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This research was divided into three parts. The  first  part  applied  the  Two-way ANOVA  method 

 to optimize the immobilization condition of Pseudomonas fluorescne's Lipase on chitosan bead by an 
entrapment technique. The maximum immobilized Lipase activity of 396 unit/g was obtained from the 
following conditions; 1:150 weight fraction of the chitosan solution and Lipase, 1.5% w/v of the chitosan 
powder and acetic acid solution (1.5% v/v). 
 
                The second part was carried out to determine the optimum condition for the biodiesel production 
using the prepared immobilized Lipase. The experimental factors namely the reaction temperature, the methanol 
to oil molar ratio, the percentage of water, the percentage of immobilized Lipase and the percentage of co-
solvent were screened using Plankett Burman experimental design. The statistical results showed that the 
reaction temperature, the methanol to oil molar ratio and the percentage of immobilized Lipase were the 
important experimental factors on the immobilized Lipase biodiesel production. Then the Box Behnken 
response surface method was used to obtain the optimum condition of the biodiesel production which was 30 ۫ C, 
6:1 of methanol to oil molar ratio and 50% wt of the immobilized Lipase. The fatty acid methyl ester suggested 
by the statistical method at the optimum biodiesel production condition was 30.7%. As expected, the result from 
the statistical model agreed well with the experimental result. The mean mass percent of methyl ester from this 
condition was ranging from 14.81 to 31.40 at 98.5% confidential level. 
 
                The third part was applying an initial rate method to attain the kinetic model of transesterification 
reaction between the sunflower oil and methanol at the optimum immobilization and biodiesel production 
conditions. From the experiment, it is shown that the reaction rate followed the Ping Pong Bi Bi mechanism 
with competitive inhibition by methanol. Then the kinetic parameters were determined by the EXCEL computer 
program and the graphical method. Interestingly, the values estimated from the EXCEL program were more 
realistic than the graphical method. The K

m
 values acquired from the EXCEL program for sunflower oil and 

methanol were 12.81 mmol and 68.36 mmol, respectively. Nevertheless, the competitive inhibition by methanol 
was evident with the high inhibition constant of K

i
 value at 13.84 mmol. 
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:'/ IM = 50 
(+) ���6�� :	!����;��!�2�	2�	 ����1!����#�1�92�+��$V������� ��� �	���  
��! 5;�52�+��&2:� ����� P��2	 &2�i;;��:� ��!	  ��� FAME  :'/ IM = 50 67 

23 (�) ���6+���OP )�!��;��!�2�	2�	 ����1!����#�1�92�+��$V������� ���
�	�����! 5;�52�+��&2:� ����� P��2	 &2�i;;��:� ��!	  ��� FAME  
:'/  IM = 30 
(+) ���6�� :	!����;��!�2�	2�	 ����1!����#�1�92�+��$V������� ��� �	��� 
��! 5;�52�+��&2:� ����� P��2	 &2�i;;��:� ��!	  ��� FAME  :'/  IM = 30 68 

24 (�) ���6+���OP )�!��;��!�2�	2�	 ����1!����#�1�92�+��$V������� ���
�	�����! 5;�52�+��&2:� ����� P��2	 &2�i;;��:� ��!	  ��� FAME  
:'/  IM = 10 
(+) ���6�� :	!����;��!�2�	2�	 ����1!����#�1�92�+��$V������� ��� �	���  
��! 5;�52�+��&2:� ����� P��2	 &2�i;;��:� ��!	 ��� FAME  :'/  IM = 10 69 

25 (�) ���6+���OP )�!��;��!�2�	2�	 ����1!����,����5;� P��1 	�+��&� 482�   
4�&$�:'/"9���X� ��� �	�����! 5;�52�+��&2:� ����� P��2	 &2�i;;��
:� ��!	 ��� FAME :'/�#�1�92� 50 ۫ 8  
(+) ���6�� :	!����;��!�2�	2�	 ����1!����,����5;� P��1 	�+��&� 482�     
4�&$�:'/"9���X� ��� �	�����! 5;�52�+��&2:� ����� P��2	 &2�i;;��
:� ��!	 ��� FAME :'/�#�1�92� 50 ۫ 8 71 
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26 (�) ���6+���OP )�!��;��!�2�	2�	 ����1!����,����5;� P��1 	�+��&� 482� 
4�&$�:'/"9���X� ��� �	�����! 5;�52�+��&2:� ����� P��2	 &2�i;;��
:� ��!	 ��� FAME :'/�#�1�92� 40 ۫ 8 
(+) ���6�� :	!����;��!�2�	2�	 ����1!����,����5;� P��1 	�+��&� 482�    
4�&$�:'/"9���X� ��� �	�����! 5;�52�+��&2:� ����� P��2	 &2�i;;��
:� ��!	  ��� FAME :'/�#�1�92� 40 ۫ 8 72 

27 (�)  ���6+���OP )�!��;��!�2�	2�	 ����1!����,����5;� P��1 	�+��&� 482� 
4�&$�:'/"9���X� ��� �	�����! 5;�52�+��&2:� ����� P��2	 &2�i;;��
:� ��!	 ��� FAME :'/�#�1�92� 30 ۫ 8 
(+)  ���6�� :	!����;��!�2�	2�	 ����1!����,����5;� P��1 	�+��&� 482�  
4�&$�:'/"9���X� ��� �	�����! 5;�52�+��&2:� ����� P��2	 &2�i;;��
:� ��!	  ��� FAME :'/�#�1�92� 30 ۫ 8 73 

28 (�)  ���6+���OP )�!��;��!�2�	2�	 ����1!����,����5;� P��1 	�+��&� 482� 
4�&$�:'/"9���X� ��� �#�1�92���� FAME :'/�	�����! 5;�52�+��&2:� �� ���
 P��2	 &2�i;;��:� ��!	 &$h  6:1 
(+)  ���6�� :	!����;��!�2�	2�	 ����1!����,����5;� P��1 	�+��&� 482�    
4�&$�:'/"9���X� ��� �#�1�92���� FAME :'/�	�����! 5;�52�+��&2:� �� ���
 P��2	 &2�i;;��:� ��!	 &$h  6:1 75 

29 (�)  ���6+���OP )�!��;��!�2�	2�	 ����1!����,����5;� P��1 	�+��&� 482� 
4�&$�:'/"9���X� ��� �#�1�92���� FAME :'/�	�����! 5;�52�+��&2:� �� ���
 P��2	 &2�i;;��:� ��!	 &$h  3.75:1 
(+)  ���6�� :	!����;��!�2�	2�	 ����1!����,����5;� P��1 	�+��&� 482� 
4�&$�:'/"9���X� ��� �#�1�92���� FAME :'/�	�����! 5;�52�+��&2:� �� ���
 P��2	 &2�i;;��:� ��!	 &$h  3.75:1       76 

   

 



  
 

(8) 

��������� (��) 
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30 (�)  ���6+���OP )�!��;��!�2�	2�	 ����1!����,����5;� P��1 	�+��&� 482� 

4�&$�:'/"9���X� ��� �#�1�92���� FAME :'/�	�����! 5;�52�+��&2:� �� ���
 P��2	 &2�i;;��:� ��!	 &$h  1.5:1 
(+) ���6�� :	!����;��!�2�	2�	 ����1!����,����5;� P��1 	�+��&� 482�      
4�&$�:'/"9���X� ��� �#�1�92���� FAME :'/�	�����! 5;�52�+��&2:� �� ���
 P��2	 &2�i;;��:� ��!	 &$h  1.5:1 77 

31 U�!����&T�'/�:'/�:,%���+������,����5;� P��1 	�+��&2:��&��&:���:'/4;,%�����!�:'/
&12���2 (T = 30 ۫ 8  MO = 6:1  IM = 50)   79 

32 �!�2�	2�	 ����1!����	������&��;$V�������&��/2�, �	��!�2&+,2+, +�� P��2	 &2�i;
;��:� ��!	 :'/�!�2&+,2+, +��&2:� ���	P���� 20-200 2����52���� 80 

33 �!�2�	2�	 ����1!���1/Vi ��� ��! ��	�+���!�2&+,2+,  P��2	 &2�i;;��
:� ��!	  81 

34 �!�2�	2�	 ����1!��� [ ]
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35 �!�2�	2�	 ����1!��� [ ]
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 ��� �!�2&+,2+, +��&2:� ��&2O/� 

��%������:�P�+,�29�:'/�!�2&+,2+, +��&2:� ��&$h  200 2����52����                               83 

36 �!�2�	2�	 ����1!���
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37 �!�2�	2�	 ����1!���
[ ] 










+

maxmax

, 1
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�!�2&+,2+, &2:� ��&2O/���%������:�P�+,�29�:'/�!�2&+,2+, +��&2:� ��&$h   

20  100  ��� 200 2����52����                                                                                              85 

 



  
 

(9) 

��������� (��) 
 
���������� ��	� 
  

    �1                ���62���^� ���1�	�1�����!�2&+,2+, +������-4 5��67 �� 99 
    �1               ���62���^� &_$��&;��5 ���&2:��&��&:��� 109 
�2 5��2�5����2:'/ P��1 	�+��&_$��&;��5 ���&2:��&��&:��� 0 2������	2  110 
�3 5��2�5����2:'/ P��1 	�+��&_$��&;��5 ���&2:��&��&:��� 9.72 2������	2 110 
�4 5��2�5����2:'/ P��1 	�+��&_$��&;��5 ���&2:��&��&:��� 19.44 2������	2  111 
�5 5��2�5����2:'/ P��1 	�+��&_$��&;��5 ���&2:��&��&:��� 29.16 2������	2  111 
�6 5��2�5����2:'/ P��1 	�+��&_$��&;��5 ���&2:��&��&:��� 38.90 2������	2  112 
�7 5��2�5����2:'/ P��1 	�+��&_$��&;��5 ���&2:��&��&:��� 48.60 2������	2  112 
�8 5��2�5����2+��4�5�;'&8��	!����� T = 30 ۫ 8  MO = 1:6 IM = 30 114 
T1 5��2�5����2+��4�5�;'&8����1�	��O �	 ���!�:'/&12���2 

 (T = 30 ۫ 8  MO = 1:6 IM = 30)  �	!�����:'/ 1 128 
T2 5��2�5����2+��4�5�;'&8����1�	��O �	 ���!�:'/&12���2 

(T = 30 ۫ 8  MO = 1:6 IM = 30)  �	!�����:'/ 2 130 
T3 5��2�5����2+��4�5�;'&8����1�	��O �	 ���!�:'/&12���2 

(T = 30 ۫ 8  MO = 1:6 IM = 30)  �	!�����:'/ 3 132 
U1 !��'���1�����	������&��;$V�������&��/2�, %�����&$�'/� �$���!�2&+,2+,  

 +������	P��, ������)����	�\� 138 
U2 !��'���1�����	������&��;$V�������&��/2�, :'/ 10 2����52�+�� P��2	 &2�i;;��

:� ��!	  ��� 37.5 2����52�+��&2:� �� :'/ 30 ۫ 8 139 
 
 
 
 
 
 
 

 



  
 

(10) 

���������������� !"�#����� 

 
۫ ۫8                        =           ��W�&8�&8'�� 
2�.                      =           2������	2 
2�./2�.              =            2������	2���2�������� 
2�.                     =            2�������� 

Xa   = �!�2U	 +�����62���^�   

isA   = �OP :'/S�,�'�+�����2���^� ���S  

FAMEA  = �OP :'/S�,�'�+��&2:��&��&:��� 

Xb   = %#;�	;�� !��+�����62���^�  

0β   = �	2$����:��m+��&:�2�����:'/+�����%����� 

iβ   = �	2$����:��m&U��&�, +�����%����� 

iiβ   = �	2$����:��m&U������	����+�����%����� 

ijβ   = �	2$����:��m&U��$]%%	���!2+�����%����� 
CS  = �,����5;� P��1 	�+���	!:���������!2 
df  = Degree of freedom 
ξi  = $]%%	�+�����:;���U �;:'/ i 
FAME  = �,����5;� P��1 	�+��&2:��&��&:��� 
F
B
   =     Block F-value 

F
Tr
   =     Treatment F-value 

H0  = �22��^� 1�	� 
H1  = �22��^� !�%	� 
IM  = �,����5;� P��1 	�+��&� 482�4�&$�:'/"9���X� 

trimK ,    = �����:'/+��42&������+��4����'&8�4�;� 

MeOHmK ,  = �����:'/+��42&������+��&2:� ��  

MeOHiK ,   = �����:'/����	��	P�$V�������+��&2:� �� 

α                = ��;	� 	�����	
 

iα   = ��:����1�	�+��$]%%	� A 

iγ   = ��:����1�	�+��$]%%	� B 



  
 

(11) 

���������������� !"�#����� (��) 

 
M  = �!�2&+,2+,  (52��������) 
MO  = �	�����! 5;�52�+��&2:� ����� P��2	 &2�i;;��:� ��!	  
MS  = Mean square 
MS(B)    =    Block mean square 
MS(E)  =   Error mean square 
MS(Tr)    =    Treatment mean square  
[MeOH]  = �!�2&+,2+, +��&2:� �� 

µ                        =            ���&T�'/�+��$��U��� 
µmol/ml = 425��52����2�������� 
P  = ����"��� P 
pH  = ����!�2&$h ��;;��� 
p-NPP  = ����-4 5��67 �� $���22�&�; 
p-NP  = ����-4 5��67 �� 
R2  = ����1�	2�	 ��+�����%����� 
R2-adj  = ����1�	2�	 ��:'/2'���$�	���,���+�����%����� 
S  = ���)�;���;2���^�  
SS(B)  = Sum of square of block 
SS(E)  = Sum of square of error 
SS(T)  = Sum of square total 
SS(Tr)  = Sum of square of treatment 
STTP  = 58&;'�24������6��&6� 
[Sunflower oil] = �!�2&+,2+, +�� P��2	 &2�i;;��:� ��!	  
T  = �#�1�92� 
T  = ����"��� T  
[Trigly]    = �!�2&+,2+, +��4����'&8�4�;� 

U  = 1 �!�+����%���2���&���;,!�&� 482� 
 



  
 

(12) 

���������������� !"�#����� (��) 

 
V
i
  = �	������&��;$V������� 
e

iV   = �	������&��;$V�������:'/4;,%�����:;��� 
m

iV   = �	������&��;$V�������:'/4;,%�����%�����:��%� ��W����� 
V
max
    = �	������&��;$V��������9��#; 

%v/v  = �,����5;�$��2������$��2��� 
W  = �,����5;� P��1 	�+�� P�� 

FAMEW  =  P��1 	�+��&2:��&��&:��� (mg) 
x   = ���&T�'/�+���	!����� 
y   = ������� ��%�����:;��� 
ŷ   = ������� ��%�����%����� 
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Statistical Application to obtain the Optimum Condition of Biodiesel production 

from Sunflower Oil and Immobilized Lipase 
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�+ ����� Two-way ANOVA 
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1 "�)�.$A����'�/+����)A���+�(�(��.�������������+ ����� 
Box-Behnken 

 
4. "�#$�F'�����-��-��.$���� �� F�)��&���Q�����������)"�)"����2R"-�	$�&����*�
	�

"
 O++������!(	�� !"
���� /+����"��13
1 "�)�.$A����'�  
 

�����
���$	��� 
 

1. F'���)D�(!�.$"�
�!)
�������'�"��13
1 "�)����� ����.� Pseudomonas fluorescne  
/+�����	��.$F'�����!���+�(� �	���)�(�/+���*���	�&��"��13
1 "�)���)�� ! ��1-/�3�� 
� ! ���� !/+����
���&����+�!3���� 

 
2.  F'��������� &������	��.$
.������E ��1�/�+."3 �����*�
	�"
 O++������!(	�� ! 

"
���� /+����"��13
1 "�)�.$A����'� /+�����	��.$F'���1+���� 
     ��%�D�
� ����(� 30 m 50 ۫ 3 
     �	���)�(�/+�/
 &��"
���� �����*�
	�"
 O++������!(	� ����(� 1.5:1 m 6:1 
     ���� !/+���*���	�&��"��13
1 "�)�.$A����'� ����(� 10 m 50 
     ���� !/+���*���	�&���	(�*� ! ����(
 (���
� -"P�"3�) ����(� 0 m 10 
     ���� !/+���*���	�&����*� ����(� 0 m 6 
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3.  )��������*� �����-%��F�)��"�#$��*����-������ !/+���*���	�&��"
�� "�)"��� 
�.$ )D�(!����� � !F'���)D�(!�.$"�
�!)
&�����E ��1�/�+."3 �����*�
	�"
 O++������!(	�
� !"
���� /+����"��13
1 "�)�.$A����'� /+�����	��.$F'���1+���� 

     ��%�D�
� ����(� 30 m 50 ۫ 3 
     �	���)�(�/+�/
 &��"
���� �����*�
	�"
 O++������!(	� ����(� 1.5:1 m 6:1 
     ���� !/+���*���	�&��"��13
1 "�)�.$A����'� ����(� 10 m 50 
 

4. F'���-��-��.$���� �� F�)��&�����E ��"
�� "�)"��������*�
	�"
 O++������!(	� 
� !"
���� +�(�"��13
1 "�)�.$A����'� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

����������	�� 

 
1. �������������� 

 
�������	�
������������������	������������	���������	�� �
��!" ������#$����#���

��� �%���"�  (Triglyceride) 90 3 98% �"��� �%���"�  (Diglyceride) ��	!�!���� �%���"� 
(Monoglyceride) ��:��;��<��=�  ���>����
 �#��>��	���"=� ��"������:��	 (Fatty acid) %B�#��:"
>���C:�:�: ��D���	E���#�����<����F� �
#��
�#D���	������#G��#������������	�
���������"�#��
 

 
1.1 �������%���"� 
         
       �������%���"��������������#��"�����>�����  3  !����K�  ��	  ����%����>�����  1  

!����K�  !" ���:�
�����������L������:%B�#�����M>���������E��#�����"= 2 �E��#D�� �
�����>��
���%B�#�����	���"=� �������%���"�%B�#�����	���"=� ��"���������:����� ��	�
�����>�������%B�#���
��	���"=� ��"������:����� (Ma and Hanna,1999)  

  
1.2 �"����%���"���	!�!�����%���"� 
 
       �"����%���"���	!�!�����%���"��������������#����%���������"�����>�����E�B�#

��	��#!����K�������"��!"  �#D#��E�Q��R"���%:� (-OH) �:��	�E���� Q�  !" �"����%���"� ��	   
!�!�����%���"�>	�E���E�Q��R"���%:�� Q�>�����E�B�#��	��#E�Q�������"�� "�#��"#��U���� 1 !"  
R1 , R2  ��	 R3 D����"����� 
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������ 1  !D�#��=�#!����K���#�������%���"�  �"����%���"� ��	!�!�����%���"� 
 
 1.3 ��"����� 
 

       ��"�����������"�:��� ������������>�����D�������	����	E���# 4-24 !" ��� 
�=�#E�B�#����E�Q�D������%:���� ����=�#E�B�#������ !%� ����#�R!"�D���������������
�%B�#���E=��"
���������	�� �
�� !" ��L������:��"�����>	��>�����D�������������DQ�!" ������ !%� ����
�:�����E�������<�"=  
 
        �
#��
��"����������������	��������>	��>�����D�������	����������DQ��	E���# 14-
22 �	��� !" >�����D��������!����K��	E���# 16 ��	 18 >	���"=������K" ("KFY�, 2549) ���F;	
���D�[��	���E�B�#��#��"�����D���������#��"����������M��=�#���%������
���"=��	���%���
�����MD#�Q�� Q��"="=� ������:�: �����R!"�!\�:� (��U�����, 2537)      �
#��
!D�#��=�#�#�D����#
��"������������"#�"="�#����#�� 1 ��	��:"��#��"����������"=��������
����������:"���#G
��"#�"="�#����#�� 2 
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�������� 1  !D�#��=�#�#�D����#��"���������� 
 

Fatty acid Structure name Structure Formula 

Lauric Decanoic 12:0 C12H24O2 

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

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

Lignoceric Tetracosanoic 24:0 C24H48O2 
Oleic Cis-9- Octadecanoic 18:1 C18H34O2 

Linoleic Cis-9,cis-12- Octadienoic 18:2 C18H32O2 
Linolenic Cis-9,cis-12,cis-15- Octatrienoic 18:3 C18H30O2 
Erueic Cis-13-Docosenoic 22:1 C22H42O2 

 

�����: Srivastava and Prasad (2000) 
 
 

�������� 2  �#D���	����#�D����#�
�������� 

 

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 - 0 0 25 0 6 - 
Cottonseed 28 1 0 0 0 13 0 58 0 
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 
High oleic sunflower 5 2 Tr 0 0 79 0 13 0 

Sunflower 6 3 0 0 0 17 0 74 0 
Soya been 12 3 0 0 0 23 0 55 6 

 

�����:  Srivastava and Prasad (2000) 
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2. ;<�=��>� 
 

��!�"��%� D�����D:�������� (Alkyl Esters) ��#��"����� �����M$�:��"=>�������E���
�
�����>�����E�������� ��DK;�����:�������M�������=�������
����:#�"=D�� ��D���E��"���=�D� #���
�
�����"��%� ��D���D#���D������������ ����#D���E��"�=� ���������K;EUQ�:����� ����# ��>K"���
�\���Q#�����
�����"��%�>B#���E=��D������"U� ���������#��	���>�"��<�  ��L��K���%:�>�����
�#D���	����Q#MB# 10 3 11 ������%���!" �
��E��� >B#���E=����$��E�=���D����# �����D������Q�;�
������� %B�#DK;�����:�#�� U����	�D����#��!�"��%������M��"#�"="�#����#�� 3 
 

�������� 3  DK;�����:�#�� U����	�#�D����#�
�������!�"��%� 
 
Vegetable 

Oil methyl 

ester 

Kinemetic 

viscosity 

(mm2/s) 

Cetane 

Number 

Lower 

heating 

value 

(MJ/l) 

Clound 

point 

( ۫ >) 

Flash 

point 

( ۫ >) 

Density 

(g/ml) 

Sulfur 

content 

(wt%) 

Peanuta 4.9 (37.8۫ %) 54 33.6 5 176 0.883 - 
Soybeana 4.5 (37.8۫ %) 45 33.5 1 178 0.885 - 
Soybeanb 4 (40.0۫ %) 45.7-46 32.7 - - 0.880 (15۫ %) - 
Babassua 3.6 (37.8۫ %) 63 31.8 4 127 0.879 - 
Palma 5.7 (37.8۫ %) 62 33.5 13 164 0.880 - 
Palmb 4.3-4.5  

(40۫ %) 
64.3-70 32.4 - - 0.872-0.877 

(15۫ %) 
- 

Sunflowera 4.6 (37.8۫ %) 49 33.5 1 183 0.860 - 
Tallowa - - - 12 96 - - 
Rapeseedb 4.2 (40۫ %) 51-59.7 32.8 - - 0.882 0.002 
Used 

rapeseedc 
9.8 (30۫ %) 53 36.7 - 192 0.895 0.0013 

Used corn oilc 6.23 (30۫ %) 63.9 42.3 - 166 0.884 - 
Diesel fuelb 1.2-3.5 

 (40۫ %) 
51 35.5 - - 0.830-0.840 

(15۫ %) 
0.05 

 

�����:  aSrivastava and Prasad (2000)        bVarese and Varese (1996)        cYamane et al., (2001)  
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���t>>K������$�:���!�"��%������������
�������� E�����������">��
�������$��������=

#����=���$����������� ����#�#�D��!" ������C:�:�: ���������R������������� E��� ���
��� !" �C:�:�: ���
>�������=�#��u� ������#�C:��: ����������� ��E=�������D:����������	����%���� 
 

2.1 ��	������$�:���!�"��%�  
 

       ���t>>K������:L����$�:���!�"��%�E�� �:L� �
#��
��>���#�:L����$�:��"=���� 3 �:L�   (Khan, 
2002)  D�� 
 
        2.1.1 �����=!" ��#��	���$�� (Direct Use and Blending)  
 
     �:L������=!" ��#��>�����M��:��
����������:�KL:w�"=!" ��#����D����# ���"��%� 
�����#>��������������D����# ���"��%���
#�����:���=��<�����MK��	�#D��E=��=�
��������E�������������
�������
����:#� Q���=� ������"���
�����"��%�>���x!����� �����D�MQ�>B#���E=�������y���D����# ���
"��%��E=�E��	������
�����"��%�>���x!����� ����������>	��=�
�����>�������	�����!" ��# "�#��
�
�:L������=!" ��#>B#��>�E��	����D����# ���"��%�����=��U�D�K���E������F����D�������� �����>
����E��	���U�D�K���E��������#  �
#��
�����#>���
�����>�����E�������������$�����	������$�:�
������!�"��%���>��D���E��"�Q# ����:��;��"������:��	��	 �#�E�� �����:">���C:�:�: ����%:
�"������	���:��������%�������	E���#�����<����F� (Fukuda et al., 2001) ���� ��#���<������� #��
���"��#������$���
���������#�����
�����"��%������������ �
������������
�����"��%���
��������� 1:10 MB# 2:10 �����M�������=#���"= ("KFY�, 2549) 
 

       2.1.2 �C:�:�: ������������:\x�D���� (Transesterification Reaction) 
 
     �C:�:�: ������������:\x�D���������C:�:�: ��D���	E���#�������������R��������
����� ��Q��E=���������	����������!" ��$�:�U�;z�����D������%���� %B�#�C:�:�: ��������"#�"=
"�#U���� 2 
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������ 2  �C:�:�: ������������:\x�D������#�������%���"���������R��� 
 
 �
#��
�C:�:�: ������������:\x�D���������C:�:�: �$�������"= !" �C:�:�: ���:��>���������%�
��"�MQ������ ������"����%���"� >����
��"����%���"�>	MQ������ �����!�!�����%���"� ��	 !�!����
�%���"�>	MQ������ ���������%���� %B�#������	��
����>	�"=$�:�U�;z������������E�B�#!����K� !" 
���������!" !����#����������������%���"�D�� 3:1 E�����>��:���B
����� 6:1 �������:��$�$�:� 
�
#��
������#�C:�:�: �����=��>���� ����	�� ��" ����	�� ��� ��	����%������� ��	�����R�����
��=���C:�:�: ��"=��� ������ ������ !������� �:����� ��	���:������R��� 
 
        2.1.3 �C:�:�: ��������E����:�{� (Supercritical Methanol) 
 
     �C:�:�: ������������:\x�D���������M��:"�"=!" ���u>��������#�C:�:�: �!" ��=
���������U��	�E����:�{� %B�#>	�=�#���C:�:�: ����K;EUQ�:��	D���"���Q#%B�#��>�=�#���E=��=
�=�K������$�:��Q#�������=�#�U��	"�#����� ������=�"�D���E=���$�:�U�;z�����D�����:�KL:w�Q# 
(Nagesha et al., 2004) 
 

3. ���>�M��N	  

 

 ����%�������MQ�>�"��������%����	�U Triglycerol Acylhydrolases ��� The International 
Union of Biochemistry (IUB) System ���E������ EC.3.1.1.3 !" ��E�=������#��� �� ��� !����K�
��#�
�������	������"=$�:�U�;z�������"������:��	 �"����%���"� !�!�����%���"� ��	����%���� 
�C:�:�: ���� �� ��� ��
�����M$�������"=���	�������
���=�  (Microaqueous) E������	����#���
���	�� �:��� � !" �C:�:�: �$�������"=��
���"=�
#��#�C:�:�: �D���C:�:�: ������������:\x�D���� 
��	������:\x�D����  
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����%���������DK;�����:���������������#�C:�:�: ��#���U��!" ��E�=����"���##��
��	�K=� (Activation Energy) ��#�C:�:�: � �
#��
���E=�C:�:�: ������M��:"�"=��<��B
����������E=��"K�
�D����#�C:�:�: ������ ����#�� (Marangoni, 2003) "�#��"#��U���� 3 
 

 
 

������ 3  �������� ����#���##��U� ����#�	�������C:�:�: ��D����:"�B
�  
�����:  Marangoni, 2003 
 

 �����  S     =   �����
#�=�    
P     =     ���$�:�U�;z�   

Ea,e =  ���##����	�K=������������%������������#�C:�:�: ����	�� 

Ea,u =  ���##����	�K=������������%������������#�C:�:�: � 

S‡    =  �����
#�=����U��	��	�K=�  
 

�
#��
�=�"���#�C:�:�: ��D������������#"=� ����%����"�����������#�C:�:�: ��D����:"����D�� 
(Lee, 1992) 
 
 
 



 

12 
 
 1. ����%����D���>�����	�>�	>#��������
#�=��Q# 

2. ����%������M� �U��"��������������	�������E	 
3. ����������:"�C:�:�: �"=� ����%�������>	��D���Q#�����C:�:�: ���:"�"� ������MQ����#!"  

������#�C:�:�: ��#�D�� 
4. �U��	��#�C:�:�: ������K;EUQ�:  D���"�� ��	D��D���������"��	"��#��������U��	���

�K���# 
5. �����M��y���E=��=����%��E�� ��:"���C:�:�: ��"� �����"= 
6. $�:�U�;z�����������������"=� ����%��>B#�E��	������$�:���E����	 � 
7. �����ME K"�C:�:�: ��"=#�� !" ���� ��������%�������!" ����	����%����MQ���B#��

�����E	 
8. �����M� �����%�����>��$�:�U�;z��"=#��  
 

 3.1 �E��#��#����%�������  
 
       �������������%�������D�[���������:%B� (Metabolism) ��#�
�����E�����������%���#
�:�#�����:� "�#��
�>B#�����M������%��������"=�
#������� ��� ��	>K�:��� � (;��[U��, 2547) 
 
        3.1.1 ����%�������>������� (Animal Lipase) 
 
    ����%�������>���������:"�������KF �D=���D������%�������>��������� 
(Pancretic Lipase) %B�#��E�=��� �� ��� !����K���������	�� �� ��E����#��������
 #�Q�"=� �� %B�#
����%����:""�#�������������%����$�:�!" ���
�� ��� (Tissue Lipase) �t>>K�������: �u��������>
����%�������>���������	�Q� Canine �����#>�������"����#��"�	�:!����=�D� #�������%�������
>����KF � %B�#��>��="������%�������>�����������#��KF ����E�����KF �����������M��=�#
����%��������"=   
 
        3.1.2 ����%�������>����� (Plant Lipase) 
 
    ����%�������>��������"=���������#G��#�����������	���
��������� $������ 
���<"�=��!�" ���<"M����E���# ���<""�����	��� �	��� �=������ ��	�=���>=������=� %B�#����%��    
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�������$�:�>�����>	��D���>�����	���%��������Q# �������:>�����	%B�#��������M��DK;���F;	
"�#���������������
 #�Q�"=� �� ��	>K�:��� �  
 
        3.1.3 ����%�������>��>K�:��� � (Microbial Lipase) 
 
    ����%�������>��>K�:��� ���������D���E���E�� ������K"��������� ��� ����
����%�������>���������	��� ���>����
 �#���"�����>���%���>K�:��� ��"=�	"������������">��
���
�� �����#�������	��� >B#���E=����%�������>��>K�:��� �MQ��������=� ��#��=�#���#��
�K���E�����#"=���D!�!� ����U��  
 

3.2 D���>�����	��#����%�������  
 

         ���uB�F�D���>�����	��#����%������������"���������E��#�� 1 ��!����K���#     
�������%���"����E=�����M>�������:"��#����%��������"=���������K�� (Macrae, 1983) D�� 
 
        ��K����E�B�# D�� ����%�����������D���>�����	�������E��#�� 1 ��	 3 %B�#�R!"�����     
�������%���"��"=��"������:��	��	  1,2- E��� 2,3-�"����%���"� ��	�"= 2-!�!���%:�����%������
��>�����M� � ��	E����=��������� �� ����B
�>	�"=$�:�U�;z��K"=� D�� 1,3-�"��%:�����%���� 
��	 1- E��� 3-!�!���%:�����%���� ���M=��E=�C:�:�: ���
��:"�B
�� ��#���Q�;�>	�"=����%������	��"
������:��	 ���� ��#��#����%�����������K����
�"=�������%�������>��>K�:��� � Aspergillus niger, 
Pseudomonas fluorescens, Rhizopus arrhizus ��	 ����%�������>������=�������=�  
 
       ��K������# D�� ����%��������������D���>�����	����
#����E��#��	��:"��#��"�����
��!����K���#�������%���"� �����M �� �"=������"������:��	��	����%���� �����>��                
�"����%���"� ��	 !�!�����%���"��������������#�	E���#�C:�:�: ��"= ���� ��#��#����%�������
����K����
���� �����>��>K�:��� � Candida cylindracea, Corrynebacterium acnes, Staphyococcus 
aureus ��	 ����%�������>�����������#�K�������=� 
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        ��K������� D�� ����%�����������D���>�����	�����:"��#��"����� %B�#����%�������
>��>K�:��� ���������"#DK;�����:��
 �����>��>K�:��� ���#��:"���� Geotrichum candidum �������M
 �� �������%���"�������"������� !����K� ������	���"=� ���L	DQ������� cis-form ������E��#�� 9 

 

3.3. ����%���������MQ���B# 
 

       ����%���������MQ���B# E�� MB# ����%����MQ����E�"E������E=��� Q�����������>�"��= 
��>��!����K��E[��B
�"=� ������������L	�D�� E�����������L	�D�� �	�� �
���"= ��E�������"=��  
(���;�, 2535) �:L�>����B#����%�����#�"="�#��
 

 

       3.3.1 �:L�>���������E	 (Carrier Binding Method) 
 

     �:L�>���������E	�����:L�������������K"���D�:D�����B#����%�� ���:L����"�#�����
����%��>	MQ�>��� Q��������E	!" D���:>������#����%��>	�B
�� Q����L������:��#�����E	 
�:L������
�����M���#�"=���� 3 �:L�%B�#�=�"���	�=���� ��#����	�:L���"#�"=������#�� 4 

 

�������� 4  �=�"���	�=���� ��#�:L������B#����%�����>���������E	  
 

 

�OP���� �Q�=� �Q��	�R 

���"Q"%���#
�� U�� 

1. ���������� ����#!D�#��=�#��#
����%��E��#�����B#�=� ��� 

2. #�� ��	��D�MQ� 

1. ��>��:"���D� %����#!�����>��
�������� ����#�K;EUQ�: D�������
��"��	"��#  

�����=�#���L	!D
������� 

1. ����%���������MQ���B#��D���
��M� ��Q# ���E=�"!������
����%��>	MQ��	����������������
#
�=�$�������%���������MQ���B#"=� 
�:L���
 

1. ��D��Q#  
2. D���:>������#����%����>

����� ����#�����#>����
������#��
����C:�:�: ���>����� ����#
�����#>����:"���L	!D������� 

�����=�#���L	��
���:� 

1. �U��	�������B#����K���#
�E������������=�#���L	!D��
����� 

2. ��D���:>������#����%��
����� ����#�=� ��� 

        1.  ��>��:"����Q[��� ����%��  
             !" ����	�����
#�=�����D��� 
              ��#��#������Q#E�������� 
              ����� ����#D��D���������" 
              "��#��� 

�����: Lee (1992) 
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3.3.2  �:L����������= (Cross Link Method) 
        
          �:L����������=�����:L�����u� ���L	!D��������	E���#!����K���#����%��"=� ���%B�#��>

��������%����:"�"� ����E������#��:"����<�"= �
#��
���>��������������=�������>������������:�:"�#
��"#��U���� 4 

 

 
 

������ 4  �����B#����%��������������= 
�����: http://www.agen.ufl.edu/%7Echyn/age4660/lect/lect_21/FG12_017.GIF  
 
 

3.3.3  �:L����E��EK=� (The Entrapment Method) 
        
           �:L����E��EK=������:L�����B#����%����!D�#$�B���#���:�����E���������� %B�#

�����M��"#�"="�#U���� 5  %B�#��>���#�"=������#�:L�D�� �:L����E��EK=���!D�#$�B� (U���� 5 �) ��	
�:L�E��EK=����D�%Q� (U���� 5 �)  

 
 

   
                                 (�) ����E	���!D�#$�B�              (�)����E	����D�%Q� 
 

������ 5  �����B#����%�����E��EK=�  
�����: http://www.agen.ufl.edu/%7Echyn/age4660/lect/lect_21/FG12_017.GIF 
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3.4 �����=�D!�%���������� K#���E�������%��  
       
      �D!�%������!D���:�����L������:����������K"��!����#>���%��Q!�� �Q=>������D��
#

������� D.u. 1811  ��	���"=� ��K���L���#�
�������Q!D�����L��K��!���>����	� Q�U� ��!����K� 
�D!�%��������K���L���#�D�:�����"���E�Q� acetyl ��#�
����� N-acetyl-D-glucosamine �����
#���
�=� �	 50 �B
��� ��	��DK;�����:�	�� �"=����"���� !D�#��=�#�#�D����#�D�:���	�D!�%��
��"#�"="�#U���� 6 ��	 7 

 
 

 
 

������ 6  !D�#��=�#�#�D����#�D�:� 

�����: ��	U���� (2548) 
 
 

 
 
������ 7  !D�#��=�#�#�D����#�D!�%�� 

�����: ��	U���� (2548) 
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 Juang et al., (2001)  �"=uB�F������B#����%�� Acid phosphatase ���D!�%��!" ��= 
��Q�����"��R"���D�����=��=����#G ����� ��D�����=��=���#��Q�����"��R"� 5000 �:��:��������:����
�U��	�������B# D�� D�����=��=���#����%�� 377 �:��:��������:�� ����� 5 �K;EUQ�: 4 ۫ % ��	��=����
�������B# 18 ����!�# >	�E=D���:>������#����%�������� 6 ��!D����������� 
 

Pereira et al., (2003)   �"=uB�F������B#����%�������>�� Candida rugosa ��	����� 
Porcine pancreas ���D!�%��"=� �:L�"Q"%���#�� U�� !" ��=�D!�%����:"�$����	��:"��<" ��
����������	E���#�D!�%���������������� 1:0.25 !" ��=�����������B# 3 ����!�#������������=�D!�
%����:"��<"�������B#������
# 2 ��:" >	�E=D���:>������#����%���Q#�����������=�D!�%����:"
�$��   !" �����>�� Candida rugosa >	�E=D���:>������#����%�������� 42.7 E��� ����:��:���� 
���������>�� Porcine pancreas �E=D���:>������#����%�������� 42.6 E��� ����:��:���� 
 
 Chiou and Wu (2004)  �"=uB�F������B#����%�������>�� Candida rugosa ���D!�%��
!" ��=D�����":�� "��������	�K=�E�Q��R"���%:���#�D!�%�� �����#>��!D�#��=�#��#�D!�%��
��	���"=� E�Q��R"���%:�>����� 2 E�Q� ���E=����%�������M B">�����D!�%���"=��:���B
���
�U��	�����B#D��D�����=��=���#D�����":�� "� 0.75 ������%���!" �
��E��������:���� ����� 6 
�K;EUQ�: 25 ۫ %  �����>	�"=D���:>������#����%�� 3.28 E��� ��������D%�� 
 
4.  �����U�	��M���NVO�O�OR������W�=Q�R���>�M  

  
>����u�������#�C:�:�: �������#"=� ����%����D������D�[����� ��# :�#�����$�:����	"��

�K���E���������#>���=��Q�>����u�������#�C:�:�: �>	MQ���=�����������M�#�C:��;����U��
���E������$�:����	"���K���E���� (Doran,1995) �
#��
�����E�D��D#���#>����u�������#
�C:�:�: �������#"=� ����%���: ���=�:L�����������:"�C:�:�: ���:���=� (Initial Rate Method) �����#>�����
���#�C:�:�: �"=� ����%�����=�>����"� Q���	���E�B�#D��>	�����M���#�C:�:�: ��"=��D��D�����=��=���#
�����
#�=��"=������K"D��E�B�#�����
� �����D�����=��=���:�����D����
����������:"�C:�:�: �>	��D��D#��  
�
#��
��:"��#>����u�����MQ��:>��;������:"��#������#�C:�:�: ��"="�#��
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4.1 >����u�������#�����
#�=���:"�"� �  

 

>����u�������#�����
#�=���:"�"� �����>����u������ ��##��      �
#��
�����M�L:��  
�"="=� �������#���D:��:� ��	 ����� (Michaelis and Menten) %B�#�"=���#���#��#�����:"�C:�:�: �
���� 3 ���#D�����#��#D�����=��=���:���=���#�����
#�=���D������ >	�"=����������<��C:�:�: ���#����%��
>	����������"����E�B�# ��������MB#D�����=��=���:���=����Q#������D��E�B�#�����������#�C:�:�: ���#
����%��>	�������"����uQ� � ���;	�����#�������� ����#>	�����"����#�C:�:�: ��������$�� 
(Barker and Leach, 1993)  �
#��
U����8 ��"#D���������L��	E���#����������:"�C:�:�: ���:���=����
D�����=��=���#�����
#�=� 
 

 
������ 8  D���������L��	E���#����������:"�C:�:�: ���:���=����D�����=��=� 

 ��#�����
#�=���:���=���:"�"� � 
�����: http://osp.mans.edu.eg/medbiochem_mi/Cources/Biochemistry/1st_year_medicine/ 
         Enzymes /files/figures/l3_7.gif  

    
[ ]
[ ]SK

SV
V

m +
= max     (1) 

 !" �� V = ����������:"�C:�:�: � 

  V
max = ����������:"�C:�:�: ��Q#�K" 

  K
m
 = D��D#����#���D:��:� 

  [S] = D�����=��=���#�����
#�=� 
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 �����"�#�������� �����������#���D:��:���	�����  �����E�D��D#���#>����u����� 

 ������� (1) MQ�>�"�Q��E������:L����\��#������������:� (Lineweaver-Burk) "�#��
 

   [ ] maxmax

111

VSV

K

V

m +=     (2) 
 

�������=�#���\D���������L��	E���# 1/V  ���  1/[S]  >	�"= Km/Vmax D��D��������#���\ (m) 
��	 1/Vmax  D��>K"��"�����   "�#U���� 9 

 
 
 
 

 
 
������ 9  D���������L��	E���# 1/V  ���  1/[S] ����:L���# Lineweaver-Burk 
�����: http://osp.mans.edu.eg/medbiochem_mi/Cources/Biochemistry/1st_year_medicine/            
      Enzymes/files/figures/l3_8.gif 
 

4.2 >����u�������#�����
#�=���#��:"  
 

�C:�:�: ����$�:���!�"��%������C:�:�: ����������
#�=���#��:" D�� �������%���"� ��	 
�����R��� %B�#������#�C:�:�: ���#�����
#�=���#��:"���#�"=���� 3 ��:" (Barker and Leach, 1993) 
D�� 
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    ���������=����C:�:�: �����K�� (Random-sequential Bi Bi Mechanism) 
 
    ���������=����C:�:�: �����K����#�����
#�=� A ��	 B  ����=�>�������
��������#�����
�C:�:�: ���#����%�����������$�:�U�;z� P ��	 Q  >	��:"�B
� !" �������
#�=� A ��	 B  >	��=�>�����
��
������#������C:�:�: �����K�����E=�"=$�:�U�;z� P ��	 Q  ����:"�B
���������K��"=� !" U���� 10 
��"#������#�C:�:�: �����K�� 
 

 
 

������ 10  ���������=����C:�:�: �����K��  
�����: http://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/transkinetics/random.GIF 
 

���������=����C:�:�: �����������"�� (Ordered Bi Bi Mechanism) 
 

������:"��
�����
#�=� A ��	 B  ����=�>�������
��������#������C:�:�: ���#����%��    ������
���$�:�U�;z� P ��	 Q  >	��:"�B
�   !" �������
#�=� A  ��	  B  >	��=�>�������
������#������C:�:�: �
���������"�������D�������
#�=� A �=�#��=�>�������
��������#������C:�:�: ����������
#�=� B ��=���
�E=�"=$�:�U�;z� P ��	 Q  ����:"�B
�������"�� 

 

 
 

������ 11  ���������=����C:�:�: �����������"�� 

�����: http://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/transkinetics/sequential.GIF 
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    ���������=����C:�:�: �����x#��# (Ping Pong Bi Bi Mechanism) 
 

    ������:"��
�����
#�=� A >	��=�>�������
��������#������C:�:�: ���=�>B#��:"�������
$�:�U�;z� P ���� >����
������
#�=� B >	��=�>�������
��������#������C:�:�: ���=���:"����$�:�U�;z� Q      
%B�#������#�C:�:�: ���"#�"="�#U���� 12 
 

 
 

������ 12  ���������=����C:�:�: �����x#��#  
�����: ���;�, 2535 

 

    �
#��
��#���:>� E�� #�������������������#�C:�:�: ���#�C:�:�: ���#���$�:���!�"��%�
>������%���������MQ���B#������������x#��# �� �� (Hari and Karanth, 2001) %B�#���E������
�����:"�C:�:�: �E��"="�#��
 
                     

  
[ ][ ]
[ ]EA
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21   (3) 

 

  
[ ][ ]
[ ]BE
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= −   (4) 

 

   [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]BEEEAEET
// +++=   (5) 

  

    �
#��
�������"#����������:"�C:�:�: ����D�����=��=���#�����
#�=� A ��	 B ����"�#
����� 

[ ][ ]

( ) [ ] [ ] [ ][ ] 
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 �����  [ ]Tcat EkV =max
  ��	    

4kk cat =   ���� ��#���<"���
�������E�"�C:�:�: �D��
��
������������ � E/B  ������   EQ    >	�"=    

42 kk >>     "�#��
�������x#��# �����M�"�Q��#�"=
���� 

  [ ][ ]
[ ] [ ] [ ][ ]BAAKBK

BA

V

V
B

m

A

m

i

++
=

αmax

 (7) 
 

 �����  
24 / kk=α  

 

5. �����U�	��M���NVO�O�OR�����	M��	����OYZ�[\����������������]==�������������             

�������=Q�R���>�M��N	 
 

 �������$�:���!�"��%�>���������%���"���	�����R��� >	��:"��� �� �
#"=� ��:��;��#
�����R�����D�����=��=��Q#����D�����=��=�������%�������M��"= ��� �� �
#�C:�:�: ���
��
������#��
������%�������>	MQ�>��!" !����K���#�����R������M���>B#���E=��������M��=��
������#����
������#�C:�:�: ��	E���#�������%���"�����������"=  �
#��
�����M��� �������#�C:�:�: ����
$�:���!�"��%�>���������%���"���	�������"=����"�#U���� 13 
 

 
 
������ 13  ������#�C:�:�: ��������������:\x�D������#�������%���"���	������"=�  
                  ����%�������   
                  �����  L = �����   M = ������  TG = �������%���"�  ME = ��:��������   
                          G = ����%����  L*-TG = ������������%���"�D�����<�%� 
                          L*-DG = ������"����%���"�D�����<�%�   
                          L*-MG = �����!�!�����%���"�D�����<�%� 
�����: Kasipar et al., (2007) 



 

23 
  

Combes and Marty (2002) ��	 Yuanyuan et al., (2005)   �����>����u�������#�C:�:�: � 
�����������:\x�D������#�������%���"���	������"=� ����%���������������#�C:�:�: �����
����x#��# �� �� (Ping Pong Bi Bi) %B�#D������������:"�C:�:�: ��B
����D�����=��=���#�������%�
��"� ��	 ������������"�#����� 
 
 [ ][ ]

[ ] [ ] [ ] [ ][ ]MeOHTriglyTriglyK
K

MeOH
MeOHK

MeOHTrigly

V

V

MeOHm
MeOHi

Trim

i
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max
1

  (8) 

 
����� V

i
  = ����������:"�C:�:�: � 

V
max
    = ����������:"�C:�:�: ��Q#�K" 

[Trigly]    = D�����=��=���:���=���#�������%���"� 

[MeOH]  = D�����=��=���:���=���#������ 

K
m,Tri

  = D��D#����#���D:��:���#�������%���"� 

 K
m,MeOH

  = D��D#����#���D:��:���#������ 
 K

i,MeOH
  = D��D#����� �� �
#�C:�:�: ���#������ 

 
 

!" �:L��������=�����E�D�������:��������#G������� (8)  �����M���"= 2 �:L����D�� 
 
5.1 �:L������=�#���\��#��
���� (Double Reciprocal Plot) 
 
      �:L����\�����:L����"�
#�":�����=�����E�D��D#���#>����u�������#�C:�:�: �������# 

"=� ����%��  !" �����:L����>�"�Q������ (8) �E���"="�#��
 
 

 
[ ] [ ]

[ ][ ]
[ ]

[ ][ ]
[ ][ ]
[ ][ ]MeOHTriglyV

MeOHTrigly

MeOHTriglyV

TriglyK

MeOHTriglyV

K

MeOH
MeOHK

V

MeOHmMeOHi
Trim

i maxmax

,

max

,
, 1

1
++











+

=  (9) 

 
 

�����>�"������E=� Q����Q��������=���#>	�"= 



 

24 
 

[ ]
[ ] [ ] 













++








•













+=

maxmax

,

,max

, 11
1

1

VMeOHV

K

TriglyK

MeOH

V

K

V

MeOHm

MeOHi

Trim

i
           (10) 
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�
#��
D���������"=>��������� 10 >	���������\t#��������D�����=��=���#������  ��	  >K"��"���
�� ����\t#������������������#D�����=��=���#������  
 
 "�#��
���������D��������	>K"��"����� ���"=���������=�#���\%
�� (Double Reciprocal Plot) 
���E=�����ME�D��D#���#>����u�������#�C:�:�: ��������������:\x�D������#�
��������<""��
���	�����	������"=� ����%���������MQ���B#�"= 

 
5.2 �:L���:#������"=� D���:������ (Computer Numerical Method) 
 
     �:L���:#������"=� D���:�����������:L���MQ�����!"  Combes and Marty (2002)  �����#"=� 

�����D��D#���#>����u��������"=>���:L������=�#���\��#��
�����E=D����$:"���"�Q# !" �:L���

��������:>��;�$����#�����#��#�=� ���K" (Least Square Method) ��#����������:"�C:�:�: ����"=>��
���"��#���D������������:"�C:�:�: ����"=>��������>����#�#D;:�u������������ (8) !" ��
����K��������D��D#���#>����u�����"=� !������D���:������ Excel (>#��, 2549)   %B�#�����
���E�������:>��;�$����#�����#��#�=� ���K"��"#�"="�#����� 
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iV =  ����������:"�C:�:�: ����"=>�����"��# 
  m

iV     =  ����������:"�C:�:�: ����"=>�����>����#�#>����u����� 
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6. �������;;����=������	^O�O 

 
 ������������"��#�#�M:�:�����:L�����:�D��	E��=��Q����"=>�����"��#!" 
�����uB�F��:L:����#�t>>� %B�#���#�M:�:>	��� ������������ (Treatment) ���$��"=��#���"��# 
(Yield) �
#��
������������"��#����=��#���:>� ��
�� 3 ��:"D�� 
 
 6.1 ������������"��#��� Two-way ANOVA 

 
       ������������"��#��� Two-way ANOVA  ��u� ���"�������:���"�#��
       
(�K;�, 2547) 
 

          H0 : µ1 = µ2 = µ3 = . . . = µk    

              H1 : µi ≠ µj  � ��#�=�  1 DQ���# µi ��	 µj 
   
 ����� H0 D������:���E��� 

       H1 D������:����#����� E��� ����:����:>�  
        µi ��	 µj  D��D������� ��#$��"=��#���"��#�������"��#����� ��������� 
   �� i ��	 j ������"�� 
 

 �
#��
����:���E��� (H0) ��������:������=�#"�����������M�C:��L�"=E������ !" E��
�����M�C:��L�"=��"#�������:��������E�������:����:>� MQ��=�# ��	 ��"#�E=�E<������������ � 
���# �U��	��#�����������E=D������� $��"=����� ��� 
 
 6.2 ������������"��#��� Plankett-Burman 
        
       ������������"��#���   Plankett-Burman   ����E�B�#���:L�������������"��# 
����\D���� � (Factorial Design) %B�#�������"��#��������������	���"=� �����������#
�	"����#�t>>� ��
#��� 2 �t>>� �B
��� (�:>:���, 2543)  
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       ������������"��#��� Plankett-Burman ��u� ���"�������:���"�#��
  
(��	��u�� ��	 �#u�����, 2551) 
 
���"�������:�����#�t>>�  A 
 
  H0 : α1 = α2 = α3 = . . . = αk  (������:L:��E�����#�t>>�  A) 
          H1 : αi ≠ 0  � ��#�=�  1 D�� 
 
���"�������:�����#�t>>�  B 
 
    H0 : γ1 = γ2 = γ3 = . . . = γk  (������:L:��E�����#�t>>�  B) 
            H1 : γi ≠ 0  � ��#�=�  1 D�� 
 
���"�������:�����#�:L:�������	E���#��#�t>>�  
 
    H0 : (αγ)11 = (αγ)12 =  . . . = (αγ)ij    (������:L:�������	E���#�t>>�  A ��	B) 
            H1 : (αγ)ij ≠ 0  � ��#�=�  1 D�� 
 
 ����� H0 D������:���E��� 

       H1  D������:����#����� E��� ����:����:>�  
        αi ��	 γj  D���:L:��E�����#�t>>�  A ��	 B ������"�� 
         (αγ)ij D���:L:��������#�t>>�  A ��	 B 
 

 6.3 ������������"��#��� Box-Behnken  
        
        ������������"��#��� Box-Behnken �������������������"��#���E��	
���E����t>>� ��:#��:��; (Myers, 1979) ���� ���� �K;EUQ�: D���"�� D�����=��=� ��� ���������
���"��#��
��u� E�����������#���"��#�\D���� �$������>K"�B�#���# ���E=���������
���"��#��� Box-Behnken ����	�:L:U���Q#��	�����M��	��;D��$���	���:#��=� 
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$���	������#��# ��	$���	������"= (��	��u�� ��	 �#u�����, 2551) %B�#��"#���Q�������"=
"�#��
 
 

  ∑ ∑ ∑ ++++= εββββ jiijiiiii xxxxY
2

0   (12) 

 
�
#��
������������"��#��� Box-Behnken �����"�������:���"�#��
 
 
 6.3.1 ���"�������:�����#�����	�:L:w 
 
          ���"�������:�����#�����	�:L:w>	�������"�����#�����	�:L:w�������
�� (12) "�#��
 
 
          ���"��������	�:L:w���E���$���	���:#��=� 
 

     H0 : βi =  0  
             H1 : βi ≠ 0  � ��#�=�  1 D�� 
 
          ���"��������	�:L:w���E���$���	������#��# 
  
     H0 : βii =  0  
             H1 : βii ≠ 0  � ��#�=�  1 D�� 
 

         ���"��������	�:L:w���E���$���	��:L:��������� 
 

     H0 : βij =  0  
             H1 : βij ≠ 0  � ��#�=�  1 D�� 
 
 6.3.2 ���"�������:�����#D������Q���#����� 
  

     H0  =  �����D���������Q��	E���#�=��Q����"��#�������� 
     H1  =   ��D���������Q��	E���#�=��Q����"��#�������� 
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7. ���_�	��������_���	�`����a�O�;<�=��>�������>�M��N	���^b���c�=Q�R�������;;��� 

�=����\O�	^O�O 
  
 Shieh et al., (2003)    �"=�����uB�F����$�:���!�"��%�>������%���������MQ���B#>�� 
Rhizomucor miehei (Lipozyme IM-77) >���C:�:�: ��������������:\x�D������#�
�����M����E���# ��	
������"=� �:L����������"��#�����
�$:�������# (Response Surface Methodology) ��# 5 
�t>>� ����"=��� ������������C:�:�: � �K;EUQ�: ��:��;����%�� ���������!" !����#    ������
����
�����M����E���# ��	��:��;�
�� %B�#�U��	���E��	���"=���������������C:�:�: ����� 6.3 ����!�# 
�K;EUQ�: 36.5 ۫ % ��:��;����%�� 0.9 BAUN (Batch Acidolysis Units NOVO)  ���������!" !����#
����������
��������<""�����	������� 3.4:1 ��:��;�
������:� 5.8% !" �"=�=� �	�������� ����� 
92.2 
 
 Hari et al., (2001) �"=uB�F������#�D��	E���!%���:���!%�:�����>������%���������MQ�
��B#>�� Rhizomucor miehei >���C:�:�: ���������:\x�D������#��"��!%�:���:D ��	��!%���:�
�����R��� ����������R��%� "=� �:L����������"��#�����
�$:�������#��# 4 �t>>� ���
�"=��� ������������C:�:�: � �K;EUQ�: �����������#����%�����%������ ��	��:��;%������ 
!" ����������:���B
���#�K;EUQ�:��$����E=�����M��:������������:"�C:�:�: ��"=�Q#�B
� ������E=�"=
��:��;�������� ������������ ����# !" �����$��"=��D���Q#�K"���K;EUQ�:�	E���# 30 MB# 40 ۫ % !" 
�U��	���E��	��D�� �����������#����%�����%������D�� 19.6 �������!�� D�����=��=���#%��
����D�� 2.5 �:��:!�����  ������������C:�:�: �D�� 18 ����!�# ��	�K;EUQ�:��������C:�:�: �D�� 
26.5 ۫ % 
 
 Chiang et al., (2003)  �"=uB�F�D��������M��������#�C:�:�: ���# %��-3-�R��%�-1-��� ��	
����%:�:� ����������R��%�"=� �:L����������"��#�����
�$:�������#��# 5 �t>>� ����"=���
������������C:�:�: � (8 3 24 ����!�#) �K;EUQ�:��������C:�:�: � (25-65 ۫ %) ��:��;����%�� (0.02-
0.1 BAUN) ���������!" !����#%��-3- �R��%�-1-��� �������%:�:� (1:1 3 3:1) ��:��;�
�� (10-
20%) ����=� �	�������� �!" !����# 3-�R��%�-1 �:� �	%:��" !" ������K;EUQ�:��#�C:�:�: ���	
���������!" !����#%�����������t>>� �����:L:������C:�:�: �!" ������U��	���E��	��D�� 
�K;EUQ�:��#�C:�:�: � 19.2 ����!�# �K;EUQ�:��#�C:�:�: �D�� 48.5 ۫ % ��:��;����%�� 0.09 BANU 
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���������!" !����#%������D�� 2.5:1 ��	��:��;�
������:�D�� 7.85% !" �"=��:��;D�����
����� ����� 82.1% 
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��������	
������ 

 

������� 

 

1. ���	
�� 
1.1 ����������������������� ���������������� 

1.2 ���� �!���"#��$���%&�'���($��� Pseudomonas fluorescens  
Food grade Fluka, Switzerland 

1.3 �%:� ��'���;(<�, food grade 
 
2. #���%�>?������@$���� �!���"# 

2.1 ����� ����: Analytical grade, Ajax Fine chem., Australia , purity > 99.9% 
2.2 ��N������>�O�!�P&�P&� 50 �"��!� ��!: Analytical grade, Merck, Germany 
2.3 �������	
��������
: Analytical grade, Merck, Germany 
2.4 :U;�#� >V����O:�������:��W�#�W� (KH2PO4) : Analytical grade, 

Ajax Fine chem., Australia   
      2.5 ��:U;�#� >V����O:�������:��W�#�W# (K2HPO4) : Analytical grade,  

Ajax Fine chem., Australia                    
 

3. �
"��^!?������@$���� �!���"# 
3.1 ���������$ Whatman ���! 41 
3.2 �%�̀a�$���%<�%����"b����-�<�$ (pH meter): model 420A, Orion, 

 
4. #���%�>�>a?'&?����(���;�����%���d!�������#����! 

4.1 �������: Analytical grade, Merck, Germany, purity > 99.9% 
4.2 �O�� �: Analytical grade, J.T. Baker, USA, purity > 99.9% 
4.3 N-methyl-N-trimethylsilytrifluoroacetamide (MSTFA): Analytical grade, 

Fluka, Switzerland, purity > 99.9% 
4.4 ���!���-�O"���: Analytical grade, Labscan, Ireland, purity > 99.0% 
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4.5 ���;%"���: Analytical grade, Merck, Germany, purity > 99.9% 
4.6 �U�>���: Analytical grade, Analar, England, purity > 99.5% 

 
 5.    �
"��^!�>a?'&?����(���;�����%���d!�������#����! 
 
        5.1  �%�̀a�$;�o#:%���:����Wp: model Shimudzu 1200, Japan 
        5.2  %�����! DB-5HT, J&W, USA 

         5.3  �%�̀a�$�PV<�;"���
^dsN����& (Incubator shaker): model SK2-DO, CTL 
         5.4  �%�̀a�$"uv��d�>aV$ (Centrifuge): model PLC-012, GEMMY, Taiwan 
         5.5  �%�̀a�$(#� (Vertex mixure): model KMC-1300V, Vision, Korea 
         5.6  P�� vial P��� 1 ;�� 10 ��������� 
         5.7  Syringe P��� 10 ��������� d���P��P��� 23G 
         5.8  �<�$%�%
��
^dsN�� : model SBD 50-Cold, Heto, Denmark 
 
  6.    #���%�>#��d�����%���d!�������P�$���� �! 
 
          6.1  4-paranitrophenyl palmitate: Analytical grade, Merck, Germany,  
purity > 99.9% 
          6.2  2-:U�U����: Analytical grade, J.T. Baker, USA, purity > 99.8% 
          6.3  Triton X-100: General purpose grade 
          6.4  Gum Arabic: Analytical grade, Fluka, France 
          6.5  : ��>V����O:�����W�#�W�:  Analytical grade, Merck, Germany 
 
   7.   �
"��^!#��d�����%���d!�������P�$���� �! 
 
         7.1  �%�̀a�$#�"�:��:W:�������! (Spectrophotometer) : model Anthelie  
Advanced, Secoman, France 
         7.2  �%�̀a�$'�a$�WW}��~��V�#>a���;d�<$: model BL210S, Sartorius, Goettingen, 
Germany    
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������� 
 

1. ����������� 
 
 �����	
���������������������� 3 �������������� �������������������� �����!
�"#���#$���%����&������'(#)'�������#*�'+,&(��������%�"��"-�#,��$.������������������
��� Two-way ANOVA  ,���9����������
&������,���9�"�
�:�����'(#)'�����
���������'+
,&(����! 1:100  1:150 ��� 1:200 �
�������,���9�"�
�&�����#�&�:��?�'+,&(���
���������
�����(�&����! 1  1.5  ��� 2 &�#�9��
�  ������!����������������A		
���!#����%�B�&�����?��&'�,�
���(� ��������� �����!�"#���#:���A		
���!#����%�B�$����?��&'�,����(�	�����'(#)'������!CD�
&������#*�'+,&(��������%�"��"-�#������%��������������������� Plankett-Burman ������
�����������������BO�?��&������������%�:�� Box-Behnken  ,���������������-���������
��������+��+���!���	��B����&�)$���������R������������)��������ST�+.
!�:���9�#
��#�*����
���&��
�����#������������'(#)'������!CD�&�����'+,&(��������%�"��"-�# 
 
 1.1 ������������������������������������������ � 
 
       ���'(#)'����	�� Pseudomonas fluorescens (�!�#�+����	���#:�����'(#)+O� 2,200 
"����&����
# CD�$.�$���������"�� �����!�"#���#&�����&������'(#)'�����������������
����������� Two-way ANOVA ,������&���#��������'+,&(�� 3 +��#�:�#:��+O�+��#
�:�#:����! 1 �9������?�'+,&(�� 1 ��
#$��������������(�&�������� 1 ,�����#�&�	9���� 100 
#�.  +��#�:�#:����! 2 �9������?�'+,&(�� 1.5 ��
#�
��������������(�&�������� 1.5 ,��
���#�&� 100 #�. ���+��#�:�#:����! 3 �9������?�'+,&(�� 2 ��
#�
��������������(�&�� ����
�� 2 ,�����#�&� 100 #�. 	���
��9���������'(#)'������!���#�V&���W$��������������(�&�
������� 1 ,�����#�&������9������$���������'+,&(��	���
� 3 +��#�:�#:��:���&��	�#�
�
&������,���9�"�
�:�����'(#)'�����
���������'+,&(������ 1:100  1:150 ��� 1:200 
&�#�9��
� �
��������������������������%��������������������� Two-way ANOVA 
����'���
�&������! 5 
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�������� 5  �������������������� Two-way ANOVA �BO!������� �����!�"#���# 
    &�����&������'(#)'���� 

 

�"�������#�$�%&���"�'����������� ���������$�(#���� �)�$�#�$ ������'�� 

�����$���������� 1:100 1:150 1:200 

1 y
11 

y
12
 y

13
 

1.5 y
21 

y
22
 y

23
 

2 y
31 

y
32
 y

33
 

 
���$���-  ���#�V?�'+,&(��$���������'+,&(����!������ 1 ,�����#�&�+O� 1 ��
# 

    ���#�V?�'+,&(��$���������'+,&(����!������ 1.5,�����#�&�+O� 1.5 ��
#  
    ������#�V?�'+,&(��$���������'+,&(����!������ 2 ,�����#�&� +O� 2 ��
#   
    ��� yij  +O�+����	���#:�����'(#)��!'�� 

 
�����������'(#)'����$�'+,&(��CD�"�������:*#Z����:��� 23G ��$��������� 

0.136 ,#���):����������,(����#'&�B���S���S&   ((�!��&���#'��,�������,(����#'&�B���
S���S& $���������S���S&�
S�S��) B���. 7.2) 	���
��9�����.����'(#)'������!CD�&���$�
���������
�������������� 75 ���� ����	���������'(#)'������!CD�&��� 2 +�
�����S���S&�
S�S��) B�
��. 7  ����	���9�'������"�+����	���#:�����'(#)'������!&���'��&��'� 
 
 1.2 �������� .//"$����������01����2�����3���2#�����/���%&��"���4����

������"�5�������#�$16)��������� ����78�����2���4��(#�����)�$��������-)� 

 
       �9�#
��#�*�������&��
� �#����� �`��(� �9� ��� ���'(#)'������!CD�&���$����#�V
&�#�
&��������!�9�"��$��������������������� Plankett-Burman CD�?�#$�:���D�.#BD�
:��� 50 #������&�  	���
��9�'��:��������+�O!���:���+��+-#�-V" D#�(�!�+��+-#�-V" D#�$�.���       
30-50 ۫ (  �
&������:�����! 200 ���&�������������� 24 .
!�,#�  	���
�	��"�-�����:�������������
�����������	�����'(#)'������!CD�&���    �9�����������!'��'��Ab��"��!����! 3,000 ���&������    
�������� 20 ����    ����������!'��	�����������.
�     �9���������'��
�'��9����������9�+��+-#
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�-V" D#���! 65 ۫ (   �������� 30 �����BO!����"��`��(�     	���
��������������������*�'���9�"�
�
������+���")"����#�V�#����������)$�:
�&��&��'� 

 
 1.3 �����������������������1����3���2#�����/���%&��"���4����������"�5� 

������#�$16)��������� ����78�����2���4��(#�����)�$��������-)� 

 
        �9�#
��#�*�������&��
� �#����� ������'(#)'������!CD�&���$����#�V&�#
�
&��������!�9�"��$��������������������� Box-Behnken CD�?�#$�:���D�.#BD�:��� 50 
#������&�    	���
�CD��9�'��:��������+�O!���:���+��+-#�-V" D#�(�!�+��+-#�-V" D#�$�.��� 30-50 ۫ (  

�
&������:�����! 200 ���&�������������� 24 .
!�,#�  	���
�	��"�-�����:���������������������
���	�����'(#)'������!CD�&��� �9�����������!'��'��Ab��"��!����! 3,000 ���&������ �������� 20 
���� ����������!'��	�����������.
� 	���
��������������������*�'���9�"�
�������+���")"�
���#�V�#����������)$�:
�&��&��'� 

 
1.4. ����������(��(�������/�0������'�� ;�����$���������������<=�(6"��'�� 

�%&��"���4����������"�5�������#�$16)��������� ����78����� 

  

        	��B����&�)$���������R�������:�����'(#)#�+��#�9�+
c�����������!�$����������
C
��R���V).�� �B (Hari and Karanth, 2001) ,���ZB���������!����������:���:��C
��R���V)$"�
'��?��& 
Vg)��!#�+��#�:�#:��������#�V&�#&������ 
 

        �
&����������R�������CD������������%��
&����������R����������!#&�� (Initial rate method)  
(�!��������"��
&����������R�������$�� �����!���!#�9��R������� $������������9�������+��+��#
�:�#:��:���9�#
��#�*�������&��
���! 5 7 10 ��� 12 #����,#���)   ����#��������+����! 20  37.5  
50  62.5  100  ��� 200 #����,#���)  ,��$.����#�V���'(#)'������!CD�&��� 1 ��
# (�!��9�#
��#�*����
���&��
� �#����� ��� ���'(#)'������!CD�&���$����#�V&���WCD�$��$�:���D�.#BD�:��� 50 #�. 
�9�����:��������+�O!���:���+��+-#�-V" D#���!+��#��*���� 200 ���&������ �������� 24 .
!�,#� 
+��+-#�-V" D#���! 30 ۫ (  	���
��9����"����#�V�#����������)��!'�� 

 
2. �������(����� 
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2.1  �����(����/����'����������� � 

 

        +����	���#:�����'(#) (Enzyme activity) ����+����!$.�����+��#��#��C$��������
�R�������:�����'(#)  (�!����"�+����	���#:�����'(#)'����$������	
���#� 2 ����+O����"�+��
��	���#:�����'(#)'��������� ������"�+����	���#:�����'(#)'������!CD�&��� (�!����'(#)�
�
���.���CD�$.�$���������R�����������������B���-'�,&�Sm������)##��&� (p-NPP) $"��������B���-
'�,&�Sm��� (p-NP) (�!����"�+����	���#�9�'��,������&���#���&
�&�� A (�!���������9���������
B���-'�,&�Sm������)##��&� (p-NPP) 30 #������
# $� 2-,B�B���� 10 #������&� ����&���#���&
�
&�� B (�!��&���#'��,���9������ 0.4 ��
#:�� Triton-X-100  �
� 0.1 ��
#:�� Gum Arabic $�
��������S���S&�
S�S��) B���. 8 ���#�&� 90 #������&� ?�#�������� A ��� B �����
&������
,�����#�&�����1:9  �
���"��!�"������	���#:�����'(#)'����CD�����#�
��� 
 

       "��!�"������	���#:�����'(#)'���� +O����#�V:�����'(#)'������!$.�$��������
�R����������?��& 1 '#,+�,#�:�� B���-'�,&�Sm��� &������ ��$&�� �����!�9��������� 

 
 2.1.1  ���"�+����	���#:�����'(#)'��������� 
 
           ���"�+����	���#:�����'(#)'�������������9�&�#��%�:��   Winkler   and 

Struckmann (1979) �
��� 
            1. .
!� 0.05 ��
#:�����'(#)'���� �&�# 10 #������&�:��S���S&�
S�S��) B�
��. 8  �T��&����������!'�� 0.01 #������&� �&�#S���S&�
S�S��) B���. 8 ���#�&� 1.99 #������&� 
            2. �T��&����������!'�� 0.1 #������&� �&�#���&
�&�� 2 #������&� 	���
���#
����������!'����!�-V" D#�"����������� 15 ����  
            3. �T��&����������!'�� 0.2 #������&� �&�# 2.9 #������&�:��&
�"�-��R�����������
"�+������D���O�+�O!������! 410 ��,��#&������+�O!������,&�,S,&#��&��) "�+��#�:�#:��:��
B���-'�,&�Sm��� (p-NP) 	�����S#�&�u����!����$� �+?��� �1 
 
 

2.1.2  ���"�+����	���#:�����'(#)'������!CD�&��� 
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                        ���"�+����	���#:�����'(#)'�������������9�&�#��%�:��  Winkler  and 
Struckmann (1979) �
��� 
            1. .
!� 0.01 ��
#:�����'(#)'���� �&�# 2 #������&�:��S���S&�
S�S��) B���. 
8  �&�#���&
�&�� 2 #������&� 	���
���#����������!'����!�-V" D#�"����������� 15 ����  
            2. �&�# 3 #������&�:��&
�"�-��R������� ��� 13 #������&�:��S���S&�
S�S��)
B���. 8 �9�'�"�+������D���O�+�O!������! 410 ��,��#&������+�O!������,&�,S,&#��&��) "�+��#
�:�#:��:��B���-'�,&�Sm��� (p-NP) 	�����S#�&�u����!����$� �+?��� �1 
 
 2.2 ��������� ����>������������1������$ 
 
       .
!�����������!	����+���")���#�V 50 #������
#�����+�O!��.
!� 4 &9��"��� (	��
����+����!
������'��) �&�# 50 '#,+���&�:��'&��+���� (Tricaprin) +��#�:�#:�� 8 #�./#�. :��'B����� ,��
��������'&��+�����9�"�����!�������#�&�u�� ��$� (Internal standard) 	���
��&�# 100 
'#,+���&�:����� MSTFA   ?�#���������-��������&
����'�� 15 ���� 	���
�	���&�#�`���� 8 
#������&� ����	�����+���")"����#�V�#����������)�����+�O!����z�,+�#�,&���Sm (�!�#�� ����
��� 
 
  +��
#�)      DB-5HT :������ 15 �#&�  ����?����D��)���� 0.25 #�����#&� 

��z�&
�B�   '�,&��	� 
���#�V���&
��������!Z��  1  '#,+���&� 
&
�&��	�
�   Flame ionized detector (FID)  #��-V" D#� 380 ۫ ( 
 

 ���&
��-V" D#�   
�-V" D#�+���! 50 ۫ (  �������� 1 ���� 	���
��B�!#�����
&�� 15 ۫ ( &������ 	�#��-V" D#���! 180 ۫ (  

	���
��B�!#�-V" D#������
&�� 7 ۫ ( &������ 	�#��-V" D#� 230 ۫ ( 	���
��B�!#�-V" D#������
&�� 10 ۫ ( &��
���� 	�#��-V" D#� 370 ۫ (   �
�������$��������|:�����&���W$�,+�#�,&���#����$�&������! 6 
 
 
 
�������� 6  ����$��������|:�����&���W$�,+�#�,&���#:��������+���")�#����������) 
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�������� 6  ,#,�����(�'��) '�����(�'��) ���'&�����(�'��)$�'�,����(�&
������ 

 

��� ��� ���@ 

 (����) 

����(����  (glycerol) 3.8 
�#�����,������  (Methyl linoleate) 9.9 
1-,#,�'#���&��-��+-����(���� (1-monomyristyl-rac-glycerol) 12.3 
�`�&���+�,���+ �#����������) (Heptadecanoic methyl ester) 
         (as methyl ester standard) 

14.8 

,#,�����(�'��) (Monoglyceride) 16.0 
'&��+���� (Tricaprin)  (as internal standard) 21.6 
'�����(�'��)  (Diglyceride) 24.5-25.8 
'&�����(�'��) (Triglyceride ) (as triolein) 30.1-32.7 
 

�����: AOCS, Official Method Ce 1-62 
 

���"����#�V�#����������)B�	��V�'��	���`�&���+�,���+�#����������) (�!���������
���S#�&�u������$� �+?��� + 
 

 ���#�V�#����������)��#��C"�'��	���#��� 
 

   x
is

FAME
xFAME b

A

A
aW +










×=   (13) 

 �#O!� 
  FAMEW  = �9�"�
�:���#����������) (#�.) 

  Xa   = +��#.
�:�����S#�&�u��  

  FAMEA  = BO���!$&�B�+:���#����������) 

isA   = BO���!$&�B�+:�����#�&�u�� ��$� 

Xb   = 	-�&
�������:�����S#�&�u�� 
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 ���#�V�#����������)$���������"�'��	���#��� 
 
������,���9�"�
�:�� = �9�"�
�:���#����������) (#�.) 100×   (14) 
�#����������)  �9�"�
�:�����&
������ (#�.)   
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���������	
� 

 
 
 �����	
���������������������� 3 �������������� �������������������� �����!
�"#���#$���%����&������'(#)'�������#*�'+,&(��������%�"��"-�#,��$.������������������
��� Two-way ANOVA    ������!����������������9		
���!#����%�:�&�����;��&'�,����(� ��������
� �����!�"#���#<���9		
���!#����%�:�$����;��&'�,����(�	�����'(#)'������!=>�&������#*�'+
,&(�� ������%�"��"-�#������%��������������������� Plankett-Burman ���������������
��������:I�;��&������������%�<�� Box-Behnken  ,���������������-�����������������
+��+���!���	��:����&�)$���������L������������)��������MN�+.
!�<���O�#
��#�*�������&��
�
��� �#������������'(#)'������!=>�&�����'+,&(��������%�"��"-�# 
 

1. ��	�������������������������	�	����� !�� ��"�#$%&'(�)���$(�%��*���	����++ 

��	�$����++ Two-way ANOVA 

 

� �����!�"#���#$����&������'(#)�
������9		
���!#�+��#�O�+
P&�����;��&'�,����(� 
���'(#)��!=>�&�����!#�+-Q�#�
&���!�� +I� &���#�+����	���#<�����'(#)�>� #�+��#��=��� �����#��=�O�
��
�#�$.�$"#�'�� (Balaraman and Soundar, 2004) �:I!������� �����!�"#���#&�����&������'(#)    
'����	�� Pseudomonas fluorescens  (�!�=>�&���$�� ���&���Y�
�����$�&������! 7 ,��� ���
�
������'��	���������������������� Two-way ANOVA 
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��	����� 7  � ���<�����&������'(#)'������!'��	���������������������� Two-way  
                  ANOVA �:I!������� �����!�"#���#&�����&������'(#)'���� 

 
��	

�$���

��� 

�78���9�

��� !�� ��"� 

(�	9�) 

��	����% <#�!�� 

1 1 100 ��
#<����������'+,&(��  (1% w/v  '+,&(����!�O������$� 
1% v/v �����(�&��) 

2 0.67 100 ��
#<����������'+,&(��  (1% w/v '+,&(����!�O������$� 
1% v/v �����(�&��) 

3 0.5 100 ��
#<����������'+,&(��  (1% w/v '+,&(����!�O������$� 
1% v/v �����(�&��) 

4 1 100 ��
#<����������'+,&(��  (1.5 %w/v  '+,&(����!�O������$� 
1.5 %v/v �����(�&��) 

5 0.67 100 ��
#<����������'+,&(��  (1.5 %w/v '+,&(����!�O������$� 
1.5 %v/v �����(�&��) 

6 0.5 100 ��
#<����������'+,&(��  (1.5 %w/v '+,&(����!�O������$� 
1.5 %v/v �����(�&��) 

7 1 100 ��
#<����������'+,&(��  (2%w/v  '+,&(����!�O������$� 
2%v/v �����(�&��) 

8 0.67 100 ��
#<����������'+,&(��  (2%w/v '+,&(����!�O������$� 
2%v/v �����(�&��) 

9 0.5 100 ��
#<����������'+,&(��  (2%w/v '+,&(����!�O������$� 
2%v/v �����(�&��) 
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���'(#)��!=>�&���$�� ����
������	�=>��O�'������"�+����	���#<����������L������������)
��������MN�+.
!�<�� :���-'�,&�Mc������)##��&� (p-NPP) ��� 2-,:�:���� ,��,�����#
+�#:���&��)����=�&�#������ �-����! 13 =>�$.�$���������(�!�������������������O���������+��
�
&������,���O�"�
�<�����'(#)'�����
���������'+,&(������ 1:100  1:150 ��� 1:200 ���
����&���#��������'+,&(����!+��#�<�#<��<���������������(�&����!������,�����#�&�+I� 1  
1.5 ��� 2  (�!�$��&�����������#�����O�(O�	O���� 3 +�
�'��;����������
�����$�&������! 8 
 
��	����� 8   +����	���#<�����'(#)'������!=>�&���&�#��������������������  
             Two-way ANOVA  
 

�9�	�����#$%�78���9�>����� !�� ��"������	����% <#�!�� 	(�%��#$%

"	����	 

��	����% 

�	$��!���� 1:100 1:150 1:200 

1 230 260 280 374 382 402 355 363 371 

1.5 368 379 392 383 394 410 379 394 404 

2 323 341 362 334 358 386 298 322 348 
 

���%���C  �O�"�
�;�'+,&(��$���������'+,&(����!������,�����#�&�<�� 
    �������������(�&����!������ 1 1.5  ��� 2 +I� 1, 1.5 ��� 2 ��
#&�#�O��
� 

     
 <��#>�	��&������! 8 ����$"��"*����� ���$�����&���#���'(#)'������!=>�&���#����%�:�&��
+����	���#<�����'(#)'������!=>�&�����!'��   (�!�;�������+���")����=�&���!'��	��,�����#
+�#:���&��)#������ �-����! 13 ����'���
�&������! 9 
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��	����� 9  ������+���")����=�&�<��+���g��!�<��+����	���#<�����'(#)'������!=>�&���	��;� 
      �������������������� Two-way ANOVA   
 

 

Source 

Degree of 

freedom 

SS MS F P 

%v/v 
(Treatment A) 

2 18,897 9448.5 11.38 0.003 

w/w  
(Treatment B) 

2 15,740 7870 9.48 0.006 

Error (E) 22 18,264 830.2   
Total 26 52,901.2    

 

�#I!� SS  = Sum square Treatment 

  MS  = Mean square 

  
38.11

2.830

5.9448
===

MSE

MSA
F A

 

48.9
2.830

7870
===

MSE

MSB
FB  

P  =    ,������!������!�-���!	��L���%�##&�m��"�
�'��$��������� 

                          �##&�m�� �#I!��##&�m��"�
��
�=>�&��� 
 
 
 	��+��:���#��&��)����=�&�$�&������! 9 ����$"��"*����%�:�<��������,�����#�&�<��
�������������(�&����!$.�$�����&���#��������'+,&(�� (%v/v, Treatment A) �����9		
���!#�
+��#�O�+
P����=�&�&��+����	���#<�����'(#)'������!=>�&��� (�!�����'������+���=�&� P ��!#�+������ 
0.003 (�!�����$"��"*����#�,������!	��L���%�##&�m��"�
��#I!��##&�m��"�
��
�=>�&����:��� 0.003   
����
�����'�����+���=�&� P ��!'��#�+���������� 0.01 (���
��
��O�+
P 99%)    	����#��=�L���%
�##&�m��"�
�'��  �
!�+I�������,�����#�&�<���������������(�&����!$.�$�����&���#��������
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'+,&(�� (Treatment A) #����%�:�&��+���g��!�<��+����	���#<�����'(#)'������!=>�&��� 	���O�$"�'#�
��#��=&
��9		
������'�'�� 
 
 	��+���=�&� P <���
&������,���O�"�
�<�����'(#)'����&����������'+,&(�� (w/w, 
Treatment B) :����#�+������ 0.006 ����$"��"*����#�,������!	��L���%�##&�m��"�
��#I!��##&�m��
"�
��
�=>�&����:��� 0.006   ����
�����'�����+���=�&� P ��!'��#�+���������� 0.01 (���
��
��O�+
P 99%) 
	����#��=�L���%�##&�m��"�
�'��  �
!�+I��
&������,���O�"�
�<�����'(#)'����&���������� 
'+,&(��#����%�:�&��+���g��!�<��+����	���#<�����'(#)'������!=>�&��� 	���O�$"�'#���#��=&
�
�9		
������'�'�� 
 

 �:��! 14 ����+��#�
#:
�%)��"����+����	���#<�����'(#)'������!=>�&�����!� ���$����
�����&�#��%��������������������� Two-way ANOVA 	�����M����$"��"*����� �����!
�"#���#$����&������'(#)'����	�� Pseudomonas fluorescens  +I�  ������,�����#�&�<��
�������������(�&����!$.�$�����&���#��������'+,&(������ 1.5 ��� �
&������,���O�"�
�<��
���'(#)'����&����������'+,&(������ 1:150  ,��$"�+����	���#<�����'(#)'������!=>�&������� 
396 "����&����
#<�����'(#)'������!=>�&��� ,����!� ������
�$"��
��Q�<�����'(#)'������!=>�
&���#�+��#��=���#����!�-� 

 
�#I!��O����������������
�� �����!������,�����#�&�<���������������(�&����!$.�$����

�&���#��������'+,&(������ 1 ��� �
&������,���O�"�
�<�����'(#)'����&����������'+,&
(������ 1:100   (�!�$"�+���g��!�<��+����	���#<�����'(#)'������!=>�&������� 256.7 ,���
��Q�<��
�#*����'(#)'������!=>�&���:����#��
��Q���!#�����no���-���&�����'#������#*� ����
�$�<Q�������
���'(#)'������!=>�&������	����������'&�:���M���M&&���	��������������������M���M&
�
M�M��):���. 8 	O���� 2 +�
�  ��	#�����>P�������'(#)'����'���"��������������
������	���O�
$"���!� ����
������'��+����	���#<�����'(#)#�+��&!O������ ����I!�Y  

 
$�<Q���!������,�����#�&�<���������������(�&����!=>�$.�$�����&���#��������'+,&

(�������
� 2 	�:����'+,&(����!$.�#����#�Q#������'�	���	�O�$"�,+��<���$����"��"-�#���'(#)
#�+��#����#��������!������,�����#�&����� 1.5  (�!�$��-�+��#�<�#<��<����������'+,&(�� 
���'(#)'����'#�#����"�-����'��
�����������"��������������&���#���'(#)'������!=>�&���      
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�����'��*&�# ���'(#)��	��I!�#� �:�#I!�=>������$��������������(�&����!#�+��#�<�#<�� 
�>�����������,�����#�&����� 1.5 	���O�$"�'��+����	���#<�����'(#)��!���� 
 

 
 
��R��� 14  +��#�
#:
�%)��"����+����	���#<�����'(#)'������!=>�&���$�� ��� 

   ���&���&�#��%��������������������� Two-way ANOVA  
���%���C      +I�+����	���#<�����'(#)'������!=>�&�����!'��	����������  

       +I�+���g��!�<����	���#<�����'(#)'������!=>�&�����!'��	��,�����# 
           �=�&�#������ �-����! 13 

 
 �:��! 15  ����+������ (Median) <��<��#>�$��&���� ��� (�!��&������������<��#>����

�����,������&��$����������+������<��<��#>� $�<Q���!<��<�����������<��#>���!#����!�-�
���&!O���!�-�<��<��#>�   	��"*�'�����<��#>�+����	���#��!'��	����%����&������'(#)��!�&���#'��	��
��������'+,&(����!� ��� 1.5%v/v  ����
&������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&����
�
��������'+,&(������ 1:150 	�$"�+����	���#<�����'(#)�>��-�+I� 396 "����&����
#<�����'(#)
'������!=>�&��� ���	�����
�:����<��#>���!� ��� 1.5%v/v $"�+����	���#<�����'(#)�>��-����&!O��-�
$����+����
�#����!�-�����$"��"*�������&������'(#)��!� ����
������	�$"�+����	���#<�����'(#)
$����+����
�#������� ����I!�Y (�!���	����	��$�� ����
���������'(#)'������!=>�&���#���=��� �:
�>��������'(#)'������!=>�&���$�� ����I!�Y  

( 
U
ni
ts
/g
 )
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��R��� 15  +������ +��#����!�-����+��������!�-�<��<��#>�+����	���#<�����'(#)'������! 
   =>�&���&�#��%��������������������� Two-way ANOVA   
 
 
 

( 
U
ni
ts
/g
 )
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 �:��! 16 �������M������	��<��<��#>�(�!�����+-Q�#�
&�:I�m��<�����	
��O�<��#>����
�=�&�(�!�<��#>���!�O�#�$.����+���")	�&���#����	��<��<��#>����������&� ,��	-���!����$� �:��! 16 
��>�$����+����
�����&��(�!�����$"��"*����������	��<��<��#>�$���������������������	�����
��&� 

 

 

 

��R��� 16  ������	��<��<��#>������&�<��+����	���#<�����'(#)'���� 
   ��!=>�&���&�#��%��������������������� Two-way ANOVA   

 
  

2. ��	�����"U��9%��������*�R�&��	�+����	���� +#�$��!�����78��9����V$$�� 

������9�����������#$%&'(��� !�� ��"����)W��	��+���V$ <#�!�� 

 
                     �9		
�$����;��&'�,����(�	�����'(#)'������!=>�&�����!�O�#������$������	
���
���������� �-Q" >#�<���L������� (30q50o ()   �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*����
���&��
� (1.5:1 q 6:1)  ������,���O�"�
�<���O� (0 - 6)  ������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�
&��� (10-50)   ���������,���O�"�
�<��&
��O���������#  (0-10) &��������,���O�"�
�<��          
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�#����������)$�;��& 
Qr) ��������"��9		
���!#����%�:�&�����;��&'�,����(���$.���%����������
����������� Plankett-Burman  
 
        ;�����������!'��$��&���� ���$��������������������� Plankett-Burman 
����'���
�&������! 10  ������+���");�����=�&����
�,�����#����=�&�#������ �-����! 13 ���$�
&������! 11 ����;�������+���")����=�&�<���������������������� Plankett-Burman ,�����
���������=�&�&�#��%�������������������
�������������������##&�m����!�9		
�&���Y#�;�
&��+���g��!�<��������,���O�"�
�<���#����������)$�;��& 
Qr)�
���  
      

 H0 : µ1 = µ2 = µ3 = . . . = µk    

           H1 : µi ≠ µj  ��������� 1 +>�<�� µi ��� µj   

 

 �#I!� H0 +I��##&�m��"�
� 
       H1  +I��##&�m�������I�� "�I� �##&�m����	
� 

       µi , µj +I�+���g��!�������,���O�"�
�<���#����������)$�;��& 
Qr)��!� ���<����� 
      �������! i ��� j &�#�O��
� 
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��	����� 10  � ���$���������&�#�������������������� Plankett-Burman ��������� 
                    ,���O�"�
�<���#����������)$�;��& 
Qr)��!'�� 
        

No. 

 

ξ 1 ξ 2 ξ 3 ξ 4 

 

ξ 5 

 

FAME 

1 50 6.0 : 1 50 0 0 12.38 
2 50 1.5 : 1 50 10 0 1.20 
3 30 1.5 : 1 10 0 0 10.16 
4 30 6.0 : 1 50 10 6 25.51 
5 50 6.0 : 1 10 0 6 1.10 
6 30 1.5 : 1 50 0 6 12.30 
7 30 6.0 : 1 10 10 0 13.22 
8 50 1.5 : 1 10 10 6 2.50 

 

�#I!�    ξ1 = �-Q" >#�<���L������� ( ۫ ( )    
 ξ 2 =   �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
�  
 ξ3 =  ������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&���  
 ξ 4  =  ������,���O�"�
�<��&
��O���������# 
 ξ 5  =  ������,���O�"�
�<���O� 

   FAME  = ������,���O�"�
�<���#����������) 
 

2.1 ���	O�������+Q�&���&�)���������+���")����=�&�<�������������� 
�������� Plankett-Burman 
 

                     �
���	�'�����	O�������+Q�&���&�)�O�"�
�����%�������%�:�<���&����9		
�
	���������������������� Plankett-Burman ����"
� (Code equation) (�!�&������+���9		
�
&���Y�����"
�,�� -1 ��!+��&!O��-� ��� +1 ��!+���>��-� (�!�	�'���#��������
��� 
 

IMMOWMOIM

CSWTMOFAME

×+×−+

++−+=

418.4944.0683.3

450.1198.1864.4905.3147.9
  (15) 
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�#I!� FAME = ������,���O�"�
�<���#����������)$�;��& 
Qr) 
MO = �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
� 
T = �-Q" >#� 
W = ������,���O�"�
�<���O�  
CS = ������,���O�"�
�<��&
��O���������# 
IM = ������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&��� 

 
��	����� 11  ;�������+���")����=�&�<���9		
�"�
�	���������������������� Plankett- 
                     Burman  
 

Source df Seq SS Adj SS Adj MS F P 

Main Effects (M) 5 448.06 448.06 89.61 3.88 0.217 

Residual Error (R) 2 46.17 46.17 23.08   

Total 7 494.23     

 

�#I!�  Seq SS  = Sequential sum of square  

   Adj SS  = Adjusted sum of square 

 df  = Degree of freedom 

   Adj MS = Adjusted mean square  

  

( )
( ) 88.3

08.23

61.89
===

RMSAdj

MMSAdj
FA  

  P  =    ,������!������!�-���!	��L���%�##&�m��"�
�'��$��������� 

                        �##&�m�� �#I!��##&�m��"�
��
�=>�&��� 
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	��&������! 11 (�!�����;�������+���")����=�&�<������������������� :����+���=�&� P 
<����������#�+������ 0.217 (�!�#�+��#������ 0.05 (�!�#�+��#"#�����,������!	��L���%�##&�m��
"�
��#I!��##&�m��"�
��
�=>�&����>�=�� 0.217 (�!���������9		
���!$.�������
� 5 �9		
�'#��O�$"�+���g��!�
<��������,���O�"�
�<���#����������)$�;��& 
Qr)�&�&����
���!���
�+��#�.I!�#
!������� 75        
(P = 0.217 < 0.25) �
!�+I��9		
��
� 5 ��!�O�����������	'#�#����%�:�&�����#�Q�#����������)��!;��&'��  
�&��#I!�:�	��Q�	��;�����=�&���!����$�&������! 12   (�!�����$"��"*����+��������<�����#�Q�#���
�������)��!;��&'��<����>��
��9		
�&���Y �&�	O�����9		
���!�������	#�	O����#��	�����'� ��� �&���
�9		
�&���#����%�:�&��;���������	���O�$"��������%�:���!�
�(����
�<���9		
�&���Y'��  
 
 �&������'��*�� �#I!�:�	��Q�&������! 12 ���#�
����M<��:���,&$� �:��! 17 ��� ���M���
���	�������&�<���9		
�&���Y$� �:��! 18 	�:����$��#��� (21) +��+���!<���#���#����%�:�
�>��-� (P = 0.033) ����9		
��-Q" >#�<���L������� �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*����
���&��
� ��� ������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&���  �����9		
���!#����%�:��O��
���!���  
��#  �����!&�#�O��
�  ,�������9		
���!#�+���=�&� P ���� 0.103  0.148  ��� 0.162 (�!�����$"��"*���� 
�9		
��
���#$"�,������!	��L���%�##&�m��"�
��#I!��##&�m��"�
��
�=>�&������� 0.2 (P < 0.2) �
!�
+I��9		
��
���##����%�:�&��+��������,���O�"�
�<���#����������)$�;��& 
Qr)��!���
��
��O�+
P
������ 80 
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��	����� 12  ;�������+���")����=�&�<���9		
�"�
� ����9		
����#	���#����.��������!'��	����� 
                     ����������������� Plankett-Burman  
 
           Term    Effect    Coefficient        SE 

 coefficient 

          T           P 

Constant         9.147     1.699        5.38        0.033 

MeOH:Oil     7.811        3.905     1.699        2.30        0.148 

Temperature    -9.727       -4.864     1.699       -2.86        0.103 

%wt of water     2.396        1.198     1.699        0.71        0.554 

%wt of co-solvent     2.900        1.450     1.699        0.85        0.483 

%wt of immobilized 

enzyme 

    7.366        3.683     1.699        2.17        0.162 
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��R��� 17  ���M<��:���,&<���������������������� Plankett-Burman 
 
 

 
 

��R��� 18  ������	�������&�<�����%�:��9		
�&���Y $��������������������� Plankett  
     Burman 
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$�<Q���!�9		
��������9		
��
�'����� ������,���O�"�
�<��&
��O���������# ���������,��
�O�"�
�<���O� :����#����%�:�&��������<���#����������)��!'������#�� (�!�����$"��"*�����9P"�<��
���;��&�#����������)'��������,���O�"�
���!�����
���	'#�����#�	�����'#�;�#�
���"�����#��
����
��O�#
��#�*�������&��
�    �&���	����	������:���<��'�$��+�(>�<���#*�'+,&(��
#������ 
 

 �����"&-�
������$���������<
�=
�'�	��:�	��Q����"�� �����!�"#���#$����;��&�#���
�������)�g:���9		
���!#�+��#�O�+
P	O���� 3 �9		
�+I� �-Q" >#�<���L�������  �
&������,��,#�<��
�#�����&���O�#
��#�*�������&��
� ���������,���O�"�
�<��&
��O���������#$����������
����������� Box-Behnken  
 
 

2.2 ���%�:�<���9		
�	���������������������� Plankett-Burman  
  
       ���M���%�:�<���9		
�"�
�$� �:��! 19  �������%�:�<���9		
�&���Y&�����

;��&�#����������)	�����'(#)'������!=>�&��� ,�����#����=�&�#������ �-����! 13 =>�$.�$���������
�9		
�"�
��
�+��������,���O�"�
�<���#����������)  ,���������$� �:��! 19  ����+���g��!�<��
������,���O�"�
�<���#����������)��!� �����!�����<���������� ,����!� ����
������	�$"�
���#�Q�#����������)��!������ 9  �
����#I!�:�	��Q����M���%�:�<���9		
�"�
�$� �:��! 19 +��#.
�
<�����M	�����=�����%�:�<���9		
�  ,���9		
���!#����%�:�#��	�$"�+��+��#.
�$����M#��&�#'�
����  ���	����+����!�������"�I���<��+��#.
��
���#��=����$"��"*�=��� �����!$"�;�'����!
�"#���#�������  (�!�	�� �:��! 19 �-Q" >#�<���L������������9		
���!#����%�:��>��-���I!��	���������M
��!#�+��#.
�#����!�-� ��������"&-��!+��#.
�<���9		
��-Q" >#�<���L�������#�+������������$"��"*�
�����!�-Q" >#�$���������$����
�&!O� (30 ۫ () 	�$"�+��������,���O�"�
�<���#����������)�>��-� 
$�<Q���!+��������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
������9		
���!#����%�:������#�
,����!���
��>�+I��
&������,��,#����� 6:1 	�$"�������,���O�"�
�<���#����������)�>��-� ���
�9		
���!#����%�:�$��O��
��-�����+I����#�Q<�����'(#)'������!=>�&��� ,��:�������#�Q���'(#)'�
�����!=>�&�����! 50% 	�$"�+��������,���O�"�
�<���#����������)�>��-� $�<Q���!�9		
�<�����#�Q
�O� ���&
��O���������#=��#�$��L�������	��O�$"�'�����#�Q�#����������)�>�<���&��*	��:�!#<��$�
���
���!'#�#���
������	&���$.�&���-���!�>�<��$����$.�&
��O������ �O� "�I�&���-�$�����O�	
����
�
���������	��;��& 
Qr)   
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�
������	��	�:�	��Q����%�:�	��+��#.
�<�����M���%�:�"�
����������"��!���!��#��=
:�	��Q�+��+>��
�'�'�� 	�'�����+���=�&� T  $�&������! 14 (�!�+���=�&� T <���9		
��-Q" >#�  �
&������
,��,#��#�����&���O�#
��#�*�������&��
� ���������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&��� 
���� -2.86  2.30  ��� 2.17 &�#�O��
�   (�!�+���=�&� T $.����-+�����%�:�<���&����9		
� ,���-Q" >#�����
�9		
���!#����%�:��>��-����#�+���=�&� T ����+��������$"��"*������!� ������
�&!O�<���-Q" >#�$"�+��
������,���O�"�
�<���#����������)�>��-� $�<Q���!�
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�
������&��
� ���������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&��������9		
���!#����%�:������#�,��
$"�+��������,���O�"�
�<���#����������)�>��-���!���
��>�$��9		
��
������ (���':��� ��� 
:��).�
�, 2551) 
 

$�<Q���!���M���%�:�<���9		
����#$� �:��! 20 (�!��������%�:����#��"�����9		
�&���Y   
�
����������M<���&����9		
���!&
��
�����$"��"*�=�����#����%�:����#�
�<���9		
��
����  �����+I�
�������!���������
�<���9		
���! 1 <����>��
����
�<���9		
���! 2  $�<Q���!�������M<���9		
���!
<����
�����$"��"*�=�����'#�#����%�:����#�
�<���9		
��
����  �����+I��������!���������
�<��
�9		
���! 1 '#�<����>��
����
�<���9		
���! 2 

 
	��;���������.�$"��"*����+>���"�����9		
��
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�

������&��
����������,���O�"�
�<��&
��O���������#   +>���"�����9		
��������O�"�
�<���O����
������,���O�"�
�<��&
��O���������# ���+>���"�����9		
�������,���O�"�
�<���O����������,��
�O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&���#����%�:����#&���
���I!��	�����M��!'��#��
��Q�&
��
� (�!�����
$"��"*�����������!���������
�<���9		
�"��!�<����>��
����
�<������9		
�"��!� 
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              MO             T                  W       CS    IM 

 

 

��R��� 19  ���%�:�"�
�<���&����9		
�$��������������������� Plankett-Burman 
 
 

 

55 
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��R��� 20  ���%�:����#<���9		
�$��������������������� Plankett-Burman 
 
 56 
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3. ��	��������������������&���	���� +#�$��!�����78��9����V$$��������9�  ��� 

�������#$%&'(��� !�� ��"����)W��	��+���V$ <#�!�� 

 

       ��������������������:I�;��&������<�� Box-Behnken =>�$.�$���������"�
� �����!�"#���#$����;��&'�,����(�	���O�#
��#�*�������&��
�����#������������'(#)      
'������!=>�&���  �
����9		
���!=>�:�	��Q����#�;�&��������,���O�"�
�<���#����������)$�;��& 
Qr)
+I� �-Q" >#�<���L������� (30q50o ()    �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
� 
(1.5:1 q 6:1)  ���������,���O�"�
�<�����'(#)'���� (10-50) �
������������������+���");�
����=�&�	�$.�,�����#�=�&�#������ �-����! 13 �������������������� Box-Behnken  �O�"�
� 3 
�9		
� ���
�����O����������
����	O���� 15 �������� ,����������������!&O��"�����!�����&���
�O�(O�	O���� 3 ��������  ,��;�����������!&O��"�����!�����	�=>��O�'����+���")����=�&��:I!�"�
+��#�#�>�<�����	O�������+Q�&���&�)�
�;���������  ,�����	O�������+Q�&���&�)��!'��
��#��=����'���
��#��� (Montgomery, 1997) 
 

∑ ∑ ∑ ++++= εββββ jiijiiiii xxxxY
2

0  (16) 
 

      ��I!���������	O�������+Q�&���&�)��!'����>�$��>�<���#����O��
���� (�!���#��=����
:I�;��'��$��>����,+��(�!�	��O�$"�'��� �����!�"#���#����<��  �
���� �����!�"#���#��#��="�'��
	����%�������+Q�&���&�) 
 

3.1  �����������������������%��������������������� Box-Behnken   
 
          	��;���������$����"��9		
���!#����%�:�&�����;��&'�,����(�	���O�#
�
�#�*�������&��
�����#������������'(#)'������!=>�&���(�!�'����� �-Q" >#� (30-50 ۫ () �
&������
,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
� (1.5:1-6:1) ���������<�����'(#)'������!=>�
&���  (10-50)  $�<
�&����	���O����������:I!������"�� �����!�"#���#��!�-�<���9		
�&���Y
�
������ ,���������������������� Box-Behnken  �O�"�
���#�9		
�����'��$� �:��! 21 ,��
	-���!�����$��>�����=��&O��"���<����������(�!�=>��O�"��,���"
�(�!��O�"����!� ���&!O� ���� 
����>�<���9		
����� -1 0 ��� +1 &�#�O��
� 
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��R��� 21  &O��"���<������������� Box-Behnken �O�"�
� 3 �9		
�'����� 
    �-Q" >#�  �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
� ��������� 
    ,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&��� 
 
 

 &������! 13 ����;���������&�#��%��������������������� Box-Behnken (�!�$"�;�
'��+I�+��������,���O�"�
�<���#����������)<�����'<#
� (FAME) ,�����#�Q<���O�#
��#�*����
���&��
�+I� 5 #����,#� ������+�����#�Q<���#�����������'(#)'������!=>�&���  
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��	����� 13  � ���$���������&�#�������������������� Box-Behnken   
        

No. 

 

ξ 1 ξ 2 ξ 3  y 

1 30 6.0 : 1 30 27.07 
2 30 1.5 : 1 30 13.74 
3 50 1.5 : 1 30 6.22 
4 40 1.5 : 1 10 6.89 
5 40 6.0 : 1 50 19.86 
6 50 3.75 : 1 10 3.75 
7 50 3.75 : 1 50 8.83 
8 50 6.0 : 1 30 10.70 
9 40 3.75 : 1 30 9.74 
10 30 3.75 : 1 50 20.89 
11 30 3.75 : 1 10 17.18 
12 40 3.75 : 1 30 10.80 
13 40 1.5 : 1 50 11.72 
14 40 3.75 : 1 30 10.44 
15 40 6.0 : 1 10 6.44 

 

�#I!�   ξ1 = �-Q" >#�<���L������� ( ۫ ( )   
ξ 2 =   �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
�  

   ξ3 =  ������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&��� 
  y = ������,���O�"�
�<���#����������)$�;��& 
Qr)��!'�� (FAME) 
 
 &������! 14  ����;��=�&���!'��	���������������������� Box-Behnken  (�!�'��	��
,�����#�=�&�#������ �-����! 13  ,��&������! 14 ����������&
����&���Y����=�&�(�!�����������
+��;��:���#�&�m��<��&
���� +���=�&� T ���+���=�&� P (�!�+��&���Y�
������=>��O�#�$.�$����
:�	��Q�+��#�"#���#<�����	O�������+Q�&���&�)��!$.��%����+��������,���O�"�
�<���#���
�������)$�;��& 
Qr)�
��9		
�&���Y ���	�����
�����������&
��������=�&���!$.��%����+��#
�"#���#<�����	O�������+Q�&���&�)�
�<��#>���!'��	�����������
�'�����+��;��:���
#�&�m��<�����	O���� +���"�
#:
�%) ���+���"�
#:
�%)��!#������
���� 
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��	����� 14  +������=�&���!'��	���������������������� Box-Behnken   

 

Term Symbol Coefficient SE 

coefficient 

T P 

 

Constant  64.5719 21.6516 2.982 0.031 
Temperature  T -2.5342 0.9659 -2.624 0.047 

Methanol to oil molar ratio  MO 1.9933 2.7531 0.724 0.502 
%wt of immobilized 

enzyme 
IM -1.0073 0.3007 -0.024 0.982 

Temperature*Temperature         T
2
 0.0279 0.0116 2.404 0.061 

Methanol to oil *Methanol 
to oil  

MO
2
 0.2593 0.2295 1.130 0.310 

%wt of immobilized 
enzyme * %wt of 

immobilized enzyme  

        IM
2 
      -0.0011     0.0029  -0.393  0.710 

Temperature* Methanol to 
oil molar ratio  

    T*MO -0.0983 0.0496 -1.982 0.104 

Temperature * %wt  of 
immobilized  enzyme  

T*IM 0.0017 0.0056 0.307 
 

0.771 

Methanol to oil  * %wt of 
immobilized enzyme  

MO*IM 0.0467 0.0248 1.883 0.118 

 

S = 2.233 R2 = 95.7% R2 (adjusted) = 87.8% 
 

�#I!�  SE coefficient =  +��;��:���#�&�m��<���&���&
���� 
   T = +���=�&� T  
   P = +���=�&� P 
   S = +��;��:���#�&�m��<�����	O���� 
   R2 = +���"�
#:
�%)<�����	O���� 
  R2(adjusted) = +���"�
#:
�%)��!#������
����<�����	O���� 
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�
���	�'���#������	O�������+Q�&���&�)��"����������,��,#�<���#����������)$�
;��& 
Qr)�
��9		
�&���Y&�#�#����O��
���������
��#��� 

IMMOIMT

MOTIM

TMOIM

TMOFAME

×+×+

×−−

++−

−+=

0467.00017.0

0983.00011.0

0279.02593.00073.0

5342.29933.15719.64

2

22

   (17) 

 +���
#������%��<�����	O����"�'��	����%�;�&����O��
����������!�-� ,��+������=�&�<���&�
���9		
�'����� +��;��:���#�&�m�����+���=�&� P �
�����$�&������! 14 �
���+��;��:���#�&�m��
����$"��"*�=��+��#���!�����'�	��<��#>�	�����������
�;���!'��	�����	O�������+Q�&���&�)  
$�<Q���!+���=�&� P ����+����!$.�:�	��Q����%�:�<���&����9		
�$����	O�������+Q�&���&�) ,����!
+���=�&� P <��+��+���!����-Q" >#�#�+���.I!�#
!���!���
��
��O�+
P 95% (P<0.05) �����"&-���9		
��
������
	��'#���#��=�O�	
�������	�����	O����'��   
 
 �O�"�
�+���"�
#:
�%)<�����	O���� (R2) ���+���"�
#:
�%)��!#������
���� (R2-adj) ����+����!
�����
&��������"����+��&��������!��#��=�%����'��,�����	O�������+Q�&���&�) (�!�	�����
�������	�'��+���"�
#:
�%) (R2) ���� 95.7% (�!�����$"��"*�������	O������#��=�%����+��
&������ +I�������,��,#�<���#����������) (FAME) ���� 95.7% <��;����������
�"#�  
$�<Q���!+���"�
#:
�%)��!#������
���� (R2-adj) 	�#�+������ 87.8% (�!�+���
����������+����!$.�
������������
�+���"�
#:
�%)��!#������
����	�����	O�������+Q�&���&�)�>�����I!�Y��I!��	��+��
�"�
#:
�%)#�+��#'�&���������!�������#I!��:�!#	O����&
����"�I��:�!#	O�������#<�����	O����
���+Q�&���&�) (���':��� ��� :��).�
�, 2551) �����"&-��	��&���:�	��Q�+���"�
#:
�%)��!#����
��
����(�!�	�:�	��Q�+������+��#�����������!<���
�	O���������������	O�������#��!:�	��Q�
���� (�!�	��O�$"���+��#;��:�����!����	��	O�������#$����	O�������+Q�&���&�)��!'#������
�'�� 

 
 &������! 15  +I�&�����O�"�
����+���")+��#�������<�����	O�������+Q�&���&�)��!'��
	������������� Box-Behnken 	��������������$"��"*�������	O������#��=�.I!�'����!���
�
�
��O�+
P 99% (P < 0.01)  ����$"��"*����	�#���������� 1 �9		
�$����	O������!#�+��#�O�+
P&������
��,���O�"�
�<���#����������)$�;��& 
Qr) �#I!����	O����=>�����:�	��Q�$��&������#�
����
�.������ (Linear term) ����O��
���� (Square term) ���������%�:����#�
� (Interaction term) 	�
:����+���=�&� P <���&������##�+��#������ 0.1 ,�����#����.������#�+���=�&� P ���� 0.145 (�!�#�+��
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������!�-�����$"��"*�����������#��!#�+��#�O�+
P��!�-���!#�;�&�����&������<��������,���O�"�
�
<���#����������)$����;��& 
Qr)��!���
�+��#�.I!�#
!� 85% (P < 0.15) $�<Q���!���#��!#�+��#�O�+
P
�����#�'��������#���%�:����#�
� ��� ���#�O��
���� (�!�	�$"�+���=�&� P ���� 0.172 ��� 0.187 
&�#�O��
�,��#�;�&�����&������<��������,���O�"�
�<���#����������)$����;��& 
Qr)��!
���
�+��#�.I!�#
!� 80% (P < 0.2) ����$"��"*����#����,��#��!��#��=��������#�O��
���� ������#
���%�:����#�
�<���&����9		
�'����!���
��
��O�+
P 80% �&������'��*����I!��	�����
��
��O�+
P��!'��#�
+��&!O����� 95% �O�$"�#�,������!	�����+��#;��:���,������L���%���#��!#����%�:�'��  �
���&���
:�	��Q����#�
�+���"�
#:
�%) ���+���"�
#:
�%)��!#������
�����������������"��!� 
 
��	����� 15  ;�������+���")+��#�������<�����	O�������+Q�&���&�)<����������� 
                    ����������� Box-Behnken 
 

 

Source  

 

 

DF 

 

Seq SS 

 

Adj SS 

 

Adj MS 

 

F 

 

P 

Regression 9 548.232 548.232 60.9147 12.22 0.007 
  Linear 3 475.118 42.4211 14.1404 2.84 0.145 
  Square 3 35.382 35.3820 11.7940 2.37 0.187 
  Interaction 3 37.732 37.7319 12.5773 2.52 0.172 

Residual Error 5 24.927 24.9271 4.9854   
  Lack-of-Fit 3 24.346 24.3460 8.1153 27.93 0.035 
  Pure Error 2 0.581 0.5811 0.2905   
Total 14 573.159     

 
 

&
��������=�&���!�O�+
P���������"��!�$�������������=�&�<������������� Box-
Behnken +I���������+��#;��:��� (Residual Error) (�!�+���
������$.��%������������Q)+��#
;��:�����!'#���#��=�%����'��	�����	O�������+Q�&���&�) �
���+��#;��:�����#��=����'������ 
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2 ����+I� +��#;��:���	��+��#'#��#�>�<�����	O���� (Lack of fit) ���+��#;��:���	�����
����� (Pure Error) (Cochran and Cox, 1997) 

 
 �O�"�
���������+��#;��:���<��+��#'#��#�>�<���#��� ���+���")'��	������O����
�����(O�	O������������� 3 +�
���!	-���!�����<����������(�!������ �����!�-Q" >#� 40 ۫ (  ������
,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
����� 3.75:1 ���������,���O�"�
�<�����'(#) 
'������!=>�&������������� 30 (�!�+���=�& P <����������+��#'#��#�>�<�����	O����#�+������ 
0.035 (�!�+���
������#�+��#������ 0.01 (P > 0.01) (�!�����$"��"*����'#���#��=�L���%�##&�m��"�
�
��!���'#�#�+��#'#��#�>�����<����"�������	O������!'���
�;�����������!���
�+��#�.I!�#
!� 99% (�!�
����$"��"*����,������!	�����+��#;��:���<��+��#'#��#�>���"�������	O�����
�;���������#�
+��'#����� 1% �
��
�	����#��=��-�'��������	O����#�+��#�#�>�&��;��������� 
 

3.2  �����������������	O�������+Q�&���&�)����&*#�>��
�����I!�Y 
 
          ,�����#�=�&�#������ �-����!  13  =>�$.�$����:�	��Q����	O�������
+Q�&���&�)��!#����&
����#��!#�+���=�&� P #������ 0.15 (�!���#��=&
����#�
���������	�����	O����
'�� �#I!��O�����������������"�������	O������!'#�#����&
����# ���#����&
����#&���Y,��:�	��Q�
���#�
�+���"�
#:
�%) (R2) ���+���"�
#:
�%)��!#������
���� (R2-adj) ���+���=�&�<����������
+��#'#��#�>���"�������	O�����
�<��#>�<���&������	O�����
�;�$�&������! 16 
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��	����� 16  �����������������	O�������+Q�&���&�)���&���Y 

 
 

�++�8�������<
������	� 

 

R2 

 

R2-adj 

P of 

lack of 

fit 

Full term quadratic Box-Behnken equation 
 

IMMOIMT

MOTIM

TMOIM

TMOFAME

×+×+

×−−

++−

−+=

0467.00017.0

0983.00011.0

0279.02593.00073.0

5342.29933.15719.64

2

22

 

 
 

95.7% 

 
 

87.8% 

 
 

0.035 

Linear Box-Behnken equation 
 

IM

TMOFAME

1679.0

6173.04067.16514.26

+

−+=  
 

 
82.9% 

 
78.2% 

 
0.026 

Linear and T2  Box-Behnken equation 
 

20273.01697.0

8027.24067.19030.68

TIM

TMOFAME

+−

−+=  

 

 
87.8% 

 
82.9% 

 
0.033 

 
 

�#I!�:�	��Q���������������	O�������+Q�&���&�)���&���Y:�������	O�������
+Q�&���&�)��!$"�+���"�
#:
�%) (R2)  +���"�
#:
�%)��
���� (R2-adj) ���+���=�&� P <����������
+��#'#��#�>�<�����	O�����
�<��#>� (P of  lack of fit)        (�!�	��&������! 16 ����$"��"*����
���	O��������&*#�>�$"�+���
�������>��-��#I!�������������
����	O��������I!�Y �
��
�	��'#�
��#��=&
����#&���Y$����	O����'��    	�'���#������	O�������+Q�&���&�)��"����������,��
,#�<���#����������)$�;��& 
Qr)�
��9		
�&���Y&�#�#����O��
���������
��#�����! 17 
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3.3  �����������������	O�������+Q�&���&�)����&*#�>��
�����I!�Y 
 

                     ���M:I�;�� (Surface plot) ������M+���
��) (Contour plot) =>�$.�$����
�%�������%�:�<���9		
�&���Y&��������,���O�"�
�<���#����������)$����;��& 
Qr)  ,�����M
:I�;�������������<��#>�$��>������##�&� $�<Q���!���M+���
��)�����������<��#>�$��>����
���#�&�(�!��.I!�#<��#>���!#�+�������
�$"���>�$�:I���!������
� �
��� �:��! 22-30  �������M:I�;�����
���M+���
��)��!'����"����������,���O�"�
�<���#����������)$����;��& 
Qr)�
��9		
�&���Y�
�
'����� �-Q" >#� (30-50 ۫ () �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
� (1.5:1 q 6:1)  
���������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&��� (10-50) ,�����
����	O�����&*#�>�&�#�#�����! 
17 

 
        3.3.1  ���%�:�<���-Q" >#�����
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�

������&��
�&��������,���O�"�
�<���#����������)$�;��& 
Qr) 
 
       	�� �:��!  22-24  �������M:I�;��������M+���
��)��! '��	��
+��#�
#:
�%)��"�����-Q" >#�<���L�����������
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*����
���&��
���!������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&���+���!  ,��+��������,���O�"�
�<���#���
�������)#�+���>��-���!�-Q" >#�&!O�+I� 30 ۫ ( �����!�
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*����
���&��
����� 6:1 ���$�<Q�������
�������,���O�"�
�<���#����������)$����;��& 
Qr)	�#�+��
�����#I!��-Q" >#�<���L��������:�!#<��	�� 30 ۫ ( ���� 50 ۫ ( ����
&������,��,#�<���#�����&��
�O�#
��#�*�������&��
�����	�� 6:1 ���� 1.5:1 

         
      	��;�����������!�������� ����-Q" >#�&!O�	�$"����#�Q�#������

����)�>�������!�-Q" >#��>�(�!�'#����+�����
��������!���!��<����
��L��������+#��
!�'���!,����&��-Q" >#�
<���L���������!�:�!#<��	��O�$"��L�����������'����<�� �
����#I!�������������
������	
��I!�Y�
�����$�
&������! 17 (�!�:����#������	
����"��������	
���!:�����-Q" >#���!�"#���#$���������L�������<��
���'(#)'������>���"���� 30 =�� 40 ۫ (  (�!���	����'�'��������'(#)'���� +I�,#���-�<��,��&��.���
"��!�(�!�	�#��-Q" >#���!�"#���#$�����O��L���������!+��"��!�Y�����
� ,���g:���������!����'(#)'����
��!$.��������'(#)��!'��	��	-�������) Pseudomonas fluorescene (�!���	����'�'������ �����!�"#���#&��
��������L�������<�����'(#)+I�� �����!�"#���#�
�	-�������)+I���!���#�Q 30 ۫ (  �
!���� 
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��	����� 17  �-Q" >#�<���L���������!�"#���#$���������L�������&���Y<�����'(#)'���� 
 

 

�W(���9% 

 

 

"e���	�%� 

 

�C
��W�����

������� 

Shieh et. al., (2003) �L������������)��������MN�+.
!�<���O�#
�=
!��"�I��
�
��#������������'(#)'����	�� Rhizomucor 

 miehei 

36.5 ۫  ( 

Gao et. al., (2006) �L��������������)��MN�+.
!�<���O�#
�=
!��"�I����� 
�#������������'(#)'����	�� Candida sp. 

40 ۫  ( 

Nie et. al., (2006) �L������������)�������)��MN�+.
!�<���O�#
���!$.�����
����#������������'(#)'����	�� Candida sp. 

40 ۫  ( 

Hari et. al., (2001) �L��������������)��MN�+.
!�<��'�,(-�������+���  
��������������'(#)'����	�� Rhizomucor miehei 

30 ۫  ( 

Combes and Marty (2002) �L������������)��������MN�+.
!�<���O�#
��#�*����
���&��
���!#����,�����+�>��
������������� 
Lopozyme 

40 ۫  ( 

�����	
��� �L������������)��������MN�+.
!�<���O�#
��#�*����
���&��
��
��#���������'����	�� Pseudomonas  

fluorescens   

30 ۫  ( 
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(�) 

 
 

(<) 
 

��R���  22 (�)  ���M<��:I�;������+��#�
#:
�%)��"�����-Q" >#�<���L������� ��� 
                        �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
�&�� FAME  

                        ��! IM = 50 
                (>)  ���M+���
��)����+��#�
#:
�%)��"�����-Q" >#�<���L������� ��� 
                        �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
�&�� FAME  

                        ��! IM = 50 
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(�) 

 
(<) 
 

��R���  23 (�)  ���M<��:I�;������+��#�
#:
�%)��"�����-Q" >#�<���L������� ��� 
                        �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
�&�� FAME  
                        ��!  IM = 30 
               (>)   ���M+���
��)����+��#�
#:
�%)��"�����-Q" >#�<���L������� ��� 
                        �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
�&�� FAME  
                         ��!  IM = 30 
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(�) 

 
 

(<) 
��R���  24 (�)  ���M<��:I�;������+��#�
#:
�%)��"�����-Q" >#�<���L������� ��� 
                        �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
�&�� FAME  
                        ��!  IM = 10 
               (>)   ���M+���
��)����+��#�
#:
�%)��"�����-Q" >#�<���L������� ��� 
                        �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
�&�� FAME  
                         ��!  IM = 10 
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    3.3.2  ���%�:�<��������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&��� ��� �
&������,��,#� 
<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
�&��������,���O�"�
�<���#����������)$�;��& 
Qr) 
 

              �:��! 25-27  �������M:I�;��������M+���
��)��!'��	��+��#�
#:
�%)��"����   
������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&�������
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�
������&��
���!�-Q" >#�+���! ,����!������,���O�"�
�<���#����������)	�#�+���>��-���!���
��>�<��
������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&��� (IM = 50) �����!���
��>�<���
&������,��,#�<�� 
�#�����&���O�#
��#�*�������&��
� (MO = 6:1) (�!����+�����
������	
�����$"P���!�#I!�#����#�Q
&
������L����������+��#�<�#<��<�����&
�&��#���O�$"��L�����������<��'����<��  �&������'��*����!
�
&������,��,#�<���#���������O�#
��#�*�������&��
���!��"���� 1.5:1 =�� 4:1 ���������,��
�O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&�����! 10 =�� 30 :����$"�+��������,���O�"�
�<���#����������)$�
���;��& 
Qr)��!#�+���>�������!�
&������,��,#�<���#���������O�#
��#�*�������&��
���! 6:1 (�!�
��	����	�������!#����#�Q<�����'(#)'������!=>�&�������	�����'� 	���O�$"��#�������!#����#�Q
#��	���������
��
�,���<��'�	
��
������Q��!:I�;����!����'�	�,#���-�<��'&�����(�'��)$��O�#
�
�#�*�������&��
�'#���#��=	
��
������Q�
������'�� 	���O�$"�'�����#�Q<���#����������)��������
��!�
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
���!+���I!�Y 
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(�) 
 

 
 

(<) 
 

��R���  25 (�)  ���M<��:I�;������+��#�
#:
�%)��"����������,���O�"�
�<�� 
                         ���'(#)'������!=>�&��� ��� �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
� 
                         �#�*�������&��
�&�� FAME ��!�-Q" >#� 50 ۫ (  
               (>)   ���M+���
��)����+��#�
#:
�%)��"����������,���O�"�
�<�� 
                        ���'(#)'������!=>�&��� ��� �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
� 
                        �#�*�������&��
�&�� FAME ��!�-Q" >#� 50 ۫ ( 
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(�) 
 

 
 

(<) 
��R���  26 (�)  ���M<��:I�;������+��#�
#:
�%)��"����������,���O�"�
�<�� 
                         ���'(#)'������!=>�&��� ��� �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
� 
                         �#�*�������&��
�&�� FAME ��!�-Q" >#� 40 ۫ ( 
               (>)   ���M+���
��)����+��#�
#:
�%)��"����������,���O�"�
�<�� 
                         ���'(#)'������!=>�&��� ��� �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
� 
                         �#�*�������&��
�&�� FAME ��!�-Q" >#� 40 ۫ ( 
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(�) 

 
 

(<) 
 

��R���  27 (�)  ���M<��:I�;������+��#�
#:
�%)��"����������,���O�"�
�<�� 
                        ���'(#)'������!=>�&��� ��� �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
� 
           �#�*�������&��
�&�� FAME ��!�-Q" >#� 30 ۫ ( 
               (>)   ���M+���
��)����+��#�
#:
�%)��"����������,���O�"�
�<�� 
                         ���'(#)'������!=>�&��� ��� �
&������,��,#�<���#�����&���O�#
� 
                         �#�*�������&��
�&�� FAME ��!�-Q" >#� 30 ۫ ( 
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3.3.3 ���%�:�<��������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&�������-Q" >#� 
<���L�������&��������,���O�"�
�<���#����������)$�;��& 
Qr) 
 

 �>���! 28-30  �������M:I�;��������M+���
��)��!'��	��+��#�
#:
�%)��"��������
��,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&�������-Q" >#�<���L���������!�
&������,��,#�<���#��
���&���O�#
��#�*�������&��
�+���! ,����!������,���O�"�
�<���#����������)	�#�+���>��-���!
�-Q" >#� 30 ۫ ( ���������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
����� 50 (�!�;����
�������!'������$"��"*�������'(#)'����	�� Pseudomonas fluorescens ��!=>�&������#*�'+,&(��
������%�"��"-�#	������L�������'������!�-Q" >#�&!O���������!�O��L�������$�� ����-Q" >#��>��O�$"�+��
��	���#<�����'(#)'������!=>�&������� ,����	����	�������I!�#� �:<�����'(#)��!�-Q" >#��>� 
,��	��O�$"����'(#)#�:I���!;����!����'�&���L����������� #�;�$"�'��;��& 
Qr)�#����������)$����#�Q
��!�������� 
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(�) 
 

 
 

(<) 

��R���  28 (�)  ���M<��:I�;������+��#�
#:
�%)��"����������,���O�"�
�<�� 
                        ���'(#)'������!=>�&��� ��� �-Q" >#�&�� FAME ��!�
&������,�� 
                        ,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
����� 6:1 
               (>)   ���M+���
��)����+��#�
#:
�%)��"����������,���O�"�
�<�����'(#) 
                        '������!=>�&��� ��� �-Q" >#�&�� FAME ��!�
&������,��,#�<���#����� 
                         &���O�#
��#�*�������&��
����� 6:1 
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(�) 
 

 
 

(<) 
 

��R���  29 (�)  ���M<��:I�;������+��#�
#:
�%)��"����������,���O�"�
�<�� 
                        ���'(#)'������!=>�&��� ��� �-Q" >#�&�� FAME ��!�
&������,�� 
                        ,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
����� 3.75:1 
               (>)   ���M+���
��)����+��#�
#:
�%)��"����������,���O�"�
�<�����'(#) 
                        '������!=>�&��� ��� �-Q" >#�&�� FAME ��!�
&������,��,#�<���#����� 
                         &���O�#
��#�*�������&��
����� 3.75:1 
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(�) 

 
 

(<) 

��R���  30 (�)  ���M<��:I�;������+��#�
#:
�%)��"����������,���O�"�
�<�� 
                         ���'(#)'������!=>�&��� ��� �-Q" >#�&�� FAME ��!�
&������,�� 
                         ,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
����� 1.5:1 
               (>)   ���M+���
��)����+��#�
#:
�%)��"����������,���O�"�
�<�����'(#) 
                        '������!=>�&��� ��� �-Q" >#�&�� FAME ��!�
&������,��,#�<���#����� 
                         &���O�#
��#�*�������&��
����� 1.5:1 
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3.4  � �����!�"#���#���.���+��#�.I!�#
!�$����;��&'�,����(� 
 

       � �����!�"#���#<�����;��&'�,����(�	���O�#
��#�*�������&��
�  ��� 
�#�����	�����'(#)'������!=>�&������#*�'+,&(��������%�"��"-�#+I� 

        �-Q" >#�<���L�������     =  30 ۫ ( 
        �
&������,��,#��#�����&���O�#
��#�*�������&��
�  =  6:1 
        ������,���O�"�
�<�����'(#)'������!=>�&���  =  50 

         ������,���O�"�
�<���#����������)��!'��	�����	O�������+Q�&���&�)  
         (���+O���Q����$� �+;��� g2) 

        =  30.7 
  
        �
����#I!�'��� �����!�"#���#&�����;��&'�,����(�	���O�#
��#�*�������&��
�����
���'(#)'������!=>�&������#*�'+,&(�� �:I!��O�����I��
�+�����#�Q������,���O�"�
�<��        
�#����������)�>��-���!'��	��� ����
������ 	��'���O���������;��&'�,����(�$�� �����!�"#���#
	O���� 3 &
�������:I!�"�� �����!�"#���#���.���+��#�.I!�#
!�$����;��&'�,����(� ,��'��;����
������
�&������! 18 �
��� 
 
��	����� 18  ������,���O�"�
�<���#����������)��!;��&'��	��� �����!�"#���#$�������� 

      �L�������<�����'(#)'����  

 
�9��%������ 	(�%��#$%�78���9�>�������������	�  

1 24.90 
2 23.07 
3 21.34 

 
        �
���+���g��!� ( x )  ������,���O�"�
�<���#����������)��!'�����#�+������ 23.10 (�!�+���g��!�
��!'����#��=�O�#�$.���-#�Q����=�&��:I!�"�+���g��!���!���	��� (µ) <��������,���O�"�
�<��        
�#����������)��!;��&'��	��� �����!�"#���#  �����I!��	����-�#&
��������!$.������#�<�����*� 
(n<30) :����+���g��!���!���	��� (µ) <��������,���O�"�
�<���#����������)��!'��	��� �����!
�"#���#&�#���	O�������+Q�&���&�)<�� Box-Behnken +I� 30.7 �
���+���g��!�������,���O�"�
�
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<���#��� �������)��!���	���$�� �����! �"#���#	�#�+� �$�.���������  14.81  =� �  31 .40 
( 40.3181.14 << µ ) ��!���
��
��O�+
P 98.5% ,�����+O���Q����'��$� �+;���  g 
  

 �:��! 31 ����.���+��#�.I!�#
!�<��������,���O�"�
�<���#����������)��!;��&'�� ,������
$"��"*����+���g��!���!���	��� (µ)  <��������,���O�"�
�<���#����������):������>�$�.�����!���#�Q'��   

 

 
 

��R���  31  .���+���g��!���!���	���<��+��������,���O�"�
�<���#����������)��!'��	��    
     � �����!�"#���# (T = 30 ۫ (  MO = 6:1  IM = 50)   
 
�#I!� x  +I�  +���g��!�<��������,���O�"�
�<���#����������)��!'��	����� 

 ����� ��� H0 +I� �##&�m��"�
� (H0 = 30.7)  
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4. ��	��<��<����������R�����	� 

 
      ���"�+��+���!���	��:����&�)<���L������������)�������)��MN�+.
!�<���O�#
��#�*�

������&��
�����#������������'(#)'������!=>�&������#*�'+,&(�� :�	��Q�	��������+���")
"�+���
&����������L����������!#&����!+��#�<�#<��<���O�#
��#�*�������&��
�����#������&�&���
�
�  �:��! 32 ����;���������"�+���
&����������L����������!#&���
�+��#�<�#<��<���O�#
��#�*�
������&��
���!+��#�<�#<��<���#�����&���Y 
 

 
 
��R���  32 +��#�
#:
�%)��"�����
&����������L����������!#&���
�+��#�<�#<��<���O�#
��#�*���� 
                 ���&��
���!+��#�<�#<��<���#�����&
��&� 20-200 #����,#���) 

 
	���������� :���� �
&����������L����������!#&��	��:�!#<���#I!�+��#�<�#<��<���O�#
��#�*�

������&��
��:�!#<��$��-�+��#�<�#<��<���#����� �&��#I!�:�	��Q����%�:�<��+��#�<�#<��<��  
�#�����:������!+��#�<�#<��<���#�����+I� 20 #����,#���)	�'��+���
&����������L����������!#&���>�
��!�-�$��-�+��#�<�#<��<���O�#
��#�*�������&��
� ,��	�'��+���
&����������L����������!#&���>�����
��!+��#�<�#<��<���#�����+I� 62.5  50  37.5  100  ��� 200 #����,#���)&�#�O��
� 	�:�����
&�����
�����L����������!#&��	�����(�!���	����	������
��
��L�������<���#�������I!��	���#���������(
�
��&����!#�+��#����:��&�����'(#)'������!=>�&��� �
������	O�������+Q�&���&�)��!$.��%�����
&��
��������L����������!#&���
�+��#�<�#<��<���O�#
��#�*�������&��
�����#���������'�&�#�#���
��! 8 
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��R��� 33  +��#�
#:
�%)��"���� 1/Vi ��� ������
�<��+��#�<�#<���O�#
��#�*�������&��
� 

MeOH = 200 mM   MeOH = 100 mM   MeOH = 62.5 mM 

MeOH = 50 mM   MeOH = 37.5 mM   MeOH = 20 mM 

 

 

+��+��#.
����	-�&
�������<��+��#�
#:
�%)��"���� 1/Vi ���������
�<��+��#�<�#<��
<���O�#
��#�*�������&��
�	�:����<����>��
�+��#�<�#<��<���#����� �
��#��� 

 

   [ ]










+=

MeOHi

Trim

K

MeOH

V

K
Slope

,max

, 1     (18) 

  Y-intercept [ ] 












+=

maxmax

, 1

VMeOHV

K
MeOHm    (19) 

 

 �#I!���������M+��#�
#:
�%)��"����+��+��#.
��
�+��#�<�#<��<���#����� �
�����$�
 �:��! 34 ,�����M+��#�
#:
�%)�
������=>��O�#�$.�$����"�+��+���!���	��:����&�)'���
���
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��R��� 34  +��#�
#:
�%)��"���� [ ]










+

MeOHi

Trim

K

MeOH

V

K

,max

,
1

 ��� +��#�<�#<��<���#����� 

 

        �#I!�:�	��Q� �:��! 34 	�:����'��+��+��#.
�(�!�#�����#+I�
MeOHi

Trim

KV

K

,max

,  ���� 0.0111 ���

	-�&
������� (�!�#�����#����
max

,

V

K
Trim  ���� -0.0327  �O�$"�+��+���!���	��:����&�)��!+O���Q'�����

+��#�+��������   ,����&�����+��+���!���	��:���&�)	�#�+��������� �����"&-���#I!�:�	��Q�<��#>�
+��#�<�#<��<���#�������!�O�$"��������M#�	-�&
������������� ,��	�:��������<��#>���!+��#
�<�#<��<���#��������� 200 #����,#���)  (�!�+��#�<�#<��<���#������
��������	�O�$"����'(#)'�
�����I!�#� �:(�!�����	������
��
��L����������� ����:�� (Toxic substance)  �����"&-��	��:�	��Q�
&
�<��#>��
������ (�!�	�'�� �:��! 35 �
��� 
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��R��� 35  +��#�
#:
�%)��"���� [ ]










+

MeOHi

Trim

K

MeOH

V

K

,max

,
1

��� +��#�<�#<��<���#����� 

     �#I!�:�	��Q������<��#>���!+��#�<�#<��<���#��������� 200 #����,#���) 

 

 �
���	�'��+��+��#.
� #�+������ 0.0068 ���	�'��	-�&
������� #�+������ 0.1845  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

84 

 �#I!��O������������M+��#�
#:
�%)��"����+�� [ ] maxmax

, 1

VMeOHV

K MeOHm +   ���  ������
�<��+��#

�<�#<�� 	�'���
� �:��! 36 

 

 
 

��R��� 36  +��#�
#:
�%)��"���� 
[ ] maxmax

, 1

VMeOHV

K MeOHm + ��� ������
�<��+��#�<�#<��<���#����� 

 

   �#I!�:�	��Q� �:��! 36 	�:����'��+��+��#.
�(�!�#�����#+I� 
max

,

V

K
MeOHm  �����
� -4.9678 ���

	-�&
���� y (�!�#�����#+I� 
max

1

V
 �����
� 0.2392  ,��#�+���"�
#:
�%)���� 0.3824  

 

  �
���	�:���� +��+��#.
�<�����M$� �:��! 36 #�+�������� ���+���"�
#:
�%)���� 0.3824 
(�!�#�+����!&!O�����'� ��	����	������O�����������!+��#�<�#<��<���#�����$�.���+��#�<�#<����!&!O�
	�����'��O�$"������L�������������
��>������L�������'�<���"��� "�I�+��#�<�#<��<���#������>�
	�����'�	��O�$"��L�������=>��
��
������#�����  �����"&-��	���O���������&
�<��#>�+��#�<�#<��
<���#�������! 20 100 ��� 200  #����,#���) (�!�	�'�����M+��#�
#:
�%)��"����+��	-�&
���� y ��� 
������
�<��+��#�<�#<��<���#�����'��$"#��
� �:��! 37 (�!�	�'��+��#.
�+I� 3.212 ���	-�&
����
���+I� 0.0144   
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��R��� 37  +��#�
#:
�%)��"���� 
[ ] maxmax

, 1

VMeOHV

K
MeOHm +  ��� ������
�<���#������#I!�:�	��Q������ 

                  <��#>���!+��#�<�#<��<���#��������� 20  100  ��� 200 #����,#���) 

 

 �
���	�'��+��+���!���	��:����&�)������%����M���<
�&���
�����$�&������! 19 �&��#I!�
:�	��Q�+��+���!���	��:����&�)��!'��	����%����M :���� '#����+�����
������	
��I!�Y��I!��	��+�� 
K

m,MeOH
 #�+���������� K

m,Tri
 (�!�:���� �&�&���	�������	
��I!�Y���"��������	
��.�� Combes and Marty 

(2002)  ��� Hari et al., (2001) �:I!�����9P"��
������ Combes and Marty (2002) '��������%����
����9P"�+��+���!���	��:����&�)��!'��	����%����M������%��.��&
���<����+�#:���&��) Excel   �����"&-
�������	
���	�����
���%������!����,�� Combes and Marty (2002) (�!����
���%�;�&����O��
����������!�-�
$�������#�Q+��$����"�+��+���!���	��:����&�) ,�����
��#�����! 11 �
��� 

 

    ( )∑ −=
i

m
i

e
i VVerrorTotal

2    (11) 

 
�#I!� 
 e

iV =  �
&����������L���������!'��	���������� 
  m

iV     =  �
&����������L���������!'��	�����	O�������	��:����&�) 
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 �
���&������! 19 ����+��+���!���	��:����&�),��$.���%�������M�����%��.��&
���<����
+�#:���&��)�
��� 

 

��	����� 19  +��+���!���	��:����&�),��$.���%�������M�����%��.��&
���<����+�#:���&��) 

 

��*���	 
     V

max
 

   (µmol·h-1) 

      k
m,Tri
 

      (mmol) 

    k
m,MeOH

 

      (mmol) 

        k
i,MeOH

 

       (mmol) 

��%����M      69.45      12.81       3.212         16.18 

 ��%��.��&
���<����+�#:���&��)      69.45      12.81       68.36         13.84 

 

 +�� km,MeOH  ��� k
i,MeOH

 ��!'��	����%��.��&
���<����+�#:���&��) :���� $"�+��+���!���
	��:����&�)��!���+�����
�+��#�<�#<��<���#�������!�
��
��L������������)��������MN�+.
!�<��
�O�#
��#�*�������&��
�����#�����$������	
��I!�Y �.�� Combes and  Marty (2002) ��� 
Freeman and Pryde (1983) �
���+�� k

m,tri
 ���+�� k

m,MeOH  (�!�����+����!����=��+��+��!�"��!�<��+��#
�<�#<��<���O�#
��#�*�������&��
�����#�������!$"�+���
&����������L����������!#&���>��-� (V

max
) 

(�!�+����!'�����+�����
���������"�� �����!�"#���#&�����;��&'�,����(�	��������������
�������� Box-Behnken (�!�$"�+���
&������,��,#�<���#�����&���O�#
��#�*�������&��
���!
�"#���#��!�-�+I� 6:1 



��������	
���
��� 
 

 ���� 

 

1. ������������������������������
���������� !"�#	�$%�%!	�"�%&����

��''����!�
��'' 

Two-way ANOVA 

 

�������������	
����� Two-way ANOVA ����������������� ���!"#$"����%&�'�(� 
�)��*��!�(+�*�+"���� �&����,-+.,
���/�� Pseudomonas fluorescens 	$�0�+1	,23 -��3	0
����(4�(5$+ 3	0�6//70��!%&�'�,	$��4�������� ��0+���
*
�0,23 -�� (
*
�09�,23 -�����+�: 1 
��7+"� 1%v/v ���
*
�0��	�*-� �� 1.5 ��7+"� 1.5%v/v ���
*
�0��	�*-� �� �
* 2 ��7+"� 
2%v/v ���
*
�0��	�*-� ��) �
*�7 ���4��3	0�CD�(�7�E�����,-+.,
����7����
*
�0,23 
-������ 1:100  1:150 �
* 1:200 /������	
�� H��4� ��!�)��*���� ��0+���
*
�0,23 -�� 1.5 
��7+"� 1.5%v/v �
*�7 ���4��3	0�CD�(�7�E�����,-+.,
����7����
*
�0,23 -������ 1:150 
/*"($24���/���+E�����,-+.,
�����!+�24��I��5	2J� 396 (�4�0 4���7+E�����,-+.,
�����!�I� �&���!
�*	7��70�D�27N 99% 
 
2. ���3��4��5667"�����
%�&%8������'�����9�%��' 
!����6���:;��7����<!!
�������7��������

�
� !"�#	�
�������������$=����� !"�#	�$%�%!	�"�%&����

��''����!�
��'' Plankett-

Burman  
 

 �������������	
����� Plankett-Burman �I�"#$"����%&�'��6//70��!+������H
 4����
9
� ,�3�	��-
/���CD�+7��+
1		����� *�7��
*�+����
	$�0���,-+.,
�����!�I� �&����+1	,2
3 -��	$�0����(4�(5$+ 3	0�6//70��!%&�'� ,	$��4 �5:()I+�E���Y�����0� �7 ���4��3	03+
E���+����

 4��CD�+7��+
1		����� *�7� �$�0
*3	0�CD�(�7�E�����,-+.,
�����!�I� �&� �$�0
*3	0�CD�(�7�
E�� 7��D�
*
�0�4�+ (���.+�
-�Z��-�) �
*�$�0
*3	0�CD�(�7�E���CD� �7C���C H��4� �6//70��!+�
�����H
 4����9
� ,�3�	��-
,	$��4 �5:()I+�E���Y�����0� �7 ���4��3	03+
E���+����
 4�
�CD�+7��+
1		����� *�7� �
*�$�0
*3	0�CD�(�7�E�����,-+.,
�����!�I� �&� 
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3. ���3��4�����������������������9�%��' 
!����6���:;��7����<!!
�������7���������
� 

 !"�#	�
�������������$=����� !"�#	�$%�%!	�"�%&����

��''����!�
��''  Box-Behnken 

 

�������������	
����� Box-Benhken  �I�"#$"����%&�'��)��*��!�(+�*�+"����
9
� ,�3�	��-
/���CD�+7��+
1		����� *�7��
*�+����
	$�0���,-+.,
�����!�I� �&�3	0 H��4�
�)��*��!�(+�*�+ 2J� �5:()I+�E���Y�����0� 2J� 30 ۫ -  �7 ���4��3	03+
�+����
 4��CD�+7��+
1	
	����� *�7� 2J� 6:1 �
*�$�0
*3	0�CD�(�7�E�����,-+.,
�����!�I� �&� 2J� 50 3	0���/D�
��
���2:� %�� �."($24����+�:�+��
�������."����9
� )7:^.�$�0
* 30.7 �7C���CH��4�"�����	
��
9
� �+��
�������."��)��*	7��
4��/*"($���+�:�+��
�������."�#4���$�0
* 14.81 �&� 31.40 ��!
�*	7�2��+�#J!�+7!��$�0
* 98.5  
 
4. ���3��4���LM�L�������6��8�3������
��N%�%�%"��������
���
�%OP�L#7���
��:;��7����<!!
�

������7���������
� !"�#	�
�������������$=����� 
 

24�2���!���/
�H
%�� �.E���Y�����0������.��������ab�2#7!�E���CD�+7��+
1		��
��� *�7��
*�+����
	$�0���,-+.,
�����!�I� �&����+1	,23 -��	$�0����(4�(5$+�I�%&�'�	$�0����
�7 ��������	�Y�����0����!+ $� H��4� 9
����	
��E��24��7 ��������	�Y�����0����!+ $��7�2��+
�E$+E$����!+ $�E���CD�+7��+
1		����� *�7��
*�+����
��	2
$���7��
,������4��Y�����0����
�b���� ,� ,� ��!+��+����
���� 7�07�07C��Y�����0� 3	0�����/70��C��%70�������a�
*�����#�� 7��
E	$�0
2�+H��� ��. -&!�H��4������#�� 7��
E	$�02�+H��� ��./*"($24�2���!��!��	2
$���7�9
����	
��
+����4��������a �
*/*,	$24�2���!E���Y�����0������.��������ab�2#7!�E���+����
�
*�CD�+7��+
1	
	����� *�7�3	0+����,-+.,
���/�� Pseudomonas fluorescene ��! �&���,23 -��2J�          
V
max
= 69.45 µmol·h-1        k

m,Tri
= 12.81 mmol      k

m,MeOH
 = 68.36 mmol  �
*  k

i,MeOH
  =  13.84 mmol           
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1. "���� �&����,-+.	$�0����(4�(5$+��/,+4�(+�*�+ 4����9
� ,�3�	��-
 ��J!��/��
���,-+.,
���/*�I�E7��0I4"�32��9
&� (�J��++����E��H�
��+��.-&!���/�D�"($, ��
��-�,�	.��!+�
3+�
�5
E��	"(N4,+4��+����H�4�E$�,�"�32��9
&�,	$ 	7��7C���/�
J��"#$�����J!�f �#4������$��
H7��*32���
� . (�J�,���������� $� 

 
2. (�� $������H�!+�$�0
*E���+��
�������."�9
� )7:^.,�3�	��-
/���CD�+7��+
1		��

��� *�7�3	0���,-+.,
�����!�I� �&� 2��%&�'���0
*���0	E���6//70�7C���+��!+�9
 4����9
� 
,	$��4 �5:()I+�E���Y����0� �$�0
*3	03+
E���+����
 4��CD�+7��+
1		����� *�7� �
*�$�0

*3	0�CD�(�7�E�����,-+.,
�����!�I� �&� -&!��$�0
*3	0�CD�(�7�E�����,-+.,
�����!�I� �&���/
+�2��+�D�27N�D�(�7�����������*�����9
� ���,+4 4���J!�� � 4(����������������*��
9
� ��� 4���J!����/,+4/D����� $��H�/��:�"��6//70�$�0
*3	0�CD�(�7�E�����,-+.,
�����!�I�
 �&�� 4 $��H�/��:�/����
�"�����7+97��*(�4����� 7C� $��7����,-+.,
�����!�I� �&����  

 
3. ���� �+ 7��D�
*
�0�4�+ (���.+�
-�Z��-�) �
*�CD� /������	
����CH��4���+���

�H�!+24��$�0
*3	0�CD�(�7�E���+��
�������.,	$ � 4��J!��/���6//70�7C����+������H
 4��$�0
*3	0
�CD�(�7�E���+��
�������.�$�0��4��6//70�J!�f 	7��7C�(�� $������H�!+���+�:�$�0
*3	0�CD�(�7�
E���+��
�������."�9
� )7:^.��/�D�����	
������0����0�24��g
�!0E���)��*��!+����� �+ 7��D�

*
�0�4�+ �
*�CD� �7��)��*��!,+4+����� �+�HJ!���*������ 7	���"/ 
 

4. 24�2���!"��+����7 ��E���Y�����0������.��������ab�2#7!�E���CD�+7��+
1		��
��� *�7��
* �+����
��+����D�,�"#$"�����������7��Y���:.�2+��D�(�7����9
� ,�3�
	��-
,	$3	0��%70�+����7 ���7��+����+	5
+�
����D�(�7�����������7��Y���:.�2+� 
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$�	%�
� � 1  �����	��	
�������������-���������� 

 
            ����-���������� (p-NP) 	+�"��%���$,-. /01�2����!3�����4����
��� ����-��
�������� !�� �����2 (p-NPP) �,5 2-�������� �71���������8����	
���������"������-
����������"����9/:��2��24���04�����-����������	
������� 0.25 ���	�������
��������� �24/:�����4>�"������4��"���5,�����  �0��? 8 �24>���0	
�������"@2/��4
���
��� 0 – 0.045 ���	���������������� ���!�,5!������>���0!������"@2/��4�!B� 5 ��������� 
���
/:����
,2	�����2C2��+�	�+1��"�/01 410 �������� 
 
	�
�������� �1  
�D0������04�"������4����-���������� (p-NP) ":���,5��� 
                              "������������8��"������-����������":���,5��	����������� 

   ������ ���!" 

 
     ����� pNP (µmol/ml) ��
������ ���	 

!"��� 
# $� % 8 

          (ml) 

p-NP 

(0.25µmol/ml) 

(ml) 

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

 
�24��������8��/01>?�>����/2����0F�"2��2�>�$��%�
�/01 �1 2,��0F 
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��$������ �1  ��������8��":���,5��	��	
�������������-���������� 
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$�	%�
� � 2  �,
�4������	:��
-��	����������������� ���!"��"�� 
 
        	
�������������-����������/01�2����!3�����4�/���" ��"�/����G�	?,1��� 

����-�����!�� �����2�,5 2-��������2�
4������ ���!"��"��"����9���2����"���� 
 

	����������������� ���!"��"��
05.0

10

15

1

01.0

99.1

1.0

5410 ××××=
Slope

A
 

 
 

��+1�  A
410
 = 	�����2C2��+��"�/01 410 �������� 

  Slope = 	
��?,�����������8������-����������   
  !�������
���"��  = 2.9+2+0.1 = 5 ��������� 
  !��������"������4������ /01>?� = 0.1 ��������� 
  �,��������+������"���,F����  =     1.99/0.01  
  �
��>����/:�!3�����4�   = 15  ��/0 
  !��������"������4������ ���1���� = 10 ��������� 
  �F:���,��������� ���!"  = 0.05 ��,� 
 
 
	���K�014���2C2��+��"���"��%���$,-. /01�2���������� ��"��  = 0.284 
 

	����������������� ���!"��"�� 
05.0

10

15

1

01.0

99.1

1.0

5

105.17

284.0
××××=  

 
=      2,202.7   ���
4 
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$�	%�
� � 3  �,
�4������	:��
-��	����������������� ���!"/019C���7� 
 

            	
�������������-����������/01�2����!3�����4�/���" ��"�/����G�	?,1��� 
����-�����!�� �����2�,5 2-��������2�
4������ ���!"/019C���7�"����9���2����"���� 

 

	����������������� ���!"/019C���7�     
wtSlope

A 1

15

1
20

1.0

10410 ××××=  

 
��+1�  A

410
 = 	�����2C2��+�	�+1��"�/01 410 �������� 

  Slope = 	
��?,�����������8������-����������   
  !�������
���"��  = 2+2+3+13 =     20  ��������� 
  �,��������+������"���,F����  =     0.1/10 
  �
��>����/:�!3�����4�   = 15  ��/0 
  �F:���,��������� ���!"/019C���7� = 0.01 ��,� 
 

 �������55���/2����55 Two-way ANOVA 9C�>?�>����U7�V�	�����������
������ ���!"/019C���7� �71�	�����2C2��+��"�/01	
��4�
	�+1� 410 �������� ��+1���	��	
��
�����������-���������� �24�0%����/2���2,��0F 
 
	�
�������� �2  	��2C2��+��"�/01	
��4�
	�+1� 410 ��������>������	��	
������� 
                              ������-������������+1���	����������������� ���!"/019C���7� 
 

 "	
��,��-.��/0�1�"�� �� �234#2��5��"!��
�����2�-	3�� ���4��64�6�� �

��
������
. �37	7� 1:100 1:150 1:200 

1%v/v 
0.30 0.33 0.36 0.48 0.49 0.52 0.46 0.47 0.48 

1.5%v/v 
0.47 0.49 0.50 0.49 0.51 0.53 0.49 0.51 0.52 

2%v/v 
0.41 0.44 0.46 0.43 0.46 0.50 0.38 0.41 0.45 
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�,
�4��� ���	:��
-	����������������� ���!"/019C���7�/01 1%v/v  ��� 1:100 �71�>��	�����
2C2��+��"�/01 410 ���������!B� 0.30  
 

	����������������� ���!"/019C���7�
01.0

1

15

1
20

1.0

10

105.17

30.0
××××=  

 
     =      233.84   ���
4 
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������� � 

���
��	���� ���C�����������55���/2����55 Two-way ANOVA 
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$�	%�
�   ���
��	���� ���C�����������55���/2����55 Two-way ANOVA 

 
          �������55���/2����55 Two-way ANOVA 9C�>?�U7�V���"$�
�/01�����"�
>������7������� ���!">���Z2�	�����2�
4
�D0����@�� �71�
�D02,�����
�0���/2"�5	���K�014��
	����������������� ���!"/019C���7� �24�0"����8��/01����/:����/2"�52,��0F (
������, 2543) 
 

      H0 : µ1 = µ2 = µ3 = . . . = µk    

           H1 : µi ≠ µj  �4������4 1 	C��� µi ��� µj   
 
           >��������55���/2����55 Two-way ANOVA ���0	
���!�!�
���������
����_ 2,�"���� 

( ) ( ) ( )ESSBSSTrSSTSS ++=)(  
  
                         /,F��0F�����	��/��"9���2,�����
"����9	:��
-�2����	�� Sum of Square, Mean 
Square  ���  F-value 2,��0F 
 

( ) ( )
1−

=
k

TrSS
TrMS  

( ) ( )
1−

=
n

BSS
BMS  

( ) ( )
)1()1( −−−−

=
knN

ESS
EMS  

( )
( )EMS

TrMS
FTr =  

( )
( )EMS

BMS
FB =  

 
 /,F��0F�����%�
�/01 1  �"2�
�D0�����	��"9���":���,5�������55���/2����55 Two-
way ANOVA 
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	�
�������� �1  
�D0�����	��"9���":���,5���/2"�5	
���!�!�
�":���,5�������55 

                              ���/2����55 Two-way ANOVA 

 
Source of  

Variance 

Degree 

of Freedom 

Sum of 

Square 

Mean Square  

(Variance) 

F 

      Treatment k-1 SS (Tr) MS(Tr) = SS(Tr)/k-1 

         Block n-1 SS (B) MS(B) = SS(B)/n-1 

          Error (n-1)(k-1) SS (E) MSE = SS(E)/(n-1)(k-1) 

          Total N-1 SS (T)  

MS(tr) / MSE 

MS(B) / MSE 

 

�24���	:��
-	������_�"2��2�2,��0F 
 

3,460,5483746.359....382374280260230 22222222 =+++++++=∑ ijy  

10,279,63211231079...1034980921 222222
. =+++++=∑ iT  

464,006,929592 22
.. ==T  

( ) 2.901,52
27

464,006,92
548,460,3

2
..2 =−=−= ∑ N

T
yTSS ij  

( ) ( )
2.897,18

27

464,006,92

3

1123...9809211 2222
..2

. =−
+++

=−= ∑ N

T
T

b
TrSS i  

( ) ( )
740,15

27

464,006,92

9

3072350330171 2222
..2

. =−
++

=−= ∑ N

T
T

a
BSS j  
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( ) ( ) ( )

264,18740,152.897,182.901,52

)(

=−−=

−−= BSSTrSSTSSESS

 

( )
5.448,9

2

897,18
===

DF

TrSS
MSTr  

( )
870,7

2

740,15
===

DF

BSS
MSB  

( )
2.830

22

264,18
===

DF

ESS
MSE  

38.11
2.830

5.488,9
===

MSE

MSTr
FTr  

48.9
2.830

870,7
===

MSE

MSB
FB  

 

 ��������	��"9��� F �71� ( ) 72.522,2,01.0 =F  ���	�� ( )22,2,01.038.11 FFTr >=  

��� ( )22,2,01.048.9 FFB >=     2�
4���@�0F�7��"2�>����Z�
��"����9!3��"D"����8����,�
�2�   �,1�	+�/01��2,5	
�����������/�0�����  (
�D0������04�"������4�	�����) ���5�Z�	 
(�,���"�
��24�F:���,��������� ���!"���"������4�	�����) /:�>�����2	
���������
���
���	���K�014����������������� ���!" 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

  107 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

������� � 

�����!����-��/����"�/�� ����2��,� 
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$�	%�
� 	1  �����!����-��/����"�/�� ����2��,� 

 
         ��+1�������/����"�/�� ����2��,��0���4?��27F��4C��,5?��2���F:��,�/01%����2�  
2�
4���@2,�����

�D0����8�� EN14105:2003 �7��:���2>�������!����- Fatty Acid Methyl Ester  
�����4C�>��C!��!����-���r!���2	�����	��/����"�/��  (Heptadecanoic Methyl Ester, 
C17:0)  ��+1�����"��2,�����
�!B�"��",��	���� /01����5>�������F:��,�D���?��� �24������04�
"������8�����r!���2	�����	��/����"�/��  /:��2��24����4�r!���2	�����	��/����"     
�/�� !����- 100 �������,�>� 1 ��������� ��� ���-�r!�/�����,F��7���+����2�
4 ��� ���-
�r!�/����0	
����������
��� 0 u 50 �������,������������� �71����C�>�������04�����
����8�����r!���2	�����	��/����"�/��  �!B�2,������%�
�/01 	1 
 
	�
�������� �1  
�D0������04�"������8�����r!���2	�����	��/����"�/��   

 
          No. C17:0 

standard 

(ml) 

     n-Heptane 

          (mg) 

      C17:0 (mg/ml) 

       1     0   1                  0 
       2    0.1 0.9               9.72 
       3    0.2 0.8  19.44 
       4    0.3 0.7  29.16 
       5    0.4 0.6  38.90 
       6    0.5 0.5  48.60 
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	�
�������� �2  ���C��+F�/01>��������"������_>����"������������8����/����"�/��   
 

 

��� 

�� 

�/0�1�"� 

C17:0 

(mg) 

�/0�1�"�� �

Tricaprin (mg) 

$O/���P	6�
�� 

C17:0 

$O/���P	6�
�� 

Tricaprin 

$O/��� C17:0/

$O/��� Tricaprin 

1 0 0.8 0 0 0 
2 9.72 0.8 906243.2 6816.6 132.95 
3 19.44 0.8 1823837 6679.9 273.03 
4 29.16 0.8 2715945 6823.1 398.051 
5 38.9 0.8 3521755 6649.3 529.64 
6 48.6 0.8 4767415 6651.1 716.786 

 
 
 

 
 
 
��$������ �1  ��������8���r!���2	�����	��/����"�/��  
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�	����������������	
����������r!���2	�����	��/����"�/��  /01>?�>����
"������������8������/����"�/�� �!B�2,��0F 
 

 

��$������ �2  �	���������/01�F:���,����r!���2	�����	��/����"�/��  0 �������,�  
 

 

��$������ �3  �	���������/01�F:���,����r!���2	�����	��/����"�/��  9.72 �������,� 
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��$������ �4  �	���������/01�F:���,����r!���2	�����	��/����"�/��  19.44 �������,�  
 

 

 

��$������ �5  �	���������/01�F:���,����r!���2	�����	��/����"�/��  29.16 �������,�  
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��$������ �6 �	���������/01�F:���,����r!���2	�����	��/����"�/��  38.90 �������,�  
 

 

��$������ �7  �	���������/01�F:���,����r!���2	�����	��/����"�/��  48.60 �������,�  
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$�	%�
� 	2  �����!����-��/����"�/�� ����2��,�>��5��20����,
�4��� 
 
           ��/����"�/�� ����2��,�>��5��20����,
�4���
��	���� �2����
�D0����8�� 
EN14105:2003 �,
�4����	������������
�D0���	:��
-��!����-��/����"�/�� >�"���,
�4��� 
�5��20���/01"$�
��@-�$C����!3�����4�	+� 30 ۫ �  �,���"�
��24�������/��������F:��,����Z2
2��/����
,��!B� 6:1 ������4���24�F:���,��������� ���!"/019C���7��!B����4�� 30  ���2�
�	����������!B�2,�$��%�
�/01 	7 
 
�F:���,����5��20����,
�4��� = 49.28 mg 
�+F�/01>��������/����"�/��  = 1,208,802 
�+F�/01>����������	!���  = 6,169 

�+F�/01>��������/����"�/�� /����	!��� = 195.95 

�F:���,�����/����"�/�� >�"���,
�4���  

0
6169

1208802
0681.0 +








×=FAMEW  

     =       13.34  mg 
 

���4���24�F:���,�����/����"�/�� >�"���,
�4��� (FAME) 

100
28.49

34.13
×=FAME  

            =        27.07 
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��$������ �8  �	������������5��20����,
�4��� T = 30 ۫ �  MO = 1:6 IM = 30 
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������� � 

���
��	���� ���929�4":���,5�������55���/2����55 Plankett-Burman 
����������55���/2����+F�%�
%���5"����55 Box-Behnken 
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$�	%�
� �1    ���
��	���� ���929�4":���,5�������55���/2����55 Plankett-Burman 
   
   �������55���/2���9C�>?�>����U7�V�!x��,4/01�0��/D���������%����5��
20�������F:��,����Z22��/����
,������/����2�
4������ ���!"/019C���7�5���Z2�	�����
2�
4
�D0����@�� /,F��0F�C!�55"����929�4���������55���/2����55 Plankett-Burman �!B�
2,��0F (Cochran and Cox, 1997) 
 

 
 
 

  ������C����/2������
�D0�������55���/2����55 Plankett-Burman 2,��0F 
 

  	�
�������� �1  %����/2�������������55���/2����55 Plankett-Burman  
 

No. 

 

ξ 1 ξ 2 ξ 3 ξ 4 

 

ξ 5 

 

FAME 

1 50 6.0 : 1 50 0 0        12.38 
2 50 1.5 : 1 50 10 0          1.20 
3 30 1.5 : 1 10 0 0        10.16 
4 30 6.0 : 1 50 10 6        25.51 
5 50 6.0 : 1 10 0 6          1.10 
6 30 1.5 : 1 50 0 6        12.30 
7 30 6.0 : 1 10 10 0        13.22 
8 50 1.5 : 1 10 10 6          2.50 

 

 

 �4O�   ξ1 =  �@-�$C�� ( ۫ �), ξ 2  =  �,���"�
��24�������/��������F:��,����Z22��/����
,�, 
        ξ3 = ���4���24�F:���,��������� ���!"/019C���7�, ξ 4 = ���4���24�F:���,����,
/:� 
            ����4��
�,    ξ 5 =  ���4���24�F:���,����F:�   
            FAME = ���4���24�F:���,�����/����"�/�� >�"���,
�4���%���$,-.   
 

εβββ +++= ∑ ∑ jiijii xxxY 0
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"����������� 9C�>?�>������	��",�!��"�/D�y��"����>?��"2�	
��",��,�D ���
���

!x��,4�,5���4���24�F:���,�����/����"�/�� >�"���,
�4���%���$,-.  �71�	��",�!��"�/D�y"����9
���2����"���� (
������, 2543) 
 

( ) YXXX ′′= −1β̂  
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30.12
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51.25
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( )

































−

−

=′′= −

209.2

944.0

683.3

450.1

198.1

864.4

905.3

147.9

ˆ 1
YXXXβ

 

 

2,��,F����2�"����929�4�0�C!�552,��0F 

 

IMMOWMOIM

CSWTMOFAME

×+×−+

++−+=

418.4944.0683.3

450.1198.1864.4905.3147.9
 

 
 

 ��+1��������
��	���� /��"9������������55���/2����55 Plankett-Burman  �"2�
>����Z�
���K����@-�$C����!3�����4�  �,���"�
��24�������/��������F:��,����Z22��
/����
,� ������4���24�F:���,��������� ���!"/019C���7� �!B�!x��,4/01�0%�������%�����/��
��"�/�� ����2��,� 2�
4���@�0F"�������929�4����2�C!�2��!B� 

 
 

IMTMOFAME 683.3864.4905.3147.9 +−+=  
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$�	%�
� �2    ���
��	���� ���929�4":���,5�������55���/2����55 Box-Behnken 
   

         �������55���/2����55 Box-Behnken 9C�>?�>����U7�V�"$�
�/01�����"�
��!x��,4����_������%����5��20��� "����������� 9C�>?�>������	��",�!��"�/D ��"����
>?��"2�	
��",��,�D ���
���!x��,4�,5���4���24�F:���,�����/����"�/�� >�"���,
�4���
%���$,-.  /,F��0F�C!�55"����929�4���������55���/2����55 Box-Behnken �!B�2,��0F 
 

∑ ∑ ∑ ++++= εββββ jiijiiiii xxxxY
2

0  
 

	�
�������� �2  %����/2�������������55���/2����55 Box-Behnken 
 

           No. 

 

ξ 1 ξ 2 ξ 3         FAME 

1 30 6.0 : 1 30 27.07 
2 30 1.5 : 1 30 13.74 
3 50 1.5 : 1 30   6.22 

  4   40 1.5 : 1 10   6.89 
  5   40    6.0 : 1   50 19.86 
6 50 3.75 : 1 10   3.75 
7 50 3.75 : 1 50   8.83 
8 50 6.0 : 1 30              10.70 
9 40 3.75 : 1 30   9.74 
10 30 3.75 : 1 50 20.89 
11 30 3.75 : 1 10 17.18 
12 40 3.75 : 1 30 10.80 
13 40 1.5 : 1 50 11.72 

           14           40 3.75 : 1 30 10.44 
           15           40            6.0 : 1           10             6.44 

 

�4O�   ξ1 =  �@-�$C�� (۫ �)   ξ 2  =  �,���"�
��24�������/��������F:��,����Z22��/����
,� 
      ξ3 = ���4���24�F:���,��������� ���!"/019C���7�        
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�71�	��",�!��"�/D�y"����9���2����"���� 
 

( ) YXXX ′′= −1β̂  
 
���2� 
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1
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0
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0

0
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0

0
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1011
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=

6.44

10.44

11.72

10.80

17.18

20.89

9.74

10.70

8.83

3.75

19.86

6.89

6.22

13.74

27.07

Y

 

 

 



























−

−

−

−

−

=

0.0467

0.0983

0.0983

0.0011

0.0279

0.2593

0.0073

2.5342

1.9933

64.5719

β̂

 

 

���2�"����929�4�0�C!�55�!B� 

 

IMMOIMT

MOTIM

TMOIM

TMOFAME

×+×+

×−−

++−

−+=

0467.00017.0

0983.00011.0

0279.02593.00073.0

5342.29933.15719.64

2

22
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������� T 

���
��	���� 	
��"��C!��"����>��������55���/2��� 
�+F�%�
%���5"����55 Box-Behnken 
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$�	%�
� �    ���
��	���� 	
��"��C!��"����>��������55���/2��� 
          �+F�%�
%���5"����55 Box-Behnken 

 
        �������55���/2����+F�%�
%���5"����55 Box-Behnken �0��20!�����
��71�	+��0���/2"�5	
��"��C!��"����/01�2�  �24���/:����/2����F:�/01�@2�71����������
/2��� (T = 40۫ � , MO = 3.75:1 ���  IM = 30) �24���/2"�5	
��"��C!��"�����!B�2,��0F 
 
  H0  =  ����0	
�����"��C!���
������C����/2����,5"���� 
  H1  =   �0	
�����"��C!���
������C����/2����,5"���� 

 
  ���/2"�5	
��"����8��9C��:���>?�>����
��	���� �0F �24%��
��:��,�"��
��	
��%�2���29C��5������!B�"��"�
�2,��0F (Box et.al.,1993) 
 
%��
��:��,�"����	
��%�2���2�
� =    %��
��:��,�"����	
�����"��C!��"���� 
                                                                         + %��
��:��,�"����	
��%�2���2������/2��� 

 
SSE        =  SS

LOF
  + SS

PE
 

 

�,1�	+� 

 

  SS
LOF
        =  SSE  - SS

PE 
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	�
������ T1  ���/2"�5	
�����"��C!���55�:���� ��� ���C����/2��� 
 
 

No. 
 

T 

 

MO 

 

IM  iy  iŷ  
1* 40 3.75 30 9.74 10.33 
2 30 1.5 30 13.74 15.23 
3 30 3.75 10 17.18 15.82 
4 50 3.75 10 3.75 2.79 
5* 40 3.75 30 10.8 10.33 
6 30 3.75 50 20.89 21.85 
7 50 1.5 30 6.22 7.31 
8 40 6 10 6.44 8.89 
9 50 3.75 50 8.83 10.19 
10 40 1.5 10 6.89 6.76 
11 50 6 30 10.7 9.21 
12 40 1.5 50 11.72 9.27 
13 30 6 30 27.07 25.98 
14 40 6 50 19.86 19.81 
15* 40 3.75 30 10.44 10.33 

 

 

14���1	U  * 	+����/2���/01�:�������71�����     

iy  =  ���4���24�F:���,�����/����"�/�� ������/2��� 

iŷ  =  ���4���24�F:���,�����/����"�/�� ����55�:���� 
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( )∑ −= yySSE i
ˆ

 

                       =       [ (9.74-10.33)2 + (13.74-15.23)2 +...+ (27.07-25.98)2 
                                                           +(19.68-19.81)2+(10.44-10.33)2 ] 
 
                          =                  24.927 
 

( )∑ −=
Center

iPE yySS ˆ
 

            =              [ (9.74-10.33)2 + (10.8-10.33)2 + (10.44-10.33)2 ] 
  

           =           0.5811 
 

( ) ( )∑∑ −−−=
Center

iiLOF yyyySS ˆˆ
 

             =         24.927  -  0.5811 
 

             =         24.346 
 

	����U�	
����"���� SS
PE
 = nc-1 

    = 3-1 = 2 

	����U�	
����"���� SS
LOF = nc = 3 

	����U�	
����"���� SSE = nc-1 + nc      

    = 3-1+3 = 5 

2,��,F����2� 

 MSRE  = SSRE/(nc-1+nc) 

   = 24.927/5 

   = 4.985 

 MS
LOF
  = SS

LOF
/(nc) 



 
 

  126 
 

 

   = 24.346/3 

   = 8.115 

 MS
PE
  = SS

PE
/(nc-1) 

   = 0.581/2 

= 0.291   

���2������"�@!	��"9������������55���/2����55 Box-Behnken �!B�2,��0F 

 

	�
������ T2  	��"9������������55���/2����55 Box-Behnken 

 
 

Source 

 

 

DF 

 

Seq SS 

 

Adj SS 

 

Adj MS 

 

F 

 

P 

Regression 9 548.232 548.232 60.915 12.22 0.007 
  Linear 3 475.118 42.4211 14.140 2.84 0.145 
  Square 3 35.382 35.3820 11.794 2.37 0.187 
  Interaction 3 37.732 37.7319 12.577 2.52 0.172 
Residual Error 5 24.927 24.9271 4.985   
  Lack-of-Fit 3 24.346 24.3460 8.115 27.93 0.035 
  Pure Error 2 0.581 0.5811 0.291   
Total 14 573.159     
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������� \ 
�����?�
�	
���?+1��,1������4���24�F:���,�����/����"�/�� /01%���2�
4"$�
�/01�����"� 
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$�	%�
� K1    �����!����-��/����"�/�� ����2��,�>��5��20����,
�4�����+1�4+�4,� 

                          "$�
�/01�����"�>����%����5��20���2�
4������ ���!"/019C���7� 
 
�,
�4���/01 1   
 
�F:���,����5��20����,
�4��� = 42.28 mg 
�+F�/01>��������/����"�/��  = 8,590,263 
�+F�/01>����������	!���  = 55579 

�+F�/01>��������/����"�/�� /����	!��� = 154.56 

�F:���,�����/����"�/�� >�"���,
�4���  

0
55579

8590263
0681.0 +








×=FAMEW  

     =  10.53 mg 
���4���24�F:���,�����/����"�/�� >�"���,
�4��� (FAME) 

100
28.42

53.10
×=FAME  

         =  24.9 
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��$������ \1  �	������������5��20���":���,54+�4,�"$�
�/01�����"� 

  (T = 30 ۫ �  MO = 1:6 IM = 30)  �,
�4���/01 1 
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�,
�4���/01 2   
 
�F:���,����5��20����,
�4��� = 49.24 mg 
�+F�/01>��������/����"�/��  = 8,652,494 
�+F�/01>����������	!���  = 51867 

�+F�/01>��������/����"�/�� /����	!��� = 135.114 

�F:���,�����/����"�/�� >�"���,
�4���  

0
51867

8652494
0681.0 +








×=FAMEW  

  =  11.36 mg 
���4���24�F:���,�����/����"�/�� >�"���,
�4��� (FAME) 

100
24.49

36.11
×=FAME  

         =        23.07 
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��$������ \2  �	������������5��20���":���,54+�4,�"$�
�/01�����"� 

  (T = 30 ۫  �  MO = 1:6 IM = 30)  �,
�4���/01 2 
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�,
�4���/01 3 
 
�F:���,����5��20����,
�4��� = 47.09 mg 
�+F�/01>��������/����"�/��  = 8,374,231 
�+F�/01>����������	!���  = 56760 

�+F�/01>��������/����"�/�� /����	!��� = 147.54 

�F:���,�����/����"�/�� >�"���,
�4���  

0
56760

8374231
0681.0 +








×=FAMEW  

    =      10.05   mg 
���4���24�F:���,�����/����"�/�� >�"���,
�4��� (FAME) 

100
09.47

05.10
×=FAME  

         =        21.34  
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��$������ \3  �	������������5��20���":���,54+�4,�"$�
�/01�����"� 

  (T = 30 ۫ �  MO = 1:6 IM = 30)  �,
�4���/01 3 
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$�	%�
� K2    ���/2"�5	���K�014�����4���24�F:���,���/����"�/�� >��5��20����,
�4���     
                          /01�2����"$�
�/01�����"�2�
4������ ���!"/019C���7� 
 
	���K�014�����4���24�F:���,�����/����"�/�� ����55�:����/��	-��U�"�� /01�2�������
����55���/2����+F�%�
%���5"����55 Box-Behnken "����9���2����"����/01 17 /01�0
����/��,
�!� MO = 6  T = 30  IM = 50 ���2� 
 

IMMOIMT

MOTIM

TMOIM

TMOFAME

×+×+

×−−

++−

−+=

0467.00017.0

0983.00011.0

0279.02593.00073.0

5342.29933.15719.64

2

22

       (17) 

( ) ( )
( ) ( ) ( )
( ) ( )
( ) ( )

%7.30

5060467.050300017.0

6300983.0500011.0

300279.062593.0500073.0

305342.269933.15719.64

2

22

=

××+××+

××−×−

×+×+×−

×−×+=FAME

 

������/2���4+�4,�"$�
�/01�����"��24���/:����/2���%����5��20�������F:��,����Z22��
/����
,��:��
� 3 	�,F��2����4���24�F:���,�����/����"�/�� �!B�2,��0F 
 
	�
������ \1 	�����4���24�F:���,�����/����"�/�� /01�2�������/2���>�"$�
�/01�����"� 

          /01�2�����������55���/2����+F�%�
%���5"����55 Box-Behnken 
 

	"� �,���� 
6 ���-.��/0�1�"�� ��4�7�� ��� 
# 

1 24.90 
2 23.07 
3 21.34 
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���/2"�5/:��2��24���/2"�5/��"9��� �����@���,
�4�����2��Z� (n < 30) �24�0"����8��	+�
	���K�014�����4���24�F:���,�����/����"�/�� >�"$�
�/01�����"�   (T = 30 ۫ �  MO = 1:6 IM 
= 30)  �!B�2,��0F 
 

7.30:

7.30:

1

0

≠

=

µ

µ

H

H
 

 
�71�>?�	��"9��� t ":���,5/2"�52,��0F ("�4?�, 2551) 
 

ns

x
t

/

µ−
=  

 
/01	����U�	
���!B���"�� (n-1) �!B�	��/2"�5  �24/01 
 

   10.23
3

34.2107.2390.24
=

++
=x  

    

( )
( )

78.1
13

3

31.69
63.1607

1

2

1

1

2

2

=
−

−
=

−

−

=
∑

∑
=

=

n

n

x

x

s

n

i

n

i

i

i

 

 
2,��,F����2�	��"9��� t 2,��0F 
 

( ) 39.7
3/78.1

7.3010.23

/
−=

−
=

−
=

ns

x
t

µ
 

 
��4���,5 H0 ��+1�   
 

2

αtt −≥  

 
/01��2,5�,4":�	,� 98.5%  α = 0.015   α/2 = 0.0075   

2

αt−    =   -8.073   
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�24/01      -7.39  >  -8.073   
 
�7�"�@!�2�
��"����94���,5 H0 �2�/01��2,5�,4":�	,� 98.5%  �24?�
�	���K�014���4���24�F:���,�
����/����"�/�� /01��2,5�,4":�	,� 98.5% "����9	:��
-�2����"���� 
 

n

s
tx

n

s
tx

nn 1,
2

1,
2

−−
+<<− αα µ  

 
��+1�  

 
1.23=x   78.1=s   

2

αt    =   8.073   n  =  3 

 
2,��,F����2� 

( ) ( )
3

78.1
073.81.23

3

78.1
073.81.23 +<<− µ  

 
40.3181.14 << µ  

 
2,��,F����2�	���K�014�����4���24�F:���,���/����"�/��  >��5��20����,
�4��� �4C�>�?�
����4�� 
14.81 u 31.40 /01��2,5	
���?+1��,1� 98.5% 
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������� % 

������,���������2!3�����4����1���� 
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$�	%�
� ?    ������,���������2!3�����4����1���� 

 
        ���U7�V����C�/�������U�"�� ��!3�����4��������2�
4������  ��4����,���
������2!3�����4�2�
4
�D0�,���������2!3�����4����1���� (Initial Rate Method) �71�
�D0���2,�����
�����0
�����2���	��	
���������"���,F����/01��4�!���
���!3�����4� ��+������	
���������
"��%���$,-. /01���27F����
���!3�����4�  �24	���,���������2!3�����4����1����	+�	��	
��?,�/01>���
�@2���1����5�������	
���������"���,F���� ��+�"��%���$,-. �,5�
�� 2,��"2�>�$��
%�
�/01 ?1 
 

 
 

��$������ %1  
�D0�����	���,���������2!3�����4����1�����������!�014��!��	
������� 

                            ��"���,F�������"��%���$,-.  
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�,
�4������	:��
-��	���,���������2!3�����4����1����/01 10 ���������� ���F:��,����Z22��
/����
,� ��� 37.5 ���������� ����/���� 

 

 
 

��$������ %2  
�D0�����	���,���������2!3�����4����1����/01 10 �����������F:��,����Z2 

 2��/����
,� ��� 37.5 ������������/���� /01 30 ۫ � 

 

	
��?,�������  = �,���������2!3�����4����1����  

= 0.0079/1.2 

= 6.59× 10-3 �����������?,1
��� 
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5
��"	7��
]^�_� `����
�0���� 

 
?+1� –���"�@� ��4�������  �"�$��  

,� �2+�� !� /01���2 6 "����	� 2518 
"9��/01���2  �:��$���+��  �,��
,2�?04�>��� 
!��
,�����U7�V� 
U.5. (
�U
�����	�0) ���
�/4��,4U�0�	���/�
���� 


U.�. (
�U
�����	�0) �@������- ���
�/4��,4 
�:����������/01������!x��@5,� �����4  
"9��/01/:����!x��@5,� $�	
�?�
�U
�����	�0 	-�
�U
����U�"��  

���
�/4��,4U�0�	���/�
���� 
%����20�2��������
,�/��
�?����  ���
��,4���%����F:��,�?0
$������@�"�����4 

���
��,4���%������"���?0
$������@���/�04  
/@����U7�V�/01�2��,5 �2��,5/@��	������,��������4 ���  

":��,����	-������������@2�U7�V� 
 

 

 

 

 

 

 

 




