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บทที่  1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 ไลเพสจดัเป็นเอนไซม์ประเภท Triacylglycerol acylhydrolases มีรหสัเป็น EC.3.1.1.3 
ท าหน้าท่ีในการเร่งการย่อยสลายพนัธะเอสเทอร์ (ester bonds) ของโมเลกุลน า้มนัและไขมัน
(triacyglycerol) ได้ผลิตภณัฑ์เป็นกรดไขมนัอิสระ ไดกลีเซอไรด์ โมโนกลีเซอไรด์ และกลีเซอรอล 
โดยปฏิกิริยาจะเกิดท่ีบริเวณผิวสมัผสัระหว่างชัน้ของสบัสเตรทกับชัน้น า้  (oil-water interface)  
นอกจากนีไ้ลเพสยงัสามารถเร่งปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ (synthesis reaction) ได้แก่ ปฏิกิริยา     
เอสเทอริฟิเคชนัและทรานเอสเทอริฟิเคชนั ซึ่งเป็นปฏิกิริยาระหว่างหมู่คาร์บอกซิลหรือโมเลกลุของ
ไตรกลีเซอไรด์กบัหมูไ่ฮดรอกซิลได้ผลิตภณัฑ์เป็นแอลคิลเอสเทอร์ (alkyl ester) (Gupta และคณะ, 
2007) 
 เน่ืองจากไลเพสสามารถพบได้ทัง้ใน พืช สตัว์ และจุลินทรีย์ แต่ไลเพสจากพืชและสตัว์มี
ความคงตวัต ่ากว่าจุลินทรีย์ รวมถึงความซบัซ้อนในการสกัดเพ่ือน ามาใช้ ด้วยเหตนีุไ้ลเพสจาก
แหล่งทัง้สองจึงยังไม่มีการใช้อย่างแพร่หลาย แตกต่างกับไลเพสจากจุลินทรีย์โดยเฉพาะยีสต์       
ท่ีมีความหลากหลาย สามารถผลิตเอนไซม์ออกมานอกเซลล์ เติบโตได้รวดเร็ว  ขยายปริมาณการ
ผลิตง่าย ใช้สบัซบัเสตรทได้หลากหลาย และยงัสามารถเพิ่มผลผลิตได้โดยวิธีปรับปรุงพนัธุกรรม 
(Pendey และคณะ, 1999) ในปัจจบุนัมีผู้ ค้นพบยีสต์ท่ีสามารถผลิตไลเพสแล้วหลายกลุ่ม เช่น 
กลุม่ Candida Spp. Geotrichum  Trichosporon  และ Yarrowia lipolytica เป็นต้น  
 ปัจจบุนัการผลิตไลเพสจากยีสต์นิยมผลิตในอาหารเหลว (submerge culture) เน่ืองจาก
สามารถควบคมุปัจจยัท่ีมีอิทธิพลตอ่การผลิตไลเพสได้ง่ายและมีประสิทธิภาพกว่าการผลิตด้วยวิธี
อ่ืน โดยปัจจัยดังกล่าวสามารถแบ่งได้เป็นปัจจัยทางกายภาพ เช่น ค่าความเป็นกรดด่างของ
อาหารเลีย้งเชือ้ อุณหภูมิ ท่ี เหมาะสมต่อการเติบโต เป็นต้น  และปัจจัยทางด้านชีวเคมี 
(biochemical parameters)  เช่น ชนิดและปริมาณของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และ      
แร่ธาต ุเป็นต้น (Gupta และคณะ, 2007; Sharma และคณะ, 2001) เน่ืองด้วยปัจจยัท่ีมีอิทธิพล
ต่อการผลิตไลเพสนัน้มีจ านวนมาก การออกแบบการทดลอง (design and analysis of 
experiment : DOE) ซึ่งเป็นเทคนิคทางสถิติ จึงถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการศึกษาหาปัจจยัท่ี
เหมาะสม ทัง้นีใ้นการทดลองทัว่ไปมกัเป็นการศกึษาทีละปัจจยั  (one factor method) ซึ่งต้องใช้
เวลาและค่าใช้จ่ายสูง อีกทัง้ยังไม่เหมาะต่อการอธิบายผลของอนัตรกิริยา (Interaction effect) 
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ระหว่างปัจจยัได้ การออกแบบการทดลองด้วยวิธีพืน้ท่ีผิวตอบ (Response Surface Methods 
and Designs) เป็นวิธีท่ีได้รับการพฒันามาจากวิธีแฟคทอเรียล (Factorial Experiment) ท าให้
สามารถอธิบายอนัตรกิริยาของแตล่ะปัจจยัและหาคา่ท่ีเหมาะสมของปัจจยัจากความสมัพนัธ์ของ
ตวัแปรได้ อีกทัง้ยงัมีความแม่นย าสงู ใช้เวลาและค่าใช้จ่ายน้อย จึงเป็นท่ีนิยมใช้ในการศึกษาหา
ปัจจยัท่ีมีอิทธิพลตอ่การผลิตเอนไซม์มากขึน้ในปัจจบุนั 
 เน่ืองด้วยไลเพสสามารถเร่งปฏิกิริยาได้หลากหลาย จึงมีการน าเอนไซม์ไลเพสไป
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมหลายชนิด เช่น น า้ยาซกัล้าง อาหาร เคร่ืองส าอาง เชือ้เพลิงชีวภาพ 
และยา เป็นต้น ซึง่หนึง่ในผลิตภณัฑ์ท่ีไลเพสสามารถเร่งปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ได้คือ ชกูาร์แฟตตี
แอซิดเอสเทอร์ ด้วยคณุสมบตัท่ีิเป็นสารลดแรงตงึผิวชนิดไม่มีประจ ุไม่มีรส ไม่มีกลิ่น และสามารถ
ย่อยสลายโดยกระบวนการทางชีวภาพ จึงสามารถน าไปประยกุต์ใช้ได้กว้างขวางในอตุสาหกรรม
ต่างๆ ทัง้นีก้ารผลิตชูการ์แฟตตีเอสเทอร์ส่วนใหญ่ผลิตผ่านกระบวนทางเคมีซึ่งจ าเป็นต้องใช้
อุณหภูมิสูง ใช้สารละลายอินทรีย์ท่ีมีความเป็นพิษสูง มีการเจือปนของสีท่ีไม่ต้องการ และมี
ความจ าเพาะต่อบริเวณท่ีเกิดปฏิกิริยาต ่า กระบวนการผลิตทางชีวภาพโดยใช้ไลเพสเป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยาจึงก้าวเข้ามามีบทบาทส าคญัในการแก้ปัญหาดงักล่าวซึ่งมีข้อได้เปรียบทัง้ด้านพลงังาน 
ความจ าเพาะต่อบริเวณท่ีเกิดปฏิกิริยา ความซบัซ้อนของกระบวนการผลิตท่ีน้อยกว่า รวมถึงการ
ยอมรับของผู้บริโภค (Khaled และคณะ, 1991)  
 อีกหนึ่งผลิตภัณฑ์ท่ีสามารถน าไลเพสมาประยุกต์ในการสังเคราะห์ได้คือ การผลิต      
เมทิลเอสเทอร์ นบัเป็นกระบวนการผลิตเชือ้เพลิงทดแทนด้วยวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพท่ีน่าสนใจ
ยิ่งในปัจจบุนั ประโยชน์ท่ีได้มีหลายประการ เชน่ ผลผลิตท่ีได้มีความบริสทุธ์ิ กระบวนการผลิตไม่มี
ผลผลิตข้างเคียงท่ีไม่ต้องการเกิดขึน้ ระดับมลพิษท่ีเกิดขึน้ในกระบวนการผลิตมีน้อยมากเม่ือ
เปรียบเทียบกบักระบวนการผลิตทางเคมีแบบดัง้เดมิ (Shu และ Jei, 2009) 
 งานวิจัยนีจ้ึงมุ่งเน้นท่ีจะคดัเลือกยีสต์ผลิตไลเพสสูงจากบริเวณต่างๆ บนเกาะสีชัง และ
ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพสจากยีสต์ท่ีคดัแยกได้ โดยอาศยัการออกแบบการ
ทดลองวิธีพืน้ท่ีผิวตอบ รวมถึงศึกษาคุณสมบัติการท างานของไลเพสเบือ้งต้น และการน ามา
ประยกุต์ใช้ในการผลิตชกูาร์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์และเมทิลเอสเทอร์ เพ่ือน าข้อมลูไปประยกุต์ใช้ใน
ระดบัอตุสาหกรรมตอ่ไป 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 ท าการคดัแยกยีสต์ผลิตไลเพสเพื่อน าไปประยกุต์ใช้ในการผลิตชกูาร์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์
และเมทิลเอสเทอร์ 
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ขัน้ตอนการวิจัย 
1.  ค้นคว้าและรวบรวมเอกสารส าหรับการวิจยั 
2.  คดัเลือกยีสต์ผลิตไลเพสจากตวัอยา่ง 
3.  ทดสอบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาเบือ้งต้น  
4.  หาสภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตไลเพสจากยีสต์ท่ีคดัเลือก   
5.  ศกึษาคณุสมบตัขิองไลเพสเบือ้งต้น 
6.  ศกึษาความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาการสงัเคราะห์การ์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์และไบโอดีเซล 
7.  วิเคราะห์ สรุปผลงานวิจยั เขียนวิทยานิพนธ์ 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 พบยีสต์ผลิตไลเพสท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์การ์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์และ
เมทิลเอสเทอร์ได้อยา่งมีประสิทธิภาพ เพ่ือน าไปใช้ในระดบัอตุสาหกรรมตอ่ไป  
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 เอนไซม์ไลเพส 

 เอนไซม์ไลเพส (Lipase; EC 3.1.1.3) มีช่ือเรียกตามระบบ international Union of 
Biochemistry คือ กลีเซอรอล เอสเทอร์ไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase) นอกจากนีย้งัมีช่ือ
เรียกอ่ืนอีกเชน่ เอซิลกลีเซอรอล ไฮโดรเลส (acyl glycerol hydrolase) ไตรเอซิลกลีเซอรอลไฮโดร-
เลส (Triacyl glycerol hydrolase) นอกจากนีค้ณะกรรมการเอนไซม์ (Enzyme Comission; EC) 
ได้ก าหนดการตัง้ ช่ือเอนไซม์ (nomenclature) โดยได้จ าแนกเอนไซม์ออกเป็นพวกต่างๆ 
(classification) ตามชนิดปฏิกิริยาท่ีเอนไซม์นัน้เร่ง โดยก าหนดเป็นรหสัประจ าตวัเอนไซม์ (code 
number) รหสัดงักล่าวแบง่เป็นประกอบด้วยตวัเลขส่ีชดุ แตล่ะชุดแยกออกจากกันโดยจดุ ตวัเลข
ชดุแรกบง่บอกถึงพวก (class) ท่ีเอนไซม์นัน้ถูกจดัไว้ ซึ่งมีหกพวก ส่วนตวัเลขชุดท่ีสองและชุดท่ี
สามของรหสัเอนไซม์ จะบอกถึงชนิดของปฏิกิริยาท่ีถกูเร่ง ส าหรับตวัเลขชดุท่ีส่ีจะช่วยแยกเอนไซม์
ท่ีเร่งปฏิกิริยาคล้ายกันออกจากกันซึ่งเอนไซม์ไลเพสมีรหสัประจ าตวัเอนไซม์ ท่ีบ่งบอกปฏิกิริยา
ดงันี ้
    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 

2.2 ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของไลเพส 

 ไลเพสเป็นเอนไซม์ในกลุ่มไฮโดรเลส (hydrolases) ซึ่งมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ในพันธะเอสเทอร์ (ester bonds) ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ 
(triglyceride) เป็นไดกลีเซอไรด์ (diglycerides) โมโนกลีเซอไรด์ (monoglycerides) กรดไขมนั 
(fatty acid) และ กลีเซอรอล (glycerol) นอกจากนีไ้ลเพสยงัสามารถเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นปฏิกิริยา
การสงัเคราะห์ (synthesis reaction) ได้แก่ เอสเทอริฟิเคชนั (esterification) และ ทรานส์เอสเทอ- 
ริฟิเคชนั (transesterification) ซึ่งเป็นปฏิกิริยาประเภทแอซิโดไลซิส (acidolysis) อินเทอร์เอสเทอ 
ริฟิเคชนั (interesterification) แอลกอฮอล์ไลซิส (alcoholysis) และ อะมิโนไลซิส (aminolysis) อีก
ด้วย (ตารางท่ี 2.1) (Villeneuve และคณะ, 2000) 
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ตารางที่  2.1 ปฏิกิริยาท่ีสามารถเร่งได้โดยไลเพส โดยทัง้ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และปฏิกิริยาการ
สงัเคราะห์ตา่งๆ ท่ีเร่งด้วยไลเพส โดยมีไตรเอซิลกลีเซอรอลเป็นสารตัง้ต้นนัน้ สามารถเกิดได้ทัง้ใน
ภาวะท่ีมีน า้เป็นองค์ประกอบ (aqueous solution) และไม่มีน า้เป็นองค์ประกอบในปฏิกิริยา (non- 
aqueous solution)  

ปฏิกิริยา ภาพแบบการเกิดปฏกิิริยา 

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

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

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

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

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

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

 
2.3 ความจ าเพาะของไลเพส 

 Macrae (1983) จ าแนกไลเพสโดยแบง่ตามความจ าเพาะตอ่ต าแหน่งบนไตรกลีเซอไรด์ได้
เป็น 3 กลุม่ ดงัตอ่ไปนี ้

 กลุม่ท่ีหนึง่ ไลเพสท่ีมีความจ าเพาะตอ่ต าแหน่งท่ี 1 และ 3 บนโมเลกลุไตรกลีเซอไรด์ (1,3 
specific lipase) ซึง่จะไฮโดรไลซ์ (hydrolyze) ไตรกลีเซอไรด์ได้กรดไขมนัอิสระ และ 1,2-ไดกลีเซอ
ไรด์ หรือ 2,3-ไดกลีเซอไรด์ ได้ 2-โมโนกลีเซอไรด์ เน่ืองจากกลีเซอไรด์ท่ีได้มกัไม่เสถียร หากให้เวลา
ในการย่อยนานขึน้ก็จะเกิดการเคล่ือนย้ายหมู่เอซิลได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็น 1,3-ไดกลีเซอไรด์ 
และ 1-โมโนกลีเซอไรด์ หรือ 3-โมโนกลีเซอไรด์ แตถ้่าให้ปฏิกิริยาการย่อยเกิดอย่างสมบรูณ์ก็จะท า
ให้ได้กลีเซอรอลและกรดไขมนัอิสระ ไลเพสในกลุ่มนีไ้ด้จาก Aspergillus niger Mucor javanicus   
Rhizopus arrhizus และไลเพสจากร าข้าว 

 กลุ่มท่ีสอง ไลเพสท่ีไม่มีความจ าเพาะต่อทัง้ต าแหน่งและชนิดของกรดไขมันในโมเลกุล
ของไตรกลีเซอไรด์ท่ีเข้าท าปฏิกิริยา (Non-specific lipase) ปฏิกิริยาจะด าเนินไปแบบสุ่ม จะมีการ
ย่อยสลายได้ทกุต าแหน่งบนไตรกลีเซอไรด์ และสามารถท่ีจะไฮโดรไลซ์ไตรกลีเซอไรด์ได้เป็นกรด
ไขมันอิสระและกลีเซอรอลได้อย่างสมบูรณ์ ไลเพสในกลุ่มนีไ้ด้จาก Candida cylindracea 
Corrynebacterium acnes   Staphylococcus aureus และไลเพสจากตบัออ่นสกุร 
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 กลุ่มท่ีสาม ไลเพสท่ีมีความจ าเพาะกบัชนิดของกรดไขมนั (fatty acid-specific lipase)  
ไลเพสจากจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ไม่แสดงสมบัตินี  ้แต่มีจุลินทรีย์บางชนิด เช่น Geotrichum 
candidum ท่ีผลิตไลเพสท่ีไฮโดรไลซ์กลีเซอไรด์ท่ีมีกรดไขมันสายโมเลกุลยาวซึ่งประกอบด้วย
พนัธะคูท่ี่เป็น cis-form ในต าแหนง่ท่ี 9 ได้ดี ส่วนกรดไขมนัชนิดอ่ิมตวั (saturated fatty acid) หรือ
ชนิดไมอ่ิ่มตวั (unsaturated fatty acid) ท่ีไมมี่พนัธะคูใ่นต าแหนง่ท่ี 9 จะถกูไฮโดรไลซ์ได้ไมดี่นกั 

2.4 แหล่งของไลเพส 

 เอนไซม์ไลเพสผลิตได้จากทัง้สัตว์ พืช และจุลินทรีย์ ในสัตว์ไลเพสสร้างขึน้ท่ีตับอ่อน 
(pancreatic lipase) และในน า้นม (milk lipase) ในพืชพบได้ในถั่ว ข้าวสาลี ฝ้าย และละหุ่ง  
ไลเพสจากจลุินทรีย์สามารถแยกได้จากทัง้แบคทีเรีย รา และยีสต์ แตเ่น่ืองจากไลเพสจากจลุินทรีย์
มีความเสถียร (stability) สูง ความสามารถในการคัดเลือกสารตัง้ต้น (selectivity) ดี และมี
ความจ าเพาะตอ่สารตัง้ต้น (substrate specificity) หลายชนิด จึงเป็นท่ีน่าสนใจและมีการน าไป
ประยุกต์ใช้สงูท่ีสุด (Cardenas และคณะ, 2001) โดยเฉพาะอย่างยิ่งไลเพสจากยีสต์ เน่ืองจาก
ยีสต์เป็นจุลินทรีย์ท่ีเติบโตเติบโตง่าย วิธีเก็บรักษาไม่ซับซ้อน มักผลิตไลเพสชนิดปล่อยออกมา   
นอกเซลล์ (extracellular lipase) ซึ่งง่ายและสะดวกตอ่การแยกและน าไปใช้ประโยชน์ (Kademi 
และคณะ, 2003) ซึ่งได้แสดงตัวอย่างจุลินทรีย์จ าพวกยีสต์ท่ีสามารถผลิตไลเพสได้                
แสดงดงัตารางท่ี 2.2 ไลเพสจากยีสต์ C. rugosa เป็นเอนไซม์ท่ีมีการน าไปประยุกต์ใช้อย่าง
หลากหลายในอุตสาหกรรมมากท่ีสุดชนิดหนึ่ง เน่ืองมาจากยีสต์ชนิดนีผ้ลิตไลเพสท่ีมีสมบตัิท่ีดี    
มีแอกทิวิตีสูง ทัง้ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาการสงัเคราะห์อ่ืนๆ (Redondo และคณะ, 
1995) เช่น ในประเทศญ่ีปุ่ นมีบริษัทผู้ผลิตท าอุตสาหกรรมผลิตกรดไขมนัจากเมล็ดละหุ่งโดยใช้    
ไลเพสจาก C. rugosa มาตัง้แตปี่ 1985 (Macrae และ Hammond, 1985) นอกจากนีย้งัมีการใช้
ในอตุสาหกรรมการผลิตกลิ่นในนมและครีมจากนม โดยพบว่าไลเพสจาก C. rugosa เป็นไลเพสท่ี
มีความเหมาะสมในการน าไปใช้ท่ีสุด เน่ืองมาจากสมบัติในการสร้างกลิ่นท่ีมีความเฉพาะสูง 
(Pandey และคณะ, 1999)  
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ตารางท่ี 2.2 ตวัอย่างยีสต์ท่ีสามารถสร้างเอนไซม์ไลเพสได้  

สกุล ชนิด  อ้างอิง 
Candida C. rugosa Wang และคณะ, 1995 
  Frense และคณะ, 1996 
  Yee และคณะ, 1995 
  Brocca และคณะ, 1998 
  Xie และคณะ, 1998 
 C. tropicalis Takahashi และคณะ, 1998 
 C. antarctica Weber และคณะ, 1999 
  Jaeger และ Reetz, 1999 
  Arroyo และคณะ, 1999 
 C. cylindracea Kamiya และ Gotto, 1998 
  Helisto และ Korpela, 1998 
 C. parapsilosis Lacointe และคณะ, 1996 
 C. deformans Lacointe และคณะ, 1996 
 C. curvata Ghosh และคณะ, 1996 
 C. valida Ghosh และคณะ, 1996 
Yarrowia Y. lipolytica Merek และ Bednasski, 1996 
  Pignede และคณะ, 2000 
Rhodotorula Rho. glutinis Papaparaskevas และคณะ, 1992 
 Rho. pilimornae Tahoun และคณะ, 1985 
Pichia Pi. bispora Hou, 1994 
 Pi. maxicana Hou, 1994 
 Pi. sivicola Sugihara และคณะ, 1995 
 Pi. xylosa Sugihara และคณะ, 1995 
 Pi. burtonii Sugihara และคณะ, 1995 
Saccharomyces Sa. lipolytica Tahoun และคณะ, 1985 
 Sa. crataegenesis Hou, 1994 
Torulospora Torulospora globora Hou, 1994 
Trichosporon Trichosporon 

asteroides 
Dharmsthiti และ Ammaranond, 1997  

   ท่ีมา : Sharma และคณะ (2001) 
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2.5 การผลิตเอนไซม์ไลเพส 

 เอนไซม์ไลเพสจากจลุินทรีย์สามารถผลิตได้ทัง้ในอาหารเหลว (submerge culture) และ
บนอาหารแข็ง (solid state) Pandey และคณะ (1999) เสนอว่า การผลิตไลเพสบนอาหารแข็งมี
ข้อดีกว่าการผลิตในอาหารเหลวอยู่หลายประการ เช่น จุลินทรีย์สามารถเติบโตได้ง่าย เอนไซม์ท่ี
ผลิตได้มีปริมาณมากกว่า นอกจากนีย้งัสามารถแยกเอนไซม์ออกมาได้ง่ายกว่าและท าให้เกิดของ
เสียน้อยกวา่ แตอ่ยา่งไรก็ตามปัจจบุนัการผลิตไลเพสสว่นใหญ่เป็นการผลิตในอาหารเหลวไม่ว่าจะ
ผลิตจากเชือ้รา ยีสต์ และแบคทีเรีย ทัง้นีเ้ป็นเพราะสามารถควบคุมสภาพการเลีย้ง สารอาหาร 
และ ปัจจยัท่ีมีอิทธิพลตอ่การผลิตไลเพสในอาหารเหลวท าได้ง่ายกว่า ซึ่งปัจจยัท่ีมีอิทธิพลตอ่การ
ผลิตไลเพสของจลุินทรีย์ได้แก่ ชนิดและความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจน สภาพความ
เป็นกรดด่างของอาหารเลีย้งเชือ้ อณุหภูมิท่ีเหมาะสม ตอ่การเติบโตของจุลินทรีย์และการท างาน
ของเอนไซม์ และความเข้มข้นของออกซิเจนท่ีละลายในอาหารเลีย้งเชือ้ในระหว่างการผลิต (Elibol 
และ Ozer,2001)  

2.5.1 อิทธิพลของแหลง่คาร์บอน 
         ธาตคุาร์บอนเป็นองค์ประกอบท่ีส าคญัทัง้ในการเติบโตเติบโตและการสงัเคราะห์

เอนไซม์ของจุลินทรีย์ นอกจากชนิดของคาร์บอนแล้วปริมาณคาร์บอนก็มีผลต่อการเติบโตเติบโต
และการสังเคราะห์เอนไซม์ด้วยเช่นกัน ฉะนัน้การเลือกชนิดและปริมาณท่ีเหมาะสมจึงเป็นสิ่งท่ี
จ าเป็นตอ่การผลิตไลเพสจากจลุินทรีย์ชนิดนัน้ๆ Papaparaskevas และคณะ (1992) รายงานว่า
น า้ตาลฟรักโทส และน า้มนัปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีดีท่ีสดุในการผลิตไลเพสจาก Rhodotorula 
glutinis  และพบว่าในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีน า้มนัปาล์มความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อ
ปริมาตร จะให้ปริมาณไลเพสสงูกวา่อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีน า้ตาลฟรักโทสถึง 12 เทา่ 
 จลุินทรีย์บางชนิดไมส่ามารถสงัเคราะห์เอนไซม์ได้เอง จ าเป็นต้องอาศยัสารเหน่ียวน า เพ่ือ
ชว่ยให้มีการสงัเคราะห์เอนไซม์ ซึง่สารเหน่ียวน านีอ้าจเป็นสารชนิดเดียวหรือตา่งชนิดกบัสารท่ีเป็น
แหลง่คาร์บอนได้ Essamri และ Deyris (1998) รายงานว่ากิจกรรมของไลเพสเพิ่มขึน้เม่ือใช้น า้มนั
เป็นสารเหน่ียวน าจากการเติมน า้มนัชนิดตา่งๆ ลงในอาหารส าหรับการผลิตไลเพสจาก Rhizopus 
oryzea พบว่าทัง้การเติบโตของ R. oryzea และกิจกรรมไลเพสท่ีผลิตได้ มีปริมาณมากกว่าใน
อาหารท่ีไม่เติมน า้มนัถึง 3 เท่า Fadilo และ Osman (2002) รายงานว่า C. rugosa สามารถ
ผลิตไลเพสได้ในปริมาณมากเม่ือใช้น า้มนัมะกอกเป็นแหลง่คาร์บอน 
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2.5.2 อิทธิพลของแหลง่ไนโตรเจน 
          ไนโตรเจนเป็นธาตุท่ี มีความส าคัญต่อการเติบโตของจุลินทรีย์ เพราะเป็น
องค์ประกอบท่ีส าคญัในกระบวนการสงัเคราะห์โปรตีนและกรดนิวคลีอิก ซึ่งจุลินทรีย์แต่ละสาย
พนัธุ์มีความสามารถในการใช้ไนโตรเจนแตกต่างกัน บางชนิดสามารถใช้ไนโตรเจนในภาพของ   
สารอนินทรีย์ ขณะท่ีบางชนิดใช้ไนโตรเจนในรูปของสารอินทรีย์ ดงันัน้ในการผลิตไลเพสให้ได้
ปริมาณสงูจึงต้องเลือกใช้ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมกบัสายพนัธุ์ของจลุินทรีย์ Izumi และคณะ (1990) 
ได้ผลิตไลเพสจาก Pseudomonas sp KW1 โดยใช้อาหารท่ีประกอบด้วยแหล่งไนโตรเจนเป็น     
เปบโตน 2 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร และยีสต์สกดั 1 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร 
นอกจากนีก้ารใช้ยูเรียและแอมโมเนียซึ่งเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอนินทรีย์ กลับมีผลการ
ยบัยัง้การผลิตไลเพส (Sztajer และ Bryjak, 1989) ซึง่โดยทัว่ไปแล้วจลุินทรีย์มกัจะผลิตไลเพสได้ดี
เม่ือมีแหลง่ไนโตรเจนเป็นสารอินทรีย์ แตอ่ยา่งไรก็ตามจากการศกึษา Papaparaskevas และคณะ 
1992 กลบัพบวา่ R. glutinis ใช้แอมโมเนียมฟอสเฟตซึง่เป็นอนินทรีย์ในการผลิตไลเพสได้ดีกวา่ 

2.5.3 อิทธิพลของอิออนของโลหะ 
          อิออนของโลหะเป็นอีกหนึ่งปัจจัยท่ีเก่ียวข้องกับการเติบโตและการผลิตไลเพส 
เน่ืองจากอิออนช่วยรักษาสมดุลภายในเซลล์ และท าหน้าท่ีเป็นโคเอนไซม์ของเอนไซม์อีกหลาย
ชนิด จึงช่วยเซลล์มีการเติบโตเติบเติบโตอย่างปกติ Janssen และคณะ (1994) รายงานว่า
กิจกรรมของไลเพสจาก Bacillus sp. เพิ่มขึน้หลายเท่าตวัในอาหารท่ีเติมอิออนของแมกนีเซียม 
(Mg2+) เหล็ก (Fe2+) และ แคลเซียม (Ca2+) Kok และคณะ(1995) รายงานว่าเชือ้ Acinetobacter 
calcoaceticus BD 413 สามารถผลิตไลเพสได้มากขึน้เม่ือเติมอิออนของแมกนีเซียม แคลเซียม 
ทองแดง (Cu2+) และโคบอลต ์(Co2+) 

 2.5.4 อิทธิพลของอณุหภมูิและคา่ความเป็นกรดดา่ง 
          อุณหภูมิและค่าความเป็นกรดด่างเก่ียวข้องโดยตรงกับการเติบโตของจุลินทรีย์
เน่ืองจากจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะมีอุณหภูมิและค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมแตกต่างกันไป 
Song และคณะ (2001) รายงานว่าอุณหภูมิและค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการผลิต     
ไลเพสจากยีสต์ C. rugosa คือ 30 องศาเซลเซียส และ 6.5 ตามล าดบั Kamini และคณะ (2000) 
รายงานว่าการผลิตไลเพสจากเชือ้ Cryptococcus sp. S2 มีอณุหภูมิและคา่ความเป็นกรดดา่งท่ี
เหมาะสมคือ 25 องศาเซลเซียส และ 5.6 ตามล าดบั 
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2.6 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการท างานของไลเพส 
 ลกัษณะการท างาน และความคงตวัของไลเพสมีผลมาจากปัจจยัทางสภาพแวดล้อมตา่งๆ 
ดงัตอ่ไปนี ้

 2.6.1 คา่ความเป็นกรดดา่ง 
          ไลเพสจากยีสต์ส่วนใหญ่จะมีช่วงความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการท างานใน
สภาวะท่ีเป็นกลาง เช่น  Arxulaadeninivorans  C. Cylindracea  C. rugosa  DMS 2031 และ 
Geotrichum candidum ท่ีมีคา่ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมประมาณ 6.8-7.0  แตก็่มีไลเพสจาก
ยีสต์บางชนิดท่ีท างานได้ดีในสภาวะท่ีเป็นกรด เช่น Kluyveromyces lactis มีช่วงความเป็นกรด
ดา่งท่ีเหมาะสมคือ 2.0-7.5 (Oishi และคณะ, 1999 )และ Kurtzmanomyces sp.  I-11มีช่วง
ความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมคือ 1.9-7.2 (Kakugawa และคณะ, 2002) และไลเพสจากยีสต์ 
Yrrowia lipolytica ท่ีสามารถท างานได้ดีในสาวะท่ีเป็นด่างอ่อน คือ ค่าความเป็นกรดดา่งเท่ากับ 
8.2 ส่วนความคงตวัของไลเพส พบว่าไลเพสจากยีสต์ส่วนใหญ่มีความคงตวัในช่วงคา่ความเป็น
กรดดา่งท่ีกว้างคือประมาณ 3.0-10.0 (Dharmsthiti และ Ammaranond, 1997) 

 2.6.2 อณุหภมูิ 
          อุณหภูมิเก่ียวข้องกับการท างานของไลเพสโดยตรง ทัง้นีไ้ลเพสท่ีได้จากยีสต์ต่าง
ชนิดกนัก็จะมีอณุหภูมิท่ีเหมาะสมตอ่การท างานท่ีแตกตา่งกนัไป เช่น ยีสต์   Arxulaadeninivorans 
มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานเท่ากับ 30 องศาเซลเซียส (Boer และคณะ, 2005) ยีสต์      
C. rugosa DMS 2031 มีช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานคือ 35-40 องศาเซลเซียส 
(Benjamin และ Pandey, 2001) ยีสต์  Kurtzmanomyces sp. I-11 มีอณุหภูมิท่ีเหมาะสมตอ่การ
ท างานเท่ากบั 75 องศาเซลเซียส (Kakugawa และคณะ, 2002) ยีสต์ Y. lipolytica          มี
อณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การท างานเทา่กบั 37 องศาเซลเซียส (Ota และคณะ, 1982) เป็นต้น 

2.7 ประโยชน์และการประยุกต์ใช้ไลเพสในทางอุตสาหกรรม 

 เอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์มีการน าไปประยุกต์ใช้อย่างกว้างขวางในอุตสาหกรรมท่ี
เก่ียวกับไขมัน น า้มัน อุตสาหกรรมผงซักฟอก อุตสาหกรรมอาหาร การผลิตสารเคมีและยา 
อตุสาหกรรมกระดาษ เคร่ืองส าอางค์ (Kazlauskas และ Bornscheuer, 1998) ไลเพสยงัสามารถ
น าไปใช้ประโยชน์ในด้านการย่อยสลายขยะไขมนั (Masse และคณะ, 2001) และ สารโพลียรีูเทน 
(Takamoto และคณะ, 2001)  
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 2.7.1 อตุสาหกรรมอาหาร 
          ไลเพสเป็นเอนไซม์ท่ีมีการน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารหลายประเภท เช่น ใน
อุตสาหกรรมนม นิยมใช้เป็นอย่างมากในการไฮโดรไลซ์ไขมันนม ผลิตกลิ่นรสเฉพาะใน
อตุสาหกรรมการผลิตชีส ใช้ในปฏิกิริยาไลโปไลซิสไขมนัเนยและครีม กรดไขมนัอิสระเองก็ใช้เป็น
สารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์กลิ่นตา่งๆ เช่น กลิ่นของเอสเทอร์ แลคโตน เมทิลคีโตน และเบต้าคีโต - 
แอซิด เป็นต้น (Wong, 1995)  

 2.7.2 อตุสาหกรรมสารเคมีอินทรีย์ (oleochemistry industry) 
          ในอุตสาหกรรมนีไ้ลเพสใช้ในการผลิตผลิตภัณฑ์ท่ีมีความจ าเพาะซึ่ งไม่สามารถ
ผลิตได้โดยวิธีทางเคมีหรือทดแทนวิธีทางเคมีซึ่งอาจมีต้นทุนการผลิตสูงหรือผลิตได้ยาก 
ตวัอย่างเช่น ในอุตสาหกรรมยาเพ่ือใช้ผลิตหรือปรับปรุงสารปฏิชีวนะ อุตสาหกรรมเคมีเกษตร      
ใช้ผลิตยาก าจดัศตัรูพืช เป็นต้น (Pandey และคณะ,1999) 

 2.7.3 อตุสาหกรรมผงซกัฟอกและสารท าความสะอาด  

          ไลเพสถูกน าไปใช้ในอุตสาหกรรมสารท าความสะอาดโดยเป็นองค์ประกอบของ
ผงซกัฟอก อาจใช้ร่วมกบัเอนไซม์โปรตีเอส  (proteases)  เพ่ือใช้ขจดัคราบไขมนัท่ีเลอะบนเสือ้ผ้า  
นอกจากนีไ้ลเพสยังมีบทบาทส าคัญในการสังเคราะห์สารลดแรงตึงผิว (surfactant) ส าหรับ
ผลิตภณัฑ์สบู ่และยาสระผมอีกด้วย (Schmidt และ Verger, 1998) 

 2.7.4 อตุสาหกรรมกระดาษ  
          ไลโปไลติกเอนไซม์มีความส าคญัในการย่อยเพ่ือขจดัสารท่ีเรียกว่า “pitch” ซึ่งเป็น
องค์ประกอบหนึง่ในเนือ้ไม้ซึง่เป็นองค์ประกอบของไขมนั ท่ีจะมีผลในการรบกวนการผลิตกระดาษ 
และชว่ยขจดัคราบไขมนัท่ีตดิมากบักระดาษในอตุสาหกรรมการผลิตกระดาษรีไซเคิล ท าให้ไม่เกิด
การสร้างสารเหนียวท่ีจะรบกวนการผลิตขึน้ด้วย (Jaeger และ Reetz, 1998) 

 2.7.5 กระบวนการจดัการขยะและสารพิษ 
          ไลเพสมีประโยชน์ในการชว่ยยอ่ยก าจดัไขมนัท่ีปนเปือ้นมาในขยะ ช่วยบ าบดัน า้เสีย
หรือน า้ธรรมชาติท่ีมีการปนเปื้อนของไขมัน นอกจากนีย้ังช่วยบ าบดัดินท่ีปนเปื้อนน า้มัน และ     

ก๊าซพิษได้ด้วย (Pandey และคณะ, 1999) 
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 2.7.6 อตุสาหกรรมอ่ืนๆ 
          ไลเพส สามารถน าไปใช้ร่วมกบัเอนไซม์อ่ืนๆ เช่น เซลลเูลส เพคทิเนส และโปรตีเอส 
เพ่ือใช้ฟอกสีในอุตสาหกรรมเส้นใยผ้า และยังมีการน าไปใช้เป็นองค์ประกอบของไบโอเซ็นเซอร์    
ใช้ในการผลิตไบโอดีเซล ใช้ในกระบวนการฟอกหนังสัตว์ ใช้ในการท าความสะอาดพืน้ผิวแข็งๆ 
การผลิตโปรตีนเซลล์เด่ียว การสังเคราะห์สารโพลีเมอร์ ผลิตพลาสติกชนิดย่อยสลายได้ ใช้เป็น
ส่วนหนึ่งในอุตสาหกรรมน า้มันหล่อล่ืน และอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอางด้วย  (Schmidt และ 
Verger, 1998) 

2.8 ชูการ์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ 

 ชกูาร์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ (sugar fatty acid ester) เป็นผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการท า
ปฏิกิริยาระหวา่งหมูค่าร์บอกซิล (-COOH) ของกรดไขมนักบัหมูไ่ฮดรอกซิล (-OH) ของน า้ตาลผ่าน
กระบวนการเอสเทอริฟิเคชันได้ผลิตภัณฑ์เป็นสารลดแรงตึงผิวกลุ่มชูการ์เอสเทอร์  ในปี 2552 
มลูคา่การตลาดโลกของสารกลุม่ชกูาร์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์มีปริมาณสงูถึง 43,000 ล้านบาท และ
มีอตัราการเติบโตเติบโตอย่างน้อย 3 เปอร์เซ็นต์ ในทกุๆ ปี (Krishnaswamy และคณะ, 2008) 
ด้วยคณุสมบตัิท่ีเป็นสารลดแรงตงึผิวชนิดไม่มีประจ ุไม่มีรส ไม่มีกลิ่น และสามารถย่อยสลายโดย
กระบวนการทางชีวภาพ จึงท าให้ชูการ์แฟตตีเอสเทอร์ถูกน าไปใช้อย่างกว้างขวางในการผลิต
ผลิตภณัฑ์ตา่งๆ ทัง้สินค้าอปุโภคบริโภคทัว่ไปเช่น ครีมบ ารุงผิว แชมพ ูผลิตภณัฑ์ท าความสะอาด 
ขนมปังกรอบ หรือแม้ในสินค้าอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมเกษตร อุตสาหกรรมอาหาร 
อุตสาหกรรมสีและสารเคลือบผิว อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมพลาสติก และอุตสาหกรรมงาน
หล่อล่ืนและรักษาโลหะ เป็นต้น (Shu และ Jei, 2009) โดยสารตัง้ต้นทัง้หมดในกระบวนการผลิต
ล้วนเป็นผลิตภัณฑ์ทางการเกษตรทัง้สิน้ ซึ่งประเทศไทยมีศกัยภาพด้านแหล่งวตัถุดิบท่ีส าคญัใน
ภูมิภาค จึงเป็นการสร้างโอกาสท่ีมีต่อการเพิ่มขีดความสามารถด้านการผลิตเป็นการสร้าง
มลูคา่เพิ่มแก่ผลิตภณัฑ์และสร้างคณุคา่เพิ่มผลผลิตทางด้านเกษตรกรรม  

ปัจจบุนัการผลิตชกูาร์แฟตตีเอสเทอร์ส่วนใหญ่ผลิตผ่านกระบวนทางเคมีซึ่งจ าเป็นต้องใช้
อุณหภูมิสูง ใช้สารละลายอินทรีย์ท่ีมีความเป็นพิษสูง มีการเจือปนของสีท่ีไม่ต้องการ และมี
ความจ าเพาะต่อบริเวณท่ีเกิดปฏิกิริยาต ่า กระบวนการผลิตทางชีวภาพโดยใช้ไลเพสเป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยาจึงก้าวเข้ามามีบทบาทส าคญัในการแก้ปัญหาดงักล่าวซึ่งมีข้อได้เปรียบทัง้ด้านพลงังาน 
ความจ าเพาะต่อบริเวณท่ีเกิดปฏิกิริยา ความซบัซ้อนของกระบวนการผลิตท่ีน้อยกว่า รวมถึงการ
ยอมรับของผู้บริโภค (Kennedy และคณะ, 2006) 
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2.9 ไบโอดีเซล 

 ไบโอดีเซล หมายถึง เชือ้เพลิงท่ีผลิตจากน า้มนัพืช หรือไขมันสตัว์ โดยผ่านกระบวนการ
ทางเคมีเพ่ือเปล่ียนโครงสร้างไขมันให้เป็นเอสเทอร์ของกรดไขมัน ไบโอดีเซลเป็นเชือ้เพลิงท่ีมี
สมบตัิใกล้เคียงกับน า้มันดีเซล และสามารถใช้เป็นเชือ้เพลิงในเคร่ืองยนต์ดีเซลโดยไม่ก่อให้เกิด
ความเสียหายตอ่เคร่ืองยนต์ (Branwal และ Sharma, 2005) ไบโอดีเซล จึงเป็นค ารวมท่ีใช้เรียก
สารเอสเทอร์ ซึ่งเป็นเชือ้เพลิงทดแทนจากพืช ซึ่งสามารถใช้เป็นเชือ้เพลิงล้วนๆ หรือใช้ผสมกับ
น า้มนัดีเซล เป็นเชือ้เพลิงในเคร่ืองยนต์ดีเซลก็ได้ (Pinto และคณะ, 2005) 
 ปัญหาวิกฤตการณ์ราคาน า้มนัเชือ้เพลิงท่ีเพิ่มสงูขึน้ ส่งผลตอ่ภาวะเศรษฐกิจโดยรวมของ
ประเทศ ความต้องการใช้น า้มนัดีเซลมีสงู เน่ืองจากน า้มนัดีเซลเป็นน า้มนัเชือ้เพลิงท่ีมีความส าคญั
ตอ่การคมนานคมขนสง่ ดงันัน้การใช้พลงังานทดแทนเช่น ไบโอดีเซล จึงเข้ามามีบทบาทส าคญัใน
การเป็นพลังงานทดแทนทางเลือกใหม่ส าหรับเคร่ืองยนต์ดีเซลในปัจจุบัน  เน่ืองจากการใช้           
ไบโอดีเซลทดแทนน า้มนัดีเซลมีประโยชน์หลายด้านทัง้ด้านสิ่งแวดล้อม  ช่วยลดมลพิษทางอากาศ
ซึง่เป็นผลจากการเผาไหม้เคร่ืองยนต์ เน่ืองจากองค์ประกอบของไบโอดีเซลไม่มีธาตกุ ามะถนั แตมี่
ออกซิเจนเป็นองค์ประกอบประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนัก จึงช่วยเร่ืองการเผาไหม้ได้ดีขึน้ 
นอกจากนีย้งัช่วยลดการปล่อยก๊าซเรือนกระจก ด้านสมรรถนะเคร่ืองยนต์ ช่วยเพิ่มดชันีการหล่อ
ล่ืนให้กับน า้มันดีเซล ในกรณีใช้ผสม ในด้านเศรษฐศาสตร์ ช่วยเพิ่มมูลค่าให้ผลผลิตทางการ
เกษตรท่ีเหลือจากการบริโภค ลดการสญูเสียเงินตราตา่งประเทศ เพราะไบโอดีเซลจดัเป็นพลงังาน
ชนิดหมุนเวียนจากพืชท่ีสามารถปลูกทดแทนขึน้ได้ในประเทศ และลดการน าเข้าน า้มันจาก
ตา่งประเทศได้บางสว่น (คณะกรรมาธิการพลงังาน สภาผู้แทนราษฏร, 2545) 
 ทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน นับเป็นกระบวนการท่ีนิยมใช้ในการผลิตไบโอดีเซลมากท่ีสุด 
เน่ืองจากจะช่วยลดความหนืดของน า้มนัพืชได้ และได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีประสิทธิภาพดีเม่ือทดลองใช้
ในเคร่ืองยนต์ การใช้ไลเพสซึ่งเป็นตวัเร่งทางชีวภาพ ในการเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัมี
ข้อดีกวา่การใช้กรดและดา่งหลายประการ กลา่วคือ ปัญหาจากการใช้กรดหรือดา่งท าให้มีการแยก
กลีเซอรอล และท าให้กลีเซอรอลบริสทุธ์ิยากขึน้ เน่ืองจากมีตวัเร่งเคมีเหล่านัน้ปะปนอยู่ การใช้กรด
เร่งปฏิกิริยามีข้อเสียท่ีเวลาในการเกิดปฏิกิริยายาวนาน และใช้อณุหภูมิสงู การใช้ดา่งเป็นตวัเร่งใน
ปฏิกิริยาอาจท าให้มีสบู่เกิดขึน้จากปฏิกิริยา saponification ท่ีอาจเกิดขึน้ร่วมด้วย ท าให้ได้ผล
ผลิตเอสเทอร์เกิดได้น้อยกว่าท่ีควรเน่ืองจากมีปฏิกิริยาข้างเคียงรบกวน และการแยกเอสเทอร์กับ
กลีเซอรอลออกจากกนัเป็นไปได้ยากอีกด้วย (Köse และคณะ, 2002) จากผลข้างเคียงท่ีเกิดสบูข่ึน้
ในปฏิกิริยาท าให้ต้องใช้น า้มนัพืชชนิดบริสทุธ์ิซึง่มีกรดไขมนัอิสระในปริมาณต ่าๆ ในการเป็นสารตัง้
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ต้น ซึ่งมีผลในการเพิ่มต้นทุนในการผลิตไบโอดีเซลให้สูงขึน้ตามไปด้วย การใช้เอนไซม์ไลเพส
สามารถแก้ปัญหาของการใช้กรดและด่างเป็นตัวเร่งได้ โดยไลเพสเป็นตัวเร่งทางชีวภาพซึ่งมี
ความจ าเพาะมากกว่า ท าให้ได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีความจ าเพาะสงู แยกกลีเซอรอลออกได้ง่าย บริสทุธ์ิ
กวา่การใช้กรดหรือดา่งเป็นตวัเร่ง สามารถเร่งปฏิกิริยาได้แม้มีกรดไขมนัอิสระสงู เร่งปฏิกิริยาได้ทัง้
ในระบบท่ีมีน า้และไมมี่น า้ ข้อดีของการใช้ไลเพสเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัเร่งทางเคมีท่ีเป็นดา่งแสดง
สรุปได้ดงัตารางท่ี 2.3 (Fukuda และคณะ, 2001) 

ตารางท่ี 2.3 การเปรียบเทียบผลของการใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นดา่ง และไลเพสซึ่งเป็นตวัเร่งทาง
ชีวภาพในการผลิตไบโอดีเซล 

 กระบวนการที่ใช้ด่างเร่ง กระบวนการที่ใช้ไลเพสเร่ง 
อณุหภมูิที่ใช้ท าปฏิกิริยา 60-70 องศาเซลเซียส 30-40 องศาเซลเซียส 
กรดไขมนัอิสระท่ีอยูใ่นวตัถดุิบ ผลติภณัฑ์สบู่ เมทิลเอสเทอร์ 
น า้ที่อยูใ่นวตัถดุิบ รบกวนปฏิกิริยา ไมม่ีผลตอ่ปฏิกิริยา 
ปริมาณของเมทิลเอสเทอร์ ปกต ิ สงูกวา่ 
การเก็บกลเีซอรอล ยาก ง่าย 
การท าให้เมทิลเอสเทอร์บริสทุธ์ิ ล้างซ า้ ไมม่ี 
ราคาของตวัเร่งปฏิกิริยา ถกู คอ่นข้างแพง 

2.10 น า้มันปาล์ม 

 โดยทัว่ไป แหล่งน า้มนัพืชของประเทศไทยมาจากพืชน า้มนัหลกัท่ีท าการเพาะปลกูอยู่ใน
ประเทศทัง้หมด 7 ชนิด คือ ปาล์มน า้มนั มะพร้าว ถัว่เหลือง ถัว่ลิสง ทานตะวนั ละหุ่ง และงา ใน
จ านวนพืช 7 ชนิดนี ้ปาล์มน า้มนัเป็นพืชท่ีมีรายงานปริมาณผลิตผลในแต่ละปีสูงท่ีสุด โดยในปี 
2549 ประเทศไทยมีการผลิตปาล์มน า้มนักว่า 6 ล้านตนั รองลงมาได้แก่ มะพร้าว ซึ่งมีการผลิต
ประมาณ 1.5 ล้านตนั (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, กระทรวงเกษตรและสหกรณ์) จากการ
ผลิตปาล์มน า้มนัได้ในปริมาณมากในประเทศ การมีต้นทนุการผลิตและราคาต ่ากว่าน า้มนัชนิดอ่ืน 
ท าให้น า้มนัปาล์มมีความเหมาะสมอย่างยิ่ง ต่อการน ามาใช้เป็นสารตัง้ต้นในอุตสาหกรรมการ
ผลิตไบโอดีเซลในประเทศไทย 

2.11 การใช้ไลเพสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 

 งานวิจยัจ านวนมากท าการศกึษาการใช้ไลเพสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั 
เพ่ือผลิตไบโอดีเซล โดยศึกษาปัจจยัตา่งๆ ในกระบวนการผลิต  ศกึษาการใช้สารตัง้ต้นชนิดตา่งๆ 
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ท่ีภาวะต่างๆ กัน พบว่าการใช้ไลเพสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน สามารถให้
เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภัณฑ์ได้สูงกว่า 97 เปอร์เซ็นต์  เม่ือใช้เป็นน า้มันพืชท่ีผ่าน
กระบวนการก าจัดยางออก (degum) เน่ืองจากฟอสโฟลิปิด (phospholipid) ท่ีปนอยู่ในยาง
สามารถยบัยัง้การท างานของไลเพสได้ (Nielson และคณะ, 2008; Watanabe และคณะ, 2002) 
โดยรูปแบบการใช้ไลเพสในการเร่งปฏิกิริยามีดงันี ้

 2.11.1 ไลเพสอิสระ (free lipase) 
            ไลเพสอิสระชนิดผงท่ีผา่นกระบวนการท าแห้งด้วยความเย็น (freeze dry) สามารถ
น ามาใช้การผลิตไบโอดีเซลได้ การใช้ไลเพสในรูปแบบนีต้้องมีความระมดัระวงัสงู เน่ืองจากฝุ่ นผง
ของเอนไซม์สามารถท าให้เกิดอาการภูมิแพ้ได้เม่ือสูดดม โดยข้อดีของการใช้ไลเพสในรูปแบบนี ้  
คือ เหมาะกับกระบวนการผลิตท่ีไม่ต้องการให้มีของแข็งเจือปน และมีต้นทุนการผลิตท่ีถูกกว่า    
ไลเพสตรึงรูป แตอ่ย่างไรก็ตามปัจจุบนัราคาของไลเพสอิสระยงัสูงกว่าราคาของสารเคมีท่ีใช้เป็น
ตวัเร่งปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซลอยู่ ดงันัน้เพ่ือลดต้นทุนและแข่งขันกับการใช้สารเคมีเป็น
ตวัเร่งปฏิกิริยา การน าไลเพสกลบัมาใช้ซ า้จงึมีความจ าเป็น 

 2.11.2 ไลเพสตรึงรูป (immobilized lipase) 
            การใช้ไลเพสตรึงรูปในระดบัอตุสาหกรรมมีการพฒันาขึน้มากจากเทคโนโลยีใหม่ๆ 
ในปัจจุบนั และได้มีการน าไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร โดยท าปฏิกิริยาอินเทอร์เอสเทอริฟิเคชนั 
เพ่ือเปล่ียนคณุสมบตัิการละลายของไตรกลีเซอไรด์ ใช้ในกระบวนการผลิตเนยเทียม (margarine) 
(Osório และคณะ, 2006) ข้อดีของการใช้ไลเพสตรึงรูป คือ มีขัน้ตอนการแยกไลเพสเพ่ือน า
กลบัมาใช้ซ า้ท่ีง่าย โดยในกระบวนการผลิตแบบกะ (batch production) การแยกไลเพสสามารถ
ใช้การกรองแยก (filtration) แบบง่ายได้ และไลเพสตรึงรูปยงัสามารถน าไปใช้ในกระบวนการผลิต
แบบตอ่เน่ืองด้วยเคร่ืองปฏิกรณ์แบบเบดบรรจไุด้ง่ายเชน่เดียวกนั โดยการตรึงรูปไลเพสยงัสามารถ
ช่วยเพิ่มความเสถียรและระยะเวลาของการใช้งานไลเพสได้ ท าให้ไลเพสสามารถท างานได้ท่ี
อณุหภูมิสงู และสามารถน าไปใช้ในกระบวนการท่ีต้องการให้มีน า้ปริมาณน้อยได้ โนโวไซม์ 435 
เป็นไลเพส ท่ีถกูตรึงรูปบนวสัดปุระเภทอะครีลิกเรซิน ซึ่งมีรูพรุนขนาดใหญ่ (macroporous acrylic 
resin) ไลเพสจากจลุินทรีย์ C. antarctica มีบริเวณเร่งของเอนไซม์ (active site) คล้ายรูปกรวยท่ีมี
ฝาปิดเล็กๆ เป็นไลเพสท่ีไม่มีความจ าเพาะตอ่ทัง้ต าแหน่ง และชนิดของกรดไขมนับนโมเลกลุของ
ไตรกลีเซอไรด์ท่ีเข้าท าปฏิกิริยา (Pleiss และคณะ, 1998) โนโวไซม์ 435 เป็นไลเพสท่ีใช้ในการ
สังเคราะห์เอสเทอร์และไขมันสายสัน้ๆ นอกจากนี ้โนโวไซม์ 435 ยังจัดเป็นเอนไซม์ในกลุ่ม         
เอสเทอเรส (esterase) ท่ีผลิตเอสเทอร์เฉพาะ ซึ่งใช้ในอตุสาหกรรมเคร่ืองส าอางค์ท่ีกระบวนการ
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ผลิตใช้อณุหภมูิต ่าและโนโวไซม์ 435 สามารถใช้ซ า้ในกระบวนการสงัเคราะห์ไขมนัจากปฏิกิริยาท่ี
มีกลีเซอรอลและกรดไขมนัอิสระร่วมได้ โดยเม่ือใช้อณุหภมูิในการท าปฏิกิริยาในระดบัต ่าประมาณ 
60-70 องศาเซลเซียส ผลพลอยได้จากปฏิกิริยาจะเกิดในระดับต ่า ท าให้การท าผลิตภัณฑ์ให้
บริสทุธ์ิเป็นไปได้ง่ายขึน้และลดราคาต้นทนุ (Novozymes, 2008; Villeneuve และคณะ, 2000) 

2.12 วิธีการพืน้ท่ีผิวผลตอบ (Response Surface Methodology, RSM) (ปารเมศ, 2545) 

วิธีการพืน้ท่ีผิวผลตอบเป็นการรวบรวมเอาเทคนิคทัง้ทางคณิตศาสตร์และทางสถิติท่ีมี
ประโยชน์ต่อการสร้างแบบจ าลองและการวิเคราะห์ปัญหาโดยท่ีผลตอบของเราสนใจขึน้อยู่กับ
หลายตวัแปร และเรามีวตัถปุระสงค์ท่ีจะหาคา่ท่ีดีท่ีสดุของผลตอบนี ้ ตวัอย่างเช่น นกัวิทยาศาสตร์
ต้องการหาระดบัของอุณหภูมิ (X1) และความเป็นกรดด่าง (X2) ท่ีจะส่งผลต่อการผลิตเอนไซม์     
ซึง่ผลของการผลิตเอนไซม์นีเ้ป็นฟังก์ชนัของระดบัของอณุหภมูิและคา่ความเป็นกรดดา่ง กลา่วคือ 

Y = f ( X1 + X2) +Ɛ 

โดยท่ี  Ɛ คือคา่ความผิดพลาดของผลตอบ y ท่ีเป็นผลมาจากการทดลอง ถ้าเราก าหนดว่า Ε (y) 

= f(X1 , X2) = ƞ ดงันัน้ เราสามารถเขียนสมการพืน้ท่ีผิวได้คือ 

ƞ = f (X1, X2) 

ซึง่เราจะเรียกวา่ “พืน้ท่ีผิวตอบ (Response Surface)” 
 โดยมากแล้วเราจะแสดงพืน้ท่ีผิวตอบในรูปแบบของกราฟฟิก ตวัอย่างในภาพท่ี 2.1 โดยท่ี 

ƞ จะถกูพล็อตกบัระดบัของ X1 และ X2 เพ่ือท่ีจะช่วยให้เรามองรูปร่างของพืน้ท่ีผิวตอบได้ดียิ่งขึน้ 
โดยมากแล้วเราจะพล็อตเส้นโครงร่าง (Contour Plot) ของพืน้ท่ีผิวตอบดงัแสดงในภาพท่ี 2.2     
ในสมการสร้างเส้นโครงร่างเช่นนี ้เส้นท่ีมีค่าของผลตอบคงท่ีจะถูกวาดอยู่บนระนาบ X1 และ X2     
เส้นโครงร่างแตล่ะเส้นจะมีความสงูของพืน้ผิวตอบท่ีเทา่กนัคา่หนึง่ 

 ในปัญหาเก่ียวกบัพืน้ผิวตอบส่วนมาก เราจะไม่ทราบความสมัพน์ัระหว่างผลตอบและตวั

แปรอิสระ ดงันัน้ ขัน้ตอนแรกก็คือ เราจะต้องหาตวัประมาณท่ีเหมาะสมท่ีจะใช้เป็นตวัแทนส าหรับ

แสดงความสมัพนัธ์ท่ีแท้จริงระหว่าง y และเซ็ตของตวัแปรอิสระ ซึ่งตามปกติแล้วเราจะใช้ฟังก์ชนั

พหนุามท่ีมีก าลงัต ่าๆ ท่ีอยูภ่ายใต้อาณาเขตบางสว่นของตวัแปรอิสระ ถ้าแบบจ าลองของผลตอบมี

ความสมัพนัธ์เป็นแบบเชิงเส้นกบัตวัแปรอิสระ ฟังก์ชนัท่ีจะใช้ในการประมาณความสมัพนัธ์นีก็้คือ

แบบจ าลองก าลงัหนึง่ 

 



17 
 
แตถ้่ามีสว่นโค้งเข้ามาเก่ียวข้องในระบบ เราจะใช้ฟังก์ชนัพหนุามท่ีมีก าลงัสงูขึน้ เช่น พหนุามก าลงั

สอง 

 

 

ภาพท่ี 2.1  รูปสามมิตขิองผลตอบสนองแบบโครงร่างพืน้ผิว 

 

ภาพท่ี 2.2  เส้นโครงร่างของผลตอบสนองแบบโครงร่างพืน้ผิว 
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2.13 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 Zheng  และคณะ (2008) ได้ท าการเก็บตวัอย่างดินบริเวณโรงงานสกัดน า้มนั เพ่ือน ามา
คัดแยกยีสต์ท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพส โดยใช้อาหารท่ีผสมไตรบิวไทริน 2 
เปอร์เซ็นต์ แล้วสงัเกตโุซนใสท่ีเกิดขึน้ จากนัน้ได้ท าการคดัเลือกโคโลนี ท่ีสามารถสร้างโซนใสได้
กว้างท่ีสดุไปท าการจ าแนก พบวา่คือ Rhodotorula mucilaginosa   
 Kumar และ Gupta (2008) ท าการคดัแยกยีสต์จ านวน 15 ไอโซเลต จากกากของเสียของ
โรงงานผลิตน า้มนัปิโตรเลียมพบว่า Trichosporon ashii  มีการสร้างโซนใสกว้างท่ีสดุบนอาหารท่ี
ผสมไตรบวิไทริน 1 เปอร์เซ็นต์ 
 Yao และ Tain (2006) ใช้วิธีการและการออกแบบพืน้ท่ีผิวตอบในการหาจดุท่ีเหมาะสม
ของปัจจยั 3 ชนิดได้แก่ น า้มนัถัว่เหลือง แป้งถัว่เหลืองและ K2HPO4 ตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเพสจาก
ยีส Candida sp. 99-125 ซึ่งสภาวะท่ีเหมาะสมคือ น า้มนัถัว่เหลือง 4.187 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกั
ตอ่ปริมาตร แป้งถัว่เหลือง 5.840 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร K2HPO4 0.284 เปอร์เซ็นต์
โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร 
 Rekha และคณะ (2006) ได้หาสภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตไลเพสจากเชือ้ Aspergillus 
carneus โดยออกแบบการทดลองแบบวิธีพืน้ท่ีผิวตอบศึกษาปัจจัย 5 ปัจจัยได้แก่ น า้มัน         
ดอกทานตะวัน น า้ตาลกลูโครส เปบโตน อัตราการเขย่า และระยะเวลาการบ่ม พบว่าค่าท่ี
เหมาะสมตอ่การผลิตไลเพสคือ น า้มนัดอกทานตะวนั 1 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร น า้ตาล
กลโูคส 0.8 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร เปบโตน 0.8 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร 
ความเร็วรอบท่ี 200 รอบตอ่นาที ระยะเวลาการบม่ 96 ชัว่โมง ซึ่งสามารถเพิ่มการผลิตไลเพสได้ถึง 
1.8 เทา่ เม่ือเปรียบเทียบกบัสภาวะเดมิ 
 Roberta และคณะ (2010) ได้ศึกษาการผลิตไลเพสจากยีสต์ท่ีคดัแยกได้จากประเทศ
บราซิลจ านวนทัง้สิน้ 29 สายพนัธุ์ พบว่ายีสต์ Pseudozyma hubeiensis สามารถผลิตไลเพสได้
สงูสดุ เม่ือน ายีสต์ดงักล่าวมาเลีย้งในถังหมกัขนาด 14 ลิตร พบว่าสามารถผลิตไลเพสได้มากกว่า
การเลีย้งในขวดรูปชมพู่ถึง 3.2 เท่า โดยไลเพสจากยีสต์มีอุณหภูมิเหมาะสมต่อการท างานท่ี 50 
องศาเซลเซียส และคา่ความเป็นกรดดา่งท่ี 7.0    
 Rajendran และ Thangavelu (2009) ท าการหาคา่ท่ีเหมาะสมในการผลิตไลเพสจากยีสต์ 
Rhizopus arrhizus MTCC 2233 จากปัจจยัดงันี ้น า้ตาลกลโูคส น า้มนัเมล็ดถั่วลิสง เปบโตน 
แอมโมเนียมซลัเฟต และเฟอร์ริคคลอไรด์ โดยอาศยัการออกแบบการทดลองด้วยวิธีพืน้ท่ีผิวตอบ 
พบว่าค่าท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพส คือ กลูโคส 19.604 กรัมต่อลิตร น า้มันเมล็ดถั่วลิสง 
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13.065 กรัมต่อลิตร เปบโตน 7.473 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซัลเฟต 0.962 กรัมต่อลิตร และ  
เฟอร์ริคคลอไรด์ 0.0019 กรัมต่อลิตร ซึ่งจากคา่ท่ีเหมาะสมดงักล่าวสามารถเพิ่มการผลิตไลเพส
จากเดมิได้ถึง 1.64 เทา่  
 Khaled และคณะ (1991) ได้ท าการสงัเคราะห์ชกูาร์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ด้วยไลเพสจาก 
Rhizomucor miehei โดยใช้น า้ตาลฟรักโทส และกรดโอเลอิคเป็นสารตัง้ต้น ในระบบตวัท าละลาย 
2-เมทิล-2-บวิทานอล (2-methyl-2-butanol) พบวา่ได้ผลิตภณัฑ์มากถึง 83 เปอร์เซ็นต์ 
 Patil และคณะ (1991) ท าการศึกษาเปรียบเทียบการสังเคราะห์ชูการ์แฟตตีแอซิด        
เอสเทอร์ด้วยไลเพสจาก C. antarctica ในตวัท าละลายอินทรีย์ 2 ชนิด คือ ไพริดีน (pyridine) และ  
ไดเมทิลฟอมามายด์ (dimethylformamide) โดยใช้น า้ตาลชูโครสและไตรคลอโรเอทิล               
บิวทาโนเอท (trichloroethyl butanoate) เป็นสารตัง้ต้น พบว่าตวัท าละลายไดเมทิลฟอมามายด์ 
สามารถให้ผลิตภณัฑ์ 56 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ีตวัท าละลายอินทรีย์ไพริดีนสามารถผลิตผลิตภณัฑ์
ได้เพียง 26 เปอร์เซ็นต์ เทา่นัน้ 
 Oguntimein และคณะ (1993) ได้ศกึษาการสงัเคราะห์ชกูาร์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ด้วย   
ไลเพสจาก Mucor miehei โดยใช้น า้ตาลกลูโคสและกรดสเตียริกเป็นสารตัง้ต้น ในระบบตวั
ท าลายอินทรีย์เฮปเทน (heptanes) พบว่าได้ผลิตภัณฑ์เพียง 9.32 เปอร์เซ็นต์ เน่ืองจากตวัท า
ละลายดงักลา่วละลายน า้ตาลกลโูคสได้น้อย 
 Nelson และคณะ (1996) ได้ศึกษาการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้ไลเพสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัระหวา่งไตรกลีเซอไรด์จากแหล่งตา่งๆ ได้แก่ ไขสตัว์ น า้มนัเมล็ดเรพ น า้มนั
ถัว่เหลือง และน า้มนัมะกอก กบัแอลกอฮอล์ชนิดตา่งๆ พบว่า ไลเพสจาก M. miehei สามารถเร่ง
ปฏิกิริยาท่ีใช้แอลกอฮอล์ ได้แก่ เมทานอล เอทานอล โพรพานอล บิวทานอล และไอโซบิวทานอล 
ได้อย่างมีประสิทธิภาพท่ีสุด ขณะท่ีไลเพสจาก C. antarctica สามารถเร่งปฏิกิริยาท่ีใช้
แอลกอฮอล์ ได้แก่ ไอโซโพรพานอล และ 2-บิวทานอล ได้อย่างมีประสิทธิภาพท่ีสุด โดยทัง้สอง
ปฏิกิริยาให้เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ได้มากกวา่ 90 เปอร์เซ็นต ์
 Shimada และคณะ (1999) ได้ศกึษาการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้ไลเพสจาก C. antarctica 
เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัระหว่าน า้มนัถัว่เหลืองและน า้มนัเมล็ดเรพกบัเมทานอล 
โดยใช้วิธีการเติมเมทานอลแบบเป็นขัน้ (stepwise addition) ในการผลิตไบโอดีเซล พบว่าได้
เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นไบโอดีเซลถึง 98.4 เปอร์เซ็นต์ และจากการศกึษาเสถียรภาพของไลเพส
ท่ีใช้ พบว่าไลเพสจาก C. antarctica สามารถใช้ซ า้ในปฎิกิริยาได้มากกว่า 50 รอบ ในระยะเวลา 
100 วนั และได้ผลิตภณัฑ์เมทิลเอสเทอร์มากกวา่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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Dossat, Combes และ Marty (1999) ได้ศกึษาการผลิตไบโอดีเซลแบบตอ่เน่ืองในเคร่ือง
ปฏิกรณ์แบบเบดบรรจ ุโดยใช้ Lipozyme RM IM (ไลเพสจาก R. miehei) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัระหว่างน า้มนัเมล็ดทานตะวนัท่ีมีโอเลอิกสงู กับบิวทานอล โดยใช้เฮกเซน
เป็นตัวท าละลายในปฏิกิริยา พบว่ากลีเซอรอลซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ร่วมมีผลต่อการท าปฏิกิริยา     
โดยกลีเซอรอลท่ีเกิดขึน้จะถกูดดูซบัไว้บนผิววสัดท่ีุตรึงไลเพส ท าให้ไลเพสสญูเสียประสิทธิภาพใน
การเร่งปฏิกิริยา ดงันัน้จงึแก้ไขโดยการเพิ่มขัน้ตอนการล้างตวัเร่งปฏิกิริยาด้วยเทอร์เชียรีบิวทานอล
ภายหลงัการท าปฏิกิริยา เพ่ือล้างกลีเซอรอลออกจากผิววสัดท่ีุตรึงไลเพส ท าให้ไลเพสไม่สูญเสีย
ประสิทธิภาพในการเร่งปฏิกิริยาอยา่งตอ่เน่ือง 
 Wang และคณะ (2006) ได้ศกึษาการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้ Novozym 435 (ไลเพสจาก 
C. antarctica) และ Lipozyme TL IM (ไลเพสจาก Thermomyces lanuginosa) เป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันระหว่างส่วนท่ีเหลือจากการกลั่นน า้มันถั่วเหลืองให้บริสุทธ์ิ 
(soybean deodorizer distillate) ซึ่งมีกรดไขมันอิสระปนอยู่มาก กับเมทานอล พบว่า การใช้ 
เทอร์เชียรีบวิทานอลเป็นตวัท าละลายในระบบ สามารถช่วยยบัยัง้การเสียประสิทธิภาพของไลเพส
อนัเน่ืองมากจากเมทานอลและกลีเซอรอลได้ พบว่า ไลเพสสามารถเร่งปฏิกิริยาได้ถึง 120 รอบ              
(60 วนั) โดยไมถ่กูยบัยัง้ 
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บทที่  3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

วัสดุอุปกรณ์  

กระดาษกรองเบอร์ 1 (filter paper)                                                        (Whatman, Germany) 
คอลมัน์โครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู                   (Alltech Associates. Inc., U.S.A) 
(Model: Apollo Silica 5U, length 250 mm, i.d. 4.6 mm)      
เคร่ืองกวนแทง่แมเ่หล็ก (magnetic stirrer)                                                 (Barnstead, U.S.A) 
เคร่ืองเขย่าควบคมุอณุหภมูิ (shaking incubator)                             (Vision Scientific Co.,Ltd) 
เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู                                          (Shimadzu, Japan) 
(High performance liquid chromatography, HPLC)  
เคร่ืองชัง่แบบละเอียด (digital balance)                                                  (Satorius, Germany) 
เคร่ืองท าแห้งแบบเย็น (lyophilizer)                                 (Heto Power Dry LL3000, Denmark) 
เคร่ืองนึง่อบฆา่เชือ้ความดนัสงู (autoclave)               (Ta Chang Medical instrument, Taiwan) 
เคร่ืองป่ันเหว่ียงขนาดเล็ก (centrifuge)                                   (Hettich Zentrifugen, Germany) 
เคร่ืองป่ันเหว่ียงควบคมุอณุหภมูิ (refrigerate centrifuge)                               (Heto, Denmark) 
เคร่ืองผสมแบบหมนุ (rotary mixer)                                                             (Fine PCR, Korea) 
เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ดา่ง (pH meter)                                (Model 250, Denver Instrument) 
เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง (Microplate Spectrophotometer)  (ANTHOS Zenyth 200, U.S.A) 
ชดุกรองสารแบบสญุญากาศ (suction flask, Buchner funnel)                          (GAST, U.S.A.) 
ตู้ปลอดเชือ้ (laminar flow)                                                     (Clean model, Lab service Ltd) 
ตู้อบฆา่เชือ้ (hot air oven)                                                                      (Mammert Germany) 
แผน่โครมาโทกราฟีชนิดอะลมูิเนียม ซิลิกา เจล 60 F254                                  (Merck, Germany) 
หลอดรังสีอลัตราไวโอเลต (uv lamp)                                                             (Sylvania, Japan) 
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สารเคมี 

กรดฟอร์มิก (formic acid)                                                                            (Scharlau, Spain) 
กรดปาล์มิติก (palmitic acid)                    (Fluka, Switzerland) 
กมัอาระบิก (gum arabic)                                                                        (Fluka, Switzerland) 
กรดแอซีติก (acetic acid)                                                                        (Labscan, Thailand) 
กรดโอเลอิก (oleic acid)                  (Fluka, Switzerland) 
คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4∙5H2O)                                                   (Ajax Finechem, Australia) 
โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3)                                                        (Ajax Finechem, Australia) 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)                                                                        (Scharlau, Spain) 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4)                                                 (Scharlau, Spain) 
เดกโตรส (dextrose)                                                                             (Fisher scientific, UK) 
ไตรตอน เอกซ์-100 (triton X-100)                                                                (Scharlau, Spain) 
เทอร์เชียรีบวิทานอล (tert-butanol)                               (Ajax Finechem, Australia) 
น า้มนัปาล์ม (palm oil)                                                    (มรกต อินดสัตรีส์ จ ากดั, ประเทศไทย) 
น า้ตาลกลโูคส (glucose)                 (Fluka, Switzerland) 
น า้ตาลไซโลส (xylose)                  (Fluka, Switzerland) 
น า้ตาลซูโครส (sucrose)                  (Fluka, Switzerland) 
น า้ตาลซอร์บิทอล (sorbitol)                 (Fluka, Switzerland) 
น า้ตาลฟรักโทส (fructose)                 (Fluka, Switzerland) 
โนโวไซม์ 435 (Novozym 435)                                                    (Novo Nordisk, Denmark) 
โบไวน์ซีรัมอลับมูิน (bovine serum albumin, BSA)                                     (Merck, Germany) 
เปปโตน (peptone)                                                                                     (Scharlau, Spain) 
พารา-ไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol, pNP)                                                 (Fluka, Switzerland) 
พารา-ไนโตรฟีนิล ปาล์มมิเทต (p-nitrophenyl palmitate, pNPP)                      (Sigma, U.S.A.) 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                                                (Merck, Germany) 
โพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต (C4H4KNaO6∙5H2O)                                      (Merck, Germany) 
เมทานอล (methanol)                                                                             (Labscan, Thailand) 
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4∙7H2O)                                                             (Merck, Germany) 
โรดามีน บี (rhodamine B)                                                            (Ajax Finechem, Australia) 
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สารละลายโฟลินฟีนอลรีเอเจนท์ (folin phenol reagent)                     (Carlo Erba, Milan, Italy) 
สารสกดัจากมอลต์ (malt extract)                                                                 (Hi media, India) 
สารสกดัจากยีสต์ (yeast extract)                                                                  (Hi media, India) 
เอทิลแอซีเทต (ethyl acetate)                                                                  (Labscan, Thailand) 
อิโคเซน (Eicosane)                                                                                  (Aldrich, Germany) 
เฮกเซน (hexane)                                                                                    (Labscan, Thailand) 
เฮปเทน (Heptane)                                                                                 (Labscan, Thailand) 
 
วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 การคัดเลือกยีสต์ผลิตไลเพส 

3.1.1 การเก็บตวัอยา่ง 

เก็บตวัอย่างท่ีปนเปือ้นน า้มนัตามบริเวณตา่งๆ ของเกาะสีชงัจ านวน 4 บริเวณได้แก่ 
ทา่บน ทา่ลา่ง ท่าเรือประมง และอูต่อ่เรือ จ านวนทัง้สิน้ 14 ตวัอย่างโดยเก็บตวัอยา่งใสถ่งุพลาส- 
ตกิท่ีใหมแ่ละสะอาด แล้วน าไปแชเ่ย็นท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน ามาใช้ 

3.1.2 การแยกยีสต์และท าให้บริสทุธ์ิ 

น าตัวอย่างท่ีเก็บจากแหล่งต่างๆ มาท าเป็นสารละลายเจือจางลดความเข้มข้นลง
ตามล าดับดูดสารละลายเกล่ีย (spread)  บนอาหารเลี ย้งเ ชื อ้  YMA ท่ีผสมยาปฏิชีวนะ 
Streptomycin ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร (ภาคผนวก ก) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ                  
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั จากนัน้ท าการคดัเลือกและแยกโคโลนีของยีสต์ให้บริสทุธิโดย
เลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้กึ่งแข็ง YMA ท่ีเตรียมใหมเ่พ่ือศกึษาในขัน้ตอ่ไป 

 3.1.3 การคดัเลือกขัน้ปฐมภูมิ 

น ายีสต์ท่ีคดัเลือกมาทดสอบการผลิตไลเพส โดยท ามาเลีย้งบนอาหาร YMA ท่ีผสม
โรดามีน บี (Rhodamine B) 0.001 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนักต่อปริมาตร และน า้มันปาล์ม               
1 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัต่อปริมาตร (ดดัแปลงจากวิธีการของ Schmidt-Dannert และคณะ, 
1994) (ภาคผนวก ก) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั สงัเกตการเติบโตและ
คดัเลือกยีสต์ท่ีสามารถเรืองแสงสีส้มภายใต้รังสีอลัตราไวโอเลตความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร  
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3.2 การเปรียบเทียบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาด้วยไลเพสจากยีสต์ที่คัดเลือก 

 3.2.1 การเลีย้งเชือ้เพ่ือผลิตเอนไซม์ไลเพส 

ท าการเลีย้งเชือ้โดยถ่ายเชือ้ลงในอาหารเหลว YM (ภาคผนวก ก) เพ่ือเป็นหวัเชือ้ 
(seed) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
จากนัน้ถ่ายเชือ้ท่ีได้ปริมาณ 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรลงอาหารเหลวสูตร Lipase production 
(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร (Kamini และคณะ, 
2000) บม่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 4 วนั จากนัน้น า
สารละลายท่ีได้มาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
เวลา 15 นาที น าสารละลายไลเพสมาวัดความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยวิธี   
สเปกโทรโฟโตเมตรี โดยใช้พาราไนโตรฟีนิลปาล์มมิเทตเป็นสารตัง้ต้น (ภาคผนวก ค) ส าหรับการ
ทดสอบการเร่งปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ (synthetic reaction) ได้น าสารละลายไลเพสมาท าแห้ง
ด้วยเคร่ืองท าแห้งด้วยความเย็น (freeze dryer, lyophilizer) ก่อนท่ีจะน าไปทดสอบการเร่ง
ปฏิกิริยา 

 3.2.2 การทดสอบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพส 

ท าการวัดแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยวิธีสเปกโทรโฟโตเมทรีโดยใช้     
สารตัง้ต้นเป็นพาราไนโตรฟีนิลปาล์มมิเทต วิธีการวดัดดัแปลงจากวิธีของ Maia และคณะ (2000) 
สารละลาย A ซึ่งประกอบด้วย 0.71 มิลลิโมลาร์ พาราไนโตรฟีนิลปาล์มมิเทต ละลายใน             
2-โพรพานอล สารละลาย B ประกอบด้วย 0.4 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ไตรตอนเอ็กซ์-100 และ 0.1 
เปอร์เซ็นตโ์ดยมวลตอ่ปริมาตร กมัอาระบกิ ผสมสารละลาย A และสารละลาย B ในอตัราส่วน 1:9 
เตมิสารละลายไลเพสท่ีต้องการวดั 40 ไมโครลิตร ลงในสารละลายผสม 180 ไมโครลิตร น าไปบม่
ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี  410 นาโนเมตร ด้วย         
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ แล้วเปรียบเทียบปริมาณพารา-ไนโตรฟีนอลท่ีเกิดขึน้ในปฏิกิริยาจากกราฟ
มาตรฐานท่ีใช้สารละลายพารา-ไนโตรฟีนอลความเข้มข้นตัง้แต่ 0-10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ค ) 

ก าหนดให้ 1 หน่วยเอนไซม์ (U : Unit) มีคา่เท่ากบัปริมาณของเอนไซม์ท่ีสามารถ
เปล่ียนพารา-ไนโตรฟีนิลปาล์มมิเตทเป็นพารา-ไนโตรฟีนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมลตอ่นาทีอณุหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที 
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 3.2.3 การทดสอบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัของไลเพส 

ท าการทดสอบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัของไลเพส
ในขวดแก้วฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร โดยมีสารตัง้ต้นคือน า้มันปาล์มและเมทานอลใน
อตัราส่วน 1:3 โมล ผสมกับไลเพสท่ีผ่านการท าแห้งด้วยความเย็น 10 มิลลิกรัมโปรตีน น า้กลัน่ 
250 ไมโครลิตร แบง่การเตมิเมทานอลเป็นสามครัง้ๆ ละ 1 โมล ทกุ 8 ชัว่โมง (Shimada และคณะ, 
2002) บ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ความเร็วในการป่ันกวน 600 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนัน้น าตวัอย่างไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13 ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที    
เก็บตวัอย่างชัน้บนไปท าการวิเคราะห์ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว
แบบสมรรถนะสงู 

 3.2.4 การทดสอบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัของไลเพส 

ท าการทดสอบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัของไลเพสในขวด
แก้วฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร โดยปฏิกิริยาประกอบด้วย กรดโอเลอิก (oleic acid) และ         
1-โดดีคานอล (dodecanol) เป็นสารตัง้ต้นในอตัราส่วน 1:1 โมล ผสมกบัไลเพสท่ีผ่านการท าแห้ง
ด้วยความเย็น 10 มิลลิกรัมโปรตีน น า้กลัน่ 200 ไมโครลิตร และตวัท าละลายเฮกเซน 5 มิลลิลิตร 
บม่ท่ีอณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ความเร็วในการป่ันกวน 600 รอบตอ่นาที  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
จากนัน้น าตัวอย่างไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที               
เก็บตวัอย่างไปท าการวิเคราะห์ความเข้มข้นของกรดโอเลอิกด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว
แบบสมรรถนะสูง โดยเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัคิดจาก
การเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของกรดโอเลอิกท่ีเวลา 0 ชัว่โมง และ 24 ชัว่โมง (ดดัแปลงจาก
วิธีการของ In และคณะ 2007) 

 3.2.5 การวดัปริมาณโปรตีน 
การวดัปริมาณโปรตีนวดัด้วยวิธี micro Lowry’s assay (Held และ Hurley, 2001) 

ด้วยเคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง โดยใช้สารละลายมาตรฐานโปรตีนได้แก่ โบไวน์ซีรัมอัลบูมิน 
ปฏิกิริยาประกอบด้วยสารละลายตวัอย่าง 100 ไมโครลิตร และ สารละลาย A และ B ซึ่งผสมกนั
ในอัตราส่วน 50:1 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิห้อง 10 นาที จากนัน้เติม
สารละลาย C 20 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากนัอย่างรวดเร็ว บม่ตอ่อีก 30 นาที แล้วจึงไป
วดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 650 นาโนเมตร รายละเอียดการเตรียมสาร และกราฟมาตรฐานและการ
ค านวณแสดงในภาคผนวกท่ี ข ค ตามล าดบั 
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3.3 การจัดจ าแนกชนิดของยีสต์ผลิตไลเพสสูง 

 ท าการจัดจ าแนกชนิดของยีสต์ผลิตไลเพสโดยส่งตรวจวิเคราะห์ท่ีกรมวิทยาศาสตร์ 
การแพทย์ ซึ่งได้ใช้การทดสอบด้วยวิธีการดลูกัษณะทางสณัฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์ และ
การทดสอบทางชีวเคมีด้วยชดุตรวจสอบ API 20C AUX  

3.4 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

 3.4.1 การศกึษาผลของอณุหภมูิตอ่การผลิตไลเพส 

ท าการเลีย้งเชือ้โดยถ่ายเชือ้ลงในอาหารเหลว YM บม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนัน้ถ่ายเชือ้ท่ีได้ปริมาณ 1 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตรลงในอาหารเหลวสตูร Lipase production ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 
250 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ ดงันี ้20 30 40 และ 50 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ           
200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 วัน จากนัน้น าเชือ้ 1 มิลลิลิตร มาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ       
10,000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที แล้วน าสารละลายไลเพสส่วนบนมา
วดัแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส จากนัน้วดัคา่การเติบโตของเซลล์ โดยการดดูส่วนใสท่ีได้จาก
การป่ันเหว่ียงทิง้ จากนัน้ท าการล้างตะกอนเซลล์ด้วยโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร  น ามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบตอ่นาที อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 15 
นาที แล้วดดูส่วนใสทิง้ ท าเช่นนี ้2 รอบ จากนัน้จึงเตรียมสารแขวนลอยเซลล์ด้วยโซเดียมคลอไรด์ 
0.85 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปวดัการเจริญของเซลล์ด้วยวิธีวิธีสเปกโทรโฟโตเมทรี    
ท่ีคา่การดดูกลืนแสง 600 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบัปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 

 3.4.2 การศกึษาผลของคา่ความเป็นกรดดา่งตอ่การผลิตไลเพส 

ท าการเลีย้งเชือ้โดยถ่ายเชือ้ลงในอาหารเหลว YM บม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายเชือ้ท่ีได้ปริมาณ 1 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตรลงในอาหารเหลวสูตร Lipase production ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 
250 มิลลิลิตร ท่ีมีการปรับคา่ความเป็นกรดดา่งเป็น 1 2 3 5 7 9 และ 11 โดยปรับเป็นกรดด้วย
กรดไฮโดรคลอริก และ ปรับเป็นดา่งด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ บ่มท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 วนั จากนัน้น าสารละลายท่ีได้มาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว
รอบ 10,000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที แล้วน าสารละลายไลเพสมาวดั
แอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและวดัการเติบโตของเซลล์ตามข้อ 3.4.1 
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 3.4.3 การศกึษาชนิดของแหลง่คาร์บอนเหน่ียวน าตอ่การผลิตไลเพส 

ท าการเลีย้งเชือ้โดยถ่ายเชือ้ลงในอาหารเหลว YM บม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายเชือ้ท่ีได้ปริมาณ 1 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตรลงในอาหารเหลวสตูร Lipase production ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 
250 มิลลิลิตร โดยแทนท่ีน า้มนัปาล์มด้วยน า้มนัชนิดตา่งๆ จ านวน 12 ชนิด ได้แก่ น า้มนัเมล็ดชา 
น า้มันคาโนลา น า้มันร าข้าว น า้มันข้าวโพด น า้มนัดอกทานตะวัน น า้มนัสบู่ด า น า้มนังา น า้มัน
เมล็ดฝ้าย น า้มนัมะกอก น า้มนัดอกค าฝอย น า้มนัถัว่เหลือง และน า้มนัมะพร้าว บม่ท่ีอณุหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส คา่ความเป็นกรดดา่งท่ี 5.0 ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 4 วนั จากนัน้
น าสารละลายท่ีได้มาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เวลา 15 นาที แล้วน าสารละลายไลเพสมาวดัแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและวดัการเจริญ
ของเซลล์ตามข้อ 3.4.1  

 3.4.4 การศกึษาผลของแหล่งไนโตรเจนตอ่การผลิตไลเพส 

ท าการเลีย้งเชือ้โดยถ่ายเชือ้ลงในอาหารเหลว YM บม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายเชือ้ท่ีได้ปริมาณ 1 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตรลงในอาหารเหลวสูตร Lipase production ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 
250 มิลลิลิตร โดยใช้น า้มนัเมล็ดฝ้ายเป็นสารชกัน าและแทนท่ียีสต์สกัดด้วยแหล่งไนโตรเจนชนิด
ตา่งๆ จ านวน 5 ชนิด ได้แก่ ทริปโตน น า้แช่ข้าวโพด ยเูรีย แอมโมเนียมไนเทรต และกากถัว่เหลือง 
บม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คา่ความเป็นกรดดา่งเท่ากบั 5.0 ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 4 วัน จากนัน้น าสารละลายท่ีได้มาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 10 ,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที แล้วน าสารละลายไลเพสมาวดัแอกทิวิตีของปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสและวดัการเตบิโตของเซลล์ตามข้อ 3.4.1 

3.4.5 การศกึษาผลของแหลง่คาร์บอนตอ่การผลิตไลเพส 

ท าการเลีย้งเชือ้โดยถ่ายเชือ้ลงในอาหารเหลว YM บม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายเชือ้ท่ีได้ปริมาณ 1 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตรลงในอาหารเหลวสตูร Lipase production ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 
250 มิลลิลิตร ท่ีใช้น า้มนัเมล็ดฝ้ายเป็นสารชกัน าและยีสต์สกดัเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยเพิ่มแหล่ง
คาร์บอนชนิดต่างๆ จ านวน 5 ชนิด ได้แก่ กากน า้ตาล ซูโครส กลูโคส และไซโลส ความเข้มข้น 1 
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เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัต่อปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 
5.0 ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 วัน จากนัน้น าสารละลายท่ีได้มาป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที แล้วน าสารละลาย   
ไลเพสมาวดัแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและวดัการเติบโตของเซลล์ตามข้อ 3.4.1 

 3.4.6 การหาความเข้มข้นของสารชกัน า แหล่งไนโตรเจน และแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม
ตอ่การผลิตไลเพส 

ท าการออกแบบการทดลองด้วยวิธีพืน้ท่ีผิวตอบสนอง(Response Surface 
Methodology) แบบส่วนประสมกลาง (Central Composite Design; CCD) โดยใช้โปรแกรม 
Minitab 15 (Minitab, United States)  ท าการเลือกปัจจยัมีผลตอ่การผลิตไลเพสทัง้ 3 ชนิด ดงันี ้
น า้มันเมล็ดฝ้าย ยีสต์สกัด และน า้ตาลซูโครส เพ่ือหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการผลิต    
ไลเพส ซึ่งก าหนดช่วงของปัจจัยท่ีศึกษาดังตารางท่ี 3.1 ทัง้นี ไ้ด้ก าหนดปัจจัยควบคุมดังนี ้      
ความเข้มข้นของแมกนีเซียมซลัเฟต ความเข้มข้นของไดโพแทสเซียมฟอสเฟต ปริมาตรของอาหาร      
50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5 อุณหภูมิ                
30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เวลา 4 วนั ท าให้ได้การทดลองทัง้หมด 20    
การทดลอง ประกอบด้วย จดุกึ่งกลาง(Center point) 6 จดุ จดุขอบ (Axial point) จ านวน 6 จดุ 
และ Factorial point จ านวน 8 จดุ ท าการทดลอง 3 ซ า้ ดงันัน้จึงท าการทดลองทัง้หมดทัง้สิน้ 60 
การทดลอง 

ตารางท่ี 3.1 ชว่งของคา่ระดบัปัจจยัทัง้ 3 ท่ีท าการทดลอง 

ปัจจัย รหัส ระดับ 
  -α -1 0 +1 +α 

น า้มนัเม็ดฝ้าย (%w/v) X1 0.25 0.7 1.35 2.0 2.44 
ยีสต์สกดั (%w/v) X2 0.32 0.5 0.75 1.0 1.17 

น า้ตาลซูโครส (%w/v) X3 0.25 0.7 1.35 2.0 2.44 

3.5 การศึกษาสมบัตบิางประการของไลเพสท่ีผลิตจากจุลินทรีย์ที่คัดเลือก 

 3.5.1 การศกึษาคา่ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมตอ่การเร่งปฏิกิริยาของไลเพส 

ท าการบ่มไลเพสกบัพารา-ไนโตรฟีนิลปาล์มมิเตทในบฟัเฟอร์ (buffer) ชนิดตา่งๆ  
ดงันี ้ท่ีคา่ความเป็นกรดดา่งท่ี 5-6 ใช้ 0.1 M Citrate acids-Sodium citrate buffer คา่ความเป็น
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กรดดา่งท่ี 7-8 ใช้ 0.1 M Sodium Phosphate buffer และคา่ความเป็นกรดดา่งท่ี 9-10 ใช้ 0.1 M 
Glycine/NaOH อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วเปรียบเทียบปริมาณพาราไน-
โตรฟีนอลท่ีเกิดขึน้กบักราฟมาตรฐานของแตล่ะชนิดของบฟัเฟอร์  น าข้อมูลท่ีได้ไปค านวณหาค่า
แอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

3.5.2 การศกึษาความคงตวัของไลเพสท่ีคา่ความเป็นกรดดา่งตา่งๆ 

ท าการบ่มไลเพสในบฟัเฟอร์ท่ีมีช่วงความเป็นกรดด่างดงัต่อไปนี ้3-11 อุณหภูมิ     
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนน าไลเพสมาบ่มกบัพารา-ไนโตรฟีนิลปาล์มมิเตทใน
บฟัเฟอร์ท่ีมีคา่ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสม อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้ว
เปรียบเทียบปริมาณพารา-ไนโตรฟีนอลท่ีเกิดขึน้กับกราฟมาตรฐานและน าข้อมูลหาค่าแอกทิวิตี
ของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส   

 3.5.3 การศกึษาอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การเร่งปฏิกิริยาของไลเพส 

ท าการบม่ไลเพสกบัพารา-ไนโตรฟีนิลปาล์มมิเตทในบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมท่ีอณุหภูมิ
ตา่งๆ ดงันี ้25 37 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วเปรียบเทียบปริมาณพารา-
ไนโตรฟีนอลท่ีเกิดขึน้กบักราฟมาตรฐานและน าข้อมลูหาคา่แอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

 3.5.4 การศกึษาความคงตวัของไลเพสท่ีอณุหภมูิตา่งๆ 

ท าการบ่มไลเพสท่ีอุณหภูมิตา่งๆ ดงัต่อไปนี ้50 60 70 80 และ 90 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที ก่อนน าสารละลายไลเพสมาบม่กบัพารา-ไนโตรฟีนิลปาล์มมิเตทในบฟัเฟอร์ท่ีมี
คา่ความเป็นกรดด่างและอณุหภูมิท่ีเหมาะสม เป็นเวลา 30 นาที  แล้วเปรียบเทียบปริมาณพารา-
ไนโตรฟีนอลท่ีเกิดขึน้กบักราฟมาตรฐานและน าข้อมลูหาคา่แอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

3.6 การประยุกต์ใช้ประโยชน์จากไลเพสที่ผลิตจากยีสต์ที่คัดเลือก 
 3.6.1 การสงัเคราะห์ชกูาร์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ 

    3.6.1.1 ศกึษาชนิดสารตัง้ต้นท่ีเหมาะสมตอ่การสงัเคราะห์ชกูาร์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ 

3.6.1.1.1 ออกแบบการทดลองเบือ้งต้นเพ่ือคดัเลือกชนิดของน า้ตาล 5 ชนิด ได้แก่ 
ไซโลส กลูโคส ฟรักโทส ซูโครส ซอร์บิทอล และกรดไขมัน 3 ชนิด ได้แก่ กรดปาล์มมิติก            
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กรดโอเลอิค กรดไขมนัปาล์ม ในการสงัเคราะห์ชกูาร์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ใช้การออกแบบเชิงแฟก-
ทอเรียล (factorial experiment) จ านวน 3 ซ า้ ซึง่จะมีจ านวนการทดลองทัง้สิน้ 45 การทดลอง 

3.6.1.1.2 ท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันในขวดแก้วฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร 
ระหว่างน า้ตาลและกรดไขมันในอัตราส่วนโมล 1 ต่อ 1 ในตวัท าละลายเทอร์เชียรีบิวทานอล          
5 มิลลิลิตร โดยใช้ไลเพสความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่น า้หนกัของน า้ตาล น ามาบม่ท่ี
อณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ป่ันกวนด้วยความเร็วรอบ 600 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (In 
และคณะ, 2007)   

3.6.1.1.3 เก็บตวัอย่างปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท่ีเวลาเร่ิมต้นและ 24 ชัว่โมง น าไป
ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น าตวัอย่าง 5 ไมโครลิตร 
ไปวัดปริมาณกรดไขมันอิสระท่ีเหลือหรือปริมาณผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึน้ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟี
ของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

3.6.1.2 เปรียบเทียบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ชกูาร์แฟตตีแอซิด -
เอสเทอร์ระหวา่งไลเพสจาก SRY 14-3 และ Novozyme 435 

3.6.1.2.1  ท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันในขวดแก้วฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร 
ระหวา่งน า้ตาลและกรดไขมนัท่ีหมาะสมจากข้อ 6.1.1.1  ในอตัราสว่นโมล 1 ตอ่ 1 ในตวัท าละลาย
เทอร์เชียรีบิวทานอล 5 มิลลิลิตร โดยใช้ไลเพสจาก SRY14-3 และ Novozyme 435 ความเข้มข้น 
15 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัต่อน า้หนกัของน า้ตาล น ามาบ่มท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ป่ันกวน
ด้วยความเร็วรอบ 600 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

3.6.1.2.2 เก็บตวัอย่างปริมาตร 100 ไมโครลิตร ท่ีเวลาเร่ิมต้นและ 24 ชัว่โมง น าไป
ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น าตวัอย่าง 5 ไมโครลิตร 
ไปวัดปริมาณกรดไขมันอิสระท่ีเหลือหรือปริมาณผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึน้ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟี
ของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

3.6.1.3 ค านวณค่าเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงผลของปฏิกิริยา (% convesion) 
แสดงในสมการ (In และคณะ, 2007) 
 

เปอร์เซ็นต์การเปลี่ยนแปลงผลของปฏิกิริยา = ความเข้มข้นของกรดไขมนัอิสระชัว่โมงท่ีเร่ิมต้น - ความเข้มข้นของกรดไขมนัอิสระชัว่โมงท่ี 24 

                                   
      ความเข้มข้นของกรดไขมนัอิสระชัว่โมงท่ีเร่ิมต้น 

  

 

X 100 
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 3.6.2  การผลิตเมทิลเอสเทอร์ 

3.6.2.1 ศกึษาคา่ปัจจยัท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตเมทิลเอสเทอร์  

ท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัในขวดแก้วฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร โดย
ออกแบบการทดลองด้วยวิธีพืน้ท่ีผิวตอบสนองแบบส่วนประสมกลางเพ่ือหาคา่ท่ีเหมาะสมท่ีสดุตอ่
การผลิตเมทิลเอสเทอร์ โดยเลือกปัจจัยมีผลต่อการผลิตเมทิลเอสเทอร์ทัง้สิน้ 4 ปัจจัย ได้แก่ 
ปริมาณเอนไซม์ อตัราสว่นโดยโมลของน า้มนัปาล์มตอ่เมทานอล ปริมาณน า้ในระบบ และปริมาณ
ซิลิกาเจล (สารดดูซบัน า้) ทัง้นีไ้ด้ก าหนดปัจจยัควบคมุดงันี ้การเติมเมทานอลเป็นสามครัง้ทุก 8 
ชัว่โมง อณุหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 40 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบในการกวน 600 รอบตอ่นาที 
เวลา 24 ชัว่โมง โดยก าหนดช่วงของปัจจยัท่ีศกึษาดงัตารางท่ี 3.2 ท าให้ได้การทดลองทัง้หมด 31 
การทดลอง ประกอบด้วย จดุกึ่งกลาง (Center point) 7 จดุ จดุขอบ (Axial point) จ านวน 8 จดุ 
และ Factorial point จ านวน 16 จดุ และท าการทดลองซ า้ 2 ซ า้ ดงันัน้จึงท าการทดลองทัง้หมด
ทัง้สิน้ 62 การทดลอง แล้วท าการตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอร์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู 

ตารางท่ี 3.2  ชว่งของคา่ระดบัปัจจยัทัง้ 4 ท่ีท าการทดลอง 
ปัจจัย รหัส ระดับ 

  -α -1 0 +1 +α 
1. ปริมาณเอนไซม์ (Unit) X1 35 50 65 80 95 
2. อตัราสว่นโดยโมลของ 
น า้มนัปาล์มตอ่เมทานอล 

X2 1:1.5 1:3 1:4.5 1:6 1:7.5 

3. ปริมาณน า้ (%v/voil) X3 22.2 29.6 37.0 44.5 51.9 
4. ปริมาณซิลกิาเจล (%w/woil) X4 3.3 6.6 10.0 13.3 16.6 

3.6.2.2 การศกึษาแนวทางการเพิ่มเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์จากสภาวะท่ี
เหมาะสม 

3.6.2.2.1 การศกึษารูปแบบการเตมิเมทานอล 

ท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัในสภาวะท่ีเหมาะสมจากข้อ  3.6.2.1 
โดยแบง่รูปแบบการเติมเมทานอลออกเป็น 5 รูปแบบ ดงันี ้เติมเมทานอลครัง้เดียวในตอนเร่ิมต้น
ปฏิกิริยาและ แบ่งการเติมเมทานอลเป็น 3, 4, 5, และ 6 ครัง้ โดยแต่ละครัง้มีจ านวนโมลและ
ระยะเวลาในการเติมเมทานอลท่ีเท่ากัน เม่ือครบเวลา 24 ชัว่โมง จึงท าการเก็บตวัอย่างน าไปป่ัน
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เหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปตรวจสอบปริมาณการเกิด
เมทิลเอสเทอร์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู 

3.6.2.2.2 ผลของการก าจดักลีเซอรอลตอ่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ 

ท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัในสภาวะท่ีเหมาะสมจากข้อ  3.6.2.1 
ท าการเก็บสารละลายทัง้หมดในปฏิกิริยาเม่ือเวลาผ่านไป 12 ชัว่โมง มาท าการก าจดักลีเซอรอ
ลออกด้วยการป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที แล้วล้างด้วยน า้
กลัน่ 3 มิลลิลิตร จ านวน 2 รอบ แล้วท าการป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 30 นาที จากนัน้น าสารละลายสว่นบนท่ีได้มาท าปฏิกิริยาซ า้ในสภาวะเดิมอีกครัง้ ท าการเก็บ
ตวัอยา่งหลงัจากปฏิกิริยาผา่นไป 12 ชัว่โมง ไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 30 นาที แล้วน าไปตรวจสอบปริมาณการเกิดเมทิลเอสเทอร์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสงู 

3.6.2.2.3 ผลขององค์ประกอบของกรดไขมนัในน า้มนัตอ่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็น
เมทิลเอสเทอร์ 

ท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัในสภาวะท่ีเหมาะสมจากข้อ 3.6.2.1 
โดยใช้น า้มนัชนิดต่างๆ ซึ่งมีองค์ประกอบของกรดไขมนัท่ีแตกต่างกันดงันี ้น า้มนัมะพร้าว น า้มนั
ดอกค าฝอย น า้มนัมะกอก น า้มนัเมล็ดฝ้าย น า้มนัปาล์ม น า้มนัเมล็ดสบูด่ า น า้มนัคาโนลา น า้มนั
เมล็ดทานตะวัน น า้มันข้าวโพด น า้มันร าข้าว น า้มันงา และน า้มันถั่วเหลือง ท าการก าจัด           
กลีเซอรอลออกในชัว่โมงท่ี 12 จากนัน้น าสารละลายส่วนบนท่ีได้มาท าปฏิกิริยาซ า้ในสภาวะเดิม
อีกครัง้จนครบ 24 ชัว่โมง แล้วเก็บตวัอย่างไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 30 นาที จงึน าไปตรวจสอบปริมาณการเกิดเมทิลเอสเทอร์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลว
สมรรถนะสงู 

3.7 การตรวจสอบการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัและเอสเทอริฟิเคชนัด้วยเทคนิคโคร
มาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู (High Performance Liquid Chromato- graphy:HPLC)
 3.7.1 การเตรียมตวัอยา่ง 

เตรียมตวัอยา่งโดยละลายในเฮกเซน เพ่ือท าให้เจือจาง และใส่อีโคเซน (eicosane) 
เป็น internal standard จากนัน้ฉีดตวัอยา่งในเคร่ือง HPLC ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  
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 3.7.2 การเตรียมเคร่ือง HPLC (Shimadzu LC-20A series, Japan) 

เตรียมสาร 2 ชนิด ส าหรับ mobile phase คือ สารเอ ประกอบด้วย เฮกเซน : ไอโซ
โพรพานอล : เอสทิล อะซิเตต : กรดฟอร์มิค (85 : 10 : 10 : 0.1 v/v)  สารบี ประกอบด้วย เฮกเซน : 
กรดฟอร์มิค (100 : 0.2  v/v), อตัราการไหลเท่ากับ 1.5 มิลลิลิตร ตอ่ นาที  โดยใช้ Apollo Silica 
Column 5U 250×4.6 mm 5um เคร่ืองตรวจสอบ (detector) ส าหรับ HPLC คือ ELSD น าข้อมลู
ท่ีได้จากการวิเคราะห์ไปค านวณหาเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภัณฑ์ (%conversion) โดยใช้
สมการการค านวณดงัตอ่ไปนี ้(Chulalaksananukul และคณะ, 2002) 

%Conversion   =                                       [FAME] x 100 

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

เม่ือ %Conversion   คือ   เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ 
 [FAME]   คือ   ความเข้มข้นของเมทิลเอสเทอร์ของกรดไขมนั (มิลลิโมลาร์) 
 [TAG]    คือ   ความเข้มข้นของไตรกลีเซอไรด์ (มิลลิโมลาร์) 
 [1, 3 DAG]   คือ   ความเข้มข้นของ 1, 3 ไดกลีเซอไรด์ (มิลลิโมลาร์) 
 [1, 2 DAG]   คือ   ความเข้มข้นของ 1, 2 ไดกลีเซอไรด์ (มิลลิโมลาร์) 
 [MAG]   คือ   ความเข้มข้นของโมโนกลีเซอไรด์ (มิลลิโมลาร์) 
 [FFA]    คือ   ความเข้มข้นของกรดไขมนัอิสระ (มิลลิโมลาร์) 

3.8 การวิเคราะห์ค่าทางสถติิ 

 การทดสอบคา่ทางสถิติในงานวิจยันีใ้ช้โปรแกรมส าเร็จรูป Minitab statistical software 
version 15 (Minitab, United States) ท่ีระดบัความเช่ือมนั 95 เปอร์เซ็นต์ ในการตดัสินคา่ท่ีมี
ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญั 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูลและอภปิรายผล 

4.1 การคัดเลือกยีสต์ผลิตไลเพส 

 การคดัแยกยีสต์จากตัวอย่างท่ีเก็บจากบริเวณต่างๆ บนเกาะสีชังจ านวน (ภาพท่ี 4.1)
ทัง้สิน้ 14 ตวัอย่าง โดยวิธีท าเป็นสารละลายเจือจางลดความเข้มข้นลงตามล าดบับนอาหารเลีย้ง
เชือ้กึ่งแข็ง YMA ท่ีผสมยาปฏิชีวนะ พบว่าสามารถคดัแยกยีสต์ได้ทัง้สิน้ 49 ไอโซเลต (ตารางท่ี 
4.1) 

 

ภาพท่ี 4.1 บริเวณท่ีเก็บตวัอยา่งบนเกาะสีชงั 

 จากการน ายีสต์ท่ีคดัเลือกมาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้กึ่งแข็งท่ีผสมเติมโรดามีน บี โดยมี
น า้มนัปาล์มเป็นสว่นประกอบ ซึ่งหากยีสต์ท่ีคดัเลือกสามารถผลิตไลเพสได้โคโลนีของยีสต์จะเรือง
แสงสีส้ม ภายใต้รังสีอัตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร (ภาพท่ี 4.2) จากผลการ
ทดลองพบวา่มียีสต์เพียง 17 ไอโซเลต (ภาพท่ี) ท่ีสามารถผลิตไลเพสได้ แสดงดงัตารางท่ี 4.1 

           

ภาพท่ี 4.2 ภาพ  A แสดงการผลิตไลเพสของยีสต์จงึเกิดการเรืองแสงภายใต้รังสีอตัราไวโอเลต 
ภาพ B แสดงยีสต์ท่ีไมส่ามารถผลิไลเพสจงึการไมเ่รืองแสงภายใต้รังสีอตัราไวโอเลต 

ท่าบน 
ท่าเรือประมง 

ท่าล่าง 

อู่ต่อเรือ 

A B 
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   ตารางท่ี 4.1 ยีสต์ท่ีแยกได้จากแหลง่ตวัอยา่งตา่งๆ  

บริเวณ 
ชนิดของ
ตัวอย่าง 

จ านวนยีสต์ท่ี
คัดเลือก 

รหัสของยีสต์ท่ี
คัดเลือก 

ลักษณะโคโลนี โรดามีน บี 

      
ท่าล่าง น า้ทะเล 2 SRY1-1 สีขาว กลม ขอบเรียบ 

ตรงกลางนนู ผิวคอ่นข้าง
มนั 

- 

   SRY1-2 สีขาว โคโลนีแบน ขอบ
คล้ายเส้นใย   ผิวด้าน 

- 

 ทรายหยาบ 4 SRY2-1 สีเนือ้ ขอบคล้ายเส้นใย 
ตรงกลางนนู ผิวมนั 

+ 

   SRY2-2 สีขาว นนูมาก ขอบเรียบ 
ผิวด้าน 

+ 

   SRY2-3 สีขาว กลม ขอบเรียบ 
ตรงกลางนนู ผิวมนั 

- 

   SRY2-4 สีขาว กลม นนูไม่มาก ผิว
มนั 

- 

 ทรายละเอียด 3 SRY3-1 สีเนือ้ แบนเรียบ ขอบ
คล้ายเส้นใย ผิวด้าน 

+ 

   SRY3-2 สีขาว กลม นนูไม่มาก  
ผิวมนั 

- 

   SRY3-3 สีขาว โคโลนีเลก็    นนู
มาก ขอบเรียบ   ผิวมนั 

+ 

 ทรายบริเวณ    
ใต้ถนุ 

4 SRY4-1 สีส้มอ่อน ขอบเรียบ ผิว
มนัเยิม้ 

- 

   SRY4-2 สีขาว โคโลนีเลก็    นนู 
ขอบเรียบ ผิวมนั 

- 

   SRY4-3 สีขาว ขอบไม่เรียบ ตรง
กลางนนู ผิวมนัเงา 

+ 

   SRY4-4 สีขาว ขอบเรียบนนู ตรง
กลางนนู ผิวมนั 

+ 

ท่าบน ทราย 3 SRY5-1 สีขาว ขอบไม่เรียบและ
นนู ตรงกลางนนู ผิวด้าน 

+ 

   SRY5-2 สีส้มอ่อน ขอบเรียบ ผิว
มนัเยิม้ 

- 

   SRY5-3 สีขาว ขอบไม่เรียบ ผิวมนั - 
 ทราย 2 SRY6-1 สีขาว โคโลนีใหญ่ ขอบ

เรียบ ผิวมนัเยิม้ 
- 

   SRY6-2 สีแดงอ่อน ขอบเรียบ    
ผิวเงา 

+ 
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ตารางท่ี 4.1 ยีสต์ท่ีแยกได้จากแหลง่ตวัอย่างตา่งๆ (ตอ่)  
      

บริเวณ ชนิดของ
ตัวอย่าง 

จ านวนยีสต์ท่ี
คัดเลือก 

รหัสของยีสต์ท่ี
คัดเลือก 

ลักษณะโคโลนี โรดามีน บี 

ท่าเรือประมง ใบตอง 3 SRY7-1 สีขาว ขอบคล้ายเส้นใย 
ตรงกลางนนู ผิวคอ่นข้าง
เงา 

+ 

   SRY7-2 สีขาว โคโลนีเลก็ ตรง
กลางขุ่น ขอบเรียบ ผิว
มนั 

- 

   SRY7-3 สีขาว โคโลนีเลก็    นนู 
ขอบเรียบ ผิวมนั 

- 

 น า้ทะเล 2 SRY8-1 สีขาว โคโลนีเลก็ ขอบ
เรียบ ผิวมนั 

- 

   SRY8-2 สีขาว โคโลนีเลก็ ขอบ
เรียบ ผิวมนั 

- 

 ยาง 3 SRY9-1 สีขาว โคโลนีแบน ขอบไม่
เรียบ ผิวด้าน 

- 

   SRY9-2 สีส้มอ่อน ขอบเรียบ ผิว
มนัเงา 

- 

   SRY9-3 สีขาว โคโลนีนนู ขอบ
เรียบ ผิวด้าน 

- 

 คราบน า้มนั 4 SRY10-1 สีขาว โคโลนีใหญ่ ขอบ
เรียบและนนู ผิวมนั 

+ 

   SRY10-2 สีขาว โคโลนีเลก็ ขอบ
เรียบ  ผิวมนั 

- 

   SRY10-3 สีขาว ขอบเรียบ ผิวมนั - 

   
SRY10-4 สีขาว  ขอบเรียบ ตรง

กลางขุ่น ผิวมนั 
- 

อู่ต่อเรือ ดนิใต้ท้องเรือ 7 SRY11-1 สีชมพอู่อน ขอบคล้าย
เส้นใย ตรงกลางนนู มนั 

+ 

   SRY11-2 สีส้มอ่อน ขอบเรียบ     
ผิวมนัเยิม้ 

- 

   SRY11-3 สีขาว ขอบไม่เรียบ      
ผิวด้าน 

- 

   SRY11-4 สีขาว ขอบเรียบ ตรง
กลางนนู ผิวมนัเงา 

+ 

   SRY11-5 สีขาว โคโลนีเลก็ นนู 
ขอบเรียบ ผิวมนัเงา 

- 

   SRY11-6 สีขาว โคโลนีเลก็ นนู 
ขอบเรียบ ผิวมนัเงา 

- 

   SRY11-7 สีขาว โคโลนีเลก็ นนู 
ขอบไม่เรียบ ผิวมนัเงา 

- 
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ตารางท่ี 4.1 ยีสต์ท่ีแยกได้จากแหลง่ตวัอย่างตา่งๆ (ตอ่) 
      

บริเวณ ชนิดของ
ตัวอย่าง 

จ านวนยีสต์ท่ี
คัดเลือก 

รหัสของยีสต์ท่ี
คัดเลือก 

ลักษณะโคโลนี โรดามีน บี 

 ดนิ 6 SRY12-1 สีขาว โคโลนีแบนเรียบ 
ขอบคล้ายเส้นใย ผิวด้าน 

+ 

   SRY12-2 สีขาว โคโลนีใหญ่ ขอบ
เรียบและนนู ผิวผิวมนั 

+ 

   SRY12-3 สีส้มอ่อน ขอบเรียบ ผิว
มนัเยิม้ 

- 

   SRY12-4 สีแดงเข้ม ขอบเรียบ นนู 
ผิวมนัเงา 

- 

   SRY12-5 สีขาว โคโลนีเลก็ ขอบ
เรียบ ผิวมนั 

- 

   SRY12-6 สีขาว โคโลนีเลก็ ขอบ
เรียบ ผิวมนั 

- 

 ดนิบนถงัน า้มนั 2 SRY13-1 สีขาว โคโลนีเลก็    นนู
มาก ขอบเรียบ   ผิวมนั 

+ 

   SRY13-2 สีขาว โคโลนีใหญ่ ขุ่นตรง
กลาง ขอบเรียบ   ผิวมนั 

- 

 โฟมเปือ้นน า้มนั 3 SRY14-1 สีขาว โคโลนีเลก็ ขอบ
เรียบ ผิวมนั 

- 

   SRY14-2 สีขาว โคโลนีเลก็    นนู
มาก ขอบเรียบ   ผิวมนั 

+ 

   SRY14-3 สีชมพ ูขอบคล้ายเส้นใย 
ตรงกลางนนู ผิวคอ่นข้าง
มนั 

+ 

      
 รวม 49   17 
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SRY2-1 SRY2-2 SRY3-1 

   

SRY3-3 SRY4-3 SRY4-4 

   

SRY5-1 SRY6-2 SRY7-1 

   

SRY10-1 SRY11-1 SRY11-4 

ภาพท่ี 4.3 ลกัษณะโคโลนีของยีสต์ผลิตไลเพสทัง้ 17 ไอโซเลต 
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SRY12-1 SRY12-2 SRY13-1 

  

 

SRY14-2 SRY14-3  

ภาพท่ี 4.3 ลกัษณะโคโลนีของยีสต์ผลิตไลเพสทัง้ 17 ไอโซเลต (ตอ่) 

 เม่ือพิจารณาแหล่งตวัอย่างพบว่ายีสต์ท่ีผลิตไลเพสสูง 2 อันดบัแรก มาจากตวัอย่าง
บริเวณอู่ต่อเรือ ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากตวัอย่างจากบริเวณอู่ต่อเรือมีการปนเปือ้นของน า้มนัท่ีไหล
จากเคร่ืองยนต์สะสมอย่างต่อเน่ืองเป็นระยะเวลานาน ซึ่ง ยีสต์ผลิตไลเพสสามารถน ามาใช้เป็น
แหล่งพลงังานได้ (Amund และ Adebiyi,1991; Okpokwasili และ James,1995) ในขณะท่ี
บริเวณท่าบน ท่าล่าง และท่าเรือประมง แม้ว่าจะเป็นท่ีอยู่อาศยัของชุมชน แต่ตวัอย่างท่ีเก็บอยู่
บริเวณชายหาดซึง่ถกูชะด้วยน า้ทะเลอยา่งตอ่เน่ือง จงึไมเ่กิดการสะสมของน า้มนัมากเพียงพอท่ีจะ
ชกัน าให้ยีสต์ผลิตไลเพสสูงอาศยัอยู่ได้ ท าให้พบแต่ยีสต์ท่ีผลิตไลเพสต ่าหรือไม่มีการผลิตไลเพส
เลย ดงันัน้การก าหนดจุดเก็บตวัอย่างจึงมีความส าคญัอย่างยิ่งต่อการคดัแยกยีสต์ผลิตไลเพส    
ซึง่การเลือกจดุเก็บตวัอยา่งท่ีเหมาะสมควรเป็นบริเวณท่ีมีการสะสมของน า้มนัอย่างสม ่าเสมอและ
เป็นเวลานาน อย่างไรก็ตามการคดัเลือกยีสต์จากสภาวะต่างๆ จะมีโอกาสในการคดัเลือกยีสต์ท่ี
หลากหลายแตกต่างกัน คุณสมบตัิของเอนไซม์ไลเพสก็อาจจะมีความแตกต่างกันไป จึงมีข้อดี
ข้อเสียแตกตา่งกนัไป 
 การคัดแยกยีสต์ไลเพสมีหลายวิ ธี  วิ ธีหนึ่ง ท่ีนิยมน ามาใช้คือ การใช้ไตรบิวไทริน 
(tributyrin) เป็นสารตัง้ต้น โดยสงัเกตจากการสร้างวงใสรอบโคโลนีเพ่ือวดัความสามารถในการ
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ผลิตไลเพส แต่เน่ืองจากไตรบิวไทรินเป็นสารตัง้ต้นจ าพวกคาร์บอนสายสัน้ซึ่งไม่เหมาะสมท่ีจะ
น ามาใช้ในการตรวจสอบทรูไลเพส (true lipases) เพราะสารตัง้ต้นจ าพวกคาร์บอนสายสัน้ก็
สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์เอสเทอเรส (esterase) ได้ด้วยเช่นกนั (Kouker และ 
Jaeger, 1987) กล่าวคือ เอสเทอเรสจะเข้าท าปฏิกิริยากบัสารตัง้ต้นจ าพวกท่ีมีสายคาร์บอนสาย
สัน้ (คาร์บอนน้อยกวา่ 10) เชน่ ไตรบวิไทริน ส่วนไลเพสจะเข้าท าปฏิกิริยากบัสารตัง้ต้นจ าพวกท่ีมี
สายคาร์บอนสายยาว (คาร์บอนมากกว่าหรือเท่ากบั 10) เช่น  ไตรโอเลอิน ( triolein) งานวิจยันีจ้ึง
เลือกน า้มันปาล์มมาเป็นสารตัง้ต้นเน่ืองจากน า้มนัปาล์มประกอบด้วยกรดไขมนัท่ีมีสายยาวทัง้
ชนิดอ่ิมตวั และไมอ่ิ่มตวัในสดัสว่นท่ีใกล้เคียงกนั จงึเหมาะท่ีจะน ามาเป็นสารตัง้ต้นในการคดัเลือก
ยีสต์ท่ีมีความสามารถในการผลิตไลเพสในขัน้ปฐมภูมิได้ดี นอกจากการเลือกใช้สารตัง้ต้นท่ี
เหมาะสมกบัการเข้าท าปฏิกิริยาของไลเพสแล้ว การใช้สารท่ีเป็นสีเข้ามาช่วยเพิ่มประสิทธิภาพใน
การพิจารณาถึงความสามารถการเกิดปฏิกิริยาของไลเพสได้ดียิ่งขึน้ สีท่ีเลือกใช้ในงานวิจยันี ้คือ 
โรดามีน บี ซึ่งเป็นสีย้อมท่ีมีคุณสมบตัิสามารถเรืองแสงได้ ( fluorescence dye) ภายใต้รังสี
อัลตราไวโอเลตความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร สีโรดามีน บีเม่ือน ามาใช้เป็นส่วนประกอบใน
อาหารเลีย้งเชือ้กึ่งแข็ง พบวา่ไมไ่ด้เป็นสาเหตใุนการยบัยัง้การเจริญของเชือ้และมีความเสถียรเม่ือ
มีสภาวะความเป็นกรดดา่งเปล่ียนแปลง 

4.2 การเปรียบเทียบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาด้วยไลเพสจากยีสต์ที่คัดเลือก  

 เน่ืองจากไลเพสมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาท่ีหลากหลาย ได้แก่ ปฏิกิริยาย่อย
สลาย (ไฮโดรไลซิส) และปฏิกิริยาสงัเคราะห์ (เอสเอทริฟิเคชนัและทรานเอสเทอริฟิเคชนั) ซึ่งทัง้
สองปฏิกิริยาดงักล่าวไม่มีความสัมพันธ์กัน กล่าวคือ ไลเพสบางชนิดมีความสามารถในการเร่ง
ปฏิกิริยาการย่อยสลายสงูแตมี่ปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ต ่า (Wu และคณะ, 1996) เป็นต้น ด้วยเหตุ
นีจ้ึงได้ท าการทดลองเปรียบเทียบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาทัง้สามปฏิกิริยาจากไลเพสท่ี
ผลิตจากยีสต์ท่ีคดัเลือก 

ผลการตรวจวัดความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาทัง้สามปฏิกิริยาจากไลเพสของยีสต์
ผลิตไลเพสทัง้ 17 ไอโซเลต พบวา่ยีสต์เพียง 2 ไอโซเลตเทา่นัน้ท่ีมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา
ทัง้สาม ได้แก่ ยีสต์ไอโซเลต SRY14-3 และ SRY11-1 โดยยีสต์ไอโซเลต SRY14-3 มีความสามารถ
ในการเร่งปฏิกิริยาทัง้สามสูงสุด คือมีค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเท่ากับ 2.30±0.10        
ยูนิตต่อมิลลิลิตร เปอร์เซ็นการเปล่ียนเป็นผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันและ           
ทรานเอสเทอริฟิเคชนัเท่ากบั 18.20± 1.95 และ 25.27± 1.31 ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.2 ) ในขณะท่ี
ยีสตไ์อโซเลต SRY11-1 มีคา่แอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเท่ากบั 0.93±0.07ยนูิตตอ่มิลลิลิตร 
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เปอร์เซ็นการเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ของปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัและทรานเอสเทอริฟิเคชนัเท่ากับ 
15.14±1.43 และ 17.84±0.79 ตามล าดับ จากผลการเปรียบเทียบดังกล่าวจึงคัดเลือกยีสต์        
ไอโซเลต SRY14-3 ไปท าการศกึษาในขัน้ตอนตอ่ไป 

ตารางท่ี 4.2  การเร่งปฏิกิริยาตา่งๆ ของไลเพสท่ีคดัเลือก 

ล าดับที่ ไอโซเลต 
ไฮโดรไลซิส 
(U/mL) 

เอสเทอริฟิเคชัน           
(%conversion) 

ทรานเอสเทอริฟิเคชัน 
(% conversion) 

1 SRY2-1 0.0011±0.0065 0* 0 
2 SRY2-2 0.0160±0.0011 0 0 
3 SRY3-1 0.0200±0.0014 0 0 
4 SRY3-3 0.0220±0.0027 0 0 
5 SRY4-3 0.0133±0.0006 0 0 
6 SRY4-4 0.0230±0.001 0 0 
7 SRY5-1 0.0143±0.0005 0 0 
8 SRY6-2 0.0290±0.002 0 0 
9 SRY7-1 0.0190±0.002 0 0 
10 SRY10-1 0.0129±0.0016 0 0 
11 SRY11-1 0.9380±0.071 15.14±1.43 17.84±0.79 
12 SRY11-4 0.0180±0.0012 0 0 
13 SRY12-1 0.0005±0.00002 0 0 
14 SRY12-2 0.0004±0.00006 0 0 
15 SRY13-1 0.0326±0.004 0 0 
16 SRY14-2 0.0076±0.0002 0 0 
17 SRY14-3 2.3040±0.104 18.2±1.95 25.27±1.31 
     

* ไมส่ามารถวดัได้ 
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ภาพที่ 4.4 ค่าแอกทิวิตีของไลเพสจากยีสต์ 17  ไอโซเลต หลงัจากเลีย้งในอาหารเหลวเลีย้งเชือ้
ส าหรับการผลิตไลเพส ท่ี 30 องศาเซลเซียส โดยเขย่าเป็นเวลา 4 วนั (ยนูิต: ไมโครโมลของพารา-
ไนโตรฟีนอลท่ีปลอ่ยออกมาในปฏิกิริยาตอ่นาที) 

 

 
 

ภาพท่ี 4.5 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ของปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัและทรานเอสเทอริฟิ
เคชนัของไลเพสจากยีสต์ 17  ไอโซเลต  
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4.3 การจัดจ าแนกชนิดของยีสต์ผลิตไลเพสสูง 

 จากการจดัจ าแนกชนิดของยีสต์ไอโซเลต SRY 14-3 โดยใช้วิธีการดลูกัษณะรูปร่างทาง
กล้องจลุทรรศน์ การทดสอบคณุสมบตัิทางสรีรวิทยา และการทดสอบด้วยชดุตรวจสอบ API 20C 
AUX  พบว่าไม่สามารถจดัจ าแนกชนิดของยีสต์ SRY14-3 ได้ (ภาพท่ี 4.6 และ ตารางท่ี 4.3)      
แต่จากลักษณะเด่นของยีสต์ SRY14-3 คือเม่ือบ่มเชือ้เป็นระยะเวลานานโคโลนีจะเป็นสีด า        
ซึ่งลกัษณะดงักล่าวเป็นลกัษณะเดน่ในกลุ่มแบ็คยีสต์ (Black yeast) ท่ีลกัษณะโคโลนีจะเป็นสีด า 
เน่ืองจากมีการสร้างเมลานินขึน้ โดยยีสต์กลุ่มนีป้ระกอบด้วย สกุล Moniliella ของไฟลัม 
Basidiomycota และ ในสกลุ Aureobasidium, Hormonema, Hortaea, Cladosporium และ 
Exophiala ของไฟลมั Ascomycota  
 เม่ือพิจารณาจากแหล่งตวัอย่างท่ีพบยีสต์ SRY14-3 ท่ีเป็นโฟมเปือ้นคราบน า้มนั พบว่า
สภาวะแวดล้อมดงักลา่วไมเ่หมาะสมตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ทัว่ไป ซึง่สอดคล้องกบัรายงานก่อน
หน้า โดย Shirakawa และคณะ (2002) รายงานว่า Cladosporium และ Aureobasidium 
สามารถเจริญเติบโตได้ในสภาพท่ีมีเกลือสงูถึง 10 เปอร์เซ็นต์ Iwatsu และ Udogawa (1988) ท่ี
พบเชือ้ Aureobasium pullulans ในน า้ทะเล และพบ Cladosporium sp. จากตวัอย่างดินและ
ซากไม้เก่าแก่ จากข้อมลูดงักล่าวแสดงให้เห็นว่าเชือ้ราในกลุ่มแบล็กยีสต์ น่าจะเป็นกลุ่มเชือ้ราท่ีมี
ความทนทานตอ่สภาพแวดล้อมท่ีไมเ่หมาะสมได้ดีกว่าจลุินทรีย์ทัว่ไป  
 

      

 
ภาพท่ี 4.6 ลกัษณะโคโลนีบนอาหารก่ึงแข็ง YMA และรูปร่างยีสต์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ของยีสต์
ไอโซเลต SRY14-3 
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ตารางท่ี 4.3      ผลการทดสอบด้วย API 20 C AUX ของยีสต์ไอโซเลต SRY14-3 
 

Active ingredient result Active ingredient result 
D-glucose + Methyl-α D-Glucopyranoside - 
Glycerol - N-Acetyl-Glucosamine - 

Calcium 2 Keto-Gluconate - D-cellobiose - 
L-Arabinose + D-Lactose + 

D-Xylose + D-Maltose + 
Adonitol - D-Saccharose + 
Xylose + D-Trehalose + 

D-Galactose - D-Melezitose + 
Inositol - D-Raffinose + 

D-sorbitol -   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 
4.4 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพส 

 4.4.1 การศกึษาผลของอณุหภมูิตอ่การผลิตไลเพส 

เพ่ือหาอณุหภูมิท่ีเหมาะสมตอ่เติบโตและการผลิตไลเพสของยีสต์ SRY14-3 จึงท า
การบม่ยีสต์ท่ีอณุหภูมิตา่งๆ ดงันี ้20, 30, 40 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั แล้วน ามาวดั
ค่าแอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และค่า OD600 ของเซลล์ท่ีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600         
นาโนเมตร พบว่าท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีคา่แอกทิวิตีสงูสุดเท่ากบั 2.52± 0.16 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร และมีค่า OD600 สูงสุดท่ี 8.83±1.55 โดยค่าแอกทิวิตีและค่า OD600 รองลงมาพบท่ี
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส มีค่า 1.44±0.11 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และ 5.33±1.03 ตามล าดับ 
ในขณะท่ีอณุหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียส ไม่สามารถตรวจพบค่าแอกทิวิตีและค่า OD600 
ของยีสต์ (ภาพท่ี 4.7) โดย Song และคณะ (2001) ได้ท าการศกึษาอณุหภูมิท่ีเหมาะสมของยีสต์ 
C. rugosa พบว่ามีอณุหภูมิเหมาะสมท่ี 30 องศาเซลเซียส  Walter และคณะ (2005) ได้ศกึษา
อณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตไลเพสจาก Metarhizium anisopliae พบว่ามีอณุหภูมิท่ีเหมาะสม
คือ 32 องศาเซลเซียส Kumar และ Gupta (2008) ได้รายงานว่ายีสต์ผลิตไลเพสส่วนใหญ่มีช่วง
การเตบิโตและการผลิตไลเพสท่ีเหมาะสมท่ีระหวา่งอณุหภมูิ 20-30 องศาเซลเซียส 

 

ภาพท่ี 4.7 คา่แอกทิวิตีไฮโดรไลซิสและคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ของยีสต์ไอโซเลต 
SRY14-3 ท่ีอณุหภมูิตา่งๆ 
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 4.4.2 การศกึษาผลของคา่ความเป็นกรดดา่งตอ่การผลิตไลเพส 

ค่าความเป็นกรดด่างเป็นอีกปัจจัยท่ี มีความส าคัญต่อการเติบโตและการ
ปลดปล่อยไลเพสของยีสต์ เพ่ือศกึษาคา่ความเป็นกรดด่างเร่ิมต้นของอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสม 
ได้ท าการบม่เชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีคา่ความเป็นกรดดา่งเร่ิมต้นตา่งๆ กนั ดงันี ้1, 2, 3, 5, 7, 9 
และ 11 บม่เป็นเวลา 4 วนัแล้วน ามาวดัคา่แอกทิวิตีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและคา่การเติบโตท่ีคา่
การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร พบว่าท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 มีค่าแอกทิวิตีสูงสุดเท่ากับ 
2.71± 0.15 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร และมีคา่ OD600 สงูสดุท่ี 10.08±1.41 โดยท่ีคา่ความเป็นกรดดา่ง 
7.0 และ 3.0 มีคา่แอกทิวิตีและคา่ OD600 รองลงมาตามล าดบั คือท่ีคา่ความเป็นกรดด่าง 7.0 มี
คา่แอกทิวิตีเท่ากบั 2.37± 0.19 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร และมีคา่ OD600 ท่ี 8.14±0.98 ส่วนท่ีคา่ความ
เป็นกรดด่าง 3.0 มีค่าแอกทิวิตีเท่ากับ 1.92± 0.24 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และมีค่า OD600 ท่ี 
7.02±1.30 ในขณะท่ีคา่ความเป็นกรดดา่ง 2.0 และ 9.0 พบคา่แอกทิวิตีและคา่ OD600 น้อยมาก 
ทัง้นีไ้ม่สามารถตรวจพบคา่แอกทิวิตีและค่า OD600 ท่ีคา่ความเป็นกรดด่างท่ี 1.0 และ 11.0 ได้ 
(ภาพท่ี 4.8) จากการศกึษาของ Song และคณะ (2001) พบว่าคา่ความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสม
ตอ่การเติบโตของ C. rugosa คือ 6.5 Kamini และคณะ (2000) ได้ศกึษาคา่ความเป็นกรดดา่งท่ี
เหมาะสมตอ่การเติบโตของ Cryptococcus sp พบว่ามีคา่เท่ากบั 5.6 Pabai และคณะ (1996) 
รายงานว่ายีสต์ผลิตไลเพสส่วนใหญ่จะมีช่วงความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพส
เทา่กบั 4-7  

 

ภาพท่ี 4.8 แสดงคา่แอกทิวิตีไฮโดรไลซิสและคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ของยีสต์       
ไอโซเลต SRY14-3 ท่ีคา่ความเป็นกรดดา่งตา่งๆ 
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 4.4.3 การศกึษาชนิดของแหลง่คาร์บอนเหน่ียวน าตอ่การผลิตไลเพส 

การผลิตไลเพสของจุลินทรีย์ส่วนใหญ่จ าเป็นต้องอาศยัสารเหน่ียวน า  (inducer) 
เพ่ือช่วยให้เกิดสงัเคราะห์เอนไซม์ขึน้ โดยสารเหน่ียวน าท่ีนิยมใช้ในการผลิตไลเพสไ ด้แก่ น า้มัน
ชนิดต่างๆ ซึ่งนอกจากจะมีคณุสมบตัิเหน่ียวน าแล้วยงัคงเป็นแหล่งคาร์บอนให้จุลินทรีย์อีกด้วย 
ทัง้นีจ้ลุินทรีย์แตล่ะชนิดก็มีความจ าเพาะตอ่สารเหน่ียวน าท่ีแตกตา่งกนัไป และเพ่ือท่ีจะศกึษาสาร
เหน่ียวน าท่ีเหมาะสมจึงท าการบม่ยีสต์ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีน า้มนัชนิดตา่งๆ กนั ทัง้สิน้ 12 ชนิด 
จากผลการทดลองพบวา่ สามารถแบง่กลุม่ของน า้มนัตามคา่แอกทิวิตีของไลเพสได้ 3 กลุ่ม (ภาพท่ี 
4.9 และตารางท่ี 4.4) คือ กลุม่ท่ี 1 สามารถเหน่ียวน าให้มีคา่แอกทิวิตีมากกว่า 2 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร 
และมีค่า OD600 มากกว่า 18 ซึ่งประกอบด้วย น า้มันเมล็ดฝ้าย (2.85±0.12 ยูนิตต่อมิลลิลิตร     
มีคา่ OD600 เท่ากบั 18.37±0.94 ) และน า้มนัปาล์ม (2.43±0.09 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร มีคา่ OD600
เท่ากบั 18.47±0.40) กลุ่มท่ี 2 สามารถเหน่ียวน าให้มีคา่แอกทิวิตีระหว่าง 1-2 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร 
และมีคา่ OD600 อยู่ระหว่าง 11-15 ประกอบด้วย น า้มนังา (1.68±0.21 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร มีค่า 
OD600 เท่ากับ 13.68±1.32) น า้มันสบู่ด า (1.60±0.12 ยูนิตต่อมิลลิลิตร มีค่า OD600 เท่ากับ 
14.87±1.55) น า้มันข้าวโพด (1.27±0.16 ยูนิตต่อมิลลิลิตร มีค่า OD600 เท่ากับ 13.29±1.22) 
น า้มันมะกอก (1.16±0.05 ยูนิตต่อมิลลิลิตร มีค่า OD600 เท่ากับ 12.08±0.74) น า้มันร าข้าว 
(1.12±0.17 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร มีคา่ OD600 เทา่กบั 11.65±2.11) และน า้มนัถัว่เหลือง (1.08±0.21 
ยนูิตตอ่มิลลิลิตร มีคา่ OD600 เท่ากบั 11.87±0.99) กลุ่มท่ี 3 สามารถเหน่ียวน าให้มีคา่แอกทิวิตี
ระหว่าง 0-1 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และมีค่า OD600 อยู่ระหว่าง 7-10 ประกอบด้วยประกอบด้วย 
น า้มนัมะพร้าว (0.77±0.14 ยูนิตต่อมิลลิลิตร มีค่า OD600 เท่ากับ 10.79±1.70) น า้มนัคาโนลา 
(0.30±0.16 ยูนิตต่อมิลลิลิตร มีค่า OD600 เท่ากับ 7.89±1.93) น า้มันเมล็ดทานตะวัน 
(0.22±0.01 ยูนิตต่อมิลลิลิตร มีค่า OD600 เท่ากับ 8.61±1.66) และน า้มันดอกค าฝอย 
(0.21±0.18 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร มีคา่ OD600 เทา่กบั 7.97±1.51)  
 จากข้อมลูข้างต้นเม่ือน าคา่แอกทิวิตีและคา่ OD600 ไปเปรียบเทียบกับองค์ประกอบของ
กรดไขมนัอิสระในน า้มนัชนิดตา่งๆ (Pakorn และคณะ, 2008) พบว่า คา่แอกทิวิตีและคา่ OD600
มีความสมัพนัธ์กบัปริมาณกรดปาล์มิติกในน า้มนัแตล่ะชนิด คือ น า้มนักลุ่มท่ี 1 จะมีปริมาณของ
กรดปาล์มิติกมากกว่า 20 เปอร์เซ็นต์ ในขณะกลุ่มท่ี 2 และ 3 มีปริมาณของกรดปาล์มิติกอยู ่     
10-20 เปอร์เซ็นต์ และ น้อยกว่า 10 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั จากผลการการทดลองแสดงให้เห็นว่า
กรดปาล์มิติกมีอิทธิพลต่อการผลิตไลเพสและการเติบโตจากยีสต์ SRY14-3 กล่าวคือ น า้มนัท่ีมี
ปริมาณของกรดปาล์มิติกสูงจะเหน่ียวน าให้ยีสต์ผลิตไลเพสออกมามาก (ส่งผลให้มีค่าแอกทิวิตี
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สูง) จึงสามารถย่อยโมเลกุลของน า้มันให้อยู่ในรูปของแหล่งคาร์บอนท่ียีสต์สามารถน าไปใช้
ประโยชน์ได้มีปริมาณมาก ยีสต์จงึสามารถน าแหล่งคาร์บอนดงักล่าวไปใช้ในการเติบโตส่งผลให้มี
ค่าการเติบโตสูง ขณะท่ีน า้มันท่ีมีปริมาณกรดปาล์มิติกต ่าจะเหน่ียวน าให้ยีสต์ผลิตไลเพสน้อย
(สง่ผลให้มีคา่แอกทิวิตีต ่า) จึงท าให้แหล่งคาร์บอนท่ีอยู่ในรูปท่ียีสต์สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้มี
น้อย ส่งผลให้ยีสต์มีคา่การเติบโตน้อย ซึ่งสอดคล้องกบังานวิจยัของ Saoussen และคณะ (2009) 
ได้ท าการทดลองหาอิทธิพลของน า้มนัต่อการผลิตไลเพสจากเชือ้ยีสต์ Y. lipolytica ซึ่งในการ
ทดลองได้ใช้น า้มนัทัง้หมด 10 ชนิด พบว่าน า้มนักลุ่มท่ีมีองค์ประกอบของกรดไขมนัชนิดโอเลอิค
แอซิด สงูจะสามารถเหน่ียวน าให้ยีสต์ผลิตไลเพสได้สงูขึน้ด้วย และได้เสนอสมมติฐานไว้ว่าบริเวณ
ผนงัเซลล์ของยีสต์แตล่ะชนิดจะมีความจ าเพาะตอ่ชนิดกรดไขมนัแตกตา่งกนัไป Fickers และคณะ 
(2005) ได้สรุปวา่ยีสต์ Y. lipolytica  มีความจ าเพาะตอ่ชนิดของกรดไขมนัได้มากกวา่ 1 ชนิด 

 

ภาพท่ี 4.9 คา่แอกทิวิตีไฮโดรไลซิสและคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ของยีสต์ไอโซเลต 
SRY14-3 ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีองค์ประกอบของน า้มนัแตกตา่งกนัตา่งๆ 
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ตารางท่ี 4.4 องค์ประกอบของกรดไขมนัในน า้มนั 12 ชนิด 

 

 

Oil / Free fatty 
acid 

(เปอร์เซ็นต์) 

Lauric acid 
(12:0) 

Myristic acid 
(14:0) 

Palmitic acid 
(16:0) 

Stearic acid 
(18:0) 

Arachidic acid 
(20:0) 

Behenic acid 
(22:0) 

Palmitoleic acid 
(16:1) 

Oleic acid 
(18:1) 

Linoleic acid 
(18:2) 

Linolenic acid 
(18:3) 

Activity 
(U/mL) 

OD 600 nm  

น า้มันเมล็ดฝ้าย 0 0 24.4 2.2 0 0 0.4 17.2 55 0.3 2.85±0.12 18.37±0.94 
น า้มันปาล์ม 0.59 0.96 38.67 3.32 0.23 0.02 0.11 45.45 10.87 0.2 2.43±0.09 18.47±0.40 
น า้มันงา 0 0 9.28 4.77 0.47 0.14 0.03 35.49 49.54 0.31 1.68±0.21 13.68±1.32 

น า้มันสบู่ด า 0 0.38 16 8 0 0 1 42 33 0.8 1.60±0.12 14.87±1.55 
น า้มันข้าวโพด 0 0.02 13.17 2.46 0.37 0.13 0.11 35.19 47.97 0.61 1.27±0.16 13.29±1.22 
น า้มันมะกอก 0.03 0.02 11.37 2.58 0.21 0.01 0.63 80.46 4.17 0.56 1.16±0.05 12.08±0.74 
น า้มันร าข้าว 0.01 0.41 20.01 1.7 0.57 0.18 0.09 41.7 34.26 1.1 1.12±0.17 11.65±2.11 

น า้มันถั่วเหลือง 0.01 0.04 10.7 3.02 0.11 0.19 0.02 24.02 56.58 5.35 1.08±0.21 11.87±0.99 
น า้มันมะพร้าว 64.44 20.45 7.71 1.73 0.04 0 0.09 4.61 0.96 0 0.77±0.14 10.79±1.70 
น า้มันคาโนลา 0.06 0.07 4.65 1.64 0.93 0.26 0.13 65.93 21.16 5.16 0.30±0.16 7.89±1.93 
น า้มันเมล็ด
ทานตะวัน 

0 0.08 6.59 3.14 0.15 0.43 0.09 22.43 66.2 0.92 0.22±0.01 8.61±1.66 

น า้มันดอก
ค าฝอย 

0.02 0.11 6.44 2.2 0.2 0.15 0.06 14.13 76.57 0.15 0.21±0.18 7.97±1.51 
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 4.4.4 การศกึษาผลของแหล่งไนโตรเจนตอ่การผลิตไลเพส 

แหลง่ไนโตรเจนมีความส าคญัอยา่งยิ่งตอ่การเติบโตและการสงัเคราะห์เอนไซม์ของ
จลุินทรีย์ ทัง้นีจุ้ลินทรีย์แต่ละสายพนัธุ์มีความสามารถในการใช้แหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่างกันไป 
ดงันัน้ในการผลิตไลเพสจ าเป็นต้องเลือกแหล่งไนโตรเจนท่ีมีความเหมาะสมกับสายพันธุ์ของ
จลุินทรีย์ จึงท าการทดลองคดัเลือกแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอ่ยีสต์ท่ีคดัเลือก โดยเลือกแหล่ง
ไนโตรเจนในรูปของสารอินทรีย์ ได้แก่ ยีสต์สกัด ทริปโตน กากถั่วเหลือง และน า้แช่ข้าวโพด       
ส่วนแหล่งไนโตรเจนในรูปของสารอนินทรีย์ ได้แก่ แอมโมเนียมไนเตรตและยูเรีย จากผลการ
ทดลองพบว่า กลุ่มของแหล่งไนโตรเจนในรูปของสารอินทรีย์มีคา่แอกทิวิตีและคา่ OD600 สงูกว่า
แหล่งไนโตรเจนในรูปของสารอนินทรีย์ คือ แหล่งไนโตรเจนในรูปของสารอินทรีย์มีค่าแอกทิวิตี
ระหว่าง 0.5-3.0 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร และมีคา่ OD600 ระหว่าง 11-23 ในขณะท่ีแหล่งไนโตรเจนใน
รูปของ  สารอนินทรีย์มีคา่แอกทิวิตีระหว่าง 0-0.1 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร และมีคา่ OD600 ระหว่าง 4-5 
เทา่นัน้ (ภาพท่ี 4.10) 
 

 

ภาพท่ี 4.10 คา่แอกทิวิตีไฮโดรไลซิสและคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ของยีสต์ไอโซเลต 
SRY14-3 ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีองค์ประกอบของแหลง่ไนโตรเจนแตกตา่งกนัตา่งๆ 
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 ยีสต์สกดัเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีมีคา่แอกทิวิตีสูงสดุคือ 2.75± 0.18 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร (ค่า 
OD600 15.95±0.42) ในขณะท่ีทริปโตนมีค่า OD600 สูงสุดคือ 23.06±1.52 (แอกทิวิ ตี 
1.37±0.09) ส่วนกากถัว่เหลืองและน า้แช่ข้าวโพดซึ่งเป็นของเหลือทิง้ทางการเกษตรมีคา่แอกทิวิตี 
0.71±0.08 และ 0.58±0.09 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั โดยมีคา่ OD600 เท่ากับ 18.08±0.43 
และ 11.43±0.97 ตามล าดบั ซึ่งเม่ือพิจารณาจะพบว่าแหล่งไนโตรเจนทัง้สองมีคา่ OD600 สงูแต่
กลบัมีคา่แอกทิวิตีต ่าทัง้นีเ้น่ืองจากชนิดของกรดอะมิโนในแหล่งไนโตรเจนทัง้สองอาจไม่เหมาะสม
ต่อการน าไปผลิตไลเพส เน่ืองจากในกากถั่วเหลืองจะมีปริมาณของ ซีสทีน (Cystine) และ         
เมทไทโอนีน (Methionine) ในปริมาณท่ีต ่ามาก แม้ว่ากรดอะมิโนทัง้สองชนิดจะไม่พบในบริเวณ
เร่งของไลเพส แตอ่าจสง่ผลตอ่การสงัเคราะห์โครงสร้างของไลเพสในส่วนอ่ืน ขณะท่ีน า้แช่ข้าวโพด
มีปริมาณของเซอรีน (serine) ต ่า (Cardinal และ Hedrick, 1948) ซึ่งเซอรีนเป็นกรดอะมิโนท่ีพบ
ในบริเวณเร่งของไลเพส (Kazlauskas, 1994) จึงมีผลตอ่การผลิตไลเพสของยีสต์ นอกจากนีเ้ม่ือ
พิจารณาปริมาณไนโตรเจนโดยมวลในแต่ละแหล่งไนโตรเจนท่ีใช้ในการทดลอง มีปริมาณท่ี
แตกต่างกันกล่าวคือ ปริมาณไนโตรเจนโดยมวลในยีสต์สกัดและทริปโตนจะมีปริมาณสูงกว่า   
กากถัว่เหลลืองและน า้แช่ข้าวโพด หากแต่ในการทดลองได้ใช้ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนท่ี
เทา่กนั โดยไมไ่ด้ค านงึถึงปริมาณของไนโตรเจนในแตล่ะแหลง่ ดงันัน้การท่ีกากถัว่เหลืองและน า้แช่
ข้าวโพดมีคา่แอกทิวิตีต ่ากว่ายีสต์สกดัและทริปโตน อาจเกิดจากปริมาณของไนโตรเจนท่ีน้อยกว่า
ด้วย ฉะนัน้ในการเลือกแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมจึงควรค านึงถึง ความหลากหลายของกรด      
อะมิโน ปริมาณของไนโตรเจนโดยมวล และราคาของแหล่งไนโตรเจน เป็นส าคัญ ขณะท่ี
แอมโมเนียมไนเตรตและยเูรียซึ่งเป็นแหล่งไนโตรเจนในรูปสารอนินทรีย์มีคา่แอกทิวิตี 0.11±0.01 
และ 0.002±0.002 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ โดยมีค่า OD600 เท่ากับ 4.71±0.31 และ 
4.81±0.60 ตามล าดบั สอดคล้องกับรายงานของ Venkateshwarlu และ Reddy (1993) ท่ี
รายงานว่ายีสต์สกัดมีความเหมาะสมต่อการผลิต   ไลเพสจากเชือ้ Emericella rugulosa 
Humicola sp. T. lanuginosus และ Chrysosporium โดย Heravi และคณะ (2008) รายงานว่า
แหลง่ไนโตรเจนท่ีเป็นสารอินทรีย์เหมาะสมตอ่การผลิตไลเพสมากกว่าแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอ
นินทรีย์ ทัง้นีเ้น่ืองจากแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอินทรีย์มีองค์ประกอบของแหล่งไนโตรเจนท่ี
หลากหลายกวา่ 
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4.4.5 การศกึษาผลของแหล่งคาร์บอนตอ่การผลิตไลเพส 

แหลง่คาร์บอนเป็นอีกหนึง่ปัจจยัท่ีสง่เสริมการเตบิโตและการสงัเคราะห์เอนไซม์ของ
จุลินทรีย์ ดังนัน้การเลือกแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมเป็นสิ่งส าคัญต่อการผลิตไลเพส โดยการ
ทดลองได้คดัเลือกแหลง่คาร์บอน ดงันี ้ซูโครส (น า้ตาลโมเลกลุคู)่ กลโูคส (น า้ตาลโมเลกลุเด่ียวมี 6 
คาร์บอน) ไซโลส (น า้ตาลโมเลกลุเด่ียวมี 5 คาร์บอน) และกากน า้ตาล (วตัถดุิบแหล่งทิง้ทางการ
เกษตร) จากผลการทดลองพบว่า น า้ตาลซูโครสมีค่าแอกทิวิตีและค่า OD600 สูงสุดเท่ากับ  
3.14±0.10 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร และ 31.88±1.75 ตามล าดบั โดยน า้ตาลกลโูคสมีคา่แอกทิวิตีและคา่ 
OD600 รองลงมาเทา่กบั 2.86±0.01ยนูิตตอ่มิลลิลิตร และ 28.65 ± 2.96 ตามล าดบั ขณะท่ีไซโลส 
มีคา่แอกทิวิตีและคา่ OD600 เท่ากบั 1.35±0.11 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร และ 27.01± 1.60 ตามล าดบั 
สว่นกากน า้ตาลสมีคา่แอกทิวิตีและคา่ OD600 น้อยสดุเท่ากบั 0.51± 0.10 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร และ 
20.37± 2.31 ตามล าดบั (ภาพท่ี 4.11) ซึ่งสอดคล้องกบั Sailas และ Ashok (1996) ท่ีรายงานว่า
เชือ้ยีสต์ C. rugosa สามารถใช้น า้ตาลโมเลกลุคูใ่นการเติบโตและการผลิตไลเพสได้ดีกว่าน า้ตาล
โมเลกลุเดี่ยวหรือโพลีแซคคาร์ไรด์ 

เม่ือเปรียบเทียบค่า OD600 ของยีสต์พบว่าในอาหารท่ีมีการเสริมแหล่งคาร์บอนมี

คา่สงูกว่าอาหารท่ีไม่มีการเสริมแหล่งคาร์บอน (ชดุควบคมุไม่มีการเติมน า้ตาล) คืออาหารท่ีเสริม

แหล่งคาร์บอนจะมีค่า OD600 ระหว่าง 20.37-31.88 ขณะท่ีอาหารท่ีไม่ได้เสริมแหล่งคาร์บอนมี

ค่า OD600 ท่ี 16.65±0.95 ซึ่งอาจจะเกิดจากอาหารท่ีมีการเสริมแหล่งคาร์บอน (น า้ตาล) เป็น

แหล่งคาร์บอนท่ีสามารถน ามาใช้ประโยชน์ง่ายและเร็วกว่าแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นน า้มนั (Tsujisaka 

และคณะ, 1973) ยีสต์จงึเลือกท่ีจะใช้แหล่งคาร์บอนจากน า้ตาลในช่วงแรกของการเติบโตส่งผลให้

มีการเตบิโตอยา่งรวดเร็ว เม่ือแหลง่คาร์บอนจากน า้ตาลหมดจงึใช้แหล่งคาร์บอนจากน า้มนัซึ่งยีสต์

จ าเป็นต้องผลิตไลเพสออกมาย่อย ส่งผลปริมาณไลเพสในอาหารสงูขึน้จากจ านวนเซลล์ท่ีมากขึน้

ในช่วงแรกของการเติบโตเม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารท่ีไม่ได้เสริมแหล่งคาร์บอน ในระยะเวลาการ

บม่ท่ีเท่ากนั ขณะท่ีอาหารท่ีเสริมไซโลสและกากน า้ตาลแม้ว่าจะให้ค่า OD600 ท่ีสงูกว่าอาหารท่ี

ไม่ได้เสริมแหล่งคาร์บอนแตก่ลบัมีค่าแอกทิวิตีต ่ากว่า ทัง้นีอ้าจเกิดจากยีสต์ SRY14-3 เลือกใช้

แหล่งคาร์บอนจากน า้ตาลไซโลสก่อนจึงส่งผลให้มีการผลิตไลเพสน้อย  ส่วนกากน า้ตาลนัน้

เน่ืองจากเป็นวตัถุเหลือทิง้ทางการเกษตรจึงอาจมีการปนเปือ้นของสารยบัยัง้การเติบโตและการ

ท างานของไลเพส เช่น ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ (sulferdioxide) ไฮดรอกซิลเมทิล เฟอฟูรอล 
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(hydroxymethyl furfural) และธาตโุลหะหนกั เช่น ทองแดง สงักะสี (John และคณะ, 1979) ซึ่ง

สอดคล้องกบัรายงานของ Bundit (1999) ท่ีพบว่าทองแดงไอออน (Cu2+) มีผลยบัยัง้การท างาน

ของไลเพส นอกจากนีก้ากน า้ตาลยงัส่งผลให้อาหารเลีย้งเชือ้มีความหนืดมากขึน้ท าให้ เชือ้สมัผสั

กบัโมเลกลุของน า้มนัได้ยากขึน้ส่งผลให้เหน่ียวน าให้ผลิตไลเพสน้อยลงด้วย  (Potumarthi และ

คณะ, 2008) 

 

 

ภาพท่ี 4.11 คา่แอกทิวิตีไฮโดรไลซิสและคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ของยีสต์ไอโซเลต 

SRY14-3 ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีองค์ประกอบของแหลง่คาร์บอนแตกตา่งกนัตา่งๆ 

ดงันัน้การเสริมแหลง่คาร์บอนท่ีมีชนิดและปริมาณท่ีเหมาะสมจึงมีส่วนเสริมให้ยีสต์
มีการผลิตไลเพสเพิ่มขึน้จากปริมาณเชือ้ท่ีเพิ่มขึน้ในช่วงต้นของการเติบโตนัน้เอง อย่างไรก็ตาม
ปัจจัยหลักท่ีส่งผลต่อการผลิตไลเพสของยีสต์ยังคงเป็นชนิดของคาร์บอนเหน่ียวน า(น า้มัน) 
มากกวา่แหลง่คาร์บอนเสริม (น า้ตาล) ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาก่อนหน้าของ Dalmau และคณะ
(2000) ท่ีรายงานวา่อิทธิพลของน า้มนัตอ่การผลิตไลเพสจาก C. rugosa มีมากกว่าแหล่งคาร์บอน
ท่ีเป็นน า้ตาล 
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 4.4.6 การหาความเข้มข้นของสารชกัน า แหล่งไนโตรเจน และแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม
ตอ่การผลิตไลเพส 

หลงัจากการศกึษาปัจจยัท่ีสง่ผลตอ่การผลิตไลเพสข้างต้นแล้ว ท าให้ทราบชนิดของ
แหล่งคาร์บอนเหน่ียวน า แหล่งไนโตรเจน และแหล่งคาร์บอนเสริม ซึ่งได้แก่ น า้มนัเมล็ดฝ้าย ยีสต์
สกัด และน า้ตาลซูโครส แตปั่จจยัส าคญัต่อมาหลงัจากทราบชนิดของแตล่ะปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อ
การผลิตไลเพสแล้วคือความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของแตล่ะปัจจยัในอาหาร (Lotti และ Alberghina, 
2000) เหตนีุจ้ึงได้ท าการทดลองหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของน า้มนัเมล็ดฝ้าย ยีสต์สกัด และ
น า้ตาลซูโครส โดยอาศยัหลกัการพืน้ท่ีผิวตอบ เพ่ือหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการผลิต   
ไลเพสของยีสต์ 

การทดลองได้ท าการทดลองแบบสุ่มโดยใช้โปรแกรม Minitab ช่วยในการก าหนด
ล าดบัการทดลอง ท าการเก็บคา่ผลของตวัแปรตาม (แอกทิวิตีและคา่ OD600) แสดงไว้ในตารางท่ี 
4.5 จากนัน้น าข้อมูลไปวิเคราะห์เชิงสถิติ โดยใช้แบบจ าลองการถดถอยของพืน้ท่ีผิวตอบสนอง 
(สมการท่ี 1) เพ่ือน าไปใช้ท านายคา่ของแอกทิวิตี ซึ่งจะได้คา่ประมาณของสมัประสิทธิของแตล่ะ
ปัจจยัรวมถึงอนัตรกิริยาระหว่างปัจจยัทัง้หมด จากนัน้จึงน าสมการท่ีได้ไปใช้ในการท านายคา่ของ
แอกทิวิตีและคา่ OD600 เพ่ือคา่ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ีสดุ 

สมการที 1  

Y = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β11X1
2 + β22X2

2 + β33X3
2 + β12X1X2 + β13X1X3 + β23X2X3 

เม่ือ Y คือคา่แอกทิวิตี X1 คือ ความเข้มข้นของน า้มนัเมล็ดฝ้าย X2 คือ ความเข้มข้นของยีสต์สกดั 
X3 คือความเข้มข้นของซูโครส 

จากวิเคราะห์คา่ตวัแปรตามแอกทิวิตี พบว่าสมการมีคา่ R2 = 97.82 เปอร์เซ็นต์ 
และมีค่า R-Sq(adj) = 97.33 เปอร์เซ็นต์ ถือว่าเป็นค่าสมัประสิทธ์ิการตดัสินใจท่ีน่าพึงพอใจ 

ส าหรับการทดลองนีไ้ด้ก าหนดค่าระดับนัยส าคัญท่ี α = 0.05 เม่ือพิจารณาตารางท่ี 4.5            
คา่ P-Value ของ Regression เท่ากบั 0.000 ซึ่งตกอยู่ในพืน้ท่ีวิกฤต สรุปว่าฟังก์ชนัในเชิงถดถอย
สามารถยอมรับได้ และมีอย่างน้อยท่ีสดุของตวัแปรถดถอย X1, X2 และ X3 หนึ่งตวัจะมีผลอย่างมี
นยัส าคญัต่อแบบจ าลองของสมการทางคณิตศาสตร์ จากนัน้ท าการพิจารณาค่า P-Value ของ

เทอม Square เท่ากบั 0.000 และเทอม Interaction เท่กบั 0.000 ซึ่งน้อยกว่าคา่ α แสดงว่ามีส่วน
โค้งเกิดขึน้ท่ีผิวผลตอบสนองจงึสามารถใช้แบบจ าลองก าลงัสองได้  
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 คา่ P-Value ของ Lack-of-Fit มีคา่เท่ากับ 0.596 ซึ่งมากกว่าคา่ α จึงสามารถสรุปว่า
สมการมีความพอเพียง จากข้อมลูดงักล่าวจึงสามารถเขียนสมการส าหรับการท านายค่าแอกทิวิตี 

ท่ีระดบันยัส าคญั α=0.05 โดยใช้ข้อมลูตวัแปรธรรมชาติ ด้วยการพิจารณาคา่  P-Value ของแตล่ะ
ปัจจยัท่ีมีคา่ต ่ากวา่ 0.05 มาเขียนสมการได้ดงันี ้(ตารางท่ี 4.6 และ 4.7) 

Y = 3.90 + 0.96X2 - 1.16X1
2 - 0.15X2

2 - 0.80X3
2 + 0.25X1X2 + 0.11X1X3 + 0.10X2X3 

ตารางท่ี 4.5  ผลการทดลองในการออกแบบการทดลองแบบสว่นประสมกลาง 

การ
ทดลองที่ 

น า้มันเมล็ดฝ้าย 
(%w/v, level) 

ยีสต์สกัด 
(%w/v, level) 

ซูโครส                
(%w/v, level) 

แอกทวิิตี 
(U/mL) 

ค่า OD600 nm 

1 0.70 (-1) 0.50 (-1) 0.70 (-1) 1.64±0.16 14.03±1.86 
2 2.00 (+1) 0.50 (-1) 0.70 (-1) 0.56±0.19 8.13±1.09 
3 0.70 (-1) 1.00 (+1) 0.70 (-1) 2.68±0.12 12.34±0.74 
4 2.00 (+1) 1.00 (+1) 0.70 (-1) 3.08±0.10 12.16±1.91 
5 0.70 (-1) 0.50 (-1) 2.00 (+1) 0.72±0.09 24.44±1.47 
6 2.00 (+1) 0.50 (-1) 2.00 (+1) 0.58±0.10 24.54±1.09 
7 0.70 (-1) 1.00 (+1) 2.00 (+1) 2.64±0.14 22.32±0.50 
8 2.00 (+1) 1.00 (+1) 2.00(+1) 3.03±0.15 20.54±1.39 
9 0.25 (-α) 0.75 (0) 1.35 (0) 0.52±0.15 16.28±0.86 

10 2.44 (+α) 0.75 (0) 1.35 (0) 0.44±0.14 14.42±0.87 

11 1.35 (0) 0.32 (-α) 1.35 (0) 1.78±0.09 18.59±0.61 

12 1.35 (0) 1.17 (+α) 1.35 (0) 4.92±0.26 19.23±0.73 

13 1.35 (0) 0.75 (0) 0.25 (-α) 1.37±0.10 12.72±0.12 

14 1.35 (0) 0.75 (0) 2.44 (+α) 1.62±0.08 23.37±2.34 
15 1.35 (0) 0.75 (0) 1.35 (0) 3.93±0.24 26.66±1.39 
16 1.35 (0) 0.75 (0) 1.35 (0) 3.71±0.29 26.01±1.06 
17 1.35 (0) 0.75 (0) 1.35 (0) 3.78±0.31 24.43±1.57 
18 1.35 (0) 0.75 (0) 1.35 (0) 3.91±0.11 25.78±1.65 
19 1.35 (0) 0.75 (0) 1.35 (0) 4.18±0.09 24.75±1.13 
20 1.35 (0) 0.75 (0) 1.35(0) 3.93±0.17 25.78±1.03 
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ตารางท่ี 4.6  การประมาณผลกระทบจากปัจจยัหลกัและอนัตรกิริยาร่วมของคา่แอกทิวิตี 

Term Coef SE Coef T P 
Constant 3.90311 0.05556 70.254 0.000 

oil -0.04073 0.03686 -1.105 0.275 
yeast 0.96777 0.03686 26.255 0.000 

sucrose -0.04245 0.03686 -1.152 0.255 
oil*oil -1.16469 0.03588 -32.458 0.000 

yeast*yeast -0.15061 0.03588 -4.197 0.000 
sucrose*sucrose -0.80474 0.03588 -22.427 0.000 

oil*yeast 0.25107 0.04816 5.213 0.000 
oil*sucrose 0.11580 0.04816 2.405 0.020 

yeast*sucrose 0.10241 0.04816 2.126 0.039 

S = 0.235939  PRESS = 4.19920 

R-Sq = 97.82%   R-Sq(pred) = 96.58%  R-Sq(adj) = 97.33% 

ตารางท่ี 4.7  การตรวจสอบความเหมาะสมของแบบจ าลองของคา่แอกทิวิตี 
Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P 
Regression 9 120.015 120.0145 13.3349 239.55 0.000 
    Linear 3 38.514 38.5141 12.8380 230.62 0.000 
    Square 3 79.414 79.4140 26.4713 475.53 0.000 
    Interaction 3 2.086 2.0865 0.6955 12.49 0.000 
Residual Error 48 2.672 2.6720 0.0557   
    Lack-of-Fit 33 1.788 1.7883 0.0542 0.92   0.596 
    Pure Error 15 0.884 0.8837 0.0589   
Total 59 122.827     

แต่เน่ืองจากในการทดลองนีไ้ม่ได้ใช้วิธีการบล็อกเพ่ือก าจดัตวัแปรควบคมุ จึงควร
น าปัจจัยทัง้หมดมาค านวณในสมการ เพ่ือให้ได้การท านายแอกทิวิตีท่ีแม่นย าขึน้ ดังนัน้จึงได้
สมการใหมด่งันี ้
Activity = 3.90 - 0.04X1+ 0.96X2 - 0.04245X3 - 1.16X1

2 - 0.15X2
2 - 0.80X3

2 + 0.25X1X2 +  
                0.11X1X3 + 0.10X2X3 

เพ่ือตรวจสอบความถกูต้องของรูปแบบการทดลองโดยท าการพิจารณารูปแบบของ
คา่ส่วนตกค้างพบว่า คา่การกระจายแบบปกติ (Normal Probality Plot) ภาพระหว่างส่วนตกค้าง
กบัล าดบัการทดลอง (Versus Order) พบว่าส่วนตกค้างมีการกระจายตวัอย่างเป็นอิสระไม่ขึน้อยู่
กบัการทดลอง และภาพระหว่างส่วนตกค้างกับคา่ท านาย (Versus Fits) พบว่ามีการกระจายตวั
ของส่วนตกค้างท่ีสม ่าเสมอทัง้ทางด้านบวกและลบ จึงสรุปได้ว่าการทดลองมีความถูกต้องและ
เช่ือถือได้ (ภาพท่ี 4.12) 



57 
 

0.750.500.250.00-0.25-0.50

99.9

99

95
90
80
70
60
50
40
30
20
10
5

1

0.1

Residual

Pe
rc

en
t

Normal Probability Plot
(response is activity)

 

605550454035302520151051

0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

-0.1

-0.2

-0.3

-0.4

-0.5

Observation Order

Re
sid

ua
l

Versus Order
(response is activity)

 

543210

0.4

0.3
0.2
0.1

0.0
-0.1
-0.2

-0.3
-0.4
-0.5

Fitted Value

Re
sid

ua
l

Versus Fits
(response is activity (U/mL))

 
ภาพที่ 4.12 รูปแบบของส่วนตกค้างของตวัแปรตามเป็นแอกทิวิตี A คา่การกระจายแบบปกติ B 

ความสมัพนัธ์ระหว่างส่วนตกค้างกบัล าดบัการทดลอง C ความสมัพนัธ์ระหว่างส่วนตกค้างกบัคา่

ท านาย 

A 

B 

C 
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เม่ือวิเคราะห์ตวัแปรตามเป็นคา่ OD600 พบว่ามีคา่R2 = 92.05เปอร์เซ็นต์ และมี
คา่ R-Sq(adj) = 90.23เปอร์เซ็นต์ ถือว่าเป็นค่าสมัประสิทธ์ิการตดัสินใจท่ีน่าพึงพอใจ P-Value 
ของ Regression เท่ากับ 0.000 ซึ่งตกอยู่ในพืน้ท่ีวิกฤต สรุปว่าฟังก์ชันในเชิงถดถอยสามารถ
ยอมรับได้ จากนัน้ท าการพิจารณาค่า P-Value ของเทอม Square เท่ากับ 0.000 และเทอม 

Interaction เทก่บั 0.014  แสดงว่ามีส่วนโค้งเกิดขึน้ท่ีผิวผลตอบ จากคา่ P-Value ของ Lack-of-Fit 

มีคา่เท่ากบั 0.059 ซึ่งมากกว่าคา่ α จึงสามารถสรุปว่าสมการมีความพอเพียง (ตารางท่ี 4.8 และ 
4.9) และจากการตรวจสอบความถูกต้องของรูปแบบการทดลอง (ภาพท่ี 4.13) สามารถสรุปว่า
การทดลองนีมี้ความถกูต้องและนา่เช่ือถือ ท าให้สามารถสร้างสมการท านายคา่ OD600 ได้ดงันี ้

Growth = -30.71 + 17.76X1+ 59.97X2 - 27.09X3 - 8.50X1
2 - 37.32X2

2 - 6.24X3
2 + 2.94X1X2 + 

      1.29X1X3 -6.49X2X3 

เม่ือ X1 คือ ความเข้มข้นของน า้มนัเมล็ดฝ้าย X2 คือ ความเข้มข้นของยีสต์สกดั X3 คือความเข้มข้น
ของซูโครส 
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ตารางท่ี 4.8 การประมาณผลกระทบจากปัจจยัหลกัและอนัตรกิริยาร่วมของค่าการดดูกลืนแสงท่ี 
600 นาโนเมตร 

Term Coef SE Coef T P 
Constant -30.7137 4.8527 -6.329 0.000 

oil 17.7617 2.7899 6.367 0.000 
yeast 59.9791 8.0891 7.415 0.000 

sucrose 27.0903 2.7899 9.710 0.000 
oil*oil -8.5012 0.6600 -12.881 0.000 

yeast*yeast -37.3203 4.4615 -8.365 0.000 
sucrose*sucrose -6.2460 0.6600 -9.464 0.000 

oil*yeast 2.9487 2.3031 1.280 0.207 
oil*sucrose 1.2998 0.8858 1.467 0.149 

yeast*sucrose -6.4974 2.3031 -2.821 0.007 

S = 1.83347 PRESS = 269.235 
R-Sq = 92.05%   R-Sq(pred) = 86.73% R-Sq(adj) = 90.23% 

ตารางท่ี 4.9 การตรวจสอบความเหมาะสมของแบบจ าลองของคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโน-
เมตร 

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P 
Regression 9 1864.69 1864.687 207.187 61.63 0.000 
    Linear 3 902.11 429.626 143.209 42.60 0.000 
    Square 3 923.07 923.069 307.690 91.53 0.000 
    Interaction 3 39.50 39.503 13.168 3.92 0.014 
Residual Error 48 161.36 161.357 3.362   
    Lack-of-Fit 33 133.13 133.131 4.034 2.14   0.059 
    Pure Error 15 28.23 28.226 1.882   
Total 59 2029.08     
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ภาพที่ 4.13 รูปแบบของส่วนตกค้างของตวัแปรตามเป็นค่าการดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร A 
ค่าการกระจายแบบปกติ B ความสัมพันธ์ระหว่างส่วนตกค้างกับล าดับการทดลอง C 
ความสมัพนัธ์ระหวา่งสว่นตกค้างกบัคา่ท านาย 

A 

B 

C 
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เม่ือพิจารณาอนัตรกิริยาระหว่างปัจจยัความเข้มข้นของน า้มนัเมล็ดฝ้ายกบัยีสต์สกดั โดย
คงปัจจยัของซูโครสไว้ท่ีระดบักลาง (level 0) พบว่าคา่แอกทิวิตีจะมีคา่สงูขึน้เม่ือความเข้มข้นของ
ยีสต์สกดัอยู่ท่ีระดบัสงูและความเข้มข้นของน า้มนัเมล็ดฝ้ายอยู่ท่ีระดบักลาง (ภาพท่ี4.14) ในขณะ
ท่ีค่า OD600 ของยีสต์จะมีค่าสูงขึน้เม่ือความเข้มข้นของยีสต์สกัดและน า้มันเมล็ดฝ้ายอยู่ใน
ระดับกลาง จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของน า้มันเมล็ดฝ้ายซึ่งเป็นแหล่ง
คาร์บอนเหน่ียวน าแม้ว่าจะมีปริมาณมากขึน้แต่กลับให้ค่าแอกทิวิตีและค่า OD600 ลดลงทัง้นี ้
เน่ืองจากปริมาณน า้มันท่ีเพิ่มขึน้จะไปขัดขวางการละลายของออกซิเจน ท าให้ค่าออกซิเจนท่ี
ละลาย (dissolved oxygen concentration) ในอาหารมีคา่น้อยลง ยีสต์ซึ่งเป็นจลุินทรีย์ท่ีต้องการ
ออกซิเจนในการเติบโตจึงเติบโตได้น้อยลงส่งผลให้ผลิตไลเพสออกสู่อาหารน้อยลงด้วย (Alonso 
และคณะ, 2005 ) เม่ือพิจารณาผลของความเข้มข้นของยีสต์สกดัพบว่าเม่ือความเข้มข้นของยีสต์
สกัดสูงขึน้ค่าแอกทิวิตีจะสูงขึน้ในทิศทางเดียวกันในขณะท่ีค่าการจะเติบโตจะมีค่าน้อยลง ทัง้นี ้
อาจจะเน่ืองจากยีสต์สกดัเป็นแหล่งไนโตรเจนซึ่งมีความส าคญัตอ่การสงัเคราะห์โปรตีน (เอนไซม์) 
เม่ือมีแหล่งไนโตรเจนท่ีมากพอยีสต์จึงสามารถท่ีจะผลิตไลเพสออกสู่อาหารเลีย้งได้มากขึน้ด้วย   
แตก่ารเตบิโต (การแบง่เซลล์) ของยีสต์ไม่ได้ขึน้อยู่กบัปริมาณของแหล่งไนโตรเจนเพียงอย่างเดียว 
หากแตส่มัพนัธ์กบัปริมาณของแหลง่คาร์บอนเหน่ียวน า (น า้มนั) ท่ีเหมาะสมด้วยกล่าวคือแม้ว่าใน
อาหารจะมีปริมาณยีสต์สกัดและน า้มันสูงหากแต่น า้มันท่ีมีปริมาณมากนัน้จะไปขัดขวางการ
ละลายของออกซิเจนมากกวา่ท่ีจะไปใช้ในการเตบิโตสง่ผลให้คา่ OD600 มีคา่น้อยลง เช่นเดียวกนั
หากมีปริมาณของยีสต์สกัดสูงแต่มีปริมาณของแหล่งคาร์บอนเหน่ียวน าต ่าการเติบโตก็จะมีค่า
น้อยลงเช่นกัน เน่ืองจากแหล่งคาร์บอนไม่เพียงพอต่อการน าไปใช้ในการเติบโต ซึ่งสอดคล้องกับ
การทดลองของ Rani และ Panneerselvam (2009) ได้ท าการทดลองหาความเข้มข้นของน า้มนั
มะพร้าวท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตไลเพสจากเชือ้รา 5 ชนิดได้แก่ Aspergillus fumigatus A. terreus  
Penicillium chrysogenum  P. funiculosum และ Fusarium moniliforme โดยทดลองความ
เข้มข้นของน า้มนัมะพร้าวท่ีระดบัความเข้มข้น 1-5 เปอร์เซ็นต์ พบว่าค่าแอกทิวิตีมีคา่ลดลงเม่ือ
ความเข้มข้นของน า้มนัมีคา่มากกว่า 3 เปอร์เซ็นต์ โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร เช่นเดียวกบัการศกึษา
ของ Walter และคณะ (2005) ท่ีพบว่าการเพิ่มขึน้ของน า้มันถั่วเหลืองเกิน 2 เปอร์เซ็นต์            
โดยน า้หนักต่อปริมาตร จะส่งผลให้เชือ้ Metarhizium anisopliae ผลิตไลเพสลดลงอย่างนี ้
นยัส าคญั Gordillo และคณะ (1997) รายงานว่าความเข้มข้นของโอเลอิคแอซิดท่ีมากกว่า 2 กรัม
ตอ่ลิตร จะสง่ผลให้ C. rugosa ผลิตไลเพสน้อยลง 
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ภาพท่ี 4.14 อนัตรกิริยาระหวา่งปัจจยัความเข้มข้นของน า้มนัเมล็ดฝ้ายกบัยีสต์สกดัตอ่    คา่

แอกทิวิตี (A) และคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร (B) 

A 

B 
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ภาพท่ี 4.15 อนัตรกิริยาระหวา่งปัจจยัความเข้มข้นของน า้มนัเมล็ดฝ้ายกบัน า้ตาลซูโครสตอ่คา่
แอกทิวิตี (A) และคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร (B) 

จากการพิจารณาอันตรกิริยาระหว่างปัจจัยความเข้มข้นของน า้มันเมล็ดฝ้ายกับ
น า้ตาลซูโครสโดยก าหนดให้ความเข้มข้นของยีสต์สกดัไว้ท่ีระดบักลาง (ภาพท่ี 4.15 ) พบว่าค่า
แอกทิวิตีจะมีค่าสูงสุดเม่ือปริมาณซูโครสกับน า้มันเมล็ดฝ้ายอยู่ในระดบักลาง และค่า OD600   
จะมีค่าสูงสุดเม่ือปริมาณซูโครสอยู่ในระดบัสูงและน า้มนัเมล็ดฝ้ายอยู่ในระดบักลาง จากข้อมูล
ดงักล่าวท าให้ทราบว่าปริมาณซูโครสท่ีสงูจะส่งผลให้ยีสต์มีการผลิตไลเพสน้อยลงเน่ืองจากยีสต์
จะใช้แหล่งคาร์บอนจากน า้ตาลซูโครสซึ่งสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ง่ายและรวดเร็วกว่าแหล่ง
คาร์บอนจากน า้มนั ท าให้ยีสต์มีการเตบิโตสงูแตมี่การผลิตไลเพสต ่า  

A 

B 
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ภาพท่ี 4.16 อนัตรกิริยาระหวา่งปัจจยัความเข้มข้นของยีสต์สกดักบัน า้ตาลซูโครสตอ่คา่แอกทิวิตี 

(A) และคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร (B) 

เม่ือพิจารณาอนัตรกิริยาระหว่างปัจจยัความเข้มข้นของยีสต์สกดักบัน า้ตาลซูโครส
โดยก าหนดความเข้มข้นของน า้มนัเมล็ดฝ้ายไว้ท่ีระดบักลาง (ภาพท่ี 4.16 ) พบว่าค่าแอกทิวิตีมี
คา่สงูสดุเม่ือความเข้มข้นของยีสต์สกดัอยู่ในระดบัสูงและน า้ตาลซูโครสอยู่ในระดบักลาง ส่วนค่า 
OD600 จะสูงสุดเม่ือความเข้มข้นของซูโครสอยู่ในระดับสูงและยีสต์สกัดอยู่ในระดับกลาง       
จากข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่ายีสต์สกัดมีอิทธิพลต่อการผลิตไลเพสสูงกว่าน า้ตาลซูโครส 
กล่าวคือแม้ว่าจะมีปริมาณน า้ตาลซูโครสในระดับต ่าแต่ถ้ามีปริมาณยีสต์สกัดในระดับสูงค่า    
แอกทิวิตีก็จะอยูใ่นระดบัสงู ในขณะท่ีถ้ามีปริมาณน า้ตาลซูโครสในระดบัสงูแตมี่ปริมาณยีสต์สกดั
อยู่ในระดบัต ่าค่าแอกทิวิตีก็จะอยู่ในระดบัต ่า เน่ืองจากปริมาณซูโครสท่ีสูงขึน้จะท าให้ยีสต์ใช้

A 

B 
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แหล่งคาร์บอนจากซูโครสมากกว่าแหล่งน า้มนัจึงไม่จ าเป็นต้องผลิตไลเพสออกมาย่อย ส่งผลให้   
ไลเพสในอาหารเลีย้งเชือ้มีน้อย 

การวิเคราะห์ข้อมลูด้วยฟังก์ชนั Response Optimizer ท าให้ได้คา่ความเข้มข้นท่ี
เหมาะสมท่ีสุดของทัง้สามปัจจยัท่ีส่งผลตอ่การผลิตไลเพสดงันี ้ความเข้มข้นของน า้มนัเมล็ดฝ้าย
เท่ากับ 1.4494 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัต่อปริมาตร ความเข้มข้นของยีสต์สกัดเท่ากับ 1.1704
เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร และความเข้มข้นของน า้ตาลซูโครสเท่ากบั 1.4052 เปอร์เซ็นต์
โดยน า้หนักต่อปริมาตร โดยมีค่าการท านายแอกทิวิตีไว้ท่ีเท่ากับ 5.1425 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
หลงัจากได้ค่าปัจจยัท่ีเหมาะสมแล้ว จึงท าการพิสูจน์ค่าเพ่ือยืนยนัผลของคา่การท านาย ซึ่งได้ท า
การทดลองทัง้สิน้ 7 ซ า้ พบว่ามีคา่แอกทิวิตี 4.85±0.15 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ซึ่งต ่าจากคา่การท านาย 
5.68 เปอร์เซ็นต ์ 

จากขัน้ตอนทัง้หมดของการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพสของยีสต์ 
SRY14-3 พบวา่สามารถเพิ่มการผลิตไลเพสได้มากถึง 2.1 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกบัสตูรอาหารเดิม 
(Lipase Production) แสดงในตารางท่ี 4.10  Açıkela และคณะ (2010) ได้ศกึษาสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการผลิตไลเพสจาก Rhizopus delemar โดยใช้การวางแผนการทดลองด้วย       
พืน้ท่ีผิวตอบ ท าการเลือกศกึษาความเข้มข้นของกากน า้ตาล ยีสต์สกดั น า้มนัเมล็ดทานตะวนั และ
ทวีน 80 พบว่าสามารถเพิ่มการเพิ่มการผลิตไลเพสจากเดิมได้ถึง 3.14 เท่า Dong และคณะ 
(2008) ได้ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตไลเพสของเชือ้ Rhizopus chinensis โดยใช้การ
วางแผนการทดลองด้วยพืน้ท่ีผิวตอบพบว่าสามารถเพิ่มการผลิตไลเพสได้ 93.4เปอร์เซ็นต์ 
เช่นเดียวกบัการศกึษาของ Chien และคณะ (2006) ท่ีได้ใช้การวางแผนการทดลองด้วยพืน้ท่ีผิว
ตอบในการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปัจจัย 5 ปัจจัยท่ีส่งผลต่อการผลิตไลเพสของเชือ้ 
Burkholderia sp. ซึง่สามารถเพิ่มการผลิตไลเพสได้สงูถึง 5 เทา่ของอาหารสตูรเดมิ 

ตารางท่ี 4.10 แสดงองค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้สตูรดัง้เดมิและสตูรปรับปรุง 
สูตรอาหาร องค์ประกอบ แอกทวิิตี 

Lipase 
Production 

น า้มนัปาล์ม 1เปอร์เซ็นต์ โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ยีสต์สกดั 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1

เปอร์เซ็นต์ โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร และแมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4∙7H2O) 
0.1 เปอร์เซ็นต์ โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร 

2.30±0.104         
 ยนิูตตอ่มิลลิลิตร 

Lipase 
Production 
สูตรปรับปรุง 

น า้มนัเมล็ดฝ้าย 1.4 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ยีสต์สกดั 1.2
เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร ซโูครส 1.40 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่
ปริมาตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1เปอร์เซ็นต์ โดย

น า้หนกัตอ่ปริมาตร และแมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4∙7H2O)                          
0.1 เปอร์เซ็นต์ โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร 

4.85±0.15           
ยนิูตตอ่มิลลิลติร 
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4.5 การศึกษาสมบัตบิางประการของไลเพสท่ีผลิตจากยีสต์ที่คัดเลือก 
 อณุหภูมิและค่าความเป็นกรดด่างเป็นปัจจยัท่ีส าคญัอย่างยิ่งต่อการท างานของเอนไซม์ 
เน่ืองจากมีสง่ผลโดยตรงกบัโครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ โดยเอนไซม์แตล่ะชนิดจะมีช่วงอณุหภูมิ
และคา่ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมแตกตา่งกนัไป แม้ว่าจะเป็นเอนไซม์ชนิดเดียวกนัหากแตผ่ลิต
จากเชือ้จลุินทรีย์ท่ีมีความแตกตา่งกนั ก็อาจจะมีช่วงอณุหภูมิและคา่ความเป็นกรดดา่งท่ีแตกตา่ง
กันได้เช่นกัน ด้วยเหตนีุจ้ึงท าการศึกษาหาอุณหภูมิและค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการ
ท างานของไลเพสท่ีผลิตจากยีสต์ SRY14-3 รวมถึงศึกษาคา่ความคงตวัท่ีอุณหภูมิและค่าความ
เป็นกรดดา่งตา่งๆ ด้วย 

จากผลการทดลองพบวา่ อณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การท างานของไลเพสจากยีสต์ SRY14-3 
อยูใ่นชว่ง 37-40 องศาเซลเซียส โดยจะมีคา่แอกทิวิตีเหลือเพียง 53.90 เปอร์เซ็นต์เม่ือท าปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และมีค่าแอกทิวิตีเหลือ 31.70 และ 19.20 เปอร์เซ็นต์ 
เม่ือท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสท่ีอุณหภูมิ 50 และ 60 องศาเซลเซียส ตามล าดบั เม่ือพิจารณาค่า
ความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการท างานพบว่ามีค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมในช่วง 5 -7 
แต่จะมีค่าแอกทิวิตีสูงสุดท่ีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 6.0 โดยมีค่าแอกทิวิตีเหลือ 56.53 
เปอร์เซ็น เม่ือบม่ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสท่ีคา่ความเป็นกรดดา่ง 8.0 และมีคา่แอกทิวิตีเพียง 2.88 เม่ือ
บ่มปฏิกิริยาท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 9.0 ในขณะท่ีไม่สามารถตรวจสอบค่าแอกทิวิตีได้เม่ือบ่ม
ปฏิกิริยาท่ีคา่ความเป็นกรดดา่ง 10.0 (ภาพท่ี 4.17 และ 4.18) Benjamin และ Pandey (2001)   
ได้ศกึษาอณุหภูมิและค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมของไลเพสจาก C. rugosa พบว่ามีช่วง
อณุหภูมิท่ีเหมาะสมท่ี 35-40 องศาสเซลเซียส และมีคา่ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมเท่ากบั 7.8 
Ota และคณะ (1982) รายงานว่าอุณหภูมิและค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมต่อการท างาน
ของไลเพสจาก Y. lipolytica คือ 37 องศาเซลเซียส และ 8.2 ตามล าดบั Dharmsthiti และ 
Ammaranond (1997) พบว่าอุณหภูมิและค่าความเป็นกรดด่างท่ีหมาะสมต่อการท างานของ     
ไลเพสจาก Trichosporonasteroides  คือ 50 องศาเซลเซียส และ 5.0 ตามล าดบั Zhenming Chi 
และคณะ (2009) ท าการศกึษา Aureobasidium pullulans พบว่าเอนไซม์ไลเพสท่ีได้ มีอณุหภูมิท่ี
เหมาะสมต่อการเร่งปฏิกิริยาเท่ากับ 35 องศาเซลเซียส และไม่พบแอกทิวิตีเม่ือบ่มเอนไซม์ท่ี 50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมงก่อนท าปฏิกิริยา 

เม่ือทดสอบความคงตวัของไลเพสตอ่อณุหภูมิและคา่ความเป็นกรดดา่งพบว่า ไลเพสจาก
ยีสต์ SRY14-3 สามารถคงตวัได้ท่ีช่วงอณุหภูมิระหว่าง 50-70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
โดยจะมีค่าแอกทิวิตีคงเหลือเพียง 6.78 เปอร์เซ็นต์ เม่ือบ่มไลเพสท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที ก่อนการท าปฏิกิริยา และไม่สามารถตรวจพบค่าแอกทิวิตีได้ เม่ือบ่มไลเพสท่ี
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อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียสก่อนการท าปฏิกิริยา ส่วนความคงตวัต่อค่าความเป็นกรดด่างพบว่า   
ไลเพสจากยีสต์ SRY14-3 สามารถคงตัวท่ีช่วงความเป็นกรดด่างระหว่าง 3-9 ท่ีอุณหภูมิ 4      
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยจะมีค่าแอกทิวิตีลดลงเหลือประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์     
เม่ือบ่มท่ีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 10 (ภาพท่ี 4.15 และ 4.16) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานก่อน
หน้าท่ีพบว่าไลเพสจากยีสต์มีความคงตัวท่ีช่วงอุณหภูมิ 20 -80 องศาเซลเซียส และท่ีความ       
เป็นกรดดา่ง 3.0-10.0 (Dharmsthiti และ Ammaranond, 1997; Tsujisaka และคณะ, 1973) 

 

 
ภาพท่ี 4.17 อณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและความคงตวัของไลเพสท่ี

อณุหภมูิตา่งๆ  

 
ภาพท่ี 4.18 คา่ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมตอ่การเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและความคงตวั
ของไลเพสท่ีคา่ความเป็นกรดดา่งตา่งๆ 
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4.6 การประยุกต์ใช้ประโยชน์จากไลเพสที่ผลิตจากยีสต์ที่คัดเลือก 
 4.6.1 การสงัเคราะห์ชกูาร์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ 

จากการศึกษาเบือ้งต้นพบว่าไลเพสจากยีสต์ SRY14-3 สามารถเร่งปฏิกิริยา        
เอสเทอริฟิเคชันได้ จึงได้น ามาประยุกต์ในการเร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์ชูการ์แฟตตีแอซิด-       
เอสเทอร์ ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชันระหว่างโมเลกุลของน า้ตาลและโมเลกุลของ         
กรดไขมันอิสระ จัดเป็นสารลดแรงตึงชนิดหนึ่งท่ีใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหาร โดยได้
ออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียลเพ่ือคดัเลือกชนิดของน า้ตาลกรดไขมนัอิสระท่ีเหมาะสม  

ผลการทดลองแสดงในรูปแบบของเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภัณฑ์ (ตารางท่ี 
4.11) เม่ือน าไปวิเคราะห์ค่าทางสถิติพบว่าการทดลองมีค่า R-Sq = 94.01% (ตารางท่ี 4.12)     
ซึ่งเป็นค่าท่ีน่าพอใจ จากนัน้ท าการวิเคราะห์ผลของปัจจยัหลกัได้แก่ น า้ตาลและกรดไขมนัอิสระ 

พบว่าทัง้สองปัจจยัมีคา่ P-value เท่ากบั 0.000 และ 0.032 ตามล าดบัซึ่งน้อยกว่าคา่ α แสดงให้
เห็นวา่น า้ตาลแตล่ะชนิดสง่ผลให้เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั 
เช่นเดียวกับผลของกรดไขมนัอิสระท่ีแสดงให้เห็นว่ามีกรดไขมนัอิสระแต่ละชนิดให้ค่าเปอร์เซ็นต์
การเปล่ียนเป็นผลิตภัณฑ์แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ในขณะท่ีค่า P-value ของอันตรกิริยา

ระหว่างน า้ตาลและกรดไขมันอิสระมีค่าเท่ากับ 0.493 ซึ่งมากกว่าค่า α แสดงให้เห็นว่าผลของ
อนัตรกิริยาไมส่ง่ผลตอ่คา่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ 

ดงันัน้เม่ือพิจารณากราฟอิทธิพลหลัก (ภาพท่ี 4.19) พบว่าน า้ตาลและกรดไขมัน
อิสระท่ีเหมาะสมต่อการสังเคราะห์ชูการ์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ด้วยไลเพสจาก SRY14-3 คือ 
น า้ตาลฟรักโทสและกรดปาล์มิติก ซึ่งมีคา่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์เท่ากบั 5.95±0.96 
เปอร์เซ็นต์ ทัง้นีเ้น่ืองจากการสงัเคราะห์ชูการ์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ปัจจยัท่ีมีความส าคญัอย่างยิ่ง
คือความสามารถในการละลายของสารตัง้ต้นในตวัท าละลายอินทรีย์ เม่ืออ้างอิงความสามารถใน
การละลายของน า้ตาลท่ีน ามาทดลองในตวัท าละลายเทอร์เทียรีบิวทานอล กับการทดลองของ     
In และคณะ (2007) พบว่าน า้ตาลฟรักโทสสามารถละลายได้ในตวัท าละลายสงูสดุ (15.6 กรัมตอ่
ลิตร) เม่ือเปรียบเทียบกับน า้ตาลชนิดอ่ืนท่ีน ามาทดลอง ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ In และ
คณะ (2007) ท่ีได้ศึกษาความสามารถในการละลายของน า้ตาลในตวัท าละลายเทอร์เทียรีบิวทา
นอลในการสังเคราะห์ชูการ์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ด้วยไลเพสจาก C. antartica พบว่าน า้ตาล       
ไซลิทอล (xylitol) เป็นสารตัง้ต้นท่ีเหมาะสมท่ีสดุ เน่ืองจากเป็นน า้ตาลท่ีสามารถละลายในตวัท า
ละลายได้สูงสุดส่งผลให้มีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภัณฑ์สูงด้วย กล่าวคือ น า้ตาลไซลิทอล
สามารถละลายในตวัท าละลายได้ 17.5 กรัมต่อลิตร (เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ 98 %) 
น า้ตาลฟรักโทสละลายได้ 15.6 กรัมตอ่ลิตร (เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ 90 %) น า้ตาล
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ซอร์บิทอลละลายได้ 10.6 กรัมต่อลิตร (เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภัณฑ์ 83 %)  น า้ตาล
กลโูคสละลายได้ 2.3 กรัมต่อลิตร (เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ 52 %)  น า้ตาลไซโลสละ
ลายได้ 1.5 กรัมตอ่ลิตร (เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ 41 %) และน า้ตาลซูโครสละลายได้ 
1.1 กรัมตอ่ลิตร(เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ 35 %)  

ตารางท่ี 4.11  เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ของการสงัเคาระห์ชกูาร์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์
จากน า้ตาลและกรดไขมนัชนิดตา่งๆ ด้วยไลเพส SRY14-3  
 

การทดลองที่ ชนิดน า้ตาล ชนิดกรดไขมัน 
เปอร์เซ็นต์ การเปลี่ยนเป็น

ผลิตภณัฑ์ 
1 Xylose Palmitic acid 0.21±0.24 
2 Xylose Oleic acid 0.54±0.54 
3 Xylose PFAD 0.22±0.19 
4 Glucose Palmitic acid 2.31±0.54 
5 Glucose Oleic acid 2.27±0.53 
6 Glucose PFAD 1.77±0.27 
7 Sorbitol Palmitic acid 4.19±0.50 
8 Sorbitol Oleic acid 4.10±1.22 
9 Sorbitol PFAD 3.13±0.73 
10 Fructose Palmitic acid 5.95±0.96 
11 Fructose Oleic acid 5.06±0.57 
12 Fructose PFAD 4.52±1.12 
13 Sucrose Palmitic acid 0 
14 Sucrose Oleic acid 0 
15 Sucrose PFAD 0 
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ตารางท่ี 4.12  คา่สถิตขิองปัจจยัหลกัและอนัตรกิริยาร่วมของชนิดน า้ตาลและกรดไขมนั 

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P 
Sugar 4 178.207 178.207 44.552 113.84 0.000 

Free fatty acids 2 3.021 3.021 1.511 3.86 0.032 
Sugar*Free fatty 

acids 
8 2.971 2.971 0.371 0.95 0.493 

Error 30 11.740 11.740 0.391   
Total 44 195.939     

 

S = 0.625575   R-Sq = 94.01เปอร์เซ็นต์   R-Sq(adj) = 91.21เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพท่ี 4.19 อิทธิพลของชนิดน า้ตาลและชนิดของกรดไขมนัตอ่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็น
ผลิตภณัฑ์ 
 
 จากนัน้ได้ท าการทดลองเปรียบเทียบประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ชูการ์ -
แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ระหว่างน า้ตาลฟรักโทสกับกรดปาล์มิติกด้วยไลเพสจาก SRY14-3 และ      
ไลเพสทางการค้า(Novozyme 435) พบว่าไลเพสจาก SRY14-3 มีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็น
ผลิตภัณฑ์เท่ากับ 6.003 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ีไลเพสจาก Novozyne 435 มีเปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์สงูถึง 56.77 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.20) 
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ภาพท่ี 4.20 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ของปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ชกูาร์แฟตตีแอซิด
เอสเทอร์เม่ือใช้ไลเพสจากยีสต์ SRY14-3 และ ไลเพสจาก Novozyme 435 เป็นตวัเร่ง 

ซึ่งผลการทดลองข้างต้นแสดงให้เห็นว่าไลเพสจาก SRY14-3 ไม่มีความเหมาะสม
ต่อการเร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์ชูการ์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ แม้ว่าจากการทดลองเบือ้งต้น
พบวา่ไลเพสจาก SRY14-3 สามารถเร่งปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัได้ก็ตาม เน่ืองจากสารตัง้ต้นท่ีใช้
ทดสอบขัน้ต้น (สารตัง้ต้นเป็นโอเลอิก แอซิด และ1-โดดีคานอล) เป็นโมเลกุลไม่มีขัว้ท าให้สารตัง้
ต้นทัง้สองสามารถละลายเข้ากันได้ดี ซึ่งแตกต่างกบัปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัท่ีมีน า้ตาลและกรด
ไขมนัเป็นสารตัง้ต้น เพราะสารตัง้ต้นทัง้สองชนิดไม่สามารถละลายเข้ากนัได้จึงจ าเป็นต้องอาศยั
ตวัท าละลายท่ีมีคณุสมบตัิท่ีสามารถละลายได้ทัง้โมเลกุลท่ีมีขัว้ (น า้ตาล) และโมเลกุลท่ีไม่มีขั ว้ 
(กรดไขมัน) ซึ่งตวัท าละลายประเภทนีม้ักมีความเป็นพิษสูง จึงไม่เหมาะกับผลิตภัณฑ์อาหาร 
ดงันัน้งานวิจัยนีไ้ด้เลือกเทอเทียรีบิวทานอล มาเป็นตวัท าละลายเพราะไม่มีความเป็นพิษ และ
สามารถละลายสารตัง้ต้นทัง้สองได้ดี (In และคณะ, 2001) แตจ่ากผลการทดลองแสดงให้เห็น
ว่าไลเพสจาก SRY14-3 ไม่เหมาะสมตอ่ตวัท าละลายดงักล่าว โดย Alexander (1997) ได้เสนอ
สมมตุฐิานเก่ียวกบัประสิทธภาพการเร่งปฏิกิริยาท่ีด้อยลงเม่ือเอนไซม์อยู่ในตวัท าลายอินทรีย์ ดงันี ้
1. ตวัท าละลายอินทรีย์ส่งผลตอ่รูปร่างของบริเวณเร่ง 2. ถ้าเอนไซม์ถกูท าให้แห้งด้วยความเย็นจะ
สามารถคืนโครงสร้างได้อยา่งปกตเิม่ือละลายเอนไซม์ในบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสม แตห่ากน ามาละลาย
ในตวัท าละลายอินทรีย์อาจจะท าให้โครงสร้างเอนไซม์คืนตวัไม่ปกติ 3. สารตัง้ต้นละลายได้น้อยลง
หากใช้ตวัท าละลายอินทรีย์ท่ีไม่เหมาะสม 4. ท าให้สภาวะทรานซิชนัสเตด (Transition state)     
ไมค่งตวั 5. สง่ผลเกิดการเปล่ียนแปลงของคา่ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมเม่ือเปรียบเทียบกบัตวั
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ท าละลายบฟัเฟอร์ ขณะท่ี Ku และ Hang (1995) ท าการสงัเคราะห์ชกูาร์แฟตตีแอซิสเอสเทอร์
ด้วย  ไลเพสจาก Byssochlamys fulva โดยใช้น า้ตาล ฟรักโทส และกรดลิโนเลอิคเป็นสารตัง้ต้น
ระบบตวัท าละลาย tert-butanol พบว่าได้ผลิตผลิตภณัฑ์ได้มากถึง 71.30 เปอร์เซ็นต์ จะเห็นได้ว่า
แม้จะเป็นเอนไซม์ชนิดเดียวกนัแตม่าจากจลุินทรีย์ตา่งชนิดกนั ก็จะมีความสามารถในการท างาน
ในตวัท าละลายชนิดเดียวกันแตกต่างกันไป ด้วยเหตุนีก้ารเลือกชนิดของตวัท าละลายจะต้องมี
ความเหมาะสมกบัชนิดไลเพสท่ีแตกตา่งกนั 
4.6.2 การผลิตเมทิลเอสเทอร์ 

4.6.2.1 ศกึษาคา่ปัจจยัท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตเมทิลเอสเทอร์ 
จากการศึกษาเบือ้งต้นพบว่าไลเพสจาก SRY14-3 มีประสิทธิภาพในการเร่ง       

ปฏิกิยาทรานเอสเทอริฟิเคชนั ซึ่งสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในกระบวนการผลิตเมทิลเอสเทอร์ได้ 
งานวิจยัส่วนนีจ้ึงได้มุ่งเน้นท่ีจะหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเมทิลเอสเทอร์โดยอาศยัตวัเร่ง
ปฏิกิริยาไลเพสจากยีสต์ SRY 14-3 ในระบบปราศจากตวัท าละลาย 

ออกแบบการทดลองใช้หลกัการพืน้ท่ีผิวตอบเพ่ือหาค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดของปัจจยั  
4 ปัจจยั ได้แก่ ปริมาณเอนไซม์ อตัราส่วนโดยโมลของน า้มนัปาล์มตอ่เมทานอล ปริมาณน า้ และ
ปริมาณซิลิกาเจล โดยก าหนดปัจจยัเวลาในการเกิดปฏิกิริยาไว้ท่ี 24 ชัว่โมง ผลท่ีได้แสดงในตาราง 
4.13 เม่ือน าข้อมลูไปวิเคราะห์เชิงสถิติ พบว่ามีคา่ R2 = 91.73 เปอร์เซ็นต์ และมีคา่ R-Sq(adj) = 
89.03 เปอร์เซ็นต ์ถือวา่เป็นคา่สมัประสิทธ์ิการตดัสินใจท่ีนา่พงึพอใจ จากนัน้พิจารณาคา่ P-Value 
ของ Regression เท่ากับ 0.000 ซึ่งตกอยู่ในพืน้ท่ีวิกฤต สรุปว่าฟังก์ชันในเชิงถดถอยสามารถ
ยอมรับได้ จากนัน้ท าการพิจารณาค่า P-Value ของเทอม Square เท่ากับ 0.000 และเทอม 

Interaction เท่กับ 0.000  แสดงว่ามีส่วนโค้งเกิดขึน้ท่ีผิวผลตอบ เม่ือพิจารณาค่า P-Value ของ 

Lack-of-Fit มีค่าเท่ากับ 0.954 ซึ่งมากกว่าค่า α จึงสามารถสรุปว่าสมการมีความพอเพียง 
(ตารางท่ี 4.14 และ 4.15) และจากการตรวจสอบความถูกต้องของรูปแบบการทดลอง             
โดยพิจารณารูปแบบการกระจายตวัของค่าส่วนตกค้าง พบว่ามีการกระจายตวัแบบปกติ มีความ
เป็นอิสระตอ่กนั และมีคา่เสถียรในระดบัน่าพอใจ (ภาพท่ี 4.21) จึงสามารถสรุปว่าการทดลองนีมี้
ความถูกต้องและน่าเช่ือถือ ท าให้สามารถสร้างสมการท านายเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็น          
เมทิลเอสเทอร์ (%Conversion methyl ester) ได้ดงันี ้
             %Conversion methyl ester  = 44.73 + 1.27X1+ 11.23X2 + 0.48X3 + 0.93X4 - 2.60X1

2 

                                                           -1.74X2
2 - 2.65X3

2 + 0.0037X4 + 5.55X1X2 + 1.40X1X3 
                                                           - 4.20X1X4+ 4.20X2X3 + 2.45X2X4 - 0.95X3X4 
เม่ือ X1 คือ ปริมาณเอนไซม์ไลเพส (ยนิูต) X2 คือ ปริมาณเมทานอล (ไมโครลิตร) X3 คือ ปริมาณน า้ (มิลลิลิตร) และ X4 คือปริมาณซิ
ลิกาเจล (กรัม) 
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ตารางท่ี 4.13 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ (%conversion) ของการทดลอง 

การทดลองที่ * 
ปริมาณเอนไซม์ 

(Unit) 

อัตราส่วนโดย 
โมลของ 

น า้มันปาล์ม 
ต่อเมทานอล 

ปริมาณน า้ 
(%v/voil) 

ปริมาณ 
ซิลิกาเจล 
(%w/woil) 

%Conversion 

1 50 1:3 29.6 6.6 35.54±1.37 
2 80 1:3 29.6 6.6 27.90±1.10 
3 50 1:6 29.6 6.6 30.91±2.32 
4 80 1:6 29.6 6.6 43.27±1.00 
5 50 1:3 44.5 6.6 29.41±1.17 
6 80 1:3 44.5 6.6 19.95±0.36 
7 50 1:6 44.5 6.6 48.05±0.22 
8 80 1:6 44.5 6.6 60.78±1.68 
9 50 1:3 29.6 13.3 30.58±1.06 
10 80 1:3 29.6 13.3 21.69±1.00 
11 50 1:6 29.6 13.3 46.26±0.59 
12 80 1:6 29.6 13.3 51.51±0.87 
13 50 1:3 44.5 13.3 25.88±1.40 
14 80 1:3 44.5 13.3 19.73±1.63 
15 50 1:6 44.5 13.3 41.65±2.48 
16 80 1:6 44.5 13.3 68.04±0.83 
17 35 1:4.5 37.0 10.0 33.16±0.87 
18 95 1:4.5 37.0 10.0 36.17±0.26 
19 65 1:1.5 37.0 10.0 15.62±1.19 
20 65 1:7.5 37.0 10.0 60.54±0.81 
21 65 1:4.5 22.2 10.0 37.97±0.40 
22 65 1:4.5 51.9 10.0 30.91±1.44 
23 65 1:4.5 37.0 3.3 41.84±1.49 
24 65 1:4.5 37.0 16.6 48.32±0.59 
25 65 1:4.5 37.0 10.0 46.31±1.35 
26 65 1:4.5 37.0 10.0 38.08±0.55 
27 65 1:4.5 37.0 10.0 47.10±0.82 
28 65 1:4.5 37.0 10.0 49.23±0.48 
29 65 1:4.5 37.0 10.0 36.37±0.57 
30 65 1:4.5 37.0 10.0 47.29±1.96 
31 65 1:4.5 37.0 10.0 48.75±1.37 

 * เตมิเมทานอลเป็นสามครัง้ทกุ 8 ชัว่โมง อณุหภมูิในการเกิดปฏิกิริยา 40 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบในการกวน 600 รอบตอ่

นาที เวลา 24 ชัว่โมง 



74 
 
ตารางท่ี 4.14  การประมาณผลกระทบจากปัจจยัหลกัและอนัตรกิริยาร่วมของคา่เปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ 

Term Coef SE Coef T P 
Constant 44.7371 1.1143 40.147 0.000 
enzyme 1.2754 0.6018 2.119 0.039 
methanol 11.2346 0.6018 18.668 0.000 

water 0.4879 0.6018 0.811 0.422 
silica gel 0.9367 0.6018 1.556 0.126 

enzyme*enzyme -2.6006 0.5513 -4.717 0.000 
methanol*methanol -1.7456 0.5513 -3.166 0.003 

water*water -2.6563 0.5513 -4.818 0.000 
silica gel*silica gel 0.0037 0.5513 0.007 0.995 
enzyme*methanol 5.5544 0.7371 7.536 0.000 

enzyme*water 1.4025 0.7371 1.903 0.063 
enzyme*silica gel 0.5381 0.7371 0.730 0.469 
methanol*water 4.2062 0.7371 5.707 0.000 

methanol*silica gel 2.4594 0.7371 3.337 0.002 
water*silica gel -0.9562 0.7371 -1.297 0.201 

S = 4.16945    PRESS = 1368.06 
R-Sq = 91.73 เปอร์เซ็นต์  R-Sq(pred) = 85.85 เปอร์เซ็นต์  R-Sq(adj) = 89.03 เปอร์เซ็นต์ 

ตารางท่ี 4.15 การตรวจสอบความเหมาะสมของแบบจ าลองของคา่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็น
เมทิลเอสเทอร์ 

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P 
Regression 14 8865.03 8865.03 633.22 36.42 0.000 
    Linear 4 6189.98 6189.98 1547.50 89.02 0.000 
    Square 4 826.63 826.63 206.66 11.89 0.000 
    Interaction 6 1848.42 1848.42 308.07 17.72 0.000 
Residual Error 46 799.68 799.68 17.38   
    Lack-of-Fit 34 460.20 460.20 13.54 0.48 0.954 
    Pure Error 12 339.48 339.48 28.29   
Total 61 9665.51     
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ภาพท่ี 4.21  รูปแบบของสว่นตกค้างของเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ A คา่การ

กระจายแบบปกติ B ความสมัพนัธ์ระหวา่งสว่นตกค้างกบัล าดบัการทดลอง C ความสมัพนัธ์

ระหวา่งสว่นตกค้างกบัคา่ท านาย 

A 

B 

C 
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ภาพท่ี 4.22 อิทธิพลหลกัทัง้ 4 ปัจจยัตอ่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ 

 เม่ือน าข้อมูลท่ีได้มาท าการวาดกราฟของอิทธิพลหลกัทัง้ 4 ปัจจยั (ภาพท่ี 4.22) พบว่า
เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์จะเพิ่มขึน้เม่ือปริมาณเอนไซม์เพิ่มขึน้ แตจ่ะลดลง
เม่ือมีปริมาณเอนไซม์สูงกว่า 65 ยูนิต ส่วนปริมาณน า้พบว่าเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็น    
เมทิลเอสเทอร์จะลดลงเม่ือปริมาณน า้อยู่ในระดบัสูง (51.9 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อปริมาตร

น า้มนั) แต่เม่ือพิจารณาจากค่าทางสถิติ (ตารางท่ี 4.12 P-value = 0.422 ซึ่งมากกว่าค่า α)      
จะพบว่าการเปล่ียนแปลงปริมาณน า้ไม่ส่งผลต่อการเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์อย่างมีนยัส าคญั 
เช่นเดียวกับปริมาณซิลิกาเจลจะมีผลเพียงเล็กน้อยต่อเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็น            
เมทิลเอสเทอร์ แม้ภาพอิทธิพลหลกัจะแสดงให้เห็นว่าท่ีปริมาณซิลิกาเจลท่ี 16.6 เปอร์เซ็นต์โดย
น า้หนกัตอ่น า้หนกัน า้มนั ส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์มีคา่สงูขึน้ แตค่า่
ทางสถิติแสดงให้เห็นว่าไม่มีการเปล่ียนแปลงอย่างมีนยัส าคญั (P-value = 0.126 ซึ่งมากกว่าคา่ 
α) ในขณะท่ีปริมาณเมทานอลเป็นปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็น          
เมทิลเอสเทอร์มากท่ีสุด โดยสังเกตุได้จากความชันของภาพอิทธิผลหลัก ซึ่งเปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์จะสูงขึน้เม่ือปริมาณของเมทานอลสูงขึน้และมีเปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์สูงสุดท่ีอตัราส่วนตอ่โมลของน า้มนัปาล์มต่อเมทานอลเป็น 1:7.5 
ซึง่หากจะพิจารณาแตอิ่ทธิพลหลกัจะพบวา่มีเพียงปริมาณเอนไซม์และปริมาณเมทอนอลเท่านัน้ท่ี
สง่ผลเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ 
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ภาพท่ี 4.23 อนัตรกิริยาระหวา่งอตัราสว่นโดยโมลของน า้มนัปาล์มตอ่เมทานอลกบัปริมาณ
เอนไซม์ โดยก าหนดปริมาณน า้และปริมาณซิลิกาเจลอยู่ท่ีระดบักลาง 

 เม่ือพิจารณาภาพอนัตรกิริยาระหว่างอตัราส่วนโดยโมลของน า้มนัปาล์มต่อเมทานอลกับ
ปริมาณเอนไซม์ โดยก าหนดปริมาณน า้และปริมาณซิลิกาเจลอยู่ท่ีระดับกลาง (ภาพท่ี 4.23) 
พบว่าเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์จะขึน้อยู่กับอัตราส่วนโดยโมลของน า้มัน
ปาล์มตอ่เมทานอลมากกว่าปริมาณเอนไซม์ สงัเกตไุด้จากภาพแม้ว่าปริมาณเอนไซม์จะมีปริมาณ
น้อยแต่ถ้ามีอัตราส่วนโดยโมลของน า้มันปาล์มต่อเมทานอลสูงก็จะท าให้เปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์สูงขึน้ได้ หรือหากปริมาณเอนไซม์สูงแต่มีอตัราส่วนโดยโมลของ
น า้มันปาล์มต่อเมทานอลต ่าก็จะส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ต ่า 
นอกจากนีผ้ลการทดลองได้แสดงให้เห็นอย่างชัดเจนว่าไลเพสยังคงสามารถท างานได้แม้จะมี
ความเข้มข้นของเมทานอลสูง (อัตราส่วนโดยโมลของน า้มนัปาล์มต่อเมทานอล 1:7.5) ซึ่งจาก
รายงานก่อนหน้าพบวา่ไลเพสสว่นใหญ่จะมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาน้อยลงอย่างมากเม่ือ
อตัราสว่นโดยโมลของน า้มนัตอ่เมทานอลมากกวา่ 1:6 (Yuji และคณะ, 2002) 
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ภาพที่  4.24 อันตรกิริยาระหว่างปริมาณน า้กับปริมาณเอนไซม์โดยก าหนดค่าอตัราส่วนโดยโม
ลของน า้มันปาล์มต่อเมทานอลและปริมาณซิลิกาเจลไว้ ท่ีระดับกลางต่อเปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ 

 พิจารณาภาพอนัตรกิริยาระหว่างปริมาณน า้กบัปริมาณเอนไซม์โดยก าหนดคา่อตัราส่วน
โดยโมลของน า้มนัปาล์มตอ่เมทานอลและปริมาณซิลิกาเจลไว้ท่ีระดบักลาง  (ภาพท่ี 4.24) พบว่า
เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์สงูสุดเม่ือปริมาณน า้และเอนไซม์อยู่ในระดบักลาง 
คือแม้ว่ามีปริมาณเอนไซม์สูงแต่หากมีปริมาณน า้น้อยหรือมากเกินไปจะส่งผลต่อเปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ท่ีลดลง เน่ืองจากปริมาณน า้ท่ีเหมาะสมจะท าให้เอนไซม์ซึ่งอยู่ใน
สภาวะแห้งคืนภาพร่างท่ีเหมาะสมต่อการเร่งปฏิกิริยา (Mittelbach, 1990) แต่หากมีปริมาณน า้
มากเกินไปจะส่งผลให้เมทิลเอสเทอร์เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสย้อนกลบัมาเป็นกรดไขมนัอิสระได้  
(Shimada และคณะ, 2002) 
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ภาพที่  4.25 อนัตรกิริยาระหว่างปริมาณซิลิกาเจลกับปริมาณเอนไซม์ โดยก าหนดค่าอตัราส่วน
โดยโมลของน า้มันปาล์มต่อเมทานอลและปริมาณน า้อยู่ ท่ีระดับกลางต่อเปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ 

 จากภาพอันตรกิริยาระหว่างปริมาณซิลิกาเจลกับปริมาณเอนไซม์ โดยก าหนดค่า
อตัราส่วนโดยโมลของน า้มนัปาล์มต่อเมทานอลและปริมาณน า้อยู่ท่ีระดับกลาง (ภาพท่ี 4.25) 
พบว่าเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์มีคา่สงูสดุเม่ือปริมาณเอนไซม์อยู่ระดบักลาง
และปริมาณซิลิกาเจลอยู่ในระดบัต ่า ทัง้นีเ้น่ืองจากปริมาณซิลิกาเจลท่ีสูงขึน้จะขดัขวางโอกาส
สมัผสัระหว่างสารตัง้ต้นกบัเอนไซม์ จึงส่งผลให้เกิดปฏิกิริยาได้น้อยลง ส่วนปริมาณของเอนไซม์ท่ี
เพิ่มขึน้แล้วสง่ผลตอ่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ลดลง อาจจะเน่ืองจากเอนไซม์
ท่ีอยู่ในสภาพแห้งจ าเป็นท่ีต้องการโมเลกุลของน า้เพ่ือคืนภาพร่าง ซึ่งเหมือนคุณสมบัติของ           
ซิลิกาเจลท่ีสามารถดดูซบัโมเลกลุน า้ ท าให้เกิดการแยง่โมเลกลุของน า้ในระบบ สง่ผลให้เอนไซม์ไม่
สามารถคืนสภาพได้ทัง้หมดเม่ือมีทัง้ปริมาณของเอนไซม์และซิลิกาเจลท่ีสูงในสภาวะท่ีมีน า้อยู่
อยา่งจ ากดั (Wei และคณะ, 2005)  
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ภาพท่ี 4.26 อนัตรกิริยาระหว่างปริมาณน า้กบัคา่อตัราส่วนโดยโมลของน า้มนัปาล์มตอ่เมทานอล
โดยก าหนดปริมาณเอนไซม์และปริมาณซิลิกาเจลไว้ท่ีระดบักลางตอ่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลง
เป็นเมทิลเอสเทอร์ 

 ภาพอนัตรกิริยาระหว่างปริมาณน า้กบัคา่อตัราส่วนโดยโมลของน า้มนัปาล์มตอ่เมทานอล
โดยก าหนดปริมาณเอนไซม์และปริมาณซิลิกาเจลไว้ท่ีระดบักลาง (ภาพท่ี 4.26) พบว่าเปอร์เซ็นต์
การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์จะขึน้อยู่กบัอิทธิพลของคา่อตัราส่วนโดยโมลของน า้มนัปาล์ม
ต่อเมทานอลเป็นหลัก คือปริมาณน า้ท่ีสูงขึน้จะส่งผลต่อเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็น          
เมทิลเอสเทอร์น้อยมากเม่ือมีคา่อตัราส่วนโดยโมลของน า้มนัปาล์มตอ่เมทานอลสงูกว่า 1:6 แตจ่ะ
ส่งผลมากขึน้เม่ือค่าอตัราส่วนโดยโมลของน า้มนัปาล์มต่อเมทานอลน้อยกว่า 1:6 ทัง้นีเ้น่ืองจาก
ปริมาณน า้ท่ีสูงขึน้จะไปเจือจางปริมาณเมทานอลในปฏิกิริยา (Shah และ Gupta, 2007) แต่
ปริมาณน า้ท่ีสงูขึน้จะส่งผลดีเม่ือปริมาณเมทานอลในปฏิกิริยามีค่าสูงเน่ืองจากจะไปช่วยละลาย
โมเลกุลของเมทานอลไม่ละลาย ซึ่งโมเลกุลของเมทานอลดงักล่าวจะไปท าลายโครงสร้างของ
เอนไซม์ (Shimada และคณะ, 2002) 
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ภาพที่ 4.27 อนัตรกิริยาระหว่างปริมาณซิลิกาเจลกบัคา่อตัราส่วนโดยโมลของน า้มนัปาล์มตอ่เม
ทานอลโดยก าหนดปริมาณเอนไซม์และปริมาณน า้อยูใ่นระดบักลางตอ่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลง
เป็นเมทิลเอสเทอร์ 

 ภาพอันตรกิริยาระหว่างปริมาณซิลิกาเจลกับค่าอัตราส่วนโดยโมลของน า้มันปาล์มต่อ    
เมทานอลโดยก าหนดปริมาณเอนไซม์และปริมาณน า้อยู่ในระดับกลาง (ภาพท่ี 4.27) พบว่า
เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์จะขึน้อยู่กับอิทธิพลของค่าอตัราส่วนโดยโมลของ
น า้มนัปาล์มตอ่เมทานอลเป็นหลกั คือเม่ือคา่อตัราส่วนโดยโมลของน า้มนัปาล์มตอ่เมทานอลมีคา่
สงูกว่า 1:6 ปริมาณซิลิกาเจลท่ีเพิ่มขึน้จะส่งผลตอ่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์
น้อยมาก แตป่ริมาณซิลิกาเจลจะมีอิทธิพลตอ่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์มาก
ขึน้เม่ือค่าอตัราส่วนโดยโมลของน า้มนัปาล์มต่อเมทานอลมีค่าน้อยกว่า 1:6 เน่ืองจากคณุสมบตัิ
ของซิลิกาเจลจะสามารถดดูซบัโมเลกลุของเมทานอลเอาไว้ได้ (Wei และคณะ, 2005) ดงันัน้การ
เพิ่มปริมาณซิลิกาเจลจะสง่ผลให้ปริมาณเมทานอลในระบบมีน้อยลง แตก่ารเพิ่มปริมาณซิลิกาเจล
จะส่งผลดีเม่ือมีปริมาณเมทานอลสูงเน่ืองจากจะไปช่วยดูดซับโมเลกุลเมทานอลท่ีไม่ละลายใน
ปฏิกิริยา จงึลดความเสียหายของเอนไซม์จากการท าลายของโมเลกลุเมทานอลไมล่ะลาย 
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ภาพที่ 4.28 อนัตรกิริยาระหว่างปริมาณซิลิกาเจลกบัปริมาณน า้โดยก าหนดก าหนดคา่อตัราส่วน
โดยโมลของน า้มันปาล์มต่อเมทานอลและปริมาณเอนไซม์ไว้ท่ีค่ากลางต่อเปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์  

 เม่ือพิจารณาภาพอันตรกิริยาระหว่างปริมาณซิลิกาเจลกับปริมาณน า้ โดยก าหนด
ก าหนดคา่อตัราสว่นโดยโมลของน า้มนัปาล์มตอ่เมทานอลและปริมาณเอนไซม์ไว้ท่ีคา่กลาง (ภาพ
ท่ี 4.28) พบว่าเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์มีค่าสูงสุดเม่ือปริมาณน า้อยู่
ระดบักลางและปริมาณซิลิกาเจลอยู่ในระดบัต ่า คือการเพิ่มขึน้ของปริมาณซิลิกาเจลจะส่งผลให้
เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์มีคา่ลดลง เน่ืองจากคณุสมบตัิของซิลิกาเจลในการ
ดูดซับโมเลกุลของน า้ซึ่งหากมีปริมาณมากเกินไปจะดูดซับโมเลกุลของน า้ และเมทานอลใน
ปฏิกิริยาท าให้มีปริมาณน า้และเมทานอลในระบบมีน้อย ซึง่หากมีปริมาณน า้ท่ีน้อยเกินไปจะส่งผล
ตอ่รูปร่างของเอนไซม์ท่ีอยู่ในสภาวะแห้งอาจจะไม่สามารถคืนรูปได้ทัง้หมด แตห่ากมีปริมาณน า้
มากเกินไปจะท าไปเจือจางปริมาณเมทานอลในปฏิกิริยา สง่ผลให้การเกิดปฏิกิริยาน้อยลง 
 จากภาพอิทธิพลหลักก่อนหน้าท่ีแสดงให้เห็นว่าปริมาณน า้และซิลิกาเจลไม่ส่งผลต่อ
เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์นัน้ เม่ือมาพิจารณาภาพอนัตรกิริยาทัง้หมดท าให้
ทราบว่าทัง้ปัจจยัของปริมาณน า้และปริมาณซิลิกาเจลส่งผลต่อเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็น
เมทิลเอสเทอร์ ซึ่งขดัแย้งกบัภาพแสดงอิทธิพลหลกั ดงันัน้ในการทดลองจึงไม่สามารถตดัตวัแปร
ของปริมาณน า้และซิลิกาเจลออกได้ จากนัน้ท าการวิเคราะห์ข้อมูลด้วยฟังก์ชัน Response 
Optimizer ท าให้ได้ค่าความเข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ีสุดของทัง้ส่ีปัจจัยท่ีส่งผลต่อเปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ดงันี ้ปริมาณเอนไซม์เท่ากบั 95 ยนูิต อตัราส่วนโดยโมลของน า้มนั
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ปาล์มตอ่เมทานอลเทา่กบั 1:7.5 ปริมาณน า้เทา่กบั 50.7 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรตอ่ปริมาตรน า้มนั 
และปริมาณซิลิกาเจลเท่ากับ 16.6 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่น า้หนกัน า้มนั โดยมีค่าการท านาย
เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ไว้ท่ี 97.49 เปอร์เซ็นต์  หลังจากได้ค่าปัจจัยท่ี
เหมาะสมแล้ว จงึท าการพิสจูน์คา่เพ่ือยืนยนัผลของคา่การท านาย ซึ่งได้ท าการทดลองทัง้สิน้ 5 ซ า้ 
พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ 69.57±1.09 ซึ่งต ่าจากค่าการท านายถึง 
28.63 เปอร์เซ็นต ์

 ผลการวิจยัท่ีผ่านมา Nelson และคณะ (1996) รายงานว่าไลเพสจาก C. antarctica 
สามารถเร่งปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชันโดยมีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ถึง 95 
เปอร์เซ็นต์ เม่ือน ามาเร่งปฏิกิริยาการสงัเคราะห์เมทิลเอสเทอร์ในระบบตวัท าละลายอินทรีย์ ขณะท่ี
จะมีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์เหลือเพียง 19.4 เปอร์เซ็นต์ เม่ือท าปฏิกิริยาในระบบ
ท่ีปราศจากตวัท าละลายอินทรีย์ Boutur และ คณะ (1995) ใช้ไลเพสจาก C. deformans เร่ง
ปฏิกิริยาการสงัเคราะห์เมทิลเอสเทอร์ในระบบปราศจากตวัท าละลายอินทรีย์พบว่ามีเปอร์เซ็นต์
การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ 58 เปอร์เซ็นต์ เช่นเดียวกับ Okumura และคณะ (1979) รายงาน
ว่าไลเพสจาก G. candidum มีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ 62 เปอร์เซ็นต์ เม่ือน ามา
เร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์เมทิลเอสเทอร์ในระบบท่ีปราศจากตวัท าละลายอินทรีย์ ดังนัน้เม่ือ
เปรียบเทียบกบังานวิจยัก่อนหน้าจะพบว่าไลเพสจากยีสต์ SRY14-3 มีศกัยภาพในการผลิตเมทิล
เอสเทอร์ในระบบท่ีปราศจากตวัท าละลายอินทรีย์อยา่งยิ่ง 

4.6.2.2. การศึกษาแนวทางการเพิ่มเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์จากสภาวะท่ี
เหมาะสม 

4.6.2.2.1 การศกึษารูปแบบการเตมิเมทานอล 
จากเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ท่ีได้ต ่ากว่าค่าการ

ท านายมาก จึงได้ศกึษาแนวทางท่ีจะเพิ่มเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ โดยจาก
รายงานก่อนหน้าพบว่า ในปฏิกิริยาท่ีมีปริมาณเมทานอลสูงนัน้จะเกิดโมเลกุลเมทานอลท่ีไม่
ละลายจ านวนมากขึน้ ซึ่งเมทานอลประเภทจะท าลายโครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ ส่งผลให้
เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ลดลงอย่างมาก (Watanabe และคณะ, 2002) ซึ่ง
การแก้ไขปัญหานีส้่วนมากมักนิยมใช้การแบ่งเติมเมทานอลออกเป็นระยะเพ่ือลดผลกระทบ
ระหว่างเมทานอลตอ่เอนไซม์ท าให้เอนไซม์เสียสภาพน้อยลง  โดยจากสภาวะท่ีเหมาะสมพบว่าคา่
อตัราส่วนโดยโมลของน า้มนัปาล์มต่อเมทานอลสูงถึง 1:7.5 การแบ่งเติมเมทานอลเพียง 3 ครัง้ 
(ครัง้ละ 2.5 โมล) อาจท าให้ปริมาณเมทานอลต่อครัง้มีปริมาณสูงส่งผลให้เอนไซม์เสียสภาพได้ 



84 
 
การทดลองนีจ้ึงศึกษารูปแบบการเติมเมทนอลท่ีเหมาะสมโดยคาดว่าจะสามารถเพิ่มเปอร์เซ็นต์
การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ได้ 

ผลการทดลองพบวา่การเตมิเมทานอลเพียงครัง้เดียวตอนเร่ิมต้นปฏิกิริยามี
เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์เทา่กบั 68.21±0.65 เปอร์เซ็นต์ และเม่ือแบง่การเติม
เมทานอลเป็น 3, 4, 5 และ 6 ครัง้ในระยะเวลาและปริมาณท่ีเท่ากันพบว่ามีเปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์เท่ากบั 69.47±1.14, 67.96±0.90, 68.95±1.97 และ 68.96±0.84 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 4.29) ซึ่งจากผลการทดลองแสดงให้เห็นรูปแบบการเติมเมทานอลทัง้ห้าไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญั และรูปแบบการเติมเมทานอลไม่สามารถเพิ่มเปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ได้ 

จากผลการทดลองพบว่าไลเพสท่ีผลิตจากยีสต์ SRY14-3 สามารถท างาน
ได้ในปฏิกิริยาท่ีมีเมทานอลสูงมากได้ (ครัง้ละ 7.5 โมล) ซึ่งคล้ายกบัรายงานของ Kamini และ
คณะ (2000) ท่ีใช้ไลเพสจาก Cryptococcus sp. S-2 ในการเร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์         
เมทิลเอสเทอร์ โดยเตมิเมทานอลท่ีอตัราสว่นโมลของน า้มนัตอ่เมทานอลเท่ากบั 1:4 เพียงครัง้เดียว
ในตอนเร่ิมปฏิกิริยา บ่มปฏิกิริยา 120 ชั่วโมง มีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์
เทา่กบั 80.2 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนีง้านวิจยัสว่นใหญ่มกัแก้ปัญหาโครงสร้างของเอนไซม์ถกูท าลาย
ด้วยเมทานอล โดยการใช้แอลกอฮอล์ชนิดอ่ืนเช่น เอทานอล โพรพานอล บิวนทอล มาทดแทน 
เน่ืองจากแอลกอฮอล์ท่ีมีจ านวนคาร์บอนสงูขึน้จะสามารถละลายกบัน า้มนัได้มากขึน้เกิดโมเลกุล
แอลกอฮอล์ท่ีไม่ละลายน า้น้อยลงจึงไม่ส่งผลต่อโครงสร้างของเอนไซม์มากนกั แต่เม่ือพิจารณา
ด้านความคุ้มค่าทางเศรษฐกิจของปัจจุบันจะพบว่าเมทาอนลยังคงเป็นแอลกอฮอล์ท่ีมีความ
เป็นไปได้ทางเศรษฐกิจมากท่ีสดุ (Abigor และคณะ, 2000; Noureddini และคณะ, 2005) 
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ภาพท่ี 4.29 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์เม่ือแปรผนัจ านวนครัง้ของการเติมเมทานอล 

4.6.2.2.2 ผลของการก าจดักลีเซอรอลตอ่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ 
อีกหนึ่งปัจจัยหลักท่ีมีผลยับยัง้การเกิดปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชัน

ด้วยไลเพสคือ ปริมาณกลีเซอรอลท่ีเป็นผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยา จึงได้ท าการทดลองเพ่ือศกึษาผล
ของกลีเซอรอลต่อเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ โดยก าจดักลีเซลรอลออกจาก
ปฏิกิริยาด้วยการป่ันเหว่ียงแล้วท าการล้างสารละลายส่วนบนด้วยน า้กลั่นเพ่ือเป็นการก าจัด        
กลีเซอรอลออกจากสารละลายจากนัน้จงึทดลองน า้สารละลายท่ีได้มาท าปฏิกิริยาซ า้ในสภาวะเดิม 
จากผลการทดลองพบว่าเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์มีคา่เท่า 62.45 เปอร์เซ็นต์ 
ในชัว่โมงท่ี 12 ก่อนก าจดักลีเซอรอล และเพิ่มขึน้เป็น 88.92 เปอร์เซ็นต์ ในชัว่โมงท่ี 24 หลงัจาก
การก าจดักลีเซอรอลในชั่วโมงท่ี 12 เม่ือเปรียบเทียบกับชุดการทดลองควบคมุ (ไม่มีการก าจัด    
กลีเซลรอล) ท่ีมีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์เท่ากบั 68.84 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 
4.16) แสดงให้เห็นว่ากลีเซอรอลมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนแปลงเป็นเมทิลเอสเทอร์ ทัง้นี ้
เน่ืองจากโมเลกุลของกลีเซอรอลจะขดัขวางการจบัตวัของสารตัง้ต้น ณ บริเวณเร่งปฏิกิริยาของ   
ไลเพสจงึเกิดปฏิกิริยาได้น้อยลง (Yuanyuan และคณะ, 2003; Dossat และคณะ, 1999) 

เม่ือพิจารณาผลการทดลองในตารางท่ี 4.16 พบว่าเม่ือมีการก าจัด         
กลีเซอรอลออก ปริมาณของ1,3-DAG และ 1,2-DAG จะลดลงเหลือน้อยมากเม่ือเปรียบเทียบกบั
ปริมาณในขัน้ตอนก่อนการก าจัดกลีเซอรอล แสดงให้เห็นว่าไลเพสจากยีสต์ SRY14-3 ไม่มี
ความจ าเพาะต่อต าแหน่งในโมเลกุลของน า้มัน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าท่ีรายงานว่า    
ไลเพสจากยีสต์ส่วนใหญ่จะไม่มีความจ าเพาะต่อต าแหน่งในโมเลกุลของน า้มนั (Macrae และ
คณะ, 1983) 
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ตารางท่ี 4.16 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์เม่ือมีการก าจดักลีเซอรอล 

องค์ประกอบในปฏิกิริยา 
ช่ัวโมงที่ 0 

(mM) 

ช่ัวโมงที่ 12 
(ก่อนก าจัดกลี
เซอรอล, mM) 

ช่ัวโมงที่ 24 
(หลังก าจัดกลี
เซอรอล, mM) 

ช่ัวโมงที่ 24 
(ไม่มีการก าจัดกลี
เซอรอล, mM) 

FAME 0 16.76 30.98 21.96 
FFA 9.50 1.4 0.1 1.29 
TAG 0 3.342 3.5 3.24 

1,3-DAG 0.207 0.17 0 0.18 
1,2-DAG 0.127 0.871 0.03 1.01 

MAG 0.24 0.45 0 0.45 
%conversion 
methyl ester 

0 % 62.45% 88.92% 68.84% 

4.6.2.2.3 ผลของชนิดของกรดไขมนัในน า้มนัตอ่เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์  

เพ่ือศกึษาความจ าเพาะตอ่ชนิดของกรดไขมนัของไลเพสจากยีสต์ SRY14-3 
จึงเลือกใช้น า้มนัชนิดต่างๆ  ท่ีมีอตัราส่วนของกรดไขมนัอ่ิมตวัและกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัแตกต่างกัน
ไป มาเป็นสารตัง้ต้นในปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชนั 

เม่ือพิจารณาองค์ประกอบของกรดไขมัน (parkon และคณะ, 2008) 
สามารถแบ่งน า้มันออกได้เป็น 3 รูปแบบ (ตารางท่ี 4.17) คือ รูปแบบท่ี 1 มีปริมาณกรดไขมัน     
ไม่อ่ิมตวัสูงกว่ากรดไขมันอ่ิมตวั ได้แก่ น า้มันเมล็ดฝ้าย น า้มันงา น า้มันสบู่ด า น า้มันข้าวโพด 
น า้มันมะกอก น า้มันร าข้าว น า้มันถั่วเหลือง น า้มันคาโนลา น า้มันเมล็ดทานตะวัน และน า้มัน   
ดอกค าฝอย รูปแบบท่ี 2 มีปริมาณกรดไขมันไม่อ่ิมตวัใกล้เคียงกับกรดไขมนัอ่ิมตวั ได้แก่ น า้มัน
ปาล์ม และรูปแบบท่ี 3 มีปริมาณกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัต ่ากว่ากรดไขมนัอ่ิมตวั ได้แก่ น า้มนัมะพร้าว  
จากผลการทดลองพบวา่น า้มนัในรูปแบบท่ี 1 และ 2 จะมีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์
ระหว่าง 80-90 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมากกว่าปริมาณกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัทัง้หมดในน า้มนั ขณะท่ีน า้มนั
มะพร้าวมีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์เพียง 33.04 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งน้อยกว่าปริมาณ  
กรดไขมนัอ่ิมตวัทัง้หมดในน า้มนั (94.37 เปอร์เซ็นต์) จากผลการทดลองดงักล่าวจึงสามารถสรุปได้
ว่าการปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชันด้วยไลเพสจาก SRY14-3 มีความจ าเพาะต่อกรดไขมัน      
ไมอ่ิ่มตวัมากกวา่กรดไขมนัอ่ิมตวั และจ าเพาะตอ่กรดไขมนัอ่ิมตวับางชนิดเทา่นัน้ 
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ตารางท่ี 4.17 เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ของน า้มนัชนิดตา่งๆ 

 

* สภาวะของปฏิกิริยาปริมาณเอนไซม์เท่ากบั 95 ยนูิต (10 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัต่อน า้หนกัน า้มนั) อตัราสว่น
โดยโมลของน า้มนัตอ่เมทานอลเทา่กบั 1:7.5 ปริมาณน า้เท่ากบั 50.7 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อปริมาตรน า้มนั 
และปริมาณซิลิกาเจลเท่ากับ 16.6  เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนักต่อน า้หนักน า้มัน อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 600 รอบตอ่นาที ก าจดักลเีซอรอลในชัว่โมงที่ 12 และท าปฏิกิริยาในสภาวะเดิมจนครบ 24 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ชนิดน า้มนั กรดไขมนัอิ่มตัว กรดไขมนัไม่อิ่มตัว เปอร์เซ็นต์เมทิลเอสเทอร์* 
น า้มนัเมลด็ฝ้าย 26.6 72.9 82.79 % 
น า้มนังา 14.66 85.37 90.19% 
น า้มนัสบูด่ า 24.38 76.8 90.92% 
น า้มนัข้าวโพด 16.15 83.88 85.12% 
น า้มนัมะกอก 14.22 85.82 88.15% 
น า้มนัร าข้าว 22.88 77.15 83.68% 
น า้มนัถัว่เหลอืง 14.07 85.97 89.15% 
น า้มนัคาโนลา 7.61 92.38 89.72% 
น า้มนัเมลด็ทานตะวนั 10.39 89.64 89.03% 
น า้มนัดอกค าฝอย 9.12 90.91 90.23% 
น า้มนัปาล์ม 43.79 56.63 86.16% 
น า้มนัมะพร้าว 94.37 5.66 33.04% 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย 

  การคัดแยกยีสต์จากตัวอย่างท่ีเก็บจากบริเวณต่างๆ บนเกาะสีชังจ านวนทัง้สิน้ 14 
ตวัอยา่ง สามารถคดัแยกยีสต์ได้ทัง้สิน้ 49 ไอโซเลต โดยพบว่ามียีสต์เพียง 17 ไอโซเลต ท่ีสามารถ
ผลิตไลเพสได้ โดยยีสต์ไอโซเลต SRY14-3 มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเท่ากับ 
2.304±0.104 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นการเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ของปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนั
และทรานเอสเทอริฟิเคชันเท่ากับ 17.84±0.79 และ 25.27± 1.31 ตามล าดับ เม่ือน ายีสต์         
SRY 14-3 มาท าการจดัจ าแนกสปีชีส์พบว่าไม่สามารถจดัจ าแนกได้ด้วย การทดสอบคณุสมบตัิ
ทางสรีรวิทยาและการทดสอบด้วยชดุตรวจสอบ API 20C AUX   
 จากนัน้ได้ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไลเพส พบว่าอาหารเลีย้งเชือ้ประกอบ
ดวัยน า้มันเมล็ดฝ้าย 1.44 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนักต่อปริมาตร ยีสต์สกัด 1.17 เปอร์เซ็นต์โดย
น า้หนักต่อปริมาตร น า้ตาลซูโครส 1.40 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนักต่อปริมาตร โพแทสเซียม             
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 1 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกัตอ่ปริมาตร และแมกนีเซียมซลัเฟต 0.1 เปอร์เซ็นต์
โดยน า้หนักต่อปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5.0 
ความเร็วรอบในการเขย่าเท่ากับ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 วัน โดยจะได้ค่าแอกทิวิตี     
ไฮโดรไลซิสสงูสดุเท่ากบั 4.85±0.15 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ซึ่งเพิ่มขึน้ 2.1 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกบัสตูร
อาหารเดมิ 
 ไลเพสมีสภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การท างานท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส และท่ีคา่ความเป็น
กรดดา่ง 6.0 โดยสามารถคงตวัท่ีอณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และช่วงความเป็น
กรดดา่งระหวา่ง 3-9 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 เม่ือทดลองน าไลเพสมาเร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์ชูการ์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์พบว่า
น า้ตาลฟรักโทสและปาล์มมิติกแอซิดเป็นสารตัง้ต้นท่ีเหมาะสมท่ีสุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์เท่ากบั 5.95±0.96 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีสามารถเร่งปฏิกิริยาการสงัเคราะห์
เมทิลเอสเทอร์ได้สงูถึง 88.92 เปอร์เซ็นต ์เม่ือใช้น า้มนัปาล์มและเมทานอลเป็นสารตัง้ต้นในสภาวะ
ท่ีมีปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 95 ยูนิตต่อน า้มัน 3 กรัม อตัราส่วนโดยโมลของน า้มันต่อเมทานอล
เท่ากับ 1:7.5 ปริมาณน า้เท่ากับ 50.7 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อปริมาตรน า้มนั และปริมาณ        
ซิลิกาเจลเท่ากับ 16.6 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนักต่อน า้หนักน า้มัน อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 600 รอบตอ่นาที โดยก าจดักลีเซอรอลในชัว่โมงท่ี 12 และท าปฏิกิริยาในสภาวะเดิม
จนครบ 24 ชัว่โมง 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 
1. อาหารแข็ง YM (YM Agar) 
 สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)    3 กรัม 

 สารสกดัจากมอลต์ (Malt extract)     5  กรัม 

 เปปโตน (Peptone)      5  กรัม 

 เดกโตรส (Dextrose)      10  กรัม 

 วุ้นผง (Agar)       15  กรัม 

 น า้กลัน่ (Distilled water)      1  ลิตร 
 ปรับความเป็นกรดดา่งให้เป็น 7.0 แล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้โดยความร้อนชืน้ท่ีอณุหภมูิ 121 
องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
2. อาหารเหลว YM (YM Broth)      
 สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)    3 กรัม 
 สารสกดัจากมอลต์ (Malt extract)    5  กรัม 
 เปปโตน (Peptone)      5  กรัม 
 เดกโตรส (Dextrose)      10  กรัม 
 น า้กลัน่ (Distilled water)      1  ลิตร 
 ปรับความเป็นกรดดา่งให้เป็น 7.0 แล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้โดยความร้อนชืน้ท่ีอณุหภมูิ 121 
องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
3. YMA + Rhodamine B 
 สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)    3  กรัม 
 สารสกดัจากมอลต์ (Malt extract)    5  กรัม 
 เปปโตน (Peptone)      5  กรัม 
 เดกโตรส (Dextrose)      10  กรัม 
 น า้กลัน่ (Distilled water)      1  ลิตร 
 วุ้นผง (Agar powder)      20  กรัม 
 โรดามีนบี (Rhodamine B)     0.001เปอร์เซ็นต์ (น า้หนกัโดยปริมาตร) 
 น า้มนัปาล์ม (Palm oil)      1เปอร์เซ็นต์ (น า้หนกัโดยปริมาตร) 
 ปรับความเป็นกรดดา่งให้เป็น 7.0 แล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้โดยความร้อนชืน้ท่ีอณุหภมูิ 121 
องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
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4. อาหารเหลวสูตร Lipase production medium 

 สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract)    5  กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   10  กรัม 

 แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4∙7H2O)    1  กรัม 

 น า้มนัปาล์ม (Palm oil)           1เปอร์เซ็นต์  (น า้หนกัโดยปริมาตร) 

 ปรับความเป็นกรดดา่งให้เป็น 5.3 แล้วน าไปนึง่ฆา่เชือ้โดยความร้อนชืน้ท่ีอณุหภมูิ 121 
องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

วิธีการเตรียมสารเคมี 

1. สารละลายตรวจวัดปริมาณโปรตีน 
     1.1. สารละลายไบยเูรต (Biuret reagent) 
 1เปอร์เซ็นต์ คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4∙5H2O)   0.5  มิลลิลิตร 
 2เปอร์เซ็นต์ โซเดียมโพแทสเซียสทาร์เทรต (KNaC4H4O6)  0.5  มิลลิลิตร 
 2เปอร์เซ็นต์ โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3)  

ใน 0.1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ (0.1 M NaOH)   50  มิลลิลิตร 
     1.2. สารละลายโฟลินฟีนอลรีเอเจนท์ (Folin phenol reagent) 
 สารละลายโฟลินฟีนอลรีเอเจนท์     1  สว่น 
 น า้กลัน่                                                                                        1  สว่น 

2. สารละลายตรวจวัดค่าแอคทวิิตีของไลเพส 

     2.1. สารละลาย A 
 พาราไนโตรฟีนิลปาล์มมิเทต (p-nitrophenyl palmitate)  6  มิลลิกรัม 
 2- โพรพานอล (2-propanol)     10  มิลลิลิตร 
    2.2. สารละลาย B 
 ไตรตอน เอกซ์-100 (Triton x-100)    0.8  กรัม 
 กมั อาระบกิ (Gum Arabic)     0.2  กรัม 
 น า้กลัน่        100  มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

ภาพมาตรฐาน 

1. กราฟมาตรฐานของสารละลายพาราไนโตรฟีนอลท่ีปริมาณ 0-10 ไมโครกรัม 

 
 

ภาพท่ี ค-1 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลปริมาณ 0-10 ไมโครกรัม 

วิธีสร้างกราฟมาตรฐานสารละลายพาราไนโตรฟีนอล 
1. เตรียมสารละลายพาราไนโตรฟีนอล 0.1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร โดยใช้น า้กลัน่เป็นตวัท า

ละลาย 

2. ปิเปตสารละลายพาราไนโตรฟีนอล จากข้อ 1 น า้กลัน่ และ 0.2 โมลาร์ฟอสเฟตบฟัเฟอร์
ความเป็นกรดดา่ง 7 ลงใน well microplate ตามตารางด้านลา่ง 

พาราไนโตรฟีนอล 
(ไมโครกรัม) 

ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

พาราไนโตรฟีนอล 0.2 โมลาร์ฟอสเฟต
บฟัเฟอร์พีเอช 7 

น า้กลัน่ 

0 0 50 150 

1 10 50 140 

2 20 50 130 
3 30 50 120 
4 40 50 110 
5 50 50 100 
6 60 50 90 
7 70 50 80 
8 80 50 70 
9 90 50 60 

10 100 50 50 
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3. น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 410 nm 

4. คา่ท่ีได้น าไปสร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งปริมาณพาราไนโตรฟีนอลและคา่การดดูกลืน
แสงท่ี 410 nm 

การตรวจสอบค่า Lipase activity ในสารตัวอย่าง 

1. เตรียมสารละลาย A ซึง่ประกอบด้วยพาราไนโตรฟีนิลปาล์มมิเทต180 มิลลิกรัม ละลาย

ใน isopropanol 30 มิลลิลิตร 

2. เตรียมสารละลาย B ซึง่ประกอบด้วย triton X-100 0.8เปอร์เซ็นต์ และ gum arabic 0.2

เปอร์เซ็นต์ ละลายในน า้กลัน่ 

3. จากนัน้ปิเปตสารละลายตา่งๆลงใน well microplate ตามตารางด้านลา่ง ดงันี ้

สารละลาย 
ความเข้มข้น

สุดท้าย 
(มิลลิโมลาร์) 

ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

ทดลอง 
ควบคมุ 

(ไมเ่ติมสารตัง้ต้น) 
ควบคมุ 

(ไมเ่ติมไลเพส) 

สารละลาย A 
pNPP 180 มก. 

2-propanol 30 มล. 
0.7152 9 0 9 

สารละลาย B 
triton X-100 0.8% 
gum arabic 0.2% 

 81 81 81 

0.2 โมลาร์ ฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 7 50 50 50 50 
น า้กลัน่  40 49 60 

สารตวัอยา่ง  20 20 0 
ปริมาตรรวมทัง้หมด  200 200 200 

 

4. บม่ไว้ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

5. วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 650 nm แล้วน าคา่ท่ีได้ไปค านวณเทียบกบักราฟมาตรฐานพารา

ไนโตรฟีนอลตอ่ไป   
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ภาพท่ี ค-2 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลในบฟัเฟอร์ท่ีมีคา่ความเป็นกรดดา่ง 5.0 

 
ภาพท่ี ค-3 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลในบฟัเฟอร์ท่ีมีคา่ความเป็นกรดดา่ง 6.0 

 
ภาพท่ี ค-4 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลในบฟัเฟอร์ท่ีมีคา่ความเป็นกรดดา่ง 8.0 
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ภาพท่ี ค-5 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลในบฟัเฟอร์ท่ีมีคา่ความเป็นกรดดา่ง 9.0 

 
ภาพท่ี ค-6 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอลในบฟัเฟอร์ท่ีมีคา่ความเป็นกรดดา่ง 10.0 
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2. ภาพมาตรฐาน BSA ที่ปริมาณโปรตีน 0-10 ไมโครกรัม 
 

 
ภาพท่ี ค-7 กราฟมาตรฐาน BSA ท่ีปริมาณโปรตีน 0-10 ไมโครกรัม 

 
วิธีการท าภาพมาตรฐานโปรตีน BSA 

1. เตรียมสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 

2. ปิเปตสารละลายมาตรฐานในข้อ 1 ลงใน well ของ microplate ให้ได้ปริมาณ 0, 1, 2.5, 

5, 10 ไมโครกรัมตอ่ well ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ โดยให้ปริมาตรสดุท้ายในแตล่ะ well 

เป็น 100 ไมโครลิตร 

3. เตมิสารละลาย Biuret reagent 200 ไมโครลิตร  

4. บม่ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 10-15 นาที 

5. เติมสารละลาย folin&ciocalteu reagent จ านวน 20 ไมโครลิตรตอ่ well ผสมให้เข้ากัน

ทนัทีโดยการ repeated pipeting 

6. บม่ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเพ่ือให้เกิดสี 30 นาที 

7. วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 650 nm โดยมี blank เป็นหลอดท่ีมีน า้กลัน่เพียงอยา่งเดียว 

8. สร้างภาพมาตรฐานระหวา่งปริมาณ BSA (ug) กบั คา่การดดูกลืนแสงท่ี 650 nm 
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ภาคผนวก ง 

การค านวณ 

1. การค านวณค่าแอคทวิิตี  

 วิธีค านวณท าโดยน าคา่การดดูกลืนแสงท่ีได้จากการวดัตามวิธีในหวัข้อ 2.2 มาแทนคา่ใน
สมการเส้นตรงจากภาพมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอล ตามสมการดงันี ้

Y = 0.1849X+0.0523 
โดยท าการแทนคา่การดดูกลืนแสงท่ีวดัได้ในคา่ Y จะท าให้ได้คา่ X ซึ่งแทนปริมาณของพาราไนโตร
ฟีนอลซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยา จากนัน้ท าการเปล่ียนหน่วยจากไมโครกรัมเป็นไมโคร
โมลโดยการหารด้วยมวลโมเลกลุของพาราไนโตรฟีนอล ซึ่งเท่ากบั 139.11 แล้วหารด้วยปริมาตร
ของสารตัวอย่างท่ีใช้ในการวัด ปรับหน่วยให้เป็นต่อมิลลิลิตร เช่นในกรณีท่ีใช้สารตัวอย่าง 20 
ไมโครลิตรในการวัด ก็ท าการหารด้วย 20 และคูณด้วย 1000 จะได้หน่วยเป็นไมโครโมลต่อ
มิลลิลิตร และสดุท้ายหารด้วยเวลาท่ีใช้เกิดปฏิกิริยา 30 นาที จะได้หนว่ยสดุท้ายเป็นหน่วย ไมโคร-
โมล ตอ่มิลลิลิตร ตอ่นาที หรือหนว่ยยนูิตนัน่เอง 

2. การค านวณหาปริมาณโปรตีน 

 วิธีค านวณท าได้โดยน าคา่การดดูกลืนแสงท่ีได้จากการวดัตามวิธีในหวัข้อ 2.3 มาแทนคา่
ในสมการเส้นตรงจากภาพมาตรฐานของ BSA ตามสมการดงันี ้

Y = 0.0288+0.0329 
โดยท าการแทนคา่การดดูกลืนแสงท่ีวดัได้ในคา่ Y จะท าให้ได้คา่ X ซึ่งแทนปริมาณโปรตีนในหน่วย
ไมโครกรัม เปล่ียนหน่วยไมโครกรัมเป็นมิลลิกรัม โดยคณูด้วย 1000 เปล่ียนหน่วยให้เป็นมิลลิลิตร 
โดยการหารด้วยปริมาตรของสารละลายตวัอย่างท่ีใช้ แล้วปรับให้เป็นหน่วยมิลลิลิตร จะได้หน่วย
สดุท้ายเป็น มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
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3. การค านวณเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์จากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริ -
ฟิเคชัน 
 การค านวณเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ท าได้โดยแทนค่าท่ีได้จากฉีดตวัอย่าง
วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง HPLC ในสมการ 
%conversion         =                                              [FAME] x 100 
                                        3[TAG] + 2[1,3 DAG] + 2[1,2 DAG] + [MAG] + [FFA] + [FAME] 
 
เม่ือ  %conversion คือ เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ 
 [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 
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ตวัอยา่งการค านวณ จากการทดลองเร่ืองการเปรียบเทียบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาทรานส์
เอสเทอริฟิเคชนัของไลเพส  

 
ภาพที่ ง-1 โครมาโทแกรมขององค์ประกอบของผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเค
ชนัของน า้มนัปาล์มกบัเมทานอลท่ีเร่งด้วยไลเพส 

ตารางท่ี ง-1 ข้อมลูจากโครมาโทแกรมท่ี ง-1 

พีคล าดบัท่ี ช่ือสาร รีเทนชนั ไทม์ 
(นาที) 

ความเข้มข้น 
 (มิลลิโมลาร์) 

พืน้ท่ีใต้ภาพ 

1 Ecosane 2.324 - 7762968 

2 FAME 4.892 12.623 5740251 

3 TAG 7.246 0.536 1569705 

4 FFA 8.880 5.496 4725132 

5 1,3 DAG 10.908 0.166 293984 

6 1,2 DAG 11.674 0.171 267959 

7 MAG 20.15 0.096 24462 

แทนคา่ความเข้มข้นจากตารางท่ี ง-1 ในสมการ 
 
%conversion    =                                     12.623 x 100 
                                    3(0.536) + 2(0.166) + 2(0.171) + 0.096 + 5.496 +12.623 
                         =           61.58 
ดงันัน้เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ คือ 61.58 เปอร์เซ็นต์ 
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4. การค านวณอัตราส่วนโดยโมลของน า้มันปาล์มบริสุทธ์ิต่อเมทานอล  

หาน า้หนกัของเมทานอลจากสตูร     Y = ( A )( B )( MWMeOH) 
                                                            MWPO 
 โดยท่ี Y  คือน า้หนกัของเมทานอล 
 A   คือ น า้หนกัของน า้มนัปาล์มบริสทุธ์ิจากการชัง่ 
 B   คือ อตัราส่วนโดยโมลของเมทานอล 
 MWPO   คือน า้หนกัโมเลกลุของน า้มนัปาล์มบริสทุธ์ิ เทา่กบั 980 กรัม 
 MWMeOH คือ น า้หนกัโมเลกลุของเมทานอล เทา่กบั 32.04 กรัม 
 
ตวัอยา่งการค านวณ  ก าหนดให้อตัราส่วนของน า้มนัปาล์มตอ่เมทานอลเทา่กบั 1:3 จากนัน้ชัง่
น า้มนัปาล์ม 3 กรัม คดิเป็นปริมาตรประมาณ 2.68 มิลลิลิตร 
ดงันัน้                                           Y = (3)(3)(32.04) = 0.294 กรัม  
                                                                 980                                 
ดงันัน้คดิเป็นปริมาตร  จากสตูร       Z  =  Y 
                                                           D 
เม่ือ Z คือ ปริมาตรของเมทานอล 
      Y คือ น า้หนกัเมทานอล 
      D คือ คา่ความหนาแนน่ของเมทานอลเทา่กบั 791 กรัมตอ่ลิตร 
จะได้                                            Z  =  (0.298)(1000)   =  0.376 มิลลิลิตร 
                                                                    791 
  
                                                                                    =  376  ไมโครลิตร 
7. การหาปริมาตรน า้มันปาล์ม 
หาปริมาตรน า้มนัปาล์มจากสตูร                D = M 
                                                                   V 
D คือ ความหนาแนน่ของน า้มนัปาล์ม (0.89 กรัมตอ่มิลลิลิตร) 
M คือ มวลน า้หนกัของน า้มนัปาล์ม (3 กรัม) 
V คือ ปริมาตรของน า้มนัปาล์ม 
ดงันัน้                                                   V = 3   =  3.37 มิลลิลิตร 
                                                    0.89 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 
 นาย ธนธร  วิทิตศานต์ เกิดวันท่ี 28 สิงหาคม พ.ศ. 2527 ท่ีกรุงเทพมหานคร ส าเร็จ
การศึกษาระดบัปริญญาตรี วิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ จากคณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาสถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคณุทหารลาดกระบงั ในปีการศกึษา 2548 จากนัน้
เข้าศึกษาระดับปริญญาโท วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาพฤกศาสตร์ ท่ีคณะวิทยาศาสตร์ 
จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2551 และส าเร็จการศกึษาในปีการศกึษา 2553   
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