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บทที่ 1 
 

บทนํา 

 

ปจจุบันมีการผลิตไลเพสมาใชประโยชนในอุตสาหกรรมเพิ่มมากขึ้นในหลาย  ๆ 

อุตสาหกรรม เนื่องดวยจากคุณสมบัติของไลเพสที่มีความจําเพาะตอสารตั้งตนหลายชนิด ความ

คงทนตอคาความเปนกรด - ดาง และอุณหภูมิที่สูง จึงมีการนําเอนไซมชนิดนี้ไปใชในอุตสาหกรรม

หลายประเภท ไดแก อาหาร น้ํายาซักลาง เครื่องสําอาง ยา เชื้อเพลิงชีวภาพ ขจัดเศษไขมันออก

จากวัตถุดิบผลิตภัณฑเครื่องหนัง เปนตน (Posorske, 1984) นอกจากนี้ไลเพสสามารถนํามาเรง

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยเลือกนํามาทําปฏิกิริยาน้ํามันพืชหรือน้ํามันสัตวกับเมทานอล

หรือเอทานอล จะไดเมทิลเอสเทอรหรือเอสทิลเอสเทอรซึ่งก็คือ ไบโอดีเซล (Fukuda, Kondo และ 

Noda, 2001) 

 

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

คือ “Triacylglycerol hydrolase” เปนเอนไซมที่ใชเปนตัวเรง (catalyst) ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

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

(Brockerhoff และ Jensen, 1974) ซึ่งจะไดกรดไขมันและกลีเซอรอลเปนผลิตภัณฑ และจะทํา 

ปฏิกิริยาดังกลาวไดในสภาวะ oil-water interface (Cihangir และ Sarikaya, 2004) นอกจากนี้ 

ไลเพสสามารถทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกิริยาที่เรียกวา ทรานสเอสเทอริฟเคชัน (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 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไตรกลีเซอไรดกับแอลกอฮอล  

ที่มา : (Fukuda, Kondo และ Noda, 2001) 

 

 

 

 Lipase 
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 อยางไรก็ตามไลเพสที่ผลิตในรูปเชิงการคายังมีราคาคอนขางสูง ดังนั้นจึงมีการพัฒนาการ

ผลิตไลเพสจากจุลินทรียใหมีแอกทิวิตีที่สูง การศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไลเพสจึงมี

ความสําคัญ ปจจัยที่มีผลตอการผลิตไลเพสจากจุลินทรีย เชน แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน

ความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิ เปนเรื่องที่นาสนใจอยางยิ่งและพบวาราเปนจุลินทรียแหลงที่ดีใน

การผลิตไลเพส  

  

เนื่องจากไลเพสพบไดทั่วไปในสัตว พืช และจุลินทรียหลายชนิด ไลเพสจากจุลินทรียมีขอ

ดีกวาไลเพสจากพืชและสัตว เพราะจุลินทรียสามารถเจริญไดรวดเร็วและเลี้ยงงายกวาสัตว ไลเพส

จากราเปนแหลงที่นาสนใจอยางยิ่ง เนื่องจากราสามารถหาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและการ

ผลิตไลเพสได จึงมีการนําไลเพสจากราไปใชประโยชนในระดับอุตสาหกรรมมากมายโดยเฉพาะไล-

เพสที่ผลิตไดจาก Fusarium spp. มีความสําคัญโดยสามารถใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค-

ชันซึ่งเปนปฏิกิริยาที่สามารถใชในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ซึ่งปจจุบันการผลิตไบโอดีเซลนิยม

ใชกรดหรือดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา แตเนื่องจากวิธีนี้มีขอเสียคือ เกิดผลผลิตที่ไมตองการ ทําใหเกิด

ความยุงยากตอกระบวนการแยกไบโอดีเซลใหบริสุทธิ์ สงผลใหเกิดมลพิษในส่ิงแวดลอม ทําใหตอง

เสียคาใชจาย และเวลามากขึ้น การใชไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยามีขอดีมากกวาการใชสารเคมีอยู

หลายประการเชน มีความจําเพาะตอสารตั้งตนมากกวา ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นบริสุทธิ์ แตขอ

เสียเปรียบของการใชไลเพสที่สําคัญคือ มีราคาคอนขางสูง ดังนั้นการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมตอ

การผลิตไลเพสของรา  Fusarium spp. จึงเปนสิ่งจําเปนอยางยิ่ง และในอุตสาหกรรมตองคํานึงถึง

การใชไลเพสใหคุมคาตอการลงทุน การตรึงรูปไลเพสบนวัสดุค้ําจุนที่เหมาะสมเพื่อที่จะสามารถ

นําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชใหมไดหลายครั้ง โดยมีการศึกษาเทคนิคในการตรึงรูปและการเลอืกวสัดุ

ค้ําจุนที่เหมาะสมกับไลเพสมีหลายวิธีขึ้นอยูกับธรรมชาติของเอนไซม สารตั้งตนของปฏิกิริยา 

เปาหมายการใชประโยชน และวัสดุค้ําจุนซึ่งไดจากธรรมชาติ หรือสังเคราะหขึ้นเอง เพื่อนําไป

ประยุกตใชในการผลิตไบโอดีเซลในระดับอุตสาหกรรม ซึ่งจะเปนประโยชนตอประเทศเปนอยาง

มากในอนาคต 

 
วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตและการตรึงรูปไลเพสจาก Fusarium solani CU103 
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ขั้นตอนการวิจัย 
1) คนควา และรวบรวมเอกสารสําหรับการวิจัย 

2) เตรียมราสายพันธุ F. solani CU103 เพื่อใชทดสอบ 

3) หาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของราเพื่อสามารถผลิตไลเพสไดสูง 

4) ตรึงรูปไลเพสจาก F. solani CU103 บนวัสดุค้ําจุน 

5) ทดสอบปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 

6) ทดสอบปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 

7) วิเคราะห สรุปผลงานวิจัย และเขียนวิทยานิพนธ 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

ทราบภาวะที่เหมาะสมในการผลิตและการตรึงรูปไลเพสที่แยกไดจาก F. solani CU103

เพื่อพัฒนาใชในปฏิกิริยาการผลิตไบโอดีเซล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

2.1 ไลเพส 
 

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

คือ ไตรเอซิลกลีเซอรอล ไฮโดรเลส (triacylglycerol hydrolase) และยังมีชื่อเรียกอืน่ ๆ อีก เชน เอ-

ซิลกลีเซอรอล ไฮโดรเลส (acylglycerol hydrolase)  ไตรเอซิลกลีเซอรอล ไลเพส (triacylglycerol 

lipase) นอกจากนี้คณะกรรมการเอนไซม (Enzyme Comission; EC) ไดกําหนดการตั้งชื่อเอนไซม 

(nomenclature) โดยจัดแบงเอนไซมออกเปนพวกตาง ๆ (classification) ตามชนิดปฏิกิริยาที่

เอนไซมนัน้เรง โดยกาํหนดเปนรหัสประจาํตัวเอนไซม (code number) รหัสเอนไซมนี้ประกอบดวย

ตัวเลขสี่ชุด แตละชุดจะแยกออกจากกนัโดยจุด ตัวเลขชดุแรกจะบงถงึพวก (class) ทีเ่อนไซมนั้น

ถูกจัดไว ซึง่มีหกพวก สวนตัวเลขชุดทีส่องและชุดทีส่ามของรหัสเอนไซม จะบอกถึงชนิดของ

ปฏิกิริยาทีถู่กเรง สําหรับตัวเลขชุดที่ส่ีจะชวยแยกเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาคลายกันออกจากกัน ซึ่งไล-

เพสมีรหัสประจําตัวเอนไซมที่บงบอกปฏิกริิยาดังนี ้  

  

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 ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพส 
 

ไลเพสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ในพันธะเอสเทอร (ester 

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

กรดไขมัน (free fatty acid) และกลีเซอรอล (glycerol) เปนผลิตภัณฑ  และยังพบวาไดกลีเซอไรด 

(diglycerides) และโมโนกลีเซอไรด (monoglycerides) อาจเปนสารตัวกลาง (intermediate) ใน

ปฏิกิริยาได (Macrae, 1983) ไลเพสทําการยอยสลายสารตั้งตนไดก็ตอเมื่ออยูในภาวะรูปอิมัลชัน 

(oil-water interface) (Cihangir และ Sarikaya, 2004) เนื่องจากสารตั้งตนอยูในรูปที่ไมละลายน้ํา 
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(insoluble water) อัตราเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยา (initial rate) อาจขึ้นอยูกับจํานวนโมเลกุลที่ถูกดูด

ซับไวในพื้นที่ผิวระหวางน้ํากับสารตั้งตน  

นอกจากไลเพสเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได ยังมีความสามารถเรงปฏิกิริยาอื่น ๆ ไดอีก

หลายปฏิกิริยาดังสมการ  เชน เมื่อในปฏิกิริยามีสารละลายอินทรีย (organic solvent) ไลเพส

สามารถทําใหเกิดการยอนกลับของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได ซึ่งก็เปนการเกิดปฏิกิริยาการ

สังเคราะหเอสเทอร จะไดเอสเทอรและน้ําเปนผลิตภัณฑ หรือเรงปฏิกิริยาที่มีการโยกยายหมูเอซิล 

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

เอมีน (amines) เปนตน (Schmidt-Dannert และคณะ, 1994; Gupta และคณะ, 2004). 

 

ไลเพสสามารถเรงปฏิกิริยาได 2 แบบ (Yamane, 1987) คือ 

 

1. ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) 

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

เอสเทอร                     กรดคารบอกซิลิก     แอลกอฮอล 

 

ไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการสลายเอสเทอรดวยน้ําไดผลิตภัณฑเปนกรดคารบอกซิลิก และ 

แอลกอฮอล โดยปฏิกิริยานี้จะเกิดในสารละลายที่มีน้ําอยูในปริมาณที่มาก 

 

2. ปฏิกิริยาการสังเคราะห (Synthesis) 

 ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน (Esterification) 

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

        กรดคารบอกซิลิก     แอลกอฮอล                          เอสเทอร                น้ํา 
 

ไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหเอสเทอร โดยการแทนที่หมูไฮดรอกซิล (OH group) 

ของกรดคารบอกซิลิกดวยหมูแอลคอกซิล (OR group) จากแอลกอฮอล 

 

 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน (transesterification) 

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

 เอสเทอร A          แอลกอฮอล A                      เอสเทอร  B         แอลกอฮอล B 
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 ไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการแทนที่หมูแอลคอกซิล (OR2 group) จากเอสเทอร A ดวยหมู

แอลคอกซิล (OR3 group) จากแอลกอฮอล A ทําใหไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอร และแอลกอออล

ชนิดใหม 

 

 ปฏิกิริยาอินเทอรเอสเทอริฟเคชัน (Interesterification) 

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

 

ไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนหมูแอลคอกซิล (OR2 group และ OR4 group) 

ระหวางเอสเทอร 2 ชนิด ทําใหไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอรใหม 2 ชนิด          

 

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน (transesterification) ก็เปนปฏิกิริยาที่มีการโยกยายหมู  

เอซิลระหวางสาร ปฏิกิริยานี้เปนการสังเคราะหเอสเทอรในระบบที่มีน้ํานอย (Shimada และคณะ, 

1993) หรือระบบที่มีสารอินทรียเปนตัวทําละลาย ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่มีแอลกอฮอล 

และน้ํามันจากพืชเปนสารตั้งตน (substrate) และเรงดวยไลเพส เปนปฏิกิริยาที่นาสนใจในการ

นํามาไปทําการสังเคราะหเอสเทอร หรือการผลิตไบโอดีเซล (biodiesel) 

 
2.3 แหลงของไลเพส 
 

ไลเพสเปนเอนไซมสําคัญในเมตาบอลิซึม (metabolism) ของไขมันซึ่งมีความสําคัญตอการ

เจริญของสิ่งมีชีวิตจึงพบไดทั่วไปในสัตว พืช  และ จุลินทรีย (Sztajer และคณะ, 1988)  

 
2.3.1 ไลเพสจากสัตว (Animal lipases) 

 
 ไลเพสจากตับออน (pancreatic lipase) เปนชนิดแรกที่พบ ทําหนาที่เรงการยอยสลาย

โมเลกุลไขมันในระบบการยอยอาหารของสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม เอนไซมประเภทเอนไซมเนื้อเยื่อ 

(tissue enzyme) นี้มีบทบาทและความสําคัญตอการนําไปใชในการรักษาโรคและในทาง

การแพทย จึงมีความพยายามเสาะหาแหลงเอนไซมประเภทนี้จากแหลงใหม ๆ อยูตลอดเวลา 

Steiner และ Williams (2002) พบวา ไลเพสจากตับออนของสัตวตระกูล Canine เปนแหลงของไล

เพสที่นาสนใจ ทั้งนี้เนื่องมาจากมีลําดับกรดอะมิโน (amino acid sequence) คลายกับไลเพสจาก

ตับออนของสัตวสายพันธุอ่ืน ๆ ไดแก Sus scrofa (หมู)  Bos taurus (มา) และโดยเฉพาะใน 
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Homo sapiens (มนุษย) ปจจุบันจึงใหความสนใจไลเพสจาก Canine มากขึ้น เนื่องจากสามารถ

ใชเปนสารทดแทนไลเพสจากตับออนของมนุษยได 

 
2.3.2 ไลเพสจากพืช (Plant lipases) 

 
 ไลเพสจากพืชมีความจําเพาะตอซับสเตรทสูง และมีสมบัติเฉพาะ ซึ่งจะไมพบในไลเพส

จากสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานมและจุลินทรีย (Huang และคณะ, 1988) ดังนั้นจึงมีผูใหความสนใจไล-

เพสจากแหลงนี้ไปใชประโยชนในระดับอุตสาหกรรม 

 ผลปาลม เมล็ดขาวโพด เมล็ดทานตะวัน เมล็ดถั่วเหลือง มะกอก ขาวสาลี และขาวเจา 

เปนแหลงสําคัญของไลเพส Huang (1984) รายงานวาโดยธรรมชาติเมล็ดพืชจะสะสมไขมันไวใน

รูป lipid-bodies และ glyoxysome อันเปนเนื้อเยื่อที่สามารถพบไลเพส ขณะที่ไลเพสของเมล็ด

ธัญพืช (grain lipase) พบไดในรํา (bran) เชน รําขาวสาลี และรําขาวเจา Mangos และคณะ 

(1999) พบไลเพสในยางมะละกอ ซึ่งเปนที่ทราบกันอยูดีวายางมะละกอเปนแหลงเอนไซมยอย

โปรตีน (proteases) ไดแก papain และ thiol protease นอกจากนี้ยังพบไลเพสในตระกูลหญา 

(Gramineceaea) ที่มีราคาไมแพง ซึ่ง Mohamed และคณะ (2000) รายงานวา พบไลเพสใน 

Avena fatua สูงถึง 93.3 ยูนิตตอกรัม 

 
2.3.3 ไลเพสจากจุลินทรีย (Microbial lipases) 

 
เนื่องจากไลเพสจากพืชถูกพบในเนื้อเยื่อที่ใหพลังงาน (energy tissue) สวนไลเพสจาก

สัตว มักจะเกี่ยวของกับกระบวนการตาง ๆ ของเมตาบอลิซึมของไขมัน (lipid metabolism) ไดแก 

กระบวนการยอยสลายไขมัน การดูดซึมไขมัน และกระบวนการเมตาบอลิซึมของสารประกอบ

เชิงซอนระหวางไขมันและโปรตีน (lipoprotein metabolism) ทําใหเกิดความซับซอนในการสกัดซึ่ง

เปนขอจํากัดในการนํามาใชเปนแหลงของไลเพส ดวยเหตุนี้แหลงไลเพสทั้งสองจึงยังไมถูกนําไปใช

อยางแพรหลาย ซึ่งตางกับจุลินทรียโดยเฉพาะ รา ยีสต และแบคทีเรีย เปนแหลงของไลเพสที่ถูก

นําไปใชอยางมากมายในอุตสาหกรรมทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ Jaeger และ Reetz (1998) ได

อธิบายวาไลเพสจากแหลงจลุินทรียจะมีคุณสมบัติเฉพาะที่สําคัญ 4 ประการ คือ (1) มีความคงทน

ตอตัวทําละลายอินทรีย (2) ในการทํางานไมตองการโคเฟคเตอร (cofactors) (3) มีความจําเพาะ

ตอสับสเตรทหลายชนิด (4) มี enantioselectivity สูง 
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จุลินทรียที่ผลิตไลเพสพบไดในแหลงตาง ๆ ทางธรรมชาติ เชน ในน้ําเสียหรือดินที่มีการ

ปนเปอนน้ํามันหรือไขมัน (Gao และคณะ, 2000; Fungthong, 2001) เมล็ดพืชน้ํามันหรืออาหารที่

เนาเสีย (Sztajer และคณะ, 1988) กองปุยหมัก (compost heaps) (Wang และคณะ, 1995) 

แมกระทั่งน้ําพุรอน (Boonsinthai และ Phutrakul, 1999) ปจจุบันมีจุลินทรียที่สามารถผลิตไลเพส 

ท่ีถูกใชในทางการคา 98 สายพันธุ โดยเปนรา 39 สายพันธุ ยีสต 20 สายพันธุ และแบคทีเรีย 39 

สายพันธุ สายพันธุตาง ๆ ดังกลาวแสดงในตารางที่ 1 

 

ตารางที่ 1 จุลินทรียที่ผลิตไลเพสที่ใชทางการคา 

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 (ตอ)  

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 
 
 ไลเพสที่ใชกันแพรหลายในทางการคาสวนใหญไดจากรา ไดแก Mucor javanicus, 

Humicola launginosa, Rhizopus sp. Geotrichum sp. และ Aspergillus sp. และยีสตไดแก 

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

 

 ไลเพสที่ไดจากราและยีสตมักมีหลายฟอรม เชน ไลเพส I และ II (Lipase I and 

II) จาก Rhizopus niveus เอนไซมสองชนิดนี้มีน้ําหนักโมเลกุลตางกันแมวาจะไดจากราสายพันธุ

เดียวกัน ซึ่งเอนไซม I สามารถเปลี่ยนเปนเอนไซม II ไดโดย limited proteolysis (Kohno และ
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คณะ, 1994) นอกจากนี้ G. candidum ATCC 34614 ผลิตไลเพสได 4 ชนิดที่มีสมบัติตางกัน 

แตไลเพส I เปนชนิดที่ถูกพบเปนสวนใหญ เอนไซมชนิดนี้ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงของกรด

ไขมันที่จับโมเลกุลของกลีเซอรอล ขณะที่ไลเพส IV จําเพาะตอตําแหนงกรดไขมัน (Sugihara และ

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

มี stereoselective ตอ R-isomer ของ ketoprofen ใน chiral sovent เชน isopentyl methyl 

ketone (Arroyo และ Sinisterria, 1995) 

 

Fusarium spp. เปนกลุมราที่สามารถสรางไลเพสได จากที่มีการรายงานตัวอยางเชน 

Gulati และคณะ (2005) ไดทําการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไลเพสจาก F. 

globulosum พบวา ราใช neem oil สามารถผลิตไลเพสใหแอกทิวิตีสูงที่สุดเมื่อเทียบกับน้ํามันพืช

ชนิดตาง ๆ และยังพบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตไลเพสอยูที่ 37 องศาเซลเซียส  Peter  

Rapp (1995) ไดทําการศึกษาแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ของอาหารสําหรับการผลิตไลเพส จาก F. 

oxysporum f. sp พบวา น้ํามันมะกอก มีผลการเพิ่มระดับแอกทิวิตีของไลเพส และ เปบโตนมี

ความสําคัญในการผลิตไลเพสอีกดวย  

 
2.4 การสรางไลเพสของจุลินทรีย 
 

จุลินทรียที่สามารถผลิตไลเพสได จะมทีั้งที่สามารถผลิตไลเพสที่ปลอยออกมานอกเซลล 

(extracellular lipases) และไลเพสที่ผลิตอยูภายในเซลล (intracellular lipases) กลาวคือ          

จุรินทรียมีความสามารถผลติเอนไซมอยูภายในเซลล จะถูกตรึงนํามาใชในการตรึงแบบใชเซลลทั้ง

เซลลเปนตัวเรง (immobilized whole cell biocatalyst) ซึ่งการตรึงแบบใชเซลลทั้งเซลลเปนตัวเรง

จะเปนวิธทีี่งายในการเพาะเลี้ยงเซลล สวนจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมปลอยออกมานอกเซลลก็จะงาย

ตอการตรึงและแยกเอนไซมออกมาใช ไลเพสทีน่ํามาใชเพื่อผลิตไบโอดีเซลจะนิยมใชไลเพสจากจ-ุ 

ลินทรียที่ผลิตเอนไซมปลอยออกมานอกเซลล และพบวาราเสนใย (filamentous fungi) จะเปนจ-ุ 

ลินทรียที่มีความสามารถในการหลัง่เอนไซมออกมานอกเซลล ซึง่จากคุณสมบัตดิังกลาว ไลเพส

จากราจงึมีการนําไปใชประโยชนทางดานอุตสาหกรรมในหลาย ๆ ดานรวมทั้งนํามาใชเปนเอนไซม

ตรึงรูปที่ใชในการผลิตไบดีเซล 
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2.5 การผลิตไลเพส 
 
 ไลเพสจากจุลินทรียสามารถผลิตไดทั้งในอาหารเหลว (submerge culture) และบน

อาหารแข็ง (solid state) Pandey และคณะ (1999) รายงานวา การผลิตไลเพสบนอาหารแข็งมีขอ

ดีกวาการผลิตในอาหารเหลวหลายประการ ไดแก จุลินทรียสามารถเจริญไดงาย เอนไซมที่ไดมี

ปริมาณ (yield) และความเขมขนสูงกวาการผลิตในอาหารเหลว นอกจากนี้ยังสามารถใชเทคนิค

ในกระบวนการแยกและเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑไดงายกวา และทําใหเกิดของเสียที่เปนของเหลวใน

ปริมาณต่ํา อยางไรก็ตามปจจุบันการผลิตไลเพสสวนใหญเปนการผลิตในอาหารเหลวไมวาจะเปน

การผลิตจากรา ยีสต และแบคทีเรีย ทั้งนี้เปนเพราะสามารถปรับสภาพการเลี้ยง สารอาหาร และ

ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการผลิตไลเพสในอาหารเหลวทําไดงายกวา ปจจัยที่มีอิทธิตอการผลิตไลเพส

ของจุลินทรียไดแก ชนิด และความเขมขนของแหลงคารบอน และไนโตรเจน สภาพความเปนกรด-

ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียและการทํางานของเอนไซม 

และความเขมขนของออกซิเจนที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อในระหวางการผลิต (Elibol และ Ozer, 

2001) 
 
2.6 ปจจัยการผลิตไลเพส (Factors for lipase production) 
 

2.6.1 ผลของแหลงคารบอน 
 

คารบอนเปนองคประกอบทีส่ําคัญในการเจริญเติบโต และการสังเคราะหเอนไซมของจ-ุ 

ลินทรีย นอกจากชนิดของคารบอนแลวปริมาณของคารบอนก็มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลติ

เอนไซมเชนกนั การเลือกชนิดและปริมาณคารบอนที่เหมาะสมจงึเปนสิ่งสาํคัญในการผลิตเอนไซม 

(Stanbury และคณะ, 1995)  

 จุลินทรียบางชนิดไมสามารถสังเคราะหเอนไซมไดเอง จําเปนตองอาศัยสารเหนี่ยวนํา 

(Inducer) เพื่อชวยใหมีการสังเคราะหเอนไซม ซึ่งสารเหนี่ยวนํานี้อาจเปนสารชนิดเดียวหรือตาง

ชนิดกับสารที่เปนแหลงคารบอนก็ได  

 

 Essamri และคณะ (1998) รายงานวาแอกทิวิตีของไลเพสเพิ่มข้ึนเมื่อใชน้ํามันเปนสาร

เหนี่ยวนํา จากการเติมน้ํามันชนิดตาง ๆ ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิตไลเพสจาก R. 

oryzae พบวาทั้งการเจริญของ R. oryzae และแอกทิวิตีไลเพสที่ผลิตไดมีปริมาณมากกวาใน

อาหารที่ไมมีการเติมน้ํามันถึง 3 เทา เชนเดียวกับ Vanot และคณะ (2001) พบวา Penicillium 

cyclopium สามารถผลิตไลเพสไดมากถึง 45 ยูนิตตอมิลลิลิตร ในอาหารที่มี corn steep และ



 12 

น้ํามันมะกอกอยางละ 1.0 เปอรเซ็นต (v/v) ขณะที่มีการสังเคราะหไลเพส จากการใชน้ํามันชนิด

ตางๆ เปนสารเหนี่ยวนํารวมกับแหลงคารบอนที่เปนน้ําตาลกูลโคสเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต (w/v) 

ของ Rathi และคณะ (2001) พบวา น้ํามันปาลมความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (v/v) เปนสาร

เหนี่ยวนําที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตไลเพสจาก Burkhoderia cepacia 

 จากผลการทดลองในรายงานตาง ๆ ขางตนจะเห็นวา น้ํามันพืชแตละชนิดมีผลตอแอกทิ-

วิตีไลเพสตางกันในการผลิตจากจุลินทรียแตละสายพันธุ Maia และคณะ (2001) ศึกษาผลของ

น้ํามันพืชชนิดตาง ๆ ไดแก triolein น้ํามันงา น้ํามันมะพราว น้ํามันขาวโพด น้ํามันปาลม และ

น้ํามันมะกอก ตอการผลิตไลเพสของ F. solani พบวาน้ํามันงามีผลทําใหราผลิตไลเพสไดสูงสุด 

รองลงมาคือ triolein น้ํามันขาวโพด และน้ํามันมะกอก สวนอาหารที่เติมน้ํามันมะพราวใหแอกทิ-

วิตีไลเพสตํ่าที่สุด ซึ่งจากการวิจัยดังกลาวชี้ใหเห็นวา แมวาเปนจุลินทรียชนิดเดียวกันแตก็มี

ความสามารถในการใชน้ํามันแตละชนิดในการผลิตไลเพสตางกัน ทั้งนี้ขึ้นอยูกับสมบัติทาง

กายภาพและเคมี (physico-chemical properties) ของน้ํามันแตละชนิด 
 

2.6.2 ผลของแหลงไนโตรเจน 
 
 ไนโตรเจนเปนธาตุที่มีความสําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย โดยถูกนําไปใชในกระบวน

สังเคราะหโปรตีนและกรดนิวคลีอิก จุลินทรียแตละสายพันธุมีความสามารถในการใชไนโตรเจน

แตกตางกัน บางชนิดสามารถใชไนโตรเจนในรูปของสารอินทรียได ขณะที่บางชนิดสามารถใช

ไนโตรเจนที่เปนอนินทรียไดดี ดังนั้นการผลิตไลเพสใหไดปริมาณสูงสุดจึงตองเลือกใชไนโตรเจนให

เหมาะสมกับสายพันธุของจุลินทรีย (Boze และคณะ, 1995; stanbury และคณะ, 1995) 

 

 แหลงไนโตรเจนที่เปนอาหารเชิงซอน (complex media) ไดถูกนํามาใชในอาหารผลิตมาก

ขึ้น เชน corn steep liquor และกากถั่วเหลือง เนื่องจากชวยในการกระตุนใหมีการผลิตไลเพส แต

แอกทิวิตีเอนไซมที่ไดจากแหลงไนโตรเจนเหลานี้ยังนอยกวาการใชเปบโตนเปนแหลงไนโตรเจน 

ดังเชน  Maia และคณะ (1999) ไดทําการศึกษาผลของการเติมเปบโตนในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวา

เปบโตนเปนแหลงไนโตรเจนที่มีความสําคัญในการผลิตไลเพส นอกจากนี้การใชยูเรียและ

แอมโมเนียมซัลเฟตซึ่งเปนแหลงไนโตรเจนที่เปนสารอนินทรียกลับมีผลยับยั้งการสังเคราะหไลเพส 

(Sztajer และ Maliszewaka, 1989) โดยทั่วไปแลวจุลินทรียผลิตไลเพสในอาหารที่ประกอบดวย

แหลงไนโตรเจนที่เปนสารอินทรียไดดี แตจากการศึกษาของ Papaparakevas และคณะ (1992) 

กลับพบวา Rhodotorula glutinis ใชแอมโมเนียมฟอสเฟตซึ่งเปนสารอนินทรียในการผลิตไลเพส

ไดดีกวา  
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2.6.3 ผลของความเปนกรด-ดาง 
 
 Rathi และคณะ (2001) รายงานวาในการผลิตไลเพสจาก Burkholderia cepacia ใน

อาหารที่มีคาความเปนกรด-ดางตาง ๆ พบวา แบคทีเรียสามารถผลิตไลเพสไดดีที่คาความเปน

กรด-ดาง 7 และ 10 แตพบวาแอกทิวิตีไลเพสที่มีคาความเปนกรด-ดาง 7 มากกวาที่คาความเปน

กรด-ดาง 10 Saad และคณะ (2004) ไดทําการศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดาง ในอาหารเลี้ยง

เชื้อสําหรับการผลิตไลเพสจาก F. oxysporum พบวา F. oxysporum สามารถผลิตไลเพสไดแอกทิ

วิตีสูงสุดที่คาความเปนกรด-ดาง 6.0 

   
2.7 สมบัติทางเคมีกายภาพ (Physico-chemical properties) 
 
 ไลเพสที่ใชในระดับอุตสาหกรรมสวนใหญนั้นจะตองประกอบดวยคุณสมบัติที่เฉพาะตอ

กระบวนการผลิตนั้น ๆ ตัวอยางเชนอุตสาหกรรมสารซักลาง oleochemicals เชื้อเพลิงชีวภาพ หรอื

แมกระทั่งอุตสาหกรรมอาหาร กระบวนการผลิตของอุตสาหกรรมเหลานี้มักตองใชอุณหภูมิ และ

สภาพเปนดางสูง นอกจากนี้ในบางกระบวนการผลิตมีการใชตัวทําละลายอินทรีย (organic 

solvents) ในกระบวนการผลิตดวย ดังนั้นไลเพสที่ใชในอุตสาหกรรมเหลานี้จะตองทนอุณหภมูทิีส่งู

กวา 45 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-ดาง ในชวงคาความเปนกรด-ดาง 7.5-11.0 และทนตอ

ตัวทําละลายอินทรียได  

 

 เปนที่ทราบกันวาคุณสมบัติทางกายภาพ จลนศาสตร และโมเลกุลของเอนไซมเปน

เครื่องมือในการคนพบหนาที่ตาง ๆ ของเอนไซม และเปนเครื่องมือในการนําไปใชประโยชนทั้งใน

ระดับหองปฏิบัติการและระดับอุตสาหกรรม ไลเพสที่นําไปทําใหบริสุทธิ์บางสวน (partial 

purification) และทําใหบริสุทธิ์จะตองปฏิบัติโดยยึดคุณสมบัติตาง ๆของเอนไซม ไดแก pH-

activity และ stability profiles ความคงทนตออุณหภูมิที่สูงขึ้น ความจําเพาะตอซับสเตรท 

ความจําเพาะตอตําแหนงกรดไขมันบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด และความจําเพาะตอชนิดของ

กรดไขมัน 

 
2.7.1 คาความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอแอกทิวิตีของเอนไซม 

 
คาความเปนกรด-ดางที่แตกตางกันมีผลตอแอกทิวิตีของเอนไซมตางกัน ทั้งนี้เนื่องจาก

ปริมาณความเขมขน หรือประจุของกรดอะมิโนบางชนิดบนสายโปรตีนแตกตางกัน สารละลาย

บัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดาง ใกลเคียงกับคา isoelectric point ของเอนไซมจะมีผลตอแอกทิ-
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วิตีเอนไซมอยางมาก ตัวอยางเชน ไลเพสที่มีคา isoelectric point เทากับ 4.5 ความหนาแนนของ

ประจุ (ionization degree) ของกรดอะมิโนบริเวณเรงจะลดลงอยางมาก ถาละลายอยูใน

สารละลายบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดางใกลเคียงหรือเทากับ 4.5 (Dong และคณะ, 1999) 

ดังนั้นการทราบคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานและ isoelectric point ของ

เอนไซมจึงตองมีการศึกษาอยางจริงจัง 

 

 ไลเพสจากจุลินทรียแตละชนิดมีชวงของคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางาน

แตกตางกัน ข้ึนอยูกับปจจัยหลายอยาง เชน Rapp (1995) พบวา ไลเพสที่ผลิตจาก F. 

oxysporum f. sp. เรงปฏิกิริยายอยสลาย triolein และ tributyrin สูงสดุที่คาความเปนกรด-ดาง 

4.0-10.5 และอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส สวนไลเพสจาก R. niveus ซึ่งเปนเอนไซมที่นิยม

นําไปใชในอุตสาหกรรมอาหาร สามารถทํางานไดดีที่สุดที่คาความเปนกรด-ดาง 7.0 อยางไรก็ตาม 

พบวาคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเพสชนิดนี้เปลี่ยนไปอยูในชวง 7.0-

7.7 เมื่อถูกทําใหบริสุทธิ์ (Kermasha และคณะ, 1998) สําหรับไลเพสจาก A. nidulands WG312 

ซึ่งถูกจัดเปนเอนไซมที่ทนสภาพที่เปนดาง (alkali lipase) เนื่องจากไมมีการสูญเสียแอกทิวิตี

เอนไซมหลังจากบมในสภาพที่มีคาความเปนกรด-ดางสูง และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 1 ชั่วโมง แมวาคาความเปนกรด-ดาง และอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม

ชนิดนี้เปน 6.5 และ 40 องศาเซลเซียส ตามลําดับ (Mayordomo และคณะ, 2000) 
 

2.7.2 ความจําเพาะของไลเพส 
 

 ความจําเพาะของไลเพสมี 3 ลักษณะคือ (1) ความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลี-

เซอไรด (2) ความจําเพาะตอชนิดกรดไขมันหรือชนิดซับสเตรท และ (3) ความจําเพาะตอไอโซเมอร 

(Stereochemical specificity) ความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด และซับสเตรท

เปนคุณสมบัติที่สําคัญสําหรับนําไปใชในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในระดับอุสาหกรรม 

 
2.7.2.1ความจําเพาะตอตําแหนง 
 
ไลเพสที่มีความจําเพาะตอตําแหนงมี 3 กลุมคือ กลุมที่หนึ่งเปนกลุมที่จําเพาะตอตําแหนง

ที่ 1 และ 3 (1,3 Sn specificity) บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ไลเพสในกลุมนี้จะเรงปฏิกิริยายอย

สลายพันธะเอสเทอรตรงตําแหนงที่ 1 และ 3 ในโมเลกุลน้ํามัน เอนไซมกลุมนี้มักถูกนําไปใชเรง

ปฏิกิริยากับซับสเตรทที่เปนแอลกอฮอลอันดับที่หนึ่ง (primary alcohol) และ ไดออล (Diol) 
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เอนไซมกลุมนี้สวนใหญไดจากแบคทีเรีย เชน Psuedomonas sp., B. thermoleovorans ID-1, B. 

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

1997; Schmidt-Dannert และคณะ, 1994; Gao และคณะ, 2000) กลุมที่สองเปนกลุมที่จําเพาะ

ตอตําแหนงที่ 2 (2 Sn specificity) บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ไลเพสในกลุมนี้สวนใหญพบใน

เนื้อเยื่อสัตวและรา เชน ตับออน และ Rhizopus niveus เปนตน (Bornscheuer และคณะ, 1999) 

กลุมที่สามเปนกลุมที่ไมจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด (Okumura และคณะ, 

1979) ไลเพสในกลุมนี้สามารถเรงปฏิกิริยาตรงพันธะเอสเทอรทั้ง 3 ตําแหนง จากปฏิกิริยานี้

ผลิตภัณฑที่ไดมีทั้งกลีเซอรอล และกรดไขมนัอิสระ และสามารถใชกับซับสเตรทที่เปนแอลกอฮอล

ระดับหนึ่งและสองในปฏิกิริยาสังเคราะหเอสเทอร (Okumura และคณะ, 1979) ไลเพสในกลุมนี้ได

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

 
2.7.2.2 ความจําเพาะตอซับสเตรท 

 
 การทราบวาเอนไซมแตละแหลงมีความจําเพาะตอซับสเตรทชนิดใดนั้นเปนขอมูลชวยใหมี

การเลือกใชเอนไซมใหเหมาะสมกับซับสเตรท Jacobsen และ Poulsen (1995) ไดทําการศึกษา

ซับสเตรทที่เหมาะสมตอไอโซไซม 2 ชนิด คือ A และ B ของไลเพสจาก G. candidum พบวา ชนิด 

A ไมมีความจําเพาะตอกรดไขมัน สวนชนิด B มีความจําเพาะตอกรดโอเลอิค (C18:1) ขณะที่ไล-

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

acid (Selmi และคณะ, 1998) Rathi และคณะ (2001) พบวาไลเพสจาก Psuedomonas sp.

สามารถเรงปฏิกิริยาสลายน้ํามันมัสตาด และน้ํามันลีนซีด (linseed oil) ไดดีกวา น้ํามันสะเดา 

น้ํามันละหุง น้ํามันถัวลิสง และน้ํามันมะพราว ขณะที่ Litthauer และคณะ(2002) พบวาไลเพส

จาก P. luteola มีความจําเพาะตอซับสเตรทที่เปน monoester สวนไลเพสจาก C. deformans มี

ความจําเพาะตอตําแหนงที่1 ของเอสเทอรที่ประกอบดวยกรดไขมันสายส้ัน (Vaysse และคณะ, 

2002) การทํางานของไลเพสขึ้นอยูกับความยาวของสายกรดไขมัน ดังนั้นไลเพสหลายชนิดจึงเรง

ปฏิกิริยาการยอยสลายน้ํามันที่ประกอบดวยกรดไขมันสายยาวปานกลาง เชน ไลเพสจาก A. 

niger (Iwai และ Tsujisaka, 1984) และไลเพสบางชนิดมีความจําเพาะตออันดับของสายพันธะคู

ในสายของกรดไขมันเชน ไลเพสจาก G. candidum มีความจําเพาะตอพันธะคูที่ตําแหนงที่ 9 ของ

กรดโอเลอิค (Macrae, 1985)  
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2.7.3 ผลของอิออนของโลหะตอแอกทิวิตีของไลเพส 
 

อิออนของโลหะมีผลตอการเพิ่มข้ึนของอัตราการเรงปฏิกิริยาการยอยและปฏิกิริยาการการ

สังเคราะหเอสเทอรของไลเพส (Garcia และคณะ, 1991; Malcata และคณะ, 1992a) และมีผล

ตอการเพิ่มข้ึนและลดลงของแอกทิวิตีไลเพส เชน Kgardoputo และ Ruben (1974) พบวาไลเพส

จาก Bacillus sp. ถูกยับยั้งดวยอิออนของเหล็ก (Fe 2+) Malcata และคณะ , 1992a รายงานวา 

โซเดียมอิออน (Na+) ทําใหแอกทิวิตีของไลเพสจากตับออน และจาก A. wentii เพิ่มข้ึน แตมีผล

การยับยั้งแอกทิวิตีของไลเพสของไอโซไซม 2 ชนิดของ A. niger ในกรณีที่ไลเพสมีหลายไอโซเมอร 

ผลของอิออนโลหะหนักมีผลตอแอกทิวิตีที่แตกตางกัน เชน Co2+ และ Mn2+ มีผลยับยั้งแอกทิวิตี

ของไลเพส A-isomer ของ ID-1 แตมีผลใหแอกทิวิตีของ B-isomer เพิ่มข้ึนเล็กนอยดวย (Lee และ

คณะ, 2001) 

 
2.7.4 สารยับยั้งกิจกรรมไลเพส 

 
 นอกจากอิออนโลหะหนักมีผลตอแอกทิวิตีเอนไซม แลวยังมีสารเคมีบางชนิดโดยเฉพาะตัว

ทําละลายอินทรียก็มีผลตอแอกทิวิตีเอนไซมดวย ซึ่งสารเคมีเหลานี้มีผลตอไลเพสแตละแหลง

ตางกันเชนเดียวกับซับสเตรทและอิออนของโลหะหนัก เชน ไลเพสจาก Streptomycetes rimosus 

มีความไวตอสารเคมีในกลุม chelating agent เชน Ethylenediamineteracetic acid และ 

Dithiothreitol (DDT) ที่ความเขมขน 1 mM และถูกยับยั้งอยางสมบูรณที่ความเขมขน 10 mM 

(Abramie และคณะ, 1999) ไลเพสจาก Cephaloleia presignis ถูกยับยั้งโดยการเกิด 

phosphorylate ตรงบริเวณเรง serine อยางสมบูรณดวย Diisopropyl flurophosphate (DEP) ที่

ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร (Arreguin-Esinosa และคณะ, 2000) ไลเพสจาก P. luteola ถูกยับยั้ง

ดวย Certrimind Deoxycholate และ Sodium Dodecylsulfate (SDS) ที่มีความเขมขน 0.01, 0.5 

และ 5 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Litthauer และคณะ, 2000) 

 
2.8 เอนไซมตรึงรูป (Immobilized Enzymes)  

เอนไซมตรึงรูป หมายถึง เอนไซมที่ถกูกําหนดหรือทําใหมาอยูในขอบเขตที่จัดไว อาจมี

โมเลกุลใหญขึน้ดวยการเชื่อมพันธะ หรือไมมีพนัธะเคมี ละลายน้ําไดยากขึ้น หรือไมไดเลย มีผลทาํ

ใหเอนไซมเปลี่ยนจากสถานะตัวเรงปฏิกริิยาที่เปนของเหลวกลายเปนตัวเรงปฏิกิริยาทีเ่ปนของแข็ง

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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วิวัฒนาการของการศึกษาวจิัยดานการเตรียมและการนาํเอนไซมตรึงรูปมาใชเกิดขึ้นอยาง

เปนลําดับ แมวาในปจจุบันจะยังไมสามารถหาสูตรสําเร็จที่จะระบุใหชัดวาเอนไซมชนิดหนึ่งจะตรึง

รูปดวยวิธีใดกต็ามแตมีหลักฐานและผลงานวิจยัพอที่ชี้นาํไดวาควรใชวธิีใด สวนประสิทธิภาพและ

ความเหมาะสมของการใชงานกเ็ปนกรณี ๆ ไป อยางไรก็ตามววิัฒนาการเรื่องการศึกษาเอนไซม

ตรึงรูปเกิดขึ้นเปนลําดับจนปจจุบันนี้ก็ดวยเหตุผลที่สืบเนือ่งมาจากการใชเอนไซมอิสระมีขีดจํากัด

บางประการ 

 
ขอจํากัดของการใชเอนไซมอิสระ 
 
1. เอนไซมอิสระไมเสถียร 
2. เอนไซมอิสระใชงานในลกัษณะไมตอเนื่องหรือใชคร้ังเดียว (batch) 

3. เอนไซมอิสระใน in vitro ใชแบบ multi-enzymes system ไมได 

4. เอนไซมอิสระ ถาจะทําใหแอกทิวิตีสงูตองทําใหบริสุทธิก์อนใชงาน 

5. เอนไซมอิสระจะผสมปนลงไปในสารละลายของซับสเตรทและผลผลิต ทําใหแยกออก

ไมได และเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตนีจะปนเปอนในลักษณะสารปนเปอนโปรตีน 

(proteineous contaminants) โดยเฉพาะถาอยูในอาหารจะเกิดเปนตะกอนเมื่อถึง

ระดับอุณหภูมิ พีเอชของโปรตีนชนิดนั้น แยกออกไดตองใชกรรมวิธีเพิม่ข้ึน 

6. เอนไซมอิสระมีภาวะทําปฏกิิริยา (reaction condition) จําเพาะ ฉะนั้นบางครั้งอาจไม

เหมาะสมในกระบวนการแปรรูปอาหาร หรืออุตสาหกรรมที่ตองใชเอนไซมนัน้ ๆ 

7. เอนไซมอิสระ สวนใหญละลายน้ํา ละลายในสารละลายได ฉะนัน้จะนํามาใชใน

ลักษณะแคทาลิสตแข็ง (solid catalyst) ไมได มีผลใหไมสามารถใชกบัเครื่องปฏิกรณ

ประเภทตาง ๆ  

8. เอนไซมอิสระในอุตสาหกรรมมีตนทุนการใชงานสูง 
9. เอนไซมอิสระในเซลสจุลนิทรยี (intracellular enzymes) เมื่อนาํมาใชตองผาน

กระบวนการสกัดและทําบรสิุทธิ์กอน 

10. เอนไซมอิสระกอพิษตอผูใช ในลักษณะของการสูดหายใจ การสัมผัสในปริมาณมาก 

ดวยขีดจํากัดของการใชเอนไซมอิสระ จึงเปนทางออกทีน่ําไปสูการแกปญหาดวยการ

นําเทคโนโลยขีองเอนไซมตรึงรูปมาใช ดวยวิธกีารตาง ๆ และแกปญหาไปตาม

ลักษณะสมบตัิของเอนไซมตรึงรูปที่ได อยางไรก็ตาม ในบางครั้งผลกระทบจากการ

เตรียมและการใชเอนไซมตรึงรูปก็อาจมบีางดังนี ้
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2.8.1 ผลกระทบของการทาํเอนไซมตรงึรูป 
 
1.แอกทิวิตีอาจจะถูกกระทบกระเทือน เนื่องจากการยึดโมเลกุลของเอนไซมกับตัวพยุงมี

ผลใหโครงรูปสามมิติ (conformation) เปลี่ยนไป และอาจมีผลตอหมูเคมีที่อยูในบริเวณเรงดวย 

2 .มีปญหากับซับสเตรทที่ ไม เปน เนื้ อ เดียวกัน  หรือซับสเตรทมี ลักษณะแขวน 

(suspension) ดานการถายเทมวล (mass transfer) กับเอนไซมตรึงรูปซ่ึงเปนแคทาลิสตแข็ง 

(solid catalyst) 

 
2.8.2 วสัดุคํ้าจุน (carrier) สําหรบัการตรึงรูปเอนไซม  
 
องคประกอบสําคัญสําหรับการตรึงรูปเอนไซมไดแก เอนไซม วัสดุค้ําจุน วิธีการที่ทําให

เอนไซมดูดยึดกับวัสดุค้ําจนุหรืออยูภายในวัสดุค้ําจุน วัสดุค้ําจนุมีความสําคญัมากตอแอกทิวิตี

และความคงตวัของเอนไซม อยางไรก็ตาม วัสดุค้ําจนุที่ดีควรมีลักษณะดังนี ้ (Kennedy และ 

Cabral, 1987) 

1. เปนสารที่ไมละลายน้ํา 

2. มีพื้นที่ผิวมากเพื่อใชสําหรับการจับยึดของเอนไซม 
3. มีการซึมผานไดของซับสเตรทและผลิตภัณฑ 
4. มีความคงตัวตอสารเคมี ความรอน และแรงกระแทก 

5. มีรูปรางและขนาดพอเหมาะ 

6. มีความตานทานตอการทาํลายของจุลนิทรยี 
7. สามารถนํากลบัคืนมาใชใหมได 
 

การจัดแบงชนดิวัสดุค้ําจุน สามารถแบงวัสดุค้ําจนุตามลักษณะทางกายภาพหรือแบงตามสมบัติ

ทางเคมี ไดดังนี ้คือ 

ชนิดของวัสดุค้ําจุนแบงตามลักษณะทางกายภาพไดเปน 2 ชนิดคือ วสัดุค้ําจุนที่ไมมีรูพรุน 

และวัสดุค้ําจนุที่มีรูพรุน (Chen และ Tsao, 1976) 

 

วัสดุค้ําจุนที่ไมมีรูพรุน 

 

วัสดุค้ําจุนที่ไมมีรูพรุนมาตรึงเอนไซม ทําใหเอนไซมมีโอกาสถูกดดูยึดไวไดในขอบเขตที่

จํากัดเฉพาะทีผ่ิวของวัสดุค้ําจุนเทานั้น เนือ่งจากวัสดุชนดินี้มีพืน้ที่ผวิตอปริมาตรต่ํา ดวยเหตนุี้จงึมี
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การใชเสนใยหรือสารที่มีลักษณะเปนเมด็ขนาดเล็ก เพื่อที่จะใหมีขนาดของพื้นทีผิ่วมากพอที่จะให

เอนไซมยึดเกาะได วัสดุค้ําจุนชนิดนีม้ีขอดีคือ ซับสเตรทสามารถเขาทําปฏกิิริยาไดโดยงาย 

เนื่องจากเอนไซมถูกยึดไวทีผิ่วบริเวณรอบนอกของวัสดุค้ําจุน 

 

วัสดุค้ําจุนที่มรูีพรุน 

 

วัสดุค้ําจุนชนดินี้มีพืน้ที่ผวิสาํหรับใหเอนไซมเกาะหรือดูดยึดมากขึ้นเมื่อเทียบในปรมิาณ 1 

หนวยน้ําหนกักับวัสดุค้ําจนุที่ไมมีรูพรุน ดังนั้นวสัดุค้ําจุนทีม่ีรูพรุนสามารถดูดยึกเอนไซมไวได

มากกวา แตมขีอเสียเนื่องจากพืน้ที่ภายในรูพรุนที่เอนไซมถูกตรึงนั้น จะตองมีขนาดของรูพรุนใหญ

เพียงพอสาํหรบัใหโมเลกุลของซับสเตรทผานเขาไปทําปฏิกิริยากับเอนไซมได และขณะเดียวกนั

จะตองใหสารผลิตภัณฑผานออกไดสะดวก ทั้งนี้เพื่อลดปญหาการแพรกระจายของซับสเตรทและ

สารผลิตภัณฑที่ผานเขาและออกจากวัสดุค้ําจุน  

 

ชนิดของวัสดุค้ําจุนแบงตามสมบัติทางเคมีไดปน 2 ชนิด คือ วัสดุค้าํที่เปนสารอนิทรีย และ

วัสดุค้ําจุนที่เปนสารอินทรีย (Laskin และคณะ, 1985) 

  

 วัสดุค้ําจุนที่เปนสารอินทรีย 

 

 วัสดุค้ําจุนที่เปนสารอินทรียนั้นมีขอไดเปรยีบกวาในการใชงานทางดานอุตสาหกรรม ทัง้นี้

สารอินทรียมกีลุมฟงกชนั (functional group) จํานวนมาก ที่สามารถตรึงเอนไซมไดอยางมี

ประสิทธิภาพ แตมีขอเสียเนื่องจากสมบัติทางกายภาพที่ทาํใหเอนไซมที่ตรึงดวยวัสดุค้ําจุนที่เปน

สารอินทรียนี ้มีการสูญเสียความคงตวัไดงายเมื่อไดรับการกระทบจากความรอน สารเคมี และจลุิ-

นทรีย 

 

 วัสดุค้ําจุนที่เปนอนนิทรีย 

 

 วัสดุค้ําจุนที่เปนอนนิทรียมีความเหมาะสมหลายประการในการใชงานทางดาน

อุตสาหกรรม เนื่องจากมีความคงทนตอแรงกระแทก ทนตอความรอนและสารเคม ีไมถูกยอยสลาย

ดวยจุลินทรีย งายตอการเก็บรักษา มอีายุการใชงานนาน และสามารถนํากลบัมาใชใหมไดอีก

โดยงาย นอกจากนี้วัสดุค้ําจุนอนินทรยียังมีรูปรางคงที่เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง 

ความดัน หรืออุณหภูม ิ วัสดุค้ําจุนมีเพียงหมูไฮดรอกซิลเทานัน้ที่จะดูดยึดเขากับปลายดานที่
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ประกอบดวยหมูคารบอกซลิหรือหมูอะมิโนของเอนไซม ดวยการดูดซับหรือระหวางอิออน และจะ

ไมเกิดพันธะโควาเลนทระหวางเอนไซมกบัวัสดุค้ําที่เปนสารอินทรีย 

  
2.8.3 ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป 
 
1. มีโอกาสเพิ่มแอกทิวิตีและความสเถียรภาพของเอนไซมได ถาวธิีการทีเ่หมาะสม 

2. สามารถใชกับระบบเอนไซมหลายชนิด ในลักษณะ in vitro ได 

3. สามารถใชซ้าํ ใชตอเนื่อง ใชเปนเครื่องมือวิเคราะหได 

4. ใชภาวะการทาํปฏิกิริยาที่ตางไปจากเอนไซมอิสระ ทั้งนี้ข้ึนอยูกับชนิดตัวพยุงและ

วิธีการตรึงรูป 

5. ใชใหเหมาะสมกับเครื่องปฏกิรณเอนไซมได ทั้งนี้ขึ้นอยูกับรูปรางตัวพยุงและลักษณะ
ซับสเตรท 

6. เอนไซมทีน่ํามาตรึงรูป ไมตองทําใหบริสทุธิ์ก็สามารถทํางานไดดี เหมือนเอนไซม

บริสุทธิ ์

 
2.8.4 กระบวนการทาํเอนไซมตรึงรูป (Immobilization Process) 
 
 แบงกระบวนการทําเอนไซมตรึงรูปไดเปน 2 กระบวนการคือ กระบวนการทางเคม ีและ

กระบวนการทางกายภาพ (Kennedy และ Cabral, 1987) 

องคประกอบที่มีผลตอความไวตอปฏิกิริยาของเอนไซมกับซับสเตรท คือ 

 

1. ความคงรูปสามมิติจําเพาะ (specific conformation) ของเอนไซมเพื่อใหสอดคลอง 

(complement) กับโครงสรางรูปสามมิติของซับสเตรทตามทฤษฎีของฟชเชอร (Fischer) และ

ทฤษฎีเหนี่ยวนําของโคชแลนด (Koshland) ดังนั้นเอนไซมจึงจะจับโมเลกุลของซับสเตรทไดดี 

ปฏิกิริยาของการเรงจึงจะเกิดตอไปไดผลผลิตและเอนไซมกลับคืน ดังนั้นการที่แอกทิวิตีของ

เอนไซมจะเบี่ยงเบนไปจากเดิมในลักษณะเพิ่มข้ึนหรือลดลงก็ตาม ก็เปนผลสืบเนื่องมาจากโครงรูป

สามมิติของเอนไซม การทําเอนไซมตรึงรูปก็นับเปนทางออกทางหนึ่งที่จะทําใหโครงสรางสามมิติ

ของเอนไซมเปลี่ยนไป จนกระทั่งสอดคลองกับโครงรูปของซับสเตรท แอกทิวิตีของเอนไซมก็จะ

สูงขึ้นดวย และผลในทางกลับกันก็เกิดขึ้นไดถาการตรึงรูปทําใหโครงสรางของเอนไซมเปลี่ยนไป

อยางไมเหมาะสม 
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2. บริเวณเรง หรือศูนยกลางบริเวณเรง (active site หรือ active center) บริเวณเรงของ

เอนไซมประกอบดวย 2 สวน ซึ่งทําหนาที่ตางกนั สวนหนึง่เปนบริเวณเรงทีท่าํใหเกิดการเรง

ปฏิกิริยา และอีกบริเวณหนึ่งเปนบริเวณจําเพาะเชื่อมกับซับสเตรท (binding site) อยางเจาะจง 

ทั้ง 2 บริเวณที่กลาวถงึจะประกอบดวยอนุมูลอิสระกรดอะมิโนหลายชนิดตอเปนลําดับกัน การทํา

เอนไซมตรึงรูปดวยวธิีเชื่อมพันธะของหมูตาง ๆ ของเอนไซมกับตัวพยุง จะตองหลีกเลี่ยงที่จะไมให

กระทบกระเทอืนตอหมูบริเวณเรง จะชวยทําใหแอกทวิติีของเอนไซมลดลงไป และในขณะเดียวกนั 

การตรึงรูปอาจมีผลทําใหโปรตีนของเอนไซมแสดงหมูบริเวณเรงใหจับกับซับสเตรทไดงายขึน้ และ

รวดเร็วก็เปนไปได หากทําไดดังนี้แลวแอกทิวิตีและความเสถยีรภาพของเอนไซมกจ็ะดีขึ้นมากกวา

เอนไซมอิสระ 

 
2.8.5 วธิีการตรึงรูปเอนไซม 
 
 แบงเปน 3 วธิีใหญ คือ การเชื่อมกับตัวพยุง การเชื่อมขวาง และการหอหุม (Kennedy 

และ Cabral, 1987) 

 

1. การเชื่อมกับตัวพยงุ (Carrier binding) หมายถงึ การเชื่อมพนัธะระหวางเอนไซมกับตัว

พยุงที่ไมละลายน้ํา และอาจไมละลายในตัวทาํละลายบางชนิดดวย 

 

ปจจัยที่สาํคัญของกรรมวิธนีีค้ือ 

 

ก. ชนิดตัวพยุง ไดแกหมูตาง ๆ ในตัวพยุงวาเปนประเภทใด มีพืน้ที่ผวิขนาดอนุภาค 

มีความเสถียรตอภาวะปฏิกริิยาที่เกี่ยวของ และองคประกอบทางเคมีเหมาะสม

กับระบบของปฏิกิริยาการใชงานไดหรือไม เชน ระบบถังกวน ระบบฟลูอิไดซเบด 

ระบบเบดบรรจุ รวมทั้งการทนตอภาวะของปฏิกิริยาดานอุณหภูมิและคาความ

เปนกรด-ดางดวย 

 

ข. ชนิดของเอนไซม ไดแก บริเวณเรงเปนกรดอะมิโนชนิดใด ตัวยับยั้งแอกทิวิตี

เอนไซมตองไมใชสารที่มาจากกรรมวิธีการตรึงรูป และถาเปนเอนไซมจากจุลินท-

รียจะตองเปนเอนไซมในจุลินทีย (intracellar enzyme) ดังนั้นการตรึงรูปเอนไซม

ในเซลลจุลินทรียจึงตองทําในลักษณะตรึงรูปเซลลจุลินทรียในลักษณะเซลลตาย 
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(dead cell) แตเอนไซมคงอยู หรือเซลลมีชีวิตและเอนไซมคงอยูก็ได โดยไมตอง

สกัดเอนไซมออกมา 

ค. ลักษณะซับสเตรทและผลผลิต ไดแก 

ตองไมมีปญหาการถายเทมวล (mass transfer)  ระหวางเอนไซมและซับสเตรท 

นั่นคือเอนไซมตรึงรูปแบบเชื่อมกับตัวพยุงนี้ใชไดดีกับซับสเตรทที่ละลายใน

สารละลายปฏิกิริยาไดดี ซึ่งอาจจะอยูในลักษณะคอลลอยด (colloid) หรือ

สารละลาย การแยกผลผลติทําไดงาย และผลผลิตตองไมทาํปฏิกิริยาใด ๆ กับตัว

พยุง หรือหมูตาง ๆ บนตัวพยุงในอนัที่จะทาํใหแอกทิวิตีเอนไซมลดลง หรือ

ผลผลิตลดลง หรือผลผลิตเสื่อมคุณภาพลงไป 

 

ง. ลักษณะเครื่องปฏิกรณเอนไซมตรึงรูป 

เครื่องปฏิกรณเอนไซมตรึงรูปสําหรับใชในระบบปฏิกิริยาตอเนื่อง หรือระบบไม

ตอเนื่องก็ตาม ควรจะตองสอดคลองกับชนิด รูปแบบของตัวพยุง (อนภุาค หลอด 

แทง แผนฟลม แผนบาง) และความคงตวัของตัวพยุง (การกัดกรอน การแตก) 

รวมทัง้ลักษณะทางกายภาพของซับสเตรท เชน ความขนหนืด การไหล 

 

1.1 วิธีการดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption method) 

การดูดซับของเอนไซมบนผิวนอกของตัวพยุงที่ไมละลายน้ํา วิธีการตรึงรูปโดยวิธีนี้จะไมมี

ผลกระทบตอโครงรูปสามมิติและแอกทิวิตีของเอนไซม เนื่องจากไมมีพันธะเคมีและแรงเกาะกัน

ระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออนมาก ดังนั้นการนําตัวพยุงมาใชซ้ําทําไดงาย เหมาะกับตัวพยุงราคา

แพง วิธีนี้อาจมีผลตอแอกทิวิตีของเอนไซมบางในลักษณะของการหมุนตัวของเอนไซมเพื่อจับกับ

ซับสเตรท (sterespecific effect) นิยมใชวิธีนี้รวมกับวิธีอ่ืน เชน รวมกับวิธีการหอหุม วิธีนี้ใชกับ

เอนไซมที่ถูกกระทบไดงายตอวิธีการเชื่อมพันธะเคมี เชน อินเวอรเทส เนื่องจากกรรมวิธีไมซับซอน

และไมรุนแรง เปนกรรมวิธีที่ใชไดกับเอนไซมทุกชนิด และหลักการเดียวกับกรณีการทําการดูดซับ

ทางกาบภาพของสารชีวภาพประเภทโปรตีนอื่น ๆ ตัวอยางตัวพยุง เชน เบนโตไนต เจลแคลเซียม

ฟอสเฟต ถานกัมมันต แกวพรุน โคลนกรด คาโอลิไนต อะลูมินา และพอลิเมอรธรรมชาติ อาทิ แปง 

กลูเทน คอลลาเจน (Bosley และ Pielow, 1997) 

 

1.2 วิธีการเชื่อมดวยพนัธะไอออน (Ionic binding method) 

การเชื่อมระหวางโปรตีนของเอนไซมกับตัวพยุงที่ไมละลายในสารละลายปฏิกิริยาโดยใช

พันธะไอออน ตัวอยางตัวพยุงไดแก สารที่มีอนุมูลแลกเปลี่ยนไอออน (ion-exchange residue) 
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เชน โพลีแซ็กคาไรด พอลิเมอรสังเคราะห และอนุมูลประจุในตัวพยุง และเอนไซมตองตางกัน เชน 

เอนไซมมีอนุมูลประจุบวก เชน กลูโคอะไมเลส และตัวพยุงมีอนุมูลประจุลบ เชน DEAE-cellulose 

DEAE-Sephadex 

ลักษณะที่สําคัญของการตรึงรูป วิธีเชื่อมพันธะไอออนก็คือ 

 

1.2.1 มีผลตอแอกทวิิตีและโครงรูปสามมิตินอย ดังนัน้แอกทิวติีอาจจะคงเดมิ 

1.2.2 แรงเกาะกันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออน เอนไซมหลุดงายที่ความ

เขมขนของไอออนสูง (ionic strength) หรือแรงเกาะกันจะลดลงเมื่อ

เปลี่ยนคาความเปนกรด-ดาง  

1.2.3 กรรมวิธีไมซับซอน ใชหลกัการเชื่อมพนัธะไอออนเหมอืนการทํา ion-

exchanging ของสารชีวภาพอื่น ๆ ได แตตองปองหมูในบริเวณเรงของ

เอนไซมไว 

 

1.3.วิธกีารเชื่อมดวยพนัธะโคเวเลนต (Covalent binding method) หมายถงึ การเชื่อม

พันธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุง ดวยพนัธะโคเวเลนต วิธนีี้ไดนาํมาศึกษามากที่สุด (Walt และ 

Agayn, 1994) 

พันธะโคเวเลนต เปนพันธะที่เกิดจากอะตอมรวมกนั โดยการถายอิเลก็ตรอนอยางสมบูรณ

และอะตอมใชอิเล็กตรอนรวม เชน พนัธะในโมเลกุล H2, O2, Cl2 เปนตน เรียก พนัธะโคเวเลนต 

หรือ เรียกใหเต็มวา พนัธะโคเวเลนตไมมขีั้ว (non-polar covalent bond) ซึ่งหมายถึง ไมมีขั้วประจุ

ในโมเลกุลที่เกดิพันธะเพราะ e- คูใชรวมกัน และกระจายอยางสมมาตร พันธะแบบนี้ ion 

character = 0  

 

2. วิธีการเชื่อมขวาง (Cross-linking method) การทําการเอนไซมตรึงรูปโดยวิธนีี้อาศัยวิธีการสราง

พันธะโคเวเลนต แตวิธนีี้ไมตองใชตัวพยงุ เอนไซมจะถกูตรึงรูปอยูไดโดยการสรางพันธะเชื่อมขวาง

ระหวางภายในโมเลกุลของเอนไซม โดยอาศัยการเชื่อมขวางซึง่ทําหนาที่เชื่อมขวางระหวาง

โมเลกุล 2 โมเลกุล หรือมากกวา (bi or multifunctional reagents) หรือเรียกสารเชื่อมขวาง 

(cross-linkers) ซึ่งมีผลใหเอนไซมหลายโมเลกุลเกาะกลุมกลายเปนโมเลกุลละลายน้ํานอยลง 

 ตัวอยางการเชื่อมขวาง ซึง่จะทาํปฏิกิริยาระหวางโมเลกุลเอนไซมในลักษณะตาง ๆ เชน 

สารละลายกลตูารัลดีไฮด อนุพนัธไอโซโทโอไซยาเนต อนุพนัธไอโซไซยาเนต ไบซไดอะโซเบนซิดนี 

เนื่องจากการใชสารเชื่อมขวางเหลานี้กอใหเกิดพันธะโคเวเลนตระหวางโมเลกุลเอนไซม ฉะนั้นจะมี

ผลตอโครงสรางสามมิติ และแอกทิวิตีของเอนไซมไดงาย 
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3.วิธีการหอหุม (Entrapping method) วิธีการหอหุมเปนวิธกีารตรึงรูปแบบรวมเอนไซมอิสระไวใน

ชองวางของตาขายพอลิเมอรหรือหอหุมเอนไซมอิสระไวดวยเยื่อบางทีย่อมใหสารซมึผานไดบาง 

(semipermeable membrane) (Kennedy และ Melo, 1990)  ดังนัน้จึงแบงเปน 2 ประเภท คอื 

หอหุมเอนไซมในชองตาขาย (lattice type) และหอหุมเอนไซมไวในแคปซูลเล็ก (microcapsule 

type) การตรึงรูปเอนไซมวธิีนี้แตกตางจากการเชื่อมพนัธะโคเวเลนต และวิธีเชื่อมขวาง กลาวคือ 

เอนไซมไมเชื่อมพันธะเคมกีบัสารหอหุม ดงันัน้วธิีนี้จงึไดนิยมใชอยางแพรหลาย แมวาปฏิกิริยาทาง

เคมีที่ทาํใหเกดิ สารพอลิเมอรสําหรับหอหุมนัน้ ตองการภาวะที่รุนแรงมาก อาจจะมีผลกระทบตอ

แอกทิวิตีของเอนไซม จงึตองเลือกหาภาวะที่มีผลกระทบนอยที่สุด 

 

3.1 วิธีหอหุมเอนไซมในชองตาขายของพอลิเมอรไมละลายน้ํา ทําไดลักษณะที่ผสม

เอนไซมเขากับสารหอหุมในขณะกําลังจะเกิดพอลิเมอร โมเลกุลของเอนไซมจะถูกหอหุม

ดวยชองตาขายอยางสม่ําเสมอ ทุกชองอยางชา ๆ การตรึงรูปเอนไซมลักษณะนี้จะสงผล

กระทบตอเสถียรภาพของโปรตีนเอนไซมโดยตรง เนื่องจากสารที่กําลังรวมตัวเปนพอลิ-

เมอรมักจะทําปฏิกิริยารุนแรงในการสรางพันธะเคมี ตัวอยางพอลิเมอรและโมโนเมอร และ

สารเชื่อมขวางที่ใชในการหอหุมเอนไซม คือ พอลิเมอรธรรมชาติ ไดแก แปง แปงบุก ไคติน

ไคโตซาน อัลจิเนต คารราจีแนน พอลิเมอรสังเคราะห ไดแก พอลิอะครีลาไมด พอลิไวนีล

แอลกอฮอล พอลิเอทิลีนไกลคอล ไดเมทอะคริลเรต พอลิเมอร 

 

3.2 วิธีการหอหุมเอนไซมในแคปซูลเล็ก (Microcapsule type) เทคนิคการทําแคปซูลเล็ก 

จะเปนวิธทีี่ชวยปองกนัผลกระทบทีม่ีผลตอแอกทิวิตีของเอนไซม แคปซูลเล็กของเอนไซมที่

ไดริเร่ิมทํากันมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 1-100 ไมครอน กรรมวิธกีารทําแคปซูลเล็กของ

เอนไซมมีวธิีตาง ๆ แบงตามลักษณะการเกิดพอลิเมอร (Macario และคณะ, 2009) 

 

 3.2.1 วิธีการเกิดพอลิเมอรระหวางชัน้ (Interfacial polymerization method) 

เปนวธิีการหอหุมเอนไซมดวยพอลิเมอร ซึ่งทาํเปนแบบแผนบาง สารซึมผานไดบางสวน 

การทาํแคปซูลเกิดขึ้นพรอมกับการเกิดพอลิเมอรที่เกิดจากโมโนเมอรตางชนิดกัน 2 อยาง 

คือ โมโนเมอรชอบน้ํา และโมโนเมอรไมชอบน้ํา เกิดพอลิเมอรที่ระหวาง (Interfacial 

polymerization) 

3.2.2 วิธกีารทําแหง (Liquid drying method) เปนวิธกีารทําแคปซูลเล็กของ

เอนไซมโดยการใชละลายสารพอลิเมอรแลวทาํใหแหง ระเหยตัวทําละลายอนิทรยีออกไป 

ขณะเกิดแคปซูลเล็กของเอนไซม 
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2.8.6 รูปของเอนไซมตรึงรูป (Forms of Immobilized Enzymes) 
 
 รูปของเอนไซมตรึงรูปแบงออกเปน 4 รูป คือ อนุภาค เยื่อ หรือฟลม หรือแผน หลอด และ

เสนใย รูปของเอนไซมตรึงรูปที่เตรียมไดสวนใหญอยูในรูปอนุภาค เนื่องจากมีขอไดเปรียบหลาย

ประการ กลาวคือ 

1. ใชงาย 

2. มีตัวพยงุหลายประเภทที่สามารถเตรียมไดลักษณะอนภุาค 

3. ใหพืน้ที่ผิวใหญกวารูปอ่ืน ๆ ซึ่งจะมีผลใหประสิทธิภาพของปฏิกิริยาสงูกวา 

 

ปจจุบันนี้งานวิจัยดานการทาํเอนไซมตรึงรูปในรูปเยื่อ หลอด และเสนใยก็มเีพิ่มมากขึ้น 

แตไมมากเทาการทาํแบบอนุภาค อยางไรก็ตาม การเตรียมเอนไซมตรึงรูปจะอยูในรูปแบบใดก็ตอง

เหมาะสมกับการใชงานตลอดทั้งเครื่องปฏิกรณชีวภาพที่ใชรูปของเอนไซมตรึงรูปชนิดตาง ๆ พอ

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

 

1.1 อนุภาค (Particles) การทาํเอนไซมตรึงรูปในลักษณะอนุภาค (Yi และคณะ, 2009) 

ตัวพยงุที่ใชจะเปนตัวกาํหนดขนาดอนุภาค เชน ทราย ผงคารบอน สารดูดซับ แกว

พรุน เปลือกไข ไคทิน และสารพอลิเมอรที่ทําเปนแคปซูลเล็ก ขนาดโดยทัว่ไปอยู

ระหวาง 50-200 เมช มีรูปรูปรางทรงกลม 

 

1.2 เยื่อ (Membranes) หรือฟลม (Film) หรือแผน (Plate) (Li และคณะ, 2009) เยื่อของ

เอนไซมสามารถเตรียมไดโดยการใชตัวพยงุตรึงรูปใหอยูในลักษณะเยือ่ สวนวิธกีาร

ตรึงรูปนั้นทําไดหลายแบบ เชน วิธกีารเกาะกับตัวพยงุในลักษณะมีพนัธะเคม ี ฟสิกส 

หรือไมมีพนัธะเคมี และหอหุมดวยเยื่อ 

 

1.3 หลอด (Tubes) การทําเอนไซมตรึงรูปแบบหลอด เปนวธิีที่ไมแพรหลายเทากับการทาํ

แบบเยื่อ สวนวิธีการตรึงรูปสามารถทําไดหลายวธิีเชนเดียวกับแบบอนุภาคและเยื่อ 

ตัวอยางตัวพยุงที่เปนหลอด ไดแก หลอดไนลอน หลอดพอลิอะมิโนสไตรีน 

(polyaminostyrene tube) และหลอดพอลิอะครีลาไมด (polyacrylamide tube) 

 

1.4 เสนใย (Fibers) การทําเอนไซมใหอยูในรูปเสนใย (Chu  และคณะ, 2008) มักทําใน

ลักษณะการหอหุมเอนไซมไวในเสนใยเซลลูโลสอะซิเทต โดยมีขัน้ตอนการทาํดังกลาว
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ไดยอ ๆ คือ ผสมสารละลายเอนไซมในกลีเซอรอลทีละหยดลงในสารละลายของ

เซลลูโลสอะซิเทตที่ละลายในเมทีลีนคลอไรด กวนสารละลายนี้ชา ๆ จนกระทั่งเกิด

เปนอิมัลชัน เมื่อแชสารละลายอิมัลชนัลงในภาชนะสําหรับการตกตะกอนที่มีโทลูอี

นพรอมกบัคอย ๆ สาว (spin) จะไดเสนใย ทําเสนใยที่ไดใหแหงโดยภาวะสุญญากาศ

เพื่อแยกตัวทาํละลาย  

 

ตารางที ่ 2 แสดงการเปรยีบเทยีบการตรึงเอนไซมดวยวิธกีารตาง ๆ (Kennedy และ Cabral, 

1987) 

เทคนิคการตรึงเอนไซม  
คุณสมบัติ เชื่อมโยง ดูดยึดทาง

กายภาพ 
ดูดยึดดวย
พันธะไอ
ออนิก 

ดูดยึดดวย
พันธะโค 
เวเลนท 

ดักจับ 

1. วิธกีารเตรียม สะดวก สะดวก สะดวก ยุงยาก ยุงยาก 

2. การยึดระหวางเอนไซมกบั

วัสดุค้ําจุน 

แข็งแรง ออน ปานกลาง แข็งแรง ปานกลาง 

3. การนําตวัวสัดุค้ําจุน

กลับมาใชซ้าํ 

ไมได ได ได ไดในบาง

กรณี 

ไมได 

4. ตนทุนในการตรึง ปานกลาง ปานกลาง ต่ํา ต่ํา สูง 

5. ความคงตัวของเอนไซม

ตรึงรูป 

สูง ต่ํา ปานกลาง สูง สูง 

6. การประยุกตใชงาน ไมได ได ได ไมได ได 

7. การปองกนัการสลายตวั

ของเอนไซมจากจุลินทรีย 

ไดบางครั้ง ไมได ไมได ไมได ได 

 

 
2.8.7 ประโยชนและความสําคัญของไลเพสในดานอุตสาหกรรม 
 

 การใชไลเพสเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วและมีบทบาทอยางมากในอุตสาหกรรมที่เกี่ยวกับ

เทคโนโลยีชีวภาพ โดยเฉพาะอุสาหกรรมอาหาร วิทยาศาสตรการแพทย อุตสาหกรรมยา 

อุตสาหกรรมเคมี และแหลงเชื้อเพลิงชีวภาพ (Stehr และคณะ, 2003; Steiner และ Williams, 

2002; Pandey และคณะ, 1999) ขอดีที่สําคัญของไลเพส คือมีความคงทนในตัวทําละลายอินทรีย 
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จึงสามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ไดทั้งในระบบที่มีตัวทําละลายอินทรียและ

ปราศจากตัวละลายอินทรีย (Sharma และคณะ, 2001) และยังสามารถทํางานไดในสภาพที่

ปราศจาก cofactors นอกจากนี้ยังมีความจําเพาะตอซับสเตรท และมี enantioselectivity สูงดวย 

 
 2.8.7.1 ไลเพสในสารซักลาง 
 
 ในการผลิตสารซักลางไลเพสที่ใชมีความจําเพาะตอซับสเตรทต่ํา แตมีความคงทนตอ

สภาพที่เปนดาง ทนตอสารลดสารตึงผิว (surfactants) และอุณหภูมิสูง เอนไซมที่มีลักษณะตามที่

ตองการนี้เปนเอนไซมในกลุม surfactant lipase นอกจากนี้ยังสามารถทํางานรวมกับเอนไซม 

amylase, cellulose และ protease ไดดวย (Jaeger และ Reezt, 1998; Pandey และคณะ, 

1999; Rathi และคณะ, 2001) ดังนั้นเอนไซมที่ใชสารซักลางจึงตองทนตอดางและความรอน 

เชนไลเพสจาก P. alkaligenes ทํางานไดดีที่ pH 7-11 อุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียส มีความ

คงทนตอสารลดแรงตึงผิวที่เปนทั้ง anionic และ nonionic ในสภาพการซักลาง (Pandey และ

คณะ, 1999) 

  
 2.8.7.2 ไลเพสในยาฆาแมลง 
 
 ดานเทคโนโลยีชีวภาพของยาฆาแมลง  ไลเพสถูกนํามาใชเปน  enantioselective 

biocatalyst ในตัวทําละลายอินทรีย ซึ่งเอนไซมที่ใชสวนใหญเปนเอนไซมที่ถูกตรึงเพื่อลดตนทุน

และปองกันการปนเปอนจากสิ่งแวดลอมภายนอก โดยทั่วไปยาฆาแมลงผลิตไดจากการทํา 

resolution ของ racemic mixtures ของแอลกอฮอล หรือ carboxylic esters ในปฏิกิริยา 

stereospecific synthesis reaction (Pandey และคณะ, 1999) 

 
2.8.7.3 ไลเพสในอุตสาหกรรมอาหาร 

 
 การใชไลเพสในอุตสาหกรรมอาหารเริ่มตนต้ังแตศตวรรษที่ 20 โดยมีวัตถุประสงคเพื่อ

ปรับปรุงกระบวนการทางเคมีที่ใชกันอยูเดิมในอุตสาหกรรมอาหาร สําหรับอุตสาหกรรมการผลิต

น้ํามันและไขมัน ไลเพสถูกนํามาใชในการดัดแปลง (modification) คุณสมบัติของน้ํามันโดยการ

เปลี่ยนแปลงตําแหนงและชนิดของกรดไขมันที่เขาจับกับกลีเซอรอลในโมเลกุลน้ํามันหรือไขมัน 

เพื่อใหไดคุณสมบัติตามที่ตองการ ซึ่งวิธีนี้ทําใหไดน้ํามันชนิดใหม ๆ และนําไปสูการพัฒนาสารที่

ใหกลิ่น รส (flavors) ในอาหารดวย 
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 Pabai และคณะ, (1995) ใชไลเพสในการเรงปฏิกิริยา inter-esterification ของไขมันเนย 

(butter fat) เพื่อลดปริมาณกรดไขมันอิ่มตัวชนิดสายยาว และเพิ่มปริมาณกรดโอเลอิก (C18:1) 

ตรงตําแหนงที่ 2 ของโมเลกุลไขมันเนย ทําใหไดไขมันเนยที่มีคุณคาทางโภชนาการมากกวาเดิม 

นอกจากใชไลเพสในการปรับเปลี่ยนคุณสมบัติน้ํามันแลว ยังมกีารใชไลเพสในการเรงปฏิกิริยาอื่น 

ๆ เพื่อผลิตเอสเทอรที่เปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมตาง ๆ เชนอุตสาหกรรมเครื่องสําอางค และยา ได

อีกดวย เชน Weber และคณะ (2001) ใชไลเพสจาก Candida rugosa เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเท-

อริฟเคชัน ระหวาง methyl esters ของ fatty acids และ sterols เพื่อผลิต steroid esters ที่ใชเปน

สวนผสมในเครื่องสําอาง และยา 

 
 2.8.7.4 ไลเพสในการผลิตเชื้อเพลิง 
 
 เปนที่ทราบวาสิ่งที่ไดรับความควบคูกับการเผาไหมเชื้อเพลิงจากฟอสซิล (fossil fuel) คือ

กาซคารบอนไดออกไซด คารบอนมอนอกไซด และซัลเฟอร อันเปนผลทําใหสิ่งแวดลอมเต็มไปดวย

มลพิษ ภาวะเชนนี้ทําใหเร่ิมมีความสนใจที่จะนําเชื้อเพลิงเหลว (liquid fuel) ที่ไดจากการนํา

วัตถุดิบทางชีวภาพ (biomass) กลับมาใชใหมและมีการพัฒนาแหลงพลังงานนี้อยางเนื่อง เพื่อ

เปนทางเลือกใหมของการผลิตเชื้อเพลิงในอนาคต 

 

 Fatty acid methyl esters (biodiesel fuel) คือ เชื้อเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล ที่ไดจาก

น้ํามันพืช ไขมันสัตว และน้ํามันปรุงอาหารที่ใชแลวถูกนํากลับมาใชเปนแหลงพลังงานอีกครั้งตั้งแต

ทศวรรษที่ผานมา แหลงพลังงานประเภทนี้ไมกอใหเกิดมลพิษตอสภาพแวดลอม เนือ่งจากสามารถ

ถูกยอยสลายได และไมเปนพิษ ซึ่งมีการทดลองใช biodiesel fuel จากอุตสาหกรรมน้ํามันพืชเพื่อ

นํามาใชทดแทนเชื้อเพลิงจากฟอสซิล ในทวีปอเมริกาเหนือ และยุโรป (Krawczyk, 1996; 

Cvengros และ Cvengrosona, 1994) 

 
2.9 กระบวนการผลิตไบโอดีเซล  

มี 4 วิธี 

1. การผสมน้ํามันพืชในดีเซลโดยตรง (Blending) 

2. ไมโครอิมัลชัน (Microemulsion) เปนการกระจายของอนุภาคของเหลวที่แขวนลอยใน

สารตัวกลางของเหลวอีกชนิดหนึ่งอยางสมดุล (Ma, และ Hanna,1999) 

3. ไพโรไลซิส (Pyrolysis) เปนการเปลี่ยนแปลงโมเลกุลของน้ํามัน โดยใชความรอนเพียง

อยางเดียว หรือใชตัวเรงปฏิกิริยารวมดวย เพื่อทําใหน้ํามันที่มีโมเลกุลใหญแตกตัว
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เปนโมเลกุลที่เล็กลง ดวยการผสมน้ํามันพืชและแอลกอฮอลที่มีสายสั้น (Ma, และ 

Hanna,1999)   

4. ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน (Transesterification) เปนกระบวนการเปลี่ยนแปลง

ไตรกลี เซอไรดของน้ํามันพืช  ไขมันสัตว  หรือน้ํามันที่ผานการใชงานแลวให

สารประกอบเอสเทอรโดยการทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล ในภาวะที่ใชหรือไมใชตัวเรง

ปฏิกิริยา (Li และคณะ, 2006) 

 

 ไบโอดีเซล สามารถผลิตไดจากน้ํามันจากเมล็ดทานตะวัน ถั่วเหลือง ปาลม ดอกคําฝอย 

canola และ rapeseed ดวยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ซึ่งตองใชสารเคมีหรือไลเพสเปน

ตัวเรงปฏิกิริยา (Clark และคณะ, 1984) 

 
2.9.1 การใชสารเคมีเปนตัวเรงปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

 
 การใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยา 

 

 การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยา จะเกิดชากวาเมื่อใช

เบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา นอกจากนี้ยังตองทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิสูง และยังใชเวลาที่นานกวาถึงจะ

เกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ อยางไรก็ตาม ถากลีเซอไรดมีสวนประกอบของกรดไขมันอิสระและมนี้าํ

อยูมาก ดังนั้นการใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนกรดจะดีกวาการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา (Ma และ 

Hanna, 1999) กรดที่นิยมใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน คือ กรดซัลฟวริก กรดฟอส

โฟริก กรดไฮโดรคลอริก หรือซัลโฟนิกของสารอินทรีย มีรายงานการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-

ฟเคชันโดยใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาดังนี้ 

 

Mohamad และคณะ (2002) ใชกรดไฮโดรคลอริกและกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยาท-

รานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมใชแลวจากรานอาหาร โดยแปรผันความเขมขนของตัวเรง

ปฏิกิริยาเปน 0.5 1.0 1.5 และ 2.25 โมลาร ตามลําดับ พบวา ความเขมขนของกรดที่ใชเพิ่มมาก

ขึ้นปฏิกิริยาจะเกิดไดเร็วขึ้น และคาความหนืดของเอทิลเอสเทอรที่ไดจะนอยลงดวย และพบวาที่

ความเขมขน 2.25 โมลาร กรดซัลฟวริกเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไดดีกวากรดไฮโดรคลอ-

ริก 
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 Tashtosh และคณะ (2004) ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเปลี่ยนแปลงไขมันสัตวที่ใช

แลวเปนเมทิลและเอทิลเอสเทอร โดยใชกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา เมื่อใชเอทานอลที่

มากเกินพอสามารถเปลี่ยนไขมันสัตวเปนเอสเทอรไดมากกวาเมทานอล และยังไดเอทิลเอสเทอรที่

มีความหนืดต่ํากวาเมทิลเอสเทอร ภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค-

ชัน คือ เมื่อใชเอทานอลในปริมาณมากเกินพอในการทําปฏิกิริยา อุณหภูมิที่เหมาะสมในการ

เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 50 องศาเซลเซียส เวลาที่ใชทําปฏิกิริยา 2 ชั่วโมง จะเกิดเอทลิ

เอสเทอรรอยละ 78 โดยน้ําหนัก 

 

 การใชเบสเปนตัวเรงปฏิกริิยา 

 

 การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิ ริยา เบสที่ใชกัน 

ประกอบดวยโซเดียมไฮดรอกไซด โซเดียมเมทอกไซด โซเดียมเอไมด โซเดียมไฮดรายด โปแทส-

เซียมไฮดรอกไซด โปแทสเซียมเมทอกไซด และโปแทสเซียมไฮดรายด โดยทั่วไปที่นิยมใช

โซเดียมไฮดรอกไซด และโปแทสเซียมไฮดรอกไซดซึ่งมีราคาถูก การใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาเกิด

การกัดกรอนนอยกวากรด นอกจากนี้เมื่อใชในปริมาณที่เทากันปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่

ใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะเกิดเร็วกวาเมื่อใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาถึง 4000 เทา (Formo, 

1954) จึงมักนิยมใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบสอยางกวางขวางในระดับการผลิตขนาดใหญ 

 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยมีเบสทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกิริยานั้น กลีเซอไรดและ

แอลกอฮอลที่ใชในปฏิกิริยาจะตองมีน้ําในโมเลกุลใหนอยที่สุด (Wright และคณะ, 1944) ทั้งนี้

เพราะน้ําจะไปทําใหเกิดปฏิกิริยาสะปอนนิฟเคชัน (saponification) ซึ่งหมายถึงการเกิดสบู ทําให

ประสิทธิภาพการผลิตเอสเทอรลดลง และทําใหการแยกกลีเซอรอลออกจากเอสเทอรยากขึ้นดวย 

มีรายงานการใชเบสทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดังนี้ 

 

 ธนาทิพย อัศวผดุงสิทธ และคณะ (2547) ศกึษาการสังเคาระหเมทิลเอสเทอรจากน้ํามัน

พืชใชแลวในระดับหองปฏิบัติการ โดยใชน้ํามันพืชใชแลวจากรานอาหารและเมทานอล โดยมี

โซเดียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอรคือ

อัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอน้ํามันพืชใชแลวเปน 4.5 : 1 ใชโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 1 

โดยน้ําหนักของน้ํามันพืช ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 5 

นาที ไดเมทิลเอสเทอรรอยละ 92.3 ของปริมาณสารตั้งตน 

 Nimcevic และคณะ (2000) ศึกษาการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันจากน้ํามัน 

rapeseed กับแอลกอฮอล โดยใชโปแทสเซียมไฮดรอกไซด และกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
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พบวาเมื่อใชโปแทสเซียมไฮดรอกไซดสามารถเกิดเฉพาะเมทิลเอสเทอรและเอทิลเอสเทอร สําหรับ

กรดซัลฟวริกสามารถเกิดโพรพิวเอสเทอรและบิวทิลเอสเทอรไดเทานั้น นอกจากนี้ที่อุณหภูมิใกล

จุดเดือดของแอลกอฮอลการใชกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยาทําใหลดเวลาในการทําปฏิกิริยา 

และแอลกอฮอลชนิดโซกิ่งจะเกิดปฏิกิริยาชากวาแอลกอฮอลชนิดโซตรง 

 

การใชเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยา 

 

ถึงแมวาการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันจะไดปริมาณอัลคิลเอสเทอร

มาก และใชเวลาในการทําปฏิกิริยานอยก็ตาม แตการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยายังมีขอเสียอยูมาก 

เชน การแยกกลีเซอรอลออกจากปฏิกิริยาทําไดยาก เสียคาใชจายในการแยกตัวเรงปฏิกิริยาที่เปน

เบสออกจากผลิตภัณฑ น้ําเสียที่ไดจากการใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เบสตองเสียคาใชจายเพิ่มในการ

บําบัด และนอกจากนี้ปริมาณกรดไขมันอิสระ และปริมาณน้ํายังสงผลกระทบตอปฏิกิริยาไดอีกดวย 

  

ไลเพสทัง้ที่ไดจากเซลลและที่ผลิตออกมานอกเซลล สามารถนาํมาใชเปนตวัเรงปฏิกริิยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชนัไดทัง้ในภาวะที่มีและปราศจากน้าํ และยงัพบอีกวาการใชไลเพสเปนตวัเรง

ปฏิกิริยาสามารถชวยลดปญหาทีเ่กิดจากกระบวนการที่ใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาได  

 

ตารางที่ 3 การเปรียบเทียบระหวางวิธีการใชกรด-ดางเปนตัวเรงปฏิกิริยาและการใชไลเพสเรง

ปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซล  

ปจจัย การใชดางเปน

ตัวเรงปฏิกิริยา 

การใชกรดเปน

ตัวเรงปฏิกิริยา 

การใชไลเพสเปน

ปฏิกิริยา 

1. อุณหภูมทิี่ใชทําปฏิกิริยา 60-70 55-80 30-40 

2. กรดไขมันอสิระที่อยูในวัตถุดิบ ผลิตภัณฑสบู เอสเทอร เมทิลเอสเทอร 

3. น้าํที่อยูในวตัถุดิบ รบกวนปฏิกิริยา รบกวนปฏิกิริยา ไมรบกวนปฏกิิริยา 

4. ปริมาณของเมทิลเอสเทอร ปกติ ปกติ มากกวา 

5. การเก็บกลีเซอรอล ยาก ยาก งาย 

6. การทําใหเมทิลเอสเทอรบริสุทธิ ์ ลางซ้าํ ลางซ้าํ ไมมี 

7. ตนทุนการผลิต ถูก ถูก คอนขางแพง 

ที่มา: (Marchetti, Miguel และ Errazu, 2001) 
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Watanabe และคณะ (2001) ใชไลเพสจาก Candida antarctica ที่ถูกตรึงในการผลิตไบ-

โอดีเซลแบบตอเนื่องจากน้ํามันผสมระหวางน้ํามันถั่วเหลืองกับน้ํามัน rapeseed โดยทําปฏิกิริยา

กับเมทานอล (methanolysis reaction) จากการผลิตครั้งนี้ไดปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงถึง 93% 

และสามารถใชไลเพสไดนานถึง 100 วัน และในป ค.ศ. 2001 Crabbe และคณะ ใชไลเพสในการ

เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในการผลิต crude palm oil – fatty acid methyl ester (CPO-

FAME) หรือ crude palm oil methyl ester (CPOE) ซึ่งเปนเชื้อเพลิงชีวภาพจากน้ํามันปาลมดิบที่

มีราคาถูกกวาน้ํามันจากเมล็ด canola rapeseed และถั่วเหลืองไดสําเร็จ 

 

 การที่น้ํามันจากเมล็ดพืชไดรับความสนใจในการนําไปผลิตเชื้อเพลิง (diesel engines) มา

เปนเวลานานนั้นเปนเพราะวาน้ํามันประเภทนี้มีปริมาณความรอน (heat content) ประมาณ 90 

เปอรเซ็นต ของน้ํามันประเภท transportation fuel (No.2 diesel fuel) แตมีขอเสียของน้ํามัน

ประเภทนี้ คือมีความหนืดสูงอันเปนขอจํากัดในการนํามาไปใชกับเครื่องยนตดีเซลแบบหัวฉีดรุน

ใหม ๆ 

การนําไลเพสมาเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันยังไมนิยมสําหรับการผลิตใน

ระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากราคาของไลเพสคอนขางสูง ดังนั้นจึงไดมีการพัฒนาผลิตไลเพสจาก  

จุลินทรียเพื่อนําไปใชในการพัฒนากระบวนการผลิตไบโอดีเซล โดยสามารถใชไลเพสตรึงรูปเปน

ตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันใหเหมาะสมกับการผลิตในระดับอุตสาหกรรม จะสามารถ

แกปญหาราคาน้ํามันดีเซลที่สูงขึ้น โดยผลิตไบโอดีเซลมาใชทดแทนน้ํามันดีเซล และยังแกปญหา

สิ่งแวดลอม เนื่องจากการใชน้ํามันไบโอดีเซล จะเกิดคารบอนมอนนอกไซดนอยเนื่องจากการเผา

ไหมที่สมบูรณกวา ไอเสียนอยกวา เพราะปริมาณออกซิเจนในไบโอดีเซลจึงทําใหการสันดาป

เกิดขึ้นไดสมบูรณกวาน้ํามันดีเซล และไมมีกํามะถัน จึงไมมีปญหาเรื่องของปริมาณของซัลเฟต 

นอกจากนี้ยังมีเขมาคารบอนนอย ทําใหไมเกิดการอุดตันของระบบไอเสีย และชวยยืดอายุการ

ทํางานของเครื่องยนต (Gerpen, 2005)   

 

2.9.2 ระบบการผลิตไบโอดีเซล (Levenspiel, 1999; Fogler, 2006) 
 

1. การผลิตแบบกะ (batch production) 

 

การผลิตแบบครั้งเดียวเสร็จส้ิน (one-off production) ลักษณะเดนซึ่งเปนจุดสําคัญ

ของการผลิตแบบนี้ คือ สารตั้งตนทั้งหมดของการผลิตถูกผสมเพื่อทําปฏิกิริยาไปในครั้งเดียว ณ 

บริเวณที่ทําปฏิกิ ริยาการผลิต ซึ่งอาจเปนขวด หรือถังปฏิกรณ เปนตน หลังจากนั้นจึงจะ
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เคลื่อนยายผลิตภัณฑและสวนประกอบอื่น ๆ ที่ไดจากการผลิตนี้ ไปสูขั้นตอนถัดไป การผลิตแบบ

กะ มีความไมสะดวกอยูหลายประการ คือ การผลิตจะไมตอเนื่อง ถูกรบกวน เนื่องมาจากผลิตได

เปนครั้งคราวไป หลังการผลิตแตละครั้ง เครื่องมือหรืออุปกรณการผลิตตาง ๆ จะตองมีการติดตั้ง

ใหมหมดและผลิตภัณฑที่ไดจากการผลิตแตละครั้งอาจมีคุณภาพแตกตางกันไป การผลิตแบบนี้

เหมาะสมกับการผลิตในปริมาณไมมาก หรือไมตองการผลิตเปนระยะเวลาที่ยาวนาน และ

เหมาะสมกับการทดลองในระดับหองปฏิบัติการ 

 

2. การผลิตแบบตอเนื่อง (continuous production) 

 

การผลิตแบบตอเนื่อง เปนการผลิตที่มีการผานสารตั้งตนของการผลิตเขาไปอยางตอเนื่อง 

ณ บริเวณที่ทําปฏิกิริยา ซึ่งอาจเปนคอลัมน หรือทอปฏิกรณ เปนตน การผลิตแบบตอเนื่องมีความ

ไดเปรียบกวาการผลิตแบบครั้งเดียวอยูหลายประการ คือ การผลิตแบบตอเนื่องไมถูกรบกวน จึงได

ผลิตภัณฑออกมาเรื่อย ๆ ในการผลิตติดตั้งเครื่องมือหรืออุปกรณการผลิตตั้งแตเร่ิมแรกเพียงครั้ง

เดียว สามารถผลิตตอไปไดอีกนาน ซึ่งเปนการประหยัดเวลา และแรงงานในการผลิต ผลิตภัณฑที่

ไดจากการผลิตมีคุณภาพเทาเทียมกันคงที่ อีกทั้งสามารถใชระบบการควบคุมแบบอิเล็กทรอนิกส

มาควบคุมการผลิตแบบตอเนื่องนี้ได ทําใหสะดวก รวดเร็ว แมนยํา และเปนการประหยัดคาใชจาย

ดานแรงงาน การผลิตแบบนี้เหมาะกับการที่ตองการผลิตในปริมาณมาก หรือตองการผลิตเปน

ระยะเวลายาวนานในระดับอุตสาหกรรม 

 
2.9.3 ประโยชนของการใชไบโอดีเซล 

 
 ไบโอดีเซลเปนเชื้อเพลิงชีวภาพที่ปราศจากสารพิษ เก็บรักษาไดอยางปลอดภัย สามารถ

ยอยสลายไดทางชีวภาพ และที่สําคัญ ไบโอดีเซลผลิตจากน้ํามันพืชทําใหองคประกอบของไบโอ

ดีเซลไมมีแรธาตุกํามะถัน แตมีออกซิเจนเปนองคประกอบประมาณ 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก จึง

ชวยในการเผาไหมไดดีขึ้น และลดปริมาณมลพิษจากแกสพิษตาง ๆ เชน ซัลเฟอรไดออกไซด 

คารบอนไดออกไซด และคารบอนมอนนอกไซด ซึ่งจะทําใหเกิดปรากฎการณภาวะเรือนกระจก

ลดลง อีกทั้งยังชวยลดเขมา และฝุนละอองดวย นอกจากนี้การผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันพืชใชแลว 

ชวยลดการนําน้ํามันที่ใชแลวไปประกอบอาหารซ้ํา และยังชวยปองกันมิใหนําน้ํามันพืชที่ใชแลว 

(ซึ่งมีสารไดออกซินที่เปนสารกอมะเร็ง) ไปผลิตเปนอาหารสัตว (Martin และ Otero, 2008) 

 การใชไบโอดีเซลสามารถชวยการนําเขาของน้ํามันดิบจากตางประเทศไดบางสวน ซึ่งใน

แตละปประเทศไทยสูญเสียเงินจํานวนมากเพื่อการนําเขาของน้ํามันดิบกวา 300,000 ลานบาท 
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และการใชน้ํามันไบโอดีเซลที่สามารถผลิตไดภายในประเทศ ถือเปนการสรางความมั่นคงและ

เสถียรภาพทางดานพลังงานของประเทศ (คณะกรรมาธิการพลังงาน สภาผูแทนราษฎร, 2545) 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 วัสดุอุปกรณ 
ตูปลอดเชื้อ (laminar flow)         (Clean model, Lab service Ltd) 

เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (shaking incubator)         (Vision Scientific Co., Ltd)  

เครื่องชั่งแบบละเอียด                (Sartorius, Germany) 

เครื่องกวนแทงแมเหลก็ (magnetic stirrer)   (Barnstead, U.S.A.) 

เครื่องวัดความเปนกรดดาง (pH meter)      (Model 250, Denver Instrument) 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง   (ANTHOS Zenyth 200 Microplate Spectrophotometer) 

เครื่องปนเหวีย่ง (micro refrigerated centrifuge)               (Kubota 3700, Japan) 

ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven)                  (Memmert, Germany) 

เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อความดันสูง (autoclave)  (Ta Chang Medical instrument, Taiwan) 

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

กระดาษกรองเบอร 1                               (Whatmann) 

แผนโครมาโทกราฟ ชนิดอะลูมิเนียม ซิลกิา เจล 60 F254    (Merck, Germany) 

เมมเบรนฟลเตรชัน ขนาด 10 KDa        (Millipore, U.S.A.) 

เครื่องตัดจุกคอรก เบอร 9 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร (cork borer) 

เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสงู (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) 



 36 

โรดามีน บี (rhodamine B)                (Ajax Finechem, Australia) 

กัมอะราบิค (gum Arabic)                (Fluka, Switzerland) 

พารา-ไนโตรฟนิล ปาลมมิเตท (p-nitrophenyl palmitate)                     (Sigma,U.S.A.) 

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

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

บัฟเฟอรทริส (tris-HCl)                     (Scharlau,Spain) 

พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol)                 (Fluka,Switzerland) 

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4•5H2O)                (Ajax Finechem, Australia) 

โพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต (C4H4KNaO6•5H2O)               (Merck, Germany) 

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)                (Ajax Finechem, Australia) 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)                (Ajax Finechem, Australia) 

สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (folin phenol regent)           (Carlo Erba, Milan, Italy) 

โบไวนซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin = BSA)     (Merck, Germany) 

สารละลายกลูตารัลดีไฮด (glutaraldehyde)   (Fluka,Switzerland) 

คลอโรฟอรม (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) 

 กรดซัลฟวริก (sulfuric acid)          (RIEDEL-DE-HAEN, Germany) 

            เมทานอล (methanol)     (Labscan, Thailand) 

 กรดฟอรมิค (formic acid)  (Scharlau, Spain) 

3.3 วัตถุดิบ 
ผงแปงถั่วเหลือง (soybean flour)          (โปรตาซอย, สาลีกิจ จํากัด, ไทย) 

น้ํามันปาลม (palm oil)               (มรกต อินดัสตร้ีส จํากัด, ไทย) 

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

น้ํามันรําขาว (refined rice bran oil)            (แชมป อินดัสตร้ีส จํากัด, ไทย)           

น้ํามันมะพราว (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 เพื่อใชทดสอบ 
 

นําราสายพันธุ F. solani ที่ไดรับความอนุเคราะหจากหนวยปฏิบัติการผลิตเชื้อเพลิง

ชีวภาพดวยตัวเรงปฏิกิริยาชีวภาพ (วราภรณ, 2549) ซึ่งเปนราที่มีความสามารถในการผลิตไลเพส

มาทดสอบความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพส โดยเลี้ยง F.solani CU103 บนอาหารเลี้ยง

เชื้อแข็ง (Potato Dextrose Agar) PDA แลวบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน สําหรับเปนหัวเชื้อ 

ดังแสดงในภาพที่ 2 

 

 

 
 
ภาพที่ 2 ลกัษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชือ้ PDA เปนเวลา 7 วัน ของรา

สายพนัธุ F. solani  CU103   

 

สวนลักษณะสัณฐานวิทยาของเสนใยและสปอรภายใตกลองจุลทรรศนพบวาราไอโซเลต 

CU103 มีเสนใยแบบมีผนังกั้น มีโคนิดิโอสปอรเปนลักษณะยาวรี มีขนาดสปอรเล็ก 

(microconidia) และใหญ (macroconidia) ปะปนกัน แตละสปอรประกอบดวยเซลลจํานวน 1-4 

เซลล (ภาพที่ 3) 
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ภาพที่ 3 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเสนใย และโคนิเดียภายใตกลองจุลทรรศนของราสายพันธุ F. 

solani  CU103 ที่เจริญบนชิ้นวุนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปนเวลา 2 วัน ที่อุณหภูมิหอง 
 

3.4.2. หาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของราเพื่อสามารถผลิตไลเพสไดสูง 
 
           โดยทําการศึกษาปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส ดังนี้ 

 3.4.2.1 ศึกษาแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

ทําการเลี้ยง F. solani CU103 ที่เตรียมไดจากขอ 1 โดยใชเคร่ืองตัดจุกคอรกเบอร 3 

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร เจาะลงบนวุนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่มีเสนใยรา แลวนําชิ้น

วุนจํานวน 5 ชิ้นมาเลี้ยงใน basal medium (ดัดแปลงจากวิธีการของ Maia และคณะ, 2001) 

(ภาคผนวก ก)  โดยมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เล้ียงที่อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส และเขยาบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 7 วัน ที่มีการเติม

น้ํามัน 5 ชนิดดังนี้ น้ํามันมะพราว น้ํามันมะกอก น้ํามันปาลม น้ํามันรําขาว น้ํามันดอกทานตะวัน 

และแปงถั่วเหลือง โดยใสที่ความเขมขนแตกตางกัน คือ 0.5 1.0 และ 2.0 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร  

ทําการเก็บตัวอยางทุกวัน โดยการกรองอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเพื่อแยกเสนใยราออกดวยกระดาษ

กรองเบอร 1 นําสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 9,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวนําสวนของเหลวที่ไดจากการปนเหวี่ยงไปทําการวิเคราะห

ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพสโดยวัดคาแอกทิวิตีของไลเพสทั้งหมด วัดปริมาณ

โปรตีนทั้งหมด และหาคาแอกทิวิตีจําเพาะ  สวนของเสนใยรานํามาหาน้ําหนักแหงของเสนใยราทกุ

วนั โดยทําการทดลองแบบ completely randomize design (CRD) 3 ซ้ํา  

 

25 ไมครอน 25 ไมครอน 

แมคโครโคนิเดีย

ไมโครโคนิเดีย 
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  3.4.2.2 ศึกษาแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

 ทําการเลี้ยง F. solani CU103 ในอาหาร basal medium ที่มีการใสแหลงคารบอนที่

ผลิตไลเพสใหแอกทิวิตีสูงจากขอ 2.1 และแหลงไนโตรเจน 4 ชนิด ไดแก แอมโมเนียมไนเตรท

(NH4NO3) แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอตเฟต ((NH4)2HPO4) เปบโตน (Peptone) และ ยีสตสกัด

(Yeast extract) ที่ความเขมขน 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ทําการเก็บตัวอยางทกุวนัเปน

เวลา 7 วัน โดยการกรองอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวเพื่อแยกเสนใยราออกดวยกระดาษกรองเบอร 1 นํา

สวนของอาหารเลี้ยงเชื้อไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 9,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 15 นาที แลวนําสวนของเหลวที่ไดจากการปนเหวี่ยงไปทําการวิเคราะหความสามารถในการ

เรงปฏิกิริยาของไลเพสโดยวัดคาแอกทิวิตีของไลเพสทั้งหมด วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด และหาคา

แอกทิวิตีจําเพาะ  สวนของเสนใยรานํามาหาน้ําหนักแหงของเสนใยราทุกวัน โดยทําการทดลอง

แบบ completely randomize design (CRD) 3 ซ้ํา  

 

     3.4.2.3 ศึกษาอุณหภูมิที่มีผลตอการผลิตไลเพส 

 

 ทําการเลี้ยง F. solani CU103 ในอาหาร basal medium ที่มีการใสแหลง

คารบอน และแหลงไนโตรเจนที่ผลิตไลเพสใหแอกทิวิตีสูงจากขอ 2.1 และ 2.2 แลวนํามาเลี้ยงที่

อุณหภูมิ 25 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส ทําการเก็บตัวอยางทุกวัน โดยการกรองอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลวเพื่อแยกเสนใยราออกดวยกระดาษกรองเบอร 1 นําสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อไปปนเหวี่ยง

ดวยความเร็ว 9,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวนําสวนของเหลวที่ได

จากการปนเหวี่ยงไปทําการวิเคราะหความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพสโดยวัดคาแอกทวิ-ิ

ตีของไลเพสทั้งหมด วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด และหาคาแอกทิวิตีจําเพาะ  สวนของเสนใยรา

นํามาหาน้ําหนักแหงของเสนใยราทุกวัน โดยทําการทดลองแบบ completely randomize design 

(CRD) 3 ซ้ํา  

 

    3.4.2.4 การวัดคาแอกทิวิตีของไลเพสทั้งหมด (Total activity)  

 

 นําสารละลายไลเพสที่ไดจากเชื้อราในขอ 2.1 2.2 และ 2.3 มาวัดคาแอกทิวิตีของไลเพส

ทั้งหมดดวยวิธีสเปกโตรโฟโตมิทรี (Maia และคณะ, 2000) โดยใชสารละลายตั้งตน คือ พารา-ไน

โตรฟนิล ปาลมมิเตท (p-NPP : p-nitrophenyl palmitate) ตรวจสอบโดยการวัดการดูดกลืนแสง

ของพารา-ไนโตรฟนอล (p-NP : p-nitrophenol) ซึ่งเปนสารละลายผลิตภัณฑหลังทําปฏิกิริยา
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ไฮโดรไลซิสโดยวัดที่ 410 นาโนเมตรดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงรุน ANTHOS Zenyth 200 

แลวเปรียบเทียบปริมาณพารา-ไนโตรฟนอลที่เกิดขึ้นในปฏิกิริยาจากกราฟมาตรฐานที่ใช

สารละลายพารา-ไนโตรฟนอลความเขมขนตั้งแต 0-10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค.1) 

 

 กําหนดให 1 หนวยเอนไซม (U : Unit) มีคาเทากับปริมาณของเอนไซมที่สามารถเปลี่ยน

พารา-ไนโตรฟนิล ปาลมมิเตทแลวใหพารา-ไนโตรฟนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมลตอนาทีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 

 

     3.4.2.5 การวดัปริมาณโปรตีนทัง้หมด (Total protein)  

 

นําสารละลายตัวอยางที่ไดจากเชื้อในขอ 2.1 2.2 และ 2.3 มาวัดปริมาณของโปรตีน

ทั้งหมดโดยวิธี micro Lowry’s assay (Held และ Hurley, 2001) ดวยวิธีการศึกษาคาการดูดกลืน

แสงที่ 650 นาโนเมตร วัดคาการดูดกลืนแสงแลวเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนทั้งหมดในสารละลาย

ตัวอยาง จากกราฟมาตรฐานซึ่งใชสารละลายมาตรฐานโบไวนซีรัมอัลบูมิน (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 ที่มีการใสแหลงคารบอน แหลง

ไนโตรเจน และอุณหภูมิในภาวะที่มีการผลิตไลเพสใหแอกทิวิตีสูงจากขอ 2.1 2.2 และ 2.3 กรอง

แยกสวนน้ําเลี้ยงเชื้อไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 9,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 นาที นําสวนของเหลวที่ไดจากการปนเหวี่ยงมาทําใหมีความเขมขนมากขึ้น ดวยวิธีการอลัตรา

ฟลเตรชัน (ultra filtration) โดยใชเมมเบรนฟลเตรชัน (Viva flow 25) ขนาด molecular weight 

10,000 ดาลตัน จากนั้นนําสารละลายไลเพสไปทําการวิเคราะหความสามารถในการเรงปฏิกิริยา

ของไลเพสโดยวัดคาแอกทิวิตีของไลเพสทั้งหมด วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด  

 

    3.5.2 ตรึงไลเพสบนวัสดุค้ําจุนดวยวิธีการเชื่อมขวาง (Cross linking) (ดัดแปลงจากวิธีการของ 

Yang และคณะ, 2006) 
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วัสดุค้ําจุนที่ใชในการตรึงเปน Macroporous Resine มี 5 ชนิด (ภาพที่ 3) โดยแบง

ออกเปน 3 กลุมไดแก พวกที่มีขั้ว NKA-9 พวกที่มีข้ัวนอย AB-8 และพวกที่ไมมีขั้ว H103 D4020 

และ NKA โดยทําการ  cross linking กับวัสดุค้ําจุน ที่เปอรเซ็นตความเขมขน 0 0.5 1.0 2.0 4.0 

8.0 และ 16.0 ของกลูตารัลดีไฮด แลวลางวัสดุค้ําจุนดวยฟอสเฟตบัปเฟอรที่มีคาความเปนกรด-

ดาง 7.4 จากนั้นเติมฟอสเฟตบัปเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดาง 7.4 จํานวน 5 มิลลิลิตร เติม

สารละลายไลเพส 1.0 มิลลิลิตร แลวนําไปบมพรอมทั้งกวนเบา ๆ เปนเวลา 12 ชั่วโมง หลังจากนั้น

นําไลเพสตรึงรูปที่ไดนําไปลาง และทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นเก็บไลเพสตรึงรูปในตูดูด

ความชื้น จากนั้นคํานวณหาคาปริมาณโปรตีนที่ใช (protein loading) และคารอยละของ

ประสิทธิภาพของการตรึง (% immobilization efficiency)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                       
 

     
 
 
 
 
 
 
                         
 
 

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

  

(ข) (ค) 

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

 
3.6 ทดสอบปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 
 
    3.6.1 อุณหภูมิ โดยการนําไลเพสตรึงรูป 30 มิลลิกรัม ไปบมที่อุณหภูมที่ 25 30 35 40 45 50 

55 และ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที หลังจากนั้นนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและหา

แอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูป 

 

    3.6.2 คาความเปนกรด-ดาง โดยการนําไลเพสตรึงรูป 30 มิลลิกรัม ไปบมที่สารละลายโซเดียม

อะ-ซีเตทบัปเฟอร มีคาความเปนกรด-ดาง 4-6 สารละลายฟอสเฟตบัปเฟอร มีคาความเปนกรด-

ดาง 7-9 และ สารละลาย ไกลซีน โซเดียมไฮดรอกไซดบัปเฟอร มีคาความเปนกรด-ดาง 10 เปน

เวลา 60 นาที หลังจากนั้นนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและหาแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูป 

 

    3.6.3 สารละลายอินทรีย โดยการนําไลเพสตรึงรูป 30 มิลลิกรัม ไปบมที่ เฮกเซน ทูโลอีน 

คลอโรฟอรม เอทานอล และเมทานอล เปนเวลา 60 นาที หลังจากนั้นนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไล-

ซิสและหาแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูป 

 

    3.6.4 การนํากลับมาใชซ้ําของไลเพสตรึงรูป โดยการนําไลเพสตรึงรูป 30 มิลลิกรัม เรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสและหาแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูป จากนั้นลางดวยฟอสเฟตบัปเฟอร ที่มีคาความเปน

กรด-ดาง 7.4 แลวนํากลับไปเรงปฏกิิริยาไฮโดรไลซิสใหม และหาแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูป 

 

 

(ง) (จ) 
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3.7 ทดสอบปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 
    3.7.1 อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมกับเมทานอล 
 

นําน้ํามันปาลม อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันกับเมทานอลเปน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 

และ 1:6 ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาที่อุณหภูม ิ40 

องศาเซลเซียส มีการกวน 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยการใสเมทานอลแบบเติมใน

สามขั้น (Three step feeding of methanol) ทําการใสเมทานอล ที่ความเขมขน 3.0 โมลาร เขาไป

ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยแบงใสเมทานอลครั้งละ 1.0 โมลาร คร้ังแรกจะใสเมทานอล

เขาไปทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในตอนเริ่มตนของปฏิกิริยา สวนอีกสองครั้งใสที่ชั่วโมงที่ 

8 และ 16 ตามลําดับ (ดัดแปลงจาก Shimada และคณะ, 2002)  เก็บตัวอยางน้ํามัน 200 

ไมโครลิตร ที่ 24 ชั่วโมง แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที 

แลวเก็บตัวอยางในสวนของชั้นบนจากการปนเหวี่ยงไปทําการตรวจสอบดวยวิธีโครมาโตกราฟ

แบบแผนบาง (Thin layer chromatography) 

 
    3.7.2 การตรวจสอบการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยวิธีโครมาโทกราฟ
แบบแผนบาง (Thin Layer Chromatography: TLC)  
 

 นําตัวอยางน้ํามันที่ไดในขอ 5.1 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันกับเฮกเซน            

50 ไมโครลิตร  แลวดูดสารละลายมา 1 ไมโครลิตร ดวยหลอด capillary นําไปจุดลงบนแผน      

โครมาโทกราฟ ที่ผานการอบดวยความรอน 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที โดยแบงเลน

ตามแนวกวางใหแตละเลนมีระยะหางจากกัน 1 เซนติเมตรแลวนําแผนโครมาโทกราฟไปใสใน

แท็งคสารละลายอิ่มตัวที่ผสมดวย เฮกเซน : เอทิลอะซิเตต : กรดอะซิติก ในอัตราสวน                

90 : 10 : 2 โดยปริมาตร (Samukawa และคณะ, 2000) เมื่อสารละลายดังกลาวเคลื่อนที่เกือบเต็ม

แผนโครมาโทกราฟจึงนําไปพนดวยสารละลายผสมระหวาง กรดซัลฟวริกและเมทานอล ใน

อัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร ทําการอบแผนโครมาโทกราฟดวยความรอน 110 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 30 นาที พิจารณาแถบที่ปรากฏบนแผนโครมาโทกราฟ โดยถาเปนสารชนิดเดียวกันกับสาร

มาตรฐานก็จะขึ้นที่ระดับเดียวกันกับแถบของสารมาตรฐานนั้น ๆ หรือ พิจารณาจากคา Rf 

(Retention factor) ซึ่งเปนคาอัตราสวนระหวางระยะทางจากจุดเริ่มตนที่จุดสารถึงจุดกึ่งกลางของ

แถบที่ปรากฏขึ้น ตอระยะทางจากจุดเริ่มตนที่จุดสารถึงระยะทางที่สารละลายเครื่องไดบนแผน 

โครมาโทกราฟ (ภาคผนวก ง) 
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   3.7.3 การตรวจสอบการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยดวยเทคนิคโครมาโทก
ราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography: HPLC)  
 

          3.7.3.1 การเตรียมตัวอยาง 

 

นําตัวอยางที่เก็บจากการทําปฏิกิริยาไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปน

เวลา 30 นาที เพื่อแยกกลีเซอรอลใหตกออกมา แลวเตรียมตัวอยางโดยละลายในคลอโรฟอรม 

และใส eicosane เปน internal standard จากนั้นฉีดตัวอยางในเครื่อง HPLC ปริมาณ 20 

ไมโครลิตร 

  

         3.7.3.2 วิธีการใชเครื่อง HPLC (Shimadzu LC-20A series, Japan) 

 

เตรียมสาร 2 ชนิด สําหรับ mobile phase คือ สารเอ ประกอบดวย เฮกเซน : ไอโซ-       

โพรพานอล : เอสทิล อะซิเตต : กรดฟอรมิค (85 : 10 : 10 : 0.1 v/v)  สารบี ประกอบดวย เฮกเซน : 

กรดฟอรมิค (100 : 0.2  v/v) อัตราการไหลเทากับ 1.5 มิลลิลิตร ตอ นาที  โดยใช Apollo Silica 

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

 

3.7.4 ศึกษาความเสถียรของไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซ้ํา 

 

 โดยการนําไลเพสตรึงรูปหลังจากเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไปลางดวย

สารละลายอินทรีย 2 ชนิด ไดแก เฮกเซน และ ไอโซโพรพานอล เพื่อทําการเปรียบเทียบสารที่

เหมาะสมสําหรับใชลางไลเพสตรึงรูปเพื่อนํากลับมาใชเรงปฏิกิริยาใหม โดยการนําไปตรวจสอบ

ดวยการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน แลวทําตรวจสอบการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเค

ชันดวยดวยเทคนิค HPLC 

 

 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1. ผลการหาภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของราเพื่อสามารถผลิตไลเพสไดสูง 
 

   4.1.1 ศึกษาการเจริญของเสนใยรา F. solani  CU103  

 

 การวัดการเจริญโดยการชั่งน้ําหนักแหงเฉลี่ยของเสนใยรา F. solani  CU103 เมื่อทําการเลี้ยง

ในอาหารเหลวที่มีการเติมแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ไดแก น้ํามันมะพราว น้ํามันมะกอก น้ํามันปาลม 

น้ํามันรําขาว น้ํามันดอกทานตะวัน และแปงถั่วเหลือง ที่ความเขมขนตาง ๆ คือ 0.5 1.0 และ 2.0 

เปอรเซ็นต พบวา F. solani  CU103 มีการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนเปนลําดับนับจากวันเริ่มตนจนถึงวันที่ 7 

ของการเลี้ยงราเพื่อผลิตไลเพส ในทุกแหลงคารบอน การเจริญของเสนใยราเมื่อทําการเลี้ยงราเสนใยที่

มีการเติมแหลงคารบอนที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 6) พบวา F. solani  CU103 มีการเจริญ

ไดดีที่สุดเมื่อใชแปงถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน โดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 13.12 ± 

0.51 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อทําการเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน รองลงมาเปนนํ้ามันรําขาว มีการ

เจริญเติบโตโดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 12.86 ± 0.33 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับ

น้ํามันมะกอก น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันปาลม น้ํามันมะพราว และชุดควบคุมมีการเจริญเติบโตโดย

มีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 11.74 ± 0.16 10.96 ± 0.12 10.78 ± 0.09 10.55 ± 0.08  และ 

4.48  ± 0.04 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  

 

4.1.1.1 ผลของการเติมแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 

 

เมื่อทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีการเติมแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 1.0 

เปอรเซ็นต (ภาพที่ 7) พบวา F. solani  CU103 มีการเจริญเติบโตไดดีที่สุดเมื่อใชน้ํามันรําขาว โดยมี

การเจริญโดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 13.16 ± 0.37 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร รองลงมา

เปนแปงถั่วเหลืองมีการเจริญโดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 13.01 ± 0.24 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร สําหรับน้ํามันมะกอก น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันปาลม และ น้ํามันมะพราว มกีารเจรญิโดย

มีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 11.12 ± 0.11 11.42 ± 0.06 10.56 ± 0.07 และ 10.08 ± 0.14 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ  
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4.1.1.2 ผลของการเติมแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต 

 

เมื่อทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีการเติมแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 2.0 

เปอรเซ็นต (ภาพที่ 8) พบวา F. solani  CU103 มีการเจริญไดดีที่สุดเมื่อใชน้ํามันรําขาว โดยมีการ

เจริญโตเฉลี่ยเทากับ 12.98 ± 0.25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร รองลงมาเปนแปงถั่วเหลืองมีอัตราการเจริญ

โดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 12.91 ± 0.81 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สําหรับน้ํามันมะกอก 

น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันปาลม และ น้ํามันมะพราว มีการเจริญโดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยรา

เฉลี่ยเทากับ 11.24 ± 0.31 11.51 ± 0.44 10.59 ± 0.94 และ  10.27 ± 0.41 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

ตามลําดับ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
ภาพที่ 6 แสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักแหง และระยะเวลาในการเลี้ยง F. solani CU103   

เมื่อใชแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 
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ภาพที่ 7 แสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักแหง และระยะเวลาในการเลี้ยง F. solani CU103  

เมื่อใชแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 8 แสดงความสัมพันธระหวางน้ําหนักแหง และระยะเวลาในการเลี้ยง F. solani CU103  

เมื่อใชแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต 
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  4.1.2 ศึกษาแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

 จากการศึกษาผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่เหมาะสมตอการผลิตไลเพส โดยทําการ

เลี้ยง F. solani CU103 ในอาหาร basal medium ที่มีการเติมแหลงคารบอน 6 ชนิด ไดแก น้ํามัน

มะพราว น้ํามันมะกอก น้ํามันปาลม น้ํามันรําขาว น้ํามันดอกทานตะวัน และแปงถั่วเหลือง โดยใสที่

ความเขมขนแตกตางกัน คือ 0.5 1.0 และ 2.0 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร พบวา แหลงคารบอนความ

เขมขนที่ 1.0 เปอรเซ็นตมีความเหมาะสมสําหรับการผลิตไลเพส ซึ่งพบวา แปงถั่วเหลืองความเขมขน

ที่ 1.0 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอนใหการผลิตไลเพสที่มีคาแอกทิวิตีสูงสุด มีคาเทากับ 73.9 ±3.89  

ยูนิตตอมิลลิลิตร  รองลงมาคือ น้ํามันรําขาวสามารถผลิตไลเพสมีคาแอกทิวิตีเทากับ 63.9 ± 2.45 ยู

นิตตอมิลลิลิตร สวนน้ํามันมะกอก น้ํามันดอกทานตะวัน น้ํามันปาลม และน้ํามันมะพราว สามารถ

ผลิตไลเพสมีคาแอกทิวิตีเทากับ 51.1 ± 1.2 17.4 ± 1.08 25.5 ± 1.21 และ10.2 ± 0.89 ยูนิตตอ

มิลลิลิตรตามลําดับ แตน้ํามันรําขาวมีปริมาณโปรตีนนอยกวาแปงถั่วเหลืองทําใหมีคาแอกทิวิตี

จําเพาะมากกวา คือ 0.84 ± 0.06 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน สําหรับแปงถั่วเหลืองจะใหคาแอกทิวิตี

จําเพาะมีคาเทากับ 0.71 ± 0.04 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน (ตารางที่ 4) สวนผลจากการวัดคาความ

เปนกรด-ดาง ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ  พบวา วันแรกของการบมเชือ้มี

คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 6.2 เมื่อทําการเก็บสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีการผลิตไลเพสให

คาแอกทิวิตีจําเพาะสูงสุดในวันที่ 4 ของการบมเชื้อ ใหคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยอยูในชวง 7.08 – 

8.34 ทั้งนี้ในชุดควบคุมใหคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยเทากับ 7.03 ± 0.27 ดังนั้นจึงสามารถจัดกลุม

ของไลเพสที่ผลิตไดจาก F. solani  CU103 เปนกลุมของ alkaline lipase เมื่อทราบภาวะที่เหมาะสม

ของแหลงคารบอนก็จะทําการศึกษาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอไป 
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ตารางที่ 4 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพสของ 

F. solani  CU103 

 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 

ชุดควบคุม 14.23 ± 0.34 2.26 ± 0.25 0.16 ± 0.04 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 40.58 ± 0.58 13.07 ± 0.37 0.32 ± 0.06 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 72.08 ± 3.22 51.75 ± 0.62 0.72 ± 0.05 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 65.27 ± 4.92 25.5 ± 1.21 0.39 ± 0.1 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 104.46 ± 4.15 73.9 ± 3.89 0.71 ± 0.04 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 71.44 ±3.77 31.45 ± 2.17 0.44 ± 0.04 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 128.07 ±6.58 80.6 ± 3.71 0.63 ± 0.13 
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 4.1.3 ศึกษาแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

 จากการศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่เหมาะสมตอการผลิตไลเพสจาก F. 

solani CU103 โดยทําการเลี้ยง F. solani CU103 ในอาหาร basal medium ที่มีการเติมแหลง

คารบอนที่ผลิตไลเพสใหแอกทิวิตีสูงคือ น้ํามันรําขาว 1.0 เปอรเซ็นต และแหลงไนโตรเจน 4 ชนิด 

ไดแก แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอตเฟต ((NH4)2HPO4) เปบโตน 

(Peptone) และ ยีสตสกัด (Yeast extract) ที่ความเขมขน 0.5 และ 1.0 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 

พบวา เปบโตนความเขมขนที่ 1.0 เปอรเซ็นต เปนแหลงไนโตรเจนที่ใหการผลิตไลเพสที่มีคาแอกทิ

วิตีจําเพาะสูงสุดในวันที่ 4 มีคาเทากับ 3.64 ± 0.05 ยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน และรองลงมา

เปนยีสตสกัดใหคาแอกทิวิตีจําเพาะมีคาเทากับ 3.42 ± 0.06 ยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน สําหรับ 

แอมโมเนียมไนเตรท และ แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอตเฟต พบวาความเขมขนที่ 0.5 เปอรเซ็นต 

ความสามารถในการผลิตไลเพสจะผลิตไลเพสที่ใหคาแอกทิวิตีจําเพาะสูงกวาเมื่อใชแอมโมเนียม

ไนเตรท และ แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอตเฟตที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคาแอกทิวิตี

จําเพาะเทากับ 0.92 ± 0.02 และ 1.02 ± 0.03 ยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีนซึ่งผลิตไดในวันที่ 4 

ของการบมเชื้อ และเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับ เปบโตน และยีสตสกดั ใหคาแอกทิวิตีจําเพาะที่นอย

กวา ดังแสดงในภาพที่ 9 และ 10 สวนผลการวัดการเจริญสําหรับการผลิตไลเพส พบวา F. solani  

CU103 มีการเจริญไดดีที่สุดเมื่อใชเปบโตน ความเขมขนที่ 1.0 เปอรเซ็นตเปนแหลงไนโตรเจน โดย

ใหคาน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 13.56 ± 0.26 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อทําการเลี้ยงรา

เปนเวลา 7 วัน รองลงมาคือ ยีสตสกัด ใหคาการเจริญโดยมีคาน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ย

เทากับ 13.48 ± 0.24 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนแอมโมเนียมไนเตรท และ แอมโมเนียมไฮโดรเจน

ฟอตเฟต ใหคาการเจริญโดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยราเฉลี่ยเทากับ 8.94 ± 0.09 และ 9.02 ± 

0.12 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
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ภาพที่ 9 แสดงความสัมพันธระหวางคาแอกทิวิตีจําเพาะกับน้ําหนักแหงของเสนใยรา และ

ระยะเวลาในการผลิตไลเพส เมื่อใชแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 

เมื่อ ------- คือ คาแอกทิวิตีจําเพาะ 

         _____  คือ น้ําหนักแหง   

                  •  การเลี้ยงในเปบโตน (Peptone) 
 การเลี้ยงในยีสต (Yeast) 

 การเลี้ยงในแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) 

 การเลี้ยงในแอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) 

 การเลี้ยงในชุดควบคุม 
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ภาพที่ 10 แสดงความสัมพันธระหวางคาแอกทิวิตีจําเพาะกับน้ําหนักแหงของเสนใยรา และ

ระยะเวลาในการผลิตไลเพส เมื่อใชแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 

เมื่อ ------- คือ คาแอกทิวิตีจําเพาะ 

         _____  คือ น้ําหนักแหง   

                  •  การเลี้ยงในเปบโตน (Peptone) 
 การเลี้ยงในยีสต (Yeast) 

 การเลี้ยงในแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) 

 การเลี้ยงในแอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) 

 การเลี้ยงในชุดควบคุม 
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 4.1.4 ศึกษาอุณหภูมิที่มีผลตอการผลิตไลเพส 

 

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิที่ใชการผลิตไลเพส โดยทําการเลี้ยง F. solani CU103 ใน

อาหาร basal medium ที่มีการใสน้ํามันรําขาว 1.0 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน และเปบโตน 1.0 

เปอรเซ็นตเปนแหลงไนโตรเจน แลวนํามาเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 30 35 และ 40 องศาเซลเซียส พบวา 

การผลิตไลเพสจาก F. solani CU103 สามารถผลิตไลเพสไดสูงและมคีาแอกทิวิตีจําเพาะไดสูงสุด

ในวันที่ 4 ของการบมเชื้อ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ใหคาแอกทิวิตีจําเพาะเทากับ 3.66 ± 0.24  

ยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน และที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสจะสามารถผลิตและคาแอกทิวิตี

จําเพาะรองลงมาใหคาเทากับ 2.96 ± 0.11 ยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน สําหรับที่อุณหภูมิ 35 

และ 40 องศาเซลเซียส ราสายพันธุ F. solani CU103 มีชวงระยะของ lag phase ที่ยาวนานกวาที่

อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งจะสามารถผลิตไลเพส และมีคาแอกทิวิตีจําเพาะสูงในวันที่ 

5 และ 6 มีคาเทากับ 1.77 ± 0.22  และ 0.82 ± 0.07  ยูนิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน ตามลําดับ 

(ภาพท่ี 11) นอกจากนี้ยังพบวา ที่อุณหภูมิ 25 และ 30 องศาเซลเซียส มีการเจริญไดดีที่สุดซึ่งมี

ลักษณะที่เหมือนกัน โดยมีน้ําหนักแหงของเสนใยรามีเทากับ 12.09 ± 0.24 และ 12.41 ± 0.31 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร สวนอุณหภูมิที่ 35 และ 40 องศาเซลเซียส อัตราการเจริญของราเสนใยเจรญิ

ไดไมดี เนื่องมาจากอุณหภูมิที่ 35 และ 40 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่มีผลตอการทํางานของ

เอนไซมบางชนิดที่มีผลตอการเจริญและการผลิตไลเพสของราเสนใย ซึ่งมีน้ําหนักแหงของเสนใยรา

มีคาเทากับ 8.45 ± 0.16 และ 5.36 ± 0.08 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาพที่ 11 แสดงความสัมพันธระหวางคาแอกทิวิตีจําเพาะกับน้ําหนักแหงของเสนใยรา และ

ระยะเวลาในการผลิตไลเพส เมื่อทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิตาง ๆ  

เมื่อ  ------- คือ คาแอกทิวิตีจําเพาะ 

         _____  คือ น้ําหนักแหง   

 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 ไดแก  พวกที่มีข้ัว NKA-9 พวกที่มีข้ัวนอย AB-8 และพวกที่ไมมีขั้ว H103 D4020 

และ NKA  โดยการเชื่อมขวางดวยสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่ความเขมขน 0 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 

และ 16.0 เปอรเซ็นต พบวา  

4.2.1 เมื่อทําการตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนชนิด AB8 เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความ

เขมขนที่ 2.0 เปอรเซ็นต จะมีปริมาณโปรตีนถูกตรึงบนวัสดุค้ําจุนอยูมากที่สุดมีปริมาณโปรตีน

เทากับ 10.99 ± 0.15  มิลลิกรัมตอกรัมของวัสดุค้ําจุน คิดเปนรอยละประสิทธิภาพไดเทากับ 

48.37 ± 2.76 เปอรเซ็นต และพบวาเมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต 

ทําใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นสูงสุดมีคาเทากับ 53.28  ± 3.34 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 

12)  

4.2.2 การตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนชนิด D4020 เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน

ที่ 1.0 เปอรเซ็นต จะมีปริมาณโปรตีนถูกตรึงบนวัสดุค้ําจุนอยูมากที่สุดมีปริมาณโปรตีนเทากับ 

14.31 ± 1.32 มิลลิกรัมตอกรัมของวัสดุค้ําจนุคิดเปนรอยละประสิทธิภาพไดเทากับ 62.91 ± 3.59 

เปอรเซ็นต และเมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต ทําใหคาการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นสูงสุดมีคาเทากับ 50.48 ± 2.33 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 12) 

 4.2.3 การตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนชนิด H103 เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขนที่ 

2.0 เปอรเซ็นต จะมีปริมาณโปรตีนถูกตรึงบนวัสดุค้ําจุนอยูมากที่สุดมีปริมาณโปรตีนเทากับ 14.14 

± 0.95 มิลลิกรัมตอกรัมของวัสดุค้ําจุนคิดเปนรอยละประสิทธิภาพไดเทากับ 62.18 ± 3.76 

เปอรเซ็นต และเมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต ทําใหคาการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นสูงสุดมีคาเทากับ 49.48 ± 2.67 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 13)  

4.2.4 การตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนชนิด NKA เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขนที่ 

4.0 เปอรเซ็นต จะมีปริมาณโปรตีนถูกตรึงบนวัสดุค้ําจุนอยูมากที่สุดมีปริมาณโปรตีนเทากับ 13.77 

± 0.84 มิลลิกรัมตอกรัมของวัสดุค้ําจุนคิดเปนรอยละประสิทธิภาพไดเทากับ 60.57 ± 2.86 

เปอรเซ็นต นอกจากนี้เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต ทําใหคาการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นสูงสุดมีคาเทากับ 63.57 ± 3.56 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 13)  

4.2.5 การตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนชนิด NKA9 เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขนที่ 

2.0 เปอรเซ็นต จะมีปริมาณโปรตีนถูกตรึงบนวัสดุค้ําจุนอยูมากที่สุดมีปริมาณโปรตีนเทากับ 5.79 

± 0.67 มิลลิกรัมตอกรัมของวัสดุค้ําจุนคิดเปนรอยละประสิทธิภาพไดเทากับ 25.46 ± 1.24 
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เปอรเซ็นต และเมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต ทําใหคาการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเกิดขึ้นสูงสุดมีคาเทากับ 29.86 ± 2.03 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 14) 
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ภาพที่ 12 แสดงความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพการตรึงรูปไลเพส(เปอรเซ็นต) กับความเขมขน

ของสารละลายกลูตารัลดีไฮด (เปอรเซ็นต) และความสัมพันธระหวางคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไล

ซิสกับความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด (เปอรเซ็นต) (ก) AB8 (ข) D4020 
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(ค) H103 

 
 
 
(ง) NKA 

 
ภาพที่ 13 แสดงความสัมพันธระหวางรอยละประสิทธิภาพการตรึงรูปไลเพสกับเปอรเซ็นตความ

เขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด และความสัมพันธระหวางรอยละการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

กับเปอรเซ็นตความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด (ค) H103 - (ง) NKA 
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(จ) NKA9 

 
ภาพที่ 14 แสดงความสัมพันธระหวางประสิทธิภาพการตรึงรูปไลเพส (เปอรเซ็นต) กับความ

เขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด (เปอรเซ็นต) และความสัมพันธระหวางคาการเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิส (เปอรเซ็นต) กับความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด (เปอรเซ็นต) (จ) NKA9 
 

จากภาพที่ 12-14 พบวาประสิทธิภาพของการตรึงบนวัสดุค้ําจุนชนิด D4020 สูงกวาการ

ตรึงบนวัสดุค้ําจุนชนิดอื่น ๆ และเมื่อนําไลเพสตรึงรูปที่ตรึงบนวัสดุค้ําจุน 5 ชนิดดังกลาว ทําการ

ทดสอบในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส พบวาความเขมเขนของสารละลายกูลตารัลดีไฮดท่ี 2.0 

เปอรเซ็นต สําหรับการตรึงรูปไลเพสบนวัสดุค้ําจุนชนิด NKA ใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได
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ใชในการเชื่อมขวาง (cross linking) และเมื่อเพิ่มเปอรเซ็นตความเขมขนของสารละลายกูลตารัลดี

ไฮดมากขึ้น พบวาคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสลดลง ดังแสดงในภาพที่ 12-14 
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4.3 ผลทดสอบปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 
 

4.3.1 ผลการศึกษาอุณหภูมิที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 

 

 จากการศึกษาผลอุณหภูมิที่มีผลตอความเสถียรไลเพสเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับไลเพส

อิสระ โดยนําไลเพสตรึงรูป ไลเพสตรึงรูปแชในสารละลายฟอสเฟตบัปเฟอร ที่คาความกรด-ดาง 

7.4 และไลเพสอิสระ ทําการบมที่อุณหภูมิตั้งแต 25 30 35 40 45 50 55 และ 60 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 60 นาที กอนนํามาเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส พบวา อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางาน

ของไลเพสตรึงรูปและไลเพสอิสระจะแตกตางกัน คือ ไลเพสตรึงรูป และไลเพสตรึงรูปที่แชใน

สารละลายฟอสเฟตบัปเฟอร ที่คาความกรด-ดาง 7.4 มีความเหมาะสมตอการทํางานอยูที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แตสําหรับไลเพสอิสระอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานอยูที่ 35 

องศาเซลเซียส โดยที่ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสไลเพสตรึงรูป และไลเพสตรึงรูปที่แชใน

สารละลายฟอสเฟตบัปเฟอร ที่คาความกรด-ดาง 7.4 ใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดสูงสุด มี

คาเทากับ 14.47 ± 0.85 และ 14.15 ± 0.71 ยูนิตตอกรัมของไลเพสตรึงรูป  และไลเพสอิสระใหคา

การเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดสูงสุด มีคาเทากับ 13.74 ± 0.65 ยูนิตตอมิลลิลิตร ดังแสดงในภาพที่ 

15 ไลเพสตรึงรูปมีความเสถียรตออุณหภูมิในชวงที่กวางกวาไลเพสอิสระ แสดงวาหลังจากทําการ

ตรึงรูปไลเพส ไลเพสตรึงรูปจะมีความเสถียรตออุณหภูมิมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับไลเพสอิสระ 
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ภาพที่ 15 แสดงความสัมพันธระหวางคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับอุณหภูมิที่ใชในการทํา

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
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4.3.2 ผลการศึกษาคาความเปนกรด-ดาง ที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 

 

 จากการศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดาง ตอการทํางานไลเพสตรึงรูปเปรียบเทยีบกบัไล

เพสอิสระ โดยการทําปฏิกิริยาในสารละลายบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดางในชวง 4-10 ผล

แสดงดังภาพที่ 16 พบวา ไลเพสตรึงรูปมีความเสถียรตอคาความเปนกรด-ดางมากกวาไลเพส

อิสระ จากภาพแสดงใหเห็นวาไลเพสตรึงรูปสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดีที่สุดที่คาความ

เปนกรด-ดางที่ 7.0 และเมื่อเปรียบเทียบกับไลเพสอิสระ พบวา ไลเพสตรึงรูปสามารถเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสไดดีที่มีคาความเปนกรด-ดางที่กวางกวาจะอยูในชวงของคาความเปนกรด-ดาง 5-9 ให

คาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเทากับ 15.13 ± 0.44  15.83 ±0.76  16.74 ± 0.61  15.03 ± 0.27  

และ 15.1 ± 0.28  ยูนิตตอกรัมของไลเพสตรึงรูปตามลําดับ ซึ่งแตกตางกับการใชไลเพสอิสระ

ทํางานไดดีในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสภาวะคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมคือ คาความเปน

กรด-ดาง 7.0 เพียงคาเดียว ใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเทากับ 12.84 ± 0.74 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร (ภาพที่ 16) 
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ภาพที่ 16 แสดงความสัมพันธระหวางคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (ยูนิตตอกรัมของไลเพส

ตรึงรูป)กับคาความเปนกรด-ดาง ในสารละลายบัฟเฟอร 
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4.3 .4 ผลการศึกษาสารละลายอินทรียที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 

 

 จากการศึกษาผลสารละลายอินทรียตอการทํางานของไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับไล-

เพสอิสระ โดยนําไลเพสตรึงรูปและไลเพสอิสระ ทําการบมในสารละลายอินทรีย คือ เฮกเซน ทูโล-

อีน คลอโรฟอรม ไอโซโพรพานอล เอทานอล และเมทานอล เปนเวลา 60 นาที กอนนํามาเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส พบวา ไลเพสตรึงรูปจะมีความเสถียรตอสารละลายอินทรียไดดีกวาไลเพส

อิสระ ยกเวน ตัวทําละลายคลอโรฟอรม ดังแสดงในภาพที่ 17 จากภาพแสดงใหเห็นวาไลเพสตรึง

รูป มีความเสถียรตอเฮกเซนไดดีที่สุดใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเทากับ 17.33 ±1.36 ยูนิต

ตอกรัมของไลเพสตรึงรูป สวนไลเพสอิสระมีความเสถียรตอสารละลายฟอสเฟตบัปเฟอรไดดีที่สุด

ใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเทากับ 12.75 ± 1.45 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อเทียบกับสารละลาย

อินทรียชนิดอื่น ๆ  
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ภาพท่ี 17 แสดงความสัมพันธระหวางคาเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูปกับชนิด

สารละลายอินทรีย 
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4.3.5 ผลการศึกษาความเสถียรของไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซ้ํา 

 

จากการศึกษาความเสถียรไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซ้ํา พบวา ไลเพสตรึงรูปเมื่อนํา

กลับมาใชในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได 12 คร้ัง โดยที่ยังใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสลด

ลงอยูประมาณ 28.75 ± 1.20 เปอรเซ็นต  ดังแสดงในภาพที่ 18 
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 ภาพที่ 18 ความสัมพันธระหวางเปอรเซ็นตการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับจํานวน(คร้ัง)ที่ทํา

ปฏิกิริยา 

 
4.4 ผลทดสอบปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

4.4.1 ผลการตรวจสอบการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบแผนบาง 

(Thin Layer Chromatography: TLC)  

 

 4.4.1.1 อัตราสวนโดยโมลที่เหมาะสมระหวางน้ํามันปาลมกับเมทานอล 

 

โดยทําศึกษาอัตราสวนโดยโมลที่เหมาะสมระหวางน้ํามันปาลมกับเมทานอลเปน 1:1 1:2 

1:3 1:4 1:5 และ 1:6 ในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยเปรียบเทียบระหวางไลเพส

ตรึงรูปกับไลเพสอิสระสําหรับใชเปนตัวเรงปฏิกิริยา จากการทดลองโดยนําไลเพสตรึงรูปและไลเพส
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อิสระมาทดสอบการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยการทําปฏิกิริยาระหวางน้ํามันปาลม

กับเมทานอลในอัตราสวน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 โดยโมล แลวทําการตรวจสอบการ

เกิดปฏิกิริยาเบื้องตนดวยเทคนิควิธีโครมาโทกราฟแบบแผนบาง (TLC) โดยมีสารมาตรฐานที่

นํามาในการตรวจสอบชนิดของสารตัวอยางในการทํา TLC ดวยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

ไดแก โมโนกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด ไตรกลีเซอไรด น้ํามันปาลม กรดโอลีอิก เมทิลโอลิเอต และ 

B100 (น้ํามันไบโอดีเซล 100 เปอรเซอร ซึ่งเปนสารที่ใชเปนตัวแทนเมทิลโอลิเอต) จากการ

คํานวณหาคาอัตราการเคลื่อนที่ (Retention factor; Rf ) ของสารแตละชนิดที่ใชเปนสารมาตรฐาน

โดยใชสภาวะการทดลองดังกลาวในวิธีการวิจัยบทที่ 3 ขอที่ 5.2 กลาวคือ  โมโนกลีเซอไรด มีคา Rf 

เทากับ 0.01 ไดกลีเซอไรดมีคา Rf เทากับ 0.14 ไตรกลีเซอไรดมีคา Rf เทากับ 0.57 กรดโอลีอิกมีคา 

Rf เทากับ 0.22 เมทิลโอลิเอตมีคา Rf 0.72 และ B100 มีคา Rf เทากับ 0.70 จากโครมาโทแกรมรูป

ที่ 11 พบวา ไลเพสอิสระจาก F. solani CU103 สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแลว

เกิดเมทิลเอสเทอรไดทุกอัตราสวนโดยโมล สวนไลเพสตรึงรูปที่ตรึงบนวัสดุค้ําจุนชนิด NKA  

สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแลวเกิดเมทิลเอสเทอรไดทุกอัตราสวนโดยโมลเชนกัน 

(ภาพที่ 19) โดยพิจารณาจากคา Rf เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน แตเนื่องจากการตรวจสอบดวยวิธี 

TLC ยังไมสามารถบอกถึงปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นไดจึงนําไปตรวจสอบดวยเทคนิค 

HPLC หาปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น 

 

 4.4.1.2 ปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

 

จากการทดลองไดทําการศึกษาปริมาณน้ําที่เติมลงไปในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ

ฟเคชัน โดยมีการเติมน้ํา 2.5 และ 50 เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมด พบวาไลเพสตรึงรูป และไล-

เพสอิสระ สามารถเรงการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไดโดยจะเกิดปริมาณของเมทิลเอส

เทอรไดในปริมาณที่แตกตางกัน ถามีการเติมน้ําในปริมาณ 2.5 และ 50 เปอรเซ็นต ลงไปใน

ระหวางการทําปฏิกิริยา พบวาไลเพสตรึงรูปที่ตรึงบนวัสดุค้ําจุน NKA และไลเพสอิสระสามารถเรง

การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแลวเกิดเมทิลเอสเทอรไดเชนกัน (ภาพที่ 20-21) จากการ

ทดสอบเบื้องตนดวยเทคนิค TLC โดยพิจารณาจากคา Rf เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน แตเนื่องจาก

การทดสอบดวย TLC ยังไมสามารถบอกถึงปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นไดจึงนําไป

ตรวจสอบดวยเทคนิค HPLC  
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ภาพที่ 19 โครมาโทแกรมที่ไดจากการวิเคราะหผลิตภัณฑไบโอดีเซลดวยวิธี TLC ที่เกิดจากปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยเรงดวยไลเพสตรึงรูป โดยเลนที่ 1 น้ํามันปาลม เลนที่ 2 B100 เลนที่ 3-8 ไล-

เพสตรึงรูปที่ 20 เปอรเซ็นต ทําปฏิกิริยากับน้ํามันปาลมกบัเมทานอลในอัตราสวน 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 โครมาโทแกรมที่ไดจากการวิเคราะหผลิตภัณฑไบโอดีเซลดวยวิธี TLC ที่เกิดจากปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชันที่น้ําในปฏิกิริยา 2.5 เปอรเซ็นต (ก) และ 50 เปอรเซ็นต (ข) เรงดวยไลเพสตรึงรูป 

โดยใชที่ 20 เปอรเซ็นต ทําปฏิกิริยากับน้ํามันปาลมกับเมทานอลในอัตราสวน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 

1:6 โดยน้ําหนกัน้ํามัน 3 กรัม และการใสเมทานอลแบบเติมในสามขั้น ที่ 0 8 16 และ 24 ชั่วโมง 

ตามลําดับ โดยเลนที่ 1-6  โมโนกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด ไตรกลีเซอไรด น้ํามันปาลม กรดโอลีอิก และ

เมทิลโอลิเอต เลนที.่ 7-12 อัตราสวน 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 โครมาโทแกรมที่ไดจากการวิเคราะหผลิตภัณฑไบโอดีเซลดวยวธิี TLC ที่เกิดจาก

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันทีน่้ําในปฏิกิริยา 2.5 เปอรเซ็นต (ก) และ 50 เปอรเซ็นต (ข) เรง

ดวยไลเพสอิสระ โดยใชที ่20 เปอรเซ็นต ทําปฏิกิริยากบัน้ํามนัปาลมกับเมทานอลในอัตราสวน 1:1 

1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 โดยน้ําหนักน้าํมัน 3 กรัม และการใสเมทานอลแบบเติมในสามขัน้ ที ่0 8 

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

ปาลม กรดโอลีอิก และเมทลิโอลิเอต เลนที.่ 7-12 อัตราสวน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 โดย 

โมลตามลําดับ 

 

4.4.2 ผลการตรวจสอบการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยเทคนิค HPLC 

 

4.4.2.1 ผลการเปรียบเทียบไลเพสอิสระกับไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเท

อริฟเคชัน โดยใชอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมกับเมทานอลเปน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 

และ 1:6 ในการปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ดังแสดงในกราฟรูปที่ 14 พบวาอัตราสวนโดยโมล

ระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่เหมาะสมเปน 1:4 เมื่อใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงในปฏกิริยาซึ่ง

สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดถึง 92.62 ± 3.27 เปอรเซ็นต และเมื่อใชไลเพสอิสระเปนตัวเรง

ปฏิกิริยา พบวาอัตราสวนโดยโมลที่เหมาะสมเปน 1:3 สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดถึง 38.73 ±  

3.08 เปอรเซ็นต และเมื่อใชไลเพสตรึงรูปผสมกับน้ําในการเรงปฏกิริยา พบวาอัตราสวนโดยโมลที่

เหมาะสมเปน 1:6 สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดถึง 88.06 ± 0.56 เปอรเซน็ต  

 

 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 ผลการเปรียบเทียบไลเพสอิสระกับไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยใช

อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันกับเมทานอลเปน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 โดยเติมน้ํา

ปริมาณ 2.5 และ 50 เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมด เขาไปในปฏิกิริยาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ

ฟเคชัน (ภาพที่ 15 และ 16) พบวา เมื่อมีการเติมน้ํา 2.5 เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมดอัตราสวน

โดยโมลระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่เหมาะสมเปน 1:2 ไลเพสอิสะสามารถเรงปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชันเกิดเปนเมทิลเอสเทอรได 22.68 ±1.68 เปอรเซ็นต และเมื่อใชไลเพสตรึงรูป

เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเกิดเปนเมทิลเอสเทอรได 70.86 ±1.93 เปอรเซ็นต เมื่อ

ใชอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่เหมาะเปน 1:4 และเมื่อมีการเติมน้ํา 50 

เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมดอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่เหมาะสมเปน 

1:5 ไลเพสอิสระสามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเกิดเปนเมทิลเอสเทอรได 26.95 ± 

4.66 เปอรเซ็นต และอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่เหมาะสมเปน 1:4 ไล-

เพสตรึงรูปสามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเกิดเปนเมทิลเอสเทอรได 43.28 ± 7.98 

เปอรเซ็นต 

 

0

20

40

60

80

100

120

อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันตอเมทานอล

ปร
ิมา
ณ
เม
ทิล

เอ
สเ
ทอ

ร (
เป
อร
เซ็
นต

)

ไลเพสตรึงรูป

ไลเพสอสิระ

ไลเพสตรึงรูป+นํ้า

 
ภาพที่ 22 ความสัมพันธระหวางปริมาณเมทิลเอสเทอร(เปอรเซ็นต) กับอัตราสวนโดยโมลระหวาง

น้ํามันปาลมตอเมทานอล (1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6) โดยไมมีการเติมน้ําเขาไปในปฏิกิริยา 

 1 : 1       1 : 2      1 : 3      1 : 4      1 : 5      1 : 6 
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ภาพที่ 23 แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณเมทิลเอสเทอร(เปอรเซ็นต) กับอัตราสวนโดยโมล

ระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอล (1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6) โดยเติมน้ําปริมาณ 2.5 เปอรเซ็นต

ของปริมาตรทั้งหมด เขาไปในปฏิกิริยา 
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ภาพที่ 24 แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณเมทิลเอสเทอร(เปอรเซ็นต) กับอัตราสวนโดย

โมลระหวางน้ํามันปาลมตอเมทานอล (1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6) โดยเติมน้ําปริมาณ 50 

เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมด เขาไปในปฏิกิริยา 

 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 ศึกษาความเสถียรของไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซ้ํา 

 

 จากการศึกษาความเสถียรไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซ้ํา พบวา เมื่อใช 

เฮกเซนและไอโซโพรพานอล ชะลางสวนของกลีเซอรอลออกในชวงระหวางนําไลเพสตรึงรูปกลับมา

ใชซ้ํา ซึง่มีคาแอกทิวิตทีี่ลดลงเกิดเปนเมทิลเอสเทอรเทากับ 25.41 ± 0.47 และ 18.44 ± 0.33 

เปอรเซ็นตหลงัจากใชไลเพสตรึงรูป 6 คร้ัง ตามลําดับ  ดงัแสดงในภาพที่ 25 
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ภาพที่ 25 แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณเมทิลเอสเทอรกับจํานวน (คร้ัง) ที่ทําปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 



บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

 ไลเพสนับเปนเอนไซมที่มีความสําคัญมากทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ และอุตสาหกรรมตาง ๆ 

เนื่องดวยจากคุณสมบัติของไลเพสที่มีความจําเพาะตอสารตั้งตนหลายชนิด ความคงทนตอคาความ

เปนกรด - ดาง และสามารถทํางานไดที่อุณหภูมิสูง ไลเพสจากรามีขอดีกวาไลเพสที่ไดจากพืชและสตัว 

เนื่องจากราสามารถเจริญไดรวดเร็วและเลี้ยงงายกวาพืชและสัตว ไลเพสจากราเปนแหลงที่สําคัญ

สําหรับนําไปประยุกตใชประโยชนในระดับอุตสาหกรรมมากมาย เชน การสังเคราะหพอลิเมอร ผลิตสาร

แตงกลิ่นรสอาหาร และการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ โดยเฉพาะไลเพสที่ผลิตไดจาก Fusarium spp. มี

ความสําคัญโดยสามารถใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันซึ่งเปนปฏิกิริยาที่สามารถใชใน

กระบวนการผลิตไบโอดีเซล ซึ่งปจจุบันการผลิตไบโอดีเซลนิยมใชกรดหรือดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา แต

เนื่องจากวิธีนี้มีขอเสียคือ เกิดผลผลิตที่ไมตองการ ทําใหเกิดความยุงยากตอกระบวนการแยกไบโอดีเซล

ใหบริสุทธิ์ สงผลใหเกิดมลพิษในสิ่งแวดลอม การใชไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยามีขอดีกวาการใชสารเคมี

อยูหลายประการ เชน มีความจําเพาะตอสารตั้งตนมากกวา ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นบริสุทธิ์ แตขอ

เสียเปรียบของการใชไลเพสที่สําคัญคือ มีราคาคอนขางสูง ดังนั้นการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมตอการ

ผลิตไลเพสของ Fusarium spp. จึงเปนสิ่งจําเปนอยางยิ่ง งานวิจัยนี้ไดนํา F. solani  CU103 ที่ไดทําการ

คัดแยกมาจากดินในจังหวัดนาน ซึ่งมีความสามารถนําไปใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน

ได (วราภรณ, 2549) จึงสนใจทําการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตและการตรึงรูปไลเพส

จาก  F. solani  CU103 เพื่อนํามาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในการผลิตเมทิลเอส

เทอรหรือไบโอดีเซลจากน้ํามันปาลม ซึ่งเปนแนวทางในการประยุกตใชไลเพสทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ  

 
5.1 ภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของราเพื่อสามารถผลิตไลเพส 
 

 การศกึษาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไลเพส โดยมีปจจัยที่ใชศึกษา คือ แหลงคารบอน 

แหลงไนโตรเจน และอุณหภูมิ เมื่อศึกษาผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ พบวา F. solani  CU103  

สามารถเจริญไดดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการใสน้ํามันพืชชนดิตาง ๆ เปนแหลงคารบอน มากกวาใน

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีการเติมน้ํามันเพื่อเปนแหลงคารบอน แสดงใหเห็นวา F. solani  CU103  สามารถ

ใชน้ํามันพืชชนดิตาง ๆ เปนแหลงคารบอนเพื่อใชในการเจริญ นอกจากนี้ยังพบวา ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี

น้ํามันเปนแหลงคารบอนจะใหคาแอกทิวิตีจาํเพาะสูงกวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีแหลงคารบอน น้ํามัน

รําขาวที่ 1.0 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอนสามารถผลิตไลเพสที่มีคาแอกทิวิตีจําเพาะสูงที่สุด คือ 0.84 
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± 0.06 ยนูิตตอมิลลิกรัมของโปรตีน เมื่อเปรียบเทียบกับแหลงคารบอนชนิดอื่น ๆ และชุดควบคุม ซึ่ง

ใหผลสอดคลองกับงานวจิัยของ  Saad และคณะ (2004) รายงานวา น้าํมันพืชชนิดตาง ๆ มีผลตอการ

เจริญและการผลิตไลเพส จาก Fusarium oxysporum เมื่อเปรียบเทียบกับการไมเติมน้ํามันเปนแหลง

คารบอน นอกจากชนิดของแหลงคารบอนมีผลตอการเจริญและการผลิตไลเพส ยังพบวาปริมาณแหลง

คารบอนในการผลิตที่เหมาะสมเปนสิ่งสําคัญในการผลิตไลเพส (Stanbury และคณะ, 1995)  Maia และ

คณะ (2001) ไดศึกษาชนิดและปริมาณแหลงคารบอนในการผลิตไลเพสจาก Fusarium solani รายงาน

วา Fusarium solani สามารถผลิตไลเพสไดในอาหารเชื้อเหลวที่มีน้ํามันมะกอกความเขมขน 0.5 

เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน นอกจากน้ํามันมะกอกแลว ในป ค.ศ. 1992 Papaparaskeves และคณะ 

รายงานวาน้าํมันปาลม เปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดในการผลิตไลเพสจาก Rhodotorula glutinis พบวา

ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ํามันปาลมความเขมขน 2.0 เปอรเซ็นต ใหปริมาณไลเพสที่ผลิตไดสูงกวาชุด

ควบคุม และในป ค.ศ. 2004 Jinda ไดศึกษาผลการเติมน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 1.0 1.5 และ 2.0 

เปอรเซ็นต ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตไลเพสจาก Pseudomonas sp. KLB1 พบวาการใชน้ํามัน

ปาลมบริสุทธิ์ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นตใหการผลิตไลเพสไดสูงที่สุด คือ 68.54 U/mg ซึ่งสอดคลองกับ

งานวิจัยนี้ จากผลการทดลองในการรายงานตาง ๆ ขางตนจะเห็นวา น้ํามันพืชแตละชนิดมีผลตอคา

แอกทิวิตีของไลเพสตางกันในการผลิตจากจุลินทรียแตละสายพันธุ ที่มีผลทัง้นี้อาจเนื่องสมบัติทาง

กายภาพและเคมีของน้ํามัน และขึ้นอยูกับแหลง และชนิดของราที่นํามาศึกษา (Maia และคณะ, 1999; 

Rapp Peter, 1995) เพราะราแตละทองถิ่นมีความสามารถในการใชแหลงคารบอนและปริมาณได

แตกตางกัน  

 

 หลังจากทราบแหลงคารบอนที่เหมาะสมก็ทําการศึกษาถึงแหลงไนโตรเจน เมื่อศึกษาผลของ

แหลงไนโตรเจนที่มีผลตอการผลิตไลเพส พบวาเมื่อใชน้ํามันรําขาว 1.0 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน 

และแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ พบวา น้ํามันรําขาว 1.0 เปอรเซ็นต และเบปโตน 1.0 เปอรเซ็นตเปน

แหลงไนโตรเจน สามารถผลิตไลเพสใหคาแอกทิวิตีจําเพาะสูงที่สุด คือ 3.64 ± 0.05 ยูนิตตอมิลลิกรัม

ของโปรตีน เมื่อเปรียบเทียบกับแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ซึ่งจะใหคาแอกทิวิตีจําเพาะเพิ่มสูงขึ้น

ประมาณ 4 เทา เมื่อเทียบกับการใหแหลงคารบอนเพียงอยางเดียวเปนแหลงอาหาร ทั้งนี้อาจเปน

เพราะวาในเปบโตนมีสารอาหารบางอยางที่มีความจําเปนตอการเจริญเติบโตและการผลิตไลเพส เชน 

วิตามิน แรธาตุบางชนิด ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Saad และคณะ, (2004)  สําหรับ แอมโมเนียมไน-

เตรท (NH4NO3) และ แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) พบวา ในการผลิตไลเพสจะใหคา

แอกทิวิตีจําเพาะที่นอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับเปบโตน และยีสตสกัด ที่ใชเปนแหลงไนโตรเจน 

เนื่องจาก แอมโมเนีมไนเตรท และ แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต มีผลทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีคาความ

เปนกรดที่สูงขึ้น ซึ่งไมมีความเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไลเพสจึงทําใหมีการสรางไลเพสได
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ปริมาณที่นอยและมีคาแอกทิวิตีจําเพาะต่ํากวาเมื่อเปรียบเทียบกับแหลงไนโตรเจนชนิดอื่น ๆ (Griffin, 

1994) โดยปกติราสวนใหญจะเจริญเติบโตไดดีในชวงคาความเปนกรด-ดางที่มีคาความเปนกรด

เล็กนอยประมาณคาความเปนกรด-ดาง 6.2 - 6.8  Sztajer และคณะ (1989) ไดรายงานวา เมื่อใชยูเรีย

และแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนกลับมีผลในการยับยั้งการสังเคราะหไลเพส ซึ่งใหผลที่

สอดคลองกัน เมื่อใชสารกลุมอนินทรียเปนแหลงไนโตรเจน ราสายพันธุ F. solani CU103 มี

ความสามารถที่จะใชสารในกลุมอินทรียไดดีกวาสารอนินทรีย อาจเนื่องมาจากในกลุมสารอินทรียมี

แหลงอาหารที่สมบูรณกวาสารอนินทรีย เชน กลุมวิตามิน ฮอรโมน ที่ชวยในการเจริญและผลิตไลเพส 

ซึ่งใหผลที่สอดคลองกับรายงานของ  Saad และคณะ (2004) พบวา เมื่อมีการเติมเปบโตนในอาหาร

เลี้ยงเชื้อมีผลทําใหมีคาแอกทิวิตีของไลเพสเพิ่มสูงขึ้น ดังนั้นในการผลิตไลเพสใหไดปริมาณที่สูงจึงตอง

เลือกใชแหลงไนโตรเจนใหเหมาะสมกับสายพันธุของรา (Stanbury และคณะ, 1995) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง

ไดเลือกภาวะนี้เพื่อศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีผลตอการผลิตไลเพส และเมื่อทําการศึกษาผลกระทบของ

อุณหภูมิสําหรับการผลิตไลเพส พบวาเมื่อทําการเลี้ยง F. solani  CU103 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ํามัน

รําขาว 1.0 เปอรเซ็นต และเบปโตน 1.0 เปอรเซ็นต ในที่อุณหภูมิตาง ๆ พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสม

สําหรับการผลิตไลเพสอยูที่ 30 องศาเซลเซียส และยังพบวาอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส F. solani  

CU103 ยังสามารถผลิตไลเพสได แตในชวงระยะแรก F. solani  CU103 จะตองมีการปรับตัวใหเขากับ

ภาวะที่ใชในการผลิตที่ยาวนานกวาที่อุณหภูมิที่ต่ํากวา สําหรับที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสมีการ

ผลิตไลเพสไดคาแอกทิตวีจําเพาะสูงสุด เนื่องจากอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียสเปนอุณหภูมิที่น้ํามันใน

อาหารเลี้ยงเชื้อมีความหนืดของน้ํามันไมมาก และมีการกระจายตัวที่ดีเมื่อมีการเขยาแบบตอเนื่อง ทํา

ใหไลเพสที่ราผลิตไดสามารถยอยสลายน้ํามันในอาหารเลี้ยงเชื้อไดดี (Wade, 1995) โดยอุณหภูมิที่ 30 

องศาเซลเซียสสามารถผลิตไลเพสที่ใหคาแอกทิวิตีจําเพาะเทากับ 3.66 ± 0.24 ยูนิตตอมิลลิกรัมของ

โปรตีน สําหรับอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส น้ํามันในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความหนืดของน้ํามันนอยกวาที่

อุณหภูมิอ่ืน ๆ และมีการกระจายตัวไดดีกวา แตกลับใหคาแอกทิวิตีจําเพาะในการผลิตไลเพสที่ต่ํากวา 

ทั้งนี้ เนื่องมาจาก อุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียสเปนอุณหภูมิที่สูงเกินไปจึงไมเหมาะสมตอการ

เจริญเติบโตสําหรับราสายพันธุ F. solani  CU103 ทําใหราเจริญเติบโตไดไมดีสงผลใหการผลิตไลเพสได

ในปริมาณที่นอย และอุณหภูมิที่สูงเกินไปจึงมีผลตอการทํางานของเอนไซมบางชนิดที่มีผลตอการ

เจริญเติบโตของรา ดังนั้นจึงใชภาวะที่มีการเติมน้ํามันรําขาว 1.0 เปอรเซ็นต เปบโตน 1.0 เปอรเซ็นต 

และทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตอการเลี้ยง F. solani  CU103 เพื่อการผลิตไลเพส โดย

ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไลเพสจากงานวิจัยนี้เปรียบเทียบกับงานวิจัยอื่น ๆ ที่มีการรายงานดังแสดง

ในตารางที่ 6 
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ตารางที่ 5 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไลเพสจากราชนิดตาง ๆ 

 
แหลงที่มาของไลเพส 

 

อุณหภูม ิ 
(องศา

เซลเซียส) 

คาความเปน
กรด-ดาง 

 

แอกทิวิตี 
(หนวยตอ 
มิลลลิิตร) 

เอกสาร 
อางอิง 

 

Fusarium solani CU103 

 

30 

 

6.2 

 

63.9 ± 2.45 

 

งานวิจยั

ปจจุบัน 

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 แสดงความสามารถการผลิตไลเพสที่มีคาแอกทิวิตีจําเพาะสูงที่สุดของ 

Fusarium solani CU103 เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยอื่น ๆ ที่ไดกลาวมาดังตารางที่ 5 Fusarium 

solani CU103 ที่ภาวะดังกลาวสามารถผลิตไลเพสใหคาแอกทิวิตีสูงที่สุดที่ไดมีรายงานมา

โดยเฉพาะในกลุมของ Fusarium spp. ซึ่งเปนผลดีสําหรับในการพัฒนาปรับปรุงสายพันธุเพื่อให

เหมาะสมตอการผลิตไลเพสเพื่อนําไปใชอุตสาหกรรมตาง ๆ  

 
5.2 การตรึงรูปไลเพสบนวัสดุคํ้าจุน 
 

การเตรียมไลเพสตรึงรูปโดยใชวิธีการตรึงรูปโดยอาศัยหลักการดูดซับทางกายภาพบนวัสดุ

ค้ําจุน 5 ชนิด คือ AB8 D4020 H103 NKA และ NKA9 ซึ่งเปนวัสดุค้ําจุนประเภท macroporous 

resin ตามรายงานของ Yang และคณะ (2006) พบวา ในการทดลองตรึงรูปไลเพสไดใช

สารละลายเฮพเทนรวมในการตรึงรูปสงผลใหวัสดุค้ําจุนบางชนิด ไดแก H103 NKA เกิดการ

ละลายในสารละลายเฮพเทน ดังนั้นวิธีการตรึงรูปดังกลาวจึงไมมีความเหมาะสมที่จะนํามาใช
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สําหรับการตรึงรูปไลเพสในการทดลองครั้งนี้ ดังนั้นจึงทําการเปลี่ยนวิธีการตรึงรูปไลเพสจาก

วิธีการตรึงรูปโดยอาศัยหลักการดูดซับทางกายภาพมาเปนวิธีการตรึงรูปดวยการเชื่อมขวาง 

(cross-linking) โดยใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง (Pahujani และคณะ, 2008; 

Taylor, 1991; Kristy และคณะ, 2000) ในงานวิจัยไดพิจารณาถึงความเขมขนของสารละลาย 

กลูตารัลดีไฮดที่ใชสําหรับการตรึงรูปไลเพส โดยเลือกความเขมขนที่ 0 0.5 1.0 2.0 4.0 8.0 และ 

16.0 เปอรเซ็นตตามลําดับ สําหรับใชในการตรึงรูป พบวา เมื่อเตรียมไลเพสตรึงรูปดวยวิธีการตรึง

รูปดวยวิธีการเชื่อมขวาง โดยเติมสารละลายกลูตารัลดีไฮดซึ่งมีหมูแอลดีไฮด 2 หมูจะมาเชื่อมกับ

หมูอะมิโนที่อยูบนผิวของวัสดุค้ําจุน และหมูอะมิโนของไลเพสทําใหเกิดพันธะเชื่อมขวางกัน เมื่อ

เติมสารละลายกลูตารัลดีไฮดความเขมขนที่ 2.0 เปอรเซ็นต ใหคาแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูปสูงสุด 

คือ 17.35 ± 0.83 ยูนติตอกรัมของไลเพสตรึงรูป ดังนั้นความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮด

ที่ 2.0 เปอรเซ็นต จึงเปนความเขมขนที่เหมาะสมในการเตรียมไลเพสตรึงรูป และจากการศึกษา

วัสดุค้ําจุนที่เหมาะสมสําหรับตรึงรูปไลเพส พบวา วัสดุค้ําจุนชนิด D4020 มีคาปริมาณโปรตีนที่ถูก

โหลดมากที่สุด จึงทําใหมีคาเปอรเซ็นตการตรึงรูปมากที่สุดดวยเชนกัน แตเมื่อนําไปเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสกลับใหคาการเรงปฏิกิริยาที่ต่ํากวา มีคาเทากับ 50.12 ± 2.54 เปอรเซ็นต  เมื่อใชวัสดุ

ค้ําจุนชนิด NKA เปนวัสดุในการตรึงรูปกลับใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่สูงกวา อาจเปนไป

ไดวาโปรตีนที่ถูกตรึงรูปในวัสดุค้ําจุนชนิด D4020 มีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโมเลกุลไลเพส

ทําใหเกิดการบดบังบริเวณเรงของไลเพสทําใหซับสเตรทไมสามารถเขาทําปฏิกิริยาได (Aehle, 

2004) และปริมาณโปรตีนที่ถูกโหลดเขาไปในวัสดุค้ําจุน อาจมีโปรตีนบางสวนที่ไมสามารถทํา

หนาที่ เปนตัวเรงปฏิกิ ริยาได เนื่องจากการเสียสภาพในชวงระหวางทําการตรึงรูป เพราะ

สารละลายกลูตารัลดีไฮดมีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโมเลกุลไลเพส(Pahujani และ

คณะ, 2008) ความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่เหมาะสมสําหรับใชในการตรึงรูปไลเพส

อยูที่ความเขมขนที่ 2.0 เปอรเซ็นต เพราะถาทําการเพิ่มปริมาณความเขมขนของสารละลายกลตูารลั-

ดีไฮดมากขึ้น จะมีผลตอการตรึงรูป ทําใหเปอรเซ็นตการตรึงรูป และคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิ

สลดลงดวย เนื่องจากเปอรเซ็นตความเขมขนของสารละลายกลูตารัลดีไฮดที่สูงมีผลตอการตรึง

รูปไลเพสและมีผลตอโครงสรางไลเพส (Kristy และคณะ, 2000) และพบวาความเขมขนที่ 2.0 

เปอรเซ็นตของสารละลายกลูตารัลดีไฮด ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโมเลกุลไลเพส 

อาจสงผลใหไมมีการบดบังบริเวณเรงของไลเพสหรือเกิดการเสียสภาพของไลเพสระหวางการตรึง

นอยที่สุด  และวิธีการตรึงรูปดวยวิธีนี้สามารถทําไดงายและสะดวก ดังนั้นในงานวิจัยนี้วิธีการ

เตรียมไลเพสตรึงรูปโดยใชวิธีการตรึงรูปโดยการเชื่อมขวางของสารละลายกลูตารัลดีไฮดจึงเปนวิธี

ที่เหมาะสมในการเตรียมไลเพสตรึงรูปมากกวาการตรึงรูปดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 
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5.3 ปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอความเสถียรของไลเพสตรึงรูป 
 

การศึกษาผลอุณหภูมิที่มีผลตอความเสถียรไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับไลเพสอิสระ 

พบวา อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานของไลเพสตรึงรูปและไลเพสอิสระจะแตกตางกันคือ 

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเพสตรึงรูปอยูที่ 40 องศาเซลเซียส สวนอุณหภูมิที่

เหมาะสมตอการทํางานของไลเพสอิสระอยูที่ 35 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิเหมาะสมสาํหรบัไล

เพสตรึงรูปและไลเพสอิสระใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดสูงสุด ไลเพสตรึงรูปจะมีความ

เสถียรตออุณหภูมิไดดีกวาไลเพสอิสระ แสดงใหเห็นวาหลังจากทําการตรึงรูปไลเพส ไลเพสตรึงรูป

สามารถทํางานไดดีเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น  

 

 การศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดาง ตอการทํางานไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับไลเพส

อิสระ โดยการทําปฏิกิริยาในสารละลายบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดางตาง ๆ พบวา ไลเพสตรึง

รูปมีความเสถียรตอคาความเปนกรด-ดางมากกวาไลเพสอิสระ ไลเพสตรึงรูปและไลเพสอิสระ

สามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดีที่สุดที่คาความเปนกรด-ดาง 7.0 (Maria และคณะ, 1999)  

แสดงใหเห็นวาไลเพสตรึงรูปอาจมีคุณสมบัติเบื้องตนบางประการเหมือนไลเพสอิสระ (Chibata, 

1978) 

 

 การศึกษาผลของสารละลายอินทรียตอการทํางานของไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับไลเพส

อิสระ เมื่อนําไลเพสตรึงรูปและไลเพสอิสระ บมในสารละลายอินทรีย คือ เฮกเซน ทูโลอีน 

คลอโรฟอรม เอทานอล และเมทานอล กอนมาทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส พบวา ไลเพสตรึงรูปมีความ

เสถียรตอสารละลายอินทรียมากกวาไลเพสอิสระ ไลเพสตรึงรูปมีความเสถียรตอเฮกเซนไดดีที่สุด 

สวนไลเพสอิสระมีความเสถียรตอไอโซโพรพานอล เมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายอินทรียชนิดอ่ืน 

(Maia และคณะ, 1999) แสดงใหเห็นวาไลเพสตรึงรูปอาจมีคุณสมบัติที่เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม

บางประการทําใหมีความเสถียรตอสารละลายอินทรียตางจากไลเพสอิสระ (Chibata, 1978) 

 

 การศึกษาความเสถียรไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซ้ํา พบวา การนําไลเพสตรึงรูป

กลับมาใชเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสซึ่งมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมีคาลดลงอยาง

เปนลําดับ หลังจากใชไลเพสตรึงรูป 12 คร้ัง ซึ่งไลเพสตรึงรูปใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไล 

ซิส มีคาเทากับ 26.47 ± 0.71 เปอรเซ็นต  
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5.4 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

5.4.1 การตรวจสอบปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยเทคนิค HPLC 
 

ผลการศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสอิสระ และไลเพสตรึงรูปที่ตรึงบน

วัสดุค้ําจุนชนิด NKA เปนตัวเรงในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยปจจัยที่ใชในศึกษา 2 

ปจจัย คือ อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมกับเมทานอล (1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6) และ

ปริมาณน้ําที่เติมลงไปทําปฏิกิริยา (0 2.5 และ 50 เปอรเซ็นต) ผลการตรวจสอบดวยวิธีเทคนิคโคร-

มาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (HPLC) พบวา อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมกับเม-

ทานอลที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอฟริเคชันเพื่อเกิดเมทิลเอสเทอร คือ น้าํมนัปาลม 

1 สวน ตอเมทานอล 4 สวนโดยโมล โดยเลือกใชรูปแบบการเติม 3 คร้ังซึ่งทําใหเกิดปริมาณเมทิลเอส-

เทอรสูงที่สุด เทากับ 92.62 ± 3.27 เปอรเซ็นต โดยปกติพบวาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเปน

ปฏิกิริยาแบบผันกลับได และไตรกลีเซอไรด 1.0 โมล จะทําปฏิกิริยาอยางสมบูรณกับเมทานอล 3.0 

โมล ดังนั้นในการดําเนินปฏิกิริยาจะตองใชเมทานอลในปริมาณมากพอเพื่อใหปฏิกิริยาดําเนินไป

ขางหนา (Meher และคณะ, 2004) จากการทดลองพบวา อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมกับ

เมทานอลที่เหมาะสมเปน น้ํามันปาลม 1 สวน ตอเมทานอล 4 สวนโดยโมล (1:4) แสดงวาปริมาณ

ของเมทานอลตองมีปริมาณมากพอเพื่อใหปฏิกิริยาเกิดขึ้นสมบูรณ ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ 

Noureddini และคณะ (2005) เมื่อใชน้ํามันปาลมกับเมทานอลในอัตราสวน 1:5 และ 1:6 สําหรับ

การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอฟริเคชันเพื่อเกิดเมทิลเอสเทอร พบวาที่อัตราสวน 1:5 และ 1:6 ให

เปอรเซ็นตของปริมาณเมทิลเอสเทอรนอยกวาที่อัตราสวน 1:4 เนื่องจากปริมาณเมทานอลที่เติมใส

ในปฏิกิริยามีปริมาณที่มากเกินพอสําหรับที่ทําใหเกิดเมทิลเอสเทอร และเมทานอลอาจสงผลตอ

การทํางานของไลเพสตรึงรูปทําใหไลเพสเสียสภาพ สงผลใหเกิดการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิ

ชันไดลดลง ทําใหเกิดปริมาณเมทิลเอสเทอร เทากับ 89.6 ± 3.76 และ 69.44 ± 3.04 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ แสดงวาเมทานอลมีผลไปยับยั้งความสามารถในการเรงปฏิกิริยา รวมถึงลดความ

เสถียรของไลเพสตรึงรูป ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Shimada และคณะ (2002) และเมื่อใช

น้ํามันปาลมกับเมทานอลในอัตราสวน 1:1 และ 1:2 สําหรับการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอฟริเค-

ชันเพื่อเกิดเมทิลเอสเทอร พบวาที่อัตราสวน 1:1 และ 1:2 ใหเปอรเซ็นตของปริมาณเมทิลเอสเทอร

นอยกวาที่อัตราสวน 1:4 เนื่องจากปริมาณของเมทานอลไมเพียงพอตอการเกิดปฏิกิริยาทรานส

เอสเทอริฟเคชัน สงผลใหปฏิกิริยาเกิดขึ้นไดอยางไมสมบูรณ นอกจากนี้ยังพบวา เมื่อปริมาณของ

เมทานอลไมเพียงพอทําใหเกิดปฏิกิริยาแบบผันกลับได (Meher และคณะ, 2004) ดังนั้น 

อัตราสวน 1:1 และ 1:2 โดยโมล จึงเปนอัตราสวนที่ไมเหมาะสมสําหรับการเกิดปฏิกิริยาทรานส-
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เอสเทอริฟเคชันเพื่อเกิดเปนเมทิลเอสเทอร และจากการทดลองไดทําการศึกษาถึงปริมาณน้ําที่เติม

ในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่ 0 2.5 และ 50 เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมดในระหวางการ

ทําปฏิกิริยา พบวา น้ํามีผลตอการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยน้ํามีผลตอการ

เกดิปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน เนื่องจากน้ําที่เติมลงในปฏิกิริยาจะไปสงเสริมในการปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสไดดีกวาการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ทําใหเกิดปริมาณของเมทิลเอสเทอร

ลดลง การเติมน้ําเขาไปจะทําใหเกิดปฏิกิริยาเกิดขึ้น 2 ชนิด คือ ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

และปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เพราะปกติแลวการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไมจําเปนตองมี

น้ําในการเกิดปฏิกิริยา แตเมื่อมีการเติมน้ํากลับชวยสงเสริมในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซสิ เมื่อมี

การเติมน้ําในปริมาณที่มากขึ้นสงผลใหเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมากขึ้นตามไปดวย และเมื่อ

เปรียบเทียบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวางไลเพสอิสระกับไล-

เพสตรึงรูป โดยศึกษาผลที่ภาวะ อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมกับเมทานอล (1:1 1:2 1:3 

1:4 1:5 และ 1:6)  ปริมาณของไลเพสอิสระและไลเพสตรึงรูปที่ 20 เปอรเซ็นตของน้ํามันปาลม 

และระยะเวลาในการทําปฏิกิริยาเปนเวลา  24 ชั่วโมง พบวาไลเพสอิสระมีปริมาณของเมทิลเอส-

เทอรที่เกิดขึ้นนอยกวาเมื่อใชไลเพสตรึงรูปสําหรับใชเปนตัวเรงในการเกิดปฏิกิริยา อาจเปน

เพราะวาไลเพสอิสระไมมีความเสถียรตออุณหภูมิ และสารละลายอินทรีย เพราะในการ

เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่ใชในการทดลองจะอยูที่ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนอุณหภูมิที่

ไมเหมาะสมตอการทํางานของไลเพสอิระ จึงทําใหเกิดปริมาณเมทิลเอสเทอรนอยกวาเมือ่ใชไลเพส

ตรึงรูป และอาจเกิดจากไลเพสอิสระสัมผัสกับเมทานอลโดยตรงในการทําปฏิกิริยาจึงทําใหไลเพส

อิสระบางสวนถูกทําลายใหเสียสภาพไป ซึ่งไมสามารถทําหนาที่เปนตัวเรงในปฏิกิริยาได ผลการ

ทดลองนี้ยังแสดงใหเห็นวาไลเพสตรึงรูปที่เตรียมไดมีความเสถียรตออุณหภูมิ และสารละลาย

อินทรียที่ใชในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  

 
5.4.2 ความเสถียรของไลเพสตรึงรูปในการนํากลับมาใชซํ้า 
 

สําหรับการนําไลเพสตรึงรูปนํากลับมาใชซ้ําใหม พบวา การนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชเรง

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยการใชสารละลายอินทรีย 2 ชนิด ไดแก ไอโซโพรพานอล และ

เฮกเซน เปนตัวชะลาง ซึ่งมีคาความสามารถในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันมีคาลดลง

อยางเปนลําดับ หลังจากใชไลเพสตรึงรูป 6 คร้ัง เมื่อใชไอโซโพรพานอลใหคาการเกิดเมทิลเอส-

เทอร เทากับ 18.44 ± 0.33  และเฮกเซกใหคาการเกิดเมทิลเอสเทอร 25.41 ± 0.47  เปอรเซ็นต 

ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากคุณสมบัติของสารละลายอินทรียที่นํามาชะลาง ในกรณีเมื่อใชไอโซโพรพา-

นอลเปนตัวชะลาง ซึ่งมีคุณสมบัติพื้นฐานเปนสารละลายอินทรียที่มีขั้วซึ่งสามารถไปชะกลีเซอรอล 
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ที่เปนผลิตภัณฑผลพลอยไดจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ซึ่งกลีเซอรอลเปนสารโมเลกุลที่มี

ขั้วจึงสามารถถูกชะออกไปได และอาจเปนไปไดวาขณะที่ทําการลางกลีเซอรอลออก โมเลกุล

ของไลเพสอาจหลุดออกมาพรอมกับกลีเซอรอล และโมเลกุลของไลเพสอาจถูกทําลายใหเสียสภาพ

ทําใหความสามารถในการเรงปฏิกิริยาลดลงสงผลใหเกิดเมทิลเอสเทอรลดลง และเมื่อใชเฮกเซน

เปนตัวชะลาง ซึ่งเปนสารละลายอินทรียที่ไมมีข้ัว ทําใหไมสามารถชะลางกลีเซอรอลออกมาได  

สงผลใหไลเพสตรึงรูปทําหนาที่เปนตัวเรงปฏิกิริยาไดไมดีเทาที่ควร เนื่องจากมีกลีเซอรอลเคลือบ

อยูบริเวณผิวของไลเพสตรึงรูป Wei และคณะ (2003) ไดรายงานวา สารละลายอินทรียไอโซโพรพา

นอล มีความเหมาะสมสําหรับใชเปนตัวชะลาง ซึ่งขัดแยงกับงานวิจัยนี้ อาจเพราะวาไลเพสตรึงรูปที่

ผลิตไดมีความเสถียรตอสารละลายอินทรียไดแตกตางกัน และขึ้นอยูกับคุณสมบัติของไลเพสที่รา

ผลิตไลเพสได  

 

ผลการศึกษาพบวา การนําไลเพสจากราสายพันธุ F. solani CU103 มาทดสอบการทํา

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวางน้ํามันปาลมกับเมทานอลเพื่อนําไปพัฒนาใชในการ

ผลิตไบโอดีเซล ยังไมมีรายงานมากอน งานวิจัยนี้เปนงานวิจัยแรกที่ทําการศึกษาในการผลติไลเพส

จากราสายพันธุ F. solani CU103 เพื่อใชเปนตัวเรงปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ดังนั้น

ปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเปนหนทางหนึ่งเพื่อการผลิตเมทิลเอสเทอร หรือ ไบโอดีเซล 

ปจจุบันมีการนําไลเพสจากจุลินทรียมาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน แทนการใช

กรดและดางเนื่องจากมีขอดีกวาหลายประการ เชน ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นบริสุทธิ์ประโยชนตอการ

รักษาสิ่งแวดลอม (Kaieda และคณะ, 1999) แตเนื่องจาก ไลเพสที่ไดจากจุลินทรียยังมีราคาที่แพง

จึงยังไมเหมาะสมที่จะนํามาใชในระดับอุตสาหกรรมสําหรับการผลิตไบดีเซล จากผลการทดลองนี้

ไดแสดงใหเห็นวาราสายพันธุ F. solani CU103 มีศักยภาพในการนําไปพัฒนาการผลิตไลเพส

จาก F. solani CU103 ใหอยูในรูปเชิงการคา สําหรับไลเพสที่ผลิตไดก็จะถูกนําไปใชเพื่อเปนตัวเรง

ในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ดังนั้นตองมีการปรับปรุงพัฒนาวิธีการตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนที่

เหมาะสมสําหรับใชในระดับอุตสาหกรรม  เพื่อที่จะไดนํากลับมาใชซ้ําใหมไดซึ่งจะเปนการลด

ตนทุนในการผลิตได ดังนั้นการทําใหไลเพสอยูในรูปตรึงบนวัสดุก็เปนวิธีหนึ่งที่สามารถนํากลับมา

ใชซ้ําใหมได 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 6 

 

สรุปผลการทดลอง 

 

ภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไลเพสจากราสายพันธุ F. solani CU103 พบวา แหลง

คารบอนที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไลเพส คือ น้ํามันรําขาว 1.0 เปอรเซ็นต แหลงไนโตรเจนที่

เหมาะสม คือ เปบโตน 1.0 เปอรเซ็นต และอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไลเพสอยูที่ 30 

องศาเซลเซียส นําสวนของสารละลายไลเพสที่ผลิตไดทําใหมีความเขมขนมากขึ้นดวยวิธีการอัล-

ตราฟลเตรชัน  แลวนําสารละลายไลเพสไปตรึงบนวัสดุค้ําจุน 5 ชนิด ดวยวิธีเชื่อมขวาง พบวา วสัดุ

ค้ําจุนชนิด NKA ใหคาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิลสูงสุด เมื่อใชสารละลายกลูตารัลดีไฮดความ

เขมขนที่ 2.0 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงนําไลเพสตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุนชนิด NKA มาทําการศึกษาถึง

ความเสถียรของไลเพสตรึงรูปในปจจัย 4 ชนิด ซึ่งไดแก อุณหภูมิ คาความเปนกรด-ดาง 

สารละลายอินทรีย และการนํากลับมาใชซ้ํา จากการทดลองพบวา มีความเสถียรไดดีที่อุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส คาความเปนกรด-ดางที่ 7.0 และมีความเสถียรตอตัวทําละลายเฮกเซนไดดีที่สุด 

สําหรับการนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชซ้ําการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส พบวา การนําไลเพสตรึงรูป

กลับมาใชเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมีคาการเรงที่ลดลงเปน 26.47 ± 0.71 เปอรเซ็นต หลังจากใชไล-

เพสตรึงรูป 12 คร้ัง  

 

เมื่อนําไลเพสตรึงรูปบนวัสดุค้ําจุน NKA มาเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวาง

น้ํามันปาลมกับเมทานอลอัตราสวน 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 โดยโมล โดยการเติมเมทานอล

ในรูปแบบของการเติม 3 ข้ันตอน แลวนําไปตรวจสอบการเกิดเมทิลเอสเทอรดวยวิธีโครมาโทกราฟ

แบบแผนบาง พบวา ทุกอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล สามารถเกิดเมทิลเอส-

เทอร การทดลองยังพบอีกวาเมื่อมีการเติมน้ําที่ 2.5 และ 50 เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมดในทุก

อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลในเกิดการปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรสามารถทําให

เกิดเมทิลเอสเทอรไดเชนกัน จากการศึกษาหาปริมาณของเมทิลเอสเทอรดวยวิธีการ HPLC พบวา 

อัตราสวนที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรเปน 1:4 โดยโมลของน้ํามันปาลมตอเม-

ทานอลทําใหเกิดปริมาณของเมทิลเอสเทอรสูงที่สุด ซึ่งมีคา 92.62 ± 3.27 เปอรเซ็นต นอกจากนี้

ยังพบวาเมื่อมีการเติมน้ําที่ 2.5 และ 50 เปอรเซ็นตของปริมาตรทั้งหมด สงผลใหปริมาณของ 

เมทิลเอสเทอรมีคาลดลง ซึ่งมีคา 70.86 ± 1.93  และ 43.28 ± 7.98 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การ

นําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชซ้ํา เมื่อใชเฮกเซน และไอโซโพรพานอล ลางสวนของกลีเซอรอลออก
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ในชวงระหวางนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชซ้ํา ซึ่งมีคาแอกทิวิตีที่ลดลงเกิดเปนเมทิลเอสเทอรเทากับ 

25.41 ± 0.47 และ 18.44 ± 0.33 เปอรเซ็นต หลังจากใชไลเพสตรึงรูป 6 คร้ัง ตามลําดับ  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธกีารเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. อาหารแข็ง PDA (Potato Dextrose Agar) 

-มันฝร่ัง (Potato)      200 กรัม 

- น้ําตาลเดสโทรส (Dextrose)       20 กรัม 

- วุนผง (Agar)        15 กรัม 

- น้ํากลั่น (Distilled water)            1,000 มิลลิลิตร 

ปอกเปลือกมันฝร่ัง แลวหั่นเปนสี่เหลี่ยมลูกเตาขนาด 1  ลูกบาศกเซนติเมตร จากนั้นนําไป

ตมในน้ํากลั่น ใหมันฝร่ังนิ่ม แลวกรองมันฝรั่งออกดวยผาขาวบาง จากนั้นเติมน้ําตาลกลูโคสแลว

คนใหละลาย ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร แลวนําไปนิ่งฆาเชื้อโดยความรอนชื้นที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  

หมายเหตุ : กรณีใชอาหารสําเร็จรูปจากบริษัทไฮ มีเดีย (Hi media) 

      PDA 39 กรัม ตอ น้ํากลั่น 1 ลิตร 

 
2. อาหารแข็ง PDB (Potato Dextrose Broth) 

- มันฝร่ัง (Potato)      200 กรัม 

- น้ําตาลกลูโคส (Glucose)       20 กรัม 

- น้ํากลั่น               1,000 มิลลิลิตร 

ปอกเปลือกมันฝร่ัง แลวหั่นเปนสี่เหลี่ยมลูกเตาขนาด 1 ลูกบาศกเซนติเมตร จากนั้นนําไป

ตมในน้ํากลั่น ใหมันฝร่ังนิ่ม แลวกรอกมันฝรั่งออกดดวยผาขาวบาง จากนั้นเติมน้ําตาลกลูโคสแลว

คนใหละลาย ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 มิลลิลิตร แลวนําไปนิ่งฆาเชื้อโดยความรอนชื้นที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  

หมายเหตุ : กรณีใชอาหารสําเร็จรูปจากบริษัทไฮ มีเดีย (Hi media) 

      PDA 24 กรัม ตอ 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 

 - คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4•5H2O)    0.001  กรัม  

 - ซิงคซัลเฟต ((ZnSO4•5H2O)     0.001  กรัม 

 - น้ํามันรําขาว       10       มิลลิลิตร  

- น้ํากลั่น       1,000  มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร คนใหละลายจนหมด แลว

ปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหเปน 7.0 แลวนําไปนิ่งฆาเชื้อโดยความรอนชื้น ที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ข 
 

วิธีการเตรยีมสารเคม ี
 
1. สารละลายตรวจวัดคาแอกทิวิตี 
 

1.1 การเตรียมทริสบัฟเฟอร (Tris-HCl) 
 

ทริสบัฟเฟอร ความเขมขน 1.0 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 8.0    

ทริส เบส (Tris base)              121        กรัม 

  น้ํากลัน่                800        มิลลิลิตร 

ละลาย ทริส เบส ใหเขากันกับน้ํากลั่น ปรับคาความเปนกรด-ดาง ดวยกรดไฮโดรคลอริก 

(HCl) ใหเทากับ 8.0 จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1.0 ลิตร นําไปนิ่งฆาเชื้อโดยความรอนชื้น 

ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บไวที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ทริสบัฟเฟอร ความเขมขน 50  มิลลิโมลาร  คาความเปนกรด-ดาง 8.0  

ทริสบัฟเฟอร ความเขมขน 1 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 8.0           25      มิลลิลิตร   

  น้ํากลัน่                  475       มิลลิลิตร 

เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
 1.2 สารละลาย ก.     
                                                                                                                            

  พารา-ไนโตรฟนิล ปาลมมิเตท (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 

ละลายในทริสบัฟเฟอรความเขมขน 50   มิลลิโมลาร คาความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 

90 มิลลิลิตร ผสมสารละลาย ก. และ ข. ที่เตรียมไวใหเขากันแลวเก็บไวในขวดสีชา โดยสามารถ

เก็บได 2 สัปดาหในตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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2. สารละลายตรวจวัดปริมาณโปรตีน 
 
 2.1 สารละลายไบยูเรต (biuret reagent)  
 

1% คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4·5H2O)       0.5 มิลลิลิตร  

2% โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต (KNaC4H4O6)     0.5 มิลลิลิตร   

2% โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) 

ใน 0.1 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด (0.1 M NaOH)      50 มิลลิลิตร 
 

2.2 สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (folin phenol regent) 
 

  สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท             1  สวน 

 น้ํากลั่น                1  สวน 
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ภาคผนวก ค 

 
กราฟมาตรฐาน 

 
1. กราฟมาตรฐานของสารละลายพารา-ไนโตรฟนอลที่มีปริมาณ 0–10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 

y = 0.0826x + 0.0078
R2 = 0.9995
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      ภาพที่ ค. 1 กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของพารา-ไนโตรฟนอล 0-10 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร กับคาการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 
 
สารที่ใช: ทริสบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร คาความเปนกรด-ดาง 8.0  

0.1 % (w/v) พารา-ไนโตรฟนอล 

 
วิธีการทํากราฟมาตรฐาน สารละลายพารา-ไนโตรฟนอล 
 
โดยดัดแปลงจากวิธีของ Winkler และ Stuckmann (1979) 

1.เตรียมสารละลายพารา-ไนโตรฟนอลที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร โดยใชสารละลายพารา-ไนโตรฟนอล 5 มิลลิกรัมละลายในน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร 

2.นําสารละลายในขอ 1 ไปเจือจาง 1:100 ดวยทริสบัฟเฟอร ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร 

คาความเปนกรด-ดาง 8.0 จะไดความเขมขนสุดทายเปน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

3.เตรียมสารละลายพารา-ไนโตรฟนอลที่ความเขนขนตางๆที่ 0–10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ดังตารางที่ ค. 1 
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ตารางที่ ค. 1 ปริมาณสารที่ใชในการทํากราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล ความเขมขน 

0- 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

 

4.ดูดสารละลายที่ความเขนขน 0–10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงในแตละหลุมของไมโคร

เพลตปริมาณ 200 ไมโครลิตรตอหลุม โดยทํา 3 ซ้ําในแตละความเขนขนของสารละลายพารา -ไน

โตรฟนอล 

5.ตรวจวัดการดูดกลืนแสงของพารา -ไนโตรฟนอลที่ 410 นาโนเมตร 

 

กําหนดให 1 หนวยเอนไซมมีคาเทากับปริมาณของเอนไซมที่สามารถยอยสลาย พารา -ไนโตรฟนลิ 

ปาลมมิเตท  แลวใหพารา -ไนโตรฟนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตภาวะขางตน 

 

 

 

 

 

ปริมาตรของสารทีใ่ช (ไมโครลิตร) 
ปริมาณของพารา-ไนโตรฟนอล 

(ไมโครกรมั/มิลลลิิตร) 
พารา-ไนโตรฟนอล 

10 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร 
ทริสบฟัเฟอรความ

เขมขน 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 ที่ความเขมขน  0-10 ไมโครกรัม กับคาการดูดกลืนที่ 

650 นาโนเมตร 

 
วิธีการทํากราฟมาตรฐาน BSA 
 

1.เตรียมสารละลายไบยูเรต (biuret reagent) ซึ่งประกอบดวยประกอบดวย 1% คอป

เปอรซัลเฟต 0.5 มิลลิลิตร 2.0% โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต 0.5 มิลลิลิตร  2.0% โซเดียม

คารบอเนต ใน 0.1 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด 50 มิลลิลิตร 

 2.เตรียม BSA ที่ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และทําการเจือจางปริมาณโปรตนี

ใหได 0-10 ไมโครกรัม โดยทําการเจือจางดวยน้ํากลั่นดังตารางที่ ค. 2 

3.นําสารละลายไบยูเรตปริมาตร 200 ไมโครลิตรดูดลงในแตละหลุมของไมโครเพลตและ

บมกับ BSA 100 ไมโครลิตร เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหองโดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา แลวนําไป

หาคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 

 4.เตรียมสารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท  โดยใชสารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท 1 สวน

และน้ํากลั่น 1 สวน และใชทันทีปริมาตร 20 ไมโครลิตรในแตละหลุมของไมโครเพลสหลังจากบม

สารในขอ 3 ครบเวลา 10 นาที โดยผสมใหเขากันโดยเร็ว และบมตอไปอีกเปนเวลา 30 นาที ที่

อุณหภมูิหอง  

 5.วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 650 นาโนเมตร  และ แบลง (Blank) คือ น้ํากลั่น 100 ไมโคลิตร 

แทนปริมาณ BSA 

 



 97 

ตารางที่ ค. 2 ปริมาณสารที่ใชในการทํากราฟมาตรฐานกราฟมาตรฐานปริมาณ BSA ที่ 0-10 

ไมโครกรัม 

ปริมาตรของสารที่ใช (ไมโครลิตร) 
ปริมาณBSA 
(ไมโครกรัม) 

BSAที่ความเขมขน 
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. คาแอกทิวิตีทั้งหมด (Total activity: units) 
 

 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากการทดลองของสารละลายไลเพสมาแทนคาในสมการ

เสนตรงที่หาไดจากกราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล  

ไดสมการดังนี้  

   Y= 0.0826X+0.0078 

 โดยที่คาของแกน X คือความเขมขนของพารา-ไนโตรฟนอล (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

         คาของแกน Y คือคาการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 

 เมื่อไดคา X จากการแทนคาในสมการ เปลี่ยนหนวยจาก ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปน นาโน

โมล (nmol) โดยหารดวยมวลโมเลกุลของพารา-ไนโตรฟนอล คือ 139.11 หารดวยปริมาณเอนไซม

ที่ใชในปฏิกิริยา หารดวยเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา จะไดเปนหนวยยูนิต (units) 

 
2. ปริมาณของโปรตีนทั้งหมด (Total protein: mg) 

 
 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากการทดลองของแตละเชื้อมาแทนคาในสมการเสนตรงที่

หาไดจากกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน (BSA = Bovine serum albumin)  

 ไดสมการดังนี้  

   Y= 0.0234X+0.0137 

 โดยที่คาของแกน X คือความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (ไมโครกรัม) 

         คาของแกน Y คือคาการดูดกลืนแสงที่ 650 นาโนเมตร 

 เมื่อไดคา X จากการแทนคาในสมการ เปลียนหนวยจาก ไมโครกรัม/100 ไมโครลิตร เปน 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ถามีการเจือจางดวยน้ํากลั่นตองคูณจํานวนเทาดวย 
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3. แอกทิวิตีจําเพาะ (Specific activity:units/mg) 
 

 ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพสหาไดจากคาแอกทิวิตีทั้งหมดหารดวยปริมาณ

ของโปรตีนทั้งหมด 

Specific activity: units/mg =  Total activity: units 
                                         Total protein: mg 

ยูนิต:ไมโครโมลของพารา-ไนโตรฟนอลที่ปลอยออกมาในปฏิกิริยา ตอนาที 
 
4. ปริมาณโปรตีนที่ใช (protein loading) และคารอยละของประสิทธิภาพของการตรึง 
 (% immobilization efficiency) 
 

ปริมาณโปรตีนที่ใช = (C0V0 –CfVf)/ Wg 
 
               กําหนดให  C0       =   ความเขมขนของโปรตีนในสารละลายไลเพสกอนการตรึง      

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

   Cf        =   ความเขมขนของโปรตีนในสารละลายไลเพสหลังการตรึง       

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

   V0        = ปริมาตรเริ่มตนของสารละลายเอนไซม (มิลลิลิตร) 

   Vf         = ปริมาตรของสารละลายหลังจากการกรอง (มิลลิลิตร) 

   Wg       = น้ําหนักของเอนไซมตรึงรูป (กรัม) 

 

    
                   รอยละของประสิทธิภาพของการตรงึ =   (E0V0 –EfVf)   x 100 
                                                                          E0V0 

 

กําหนดให     E0       =    แอกทิวิตีเร่ิมตนของสารละลายไลเพสกอนการตรึง  

                                  (หนวยตอมิลลิลิตร) 

   Ef        =   แอกทิวิตีทั้งหมดของสารละลายไลเพสหลังการตรึง 

                    (หนวยตอมิลลิลิตร) 

   V0        =   ปริมาตรเริ่มตนของสารละลาย (มิลลิลิตร) 

   Vf         =   ปริมาตรทั้งหมดหลังจากการกรอง (มิลลิลิตร) 
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5.การหาคาอัตราการเคลือ่นที่ (Retention factor; Rf ) 
 
สูตร 

Rf = ระยะทางจากจุดเริ่มตนถึงจุดกึง่กลางที่สารเคลื่อนทไีด / ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที ่  

 

       หมายเหตุ: สารชนิดเดียวกนัจะมีคา   Rf   เทากนั ถาใชสภาวะเดียวกนั 

                   คา   Rf   จะมีคาไมเกิน  1  และไมมีหนวย 
6. การคาํนวณน้ําหนักโมเลกลุของน้าํมันปาลมบรสิุทธิ ์
 
    การคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์นั้น คํานวณจากน้ําหนักโมเลกุลของไตร   

กลีเซอไรดซึ่งเปนสวนประกอบหลักของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ ตามสมการขางลาง 

 

                           น้ําหนักโมเลกุลของน้าํมนัปาลมบริสทุธิ์ = 173 + 3( 
100
B  x A ) 

 

    เมื่อ  A  คือ  น้ําหนักโมเลกุลของกรดไขมันแตละชนิด  

           B  คือ  เปอรเซ็นตของกรดไขมันแตละชนิด 

  

แทนคาเปอรเซ็นตของกรดไขมันแตละชนดิในน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ (สุวิมล ทรัพยทววีุฒ,ิ 2550) 

 

น้ําหนกัโมเลกลุของน้ํามันปาลมบริสุทธิ ์= 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 น้ําหนกัโมเลกุลของน้าํมันปาลมบริสุทธิ์ = 854.72 กรัม 

173 กรัม 
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7. การคํานวณอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล 
 

หาน้ําหนักของเมทานอล จากสูตร               Y  =   (    A    )( B )( MWMeOH ) 

                                                                         MWRPO 

 

เมื่อ  Y  คือ  น้ําหนักของเมทานอล 

       A  คือ  น้ําหนักของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์จากการชั่ง 

       B  คือ  อัตราสวนโดยโมลของเมทานอล 

       MWRPO    คือ  น้ําหนักโมเลกุลของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ เทากับ 854.72 กรัม 

       MWMeOH  คือ  น้ําหนักโมเลกุลของเมทานอล เทากับ 32.04 กรัม        

 

หาปริมาตรของเมทานอล จากสูตร              Z  =   Y 

                D 

เมื่อ  Z  คือ  ปริมาตรของเมทานอล 

       Y  คือ  น้ําหนักของเมทานอล 

       D  คือ  คาความหนาแนนของเมทานอล เทากับ 791 กรัมตอลิตร 

 
8. เปอรเซ็นตการเปลี่ยนแปลงเปนผลติภัณฑ 
 
 
    % Conversion   =                                         [FAME] x 100 

   3[TAG] + 2[1, 3 DAG ] + 2[1, 2 DAG] + [MAG] + [FFA] + [FAME] 
 

 

เมื่อ    % Conversion คือ   เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑ 

                    [FAME] คือ   ความเขมขนของเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันจากโครมาโทแกรม 

                      [TAG] คือ   ความเขมขนของไตรกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

             [1, 3 DAG ] คือ   ความเขมขนของ 1, 3 ไดกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

             [1, 2 DAG ] คือ   ความเขมขนของ 1, 2 ไดกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

                     [MAG] คือ   ความเขมขนของโมโนกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

                       [FFA] คือ   ความเขมขนของกรดไขมันอิสระจากโครมาโทแกรม 
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ภาคผนวกที่ จ 
 

สถิติ 
 

ตารางที่ จ. 1 ตาราง ANOVA เปรียบเทยีบคาแอกทวิติีจําเพาะของราสายพันธุ F. solani CU103 

ระหวางแหลงคารบอนชนิดตาง 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 เปรียบเทยีบคาแอกทวิติีจําเพาะของราสายพันธุ F. solani CU103 

ระหวางแหลงไนโตรเจนชนดิตาง 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    

 
 
 
 
 



 103 

ตารางที่ จ. 3 ตาราง ANOVA เปรียบเทยีบคาแอกทวิติีจําเพาะของราสายพันธุ F. solani CU103 

ระหวางอุณหภูมิตาง ๆ ที่ใชทําการเลี้ยงเพือ่ผลิตไลเพส 
 

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 
 

ขอมูล 
 

ตารางที่ ฉ. 1 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 1 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 2.76 ± 0.12 0.32 ± 0.06 0.12 ± 0.06 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 10.54± 0.17 2.61 ± 0.27 0.25 ± 0.10 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 25.39 ± 0.52 8.97 ± 0.48 0.35 ± 0.12 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 10.48 ± 0.14 2.52 ± 0.15 0.24 ± 0.09 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 36.57 ± 0.67 14.03 ± 0.55 0.38 ± 0.16 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 8.61 ± 0.17 1.92 ± 0.21 0.22 ± 0.10 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 33.09 ± 0.41 9.12 ± 0.38 0.27 ± 0.09 
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ตารางที่ ฉ. 2 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 2 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 2.98 ± 0.17 0.49 ± 0.04 0.16 ± 0.05 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 19.31 ± 0.27 5.21 ± 0.33 0.26 ± 0.09 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 39.45 ± 1.47 28.07 ± 0.29 0.71 ± 0.11 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 36.85 ± 3.01 12.59 ± 0.42 0.34 ± 0.11 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 78.29 ± 3.51 54.76 ± 3.98 0.69 ± 0.21 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 44.26 ± 2.08 17.16 ± 1.05 0.38 ± 0.16 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 87.75 ± 4.06 53.42 ± 3.17 0.60 ± 0.13 
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ตารางที่ ฉ. 3 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 3 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 7.03 ± 0.21 1.15 ± 0.11 0.16 ± 0.07 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 27.72 ± 0.39 8.53 ± 0.28 0.30 ± 0.07 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 58.72 ± 2.51 41.84 ± 0.44 0.71 ± 0.07 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 47.67 ± 3.55 17.45 ± 0.63 0.37 ± 0.09 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 90.16 ± 3.56 62.42 ± 4.12 0.69 ± 0.15 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 54.35 ± 2.77 22.64 ± 1.33 0.42 ± 0.15 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 110.91 ± 5.37 68.16 ± 3.44 0.61 ± 0.18 
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ตารางที่ ฉ. 4 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 4 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 10.33 ± 0.23 1.52 ± 0.09 0.15 ± 0.03 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 37.28 ± 0.36 11.87 ± 0.45 0.31 ± 0.09 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 72.08 ± 3.22 51.75 ± 0.62 0.72 ± 0.05 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 58.81 ± 3.76 22.04 ± 0.72 0.37 ± 0.14 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 104.46 ± 4.15 73.9 ± 3.89 0.71 ± 0.04 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 62.41 ± 3.18 26.94 ± 1.71 0.43 ± 0.11 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 128.07 ± 6.58 80.6 ± 3.71 0.63 ± 0.13 
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ตารางที่ ฉ. 5 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 5 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 13.26 ± 0.18 1.95 ± 0.11 0.15 ± 0.06 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 40.58 ± 0.58 13.07 ± 0.37 0.32 ± 0.06 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 80.28 ± 3.59 57.15 ± 1.35 0.71 ± 0.11 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 65.27 ± 4.92 25.5 ± 1.21 0.39 ± 0.1 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 114.69 ± 4.73 75.85 ± 3.29 0.66 ± 0.14 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 71.44 ± 3.77 31.45 ± 2.17 0.44 ± 0.04 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 133.58 ± 6.63 83.7 ± 3.95 0.62 ± 0.16 
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ตารางที่ ฉ. 6 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 6 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 14.23 ± 0.34 2.26 ± 0.25 0.16 ± 0.04 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 54.15 ± 2.13 20.7 ± 0.68 0.38 ± 0.16 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 88.15 ± 3.86 63.48 ± 1.86 0.72 ± 0.19 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 70.53 ± 4.61 28.3 ± 1.94 0.4 ± 0.11 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 123.17 ± 4.93 79.11 ± 3.97 0.64 ± 0.17 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 79.56 ± 4.38 35.05 ± 2.66 0.44 ± 0.17 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 144.83 ± 6.09 90.15 ± 4.33 0.62 ± 0.26 
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ตารางที่ ฉ. 7 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 7 
ชนิดของแหลง

คารบอน 
(ปริมาตรตอปริมาตร) 

ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 

 
ชุดควบคุม 15.46 ± 0.31 2.19 ± 0.19 0.14 ± 0.05 
ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 58.38 ± 2.49 22.92 ± 0.41 0.39 ± 0.21 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 95.08 ± 3.64 70.25 ± 2.25 0.74 ± 0.29 
ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 80.55 ± 4.29 34.06 ± 2.54 0.42 ± 0.16 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 141.53 ± 5.26 85.16 ± 3.21 0.60 ± 0.21 
ความเขมขน 2.0 เปอรเซน็ต 

น้ํามนัมะพราว 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 

น้ํามนัปาลม 85.27 ± 3.45 38.85 ± 2.78 0.46 ± 0.19 

น้ํามนัรําขาว  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 

แปงถั่วเหลือง 148.19 ± 5.73 95.48 ± 4.12 0.64 ± 0.34 
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ตารางที่ ฉ. 8 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 1 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 41.61 ± 1.67 10.18 ± 0.34 0.24 ± 0.06 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 47.46 ± 2.34 18.39 ± 0.34 0.39 ± 0.21 

ยีสตสกัด 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 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 47.68 ± 2.41 23.37 ± 0.44 0.49 ± 0.32 

ยีสตสกัด 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 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 2 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 60.35 ± 2.16 23.52 ± 0.48 0.39 ± 0.23 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 74.06 ± 3.54 71.12 ± 2.24 0.96 ± 0.31 

ยีสตสกัด 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 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 75.36 ± 3.43 73.12 ± 2.09 0.96 ± 0.27 

ยีสตสกัด 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 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 3 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 63.49 ± 2.81 33.67 ± 0.21 0.53 ± 0.18 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 67.35 ± 2.69 98.42 ± 3.42 1.46 ± 0.41 

ยีสตสกัด 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 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 73.06 ± 3.13 137.44 ± 7.16 1.88 ± 0.55 

ยีสตสกัด 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 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 4 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 76.13 ± 4.57 66.45 ± 2.38 0.87 ± 0.21 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 88.37 ± 4.39 261.07 ± 9.57 2.95 ± 0.45 

ยีสตสกัด 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 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต    

เปบโตน 95.75 ± 5.16 348.15± 10.43 3.63 ± 0.58 

ยีสตสกัด 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 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 5 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 77.18 ± 4.41 62.67 ± 2.44 0.81 ± 0.19 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 82.48 ± 4.07 235.56 ± 8.03 2.86 ± 0.56 

ยีสตสกัด 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 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต    

เปบโตน 88.38 ± 4.55 315.22 ± 9.37 3.57 ± 0.79 

ยีสตสกัด 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 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 6 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 63.38 ± 2.09 48.37 ± 1.75 0.76 ± 0.38 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 86.59 ± 4.28 235.14± 8.11 2.71 ± 0.67 

ยีสตสกัด 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 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต    

เปบโตน 86.3 ± 4.17 301.16 ± 9.07 3.49 ± 0.73 

ยีสตสกัด 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 แสดงการเปรียบเทียบผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตไลเพส

ของ F. solani  CU103 วันที่ 7 
ชนิดของแหลงไนโตรเจน 

(ปริมาตรตอปริมาตร) 
ปริมาณโปรตนี  
(มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร) 

ไลเพสแอกทวิิตี  
(ยูนิตตอมิลลิลิตร) 

 

แอกทิวิตีจําเพาะ  
(ยูนิตตอมิลลิกรัม) 
 

ชุดควบคุม 70.66 ± 2.37 48.21 ± 1.52 0.68 ± 0.37 

ความเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 84.67 ± 3.67 208.65 ± 6.54 2.46 ± 0.48 

ยีสตสกัด 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 

ความเขมขน 1.0 เปอรเซน็ต 

เปบโตน 87.22 ± 37.8 303.32 ± 9.01 3.47 ± 0.77 

ยีสตสกัด 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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
  

นายศุภร อังษานาม เกิดวันที่ 1 ตุลาคม พ.ศ. 2525 ที่อําเภอเมือง จังหวัดระนอง ระดับ

ปริญญาตรีสําเร็จปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย

รามคําแหง เมื่อปการศึกษา 2548 และระดับปริญญาโทเขาศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตร

มหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในป

การศึกษา 2549 สําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2551 

 

ศุภร อังษานาม และคณะ, 2551. Screening  and optimization for lipase production 

from Fusarium solani CU103. การประชุมวิชาการหัวขอ TSB: 2008 Biotechnology for 

Global Care. โรงแรมตักศิลา จังหวัดมหาสารคาม วันที่ 14-17 ตุลาคม 2551 (นําเสนอผลงาน

แบบโปสเตอร) 

 

ศุภร อังษานาม และคณะ, 2551. Optimal Conditions For Lipase Production From 

Fusarium solani CU103. การประชุมวิชาการหัวขอ “The Big Bang of Biological Sciences ” 

(13 TH BIOLOGICAL SCIENCES GRADUATE CONGRESS) National University of 

Singapore ณ ประเทศสิงคโปร วันที่ 15 - 17  ธันวาคม 2551 (นําเสนอผลงานแบบโปสเตอร) 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 


	ปกภาษาไทย  
	ปกภาษาอังกฤษ 
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	วัตถุประสงค์ของการวิจัย
	ขั้นตอนการวิจัย
	ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ

	บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	2.1 ไลเพส
	2.2 ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของไลเพส
	2.3 แหล่งของไลเพส
	2.4 การสร้างไลเพสของจุลินทรีย์
	2.5 การผลิตไลเพส
	2.6 ปัจจัยการผลิตไลเพส
	2.7 สมบัติทางเคมีกายภาพ
	2.8 เอนไซม์ตรึงรูป
	2.9 กระบวนการผลิตไบโอดีเซล

	บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย
	3.1 วัสดุอุปกรณ์
	3.2 สารเคมี
	3.3 วัตถุดิบ
	3.4 วิธีการดำเนินงานวิจัย
	3.5 ตรึงรูปไลเพสจากราบนวัสดุค้ำจุน
	3.6 ทดสอบปัจจัยต่าง ๆ ที่มีผลต่อความเสถียรของไลเพสตรึงรูป
	3.7 ทดสอบปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันโดยใช้ไลเพสตรึงรูปเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา

	บทที่ 4 ผลการทดลอง
	4.1 ผลการหาภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของราเพื่อสามารถผลิตไลเพสได้สูง
	4.2 ผลการตรึงรูปไลเพสบนวัสดุค้ำจุน
	4.3 ผลทดสอบปัจจัยต่าง ๆ ที่มีผลต่อความเสถียรของไลเพสตรึงรูป
	4.4 ผลทดสอบปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันโดยใช้ไลเพสตรึงรูปเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา

	บทที่ 5 วิจารณ์ผลการทดลอง
	บทที่ 6 สรุปผลการทดลอง
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน



