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เอนไซมไ์ลเปส (Lipases) เป็นเอนไซมท่ี์เป็นตวัเร่งปฏิกริยาการไฮโดรไลซิสของเอสเทอร์ของ
ไขมนั ให้เป็นกลีเซอรอลและกรดไขมนัอิสระ ถูกใช้อย่างกวา้งขวางในอุตสาหกรรมท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ
เปล่ียนพืชน ้ ามนัให้กลายเป็นน ้ ามนัไบโอดีเซลด้วยปฏิกิริยาทรานเอสเทอร์ริฟิเคชั่น (transesterification) 
เพื่อให้เกิดเมทิลเอสเทอร์ (methyl esters)  สามารถพบเอนไซมไ์ลเปสไดท้ั้งจากพืช รวมถึงจุลินทรีย ์เช่น
แบคทีเรีย เช้ือราและยีสต ์ในการวิจยัน้ีไดท้  าการแยกเช้ือแบคทีเรียผลิตเอนไซมไ์ลเปสจากตวัอยา่งท่ีไดจ้าก
ดินและน ้าท่ีไดจ้ากแหล่งต่าง ๆ ท่ีมีการทิ้งของเสีย โดยในขั้นแรกไดค้ดัแยกสายพนัธ์ุของแบคทีเรียดว้ยการ
น ามาเพาะเล้ียงในอาหาร Rhodamine B olive oil ท่ีไดรั้บการปรับสภาพความเป็นกรดด่างให้มี pH เท่ากบั 
7.0 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส หากโคโลนีใดใหผ้ลบวกซ่ึงคาดวา่น่าจะมีกิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปส โดย
ผลบวกคือลกัษระของท่ีโคโลนีของแบคทีเรียท่ีเจริญบนจานอาหารจะมีสีชมพูพร้อมกบัมีโซนใส (clear 
zone) เกิดข้ึนรอบๆโคโลนี ภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตท่ีความยาวช่วงคล่ืน 340 นาโนเมตร จากนั้นน าสาย
พนัธ์ุท่ีใหผ้ลบวกมาทดสอบหากิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปสดว้ยวิธีการไตเตรทดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ซ่ึง
หากมีการแสดงกิจกรรมไลเปสก็จะมีการปลดปล่อยกรดไขมนัอิสระออกมา ซ่ึงสังเกตุเห็นไดจ้ากสีท่ีเกิดข้ึน
ของอินดิเคเตอร์ งานวิจยัน้ีไดค้ดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งดินจ านวน 55 ไอโซเลท และจากตวัอยา่งน ้ าจ  านวน 40 
ไอโซเลท พบวา่มีจ านวน 12 ไอโซเลทท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปส (จากดิน 4 ไอโซเลท, จากน ้ า 8ไอโซ
เลท) ซ่ึงจากจ านวนทั้ง 12 ไอโซเลท พบวา่ไอโซเลท LA 5 ใหกิ้จกรรมของเอนไซมไ์ลเปสสูงท่ีสุดคือ 1.21 ยู
นิต/มิลลิลิตร จากนั้นน าไอโซเลท LA5 มาท าการตรึงเซลล์ ดว้ยสารละลายโซเดียมแอลจีเนต พบวา่ท่ีความ
เขม้ขน้ 2%โซเดียมแอลจีเนต ใหผ้ลการตรึงเซลลดี์ท่ีสุดคือ เซลลไ์ม่เกิดการร่ัวและแตก มีความคงตวัของการ
ตรึงเซลล์ และเม่ือท าการตรึงเซลล์เสร็จเรียบร้อยจึงน าไปท าปฏิกิริยาทรานเอสเทอร์ริฟิเคชัน่ในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพโดยใชน้ ้ามนัสกดัจากสาหร่ายขนาดเล็ก (microalgal oil) และเซลล์ท่ีตรึงเสร็จเรียบร้อยแลว้ หลงัจาก
ท าปฏิกริยาเสร็จสมบูรณ์ท าการตรวจหาเมทิลเอสเทอร์ด้วย เค ร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟฟี  (Gas 
Chromatography, GC)  พบวา่ เมทิลเอสเทอร์ท่ีเกิดข้ึนไม่มีความต่างจากเมธิลเอสเทอร์ของน ้ ามนัดีเซลทัว่ไป 
และเม่ือน ามาตรวจสอบคุณภาพน ้ ามนัของไบโอดีเซลท่ีเกิดข้ึน มีค่าความเป็นกรดด่างอยู่ท่ี 7.2 และมีค่า
ความหนาแน่นเท่ากบั 0.884 กรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงเป็นไปตามมาตรฐานไบโอดีเซลของประเทศสหรัฐอเมริกา 

 
 
 

 
 

 



Abstract 
 

Lipase (EC 3.1.1.3) is a water-soluble enzyme that catalyzes the hydrolysis reaction 
of ester bonds in water–insoluble, lipid substrates. It has been exploited in several industries 
including the conversion of vegetable oil into biodiesel via transesterification reaction to 
produce methyl esters. We have isolated lipase producing bacteria from soil and waste water 
samples using strain isolation on rhodamine B-olive oil agar plate, pH to 7.0. It was incubated 
at 37 OC for 48 h. Preliminary indicator to be used to screen for lipase activity of each isolated 
colony was carried out by visualization of a surrounding clear zone around the colony and 
illuminated as pinkish colour when it was exposed under UV light. Lipase activity of each of 
the positive colony was determined by titration of the amount of released free fatty acids with 
25 mM sodium hydroxide with phenolphthalein as an indicator to indicate end point. The 
amount of enzyme that catalyzed the release of 1 mmol of fatty acids per hour at 35 OC.  
Among the 55 isolates form soil sample and the 40 isolates from water samples, twelve 
isolates (4 isolates from soil samples and 8 isolates from water samples) were primarily 
exhibited lipolytic activities. Among those twelve isolates, isolate number LA5 was able to 
produce the relatively highest in its lipase activity at 1.21 units/mL in a liquid medium 
containing 2% olive oil as sole carbon source at 37 OC, pH 7.0 for 48 h. Isolate number LA5 
was subjected for cell immobilization by entrapment with sodium alginate to improve stability 
and reuse of its  lipase activity. The methyl esters resulted from transesterification for 
biodiesel production was carried out in a bioreactor. The results is indicated that the  2.0% 
(w/v) sodium alginate concentration is the optimal concentration to be used for cell 
immobilization via the entrapment method and microalgal oil was used as the substrate. The 
immobilized cell of isolate LA5 provides the methyl esters C16 and C18 determined by gas 
chromatography and were found to be the same as the ones in diesel oil. In addition, biodiesel 
properties showed in the density and pH value of 0.884 g mL-1 and 7.2 respectively. These 
were corresponded to standard limitation established by American Society for Test Material 
(ASTM).  
 


