 และ 9.02 ± 

0.12 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
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ภาพที่ 9 แสดงความสัมพันธระหวางคาแอกทิวิตีจําเพาะกับน้ําหนักแหงของเสนใยรา และ

ระยะเวลาในการผลิตไลเพส เมื่อใชแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 

เมื่อ ------- คือ คาแอกทิวิตีจําเพาะ 

         _____  คือ น้ําหนักแหง   

                  •  การเลี้ยงในเปบโตน (Peptone) 
 การเลี้ยงในยีสต (Yeast) 

 การเลี้ยงในแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) 

 การเลี้ยงในแอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) 

 การเลี้ยงในชุดควบคุม 
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ภาพที่ 10 แสดงความสัมพันธระหวางคาแอกทิวิตีจําเพาะกับน้ําหนักแหงของเสนใยรา และ

ระยะเวลาในการผลิตไลเพส เมื่อใชแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 

เมื่อ ------- คือ คาแอกทิวิตีจําเพาะ 

         _____  คือ น้ําหนักแหง   

                  •  การเลี้ยงในเปบโตน (Peptone) 
 การเลี้ยงในยีสต (Yeast) 

 การเลี้ยงในแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) 

 การเลี้ยงในแอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) 

 การเลี้ยงในชุดควบคุม 
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 4.1.4 ศึกษาอุณหภูมิที่มีผลตอการผลิตไลเพส 

 

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิที่ใชการผลิตไลเพส โดยทําการเลี้ยง F. solani CU103 ใน

อาหาร basal medium ที่มีการใสน้ํามันรําขาว 1.0 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน และเปบโตน 1.0 

เปอรเซ็นตเปนแหลงไนโตรเจน แลวนํามาเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส พบวา 

การผลิตไลเพสจาก F. solani CU103 สามารถผลิตไลเพสไดสูงและมคีาแอกทิวิตีจําเพาะไดสูงสุด

ในวันที่ 4 ของการบมเชื้อ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใหคาแอกทิวิตีจําเพาะเทากับ 3.66 ± 0.24  

ยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน และที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสจะสามารถผลิตและคาแอกทิวิตี

จําเพาะรองลงมาใหคาเทากับ 2.96 ± 0.11 ยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน สําหรับที่อุณหภูมิ 35 

และ 40 องศาเซลเซียส ราสายพันธุ F. solani CU103 มีชวงระยะของ lag phase ที่ยาวนานกวาที่

อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งจะสามารถผลิตไลเพส และมีคาแอกทิวิตีจําเพาะสูงในวันที่ 

5 และ 6 มีคาเทากับ 1.77 ± 0.22  และ 0.82 ± 0.07  ยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน ตามลําดับ 

(ภาพท่ี 11) นอกจากนี้ยังพบวา ที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส มีการเจริญไดดีที่สุดซึ่งมี

ลักษณะที่เหมือนกัน โดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยรามีเทากับ 12.09 ± 0.24 และ 12.41 ± 0.31 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนอุณหภูมิที่ 35 และ 40 องศาเซลเซียส อัตราการเจริญของราเสนใยเจรญิ

ไดไมดี เนื่องมาจากอุณหภูมิที่ 35 และ 40 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่มีผลตอการทํางานของ

เอนไซมบางชนิดที่มีผลตอการเจริญและการผลิตไลเพสของราเสนใย ซึ่งมีน้ําหนักแหงของเสนใยรา

มีคาเทากับ 8.45 ± 0.16 และ 5.36 ± 0.08 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาพที่ 11 แสดงความสัมพันธระหวางคาแอกทิวิตีจําเพาะกับน้ําหนักแหงของเสนใยรา และ

ระยะเวลาในการผลิตไลเพส เมื่อทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิตาง ๆ  

เมื่อ  ------- คือ คาแอกทิวิตีจําเพาะ 

         _____  คือ น้ําหนักแหง   

 การเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

 การเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

 การเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

● การเลี้ยงที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
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4.2 ผลการตรึงรูปไลเพสบนวัสดุคํ้าจุน 
 
 จากการศึกษาตรึงรูปไลเพสจาก F. solani CU103 บนวัสดุค้ําจุนประเภท macroporous 

resin มี 5 ชนิด ไดแก  พวกที่มีข้ัว NKA-9 พวกที่มีข้ัวนอย AB-8 และพวกที่ไมมีขั้ว H103 D4020 

และ NKA  โดยการเชื่อมขวางดวยสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่ความเขมขน 0 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 

และ 16.0 เปอรเซ็นต พบวา  

4.2.1 เมื่อทําการตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนชนิด AB8 เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความ

เขมขนที่ 2.0 เปอรเซ็นต จะมีปริมาณโปรตีนถูกตรึงบนวัสดุค้ําจุนอยูมากที่สุดมีปริมาณโปรตีน

เทากับ 10.99 ± 0.15  มิลลิกรัมตอกรัมของวัสดุค้ําจุน คิดเปนรอยละประสิทธิภาพไดเทากับ 

48.37 ± 2.76 เปอรเซ็นต และพบวาเมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 

ทําใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นสูงสุดมีคาเทากับ 53.28  ± 3.34 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 

12)  

4.2.2 การตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนชนิด D4020 เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน

ที่ 1.0 เปอรเซ็นต จะมีปริมาณโปรตีนถูกตรึงบนวัสดุค้ําจุนอยูมากที่สุดมีปริมาณโปรตีนเทากับ 

14.31 ± 1.32 มิลลิกรัมตอกรัมของวัสดุค้ําจนุคิดเปนรอยละประสิทธิภาพไดเทากับ 62.91 ± 3.59 

เปอรเซ็นต และเมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต ทําใหคาการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นสูงสุดมีคาเทากับ 50.48 ± 2.33 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 12) 

 4.2.3 การตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนชนิด H103 เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขนที่ 

2.0 เปอรเซ็นต จะมีปริมาณโปรตีนถูกตรึงบนวัสดุค้ําจุนอยูมากที่สุดมีปริมาณโปรตีนเทากับ 14.14 

± 0.95 มิลลิกรัมตอกรัมของวัสดุค้ําจุนคิดเปนรอยละประสิทธิภาพไดเทากับ 62.18 ± 3.76 

เปอรเซ็นต และเมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต ทําใหคาการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นสูงสุดมีคาเทากับ 49.48 ± 2.67 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 13)  

4.2.4 การตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนชนิด NKA เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขนที่ 

4.0 เปอรเซ็นต จะมีปริมาณโปรตีนถูกตรึงบนวัสดุค้ําจุนอยูมากที่สุดมีปริมาณโปรตีนเทากับ 13.77 

± 0.84 มิลลิกรัมตอกรัมของวัสดุค้ําจุนคิดเปนรอยละประสิทธิภาพไดเทากับ 60.57 ± 2.86 

เปอรเซ็นต นอกจากนี้เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต ทําใหคาการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นสูงสุดมีคาเทากับ 63.57 ± 3.56 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 13)  

4.2.5 การตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนชนิด NKA9 เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขนที่ 

2.0 เปอรเซ็นต จะมีปริมาณโปรตีนถูกตรึงบนวัสดุค้ําจุนอยูมากที่สุดมีปริมาณโปรตีนเทากับ 5.79 

± 0.67 มิลลิกรัมตอกรัมของวัสดุค้ําจุนคิดเปนรอยละประสิทธิภาพไดเทากับ 25.46 ± 1.24 
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เปอรเซ็นต และเมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต ทําใหคาการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นสูงสุดมีคาเทากับ 29.86 ± 2.03 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 14) 
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(ค) H103 

 
 
 
(ง) NKA 

 
ภาพที่ 13 แสดงความสัมพันธระหวางรอยละประสิทธิภาพการตรึงรูปไลเพสกับเปอรเซ็นตความ

เขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด และความสัมพันธระหวางรอยละการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

กับเปอรเซ็นตความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด (ค) H103 - (ง) NKA 
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(จ) NKA9 

 
ภาพที่ 14 แสดงความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพการตรึงรูปไลเพส (เปอรเซ็นต) กับความ

เขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด (เปอรเซ็นต) และความสัมพันธระหวางคาการเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิส (เปอรเซ็นต) กับความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด (เปอรเซ็นต) (จ) NKA9 
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ใชในการเชื่อมขวาง (cross linking) และเมื่อเพิ่มเปอรเซ็นตความเขมขนของสารละลายกูลตารัลดี
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4.3 ผลทดสอบปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 
 

4.3.1 ผลการศึกษาอุณหภูมิที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 

 

 จากการศึกษาผลอุณหภูมิที่มีผลตอความเสถียรไลเพสเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับไลเพส

อิสระ โดยนําไลเพสตรึงรูป ไลเพสตรึงรูปแชในสารละลายฟอสเฟตบัปเฟอร ที่คาความกรด-ดาง 

7.4 และไลเพสอิสระ ทําการบมที่อุณหภูมิตั้งแต 25 30 35 40 45 50 55 และ 60 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 60 นาที กอนนํามาเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส พบวา อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางาน

ของไลเพสตรึงรูปและไลเพสอิสระจะแตกตางกัน คือ ไลเพสตรึงรูป และไลเพสตรึงรูปที่แชใน

สารละลายฟอสเฟตบัปเฟอร ที่คาความกรด-ดาง 7.4 มีความเหมาะสมตอการทํางานอยูที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แตสําหรับไลเพสอิสระอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานอยูที่ 35 

องศาเซลเซียส โดยที่ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสไลเพสตรึงรูป และไลเพสตรึงรูปที่แชใน

สารละลายฟอสเฟตบัปเฟอร ที่คาความกรด-ดาง 7.4 ใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดสูงสุด มี

คาเทากับ 14.47 ± 0.85 และ 14.15 ± 0.71 ยูนิตตอกรัมของไลเพสตรึงรูป  และไลเพสอิสระใหคา

การเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดสูงสุด มีคาเทากับ 13.74 ± 0.65 ยูนิตตอมิลลิลิตร ดังแสดงในภาพที่ 

15 ไลเพสตรึงรูปมีความเสถียรตออุณหภูมิในชวงที่กวางกวาไลเพสอิสระ แสดงวาหลังจากทําการ

ตรึงรูปไลเพส ไลเพสตรึงรูปจะมีความเสถียรตออุณหภูมิมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับไลเพสอิสระ 

0

2
4
6
8

10
12

14
16

18

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)

 ค
าก

าร
เรง

ปฏิ
กิริ
ยา
ไฮ
โด
รไ
ลซิ
ส 

(ยู
นิต

ตอ
กรั
มข

อง
ไล
เพ
สต

รึง
รูป

)

ไลเพสตรึงรูป

ไลเพสตรึงรูป
แชในบัปเฟอร

ไลเพสอสิระ

 
ภาพที่ 15 แสดงความสัมพันธระหวางคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับอุณหภูมิที่ใชในการทํา

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
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4.3.2 ผลการศึกษาคาความเปนกรด-ดาง ที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 

 

 จากการศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดาง ตอการทํางานไลเพสตรึงรูปเปรียบเทยีบกบัไล

เพสอิสระ โดยการทําปฏิกิริยาในสารละลายบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดางในชวง 4-10 ผล

แสดงดังภาพที่ 16 พบวา ไลเพสตรึงรูปมีความเสถียรตอคาความเปนกรด-ดางมากกวาไลเพส

อิสระ จากภาพแสดงใหเห็นวาไลเพสตรึงรูปสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดีที่สุดที่คาความ

เปนกรด-ดางที่ 7.0 และเมื่อเปรียบเทียบกับไลเพสอิสระ พบวา ไลเพสตรึงรูปสามารถเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสไดดีที่มีคาความเปนกรด-ดางที่กวางกวาจะอยูในชวงของคาความเปนกรด-ดาง 5-9 ให

คาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเทากับ 15.13 ± 0.44  15.83 ±0.76  16.74 ± 0.61  15.03 ± 0.27  

และ 15.1 ± 0.28  ยูนิตตอกรัมของไลเพสตรึงรูปตามลําดับ ซึ่งแตกตางกับการใชไลเพสอิสระ

ทํางานไดดีในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสภาวะคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมคือ คาความเปน

กรด-ดาง 7.0 เพียงคาเดียว ใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเทากับ 12.84 ± 0.74 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร (ภาพที่ 16) 
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ภาพที่ 16 แสดงความสัมพันธระหวางคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (ยูนิตตอกรัมของไลเพส

ตรึงรูป)กับคาความเปนกรด-ดาง ในสารละลายบัฟเฟอร 
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4.3 .4 ผลการศึกษาสารละลายอินทรียที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 

 

 จากการศึกษาผลสารละลายอินทรียตอการทํางานของไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับไล-

เพสอิสระ โดยนําไลเพสตรึงรูปและไลเพสอิสระ ทําการบมในสารละลายอินทรีย คือ เฮกเซน ทูโล-

อีน คลอโรฟอรม ไอโซโพรพานอล เอทานอล และเมทานอล เปนเวลา 60 นาที กอนนํามาเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส พบวา ไลเพสตรึงรูปจะมีความเสถียรตอสารละลายอินทรียไดดีกวาไลเพส

อิสระ ยกเวน ตัวทําละลายคลอโรฟอรม ดังแสดงในภาพที่ 17 จากภาพแสดงใหเห็นวาไลเพสตรึง

รูป มีความเสถียรตอเฮกเซนไดดีที่สุดใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเทากับ 17.33 ±1.36 ยูนิต

ตอกรัมของไลเพสตรึงรูป สวนไลเพสอิสระมีความเสถียรตอสารละลายฟอสเฟตบัปเฟอรไดดีที่สุด

ใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเทากับ 12.75 ± 1.45 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อเทียบกับสารละลาย

อินทรียชนิดอื่น ๆ  
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ภาพท่ี 17 แสดงความสัมพันธระหวางคาเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูปกับชนิด

สารละลายอินทรีย 
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4.3.5 ผลการศึกษาความเสถียรของไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซ้ํา 

 

จากการศึกษาความเสถียรไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซ้ํา พบวา ไลเพสตรึงรูปเมื่อนํา

กลับมาใชในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได 12 คร้ัง โดยที่ยังใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสลด

ลงอยูประมาณ 28.75 ± 1.20 เปอรเซ็นต  ดังแสดงในภาพที่ 18 
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 ภาพที่ 18 ความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับจํานวน(คร้ัง)ที่ทํา

ปฏิกิริยา 

 
4.4 ผลทดสอบปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

4.4.1 ผลการตรวจสอบการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบแผนบาง 

(Thin Layer Chromatography: TLC)  

 

 4.4.1.1 อัตราสวนโดยโมลที่เหมาะสมระหวางน้ํามันปาลมกับเมทานอล 

 

โดยทําศึกษาอัตราสวนโดยโมลที่เหมาะสมระหวางน้ํามันปาลมกับเมทานอลเปน 1:1 1:2 

1:3 1:4 1:5 และ 1:6 ในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยเปรียบเทียบระหวางไลเพส

ตรึงรูปกับไลเพสอิสระสําหรับใชเปนตัวเรงปฏิกิริยา จากการทดลองโดยนําไลเพสตรึงรูปและไลเพส
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อิสระมาทดสอบการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยการทําปฏิกิริยาระหวางน้ํามันปาลม

กับเมทานอลในอัตราสวน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 โดยโมล แลวทําการตรวจสอบการ

เกิดปฏิกิริยาเบื้องตนดวยเทคนิควิธีโครมาโทกราฟแบบแผนบาง (TLC) โดยมีสารมาตรฐานที่

นํามาในการตรวจสอบชนิดของสารตัวอยางในการทํา TLC ดวยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

ไดแก โมโนกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด ไตรกลีเซอไรด น้ํามันปาลม กรดโอลีอิก เมทิลโอลิเอต และ 

B100 (น้ํามันไบโอดีเซล 100 เปอรเซอร ซึ่งเปนสารที่ใชเปนตัวแทนเมทิลโอลิเอต) จากการ

คํานวณหาคาอัตราการเคลื่อนที่ (Retention factor; Rf ) ของสารแตละชนิดที่ใชเปนสารมาตรฐาน

โดยใชสภาวะการทดลองดังกลาวในวิธีการวิจัยบทที่ 3 ขอที่ 5.2 กลาวคือ  โมโนกลีเซอไรด มีคา Rf 

เทากับ 0.01 ไดกลีเซอไรดมีคา Rf เทากับ 0.14 ไตรกลีเซอไรดมีคา Rf เทากับ 0.57 กรดโอลีอิกมีคา 

Rf เทากับ 0.22 เมทิลโอลิเอตมีคา Rf 0.72 และ B100 มีคา Rf เทากับ 0.70 จากโครมาโทแกรมรูป

ที่ 11 พบวา ไลเพสอิสระจาก F. solani CU103 สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแลว

เกิดเมทิลเอสเทอรไดทุกอัตราสวนโดยโมล สวนไลเพสตรึงรูปที่ตรึงบนวัสดุค้ําจุนชนิด NKA  

สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแลวเกิดเมทิลเอสเทอรไดทุกอัตราสวนโดยโมลเชนกัน 

(ภาพที่ 19) โดยพิจารณาจากคา Rf เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน แตเนื่องจากการตรวจสอบดวยวิธี 

TLC ยังไมสามารถบอกถึงปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นไดจึงนําไปตรวจสอบดวยเทคนิค 

HPLC หาปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น 

 

 4.4.1.2 ปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

 

จากการทดลองไดทําการศึกษาปริมาณน้ําที่เติมลงไปในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ

ฟเคชัน โดยมีการเติมน้ํา 2.5 และ 50 เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมด พบวาไลเพสตรึงรูป และไล-

เพสอิสระ สามารถเรงการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไดโดยจะเกิดปริมาณของเมทิลเอส

เทอรไดในปริมาณที่แตกตางกัน ถามีการเติมน้ําในปริมาณ 2.5 และ 50 เปอรเซ็นต ลงไปใน

ระหวางการทําปฏิกิริยา พบวาไลเพสตรึงรูปที่ตรึงบนวัสดุค้ําจุน NKA และไลเพสอิสระสามารถเรง

การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแลวเกิดเมทิลเอสเทอรไดเชนกัน (ภาพที่ 20-21) จากการ

ทดสอบเบื้องตนดวยเทคนิค TLC โดยพิจารณาจากคา Rf เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน แตเนื่องจาก

การทดสอบดวย TLC ยังไมสามารถบอกถึงปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นไดจึงนําไป

ตรวจสอบดวยเทคนิค HPLC  
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ภาพที่ 19 โครมาโทแกรมที่ไดจากการวิเคราะหผลิตภัณฑไบโอดีเซลดวยวิธี TLC ที่เกิดจากปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยเรงดวยไลเพสตรึงรูป โดยเลนที่ 1 น้ํามันปาลม เลนที่ 2 B100 เลนที่ 3-8 ไล-

เพสตรึงรูปที่ 20 เปอรเซ็นต ทําปฏิกิริยากับน้ํามันปาลมกบัเมทานอลในอัตราสวน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 

และ 1:6 โดยน้ําหนักน้ํามัน 3 กรัม และการใส เมทานอลแบบเติมในสามขั้น ที่ 0 8 16 และ 24 ชั่วโมง 

ตามลําดับ  

 

  
 
                               (ก)                                             (ข) 
ภาพที่ 20 โครมาโทแกรมที่ไดจากการวิเคราะหผลิตภัณฑไบโอดีเซลดวยวิธี TLC ที่เกิดจากปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชันที่น้ําในปฏิกิริยา 2.5 เปอรเซ็นต (ก) และ 50 เปอรเซ็นต (ข) เรงดวยไลเพสตรึงรูป 

โดยใชที่ 20 เปอรเซ็นต ทําปฏิกิริยากับน้ํามันปาลมกับเมทานอลในอัตราสวน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 

1:6 โดยน้ําหนกัน้ํามัน 3 กรัม และการใสเมทานอลแบบเติมในสามขั้น ที่ 0 8 16 และ 24 ชั่วโมง 

ตามลําดับ โดยเลนที่ 1-6  โมโนกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด ไตรกลีเซอไรด น้ํามันปาลม กรดโอลีอิก และ

เมทิลโอลิเอต เลนที.่ 7-12 อัตราสวน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 โดยโมลตามลําดับ 

      1     2    3    4     5    6    7     8 

B100 

ไดกลีเซอไรด 

ไตรกลีเซอไรด 

กรดไขมัน 

โมโนกลีเซอไรด 

 1   2   3  4   5   6     7   8   9  10  11  12  1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 
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(ก) (ข) 
 

ภาพที่ 21 โครมาโทแกรมที่ไดจากการวิเคราะหผลิตภัณฑไบโอดีเซลดวยวธิี TLC ที่เกิดจาก

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันทีน่้ําในปฏิกิริยา 2.5 เปอรเซ็นต (ก) และ 50 เปอรเซ็นต (ข) เรง

ดวยไลเพสอิสระ โดยใชที ่20 เปอรเซ็นต ทําปฏิกิริยากบัน้ํามนัปาลมกับเมทานอลในอัตราสวน 1:1 

1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 โดยน้ําหนักน้าํมัน 3 กรัม และการใสเมทานอลแบบเติมในสามขัน้ ที ่0 8 

16 และ 24 ชัว่โมง ตามลําดับ โดยเลนที ่1-6  โมโนกลเีซอไรด ไดกลีเซอไรด ไตรกลีเซอไรด น้ํามนั

ปาลม กรดโอลีอิก และเมทลิโอลิเอต เลนที.่ 7-12 อัตราสวน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 โดย 

โมลตามลําดับ 

 

4.4.2 ผลการตรวจสอบการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยเทคนิค HPLC 

 

4.4.2.1 ผลการเปรียบเทียบไลเพสอิสระกับไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเท

อริฟเคชัน โดยใชอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมกับเมทานอลเปน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 

และ 1:6 ในการปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ดังแสดงในกราฟรูปที่ 14 พบวาอัตราสวนโดยโมล

ระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่เหมาะสมเปน 1:4 เมื่อใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงในปฏกิริยาซึ่ง

สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดถึง 92.62 ± 3.27 เปอรเซ็นต และเมื่อใชไลเพสอิสระเปนตัวเรง

ปฏิกิริยา พบวาอัตราสวนโดยโมลที่เหมาะสมเปน 1:3 สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดถึง 38.73 ±  

3.08 เปอรเซ็นต และเมื่อใชไลเพสตรึงรูปผสมกับน้ําในการเรงปฏกิริยา พบวาอัตราสวนโดยโมลที่

เหมาะสมเปน 1:6 สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดถึง 88.06 ± 0.56 เปอรเซน็ต  

 

 1   2    3    4     5   6     7   8    9   10  11  12    1    2    3    4    5   6    7   8    9   10  11  12 
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4.4.2.2 ผลการเปรียบเทียบไลเพสอิสระกับไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยใช

อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันกับเมทานอลเปน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 โดยเติมน้ํา

ปริมาณ 2.5 และ 50 เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมด เขาไปในปฏิกิริยาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ

ฟเคชัน (ภาพที่ 15 และ 16) พบวา เมื่อมีการเติมน้ํา 2.5 เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมดอัตราสวน

โดยโมลระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่เหมาะสมเปน 1:2 ไลเพสอิสะสามารถเรงปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชันเกิดเปนเมทิลเอสเทอรได 22.68 ±1.68 เปอรเซ็นต และเมื่อใชไลเพสตรึงรูป

เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเกิดเปนเมทิลเอสเทอรได 70.86 ±1.93 เปอรเซ็นต เมื่อ

ใชอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่เหมาะเปน 1:4 และเมื่อมีการเติมน้ํา 50 

เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมดอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่เหมาะสมเปน 

1:5 ไลเพสอิสระสามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเกิดเปนเมทิลเอสเทอรได 26.95 ± 

4.66 เปอรเซ็นต และอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่เหมาะสมเปน 1:4 ไล-

เพสตรึงรูปสามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเกิดเปนเมทิลเอสเทอรได 43.28 ± 7.98 

เปอรเซ็นต 
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ภาพที่ 22 ความสัมพันธระหวางปริมาณเมทิลเอสเทอร(เปอรเซ็นต) กับอัตราสวนโดยโมลระหวาง

น้ํามันปาลมตอเมทานอล (1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6) โดยไมมีการเติมน้ําเขาไปในปฏิกิริยา 

 1 : 1       1 : 2      1 : 3      1 : 4      1 : 5      1 : 6 
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ภาพที่ 23 แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณเมทิลเอสเทอร(เปอรเซ็นต) กับอัตราสวนโดยโมล

ระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอล (1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6) โดยเติมน้ําปริมาณ 2.5 เปอรเซ็นต

ของปริมาตรทั้งหมด เขาไปในปฏิกิริยา 
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ภาพที่ 24 แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณเมทิลเอสเทอร(เปอรเซ็นต) กับอัตราสวนโดย

โมลระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอล (1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6) โดยเติมน้ําปริมาณ 50 

เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมด เขาไปในปฏิกิริยา 

 1 : 1         1 : 2        1 : 3         1 : 4        1 : 5        1 : 6 

 1 : 1         1 : 2        1 : 3        1 : 4       1 : 5       1 : 6 
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4.4.3 ศึกษาความเสถียรของไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซ้ํา 

 

 จากการศึกษาความเสถียรไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซ้ํา พบวา เมื่อใช 

เฮกเซนและไอโซโพรพานอล ชะลางสวนของกลีเซอรอลออกในชวงระหวางนําไลเพสตรึงรูปกลับมา

ใชซ้ํา ซึง่มีคาแอกทิวิตทีี่ลดลงเกิดเปนเมทิลเอสเทอรเทากับ 25.41 ± 0.47 และ 18.44 ± 0.33 

เปอรเซ็นตหลงัจากใชไลเพสตรึงรูป 6 คร้ัง ตามลําดับ  ดงัแสดงในภาพที่ 25 
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ภาพที่ 25 แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณเมทิลเอสเทอรกับจํานวน (คร้ัง) ที่ทําปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 



บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

 ไลเพสนับเปนเอนไซมที่มีความสําคัญมากทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ และอุตสาหกรรมตาง ๆ 

เนื่องดวยจากคุณสมบัติของไลเพสที่มีความจําเพาะตอสารตั้งตนหลายชนิด ความคงทนตอคาความ

เปนกรด - ดาง และสามารถทํางานไดที่อุณหภูมิสูง ไลเพสจากรามีขอดีกวาไลเพสที่ไดจากพืชและสตัว 

เนื่องจากราสามารถเจริญไดรวดเร็วและเลี้ยงงายกวาพืชและสัตว ไลเพสจากราเปนแหลงที่สําคัญ

สําหรับนําไปประยุกตใชประโยชนในระดับอุตสาหกรรมมากมาย เชน การสังเคราะหพอลิเมอร ผลิตสาร

แตงกลิ่นรสอาหาร และการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ โดยเฉพาะไลเพสที่ผลิตไดจาก Fusarium spp. มี

ความสําคัญโดยสามารถใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันซึ่งเปนปฏิกิริยาที่สามารถใชใน

กระบวนการผลิตไบโอดีเซล ซึ่งปจจุบันการผลิตไบโอดีเซลนิยมใชกรดหรือดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา แต

เนื่องจากวิธีนี้มีขอเสียคือ เกิดผลผลิตที่ไมตองการ ทําใหเกิดความยุงยากตอกระบวนการแยกไบโอดีเซล

ใหบริสุทธิ์ สงผลใหเกิดมลพิษในสิ่งแวดลอม การใชไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยามีขอดีกวาการใชสารเคมี

อยูหลายประการ เชน มีความจําเพาะตอสารตั้งตนมากกวา ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นบริสุทธิ์ แตขอ

เสียเปรียบของการใชไลเพสที่สําคัญคือ มีราคาคอนขางสูง ดังนั้นการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมตอการ

ผลิตไลเพสของ Fusarium spp. จึงเปนสิ่งจําเปนอยางยิ่ง งานวิจัยนี้ไดนํา F. solani  CU103 ที่ไดทําการ

คัดแยกมาจากดินในจังหวัดนาน ซึ่งมีความสามารถนําไปใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน

ได (วราภรณ, 2549) จึงสนใจทําการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตและการตรึงรูปไลเพส

จาก  F. solani  CU103 เพื่อนํามาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในการผลิตเมทิลเอส

เทอรหรือไบโอดีเซลจากน้ํามันปาลม ซึ่งเปนแนวทางในการประยุกตใชไลเพสทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ  

 
5.1 ภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของราเพื่อสามารถผลิตไลเพส 
 

 การศกึษาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไลเพส โดยมีปจจัยที่ใชศึกษา คือ แหลงคารบอน 

แหลงไนโตรเจน และอุณหภูมิ เมื่อศึกษาผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ พบวา F. solani  CU103  

สามารถเจริญไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการใสน้ํามันพืชชนดิตาง ๆ เปนแหลงคารบอน มากกวาใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีการเติมน้ํามันเพื่อเปนแหลงคารบอน แสดงใหเห็นวา F. solani  CU103  สามารถ

ใชน้ํามันพืชชนดิตาง ๆ เปนแหลงคารบอนเพื่อใชในการเจริญ นอกจากนี้ยังพบวา ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี

น้ํามันเปนแหลงคารบอนจะใหคาแอกทิวิตีจาํเพาะสูงกวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีแหลงคารบอน น้ํามัน

รําขาวที่ 1.0 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอนสามารถผลิตไลเพสที่มีคาแอกทิวิตีจําเพาะสูงที่สุด คือ 0.84 
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± 0.06 ยนูิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน เมื่อเปรียบเทียบกับแหลงคารบอนชนิดอื่น ๆ และชุดควบคุม ซึ่ง

ใหผลสอดคลองกับงานวจิัยของ  Saad และคณะ (2004) รายงานวา น้าํมันพืชชนิดตาง ๆ มีผลตอการ

เจริญและการผลิตไลเพส จาก Fusarium oxysporum เมื่อเปรียบเทียบกับการไมเติมน้ํามันเปนแหลง

คารบอน นอกจากชนิดของแหลงคารบอนมีผลตอการเจริญและการผลิตไลเพส ยังพบวาปริมาณแหลง

คารบอนในการผลิตที่เหมาะสมเปนสิ่งสําคัญในการผลิตไลเพส (Stanbury และคณะ, 1995)  Maia และ

คณะ (2001) ไดศึกษาชนิดและปริมาณแหลงคารบอนในการผลิตไลเพสจาก Fusarium solani รายงาน

วา Fusarium solani สามารถผลิตไลเพสไดในอาหารเชื้อเหลวที่มีน้ํามันมะกอกความเขมขน 0.5 

เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน นอกจากน้ํามันมะกอกแลว ในป ค.ศ. 1992 Papaparaskeves และคณะ 

รายงานวาน้าํมันปาลม เปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดในการผลิตไลเพสจาก Rhodotorula glutinis พบวา

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ํามันปาลมความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต ใหปริมาณไลเพสที่ผลิตไดสูงกวาชุด

ควบคุม และในป ค.ศ. 2004 Jinda ไดศึกษาผลการเติมน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 1.0 1.5 และ 2.0 

เปอรเซ็นต ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตไลเพสจาก Pseudomonas sp. KLB1 พบวาการใชน้ํามัน

ปาลมบริสุทธิ์ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นตใหการผลิตไลเพสไดสูงที่สุด คือ 68.54 U/mg ซึ่งสอดคลองกับ

งานวิจัยนี้ จากผลการทดลองในการรายงานตาง ๆ ขางตนจะเห็นวา น้ํามันพืชแตละชนิดมีผลตอคา

แอกทิวิตีของไลเพสตางกันในการผลิตจากจุลินทรียแตละสายพันธุ ที่มีผลทัง้นี้อาจเนื่องสมบัติทาง

กายภาพและเคมีของน้ํามัน และขึ้นอยูกับแหลง และชนิดของราที่นํามาศึกษา (Maia และคณะ, 1999; 

Rapp Peter, 1995) เพราะราแตละทองถิ่นมีความสามารถในการใชแหลงคารบอนและปริมาณได

แตกตางกัน  

 

 หลังจากทราบแหลงคารบอนที่เหมาะสมก็ทําการศึกษาถึงแหลงไนโตรเจน เมื่อศึกษาผลของ

แหลงไนโตรเจนที่มีผลตอการผลิตไลเพส พบวาเมื่อใชน้ํามันรําขาว 1.0 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน 

และแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ พบวา น้ํามันรําขาว 1.0 เปอรเซ็นต และเบปโตน 1.0 เปอรเซ็นตเปน

แหลงไนโตรเจน สามารถผลิตไลเพสใหคาแอกทิวิตีจําเพาะสูงที่สุด คือ 3.64 ± 0.05 ยูนิตตอมิลลิกรัม

ของโปรตีน เมื่อเปรียบเทียบกับแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ซึ่งจะใหคาแอกทิวิตีจําเพาะเพิ่มสูงขึ้น

ประมาณ 4 เทา เมื่อเทียบกับการใหแหลงคารบอนเพียงอยางเดียวเปนแหลงอาหาร ทั้งนี้อาจเปน

เพราะวาในเปบโตนมีสารอาหารบางอยางที่มีความจําเปนตอการเจริญเติบโตและการผลิตไลเพส เชน 

วิตามิน แรธาตุบางชนิด ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Saad และคณะ, (2004)  สําหรับ แอมโมเนียมไน-

เตรท (NH4NO3) และ แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) พบวา ในการผลิตไลเพสจะใหคา

แอกทิวิตีจําเพาะที่นอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับเปบโตน และยีสตสกัด ที่ใชเปนแหลงไนโตรเจน 

เนื่องจาก แอมโมเนีมไนเตรท และ แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต มีผลทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีคาความ

เปนกรดที่สูงขึ้น ซึ่งไมมีความเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไลเพสจึงทําใหมีการสรางไลเพสได
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ปริมาณที่นอยและมีคาแอกทิวิตีจําเพาะต่ํากวาเมื่อเปรียบเทียบกับแหลงไนโตรเจนชนิดอื่น ๆ (Griffin, 

1994) โดยปกติราสวนใหญจะเจริญเติบโตไดดีในชวงคาความเปนกรด-ดางที่มีคาความเปนกรด

เล็กนอยประมาณคาความเปนกรด-ดาง 6.2 - 6.8  Sztajer และคณะ (1989) ไดรายงานวา เมื่อใชยูเรีย

และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนกลับมีผลในการยับยั้งการสังเคราะหไลเพส ซึ่งใหผลที่

สอดคลองกัน เมื่อใชสารกลุมอนินทรียเปนแหลงไนโตรเจน ราสายพันธุ F. solani CU103 มี

ความสามารถที่จะใชสารในกลุมอินทรียไดดีกวาสารอนินทรีย อาจเนื่องมาจากในกลุมสารอินทรียมี

แหลงอาหารที่สมบูรณกวาสารอนินทรีย เชน กลุมวิตามิน ฮอรโมน ที่ชวยในการเจริญและผลิตไลเพส 

ซึ่งใหผลที่สอดคลองกับรายงานของ  Saad และคณะ (2004) พบวา เมื่อมีการเติมเปบโตนในอาหาร

เลี้ยงเชื้อมีผลทําใหมีคาแอกทิวิตีของไลเพสเพิ่มสูงขึ้น ดังนั้นในการผลิตไลเพสใหไดปริมาณที่สูงจึงตอง

เลือกใชแหลงไนโตรเจนใหเหมาะสมกับสายพันธุของรา (Stanbury และคณะ, 1995) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง

ไดเลือกภาวะนี้เพื่อศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีผลตอการผลิตไลเพส และเมื่อทําการศึกษาผลกระทบของ

อุณหภูมิสําหรับการผลิตไลเพส พบวาเมื่อทําการเลี้ยง F. solani  CU103 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ํามัน

รําขาว 1.0 เปอรเซ็นต และเบปโตน 1.0 เปอรเซ็นต ในที่อุณหภูมิตาง ๆ พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสม

สําหรับการผลิตไลเพสอยูที่ 30 องศาเซลเซียส และยังพบวาอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส F. solani  

CU103 ยังสามารถผลิตไลเพสได แตในชวงระยะแรก F. solani  CU103 จะตองมีการปรับตัวใหเขากับ

ภาวะที่ใชในการผลิตที่ยาวนานกวาที่อุณหภูมิที่ต่ํากวา สําหรับที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสมีการ

ผลิตไลเพสไดคาแอกทิตวีจําเพาะสูงสุด เนื่องจากอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียสเปนอุณหภูมิที่น้ํามันใน

อาหารเลี้ยงเชื้อมีความหนืดของน้ํามันไมมาก และมีการกระจายตัวที่ดีเมื่อมีการเขยาแบบตอเนื่อง ทํา

ใหไลเพสที่ราผลิตไดสามารถยอยสลายน้ํามันในอาหารเลี้ยงเชื้อไดดี (Wade, 1995) โดยอุณหภูมิที่ 30 

องศาเซลเซียสสามารถผลิตไลเพสที่ใหคาแอกทิวิตีจําเพาะเทากับ 3.66 ± 0.24 ยูนิตตอมิลลิกรัมของ

โปรตีน สําหรับอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส น้ํามันในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความหนืดของน้ํามันนอยกวาที่

อุณหภูมิอ่ืน ๆ และมีการกระจายตัวไดดีกวา แตกลับใหคาแอกทิวิตีจําเพาะในการผลิตไลเพสที่ต่ํากวา 

ทั้งนี้ เนื่องมาจาก อุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียสเปนอุณหภูมิที่สูงเกินไปจึงไมเหมาะสมตอการ

เจริญเติบโตสําหรับราสายพันธุ F. solani  CU103 ทําใหราเจริญเติบโตไดไมดีสงผลใหการผลิตไลเพสได

ในปริมาณที่นอย และอุณหภูมิที่สูงเกินไปจึงมีผลตอการทํางานของเอนไซมบางชนิดที่มีผลตอการ

เจริญเติบโตของรา ดังนั้นจึงใชภาวะที่มีการเติมน้ํามันรําขาว 1.0 เปอรเซ็นต เปบโตน 1.0 เปอรเซ็นต 

และทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตอการเลี้ยง F. solani  CU103 เพื่อการผลิตไลเพส โดย

ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไลเพสจากงานวิจัยนี้เปรียบเทียบกับงานวิจัยอื่น ๆ ที่มีการรายงานดังแสดง

ในตารางที่ 6 
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ตารางที่ 5 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไลเพสจากราชนิดตาง ๆ 

 
แหลงที่มาของไลเพส 

 

อุณหภูม ิ 
(องศา

เซลเซียส) 

คาความเปน
กรด-ดาง 

 

แอกทิวิตี 
(หนวยตอ 
มิลลลิิตร) 

เอกสาร 
อางอิง 

 

Fusarium solani CU103 

 

30 

 

6.2 

 

63.9 ± 2.45 

 

งานวิจยั

ปจจุบัน 

Fusarium solani FS1 28 

 

6.0 

 

9.5 

 

Maia และ

คณะ (1999) 

Fusarium  oxysporum 30 

 

6.0 

 

44.9 

 

Saad และ

คณะ (2004) 

Geotrichum sp. 30 7.0 

 

17.0 

 

Burket และ

คณะ (2004) 

Mucor hiemalis 

 

25 7.0 1.98 Akhtar และ

คณะ (1980) 

 

Rhizopus chinensis 

 

30 

 

6.5 

 

63.45 

Yun Teng 

และคณะ 

(2009) 

 

ตารางที่ 5 แสดงความสามารถการผลิตไลเพสที่มีคาแอกทิวิตีจําเพาะสูงที่สุดของ 

Fusarium solani CU103 เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยอื่น ๆ ที่ไดกลาวมาดังตารางที่ 5 Fusarium 

solani CU103 ที่ภาวะดังกลาวสามารถผลิตไลเพสใหคาแอกทิวิตีสูงที่สุดที่ไดมีรายงานมา

โดยเฉพาะในกลุมของ Fusarium spp. ซึ่งเปนผลดีสําหรับในการพัฒนาปรับปรุงสายพันธุเพื่อให

เหมาะสมตอการผลิตไลเพสเพื่อนําไปใชอุตสาหกรรมตาง ๆ  

 
5.2 การตรึงรูปไลเพสบนวัสดุคํ้าจุน 
 

การเตรียมไลเพสตรึงรูปโดยใชวิธีการตรึงรูปโดยอาศัยหลักการดูดซับทางกายภาพบนวัสดุ

ค้ําจุน 5 ชนิด คือ AB8 D4020 H103 NKA และ NKA9 ซึ่งเปนวัสดุค้ําจุนประเภท macroporous 

resin ตามรายงานของ Yang และคณะ (2006) พบวา ในการทดลองตรึงรูปไลเพสไดใช

สารละลายเฮพเทนรวมในการตรึงรูปสงผลใหวัสดุค้ําจุนบางชนิด ไดแก H103 NKA เกิดการ

ละลายในสารละลายเฮพเทน ดังนั้นวิธีการตรึงรูปดังกลาวจึงไมมีความเหมาะสมที่จะนํามาใช
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สําหรับการตรึงรูปไลเพสในการทดลองครั้งนี้ ดังนั้นจึงทําการเปลี่ยนวิธีการตรึงรูปไลเพสจาก

วิธีการตรึงรูปโดยอาศัยหลักการดูดซับทางกายภาพมาเปนวิธีการตรึงรูปดวยการเชื่อมขวาง 

(cross-linking) โดยใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง (Pahujani และคณะ, 2008; 

Taylor, 1991; Kristy และคณะ, 2000) ในงานวิจัยไดพิจารณาถึงความเขมขนของสารละลาย 

กลูตารัลดีไฮดที่ใชสําหรับการตรึงรูปไลเพส โดยเลือกความเขมขนที่ 0 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 และ 

16.0 เปอรเซ็นตตามลําดับ สําหรับใชในการตรึงรูป พบวา เมื่อเตรียมไลเพสตรึงรูปดวยวิธีการตรึง

รูปดวยวิธีการเชื่อมขวาง โดยเติมสารละลายกลูตารัลดีไฮดซึ่งมีหมูแอลดีไฮด 2 หมูจะมาเชื่อมกับ

หมูอะมิโนที่อยูบนผิวของวัสดุค้ําจุน และหมูอะมิโนของไลเพสทําใหเกิดพันธะเชื่อมขวางกัน เมื่อ

เติมสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขนที่ 2.0 เปอรเซ็นต ใหคาแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูปสูงสุด 

คือ 17.35 ± 0.83 ยูนติตอกรัมของไลเพสตรึงรูป ดังนั้นความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด

ที่ 2.0 เปอรเซ็นต จึงเปนความเขมขนที่เหมาะสมในการเตรียมไลเพสตรึงรูป และจากการศึกษา

วัสดุค้ําจุนที่เหมาะสมสําหรับตรึงรูปไลเพส พบวา วัสดุค้ําจุนชนิด D4020 มีคาปริมาณโปรตีนที่ถูก

โหลดมากที่สุด จึงทําใหมีคาเปอรเซ็นตการตรึงรูปมากที่สุดดวยเชนกัน แตเมื่อนําไปเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสกลับใหคาการเรงปฏิกิริยาที่ต่ํากวา มีคาเทากับ 50.12 ± 2.54 เปอรเซ็นต  เมื่อใชวัสดุ

ค้ําจุนชนิด NKA เปนวัสดุในการตรึงรูปกลับใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่สูงกวา อาจเปนไป

ไดวาโปรตีนที่ถูกตรึงรูปในวัสดุค้ําจุนชนิด D4020 มีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโมเลกุลไลเพส

ทําใหเกิดการบดบังบริเวณเรงของไลเพสทําใหซับสเตรทไมสามารถเขาทําปฏิกิริยาได (Aehle, 

2004) และปริมาณโปรตีนที่ถูกโหลดเขาไปในวัสดุค้ําจุน อาจมีโปรตีนบางสวนที่ไมสามารถทํา

หนาที่ เปนตัวเรงปฏิกิ ริยาได เนื่องจากการเสียสภาพในชวงระหวางทําการตรึงรูป เพราะ

สารละลายกลูตารัลดีไฮดมีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโมเลกุลไลเพส(Pahujani และ

คณะ, 2008) ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่เหมาะสมสําหรับใชในการตรึงรูปไลเพส

อยูที่ความเขมขนที่ 2.0 เปอรเซ็นต เพราะถาทําการเพิ่มปริมาณความเขมขนของสารละลายกลตูารลั-

ดีไฮดมากขึ้น จะมีผลตอการตรึงรูป ทําใหเปอรเซ็นตการตรึงรูป และคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิ

สลดลงดวย เนื่องจากเปอรเซ็นตความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่สูงมีผลตอการตรึง

รูปไลเพสและมีผลตอโครงสรางไลเพส (Kristy และคณะ, 2000) และพบวาความเขมขนที่ 2.0 

เปอรเซ็นตของสารละลายกลูตารัลดีไฮด ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโมเลกุลไลเพส 

อาจสงผลใหไมมีการบดบังบริเวณเรงของไลเพสหรือเกิดการเสียสภาพของไลเพสระหวางการตรึง

นอยที่สุด  และวิธีการตรึงรูปดวยวิธีนี้สามารถทําไดงายและสะดวก ดังนั้นในงานวิจัยนี้วิธีการ

เตรียมไลเพสตรึงรูปโดยใชวิธีการตรึงรูปโดยการเชื่อมขวางของสารละลายกลูตารัลดีไฮดจึงเปนวิธี

ที่เหมาะสมในการเตรียมไลเพสตรึงรูปมากกวาการตรึงรูปดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 
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5.3 ปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 
 

การศึกษาผลอุณหภูมิที่มีผลตอความเสถียรไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับไลเพสอิสระ 

พบวา อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานของไลเพสตรึงรูปและไลเพสอิสระจะแตกตางกันคือ 

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเพสตรึงรูปอยูที่ 40 องศาเซลเซียส สวนอุณหภูมิที่

เหมาะสมตอการทํางานของไลเพสอิสระอยูที่ 35 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิเหมาะสมสาํหรบัไล

เพสตรึงรูปและไลเพสอิสระใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดสูงสุด ไลเพสตรึงรูปจะมีความ

เสถียรตออุณหภูมิไดดีกวาไลเพสอิสระ แสดงใหเห็นวาหลังจากทําการตรึงรูปไลเพส ไลเพสตรึงรูป

สามารถทํางานไดดีเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น  

 

 การศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดาง ตอการทํางานไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับไลเพส

อิสระ โดยการทําปฏิกิริยาในสารละลายบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดางตาง ๆ พบวา ไลเพสตรึง

รูปมีความเสถียรตอคาความเปนกรด-ดางมากกวาไลเพสอิสระ ไลเพสตรึงรูปและไลเพสอิสระ

สามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดีที่สุดที่คาความเปนกรด-ดาง 7.0 (Maria และคณะ, 1999)  

แสดงใหเห็นวาไลเพสตรึงรูปอาจมีคุณสมบัติเบื้องตนบางประการเหมือนไลเพสอิสระ (Chibata, 

1978) 

 

 การศึกษาผลของสารละลายอินทรียตอการทํางานของไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับไลเพส

อิสระ เมื่อนําไลเพสตรึงรูปและไลเพสอิสระ บมในสารละลายอินทรีย คือ เฮกเซน ทูโลอีน 

คลอโรฟอรม เอทานอล และเมทานอล กอนมาทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส พบวา ไลเพสตรึงรูปมีความ

เสถียรตอสารละลายอินทรียมากกวาไลเพสอิสระ ไลเพสตรึงรูปมีความเสถียรตอเฮกเซนไดดีที่สุด 

สวนไลเพสอิสระมีความเสถียรตอไอโซโพรพานอล เมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายอินทรียชนิดอ่ืน 

(Maia และคณะ, 1999) แสดงใหเห็นวาไลเพสตรึงรูปอาจมีคุณสมบัติที่เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม

บางประการทําใหมีความเสถียรตอสารละลายอินทรียตางจากไลเพสอิสระ (Chibata, 1978) 

 

 การศึกษาความเสถียรไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซ้ํา พบวา การนําไลเพสตรึงรูป

กลับมาใชเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสซึ่งมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมีคาลดลงอยาง

เปนลําดับ หลังจากใชไลเพสตรึงรูป 12 คร้ัง ซึ่งไลเพสตรึงรูปใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไล 

ซิส มีคาเทากับ 26.47 ± 0.71 เปอรเซ็นต  
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5.4 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

5.4.1 การตรวจสอบปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยเทคนิค HPLC 
 

ผลการศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสอิสระ และไลเพสตรึงรูปที่ตรึงบน

วัสดุค้ําจุนชนิด NKA เปนตัวเรงในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยปจจัยที่ใชในศึกษา 2 

ปจจัย คือ อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมกับเมทานอล (1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6) และ

ปริมาณน้ําที่เติมลงไปทําปฏิกิริยา (0 2.5 และ 50 เปอรเซ็นต) ผลการตรวจสอบดวยวิธีเทคนิคโคร-

มาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (HPLC) พบวา อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมกับเม-

ทานอลที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอฟริเคชันเพื่อเกิดเมทิลเอสเทอร คือ น้าํมนัปาลม 

1 สวน ตอเมทานอล 4 สวนโดยโมล โดยเลือกใชรูปแบบการเติม 3 คร้ังซึ่งทําใหเกิดปริมาณเมทิลเอส-

เทอรสูงที่สุด เทากับ 92.62 ± 3.27 เปอรเซ็นต โดยปกติพบวาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเปน

ปฏิกิริยาแบบผันกลับได และไตรกลีเซอไรด 1.0 โมล จะทําปฏิกิริยาอยางสมบูรณกับเมทานอล 3.0 

โมล ดังนั้นในการดําเนินปฏิกิริยาจะตองใชเมทานอลในปริมาณมากพอเพื่อใหปฏิกิริยาดําเนินไป

ขางหนา (Meher และคณะ, 2004) จากการทดลองพบวา อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมกับ

เมทานอลที่เหมาะสมเปน น้ํามันปาลม 1 สวน ตอเมทานอล 4 สวนโดยโมล (1:4) แสดงวาปริมาณ

ของเมทานอลตองมีปริมาณมากพอเพื่อใหปฏิกิริยาเกิดขึ้นสมบูรณ ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ 

Noureddini และคณะ (2005) เมื่อใชน้ํามันปาลมกับเมทานอลในอัตราสวน 1:5 และ 1:6 สําหรับ

การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอฟริเคชันเพื่อเกิดเมทิลเอสเทอร พบวาที่อัตราสวน 1:5 และ 1:6 ให

เปอรเซ็นตของปริมาณเมทิลเอสเทอรนอยกวาที่อัตราสวน 1:4 เนื่องจากปริมาณเมทานอลที่เติมใส

ในปฏิกิริยามีปริมาณที่มากเกินพอสําหรับที่ทําใหเกิดเมทิลเอสเทอร และเมทานอลอาจสงผลตอ

การทํางานของไลเพสตรึงรูปทําใหไลเพสเสียสภาพ สงผลใหเกิดการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิ

ชันไดลดลง ทําใหเกิดปริมาณเมทิลเอสเทอร เทากับ 89.6 ± 3.76 และ 69.44 ± 3.04 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ แสดงวาเมทานอลมีผลไปยับยั้งความสามารถในการเรงปฏิกิริยา รวมถึงลดความ

เสถียรของไลเพสตรึงรูป ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Shimada และคณะ (2002) และเมื่อใช

น้ํามันปาลมกับเมทานอลในอัตราสวน 1:1 และ 1:2 สําหรับการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอฟริเค-

ชันเพื่อเกิดเมทิลเอสเทอร พบวาที่อัตราสวน 1:1 และ 1:2 ใหเปอรเซ็นตของปริมาณเมทิลเอสเทอร

นอยกวาที่อัตราสวน 1:4 เนื่องจากปริมาณของเมทานอลไมเพียงพอตอการเกิดปฏิกิริยาทรานส

เอสเทอริฟเคชัน สงผลใหปฏิกิริยาเกิดขึ้นไดอยางไมสมบูรณ นอกจากนี้ยังพบวา เมื่อปริมาณของ

เมทานอลไมเพียงพอทําใหเกิดปฏิกิริยาแบบผันกลับได (Meher และคณะ, 2004) ดังนั้น 

อัตราสวน 1:1 และ 1:2 โดยโมล จึงเปนอัตราสวนที่ไมเหมาะสมสําหรับการเกิดปฏิกิริยาทรานส-
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เอสเทอริฟเคชันเพื่อเกิดเปนเมทิลเอสเทอร และจากการทดลองไดทําการศึกษาถึงปริมาณน้ําที่เติม

ในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่ 0 2.5 และ 50 เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมดในระหวางการ

ทําปฏิกิริยา พบวา น้ํามีผลตอการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยน้ํามีผลตอการ

เกดิปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน เนื่องจากน้ําที่เติมลงในปฏิกิริยาจะไปสงเสริมในการปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสไดดีกวาการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ทําใหเกิดปริมาณของเมทิลเอสเทอร

ลดลง การเติมน้ําเขาไปจะทําใหเกิดปฏิกิริยาเกิดขึ้น 2 ชนิด คือ ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

และปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เพราะปกติแลวการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไมจําเปนตองมี

น้ําในการเกิดปฏิกิริยา แตเมื่อมีการเติมน้ํากลับชวยสงเสริมในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิ เมื่อมี

การเติมน้ําในปริมาณที่มากขึ้นสงผลใหเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมากขึ้นตามไปดวย และเมื่อ

เปรียบเทียบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวางไลเพสอิสระกับไล-

เพสตรึงรูป โดยศึกษาผลที่ภาวะ อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมกับเมทานอล (1:1 1:2 1:3 

1:4 1:5 และ 1:6)  ปริมาณของไลเพสอิสระและไลเพสตรึงรูปที่ 20 เปอรเซ็นตของน้ํามันปาลม 

และระยะเวลาในการทําปฏิกิริยาเปนเวลา  24 ชั่วโมง พบวาไลเพสอิสระมีปริมาณของเมทิลเอส-

เทอรที่เกิดขึ้นนอยกวาเมื่อใชไลเพสตรึงรูปสําหรับใชเปนตัวเรงในการเกิดปฏิกิริยา อาจเปน

เพราะวาไลเพสอิสระไมมีความเสถียรตออุณหภูมิ และสารละลายอินทรีย เพราะในการ

เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่ใชในการทดลองจะอยูที่ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิที่

ไมเหมาะสมตอการทํางานของไลเพสอิระ จึงทําใหเกิดปริมาณเมทิลเอสเทอรนอยกวาเมือ่ใชไลเพส

ตรึงรูป และอาจเกิดจากไลเพสอิสระสัมผัสกับเมทานอลโดยตรงในการทําปฏิกิริยาจึงทําใหไลเพส

อิสระบางสวนถูกทําลายใหเสียสภาพไป ซึ่งไมสามารถทําหนาที่เปนตัวเรงในปฏิกิริยาได ผลการ

ทดลองนี้ยังแสดงใหเห็นวาไลเพสตรึงรูปที่เตรียมไดมีความเสถียรตออุณหภูมิ และสารละลาย

อินทรียที่ใชในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  

 
5.4.2 ความเสถียรของไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซํ้า 
 

สําหรับการนําไลเพสตรึงรูปนํากลับมาใชซ้ําใหม พบวา การนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชเรง

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยการใชสารละลายอินทรีย 2 ชนิด ไดแก ไอโซโพรพานอล และ

เฮกเซน เปนตัวชะลาง ซึ่งมีคาความสามารถในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันมีคาลดลง

อยางเปนลําดับ หลังจากใชไลเพสตรึงรูป 6 คร้ัง เมื่อใชไอโซโพรพานอลใหคาการเกิดเมทิลเอส-

เทอร เทากับ 18.44 ± 0.33  และเฮกเซกใหคาการเกิดเมทิลเอสเทอร 25.41 ± 0.47  เปอรเซ็นต 

ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากคุณสมบัติของสารละลายอินทรียที่นํามาชะลาง ในกรณีเมื่อใชไอโซโพรพา-

นอลเปนตัวชะลาง ซึ่งมีคุณสมบัติพื้นฐานเปนสารละลายอินทรียที่มีขั้วซึ่งสามารถไปชะกลีเซอรอล 
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ที่เปนผลิตภัณฑผลพลอยไดจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ซึ่งกลีเซอรอลเปนสารโมเลกุลที่มี

ขั้วจึงสามารถถูกชะออกไปได และอาจเปนไปไดวาขณะที่ทําการลางกลีเซอรอลออก โมเลกุล

ของไลเพสอาจหลุดออกมาพรอมกับกลีเซอรอล และโมเลกุลของไลเพสอาจถูกทําลายใหเสียสภาพ

ทําใหความสามารถในการเรงปฏิกิริยาลดลงสงผลใหเกิดเมทิลเอสเทอรลดลง และเมื่อใชเฮกเซน

เปนตัวชะลาง ซึ่งเปนสารละลายอินทรียที่ไมมีข้ัว ทําใหไมสามารถชะลางกลีเซอรอลออกมาได  

สงผลใหไลเพสตรึงรูปทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกิริยาไดไมดีเทาที่ควร เนื่องจากมีกลีเซอรอลเคลือบ

อยูบริเวณผิวของไลเพสตรึงรูป Wei และคณะ (2003) ไดรายงานวา สารละลายอินทรียไอโซโพรพา

นอล มีความเหมาะสมสําหรับใชเปนตัวชะลาง ซึ่งขัดแยงกับงานวิจัยนี้ อาจเพราะวาไลเพสตรึงรูปที่

ผลิตไดมีความเสถียรตอสารละลายอินทรียไดแตกตางกัน และขึ้นอยูกับคุณสมบัติของไลเพสที่รา

ผลิตไลเพสได  

 

ผลการศึกษาพบวา การนําไลเพสจากราสายพันธุ F. solani CU103 มาทดสอบการทํา

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวางน้ํามันปาลมกับเมทานอลเพื่อนําไปพัฒนาใชในการ

ผลิตไบโอดีเซล ยังไมมีรายงานมากอน งานวิจัยนี้เปนงานวิจัยแรกที่ทําการศึกษาในการผลติไลเพส

จากราสายพันธุ F. solani CU103 เพื่อใชเปนตัวเรงปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ดังนั้น

ปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเปนหนทางหนึ่งเพื่อการผลิตเมทิลเอสเทอร หรือ ไบโอดีเซล 

ปจจุบันมีการนําไลเพสจากจุลินทรียมาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน แทนการใช

กรดและดางเนื่องจากมีขอดีกวาหลายประการ เชน ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นบริสุทธิ์ประโยชนตอการ

รักษาสิ่งแวดลอม (Kaieda และคณะ, 1999) แตเนื่องจาก ไลเพสที่ไดจากจุลินทรียยังมีราคาที่แพง

จึงยังไมเหมาะสมที่จะนํามาใชในระดับอุตสาหกรรมสําหรับการผลิตไบดีเซล จากผลการทดลองนี้

ไดแสดงใหเห็นวาราสายพันธุ F. solani CU103 มีศักยภาพในการนําไปพัฒนาการผลิตไลเพส

จาก F. solani CU103 ใหอยูในรูปเชิงการคา สําหรับไลเพสที่ผลิตไดก็จะถูกนําไปใชเพื่อเปนตัวเรง

ในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ดังนั้นตองมีการปรับปรุงพัฒนาวิธีการตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนที่

เหมาะสมสําหรับใชในระดับอุตสาหกรรม  เพื่อที่จะไดนํากลับมาใชซ้ําใหมไดซึ่งจะเปนการลด

ตนทุนในการผลิตได ดังนั้นการทําใหไลเพสอยูในรูปตรึงบนวัสดุก็เปนวิธีหนึ่งที่สามารถนํากลับมา

ใชซ้ําใหมได 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 6 

 

สรุปผลการทดลอง 

 

ภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไลเพสจากราสายพันธุ F. solani CU103 พบวา แหลง

คารบอนที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไลเพส คือ น้ํามันรําขาว 1.0 เปอรเซ็นต แหลงไนโตรเจนที่

เหมาะสม คือ เปบโตน 1.0 เปอรเซ็นต และอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไลเพสอยูที่ 30 

องศาเซลเซียส นําสวนของสารละลายไลเพสที่ผลิตไดทําใหมีความเขมขนมากขึ้นดวยวิธีการอัล-

ตราฟลเตรชัน  แลวนําสารละลายไลเพสไปตรึงบนวัสดุค้ําจุน 5 ชนิด ดวยวิธีเชื่อมขวาง พบวา วสัดุ

ค้ําจุนชนิด NKA ใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิลสูงสุด เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความ

เขมขนที่ 2.0 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงนําไลเพสตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนชนิด NKA มาทําการศึกษาถึง

ความเสถียรของไลเพสตรึงรูปในปจจัย 4 ชนิด ซึ่งไดแก อุณหภูมิ คาความเปนกรด-ดาง 

สารละลายอินทรีย และการนํากลับมาใชซ้ํา จากการทดลองพบวา มีความเสถียรไดดีที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-ดางที่ 7.0 และมีความเสถียรตอตัวทําละลายเฮกเซนไดดีที่สุด 

สําหรับการนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชซ้ําการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส พบวา การนําไลเพสตรึงรูป

กลับมาใชเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมีคาการเรงที่ลดลงเปน 26.47 ± 0.71 เปอรเซ็นต หลังจากใชไล-

เพสตรึงรูป 12 คร้ัง  

 

เมื่อนําไลเพสตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุน NKA มาเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวาง

น้ํามันปาลมกับเมทานอลอัตราสวน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 โดยโมล โดยการเติมเมทานอล

ในรูปแบบของการเติม 3 ข้ันตอน แลวนําไปตรวจสอบการเกิดเมทิลเอสเทอรดวยวิธีโครมาโทกราฟ

แบบแผนบาง พบวา ทุกอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล สามารถเกิดเมทิลเอส-

เทอร การทดลองยังพบอีกวาเมื่อมีการเติมน้ําที่ 2.5 และ 50 เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมดในทุก

อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลในเกิดการปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรสามารถทําให

เกิดเมทิลเอสเทอรไดเชนกัน จากการศึกษาหาปริมาณของเมทิลเอสเทอรดวยวิธีการ HPLC พบวา 

อัตราสวนที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรเปน 1:4 โดยโมลของน้ํามันปาลมตอเม-

ทานอลทําใหเกิดปริมาณของเมทิลเอสเทอรสูงที่สุด ซึ่งมีคา 92.62 ± 3.27 เปอรเซ็นต นอกจากนี้

ยังพบวาเมื่อมีการเติมน้ําที่ 2.5 และ 50 เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมด สงผลใหปริมาณของ 

เมทิลเอสเทอรมีคาลดลง ซึ่งมีคา 70.86 ± 1.93  และ 43.28 ± 7.98 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การ

นําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชซ้ํา เมื่อใชเฮกเซน และไอโซโพรพานอล ลางสวนของกลีเซอรอลออก
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ในชวงระหวางนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชซ้ํา ซึ่งมีคาแอกทิวิตีที่ลดลงเกิดเปนเมทิลเอสเทอรเทากับ 

25.41 ± 0.47 และ 18.44 ± 0.33 เปอรเซ็นต หลังจากใชไลเพสตรึงรูป 6 คร้ัง ตามลําดับ  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธกีารเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. อาหารแข็ง PDA (Potato Dextrose Agar) 

-มันฝร่ัง (Potato)      200 กรัม 

- น้ําตาลเดสโทรส (Dextrose)       20 กรัม 

- วุนผง (Agar)        15 กรัม 

- น้ํากลั่น (Distilled water)            1,000 มิลลิลิตร 

ปอกเปลือกมันฝร่ัง แลวหั่นเปนสี่เหลี่ยมลูกเตาขนาด 1  ลูกบาศกเซนติเมตร จากนั้นนําไป

ตมในน้ํากลั่น ใหมันฝร่ังนิ่ม แลวกรองมันฝรั่งออกดวยผาขาวบาง จากนั้นเติมน้ําตาลกลูโคสแลว

คนใหละลาย ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร แลวนําไปนิ่งฆาเชื้อโดยความรอนชื้นที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  

หมายเหตุ : กรณีใชอาหารสําเร็จรูปจากบริษัทไฮ มีเดีย (Hi media) 

      PDA 39 กรัม ตอ น้ํากลั่น 1 ลิตร 

 
2. อาหารแข็ง PDB (Potato Dextrose Broth) 

- มันฝร่ัง (Potato)      200 กรัม 

- น้ําตาลกลูโคส (Glucose)       20 กรัม 

- น้ํากลั่น               1,000 มิลลิลิตร 

ปอกเปลือกมันฝร่ัง แลวหั่นเปนสี่เหลี่ยมลูกเตาขนาด 1 ลูกบาศกเซนติเมตร จากนั้นนําไป

ตมในน้ํากลั่น ใหมันฝร่ังนิ่ม แลวกรอกมันฝรั่งออกดดวยผาขาวบาง จากนั้นเติมน้ําตาลกลูโคสแลว

คนใหละลาย ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร แลวนําไปนิ่งฆาเชื้อโดยความรอนชื้นที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  

หมายเหตุ : กรณีใชอาหารสําเร็จรูปจากบริษัทไฮ มีเดีย (Hi media) 

      PDA 24 กรัม ตอ น้ํากลั่น 1 ลิตร 
 
3. Lipase production medium 
 - เปบโตน       10 กรัม 

 - โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   1.52 กรัม 

 - โซเดียมไนเตรต (NaNO3)     2.0 กรัม 

 - โซเดียมคลอไรด (NaCl)      0.52 กรัม 
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 - แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)     0.52 กรัม 

 - ไอรอน (II) ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4•7H2O)   0.001  กรัม 

 - คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4•5H2O)    0.001  กรัม  

 - ซิงคซัลเฟต ((ZnSO4•5H2O)     0.001  กรัม 

 - น้ํามันรําขาว       10       มิลลิลิตร  

- น้ํากลั่น       1,000  มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร คนใหละลายจนหมด แลว

ปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหเปน 7.0 แลวนําไปนิ่งฆาเชื้อโดยความรอนชื้น ที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ข 
 

วิธีการเตรยีมสารเคม ี
 
1. สารละลายตรวจวัดคาแอกทิวิตี 
 

1.1 การเตรียมทริสบัฟเฟอร (Tris-HCl) 
 

ทริสบัฟเฟอร ความเขมขน 1.0 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 8.0    

ทริส เบส (Tris base)              121        กรัม 

  น้ํากลัน่                800        มิลลิลิตร 

ละลาย ทริส เบส ใหเขากันกับน้ํากลั่น ปรับคาความเปนกรด-ดาง ดวยกรดไฮโดรคลอริก 

(HCl) ใหเทากับ 8.0 จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1.0 ลิตร นําไปนิ่งฆาเชื้อโดยความรอนชื้น 

ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บไวที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ทริสบัฟเฟอร ความเขมขน 50  มิลลิโมลาร  คาความเปนกรด-ดาง 8.0  

ทริสบัฟเฟอร ความเขมขน 1 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 8.0           25      มิลลิลิตร   

  น้ํากลัน่                  475       มิลลิลิตร 

เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
 1.2 สารละลาย ก.     
                                                                                                                            

  พารา-ไนโตรฟนิล ปาลมมิเตท (p-nitrophenyl palmitate)  30 ไมโครกรัม  

  2-โพรพานอล (2-propanol)     10 มิลลิลิตร 

 
 1.3 สารละลาย ข. 
 

  ไตรตอน เอกซ -100 (triton x -100)       0.4  กรัม 

  กัม อะราบิค (gum arabic)         0.1  กรัม 

ละลายในทริสบัฟเฟอรความเขมขน 50   มิลลิโมลาร คาความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 

90 มิลลิลิตร ผสมสารละลาย ก. และ ข. ที่เตรียมไวใหเขากันแลวเก็บไวในขวดสีชา โดยสามารถ

เก็บได 2 สัปดาหในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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2. สารละลายตรวจวัดปริมาณโปรตีน 
 
 2.1 สารละลายไบยูเรต (biuret reagent)  
 

1% คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4·5H2O)       0.5 มิลลิลิตร  

2% โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต (KNaC4H4O6)     0.5 มิลลิลิตร   

2% โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 

ใน 0.1 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด (0.1 M NaOH)      50 มิลลิลิตร 
 

2.2 สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (folin phenol regent) 
 

  สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท             1  สวน 

 น้ํากลั่น                1  สวน 
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ภาคผนวก ค 

 
กราฟมาตรฐาน 

 
1. กราฟมาตรฐานของสารละลายพารา-ไนโตรฟนอลที่มีปริมาณ 0–10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 

y = 0.0826x + 0.0078
R2 = 0.9995
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      ภาพที่ ค. 1 กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของพารา-ไนโตรฟนอล 0-10 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร กับคาการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 
 
สารที่ใช: ทริสบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร คาความเปนกรด-ดาง 8.0  

0.1 % (w/v) พารา-ไนโตรฟนอล 

 
วิธีการทํากราฟมาตรฐาน สารละลายพารา-ไนโตรฟนอล 
 
โดยดัดแปลงจากวิธีของ Winkler และ Stuckmann (1979) 

1.เตรียมสารละลายพารา-ไนโตรฟนอลที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร โดยใชสารละลายพารา-ไนโตรฟนอล 5 มิลลิกรัมละลายในน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร 

2.นําสารละลายในขอ 1 ไปเจือจาง 1:100 ดวยทริสบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร 

คาความเปนกรด-ดาง 8.0 จะไดความเขมขนสุดทายเปน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

3.เตรียมสารละลายพารา-ไนโตรฟนอลที่ความเขนขนตางๆที่ 0–10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ดังตารางที่ ค. 1 
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ตารางที่ ค. 1 ปริมาณสารที่ใชในการทํากราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขน 

0- 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 

4.ดูดสารละลายที่ความเขนขน 0–10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงในแตละหลุมของไมโคร

เพลตปริมาณ 200 ไมโครลิตรตอหลุม โดยทํา 3 ซ้ําในแตละความเขนขนของสารละลายพารา -ไน

โตรฟนอล 

5.ตรวจวัดการดูดกลืนแสงของพารา -ไนโตรฟนอลที่ 410 นาโนเมตร 

 

กําหนดให 1 หนวยเอนไซมมีคาเทากับปริมาณของเอนไซมที่สามารถยอยสลาย พารา -ไนโตรฟนลิ 

ปาลมมิเตท  แลวใหพารา -ไนโตรฟนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตภาวะขางตน 

 

 

 

 

 

ปริมาตรของสารทีใ่ช (ไมโครลิตร) 
ปริมาณของพารา-ไนโตรฟนอล 

(ไมโครกรมั/มิลลลิิตร) 
พารา-ไนโตรฟนอล 

10 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร 
ทริสบฟัเฟอรความ

เขมขน 50 มลิลิโมลาร 
pH 8.0 

0 - 1,000 

1 100 900 

2 200 800 

3 300 700 

4 400 600 

5 500 500 

6 600 400 

7 700 300 

8 800 200 

9 900 100 

10 1000 - 
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2. กราฟมาตรฐานปริมาณ BSA ที่ 0-10 ไมโครกรัม 

 

y = 0.0234x + 0.0137
R2 = 0.9836
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ภาพที่ ค. 2 กราฟมาตรฐานปริมาณ BSA ที่ความเขมขน  0-10 ไมโครกรัม กับคาการดูดกลืนที่ 

650 นาโนเมตร 

 
วิธีการทํากราฟมาตรฐาน BSA 
 

1.เตรียมสารละลายไบยูเรต (biuret reagent) ซึ่งประกอบดวยประกอบดวย 1% คอป

เปอรซัลเฟต 0.5 มิลลิลิตร 2.0% โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต 0.5 มิลลิลิตร  2.0% โซเดียม

คารบอเนต ใน 0.1 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด 50 มิลลิลิตร 

 2.เตรียม BSA ที่ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และทําการเจือจางปริมาณโปรตนี

ใหได 0-10 ไมโครกรัม โดยทําการเจือจางดวยน้ํากลั่นดังตารางที่ ค. 2 

3.นําสารละลายไบยูเรตปริมาตร 200 ไมโครลิตรดูดลงในแตละหลุมของไมโครเพลตและ

บมกับ BSA 100 ไมโครลิตร เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหองโดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา แลวนําไป

หาคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 

 4.เตรียมสารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท  โดยใชสารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท 1 สวน

และน้ํากลั่น 1 สวน และใชทันทีปริมาตร 20 ไมโครลิตรในแตละหลุมของไมโครเพลสหลังจากบม

สารในขอ 3 ครบเวลา 10 นาที โดยผสมใหเขากันโดยเร็ว และบมตอไปอีกเปนเวลา 30 นาที ที่

อุณหภมูิหอง  

 5.วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 650 นาโนเมตร  และ แบลง (Blank) คือ น้ํากลั่น 100 ไมโคลิตร 

แทนปริมาณ BSA 
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ตารางที่ ค. 2 ปริมาณสารที่ใชในการทํากราฟมาตรฐานกราฟมาตรฐานปริมาณ BSA ที่ 0-10 

ไมโครกรัม 

ปริมาตรของสารที่ใช (ไมโครลิตร) 
ปริมาณBSA 
(ไมโครกรัม) 

BSAที่ความเขมขน 
1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

น้ํากลั่น 

0 - 100 

1 1 99 

2 2 98 

3 3 97 

4 4 96 

5 5 95 

6 6 94 

7 7 93 

8 8 62 

9 9 91 

10 10 90 
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ภาคผนวก ง 
 

วิธีการคํานวณ 
 

1. คาแอกทิวิตีทั้งหมด (Total activity: units) 
 

 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากการทดลองของสารละลายไลเพสมาแทนคาในสมการ

เสนตรงที่หาไดจากกราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล  

ไดสมการดังนี้  

   Y= 0.0826X+0.0078 

 โดยที่คาของแกน X คือความเขมขนของพารา-ไนโตรฟนอล (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

         คาของแกน Y คือคาการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 

 เมื่อไดคา X จากการแทนคาในสมการ เปลี่ยนหนวยจาก ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปน นาโน

โมล (nmol) โดยหารดวยมวลโมเลกุลของพารา-ไนโตรฟนอล คือ 139.11 หารดวยปริมาณเอนไซม

ที่ใชในปฏิกิริยา หารดวยเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา จะไดเปนหนวยยูนิต (units) 

 
2. ปริมาณของโปรตีนทั้งหมด (Total protein: mg) 

 
 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากการทดลองของแตละเชื้อมาแทนคาในสมการเสนตรงที่

หาไดจากกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน (BSA = Bovine serum albumin)  

 ไดสมการดังนี้  

   Y= 0.0234X+0.0137 

 โดยที่คาของแกน X คือความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (ไมโครกรัม) 

         คาของแกน Y คือคาการดูดกลืนแสงที่ 650 นาโนเมตร 

 เมื่อไดคา X จากการแทนคาในสมการ เปลียนหนวยจาก ไมโครกรัม/100 ไมโครลิตร เปน 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ถามีการเจือจางดวยน้ํากลั่นตองคูณจํานวนเทาดวย 
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3. แอกทิวิตีจําเพาะ (Specific activity:units/mg) 
 

 ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพสหาไดจากคาแอกทิวิตีทั้งหมดหารดวยปริมาณ

ของโปรตีนทั้งหมด 

Specific activity: units/mg =  Total activity: units 
                                         Total protein: mg 

ยูนิต:ไมโครโมลของพารา-ไนโตรฟนอลที่ปลอยออกมาในปฏิกิริยา ตอนาที 
 
4. ปริมาณโปรตีนที่ใช (protein loading) และคารอยละของประสิทธิภาพของการตรึง 
 (% immobilization efficiency) 
 

ปริมาณโปรตีนที่ใช = (C0V0 –CfVf)/ Wg 
 
               กําหนดให  C0       =   ความเขมขนของโปรตีนในสารละลายไลเพสกอนการตรึง      

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

   Cf        =   ความเขมขนของโปรตีนในสารละลายไลเพสหลังการตรึง       

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

   V0        = ปริมาตรเริ่มตนของสารละลายเอนไซม (มิลลิลิตร) 

   Vf         = ปริมาตรของสารละลายหลังจากการกรอง (มิลลิลิตร) 

   Wg       = น้ําหนักของเอนไซมตรึงรูป (กรัม) 

 

    
                   รอยละของประสิทธิภาพของการตรงึ =   (E0V0 –EfVf)   x 100 
                                                                          E0V0 

 

กําหนดให     E0       =    แอกทิวิตีเร่ิมตนของสารละลายไลเพสกอนการตรึง  

                                  (หนวยตอมิลลิลิตร) 

   Ef        =   แอกทิวิตีทั้งหมดของสารละลายไลเพสหลังการตรึง 

                    (หนวยตอมิลลิลิตร) 

   V0        =   ปริมาตรเริ่มตนของสารละลาย (มิลลิลิตร) 

   Vf         =   ปริมาตรทั้งหมดหลังจากการกรอง (มิลลิลิตร) 
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5.การหาคาอัตราการเคลือ่นที่ (Retention factor; Rf ) 
 
สูตร 

Rf = ระยะทางจากจุดเริ่มตนถึงจุดกึง่กลางที่สารเคลื่อนทไีด / ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที ่  

 

       หมายเหตุ: สารชนิดเดียวกนัจะมีคา   Rf   เทากนั ถาใชสภาวะเดียวกนั 

                   คา   Rf   จะมีคาไมเกิน  1  และไมมีหนวย 
6. การคาํนวณน้ําหนักโมเลกลุของน้าํมันปาลมบรสิุทธิ ์
 
    การคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์นั้น คํานวณจากน้ําหนักโมเลกุลของไตร   

กลีเซอไรดซึ่งเปนสวนประกอบหลักของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ ตามสมการขางลาง 

 

                           น้ําหนักโมเลกุลของน้าํมนัปาลมบริสทุธิ์ = 173 + 3( 
100
B  x A ) 

 

    เมื่อ  A  คือ  น้ําหนักโมเลกุลของกรดไขมันแตละชนิด  

           B  คือ  เปอรเซ็นตของกรดไขมันแตละชนิด 

  

แทนคาเปอรเซ็นตของกรดไขมันแตละชนดิในน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ (สุวิมล ทรัพยทววีุฒ,ิ 2550) 

 

น้ําหนกัโมเลกลุของน้ํามันปาลมบริสุทธิ ์= 173 + 3 [ ( 
100

59.0  x 155.29 ) + ( 
100

96.0  x 183.35 ) + 

       ( 
100

67.38  x 211.40 ) + ( 
100

11.0  x 209.38 ) +

       ( 
100

32.3  x 239.17 ) + ( 
100

45.45  x 237.43 ) +

        ( 
100

87.10  x 235.42 ) + ( 
100

20.0  x 233.40 ) + 

        ( 
100

23.0  x 267.19 ) + ( 
100

02.0  x 295.21 ) ] 

            = 854.72 

 

ดังนัน้ น้ําหนกัโมเลกุลของน้าํมันปาลมบริสุทธิ์ = 854.72 กรัม 

173 กรัม 
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7. การคํานวณอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล 
 

หาน้ําหนักของเมทานอล จากสูตร               Y  =   (    A    )( B )( MWMeOH ) 

                                                                         MWRPO 

 

เมื่อ  Y  คือ  น้ําหนักของเมทานอล 

       A  คือ  น้ําหนักของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์จากการชั่ง 

       B  คือ  อัตราสวนโดยโมลของเมทานอล 

       MWRPO    คือ  น้ําหนักโมเลกุลของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ เทากับ 854.72 กรัม 

       MWMeOH  คือ  น้ําหนักโมเลกุลของเมทานอล เทากับ 32.04 กรัม        

 

หาปริมาตรของเมทานอล จากสูตร              Z  =   Y 

                D 

เมื่อ  Z  คือ  ปริมาตรของเมทานอล 

       Y  คือ  น้ําหนักของเมทานอล 

       D  คือ  คาความหนาแนนของเมทานอล เทากับ 791 กรัมตอลิตร 

 
8. เปอรเซ็นตการเปลี่ยนแปลงเปนผลติภัณฑ 
 
 
    % Conversion   =                                         [FAME] x 100 

   3[TAG] + 2[1, 3 DAG ] + 2[1, 2 DAG] + [MAG] + [FFA] + [FAME] 
 

 

เมื่อ    % Conversion คือ   เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑ 

                    [FAME] คือ   ความเขมขนของเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันจากโครมาโทแกรม 

                      [TAG] คือ   ความเขมขนของไตรกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

             [1, 3 DAG ] คือ   ความเขมขนของ 1, 3 ไดกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

             [1, 2 DAG ] คือ   ความเขมขนของ 1, 2 ไดกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

                     [MAG] คือ   ความเขมขนของโมโนกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

                       [FFA] คือ   ความเขมขนของกรดไขมันอิสระจากโครมาโทแกรม 
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ภาคผนวกที่ จ 
 

สถิติ 
 

ตารางที่ จ. 1 ตาราง ANOVA เปรียบเทยีบคาแอกทวิติีจําเพาะของราสายพันธุ F. solani CU103 

ระหวางแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ 

 
 ANOVA 
Activity  

  
Sum of 
Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 13400.247 12 1116.687 11.130 .000 
Within Groups 2608.562 26 100.329   
Total 16008.809 38    

 

 

 

ตารางที่ จ. 2 ตาราง ANOVA เปรียบเทยีบคาแอกทวิติีจําเพาะของราสายพันธุ F. solani CU103 

ระหวางแหลงไนโตรเจนชนดิตาง ๆ 
 

ANOVA 
Activity  

 
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 96745.640 27 3583.172 14.204 .000 

Within Groups 7063.301 28 252.261   

Total 103808.941 55    
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ตารางที่ จ. 3 ตาราง ANOVA เปรียบเทยีบคาแอกทวิติีจําเพาะของราสายพันธุ F. solani CU103 

ระหวางอุณหภูมิตาง ๆ ที่ใชทําการเลี้ยงเพือ่ผลิตไลเพส 
 

ANOVA 
Activity  

 
Sum of 
Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups 68497.207 27 2536.934 9.786 .000 

Within Groups 14258.645 55 259.248   

Total 82755.852 82    
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ภาคผนวกที่ ฉ 
 

ขอมูล 
 

ตารางที่ ฉ. 1 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 1 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 2.76 ± 0.12 0.32 ± 0.06 0.12 ± 0.06 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 9.37 ± 0.24 1.36 ± 0.15 0.14 ± 0.07 

น้ํามนัมะกอก 24.66 ± 0.38 7.45 ± 0.18 0.3 ± 0.11 

น้ํามนัปาลม 10.54± 0.17 2.61 ± 0.27 0.25 ± 0.10 

น้ํามนัรําขาว  34.82 ± 0.47 13.41 ± 0.39 0.38 ± 0.08 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 16.37 ± 0.21 2.27 ± 0.14 0.14 ± 0.06 

แปงถั่วเหลือง 25.39 ± 0.52 8.97 ± 0.48 0.35 ± 0.12 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 9.41 ± 0.22 1.42 ± 0.13 0.15 ± 0.09 

น้ํามนัมะกอก 29.73 ± 0.37 10.57 ± 0.21 0.35 ± 0.12 

น้ํามนัปาลม 10.48 ± 0.14 2.52 ± 0.15 0.24 ± 0.09 

น้ํามนัรําขาว  44.96 ± 0.48 13.94 ± 0.47 0.31 ± 0.14 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 18.16 ± 0.16 3.32 ± 0.12 0.18 ± 0.07 

แปงถั่วเหลือง 36.57 ± 0.67 14.03 ± 0.55 0.38 ± 0.16 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 7.72 ± 0.18 0.83 ± 0.07 0.11 ± 0.04 

น้ํามนัมะกอก 18.57 ± 0.25 5.04 ± 0.16 0.27 ± 0.08 

น้ํามนัปาลม 8.61 ± 0.17 1.92 ± 0.21 0.22 ± 0.10 

น้ํามนัรําขาว  25.36 ± 0.31 7.77 ± 0.34 0.31 ± 0.11 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 10.18 ± 0.13 1.43 ± 0.07 0.14 ± 0.06 

แปงถั่วเหลือง 33.09 ± 0.41 9.12 ± 0.38 0.27 ± 0.09 
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ตารางที่ ฉ. 2 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 2 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 2.98 ± 0.17 0.49 ± 0.04 0.16 ± 0.05 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 17.36 ± 0.31 3.07 ± 0.11 0.18 ± 0.07 

น้ํามนัมะกอก 19.76 ± 1.87 10.04 ± 1.22 0.5 ± 0.06 

น้ํามนัปาลม 19.31 ± 0.27 5.21 ± 0.33 0.26 ± 0.09 

น้ํามนัรําขาว  25.15 ± 2.03 11.66 ± 2.18 0.46 ± 0.11 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 16.09 ± 0.57 3.71 ± 0.26 0.23 ± 0.04 

แปงถั่วเหลือง 39.45 ± 1.47 28.07 ± 0.29 0.71 ± 0.11 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 35.16 ± 1.15 5.22 ± 0.16 0.15 ± 0.04 

น้ํามนัมะกอก 56.73 ± 2.21 38.14 ± 1.37 0.67 ± 0.13 

น้ํามนัปาลม 36.85 ± 3.01 12.59 ± 0.42 0.34 ± 0.11 

น้ํามนัรําขาว  49.22 ± 2.46 40.07 ± 1.85 0.81 ± 0.09 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 28.82 ± 1.54 9.19 ± 0.33 0.31 ± 0.15 

แปงถั่วเหลือง 78.29 ± 3.51 54.76 ± 3.98 0.69 ± 0.21 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 26.75 ± 2.11 4.25 ± 0.32 0.16 ± 0.08 

น้ํามนัมะกอก 58.44 ± 2.72 33.64 ± 1.88 0.57 ± 0.13 

น้ํามนัปาลม 44.26 ± 2.08 17.16 ± 1.05 0.38 ± 0.16 

น้ํามนัรําขาว  69.73 ± 2.55 46.37 ± 2.11 0.66 ± 0.14 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 37.43 ± 1.27 8.56 ± 0.32 0.23 ± 0.1 

แปงถั่วเหลือง 87.75 ± 4.06 53.42 ± 3.17 0.60 ± 0.13 
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ตารางที่ ฉ. 3 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 3 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 7.03 ± 0.21 1.15 ± 0.11 0.16 ± 0.07 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 28.67± 0.41 5.16 ± 0.13 0.18 ± 0.05 

น้ํามนัมะกอก 34.56 ± 2.07 17.25 ± 1.43 0.5 ± 0.04 

น้ํามนัปาลม 27.72 ± 0.39 8.53 ± 0.28 0.30 ± 0.07 

น้ํามนัรําขาว  34.08 ± 2.27 17.94 ± 3.14 0.53 ± 0.15 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 21.58 ± 0.67 5.36 ± 0.24 0.24 ± 0.06 

แปงถั่วเหลือง 58.72 ± 2.51 41.84 ± 0.44 0.71 ± 0.07 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 41.43 ± 1.95 7.05 ± 0.24 0.17 ± 0.06 

น้ํามนัมะกอก 67.31 ± 3.27 46.12 ± 1.01 0.68 ± 0.17 

น้ํามนัปาลม 47.67 ± 3.55 17.45 ± 0.63 0.37 ± 0.09 

น้ํามนัรําขาว  67.07 ± 3.76 55.78 ± 2.12 0.83 ± 0.11 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 38.19 ± 2.88 12.04 ± 0.47 0.31 ± 0.13 

แปงถั่วเหลือง 90.16 ± 3.56 62.42 ± 4.12 0.69 ± 0.15 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 39.49 ± 3.41 7.01 ± 0.4 0.17 ± 0.09 

น้ํามนัมะกอก 69.48 ± 3.24 48.11 ± 2.07 0.69 ± 0.17 

น้ํามนัปาลม 54.35 ± 2.77 22.64 ± 1.33 0.42 ± 0.15 

น้ํามนัรําขาว  87.26 ± 3.37 59.45 ± 3.45 0.67 ± 0.09 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 48.52 ± 1.94 11.95 ± 0.51 0.25 ± 0.11 

แปงถั่วเหลือง 110.91 ± 5.37 68.16 ± 3.44 0.61 ± 0.18 
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ตารางที่ ฉ. 4 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 4 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 10.33 ± 0.23 1.52 ± 0.09 0.15 ± 0.03 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 42.26 ± 0.22 8.18 ± 0.11 0.19 ± 0.04 

น้ํามนัมะกอก 57.73 ± 2.26 29.46 ± 1.67 0.51 ± 0.07 

น้ํามนัปาลม 37.28 ± 0.36 11.87 ± 0.45 0.31 ± 0.09 

น้ํามนัรําขาว  52.17 ± 2.59 37.12 ± 3.55 0.71 ± 0.12 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 36.03 ± 0.84 9.14 ± 0.37 0.25 ± 0.04 

แปงถั่วเหลือง 72.08 ± 3.22 51.75 ± 0.62 0.72 ± 0.05 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 50.38 ± 2.16 9.27 ± 0.37 0.18 ± 0.05 

น้ํามนัมะกอก 75.33 ± 3.60 51.1 ± 1.2 0.68 ± 0.14 

น้ํามนัปาลม 58.81 ± 3.76 22.04 ± 0.72 0.37 ± 0.14 

น้ํามนัรําขาว  76.23 ± 4.05 63.9 ± 2.45 0.84 ± 0.06 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 47.61 ± 3.27 14.77 ± 0.64 0.31 ± 0.1 

แปงถั่วเหลือง 104.46 ± 4.15 73.9 ± 3.89 0.71 ± 0.04 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 49.23 ± 3.64 8.15 ± 0.57 0.17 ± 0.07 

น้ํามนัมะกอก 80.31 ± 3.24 56.47 ± 2.41 0.7 ± 0.07 

น้ํามนัปาลม 62.41 ± 3.18 26.94 ± 1.71 0.43 ± 0.11 

น้ํามนัรําขาว  96.15 ± 4.28 65.88 ± 3.88 0.68 ± 0.05 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 58.56 ± 2.18 15.24 ± 0.57 0.26 ± 0.05 

แปงถั่วเหลือง 128.07 ± 6.58 80.6 ± 3.71 0.63 ± 0.13 
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ตารางที่ ฉ. 5 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 5 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 13.26 ± 0.18 1.95 ± 0.11 0.15 ± 0.06 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 48.33 ± 0.62 9.57 ± 0.73 0.2 ± 0.03 

น้ํามนัมะกอก 60.43 ± 2.75 30.16 ± 1.55 0.49 ± 0.16 

น้ํามนัปาลม 40.58 ± 0.58 13.07 ± 0.37 0.32 ± 0.06 

น้ํามนัรําขาว  55.76 ± 2.31 37.85 ± 2.74 0.67 ± 0.15 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 39.16 ± 1.01 10.14 ± 0.44 0.25 ± 0.04 

แปงถั่วเหลือง 80.28 ± 3.59 57.15 ± 1.35 0.71 ± 0.11 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 53.16 ± 4.85 10.2 ± 0.89 0.19 ± 0.04 

น้ํามนัมะกอก 80.5 ± 3.74 52.8 ± 1.82 0.66 ± 0.17 

น้ํามนัปาลม 65.27 ± 4.92 25.5 ± 1.21 0.39 ± 0.1 

น้ํามนัรําขาว  83.08 ± 5.24 66.45 ± 2.71 0.8 ± 0.16 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 56.7 ± 3.88 17.89 ± 0.95 0.31 ± 0.07 

แปงถั่วเหลือง 114.69 ± 4.73 75.85 ± 3.29 0.66 ± 0.14 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 55.74 ± 4.38 10.37 ± 0.25 0.18 ± 0.03 

น้ํามนัมะกอก 88.05 ± 3.84 58.51 ± 2.73 0.66 ± 0.19 

น้ํามนัปาลม 71.44 ± 3.77 31.45 ± 2.17 0.44 ± 0.04 

น้ํามนัรําขาว  102.72 ± 4.55 68.07 ± 4.16 0.66 ± 0.15 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 68.33 ± 2.42 18.84 ± 0.67 0.27 ± 0.06 

แปงถั่วเหลือง 133.58 ± 6.63 83.7 ± 3.95 0.62 ± 0.16 
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ตารางที่ ฉ. 6 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 6 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 14.23 ± 0.34 2.26 ± 0.25 0.16 ± 0.04 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 50.06 ± 1.56 10.22 ± 0.83 0.2 ± 0.12 

น้ํามนัมะกอก 66.92 ± 3.17 37.26 ± 1.77 0.55 ± 0.13 

น้ํามนัปาลม 54.15 ± 2.13 20.7 ± 0.68 0.38 ± 0.16 

น้ํามนัรําขาว  62.54 ± 2.73 40.44 ± 2.97 0.65 ± 0.09 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 44.85 ± 1.72 12.54 ± 1.05 0.28 ± 0.07 

แปงถั่วเหลือง 88.15 ± 3.86 63.48 ± 1.86 0.72 ± 0.19 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 57.26 ± 4.64 12.31 ± 0.7 0.21 ± 0.08 

น้ํามนัมะกอก 85.76 ± 3.62 55.41 ± 2.03 0.64 ± 0.21 

น้ํามนัปาลม 70.53 ± 4.61 28.3 ± 1.94 0.4 ± 0.11 

น้ํามนัรําขาว  89.18 ± 5.59 70.04 ± 3.38 0.78 ± 0.26 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 50.6 ± 4.17 17.4 ± 1.08 0.34 ± 0.05 

แปงถั่วเหลือง 123.17 ± 4.93 79.11 ± 3.97 0.64 ± 0.17 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 58.01 ± 2.59 13.32 ± 0.37 0.22 ± 0.13 

น้ํามนัมะกอก 94.12 ± 3.47 62.71 ± 2.85 0.67 ± 0.28 

น้ํามนัปาลม 79.56 ± 4.38 35.05 ± 2.66 0.44 ± 0.17 

น้ํามนัรําขาว  116.03 ± 4.72 74.28 ± 4.49 0.64 ± 0.23 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 63.78 ± 2.68 18.53 ± 0.70 0.29 ± 0.09 

แปงถั่วเหลือง 144.83 ± 6.09 90.15 ± 4.33 0.62 ± 0.26 
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ตารางที่ ฉ. 7 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 7 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 15.46 ± 0.31 2.19 ± 0.19 0.14 ± 0.05 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 54.36 ± 1.77 12.56 ± 0.95 0.23 ± 0.15 

น้ํามนัมะกอก 70.85 ± 3.07 42.63 ± 2.04 0.6 ± 0.18 

น้ํามนัปาลม 58.38 ± 2.49 22.92 ± 0.41 0.39 ± 0.21 

น้ํามนัรําขาว  67.59 ± 2.51 47.19 ± 3.06 0.69± 0.27 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 40.57 ± 1.05 10.43 ± 0.54 0.25 ± 0.08 

แปงถั่วเหลือง 95.08 ± 3.64 70.25 ± 2.25 0.74 ± 0.29 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 63.14 ± 4.07 15.36 ± 0.65 0.24 ± 0.18 

น้ํามนัมะกอก 97.26 ± 3.48 60.07 ± 2.15 0.62 ± 0.23 

น้ํามนัปาลม 80.55 ± 4.29 34.06 ± 2.54 0.42 ± 0.16 

น้ํามนัรําขาว  102.34 ± 5.61 80.13 ± 3.57 0.78 ± 0.29 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 54.41 ± 3.36 17.59 ± 0.85 0.32 ± 0.13 

แปงถั่วเหลือง 141.53 ± 5.26 85.16 ± 3.21 0.60 ± 0.21 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 63.49 ± 2.86 17.19 ± 0.64 0.27 ± 0.22 

น้ํามนัมะกอก 102.48 ± 3.22 65.39 ± 2.92 0.64 ± 0.31 

น้ํามนัปาลม 85.27 ± 3.45 38.85 ± 2.78 0.46 ± 0.19 

น้ํามนัรําขาว  128.26 ± 4.94 80.17 ± 3.72 0.62 ± 0.26 

น้ํามนัดอกทานตะวนั 66.57 ± 2.05 18.27 ± 0.54 0.27 ± 0.18 

แปงถั่วเหลือง 148.19 ± 5.73 95.48 ± 4.12 0.64 ± 0.34 
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ตารางที่ ฉ. 8 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 1 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 41.61 ± 1.67 10.18 ± 0.34 0.24 ± 0.06 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 47.46 ± 2.34 18.39 ± 0.34 0.39 ± 0.21 

ยีสตสกัด 47.37 ± 2.18 14.56 ± 0.41 0.31 ± 0.17 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  42.37 ± 2.09 9.67 ± 0.14 0.22 ± 0.11 

แอมโมเนียมไนเตรท 46.21 ± 1.97 9.14 ± 0.12 0.19 ± 0.09 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 47.68 ± 2.41 23.37 ± 0.44 0.49 ± 0.32 

ยีสตสกัด 47.37± 2.27 19.39 ± 0.31 0.41 ± 0.26 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  43.67 ± 1.08 6.55 ± 0.23 0.15 ± 0.03 

แอมโมเนียมไนเตรท 44.86± 1.25 6.03± 0.22 0.13 ± 0.07 

 

ตารางที่ ฉ. 9 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 2 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 60.35 ± 2.16 23.52 ± 0.48 0.39 ± 0.23 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 74.06 ± 3.54 71.12 ± 2.24 0.96 ± 0.31 

ยีสตสกัด 72.27 ± 3.17 63.58 ± 2.02 0.88 ± 0.26 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  60.55 ± 2.74 22.78 ± 0.44 0.38 ± 0.18 

แอมโมเนียมไนเตรท 61.67 ± 2.66 19.59 ± 0.39 0.32 ± 0.14 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 75.36 ± 3.43 73.12 ± 2.09 0.96 ± 0.27 

ยีสตสกัด 75.12 ± 3.16 67.64 ± 2.53 0.9 ± 0.22 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  48.14 ± 1.63 10.46 ± 0.15 0.21 ± 0.08 

แอมโมเนียมไนเตรท 48.21 ± 1.74 9.34 ± 0.13 0.19 ± 0.07 
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ตารางที่ ฉ. 10 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 3 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 63.49 ± 2.81 33.67 ± 0.21 0.53 ± 0.18 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 67.35 ± 2.69 98.42 ± 3.42 1.46 ± 0.41 

ยีสตสกัด 70.09 ± 3.56 87.75 ± 2.01 1.25 ± 0.37 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  64.16 ± 3.07 36.21 ± 0.53 0.56 ± 0.15 

แอมโมเนียมไนเตรท 64.46 ± 2.59 30.59 ± 0.48 0.47 ± 0.11 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 73.06 ± 3.13 137.44 ± 7.16 1.88 ± 0.55 

ยีสตสกัด 72.53 ± 2.84 127.39 ± 6.92 1.75 ± 0.37 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  62.53 ± 2.08 19.24 ± 0.37 0.31 ± 0.09 

แอมโมเนียมไนเตรท 61.67 ± 1.95 17.03 ± 0.24 0.27 ± 0.07 

 

ตารางที่ ฉ. 11 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 4 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 76.13 ± 4.57 66.45 ± 2.38 0.87 ± 0.21 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 88.37 ± 4.39 261.07 ± 9.57 2.95 ± 0.45 

ยีสตสกัด 86.14 ± 4.12 226.49 ± 8.19 2.63 ± 0.34 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  73.56 ± 3.85 72.36 ± 2.46 0.98 ± 0.21 

แอมโมเนียมไนเตรท 74.34 ± 3.54 62.47 ± 2.41 0.84 ± 0.17 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต    

เปบโตน 95.75 ± 5.16 348.15± 10.43 3.63 ± 0.58 

ยีสตสกัด 90.17 ± 4.67 292.52 ± 9.78 3.24 ± 0.42 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  43.63 ± 2.35 16.46 ± 1.27 0.38 ± 0.09 

แอมโมเนียมไนเตรท 40.72 ± 2.07 12.82 ± 0.95 0.31 ± 0.07 
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ตารางที่ ฉ. 12 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 5 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 77.18 ± 4.41 62.67 ± 2.44 0.81 ± 0.19 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 82.48 ± 4.07 235.56 ± 8.03 2.86 ± 0.56 

ยีสตสกัด 85.39 ± 4.28 223.27 ± 7.23 2.61 ± 0.48 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  71.30 ± 3.42 66.85 ± 2.25 0.94 ± 0.22 

แอมโมเนียมไนเตรท 63.47 ± 2.67 51.26 ± 2.08 0.81 ± 0.17 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต    

เปบโตน 88.38 ± 4.55 315.22 ± 9.37 3.57 ± 0.79 

ยีสตสกัด 83.16± 4.31 268.37± 7.86 3.22 ± 0.63 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  41.57 ± 2.01 13.98 ± 0.87 0.34 ± 0.11 

แอมโมเนียมไนเตรท 38.55 ± 1.67 11.47 ± 0.42 0.26 ± 0.09 

 

ตารางที่ ฉ. 13 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 6 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 63.38 ± 2.09 48.37 ± 1.75 0.76 ± 0.38 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 86.59 ± 4.28 235.14± 8.11 2.71 ± 0.67 

ยีสตสกัด 84.91 ± 4.11 219.47 ± 7.56 2.58 ± 0.61 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  64.18 ± 2.69 56.46 ± 2.57 0.88 ± 0.46 

แอมโมเนียมไนเตรท 62.59 ± 2.55 48.47 ± 1.98 0.77 ± 0.41 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต    

เปบโตน 86.3 ± 4.17 301.16 ± 9.07 3.49 ± 0.73 

ยีสตสกัด 81.29± 4.64 257.37± 6.17 3.17 ± 0.58 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  43.95 ± 1.86 14.73 ± 0.67 0.33 ± 0.37 

แอมโมเนียมไนเตรท 39.42 ± 1.54 9.65 ± 0.33 0.24 ± 0.24 
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ตารางที่ ฉ. 14 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 7 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 70.66 ± 2.37 48.21 ± 1.52 0.68 ± 0.37 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 84.67 ± 3.67 208.65 ± 6.54 2.46 ± 0.48 

ยีสตสกัด 84.18 ± 4.07 215.3 ± 7.51 2.55 ± 0.53 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  65.48 ± 2.53 57.41 ± 2.46 0.87 ± 0.21 

แอมโมเนียมไนเตรท 68.61 ± 2.44 49.25 ± 1.67 0.73 ± 0.26 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 87.22 ± 37.8 303.32 ± 9.01 3.47 ± 0.77 

ยีสตสกัด 81.26 ± 4.14 252.37 ± 5.93 3.11 ± 0.63 

แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  42.76 ± 1.71 13.46 ± 0.61 0.31 ± 0.23 

แอมโมเนียมไนเตรท 39.29 ± 1.48 9.16 ± 0.31 0.23 ± 0.19 
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