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นางสาว วันภิเษก จฑุาภักด์ิ : การตรึงรูปไลเพสจากยีสต Candida rugosa เพื่อผลิตไบโอ

ดีเซลโดยทรานสเอสเทอริฟเคชัน (IMMOBILIZATION OF LIPASE FROM Candida 

rugosa  FOR BIODIESEL PRODUCTION BY TRANSESTERIFICATION)  อ.ที่

ปรึกษาวทิยานิพนธหลัก รศ.ดร. วรวุฒิ จฬุาลักษณานกุูล, อ.ที่ปรึกษาวิทยานพินธรวม 

รศ. ทิฆมัพร ยงวณิชย, 105 หนา. 

 
 จากการคัดเลือกยีสตท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเพสเพื่อเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

และทรานสเอสเทอริฟเคชันของนํ้ามันปาลมจากยีสต 5 สายพันธุ ไดแก C. rugosa C. lipolytica, Y. 

lipolytica, C. tropicalis และ C. thailandica พบวายีสตสายพันธุ C. rugosa สามารถผลิตไลเพสท่ีมี

สมบัติเรงปฏิกิริยาดังกลาวไดดีท่ีสุด โดยภาวะท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน

ของไลเพสอิสระ คือ ท่ีอัตราสวนโมลของนํ้ามันปาลมตอเมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซม 20 มิลลิกรัม

โปรตีน ปริมาณนํ้าในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรนํ้ามัน) และอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส ท่ีเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงสุด 57.80 เปอรเซ็นต สวน

ภาวะท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส คือ ปริมาณเอนไซม 5 มิลลิกรัมโปรตีน ปริมาณนํ้าใน

ปฏิกิริยา 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรนํ้ามัน) และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท่ีเวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 24 ชั่วโมง ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูงสุด 98 เปอรเซ็นต จากน้ันทําการตรึงรูปไลเพส

ชนิดหยาบลงบนเรซินชนิดมีรูพรุนแบบ macroporous 5 ชนิด ดวยวิธีดูดซับในภาวะท่ีใชเฮปเทน ไดแก

ชนิด AB-8 H103 NKA-9 NKA และ D4020 ผลท่ีได NKA-9 ใหผลการเรงปฏิกิริยาไดดีท่ีสุด ภาวะท่ี

เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยา ไดแก อัตราสวนโดยนํ้าหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุน 1:1 อัตราสวนโดย โม

ลของนํ้ามันปาลมตอเมทานอล 1:4 ปริมาณนํ้า 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส ท่ีเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 24 ชั่วโมง ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงสุด 75.11 เปอรเซ็นต 

สวนไลเพสตรึงรูปบน H103 ใหผลการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสูงท่ีสุด ภาวะท่ีเหมาะสมตอการ

เกิดปฏิกิริยาไดแก อัตราสวนโดยนํ้าหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.5:1 ปริมาณนํ้า 120 เปอรเซ็นต

(ปริมาตรโดยปริมาตรนํ้ามัน) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ท่ีเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 24 ชั่วโมง ได

เปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูงสุด 97.74 เปอรเซ็นต หลังปฏิกิริยาส้ินสุดนําไลเพสตรึงรูปมากรองและลาง

ดวยเฮปเทน พบวาสามารถนําไปเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันซ้ําไดอีก 2 คร้ัง ไดเปอรเซ็นตเมทิล

เอสเทอร 31.88 และ 9.42 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และในสวนของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดอีก 1 คร้ัง ได

เปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระ 28.37 เปอรเซ็นต    
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 The lipase-producing yeast were selected from 5 strains, namely, C. rugosa, C. 

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

exhibited the highest specific activity and catalyzed transesterification and hydrolysis of 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

respectively.  
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บทที่  1 
 

บทนํา 

 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 

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

วา กลีเซอรอลเอสเทอรไฮโดรเลส (glycerol-ester hydrolase) หรือ เอซิลกลีเซอรอลไฮโดรเลส 

(acylglycerol hydrolase) เปนเอนไซมที่มีความสามารถในการเรงปฏิริยาไฮโดรไลซิส

(hydrolysis) ในพันธะเอสเทอร (ester bonds)  ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด (triglycerides) ไดกรด

ไขมันอิสระ (free fatty acid) และกลีเซอรอล (glycerol) เปนผลิตภัณฑ (Brockerhoff และ 

Jensen, 1974) นอกจากนี้ยังสามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน (transesterification) 

ซึ่งเปนปฏิกิริยาระหวางไตรกลีเซอไรดและแอลกอฮอลไดผลิตภัณฑเปนแอลคิลเอสเทอร (alkyl 

ester) คือไบโอดีเซล (biodiesel) (Fukuda และคณะ, 2001) อีกดวย 

เนื่องจากไลเพสเปนเอนไซมที่สามารถเรงปฏิกิริยาไดหลากหลาย จึงมีการนําเอนไซมไล

เพสไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมหลายชนิด เชน น้ํายาซักลาง อาหาร เคร่ืองสําอาง เช้ือเพลิง

ชีวภาพ ยา และใชขจัดเศษไขมันออกจากวัตถุดิบผลิตภัณฑเคร่ืองหนัง เปนตน (Posorske, 1984) 

เอนไซมไลเพสสามารถผลิตไดจากท้ัง สัตว พืช และจุลินทรีย  แตไลเพสจากจุลินทรียมีขอดี

เหนือกวาไลเพสจากพืชและสัตว เพราะจุลินทรียเจริญไดรวดเร็ว และเล้ียงงายกวา นอกจากนี้ยัง

สามารถเพิ่มผลผลิตไดรวดเร็วโดยวิธีปรับปรุงพันธุกรรม และสามารถปรับภาวะใหเหมาะสมตอ

การผลิตเอนไซมไดงายกวาพืชและสัตว จึงมีการเลือกใชไลเพสที่ไดจากจุลินทรียมาใชประโยชน

มากกวาแหลงอ่ืน โดยเฉพาะไลเพสจากยีสตเนื่องจากเจริญเติบโตงายและการเก็บรักษายีสตไม

ยุงยากเทาเมื่อเทียบกับแบคทีเรีย ในปจจุบันมีผูคนพบยีสตที่สามารถผลิตไลเพสแลวหลายกลุม 

เชนกลุม Candida Spp. Geotrichum  Trichosporon  Yarrowia lipolytica เปนตน (Vakhlu 

และ Kour, 2006)  

การผลิตกรดไขมันอิสระจากไตรกลีเซอไรดในอุตสาหกรรมดวยวิธีทางเคมี โดยทั่วไปใชวิธี

ที่ไมใชตัวเรงปฏิกิริยา แตใชไอน้ําในการแยกกรดไขมันออกมาโดยผานคอลัมน วิธีดังกลาวจะตอง

ใชแรงดันและพลังงานสูงมาก ซึ่งเปนการส้ินเปลืองเนื่องจากมีตนทุนดานพลังงานสูง การใช

เอนไซมไลเพสซึ่งเปนตัวเรงชีวภาพในกระบวนการผลิต เปนวิธีการผลิตกรดไขมันจากไตรกลีเซอ-
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ไรดที่ใชพลังงานตํ่ากวา จึงนาจะเปนวิธีที่เหมาะสมที่จะนํามาใชทดแทน เพื่อแกปญหาดังกลาว 

(Kimura และคณะ, 1983) สวนการผลิตไบโอดีเซลโดยการใชไลเพสเปนตัวกระตุน นับเปน

กระบวนการผลิตเชื้อเพลิงทดแทนโดยวิถีทางเทคโนโลยีชีวภาพที่นาสนใจยิ่งในปจจุบัน ประโยชน

ที่ไดมีหลายประการ เชน ผลผลิตที่ไดมีความบริสุทธิ์ กระบวนการผลิตไมมีผลผลิตขางเคียงที่ไม

ตองการเกิดข้ึน ระดับมลพิษที่ เกิดข้ึนในกระบวนการผลิตมีนอยมากเม่ือเปรียบเทียบกับ

กระบวนการผลิตทางเคมีแบบด้ังเดิม เปนตน  

อยางไรก็ตามการใชเอนไซมไลเพสยังคงมีปญหาดานราคาที่คอนขางสูง (Jaeger และ 

Eggert, 2002) การพัฒนาเอนไซมใหอยูในรูปตรึงเปนวิธีหนึ่งที่จะทําใหราคาของเอนไซมลดลงใน

กระบวนการผลิต เนื่องจากเอนไซมตรึงรูปนี้ทําใหสามารถนําเอนไซมกลับมาใชซ้ําไดหลายๆคร้ัง มี

การทดลองนําไลเพสจากเชื้อแบคทีเรีย รา ยีสต มาตรึงในวัตถุคํ้าจุนที่มีรูพรุน เม่ือนําไลเพสตรึงรูป

นี้มาใชซ้ําหลายคร้ัง และใหผลผลิตสูงอีกดวย (Hsu และคณะ, 2002) ดังนั้นการใชไลเพสตรึงรูปนี้

จึงเปนวิธีที่นํามาใชอยางแพรหลาย และนําไปสูการวิจัยเพื่อพัฒนา ปรับปรุงกระบวนการในแบบ

ตางๆ งานวิจัยนี้จึงมุงศึกษาการตรึงไลเพสจากยีสต โดยคัดเลือกยีสตที่มีความสามารถในการ

ผลิตไลเพสจาก 5 สายพันธุ เพื่อนําไปใชในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยา และตรึงไลเพสจากยีสตที่คัดเลือกนั้น โดยศึกษาตัวคํ้า

จุนและวิธีการตรึงที่มีความเหมาะสมสอดคลอง ตรวจสอบภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการตรึง และ

ภาวะที่ดีที่สุดในการเรงปฏิกิริยาของไลเพสตรึงรูปที่ได และความสามารถในการนํามาใชซ้ํา  

เพื่อใหไดไลเพสตรึงรูปที่มีสมบัติที่ดีข้ึน สะดวกในการนําไปประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมตอไป 

 
วัตถุประสงคของการวิจยั 
 

 เพื่อตรึงเอนไซมไลเพสจาก C. rugosa เพื่อนําไปใชในการผลิตไบโอดีเซลโดยปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน  
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ขั้นตอนการวจิัย 
 

1. คนควาและรวบรวมเอกสารสําหรับการวิจยั 

2. คัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเพส 

3. แยกไลเพส และทดสอบสมบัติเบื้องตนในการเกิดปฏิกิริยา  

4.   ตรึงรูปไลเพส ทดสอบปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชัน  

5. ศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาของไลเพสอิสระและไลเพสตรึงรูป และการ

นําไลเพสตรึงรูปไปใชซ้ํา 

6. วิเคราะห สรุปผลงานวิจยั เขียนวทิยานพินธ 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 

 สามารถตรึงไลเพสที่แยกไดจาก C. rugosa เพื่อนําไปใชผลิตไบโอดีเซลโดยปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน  
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บทที่ 2 

 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
เอนไซมไลเพส 
 

 เอนไซมไลเพส (Lipase; EC 3.1.1.3) มีชื่อเรียกตามระบบ international Union of 

Biochemistry คือ กลีเซอรอล เอสเทอรไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase) นอกจากนี้ยังมีชื่อ

เรียกอ่ืนอีกเชน เอซิลกลีเซอรอล ไฮโดรเลส (acyl glycerol hydrolase) ไตรเอซิลกลีเซอรอลไฮโดร-

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

ไดกําหนดการตั้งช่ือเอนไซม (nomenclature) โดยไดจําแนกเอนไซมออกเปนพวกตางๆ 

(classification) ตามชนิดปฏิกิริยาที่เอนไซมนั้นเรง โดยกําหนดเปนรหัสประจําตัวเอนไซม (code 

number) รหัสดังกลาวแบงเปนประกอบดวยตัวเลขส่ีชุด แตละชุดแยกออกจากกันโดยจุด ตัวเลข

ชุดแรกบงบอกถึงพวก (class) ที่เอนไซมนั้นถูกจัดไว ซึ่งมีหกพวก สวนตัวเลขชุดที่สองและชุดที่

สามของรหัสเอนไซม จะบอกถึงชนิดของปฏิกิริยาที่ถูกเรง สําหรับตัวเลขชุดที่ส่ีจะชวยแยกเอนไซม

ที่เรงปฏิกิริยาคลายกันออกจากกันซึ่งเอนไซมไลเพสมีรหัสประจําตัวเอนไซม ที่บงบอกปฏิกิริยา

ดังนี้ 

 

     E.C.3.-.-. -  Hydrolases. 

     E.C.3.1.-. - Acting on ester bonds. 

     E.C.3.1.1. - Carboxylic ester hydrolases. 

     E.C.3.1.1.3 Triglycerol lipase 

 
ความสามารถในการเรงปฏิกิรยิาของไลเพส 
 

 ไลเพสเปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลส (hydrolases) ซึ่งมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ในพันธะเอสเทอร (ester bonds) ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 

(triglyceride) เปนไดกลีเซอไรด (diglycerides) โมโนกลีเซอไรด (monoglycerides) กรดไขมัน 

(fatty acid) และ กลีเซอรอล (glycerol) นอกจากนี้ไลเพสยังสามารถเรงปฏิกิริยาที่เปนปฏิกิริยา- 
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การสังเคราะห (synthesis reaction) ไดแก เอสเทอริฟเคชัน (esterification) และ ทรานสเอสเทอ- 

ริฟเคชัน (transesterification) ซึ่งเปนปฏิกิริยาประเภทแอซิโดไลซิส (acidolysis) อินเทอรเอสเทอ- 

ริฟเคชัน (interesterification) แอลกอฮอลไลซิส (alcoholysis) และ อะมิโนไลซิส (aminolysis) อีก

ดวย 

 

ปฏิกิริยาที่สามารถเรงไดโดยไลเพส 

 

ไฮโดรไลซิส 

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

 

เอสเทอริฟเคชัน 

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

 

แอซิโดไลซิส 

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

 

อินเทอรเอสเทอริฟเคชัน 

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

 

แอลกอฮอลไลซิส 

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

 

อะมิโนไลซิส       

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

 

รูปที่ 2.1 ปฏิกิริยาที่สามารถเรงไดโดยไลเพส โดยทั้งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และปฏิกิริยาการ

สังเคราะหตางๆ ที่เรงดวยไลเพส โดยมีไตรเอซิลกลีเซอรอลเปนสารต้ังตนนั้น สามารถเกิดไดทั้งใน

ภาวะที่มีน้ําเปนองคประกอบ (aqueous solution) และไมมีน้ําเปนองคประกอบในปฏิกิริยา (non- 

aqueous solution) (Villeneuve และคณะ, 2000) 
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ความจาํเพาะของไลเพส 
 

 Macrae (1983) จําแนกไลเพสโดยแบงตามความจําเพาะตอตําแหนงบนไตรกลีเซอไรดได

เปน 3 กลุม ดังตอไปนี้ 

 

 กลุมที่หนึ่ง ไลเพสที่มีความจําเพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3 บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด (1,3 

specific lipase) ซึ่งจะไฮโดรไลซ (hydrolyze) ไตรกลีเซอไรดไดกรดไขมันอิสระ และ 1,2-ไดกลีเซอ

ไรด หรือ 2,3-ไดกลีเซอไรด ได 2-โมโนกลีเซอไรด เนื่องจากกลีเซอไรดที่ไดมักไมเสถียร หากใหเวลา

ในการยอยนานข้ึนก็จะเกิดการเคล่ือนยายหมูเอซิลไดผลิตภัณฑสุดทายเปน 1,3-ไดกลีเซอไรด 

และ 1-โมโนกลีเซอไรด หรือ 3-โมโนกลีเซอไรด แตถาใหปฏิกิริยาการยอยเกิดอยางสมบูรณก็จะทํา

ใหไดกลีเซอรอลและกรดไขมันอิสระ ไลเพสในกลุมนี้ไดจาก Aspergillus niger  Mucor 

javanicus   Rhizopus arrhizus และไลเพสจากรําขาว 

 

 กลุมที่สอง ไลเพสที่ไมมีความจําเพาะตอทั้งตําแหนงและชนิดของกรดไขมันในโมเลกุล

ของไตรกลีเซอไรดที่เขาทําปฏิกิริยา (Non-specific lipase) ปฏิกิริยาจะดําเนินไปแบบสุม จะมีการ

ยอยสลายไดทุกตําแหนงบนไตรกลีเซอไรด และสามารถที่จะไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดไดเปนกรด

ไขมันอิสระและกลีเซอรอลไดอยางสมบูรณ ไลเพสในกลุมนี้ไดจาก Candida cylindracea 

Corrynebacterium acnes   Staphylococcus aureus และไลเพสจากตับออนสุกร 

 

 กลุมที่สาม ไลเพสที่มีความจําเพาะกับชนิดของกรดไขมัน (fatty acid-specific lipase)  

ไลเพสจากจุลินทรียสวนใหญไมแสดงสมบัตินี้  แตมีจุ ลินทรียบางชนิด  เชน  Geotrichum 

candidum ที่ผลิตไลเพสที่ไฮโดรไลซกลีเซอไรดที่มีกรดไขมันสายโมเลกุลยาวซ่ึงประกอบดวย

พันธะคูที่เปน cis-form ในตําแหนงที่ 9 ไดดี สวนกรดไขมันชนิดอ่ิมตัว (saturated fatty acid) หรือ

ชนิดไมอ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) ที่ไมมีพันธะคูในตําแหนงที่ 9 จะถูกไฮโดรไลซไดไมดีนัก 
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แหลงของไลเพส 
 

 เอนไซมไลเพสผลิตไดจากทั้งสัตว พืช และจุลินทรีย ในสัตวไลเพสสรางข้ึนที่ตับออน 

(pancreatic lipase) และในนํ้านม (milk lipase) ในพืชพบไดในถั่ว ขาวสาลี ฝาย และละหุง  

ไลเพสจากจุลินทรียสามารถแยกไดจากทั้งแบคทีเรีย รา และยีสต แตเนื่องจากไลเพสจากจุลินทรีย

มีความเสถียรสูง (stability) ความสามารถในการคัดเลือกสารต้ังตนดี (selectivity) และมี

ความจําเพาะตอสารต้ังตนหลายชนิด (substrate specificity) จึงเปนที่นาสนใจและมีการนําไป

ประยุกตใชสูงที่สุด (Cardenas และคณะ, 2001) โดยเฉพาะอยางยิ่งไลเพสจากยีสต เนื่องจาก

ยีสตเปนจุลินทรียที่เจริญเติบโตงาย วิธีเก็บรักษาไมซับซอน มักผลิตไลเพสชนิดปลอยออกมานอก

เซลล (extracellular lipase) ซึ่งงายและสะดวกตอการแยกและนําไปใช (Kademi และคณะ, 

2003) ซึ่งไดแสดงตัวอยางจุลินทรียจําพวกยีสตที่สามารถผลิตไลเพสได แสดงดังตารางที่ 2.1   

 

ไลเพสจากยีสต C. rugosa เปนเอนไซมที่มีการนําไปประยุกตใชอยางหลากหลายใน

อุตสาหกรรมมากที่สุดชนิดหนึ่ง เนื่องมาจากยีสตชนิดนี้ผลิตไลเพสที่มีสมบัติที่ดี มีแอกทิวิตีสูง ทั้ง

ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และปฏิกิริยาการสังเคราะหอ่ืนๆ (Redondo และคณะ, 1995) เชน ใน

ประเทศญ่ีปุนมีบริษัทผูผลิตทําอุตสาหกรรมผลิตกรดไขมันจากเมล็ดละหุงโดยใชไลเพสจาก        

C. rugosa มา ต้ังแตป  1985 (Macrae และ  Hammond, 1985) นอกจากนี้ ยั งมีการใช ใน

อุตสาหกรรมการผลิตกล่ินในนมและครีมจากนม โดยพบวาไลเพสจาก C. rugosa เปนไลเพสที่มี

ความเหมาะสมในการนําไปใชที่สุด เนื่องมาจากสมบัติในการสรางกล่ินที่มีความเฉพาะสูง 

(Pandey และคณะ, 1999)  

 

ตารางที ่2.1 ตัวอยางจุลินทรียจําพวกยสีตที่สามารถสรางเอนไซมไลเพสได  

 

สกุล ชนิด  อางอิง 

Candida C. rugosa Wang และคณะ, 1995 

  Frense และคณะ, 1996 

  Yee และคณะ, 1995 

  Brocca และคณะ, 1998 

  Xie และคณะ, 1998 

 C. tropicalis Takahashi และคณะ, 1998 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) 

สกุล ชนิด  อางอิง 

 C. antarctica Weber และคณะ, 1999 

  Jaeger และ Reetz, 1999 

  Arroyo และคณะ, 1999 

 C. cylindracea Kamiya และ Gotto, 1998 

  Helisto และ Korpela, 1998 

 C. parapsilosis Lacointe และคณะ, 1996 

 C. deformans Lacointe และคณะ, 1996 

 C. curvata Ghosh และคณะ, 1996 

 C. valida Ghosh และคณะ, 1996 

Yarrowia Y. lipolytica Merek และ Bednasski, 1996 

  Pignede และคณะ, 2000 

Rhodotorula Rho. glutinis Papaparaskevas และคณะ, 1992 

 Rho. pilimornae Tahoun และคณะ, 1985 

Pichia Pi. bispora Hou, 1994 

 Pi. maxicana Hou, 1994 

 Pi. sivicola Sugihara และคณะ, 1995 

 Pi. xylosa Sugihara และคณะ, 1995 

 Pi. burtonii Sugihara และคณะ, 1995 

Saccharomyces Sa. lipolytica Tahoun และคณะ, 1985 

 Sa. crataegenesis Hou, 1994 

Torulospora Torulospora globora Hou, 1994 

Trichosporon 

Trichosporon 

asteroides 

Dharmsthiti และ Ammaranond, 

1997  

   ที่มา : Sharma และคณะ (2001) 
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ประโยชนและการประยุกตใชไลเพสในทางอุตสาหกรรม 
 

 เอนไซมไลเพสจากจุลินทรียมีการนําไปประยุกตใชอยางกวางขวางในอุตสาหกรรมที่

เกี่ยวกับไขมัน น้ํามัน อุตสาหกรรมผงซักฟอก อุตสาหกรรมอาหาร การผลิตสารเคมีและยา 

อุตสาหกรรมกระดาษ เคร่ืองสําอางค (Kaslauskas และ Bornscheuer, 1998) ไลเพสยังสามารถ

นําไปใชประโยชนในดานการยอยสลายขยะไขมัน (Masse และคณะ, 2001) และ สารโพลียูรีเทน 

(Takamoto และคณะ, 2001)  
 

 อุตสาหกรรมอาหาร 

 ไลเพสเปนเอนไซมที่มีการนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารหลายประเภท  เชน ใน

อุตสาหกรรมนม นิยมใชเปนอยางมากในการไฮโดรไลซไขมันนม ผลิตกล่ินรสเฉพาะใน

อุตสาหกรรมการผลิตชีส ใชในปฏิกิริยาไลโปไลซิสไขมันเนยและครีม กรดไขมันอิสระเองก็ใชเปน

สารตั้งตนในการสังเคราะหกล่ินตางๆ เชนกล่ินของเอสเทอร แลคโตน เมทิลคีโตน และเบตาคีโต- 

แอซิด เปนตน (Wong, 1995)  
 

 อุตสาหกรรมสารเคมีอินทรีย (oleochemistry industry) 

 ในอุตสาหกรรมนี้ไลเพสใชในการผลิตผลิตภัณฑที่มีความจําเพาะซึ่งไมสามารถผลิตได

โดยวิธีทางเคมีหรือทดแทนวิธีทางเคมีซึ่งอาจมีตนทุนการผลิตสูงหรือผลิตไดยาก ยกตัวอยางเชน 

ในอุตสาหกรรมยาเพ่ือใชผลิตหรือปรับปรุงสารแอนต้ีไบโอติก อุตสาหกรรมเคมีเกษตร ใชผลิตยา

กําจัดศัตรูพืช เปนตน (Pandey และคณะ,1999) 

 

 อุตสาหกรรมผงซักฟอกและสารทําความสะอาด  

 ไลเพสถูกนําไปใชในอุตสาหกรรมสารทําความสะอาดโดยเปนองคประกอบของผงซักฟอก 

อาจใชรวมกับเอนไซมโปรตีเอส  (proteases)  เพื่อใชขจัดคราบไขมันที่เลอะบนเส้ือผา  นอกจากนี้ 

ไลเพสยังมีบทบาทสําคัญในการสังเคราะหสารลดแรงตึงผิว (surfactant) สําหรับผลิตภัณฑสบู 

และยาสระผมอีกดวย (Schmidt และ Verger, 1998) 
 

 อุตสาหกรรมกระดาษ  

 ไลโปไลติกเอนไซมมีความสําคัญในการยอยเพื่อขจัดสารที่เรียกวา “pitch” ซึ่งเปน

องคประกอบหนึ่งในเนื้อไมซึ่งเปนองคประกอบของไขมัน ที่จะมีผลในการรบกวนการผลิตกระดาษ 
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และชวยขจัดคราบไขมันที่ติดมากับกระดาษในอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษรีไซเคิล ทําใหไมเกิด

การสรางสารเหนียวที่จะรบกวนการผลิตข้ึนดวย (Jaeger และ Reetz, 1998) 

 

 กระบวนการจดัการขยะและสารพิษ 

 ไลเพสมีประโยชนในการชวยยอยกําจัดไขมันที่ปนเปอนมาในขยะ ชวยบําบัดน้ําเสียหรือ

น้ําธรรมชาติที่มีการปนเปอนของไขมัน นอกจากนี้ยังชวยบําบัดดินที่ปนเปอนน้ํามัน และกาซพษิได

ดวย (Pandey และคณะ, 1999) 
 

 อุตสาหกรรมอ่ืนๆ 

 ไลเพส สามารถนําไปใชรวมกับเอนไซมอ่ืนๆ เชน เซลลูเลส เพคทิเนส และโปรตีเอส เพื่อใช

ฟอกสีในอุตสาหกรรมเสนใยผา และยังมีการนําไปใชเปนองคประกอบของไบโอเซ็นเซอร ใชในการ

ผลิตไบโอดีเซล ใชในกระบวนการฟอกหนังสัตว ใชในการทําความสะอาดพื้นผิวแข็งๆ การผลิต

โปรตีนเซลลเด่ียว การสังเคราะหสารโพลีเมอร ผลิตพลาสติกชนิดยอยสลายได ใชเปนสวนหน่ึงใน

อุตสาหกรรมน้ํามันหลอล่ืน และอุตสาหกรรมเคร่ืองสําอางดวย (Schmidt และ Verger, 1998) 

 
ปฏิกิรยิาไฮโดรไลซิส 

 
 การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพส เปนปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะเอสเทอร ใน

โมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ดวยน้ํา ไดผลิตภัณฑที่สําคัญเปนกรดไขมัน และ กลีเซอรอล  

(Brockerhoff และ Jensen, 1974) ปฏิกิริยาแสดงดังรูป 2.2 

 

          CH2OOCR1                                                                                                   R1COOH                    CH2       OH 

 

          CH OOCR2             +           H2O                                   R2COOH         +      CH        OH 

 

          CH2OOCR3                                                                                                 R3COOH                CH2       OH 

 

รูปท่ี 2.2  ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไตรกลีเซอไรด 
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กรดไขมัน 
 

 กรดไขมัน มีสูตรโมเลกุลเปน R-COOH ซึ่งประกอบดวย R- คือหมูอัลคิล (alkyl) มีสมบัติ

ไมชอบน้ํา (hydrophobic) และ COOH คือ หมูคารบอกซิลมีสมบัติชอบน้ํา (hydrophilic) ดังนั้น

จึงทําใหกรดไขมันละลายไดทั้งในน้ํา และนํ้ามันหรือหรือตัวทําละลายอินทรีย 

 

 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไขมันและน้ํามัน เปนปฏิกิริยาที่มีความสําคัญอยางหน่ึงในระบบ

การผลิตในอุตสาหกรรมหลายดาน ผลิตภัณฑซึ่งไดแกกรดไขมัน และกลีเซอรอล เปนวัตถุดิบ

พื้นฐานที่สําคัญที่มีการนําไปประยุกตใชอยางกวางขวาง ในทุกๆปมีการผลิตกรดไขมันจาก

กระบวนการนี้สูงถึง 1.6 ลานตันตอปทั่วโลก (Pronk และคณะ, 1988) โดยกรดไขมันอิสระนั้นใช

เปนองคประกอบสําหรับการผลิตสาร oleochemicals เชน fatty alcohols fatty amides และ fatty 

esters เปนตน ซึ่ง oleochemicals เหลานี้จะใชผลิตเปน สาร antiblock agents plastisizers และ 

emulsifiers นอกจากน้ียังใชเปนองคประกอบในกระบวนการผลิต สบู ผงซักฟอก แชมพูสระผม 

น้ํามันหลอล่ืน และใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตวอีกดวย (Sulaiman และคณะ, 2003) 

 

 ปจจุบันการผลิตกรดไขมันอิสระจากไตรกลีเซอไรดในอุตสาหกรรมมีวิธีการหลักๆอยูสาม

วิธีดวยกันไดแก วิธี high pressure stream splitting, alkaline hydrolysis และ enzymatic 

hydrolysis วิธีแรกเปนวิธีที่ตองใชพลังงาน และความดันสูง (โดยทั่วไปใช 250 องศาเซลเซียส, 70 

บาร) สวนวิธีที่สองที่ใชเบสในการไฮโดรไลซิสก็เปนวิธีที่ยุงยาก มีคาใชจายดานพลังงานสูง และ

อาจเกิดสบูในปฏิกิริยา สวนวิธีการใชเอนไซมไลเพสเปนตัวเรงชีวภาพในกระบวนการผลิต เปน

วิธีการผลิตกรดไขมันจากไตรกลีเซอไรดที่ใชภาวะในการเกิดปฏิกิริยาที่ไมรุนแรง (โดยทั่วไปใช

ประมาณ 35 องศาเซลเซียส และความดันปกติ) ซึ่งชวยในการประหยัดพลังงานมากกวาสองวิธี

ขางตน การใชเอนไซมไลเพสมาเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส จึงนาจะเปนวิธีที่เหมาะสมที่จะนํามาใช

ทดแทน เพื่อแกปญหาดังกลาวได (Ramachandra Murty และคณะ, 1983)  
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ปฏิกิรยิาทรานสเอสเทอรฟิเคชัน 

 

 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน เปนปฏิกิริยาระหวางไตรกลีเซอไรดและแอลกอฮอลเชน 

เมทานอล หรือเอทานอล ไดผลิตภัณฑเปนอัลคิลเอสเทอร (akyl ester) ของกรดไขมัน หรือไบโอ-

ดีเซล (biodiesel) และกลีเซอรอล เปนผลิตภัณฑรวมจากปฏิกิริยา (รูปที่ 2.3 ) ตัวเรงของปฏิกิริยา

มีทั้งที่เปนเคมี ไดแกตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบสเชน โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) หรือ

โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) เปนตน และตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนกรด เชนกรดซัลฟูริก (H2SO4) 

หรือกรดไฮโดรคลอริก (HCL) เปนตน (Noureddini และ Zhu, 1997) นอกจากนี้ยังมีตัวเรง

ปฏิกิริยาชีวภาพ ไดแกการใชเอนไซมไลเพสไดอีกดวย (Du และคณะ, 2003)  

 
 

CH2OOCR1                                                                    R1COOR’            CH2       OH   

 

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

 

CH2OOCR3                                                                    R3COOR’            CH2       OH 

 

รูปท่ี 2.3   ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไตรกลีเซอไรดกับแอลกอฮอล (Fukuda และคณะ, 

2001) 

 
ไบโอดีเซล 
 

 ไบโอดีเซล หมายถึง เช้ือเพลิงที่ผลิตจากน้ํามันพืช หรือไขมันสัตว โดยผานกระบวนการ

ทางเคมีเพื่อเปล่ียนโครงสรางไขมันใหเปนเอสเทอรของกรดไขมัน ไบโอดีเซลเปนเชื้อเพลิงที่มี

สมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซล และสามารถใชเปนเชื้อเพลิงในเคร่ืองยนตดีเซลโดยไมกอใหเกิด

ความเสียหายตอเคร่ืองยนต (Branwal และ Sharma, 2005) ไบโอดีเซล จึงเปนคํารวมที่ใชเรียก

สารเอสเทอร ซึ่งเปนเช้ือเพลิงทดแทนจากพืช ซึ่งสามารถใชเปนเช้ือเพลิงลวนๆ หรือใชผสมกับ

น้ํามันดีเซล เปนเช้ือเพลิงในเครื่องยนตดีเซลก็ได (Pinto และคณะ, 2005) 

 

 



 

 

 

13 

 ปญหาวิกฤตการณราคาน้ํามันเช้ือเพลิงที่เพิ่มสูงข้ึน สงผลตอภาวะเศรษฐกิจโดยรวมของ

ประเทศ ความตองการใชน้ํามันดีเซลมีสูง เนื่องจากน้ํามันดีเซลเปนน้ํามันเช้ือเพลิงที่มีความสําคัญ

ตอการคมนานคมขนสง ดังนั้นการใชพลังงานทดแทนเชน ไบโอดีเซล จึงเขามามีบทบาทสําคัญใน

การเปนพลังงานทดแทนทางเลือกใหมสําหรับเครื่องยนตดีเซลในปจจุบัน เนื่องจากการใชไบโอ-

ดีเซลทดแทนน้ํามันดีเซลมีประโยชนหลายดานทั้งดานส่ิงแวดลอมชวยลดมลพิษทางอากาศซึ่งเปน

ผลจากการเผาไหมเคร่ืองยนต เนื่องจากองคประกอบของไบโอดีเซลไมมีธาตุกํามะถัน แตมี

ออกซิเจนเปนองคประกอบประมาณ 10% โดยน้ําหนัก จึงชวยเร่ืองการเผาไหมไดดีข้ึน นอกจากนี้

ยังชวยลดการปลอยกาซเรือนกระจก ดานสมรรถนะเคร่ืองยนต ชวยเพิ่มดัชนีการหลอล่ืนใหกับ

น้ํามันดีเซล ในกรณีใชผสม ในดานเศรษฐศาสตร ชวยเพิ่มมูลคาใหผลผลิตทางการเกษตรที่เหลือ

จากการบริโภค ลดการสูญเสียเงินตราตางประเทศ เพราะไบโอดีเซลจัดเปนพลังงานชนิด

หมุนเวียนจากพืชที่สามารถปลูกทดแทนข้ึนไดในประเทศ และลดการนําเขาน้ํามันจากตางประเทศ

ไดบางสวน (คณะกรรมาธิการพลังงาน สภาผูแทนราษฏร, 2545) 
 

 ทรานสเอสเทอริฟเคชัน นับเปนกระบวนการที่นิยมใชในการผลิตไบโอดีเซลมากที่สุด 

เนื่องจากชวยลดความหนืดของน้ํามันพืชได และไดผลิตภัณฑที่มีประสิทธิภาพดีเมื่อทดลองใชใน

เคร่ืองยนต การใชไลเพสซึ่งเปนตัวเรงทางชีวภาพ ในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันมีขอ

ดีกวาการใชกรดและดางหลายประการ กลาวคือ ปญหาจากการใชกรดหรือเบสทําใหมีการแยกกลี

เซอรอล และทําใหกลีเซอรอลบริสุทธิ์ยากข้ึน เนื่องจากมีตัวเรงเคมีเหลานั้นปะปนอยู การใชกรดเรง

ปฏิกิริยามีขอเสียที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยายาวนาน และใชอุณหภูมิสูง การใชเบสเปนตัวเรงใน

ปฏิกิริยาอาจทําใหมีสบูเกิดข้ึนจากปฏิกิริยา saponification ที่อาจเกิดข้ึนรวมดวย ทําใหไดผล

ผลิตเอสเทอรเกิดไดนอยกวาที่ควรเนื่องจากมีปฏิกิริยาขางเคียงรบกวน และการแยกเอสเทอรกับ

กลีเซอรอลออกจากกันเปนไปไดยากอีกดวย (Köse และคณะ, 2002) จากผลขางเคียงที่เกิดสบูข้ึน

ในปฏิกิริยาทําใหตองใชน้ํามันพืชชนิดบริสุทธิ์ซึ่งมีกรดไขมันอิสระในปริมาณตํ่าๆในการเปนสารต้ัง

ตน ซึ่งมีผลในการเพิ่มตนทุนในการผลิตไบโอดีเซลใหสูงข้ึนตามไปดวย การใชเอนไซมไลเพส

สามารถแกปญหาของการใชกรดและเบสเปนตัวเรงได โดยไลเพสเปนตัวเรงทางชีวภาพซ่ึงมี

ความจําเพาะมากกวา ทําใหไดผลิตภัณฑที่มีความจําเพาะสูง แยกกลีเซอรอลออกไดงาย บริสุทธิ์

กวาการใชกรดหรือเบสเปนตัวเรง สามารถเรงปฏิกิริยาไดแมมีกรดไขมันอิสระสูง  เรงปฏิกิริยาได

ทั้งในระบบที่มีน้ําและไมมีน้ํา  ขอดีของการใชไลเพสเม่ือเปรียบเทียบกับตัวเรงทางเคมีที่เปนเบส

แสดงสรุปไดดังตารางที่  2.2  (Fukuda และคณะ, 2001) 
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ตารางที่ 2.2 การเปรียบเทียบผลของการใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบส และไลเพสซึ่งเปนตัวเรงทาง

ชีวภาพในการผลิตไบโอดีเซล 

 

 กระบวนการทีใ่ชเบสเรง กระบวนการทีใ่ชไลเพสเรง 

อุณหภูมิที่ใชทาํปฏิกิริยา 60-70 องศาเซลเซียส 30-40 องศาเซลเซียส 

กรดไขมันอิสระท่ีอยูในวัตถดิุบ ผลิตภัณฑสบู เมทิลเอสเทอร 

น้ําที่อยูในวัตถุดิบ รบกวนปฏิกิริยา ไมมีผลตอปฏิกิริยา 

ปริมาณของเมทิลเอสเทอร ปกติ สูงกวา 

การเก็บกลเีซอรอล ยาก งาย 

การทาํใหเมทลิเอสเทอรบริสุทธิ ์ ลางซํ้า ไมมี 

ราคาของตัวเรงปฏิกิริยา ถูก คอนขางแพง 

 

 
น้ํามันปาลม 
 

 โดยทั่วไป แหลงน้ํามันพืชของประเทศไทยมาจากพืชน้ํามันหลักที่ทําการเพาะปลูกอยูใน

ประเทศทั้งหมด 7 ชนิด คือ ปาลมน้ํามัน มะพราว ถั่วเหลือง ถั่วลิสง ทานตะวัน ละหุง และงา ใน

จํานวนพืช 7 ชนิดนี้ ปาลมน้ํามันเปนพืชที่มีรายงานปริมาณผลิตผลในแตละปสูงที่สุด โดยในป 

2549 ประเทศไทยมีการผลิตปาลมน้ํามันกวา 6 ลานตัน รองลงมาไดแก มะพราว ซึ่งมีการผลิต

ประมาณ 1.5 ลานตัน (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, กระทรวงเกษตรและสหกรณ) จากการ

ผลิตปาลมน้ํามันไดในปริมาณมากในประเทศ การมีตนทุนการผลิตและราคาตํ่ากวาน้ํามันชนิดอ่ืน 

ทําใหน้ํามันปาลมมีความเหมาะสมอยางยิ่ง ตอการนํามาใชเปนสารต้ังตนในอุตสาหกรรมการ

ผลิตไบโอดีเซลในประเทศไทย 
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 แมวาการใชเอนไซมไลเพสในการเรงปฏิกริิยาทัง้ไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชัน

จะมีขอดีหลายประการ แตก็ยังคงประสบปญหาทางดานราคาของเอนไซมทีม่ีราคาคอนขางสูง 

ดังนัน้การนําเทคนิคการตรึงรูปเอนไซม (enzyme immobilization) จึงเปนเทคนิคที่สําคัญที่จะ

นํามาแกปญหาดังกลาว เนื่องจากการใชเอนไซมตรึงรูปในการเกิดปฏิกริิยา เอนไซมจะสามารถ

แยกออกจากผลิตภัณฑไดโดยงาย และสามารถนํากลับมาใชซ้ําไดอีก ชวยลดตนทนุดานราคาของ

เอนไซมได  (Lee และคณะ, 2006) 
  

การตรึงเอนไซม (Kenedy และ Cabral, 1983) 

 

 การตรึงเอนไซม (Enzyme immobilization) หมายถึง การจํากัดเขตเอนไซมใหอยูใน

ขอบเขตที่กําหนดให อาจมีโมเลกุลใหญข้ึนดวยการเช่ือมพันธะเคมี หรือไมมีพันธะเคมี ละลายน้ํา

ไดยากข้ึน หรือไมไดเลย มีผลใหเอนไซมเปล่ียนสถานะตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนของเหลว กลายเปน

ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนของแข็งขณะทําปฏิกิริยา (solid catalysts) แตยังคงสมบัติในการเปนตัวเรง

ปฏิกิริยา (catalytic activity) เหมือนเดิม 

 
ขอจํากัดของการใชเอนไซมอิสระ 
 

1. เอนไซมอิสระไมเสถียร 

2. เอนไซมอิสระใชงานในลักษณะไมตอเนื่องหรือใชคร้ังเดียว (batch) 

3. เอนไซมอิสระใน in vitro ใชแบบ multi-enzyme system ไมได 

4. เอนไซมอิสระถาจะใหมีแอกทิวิตีสูงตองทําใหบริสุทธิ์กอนการใชงาน 

5. เอนไซมอิสระจะผสมปนลงไปในสารละลายของสารต้ังตนและผลผลิต ทําใหแยกออก 

ไมได และเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีนจะปนเปอนในลักษณะสารปนเปอนโปรตีน ซึ่งถาอยูใน

อาหารจะเกิดเปนตะกอนเมื่อถึงเมื่อถึงระดับอุณหภูมิ คาความเปนกรดดางของโปรตีนนั้น ตองเพิ่ม

กรรมวิธีแยกอีกคร้ัง 

6. เอนไซมอิสระมีภาวะทําปฏิกิริยา (reaction condition) จําเพาะ ฉะนั้นบางครั้งอาจไม 

เหมาะสมกับการนําไปใชในกระบวนการอุตสาหกรรมที่ตองใชเอนไซมนั้นๆ 

7. เอนไซมอิสระสวนใหญละลายน้ํา ละลายในสารละลายได มีผลทําใหไมสามารถใชกับ 

เคร่ืองปฏิกรณประเภทตางๆ หรือใชในระบบตอเนื่องได 

8. เอนไซมอิสระในอุตสาหกรรมมีตนทุนการใชงานสูง 
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ผลกระทบของการทําเอนไซมตรึงรูป 
 

1. แอกทิวิตีอาจถูกกระทบกระเทือน เนื่องจากการยึดโมเลกุลเอนไซมกับตัวคํ้าจุนมีผลใหโครงรูป

สามมิติ (conformation) เปล่ียนไป และอาจมีผลตอหมูเคมีที่อยูในบริเวณเรงดวย 

2. มีปญหากับสารต้ังตนที่ไมเปนเนื้อเดียวกัน หรือสารต้ังตนมีลักษณะแขวนลอย (suspension) 

ดานการถายเทมวล (mass transfer) กับเอนไซมตรึงรูปซ่ึงอยูในรูปของแข็ง (solid catalyst) 

 
ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป 
 

1. มีโอกาสเพิ่มแอกทิวิตีและเสถียรภาพของเอนไซมได ถาวิธีเหมาะสม 

2. ใชกับระบบเอนไซมหลายชนิด ในลักษณะ in vitro ได  

3. สามารถนํามาใชซ้ํา และใชเกิดปฏิกิริยาแบบตอเนื่องได ใชเปนเคร่ืองมือวิเคราะหได 

4. ใชภาวการณทําปฏิกิริยาที่ตางไปจากเอนไซมอิสระหรือเอนไซมเดิมได ทั้งนี้ข้ึนกับชนิดตัวคํ้าจุน 

และวิธีการตรึงรูป 

5. ใชใหเหมาะสมกับเคร่ืองปฏิกรณเอนไซมได ทั้งนี้ข้ึนกับรูปรางตัวคํ้าจุนและลักษณะสารต้ังตน 

6. เอนไซมที่นํามาตรึงรูป ไมตองทําใหบริสุทธิ์ก็สามารถทํางานไดดี เหมือนเอนไซมบริสุทธิ์ 

 

วิธีการตรึงรูปเอนไซมใหอยูในรูปของแข็งสามารถแบงประเภทตาม Chibata (1978) 

แสดงดังรูปที่ 2.4   
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วิธีการตรึงรูปเอนไซมใหอยูในรูปของแข็ง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.4 วิธีการตรึงรูปเอนไซม 

 

 แมวาการตรึงรูปเอนไซมจะมีวิธีการเตรียมไดหลายวิธี แตไมมีวิธีการเตรียมใดที่จะ

สามารถนํามาใชกับเอนไซมไดทุกชนิดและทุกกรณี เนื่องจากเอนไซมแตละชนิดมีความแตกตาง

กันทางดานองคประกอบของโครงสรางและสมบัติทางเคมี รวมทั้งความแตกตางของสารต้ังตน 

และผลิตภัณฑ วิธีการตรึงเอนไซมชนิดใดชนิดหนึ่งนั้น จะตองทําการทดลองเพื่อใหไดวิธีที่ให

ประสิทธิภาพในการตรึงที่ดี รักษาแอกทิวิตีของเอนไซมไวไดมากที่สุดและมีความคงตัวระหวางการ

ใชงาน พรอมทั้งตองเปนวิธีที่สะดวกและมีตนทุนตํ่า ซึ่งไดเปรียบการตรึงเอนไซมดวยวิธีตางๆ ดัง

ตารางที่ 2.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิธีจับยึดกบั

สารพาหะ 

วิธีเชื่อมไขว  การดักจับ 

การดูดซับ

ทางกายภาพ 

การจับยึด

ดวยแรง

ดึงดูด

การจับยึด

ดวยพนัธะ

โควาเลนท    

การดักจับใน

ชองระหวาง

การเช่ือมไขว   

การลอมรอบ

ดวยแคปซูล

ขนาดเล็ก  
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ตาราง 2.3 แสดงการเปรียบเทียบการตรึงเอนไซมดวยวิธีการตางๆ (Kennedy และ Cabral, 

1987) 

 

เทคนิคการตรึงเอนไซม ขอเปรียบเทียบ 

เชื่อมโยง ดูดยึดทาง

กายภาพ 

ดูดยึดดวย

พันธะ 

ไอออนิค 

ดูดยึดดวย

พันธะ 

โคเวเลนซ 

ดักจับ 

1.วิธีการเตรียม 

 

2.การยึดระหวาง

เอนไซมกับตัวพยุง 

 

3.การนาํตัวพยุง

กลับมาใชใหม 

 

4.ตนทนุในการตรึง 

 

5. ความคงตัวของ

เอนไซมตรึงรูป 

 

6.การประยกุตใชงาน 

 

7.ปองกนัการ

สลายตัวของเอนไซม

กับจุลินทรีย 

สะดวก 

 

แข็งแรง 

 

 

ไมได 

 

 

ปานกลาง 

 

สูง 

 

 

ไมได 

 

ไดบางคร้ัง 

สะดวก 

 

ออน 

 

 

ได 

 

 

ปานกลาง 

 

ตํ่า 

 

 

ได 

 

ไมได 

สะดวก 

 

ปานกลาง 

 

 

ได 

 

 

ตํ่า 

 

ปานกลาง 

 

 

ได 

 

ไมได 

ยุงยาก 

 

แข็งแรง 

 

 

ไดในบาง

กรณี 

 

ตํ่า 

 

สูง 

 

 

ไมได 

 

ไมได 

ยุงยาก 

 

ปานกลาง 

 

 

ไมได 

 

 

สูง 

 

ปานกลาง 

 

 

ได 

 

ได 
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การตรึงรูปเอนไซมดวยวธิีการดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption)  
 

 วิธีการตรึงเอนไซมดวยการจับไวที่ผิวของสารพาหะที่เปนของแข็งจัดวาเปนวิธีที่งายที่สุด 

และเปนวิธีที่ใชตรึงเอนไซมเปนคร้ังแรกในป 1916 โดย Nelson และ Griffin ซึ่งไดทําการตรึง

เอนไซมอินเวอรเทสดวยการใหจับไวบนผิวของอลูมิเนียมไฮดรอกไซด หลักการตรึงเอนไซมดวยวิธี

นี้คือการใชแรงวันเดอรวาลส (Van der Waals) วิธีการในทางปฏิบัตินั้นจะผสมเอนไซมเขากับสาร

พาหะหรือตัวคํ้าจุนในภาวะที่เหมาะสม เมื่อเอนไซมถูกตรึงไวไดมากที่สุดจึงทําการแยกเอนไซม

ตรึงออกจากสารละลายทั้งหมดดวยการปนเหวี่ยงตกตะตอนหรือการกรอง        

 

เนื่องจากการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ไมมีสารที่วองไวตอการเกิดปฏิกิริยาตางๆ ดังนั้น จึงทํา

ใหการเปล่ียนแปลงรูปรางของเอนไซมเกิดข้ึนนอยมากหรือไมมีเลย ความสามารถในการดูดติด

ของเอนไซมจากการตรึงดวยวิธีนี้จะข้ึนอยูกับพีเอช ตัวทําละลาย ความเขมขนของไอออนใน

สารละลาย ความเขมขนของเอนไซม-ตัวคํ้าจุน และอุณหภูมิ การควบคุมภาวะตางๆเหลานี้ให

เหมาะสมจะชวยใหมีการดูดติดเอนไซมไดดี และรักษาแอกทิวิตีของเอนไซมไวได แมวาเอนไซมจะ

ถูกจับไวดวยแรงดึงดูดที่คอนขางออน เชนพันธะไฮโดรเจน แรงวันเดอรวาลส หรือแรงไฮโดรโฟบิกก็

ตาม 

 

ปจจัยที่สําคัญที่สุดที่จะมีผลตอปริมาณของเอนไซมที่จะถูกดูดติดไวบนผิวของตัวคํ้าจุน

ไดแก ความเขมขนของเอนไซมที่สัมผัสกับหนึ่งหนวยพื้นที่ของตัวคํ้าจุนในระหวางกระบวนการตรึง 

กัมมันตภาพของเอนไซมตรึงจะเพิ่มข้ึนเมื่อความเขมขนของเอนไซมที่ใชสูงข้ึนจนกระทั่งถึงจุด

อ่ิมตัว หลังจากนั้นแอกทิวิตีของเอนไซมตรึงจะลดลงแมวาความเขมขนของเอนไซมที่ใชจะเพิม่มาก

ข้ึน เวลาและอุณหภูมิในกระบวนการตรึงจะมีความสําคัญตอการดูดติดของเอนไซมโดยเฉพาะ

อยางยิ่งในกรณีที่ใชตัวคํ้าจุนที่มีรูพรุน ทั้งนี้เนื่องจากในตัวคํ้าจุนชนิดนี้จะมีการแพรกระจาย 

(diffusion) สูง 

 

ขอบกพรองที่สําคัญในการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ไดแก แรงดึงดูดระหวางเอนไซมกับตัวคํ้า

จุนเปนแรงอยางออนจึงทําใหเอนไซมหลุดออกจากตัวคํ้าจุนในระหวางกระบวนการใชงาน การ

เปล่ียนแปลงภาวะของการทดลอง เชน พีเอช ความเขมขนไอออนในสารละลาย อุณหภูม ิและชนดิ

ของตัวทําละลายจะทําใหเอนไซมที่ตรึงอยูนั้นหลุดออกจากสารพาหะ นั่นคือทําใหการใชเอนไซม

ตรึงดวยวิธีนี้อยางมีประสิทธิภาพเปนไปในชวงเวลาที่จํากัด  
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ตัวคํ้าจุนสําหรับการตรงึรปูเอนไซม 
 

 องคประกอบที่สําคัญสําหรับการตรึงเอนไซมไดแก  เอนไซม  ตัวคํ้าจุน (หรือตัวพยุง) และ

วิธีที่ทําใหเอนไซมถูกจับดวยตัวคํ้าจุน สารที่ใชเปนตัวคํ้าจุนนั้นมีความสําคัญมากตอแอกทิวิตีและ

ความคงตัวของเอนไซม ไมมีตัวคํ้าจุนชนิดใดที่สามารถใชตรึงเอนไซมไดทุกรูปแบบ แตอยางไรก็

ตามตัวคํ้าจุนที่ดีโดยทั่วไปควรมีลักษณะ มีพื้นที่ผิวมากเพื่อใชสําหรับการจับยึด มีการซึมผานได

ของสาร ไมละลายนํ้า เสถียรตอสารเคมี ความรอนและแรงกระทบ มีรูปรางและขนาดที่พอเหมาะ 

มีความตานทานตอการเจริญของจุลินทรีย สามารถนํากลับมาใชใหมได 

 

 การตรึงไลเพสดวยวิธีการดูดซับนิยมตรึงลงบนตัวคํ้าจุนชนิดมีสมบัติไมชอบน้ําซึ่งเปน

สารอินทรียที่มีรูพรุน เนื่องจากไลเพสเปนโปรตีนที่ละลายไดในน้ํา (hydrophilic) แตก็มีพื้นที่สวนที่

ไมชอบน้ํา (hydrophobic) รอบๆบริเวณเรง (active site) จากสมบัติดังกลาว ทําใหการเขาจับ

ของไลเพสกับตัวคํ้าจุนที่เปนของแข็งที่มีพื้นผิวที่มีสมบัติไมชอบนํ้า หรือการดูดซับ ที่บริเวณ

ดังกลาว ซึ่งเปนรูปแบบที่โปรตีนชนิดอ่ืนๆ ไมสามารถเขาจับได ทําใหไลเพสที่ตรึงอยูนั้นมีสมบัติ

ของบริเวณเรงเปนแบบเปด (open form) ซึ่งเปนรูปแบบที่มีความพรอมตอการเรงปฏิกิริยา

มากกวา (Roberto และคณะ, 1998) เปนตัวคํ้าจุนที่เปนสารอินทรียมีรูพรุนจะทําใหสารเหลานี้มี

พื้นที่ผิวมากข้ึนเมื่อเทียบในปริมาณ 1 หนวยน้ําหนักกับสารที่ไมมีรูพรุน ดังนั้นสารที่มีรูพรุนจะ

สามารถจับเอนไซมไวไดมากซึ่งลักษณะเชนนี้ทําใหการประยุกตใชในทางอุตสาหกรรมไดผลดี 

อยางไรก็ตามสารที่มีรูพรุนจะมีขอเสียเนื่องจากพ้ืนที่ภายในรูพรุนที่เอนไซมถูกตรึงไดนั้นจะตองมี

ขนาดรูพรุนใหญพอสําหรับโมเลกุลของสารต้ังตนที่จะผานเขาไปทําปฏิกิริยาและในขณะเดียวกัน

จะตองใหสารผลิตภัณฑผานออกไปไดโดยสะดวก ทั้งนี้เพื่อลดปญหาที่เกิดจากการแพรกระจาย

ของสารต้ังตนและสารผลิตภัณฑ สวนตัวคํ้าจุนที่เปนสารอินทรียจะมีขอไดเปรียบในการใชทาง

อุตสาหกรรม เมื่อเทียบกับตัวคํ้าจุนที่เปนอนินทรีย ดังนั้นเอนไซมตรึงที่ผลิตข้ึนในทางการคา

สวนมากจะใชพาหะเปนสารอินทรีย สารอินทรียมีกลุมฟงชันนัลจํานวนมากจึงทําให สามารถตรึง

เอนไซมไดอยางมีประสิทธิภาพ อยางไรก็ตามตัวคํ้าจุนที่เปนสารอินทรียก็มีขอเสียทั้งนี้เนื่องจาก

สมบัติทางกายภาพบางประการของมันซ่ึงทําใหเอนไซมที่ตรึงดวยสารประเภทน้ีมีการสูญเสีย

ความเสถียรไดงายเมื่อไดรับผลกระทบจากความรอน สารเคมี จุลินทรีย เปนตน (Chibata, 1978) 

  

 

มีรายงานหลายฉบับที่ศึกษาการตรึงเอนไซมไลเพสจากยีสตสายพันธุ Candida sp. เพื่อ

นําไปใชในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาการสังเคราะหตางๆ ยกตัวอยางเชน 
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 Kimura และคณะ (1983) ไดทดลองทําการตรึงเอนไซมไลเพสจาก C. cylindracea  ดวย

วิธีดูดซับลงบนตัวคํ้าจุนชนิด celite เมื่อนําไปทดสอบความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

ของน้ํามันมะกอก พบวา ไดเปอรเซ็นตไฮโดรไลซิส 96.9 เปอรเซ็นต ในการนําไปใชคร้ังแรก และ

สามารถนํากลับมาใชซ้ําไดอีกสองคร้ัง ไดเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 76.9 และ 38.3 

เปอรเซ็นตตามลําดับ 

 

 Mustranta และคณะ (1993) ไดทําการวิจัยเร่ืองการตรึงไลเพสจาก C. cylindracea  

ดวยวิธีดูดซับลงบนตัวคํ้าจุนชนิดเรซินแลกเปล่ียนประจุลบ และไดอะตอมมาเชียสเอิรต โดย

เปรียบเทียบการใชสารตัวกลางในการตรึงระหวางบัฟเฟอรและเฮกเซน แลวนําไปทดสอบ

ปฏิกิ ริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน และเอสเทอริฟเคชัน ผลที่ไดพบวาการตรึงไลเพสจาก 

C.cylindracea ดวยวิธีดูดซับโดยใชเฮกเซนเปนสารตัวกลางทําใหแอกทิวิตีของเอนไซมสูงกวาการ

ใชบัฟเฟอร และตัวคํ้าจุนชนิด เรซินแลกเปล่ียนประจุลบเปนตัวคํ้าจุนที่มีความเหมาะสมกวา ได

อะตอมมาเชียสเอิรต จากการนําไปทดสอบปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของลอริกแอซิด กับเมทานอล 

ไดเปอรเซ็นตผลิตภัณฑเมทิลลอเรตเทากับ 58 เปอรเซ็นต ขณะที่วิธีที่ใชบัฟเฟอรได 30 เปอรเซ็นต 

 

 Minovska และคณะ (2005) ศึกษาการตรึงไลเพสจาก C. rugosa ลงบนตัวคํ้าจุนชนิด 

Al2O3 ดวยวิธีการดูดซับแลวตามดวยการตกตะกอนดวยอะซิโตน ไดเปอรเซ็นตการเกิดปฏิกิริยา

ประมาณ 79 เปอรเซ็นต นํากลับมาใชซ้ําไดอีกสามคร้ัง และตรึงบนตัวคํ้าจุนชนิด Amberlite IRC-

50 ดวยวิธีดูดซับดวยแรงไอออนิก นําไปใชเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได 99 เปอรเซ็นต และใชซ้ําได

ถึง 16 คร้ัง โดยไดผลิตภัณฑลดลงเพียง  50 เปอรเซ็นต 

 

 Gao และคณะ (2006) ไดทําการตรึงไลเพสจาก Candida sp. 99-125 ดวยวิธีดูดซับ

บนเรซินชนิดมีรูพรุนแบบ macroporous 5 ชนิด ไดแกชนิด NKA NKA-9 AB-8 H103 และ 

D4020 ผลที่ไดพบวาเร-ซินชนิดไมมีข้ัว NKA เปนตัวคํ้าจุนที่ดีที่สุด และวิธีการตรึงโดยใชสาร

ตัวกลางเปนเฮปเทน เปนวิธีที่ดีกวาวิธีที่ใชโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรเปนสารตัวกลาง โดยมีไลโปไล

ติกแอกทิวิตีสูงข้ึนกวา 4.07 เทา สมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเพื่อผลิตไบโอ

ดีเซลของไลเพสตรึงรูปดังกลาวโดยวิธีการเติมเมทานอลแบบสามขั้น พบวาไดเปอรเซ็นตการ

เปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรสูงถึง 97.3 เปอรเซ็นต โดยภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการนําไป

เกิดปฏิกิริยาคือ อัตราสวนของน้ําหนักเอนไซมชนิดหยาบตอตัวคํ้าจุนเปน 1.92:1 และปริมาณน้ํา
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ในปฏิกิริยา 15 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของน้ํามัน ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และความเปนกรด

ดาง 7.4 ไลเพสตรึงรูปที่ไดสามารถนําไปใชซ้ําได 19 คร้ัง โดยที่อัตราการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑยัง

คงเหลือ 70.2 เปอรเซ็นต 

  

 Oh และคณะ (2007) ศึกษาการตรึงไลเพสจาก C. rugosa ลงบนตัวคํ้าจุนชนิด 

polymicrospheres ดวยวิธีเชื่อมขวาง พบวาไลเพสตรึงรูปที่ไดมีความเสถียรและคงทนตอ

อุณหภูมิสูง และความเปนกรด-เบสมากข้ึนมากกวาไลเพสอิสระ และเมื่อนําไลเพสตรึงรูปไป

วิเคราะหหาคาแอกทิวิตีโดยใหเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไอโซออกเทนที่ประกอบดวย 10 

เปอรเซ็นตของน้ํามันมะกอก พบวาเมื่อมาใชซ้ําหาคร้ังแลว แอกทิวิตีของเอนไซมยังคงเหลืออยูถึง 

90 เปอรเซ็นต 

 

 Lee และคณะ (2007) ศึกษาการตรึงไลเพสจาก C. rugosa รวมกับไลเพสจาก R. oryzae 

เพื่อนําไปใชในการผลิตไบโอดีเซล พบวาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตไบโอดีเซลเม่ือใชไลเพสตรึง

รูปดังกลาวเรงปฏิกิริยาไดแก ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ความเร็วในการปนกวน 300 รอบตอ

นาที เมทานอลในปริมาณที่เหมาะสมเทากับ 3 มิลลิโมล โดยแบงเติมทุกๆ 1.5 ชั่วโมง ได

ผลิตภัณฑสูงถึง 98 เปอรเซ็นตที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 4 ชั่วโมง และเมื่อนํากลับมาใชซ้ําอีก 5 

คร้ังไดเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนไบโอดีเซลเหลือถึง 80 เปอรเซ็นต  

 

 Shao และคณะ (2008) ไดทําการตรึงไลเพสจาก C. rugosa ลงบนไคโตซาน เพื่อนําไปใช

เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเพื่อผลิตไบโอดีเซล พบวาเมื่อศึกษาถึงภาวะที่เหมาะสมตอการ

เรงปฏิกิริยา ที่ภาวะการเกิดปฏิกิริยาที่มีอัตราสวนของสารต้ังตนโดยใชเมทานอล 1:4 ปริมาณ

เอนไซมที่ใช 8 เปอรเซ็นต ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 6 เปอรเซ็นต และอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 

45 องศาเซลเซียส ไดผลผลิตเมทิลเอสเทอร 63.6 เปอรเซ็นต 

 

 Zhou และคณะ (2009) ศึกษาการตรึงไลเพสจาก C. rugosa ลงบนซิลิกาชนิดมีรูพรุน

ชนิด mesoporous ที่มีรูปรางตางกันสองชนิดคือ ชนิดที่มีรูปรางกลม และแบบเปนแทง ดวย

วิธีการดูดซับ เพื่อนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไตรบิวไทริน พบวาตัวคํ้าจุนที่มีลักษณะรูปกลม

สามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดีกวารูปแทงโดยไดเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑ ในการ

นําไปใชคร้ังแรก 74 เปอรเซ็นต ในขณะที่รูปทรงแทงเกิดเพียง 66 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ไลเพสตรึง



 

 

 

23 

รูปที่ไดยังสามารถนําไปใชเรงปฏิกิริยาซ้ําไดอีกกวา 10 คร้ัง โดยคงไดเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปน

ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลดลงเพียงเล็กนอยจาก 74 เปน 60 เปอรเซ็นตเทานั้น 

 

 การตรึงไลเพสจากยีสตสายพันธุ Candida sp. ลงบนตัวคํ้าจุนที่เปนเรซินชนิดที่มีรูพรุน

แบบ macroporous ดวยวิธีการดูดซับเปนวิธีที่นาสนใจ เนื่องจากเปนวิธีที่เหมาะสม งาย สะดวก 

และตนทุนตํ่า ชวยรักษาแอกทิวิตีของไลเพสไวได เนื่องจากภาวะในการตรึงที่ไมรุนแรง ทําใหได 

ไลเพสตรึงรูปที่มีความเหมาะสมในการนําไปประยุกตใชไดในหลายๆดานและในหลากหลาย

ปฏิกิริยาทั้งไฮโดรไลซิส และปฏิกิริยาการสังเคราะหอ่ืนๆ อีกดวย ดังนั้นผูวิจัยจึงสนใจที่จะทําการ

ตรึงไลเพสจากยีสตสายพันธุ C. rugosa ลงบนตัวคํ้าจุนเรซินชนิดมีรูพรุน เพื่อนําไปใชเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสและ ทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมตอไป  
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บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
วัสดุอุปกรณ 
 

กระดาษกรองเบอร 1 (filter paper)                                                                         (Whatman) 

คอลัมนโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง                (Alltech Associates. Inc., U.S.A) 

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

เคร่ืองกวนแทงแมเหล็ก (magnetic stirrer)                                                 (Barnstead, U.S.A) 

เคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิ (shaking incubator)                             (Vision Scientific Co.,Ltd) 

เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง                                        (Shimadzu, Japan) 

(High performance liquid chromatography, HPLC)  

เคร่ืองชั่งแบบละเอียด (Digital Balance)                                                  (Satorius, Germany) 

เคร่ืองทําแหงแบบเย็น (Lyophilizer)                                (Heto power dry LL3000, Denmark) 

เคร่ืองนึ่งอบฆาเชื้อความดันสูง (autoclave)               (Ta Chang Medical instrument, Taiwan) 

เคร่ืองปนเหวีย่งขนาดเล็ก (centrifuge)                                   (Hettich Zentrifugen, Germany)            

เคร่ืองปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (refrigerate centrifuge)                               (Heto, Denmark) 

เคร่ืองผสมแบบหมนุ (Rotary mixer)                                                            (Fine PCR, Korea) 

เคร่ืองวัดความเปนกรด-เบส (pH meter)                                (Model 250, Denver Instrument) 

เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (Microplate Spectrophotometer)  (ANTHOS Zenyth 200, U.S.A) 

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

ตูปลอดเช้ือ (laminar flow)                                                     (Clean model, Lab service Ltd) 

ตูอบฆาเช้ือ (hot air oven)                                                                      (Mammert Germany) 

แผนโครมาโทกราฟชนิดอะลูมิเนียม ซิลิกา เจล 60 F254                                 (Merck, Germany) 

หลอดรังสีอัลตราไวโอเลต (uv lamp)                                                             (Sylvania, Japan) 

ถุงเยื่อเลือกผานชนิดเซลลูโลสชวงน้ําหนกัโมเลกุล 12,000-14,000             (Cellusep T4, U.S.A) 

(regenerated cellulose tubular membrane) 

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

กรดซัลฟวริก (sulfuric acid)                                                    (RIEDEL-DE-HAEN, Germany) 

กรดฟอรมิก (Formic acid)                                                                           (Scharlau, Spain) 

กัมอาระบิก (gum arabic)                                                                        (Fluka, Switzerland) 

กรดแอซีติก (acetic acid)                                                                        (Labscan, Thailand) 

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4·5H2O)                                                   (Ajax Finechem, Australia) 

โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)                                                        (Ajax Finechem, Australia) 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)                                                                        (Scharlau, Spain) 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4)                                                 (Scharlau, Spain) 

เดกโตรส (Dextrose)                                                                             (Fisher scientific, UK) 

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

น้ํามันปาลม (palm oil)                                                    (มรกต อินดัสตรีส จํากัด, ประเทศไทย) 

โบไวนซีรัมอัลบูมิน (bovine serum albumin = BSA)                                   (Merck, Germany) 

เปปโตน (peptone)                                                                                     (Scharlau, Spain) 

ผงดูดซับน้ํา (aquacide I)                                                                (Calbiochem, Germany) 

พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol, pNP)                                                 (Fluka, Switzerland) 

พารา-ไนโตรฟนิล ปาลมมิเทต (p-nitrophenyl palmitate, pNPP)                      (Sigma, U.S.A.) 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                                                (Merck, Germany) 

โพแทสเซียมโซเดียมทารเทรต (C4H4KNaO6·5H2O)                                      (Merck, Germany) 

เมทานอล (methanol)                                                                             (Labscan, Thailand) 

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

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

สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (folin phenol reagent)                     (Carlo Erba, Milan, Italy) 

สารสกัดจากมอลต (malt extract)                                                                 (Hi media, India) 

สารสกัดจากยสีต (yeast extract)                                                                  (Hi media, India) 

เอทิลแอซีเทต (ethyl acetate)                                                                  (Labscan, Thailand) 

อิโคเซน (Eicosane)                                                                                  (Aldrich, Germany) 

เฮกเซน (hexane)                                                                                    (Labscan, Thailand) 

เฮปเทน (Heptane)                                                                                 (Labscan, Thailand) 
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วิธีการดําเนนิงานวิจัย 
 

1. การคัดเลอืกยีสตที่มสีมบัติในการผลิตเอนไซมไลเพส 
 

    ทดสอบสมบัติในการผลิตไลเพสของเชื้อยีสตหาสายพันธุ ไดแก Candida rugosa จากหนวย

วิจัยการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพดวยตัวเรงปฏิกิ ริยาชีวภาพ คณะวิทยาสาตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย และ Yarrowia lipolytica Candida lipolytica Candida tropicalis Candida 

thailandica จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย โดยการ streak เช้ือแต

ละชนิดลงบนอาหารเล้ียงเชื้อกึ่งแข็งชนิด YM ที่ผสมดวยโรดามีน บี 0.001 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัโดย

ปริมาตร) และน้ํามันปาลม 1 เปอรเซ็นต (น้ําหนักโดยปริมาตร) (ดัดแปลงจากวิธีของ Schmidt-

Dannart และคณะ, 1994) (ภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน สังเกต

การเจริญ และการเรืองแสงสีสมภายใตรังสีอัลตราไวโอเลต ความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร ซึ่ง

แสดงถึงความสามารถในการผลิตไลเพส 

 
2. การเปรียบเทียบสมบัติในการเรงปฏิกิรยิาทรานสเอสเทอรฟิเคชันดวยไลเพสจากยสีต
ทั้ง 5 ชนิด 
 

    2.1. การเตรียมหัวเชื้อและการเล้ียงเช้ือเพื่อผลิตเอนไซมไลเพส 

 

ทําการเล้ียงเชื้อโดยถายเช้ือลงในอาหารเหลว YM (ภาคผนวก ก) เพื่อเปนหัวเช้ือ บมเล้ียง

ในเครื่องเขยาควบคุมความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 

ชั่วโมง เมื่อครบกําหนด ทําการถายเชื้อจากหัวเช้ือที่ไดปริมาณ 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรลงใน

อาหารเหลวสูตร production (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติมน้ํามันปาลมปริมาตร 1 เปอรเซ็นต 

(น้ําหนักโดยปริมาตร) เปนสารชักนําการผลิตไลเพส (Kamini และคณะ, 2000) นําไปเล้ียงตอใน

เคร่ืองเขยาควบคุมความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน จึง

ทําการเก็บน้ําเล้ียงเชื้อเหลวที่ไดจากการเล้ียงยีสตทั้ง 5 สายพันธุ ดวยวิธีการปนเหวี่ยงตกตะกอน

เซลล ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

กรองสารละลายเอนไซมไลเพสท่ีไดจากการปนเหวี่ยงดวยกระดาษกรอง เบอร 1 อีกคร้ัง จากนั้น

นําสารละลายเอนไซมไลเพสดังกลาวไปทําใหเขมขนข้ึนดวยวิธีการใชผงดูดซับน้ํารวมกับถุงเยื่อ

เลือกผาน ที่ตัดชวงน้ําหนักโมเลกุล 12,000-14,000 ไลเพสที่อยูภายในถุงจะมีความเขมขนข้ึน 

จากนั้นนําสารละลายไลเพสที่เขมขนข้ึนดังกลาวมาทําการตรวจสอบปริมาณโปรตีนและ
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ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยวัดแอกทิวิตีดวยวิธีสเปกโทรโฟโตเมตรี โดยใช

พาราไนโตรฟนิลปาลมมิเทตเปนสารต้ังตน  

 

2.2. การวัดคาแอกทิวิตีของเอนไซมไลเพส 

 

            การวัดแอกทิวิตีของสารละลายไลเพสทําโดยวิธีสเปกโทรโฟโตเมทรี โดยใชสารต้ังตนเปน 

พาราไนโตรฟนิลปาลมมิเทต วิธีการวัดดัดแปลงจากวิธีของ Maia และคณะ (2000) เพื่อใหเหมาะ

ตอการวัดในปริมาณนอย ดังตอไปนี้ 

 

 สารที่ใชในปฏิกิริยาไดแก สารละลาย A ซึ่งประกอบดวย 0.71 มิลลิโมลาร พาราไนโตร

ฟนิลปาลมมิเทต ละลายใน 2-โพรพานอล สารละลาย B ประกอบดวย 0.4 เปอรเซ็นต ไตรตอน

เอ็กซ-100 และ 0.1 เปอรเซ็นต กัมอาระบิก ผสมสารละลาย A 1 สวนตอ สารละลาย B สวน เปน

สารละลายผสมเพื่อใชในการวัด ปฏิกิริยาทําโดยเติมสารละลายตัวอยางเอนไซมไลเพสที่ตองการ

วัด 20 ไมโครลิตร ลงในสารละลายผสม 180 ไมโครลิตร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร ดวยสเปกโทรโฟโตมิเตอร โดยกําหนดให 1 ยูนิต 

(U) ของแอกทิวิตีของเอนไซมเทากับปริมาณเอนไซมที่เปล่ียนพาราไนโตรฟนิลปาลมมิเทตไปเปน

พาราไนโตรฟนอลตอนาที ข้ันตอนการเตรียมสารและกราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล 

รวมทั้งการคํานวณแสดงอยางละเอียดในภาคผนวกที่ ข ค ง ตามลําดับ 

 

2.3. การวัดปริมาณโปรตีน 

 

            การวัดปริมาณโปรตีนวัดโดยใชวิธี micro lowry’s assay (Held และ Hurley, 2001) ดวย

เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง ใชสารละลายมาตรฐานโปรตีนไดแก โบไวนซีรัมอัลบูมิน 

  

 ปฏิกิริยาประกอบดวยสารละลายตัวอยาง 100 ไมโครลิตร และ สารละลาย A และ B ซึ่ง

ผสมกันในอัตราสวน 50:1 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง 10 นาที จากนั้น

เติมสารละลาย C 20 ไมโครลิตร ผสมสารละลายใหเขากันอยางรวดเร็ว บมตออีก 30 นาที แลวจึง

นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 650 นาโนเมตร รายละเอียดการเตรียมสาร และกราฟมาตรฐานและ

การคํานวณแสดงในภาคผนวกที่ ข ค ง ตามลําดับ  

 



 

 

 

28 

 2.4. การทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพส 

 

 ทําการทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสที่ไดจากน้ํา

สารละลายไลเพสของยีสตทั้ง 5 สายพันธุ ที่ไดจากหัวขอ 2.1 มาทําการทดสอบ โดยทําปฏิกิริยาใน

ขวดแกวฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร ปฏิกิริยาประกอบดวยน้ํามันปาลม 3 กรัม (3.37 มิลลิลิตร) 

สารละลายเอนไซมไลเพส 10.5 มิลลิกรัมโปรตีน และ เมทานอล 365 ไมโครลิตร (อัตราสวนโดยโม

ลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลเทากับ 1:3) ซึ่งแบงเติมลงในปฏิกิริยาสามคร้ังทุก 8 ชั่วโมง 

(Shimada และคณะ, 2002) ปรับปริมาตรในทุกขวดปฏิกิริยาใหมีปริมาตรรวมสุดทายเทากันดวย 

ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดเบส 7 ภาวะที่ใชในการเกิดปฏิกิริยาเบ้ืองตน ไดแก 

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ความเร็วในการปนกวน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางจากปฏิกิริยาที่

เวลา 24 และ 48 ชั่วโมงตามลําดับ นําตัวอยางไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 30 นาที เก็บตัวอยางช้ันบนจากการปนเหวี่ยงไปทําการวิเคราะหการเกิดข้ึนของเมทิล- 

เอสเทอรจากปฏิกิริยา ดวยโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง และเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง เพื่อเลือกยีสตสายพันธุที่เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันสูงสุดไปตรึงรูปตอไป 

 
3. การตรึงไลเพสจาก C. rugosa ดวยวิธีดูดซับในภาวะที่ไมมีน้ํา (adsorption in non 
aqueous media method) บนตัวคํ้าจุนเรซินชนิดมีรูพรุนแบบ macroporous (Gao และ
คณะ, 2006) 
 

     3.1. การเตรียมตัวคํ้าจุนและไลเพสสําหรับการตรึง 

 

 การเตรียมตัวคํ้าจุนทําโดยลางตัวคํ้าจุนทั้ง 5 ชนิด ไดแก AB-8 H103 NKA-9 NKA และ 

D4020 ดวยน้ํากล่ัน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ตอตัวคํ้าจุน 1 กรัม กรองตัวคํ้าจุนดวยวิธีการกรองแบบ

สุญญากาศ จากนั้นทําใหแหงดวยการเก็บในโถดูดความช้ืนอยางนอย 12 ชั่วโมง กอนนํามาใชใน

การตรึง ภาพวัสดุคํ้าจุนแสดงในภาคผนวก จ สวนการเตรียมเอนไซมเพื่อใชในการตรึงทําโดยเล้ียง 

C. rugosa ในอาหารเหลว YM เพื่อเปนหัวเชื้อ บมเล้ียงในเคร่ืองเขยาควบคุมความเร็วรอบ 200 

รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เม่ือครบกําหนด ทําการถายเชื้อจาก

หัวเช้ือที่ไดปริมาณ 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรลงในอาหารเหลวสูตร production นําไปเล้ียงตอใน

เคร่ืองเขยาควบคุมความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน จึง

ทําการเก็บเอนไซมดวยวิธีการปนเหวี่ยงตกตะกอนเซลล ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปน

เวลา 15 นาที ควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กรองสารละลายเอนไซมไลเพสที่ไดจากการปน



 

 

 

29 

เหวี่ยงดวยกระดาษกรอง เบอร 1 จากนั้นนําสารละลายเอนไซมไลเพสดังกลาวไปทําแหงดวย

เคร่ืองทําแหงแบบเย็นไดเปนเอนไซมไลเพสแบบแหงสําหรับนําไปใชตรึงตอไป 

 

     3.2. วิธีตรึงเอนไซมไลเพส 

 

  วิธีตรึงใชวิธีของ Gao และคณะ (2002) โดยทําในหลอดแกวฝาเกลียวสําหรับตรึงขนาด 

50 มิลลิลิตร โดยใชเอนไซมไลเพสแหง 0.48 กรัม (14 มิลลิกรัมโปรตีน) ผสมเขากับตัวคํ้าจุนแตละ

ชนิดชนิดละ 1 กรัมเติมเฮปเทน ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในหลอดเพื่อเปนสารตัวกลางในการตรึง 

ผสมสารทั้งหมดใหเขากันดวยเคร่ืองผสมแบบหมุน เปนเวลา 12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25 องศา-

เซลเซียส จากนั้นทําการแยกไลเพสตรึงรูปดวยวิธีการกรองแบบสุญญากาศ ลางไลเพสตรึงรูปที่ได

ดวยเฮปเทน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จํานวน 3 คร้ัง จากนั้นทําแหงโดยเก็บในโถดูดความชื้น เปน

เวลา 12 ชั่วโมง วัดแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูปดวยวิธีสเปกโทรโฟโตเมตรี โดยใชพาราไนโตรฟนิล

ปาลมมิเทตเปนสารต้ังตน ตามขอ 2.2 และนําไปทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

และทรานสเอสเทอริฟเคชันเพื่อเลือกไลเพสตรึงรูปบนตัวคํ้าจุนชนิดที่เรงปฏิกิริยาไดผลิตภัณฑกรด

ไขมันอิสระและเมทิลเอสเทอรสูงที่สุดไปศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาตอไป 

 

     3.3. การเปรียบเทียบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชันของ     

ไลเพสตรึงรูปแตละชนิด 

 

 ศึกษาเปรียบเทียบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชันของ 

ไลเพสตรึงรูปแตละชนิด ทําในหลอดแกวฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร ประกอบดวย น้ํามันปาลม 

3 กรัม ไลเพสตรึงรูป 1 กรัม ในกรณีของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเติมน้ําลงในปฏิกิริยา 40 เปอรเซ็นต 

(ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) สวนปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันทดสอบทั้งในภาวะที่ไมเติมน้ํา 

และเติมน้ํา 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน)  เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 องศา-

เซลเซียส ปนกวนที่ความเร็ว 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางจากปฏิกิริยาที่เวลา 48 ชั่วโมง นํา

ตัวอยางไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที เก็บตัวอยางช้ันบน

จากการปนเหวี่ยงไปทําการวิเคราะหการเกิดข้ึนของกรดไขมันอิสระ และเมทิลเอสเทอรจาก

ปฏิกิริยา ดวยโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง และเครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

เพื่อเลือกไลเพสตรึงรูปที่เรงปฏิกิริยาใหผลิตภัณฑสูงที่สุดไปศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรง

ปฏิกิริยาตอไป 
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4. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏกิิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระและไลเพส
ตรึงรูป 
 

     4.1. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระ 

 

 4.1.1. ผลของปริมาณเอนไซม 

 

  ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในขวดแกวฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร ปฏิกิริยา

ประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม และสารละลายเอนไซมไลเพสในฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร 

ความเปนกรด-เบส 7 ปริมาณ 5 10 15 และ 20 มิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ ปรับปริมาตรสุดทาย

ใหเทากันดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปนกรดเบส 7 เกิดปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวนดวยความเร็ว 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางจากปฏิกิริยา

ที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโคร-มาโทกราฟฟของเหลว

แบบสมรรถนะสูง 

 

4.1.2. ผลของปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 

 

            ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม และ

ปริมาณสารละลายเอนไซมในการเกิดปฏิกิริยาเทากับ 5 มิลลิกรัมโปรตีน (1.5 มิลลิลิตร) เติมน้ําใน

ปฏิกิริยาปริมาตร 40 80 120 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของนํ้ามัน) ตามลําดับ 

เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวนดวยความเร็ว 600 รอบตอนาที เก็บ

ตัวอยางจากปฏิกิริยาที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโคร-

มาโทกราฟฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

4.1.3. ผลของอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 

 

            ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม ปริมาณ

สารละลายเอนไซมในการเกิดปฏิกิริยาเทากับ 5 มิลลิกรัมโปรตีน เติมน้ําในปฏิกิริยาปริมาตร 160 

เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน) ใชอุณหภูมิตางๆกันในการเกิดปฏิกิริยาไดแก 30 40 

50 และ 60 องศาเซลเซียสตามลําดับ ความเร็วในการปนกวน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางจาก
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ปฏิกิริยาที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

4.1.4. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

           ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม สารละลาย

เอนไซมไลเพส 5 มิลลิกรัมโปรตีน เติมน้ําในปฏิกิริยา 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของ

น้ํามัน) ใชอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 4 6 8 10 12 24 

36 และ 48 ชั่วโมง ตามลําดับ ไปตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโท-

กราฟฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

     4.2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูปชนิด H103 

 

 4.2.1. ผลของอัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน 

 

 ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยใชไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ที่มีอัตราสวนระหวาง

ปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนตางๆกัน ไดแก 0.25:1 0.5:1 0.75:1 และ 1:1 กรัม ปฏิกิริยา

ประกอบดวยน้ํามันปาลม 3 กรัม ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวนที่ความเร็วรอบ 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่

เวลา 48 ชั่วโมง ไปทําการตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

 4.2.2. ผลของปริมาณน้าํ 

 

           ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยใชปริมาณน้ําในการเกิดปฏิกิริยาที่ปริมาณตางๆกัน 

ไดแก ปริมาณน้ํา 40 80 120 160 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรน้ํามัน ปฏิกิริยาประกอบดวยน้ํามัน

ปาลม 3 กรัม ไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวนระหวางไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.5:1 กรัม ปริมาณ 1 กรัม ที่ 

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง ไปทาํการ

ตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระท่ีเกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
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 4.2.3. ผลของอุณหภูมิ 

 

           ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ที่อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาตางๆกัน ไดแก 30 40 50 

และ 60 องศาเซลเซียส โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม ไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวน

ระหวางไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.5:1 กรัม ปริมาณ 1 กรัม ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นตโดย

ปริมาตรน้ํามัน เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระที่เกิดข้ึนดวย

เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

 4.2.4. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

           ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม ไลเพสตรึง

รูปที่อัตราสวนปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนเทากับ 0.5:1 กรัม ปริมาณ 1 กรัม น้ําในปฏิกิริยา

ปริมาตร 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน) อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 40 องศา

เซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง ตามลําดับ 

ไปตรวจสอบปริมาณกรดไขมันอิสระท่ีเกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

 4.2.5. การนําไลเพสตรึงรูป H103 ไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสซํ้า 

   

  นําไลเพสตรึงรูป H103 ที่ผานการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสแลวในภาวะที่เหมาะสม

ตอการเกิดปฏิกิริยา (ตามขอ 8.2.4) กลับมาใชเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสซํ้า โดยทําการกรองเก็บไล

เพสตรึงรูปจากปฏิกิริยา ดวยวิธีการกรองแบบสุญญากาศ ลางดวยเฮปเทนปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

ทําใหแหงโดยเก็บในโถดูดความช้ืนเปนเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นนําไลเพสตรึงรูปดังกลาวไปเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่ภาวะเดิมอีกคร้ัง เก็บตัวอยางที่เวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการเปล่ียนเปน

กรดไขมันจากปฏิกิริยาดวยวิธีโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง นําเอนไซมกลับมาใชซ้ํา 

จนกระทั่งไมสามารถตรวจพบการเปลี่ยนแปลงเปนผลิตภัณฑของน้ํามันปาลมในปฏิกิริยา 
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5. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสอิสระ
และไลเพสตรึงรูป 
 

     5.1. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสอิสระ 

   

 5.1.1. ผลของอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 

 

  ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในขวดแกวฝาเกลียวขนาด 30 มิลลิลิตร 

ปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม ใชสารละลายเอนไซมไลเพสเบื้องตน 10.5 มิลลิกรัม

โปรตีน (3 มิลลิลิตร) และใชอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 

และ 1:6 เติมเมทานอลดวยวิธีแบงเติมสามคร้ัง ทุก 8 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส ปนกวน

ที่ความเร็ว 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง ไปตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอร

ดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง 

   

  5.1.2. ผลของปริมาณเอนไซม 

 

  ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 

กรัม และสารละลายเอนไซมไลเพส 5 10 15 และ 20 มิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดับ ปรับปริมาตร

สุดทายใหเทากันดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปนกรดเบส 7 

เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวนดวยความเร็ว 600 รอบตอนาที เก็บ

ตัวอยางจากปฏิกิริยาที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

5.1.3. ผลของปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 

 

            ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม 

และปริมาณสารละลายเอนไซมในการเกิดปฏิกิริยาเทากับ 20 มิลลิกรัมโปรตีน (5.7 มิลลิลิตร) เติม

น้ําในปฏิกิริยาปริมาตร 0 40 80 120 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน) ตามลําดับ 

เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวนดวยความเร็ว 600 รอบตอนาที เก็บ

ตัวอยางจากปฏิกิริยาที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโคร-

มาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
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5.1.4. ผลของอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 

 

            ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม 

ปริมาณสารละลายเอนไซมในการเกิดปฏิกิริยาเทากับ 20 มิลลิกรัมโปรตีน เติมน้ําในปฏิกิริยา

ปริมาตร 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน) ใชอุณหภูมิตางๆกันในการเกิดปฏิกิริยา

ไดแก 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียสตามลําดับ ความเร็วในการปนกวน 600 รอบตอนาที เก็บ

ตัวอยางจากปฏิกิริยาที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโคร

มาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

5.1.5. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

           ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม 

สารละลายเอนไซมไลเพส 20 มิลลิกรัมโปรตีน เติมน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดย

ปริมาตรของน้ํามัน) ใชอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 4 6 8 

10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง ตามลําดับ ไปตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ือง

โครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

     5.2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูป

ชนิด NKA-9 

 

 5.2.1. ผลของอัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน 

 

 ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยใชไลเพสตรึงรูปที่มีอัตราสวนระหวาง

ปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนตางๆกัน ไดแก 0.25:1 0.5:1 0.75:1 และ 1:1 กรัม ปฏิกิริยา

ประกอบดวยน้ํามันปาลม 3 กรัม ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวนที่ความเร็วรอบ 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่

เวลา 48 ชั่วโมง ไปทําการตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
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5.2.2. ผลของอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 

 

 ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยใชอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอ

เมทานอล 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 เติมเมทานอลแบบแบงเติมสามคร้ัง ทุก 8 ชั่วโมงปฏิกิริยา

ประกอบดวยน้ํามันปาลม 3 กรัม ไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน 1:1 

ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

และปนกวนที่ความเร็วรอบ 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง ไปทําการตรวจสอบ

ปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

 5.2.3. ผลของปริมาณน้าํ 

 

           ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยใชปริมาณน้ําในการเกิดปฏิกิริยาที่ปริมาณ

ตางๆกัน ไดแก ปริมาณน้ํา 20 40 80 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ปฏิกิริยา

ประกอบดวยน้ํามันปาลม 3 กรัม อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 1: 4 เติมเมทา-

นอลแบบแบงเติมสามคร้ัง ทุก 8 ชั่วโมง ไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวนระหวางไลเพสตอตัวคํ้าจุน 1:1 

กรัม ปริมาณ 1 กรัม ที่ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และปนกวน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่

เวลา 48 ชั่วโมง ไปทําการตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

 5.2.4. ผลของอุณหภูมิ 

 

           ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ที่อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาตางๆกัน ไดแก 

30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม ใชอัตราสวนโดย

โมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 1: 4 เติมเมทานอลแบบแบงเติมสามครั้ง ทุก 8 ชั่วโมง ไลเพส

ตรึงรูปที่อัตราสวนระหวางไลเพสตอตัวคํ้าจุน 1:1 กรัม ปริมาณ 1 กรัม ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 40 

เปอรเซ็นตโดยปริมาตรน้ํามัน เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่

เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 
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 5.2.5. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

           ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยปฏิกิริยาประกอบดวย น้ํามันปาลม 3 กรัม 

อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 1:4 เติมเมทานอลแบบแบงเติมสามคร้ัง ทุก 8 

ชั่วโมง ไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวนปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนเทากับ 1:1 กรัม ปริมาณ 1 กรัม น้ําใน

ปฏิกิริยาปริมาตร 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน) อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 30 

องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง 

ตามลําดับ ไปตรวจสอบปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดข้ึนดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง 

 

 5.2.6. การนําไลเพสตรึงรูป NKA-9 ไปเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันซ้ํา 

   

  นําไลเพสตรึงรูป NKA-9 ที่ผานการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแลวใน

ภาวะที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยา (ตามขอ 8.2.4) กลับมาใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค

ชันซํ้า โดยทําการกรองเก็บไลเพสตรึงรูปจากปฏิกิริยา ดวยวิธีการกรองแบบสุญญากาศ ลางดวย

เฮปเทนปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทําใหแหงโดยเก็บในโถดูดความชื้นเปนเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้น

นําไลเพสตรึงรูปดังกลาวไปเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่ภาวะเดิมอีกคร้ัง เก็บตัวอยางที่

เวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันจากปฏิกิริยาดวยวิธีโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง นําเอนไซมกลับมาใชซ้ํา จนกระทั่งไมสามารถตรวจพบการ

เปล่ียนแปลงเปนผลิตภัณฑของน้ํามันปาลมในปฏิกิริยา 

 
6. การตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันและไฮโดรไลซิส
ดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง 
 

      นําตัวอยางที่เก็บไดจากปฏิกิริยาทําละลายใหเจือจางลง 10 เทา ดวยตัวทําละลายเฮกเซน 

จากนั้นดูดสารละลายที่เจือจางแลว 1 ไมโครลิตร ดวยหลอดคารปลลารี จุดลงบนแผนโครมาโท- 

กราฟ โดยแบงเลนการจุดตามแนวกวางของแผนใหมีระยะหางของแตละเลน 1 เซนติเมตร นําแผน

โครมาโทกราฟที่จุดตัวอยางแลวจุมลงในแท็งคสารละลายอิ่มตัวที่ประกอบดวยสารละลายของ 

เฮกเซน : เอทิลแอซีเทต : กรดแอซีติก ในอัตราสวน 90 : 10 : 2 โดยปริมาตรเปนเฟสเคล่ือนที่ 

(Samukawa และคณะ, 2000) รอจนสารละลายดังกลาวเคล่ือนที่จนหางจากระยะขอบบนของ

แผนโครมาโทกราฟ 1 นิ้ว จึงนําออกจากแท็งค แลวนําไปพนดวยสารละลายผสมระหวาง กรด
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ซัลฟวริก และ เมทานอล ในอัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร ทําการอบแผนโครมาโทกราฟดวยความ

รอน 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที พิจารณาแถบที่ปรากฏบนแผนโครมาโทกราฟ โดย

เทียบคา Rf (Retention factor) ซึ่งเปนคาอัตราสวนระหวางระยะทางจากจุดเร่ิมตนที่จุดสารถึงจุด

กึ่งกลางของแถบสีที่ปรากฏขึ้น ตอระยะทางจากจุดเร่ิมตนที่จุดสารถึงระยะทางที่สารละลาย

เคลื่อนไดบนแผนโครมาโทกราฟ หากแถบสีที่ปรากฏเปนสารเดียวกันยอมมีคา Rf เทากัน วัดได

โดยเทียบระยะจากสารมาตรฐาน 

 
7. การตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันและไฮโดรไลซิส
ดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง  
 

      7.1. การเตรียมตัวอยาง 

 

    นําตัวอยางที่เก็บไดจากปฏิกิริยาไปปนเหวี่ยงตกตะตอน ที่ความเร็ว 13,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 30 นาที เพื่อแยกกลีเซอรอลใหตกลงมาอยูในช้ันลาง เตรียมตัวอยางโดยทําละลาย

ในเฮกเซน เพื่อทําเจือจาง ใหปริมาตรสุดทายเปน 500 ไมโครลิตร เติม internal standard ไดแก   

อิโคเซนปริมาตร 10 ไมโครลิตร กรองและฉีดตัวอยางลงในเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง ปริมาตร 20 ไมโครลิตร การคํานวณแสดงในภาคผนวก ง 

 

        7.2. การเตรียมเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

 

      เตรียมสาร 2 ชนิด  สําหรับเปนเฟสเคล่ือนที่ คือ  สาร A  ประกอบดวย  เฮกเซน :  

ไอโซโพรพานอล : เอทิลแอซีเทต : กรดฟอรมิก ปริมาณ 85:10:10:0.1 โดยปริมาตร สาร B 

ประกอบดวย เฮกเซน : กรดฟอรมิก ปริมาณ 100: 0.2 โดยปริมาตร อัตราการไหลเทากับ 1.5 

มิลลิลิตร ตอนาที โดยใชเคร่ืองตรวจสอบ ชนิด ELSD (Evaporative light scattering detector) 
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บทที่  4 

 

ผลการทดลอง 

 
1. ผลการคัดเลือกยสีตทีม่ีความสามารถในการผลติไลเพส 
 

การคัดเลือกยีสตที่มีความสามารถในการผลิตไลเพสจากเช้ือยีสต 5 สายพันธุ ไดแก 

Candida rugosa Yarrowia lipolytica Candida lipolytica Candida tropicalis และ Candida 

thailandica  ทําโดยสังเกตการเรืองแสงของยีสตแตละสายพันธุที่เล้ียงบนอาหารโรดามีน บี เปน

เวลา 3 วัน ไดผลดังตารางที่ 4.1  

 

ตารางที่ 4.1 ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตไลเพสของยีสตแตละสายพันธุบนอาหาร 

โรดามีน บี 

 

สายพนัธุ รูปยีสตบนอาหาร YM ผลเรืองแสงบน

อาหารโรดามนี บ ี

รูปยีสตบนอาหารโรดามีน บี 

Candida rugosa 

 
 

+ 
 

 
Yarrowia lipolytica 

 
 

+ 
 

 
Candida lipolytica 

 
 

+ 
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ตารางท่ี 4.1 (ตอ) 

Candida tropicalis  

 
 

+ 
 

Candida thailandica 

 
 

- 
 

 
หมายเหตุ เคร่ืองหมาย + ในตารางหมายถึง เรืองแสงบนอาหารโรดามีน บี และ – คือไมเรืองแสง

บนอาหารโรดามีน บี 
 
2. การเปรียบเทียบสมบัติในการเรงปฏิกิรยิาทรานสเอสเทอรฟิเคชันดวยไลเพสจากยสีต
ทั้ง 5 สายพนัธุ 
 

 2.1. ผลการหาคาไลเพสแอกทิวิตีและปริมาณโปรตีนของสารละลายไลเพสที่ไดจากยีสต

ทั้ง 5 สายพนัธุ 

 

  ทําการเตรียมหัวเช้ือและเล้ียงเชื้อเพื่อผลิตเอนไซมไลเพสในอาหารเหลวสูตร 

production ที่เติมน้ํามันปาลมเปนสารชักนํา ทําการเก็บเอนไซมไลเพสชนิดปลอยออกมานอก

เซลล จากนั้นทําใหสารละลายเอนไซมมีความเขมขนข้ึนดวยวิธีใชถุงเยื่อเลือกผานขนาดน้ําหนัก

โมเลกุล 12,000-14,000 รวมกับผงดูดซับน้ํา เลือกดูดเก็บสารละลายเอนไซมที่อยูภายในถุง ไปทํา

การตรวจวัดไฮโดรไลติกแอกทิวิตีของสารละลายไลเพสโดยใชพาราไนโตรฟนิลปาลมมิเทตเปนสาร

ต้ังตน และหาปริมาณโปรตีน นําไปคํานวณหาคาแอกทิวิตีจําเพาะของไลเพสแตละชนิดไดดัง

ตารางที่ 4.2 พบวา สารละลายไลเพสจาก C. rugosa มีคาแอกทิวิตีจําเพาะสูงที่สุดเทากับ 

16.476 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นจึงนําสารละลายไลเพสไปทดสอบคุณสมบัติในการเรง

ปฏิกิริทรานสเอสเทอริฟเคชันอีกคร้ัง  
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ตารางที่ 4.2 ไลเพสแอกทิวิตี ปริมาณโปรตีน และแอกทิวิตีจําเพาะ ที่วัดไดจากนํ้าเล้ียงเช้ือที่ผาน

การทําใหเขมขนข้ึนดวยวิธีดูดซับน้ําออกแลวของยีสตทั้ง 5 สายพันธุ 

 

สายพนัธุยีสต ไลเพสแอกทิวตีิ 

(ยูนิต/มล.) 

ปริมาณโปรตีน 

(มก./มล.) 

แอกทิวิตีจาํเพาะ 

(ยูนิต/มก.โปรตีน) 

C.  rugosa 7.216±0.031 0.438±0.008 16.476 

Y.  lipolytica 0.023±0.009 0.785±0.009 0.030 

C.  lipolytica 0.001±0.005 0.480±0.006 0.022 

C.  tropicalis 0.007±0.013 0.778±0.023 0.009 

C.  thailandica 0±0.0026 1.181±0.010 0 

*1 หนวยยูนิตของไลเพสแอกทิวิตี หมายถงึ ปริมาณของเอนไซมที่ตองใชเพื่อปลดปลอยกรดไขมัน

อิสระจากปฏิกิริยา 1 ไมโครโมลตอเวลาในการเกิดปฏิกริิยา 1 นาที                                                                       

 

 2.2. การทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพส 

 

  การทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสจากยีสต

ทั้ง 5 สายพันธุ ทําโดยเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมโดยใชสารละลายไลเพส

ของยีสตทั้ง 5 สายพันธุ โดยใชปริมาณสารละลายเอนไซมจากยีสตแตละสายพันธุเทากันคือ 3.5 

มิลลิกรัมโปรตีน ปรับปริมาตรรวมของปฏิกิริยาทั้งหมดใหเทากันดวย สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 

0.05 โมลาร ความเปนกรดเบส 7 เติมเมทานอลลงในปฏิกิริยาดวยวิธีแบงเติมสามครั้ง เก็บ

ตัวอยางที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง วิเคราะหการเกิดข้ึนของเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาดวยเคร่ือง

โครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังตารางที่ 4.3 พบวาสารละลายไลเพส

จากยีสตสายพันธุ C. rugosa เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไดสูงที่สุด ไดเปอรเซ็นตการ

เปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรที่ 24 และ 48 ชั่วโมง เทากับ 22.15 และ 35.93 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

ในขณะที่ยีสตสายพันธุที่เหลืออีก 4 สายพันธุ ไมพบการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา 
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ตารางที่ 4.3 ผลการวิเคราะหการเกิดข้ึนของเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่

เรงดวยสารละลายไลเพสของยีสต 5 สายพันธุ ดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะ

สูง 

 

% เมทิลเอสเทอร 
สายพนัธุยีสต 

ที่ 24 ชั่วโมง ที่ 48 ชั่วโมง 

C. rugosa 22.15 35.93 

Y. lipolytica 0 0 

C. lipolytica 0 0 

C. tropicalis 0 0 

C. thailandica 0 0 

 
3. การตรึงไลเพสจาก C. rugosa ดวยวิธีดูดซับในภาวะที่ไมมีน้ํา บนตัวคํ้าจุนเรซินชนิดมีรู
พรุนแบบ macroporous 
 

 3.1. แอกทิวิตีของเอนไซมไลเพสจาก C. rugosa ที่ใชในการตรึงรูป 

 

  เอนไซมไลเพสจาก C. rugosa สําหรับนําไปตรึงรูป เตรียมโดย ทําการเตรียมหัว

เช้ือ และถายเลี้ยงในอาหารสูตร production จากนั้นเก็บสารละลายเอนไซมดวยวิธีปนเหวี่ยง

ตกตะกอน นําสารละลายเอนไซมดังกลาวมาแหงดวยเคร่ืองทําแหงแบบเย็น เพื่อเปล่ียน

สารละลายเอนไซม ใหเปนผงเอนไซมแหง วัดแอกทิวิตีของไลเพส และหาปริมาณโปรตีน โดยทํา

การละลายผงเอนไซมแหงใหมีความเขมขนข้ึนจากเดิม 10 เทา ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 

0.05 โมลาร ความเปนกรดเบส 7 คาแอกทิวิตี ปริมาณโปรตีน และ แอกทิวิตีจําเพาะของไลเพสที่

ใชสําหรับตรึงรูป แสดงดังตารางที่ 4.4 
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ตารางที ่4.4 ไลเพสแอกทิวตีิ ปริมาณโปรตีน และ แอกทิวิตีจาํเพาะ ของสารละลายเอนไซมไลเพส

ชนิดหยาบและชนิดที่ผานการทําใหเขมขนดวยวิธทีําแหงแบบเย็นแลว 

 

ตัวอยาง ปริมาณโปรตีน 

(มก./มล.) 

ไลเพสแอกทิวตีิ 

(ยูนิต/มล.) 

แอกทิวิตีจาํเพาะ 

(ยูนิต/มก.โปรตีน) 

ไลเพสชนิดหยาบ

กอนการทาํแหง 

0.36±0.07 1.43±0.15 3.97 

ไลเพสชนิดหยาบ

หลังการทาํแหง 

3.58±0.19 10.12±1.33 2.83 

*1 หนวยยูนิตของไลเพสแอกทิวิตี หมายถงึ ปริมาณของเอนไซมที่ตองใชเพื่อปลดปลอยกรดไขมัน

อิสระจากปฏิกิริยา 1 ไมโครโมลตอเวลาในการเกิดปฏิกริิยา 1 นาที                                                                       

 

 3.2. การตรึงรูปไลเพสดวยวธิีการดูดซับในภาวะที่ไมใชน้าํและเปรียบเทียบสมบัติในการ

เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและ ทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูปแตละชนิด 

   

  การตรึงรูปไลเพสจาก C. rugosa ดวยวิธกีารดูดซับในภาวะที่ไมใชน้าํเปนสาร

ตัวกลาง การหาแอกทิวิตีของไลเพสตรึงรูปแตละชนิด ดวยวธิีสเปกโทรโฟโตเมตรี โดยใชพาราไน

โตรฟนิลปาลมมิเทต เปนสารต้ังตน ผลทีไ่ดแสดงดังตารางที ่4.5 

 

ตารางที่ 4.5 ไลเพสแอกทิวิตีของเอนไซมตรึงรูป 5 ชนิด 

 

ชนิดของเอนไซมตรึงรูป ไลเพสแอกทิวตีิของเอนไซมตรึงรูป (ยูนิต/กรัม) 

AB-8 0.343±0.015 

H103 0.097±0.009 

NKA 0.267±0.049 

NKA-9 0.188±0.072 

D4020 0.270±0.009 

*1 หนวยยูนิตของไลเพสแอกทิวิตี หมายถึง ปริมาณของเอนไซมที่ตองใชเพื่อปลดปลอยกรดไขมัน

อิสระจากปฏิกิริยา 1 ไมโครโมลตอเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 1 นาที                                                       
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 จากนั้นนําไลเพสตรึงรูปดังกลาวไปทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

โดยใชน้ํามันปาลมเปนสารต้ังตน เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรด

ไขมันอิสระจากการเรงปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดง

ดังรูปที่ 4.1 พบวาไลเพสตรึงรูปบนตัวคํ้าจุนชนิด H103 มีสมบัติเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามัน

ปาลมไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไดสูงที่สุดเทากับ 92.61 เปอรเซ็นต รองลงมา

เปนไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 ได 90.56 เปอรเซ็นต และ AB-8 D4020 NKA ตามลําดับ โดยเมื่อ

เทียบกับผลจากปฏิกิริยาที่เรงดวยสารละลายไลเพสอิสระในปริมาณที่เทากันแลว กลาวไดวาไล

เพสตรึงรูปชนิด H103 มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาคิดเปน 100 เปอรเซ็นตของไลเพสอิสระ 

จึงเลือกไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ไปศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ

น้ํามันปาลมตอไป 
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รูปท่ี 4.1 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของเอนไซมตรึงรูป

ชนิดตางๆ และเอนไซมอิสระในปริมาณที่เทากัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และ

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
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 จากนั้นทําการทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของ 

ไลเพสตรึงรูปชนิดตางๆ โดยใชน้ํามันปาลมเปนสารต้ังตน เก็บตัวอยางที่เวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะห

ผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากการเรงปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง พบวา ในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่ไมมีการเติมน้ําลงในปฏิกิริยาไมตรวจพบ

การเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรเลย ในขณะที่ปฏิกิริยาที่มีการเติมน้ํา 40 เปอรเซ็นต ผลที่

ไดแสดงดังรูปที่ 4.2 ไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 มีสมบัติเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของ

น้ํามันปาลมไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาไดสูงที่สุดเทากับ 34.44 เปอรเซ็นต รองลงมา

เปนไลเพสตรึงรูปชนิด AB-8 ได 30.40 เปอรเซ็นต และ H103 D4020 NKA ตามลําดับ โดยเมื่อ

เทียบกับผลจากปฏิกิริยาที่เรงดวยสารละลายไลเพสอิสระในปริมาณที่เทากันแลว กลาวไดวา ไล-

เพสตรึงรูปชนิด NKA-9 มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาสูงสุดเมื่อเทียบกับไลเพสอิสระ จึง

เลือกไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 ไปศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ

น้ํามันปาลมตอไป 
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รูปที่ 4.2 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพส

ตรึงรูปชนิดตางๆ และเอนไซมอิสระในปริมาณที่เทากัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และ

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
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4. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏกิิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระและไลเพส
ตรึงรูป 
 

 4.1. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระ 

 

  4.1.1. ผลของปริมาณเอนไซม  

 

   การศึกษาผลของปริมาณเอนไซมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ทําโดย

ใชสารละลายเอนไซมไลเพสชนิดหยาบจาก C. rugosa ที่เขมขนข้ึน 10 เทาจากขอ 3.1 ปริมาณ

ตางๆกัน ไดแก 5 10 15 และ 20 มิลลิกรัมโปรตีน นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลม จากการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวย

เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.3 พบวา ที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง การเพิ่มปริมาณสารละลายเอนไซมจาก 5-20 มิลลิกรัมโปรตีน ใหผลใน

การเกิดปฏิกิริยาที่ใกลเคียงกัน ดังนั้นจึงเลือกปริมาณสารละลายเอนไซม 5 มิลลิกรัมโปรตีน ซึ่งได

เปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยา 96.78 เปอรเซ็นต ไปทดสอบผลของปริมาณน้ําตอไป 
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รูปที่ 4.3 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบที่ปริมาณตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และอุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส 

 

  4.1.2. ผลของปริมาณน้าํ 

 

   การศึกษาผลของปริมาณน้ําตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ทําโดยใช 

ปริมาณน้ําตางๆกัน ไดแก 40 80 120 และ 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) นําไป

ทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลม จากการวิเคราะหผลการ

เปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่

ไดแสดงดังรูปที่ 4.4 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง การเพิ่มปริมาณน้ําใหผลในการ

เกิดปฏิกิริยาที่เพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่มปริมาณน้ําจาก 40-160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) 

ดังนั้นจึงเลือกปริมาณน้ํา 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ซึ่งไดเปอรเซ็นตกรดไขมัน

อิสระจากปฏิกิริยา 97.52 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ไปทดสอบผลของอุณหภูมิ

ตอไป 
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รูปที่ 4.4 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบที่ปริมาณน้ําตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และ

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

  4.1.3. ผลของอุณหภูมิ 

 

   การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ทําโดยใช 

อุณหภูมิตางๆกัน ไดแก 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส ไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลม จากการวิเคราะหผลการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจาก

ปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.5 พบวา ที่

เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาที่สุดคือ 40 องศา

เซลเซียส ใหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระ 97.52 เปอรเซ็นต เมื่อเพิ่มอุณหภูมิข้ึนและลง 10 

องศาเซลเซียส เปน 50 และ 30 องศาเซลเซียส พบวามีการลดลงของเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระ

เล็กนอย แตถาเพิ่มอุณหภูมิข้ึนอีกเปน 60 องศาเซลเซียส จะทําใหไดผลของเปอรเซ็นตกรดไขมัน

อิสระลดลงอยางมาก  
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รูปที่ 4.5 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบที่อุณหภูมิตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง  

    
  4.1.4. เวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของสารละลายไลเพสอิสระ 

 

   การศึกษาผลของเวลาในการเ กิดปฏิกิ ริยาไฮโดรไลซิส  ทําโดย

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ตามภาวะที่เหมาะสม ดังไดทําการทดลองมาแลวขางตน เก็บตัวอยางที่

เวลาตางๆในการเกิดปฏิกิริยา ไดแก 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง ไปทําการวิเคราะหผล

การเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.6 พบวา ที่เวลา 0-8 ชั่วโมงแรกของการเกิดปฏิกิริยา ไตรกลีเซอไรดที่เปน

สารต้ังตนของปฏิกิริยามีการลดลงอยางรวดเร็ว จนเกือบหมดที่เวลา 8 ชั่วโมง พรอมกับมีการ

เกิดข้ึนของ กรดไขมันอิสระ ไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรด เพิ่มมากข้ึน หลัง 8 ชั่วโมงของการ

เกิดปฏิกิริยา พบวามีการเพิ่มข้ึนของกรดไขมันอิสระในปฏิกิริยา และการลดลงของสารต้ังตนอยาง

ชาๆ จนไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูงสุด 98.05 เปอรเซ็นต ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง  
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รูปท่ี 4.6 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา

ตางๆ โดยใชสารละลายไลเพสชนิดหยาบจาก C. rugosa โดย FFA คือ กรดไขมันอิสระ TAG คือ 

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

โนกลีเซอไรด จากปฏิกิริยา 

 

 4.2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูปชนิด 

H103 

 

  4.2.1. อัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน 

 

   การศึกษาผลของอัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน ตอการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ทําโดยใชผงไลเพสแหงจาก C. rugosa ปริมาณตางๆกัน ไดแก 0.25 0.5 

0.75 และ 1 กรัมของผงแหง คิดเปนปริมาณโปรตีน 7 14 21 29 มิลลิกรัมโปรตีน ที่ตรึงรูปกับตัวคํ้า

จุนชนิด H103 ปริมาณ 1 กรัม นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามัน

ปาลม ทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.7 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง 

การเพิ่มข้ึนของอัตราสวนปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนต้ังแต 0.25-1 กรัม ใหผลการเปล่ียนเปนกรด

ไขมันอิสระเพิ่มข้ึน แตการเพิ่มข้ึนของกรดไขมันอิสระที่อัตราสวน 0.5-1 นั้นมีความใกลเคียงกัน
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มาก ดังนั้นจึงเลือกที่อัตราสวนไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.5:1 กรัม ที่ใหเปอรเซ็นการเปล่ียนเปนกรด

ไขมันอิสระ 88.07 เปอรเซ็นต ไปทําการศึกษาผลของปริมาณน้ําตอไป 
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รูปท่ี 4.7 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดยไลเพสตรึงรูป

ที่อัตราสวนปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และอุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส 

 

  4.2.2. ผลของปริมาณน้ํา 

 

   การศึกษาผลของปริมาณน้ําตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพส

ตรึงรูป ทําโดยใช ปริมาณน้ําตางๆกัน ไดแก 40 80 120 และ 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดย

ปริมาตรน้ํามัน) นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลม ทําการ

วิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.8 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง การเพิ่ม

ปริมาณน้ําจาก 40-120 เปอรเซ็นตใหผลการเกิดปฏิกิริยามากข้ึนตามลําดับ และลดลงในปริมาณ

น้ําที่มากข้ึนเปน 160 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงเลือกปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นต ไปศึกษาผล

ของอุณหภูมิตอไป 
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รูปท่ี 4.8 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดยไลเพสตรึงรูป

ที่ปริมาณน้ําในปฏิกิริยาตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส 

 

  4.2.3. ผลของอุณหภูมิ 

 

   การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึง

รูป ทําโดยใช อุณหภูมิตางๆกัน ไดแก 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส นําไปทดสอบเปรียบเทียบ

ผลการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลม ทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระ

จากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.9 พบวา 

ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 40 องศาเซลเซียส ใหผลการ

เปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระสูงที่สุดเทากับ 97.14 เปอรเซ็นต สวนที่ 30 องศาเซลเซียส ไดคาการ

เปล่ียนแปลงเปนกรดไขมันอิสระลดตํ่าลงเล็กนอยเทากับ 96.79 เปอรเซ็นต และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิ

เปน 50 และ 60 องศาเซลเซียส พบวามีเปอรเซ็นการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระลดตํ่าลงชัดเจน 

ตามลําดับ  
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รูปท่ี 4.9 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดยไลเพสตรึงรูป

ที่อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง 

 

  4.2.4. เวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูป 

 

   การศึกษาผลของเวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูป 

ทําโดยทดสอบการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลมตามภาวะที่เหมาะสม ดังไดทําการ

ทดลองมาแลวขางตน ทําการเก็บตัวอยางที่เวลา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง ไปทําการ

วิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.10 พบวา ที่เวลา 0-8 ชั่วโมงแรกของการเกิดปฏิกิริยา ไตรกลี

เซอไรดที่เปนสารต้ังตนของปฏิกิริยามีการลดลงอยางรวดเร็ว จนเกือบหมดที่เวลา 8 ชั่วโมง พรอม

กับมีการเกิดข้ึนของ กรดไขมันอิสระ ไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรด เพิ่มมากข้ึน หลัง 8 ชั่วโมง

ของการเกิดปฏิกิริยา พบวามีการเพิ่มข้ึนของกรดไขมันอิสระในปฏิกิริยา และการลดลงของของ

สารต้ังตนอยางชาๆ จนไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูงสุด 97.74 เปอรเซ็นต ที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 24 ชั่วโมง จากนั้นปฏิกิริยาจึงเร่ิมลดลงเล็กนอยจนถึงที่เวลา 48 ชั่วโมง ซึ่งนาจะเปน

ผลมาจากการผันกลับของปฏิกิริยาบางสวน  
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รูปที่ 4.10 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยาตางๆ ที่เรงโดยไลเพสตรึงรูปชนิด H103 โดย FFA คือ กรดไขมันอิสระ TAG คือ ไตร

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

เซอไรด จากปฏิกิริยา 

 

  4.2.5. การนําไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสซํ้า 

 

   การนําไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ที่ผานการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสแลว 

มาทดสอบสมบัติในการนํากลับเรงปฏิกิริยาซํ้า ทําโดย นําไลเพสตรึงรูปไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส

ตามภาวะที่เหมาะสม เก็บตัวอยางที่เวลา 24 ชั่วโมง ไปทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรด

ไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง จากนั้นทําการกรอง

เก็บไลเพสตรึงรูปที่เรงปฏิกิริยาส้ินสุดไปแลวดวยการกรองแบบสุญญากาศ ลางไลเพสตรึงรูป

ดังกลาวดวยเฮปเทน เพื่อขจัดสารต้ังตนและผลิตภัณฑที่เกาะติดอยูใหหลุดไป จากนั้นเก็บไลเพส

ตรึงรูปในโถดูดความชื้น รอใหแหง 12 ชั่วโมง จึงนํากลับมาเรงปฏิกิริยาแบบเดิมซ้ําอีกคร้ัง เชนนี้

ตอเนื่องไป ผลการทดลองที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.11 ไลเพสตรึงรูปชนิด H103 สามารถใชเรงปฏิกิริยา

ซ้ําไดอีก 1 คร้ัง ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระจากการใชทั้งสองครั้งเทากับ 91.21 และ  28.37 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ    
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รูปที่ 4.11 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนกรดไขมันอิสระจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เรงโดยไลเพสตรึง

รูปชนิด H103 ในแตละรอบของการนํามาใชเรงปฏิกิริยาซํ้า 
 
5. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสอิสระ
และไลเพสตรึงรูป 
 

 5.1. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพส

อิสระ 

 

  5.1.1. ผลของอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 

 

   การศึกษาผลของอัตราสวนโดยโมลของนํ้ามันปาลมตอเมทานอล ตอ

การเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ทําโดยใชอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล

ตางๆกันไดแก 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเกิดปฏิกิริยา ทรานส

เอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ทําการวิเคราะหผลการเกิดข้ึนของเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา 

ดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.12 พบวา ที่เวลาใน

การเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่ใหผลการเปล่ียนเปน

เมทิลเอสเทอรสูงที่สุดไดแกที่ 1:3 ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร 35.22 เปอรเซ็นต และเมื่อเพิ่มหรือ

ลดอัตราสวนลงจาก 1:3 ลงไป จะไดผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรลดนอยลงตามการเพิ่มหรือ
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ลดเมทานอลลงไปตามลําดับ ดังนั้นจึงเลือกอัตราสวนโดยโมลของนํ้ามันปาลมตอเมทานอลไป

ศึกษาผลของปริมาณเอนไซมตอไป 
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รูปที่ 4.12 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบ ที่อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลตางๆกัน ที่เวลาใน

การเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

  5.1.2. ผลของปริมาณเอนไซม 

 

   การศึกษาผลของปริมาณเอนไซมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟ- 

เคชัน ทําโดยใชสารละลายเอนไซมไลเพสชนิดหยาบจาก C. rugosa ที่เขมขนข้ึน 10 เทาจากขอ 

3.1 ปริมาณตางๆกัน ไดแก 5 10 15 และ 20 มิลลิกรัมโปรตีน นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรง

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ปรับปริมาตรของปฏิกิริยาใหเทากันดวยฟอสเฟต

บัฟเฟอร 0.05 โมลาร ความเปนกรดเบส 7 ทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจาก

ปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.13 พบวา ที่

เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง การเพิ่มปริมาณสารละลายเอนไซมจาก 5-20 มิลลิกรัมโปรตีน 

ใหผลในการเกิดปฏิกิริยาที่เพิ่มสูงข้ึนตามไปดวย โดยปริมาณสารละลายเอนไซม 20 มิลลิกรัม

1:1 1:3 1:2 1:5 1:6 1:4 
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โปรตีน ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอส-เทอรจากปฏิกิริยาไดสูงที่สุด 50.65 เปอรเซ็นต ดังนั้น จึงเลือก

ปริมาณเอนไซม 20 มิลลิกรัมโปรตีน ไปทดสอบผลของปริมาณน้ําตอไป 
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รูปที่ 4.13 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบ ที่ปริมาณเอนไซมตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และ

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

  5.1.3. ผลของปริมาณน้ํา 

 

   การศึกษาผลของปริมาณน้ําตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

ทําโดยใช ปริมาณน้ําตางๆกัน ไดแก 40 80 120 และ 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน) นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ทํา

การวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลว

แบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.14 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง การเพิ่ม

ปริมาณน้ําใหผลในการเกิดปฏิกิริยาที่เพิ่มข้ึนเม่ือเพิ่มปริมาณน้ําจาก 40-120 เปอรเซ็นต (ปริมาตร

โดยปริมาตรน้ํามัน) และจะลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณน้ําเปน 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน) ดังนั้นจึงเลือกปริมาณน้ํา 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ซึ่งไดเปอรเซ็นต
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เมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา 57.80 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ไปทดสอบผลของ

อุณหภูมิตอไป 

 

23.97

53.18
57.80 53.55

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

40 80 120 160

ปริมาณนํ้า เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรนํ้ามัน)

เป
อร

เซ
น็ต

เม
ทิล

เอ
สเ
ทอ

ร

 
 

รูปที่ 4.14 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบ ที่ปริมาณน้ําในปฏิกิริยาตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 

ชั่วโมง และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

  5.1.4. ผลของอุณหภูมิ 

 

   การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ทํา

โดยใช อุณหภูมิตางๆกัน ไดแก 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส นําไปทดสอบเปรียบเทียบผล

การเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของนํ้ามันปาลม ทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนกรด

ไขมันอิสระจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 

4.15 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาที่สุดคือ 

40 องศาเซลเซียส ใหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอร 57.80 เปอรเซ็นต เม่ือเพิ่มอุณหภูมิข้ึนเปน 

50 องศาเซลเซียส พบวามีเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรรองลงมาเทากับ 48.21 เปอรเซ็นต รองลงมา

เปนที่ 30 และ 60 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ซึ่งใหผลของการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรตํ่าลงมาก  
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รูปที่ 4.15 เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรงโดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบ ที่อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 

ชั่วโมง 

 

 5.1.5. เวลาในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของสารละลายไลเพสอิสระ 

 

   การศึกษาผลของเวลาในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ทําโดย

เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ตามภาวะที่เหมาะสม ดังไดทําการทดลอง

มาแลวขางตน เก็บตัวอยางที่เวลา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง ไปทําการวิเคราะหผลการ

เปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่

ไดแสดงดังรูปที่ 4.16 พบวา ที่เวลา 0-10 ชั่วโมงแรกของการเกิดปฏิกิริยา ไตรกลีเซอไรดที่เปนสาร

ต้ังตนของปฏิกิริยามีการลดลงอยางรวดเร็ว จนเกือบหมดที่ชั่วโมงที่ 10 พรอมกับมีการเกิดข้ึนของ 

เมทิลเอส-เทอร กรดไขมัน ไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรด เพิ่มมากข้ึน โดยเฉพาะกรดไขมัน

อิสระที่เวลา 10 ชั่วโมงมีปริมาณเพิ่มสูงข้ึนถึง 73.91 เปอรเซ็นต หลัง 10 ชั่วโมงของการ

เกิดปฏิกิริยา พบวามีกรดไขมันอิสระในปฏิกิริยามีปริมาณลดลง และพบการเพิ่มข้ึนของเมทิลเอส

เทอรข้ึนแทนอยางสม่ําเสมอ จนถึงที่เวลา 24 ชั่วโมง จะมีการเพิ่มข้ึนของเมทิลเอสเทอรและการ

ลดลงของกรดไขมันอิสระอยางชาๆ จนไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงสุดที่เวลา 48 ชั่วโมง  
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รูปท่ี 4.16 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยาตางๆ โดยใชสารละลายไลเพสชนิดหยาบจาก C. rugosa โดย FAME คือ เมทิลเอส

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

คือ 1,2 ไดกลีเซอไรด และ MAG คือ โมโนกลีเซอไรด จากปฏิกิริยา 

   

 5.2. การศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึง

รูปชนิด NKA-9 

 

  5.2.1. อัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน 

 

   การศึกษาผลของอัตราสวนของปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุน ตอการเรง

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ทําโดยใชผงไลเพสแหงจาก C. rugosa ปริมาณตางๆกัน ไดแก 

0.25 0.5 0.75 และ 1 กรัมของผงแหง คิดเปนปริมาณโปรตีน 7 14 21 29 มิลลิกรัมโปรตีน ที่ตรึง

รูปกับตัวคํ้าจุนชนิด NKA-9 ปริมาณ 1 กรัม นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยา ทรานส

เอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ทําการวิเคราะหผลการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา

ดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.17 พบวา ที่เวลาใน

การเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง การเพิ่มข้ึนของอัตราสวนปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนต้ังแต 0.25-1 

กรัม ใหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรเพิ่มข้ึนตามลําดับ ดังนั้นจึงเลือกที่อัตราสวนไลเพสตอตัว
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คํ้าจุน 1:1 กรัม ที่ใหเปอรเซ็นการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอร 66.39 เปอรเซ็นต ไปทําการศึกษาผล

ของอัตราสวนโดยโมลของสารต้ังตนตอไป 
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รูปที่ 4.17 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรง

โดยไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวนปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 

ชั่วโมง และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

  5.2.2. ผลของอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 

 

   การศึกษาผลของอัตราสวนโดยโมลของนํ้ามันปาลมตอเมทานอล ตอ

การเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูป ทําโดยใชอัตราสวนโดยโมลของนํ้ามัน

ปาลมตอเมทานอลตางๆกันไดแก 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 และ 1:6 นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการ

เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอส

เทอรจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.18 

พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่

ใหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรสูงที่สุดไดแกที่ 1:4 ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร 70.79 

เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงเลือกอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลเทากับ 1:4 ไปศึกษาผล

ของปริมาณน้ําตอไป    
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รูปที่ 4.18 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรง

โดยไลเพสตรึงรูปที่อัตราสวนโดยโมลของนํ้ามันปาลมตอเมทานอลตางๆกัน ที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง 

 

  5.2.3. ผลของปริมาณน้ํา 

 

   การศึกษาผลของปริมาณน้ําตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน

ของไลเพสตรึงรูป ทําโดยใช ปริมาณน้ําตางๆกัน ไดแก 40 80 120 และ 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตร

โดยปริมาตรน้ํามัน) นําไปทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของ

น้ํามันปาลม ทําการวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา ดวยเคร่ืองโครมาโท- 

กราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.19 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 

ชั่วโมง การเพิ่มปริมาณน้ําใหผลในการเกิดปฏิกิริยาที่เพิ่มข้ึนเมื่อเพิ่มปริมาณน้ําจาก 20-40 

เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) และจะลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณน้ําเปน 80 และ 120 

เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ตามลําดับ ดังนั้นจึงเลือกปริมาณน้ํา 40 เปอรเซ็นต 

(ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ซึ่งไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา 70.79 เปอรเซ็นต ไป

ทดสอบผลของอุณหภูมิตอไป 

 

1:1 1:2 1:3 1:5 1:4 1:6 
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รูปที่ 4.19 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรง

โดยไลเพสตรึงรูปที่ปริมาณน้ําตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง และอุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส 

 

  5.2.4. ผลของอุณหภูมิ 

 

   การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน

ของไลเพสตรึงรูป ทําโดยใชอุณหภูมิตางๆกัน ไดแก 30 40 50 และ 60 องศาเซลเซียส นําไป

ทดสอบเปรียบเทียบผลการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันน้ํามันปาลม ทําการวิเคราะหผล

การเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา ดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง 

ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.19 พบวา ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง อุณหภูมิในการ

เกิดปฏิกิริยา 30 องศาเซลเซียส ใหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรสูงที่สุดเทากับ 74.89 

เปอรเซ็นต สวนที่ 40 องศาเซลเซียส ใหผลการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรลดตํ่าลงเล็กนอยเทากับ 

70.79 เปอรเซ็นต และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิเปน 50 และ 60 องศาเซลเซียส พบวามีเปอรเซ็นการ

เปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรลดตํ่าลงเปน 44.04 และ 29.01 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
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รูปที่ 4.20 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรง

โดยไลเพสตรึงรูปที่อุณหภูมิตางๆกัน ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง 

    

 

  5.2.5. เวลาในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูป 

 

   การศึกษาผลของเวลาในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของ   

ไลเพสตรึงรูป ทําโดยเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม ตามภาวะที่เหมาะสม

ดังไดทําการทดลองมาแลวขางตน เก็บตัวอยางที่เวลา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง ไปทํา

การวิเคราะหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลว

แบบสมรรถนะสูง ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.21 พบวา ที่เวลา 0-6 ชั่วโมงแรกของการเกิดปฏิกิริยา 

ไตรกลีเซอไรดที่เปนสารต้ังตนของปฏิกิริยามีการลดลงอยางรวดเร็ว จนเกือบหมดที่เวลา 6 ชั่วโมง 

พรอมกับมีการเกิดข้ึนของ กรดไขมันอิสระสูงถึง 55.35 เปอรเซ็นต  หลังชั่วโมงที่ 6 ของการ

เกิดปฏิกิริยา พบวามีการลดลงของกรดไขมันอิสระในปฏิกิริยาเร่ือยๆ จนถึงที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 24 ชั่วโมง ซึ่งเปนเวลาท่ีไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรเพิ่มสูงที่สุด 75.11 เปอรเซ็นต 

จากนั้นปฏิกิริยาจึงเร่ิมลดลงเล็กนอยจนถึงที่เวลา 48 ชั่วโมง ซึ่งนาจะเปนผลมาจากการผันกลับ

ของปฏิกิริยาบางสวน  
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รูปท่ี 4.21 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ที่เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยาตางๆ โดยใชไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 เปนตัวเรงปฏิกิริยา โดย FAME คือ เมทิลเอส

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

คือ 1,2 ไดกลีเซอไรด และ MAG คือ โมโนกลีเซอไรด จากปฏิกิริยา 

 

  5.2.6. การนําไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 ไปเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันซ้ํา 

 

   การนําไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 ที่ผานการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-

ฟเคชันแลว มาทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาซํ้า ทําโดย นําไลเพสตรึงรูปไปเรงปฏิกิริยาทรานส-

เอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมตามภาวะที่เหมาะสม เก็บตัวอยางที่เวลา 24 ชั่วโมง ไปทําการ

วิเคราะหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาดวยเคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสูง จากนั้นทําการกรองเก็บไลเพสตรึงรูปที่เรงปฏิกิริยาส้ินสุดไปแลวดวยการกรองแบบ

สุญญากาศ ลางไลเพสตรึงรูปดังกลาวดวยเฮปเทน เพื่อขจัดสารต้ังตนและผลิตภัณฑที่เกาะติดอยู

ใหหลุดไป จากนั้นเก็บไลเพสตรึงรูปในโถดูดความชื้น รอใหแหง 12 ชั่วโมง จึงนํากลับมาเรง

ปฏิกิริยาแบบเดิมซํ้าอีกครั้ง เชนนี้ตอเนื่องไป ผลการทดลองที่ไดแสดงดังรูปที่ 4.22 พบวา ไลเพส

ตรึงรูปชนิด NKA-9 สามารถใชเรงปฏิกิริยาซ้ําไดอีก 2 คร้ัง ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรจากการใช

ทั้งสามครั้งเทากับ 69.44, 31.88 และ 9.42 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.22 เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรง

โดยไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 ในแตละรอบของการนํามาใชเรงปฏิกิริยาซํ้า 
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บทที่  5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
5.1. ผลของการคัดเลือกเชื้อยีสตที่มีความสามารถในการผลิตไลเพส และเหมาะสมตอ
การใชเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
 

 การคัดเลือกยีสตที่สามารถผลิตเอนไซมไลเพสไดในเบ้ืองตนจากยีสตทั้งหมดที่มีอยู 5 

ชนิด ไดแก C. rugosa Y. lipolytica  C. lipolytica  C. tropicalis และ C. thailandica เลือกใช

วิธีสังเกตการเรืองแสงของสารโรดามีน บี ภายใตรังสีอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคล่ืน 350 นาโน

เมตร โดยมีการเติมน้ํามันปาลมใหเปนสารต้ังตน ซึ่งในสวนประกอบของนํ้ามันปาลมจะมีกรด

ไขมันที่มีคารบอนสายยาวเปนองคประกอบอยูมากจึงมีความเหมาะสมที่จะนํามาใชเปนสารต้ังตน

ในการคัดเลือกยีสตที่ผลิตไลเพสได (Ma และ Hanna, 1999) เนื่องจากไลเพสเปนไลโปไลติกเอน

ไซม จะเขาทําปฏิกิริยากับสารต้ังตนจําพวกที่มีคารบอนสายยาว (คารบอนมากกวาหรือเทากับ 

10) สวนโรดามีน บี เปนสียอมที่มีสมบัติเรืองแสงได (fluorescence dye) เม่ือไลเพสเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิส จะใหผลิตภัณฑเปนกรดไขมันอิสระ ซึ่งเขาจับกับโรดามีน บี เกิดเปนสารประกอบ

เชิงซอน ซึ่งจะมีสมบัติในการเรืองแสงสีสมรอบโคโลนีของเชื้อจุลินทรียที่ผลิตไลเพส โดยจะ

สังเกตเห็นการเรืองแสงดังกลาวภายใตรังสีอัลตราไวโอเลต (Kouker และ Jaeger, 1978) ใน

งานวิจัยนี้พบวาจากยีสต 5 สายพันธุที่ทําการทดสอบมี 4 สายพันธุที่พบการเรืองแสงบนอาหารกึ่ง

แข็ง YM ที่เติมน้ํามันปาลมเปนสารต้ังตน 1 เปอรเซ็นตน้ําหนักโดยปริมาตรผสมดวยโรดามีน บี 

0.001 เปอรเซ็นตของน้ําหนักโดยปริมาตร ซึ่งแสดงถึงความสามารถในการผลิตไลเพส ไดแกสาย

พันธุ C. rugosa  Y. lipolytica  C. lipolytica C. tropicalis สวนในสายพันธุ C. thailandica ไม

พบการเรืองแสงซึ่งแสดงถึงการไมผลิตไลเพส จากนั้นทําการหาคาไลเพสแอกทิวิตีและปริมาณ

โปรตีนตอไป 

 

 การเปรียบเทียบความสามารถในการเรงปฏิกิริยา จากสารละลายเอนไซมไลเพสที่แยกได

จากน้ําเล้ียงเชื้อจากการเล้ียงเช้ือยีสตในอาหารเหลวสูตร production ซึ่งใชน้ํามันปาลมซ่ึงมีราคา

ถูกและผลิตไดมากในประเทศเปนตัวชักนําใหมีการผลิตไลเพส ทําโดยการวัดคาแอกทิวิตี ดวยวิธี 

สเปกโทรโฟโตเมทรีซึ่งเปนวิธีการวัดเชิงปริมาณที่รวดเร็วและงาย ซึ่งนิยมนํามาใชวัดการทํางาน

ของไลเพสได โดยใชพาราไนโตรฟนิลเอสเทอร (p-nitrophenyl ester) มาเปนสารต้ังตน เชน พารา
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ไนโตรฟนิล ปาลมมิเทต เปรียบเทียบคาความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพส ไดจากการ

ปลอยกรดไขมันออกมาจากสารตั้งตน โดยการวัดสีของผลิตภัณฑรวม พาราไนโตรฟนอล ซึ่งมีสี

เหลือง ดวยสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร (Maia และคณะ, 2000) ผลที่ได

พบวา เช้ือยีสต C. rugosa  มีแอกทิวิตีจําเพาะสูงที่สุด แตเนื่องจากวัตถุประสงคของงานวิจัย

ตองการไลเพสที่สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมได จึงตองทําการ

ทดสอบความสามารถในการเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหดังกลาวตอไป เนื่องจากความสามารถใน

การเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลติกกับการเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหของไลเพสนั้นไมสอดคลองตามกัน 

(Wu และคณะ, 1996) 

 

 การศึกษาผลของการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมดวยไลเพสชนิด

หยาบ ดวยวิธีการเติมเมทานอลแบบแบงเติมทุก 8 ชั่วโมง เพื่อลดความรุนแรงของเมทานอลที่จะมี

ผลตอการเส่ือมสภาพของไลเพส (Du และคณะ, 2005) พบวาสารละลายไลเพสจากยีสตสายพันธุ  

C. rugosa มีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไดเพียงชนิดเดียว ได

เปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร 35.93 เปอรเซ็นต ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง สอดคลองกับ

หลายงานวิจัยที่พบวา C. rugosa เปนยีสตที่ผลิตไลเพสที่มีสมบัติในการเรงปฏิกิริยาได

หลากหลาย  (Mustranta และคณะ, 1993) ซึ่งโดยสวนใหญจะนิยมใชไลเพสจาก C. rugosa ใน

รูปแบบของเอนไซมตรึงรูป ทั้งนี้ก็เนื่องมาจากความคุมคาในการนํามาใชประโยชนนั่นเอง 

 
5.2. ผลการตรึงไลเพสชนิดหยาบจาก C. rugosa เพือ่นําไปเรงปฏิกิรยิาไฮโดรไลซิสและ 
ทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม 
 
 การนําเอนไซมไลเพสไปประยุกตใชในงานดานตางๆและในอุตสาหกรรมโดยสวนมาก จะ

นิยมใชเอนไซมในรูปแบบเอนไซมตรึงรูป เนื่องจากมีสมบัติที่ดีกวา ทนทานกวา แยกออกจาก

ผลิตภัณฑไดงาย และประหยัดเนื่องจากสามารถนํามาใชซ้ําได ไลเพสโดยทั่วไปจะเรงปฏิกิริยาที่

บริเวณช้ันระหวางน้ํามันกับน้ํา การเลือกวิธีการในการตรึงใหเหมาะสมและการเลือกชนิดของตัว

คํ้าจุน มีอิทธิพลเปนอยางมากตอประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาของไลเพสตรึงรูปนั้นๆ  เนื่องจาก

ลักษณะของบริเวณเรงปฏิกิริยา (active site) ของไลเพสจาก C. rugosa นั้นมีลักษณะแคบ ดังนั้น

การเลือกใชวิธีตรึงโดยใชพันธะโคเวเลนซ ซึ่งตองใชสารตัวกลางในการสรางพันธะที่มีความรุนแรง 

และอาจเขาสรางพันธะบังบริเวณเรงของไลเพสได ทําใหการเขาจับของสารต้ังตนเพื่อทําปฏิกิริยา

เขาจับกับบริเวณเรงของเอนไซมไมได ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกที่จะตรึงรูปไลเพสชนิดหยาบจาก 
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C. rugosa ดวยวิธีการดูดซับ ซึ่งเปนวิธีที่งาย ประหยัด และไมรุนแรง และเลือกใชตัวคํ้าจุนสําหรับ

การตรึงเปนเรซินแบบมีรูพรุนชนิด macroporous ซึ่งเปนพอลิเมอรสังเคราะหชนิดไฮโดรโฟบิก 

จํานวน 5 ชนิด ไดแก ชนิด AB-8, H103, NKA-9, NKA และ D4020 สวนวิธีการตรึงดวยการดูด

ซับนั้นจะใชวิธีการที่ไมใชน้ําแตใชเฮปเทนเปนสารตัวกลางแทน ซึ่งจากการทดลองของ Gao และ

คณะ ในป 2006 พบวาการใชเฮปเทนเปนสารตัวกลางในการตรึงแทนการใชบัฟเฟอรตามปกติจะ

ชวยใหไลเพสตรึงรูปมีแอกทิวิตีสูงกวาถึง 4 เทา จากผลการทดลองในงานวิจัยนี้พบวาหลังการตรึง

รูปไลเพสดวยวิธีดูดซับโดยใชสารตัวกลางเปนเฮปเทน แลวนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และ 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน พบวาไลเพสตรึงรูปบนตัวคํ้าจุนชนิด H103 เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดี

ที่สุด โดยท่ีเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง ใหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระไดสูงที่สุด 

92.61 เปอรเซ็นต สวนผลการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ไลเพสตรึงรูปบนตัวคํ้าจุนชนิด 

NKA-9 เรงปฏิกิริยาไดสูงที่สุดที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง ใหผลการเปล่ียนเปน

ผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรสูงถึง 34.44 เปอรเซ็นต ซึ่งสูงสุดเมื่อเทียบกับไลเพสอิสระในปริมาณที่

เทากันเรงไดทั้งในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส และทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยทั่วไปแลวเปนที่รูกันดีวา

บริเวณเรงปฏิกิริยาของไลเพสซ่ึงประกอบดวยสวนที่เปนไลโปฟลิก (lipophilic domains) และสวน

นี้สามารถปรับเปลี่ยนรูปแบบใหเปนทั้งรูปแบบโครงสรางที่เปดและรูปแบบปด การเขาจับระหวาง

สวนที่ไมชอบน้ํา (Hydrophobic) ของไลเพสกับสารต้ังตน หรือตัวทําละลายอินทรีย (organic 

solvent) จะชวยยึดโครงสรางใหอยูในรูปที่พรอมเรง (active) มากข้ึน และชวยเพิ่มแอกทิวิตีของ

เอนไซมได (Gao และคณะ, 2006) ดังนั้นการใชสารตัวกลางที่มีความเปนข้ัวตํ่าเชนเฮปเทน (log P 

= 4.0) สวนที่เปนไลโปฟลิกของไลเพสจะทําปฏิกิริยากับเฮปเทน ซึ่งเปนผลใหเกิดการชักนําใหเกิด

การเปลี่ยนโครงรูปสามมิติ (conformational change) ของไลเพสใหอยูในรูปที่พรอมเรงปฏิกิริยา

มากขึ้น มีผลใหสารต้ังตนสามารถเขาจับกับบริเวณเรงของไลเพสตรึงรูปที่ไดอยางอิสระมากข้ึน 

สงผลใหไลเพสตรึงรูปดังกลาวเรงปฏิกิริยาไดดีข้ึนดวย 

 
5.3. ผลการศกึษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏกิริิยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระและไล
เพสตรึงรูป 
 

 5.3.1. ผลของปริมาณเอนไซม 

 

  จากการศึกษาผลของปริมาณเอนไซมที่ใชเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามัน

ปาลม โดยควบคุมปจจัยอ่ืนใหเทากันทุกประการ ผลการทดลองในสวนของไลเพสอิสระพบวา เม่ือ
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เพิ่มปริมาณเอนไซมข้ึนจาก 5 มิลลิกรัมโปรตีนจนถึง 20 มิลลิกรัมโปรตีน พบวา ผลการเปล่ียนเปน

ผลิตภัณฑกรดไขมันอิสระมากนอยตางกันเพียงเล็กนอย สวนการศึกษาถึงผลของปริมาณเอนไซม

ในการเรงปฏิกิริยาดวยไลเพสตรึงรูปชนิด H103 โดยการทดลองไดศึกษาการใชอัตราสวนโดย

น้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.25:1 0.5:1 0.75:1 และ 1:1 กรัม พบวา เม่ือเพิ่มอัตราสวนโดย

น้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุนข้ึนจาก 0.25:1 ถึง 1:1 กรัม มีผลใหเปอรเซ็นตการเกิดข้ึนของกรด

ไขมันอิสระในปฏิกิริยาเพิ่มข้ึนตามดวย โดยมีอัตราการเพ่ิมข้ึนของเปอรเซ็นตผลิตภัณฑเพียง

เล็กนอยเมื่อมีการเพิ่มปริมาณเอนไซมจากอัตราสวน 0.5:1 ถึง 1:1 ดังนั้นจึงเลือกใชอัตราสวนโดย

น้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.5:1 สําหรับทําการทดสอบปจจัยอ่ืนๆตอไป จากผลการทดลอง

แสดงใหเห็นวาปริมาณเอนไซมเพียงเล็กนอยก็มีประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดี  

สอดคลองกับงานวิจัยของ Kimura และคณะ (1983) ที่ศึกษาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไล

เพสตรึงรูปจาก C. rugosa ที่พบวาไลเพสในปริมาณที่เล็กนอยใหผลิตภัณฑเปนกรดไขมันอิสระ

ใกลเคียงรอยเปอรเซ็นต 

    

 5.3.2 ผลของปริมาณน้าํในปฏิกิริยา 

 

  น้ําเปนปจจัยสําคัญตอการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพส เนื่องจากไลเพสจะ

เรงปฏิกิริยาที่บริเวณชั้นน้ําตอน้ํามัน (oil-water interphase) การศึกษาเร่ืองผลของปริมาณน้ําตอ

การเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระ และไลเพสตรึงรูป ผลจากการทดลองพบวาการเรง

ดวยไลเพสอิสระเม่ือเพิ่มปริมาณน้ําในปฏิกิริยาจาก 40 ถึง 160 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน) ทําใหมีกรดไขมันที่ไดจากปฏิกิริยาเพิ่มข้ึน ตามลําดับ ในสวนของไลเพสตรึงรูป พบวาเมื่อ

เพิ่มปริมาณน้ําในปฏิกิริยา จาก 40 ถึง 120 เปอรเซ็นต จะสามารถตรวจวัดคาเปอรเซ็นตกรดไขมัน

อิสระไดเพิ่มข้ึน ตามลําดับ แตเมื่อเพิ่มปริมาณน้ําใหมากข้ึนอีกเปน 160 เปอรเซ็นต พบวาไดผล

ผลิตกรดไขมันลดลง จากผลการทดลองดังกลาวจะสังเกตเห็นวาปริมาณน้ําในปริมาณมากใหผล

การเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดีกวาน้ําในปริมาณนอยๆ ผลการทดลองดังกลาวสอดคลองกับ

งานวิจัยของ Lu และคณะ (2009) ที่ศึกษาผลปริมาณน้ําตอการเรงปฏิกิริยาของไลเพสตรึงรูป 

Candida sp.99-125 ซึ่งพบวา การเติมน้ําลงในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสในปริมาณ 20-100 

เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน  ใหผลของปฏิกิริยาดีกวาการเติมน้ําในปริมาณนอยๆที่ตํ่ากวานั้น 

หรือการไมเติมน้ําเลย โดยไดอธิบายถึงผลของการทดลองนี้ไววา เนื่องจาก น้ําจัดเปนสารต้ังตน

อยางหน่ึงของปฏิกิริยา ดังนั้นน้ําในปริมาณที่นอยเกินไปจึงไมสามารถทําใหปฏิกิริยาเกิดไดดีได 

นอกจากนี้น้ําปริมาณที่มากเกินพอในปฏิกิริยายังชวยละลายกลีเซอรอลผลผลิตรวมจากปฏิกิริยาที่
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อาจเขาจับกับไลเพสตรึงรูป ซึ่งกอใหเกิดผลยับยั้งการเรงปฏิกิริยาของไลเพสไดอีกทางหนึ่ง 

นอกจากนี้ การใชน้ําในปริมาณมากนั้นชวยลดความหนืดของปฏิกิริยาชวยใหการปนกวนเปนไปได

งายข้ึน ทําใหพื้นที่การเกิดปฏิกิริยาไดมีสูงข้ึนดวย ในกรณีของปฏิกิริยาที่ไมใชตัวทําละลายอินทรีย

ใดๆเขาชวย รวมถึงสมบัติของไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ที่ชอบอยูในชั้นน้ํามากกวาช้ันน้ํามัน 

ปริมาณน้ําที่มาก ยอมสงผลตอการกระจายตัวที่มากข้ึน เพิ่มโอกาสในการสัมผัสกันระหวางไลเพส

กับน้ํามัน จึงชวยใหปฏิกิริยาเกิดไดดีกวาการใชปริมาณน้ํานอยๆ 

 

 5.3.3. ผลของอุณหภูมิ  

 
    อุณหภูมิมีผลตอการทํางานของเอนไซม โดยความรอนเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลให

เอนไซมซึ่งเปนโปรตีนชนิดหนึ่งเสียสภาพได การศึกษาเร่ืองผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเรง

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ผลการทดลองพบวา ไลเพสอิสระเรงปฏิกิริยาไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูง 97.52 เปอรเซ็นต ที่ 50 และ 60 องศาเซลเซียส ได

เปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระลดลง ซึ่งนาจะเปนผลมาจากการเส่ือมสภาพเน่ืองจากความรอนจาก

อุณหภูมิที่สูงเกินไป สวนที่ 30 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่ตํ่าเกินไปที่จะเรงปฏิกิริยาใหดําเนิน

ไปขางหนาได ในไลเพสตรึงรูปอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาที่สุดไดแก 40 องศา

เซลเซียส เชนเดียวกับไลเพสอิสระ ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูง 97.14 เปอรเซ็นต แตที่อุณหภูมิ

ในการเกิดปฏิกิริยา 30 องศาเซลเซียสก็ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระสูงใกลเคียงกันเทากับ 96.79 

เปอรเซ็นต สวนที่ 50 และ 60 องศาเซลเซียส ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระ 84.22 และ 66.92 

เปอรเซ็นต สังเกตไดวาหลังการตรึงรูปไลเพสมีแนวโนมเรงปฏิกิริยาไดดีที่ชวงอุณหภูมิกวางข้ึน ใน

บางคร้ังพบวาเอนไซมตรึงมีอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการทํางานแตกตางจากเอนไซมอิสระ 

โดยทั่วไปการตรึงรูปเอนไซมจะมีผลใหอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานที่สุดของไลเพสตรึงรูปสูง

กวาไลเพสอิสระ แตในบางกรณีอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการทํางานของเอนไซมตรึงจะตํ่ากวา

เอนไซมอิสระและบางกรณีจะมีคาเทากัน (Chibata, 1978)  ในกรณีของไลเพสจาก C. rugosa มี

การรายงานอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดดีในชวง 30-40 องศาเซลเซียส 

(Minovska และคณะ, 2005)  
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 5.3.4. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

   การศึกษาผลของเวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ในไลเพสอิสระเลือกใช

ภาวะที่เหมาะสมที่สุดจากการศึกษาปจจัยตางๆที่มีผลตอการเกิดปฏิกิริยาที่ผานมา ซึง่คือ ปริมาณ

เอนไซม 5 มิลลิกรัมโปรตีน ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 160 เปอรเซ็นตปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน และ

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง สวนในไล

เพสตรึงรูปใชภาวะที่เหมาะสมที่สุดไดแก อัตราสวนโดยน้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุนชนิด H103 

0.5:1 ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นตปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส และเก็บตัวอยางที่เวลาตางๆเชนเดียวกับของไลเพสอิสระ ผลการทดลองพบวา ไลเพส

อิสระใหผลในการเกิดปฏิกิริยาสูงที่สุดที่ 48 ชั่วโมง ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระ 98.05 เปอรเซ็นต 

สวนไลเพสตรึงรูปใหผลในการเกิดปฏิกิริยาสูงที่สุดที่เวลา 24 ชั่วโมง ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร 

97.74 เปอรเซ็นต จากนั้นจะเร่ิมเขาสูภาวะคงที่จนถึงที่เวลา 48 ชั่วโมง จากกราฟที่ 4.9 กับ 4.22 

จะเห็นวาลักษณะการเกิดปฏิกิริยาของไลเพสอิสระและไลเพสตรึงรูปเปนแบบเดียวกันคือจะมีการ

เพิ่มข้ึนของกรดไขมันอิสระสูงข้ึนอยางรวดเร็วในชวงแรกของการเกิดปฏิกิริยาและจะคอยเร่ิมมีการ

เปล่ียนแปลงเพิ่มข้ึนนอยลงและชาลง จนคงที่ โดยมีขอสังเกตวาในไลเพสอิสระจะมีอัตราเร็วของ

การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสูงกวาในไลเพสตรึงรูป Kimura และคณะ (1983) ไดอธิบายเร่ืองนี้ไว

วา เอนไซมตรึงจะมีความเปนอิสระนอยกวาเมื่อไมถูกตรึง ดังนั้นจึงอาจทําใหอัตราเร็วเร่ิมตนของ

ปฏิกิริยาเอนไซมตรึงชากวาเมื่อเทียบกับเอนไซมอิสระ อยางไรก็ตามในกรณีไลเพสตรึงรูปบนตัวคํ้า

จุนชนิด H103 มีความตางของอัตราเร็วในการเรงปฏิกิริยาเมื่อเทียบกับไลเพสอิสระแคในชวงตน

ของการเกิดปฏิกิริยาเพียงเล็กนอยเทานั้น เนื่องจากที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 24 ชั่วโมงไลเพสทั้ง

อิสระและตรึงรูปใหผลการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระตางกันเพียง 1 เปอรเซ็นตเทานั้น 

 
5.4. ผลการศึกษาภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพส
อิสระและไลเพสตรึงรูป 
 

 5.4.1. ผลของปริมาณเอนไซม 

 

  เอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยา ปริมาณเอนไซมจึงเปนปจจัยสําคัญ ผลการทดลองใน

สวนของไลเพสอิสระพบวาเมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซมข้ึนจาก 5 มิลลิกรัมโปรตีนจนถึง 20 มิลลิกรัม

โปรตีน พบวามีเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรเพิ่มสูงข้ึนตามการเพิ่มข้ึนของปริมาณ
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เอนไซม ซึ่งสอดคลองกับผลในสวนของไลเพสตรึงรูป ผลการทดลองพบวาเมื่อเพิ่มอัตราสวน

ปริมาณไลเพสตอตัวคํ้าจุนจาก 0.25:1 กรัม จนถึง 1:1 กรัม จะมีผลใหไดเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปน

เมทิลเอสเทอรเพิ่มสูงข้ึนตามลําดับ ตามการเพิ่มข้ึนของปริมาณเอนไซมที่ใช  โดยไดเปอรเซ็นต

เมทิลเอสเทอรสูงสุดที่อัตราสวนโดยน้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุน 1:1 เทากับ 66.39 เปอรเซ็นต 

ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง สอดคลองกับงานวิจัยของ Chen และคณะ (2009) ที่พบวา

การเพิ่มปริมาณเอนไซมลงในปฏิกิริยามากข้ึน ก็มีผลใหไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรเพิ่มสูงข้ึนตาม 

โดยที่เม่ือเพิ่มปริมาณเอนไซมในปริมาณที่สูงข้ึนเร่ือยๆจนถึงจุดอ่ิมตัว อัตราการเปล่ียนเปน

ผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรจะมีการเพิ่มข้ึนชาลง 

 

 5.4.2. ผลของอัตราสวนโดยโมลของนํ้ามนัปาลมบริสุทธิต์อเมทานอล 

 

   ตัวทําละลายอินทรียเชน เมทานอล สามารถทําใหไลเพสเส่ือมสภาพ และยับยั้ง

การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันได การศึกษาเร่ืองอัตราสวนโดยโมลของสารต้ังตนตอการ

เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพส ใชอัตราสวนโดยโมลของสารต้ังตนเทากับ 1:1 1:2 

1:3 1:4 1:5 และ 1:6 โดยควบคุมปจจัยอ่ืนๆ ใหเทากัน พบวา อัตราสวนโดยโมลที่เหมาะสมที่สุด

คือที่อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 1:3 แตผลในสวนของไลเพสตรึงรูปไดผลตาง

ออกไปคือใหผลการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรสูงที่สุดที่อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทา

นอล 1:4 ซึ่งสอดคลองกับ วาไลเพสที่ตรึงรูปแลว มีสมบัติตานทานความเปนพิษของเมทานอลได

มากข้ึน ซึ่งนาจะเปนผลจากการดูดซับไลเพสไวภายในรูพรุนของตัวคํ้าจุน ซึ่งลดการสัมผัสระหวาง

เมทานอลกับเอนไซมไลเพสไดมากกวาการใชไลเพสอิสระ โดยการที่สามารถใชเมทานอลใน

ปริมาณที่มากข้ึน (มากเกินพอ) ก็สงผลใหไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยามากข้ึนดวย 

(Noureddini และคณะ, 2005)   

 
 5.4.3. ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 

 

   การศึกษาเร่ืองผลของปริมาณน้ําในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยใช

ปริมาณน้ําเติมลงในปฏิกิริยาที่ปริมาตรตางๆกัน โดยควบคุมอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอ

เมทานอล ปริมาณเอนไซม และอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา ในกรณีของไลเพสอิสระปริมาณน้ําที่

เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาที่สุดคือ 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) และเนื่องมาก

จากการทดสอบสมบัติในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูป พบวาปฏิกิริยา
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ที่ไมมีการเติมน้ําในปฏิกิริยาเลย จะไมมีการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา ดังนั้นในไล

เพสตรึงรูปจึงทําการทดสอบผลของการเติมน้ําจาก 20-120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน) พบวา ที่ปริมาณน้ํา 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) ไลเพสตรึงรูป NKA-9 จะ

เรงปฏิกิริยาใหผลการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรสูงที่สุด จะเห็นไดวาน้ํามีผลตอการเรงปฏิกิริยา

ของไลเพสจาก C. rugosa ที่ใชในงานวิจัยนี้ Lu และคณะ ไดอธิบายอิทธิพลของนํ้าตอการ

เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไววา เนื่องจากกลไกการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเพสจาก 

C. rugosa ที่ใชในการทดลองนั้น ในข้ันตอนแรกจะไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดใหเปนกรดไขมัน 

จากนั้นจะเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของกรดไขมันดังกลาวกับเมทานอลที่เติมลงในปฏิกริิยา จน

ไดผลิตภัณฑเปนเมทิลเอสเทอรของกรดไขมัน เมื่อสังเกตจากโครมาโทแกรมจากผลการทดลอง

ปจจัยเร่ืองเวลาในการเกิดปฏิกิริยา พบวาสอดคลองกับเหตุผลดังกลาว ซึ่งจะวิจารณเพิ่มเติมอยาง

ละเอียดในหัวขอเวลาในการเกิดปฏิกิริยาตอไป 

 

 5.4.4. ผลของอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 

 

   อุณหภูมิมีผลตอการทํางานของเอนไซม โดยความรอนเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลให

เอนไซมซึ่งเปนโปรตีนชนิดหนึ่งเสียสภาพได จากการทดลองเร่ืองผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมใน

การเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสอิสระและไลเพสตรึงรูปจากยีสต C. rugosa โดย

ควบคุมปจจัยอ่ืนๆ ที่มีผลตอการเรงปฏิกิริยา ผลการทดลองพบวา ไลเพสอิสระเรงปฏิกิริยาไดดี

ที่สุดที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูง 57.80 เปอรเซ็นต รองมาเปนที่ 

50 องศาเซลเซียสไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร 48.21 เปอรเซ็นต แตในไลเพสตรึงรูปเรงปฏิกิริยาได

ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงถึง 74.89 เปอรเซ็นต แต

อยางไรก็ตามที่ 40 องศาเซลเซียสก็ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรใกลเคียงกับที่ 30 องศาเซลเซียส 

เทากับ 70.36 เปอรเซ็นต จะสังเกตไดวาการตรึงรูปไลเพสเพื่อใชในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค

ชันในงานวิจัยนี้ มีผลใหสามารถนําไปใชไดกับชวงอุณหภูมิที่กวางข้ึน สอดคลองกับผลในกรณีของ

การเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ซึ่งเปนไปตามที่ Chibata (1978) วิเคราะหวา โดยทั่วไปการตรึงรูป

เอนไซมจะมีผลใหอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทํางานที่สุดของไลเพสตรึงรูปสูงกวาไลเพสอิสระ แต

ในบางกรณีอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการทํางานของเอนไซมตรึงจะตํ่ากวาเอนไซมอิสระและ

บางกรณีจะมีคาเทากัน Minovska และคณะ (2005) กลาวถึงขอดีของการเรงปฏิกิริยาไดดีที่

อุณหภูมิตํ่าของไลเพส เปนประโยชนตอการนําไปใชเนื่องจาก เปนการประหยัดอยางหนึ่ง ชวยให

ใชพลังงานความรอนนอยลง และยังชวยรักษาเสถียรภาพของแอกทิวิตีของไลเพสนั้นไวไดมากกวา  
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 5.4.5. เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

  การศึกษาผลของเวลาในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ในไลเพสอิสระ

เลือกใชภาวะที่เหมาะสมที่สุดจากการศึกษาปจจัยตางๆที่มีผลตอการเกิดปฏิกิริยาที่ผานมา ซึ่งคือ 

อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลเทากับ 1:3 ปริมาณเอนไซม 20 มิลลิกรัมโปรตีน 

ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน) และอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส เก็บตัวอยางที่เวลา 2 4 6 8 10 12 24 36 และ 48 ชั่วโมง สวนในไลเพสตรึงรูปใชภาวะที่

เหมาะสมที่สุดไดแก ที่อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอล 1:4 อัตราสวนโดยน้ําหนัก

ของไลเพสตอตัวคํ้าจุนชนิด NKA-9 1:1 ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 40 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดย

ปริมาตรน้ํามัน) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอยางที่เวลาตางๆ เชนเดียวกับของไลเพส

อิสระ ผลการทดลองพบวาไลเพสอิสระใหผลในการเกิดปฏิกิริยาสูงที่สุดที่ 48 ชั่วโมง ไดเปอรเซ็น

เมทิลเอสเทอร 48.29 เปอรเซ็นต สวนไลเพสตรึงรูปใหผลในการเกิดปฏิกิริยาสูงที่สุดที่เวลา 24 

ชั่วโมง ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร 75.11 เปอรเซ็นต จากนั้นจะเร่ิมเขาสูภาวะคงที่จนถึงที่เวลา 48 

ชั่วโมงในการเกิดปฏิกิริยา จากกราฟที่ 4.10 กับ 4.21 จะเห็นวาลักษณะการเกิดปฏิกิริยาของไล

เพสอิสระและไลเพสตรึงรูปเปนแบบเดียวกันคือ ในชวงแรกของปฏิกิริยาจะพบปริมาณของกรด

ไขมันอิสระสูงข้ึนมาก ไตรกลีเซอไรดลดลงมากจนเกือบหมด และมีการเกิดเมทิลเอสเทอรอยาง

ชาๆ เมื่อเวลาผานไปพบวา กรดไขมันอิสระมีปริมาณลดนอยลง ในขณะเดียวกันก็มีเมทิลเอสเทอร

เกิดมากข้ึน สอดคลองกับงานวิจัยของ Lu และคณะ (2009) ที่พบวาการเรงปฏิกิริยาเมทาโนไลซิส

ของไลเพสจาก Candida sp. 99-125 ในปฏิกิริยาที่มีการเติมน้ําลงในปฏิกิริยาในปริมาณที่

เหมาะสม จะใหผลของผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรที่สูงกวาการไมเติมน้ําเลย เนื่องจากกลไกการ

เกิดปฏิกิริยาของ Candida sp.99-125 ดังกลาว ที่เวลาในการเกิดปฏิกิริยาตางๆ พบวาไลเพสจาก

เช้ือยีสตดังกลาวจะเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเพื่อไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดใหเปล่ียนเปนกรดไขมัน

อิสระกอน จากนั้นกรดไขมันอิสระท่ีไดรวมกับเมทานอลที่เติมลงในปฏิกิริยาจะเปล่ียนเปน

ผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรตามที่วิเคราะหผลได ซึ่งมีลักษณะกลไกที่เหมือนกับเชื้อยีสต C. rugosa 

ที่ใชในงานวิจัยนี้ ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาแมความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับ

ปฏิกิริยาการสังเคราะหของไลเพสจะไมมีความสัมพันธกันโดยตรง แตเปนไปไดที่จะมีความ

สอดคลองตอเนื่องกัน ซึ่งทําใหไลเพสที่มีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลติกไดสูง 

เกิดปฏิกิริยาการสังเคราะหไดสูงตามไปดวยได จากปฏิกิริยาที่ตอเนื่องกัน 
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5.5. ผลการนําไลเพสตรึงรูปกลับมาเรงปฏิกิริยาซํ้า 
 
 ผลของการนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชเรงปฏิกิริยาซ้ําพบวา การเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอร

ของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรงโดยไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 สามารถใชเรงปฏิกิริยาซ้ํา

ไดสองคร้ังจากการใชคร้ังแรก ไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรจากการใชทั้งสามคร้ังเทากับ 69.44, 

31.88 และ 9.42 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนผลของการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระของปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสที่เรงโดยไลเพสตรึงรูปชนิด H103 สามารถนํากลับมาใชเรงปฏิกิริยาซ้ําไดหนึ่งคร้ังจาก

การใชคร้ังแรก ไดเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระจากการใชทั้งสองครั้งเทากับ 91.21 และ 28.37 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยทั่วไปแลวเอนไซมตรึงจะมีเสถียรภาพสูงกวาเม่ืออยูในรูปอิสระ เทคนิค

การตรึงเอนไซมจะมีผลตอเสถียรภาพในทางเคมี และการเปล่ียนสภาพธรรมชาติทางกายภาพ 

(Chibata, 1978) เอนไซมที่ถูกตรึงดวยการดูดติด จะเตรียมไดงาย ประหยัด และใชภาวะที่ไม

รุนแรง แตเอนไซมที่ตรึงไวจะหลุดออกจากตัวคํ้าจุนไดงายในระหวางการใชงานในภาวะที่มีการให

ความรอน การปนกวน การเปล่ียนแปลงพีเอช และความเขมขนของไอออนในสารละลาย ทั้งนี้

เนื่องมาจากเอนไซมตรึงดวยวิธีดังกลาวจะมีแรงยึดที่ไมเหนียวแนนบนตัวคํ้าจุนตรึง เอนไซมตรึงจะ

ถูกทําใหหลุดออกจากตัวคํ้าจุนไดเมื่อมีการสึกกรอนของตัวคํ้าจุน หรือมีการสลายของพันธะ

ระหวางเอนไซมกับพาหะ นั่นคือ เอนไซมตรึงดังกลาวจะมีกัมมันตภาพสูงในชวงแรกของการใช

งานและจะลดลงตามระยะเวลาของการนําไปใชงาน แตตัวคํ้าจุนที่ผานการตรึงดวยวิธีการดูดซับ

นั้นสามารถนํากลับมาใชงานอีกไดงายไมวาจะเปนตัวคํ้าจุนที่เปนสารอินทรียหรือสารอนินทรีย 

(Kenedy และ Cabral, 1983)     
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บทที่  6 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

 เช้ือยีสต C. rugosa สามารถผลิตเอนไซมไลเพสที่มีสมบัติเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและ 

ทรานสเอสเทอริฟเคชันไดดีที่สุดจากยีสต 5 สายพันธุที่นํามาใช มีแอกทิวิตีจําเพาะหลังการทําให

เขมขนดวยการทําแหงแบบเย็น เทากับ 2.83 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน โดยภาวะที่เหมาะสมตอการ

เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสอิสระจาก C. rugosa คือ ที่อัตราสวนโดยโมลของ

น้ํามันปาลมตอเมทานอลเทากับ 1:3 วิธีเติมเมทานอลใชวิธีแบงเติมสามคร้ังทุก 8 ชั่วโมง ใช

ปริมาณเอนไซม 20 มิลลิกรัมโปรตีน ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซ็นตปริมาตรโดยปริมาตร

น้ํามัน อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 40 องศาเซลเซียส เวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่ใหเปอรเซ็นตการ

เปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรสูงสุดคือ 48 ชั่วโมง ได 57.80 เปอรเซ็นต โดยพบวากลไกในการ

เกิดปฏิกิริยาดังกลาวจะเกิดการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเพื่อไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดเปนกรดไขมัน

กอน จากนั้นจึงเรงปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันระหวางกรดไขมันและเมทานอลใหไดเมทิลเอสเทอรตอ 

สวนภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสอิสระโดยใชน้ํามันปาลมบริสุทธิ์

เปนสารต้ังตน คือ ที่ปริมาณเอนไซม 5 มิลลิกรัมโปรตีน ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 160 เปอรเซ็นต

ปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 40 องศาเซลเซียส เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยาที่ใหเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระสูงสุดคือที่ 24 ชั่วโมง ได 97.74 

เปอรเซ็นต 

 

 การตรึงไลเพสจาก C. rugosa ดวยวิธีดูดซับในภาวะท่ีใชเฮปเทนเปนสารตัวกลาง 

พบวาไลเพสตรึงรูปบนตัวคํ้าจุนชนิด NKA-9 สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันให

ผลผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงที่สุด สวนปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใชน้ํามันปาลมบริสุทธิ์เปนสารต้ัง

ตนไลเพสตรึงรูปชนิด H103 เรงปฏิกิริยาใหผลผลิตเปนกรดไขมันอิสระไดสูงที่สุด ภาวะที่เหมาะสม

ที่สุดตอการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 คือ ใชอัตราสวนโดย

น้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุนเทากับ 1:1 อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลเทากับ 

1:4 ใชวิธีการเติมเมทานอลแบบแบงเติมสามคร้ังทุก 8 ชั่วโมง ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 40 

เปอรเซ็นตปริมาตรโดยปริมาตรน้ํามัน อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่ให

เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรสูงที่สุดคือที่ 24 ชั่วโมง ได 75.11 เปอรเซ็นต 

หลังการเกิดปฏิกิริยาทําการกรองแยกไลเพสแลวลางดวยเฮปเทน ทําแหง แลวจึงนํามาเรงปฏิกริิยา
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อีก พบวาไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค-ชันไดอีกสองครั้ง 

สวนภาวะที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ไดแก ที่

อัตราสวนโดยน้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุน 0.5:1 ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 120 เปอรเซน็ตปริมาตร

โดยปริมาตรน้ํามัน อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่ใหเปอรเซ็นตการ

เปล่ียนเปนกรดไขมันไดสูงที่สุดคือที่เวลา 24 ชั่วโมง ไดกรดไขมันอิสระ 97.74 เปอรเซ็นต และหลัง

ส้ินสุดปฏิกิริยาทําการกรองแยกไลเพสแลวลางดวยเฮปเทน ทําแหง แลวนํากลับมาเรงปฏิกิริยาอีก

พบวาไลเพสตรึงรูป H103 สามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดอีกหนึ่งคร้ัง 

 

 การปรับปรุงเพื่อใหไลเพสจาก C. rugosa เรงปฏิกิริยาใหผลการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑ

เพิ่มข้ึนอาจทําไดโดยพัฒนาทางดานปริมาณโดยการศึกษาภาวะในการเล้ียงเช้ือยีสต C. rugosa 

ที่เหมาะสมที่ใหแอกทิวิตีจําเพาะสูงที่สุดตอไป เนื่องจากหากแอกทิวิตีจําเพาะเร่ิมตนของเอนไซม

สูงข้ึน ทําใหมีความสะดวกและเหมาะสมตอการนําไปตรึงรูปดวยวิธีตางๆมากข้ึน  หรือในกรณี

พัฒนาดานคุณภาพของไลเพสที่ผลิตได อาจทําไดโดยใชเทคนิคทางพันธุศาสตรเขาปรับปรุง

พันธุกรรมของ C. rugosa ใหผลิตไลเพสที่มีสมบัติที่ดีข้ึน เชนมีความจําเพาะตอสารต้ังตนมากข้ึน 

เรงปฏิกิริยาไดเร็วข้ึน ดีข้ึน ซึ่งจะสงผลใหไดเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑสูงข้ึนตอไป 
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ภาคผนวก ก 

 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 

 
1. อาหารแขง็ YM (YM Agar) 
 

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)                                                                           3 กรัม 

สารสกัดจากมอลต (Malt extract)                                                                           5 กรัม 

    เปปโตน (Peptone)                                                                                                5 กรัม 

เดกโตรส (Dextrose)                                                                                            10 กรัม 

วุนผง (Agar)                                                                                                        15 กรัม 

   น้ํากล่ัน (Distilled water)                                                                                         1 ลิตร 

 ปรับความเปนกรดดางใหเปน 7.0 แลวนาํไปนึ่งฆาเชื้อโดยความรอนช้ืนที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี

 
2. อาหารเหลว YM (YM Broth) 
      

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)                                                                           3 กรัม 

สารสกัดจากมอลต (Malt extract)                                                                           5 กรัม 

    เปปโตน (Peptone)                                                                                                5 กรัม 

เดกโตรส (Dextrose)                                                                                            10 กรัม 

   น้ํากล่ัน (Distilled water)                                                                                         1 ลิตร 

 ปรับความเปนกรดดางใหเปน 7.0 แลวนาํไปนึ่งฆาเชื้อโดยความรอนช้ืนที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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3. YM Broth + Rhodamine B 
      

สารสกัดจากยสีต (Yeast extract)                                                                           3 กรัม 

    สารสกัดจากมอลต (Malt extract)                                                                           5 กรัม 

    เปปโตน (Peptone)                                                                                                5 กรัม 

    เดกโตรส (Dextrose)                                                                                            10 กรัม 

    น้าํกล่ัน (Distilled water)                                                                                        1 ลิตร 

    วุนผง (Agar powder)                                                                                           20 กรัม 

    โรดามนีบี (Rhodamine B)   0.001% (น้ําหนกัโดยปริมาตร) 

    น้าํมนัปาลม (Palm oil)   1% (น้ําหนกัโดยปริมาตร) 

 ปรับความเปนกรดดางใหเปน 7.0 แลวนาํไปนึ่งฆาเชื้อโดยความรอนช้ืนที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี

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

     โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                                                          10 กรัม 

     แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4·7H2O)                                                                         1 กรัม 

     น้ํามันปาลม (Palm oil)  1%  (น้ําหนกัโดยปริมาตร) 

 ปรับความเปนกรดดางใหเปน 5.3 แลวนาํไปนึ่งฆาเชื้อโดยความรอนช้ืนที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส และความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 

 
วิธีการเตรียมสารเคมี 

 
1. สารละลายตรวจวัดปรมิาณโปรตีน 
 
     1.1. สารละลายไบยูเรต (Biuret reagent) 

 1% คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4·5H2O)                                                     0.5 มิลลิลิตร 

 2% โซเดียมโพแทสเซียสทารเทรต (KNaC4H4O6)                                    0.5 มิลลิลิตร 

 2% โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)  

ใน 0.1 โมลาร โซเดียมไฮดรอกไซด (0.1 M NaOH)                                  50 มิลลิลิตร 

     1.2. สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท (Folin phenol reagent) 

 สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท                                                                     1 สวน 

 น้ํากล่ัน                                                                                                         1 สวน 

 
2. สารละลายตรวจวัดคาแอคทิวิต้ีของไลเพส 
      

     2.1. สารละลาย A 

 พาราไนโตรฟนิลปาลมมิเทต (p-nitrophenyl palmitate)                          6 มิลลิกรัม 

 2- โพรพานอล (2-propanol)                                                                10 มิลลิลิตร 

    2.2. สารละลาย B 

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

 กัม อาระบิก (Gum Arabic)                                                                      0.2 กรัม 

 น้ํากล่ัน                                                                                            100 มิลลิลิตร 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

88 
ภาคผนวก ค 

 
กราฟมาตรฐาน 

 
1. กราฟมาตรฐานของสารละลายพาราไนโตรฟนอลทีป่ริมาณ 0-10 ไมโครกรัม 

 

y = 0.1849x + 0.0523
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รูปท่ี ค-1 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟนอลปริมาณ 0-10 ไมโครกรัม 

 
วิธสีรางกราฟมาตรฐานสารละลายพาราไนโตรฟนอล 
 

1. เตรียมสารละลายพาราไนโตรฟนอล 0.1 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร โดยใชน้ํากล่ันเปนตัวทาํ

ละลาย 

2. ปเปตสารละลายพาราไนโตรฟนอล จากขอ 1 น้าํกล่ัน และ 0.2 โมลารฟอสเฟตบัฟเฟอร

ความเปนกรดดาง 7 ลงใน well microplate ตามตารางดานลาง 
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3.  

ปริมาตร (ไมโครลิตร) พาราไนโตรฟนอล 

(ไมโครกรัม) พาราไนโตรฟนอล 0.2 โมลารฟอสเฟต

บัฟเฟอรพีเอช 7 

น้ํากล่ัน 

0 0 50 150 

1 10 50 140 

2 20 50 130 

3 30 50 120 

4 40 50 110 

5 50 50 100 

6 60 50 90 

7 70 50 80 

8 80 50 70 

9 90 50 60 

10 100 50 50 

 

4. นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 410 nm 

5. คาที่ไดนําไปสรางกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณพาราไนโตรฟนอลและคาการดูดกลืน
แสงที่ 410 nm 

 
การตรวจสอบคา Lipase activity ในสารตัวอยาง 
 

1. เตรียมสารละลาย A ซึ่งประกอบดวยพาราไนโตรฟนิลปาลมมิเทต180 มิลลิกรัม ละลาย

ใน isopropanol 30 มิลลิลิตร 

2. เตรียมสารละลาย B ซึ่งประกอบดวย triton X-100 0.8% และ gum arabic 0.2% ละลาย

ในน้าํกล่ัน 
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3. จากนั้นปเปตสารละลายตางๆลงใน well microplate ตามตารางดานลาง ดังนี ้

 

ปริมาตร (ไมโครลิตร) สารละลาย ความเขมขน

สุดทาย 

(มิลลิโมลาร) 
ทดลอง ควบคุม 

 (ไมเติมสารต้ังตน) 

ควบคุม 

 (ไมเติมไลเพส) 

สารละลาย A  

pNPP 180 มก. 

2-propanol 30 มล. 

0.7152 9 0 9 

สารละลาย B  

triton X-100 0.8% 

gum arabic 0.2% 

 81 81 81 

0.2 โมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 50 50 50 50 

น้ํากล่ัน  40 49 60 

สารตัวอยาง  20 20 0 

ปริมาตรรวมท้ังหมด  200 200 200 

 

4. บมไวที ่37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี

5. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 650 nm แลวนําคาที่ไดไปคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานพารา

ไนโตรฟนอลตอไป   
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2. กราฟมาตรฐาน BSA ทีป่ริมาณโปรตีน 0-10 ไมโครกรัม 
 

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

 
วิธีการทํากราฟมาตรฐานโปรตีน BSA 
 

1. เตรียมสารละลายมาตรฐาน bovine serum albumin 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

2. ปเปตสารละลายมาตรฐานในขอ 1 ลงใน well ของ microplate ใหไดปริมาณ 0, 1, 2.5, 

5, 10 ไมโครกรัมตอ well ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ัน โดยใหปริมาตรสุดทายในแตละ well 

เปน 100 ไมโครลิตร 

3. เติมสารละลาย Biuret reagent 200 ไมโครลิตร  

4. บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10-15 นาที 

5. เติมสารละลาย folin&ciocalteu reagent จํานวน 20 ไมโครลิตรตอ well ผสมใหเขากัน

ทันทีโดยการ repeated pipeting 

6. บมไวที่อุณหภูมิหองเพื่อใหเกิดสี 30 นาที 

7. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 650 nm โดยมี blank เปนหลอดที่มีน้ํากลั่นเพียงอยางเดียว 

8. สรางกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณ BSA(ug) กับ คาการดูดกลืนแสงที ่650 nm 
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ภาคผนวก ง 

 
การคํานวณ 

 
1. การคํานวณคาแอคทิวต้ีิ  
 
 วิธีคํานวณทําโดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากการวัดตามวิธีในหัวขอ 2.2 มาแทนคาใน

สมการเสนตรงจากกราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟนอล ตามสมการดังนี้ 

Y = 0.1849X+0.0523 

โดยทําการแทนคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดในคา Y จะทําใหไดคา X ซึ่งแทนปริมาณของพาราไนโตร

ฟนอลซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยา จากนั้นทําการเปล่ียนหนวยจากไมโครกรัมเปนไมโคร

โมลโดยการหารดวยมวลโมเลกุลของพาราไนโตรฟนอล ซึ่งเทากับ 139.11 แลวหารดวยปริมาตร

ของสารตัวอยางที่ใชในการวัด ปรับหนวยใหเปนตอมิลลิลิตร เชนในกรณีที่ใชสารตัวอยาง 20 

ไมโครลิตรในการวัด ก็ทําการหารดวย 20 และคูณดวย 1000 จะไดหนวยเปนไมโครโมลตอ

มิลลิลิตร และสุดทายหารดวยเวลาที่ใชเกิดปฏิกิริยา 30 นาที จะไดหนวยสุดทายเปนหนวย ไมโคร-

โมล ตอมิลลิลิตร ตอนาที หรือหนวยยูนิตนั่นเอง 

 
2. การคํานวณหาปริมาณโปรตีน 
 
 วิธีคํานวณทําไดโดยนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากการวัดตามวิธีในหัวขอ 2.3 มาแทนคา

ในสมการเสนตรงจากกราฟมาตรฐานของ BSA ตามสมการดังนี้ 

Y = 0.0288+0.0329 

โดยทําการแทนคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดในคา Y จะทําใหไดคา X ซึ่งแทนปริมาณโปรตีนในหนวย

ไมโครกรัม เปล่ียนหนวยไมโครกรัมเปนมิลลิกรัม โดยคูณดวย 1000 เปล่ียนหนวยใหเปนมิลลิลิตร 

โดยการหารดวยปริมาตรของสารละลายตัวอยางที่ใช แลวปรับใหเปนหนวยมิลลิลิตร จะไดหนวย

สุดทายเปน มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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3. คาแอคทิวต้ีิจําเพาะ (specific activity) 
  

 คาแอคทิวิต้ีจําเพาะของไลเพสหาไดจาก การนําคาแอคทิวิต้ีของไลเพสหารดวยปริมาณ

โปรตีน จะไดหนวยสุดทายเปนยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ดังสมการ 

Specific activity : units/mg   =  Total activity : units 

                                                                  Total protein : mg 

 
4. การคํานวณเปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-
ฟเคชัน 
 
 การคํานวณเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนเมทิลเอสเทอรทําไดโดยแทนคาที่ไดจากฉีดตัวอยาง

วิเคราะหดวยเคร่ือง HPLC ในสมการ 

 

%conversion         =                                              [FAME] x 100 

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

 

เมื่อ %conversion คือ เปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑ 

[FAME] คือ ความเขมขนของเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันจากโครมาโทแกรม 

[TAG] คือ ความเขมขนของไตรกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

[1,3 DAG] คือ ความเขมขนของ 1,3 ไดกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

[1,2 DAG] คือ ความเขมขนของ 1,2 ไดกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

[MAG] คือ ความเขมขนของโมโนกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

[FFA] คือ ความเขมขนของกรดไขมันอิสระจากโครมาโทแกรม 
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ตัวอยางการคํานวณ จากการทดลองเร่ืองการเปรียบเทียบความสามารถในการเรงปฏิกิริยาท

รานสเอสเทอริฟเคชันของไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 ที่อัตราสวนโดยน้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจนุ

เทากับ 1:1 และใชอัตราสวนโดยโมลของสารต้ังตนเทากับ 1:5 ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 50 

เปอรเซ็นตปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ที่เวลาในเกิดปฏิกิริยา 48 

ชั่วโมง 
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รูปท่ี ง-1 โครมาโทแกรมขององคประกอบของผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน

ของน้ํามันปาลมกับเมทานอล ที่เรงดวยไลเพสตรึงรูปชนิด NKA-9 
 
ตารางที่ ง-1 ขอมูลจากโครมาโทแกรมที่ ง-1 

พีคลําดับที ่ ชื่อสาร รีเทนชัน ไทม 

(นาที) 

ความเขมขน 
 (มิลลิโมลาร) 

พื้นที่ใตกราฟ 

1 Ecosane 2.324 - 7762968 

2 FAME 4.892 12.623 5740251 

3 TAG 7.246 0.536 1569705 

4 FFA 8.880 5.496 4725132 

5 1,3 DAG 10.908 0.166 293984 

6 1,2 DAG 11.674 0.171 267959 

7 MAG 20.15 0.096 24462 

 



 

 

95 
แทนคาความเขมขนจากตารางที่ 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 

ดังนัน้เปอรเซน็ตการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑ คือ 61.58 เปอรเซ็นต 

 
5. การคํานวณเปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระจากปฏิกริิยาไฮโดรไลซิส 
 
 การคํานวณเปอรเซ็นตการเปล่ียนเปนกรดไขมันอิสระทําไดโดยแทนคาที่ไดจากฉีด

ตัวอยางวิเคราะหดวยเคร่ือง HPLC ในสมการ 

 

%conversion   =                                        [FFA] x 100 

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

 

  เมื่อ %conversion คือ เปอรเซ็นตการเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑ 

[FFA] คือ ความเขมขนของกรดไขมันอิสระจากโครมาโทแกรม 

[TAG] คือ ความเขมขนของไตรกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

[1,3 DAG] คือ ความเขมขนของ 1,3 ไดกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

[1,2 DAG] คือ ความเขมขนของ 1,2 ไดกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

[MAG] คือ ความเขมขนของโมโนกลีเซอไรดจากโครมาโทแกรม 

[FFA] คือ ความเขมขนของกรดไขมันอิสระจากโครมาโทแกรม 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

96 
ตัวอยางการคํานวณ จากการทดลองเร่ืองการเปรียบเทียบความสามารถในการเรงปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสของไลเพสตรึงรูปชนิด H103 ที่อัตราสวนโดยน้ําหนักของไลเพสตอตัวคํ้าจุนเทากับ 

0.5:1 และ ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 50 เปอรเซ็นตปริมาตรโดยปริมาตรของน้ํามัน อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส ที่เวลาในเกิดปฏิกิริยา 48 ชั่วโมง 
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รูปที่ ง-2 โครมาโทแกรมขององคประกอบของผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามัน

ปาลม ที่เรงดวยไลเพสตรึงรูปชนิด H103 

 

ตารางที่ ง-2 ขอมูลจากโครมาโทแกรมที่ ง-2 

พีคลําดับที ่ ชื่อสาร รีเทนชัน ไทม 

(นาที) 

ความเขมขน 
 (มิลลิโมลาร) 

พื้นที่ใตกราฟ 

1 Ecosane 2.323 - 8083811 

2 TAG 7.265 0.182 431424 

3 FFA 8.870 11.785 9433666 

4 1,3 DAG 10.920 0.086 161777 

5 1,2 DAG 11.688 0.070 122282 

6 MAG 19.984 0.098 27578 

 

 

 



 

 

97 
แทนคาความเขมขนจากตารางที่ ง-1 ในสมการ 

 

%conversion   =                                     11.785 x 100 

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

 

                        =           92.50 

ดังนัน้เปอรเซน็ตการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑ คือ 92.50 เปอรเซ็นต 

 
6. การคํานวณอัตราสวนโดยโมลของนํ้ามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล  
 
หาน้ําหนกัของเมทานอลจากสูตร     Y = ( A )( B )( MWMeOH) 

                                                            MWPO 

โดยที่ Y คือน้าํหนักของเมทานอล 

A คือ น้ําหนกัของน้ํามันปาลมบริสุทธ์ิจากการชัง่ 

B คือ อัตราสวนโดยโมลของเมทานอล 

MWPO คือน้ําหนกัโมเลกุลของน้าํมันปาลมบริสุทธิ์ เทากับ 980 กรัม 

MWMeOH คือ น้ําหนกัโมเลกลุของเมทานอล เทากับ 32.04 กรัม 

 

ตัวอยางการคํานวณ  กําหนดใหอัตราสวนของน้ํามันปาลมตอเมทานอลเทากับ 1:3 จากนัน้ชั่ง

น้ํามันปาลม 3 กรัม คิดเปนปริมาตรประมาณ 2.68 มิลลิลิตร 

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

                                                                 980                                 

ดังนั้นคิดเปนปริมาตร  จากสูตร       Z  =  Y 

                                                           D 

เมื่อ Z คือ ปริมาตรของเมทานอล 

      Y คือ น้ําหนักเมทานอล 

      D คือ คาความหนาแนนของเมทานอลเทากับ 791 กรัมตอลิตร 

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

                                                                    791 

  

                                                                                    =  376  ไมโครลิตร 
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7. การหาปริมาตรน้ํามันปาลม 
 
หาปริมาตรน้ํามันปาลมจากสูตร                D = M 

                                                                   V 

D คือ ความหนาแนนของน้ํามันปาลม (0.89 กรัมตอมิลลิลิตร) 

M คือ มวลน้ําหนักของน้ํามันปาลม (3 กรัม) 

V คือ ปริมาตรของน้ํามันปาลม 

ดังนั้น                                                   V = 3   =  3.37 มิลลิลิตร 

                                                    0.89 

น้ํามันปาลม 3 กรัม มีปริมาตร 3.37 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก จ 

 
วัสดุคํ้าจุนสําหรับตรึงเอนไซม 

 
 วัสดุคํ้าจุนสําหรับตรึงเอนไซมไลเพสในที่นี้มี 5 ชนิด เปนตัวคํ้าจุนเรซินแบบมีรูพรุนชนิด 

macroporous ไดแก AB-8, H103, NKA, NKA-9, D4020 มีคุณสมบัติดังตารางที่ จ-1 และภาพ

แสดงในรูปที่ จ-1 

 

ตารางที่ จ-1 คุณสมบัติของตัวคํ้าจุนเรซินแบบมีรูพรุนชนิด macroporous ทั้ง 5 ชนิด ที่ใชใน

งานวิจัย (Gao และคณะ, 2006) 

 

ชนิดของตัวคํ้าจุน คุณสมบัติความมีข้ัว พื้นที่จําเพาะ 

(ตร.ม./กรัม) 

เสนผานศูนยกลางของรูพรุน  

(นาโนเมตร) 

AB-8 มีข้ัวอยางออน 480-520 13-14 

H103 ไมมีข้ัว 1000-1100 8.5-9.5 

NKA-9 มีข้ัว 250-290 15.5-16.5 

NKA ไมมีข้ัว 570-590 20-22 

D4020 ไมมีข้ัว 540-580 10-10.5 
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รูปท่ี จ-1 ภาพวัสดุคํ้าจุนจนุเรซินแบบมีรูพรุนชนิด macroporous ทัง้ 5 ชนิดที่ใชในการตรึงไลเพส 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AB-8 H103 NKA 

NKA-9 D4020 
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    ภาคผนวก ฉ 

 
ขอมูล 

 
ตารางที่ ฉ-1 การทดลองเรื่องการเรงปฏิกิ ริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่ เวลาตางๆ โดย

สารละลายไลเพสชนิดหยาบจาก C.rugosa 

 

เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 

เปอรเซ็นต

เมทิลเอส

เทอร 

เปอรเซ็นต

ไตรกลีเซอ

ไรด 

เปอรเซ็นต

กรดไขมัน

อิสระ 

เปอรเซ็นต 

1,3 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นต 

1,2 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นต

โมโนกลีเซอ

ไรด 

0 0 100 0 0 0 0 

2 8.15 28.73 46.96 8.84 6.1 1.21 

4 10.95 22.61 52.24 7.87 5 1.32 

6 15.02 11.15 62.61 6.24 3.56 1.41 

8 22.71 2.54 71.44 1.58 1.09 0.64 

10 24.08 1.06 73.91 0.31 0.32 0.32 

12 31.08 1.4 66.59 0.23 0.26 0.46 

24 45.25 1.66 52.81 0.1 0.18 0 

36 45.21 1.48 53.09 0.038 0.181 0 

48 48.29 1.58 49.86 0.09 0.19 0 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

102 
ตารางที ่ฉ-2 การทดลองเร่ืองการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เวลาตางๆ โดยสารละลายไลเพส

ชนิดหยาบจาก C.rugosa 

 

เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 

เปอรเซ็นต

กรดไขมัน

อิสระ 

เปอรเซ็นตไตร

กลีเซอไรด 

เปอรเซ็นต 

1,3 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นต 

1,2 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นตโม

โนกลีเซอไรด 

0 0 100 0 0 0 

2 47.98 36.32 7.34 7.27 1.09 

4 52.54 30.98 8.11 6.84 1.53 

6 64.66 20.57 7.67 5.49 1.61 

8 94.55 3.45 0.632 0.594 0.776 

10 93.44 3.59 1.21 1.08 0.691 

12 94.12 3.692 0.888 0.639 0.662 

24 96.96 2.1 0.338 0.169 0.633 

48 98.05 1.81 0.033 0.114 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

103 
ตารางที ่ฉ-3 การทดลองเร่ืองการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เวลาตางๆ โดยไลเพส

ตรึงรูปชนิด NKA-9 

 

เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 

เปอรเซ็นต

เมทิลเอส

เทอร 

เปอรเซ็นต

ไตรกลีเซอ

ไรด 

เปอรเซ็นต

กรดไขมัน

อิสระ 

เปอรเซ็นต 

1,3 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นต 

1,2 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นต

โมโนกลีเซอ

ไรด 

0 0 100 0 0 0 0 

2 21.99 17.15 45.59 8.31 5.26 1.71 

4 29.21 9.8 49.28 3.26 3.7 1.49 

6 38.39 3.01 55.35 1.51 1.11 0.63 

8 38.72 8.71 48.27 1.76 1.96 0.59 

10 67.83 0.98 30.57 0.12 0.19 0.32 

12 64.77 1.07 33.81 0.12 0.22 0 

24 75.11 2.24 22.19 0.09 0.37 0 

36 73.7 2.35 23.4 0.12 0.43 0 

48 73.13 1.76 24.52 0.16 0.43 0 
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ตารางที ่ฉ-4 การทดลองเร่ืองการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เวลาตางๆ โดยไลเพสตรึงรูปชนิด 

H103 

  

เวลาในการ

เกิดปฏิกิริยา 

เปอรเซ็นต

กรดไขมัน

อิสระ 

เปอรเซ็นต

ไตรกลีเซอ

ไรด 

เปอรเซ็นต 

1,3 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นต 

1,2 ไดกลี

เซอไรด 

เปอรเซ็นตโม

โนกลีเซอไรด 

0 0 100 0 0 0 

2 27.05 56.43 7.19 8.25 1.09 

4 47.87 38.43 7.34 5.28 1.07 

6 78.87 13.17 4.18 2.71 1.06 

8 88.59 5.61 2.8 1.91 1.09 

10 86.54 7.2 2.88 2.27 1.15 

12 88.15 8.03 1.64 1.56 0.609 

24 97.74 2.07 0 0.19 0 

36 97.48 2.2 0 0.32 0 

48 96.33 2.37 0.34 0.4 0.56 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

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

การศึกษาระดับปริญญาตรี  วิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ  จากคณะ

วิศวกรรมศาสตรและเทคโนโลยีอุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร ในปการศึกษา 2547 จากนั้น

เขาศึกษาระดับปริญญาโท วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ ที่คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษาถัดมา และสําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2552   
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