
 
 

 
วิทยานิพนธ 

 
 

การตรึงไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens เพื่อผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามัน
เมล็ดทานตะวัน 

 
Immobilization of Lipase from Pseudomonas fluorescens for Biodiesel 

Production from Sunflower Oil  
 
 
 
 
 
 

นางสาวดุษฎี  รัตนพระ 
 
 
 
 
 
 

บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
พ.ศ. 2549 





วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

การตรึงไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens เพื่อผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันเมล็ดทานตะวัน 
 

 Immobilization of Lipase from Pseudomonas fluorescens for Biodiesel Production from  
Sunflower Oil   

 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวดุษฎี  รัตนพระ  
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบูรณแหงปริญญาวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต (วิศวกรรมเคมี) 

พ.ศ. 2549 
 

ISBN 974-16-1429-2 







กิตติกรรมประกาศ 
 

วิทยานิพนธฉบับนี้สามารถสําเร็จไดดวยความชวยเหลือและความกรุณาจากบุคคลผูมีพระ
คุณหลายทาน ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร.เพ็ญจิตร ศรีนพคุณ ประธาน
กรรมการที่ปรึกษา ที่ใหความดูแลเอาใจใสและใหคําปรึกษาแนะนําในการทําวิทยานิพนธอยางดียิ่ง 
อาจารย ดร.อรรถศักดิ์  จารีย กรรมการวิชาเอก อาจารย ดร.มณฑล  ฐานุตตมวงศ กรรมการวิชารอง 
และ ผูชวยศาสตราจารย ดร.วิรัตน วาณิชยศรีรัตนา อาจารยผูแทนบัณฑิต ที่ไดกรุณาใหคําแนะนํา
และตรวจสอบแกไขจนวิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงไปดวยดี 

  
ขอขอบคุณ  สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี ที่ใหทุนการศึกษาในระดับ

ปริญญาโท ขอขอบพระคุณ อาจารย ดร.ณกัญภัทร จินดา อาจารยประจําภาควิชาเทคโนโลยีทาง
กระบวนการเคมีและฟสิกส ที่ใหคําแนะนําในการทดลองและความรูเกี่ยวกับเอนไซมไลเปส ทั้งนี้ยัง
ใหความอนุเคราะห สารเคมีหลายชนิดสําหรับวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม ขอขอบคุณ คุณกิตติ
พล กสิภาร ที่กรุณาใหคําแนะนําเรื่องไบโอดีเซลและการใชเครื่องมือในการวิเคราะหปริมาณเมทิล
เอสเทอร   

 
ขอขอบคุณ ครอบครัว เพื่อนๆ นอง ๆ วิศวกรรมเคมี และบุคคลรอบขางทุกคนที่ใหความ

ชวยเหลือ ใหกําลังใจ และความรูสึกที่ดีตลอดมา   
 
ประโยชนอันใดอันจะเกิดจากวิทยานิพนธฉบับนี้ ขอมอบแด คุณพอ คุณแม และคณาจารย

ทุกทาน ที่เมตตาอบรมสั่งสอน ใหคําแนะนําตางๆ จนถึงปจจุบัน 
 
 

ดุษฎี  รัตนพระ 
กุมภาพันธ 2549 



    (1)

    สารบัญ 
 

 หนา 
สารบัญ 
สารบัญตาราง 
สารบัญภาพ 
คํานํา 

วัตถุประสงค 
การตรวจเอกสาร 

ไขมันและน้ํามัน 
ไบโอดีเซล 
ตัวเรงปฏิกิริยาที่ใชในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
เอนไซมไลเปส 
การตรึงเอนไซมไลเปส 
การใชไคโตซานเปนตัวพยุงสําหรับตรึงเอนไซม 
ปจจัยที่มีผลตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชเอนไซมไลเปสที่ถูกตรึง 

อุปกรณและวิธีการ 
อุปกรณ 
วิธีการ 

ผลและวิจารณ 
สรุป 
ขอเสนอแนะ 
เอกสารและสิ่งอางอิง 

 

(1) 
(3) 
(4) 

1 
3 
4 
4 
7 

14 
15 
22 
32 
36 
40 
40 
44 
53 
78 
80 
81 

 
 
 
 
 
 
 



    (2)

    สารบัญ (ตอ) 
 

 หนา 
ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก  วิธีวิเคราะห 
ภาคผนวก ข  การเตรียมสารเคมี 
ภาคผนวก ค  การคํานวณกิจกรรมของไลเปส 
ภาคผนวก ง  การคํานวณปริมาณเมทิลเอสเทอร 
ภาคผนวก จ  ลักษณะโครมาโตแกรมของเมทิลเอสเทอรที่ไดจากการ  
                     วิเคราะหดวยวิธีกาซโครมาโตรกราฟ 

 

88 
89 
94 
95 
98 

 
101 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



    (3)

สารบัญตาราง 
 
ตารางที่ หนา 

1 
2 
3 
4 
 
5 
 

 โครงสรางทางเคมีของกรดไขมันทั่วไป 
องคประกอบทางเคมีของน้ํามันพืช 
คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของน้ํามันไบโอดีเซล  
การเปรียบเทียบการใชเบสคะตะลิสตและเอนไซมคะตะลิสตในการผลิต
ไบโอดีเซล 
จุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่ใชทางการคา 
 

6 
7 
8 
 

15 
18 

ตารางผนวกที่  
ก1 
ก2 

 วิธีการเตรียมสารละลาย p-nitrophenol (pNP) ที่ความเขมขนตาง ๆ 
วิธีการเตรียมสารละลายโปรตีน BSA ที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

89 
91 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    (4)

สารบัญภาพ 
 
ภาพที่ หนา 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
 

11 
12 
13 
14 
15 
 

16 
 

17 
 

18 
 

19 

 โครงสรางโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด 
โครงสรางโมเลกุลของไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรด 
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของไตรกลีเซอไรดกับแอลกอฮอล 
ขั้นตอนตอเนื่องของการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
ปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่นจากกรดไขมันอิสระ 
ปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่นจากเอสเทอร 
ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น 
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไตรกลีเซอไรด 
ปฏิกิริยาอะมิโนไลซิสของไตรกลีเซอไรด 
ปฏิกิริยายอยสลาย (hydrolysis) และ การสังเคราะหเอสเทอร (esterification) 
ของเอนไซมไลเปส (EC.3.1.1.3) 
รูปของเอนไซม 
วิธีการตรึงเอนไซม 
โครงสรางทางเคมีของไคติน  
โครงสรางทางเคมีของไคโตซาน 
ผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดตอประสิทธิภาพการตรึง ที่พีเอช 8
และวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
ผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดตอปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ ที่พีเอช 8
และวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
ผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดตอกิจกรรมของเอนไซม ที่พีเอช 8และ
วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
ผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซม ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.05 
เปอรเซ็นต และวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
ผลของพีเอชตอประสิทธิภาพการตรึง ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.05 
เปอรเซ็นต และวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
 
 
 

4 
5 

10 
11 
11 
11 
12 
12 
13 

 
16 
25 
26 
33 
33 

 
55 

 
55 

 
56 

 
57 

 
58 

 
 
   



    (5)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพที่ หนา 

20 
 
 

21 
 

22 
 

23 
 

24 
 

25 
26 
27 
 

28 
 

29 
30 
31 
 
 
 
 

 ผลของพีเอชตอปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 
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โมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 มีน้ําในปฏิกิริยา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก
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 ผลของตัวทําละลายอินทรียตอปริมาณเมทิลเอสเทอร (ใชปริมาณตัวทํา
ละลาย 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 100 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ไมมีน้ําในปฎิกิริยา อัตราสวนโดยโมลของ
น้ํามันตอเมทานอล 1:3 บมที่ ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 
องศา เซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง) 
ผลการเปรียบเทียบการใชน้ํา ตัวทําละลายอินทรีย และน้ํารวมกับตัวทํา
ละลายอินทรียตอ ปริมาณเมทิลเอสเทอร (ใชปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนักน้ํามันหรือ เฮกเซน 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน หรือ น้ําและ
เฮกเซนอยางละ 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน หรือ น้ําและเฮกเซนอยาง
ละ 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ที่ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 100 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 
1:3 บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 
24 ช่ัวโมง) 
ผลของปริมาณน้ําตอปริมาณเมทิลเอสเทอร (ใชอัตราสวนโดยโมลของน้ํา
มัน ตอ เมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 100 เปอรเซ็นตโดยน้ํา
หนักน้ํามัน บมที่ ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง) 
ผลของอุณหภูมิตอปริมาณเมทิลเอสเทอร (ใชอัตราสวนโดยโมลของน้ํามัน
ตอเมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํา
มันและใช ปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาที นาน 24 ช่ัวโมง) 
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 ผลการเปรียบเทียบการใชเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ
กับเอนไซมอิสระในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น (ใชเอนไซม 
100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทา
นอล 1:3 และใชน้ําปริมาณ 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็ว
รอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง) 
ผลการเปรียบเทียบการใชเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ
เอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนต และเอนไซมอิสระ 
ในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น (ใชเอนไซม 100 เปอรเซ็นต
โดยน้ําหนักน้ํามัน อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 และใช
น้ําปริมาณ 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง) 
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ภาพผนวกที่  
ก1 
ก2 
ง1 
จ1 

 กราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol 
กราฟมาตรฐานสารละลายโปรตีนของ BSA 
ตัวอยางโครมาโตแกรมของสารตัวอยาง 
โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
ดวยปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 
25 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทา
นอล 1:3 ปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)   
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    (8)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพผนวกที่ หนา 
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 โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 
ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 50 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 
ปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)   
โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 
ปโตรเลียมอีเทอร 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของ
น้ํามันตอเมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูด
ซับทางกายภาพ 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)   
โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 
เฮกเซน 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเม
ทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกาย
ภาพ 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)  
โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 
โทลูอีน 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอ 
เมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทาง
กายภาพ 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)   
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที่ หนา 
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 โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 
เฮกเซน 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามันและปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 ปริมาณ
เอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 100 เปอรเซ็นต
โดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)   
โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เมื่อ
ไมมีน้ําในปฏิกิริยา (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 ปริมาณ
เอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 100 เปอรเซ็นต
โดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)   
โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 
ปริมาณน้ํา 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามัน
ตอเมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับ 
100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)   
โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 
ปริมาณน้ํา 30 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามัน
ตอเมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับ
ทางกายภาพ 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)  
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที่ หนา 
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จ13 
 
 
 
 

จ14 

 โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3  
ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 100 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน 
บมที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)   
โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3  
ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 100 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน 
บมที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)   
โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 
 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3  
ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 100 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน 
บมที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)   
โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 
 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนต100 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 
ปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)   
โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 
 ปริมาณเอนไซมอิสระ  100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดย
โมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 ปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน 
บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24  
ช่ัวโมง)   
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การตรึงไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens เพื่อผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันเมล็ด
ทานตะวัน 

 
 Immobilization of Lipase from Pseudomonas fluorescens for Biodiesel Production 

from Sunflower Oil 
 

คํานํา 
  

จากสถานการณปจจุบัน ประเทศไทยมีความตองการใชน้ํามันเชื้อเพลิงในปริมาณมาก โดย
เฉพาะน้ํามันดีเซลใชมากถึง 43 ลานลิตรตอวัน คิดเปน 46.6% ของปริมาณน้ํามันที่ใชภายในประเทศ 
(http://www.doeb.go.th/dbd/knowledge/bio-diesel2.htm) มีสัดสวนการใชสูงกวาน้ํามันเชื้อเพลิงชนิด
อ่ืนๆ ในขณะที่พลังงานเชื้อเพลิงปโตรเลียมที่ไดจากซากฟอสซิล (fossil fuel) ซ่ึงเปนแหลงพลังงาน
สําคัญมีเหลืออยูอยางจํากัดและคาดวาจะหมดไปในอีกไมชานี้ ประกอบกับราคาน้ํามันไดมีการปรับ
ตัวสูงขึ้นอยางตอเนื่องและความตองการลดมลพิษเพื่อใหส่ิงแวดลอมดีขึ้น จึงไดมีการศึกษาวิจัยและ
พัฒนาวัตถุดิบภายในประเทศ เชน น้ํามันพืชชนิดตางๆ น้ํามันพืชใชแลว ฯลฯ มาผลิตเปนผลิตภัณฑ
ใชแทนน้ํามันดีเซล  

 
 ไบโอดีเซล (biodiesel) เปนผลิตภัณฑที่ไดจากการนําน้ํามันจากพืชชนิดตางๆ หรือไขมันสัตว
เปนเชื้อเพลิงในเครื่องยนตดีเซล (Ma and Hanna, 1999) การผลิตไบโอดีเซลมีหลายวิธี ไดแก การใช
โดยตรงและการผสม (direct use and blending) ไมโครอิมัลช่ัน (microemulsions) ไพโรไล 
ซิส (pyrolysis) ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น (tranesterication) และผลิตโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาใน
รูปแบบอื่น ๆ (other forms of catalysis) (Khan, 2002)   
 

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น หรือแอลกอฮอไลซิส (alcoholysis) เปนวิธีหนึ่งที่นิยมนํามา
ใชผลิตไบโอดีเซล เกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวางไขมันหรือน้ํามันกับแอลกอฮอล โดยมีตัวเรง
ปฏิกิริยา จะไดเอสเทอร (ester) หรือไบโอดีเซล และกลีเซอรอลเปนผลิตภัณฑ ตัวเรงปฏิกิริยาที่ใช ได
แก กรด เบส และเอนไซม เบสคะตะลิสตจะเรงปฏิกิริยาไดเร็ว โดยมีรายงานวาใชเวลาในการทํา
ปฏิกิริยาเพียง 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง (Encinar et al., 2002) แตเบสคะตะลิสตมีขอเสียคือจะทําให
กรดไขมันอิสระในน้ํามันถูกเปลี่ยนเปนสบูโดยปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่น (sponification)  ทําใหไดเอส
เทอรนอยลงและมีความย  ุ งยากในการแยกกลีเซอรอล (Ma and Hanna , 1999; Noureddini et al., 
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2004)  สวนกรดคะตะลิสตจะใชเวลาในการทําปฏิกิริยามากกวา (3-4 ช่ัวโมง) และอุณหภูมิสูงกวา 
(100 องศาเซลเซียส) (Encinar et al., 2002) ดังนั้นเอนไซมไลเปสจึงเปนทางเลือกที่นาสนใจในการนํา
ไปใชเรงปฏิกิริยา  

 
ไลเปส เปนเอนไซมที่จัดอยูในกลุม hydrolase มีช่ือในระบบ systematic name วา glycerol 

ester hydrolase ห รือ  triacylglycerol acyl ester hydrolase (EC 3.1.1.3) (Chowdary et al., 2000) เร ง
ปฏิกิริยาการยอยสลายน้ํามันและไขมัน โดยทําใหพันธะเอสเทอรในโมเลกุลน้ํามันแตกออกอยาง
สมบูรณ จะไดผลิตภัณฑที่เปนกรดไขมันอิสระและกลีเซอรอล ปฏิกิริยาการยอยสลายนี้สามารถผัน
กลับไดในระบบที่มีน้ํานอย (microaqueous) หรือในระบบของตัวทําละลายอินทรีย (organic solvent) 
โดยปฏิกิริยาผันกลับไดนี้มี 2 ปฏิกิริยา คือปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นและปฏิกิริยาเอสเทอริฟเค
ช่ัน (esterification) (ณกัญภัทร, 2547) ถึงแมไลเปสจะมีคุณสมบัติเชนเดียวกับเอนไซมทั่วไป คือ 
สามารถเรงปฏิกิริยาเคมีภายใตสภาวะไมรุนแรง ที่อุณหภูมิและความดันปกติ (โดยมีน้ํารวมใน
ปฏิกิริยา) มีความจําเพาะตอสับสเตรทสูงมาก จึงทําใหไดผลิตภัณฑอ่ืน (by products) ที่ไมตองการ
นอยมาก ซ่ึงทําใหสะดวกในการแยกผลิตภัณฑออกจากปฏิกิริยา สงผลใหตนทุนในการผลิตสารลดต่ํา
ลง แตอยางไรก็ตามถึงแมวาเอนไซมจะมีขอดีหลายประการ แตการนําเอนไซมมาใชในระดับอุตสาห
กรรมก็มีขอจํากัดเนื่องจากเอนไซมสวนใหญมีความเสถียรต่ํา และเอนไซมบริสุทธิ์มีราคาแพง ดังนั้น
จึงมีแนวคิดที่จะนําเอนไซมกลับมาใชใหมไดหลาย ๆ รอบ ในรูปเอนไซมที่ถูกตรึง (ผองผกา, 2537) 

 
เอนไซมที่ถูกตรึงหมายถึง เอนไซมที่ถูกกําหนด หรือทําใหมาอยูในขอบเขตที่จัดไว อาจมี

โมเลกุลใหญขึ้นดวยการเชื่อมพันธะเคมี หรือไมมีพันธะเคมี ละลายน้ําไดยากขึ้นหรือไมไดเลย มีผล
ใหเอนไซมเปลี่ยนจากสถานะตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนของเหลว กลายเปนของแข็งขณะทําปฏิกิริยา (solid 
catalyst) (ปราณี, 2535) วิธีการตรึงเอนไซมใหอยูในรูปของแข็ง สามารถแบงไดเปน 2 วิธีหลัก คือ วิธี
การจับยึด ซ่ึงแบงเปน วิธีเชื่อมไขว (crosslinking method) วิธีดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption 
method) วิธียึดจับดวยพันธะอิออนิก (ionic binding method) วิธียึดจับดวยพันธะโลหะ (metal linking 
method) และวิธียึดจับดวยพันธะโควาเลนท (covalent binding method) วิธีการตรึงเอนไซมอีกวิธี
หนึ่ง ไดแก วิธีการหอหุม แบงเปน วิธีการหอหุมดวยเจล (gel entrapment method) วิธีการหอหุมดวย
เสนใย (fiber entrapment) และวิธีหอหุมดวยแคปซูล (microencapsulation) (Kennedy and Cabral, 
1987) สําหรับวิธีที่นิยมนํามาตรึงเอนไซมไลเปส ไดแก วิธีการดูดซับทางกายภาพ และ วิธีการหอหุม
ดวยเจล นอกจากเอนไซมและวิธีการตรึงเอนไซมจะเปนองคประกอบที่สําคัญสําหรับการตรึง
เอนไซมแลว ตัวพยุงเปนอีกปจจัยหนึ่งที่สําคัญที่สุดในการกระบวนการตรึงเอนไซม ไคโตซานเปน
ตัวพยุงที่ในปจจุบันไดรับความสนใจนํามาใชในการตรึงไลเปส เนื่องจากเปนพอลิเมอรธรรมชาติ ซ่ึง
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เปนโครงสรางแข็งของสัตวไมมีกระดูกสันหลังจําพวกแมลง กุง ปู ปลาหมึก มีคุณสมบัติในการดูด
ซับและจับตรึงที่ดี นอกจากนี้ไคโตซานยังมีราคาไมแพงและไมเปนพิษ (Pereira et al., 2003) 

 
โครงการวิจัยนี้จึงใหความสนใจในการศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสบนไคโตซานเพื่อนําไป

ใชในกระบวนการผลิตน้ํามันไบโอดีเซลจากน้ํามันเมล็ดทานตะวัน โดยกระบวนการทรานสเอสเทอริ
ฟเคชั่น โดยทําการศึกษาในระดับปฏิบัติการ เพื่อนําไปสูการใชงานจริงในอนาคตตอไป  

 
วัตถุประสงค 

 
1.  ศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens  
 
2.  ศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไลเปสที่ถูกตรึง 

 
3.  ศึกษาการนําเอนไซมที่ถูกตรึงไปใชในการผลิตไบโอดีเซลโดยปฏิกิริยาทรานสเอส 

เทอริฟเคชั่น 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ไขมันและน้ํามัน 
  

ไขมันและน้ํามันที่พบในสัตวและพืช เปนสารประกอบที่ไมละลายน้ํา ประกอบดวย ไตรกลี
เซอไรด (triglycerides) 90 – 98 % มีไดกลีเซอไรด (diglycerides) และโมโนกลีเซอไรด 
(monoglycerides) อยูเพียงเล็กนอย นอกจากนั้นยังมี กรดไขมันอิสระ (free fatty acids) อยู 1 – 5 % 
ฟอสโฟลิปด (phospholipids) ฟอสฟาไทด (phosphatides) โทคอปฟรอล (tocopherols) คารโรทีน 
(carotenes) ซัลเฟอร (sulphur) และ น้ําอีกเล็กนอย (Srivastava and Prasad, 2000) 

 
1.1 ไตรกลีเซอไรด  

 
ไตรกลีเซอไรดหรือไตรเอซิลกลีเซอรอล เปนเอสเทอรของกรดไขมัน 3 โมเลกุล และ 

กลีเซอรอล 1 โมเลกุล โครงสรางทั่วไปของไตรกลีเซอไรด และตัวอยางโครงสรางโมเลกุลของไตร
กลีเซอไรด แสดงดังภาพที่ 1 (Srivastava and Prasad, 2000) ในน้ํามันพืชไตรกลีเซอไรดตามธรรม
ชาติจะประกอบดวยกรดไขมันไมอ่ิมตัวสูง ที่อุณหภูมิหองจะมีสถานะเปนของเหลว ซ่ึงตางจากไขมัน
จากสัตว ที่จะประกอบดวยกรดไขมันอิ่มตัวสูง และจะมีสถานะเปนของแข็งที่อุณหภูมิหอง (Ma and 
Hanna, 1999) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  โครงสรางโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด 

 
 
 

H2C- O- C- (CH2)16CH3

O 

HC- O- C- (CH2)7CH=CH(CH2)7CH3 

O 

H2C- O- C- (CH2)7CH=CHCH2CH=CH(CH2)4CH3 
O 

H 
H- C- O- C- R3 

O 
H- C- O- C- R2 

O 

H 
H- C- O- C- R1 

O 

ไตรกลีเซอไรด ตัวอยางโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 
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1.2 ไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรด 
 
ไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรด  เปนเอสเทอรของกลีเซอรอลกับกรดไขมันเพียง 

หนึ่งและสองโมเลกุลตามลําดับ และมีหมูไฮดรอกซิลอิสระเหลืออยู ถาเปนโมโนกลีเซอไรดจะมีหมู
ไฮดรอกซิลเหลืออยู 2 หมู กลีเซอไรดทั้งสองชนิดนี้ไมคอยพบมากในธรรมชาติแตจะพบในไขมันที่
เกิดการไฮโดรไลซิสไมสมบูรณ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  โครงสรางโมเลกุลของไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรด 
 
ที่มา: อาภัสสรา (2537) 
 

1.3 กรดไขมัน  
 
กรดไขมันเปนกรดอินทรียที่สวนมากมีจํานวนคารบอนอะตอมเทากับ 4-24 ปลายขาง 

หนึ่งเปนหมูคารบอกซิลปลายอีกขางหนึ่งมีลักษณะเปนสายโซยาวของนอนโพลารไฮโดรคารบอนทํา
ใหกรดไขมันไมละลายน้ํา ในธรรมชาติกรดไขมันมีจํานวนคารบอนเปนเลขคู และเปนสายโซยาวที่
อ่ิมตัว หรือ ไมอ่ิมตัว 

 
กรดไขมันที่พบในพืชและสัตวจะมีจํานวนคารบอนอะตอมเปนเลขคู อยูระหวาง 14- 

22 อะตอม โดยเฉพาะคารบอนอะตอมเทากับ 16 และ 18 พบไดมากที่สุด กรดไขมันที่มีสายโซยาวๆ 
(C16-C18) ละลายน้ําไมได แตเกลือของมันสามารถสรางไมเซลลในน้ําไดและไมเซลลสามารถคงรูป
อยูไดดวยอันตรกิริยาแบบไฮโดรโฟบิก (อาภัสสรา, 2537) โครงสรางทางเคมีของกรดไขมันทั่วไป 
แสดงดังตารางที่ 1 และ องคประกอบทางเคมีของน้ํามันพืช แสดงดังตารางที่ 2 

1- โมโนกลีเซอไรด 

H 
H- C- OH 

H 
H- C- O- C- R1 

O 

H- C- OH 

1,2- ไดกลีเซอไรด 

H 
H- C- OH 

H 
H- C- O- C- R1 

O 

H- C- O- C- R2 
O 
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ตารางที่ 1  โครงสรางทางเคมีของกรดไขมันทั่วไป 
 

Fatty acid Structure name Structure Formula 
Lauric Dodecanoic 12:0 C12H24O2 

Myristic Tetradecanoic 14:0 C14H28O2 
Plamitic Hexadecanoic 16:0 C15H32O2 
Stearic Octadecanoic 18:0 C18H36O2 

Arachidic Elcosanoic 20:0 C20H40O2 
Behenic Docosanoic 22:0 C22H44O2 

Lignoceric Tetracosanoic 24:0 C24H48O2 
Oleic cis-9-Octadecenoic 18:1 C18H34O2 

Linoleic cis-9,cis-12-Octadecadienoic 18:2 C18H32O2 
Linolenic cis-9,cis-12,cis-15-Octadecatrienoic 18:3 C18H30O2 

Erueic cis-13-Docosenoic 22:1 C22H42O2 
 
ที่มา: Srivastava and Prasad (2000) 
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ตารางที่ 2  องคประกอบทางเคมีของน้ํามันพืช 
 

Fatty acid composition, wt % Vegetable oil 
16:0 18:0 20:0 22:0 24:0 18:1 22:1 18:2 18:3 

Corn 12 2 Tr 0 0 25 0 6 Tr 
Cottonseed 28 1 0 0 0 13 0 58 0 

Crambe 2 1 2 1 1 19 59 9 7 
Linseed 5 2 0 0 0 20 0 18 55 
Peanut 11 2 1 2 1 48 0 32 1 

Rapeseed 3 1 0 0 0 64 0 22 8 
Safflower 9 2 0 0 0 12 0 78 0 

H.O.Safflower 5 2 Tr 0 0 79 0 13 0 
Sesame 13 4 0 0 0 53 0 30 0 

Soya bean 12 3 0 0 0 23 0 55 6 
sunflower 6 3 0 0 0 17 0 74 0 

Tr = traces 
 
ที่มา: Srivastava and Prasad (2000) 
 
2.  ไบโอดีเซล 
 

ไบโอดีเซล คือ แอลคิลเอสเทอร (alkyl esters) ของกรดไขมันสายโซยาวที่พบในน้ํามันพืช 
หรือไขมันสัตว โดยคุณสมบัติในการเปนเชื้อเพลิงของไบโอดีเซล คือ มีความหนืดใกลเคียงกับน้ํามัน
ดีเซลและมีความคงตัว ความหนืดเปลี่ยนแปลงนอยมากเมื่ออุณหภูมิเปลี่ยน จุดวาบไฟของไบโอดีเซล
มีคาสูงกวาน้ํามันดีเซล ทําใหมีความปลอดภัยในการใชและการขนสง นอกจากนั้นแลวไบโอดีเซลยัง
มีออกซิเจนเปนองคประกอบอยูถึง 10 -11 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ซ่ึงเปนผลทําใหการเผาไหมใน
เครื่องยนตสมบูรณกวาน้ํามันดีเซล (Srivastava and Prasad, 2000) คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมี
ของไบโอดีเซลแสดง ดังตารางที่ 3 
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ตารางที่ 3  คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของน้ํามันไบโอดีเซล  
 

 
ที่มา: aSrivastava and Prasad (2000) 
         bVarese and Varese (1996) 
              cYamane et al. (2001) 
 

Vegetable 
oil methyl 

ester 

Kinematic 
Viscosity 
(mm2/s) 

Cetane 
Number 

Lower 
heating 
value 
(MJ/l) 

Cloud 
point 
(°C) 

Flash 
point 
(°C) 

Density 
(g/l) 

Sulfur 
content 
(wt%) 

Peanuta 4.9 (37.8°C) 54 33.6 5 176 0.883 - 
Soybeana 4.5 (37.8°C) 45 33.5 1 178 0.885 - 

Soybean b 4.0 (40.0°C) 45.7-46 32.7 - - 
0.880  

(15°C) 
- 

Babassua 3.6 (37.8°C) 63 31.8 4 127 0.879 - 
Palma 5.7 (37.8°C) 62 33.5 13 164 0.880 - 

Palmb 
4.3-4.5  
(40°C) 

64.3-70 32.4 - - 
0.872-
0.877 

(15°C) 
- 

Sunflowera 4.6 (37.8°C) 49 33.5 1 183 0.860 - 
Tallowa - - - 12 96 - - 

Rapeseedb 4.2 (40°C) 51-59.7 32.8 - - 0.882  - 
Used 

rapeseedc 9.48 (30°C) 53 36.7 - 192 0.895 0.002 

Used corn 
oilc 6.23 (30°C) 63.9 42.3 - 166 0.884 0.0013 

Diesel fuelb 
1.2-3.5  
(40°C) 

51 35.5 - - 
0.830-
0.840 

(15°C) 
- 

JIS-2Dc 
(gas oil) 2.8 (30°C) 58 42.7 - 59 0.883 0.05 
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กระบวนผลิตไบโอดีเซลที่นิยมในปจจุบัน คือ การนําน้ํามันพืช หรือไขมันสัตวรวมทั้งน้ํามัน
ใชแลวจากการปรุงอาหาร มาเขากระบวนการเปลี่ยนแปลงทางเคมี (transesterification process) โดย
การเติมแอลกอฮอล เชน เมทานอลหรือเอทานอล และตัวเรงปฏิกิริยา เชน โซเดียมไฮดรอกไซด ภาย
ใตสภาวะที่อุณหภูมิสูง เพื่อเปลี่ยนใหเปน เมทิลเอสเทอร  เอทิลเอสเทอร หรือ แอลคิลเอสเทอรอ่ืน ๆ 
และไดกลีเซอรอลเปนผลพลอยได 

 
2.1  กระบวนการผลิตไบโอดีเซล (Khan, 2002) 
 
 สําหรับวิธีการที่ใชผลิตไบโอดีเซลในปจจุบันมีหลายวิธี ทั้งที่เปนแบบงาย เชน การ 

ผสมโดยตรง และจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น และแบบยากที่พัฒนาขึ้นในปจจุบันคือ การทํา
ปฏิกิริยากับเมทานอลที่สภาวะเหนือวิกฤต ดังนั้นกระบวนการผลิตไบโอดีเซลอาจแบงไดดังนี้ 
 

2.1.1  การใชโดยตรงและการผสม (direct use and blending) 
 

เปนการนําน้ํามันพืชบริสุทธิ์ไปใชโดยตรงกับเครื่องยนต หรือการนําน้ํามันพืช
ผสมกับน้ํามันดีเซลในอัตราสวนตาง ๆ กอนนําไปใช ซ่ึงอาจกอปญหาและผลกระทบกับเครื่องยนต
ทั้งในระยะสั้นและระยะยาว แมวาเครื่องยนตดีเซลบางประเภทจะสามารถใชงานไดกับน้ํามันพืช
บริสุทธิ์ก็ตาม ทั้งนี้เนื่องจากน้ํามันพืชมีความหนืดสูง มีปริมาณกรดไขมันอิสระะและยางเหนียวที่เกิด
จากปฏิกิริยาออกซิเดชั่นและพอลิเมอไรเซชั่น ในระหวางการเก็บรักษา (Fukuda et al., 2001) แตอยาง
ไรก็ตามมีรายงานการทดลองวาการผสมน้ํามันพืชลงในน้ํามันดีเซลในอัตราสวน ของน้ํามันพืช ตอ 
น้ํามันดีเซล ในอัตราสวน 1:10 ถึง 2:10 สามารถนําไปใชงานได 
 

2.1.2  ไมโครอิมัลช่ัน (microemulsions) 
 

    ไมโครอิมัลช่ัน คือ คอลลอยดที่กระจายตัวอยูในสภาวะสมดุล ซ่ึงเกิดจากการกอ 
รูปขึ้นเองจากของเหลวสองชนิดที่ไมละลายกัน เนื่องจากในน้ํามันพืชบริสุทธิ์จะมีความหนืดสูง 
ไมโครอิมัลช่ันจะชวยลดปญหาเกี่ยวกับความหนืดไดโดยการใชตัวทําละลาย เชนแอลกอฮอล คุณ
สมบัติของน้ํามันที่ผานกระบวนการทําไมโครอิมัลช่ันจะคลายคลึงกับน้ํามันดีเซล แตพบปญหาเกี่ยว
กับการเผาไหมไมสมบูรณ  
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2.1.3  กระบวนการแตกสลายดวยความรอน (thermal cracking or pyrolysis) 
 

ไพโรไลซิส เปนการเปลี่ยนสารหนึ่งไปเปนสารอื่นโดยอาศัยความรอน เชน ความ
รอนที่ไมใชอากาศหรือออกซิเจน ในชวงอุณหภูมิ 450 – 850 องศาเซลเซียส ไขมันจะถูกไพโรไลซิส 
เพื่อเปลี่ยนเปนสารประกอบที่มีขนาดเล็กลง โดยตัวเรงปฏิกิริยา ที่ใช ไดแก SiO2 หรือ Al2O3   แตวิธี
การนี้มีขอเสียคือ เครื่องมือมีราคาแพงมาก และเมื่อผานกระบวนการไพโรไลซิสจะทําใหออกซิเจน
ถูกดึงออกมาจากสิ่งแวดลอม ทําใหเกิดผลกระทบตอสภาพแวดลอมได นอกจากนี้กระบวนการนี้มัก
จะเปนการผลิตเชื้อเพลิงที่มีคุณสมบัติเหมือนแกสโซลีนมากกวาไบโอดีเซล 

 
2.1.4  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น (transesterification or alcoholysis) 

 
ทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเปนปฏิกริยาของไขมันกับแอลกอฮอลเพื่อเปลื่ยนรูปให

เปนสารประกอบเอสเทอร โดยมีผลพลอยไดคือ กลีเซอรอล ปฏิกิริยาทั่วไปแสดงดังภาพที่ 3 และภาพ
ที่ 4 แสดงขั้นตอนตอเนื่องในการทําปฏิกิริยา ซ่ึงปฏิกิริยาเปนแบบยอนกลับ เร่ิมจากไตรกลีเซอไรดถูก
เปลี่ยนใหเปนไดกลีเซอไรด จากนั้นไดกลีเซอไรดจะถูกเปลี่ยนตอเปนโมโนกลีเซอไรดและโมโนกลี
เซอไรดจะถูกเปลี่ยนเปนกลีเซอรอล ซ่ึงในแตละขั้นตอนจะไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอรหนึ่งโมเลกุล 
(Fukuda et al., 2001) การเติมแอลกอฮอลที่มากเกินพอจะใชเพื่อเปนการบังคับปฏิกิริยาใหเปลี่ยนเปน
ผลิตภัณฑ โดยสัดสวนโมลของปฏิกิริยาเปนอัตราสวนของ แอลกอฮอล ตอ น้ํามัน คือ 3:1 หรือ
สามารถเพิ่มอัตราสวนเปน 6:1 เพื่อเพิ่มผลผลิต ตัวเรงที่ใชในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นนี้มีทั้ง
สารละลายกรด สารละลายเบส และเอนไซมไลเปส แอลกอฮอลที่ใชในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค
ช่ันไดแก เมทานอล เอทานอล โพลพานอล บิวทานอล และเอมิลแอลกอฮอล  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของไตรกลีเซอไรดกับแอลกอฮอล 
 
 

triglyceride alcohol fatty acid esters glycerol 

+   +     3ROH 
Catalyst 

R1−COO −R 
+   

R2−COO −R 

R3−COO −R 
+   

CH2 −OH 

CH  −OH 

CH2 −OH 

CH2 −COO −R1 

CH − COO −R2 

CH2 −COO −R3 
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ภาพที่ 4  ขั้นตอนตอเนื่องของการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
 

ก.  ปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่น (sponification) 
 

ปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่นเปนปฏิกิริยาที่สรางสบูขึ้น เกิดจากสารตั้งตนคือกรดไข
มันอิสระกับสารละลายเบสโดยมีความรอนในปฏิกิริยา หรือ เอสเทอรกับสารละลายเบสโดยมีน้ํารวม
ในปฏิกิริยา ดังภาพที่ 5 และ 6 ตามลําดับ 
 
                                                                  
 
 
  
ภาพที่ 5  ปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่นจากกรดไขมันอิสระ 

 
หรือ 
 
 
 
 

   
ภาพที่ 6  ปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่นจากเอสเทอร 
 

 
 

 

Triglyceride (TG) + ROH Diglyceride (DG) + RCOOR1 
Catalyst 

Diglyceride (DG) + ROH Monoglyceride (MG) + RCOOR2 
Catalyst 

Monoglyceride (MG) + ROH Glycerol (GL) + RCOOR3 
Catalyst 

R−C−OH 
O 

+      NaOH R−C−O-Na+ 
O 

+     H2O heat 

free fatty acid metallic  salt water 

R−C−OR1

O 
+      NaOH R−C−O-Na+ 

O 
+     R1OH water 

ester metallic alkoxide salt alcohol 
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จากปฏิกิริยาขางตนจะเห็นวาการใชสารละลายเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยามีขอ
จํากัดในการทําปฏิกิริยา กลาวคือ ไมสามารถเปลื่ยนกรดไขมันอิสระใหเปนแอลคิลเอสเทอรหรือไบ
โอดีเซลได แตกลับทําใหเกิดสบูขึ้นซึ่งเปนสารที่ไมตองการ และทําใหตองกําจัดสบูเหลานั้นออกอีก
ดวย 

 
ข.  ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น (esterification) 

 
ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นเกิดจากสารตั้งตนคือกรดไขมันอิสระและแอลกอฮอล 

ไดผลิตภัณฑคือเอสเทอร ดังภาพที่ 7 ปฏิกิริยานี้สามารถเกิดไดโดยใชกรดแกเปนตัวเรงปฏิกิริยา ได
แก กรดซัลฟูริก กรดฟอสฟอริก และกรดไฮโดรคลอริก  
 

             
                                                              
 
 
ภาพที่ 7  ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น 
 

ค.  ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) 
 

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเปนปฏิกิริยาระหวางกลีเซอไรดกับน้ําที่อุณหภูมิและ
ความดันสูง ไดผลิตภัณฑ คือ กรดไขมันอิสระและกลีเซอรอล ดังภาพที่ 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 8  ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไตรกลีเซอไรด 
 
 

free fatty acid alcohol esters water 

R−C−OH 
O 

+      R1OH R−C−OR1 
O 

+     H2O 
H+ 

+ 

CH2 −COO −R1 

CH − COO −R2 

CH2 −COO −R3 

+     3H2O 

R1 –COO –H  
+  

R2 –COO –H  

R3 –COO –H  
+  

CH2 –OH  

CH –OH  

CH2 –OH  

heat 

triglyceride water glycerol free fatty acid 
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ง.  ปฏิกิริยาอะมิโนไลซิส (aminolysis) 
 

ปฏิกิริยาอะมิโนไลซิสเปนปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวางกลีเซอไรดกับเอมีนได 
เอไมดและกลีเซอรอล จากนั้นเอสเทอรจะเกิดจากการเติมหมูนิวคลีโอฟลิค ซ่ึงไปแทนที่ที่เอซิล
คารบอนอะตอมของเอไมด ดังภาพที่ 9 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                    
 
 
 
ภาพที่ 9  ปฏิกิริยาอะมิโนไลซิสของไตรกลีเซอไรด 

 
2.1.5  ผลิตโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาในรูปแบบอื่นๆ 

 
ก.  ปฏิกิริยาที่ใชตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวะภาพ (biocatalysts) 

 
ตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวะภาพที่ใชปกติ คือ ไลเปส แตตองควบคุมสภาวะใหดี

เพื่อรักษาประสิทธิภาพของเอนไซม  
 

ข.  ปฏิกิริยาเมทานอลเหนือวิกฤต (supercritical methanol) 
 

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นสามารถเกิดขึ้นไดโดยปราศจากตัวเรง
ปฏิกิริยาและใชเมทานอลในสภาวะเหนือวิกฤตโดยตองกระทําที่อุณหภูมิ และความดันสูง 

 
 
 

CH2 −COO −R1 

CH − COO −R2 

CH2 −COO −R3 

+ 

CH2 −OH 

CH  −OH 

CH2 −OH 
R3−C−N−R5 

O R4 

R1−C−N−R5 

O R4 

+ 

R2−C−N−R5

O R4 

+ 

R4 

3H –N –R5 + heat 

triglyceride amine amides glycerol 
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จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเปนวิธีที่นิยมนํามาผลิตไบ
โอดีเซล เนื่องจากมีกระบวนการผลิตที่ไมยุงยาก อุณหภูมิและความดันที่ใชต่ํา ราคาตนทุนต่ําเหมาะที่
จะนําไปใชในการผลิตในระดับอุตสาหกรรมได (Schuchardt et al., 1998) 
 
3.  ตัวเรงปฏิกิริยาท่ีใชในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
 

ตัวเรงปฎิกิริยาที่ใชในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพื่อผลิตเมทิลเอสเทอร แบง 
เปน 2 ประเภท ไดแก ตัวเรงปฏิกิริยาทางเคมี (chemical catalyst) และ ตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวะ
ภาพ(enzymatic catalyst) (Fukuda et al., 2001)  

 
3.1  ตัวเรงปฏิกิริยาทางเคมี 
 

3.1.1  กรดคะตะลิสต 
  

 กรดที่ใชในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ไดแก กรดซัลฟูริก 
กรดฟอสฟอริก กรดไฮโดรคลอริก และกรดซัลโฟนิก การใชกรดในการเรงปฏิกิริยาจะใชเวลานาน 
(3-4 ช่ัวโมง) และอุณหภูมิสูง (100 องศาเซลเซียส) (Encinar et al., 2002) แตจะเหมาะสมกับกลีเซอ
ไรดที่มีปริมาณกรดไขมันอิสระ และปริมาณน้ําสูง (Fukuda et al., 2001) 

 
3.1.2  เบสคะตะลิสต  

 
เบสที่ใชในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ไดแก โซเดียมไฮดรอกไซด 

โพแทสเซียมไฮดรอกไซด เปนตน เบสคะตะลิสต สามารถเรงปฏิกิริยาไดเร็วกวากรดคะตะลิสต 4000 
เทา เมื่อใชในปริมาณที่เทากัน (Fukuda et al., 2001) และมีรายงานวา เบสคะตะลิสต สามารถเรง
ปฏิกิริยาไดสมบูรณโดยใชเวลาเพียง 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง (Encinar et al., 2002) แตอยางไรก็ตาม 
เบสคะตะลิสต มีขอเสียคือ ในน้ํามันที่มีกรดไขมันอิสระสูงจะทําใหเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่น 
ระหวางกรดไขมันอิสระกับแอลกอฮอลกลายเปนสบู ทําใหมีความยุงยากในการแยกกลีเซอรอล 
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3.2  ตัวเรงปฏิกิริยาทางชีวะภาพ 
 

การใชเอนไซมในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ถึงแมจะเวลานานในการทํา 
ปฏิกิริยา แตมีขอไดเปรียบกวาการใชตังเรงปฏิกิริยาทางเคมี เนื่องจากไมทําใหเกิดผลิตภัณฑขางเคียง 
ที่กําจัดยาก ไมส้ินเปลืองพลังงาน เพราะใชอุณหภูมิที่ต่ําในการทําปฏิกิริยา มีความจําเพาะตอปฏิกิริยา
สูง  ดังตารางที่ 4 เอนไซมที่นํามาเรงปฏิกิริยาทราสเอสเทอริฟเคชั่น ไดแก เอนไซมไลเปส 
 

อยางไรก็ตามเอนไซมไลเปสที่ใชในการเรงปฏิกิริยาทราสเอสเทอริฟเคชั่น  สวนมาก 
มีตนทุนในการผลิตสูงและมีคุณสมบัติเหมือนกับเอนไซมทั่วไป คือไมเสถียร ดังนั้น จึงมีการ
พัฒนาการนําเอนไซมไลเปสกลับมาใชไดหลาย ๆ รอบ โดยการจับตรึงบนตัวพยุง (Immobilization)  
 
ตารางที่ 4  การเปรียบเทียบการใชเบสคะตะลิสตและเอนไซมคะตะลิสตในการผลิตไบโอดีเซล 
 

รายละเอียด เบสคะตะลิสต เอนไซมคะตะลิสต 
อุณหภูมิในปฏิกิริยา 60-70 องศาเซลเซียส 30-40 องศาเซลเซียส 
กรดไขมันอิสระ สบู เมทิลเอสเทอร 
น้ําในองคประกอบ สบู เมทิลเอสเทอร 

ปริมาณเมทิลเอสเทอร ธรรมดา สูงกวา 
การแยกกลีเซอรอล ยาก งาย 

การทําเมทิลเอสเทอรใหบริสุทธิ์ ลางซ้ําหลายครั้ง ไมตองลาง 
ตนทุนในการผลิต ราคาถูก ราคาแพงกวา 

 
ที่มา: Fukuda et al. (2001) 
 
4.  เอนไซมไลเปส (ณกัญภัทร, 2547) 
 

เอนไซมไลเปสถูกจัดเปนเอนไซมประเภท triacylglycerol acylhydrolases ตาม The 
International Union of Biochemistry  (IUB) system มีรหัส เปน EC.3.1.1.3 ไลเปสที่แทจริง (true 
lipase) ทําหนาที่เรงการยอยสลายของโมเลกุลน้ํามันและไขมัน (triacylglycerol) ไดผลิตภัณฑที่เปน
กรดไขมันอิสระ ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และ กลีเซอรอล (ภาพที่10) ปฏิกิริยาการยอยสลายนี้
สามารถผันกลับไดในระบบที่มีน้ํานอย (microaqueous) หรือในระบบของตัวทําละลายอินทรีย 
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(organic solvent) โดยปฏิกิริยาผันกลับไดนี้มี 2 ปฏิกิริยา คือ ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น และ เอสเทอริฟ
เคชั่น  

 
TAG + nH2O                glycerol + free fatty acids + DAG + MAG 

 
TAG = ไตรกลีเซอรอล 
DAG = ไดเอซิลกลีเซอรอล 
MAG = โมโนเอซิลกลีเซอรอล 

 
ภาพที่ 10  ปฏิกิริยายอยสลาย (hydrolysis) และ การสังเคราะหเอสเทอร (esterification) ของ 

    เอนไซมไลเปส (EC.3.1.1.3) 
 

ที่มา: Jaeger and Reetz (1998) 
 

4.1  แหลงของเอนไซมไลเปส 
 

ไลเปสเปนเอนไซมที่สําคัญในเมตาบอลิซึม (metabolism) ของไขมันซึ่งมีความสําคัญ 
ตอการเจริญของสิ่งมีชีวิต จึงพบในทั้ง สัตว พืช และจุลินทรีย 

 
4.1.1  เอนไซมไลเปสจากสัตว (animal lipase) 

 
เอนไซมไลเปสจากตับ (pancreatic lipase) เปนชนิดแรกที่พบ ทําหนาที่เรงการยอย

สลายโมเลกุลไขมัน ในระบบการยอยอาหารของสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานม เอนไซมประเภทเอนไซม
เนื้อเยื่อ (tissue lipases) นี้มีบทบาทและความสําคัญตอการนําไปใชในการรักษาโรคและในทางการ
แพทย จึงมีความพยายามเสาะหาแหลงเอนไซมประเภทนี้จากแหลงใหม ๆ อยูตลอดเวลา พบวาไลเปส
จากตับออนของสัตวตระกูล Canine เปนแหลงของไลเปสที่นาสนใจ ทั้งนี้เนื่องจากมีลําดับกรดอะมิ
โน (amino acid sequence) คลายกับของเอนไซมไลเปสจากตับออนของสัตวสายพันธุอ่ืน ๆ ไดแก  
Sus scrofa (หมู), Bos taurus (มา) และโดยเฉพาะใน Homo sapiens (มนุษย) ปจจุบันนักวิทยาศาสตร
ใหความสนใจไลเปสจากสัตวตระกูล Canine มากขึ้นเนื่องจากสามารถใชเปนสารทดแทนไลเปสจาก
ตับออนของมนุษยได 
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แมลงเปนแหลงของไลเปสอีกแหลงหนึ่ง โดยเฉพาะ Cephaloleia presignis ซ่ึง
ผลิตไลเปสชนิดใหมที่ทํางาน ไดดีในพีเอชเปนกลาง (neutral lipase) ซ่ึงไดรับความสนใจในการนํา
มาใชเปนสารทดแทนของ pregastric lipase ที่ถูกใชเปนยารักษาภาวะน้ําหนักเกิน (obesity) และ การ
ทํางานผิดปกติของกระบวนการยอยและสังเคราะหสารตาง ๆ (metabolic disorder) ในมนุษย  

 
4.1.2  เอนไซมไลเปสจากพืช (plant lipases) 

 
ไลเปสจากพืชมีความจําเพาะตอสับสเตรตสูง และมีสมบัติเฉพาะ ซ่ึงจะไมพบใน

ไลเปสจากสัตวเล้ียงลูกดวยน้ํานมและจุลินทรีย  ดังนั้นนักวิทยาศาสตรจึงเริ่มใหความสนใจเพื่อนําไล
เปสจากแหลงนี้ไปใชในระดับอุตสาหกรรม 

 
ผลปาลมน้ํามัน เมล็ดขาวโพด เมล็ดถ่ัวเหลือง เมล็ดทานตะวัน มะกอก ขาวสาลี 

และขาวเจา เปนแหลงสําคัญของไลเปส  รายงานวาโดยธรรมชาติเมล็ดพืช (seed) สะสมไขมันไวใน 
lipid-bodies และ glyoxysomes  อันเปนเนื้อเยื่อที่สามารถพบไลเปสดวย ขณะที่ไลเปสของเมล็ดธัญ
พืช (grain lipase) พบไดในรํา (bran) เชน รําขาวสาลี และ รําขาวเจา 
 

Carica papaya latex (CPL) หรือยางมะละกอ ซ่ึงทราบกันวาเปนแหลงของ
เอนไซมที่ยอยโปรตีน (proteases) ไดแก papain และ thiol protease อ่ืน ๆ อยางไรก็ตาม ในป ค.ศ. 
1999 Mangos และคณะ พบไลเปสในยางมะละกอดวย นอกจากนี้ยังพบเอนไซมไลเปสในพืชตระกูล 
หญา (Gramineaea) ที่มีราคาไมแพง ซ่ึง Mohamed et al. (2000) รายงานวาพบเอนไซมไลเปสใน 
Avena fatua สูงถึง 93.9 หนวยตอกรัม 

 
4.1.3  เอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย (microbial lipases) 

 
เนื่องจากไลเปสจากพืชถูกพบในเนื้อเยื่อที่ใหพลังงาน (energy tissue) สวนไลเปส

จากสัตว มักเกี่ยวของกับกระบวนการตาง ๆ ของเมตาบอลิซึมของไขมัน (lipid matabolism) ไดแก 
กระบวนการยอยสลายไขมัน การดูดซึมไขมัน และกระบวนการเมตาบอลิซึมของสารประกอบ
เชิงซอนระหวางไขมันและโปรตีน (lipoprotein metabolism)  ทําใหเกิดความซับซอนในการสกัดยัง
เปนขอจํากัดในการนํามาใชเปนแหลงเอนไซม ดวยเหตุนี้แหลงไลเปสทั้งสองจึงยังไมถูกนําไปใช
อยางแพรหลาย ตางกับจุลินทรียโดยเฉพาะรา ยีสต และแบคทีเรีย เปนแหลงของไลเปส ที่ถูกนําไปใช
อยางมากมายในอุตสาหกรรมทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ ไลเปสจากแหลงนี้มีคุณสมบัติเฉพาะที่
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สําคัญ 4 ประการ คือ (1) มีความคงทนตอตัวทําละลายอินทรีย (2) ในการทํางานไมตองการ cofactors 
(3) มีความจําเพาะตอสับสเตรตหลายชนิด และ (4) มี enantioselectivity สูง 
 

จุลินทรียที่ผลิตไลเปสพบไดในแหลงตาง ๆ ทางธรรมชาติ เชน ในน้ําเสียหรือดิน
ที่ปนเปอนน้ํามันหรือไขมัน เมล็ดพืชน้ํามันหรืออาหารที่เนาเสีย กองปุยคอก (compost heaps) 
ปจจุบันมีจุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสที่ถูกใชในทางการคา 129 สายพันธุ โดยเปนเชื้อรา 
53 สายพันธุ ยีสต 23 สายพันธุ และแบคทีเรีย 53 สายพันธุ สายพันธุตาง ๆ ดังกลาวแสดงในตาราง 
ที่ 5  
 
ตารางที่ 5  จุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่ใชทางการคา 
 

Bacteria Fungi Yeast 
Achromobacter sp. 
A. lipolyticus 
Acinetobacter sp. 
A. calocoaceticus 
A. pseudoalcaligenes 
Alcaligenes sp. 
A. denitrificans 
Amylomyces rouxii 
Arthrobacter sp. 
Bacillus cereus 
B. megaterium 
B. laterosporus 
B. sphereicus 
B.  stearothermophilus 
B. thaiminolyticus 
B. thermocatenulatus 
B. thermoleovocans 
Burkholderia cepacia 

Absida corymbifera 
A. byalospora 
Asperfillus sp. 
Arthrobacter sp. 
Aspergillus awamori 
A. flavus 
A. fumigatus 
A. nidulans 
A. niger 
A. oryzae 
Chaetomium thermofile 
Coelomyceles 
Fusarium oxysporum 
F. solari 
Geotrichum candidum 
Glomus versiforme 
Hansenula anomala 
Humicola grisea 
 

Candida sp. 
C. antarcea 
C. auricularia 
C. curvata 
C. cylindracea 
C. lipolitica 
C. deformans 
C. foliorum  
C. humicula 
C. rugosa 
C. tsukubaensis 
Pichia miso 
Proteus sp. 
S. fragilis 
S. fibuligera 
S. lipolytica 
S. cerevisae 
Schizosaccharomycespombe 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 

Bacteria Fungi Yeast 
Chromobacterium sp. 
C. chocolatum 
C. viscosum 
Corynebacterium arborescens 
Crytococcus laurentii 
Enterococcus faecalis 
Flavobacterium arborescens 
F. ferruginem 
Lactobacillus sp. 
Leishmania donovani 
Malbrancheae pulcella 
Micrococcus frendenreichii 
Mycobacterium chelonae 
Myxoccoccus xantus 
Propiomibacterium acnes 
P. granulosum 
Protaminobacter alboflavus 
Pseudomonas sp. 
P. aeruginosa 
P. cepacia 
P. fluorescen 
P. fragi 
P. pseudoalcligens 
P. stutzeri 
Staphylococcus aureus 
S. hyicus 
S. wameri 
 

H. insulens 
H. lanuginosa 
Microthrix parvicella 
Mucor sp. 
Mucor javanicus 
Mucor lipolyticus 
Mucor miehei 
Mucor pusillus 
Nocardia amarae 
Penicillium crustosum 
P. camembertii 
P. cyclopium 
P. roquefortii 
P. candidum 
P. citrinum 
P. simplicissimum 
P. solitum 
P. urticae 
Phycomyces nitens 
Rhizomucor miehei 
Rhizopus sp. 
Rchinensis 
R.. delemar 
R.. japonicus 
R. oligospora 
R. niveus 
R.  nodosus 

Sporotrichum hermophile 
Talaromyces thermophilus 
Thielavia minor 
Torula thermophila 
Ustilago maydis 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 

Bacteria Fungi Yeast 
S. xylosus 
Streptomyces sp. 
S. lactis 
S. coelicolor 
S. fradiae 
S. panayensis 
Rhodococcus rubra 

R. oryzae 
R. nigricans 
Rhodotorula minuta 
R. pilimonate 
R. glutinus 
Rhodopseudomonas 
sphaeroides 
 

 

 
ที่มา: Godtfredsen (1990); Pandey et al. (1999); Mayordomo et al. (2000) 

 
ก.  เอนไซมไลเปสจากเชื้อราและยีสต 
 

ไลเปสที่ใชกันแพรหลายในทางการคาสวนใหญไดจากเชื้อรา ไดแก Mucor 
javanicus, Humicola launginosa, Rhizopus sp., Geotrichum sp. และ ยีสตไดแก Candida lipolytica, 
C. antarctica, C. rugosa และ C. cylindracea เอนไซมไลเปสที่ไดจากแหลงนี้มักนิยมใชในการ 
resolution ของ secondary alcohol esters 

 
ข.  เอนไซมไลเปสจากแบคทีเรีย 

 
ไลเปสจากแบคทีเรียมีความสําคัญที่สุดในตลาดเอนไซมและการวิจัยทางดาน

เอนไซม เนื่องจากไมเพียงสามารถผลิตไดในปริมาณมาก ๆ แตยังมีความคงทนตอความเปนกรด-ดาง 
อุณหภูมิสูง และตัวทําละลายอินทรีย และยังมีคุณสมบัติ regioselectivity และ chiral selectivity ที่เดน
ชัดดวย เอนไซมจากแหลงนี้มี 4 กลุมใหญ ๆ คือ 

 
กลุมที่ 1 มี 2 ชนิด ชนิดแรกเปนเอนไซมที่ไดจาก Pseudomonas aeroginosa 

และ Pseudomonas alcligenes เอนไซมประกอบดวยกรดอะมิโน 258 โมเลกุล สวนชนิดที่สองเปน
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เอนไซมที่ไดจาก Pseudomonas glumae และ Pseudomonas cepacia ซ่ึงเอนไซมประกอบดวยกรดอะ
มิโน 320 โมเลกุล 

 
กลุมที่ 2 ไดแกเอนไซมที่ไดจาก Pseudomonas flurescens และ 

enterobacterium, Serratia marcescens เอนไซมในกลุมนี้มีโมเลกุลขนาดใหญกวากลุมแรก และมี
ขนาดและลําดับกรดอะมิโนที่มีความคลายคลึง (sequence homology) เล็กนอย ยกเวน สวนที่เปน N-
terminal และ ลําดับกรดอะมิโนที่อยูใกลกับบริเวณเรงซีรีน (active site serine) 
 

กลุมที่ 3 และ 4 ไดแกเอนไซมไลเปสที่ไดจาก Bacillus sp. และ 
Staphylococcus เอนไซมในกลุมที่ 3 นี้มี กรดอะมิโน alanine (Ala) เปนกรดอะมิโนตัวแรกใน 
consensus pentapeptide sequence (Gly-X-Ser-X-Gly) แทนที่จะเปน glycine (Gly) แบบเอนไซมไล
เปสจากแบคทีเรียสายพันธอ่ืน ๆ (Lee et al., 2001) 
 

4.2  ความจําเพาะของไลเปส (เชิดศักดิ์, 2535) 
 

ผลการศึกษาความจําเพาะ (specificity) ของไลเปสตอกรดไขมันตําแหนงที่ 1 ใน 
โมเลกุลของสารตั้งตนที่ถูกไฮโดรไลส ทําใหสามารถจําแนกไลเปสไดเปน 3 กลุม (Macrae, 1983) 
 

กลุมที่หนึ่ง คือไลเปสที่มีความจําเพาะกับตําแหนงที่ 1 และ 3 (1, 3-specific lipase) 
 ซ่ึงไฮโดรไลสไตรเอซิลกลีเซอรอลไดกรดไขมันอิสระและ 1, 2- หรือ 2, 3-ไดเอซิลกลีเซอรอล และ
ได 2-โมโนเอซิลกลีเซอรอล แตเนื่องจากเอซิลกลีเซอรอลที่ไดนี้มักไมเสถียร ถาใหเวลาในการยอย
นานขึ้นก็จะเกิดการเคลื่อนยายหมูเอซิลทําใหไดผลิตภัณฑสุดทายเปน 1, 3- ไดเอซิลกลีเซอรอลและ 
1- หรือ 3- โมโนเอซิลกลีเซอรอล แตถาใหปฏิกิริยาการยอยเกิดอยางสมบูรณก็จะไดกลีเซอรอลและ
กรดไขมันอิสระ ตัวอยางของไลเปสกลุมนี้ ไดแก Aspergillus niger, Pseudomonas fluorescens, 
Mucor javanicus, Rhizopus arrhizus, และไลเปสจากรําขาว   
 

กลุมที่สอง คือไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอทั้งตําแหนงและชนิดของกรดไขมันใน 
โมเลกุลของเอซิลกลีเซอรอล (non-specific lipase) สามารถที่จะไฮโดรไลสไตรเอซิลกลีเซอรอลได
เปนกรดไขมันอิสระและกลีเซอรอล แตอาจพบไดเอซิลกลีเซอรอลและโมโนเอซิลกลีเซอรอลเปน
สาร intermediate ในปฏิกิริยา ตัวอยางของไลเปสในกลุมนี้ เชน ไลเปส Candida cylindracea 
Corrynebacterium acnes, Staphyococcus aureus และไลเปสจากตับออนสุกร  
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กลุมที่สาม คือไลเปสที่มีความจําเพาะกับชนิดของกรดไขมัน (fatty acid-specific 
lipase) ซ่ึงไลเปสจากจุลินทรียสวนใหญมักไมแสดงคุณสมบัตินี้ แตมีจุลินทรียบางชนิด เชน 
Geotrichum candidum ที่ผลิตไลเปสที่ไฮโดรไลสเอซิลกลีเซอรอลที่มีกรดไขมันสายโมเลกุลยาวซึ่ง
ประกอบดวยพันธะคูที่เปน cis-form ในตําแหนงที่ 9 สวนกรดไขมันชนิดอิ่มตัวหรือชนิดไมอ่ิมตัวไม
มีพันธะคูในตําแหนงที่ 9 จะถูกไฮโดรไลสไดอยางชา ๆ 
 
5.  การตรึงเอนไซมไลเปส 
 
 เอมไซมที่ถูกตรึง (immobilized enzymes) หมายถึง เอนไซมที่ถูกกําหนด หรือทําใหมาอยู
ในขอบเขตที่จัดไว อาจมีโมเลกุลใหญขึ้นดวยการเชื่อมพันธะเคมี หรือไมมีพันธะเคมี ละลายน้ําได
ยากขึ้นหรือไมไดเลย มีผลใหเอนไซม เปลี่ยนจากตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนของเหลว กลายเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาที่เปนของแข็งขณะทําปฏิกิริยา (solid catalysts) (ปราณี, 2535) 
 

5.1  ที่มา (ปราณี, 2535) 
 

วิวัฒนาการของการศึกษาวิจัยดานการเตรียมและการนําเอนไซมที่ถูกตรึงมาใชเกิดขึ้น 
อยางเปนลําดับ แมวาในปจจุบันเราจะยังไมสามารถหาสูตรสําเร็จที่ระบุใหชัดเจนวาเอนไซมชนิด
หนึ่งจะตรึงรูปดวยวิธีใดก็ตาม แตก็มีหลักฐานและผลงานวิจัยพอที่จะชี้นําไดวาควรใชวิธีใด สวนประ
สิทธิภาพและความเหมาะสมของการใชงานก็เปนกรณี ๆ ไป อยางไรก็ตาม วิวัฒนาการเรื่องการศึกษา
เอนไซมที่ถูกตรึง เกิดขึ้นเปนลําดับจนปจจุบันนี้ก็ดวยเหตุผลที่สืบเนื่องมาจากการใชเอนไซมอิสระมี
ขีดจํากัดบางประการดังนี้ 

 
5.1.1  เอนไซมอิสระไมเสถียร 

 
5.1.2  เอนไซมอิสระใชงานในลักษณะไมตอเนื่องหรือใชคร้ังเดียว (batch) 

 
5.1.3  เอนไซมอิสระใน in vitro ใชแบบ multi-enzymes system ไมได 

 
5.1.4  เอนไซมอิสระถาจะใหมีแอคติวิตีสูงตองทําใหบริสุทธิ์กอนการใชงาน 
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5.1.5  เอนไซมอิสระจะผสมปนลงไปในสารละลายของสับสเตรทและผลผลิตทําใหแยก
ออกไมได และเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีนจะปนเปอนในลักษณะ proteineous contaminants โดย
เฉพาะถาอยูในอาหารจะเกิดเปนตะกอนเมื่อถึงระดับอุณหภูมิ พีเอชของโปรตีนชนิดนั้น แยกออกได
ตองใชกรรมวิธีเพิ่มขึ้น กลาวคือ ผานหนวยแยกอีกครั้ง 
 

5.1.6  เอนไซมอิสระ สวนใหญละลายน้ํา ละลายในสารละลายได ฉะนั้นจะนํามาใชใน
ลักษณะ solid catalyst ไมได มีผลใหไมสามารถใชกับเครื่องปฏิกรณประเภทตางๆ เชน fluidized bed 
และ packed bed ในระบบตอเนื่อง (continuous) ได อาจจะใชไดกับ sitrred tank และultrafiltration 
membrane ได (กรณีของ ultrafiltration membrane จัดเปนรูปหนึ่งของเอนไซมตรึงรูป) 

 
5.1.7  เอนไซมอิสระในอุตสาหกรรมมีตนทุนการใชงานสูง 
 
5.1.8  เอนไซมอิสระในเซลลจุลินทรีย (intracellular enzymes) เมื่อนํามาใชงานตองผาน

กระบวนการสกัด และทําบริสุทธิ์กอน 
 

5.1.9  เอนไซมอิสระกอพิษตอผูใช ในลักษณะของการสูด หายใจ การสัมผัสในปริมาณ
มาก 
 

ดวยขีดจํากัดของการใชเอมไซมอิสระที่กลาวมาขางตน จึงเปนทางออกที่นําไปสูการแก
ปญหาดวยการนําเทคโนโลยีของเอนไซมที่ถูกตรึงมาใช ดวยวิธีการตาง ๆ และแกปญหาไปตาม
ลักษณะสมบัติของเอนไซมที่ถูกตรึงที่ได ถาหากแกไดหมดก็นับวาไดประสบผลสําเร็จยิ่ง อยางไรก็
ตามในบางครั้งผลกระทบจากการเตรียมและการใชเอนไซมตรึงรูปก็อาจมีบาง ไดแก แอคติวิตีอาจจะ
ถูกกระทบกระเทือน เนื่องจากการยึดโมเลกุลของเอนไซมกับตัวพยุงมีผลใหโครงรูปสามมิติ 
(conformation) เปลี่ยนไปและอาจมีผลตอหมูที่อยูในบริเวณเรงดวย มีปญหากับสับสเตรตที่ไมเปน
เนื้อเดียวกัน หรือมีลักษณะแขวนลอย (suspension) ดานการถายเทมวล (mass transfer) และชนิดของ
ตัวพยุงอาจจะมีผลกระทบตอผลผลิต เชน ปนเปอน หรือทําปฏิกิริยากับผลผลิต 
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5.2  ประโยชนของเอนไซมตรึงรูป (ปราณี, 2535) 
 

5.2.1  มีโอกาสเพิ่มแอคติวิตี และเสถียรภาพของเอนไซมได ถาวิธีเหมาะสม 
 
5.2.2  ใชระบบ multi-enzymes ในลักษณะ in vitro ได 

 
5.2.3  ใชซํ้า ใชตอเนื่องได  

 
5.2.4  ใชภาวะการทําปฏิกิริยาที่ตางไปจากเอนไซมอิสระ หรือเอนไซมเดิมได  

ทั้งนี้ขึ้นกับชนิดตัวพยุงและวิธีการตรึงรูป 
 

5.2.5  ใชใหเหมาะสมกับเครื่องปฏิกรณเอนไซมได ทั้งนี้ขึ้นกับรูปรางตัวพยุง 
และลักษณะสับเสตรต 

 
5.2.6  เอนไซมที่นํามาตรึงรูป ไมตองทําใหบริสุทธิ์ก็สามารถทํางานไดดี เหมือน 

เอนไซมบริสุทธิ์ ทั้งนี้ขึ้นกับวิธีการตรึงรูป 
 

5.3  ชนิดหรือรูป (form) ของเอนไซม (ปราณี, 2535) 
 

เอนไซมโดยทั่วไปมี 2 รูป คือ เอนไซมอิสระ หรือเอนไซมเดิม (native enzymes) และ 
เอนไซมดัดแปลง (modified enzymes) ในกรณีของเอนไซมดัดแปลงสามารถทําไดหลายวิธี การทํา
เอนไซมที่ถูกตรึง ก็จัดเปนวิธีหนึ่งของเอนไซมดัดแปลง ซ่ึงสามารถสรุปเปนแผนภาพรวมไดดังภาพ
ที่ 11 
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ภาพที่ 11  รูปของเอนไซม 
 
ที่มา: ปราณี (2535) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอนไซมเกาะติด (bond) เอนไซมหอหุม (entrapped enzymes) 

เอนไซมตรึงรูป (immobilized enzymes) 

เอนไซม 

เอนไซมดัดแปลง (modified) เอนไซมเดิม (native) 

เอนไซมเชื่อมพันธะเคมี
(covalently bond) 

เอนไซมหอหุมในเมทริกซ  
(matrix-entrapped enzymes) 

เอนไซมแคปซูลเล็ก 
(microencapsulated) 

เอนไซมดูดซับ 
(adsorbed) 
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5.4  วิธีการตรึงเอนไซม (ผองผกา, 2537) 
 

การตรึงเอนไซมมีหลายแบบ ตามวิธีของ Kennedy and Cabral (1987)   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12  วิธีการตรึงเอนไซม 
 
ที่มา: Kennedy and Cabral (1987)   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิธีการตรึงเอนไซมใหอยูในรูปของแข็ง 

วิธีจับยึด วิธีหอหุม 

วิธีเชื่อมไขว วิธียึดเกาะกับ 
ตังพยุง 

วิธีการหอหุมดวย 
เสนใย 

วิธีการหอหุม 
ดวยเจล 

วิธีการหอหุมดวย 
แคปซูลเล็ก 

วิธียึดจับดวย 
พันธะโควาเลนต 

วิธีดูดซับทาง 
กายภาพ 

วิธียึดจับดวย 
พันธะอิออนิก 

วิธียึดจับดวย 
พันธะโลหะ 
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5.4.1  การเชื่อมไขว (crosslinking method) 
 

การเตรียมเอนไซมตรึงรูปโดยวิธีนี้อาศัยวิธีการสรางพันธะเหมือนกับการสราง
พันธะโควาเลนท แตไมตองใชตัวพยุงที่เปนของแข็ง เอนไซมจะถูกตรึงอยูไดโดยการสรางพันธะ
เชื่อมไขวภายใน และระหวางโมเลกุลของเอนไซม ทําใหเอนไซมจับกันเปนกอนสามมิติ ซ่ึงทําให
โมเลกุลของเอนไซมไมละลายน้ํา สารเชื่อมไขวที่จะใชจะมีกลุมฟงกชันตั้งแต 2 กลุมขึ้นไป ซ่ึงสาร
เชื่อมไขวนี้จะจับกับโมเลกุลของเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท สารเชื่อมไขวไดแกอะลิฟาติกไดเอมีน 
(aliphatic diamines) ไดเมทธิลอะดิพิเมท (dimethyladipimate) ไดเมทธิลซับเบอริมิเอท (dimethyl 
suberimidate) และกูลตาอัลดีไฮด (glutaraldehyde) ซ่ึงสารนี้เปนตัวที่นิยมใชมากที่สุด ปฏิกิริยาการ
เชื่อมไขวขึ้นอยูกับชนิดของสารเชื่อมไขวที่ใช โดยสารเหลานี้จะมีหมูตาง ๆ ที่ใชจับโมเลกุลของ
เอนไซม คือ สารเชื่อมไขวที่มีหมูคารบอนิล จับกับ แอล-ไลซีนของเอนไซม (เกิดการจับแบบ Schiff’s 
base) สารเชื่อมไขวที่มีไดอะโซ จับกับแอล-ไลซีน แอล-ฮีสติดีน แอล-ไทโรซีน แอล-อารจินีน หรือ 
แอล-ซิสเตออีน (เกิดการจับกันดวยพันธะไดอะโซ) สารเชื่อมไขวที่มีหมูไอโซไซยาเนต จับกับ 
primary amino group (เกิดการจับกันดวยพันธะเปปไทด) สารเชื่อมไขวที่มีหมูอัลคิลไอโอไดคจับกับ
หมูนิวคลิโอไฟล (เกิดปฏิกิริยาอัลคิลเลชัน) และหมูไอโอโดอะเซททาไมด จับกับ แอล-ซีสเตอีน 
( เกิดปฏิกิริยาอัลคิลเลชัน ) การเชื่อมไขวระหวางเอนไซมกับกลูตาอัลดีไฮดนั้นมีความเสถียรมากและ
ไมสามารถเกิดปฏิกิริยายอนกลับได ถึงแมวาอุณหภูมิและพีเอชเปลี่ยนแปลงไปมากก็ตาม เนื่องจาก
เกิดการจับกันแบบ Schiff’s base เกิดพันธะ aldimine ซ่ึงมีความแข็งแรงมาก นอกจากนั้นการเชื่อม
ไขวยังเกิดจากปฏิกิริยาหมูอะมิโนของเอนไซม จับตรงพันธะ ethylenic double bond ของ α,β- 
unsaturated oligomers ของ กลูตาอัลดีไฮด 
 

สภาวะที่เหมาะสมที่ทําใหไดเอนไซมที่ถูกเชื่อมไขวและไมละลายน้ํา โดยที่ไมสูญ
เสียความสามารถในการเรงปฏิกิริยา ขึ้นอยูกับความสมดุลขององคประกอบตาง ๆ คือ ความเขมขน
ของเอนไซมและสารเชื่อมไขว พีเอช ความเขมขนของอิออนในสารละลาย (ionic strength) อุณหภูมิ 
และเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา เมื่อเติมสารละลายเอนไซมที่มีความเขมขนต่ําลงในสารละลายของ
สารเชื่อมไขว ในระยะแรกจะไดโอลิโกเมอรที่สามารถละลายไดในน้ํา เมื่อเพิ่มความเขมขนของสาร
ละลายเอนไซมมากขึ้นจะเกิดโพลีเมอรที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงและไมละลายน้ํา ความเขมขนของ
โปรตีนที่เหมาะสมในการตรึงอยูในชวง 50-200 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร การตรึงเอนไซมโดยวิธีนี้เกิด
ขึ้นไดเร็วมากเมื่อทําปฏิกิริยาที่พีเอชใกลกับจุดไอโซอิเลคตริคของเอนไซมนั้น ๆ 
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ธรรมชาติของเอนไซมมีอิทธิพลตอการตรึงเอนไซมใหอยูในรูปไมละลายน้ําโดยที่
เอนไซมที่มีกรดอะมิโนไลซีน เปนองคประกอบอยูในปริมาณสูงทําใหเอนไซมอยูในรูปไมละลายน้ํา
ไดงายขึ้น การเพิ่มความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดทําใหประสิทธิภาพในการตรึงเพิ่มขึ้นดวยโดยจะ
เพิ่มจนถึงจุด ๆ หนึ่งแลวจะลดลง อัตราสวนที่เหมาะสมระหวางกลูตาอัลดีไฮดกับความเขมขนของ
โปรตีนมักอยูในชวง 10-100 โดยน้ําหนัก โดยความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่ใหคากิจกรรมของ
เอนไซมสูงสุด จะอยูในชวง 0.3 – 0.6 เปอรเซ็นต ขอดีของการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้คือ สามารถใช
สารเชื่อมไขวเพียงชนิดเดียว ตรึงภายในขั้นตอนเดียวและปฏิกิริยาการเชื่อมไขวเกิดไดงาย สวนขอบก
พรองนั้น คือ มีความยากในการเลือกใชสภาวะที่ใชและควบคุมปฏิกิริยาการเชื่อมไขวระหวางโมเลกุล
ของเอนไซม เพื่อใหไดขนาดของเอนไซมไมละลายน้ําที่มีขนาดใหญและเอนไซมยังคงมีกิจกรรม
เหลืออยูสูง นอกจากนั้น เมื่อนําไปใชงาน ยังเกิดปญหาเรื่องการไหลเนื่องจากเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธี
นี้จะมีลักษณะเปนเจล 

 
5.4.2  วิธีการดูดซับทางกายภาพ (physical-adsorption method) 

 
 การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ พันธะที่ใชจะเปนพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) 

แรงวานเดอวาลล (van der waals force) และ ไฮโดรโฟรบิกอินเทอรแอคชั่น (hydrophobic 
interaction) ซ่ึงยึดระหวางโมเลกุลของเอนไซมกับผิวของตัวพยุงที่เปนของแข็ง การตรึงเอนไซมดวย
วิธีนี้ทําไดโดยผสมสารละลายเอนไซมกับตัวพยุงที่ใชตรึง ภายใตสภาวะที่เหมาะสม ทิ้งไวเพื่อใหมี
การจับกัน จากนั้นแยกเอนไซมที่ถูกตรึงออกตัวดวยการเหวี่ยงหรือการกรอง 
 

ความสามารถในการดูดซับเอนไซมบนตัวพยุง ขึ้นอยูกับ พีเอช ธรรมชาติของตัว
ทําละลาย ความเขมขนของอิออนในสารละลาย ความเขมขนของเอนไซมกับพาหะ และอุณหภูมิที่ใช 
นอกจากนี้ยังตองอาศัยธรรมชาติของเอนไซมและตัวพยุง เชน พื้นที่ผิวของตัวพยุง อัตราสวนของหมู
ที่ชอบน้ํากับหมูที่ไมชอบน้ํา ซ่ึงมีผลตอปริมาณเอนไซมที่ถูกจับบนตัวพยุง และกิจกรรมของเอนไซม
หลังถูกจับ การควบคุมสภาวะตาง ๆ เหลานี้ใหเหมาะสมจะชวยใหมีการตรึงเอนไซมไดดี และกิจ
กรรมของเอนไซมที่ถูกตรึงยังคงมีอยูสูง ปจจัยหลักที่มีผลตอปริมาณเอนไซมที่ถูกดูดซับบนตัวพยุง 
คือ ความเขมขนของเอนไซมที่สัมผัสกับหนึ่งหนวยพื้นผิวของตัวพยุงกิจกรรมของเอนไซมที่ถูกตรึงมี
คาเพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมจนถึงจุดอิ่มตัวถึงแมจะเพิ่มความเขมขนของเอนไซมอีก 
ก็ไมทําใหเอนไซมถูกตรึงเพิ่มขึ้น 
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การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้เปนวิธีการที่ทําไดงาย ตนทุนต่ํา มีการเปลี่ยนรูปราง 
(conformation) ของโมเลกุลเอนไซม หรือ บริเวณเรง (active site) นอยมาก การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ 
แรงทีใชเปนแรงออน ดังนั้นสามารถแยกเอนไซมออกจากตัวพยุงได โดยอาศัยสภาวะแวดลอมตาง ๆ 
ที่มีผลตอความแข็งแรงของแรงยึดระหวางโปรตีนกับตัวพยุง ปจจัยที่มีผลตอแรงยึดไดแก พีเอช ความ
เขมขนของอิออนในสารละลาย และอุณหภูมิ ดังนั้นการนําเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีนี้ไปใชประโยชน
จําเปนตองควบคุมสภาวะแวดลอมตาง ๆ เปนพิเศษเพื่อที่จะใหมีผลกระทบตอเอนไซมนอยที่สุดเพื่อ
ลดการสูญเสียเอนไซม 
 

ตัวพยุงที่ใชดูดซับ (adsorbant) ที่นิยมใชมี 2 แบบ คือ ตัวพยุงที่เปนสารอินทรียซ่ึง 
ไดแก เซลลูโลส activated carbon คอลลาเจน ถาน (charcoal) คอนคานาวาลิน เอ (concanavalin A) 
เปนตน และตัวพยุงที่เปนสารอนินทรีย ไดแก DEAE-Sephadex อะลูมินา แกว ไฮดรอกซีลาพาไทท 
(hydroxylapatite) และ ซิลิกา เปนตน 
 

สวนการจับที่อาศัยพันธะไฮโดรโฟบิค ตัวพยุงที่ใชจะมีสวนที่ไมมีขั้วโดยเฉพาะ
กลุมที่เปนอะโรมาติกซึ่งกลุมนี้จะมีความสามารถจับกับเอนไซม โดยอาศัยไฮโดรโฟรบิกอินเทอร
แอคชั่น กับโปรตีนที่มีสวนที่เหลือ ( residues ) คือ ทริปโตเฟน ไทโรซีน และ ไอโซลูซีน 
  

5.4.3  การตรึงเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท (covalent-binding method) 
 

เปนการตรึงเอนไซมโดยมีการเชื่อมพันธะระหวางเอนไซมกับตัวพยุงดวยพันธะ
โควาเลนท การเลือกสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซมทําไดยากกวาวิธีอ่ืน ๆ เนื่องจากปฏิกิริยา
คอนขางซับซอนและรุนแรง การจับกันนี้อาศัยโครงสรางและคุณสมบัติของโปรตีนที่มีตอตัวพยุง ส่ิง
สําคัญในการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ คือ กรดอะมิโนที่มีผลตบริเวณเรงของเอนไซมตองไมเกี่ยวของกับ
การจับกันดวยพันธะโควาเลนทกับตัวพยุง ซ่ึงควบคุมไดยากและโดยทั่วไปเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีนี้
จะสูญเสียกิจกรรมในระหวางกระบวนการตรึง แตปญหานี้สามารถแกไขไดโดยการใชตัวยับยั้งแบบ
แขงขันหรือสับสเตรตเขาไปจับกับเอนไซมตรงบริเวณเรง ทําใหปองกันบริเวณนี้จากการเกิดพันธะ
กับตัวพยุง ตัวพยุงชนิดนี้จะมีกลุมฟงกชันจํานวนมาก ทําใหสามารถตรึงเอนไซมดวยปฏิกิริยาหลาย
ชนิด ปจจัยที่มีผลตอการตรึงเอนไซมโดยวิธีโควาเลนท คือ 1. กลุมฟงกชันของโปรตีนที่เหมาะสมตอ
การสรางพันธะโควาเลนทภายใตสภาวะที่ไมรุนแรง 2. ชนิดของปฏิกิริยาที่เกิดจากการจับกันระหวาง
เอนไซมกับตัวพยุง และ 3. ตัวพยุงที่มีกลุมฟงกชันที่เหมาะสมตอการจับกับเอนไซม 
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5.4.4  การตรึงเอนไซมดวยวิธีหอหุม (entrapment method) 
 
วิธีนี้เปนการตรึงเอนไซมอิสระไวภายในชองวางของตาขายโพลีเมอรหรือหอหุม

เอนไซมไวดวยเยื่อบางที่ยอมใหมีสารบางตัวผานเขาออกได (semipermeable membrane) โดยจะยอม
ใหมีการแพรเขาออกของโมเลกุลสับสเตรตและผลิตภัณฑ 
 

การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้แตกตางจากการตรึงเอนไซมดวยวิธีทางเคมีโดยที่การ
ตรึงจะไมมีการเชื่อมพันธะเคมีใด ๆ ระหวางเอนไซมและโพลีเมอร หรือแผนเมมเบรนที่ลอมรอบ ดัง
นั้น จึงสามารถใชตรึงเอนไซมไดทุกชนิดรวมทั้งเซลล และองคประกอบตาง ๆ ของเซลล ทั้งที่มีขนาด
และคุณสมบัติแตกตางกันก็ตาม การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ทําใหความสามารถในการกระตุนปฏิกิริยา
ของเอนไซมลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้น เมื่อเทียบกับการตรึงเอนไซมที่ใชพันธะทางเคมีการตรึง
เอนไซมดวยการหอหุม สามารถแบงออกไดเปน 3 แบบคือ 

 
ก.  การหอหุมภายในเจล (gel-entrapment method) 

 
วิธีนี้เปนการทําใหโมเลกุลของเอนไซมเขาไปอยูในชองตาขายของโพลีเมอรที่

ไมละลายน้ํา ซ่ึงตาขายโพลิเมอรนี้เตรียมไดจาก สารเริ่มตน (precursor) ที่เปน โมโนเมอร โอลิโก
เมอร หรือ โพลีเมอร แลวทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงความสามารถในการละลาย ดวยการเปลี่ยนตัว
แปรของการละลาย ซ่ึงไดแก ตัวทําละลาย อุณหภูมิ ความเขมขนของอิออน และพีเอช เพื่อใหเกิด 
ปฏิกิริยาการเชื่อมไขว 
 

การหอหุมโดยใชเจล ที่เกิดจากสารตั้งตนที่เปนโมโนเมอร เปนการตรึง
เอนไซมโดยใชเจลโพลีอะคริลาไมด ที่ไดจากกระบวนการโพลีเมอไรเซชัน โดยใชอะคริลาไมดเปน
โมโนเมอร และสารเชื่อมไขวที่ใชจับโมโนเมอร โดยทั่วไปจะเปน N,N- methylene bisacrylamide 
(bis) ปฏิกิริยานี้เกิดไดเมื่อไมมีออกซิเจน และใชอุณหภูมิต่ํา ( 10-25 องศาเซลเซียส ) เพื่อปองกันการ
สูญเสียกิจกรรมของเอนไซมระหวางกระบวนการตรึง ปฏิกิริยาโพลีเมอรไรเซชันนี้จะใช K2S2O8  
หรือ riboflavin เปนตัวเร่ิมตน และ β-dimethylamino propionitrile ( DMAPN ) หรือ เปนตัวเรง ขอ
เสียของวิธีนี้ คือ เจลชนิดนี้ไมมีความคงทนตอแรงกล ทําใหโครงรางตาขายเปดออก ซ่ึงผลให
เอนไซมหลุดออกจากเจลได แตอยางไรก็ตาม สามารถแกไขขอบกพรองนี้ได โดยการทําใหเกิดการ
เชื่อมไขวอยางเหมาะสม 
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การหอหุมดวยเจลที่เกิดจากสารตั้งตนที่เปนโอลิโกเมอร การเตรียมโพลีเมอร
จากสารเริ่มตนที่เปนโอลิโกเมอร จะใหผลดีกวาการใชโมโนเมอร เนื่องจาก ขนาดโมเลกุลใหญกวา
ของโมโนเมอร ทําใหการเชื่อมตอระหวางโมเลกุลนอยกวา ความรอนที่เกิดจากปฏิกิริยาโพลีเมอรไร
เซชันเกิดขึ้นนอย เนื่องจากเกิดการเชื่อมตอระหวางโมเลกุลนอยนั่นเอง อยางไรก็ตามปฏิกิริยาโพลี
เมอรไรเซชันของสารตั้งตนที่เปนโอลิโกเมอรจําเปนตองใชสารที่มีกลุมฟงกชันที่ไวตอปฏิริยา เชน 
กลุมอีพอกซี คารบอนิล หรือไอโซไซยาเนต ซ่ึงกลุมเหลานี้จะทําปฏิกิริยากับโมเลกุลของเอนไซม ดัง
นั้นการตรึงดวยวิธีนี้จะมีทั้งการหอหุมเอนไซมและเกิดพันธะโควาเลนท 
 

การหอหุมเอนไซมดวยโพลีเมอร ที่มีโมเลกุลเปนลูกโซยาว เปนการตรึง
เอนไซมโดยการเติมเอนไซมลงในโพลีเมอรธรรมชาติ โพลีเมอรที่นิยมใชคือ โปรตีน (คอลลาเจน
และเจลาทิน) และโพลีแซคคาไรด (อะการ แคลเซียมอัลจิเนต แคปปา-คารราจีแนน และ ไคโตซาน)  
 

โซเดียมอัลจิเนตเปนโพลีแอนอิออนที่นิยมใชในการตรึงเอนไซมมากที่สุด ทั้ง
นี้เนื่องจากสามารถทําการทดลองไดที่อุณหภูมิหอง ทําใหเอนไซมไมถูกทําลายดวยความรอนสําหรับ
อิออนที่ใชจับนั้นนิยมใช แคลเซียมคลอไรด ทําใหเกิดเจล แคลเซียมอัลจิเนต ซ่ึงหอหุมเอนไซมไว
ภายในเม็ดเจล ซ่ึงวิธีนี้ทําไดงาย ไมตองใชสภาวะที่รุนแรง และทําไดรวดเร็ว แตอยางไรก็ตามก็ยังมี
ขอบกพรองคือ ในการใชเม็ดเจลแคลเซียมอัลจิเนต ในสารละลายที่ประกอบดวยสารที่ใชจับ
แคลเซียม (calcium-chelating agent) เชน ฟอสเฟต เปนตน และอิออนบวก ( Mg2+ หรือ K+ ) ซ่ึงสาร
เหลานี้จะทําใหเม็ดเจลแตก สามารถแกปญหาดังกลาวนี้ไดโดยเติมอิออนที่มีประจุสูงอื่น ๆ เชน Ba2+ 

และ Al3+ เพื่อเปนอิออนที่ใชจับกับอัลจิเนตรวมกับแคลเซียม 
 

ข.  การหอหุมดวยเสนใย (fiber-entrapment) 
 

เปนการตรึงเอนไซมไวในโพรงขนาดเล็กของเสนใยสังเคราะห ซ่ึงทําไดโดย
ละลายโพลีเมอรที่ใชทําเปนเจล ที่นิยมใชคือ เซลลูโลสไตรอะซีเตท (cellulose triacetate) ในตัวทํา
ละลายอินทรียที่ไมละลายน้ํา (คลอโรฟอรม เมทธิลีนคลอไรด คารบอนเตตราคลอไรด) แลวผสมสาร
ละลายเอนไซมลงไป นําอีมัลชันที่ไดนี้ผานเครื่อง extruder ลงในของเหลวที่ทําใหอิมัลชันเกิดการจับ
ตัวกันเปนของแข็ง ซ่ึงของเหลวที่ใชตกตะกอนนี้มักเปน โทลูอีน หรือ ปโตรเลียมอีเธอร วิธีนี้มีขอดี
หลายประการ คือ เสนใยที่ไดสามารถทนกรดออน และดางออนได แตอยางไรก็ตามวิธีนี้ก็มีขอบก
พรองคือสับสเตรตที่มีโมเลกุลเล็ก เทานั้นที่สามารถผานเขาไปได เนื่องจากการตรึงทําใหเกิดการปด
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กั้นการเขาออก นอกจากนั้นเอนไซมอาจถูกทําลายดวยตัวทําละลายอินทรียที่ใชเปนตัวทําละลายของ
โพลีเมอร และสารที่ใชตกตะกอน 

 
ค.  การตรึงเอนไซมดวยแคปซูลขนาดเล็ก (microencapsulation) 

 
เปนการหอหุมเอนไซมไวในแคปซูลขนาดเล็กที่เตรียมไดจากโพลีเมอรที่เปน

สารอินทรีย ซ่ึงโพลีเมอรนี้จะมีคุณสมบัติเปนเยื่อเลือกผาน ที่สามารถปลอยใหสับสเตรตและผลิต
ภัณฑผานได ขอดีของวิธีนี้คือ มีพื้นที่ผิวมากเพื่อใหสับสเตรตสัมผัสกับเอนไซมได และสามารถตรึง
เอนไซมไดหลายชนิดพรอม ๆ กัน ในขั้นตอนเดียว โดยไมจํากัดวาเอนไซมนั้นจะผานการตรึงดวยวิธี
อ่ืนมากอนหรือไม ขอบกพรองของวิธีนี้คือ ไมสามารถใชสําหรับกรณีที่ใชสับสเตรตที่มีน้ําหนัก
โมเลกุลสูง เอนไซมมีการสูญเสียกิจกรรมในระหวางกระบวนการตรึง และเอนไซมอาจเขาไปอยูใน
ผนังของเยื่อโพลีเมอรได 
 
6.  การใชไคโตซานเปนตัวพยุงสําหรับตรึงเอนไซม (ประภัสสร, 2548) 
 

ไคโตซานเปนโคโพลิเมอรธรรมชาติ ที่มีมากที่สุดในโลก รองจากเซลลูโลส (cellulose) ถูก
คนพบครั้งแรกในป ค.ศ. 1811 ประกอบดวยอนุพันธของน้ําตาลกลูโคส ที่มีธาตุไนโตรเจนเกาะอยู
ภายในโมเลกุล   ไคโตซานเปนอนุพันธของไคตินที่ตัดเอาหมู  acetyl ของน้ํ าตาล  N-acetyl-D-
glucosamine (เรียกวา deacetylation คือ เปลี่ยนน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine เปน  glucosamine) 
ออกตั้งแต 50 เปอรเซ็นต ขึ้นไป และมีสมบัติละลายไดในกรดออน โครงสรางทางเคมีของไคตินและ
ไคโตซานแสดงดังภาพที่ 13 และ 14 

 
ไคโตซานสามารถละลายไดในสารละลายหลายชนิด ไดแก สารละลายอินทรียเจือจาง เชน 

กรดฟอรมิก กรดอะดินิก กรดแลคติก กรดไพรูวิก กรดมาลิก กรดทารทาริก และกรดซิตริก นอกจาก
นี้สามารถละลายในกรดไนตริก กรดไฮโดรคลอริกเจือจาง และกรดเปอรคลอริก ละลายไดนอยใน
กรดฟอสฟอริก แตไมละลายในกรดซัลฟูริก   
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ภาพที่ 13  โครงสรางทางเคมีของไคติน  
 
ที่มา: ประภัสสร (2548) 
 

 
 
ภาพที่ 14  โครงสรางทางเคมีของไคโตซาน  
 
ที่มา: ประภัสสร (2548) 
 
 ปกติแลวไคโตซานที่ไดจะมีสวนผสมของน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine และglucosamine 
อยูในสายโพลิเมอรเดียวกัน ซ่ึงระดับการกําจัดหมู acetyl (หรือเปอรเซ็นตการเกิด deacetylation) นี้มี
ผลตอสมบัติและการทํางานของไคโตซาน นอกจากนี้น้ําหนักโมเลกุลของไคโตซานบอกถึงความยาว
ของสายไคโตซาน ซ่ึงมีผลตอความหนืด เชน ไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะมีสายยาวและสาร
ละลายที่มีความหนืดมากกวาไคโตซานที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา เปนตน ดังนั้นการนําไคโตซานไปใช
ประโยชนจะตองพิจารณาทั้งเปอรเซ็นตการเกิด deacetylation และน้ําหนักโมเลกุล  
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Hung et al. (2003) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa บนไคโตซานโดย
ใช คารบอดิมายด (carbodiimide) ในการกระตุนหมูไฮดรอกซิลของไคโตซาน และเชื่อมไขวหมูอะมิ
โนของไคโตซานดวยกลูตาอัลดีไฮด ซ่ึงไดแบงการทดลองเปน 3 การทดลอง โดยการทดลองแรก ทํา
การกระตุนดวยคารบอดิมายด และเชื่อมไขวดวยกลูตาอัลดีไฮด พรอมกันกอนนําไปตรึงไลเปส การ
ทดลองที่สอง ทําการเชื่อมไขวหมูอะมิโนของไคโตซานดวยกลูตาอัลดีไฮด แลวนําไปตรึงไลเปส จาก
นั้นทําการกระตุนดวยคารบอดิมายด แลวนําไปตรึงไลเปสอีกครั้ง และการทดลองที่สาม ทําการ
กระตุนดวยคารบอดิมายด แลวนําไปตรึงไลเปส จากนั้นเชื่อมไขวหมูอะมิโนของไคโตซานดวยกลูตา
อัลดีไฮด แลวจึงนําไปตรึงไลเปส โดยความเขมขนของคารบอดิมายด และกลูตาอัลดีไฮดที่ใช คือ 
0.25 เปอรเซ็นต และ 0.0025 เปอรเซ็นตตามลําดับ สภาวะที่ใชในการตรึง คือ ความเขมขนของไลเปส 
เทากับ 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร พีเอช 7 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสจากทดลองพบวา 
การทดลองที่สาม ใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุด เทากับ 13.8 หนวยตอกรัมไคโตซาน  โดยในวิธีที่
หนึ่งและสอง จะใหคากิจกรรมเทากับ 2.7 และ 10.1 หนวยตอกรัมไคโตซาน ตามลําดับ เมื่อใชคารบ
อดิมายดกระตุนเพียงอยางเดียว จะไดคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 4.3 หนวยตอกรัมไคโตซาน และ
เมื่อใชกลูตาอัลดีไฮดเชื่อมไขวเพียงอยางเดียว คากิจกรรมของเอนไซมจะเทากับ 6.98 หนวยตอกรัม
ไคโตซาน  
 
 Juang et al. (2001) ไดศึกษาการตรึงเอนไซม acid phosphatase บนไคโตซานโดยใช 
กลูตาอัลดีไฮดที่ความเขมขนตาง ๆ พบวา ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 5000 มิลลิกรัมตอลิตรมี
สภาวะในการตรึง คือ ความเขมขนของเอนไซม 377 มิลลิกรัมตอลิตร พีเอช 5 อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส และใชเวลาในการตรึง 18 ช่ัวโมง จะใหคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 6 ไมโครโมลตอ
นาที 
 
 Pereira et al. (2003) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa และไลเปส 
porcine pancreas บนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ โดยใชไคโตซานทั้งชนิดแผน และชนิด
เม็ด ที่สภาวะการทดลอง คือ อัตราสวนระหวางไคโตซานตอไลเปสเทากับ 1:0.25 และใชเวลาในการ
ตรึง 3 ช่ัวโมง พบวาเมื่อใชไคโตซานชนิดเม็ดในการตรึงไลเปสทั้ง 2 ชนิด จะใหคากิจกรรมของ
เอนไซมสูงกวาเมื่อใชไคโตซานชนิดแผน โดยไลเปสจาก Candida rugosa จะไดกิจกรรมของ
เอนไซมเทากับ 42.7 หนวยตอมิลลิกรัม สวนไลเปสจาก porcine pancreas ไดกิจกรรมของเอนไซม
เทากับ 42.6 หนวยตอมิลลิกรัม 
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 Chiou and Wu (2004) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa บนไคโตซาน 
โดยใชที่คารบอดิมายดในการกระตุนหมูไฮดรอกซิลของไคโตซาน เนื่องจากโครงสรางของไคโต
ซานประกอบดวยหมูไฮดรอกซิลจํานวน 2 หมู เมื่อใชคารบอดิมายดกระตุนจะทําใหเอนไซมสามารถ
จับยึดบนไคโตซานเพิ่มขึ้น ที่สภาวะการตรึง คือ ความเขมขนของคารบอดิมายด 0.75 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนักตอปริมาตร พีเอช 6 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา จะไดคากิจกรรมของเอนไซม 3.28 
หนวยตอกรัมไคโตซาน และเมื่อนําเอนไซมที่ถูกตรึงไปทดสอบความคงตัวตอพีเอชและอุณหภูมิ พบ
วา เอนไซมที่ถูกตรึงมีความคงตัวที่พีเอช ตั้งแต 3-7 และอุณหภูมิตั้งแต 25-40 องศาเซลเซียส โดยไมมี
การสูญเสียกิจกรรมของเอนไซม นอกจากนั้นสามารถเก็บเอนไซมที่ถูกตรึงไดนาน 30 วัน ที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส 
 
 Khare and Nakajima (2000) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Rhizopus japonicus บน 
celite แบบดูดซับทางกายภาพ โดยใช อัตราสวนระหวางซีไลทตอไลเปสเทากับ 5:1 เวลาในการตรึง 1 
ช่ัวโมง พบวา กิจกรรมของเอนไซมที่ถูกตรึงลดลงเหลือ 18.6 เปอรเซ็นตเมื่อทียบกับเอนไซมอิสระ 
  
 Betigeri and Neau (2002) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa โดยวิธีการ
หอหุมดวย พอลิเมอร 3 ชนิด คือ โซเดียมอัลจิเนต ไคโตซาน และอะกาโรส กอนการตรึงไดทดสอบ
ความคงตัวของเม็ดพอลิเมอรที่พีเอชที่ใชในการตรึง คือ พีเอช 7.2 สําหรับโซเดียมอัลจิเนตและไคโต
ซาน สําหรับอะกาโรสทดสอบที่พีเอช 7.4 พบวาอะกาโรสไมมีความคงตัวที่พีเอชที่ทดสอบ ดังนั้นจึง
ทําการตรึงไลเปสดวยโซเดียมอัลจิเนตและไคโตซาน พบวาที่สภาวะการตรึง คือ ใชความเขมขนของ
พอลิเมอร 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ความเขมขนของเอนไซม 5.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
เอนไซมที่ถูกหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนต จะไดคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 240 หนวยตอมิลลิลิตร 
คากิจกรรมลดลงเหลือ 9 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับเอนไซมอิสระ สวนไลเปสที่ถูกหอหุมดวยไคโตซาน 
จะไดคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 1150 หนวยตอมิลลิลิตร โดยคากิจกรรมลดลงเหลือ 42 
เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับเอนไซมอิสระ 
 
 Minovska et al. (2005) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa โดยวิธีการหอ
หุมดวยดวยโซเดียมอัลจิเนต ที่ความเขมขนของโซเดียมอัลจิเนต 2.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอ
ปริมาตร และความเขมขนของเอนไซมไลเปส 4  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร พบวาคากิจ
กรรมของเอนไซมเทากับ 54 หนวยตอกรัมของอัลจิเนต 
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7.  ปจจัยท่ีมีผลตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชเอนไซมไลเปสที่ถูกตรึง 
 
7.1  ปริมาณของเอนไซมที่ถูกตรึง 
 

โดยปกติเมื่อปริมาณของเอนไซมเพิ่มขึ้น อัตราการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมจะสูงขึ้น 
ดวย แตเมื่อปริมาณเอนไซมสูงเกินกวาระดับที่เรงปฏิกิริยาพอดีกับสารตั้งตน อัตราการเกิดปฏิกิริยาจะ
เร่ิมคงที่ ดังนั้นจึงตองศึกษาปริมาณของเอนไซมในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เพื่อหา
ปริมาณที่เหมาะสมและไมเกิดการสิ้นเปลืองโดยไมจําเปน (เชิดศักดิ์, 2535) 
  

Shah et al. (2004) ไดศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นในน้ํามันสบูดํา โดย 
ใชเอนไซมไลเปสจาก Chromobacterium viscosum ที่ตรึงบนซีไลท ซ่ึงเปนตัวพยุงที่มีคุณสมบัติชอบ
น้ํา เปรียบเทียบกับเมื่อใชเอนไซมอิสระ พบวาเอนไซมที่ถูกตรึงบนซีไลท ที่พีเอช 7.8 อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เมื่อนําไปเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยใชอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอ
เอทานอล คือ 1:4 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 50 มิลลิกรัม บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส นาน 8 ช่ัวโมง พบวา จะไดปริมาณเอทิลเอสเทอร 71 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก แตถา
ใชเปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงมากกวานี้ พบวา ปริมาณเอทิลเอสเทอรลดลง เนื่องจากปริมาณเอนไซมที่
มากเกินไปจะทําใหสารละลายในปฏิกิริยามีความหนืดสูง การถายเทมวลลดลง และเมื่อใชเอนไซม
อิสระในการเรงปฏิกิริยาที่สภาวะเดียวกัน แตใชปริมาณเอนไซมในการทําปฏิกิริยาตาง ๆ กัน คือ 10, 
50, 75, และ 100 มิลลิกรัม พบวา ที่ปริมาณเอนไซมอิสระ 50 และ 70 มิลลิกรัม จะไดปริมาณเอทิลเอส
เทอรไมแตกตางกัน แตเมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซมเปน 100 มิลลิกรัมพบวาปริมาณเอทิลเอสเทอรกลับ
ลดลง ซ่ึงเกิดจากสาเหตุเดียวกับที่ใชเอนไซมที่ถูกตรึง ปริมาณเอทิลเอสเทอร ที่ปริมาณเอนไซมอิสระ 
50 มิลลิกรัม คือ 62 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
 

7.2  ตัวทําละลายอินทรีย 
 

เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นระหวางน้ํามันและเมทานอล โดยมี 
เอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยานั้น เอนไซมไลเปสอาจสูญเสียกิจกรรมไดหากสัมผัสโดยตรงกับเม
ทานอล ดังนั้นการใชตัวทําละลายอินทรียจะชวยใหเมทานอลสามารถละลายเขากับน้ํามันไดดี ลดการ
สัมผัสระหวางเอนไซมไลเปสกับเมทานอลได นอกจากนี้การใชตัวทําละลายอินทรียในปฏิกิริยาของ
ไขมันและน้ํามันมีขอไดเปรียบกวาการใชน้ํา เพราะไขมันและน้ํามันสามารถละลายในตัวทําละลาย
อินทรียไดดี ในขณะที่เอนไซมไมละลายซ่ึงชวยใหสามารถแยกเอนไซมออกจากผลผลิตเพื่อนํากลับ
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มาใชใหมไดงาย ตัวทําละลายอินทรียจะยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาที่ไมตองการ เชนปฏิกิริยาไฮโรไลซิส 
หรือชวยใหเกิดการสังเคราะหเอสเทอรจากกรดคารบอกซีลิกกับแอลกอฮอลหรือเปปไตดจากกรดอะ
มิโน (เชิดศักดิ์, 2535) 
 

Soumanou et al. (2003) ไดศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นในน้ํามันเมล็ด 
ทานตะวัน โดยใชเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens ที่ตรึงบนโพลิโพรไพลิน 
(polypropylene, EP100) ซ่ึงเปนตัวพยุงที่มีคุณสมบัติไมชอบน้ํา โดยใชสภาวะในการตรึง คือ ความ
เขมขนของเอนไซม 0.025 กรัมตอมิลลิลิตร พีเอช 7 พบวาไดคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 3.3 
หนวยตอมิลลิกรัม  และเมื่อนําไปเรงปฏิกิริยา ที่อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3  
ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของน้ํามัน ไมมีน้ําในปฏิกิริยา บมที่ความเร็วรอบ 
200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยใชตัวทําละลายอินทรียชนิดตาง ๆ ไดแก เฮกเซน ไซ
โครเฮกเซน n-heptane ไอโซออกเทน อะซีโตน และปโตรเลียมอีเทอร พบวา เฮกเซน เปนตัวทํา
ละลายอินทรียที่ใหปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงสุด คือ มากกวา 90 เปอรเซ็นต เมื่อใชเวลาในการทํา
ปฏิกิริยา 48 ช่ัวโมง ทั้งนี้เนื่องจากเฮกเซน เปนตัวทําละลายอินทรียที่ไมมีขั้ว จึงสามารถละลายเขากับ
น้ํามันไดดี และนอกจากนี้ยังไมมีผลกระทบตอ conformation ของเอนไซม 
 

Desai et al. (2005) ไดศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นใน saliconrnia oil 
  โดยใชเอนไซมไลเปส porcine pancreatic ที่ตรึงบนไคโตซานที่จับยึดกับกลูตาอัลดีไฮด  โดยมี
สภาวะการตรึง คือ ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.02 เปอรเซ็นต พีเอช 7 ใชเวลาในการตรึงนาน 
16 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และเมื่อนําไปเรงปฏิกิริยาที่ อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอ
เมทานอล 1:3 ใชปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 20 กรัม มีน้ําในปฏิกิริยา 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง โดยใชตัวทําละลายอินทรีย คือ เฮกเซน และอะซีโตน พบวา 
เฮกเซน จะใหปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงสุด เทากับ 44.7 เปอรเซ็นต และเมื่อเรงปฏิกิริยาโดยใช
เอนไซมอิสระ 0.125 กรัม ที่สภาวะเดียวกัน จะไดปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 55.3 เปอรเซ็นต  
 

7.3  ปริมาณน้ํา 
 

น้ําเปนปจจัยที่มีความจําเปนอยางยิ่งสําหรับการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม เนื่องจากน้ํา 
จะเขารวมทั้งทางตรงและทางออมกับพันธะตาง ๆ ของเอนไซม เชน พันธะไฮโดรเจน (hydrogen 
bonding) ไฮโดรโฟรบิกอินเทอรแอคชั่น (hydrophobic interaction) และแรงวานเดอวาลล (van der 
waal force) ซ่ึงจะทําใหเอนไซมคงสภาพธรรมชาติและรูปแบบการเรงปฏิกิริยาอยูได ถามีการกําจัดน้ํา
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ออกโดยสิ้นเชิงจะทําใหเกิดการบิดทําลายของ (conformation) อยางรุนแรงและเกิดการหยุดยั้งกิจ
กรรมของเอนไซม แตจากการศึกษาพบวาเมื่อใชไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยมีสารประกอบเอส
เทอรเปนสารตั้งตนในสภาวะของระบบที่มีน้ํานอยมาก (micro-aqueous system) จะกอใหเกิดการเรง
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ซ่ึงเปนปฏิกิริยาตรงกันขามหรือผันกลับกับปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
การเกิดปฏิกิริยานี้อธิบายไดวาเปนเพราะ net free energy ของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นมีคาเทา
กับศูนย ในคณะที่คานี้ของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจะสูงกวาศูนย การตองการ net free energy มากกวา
ศูนยทําใหปฏิกิริยาไมสามารถเกิดขึ้นไดที่สภาวะดังกลาว จึงเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นได
งายกวาเมื่ออยูในสภาวะสมดุล (เชิดศักดิ์, 2535) 
 

Noureddini et al. (2005) ไดศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นในน้ํามันถ่ัวเหลือง  
โดยใชเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas capacia ที่ตรึงโดยการหอหุมดวย hydrophobic sol-gel  เมื่อ
นําไปใชในการเรงปฏิกิริยาที่ อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเอทานอล 1:15.2 ใชปริมาณเอนไซมที่
ถูกตรึง 3 กรัม บมที่ความเร็วรอบ 700 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
โดยใชปริมาณน้ําในการทําปฏิกิริยาในชวงระหวาง 0-2  กรัม พบวา ที่ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 0.3 กรัม 
จะไดปริมาณเอทิลเอสเทอรสูงสุดเทากับ 65 โมลเปอรเซ็นต เมื่อปริมาณน้ําในปฏิกิริยาต่ํากวา 0.3 
กรัม ปริมาณเอสเทอรจะลดลง ทั้งนี้เนื่องจากจะทําใหเกิดการบิดทําลาย conformation ของเอนไซมทํา
ใหเอนไซมเสียสภาพมีผลใหกิจกรรมของเอนไซมลดลง และเมื่อปริมาณน้ําในปฏิกิริยาสูงมากเกิน น้ํา
ที่เหลือจากการทําปฏิกิริยาจะทําใหเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส มีผลใหปริมาณเมทิลเอสเทอรลดลงเชน
กัน 
 

7.4  อุณหภูมิ  
 
อุณหภูมิมีผลตออัตราการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชไลเปส อุณหภูมิที่ 

เหมาะสมจะทําใหเอนไซมสามารถทํางานไดเต็มประสิทธิภาพ ซ่ึงถาอุณหภูมิที่ใชต่ํากวาอุณหภูมิที่
เหมาะสม อัตราการเกิดปฏิกิริยาจะต่ํา เชนเดียวกันหากอุณหภูมิที่ใชสูงกวาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
เอนไซมอาจเสียสภาพ เนื่องจากสูญเสียน้ําที่จําเปนไป (Iso et al., 2001) 
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Iso et al. (2001) ไดศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นในน้ํามันเมล็ดทานตะวัน 
โดยใชเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens ที่ตรึงบน Toyonite 200-M ซ่ึงเปนตัวพยุงที่มี
คุณสมบัติไมชอบน้ํา ที่สภาวะในการตรึง คือ ความเขมขนของเอนไซม 0.01 กรัมตอมิลลิลิตร พีเอช 7 
ใชเวลาในการตรึง 6 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง เมื่อนําไปใชในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นที่ 
อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอโพรพานอล 1:3 ใชปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 2.84 กรัม โดยบมที่
อุณหภูมิตาง ๆ กัน คือ 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลซียส พบวา ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จะให
ปริมาณโพรพิลโอลิเอทสูงสุด เทากับ 100 เปอรเซ็นต เมื่อใชเวลาในการทําปฏิกิริยาเพียง 10 ช่ัวโมง 
และเมื่อเรงปฏิกิริยาโดยใชเอนไซมอิสระ 0.1 กรัม ที่สภาวะเดียวกัน จะไดปริมาณโพรพิลโอลิเอทเทา
กับ 80 เปอรเซ็นต  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1.  วัตถุดิบ 

 
1.1  น้ํามันเมล็ดทานตะวัน ไดรับความเอื้อเฟอจาก บริษัทธนากรจํากัด 
 
1.2  เอนไซมไลเปสทางการคาชนิดผงจาก Pseudomonas fluorescens  EnzOS grade Fluka,  

Switzerland 
 
2.  อุปกรณที่ใชในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 
 

2.1  เครื่องสเปกโตรโฟโตรมิเตอร (spectrophotometer): model Anthelie Advanced,  
Secoman, France 
 

2.2  อางควบคุมอุณหภูมิ: model SBD 50 – Cold, Heto, Denmark 
 
2.3  เครื่องวัดคาความเปนกรด- ดาง (pH meter): model 420A, Orion, Thermo orion, USA 

 
2.4  กระดาษกรอง Whatman เบอร 41 

 
3.  อุปกรณที่ใชในการผลิตและวิเคราะหเมทิลเอสเทอร 
 

3.1  เครื่องกาซโครมาโตรกราฟ: model CP3800, Variance, France 
carrier gas: He   
column: SPTM-2560, 100 m x 0.25 mm ID 
oven: อุณหภูมิ 245 องศาเซลเซียส  
detector: FID, อุณหภูมิ 260 องศาเซลเซียส 
injector: split 20:1 
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 3.2  เครื่องเขยา (orbital shaker): model SK2-DO, CTL 
 
3.3  เครื่องเขยาแบบปรับอุณหภูมิได (incubator shaker): BINDER, Germany 

 
3.4  เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง: model BL210S, Sartorius, Goettingen, Germany 
 
3.5  เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge): model PLC-012, GEMMY, Taiwan 

 
3.6  เครื่องผสม (vortex mexer): model KMC-1300V, VISION, Korea 

 
3.7  ขวด vial ขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร 

 
3.8  Syringe ขนาด 10 มิลลิลิตร หัวเข็มขนาด 18 และ 23 G 

 
3.9  Microsyringe ขนาด 10 ไมโครลิตร 

 
4.  วัสดุและสารเคมีสําหรับตรึงรูปเอนไซม 
 

4.1  ไคโตซานชนิดแผน, food grade 
 

4.2  โซเดียมอัลจิเนต, food grade 
 

4.3  ซีไลท 545 (celite 545): Analysis grade, Merck, Germany 
 

4.4  กรดอะซีติก: Analysis grade, Carlo Erba Reagenti, Italy 
 

4.5  โซเดียมไฮดรอกไซด: Analysis grade, Merck, Germany 
 

4.6  เอทานอล: Analysis grade, Merck, Germany 
 

4.7 โซเดียมคลอไรด: Analysis grade, Ajax Fine chem, Australia 
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4.8  กลูตาอัลดีไฮดเขมขน 50 เปอรเซ็นต: Analysis grade, Fluka, Switzerland 
 

4.9  แคลเซียมคลอไรด (CaCl2): Analysis grade, Carlo Erba Reagenti, Italy 
 
4.10  โซเดียมไตรพอลิฟอสเฟต: Analysis grade, Aldrich, Geramany 

 
 4.11  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (KH2PO4): Analysis grade, Ajax  
Fine chem, Australia 
 

4.12  ไดโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (K2HPO4): Analysis grade, Ajax 
 Fine chem, Australia 

 
5.  สารเคมีสําหรับวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 

 
5.1  4 -Nitrophenyl palmitate: Analysis grade, Fluka, Switzerland 
 
5.2  2-โพรพานอล: Analysis grade, J.T Baker, USA 

 
5.3  Triton X-100 : General purpose grade, Fisher, UK 

 
5.4  Gum arabic: Analysis grade, Ajax Fine chem, Australia 

 
5.5  โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต: Analysis grade, Merck, Germany 

 
5.6  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต: Analysis grade, Merck, Germany 

 
5.7 โซเดียมคารบอเนต: Analysis grade, Ajax Fine chem, Australia 
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6.  สารเคมีสําหรับวิเคราะหโปรตีน 
 

6.1  Coomassie brilliant blue G-250: Analysis grade, Sigma, USA 
 
6.2  กรดฟอสฟอริกเขมขน 85 เปอรเซ็นต: Analysis grade, J.T Baker, USA 

 
6.3  สารมาตรฐานโปรตีน BSA (bovine serum albumin): Analysis grade, Fluka,  

Switzerland 
 

7.  สารเคมีสําหรับผลิตและวิเคราะหเมทิลเอสเทอร 
 

7.1  เมทานอล :Analysis grade, Merck, Germany 
 
7.2  เฮกเซน: Analysis grade, J.T. Baker, USA 

 
7.3  ปโตรเลียมอีเทอร: Analysis grade, J.T. Baker, USA 

 
7.4  โทลูอีน: Analysis grade, Ajax Fine chem, Australia 

 
7.5  N- methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide (MSTFA): Analysis grade, Fluka,  

Switzerland 
 

7.6  สารมาตรฐานภายใน, methyl capylate: Analysis grade, Fluka, Switzerland 
 
7.7  n-Heptane: Analysis grade, Labscan, Ireland 
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วิธีการ 
 
1.  ศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสบนไคโตซานโดยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 
 

1.1  การเตรียมไคโตซานชนิดเม็ดมีรูพรุน 
 

ช่ังแผนไคโตซาน 2 กรัม ละลายในสารละลายกรดอะซีติก ความเขมขน 2 โมลาร  
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นนําสารละลายที่ไดใสในหลอดเข็มฉีดยา ที่มีหัวเข็มขนาด 18 G (เสน
ผานศูนยกลาง 1.2 มิลลิเมตร) แลวกดใหของเหลวหยดลงในสารละลายผสมที่เตรียมจาก โซเดียมไฮด
รอกไซด 15 กรัม เอทานอล ความเขมขน 95 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร 25 มิลลิลิตร เจือจาง
ดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตรรวม 125 มิลลิลิตร จะไดไคโตซานที่มีลักษณะเปนเม็ดมีรูพรุน  
 

1.2 วิธีการตรึงเอนไซม 
 

โดยช่ังไคโตซานที่เตรียมตามวิธีในขอ 1.1 ปริมาณ 2 กรัม เติมสารละลายเอนไซมไล 
เปสความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร (เตรียมโดยชั่งเอนไซมไลเปส 0.05 กรัม 
ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) นําไปเขยาที่
อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที นาน 3 ช่ัวโมง จากนั้นตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง จากนั้นแยกเอนไซมที่ถูกตรึงโดยนําไปผานการกรองดวย
กระดาษกรองเบอร 41 ลางเอนไซมที่ถูกตรึงดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 2 โมลาร 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร เก็บสวนใส ที่ไดวัดปริมาตรทั้งหมด นําไปวิเคราะหหา
ปริมาณโปรตีนตามวิธีในภาคผนวก ก ขอที่ 2 และกิจกรรมของเอนไซม ตามวิธีในขอ 10.1 ช่ังน้ําหนัก
ไคโตซานที่ผานการตรึงเอนไซมและนําไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม ตามวิธีในขอ 10.2 นําผล
ที่ไดมาคํานวณ กิจกรรมของเอนไซม ประสิทธิภาพการตรึง (immobilization efficiency) โดยวิเคราะห
หากิจกรรมของเอนไซมในสารละลายกอนการตรึงและกิจกรรมของเอนไซมหลังจากการตรึง และ
ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ (protein loading yield) โดยวัดปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมกอน
การตรึงและปริมาณเอนไซมหลังจากการตรึง โดยรายละเอียดการคํานวณแสดงในภาคผนวก ก ขอที่ 2 
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1.3 ศึกษาผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด (glutaraldehyde) ที่มีตอการตรึง 
 

ช่ังไคโตซานที่เตรียมตามวิธีในขอ 1.1 ปริมาณ 2 กรัม เติมกลูตาอัลดีไฮด ความเขมขน  
25 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ที่เจือจางใหไดความเขมขน 0.025 0.05 0.1 0.25 และ 0.5 เปอรเซ็นต แลว
นําไปเขยาที่ อุณหภูมิหอง ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา กรองแยกเอา
เม็ดไคโตซาน เติมสารละลายเอนไซมไลเปสความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร 
(เตรียมโดยชั่งเอนไซมไลเปส 0.05 กรัม ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) นําไปเขยาที่อุณหภูมิหอง ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที นาน 3 ช่ัวโมง จาก
นั้นตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาแยกเอนไซมที่ถูกตรึงโดยนําไป
ผานการกรองดวยกระดาษกรองเบอร 41 ลางเอนไซมที่ถูกตรึงดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด ความ
เขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร เก็บสวนใสที่ไดวัดปริมาตรทั้งหมด นําไป
วิเคราะหหาปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซม ช่ังน้ําหนักไคโตซานที่ผานการตรึงเอนไซม และ
นําไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม นําผลที่ไดมาคํานวณ กิจกรรมของเอนไซม ประสิทธิภาพการ
ตรึง และ ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ 
 

1.4 ศึกษาผลของพีเอชตอการตรึงเอนไซม 
 

ทําการตรึงเอนไซมตามวิธีในขอ 1.3 ที่ระดับพีเอชตาง ๆ คือ 5, 6, 7, 8 และ 9 (ทําการ 
ปรับพีเอชโดยใชสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร ที่พีเอชตาง ๆ ในการละลาย
เอนไซมไลเปส) โดยใชความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่เหมาะสมที่ไดศึกษาไวในขอ 1.3 เก็บสวนใส
ที่ไดวัดปริมาตรทั้งหมด นําไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของเอนไซม ช่ังน้ําหนักไคโต
ซานที่ผานการตรึงเอนไซมและนําไปวิเคราะหหากิจกรรมของเอนไซม นําผลที่ไดมาคํานวณ กิจกรรม
ของเอนไซม ประสิทธิภาพการตรึง และ ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ 
 

1.5 ศึกษาผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมที่ถูกตรึง 
 

โดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงตามสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 1.3 และ 1.4 มาวิเคราะหกิจ 
กรรมของเอนไซมตามวิธีในขอ แตใชอุณหภูมิระหวางวิเคราะหกิจกรรมที่ 30, 37, 45 และ 55 องศา
เซลเซียส นําผลที่ไดมาคํานวณ กิจกรรมของเอนไซม 
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2.  ศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสบนซีไลทโดยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 
 

ช่ังผงซีไลท 0.5 กรัม เติมเอทานอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทิ้งไวสัก
ครู เติมสารละลายเอนไซมไลเปสความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร (เตรียมโดยชั่ง
เอนไซมไลเปส 0.05 กรัม ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร) นําไปเขยาที่อุณหภูมิหอง ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที นาน 3 ช่ัวโมง จากนั้นตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาแยกเอนไซมที่ถูกตรึงโดยการกรองผาน
กระดาษกรองเบอร 41 ลางเอนไซมที่ถูกตรึงดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร ปริมาตร 10 มิลลิลิตรน้ํากลั่น 10 
มิลลิลิตร เก็บสวนใสที่ไดวัดปริมาตรทั้งหมด และชั่งน้ําหนักไคโตซานที่ผานการตรึงเอนไซม 

 
นําเอนไซมที่ผานการตรึงไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม ตามวิธีในขอ 10.2 แตใชอุณหภูมิ

ระหวางวิเคราะหกิจกรรมที่ 30, 37, 45 และ 55 องศาเซลเซียส นําผลที่ไดมาคํานวณกิจกรรมของ
เอนไซม  

 
นําสวนใสไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนตามวิธีในภาคผนวก ก ขอที่ 2 และกิจกรรมของ

เอนไซม ตามวิธีในขอ 10.1 โดยใชอุณหภูมิในการวิเคราะหที่เหมาะสม แลวนําผลที่ไดมาคํานวณ กิจ
กรรมของเอนไซม ประสิทธิภาพการตรึง และปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ  

 
3.  ศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสโดยวิธีการหอหุมดวยไคโตซาน 
 

ช่ังแผนไคโตซาน 1.5 กรัม ทําละลายในสารละลายกรดอะซีติกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร จํานวน 80 มิลลิลิตร เตรียมสารละลายเอนไซมไลเปสความเขมขน 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร ใน
สารละลายกรดอะซีติกความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ผสมสารละลายไคโตซาน 30 กรัม กับ
สารละลายเอนไซมไลเปส 2 มิลลิลิตร กวนใหเขากันจากนั้นนําสารละลายที่ไดใสในหลอดเข็มฉีดยา 
ที่มีหัวเข็มขนาด 23 G (เสนผานศูนยกลาง 0.74 มิลลิเมตร) แลวกดใหของเหลวหยดลงในสารละลาย
โซเดียมไตรโพลิฟอสเฟต ความเขมขน 0.136 โมลาร (โดยละลายโซเดียมไตรโพลิฟอสเฟต 10 กรัม 
ในน้ํากลั่น 200 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหมีคา 7.2 ดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร) ลางเอนไซมที่ถูกตรึงดวยสาร
ละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 2 คร้ัง  
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นําเอนไซมที่ผานการตรึงไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม ตามวิธีในขอ 10.2 แตใชอุณหภูมิ
ระหวางวิเคราะหกิจกรรมที่ 30, 37, 45 และ 55 องศาเซลเซียส นําผลที่ไดมาคํานวณกิจกรรมของ
เอนไซม  
 
4.  ศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสโดยวิธีการหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนต (ปวีณา, 2547) 
 

เตรียมสารละลายโซเดียมอัลจิเนตความเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร (โดยช่ัง
ผงโซเดียมอัลจิเนต 0.2 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 20 มิลลิลิตร) เติมสารละลายเอนไซมไลเปสเขมขน 0.5 
กรัมตอมิลลิลิตร ในฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7 ปริมตร 0.2 มิลลิลิตร กวนให
เขากันจากนั้นนําสารละลายที่ไดใสในหลอดเข็มฉีดยา ที่มีหัวเข็มขนาด 23 G(เสนผานศูนยกลาง 0.74 
มิลลิเมตร) แลวกดใหของเหลวหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด ความเขมขน 2.5 เปอรเซ็นต
โดยน้ําหนักตอปริมาตร จากนั้นตั้งทิ้งไวอยางนอย 3 ช่ัวโมง จึงสามารถนําออกมาใชงาน ได  
 

นําเอนไซมที่ผานการตรึงไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม ตามวิธีในขอ 10.2 แตใชอุณหภูมิ
ระหวางวิเคราะหกิจกรรมที่ 30, 37, 45 และ 55 องศาเซลเซียส นําผลที่ไดมาคํานวณกิจกรรมของ
เอนไซม  
 
5.  ศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมอิสระ 
 

5.1  ศึกษาอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซม 
 

โดยนําเอนไซมไลเปสละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7  
จากนั้นนํามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมตามวิธีในขอ 10.1 แตใชอุณหภูมิระหวางวิเคราะห 
กิจกรรมที่ 30, 40, 45 และ 55 องศาเซลเซียส นําผลที่ไดมาคํานวณ กิจกรรมของเอนไซม 
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5.2  ศึกษาพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซม 
 

โดยนําเอนไซมไลเปสละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่พีเอชตาง  
 ๆ ไดแก 5, 6, 7, 8 และ 9 จากนั้นนําไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมตามวิธีในขอ 10.1 โดยใช
อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 5.1 ในการวิเคราะหกิจกรรม นําผลที่ไดมาคํานวณกิจกรรมของเอนไซม 
 
6.  ศึกษาผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซม 
 

6.1  ศึกษาผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมอิสระ 
 

โดยนําสารละลายเอนไซมที่มีพีเอชที่เหมาะสมจากขอ 5.2 บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบ 
ตอนาที ที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง วิเคราะหหากิจกรรม
ของเอนไซมตามวิธีในขอ 10.1 โดยใชอุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 5.1 นําผลที่ไดมาคํานวณกิจกรรม
ของเอนไซมเปนเปอรเซ็นตกิจกรรมที่เหลือ 
 

6.2  ศึกษาผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมที่ถูกตรึง 
 

โดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการที่เหมาะสม บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่ 
อุณหภูมิตาง ๆ  คือ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง วิเคราะหหากิจกรรมของ
เอนไซมตามวิธีในขอ 10.2 โดยใชอุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 1.5 นําผลที่ไดมาคํานวณกิจกรรมของ
เอนไซมเปนเปอรเซ็นตกิจกรรมที่เหลือ 
 
7.  ศึกษาผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาเอนไซม 
 

7.1  ศึกษาผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาเอนไซมอิสระ 
 

โดยนําสารละลายเอนไซมที่มีพีเอชที่เหมาะสมจากขอ 5.2 เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซล 
เซียส มาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมตามวิธีในขอ 10.1โดยใชอุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 5.1 เมื่อ
เวลาผานไป 30 และ 40 วัน ตามลําดับ นําผลที่ไดมาคํานวณกิจกรรมของเอนไซมเปนเปอรเซ็นตกิจ
กรรมที่เหลือ 
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7.2  ศึกษาผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาเอนไซมที่ถูกตรึง 
 

โดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการที่เหมาะสม เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นํามา 
วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมตามวิธีในขอ 10.2 โดยใชอุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 1.5 เมื่อเวลาผาน
ไป 30 และ 40 วัน ตามลําดับ นําผลที่ไดมาคํานวณกิจกรรมของเอนไซมเปนเปอรเซ็นตกิจกรรมที่
เหลือ 
 
8.  ศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชเอนไซมที่ถูกตรึง 
 

8.1  ศึกษาผลของปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงตอปริมาณเมทิลเอสเทอร 
 

 โดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการที่เหมาะสม ปริมาณตาง ๆ กัน คือ 25, 50 และ 100 
เปอรเซนตโดยน้ําหนักน้ํามัน มาเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยปรับอัตราสวนโมลของน้ํา
มันตอเมทานอล เปน 1:3 และใชปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน เขยาที่ความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาแยกตัวอยางออกจากเอนไซมที่
ถูกตรึง แลวนําไปเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ดูดตัวอยางน้ํามันชั้นบนสุดมา
วิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอรดวยเครื่องแกสโครมาโทรกราฟ 

 
8.2  ศึกษาผลของตัวทําละลายอินทรียตอปริมณเมทิลเอสเทอร 
 

 โดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 8.1 มาเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟ
เคชั่น โดยใชตัวทําละลายอินทรีย ตาง ๆ คือ ปโตรเลียมอีเทอร เฮกเซน และ โทลูอีน ปริมาณ 20 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน และปรับอัตราสวนโมลของน้ํามันตอเมทานอล เปน 1:3 เขยาที่ความเร็ว
รอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาแยกตัวอยางออกจาก
เอนไซมที่ถูกตรึง แลวนําไปเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ดูดตัวอยางน้ํามัน
ช้ันบนสุดมาวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอรดวยเครื่องแกสโครมาโทรกราฟ 
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8.3  ศึกษาผลของปริมาณน้ําตอปริมาณเมทิลเอสเทอร 
 

 โดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 8.1 มาเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟ
เคชั่น โดยใชปริมาณน้ํา ตาง ๆ กัน คือ 10, 20 และ 30 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน และปรับอัตรา
สวนโมลของน้ํามันตอเมทานอล เปน 1:3 เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาแยกตัวอยางออกจากเอนไซมที่ถูกตรึง แลวนําไปเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ดูดตัวอยางน้ํามันชั้นบนสุดมาวิเคราะหปริมาณเมทิล
เอสเทอรดวยเครื่องแกสโครมาโทรกราฟ 
  

8.4  ศึกษาผลของอุณหภูมิตอปริมาณเมทิลเอสเทอร 
 

 โดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 8.1 มาเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟ
เคชั่น โดยใชอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยา ตาง ๆ กัน คือ 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส และใชปริมาณ
น้ําที่เหมาะสมจากขอ 8.3 และปรับอัตราสวนโมลของน้ํามันตอเมทานอล เปน 1:3 เขยาที่ความเร็วรอบ 
200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาแยกตัวอยางออกจาก
เอนไซมที่ถูกตรึง แลวนําไปเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ดูดตัวอยางน้ํามัน
ช้ันบนสุดมาวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอรดวยเครื่องแกสโครมาโทรกราฟ 
 
9.  เปรียบเทียบผลของเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการตาง ๆ ตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
 

โดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการตาง ๆ มาเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยใช
สภาวะที่เหมาะสมจากขอ 8 นําตัวอยางที่ไดวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอรดวยเครื่องแกสโครมา
โทรกราฟ 
 
10.  การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่ละลายน้ําและเอนไซมที่ถูกตรึง 

 
10.1  การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่ละลายน้ํา (Winkler and Stuckmann, 1979) 

 
10.1.1  ละลาย p-nitrophenyl palmitate (pNPP) 30 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรใน 2-โพรพา

นอล ใหไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
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 10.1.2 ละลาย Triton-X-100 ปริมาณ 0.4 กรัม และ gum arabic 0.1 กรัม ในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 8 ใหไดปริมาตร 90 มิลลิลิตร 

 
10.1.3  ละลายโซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) ปริมาณ 211.8 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่นใหได

ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 

10.1.4  เตรียมสารละลายเอนไซมใหมีความเขมขนที่เหมาะสม โดยเจือจางดวยสาร
ละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 

 
10.1.5  เติมสารละลายจากขอ 10.1.1 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายจากขอ 

10.1.2 ปริมาตร 1.8 มิลลิลิตร ในหลอดทดสอบ เขยาใหเขากัน จากนั้นเติมสารละลายเอนไซมปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปอุนในอางน้ําอุนที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จาก
นั้นหยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายจากขอ 10.1.3 ปริมาตร 2.9 มิลลิลิตร ทิ้งไว 5 นาที  

 
10.1.6  หาปริมาณ p-nitrophenol  โดยนําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

410 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน p-nitrophenol ความเขมขน 0.005- 
0.045 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร 
 
 กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย p-nitrophenyl 
palmitate แลวให p-nitrophenol เกิดขึ้น 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที ในสภาวะการทดสอบ 
 

10.2  การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่ถูกตรึง 
 

10.2.1  ช่ังเอนไซมที่ถูกตรึง ปริมาณ 0.2 กรัม บันทึกน้ําหนักที่แนนอน 
 

10.2.2  เติมสารละลายจากขอ 10.1.1 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายจากขอ 
10.1.2 ปริมาตร 1.8 มิลลิลิตร ในหลอดทดสอบ เขยาใหเขากัน จากนั้นเติมเอนไซมที่ถูกตรึงนําไปอุน
ในอางน้ําอุนที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  

 
10.2.3 เมื่อครบเวลา ดูดสารละลายตัวอยางจากหลอดทดสอบ 0.2 มิลลิลิตร เติมในหลอด

ทดสอบที่มีสารละลายจากขอ 10.1.3 เพื่อหยุดปฏิกิริยา ปริมาตร 2.9 มิลลิลิตร ทิ้งไว 5 นาที  
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10.2.4 หาปริมาณ p-nitrophenol โดยนําไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นา
โนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน p-nitrophenol  ความเขมขน 0.005- 0.045 
ไมโครโมลตอมิลลิลิตร 

 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม หมายถึง  ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย p-nitrophenyl 

palmitate แลวให p-nitrophenol เกิดขึ้น 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที ในสภาวะการทดสอบ 
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ผลและวิจารณ 
 

ในงานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสเพื่อนําไปใชในการเรงปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่นในการผลิตเมทิลเอสเทอรหรือไบโอดีเซล โดยการทดลองประกอบดวย การตรึง
เอนไซมไลเปสบนไคโตซาน และซีไลทโดยวิธีการดูดซับทางกายภาพ การตรึงเอนไซมไลเปสโดยวิธี
การหอหุมดวยไคโตซานและโซเดียมอัลจิเนต โดยเฉพาะวิธีการตรึงไคโตซานแบบดูดซับทางกาย
ภาพ ไดทําการศึกษาผลของกลูตาอัลดีไฮด และพีเอช ที่มีตอการตรึง เปรียบเทียบกิจกรรมของ
เอนไซมที่ถูกตรึงในแตละวิธี โดยเปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ จากนั้นนําเอนไซมที่ถูกตรึงที่ใหคา
กิจกรรมของเอนไซมสูงสุดไปทดสอบคุณสมบัติ ไดแก ความคงตัวตออุณหภูมิ และระยะเวลาในการ
เก็บเอนไซม เปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ  นอกจากนั้นนําเอนไซมที่ถูกตรึงในสภาวะที่เหมาะสมไป
เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยศึกษาตัวแปรที่มีอิทธิพลตอการผลิตเมทิลเอสเทอร ไดแก 
ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา ชนิดของตัวทําละลาย และอุณหภูมิ เปรียบเทียบ
ปริมาณเมทิลเอสเทอรระหวางการใชเอนไซมที่ถูกตรึงและเอนไซมอิสระ 

 
1. ผลการตรึงเอนไซมไลเปสบนไคโตซานโดยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 
 

1.1 ผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด (glutaraldehyde) ตอการตรึง 
 

เมื่อตรึงเอนไซมไลเปสบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ โดยไมใชกลูตาอัลดี
ไฮดเปนสารเชื่อมไขว และใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมไขว ที่ความเขมขนตาง ๆ กันคือ 0.025, 
0.05, 0.1, 0.25 และ 0.5 เปอรเซ็นต ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 8 
พบวากลูตาอัลดีไฮดมีผลตอการตรึงเอนไซมและที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดตาง ๆ กันมีผลตอ
การตรึงเอนไซมเชนกัน โดยที่ประสิทธิภาพการตรึงเมื่อไมใชกลูตาอัลดีไฮดมีคาเทากับ 51.69 
เปอรเซ็นต (ภาพที่ 15) และจะมีคาเพิ่มขึ้นเมื่อใชความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดสูงขึ้น ซ่ึงแนวโนมดัง
กลาวจะสอดคลองกับปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ (ภาพที่ 16) อยางไรก็ตามที่ความเขมขนของ 
กลูตาอัลดีไฮดสูงสุด คือ 0.5 เปอรเซ็นต จะใหประสิทธิภาพการตรึงเทากับ 93.91 เปอรเซ็นต แตมี
ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะเพียง 58.37 เปอรเซ็นต ทั้งนี้อาจเนื่องจากเมื่อความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด
เพิ่มขึ้น กลูตาอัลดีไฮดจะไปจับยึดกับไคโตซาน และขณะเดียวกันกลูตาอัลดีไฮดอาจไปจับกับ
เอนไซมในลักษณะที่ไมเหมาะสม มีผลทําใหเอนไซมสูญเสียกิจกรรมไป ดังนั้นสารละลายที่เหลือจาก
การตรึงจึงมีกิจกรรมของเอนไซมลดลง ทั้ง ๆ ที่อาจมีปริมาณเอนไซมเหลืออยูในสารละลายสูงในรูป
ที่เสียสภาพ ดังผลของปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะซึ่งต่ํากวา 60 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 16) สงผลใหประสิทธิ
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ภาพการตรึงสูงกวาปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ สําหรับคากิจกรรมของเอนไซมที่ถูกตรึงเมื่อไมใชกลูตา
อัลดีไฮดมีคาต่ํา (ภาพที่ 17) แตเมื่อใชกลูตาอัลดีไฮด คากิจกรรมของเอนไซมก็จะเพิ่มขึ้น ที่ความเขม
ขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.05 เปอรเซ็นต จะใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดเทากับ 297.48 หนวยตอ
กรัม อยางไรก็ตามเมื่อความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดเพิ่มขึ้นเปน 0.1, 0.25 และ 0.5 เปอรเซ็นต คากิจ
กรรมของเอนไซมกลับลดลงเปน 170.94, 162.43, 169.60 หนวยตอกรัม ตามลําดับ  
 

จากผลการทดลองอาจจะอธิบายไดวา เมื่อความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดเพิ่มจาก 0.05
เปน 0.1 เปอรเซ็นต คากิจกรรมของเอนไซมจะลดลง ทั้งนี้เพราะที่ระดับการเชื่อมไขวระหวางไคโต
ซานกับเอนไซมมากขึ้น โมเลกุลของเอนไซมอยูเบียดชิดกัน ทําใหประสิทธิภาพของการถายมวลลด
ลง สับสเตรตไมสามารถเขาไปทําปฏิกิริยากับเอนไซมได สวนในชวงความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 
0.1-0.5 เปอรเซ็นต คากิจกรรมของเอนไซมจะสอดคลองกับประสิทธิภาพการตรึงและปริมาณโปรตีน
ที่ยึดเกาะ ซ่ึงอาจแสดงวาที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.1-0.5 เปอรเซ็นต กลูตาอัลดีไฮดในสาร
ละลายอาจมีมากเกินไปสําหรับการเชื่อมไขวกับไคโตซาน และกลูตาอัลดีไฮดที่เหลืออาจไปจับกับ
เอนไซม เนื่องจากกลูตาอัลดีไฮดสามารถจับในสวนของหมูอะมิโนของไคโตซาน ซ่ึงปลายของ
เอนไซมก็เปนหมูอะมิโนเชนเดียวกัน และสาเหตุที่กลูตาอัลดีไฮดเลือกจับกับไคโตซานกอนไปจับกับ
เอนไซม อาจเปนเพราะวาหมูอะมิโนบนโมเลกุลของไคโตซานที่ใชจับกลูตาอัลดีไฮดมีความวองไว
ในการทําปฏิกิริยามากกวาหมูอะมิโนของเอนไซม โดยความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่มีผลตอการ
ตรึงนี้สอดคลองกับการทดลองของ Desai et al. (2005) ซ่ึงรายงานวา ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด
ที่เหมาะสมตอการตรึงเอนไซมไลเปส porcine pancreatic บนไคโตซาน คือ 0.02 เปอรเซ็นต โดยให
คาปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะเทากับ 6.67 มิลลิกรัมตอกรัมของตัวพยุง 
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ภาพที่ 15  ผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดตอประสิทธิภาพการตรึง ที่พีเอช 8 และวิเคราะห 
    กิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

ภาพที่ 16  ผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดตอปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ ที่พีเอช 8 และ 
   วิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศา  
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ภาพที่ 17  ผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดตอกิจกรรมของเอนไซม ที่พีเอช 8 และวิเคราะห 
   กิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
 
1.2 ผลของพีเอชตอการตรึงเอนไซม 

 
เนื่องจากในกระบวนการตรึงเอนไซม พีเอชมีผลตอการยึดเกาะของเอนไซม และจาก 

การศึกษาความคงตัวของเม็ดไคโตซานตอพีเอช พบวาเม็ดไคโตซานที่เตรียมตามวิธีในขอ 1.1 จะคง
ตัวที่พีเอช 7, 8, และ 9 เมื่อพีเอชต่ํากวา 7 ไคโตซานจะละลาย แตเมื่อใชกลูตาอัลดีไฮดกระตุนเม็ดไค
โตซานกอนนําไปทดสอบในชวงพีเอชตาง ๆ พบวา เม็ดไคโตซานจะมีความคงตัวเพิ่มขึ้น และจะคง
ตัวที่พีเอช 5, 6, 7, 8 และ 9 ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาผลของพีเอชตอการตรึงเอนไซม โดยใชความเขม
ขนของกลูตาอัลดีไฮดที่เหมาะสม ที่ระดับพีเอชตาง ๆ คือ 5, 6, 7, 8 และ 9 ตามลําดับ  
 

ผลของพีเอชที่มีตอการตรึง พบวาเมื่อใชความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.05 เปอรเซ็นต 
ที่พีเอชชวงระหวาง 5 - 7 จะใหคากิจกรรมของเอนไซมสูง (ภาพที่ 18) ทั้งนี้อาจเปนเพราะโดยทั่วไป
ไคโตซานเปนตัวพยุงที่เปนโพลิแคทอิออนิก (polycationic) โดยมีคาไอโซอิเล็กตริกพอยท 
(isoelectric point) เทากับ 5.4 (Chiou and Wu, 2004) ดังนั้นพีเอชที่เหมาะสมในการตรึงจะอยูในชวง
ของพีเอชที่เปนกรด ซ่ึงประจุบวกที่อยูในสารละลายรอบ ๆ ไคโตซานจะเหนี่ยวนําเอนไซมเขามายึด
จับกับไคโตซานไดดี แตอยางไรก็ตามประสิทธิภาพการตรึงกลับลดลงเมื่อพีเอชเพิ่มจาก 5 เปน 7 
(ภาพที่ 19) ทั้งนี้อาจเปนเพราะวา ที่พีเอชใกลกับ 7 เอนไซมอิสระมีกิจกรรมสูงมาก จึงทําใหคลายกับ
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วาประสิทธิภาพการตรึงลดลง โดยพีเอชที่ใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุด คือ พีเอช 7 โดยใหคากิจ
กรรมเอนไซมเทากับ 609.61 หนวยตอกรัม ประสิทธิภาพการตรึง 73.18 เปอรเซ็นต และปริมาณ
โปรตีนที่ยึดเกาะเทากับ 60.64 เปอรเซ็นต 

 
เมื่อพีเอชสูงขึ้นจาก 7 เปน 8 เอนไซมจะมีกิจกรรมลดลง ซ่ึงสงผลใหคากิจกรรมของ

เอนไซมลดลง จึงเหมือนกับคาประสิทธิภาพการตรึงเพิ่มขึ้น และเมื่อพีเอชสูงขึ้นเปน 8 และ 9 ทําให
เอนไซมเสียสภาพ ดังนั้นคากิจกรรมของเอนไซมและประสิทธิภาพการตรึงจึงลดลงมาก สําหรับคา
ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะนั้นพบวามีคาลดลงเมื่อพีเอชมากกวา 6 (ภาพที่ 20) ซ่ึงอาจเปนไปไดวาที่พีเอ
ชมากกวา 6 ทําใหไคโตซานเปนกลาง เอนไซมจึงเกาะไดนอยลง แตเอนไซมที่เกาะไดนอยนั้นกลับมี
กิจกรรมสูงที่พีเอช 6-7 โดยผลดังกลาวสอดคลองกับการทดลองของ Desai et al. (2005) ซ่ึงรายงานวา 
ที่พีเอช 7 ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.02 เปอรเซ็นต เปนสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม
ไลเปส porcine pancreatic บนไคโตซาน  

ภาพที่ 18  ผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซม ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.05 เปอรเซ็นต  
   และวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 19  ผลของพีเอชตอประสิทธิภาพการตรึง ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.05 เปอรเซ็นต  
   และวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
 

ภาพที่ 20  ผลของพีเอชตอปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.05 
   เปอรเซ็นต และวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
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1.3 ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมที่ถูกตรึง 
 

ศึกษาโดยใชเอนไซมที่ถูกตรึงในสภาวะที่เหมาะสม คือ ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดี 
ไฮด0.05 เปอรเซ็นต และพีเอช 7 มาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิตาง ๆ กัน ตั้งแต 30-55 
องศาเซลเซียส บมนาน 15 นาที จากการทดลองพบวาเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น เอนไซมจะมีกิจกรรมเพิ่ม
มากขึ้น (ภาพที่ 21) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จะใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดเทากับ 856.76 
หนวยตอกรัม และเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นเปน 45 และ 55 องศาเซลเซียส พบวากิจกรรมของเอนไซมจะลด
ลง โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 801.96 และ 590.15 หนวยตอกรัม ตามลําดับ ซ่ึงคาดวา
อุณหภูมิมีผลตอคา k ตามสมการของ Arrhenius แตเมื่ออุณหภูมิสูงกวา 37 องศาเซลเซียส เอนไซม
อาจเกิดการเสียสภาพดวยความรอน โดยผลการทดลองนี้ใหผลสอดคลองกับ Juang et al. (2001) ที่
ตรึงเอนไซม acid phosphatase บนไคโตซานที่จับยึดกับกลูตาอัลดีไฮด มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอกิจ
กรรมของเอนไซม คือ 37 องศาเซลเซียส  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 21  ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมที่ถูกตรึง เมื่อใชความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 
      0.05 เปอรเซ็นต ที่พีเอช 7 
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2. ผลการตรึงเอนไซมไลเปสบนซีไลทโดยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 
 

ผลการตรึงเอนไซมไลเปสบนซีไลทโดยวิธีการดูดซับทางกายภาพ ซ่ึงทําการตรึงที่พีเอช 7 
และ อุณหภูมิหอง พบวาเมื่อนําเอนไซมที่ถูกตรึงไปวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิตาง ๆ 
กัน ตั้งแต 30-55 องศาเซลเซียส พบวาคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดเทากับ 752.39 หนวยตอกรัม 
(ภาพที่ 22) โดยใชอุณหภูมิในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 37 องศาเซลเซียส ประสิทธิ
ภาพการตรึงและปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะมีคาเทากับ 36.1 และ 41.53 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยผล
การทดลองดังกลาวสอดคลองกับ การตรึงเอนไซมบนไคโตซานแบบดูดซับทางกายภาพขางตน ซ่ึง
สามารถอธิบายไดเชนเดียวกันวา เมื่ออุณหภูมิสูงมากกวา 37 องศาเซลเซียส เอนไซมอาจเกิดการเสีย
สภาพเนื่องจากความรอน แตเมื่อพิจารณาคากิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิชวงตั้งแต 37-55 องศา
เซลเซียส พบวาเอนไซมที่ถูกตรึงบนซีไลทจะใหคากิจกรรมของเอนไซมลดลง จาก 750 เปน 650 
หนวยตอกรัม ซ่ึงลดลงนอยกวาเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานโดยวิธีการดูดซับทางกายภาพ (850-
600 หนวยตอกรัม) (ภาพที่ 21) ทั้งนี้อาจเปนเพราะวาที่อุณหภูมิสูงขึ้นไคโตซานเกิดการขยายตัวทําให
เอนไซมหลุดออกมา ในขณะที่ซีไลทเปนสารประกอบอนินทรียที่มีความคงตัวสูง ดังนั้นเอนไซมจึง
เกาะไดดีกวา และเมื่อุณหภูมิสูงขึ้นเอนไซมจึงไมหลุดออกมา โดยผลการทดลองนี้สอดคลองกับการ
ทดลองของ Ferrer et al. (2002) ที่ทําการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Thermomyces lanuginosus โดยวิธี
การดูดซับทางกายภาพบนซีไลท ที่พีเอช 7 และมีการเติมอะซีโตนขณะตรึงที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส พบวา ไดกิจกรรมของเอนไซมสูงถึง 1100 หนวยตอกรัม  
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ภาพที่ 22  ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่ตรึงบนซีไลทโดยวิธีการดูดซับทาง 

   กายภาพ  
 
3.  ผลการตรึงเอนไซมไลเปสโดยวิธีการหอหุมดวยไคโตซาน 
 

ผลการตรึงเอนไซมไลเปสโดยการหอหุมดวยไคโตซาน พบวาไดคากิจกรรมของเอนไซมสูง
สุดเทากับ 651.42 หนวยตอกรัม (ภาพที่ 23) โดยอุณหภูมิที่ใชในการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 
คือ 37 องศาเซลเซียส เมื่ออุณหภูมิที่ใชวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเพิ่มขึ้นเปน 45 และ 55 องศา
เซลเซียส หรือ ลดลงเปน 30 องศาเซลเซียส คากิจกรรมของเอนไซมจะมีคาลดลงเทากับ 572.43, 
466.90 และ 528.10 หนวยตอกรัม ตามลําดับ ซ่ึงผลดังกลาวสอดคลองกับการตรึงเอนไซมบนไคโต
ซานและซีไลทแบบดูดซับทางกายภาพขางตน เมื่อเปรียบเทียบการลดลงของคากิจกรรมของเอนไซม
ที่อุณหภูมิตั้งแต 37-55 องศาเซลเซียส พบวาเอนไซมที่ถูกตรึงโดยวิธีการหอหุมดวยไคโตซานมีกิจ
กรรมของเอนไซมลดลงนอยกวา (650-450 หนวยตอกรัม) เมื่อเทียบกับเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโต
ซานโดยวิธีการดูดซับทางกายภาพ (850-600 หนวยตอกรัม) ทั้งนี้อาจเปนเพราะวิธีการหอหุมเอนไซม
จะทนอุณหภูมิไดมากกวาวิธีการตรึงเอนไซมโดยการดูดซับทางกายภาพ เนื่องจากเอนไซมถูกหอหุม
ไว ไมไดสัมผัสกับความรอนโดยตรงเหมือนวิธีการดูดซับทางกายภาพ แตอยางไรก็ตามไคโตซานยัง
คงมีความคงตัวตออุณหภูมิต่ํากวาซีไลท ดังคากิจกรรมของเอนไซมที่ลดลงมีคานอยกวา (750-650 
หนวยตอกรัม) และผลการทดลองดังกลาวยังสอดคลองกับการทดลองของ Betigeri et al. (2002) ที่
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ตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa โดยการหอหุมดวยไคโตซาน และวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุด เทากับ 1110 หนวยตอมิลลิลิตร  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 23  ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่ตรึงโดยวิธีการหอหุมดวยไคโตซาน  
 

4. ผลการตรึงเอนไซมไลเปสโดยวิธีการหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนต 
 

ผลการตรึงเอนไซมไลเปสโดยการหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนตตามวิธีของ ปวีณา (2547) ซ่ึง
ใชสารละลายโซเดียมอัลจิเนตเขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร สารละลายเอนไซมไลเปส
เขมขน 0.5 กรัมตอมิลลิลิตร และอัตราสวนระหวางอัลจิเนตตอไลเปส 1:0.5 พบวาไดคากิจกรรมของ
เอนไซมสูงสุดเทากับ 778.21 หนวยตอกรัม (ภาพที่ 24) โดยอุณหภูมิที่ใชในการวิเคราะหกิจกรรมของ
เอนไซม คือ 37 องศาเซลเซียส เมื่ออุณหภูมิที่ใชวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเพิ่มขึ้นเปน 45 และ 55 
องศาเซลเซียส หรือ ลดลงเปน 30 องศาเซลเซียส คากิจกรรมของเอนไซมจะมีคาลดลงเปน 535.54, 
492.77 และ 678.72 หนวยตอกรัมตามลําดับ ซ่ึงผลดังกลาวสอดคลองกับการตรึงเอนไซมโดยการหอ
หุมดวยไคโตซานขางตน แตมีการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมที่อุณหภูมิชวงระหวาง 37-55 องศา
เซลเซียส สูงกวา ทั้งนี้เนื่องจากโซเดียมอัลจิเนตมีการขยายตัวมากกวาไคโตซาน ทําใหเอนไซมหลุด
ออกมามากกวา นอกจากนี้ผลการทดลองยังสอดคลองกับการทดลองของ Betigeri et al. (2002) ที่ตรึง
เอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa โดยการหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนต เมื่อนํามาวิเคราะหกิจกรรม
เอนไซมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีคากิจกรรมของเอนไซม เทากับ 240 หนวยตอมิลลิลิตร 
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ภาพที่ 24  ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่ตรึงโดยวิธีการหอหุมดวยโซเดียม 

   อัลจิเนต  
 

5. ผลการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมอิสระ 
 

5.1 ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมอิสระ 
 

ศึกษาโดยทําการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในสารละลายบัฟเฟอร พีเอช 7  
ที่อุณหภูมิตาง ๆ กัน ตั้งแต 30-55 องศาเซลเซียส บมนาน 15 นาที พบวา เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น กิจกรรม
ของเอนไซมจะเพิ่มมากขึ้น (ภาพที่ 25) และจะมีคาสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีคากิจ
กรรมของเอนไซมเทากับ 1668 หนวยตอกรัม เมื่อเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้น เปน 45 และ 55องศา
เซลเซียส คากิจกรรมของเอนไซมจะมีคาลดลง จากการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอกิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสจากจุลินทรียชนิดตาง ๆ มีรายงานวา เอนไซมจากเชื้อ Candida rugosa มีอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมเทากับ 30 องศาเซลเซียส (Chiou et al., 2004) ในขณะที่เอนไซม
จากเชื้อ Bacillus GK 8 มีกิจกรรมของเอนไซมสูงสุดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (Dosanjh and Kaur, 
2002) 
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ภาพที่ 25  ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมของเอนไซมอิสระ 
 

5.2 ผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซมอิสระ 
 

เมื่อวิเคราะหกิจกรรมของสารละลายเอนไซมไลเปส โดยใชพีเอชตาง ๆ กัน คือ 5-7 ที่ 
อุณหภูมิในการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม 37 องศาเซลเซียส พบวา เมื่อพีเอชสูงขึ้นกิจกรรมของ
เอนไซมจะมีคามากขึ้น (ภาพที่ 26) ที่พีเอช 8 จะใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุด เทากับ 2136 หนวย
ตอกรัม โดยมีคาใกลเคียงกับคากิจกรรมจริงของเอนไซม ซ่ึงมีคาเทากับ 2200 หนวยตอกรัม ซ่ึงผลการ
ทดลองนี้สอดคลองกับการทดลองของ Chiou et al. (2004) ที่รายงานวาพีเอชที่เหมาะสมสําหรับการ
ทํางานของสารละลายเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa  คือ พีเอช 8  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1400

1500

1600

1700

30 35 40 45 50 55 60
อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)

กิจ
กร
รม

ขอ
งเอ

นไ
ซม

 (ห
นว

ยต
อก

รัม
)



     65

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 26  ผลของพีเอชตอกิจกรรมของเอนไซมอิสระ 
 
 จากการศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens โดยวิธีการดูดซับทาง
กายภาพบนไคโตซาน พบวากิจกรรมของเอนไซมที่ถูกตรึงมีคาต่ํากวากิจกรรมของเอนไซมอิสระ ทั้ง
นี้อาจจะสันนิษฐานสาเหตุไดหลายประการ ประการแรกอาจเกิดเนื่องจากไคโตซานซึ่งเปนตัวพยุงที่มี
คุณสมบัติชอบน้ํา (hydrophilicity) ทําใหในขณะตรึงอาจจะไปดึงน้ําออกจากเอนไซม มีผลทําให
เอนไซมเสียสภาพ (denature) โครงสรางสามมิติเปลี่ยนไป ซ่ึงจะสงผลตอบริเวณเรง (active site) ที่ใช
ในการจับสับสเตรต ทําใหกิจกรรมของเอนไซมลดนอยลง (Villeneuve et al., 2000) ประการที่สอง 
จะเกี่ยวของกับกลไกการทํางานของไลเปส (ภาพที่ 27) โครงสรางของไลเปสจะประกอบดวย บริเวณ
ที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic areas) และ บริเวณที่ชอบน้ํา (hydrophilic areas) แตจะมีบริเวณที่ไมชอบ
น้ํามากกวา ซ่ึงบริเวณนี้จะอยูรอบ ๆ บริเวณเรง และในบริเวณเรงนี้จะมีสวนที่เรียกวา ลิด (lid) ปก
คลุมอยูทําใหสับสเตรตไมสามารถเขาไปทําปฏิกิริยาได ดังนั้นหากใชตัวพยุงที่มีคุณสมบัติไมชอบน้ํา 
(hydrophobicity) ซ่ึงจะไปจับกับบริเวณที่ไมชอบน้ําของเอนไซม เรียกบริเวณผิวสัมผัสนั้นวา 
hydrophobic interfaces ซ่ึงจะสงผลทําให ลิด ที่ปกคลุมบริเวณเรงนั้นเปดออกทําใหสับสเตรตสามารถ
เขาไปจับกับเอนไซมได และมีผลใหกิจกรรมมีคาสูงขึ้น (Fernandez et al., 1998) แตไคโตซานที่ใชใน
การทดลองมีคุณสมบัติไมชอบน้ํา ดังนั้นจึงไมเกิดกลไกดังกลาว ประการสุดทาย อาจเปนเพราะสภาพ
แวดลอมตาง ๆ ขณะตรึง ไดแก พีเอช ความเขมขนของอิออนในสารละลาย และอุณหภูมิ ตองควบคุม
ใหเหมาะสม ซ่ึงจะสงผลตอกิจกรรมของเอนไซม  
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ภาพที่ 27  การจําลองกลไกการทํางานของเอนไซมไลเปสเมื่อใชตัวพยุงที่มีคุณสมบัติไมชอบน้ําใน 

   การตรึงเอนไซม 
 
ที่มา: Saxena et al. (2005) 
 
 อยางไรก็ตามตัวพยุงที่มีคุณสมบัติไมชอบน้ําจะมีราคาที่คอนขางแพง (Khare et al., 2000) ดัง
นั้นการทดลองนี้จึงมุงเนนที่จะปรับปรุงการตรึงเอนไซมไลเปสบนตัวพยุงที่มีคุณสมบัติชอบน้ํา จาก
การทดลองเมื่อเปลี่ยนตัวพยุงจากไคโตซานเปนซีไลทซ่ึงเปนตัวพยุงที่มีคุณสมบัติไมชอบน้ํา โดยใช
วิธีการตรึงเชนเดียวกัน คากิจกรรมของเอนไซมมีคาไมแตกตางกัน และแมเปลี่ยนวิธีการตรึงเปน การ
หอหุมดวยไคโตซานและโซเดียมอัลจิเนต คากิจกรรมก็ไมเพิ่มขึ้น (ภาพที่ 28) ทั้งนี้อาจเปนเพราะ วิธี
การตรึงเอนไซมแบบหอหุมเปนการผสมระหวางสารละลายของตัวพยุงและเอนไซมเขาดวยกัน ซ่ึง
อาจจะทําใหเนื้อสารของตัวพยุงบางสวนแทรกเขาไปเกาะตรงบริเวณเรงของเอนไซม ทําใหเอนไซม
เสียสภาพ มีผลใหคากิจกรรมลดลง ดังนั้นในการทดลองนี้จึงไดเลือก เอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซาน
ดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพในการนําไปทดสอบความคงตัวตอสภาพแวดลอม และการเก็บรักษา 
เนื่องจากใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุด 
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ภาพที่ 28  เปรียบเทียบคากิจกรรมของเอนไซมที่ตรึงบนตัวพยุงและวิธีการตรึงตาง ๆ กัน 
 
6. ผลการศึกษาอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซม 

 
6.1 ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมอิสระ 

 
ศึกษาโดยการนําสารละลายเอนไซมในบัฟเฟอร พีเอช 8 เขยาดวยความเร็วรอบ 200 

 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิตาง ๆ กัน คือ 30, 40, 50, และ 60 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง พบวาเมื่อ
อุณหภูมิสูงขึ้น คากิจกรรมของเอนไซมจะลดลง (ภาพที่ 29) ที่อุณหภูมิ 30 และ 40 องศาเซลเซียส กิจ
กรรมของเอนไซมลดลงไมมากนัก โดยยังมีกิจกรรมเหลืออยู 83.78 และ 73.58 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
จนกระทั่งที่อุณหภูมิ 50 และ 60 องศาเซลเซียส กิจกรรมของเอนไซมจะลดลงเหลือเพียง 29.5 และ 
11.66 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  
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6.2 ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมที่ถูกตรึง 
 

จากการทดลองพบวา เมื่อนําเอนไซมที่ถูกตรึงเขยาในสารละลายบัฟเฟอร พีเอช 7 ที่ 
อุณหภูมิ 30, 40, 50, และ 60 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง พบวา ที่อุณหภูมิ 30-50 องศาเซลเซียส 
กิจกรรมของเอนไซมลดลงนอยมาก (ภาพที่ 29) โดยมีกิจกรรมเหลืออยู 88.52, 91.72 และ 89.73 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ จนกระทั่งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส กิจกรรมของเอนไซมจะลดลงเหลือ 
69.71 เปอรเซ็นต มีรายงานจาก Desai et al. (2005) ที่ศึกษาอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมไลเปส 
porcine pancreatic ที่ถูกตรึงโดยใชไคโตซานจับกับกลูตาอัลดีไฮด โดยบมเอนไซมที่ถูกตรึงที่
อุณหภูมิตาง ๆ ตั้งแต 40-60 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง พบวาที่อุณหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียส 
กิจกรรมของเอนไซมลดลงเหลือ 75 และ 50 เปอรเซ็นต เมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นเปน 60 องศาเซลเซียส จะ
ไมเหลือกิจกรรมของ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 29  ผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมอิสระและเอนไซมที่ถูกตรึง 
   เอนไซมที่ถูกตรึง 
   เอนไซมอิสระ 
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7. ผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาเอนไซม 
 

7.1 ผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาเอนไซมอิสระ 
 

ศึกษาโดยเก็บสารละลายเอนไซมในบัฟเฟอร พีเอช 8 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 
 30 และ 40 วัน พบวา เมื่อเก็บเอนไซมนาน 30 วัน กิจกรรมของเอนไซมลดลงเหลือ 68.61 เปอรเซ็นต 
และเมื่อเก็บเอนไซมนานขึ้นเปน 40 วัน กิจกรรมของเอนไซมลดลงเหลือเพียง 60.95 เปอรเซ็นต (ภาพ
ที่ 30) มีรายงานการเก็บเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา เมื่อ
เวลาผานไป 5 วัน กิจกรรมของเอนไซมจะลดลงอยางรวดเร็ว โดยมีคากิจกรรมเหลืออยู 30 เปอรเซ็นต 
จนกระทั่ง เวลาผานไป 30 วัน กิจกรรมของเอนไซมจะเหลือเพียง 5 เปอรเซ็นต (Chiou et al., 2004) 
นอกจากนี้ Desai et al. (2005) ไดเก็บเอนไซมไลเปส porcine pancreatic ในน้ํากลั่น ที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส พบวา กิจกรรมของเอนไซมลดลงอยางรวดเร็วเมื่อเวลาผานไปเพียง 1 วัน โดยมีคากิจ
กรรมเหลืออยู 35 เปอรเซ็นต และเมื่อเวลาผานไป 2 วัน กิจกรรมของเอนไซมลดลงเหลือเพียง 5 
เปอรเซ็นต  
  

7.2 ผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาเอนไซมที่ถูกตรึง 
 

ศึกษาโดยเก็บเอนไซมที่ถูกตรึงในสารละลายบัฟเฟอร พีเอช 7 ที่อุณหภูมิ 4 องศา 
เซลเซียส นาน 30 และ 40 วัน พบวา เมื่อเก็บเอนไซมนาน 30 วัน กิจกรรมของเอนไซมลดลงเพียงเล็ก
นอยโดยมีคากิจกรรมของเอนไซมเหลืออยู 91.72 เปอรเซ็นต และเมื่อเก็บเอนไซมนานขึ้นเปน 40 วัน 
กิจกรรมของเอนไซมลดลงเหลือ 78.67 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 30) มีรายงานของ Desai et al. (2005) ที่
เก็บเอนไซมไลเปส porcine pancreatic ที่ถูกตรึงโดยใชไคโตซานจับกับกลูตาอัลดีไฮด ในน้ํากลั่น ที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส พบวาเมื่อเวลาผานไป 2 วัน กิจกรรมของเอนไซมลดลงเหลือ 30 
เปอรเซ็นต จนกระทั่ง เวลาผานไป 4 วัน จะไมเหลือกิจกรรมของเอนไซม 
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ภาพที่ 30  ผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาเอนไซมอิสระและเอนไซมที่ถูกตรึง 
                                       เอนไซมที่ถูกตรึง 
                                             เอนไซมอิสระ 
 
8. ผลการทําปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานแบบดูดซับ 
 

8.1 ผลของปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงตอปริมาณเมทิลเอสเทอร 
 

ศึกษาโดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงปริมาณตาง ๆ กัน คือ 25, 50 และ 100 เปอรเซ็นตโดยน้ํา 
หนักน้ํามัน มาเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยปรับอัตราสวนโดยของน้ํามันตอเมทานอล 
เปน 1:3 และใชปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง พบวา เมื่อปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงมากขึ้น ปริมาณเมทิล
เอสเทอรก็จะเพิ่มมากขึ้น (ภาพที่ 31) ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 25 และ 50 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํา
มัน จะไดปริมาณเมทิลเอสเทอร 9.16 และ 15.11 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และเมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซมที่
ถูกตรึงเปน 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ซ่ึงเปนปริมาณที่ทวมน้ํามันพอดี จะไดปริมาณเมทิล
เอสเทอรสูงสุด เทากับ 25.28 เปอรเซ็นต  
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ภาพที่ 31  ผลของปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงตอปริมาณเมทิลเอสเทอร (ใชอัตราสวนโดยโมลของน้ํา 

   มันตอเมทานอล 1:3 มีน้ําในปฏิกิริยา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็ว 
   200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง) 

 
8.2 ผลของตัวทําละลายอินทรียตอปริมาณเมทิลเอสเทอร 
 

เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นระหวางน้ํามันและเมทานอล โดยมี 
เอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยานั้น เอนไซมไลเปสอาจสูญเสียกิจกรรมไดหากสัมผัสโดยตรงกับเม
ทานอล ดังนั้นการใชตัวทําละลายอินทรียจะชวยใหเมทานอลสามารถละลายเขากับน้ํามันไดดี ลดการ
สัมผัสระหวางเอนไซมไลเปสกับเมทานอลได ดังนั้นการทดลองนี้จึงไดศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเท
อริฟเคชั่นโดยใชตัวทําละลายอินทรียชนิดตาง ๆ ไดแก ปโตรเลียมอีเทอร เฮกเซน โทลูอีน ปริมาณ 20 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ใชปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ไมมีน้ํา
ในปฏิกิริยา ปรับอัตราสวนโมลของน้ํามันตอเมทานอล เปน 1:3 บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง พบวา เฮกเซนและปโตรเลียมอีเทอรเปนตัวทําละลาย
อินทรียที่ใหเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงและมีคาแตกตางกันไมมากนัก (ภาพที่ 32) คือ 16.48 และ 
13.75 เปอรเซ็นต สวนโทลูอีน จะใหเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรลดลงเปน 7.51 ทั้งนี้เพราะเฮกเซน และ 
ปโตรเลียมอีเทอร เปนตัวทําละลายอินทรียที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic solvents) ทําใหไมกอใหเกิด
การแยกน้ําที่จําเปนตอปฏิกิริยาออกจากเอนไซม  แตตัวทําละลายชนิดที่ชอบน้ําสูงขึ้น (hydrophilic 
solvents) เชนโทลูอีน จะไปดึงน้ําที่จําเปนตอเอนไซมใหหลุดออกไปทําใหเอนไซมนั้นถูกยับยั้งได ซ่ึง
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ผลดังกลาวสอดคลองกับการทดลองของ Soumanou et al. (2003) ที่ศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟ
เคชั่นของน้ํามันเมล็ดทานตะวันโดยใชเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens ที่ตรึงบน 
polypropylene พบวาเฮกเซนเปนตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมที่สุดในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอส
เทอริฟเคชั่น  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 32  ผลของตัวทําละลายอินทรียตอปริมาณเมทิลเอสเทอร (ใชปริมาณตัวทําละลาย 20 เปอร 

เซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ไมมี
น้ําในปฎิกิริยา อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 บมที่ ความเร็วรอบ 200 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 50 องศา เซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง) 

 
แตอยางไรก็ตามผลการใชตัวทําละลายอินทรียในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค 

ช่ันใหเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรต่ํากวาการใชน้ํา ดังนั้นจึงทดลองทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น
โดยมีน้ําและเฮกเซนรวมในปฏิกิริยาอยางละ 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน พบวาปริมาณเมทิลเอส
เทอรที่ไดมีคาไมแตกตางจากเมื่อใชน้ําเพียงอยางเดียว ตอมาจึงทําการลดปริมาณน้ําและเฮกเซนใน
ปฏิกิริยาใหเหลืออยางละ 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน แตกลับพบวาปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดมี
คาต่ํากวาในกรณีที่มีน้ําในปฏิกิริยาเพียงอยางเดียว แสดงวาน้ํามีผลตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น
มากกวาตัวทําละลายอินทรีย (ภาพที่ 33) ดังนั้นในการทดลองตอไป จึงทําการทดสอบหาปริมาณน้ําที่
เหมาะสมตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
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ภาพที่ 33  ผลการเปรียบเทียบการใชน้ํา ตัวทําละลายอินทรีย และน้ํารวมกับตัวทําละลายอินทรียตอ 

   ปริมาณเมทิลเอสเทอร (ใชปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามันหรือ เฮกเซน 20 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามันหรือ น้ําและเฮกเซนอยางละ 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํา 
มัน หรือน้ําและเฮกเซนอยางละ 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ที่ปริมาณเอนไซมที่ถูก 
ตรึง 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 บม 
ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง) 

 
8.3 ผลของปริมาณน้ําตอปริมาณเมทิลเอสเทอร 

 
จากการศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้ํามันเมล็ดทานตะวันโดยใช 

เอนไซมที่ถูกตรึงโดยการหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนตของ ปวีณา (2547) พบวาปริมาณน้ํามีผลตอการ
ผลิตเมทิลเอสเทอร ดังนั้นในการทดลองนี้จึงไดศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชปริมาณ
น้ําตาง ๆ กันคือ 10, 20 และ 30 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ใชปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 100 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ปรับอัตราสวนโมลของน้ํามันตอเมทานอล เปน 1:3 บมที่ความเร็วรอบ 
200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง จากการทดลองพบวา เมื่อปริมาณน้ําเพิ่ม
ขึ้นจาก 10 เปน 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ปริมาณเมทิลเอสเทอรจะเพิ่มขึ้นจาก 18.43 เปน 
25.28 เปอรเซ็นต (ภาพที่34) แตเมื่อปริมาณน้ําเพิ่มขึ้นเปน 30 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ปริมาณเม
ทิลเอสเทอรจะลดลงเหลือ 19.02 เปอรเซ็นต ทั้งนี้จากผลการทดลองสามารถอธิบายไดวาน้ําเปนปจจัย
สําคัญอยางยิ่งในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ถาปริมาณน้ําในปฏิกิริยามีนอย จะทําใหเอนไซมเสีย
สภาพ เกิดการบิดทําลายของ conformation อยางรุนแรงและเกิดการหยุดยั้งกิจกรรมของเอนไซม เปน
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ผลใหปริมาณเอสเทอรลดลง แตหากปริมาณน้ําในปฏิกิริยามากเกิน น้ําสวนที่เหลือจากปฏิกิริยาจะเกิด
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสซึ่งเปนปฏิกิริยาผันกลับของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น มีผลทําใหปริมาณ
เมทิลเอสเทอรลดลง (เชิดศักดิ์, 2535) ผลของปริมาณน้ําตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นนี้สอด
คลองกับผลการทดลองของ ปวีณา (2547) โดยปริมาณน้ําที่ใหเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงสุด คือ 20 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 34  ผลของปริมาณน้ําตอปริมาณเมทิลเอสเทอร (ใชอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอ 

   เมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็ว 
   รอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง) 

 
8.4 ผลของอุณหภูมิตอปริมาณเมทิลเอสเทอร 

 
ศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นที่อุณหภูมิตาง ๆ กัน คือ 40, 50 และ 60 องศา 

เซลเซียส โดยใชเอนไซมที่ถูกตรึง 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ปรับอัตราสวนโมลของน้ํามัน
ตอเมทานอล เปน 1:3 และใชปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบ
ตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง พบวา ที่อุณหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียส จะได
เปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรไมแตกตางกันมากนัก คือ 21.24 และ 25.28 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ภาพที่ 
35) แตที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จะใหคาเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงสุด เมื่ออุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้น
เปน 60 องศาเซลเซียส เปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรจะลดลงเปน 18.51 เปอรเซ็นต  ทั้งนี้เนื่องจากที่
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อุณหภูมิสูงกวา 50 องศาเซลเซียส เอนไซมจะถูกทําลายและสูญเสียกิจกรรมไปบางสวน ทําใหไม
สามารถเรงปฏิกิริยาไดเต็มที่ จึงทําใหเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรลดลง ซ่ึงผลการทดลองนี้สอดคลอง
กับการทดลองของ ปวีณา (2547) ที่ศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้ํามันเมล็ดทานตะวัน
โดยใชเอนไซมที่ถูกตรึงโดยการหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนต โดยปรับอัตราสวนโมลารของน้ํามันตอ
เมทานอล เปน 1:3 และใชปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง พบวาที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จะใหคา
เปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงสุดเทากับ 31 เปอรเซ็นต 
  

นอกจากนี้ Desai et al. (2005) ไดศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของ saliconia 
 oil โดยใชเอนไซมไลเปส porcine pancreatic ที่ตรึงบนไคโตซานที่จับยึดกับกลูตาอัลดีไฮด โดยใช
ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 20 กรัม อัตราสวนโมลารของน้ํามันตอเมทานอล เปน 1:3 และใชน้ํา 1 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง จะไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงสุด เทา
กับ 44.7 เปอรเซ็นต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 35  ผลของอุณหภูมิตอปริมาณเมทิลเอสเทอร (ใชอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล  

   1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของน้ํามันและใชปริมาณน้ํา 20  
   เปอรเซ็นตน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที นาน 24 ช่ัวโมง) 
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 จากการศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชเอนไซมที่ตรึงบนไคโตซานและจับยึด
กับกลูตาอัลดีไฮด พบวาสภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยา คือ ใชเอนไซมที่ถูกตรึง 100 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ปรับอัตราสวนโมลของน้ํามันตอเมทานอล เปน 1:3 และใชปริมาณน้ํา 
20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 
24 ช่ัวโมง จะไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรสูงสุด เทากับ 25.28 เปอรเซ็นต โดยที่เมื่อใชเอนไซมอิสระ
ในการเรงปฏิกิริยาที่สภาวะดังกลาวจะได เปอรเซ็นเมทิลเอสเทอรเทากับ 32.68 (ภาพที่ 36) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 36  ผลการเปรียบเทียบการใชเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพกับเอนไซม 

อิสระในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น (ใชเอนไซม 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
   น้ํามันอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 และใชน้ําปริมาณ 20 เปอรเซ็นต 
   โดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน      
   24 ช่ัวโมง) 
 

9. ผลของปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีตาง ๆ 
 
 จากผลการศึกษากิจกรรมของเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการตาง ๆ พบวาคากิจกรรมของ

เอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนตใหผลใกลเคียงกับคากิจกรรมของเอนไซมที่
ถูกตรึงดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ ดังนั้นจึงไดนําเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการดังกลาวมาศึกษา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพิ่มเติม โดยใช สภาวะการทดลองที่เหมาะสมจากวิธีการในขอ 8 คือ 
ใชเอนไซมที่ถูกตรึง 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน ปรับอัตราสวนโมลของน้ํามันตอเมทานอล 
เปน 1:3 และใชปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
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อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง จะไดเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร เทากับ 7.34 เปอรเซ็นต 
(ภาพที่37) ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีที่ใชเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ พบวาจะได
คาต่ํากวา ทั้งนี้อาจเปนเพราะเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนต ทําใหสับสเตรต
แพรเขาไปทําปฏิกิริยากับแอคทีฟไซทของเอนไซมซ่ึงมีโซเดียมอัลจิเนตหุมไวไดยากกวาเมื่อเทียบกับ
เอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ ซ่ึงเปนการตรึงที่นําเอนไซมไปจับยึดบนตัวพยุงดวย
แรงตาง ๆ สับสเตรตจึงสามารถเขาทําปฏิกิริยากับเอนไซมไดงาย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 37  ผลการเปรียบเทียบการใชเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ เอนไซมที่ถูก 

   ตรึงดวยวิธีการหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนต และเอนไซมอิสระในการเรงปฏิกิริยาทรานส 
   เอสเทอริฟเคชั่น (ใชเอนไซมที่ถูกตรึง 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน อัตราสวนโดย 
   โมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 และใชน้ําปริมาณ 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ 
   ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง) 
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สรุป 
 

1.  การตรึงเอนไซมไลเปส 
 
1.1  การตรึงเอนไซมไลเปสบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ พบวา ที่ความเขม 

ขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.05 เปอรเซ็นต พีเอช 7 จะไดคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดเทากับ 856.76 
หนวยตอกรัม ประสิทธิภาพการตรึง 76 เปอรเซ็นต และปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ 60.64 เปอรเซ็นต ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

1.2  การตรึงเอนไซมไลเปสบนซีไลทดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ พบวา คากิจกรรมของ 
เอนไซมสูงสุดเทากับ 752.39 หนวยตอกรัม ประสิทธิภาพการตรึง 36.1 เปอรเซ็นต และปริมาณ
โปรตีนที่ยึดเกาะ 41.53 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

1.3 การตรึงเอนไซมไลเปสโดยวิธีการหอหุมดวยไคโตซาน พบวา คากิจกรรมของ 
เอนไซมสูงสุดเทากับ 651.42 หนวยตอกรัม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

1.4 การตรึงเอนไซมไลเปสโดยวิธีการหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนต พบวา คากิจกรรมของ 
เอนไซมสูงสุดเทากับ 778.21 หนวยตอกรัม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

จากการตรึงเอนไซมดวยวิธีการตาง ๆ พบวาวิธีการตรึงเอนไซมไลเปสบนไคโตซานดวยการ
ดูดซับทางกายภาพ ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.05 เปอรเซ็นต พีเอช 7 จะเปนวิธีการตรึงที่ดีที่
สุด เนื่องจากใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงกวาวิธีอ่ืน ๆ  
 
2.  การศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมท่ีถูกตรึง 
 

ผลการศึกษาอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทาง
กายภาพ พบวา เอนไซมที่ถูกตรึง มีความคงตัวที่อุณหภูมิ 30-50 องศาเซลเซียส โดยยังคงมีกิจกรรม
เหลืออยู 89.73 เปอรเซ็นต 
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3.  การเก็บรักษาเอนไซมท่ีถูกตรึง 
 

ผลการเก็บรักษาเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 30วัน พบวา เอนไซมที่ถูกตรึงมีกิจกรรมเหลืออยู 91.72 เปอรเซ็นต  
 
4.  การนําเอนไซมท่ีถูกตรึงไปใชในการผลิตไบโอดีเซล 
 

โดยนําเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพที่ใหคากิจกรรมเอนไซม
สูงสุดไปเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นระหวางน้ํามันเมล็ดทานตะวันและเมทานอล พบวา ที่
อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก
น้ํามัน มีน้ําในปฏิกิริยา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จะไดปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงสุดเทากับ 25.28 เปอรเซ็นต 
และเมื่อนําเอนไซมอิสระไปใชในการผลิตไบโอดีเซลที่สภาวะการทดลองเดียวกัน จะไดเปอรเซ็นตเม
ทิลเอสเทอรเทากับ 32.68 เปอรเซ็นต  
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ขอเสนอแนะ 
 
 1.  ควรศึกษาตัวแปรอื่น ๆ ที่มีอิทธิพลตอการตรึงเอนไซมไลเปสบนไคโตซานแบบดูดซับ
เพิ่มเติม เชน ปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมในการตรึงและความเขมขนของอิออน และการนํากลับมาใช
ใหม 
 
 2.  ควรศึกษาจลนพลศาสตรในการตรึงเอนไซม บนตัวพยุงตาง ๆ เพื่อใหมีความเขาใจกลไก
ในการตรึง ทําใหสามารถนําไปใชในการปรับปรุงประสิทธิภาพในการตรึงได 
 
 3.  ควรศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปส ที่ไดจากแหลงธรรมชาติที่ผลิตขึ้นเอง เพื่อใชในการ 
ผลิตไบโอดีเซล ซ่ึงจะชวยลดตนทุนในการผลิต 
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ภาคผนวก ก 
 

วิธีวิเคราะห 
 
1.  การเตรียมกราฟมาตรฐาน p-nitrophenol 
 

1.1  เจือจางสารละลาย p-nitrophenol (pNP) ความเขมขน 10 ไมโครโมลตอมิลลิลิตรดวย 
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 8 ใหไดความเขมขน 0.25 ไมโครโมล
ตอมิลลิลิตร จากนั้นเจือจางตอใหมีความเขมขนเทากับ 0-0.045 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร 
 
ตารางผนวกที่ ก1  วิธีการเตรียมสารละลาย p-nitrophenol (pNP) ที่ความเขมขนตาง ๆ 
 
หลอดที่ pNP  

(ไมโครโมลตอมิลลิลิตร) 
สารละลายฟอสเฟต 

บัฟเฟอร  
(มิลลิลิตร) 

pNP (0.25 ไมโครโมลตอ
มิลลิลิตร)  
(มิลลิลิตร) 

1 0.000 0 5 
2 0.005 0.1 4.9 
3 0.010 0.2 4.8 
4 0.020 0.4 4.6 
5 0.030 0.6 4.4 
6 0.040 0.8 4.2 
7 0.045 0.9 4.1 

 
 
 1.2  วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงไปเขียน
กราฟความสัมพันธกับความเขมขนของ p-nitrophenol  
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ภาพผนวกที่ ก1  กราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol  
 
2.  การวิเคระหปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซมไลเปส ตามวิธีของ Bradford (1976) 
 

2.1  สารเคมี 
 

2.1.1  สารละลายสี เตรียมโดยละลายสารสี Coomassie brilliant blue G-250 100 
มิลลิกรัม ในเอทานอล (99.5 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมกรดฟอสฟอริก (85 เปอรเซ็นต) 
ลงไป 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ปรับปริมาตรใหไดเทากับ 200 มิลลิลิตร แลวนําไปกรองดวย
กระดาษกรองเบอร 41  

 
2.1.2  สารละลายโปรตีนมาตรฐาน เตรียมสารละลายโปรตีนของ BSA (bovine serum 

albumin) ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ัง BSA 50 มิลลิกรัม คอย ๆ เติมน้ํากลั่น เพื่อ
ชะฟองที่เกิดขึ้น เมื่อชะฟองหมดปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร จากนั้นเจืองจางดวยน้ํากลั่น 
ใหมีความเขมขนเทากับ 0-30 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 

y = 17.105x
R2 = 0.9986

0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

ความเขมขนของ pNP (ไมโครโมลตอมิลลิลิตร)

คาก
ารดู

ดก
ลืน

แส
งที่

 41
0 น

าโน
เมต

ร



   91

ตารางผนวกที่ ก2  วิธีการเตรียมสารละลายโปรตีน BSA ที่ความเขมขนตาง ๆ 
 

หลอดที่ สารละลายโปรตีน 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

น้ํากลั่น 
(ไมโครลิตร) 

สารละลายโปรตีน 
(500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  

(ไมโครลิตร) 
1 0 2000 0 
2 5 1980 20 
3 10 1960 40 
4 15 1940 60 
5 20 1920 80 
6 25 1900 100 
7 30 1880 120 

 
2.2  วิธีวิเคราะห 

 
2.2.1  ปเปตตัวอยางที่เจือจางเหมาะสมและสารละลายโปรตีนมาตรฐานลงในหลอด

ทดลอง 2 มิลลิลิตร  
 

2.2.2  เติมสารละลายสีลงในหลอดทดลอง 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ทิ้งไว 5 นาที  
 

2.2.3  วัดคาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐานที่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

 
2.2.4  นําคาการดูดกลืนแสงมาเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีนเพื่อหา

ความเขมขนโปรตีนของตัวอยาง หรือคํานวณจาก 
 

 
 

 
 

 ความเขมขนของโปรตีน  
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)    

= 
ความชันของกราฟมาตรฐาน 

 (คาการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร) x (อัตราการเจือจาง) 
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ภาพผนวกที่ ก2  กราฟมาตรฐานสารละลายโปรตีนของ BSA  

 
3.  การวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร 
 

3.1  การเตรียมสารตัวอยาง 
 

3.1.1  ช่ังตัวอยางน้ํามันไบโอดีเซล ในขวด vial ขนาด 1 มิลลิลิตร ปริมาตร 60 
ไมโครลิตร บันทึกน้ําหนักที่แนนอน 

 
3.1.2  เติมสารละลายมาตรฐานภายใน (methyl caprylate) ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน 
 

3.1.3  เติมสารละลาย MSTFA ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ
หองเปนเวลา 15-20 นาที 
 

y = 0.0285x
R2 = 0.9965
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3.1.4  เติมสารละลาย n-heptane ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน เก็บสารตัวอยางที่
เตรียมแลวที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 

3.2  การวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอรดวยเครื่องกาซโครมาโตกราฟ 
 

ตั้งคาเครื่องกาซโครมาโตกราฟ ใหมีสภาวะการทํางานดังนี้ 
 
3.2.1  ปรับอัตราการไหลของ carrier gas (He) ใหมีความดันคงที่ 42 psi เปนเวลา 30 

นาที จากนั้นเพิ่มความดันดวยอัตรา 10 psi ตอนาที จนไดความดัน 80 psi คงที่เปนเวลา 1 นาที 
 

3.2.2 ปรับอุณหภูมิของเตาอบ (oven) เปน 140 องศาเซลเซียส คงที่นาน 5 นาที จากนั้น
เพิ่มอุณหภูมิดวยอัตรา 4 องศาเซลเซียส จนไดอุณหภูมิ 245 องศาเซลเซียส 

 
3.2.3  ปรับอุณหภูมิของ detecter (FID) เทากับ 260 องศาเซลเซียส 

 
3.2.4  ปรับอุณหภูมิของ injector เทากับ 260 องศาเซลเซียส 

 
3.2.5  ปรับ spit ratio เทากับ 20:1 

 
3.2.6  จากนั้นฉีดสารตัวอยางปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารเคม ี
 

1. การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร 
 

1.1 สารละลาย A: ช่ัง ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (K2HPO4) 8.71 กรัม ใน 
น้ํากลั่น ปรับปริมาาตรใหไดเทากับ 500 มิลลิลิตร 
 

1.2 สารละลาย B: ช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (KH2PO4) 6.80 กรัม ใน 
น้ํากลั่น ปรับปริมาาตรใหไดเทากับ 500 มิลลิลิตร 
 

1.3 ผสมสารละลาย A และสารละลาย B ปรับพีเอชใหไดตามตองการ 
 
2. การเตรียมสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 8 
 

2.1 สารละลาย A: ช่ังโมโนเบสิคโซเดียมฟอสเฟต (NaH2PO4.H2O) 3.45 กรัม ในน้ํา 
กล่ัน ปรับปริมาาตรใหไดเทากับ 500 มิลลิลิตร 
 

2.2 สารละลาย B: ช่ังไดเบสิคโซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4.2H2O) 4.45 กรัม ในน้ํา 
กล่ัน ปรับปริมาาตรใหไดเทากับ 500 มิลลิลิตร 
 

2.3 ผสมสารละลาย A และสารละลาย B ปรับพีเอชใหไดเทากับ 8 
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ภาคผนวก ค 
 

การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
 

1. การคํานวณกิจกรรมของสารละลายเอนไซมไลเปส (Winkler and Stuckmann, 1979) 
 

ตัวอยางการคํานวณ  
 
 เอนไซมไลปส 0.05 กรัม + บัฟเฟอร 10 มิลลิลิตร 
 
 ปเปตมา 0.01 มิลลิลิตร + บัฟเฟอร 1.99 มิลลิลิตร 
 
 ปเปตมา 0.1 มิลลิลิตร + สับสเตรต 2 มิลลิลิตร 
 
   บมนาน 15 นาที 
 

เติมตัวหยุดปฏิกิริยา 2.9 มิลลิลิตร 
 

 
 

 
โดย 

A410  =  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร 
ความชัน  =  ความชันของกราฟมาตรฐาน p-nitrophenol 
ปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา  =  2.9+2+0.1 = 5 มิลลิลิตร 
สารละลายเอนไซมที่ใชในการทําปฏิกิริยา  =  0.1 
อัตราการเจือจาง  =  1.99/0.01  =  200  
เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา = 15 นาที 
ปริมาตรของสารละลายเอนไซมไลเปส  =  10 มิลลิลิตร 
น้ําหนักของเอนไซมไลเปส  =  0.05 กรัม 
 

กิจกรรมของสารละลายเอนไซมไลเปส  
(หนวยตอกรัม) 

= A410 

ความชัน 
x 

5 
0.1 

x 
1.99 0.01 

x 
1 15 

x 
10 0.05 
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2. การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่ถูกตรึง 
 

 ตัวอยางการคํานวณ  
 
 ตัวพยุง 1 กรัม + เอนไซมไลปส 0.05 กรัม + บัฟเฟอร 10 มิลลิลิตร 
 
   เอนไซมที่ถูกตรึง 1 กรัม  
 
  เอนไซมที่ถูกตรึง 0.2 กรัม + สับสเตรต 2 มิลลิลิตร 
 
    บมนาน 15 นาที 
 

ปเปตสารละลายมา 0.2 มิลลิลิตร + เติมตัวหยุดปฏิกิริยา 2.9 มิลลิลิตร 
 

 
 

 
 
โดย 

A410  =  คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร 
ความชัน  =  ความชันของกราฟมาตรฐาน p-nitrophenol 
ปริมาตรรวมในการทําปฏิกิริยา  =  2.9+0.2 = 3.1 มิลลิลิตร 
สารละลายเอนไซมที่ใชในการทําปฏิกิริยา  =  0.2 
อัตราการเจือจาง  =  2/0.2  =  10 
เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา = 15 นาที 
ปริมาตรของสารละลายเอนไซมไลเปสที่ใชตรึง  =  10 มิลลิลิตร 
น้ําหนักของไลเปสบนตังพยุง  =  [(0.05 x 0.2)/1] x เปอรเซ็นตปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ 

 
 
 
 

กิจกรรมของสารละลายเอนไซมไลเปส  
(หนวยตอกรัม) 

= A410 

ความชัน 
x 

3.1 
0.2 

x 
2 0.2 

x 
1 15 

x 
10 

น้ําหนักของไลเปส 
บนตัวพยุง 
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3. การคํานวณประสิทธิภาพการตรึง (Minovska et al., 2005) 
 

ประสิทธิภาพการตรึง (เปอรเซ็นต)  =  [(E0V0 – EfVf)/V0E0] ×100 
 
โดย 
 E0  =  กิจกรรมของสารละลายเอนไซมกอนตรึง (หนวยตอมิลลิลิตร) 
 Ef  =  กิจกรรมของสารละลายเอนไซมหลังตรึง (หนวยตอมิลลิลิตร) 
 V0 =  ปริมาตรของสารละลายกอนตรึง (มิลลิลิตร) 
 Vf =  ปริมาตรของสารละลายหลังตรึง (มิลลิลิตร) 
 
4. การคํานวณปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ (Hung et al., 2003) 
 
 ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ (เปอรเซ็นต)  =  [(P0- Pf)/P0] × 100 
 
โดย 
 P0  =  ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมกอนตรึง (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
 Pf  =  ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมหลังตรึง (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
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ภาคผนวก ง 
 

การคํานวณปริมาณเมทิลเอสเทอร 
 
 การคํานวณปริมาณเมทิลเอสเทอร ดวยเรื่องกาซโครมาโตรกราฟ โดยใชวิธีแบบ internal 
standard (methyl caprylate, C8:0) ตามมาตรฐาน EN ISO 5508  
 
 
 
โดย 
 ∑A  =  ผลรวมของพื้นที่ใตกราฟตั้ง C8:0 ถึง C18:2 
 AEI      =  พื้นที่ใตกราฟของ C8:0 
 CEI    =  ความเขมขนของ C8:0 ที่ใช (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
 VEI    =  ปริมาตร C8:0 ที่ใช (ไมโครลิตร) 
 W     =  น้ําหนักไบโอดีเซล (มิลลิกรัม) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร = 100 W x AEI 
x 

(∑ A) - AEI CEI x VEI 
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ตัวอยางการคํานวณ 
 

 

 
ภาพผนวกที่ ง1  ตัวอยางโครมาโตแกรมของสารตัวอยาง 
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เมทิลเอสเทอร RT พื้นที่ใตกราฟ 
C8:0 9.465 88809 
C16:0 17.589 288590 
C18:0 20.842 416570 
C18:1 21.338 948197 

 
จากสูตรการคํานวณเมทิลเอสเทอร 
 

 ∑A  =  88809+288590+416570+948197 = 1742166 
   AEI      =  88809 
   CEI    =  10.2 (มิลลิกรัมกรัมตอมิลลิลิตร) 
   VEI    =  50 (ไมโครลิตร) 
   W     =  50.5 (มิลลิกรัม) 
ดังนั้น 
  
 
       
                                                                  =   18.80 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

88809 x 1000 x 50.5 
 

เปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร 
 

= 
 

(1742166-88809) x 10.2 x 50 x 100
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ภาคผนวก จ 
 

ลักษณะโครมาโตแกรมของเมทิลเอสเทอรท่ีไดจากการวิเคราะหดวยวิธีกาซโครมาโตรกราฟ 
 
 

 
ภาพผนวกที่ จ1  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 

ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซาดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 25 เปอรเซ็นต
โดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 ปริมาณน้ํา 20 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง )   
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ภาพผนวกที่ จ2  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 

ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 50 เปอรเซ็นต
โดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 ปริมาณน้ํา 20 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง )   
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ภาพผนวกที่ จ3  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 

ปโตรเลียมอีเทอร 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามัน
ตอเมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกาย
ภาพ 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 
200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง )   
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ภาพผนวกที่ จ4  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 

เฮกเซน 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 
1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 100 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง )   
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ภาพผนวกที่ จ5  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 

โทลูอีน 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทา
นอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 100 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง )   
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ภาพผนวกที่ จ6  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 

เฮกเซน 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามันและปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก
น้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบน
ไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง )   
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ภาพผนวกที่ จ7  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เมื่อไมมี 

น้ําในปฏิกิริยา (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ 
ถูกตรึงบนไคโตซานดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพ 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํา 
มัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัว 
โมง )   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   108

 

 
ภาพผนวกที่ จ8  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 

ปริมาณน้ํา 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทา
นอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานแบบดูดซับ 100 เปอรเซ็นตโดยน้ํา
หนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง )   
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ภาพผนวกที่ จ9  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 

ปริมาณน้ํา 30 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทา
นอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานแบบดูดซับ 100 เปอรเซ็นตโดยน้ํา
หนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง )   
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ภาพผนวกที่ จ10  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย  

   อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3  
   ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานแบบดูดซับ 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
   น้ํามัน ปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็ว 200 รอบตอ 
   นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง )   
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ภาพผนวกที่ จ11  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 

  อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3  
  ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานแบบดูดซับ 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
  น้ํามัน ปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็ว 200 รอบตอ 
  นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง )   
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ภาพผนวกที่ จ12  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 

 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3  
 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงบนไคโตซานแบบดูดซับ 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
 น้ํามัน ปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่ความเร็ว 200 รอบตอ 
 นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง )   
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ภาพผนวกที่ จ13  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 

 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงดวยวิธีการหอหุมดวยโซเดียมอัลจิเนต 100 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 ปริมาณน้ํา 20 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   114

 

 
ภาพผนวกที่ จ14  โครมาโตรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวย 

 ปริมาณเอนไซมอิสระ  100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน (อัตราสวนโดยโมลของ
น้ํามันตอเมทานอล 1:3 ปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน บมที่อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง)   

 
 
 
 
 
 




