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นางสาว วันภิเษก จฑุาภักด์ิ : การตรึงรูปไลเพสจากยีสต Candida rugosa เพื่อผลิตไบโอ

ดีเซลโดยทรานสเอสเทอริฟเคชัน (IMMOBILIZATION OF LIPASE FROM Candida 

rugosa  FOR BIODIESEL PRODUCTION BY TRANSESTERIFICATION)  อ.ที่

ปรึกษาวทิยานิพนธหลัก รศ.ดร. วรวุฒิ จฬุาลักษณานกุูล, อ.ที่ปรึกษาวิทยานพินธรวม 

รศ. ทิฆมัพร ยงวณิชย, 105 หนา. 

 
 จากการคัดเลือกยีสตท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเพสเพื่อเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

และทรานสเอสเทอริฟเคชันของนํ้ามันปาลมจากยีสต 5 สายพันธุ ไดแก C. rugosa C. lipolytica, Y. 

lipolytica, C. tropicalis และ C. thailandica พบวายีสตสายพันธุ C. rugosa สามารถผลิตไลเพสท่ีมี

สมบัติเรงปฏิกิริยาดังกลาวไดดีท่ีสุด โดยภาวะท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน

ของไลเพสอิสระ คือ ท่ีอัตราสวนโมลของนํ้ามันปาลมตอเมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซม 20 มิลลิกรัม

โปรตีน ปริมาณนํ้าในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรนํ้ามัน) และอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส ท่ีเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงสุด 57.80 เปอรเซ็นต สวน

ภาวะท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส คือ ปริมาณเอนไซม 5 มิลลิกรัมโปรตีน ปริมาณนํ้าใน

ปฏิกิริยา 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรนํ้ามัน) และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท่ีเวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 24 ชั่วโมง ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูงสุด 98 เปอรเซ็นต จากน้ันทําการตรึงรูปไลเพส

ชนิดหยาบลงบนเรซินชนิดมีรูพรุนแบบ macroporous 5 ชนิด ดวยวิธีดูดซับในภาวะท่ีใชเฮปเทน ไดแก

ชนิด AB-8 H103 NKA-9 NKA และ D4020 ผลท่ีได NKA-9 ใหผลการเรงปฏิกิริยาไดดีท่ีสุด ภาวะท่ี

เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยา ไดแก อัตราสวนโดยนํ้าหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุน 1:1 อัตราสวนโดย โม

ลของนํ้ามันปาลมตอเมทานอล 1:4 ปริมาณนํ้า 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส ท่ีเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 24 ชั่วโมง ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงสุด 75.11 เปอรเซ็นต 

สวนไลเพสตรึงรูปบน H103 ใหผลการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสูงท่ีสุด ภาวะท่ีเหมาะสมตอการ

เกิดปฏิกิริยาไดแก อัตราสวนโดยนํ้าหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.5:1 ปริมาณนํ้า 120 เปอรเซ็นต

(ปริมาตรโดยปริมาตรนํ้ามัน) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท่ีเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 24 ชั่วโมง ได

เปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูงสุด 97.74 เปอรเซ็นต หลังปฏิกิริยาส้ินสุดนําไลเพสตรึงรูปมากรองและลาง

ดวยเฮปเทน พบวาสามารถนําไปเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันซ้ําไดอีก 2 คร้ัง ไดเปอรเซ็นตเมทิล

เอสเทอร 31.88 และ 9.42 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และในสวนของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดอีก 1 คร้ัง ได

เปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระ 28.37 เปอรเซ็นต    
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 The lipase-producing yeast were selected from 5 strains, namely, C. rugosa, C. 

lipolytica, Y. lipolytica, C. tropicalis and C. thailandica. The results showed that C. rugosa 

exhibited the highest specific activity and catalyzed transesterification and hydrolysis of 

palm oil in non-solvent media. The optimum conditions for transesterification of free lipase 

were as follows: one to three molar ratio of palm oil to methanol, 20 mg of enzyme, 120% 

(volume/oil volume) of water content at 40 °C for 48 hours. The highest percent conversion 

of obtained methyl ester was 57.80. The optimum conditions for hydrolysis of free lipase 

were as follows: 5 mg of enzyme, 160% (volume/oil volume) of water content at 40 °C for 

24 hours with 97.74 % of free fatty acids was obtained. Lipase from C. rugosa was 

immobilized by adsorption on hydrophobic macroporous resins AB-8, H103, NKA-9, NKA 

and D4020 in the presence of heptane. The results showed that immobilized lipase on 

NKA-9 could catalyze transesterification better than the others. The optimum conditions 

were as follows: weight ratio of lipase powder to resins equals to 1:1, 1 to 4 molar ratio of 

palm oil to methanol, 40% water content  (volume/oil volume) at 30 °C for 24 hours yielding 

the obtained conversion to methyl ester 75.11%. For hydrolysis, immobilized lipase on 

H103 showed highest activities. The optimum conditions were 1: 2 weight ratio of lipase 

powder to resins, 120% (volume/oil volume) water content at 40 °C for 24 hours with 

97.74% obtained free fatty acids. Finally, immobilized lipase washed by heptane could be 

reused twice in transesterification and one time in hydrolysis. The methyl ester retained 

were 31.88 and 9.42 percent and the free fatty acid conversion were 28.37 percent, 

respectively.  
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บทที่  1 
 

บทนํา 

 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 

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

วา กลีเซอรอลเอสเทอรไฮโดรเลส (glycerol-ester hydrolase) หรือ เอซิลกลีเซอรอลไฮโดรเลส 

(acylglycerol hydrolase) เปนเอนไซมที่มีความสามารถในการเรงปฏิริยาไฮโดรไลซิส

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

ไขมันอิสระ (free fatty acid) และกลีเซอรอล (glycerol) เปนผลิตภัณฑ (Brockerhoff และ 

Jensen, 1974) นอกจากนี้ยังสามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน (transesterification) 

ซึ่งเปนปฏิกิริยาระหวางไตรกลีเซอไรดและแอลกอฮอลไดผลิตภัณฑเปนแอลคิลเอสเทอร (alkyl 

ester) คือไบโอดีเซล (biodiesel) (Fukuda และคณะ, 2001) อีกดวย 

เนื่องจากไลเพสเปนเอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยาไดหลากหลาย จึงมีการนําเอนไซมไล

เพสไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมหลายชนิด เชน น้ํายาซักลาง อาหาร เคร่ืองสําอาง เช้ือเพลิง

ชีวภาพ ยา และใชขจัดเศษไขมันออกจากวัตถุดิบผลิตภัณฑเคร่ืองหนัง เปนตน (Posorske, 1984) 

เอนไซมไลเพสสามารถผลิตไดจากท้ัง สัตว พืช และจุลินทรีย  แตไลเพสจากจุลินทรียมีขอดี

เหนือกวาไลเพสจากพืชและสัตว เพราะจุลินทรียเจริญไดรวดเร็ว และเล้ียงงายกวา นอกจากนี้ยัง

สามารถเพิ่มผลผลิตไดรวดเร็วโดยวิธีปรับปรุงพันธุกรรม และสามารถปรับภาวะใหเหมาะสมตอ

การผลิตเอนไซมไดงายกวาพืชและสัตว จึงมีการเลือกใชไลเพสที่ไดจากจุลินทรียมาใชประโยชน

มากกวาแหลงอ่ืน โดยเฉพาะไลเพสจากยีสตเนื่องจากเจริญเติบโตงายและการเก็บรักษายีสตไม

ยุงยากเทาเมื่อเทียบกับแบคทีเรีย ในปจจุบันมีผูคนพบยีสตที่สามารถผลิตไลเพสแลวหลายกลุม 

เชนกลุม Candida Spp. Geotrichum  Trichosporon  Yarrowia lipolytica เปนตน (Vakhlu 

และ Kour, 2006)  

การผลิตกรดไขมันอิสระจากไตรกลีเซอไรดในอุตสาหกรรมดวยวิธีทางเคมี โดยทั่วไปใชวิธี

ที่ไมใชตัวเรงปฏิกิริยา แตใชไอน้ําในการแยกกรดไขมันออกมาโดยผานคอลัมน วิธีดังกลาวจะตอง

ใชแรงดันและพลังงานสูงมาก ซึ่งเปนการส้ินเปลืองเนื่องจากมีตนทุนดานพลังงานสูง การใช

เอนไซมไลเพสซึ่งเปนตัวเรงชีวภาพในกระบวนการผลิต เปนวิธีการผลิตกรดไขมันจากไตรกลีเซอ-
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ไรดที่ใชพลังงานตํ่ากวา จึงนาจะเปนวิธีที่เหมาะสมที่จะนํามาใชทดแทน เพื่อแกปญหาดังกลาว 

(Kimura และคณะ, 1983) สวนการผลิตไบโอดีเซลโดยการใชไลเพสเปนตัวกระตุน นับเปน

กระบวนการผลิตเชื้อเพลิงทดแทนโดยวิถีทางเทคโนโลยีชีวภาพที่นาสนใจยิ่งในปจจุบัน ประโยชน

ที่ไดมีหลายประการ เชน ผลผลิตที่ไดมีความบริสุทธิ์ กระบวนการผลิตไมมีผลผลิตขางเคียงที่ไม

ตองการเกิดข้ึน ระดับมลพิษที่ เกิดข้ึนในกระบวนการผลิตมีนอยมากเม่ือเปรียบเทียบกับ

กระบวนการผลิตทางเคมีแบบด้ังเดิม เปนตน  

อยางไรก็ตามการใชเอนไซมไลเพสยังคงมีปญหาดานราคาที่คอนขางสูง (Jaeger และ 

Eggert, 2002) การพัฒนาเอนไซมใหอยูในรูปตรึงเปนวิธีหนึ่งที่จะทําใหราคาของเอนไซมลดลงใน

กระบวนการผลิต เนื่องจากเอนไซมตรึงรูปนี้ทําใหสามารถนําเอนไซมกลับมาใชซ้ําไดหลายๆคร้ัง มี

การทดลองนําไลเพสจากเชื้อแบคทีเรีย รา ยีสต มาตรึงในวัตถุคํ้าจุนที่มีรูพรุน เม่ือนําไลเพสตรึงรูป

นี้มาใชซ้ําหลายคร้ัง และใหผลผลิตสูงอีกดวย (Hsu และคณะ, 2002) ดังนั้นการใชไลเพสตรึงรูปนี้

จึงเปนวิธีที่นํามาใชอยางแพรหลาย และนําไปสูการวิจัยเพื่อพัฒนา ปรับปรุงกระบวนการในแบบ

ตางๆ งานวิจัยนี้จึงมุงศึกษาการตรึงไลเพสจากยีสต โดยคัดเลือกยีสตที่มีความสามารถในการ

ผลิตไลเพสจาก 5 สายพันธุ เพื่อนําไปใชในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยา และตรึงไลเพสจากยีสตที่คัดเลือกนั้น โดยศึกษาตัวคํ้า

จุนและวิธีการตรึงที่มีความเหมาะสมสอดคลอง ตรวจสอบภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการตรึง และ

ภาวะที่ดีที่สุดในการเรงปฏิกิริยาของไลเพสตรึงรูปที่ได และความสามารถในการนํามาใชซ้ํา  

เพื่อใหไดไลเพสตรึงรูปที่มีสมบัติที่ดีข้ึน สะดวกในการนําไปประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมตอไป 

 
วัตถุประสงคของการวิจยั 
 

 เพื่อตรึงเอนไซมไลเพสจาก C. rugosa เพื่อนําไปใชในการผลิตไบโอดีเซลโดยปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน  
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ขั้นตอนการวจิัย 
 

1. คนควาและรวบรวมเอกสารสําหรับการวิจยั 

2. คัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเพส 

3. แยกไลเพส และทดสอบสมบัติเบื้องตนในการเกิดปฏิกิริยา  

4.   ตรึงรูปไลเพส ทดสอบปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชัน  

5. ศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาของไลเพสอิสระและไลเพสตรึงรูป และการ

นําไลเพสตรึงรูปไปใชซ้ํา 

6. วิเคราะห สรุปผลงานวิจยั เขียนวทิยานพินธ 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 

 สามารถตรึงไลเพสที่แยกไดจาก C. rugosa เพื่อนําไปใชผลิตไบโอดีเซลโดยปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน  
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บทที่ 2 

 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
เอนไซมไลเพส 
 

 เอนไซมไลเพส (Lipase; EC 3.1.1.3) มีชื่อเรียกตามระบบ international Union of 

Biochemistry คือ กลีเซอรอล เอสเทอรไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase) นอกจากนี้ยังมีชื่อ

เรียกอ่ืนอีกเชน เอซิลกลีเซอรอล ไฮโดรเลส (acyl glycerol hydrolase) ไตรเอซิลกลีเซอรอลไฮโดร-

เลส (Triacyl glycerol hydrolase) นอกจากนี้คณะกรรมการเอนไซม (Enzyme Comission; EC) 

ไดกําหนดการตั้งช่ือเอนไซม (nomenclature) โดยไดจําแนกเอนไซมออกเปนพวกตางๆ 

(classification) ตามชนิดปฏิกิริยาที่เอนไซมนั้นเรง โดยกําหนดเปนรหัสประจําตัวเอนไซม (code 

number) รหัสดังกลาวแบงเปนประกอบดวยตัวเลขส่ีชุด แตละชุดแยกออกจากกันโดยจุด ตัวเลข

ชุดแรกบงบอกถึงพวก (class) ที่เอนไซมนั้นถูกจัดไว ซึ่งมีหกพวก สวนตัวเลขชุดที่สองและชุดที่

สามของรหัสเอนไซม จะบอกถึงชนิดของปฏิกิริยาที่ถูกเรง สําหรับตัวเลขชุดที่ส่ีจะชวยแยกเอนไซม

ที่เรงปฏิกิริยาคลายกันออกจากกันซึ่งเอนไซมไลเพสมีรหัสประจําตัวเอนไซม ที่บงบอกปฏิกิริยา

ดังนี้ 

 

     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 Triglycerol lipase 

 
ความสามารถในการเรงปฏิกิรยิาของไลเพส 
 

 ไลเพสเปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลส (hydrolases) ซึ่งมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ในพันธะเอสเทอร (ester bonds) ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 

(triglyceride) เปนไดกลีเซอไรด (diglycerides) โมโนกลีเซอไรด (monoglycerides) กรดไขมัน 

(fatty acid) และ กลีเซอรอล (glycerol) นอกจากนี้ไลเพสยังสามารถเรงปฏิกิริยาที่เปนปฏิกิริยา- 
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การสังเคราะห (synthesis reaction) ไดแก เอสเทอริฟเคชัน (esterification) และ ทรานสเอสเทอ- 

ริฟเคชัน (transesterification) ซึ่งเปนปฏิกิริยาประเภทแอซิโดไลซิส (acidolysis) อินเทอรเอสเทอ- 

ริฟเคชัน (interesterification) แอลกอฮอลไลซิส (alcoholysis) และ อะมิโนไลซิส (aminolysis) อีก

ดวย 

 

ปฏิกิริยาที่สามารถเรงไดโดยไลเพส 

 

ไฮโดรไลซิส 

R1-COO-R2  +  H2O                     R1-COOH  +  R2-OH 

 

เอสเทอริฟเคชัน 

                            R1-COOH  +  R2-OH                     R1-COO-R2   +  H2O 

 

แอซิโดไลซิส 

                         R1COO-R2  +  R3C-OH                     R3-COO-R2  +  R1-COOH   

 

อินเทอรเอสเทอริฟเคชัน 

                    R1-COO-R2  +  R3-COO-R4                    R3-COO-R2  +  R1-COO-R4   

 

แอลกอฮอลไลซิส 

                         R1-COO-R2   +  R3-OH                      R1COO-R3  +  R3-OH  

 

อะมิโนไลซิส       

                         R1-COO-R2   +  R3-NH3                      R1-CONH-R3  +  R2-OH 

 

รูปที่ 2.1 ปฏิกิริยาที่สามารถเรงไดโดยไลเพส โดยทั้งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และปฏิกิริยาการ

สังเคราะหตางๆ ที่เรงดวยไลเพส โดยมีไตรเอซิลกลีเซอรอลเปนสารต้ังตนนั้น สามารถเกิดไดทั้งใน

ภาวะที่มีน้ําเปนองคประกอบ (aqueous solution) และไมมีน้ําเปนองคประกอบในปฏิกิริยา (non- 

aqueous solution) (Villeneuve และคณะ, 2000) 
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ความจาํเพาะของไลเพส 
 

 Macrae (1983) จําแนกไลเพสโดยแบงตามความจําเพาะตอตําแหนงบนไตรกลีเซอไรดได

เปน 3 กลุม ดังตอไปนี้ 

 

 กลุมที่หนึ่ง ไลเพสที่มีความจําเพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3 บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด (1,3 

specific lipase) ซึ่งจะไฮโดรไลซ (hydrolyze) ไตรกลีเซอไรดไดกรดไขมันอิสระ และ 1,2-ไดกลีเซอ

ไรด หรือ 2,3-ไดกลีเซอไรด ได 2-โมโนกลีเซอไรด เนื่องจากกลีเซอไรดที่ไดมักไมเสถียร หากใหเวลา

ในการยอยนานข้ึนก็จะเกิดการเคล่ือนยายหมูเอซิลไดผลิตภัณฑสุดทายเปน 1,3-ไดกลีเซอไรด 

และ 1-โมโนกลีเซอไรด หรือ 3-โมโนกลีเซอไรด แตถาใหปฏิกิริยาการยอยเกิดอยางสมบูรณก็จะทํา

ใหไดกลีเซอรอลและกรดไขมันอิสระ ไลเพสในกลุมนี้ไดจาก Aspergillus niger  Mucor 

javanicus   Rhizopus arrhizus และไลเพสจากรําขาว 

 

 กลุมที่สอง ไลเพสที่ไมมีความจําเพาะตอทั้งตําแหนงและชนิดของกรดไขมันในโมเลกุล

ของไตรกลีเซอไรดที่เขาทําปฏิกิริยา (Non-specific lipase) ปฏิกิริยาจะดําเนินไปแบบสุม จะมีการ

ยอยสลายไดทุกตําแหนงบนไตรกลีเซอไรด และสามารถที่จะไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดไดเปนกรด

ไขมันอิสระและกลีเซอรอลไดอยางสมบูรณ ไลเพสในกลุมนี้ไดจาก Candida cylindracea 

Corrynebacterium acnes   Staphylococcus aureus และไลเพสจากตับออนสุกร 

 

 กลุมที่สาม ไลเพสที่มีความจําเพาะกับชนิดของกรดไขมัน (fatty acid-specific lipase)  

ไลเพสจากจุลินทรียสวนใหญไมแสดงสมบัตินี้  แตมีจุ ลินทรียบางชนิด  เชน  Geotrichum 

candidum ที่ผลิตไลเพสที่ไฮโดรไลซกลีเซอไรดที่มีกรดไขมันสายโมเลกุลยาวซ่ึงประกอบดวย

พันธะคูที่เปน cis-form ในตําแหนงที่ 9 ไดดี สวนกรดไขมันชนิดอ่ิมตัว (saturated fatty acid) หรือ

ชนิดไมอ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) ที่ไมมีพันธะคูในตําแหนงที่ 9 จะถูกไฮโดรไลซไดไมดีนัก 
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แหลงของไลเพส 
 

 เอนไซมไลเพสผลิตไดจากทั้งสัตว พืช และจุลินทรีย ในสัตวไลเพสสรางข้ึนที่ตับออน 

(pancreatic lipase) และในนํ้านม (milk lipase) ในพืชพบไดในถั่ว ขาวสาลี ฝาย และละหุง  

ไลเพสจากจุลินทรียสามารถแยกไดจากทั้งแบคทีเรีย รา และยีสต แตเนื่องจากไลเพสจากจุลินทรีย

มีความเสถียรสูง (stability) ความสามารถในการคัดเลือกสารต้ังตนดี (selectivity) และมี

ความจําเพาะตอสารต้ังตนหลายชนิด (substrate specificity) จึงเปนที่นาสนใจและมีการนําไป

ประยุกตใชสูงที่สุด (Cardenas และคณะ, 2001) โดยเฉพาะอยางยิ่งไลเพสจากยีสต เนื่องจาก

ยีสตเปนจุลินทรียที่เจริญเติบโตงาย วิธีเก็บรักษาไมซับซอน มักผลิตไลเพสชนิดปลอยออกมานอก

เซลล (extracellular lipase) ซึ่งงายและสะดวกตอการแยกและนําไปใช (Kademi และคณะ, 

2003) ซึ่งไดแสดงตัวอยางจุลินทรียจําพวกยีสตที่สามารถผลิตไลเพสได แสดงดังตารางที่ 2.1   

 

ไลเพสจากยีสต C. rugosa เปนเอนไซมที่มีการนําไปประยุกตใชอยางหลากหลายใน

อุตสาหกรรมมากที่สุดชนิดหนึ่ง เนื่องมาจากยีสตชนิดนี้ผลิตไลเพสที่มีสมบัติที่ดี มีแอกทิวิตีสูง ทั้ง

ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และปฏิกิริยาการสังเคราะหอ่ืนๆ (Redondo และคณะ, 1995) เชน ใน

ประเทศญ่ีปุนมีบริษัทผูผลิตทําอุตสาหกรรมผลิตกรดไขมันจากเมล็ดละหุงโดยใชไลเพสจาก        

C. rugosa มา ต้ังแตป  1985 (Macrae และ  Hammond, 1985) นอกจากนี้ ยั งมีการใช ใน

อุตสาหกรรมการผลิตกล่ินในนมและครีมจากนม โดยพบวาไลเพสจาก C. rugosa เปนไลเพสที่มี

ความเหมาะสมในการนําไปใชที่สุด เนื่องมาจากสมบัติในการสรางกล่ินที่มีความเฉพาะสูง 

(Pandey และคณะ, 1999)  

 

ตารางที ่2.1 ตัวอยางจุลินทรียจําพวกยสีตที่สามารถสรางเอนไซมไลเพสได  

 

สกุล ชนิด  อางอิง 

Candida C. rugosa Wang และคณะ, 1995 

  Frense และคณะ, 1996 

  Yee และคณะ, 1995 

  Brocca และคณะ, 1998 

  Xie และคณะ, 1998 

 C. tropicalis Takahashi และคณะ, 1998 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 

สกุล ชนิด  อางอิง 

 C. antarctica Weber และคณะ, 1999 

  Jaeger และ Reetz, 1999 

  Arroyo และคณะ, 1999 

 C. cylindracea Kamiya และ Gotto, 1998 

  Helisto และ Korpela, 1998 

 C. parapsilosis Lacointe และคณะ, 1996 

 C. deformans Lacointe และคณะ, 1996 

 C. curvata Ghosh และคณะ, 1996 

 C. valida Ghosh และคณะ, 1996 

Yarrowia Y. lipolytica Merek และ Bednasski, 1996 

  Pignede และคณะ, 2000 

Rhodotorula Rho. glutinis Papaparaskevas และคณะ, 1992 

 Rho. pilimornae Tahoun และคณะ, 1985 

Pichia Pi. bispora Hou, 1994 

 Pi. maxicana Hou, 1994 

 Pi. sivicola Sugihara และคณะ, 1995 

 Pi. xylosa Sugihara และคณะ, 1995 

 Pi. burtonii Sugihara และคณะ, 1995 

Saccharomyces Sa. lipolytica Tahoun และคณะ, 1985 

 Sa. crataegenesis Hou, 1994 

Torulospora Torulospora globora Hou, 1994 

Trichosporon 

Trichosporon 

asteroides 

Dharmsthiti และ Ammaranond, 

1997  

   ที่มา : Sharma และคณะ (2001) 

 

 

 

 



 

 

 

9 

ประโยชนและการประยุกตใชไลเพสในทางอุตสาหกรรม 
 

 เอนไซมไลเพสจากจุลินทรียมีการนําไปประยุกตใชอยางกวางขวางในอุตสาหกรรมที่

เกี่ยวกับไขมัน น้ํามัน อุตสาหกรรมผงซักฟอก อุตสาหกรรมอาหาร การผลิตสารเคมีและยา 

อุตสาหกรรมกระดาษ เคร่ืองสําอางค (Kaslauskas และ Bornscheuer, 1998) ไลเพสยังสามารถ

นําไปใชประโยชนในดานการยอยสลายขยะไขมัน (Masse และคณะ, 2001) และ สารโพลียูรีเทน 

(Takamoto และคณะ, 2001)  
 

 อุตสาหกรรมอาหาร 

 ไลเพสเปนเอนไซมที่มีการนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารหลายประเภท  เชน ใน

อุตสาหกรรมนม นิยมใชเปนอยางมากในการไฮโดรไลซไขมันนม ผลิตกล่ินรสเฉพาะใน

อุตสาหกรรมการผลิตชีส ใชในปฏิกิริยาไลโปไลซิสไขมันเนยและครีม กรดไขมันอิสระเองก็ใชเปน

สารตั้งตนในการสังเคราะหกล่ินตางๆ เชนกล่ินของเอสเทอร แลคโตน เมทิลคีโตน และเบตาคีโต- 

แอซิด เปนตน (Wong, 1995)  
 

 อุตสาหกรรมสารเคมีอินทรีย (oleochemistry industry) 

 ในอุตสาหกรรมนี้ไลเพสใชในการผลิตผลิตภัณฑที่มีความจําเพาะซึ่งไมสามารถผลิตได

โดยวิธีทางเคมีหรือทดแทนวิธีทางเคมีซึ่งอาจมีตนทุนการผลิตสูงหรือผลิตไดยาก ยกตัวอยางเชน 

ในอุตสาหกรรมยาเพ่ือใชผลิตหรือปรับปรุงสารแอนต้ีไบโอติก อุตสาหกรรมเคมีเกษตร ใชผลิตยา

กําจัดศัตรูพืช เปนตน (Pandey และคณะ,1999) 

 

 อุตสาหกรรมผงซักฟอกและสารทําความสะอาด  

 ไลเพสถูกนําไปใชในอุตสาหกรรมสารทําความสะอาดโดยเปนองคประกอบของผงซักฟอก 

อาจใชรวมกับเอนไซมโปรตีเอส  (proteases)  เพื่อใชขจัดคราบไขมันที่เลอะบนเส้ือผา  นอกจากนี้ 

ไลเพสยังมีบทบาทสําคัญในการสังเคราะหสารลดแรงตึงผิว (surfactant) สําหรับผลิตภัณฑสบู 

และยาสระผมอีกดวย (Schmidt และ Verger, 1998) 
 

 อุตสาหกรรมกระดาษ  

 ไลโปไลติกเอนไซมมีความสําคัญในการยอยเพื่อขจัดสารที่เรียกวา “pitch” ซึ่งเปน

องคประกอบหนึ่งในเนื้อไมซึ่งเปนองคประกอบของไขมัน ที่จะมีผลในการรบกวนการผลิตกระดาษ 
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และชวยขจัดคราบไขมันที่ติดมากับกระดาษในอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษรีไซเคิล ทําใหไมเกิด

การสรางสารเหนียวที่จะรบกวนการผลิตข้ึนดวย (Jaeger และ Reetz, 1998) 

 

 กระบวนการจดัการขยะและสารพิษ 

 ไลเพสมีประโยชนในการชวยยอยกําจัดไขมันที่ปนเปอนมาในขยะ ชวยบําบัดน้ําเสียหรือ

น้ําธรรมชาติที่มีการปนเปอนของไขมัน นอกจากนี้ยังชวยบําบัดดินที่ปนเปอนน้ํามัน และกาซพษิได

ดวย (Pandey และคณะ, 1999) 
 

 อุตสาหกรรมอ่ืนๆ 

 ไลเพส สามารถนําไปใชรวมกับเอนไซมอ่ืนๆ เชน เซลลูเลส เพคทิเนส และโปรตีเอส เพื่อใช

ฟอกสีในอุตสาหกรรมเสนใยผา และยังมีการนําไปใชเปนองคประกอบของไบโอเซ็นเซอร ใชในการ

ผลิตไบโอดีเซล ใชในกระบวนการฟอกหนังสัตว ใชในการทําความสะอาดพื้นผิวแข็งๆ การผลิต

โปรตีนเซลลเด่ียว การสังเคราะหสารโพลีเมอร ผลิตพลาสติกชนิดยอยสลายได ใชเปนสวนหน่ึงใน

อุตสาหกรรมน้ํามันหลอล่ืน และอุตสาหกรรมเคร่ืองสําอางดวย (Schmidt และ Verger, 1998) 

 
ปฏิกิรยิาไฮโดรไลซิส 

 
 การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพส เปนปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะเอสเทอร ใน

โมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ดวยน้ํา ไดผลิตภัณฑที่สําคัญเปนกรดไขมัน และ กลีเซอรอล  

(Brockerhoff และ Jensen, 1974) ปฏิกิริยาแสดงดังรูป 2.2 

 

          CH2OOCR1                                                                                                   R1COOH                    CH2       OH 

 

          CH OOCR2             +           H2O                                   R2COOH         +      CH        OH 

 

          CH2OOCR3                                                                                                 R3COOH                CH2       OH 

 

รูปท่ี 2.2  ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไตรกลีเซอไรด 
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กรดไขมัน 
 

 กรดไขมัน มีสูตรโมเลกุลเปน R-COOH ซึ่งประกอบดวย R- คือหมูอัลคิล (alkyl) มีสมบัติ

ไมชอบน้ํา (hydrophobic) และ COOH คือ หมูคารบอกซิลมีสมบัติชอบน้ํา (hydrophilic) ดังนั้น

จึงทําใหกรดไขมันละลายไดทั้งในน้ํา และนํ้ามันหรือหรือตัวทําละลายอินทรีย 

 

 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไขมันและน้ํามัน เปนปฏิกิริยาที่มีความสําคัญอยางหน่ึงในระบบ

การผลิตในอุตสาหกรรมหลายดาน ผลิตภัณฑซึ่งไดแกกรดไขมัน และกลีเซอรอล เปนวัตถุดิบ

พื้นฐานที่สําคัญที่มีการนําไปประยุกตใชอยางกวางขวาง ในทุกๆปมีการผลิตกรดไขมันจาก

กระบวนการนี้สูงถึง 1.6 ลานตันตอปทั่วโลก (Pronk และคณะ, 1988) โดยกรดไขมันอิสระนั้นใช

เปนองคประกอบสําหรับการผลิตสาร oleochemicals เชน fatty alcohols fatty amides และ fatty 

esters เปนตน ซึ่ง oleochemicals เหลานี้จะใชผลิตเปน สาร antiblock agents plastisizers และ 

emulsifiers นอกจากน้ียังใชเปนองคประกอบในกระบวนการผลิต สบู ผงซักฟอก แชมพูสระผม 

น้ํามันหลอล่ืน และใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตวอีกดวย (Sulaiman และคณะ, 2003) 

 

 ปจจุบันการผลิตกรดไขมันอิสระจากไตรกลีเซอไรดในอุตสาหกรรมมีวิธีการหลักๆอยูสาม

วิธีดวยกันไดแก วิธี high pressure stream splitting, alkaline hydrolysis และ enzymatic 

hydrolysis วิธีแรกเปนวิธีที่ตองใชพลังงาน และความดันสูง (โดยทั่วไปใช 250 องศาเซลเซียส, 70 

บาร) สวนวิธีที่สองที่ใชเบสในการไฮโดรไลซิสก็เปนวิธีที่ยุงยาก มีคาใชจายดานพลังงานสูง และ

อาจเกิดสบูในปฏิกิริยา สวนวิธีการใชเอนไซมไลเพสเปนตัวเรงชีวภาพในกระบวนการผลิต เปน

วิธีการผลิตกรดไขมันจากไตรกลีเซอไรดที่ใชภาวะในการเกิดปฏิกิริยาที่ไมรุนแรง (โดยทั่วไปใช

ประมาณ 35 องศาเซลเซียส และความดันปกติ) ซึ่งชวยในการประหยัดพลังงานมากกวาสองวิธี

ขางตน การใชเอนไซมไลเพสมาเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส จึงนาจะเปนวิธีที่เหมาะสมที่จะนํามาใช

ทดแทน เพื่อแกปญหาดังกลาวได (Ramachandra Murty และคณะ, 1983)  
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ปฏิกิรยิาทรานสเอสเทอรฟิเคชัน 

 

 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน เปนปฏิกิริยาระหวางไตรกลีเซอไรดและแอลกอฮอลเชน 

เมทานอล หรือเอทานอล ไดผลิตภัณฑเปนอัลคิลเอสเทอร (akyl ester) ของกรดไขมัน หรือไบโอ-

ดีเซล (biodiesel) และกลีเซอรอล เปนผลิตภัณฑรวมจากปฏิกิริยา (รูปที่ 2.3 ) ตัวเรงของปฏิกิริยา

มีทั้งที่เปนเคมี ไดแกตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบสเชน โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) หรือ

โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) เปนตน และตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนกรด เชนกรดซัลฟูริก (H2SO4) 

หรือกรดไฮโดรคลอริก (HCL) เปนตน (Noureddini และ Zhu, 1997) นอกจากนี้ยังมีตัวเรง

ปฏิกิริยาชีวภาพ ไดแกการใชเอนไซมไลเพสไดอีกดวย (Du และคณะ, 2003)  

 
 

CH2OOCR1                                                                    R1COOR’            CH2       OH   

 

CH OOCR2          +        3R’OH                                             R2COOR’     +    CH        OH 

 

CH2OOCR3                                                                    R3COOR’            CH2       OH 

 

รูปท่ี 2.3   ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไตรกลีเซอไรดกับแอลกอฮอล (Fukuda และคณะ, 

2001) 

 
ไบโอดีเซล 
 

 ไบโอดีเซล หมายถึง เช้ือเพลิงที่ผลิตจากน้ํามันพืช หรือไขมันสัตว โดยผานกระบวนการ

ทางเคมีเพื่อเปล่ียนโครงสรางไขมันใหเปนเอสเทอรของกรดไขมัน ไบโอดีเซลเปนเชื้อเพลิงที่มี

สมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซล และสามารถใชเปนเชื้อเพลิงในเคร่ืองยนตดีเซลโดยไมกอใหเกิด

ความเสียหายตอเคร่ืองยนต (Branwal และ Sharma, 2005) ไบโอดีเซล จึงเปนคํารวมที่ใชเรียก

สารเอสเทอร ซึ่งเปนเช้ือเพลิงทดแทนจากพืช ซึ่งสามารถใชเปนเช้ือเพลิงลวนๆ หรือใชผสมกับ

น้ํามันดีเซล เปนเช้ือเพลิงในเครื่องยนตดีเซลก็ได (Pinto และคณะ, 2005) 
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 ปญหาวิกฤตการณราคาน้ํามันเช้ือเพลิงที่เพิ่มสูงข้ึน สงผลตอภาวะเศรษฐกิจโดยรวมของ

ประเทศ ความตองการใชน้ํามันดีเซลมีสูง เนื่องจากน้ํามันดีเซลเปนน้ํามันเช้ือเพลิงที่มีความสําคัญ

ตอการคมนานคมขนสง ดังนั้นการใชพลังงานทดแทนเชน ไบโอดีเซล จึงเขามามีบทบาทสําคัญใน

การเปนพลังงานทดแทนทางเลือกใหมสําหรับเครื่องยนตดีเซลในปจจุบัน เนื่องจากการใชไบโอ-

ดีเซลทดแทนน้ํามันดีเซลมีประโยชนหลายดานทั้งดานส่ิงแวดลอมชวยลดมลพิษทางอากาศซึ่งเปน

ผลจากการเผาไหมเคร่ืองยนต เนื่องจากองคประกอบของไบโอดีเซลไมมีธาตุกํามะถัน แตมี

ออกซิเจนเปนองคประกอบประมาณ 10% โดยน้ําหนัก จึงชวยเร่ืองการเผาไหมไดดีข้ึน นอกจากนี้

ยังชวยลดการปลอยกาซเรือนกระจก ดานสมรรถนะเคร่ืองยนต ชวยเพิ่มดัชนีการหลอล่ืนใหกับ

น้ํามันดีเซล ในกรณีใชผสม ในดานเศรษฐศาสตร ชวยเพิ่มมูลคาใหผลผลิตทางการเกษตรที่เหลือ

จากการบริโภค ลดการสูญเสียเงินตราตางประเทศ เพราะไบโอดีเซลจัดเปนพลังงานชนิด

หมุนเวียนจากพืชที่สามารถปลูกทดแทนข้ึนไดในประเทศ และลดการนําเขาน้ํามันจากตางประเทศ

ไดบางสวน (คณะกรรมาธิการพลังงาน สภาผูแทนราษฏร, 2545) 
 

 ทรานสเอสเทอริฟเคชัน นับเปนกระบวนการที่นิยมใชในการผลิตไบโอดีเซลมากที่สุด 

เนื่องจากชวยลดความหนืดของน้ํามันพืชได และไดผลิตภัณฑที่มีประสิทธิภาพดีเมื่อทดลองใชใน

เคร่ืองยนต การใชไลเพสซึ่งเปนตัวเรงทางชีวภาพ ในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันมีขอ

ดีกวาการใชกรดและดางหลายประการ กลาวคือ ปญหาจากการใชกรดหรือเบสทําใหมีการแยกกลี

เซอรอล และทําใหกลีเซอรอลบริสุทธิ์ยากข้ึน เนื่องจากมีตัวเรงเคมีเหลานั้นปะปนอยู การใชกรดเรง

ปฏิกิริยามีขอเสียที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยายาวนาน และใชอุณหภูมิสูง การใชเบสเปนตัวเรงใน

ปฏิกิริยาอาจทําใหมีสบูเกิดข้ึนจากปฏิกิริยา saponification ที่อาจเกิดข้ึนรวมดวย ทําใหไดผล

ผลิตเอสเทอรเกิดไดนอยกวาที่ควรเนื่องจากมีปฏิกิริยาขางเคียงรบกวน และการแยกเอสเทอรกับ

กลีเซอรอลออกจากกันเปนไปไดยากอีกดวย (Köse และคณะ, 2002) จากผลขางเคียงที่เกิดสบูข้ึน

ในปฏิกิริยาทําใหตองใชน้ํามันพืชชนิดบริสุทธิ์ซึ่งมีกรดไขมันอิสระในปริมาณตํ่าๆในการเปนสารต้ัง

ตน ซึ่งมีผลในการเพิ่มตนทุนในการผลิตไบโอดีเซลใหสูงข้ึนตามไปดวย การใชเอนไซมไลเพส

สามารถแกปญหาของการใชกรดและเบสเปนตัวเรงได โดยไลเพสเปนตัวเรงทางชีวภาพซ่ึงมี

ความจําเพาะมากกวา ทําใหไดผลิตภัณฑที่มีความจําเพาะสูง แยกกลีเซอรอลออกไดงาย บริสุทธิ์

กวาการใชกรดหรือเบสเปนตัวเรง สามารถเรงปฏิกิริยาไดแมมีกรดไขมันอิสระสูง  เรงปฏิกิริยาได

ทั้งในระบบที่มีน้ําและไมมีน้ํา  ขอดีของการใชไลเพสเม่ือเปรียบเทียบกับตัวเรงทางเคมีที่เปนเบส

แสดงสรุปไดดังตารางที่  2.2  (Fukuda และคณะ, 2001) 
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ตารางที่ 2.2 การเปรียบเทียบผลของการใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบส และไลเพสซึ่งเปนตัวเรงทาง

ชีวภาพในการผลิตไบโอดีเซล 

 

 กระบวนการทีใ่ชเบสเรง กระบวนการทีใ่ชไลเพสเรง 

อุณหภูมิที่ใชทาํปฏิกิริยา 60-70 องศาเซลเซียส 30-40 องศาเซลเซียส 

กรดไขมันอิสระท่ีอยูในวัตถดิุบ ผลิตภัณฑสบู เมทิลเอสเทอร 

น้ําที่อยูในวัตถุดิบ รบกวนปฏิกิริยา ไมมีผลตอปฏิกิริยา 

ปริมาณของเมทิลเอสเทอร ปกติ สูงกวา 

การเก็บกลเีซอรอล ยาก งาย 

การทาํใหเมทลิเอสเทอรบริสุทธิ ์ ลางซํ้า ไมมี 

ราคาของตัวเรงปฏิกิริยา ถูก คอนขางแพง 

 

 
น้ํามันปาลม 
 

 โดยทั่วไป แหลงน้ํามันพืชของประเทศไทยมาจากพืชน้ํามันหลักที่ทําการเพาะปลูกอยูใน

ประเทศทั้งหมด 7 ชนิด คือ ปาลมน้ํามัน มะพราว ถั่วเหลือง ถั่วลิสง ทานตะวัน ละหุง และงา ใน

จํานวนพืช 7 ชนิดนี้ ปาลมน้ํามันเปนพืชที่มีรายงานปริมาณผลิตผลในแตละปสูงที่สุด โดยในป 

2549 ประเทศไทยมีการผลิตปาลมน้ํามันกวา 6 ลานตัน รองลงมาไดแก มะพราว ซึ่งมีการผลิต

ประมาณ 1.5 ลานตัน (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, กระทรวงเกษตรและสหกรณ) จากการ

ผลิตปาลมน้ํามันไดในปริมาณมากในประเทศ การมีตนทุนการผลิตและราคาตํ่ากวาน้ํามันชนิดอ่ืน 

ทําใหน้ํามันปาลมมีความเหมาะสมอยางยิ่ง ตอการนํามาใชเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรมการ

ผลิตไบโอดีเซลในประเทศไทย 
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 แมวาการใชเอนไซมไลเพสในการเรงปฏิกริิยาทัง้ไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชัน

จะมีขอดีหลายประการ แตก็ยังคงประสบปญหาทางดานราคาของเอนไซมทีม่ีราคาคอนขางสูง 

ดังนัน้การนําเทคนิคการตรึงรูปเอนไซม (enzyme immobilization) จึงเปนเทคนิคที่สําคัญที่จะ

นํามาแกปญหาดังกลาว เนื่องจากการใชเอนไซมตรึงรูปในการเกิดปฏิกริิยา เอนไซมจะสามารถ

แยกออกจากผลิตภัณฑไดโดยงาย และสามารถนํากลับมาใชซ้ําไดอีก ชวยลดตนทนุดานราคาของ

เอนไซมได  (Lee และคณะ, 2006) 
  

การตรึงเอนไซม (Kenedy และ Cabral, 1983) 

 

 การตรึงเอนไซม (Enzyme immobilization) หมายถึง การจํากัดเขตเอนไซมใหอยูใน

ขอบเขตที่กําหนดให อาจมีโมเลกุลใหญข้ึนดวยการเช่ือมพันธะเคมี หรือไมมีพันธะเคมี ละลายน้ํา

ไดยากข้ึน หรือไมไดเลย มีผลใหเอนไซมเปล่ียนสถานะตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนของเหลว กลายเปน

ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนของแข็งขณะทําปฏิกิริยา (solid catalysts) แตยังคงสมบัติในการเปนตัวเรง

ปฏิกิริยา (catalytic activity) เหมือนเดิม 

 
ขอจํากัดของการใชเอนไซมอิสระ 
 

1. เอนไซมอิสระไมเสถียร 

2. เอนไซมอิสระใชงานในลักษณะไมตอเนื่องหรือใชคร้ังเดียว (batch) 

3. เอนไซมอิสระใน in vitro ใชแบบ multi-enzyme system ไมได 

4. เอนไซมอิสระถาจะใหมีแอกทิวิตีสูงตองทําใหบริสุทธิ์กอนการใชงาน 

5. เอนไซมอิสระจะผสมปนลงไปในสารละลายของสารต้ังตนและผลผลิต ทําใหแยกออก 

ไมได และเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีนจะปนเปอนในลักษณะสารปนเปอนโปรตีน ซึ่งถาอยูใน

อาหารจะเกิดเปนตะกอนเมื่อถึงเมื่อถึงระดับอุณหภูมิ คาความเปนกรดดางของโปรตีนนั้น ตองเพิ่ม

กรรมวิธีแยกอีกคร้ัง 

6. เอนไซมอิสระมีภาวะทําปฏิกิริยา (reaction condition) จําเพาะ ฉะนั้นบางครั้งอาจไม 

เหมาะสมกับการนําไปใชในกระบวนการอุตสาหกรรมที่ตองใชเอนไซมนั้นๆ 

7. เอนไซมอิสระสวนใหญละลายน้ํา ละลายในสารละลายได มีผลทําใหไมสามารถใชกับ 

เคร่ืองปฏิกรณประเภทตางๆ หรือใชในระบบตอเนื่องได 

8. เอนไซมอิสระในอุตสาหกรรมมีตนทุนการใชงานสูง 
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ผลกระทบของการทําเอนไซมตรึงรูป 
 

1. แอกทิวิตีอาจถูกกระทบกระเทือน เนื่องจากการยึดโมเลกุลเอนไซมกับตัวคํ้าจุนมีผลใหโครงรูป

สามมิติ (conformation) เปล่ียนไป และอาจมีผลตอหมูเคมีที่อยูในบริเวณเรงดวย 

2. มีปญหากับสารต้ังตนที่ไมเปนเนื้อเดียวกัน หรือสารต้ังตนมีลักษณะแขวนลอย (suspension) 

ดานการถายเทมวล (mass transfer) กับเอนไซมตรึงรูปซ่ึงอยูในรูปของแข็ง (solid catalyst) 

 
ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป 
 

1. มีโอกาสเพิ่มแอกทิวิตีและเสถียรภาพของเอนไซมได ถาวิธีเหมาะสม 

2. ใชกับระบบเอนไซมหลายชนิด ในลักษณะ in vitro ได  

3. สามารถนํามาใชซ้ํา และใชเกิดปฏิกิริยาแบบตอเนื่องได ใชเปนเคร่ืองมือวิเคราะหได 

4. ใชภาวการณทําปฏิกิริยาที่ตางไปจากเอนไซมอิสระหรือเอนไซมเดิมได ทั้งนี้ข้ึนกับชนิดตัวคํ้าจุน 

และวิธีการตรึงรูป 

5. ใชใหเหมาะสมกับเคร่ืองปฏิกรณเอนไซมได ทั้งนี้ข้ึนกับรูปรางตัวคํ้าจุนและลักษณะสารต้ังตน 

6. เอนไซมที่นํามาตรึงรูป ไมตองทําใหบริสุทธิ์ก็สามารถทํางานไดดี เหมือนเอนไซมบริสุทธิ์ 

 

วิธีการตรึงรูปเอนไซมใหอยูในรูปของแข็งสามารถแบงประเภทตาม Chibata (1978) 

แสดงดังรูปที่ 2.4   
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วิธีการตรึงรูปเอนไซมใหอยูในรูปของแข็ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.4 วิธีการตรึงรูปเอนไซม 

 

 แมวาการตรึงรูปเอนไซมจะมีวิธีการเตรียมไดหลายวิธี แตไมมีวิธีการเตรียมใดที่จะ

สามารถนํามาใชกับเอนไซมไดทุกชนิดและทุกกรณี เนื่องจากเอนไซมแตละชนิดมีความแตกตาง

กันทางดานองคประกอบของโครงสรางและสมบัติทางเคมี รวมทั้งความแตกตางของสารต้ังตน 

และผลิตภัณฑ วิธีการตรึงเอนไซมชนิดใดชนิดหนึ่งนั้น จะตองทําการทดลองเพื่อใหไดวิธีที่ให

ประสิทธิภาพในการตรึงที่ดี รักษาแอกทิวิตีของเอนไซมไวไดมากที่สุดและมีความคงตัวระหวางการ

ใชงาน พรอมทั้งตองเปนวิธีที่สะดวกและมีตนทุนตํ่า ซึ่งไดเปรียบการตรึงเอนไซมดวยวิธีตางๆ ดัง

ตารางที่ 2.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิธีจับยึดกบั

สารพาหะ 

วิธีเชื่อมไขว  การดักจับ 

การดูดซับ

ทางกายภาพ 

การจับยึด

ดวยแรง

ดึงดูด

การจับยึด

ดวยพนัธะ

โควาเลนท    

การดักจับใน

ชองระหวาง

การเช่ือมไขว   

การลอมรอบ

ดวยแคปซูล

ขนาดเล็ก  
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ตาราง 2.3 แสดงการเปรียบเทียบการตรึงเอนไซมดวยวิธีการตางๆ (Kennedy และ Cabral, 

1987) 

 

เทคนิคการตรึงเอนไซม ขอเปรียบเทียบ 

เชื่อมโยง ดูดยึดทาง

กายภาพ 

ดูดยึดดวย

พันธะ 

ไอออนิค 

ดูดยึดดวย

พันธะ 

โคเวเลนซ 

ดักจับ 

1.วิธีการเตรียม 

 

2.การยึดระหวาง

เอนไซมกับตัวพยุง 

 

3.การนาํตัวพยุง

กลับมาใชใหม 

 

4.ตนทนุในการตรึง 

 

5. ความคงตัวของ

เอนไซมตรึงรูป 

 

6.การประยกุตใชงาน 

 

7.ปองกนัการ

สลายตัวของเอนไซม

กับจุลินทรีย 

สะดวก 

 

แข็งแรง 

 

 

ไมได 

 

 

ปานกลาง 

 

สูง 

 

 

ไมได 

 

ไดบางคร้ัง 

สะดวก 

 

ออน 

 

 

ได 

 

 

ปานกลาง 

 

ตํ่า 

 

 

ได 

 

ไมได 

สะดวก 

 

ปานกลาง 

 

 

ได 

 

 

ตํ่า 

 

ปานกลาง 

 

 

ได 

 

ไมได 

ยุงยาก 

 

แข็งแรง 

 

 

ไดในบาง

กรณี 

 

ตํ่า 

 

สูง 

 

 

ไมได 

 

ไมได 

ยุงยาก 

 

ปานกลาง 

 

 

ไมได 

 

 

สูง 

 

ปานกลาง 

 

 

ได 

 

ได 
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การตรึงรูปเอนไซมดวยวธิีการดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption)  
 

 วิธีการตรึงเอนไซมดวยการจับไวที่ผิวของสารพาหะที่เปนของแข็งจัดวาเปนวิธีที่งายที่สุด 

และเปนวิธีที่ใชตรึงเอนไซมเปนคร้ังแรกในป 1916 โดย Nelson และ Griffin ซึ่งไดทําการตรึง

เอนไซมอินเวอรเทสดวยการใหจับไวบนผิวของอลูมิเนียมไฮดรอกไซด หลักการตรึงเอนไซมดวยวิธี

นี้คือการใชแรงวันเดอรวาลส (Van der Waals) วิธีการในทางปฏิบัตินั้นจะผสมเอนไซมเขากับสาร

พาหะหรือตัวคํ้าจุนในภาวะที่เหมาะสม เมื่อเอนไซมถูกตรึงไวไดมากที่สุดจึงทําการแยกเอนไซม

ตรึงออกจากสารละลายทั้งหมดดวยการปนเหวี่ยงตกตะตอนหรือการกรอง        

 

เนื่องจากการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ไมมีสารที่วองไวตอการเกิดปฏิกิริยาตางๆ ดังนั้น จึงทํา

ใหการเปล่ียนแปลงรูปรางของเอนไซมเกิดข้ึนนอยมากหรือไมมีเลย ความสามารถในการดูดติด

ของเอนไซมจากการตรึงดวยวิธีนี้จะข้ึนอยูกับพีเอช ตัวทําละลาย ความเขมขนของไอออนใน

สารละลาย ความเขมขนของเอนไซม-ตัวคํ้าจุน และอุณหภูมิ การควบคุมภาวะตางๆเหลานี้ให

เหมาะสมจะชวยใหมีการดูดติดเอนไซมไดดี และรักษาแอกทิวิตีของเอนไซมไวได แมวาเอนไซมจะ

ถูกจับไวดวยแรงดึงดูดที่คอนขางออน เชนพันธะไฮโดรเจน แรงวันเดอรวาลส หรือแรงไฮโดรโฟบิกก็

ตาม 

 

ปจจัยที่สําคัญที่สุดที่จะมีผลตอปริมาณของเอนไซมที่จะถูกดูดติดไวบนผิวของตัวคํ้าจุน

ไดแก ความเขมขนของเอนไซมที่สัมผัสกับหนึ่งหนวยพื้นที่ของตัวคํ้าจุนในระหวางกระบวนการตรึง 

กัมมันตภาพของเอนไซมตรึงจะเพิ่มข้ึนเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชสูงข้ึนจนกระทั่งถึงจุด

อ่ิมตัว หลังจากนั้นแอกทิวิตีของเอนไซมตรึงจะลดลงแมวาความเขมขนของเอนไซมที่ใชจะเพิม่มาก

ข้ึน เวลาและอุณหภูมิในกระบวนการตรึงจะมีความสําคัญตอการดูดติดของเอนไซมโดยเฉพาะ

อยางยิ่งในกรณีที่ใชตัวคํ้าจุนที่มีรูพรุน ทั้งนี้เนื่องจากในตัวคํ้าจุนชนิดนี้จะมีการแพรกระจาย 

(diffusion) สูง 

 

ขอบกพรองที่สําคัญในการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ไดแก แรงดึงดูดระหวางเอนไซมกับตัวคํ้า

จุนเปนแรงอยางออนจึงทําใหเอนไซมหลุดออกจากตัวคํ้าจุนในระหวางกระบวนการใชงาน การ

เปล่ียนแปลงภาวะของการทดลอง เชน พีเอช ความเขมขนไอออนในสารละลาย อุณหภูม ิและชนดิ

ของตัวทําละลายจะทําใหเอนไซมที่ตรึงอยูนั้นหลุดออกจากสารพาหะ นั่นคือทําใหการใชเอนไซม

ตรึงดวยวิธีนี้อยางมีประสิทธิภาพเปนไปในชวงเวลาที่จํากัด  
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ตัวคํ้าจุนสําหรับการตรงึรปูเอนไซม 
 

 องคประกอบที่สําคัญสําหรับการตรึงเอนไซมไดแก  เอนไซม  ตัวคํ้าจุน (หรือตัวพยุง) และ

วิธีที่ทําใหเอนไซมถูกจับดวยตัวคํ้าจุน สารที่ใชเปนตัวคํ้าจุนนั้นมีความสําคัญมากตอแอกทิวิตีและ

ความคงตัวของเอนไซม ไมมีตัวคํ้าจุนชนิดใดที่สามารถใชตรึงเอนไซมไดทุกรูปแบบ แตอยางไรก็

ตามตัวคํ้าจุนที่ดีโดยทั่วไปควรมีลักษณะ มีพื้นที่ผิวมากเพื่อใชสําหรับการจับยึด มีการซึมผานได

ของสาร ไมละลายนํ้า เสถียรตอสารเคมี ความรอนและแรงกระทบ มีรูปรางและขนาดที่พอเหมาะ 

มีความตานทานตอการเจริญของจุลินทรีย สามารถนํากลับมาใชใหมได 

 

 การตรึงไลเพสดวยวิธีการดูดซับนิยมตรึงลงบนตัวคํ้าจุนชนิดมีสมบัติไมชอบน้ําซึ่งเปน

สารอินทรียที่มีรูพรุน เนื่องจากไลเพสเปนโปรตีนที่ละลายไดในน้ํา (hydrophilic) แตก็มีพื้นที่สวนที่

ไมชอบน้ํา (hydrophobic) รอบๆบริเวณเรง (active site) จากสมบัติดังกลาว ทําใหการเขาจับ

ของไลเพสกับตัวคํ้าจุนที่เปนของแข็งที่มีพื้นผิวที่มีสมบัติไมชอบนํ้า หรือการดูดซับ ที่บริเวณ

ดังกลาว ซึ่งเปนรูปแบบที่โปรตีนชนิดอ่ืนๆ ไมสามารถเขาจับได ทําใหไลเพสที่ตรึงอยูนั้นมีสมบัติ

ของบริเวณเรงเปนแบบเปด (open form) ซึ่งเปนรูปแบบที่มีความพรอมตอการเรงปฏิกิริยา

มากกวา (Roberto และคณะ, 1998) เปนตัวคํ้าจุนที่เปนสารอินทรียมีรูพรุนจะทําใหสารเหลานี้มี

พื้นที่ผิวมากข้ึนเมื่อเทียบในปริมาณ 1 หนวยน้ําหนักกับสารที่ไมมีรูพรุน ดังนั้นสารที่มีรูพรุนจะ

สามารถจับเอนไซมไวไดมากซึ่งลักษณะเชนนี้ทําใหการประยุกตใชในทางอุตสาหกรรมไดผลดี 

อยางไรก็ตามสารที่มีรูพรุนจะมีขอเสียเนื่องจากพ้ืนที่ภายในรูพรุนที่เอนไซมถูกตรึงไดนั้นจะตองมี

ขนาดรูพรุนใหญพอสําหรับโมเลกุลของสารต้ังตนที่จะผานเขาไปทําปฏิกิริยาและในขณะเดียวกัน

จะตองใหสารผลิตภัณฑผานออกไปไดโดยสะดวก ทั้งนี้เพื่อลดปญหาที่เกิดจากการแพรกระจาย

ของสารต้ังตนและสารผลิตภัณฑ สวนตัวคํ้าจุนที่เปนสารอินทรียจะมีขอไดเปรียบในการใชทาง

อุตสาหกรรม เมื่อเทียบกับตัวคํ้าจุนที่เปนอนินทรีย ดังนั้นเอนไซมตรึงที่ผลิตข้ึนในทางการคา

สวนมากจะใชพาหะเปนสารอินทรีย สารอินทรียมีกลุมฟงชันนัลจํานวนมากจึงทําให สามารถตรึง

เอนไซมไดอยางมีประสิทธิภาพ อยางไรก็ตามตัวคํ้าจุนที่เปนสารอินทรียก็มีขอเสียทั้งนี้เนื่องจาก

สมบัติทางกายภาพบางประการของมันซ่ึงทําใหเอนไซมที่ตรึงดวยสารประเภทน้ีมีการสูญเสีย

ความเสถียรไดงายเมื่อไดรับผลกระทบจากความรอน สารเคมี จุลินทรีย เปนตน (Chibata, 1978) 

  

 

มีรายงานหลายฉบับที่ศึกษาการตรึงเอนไซมไลเพสจากยีสตสายพันธุ Candida sp. เพื่อ

นําไปใชในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาการสังเคราะหตางๆ ยกตัวอยางเชน 
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 Kimura และคณะ (1983) ไดทดลองทําการตรึงเอนไซมไลเพสจาก C. cylindracea  ดวย

วิธีดูดซับลงบนตัวคํ้าจุนชนิด celite เมื่อนําไปทดสอบความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

ของน้ํามันมะกอก พบวา ไดเปอรเซ็นตไฮโดรไลซิส 96.9 เปอรเซ็นต ในการนําไปใชคร้ังแรก และ

สามารถนํากลับมาใชซ้ําไดอีกสองคร้ัง ไดเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 76.9 และ 38.3 

เปอรเซ็นตตามลําดับ 

 

 Mustranta และคณะ (1993) ไดทําการวิจัยเร่ืองการตรึงไลเพสจาก C. cylindracea  

ดวยวิธีดูดซับลงบนตัวคํ้าจุนชนิดเรซินแลกเปล่ียนประจุลบ และไดอะตอมมาเชียสเอิรต โดย

เปรียบเทียบการใชสารตัวกลางในการตรึงระหวางบัฟเฟอรและเฮกเซน แลวนําไปทดสอบ

ปฏิกิ ริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน และเอสเทอริฟเคชัน ผลที่ไดพบวาการตรึงไลเพสจาก 

C.cylindracea ดวยวิธีดูดซับโดยใชเฮกเซนเปนสารตัวกลางทําใหแอกทิวิตีของเอนไซมสูงกวาการ

ใชบัฟเฟอร และตัวคํ้าจุนชนิด เรซินแลกเปล่ียนประจุลบเปนตัวคํ้าจุนที่มีความเหมาะสมกวา ได

อะตอมมาเชียสเอิรต จากการนําไปทดสอบปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของลอริกแอซิด กับเมทานอล 

ไดเปอรเซ็นตผลิตภัณฑเมทิลลอเรตเทากับ 58 เปอรเซ็นต ขณะที่วิธีที่ใชบัฟเฟอรได 30 เปอรเซ็นต 

 

 Minovska และคณะ (2005) ศึกษาการตรึงไลเพสจาก C. rugosa ลงบนตัวคํ้าจุนชนิด 

Al2O3 ดวยวิธีการดูดซับแลวตามดวยการตกตะกอนดวยอะซิโตน ไดเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยา

ประมาณ 79 เปอรเซ็นต นํากลับมาใชซ้ําไดอีกสามคร้ัง และตรึงบนตัวคํ้าจุนชนิด Amberlite IRC-

50 ดวยวิธีดูดซับดวยแรงไอออนิก นําไปใชเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได 99 เปอรเซ็นต และใชซ้ําได

ถึง 16 คร้ัง โดยไดผลิตภัณฑลดลงเพียง  50 เปอรเซ็นต 

 

 Gao และคณะ (2006) ไดทําการตรึงไลเพสจาก Candida sp. 99-125 ดวยวิธีดูดซับ

บนเรซินชนิดมีรูพรุนแบบ macroporous 5 ชนิด ไดแกชนิด NKA NKA-9 AB-8 H103 และ 

D4020 ผลที่ไดพบวาเร-ซินชนิดไมมีข้ัว NKA เปนตัวคํ้าจุนที่ดีที่สุด และวิธีการตรึงโดยใชสาร

ตัวกลางเปนเฮปเทน เปนวิธีที่ดีกวาวิธีที่ใชโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรเปนสารตัวกลาง โดยมีไลโปไล

ติกแอกทิวิตีสูงข้ึนกวา 4.07 เทา สมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเพื่อผลิตไบโอ

ดีเซลของไลเพสตรึงรูปดังกลาวโดยวิธีการเติมเมทานอลแบบสามขั้น พบวาไดเปอรเซ็นตการ

เปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรสูงถึง 97.3 เปอรเซ็นต โดยภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการนําไป

เกิดปฏิกิริยาคือ อัตราสวนของน้ําหนักเอนไซมชนิดหยาบตอตัวคํ้าจุนเปน 1.92:1 และปริมาณน้ํา
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ในปฏิกิริยา 15 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของน้ํามัน ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และความเปนกรด

ดาง 7.4 ไลเพสตรึงรูปที่ไดสามารถนําไปใชซ้ําได 19 คร้ัง โดยที่อัตราการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑยัง

คงเหลือ 70.2 เปอรเซ็นต 

  

 Oh และคณะ (2007) ศึกษาการตรึงไลเพสจาก C. rugosa ลงบนตัวคํ้าจุนชนิด 

polymicrospheres ดวยวิธีเชื่อมขวาง พบวาไลเพสตรึงรูปที่ไดมีความเสถียรและคงทนตอ

อุณหภูมิสูง และความเปนกรด-เบสมากข้ึนมากกวาไลเพสอิสระ และเมื่อนําไลเพสตรึงรูปไป

วิเคราะหหาคาแอกทิวิตีโดยใหเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไอโซออกเทนที่ประกอบดวย 10 

เปอรเซ็นตของน้ํามันมะกอก พบวาเมื่อมาใชซ้ําหาคร้ังแลว แอกทิวิตีของเอนไซมยังคงเหลืออยูถึง 

90 เปอรเซ็นต 

 

 Lee และคณะ (2007) ศึกษาการตรึงไลเพสจาก C. rugosa รวมกับไลเพสจาก R. oryzae 

เพื่อนําไปใชในการผลิตไบโอดีเซล พบวาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตไบโอดีเซลเม่ือใชไลเพสตรึง

รูปดังกลาวเรงปฏิกิริยาไดแก ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ความเร็วในการปนกวน 300 รอบตอ

นาที เมทานอลในปริมาณที่เหมาะสมเทากับ 3 มิลลิโมล โดยแบงเติมทุกๆ 1.5 ชั่วโมง ได

ผลิตภัณฑสูงถึง 98 เปอรเซ็นตที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 4 ชั่วโมง และเมื่อนํากลับมาใชซ้ําอีก 5 

คร้ังไดเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนไบโอดีเซลเหลือถึง 80 เปอรเซ็นต  

 

 Shao และคณะ (2008) ไดทําการตรึงไลเพสจาก C. rugosa ลงบนไคโตซาน เพื่อนําไปใช

เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเพื่อผลิตไบโอดีเซล พบวาเมื่อศึกษาถึงภาวะที่เหมาะสมตอการ

เรงปฏิกิริยา ที่ภาวะการเกิดปฏิกิริยาที่มีอัตราสวนของสารต้ังตนโดยใชเมทานอล 1:4 ปริมาณ

เอนไซมที่ใช 8 เปอรเซ็นต ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 6 เปอรเซ็นต และอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 

45 องศาเซลเซียส ไดผลผลิตเมทิลเอสเทอร 63.6 เปอรเซ็นต 

 

 Zhou และคณะ (2009) ศึกษาการตรึงไลเพสจาก C. rugosa ลงบนซิลิกาชนิดมีรูพรุน

ชนิด mesoporous ที่มีรูปรางตางกันสองชนิดคือ ชนิดที่มีรูปรางกลม และแบบเปนแทง ดวย

วิธีการดูดซับ เพื่อนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไตรบิวไทริน พบวาตัวคํ้าจุนที่มีลักษณะรูปกลม

สามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดีกวารูปแทงโดยไดเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑ ในการ

นําไปใชคร้ังแรก 74 เปอรเซ็นต ในขณะที่รูปทรงแทงเกิดเพียง 66 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ไลเพสตรึง
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รูปที่ไดยังสามารถนําไปใชเรงปฏิกิริยาซ้ําไดอีกกวา 10 คร้ัง โดยคงไดเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปน

ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลดลงเพียงเล็กนอยจาก 74 เปน 60 เปอรเซ็นตเทานั้น 

 

 การตรึงไลเพสจากยีสตสายพันธุ Candida sp. ลงบนตัวคํ้าจุนที่เปนเรซินชนิดที่มีรูพรุน

แบบ macroporous ดวยวิธีการดูดซับเปนวิธีที่นาสนใจ เนื่องจากเปนวิธีที่เหมาะสม งาย สะดวก 

และตนทุนตํ่า ชวยรักษาแอกทิวิตีของไลเพสไวได เนื่องจากภาวะในการตรึงที่ไมรุนแรง ทําใหได 

ไลเพสตรึงรูปที่มีความเหมาะสมในการนําไปประยุกตใชไดในหลายๆดานและในหลากหลาย

ปฏิกิริยาทั้งไฮโดรไลซิส และปฏิกิริยาการสังเคราะหอ่ืนๆ อีกดวย ดังนั้นผูวิจัยจึงสนใจที่จะทําการ

ตรึงไลเพสจากยีสตสายพันธุ C. rugosa ลงบนตัวคํ้าจุนเรซินชนิดมีรูพรุน เพื่อนําไปใชเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสและ ทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมตอไป  
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บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
วัสดุอุปกรณ 
 

กระดาษกรองเบอร 1 (filter paper)                                                                         (Whatman) 

คอลัมนโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง                (Alltech Associates. Inc., U.S.A) 

(Model: Apollo Silica 5U, length 250 mm, i.d. 4.6 mm)      

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

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

เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง                                        (Shimadzu, Japan) 

(High performance liquid chromatography, HPLC)  

เคร่ืองชั่งแบบละเอียด (Digital Balance)                                                  (Satorius, Germany) 

เคร่ืองทําแหงแบบเย็น (Lyophilizer)                                (Heto power dry LL3000, Denmark) 

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

เคร่ืองปนเหวีย่งขนาดเล็ก (centrifuge)                                   (Hettich Zentrifugen, Germany)            

เคร่ืองปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (refrigerate centrifuge)                               (Heto, Denmark) 

เคร่ืองผสมแบบหมนุ (Rotary mixer)                                                            (Fine PCR, Korea) 

เคร่ืองวัดความเปนกรด-เบส (pH meter)                                (Model 250, Denver Instrument) 

เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Microplate Spectrophotometer)  (ANTHOS Zenyth 200, U.S.A) 

ชุดกรองสารแบบสุญญากาศ (suction flask, Buchner funnel)                          (GAST, U.S.A.) 

ตูปลอดเช้ือ (laminar flow)                                                     (Clean model, Lab service Ltd) 

ตูอบฆาเช้ือ (hot air oven)                                                                      (Mammert Germany) 

แผนโครมาโทกราฟชนิดอะลูมิเนียม ซิลิกา เจล 60 F254                                 (Merck, Germany) 

หลอดรังสีอัลตราไวโอเลต (uv lamp)                                                             (Sylvania, Japan) 

ถุงเยื่อเลือกผานชนิดเซลลูโลสชวงน้ําหนกัโมเลกุล 12,000-14,000             (Cellusep T4, U.S.A) 

(regenerated cellulose tubular membrane) 

วัสดุคํ้าจุน macroporous resins (supports)                                   (Nankai University, China) 
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สารเคม ี
 

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

กรดฟอรมิก (Formic acid)                                                                           (Scharlau, Spain) 

กัมอาระบิก (gum arabic)                                                                        (Fluka, Switzerland) 

กรดแอซีติก (acetic acid)                                                                        (Labscan, Thailand) 

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

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)                                                        (Ajax Finechem, Australia) 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)                                                                        (Scharlau, Spain) 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4)                                                 (Scharlau, Spain) 

เดกโตรส (Dextrose)                                                                             (Fisher scientific, UK) 

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

น้ํามันปาลม (palm oil)                                                    (มรกต อินดัสตรีส จํากัด, ประเทศไทย) 

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

เปปโตน (peptone)                                                                                     (Scharlau, Spain) 

ผงดูดซับน้ํา (aquacide I)                                                                (Calbiochem, Germany) 

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

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

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                                                (Merck, Germany) 

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

เมทานอล (methanol)                                                                             (Labscan, Thailand) 

แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4·7H2O)                                                             (Merck, Germany) 

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

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

สารสกัดจากมอลต (malt extract)                                                                 (Hi media, India) 

สารสกัดจากยสีต (yeast extract)                                                                  (Hi media, India) 

เอทิลแอซีเทต (ethyl acetate)                                                                  (Labscan, Thailand) 

อิโคเซน (Eicosane)                                                                                  (Aldrich, Germany) 

เฮกเซน (hexane)                                                                                    (Labscan, Thailand) 

เฮปเทน (Heptane)                                                                                 (Labscan, Thailand) 
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วิธีการดําเนนิงานวิจัย 
 

1. การคัดเลอืกยีสตที่มสีมบัติในการผลิตเอนไซมไลเพส 
 

    ทดสอบสมบัติในการผลิตไลเพสของเชื้อยีสตหาสายพันธุ ไดแก Candida rugosa จากหนวย

วิจัยการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพดวยตัวเรงปฏิกิ ริยาชีวภาพ คณะวิทยาสาตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย และ Yarrowia lipolytica Candida lipolytica Candida tropicalis Candida 

thailandica จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย โดยการ streak เช้ือแต

ละชนิดลงบนอาหารเล้ียงเชื้อกึ่งแข็งชนิด YM ที่ผสมดวยโรดามีน บี 0.001 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัโดย

ปริมาตร) และน้ํามันปาลม 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักโดยปริมาตร) (ดัดแปลงจากวิธีของ Schmidt-

Dannart และคณะ, 1994) (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน สังเกต

การเจริญ และการเรืองแสงสีสมภายใตรังสีอัลตราไวโอเลต ความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร ซึ่ง

แสดงถึงความสามารถในการผลิตไลเพส 

 
2. การเปรียบเทียบสมบัติในการเรงปฏิกิรยิาทรานสเอสเทอรฟิเคชันดวยไลเพสจากยสีต
ทั้ง 5 ชนิด 
 

    2.1. การเตรียมหัวเชื้อและการเล้ียงเช้ือเพื่อผลิตเอนไซมไลเพส 

 

ทําการเล้ียงเชื้อโดยถายเช้ือลงในอาหารเหลว YM (ภาคผนวก ก) เพื่อเปนหัวเช้ือ บมเล้ียง

ในเครื่องเขยาควบคุมความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 

ชั่วโมง เมื่อครบกําหนด ทําการถายเชื้อจากหัวเช้ือที่ไดปริมาณ 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรลงใน

อาหารเหลวสูตร production (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติมน้ํามันปาลมปริมาตร 1 เปอรเซ็นต 

(น้ําหนักโดยปริมาตร) เปนสารชักนําการผลิตไลเพส (Kamini และคณะ, 2000) นําไปเล้ียงตอใน

เคร่ืองเขยาควบคุมความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน จึง

ทําการเก็บน้ําเล้ียงเชื้อเหลวที่ไดจากการเล้ียงยีสตทั้ง 5 สายพันธุ ดวยวิธีการปนเหวี่ยงตกตะกอน

เซลล ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

กรองสารละลายเอนไซมไลเพสท่ีไดจากการปนเหวี่ยงดวยกระดาษกรอง เบอร 1 อีกคร้ัง จากนั้น

นําสารละลายเอนไซมไลเพสดังกลาวไปทําใหเขมขนข้ึนดวยวิธีการใชผงดูดซับน้ํารวมกับถุงเยื่อ

เลือกผาน ที่ตัดชวงน้ําหนักโมเลกุล 12,000-14,000 ไลเพสที่อยูภายในถุงจะมีความเขมขนข้ึน 

จากนั้นนําสารละลายไลเพสที่เขมขนข้ึนดังกลาวมาทําการตรวจสอบปริมาณโปรตีนและ
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ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยวัดแอกทิวิตีดวยวิธีสเปกโทรโฟโตเมตรี โดยใช

พาราไนโตรฟนิลปาลมมิเทตเปนสารต้ังตน  

 

2.2. การวัดคาแอกทิวิตีของเอนไซมไลเพส 

 

            การวัดแอกทิวิตีของสารละลายไลเพสทําโดยวิธีสเปกโทรโฟโตเมทรี โดยใชสารต้ังตนเปน 

พาราไนโตรฟนิลปาลมมิเทต วิธีการวัดดัดแปลงจากวิธีของ Maia และคณะ (2000) เพื่อใหเหมาะ

ตอการวัดในปริมาณนอย ดังตอไปนี้ 

 

 สารที่ใชในปฏิกิริยาไดแก สารละลาย A ซึ่งประกอบดวย 0.71 มิลลิโมลาร พาราไนโตร

ฟนิลปาลมมิเทต ละลายใน 2-โพรพานอล สารละลาย B ประกอบดวย 0.4 เปอรเซ็นต ไตรตอน

เอ็กซ-100 และ 0.1 เปอรเซ็นต กัมอาระบิก ผสมสารละลาย A 1 สวนตอ สารละลาย B สวน เปน

สารละลายผสมเพื่อใชในการวัด ปฏิกิริยาทําโดยเติมสารละลายตัวอยางเอนไซมไลเพสที่ตองการ

วัด 20 ไมโครลิตร ลงในสารละลายผสม 180 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร ดวยสเปกโทรโฟโตมิเตอร โดยกําหนดให 1 ยูนิต 

(U) ของแอกทิวิตีของเอนไซมเทากับปริมาณเอนไซมที่เปล่ียนพาราไนโตรฟนิลปาลมมิเทตไปเปน

พาราไนโตรฟนอลตอนาที ข้ันตอนการเตรียมสารและกราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล 

รวมทั้งการคํานวณแสดงอยางละเอียดในภาคผนวกที่ ข ค ง ตามลําดับ 

 

2.3. การวัดปริมาณโปรตีน 

 

            การวัดปริมาณโปรตีนวัดโดยใชวิธี micro lowry’s assay (Held และ Hurley, 2001) ดวย

เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง ใชสารละลายมาตรฐานโปรตีนไดแก โบไวนซีรัมอัลบูมิน 

  

 ปฏิกิริยาประกอบดวยสารละลายตัวอยาง 100 ไมโครลิตร และ สารละลาย A และ B ซึ่ง

ผสมกันในอัตราสวน 50:1 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง 10 นาที จากนั้น

เติมสารละลาย C 20 ไมโครลิตร ผสมสารละลายใหเขากันอยางรวดเร็ว บมตออีก 30 นาที แลวจึง

นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 650 นาโนเมตร รายละเอียดการเตรียมสาร และกราฟมาตรฐานและ

การคํานวณแสดงในภาคผนวกที่ ข ค ง ตามลําดับ  
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 2.4. การทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพส 

 

 ทําการทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสที่ไดจากน้ํา

สารละลายไลเพสของยีสตทั้ง 5 สายพันธุ ที่ไดจากหัวขอ 2.1 มาทําการทดสอบ โดยทําปฏิกิริยาใน

ขวดแกวฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร ปฏิกิริยาประกอบดวยน้ํามันปาลม 3 กรัม (3.37 มิลลิลิตร) 

สารละลายเอนไซมไลเพส 10.5 มิลลิกรัมโปรตีน และ เมทานอล 365 ไมโครลิตร (อัตราสวนโดยโม

ลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลเทากับ 1:3) ซึ่งแบงเติมลงในปฏิกิริยาสามคร้ังทุก 8 ชั่วโมง 

(Shimada และคณะ, 2002) ปรับปริมาตรในทุกขวดปฏิกิริยาใหมีปริมาตรรวมสุดทายเทากันดวย 

ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดเบส 7 ภาวะที่ใชในการเกิดปฏิกิริยาเบ้ืองตน ไดแก 

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ความเร็วในการปนกวน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางจากปฏิกิริยาที่

เวลา 24 และ 48 ชั่วโมงตามลําดับ นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 30 นาที เก็บตัวอยางช้ันบนจากการปนเหวี่ยงไปทําการวิเคราะหการเกิดข้ึนของเมทิล- 

เอสเทอรจากปฏิกิริยา ดวยโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง และเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง เพื่อเลือกยีสตสายพันธุที่เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันสูงสุดไปตรึงรูปตอไป 

 
3. การตรึงไลเพสจาก C. rugosa ดวยวิธีดูดซับในภาวะที่ไมมีน้ํา (adsorption in non 
aqueous media method) บนตัวคํ้าจุนเรซินชนิดมีรูพรุนแบบ macroporous (Gao และ
คณะ, 2006) 
 

     3.1. การเตรียมตัวคํ้าจุนและไลเพสสําหรับการตรึง 

 

 การเตรียมตัวคํ้าจุนทําโดยลางตัวคํ้าจุนทั้ง 5 ชนิด ไดแก AB-8 H103 NKA-9 NKA และ 

D4020 ดวยน้ํากล่ัน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ตอตัวคํ้าจุน 1 กรัม กรองตัวคํ้าจุนดวยวิธีการกรองแบบ

สุญญากาศ จากนั้นทําใหแหงดวยการเก็บในโถดูดความช้ืนอยางนอย 12 ชั่วโมง กอนนํามาใชใน

การตรึง ภาพวัสดุคํ้าจุนแสดงในภาคผนวก จ สวนการเตรียมเอนไซมเพื่อใชในการตรึงทําโดยเล้ียง 

C. rugosa ในอาหารเหลว YM เพื่อเปนหัวเชื้อ บมเล้ียงในเคร่ืองเขยาควบคุมความเร็วรอบ 200 

รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เม่ือครบกําหนด ทําการถายเชื้อจาก

หัวเช้ือที่ไดปริมาณ 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรลงในอาหารเหลวสูตร production นําไปเล้ียงตอใน

เคร่ืองเขยาควบคุมความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน จึง

ทําการเก็บเอนไซมดวยวิธีการปนเหวี่ยงตกตะกอนเซลล ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปน

เวลา 15 นาที ควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กรองสารละลายเอนไซมไลเพสที่ไดจากการปน
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เหวี่ยงดวยกระดาษกรอง เบอร 1 จากนั้นนําสารละลายเอนไซมไลเพสดังกลาวไปทําแหงดวย

เคร่ืองทําแหงแบบเย็นไดเปนเอนไซมไลเพสแบบแหงสําหรับนําไปใชตรึงตอไป 

 

     3.2. วิธีตรึงเอนไซมไลเพส 

 

  วิธีตรึงใชวิธีของ Gao และคณะ (2002) โดยทําในหลอดแกวฝาเกลียวสําหรับตรึงขนาด 

50 มิลลิลิตร โดยใชเอนไซมไลเพสแหง 0.48 กรัม (14 มิลลิกรัมโปรตีน) ผสมเขากับตัวคํ้าจุนแตละ

ชนิดชนิดละ 1 กรัมเติมเฮปเทน ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในหลอดเพื่อเปนสารตัวกลางในการตรึง 

ผสมสารทั้งหมดใหเขากันดวยเคร่ืองผสมแบบหมุน เปนเวลา 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25 องศา-

เซลเซียส จากนั้นทําการแยกไลเพสตรึงรูปดวยวิธีการกรองแบบสุญญากาศ ลางไลเพสตรึงรูปที่ได

ดวยเฮปเทน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จํานวน 3 คร้ัง จากนั้นทําแหงโดยเก็บในโถดูดความชื้น เปน

เวลา 12 ชั่วโมง วัดแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูปดวยวิธีสเปกโทรโฟโตเมตรี โดยใชพาราไนโตรฟนิล

ปาลมมิเทตเปนสารต้ังตน ตามขอ 2.2 และนําไปทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

และทรานสเอสเทอริฟเคชันเพื่อเลือกไลเพสตรึงรูปบนตัวคํ้าจุนชนิดที่เรงปฏิกิริยาไดผลิตภัณฑกรด

ไขมันอิสระและเมทิลเอสเทอรสูงที่สุดไปศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาตอไป 

 

     3.3. การเปรียบเทียบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชันของ     

ไลเพสตรึงรูปแตละชนิด 

 

 ศึกษาเปรียบเทียบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชันของ 

ไลเพสตรึงรูปแตละชนิด ทําในหลอดแกวฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร ประกอบดวย น้ํามันปาลม 

3 กรัม ไลเพสตรึงรูป 1 กรัม ในกรณีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเติมน้ําลงในปฏิกิริยา 40 เปอรเซ็นต 

(ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) สวนปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันทดสอบทั้งในภาวะที่ไมเติมน้ํา 

และเติมน้ํา 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน)  เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 องศา-

เซลเซียส ปนกวนที่ความเร็ว 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางจากปฏิกิริยาที่เวลา 48 ชั่วโมง นํา

ตัวอยางไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที เก็บตัวอยางช้ันบน

จากการปนเหวี่ยงไปทําการวิเคราะหการเกิดข้ึนของกรดไขมันอิสระ และเมทิลเอสเทอรจาก

ปฏิกิริยา ดวยโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง และเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

เพื่อเลือกไลเพสตรึงรูปที่เรงปฏิกิริยาใหผลิตภัณฑสูงที่สุดไปศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรง

ปฏิกิริยาตอไป 
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4. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏกิิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระและไลเพส
ตรึงรูป 
 

     4.1. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระ 

 

 4.1.1. ผลของปริมาณเอนไซม 

 

  ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในขวดแกวฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร ปฏิกิริยา

ประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม และสารละลายเอนไซมไลเพสในฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร 

ความเปนกรด-เบส 7 ปริมาณ 5 10 15 และ 20 มิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ ปรับปริมาตรสุดทาย

ใหเทากันดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปนกรดเบส 7 เกิดปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวนดวยความเร็ว 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางจากปฏิกิริยา

ที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโคร-มาโทกราฟฟของเหลว

แบบสมรรถนะสูง 

 

4.1.2. ผลของปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 

 

            ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม และ

ปริมาณสารละลายเอนไซมในการเกิดปฏิกิริยาเทากับ 5 มิลลิกรัมโปรตีน (1.5 มิลลิลิตร) เติมน้ําใน

ปฏิกิริยาปริมาตร 40 80 120 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของนํ้ามัน) ตามลําดับ 

เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวนดวยความเร็ว 600 รอบตอนาที เก็บ

ตัวอยางจากปฏิกิริยาที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโคร-

มาโทกราฟฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

4.1.3. ผลของอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 

 

            ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม ปริมาณ

สารละลายเอนไซมในการเกิดปฏิกิริยาเทากับ 5 มิลลิกรัมโปรตีน เติมน้ําในปฏิกิริยาปริมาตร 160 

เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน) ใชอุณหภูมิตางๆกันในการเกิดปฏิกิริยาไดแก 30 40 

50 และ 60 องศาเซลเซียสตามลําดับ ความเร็วในการปนกวน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางจาก
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ปฏิกิริยาที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

4.1.4. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

           ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม สารละลาย

เอนไซมไลเพส 5 มิลลิกรัมโปรตีน เติมน้ําในปฏิกิริยา 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของ

น้ํามัน) ใชอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 4 6 8 10 12 24 

36 และ 48 ชั่วโมง ตามลําดับ ไปตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโท-

กราฟฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

     4.2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูปชนิด H103 

 

 4.2.1. ผลของอัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน 

 

 ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยใชไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ที่มีอัตราสวนระหวาง

ปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนตางๆกัน ไดแก 0.25:1 0.5:1 0.75:1 และ 1:1 กรัม ปฏิกิริยา

ประกอบดวยน้ํามันปาลม 3 กรัม ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวนที่ความเร็วรอบ 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่

เวลา 48 ชั่วโมง ไปทําการตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

 4.2.2. ผลของปริมาณน้าํ 

 

           ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยใชปริมาณน้ําในการเกิดปฏิกิริยาที่ปริมาณตางๆกัน 

ไดแก ปริมาณน้ํา 40 80 120 160 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรน้ํามัน ปฏิกิริยาประกอบดวยน้ํามัน

ปาลม 3 กรัม ไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวนระหวางไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.5:1 กรัม ปริมาณ 1 กรัม ที่ 

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง ไปทาํการ

ตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระท่ีเกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
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 4.2.3. ผลของอุณหภูมิ 

 

           ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ที่อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาตางๆกัน ไดแก 30 40 50 

และ 60 องศาเซลเซียส โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม ไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวน

ระหวางไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.5:1 กรัม ปริมาณ 1 กรัม ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นตโดย

ปริมาตรน้ํามัน เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระที่เกิดข้ึนดวย

เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

 4.2.4. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

           ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม ไลเพสตรึง

รูปที่อัตราสวนปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนเทากับ 0.5:1 กรัม ปริมาณ 1 กรัม น้ําในปฏิกิริยา

ปริมาตร 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน) อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 40 องศา

เซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง ตามลําดับ 

ไปตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระท่ีเกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

 4.2.5. การนําไลเพสตรึงรูป H103 ไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสซํ้า 

   

  นําไลเพสตรึงรูป H103 ที่ผานการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสแลวในภาวะที่เหมาะสม

ตอการเกิดปฏิกิริยา (ตามขอ 8.2.4) กลับมาใชเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสซํ้า โดยทําการกรองเก็บไล

เพสตรึงรูปจากปฏิกิริยา ดวยวิธีการกรองแบบสุญญากาศ ลางดวยเฮปเทนปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

ทําใหแหงโดยเก็บในโถดูดความช้ืนเปนเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นนําไลเพสตรึงรูปดังกลาวไปเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่ภาวะเดิมอีกคร้ัง เก็บตัวอยางที่เวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการเปล่ียนเปน

กรดไขมันจากปฏิกิริยาดวยวิธีโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง นําเอนไซมกลับมาใชซ้ํา 

จนกระทั่งไมสามารถตรวจพบการเปลี่ยนแปลงเปนผลิตภัณฑของน้ํามันปาลมในปฏิกิริยา 
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5. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสอิสระ
และไลเพสตรึงรูป 
 

     5.1. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสอิสระ 

   

 5.1.1. ผลของอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 

 

  ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในขวดแกวฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร 

ปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม ใชสารละลายเอนไซมไลเพสเบื้องตน 10.5 มิลลิกรัม

โปรตีน (3 มิลลิลิตร) และใชอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 

และ 1:6 เติมเมทานอลดวยวิธีแบงเติมสามคร้ัง ทุก 8 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส ปนกวน

ที่ความเร็ว 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง ไปตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอร

ดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 

   

  5.1.2. ผลของปริมาณเอนไซม 

 

  ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 

กรัม และสารละลายเอนไซมไลเพส 5 10 15 และ 20 มิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ ปรับปริมาตร

สุดทายใหเทากันดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปนกรดเบส 7 

เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวนดวยความเร็ว 600 รอบตอนาที เก็บ

ตัวอยางจากปฏิกิริยาที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

5.1.3. ผลของปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 

 

            ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม 

และปริมาณสารละลายเอนไซมในการเกิดปฏิกิริยาเทากับ 20 มิลลิกรัมโปรตีน (5.7 มิลลิลิตร) เติม

น้ําในปฏิกิริยาปริมาตร 0 40 80 120 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน) ตามลําดับ 

เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวนดวยความเร็ว 600 รอบตอนาที เก็บ

ตัวอยางจากปฏิกิริยาที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโคร-

มาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
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5.1.4. ผลของอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 

 

            ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม 

ปริมาณสารละลายเอนไซมในการเกิดปฏิกิริยาเทากับ 20 มิลลิกรัมโปรตีน เติมน้ําในปฏิกิริยา

ปริมาตร 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน) ใชอุณหภูมิตางๆกันในการเกิดปฏิกิริยา

ไดแก 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียสตามลําดับ ความเร็วในการปนกวน 600 รอบตอนาที เก็บ

ตัวอยางจากปฏิกิริยาที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโคร

มาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

5.1.5. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

           ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม 

สารละลายเอนไซมไลเพส 20 มิลลิกรัมโปรตีน เติมน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดย

ปริมาตรของน้ํามัน) ใชอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 4 6 8 

10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง ตามลําดับ ไปตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ือง

โครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

     5.2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูป

ชนิด NKA-9 

 

 5.2.1. ผลของอัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน 

 

 ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยใชไลเพสตรึงรูปที่มีอัตราสวนระหวาง

ปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนตางๆกัน ไดแก 0.25:1 0.5:1 0.75:1 และ 1:1 กรัม ปฏิกิริยา

ประกอบดวยน้ํามันปาลม 3 กรัม ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวนที่ความเร็วรอบ 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่

เวลา 48 ชั่วโมง ไปทําการตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
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5.2.2. ผลของอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 

 

 ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยใชอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอ

เมทานอล 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 เติมเมทานอลแบบแบงเติมสามคร้ัง ทุก 8 ชั่วโมงปฏิกิริยา

ประกอบดวยน้ํามันปาลม 3 กรัม ไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน 1:1 

ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

และปนกวนที่ความเร็วรอบ 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง ไปทําการตรวจสอบ

ปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

 5.2.3. ผลของปริมาณน้าํ 

 

           ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยใชปริมาณน้ําในการเกิดปฏิกิริยาที่ปริมาณ

ตางๆกัน ไดแก ปริมาณน้ํา 20 40 80 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ปฏิกิริยา

ประกอบดวยน้ํามันปาลม 3 กรัม อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 1: 4 เติมเมทา-

นอลแบบแบงเติมสามคร้ัง ทุก 8 ชั่วโมง ไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวนระหวางไลเพสตอตัวคํ้าจุน 1:1 

กรัม ปริมาณ 1 กรัม ที่ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่

เวลา 48 ชั่วโมง ไปทําการตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

 5.2.4. ผลของอุณหภูมิ 

 

           ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ที่อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาตางๆกัน ไดแก 

30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม ใชอัตราสวนโดย

โมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 1: 4 เติมเมทานอลแบบแบงเติมสามครั้ง ทุก 8 ชั่วโมง ไลเพส

ตรึงรูปที่อัตราสวนระหวางไลเพสตอตัวคํ้าจุน 1:1 กรัม ปริมาณ 1 กรัม ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 40 

เปอรเซ็นตโดยปริมาตรน้ํามัน เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่

เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
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 5.2.5. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

           ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม 

อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 1:4 เติมเมทานอลแบบแบงเติมสามคร้ัง ทุก 8 

ชั่วโมง ไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวนปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนเทากับ 1:1 กรัม ปริมาณ 1 กรัม น้ําใน

ปฏิกิริยาปริมาตร 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน) อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 30 

องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง 

ตามลําดับ ไปตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง 

 

 5.2.6. การนําไลเพสตรึงรูป NKA-9 ไปเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันซ้ํา 

   

  นําไลเพสตรึงรูป NKA-9 ที่ผานการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแลวใน

ภาวะที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยา (ตามขอ 8.2.4) กลับมาใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค

ชันซํ้า โดยทําการกรองเก็บไลเพสตรึงรูปจากปฏิกิริยา ดวยวิธีการกรองแบบสุญญากาศ ลางดวย

เฮปเทนปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทําใหแหงโดยเก็บในโถดูดความชื้นเปนเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้น

นําไลเพสตรึงรูปดังกลาวไปเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่ภาวะเดิมอีกคร้ัง เก็บตัวอยางที่

เวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันจากปฏิกิริยาดวยวิธีโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง นําเอนไซมกลับมาใชซ้ํา จนกระทั่งไมสามารถตรวจพบการ

เปล่ียนแปลงเปนผลิตภัณฑของน้ํามันปาลมในปฏิกิริยา 

 
6. การตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันและไฮโดรไลซิส
ดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง 
 

      นําตัวอยางที่เก็บไดจากปฏิกิริยาทําละลายใหเจือจางลง 10 เทา ดวยตัวทําละลายเฮกเซน 

จากนั้นดูดสารละลายที่เจือจางแลว 1 ไมโครลิตร ดวยหลอดคารปลลารี จุดลงบนแผนโครมาโท- 

กราฟ โดยแบงเลนการจุดตามแนวกวางของแผนใหมีระยะหางของแตละเลน 1 เซนติเมตร นําแผน

โครมาโทกราฟที่จุดตัวอยางแลวจุมลงในแท็งคสารละลายอิ่มตัวที่ประกอบดวยสารละลายของ 

เฮกเซน : เอทิลแอซีเทต : กรดแอซีติก ในอัตราสวน 90 : 10 : 2 โดยปริมาตรเปนเฟสเคล่ือนที่ 

(Samukawa และคณะ, 2000) รอจนสารละลายดังกลาวเคล่ือนที่จนหางจากระยะขอบบนของ

แผนโครมาโทกราฟ 1 นิ้ว จึงนําออกจากแท็งค แลวนําไปพนดวยสารละลายผสมระหวาง กรด
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ซัลฟวริก และ เมทานอล ในอัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร ทําการอบแผนโครมาโทกราฟดวยความ

รอน 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที พิจารณาแถบที่ปรากฏบนแผนโครมาโทกราฟ โดย

เทียบคา Rf (Retention factor) ซึ่งเปนคาอัตราสวนระหวางระยะทางจากจุดเร่ิมตนที่จุดสารถึงจุด

กึ่งกลางของแถบสีที่ปรากฏขึ้น ตอระยะทางจากจุดเร่ิมตนที่จุดสารถึงระยะทางที่สารละลาย

เคลื่อนไดบนแผนโครมาโทกราฟ หากแถบสีที่ปรากฏเปนสารเดียวกันยอมมีคา Rf เทากัน วัดได

โดยเทียบระยะจากสารมาตรฐาน 

 
7. การตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันและไฮโดรไลซิส
ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง  
 

      7.1. การเตรียมตัวอยาง 

 

    นําตัวอยางที่เก็บไดจากปฏิกิริยาไปปนเหวี่ยงตกตะตอน ที่ความเร็ว 13,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 30 นาที เพื่อแยกกลีเซอรอลใหตกลงมาอยูในช้ันลาง เตรียมตัวอยางโดยทําละลาย

ในเฮกเซน เพื่อทําเจือจาง ใหปริมาตรสุดทายเปน 500 ไมโครลิตร เติม internal standard ไดแก   

อิโคเซนปริมาตร 10 ไมโครลิตร กรองและฉีดตัวอยางลงในเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง ปริมาตร 20 ไมโครลิตร การคํานวณแสดงในภาคผนวก ง 

 

        7.2. การเตรียมเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

      เตรียมสาร 2 ชนิด  สําหรับเปนเฟสเคล่ือนที่ คือ  สาร A  ประกอบดวย  เฮกเซน :  

ไอโซโพรพานอล : เอทิลแอซีเทต : กรดฟอรมิก ปริมาณ 85:10:10:0.1 โดยปริมาตร สาร B 

ประกอบดวย เฮกเซน : กรดฟอรมิก ปริมาณ 100: 0.2 โดยปริมาตร อัตราการไหลเทากับ 1.5 

มิลลิลิตร ตอนาที โดยใชเคร่ืองตรวจสอบ ชนิด ELSD (Evaporative light scattering detector) 
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บทที่  4 

 

ผลการทดลอง 

 
1. ผลการคัดเลือกยสีตทีม่ีความสามารถในการผลติไลเพส 
 

การคัดเลือกยีสตที่มีความสามารถในการผลิตไลเพสจากเช้ือยีสต 5 สายพันธุ ไดแก 

Candida rugosa Yarrowia lipolytica Candida lipolytica Candida tropicalis และ Candida 

thailandica  ทําโดยสังเกตการเรืองแสงของยีสตแตละสายพันธุที่เล้ียงบนอาหารโรดามีน บี เปน

เวลา 3 วัน ไดผลดังตารางที่ 4.1  

 

ตารางที่ 4.1 ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตไลเพสของยีสตแตละสายพันธุบนอาหาร 

โรดามีน บี 

 

สายพนัธุ รูปยีสตบนอาหาร YM ผลเรืองแสงบน

อาหารโรดามนี บ ี

รูปยีสตบนอาหารโรดามีน บี 

Candida rugosa 

 
 

+ 
 

 
Yarrowia lipolytica 

 
 

+ 
 

 
Candida lipolytica 

 
 

+ 
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ตารางท่ี 4.1 (ตอ) 

Candida tropicalis  

 
 

+ 
 

Candida thailandica 

 
 

- 
 

 
หมายเหตุ เคร่ืองหมาย + ในตารางหมายถึง เรืองแสงบนอาหารโรดามีน บี และ – คือไมเรืองแสง

บนอาหารโรดามีน บี 
 
2. การเปรียบเทียบสมบัติในการเรงปฏิกิรยิาทรานสเอสเทอรฟิเคชันดวยไลเพสจากยสีต
ทั้ง 5 สายพนัธุ 
 

 2.1. ผลการหาคาไลเพสแอกทิวิตีและปริมาณโปรตีนของสารละลายไลเพสที่ไดจากยีสต

ทั้ง 5 สายพนัธุ 

 

  ทําการเตรียมหัวเช้ือและเล้ียงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมไลเพสในอาหารเหลวสูตร 

production ที่เติมน้ํามันปาลมเปนสารชักนํา ทําการเก็บเอนไซมไลเพสชนิดปลอยออกมานอก

เซลล จากนั้นทําใหสารละลายเอนไซมมีความเขมขนข้ึนดวยวิธีใชถุงเยื่อเลือกผานขนาดน้ําหนัก

โมเลกุล 12,000-14,000 รวมกับผงดูดซับน้ํา เลือกดูดเก็บสารละลายเอนไซมที่อยูภายในถุง ไปทํา

การตรวจวัดไฮโดรไลติกแอกทิวิตีของสารละลายไลเพสโดยใชพาราไนโตรฟนิลปาลมมิเทตเปนสาร

ต้ังตน และหาปริมาณโปรตีน นําไปคํานวณหาคาแอกทิวิตีจําเพาะของไลเพสแตละชนิดไดดัง

ตารางที่ 4.2 พบวา สารละลายไลเพสจาก C. rugosa มีคาแอกทิวิตีจําเพาะสูงที่สุดเทากับ 

16.476 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นจึงนําสารละลายไลเพสไปทดสอบคุณสมบัติในการเรง

ปฏิกิริทรานสเอสเทอริฟเคชันอีกคร้ัง  
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ตารางที่ 4.2 ไลเพสแอกทิวิตี ปริมาณโปรตีน และแอกทิวิตีจําเพาะ ที่วัดไดจากนํ้าเล้ียงเช้ือที่ผาน

การทําใหเขมขนข้ึนดวยวิธีดูดซับน้ําออกแลวของยีสตทั้ง 5 สายพันธุ 

 

สายพนัธุยีสต ไลเพสแอกทิวตีิ 

(ยูนิต/มล.) 

ปริมาณโปรตีน 

(มก./มล.) 

แอกทิวิตีจาํเพาะ 

(ยูนิต/มก.โปรตีน) 

C.  rugosa 7.216±0.031 0.438±0.008 16.476 

Y.  lipolytica 0.023±0.009 0.785±0.009 0.030 

C.  lipolytica 0.001±0.005 0.480±0.006 0.022 

C.  tropicalis 0.007±0.013 0.778±0.023 0.009 

C.  thailandica 0±0.0026 1.181±0.010 0 

*1 หนวยยูนิตของไลเพสแอกทิวิตี หมายถงึ ปริมาณของเอนไซมที่ตองใชเพื่อปลดปลอยกรดไขมัน

อิสระจากปฏิกิริยา 1 ไมโครโมลตอเวลาในการเกิดปฏิกริิยา 1 นาที                                                                       

 

 2.2. การทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพส 

 

  การทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสจากยีสต

ทั้ง 5 สายพันธุ ทําโดยเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมโดยใชสารละลายไลเพส

ของยีสตทั้ง 5 สายพันธุ โดยใชปริมาณสารละลายเอนไซมจากยีสตแตละสายพันธุเทากันคือ 3.5 

มิลลิกรัมโปรตีน ปรับปริมาตรรวมของปฏิกิริยาทั้งหมดใหเทากันดวย สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 

0.05 โมลาร ความเปนกรดเบส 7 เติมเมทานอลลงในปฏิกิริยาดวยวิธีแบงเติมสามครั้ง เก็บ

ตัวอยางที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง วิเคราะหการเกิดข้ึนของเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาดวยเคร่ือง

โครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังตารางที่ 4.3 พบวาสารละลายไลเพส

จากยีสตสายพันธุ C. rugosa เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไดสูงที่สุด ไดเปอรเซ็นตการ

เปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรที่ 24 และ 48 ชั่วโมง เทากับ 22.15 และ 35.93 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

ในขณะที่ยีสตสายพันธุที่เหลืออีก 4 สายพันธุ ไมพบการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา 
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ตารางที่ 4.3 ผลการวิเคราะหการเกิดข้ึนของเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่

เรงดวยสารละลายไลเพสของยีสต 5 สายพันธุ ดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะ

สูง 

 

% เมทิลเอสเทอร 
สายพนัธุยีสต 

ที่ 24 ชั่วโมง ที่ 48 ชั่วโมง 

C. rugosa 22.15 35.93 

Y. lipolytica 0 0 

C. lipolytica 0 0 

C. tropicalis 0 0 

C. thailandica 0 0 

 
3. การตรึงไลเพสจาก C. rugosa ดวยวิธีดูดซับในภาวะที่ไมมีน้ํา บนตัวคํ้าจุนเรซินชนิดมีรู
พรุนแบบ macroporous 
 

 3.1. แอกทิวิตีของเอนไซมไลเพสจาก C. rugosa ที่ใชในการตรึงรูป 

 

  เอนไซมไลเพสจาก C. rugosa สําหรับนําไปตรึงรูป เตรียมโดย ทําการเตรียมหัว

เช้ือ และถายเลี้ยงในอาหารสูตร production จากนั้นเก็บสารละลายเอนไซมดวยวิธีปนเหวี่ยง

ตกตะกอน นําสารละลายเอนไซมดังกลาวมาแหงดวยเคร่ืองทําแหงแบบเย็น เพื่อเปล่ียน

สารละลายเอนไซม ใหเปนผงเอนไซมแหง วัดแอกทิวิตีของไลเพส และหาปริมาณโปรตีน โดยทํา

การละลายผงเอนไซมแหงใหมีความเขมขนข้ึนจากเดิม 10 เทา ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 

0.05 โมลาร ความเปนกรดเบส 7 คาแอกทิวิตี ปริมาณโปรตีน และ แอกทิวิตีจําเพาะของไลเพสที่

ใชสําหรับตรึงรูป แสดงดังตารางที่ 4.4 
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ตารางที ่4.4 ไลเพสแอกทิวตีิ ปริมาณโปรตีน และ แอกทิวิตีจาํเพาะ ของสารละลายเอนไซมไลเพส

ชนิดหยาบและชนิดที่ผานการทําใหเขมขนดวยวิธทีําแหงแบบเย็นแลว 

 

ตัวอยาง ปริมาณโปรตีน 

(มก./มล.) 

ไลเพสแอกทิวตีิ 

(ยูนิต/มล.) 

แอกทิวิตีจาํเพาะ 

(ยูนิต/มก.โปรตีน) 

ไลเพสชนิดหยาบ

กอนการทาํแหง 

0.36±0.07 1.43±0.15 3.97 

ไลเพสชนิดหยาบ

หลังการทาํแหง 

3.58±0.19 10.12±1.33 2.83 

*1 หนวยยูนิตของไลเพสแอกทิวิตี หมายถงึ ปริมาณของเอนไซมที่ตองใชเพื่อปลดปลอยกรดไขมัน

อิสระจากปฏิกิริยา 1 ไมโครโมลตอเวลาในการเกิดปฏิกริิยา 1 นาที                                                                       

 

 3.2. การตรึงรูปไลเพสดวยวธิีการดูดซับในภาวะที่ไมใชน้าํและเปรียบเทียบสมบัติในการ

เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและ ทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูปแตละชนิด 

   

  การตรึงรูปไลเพสจาก C. rugosa ดวยวิธกีารดูดซับในภาวะที่ไมใชน้าํเปนสาร

ตัวกลาง การหาแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูปแตละชนิด ดวยวธิีสเปกโทรโฟโตเมตรี โดยใชพาราไน

โตรฟนิลปาลมมิเทต เปนสารต้ังตน ผลทีไ่ดแสดงดังตารางที ่4.5 

 

ตารางที่ 4.5 ไลเพสแอกทิวิตีของเอนไซมตรึงรูป 5 ชนิด 

 

ชนิดของเอนไซมตรึงรูป ไลเพสแอกทิวตีิของเอนไซมตรึงรูป (ยูนิต/กรัม) 

AB-8 0.343±0.015 

H103 0.097±0.009 

NKA 0.267±0.049 

NKA-9 0.188±0.072 

D4020 0.270±0.009 

*1 หนวยยูนิตของไลเพสแอกทิวิตี หมายถึง ปริมาณของเอนไซมที่ตองใชเพื่อปลดปลอยกรดไขมัน

อิสระจากปฏิกิริยา 1 ไมโครโมลตอเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 1 นาที                                                       
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 จากนั้นนําไลเพสตรึงรูปดังกลาวไปทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

โดยใชน้ํามันปาลมเปนสารต้ังตน เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรด

ไขมันอิสระจากการเรงปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดง

ดังรูปที่ 4.1 พบวาไลเพสตรึงรูปบนตัวคํ้าจุนชนิด H103 มีสมบัติเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามัน

ปาลมไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไดสูงที่สุดเทากับ 92.61 เปอรเซ็นต รองลงมา

เปนไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 ได 90.56 เปอรเซ็นต และ AB-8 D4020 NKA ตามลําดับ โดยเมื่อ

เทียบกับผลจากปฏิกิริยาที่เรงดวยสารละลายไลเพสอิสระในปริมาณที่เทากันแลว กลาวไดวาไล

เพสตรึงรูปชนิด H103 มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาคิดเปน 100 เปอรเซ็นตของไลเพสอิสระ 

จึงเลือกไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ไปศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ

น้ํามันปาลมตอไป 
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รูปท่ี 4.1 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซมตรึงรูป

ชนิดตางๆ และเอนไซมอิสระในปริมาณที่เทากัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และ

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
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 จากนั้นทําการทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของ 

ไลเพสตรึงรูปชนิดตางๆ โดยใชน้ํามันปาลมเปนสารต้ังตน เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะห

ผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากการเรงปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง พบวา ในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่ไมมีการเติมน้ําลงในปฏิกิริยาไมตรวจพบ

การเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรเลย ในขณะที่ปฏิกิริยาที่มีการเติมน้ํา 40 เปอรเซ็นต ผลที่

ไดแสดงดังรูปที่ 4.2 ไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 มีสมบัติเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของ

น้ํามันปาลมไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาไดสูงที่สุดเทากับ 34.44 เปอรเซ็นต รองลงมา

เปนไลเพสตรึงรูปชนิด AB-8 ได 30.40 เปอรเซ็นต และ H103 D4020 NKA ตามลําดับ โดยเมื่อ

เทียบกับผลจากปฏิกิริยาที่เรงดวยสารละลายไลเพสอิสระในปริมาณที่เทากันแลว กลาวไดวา ไล-

เพสตรึงรูปชนิด NKA-9 มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาสูงสุดเมื่อเทียบกับไลเพสอิสระ จึง

เลือกไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 ไปศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ

น้ํามันปาลมตอไป 
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รูปที่ 4.2 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพส

ตรึงรูปชนิดตางๆ และเอนไซมอิสระในปริมาณที่เทากัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และ

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
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4. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏกิิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระและไลเพส
ตรึงรูป 
 

 4.1. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระ 

 

  4.1.1. ผลของปริมาณเอนไซม  

 

   การศึกษาผลของปริมาณเอนไซมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ทําโดย

ใชสารละลายเอนไซมไลเพสชนิดหยาบจาก C. rugosa ที่เขมขนข้ึน 10 เทาจากขอ 3.1 ปริมาณ

ตางๆกัน ไดแก 5 10 15 และ 20 มิลลิกรัมโปรตีน นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลม จากการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวย

เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.3 พบวา ที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง การเพิ่มปริมาณสารละลายเอนไซมจาก 5-20 มิลลิกรัมโปรตีน ใหผลใน

การเกิดปฏิกิริยาที่ใกลเคียงกัน ดังนั้นจึงเลือกปริมาณสารละลายเอนไซม 5 มิลลิกรัมโปรตีน ซึ่งได

เปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยา 96.78 เปอรเซ็นต ไปทดสอบผลของปริมาณน้ําตอไป 
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รูปที่ 4.3 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบที่ปริมาณตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และอุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส 

 

  4.1.2. ผลของปริมาณน้าํ 

 

   การศึกษาผลของปริมาณน้ําตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ทําโดยใช 

ปริมาณน้ําตางๆกัน ไดแก 40 80 120 และ 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) นําไป

ทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลม จากการวิเคราะหผลการ

เปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่

ไดแสดงดังรูปที่ 4.4 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง การเพิ่มปริมาณน้ําใหผลในการ

เกิดปฏิกิริยาที่เพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่มปริมาณน้ําจาก 40-160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) 

ดังนั้นจึงเลือกปริมาณน้ํา 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ซึ่งไดเปอรเซ็นตกรดไขมัน

อิสระจากปฏิกิริยา 97.52 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ไปทดสอบผลของอุณหภูมิ

ตอไป 
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รูปที่ 4.4 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบที่ปริมาณน้ําตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และ

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

  4.1.3. ผลของอุณหภูมิ 

 

   การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ทําโดยใช 

อุณหภูมิตางๆกัน ไดแก 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส ไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลม จากการวิเคราะหผลการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจาก

ปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.5 พบวา ที่

เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาที่สุดคือ 40 องศา

เซลเซียส ใหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระ 97.52 เปอรเซ็นต เมื่อเพิ่มอุณหภูมิข้ึนและลง 10 

องศาเซลเซียส เปน 50 และ 30 องศาเซลเซียส พบวามีการลดลงของเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระ

เล็กนอย แตถาเพิ่มอุณหภูมิข้ึนอีกเปน 60 องศาเซลเซียส จะทําใหไดผลของเปอรเซ็นตกรดไขมัน

อิสระลดลงอยางมาก  
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รูปที่ 4.5 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบที่อุณหภูมิตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง  

    
  4.1.4. เวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของสารละลายไลเพสอิสระ 

 

   การศึกษาผลของเวลาในการเ กิดปฏิกิ ริยาไฮโดรไลซิส  ทําโดย

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ตามภาวะที่เหมาะสม ดังไดทําการทดลองมาแลวขางตน เก็บตัวอยางที่

เวลาตางๆในการเกิดปฏิกิริยา ไดแก 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง ไปทําการวิเคราะหผล

การเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.6 พบวา ที่เวลา 0-8 ชั่วโมงแรกของการเกิดปฏิกิริยา ไตรกลีเซอไรดที่เปน

สารต้ังตนของปฏิกิริยามีการลดลงอยางรวดเร็ว จนเกือบหมดที่เวลา 8 ชั่วโมง พรอมกับมีการ

เกิดข้ึนของ กรดไขมันอิสระ ไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรด เพิ่มมากข้ึน หลัง 8 ชั่วโมงของการ

เกิดปฏิกิริยา พบวามีการเพิ่มข้ึนของกรดไขมันอิสระในปฏิกิริยา และการลดลงของสารต้ังตนอยาง

ชาๆ จนไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูงสุด 98.05 เปอรเซ็นต ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง  
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รูปท่ี 4.6 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา

ตางๆ โดยใชสารละลายไลเพสชนิดหยาบจาก C. rugosa โดย FFA คือ กรดไขมันอิสระ TAG คือ 

ไตรกลีเซอไรด 1,3 DAG คือ 1,3 ไดกลีเซอไรด 1.2 DAG คือ 1,2 ไดกลีเซอไรด และ MAG คือ โม

โนกลีเซอไรด จากปฏิกิริยา 

 

 4.2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูปชนิด 

H103 

 

  4.2.1. อัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน 

 

   การศึกษาผลของอัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน ตอการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ทําโดยใชผงไลเพสแหงจาก C. rugosa ปริมาณตางๆกัน ไดแก 0.25 0.5 

0.75 และ 1 กรัมของผงแหง คิดเปนปริมาณโปรตีน 7 14 21 29 มิลลิกรัมโปรตีน ที่ตรึงรูปกับตัวคํ้า

จุนชนิด H103 ปริมาณ 1 กรัม นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามัน

ปาลม ทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.7 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง 

การเพิ่มข้ึนของอัตราสวนปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนต้ังแต 0.25-1 กรัม ใหผลการเปล่ียนเปนกรด

ไขมันอิสระเพิ่มข้ึน แตการเพิ่มข้ึนของกรดไขมันอิสระที่อัตราสวน 0.5-1 นั้นมีความใกลเคียงกัน
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มาก ดังนั้นจึงเลือกที่อัตราสวนไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.5:1 กรัม ที่ใหเปอรเซ็นการเปล่ียนเปนกรด

ไขมันอิสระ 88.07 เปอรเซ็นต ไปทําการศึกษาผลของปริมาณน้ําตอไป 
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รูปท่ี 4.7 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดยไลเพสตรึงรูป

ที่อัตราสวนปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และอุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส 

 

  4.2.2. ผลของปริมาณน้ํา 

 

   การศึกษาผลของปริมาณน้ําตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพส

ตรึงรูป ทําโดยใช ปริมาณน้ําตางๆกัน ไดแก 40 80 120 และ 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดย

ปริมาตรน้ํามัน) นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลม ทําการ

วิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.8 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง การเพิ่ม

ปริมาณน้ําจาก 40-120 เปอรเซ็นตใหผลการเกิดปฏิกิริยามากข้ึนตามลําดับ และลดลงในปริมาณ

น้ําที่มากข้ึนเปน 160 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงเลือกปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นต ไปศึกษาผล

ของอุณหภูมิตอไป 
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รูปท่ี 4.8 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดยไลเพสตรึงรูป

ที่ปริมาณน้ําในปฏิกิริยาตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส 

 

  4.2.3. ผลของอุณหภูมิ 

 

   การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึง

รูป ทําโดยใช อุณหภูมิตางๆกัน ไดแก 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส นําไปทดสอบเปรียบเทียบ

ผลการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลม ทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระ

จากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.9 พบวา 

ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 40 องศาเซลเซียส ใหผลการ

เปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระสูงที่สุดเทากับ 97.14 เปอรเซ็นต สวนที่ 30 องศาเซลเซียส ไดคาการ

เปล่ียนแปลงเปนกรดไขมันอิสระลดตํ่าลงเล็กนอยเทากับ 96.79 เปอรเซ็นต และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิ

เปน 50 และ 60 องศาเซลเซียส พบวามีเปอรเซ็นการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระลดตํ่าลงชัดเจน 

ตามลําดับ  
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รูปท่ี 4.9 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดยไลเพสตรึงรูป

ที่อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง 

 

  4.2.4. เวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูป 

 

   การศึกษาผลของเวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูป 

ทําโดยทดสอบการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลมตามภาวะที่เหมาะสม ดังไดทําการ

ทดลองมาแลวขางตน ทําการเก็บตัวอยางที่เวลา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง ไปทําการ

วิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.10 พบวา ที่เวลา 0-8 ชั่วโมงแรกของการเกิดปฏิกิริยา ไตรกลี

เซอไรดที่เปนสารต้ังตนของปฏิกิริยามีการลดลงอยางรวดเร็ว จนเกือบหมดที่เวลา 8 ชั่วโมง พรอม

กับมีการเกิดข้ึนของ กรดไขมันอิสระ ไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรด เพิ่มมากข้ึน หลัง 8 ชั่วโมง

ของการเกิดปฏิกิริยา พบวามีการเพิ่มข้ึนของกรดไขมันอิสระในปฏิกิริยา และการลดลงของของ

สารต้ังตนอยางชาๆ จนไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูงสุด 97.74 เปอรเซ็นต ที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 24 ชั่วโมง จากนั้นปฏิกิริยาจึงเร่ิมลดลงเล็กนอยจนถึงที่เวลา 48 ชั่วโมง ซึ่งนาจะเปน

ผลมาจากการผันกลับของปฏิกิริยาบางสวน  
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รูปที่ 4.10 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยาตางๆ ที่เรงโดยไลเพสตรึงรูปชนิด H103 โดย FFA คือ กรดไขมันอิสระ TAG คือ ไตร

กลีเซอไรด 1,3 DAG คือ 1,3 ไดกลีเซอไรด 1.2 DAG คือ 1,2 ไดกลีเซอไรด และ MAG คือ โมโนกลี

เซอไรด จากปฏิกิริยา 

 

  4.2.5. การนําไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสซํ้า 

 

   การนําไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ที่ผานการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสแลว 

มาทดสอบสมบัติในการนํากลับเรงปฏิกิริยาซํ้า ทําโดย นําไลเพสตรึงรูปไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

ตามภาวะที่เหมาะสม เก็บตัวอยางที่เวลา 24 ชั่วโมง ไปทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรด

ไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง จากนั้นทําการกรอง

เก็บไลเพสตรึงรูปที่เรงปฏิกิริยาส้ินสุดไปแลวดวยการกรองแบบสุญญากาศ ลางไลเพสตรึงรูป

ดังกลาวดวยเฮปเทน เพื่อขจัดสารต้ังตนและผลิตภัณฑที่เกาะติดอยูใหหลุดไป จากนั้นเก็บไลเพส

ตรึงรูปในโถดูดความชื้น รอใหแหง 12 ชั่วโมง จึงนํากลับมาเรงปฏิกิริยาแบบเดิมซ้ําอีกคร้ัง เชนนี้

ตอเนื่องไป ผลการทดลองที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.11 ไลเพสตรึงรูปชนิด H103 สามารถใชเรงปฏิกิริยา

ซ้ําไดอีก 1 คร้ัง ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระจากการใชทั้งสองครั้งเทากับ 91.21 และ  28.37 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ    
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รูปที่ 4.11 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดยไลเพสตรึง

รูปชนิด H103 ในแตละรอบของการนํามาใชเรงปฏิกิริยาซํ้า 
 
5. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสอิสระ
และไลเพสตรึงรูป 
 

 5.1. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพส

อิสระ 

 

  5.1.1. ผลของอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 

 

   การศึกษาผลของอัตราสวนโดยโมลของนํ้ามันปาลมตอเมทานอล ตอ

การเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ทําโดยใชอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล

ตางๆกันไดแก 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเกิดปฏิกิริยา ทรานส

เอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ทําการวิเคราะหผลการเกิดข้ึนของเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา 

ดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.12 พบวา ที่เวลาใน

การเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่ใหผลการเปล่ียนเปน

เมทิลเอสเทอรสูงที่สุดไดแกที่ 1:3 ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร 35.22 เปอรเซ็นต และเมื่อเพิ่มหรือ

ลดอัตราสวนลงจาก 1:3 ลงไป จะไดผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรลดนอยลงตามการเพิ่มหรือ
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ศึกษาผลของปริมาณเอนไซมตอไป 
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รูปที่ 4.12 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบ ที่อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลตางๆกัน ที่เวลาใน

การเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

  5.1.2. ผลของปริมาณเอนไซม 

 

   การศึกษาผลของปริมาณเอนไซมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟ- 

เคชัน ทําโดยใชสารละลายเอนไซมไลเพสชนิดหยาบจาก C. rugosa ที่เขมขนข้ึน 10 เทาจากขอ 

3.1 ปริมาณตางๆกัน ไดแก 5 10 15 และ 20 มิลลิกรัมโปรตีน นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรง

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ปรับปริมาตรของปฏิกิริยาใหเทากันดวยฟอสเฟต

บัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดเบส 7 ทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจาก

ปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.13 พบวา ที่

เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง การเพิ่มปริมาณสารละลายเอนไซมจาก 5-20 มิลลิกรัมโปรตีน 

ใหผลในการเกิดปฏิกิริยาที่เพิ่มสูงข้ึนตามไปดวย โดยปริมาณสารละลายเอนไซม 20 มิลลิกรัม

1:1 1:3 1:2 1:5 1:6 1:4 
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โปรตีน ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอส-เทอรจากปฏิกิริยาไดสูงที่สุด 50.65 เปอรเซ็นต ดังนั้น จึงเลือก

ปริมาณเอนไซม 20 มิลลิกรัมโปรตีน ไปทดสอบผลของปริมาณน้ําตอไป 
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รูปที่ 4.13 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบ ที่ปริมาณเอนไซมตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และ

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

  5.1.3. ผลของปริมาณน้ํา 

 

   การศึกษาผลของปริมาณน้ําตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

ทําโดยใช ปริมาณน้ําตางๆกัน ไดแก 40 80 120 และ 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน) นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ทํา

การวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลว

แบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.14 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง การเพิ่ม

ปริมาณน้ําใหผลในการเกิดปฏิกิริยาที่เพิ่มข้ึนเม่ือเพิ่มปริมาณน้ําจาก 40-120 เปอรเซ็นต (ปริมาตร

โดยปริมาตรน้ํามัน) และจะลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณน้ําเปน 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน) ดังนั้นจึงเลือกปริมาณน้ํา 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ซึ่งไดเปอรเซ็นต
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เมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา 57.80 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ไปทดสอบผลของ

อุณหภูมิตอไป 
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รูปที่ 4.14 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบ ที่ปริมาณน้ําในปฏิกิริยาตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 

ชั่วโมง และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

  5.1.4. ผลของอุณหภูมิ 

 

   การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ทํา

โดยใช อุณหภูมิตางๆกัน ไดแก 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส นําไปทดสอบเปรียบเทียบผล

การเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของนํ้ามันปาลม ทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรด

ไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 

4.15 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาที่สุดคือ 

40 องศาเซลเซียส ใหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอร 57.80 เปอรเซ็นต เม่ือเพิ่มอุณหภูมิข้ึนเปน 

50 องศาเซลเซียส พบวามีเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรรองลงมาเทากับ 48.21 เปอรเซ็นต รองลงมา

เปนที่ 30 และ 60 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ซึ่งใหผลของการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรตํ่าลงมาก  
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รูปที่ 4.15 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบ ที่อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 

ชั่วโมง 

 

 5.1.5. เวลาในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของสารละลายไลเพสอิสระ 

 

   การศึกษาผลของเวลาในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ทําโดย

เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ตามภาวะที่เหมาะสม ดังไดทําการทดลอง

มาแลวขางตน เก็บตัวอยางที่เวลา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง ไปทําการวิเคราะหผลการ

เปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่

ไดแสดงดังรูปที่ 4.16 พบวา ที่เวลา 0-10 ชั่วโมงแรกของการเกิดปฏิกิริยา ไตรกลีเซอไรดที่เปนสาร

ต้ังตนของปฏิกิริยามีการลดลงอยางรวดเร็ว จนเกือบหมดที่ชั่วโมงที่ 10 พรอมกับมีการเกิดข้ึนของ 

เมทิลเอส-เทอร กรดไขมัน ไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรด เพิ่มมากข้ึน โดยเฉพาะกรดไขมัน

อิสระที่เวลา 10 ชั่วโมงมีปริมาณเพิ่มสูงข้ึนถึง 73.91 เปอรเซ็นต หลัง 10 ชั่วโมงของการ

เกิดปฏิกิริยา พบวามีกรดไขมันอิสระในปฏิกิริยามีปริมาณลดลง และพบการเพิ่มข้ึนของเมทิลเอส

เทอรข้ึนแทนอยางสม่ําเสมอ จนถึงที่เวลา 24 ชั่วโมง จะมีการเพิ่มข้ึนของเมทิลเอสเทอรและการ

ลดลงของกรดไขมันอิสระอยางชาๆ จนไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงสุดที่เวลา 48 ชั่วโมง  
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รูปท่ี 4.16 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยาตางๆ โดยใชสารละลายไลเพสชนิดหยาบจาก C. rugosa โดย FAME คือ เมทิลเอส

เทอร TAG คือ ไตรกลีเซอไรด FFA คือ กรดไขมันอิสระ 1,3 DAG คือ 1,3 ไดกลีเซอไรด 1.2 DAG 

คือ 1,2 ไดกลีเซอไรด และ MAG คือ โมโนกลีเซอไรด จากปฏิกิริยา 

   

 5.2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึง

รูปชนิด NKA-9 

 

  5.2.1. อัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน 

 

   การศึกษาผลของอัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน ตอการเรง

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ทําโดยใชผงไลเพสแหงจาก C. rugosa ปริมาณตางๆกัน ไดแก 

0.25 0.5 0.75 และ 1 กรัมของผงแหง คิดเปนปริมาณโปรตีน 7 14 21 29 มิลลิกรัมโปรตีน ที่ตรึง

รูปกับตัวคํ้าจุนชนิด NKA-9 ปริมาณ 1 กรัม นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยา ทรานส

เอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ทําการวิเคราะหผลการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา

ดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.17 พบวา ที่เวลาใน

การเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง การเพิ่มข้ึนของอัตราสวนปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนต้ังแต 0.25-1 

กรัม ใหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรเพิ่มข้ึนตามลําดับ ดังนั้นจึงเลือกที่อัตราสวนไลเพสตอตัว
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คํ้าจุน 1:1 กรัม ที่ใหเปอรเซ็นการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอร 66.39 เปอรเซ็นต ไปทําการศึกษาผล

ของอัตราสวนโดยโมลของสารต้ังตนตอไป 
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รูปที่ 4.17 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรง

โดยไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวนปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 

ชั่วโมง และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

  5.2.2. ผลของอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 

 

   การศึกษาผลของอัตราสวนโดยโมลของนํ้ามันปาลมตอเมทานอล ตอ

การเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูป ทําโดยใชอัตราสวนโดยโมลของนํ้ามัน

ปาลมตอเมทานอลตางๆกันไดแก 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการ

เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอส

เทอรจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.18 

พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่

ใหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรสูงที่สุดไดแกที่ 1:4 ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร 70.79 

เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงเลือกอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลเทากับ 1:4 ไปศึกษาผล

ของปริมาณน้ําตอไป    
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รูปที่ 4.18 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรง

โดยไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวนโดยโมลของนํ้ามันปาลมตอเมทานอลตางๆกัน ที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง 

 

  5.2.3. ผลของปริมาณน้ํา 

 

   การศึกษาผลของปริมาณน้ําตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน

ของไลเพสตรึงรูป ทําโดยใช ปริมาณน้ําตางๆกัน ไดแก 40 80 120 และ 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตร

โดยปริมาตรน้ํามัน) นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของ

น้ํามันปาลม ทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา ดวยเคร่ืองโครมาโท- 

กราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.19 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 

ชั่วโมง การเพิ่มปริมาณน้ําใหผลในการเกิดปฏิกิริยาที่เพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่มปริมาณน้ําจาก 20-40 

เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) และจะลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณน้ําเปน 80 และ 120 

เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ตามลําดับ ดังนั้นจึงเลือกปริมาณน้ํา 40 เปอรเซ็นต 

(ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ซึ่งไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา 70.79 เปอรเซ็นต ไป

ทดสอบผลของอุณหภูมิตอไป 

 

1:1 1:2 1:3 1:5 1:4 1:6 
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รูปที่ 4.19 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรง

โดยไลเพสตรึงรูปที่ปริมาณน้ําตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และอุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส 

 

  5.2.4. ผลของอุณหภูมิ 

 

   การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน

ของไลเพสตรึงรูป ทําโดยใชอุณหภูมิตางๆกัน ไดแก 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส นําไป

ทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันน้ํามันปาลม ทําการวิเคราะหผล

การเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา ดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.19 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง อุณหภูมิในการ

เกิดปฏิกิริยา 30 องศาเซลเซียส ใหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรสูงที่สุดเทากับ 74.89 

เปอรเซ็นต สวนที่ 40 องศาเซลเซียส ใหผลการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรลดตํ่าลงเล็กนอยเทากับ 

70.79 เปอรเซ็นต และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิเปน 50 และ 60 องศาเซลเซียส พบวามีเปอรเซ็นการ

เปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรลดตํ่าลงเปน 44.04 และ 29.01 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  

 



 

 

 

63 

74.89
70.79

44.04

29.01

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

30 40 50 60

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)

เป
อร

เซ็
นต

เม
ทิล

เอ
สเ
ทอ

ร

 
 

รูปที่ 4.20 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรง

โดยไลเพสตรึงรูปที่อุณหภูมิตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง 

    

 

  5.2.5. เวลาในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูป 

 

   การศึกษาผลของเวลาในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของ   

ไลเพสตรึงรูป ทําโดยเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ตามภาวะที่เหมาะสม

ดังไดทําการทดลองมาแลวขางตน เก็บตัวอยางที่เวลา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง ไปทํา

การวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลว

แบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.21 พบวา ที่เวลา 0-6 ชั่วโมงแรกของการเกิดปฏิกิริยา 

ไตรกลีเซอไรดที่เปนสารต้ังตนของปฏิกิริยามีการลดลงอยางรวดเร็ว จนเกือบหมดที่เวลา 6 ชั่วโมง 

พรอมกับมีการเกิดข้ึนของ กรดไขมันอิสระสูงถึง 55.35 เปอรเซ็นต  หลังชั่วโมงที่ 6 ของการ

เกิดปฏิกิริยา พบวามีการลดลงของกรดไขมันอิสระในปฏิกิริยาเร่ือยๆ จนถึงที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 24 ชั่วโมง ซึ่งเปนเวลาท่ีไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรเพิ่มสูงที่สุด 75.11 เปอรเซ็นต 

จากนั้นปฏิกิริยาจึงเร่ิมลดลงเล็กนอยจนถึงที่เวลา 48 ชั่วโมง ซึ่งนาจะเปนผลมาจากการผันกลับ

ของปฏิกิริยาบางสวน  
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รูปท่ี 4.21 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยาตางๆ โดยใชไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 เปนตัวเรงปฏิกิริยา โดย FAME คือ เมทิลเอส

เทอร TAG คือ ไตรกลีเซอไรด FFA คือ กรดไขมันอิสระ 1,3 DAG คือ 1,3 ไดกลีเซอไรด 1.2 DAG 

คือ 1,2 ไดกลีเซอไรด และ MAG คือ โมโนกลีเซอไรด จากปฏิกิริยา 

 

  5.2.6. การนําไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 ไปเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันซ้ํา 

 

   การนําไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 ที่ผานการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-

ฟเคชันแลว มาทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาซํ้า ทําโดย นําไลเพสตรึงรูปไปเรงปฏิกิริยาทรานส-

เอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมตามภาวะที่เหมาะสม เก็บตัวอยางที่เวลา 24 ชั่วโมง ไปทําการ

วิเคราะหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง จากนั้นทําการกรองเก็บไลเพสตรึงรูปที่เรงปฏิกิริยาส้ินสุดไปแลวดวยการกรองแบบ

สุญญากาศ ลางไลเพสตรึงรูปดังกลาวดวยเฮปเทน เพื่อขจัดสารต้ังตนและผลิตภัณฑที่เกาะติดอยู

ใหหลุดไป จากนั้นเก็บไลเพสตรึงรูปในโถดูดความชื้น รอใหแหง 12 ชั่วโมง จึงนํากลับมาเรง

ปฏิกิริยาแบบเดิมซํ้าอีกครั้ง เชนนี้ตอเนื่องไป ผลการทดลองที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.22 พบวา ไลเพส

ตรึงรูปชนิด NKA-9 สามารถใชเรงปฏิกิริยาซ้ําไดอีก 2 คร้ัง ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรจากการใช

ทั้งสามครั้งเทากับ 69.44, 31.88 และ 9.42 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.22 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรง

โดยไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 ในแตละรอบของการนํามาใชเรงปฏิกิริยาซํ้า 

 



 

 

 

66 

บทที่  5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
5.1. ผลของการคัดเลือกเชื้อยีสตที่มีความสามารถในการผลิตไลเพส และเหมาะสมตอ
การใชเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
 

 การคัดเลือกยีสตที่สามารถผลิตเอนไซมไลเพสไดในเบ้ืองตนจากยีสตทั้งหมดที่มีอยู 5 

ชนิด ไดแก C. rugosa Y. lipolytica  C. lipolytica  C. tropicalis และ C. thailandica เลือกใช

วิธีสังเกตการเรืองแสงของสารโรดามีน บี ภายใตรังสีอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 350 นาโน

เมตร โดยมีการเติมน้ํามันปาลมใหเปนสารต้ังตน ซึ่งในสวนประกอบของนํ้ามันปาลมจะมีกรด

ไขมันที่มีคารบอนสายยาวเปนองคประกอบอยูมากจึงมีความเหมาะสมที่จะนํามาใชเปนสารต้ังตน

ในการคัดเลือกยีสตที่ผลิตไลเพสได (Ma และ Hanna, 1999) เนื่องจากไลเพสเปนไลโปไลติกเอน

ไซม จะเขาทําปฏิกิริยากับสารต้ังตนจําพวกที่มีคารบอนสายยาว (คารบอนมากกวาหรือเทากับ 

10) สวนโรดามีน บี เปนสียอมที่มีสมบัติเรืองแสงได (fluorescence dye) เม่ือไลเพสเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิส จะใหผลิตภัณฑเปนกรดไขมันอิสระ ซึ่งเขาจับกับโรดามีน บี เกิดเปนสารประกอบ

เชิงซอน ซึ่งจะมีสมบัติในการเรืองแสงสีสมรอบโคโลนีของเชื้อจุลินทรียที่ผลิตไลเพส โดยจะ

สังเกตเห็นการเรืองแสงดังกลาวภายใตรังสีอัลตราไวโอเลต (Kouker และ Jaeger, 1978) ใน

งานวิจัยนี้พบวาจากยีสต 5 สายพันธุที่ทําการทดสอบมี 4 สายพันธุที่พบการเรืองแสงบนอาหารกึ่ง

แข็ง YM ที่เติมน้ํามันปาลมเปนสารต้ังตน 1 เปอรเซ็นตน้ําหนักโดยปริมาตรผสมดวยโรดามีน บี 

0.001 เปอรเซ็นตของน้ําหนักโดยปริมาตร ซึ่งแสดงถึงความสามารถในการผลิตไลเพส ไดแกสาย

พันธุ C. rugosa  Y. lipolytica  C. lipolytica C. tropicalis สวนในสายพันธุ C. thailandica ไม

พบการเรืองแสงซึ่งแสดงถึงการไมผลิตไลเพส จากนั้นทําการหาคาไลเพสแอกทิวิตีและปริมาณ

โปรตีนตอไป 

 

 การเปรียบเทียบความสามารถในการเรงปฏิกิริยา จากสารละลายเอนไซมไลเพสที่แยกได

จากน้ําเล้ียงเชื้อจากการเล้ียงเช้ือยีสตในอาหารเหลวสูตร production ซึ่งใชน้ํามันปาลมซ่ึงมีราคา

ถูกและผลิตไดมากในประเทศเปนตัวชักนําใหมีการผลิตไลเพส ทําโดยการวัดคาแอกทิวิตี ดวยวิธี 

สเปกโทรโฟโตเมทรีซึ่งเปนวิธีการวัดเชิงปริมาณที่รวดเร็วและงาย ซึ่งนิยมนํามาใชวัดการทํางาน

ของไลเพสได โดยใชพาราไนโตรฟนิลเอสเทอร (p-nitrophenyl ester) มาเปนสารต้ังตน เชน พารา

 



 

 

 

67 

ไนโตรฟนิล ปาลมมิเทต เปรียบเทียบคาความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพส ไดจากการ

ปลอยกรดไขมันออกมาจากสารตั้งตน โดยการวัดสีของผลิตภัณฑรวม พาราไนโตรฟนอล ซึ่งมีสี

เหลือง ดวยสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร (Maia และคณะ, 2000) ผลที่ได

พบวา เช้ือยีสต C. rugosa  มีแอกทิวิตีจําเพาะสูงที่สุด แตเนื่องจากวัตถุประสงคของงานวิจัย

ตองการไลเพสที่สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมได จึงตองทําการ

ทดสอบความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหดังกลาวตอไป เนื่องจากความสามารถใน

การเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลติกกับการเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหของไลเพสนั้นไมสอดคลองตามกัน 

(Wu และคณะ, 1996) 

 

 การศึกษาผลของการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมดวยไลเพสชนิด

หยาบ ดวยวิธีการเติมเมทานอลแบบแบงเติมทุก 8 ชั่วโมง เพื่อลดความรุนแรงของเมทานอลที่จะมี

ผลตอการเส่ือมสภาพของไลเพส (Du และคณะ, 2005) พบวาสารละลายไลเพสจากยีสตสายพันธุ  

C. rugosa มีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไดเพียงชนิดเดียว ได

เปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร 35.93 เปอรเซ็นต ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง สอดคลองกับ

หลายงานวิจัยที่พบวา C. rugosa เปนยีสตที่ผลิตไลเพสที่มีสมบัติในการเรงปฏิกิริยาได

หลากหลาย  (Mustranta และคณะ, 1993) ซึ่งโดยสวนใหญจะนิยมใชไลเพสจาก C. rugosa ใน

รูปแบบของเอนไซมตรึงรูป ทั้งนี้ก็เนื่องมาจากความคุมคาในการนํามาใชประโยชนนั่นเอง 

 
5.2. ผลการตรึงไลเพสชนิดหยาบจาก C. rugosa เพือ่นําไปเรงปฏิกิรยิาไฮโดรไลซิสและ 
ทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม 
 
 การนําเอนไซมไลเพสไปประยุกตใชในงานดานตางๆและในอุตสาหกรรมโดยสวนมาก จะ

นิยมใชเอนไซมในรูปแบบเอนไซมตรึงรูป เนื่องจากมีสมบัติที่ดีกวา ทนทานกวา แยกออกจาก

ผลิตภัณฑไดงาย และประหยัดเนื่องจากสามารถนํามาใชซ้ําได ไลเพสโดยทั่วไปจะเรงปฏิกิริยาที่

บริเวณช้ันระหวางน้ํามันกับน้ํา การเลือกวิธีการในการตรึงใหเหมาะสมและการเลือกชนิดของตัว

คํ้าจุน มีอิทธิพลเปนอยางมากตอประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาของไลเพสตรึงรูปนั้นๆ  เนื่องจาก

ลักษณะของบริเวณเรงปฏิกิริยา (active site) ของไลเพสจาก C. rugosa นั้นมีลักษณะแคบ ดังนั้น

การเลือกใชวิธีตรึงโดยใชพันธะโคเวเลนซ ซึ่งตองใชสารตัวกลางในการสรางพันธะที่มีความรุนแรง 

และอาจเขาสรางพันธะบังบริเวณเรงของไลเพสได ทําใหการเขาจับของสารต้ังตนเพื่อทําปฏิกิริยา

เขาจับกับบริเวณเรงของเอนไซมไมได ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกที่จะตรึงรูปไลเพสชนิดหยาบจาก 
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C. rugosa ดวยวิธีการดูดซับ ซึ่งเปนวิธีที่งาย ประหยัด และไมรุนแรง และเลือกใชตัวคํ้าจุนสําหรับ

การตรึงเปนเรซินแบบมีรูพรุนชนิด macroporous ซึ่งเปนพอลิเมอรสังเคราะหชนิดไฮโดรโฟบิก 

จํานวน 5 ชนิด ไดแก ชนิด AB-8, H103, NKA-9, NKA และ D4020 สวนวิธีการตรึงดวยการดูด

ซับนั้นจะใชวิธีการที่ไมใชน้ําแตใชเฮปเทนเปนสารตัวกลางแทน ซึ่งจากการทดลองของ Gao และ

คณะ ในป 2006 พบวาการใชเฮปเทนเปนสารตัวกลางในการตรึงแทนการใชบัฟเฟอรตามปกติจะ

ชวยใหไลเพสตรึงรูปมีแอกทิวิตีสูงกวาถึง 4 เทา จากผลการทดลองในงานวิจัยนี้พบวาหลังการตรึง

รูปไลเพสดวยวิธีดูดซับโดยใชสารตัวกลางเปนเฮปเทน แลวนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และ 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน พบวาไลเพสตรึงรูปบนตัวคํ้าจุนชนิด H103 เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดี

ที่สุด โดยท่ีเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง ใหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระไดสูงที่สุด 

92.61 เปอรเซ็นต สวนผลการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ไลเพสตรึงรูปบนตัวคํ้าจุนชนิด 

NKA-9 เรงปฏิกิริยาไดสูงที่สุดที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง ใหผลการเปล่ียนเปน

ผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรสูงถึง 34.44 เปอรเซ็นต ซึ่งสูงสุดเมื่อเทียบกับไลเพสอิสระในปริมาณที่

เทากันเรงไดทั้งในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยทั่วไปแลวเปนที่รูกันดีวา

บริเวณเรงปฏิกิริยาของไลเพสซ่ึงประกอบดวยสวนที่เปนไลโปฟลิก (lipophilic domains) และสวน

นี้สามารถปรับเปลี่ยนรูปแบบใหเปนทั้งรูปแบบโครงสรางที่เปดและรูปแบบปด การเขาจับระหวาง

สวนที่ไมชอบน้ํา (Hydrophobic) ของไลเพสกับสารต้ังตน หรือตัวทําละลายอินทรีย (organic 

solvent) จะชวยยึดโครงสรางใหอยูในรูปที่พรอมเรง (active) มากข้ึน และชวยเพิ่มแอกทิวิตีของ

เอนไซมได (Gao และคณะ, 2006) ดังนั้นการใชสารตัวกลางที่มีความเปนข้ัวตํ่าเชนเฮปเทน (log P 

= 4.0) สวนที่เปนไลโปฟลิกของไลเพสจะทําปฏิกิริยากับเฮปเทน ซึ่งเปนผลใหเกิดการชักนําใหเกิด

การเปลี่ยนโครงรูปสามมิติ (conformational change) ของไลเพสใหอยูในรูปที่พรอมเรงปฏิกิริยา

มากขึ้น มีผลใหสารต้ังตนสามารถเขาจับกับบริเวณเรงของไลเพสตรึงรูปที่ไดอยางอิสระมากข้ึน 

สงผลใหไลเพสตรึงรูปดังกลาวเรงปฏิกิริยาไดดีข้ึนดวย 

 
5.3. ผลการศกึษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏกิริิยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระและไล
เพสตรึงรูป 
 

 5.3.1. ผลของปริมาณเอนไซม 

 

  จากการศึกษาผลของปริมาณเอนไซมที่ใชเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามัน

ปาลม โดยควบคุมปจจัยอ่ืนใหเทากันทุกประการ ผลการทดลองในสวนของไลเพสอิสระพบวา เม่ือ
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เพิ่มปริมาณเอนไซมข้ึนจาก 5 มิลลิกรัมโปรตีนจนถึง 20 มิลลิกรัมโปรตีน พบวา ผลการเปล่ียนเปน

ผลิตภัณฑกรดไขมันอิสระมากนอยตางกันเพียงเล็กนอย สวนการศึกษาถึงผลของปริมาณเอนไซม

ในการเรงปฏิกิริยาดวยไลเพสตรึงรูปชนิด H103 โดยการทดลองไดศึกษาการใชอัตราสวนโดย

น้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.25:1 0.5:1 0.75:1 และ 1:1 กรัม พบวา เม่ือเพิ่มอัตราสวนโดย

น้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุนข้ึนจาก 0.25:1 ถึง 1:1 กรัม มีผลใหเปอรเซ็นตการเกิดข้ึนของกรด

ไขมันอิสระในปฏิกิริยาเพิ่มข้ึนตามดวย โดยมีอัตราการเพ่ิมข้ึนของเปอรเซ็นตผลิตภัณฑเพียง

เล็กนอยเมื่อมีการเพิ่มปริมาณเอนไซมจากอัตราสวน 0.5:1 ถึง 1:1 ดังนั้นจึงเลือกใชอัตราสวนโดย

น้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.5:1 สําหรับทําการทดสอบปจจัยอ่ืนๆตอไป จากผลการทดลอง

แสดงใหเห็นวาปริมาณเอนไซมเพียงเล็กนอยก็มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดี  

สอดคลองกับงานวิจัยของ Kimura และคณะ (1983) ที่ศึกษาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไล

เพสตรึงรูปจาก C. rugosa ที่พบวาไลเพสในปริมาณที่เล็กนอยใหผลิตภัณฑเปนกรดไขมันอิสระ

ใกลเคียงรอยเปอรเซ็นต 

    

 5.3.2 ผลของปริมาณน้าํในปฏิกิริยา 

 

  น้ําเปนปจจัยสําคัญตอการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพส เนื่องจากไลเพสจะ

เรงปฏิกิริยาที่บริเวณชั้นน้ําตอน้ํามัน (oil-water interphase) การศึกษาเร่ืองผลของปริมาณน้ําตอ

การเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระ และไลเพสตรึงรูป ผลจากการทดลองพบวาการเรง

ดวยไลเพสอิสระเม่ือเพิ่มปริมาณน้ําในปฏิกิริยาจาก 40 ถึง 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน) ทําใหมีกรดไขมันที่ไดจากปฏิกิริยาเพิ่มข้ึน ตามลําดับ ในสวนของไลเพสตรึงรูป พบวาเมื่อ

เพิ่มปริมาณน้ําในปฏิกิริยา จาก 40 ถึง 120 เปอรเซ็นต จะสามารถตรวจวัดคาเปอรเซ็นตกรดไขมัน

อิสระไดเพิ่มข้ึน ตามลําดับ แตเมื่อเพิ่มปริมาณน้ําใหมากข้ึนอีกเปน 160 เปอรเซ็นต พบวาไดผล

ผลิตกรดไขมันลดลง จากผลการทดลองดังกลาวจะสังเกตเห็นวาปริมาณน้ําในปริมาณมากใหผล

การเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดีกวาน้ําในปริมาณนอยๆ ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับ

งานวิจัยของ Lu และคณะ (2009) ที่ศึกษาผลปริมาณน้ําตอการเรงปฏิกิริยาของไลเพสตรึงรูป 

Candida sp.99-125 ซึ่งพบวา การเติมน้ําลงในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในปริมาณ 20-100 

เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน  ใหผลของปฏิกิริยาดีกวาการเติมน้ําในปริมาณนอยๆที่ตํ่ากวานั้น 

หรือการไมเติมน้ําเลย โดยไดอธิบายถึงผลของการทดลองนี้ไววา เนื่องจาก น้ําจัดเปนสารต้ังตน

อยางหน่ึงของปฏิกิริยา ดังนั้นน้ําในปริมาณที่นอยเกินไปจึงไมสามารถทําใหปฏิกิริยาเกิดไดดีได 

นอกจากนี้น้ําปริมาณที่มากเกินพอในปฏิกิริยายังชวยละลายกลีเซอรอลผลผลิตรวมจากปฏิกิริยาที่
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อาจเขาจับกับไลเพสตรึงรูป ซึ่งกอใหเกิดผลยับยั้งการเรงปฏิกิริยาของไลเพสไดอีกทางหนึ่ง 

นอกจากนี้ การใชน้ําในปริมาณมากนั้นชวยลดความหนืดของปฏิกิริยาชวยใหการปนกวนเปนไปได

งายข้ึน ทําใหพื้นที่การเกิดปฏิกิริยาไดมีสูงข้ึนดวย ในกรณีของปฏิกิริยาที่ไมใชตัวทําละลายอินทรีย

ใดๆเขาชวย รวมถึงสมบัติของไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ที่ชอบอยูในชั้นน้ํามากกวาช้ันน้ํามัน 

ปริมาณน้ําที่มาก ยอมสงผลตอการกระจายตัวที่มากข้ึน เพิ่มโอกาสในการสัมผัสกันระหวางไลเพส

กับน้ํามัน จึงชวยใหปฏิกิริยาเกิดไดดีกวาการใชปริมาณน้ํานอยๆ 

 

 5.3.3. ผลของอุณหภูมิ  

 
    อุณหภูมิมีผลตอการทํางานของเอนไซม โดยความรอนเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลให

เอนไซมซึ่งเปนโปรตีนชนิดหนึ่งเสียสภาพได การศึกษาเร่ืองผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ผลการทดลองพบวา ไลเพสอิสระเรงปฏิกิริยาไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูง 97.52 เปอรเซ็นต ที่ 50 และ 60 องศาเซลเซียส ได

เปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระลดลง ซึ่งนาจะเปนผลมาจากการเส่ือมสภาพเน่ืองจากความรอนจาก

อุณหภูมิที่สูงเกินไป สวนที่ 30 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่ตํ่าเกินไปที่จะเรงปฏิกิริยาใหดําเนิน

ไปขางหนาได ในไลเพสตรึงรูปอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาที่สุดไดแก 40 องศา

เซลเซียส เชนเดียวกับไลเพสอิสระ ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูง 97.14 เปอรเซ็นต แตที่อุณหภูมิ

ในการเกิดปฏิกิริยา 30 องศาเซลเซียสก็ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูงใกลเคียงกันเทากับ 96.79 

เปอรเซ็นต สวนที่ 50 และ 60 องศาเซลเซียส ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระ 84.22 และ 66.92 

เปอรเซ็นต สังเกตไดวาหลังการตรึงรูปไลเพสมีแนวโนมเรงปฏิกิริยาไดดีที่ชวงอุณหภูมิกวางข้ึน ใน

บางคร้ังพบวาเอนไซมตรึงมีอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการทํางานแตกตางจากเอนไซมอิสระ 

โดยทั่วไปการตรึงรูปเอนไซมจะมีผลใหอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานที่สุดของไลเพสตรึงรูปสูง

กวาไลเพสอิสระ แตในบางกรณีอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการทํางานของเอนไซมตรึงจะตํ่ากวา

เอนไซมอิสระและบางกรณีจะมีคาเทากัน (Chibata, 1978)  ในกรณีของไลเพสจาก C. rugosa มี

การรายงานอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดีในชวง 30-40 องศาเซลเซียส 

(Minovska และคณะ, 2005)  

 

 

 

 



 

 

 

71 

 5.3.4. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

   การศึกษาผลของเวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ในไลเพสอิสระเลือกใช

ภาวะที่เหมาะสมที่สุดจากการศึกษาปจจัยตางๆที่มีผลตอการเกิดปฏิกิริยาที่ผานมา ซึง่คือ ปริมาณ

เอนไซม 5 มิลลิกรัมโปรตีน ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 160 เปอรเซ็นตปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน และ

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง สวนในไล

เพสตรึงรูปใชภาวะที่เหมาะสมที่สุดไดแก อัตราสวนโดยน้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุนชนิด H103 

0.5:1 ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นตปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส และเก็บตัวอยางที่เวลาตางๆเชนเดียวกับของไลเพสอิสระ ผลการทดลองพบวา ไลเพส

อิสระใหผลในการเกิดปฏิกิริยาสูงที่สุดที่ 48 ชั่วโมง ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระ 98.05 เปอรเซ็นต 

สวนไลเพสตรึงรูปใหผลในการเกิดปฏิกิริยาสูงที่สุดที่เวลา 24 ชั่วโมง ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร 

97.74 เปอรเซ็นต จากนั้นจะเร่ิมเขาสูภาวะคงที่จนถึงที่เวลา 48 ชั่วโมง จากกราฟที่ 4.9 กับ 4.22 

จะเห็นวาลักษณะการเกิดปฏิกิริยาของไลเพสอิสระและไลเพสตรึงรูปเปนแบบเดียวกันคือจะมีการ

เพิ่มข้ึนของกรดไขมันอิสระสูงข้ึนอยางรวดเร็วในชวงแรกของการเกิดปฏิกิริยาและจะคอยเร่ิมมีการ

เปล่ียนแปลงเพิ่มข้ึนนอยลงและชาลง จนคงที่ โดยมีขอสังเกตวาในไลเพสอิสระจะมีอัตราเร็วของ

การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสูงกวาในไลเพสตรึงรูป Kimura และคณะ (1983) ไดอธิบายเร่ืองนี้ไว

วา เอนไซมตรึงจะมีความเปนอิสระนอยกวาเมื่อไมถูกตรึง ดังนั้นจึงอาจทําใหอัตราเร็วเร่ิมตนของ

ปฏิกิริยาเอนไซมตรึงชากวาเมื่อเทียบกับเอนไซมอิสระ อยางไรก็ตามในกรณีไลเพสตรึงรูปบนตัวคํ้า

จุนชนิด H103 มีความตางของอัตราเร็วในการเรงปฏิกิริยาเมื่อเทียบกับไลเพสอิสระแคในชวงตน

ของการเกิดปฏิกิริยาเพียงเล็กนอยเทานั้น เนื่องจากที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 24 ชั่วโมงไลเพสทั้ง

อิสระและตรึงรูปใหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระตางกันเพียง 1 เปอรเซ็นตเทานั้น 

 
5.4. ผลการศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพส
อิสระและไลเพสตรึงรูป 
 

 5.4.1. ผลของปริมาณเอนไซม 

 

  เอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยา ปริมาณเอนไซมจึงเปนปจจัยสําคัญ ผลการทดลองใน

สวนของไลเพสอิสระพบวาเมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซมข้ึนจาก 5 มิลลิกรัมโปรตีนจนถึง 20 มิลลิกรัม

โปรตีน พบวามีเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรเพิ่มสูงข้ึนตามการเพิ่มข้ึนของปริมาณ
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เอนไซม ซึ่งสอดคลองกับผลในสวนของไลเพสตรึงรูป ผลการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มอัตราสวน

ปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนจาก 0.25:1 กรัม จนถึง 1:1 กรัม จะมีผลใหไดเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปน

เมทิลเอสเทอรเพิ่มสูงข้ึนตามลําดับ ตามการเพิ่มข้ึนของปริมาณเอนไซมที่ใช  โดยไดเปอรเซ็นต

เมทิลเอสเทอรสูงสุดที่อัตราสวนโดยน้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุน 1:1 เทากับ 66.39 เปอรเซ็นต 

ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง สอดคลองกับงานวิจัยของ Chen และคณะ (2009) ที่พบวา

การเพิ่มปริมาณเอนไซมลงในปฏิกิริยามากข้ึน ก็มีผลใหไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรเพิ่มสูงข้ึนตาม 

โดยที่เม่ือเพิ่มปริมาณเอนไซมในปริมาณที่สูงข้ึนเร่ือยๆจนถึงจุดอ่ิมตัว อัตราการเปล่ียนเปน

ผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรจะมีการเพิ่มข้ึนชาลง 

 

 5.4.2. ผลของอัตราสวนโดยโมลของนํ้ามนัปาลมบริสุทธิต์อเมทานอล 

 

   ตัวทําละลายอินทรียเชน เมทานอล สามารถทําใหไลเพสเส่ือมสภาพ และยับยั้ง

การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันได การศึกษาเร่ืองอัตราสวนโดยโมลของสารต้ังตนตอการ

เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพส ใชอัตราสวนโดยโมลของสารต้ังตนเทากับ 1:1 1:2 

1:3 1:4 1:5 และ 1:6 โดยควบคุมปจจัยอ่ืนๆ ใหเทากัน พบวา อัตราสวนโดยโมลที่เหมาะสมที่สุด

คือที่อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 1:3 แตผลในสวนของไลเพสตรึงรูปไดผลตาง

ออกไปคือใหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรสูงที่สุดที่อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทา

นอล 1:4 ซึ่งสอดคลองกับ วาไลเพสที่ตรึงรูปแลว มีสมบัติตานทานความเปนพิษของเมทานอลได

มากข้ึน ซึ่งนาจะเปนผลจากการดูดซับไลเพสไวภายในรูพรุนของตัวคํ้าจุน ซึ่งลดการสัมผัสระหวาง

เมทานอลกับเอนไซมไลเพสไดมากกวาการใชไลเพสอิสระ โดยการที่สามารถใชเมทานอลใน

ปริมาณที่มากข้ึน (มากเกินพอ) ก็สงผลใหไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยามากข้ึนดวย 

(Noureddini และคณะ, 2005)   

 
 5.4.3. ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 

 

   การศึกษาเร่ืองผลของปริมาณน้ําในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยใช

ปริมาณน้ําเติมลงในปฏิกิริยาที่ปริมาตรตางๆกัน โดยควบคุมอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอ

เมทานอล ปริมาณเอนไซม และอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา ในกรณีของไลเพสอิสระปริมาณน้ําที่

เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาที่สุดคือ 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) และเนื่องมาก

จากการทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูป พบวาปฏิกิริยา
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ที่ไมมีการเติมน้ําในปฏิกิริยาเลย จะไมมีการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา ดังนั้นในไล

เพสตรึงรูปจึงทําการทดสอบผลของการเติมน้ําจาก 20-120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน) พบวา ที่ปริมาณน้ํา 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ไลเพสตรึงรูป NKA-9 จะ

เรงปฏิกิริยาใหผลการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรสูงที่สุด จะเห็นไดวาน้ํามีผลตอการเรงปฏิกิริยา

ของไลเพสจาก C. rugosa ที่ใชในงานวิจัยนี้ Lu และคณะ ไดอธิบายอิทธิพลของนํ้าตอการ

เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไววา เนื่องจากกลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเพสจาก 

C. rugosa ที่ใชในการทดลองนั้น ในข้ันตอนแรกจะไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดใหเปนกรดไขมัน 

จากนั้นจะเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของกรดไขมันดังกลาวกับเมทานอลที่เติมลงในปฏิกริิยา จน

ไดผลิตภัณฑเปนเมทิลเอสเทอรของกรดไขมัน เมื่อสังเกตจากโครมาโทแกรมจากผลการทดลอง

ปจจัยเร่ืองเวลาในการเกิดปฏิกิริยา พบวาสอดคลองกับเหตุผลดังกลาว ซึ่งจะวิจารณเพิ่มเติมอยาง

ละเอียดในหัวขอเวลาในการเกิดปฏิกิริยาตอไป 

 

 5.4.4. ผลของอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 

 

   อุณหภูมิมีผลตอการทํางานของเอนไซม โดยความรอนเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลให

เอนไซมซึ่งเปนโปรตีนชนิดหนึ่งเสียสภาพได จากการทดลองเร่ืองผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมใน

การเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสอิสระและไลเพสตรึงรูปจากยีสต C. rugosa โดย

ควบคุมปจจัยอ่ืนๆ ที่มีผลตอการเรงปฏิกิริยา ผลการทดลองพบวา ไลเพสอิสระเรงปฏิกิริยาไดดี

ที่สุดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูง 57.80 เปอรเซ็นต รองมาเปนที่ 

50 องศาเซลเซียสไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร 48.21 เปอรเซ็นต แตในไลเพสตรึงรูปเรงปฏิกิริยาได

ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงถึง 74.89 เปอรเซ็นต แต

อยางไรก็ตามที่ 40 องศาเซลเซียสก็ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรใกลเคียงกับที่ 30 องศาเซลเซียส 

เทากับ 70.36 เปอรเซ็นต จะสังเกตไดวาการตรึงรูปไลเพสเพื่อใชในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค

ชันในงานวิจัยนี้ มีผลใหสามารถนําไปใชไดกับชวงอุณหภูมิที่กวางข้ึน สอดคลองกับผลในกรณีของ

การเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ซึ่งเปนไปตามที่ Chibata (1978) วิเคราะหวา โดยทั่วไปการตรึงรูป

เอนไซมจะมีผลใหอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานที่สุดของไลเพสตรึงรูปสูงกวาไลเพสอิสระ แต

ในบางกรณีอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการทํางานของเอนไซมตรึงจะตํ่ากวาเอนไซมอิสระและ

บางกรณีจะมีคาเทากัน Minovska และคณะ (2005) กลาวถึงขอดีของการเรงปฏิกิริยาไดดีที่

อุณหภูมิตํ่าของไลเพส เปนประโยชนตอการนําไปใชเนื่องจาก เปนการประหยัดอยางหนึ่ง ชวยให

ใชพลังงานความรอนนอยลง และยังชวยรักษาเสถียรภาพของแอกทิวิตีของไลเพสนั้นไวไดมากกวา  
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 5.4.5. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

  การศึกษาผลของเวลาในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ในไลเพสอิสระ

เลือกใชภาวะที่เหมาะสมที่สุดจากการศึกษาปจจัยตางๆที่มีผลตอการเกิดปฏิกิริยาที่ผานมา ซึ่งคือ 

อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลเทากับ 1:3 ปริมาณเอนไซม 20 มิลลิกรัมโปรตีน 

ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) และอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง สวนในไลเพสตรึงรูปใชภาวะที่

เหมาะสมที่สุดไดแก ที่อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 1:4 อัตราสวนโดยน้ําหนัก

ของไลเพสตอตัวคํ้าจุนชนิด NKA-9 1:1 ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดย

ปริมาตรน้ํามัน) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ เชนเดียวกับของไลเพส

อิสระ ผลการทดลองพบวาไลเพสอิสระใหผลในการเกิดปฏิกิริยาสูงที่สุดที่ 48 ชั่วโมง ไดเปอรเซ็น

เมทิลเอสเทอร 48.29 เปอรเซ็นต สวนไลเพสตรึงรูปใหผลในการเกิดปฏิกิริยาสูงที่สุดที่เวลา 24 

ชั่วโมง ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร 75.11 เปอรเซ็นต จากนั้นจะเร่ิมเขาสูภาวะคงที่จนถึงที่เวลา 48 

ชั่วโมงในการเกิดปฏิกิริยา จากกราฟที่ 4.10 กับ 4.21 จะเห็นวาลักษณะการเกิดปฏิกิริยาของไล

เพสอิสระและไลเพสตรึงรูปเปนแบบเดียวกันคือ ในชวงแรกของปฏิกิริยาจะพบปริมาณของกรด

ไขมันอิสระสูงข้ึนมาก ไตรกลีเซอไรดลดลงมากจนเกือบหมด และมีการเกิดเมทิลเอสเทอรอยาง

ชาๆ เมื่อเวลาผานไปพบวา กรดไขมันอิสระมีปริมาณลดนอยลง ในขณะเดียวกันก็มีเมทิลเอสเทอร

เกิดมากข้ึน สอดคลองกับงานวิจัยของ Lu และคณะ (2009) ที่พบวาการเรงปฏิกิริยาเมทาโนไลซิส

ของไลเพสจาก Candida sp. 99-125 ในปฏิกิริยาที่มีการเติมน้ําลงในปฏิกิริยาในปริมาณที่

เหมาะสม จะใหผลของผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรที่สูงกวาการไมเติมน้ําเลย เนื่องจากกลไกการ

เกิดปฏิกิริยาของ Candida sp.99-125 ดังกลาว ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยาตางๆ พบวาไลเพสจาก

เช้ือยีสตดังกลาวจะเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเพื่อไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดใหเปล่ียนเปนกรดไขมัน

อิสระกอน จากนั้นกรดไขมันอิสระท่ีไดรวมกับเมทานอลที่เติมลงในปฏิกิริยาจะเปล่ียนเปน

ผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรตามที่วิเคราะหผลได ซึ่งมีลักษณะกลไกที่เหมือนกับเชื้อยีสต C. rugosa 

ที่ใชในงานวิจัยนี้ ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาแมความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับ

ปฏิกิริยาการสังเคราะหของไลเพสจะไมมีความสัมพันธกันโดยตรง แตเปนไปไดที่จะมีความ

สอดคลองตอเนื่องกัน ซึ่งทําใหไลเพสที่มีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลติกไดสูง 

เกิดปฏิกิริยาการสังเคราะหไดสูงตามไปดวยได จากปฏิกิริยาที่ตอเนื่องกัน 
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5.5. ผลการนําไลเพสตรึงรูปกลับมาเรงปฏิกิริยาซํ้า 
 
 ผลของการนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชเรงปฏิกิริยาซ้ําพบวา การเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอร

ของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรงโดยไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 สามารถใชเรงปฏิกิริยาซ้ํา

ไดสองคร้ังจากการใชคร้ังแรก ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรจากการใชทั้งสามคร้ังเทากับ 69.44, 

31.88 และ 9.42 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนผลของการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระของปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสที่เรงโดยไลเพสตรึงรูปชนิด H103 สามารถนํากลับมาใชเรงปฏิกิริยาซ้ําไดหนึ่งคร้ังจาก

การใชคร้ังแรก ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระจากการใชทั้งสองครั้งเทากับ 91.21 และ 28.37 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยทั่วไปแลวเอนไซมตรึงจะมีเสถียรภาพสูงกวาเม่ืออยูในรูปอิสระ เทคนิค

การตรึงเอนไซมจะมีผลตอเสถียรภาพในทางเคมี และการเปล่ียนสภาพธรรมชาติทางกายภาพ 

(Chibata, 1978) เอนไซมที่ถูกตรึงดวยการดูดติด จะเตรียมไดงาย ประหยัด และใชภาวะที่ไม

รุนแรง แตเอนไซมที่ตรึงไวจะหลุดออกจากตัวคํ้าจุนไดงายในระหวางการใชงานในภาวะที่มีการให

ความรอน การปนกวน การเปล่ียนแปลงพีเอช และความเขมขนของไอออนในสารละลาย ทั้งนี้

เนื่องมาจากเอนไซมตรึงดวยวิธีดังกลาวจะมีแรงยึดที่ไมเหนียวแนนบนตัวคํ้าจุนตรึง เอนไซมตรึงจะ

ถูกทําใหหลุดออกจากตัวคํ้าจุนไดเมื่อมีการสึกกรอนของตัวคํ้าจุน หรือมีการสลายของพันธะ

ระหวางเอนไซมกับพาหะ นั่นคือ เอนไซมตรึงดังกลาวจะมีกัมมันตภาพสูงในชวงแรกของการใช

งานและจะลดลงตามระยะเวลาของการนําไปใชงาน แตตัวคํ้าจุนที่ผานการตรึงดวยวิธีการดูดซับ

นั้นสามารถนํากลับมาใชงานอีกไดงายไมวาจะเปนตัวคํ้าจุนที่เปนสารอินทรียหรือสารอนินทรีย 

(Kenedy และ Cabral, 1983)     
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บทที่  6 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

 เช้ือยีสต C. rugosa สามารถผลิตเอนไซมไลเพสที่มีสมบัติเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและ 

ทรานสเอสเทอริฟเคชันไดดีที่สุดจากยีสต 5 สายพันธุที่นํามาใช มีแอกทิวิตีจําเพาะหลังการทําให

เขมขนดวยการทําแหงแบบเย็น เทากับ 2.83 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน โดยภาวะที่เหมาะสมตอการ

เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสอิสระจาก C. rugosa คือ ที่อัตราสวนโดยโมลของ

น้ํามันปาลมตอเมทานอลเทากับ 1:3 วิธีเติมเมทานอลใชวิธีแบงเติมสามคร้ังทุก 8 ชั่วโมง ใช

ปริมาณเอนไซม 20 มิลลิกรัมโปรตีน ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นตปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 40 องศาเซลเซียส เวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่ใหเปอรเซ็นตการ

เปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรสูงสุดคือ 48 ชั่วโมง ได 57.80 เปอรเซ็นต โดยพบวากลไกในการ

เกิดปฏิกิริยาดังกลาวจะเกิดการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเพื่อไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดเปนกรดไขมัน

กอน จากนั้นจึงเรงปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันระหวางกรดไขมันและเมทานอลใหไดเมทิลเอสเทอรตอ 

สวนภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระโดยใชน้ํามันปาลมบริสุทธิ์

เปนสารต้ังตน คือ ที่ปริมาณเอนไซม 5 มิลลิกรัมโปรตีน ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 160 เปอรเซ็นต

ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 40 องศาเซลเซียส เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยาที่ใหเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระสูงสุดคือที่ 24 ชั่วโมง ได 97.74 

เปอรเซ็นต 

 

 การตรึงไลเพสจาก C. rugosa ดวยวิธีดูดซับในภาวะท่ีใชเฮปเทนเปนสารตัวกลาง 

พบวาไลเพสตรึงรูปบนตัวคํ้าจุนชนิด NKA-9 สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันให

ผลผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงที่สุด สวนปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใชน้ํามันปาลมบริสุทธิ์เปนสารต้ัง

ตนไลเพสตรึงรูปชนิด H103 เรงปฏิกิริยาใหผลผลิตเปนกรดไขมันอิสระไดสูงที่สุด ภาวะที่เหมาะสม

ที่สุดตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 คือ ใชอัตราสวนโดย

น้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุนเทากับ 1:1 อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลเทากับ 

1:4 ใชวิธีการเติมเมทานอลแบบแบงเติมสามคร้ังทุก 8 ชั่วโมง ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 40 

เปอรเซ็นตปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่ให

เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรสูงที่สุดคือที่ 24 ชั่วโมง ได 75.11 เปอรเซ็นต 

หลังการเกิดปฏิกิริยาทําการกรองแยกไลเพสแลวลางดวยเฮปเทน ทําแหง แลวจึงนํามาเรงปฏิกริิยา
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อีก พบวาไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค-ชันไดอีกสองครั้ง 

สวนภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ไดแก ที่

อัตราสวนโดยน้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.5:1 ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซน็ตปริมาตร

โดยปริมาตรน้ํามัน อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่ใหเปอรเซ็นตการ

เปล่ียนเปนกรดไขมันไดสูงที่สุดคือที่เวลา 24 ชั่วโมง ไดกรดไขมันอิสระ 97.74 เปอรเซ็นต และหลัง

ส้ินสุดปฏิกิริยาทําการกรองแยกไลเพสแลวลางดวยเฮปเทน ทําแหง แลวนํากลับมาเรงปฏิกิริยาอีก

พบวาไลเพสตรึงรูป H103 สามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดอีกหนึ่งคร้ัง 

 

 การปรับปรุงเพื่อใหไลเพสจาก C. rugosa เรงปฏิกิริยาใหผลการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑ

เพิ่มข้ึนอาจทําไดโดยพัฒนาทางดานปริมาณโดยการศึกษาภาวะในการเล้ียงเช้ือยีสต C. rugosa 

ที่เหมาะสมที่ใหแอกทิวิตีจําเพาะสูงที่สุดตอไป เนื่องจากหากแอกทิวิตีจําเพาะเร่ิมตนของเอนไซม

สูงข้ึน ทําใหมีความสะดวกและเหมาะสมตอการนําไปตรึงรูปดวยวิธีตางๆมากข้ึน  หรือในกรณี

พัฒนาดานคุณภาพของไลเพสที่ผลิตได อาจทําไดโดยใชเทคนิคทางพันธุศาสตรเขาปรับปรุง

พันธุกรรมของ C. rugosa ใหผลิตไลเพสที่มีสมบัติที่ดีข้ึน เชนมีความจําเพาะตอสารต้ังตนมากข้ึน 

เรงปฏิกิริยาไดเร็วข้ึน ดีข้ึน ซึ่งจะสงผลใหไดเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑสูงข้ึนตอไป 
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สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 

 
1. อาหารแขง็ YM (YM Agar) 
 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)                                                                           3 กรัม 

สารสกัดจากมอลต (Malt extract)                                                                           5 กรัม 

    เปปโตน (Peptone)                                                                                                5 กรัม 

เดกโตรส (Dextrose)                                                                                            10 กรัม 

วุนผง (Agar)                                                                                                        15 กรัม 

   น้ํากล่ัน (Distilled water)                                                                                         1 ลิตร 

 ปรับความเปนกรดดางใหเปน 7.0 แลวนาํไปนึ่งฆาเชื้อโดยความรอนช้ืนที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี

 
2. อาหารเหลว YM (YM Broth) 
      

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)                                                                           3 กรัม 

สารสกัดจากมอลต (Malt extract)                                                                           5 กรัม 

    เปปโตน (Peptone)                                                                                                5 กรัม 

เดกโตรส (Dextrose)                                                                                            10 กรัม 

   น้ํากล่ัน (Distilled water)                                                                                         1 ลิตร 

 ปรับความเปนกรดดางใหเปน 7.0 แลวนาํไปนึ่งฆาเชื้อโดยความรอนช้ืนที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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3. YM Broth + Rhodamine B 
      

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)                                                                           3 กรัม 

    สารสกัดจากมอลต (Malt extract)                                                                           5 กรัม 

    เปปโตน (Peptone)                                                                                                5 กรัม 

    เดกโตรส (Dextrose)                                                                                            10 กรัม 

    น้าํกล่ัน (Distilled water)                                                                                        1 ลิตร 

    วุนผง (Agar powder)                                                                                           20 กรัม 

    โรดามนีบี (Rhodamine B)   0.001% (น้ําหนกัโดยปริมาตร) 

    น้าํมนัปาลม (Palm oil)   1% (น้ําหนกัโดยปริมาตร) 

 ปรับความเปนกรดดางใหเปน 7.0 แลวนาํไปนึ่งฆาเชื้อโดยความรอนช้ืนที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี

 
4. อาหารเหลวสูตร production (Lipase production medium) 
     
    สารสกัดจากยีสต (Yeast extract)                                                                           5 กรัม 

     โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                                                          10 กรัม 

     แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4·7H2O)                                                                         1 กรัม 

     น้ํามันปาลม (Palm oil)  1%  (น้ําหนกัโดยปริมาตร) 

 ปรับความเปนกรดดางใหเปน 5.3 แลวนาํไปนึ่งฆาเชื้อโดยความรอนช้ืนที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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วิธีการเตรียมสารเคมี 

 
1. สารละลายตรวจวัดปรมิาณโปรตีน 
 
     1.1. สารละลายไบยูเรต (Biuret reagent) 

 1% คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4·5H2O)                                                     0.5 มิลลิลิตร 

 2% โซเดียมโพแทสเซียสทารเทรต (KNaC4H4O6)                                    0.5 มิลลิลิตร 

 2% โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)  

ใน 0.1 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด (0.1 M NaOH)                                  50 มิลลิลิตร 

     1.2. สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (Folin phenol reagent) 

 สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท                                                                     1 สวน 

 น้ํากล่ัน                                                                                                         1 สวน 

 
2. สารละลายตรวจวัดคาแอคทิวิต้ีของไลเพส 
      

     2.1. สารละลาย A 

 พาราไนโตรฟนิลปาลมมิเทต (p-nitrophenyl palmitate)                          6 มิลลิกรัม 

 2- โพรพานอล (2-propanol)                                                                10 มิลลิลิตร 

    2.2. สารละลาย B 

 ไตรตอน เอกซ-100 (Triton x-100)                                                             0.8 กรัม 

 กัม อาระบิก (Gum Arabic)                                                                      0.2 กรัม 

 น้ํากล่ัน                                                                                            100 มิลลิลิตร 
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กราฟมาตรฐาน 

 
1. กราฟมาตรฐานของสารละลายพาราไนโตรฟนอลทีป่ริมาณ 0-10 ไมโครกรัม 

 

y = 0.1849x + 0.0523
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รูปท่ี ค-1 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟนอลปริมาณ 0-10 ไมโครกรัม 

 
วิธสีรางกราฟมาตรฐานสารละลายพาราไนโตรฟนอล 
 

1. เตรียมสารละลายพาราไนโตรฟนอล 0.1 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร โดยใชน้ํากล่ันเปนตัวทาํ

ละลาย 

2. ปเปตสารละลายพาราไนโตรฟนอล จากขอ 1 น้าํกล่ัน และ 0.2 โมลารฟอสเฟตบัฟเฟอร

ความเปนกรดดาง 7 ลงใน well microplate ตามตารางดานลาง 
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3.  

ปริมาตร (ไมโครลิตร) พาราไนโตรฟนอล 

(ไมโครกรัม) พาราไนโตรฟนอล 0.2 โมลารฟอสเฟต

บัฟเฟอรพีเอช 7 

น้ํากล่ัน 

0 0 50 150 

1 10 50 140 

2 20 50 130 

3 30 50 120 

4 40 50 110 

5 50 50 100 

6 60 50 90 

7 70 50 80 

8 80 50 70 

9 90 50 60 

10 100 50 50 

 

4. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 410 nm 

5. คาที่ไดนําไปสรางกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณพาราไนโตรฟนอลและคาการดูดกลืน
แสงที่ 410 nm 

 
การตรวจสอบคา Lipase activity ในสารตัวอยาง 
 

1. เตรียมสารละลาย A ซึ่งประกอบดวยพาราไนโตรฟนิลปาลมมิเทต180 มิลลิกรัม ละลาย

ใน isopropanol 30 มิลลิลิตร 

2. เตรียมสารละลาย B ซึ่งประกอบดวย triton X-100 0.8% และ gum arabic 0.2% ละลาย

ในน้าํกล่ัน 
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3. จากนั้นปเปตสารละลายตางๆลงใน well microplate ตามตารางดานลาง ดังนี ้

 

ปริมาตร (ไมโครลิตร) สารละลาย ความเขมขน

สุดทาย 

(มิลลิโมลาร) 
ทดลอง ควบคุม 

 (ไมเติมสารต้ังตน) 

ควบคุม 

 (ไมเติมไลเพส) 

สารละลาย A  

pNPP 180 มก. 

2-propanol 30 มล. 

0.7152 9 0 9 

สารละลาย B  

triton X-100 0.8% 

gum arabic 0.2% 

 81 81 81 

0.2 โมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 50 50 50 50 

น้ํากล่ัน  40 49 60 

สารตัวอยาง  20 20 0 

ปริมาตรรวมท้ังหมด  200 200 200 

 

4. บมไวที ่37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี

5. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 650 nm แลวนําคาที่ไดไปคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานพารา

ไนโตรฟนอลตอไป   
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2. กราฟมาตรฐาน BSA ทีป่ริมาณโปรตีน 0-10 ไมโครกรัม 
 

y = 0.0288x + 0.0329
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รูปท่ี ค-2 กราฟมาตรฐาน BSA ที่ปริมาณโปรตีน 0-10 ไมโครกรัม 

 
วิธีการทํากราฟมาตรฐานโปรตีน BSA 
 

1. เตรียมสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

2. ปเปตสารละลายมาตรฐานในขอ 1 ลงใน well ของ microplate ใหไดปริมาณ 0, 1, 2.5, 

5, 10 ไมโครกรัมตอ well ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน โดยใหปริมาตรสุดทายในแตละ well 

เปน 100 ไมโครลิตร 

3. เติมสารละลาย Biuret reagent 200 ไมโครลิตร  

4. บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10-15 นาที 

5. เติมสารละลาย folin&ciocalteu reagent จํานวน 20 ไมโครลิตรตอ well ผสมใหเขากัน

ทันทีโดยการ repeated pipeting 

6. บมไวที่อุณหภูมิหองเพื่อใหเกิดสี 30 นาที 

7. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 650 nm โดยมี blank เปนหลอดที่มีน้ํากลั่นเพียงอยางเดียว 

8. สรางกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณ BSA(ug) กับ คาการดูดกลืนแสงที ่650 nm 
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การคํานวณ 

 
1. การคํานวณคาแอคทิวต้ีิ  
 
 วิธีคํานวณทําโดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากการวัดตามวิธีในหัวขอ 2.2 มาแทนคาใน

สมการเสนตรงจากกราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟนอล ตามสมการดังนี้ 

Y = 0.1849X+0.0523 

โดยทําการแทนคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดในคา Y จะทําใหไดคา X ซึ่งแทนปริมาณของพาราไนโตร

ฟนอลซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยา จากนั้นทําการเปล่ียนหนวยจากไมโครกรัมเปนไมโคร

โมลโดยการหารดวยมวลโมเลกุลของพาราไนโตรฟนอล ซึ่งเทากับ 139.11 แลวหารดวยปริมาตร

ของสารตัวอยางที่ใชในการวัด ปรับหนวยใหเปนตอมิลลิลิตร เชนในกรณีที่ใชสารตัวอยาง 20 

ไมโครลิตรในการวัด ก็ทําการหารดวย 20 และคูณดวย 1000 จะไดหนวยเปนไมโครโมลตอ

มิลลิลิตร และสุดทายหารดวยเวลาที่ใชเกิดปฏิกิริยา 30 นาที จะไดหนวยสุดทายเปนหนวย ไมโคร-

โมล ตอมิลลิลิตร ตอนาที หรือหนวยยูนิตนั่นเอง 

 
2. การคํานวณหาปริมาณโปรตีน 
 
 วิธีคํานวณทําไดโดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากการวัดตามวิธีในหัวขอ 2.3 มาแทนคา

ในสมการเสนตรงจากกราฟมาตรฐานของ BSA ตามสมการดังนี้ 

Y = 0.0288+0.0329 

โดยทําการแทนคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดในคา Y จะทําใหไดคา X ซึ่งแทนปริมาณโปรตีนในหนวย

ไมโครกรัม เปล่ียนหนวยไมโครกรัมเปนมิลลิกรัม โดยคูณดวย 1000 เปล่ียนหนวยใหเปนมิลลิลิตร 

โดยการหารดวยปริมาตรของสารละลายตัวอยางที่ใช แลวปรับใหเปนหนวยมิลลิลิตร จะไดหนวย

สุดทายเปน มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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3. คาแอคทิวต้ีิจําเพาะ (specific activity) 
  

 คาแอคทิวิต้ีจําเพาะของไลเพสหาไดจาก การนําคาแอคทิวิต้ีของไลเพสหารดวยปริมาณ

โปรตีน จะไดหนวยสุดทายเปนยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ดังสมการ 

Specific activity : units/mg   =  Total activity : units 

                                                                  Total protein : mg 

 
4. การคํานวณเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-
ฟเคชัน 
 
 การคํานวณเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรทําไดโดยแทนคาที่ไดจากฉีดตัวอยาง

วิเคราะหดวยเคร่ือง HPLC ในสมการ 

 

%conversion         =                                              [FAME] x 100 

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

 

เมื่อ %conversion คือ เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑ 

[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 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

94 
ตัวอยางการคํานวณ จากการทดลองเร่ืองการเปรียบเทียบความสามารถในการเรงปฏิกิริยาท

รานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 ที่อัตราสวนโดยน้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจนุ

เทากับ 1:1 และใชอัตราสวนโดยโมลของสารต้ังตนเทากับ 1:5 ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 50 

เปอรเซ็นตปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ที่เวลาในเกิดปฏิกิริยา 48 

ชั่วโมง 
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รูปท่ี ง-1 โครมาโทแกรมขององคประกอบของผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน

ของน้ํามันปาลมกับเมทานอล ที่เรงดวยไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 
 
ตารางที่ ง-1 ขอมูลจากโครมาโทแกรมที่ ง-1 

พีคลําดับที ่ ชื่อสาร รีเทนชัน ไทม 

(นาที) 

ความเขมขน 
 (มิลลิโมลาร) 

พื้นที่ใตกราฟ 

1 Ecosane 2.324 - 7762968 

2 FAME 4.892 12.623 5740251 

3 TAG 7.246 0.536 1569705 

4 FFA 8.880 5.496 4725132 

5 1,3 DAG 10.908 0.166 293984 

6 1,2 DAG 11.674 0.171 267959 

7 MAG 20.15 0.096 24462 

 



 

 

95 
แทนคาความเขมขนจากตารางที่ ง-1 ในสมการ 

 

%conversion   =                                     12.623 x 100 

                                    3(0.536) + 2(0.166) + 2(0.171) + 0.096 + 5.496 +12.623 

 

                        =           61.58 

ดังนัน้เปอรเซน็ตการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑ คือ 61.58 เปอรเซ็นต 

 
5. การคํานวณเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระจากปฏิกริิยาไฮโดรไลซิส 
 
 การคํานวณเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระทําไดโดยแทนคาที่ไดจากฉีด

ตัวอยางวิเคราะหดวยเคร่ือง HPLC ในสมการ 

 

%conversion   =                                        [FFA] x 100 

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

 

  เมื่อ %conversion คือ เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑ 

[FFA] คือ ความเขมขนของกรดไขมันอิสระจากโครมาโทแกรม 

[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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ตัวอยางการคํานวณ จากการทดลองเร่ืองการเปรียบเทียบความสามารถในการเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ที่อัตราสวนโดยน้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุนเทากับ 

0.5:1 และ ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 50 เปอรเซ็นตปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส ที่เวลาในเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง 
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รูปที่ ง-2 โครมาโทแกรมขององคประกอบของผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามัน

ปาลม ที่เรงดวยไลเพสตรึงรูปชนิด H103 

 

ตารางที่ ง-2 ขอมูลจากโครมาโทแกรมที่ ง-2 

พีคลําดับที ่ ชื่อสาร รีเทนชัน ไทม 

(นาที) 

ความเขมขน 
 (มิลลิโมลาร) 

พื้นที่ใตกราฟ 

1 Ecosane 2.323 - 8083811 

2 TAG 7.265 0.182 431424 

3 FFA 8.870 11.785 9433666 

4 1,3 DAG 10.920 0.086 161777 

5 1,2 DAG 11.688 0.070 122282 

6 MAG 19.984 0.098 27578 

 

 

 



 

 

97 
แทนคาความเขมขนจากตารางที่ ง-1 ในสมการ 

 

%conversion   =                                     11.785 x 100 

                                    3(0.182) + 2(0.086) + 2(0.070) + 0.098 + 11.785 

 

                        =           92.50 

ดังนัน้เปอรเซน็ตการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑ คือ 92.50 เปอรเซ็นต 

 
6. การคํานวณอัตราสวนโดยโมลของนํ้ามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล  
 
หาน้ําหนกัของเมทานอลจากสูตร     Y = ( A )( B )( MWMeOH) 

                                                            MWPO 

โดยที่ Y คือน้าํหนักของเมทานอล 

A คือ น้ําหนกัของน้ํามันปาลมบริสุทธ์ิจากการชัง่ 

B คือ อัตราสวนโดยโมลของเมทานอล 

MWPO คือน้ําหนกัโมเลกุลของน้าํมันปาลมบริสุทธิ์ เทากับ 980 กรัม 

MWMeOH คือ น้ําหนกัโมเลกลุของเมทานอล เทากับ 32.04 กรัม 

 

ตัวอยางการคํานวณ  กําหนดใหอัตราสวนของน้ํามันปาลมตอเมทานอลเทากับ 1:3 จากนัน้ชั่ง

น้ํามันปาลม 3 กรัม คิดเปนปริมาตรประมาณ 2.68 มิลลิลิตร 

ดังนัน้                                           Y = (3)(3)(32.04) = 0.294 กรัม  

                                                                 980                                 

ดังนั้นคิดเปนปริมาตร  จากสูตร       Z  =  Y 

                                                           D 

เมื่อ Z คือ ปริมาตรของเมทานอล 

      Y คือ น้ําหนักเมทานอล 

      D คือ คาความหนาแนนของเมทานอลเทากับ 791 กรัมตอลิตร 

จะได                                            Z  =  (0.298)(1000)   =  0.376 มิลลิลิตร 

                                                                    791 

  

                                                                                    =  376  ไมโครลิตร 
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7. การหาปริมาตรน้ํามันปาลม 
 
หาปริมาตรน้ํามันปาลมจากสูตร                D = M 

                                                                   V 

D คือ ความหนาแนนของน้ํามันปาลม (0.89 กรัมตอมิลลิลิตร) 

M คือ มวลน้ําหนักของน้ํามันปาลม (3 กรัม) 

V คือ ปริมาตรของน้ํามันปาลม 

ดังนั้น                                                   V = 3   =  3.37 มิลลิลิตร 

                                                    0.89 

น้ํามันปาลม 3 กรัม มีปริมาตร 3.37 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก จ 

 
วัสดุคํ้าจุนสําหรับตรึงเอนไซม 

 
 วัสดุคํ้าจุนสําหรับตรึงเอนไซมไลเพสในที่นี้มี 5 ชนิด เปนตัวคํ้าจุนเรซินแบบมีรูพรุนชนิด 

macroporous ไดแก AB-8, H103, NKA, NKA-9, D4020 มีคุณสมบัติดังตารางที่ จ-1 และภาพ

แสดงในรูปที่ จ-1 

 

ตารางที่ จ-1 คุณสมบัติของตัวคํ้าจุนเรซินแบบมีรูพรุนชนิด macroporous ทั้ง 5 ชนิด ที่ใชใน

งานวิจัย (Gao และคณะ, 2006) 

 

ชนิดของตัวคํ้าจุน คุณสมบัติความมีข้ัว พื้นที่จําเพาะ 

(ตร.ม./กรัม) 

เสนผานศูนยกลางของรูพรุน  

(นาโนเมตร) 

AB-8 มีข้ัวอยางออน 480-520 13-14 

H103 ไมมีข้ัว 1000-1100 8.5-9.5 

NKA-9 มีข้ัว 250-290 15.5-16.5 

NKA ไมมีข้ัว 570-590 20-22 

D4020 ไมมีข้ัว 540-580 10-10.5 
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รูปท่ี จ-1 ภาพวัสดุคํ้าจุนจนุเรซินแบบมีรูพรุนชนิด macroporous ทัง้ 5 ชนิดที่ใชในการตรึงไลเพส 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AB-8 H103 NKA 

NKA-9 D4020 
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    ภาคผนวก ฉ 

 
ขอมูล 

 
ตารางที่ ฉ-1 การทดลองเรื่องการเรงปฏิกิ ริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่ เวลาตางๆ โดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบจาก C.rugosa 

 

เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 

เปอรเซ็นต

เมทิลเอส

เทอร 

เปอรเซ็นต

ไตรกลีเซอ

ไรด 

เปอรเซ็นต

กรดไขมัน

อิสระ 

เปอรเซ็นต 

1,3 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นต 

1,2 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นต

โมโนกลีเซอ

ไรด 

0 0 100 0 0 0 0 

2 8.15 28.73 46.96 8.84 6.1 1.21 

4 10.95 22.61 52.24 7.87 5 1.32 

6 15.02 11.15 62.61 6.24 3.56 1.41 

8 22.71 2.54 71.44 1.58 1.09 0.64 

10 24.08 1.06 73.91 0.31 0.32 0.32 

12 31.08 1.4 66.59 0.23 0.26 0.46 

24 45.25 1.66 52.81 0.1 0.18 0 

36 45.21 1.48 53.09 0.038 0.181 0 

48 48.29 1.58 49.86 0.09 0.19 0 
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ตารางที ่ฉ-2 การทดลองเร่ืองการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เวลาตางๆ โดยสารละลายไลเพส

ชนิดหยาบจาก C.rugosa 

 

เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 

เปอรเซ็นต

กรดไขมัน

อิสระ 

เปอรเซ็นตไตร

กลีเซอไรด 

เปอรเซ็นต 

1,3 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นต 

1,2 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นตโม

โนกลีเซอไรด 

0 0 100 0 0 0 

2 47.98 36.32 7.34 7.27 1.09 

4 52.54 30.98 8.11 6.84 1.53 

6 64.66 20.57 7.67 5.49 1.61 

8 94.55 3.45 0.632 0.594 0.776 

10 93.44 3.59 1.21 1.08 0.691 

12 94.12 3.692 0.888 0.639 0.662 

24 96.96 2.1 0.338 0.169 0.633 

48 98.05 1.81 0.033 0.114 0 
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ตารางที ่ฉ-3 การทดลองเร่ืองการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เวลาตางๆ โดยไลเพส

ตรึงรูปชนิด NKA-9 

 

เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 

เปอรเซ็นต

เมทิลเอส

เทอร 

เปอรเซ็นต

ไตรกลีเซอ

ไรด 

เปอรเซ็นต

กรดไขมัน

อิสระ 

เปอรเซ็นต 

1,3 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นต 

1,2 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นต

โมโนกลีเซอ

ไรด 

0 0 100 0 0 0 0 

2 21.99 17.15 45.59 8.31 5.26 1.71 

4 29.21 9.8 49.28 3.26 3.7 1.49 

6 38.39 3.01 55.35 1.51 1.11 0.63 

8 38.72 8.71 48.27 1.76 1.96 0.59 

10 67.83 0.98 30.57 0.12 0.19 0.32 

12 64.77 1.07 33.81 0.12 0.22 0 

24 75.11 2.24 22.19 0.09 0.37 0 

36 73.7 2.35 23.4 0.12 0.43 0 

48 73.13 1.76 24.52 0.16 0.43 0 
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ตารางที ่ฉ-4 การทดลองเร่ืองการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เวลาตางๆ โดยไลเพสตรึงรูปชนิด 

H103 

  

เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 

เปอรเซ็นต

กรดไขมัน

อิสระ 

เปอรเซ็นต

ไตรกลีเซอ

ไรด 

เปอรเซ็นต 

1,3 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นต 

1,2 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นตโม

โนกลีเซอไรด 

0 0 100 0 0 0 

2 27.05 56.43 7.19 8.25 1.09 

4 47.87 38.43 7.34 5.28 1.07 

6 78.87 13.17 4.18 2.71 1.06 

8 88.59 5.61 2.8 1.91 1.09 

10 86.54 7.2 2.88 2.27 1.15 

12 88.15 8.03 1.64 1.56 0.609 

24 97.74 2.07 0 0.19 0 

36 97.48 2.2 0 0.32 0 

48 96.33 2.37 0.34 0.4 0.56 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

 นางสาว วันภิเษก จุฑาภักด์ิ เกิดวันที่ 28 เมษายน พ.ศ. 2526 ที่กรุงเทพมหานคร สําเร็จ

การศึกษาระดับปริญญาตรี  วิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ  จากคณะ

วิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยีอุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร ในปการศึกษา 2547 จากนั้น

เขาศึกษาระดับปริญญาโท วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ ที่คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษาถัดมา และสําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2552   
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