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บทคัดย่อ 

 

ปัญหาทางส่ิงแวดล้อมมีมากมายในปัจจุบันหน่ึงในปัญหาหลักทางด้านส่ิงแวดล้อม คือการ

ปนเป้ือนของนํ้ามนั ท่ีเกิดจากการร่ัวไหลของนํ้ามนัจากการซ่อมเคร่ืองยนต ์การถ่ายนํ้ามนัเคร่ือง การเดินเรือ 

การขดุร่องนํ้า และการขดุเจาะก๊าซธรรมชาติ ทาํใหมี้การฟุ้งกระจาย และการปนเป้ือนของสารพิษต่างๆลงสู่

นํ้าทะเลการยอ่ยสลายของจุลินทรียคื์อกลไกทางธรรมชาติหน่ึงท่ีสําคญัท่ีดีในการกาํจดัมลพิษท่ีเกิดจากการ

ร่ัวไหลของนํ้ามนัจากส่ิงแวดลอ้มได ้วตัถุประสงคข์องการวจิยัคร้ังน้ีเพื่อศึกษาการยอ่ยสลายทางชีวภาพของ

สารโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน โดยใชเ้แลคเคสท่ีผลิตไดจ้ากไลโพไลติกยีสตส์ายพนัธ์ุ Aureobasidium 

pullulans var. melanogenum ท่ีคดัเลือกจากเกาะสีชัง โดยทาํการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการ

เจริญเติบโตของ A. pullulans และการผลิตเอนไซมแ์ลคเคส  แลคเคสท่ีสามารถผลิตไดจ้าก A. pullulans 

โดยการชกันาํของ 2 mM guaiacol  ในอาหารเล้ียงเช้ือสําหรับการเจริญเติบโต และศึกษาการยอ่ยสลายทาง

ชีวภาพของ Naphthalene Anthracene Pyrene และ Benzo[a]pyrene โดยแลคเคส  ผลการศึกษาพบวา่แลค

เคสท่ีผลิตโดย A. pullulans สามารถยอ่ยสลายสาร Naphthalene Anthracene Pyrene และ Benzo[a]pyrene 

ได ้24.35, 38.16, 25.38 และ 45.33 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบัภายใน 48 ชัว่โมง  การทดสอบความสามารถใน

การย่อยสลายสารโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในดินด้วยแลคเคส พบว่าปริมาณ Naphthalene ลดลง 

51.34 เปอร์เซ็นต ์และปริมาณ Anthracene ลดลง 85.06 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบัภายในเวลา 9 วนั   

 

คําสําคัญ: ไลโปไลติกยสีต ์แลคเคส สารโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนไฮโดรลิซิส  
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Abstract 

 

 One of the major environmental problems today is petroleum hydrocarbon contamination 

resulting from the activities related to oil spills as well as the petrochemical industry. Microbial 

degradation is the major and ultimate natural mechanism which one can clean up the petroleum 

hydrocarbon pollutants from the environment. The objective of this research was to study the 

polyaromatic hydrocarbons biodegradability by laccase produced by lipolytic yeast, Aureobasidium 

pullulans var. melanogenum, screened from Sichang Island. The experiments were firstly performed by 

study the optimal condition for growing the A. pullulans and its laccase production. Laccase can be 

produced from A. pullulans by induction with 2 mM guaiacol in growth medium. Laccase was lyophilized 

and stored in capsule. Biodegradability of laccase on naphthalene, anthracene, pyrene and benzo[a]pyrene 

was then determined using High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The results revealed that 

the laccase activity of one capsule (0.16 g) lyophilized laccase was 711.11 U/ml and can degrade 

benzo[a]pyrene, anthracene, pyrene and naphthalene by 45.33, 38.16, 25.38 and 24.35 percent after 48 

hours incubation respectively. The results of that laccase produced by A. pullulans can degrade 

naphthalene and anthracene in soil by 51.34 and 85.06 percent respectively, after incubation for 9 days. 

 

Key words: lipolytic yeast, laccase, polyaromatic hydrocarbons 
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3.1. บทนํา 

3.1.1. ความสําคัญและทีม่าในการวิจัย 

ปัญหาการปนเป้ือนนํ้ามนัในแหล่งนํ้ าทั้งของไทยและประเทศเพื่อนบา้นจากอุบติัเหตุท่ีเกิดจากการ

ร่ัวไหลของเรือขนนํ้ ามนั ทาํให้เกิดมลภาวะทางส่ิงแวดลอ้มและเป็นหน่ึงในปัญหาหลกัของประเทศไทยท่ี

กาํลงัประสบอยู่ในขณะน้ี  ผลจากการร่ัวไหลของนํ้ ามนัชนิดต่างๆลงสู่ทะเลทาํให้เกิดผลกระทบต่อการ

ดาํรงชีวติของส่ิงมีชีวติทั้งหลาย เช่น ปลาท่ีอาศยัใบบริเวณนั้นๆ นกทะเล ท่ีตอ้งจบัปลาทะเลเป็นอาหาร ดิน

ทรายบริเวณชายฝ่ังก็ไดรั้บการปนเป้ือนของคราบนํ้ามนั  

จุลินทรีย์กลุ่มไลโปไลติกสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยนํ้ ามันและไขมันได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง

เอนไซมไ์ลเพส ซ่ึงจดัเป็นเอนไซมป์ระเภท Triacylglycerol acylhydrolase ทาํหนา้ท่ีในการเร่งการยอ่ยสลาย

พนัธะเอสเทอร์ (ester bonds) ของโมเลกุลนํ้ ามนัและไขมนั (Triacyglycerol) ซ่ึงปฏิกิริยาการยอ่ยสลายน้ี

สามารถผนักลบัได้ในระบบของตวัทาํละลายอินทรีย  ์(organic solvent) คือ ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน 

(Esterification) และทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั (Transesterification) (Rathi et al. 2001; Jaeger and Reetz., 

1998) และด้วยความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาท่ีหลากหลายจึงสามารถนาํมาประยุกต์ใช้ได้ในหลาย

อุตสาหกรรม เช่น อุตสาหกรรมอาหารในการปรับแต่งกล่ินรส อุตสาหกรรมผงซักฟอก อุตสาหกรรมยา 

เคร่ืองสําอาง อุตสาหกรรมกระดาษและเคร่ืองหนัง ตลอดจนการนาํมาใช้ในกระบวนการกาํจดันํ้ าเสีย 

อยา่งไรก็ตามพบวา่ยสีตน้ี์สามารถผลิตเอนไซมแ์ลคเคส (Laccase; EC 1.10.3.2) ซ่ึงเป็นเอนไซมใ์นกลุ่มของ

ออกซิโดรีดกัเทส (Oxidoreductase)ทาํหนา้ท่ีในการเร่งปฏิกิริยาการเคล่ือนยา้ยอะตอมไฮโดรเจน ออกซิเจน 

หรืออิเล็กตรอน จากสารประกอบหน่ึงไปยงัสารประกอบอ่ืน ในกระบวนการเร่งปฏิกิริยารีดักชันของ

ออกซิเจนของเอนไซมแ์ลคเคส เอนไซมแ์ลคเคสจะเขา้ไปเป็นตวัเร่งในปฏิกิริยาและมีความสามารถในการ

ใช้สับสเตรทได้หลากหลายชนิด  โดยข้อดีของการใช้เอนไซม์แลคเคสเป็นตัวเร่งท่ีเหนือกว่าตัวเร่ง

ปฏิกิริยาอนินทรีย ์ไดแ้ก่ ความจาํเพาะเจาะจง (Selectivity) และอตัราการเกิดปฏิกิริยาสูง ไม่เป็นพิษ  มี

ความสามารถในการละลายนํ้ า สามารถทาํซํ้ า(Repeatability)ได ้ปฏิกิริยาเกิดไดภ้ายใตส้ภาวะการทดลอง 

เช่น พีเอชของสารละลาย อุณหภูมิ และความดนัท่ีไม่รุนแรง และสามารถสลายตวัไดท้างชีวภาพ 

เกาะสีชงัเป็นเกาะท่ีมีทาํเลท่ีตั้งอยูบ่ริเวณอ่าวไทยตอนใน  มีสภาวะแวดลอ้มท่ีแตกต่างจากแผน่ดิน

อีกทั้งพบการปนเป้ือนของนํ้ ามนัและไขมนัทั้งจากบา้นเรือนและเรือขนถ่ายสินคา้กลางทะเลตลอดทั้งปี  

จากงานวจิยัในโครงการ”การการพฒันาองคค์วามรู้เพื่อการจดัการปัญหามลภาวะในทะเลและอนุรักษค์วาม

หลากหลายทางชีวภาพบริเวณหมู่ เกาะสีชัง  ปีท่ี  1” ท่ีได้รับการสนับสนุนการวิจัยจากสํานักงาน

คณะกรรมการวิจยัแห่งชาติ (วช.) สามารถคดัเลือกไลโปไลติกยีสต์ท่ีมีศกัยภาพสูงในการผลิตไลเพส 

งานวจิยัน้ีจึงสนใจนาํยีสตท่ี์คดัเลือกไดม้าใชป้ระโยชน์ในการทดสอบความสามารถในการยอ่ยสลายนํ้ ามนั

โดยเฉพาะสารกลุ่มโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons; PAHs) ท่ีมีความ

เป็นพิษสูงท่ีปนเป้ือนอยูใ่นนํ้ามนั 
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3.1.2. วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

1.ศึกษาการเจริญของไลโปไลติกยีสต์เพื่อนํามาใช้ในกระบวนการย่อยสารโพลีอะโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอน 

2.ทดสอบความสามารถและประสิทธิภาพการยอ่ยสลายโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนชนิดต่างๆ

ของแลคเคสจากไลโปไลติกยสีต ์ในระดบัหอ้งปฏิบติัการ 

3. ทดสอบความสามารถและประสิทธิภาพการย่อยสลายโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนกับ

ตวัอยา่งดินท่ีถูกปนเป้ือนดว้ยโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 

 

3.2. ทบทวนวรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 

3.2.1. ไลเพส 

ไลเพส (Lipase; EC 3.1.1.3) มีช่ือเรียกตามระบบ International Union of Biochemistry วา่  

กลีเซอรอลเอสเทอร์ไฮโดรเลส (Glycerol ester hydrolase) นอกจากน้ียงัมีช่ือเรียกอยา่งอ่ืนอีก เช่น เอซิล-กลี

เซอรอลไฮโดรเลส (Acyl glycerol hydrolase) หรือไตรเอซิลกลีเซอรอลไฮโดรเลส (Triacyl glycerol 

hydrolase) ไลเพสเป็นเอนไซม์ในกลุ่มไฮโดรเลส (Hydrolase) ซ่ึงมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ในพนัธะเอสเทอร์ (Ester bond) ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ (Triglyceride) เป็น

ไดกลีเซอไรด์ (Diglyceride) โมโนกลีเซอไรด์ (Monoglyceride) กรดไขมนั (Fatty acid) และกลีเซอรอล 

(Glycerol) ไลเพสจะทาํการยอ่ยสารตั้งตน้ไดก้็ต่อเม่ืออยูใ่นรูปอิมลัชนั (Oil-water interface) (Cihangir และ 

Sarikaya, 2004) เน่ืองจากสารตั้งตน้อยูใ่นรูปท่ีไม่ละลายนํ้ า (Insoluble water) อตัราเร็วเร่ิมตน้ของปฏิกิริยา 

(Initial rate)  อาจข้ึนอยูก่บัจาํนวนโมเลกุลท่ีถูกดูดซบัไวใ้นพื้นท่ีผิวระหวา่งนํ้ ากบัสารตั้งตน้ นอกจากน้ีไล

เพสยงัสามารถเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นปฏิกิริยาการสังเคราะห์ (Synthesis reaction) ได้แก่ เอสเทอริฟิเคชัน 

(Esterification) และทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั (Transesterification) ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาประเภทแอซิโดไลซิส 

(Acidolysis) อินเทอร์เอสเทอริฟิเคชนั (Interesterification) แอลกอฮอล์ไลซิส (Alcoholysis) และ อะมิโนไล

ซิส (Aminolysis) ดงัแสดงในปฏิกิริยาท่ีสามารถเร่งไดโ้ดยไลเพสซ่ึงสามารถเกิดไดท้ั้งในภาวะท่ีมีนํ้ าเป็น

องค์ประกอบ (Aqueous solution) และไม่มีนํ้ าเป็นองค์ประกอบในปฏิกิริยา (Non-aqueous solution) 

(Villeneuve et al.,, 2000) ดงัน้ี 

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

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

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

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

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

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

Macrae (1983) จาํแนกไลเพสโดยแบ่งตามความจาํเพาะต่อตาํแหน่งบนไตรกลีเซอไรด์ไดเ้ป็น 3 

กลุ่ม ดงัต่อไปน้ี 

1.ไลเพสท่ีไม่มีความจาํเพาะต่อทั้งตาํแหน่งและชนิดของกรดไขมนัตาํแหน่งบนโมเลกุลของไตรกลี

เซอไรด์ท่ีเขา้ทาํปฏิกิริยา (Non-specific lipase) ปฏิกิริยาจะดาํเนินไปแบบสุ่ม มีการแลกเปล่ียนหมู่เอซิลได้

ทุกตาํแหน่งบนไตรเอซิลกลีเซอรอล เอนไซม์กลุ่มน้ีจะย่อยไตรกลีเซอไรด์ไดส้มบูรณ์ ดงันั้น จะไดก้รด

ไขมนัและกลีเซอรอลเป็นผลิตภณัฑ์ ตวัอย่างของเอนไซม์กลุ่มน้ี ไดแ้ก่ ไลเพสจากCandida cylindracea, 

Corynebacteriumacnes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas fluorescens 

2.ไลเพสท่ีมีความจาํเพาะต่อตาํแหน่ง 1 และ 3 บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ (1,3 specific lipase) ซ่ึง

จะไฮโดรไลซ์ (hydrolyze) ไตรกลีเซอไรด์และไดผ้ลิตภณัฑ์ คือ กรดไขมนั 1,2 ไดกลีเซอไรด์ หรือ 2,3 ได

กลีเซอไรด ์และ 2–มอนอกลีเซอไรดแ์ต่ (1,2),(2,3) –โมโนกลีเซอไรด์ เป็นสารประกอบชนิดไม่คงตวั ถา้ให้

เกิดปฏิกิริยานานอาจจะมีการยา้ยหมู่เอซิลทาํใหไ้ด ้1,3-ไดกลีเซอไรด ์และ 1-โมโนกลีเซอไรด์ หรือ 3-โมโน

กลีเซอไรด ์ซ่ึงหากปฏิกิริยาการยอ่ยเกิดอยา่งสมบูรณ์ก็จะทาํใหไ้ดก้ลีเซอรอลและกรดไขมนัอิสระ ไลเพสท่ี

อยูใ่นกลุ่มน้ีไดจ้ากจุลินทรีย ์ดงัน้ี Aspergillus niger, Rhizopus arrhizus และไลเพสจากรําขา้ว 

3.ไลเพสท่ีมีความจาํเพาะต่อชนิดของกรดไขมนั (Fatty acid-specific lipase) บนโมเลกุลของไตรกลี

เซอไรด์ไลเพสในกลุ่มน้ีจะยอ่ยสลายกรดไขมนัท่ีมีพนัธะคู่ในตาํแหน่งท่ี 9 (Cis double bond) บนโมเลกุล

ของไตรกลีเซอไรด์ไดดี้ ส่วนกรดไขมนัชนิดอ่ิมตวั (Saturated fatty acid) หรือชนิดไม่อ่ิมตวั (Unsaturated 

fatty acid) ท่ีไม่มีพนัธะคู่ในตาํแหน่งท่ี 9 จะถูกไฮโดรไลซ์ไดไ้ม่ดีนกั เอนไซม์จากจุลินทรียท์ัว่ไปไม่มี

คุณสมบติัขอ้น้ี  ยกเวน้เอนไซมจ์ากจุลินทรียบ์างพวก ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาท่ีแตกต่างกนัข้ึนอยู่

กบัชนิดของไลเพส เช่น ไลเพสจากเช้ือรา Penicillium cyclopium และ Geotrichum candidum เร่งปฏิกิริยา

ไดสู้งสุดเม่ือสารตั้งตน้เป็นโมโนเอซิลกลีเซอรอล  

 

แหล่งของไลเพส 

ไลเพสผลิตไดจ้ากทั้งสัตว ์พืช และจุลินทรีย ์ในสัตวไ์ลเพสสร้างข้ึนท่ีตบัอ่อน (Pancreatic lipase) 

และในนํ้านม (Milk lipase) ในพืชพบไดใ้นถัว่ ขา้วสาลี ฝ้าย และละหุ่ง ไลเพสจากจุลินทรียส์ามารถแยกได้

จากทั้งแบคทีเรีย รา และยสีต ์แต่เน่ืองจากไลเพสจากจุลินทรียมี์ความเสถียรสูง (Stability) ความสามารถใน

การคดัเลือกสารตั้งตน้ดี (Selectivity) และมีความจาํเพาะต่อสารตั้งตน้หลายชนิด (Substrate specificity) จึง

เป็นท่ีน่าสนใจและมีการนาํไปประยุกตใ์ชสู้งท่ีสุด (Cardenas et al.,, 2001)โดยเฉพาะอยา่งยิ่งไลเพสจาก

ยสีต ์เน่ืองจากยสีตเ์ป็นจุลินทรียท่ี์เจริญเติบโตง่าย วธีิเก็บรักษาไม่ซบัซ้อน มกัผลิตไลเพสชนิดปล่อยออกมา

นอกเซลล ์(extracellular lipase) ซ่ึงง่ายและสะดวกต่อการแยกและนาํไปใช ้(Kademi et al.,, 2003) 
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การผลติเอนไซม์ไลเพส 

เอนไซมไ์ลเพสจากจุลินทรียส์ามารถผลิตไดท้ั้งในอาหารเหลว (submerge culture) และบนอาหาร

แข็ง (solid state)  Pandey et al.,(1999) เสนอวา่การผลิตไลเพสบนอาหารแข็งมีขอ้ดีกวา่การผลิตในอาหาร

เหลวอยูห่ลายประการ เช่น จุลินทรียส์ามารถเติบโตไดง่้าย เอนไซมท่ี์ผลิตไดมี้ปริมาณมากกวา่ นอกจากน้ียงั

สามารถแยกเอนไซมอ์อกมาไดง่้ายกวา่ และ ทาํใหเ้กิดของเสียนอ้ยกวา่ แต่อยา่งไรก็ตาม ปัจจุบนัการผลิตไล

เพสส่วนใหญ่เป็นการผลิตในอาหารเหลวไม่ว่าจะผลิตจากเช้ือรา ยีสต์ และแบคทีเรีย ทั้ งน้ีเป็นเพราะ

สามารถควบคุมสภาพการเล้ียง สารอาหาร และปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิตไลเพสในอาหารเหลวไดง่้าย

กว่า ซ่ึงปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อการผลิตไลเพสของจุลินทรีย ์ไดแ้ก่ ชนิดและความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน

และไนโตรเจน สภาพความเป็นกรดด่างของอาหารเล้ียงเช้ือ อุณหภูมิท่ีเหมาะสม ต่อการเติบโตของ

จุลินทรีย ์และการทาํงานของเอนไซมแ์ละความเขม้ขน้ของออกซิเจนท่ีละลายในอาหารเล้ียงเช้ือในระหวา่ง

การผลิต (Elibol and Ozer, 2001) 

 

บทบาทของไลเพสในการย่อยสลายทางชีวภาพ  

จากกิจกรรมในทะเลท่ีก่อใหเ้กิดปัญหาส่ิงแวดลอ้ม ไม่วา่จะเป็นการเดินเรือ การทาํประมง และการ

เทียบเรือบริเวณชายฝ่ังก่อใหเ้กิดการร่ัวไหลของนํ้ามนัจากการซ่อมเคร่ืองยนต ์การถ่ายนํ้ ามนัเคร่ือง และจาก

กิจกรรมการเดินเรือต่างๆ เป็นจาํนวนมาก อีกทั้งการขุดร่องนํ้ า การขุดเจาะก๊าซธรรมชาติ ทาํให้มีการฟุ้ง

กระจาย และการปนเป้ือนของสารพิษต่างๆลงสู่นํ้าทะเล 

จากการปนเป้ือนของนํ้ ามนัท่ีร่ัวไหลน้ี คราบนํ้ ามนัท่ีติดคา้งอยู่เป็นเวลานานโดยปราศจากการ

ป้องกนัและการบริหารจดัการจะส่งผลกระทบต่อทรัพยากรธรรมชาติ ระบบนิเวศทางทะเล และกระทบถึง

ปัญหาทางดา้นเศรษฐกิจและสังคมตามมาในอนาคต โดยจากการสํารวจสภาพนํ้ าบริเวณเกาะสีชงั ซ่ึงมีท่ี

ตั้งอยู่บริเวณอ่าวไทยตอนในของประเทศไทยเรานั้น พบว่ามีการปนเป้ือนของนํ้ ามนัและไขมนัทั้งจาก

บา้นเรือนและเรือขนถ่ายสินคา้กลางทะเลตลอดทั้งปี 

แนวทางการแกไ้ขปัญหาส่ิงแวดลอ้มโดยอาศยัสารชีวภาพท่ีไดจ้ากส่ิงแวดลอ้มนั้นๆเป็นตวับาํบดั 

นบัเป็นแนวทางเลือกหน่ึงท่ีน่าสนใจในการนาํมาศึกษา ความเป็นไปไดใ้นการแกปั้ญหาท่ีเกิดข้ึน และจาก

คุณสมบติัของไลเพสท่ีไดก้ล่าวมาขา้งตน้ ไม่วา่จะเป็นการนาํไลเพสไปประยุกตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร

เคร่ืองสําอาง ตลอดจนอุตสาหกรรมเคร่ืองแกว้ อีกทั้งการนาํไลเพสไปใช้ประโยชน์ในดา้นการย่อยสลาย

ขยะไขมนั (Masse  et al., 2001) รวมถึงสารโพลียริูเทน (Takamoto et al., 2001) 
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ภาพที ่3.1 สารโพลิยรีูเทน (โพลิเมอร์ท่ีนิยมนาํมาทาํเบาะโซฟา ท่ีนอน ฉนวนกนัความร้อน กาวคุณภาพสูง 

และอ่ืนๆ เป็น Thermoset plastics ชนิดหน่ึงท่ียอ่ยสลายยากทางธรรมชาติ) (Urquhart et al., 1999) 

 

จากการศึกษาการยอ่ยสลายสารโพลิยรีูเทนของ Takamoto et al., (2001) อาศยัไลเพสท่ีไดจ้ากเช้ือ

ยีสต ์Cadida rugosa เป็นตวัเร่งปฏิกิริยากระบวนการไฮโดรไลซิส บริเวณพนัธะเอสเตอร์สายโซ่หลกัของ

โพลิเอสเตอร์ โพลิยรีูเทน พบวา่เม่ือนาํช้ินส่วนพลาสติกโพลิยริูเทนซ่ึงไม่ละลายนํ้ าใส่ลงใน อาหารเล้ียงเช้ือ 

C. rugosa ท่ีถูกกระตุน้ให้มีการผลิตเอนไซม์ไลเพส  พบว่า ไลเพสท่ีไดส้ามารถเร่งปฏิกิริยากระบวนการ

ไฮโดรไลซิสของโพลิยริูเทน และวดัอตัราการยอ่ยสลายโพลิยริูเทน จากอตัราการเกิดผลิตภณัฑ์ร่วม ให้ค่า 

0.12 มิลลิกรัมต่อลิตร ไลเพสสามารถย่อยสลายโพลิเอสเตอร์ โพลิยูรีเทน ซ่ึงเป็นโพลิเมอร์ท่ีไม่สามารถ

ละลายนํ้าได ้

 
 

ภาพที ่3.2 ไลเพสเร่งปฎิกิริยาไฮโดรไลซิสบริเวณพนัธะเอสเตอร์ของโพลิยรีูเทน (Gautam et al., 2007) 

  

เอนไซมไ์ลเพส จดัเป็นเอนไซมป์ระเภท  Triacylglycerol  acylhydrolases ทาํหนา้ท่ีในการเร่งการ

ยอ่ยสลายพนัธะเอสเตอร์ (Ester bonds) ของโมเลกุลนํ้ ามนัและไขมนั (Triacylglycerol) จากปัญหาการ

ปนเป้ือนของนํ้ ามันในทะเล พบว่ามีสารโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbon; PAHs) มีความเป็นพิษสูง อีกทั้งยงัยอ่ยสลายไดย้ากเจือปนอยูด่ว้ย มกัเกิดจากกระบวนการเผา
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ไหมข้องเช้ือเพลิง จากกระบวนการเคมีของโรงงานอุตสาหกรรม   และการประกอบอาหารในครัวเรือน 

(Lijinsky, 1991) สามารถแพร่กระจายสู่ส่ิงแวดลอ้มไดห้ลายทาง ทั้งจากอากาศ  จากการร่ัวไหลของนํ้ าทิ้ง 

และการทิ้งส่ิงปฏิกูลของโรงงานอุตสาหกรรม การร่ัวไหลท่ีเกิดจากอุบติัเหตุระหวา่งการขนส่ง และการใช้

ผลิตภณัฑ์นํ้ ามนัปิโตรเลียม สารประกอบโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนท่ีปนเป้ือนในส่ิงแวดล้อมส่ง

ผลกระทบต่อสุขภาพของประชาชนท่ีอาศยัอยู่ในเขตอุตสาหกรรมต่างๆค่อนข้างรุนแรง เน่ืองจากเป็น

สารประกอบท่ีไม่ชอบนํ้ า (Hydrophobic compounds) มีความสามารถในการละลายนํ้ าไดต้ ํ่าทาํให้คงทนอยู่

ในระบบนิเวศไดเ้ป็นระยะเวลานาน  (Hites et al., 1977, 1980; Gschwend and Hites , 1981; Means et al., 

1980) สารสามารถยึดเกาะกบัอนุภาคของดินหรือดินตะกอนไดดี้ จึงพบการปนเป้ือนในบริเวณดงักล่าวได้

สูง การกระจายในดินชั้นต่างๆข้ึนกบัขนาดของโมเลกุลและชั้นดิน   สารโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน ท่ี

มีวงเบนซีน 2-3 วง มีแนวโน้มการพบมากในชั้นของทรายบริเวณนํ้ าใตดิ้น ส่วนท่ีมีวงเบนซีน 5-6 วง มี

แนวโน้มการพบในชั้นของดินท่ีมีสารอินทรีย์มาก สารเหล่าน้ีมีแนวโน้มถูกย่อยสลายโดยแบคทีเรียได้

เช่นกนั (Potin et al., 2004) 

การสลายตวัของสารโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน ท่ีเกิดข้ึนได้แก่ การระเหย การเกิดโฟโต

ออกซิเดชนั (Photooxidation)  การเกิดออกซิเดชนัทางเคมี (Chemical oxidation) รวมถึงการถูกยอ่ยสลาย

ดว้ยจุลินทรียท่ี์อยู่ในดิน จากการศึกษาการย่อยสลายทางชีวภาพของสารน้ีด้วยส่ิงมีชีวิตชนิดต่างๆ ของ 

Kanaly and Harayam (2000) พบว่า ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนแบคทีเรียจะย่อยสลายโดยเร่ิมจากการออกซิ

ไดส์ ให้เป็น dihydrodiol จากนั้นจึงแตกวงออกจนไดส้ารตวักลางในวฏัจกัรเครบส์ และนาํไปใชเ้ป็นแหล่ง

คาร์บอนและพลงังานไดใ้นท่ีสุด 

  

ภาพที่ 3.3 โครงสร้างและคุณสมบติัทางเคมีของสาร

โพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน พบว่ายิ่ง มีมวล

โมเลกุลเพิ่มข้ึนความสามารถในการละลายนํ้ ายิ่งลด

นอ้ยลง (Bamforth and Singleton, 2005) 
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 เช้ือราบางกลุ่ม เช่น White rot fungi สามารถยอ่ยสลายสารโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน ไดโ้ดย

ใช้เอนไซม์สําหรับย่อยสลายลิกนิน เช่น Lignin peroxidase ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีใช้ย่อยสลายเน้ือไม ้แต่มี

ความจาํเพาะตํ่าจึงยอ่ยสลายสารโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน ท่ีมีโครงสร้างคลา้ยลิกนินไดด้ว้ย (Baldrian 

et al., 2000) 

 

3.2.2 แลคเคส 

แลคเคส (Laccase; EC 1.10.3.2) เป็นเอนไซมใ์นกลุ่มของออกซิโดรีดกัเทส (Oxidoreductase) ทาํ

หน้าท่ีในการเร่งปฏิกิริยาการเคล่ือนยา้ยอะตอมไฮโดรเจน, ออกซิเจน หรืออิเล็กตรอน จากสารประกอบ

หน่ึงไปยงัสารประกอบอ่ืน มีโปรตีนเป็นส่วนประกอบหลกัและมีโลหะคอปเปอร์ (Cu+2) 4 อะตอมอยูใ่น

โครงสร้างโมเลกุลดว้ย โลหะคอปเปอร์ในโครงสร้างแบ่งออกเป็น 3 ชนิด ไดแ้ก่ type-1 (T1) มีคอปเปอร์ 1 

อะตอม, type-2 (T2) คอปเปอร์ 1 อะตอม และ type-3 (T3 และ T3’) มีคอปเปอร์ 2 อะตอม (Zheng, et al., 

2008; Solomon, et al., 1992) กระบวนการเร่งปฏิกิริยารีดกัชนัของออกซิเจนของเอนไซมแ์ลคเคส เร่ิมข้ึนท่ี

ตาํแหน่ง T1 ซ่ึงเป็นตาํแหน่ง active site ท่ีมีการจบักบัสารเป้าหมาย เกิดปฏิกิริยารีดกัชนัของคอปเปอร์ ท่ี

ตาํแหน่ง T1 และส่งผ่านอิเล็กตรอนไปยงั ตาํแหน่ง T2/T3 และออกซิเจนเกิดปฏิกิริยารีดกัชันไปเป็นนํ้ า 

(Solomon, et al., 1992) เอนไซม์แลคเคสจะเขา้ไปเป็นตวัเร่งในปฏิกิริยาและมีความสามารถในการใช้

สับสเตรทไดห้ลากหลายชนิด เช่น polyphenol, aromatic, benzinethiols, anthraquinone, syringalazine, 2,6 

dimethoxyphenol, veratryl alcohol, 2,5 xylidiene, ferulic acid และยงัมีสับสเตรทท่ีเป็นพวก non-phenolic 

compounds เช่น HAA, HPI, VLA และABTS เป็นตน้ (Bourbonnais et al., 1990) ขอ้ดีของการใชเ้อนไซม์

แลคเคสเป็นตวัเร่งท่ีเหนือกวา่ตวัเร่งปฏิกิริยาอนินทรีย ์ไดแ้ก่ ความจาํเพาะเจาะจง (Selectivity) และอตัรา

การเกิดปฏิกิริยาสูง ไม่เป็นพิษ  มีความสามารถในการละลายนํ้ า สามารถทาํซํ้ า(Repeatability)ได ้ปฏิกิริยา

เกิดไดภ้ายใตส้ภาวะการทดลอง เช่น พีเอชของสารละลาย อุณหภูมิ และความดนัท่ีไม่รุนแรง และสามารถ

สลายตวัไดท้างชีวภาพ  

 

บริเวณทีจั่บกบัสับสเตรทของแลคเคส (Substrate binding sites of laccase) 

โครงสร้างผลึกของแลคเคสไม่แสดงลกัษณะเฉพาะของตาํแหน่งท่ีเร่งปฏิกิริยา (Active site) แต่มี

การรีดิวซ์สับสเตรทและถ่ายโอนอิเล็กตรอนไปยงัคอปเปอร์ T1 (Type-1-copper) อยูใ่นโดเมนท่ี 3 บริเวณท่ี

จบักบัสับสเตรทของแลคเคสเป็นบริเวณท่ีมีขนาดใหญ่อยูใ่กลบ้ริเวณคอปเปอร์ T1 (Type-1-copper) กรดอะ

มิโนส่วนใหญ่เป็น Histidine (His) และเป็นลิแกนของคอปเปอร์ T1 (Type-1-copper) ลอ้มรอบดว้ยกรดอะมิ

โนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการจบัของสับสเตรทต่างๆ จึงทาํให้แลคเคสมีสมบติัความจาํเพาะเจาะจงกบัสับสเตรทได้

หลากหลายชนิด ส่วนบริเวณท่ีไม่ชอบนํ้ าก็เป็นกรดอะมิโนชนิด Phe อาจพบร่วมกบักรดอะมิโนท่ีชอบนํ้ า 

เช่น Asp, Lys, Tyr และ Prolines ตาํแหน่งท่ีมี Pro ความหลากหลายของชนิดกรดอะมิโนน้ีสามารถอธิบาย
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ไดถึ้งศกัยภาพการรีดิวซ์ (Redox potential) ของโมเลกุลคอปเปอร์ T 1 (Type-1-copper) ( > 700 mV ) ซ่ึง

เปรียบเทียบไดก้บัแลคเคสท่ีพบใน Trametes versicolor  

 

บริเวณทีใ่ช้งานภายในโครงสร้างผลกึของแลคเคส (Active sites of laccase) 

1. บริเวณท่ีใชง้านของกลุ่มคอปเปอร์ T1 (Mononuclear site) บริเวณท่ีใชง้านคร้ังแรกพบวา่อยูใ่กล้

กับผิวภายนอกโมเลกุลและเป็นบริเวณท่ีจบักับสับสเตรทท่ีเป็นสารอินทรีย์ ส่วนใหญ่เป็นกลุ่มฟีนอล 

(Phenols) หรือกลุ่มอลัลาไมด์ (Arylamines) จะออกซิไดส์อิเล็กตรอนแลว้ปล่อยอิเล็กตรอนไป โดยผ่าน

กลุ่มคอปเปอร์ T1 (Type-1-copper) ส่วนท่ีจบักบั His และ Cys ทั้งหมด เป็นส่วนของโดเมนท่ี 3 และจะส่ง

เขา้ไปยงับริเวณ Trinuclear (T2/T3) (Solomon et al., 2001) 

2. บริเวณท่ีใชง้านของกลุ่มคอปเปอร์ T2/T3 (Trinuclear site) 

 เม่ืออิเล็กตรอนถูกส่งเขา้มาบริเวณ Trinuclear (T2/T3) อิเล็กตรอนจะถูกถ่ายโอนผา่นช่องทาง 2 

ช่องทางภายในโครงสร้างโมเลกุลของแลคเคส (Intramolecular) (Morgunova et al., 2006) อิเล็กตรอนจะถูก

ถ่ายโอนผา่นบริเวณท่ีมี Cys และHis 2 ตวัของคอปเปอร์ T1 (Type-1-copper) ไปยงับริเวณท่ีใชง้านบริเวณท่ี 

2 คือ บริเวณ Trinuclear (T2/T3) บริเวณน้ีจะจบัและรีดิวซ์โมเลกุลของออกซิเจนไดน้ํ้ าเกิดข้ึน ซ่ึงบริเวณ 

Trinuclear จะประกอบดว้ย 1 โมเลกุลของกลุ่มคอปเปอร์ T2 (Type-2-copper) และ 2 โมเลกุลของกลุ่มคอป

เปอร์ T3 (Type-3-copper) จดัอยูใ่นลกัษณะรูปสามเหล่ียมอยูร่ะหวา่งโดเมนท่ี 1 กบั โดเมนท่ี 3 จบักบั His 8 

ตวัและ 2 โมเลกุลของนํ้า ส่วนกลุ่มคอปเปอร์ T2 มีลกัษณะเป็นไตรโคออดิเนส (Tricoordinated) จบักบั His 

2 ตวัและ 1 โมเลกุลของนํ้ า 2 โมเลกุลของกลุ่มคอปเปอร์ T3(a) เป็นบริเวณท่ีจบักบัสาร His111, His399 

และ His449 ส่วน T3(b) เป็นบริเวณท่ีจบักบัสาร His66, His109 และ His451 นอกจากน้ียงัมีการจบักบั

โมเลกุลของนํ้ าแบบไม่สมมาตร (Asymmetrically) กบั 2 โมเลกุลของกลุ่มคอปเปอร์ T3 (T3 (a) ระยะทาง 

2.98 Å และ T3 (b) มีระยะทางเท่ากบั 2.23 Å) พื้นผิวของตวัทาํละลายมี 2 ช่องทางในการถ่ายโอน

อิเล็กตรอนให้เขา้ไปยงับริเวณ Trinuclear (T2/T3) ภายในโครงสร้างโมเลกุลของแลคเคส ซ่ึงช่องทางแรก

เป็น 2 โมเลกุลของกลุ่มคอปเปอร์ T3 (Type-3-copper) ดา้นหน่ึงของกลุ่ม T2/T3 ช่องทางน้ีจะยอมจบักบั

โมเลกุลของออกซิเจน ส่วนช่องทางท่ี 2 เป็นโมเลกุลของกลุ่มคอปเปอร์ T2 (Type-2-copper) จะรีดิวซ์

โมเลกุลของออกซิเจนไดน้ํ้าเกิดข้ึนและนํ้าก็เคล่ือนท่ีไปผสมกบัตวัทาํละลายต่อไป  

 

ปฏิกริิยาของแลคเคส (Reaction of laccase) 

แลคเคสจะทาํปฏิกิริยาออกซิเดชันรีดักชันกับอิเล็กตรอนของสับสเตรทบริเวณ Mononuclear 

(Type-1-copper) แล้วอิเล็กตรอนก็ถูกถ่ายโอนผ่าน His-Cys-His ซ่ึงเป็นบริเวณ Trinuclear (Type-2-

copper/Type-3-copper) บริเวณน้ีทาํหน้าท่ีรีดิวซ์โมเลกุลของออกซิเจนไดน้ํ้ าเกิดข้ึนและส่งออกภายนอก

ต่อไป โดยอิเล็กตรอนจะถูกถ่ายโอนผ่านช่องทางสําหรับการถ่ายโอนอิเล็กตรอนอยู่ 2 ช่องทาง ซ่ึงเป็น

บริเวณ Trinuclear (T2/T3) ช่องทางแรกเป็นโมเลกุลของคอปเปอร์ T3 (Type-3-copper) ช่องทางน้ีจะจบักบั
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โมเลกุลของออกซิเจน ส่วนช่องทางท่ี 2 เป็นโมเลกุลของคอปเปอร์ T2 (Type-2-copper) ช่องน้ีจะทาํการ

รีดิวซ์โมเลกุลของออกซิเจนไดน้ํ้าเกิดข้ึน และนํ้าก็เคล่ือนท่ีไปผสมกบัตวัทาํละลายต่อไป 

 งานวิจยัของ Yucheng et al. (2007) ศึกษาการย่อยสลายของโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนท่ี

ปนเป้ือนในดินดว้ยเช้ือราท่ีผลิตแลคเคส และWang et al., (2011) พบวา่เช้ือยีสต ์Aureobasidium pullulans 

สามารถผลิตแลคเคสไดเ้ม่ือมี guaiacol เป็นตวัชกันาํ ดงันั้นจึงมีความสนใจในการศึกษาแลคเคสทางการคา้

และแลคเคสท่ีไดจ้ากเช้ือยีสต ์Aureobasidium pullulans มาทดสอบความสามารถในการย่อยสลายสารโพ

ลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน  

 

3.2.3. Aureobasidium pulllulans 

     A. pulllulans เป็นยีสตท่ี์มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไ์ดห้ลายชนิด เช่น อะไมเลส โปรติ

เนส ไลเพส เซลลูเลส ไซแลเนส เป็นตน้ (Chi et al., 2009) จึงเป็นยีสตท่ี์มีความน่าสนใจในการนาํไปใช้

ประโยชน์ในอุตสาหกรรมต่างๆ  ปัจจุบนัการศึกษาเก่ียวกบัไลเพสจาก A. pulllulans ยงัมีผูศึ้กษานอ้ยมาก 

Liu et al., (2008) ไดท้าํการศึกษาไลเพสจาก A. pullulans HN2.3  พบวา่ภาวะท่ีเหมาะสมสามารถผลิตไล

เพสได้ 8.02±0.24 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ธนธร วิทิตศานต์ (2553) สามารถคดัแยกเช้ือ A. pulllulans var. 

melanogenum ได้จากโฟมท่ีปนเป้ือนนํ้ ามนั บริเวณเกาะสีชัง จงัหวดัชลบุรี จากการศึกษาพบว่า เช้ือน้ีมี

ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเท่ากับ 2.304±0.104 ยูนิตต่อมิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นต์การ

เปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ของปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันและทรานเอสเทอริฟิเคชันเท่ากับ 17.84±0.79 และ 

25.27±1.31เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั เม่ือศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพสจากยีสต์ พบว่า มีค่า

แอกทิวิตีไฮโดรไลซิสสูงสุดเท่ากบั 4.85±0.15 ยูนิตต่อมิลลิลิตรจากนั้นนาํไลเพสมาประยุกตใ์ชใ้นการเร่ง

ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ชูการ์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์พบวา่นํ้าตาลฟรักโทสและกรดปาลม์มิติกเป็นสารตั้งตน้ท่ี

เหมาะสมท่ีสุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์เท่ากบั 5.95±0.96 เปอร์เซ็นต์ และสามารถเร่ง

ปฏิกิริยาการสังเคราะห์เมทิลเอสเทอร์ไดสู้งถึง 88.92 เปอร์เซ็นต ์เม่ือใชน้ํ้ ามนัปาล์มและเมทานอลเป็นสาร

ตั้งตน้ จะเห็นไดว้า่ไลเพสท่ีไดจ้ากเช้ือน้ีมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและการสังเคราะห์ 

จึงน่าจะนาํมาประยกุตใ์ชใ้นการยอ่ยสลายโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนชนิดต่างๆไดดี้ 

 

3.3. ระเบียบวธีิการดําเนินงานวจัิย 

 

3.3.1. การศึกษาอัตราการเจริญเติบโต กิจกรรมของไลเพส และปริมาณโปรตีนจากเช้ือยีสต์ 

Aureobasidium pullulans เพื่อนํามาใช้ในกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพสารโพลีอะโร

มาติกไฮโดรคาร์บอน  
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1. การเพาะเลีย้งจุลนิทรีย์ 

การเล้ียงเช้ือยสีตใ์นอาหารแข็ง (Yeast Malt Agar; YMA) ให้เป็นโคโลนีเด่ียวบนจานเพาะเช้ือ แลว้

เข่ียโคโลนีเด่ียวจากอาหารเล้ียงเช้ือแข็งไปเล้ียงต่อในอาหารเหลวสูตรพื้นฐาน (Yeast Malt Broth; YMB) 

ในหลอดทดลองเพื่อทาํเป็นหวัเช้ือ บ่มเล้ียงแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็วรอบ 200 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เพื่อให้เช้ือเพิ่มจาํนวนและนาํไปใช้เป็นกลา้เช้ือในการทดลองต่อไปหลงั

จากนั้นถ่ายเช้ือ 1 เปอร์เซ็นต ์จากอาหารเหลว YMB ลงในอาหารเหลวสูตร (Lipase Production Medium; 

LPM) สําหรับการผลิตไลเพสปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูใ่นขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร พร้อม

ทั้งเติมนํ้ ามนัสบู่ดาํ 1 เปอร์เซ็นต์ เพื่อชกันาํให้ผลิตเอนไซม์ท่ีตอ้งการได ้ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้

เท่ากบั 5.3 ทาํการถ่ายเช้ือจากกลา้เช้ือโดยคาํนวณให้มีค่าดูดกลืนแสงเร่ิมตน้ท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.2 

จากนั้นนาํไปบ่มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 

ชัว่โมงนาํไปป่ันเหวีย่งใหเ้ซลลต์กตะกอนดว้ยความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 15 นาทีท่ีอุณหภูมิ 

4  องศาเซลเซียส เพื่อแยกโปรตีนท่ีมีนํ้าหนกันอ้ยกวา่ 10 กิโลดาลตนัออกไป จะไดไ้ลเพสส่วนใสท่ีบริสุทธ์ิ

ข้ึนอยูด่า้นบน และนาํไปตรวจสอบกิจกรรมของไลเพสและปริมาณโปรตีน 

 

2. การวดัอตัราการเจริญเติบโตของจุลนิทรีย์ 

 วดัค่าความขุ่นของเช้ือท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เก็บผลติดต่อกนัเป็นระยะเวลา 120 ชัว่โมง

แลว้นาํมาสร้างกราฟการเจริญเติบโตพร้อมทั้งเก็บตวัอย่างท่ีได้มาแยกเซลล์โดยการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

10,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนใสหรือเอนไซม์ท่ียีสต์ผลิตไดไ้ป

วเิคราะห์ปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของไลเพสต่อไป 

 

3. การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (Total protein) 

 นาํสารละลายตวัอยา่งท่ีได ้มาวดัปริมาณของโปรตีนทั้งหมดโดยวิธี Bradford’s method (Bradford, 

1976) ดว้ยวธีิการศึกษาค่าการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร วดัค่าการดูดกลืนแสงแลว้เปรียบเทียบปริมาณ

โปรตีนทั้งหมดในสารละลายตวัอยา่ง จากกราฟมาตรฐานซ่ึงใชส้ารละลายมาตรฐานโบไวน์ซีรัมอลับูมิน  

(Bovine serum albumin; BSA) ท่ีมีปริมาณโปรตีน 0-25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

4. การวเิคราะห์กจิกรรมของไลเพส (Total activity) 

 นาํสารละลายเอนไซม์ท่ีได้มาวดัค่ากิจกรรมของไลเพสทั้งหมดโดยใช้วิธีสเปกโตรโฟโตเมทรี 

(Maia et al., 2001) โดยใชส้ารละลายตั้งตน้ คือ พารา-ไนโตรฟีนิล ปาล์มมิเตท (p-nitrophenyl palmitate) 

ตรวจสอบโดยการวดัการดูดกลืนแสงของพารา-ไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol) ซ่ึงเป็นสารละลายผลิตภณัฑ์

หลงัทาํปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยวดัท่ี 410 นาโนเมตรด้วยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง แล้วเปรียบเทียบ
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ปริมาณพารา-ไนโตรฟีนอลท่ีเกิดข้ึนในปฏิกิริยาจากกราฟมาตรฐานท่ีใช้สารละลายพารา-ไนโตรฟีนอล

ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 0-10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 กาํหนดให้ 1 หน่วยเอนไซม์ (Unit) ของแอกทิวิตีของเอนไซมมี์ค่าเท่ากบัปริมาณของเอนไซม์ท่ี

สามารถเปล่ียนพารา-ไนโตรฟีนิลปาล์มมิเตทแล้วให้พารา-ไนโตรฟีนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมลต่อนาที 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

 

3.3.2. ศึกษาความสามารถและประสิทธิภาพการย่อยสลายโพลอีะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนชนิดต่างๆ

ของไลโปไลติกยสีต์ ในระดับห้องปฏิบัติการ 

1. ทดสอบความสามารถในย่อยสลาย Naphthalene ด้วยเช้ือยสีต์ Aureobasidium pullulans 

 การเล้ียงเช้ือจุลินทรียย์ีสตใ์นอาหารแข็ง (Yeast MaltAgar:YMA) ให้เป็นโคโลนีเด่ียวบนจานเพาะ

เช้ือ แลว้เข่ียโคโลนีเด่ียวจากอาหารเล้ียงเช้ือแข็งไปเล้ียงต่อในอาหารเหลวสูตรพื้นฐาน(Yeast MaltBroth; 

YMB) ในหลอดทดลองเพื่อทาํเป็นหวัเช้ือ บ่มเล้ียงแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็วรอบ 

200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เพื่อให้เช้ือเพิ่มจาํนวนและนาํไปใชเ้ป็นกลา้เช้ือในการทดลองต่อไป

หลงัจากนั้นถ่ายเช้ือ1เปอร์เซ็นต ์จากอาหารเหลว YMB ลงในอาหารเหลวสูตร (Lipase Production Medium; 

LPM) สําหรับการผลิตไลเพส ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูใ่นขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร พร้อม

ทั้งเติมนํ้ ามนัสบู่ดาํ 1 เปอร์เซ็นต์ เพื่อชกันาํให้ผลิตเอนไซม์ท่ีตอ้งการได ้ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้

เท่ากบั 5.3 ทาํการถ่ายเช้ือจากกลา้เช้ือโดยคาํนวณให้มีค่าดูดกลืนแสงเร่ิมตน้ท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.2 

จากนั้นนาํไปบ่มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 

ชัว่โมง ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมสู์งท่ีสุด จากนั้นจึงเติมแนฟทาลีน 1 เปอร์เซ็นต ์โดยทาํการเก็บตวัอยา่งทุก 

24 ชัว่โมง นาํไปป่ันเหวี่ยงให้เซลล์ตกตะกอนดว้ยความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที ท่ี

อุณหภูมิหอ้ง จะไดส่้วนใสเพื่อนาํมาวเิคราะห์หาปริมาณแนฟทาลีนท่ีเหลืออยู ่ดว้ยเทคนิคทางโครมาโทกรา 

ฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) 

 

2. การเพาะเลีย้งจุลนิทรีย์เพือ่ผลติแลคเคส 

 การเล้ียงเช้ือจุลินทรียย์ีสตใ์นอาหารแข็ง (Yeast MaltAgar:YMA) ให้เป็นโคโลนีเด่ียวบนจานเพาะ

เช้ือ แลว้เข่ียโคโลนีเด่ียวจากอาหารเล้ียงเช้ือแข็งไปเล้ียงต่อในอาหารเหลวสูตรพื้นฐาน(Yeast MaltBroth; 

YMB) ในหลอดทดลองเพื่อทาํเป็นหวัเช้ือ บ่มเล้ียงแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็วรอบ 

200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เพื่อให้เช้ือเพิ่มจาํนวนและนาํไปใชเ้ป็นกลา้เช้ือในการทดลองต่อไป

หลงัจากนั้นถ่ายเช้ือ1 เปอร์เซ็นต์ จากอาหารเหลว YMB ลงในอาหารเหลวสูตร (Laccase Production 

Medium)สําหรับการผลิตแลคเคส ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุอยูใ่นขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร 
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พร้อมทั้งเติม guaicol 2 mM และ CuSO4 0.5 mM เพื่อชกันาํให้ผลิตเอนไซมท่ี์ตอ้งการได ้จากนั้นนาํไปทาํ

ใหแ้หง้ดว้ยการแช่แขง็ (lypophilization) 

 

3. ทดสอบความสามารถในย่อยสลาย Naphthalene ด้วยแลคเคสทางการค้า 

 นาํแลคเคสทางการคา้ความเขม้ขน้ 23.1 ยนิูตต่อมิลลิลิตร เติมลงใน Naphthalene  และ Anthracene

ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร, 5 เปอร์เซ็นต ์tween 80, 100 มิลลิโมลาร์ อะซิเตตบฟัเฟอร์ ท่ี

ค่าความเป็นกรด-ด่าง 4.5 แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งชัว่โมงท่ี 24 นาํมาวิเคราะห์หาปริมาณ Naphthalene ท่ีเหลืออยูด่ว้ยเทคนิค

ทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) 

 

4. ทดสอบความสามารถในย่อยสลายสารโพลอีะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนด้วยแลคเคสจากยสีต์ 

นาํแลคเคสจากยสีต ์A. pullulans ความเขม้ขน้ 711 ยนิูตต่อมิลลิลิตร (0.16 กรัม) เติมลงสารละลาย

ท่ีประกอบดว้ย Naphthalene Anthracene Pyrene และ Benzo[a]pyrene ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 10, 0.908, 0.135 

และ 0.19 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร, 5 เปอร์เซ็นต ์ tween 80, 100 มิลลิโมลาร์ อะซิเตตบฟัเฟอร์ ท่ีค่าความเป็น

กรด-ด่าง 4.5 แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

48 ชัว่โมง โดยเก็บตวัอยา่งทุก 12 ชัว่โมง ทาํการสกดัสาร PAHs ออกจากสารละลายตวัอยา่ง โดยเติมเฮ

กเซน 2 เท่าของปริมาณตวัอยา่ง กบั ¾ เท่าของ 15% ไททนัเอก็ซ์ 100 เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 6 ชัว่โมง วเิคราะห์หาปริมาณ PAHs ท่ีเหลืออยูด่ว้ยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) 

 

3.3.3. ศึกษาความสามารถและประสิทธิภาพของแลคเคสจากยีสต์ ในการย่อยสลายโพลีอะโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอนทีป่นเป้ือนในตัวอย่างดิน 

นาํแลคเคสจากยีสต ์A. pullulans ปริมาณ 5 กรัม เติมลงในตวัอยา่งดินท่ีประกอบดว้ย Naphthalene  

หรือ Anthracene ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 0.45 และ 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร, 5 เปอร์เซ็นต ์tween 80, 100 

มิลลิโมลาร์ อะซิเตตบฟัเฟอร์ ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 4.5 ในดิน 1 กรัม แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 9 วนั เก็บตวัอยา่งทุกวนัทาํการสกดัสาร PAHs 

ออกจากสารละลายดินโดยเติมเฮกเซน 2 เท่าของปริมาณตวัอยา่ง กบั ¾ เท่าของ 15% ไททนัเอ็กซ์ 100 เขยา่

ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 6 ชัว่โมง มาวิเคราะห์หาปริมาณ PAHs ท่ีเหลืออยูด่ว้ยเทคนิค

ทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) 
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3.4. ผลการวจัิย 

3.4.1. การทดลองวดัอตัราการเจริญเติบโตของจุลนิทรีย์และการวเิคราะห์ปริมาณโปรตีนทั้งหมด 

(Total protein) 

 
 

 ภาพที ่3.4 ค่าล็อกจาํนวนเซลลแ์ละปริมาณโปรตีนของเช้ือยสีต ์Aureobasidium pullulans 

 

จากภาพท่ี 3.4 กราฟการเจริญเติบโตของยีสต์ Aureobasidium pullulans มีการเจริญเติบโตอย่าง

รวดเร็วในระยะเพิ่มจาํนวน (Log phase) ท่ีช่วงเวลา 0-48 ชัว่โมงแรก และเขา้สู่ช่วงการเจริญเติบโตแบบคงท่ี 

(Stationary phase) ท่ีชัว่โมงท่ี 48-60 และจากการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน พบวา่เม่ือนาํมาคาํนวณเทียบกบั

กราฟมาตรฐาน BSA จะเห็นไดว้า่ Aureobasidium pullulans มีปริมาณโปรตีนสูงสุดท่ี 310.69 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี 48 โดยอยูใ่นช่วงสุดทา้ยของ log phase และเร่ิมเขา้สู่ stationary phase  
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3.4.2  ผลการวเิคราะห์กจิกรรมของไลเพส (Total activity) 

ในการคาํนวณค่ากิจกรรมของไลเพสของเช้ือจุลินทรีย์เชิงปริมาณ ต้องมีการเทียบกับกราฟ

มาตรฐานของพารา-ไนโตรฟีนอล ในหน่วยไมโครโมลต่อมิลลิลิตรต่อนาทีโดยกาํหนดให้ 1 หน่วยเอนไซม์

ยูนิต หรือไมโครโมลต่อมิลลิลิตรต่อนาทีของเอนไซม ์มีค่าเท่ากบัปริมาณของเอนไซมท่ี์สามารถเปล่ียน

พารา-ไนโตรฟีนิลปาล์มมิเตท ไปเป็นพารา-ไนโตฟีนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมลต่อนาที ท่ีสภาวะท่ีกาํหนด 

จากกราฟท่ีชัว่โมงท่ี 72 มีค่ากิจกรรมของไลเพสท่ี 7.336 ยนิูตต่อมิลลิลิตรซ่ึงมีค่ากิจกรรมของเอนไซมสู์ง 

จึงมีความเหมาะสมท่ีสุดท่ีจะนาํเอนไซมท่ี์ผลิตไดไ้ปใชป้ระโยชน์ต่อไป 

 
 

ภาพทึ ่3.5 ปริมาณกิจกรรมของไลเพสและค่ากิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมข์องเช้ือยสีต ์

 Aureobasidium pullulans 

 

จากการวิเคราะห์หาค่ากิจกรรมจําเพาะของไลเพสจากเช้ือยีสต์ในชั่วโมงท่ี 60 พบว่าเช้ือ 

Aureobasidium pullulans มีกิจกรรมจาํเพาะเท่ากบั 769.16 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตรต่อนาทีต่อมิลลิกรัม

โปรตีน 
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3.4.3 ความสามารถในการย่อยสลาย Naphthalene ของไลเพส 

 

เม่ือเล้ียงเช้ือ Aureobasidium pullulans ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าดว้ยความเร็วรอบ 200 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมสู์งท่ีสุด จากนั้นจึงเติม Naphthalene1 เปอร์เซ็นต ์

เก็บตวัอยา่งทุก 24 ชัว่โมง จากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงให้เซลล์ตกตะกอน จะไดส่้วนใสเพื่อนาํมาวิเคราะห์หา

ปริมาณ Naphthalene ท่ีเหลืออยูด่ว้ยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง จะเห็นไดว้า่ไล

เพสท่ีไดจ้ากการชกันาํดว้ยนํ้ามนัสบู่ดาํจากเช้ือยีสต ์A. pullulansไม่สามารถยอ่ย Naphthalene ได ้ซ่ึงจากผล

การวเิคราะห์หาปริมาณ Naphthalene ท่ีเหลืออยูด่ว้ยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

พบวา่ปริมาณความเขม้ขน้ของ Naphthalene  ท่ี 0, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง มีความเขม้ขน้เท่ากบัความเขม้ขน้

เร่ิมตน้ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 2.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร(ภาพท่ี 3.6) เน่ืองจากไลเพสเป็นเอนไซมใ์นกลุ่มไฮโดรเลส 

(hydrolase) จึงไม่สามารถทาํลายพนัธะของวงเบนซีนให้แตกออกได ้จากงานวิจยัของ Yucheng et al., ในปี 

2007 ไดศึ้กษาการยอ่ยสลายของโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนท่ีปนเป้ือนในดินดว้ยเช้ือราท่ีผลิตแลคเคส  

และ Wang et al. (2011) พบวา่เช้ือยีสต ์ A. pullulans สามารถผลิตแลคเคสไดเ้ม่ือมี guaiacol เป็นตวัชกันาํ 

ดงันั้นจึงมีความสนใจในการศึกษาเปรียบเทียบแลคเคสทางการคา้ และแลคเคสท่ีไดจ้าก A. pullulans มา

ทดสอบความสามารถในการยอ่ยสลายของโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนต่อไป 

 

 
 

 ภาพที ่3.6 ปริมาณ Naphthalene ท่ีเหลืออยูจ่ากการยอ่ยสลายดว้ยไลเพส 
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3.4.4 ผลการทดสอบความสามารถในการย่อยสลาย Naphthalene ของแลคเคสทางการค้า 

 

เม่ือนําแลคเคสทางการค้าความเข้มข้น 23.1 ยูนิตต่อมิลลิลิตร เติมลงในสารละลาย 

Naphthalene ความเข้มขน้เร่ิมต้น 0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าด้วย

ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งชัว่โมงท่ี 24 และนาํมาวิเคราะห์หาปริมาณ 

Naphthalene ท่ีเหลืออยู่ด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูงพบว่าแลคเคสมี

ความสามารถในการยอ่ยสลาย Naphthalene จะเห็นไดจ้ากโครมาโทแกรมภาพท่ี 3.7 ปริมาณ Naphthalene  

ลดลงจากความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 27.6 เปอร์เซ็นต์ เน่ืองจากแลคเคสเป็นเอนไซม์ในกลุ่มออกซิโดรีดกัเทส 

(Oxidoreductase) ท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยา โดยให้อิเล็กตรอนและมีโมเลกุลออกซิเจนเป็นตวัรับอิเล็กตรอน 

ออกซิเจนท่ีไดรั้บอิเล็กตรอนจะรวมกบัโปรตอนท่ีมีอยูใ่นสารละลายกลายเป็นนํ้ า ดงันั้นแลคเคสสามารถใช้

สับสเตรทประเภทสารในกลุ่มโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน เช่น Naphthalene  Anthracene Pyrene และ 

Benzo[a]pyrene  (Octavio et al., 2006) 

 

 
ภาพที ่3.7 ปริมาณ Naphthalene ท่ีเหลืออยูจ่ากการยอ่ยสลายดว้ยแลคเคสทางการคา้ 

 

3.4.5 ทดสอบความสามารถในย่อยสลายสารโพลอีะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนด้วยแลคเคสจากยสีต์ 

นาํแลคเคสจากยีสต์ A. pullulans ความเขม้ขน้ 711 ยูนิตต่อมิลลิลิตร(0.16 กรัม) เติมลง

สารละลายท่ีประกอบดว้ย Naphthalene  Anthracene Pyrene และ Benzo[a]pyrene  ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 10, 

0.908, 0.135 และ 0.19 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร, 5 เปอร์เซ็นต ์tween 80, 100 มิลลิโมลาร์อะซิเตตบฟัเฟอร์ ท่ีค่า

ความเป็นกรด-ด่าง 4.5 แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เก็บตวัอย่างมา วิเคราะห์หาปริมาณ PAHs ท่ีเหลืออยูด่ว้ยเทคนิคทางโครมาโทกราฟี
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ของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) พบวา่แลคเคสจากไล

โปไลติกยีสต์จากเกาะสีชงัสามารถยอ่ยสลาย Naphthalene  Anthracene Pyrene และ Benzo[a]pyrene ได ้

24.35, 38.16, 25.38 และ 45.33% ตามลาํดบัภายในเวลา 48 ชัว่โมง 

 

 
 

ภาพที ่3.8 ปริมาณสารโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนท่ีเหลืออยูจ่ากการยอ่ยดว้ยแลคเคส 

 

 
ภาพที ่3.9 ปริมาณ Naphthalene ท่ีเหลืออยูจ่ากการยอ่ยดว้ยแลคเคสจากยสีต ์A. pullulans 
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ภาพที ่3.10 ปริมาณ Anthracene ท่ีเหลืออยูจ่ากการยอ่ยดว้ยแลคเคสจากยสีต ์A. pullulans 

 

 

 
ภาพที ่3.11 ปริมาณ Pyrene ท่ีเหลืออยูจ่ากการยอ่ยดว้ยแลคเคสจากยสีต ์A. pullulans 
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ภาพที ่3.12 ปริมาณ Benzo[a]pyrene ท่ีเหลืออยูจ่ากการยอ่ยดว้ยแลคเคสจากยสีต ์A. pullulans 

 

3.4.6 การทดสอบความสามารถในย่อยสลายสารโพลอีะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน ในดินด้วยแลคเคส 

3.4.6.1 ความสามารถในการย่อยสลาย Naphthalene ของแลคเคสจากยสีต์ A. pullulans 

  เม่ือนาํแลคเคสปริมาณ 5 กรัม เติมลงในตวัอยา่งดินท่ีมี Naphthalene ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 

4.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

9 วนั เก็บตวัอย่างทุกวนั และนาํมาวิเคราะห์หาปริมาณ Naphthalene ท่ีเหลืออยู่ดว้ยเทคนิคทางโครมาโท 

กราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง พบว่าแลคเคสมีความสามารถในการยอ่ยสลาย Naphthalene โดยทาํให้

ปริมาณ Naphthalene ลดลง 51.34 เปอร์เซ็นต ์ในเวลา 9 วนั (ภาพท่ี 3.13) (ค่าเฉล่ีย 5.8 เปอร์เซ็นตต่์อวนั) 

 
  

ภาพที ่3.13 ปริมาณ Naphthalene ท่ีเหลืออยูใ่นดินหลงัจากการยอ่ยดว้ยแลคเคส 
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3.4.6.2. ความสามารถในการย่อยสลาย Anthracene ของแลคเคสจากยสีต์ A. pullulans 

  เม่ือนาํแลคเคสปริมาณ 5 กรัม เติมลงในตวัอย่างดินท่ีมี Anthracene ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 

0.25 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 9 วนั เก็บตวัอย่างทุกวนัและนาํมาวิเคราะห์หาปริมาณ Anthracene ท่ีเหลืออยู่ดว้ยเทคนิคทางโคร

มาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง จากโครมาโทแกรมภาพท่ี 3.14 พบวา่แลคเคสมีความสามารถใน

การยอ่ยสลาย Anthracene ในดินลดลง 85.06 เปอร์เซ็นต ์ในระยะเวลา 9 วนั (เฉล่ีย 9.49 เปอร์เซ็นตต่์อวนั) 

 

 
   

ภาพที ่3.14 ปริมาณ Anthracene ท่ีเหลืออยูใ่นดินหลงัจากการยอ่ยดว้ยแลคเคส 

 

3.5. อภิปรายและวจิารณ์ผล 

 การเจริญเติบโตของยีสต์ A. pullulans มีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วในระยะเพิ่มจาํนวน (Log 

phase) ท่ีช่วงเวลา 0-48 ชัว่โมงแรก และเขา้สู่ช่วงการเจริญเติบโตแบบคงท่ี (Stationary phase) ท่ีชัว่โมงท่ี 

48-60 โดยมีปริมาณโปรตีนสูงสุดท่ี 310.69 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี 48 โดยอยูใ่นช่วงสุดทา้ย

ของ Log phase และเร่ิมคงท่ีตามอตัราการเจริญท่ีคงท่ี ชัว่โมงท่ี 72 มีค่ากิจกรรมของไลเพสท่ี 7.336 ยนิูตต่อ

มิลลิลิตร ซ่ึงมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงเม่ือวิเคราะห์หาค่ากิจกรรมจาํเพาะของไลเพสจากเช้ือยีสต ์           

A. pullulans พบวา่ในชัว่โมงท่ี 60 มีกิจกรรมจาํเพาะของเอนไซมเ์ท่ากบั 769.16 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตรต่อ

นาทีต่อมิลลิกรัมโปรตีนดงันั้นท่ีชัว่โมงท่ี 60 จึงเหมาะสมท่ีสุดท่ีจะนาํเอนไซมท่ี์ผลิตไดไ้ปใชป้ระโยชน์ 

เม่ือทาํการทดสอบความสามารถในการย่อยสลายแนฟทาลีนของไลเพส แลว้วิเคราะห์หาปริมาณ 

Naphthalene ท่ีเหลืออยูด่ว้ยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง จะเห็นไดว้า่ไลเพสท่ีได้

จากยีสต ์A. pullulans เน่ืองจากไลเพสเป็นเอนไซมใ์นกลุ่มไฮโดรเลส (Hydrolase) จึงไม่สามารถทาํลาย
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พนัธะของวงเบนซีนใหแ้ตกออกได ้จากงานวิจยัของ Yucheng et al., ในปี 2007 ไดศึ้กษาการยอ่ยสลายของ

โพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน ท่ีปนเป้ือนในดินดว้ยเช้ือราท่ีผลิตแลคเคส และในปี 2011 Wang et al., 

พบวา่เช้ือยีสต ์A. pullulans สามารถผลิตแลคเคสไดเ้ม่ือมี guaiacol เป็นตวัชกันาํ ดงันั้นจึงมีความสนใจใน

การศึกษาแลคเคสท่ีได้จาก A. pullulans มาทดสอบความสามารถในการย่อยสลายของโพลีโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอนต่อไป เม่ือนาํแลคเคสจากไลโปไลติกยีสตค์วามเขม้ขน้ 711 ยนิูตต่อมิลลิลิตร (0.16 กรัม)มา

ทดสอบการย่อยสลายสารโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในระดบัห้องปฏิบติัการ แลว้นาํมาวิเคราะห์หา

ปริมาณสารโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนท่ีเหลืออยู่ด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง พบวา่แลคเคสจากไลโปไลติกยีสตจ์ากเกาะสีชงั สามารถยอ่ยสลาย Naphthalene  Anthracene 

Pyrene และ Benzo[a]pyrene  ได ้24.35, 38.16, 25.38 และ 45.33 % ตามลาํดบั ภายใน 48 ชัว่โมง เน่ืองจาก

แลคเคสเป็นเอนไซมใ์นกลุ่มออกซิโดรีดกัเทส (Oxidoreductase) ท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยา โดยให้อิเล็กตรอน

และมีโมเลกุลออกซิเจนเป็นตวัรับอิเล็กตรอน ออกซิเจนท่ีได้รับอิเล็กตรอนจะรวมกบัโปรตอนท่ีมีอยู่ใน

สารละลายกลายเป็นนํ้ า ดังนั้ นแลคเคสสามารถใช้สับสเตรทประเภทสารในกลุ่มโพลีอะโรมาติก

ไฮโดรคาร์บอนได ้(Octavio et al., 2006)  สําหรับการทดสอบความสามารถในยอ่ยสลายสารโพลีอะโร

มาติกไฮโดรคาร์บอนในตวัอย่างดินด้วยแลคเคสจากยีสต์  พบว่าปริมาณ Naphthalene ลดลง 51.34 

เปอร์เซ็นต ์และปริมาณ Anthracene ลดลง 85.06 เปอร์เซ็นตใ์นระยะเวลา 9 วนั เน่ืองจากสารโพลีอะโร

มาติกไฮโดรคาร์บอนสามารถยึดเกาะกบัอนุภาคของดินไดดี้จึงย่อยสลายไดย้ากข้ึนกว่าในสภาวะท่ีอยู่ใน

สารละลาย  โดยNaphthalene ลดลงเฉล่ีย 5.8 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณ Anthracene ลดลงเฉล่ีย 9.49

เปอร์เซ็นตต่์อวนัตามลาํดบั 

สรุปไดว้า่เอนไซมแ์ลคเคสจากไลโปไลติกยีสตจ์ากเกาะสีชงั ไดแ้สดงถึงความสามารถในการยอ่ย

สลายสารPAHsทั้ง 4 ชนิด แต่มีความจาํเพาะการยอ่ยสลายตามโครงสร้างท่ีแตกต่างกนัไป สังเกตุไดว้า่นิยม

โครงสร้างอะโรมาติกท่ีเป็นวงแหวนแต่ไม่ข้ึนกบัขนาดของโครงสร้าง การทดลองน้ีไดมี้การดาํเนินการใน

ห้องปฏิบติัการภายใต้การควบคุมปัจจยัต่างๆซ่ึงได้แสดงถึงศกัยภาพของแลคเคสท่ีจะใช้ในการบาํบดั

สารพิษกลุ่มน้ีน้ีไดดี้   

 

3.6.  ข้อเสนอแนะ 

การศึกษาต่อไปท่ีควรปฏิบติัและดาํเนินการคือการนาํผลการศึกษาวิจยัไปทดลองทดสอบการยอ่ย

สลายสารโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนในพื้นท่ีจริงดว้ยการใชเ้อนไซมแ์ลคเคส หรือจุลินทรีย ์A. pullulan 

ทั้งเซลล ์โดยศึกษาถึงปัจจยัทั้งดา้นกายภาพและชีวภาพของพื้นท่ีต่อประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสาร เพื่อให้

ทราบถึงความเป็นไปไดใ้นการประยุกตใ์ช้กระบวนการทดสอบดงักล่าวในสภาพแวดลอ้มธรรมชาติ หรือ

สภาพแวดลอ้มท่ีสามารถควบคุมปัจจยัท่ีเป็นตวัแปรต่างๆ 

  

 



3-24 

 

3.7.  บรรณานุกรม 

ธนธร วทิิตศานต.์ 2553. การสังเคราะห์ชูการ์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์และเมทิลเอสเทอร์ดว้ยไลเพสจากยีสตท่ี์

คดัแยกไดใ้นประเทศไทย วิทยานิพนธ์ปริญญาวิทยาศาสตร์มหาบณัฑิต สาขาวิชาพฤกษศาสตร์ 

คณะวทิยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั. 

Baldrian, P., In der Wiesche, C., Gabriel, J., Nerud, F., and Zadrazil, F. 2000. Influence of cadmium and 

mercury on activities of ligninolytic enzymes and degradation of polycyclic aromatic 

hydrocarbons by Pleurotus ostreatus in soil. Applied and Environmental Microbiology, 66: 

2471–2478. 

Benjamin, S., and Pandey, A. 2001. Isolation and characterization of three distinct forms of lipases from 

Candida rugosa produced in solid state fermentation, Brazilian Archives of Biology and 

Technology. 44: 213-221 

Bourbonnais, R., and Paice, M. G. 1990. Oxidation of non-phenolic substrates. An expanded role for 

laccase in lignin biodegradation, FEBS Letters, 267: 99–102. 

Cardenasa, F., De Castrob, M.S., Sanchez-Monterob, J.M., Sinisterrab, J.V., Valmasedaa, M., 

 Elsona, S.W., and Alvareza, E. 2001. Novel microbial lipases: catalytic activity in reactions in 

organic media, Enzyme and Microbial Technology, 28: 145–154. 

Bradford, M.M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of 

protein utilizing the principle of protein-dye binding, Analysis Biochemistry, 72: 248–254. 

Chi, Z., Wang, F., Chi, Z., Yue, L., Liu, G., and Zhang, T. 2009. Bioproducts from Aureobasidium 

pullulans, a biotechnologically important yeast, Applied Microbiology and Biotechnology, 82: 

793–804. 

Cihangir, N., and Sarikaya, E. 2004. Investigation of lipase production by a new isolate of Aspergillus sp., 

World Journal of Microbiology and Biotechnology, 20: 193-197. 

Elibol, M., and Ozer, D. 2001. Influence of oxygen transfer on lipase production by Rhizopus arrhizus, 

Process Biochemistry, 36, 4: 325-329 

Fernández-Sánchez, C., Tzanov T., Gübitz, G. M., and Paulo, A. C. 2002. Voltammetric monitoring of 

 laccase-catalysed mediated reactions,  Bioelectrochemistry, 58, 149-156. 

Gautam, R., Bassi, A.S. and Yanful, E. K. 2007. Candida rugosa lipase-catalyzed polyurethane 

degradation in aqueous medium, Biotechnology Letters, 29: 1081–1086.  

Gschwend, P.M., and Hites, R.A., 1981. Fluxes of polycyclic aromatic hydrocarbons to marine and 

lacustrine sediments in the Northeastern United States, Geochimica et Cosmochimica Acta, 45: 

2359-2367. 



3-25 

 

Hites, R.A., Laflamme, R.E., and Farrington, J.W., 1977. Sedimentary polycyclic aromatic hydrocarbons: 

the historical record, Science, 198:  829-831. 

Jaeger, K-E., Reetz, M.T. 1998. Microbial lipases form versatile tools for biotechnology, Trends in 

Biotechnology, 16: 396–403. 

Kademi, A., Lee, B., and Houde, A. 2003. A production of heterologous microbial lipases by yeasts, 

Indian Journal of Biotechnology, 2: 346-355. 

Kakugawa, K., Masahiro, T., Kunihiko, I., Keiko, M., Shozo, M., Yuki, M., Osamu, S., and Tokichi, M. 

2002. Isolation of Yeast Kurtzmanomycessp.I-11, Novel Producer of Mannosylerythritol Lipid, 

Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry. 66: 188- 191 

Kanaly, R.A., and Harayama.S., 2000. Biodegradation of high-molecular-weight polycyclic aromatic 

hydrocarbons by bacteria, Journal of Bacteriology, 182 (8): 2059-2067. 

Kazlauskas, R. J., and Bornscheuer, U. T. 1998. Biotransformations with lipases, In: Rehm, H. J., Pihler, 

G., Stadler, A., Kelly, P. J. W. (ed), Biotechnology, Vol. 8. 37-192, New York: VCH. 

Lijinsky, W., 1991. The formation and occurrence of polynuclear aromatic hydrocarbons associated with 

food, Mutation Research, 259: 251-261. 

Liu, Z. Q., Chi, Z. M., Wang, L., and Li, J. 2008. Production, purification and characterization of an 

extracellular lipase from Aureobasidium pullulans HN2.3 with potential application for the 

hydrolysis of edible oils,  Biochemical Engineering Journal, 40: 445–451. 

Macrae, A. R. 1983. Lipase-catalyzed interesterification oils and fats, Journal of American oil Chemists’ 

Society, 60: 291-294. 

Maia, M.M.D., Heasley, A., Camargo de Morais, M.M., Melo, E.H.M., Morais J.R., M.A., Ledingham, 

W.M., and Lima Filho, J.L. 2001. Effect of culture conditions on lipase production by Fusarium 

solani in batch fermentation, Bioresource Technology, 76: 23-27. 

Masse, L., Kennedy, K. J., and Chou, S. P. 2001. The effect of an enzymatic pretreatment on the 

hydrolysis and size reduction of fat particles in slaughterhouse wastewater, Journal of Chemical 

Technology and Biotechnology, 79: 629-635. 

Means, R. C. 1980. Underdevelopment and the Development of Law. Chapel Hill: University of North 

Carolina Press. 

Morgunova, E., Illarionov, B., Sambaiah, T., Haase, I., Bacher, A., Cushman, M., Fischer, M., and 

Ladenstein, R. 2006. Structural and thermodynamic insights into the binding mode of five novel 

inhibitors of lumazine synthase from Mycobacterium tuberculosis, FEBS Journal, 273: 4790-

4804. 

http://www.sciencedirect.com/science/journal/1369703X�


3-26 

 

Octavio, L. C., Cristina Irma, M. P. P., Ricardo, J. R. B., and Francisco, V. O. 2006. Laccases, 

Advances in Agricultural and Food Biotechnology, 2: 323-340. 

Oishi, H., Morimoto, T., Watanabe, Y., and Tamai, Y. 1999. Purification and Characterization of 

Phospholipase B from Kluyveromyceslactis, and Cloning of Phospholipase B gene, 

Bioscience, Biotechnology and Biochemistry,

Ota, Y., Gomi, K., Kato, S., Sugiura, T., and Minoda, Y. 1982. Purification and some properties of cell-

bound lipase from Saccharomycopsis lipolytica, Agricultural Biology and Chemistry, 46: 2885-

2893 

 63: 68-76 

Pandey, A., Benjamin, S., Soccol, C. R., Nigam, P., Krieger, N., and Soccol, V. T. 1999. The realm of 

microbial lipases in biotechnology, Biotechnology and Applied Biochemistry, 29: 119-131. 

Potin, O., Rafin, C., and Veignie,  E. 2004. Bioremediation of an aged polycyclic aromatic hydrocarbons 

(PAHs) – contaminated soil by filamentous fungi isolated from the soil, International 

Biodeterioration and Biodegradation, 54: 45-52. 

Rathi, P., Goswami, V.K., Sahai, V., Gupta, R. 2002. Response surface methodology for improving 

production of hyperthermostable lipase from Burkholderia cepacia, Journal of Applied 

Microbiology, 93: 930–936 

Schmidt, R. D., and Verger, R. 1998. Lipase: Interfacial enzymes with attractive applications, 

AngewandteChemie (International ed. in English) 37: 1608-1633. 

Solomon, E.I., Baldwin, M.J., and Lowery, M.D. 1992. Electronic structures of active sites in copper 

proteins: contributions to reactivity, Chemical Reviews, 92: 521-542. 

Takamoto, T., Shirasaka, H., Uyama, H., and Kobayashi, S. 2001. Lipase-catalyzed hydrolytic 

degradation of polyurethane in organic solvent, Chemistry Letter 6: 492-493. 

Villeneuve, P., Muderhwa, J. M., Graille, J., and Haas, M. J. 2000. Review: Customizing lipases for 

biocatalysis: a survey of chemical, physical and molecular biological approaches, Journal of 

Molecular Catalysis B: Enzymatic, 9: 113-148. 

Wang, H., Kong, W., Jin, J., Zhang, N., and Li, B. 2011. Extracellular Acidic Laccase by Aureobasidium 

pullulans, Journal of Microbiology, 2011-02. 

Yucheng, W., Ying, T., Zhengao, L., Xuewei, L., and Yongming L. 2007. Potential role of polycyclic 

aromatic hydrocarbons (PAHs) oxidation by fungal laccase in the remediation of an aged 

contaminated soil, Soil Biology and Biochemistry, 40: 789–796. 



3-27 

 

Zheng, W., Zhou, H.M., Zheng, Y.F., and Wang, N. 2008. A comparative study on electrochemistry of 

laccase at two kinds of carbon nanotubes and its application for biofuel cell, Chemical Physics 

Letters, 457, 381-385. 
  



3-28 

 

ภาคผนวก 

 

ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเช้ือ 

1. Yeast Malt Medium (YM) 

ประกอบดว้ย 

Yeast extract   3  กรัม 

Malt extract   3  กรัม 

Peptone    5  กรัม 

Glucose    10  กรัม 

Distilled water   1,000  มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในนํ้ากลัน่ปรับพีเอชเป็น 5.5 กรณีอาหารแข็งเติมวุน้ 20 กรัมต่อลิตร น่ึงฆ่า

เช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 10 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  

 

2. Lipase production medium 

ประกอบดว้ย 

 Bacto-tryptone    10   กรัม 

 Yeast extract    3   กรัม 

Meat extract    5   กรัม 

NaCl    5  กรัม 

KH2PO4    7   กรัม 

 Palm oil    10   กรัม 

Distilled water   1,000  มิลลิลิตร 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดในนํ้ ากลัน่ น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 10 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  

 

3. Laccase Production Medium 

ประกอบดว้ย 

Yeast extract   0.05  กรัม 

K2HPO4    3.4  กรัม 

KH2PO4    4.3  กรัม 
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MgCl2.2H2O   0.3  กรัม 

(NH4)2SO4   1  กรัม 

Glucose    15  กรัม 

Trace salt   5      มิลลิลิตร 

Distilled water   1,000  มิลลิลิตร 

Trace salt ประกอบดว้ย 

MnCl2.4H2O   1  มิลลิกรัม 

FeSO4.7H2O   0.6  มิลลิกรัม 

CaCl2.H2O   2.6  มิลลิกรัม 

Na2MoO4.2H2O   6  มิลลิกรัม 

Distilled water   1,000  มิลลิลิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในนํ้ ากลัน่ น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั 10 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เม่ือเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เติม Guaicol 2 mM และ 

CuSO4 0.5 mM 
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ภาคผนวก ข 

 

โครมาโตแกรมและกราฟมาตรฐาน 

 
ภาพที ่3.15 กราฟมาตรฐาน BSA ท่ีปริมาณโปรตีน 2.5-25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

 
ภาพที ่3.16 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลปริมาณ 0-0.4 ไมโครโมลต่อมิลลิลิตร 
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ไมโครกรัมต่อมลิลลิติร 
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ภาพที ่3.17 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานแนฟทาลีน 

 

 
 

 
 

เวลา (นาท)ี 

พ
ืน้

ท
ี ่

 

0 ช่ัวโมง 

เวลา (นาท)ี 

พ
ืน้

ท
ี ่

 

24 ช่ัวโมง 

ความเข้มข้น (มลิลกิรัมต่อมลิลลิติร) 

พ
ืน้

ท
ี ่

 



3-32 

 

 
 

 
 

 ภาพที ่3.18 ปริมาณแนฟทาลีนท่ีเหลืออยูจ่ากการยอ่ยสลายดว้ยไลเพส 
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 ภาพที ่3.19 ปริมาณแนฟทาลีนท่ีเหลืออยูจ่ากการยอ่ยสลายดว้ยแลคเคสทางการคา้ 

 

 
 

 ภาพที ่3.20 ปริมาณแนฟทาลีนจากการยอ่ยดว้ยแลคเคสในดินเม่ือเวลาผา่น 0 วนั 

 

 
 ภาพที ่3.21 ปริมาณแนฟทาลีนจากการยอ่ยดว้ยแลคเคสในดินเม่ือเวลาผา่น 9วนั 

24 ช่ัวโมง 

เวลา (นาท)ี 

พ
ืน้

ท
ี ่
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 ภาพที ่3.22 ปริมาณแอนทราซีนจากการยอ่ยดว้ยแลคเคสในดินเม่ือเวลาผา่น 0 วนั 

 

 
  

 ภาพที ่3.23 ปริมาณแอนทราซีนจากการยอ่ยดว้ยแลคเคสในดินเม่ือเวลาผา่น 9 วนั 
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ภาคผนวก ค 

แลคเคส 

 

 
 

ภาพที ่3.24 แลคเคสท่ีผลิตไดจ้าก Aureobasidium pullulans ใน Laccasse production medium 

 

 

 
ภาพที ่3.25 การยอ่ยสลายสารโพลีอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนดว้ยแลคเคส 
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ภาคผนวก ง 

ผลงานทางวชิาการของโครงการทีเ่ผยแพร่แล้ว 

1.  เสนอผลงานทางวชิาการในรูปแบบโปสเตอร์เร่ือง Biodegradation of Poly-aromatic Hydrocarbons 

by Aureobasidium pullulans var. melanogenum ในการประชุมวชิาการระดบันานาชาติ The First 

Asian Marine Biology Symposium in Phuket, Thailand, December 13 -17, 2012 
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2. เสนอผลงานทางวิชาการในรูปแบบโปสเตอร์ เ ร่ือง Biodegradation of Poly-aromatic 

Hydrocarbons by Aureobasidium pullulans var. melanogenum ในการประชุม International 

Conference on Environmental Science and Technology, ICOEST’2013 – CAPPADOCIA Urgup, 

Turkey, June 18-21, 2013 
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