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 ฐนิสา หวัง่ประดิษฐ์ : การผลิตไบโอดีเซลจากกรดไขมนัอิสระของน า้มนัปาล์มโดยปฏิกิริยาสองขัน้ตอนโดยใช้
ตวัเร่งปฏิกิริยาชีวภาพทัง้เซลล์. ( BIODIESEL PRODUCTION FROM FREE FATTY ACIDS OF PALM OIL BY 
TWO-STEP REACTION USING WHOLE CELL BIOCATALYST) อ.ที่ปรึกษาหลกั : ศ. ดร.วรวฒุิ จฬุาลกัษณา
นกุลู 

  
        การผลิตไบโอดีเซลสามารถผลิตได้จากกรดไขมนัอิสระของน า้มนัปาล์มโดยปฏิกิริยาสองขัน้ตอนโดยใช้ตวัเร่ง

ปฏิกิริยาชีวภาพทัง้เซลล์ ในการศึกษานีไ้ด้ใช้ยีสต์ Candida rugosa เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาชีวภาพทัง้เซลล์ เน่ืองจากเชือ้ยีสต์
ดงักล่าวมีความสามารถในการไฮโดรไลซ์น า้มนัปาล์มไปเป็นกรดไขมนัอิสระ  โดยพบว่าได้กรดไขมนัอิสระสูงสุดเท่ากบั 82.61 
เปอร์เซ็นต์ หลังจากท าการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 5 วัน จากนัน้กรดไขมันอิสระที่ผลิตโดย  C. rugosa จะถูกน าไปใช้เป็นตัว
เหน่ียวน าในการผลิตเอนไซม์ลิเพสจากเชือ้  Aureobasidium pullulans var. melanogenum SRY 14-3  ซึ่งหลังจากการหา
ภาวะที่เหมาะสมพบว่าสามารถผลิตเอนไซม์ลิเพสที่มีค่าแอกทิวิตีและค่าแอกทิวิตีจ าเพาะของเอนไซม์สงูสดุ  คือ 1.18 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร และ 17.28 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดบั โดยใช้ความเข้มข้นของกรดไขมนัอิสระ 3 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชัว่โมง การศกึษาการผลิตไบโอดีเซลจากปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัที่เร่งปฏิกิริยาด้วย A. pullulans 
var. melanogenum SRY 14-3 พบว่าสามารถผลิตไบโอดีเซลได้สูงสุดเท่ากับ 21.39 เปอร์เซ็นต์ เมื่อใช้อตัราส่วนโดยโมลของ
กรดไขมันอิสระต่อเมทานอลเท่ากับ 1:1 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ส าหรับการศึกษาตัวเร่งปฏิกิริยา
ชีวภาพทัง้เซลล์ด้วยการใช้เทคนิคการแสดงออกที่ผิวเซลล์ยีสต์  เอนไซม์ลิเพส 1 และเอนไซม์ลิเพส 3 จาก C. rugosa (CRL1 
และ CRL3) และเอนไซม์ลิเพส จาก A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3 (AML) ได้ถูกน ามาเช่ือมต่อกับโปรตีนฐาน 
PpPIR1 แล้วท าการโคลนเข้าสู่ยีสต์ เจ้าบ้าน   Pichia pastoris KM 71 ได้ เป็นยีสต์  Pp-CRL1, Pp-CRL3 และ  Pp-AML 
ตามล าดบั  จากการศึกษาพบว่ายีสต์สายพนัธุ์รีคอมบิแนนท์ Pp-CRL1 และ Pp-CRL3  สามารถผลิตเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์
สงูสดุเท่ากบั 1,499.9 มิลลิยนูิตต่อOD600 และ 181.96  มิลลิยนูิตต่อOD600 หลงัจากการเหน่ียวน าด้วยเมทานอลความเข้มข้น 2 
เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร เป็นเวลา 5 และ 4 วนั ตามล าดบั ในส่วนของสายพนัธุ์รีคอมบิแนนท์ Pp-AML พบว่าให้ค่าแอกทิวิตีของ
เอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์สงูสดุ เท่ากบั 30.48 มิลลิยูนิตต่อOD600  หลงัจากการเหน่ียวน าด้วยเมทานอล 1 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 3 
วนั  นอกจากนีย้งัพบว่าความเป็นกรดด่างและอณุหภมูิที่เหมาะสมของเอนไซม์ลิเพสของยีสต์สายพนัธุ์รีคอมบิแนนท์ Pp-CRL1, 
Pp-CRL3  คือที่พีเอช 7 และอุณหภูมิ 50 และ 40 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ในขณะที่ความเป็นกรดด่างและอุณหภูมิที่
เหมาะสมของเอนไซม์ลิเพสของ Pp-AML คือค่าพีเอชเท่ากับ 8 ที่อณุหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ตามล าดบั  หลงัจากการน า Pp-
CRL1 และ Pp-CRL3 ไปเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน า้มนัปาล์มที่อตัราส่วนต่างๆ พบว่าการใช้ Pp-CRL1 เพียงชนิดเดียว
สามารถเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้ผลผลิตกรดไขมนัสงูสดุเท่ากบั 14.26 เปอร์เซ็นต์ ที่อณุหภมูิ 45  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชัว่โมง ส าหรับการใช้ Pp-AML เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัของกรดไขมนัอิสระนัน้จะท าการทดสอบตอ่ไปในอนาคต 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 5971942023 : MAJOR BIOTECHNOLOGY 
KEYWORD: WHOLE CELL BIOCATALYST/ TWO-STEP REACTION/ LIPASE/ BIODIESEL/ FREE FATTY 

ACIDS/ YEAST CELL SURFACE DISPLAY 
 Tanisa Wangpradit : BIODIESEL PRODUCTION FROM FREE FATTY ACIDS OF PALM OIL BY TWO-

STEP REACTION USING WHOLE CELL BIOCATALYST. Advisor: WARAWUT CHULALAKSANANUKUL 
  

Biodiesel production can be produced from free fatty acids of palm oil by two-step reaction using 
whole cell biocatalyst. This study utilized yeast Candida rugosa as the whole cell biocatalyst because it has ability 
to hydrolyze palm oil into free fatty acids (FFAs). The highest conversion of FFAs by C. rugosa was 82.61% after 5-
day cultivation. Then, FFAs produced by C. rugosa were utilized as an inducer for extracellular lipase production 
of Aureobasidium pullulans var. melanogenum SRY 14-3. After optimization, the highest lipase volumetric activity 
and lipase specific activity of 1.18 U/mL and 17.28 U/mg protein were obtained by using 3% w/v FFAs at 30 ºC for 
5 days, respectively. Subsequently, the study of esterification by A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3 
revealed that the highest biodiesel conversion yield of 21.39% was achieved when FFAs concentration to methanol 
molar ratio of  1:1 was employed at 30°C, 72 h.  For whole cell biocatalysts using yeast cell surface display 
technique, Lipase1 and Lipase3 genes from C. rugosa (CRL1 and CRL3) and Lipase gene from A. pullulans var. 
melanogenum SRY 14-3 (AML) were fused with PpPIR1 anchor protein and then cloned into Pichia pastoris KM71 
host strain to construct Pp-CRL1, Pp-CRL3 and Pp-AML, respectively. It was found that the recombinant yeast Pp-
CRL1 and Pp-CRL3 strains produced the highest lipase activity on cell surface of 1,499.9 mU/OD600 and 181.9 
mU/OD600 at 5 and 4 days of induction with 2% v/v methanol, respectively. For the recombinant Pp-AML strains, the 
highest lipase activity on cell surface was achieved at 30.48 mU/OD600 after 3 days of induction with 1% v/v 
methanol. In addition, the optimal pH and temperature of lipase activity of recombinant yeast Pp-CRL1 and Pp-
CRL3 were pH 7 and 50°C and 40°C, respectively. On the contrary, the optimal pH and temperature of lipase 
activity of Pp-AML was observed at pH 8 and 35°C, respectively. After hydrolysis of palm oil by using Pp-CRL1 
and Pp-CRL3 at different combinations, our results suggested that the use of Pp-CRL1 alone was able to produce 
the highest FFAs yield of 14.26% at 45°C for 48 h. The study of the esterification of FFAs by using Pp-AML as 
whole cell will be further evaluated. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 
 ปัจจุบนัมีความต้องการพลงังานจากเชือ้เพลิงเพิ่มมากขึน้ จึงมีการแสวงหาพลงังานจาก

แหล่งต่างๆ เพื่อให้เพียงพอต่อความต้องการ แต่การเผาไหม้เชือ้เพลิงฟอซซิล (Fossil fuel) นัน้ 

ก่อให้เกิดปัญหาสิ่งแวดล้อมตามมามากมาย ท าให้มีการพฒันาแหล่งพลงังานทดแทนที่เป็นมิตร

ต่อสิ่งแวดล้อม  

  ไบโอดีเซล (Biodiesel) หรือ แฟตตีเอซิดเมทิลเอสเทอร์ (Fatty Acid  Methyl Esters; 

FAME) เป็นเชือ้เพลิงทดแทนในเคร่ืองยนต์ดีเซล มีคณุสมบตัิในการย่อยสลายทางชีวภาพ มีการ

เผาไหม้ที่สะอาดกว่าน า้มันดีเซลปกติ เนื่องจากมีการสนัดาปที่สมบูรณ์กว่า จึงมีการปล่อยแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์และคาร์บอนมอนอกไซด์ออกมาน้อยกว่า  รวมทัง้ไม่ก่อให้เกิดแก๊สซลัเฟอร์ได

ออกไซด์เม่ือเผาไหม้ ซึ่งเป็นสาเหตุของฝนกรด  ท าให้น า้มันไบโอดีเซลมีความเป็นมิตรต่อ

สิ่งแวดล้อมมากกวา่น า้มนัดีเซลปกติทัว่ไป  (Nie และคณะ, 2006) 

 ไบโอดีเซลสามารถผลิตได้จากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัระหว่างน า้มนัพืชหรือไขมนั

สัตว์กับแอลกอฮอล์สายสัน้ เช่น เมทานอลหรือเอทานอล โดยมีกรด ด่าง หรือลิเพสเป็นตัวเร่ง

ปฏิกิริยาได้ผลิตภณัฑ์เป็นแอลคิลเอสเทอร์ หรือไบโอดีเซล และมีกลีเซอรอลเป็นผลิตภณัฑ์พลอย 

ได้ (Fukuda และคณะ, 2001)  นอกจากการผลิตไบโอดีเซลจากปฏิกิริยาดงักล่าวแล้ว ก็สามารถ

ผลิตได้จากปฏิกิริยาสองขัน้ตอน (Two-step reaction) โดยมีขัน้ตอนเร่ิมต้น คือ ผลิตกรดไขมัน

อิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ไตรกลีเซอไรด์แล้วน ากรดไขมันอิสระ(Free fatty 

acids) ที่ได้มาท าปฏิกิริยากบัเมทานอลด้วยปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนั (Esterification)  ซึ่งมีข้อดี 

คือ สามารถแยกกลีเซอรอลออกไปเพื่อใช้ประโยชน์ตัง้แต่ขัน้ตอนไฮโดรไลซิส และการผลิตไบโอ

ดีเซลจากปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันนีจ้ะได้ผลผลิตที่สูงเนื่องจากไม่มีกลีเซอรอลเป็นตัวยับยั ง้

ปฏิกิริยา และกรดไขมันสามารถเปลี่ยนไปเป็นไบโอดีเซลได้ง่ายกว่า  (Meng และคณะ, 2011)

กระบวนการผลิตไบโอดีเซลที่ผ่านมาจะใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาทางเคมี แต่การใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาทางเคมี
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นีก้่อให้เกิดปัญหาสิ่งแวดล้อมตามมา ทัง้ยงัต้องใช้อณุหภมูิสงูเพื่อให้การผลิตไบโอดีเซลได้ผลผลิต

สงูและใช้เวลาสัน้ จึงต้องใช้พลงังานในกระบวนการผลิตค่อนข้างสงูตามไปด้วย (Iso และคณะ, 

2001) ปัจจบุนัพบวา่ลิเพสเป็นเอนไซม์ที่มีศกัยภาพในการเร่งปฏิกิริยา และเป็นที่ยอมรับวา่การใช้

ลิเพสมีข้อดีกว่าการใช้สารเคมีหลายประการ เช่น มีความปลอดภัยและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 

สามารถผลิตผลิตภณัฑ์ได้ตามความต้องการ ไม่ก่อให้เกิดสบู่ในปฏิกิริยาจึงท าให้ได้ผลผลิตไบโอ

ดีเซลท่ีมีความบริสุทธ์ิสูง และปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้นีส้ามารถเกิดได้ในสภาวะท่ีไม่รุนแรงจึงลด

พลงังานและต้นทนุในการผลิตได้ (Aarthy และคณะ, 2014; Akoh และคณะ, 2007) 

  ลิเพสพบได้ทัว่ไปในสตัว์ พืช และจลุินทรีย์ ซึ่งเอนไซม์ลิเพสจากจลุินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย รา 

และยีสต์ ได้รับความสนใจมากกว่าเอนไซม์ลิเพสที่ได้จากพืชและสตัว์ เนื่องจากจลุินทรีย์สามารถ

เจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว ผลิตเอนไซม์ได้ในปริมาณมาก มีความจ าเพาะต่อสารตัง้ต้นหลาย

ชนิด เอนไซม์มีความเสถียร สามารถปรับสภาวะให้เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ได้ง่ายกว่าพืช

และสตัว์ (Macrae และ Hammond,1985) 

   ส่วนมากลิเพสที่ถูกน ามาใช้ในอุตสาหกรรม มักเป็นลิเพสที่ผลิตออกมานอกเซลล์ แต่

เน่ืองจากลิเพสท่ีได้ต้องผ่านกระบวนการคดัแยก การท าให้บริสทุธ์ิ และการตรึงลิเพสลงบนตวัค า้

จุนที่มีราคาสูงก่อนน ามาใช้งาน จึงท าให้ลิเพสมีราคาสูง ไม่คุ้ มค่าต่อการน ามาใช้เป็นตัวเร่ง

ปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซล จึงเกิดการศึกษาการน าจลุินทรีย์ทัง้เซลล์มาใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

(whole  cell  biocatalyst) ส าหรับการผลิตไบโอดีเซล วิธีนีส้ามารถลดขัน้ตอนและลดต้นทุนจาก

การใช้ลิเพสได้มาก (Gog และคณะ, 2012; Srimhan และคณะ, 2011) จากการศึกษาของ 

(Fukuda และคณะ, 2008) พบว่าการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้จุลินทรีย์ทัง้เซลล์จะช่วยลดปัญหา

ค่าใช้จ่ายในการตรึงเอนไซม์ และยงัให้ค่าแอกทิวิตีของลิเพสกบัความเสถียรที่ดีขึน้ 

 ในงานวิจยันีส้นใจศึกษาการผลิตกรดไขมนัอิสระจากน า้มนัปาล์มโดยใช้ Candida rugosa 

เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ซึ่ง C. rugosa เป็นยีสต์ที่มีข้อมูลในการเพาะเลีย้งและมีการศึกษามากมาย  

โตเร็วและมีแอกทิวิตีของลิเพสที่สงู สามารถผลิตลิเพสออกมานอกเซลล์ได้  มีความจ าเพาะต่อสาร

ตัง้ต้นได้หลากหลาย ลิเพสที่ผลิตนัน้จัดเป็นเอนไซม์ที่อยู่ในกลุ่มที่ไม่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อ

ต าแหน่งของกรดไขมนับนโครงสร้างโมเลกลุของไตรกลีเซอไรด์ จงึสามารถไฮโดรไลซิสกรดไขมนัได้ 
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ทกุต าแหน่ง (Benjamin และ Pandey, 1998)  และสนใจศกึษาผลิตไบโอดีเซล โดยหลงัจากเสร็จ

สิน้ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน า้มนัปาล์มในขัน้ตอนแรกแล้วจะน ากรดไขมนัอิสระที่ได้มาผลิตไบโอดีเซล

ด้วยปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัที่เร่งปฏิกิริยาด้วย Aureobasidium pullulans var. melanogenum  

SRY 14-3  ซึง่เป็นยีสต์ที่ (Vitisant และคณะ, 2013) คดัแยกได้จากดินที่ปนเปือ้นคราบน า้มนับน

เกาะสีชัง จังหวัดชลบุรี โดย A. pullulans สามารถผลิตเอนไซม์ออกมานอกเซลล์ได้หลายชนิด 

เจริญเติบโตได้เร็ว ใช้สารตัง้ต้นได้หลากหลาย สามารถผลิตลิเพสออกมานอกเซลล์ได้ (Chi และ

คณะ, 2009) 

 นอกจากนีว้ิธีการเตรียมจลุินทรีย์ทัง้เซลล์ P. pastoris มาใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาด้วยการใช้

เทคโนโลยีการแสดงออกที่ผิวเซลล์ (cell surface display) เป็นอีกวิธีการหนึ่งที่มีศกัยภาพในการ

พฒันาตวัเร่งปฏิกิริยาชีวภาพ (biocatalyst) โดยมีรายงานว่ายีสต์ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิ

เพสที่ผิวเซลล์มีความสามารถในการเข้าถึงสารตัง้ต้นในการผลิตไบโอดีเซลได้ดีกว่าเอนไซม์ที่อยู่ใน

เซลล์ (Huang และคณะ, 2012) นอกจากนีย้งัมีรายงานวา่เอนไซม์ลิเพสที่ถกูตรึงที่ผิวเซลล์มีความ

เสถียร (stability) ง่ายต่อการผลิต รวมถึงมีราคาไม่แพง (Washida และคณะ, 2001) 

ดงันัน้ผู้วิจยัจงึสนใจวิธีการใช้จลุินทรีย์ทัง้เซลล์ P. pastoris ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์

ลิเพสที่ผิวเซลล์ในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัโดยตรง โดยที่ไม่ต้อง

ผ่านกระบวนการคดัแยกลิเพส  การท าให้บริสทุธ์ิ และการตรึงลงบนตวัค า้จุน ซึ่งสามารถช่วยลด

ต้นทนุในการเตรียมลิเพส การผลิตกรดไขมนัอิสระ และการผลิต ไบโอดีเซลลงได้ จงึได้ท าการสร้าง

สายพันธุ์ยีสต์ P. pastoris ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพส ที่ผิวเซลล์จ านวนสองสายพันธุ์ 

ได้แก่ (1) P. pastoris สายพนัธุ์ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจาก C. rugosa ที่ผิวเซลล์ (2) 

P. pastoris ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจาก A. pullulans var. melanogenum  SRY 14-

3  เพื่อศกึษาข้อมลูเบือ้งต้นส าหรับการน าจลุินทรีย์ทัง้เซลล์มาเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยา

เอสเทอริฟิเคชนัในการผลิตไบโอดีเซลในอนาคต 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 

 1.เพื่อผลิตกรดไขมนัอิสระจากน า้มนัปาล์มโดยใช้ Candida rugosa  

2.เพื่อผลิตไบโอดีเซลจากกรดไขมนัอิสระของน า้มนัปาล์มด้วยปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัโดย

ใช้ Aureobasidium pullulans var. melanogenum  SRY 14-3 เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

          3.เพื่อพฒันาประสทิธิภาพของตวัเร่งปฏิกิริยาชีวภาพทัง้เซลล์ส าหรับการผลิตไบโอดีเซล

แบบสองขัน้ตอนโดยใช้เทคนิคการแสดงออกของเอนไซม์ที่ผิวเซลล์ยีสต์ 

 

ขัน้ตอนการวิจัย 

 

1.  ศกึษาค้นคว้าและรวบรวมข้อมลูที่เก่ียวกบังานวิจยั 

2.  เพาะเลีย้ง C. rugosa ที่ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตลิเพสและการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  

3.  ตรวจสอบแอกทิวิตีของลิเพสของ C. rugosa   และกรดไขมนัที่เกิดขึน้ 

4.  หาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตลิเพสของ A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3 โดย

ใช้กรดไขมนัอิสระจากน า้มนัปาล์มเป็นตวัเหนี่ยวน า และตรวจสอบอตัราการเจริญเติบโต 

5.  หาภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันจากกรดไขมันอิสระของน า้มันปาล์ม 

โดยใช้ A. pullulans var. melanogenum  SRY 14-3 เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

6. สร้างสายพันธุ์ยีสต์ P. pastoris ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ได้แก่ (1) P. 

pastoris ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจาก C. rugosa ที่ผิวเซลล์ และ (2) P. pastoris ที่มี

การแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจาก A. pullulans var. melanogenum  SRY 14-3   

7. เพาะเลีย้ง P. pastoris ทัง้ 2 สายพันธุ์ที่สร้างขึน้ในระดับ shake flask เพื่อเพิ่มปริมาณเซลล์

และเหนี่ยวน าให้ผลิตเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ 

8. ศึกษาสมบตัิบางประการของ P. pastoris ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจาก C. rugosa 

และ A. pullulans var. melanogenum  SRY 14-3   

9. เพาะเลีย้ง P. pastoris ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจาก C. rugosa ที่ผิวเซลล์ที่ภาวะที่

เหมาะสมในการผลิตลิเพสและการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส   
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10.เพ าะ เลี ย้ ง  P. pastoris ที่ มี ก ารแสดงออกของเอน ไซ ม์ ลิ เพ สจาก  A. pullulans var. 

melanogenum  SRY 14-3   ที่ผิวเซลล์ที่ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตลิเพสและการผลิตไบโอ

ดีเซล  

11. วิเคราะห์ข้อมลู สรุปผล เขียนบทความเผยแพร่ และเขียนวิทยานิพนธ์ 

                                                                         

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 

ได้ไบโอดีเซลแบบสองขัน้ตอนด้วยปฏิกิริยาชีวภาพทัง้เซลล์ และได้ตวัเร่งปฏิกิริยาชีวภาพทัง้

เซลล์ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ไบโอดีเซล 
 ไบโอดีเซลเป็นพลังงานทดแทนในเคร่ืองยนต์ดีเซล โดยปัจจุบันสามารถผลิตได้จาก

ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันระหว่างน า้มันพืชหรือไขมันสตัว์กับแอลกอฮอล์สายสัน้ เช่น เม

ทานอลหรือเอทานอล โดยมีกรด ด่าง หรือลิเพสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาได้ผลิตภณัฑ์เป็นแอลคิลเอส

เทอร์ หรือไบโอดีเซลซึ่งมีคณุสมบตัิคล้ายน า้มนัดีเซล (ตารางที่ 2.1)  สามารถใช้ได้กบัเคร่ืองยนต์

ดีเซลโดยตรง ไม่จ าเป็นต้องดดัแปลงเคร่ืองยนต์ก่อนการน าไปใช้และไม่เกิดความเสียหายให้กับ

เคร่ืองยนต์ 
 

ตารางที่ 2.1 เปรียบเทียบสมบตัิของไบโอดีเซลกบัน า้มนัดีเซล (Shahid และ Jamal, 2011) 

 
 ไบโอดีเซลมีคณุสมบตัิในการย่อยสลายทางชีวภาพ มีการเผาไหม้ที่สะอาดกว่าน า้มนัดีเซล

ปกติ เนื่องจากมีการสันดาปที่สมบูรณ์กว่า จึงมีการปล่อยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์และ

คาร์บอนมอนอกไซด์ออกมาน้อยกว่า  รวมทัง้ไม่ก่อให้เกิดแก๊สซลัเฟอร์ไดออกไซด์เม่ือเผาไหม้ ซึ่ง

สมบัต ิ ไบโอดีเซล ดีเซล                                                                        

จดุวาบไฟ (flash point, ºC) 170 76 

ปริมาณซลัเฟอร์ (%) 0.02 0.05 

ปริมาณเถ้า (%) 0.02 0.01 

ความหนาแนน่ (density, kg m-3) 885 860 

ดชันีซีเทน (cetane number) 48 50 

ความหนืดที่ 30 องศาเซลเซยีส  

(viscosity at 30ºC, cSt) 
5.72 3.06 

ค่าความร้อน  (calorific value, kJ/kg)) 37,425 42,490 
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เป็นสาเหตขุองฝนกรด  ท าให้น า้มนัไบโอดีเซลมีความเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมมากกว่าน า้มนัดีเซล

ปกติทัว่ไป (Nie และคณะ, 2006) 
 

2.2 วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตไบโอดีเซล                 

    วัตถุดิบหลักที่สามารถใช้ในการผลิตไบโอดีเซล ส่วนใหญ่จะเป็นพืชน า้มัน เช่น น า้มัน

ปาล์ม น า้มันมะพร้าว น า้มันถั่วเหลือง และน า้มันสบู่ด า เป็นต้น เนื่องจากสามารถผลิตได้ใน

ปริมาณมาก โดยชนิดของน า้มันที่ใช้จะมีผลต่อคุณสมบัติของไบโอดีเซลที่ได้ นอกจากนีจ้าก

การศกึษาที่ผ่านมาพบวา่น า้มนัพืชสามารถให้ผลผลิตไบโอดีเซลในปริมาณที่สงูดงัตารางที่ 1.2 

ตารางที่ 2.2  ตวัอย่างปริมาณผลผลิตสงูสดุท่ีได้จากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั จากวตัถดุิบ 
                     ประเภทน า้มนัพืชต่างๆ (Gog และคณะ, 2012; Ribeiro และคณะ, 2011) 
 

วัตถุดิบ ปริมาณผลผลิตสุงสุดที่ได้ (Yield, %) 
น า้มนัเมลด็เรฟซีด (Rapeseed oil or Canola Oil) 98 
น า้มนัเมลด็ฝา้ย (Cottonseed oil) 97 
น า้มนัถัว่เหลือง (Soybean oil) 97 
น า้มนัดอกทานตะวนั (Sunflower oil) >95 
น า้มนัปาล์ม (Palm oil (used)) 91 
 
 น า้มันปาล์ม  

ปาล์มน า้มนั (Elaeis guineensis) เป็นพืชน า้มนัชนิดหนึง่ท่ีมีประโยชน์มากมายจดัเป็นพืช
ที่อยู่ในอาณาจกัร Plantae สว่น (Division) Magnoliophyta จดัจ าแนกอยู่ในชัน้ Liliopsida 
อนัดบั Arecales วงศ์ Arecaceae   โดยน า้มนัปาล์มจะได้มาจากสว่นผล ซึง่ผลของปาล์มน า้มนั
จะแบ่งออกเป็น 3 คือ 1.เอก็โซคาร์ป (exocarp) จะอยู่ด้านนอกสดุ ผิวมีลกัษณะเป็นมนัและแข็ง 
2. มีโซคาร์ป (mesocarp) เป็นสว่นที่อยู่ถดัเข้าไปมีลกัษณะเป็นเส้นใย ซึง่เป็นสว่นที่มีน า้มนัสงู 
สามารถน าไปสกดัเป็นน า้มนัปาล์ม (palm oil) ได้ และ 3.เอน็โดคาร์ฟ (endocarp) มีลกัษณะเป็น
เปลือกแข็งสีด า เม่ือสกดัน า้มนัจากมีโซคาร์ปออกมาจะเหลือสว่นนีซ้ึง่ห่อหุ้มเมลด็อยู่สามารถสง่ไป
ขายหรือเพื่อสกดัเอาน า้มนัปาล์มจากเมลด็ (palm kernel oil) โดยปกติพืชน า้มนัแต่ละชนิดจะ
ประกอบไปด้วยกรดไขมนัในสดัสว่นที่แตกต่างกนั ตามตารางที่ 2.3 
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ตารางที่ 2.3 องค์ประกอบของกรดไขมนัในน า้มนัปาล์มเทียบกบัน า้มนัพืชชนิดต่างๆ  (Akbar และ

คณะ, 2009)  

กรดไขมัน น า้มันปาล์ม เนือ้ผล
ปาล์ม 

น า้มันดอก
ทานตะวัน 

น า้มันถั่ว
เหลือง 

น า้มันสบู่
ด า 

กรดโอเลอิก 
(C18:1) 

39.2 15.4 21.1 23.4 44.7 

กรดลิโนเลอิก 
(C18:2) 

10.1 2.4 66.2 53.2 32.8 

กรดปาล์มิติก 
(C16:0) 

44.0 8.4 - 11.0 14.2 

กรดสเตียริก 
(C18:0) 

4.5 2.4 4.5 4.0 7.0 

กรดปาล์มิ
โตเลอิก 
(C16:1) 

- - - - 0.7 

กรดลิโนเลนิก 
(C18:3) 

0.4 - - 7.8 0.2 

กรดอะราชิ
ดิก (C20:0) 

- 0.1 0.3 - 0.2 

กรดมาจาริก 
(C17:0) 

- - - - 0.1 

กรดไมริสติก 
(C14:0) 

1.1 16.3 
 

- 0.1 0.1 
 

 
กรดแค
โพรอิก 
(C6:0) 

- 0.2 
 

- - - 
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กรดไขมนั น า้มันปาล์ม เนือ้ผล
ปาล์ม 

น า้มันดอก
ทานตะวัน 

น า้มันถั่ว
เหลือง 

น า้มันสบู่
ด า 

กรดแคไพร
ลิก (C8:0) 

- 3.3 - - - 

กรดลอริก 
(C12:0) 

0.2 47.8 - - - 

กรดแคพริก 
(C10:0) 

- 3.5 - - - 

กรดไขมนั
อิ่มตวั 

49.9 82.1 11.3 15.1 21.6 

กรดไขมนัไม่
อิ่มตวั
เชิงเดี่ยว 

39.2 15.4 21.1 23.4 45.4 

กรดไขมนัไม่
อิ่มตวัเชิงซ้อน 

10.5 2.4 66.2 61.0 33 

 
กรดไขมัน (fatty acid) (Scrimgeour และ Harwood, 2007) 
 กรดไขมนั เป็นกรดอินทรีย์ที่ประกอบด้วยคาร์บอน  ไฮโดรเจน และออกซิเจน โดยมกัจะมี

จ านวนคาร์บอนเป็นเลขคู่ตัง้แต่ 2 อะตอมขึน้ไป มีสูตรทั่วไป คือ R – COOH ลักษณะสูตร

โครงสร้างของกรดไขมันประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนที่เรียกว่าคาร์บอกซิล (COOH) ซึ่งมีธาตุ

คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจนรวมตวักนัอยู่ อีกสว่นหนึง่เรียกวา่ ห่วงโซค่าร์บอน (R) โดยมีธาตุ

คาร์บอนยดึเหนี่ยวกนัเป็นห่วงโซ่  กรดไขมนัมีอยู่หลายชนิด ทกุชนิดจะมีหน่วยคาร์บอกซิลอยู่หนึ่ง

หน่วยเหมือนกนั สว่นที่แตกต่างกนัคือลกัษณะทางเคมีในสว่นของโซ่คาร์บอน ท าให้กรดไขมนัมีข้อ

แตกตา่งกนัไป  
 

 

 กรดไขมันแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ 

1. กรดไขมันอิ่มตัว (Saturated fatty acid) หมายถึง กรดไขมนัที่คาร์บอนในโมเลกลุมี 

46 ไฮโดรเจนจบัเกาะอยู่เตม็ที่แล้ว ไม่สามารถรับไฮโดรเจนหรือธาตอุืน่ใดเข้าไปในโมเลกลุได้อีก 
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โดยที่ห่วงโซ่คาร์บอน (R) เท่ากบั CnH2n+1 และ n เป็นตวัเลขที่แสดงถึงจ านวนคาร์บอนอะตอม กรด

ไขมนัชนิดนีพ้บมากในไขมนัสตัว์ น า้มนัมะพร้าว และน า้มนัปาล์ม 

 2. กรดไขมันไม่อิ่มตัว ( Unsaturated fatty acid) หมายถึง กรดไขมันที่มีคาร์บอนใน

โมเลกลุมีไฮโดรเจนน้อยกว่าชนิดอิ่มตวั โดยที่มีคาร์บอนในโมเลกลุ 2 อะตอมจบักนัเองด้วยพนัธะ

คู ่(=) การมีพนัธะคู ่1 แห่ง จะท าให้มีไฮโดรเจนน้อยลงกวา่ชนิดอิ่มตวั 2 อะตอม การมีพนัธะคูอ่าจ

มีมากกว่า 1 ต าแหน่ง กรดไขมนัไม่อิ่มตวันีพ้บมากในไขมันพืช ยกเว้นน า้มนัมะพร้าวและน า้มัน

ปาล์ม  

 

 

 

 

 

 

 

                                           

                                      ก. กรดไขมนัชนิดอิ่มตวั              ข. กรดไขมนัชนิดไม่อ่ิมตวั 

ภาพที่ 2.1 โครงสร้างของกรดไขมนัชนิดอิม่ตวัและชนิดไม่อิ่มตวั 
 

2.3 การผลิตไบโอดีเซล 

การผลิตไบโอดีเซลสามารถท าได้หลายวิธี เช่น การน าน า้มนัพืชมาใช้โดยตรง การน ามา

ผสมกบัน า้มนัดีเซลทัว่ไปในอตัราสว่นที่เหมาะสม ซึง่สามารถใช้ได้ดีในระยะสัน้ แต่ถ้าในระยะยาว

จะสง่ผลเสียตอ่เคร่ืองยนต์ดีเซลได้ เพราะน า้มนัพืชมีความหนืดสงู และสว่นประกอบของกรดไขมนั

ต่างๆ จะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน พอลิเมอไรเซชัน และการตกสะสมของคาร์บอน  (carbon 

deposition) จนเกิดเป็นยางเหนียวขึน้ในเคร่ืองยนต์ จากข้อเสียดงักลา่วนีจ้ึงได้มีการหาวิธีพฒันา

สมบตัิของน า้มนัพืชเพื่อที่สามารถน ามาใช้แทนน า้มนัดีเซลได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในปัจจุบนัมี
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หลากหลายวิธีที่สามารถพฒันาคณุภาพของน า้มนัพืช หรือเรียกได้ว่าเป็นวิธีผลิตไบโอดีเซล (Ma 

และ Hanna, 1999)  เช่น  

การท าไมโครอิมัลชัน  (microemulsion)  เป็นกระบวนการที่ท าให้ของเหลวเกิดสาร

แขวนลอยกระจายตวัอยู่ เช่น การผสมแอลกกอฮอล์กบัน า้มนัพืช ซึง่จะมีสภาพเป็นอีมลัชนั 

การแตกตัวด้วยความร้อน (pyrolysis)  เป็นการให้ความร้อนกับน ามันพืชในสภาวะไร้

ออกซิเจน เพื่อให้น า้มนัแตกตวัเป็นโมเลกลุเล็ก ได้ผลิตภณัฑ์ที่มีคณุสมบตัิเหมาะสมหรือใกล้เคียง

ส าหรับน ามาใช้ในเคร่ืองยนต์ดีเซล  

การท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั (transesterification reaction) คือ ปฏิกิริยาการ

แลกเปลี่ยนเคลื่อนย้ายหมู่แอลคิล (Alkyl) ของเอสเทอร์ (Ester) หรือไตรกลีเซอไรด์ กบัแอลกอฮอล์ 

เกิดเป็นสารประกอบเอสเทอร์ตัวใหม่ หรือโมโนแอลคิลเอสเทอร์ (Mono-alkylester) ได้แก่สาร

จ าพวกเมทิลเอสเทอร์ และเอทิลเอสเทอร์  

การท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน (esterification) เป็นปฏิกิริยาการสร้างพันธะเอสเทอร์

ระหวา่งกรดไขมนัและแอลกอฮอกอล์ได้เป็นสารประกอบเอสเทอร์ตวัใหม่  

โดยกระบวนการผลิตไบโอดีเซลที่นิยมและใช้กันอย่างกว้างขว้าง คือ การท าปฏิกิริยา 

ทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน และมีอีกหนึ่งปฏิกิริยาที่น่าสนใจ คือ ปฏิกิริยาสองขัน้ตอน ( two-step 

reaction) ซึ่งก็คือ การท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสก่อนจากนัน้น ากรดไขมนัอิสระที่ได้มาท าปฏิกิริยา  

เอสเทอริฟิเคชัน ซึ่งวิธีสามารถผลิตไบโอดีเซลได้ผลผลิตที่ดีกว่าเนื่องจากกรดไขมันสามารถ

เปลี่ยนไปเป็นไบโอดีเซลได้ง่ายกว่าการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน  (Meng และคณะ, 

2011) 
 

2.4 ปฏกิิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน 

ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั คือ ปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนเคลื่อนย้ายหมู่แอลคิลของ

เอสเทอร์หรือไตรกลีเซอไรด์กบัแอลกอฮอล์สายสัน้ เชน่ เมทานอลหรือเอทานอล จนเกิดเป็น

สารประกอบจ าพวกเมทิลเอสเทอร์หรือเอทิลเอสเทอร์ตามล าดบั  ดงัแสดงในภาพท่ี 2.2 
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ภาพที่ 2.2 ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั 
 

ในการผลิตไบโอดีเซลนัน้ ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนันบัเป็นวิธีที่ได้รับความนิยมใน

ปัจจบุนั  ซึง่ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนันัน้เป็นชื่อเรียกโดยทัว่ไปของปฏิกิริยาอินทรีย์ชนิดหนึง่

ที่สามารถใช้ลดความหนืดของไตรกลีเซอไรด์ และเพิ่มสมบตัิของเชือ้เพลิงให้มีลกัษณะคล้ายกับ

น า้มนัดีเซล (Fukuda และคณะ, 2001; Gupta และคณะ, 2007) 

 

2.5 ปฏกิิริยาสองขัน้ตอน 
 

          ปฏิกิริยาสองขัน้ตอน หรือ two-step reaction นัน้เป็นปฏิกิริยารวมกันระหว่างปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิส และปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนั 

           ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis ) เป็นปฏิกิริยาระหว่างเอสเทอร์หรือไตรกลีเซอไรด์

กบัน า้ได้ผลิตภณัฑ์เป็นกรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอล ซึง่โดยทัว่ไปมีลิเพสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

 

 

 

 

 

                                  

ภาพที่ 2.3 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

 

ไตรกลีเซอไรด์ แอลกอฮอล์สายสัน้ แอลคิลเอสเทอร์ กลีเซอรอล 

catalyst 

ไตรกลีเซอไรด์ กรดไขมนั กลีเซอรอล น า้ 
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            ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน (esterification) การท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน 

(esterification) เป็นปฏิกิริยาการสร้างพันธะเอสเทอร์ระหว่างกรดไขมันและแอลกอฮอล์ได้เป็น

สารประกอบเอสเทอร์ตวัใหม่  

 

 

 

 

                                   ภาพที่ 2.4 ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนั 

 

ในส่วนของตวัเร่งปฏิกิริยานัน้สามารถใช้ได้หลากหลาย ไม่ว่าจะเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาทาง

เคมี เช่น กรด ด่าง หรือตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพ เช่น ลิเพส และเม่ือท าปฏิกิริยาจนเสร็จสมบรูณ์

จะได้ผลิตภณัฑ์เป็นเอสเทอร์ของกรดไขมนัที่เรียกว่าไบโอดีเซล (Fukuda และคณะ, 2001; Gupta 

และคณะ, 2007) 

 

2.6 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตไบโอดีเซล  
 
     ในการผลิตไบโอดีเซลมีหลายปัจจยัท่ีสง่ผลตอ่ปฏิกิริยาเกิดปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั

และเอสเทอริฟิเคชนั ทัง้นีจ้ะขอยกตวัอย่างบางปัจจยัท่ีเป็นปัจจยัหลกัในการผลิตไบโอดีเซล 

2.6.1 ผลของอณุหภมูิ 

                  อณุหภูมิเป็นปัจจยัหนึ่งที่ส่งผลต่ออตัราการเกิดปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัและ 

เอสเทอริฟิเคชันอย่างมาก เม่ืออุณหภูมิเพิ่มขึน้อัตราการเกิดปฏิกิริยาจะเพิ่มขึน้ด้วย เนื่องจาก

อณุหภูมิสงูสามารถไปช่วยลดความหนืดของน า้มนั นอกจากนีย้งัท าให้สารตัง้ต้นท าปฏิกิริยาได้

ง่ายขึน้ แต่การใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพหรือลิเพส จะใช้อณุหภมูิต ่ากว่าการใช้ตวัเร่งปฏิกิริยา

ทางเคมี ทัง้นีเ้พื่อป้องกันการเสียสภาพและแอกทิวิตีของลิเพสในระหว่างการเกิดปฏิกิริยา โดย

ปกติแล้วอณุหภูมิที่เหมาะสมจะอยู่ระหว่าง 30-55 องศาเซลเซียส หรือไม่เกิน 60 องศาเซลเซียส 

ขึน้อยู่กบัชนิดและแหลง่ที่มาของลิเพสที่ใช้ในปฏิกิริยา (Ribeiro และคณะ, 2011) 

กรด แอลคิลเอสเทอร์ น า้ 

catalyst 
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2.6.2 ผลของอตัราสว่นโดยโมลระหว่างน า้มนัตอ่แอลกอฮอล์ หรือกรดไขมนัตอ่

แอลกอฮอล์ 

                    ในการเกิดปฏิกิ ริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันและเอสเทอริฟิเคชันต้องมีการใช้

แอลกอฮอล์สายสัน้เป็นสารตัง้ต้น ซึ่งตามทฤษฎีแล้วปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัจะต้องการ

แอลกอฮอล์ 3 โมลต่อน า้มัน 1 โมล เพื่อเกิดเป็นไบโอดีเซล 3 โมล แต่การเพิ่มความเข้มข้นหรือ

อตัราส่วนโดยโมลของน า้มนัต่อเมทานอลเกิน 1:3 นัน้ จะสามารถเพิ่มปริมาณผลผลิตไบโอดีเซล

ได้เนื่องจากเป็นการเพิ่มโอกาสในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างน า้มนักบัเมทานอล และยงัเป็นการช่วย

ให้การเกิดปฏิกิริยาเป็นไปอย่างสมบูรณ์ นอกจากนีย้งัช่วยให้อตัราการเกิดปฏิกิริยาเป็นไปอย่าง

รวดเร็วด้วย 

       การผลิตไบโอดีเซลสว่นใหญ่นิยมใช้เมทานอลมากกวา่เอทานอล เนื่องจากเมทานอล

มีราคาถกูกว่า รวมทัง้การใช้เมทานอลจะได้ผลผลิตเป็นเมทิลเอสเทอร์ในจ านวนที่มากกว่าการใช้

เอทานอลที่ได้ผลผลิตเป็นเอทิลเอสเทอร์ อย่างไรก็ตามหากใช้ลิเพสหรือตวัเร่งปฏิกิริยาชีวภาพเป็น

ตัวเร่งปฏิกิริยา เมทานอลนัน้สามารถก่อให้เกิดผลเสียต่อการผลิตไบโอดีเซลได้ เนื่องจากเมทา

นอลจะไปสะสมอยู่ตามโครงสร้างของลิเพสจนท าให้ลิเพสเสียสภาพ ซึง่สง่ผลต่อการยบัยัง้และลด

ประสิทธิภาพการท างานของลิเพส หากเมทานอลมีความเข้มข้นที่สงูเกินไปก็จะส่งผลทางลบต่อ

จุลินทรีย์หรือลิเพสเม่ือน าไปใช้ในการเร่งปฏิกิริยา ท าให้อัตราการเกิดปฏิกิริยาและผลผลิตมี

ปริมาณลดลงอย่างเห็นได้ชดั อย่างไรก็ตามสามารถแก้ไขปัญหานีไ้ด้โดยการเติมเมทานอลแบบ

เป็นขัน้หรือท าการแบ่งเติมเมทานอลทีละน้อยครัง้แต่เท่าๆกัน เพื่อไม่ให้เมทานอลในปฏิกิริยามี

ความเข้มข้นสงู (Gog และคณะ, 2012; Ribeiro และคณะ, 2011) 

 

2.7 ตัวเร่งปฏกิิริยาสารเคมี 
ในการผลิตไบโอดีเซลสามารถใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาได้หลายชนิด การใช้สารเคมีเป็นตัวเร่ง

ปฏิกิริยานัน้ สารเคมีที่น ามาใช้สว่นใหญ่มกัจะเป็นสารเคมีประเภทกรด เช่น กรดซลัฟิวริก หรือด่าง 

เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ หรือ โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ เป็นต้น  แต่ปัจจุบนัในอุตสาหกรรมการ

ผลิตน า้มันไบโอดีเซลจะใช้ด่างเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา เนื่องจากสามารถให้ผลผลิตไบโอดีเซลที่สูง 

รวดเร็ว และมีต้นทุนในการผลิตต ่า เนื่องจากการท าปฏิกิริยาด้วยด่างไม่ต้องการอุณหภูมิและ
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ความดนัที่สงูมากนัก อีกทัง้สารเคมีประเภทด่างยงัมีข้อดีกว่าการใช้กรดเป็นตวัเร่งปฏิกิริยามาก 

เนื่องจากให้ผลผลิตที่สูงกว่าภายใต้สภาวะที่ไม่รุนแรงและใช้เวลาท าปฏิกิริยาที่สัน้กว่าภายใ ต้

สภาวะเดียวกัน นอกจากนีก้ารใช้ด่างยังกัดกร่อนเคร่ืองมือน้อยกว่าการใช้กรด และใช้ปริมาณ

แอลกอฮอล์ที่น้อยกว่า จึงสามารถลดต้นทนุจากการใช้แอลกอฮอล์น้อยลงด้วย (Ghaly และคณะ, 

2010) 

แม้ว่าการใช้ด่างจะดีกว่ากรดในการใช้เป็นตัวเร่งในการท าฏิกิริยา แต่ก็ยังพบข้อเสีย คือ 

ถึงแม้จะใช้อณุหภูมิและแอลกอฮอล์ในการท าปฏิกิริยาที่ต ่ากว่าการใช้กรดเร่งปฏิกิริยา แต่การใช้

ด่างจ าเป็นต้องอาศยัพลงังานและแอลกอฮอล์ในระดบัที่สงูกว่าการใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพ

หรือลิเพสอยู่พอสมควร จึงท าให้มีต้นทุนมากขึน้ตามไปด้วย (Pazouki และคณ, 2011)นอกจาก 

ด่างยงัมีความไวต่อลกัษณะของน า้มนัที่ใช้เป็นสารตัง้ต้น โดยการใช้ด่างเร่งปฏิกิริยาจะเหมาะกบั

น า้มนัพืชที่มีระดบักรดไขมนัอิสระ และมีสว่นประกอบของน า้ต ่า (น า้มนัที่มีคณุภาพสงู) เท่านัน้ ซึง่

น า้มนัประเภทนีม้กัมีราคาสงูกว่าน า้มนัประเภทอื่น การใช้น า้มนัที่มีราคาถูก เช่น น า้มนัใช้แล้ว ซึง่

มีปริมาณกรดไขมันอิสระสูง  และมีน า้เป็นส่วนประกอบอาจก่อให้เกิดปฏิกิริยาการเกิดสบู ่

(Saponification) ระหว่างการผลิตไบโอดีเซล ที่จะสง่ผลให้ผลผลิตโอดีเซลต ่าลง และยงัท าให้ยาก

ต่อการแยกกลีเซอรอลที่เป็นผลผลิตร่วมออกจากผลิตภณัฑ์ด้วย (Aarthy และคณะ, 2014; Ghaly 

และคณะ, 2010) 

 

2.8 ตัวเร่งปฏกิิริยาชีวภาพ 
จากข้อเสียของการใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาแบบกรดและด่าง ท าให้มีการศึกษาและพัฒนา

วิธีการใหม่ขึน้ คือการใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพหรือลิเพส การใช้ลิเพสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยามีข้อดี

กว่าการใช้สารเคมีดงัแสดงไว้ในตารางที่ 2.4  และตารางที่ 2.5  การใช้ลิเพสมาเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา

นัน้ท าให้ได้ผลผลิตสูง สามารถท าการแยกกลีเซอรอลที่ เกิดขึน้ในปฏิกิริยาได้ง่ายกว่าและ

ผลิตภณัฑ์ที่ได้มีความบริสทุธ์ิกวา่  (Aarthy และคณะ, 2014) 

อย่างไรก็ตามการน าลิเพสมาใช้เร่งปฏิกิริยายงัไม่สามารถน าไปใช้ผลิตในระดับอุตสาห 

กรรมได้ เนื่องจากยังมีข้อเสียอยู่  คือ ส่วนมากลิเพสที่ถูกน ามาใช้ในอุตสาหกรรมมักเป็นลิเพสที่

ผลิตออกมานอกเซลล์ จึงต้องผ่านการคดัแยก การท าให้บริสทุธ์ิและการตรึงลิเพสลงบนตวัค า้จนุที่
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มีราคาสงูก่อนน ามาใช้งาน จงึท าให้ลิเพสมีราคาสงู ไม่คุ้มค่าต่อการน ามาใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาใน

การผลิตไบโอดีเซล จึงเกิดการศกึษาการน าจลุินทรีย์ทัง้เซลล์มาใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา (whole  cell  

biocatalyst) ส าหรับการผลิตไบโอดีเซล วิธีนีส้ามารถลดขัน้ตอนและลดต้นทนุจากการใช้ลิเพสได้

มาก (Gog และคณะ, 2012; Srimhan และคณะ, 2011) ซึ่งจากการศึกษาของ Fukuda และ

คณะ (2008) พบว่าการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้จุลินทรีย์ทัง้เซลล์จะช่วยลดปัญหาค่าใช้จ่ายในการ

ตรึงเอนไซม์ และยงัให้ค่าแอกทิวิตีของลเิพสกบัความเสถียรที่ดีขึน้ 

 
       ตารางที่ 2.4 เปรียบเทียบการใช้ด่างและลิเพสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา (Fukuda และคณะ, 2008) 

 

 

ปัจจัย ตัวเร่งปฏกิิริยาด่าง ลิเพส 

ช่วงอณุหภมูิที่เหมาะสมในการ

ท าปฏิกิริยา 
60-80 องศาเซลเซียส 20-60 องศาเซลเซียส 

ความหลากหลายของน า้มนัที่

ใช้เป็นสารตัง้ต้น 

เหมาะกบัน า้มนัที่มีน า้เป็น

สว่นประกอบและกรดไขมนั

อิสระอยู่น้อย 

มีข้อจ ากดัต ่า 

กรดไขมนัอิสระในวตัถดุิบ เกิดเป็นสบู ่ เป็นเมทิลเอสเทอร์ 

ปริมาณน า้ในสารตัง้ต้น มีผลลบตอ่ปริมาณผลผลิต ไม่มีผล 

ผลผลิตของไบโอดีเซลที่ได้รับ ประมาณร้อยละ 99  ประมาณร้อยละ 90  

การแยกกลีเซอรอล ยาก ง่าย 

น า้เสียจากปฏิกิริยา มีด่างปนเปือ้นในน า้เสีย ไม่มีน า้เสีย 

การท าให้เมทิลเอสเทอร์บริ

สทุธ์ิ 
ใช้วิธีการล้างซ า้ สามารถแยกน ามาใช้ได้เลย 

ราคาของตวัเร่งปฏิกิริยา ราคาถกู ราคาแพง 
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ตารางที่ 2.5 เปรียบเทียบปริมาณผลผลิตไบโอดีเซลจากการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัที่
เร่งด้วยตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพและเคมี 

 

ประเภท
ตัวเร่ง

ปฏกิิริยา 
จุลินทรีย์ สารตัง้ต้น 

ผลผลิต 
ไบโอดีเซล 
(ร้อยละ) 

อ้างอิง 

Commercial 
lipase/ 
Immobilized  
lipase 

Immobilized lipase 
น า้มนัเมลด็
โหระพา 

94.58 
(Amini และ
คณะ, 2017) 

Novozyme 435 น า้มนัข้าวโพด 81.3 
(Ciftci และ
คณะ Temelli, 

2013) 
Candida 
antarctica B lipase 
and Rhizomucor 
miehei lipase 

น า้มนัปาล์ม 78.35 
(Shahedi และ
คณะ, 2019) 

Immobilized  
whole-cell 
 

Rhizopus oryzae น า้มนัสบูด่ า 80 
(Tamalampudi 
และคณะ, 

2008) 

Rhizopus oryzae 
น า้มนัท าอาหาร 

ที่ใช้แล้ว 
98.4 

Pazouki และ
คณะ, 2011 

Whole-cell 
Rhizopus oryzae น า้มนัคาโนลา 73.9 (Jin และ 

Bierma, 2010) 
Rhizopus oryzae น า้มนัพืชใช้แล้ว 80.9 

ด่าง โพแทสเซียมไฮดรอก
ไซด์  

น า้มนัสบูด่ า 92 
(Shah และ
คณะ, 2003) 

กรด 
ซลัฟิวริก  น า้มนัพืช 99 

(Schuchardt 
และคณะ, 

1998) 
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นอกจากการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันแล้ว การใช้ลิเพสสามารถใช้เป็นตัวเร่ง

ปฏิกิริยาสองขัน้ตอน หรือใช้กบัปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัได้ เช่น 

Watanabe และคณะ (2007)   ได้ใช้ลิเพสจาก C. rugosa เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

พบกรดไขมันอิสระเกิดขึน้ 92 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้น ากรดไขมันที่ได้ไปท าฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน

โดยมีเอนไซม์แบบตรึงจากเชือ้ C. antarctica มาเป็นตวัเร่งปฏิริยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ภายใน 24 ชัว่โมงเกิดผลผลิตไบโอดีเซล 96 เปอร์เซ็นต์ 

Meng และคณะ (2011) ได้ใช้เอนไซม์ลิเพสจาก Yarrowia lipolytica  ในการไฮโดรไลซิส

น า้มนัถั่วเหลือง ที่อณุหภูมิ 40  องศาเซลเซียส จากนัน้น ากรดไขมนัอิสระมาท าปฏิกิริยาเอสเทอ

ริเคชนัที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส โดยใช้กรดไขมนัอิสระ 2.89 กรัม และลิเพสที่ตรึงบนตวัค า้จนุ 

0.33 กรัม เติมเอทานอล 192 ไมโครลิตร โดยเติมแบบสามขัน้ (อตัราส่วนโดยโมลของกรดไขมัน

อิสระตอ่เอทานอล เท่ากบั 1:0.3) ได้ไบโอดีเซล 95 เปอร์เซ็นต์ 

             Adachi และคณะ (2013) ได้ใช้เอนไซม์ลิเพสจาก C. rugosa เป็นตัวเร่งปฏิกิ ริยา

ไฮโดรไลซิสน า้มนัถัว่เหลือง จากนัน้น ากรดไขมนัที่ได้ไปเป็นสารตัง้ต้นในการผลิตไบโอดีเซล โดยใช้

เชือ้  R. oryzae แบบตรึงที่มีการแสดงออกของลิเพสบนผิวเซลล์มาเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา พบว่าหลงั

ท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนั 6 ชัว่โมง พบปริมาณไบโอดีเซล 90 เปอร์เซ็นต์ 

Zhou และคณะ (2015) ได้ใช้เอนไซม์ลิเพสจาก Candida rugosa เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสน า้มนัสบู่ด า ได้กรดไขมนัอิสระสงูสดุ 90.3 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

ได้มีการใช้เชือ้  Rhizopus oryzae IFO4697 แบบตรึงเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันในการ

ผลิตไบโอดีเซล พบวา่สามารถผลิตไบโอดีเซลได้ 88.6 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้อตัราสว่นโดยโมลของกรด

ไขมนัตอ่เมทานอล 1:1.2 ที่อณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส หลงัจากท าปฎิกิริยา 42 ชัว่โมง   

          Rakchai และคณะ (2016)ได้ใช้ตัวเร่งปฏิกิ ริยา Aspergillus nomius ST57 แบบตรึง 

ไฮโดรไลซิสน า้มนัปาล์ม ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้น ากรดไขมนัไป

เป็นสารตัง้ต้นในการผลิตไบโอดีเซลที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส สามารถผลิตไบโอดีเซลได้ 

78.23 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางที่ 2.6 เปรียบเทียบปริมาณผลผลิตกรดไขมนัจากการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใช้ตวัเร่ง

ปฏิกิริยาทางชีวภาพ 

 

2.9 ลิเพส 
ลิเพส (lipase) มีช่ือเรียกตามระบบ international union of biochemistry ว่า กลีเซอรอล

เอสเทอร์ไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase) หรือไตรเอซิลเซอรอลไฮโดรเลส (Triacylglycerol 

hydrolase) เป็นเอนไซม์ที่อยู่ในกลุ่มไฮโดรเลส (Hydrolase) มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา

การสลายพันธะเอสเทอร์ (ester bonds) ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) ได้เป็นไดกลี

เซอไรด์ (diglyceride) มอนอกลีเซอไรด์ (monoglyceride) กรดไขมนั (fatty acid) และกลีเซอรอล 

(glycerol) โดยปฏิกิริยาจะเกิดขึน้ที่บริเวณผิวสมัผสัระหวา่งชัน้ของสารตัง้ต้นกบัชัน้น า้ 

          ลิเพสมีรหสัประจ าตวัเอนไซม์คือ E.C 3.1.1.3  โดยตวัอกัษรและตวัเลขจะถูกแบ่งเป็นชุดๆ 

แต่ละชุดแยกจากกันโดยใช้จุดคัน้ ตัวเลขในชุดแรกบ่งบอกถึงกลุ่ม (class) ถัดมาตัวเลขชุดที่ 2 

และ 3 แสดงถึงปฏิกิริยาที่ถูกเร่ง และเลขสดุท้ายบอกถึงลกัษณะการเร่งปฏิกิริยาซึ่งสามารถแยก

ปฏิกิริยาที่คล้ายออกจากกนัได้ (Gandhi, 1997; Thakur, 2012)  

 

ตัวเร่งปฏกิิริยาทาง
ชีวภาพ 

สารตัง้ต้น ผลผลิตกรดไขมัน 
(ร้อยละ) 

อ้างอิง 

Candida rugosa lipase  น า้มนัมะพร้าว
บริสทุธ์ิ 

79.64 (Nguyen และคณะ, 
2018) 

Candida rugosa lipase    
น า้มนัเมลด็ค าฝอย 

84.1  
(Aziz และคณะ, 
2015) 

Thermomyces 
lanuginosus (Lipozyme 
TL IM) 

90.2 

Candida rugosa 
lipase 

น า้มนัสบูด่ า 90.3 (Zhou และคณะ, 
2015) 

Pseudomonas 
aeruginosa lipase 

น า้มนัปาล์ม 89.00 (Gaur และคณะ, 
2011) 
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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 

 นอกจากนีล้เิพสยงัสามารถใช้ในการเร่งปฏิกิริยาสงัเคราะห์ (Synthesis reaction) ได้แก่ 

ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัซึง่เป็นปฏิกิริยาการเกิดเอสเทอร์จากหมู่คาร์บอกซิลิกกบัแอลกอฮอล์ และ

ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั หรือปฏิกิริยาการเคลื่อนย้ายหมู่เอสเทอร์ ซึง่เป็นปฏิกิริยาระหวา่ง

หมู่แอลคิลของเอสเทอร์ กบัแอลกอฮอล์ ได้ผลิตภณัฑ์เอสเทอร์ตวัใหม่ ที่เรียกว่ามอนอแอลคิลเอส

เทอร์   

 

ภาพที่ 2.5 ปฏิกิริยาตา่งๆ ของลิเพส (Singh และ Mukhopadhy, 2012) 
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2.10 แหล่งที่มาของลิเพส 
ลิเพสพบได้ทัว่ไปในสตัว์ พืช และจุลินทรีย์ ซึ่งเอนไซม์ลิเพสจากจุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย 

รา และยีสต์ ได้รับความสนใจมากกว่าเอนไซม์ลิเพสที่ได้จากพืชและสัตว์ เนื่องจากจุลินทรีย์

สามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว ผลิตเอนไซม์ได้ในปริมาณมาก มีความจ าเพาะต่อสารตัง้ต้น

หลายชนิด เอนไซม์มีความเสถียร สามารถปรับสภาวะให้เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ได้ง่ายกว่า

พืชและสตัว์ (Macrae และ Hammond, 1985) 

การผลิตลิเพสจากจุลินทรีย์นัน้ยังสามารถใช้วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรมาเป็นแหล่ง

อาหารต่างๆ ในกระบวนการผลิตได้ โดยท าการหมกัแบบสถานะแข็ง (solid state fermentation) 

ซึ่งช่วยลดต้นทุนในการผลิตเอนไซม์ได้  นอกจากนี ก้็ ได้จากการเลี ย้งเชือ้ในอาหารเหลว

(submerged culture) ซึ่งทัง้สองวิธีมีข้อดีข้อเสียแตกต่างกันไป แต่ส่วนใหญ่แล้วการผลิตลิเพส

มกัจะท าในอาหารเลีย้งเชือ้ประเภทเหลว เพราะอาหารเลีย้งเชือ้เหลวสามารถควบคมุตวัแปรต่างๆ 

ได้ง่ายกวา่ เช่น สภาพในการเลีย้งเชือ้ สารอาหาร รวมทัง้การควบคมุปัจจยัตวัแปรต่างๆท่ีมีอิทธิพล

ต่อการผลิตลิเพสของจลุินทรีย์ไม่วา่จะเป็นแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจน พีเอช อณุหภมูิ หรือแม้แต่

ความเข้มข้นของออกซิเจนที่ละลายอยู่ในอาหารเลีย้งเชือ้ระหว่างการผลิต (Treichel และคณะ, 

2010) 

 ลิเพสสามารถแบ่งได้ 2 ลกัษณะตามแหลง่ที่ลิเพสท างาน ได้แก่ ลิเพสผลิตออกภายนอก

เซลล์ (extracellular lipase) และลิเพสภายในเซลล์ (intracellular lipase)   

1. ลิเพสผลิตออกภายนอกเซลล์ คือ ลิเพสที่ถกูสร้างขึน้ภายในเซลล์แล้วจะปล่อยออกมา

ท างานภายนอกเซลล์ ซึ่งการน าไปใช้เร่งปฏิกิริยานัน้ท าได้โดยการเพาะเลีย้งเชือ้จลุินทรีย์ที่ผลิตลิ

เพสแบบภายนอกเซลล์ จากนัน้ท าการคัดแยกลิเพส แล้วน าไปท าให้บริสุทธ์ิ แต่วิธีนีมี้ข้อเสีย

เนื่องจากความมีความยุ่งยาก ซบัซ้อนและมีต้นทนุท่ีสงูในการคดัแยกลิเพสให้บริสทุธ์ิ รวมถึงการ

ตรึงลิเพสลงบนตวัค า้จุน ดงันัน้จึงมีการศึกษาการน าตวัเร่งปฏิกิริยาชีวภาพแบบทัง้เซลล์ (whole 

cell catalyst) มาใช้เพื่อลดต้นทนุของการผลิตลิเพสในขัน้ตอนการคดัแยกและท าให้ลิเพสบริสทุธ์ิ  

2. ลิเพสภายในเซลล์ (intracellular lipase) คือ ลิเพสที่ถูกสร้างขึน้และท างานภายใน

เซลล์ การน าไปใช้เร่งปฏิกิริยาจะต้องน าทัง้เซลล์ของจุลินทรีย์มาตรึงลงบนตัวค า้จุนก่อนการ

น าไปใช้ อย่างไรก็ตามการใช้ลิเพสแบบภายในเซลล์นีไ้ม่ค่อยเป็นที่นิยม เนื่องจากจุลินทรีย์ที่
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สามารถผลิต  ลิ เพสแบบภายในเซลล์นัน้มีจ านวนน้อย จึงท าให้ลิ เพสที่ถูกน ามาใช้ทาง

อตุสาหกรรมมกัจะเป็นลิเพสประเภทที่ผลิตออกมานอกเซลล์  

นอกจากนีย้งัมีจุลินทรีย์บางประเภทที่มีการสะสมลิเพสไว้ในเซลล์ก่อน และเม่ือสภาวะ

แวดล้อมภายนอกมีความเหมาะสมก็จะปล่อยลิเพสออกมานอกเซลล์ เช่น Yarrowia lipolytica 

และ Candida lipolytica ที่มีการสะสมลิเพสไว้จนความเข้มข้นของคาร์บอนในอาหารเลีย้งเชือ้ที่

อยู่ภายนอกเซลล์สงูถึงระดบัหนึ่งก่อน แล้วถึงจะปล่อยลิเพสออกมานอกเซลล์ (Ghaly และคณะ, 

2010; Gog และคณะ, 2012)  

ตารางที่ 2.7 ตวัอย่างยีสต์ที่สามารถผลิตลิเพสได้ (Sharma และคณะ, 2001) 

 

  
Genus Species 

Candida C. rugosa 
C. albicans 
C. tropicalis 
C. antarctica 
C. parapsilosis 
C. deformans 
C. curvata 

Geotrichum G. candidum 

Yarrowia   
 

Y. lipolytica 

Rhodotorula  
 

Rh. glutinis  
Rh. pilimornae  

 

Pichia  
 

P. bispora  
P. maxicana  
P. sivicola  
P. xylosa  
P. burtonii  

 

Saccharomyces   
 

 

S. lipolytica  
S. crataegenesis 
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2.11 ตัวเร่งปฏกิิริยาชีวภาพทัง้เซลล์ 
เนื่องจากลิเพสแบบภายนอกเซลล์มีต้นทุนที่สงูจากการคดัแยกลิเพสและการท าให้ลิเพส

บริสทุธ์ิ ท าให้ไม่คุ้มคา่ตอ่การน ามาผลิตเป็นไบโอดีเซล จงึเกิดการศกึษาและพฒันาวิธีการเพ่ือช่วย

ลดต้นทุนของลิเพส ซึ่งจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าการน าจลุินทรีย์ที่สามารถผลิตลิเพสได้แบบ

ทัง้เซลล์มาใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา นบัเป็นวิธีที่มีความน่าสนใจ   

  ปัจจบุนัพบว่ามีใช้จลุินทรีย์ที่ผลิตลิเพสแบบภายในเซลล์โดยมีการตรึงเซลล์ของจลุินทรีย์

ลงบนตัวค า้จุนก่อนการน าไปใช้ ซึ่งมีข้อดี คือ ท าให้สามารถใช้ซ า้ได้หลายครัง้เป็นการช่วยลด

ต้นทนุของลิเพสได้ แต่อย่างไรก็ตามกระบวนการตรึงเซลล์ลงบนตวัค า้จนุ ก็เป็นปัจจยัหนึ่งที่ท าให้

ตวัเร่งปฏิกิริยามีต้นทุนที่สงูขึน้เช่นกนั ดงันัน้จึงมีการศึกษาการน าเซลล์ของจุลินทรีย์มาใช้ในการ

เร่งปฏิกิริยาโดยตรงไม่ต้องผ่านการตรึงลงบนตัวค า้จุน ซึ่งท าให้สามารถประหยัดเวลาและ

ค่าใช้จ่ายในการจดัเตรียมตวัเร่งปฏิกิริยาแบบทัง้เซลล์ได้ (Ribeiro และคณะ, 2011) 

ยีสต์เป็นจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการน ามาใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาแบบทัง้เซลล์ เพื่อ

ช่วยพัฒนากระบวนการผลิตไบโอดีเซลให้ได้ผลผลิตสูงและลดต้นทุนลง เนื่องจากยีสต์สามารถ

เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีราคาไม่แพงแต่สามารถเก็บเก่ียวเชือ้ได้ในปริมาณที่สงู นอกจากนี ้

การใช้ยีสต์แบบทัง้เซลล์ไม่ต้องผ่านการคดัแยกและไม่ต้องผ่านการการท าให้บริสทุธ์ิ จงึเป็นการลด

ค่าใช้จ่ายในการเตรียมลิเพสลง นอกจากนีย้ีสต์บางสายพนัธุ์ก็สามารถผลิตลิเพสออกมานอกเซลล์

ได้   (Sharma และคณะ, 2001) 

 

Candida rugosa 

C. rugosa  เป็นยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตลิเพสที่มีการน าไปประยุกต์ใช้อย่าง

หลากหลายในอุตสาหกรรม เนื่องจากเป็นยีสต์ที่มีค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์สูง มีศกัยภาพในการ

ผลิตลิเพสท่ีมีสมบตัิท่ีดี มีความจ าเพาะต่อสารตัง้ต้นได้หลากหลาย เนื่องจากลิเพสที่ผลิตนัน้จดัอยู่

ในกลุ่มที่ไม่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อต าแหน่งของกรดไขมนับนโครงสร้างโมเลกลุของไตรกลีเซอ

ไรด์ จงึสามารถไฮโดรไลซิสกรดไขมนัได้ทกุต าแหน่ง (Benzonana และ Esposito, 1971; Macrae, 

1983) ด้วยคุณสมบัติที่ เด่นในการผลิตลิ เพส จึงมีการน า C. rugosa มาใช้ประโยชน์ใช้

อตุสาหกรรมที่หลากหลาย  
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Aureobasidium pullulans 

Aureobasidium pullulans จดัเป็นเชือ้ราคล้ายยีสต์สายพนัธุ์เมืองร้อนชนิดหนึ่ง พบได้มาก

ในพืน้ดินและในน า้ มีลักษณะเป็นสีด าเข้ม จึงเป็นที่รู้จักกันโดยทั่วไปในช่ือว่ายีสต์สีด า (Black 

yeast) ซึง่เกิดจากการผลิตเม็ดสีด้วยตวัเอง  

A. pullulans มีรูปร่างในลกัษณะที่เรียกว่ามีลกัษณะที่หลากหลาย  (Polymorphic forms) 

เช่น เป็นเซลล์เดี่ยว หรือเส้นใย ขึน้กบัสภาวะแวดล้อมระหว่างการเจริญเติบโต โดย A. pullulans  

มีสามประเภท ได้แก่ A. pullulans  var. pullulans, A. pullulans  var. melanogenum และ A. 

pullulans  var. Aubasidani Yurlova  (Yurlova และ De Hoog, 1997) นอกจากนี ้A. pullulans  

นัน้ยงัจดัเป็นยีสต์ที่สามารถผลิตลิเพสออกมานอกเซลล์ และสามารถพบได้ในประเทศไทยด้วย 

   

2.12 เทคโนโลยีการแสดงออกที่ผิวเซลล์ยสีต์  

เทคโนโลยีการแสดงออกที่ผิวเซลล์ยีสต์ (yeast surface display or arming technology) 

เป็นเทคโนโลยีที่โปรตีนหรือเพปไทด์เป้าหมายจะถูกท าให้มีการแสดงออกที่บริเวณผิวเซลล์ของ

ยีสต์โดยการเช่ือมต่อกบัโปรตีนฐาน (anchoring protein) ซึง่เชือ้ยีสต์ที่มีการแสดงออกของโปรตีน

หรือเพปไทด์เป้าหมายที่ผิวเซลล์จะถูกเรียกว่า อาร์มมิ่งยีสต์ (Arming yeast) (Ueda และ 

Tanaka, 2000) เทคโนโลยีการแสดงออกที่ผิวเซลล์ยีสต์นีมี้ข้อได้เปรียบกว่าการแสดงออกโปรตีน

เป้าหมายในเซลล์ (intracellular expression) และการแสดงออกโปรตีนเป้าหมายโดยการหลั่ง

ออกนอกเซลล์ (extracellular expression) กล่าวคือ การที่โปรตีนมีการแสดงออกที่ผิวเซลล์โดย

การยึดติดกับผนังเซลล์ยีสต์จะท าให้ โปรตีนเป้าหมายนัน้ มีสภาพเป็นโปรตีนที่ ถูกตรึง 

(immobilized protein) ชนิดหนึ่ง ซึ่งมีผลท าให้โปรตีนมีความทนทาน (stability) มากยิ่งขึน้ (Su 

และคณะ, 2010) รวมถึงการเตรียมเชือ้ยีสต์ที่มีโปรตีนหรือเพปไทด์ติดอยู่ที่ผิวเซลล์สามารถท าได้
โดยผ่านกระบวนการเลีย้งเชือ้ (cell cultivation) เท่านัน้ ซึ่งถือว่าเป็นการรวมกระบวนการผลิต

โปรตีนและกระบวนการตรึงโปรตีนเข้ามาเป็นเพียงหนึ่งกระบวนการท าให้สามารถลดค่าใช้จ่ายได้ 

นอกจากนีโ้ปรตีนหรือเพปไทด์ที่ยดึติดที่ผิวเซลล์ของยีสต์สามารถท าปฏิกิริยากบัสารเคมีที่มีขนาด

ใหญ่หรือมีมวลโมเลกุลมากที่อยู่ด้านนอกเซลล์ได้โดยตรงซึ่งสารเคมีที่มีขนาดใหญ่เหล่านีม้กัไม่

สามารถแพร่เข้าสูเ่ซลล์ได้ (Kuroda และ Ueda, 2013) 
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 เทคนิคการแสดงออกที่ผิวของเซลล์ช่วยให้เปปไทด์เป้าหมายหรือโปรตีนสามารถ

แสดงออกบนผิวเซลล์ยีสต์โดยผ่านการเช่ือมกับโปรตีนฐาน ที่มีวิธีในการเช่ือมต่อ 2 แบบ คือ 1) 

ก า ร เช่ื อ ม ต่ อ แบบ  N-terminal fusion ( target protein–anchor protein fusion) แล ะ  2) C-

terminal fusion (anchor protein-target protein fusion) (Liu และคณะ, 2014) ดงัแสดงดงัภาพ
ที่ 2.6  

 

 

 

 

ภาพที่ 2.6 การเช่ือมต่อระหวา่งโปรตนีเปา้หมายและโปรตีนฐานแบบ  N-terminal fusion และ C-
terminal fusion 

 
Pichia pastoris 

P. pastoris เป็นยีสต์ที่สามารถใช้เมทานอลเพื่อการเจริญเติบโต (methylotrophic yeast) 

และมีการพัฒนาจนสามารถใช้กันอย่างกว้างขวางในการผลิตเฮเทอโรโลกัสโปรตีนออกมานอก

เซลล์ เช่น โปรตีนของพวกยแูคริโอต เนื่องจากยีสต์ชนิดนีมี้อตัราการเจริญเติบโตเร็วท าให้มีความ

หนาแน่นของเซลล์สูง เจริญเติบโตได้ในอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีราคาถูกและไม่ซบัซ้อน มีระดับการ

แสดงออกของเฮเทอโรโลกสัโปรตีนที่สงูในระดบักรัมต่อลิตรของอาหารเลีย้งเชือ้ รวมทัง้สามารถใช้

เทคนิคพันธุวิศวกรรมได้ง่ายเช่นเดียวกับ S. cerevisiae และเป็นเซลล์ให้อาศยัที่มีประสิทธิภาพ 

(Ciftci และ Temelli, 2013) โดยข้อดีของการใช้ P. pastoris เป็นเซลล์เจ้าบ้านนัน้ ได้แก่ สามารถ

หลัง่เอนไซม์ออกสู่ภายนอกเซลล์ได้ในปริมาณมากสามารถเติบโตในเอทานอลได้ และมีอตัราการ

เติบโตรวดเร็วแม้มีความหนาแน่นของเซลล์มาก สามารถสกดัโปรตีนออกมาได้ง่าย และได้ปริมาณ

มาก โปรตีนที่ผลิตมีการม้วนพบัของโมเลกลุที่ถกูต้อง มีกระบวนการปรับแตง่พอลิเพปไทด์หลงัการ

แปลรหสั และเอนไซม์ที่ผลิตมีแอกทิวิตีที่สงู (Boonvitthya และคณะ, 2012) 
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ปัจจุบนัมีการน า P. pastoris มาใช้เป็นสิ่งมีชีวิตต้นแบบส าหรับการศึกษาในระบบการ

แสดงออกเฮเทอโรโลกัส เนื่องจากมีการศึกษาข้อมูลมาเป็นเวลานาน และมีภาวะที่ใช้ในการ

เจริญเติบโตคล้ายกับ S. cerevisiae ผลจากการพัฒนาระบบนีท้ าให้มีเวกเตอร์  โพรโมเตอร์ 

สญัญาณการผลิตโปรตีน เคร่ืองหมายในการคดัเลือก และสายพนัธุ์ ที่น ามาใช้นัน้อยู่ในรูปแบบที่

หลากหลายให้เลือกใช้ 

 

ระบบควบคุมการแสดงออกของรีคอมบแินนท์ยีน 
 

ระบบควบคมุการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์ยีนโดยยีสต์ P. pastoris  สามารถแบ่งออก

ได้เป็น 2 ระบบ คือ ระบบการควบคมุแบบเหนี่ยวน า (inducible expression system) และระบบ

ควบคมุการแสดงออกตลอดเวลา (constitutive expression system) (Zhang และคณะ, 2009) 

1.ระบบการควบคุมแบบเหนี่ยวน า เป็นระบบที่อาศัยการท างานของโปรโมเตอร์ AOX1  

ซึ่งเป็นโปรโมเตอร์ที่สามารถแสดงออกในระดับสูง (strong inducible promoter)ที่ควบคุมการ

แสดงออกของยีน alcohol oxidase1 (AOX1) โดยใช้เมทานอลเป็นตัวเหนี่ยวน าเพื่อให้มีการ

แสดงออกของยีน ซึง่ข้อดีของระบบนีค้ือ สามารถก าหนดเวลาการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์ยีน

ได้   

            2. ระบบควบคมุการแสดงตลอดเวลา การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์ยีนจากโปรโมเตอร์

ในกลุม่นีจ้ะแสดงออกอย่างตอ่เนื่องตลอดเวลา เม่ือเพาะเลีย้งในอาหารท่ีเหมาะสมซึง่โปรโมเตอร์ที่

นิยมใช้คือ โปรโมเตอร์ GAP ซึ่งเป็นโปรโมเตอร์ที่สามารถแสดงออกในระดับสูง  (strong consti 

tutive promoter) โดยจะควบคุมการแสดงออกของเอนไซม์ glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase  

          ในการศึกษาการแสดงออกที่ผิวเซลล์ยีสต์ P. pastoris ครัง้นีไ้ด้ใช้ระบบการควบคุมแบบ

เหนี่ยวน า ที่อาศยัการท างานของโปรโมเตอร์ AOX1  บนเวกเตอร์ pPICZαA 
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ภาพที่ 2.7 โครงสร้างเวกเตอร์  pPICZαA (invitrogen) 

 

การใช้เวกเตอร์ pPICZαA ในระบบการแสดงออกของยีนของ P. pastoris นัน้มีข้อดี คือ 

pPICZαA ประกอบด้วยส่วนของโพรโมเตอร์ AOX1 ซึ่งเป็นโพรโมเตอร์ที่สามารถเหนี่ยวน าให้มี

การแสดงออกของยีนได้ในระดบัสงูด้วยเมทานอล นอกจากนีเ้วกเตอร์ pPICZαA ยงัประกอบด้วย 

α-factor prepropeptide จาก S. cerevisiae ซึ่งช่วยให้ P. pastoris สามารถผลิตโปรตีนออกมา

ภายนอกเซลล์ได้ และมี C-terminal (His)6 tag ติดอยู่เพ่ือช่วยในขัน้ตอนการท าโปรตีนให้บริสทุธ์ิ 

นอกจากนัน้เวกเตอร์ pPICZαA ยงัมีส่วนของยีนต้านทานยาปฏิชีวนะ Zeocin ซึง่สามารถใช้เป็น

เคร่ืองหมายพนัธุกรรมส าหรับคดัเลือกจุลินทรีย์ที่ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดแล้ว (Boonvitthya 

และคณะ, 2012)  

โพรโมเตอร์ AOX1 เป็นโพรโมเตอร์ที่ต้องอาศยัการเหนี่ยวน าด้วยเมทานอล โดยเป็นโพรโม

เตอร์หลกัที่ท าให้ P. pastoris มีการแสดงออกของโปรตีนที่ได้รับมาจากสิ่งมีชีวิตชนิดอื่นได้ส าเร็จ 

โพรโมเตอร์ AOX1 ถูกน าไปใช้ในการพัฒนาดีเอ็นเอเวกเตอร์และใช้ประโยชน์ทางด้านพันธุ

วิศวกรรม แม้ว่าโพรโมเตอร์นีมี้ประสิทธิภาพสงูแต่จ าเป็นต้องใช้เมทานอลในการเหนี่ยวน า ซึ่งเม

ทานอลเป็นสารไวไฟและอันตรายต่อสุขภาพของมนุษย์ เนื่องจ ากโพรโมเตอร์ AOX1 มี
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ประสิทธิภาพสูงมาก จึงท าให้มีการแสดงออกของยีนในระบบเฮเทอโรโลกัสสูงมากขึน้ไปด้วย 

ดงันัน้ระบบที่ใช้โพรโมเตอร์ AOX1 จงึเป็นที่นิยมใช้กนัมากในปัจจบุนั (Kuwae และคณะ, 2005) 

 

ตารางที่ 2.8 ตวัอย่างลิเพสท่ีมีการน าไปแสดงออกบนผวิเซลล์ของยีสต์ (Liu และคณะ, 2014) 

 

ซึ่งตัวเร่งปฏิกิริยาชีวภาพยีสต์ที่มีการแสดงออกของลิเพสที่ผิวเซลล์นัน้สามารถน าไป

ประยกุต์ใช้ในการใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซล 

Yan และคณะ (2014) ได้ศกึษาการแสดงออกบนผิวเซลล์ของยีสต์และน าไปใช้ประโยชน์

ในการเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาชีวภาพในการผลิตไบโอดีเซลโดยมีน า้มนัพืชที่ใช้แล้วเป็นสารตัง้ต้น ซึง่ได้
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น ายีนลิเพสจาก Thermomyces lanuginosus ไปแสดงออกบนผิวเซลล์ของยีส P. pastoris   

พบวา่สามารถผลิตไบโอดีเซลล์ได้ 82 เปอร์เซ็นต์   

            Jin และคณะ (2013) ได้สร้างยีสต์ P. pastoris   ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจาก 

Candida antarctica (CALB)  lipase B  และ  Rhizomucor miehei lipase (RML) บนผิวเซลล์ 

และน าไปใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซลโดยมีน า้มนัถัว่เหลืองเป็นสารตัง้ต้น ซึง่ได้ผล

ผลิตไบโอดีเซล 90 เปอร์เซ็นต์   

Han และคณะ (2009) ได้สร้างยีสต์ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจาก Rhizomucor 

miehei  บนผิวเซลล์และน าไปใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาในกระบวนการเอสเทอริฟิเคชนัในการผลิตไบ

โอดีเซลพบวา่ สามารถผลิตไบโอดีเซลได้ 96 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากท าปฏิกิริยา 6 ชัว่โมง 

Huang และคณะ, (2012) ได้ศึกษาการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาชีวภาพ P. 

pastoris ที่มีการแสดงออกของลิเพสจาก Rhizomucor miehei บนผิวเซลล์ โดยมีน า้มนัถัว่เหลือง

เป็นสารตัง้ต้น ได้ผลผลิตไบโอดีเซล 83.14 เปอร์เซ็นต์  หลงัจากท าปฏิกิริยา 72 ชัว่โมง 

 

2.13 ลิเพสและยีนของ Candida rugosa 

C. rugosa เดิมมีช่ือว่า Candida cylindracea โดยเอนไซม์ลิเพสที่ผลิตจาก C. rugosa 

เรียกย่อว่า CRL จดัเป็นเอนไซม์ที่มีความส าคญัในอตุสาหกรรม เช่น การผลิตกรดไขมนัอิสระ การ

สงัเคราะห์สารเอสเทอร์ และความสามารถในการแยกสารผสมราซิมิก (racemic mixture) เป็นต้น 

 จากการศึกษาของ Brocca และคณะ (1998) ได้ท าการแยกและโคลนยีนลิเพสที่

แตกตา่งกนั และพบวา่ยีนลิเพสทัง้ 5 ยีน ของ C. rugosa ตัง้อยู่บนโครโมโซมเดียวกนั แสดงให้เห็น

วา่ยีนทัง้หมดเกิดจากการเพิ่มซ า้ของยีน (gene duplication)   

Lee และคณะ (1999) ศกึษากลุม่ยีนลิเพสและยีนที่เก่ียวข้องของ C. rugosa และระบช่ืุอ

เป็น Lip ซึ่งพบว่าลิเพสประกอบไปด้วยอย่างน้อย 5 ไอโซไซม์ เรียกว่า Lip1 ถึง Lip5 หรืออาจ

เรียกว่า CRL1 ถึง CRL5 โดยไอโซไซม์ทัง้หมดนีมี้ล าดับกรดแอมิโนที่คล้ายกันมาก แต่ก็พบว่ามี

คณุลกัษณะและความจ าเพาะต่อสารตัง้ต้นที่ต่างกนั และเม่ือศึกษาระดบัการแสดงออกของกลุ่ม

ยีน Lip จากแนวโน้มของปริมาณของเอ็มอาร์เอ็นเอและโปรตีนที่สร้างขึน้ โดยเรียงจากมากไปน้อย
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เป็นดังนี  ้Lip1, Lip3, Lip2, Lip5 และ Lip4 ตามล าดับ  และพบว่ายีนของ Lip1 และ Lip3 

แสดงออกได้อย่างต่อเนื่อง (constitutive gene) ในขณะที่ยีนอื่นต้องมีสารเหนี่ยวน าเพื่อการ

แสดงออก (inducible gene) 

นอกจากนี ้Lopez และคณะ  (2004) ได้ศกึษาแอกทิวิตีของลิเพสบริสทุธ์ิจาก C. rugosa 

คือ Lip1, Lip2 และ Lip3 ในน า้และสารตวัท าละลายอินทรีย์ พบวา่ Lip1 และ Lip3 มีความเสถียร

คล้ายๆ กัน ในขณะที่ Lip2 มีความเสถียรน้อยที่สุด และยังพบอีกว่า Lip3, Lip1 และ Lip2 มี

ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสของไตรเอซิลกลีเซอไรด์ที่แตกต่างกนั โดยเหมาะสมต่อ

ไตรเอซิลกลีเซอไรด์สายสัน้ สายกลาง และสายยาวตามล าดบั 

 

2.14 ลิเพสและยีนของ Aureobasidium  melanogenum  

A. melanogenum เป็นยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตลิเพสได้สูง โดย Vitisant และ

คณะ (2013) ได้ท าการคัดแยก A. melanogenum SRY14-3 จากแผ่นโฟมที่ปนเปือ้นน า้มัน ที่

เกาะสีชงั จงัหวดัชลบุรี โดยพบว่า A. melanogenum ไอโซเลต SRY14-3 มีความสามารถในการ

ผลิตลิเพสได้สงูกวา่ไอโซเลตอื่นมาก  

จากการศึกษาของ  (Wongwatanapaiboon และคณะ, 2016) ได้ท าการโคลนยีนลิเพส

จาก A. pullulans var. melanogenum SRY14-3 และน าไปแสดงออกใน P. pastoris เพื่อเพิ่ม

ความสามารถในการผลิตลิเพสพบว่าเม่ือเหนี่ยวน าด้วยเมทานอล 2 เปอร์เซ็นต์ ที่เวลา 6 วนัจะให้

ค่าแอกทิวิตีจ าเพาะสงูสดุ นอกจากนีย้งัได้ศกึษาสมบตัิของลิเพสที่ผลิตได้ด้วย  

จาการศกึษาของ Liu และคณะ (2008) ที่ศกึษาความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมจากลิเพส

ของ A. pullulans HN2.3 พบว่าการท างานของลิเพสเหมาะสมในสภาวะที่เป็นดา่ง pH 8.0  และ

อณุหภมูิที่เหมาะสมของลิเพสจาก  A. pullulans อยู่ในชว่ง 35-37  องศาเซลเซียส



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณ์ เคมีภณัฑ์ และวิธีด าเนินการวิจัย 

 

วัสดุอุปกรณ์ 
       

กระดาษกรองเบอร์ 1 (Filter paper)                                                          (Whatman, England) 

กระดาษกรอง PTFE 

(Membrane disc Filter, Dia. 47 mm, pore size 0.45 µm) 

กล้องจลุทรรศน์แบบคอนโฟคอลชนิดท่ีใช้เลเซอร์ในการสแกน 

(Confocal laser scanning microscope) 

(National scientific, 

USA) 

(Olympus, Japan) 

คอลมัน์โครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู     

(Model: Shim-pack VX-SIL, length 250 mm, i.d. 4.6 

mm) 

(Shimadzu, Japan) 

 

เคร่ืองกวนแท่งแม่เหลก็ (Magnetic stirring hotplate) (Thermolyne, USA) 

เคร่ืองเขย่าควบคมุอณุหภมูิ (Shaking incubator)           (Witeg wisd, Germany) 

เคร่ืองเขย่าผสมสาร (Vortex mixer)                                     (Vision Scientific, Korea) 

เคร่ืองควบคมุอณุหภมูิ (Water bath)                                                       (Memmert, Germany) 

เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู รุ่น LC-

20A    

(High Performance Liquid Chromatography, HPLC)  

(Shimadzu, Japan) 

 

(Shimadzu, Japan) 

เคร่ืองชัง่แบบละเอียด 4 ต าแหนง่ รุ่น HR-200 

(Digital balance)                                                   

(Diethelm, Thailand) 

เคร่ืองชัง่แบบละเอียด 4 ต าแหนง่ รุ่น OHAUS  

(Digital balance)                                                   

(Newyonghua, Thailand) 

เคร่ืองนึง่อบฆา่เชือ้ความดนัสงู (Autoclave)                (Daihan Scientific, Korea) 

เคร่ืองป่ัน (Blender)                (Moulinex, France) 
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เคร่ืองป่ันเหวี่ยงขนาดเลก็ (Microcentrifuge)                                       (Vision Scientific, Korea) 

เคร่ืองป่ันเหวี่ยงควบคมุอณุหภมูิ (Refrigerate 

centrifuge) 

เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ ่ (PCR  

thermo cycler) 

เคร่ืองถ่ายโอนดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า (gene pulser) 

เคร่ืองถ่ายเจล (Gel documentation) 

เคร่ืองท าเซลล์แห้ง (Freeze dryer) 

เคร่ืองอิเลก็โทรโฟรีซิส (Electrophoresis) 

(Hermle Labortechnik, 

Germany) 

(Biorad, USA) 

                             

                           (Biorad, USA) 

                            (Biorad, USA) 

                      (MechaTech,UK) 

               (Bio-Active, Thailand) 

เคร่ืองวดัความเป็นกรด-เบส  

(IQ Scientific Instruments pH meter) 

 (P.Intertrade, Thailand) 

เคร่ืองวดัค่าการดดูกลืนแสง 

(Epoch Microplate reader spectrophotometer)   

เคร่ืองวดัค่าดดูกลืนแสง 

(Victor3™ Plate Reader) 

                    (BioTek, USA)  

            

            (PerkinElmer, USA) 

ชดุกรองสารแบบสญูญากาศ (Suction flask, Buchner funnel)  (Sartorius, Germany) 

ป๊ัมกรองสารเคมีส าหรับการวิเคราะห์ (Vacuum pump)                           (GAST, USA) 

ตวักรองไนลอน  

(Syringe Filter Nylon, Dia. 13 mm, pore size 0.22 µm) 

(National scientific, USA) 

ตวักรอง PTFE  

(Syringe Filter PTFE, Dia. 13 mm, pore size 0.22 µm) 

(National scientific, USA) 

ดีเทคเตอร์อีแอลเอสดีส าหรับเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบ

สมรรถนะสงู (Evaporative Light Scattering Detector, ELSD) 

(Shimadzu,Japan) 

ตู้บม่เชือ้ (Incubator)                                                                   (Schwabach, Germany) 

ตู้ปลอดเชือ้  (Streamline Laboratory products, 
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(Vertical Laminar Flow Cabinet)                                                     Singapore) 

ตู้อบฆ่าเชือ้ (Hot air oven)                                                                        (Schwabach, Germany) 

หลอดรังสีอลัตราไวโอเลต (UV lamp)                                                             (Sylvania, Japan) 

 

สารเคม ี
 

กรดซิตริก (Citric acid) (Ajax Finechem, New 

Zealand) 

กรดฟอร์มิก (Formic acid)                                                                            (Scharlau, Spain) 

กรดปาล์มิติก (Palmitic acid)             (Sigma, USA) 

กรดปาล์มิติกเมทิลเอสเทอร์ (Palmitic acid methyl ester)               (Sigma, USA) 

กรดไฮโครคลอริก (HCl)  

กลีเซอรอล (Glycerol)                                                                         

                (Labscan,Thailand) 

                         (Univar, india) 

คลอโรฟอร์ม (Chloroform) 

ชดุสกดัดีเอ็นเอจากเจล (Gel extraction kit)      

ชดุโคลนนิง pJET 1.2 blunt (CloneJET PCR Cloning Kit) 

ชดุ DNA purification (DNA purification kit)                     

ชดุ NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix 

           (Labscan, Thailand) 

(Thermo Scientific, USA) 

(Thermo Scientific, USA) 

(Thermo Scientific, USA) 

(Biolab,USA) 

ซีโอซิน (Zeocin) 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)  

โซเดียมซิเตรท (Sodium citrate) 

(invitrogen, Sweden)   

 (Ajax Finechem, Australia) 

(Ajax Finechem, Australia) 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 

ซอร์บิทอล (Sorbitol) 

 (Scharlau, Spain) 

(Univar, India) 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4)    

ทริส (Tris)   

   (Ajax Finechem, Australia) 

(Ajax Finechem, Australia) 
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น า้มนัปาล์ม (Palm oil)  (บริษัทมรกต จ ากดั, Thailand) 

น า้ตาลกลโูคส (D-Glucose)     (Ajax Finechem, Australia) 

น า้ตาลซูโครส (Sucrose)  

บฟัเฟอร์ 10x T4 DNA ligase (10x T4 DNA ligase buffer) 

บฟัเฟอร์ B (10x B buffer) 

บฟัเฟอร์ BamHI (10x BamHI  buffer ) 

บฟัเฟอร์ O (10x O buffer) 

บฟัเฟอร์ R (10x R buffer) 

บฟัเฟอร์ Tango (10x Tango buffer) 

   (Ajax Finechem, Australia) 

(Thermo Scientific, USA) 

(Thermo Scientific, USA) 

(Thermo Scientific, USA) 

(Thermo Scientific, USA) 

(Thermo Scientific, USA) 

(Thermo Scientific, USA) 

โบไวน์ซีรัมอลับมูิน (Bovine Serum Albumin, BSA)    (Merck, Germany) 

ไบโอติน (Biotin) (Biobasic, Canada) 

เปปโตน (Peptone)                                                                                      (Difco, France) 

พารา-ไนโตรฟีนอล (p-Nitrophenol, pNP)     (Fluka, Switzerland) 

พารา-ไนโตรฟีนิลลอเรต (p-Nitrophenyl Laurate: C12, pNPL)   

พารา-ไนโตรฟีนีลบิวทิเรต (p-nitrophenyl butyrate, pNPB)    

           (Sigma, USA) 

    (Aldrich,Germany)        

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)        

โพลีเอทิลีน ไกลคอล  4000   Polyethylene Glycol 4000 

(PEG 4000)                    

(Merck, Germany) 

 

(Thermo scientific, USA) 

เมทานอล (Methanol)                                                                              (Labscan, Thailand) 

แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4∙7H2O)   

ยีสต์ ไนโตรเจน เบส (Yeast nitrogen base)  

(Merck, Germany) 

(Difco, France) 

สารแบรดฟอร์ด (Bradford’s reagent) (Biorad,USA) 

สารสกดัจากมอลต์ (Malt extract) (Himedia, India) 

สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) 

สารมาตรฐานผสมแฟตตีแอซิตเมทิลเอสเทอร์คาร์บอน 12-

(Himedia, India) 

(Sigma,USA) 
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24 (Standard  Mix Fatty acid methyl ester C12-C24) 

สาร  Anti Flag M2  

สาร Alexa  Fluor 647 dye Goat anti-mouse IgG (H+L) 

 

(Sigma,USA) 

(Thermo scientific, USA) 

อะซิโตน (Acetone) 

เอ็นไซม์ตดัจ าเพาะ EcoRI, NotI, 

BstBI,DraI,PmeI,XhoI,ArvII 

               (Labscan, Thailand) 

(Thermo scientific, USA) 

เอทิลแอซีเทต (Ethyl acetate) 

เอ็นไซม์ T4 DNA ligase                                                                               

แอมพิซิลลิน (Ampicillin) 

(Labscan, Thailand) 

(Thermo scientific, USA) 

(Biobasic, Canada) 

เฮกเซน (n-Hexane) (Fisher, Thailand) 

1-โมโนโอเลออย-แร็ก-กลีซอรอล  

(1-Monooleoyl-rac-glycerol: C18:1-CIS-9, MAG)  

            (Sigma, USA) 

 

1,2-ไดโอเลออย-แร็ก-กลีซอรอล  

(1,2-Dioleoyl-rac-glycerol: C18:1-CIS-9, 1,2-DAG) 

                          (Sigma,USA.) 

1,3-ไดโอเลอิน-แร็ก-กลีซอรอล 

(1,3-Diolein: C18:1-CIS-9, 1,3-DAG) 

(Sigma,USA.) 

2-โพรพานอล (2-propanol,Isopropyl alcohol: (CH3)2CHOH) 

2-เมทิล-2บิวทานอล (2-methyl-2 butanol) 

 

 

 

(Labscan,Thailand) 

(Aldrich, Germany) 
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วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 เพาะเลีย้ง C. rugosa ที่ภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตลิเพสและการท าปฏิกิ ริยา
ไฮโดรไลซิส 

             เลีย้งยีสต์ในอาหารกึ่งแข็ง Yeast Malt Agar (YMA) (ภาคผนวก ก) ให้เป็นโคโลนีเดี่ยว

บนจานเพาะเชือ้ แล้วเข่ียโคโลนี เดี่ยวไปเลีย้งต่อในอาหารเหลว Yeast Malt Broth (YMB)  

(ภาคผนวก ก)  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าที่อณุหภมูิ 30 

องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายหวัเชือ้ลงในอาหาร

เหลวส าหรับผลิตลิเพส (lipase production medium for C. rugosa : LPMC) (ภาคผนวก ก) ที่

ปรับให้เหมาะสมส าหรับการเลีย้งเชือ้ C. rugosa โดยเร่ิมต้นหัวเชือ้ในอาหารเหลวส าหรับผลิตลิ

เพสที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.3-0.4 ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตร ใน 

ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร พร้อมทัง้เติมน า้มันปาล์ม 3 เปอร์เซ็นต์ เพื่อเหนี่ยวน าให้ผลิตลิเพส 

บ่มแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ชัว่โมง 

(Theerachat และคณะ, 2017) และน าตวัอย่างที่ได้ไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 

อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท าการเก็บสว่นใสมาทดสอบค่ากิจกรรมของปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสของลิเพสโดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตัง้ต้น และแยกกรดไขมนัอิสระจาก

น า้มันปาล์ม (ส่วนบน)  ไปใช้เป็นตัวเหนี่ยวน าให้ A. pullulans var. melanogenum  SRY 14-3  

ผลิตเอนไซม์ลิเพสตอ่ไป   

ส าหรับการวิเคราะห์กรดไขมนัอิสระจะน าตวัอย่างที่ได้ทัง้ฟลาสก์ไปสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม 

2-3 ชั่วโมง จากนัน้ ป่ัน เหวี่ยงที่  10,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 10 นาที  เก็บตัวอย่างชัน้

คลอโรฟอร์ม แล้วน าไประเหย จากนัน้น าไปตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงไปเป็นกรดไขมนัอิสระด้วย 

เทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromato 

graphy : HPLC) ตามวิธีการในข้อ 3.3.4 
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3.2 การหาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตลิเพสของ A. pullulans var. melanogenum  SRY 
14-3   โดยใช้กรดไขมันอสิระจากน า้มันปาล์มเป็นตัวเหน่ียวน า และตรวจสอบอัตราการ
เจริญเติบโต 

3.2.1 การหาภาวะที่เหมาะต่อการผลิตลิเพสของ A. pullulans SRY 14-3   โดยใช้กรด

ไขมนัอิสระจากน า้มนัปาล์มเป็นตวัเหนี่ยวน า  

        เลีย้งยีสต์ในอาหาร YMA ให้เป็นโคโลนีเดี่ยวบนจานเพาะเชือ้ แล้วเข่ียโคโลนีเดี่ยวไป

เลีย้งต่อในอาหาร YMB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าที่

อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ถ่าย

หวัเชือ้ลงในอาหารเหลวสตูรส าหรับผลิตลิเพส  (lipase production medium for A. pullulans  : 

LPMP) โดยเร่ิมต้นหัวเชือ้ในอาหารที่ค่าการดูดกลืนแสงที่  600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.3-0.4  

ปริมาตรอาหาร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ในอาหารที่ประกอบด้วยความ

เข้มข้นของกรดไขมนัอิสระ 1 2 3 4 และ 5 เปอร์เซนต์ ที่ได้จากการทดลองในข้อ 3.1 เพื่อเหนี่ยวน า

ให้ผลิตลิเพส บ่มแบบเขย่าที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 168 ชั่วโมง และน าตัวอย่างที่ได้ไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท าการเก็บสว่นใสมาทดสอบค่ากิจกรรมของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

ของลิเพสโดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นสารตัง้ต้น 

 

3.2.2  การศกึษาการเจริญของ A. pullulans  var. melanogenum  SRY 14-3   และ

กิจกรรมจ าเพาะของลิเพสที่เวลาตา่งๆ  

                      ศกึษาการเจริญของ A. pullulans  var. melanogenum  SRY 14-3   โดยเลีย้งเชือ้

ด้วยอาหารเหลว YMB เพื่อเพิ่มปริมาณเชือ้ บ่มที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็วรอบ 

200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายหวัเชือ้ลงในอาหารเหลวส าหรับผลิตลิเพสสตูร

ปรับปรุงที่ได้จากการศกึษามาในข้อ 3.2.1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บม่แบบเขย่าที่อณุหภมูิ 30 องศา

เซลเซียส ด้วยความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที จากนัน้ศกึษาการเจริญด้วยวิธี colony forming unit 

โดยเก็บตัวอย่างที่เวลา 3 6 9 12 18 24 48 72 96 120 144 และ 168 ชั่วโมง ด้วยการดูดสาร

แขวนลอยเซลล์ยีสต์ที่ช่วงเวลาที่แตกต่างกนันี ้ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาท าเป็นสารละลายเจือ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 38 

จางลดความเข้มข้นลงตามล าดบัด้วยโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ท าการเจือจางเป็น 10-1 ถึง 

10-8 จากนัน้ท าการดดูสารแขวนลอยเซลล์ยีสต์ที่ผ่านการเจือจางแล้ว ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มา

เกลี่ยให้เชือ้แพร่กระจายลงบนอาหารเลีย้งเชือ้กึ่งแข็ง และน าไปบ่มที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 168 ชัว่โมง นบัจ านวนเซลล์ยีสต์ที่อยู่บนจานเพาะเชือ้ โดยเลือกตวัอย่างในจานเพาะเชือ้

ที่มีจ านวนเซลล์ยีสต์ระหว่าง 30 - 300 โคโลนี จากนัน้เก็บตวัอย่างที่เหลือมาป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 

10,000 รอบต่อนาที ควบคุมอุณหภูมิที่   4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใสไป

วิเคราะห์กิจกรรมของลิเพสที่ยีสต์ผลิตได้ แล้วน ามาสร้างกราฟระหว่างการเจริญเติบโต และการ

ผลิตลิเพสของยีสต์ที่เวลาตา่งๆ 

 

3.2.3 การวดักิจกรรมของเอนไซม์ลิเพส ของ C. rugosa  และ A. pullulans var. 

melanogenum 14-3 

                      เก็บตวัอย่างที่ได้มาแยกเซลล์โดยการป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที ที่ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บสว่นใสท่ีได้ไปวิเคราะห์กิจกรรมของลิเพส  วิเคราะห์ด้วยวิธี 

สเปกโตรโฟโตมิทรี โดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรต (p-nitrophenyl butyrate : p-NPB) ความ

เข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ เป็นสารตัง้ต้น หาปริมาณพารา-ไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol : p-NP) ซึ่ง

เป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยา โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตร เปรียบเทียบ

ปริมาณพารา-ไนโตรฟีนอลที่เกิดขึน้ในปฏิกิริยาจากกราฟมาตรฐานที่ใช้สารละลายพารา-ไนโตร

ฟีนอลความเข้มข้น 0-0.24 มิลลิโมลาร์  

                   ก าหนดให้ 1 หน่วยเอนไซม์ (Unit : U) มีค่าเท่ากับปริมาณของเอนไซม์ที่สามารถ

เปลี่ยนพารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรตเป็นพารา-ไนโตรฟีนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมลต่อนาที ที่อณุหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส (Piamtongkam และคณะ, 2011) (ภาคผนวก ข) 

 

3.2.4  วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทัง้หมด 

           เก็บตัวอย่างที่ ได้มาวัดปริมาณของโปรตีนทัง้หมดด้วยวิธีของแบรดฟอร์ด 

(Bradford’s method) ที่ ค่ าการดูดกลืนแสง 595 นาโน เมตร วัดค่ าการดูดกลืนแสงแล้ว

เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนทัง้หมดในสารละลายตวัอย่าง จากกราฟมาตรฐานซึ่งใช้สารละลาย
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มาตรฐานจากซีรัมของลกูววั (Bovine serum albumin, BSA) ที่มีปริมาณโปรตีน 0-0.4 มิลกรัมต่อ

มิลลิลิตร (Bradford, 1976)  

3.3 หาภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏกิิริยาเอสเทอริฟิเคชันจากกรดไขมันอิสระของน า้มัน
ปาล์ม โดยใช้ A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3 เป็นตัวเร่งปฏกิิริยา   

3.3.1 การเตรียมตวัเร่งปฎิกิริยาชีวภาพทัง้เซลล์  A. pullulans var. melanogenum 14-3 

         น าโคโลนีเดี่ยวของยีสต์ A. pullulans  var. melanogenum 14-3 จากอาหารเลีย้ง

เชือ้กึ่งแข็งมาเลีย้งลงในอาหารเหลว  YMB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 

มิลลิลิตร บ่มแบบเขย่าที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง จากนัน้ท าการถ่ายหวัเชือ้ จากอาหาร YMB  ลงในอาหารเหลวสตูรส าหรับเลีย้งเพื่อผลิต

ลิเพสที่ปรับให้เหมาะสมส าหรับการเลีย้งยีสต์ A. pullulans  var. melanogenum 14-3  โดยการ

เติมกรดไขมนัอิสระ 3 เปอร์เซนต์โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ที่ได้จากการทดลองข้อ 3.2.1 ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยู่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยเร่ิมต้นหวัเชือ้ในอาหารเหลวส าหรับ

ผลิตลิเพสที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.3-0.4 จากนัน้น าไปบ่มแบบเขย่าที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ชั่วโมง ซึ่งเป็น

ชัว่โมงที่มีคา่กิจกรรมของเอนไซม์สงูสดุ จากการทดลองในข้อ 3.2.1 

 

3.3.2 ศกึษาผลของอตัราสว่นโดยโมลของกรดไขมนัอิสระต่อเมทานอลที่เหมาะสมต่อการ

ท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัเร่งปฏิกิริยาด้วย A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3 ในการ

ผลิตไบโอดีเซล  

              โดยใช้อตัราส่วนโดยโมลของกรดไขมนัอิสระต่อเมทานอลต่างๆ กนั ได้แก่ 1:1, 1:2, 

1:3, 1:4 และ 1:5 โดยแบ่งเติมเมทานอล ออกเป็นระยะ (แต่ละครัง้มีจ านวนโมลและระยะเวลาใน

การเติมเมทานอลที่เท่ากัน) ท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 

รอบต่อนาที ใช้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 72 ชั่วโมง จากนัน้เก็บตัวอย่างผลิตภัณฑ์ปริมาณ 500 

ไมโครลิตร  น าไปสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม 2-3 ชัว่โมง จากนัน้ป่ันเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 10 นาที เก็บตวัอย่างส่วนใสชัน้บน (ชัน้คลอโรฟอร์ม) ท าการระเหยชัน้คลอโรฟอร์ม จากนัน้

น าตวัอย่างไปตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงไปเป็นไบโอดีเซลหรือ Fatty Acid Methyl Ester (FAME) 
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ด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู (Leelaruji และคณะ, 2013; Shimada 

และคณะ, 2002) เลือกอตัราสว่นโดยโมลของกรดไขมนัอิสระต่อเมทานอลท่ีให้ไบโอดีเซลสงูสดุไป

ใช้ในการทดลองต่อไป 

 

3.3.3 ศกึษาผลของอณุหภมูทิี่เหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัเร่งปฏิกิริยา

ด้วย A. pullulans var. melanogenum  SRY 14-3 ในการผลิตไบโอดีเซล  

                     เติมอัตราส่วนโมลของกรดไขมันอิสระต่อเมทานอลที่ให้ไบโอดีเซลสูงสุดจากข้อ 

3.3.2 ที่อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาต่างๆ  ได้แก่ 25, 30, 35, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส ใช้

เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 72 ชั่วโมง เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที จากนัน้เก็บตัวอย่าง

ผลิตภัณฑ์ปริมาณ 500 ไมโครลิตร  น าไปสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม 2-3 ชั่วโมง จากนัน้ป่ันเหวี่ยงที่ 

10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บตวัอย่างสว่นใสชัน้บน (ชัน้คลอโรฟอร์ม) ท าการระเหย

ชัน้คลอโรฟอร์ม จากนัน้น าตัวอย่างไปตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงไปเป็นไบโอดีเซลหรือ FAME  

ด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

 

3.3.4 การตรวจสอบการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัจากผลการ

วิเคราะห์ปริมาณกรดไขมนัอิสระและเมทลิเอสเทอร์ที่เกิดขึน้ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลว

แบบสมรรถนะสงู 

3.3.4.1 การเตรียมเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู (Shimadzu 

LC-20 A series, Japan) 

                                     เตรียมสาร 2 ชนิด ส าหรับเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ได้แก่ สารเอ 

ประกอบด้วยเฮกเซน (100 v/v) สารบี ประกอบด้วย เฮกเซน : ไอโซโพรพานอล : เอสทิลอะซิเตต  

(42.5 : 10 : 5 v/v) สารในสายล้างเข็ม (injector) ประกอบด้วย เฮกเซน (100 v/v) ที่อตัราการไหล

เท่ากบั 1.5 มิลลิลิตรต่อนาที  ใช้ Shim-pack VX-SIL ความยาว 250 มิลลิเมตร เส้นผ่านศนูย์กลาง 

4.6 มิลลิเมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร โดยใช้ ELSD เป็นเคร่ืองตรวจวัด (detector) 

ส าหรับเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู 
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3.3.4.2 การเตรียมตวัอย่างส าหรับฉีด โครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

             น าตวัอย่างที่ได้จากการท าปฏิกิริยาในข้อ 3.1, 3.3.2 และ 3.3.3 ที่ระเหย

คลอโรฟอร์มออกไปแล้ว ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ละลายในเฮกเซน 990 ไมโครลิตร เพื่อท าให้เจือ

จาง จากนัน้ฉีดตัวอย่างลงในเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง ปริมาณ 20 

ไมโครลิตร เพื่อวดัปริมาณกรดไขมนัที่เกิดขึน้ส าหรับปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และวดัปริมาณกรดไขมนั

อิสระท่ีเหลือ หรือปริมาณผลิตภณัฑ์ที่เกิดขึน้ส าหรับปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนั จากนัน้น าข้อมลูที่ได้

ไปค านวณหาเปอร์เซ็นต์การเปลี่ยนแปลงของไตรกลีเซอไรด์ ไดกลีเซอไรด์ โมโนกลีเซอไรด์ เมทิล

เอสเทอร์ ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู (Leelaruji และคณะ, 2013) 

 

3.4 การสร้างสายพันธ์ุยีสต์ P.  pastoris KM 71 ที่มกีารแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจาก
ยีสต์ C. rugosa และ A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3 ที่ผิวเซลล์ 
 

3.4.1 การเตรียมเวกเตอร์เพื่อใช้ในการโคลนนิ่งเอนไซม์ลิเพสและโปรตีนฐาน (anchoring 

protein) ส าหรับการแสดงออกท่ีผิวเซลล์ยีสต์ 

         น าเวกเตอร์ pPICZαA (Invitrogen) มาท าการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ ได้แก่ (1) 

NotI กับ  EcoRI และ  (2)  NotI กับ  BstBI  ได้ เป็ น  pPICZαA/NotI/EcoRI (3,543 bp) และ 

pPICZαA/NotI/BstBI (3,268 bp)  ซึง่เวกเตอร์ที่ผ่านการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะนีจ้ะถกูน าไป

ท าการเชื่อมตอ่ (ligation) กบัยีนสร้างเอนไซม์ลิเพสและโปรตีนฐานตอ่ไป 

 

3.4.2 การเตรียมยีนสร้างเอนไซม์ลิเพสจากเชือ้ A. pullulans var. melanogenum และ

โปรตีนฐานส าหรับเช่ือมต่อกบัเวกเตอร์                                                                                                   

       ท าการสงัเคราะห์ยีนสร้างเอนไซม์ลิเพสจากเชือ้ A. pullulans var. melanogenum 

SRY 14-3   (Wongwatanapaiboon และคณะ, 2011) คือ N-term AML และ C-term AML_Stop 

และสังเคราะห์ชิน้ส่วนโปรตีนฐาน คือ  11-kp Anchor และ PpPIR1 Anchor flag จากนัน้น า

ชิน้ส่วน DNA ที่สังเคราะห์ขึน้มาท าการ sub-cloning โดยการเช่ือมต่อกับเวกเตอร์ pJET 1.2 

Blunt แล้วจึงท าการส่งถ่ายเข้าสู่เซลล์ E. coli DH5 ด้วยวิธี Heat shock  จากนัน้ตรวจสอบผล
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การเช่ือมต่อยีนที่ ต้องการด้วยวิธี restriction digestion โดยการน าพลาสมิดที่ได้มาตัดด้วย

เอนไซม์ตดัจ าเพาะ BglII   หรือวิธี colony PCR แล้วจึงน าพลาสมิดที่ผ่านการตรวจสอบไปยืนยนั

ผลด้วยวิธี DNA sequencing ต่อไป 

                  น าชิน้ส่วนโปรตีนฐานและยีนที่สร้างเอนไซม์ลิเพสมาเช่ือมต่อกันด้วยวิธี Gene 

assembly  โดยที่ยีนสร้างเอนไซม์ลิเพส  N-term AML (1,212 คู่เบส)คู่กับโปรตีนฐาน  11-kp 

Anchor (1,038 คูเ่บส) และโปรตีนฐาน PpPIR1 Anchor flag (1,233 คูเ่บส) คูก่บัยีนสร้างเอนไซม์

ลิเพส  C-term AML_Stop (1,236 คู่เบส) และเพิ่มปริมาณชิน้ส่วนคู่ของโปรตีนฐานกับชิน้ยีน

ดังกล่าวโดยวิธี PCR   และท าการ sub-cloning โดยการเช่ือมต่อกับเวกเตอร์ pJET 1.2 Blunt 

แล้ว transformation เข้าสู่เซลล์ E. coli DH5 ด้วยวิธี Heat shock  จากนัน้ตรวจสอบผลการ

เช่ือมต่อยีนที่ต้องการด้วยวิธี colony PCR แล้วจึงน าพลาสมิดที่ผ่านการตรวจสอบไปยืนยันผล

ด้วยวิธี DNA sequencing ต่อไป  

                 หลงัจากตรวจสอบผล DNA sequencing ของพลาสมิดแล้ว จะน าเอนไซม์ตดัจ าเพาะ

ตดัชิน้ส่วนคู่โปรตีนฐานกับชิน้ยีนออกจากเวกเตอร์ pJET 1.2 Blunt โดยที่คู่ของ N-term AML & 

11-kp Anchor  จะตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ NotI กับ EcoRI  ได้เป็น N-term AML & 11-kp 

Anchor /NotI /EcoRI และ PpPIR1 Anchor flag & C-term AML_Stop  จะตัดด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะ NotI กบั BstBI ได้เป็น PpPIR1 Anchor flag & C-term AML_Stop /NotI /BstBI    

 

3.4.3 การสร้างเวกเตอร์ pPICZαA ที่มีโปรตีนฐานเช่ือมต่อกบัยีนสร้างเอนไซม์ลิเพส  

                    น าชิน้สว่นคูโ่ปรตีนฐานและยีนสร้างเอนไซม์ลิเพสดงักลา่วมาเชื่อมตอ่กนักบัเวกเตอร์

ที่เตรียมไว้แล้วจากข้อ 3.4.2  ด้วยเอนไซม์ T4 ligase โดยจะเช่ือมต่อ pPICZαA/NotI/EcoRI เข้า

กับ N-term AML & 11-kp Anchor/NotI/EcoRI (ได้เป็น pPICZαA_ AML_11-kp) และเช่ือมต่อ 

pPICZαA/NotI/BstBI เข้ากบั PpPIR1 Anchor flag & C-term AML_Stop /NotI /BstBI  (ได้เป็น 

pPICZαA_PpPIR1_AML)  
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ท าการส่งถ่ายเวกเตอร์ pPICZαA_ AML_11-kp (ประมาณ 5,645 คู่ เบส)และ pPICZαA_ 

PpPIR1_AML (ประมาณ 5,582 คู่เบส) เข้าสู่เซลล์ E. coli DH5α ด้วยวิธี Heat shock  จากนัน้

ตรวจสอบผลการเช่ือมต่อเวกเตอร์กบัโปรตีนฐานและยีนสร้างเอนไซม์ลิเพสด้วยวิธี colony PCR 

แล้วจงึน าพลาสมิดท่ีผ่านการตรวจสอบไปยืนยนัผลด้วยวิธี DNA sequencing ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.1 โครงสร้าง pPICZαA_ AML_11-kp  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.2 โครงสร้าง pPICZαA_ PpPIR1 _AML   
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3.4.4  การสร้างสายพนัธุ์ยีสต์ P. pastoris KM71 ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจาก

เชือ้ A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3   ที่ผิวเซลล์ 

                      ท าการส่งถ่าย  (1)  pPICZαA_AML-11-kp และ (2)  pPICZαA_PpPIR1_ AML 

เข้าสูย่ีสต์ P. pastoris  KM71 ด้วยวิธีสง่ถ่ายด้วยกระแสไฟฟ้าจากนัน้ตรวจสอบโคลนของยีสต์ที่มี

การแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสบนผิวเซลล์ด้วยวิธี colony PCR  และ น าโคลน P. pastoris/ 

pPICZαA_AML-11-kp และ P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1_AML ไปเลีย้งในอาหารคดัเลือกที่

มียาฏิชีวนะ Zeocin ที่ความเข้มข้น 100-1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนัน้สุ่มเลือกโคลนที่

สามารถเจริญเติบโตได้  และท าการเพาะเลีย้งใน  tube ขนาด 50 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

เป็นเวลา 5 วนั  เพื่อคดัเลือกโคลนที่มีแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์สงูที่สดุเพื่อคดัเลือกไป

ศึกษาในระดับ shake flask ต่อไป และหาปริมาณเมทานอลที่เหมาะสมในการเหนี่ยวน าให้เกิด

การแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ โดยวดัแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ติดต่อกัน

เป็นเวลา 7 วนั  

 

3.4.5 การสร้างสายพนัธุ์ยีสต์ P. pastoris ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจากยีสต์ 

Candida rugosa ที่ผิวเซลล์                                                                                                

3.4.5.1 การสร้างเวกเตอร์ pPICZαA ที่มีโปรตีนฐานเช่ือมต่อกบัยีนสร้างเอนไซม์    

ลิเพส CRL ของ C. rugosa  

                        จากผลการทดลองในข้อ 3.4.4 พบว่า P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1-

AML_C6   มีค่ าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิ เพสที่ ผิ ว เซลล์สูงสุด  จึงน าเวกเตอร์ pPICZαA_ 

PpPIR1 _AML ม า ใ ช้ ใน ก า ร เ ช่ื อ ม ต่ อ กั บ ยี น  CRL ข อ ง  C. rugosa โด ย น า เว ก เต อ ร์ 

pPICZαA_PpPIR1_AML มาตดัส่วนยีน AML ออก ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ XhoI และ AvrII ได้

เป็น pPICZαA_PpPIR1/XhoI/AvrII  (4,391bp) ซึง่เวกเตอร์ที่ผ่านการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ

นีจ้ะถกูน าไปท าการเช่ือมต่อ (ligation) กบัยีนสร้างเอนไซม์ลิเพส CRL1 และ CRL3 ต่อไป 
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3.4.5.2 การเตรียมยีนสร้างเอนไซม์ลิเพส CRL1 และ CRL3 และสร้างเวกเตอร์ที่

มีโปรตีนฐานเช่ือมต่อกบัยีนสร้างเอนไซม์ลิเพส CRL1 และ CRL3 

                                    ท าการสังเคราะห์ยีนสร้างเอนไซม์ลิเพสจากยีสต์ C. rugosa ได้แก่  

CRL1 (1,606 bp) และ CRL3 (1,606 bp) จากนัน้น าชิน้ส่วน DNA ที่สังเคราะห์ขึน้มาท าการ 

sub-cloning โดยการเชื่อมตอ่กบัเวกเตอร์ pJET 1.2 Blunt แล้วจงึท าการสง่ถ่ายเข้าสูเ่ซลล์ E. coli 

DH5 ด้วยวิธี Heat shock  จากนัน้ตรวจสอบผลการเช่ือมต่อยีนที่ต้องการด้วยวิธี restriction 

digestion โดยการน าพลาสมิดที่ได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  XhoI และ AvrII แล้วจึงน า

พลาสมิดที่ผ่านการตรวจสอบไปยืนยนัผลด้วยวิธี DNA sequencing ต่อไป  

                            หลงัจากตรวจสอบผล DNA sequencing ของพลาสมิดแล้ว จะน าเอนไซม์

ตดัจ าเพาะ XhoI และ AvrII ตดัชิน้ยีน ออกจากเวกเตอร์ pJET 1.2 Blunt หลงัจากนัน้จะเช่ือมต่อ

เวกเตอร์ที่มีโปรตีนฐาน pPICZαA_PpPIR1/ XhoI/AvrII ที่ได้จากข้อ 3.4.5.1  กบัยีนสร้างเอนไซม์

ลิ เพส CRL1/ XhoI/AvrII  และ CRL3/XhoI/AvrII ด้วยเอนไซม์ T4 ligase ได้เป็น pPICZαA_ 

PpPIR1_CRL1 (ประมาณ 6.006 คู่เบส) และ pPICZαA_PpPIR1_ CRL3 (ประมาณ 6.006 คู่

เบส)  ตามล าดบั 

 
 
 
 

     
 
 
 

ภาพที่ 3.3 แสดง pPICZαA_ PpPIR1 _CRL1  

 
 

 

ภาพที่ 3.3 โครงสร้าง pPICZαA_ PpPIR1 _CRL1 
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ภาพที่ 3.4 โครงสร้าง pPICZαA_ PpPIR1_CRL3 
 

3.4.5.3 การสร้างสายพนัธุ์ยีสต์ P. pastoris ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพส 

CRL ที่ผิวเซลล์ 

                        ท าการส่งถ่าย (1) pPICZαA_PpPIR1_ CRL1 และ (2)  pPICZαA_ 

PpPIR1_ CRL3 เข้าสู่ยีสต์ P. pastoris  ด้วยวิธีส่งถ่ายด้วยกระแสไฟฟ้าจากนัน้ตรวจสอบโคลน

ของยีสต์ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสบนผิวเซลล์ด้วยวิธี colony PCR  และน าโคลน P. 

pastoris/ pPICZαA_PpPIR1_ CRL1  และ P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1_ CRL3 ที่ผ่านการ

ตรวจสอบไปเลีย้งในอาหารคดัเลือกที่มียาฏิชีวนะ Zeocin ที่ความเข้มข้น 100-1,000 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร จากนัน้สุ่มเลือกโคลนที่สามารถเจริญเติบโตได้   มาท าการเพาะเลีย้งใน tube ขนาด 

50 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 วนั  เพื่อคดัเลือกโคลนที่มีแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพส

ที่ผิวเซลล์สงูที่สดุ  ไปศึกษาในระดบั shake flask ต่อไป และหาปริมาณเมทานอลที่เหมาะสมใน

การเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ โดยวดัแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่

ผิวเซลล์ติดตอ่กนัเป็นเวลา 7 วนั 
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3.4.6 การถ่ายโอนรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pPICZαA เข้าสูย่ีสต์ P. pastoris KM71 ด้วย

วิธีสง่ถ่ายด้วยกระแสไฟฟ้า 

         ตั ด พ ล าสมิ ด  (1)  pPICZαA_AML-11-kp (2)  pPICZαA_PpPIR1 _ AML (3) 

pPICZαA_ PpPIR1_ CRL3 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ DraI และตัดพลาสมิด (4) pPICZαA_ 

PpPIR1 _ CRL1 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ PmeI ให้อยู่ในรูปเส้นตรง (linear form) จากนัน้น ารี

คอมบิแนนท์พลาสมิด ที่อยู่ในรูปเส้นตรงแล้วสง่ถ่ายเข้าสูย่ีสต์ P. pastoris KM71  โดยน าคอมพลี

เทนต์เซลล์ของยีสต์ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมกับรีคอมบิแนนท์ที่อยู่ในรูปเส้นตรงแล้ว        

ความเข้มข้น 5-10 ไมโครกรัม ผสมให้ เข้ากันใน  microcentrifuge tube จากนัน้ดูดใส่ใน 

electroporation cuvette ขนาด 2 เซนติเมตร ที่เย็นแช่ไว้ในน า้แข็ง 5 นาที จากนัน้ท าการถ่ายโอน

รีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่ยีสต์ด้วยกระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 1,500 โวลต์ ความจุ

ไฟฟ้า 25 ไมโครฟารัด ความต้านทานไฟฟ้า 200 โอห์ม จากนัน้เติมซอร์บิทอลความเข้มข้น 1 โม

ลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่เย็นทนัที ถ่ายลง tube ที่ปลอดเชือ้ และน าไปบ่มที่อณุหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้เติมอาหารเหลว YPD 1 มิลลิลิตร และน าไปบ่มที่อณุหภมูิ 30 

องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ดดูเชือ้ 50-100  ไมโครลิตร 

มาเกลี่ยให้เชือ้กระจายบนอาหารกึ่งแข็ง YPD  ที่มีสว่นผสมของยาปฏิชีวนะ Zeocin ความเข้มข้น 

100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  บ่มที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั  ตรวจสอบโคลน

ของยีสต์ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสบนผิวเซลล์ด้วยวิธี colony PCR  และน าโคลนที่ผ่าน

การตรวจสอบไปเลีย้งในอาหารคัดเลือกที่ มียาฏิ ชีวนะ Zeocin ที่ความเข้มข้น  100-1,000 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

 

3.4.7 การหาความเข้มข้นของเมทานอลท่ีเหมาะสมในการเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออก

ของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ 

               น าโคลนยีสต์ที่มีแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์สงูที่สดุในระดบั small scale 

มาเลีย้งในอาหาร YPD ที่ มียาฏิชีวนะ Zeocin ปริมาณ 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้เปลี่ยนไปเลีย้งในอาหาร BMGY 
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(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร โดยก าหนดให้ OD600 เร่ิมต้นในอาหาร BMGY เท่ากบั 1  บ่ม

ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และเปลี่ยนไปเลีย้ง

ในอาหาร BMMY (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยให้ OD600 เร่ิมต้นในอาหาร BMMY 

เท่ากบั 10  และหาปริมาณเมทานอลท่ีเหมาะสมในการเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกของเอนไซม์

ลิเพสที่ผิวเซลล์ โดยในอาหาร BMMY จะเหนี่ยวน าด้วยการเติมเมทานอลให้ความเข้มข้นเมทา

นอลสุดท้ายเท่ากับ 1 2 และ 3% น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อ

นาที  และเหนี่ยวน าทกุ 24 ชัว่โมง เลีย้งเป็นเวลา 7 วนั  และเก็บตวัอย่างปริมาตร 300 ไมโครลิตร 

ทกุวนัเพื่อน ามาวดัแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ 

3.4.8 การวดัแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ 

                     น าตวัอย่างที่เก็บได้จากข้อ 3.4.7 มาป่ันตกที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

2 นาที ดดูอาหารทิง้ให้เหลือแต่เซลล์ และล้างเซลล์ด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์อย่างน้อย 2 รอบ  ท าการ

ป่ันตกเซลล์และเติมบฟัเฟอร์ให้ OD600 สดุท้าย เท่ากบั 10  น าเซลล์แขวนลอยที่ได้ไปวดัแอกทิวิตี

ของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์  โดยใช้พารา-ไนโตรฟีนิลบิวทิเรต (p-nitrophenyl butyrate : p-NPB) 

ความเข้มข้น 120 มิลลิโมลาร์ เป็นสารตัง้ต้นส าหรับการวดัแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์

ของยีน CRL1 และ CRL3 ( Zhang และคณะ, 2013; Piamtongkam และคณะ, 2011) และใช้

พารา-ไนโตรฟีนิลลอเรต (p-nitrophenyl luarate : p-NPL) ความเข้มข้น 120 มิลลิโมลาร์ ส าหรับ

การวัดแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ของยีน AML  (Wongwatanapaiboon และคณะ, 

2016; Zhang และคณะ, 2013) โดยในปฏิกิริยาจะประกอบไปด้วยเซลล์แขวนลอยปริมาตร 20  

ไมโครลิตร ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ปริมาณ 175 ไมโครลิตร และสารตัง้ต้น 5 ไมโครลิตร  ท าปฏิกิริยาใน

หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยบ่มที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้

น าไปแช่ในน า้แข็งทนัทีเพื่อหยดุปฏิกิริยา และน าไปป่ันตกที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 1 นาที  

น าส่วนผลิตภัณฑ์ที่ เกิดขึน้  (ของเหลวส่วนบน) ไปวัดหาปริมาณพารา-ไนโตรฟีนอล (p-

nitrophenol : p-NP) ซึง่เป็นผลิตภณัฑ์ที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยา โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 405 นา

โนเมตร 
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3.5 การยืนยนัต าแหน่งการแสดงออกที่ผิวเซลล์ของสายพันธ์ุยสีต์ Pp-CRL1, Pp-CRL3 
และ Pp-AML ด้วยเทคนิค Immunofluorescence 

      เพาะเลีย้ง Pp-CRL1, Pp-CRL3  และ Pp-AML ตามวันและเวลาในการเหนี่ยวน าที่

เหมาะสมของแต่ละยีนที่ได้จากผลการทดลองในข้อ 3.4.7 เพื่อยืนยนัผลการแสดงออกเอนไซม์ลิ

เพสที่ผิวเซลล์ ด้วยวิธี  Indirect immunofluorescence โดยใช้  Anti Flag M2 antibody เจือจาง 

100 เท่า  และ Alexa  Fluor 647 dye Goat anti-mouse IgG (H+L) เจือจาง 100 เท่า จากนัน้

น าไปส่องผ่านกล้อง confocal laser scanning microscope โดยใช้ความยาวคลื่นกระตุ้ น 

(excitation) ที่ 635 นาโนเมตร และปลดปลอ่ย (emission) ที่ความยาวคลื่น 668 นาโนเมตร  

 

3.6 การศึกษาลักษณะสมบัตบิางประการ 

3.6.1 การหาความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ Pp-CRL1, 

Pp-CRL3  และ Pp-AML  

                     น าโคลน Pp-CRL1, Pp-CRL3  และ Pp-AML มาวดัค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่

ผิวเซลล์ ในบัฟเฟอร์ที่ค่าความเป็นกรดด่างต่างๆ โดยที่  pH 5-6 ในโซเดียมซิเตรทบัฟเฟอร์ 

(Sodium citrate buffer) และค่า pH 6-7 ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (Phosphate buffer) และค่า pH 8 

ในทริส-ไฮโดรคลอริกบฟัเฟอร์ (Tris-HCl buffer) ส าหรับ Pp-CLR1 และ Pp-CLR3  และส าหรับ 

Pp-AML มีการวดัค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์เพิ่มในในทริส-ไฮโดรคลอริกบฟัเฟอร์ pH  

9-10   

3.6.2 การหาอณุหภมูิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและศกึษาความคงทน

ของ Pp-CRL1, Pp-CRL3  และ Pp-AML 

               น าโคลน Pp-CRL1, Pp-CRL3  และ Pp-AML มาวดัแอกทิวิตีของของเอนไซม์ลิเพส

ที่ผิวเซลล์ในในทริส-ไฮโดรคลอริกบฟัเฟอร์ pH 7 (Pp-CRL1, Pp-CRL3)  และใน ทริส-ไฮโดรคลอ

ริกบัฟเฟอร์ pH8 (Pp-AML) ที่อุณหภูมิ 25-60 องศาเซลเซียส  และศึกษาความคงทนของ  Pp-

CRL1, Pp-CRL3  และ Pp-AML ที่อุณหภูมิ 0-60 องศาเซลเซียส (Wongwatanapaiboon และ

คณะ, 2016; Zhang และคณะ, 2013) 
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3.7  เพาะเลีย้งยีสต์ Pp-CRL1 และ Pp-CRL3  ที่ภาวะที่เหมาะสมในการแสดงออกของ
เอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์เพื่อใช้เป็นตัวเร่งปฏกิิริยาชีวภาพทัง้เซลล์ในการผลิตกรดไขมัน 

3.7.1  การท าเซลล์แห้ง (lyophilization) เพ่ือใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาชีวภาพทัง้เซลล์ในการ

ผลิตกรดไขมนั         

                      เพาะเลีย้ง Pp-CRL1 และ Pp-CRL3  ตามวนัและเวลาในการเหนี่ยวน า ให้เกิดการ

แสดงออกของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์สงูสดุในแตล่ะยีนที่ได้จากผลการทดลองในข้อ 3.4.7 จากนัน้

น าไปป่ันตกที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  พร้อมทัง้ใช้ฟอสเฟตบฟัเฟอร์  pH 7 

ล้างเซลล์ 2-3 รอบ จากนัน้ละลายเซลล์ในบฟัเฟอร์และน าไปท าเซลล์แห้งต่อไป ซึง่ดดัแปลงวิธีการ

จาก Jin และคณะ (2013) 

3.7.2 การผลิตกรดไขมนัอิสระจากน า้มนัปาล์มโดยใช้เซลล์แห้ง Pp-CRL1 และ Pp-CRL3   

                     น าเซลล์แห้งที่ได้จากข้อ 3.7.1 มาเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาชีวภาพในการผลิตกรดไขมนั 

โดยในแต่ละปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจะประกอบไปด้วยน า้ 0.3 มิลลิลิตร น า้มนัปาล์ม 0.5 กรัมและ

เซลล์แห้ง ดงันี ้ 

1)  Pp-CRL1      10     ยนูิต       ท าปฏิกิริยาที่อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส 

2)  Pp-CRL1      10     ยนูิต       ท าปฏกิิริยาท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส 

3) Pp-CRL3       10     ยนูิต       ท าปฏกิิริยาท่ีอณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส 

4) Pp-CRL3       10     ยนูิต        ท าปฏิกิริยาที่อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส 

5) Pp-CRL1         5     ยนูิต   :    Pp-CRL3   5     ยนูิต     

6) Pp-CRL1         7.5  ยนูิต   :    Pp-CRL3    2.5  ยนูิต  

7) Pp-CRL1         2.5  ยนูิต   :    Pp-CRL3    7.5  ยนูิต 

โดยปฏิกิริยาที่ 5-7 นัน้ จะท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส น าไปเขย่าที่

ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท าการเก็บตวัอย่างทุกวนัและน าไปวิเคราะห์

กรดไขมนัอิสระที่เกิดขึน้ด้วยเคร่ือง HPLC (อณุหภมูิที่ใช้ในการทดลองนีม้าจากการศกึษาลกัษณะ

สมบตัิบางประการ ที่ได้จากข้อ 3.6.2)   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 4 
ผลการทดลองและอภปิรายผลการทดลอง 

 

4.1 การเพาะเลีย้ง C. rugosa ที่ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตลิเพสและการท าปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส 
             จากการทดลองเลีย้งเชือ้ C. rugosa ในอาหารเหลวส าหรับผลิตลิเพส (LPMC) บ่มแบบ

เขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ชั่วโมง พบว่า

แอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสมีคา่เทา่กบั 0.9 ยนูิตต่อมิลลิลิตร เมื่อน าตวัอย่างไปสกดักรดไขมนัอิสระ 

และตรวจสอบด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู (HPLC) พบว่าหลงัจาก

ท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน า้มนัปาล์มพบปริมาณกรดไขมนัอิสระเกิดขึน้  82.61 เปอร์เซนต์ ซึ่งจาก

การทดลองจะเห็นว่าตวัเร่งปฏิกิริยาชีวภาพทัง้เซลล์ C.  rugosa  สามารถใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา

ชีวภาพได้ดี เนื่องจากน า้มันปาล์มประกอบไปด้วยกรดปาล์มมิติกและกรดโอเลอิก สามารถ

เหนี่ยวน าให้ C. rugosa  ผลิตลิเพสที่มีแอกทิวิตีสูง  (Winayanuwattikun และคณะ, 2011) 
นอกจากนีล้ิเพสจาก C. rugosa  มีความจ าเพาะต่อสารตัง้ต้นหลายชนิด ท าให้สามารถไฮโดรไล

ซิสไตรกลีเซอไรด์เกิดเป็นกรดไขมันอิสระในปริมาณสูง (Macrae และ Hammond, 1985) ซึ่ง

สอดคล้องกับงานวิจยัของ Theerachat และคณะ (2017) ที่ใช้ลิเพสจาก C. rugosa ย่อยน า้เสีย

พบว่าสามารถย่อยน า้เสียได้ถึง 94.5 เปอร์เซ็นต์  และ Aziz และคณะ (2015) ที่ศึกษาปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสน า้มนัเมลด็ค าฝอย โดยใช้ลิเพสจาก C. rugosa ได้ปริมาณกรดไขมนั 84.1 เปอร์เซ็นต์ 

 
ภาพที่ 4.1 โครมาโทแกรมของกรดไขมนัที่เกิดขึน้หลงัจากใช้ C. rugosa เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสน า้มนัปาล์มเป็นเวลา 120 ชัว่โมง   
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4.2 การหาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตลิเพสของ A. pullulans var. melanogenum  SRY 14-3  

โดยใช้กรดไขมนัอิสระจากน า้มนัปาล์มเป็นตวัเหนี่ยวน า และผลการตรวจสอบอตัราการเจริญเติบ 

โต 

4.2.1 การหาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลติลิเพสของ A. pullulans var. melanogenum 

SRY 14-3  โดยใช้กรดไขมนัอิสระจากน า้มนัปาล์มเป็นตวัเหนี่ยวน า  

         จากการศึกษาหาภาวะที่ เหมาะสมต่อการผลิตลิ เพสของ A. pullulans var. 
melanogenum SRY 14-3  โดยใช้กรดไขมนัอิสระจากน า้มนัปาล์มที่ได้จากการทดลองในข้อ 4.1 
โดยใช้ความเข้มข้นของกรดไขมนัอิสระ 1 2  3  4 และ 5 เปอร์เซ็นต์ มาเหนี่ยวน าให้ผลิตลิเพสเป็น
เวลา 168 ชัว่โมง แล้วน ามาวดัแอกทิวิตีของเอนไซม์ด้วยวิธีสเปกโตรโฟโตเมทรี วดัค่าการดดูกลืน
แสงที่ 405 นาโนเมตร โดยใช้พารา-ไนโตรฟีนอลบิวทิเรตเป็นสารตัง้ต้น พบว่าการใช้ความเข้มข้น
ของกรดไขมนัอิสระ 3 เปอร์เซ็นต์ ให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์สงูสดุ คือ  1.18 ยนูิตต่อมิลลิลิตร ใน
วนัที่ 5  และพบว่าการใช้กรดไขมนัอิสระ 1 2 และ 4 เปอร์เซ็นต์ก็ให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์สงูสดุ
ในวนัที่ 5 เช่นกนั  โดยค่าแอกทิวิตีจะค่อยๆ เพิ่มขึน้จากวนัแรก และเร่ิมลดลงเม่ือเข้าสู่วนัที่ 6  มี
เพียงการใช้ความเข้มข้นของกรดไขมนัอิสระ 5 เปอร์เซ็นที่ให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์สงูสดุในวนัที่ 
4  (ภาพที่ 4.2)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.2 ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ของ A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3  ในอาหาร 

เหลวส าหรับผลิตลิเพสที่ประกอบด้วยความเข้มข้นของกรดไขมนัอิสระ 1 2  3  4 และ 

5 เปอร์เซ็นต์ 
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นอกจากนีจ้ะเห็นว่าการใช้ความเข้มข้นของกรดไขมนัที่สงูจะให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์

น้อยกว่าการใช้กรดไขมนัที่ความเข้มข้นต ่ากว่า และจากภาพที่ 4.3 จะเห็นว่าค่ากิจกรรมจ าเพาะ

ของเอนไซม์โดยใช้ความเข้มข้นของกรดไขมนัอิสระ 3 เปอร์เซ็นต์ จะให้ค่ากิจกรรมจ าเพาะสงูสดุใน

วนัที่ 5  เช่นกนั คือ 17.28 ยนูิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน  และเม่ือใช้ความเข้นของกรดไขมนัที่สงูขึน้ค่า

กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์จะมีค่าลดลง เนื่องจากที่บริเวณผนงัเซลล์ของยีสต์มีความจ าเพาะต่อ

กรดไขมันแตกต่างกันไป ท าให้ชนิดและความเข้มข้นของกรดไขมันที่ใช้มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ 

(Fickers และคณะ, 2005) สอดคล้องกบังานวิจยัของ Silva และคณะ (2005) ที่ได้ศกึษาการใช้

น า้มันชนิดต่างๆ ที่ความเข้มข้น 1-4 เปอร์เซ็นต์ ในการเหนี่ยวน าให้  M. anisopliae ผลิตลิเพส

พบว่าการใช้น า้มันดอกทานตะวันที่ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์สูงสุด 

และงานวิจัยของ Fickers และคณะ (2005) พบว่าปริมาณน า้มันที่ 1-5 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อ

ปริมาตรเป็นช่วงที่เหมาะสมในการผลิตลิเพสของยีสต์ Y. lipolitica ในขณะที่ปริมาณตวัเหนี่ยวน า

มากกวา่ 5 เปอร์เซ็นต์ขึน้ไป มีผลยบัยัง้การผลิตลิเพส  

 
ภาพที่ 4.3 ค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ของ A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3  ใน

อาหารเหลวส าหรับผลิตลิเพสที่ประกอบด้วยความเข้มข้นของกรดไขมนัอิสระ 1 2  3  4 

และ 5 เปอร์เซ็นต์ 
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4.2.2 การศกึษาการเจริญของ A. pullulans  var. melanogenum  SRY 14-3 และ

กิจกรรมจ าเพาะของลิเพสที่เวลาต่างๆ  

                     ศึกษาการเจริญของ A. pullulans  var. melanogenum  SRY 14-3   โดยเลีย้งเชือ้

ในอาหารเหลวส าหรับผลิตลิเพสที่มีการเติมกรดไขมนัอิสระเหนี่ยวน าความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ 

เลีย้งเป็นเวลา 168 ชัว่โมง จากนัน้ศกึษาการเจริญด้วยวิธี Colony forming unit โดยเก็บตวัอย่างที่

เวลา 3 6 9 12 18 24 48 72 96 120 144 และ 168 ชั่วโมง จากนัน้หาค่ากิจกรรมจ าเพาะของลิ

เพสเทียบกบัจ านวนล็อกจ านวนเซลล์ของยีสต์ A. pullulans  var. melanogenum  SRY 14-3 ซึ่ง

จากการศกึษาพบว่า A. pullulans  var. melanogenum  SRY 14-3 มีการปรับตวัให้เข้ากบัสภาพ 

แวดล้อมเพื่อเตรียมตวัที่จะท าการแบ่งเซลล์ ที่ช่วงเวลา  3 ชั่วโมงแรก โดยจะเจริญอย่างช้าๆ  ซึ่ง

เป็นช่วงระยะเวลาปรับตัว (lag phase) ต่อมาเชือ้จะเร่ิมเข้าสู่ช่วงการแบ่งเซลล์หรือเพิ่มจ านวน

แบบทวีคูณ (log phase)  ระหว่างชั่วโมงที่ 3-48  จากนัน้จะเข้าสู่ระยะคงที่ในชั่วโมงที่ 48-120 

(stationary phase) และพบว่าค่ากิจกรรมจ าเพาะของยีสต์ยงัคงเพิ่มขึน้อย่างต่อเนื่อง โดยพบว่า 

มีค่ากิจกรรมจ าเพาะของลิเพสสูงสุดเท่ากับ 16.33  ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ในช่วงระยะเวลา

ชัว่โมงที่ 120 หลงัจากนัน้เซลล์เร่ิมตายและค่ากิจกรรมจ าเพาะของลิเพสก็ลดลงตามไปด้วย (ภาพ

ที่ 4.4)   

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.4  ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญและกิจกรรมจ าเพาะของลิเพสจากยีสต์ A. pullulans  

var. melanogenum SRY 14-3 ที่เลีย้งในอาหารเหลวส าหรับผลิตลิเพส ในชว่ง

ระยะเวลาที่ 0–120 ชัว่โมง 
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จากกราฟจะเห็ น ว่ากิ จกรรมจ า เพ าะของลิ เพสจากยีส ต์  A. pullulans  var. 

melanogenum SRY 14-3 จะเพิ่มขึน้อย่างต่อเนื่องในช่วงชัว่โมงที่ 48-120  และสงูสดุที่เวลา 120  

ชั่วโมง ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Leathers และคณะ (2013) ที่พบว่า A. pullulans NRRL 

62034  มีค่ากิจกรรมจ าเพาะของลิเพสเพิ่มขึน้อย่างต่อเนื่องในช่วงชัว่โมงที่ 72-120 และสงูสดุที่

เวลา 120  ชัว่โมง มีค่า 19 ยนูิตต่อมิลลิลิตร จากนัน้ค่ากิจกรรมจ าเพาะของลิเพสจะค่อยๆ ลดลง 

ทัง้นีมี้หลายปัจจยัที่ส่งผลต่อการเจริญและแอกทิวิตีของลิเพส เช่น สายพนัธุ์ของยีสต์ อาหารที่ใช้

เพาะเลีย้ง สารเหนี่ยวน าให้ยีสต์ผลิตลิเพส และวิธีการที่ใช้ในการวดัค่ากิจกรรมของลิเพส  เป็นต้น 

Chi และคณะ (2009) 

                   ยีสต์ A. pullulans เป็นยีสต์ที่สามารถพบได้ในประเทศไทย และมีความเหมาะสมใน

การน ามาประยุกต์ใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาทัง้เซลล์เพื่อผลิตไบโอดีเซล ดงันัน้ในการศึกษาการผลิต     

ไบโอดีเซลในขัน้ตอนต่อไป จึงเลือกใช้ยีสต์ A. pullulans  var. melanogenum SRY 14-3 ในช่วง

ระยะเวลาชัว่โมงที่ 120  ของการเพาะเลีย้งในอาหารเหลวส าหรับเพื่อผลิตลิเพสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

เนื่องจากเป็นช่วงเวลาที่มีคา่กิจกรรมจ าเพาะของลิเพสสงูที่สดุ  

 

4.3 หาภาวะที่เหมาะสมในการท าปฏกิิริยาเอสเทอริฟิเคชันจากกรดไขมันอิสระของน า้มัน
ปาล์ม โดยใช้ A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3 เป็นตัวเร่งปฏกิิริยา   

4.3.1 การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันเพื่อผลิตไบโอ

ดีเซล 

          ในการท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัโดยใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพ อณุหภูมิที่ใช้

เป็นหนึง่ในปัจจยัหลกัส าคญัต่อการผลิตไบโอดีเซล รวมทัง้มีผลตอ่ผลผลิตไบโอดีเซล  

                       จากการศึกษาพบว่า เม่ือเลีย้ง  A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3 ใน
อาหารเหลวส าหรับผลิตลิเพส เป็นเวลา 120 ชั่วโมง จากนัน้เติมกรดไขมันและเมทานอลใน
อตัราส่วนโดยโมล 1 : 3 ท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันที่อุณหภูมิต่างๆ กัน คือ 25, 30, 35, 40, 45 
และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบวา่ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เกิดการเปลี่ยนไป
เป็นไบโอดีเซลสงูสดุ คือ 16.27±0.24 เปอร์เซ็นต์ ตามมาด้วยอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส และ 40 
องศาเซลเซียสที่ เกิดการเปลี่ยนไปเป็นไบโอดีเซล 12.51±0.20 และ 11.35±0.16 เปอร์เซ็นต์
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ตามล าดบั แต่เม่ือท าปฏิกิริยาที่  45 50 และ 25 องศาเซลเซียส การเปลี่ยนไปเป็นไบโอดีเซลมีค่า
ลดลง คือ 5.39±0.18  3.26±0.13 และ 2.37±0.10 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 

 

 

ภาพที่  4.5  ผลผลิตไบโอดีเซลที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน โดยมี  A. pullulans var. 
melanogenum SRY 14-3 เป็นตวัเร่งปฏิริยาที่อณุหภมูิต่างๆ เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

 
โดยปกติการเพิ่มอุณหภูมิจะส่งผลให้อัตราการเกิดปฏิกิริยาสูงและเร็วขึน้ แต่ถ้าใช้

อุณหภูมิที่สูงเกินไปจะส่งผลให้ลิเพสเสียสภาพได้ และถ้าใช้อุณหภูมิที่ต ่าเกินไปปฏิกิริยาก็จะ

เกิดขึน้ได้ยาก (Gog และคณะ, 2012) จากการศึกษานีส้อดคล้องกับการศึกษาของ Marchetti 

และคณะ (2007) ที่พบว่าช่วงอณุหภูมิที่เหมาะสมต่อท าปฏิกิริยาเพื่อผลิตไบโอดีเซลโดยใช้ลิเพส

เป็นตวัเร่งปฏิกิริยานัน้ ส่วนใหญ่จะอยู่ในช่วงอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส และการศึกษาของ 

Leelaruji แล ะคณ ะ  (2013)  ไ ด้ ศึ ก ษ าก า รผ ลิ ต ไบ โอ ดี เซ ล โด ย ใ ช้   A. pullulans var. 

melanogenum SRY 14-3 เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั โดยมีน า้มนัสบู่ด าเป็นสาร

ตัง้ต้นพบว่าที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เกิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็นไบโอดีเซลมากที่สดุ  Zhou 

และคณะ (2015) ได้ใช้เอนไซม์ลิเพสจาก C. rugosa เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน า้มนัสบู่ด า 

ได้กรดไขมันอิสระสูงสุด 90.3 เปอร์เซ็นต์ หลังจากท าปฏิกิ ริยาไฮโดรไลซิสได้มีการใช้เชือ้  
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Rhizopus oryzae IFO4697 แบบตรึงเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันในการผลิตไบโอดีเซล 

พบวา่สามารถผลิตไบโอดีเซลได้สงูสดุท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส  

4.3.2 การศกึษาอตัราสว่นโดยโมลของกรดไขมนัอิสระต่อเมทานอลที่เหมาะสม

ต่อการท าปฏกิิริยาเอสเทอริฟิเคชนัเพ่ือผลติไบโอดีเซล 

                     ท าการศึกษาอัตราส่วนโดยโมลของกรดไขมันอิสระต่อเมทานอลที่

เหมาะสม โดยใช้อตัราสว่นโดยโมลของกรดไขมนัอิสระตอ่เมทานอลต่างๆ กนั ได้แก่ 1:1, 1:2, 1:3, 

1:4 และ 1:5 โดยแบ่งเติมเมทานอล ออกเป็นระยะ ซึ่ง Shimada และคณะ (2002) พบว่าเมทา

นอลที่เหลือจากการท าปฏิกิริยาไม่สามารถละลายในน า้มนัหรือกรดไขมนัได้ และเม่ือเมทานอล

เพิ่มสูงขึน้จะมีผลท าให้เอนไซม์เสียสภาพและไม่สามารถท างานต่อได้ ส่งผลให้เกิดการยับยัง้

ปฎิกิริยาและมีผลต่อการผลิตไบโอดีเซล จงึต้องแบ่งเติมเมทานอลแบบเป็นขัน้ 

                   จากการทดลองในข้อ 4.3.1 พบว่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เกิดการ

เปลี่ยนแปลงกรดไขมนัอิสระ ไปเป็นไบโอดีเซลมากที่สดุ จงึน าอณุหภมูิมาใช้เป็นในการทดลองนี ้

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่  4.6 ผลผลิตไบโอดีเซลที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน โดยมี  A. pullulans var. 
melanogenum SRY 14-3 เป็นตวัเร่งปฏิริยาที่ อตัราส่วนโดยโมลของกรดไขมนัอิสระ
ต่อเมทานอลต่างๆ ที่อณุหภมูิ 30 เซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

 
                จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่า ที่อัตราส่วนโดยโมลของกรดไขมันอิสระ :เม

ทานอล  1: 1 เกิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็นไบโอดีเซลสูงสุด คือ 21.39±1.00 เปอร์เซ็นต์ ตามมา
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ด้วยอตัราสว่นโดยโมล ของกรดไขมนัอิสระ:เมทานอล  1: 2 ,1:3, 1:4 และ 1:5 ตามล าดบั โดยเกิด

การเปลี่ยนแปลงไปเป็นไบโอดีเซล 18.45±0.51, 15.23±0.35 , 8.12±0.32 และ 3.53±0.11 

เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ซึง่จะเห็นว่าอตัราสว่นโดยโมลของกรดไขมนัอิสระ:เมทานอลที่ต ่าจะเกิดการ

เปลี่ยนแปลงไปเป็นไบโอดีเซลได้สงูกวา่ เนื่องจากวา่เมทานอลท่ีเติมในสดัสว่นที่สงูเกินไปนัน้จะท า

ให้เกิดการตกค้าง และท าให้เอนไซม์เสียสภาพ สอดคล้องกับการศึกษาของ Zhou และคณะ 

(2015) ที่ใช้เอนไซม์ลิเพสจาก C. rugosa เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน า้มนัสบู่ด าและน ากรด

ไขมันอิสระท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันโดยใช้เชือ้  Rhizopus oryzae IFO4697 แบบตรึงเป็น

ตวัเร่งปฏิกิริยา พบวา่สามารถผลิตไบโอดีเซลได้ 88.6 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้อตัราสว่นโดยโมลของกรด

ไขมันต่อเมทานอล 1:1.2 ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส หลังจากท าปฎิกิริยา 42 ชั่วโมง  และ 

Meng และคณะ (2011) ได้ใช้เอนไซม์ลิเพสจาก Yarrowia lipolytica ไฮโดรไลซิสน า้มนัถัว่แหลือง 

จากนัน้น ากรดไขมนัอิสระมาท าปฏิกิริยาเอสเทอริเคชนัที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใช้กรด

ไขมันอิสระ 2.89 กรัม และลิเพสที่ตรึงบนตัวค า้จุน 0.33 กรัม เติมเอทานอลแบบสามขัน้ 

(อตัราส่วนโดยโมลของกรดไขมนัอิสระต่อเอทานอล เท่ากับ 1:0.3)  จากการศึกษาของผู้วิจัยจะ

เห็นว่าการเปลี่ยนไปเป็นไบโอดีเซลนัน้ยงัมีผลผลิตที่ต ่า ทัง้นีเ้ป็นไปได้ว่าแอกทิวีตีเร่ิมต้นในการท า

ปฏิกิริยานัน้ยงัไม่สงูมากพอ คือ  1.18  ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในขณะที่การศึกษา Vitisant และคณะ 

(2013) ได้ใช้น า้มนัเมลด็ฝา้ยมาเป็นตวัเป็นตวัเหนี่ยวน าในการผลิตพบว่ามีแอกทิวิตี 2.85 ยนูิตต่อ

มิลลิลิตร และการศึกษาของ Leelaruji และคณะ (2013) พบว่าการใช้น า้มันสบู่ด าเป็นตัว

เหนี่ยวน าในการผลิตลิเพสพบว่ามีแอกทิวิตีเท่ากบั 7.6 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งหลงัจากท าปฏิกิริยา 

ทรานส์เอสเทอริฟอเคชนัพบวา่ให้ผลผลิตไบโอดีเซลเท่ากบั 72 เปอร์เซ็นต์  

 

4.4 การสร้างสายพันธ์ุยีสต์ P.  pastoris KM 71 ที่มกีารแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจาก
ยีสต์ C. rugosa และ A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3 ที่ผิวเซลล์                                          

4.4.1 การสร้างสายพนัธุ์ยีสต์ P. pastoris KM71 ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจาก

เชือ้ A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3  ที่ผิวเซลล์ 

                     หลังจากตรวจสอบคู่ของยีนสร้างเอนไซม์ลิเพสและโปรตีนฐาน   N-term AML & 

11-kp Anchor  และ PpPIR1 Anchor flag & C-term AML_Stop   โดยวิ ธี  DNA sequencing  
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แล้ว จะเช่ือมต่อเวกเตอร์ pPICZαA เข้ากับคู่ของชิน้ยีนและโปรตีนฐานนัน้ ได้เป็น pPICZαA_ 

AML_11-kp และ pPICZαA_PpPIR1 _AML    

                     จ ากนั ้น ท า ก า รส่ งถ่ า ย เวก เต อ ร์  pPICZαA_ AML_11-kp แล ะ  pPICZαA 

_PpPIR1_AML  เข้าสู่เซลล์ E. coli DH5α ด้วยวิธี Heat shock  แล้วตรวจสอบผลการเช่ือมต่อ

เวกเตอร์กบัโปรตีนฐานและยีนสร้างเอนไซม์ลิเพสด้วยวิธี colony PCR ผลที่ได้แสดงดงัภาพที่ 4.7 

และภาพที่ 4.8 โดยตรวจสอบพบชิน้ส่วนของยีนและโปรตีนฐาน AML_11-kp ในโคลนที่ 9  10 

และ 11 ที่มีขนาดประมาณ 2,102 คู่เบส และพบโคลนคู่ของ PpPIR1_AML ในโคลนที่ 1 13 14 

และ 16 ที่มีขนาดประมาณ 2,314 คู่เบส แล้วจึงน าพลาสมิดที่ผ่านการตรวจสอบไปยืนยนัผลด้วย

วิธี DNA sequencing  

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

ภาพที่ 4.7  ผลการตรวจสอบโคลนที่พบชิน้สว่น  pPICZαA_ AML_11-kp ด้วยวิธี colony PCR   
 
 
 
 
 

M    1      2      3     4      5      6     7     8      9    10    11   12    13    14    15    16 

10,000 bp 

2,500 bp 
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ภาพที่ 4.8 ผลการตรวจสอบโคลนที่พบชิน้สว่น  pPICZαA_PpPIR1_AML ด้วยวิธี colony PCR   

 

              ซึ่งเม่ือตรวจสอบและยืนยันผลผ่านวิธี DNA sequencing แล้ว จะท าการส่งถ่าย (1)  

pPICZαA_AML-11-kp และ (2)  pPICZαA_PpPIR1_AML เข้าสู่ยีสต์ P. pastoris  ด้วยวิธีส่ง

ถ่ายด้วยกระแสไฟฟ้าจากนัน้ตรวจสอบโคลนของยีสต์ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสบนผิว

เซล ล์ ด้วยวิ ธี  colony PCR โดยภาพที่  4.9  แสดงผลการตรวจสอบโคลนที่ พบชิ น้ ส่ วน  

pPICZαA_AML-11-kp บนผิวเซลล์ของยีสต์ จ านวน 15 โคลน 

 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 4.9  ผลการตรวจสอบโคลนที่พบชิน้สว่น  pPICZαA_AML-11-kp บนผิวเซลล์ของ ยีสต์ P. 

pastoris ( P. pastoris/pPICZαA_AML-11-kp)  ด้วยวิธี colony PCR  

และภาพที่ 4.10 แสดงผลการตรวจสอบโคลนท่ีพบชิน้สว่น  pPICZαA_PpPIR1-AML บน

ผิวเซลล์ของยีสต์ จ านวน 31 โคลน      

  

M      1       2       3     4       5        6      7     8                M    9      10    11    12    13    14     15    16      

M      1      2      3    4      5     6      7     8     9    10    11  12     13   14    15   16 

2,500 bp 
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ภาพที่ 4.10 ผลการตรวจสอบโคลนที่พบชิน้สว่น   pPICZαA_PpPIR1-AML บนผิวเซลล์    ของ 

ยีสต์ P. pastoris ( P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1-AML)   ด้วยวิธี  colony PCR 

   น าโคลน P. pastoris/pPICZαA_AML-11-kp และ P.pastoris/pPICZαA_PpPIR1-AML 

ไปเลีย้งในอาหารคดัเลือกที่มียาฏิชีวนะ Zeocin ที่ความเข้มข้น 100-1,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เพื่อคดัเลือกโคลนที่น่าจะได้รับ recombinant plasmid ที่จ านวน copy number สงู โดยสุ่มเลือก

โคลน P. pastoris /pPICZαA_AML-11-kp  (โคลน N) จ านวน 10 โคลน ได้แก่ โคลน N1  N2  

N3  N4  N8  N9  N10  N11  N12 และ N16  และโคลน  P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1-AML  

(โคลน C) จ านวน 17 โคลน ได้แก่ โคลน C1  C5  C6  C7  C9  C10  C11  C12  C14   C16  

C17  C18  C20  C21  C24  C25 และ C28 รวมทัง้โคลน P. pastoris/ pPICZαA (negative 

control: NC) และท าการเพาะเลีย้งใน tube ขนาด 50 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 

วนั  เพื่อคดัเลือกโคลนเบือ้งต้นที่มีแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์สงูที่สดุ ซึ่งจากการทดลอง

พบว่า การเพาะเลีย้ง P. pastoris /pPICZαA_AML-11-kp   จ านวน 10 โคลน  และโคลน P. 

pastoris/ pPICZαA_PpPIR1-AML จ านวน 17 โคลน ใน tube ขนาด 50 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 

 M       1          2       3       4         5        6        7        8             M      9        10       11     12       13      14       15      16 

M        17      18                 M      19        20     21      22       23      24     25    26       27       28     29     30       31 
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มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 วัน พบว่า P. pastoris /pPICZαA_PpPIR1-AML โคลน C6 (P. pastoris/ 

pPICZαA_PpPIR1-AML_C6) ให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ที่ผิวเซลล์สูงที่สุด คือ 18.88±0.92 

mU/OD600  ดังแสดงในภาพที่ 4.11 จากการทดลองจะเห็นว่าการเช่ือมต่อในลักษณะแบบ C-

terminal fusion ของโปรตีนฐานกับยีนสร้างเอนไซม์ลิเพสนีใ้ห้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ที่ผิวเซลล์

มากกว่าโคลน negative control ต่างจากเช่ือมต่อในลกัษณะแบบ N-terminal fusion พบว่าจะมี

แค่โคลนเดียวเท่านัน้ที่มีค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ที่ผิวเซลล์มากกว่าโคลน negative control  ซึ่ง

สอดคล้องกับการทดลองของ Yuzbasheva และคณะ (2011) ที่พบว่าการเช่ือมต่อในลกัษณะ

แบบ C-terminal fusion ของโปรตีนฐานกับยีนสร้างเอนไซม์ลิเพส YlLip2 ให้ค่าแอกทิวิตีของ

เอนไซม์ที่ผิวเซลล์มากถึง 9,170 U/g dry cell ในขณะที่การเช่ือมต่อในลกัษณะแบบ N-terminal 

fusion  ให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ที่ผิวเซลล์ 3,200 U/g dry cell โดยการแสดงออกของเอนไซม์ที่

ผิวเซลล์นัน้จะขึน้อยู่กับปัจจัยต่างๆ เช่น ชนิดของเซลล์เจ้าบ้าน ชนิดของโปรโมเตอร์ ชนิดของ

โปรตีนฐาน และยีนนัน้ๆ ซึ่งโครงสร้างเอนไซม์ลิเพสจะมีบริเวณเร่ง (active site) อยู่ทางด้าน C-

terminal ของเอนไซม์ ดังนัน้เม่ือเช่ือมต่อกับโปรตีนฐาน แบบ C-terminal fusion จึงเป็นการ

รบกวนบริเวณเร่งน้อยกวา่และสง่ผลท าให้เอนไซม์เร่งปฏิกิริยาได้ดีกวา่ (Liu และคณะ, 2014)  

ภาพที่  4.11 ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ของ P. pastoris/ pPICZαA_AML-11-kp    

และ P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1-AML 
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4.4.2 การหาความเข้มข้นของเมทานอลท่ีเหมาะสมในการเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออก

ของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ของ P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1-AML (Pp-AML) 

         จากผลการทดลองข้อ  4.4.1 เลื อก โคลน  P. pastoris/ pPICZαA_PpPIR1-

AML_C6  (หลังจากนีเ้รียกว่า Pp- AML) มาเพาะเลีย้งในระดบั shake flask  และเหนี่ยวน าด้วย

การเติมเมทานอลให้ความเข้มข้นเมทานอลสดุท้ายเท่ากบั 1 2 และ 3% ซึง่จากการทดลองจะเห็น

ว่าการเหนี่ยวน าภายใต้การควบคุมของโปรโมเตอร์ AOX1 ด้วยการเติมเมทานอล 1% จะมีค่า

แอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ของ Pp-AML สงูสดุในวนัที่ 3 โดยมีค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิ

เพสที่ผิวเซลล์ คือ 30.48 mU/OD600  หลงัจากนัน้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์จะลดลง 

ในขณะท่ีการเหนี่ยวด้วยการเติมเมทานอล 2% ให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์สงูสดุใน

วนัที่ 3 เช่นกนั ซึง่ต่างจากการเหนี่ยวด้วยการเติมเมทานอล 3% ที่แสดงค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิ

เพสที่ผิวเซลล์สูงสุดในวันที่ 2 จากนัน้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์จะลดลง (ภาพที่ 

4.12)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.12 ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ของ Pp-AML ที่มีการเหนี่ยวน าให้เกิดการ

แสดงออกของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์โดยการเติม methanol 1%,   2% และ 3% 

เป็นเวลา 7 วนั 
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M    1    2    3     4     5    6    7     

3,000 bp 

4.4.3 การสร้างสายพนัธุ์ยีสต์ P. pastoris KM71 ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสจาก

เชือ้ C. rugosa ที่ผิวเซลล์ 

          น าเวกเตอร์ pPICZαA_PpPIR1_AML มาตัดส่วนยีน AML ออก และเช่ือมต่อ 

(ligation) กับยีนสร้างเอนไซม์ลิเพส CRL1 และ CRL3 (ได้เป็น pPICZαA_PpPIR1_ CRL1 และ 

pPICZαA_PpPIR1_ CRL3) จากนัน้ท าการส่งถ่ายเวกเตอร์ pPICZαA_PpPIR1_ CRL1 และ 

pPICZαA_PpPIR1_ CRL3 เข้าสู่เซลล์ E. coli DH5α ด้วยวิธี Heat shock  ตรวจสอบผลการ

เช่ือมต่อเวกเตอร์ที่มีโปรตีนฐานกบัยีนสร้างเอนไซม์ลิเพสด้วยวิธี colony PCR  ซึ่งชิน้โปรตีนฐาน

กับยีนสร้างเอนไซม์ลิเพสที่ได้จะมีขนาดประมาณ 2,839 คู่เบส ดังภาพที่ 4.13 และภาพที่ 4.14 

โคลนที่ 4  5 และ 7 แล้วจงึน าพลาสมิดที่ผ่านการตรวจสอบไปยืนยนัผลด้วยวิธี DNA sequencing 

ต่อไป 

 

ภาพที่  4.13 ผลการตรวจสอบโคลนที่พบชิน้ส่วน  pPICZαA_PpPIR1_ CRL1 ด้วยวิธี colony     

PCR   

 

 

 

 

 

ภาพที่  4.14 ผลการตรวจสอบโคลนที่พบชิน้ส่วน  pPICZαA_PpPIR1_ CRL3 ด้วยวิธี  colony 
PCR   

M       1     2     3       4      5     6      7     8       9    10    11    12    13   14    15    16 

3,000 bp 
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                   ซึง่เมื่อตรวจสอบและยืนยนัผลผ่านวิธี DNA sequencing แล้ว จะท าการสง่ถ่าย 

 pPICZαA_PpPIR1_ CRL1 และ pPICZαA_PpPIR1_ CRL3 เข้าสู่ยีสต์ P. pastoris  ด้วยวิธีส่ง

ถ่ายด้วยกระแสไฟฟ้าจากนัน้ตรวจสอบโคลนของยีสต์ที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสบนผิว

เซลล์ด้วยวิธี colony PCR ผลดงัภาพที่ 4.15 และ 4.16 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.15  ผลการตรวจสอบโคลนที่พบชิน้ส่วน  pPICZαA_PpPIR1_ CRL1  บนผิวเซลล์ของ  

ยีสต์ P. pastoris ( P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1-CRL1)  ด้วยวิธี colony 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.16  ผลการตรวจสอบโคลนที่พบชิน้ส่วน  pPICZαA_PpPIR1_ CRL3 บนผิวเซลล์ของ

ยีสต์ P. pastoris (P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1-CRL3)  ด้วยวิธี colony 

M  1    2    3   4   5   6    7   8   9  10  11  12  13  14  15 16  M  17  18 19  20  21 22  23 24 25  26  27 28 29  30  31 32 

 

M     1       2       3        4       5      6        7       8       9      10     11     12      13   
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                น าโคลน P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1_CRL1 ไปเลีย้งในอาหารคดัเลือกที่มียาฏิชีว

นะ Zeocin ที่ความเข้มข้น100-1,000 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อคัดเลือกโคลนที่น่าจะได้รับ 

recombinant plasmid ที่จ านวน copy number สงู โดยสุ่มเลือกโคลน P. pastoris/ pPICZαA _ 

PpPIR1-CRL1  (โคลน L1) จ านวน 15 โคลน ได้แก่ โคลน L1(1), L1(3), L1(4), L1(6), L1(7), 

L1(8), L1(12), L1(14), L1(20), L1(21), L1(24), L1(28), L1(30), L1(31) และ L1(32) มาท าการ

เพาะเลีย้งใน tube ขนาด 50 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 วนั  เพื่อคดัเลือกโคลนที่มี

แอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์สงูที่สดุ ส่วนโคลน  P. pastoris/ pPICZαA_PpPIR1-CRL3 

(โคลน L3) จะน าทัง้ 13 clone ที่ผ่านการตรวจสอบด้วยวิธี colony  PCR มาคัดเลือกโคลนใน

ขนาด tube ขนาด 50 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์สงู

ที่สดุเช่นเดียวกนักบั clone L1 

 

ภาพที่ 4.17  ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ของโคลน P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1  

_CRL1 ที่เพาะเลีย้งในขนาด tube ขนาด 50 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 

3 วนั  
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   จากการเพาะเลีย้ง Pp-PpPIR1_ CRL1  จ านวน 15 โคลน  และ Pp-PpPIR1_ CRL3  

จ านวน 13 โคลน ใน tube ขนาด 50 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 3  วนั  พบว่า Pp-

PpPIR1_ CRL1 โคลน L1(20)  ให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ที่ผิวเซลล์สูงที่สุด คือ 1,322.56 

±42.37 mU/OD600  (ภาพที่  4.17) และ Pp-PpPIR1_ CRL3  โคลน L3(6)  ให้ค่าแอกทิวิตีของ

เอนไซม์ที่ผิวเซลล์สูงที่สุด คือ 151.93± 3.81 mU/OD600  (ภาพที่ 4.18) หลังจากนัน้น าโคลน

ดงักลา่วไปศกึษาในระดบั shake flask ต่อไป  

 
ภาพที่ 4.18  ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ของโคลน  P. pastoris/ pPICZαA_ 

PpPIR1-CRL3 ที่เพาะเลีย้งในขนาด tube ขนาด 50 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

เป็นเวลา 3 วนั   

4.4.4 การหาความเข้มข้นของเมทานอลที่เหมาะสมในการเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออก

ของเอนไซม์ลิ เพสที่ผิวเซลล์ของ P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1-CRL1 (Pp-CRL1)และ P. 

pastoris/pPICZαA_ PpPIR1-CRL3  (Pp-CRL3) 
 

                     น าโคลนที่มีการแสดงออกของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ที่ดีที่สุดในผลการทดลองข้อ 

4.4.3  คือ P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1-CRL1 โคลน L1(20)   (หลงัจากนีเ้รียกว่า Pp-CRL1) 

และ P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1-CRL3 โคลน L3(6) (หลังจากนี เ้รียกว่า Pp-CRL3)  มา

เพาะเลีย้งในระดบั shake flask  และเหนี่ยวน าด้วยการเติมเมทานอลให้ความเข้มข้นเมทานอล
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สดุท้ายเท่ากบั 1   2 และ 3% โดยวดัแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ติดต่อกนัเป็นเวลา 7 วนั 

จากการทดลองจะเห็นเม่ือเหนี่ยวน าด้วยการเติมเมทานอล 2% จะมีค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพส

ที่ผิวเซลล์ของ Pp-CRL1 สูงสุดในวันที่  5 โดยมีค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ คือ 

1,499.9 mU/OD600  หลงัจากนัน้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์จะลดลง ในขณะที่การ

เหนี่ยวด้วยการเติมเมทานอล 1% ให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์สูงสุดในวันที่ 5 

เช่นกนั ซึ่งต่างจากการเหนี่ยวด้วยการเติมเมทานอล 3% ที่แสดงค่าแอกทิวิตีท างานของเอนไซม์ลิ

เพสที่ผิวเซลล์สงูสดุในวนัที่ 2 (ภาพที่ 4.19) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 4.19 ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ของ Pp-CRL1 ที่มีการเหนี่ยวน าให้เกิดการ
แสดงออกของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์โดยการเติม methanol 1%,   2% และ 3% 
เป็นเวลา 7 วนั 

 
จากผลการทดลองหาความเข้มข้นของเมทานอลที่เหมาะสมในการเหนี่ยวน าให้มีการ

แสดงออกของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ของ Pp-CRL3 ดงัแสดงในภาพที่ 4.20  ซึ่งจากกราฟจะเห็น

ได้ว่าการการเหนี่ยวน าโดยการเติม methanol  1%  2% และ 3%  นัน้ต่างก็ให้ค่ากิจกรรมการ

ท างานของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์สงูสดุในวนัที่ 4 โดยค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์จะมี

แนวโน้มเพิ่มขึน้และให้ค่าสงูสดุในวนัที่ 4 จากนัน้แอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์จะเร่ิมลดลง  
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โดยการศึกษานีพ้บว่า Pp-CrLIP3 มีค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์สงูสดุในวนัที่ 4 ด้วย

การด้วยการเหนี่ยวน าโดยการเติม methanol  2%  ซึ่งมีค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์

เท่ากบั 181.96  mU/OD600   

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที่ 4.20  ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ของ Pp-CRL3 ที่มีการเหนี่ยวน าให้เกิดการ

สดงออกของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์โดยการเติม methanol 1%, 2% และ 3% เป็น 
เวลา 7 วนั 

 

4.5 การยืนยนัต าแหน่งการแสดงออกที่ผิวเซลล์ของสายพันธ์ุยสีต์ Pp-CRL1, Pp- CRL3 
และ Pp-AML ด้วยเทคนิค Immunofluorescence 

 เพ าะเลี ย้ ง  Pp-CRL1, Pp- CRL3 และ Pp-AML และ Pp-AML เพื่ อยืนยันผลการ

แสดงออกเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ ด้วยวิธี  Indirect immunofluorescence โดยใช้  Anti Flag M2 

antibody  และ Alexa  Fluor 647 dye Goat anti-mouse IgG (H+L) จากผลการทดลองพบว่า

ตรวจพบโปรตีน PpPIR1-CRL1,  PpPIR1-CRL3 และโปรตีน PpPIR1-AML ที่ผิวเซลล์ยีสต์ P. 

pastoris  (ภาพที่ 4.21) 
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ภาพที่ 4.21 ผลการตรวจสอบเพื่อยืนยนัผลการแสดงออกที่ผิวเซลล์ของโคลน Negative control 

(P. pastoris) , Pp-CRL1, Pp-CRL3 แ ล ะ Pp-AML ด้ ว ย วิ ธี  Indirect immuno- 
fluorescence  

  

4.6 การหาสมบัตบิางประการของ Pp-CRL1, Pp-CRL3 และ Pp-AML 

4.6.1 การหาความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ Pp-CRL1, 

Pp-CRL3 และPp-AML  

                      ความเป็นกรดด่างเป็นปัจจัยหนึ่ งที่ มีผลต่อกระบวนการท างานของลิ เพส 

เนื่องมาจากส่งผลกับโครงสร้างสามมิติของลิเพสโดยเฉพาะบริเวณเร่งปฏิกิริยา ในงานวิจัยนีไ้ด้

ศึกษาค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมของลิเพสในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่ความเป็นกรด

ด่างต่างๆ โดยการน าโคลน Pp-CRL1, Pp-CRL3 และPp-AML  มาวดัแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพส

ที่ผิวเซลล์ ในบฟัเฟอร์ที่ค่าความเป็นกรดด่างต่างๆ โดยที่  pH 5-6 ใน Sodium citrate buffer และ

ค่า pH 6-7 ใน Phosphate buffer และค่า pH 8 ใน Tris-HCl buffer (Pp-CRL1, Pp- CRL3) และ

ส าหรับ Pp-AML มีการวดัแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์เพิ่มใน Tris-HCl buffer pH  9-10 

ซึง่จากการศกึษาพบว่า โคลน Pp-CRL1และ Pp-CRL3 ท าปฏิกิริยาได้ดีที่ความเป็นกรดด่างอยู่ใน

สภาวะที่เป็นกลาง คือ pH 7 (100% relative activity) (ภาพที่ 4.22) ซึ่งสอดคล้องกบัการทดลอง
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ของ Yong และคณะ  (2008) ที่พบว่าการท างานของลิเพสจาก C. rugosa เหมาะสมที่สดุในการ

เร่งปฏิกิริยาสภาวะที่เป็นกลาง และการศกึษาของ Edupuganti และคณะ (2017) ที่ศกึษาค่าเป็น

กรดด่างที่เหมาะสมของ Staphylococcus epidermidis strain L2 (MTCC 10656) และพบว่า

ท างานได้ดีในสภาวะที่เป็นกลางเช่นกนั ส่วนโคลน Pp-AML ท าปฏิกิริยาได้ดีที่ความเป็นกรดด่าง

อยู่ในสภาวะที่เป็นด่าง คือ pH 8 (ภาพที่ 4.23) ซึ่งจากการทดลองของ Liu และคณะ (2008) ที่

ศึกษาความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมจากลิเพสของ A. pullulans HN2.3 พบว่าการท างานของลิ

เพสเหมาะสมในสภาวะที่เป็นด่าง pH 8.0 นอกจากนี  ้Tripathi และคณะ (2014) พบว่าการ

ท างานของลิเพสของ Microbacterium sp. เหมาะสมในสภาวะที่เป็นด่าง pH 8.5  โดยความเป็น

กรดด่างที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของลิเพสนีจ้ะแตกต่างกันคือช่วง pH 5-10 

ขึน้อยู่กับแหล่งที่มาของลิเพส  ซึ่งลิเพสจากยีสต์จะมีค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมในการเร่ง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสอยู่ในช่วง pH 5-8  

 
ภาพที่ 4.22 ค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสชอง  Pp-CRL1   และ  

Pp-CRL3   
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ภาพที่ 4.23 ค่าความเป็นกรดดา่งที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ Pp-AML   

4.6.2 การหาอณุหภมูิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและศกึษาความคงทน

ของ Pp-CRL1, Pp-CRL3 และ Pp-AML 

                  จากการศึกษาผลของอณุหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและความ

คงทน Pp-CRL1, Pp-CRL3 และ Pp-AML จะน าโคลน Pp-CRL1, Pp-CRL3 และ Pp-AML มา

วัดค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ ในบัฟเฟอร์ Tris-HCl buffer pH 7 (Pp-CRL1, Pp-

CRL3)  และใน Tris-HCl buffer pH8 (Pp-AML)  ที่อุณหภูมิ 25-60 องศาเซลเซียส  และศึกษา

ความคงทนของ  Pp-CRL1, Pp-CRL3 และ Pp-AML ที่อุณหภูมิ 0-60 องศาเซลเซียส  ซึ่งพบว่า 

Pp-CRL1, Pp-CRL3 และ Pp-AML ท าปฏิกิริยาได้ดีที่อุณหภูมิ 50 40 และ 35 องศาเซลเซียส 

ตามล าดบั ส่วนความคงทนของ Pp-CRL1 อยู่ในช่วง 0-50  องศาเซลเซียส  Pp-CRL3 อยู่ในช่วง 

0-45 องศาเซลเซียส  และ Pp-AML อยู่ในช่วง 0-35 องศาเซลเซียส  ดังภาพที่ 4.24-4.26  ซึ่งผล

ของอณุหภมูิที่เหมาะสมของลิเพสจาก C. rugosa นัน้ สอดคล้องกบังานวิจยัของ  Yong และคณะ 

(2008) ที่พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมของลิเพสนัน้อยู่ในช่วง 35-45  องศาเซลเซียส และ Liu และ

คณะ  (2012) ได้ศกึษาลิเพสจาก C. antarctica  ZJB09193 พบวา่ที่อณุหภมูิ 52 องศาเซลเซียส

เป็นอุณหภูมิที่ เหมาะสมในการท างานของลิ เพส นอกจากนี  ้ Liu และคณะ (2008) และ 

Wongwatanapaiboon และคณะ (2016) ยังมีการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมของลิเพส จาก A. 
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pullulans พบว่าผลการทดลองสอดคล้องกนัคืออณุหภูมิที่เหมาะสมของลิเพสจาก  A. pullulans 

อยู่ในช่วง 35-37  องศาเซลเซียส 

 

  

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.24 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและความคงทนของโคลน Pp-
CRL1 

 

  

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.25 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและความคงทนของโคลน Pp-
CRL3 
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ภาพที่ 4.26 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและความคงทนของโคลน  Pp-
AML  

 

4.7 การผลิตกรดไขมันอิสระจากน า้มันปาล์มโดยใช้เซลล์แห้ง Pp-CRL1 และ Pp-CRL3 
 
           จากการน าเซลล์แห้ง Pp-CRL1 และ Pp-CRL3 มาเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาชีวภาพในการผลิต

กรดไขมนั โดยมีน า้มนัปาล์มเป็นสารตัง้ต้น โดยที่ Pp-CRL1 จะท าปฏิกิริยาที่อณุหภมูิ 45 และ 50 

องศาเซลเซียส Pp-CRL3 ท าปฏิกิริยาที่อณุหภูมิ 40 และ 45 องศาเซลเซียส และการท าปฏิกิริยา

โดยการผสม Pp-CRL1 และ Pp-CRL3 ท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 

ชัว่โมง 

            จากการศึกษาพบว่าผลผลิตกรดไขมันที่เกิดขึน้หลังจากท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน า้มัน

ปาล์มนัน้ การใช้เซลล์แห้ง Pp-CRL1 เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจะให้

ผลผลิตกรดไขมนัสงูสดุ คือ 14.26± 0.57 เปอร์เซ็นต์ ซึง่ท าปฏิกิริยาที่อณุหภมูิ 45  องศาเซลเซียส 

รองลงมาคือการท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยเกิดกรดไขมัน 13.74± 0.50

เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่การใช้เซลล์แห้ง Pp-CRL3 ท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสนัน้ ที่อณุหภมูิ 40 และ 45 

องศาเซลเซียส เกิดกรดไขมนั 8.55±0.26 และ 5.20± 0.17 เปอร์เซนต์ตามล าดบั และจากการใช้

เซลล์แห้งแบบผสม Pp-CRL1 และ Pp-CRL3  มาท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสพบว่าที่การใช้สดัส่วน 

Pp-CRL1 และ Pp-CRL3  7.5:2.5 ยูนิต มีผลผลิตกรดไขมันที่เกิดขึน้  12.45±0.37 เปอร์เซ็นต์ 
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ตามมาด้วย  Pp-CRL1 และ Pp-CRL3  สัดส่วน 5:5 ยูนิต เกิดกรดไขมัน  5.70± 0.08 เปอร์เซ็น 

และ Pp-CRL1 และ Pp-CRL3  สัดส่วน  2.5:7.5 ยูนิต เกิดกรดไขมัน 2.88± 0.08 เปอร์เซ็นต์  

แสดงให้เห็นว่า การใช้ Pp-CRL1 เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาเพียงยีนเดียวที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 

นัน้สามารถไฮโดรไลซิสได้ดีกว่าการใช้  Pp-CRL3 และดีกว่าในการใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาร่วมกัน

กับ Pp-CRL3 ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Piamtongkam (2011) ที่ศึกษา Lip1  Lip3 และ 

Lip4 มาใช้ในการแยกสาร (R, S)-2-bromo-phenylacetic acid octyl esters โดยการน ายีนของลิ

เพสทัง้ 3 ชนิดมาแสดงออกในยีสต์ Y. lipolytica สายพนัธุ์ JMY1212 จากการศกึษาพบว่าแอกทิวิ

ตีของลิเพส Lip1 มีค่าสงูสดุ สามารถท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้ดีท่ีสดุ  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.27  ผลผลิตกรดไขมนัที่เกิดขึน้หลงัจากท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน า้มนัปาล์มเป็นเวลา 48 
ชั่วโมง  โดย L1 คือ Pp-CRL1 ,  L3 คือ Pp-CRL3 และ  negative control คือ P. 

pastoris/pPICαZA



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
               จากการศึกษาการผลิตไบโอดีเซลจากกรดไขมนัอิสระของน า้มนัปาล์มโดยปฏิกิริยาสอง

ขัน้ตอนโดยใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาชีวภาพทัง้เซลล์ นัน้ ได้ใช้ C. rugosa  เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

น า้มนัปาล์มเป็นเวลา 5 วนั ได้กรดไขมนัอิสระ 82.61 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้หาภาวะที่เหมาะต่อการ

ผลิตลิเพสของ A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3  โดยการน ากรดไขมนัอิสระที่ได้จาก

การไฮโดรไลซิสน า้มนัปาล์มจาก C. rugosa  มาเป็นตวัเหนี่ยวน าในอาหารเหลวส าหรับผลิตลิเพส

พบว่าการใช้ความเข้มข้นของกรดไขมันอิสระ 3 เปอร์เซ็นต์ ให้ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์และค่า

กิจกรรมจ าเพาะสงูสดุ คือ  1.18 ยนูิตต่อมิลลิลิตร และ17.28 ยนูิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามล าดบั

ในชัว่โมงที่ 120  ดงันัน้ชัว่โมงที่ 120 หลงัจากการเพาะเลีย้งเชือ้ลงในอาหารเหลวสตูรส าหรับเลีย้ง

เพื่ อผลิตลิ เพส  จึ ง เป็นช่ วงเวลาที่ เหมาะสมที่ สุด ในการน า ยีส ต์ของ A. pullulans var. 

melanogenum SRY 14-3   แบบทัง้เซลล์ไปใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาเพื่อผลิตไบโอดีเซล 

      เม่ือท าการศึกษาหาอุณหภูมิที่ เหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันที่เร่ง

ปฏิกิริยาด้วยยีสต์ ของ A. pullulans var. melanogenum SRY 14-3  พบว่าอุณหภูมิที่ 30 องศา

เซลเซียส อตัราส่วนโดยโมลของกรดไขมนัอิสระต่อเมทานอล เท่ากบั 1:1 ท าฏิกิริยาเป็นเวลา 72 

ชั่วโมง จะเกิดเมทิลเอสเทอร์หรือไบโอดีเซลสูงสุด คือ 21.39 เปอร์เซ็นต์ แต่ก็ยังเห็นว่าการ

เปลี่ยนไปเป็นไบโอดีเซลเกิดขึน้ได้น้อย จงึต้องปรับปรุงพฒันากระบวนการผลิตไบโอดีเซลตอ่ไป 

     นอกจากนีไ้ด้ศึกษาและสร้างสายพันธุ์ยีสต์ P. pastoris KM 71 ที่มีการแสดงออกของ

เอ น ไซ ม์ ลิ เพ ส ที่ ผิ ว เซ ล ล์ จ า ก  C. rugosa (CRL1 แ ล ะ  CRL3)  แ ล ะ  A. pullulans var. 

melanogenum SRY 14-3 (AML)  

     โดยเร่ิมจากการน าโปรตีนฐานเช่ือมกบัยีน AML และน าไปเช่ือมกบัเวกเตอร์ pPICZαA  

และส่งถ่ายเข้าสู่  P. pastoris ได้ เป็น  P. pastoris/pPICZαA_AML-11-kp และ P. pastoris/ 

pPICZαA_PpPIR1-AML จากนัน้น าไปศึกษาแอกทิวิตีของลิเพสที่ผิวเซลล์พบว่า  P. pastoris 

/pPICZαA_PpPIR1-AML (Pp-AML) ให้ค่ าแอกติ วิที ที่ สูงกว่า  จึ งน า เวก เตอร์  pPICZαA_ 

PpPIR1 _AML  มาตดัสว่นยีน AML ออก และท าการเชื่อมตอ่ยีน CRL1 และ CRL3 เข้าไป และสง่
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ถ่ายเวกเตอร์นี เ้ข้าสู่ P. pastoris ได้เป็น  P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1-CRL1 (Pp-CRL1) 

และ P. pastoris/pPICZαA_PpPIR1-CRL3 (Pp-CRL3) 

 จากนัน้ศึกษาหาความเข้มข้นของเมทานอลที่ เหมาะสมในการเหนี่ยวน าให้มีการ

แสดงออกของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ของ Pp-CRL1 , Pp-CRL3 และ Pp-AML พบว่า Pp-CRL1 

และ  Pp-CRL3  มีค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์สูงสุดในวันที่ 5 และวันที่ 4 ด้วยการ

เหนี่ยวน าโดยการเติมเมทานอล 2 เปอร์เซ็นต์  โดยมีค่าแอกทิวีของเอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์ คือ 

1,499.9  mU/OD600  และ  181.96  mU/OD600  ตามล าดับ  และ Pp-AML ให้ค่าแอกทิวิตีของ

เอนไซม์ลิเพสที่ผิวเซลล์สงูสดุในวนัท่ี 3 เท่ากบั 30.48 mU/OD600  ด้วยการเหนี่ยวน าโดยการเติมเม

ทานอล 1 เปอร์เซ็นต์ 

หลงัจากนัน้น าโคลน Pp-CRL1 , Pp-CRL3 และ Pp-AML ไปตรวจสอบเพื่อยืนยนัผลการ

แสดงออกที่ผิวเซลล์ด้วยวิธี Indirect immunofluorescence จากผลการทดลองพบว่าตรวจพบ

โปรตีน PpPIR1-CRL1,  PpPIR1-CRL3 และโปรตีน PpPIR1-AML ที่ผิวเซลล์ยีสต์ P. pastoris   

ท าการศึกษาสมบัติบางประการของ Pp-CRL1 , Pp-CRL3 และ Pp-AML โดยศึกษา
ความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสพบว่า Pp-CRL1 และ Pp-CRL3  ท า
ปฏิกิ ริยาได้ดีที่  pH 7 ในขณะที่  Pp-AML ปฏิกิริยาได้ดีที่  pH 8 นอกจากนีจ้ากการศึกษาหา
อณุหภมูิที่เหมาะสมในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและศึกษาความคงทนพบว่า พบว่า Pp-CRL1, 
Pp-CRL3 และ Pp-AML ท าปฏิกิริยาได้ดีที่อุณหภูมิ 50 40 และ 35 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
ส่วนความคงทนของ Pp-CRL1 อยู่ในช่วง 0-50  องศาเซลเซียส  Pp-CRL3 อยู่ในช่วง 0-45 องศา
เซลเซียส  และ Pp-AML อยู่ในช่วง 0-35 องศาเซลเซียส   

จากการน า Pp-CRL1 และ Pp-CRL3 ไปเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการไฮโดรไลซิสน า้มัน
ปาล์มพบว่า การท าปฏิกิริยาที่อณุหภูมิ 45  องศาเซลเซียส ให้ผลผลิตกรดไขมนัสงูสดุ คือ 14.26 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งจากผลการทดลองจะต้องหาสภาวะที่เหมาะสมต่อไป ส าหรับ Pp-AML จะน าไป
ประยกุต์ใช้ในอนาคตต่อไป 
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ภาคผนวก ก   
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 

 
1. อาหารกึ่งแข็ง YM  (Yeast Malt Agar) 

สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)     3  กรัม 
สารสกดัจากมอลต์ (Malt extract)     5  กรัม 
เปปโตน (Peptone)      5  กรัม 
น า้ตาลกลโูคส (D-Glucose)     10  กรัม 
วุ้นผง (Agar)       15  กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)      1  ลิตร 
 
ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 7.0 แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ โดยความร้อนชืน้ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 

2. อาหารเหลว YM  (Yeast Malt Broth)    
สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)     3  กรัม 
สารสกดัจากมอลต์ (Malt extract)     5  กรัม 
เปปโตน (Peptone)      5  กรัม 
น า้ตาลกลโูคส (D-Glucose)     10  กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)      1 ลิตร                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           

  
ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 7.0 แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้โดยความร้อนชืน้ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
3. อาหารกึ่งแข็ง YPD   (Yeast Peptone Dextrose Agar)      

สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)     10  กรัม 
เปปโตน (Peptone)      20  กรัม 
น า้ตาลกลโูคส (D-Glucose)     20 กรัม 
วุ้นผง (Agar)       15  กรัม 
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น า้กลัน่ (Distilled water)      1 ลิตร 
 

ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 7.0 แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้โดยความร้อนชืน้ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

 
4. อาหารเหลว YPD   (Yeast Peptone Dextose Broth)     

สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)     10  กรัม 
เปปโตน (Peptone)      20  กรัม 
น า้ตาลกลโูคส (D-Glucose)     20 กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)      1 ลิตร 
 
ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 7.0 แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้โดยความร้อนชืน้ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 

5. อาหารแข็ง LB (Luria-Bertani Agar) 
สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)     10  กรัม 
ทริปโตน (Tryptone)        5         กรัม 
โซเดียมคลอไรด์  (NaCl)                   5          กรัม 
วุ้นผง (Agar)       15  กรัม 
น า้กลัน่ (Distilled water)        1 ลิตร 
 

   ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 7.0 แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้โดยความร้อนชืน้ที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

 

6. อาหารเหลวสตูรผลิตลิเพสส าหรับ C. rugosa   (Lipase Production Medium for  C.rugosa: 
LPMC) 
           สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)                                                            5       กรัม  
          โพแทสเซียมไดโฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                                            10       กรัม  
          แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)                                                            1       กรัม  
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         น า้มนัปาล์ม (Palm oil)                                                                      3 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 

 

         ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 5 แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสและ

ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้เป็นเวลา 15 นาที 

 

7. อาหารเหลวสูตรผลิตลิ เพสส าห รับ  A. pullulans   (Lipase Production Medium for  A. 
pullulans  : LPMP) 

     
สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)     11.7 กรัม 
น า้ตาลซูโครส       14  กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   10  กรัม 
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4∙7H2O)       1 กรัม 
กรดไขมนัอิสระ                                                            3 เปอร์เซ็นต์ (w/v)  
 
ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 5.0 แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชือ้โดยความร้อนชืน้ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 

8. อาหาร BMGY (Buffer Glycerol Complex Medium) 
สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)                                  10          กรัม 
เปปโตน (peptone)                        20          กรัม 
0.1 M โพแทสเซียมฟอสเฟต pH6                                             100         มิลลิลิตร 

1.34 % YNB  (stock 10x)                                                        100         มิลลิลิตร 
ไบโอติน  0.02 %                                                                           2        มิลลิลิตร 
กลีเซอรอล 1%   (stock 10x)                                                      100       มิลลิลิตร                                                                           
น า้กลัน่ (Distilled water)                            1        ลิตร 

 
9. อาหาร BMMY (Buffer Methanol Complex Medium)     ปริมาตร 1  ลิตร 

สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)                                  10          กรัม 
เปปโตน (Peptone)                        20          กรัม 
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0.1 M โพแทสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH6                                  100         มิลลิลิตร 
1.34 % YNB  (stock 10x)                                                         100        มิลลิลิตร 
ไบโอติน  0.02 %                                                                           2        มิลลิลิตร 
เมทานอล 1%   (stock 10x)                                                       100        มิลลิลิตร                                                                          
น า้กลัน่ (Distilled water)                           1         ลิตร 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคมี 

 
1.สารเคมีสาหรับวัดแอกทวิิตีลิเพสของ C. rugosa ,A. pullulans ,Pp-CRL1 และ Pp-CRL3   

100 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟส บัฟเฟอร์ pH 7.2 

Solution A:  

100 มิลลิโมลาร์  โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4.2 H2O)                     7.8 กรัม 

100 มิลลิโมลาร์ โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)                                                           2.9 กรัม 

ปรับปริมาณเป็น 500 มิลลิลิตร 

Solution B: 

100 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)                                      7.9 กรัม 

100 มิลลิโมลาร์ โซเดียมคลอไรด์ (NaCI)                                                            2.9 กรัม 

ปรับปริมาณเป็น 500 มิลลิลิตร 

จากนัน้เท Solution A ลงใน B จนได้ pH 7.2 

 

40 มิลลิโมลาร์ พาราไนโตรฟีนิลบิวทิเรต  

          พาราไนโตรฟีนิลบิวทิเรต                                                                418      มิลลิกรัม 

          2-เมทิล-2-บิวทานอล                                                                      50       มิลลิลิตร 

 

*ส าหรับยีสต์ Pp-CRL1 และ Pp-CRL3  ใช้ 120 มิลลิโมลาร์ พาราไนโตรฟีนิลบิวทิเรต 

 

2. สารเคมีสาหรับวัดแอกทวิิตีลิเพสของ Pp-AML 

50 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟส บัฟเฟอร์ pH 7.0 

 

50 มิลลิโมลาร์  โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4.2 H2O)                     3.9  กรัม 

50 มิลลิโมลาร์ โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)                                                          1.45  กรัม 
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ปรับปริมาณเป็น 500 มิลลิลิตร 

Solution B: 

100 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)                                  3.95   กรัม 

100 มิลลิโมลาร์ โซเดียมคลอไรด์ (NaCI)                                                         1.45 กรัม 

ปรับปริมาณเป็น 500 มิลลิลิตร 

จากนัน้เท Solution A ลงใน B จนได้ pH 7.2 

 

120 มิลลิโมลาร์ พาราไนโตรฟีนิลลอเรต 

        พาราไนโตรฟีนิลลอเรต              385.7 มิลลิกรัม 

        เอทานอล                  10  มิลลิลิตร 

 

2. การเตรียมบัฟเฟอร์ส าหรับศึกษาสมบัตบิางประการของ Pp-CRL1 , Pp-CRL3 และ Pp-

AML 

     2.1    100    มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟส บฟัเฟอร์ pH6, pH 7    

                        เหมือนการเตรียมที่ผ่านมาแต่ปรับให้ pH = 6 และ 7 

 

     2.2    100  มิลลิโมลาร์ ทริส-ไฮโดรคลอริก pH7 

                       ทริส                                                        1.21 กรัม 

                      น า้กลัน่                                                     100 มิลลิลิตร 

  ค่อยๆ ปรับ pH โดยใช้กรดไฮโดรคลิก   ให้ได้ pH สดุท้าย เท่ากบั 6 และ 7 

 

     2.3     100 มิลลิโมลาร์ โซเดียมซิเตรท  pH 4 และ pH 5 

                   สารละลาย A :  กรดซิตริก                2.1 กรัม     ละลายในน า้ 100  มิลลิลิตร 

                   สารละลาย B  :  โซเดียมซิเตรท         2.94 กรัม    ละลายใน   100  มิลลิลิตร  

                      ผสมสาร A และ B จนได้ pH 4 และ 5 
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

 

1.กราฟมาตรฐานของไนโตรฟีนอลส าหรับน าไปใช้ค านวณแอคทิวิตีของลิเพสของ C. rugosa, A. 

pullulans 

วิธีสร้างกราฟมาตรฐานสารละลายพาราไนโตรฟีนอล 

        1. เตรียมสารละลายพาราไนโตรฟีนอล 2 มิลลิโมลาร์ โดยใช้ฟอสเฟสบฟัเฟอร์ความเป็นกรด

ด่าง 7.2 เป็นตวัท าละลาย 

        2. ปิเปตสารละลายพาราไนโตรฟีนอล จากข้อ 1 และ 0.1 โมลาร์ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเป็น

กรดด่าง 7.2 ลงใน ไมโครเพลต ตามตารางด้านลา่ง จากนัน้น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 405 นา

โนเมตรและน าค่าที่ได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานโดยให้แกน Y คือค่าการดูดกลืนแสง แกน X คือ

ความเข้มข้นของพาราไนโตรฟีนอลในหน่วยมิลลิโมลาร์ 

 

พาราไนโตรฟีนอล  

        (มิลลิโมลาร์) 

       ปริมาตร     
(ไมโครลิตร) 

 

  

   พาราไนโตรฟีนอล 

    (2 มิลลิโมลาร์) 

0.1 โมลาร์ฟอสเฟต
บฟัเฟอร์ pH 7.2 

0 0 500 

0.04 10 490 

0.08 20 480 

0.12 30 470 

0.16 40 460 

0.2 50 450 

0.24 60 440 
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y = 4.2849x

R² = 0.9998
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ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน p-nitrophenol (mM)

กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน p-
nitrophenol (mM) กบัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       
 

ภาพที ่ค-1 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลความเข้มข้น 0-0.24 มิลลิโมลาร์ 
                         ส าหรับ C. rugosa และ A. pullulans 

 

2.กราฟมาตรฐานของไนโตรฟีนอลส าหรับน าไปใช้ค านวณแอคทิวิตีที่ผิวเซลล์ของ  Pp-CRL1 , 

Pp-CRL3 , Pp-AML 

วิธีสร้างกราฟมาตรฐานสารละลายพาราไนโตรฟีนอล (ความเข้มข้น 0-0.6 มิลลิโมลาร์ ) 

        1. เตรียมสารละลายพาราไนโตรฟีนอล 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร โดยใช้ 0.1 ฟอสเฟตบฟัเฟอร์

ความเป็นกรดด่าง 7.2 เป็นตวัท าละลาย   

        2. ปิเปตสารละลายพาราไนโตรฟีนอล จากข้อ 1 และ 0.1 โมลาร์ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเป็น

กรดดา่ง 7.2 ลงใน microtube จากนัน้น าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 405 นาโนเมตรและน าคา่ที่ได้

ไปสร้างกราฟมาตรฐานโดยให้แกน Y คือค่าการดดูกลืนแสง แกน X คือความเข้มข้นของพาราไน

โตรฟีนอลในหน่วยมิลลิโมลาร์   

 

 *ส าหรับ Pp-AML ใช้ 0.05 โมลาร์ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ pH 7 แทน 
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y = 2.3123x

R² = 0.9996
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ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน p-nitrophenol (mM)

กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน p-
nitrophenol (mM) กบัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405นาโนเมตร

y = 1.8753x
R² = 0.9972
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ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน p-nitrophenol (mM)

กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน p-
nitrophenol (mM) กบัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 405นาโนเมตร

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ค-2 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลความเข้มข้น 0-0.6 มิลลิโมลาร์ 
                              ส าหรับ Pp-CRL1 และ Pp-CRL3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ค-3 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลความเข้มข้น 0-0.24 มิลลิโมลาร์ 
                             ส าหรับ Pp-AML 
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              การศึกษาสมบัติบางประการของ  Pp-CRL1 , Pp-CRL3 , Pp-AML จะสร้างกราฟ

มาตรฐานของไนโตรฟีนอลความเข้มข้น 0-0.64 มิลลิโมลาร์ ส าหรับน าไปใช้ค านวณแอกทิวิตีใน

ลกัษณะเดียวกนั แต่เปล่ียนบฟัเฟอร์ที่ pH ต่างๆ  ตัง้แต่ pH 5-10 
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ภาคผนวก ง 
การค านวณ 

 

1. การค านวณค่าแอกทวิิตี  
 

วิธีค านวณท าโดยน าค่าการดดูกลืนแสงที่ได้จากการวดัมาแทนค่าในสมการเส้นตรงจาก
กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอล ตามสมการดงันี ้ 
                                                 Y = 4.481X  

โดยท าการแทนคา่การดดูกลืนแสงที่วดัได้ในคา่ Y จะท าให้ได้ค่า X ซึง่แทนปริมาณของ
พาราไนโตรฟีนอล ซึง่เป็นผลิตภณัฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาเป็นมิลลิโมลาร์ จากนัน้ปรับหนว่ยของพารา
ไนโตรฟีนอลจากมิลลิโมลาร์ให้อยู่ในหนว่ยไมโครโมล แล้วคณูกลบัให้เป็นการใช้เอนไซม์ในหน่วย
ต่อมิลลิลิตร จะได้หน่วยเป็นไมโครโมลต่อเอนไซม์ 1 มิลลิลิตร และสดุท้ายหารด้วยเวลาที่ใช้
เกิดปฏิกิริยาคือ 10 นาที จะได้หน่วยสดุท้ายเป็นหน่วย ไมโครโมล ต่อมิลลิลิตร ต่อนาที หรือหนว่ย
ยนูิตนัน่เอง  
            1 ยนูิตของลิเพส (U/ml) คือ การเปลี่ยนพารา-ไนโตรฟีนีลบิวทิเรตเป็นพารา-ไนโตรฟีนอล 

1 ไมโครโมลต่อนาที ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 

            ส าหรับ  Pp-CRL1 , Pp-CRL3 , Pp-AML  จะค านวณในลกัษณะเดียวกนั แต่อยู่ในหน่วย  

mU/OD600  หรือ U/OD600 โดยจะแทนคา่ Y ตามกราฟมาตราฐานในแต่ละบฟัเฟอร์นัน้ๆ   

 

 

2. การค านวณเปอร์เซ็นต์การเปลี่ยนเป็นเมทลิเอสเทอร์จากปฏกิิริยาเอสเทอริฟิเคชัน 

 
 การค านวณเปอร์เซ็นต์การเปลี่ยนเป็นเมทิลเอสเทอร์ท าได้โดยแทนค่าที่ได้จากฉีดตวัอย่าง
วิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงูในสมการ 
 
%conversion         =                                              [FAME] x 100 
                                        3[TAG] + 2[1,3 DAG] + 2[1,2 DAG] + [MAG] + [FFA] + [FAME] 
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เม่ือ %conversion คือ เปอร์เซ็นต์การเปลี่ยนเป็นผลิตภณัฑ์ 
[FAME] คือ ความเข้มข้นของเมทิลเอสเทอร์ของกรดไขมนัจากโครมาโทแกรม 
[TAG] คือ ความเข้มข้นของไตรกลีเซอไรด์จากโครมาโทแกรม 
[1,3 DAG] คือ ความเข้มข้นของ 1,3 ไดกลีเซอไรด์จากโครมาโทแกรม 
[1,2 DAG] คือ ความเข้มข้นของ 1,2 ไดกลีเซอไรด์จากโครมาโทแกรม 
[MAG] คือ ความเข้มข้นของโมโนกลีเซอไรด์จากโครมาโทแกรม 
[FFA] คือ ความเข้มข้นของกรดไขมนัอิสระจากโครมาโทแกรม 
 
 
3. การค านวณอัตราส่วนโดยโมลของกรดไขมันต่อเมทานอล  
 
หาน า้หนกัของเมทานอลจากสตูร     Y = ( A )( B )( MWMeOH) 
                                                                     MWFFA 
โดยที่ Y คือน า้หนกัของเมทานอล 
A คือ น า้หนกัของกรดไขมนัอิสระจากการชัง่ 
B คือ อตัราสว่นโดยโมลของเมทานอล 
MWFFA คือ น า้หนกัโมเลกลุของกรดไขมนัอิสระ เท่ากบั 257.25 กรัม 
MWMeOH คือ น า้หนกัโมเลกลุของเมทานอล เท่ากบั 32.04 กรัม 
 
 
ตวัอย่างการค านวณ  ก าหนดให้อตัราส่วนของกรดไขมนัต่อเมทานอลเท่ากบั 1:3 จากนัน้ชัง่กรด
ไขมนั 4 กรัม  
ดงันัน้                                           Y = (4)(3)(32.04) =   1.494 กรัม  
                                                                  257.25                              
 
ดงันัน้คิดเป็นปริมาตร  จากสตูร       Z  =  Y 
                                                              D 
 
เม่ือ Z คือ ปริมาตรของเมทานอล 
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      Y คือ น า้หนกัเมทานอล 
      D คือ ค่าความหนาแน่นของเมทานอลเท่ากบั 791 กรัมต่อลิตร 
จะได้                                            Z  =  (1.494)(1000)   =  1.89 มิลลิลิตร 
                                                                    791 
                                                                 
 
4. วิธีค านวณค่าแอกทิวิตีที่ผิวเซลล์ของ Pp-CRL1 , Pp-CRL3 จากเซลล์แห้ง เพื่อน าไปใช้

ในปฏกิิริยาไฮโดรไลซิสน า้มันปาล์ม 

ตวัอย่างเช่น 

      Pp-CRL1 หลงัจากท า lyophilization  แล้วน าไปวดัแอกทิวิตี  

                         10 OD600      ใช้เซลล์แห้งในการวดัแอกทิวิตี        0.0111 g  

                         ค านวณแอกทิวิตีได้ 360 mU/OD600 

                         หากต้องการ Pp-CRL1     10  U       

                          จะต้องชัง่เซลล์แห้ง           0.0111 g   x 10 U x 1000   = 0.305 g 

                                                                              360 U 
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ภาคผนวก จ 
ข้อมูล 

 
   การทดลองเร่ืองการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน า้มนัปาล์มที่ 120 ชัว่โมง จากตวัเร่งปฏิกิริยา

ยีสต์ C. rugosa แบบทัง้เซลล์ ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส  
 

 
 

 

 

 

 

 

 

  ภาพที่ จ-1 โครมาโทแกรมของผลิตภณัฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจากตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์  
C. rugosa ที่เวลา 0 ชัว่โมง 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  ภาพที่ จ-2 โครมาโทแกรมของผลิตภณัฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจากตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ 
 C. rugosa ที่เวลา 120 ชัว่โมง  
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   การทดลองเร่ืองการเร่งปฏกิิริยาเอสเทอริฟิเคชนัท่ี 72 ชัว่โมง จากตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ A. 

pullulans แบบทัง้เซลล์ ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส อตัราสว่นกรดไขมนัตอ่เมทานอลที่ 1:1 

ภาพที่ จ-3 โครมาโทแกรมของผลิตภณัฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัจากตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ 
A. pullulans ที่เวลา 0 ชัว่โมง 

 

 

ภาพที่ จ-4 โครมาโทแกรมของผลิตภณัฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัจากตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ 
A. pullulans ที่เวลา 72 ชัว่โมง 
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   การทดลองเร่ืองการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน า้มนัปาล์มที่ 48 ชัว่โมง จากตวัเร่งปฏิกิริยา
ยีสต์ Pp-CRL1 ที่อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพที่ จ-5 โครมาโทแกรมของผลิตภณัฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจากตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ Pp-

CRL1 ที่เวลา 0 ชัว่โมง อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ จ-6 โครมาโทแกรมของผลิตภณัฑ์ที่ได้จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจากตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ Pp-

CRL1 ที่เวลา 48 ชัว่โมง อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส 
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