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บทคัดยEอ 

การตรึงเอนไซม$เป;นเทคนิคท่ีนิยมใช/ในการปรับปรุงประสิทธิภาพในการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ในราคา
ประหยัด เอนไซม$ไลเพสเป;นหน่ึงในตัวเร8งปฏิกิริยาที่นิยมนํามาประยุกต$ใช/ในระดับอุตสาหกรรมแต8เอนไซม$ไลเพสที่
มีขายทางการค/ายังคงมีราคาสูง งานวิจัยน้ีสนใจที่จะหาวัสดุค้ําจุนราคาถูกสําหรับตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสชอบ
อุณหภูมิสูงและมีความเสถียรในตัวทําละลายอินทรีย$ท่ีผลิตจาก Acinetobacter baylyi (ABL) โดยได/เลือกวัสดุ
เหลือท้ิงทางการเกษตรจํานวน 7 ชนิด ได/แก8 ซังข/าวโพด แกลบข/าวสาร หยวกกล/วย ทางต/นปาล$มหางกระรอก 
(Wodyetia bifurcate A.K.) กากมะพร/าว ก่ิงไทรยอดทอง (Ficus microcarpa L.f.) และก่ิงระกํา (Salacca 
wallichiana) และเศษอาหาร จํานวน 4 ชนิด ได/แก8 เปลือกไข8 เปลือกกุ/งแชบGวย (Penaeus merguiensis) 
เปลือกปูทะเล (Scylla serrata) และเปลือกหอยแมลงภู8 (Perna viridis) โดยพิจารณาจากปริมาณท่ีทิ้ง 
คุณลักษณะทางสัณฐานวิทยา และประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม$ไลเพส ผลการทดลองพบว8าก่ิงระกําและเปลือก
ไข8 ขนาดโดยเฉล่ียประมาณ 0.1 มิลลิเมตร ให/ประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม$ไลเพสสูงที่สุด จึงเลือกมาใช/เป;นวัสดุ
ค้ําจุนสําหรับตรึงเอนไซม$ต8อไป เม่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพส ABL โดยวิธีการดูดซับบนก่ิง
ระกําพบว8า การใช/บัฟเฟอร$ที่มีความแรงไอออนเท8ากับ 10 มิลลิโมลาร$และมีค8าพีเอชเท8ากับ 7.0 ตรึงเอนไซม$ไลเพส 
ABL ความเข/มข/น 0.1 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 90 นาทีด/วยความเร็วในการ
เขย8า 250 รอบต8อนาที เป;นสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพส ABL บนก่ิงระกํา ขณะท่ีการตรึงบนเปลือก
ไข8มีสภาวะที่เหมาะสมคือบัฟเฟอร$ที่มีความแรงไอออนเท8ากับ 10 มิลลิโมลาร$และมีค8าพีเอชเท8ากับ 6.0 ความ
เข/มข/นเอนไซม$ 0.3 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 150 นาทีด/วยความเร็วในการ
เขย8า 300 รอบต8อนาที การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม$ตรึงไลเพส ABL บนก่ิงระกําพบว8าเอนไซม$ตรึงมี
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาที่ตํ่ากว8าของเอนไซม$ไลเพส ABL ในรูปอิสระแต8มีความเสถียรในตัวทําละลาย
อินทรีย$ที่สูงข้ึน การทดสอบความสามารถในการนําเอนไซม$ตรึงกลับมาใช/เร8งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสนํ้ามันปาล$มพบว8า
มีประสิทธิภาพใกล/เคียงกับของเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปทางการค/า Novozyme 435 และท่ีน8าสนใจคือเอนไซม$ไลเพส 
ABL ท่ีตรึงบนก่ิงระกํามีความเสถียรในการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห/อง (25-32 องศาเซลเซียส) เพิ่มสูงข้ึน ขณะที่
เอนไซม$ไลเพส ABL ท่ีตรึงบนเปลือกไข8ไม8มีความเสถียรในการเก็บรักษา ผลการทดลองท่ีได/แสดงให/เห็นถึงความ
เป;นไปได/ท่ีจะนําก่ิงระกํามาเป;นวัสดุค้ําจุนราคาถูกสําหรับตรึงเอนไซม$ไลเพสต8อไป 

คําสําคัญ  การตรึงเอนไซม$ไลเพส, การตรึงโดยวิธีดูดซับ, Acinetobacter baylyi, วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร, 
เศษอาหาร 
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Abstract 
 
Enzyme immobilization is an often used technique to improve enzyme efficiency and cost 

reduction. Lipase is one of widespread used biocatalysts for industry but a commercial lipase is 
still expensive. This study aims to find a low cost support for immobilization of Acinetobacter 
baylyi lipase (ABL), a novel thermophilic and solvent-stable lipase. Seven agricultural waste 
residues (corn cob, rice hulls, banana stalk, Wodyetia bifurcate A.K. Irvine leaves, coconut husks, 
Ficus microcarpa L.f. stems and Salacca wallichiana stems) and four food scraps (egg, Banana 
shrimp (Penaeus merguiensis), Mangrove crab (Scylla serrata), and Asian green mussel (Perna 
viridis) shells) were evaluated for their abundances, morphological characteristics, and 
immobilization efficiency. Among them, Salacca wallichiana stems and egg shells with the size 
average ∼ 0.1 mm were selected for further optimization of immobilization condition due to the 
highest immobilization efficiency. Optimum condition for immobilization of ABL on Salacca 
wallichiana stems via adsorption method was pH 7.0, 10 mM ionic strength, 0.1 mg/ml enzyme 
loading at 30°C for 90 min and 250 rpm while ABL was adsorbed on egg shells under the 
condition: pH 6.0, 10 mM ionic strength, 0.3 mg/ml protein loading at 10°C for 150 min and 300 
rpm. ABL immobilized on Salacca wallichiana stems has a lower optimum temperature 
compared to the suspended enzyme and showed remarkable solvent stability. Reusability for 
palm oil hydrolysis of both immobilized ABL was comparable to that for commercial lipase, 
Novozyme 435. Interestingly, ABL immobilized on Salacca wallichiana stems showed improved 
storage stability at room temperature (25-32°C) while those on egg shells were not stable. This 
study showed that Salacca wallichiana stems can be used as an alternative support for lipase 
immobilization.      

Keywords:  lipase immobilization, adsorption, Acinetobacter baylyi, agricultural waste, food 
scraps 
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สารบญัเรื่อง 

 

 หน/า 
บทคัดย8อภาษาไทย  3 
บทคัดย8อภาษาอังกฤษ 4 
สารบัญเรื่อง 5 
สารบัญตาราง 9 
สารบัญภาพ 10 
คําอธิบายสัญลักษณ$และคําย8อที่ใช/ในการวิจัย 13 
บทท่ี  
1    บทนํา  

1.1 ความสําคัญและที่มาของปwญหา  
1.2 วัตถุประสงค$ของการวิจัย  

 
14 
16 

2    การทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวข/อง 
      2.1    ทฤษฏีและงานวิจัยท่ีเก่ียวข/อง 
              2.1.1 เอนไซม$ไลเพส  
              2.1.2 การเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ไลเพส  
              2.1.3 แหล8งของเอนไซม$ไลเพส  
              2.1.4 การประยุกต$ใช/เอนไซม$ไลเพส  
              2.1.5 เอนไซม$ไลเพสจากแบคทีเรียทนตัวทําละลายอินทรีย$ Acinetobacter baylyi 
              2.1.6 การตรึงเอนไซม$  
      2.2    ขอบเขตของการดําเนินการวิจัย  
3    ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย 
      3.1  Acinetobacter baylyi และสภาวะการเพาะเล้ียง 
      3.2  การเตรียมเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi   
      3.3  การติดตามแอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพสและการวัดปริมาณโปรตีน 
            3.3.1 การติดตามแอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพส  

      3.3.2  การวัดปริมาณโปรตีน 
3.4  การเตรียมตัวค้ําจุนทางการค/า  
3.5  การเตรียมตัวค้ําจุนท่ีเป;นวัสดุเหลือท้ิงทางธรรมชาติ 
      3.5.1 การเตรียมตัวค้ําจุนที่เป;นวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร 
      3.5.2 การเตรียมตัวค้ําจุนที่เป;นเศษอาหาร  
 

 
17 
17 
17 
18 
20 
22 
23 
25 
26 
26 
26 
26 
26 
27 
27 
28 
28 
30 
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สารบญัเรื่อง (ตEอ) 

 

บทท่ี หน/า 
3    ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย (ต8อ) 
      3.6  การคัดเลือกตัวคํ้าจุนทางการค/าและตัวค้ําจุนท่ีเป;นวัสดุธรรมชาติท่ีเหมาะในการตรึง 
            เอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi 
      3.7  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุนทางการค/า 
            และตัวค้ําจุนธรรมชาติ  
            3.7.1 ผลของความเร็วในการกวนที่ใช/ต8อการตรึงเอนไซม$ 
            3.7.2 ผลของค8าพีเอชของบัฟเฟอร$ที่ใช/ต8อการตรึงเอนไซม$ 
            3.7.3 ผลของความเข/มข/นของบัฟเฟอร$ที่ใช/ต8อการตรึงเอนไซม$ 
            3.7.4 ผลของความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ท่ีใช/ต8อการตรึงเอนไซม$ 
            3.7.5 ผลของระยะเวลาและอุณหภูมิต8อการตรึงเอนไซม$ 

3.8  การศึกษาลักษณะทางกายภาพของตัวค้ําจุนที่เตรียมได/ก8อนและหลังการตรึงเอนไซม$ด/วย 
      กล/องจุลทรรศน$อิเล็กตรอนแบบส8องกราด 
3.9  การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะในการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ตรึงท่ีเตรียมได/ 
      3.9.1 การศึกษาผลของค8าพีเอชต8อแอคติวิตีของเอนไซม$ตรึง 
      3.9.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิต8อแอคติวิตีของเอนไซม$ตรึง 
      3.9.3 การศึกษาผลของตัวทําละลายอินทรีย$ต8อความเสถียรของเอนไซม$ 
      3.9.4 การทดสอบความสามารถในการเร8งปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ัน 
3.10 การทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม$ตรึงท่ีเตรียมได/ 
      3.10.1 ประสิทธิภาพในการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ตรึง 
      3.10.2 ผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาต8อความเสถียรของเอนไซม$ตรึง 
      3.10.3 การนําเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปกลับมาใช/ซ้ํา 

4    ผลการวิจัย 
4.1  การคัดเลือกตัวค้ําจุนทางการค/าที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi 
4.2  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนทางการค/า  
      XAD7HP 
      4.2.1  ผลของค8าความเร็วในการกวนที่ใช/ต8อการตรึงเอนไซม$ 
      4.2.2  ผลของค8าพีเอชต8อการตรึงเอนไซม$ 
      4.2.3  ผลของความเข/มข/นบัฟเฟอร$ท่ีใช/ต8อการตรึงเอนไซม$ 
      4.2.4  ผลของความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ต8อการตรึงเอนไซม$ 
      4.2.5  ผลของระยะเวลาและอุณหภูมิที่ใช/ต8อการตรึงเอนไซม$ 

 
31 
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31 
31 
31 
32 
32 
32 
32 
32 
32 
32 
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33 
33 
33 
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34 
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35 
35 
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37 
38 
38 
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สารบญัเรื่อง (ตEอ) 

 

บทท่ี หน/า 
4    ผลการวิจัย (ต8อ) 
      4.3 การคัดเลือกตัวค้ําจุนที่เป;นวัสดุเหลือท้ิงทางธรรมชาติท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพส 
           จาก A. baylyi 
           4.3.1  การคัดเลือกตัวค้ําจุนท่ีเป;นวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรท่ีเหมาะสมต8อการตรึงเอนไซม$ 
           4.3.2  การคัดเลือกตัวค้ําจุนท่ีเป;นเศษอาหารท่ีเหมาะสมต8อการตรึงเอนไซม$ 

4.4 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนก่ิงระกํา 
     4.4.1 การตรึงเอนไซม$บนตัวค้ําจุนก่ิงระกําท่ีความเร็วในการกวนต8างกัน 
     4.4.2 การตรึงเอนไซม$บนตัวค้ําจุนก่ิงระกําโดยใช/ค8าพีเอชของบัฟเฟอร$ต8างกัน 
     4.4.3 การตรึงเอนไซม$บนตัวค้ําจุนก่ิงระกําโดยใช/ความเข/มข/นของบัฟเฟอร$ต8างกัน 
     4.4.4 การตรึงเอนไซม$บนตัวค้ําจุนก่ิงระกําโดยใช/ความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ต8างกัน 
     4.4.5 การตรึงเอนไซม$บนตัวค้ําจุนก่ิงระกําโดยใช/ระยะเวลาและอุณหภูมิในการตรึงต8างกัน 
     4.4.6 ปริมาณของเอนไซม$ตรึงไลเพสบนก่ิงระกําที่เหมาะสมต8อการเร8งปฏิกิริยา 
4.5 การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนเปลือกไข8 
     4.5.1 การตรึงเอนไซม$บนตัวค้ําจุนเปลือกไข8ที่ความเร็วในการกวนต8างกัน 
     4.5.2 การตรึงเอนไซม$บนตัวค้ําจุนเปลือกไข8โดยใช/ค8าพีเอชของบัฟเฟอร$ต8างกัน 
     4.5.3 การตรึงเอนไซม$บนตัวค้ําจุนเปลือกไข8โดยใช/ความเข/มข/นของบัฟเฟอร$ต8างกัน 
     4.5.4 การตรึงเอนไซม$บนตัวค้ําจุนเปลือกไข8โดยใช/ความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ต8างกัน 
     4.5.5 การตรึงเอนไซม$บนตัวค้ําจุนก่ิงระกําโดยใช/ระยะเวลาและอุณหภูมิในการตรึงต8างกัน 
     4.5.6 ปริมาณของเอนไซม$ตรึงไลเพสบนเปลือกไข8ที่เหมาะสมต8อการเร8งปฏิกิริยา 
4.6 การทดสอบความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ตรึงเทียบกับเอนไซม$อิสระ 
     4.6.1 ความเสถียรในการเก็บรักษาของเอนไซม$อิสระ 
     4.6.2 ความเสถียรในการเก็บรักษาของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนตัวคํ้าจุน  
             XAD7HP 
     4.6.3 ความเสถียรในการเก็บรักษาของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีถูกตรึงบนก่ิงระกํา 
     4.6.4 ความเสถียรในการเก็บรักษาของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีถูกตรึงบนเปลือกไข8 
4.7 การนําเอนไซม$ตรึงไลเพสกลับมาใช/ซ้ํา 
     4.7.1 การนํากลับมาใช/ซ้ําของเอนไซม$ตรึงไลเพสทางการค/า Novozyme 435 

           4.7.2 การนํากลับมาใช/ซ้ําของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนตัวค้ําจุน XAD7HP 
           4.7.3 การนํากลับมาใช/ซ้ําของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนก่ิงระกํา 
           4.7.4 การนํากลับมาใช/ซ้ําของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนเปลือกไข8 

 
39 

 
39 
41 
42 
42 
43 
43 
44 
45 
46 
46 
46 
47 
48 
48 
49 
50 
50 
50 
50 

 
52 
53 
54 
54 
55 
55 
56 
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สารบญัเรื่อง (ตEอ) 

 

บทท่ี หน/า 
4    ผลการวิจัย (ต8อ) 
      4.8  การศึกษาลักษณะทางกายภาพของตัวค้ําจุนท่ีเตรียมได/ก8อนและหลังการตรึงเอนไซม$ด/วย 
            กล/องจุลทรรศน$อิเล็กตรอนแบบส8องกราด 

4.9 การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะในการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi  
     เมื่อตรึงบนก่ิงระกํา 
     4.9.1 ค8าพีเอชท่ีเหมาะสมต8อการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ตรึง 
     4.9.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมต8อการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ตรึง 
     4.9.3 ความเสถียรของเอนไซม$ตรึงต8อตัวทําละลายอินทรีย$ 
     4.9.4 การทดสอบความสามารถในการเร8งปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ันของเอนไซม$ตรึง 

 
56 

 
60 

 
61 
61 
61 
63 

 5    อภิปรายและวิจารณ$ผลการวิจัย 64 
 6    สรุปผลการวิจัย 70 
บรรณานุกรม  71 
ภาคผนวก 
 1  กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟ3นอล  
 2  การหาค8าพารามิเตอร$ต8างๆ 
 3  กราฟมาตรฐานของโบวีนซีรัมอัลบูมิน 
 4  ตัวอย8างผลการวิเคราะห$โดยเทคนิค HPLC ของสารมาตรฐานในปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ัน 
     ท่ีเร8งโดยเอนไซม$ตรึงไลเพส 

 
77 
78 
79 
80 

ประวัติและผลงานของผู/วิจัย 
ผลงานท่ีเกิดจากโครงการวิจัย 

81 
85 
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สารบญัตาราง 

 

ตารางที่   หน/า 
 1  จุลินทรีย$ที่เคยมีรายงานว8าสามารถผลิตเอนไซม$ไลเพสได/   20 
 2  สมบัติของตัวค้ําจุนทางการค/าประเภทไฮโดรโฟบิก    28 
 3  แสดงลักษณะของตัวคํ้าจุนที่เป;นวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรที่พร/อมใช/ในการตรึง 
     เอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi 

 29 

 4  แสดงลักษณะของตัวค้ําจุนท่ีเป;นเศษอาหารท่ีพร/อมใช/ในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก  
A. baylyi 

 30 

 5  แอคติวิตีและประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนท่ีเป;น    
    วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่ต8างกัน  

 40 

 6  แอคติวิตีและประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนท่ีเป;น 
    เศษอาหารต8างกัน 
 7  การเปรียบเทียบสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บน 
    ตัวคํ้าจุนทั้งสามชนิด 
 8  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเอนไซม$ตรึงไลเพสจาก A. baylyi เทียบกับเอนไซม$ 
    ในรูปอิสระและเอนไซม$ตรึงไลเพสทางการค/า Novozyme 435 

 41 
 

66 
 

69 
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สารบญัภาพ 

 
ภาพท่ี  หน/า 
 1   ปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคชันของไตรกลีเซอไรด$กับแอลกอฮอล$ล  14 
 2   ตัวอย8างโครงสร/างสามมิติของเอนไซม$ไลเพสจาก P. aeruginosa  18 
 3   ปฏิกิริยาต8างๆ ท่ีถูกเร8งด/วยเอนไซม$ไลเพส  19 
 4   ภาพรวมขอบเขตของการดําเนินการวิจัยในโครงการ 22 
 5   ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$และร/อยละการโหลดโปรตีนของเอนไซม$ไลเพสจาก A.baylyi ที่ถูกดูดซับบน 
      ตัวคํ้าจุนทางการค/า 5 ชนิด  

36 

 6   ผลของความเร็วในการกวนต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A.baylyi บนตัวค้ําจุน XAD-7HP ท่ีถูก 
     กระตุ/นด/วยเมทานอล 

36 

 7   ผลของค8าพีเอชต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุน XAD-7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วย 
      เมทานอล 

37 

 8   ผลของความเข/มข/นบัฟเฟอร$ต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุน XAD-7HP ที่ 
     ถูกกระตุ/นด/วยเมทานอล 

37 

 9   ผลของความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุน   
     ประเภท XAD-7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วยเมทานอล 

38 

10  ผลของระยะเวลาและอุณหภูมิที่ใช/ต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุน  
     XAD7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วยเมทานอล 

39 

11  ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$และร/อยละการโหลดโปรตีนของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงด/วย 
     ตัวค้ําจุนก่ิงระกําและกากมะพร/าวที่มีขนาดต8างกัน 

40 

12  ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$และร/อยละการโหลดโปรตีนของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีถูกตรึงด/วย 
     ตัวค้ําจุนเปลือกไข8และเปลือกกุ/งท่ีมีขนาดต8างกัน 

42 

13  ผลของค8าความเร็วในการกวนต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสของ A. baylyi บนตัวค้ําจุนก่ิงระกํา 
14  ผลของค8าพีเอชต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนก่ิงระกํา 
15  ผลของความเข/มข/นบัฟเฟอร$ต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุนก่ิงระกํา 
16  ผลของความเข/มข/นโปรตีนต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนก่ิงระกํา 
17  ผลของเวลาและอุณหภูมิต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุนก่ิงระกํา 
18  ประสิทธิภาพในการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ไลเพสท่ีตรึงบนก่ิงระกําที่ปริมาณต8างกัน 
19  ผลของค8าความเร็วในการกวนต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนเปลือกไข8 
20  ผลของค8าพีเอชต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนเปลือกไข8 
21  ผลของความเข/มข/นบัฟเฟอร$ต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุนเปลือกไข8 
22  ผลของความเข/มข/นโปรตีนต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนเปลือกไข8 
 

43 
44 
44 
45 
45 
46 
47 
47 
48 
49 
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สารบญัภาพ (ตEอ) 

 
ภาพท่ี  หน/า 
23  ผลของระยะเวลาและอุณหภูมิที่ใช/ต8อการตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุน 
     เปลือกไข8    

49 

24  ประสิทธิภาพในการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ตรึงบนเปลือกไข8ที่ 
     ปริมาณต8างกัน  

50 

25  ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ในรูปอิสระที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  51 
26  ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ในรูปอิสระที่อุณหภูมิห/อง    51 
27  ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนตัวคํ้าจุน XAD7HP ที่ 
     อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

51 

28  ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนตัวคํ้าจุน XAD7HP ที่ 
     อุณหภูมิห/อง 

52 

29  ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนก่ิงระกําที่ 
     อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

52 

30  ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนเปลือกไข8ท่ีอุณหภูมิห/อง 53 
31  ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนเปลือกไข8ท่ี 
     อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

53 

32  ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนเปลือกไข8ท่ีอุณหภูมิห/อง  54 
33  การทดสอบความเป;นไปได/ในการนําเอนไซม$ไลเพสทางการค/า Novozyme 435 กลับมาใช/ซ้ํา 
     ในการเร8งปฏิกิริยาการสลายนํ้ามันปาล$ม 

54 

34  การทดสอบความเป;นไปได/ในการนําเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนตัวคํ้าจุน XAD7HP  
     มาใช/ซ้ําในการเร8งปฏิกิริยาการสลายนํ้ามันปาล$ม 

55 

35  การทดสอบความเป;นไปได/ในการนําเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนก่ิงระกํากลับมาใช/ 
     เร8งปฏิกิริยาการสลายนํ้ามันปาล$มซ้ํา 

55 

36  การทดสอบความเป;นไปได/ในการนําเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนเปลือกไข8 
     กลับมาใช/ซ้ํา 

56 

37  การวิเคราะห$ลักษณะทางกายภาพด/วยกล/องจุลทรรศน$อิเล็กตรอนแบบส8องกราดของกากมะพร/าว  
     ก่ิงไทรยอดทอด หยวกกล/วย ซังข/าวโพด แกลบข/าวสาร และทางต/นปาล$ม ก8อนมีการตรึง 
     เอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi 

57 

38  ลักษณะทางกายภาพของก่ิงระกําหลังการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi เม่ือวิเคราะห$ด/วย 
     กล/องจุลทรรศน$อิเล็กตรอนแบบส8องกราด  

58 

39  การวิเคราะห$ลักษณะทางกายภาพด/วยกล/องจุลทรรศน$อิเล็กตรอนแบบส8องกราดของเปลือกกุ/ง  
     เปลือกไข8 เปลือกปูทะเล และเปลือกหอยแมลงภู8 ก8อนมีการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi 

59 
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สารบญัภาพ (ตEอ) 

 
ภาพท่ี  หน/า 
40  ลักษณะทางกายภาพของเปลือกปูทะเลท่ีผ8านการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi เม่ือวิเคราะห$ 
     ด/วยกล/องจุลทรรศน$อิเล็กตรอนแบบส8องกราด 

59 

41  ลักษณะทางกายภาพของเปลือกไข8หลังการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi เม่ือวิเคราะห$ด/วย 
     กล/องจุลทรรศน$อิเล็กตรอนแบบส8องกราด  
42  ผลของค8าพีเอชต8อแอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพสจาก A.baylyi ที่ตรึงบนก่ิงระกําเทียบกับของ 
     เอนไซม$ไลเพสอิสระ  
43  ผลของอุณหภูมิต8อแอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพสจาก A.baylyi ท่ีตรึงบนก่ิงระกําเทียบกับของ 
     เอนไซม$อิสระ  
44  ความเสถียรต8อตัวทําละลายอินทรีย$ของเอนไซม$ไลเพสจาก A.baylyi ท่ีตรึงบนก่ิงระกําเทียบกับ 
     ของเอนไซม$อิสระ  
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คาํอธิบายสญัลกัษณ�และคาํยEอท่ีใช+ในการวจิยั 

 
 %  = ร/อยละ 
 °C  = องศาเซลเซียส 
 EC  = Enzyme committee 
 HPLC  = โครมาโทกราฟ3ของเหลวสมรรถภาพสูง  
    (High performance liquid chromatography) 
 pH  = ค8าความเป;นกรด-ด8าง, ค8าพีเอช 
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บทท่ี 1 
 

บทนาํ 
 

1.1 ความสําคัญและท่ีมาของปWญหา 

ไบโอดีเซล หรือ กรดไขมันเมทิลเอสเทอร$ (Fatty acid methyl ester) เป;นอนุพันธ$ที่ได/จากปฏิกิริยาทรานส$
เอสเทอริฟyเคช่ัน (transesterification; ภาพท่ี 1) ของไตรกลีเซอไรด$  (triglycerides) และเมทานอล (methanol) 
ที่สามารถเร8งปฏิกิริยาได/ด/วยตัวเร8งปฏิกิริยาทางเคมี เช8น ด8าง (alkali-catalysis) หรือการใช/ตัวเร8งปฏิกิริยาทาง
ชีวภาพ เช8น เอนไซม$ไลเพส แต8จากข/อจํากัดของการใช/ด8างในการเร8งปฏิกิริยาท่ีต/องใช/พลังงานจํานวนมาก รวมทั้ง
การแยกกลีเซอรอลซึ่งเป;นผลิตภัณฑ$ร8วมของปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ันออกจากไบโอดีเซลท่ีทําได/ยาก และ
ก8อให/เกิดนํ้าเสียท่ีมีสภาวะเป;นด8างซ่ึงต/องการกระบวนการท่ีจําเพาะในการบําบัด ทําให/การผลิตไบโอดีเซลใน
ปwจจุบันหันมาสนใจที่การใช/เอนไซม$ไลเพสเป;นตัวเร8งปฏิกิริยามากข้ึน (Fukuda et al., 2001) 

 

  CH2-COO-R1          R1-COO-R’  CH2-OH 
  CH-COO-R2    +    3 R’OH         R2-COO-R’      + CH -OH                  
  CH2-COO-R3          R3-COO-R’  CH2-OH 

ไตรกลีเซอไรด$         แอลกอฮอลล$             กรดไขมันเอสเทอร$      กลีเซอรอล 
 

ภาพท่ี 1 ปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคชันของไตรกลีเซอไรด$กับแอลกอฮอล$ล (Fukuda et al., 2001) 
 

เอนไซม$ไลเพส (Lipase) หรือ ไตรเอซิลกลีเซอรอล เอซิลไฮโดรเลส (triacylglycerol acyl-hydrolase, EC 
3.1.1.3) เป;นเอนไซม$ที่สามารถผลิตได/ทั้งในเซลล$ของพืช สัตว$ และจุลินทรีย$ ในรูปของเอนไซม$ที่อยู8ภายในเซลล$ 
(intracellular enzyme) และเอนไซม$ท่ีหล่ังออกนอกเซลล$ (extracellular enzyme) เร8งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
(hydrolysis) ของไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) ได/เป;นไดเอซิลกลีเซอรอล (diacylglycerol) โมโนเอซิล-
กลีเซอรอล (monoacylglycerol) กรดไขมัน (fatty acid) และกลีเซอรอล (glycerol) ในสภาวะที่มีนํ้าและไขมัน 
ในบรรดาแหล8งผลิตของเอนไซม$ไลเพสท้ังหมด จุลินทรีย$จัดเป;นแหล8งผลิตเอนไซม$ไลเพสท่ีมีความน8าสนใจมากท่ีสุด 
ทั้งน้ีเน่ืองจากคุณสมบัติในการเร8งปฏิกิริยา (catalytic activity) ท่ีหลากหลาย ที่ทําให/ได/ปริมาณของผลิตภัณฑ$
อัลคิลเอสเทอร$ (alkyl ester) สูงและมีความจําเพาะท่ีสามารถแยกผลิตภัณฑ$ร8วมท่ีเป;นกลีเซอรอล ออกได/ง8าย และ
บริสุทธ์ิกว8าการใช/กรดหรือด8างเป;นตัวเร8งปฏิกิริยา  รวมท้ังยังสามารถดัดแปลงหรือปรับปรุงทางพันธุกรรมได/ และ
การเล้ียงเจริญน้ันไม8ต/องข้ึนกับฤดูกาล โดยใช/เวลาในการเล้ียงเจริญที่ส้ันในอาหารเล้ียงท่ีมีราคาไม8แพง จากอดีต
จนถึงปwจจุบันเอนไซม$ไลเพสท่ีผลิตได/จากจุลินทรีย$ถูกนํามาใช/ในอุตสาหกรรมที่หลากหลาย เช8น ในอุตสาหกรรม
อาหาร และนม ทางเภสัชกรรม การผลิตสารซักฟอก อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง การสังเคราะห$สารเคมี และที่
สําคัญ คือใช/เป;นตัวเร8งปฏิกิริยาทางชีวภาพ (biocatalyst) ในการผลิตไบโอดีเซล (biodiesel) ผ8านปฏิกิริยา 
ทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ัน (Arpigny and Gaeger, 1999; Hasan et al., 2006) ซึ่งเอนไซม$ไลเพสสามารถเร8ง
ปฏิกิริยาได/แม/ว8านํ้ามันที่ใช/เป;นสารต้ังต/นจะมีปริมาณกรดไขมันอิสระสูงก็ตาม ในจํานวนเอนไซม$ไลเพสที่มีการ

ตัวเร8งปฏิกิริยา 
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ประยุกต$ใช/หลากหลาย สมบัติท่ีพึงประสงค$ของนักวิจัยและภาคอุตสาหกรรมคือ ความสามารถในการเร8งปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิสูงและในสภาวะที่มีตัวทําละลายอินทรีย$ (Haki and Rakshit, 2003) 

ไบโอดีเซลเป;นเช้ือเพลิงดีเซลอีกทางเลือกหน่ึง ท่ีผลิตได/จากนํ้ามันพืชหรือนํ้ามันสัตว$ โดยมีข/อดีเหนือกว8า
เช้ือเพลิงดีเซลท่ัวไปตรงท่ีให/ควันและมลภาวะน/อยกว8า มีเลขซีเทนสูงกว8า มีการปลดปล8อยกGาซคาร$บอนมอนนอก
ไซด$ (carbon monoxide) และไฮโดรคาร$บอน (hydrocarbon) ท่ีได/จากการเผาผลาญของนํ้ามันตํ่ากว8าเช้ือเพลิง
ดีเซลทั่วไป รวมทั้งสามารถสลายทางชีวภาพได/และช8วยในการหล8อล่ืนท่ีไม8ส8งพิษต8อเครื่องยนต$ จึงส8งผลกระทบต8อ
ส่ิงแวดล/อมน/อยกว8าการใช/เช้ือเพลิงดีเซลทั่วไปมาก (Kaieda et al., 2001; Van Gerpen, 2005) สําหรับประเทศ
ไทยมีนํ้ามันท่ีได/จากผลผลิตทางการเกษตรท่ีสามารถนํามาผลิตเป;นไบโอดีเซลได/หลายชนิด เช8น นํ้ามันปาล$ม 
มะพร/าว ถ่ัวเหลือง ถ่ัวลิสง ละหุ8ง และนํ้ามันงา เป;นต/น สําหรับปาล$มจัดเป;นพืชที่ให/ผลผลิตนํ้ามันดิบต8อไร8สูงสุดใน
บรรดาพืชนํ้ามันท้ังหมด  แต8อย8างไรก็ตามประเทศไทยยังไม8มีการนํานํ้ามันจากพืชมาผลิตเพื่อใช/เป;นพลังงานในเชิง
พาณิชย$เท8าไรนัก มีเพียงการนํานํ้ามันพืชดิบมาผสมกับนํ้ามันดีเซลหรือนํ้ามันกGาดเพื่อใช/แทนนํ้ามันดีเซล และ
จําหน8ายกันในบางท/องถ่ิน เช8น อําเภอบางคนที จังหวัดสมุทรสงคราม และอําเภอทับสะแก จังหวัดประจวบคีรีขันธ$ 
เป;นต/น (คณะกรรมาธิการการพลังงาน สภาผู/แทนราษฎร, 2545) ถึงแม/ว8าในปwจจุบันจะสามารถใช/นํ้ามันพืช หรือ
นํ้ามันจากไขมันสัตว$เป;นเช้ือเพลิงของเครื่องยนต$ได/โดยตรง แต8ปwญหาท่ีตามมาและพบได/บ8อยคือ ความหนืดของ
นํ้ามันที่ส8งผลต8อการทํางานของเครื่องยนต$  ด/วยเหตุน้ี การปรับปรุงคุณสมบัติของนํ้ามันโดยอาศัยปฏิกิริยาทรานส$-
เอสเทอริฟyเคช่ัน ที่เกิดข้ึนระหว8างนํ้ามันพืชหรือนํ้ามันจากไขมันสัตว$กับแอลกอฮอล$ล เพื่อให/ได/เป;นไบโอดีเซลท่ีมี
คุณภาพสูงข้ึนจึงมีความน8าสนใจ ดังเช8นในรายงานของ Abigor และคณะ (2000) ท่ีนําเอนไซม$ไลเพสจาก PS30 
มาเป;นตัวเร8งปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ันของนํ้ามันในเมล็ดปาล$ม (Palm kernel oil) และนํ้ามันมะพร/าว โดย
พบว8าสามารถลดความหนืดของนํ้ามันทั้งสองได/ถึงร/อยละ  70 ผลการทดลองท่ีได/สอดคล/องกับทฤษฎีของ 
Pischinger และคณะ (1982) ที่สรุปว8าปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ันช8วยลดความหนืดของนํ้ามันพืชได/  และช8วย
ให/นํ้ามันจากพืชเหล8าน้ีมีความล่ืนไหลในเครื่องยนต$ดีเซลมากข้ึน แต8ทั้งน้ี การผลิตไบโอดีเซลผ8านปฏิกิริยาทรานส$-
เอสเทอริฟyเคช่ัน ท่ีใช/เอนไซม$ไลเพสเป;นตัวเร8งปฏิกิริยายังมีข/อจํากัดตรงที่ โดยทั่วไปปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟy
เคช่ัน มักเกิดในสภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรีย$ เช8น เมทานอล เอทานอล ซึ่งส8งผลกระทบต8อการทํางานของ
เอนไซม$ไลเพส โดยการลดความสามารถในการเร8งปฏิกิริยา (activity) หรือทําให/เอนไซม$เสียสภาพ 
(denaturation) รวมท้ังปwญหาในเรื่องของราคาของเอนไซม$ไลเพสท่ีค8อนข/างสูงจึงไม8เป;นที่นิยมนํามาใช/สําหรับการ
ผลิตไบโอดีเซลในระดับอุตสาหกรรม ดังน้ันการพัฒนาเอนไซม$ไลเพสให/อยู8ในรูปที่สามารถนํากลับมาใช/ซ้ําได/โดยยัง
สามารถใช/เร8งปฏิกิริยาการผลิตได/อย8างต8อเน่ืองซึ่งคืออยู8ในรูปของเอนไซม$ไลเพสตรึงรูป (immobilized lipase) จึง
เป;นส่ิงท่ีน8าสนใจ  

เทคนิคการตรึงรูปเอนไซม$ ถูกนํามาใช/เพื่อให/สามารถนําเอนไซม$กลับมาใช/ซ้ําได/หลายครั้ง และในจํานวน
เทคนิคการตรึงรูปทั้งหมด การตรึงรูปเอนไซม$ด/วยวิธีการดูดซับ (adsorption method) หรือการดักจับ 
(entrapment) น้ันเป;นเทคนิคที่ได/รับความนิยมนํามาประยุกต$ใช/สูงที่สุด เน่ืองจากเป;นเทคนิคที่ง8ายและใช/ราคาไม8
สูง (Petkar et al., 2006) ดังเช8นการทดลองของ Iso และคณะ (2001) ท่ีนําเอนไซม$ไลเพสจาก Pseudomonas 
fluorescens, P. cepacia, Mucor javanicus, Rhizopus niveus และ Candida rugosa มาตรึงรูปโดยการดูด
ซับบนวัสดุค้ําจุน toyonite 200-M แล/วทดสอบการผลิตไบโอดีเซลในสภาวะที่ไม8มีนํ้า พบว8าเอนไซม$ไลเพสตรึงรูป
จาก P. fluorescens สามารถผลิตไบโอดีเซลจากนํ้ามันดอกทานตะวันได/สูงสุด และไม8พบปwญหาในการแยกไลเพส
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ออกมารวมถึงประสิทธิภาพการทํางานท่ีไม8ลดลงมากนักเม่ือนํากลับมาใช/ซ้ํา หลักการตรึงรูปเอนไซม$มีหลายวิธี
ข้ึนอยู8กับธรรมชาติของเอนไซม$ สมบัติของตัวคํ้าจุนที่เหมาะสมท่ีอาจได/มาจากธรรมชาติ หรือสังเคราะห$ข้ึน สารต้ัง
ต/นของปฏิกิริยา และเป�าหมายในการใช/ประโยชน$ สําหรับการใช/เอนไซม$ไลเพสในประเทศไทย มักจะใช/ในรูปของ
เอนไซม$ตรึงรูปทางการค/าซึ่งต/องนําเข/าจากต8างประเทศในราคาที่สูง รวมท้ังยังประสบปwญหาในเร่ืองของความ
เสถียรของเอนไซม$ เมื่อใช/ในสภาวะที่มีตัวทําละลายอินทรีย$ เช8น ใช/ในปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ันสําหรับการ
ผลิตไบโอดีเซล ในงานวิจัยก8อนหน/านักวิจัยในห/องปฏิบัติการชีวเคมีส่ิงแวดล/อมและจุลินทรีย$บําบัด ภาควิชาชีวเคมี 
คณะวิทยาศาสตร$ มหาวิทยาลัยบูรพา ได/คัดแยกแบคทีเรียทนตัวทําละลายอินทรีย$ท่ีสามารถผลิตเอนไซม$ไลเพสที่
ทํางานได/ดีในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูงและเอนไซม$ยังคงมีความเสถียรในตัวทําละลายอินทรีย$ จากตะกอนทะเลบริเวณ
ใกล/สะพานปลาอ8างศิลา และทําการจําแนกสายพันธุ$ได/เป;น Acinetobacter baylyi ซ่ึงเป;นสายพันธุ$แบคทีเรียที่
กําลังได/รับความนิยมนํามาประยุกต$ใช/ทางเภสัชกรรม ส่ิงแวดล/อม และเทคโนโลยีชีวภาพ (Snellman and 
Colwell, 2004) เอนไซม$ไลเพสที่ผลิตได/จากแบคทีเรียชนิดน้ียังคงรักษาความเสถียรได/มากกว8าร/อยละ 60 เมื่ออยู8
ในสภาวะที่มีแอลกอฮอล$สายส้ัน เช8น เมทานอล และเอทานอล ความเข/มข/นร/อยละ 50 (ปริมาตรต8อปริมาตร) นาน
ถึง 12 ช่ัวโมง และสามารถใช/เป;นตัวเร8งปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ัน ผลิตกรดไขมันเมทิลเอสเทอร$ (ไบโอดีเซล) 
ได/ร/อยละการเปล่ียน (% conversion) ท่ี 31.64 เมื่อทําปฏิกิริยาได/ 48 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
รวมทั้งแสดงความจําเพาะในการทําปฏิกิริยากับนํ้ามันธรรมชาติหลายชนิด โดยเฉพาะนํ้ามันท่ีมีองค$ประกอบเป;น
กรดไขมันไม8อ่ิมตัวสูง เช8น นํ้ามันรําข/าว และนํ้ามันข/าวโพด เป;นต/น (Uttatree et al., 2010) อย8างไรก็ตาม การ
เตรียมเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปก็ยังมีข/อจํากัดในเรื่องของต/นทุนการผลิต เน่ืองจากวัสดุค้ําจุน (supporters) ท่ีใช/ตรึง
รูปน้ันยังจะต/องมีการนําเข/ามาจากต8างประเทศหรือมีการสังเคราะห$เองด/วยปฏิกิริยาทางเคมีที่มีข้ันตอนยุ8งยาก
ซับซ/อนและใช/ต/นทุนในการดําเนินการสูง ด/วยเหตุน้ี เพื่อเป;นการลดต/นทุนในการผลิตเอนไซม$ตรึงรูป งานวิจัยช้ินน้ี
จึงมุ8งเป�าไปท่ีการคัดเลือกวัสดุคํ้าจุนท่ีมีราคาถูกซึ่งหาได/จากธรรมชาติ หรือเป;นวัสดุเหลือท้ิงมาใช/ในการตรึงรูป
เอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi โดยจะมีการหาวิธีที่เหมาะสมในการตรึงรูป การใช/สารสนับสนุนเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการตรึงรูป การทดสอบผลของค8าความเป;นกรด-ด8าง อุณหภูมิ ระยะเวลา และการปw�นกวนระหว8าง
การตรึงรูป และการทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม$ไลเพสที่อยู8ในรูปของเอนไซม$ตรึงรูปที่ผลิตได/ เพื่อนํามา
ทดลองใช/เป;นตัวเร8งปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคชันในการผลิตไบโอดีเซลจากนํ้ามันพืชต8อไป  

1.2 วัตถุประสงค�ของการวิจัย 

หาวัสดุค้ําจุนท่ีมีราคาถูก สําหรับนํามาใช/ในการตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสชอบอุณหภูมิสูงและทนตัวทําละลาย
อินทรีย$จาก Acinetobacter baylyi  
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บทท่ี 2 
  

การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข+อง 
 

2.1 ทฤษฏีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข+อง 

2.1.1 เอนไซม�ไลเพส 
เอนไซม$ไลเพส หรือไตรเอซิลกลีเซอรอลไฮโดรเลส (triacylglycerol hydrolase) หรือ กลีเซอรอลเอส-

เทอร$ไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase) มีรหัสตามระบบ International Union of Biochemistry คือ   
EC 3.1.1.3 จัดอยู8ในกลุ8มของเอนไซม$ไฮโดรเลส (hydrolase) ท่ีเร8งปฏิกิริยาไฮโดรไล-ซิส (hydrolysis) สลายพันธะ
เอสเทอร$ (ester bond) ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด$ (triglyceride) ได/กรดไขมันและกลีเซอรอลเป;นผลิตภัณฑ$ 
(Han et al., 2003; Jaeger et al., 1994; Sharma et al., 2001) สามารถเร8งปฏิกิริยาการสลายพันธะเคมีใน
สภาวะท่ีมีนํ้า เช8น การสลายพันธะไกลโคซิล (glycosyl bond) ในคาร$โบไฮเดรต พันธะเพปไทด$ (peptide bond) 
ในโปรตีน และพันธะเอสเทอร$ (ester bond) ในลิพิด เป;นต/น (ปราณี อ8านเปรื่อง, 2547) ส8วนใหญ8สามารถพบ
เอนไซม$ไลเพสได/ในธรรมชาติ ได/แก8 ในมนุษย$ สัตว$ แบคทีเรีย ยีสต$ รา และพืช (Buchho et al., 2005) 

ลักษณะโครงสร/างของเอนไซม$โดยทั่วไปน้ันเป;นโปรตีนก/อนกลม (globular protein) ที่ประกอบด/วย
กรดอะมิโนต้ังแต8 100-300 ตัว ซ่ึงมีการศึกษาโครงสร/างสามมิติของเอนไซม$ไลเพสจาก Pseudomonas 
aeruginosa (Jaeger and Reetz, 1998) โดยเทคนิค X–ray crystallography และ NMR spectroscopy 
พบว8าเอนไซม$ไลเพสโดยทั่วไปจะมีมวลโมเลกุลประมาณ 20 ถึง 60 กิโลดาลตัน (Walsh, 2002) และท่ีบริเวณแอค-
ทีฟ (active site) ของเอนไซม$มีสายโพลีเพปไทด$ทําหน/าที่เป;นฝาเปyดปyดบริเวณเร8งของเอนไซม$เอาไว/ ทําให/เอนไซม$
ไม8สามารถจับกับสับเสตรทได/ ซ่ึงสายโพลีเพปไทด$น้ีจะประกอบไปด/วยกรดอะมิโนที่ไม8มีข้ัวเป;นจํานวนมาก และมี
การขดตัวเป;นเกลียวเวียนขวา (α-helix) ซึ่งบริเวณฝาปyดน้ีจะเปyดออกเมื่อมีการสัมผัสบริเวณผิวร8วมระหว8างส8วนที่
ชอบนํ้าและไม8ชอบนํ้า (water-lipid interface) โดยบริเวณเร8งปฏิกิริยา (catalytic triad) จะมีกรดอะมิโนเซอรีน 
(serine) ฮิสทิดีน (histidine) และแอสพาติก (aspartic acid) เป;นองค$ประกอบ โดยกรดอะมิโนแอสพาติกและ 
ฮิสทิดีนจะช8วยในการทํางานของเซอรีนที่บริเวณเร8งของเอนไซม$ดังแสดงในภาพที่ 2 (Kamini et al., 2000) 

2.1.2 การเรEงปฏิกิริยาของเอนไซม�ไลเพส 

เอนไซม$ไลเพสสามารถเร8งปฏิกิริยาได/ 2 ปฏิกิริยาหลัก คือ ปฏิกิริยาการสลายพันธะเอสเทอร$และ
ปฏิกิริยาการสังเคราะห$เอสเทอร$ (Gandhi, 1997) ที่สามารถแบ8งปฏิกิริยาทั้งสองออกได/เป;นปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
ปฏิกิริยาเอสเทอริฟyเคชัน (esterification) และปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคชัน (transesterification) ที่
ประกอบด/วยปฏิกิริยาอะซิโดไลซิส (acidolysis) ปฏิกิริยาแอลกอฮอล$ไลซิส (alcohollysis) ปฏิกิริยาอินเตอร$- 
เอสเทอริฟyเคชัน (interesterification) และปฏิกิริยาอะมิโนไลซิส (aminolysis) ดังแสดงในภาพท่ี 3 (Yamane, 
1987)  
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ภาพท่ี 2 ตัวอย8างโครงสร/างสามมิติของเอนไซม$ไลเพสจาก P. aeruginosa ซึ่งวิเคราะห$ด/วยเทคนิค X-ray 
crystallography โดยจะมีฝาเปyดปyดบริ เวณเร8งของเอนไซม$ เป;นเกลียวเวียนขวาสีเหลือง (Jaeger 
and Reetz, 1998) 
 

2.1.3 แหลEงของเอนไซม�ไลเพส (ปราณี อ8านเปรื่อง, 2547) 
ปwจจุบันในกระบวนการอุตสาหกรรมต8างๆ มีการนําเอนไซม$มาใช/เป;นตัวเร8งปฏิกิริยาในกระบวนการ

ผลิตเพิ่มมากข้ึนซ่ึงจากสถิติการซื้อขายเอนไซม$ท้ังหมดพบว8ามีกําลังซื้อประมาณ 1 พันล/านเหรียญสหรัฐต8อป3 
(Fariha et al., 2006) จากข/อมูลดังกล8าวช้ีให/เห็นถึงแนวโน/มการใช/เอนไซม$รวมท้ังเอนไซม$ไลเพสใน
ภาคอุตสาหกรรมที่เพิ่มข้ึนอย8างต8อเน่ืองทุกป3 และเอนไซม$ไลเพสจากจุลินทรีย$ก็เป;นเอนไซม$ที่ได/รับความต/องการสูง 
เน่ืองจากมีข/อได/เปรียบเหนือกว8าเอนไซม$ไลเพสจากพืชและสัตว$ ตรงที่จุลินทรีย$สามารถเจริญได/เร็วและเล้ียงง8าย
กว8าพืชและสัตว$ และการเพาะเล้ียงไม8ต/องข้ึนกับสภาพภูมิอากาศ รวมทั้งประหยัดพื้นท่ีในการผลิต อีกท้ังปริมาณ
ของเอนไซม$ที่ผลิตได/ก็สูงกว8าท่ีได/จากพืชและสัตว$อีกด/วย (Macrae and Hammond, 1985) นอกจากน้ีเอนไซม$ไล
เพสที่ได/จากจุลินทรีย$ยังมีความหลากหลายทางคุณลักษณะเฉพาะสูง โดยท่ัวไปเอนไซม$ไลเพสที่ได/จากจุลินทรีย$จะมี
คุณลักษณะเฉพาะท่ีสําคัญ 4 ประการ คือ (1) มีความคงทนต8อตัวทําละลายอินทรีย$ (2) ไม8ต/องการโคแฟกเตอร$ 
(cofactor) ช8วยในการเร8งปฏิกิริยา (3) มีความจําเพาะต8อสับสเตรทหลายชนิด และ (4) มีการคัดเลือกโครงสร/าง
แบบอิแนนทิโอเมอร$ (enantioselectivity) สูง อีกทั้งยังสามารถปรับปรุงให/มีการผลิตและความเสถียรของเอนไซม$
เพิ่มข้ึนได/ (Jaeger and Reet, 1998; Ibrahim et al., 2008; Fang et al., 2009) 

จุลินทรีย$ท่ีเคยมีรายงานว8าสามารถผลิตเอนไซม$ไลเพสได/สรุปในตารางที่ 1 จะเห็นได/ว8าในช8วงสิบป3ที่
ผ8านมาน้ีมีนักวิจัยจํานวนมากให/ความสนใจเอนไซม$ไลเพสท่ีสกัดได/จากแบคทีเรีย และมีการนํามาใช/ผลิตทางการค/า
มากข้ึน เน่ืองจากแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม$ได/ในปริมาณมากและให/เอนไซม$ท่ีมีความเสถียรต8อค8าพีเอช ทน
อุณหภูมิสูง รวมทั้งในแบคทีเรียบางชนิดยังสามารถผลิตเอนไซม$ไลเพสที่ทนต8อตัวทําละลายอินทรีย$ที่มีสมบัติในการ
คัดเลือกโครงสร/างเรจิโอและโครงสร/างไครอลท่ีเด8นชัดอีกด/วย (Hasan et al., 2006) 
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1. ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  

 

2. ปฏิกิริยาเอสเทอริฟyเคชัน  
 
 

3. ปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคชัน  

3.1 ปฏิกิริยาอะซิโดไลซิส  
 

 
 

3.2 ปฏิกิริยาแอลกอฮอล$ไลซิส 
 
 

 
 

3.3 ปฏิกิริยาอินเตอร$เอสเทอริฟyเคชัน  
 

 
 
 

 3.4 ปฏิกิริยาอะมิโนไลซิส  

 
 

ภาพท่ี 3 ปฏิกิริยาต8างๆ ท่ีถูกเร8งด/วยเอนไซม$ไลเพส (Yamane, 1987) 
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ตารางที่ 1 จุลินทรีย$ท่ีเคยมีรายงานว8าสามารถผลิตเอนไซม$ไลเพสได/  

จุลินทรีย$ท่ีพบว8าสามารถผลิตเอนไซม$ไลเพสได/ 

Bacillus sp. Penicilium cyclopium 
Bacillus subtilis Penicilium simplicissimum 
Bacilus thermoleovorans Aspergilus niger 
Bacilus thermocatenulotus Aspergilus oryzae 
Bacillus coagulans Botrytis cinerea 
Pseudomonas sp. Chromobacterium viscosum 
Pseudomonas aeruginosa Steptomyces flavogriseus 
Pseudomonas fluorescens Trichosporon asteroides 
Pseudomonas fragi Trichosporon laibacchii 
Enterococcus faecalis Rhizopus sp. 
LactoBacillus plantarum Rhizomucor miehei 
Staphylococcus aureus Geotrichum candidum 
Staphylococcus warneri Pichia burtonii 
Staphylococcus xylosus Candida cylidracae 
Fusarium solani Acinetobacter sp. 

(ที่มา: Hasan et al., 2006) 
 

2.1.4 การประยุกต�ใช+เอนไซม�ไลเพส  
เอนไซม$ไลเพส เป;นเอนไซม$ที่นิยมนํามาใช/เป;นตัวเร8งปฏิกิริยาท่ีมีความจําเพาะต8อสับสเตรทสูง (Walsh, 

2002; Uhlig and Linsmaier-Bednar, 1998) ในหลายด/าน ได/แก8 กระบวนการทางเคมี (chemical processes) 
การตรวจวิเคราะห$ การรักษาทางการแพทย$ (medical treatment) และการแปรรูปอาหาร (food processing) 
(ปราณี อ8านเปรื่อง, 2547) เป;นต/น ซ่ึงได/เคยมีรายงานถึงการประยุกต$ใช/เอนไซม$ไลเพสในด/านต8างๆ ดังน้ี  

2.1.4.1 การย8อยสลายไขมัน 
ไลเพสจะสามารถย8อยสลายไขมัน หรือนํ้ามันให/ได/เป;นกรดไขมัน และกลีเซอรอล ซึ่งเป;น

ตัวกลางสําคัญในการใช/ประโยชน$ของอุตสาหกรรมต8างๆ เช8น การผลิตสบู8 โดยการใช/เอนไซม$ไลเพสจาก Candida 
rugosa (Hoq et al., 1985) เป;นต/น 

 

2.1.4.2 อุตสาหกรรมการผลิตนํ้ามันและปyโตรเลียม 
การผลิตนํ้ามันและปyโตรเลียมมีการสูญเสียพลังงานจํานวนมาก ที่เกิดจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

กลีเซอโรไลซิส และแอลกอฮอล$ไลซิส เมื่อกระบวนการเสร็จส้ินแล/วจะได/นํ้ามันท่ีไม8มีความเสถียรและไม8บริสุทธ์ิที่
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จําเป;นต/องผ8านการกล่ันทําให/เสียค8าใช/จ8ายเพิ่มมากข้ึน ในปwจจุบันนิยมใช/เอนไซม$ไลเพสเร8งปฏิกิริยาทรานส$เอส- 
เทอริฟyเคช่ันเปล่ียนรูปนํ้ามันคุณภาพตํ่าให/กลายเป;นนํ้ามันหรือไขมันคุณภาพสูง เช8น การผลิตโคโค8บัตเตอร$ 
(cocoa butter) จากส8วนสกัดที่เหลือจากนํ้ามันปาล$ม เป;นต/น (Hasan et al., 2006) 

2.1.4.3 อุตสาหกรรมเครื่องหนัง 

ในกระบวนการผลิตเคร่ืองหนังจะมีข้ันตอนการกําจัดไขมันและโปรตีนท่ีเสียรูปที่ติดอยู8บริเวณ
หนังและขนออก ซ่ึงการกําจัดไขมันและโปรตีนออกจากหนังสัตว$โดยวิธีการทางเคมีจะมีประสิทธิภาพตํ่า (Seitz, 
1974) แต8ปwจจุบันมีการประยุกต$ใช/เอนไซม$ผสมระหว8างเอนไซม$ไลเพสกับเอนไซม$โปรติเอสในการกําจัดไขมันออก
จากหนังสัตว$ (Figurin et al., 1990; Christner et al., 1991; Gandhi, 1997)  

2.1.4.4 อุตสาหกรรมการผลิตสารซักฟอก 

เอนไซม$ไลเพสถูกใช/เป;นส8วนประกอบท่ีสําคัญของสารซักฟอกท่ีช8วยเพิ่มประสิทธิภาพของสาร
ซักฟอกในการขจัดคราบไขมันที่ฝwงแน8นในเน้ือผ/าออกได/รวมทั้งใช/เป;นส8วนผสมของนํ้ายาล/างทําความสะอาดเครื่อง
หนังและนํ้ายาทําความสะอาดอ่ืนๆ อีกด/วย (Hasan et al., 2006) 

2.1.4.5 อุตสาหกรรมการสังเคราะห$โพลีเมอร$ธรรมชาติ 

เอนไซม$ไลเพสสามารถนํามาใช/เป;นตัวเร8งปฏิกิริยาในการผลิตสารประกอบท่ีสามารถย8อยสลาย
ทางชีวภาพได/ เช8น บิวทิวโอลีเอท (1-butyloleate) ท่ีสังเคราะห$ได/โดยตรงจากปฏิกิริยาเอสเทอริฟyเคช่ันของ 
บิวทานอล (butanol) และกรดโอเลอิค (oleic acid) ซึ่งใช/เติมลงไปในนํ้ามันดีเซลของประเทศเมืองหนาว เพื่อลด
ความหนืดของนํ้ามันดีเซล เป;นต/น นอกจากน้ีเอนไซม$ไลเพสยังสามารถนํามาเร8งปฏิกิริยาการสังเคราะห$เอสเทอร$
และปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ันในสภาวะที่มีตัวทําละลายอินทรีย$เพื่อสังเคราะห$โพลีเอสเทอร$ (polyester) ที่
สามารถย8อยสลายทางชีวภาพได/อีกด/วย (Hasan et al., 2006) 

2.1.4.6 อุตสาหกรรมอาหาร 

การใช/เอนไซม$ไลเพสสามารถทําให/เกิดอุตสาหกรรมอาหารได/อย8างต8อเน่ืองและครบวงจรใน
ปริมาณและคุณภาพสูง เช8น เอนไซม$ไลเพสทําให/เกิดปฏิกิริยาการย8อยสลายสารโมเลกุลใหญ8 จึงช8วยในการลดความ
หนืด ในการสกัดสําหรับกระบวนการแปรรูปผลิตภัณฑ$อาหาร โปรตีน เอนไซม$ช8วยในการตกตะกอนโปรตีน ย8อย
สลายโปรตีนสําหรับอุตสาหกรรมเนยแข็ง ลดความขุ8นในเบียร$ ไวน$ จะเห็นได/ว8า ใรการนําเอนไซม$มาใช/ 2 ลักษณะ 
คือ ใช/ในกระบวนการแปรรูปและใช/เป;นสารปรุงแต8งอาหาร เอนไซม$ท่ีใช/ในอุตสาหกรรมน้ันมาจาก 3 แหล8ง คือ พืช 
สัตว$ และจุลินทรีย$ โดยการเลือกใช/เอนไซม$ในอุตสาหกรรมอาหารมีปwจจัยหลายอย8างท่ีต/องคํานึงถึง เช8น 
ความจําเพาะต8อปฏิกิริยา ค8าพีเอช อุณหภูมิ หาได/ง8าย และต/องมีราคาไม8สูงมาก (ปราณี อ8านเปรื่อง, 2547) 

2.1.4.7 ทางเภสัชกรรมและด/านการแพทย$ 

เน่ืองจากคาร$โบไฮเดรต โปรตีน และไขมันเป;นองค$ประกอบหลักของวัสดุชีวภาพ ซ่ึงทั้งสาม
องค$ประกอบน้ีจะมีการนําไปใช/ในกระบวนการต8างๆ ในร8างกาย ได/มีความพยายามหาสารท่ีมีประโยชน$ต8อร8างกาย 
โดยการใช/สมบัติการคัดเลือกการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟyเคช่ัน (selective esterification) ของเอนไซม$ไลเพสมา
ใช/ในการทําบริสุทธ์ิกรดไขมันไม8อ่ิมตัว (polyunsaturated fatty acid หรือ PUFA) เช8น การทําบริสุทธ์ิกรดโดโค-
ซาฮีแคโนอิก (docosahecaenoic acid; DHA) และกรดอิโคซาเพนเทโนอิก (ecosapentaenoic acid; EPA) 
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จากนํ้ามันปลาทูน8า ซึ่งมีบทบาทในการพัฒนาสมองและระบบประสาทสําหรับการมองเห็นของเด็กทารกในครรภ$
มารดา (Lawson and Hughes, 1988) และในทางการแพทย$น้ันจะใช/เอนไซม$ไลเพสเร8งปฏิกิริยาการติดตาม
ปริมาณไตรกลีเซอไรด$ในเซรั่มหรือการติดตามความผิดปกติของตับอ8อนได/เช8นกัน รวมท้ังใช/เป;นส8วนประกอบของ
ยาช8วยย8อยหรือยาที่ใช/รักษาโรคกระเพาะอีกด/วย (Hasan et al., 2006) 

2.1.4.8 การประยุกต$ใช/ในกระบวนการบําบัดนํ้าเสีย 

นิยมใช/เอนไซม$ไลเพสเป;นแอคติเวทเตทสลัดก$ (activated sludge) และใช/ในกระบวนการ
บําบัดนํ้าเสียแบบใช/ออกซิเจนซ่ึงจะใช/ในการกําจัดคราบไขมันที่ตกตะกอนอยู8ในแทงก$และยับย้ังการส8งถ8าย
ออกซิเจนในนํ้าเสีย (Kuo and Gardner, 2002) 

2.1.4.9 การผลิตไบโอดีเซล 
ไบโอดีเซลคือเช้ือเพลิงทางเลือกสําหรับเครื่องยนต$ดีเซลจากปyโตรเลียมและเป;นการย8อยสลาย

พลังงานหมุนเวียนและไม8เป;นพิษ ไบโอดีเซลคือ โมโนอัลคิล เอสเทอร$ (mono alkyl ester) ที่ได/จากกรดไขมันสาย
ยาว ไบโอดีเซลที่ใช/ในเครื่องยนต$ดีเซลและระบบทําความร/อนน้ันสามารถรองรับต8อความต/องการพลังงานในขณะที่
ราคานํ้ามันปyโตรเลียมเพิ่มสูงข้ึน ไบโอดีเซลสามารถผลิตจากนํ้ามันพืช เช8น นํ้ามันถ่ัวเหลือง นํ้ามันรําข/าว นํ้ามัน
ดอกทานตะวัน นํ้ามันปาล$ม นํ้ามันเมล็ดฝ�ายและสบู8ดํา ไขมันสัตว$ สาหร8ายและนํ้ามันพืชท่ีใช/แล/ว เป;นต/น โดยการ
เร8งด/วยสารเคมี (chemocatalysis) เร8งด/วยอุณหภูมิ (thermocatalysis) และเร8งด/วยตัวเร8งทางชีวภาพ 
(biocatalysis) ต8อมาได/มีการนําเอนไซม$ไลเพสมาเป;นตัวเร8งทางชีวภาพ ในปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ัน 
(Chen et al., 2009; Dizge et al., 2009; Raita, Champreda and Laosiripojana, 2010) ซึ่งเอนไซม$ไลเพส
ส8วนใหญ8ท่ีใช/ในการสังเคราะห$ไบโอดีเซลน้ันมักมาจากแบคทีเรีย เช8น Pseudomonas cepacia (Li and Yan, 
2008) ไบโอดีเซลต/องอยู8ในสภาพแวดล/อมที่เป;นไมโครเอควิค (microaqueous) เพราะนํ้าจะไม8ช8วยทําให/
เกิดปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอ-ริฟyเคช่ัน แต8จะทําให/เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสแทน ทําให/การผลิตไบโอดีเซลได/ผลผลิต
น/อยถ/ามีนํ้าในสัดส8วนท่ีมากเกินไป ดังน้ันจึงได/มีการใช/เอนไซม$ตรึงไลเพสมาทํางานในสภาวะที่ไม8มีตัวทําละลาย 
(Xu et al., 2009; Wang and Zhang, 2009) และได/มีการศึกษาการเข/ากันของสารและการปรับปรุงปฏิกิริยา 
เมทาโนไลซิส สําหรับผลิตไบโอดีเซล แต8เมทานอลสามารถยับย้ังเอนไซม$ไลเพสและยังทําให/เอนไซม$เสียสภาพ ซึ่ง
จะลดการผลิตไบโอดีเซลจึงมีการใช/ตัวทําละลายอ่ืน เช8น เอโทอิเนก ลดปฏิสัมพันธ$ระหว8างเอนไซม$ไลเพสกับเมทา
นอล แต8ไปเพิ่มปฏิสัมพันธ$กับไตรกลีเซอไรด$ ซ่ึงกลยุทธ$น้ีสามารถปรับปรุงผลผลิตของไบโอดีเซลให/เพิ่มข้ึนได/ 
สําหรับกลีเซอรอลซึ่งเป;นผลพลอยได/จากการผลิตไบโอดีเซลจะถูกแปลงเป;น 1,3 โพรเพนไดออล (1,3-
propanediol) ซึ่งเป;นโมโนเมอร$ สําหรับการสังเคราะห$โพลีเมอร$ใหม8 เช8น โพลีเมทิลีน เทเรปทาเลท 
(polymethylene terephthalate) โดยแบคทีเรียที่สามารถแปลงกลีเซอรอลเป;น 1,3 โพรเพนไดออลได/น้ันได/มี
รายงานใน Klebsiella, Citrobacter, Clostridium, Enterobacter และ Lactobacillus เป;นต/น (Xu et al., 
2009) 

 

2.1.5 เอนไซม�ไลเพสจากแบคทีเรียทนตัวทําละลายอินทรีย� Acinetobacter baylyi 

ในป3 พ.ศ. 2553 ทีมวิจัยของห/องปฏิบัติการชีวเคมีส่ิงแวดล/อมและจุลินทรีย$บําบัด ภาควิชาชีวเคมี 
คณะวิทยาศาสตร$ มหาวิทยาลัยบูรพา ได/ทําการคัดแยกแบคทีเรียทนเบนซีน (benzene) จากตะกอนทะเลบริเวณ
สะพานปลาอ8างศิลา จังหวัดชลบุรี และทําการจําแนกสายพันธุ$เป;น Acinetobacter baylyi ซึ่งเป;นสายพันธุ$
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แบคทีเรียท่ีได/รับความนิยมนํามาประยุกต$ใช/ทางเภสัชกรรม ส่ิงแวดล/อม และเทคโนโลยีชีวภาพ (Snellman and 
Colwell, 2004) A. baylyi ที่คัดแยกได/สามารถผลิตเอนไซม$ไลเพสได/ 4.41 หน8วยเอนไซม$ต8อมิลลิลิตร แต8ปริมาณ
ของเอนไซม$ไลเพสท่ีผลิตได/จะเพิ่มข้ึน 16,142 เท8า เมื่อมีการเติมตัวเหน่ียวนํา Tween80 ความเข/มข/นร/อยละ 0.8 
(ปริมาตรต8อปริมาตร) ลงในอาหารเล้ียง (Uttatree and Charoenpanich, 2011) เมื่อทําบริสุทธ์ิเอนไซม$ไลเพส 
21.89 เท8าด/วยการตกตะกอนเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ความเข/มข/นเกลืออ่ิมตัวร/อยละ 60-70 และคอลัมน$โคร-
มาโทกราฟ3แบบคัดกรองขนาด Sephadex G75 พบเอนไซม$ไลเพสมีนํ้าหนักโมเลกุลสัมพัทธ$โดยประมาณ 30 กิโล-
ดาลตัน และแสดงกิจกรรมสูงสุดของสับสเตรทพาราไนโตรฟ3นิลปาล$มิเตท (p-nitrophenyl palmitate) ท่ีอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส และค8าพีเอช 8.0 เอนไซม$ไลเพสมีความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 60-80 องศาเซลเซียส และค8าพีเอช 
6.0-9.0 และมีความเสถียรในตัวทําละลายอินทรีย$หลายชนิดโดยเฉพาะเบนซีนและไอโซเอมิลแอลกอฮอล$ 
(isoamyl alcohol) เอนไซม$ไลเพสยังคงรักษาความเสถียรได/มากกว8าร/อยละ 60 เม่ืออยู8ในสภาวะที่มีตัวทําละลาย
เดคเคน (decane) เฮกเซน (hexane) อะซีโทไนไตร$ล (acetonitrile) และแอลกอฮอล$สายส้ัน เช8นเมทานอล และ
เอทานอล ท่ีความเข/มข/นร/อยละ 50 (ปริมาตรต8อปริมาตร) นานถึง 12 ช่ัวโมง กิจกรรมของเอนไซม$ถูกยับย้ังได/
อย8างสมบูรณ$ในสภาวะท่ีมี Fe2+, Mn2+, EDTA, SDS และ Triton X-100 ขณะท่ี PMSF Na+ และ Mg2+ เพิ่ม
ความสามารถในการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ได/ สําหรับความจําเพาะต8อสับสเตรทน้ัน เอนไซม$ชอบท่ีจะสลายกรด
ไขมันท่ีมีความยาวของสายคาร$บอนระหว8าง 8-12 อะตอม นอกจากน้ียังพบว8าเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi 
สามารถใช/เป;นตัวเร8งปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอร$ริฟyเคช่ัน ผลิตเมทิลเอสเทอร$ของกรดไขมัน (ไบโอดีเซล) ได/ร/อยละ
การเปล่ียน (% conversion) ท่ี 31.64 เม่ือทําปฏิกิริยาได/ 48 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส รวมทั้งแสดง
ความจําเพาะในการทําปฏิกิริยากับนํ้ามันธรรมชาติหลายชนิด โดยเฉพาะนํ้ามันที่มีองค$ประกอบเป;นกรดไขมันไม8
อ่ิมตัวสูงเช8น นํ้ามันรําข/าว นํ้ามันข/าวโพด นํ้ามันงา และนํ้ามันมะพร/าว เป;นต/น (Uttatree et al., 2010) 

2.1.6 การตรึงเอนไซม� (Ramachandra et al., 2002 และ จิตติมา เจริญพานิช, 2553) 

การตรึงรูปเอนไซม$น้ันเกิดข้ึนครั้งแรกในป3 ค.ศ.1953 แต8ได/มีการนํามาใช/ในกระบวนการทาง
อุตสาหกรรมในป3 ค.ศ.1969 ซ่ึงมีการนําเอนไซม$ตรึงมาใช/ในกระบวนการผลิตอาหาร ยา และสารเคมี เป;นต/น และ
ถึงแม/ว8าในปwจจุบันการใช/เอนไซม$ไลเพสจะมีไม8ถึงร/อยละ 3 ของเอนไซม$ท่ีถูกผลิตข้ึนทั้งหมดในโลก แต8การใช/
เอนไซม$ไลเพสตรึงรูปในการเปล่ียนไขมันและนํ้ามันก็กําลังเป;นท่ีสนใจในปwจจุบัน และการใช/เอนไซม$ท่ีอยู8ในรูปตรึง
ก็จะมีประสิทธิภาพและความคุ/มทุนมากกว8าการใช/เอนไซม$ในรูปอิสระ โดยการตรึงเอนไซม$ไลเพสเป;นการเพิ่มความ
สะดวกในการพัฒนานําไปใช/ในกระบวนการอุตสาหกรรมขนาดใหญ8 ซึ่งเคยมีรายงานพบว8าเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปน้ัน
สามารถนํากลับมาใช/ซํ้าได/สูงประมาณ 20 ครั้ง และการใช/เอนไซม$ไลเพสตรึงรูปก็เป;นการลดการปนเป��อนใน
ผลิตภัณฑ$ท่ีเกิดข้ึนได/ แต8ข/อด/อยหลักของเอนไซม$ตรึงรูปคือ อาจมีการสูญเสียแอคติวิตีของเอนไซม$ไปบางส8วนและ
มีข/อจํากัดในเรื่องการแพร8ผ8านของสับสเตรท และอาจจะมีเอนไซม$รั่วหรือหลุดออกจากตัวค้ําจุนได/ ในปwจจุบันการ
ตรึงเอนไซม$สามารถทําได/หลายรูปแบบดังน้ี 

2.1.6.1 การตรึงเอนไซม$แบบดูดซับ (adsorption) 
การตรึงเอนไซม$แบบดูดซับเป;นวิธีการตรึงรูปเอนไซม$ท่ีง8ายที่สุดโดยจะเป;นการทําปฏิกิริยาบน

ผิวระหว8างตัวค้ําจุนกับเอนไซม$ ซึ่งโดยส8วนใหญ8จะดูดซับกันด/วยแรงไฮโดรโฟบิก (hydrophobic interaction) 
โดยที่ไม8มีสารเคมีไปเปล่ียนองค$ประกอบของตัวค้ําจุนและเอนไซม$ ซ่ึงข/อดีคือ มีราคาถูก และเป;นวิธีท่ีง8ายและ
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รวดเร็ว แต8มีข/อเสียคือเอนไซม$อาจจะหลุดออกจากตัวค้ําจุน และตัวคํ้าจุนอาจจะทําให/เกิดการจับกันอย8างไม8
จําเพาะได/ ตัวค้ําจุนที่นิยมนํามาตรึงเอนไซม$แบบดูดซับน้ีมีท้ังสารอนินทรีย$ เช8น แอคติเวทเตทคาร$บอน (activated 
carbon) และซิลิกา (silica) หรือ สารอินทรีย$ คือวัสดุธรรมชาติ หรือ โพลีเมอร$ที่สังเคราะห$จากธรรมชาติ 

2.1.6.2 การตรึงเอนไซม$แบบยึดจับด/วยพันธะไอออนิก (ionic binding) 
การตรึงเอนไซม$แบบยึดจับด/วยพันธะไอออนิกเป;นวิธีการตรึงเอนไซม$โดยอาศัยแรงทางไฟฟ�า

คือ พันธะไอออนิกและพันธะไฮโดรเจนระหว8างประจุท่ีต8างกันของตัวค้ําจุนกับเอนไซม$ ซึ่งมีข/อดีและข/อเสียคล/าย
กับการตรึงแบบการดูดซับ แต8การจับกันด/วยแรงทางประจุน้ันจะมีความแข็งแรงกว8าการตรึงแบบดูดซับแต8น/อยกว8า
การจับกันด/วยพันธะโควาเลนต$ โดยท่ัวไปตัวค้ําจุนที่นิยมมาตรึงเอนไซม$ด/วยวิธีน้ีได/แก8 DEAE-cellulose หรือ 
DEAE-Sephadex เป;นต/น 

2.1.6.3 การตรึงเอนไซม$แบบยึดจับด/วยพันธะโควาเลนต$ (covalent binding) 
การตรึงเอนไซม$แบบน้ีอาศัยพื้นฐานโครงรูปที่มีการจับกันด/วยพันธะโควาเลนต$ระหว8างหมู8

ฟwงก$ชันของกรดอะมิโนบางตัวบนผิวของเอนไซม$และตัวค้ําจุน ซ่ึงโดยท่ัวไปแล/วตัวคํ้าจุนจะต/องมีการกระตุ/นด/วย
สารที่จําเพาะ ท่ีทําให/หมู8ฟwงก$ชันมีความเป;นอิเล็กโตรฟyลิก (electrophilic) มากๆ ในขณะที่หมู8ฟwงก$ชันของกรด 
อะมิโนบนผิวเอนไซม$มีความเป;นนิวคลีโอฟyลิก (nucleophilic) มากๆ เช8นกัน ซ่ึงข/อดีของการตรึงเอนไซม$แบบ 
โควาเลนต$น้ันมีความแข็งแรงมากและการตรึงมีความเสถียร ส8วนข/อเสียน้ันเป;นวิธีที่มีราคาแพงและได/ผลผลิตตํ่า 

2.1.6.4 การตรึงเอนไซม$แบบเช่ือมข/าม (cross-linking) 
การตรึงเอนไซม$แบบน้ีตัวค้ําจุนจะมีความเป;นอิสระสูง ส8วนเอนไซม$น้ันจะมีการเช่ือมต8อ

ระหว8างกันเอง โดยการเกิดพันธะน้ันก็เกิดจากการใช/สารเคมีช8วยเช8น กลูตารอลดีไฮด$ (glutaraldehyde) แต8
ข/อเสียของการตรึงแบบเช่ือมข/ามคือจะให/ผลผลิตในการตรึงตํ่ามากอีกท้ังความเสถียรก็ตํ่าเช8นกัน 

2.1.6.5 การตรึงเอนไซม$แบบดักเก็บ (entrapment) 
วิธีน้ีเป;นการตรึงรูปเอนไซม$โดยกับเก็บเอนไซม$อิสระไว/ภายในรูพรุนของตัวค้ําจุน โดยตัวคํ้าจุน

น้ันอาจจะมาจากการสังเคราะห$โพลีเมอร$จากสารเคมี หรือแอคติเวทเตท คาร$บอน ซึ่งข/อเสียของการตรึงด/วยวิธีดัก
เก็บน้ันตัวค้ําจุนจะเป;นตัวขัดขวางการขนส8งมวล (mass transfer) หรือยากต8อการเข/าจับของสับสเตรท 

2.1.6.6 การตรึงเอนไซม$แบบกักเก็บ (encapsulation) 
การกักเก็บเอนไซม$น้ันตัวคํ้าจุนที่นํามาใช/ส8วนใหญ8จะมีลักษณะเป;นเย่ือเลือกผ8าน ซึ่งปกติแล/ว

แคปซูลขนาดเล็กที่ใช/กักเก็บเอนไซม$จะมีเส/นผ8านศูนย$กลางประมาณ 10-100 ไมโครเมตร ทําให/โปรตีนขนาดใหญ8
ไม8สามารถผ8านเข/าออกแคปซูลได/ แต8สับสเตรทขนาดเล็กและผลิตภัณฑ$ที่เกิดข้ึนจะสามารถผ8านเย่ือเลือกผ8านได/
อิสระ แต8มีข/อเสียคือมีปwญหาในเรื่องการแพร8ของสับเสตรท ส8วนข/อดีคือสามารถตรึงร8วมกันได/ระหว8างเอนไซม$หรือ
เซลล$ที่ต8างกัน การเลือกวิธีการตรึงเอนไซม$น้ันจะต/องอยู8บนพื้นฐานของกระบวนการจําเพาะสําหรับการเร8ง และ
ประกอบกับตัวแปรของกิจกรรมของเอนไซม$ทั้งหมด ประสิทธิผลของการใช/เอนไซม$ การเส่ือมและวิธีการนํากลับมา
ใช/ใหม8 ค8าใช/จ8ายในการตรึง ความเป;นพิษของสารเคมี และสมบัติของเอนไซม$ไลเพส 
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2.2  ขอบเขตของการดําเนินการวิจัย 
การดําเนินการวิจัยตลอดโครงการวิจัยน้ีสามารถแบ8งออกเป;น 3 ข้ันตอนหลัก คือ (1) การคัดเลือกวัสดุคํ้าจุน

ราคาถูกที่เหมาะจะนํามาตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi (2) การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซม$
ด/วยวัสดุค้ําจุนท่ีคัดเลือกได/และวัสดุคํ้าจุนที่มีขายทางการค/า (ใช/เป;นข/อมูลเปรียบเทียบ) และ (3) การศึกษาคุณ
ลักษณะเฉพาะและความเสถียรของเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปท่ีเตรียมได/ รวมท้ังการทดลองใช/เอนไซม$ตรึงไลเพสที่
เตรียมได/เร8งในระดับห/องปฏิบัติการ ซึ่งสามารถสรุปแผนงานตลอดโครงการได/ดังภาพท่ี 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4   ภาพรวมขอบเขตของการดําเนินการวิจัยในโครงการ

การคัดเลือกวัสดุค้ําจุนราคาถูกท่ีเหมาะจะนํามาตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi 

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ด/วย 
วัสดุค้ําจุนท่ีคัดเลือกได/และวัสดุคํ้าจุนที่มีขายทางการค/า 

การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะและความเสถียรของเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปที่เตรียมได/จาก 
วัสดุค้ําจุนท่ีคัดเลือกได/และวัสดุค้ําจุนที่มีขายทางการค/า 

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปที่เตรียมได/กับของ
เอนไซม$ไลเพสตรึงรูปที่มีขายทางการค/า 
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บทท่ี 3 
 

ระเบียบวิธีดําเนนิการวจิยั 
 

3.1 Acinetobacter baylyi และสภาวะการเพาะเล้ียง 

แบคทีเรียที่ใช/ในการผลิตเอนไซม$ไลเพสในครั้งน้ีคือ Acinetobacter baylyi ที่คัดแยกได/จากตะกอนทะเล
บริเวณใกล/สะพานปลาอ8างศิลา จังหวัดชลบุรี ซ่ึงเป;นแบคทีเรียทนตัวทําละลายอินทรีย$ท่ีสามารถผลิตเอนไซม$ไล
เพสที่มีความเสถียรในตัวทําละลายอินทรีย$ (Uttatree et al., 2010) สามารถเจริญและผลิตเอนไซม$ไลเพสได/จาก
การเล้ียงในอาหารเหลว LB เจือจาง 5 เท8า (0.2 x Luria-Bertani broth ที่ประกอบด/วย Bacto-tryptone ร/อยละ 
0.2 (นํ้าหนักต8อปริมาตร) NaCl ร/อยละ 0.2 (นํ้าหนักต8อปริมาตร) และ Yeast extract ร/อยละ 0.1 (นํ้าหนักต8อ
ปริมาตร) ที่ค8าพีเอช 7.2) และมี Tween 80 ความเข/มข/นร/อยละ 0.8 (ปริมาตรต8อปริมาตร) เป;นแหล8งคาร$บอน
เสริม ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต8อนาที เป;นเวลา 15 ช่ัวโมง (Uttatree and 
Charoenpanich, 2011) 

3.2 การเตรียมเอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi 

เล้ียงเช้ือเจริญตามสภาวะในการเล้ียงท่ีอธิบายมาในหัวข/อ 3.1 ทําการปw�นแยกตะกอนเซลล$ออกจากอาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีมีสารละลายเอนไซม$อยู8 (เรียกส8วนใสท่ีได/ว8า สารละลายเอนไซม$ไลเพสต้ังต/น) ด/วยการปw�นเหว่ียงที่
ความเร็ว 8500 รอบต8อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 15 นาที จากน้ันทําการกรองสารละลาย
เอนไซม$ต้ังต/นที่ได/ด/วยเมมเบรนขนาดคัดกรอง 0.45 ไมโครเมตร ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นําไปหาปริมาณ
โปรตีนและแอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพสตามวิธีที่จะอธิบายต8อไป 

3.3 การติดตามแอคติวิตีของเอนไซม�ไลเพสและการวัดปริมาณโปรตีน 

3.3.1 การติดตามแอคติวิตีของเอนไซม�ไลเพส 

การติดตามแอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพสจะใช/ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสับสเตรทพารา-ไนโตรฟ3นิลปาล$มิเตท 
(p-nitrophenyl palmitate; p-NPP) ท่ีให/ผลิตภัณฑ$คือ พาราไนโตรฟ3นอล (p-nitrophenol; p-NP) ซึ่งดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร โดยการติดตามการเพิ่มข้ึนของค8าการดูดกลืนแสงอย8างต8อเน่ืองภายในเวลา 5 
นาที เทียบปริมาณผลิตภัณฑ$ท่ีเกิดข้ึนจากกราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟ3นอล (ภาคผนวกที่ 1) ทําปฏิกิริยาโดย
ใช/ p-NPP ความเข/มข/น 16.5 มิลลิโมลาร$ ที่ละลายในไอโซโพรพานอล (isopropanol) และผสมกับบัฟเฟอร$ 50 
มิลลิโมลาร$ Tris-HCl ค8าพีเอช 8.0 ในอัตราส8วน 9 ต8อ 1 ส8วน บ8มสารผสมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 
15 นาที และปyเปตสารผสม 180 ไมโครลิตร ลงไมโครเพลตรีดเดอร$ที่มีสารละลายเอนไซม$ไลเพส 20 ไมโครลิตร 
นําไปวัดค8าการดูดกลืนแสง กําหนดให/หน่ึงหน8วยเอนไซม$คือ ปริมาณของเอนไซม$ที่ไฮโดรไลซ$ p-NPP เป;น p-NP 1 
ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต/สภาวะท่ีทําการวิเคราะห$ (Pencreac’h and Baratii, 1996) ทุกการทดลองจะ

ทําซ้ํา 3 คร้ังและแสดงในรูปค8าเฉล่ียพร/อมส8วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  



 
 

27 
 

สําหรับการศึกษาการนํากลับมาใช/ ซํ้ าของเอนไซม$ตรึ งจะใช/การ ติดตามแอคติวิ ตีของเอนไซม$ 
ไลเพสจากปริมาณกรดไขมันอิสระท่ีได/จากการสลายนํ้ามันปาล$มด/วยการไทเทรต โดยนําเอนไซม$ไลเพสตรึงรูป 0.1 
กรัม มาใส8ลงในสารละลายสารต้ังต/นท่ีประกอบด/วย นํ้ามันปาล$ม 5 มิลลิลิตรท่ีละลายในกัมอะราบิก (Gum 
arabic) ร/อยละ 0.4 (นํ้าหนักต8อปริมาตร) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมกับบัฟเฟอร$ Tris-HCl ค8าพีเอช 8.0 ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร นําไปบ8มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และค8าความเร็วในการกวนท่ี 100 รอบต8อนาที เป;นเวลา 15 
นาที วิเคราะห$หาค8าแอคติวิตีด/วยวิธีการไทเทรตกับ 50 มิลลิโมลาร$ โซเดียมไฮดรอกไซด$ (NaOH) และใช/ฟ3นอล$ฟ-
ทาลีนเป;นอินดิเคเตอร$ เมื่อถึงจุดยุติฟ3นอล$ฟทาลีนจะเปล่ียนจากสีใสเป;นสีชมพู (Yan et al., 2007) กําหนดให/หน่ึง
หน8วยของเอนไซม$ คือ ปริมาณของเอนไซม$ท่ีปล8อยกรดไขมัน 1 ไมโครโมลต8อเวลา 1 นาที วิธีการคํานวณแอคติวิตี
ของเอนไซม$แสดงในภาคผนวกที่ 2 

3.3.2 การวัดปริมาณโปรตีน  

การหาปริมาณโปรตีนดําเนินการโดยวิธีของ Bradford โดยการผสมสารละลายโปรตีนตัวอย8าง 5 
ไมโครลิตรกับสารแบรดฟอร$ด (Bradford reagent; BioRad) ปริมาตร 245 ไมโครลิตร ต้ังทิ้งไว/ท่ีอุณหภูมิห/องเป;น
เวลา 5 นาที จากน้ันนํามาวัดค8าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรและคํานวณเทียบความเข/มข/น
โปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบวินซีรัมอัลบูมิน (bovien serum albumin; BSA) ในภาคผนวกที่ 3 ซึ่งจะวัด
ปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซม$และปริมาณของโปรตีนในนํ้าล/างหลังจากการตรึง หลังจากน้ันนํามาคํานวณหา
ปริมาณโปรตีนท่ีติดอยู8บนตัวค้ําจุน 

3.4 การเตรียมตัวค้ําจุนทางการค+า 
การทดลองน้ีจะทําการตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสโดยวิธีการดูดซับ เน่ืองจากเป;นวิธีการท่ีง8ายและเสียค8าใช/จ8ายน/อย 

ที่อาศัยการจับกันระหว8างเอนไซม$และตัวค้ําจุนที่เป;นของแข็งด/วยการดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption) 
แรงไฮโดรโฟบิก (hydrophobic Interaction) หรือ แรงแวนเดอร$วาลล$ (Van der Waals forces) จากการ
ทบทวนวรรณกรรมพบว8า ประเภทของตัวค้ําจุนที่เหมาะสําหรับการตรึงเอนไซม$ไลเพส คือตัวค้ําจุนประเภท
ไฮโดรโฟบิก (hydrophobic) เน่ืองจากตัวคํ้าจุนประเภทน้ีจะไม8ส8งผลยับย้ังการทํางานของเอนไซม$ไลเพสที่เกิดจาก
การดูดซับกลีเซอรอลไว/บนผิวของตัวค้ําจุน (Wang et al., 2006) ด/วยเหตุน้ีผู/วิจัยจึงได/ทําการเลือกตัวค้ําจุน
ไฮโดรโฟบิกท่ีมีขายทางการค/าจํานวน 4 ชนิด ได/แก8 XAD-2, XAD-4, XAD-7HP, FPX66 และตัวค้ําจุน 
Sephadex G-75 ท่ีทําจากวัสดุท่ีต8างกัน และมีขนาดและพื้นผิวท่ีแตกต8างกัน (ตารางที่ 2) มาทดสอบการตรึง
เอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ในสภาวะที่มีและไม8มีการกระตุ/นด/วยเมทานอล (สําหรับการกระตุ/นตัวค้ําจุนด/วย 
เมทานอลจะทํากับตัวค้ําจุนทุกชนิด ยกเว/น Sephadex G-75) ในการกระตุ/นจะเติมเมทานอล ปริมาตร 10 
มิลลิลิตรต8อตัวคํ้าจุน 1 กรัม ทําการกวนที่อุณหภูมิห/อง ด/วยความเร็ว 350 รอบต8อนาที เป;นเวลา 30 นาที จากน้ัน
กําจัดเมทานอลออกโดยการล/างตัวค้ําจุนด/วย 50 มิลลิโมลาร$ ฟอสเฟตบัฟเฟอร$ ค8าพีเอช 8.0 ด/วยการกวนที่
ความเร็ว 350 รอบต8อนาที ที่อุณหภูมิห/อง เป;นเวลา 30 นาที ทําซํ้า 2 ครั้ง แล/วล/างด/วยนํ้ากล่ันในสภาวะเดิม นํา
ตัวค้ําจุนที่ผ8านการกระตุ/นมากรองผ8านกระดาษกรองแล/วทําให/แห/งท่ีอุณหภูมิห/องเป;นเวลา 12 ช่ัวโมง ก8อนนํามา
ตรึงรูปเอนไซม$ สําหรับตัวคํ้าจุนที่ไม8มีการกระตุ/นด/วยเมทานอลน้ันสามารถนํามาใช/ในการตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสใน
สภาวะท่ีเหมาะต8อการตรึงที่จะกล8าวต8อไป 
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ตารางที่ 2 สมบัติของตัวค้ําจุนทางการค/าประเภทไฮโดรโฟบิก 

ตัวค้ําจุน ชนิดของเมทริกซ$ พื้นที่ผิว 
(ตารางเมตรต8อกรัม) 

ขนาดรูพรุน 
(อังสตรอม) 

ขนาดของอนุภาค 
(ไมครอน) 

XAD-2 PolystyreneDVB 300 90 650 
XAD-4 PolystyreneDVB 750 100 640 
XAD-7HP Aliphatic ester 500 450 560 
FPX66 Macroreticular 

aromatic polymer 
(Formophenolic) 

200 600 700 

Sephadex G-75 Dextran with 
epichlorohydrin 

550 400 20-300 

  

3.5 การเตรียมตัวค้ําจุนท่ีเป]นวัสดุเหลือท้ิงทางธรรมชาติ 

ในงานวิจัยน้ีได/เลือกวัสดุเหลือทิ้งทางธรรมชาติจํานวน 2 กลุ8มมาทําการศึกษา ได/แก8  
1) วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร จํานวน 7 ชนิด คือ ซังข/าวโพด, แกลบข/าวสาร, ก่ิงไทรยอดทอง (Ficus 

microcarpa L.f.), หยวกกล/วย, ทางต/นปาล$มหางกระรอก (Wodywtia bifurcate A. K.. Irvine), ก่ิงระกํา 
(Salacca wallichiana) และกากมะพร/าว ซึ่งได/รับความอนุเคราะห$จากโรงสีข/าวในจังหวัดลพบุรี ไร8ข/าวโพด
จังหวัดราชบุรี และจากสวนผลไม/ในจังหวัดจันทบุรี 

2) เศษอาหาร จํานวน 4 ชนิด คือ เปลือกไข8 เปลือกกุ/งแชบGวย (Penaeus merguiensis) เปลือกปูทะเล 
(Scylla serrata) และเปลือกหอยแมลงภู8 (Perna viridis) ที่ได/รับความอนุเคราะห$จากร/านค/าบริเวณรอบ
มหาวิทยาลัยบูรพา และตลาดหนองมน 

โดยมีการเตรียมตัวค้ําจุนท่ีทั้ง 2 ประเภท โดยวิธีต8างกันดังน้ี 
3.5.1 การเตรียมตัวคํ้าจุนที่เป]นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 

การเตรียมวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรเริ่มดําเนินการโดยทําความสะอาดเพื่อกําจัดส่ิงสกปรกที่ติดมากับ
วัสดุด/วยการล/างด/วยนํ้ากล่ัน 3 ครั้ง นําไปอบน่ึงฆ8าเช้ือเป;นเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส แล/วนํามา
ผ่ึงให/แห/งในตู/อบอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 1 อาทิตย$ ทําการบดด/วยครกหินและทําให/มีขนาดเล็กลง
ด/วยการปw�น จากน้ันนําไปคัดแยกขนาดด/วยการร8อนผ8านตะแกรงร8อนที่มีขนาดคัดกรอง 0.1 และ 0.5 มิลลิเมตร นํา
วัสดุค้ําจุนที่ผ8านการคัดแยกขนาดแล/วมาพรีทรีท (pretreatment) ด/วยกรดไฮโดรคลอริก ความเข/มข/น 2  
นอร$มอล เพื่อกําจัดโปรตีนส8วนเกินออก ปรับค8าพีเอชให/เป;นกลางด/วยการล/างกับฟอสเฟตบัฟเฟอร$ความเข/มข/น 2 
โมลาร$ และนํ้ากล่ัน ตามลําดับ ขณะล/างจะกวนที่ความเร็ว 350 รอบต8อนาที ที่อุณหภูมิห/องเป;นเวลา 30 นาที แบ8ง
มากระตุ/นด/วยเมทานอลจํานวนหน่ึงแล/วกรองผ8านกระดาษกรอง ทําให/แห/งที่อุณหภูมิห/องก8อนนํามาตรึงรูปเอนไซม$
ในลําดับต8อไป ลักษณะของตัวคํ้าจุนที่เตรียมได/แสดงดังตารางที่ 3   
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ตารางท่ี 3 แสดงลักษณะของตัวคํ้าจุนที่เป;นวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรท่ีพร/อมใช/ในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก  
A. baylyi 

ชนิด ขนาด 0.1 มิลลิเมตร ขนาด 0.5 มิลลิเมตร 

กาก
มะพร/าว 

  

ก่ิงระกํา 

  

 
แกลบ

ข/าวสาร 
 

  

 
ซัง

ข/าวโพด 
 

  

ก่ิงไทร
ยอดทอง 

  

หยวก
กล/วย 
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3.5.2 การเตรียมตัวคํ้าจุนที่เป]นเศษอาหาร 
นําเศษอาหารท่ีคัดเลือกมาทําความสะอาดเพื่อกําจัดส่ิงสกปรกด/วยนํ้าสะอาด จากน้ันแช8ด/วย

สารละลาย NaCl ความเข/มข/นร/อยละ 0.8 (นํ้าหนักต8อปริมาตร) ปริมาตร 5 ลิตร เป;นเวลา 30 นาที ล/างด/วยนํ้า
กล่ัน 2 คร้ัง ตามด/วยนํ้าปราศจากไอออน 1 ครั้ง และนําไปอบน่ึงฆ8าเช้ือในนํ้ากล่ันเป;นเวลา 15 นาที เทนํ้ากล่ัน
ออกจากน้ันผ่ึงให/แห/งในตู/อบอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเป;นเวลา 1 สัปดาห$ จะได/ตัวอย8างท่ีมีลักษณะของแข็งแห/ง
กรอบ ทําการคัดแยกขนาดโดยการบดด/วยครกและร8อนด/วยตะแกรงร8อนแบ8งเป;นสองขนาดตามขนาดของตะแกรง
ร8อนคือ ขนาดเส/นผ8านศูนย$กลางประมาณ 0.1 และ 0.5 มิลลิเมตร จากน้ันนํามาพรีทรีทต$ด/วยกรดไฮโดรคลอริก
ความเข/มข/น 0.1 โมลาร$ เพื่อกําจัดโปรตีนส8วนเกินออก ปรับค8าพีเอชให/เป;นกลางด/วยฟอสเฟตบัฟเฟอร$ความ
เข/มข/น 2 โมลาร$ และตามด/วยนํ้ากล่ัน โดยการกวนท่ีความเร็ว 350 รอบต8อนาที ที่อุณหภูมิห/อง เป;นเวลา 30 นาที 
กรองผ8านกระดาษกรองแล/วทําให/แห/งท่ีอุณหภูมิห/อง จากน้ันแบ8งมากระตุ/นด/วยเมทานอลก8อนนํามาตรึงรูปเอนไซม$
ในลําดับต8อไป ตารางท่ี 4 แสดงลักษณะของวัสดุเศษอาหารที่พร/อมจะนํามาตรึงเอนไซม$ 

ตารางที่ 4 แสดงลักษณะของตัวค้ําจุนท่ีเป;นเศษอาหารที่พร/อมใช/ในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi 

ชนิด ขนาด 0.1 มิลลิเมตร ขนาด 0.5 มิลลิเมตร 

เปลือกกุ/ง
แชบGวย 

  

เปลือกไข8 

  

เปลือกปู
ทะเล 

  

เปลือก
หอยแมงภู8 
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3.6 การคัดเลือกตัวค้ําจุนทางการค+าและตัวค้ําจุนท่ีเป]นวัสดุธรรมชาติท่ีเหมาะในการตรึง
เอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi 

นําตัวค้ําจุนท่ีเตรียมได/จากหัวข/อ 3.5 ไปตรึงกับเอนไซม$ไลเพสของ A. baylyi ในอัตราส8วนตัวค้ําจุน 1 กรัมต8อ
สารละลายเอนไซม$ 10 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ความเร็วในการเขย8า 350 รอบต8อนาที เป;นเวลา 6 
ช่ัวโมง วัดค8าแอคติวิตีและปริมาณโปรตีนตามวิธีในหัวข/อ 3.3 และนํามาคํานวณหาค8าร/อยละแอคติวิตีสัมพัทธ$ (% 
relative activity) และค8าแอคติวิตีจําเพาะ (specific activity) รวมทั้งร/อยละการโหลดโปรตีน (% protein 
loading) นําค8าท่ีได/มาคํานวณหาค8าประสิทธิภาพในการตรึง (immobilization efficiency) ดังสมการข/างล8างน้ี 
เพื่อหาชนิดตัวค้ําจุนท่ีให/ประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม$ไลเพสสูงที่สุดมาทําการทดสอบต8อไป 
 
    ประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม$ (ไมโครโมล/นาที/กรัมของตัวค้ําจุน) = ค8าแอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพสตรึงรูป  

                ปริมาณของเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปท่ีใช/ 

เลือกตัวคํ้าจุนที่ให/ค8าประสิทธิภาพในการตรึงสูงท่ีสุดมาใช/ในการทดลองต8อไป 

3.7 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนทางการค+า
และตัวค้ําจุนธรรมชาติ 

ทําการศึกษาผลของปwจจัยที่คาดว8าน8าจะส8งผลต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพส ได/แก8 ความเร็วในการกวน ค8าพีเอช
และความเข/มข/นของบัฟเฟอร$ที่ใช/ ปริมาณโปรตีนของเอนไซม$ ระยะเวลาและอุณหภูมิที่ใช/ในการตรึงเอนไซม$ ซ่ึงจะ
ดําเนินการทดลองโดยกําหนดร/อยละการโหลดโปรตีนให/อยู8ในช8วงร/อยละ 60-90 และค8าประสิทธิภาพในการตรึงให/
อยู8ในช8วงร/อยละ 90-95 ดําเนินการทดลองดังน้ี 

3.7.1 ผลของความเร็วในการกวนที่ใช+ตEอการตรึงเอนไซม� 
ความเร็วท่ีใช/ในการกวนขณะตรึงเอนไซม$ไลเพสท่ีนํามาศึกษาคือที่ความเร็ว 200, 250, 300, 350 และ 

400 รอบต8อนาที โดยจะใช/อัตราส8วนตัวคํ้าจุนทางการค/าหรือตัวคํ้าจุนทางธรรมชาติ 1 กรัมต8อเอนไซม$ไลเพส 10 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 6 ช่ัวโมง นําไปหาร/อยละแอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ตรึงเพื่อ
เลือกค8าความเร็วท่ีเหมาะสมที่สุดมาทําการทดลองต8อไป 

3.7.2 ผลของคEาพีเอชของบัฟเฟอร�ที่ใช+ตEอการตรึงเอนไซม� 
ทําการตรึงเอนไซม$ไลเพสที่ละลายในบัฟเฟอร$ความเข/มข/น 20 มิลลิโมลาร$ ที่มีค8าพีเอชแตกต8างกัน

ระหว8าง 4.0 และ 11.0 บัฟเฟอร$ท่ีใช/ได/แก8 อะซิเตท (acetate) ค8าพีเอช 4.0-5.0, ฟอสเฟต (phosphate) ค8า 
พีเอช 6.0-8.0, Tris-HCl ค8าพีเอช 8.0-9.0 และคาร$บอเนต (carbonate) ค8าพีเอช 10.0-11.0 นําไปเขย8าที่
ความเร็วที่เหมาะสมท่ีหาได/จากข/อ 3.7.1 ท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 6 ช่ัวโมง คํานวณค8าร/อยละ 
แอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ตรึง เพื่อเลือกค8าพีเอชที่เหมาะสมที่สุดมาใช/ในการทดลองต8อไป 

3.7.3 ผลของความเข+มข+นของบัฟเฟอร�ที่ใช+ตEอการตรึงเอนไซม� 
เมื่อได/ค8าพีเอชท่ีเหมาะสมต8อการตรึงเอนไซม$แล/ว ทําการทดสอบผลของความเข/มข/นของบัฟเฟอร$ที่ใช/

ต8อการตรึงเอนไซม$ ซึ่งตัวค้ําจุนทางการค/าจะใช/บัฟเฟอร$ฟอสเฟต ค8าพีเอช 8.0 สําหรับก่ิงระกําและเปลือกไข8 จะใช/
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บัฟเฟอร$ Tris-HCl ค8าพีเอช 7.0 และบัฟเฟอร$ฟอสเฟต ค8าพีเอช 6.0 ตามลําดับ ที่มีความเข/มข/นต8างกัน ได/แก8 10, 
20, 30, 40 และ 50 มิลลิโมลาร$ นําไปคํานวณร/อยละแอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ตรึงเพื่อเลือกความเข/มข/น
บัฟเฟอร$ที่เหมาะสมมาทําการทดลองต8อไป 

3.7.4 ผลของความเข+มข+นโปรตีนของเอนไซม�ที่ใช+ตEอการตรึงเอนไซม� 
การทดสอบความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ไลเพสที่ใช/ตรึงที่เหมาะสมจะใช/โปรตีนท่ีมีความเข/มข/น

แตกต8างกัน ได/แก8 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร ที่ละลายในบัฟเฟอร$ท่ีมีค8าพีเอชและความเข/มข/น
บัฟเฟอร$ท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ (ได/จากผลการทดลองในข/อ 3.7.2 และ 3.7.3) นําไปคํานวณค8าร/อยละ 
แอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ตรึงเพื่อเลือกความเข/มข/นโปรตีนที่เหมาะสมท่ีสุดมาทําการทดลองต8อไป 

3.7.5 ผลของระยะเวลาและอุณหภูมิตEอการตรึงเอนไซม� 
ระยะเวลาและอุณหภูมิท่ีศึกษาคือ ทุกๆ 30 นาที เป;นเวลา 4 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิต8างๆ ได/แก8 10, 20, 

30, 40 และ 50 องศาเซลเซียส นําไปคํานวณร/อยละแอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ตรึงเพื่อเลือกสภาวะที่เหมาะสม
ที่สุดสําหรับการตรึงเอนไซม$ 

3.8 การศึกษาลักษณะทางกายภาพของตัวค้ําจุนท่ีเตรียมได+กEอนและหลังการตรึงเอนไซม�ด+วย
กล+องจุลทรรศน�อิเล็กตรอนแบบสEองกราด 

การศึกษาลักษณะทางกายภาพของตัวคํ้าจุนที่เตรียมได/ก8อนและหลังการตรึงเอนไซม$ด/วยกล/องจุลทรรศน$
อิเล็กตรอนแบบส8องกราด (scanning electron microscopy; SEM) น้ันจะใช/กล/องจุลทรรศน$อิเล็กตรอนรุ8น 
Leo1450VP ที่ต8อเข/ากับตัวให/กําเนิดพลังงานแสง (energy dispersive spectroscopy; EDS) โดยกําหนด
ค8าพารามิเตอร$ในการวิเคราะห$ดังน้ีคือ ความดัน 1.3 × 10-2 Pa และความละเอียด < 10 นาโนเมตร ที่กําลังไฟฟ�า
เท8ากับ 15 กิโลวัตต$ 

3.9 การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะในการเรEงปฏิกิริยาของเอนไซม�ตรึงท่ีเตรียมได+ 
นําเอนไซม$ตรึงไลเพสท่ีได/จากหัวข/อ 3.7 มาศึกษาคุณลักษณะเฉพาะ โดยการทําซํ้าจํานวน 3 ครั้ง ดังน้ี 
3.9.1 การศึกษาผลของคEาพีเอชตEอแอคติวิตีของเอนไซม�ตรึง 

การหาค8าพีเอชท่ีเหมาะสมต8อการทํางานของเอนไซม$ตรึงที่เตรียมได/ จะทําการวัดแอควิตีของเอนไซม$
ตรึง เม่ือทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสับสเตรทนํ้ามันปาล$ม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ค8าพีเอชต8างกัน ต้ังแต8 3.0 
ถึง 13.0 และรายงานผลการทดลองเป;นค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ โดยใช/ผลของค8าพีเอชที่ให/ค8าแอคติวิตีสูงท่ีสุดเป;น 
ชุดเปรียบเทียบ คือ ร/อยละ 100 ระบบบัฟเฟอร$ท่ีใช/ในการทดลองได/แก8 อะซิเตท (acetate, pH 3.0-5.0) 
ฟอสเฟต (phosphate, pH 6.0-7.0) ทริสไฮโดรคลอไรด$ (Tris-HCl, pH 7.0-9.0) และคาร$บอเนท (carbonate, 
pH 10.0-13.0)   

3.9.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิตEอแอคติวิตีของเอนไซม�ตรึง 
การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต8อการทํางานของเอนไซม$ตรึงจะทําการวัดแอควิตีของเอนไซม$จากปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิสสับสเตรทนํ้ามันปาล$ม ที่อุณหภูมิต8างกันคือ 20-80 องศาเซลเซียส ในอ8างนํ้าควบคุมอุณหภูมิแบบเขย8า 
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ที่ค8าพีเอชท่ีเหมาะสมต8อการเกิดปฏิกิริยา (ค8าพีเอชเท8ากับ 9.0) และรายงานผลการทดลองเป;นค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ 
โดยใช/ผลของค8าแอคติวิตีสูงท่ีสุดเป;นชุดเปรียบเทียบ คือ ร/อยละ 100  

3.9.3 การศึกษาผลของตัวทําละลายอินทรีย�ตEอความเสถียรของเอนไซม� 
ผสมเอนไซม$ตรึงไลเพสที่เตรียมได/กับตัวทําละลายอินทรีย$ให/มีความเข/มข/นสุดท/ายของตัวทําละลาย

อินทรีย$เท8ากับร/อยละ 50 (ปริมาตรต8อปริมาตร) ผสมโดยการเขย8าท่ีความเร็ว 150 รอบต8อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป;นเวลา 6 ช่ัวโมง จากน้ันระเหยตัวทําละลายอินทรีย$ออกด/วยเครื่องระเหย (evaporation) ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 5 นาที และวัดแอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพสที่เหลืออยู8 (residual activity) 
จากการทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสับสเตรทนํ้ามันปาล$ม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค8าพีเอช 9.0 โดยการ
เปรียบเทียบค8าแอคติวิตีกับชุดควบคุมท่ีไม8มีการผสมตัวทําละลายอินทรีย$ 

3.9.4 การทดสอบความสามารถในการเรEงปฏิกิริยาทรานส�เอสเทอริฟcเคชั่น 
ผสมนํ้ามันปาล$ม 1 กรัมกับเอนไซม$ตรึงไลเพส ร/อยละ 10 โดยนํ้าหนัก และเติมเมทานอลลงไปใน

อัตราส8วนโมล (mol ratio) เท8ากับ 1:3 (ความเข/มข/นร/อยละ 3 ปริมาตรต8อปริมาตร) ผสมสารละลายให/
เกิดปฏิกิริยาด/วยการกวนท่ีความเร็ว 250 รอบต8อนาที เป;นเวลา 48 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เก็บ
ตัวอย8างมาวิเคราะห$ด/วยเครื่อง HPLC (high-performance liquid chromatography) รุ8น LC-20A (Shimadzu 
Corp., Kyoto) ที่ประกอบด/วยคอลัมน$ Apollo Silica 5U (250 mm × 4.6 mm × 5 µm) ของ Alltech 
(Deerfield, IL, USA) และตัวตรวจรับ ELSD-LT Evaporative Light Scattering Detector (Shimadzu Corp., 
Kyoto) ใช/เฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) 2 ระบบคือ เฟส A ประกอบด/วยเฮกเซน (hexane) โพรพานอล (2-
propanol) เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate) และกรดฟอร$มิก (formic acid) ในอัตราส8วน 80:10:10:0.1 (ปริมาตร
ต8อปริมาตร) และเฟส B คือ เฮกเซนและกรดฟอร$มิก ในอัตราส8วน 100:0.05 ปริมาตรต8อปริมาตร ใช/อัตราการไหล 
(flow rate) เท8ากับ 1.5 มิลลิลิตรต8อนาที ปริมาตรของสารตัวอย8างที่ใส8ในระบบ (injection volume) เท8ากับ 20 
มิลลิลิตร จะใช/การชะของเฟสเคล่ือนท่ีแบบเกรเดียนส$เส/นตรง (linear elution gradient) โดยการเพิ่มความ
เข/มข/นของเฟส A จากร/อยละ 1 ถึงร/อยละ 98 (ปริมาตรต8อปริมาตร) ในเวลา 20 นาที และผสมเฟสเคล่ือนท่ีให/มี
ความเข/มข/นสุดท/ายคือ เฟส A:B เท8ากับ 98:2 (ปริมาตรต8อปริมาตร) ในเวลา 3 นาที และกลับสู8สภาวะเร่ิมต/นโดย
การผ8านเฟสเคล่ือนที่ A:B เท8ากับ 1:99 (ปริมาตรต8อปริมาตร) เข/าสู8คอลัมน$เป;นเวลา 15 นาที รายงาน
ประสิทธิภาพในการเร8งปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ันเป;นค8าร/อยละการเปล่ียนสับสเตรทนํ้ามันปาล$มเป;นเมทิล
เอสเทอร$ (% conversion) ซ่ึงหมายถึง อัตราส8วนระหว8างปริมาณกรดไขมันเมทิลเอสเทอร$ (fatty acid methyl 
ester; FAME) หรือไบโอดีเซลที่เกิดข้ึนกับปริมาณกลีเซอไรด$ (glyceride) ที่เหลือในปฏิกิริยา (แสดงวิธีคํานวณใน
ภาคผนวกท่ี 4) 

3.10 การทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม�ตรึงท่ีเตรียมได+ 
3.10.1 ประสิทธิภาพในการเรEงปฏิกิริยาของเอนไซม�ตรึง 

เม่ือเตรียมเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปในสภาวะท่ีเหมาะสมต8อการตรึงแล/ว จะทําการทดสอบประสิทธิภาพ
ในการเร8งปฏิกิริยาต8อจํานวนกรัมของเอนไซม$ตรึงท่ีใช/ โดยจะใช/เอนไซม$ไลเพสตรึงรูปท่ีเตรียมได/ปริมาณ 0.1, 0.2, 
0.3 และ 0.4 กรัม บ8มในสารละลายบัฟเฟอร$ Tris-HCl ค8าพีเอช 8.0 ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-
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เซลเซียส ด/วยการเขย8าท่ีความเร็ว 100 รอบต8อนาที เป;นเวลา 15 นาที กรองส8วนใสออกมาวัดแอคติวิตีของ
เอนไซม$ไลเพสด/วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับสับสเตรท p-NPP ตามท่ีได/อธิบายมาแล/วในหัวข/อ 3.3 เลือกปริมาณ
เอนไซม$ตรึงที่ใช/และให/ค8าแอคติวิตีสูงที่สุดมาทําการทดลองต8อไป 

3.10.2 ผลของระยะเวลาในการเก็บรักษาตEอความเสถียรของเอนไซม�ตรึง 
แบ8งเก็บเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปท่ีเตรียมได/ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิห/อง 25-32 องศา-

เซลเซียส ท่ีเวลาต8างกันและติดตามค8าแอคติวิตีคงเหลือ (residual activity) โดยเทียบค8าแอคติวิตีเริ่มต/นเท8ากับ
ร/อยละ 100 เปรียบเทียบค8าแอคติวิตีท่ีได/กับของเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปที่เตรียมได/จากวัสดุคํ้าจุนที่มีขายทางการค/า
และเอนไซม$ไลเพสในรูปอิสระ 

3.10.3 การนําเอนไซม�ไลเพสตรึงรูปกลับมาใช+ซ้ํา 
นําเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปท่ีเตรียมได/มาทดสอบการใช/ซ้ําโดยดูจากประสิทธิภาพในการทําปฏิกิริยาการ

สลายนํ้ามันปาล$มไปเป;นกรดไขมันอิสระ ด/วยวิธีการไทเทรตกับ 50 มิลลิโมลาร$ NaOH และใช/ฟ3นอล$ฟทาลีนเป;น
อินดิเคเตอร$ ตามวิธีในหัวข/อ 3.3 เม่ือปฏิกิริยาเสร็จส้ินทําการแยกเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปออกจากสับสเตรทด/วยการ
กรองผ8านกระดาษกรองและล/างด/วยอะซีโตน 1 ครั้ง เพื่อกําจัดไขมันออก ตามด/วยบัฟเฟอร$ Tris-HCl ความเข/มข/น 
20 มิลลิโมลาร$ ค8าพีเอช 7.0 และนํ้ากล่ันตามลําดับ นํามาผ่ึงให/แห/งท่ีอุณหภูมิห/อง เพื่อนําไปใช/ในการเร8งปฏิกิริยา
ในรอบต8อไป และติดตามค8าแอคติวิตีคงเหลือโดยเทียบค8าแอคติวิตีของการใช/ในรอบท่ี 1 เป;นร/อยละ 100 
เปรียบเทียบความเป;นไปได/ในการใช/ซ้ําเป;นจํานวนรอบของการใช/เทียบกับเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปทางการค/า 
Novozyme 435 และเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีตรึงด/วยวัสดุคํ้าจุนที่มีขายทางการค/า 
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บทท่ี 4 

 
ผลการวจิยั 

 
4.1 การคัดเลือกตัวค้ําจุนทางการค+าที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi 

ตัวค้ําจุนทางการค/าที่นํามาทดสอบมีท้ังส้ิน 5 ชนิด ได/แก8 XAD-2, XAD-4, FPX-66, XAD7HP และ 
Sephadex G-75 ที่ทําการแยกเป;น 2 กลุ8มทดสอบคือ กลุ8มท่ีได/รับการกระตุ/นด/วยเมทานอลและกลุ8มที่ไม8ได/รับ
การกระตุ/นด/วยเมทานอล ผลการทดลองพบว8าการกระตุ/นตัวค้ําจุนด/วยเมทานอลทําให/ประสิทธิภาพในการตรึง
เอนไซม$ไลเพสลดลง ยกเว/นกับตัวคํ้าจุน FPX-66 และ XAD7HP โดยพบค8าร/อยละแอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ 
ไลเพสท่ีตรึงบนตัวค้ําจุน XAD7HP ที่ถูกกระตุ/นด/วยเมทานอลเท8ากับ 93.65 ซึ่งให/ค8าที่สูงใกล/เคียงกับการตรึง
เอนไซม$ไลเพสบนตัวค้ําจุน FPX-66 ที่ถูกกระตุ/นด/วยเมทานอล ที่มีร/อยละของแอคติวิตีสัมพัทธ$เท8ากับ 94.98  
ดังแสดงในภาพท่ี 5ก แต8เม่ือพิจารณาจากค8าร/อยละการโหลดโปรตีน (ภาพที่ 5ข) พบว8า XAD7HP ให/ค8าร/อยละ
การโหลดโปรตีนสูงสุดเท8ากับ 99.85 ซ่ึงสูงกว8าที่ได/ในของ FPX-66 ที่ให/ค8าร/อยละการโหลดโปรตีนเท8ากับ 94.98 
ขณะท่ีตัวค้ําจุนทางการค/าอีก 3 ชนิดให/ค8าร/อยละการโหลดโปรตีนและแอคติวิตีสัมพัทธ$ท่ีตํ่ากว8า ดังน้ันจึงสรุปได/ว8า 
XAD7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วยเมทานอลมีแนวโน/มท่ีจะนํามาใช/เป;นตัวคํ้าจุนทางการค/าสําหรับการตรึงเอนไซม$ไลเพส
จาก A. baylyi และเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมต8อการตรึงรูปเอนไซม$ต8อไป 

4.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนทางการค+า 
XAD7HP 

4.2.1 ผลของคEาความเร็วในการกวนที่ใช+ตEอการตรึงเอนไซม� 
นําตัวคํ้าจุนทางการค/า XAD-7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วยเมทานอลมาทําการศึกษาเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม

ในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi โดยพิจารณาค8าความเร็วในการกวนขณะตรึงเอนไซม$เป;นพารามิเตอร$แรก 
ผลการทดลองพบว8าเม่ือเพิ่มความเร็วในการกวนขณะตรึง เอนไซม$ตรึงไลเพสจะมีค8าแอคติวิตีเพิ่มข้ึน และให/ค8าแอ
คติวิตีสูงที่สุดที่ค8าความเร็วในการกวนเท8ากับ 350 รอบต8อนาที คือเท8ากับร/อยละ 93.16 แต8เมื่อเพิ่มค8าความเร็วใน
การกวนมากข้ึน จะส8งผลให/ค8าแอคติวิตีของเอนไซม$ตรึงไลเพสมีค8าลดลงตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 6 
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ภาพท่ี 5 ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ (ก) และร/อยละการโหลดโปรตีน (ข) ของเอนไซม$ไลเพสจาก A.baylyi ท่ีถูกดูดซับบน
ตัวค้ําจุนทางการค/า 5 ชนิด 

 
ภาพท่ี 6 ผลของความเร็วในการกวนต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A.baylyi บนตัวค้ําจุน XAD-7HP ท่ีถูกกระตุ/น
ด/วยเมทานอล 

ก) 

ข) 
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4.2.2 ผลของคEาพีเอชตEอการตรึงเอนไซม� 

การหาค8าพีเอชท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi โดยใช/ความเร็ว 350 รอบต8อนาที 
พบว8าเอนไซม$ตรึงไลเพสถูกดูดซับและเร8งปฏิกิริยาได/ดีในสภาวะท่ีเป;นกลางค8อนไปทางด8าง (ค8าพีเอช 6-10) โดยให/
ค8าแอคติวิตีสูงที่สุดเมื่อทําการตรึงในฟอสเฟตบัฟเฟอร$ท่ีมีค8าพีเอชเท8ากับ 7.0 โดยมีแอคติวิตีสัมพัทธ$เท8ากับร/อยละ 
93.65 ดังแสดงในภาพที่ 7 

 
ภาพท่ี 7 ผลของค8าพีเอชต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุน XAD-7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วย 
เมทานอล  

4.2.3 ผลของความเข+มข+นบัฟเฟอร�ที่ใช+ตEอการตรึงเอนไซม� 

เมื่อได/ชนิดและค8าพีเอชท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพสบนตัวค้ําจุน XAD7HP แล/วจะนํามาหา
ความเข/มข/นของฟอสเฟตบัฟเฟอร$ที่เหมาะสมท่ีจะใช/ในการตรึง จากภาพที่ 8 พบว8าการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก  
A. baylyi ในสภาวะที่มีความเข/มข/นบัฟเฟอร$ต8างๆ ให/ค8าแอคติวิตีของเอนไซม$ไม8ต8างกันมาก โดยท่ีความเข/มข/น
บัฟเฟอร$เท8ากับ 40 มิลลิโมลาร$ จะให/ค8าแอคติวิตีสูงที่สุดเท8ากับร/อยละ 95.52  

 
 ภาพท่ี 8 ผลของความเข/มข/นบัฟเฟอร$ต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุน XAD-7HP ท่ีถูก

กระตุ/นด/วยเมทานอล 
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4.2.4 ผลของความเข+มข+นโปรตีนของเอนไซม�ตEอการตรึงเอนไซม� 

นําสภาวะท่ีหาได/จากหัวข/อท่ี 4.2.1 ถึง 4.2.3 มาใช/เพื่อหาความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ที่เหมาะสม
ในการตรึง ผลการทดลองพบว8าการเพิ่มความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ส8งผลให/มีการ
เพิ่มข้ึนของค8าแอคติวิตีของเอนไซม$ตรึงและให/ค8าแอคติวิตีสูงที่สุด (ร/อยละ 95.55) ท่ีความเข/มข/นโปรตีนเท8ากับ 
0.25 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร และจะเร่ิมคงท่ีเมื่อเพิ่มความเข/มข/นโปรตีนมากกว8า 0.5 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร ดังแสดง
ในภาพที่ 9 

 
ภาพท่ี 9 ผลของความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุนประเภท 
XAD-7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วยเมทานอล 

4.2.5 ผลของระยะเวลาและอุณหภูมิที่ใช+ตEอการตรึงเอนไซม� 

การติดตามแอคติวิตีของเอนไซม$ตรึงไลเพสที่อุณหภูมิและเวลาต8างกันพบว8า เอนไซม$ตรึงจะมีค8าแอคติ-
วิตีสัมพัทธ$เพิ่มข้ึนและเริ่มคงที่ ท่ีเวลา 60 นาที ในทุกอุณหภูมิที่ทําการศึกษา ยกเว/นท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสที่
จะมีค8าแอคติวิตีคงท่ี ที่เวลา 120 นาที ดังแสดงในภาพท่ี 10 และเมื่อเปรียบเทียบค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$
ตรึงที่เตรียมได/ในสภาวะต8างกันพบว8า การตรึงท่ีอุณหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียส ให/ค8าท่ีใกล/เคียงกันซึ่งไม8
แตกต8างจากค8าแอคติวิตีที่ได/จากการตรึงท่ีอุณหภูมิ 20 และ 30 องศาเซลเซียส ดังน้ันเพื่อเป;นการป�องกันการ
สูญเสียแอคติวิตีของเอนไซม$จึงเลือกการตรึงท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 120 นาที เป;นสภาวะที่
เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุน XAD7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วยเมทานอลต8อไป 
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ภาพท่ี 10 ผลของระยะเวลาและอุณหภูมิท่ีใช/ต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุน XAD7HP ท่ีถูก
กระตุ/นด/วยเมทานอล 
 
4.3 การคัดเลือกตัวค้ําจุนท่ีเป]นวัสดุเหลือท้ิงทางธรรมชาติที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม�ไลเพส
จาก A. baylyi   

4.3.1 การคัดเลือกตัวคํ้าจุนที่เป]นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรที่เหมาะสมตEอการตรึงเอนไซม� 

การตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ด/วยตัวค้ําจุนท่ีเป;นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรน้ัน เมื่อเทียบ
ค8าแอคติวิตีของเอนไซม$ของเอนไซม$ท่ีถูกตรึงบนตัวค้ําจุนแต8ละชนิด (ตารางท่ี 5) พบว8าตัวคํ้าจุนทางธรรมชาติท่ีมี
แนวโน/มที่จะนํามาพัฒนาเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมต8อการตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi คือ ก่ิงระกําขนาด 
0.5 มิลลิเมตรที่ไม8ถูกกระตุ/นด/วยเมทานอล โดยให/ค8าร/อยละแอคติวิตีสัมพัทธ$สูงสุดเท8ากับ 93.81 และมีร/อยละการ
โหลดโปรตีนเท8ากับ 25.41 ขณะที่ตัวค้ําจุนก่ิงระกําขนาดเล็กที่ถูกกระตุ/นด/วยเมทานอลน้ันให/ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$
และร/อยละการโหลดโปรตีนเท8ากับ 92.49 และ 42.16 ตามลําดับ ซึ่งมีค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ที่น/อยกว8าของก่ิงระกํา
ขนาดใหญ8เล็กน/อย ผลการทดลองแสดงในภาพท่ี 11 ขณะท่ีกากมะพร/าวทั้ง 2 ขนาดให/ค8าร/อยละแอคติวิตีสัมพัทธ$
ตํ่ากว8าเล็กน/อยอยู8ในช8วงประมาณร/อยละ 80-90 ถึงแม/ว8าเม่ือพิจารณาค8าร/อยละการโหลดโปรตีนและแอคติวิตี
สัมพัทธ$ของเอนไซม$ตรึงท่ีสูงควรจะเลือกก่ิงระกําขนาดเล็กเป;นตัวค้ําจุนทางธรรมชาติท่ีจะนําไปหาสภาวะที่
เหมาะสมต8อไป แต8เน่ืองจากความเบาและความสามารถในการดูดนํ้าสูงของก่ิงระกําขนาดเล็ก ที่อาจจะส8งผลต8อ
การนําไปใช/เร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ตรึงในสภาวะจริง ดังน้ันเพื่อหลีกเล่ียงปwญหาดังกล8าวผู/วิจัยจึงได/เลือกก่ิงระกํา
ขนาดใหญ8ที่ไม8มีการกระตุ/นด/วยเมทานอลมาใช/ในการศึกษาต8อไปแทนการใช/ก่ิงระกําขนาดเล็กท่ีต/องมีการกระตุ/น
ด/วยเมทานอล 
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ตารางที่ 5 แอคติวิตีและประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุนที่เป;นวัสดุเหลือท้ิงทาง
การเกษตรที่ต8างกัน 

ชนิดของวัสดุเหลือท้ิง
ทางการเกษตรที่
นํามาใช/เป;นตัวค้ําจุน 

แอคติวิตีต8อปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส pNPP 
(หน8วย/กรัมของตัวคํ้าจุน) 

แอคติวิตีต8อปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสนํ้ามันปาล$ม 
(หน8วย/กรัมของตัวค้ําจุน) 

การโหลด
โปรตีน 
(ร/อยละ) 

ประสิทธิภาพ
การตรึง  
(ร/อยละ) 

ซังข/าวโพด 1.85 0.13 95.24 85.57 
แกลบข/าวสาร 1.97 1.81 96.55 68.96 
ก่ิงไทรยอดทอง 0.34 0.28 25.46 40.24 
หยวกกล/วย 1.71 0.45 42.57 30.36 
เปลือกต/นปาล$ม 2.69 0.11 31.62 12.44 
กากมะพร/าว 4.72 0.48 33.25 89.75 
ก่ิงระกํา 4.50 3.32 42.16 96.49 

 

 
ภาพท่ี 11 ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ (ก) และร/อยละการโหลดโปรตีน (ข) ของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึง
ด/วยตัวคํ้าจุนก่ิงระกําและกากมะพร/าวที่มีขนาดต8างกัน 
 

 
 
 
 
 

(ก) (ข) 
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สําหรับวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรอ่ืนท่ีนํามาทําการทดสอบ ให/ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 5 โดย
พบว8าการตรึงเอนไซม$ไลเพสบนก่ิงไทรยอดทอง หยวกกล/วย และเปลือกต/นปาล$มให/ค8าประสิทธิภาพการตรึงและ
ร/อยละการโหลดโปรตีนท่ีตํ่า รวมทั้งให/เอนไซม$ตรึงที่ได/ยังมีแอคติวิตีของเอนไซม$ตํ่าอีกด/วย ขณะที่การใช/ซังข/าวโพด
และแกลบข/าวสารเป;นตัวค้ําจุนในการตรึงเอนไซม$น้ัน แม/จะให/ค8าร/อยละการโหลดโปรตีนท่ีสูงกว8าการใช/กาก
มะพร/าวและก่ิงระกํา รวมทั้งยังให/ค8าประสิทธิภาพในการตรึงท่ีใกล/เคียงกับการใช/กากมะพร/าวและก่ิงระกําเป;นตัว
ค้ําจุน แต8ค8าแอคติวิตีของเอนไซม$ตรึงท่ีได/ก็มีค8าท่ีตํ่ากว8าการใช/ก่ิงระกําเป;นตัวค้ําจุน เมื่อประกอบการความนิยมใน
การนําแกลบข/าวสาร ซังข/าวโพด และกากมะพร/าวมาใช/เป;นมวลชีวภาพในการเปล่ียนรูปเป;นพลังงานทดแทน และ
การนําไปใช/ประโยชน$อย8างอ่ืนท่ีหลากหลาย ทําให/ผู/วิจัยเลือกใช/ก่ิงระกําเป;นวัสดุคํ้าจุนธรรมชาติที่เหมาะจะนํามา
พัฒนาและหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ต8อไป 

4.3.2 การคัดเลือกตัวคํ้าจุนที่เป]นเศษอาหารที่เหมาะสมตEอการตรึงเอนไซม� 

จากเศษอาหาร 4 ชนิดท่ีนํามาทดสอบเป;นตัวค้ําจุนสําหรับการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi โดย
แยกขนาดออกเป;นสองขนาดคือขนาดเส/นผ8านศูนย$กลาง 0.1 มิลลิเมตร (ขนาดเล็ก) และ 0.5 มิลลิเมตร (ขนาด
ใหญ8) และแยกตัวค้ําจุนท่ีใช/ทดสอบเป;นสองกลุ8มคือ กลุ8มท่ีทําการทรีทต$ด/วยกรดไฮโดรคลอริกและเมทานอล กับ
กลุ8มท่ีทําการทรีทต$ด/วยกรดไฮโดรคลอริกเพียงอย8างเดียว พบว8าเม่ือทําการตรึงเอนไซม$และทดสอบประสิทธิภาพ
ของเอนไซม$ตรึงท่ีเตรียมได/ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 6 และพบว8าตัวคํ้าจุนที่มีแนวโน/มท่ีจะสามารถนําไป
พัฒนาเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ต8อไปคือ เปลือกไข8เล็กท่ีทําการทรีทต$ด/วยกรดไฮโดรคลอริก ซึ่ง
ให/ค8าร/อยละแอคติวิตีสัมพัทธ$เท8ากับ 85.46 และให/ค8าร/อยละการโหลดโปรตีนเท8ากับ 65.11 ดังแสดงในภาพท่ี 12 
ขณะที่ตัวคํ้าจุนเศษอาหารชนิดอ่ืนไม8เหมาะท่ีจะนํามาใช/ตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi เพราะไม8ให/
ประสิทธิภาพในการตรึง แอคติวิตีของเอนไซม$ตรึง และร/อยละการโหลดโปรตีนท่ีสูง 

ตารางที่ 6 แอคติวิตีและประสิทธิภาพในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุนที่เป;นเศษอาหารต8างกัน 

ชนิดของเศษอาหารท่ี
นํามาใช/เป;นตัวค้ําจุน 

แอคติวิตีต8อปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส pNPP 
(หน8วย/กรัมของตัวคํ้าจุน) 

แอคติวิตีต8อปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสนํ้ามันปาล$ม 
(หน8วย/กรัมของตัวค้ําจุน) 

การโหลด
โปรตีน 
(ร/อยละ) 

ประสิทธิภาพ
การตรึง  
(ร/อยละ) 

เปลือกไข8 3.28 2.05 65.11 83.54 
เปลือกกุ/ง 1.25 0.79 35.78 45.64 
เปลือกหอยแมลงภู8 1.01 0.23 43.21 30.85 
เปลือกปูทะเล 2.59 1.98 55.21 59.68 
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ภาพท่ี 12 ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ (ก) และร/อยละการโหลดโปรตีน (ข) ของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึง
ด/วยตัวคํ้าจุนเปลือกไข8และเปลือกกุ/งที่มีขนาดต8างกัน 

4.4 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนกิ่งระกํา 
ทําการศึกษาผลของปwจจัยท่ีคาดว8าน8าจะส8งผลต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสบนตัวค้ําจุนก่ิงระกํา ได/แก8  

ค8าความเร็วในการกวน ค8าพีเอชและความเข/มข/นของบัฟเฟอร$ท่ีใช/ ปริมาณโปรตีนของเอนไซม$ ระยะเวลาและ
อุณหภูมิท่ีใช/ในการตรึงเอนไซม$ ซ่ึงจะดําเนินการทดลองโดยกําหนดร/อยละโปรตีนให/อยู8ในช8วง 60-90 และค8า
ประสิทธิภาพในการตรึงให/อยู8ในช8วงร/อยละ 90-95 ได/ผลการทดลองดังน้ี 

4.4.1 4.4.1 4.4.1 4.4.1 การตรึงเอนไซม�บนตัวคํ้าจุนก่ิงระกําที่ความเร็วในการกวนตEางกัน 

เมื่อใช/ก่ิงระกําขนาดใหญ8ประมาณ 0.5 มิลลิเมตร เป;นตัวคํ้าจุนในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก  
A. baylyi ที่ค8าความเร็วในการกวนต8างกัน พบว8าเม่ือเพิ่มความเร็วในการกวน โอกาสในการดูดซับเอนไซม$กับตัวค้ํา
จุนจะเพิ่มข้ึนและท่ีค8าความเร็วในการกวนที่ 250 รอบต8อนาที จะให/ค8าร/อยละแอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ท่ีถูก
ตรึงบนตัวคํ้าจุนสูงสุดเท8ากับร/อยละ 93.03 ดังแสดงในภาพที่ 13 และเมื่อเพิ่มความเร็วในการกวนเป;น 300 รอบ
ต8อนาที จะพบค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ลดลงและเกือบคงที่จนถึงความเร็ว 400 รอบต8อนาที (ร/อยละ 88.79 ถึง ร/อยละ 

ก) 

ข) 
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91.03) ด/วยเหตุน้ีจึงเลือกท่ีความเร็วในการกวน 250 รอบต8อนาที เป;นความเร็วที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ 
ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนก่ิงระกําขนาดใหญ8ท่ีจะนํามาทดลองต8อไป 

 
ภาพท่ี 13 ผลของค8าความเร็วในการกวนต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสของ A. baylyi บนตัวคํ้าจุนก่ิงระกํา 

4.4.2 การตรึงเอนไซม�บนตัวคํ้าจุนก่ิงระกําโดยใช+คEาพีเอชของบัฟเฟอร�ตEางกัน 

เมื่อนําก่ิงระกําขนาดใหญ8ประมาณ 0.5 มิลลิเมตร มาตรึงเอนไซม$ไลเพสในสารละลายบัฟเฟอร$ที่มีค8า 
พีเอชแตกต8างกันต้ังแต8 4 ถึง 11 ที่ความเร็วในการกวนเท8ากับ 250 รอบต8อนาที จากภาพที่ 14 จะเห็นได/ว8า
เอนไซม$ไลเพสถูกดูดซับและเร8งปฏิกิริยาได/ดีในสภาวะที่เป;นกรดอ8อนค8อนไปทางกลางระหว8างค8าพีเอช 4.0 และ 
8.0 (ให/ค8าร/อยละ 84.73 ถึง ร/อยละ 85.44 ) โดยให/ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ท่ีถูกตรึงบนตัวค้ําจุนสูงสุด
เท8ากับร/อยละ 87.05 เมื่อใช/บัฟเฟอร$ทริสค8าพีเอช 7.0 ขณะท่ีในช8วงค8าพีเอชเป;นเบสแก8ระหว8าง 9.0 และ 11.0 น้ัน
เอนไซม$ไลเพสถูกดูดซับบนตัวคํ้าจุนได/ลดลง (ประมาณร/อยละ 80.77 ถึง ร/อยละ 80.49) จากผลการทดลองจึง
เลือกค8าพีเอชเท8ากับ 7.0 ของบัฟเฟอร$ทริสมาใช/ในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ต8อไป 

4.4.3 การตรึงเอนไซม�บนตัวคํ้าจุนก่ิงระกําโดยใช+ความเข+มข+นของบัฟเฟอร�ตEางกัน 

การตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนก่ิงระกําขนาดใหญ8ประมาณ 0.5 มิลลิเมตร โดยใช/
บัฟเฟอร$ค8าพีเอช 7.0 ที่มีความเข/มข/นต8างกันต้ังแต8 10 ถึง 50 มิลลิโมลาร$ ด/วยอัตราเร็วในการกวน 250 รอบต8อ
นาที พบว8าค8า แอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ตรึงมีค8าเพิ่มข้ึนตามความเข/มข/นของบัฟเฟอร$จนถึงความเข/มข/น 20 
มิลลิโมลาร$ ให/ค8าแอคติวิตีสูงสุดเท8ากับร/อยละ 66.09 แต8เม่ือเพิ่มความเข/มข/นของบัฟเฟอร$ไปจนถึง 30 มิลลิโมลาร$ 
พบว8าค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$มีค8าลดลง (ร/อยละ 63.25) และมีค8าตํ่าต8อเน่ืองถึงที่ความเข/มข/นบัฟเฟอร$ 50 มิลลิโมลาร$ 
ดังแสดงในภาพท่ี 15 ด/วยเหตุน้ีจึงเลือกความเข/มข/นบัฟเฟอร$เท8ากับ 20 มิลลิโมลาร$ มาทําการทดลองต8อไป 

 



 
 

44 
 

 
ภาพท่ี 14 ผลของค8าพีเอชต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนก่ิงระกํา 

 
ภาพท่ี 15 ผลของความเข/มข/นบัฟเฟอร$ต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนก่ิงระกํา 

4.4.4 การตรึงเอนไซม�บนตัวคํ้าจุนก่ิงระกําโดยใช+ความเข+มข+นโปรตีนของเอนไซม�ตEางกัน 

การใช/ก่ิงระกําขนาดประมาณ 0.5 มิลลิเมตร เป;นตัวค้ําจุนในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi 
โดยใช/ความเข/มข/นโปรตีนในการตรึงแตกต8างกันต้ังแต8 0.1 ถึง 0.5 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร ที่ละลายในทริสบัฟเฟอร$ 
ความเข/มข/น 20 มิลลิโมลาร$ ค8าพีเอช 7.0 ด/วยความเร็วในการกวน 250 รอบต8อนาที พบว8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ของ
เอนไซม$ท่ีถูกตรึงมีค8าสูงสุดเท8ากับร/อยละ 77.39 เมื่อใช/ความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ไลเพส 0.1 มิลลิกรัมต8อ
มิลลิลิตร ภาพท่ี 16 และจะมีค8าลดลงเม่ือเพิ่มความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ ดังน้ันจึงเลือกความเข/มข/นโปรตีนที่
ใช/ในการตรึงที่ 0.1 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร เป;นความเข/มข/นท่ีเหมาะสมต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บน
ตัวค้ําจุนก่ิงระกําต8อไป 
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ภาพท่ี 16 ผลของความเข/มข/นโปรตีนต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุนก่ิงระกํา 

4.4.5 การตรึงเอนไซม�บนตัวคํ้าจุนก่ิงระกําโดยใช+ระยะเวลาและอุณหภูมิในการตรึงตEางกัน 

การติดตามเวลาท่ีใช/ในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีอุณหภูมิต8างๆ พบว8าค8าแอคติวิตี
สัมพัทธ$มีค8าเพิ่มข้ึนและเริ่มคงท่ี ที่เวลา 90 นาที ในทุกอุณหภูมิท่ีทําการศึกษาดังแสดงในภาพท่ี 17 เมื่อ
เปรียบเทียบค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ที่ถูกตรึง พบว8าการตรึงท่ีอุณหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียส ให/ค8าที่
ใกล/เคียงกันซึ่งไม8แตกต8างจากค8าแอคติวิตีท่ีได/จากการตรึงท่ีอุณหภูมิ 20 และ 30 องศาเซลเซียส มากนักแต8ค8า 
แอคติวิตีท่ีได/ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส มีค8าแกว8งมากว8า ดังน้ันเพื่อเป;นการป�องกันการสูญเสียแอคติวิตีของ
เอนไซม$จึงเลือกการตรึงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 90 นาที เป;นสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ 
ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนก่ิงระกําขนาดประมาณ 0.5 มิลลิเมตร 

 

 
ภาพท่ี 17 ผลของเวลาและอุณหภูมิต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนก่ิงระกํา 
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4.4.6 ปริมาณของเอนไซม�ตรึงไลเพสบนก่ิงระกําที่เหมาะสมตEอการเรEงปฏิกิริยา 

เมื่อนําเอนไซม$ตรึงไลเพสบนก่ิงระกําขนาดประมาณ 0.5 มิลลิเมตร มาทดสอบประสิทธิภาพในการเร8ง
ปฏิกิริยา พบว8าเมื่อเพิ่มจํานวนกรัมในการใช/เอนไซม$ตรึงไลเพสบนก่ิงระกําในการเร8งปฏิกิริยาการสลายสับสเตรท 
pNPP จะให/ค8าแอคติวิตีของเอนไซม$มีปริมาณลดลงประมาณร/อยละ 80 จากค8าแอคติวิตีเริ่มต/นคือ 4.0 มิลลิโมลต8อ
นาทีต8อกรัม เป;น 0.75 มิลลิโมลต8อนาทีต8อกรัม (ภาพท่ี 18) ดังน้ันจึงเลือกจํานวนกรัมของเอนไซม$ตรึงไลเพสบน 
ก่ิงระกําท่ีจะนํามาใช/ในการทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม$ตรึงเท8ากับ 0.1 กรัม 

 

ภาพท่ี 18 ประสิทธิภาพในการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ไลเพสที่ตรึงบนก่ิงระกําท่ีปริมาณต8างกัน 

4.5 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนเปลือกไขE 

เมื่อนําเปลือกไข8ท่ีถูกทรีทต$ด/วยกรดไฮโดรคลอริกมาทําการศึกษาต8อเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึง
เอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ให/ผลการทดลองดังน้ี 

4.5.1 การตรึงเอนไซม�บนตัวคํ้าจุนเปลือกไขEที่ความเร็วในการกวนตEางกัน 

เมื่อนําเปลือกไข8ขนาดเล็กท่ีผ8านการทรีทต$ด/วยกรดไฮโดรคลอริกมาทําการหาสภาวะที่เหมาะสมในการ
ตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi โดยเริ่มศึกษาค8าความเร็วในการกวนเป;นปwจจัยแรก จากผลการทดลอง (ภาพที่ 
19) พบว8าการเพิ่มความเร็วในการกวนขณะตรึงส8งผลให/เอนไซม$ตรึงมีค8าแอคติวิตีลดลง ยกเว/นท่ีความเร็วเท8ากับ 
300 รอบต8อนาที  ที่ดูเหมือนค8าแอคติวิตีจะเพิ่มข้ึน และเม่ือพิจารณาจากค8าแอคติวิตีของเอนไซม$หลังการตรึง
พบว8าที่ค8าความเร็วในการกวนเท8ากับ 100 รอบต8อนาทีให/ค8าแอคติวิตีท่ีสูงที่สุด เท8ากับร/อยละ 47.24 เมื่อ
เปรียบเทียบกับค8าแอคติวิตีที่ได/ท่ีความเร็วในการกวน 300 รอบต8อนาที มีค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$เท8ากับร/อยละ 43.68 
จึงเลือกความเร็วในการกวนเท8ากับ 100 รอบต8อนาที มาใช/ในการทดลองต8อไป 
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ภาพท่ี 19 ผลของค8าความเร็วในการกวนต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุนเปลือกไข8 

4.5.2 การตรึงเอนไซม�บนตัวคํ้าจุนเปลือกไขEโดยใช+คEาพีเอชของบัฟเฟอร�ตEางกัน 

นําเปลือกไข8เล็กที่ทําการทรีทต$ด/วยกรดไฮโดรคลอริกมาทดสอบค8าพีเอชท่ีเหมาะสมในการตรึงที่
ความเร็วในการกวน 100 รอบต8อนาที ดังแสดงในภาพที่ 20 พบว8าเอนไซม$ตรึงแสดงค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ใกล/เคียง
กันในช8วงค8าพีเอชเป;นกรดและมีแนวโน/มท่ีเพิ่มข้ึนที่ค8าพีเอชเท8ากับ 6 ซ่ึงให/ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$เท8ากับร/อยละ 
50.10 จากน้ันค8าแอคติวิตีของเอนไซม$ตรึงจะมีค8าลดลงตามการเพิ่มข้ึนของค8าพีเอชท่ีใช/ในการตรึง ด/วยเหตุน้ีจึง
เลือกค8าพีเอชของบัฟเฟอร$ฟอสเฟตเท8ากับ 6.0 มาทําการทดลองต8อไป 

 
ภาพท่ี 20 ผลของค8าพีเอชต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุนเปลือกไข8 
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4.5.3 การตรึงเอนไซม�บนตัวคํ้าจุนเปลือกไขEโดยใช+ความเข+มข+นของบัฟเฟอร�ตEางกัน 

เมื่อได/สภาวะที่เหมาะสมในการตรึงคือค8าความเร็วในการกวน 100 รอบต8อนาที ใช/ฟอสเฟตบัฟเฟอร$ 
ค8าพีเอช 6.0 ปwจจัยต8อมาที่ทําการศึกษาคือความเข/มข/นของบัฟเฟอร$ท่ีเหมาะสมต8อการตรึง โดยพบว8าเมื่อเพิ่ม
ความเข/มข/นของฟอสเฟตบัฟเฟอร$ข้ึนเรื่อยๆจะทําให/ปริมาณแอคติวิตีสัมพัทธ$ที่วัดได/มีค8าเพิ่มข้ึนตามลําดับ จากค8า
แอคติวิตีสัมพัทธ$ร/อยละ 93.75 ถึงร/อยละ 94.33 เม่ือเพิ่มความเข/มข/นบัฟเฟอร$จาก 10 ถึง 40 มิลลิโมลาร$ โดยที่
ค8าความเข/มข/นบัฟเฟอร$เท8ากับ 50 มิลลิโมลาร$น้ันจะมีค8าร/อยละแอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ตรึงสูงท่ีสุดคือเท8ากับ 
94.60 ดังแสดงในภาพที่ 21 จึงเลือกความเข/มข/นน้ีมาทําการทดลองต8อไป 

 
ภาพท่ี 21 ผลของความเข/มข/นบัฟเฟอร$ต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนเปลือกไข8 

4.5.4 การตรึงเอนไซม�บนตัวคํ้าจุนเปลือกไขEโดยใช+ความเข+มข+นโปรตีนของเอนไซม�ตEางกัน 

นําสภาวะท่ีเหมาะสมจากหัวข/อที่ 4.5.3 มาใช/ในการหาค8าความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ท่ีเหมาะสมต8อ
การตรึง พบว8าค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ตรึงมีแนวโน/มเพิ่มข้ึนตามการเพิ่มข้ึนของความเข/มข/นโปรตีนจาก 
0.1 ถึง 0.3 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร โดยให/ค8าแอคติวิตีที่สูงที่สุดคือร/อยละ 34.23 เมื่อใช/เอนไซม$ที่มีความเข/มข/น
โปรตีนเท8ากับ 0.3 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร และเมื่อความเข/มข/นของโปรตีนเป;น 0.4 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร พบว8าค8า
แอคติวิตีสัมพัทธ$จะมีค8าลดลง ดังแสดงในภาพท่ี 22 แสดงให/เห็นว8าในการตรึงเอนไซม$ไลเพสบนตัวค้ําจุนจาก
เปลือกไข8ควรใช/เอนไซม$ที่มีความเข/มข/นโปรตีนเท8ากับ 0.3 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร  
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ภาพท่ี 22 ผลของความเข/มข/นโปรตีนต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนเปลือกไข8 

4.5.5 การตรึงเอนไซม�บนตัวคํ้าจุนก่ิงระกําโดยใช+ระยะเวลาและอุณหภูมิในการตรึงตEางกัน 

เมื่อศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาท่ีใช/ในการตรึงเอนไซม$ที่แตกต8างกัน จากภาพท่ี 23 จะเห็นได/ว8า 
ค8าร/อยละแอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ตรึงท่ีได/เมื่อทําการตรึงที่ 20 และ 30 องศาเซลเซียส ไม8มีความคงที่ของค8า
แอคติวิตีสัมพัทธ$เลย ขณะท่ี ท่ีอุณหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียสน้ัน แอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$เริ่มมีค8าคงที่
เมื่อใช/เวลาในการตรึงผ8านไป 60 ถึง 120 นาที ตามลําดับ สําหรับท่ีอุณหภูมิ 10   องศาเซลเซียส พบว8าค8าแอคติวิ
ตีมีแนวโน/มคงที่ต้ังแต8ช8วงเวลา 90 นาทีเป;นต/นไป ดังน้ันเพื่อลดปwญหาเรื่องการสูญเสียแอคติวิตีของเอนไซม$ที่
อุณหภูมิสูงจึงเลือกทําการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนเปลือกไข8ท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 
150 นาที 

 
ภาพท่ี 23 ผลของระยะเวลาและอุณหภูมิท่ีใช/ต8อการตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวคํ้าจุนเปลือกไข8 
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4.5.6 ปริมาณของเอนไซม�ตรึงไลเพสบนเปลือกไขEที่เหมาะสมตEอการเรEงปฏิกิริยา 

เมื่อได/สภาวะท่ีเหมาะสมต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนเปลือกไข8แล/วจะทําการศึกษา
จํานวนกรัมที่เหมาะสมของเอนไซม$ตรึงในการเร8งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสับสเตรท p-NPP จากภาพที่ 24 พบว8า
จํานวนกรัมของเอนไซม$ที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยามากที่สุดคือ 0.5 กรัม โดยให/ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$เท8ากับ 
ร/อยละ 65.91 และเม่ือเพิ่มปริมาณเอนไซม$ตรึงที่ใช/ในปฏิกิริยาพบว8าแอคติวิตีของเอนไซม$มีค8าลดลง 

 
ภาพท่ี 24 ประสิทธิภาพในการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีตรึงบนเปลือกไข8ท่ีปริมาณต8างกัน 

4.6 การทดสอบความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม�ตรึงเทียบกับเอนไซม�อิสระ 
การทดสอบความเสถียรในการเก็บรักษาของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนตัวค้ําจุน XAD7HP 

บนเปลือกไข8 และบนก่ิงระกํา เทียบกับของเอนไซม$ในรูปอิสระได/ผลการทดลองดังน้ี 

4.6.1 ความเสถียรในการเก็บรักษาของเอนไซม�อิสระ 

การเก็บรักษาเอนไซม$อิสระที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบว8าเอนไซม$ไลเพสในรูปอิสระยังคงรักษา 
แอคติวิตีของเอนไซม$ได/เป;นเวลานาน 15 วัน ดังแสดงในภาพที่ 25 ขณะท่ี ที่อุณหภูมิห/อง (25-32 องศาเซลเซียส) 
เอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi จะสูญเสียแอคติวิตีตามเวลาโดยมีค8าแอคติวิตีตํ่ากว8าคร่ึงเม่ือเวลาผ8านไป 6 วัน (ภาพ
ที่ 26) 

4.6.2 ความเสถียรในการเก็บรักษาของเอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนตัวคํ้าจุน XAD7HP 
การศึกษาความเสถียรของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีตรึงบนตัวค้ําจุนทางการค/า XAD7HP เมื่อ

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ยังคงเหลือแอคติวิตีมากกว8าร/อยละ 80 เมื่อเวลาผ8านไป 6 วัน (ภาพที่ 27) 
ขณะที่ ที่อุณหภูมิห/อง (25-32 องศาเซลเซียส) พบแอคติวิตีคงเหลือมากกว8าร/อยละ 50 เมื่อผ8านไป 9 วัน และ
เหลือแอคติวิตีเพียงร/อยละ 15.47 เม่ือเก็บรักษาไป 12 วัน ดังแสดงในภาพที่ 28 
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ภาพท่ี 25 ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ในรูปอิสระท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
ภาพท่ี 26 ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ในรูปอิสระที่อุณหภูมิห/อง (25-32 องศา
เซลเซียส) 

 
ภาพท่ี 27 ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนตัวคํ้าจุน XAD7HP ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
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ภาพท่ี 28 ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนตัวค้ําจุน XAD7HP ที่
อุณหภูมิห/อง (25-32 องศาเซลเซียส)  

4.6.3 ความเสถียรในการเก็บรักษาของเอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนก่ิงระกํา 
เมื่อนําเอนไซม$ตรึงไลเพสบนตัวค้ําจุนก่ิงระกํามาทําการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 และ 25 องศาเซลเซียส 

เป;นเวลานาน 30 วันพบว8าเอนไซม$ตรึงมีแอคติวิตีคงเหลือลดลงอย8างต8อเน่ืองและลดลงตํ่าสุดถึงร/อยละ 11.34 
หลังจากเก็บรักษานาน 25 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สําหรับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห/อง (25-32 องศา-
เซลเซียส) พบว8าเอนไซม$ไลเพสตรึงบนก่ิงระกําสามารถรักษาแอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพสได/ดีถึง 15 วัน โดยเหลือ
แอคติวิตีคงเหลือร/อยละ 90.17 และยังมีแอคติวิตีคงเหลือมากกว8าร/อยละ 50 หลังจากเก็บรักษานาน 25 วัน ที่
อุณหภูมิห/อง ดังภาพท่ี 29 และภาพที่ 30 

 

ภาพท่ี 29 ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีถูกตรึงบนก่ิงระกํา ที่อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส 
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ภาพท่ี 30 ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีถูกตรึงบนเปลือกไข8 ที่อุณหภูมิห/อง (25-32 
องศาเซลเซียส) 

4.6.4 ความเสถียรในการเก็บรักษาของเอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนเปลือกไขE 
เมื่อนําเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีถูกตรึงบนเปลือกไข8ขนาด 0.1 มิลลิเมตร ที่ทําการทรีทต$ด/วย

กรดไฮโดรคลอริกตามสภาวะที่เหมาะสมและมาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและอุณหภูมิห/อง (25-32 
องศาเซลเซียส) พบแนวโน/มการลดลงของค8าแอคติวิตีอย8างต8อเน่ือง โดยมีค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ตํ่ากว8าร/อยละ 50 ใน
วันที่ 6 และวันท่ี 3 ของการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิดังกล8าวตามลําดับ ดังแสดงในภาพที่ 31 และ ภาพท่ี 32 
ตามลําดับ 

 
ภาพท่ี 31 ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีถูกตรึงบนเปลือกไข8 ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
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ภาพท่ี 32 ความเสถียรในการเก็บรักษาเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีถูกตรึงบนเปลือกไข8 ที่อุณหภูมิห/อง (25-32 
องศาเซลเซียส) 

4.7 การนําเอนไซม�ตรึงไลเพสกลับมาใช+ซ้ํา 

การศึกษาความสามารถในการนําเอนไซม$ตรึงไลเพสท่ีเตรียมได/โดยวิธีการดูดซับบนตัวคํ้าจุนทางการค/า 
XAD7HP และตัวค้ําจุนธรรมชาติคือ ก่ิงระกําและเปลือกไข8 มาใช/ซ้ําในการเร8งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสนํ้ามันปาล$ม
เทียบกับเอนไซม$ตรึงไลเพสที่มีขายทางการค/า Novozyme 435 ให/ผลการทดลองดังน้ี 

4.7.1 การนํากลับมาใช+ซ้ําของเอนไซม�ตรึงไลเพสทางการค+า Novozyme 435 

การนํากลับมาใช/ซํ้าของ Novozyme 435 พบค8าแอคติวิตีลดลงแต8ยังคงเหลือแอคติวิตีมากกว8าร/อยละ 
50 เมื่อนํากลับมาใช/ซํ้าในรอบท่ี 3 ดังแสดงในภาพที่ 33 

 
ภาพท่ี 33 การทดสอบความเป;นไปได/ในการนําเอนไซม$ไลเพสทางการค/า Novozyme 435 กลับมาใช/ซ้ําในการเร8ง
ปฏิกิริยาการสลายนํ้ามันปาล$ม 
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4.7.2 การนํากลับมาใช+ซ้ําของเอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนตัวคํ้าจุน XAD7HP 

การศึกษาความสามารถในการนํากลับมาใช/ซ้ําของเอนไซม$ตรึงไลเพสบนตัวค้ําจุน XAD7HP ได/ผลการ
ทดลองแสดงดังภาพที่ 34 ซึ่งให/ค8าแอคติวิตีมากกว8าร/อยละ 50 ในรอบท่ี 3 ของการใช/ซึ่งใกล/เคียงกับที่พบในของ 
Novozyme 435 

 
ภาพท่ี 34 การทดสอบความเป;นไปได/ในการนําเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนตัวค้ําจุน XAD7HP มาใช/
ซ้ําในการเร8งปฏิกิริยาการสลายนํ้ามันปาล$ม 

4.7.3 การนํากลับมาใช+ซ้ําของเอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนก่ิงระกํา 

เมื่อนําเอนไซม$ไลเพสที่ถูกตรึงบนก่ิงระกํามาทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับนํ้ามันปาล$มและทดลองใช/ซ้ํา 
พบว8าเอนไซม$ตรึงไลเพสบนก่ิงระกํา จะให/ค8าแอคติวิตีคงเหลือในระดับที่ใกล/เคียงกับของเอนไซม$ตรึง Novozyme 
435 และของเอนไซม$ไลเพสที่ถูกตรึงบนตัวค้ําจุนทางการค/า XAD7HP คือร/อยละ 67.31 เมื่อใช/ซ้ํา 2 ครั้ง ดังแสดง
ในภาพที่ 35 

 
ภาพท่ี 35 การทดสอบความเป;นไปได/ในการนําเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนก่ิงระกํากลับมาใช/เร8ง
ปฏิกิริยาการสลายนํ้ามันปาล$มซ้ํา 
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4.7.4 การนํากลับมาใช+ซ้ําของเอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนเปลือกไขE 

แอคติวิตีท่ีใช/ในการสลายนํ้ามันปาล$มเป;นกรดไขมันของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ตรึงบนเปลือก
ไข8จะมีค8าลดลงในทุกรอบของการใช/ โดยเหลือแอคติวิตีเพียงร/อยละ 54.28 เมื่อผ8านการใช/ซ้ําไป 3 รอบ และจะมี
ค8าแอคติวิตีลดลงเรื่อยๆ จนเหลือเพียงร/อยละ 31.43 ในรอบท่ี 5 ของการใช/ซ้ํา ดังแสดงในภาพท่ี 36 

  
ภาพท่ี 36 การทดสอบความเป;นไปได/ในการนําเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีถูกตรึงบนเปลือกไข8กลับมาใช/ซ้ํา 

4.8 การศึกษาลักษณะทางกายภาพของตัวค้ําจุนท่ีเตรียมได+กEอนและหลังการตรึงเอนไซม�ด+วย
กล+องจุลทรรศน�อิเล็กตรอนแบบสEองกราด 

เม่ือนําตัวค้ําจุนท่ีเตรียมได/ก8อนและหลังการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi มาวิเคราะห$ลักษณะทาง
กายภาพด/วยกล/องจุลทรรศน$อิเล็กตรอนแบบส8องกราด (scanning electron microscopy; SEM) รุ8น 
Leo1450VP ที่ต8อเข/ากับตัวให/กําเนิดพลังงานแสง (energy dispersive spectroscopy; EDS) โดยกําหนด
ค8าพารามิเตอร$ในการวิเคราะห$ดังน้ีคือ ความดัน 1.3 × 10-2 Pa และความละเอียด < 10 นาโนเมตร ที่กําลังไฟฟ�า
เท8ากับ 15 กิโลวัตต$ พบว8าตัวค้ําจุนท่ีเป;นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรทุกชนิด ยกเว/นก่ิงระกํา มีลักษณะเป;นตาข8าย
รูพรุนท่ีกว/างแต8แคบและมีการยึดเกาะของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนก่ิงระกํากระจายอย8างทั่วถึง ดังแสดง
ในภาพที่ 37 สําหรับก่ิงระกําน้ันมีตาข8ายรูพรุนกว/างและมีความลึกมากกว8า (ภาพที่ 38) ขณะท่ีตัวคํ้าจุนท่ีเป;น
เปลือกกุ/งและเปลือกหอยแมลงภู8ไม8มีลักษณะรูพรุนที่เหมาะสมต8อการนําไปตรึงเอนไซม$ (ภาพท่ี 39) แต8พบว8า
เปลือกปูทะเลน้ันมีลักษณะทางกายภาพบางส8วนที่สามารถดูดซับเอนไซม$ไลเพสไว/บนพื้นผิวได/ (ภาพที่ 40) ขณะที่
เปลือกไข8ที่มีเย่ือเมมเบรนติดอยู8 มีลักษณะเป;นตาข8ายร8างแหของเย่ือเมมเบรนท่ีสามารถเก็บกักเอนไซม$ไว/ได/ ดัง
แสดงในภาพที่ 41 
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ภาพท่ี 37 การวิเคราะห$ลักษณะทางกายภาพด/วยกล/องจุลทรรศน$อิเล็กตรอนแบบส8องกราดของ (ก) กากมะพร/าว 
(กําลังขยาย 2.5 K×) (ข) ก่ิงไทรยอดทอด (กําลังขยาย 300×) (ค) หยวกกล/วย (กําลังขยาย 100×) (ง) ซังข/าวโพด 
(กําลังขยาย 100×) (จ) แกลบข/าวสาร (กําลังขยาย 500×) และ (ฉ) ทางต/นปาล$ม (กําลังขยาย 300×) ก8อนมีการ
ตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

(จ) (ฉ) 
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ภาพท่ี 38 ลักษณะทางกายภาพของก่ิงระกําหลังการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi เมื่อวิเคราะห$ด/วยกล/อง
จุลทรรศน$อิเล็กตรอนแบบส8องกราด (ก) ก่ิงระกําท่ีมีเอนไซม$ดูดซับบนพื้นผิว (กําลังขยาย 300×) และ (ข) ถึง (ง) 
แสดงการดูดซับของเอนไซม$ไลเพสบนก่ิงระกําอย8างท่ัวถึง (กําลังขยาย 2.5 K - 5K×) 

 (ข) 

  (ง) 

(ค) 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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ภาพท่ี 39 การวิเคราะห$ลักษณะทางกายภาพด/วยกล/องจุลทรรศน$อิเล็กตรอนแบบส8องกราดของ (ก) เปลือกกุ/ง 
(กําลังขยาย 307×) (ข) เปลือกไข8 (กําลังขยาย 500×) (ค) เปลือกปูทะเล (กําลังขยาย 2.5 K×) และ (ง) เปลือก
หอยแมลงภู8 (กําลังขยาย 5.0 K×) ก8อนมีการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi 

 
ภาพท่ี 40 ลักษณะทางกายภาพของเปลือกปูทะเลที่ผ8านการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi เม่ือวิเคราะห$ด/วย
กล/องจุลทรรศน$อิเล็กตรอนแบบส8องกราด (กําลังขยาย 5.0 K×) 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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ภาพท่ี 41 ลักษณะทางกายภาพของเปลือกไข8หลังการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi เมื่อวิเคราะห$ด/วยกล/อง
จุลทรรศน$อิเล็กตรอนแบบส8องกราด รูป (ก) ถึง (ง) แสดงการดูดซับของเอนไซม$ไลเพสบนพื้นผิวเปลือกไข8ที่
ตําแหน8งและกําลังขยายต8างกัน (กําลังขยาย 2.5K×, 1.0 K×, 2.5 K× และ 500× ตามลําดับ) 

4.9 การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะในการเรEงปฏิกิริยาของเอนไซม�ไลเพสจาก A. baylyi เมื่อตรึงบน
ก่ิงระกํา 

จากการทดสอบความเสถียรในการเก็บรักษาและความสามารถในการนําเอนไซม$ตรึงไลเพสที่เตรียมได/กลับมา
ใช/ซํ้าพบว8า เอนไซม$ตรึงไลเพสบนก่ิงระกํามีความเสถียรสูงท่ีสุด จึงนํามาทดสอบคุณลักษณะเฉพาะในการเร8ง
ปฏิกิริยาได/แก8 ค8าพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสม ความเสถียรในสภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรีย$ และความสามารถ
ในการเร8งปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟyเคช่ันสับสเตรทนํ้ามันปาล$มเป;นไบโอดีเซล ผลการทดลองแสดงดังน้ี 

 
 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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4.9.1 คEาพีเอชที่เหมาะสมตEอการเรEงปฏิกิริยาของเอนไซม�ตรึง 

ค8าพีเอชที่เหมาะสมต8อการทํางานของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi เม่ือตรึงบนก่ิงระกําคือ 9.0 (ภาพที่ 
42) โดยเอนไซม$ตรึงจะค8อยๆ มีแอคติวิตีสูงข้ึนท่ีค8าพีเอชจาก 5.0 ถึง 8.0 และมีแอคติวิตีสูงที่สุดท่ีค8าพีเอช 9.0 
ก8อนท่ีแอคติวิตีจะค8อยๆ ลดลง จนไม8มีแอคติวิตีท่ีค8าพีเอชมากกว8า 13.0  

 
ภาพท่ี 42 ผลของค8าพีเอชต8อแอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพสจาก A.baylyi ท่ีตรึงบนก่ิงระกํา (เส/นประ) เทียบกับของ
เอนไซม$ไลเพสอิสระ (เส/นทึบ) เม่ือทําการบ8มปฏิกิริยาในบัฟเฟอร$ความเข/มข/น 50 มิลลิโมลาร$ ที่มีค8าพีเอชต8างกันที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและใช/ p-NPP เป;นสับสเตรท ระบบบัฟเฟอร$ท่ีใช/คือ อะซิเตท (ค8าพีเอช 3.0-5.0, 
สัญลักษณ$ข/าวหลามตัด) ฟอสเฟต (ค8าพีเอช 6.0-7.0, สัญลักษณ$สามเหล่ียม) ทริสไฮโดรคลอไรด$ (ค8าพีเอช 7.0-
9.0, สัญลักษณ$ส่ีเหล่ียม) และคาร$บอเนต (ค8าพีเอช 9.0-13.0, สัญลักษณ$วงกลม) แสดงผลการทดลองด/วยค8า 
แอคติวิตีคงเหลือโดยเทียบท่ีค8าพีเอชเท8ากับ 9.0 (ค8าแอคติวิตีสูงที่สุด) เป;นร/อยละ 100 

4.9.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมตEอการเรEงปฏิกิริยาของเอนไซม�ตรึง 

เมื่อทําการบ8มเอนไซม$ตรึงที่อุณหภูมิต8างกันพบว8า เอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ตรึงบนก่ิงระกํามีค8า
แอคติวิตีเพิ่มข้ึนตามอุณหภูมิที่เพิ่มข้ึนและแสดงค8าแอคติวิตีสูงท่ีสุดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากน้ันแอคติวิตี
จะค8อยๆ มีค8าลดลงจนไม8แสดงค8าแอคติวิตีท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ซึ่งให/ผลตรงกันข/ามกับของเอนไซม$อิสระ
ที่แสดงแอคติวิตีสูงท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ดังแสดงในภาพที่ 43 

4.9.3 ความเสถียรของเอนไซม�ตรึงตEอตัวทําละลายอินทรีย� 

เมื่อทําการบ8มเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ถูกตรึงบนก่ิงระกําและเอนไซม$ไลเพสในรูปอิสระใน
สภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรีย$ชนิดต8างกัน ความเข/มข/นร/อยละ 50 (ปริมาตรต8อปริมาตร) เป;นเวลา 6 ช่ัวโมง ก8อน
ติดตามแอคติวิตีของเอนไซม$ให/ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 44 จะเห็นว8า การตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi 
บนก่ิงระกําสามารถเพิ่มความเสถียรในตัวทําละลายอินทรีย$ของเอนไซม$ได/ในตัวทําละลายอินทรีย$เกือบทุกชนิด 
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โดยเฉพาะในตัวทําละลายอินทรีย$ที่ไม8มีข้ัว แต8ในตัวทําละลายอินทรีย$ที่มีข้ัวยกเว/น DMSO น้ันพบว8าการตรึง
เอนไซม$ทําให/เกิดการสูญเสียแอคติวิตีของเอนไซม$ไปเล็กน/อย เมื่อเทียบกับค8าแอคติวิตีของเอนไซม$อิสระ  

 
ภาพท่ี 43 ผลของอุณหภูมิต8อแอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพสจาก A.baylyi ท่ีตรึงบนก่ิงระกํา (เส/นประ) เทียบกับของ
เอนไซม$อิสระ (เส/นทึบ) แสดงผลการทดลองด/วยค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$โดยเทียบค8าแอคติวิตีที่มีค8าสูงที่สุดเป;นร/อยละ 
100 

 
ภาพท่ี 44 ความเสถียรต8อตัวทําละลายอินทรีย$ของเอนไซม$ไลเพสจาก A.baylyi ท่ีตรึงบนก่ิงระกํา (แท8งสีขาว) 
เทียบกับของเอนไซม$อิสระ (แท8งสีดํา) แสดงผลการทดลองด/วยค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$โดยเทียบค8าแอคติวิตีของชุด
ควบคุมที่ไม8มีตัวทําละลายอินทรีย$เป;นร/อยละ 100 
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4.9.4 การทดสอบความสามารถในการเรEงปฏิกิริยาทรานส�เอสเทอริฟcเคชั่นของเอนไซม�ตรึง 
เมื่อนําเอนไซม$ตรึงไลเพสที่เตรียมได/มาทดสอบความสามารถในการเร8งปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ัน

นํ้ามันปาล$มเพื่อผลิตไบโอดีเซลตามวิธีที่อธิบายไว/ในหัวข/อที่ 3.9 พบว8า เอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ตรึงบนก่ิง
ระกําน้ันไม8สามารถเร8งปฏิกิริยาทรานส$เอสเทอริฟyเคช่ันได/ โดยเอนไซม$ตรึงจะเกิดการจับตัวเป;นก/อนแข็งและ
ตกตะกอนอยู8ในปฏิกิริยาทุกครั้งแม/จะมีการปรับสภาวะในปฏิกิริยา การเพิ่มปริมาณเอนไซม$ และการเติมเมทานอล
ในปฏิกิริยาแล/วก็ตาม 
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บทท่ี 5 
 

อภิปรายและวจิารณ�ผลการวจิยั 
 

การใช/เอนไซม$ไลเพสในรูปอิสระเร8งปฏิกิยาไฮโดรไลซิสกับสารต้ังต/นท่ีเป;นไขมันหรือนํ้ามันให/เป;นไขมันอิสระ
และกลีเซอรอล พบว8าเอนไซม$ไลเพสในรูปอิสระมีความเสถียรในการทํางานค8อนข/างตํ่าและไม8สามารถนําเอนไซม$
กลับมาใช/ซํ้าหรือกลับคืนสู8สภาพพร/อมใช/งานใหม8ได/หลังจากใช/งานแล/ว (Wang et al., 2006) ด/วยเหตุน้ีจึง
แก/ปwญหาดังกล8าวด/วยการตรึงรูปเอนไซม$ ซึ่งจะช8วยเพิ่มความเสถียรและการทํางานของเอนไซม$ให/สูงข้ึน เช8น 
สามารถนํากลับมาใช/ซํ้าได/ ซึ่งจะช8วยลดค8าใช/จ8ายในข้ันตอนการผลิตได/ (Hilal et al., 2006; Salis et al., 2003; 
Naby et al., 1998) การตรึงเอนไซม$ด/วยวิธีการดูดซับอาศัยการจับกันระหว8างเอนไซม$และตัวค้ําจุนท่ีไม8ละลายนํ้า 
(จิตติมา เจริญพานิช, 2553) และการตรึงเอนไซม$ไลเพสบนตัวค้ําจุนไฮโดรโฟบิกก็เป;นวิธีหน่ึงท่ีได/รับความนิยมใน
การตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสมากกว8าการตรึงเอนไซม$ด/วยวิธีการเช่ือมด/วยพันธะโคเวเลนต$ (Petkar et al., 2006) 
เน่ืองจากเป;นเทคนิคท่ีง8ายและใช/ค8าใช/จ8ายไม8สูง แต8เน่ืองจากการตรึงเอนไซม$ในปwจจุบันน้ันมีการใช/วัสดุคํ้าจุนทาง
การค/าท่ีมีราคาแพงท่ีส8งผลให/ต/นทุนการผลิตเอนไซม$ตรึงมีราคาสูงตามไปด/วย งานวิจัยน้ีจึงสนใจท่ีจะค/นหาวัสดุค้ํา
จุนราคาถูกสําหรับตรึงเอนไซม$ไลเพสชอบอุณหภูมิสูงและทนตัวทําละลายอินทรีย$จาก Acinetobacter baylyi 
(Uttatree et al., 2010) เพื่อเป;นการลดต/นทุนในการผลิตเอนไซม$ ซึ่งวัสดุคํ้าจุนที่สนใจนํามาศึกษาน้ีแบ8งออกเป;น 
2 กลุ8มใหญ8ๆ คือ วัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ได/แก8 ซังข/าวโพด, แกลบข/าวสาร, ก่ิงไทรยอดทอง (Ficus 
microcarpa L.f.), หยวกกล/วย, ทางต/นปาล$มหางกระรอก (Wodywtia bifurcate A. K.. Irvine), ก่ิงระกํา 
(Salacca wallichiana) และกากมะพร/าว และวัสดุท่ีเป;นเศษอาหาร ได/แก8 เปลือกไข8 เปลือกกุ/งแชบGวย เปลือกปู
ทะเล และเปลือกหอยแมลงภู8 โดยมีหลักในการเลือกวัสดุมาศึกษาด/วยการพิจารณาจาก ปริมาณที่เหลือท้ิง สมบัติ
ไม8ชอบนํ้า และมีลักษณะเป;นรูพรุน และเทียบประสิทธิภาพของเอนไซม$ตรึงท่ีได/กับเอนไซม$ไลเพสที่ถูกตรึงบนวัสดุ
ค้ําจุนทางการค/าและเอนไซม$ไลเพสท่ีมีขายทางการค/า Novozyme 435 ต8อไป 

 การทดลองเร่ิมจากการตัวค้ําจุนทางการค/าที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi (Uttatree et 
al., 2010) โดยวิธีการดูดซับ ซึ่งจะใช/ตัวค้ําจุนทางการค/า 5 ชนิดท่ีมีสมบัติเป;นไฮโดรโฟบิก ได/แก8 XAD-2, XAD-4, 
FPX-66, XAD7HP และ Sephadex G-75 ที่ได/รับการกระตุ/นและไม8ได/รับการกระตุ/นด/วยเมทานอล ในการ
ทดสอบเพื่อผลิตเอนไซม$ตรึงไลเพสที่จะใช/เป;นชุดข/อมูลเปรียบเทียบของตัวคํ้าจุนที่มีขายทางการค/า ผลการทดลอง
พบว8า XAD7HP และ FPX66 ที่ถูกกระตุ/นด/วยเมทานอลเป;นตัวคํ้าจุนทางการค/าที่ให/ค8าแอคติวิตีของเอนไซม$ตรึง
สูง แต8การดูดซับปริมาณโปรตีนของเอนไซม$ตรึงที่อยู8บนตัวค้ําจุน XAD7HP น้ันมีค8าที่ดีกว8า ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจาก
ขนาดพื้นท่ีผิวและขนาดรูพรุนของ XAD7HP ที่กว/างพอดีสําหรับการตรึงเอนไซม$และดักเก็บเอนไซม$ไว/ในรูพรุนทํา
ให/เพิ่มความสามารถในการท่ีเอนไซม$ไลเพสจะดูดซับบนตัวค้ําจุนและสัมผัสกับสับสเตรทและนํ้าในปฏิกิริยาซ่ึงจะ
ช8วยให/ปฏิกิริยาเกิดข้ึนได/เร็วกว8าการใช/ตัวคํ้าจุนชนิดอ่ืนที่มีขนาดเล็กกว8า (Bosley and Clayton, 1994; Palomo 
et al., 2002) และเมื่อพิจารณาถึงแมทริกซ$ของตัวค้ําจุน XAD-7HP ซึ่งเป;นโพลีอะคริลิค เม่ือเทียบกับแมทริกซ$ของ
ตัวค้ําจุนชนิดอ่ืนแล/ว พบว8าโพลีอะคริลิคเป;นตัวค้ําจุนท่ีมีรูพรุนและมีการกระจายของรูพรุนอย8างสม่ําเสมอ มีพื้นที่
ผิวสูง เป;นอนุภาคท่ีไม8มีประจุแต8มีข้ัวปานกลางจึงสามารถดูดซับสารท่ีไม8มีประจุได/เป;นจํานวนมาก (Lee et al., 
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1988; Yu et al., 2009) และเน่ืองจากพื้นที่ผิวของเอนไซม$ไลเพสส8วนใหญ8จะประกอบด/วยกรดอะมิโนที่ไม8มีข้ัว 
(Kamini et al., 2000) ทําให/ XAD-7HP ที่ถูกกระตุ/นด/วยเมทานอลสามารถแสดงสมบัติเป;นไฮโดรโฟบิกได/มากข้ึน
และจับกับเอนไซม$ได/เป;นจํานวนมาก จากเหตุผลเหล8าน้ีจึงเลือก XAD-7HP ที่ถูกกระตุ/นด/วยเมทานอลเป;นตัวคํ้าจุน
ที่เหมาะสมต8อการตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi มากกว8าตัวค้ําจุนชนิดอ่ืน  

การตรึงเอนไซม$บนตัวคํ้าจุนที่เป;นวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรทุกชนิด ยกเว/นการตรึงเอนไซม$บนหยวกกล/วย
และทางต/นปาล$มให/ประสิทธิภาพในการตรึงที่สูง และให/ค8าร/อยละการโหลดโปรตีนระหว8าง ร/อยละ 33 และร/อยละ 
97 โดยในจํานวนวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรทั้งหมด ก่ิงระกําให/ค8าแอคติวิตีของเอนไซม$ตรึงและประสิทธิภาพใน
การตรึงสูงที่สุด ขณะที่เอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ที่ตรึงบนกากมะพร/าวให/แอคติวิตีต8อปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส
สับสเตรท p-NPP สูงเท8ากับ 4.72 หน8วยต8อกรัมของตัวคํ้าจุน แต8มีค8าร/อยละการโหลดโปรตีนเพียงร/อยละ 33 และ
ให/ค8าประสิทธิภาพในการตรึงในระดับปานกลาง คือเท8ากับร/อยละ 90 แอคติวิตีของเอนไซม$ตรึงไลเพสท่ีสูงข้ึนน้ีอาจ
เน่ืองมาจากการดูดซับของเอนไซม$กับผิวของกากมะพร/าวที่สูงกว8าการดูดซับบนวัสดุอ่ืน สําหรับเอนไซม$ไลเพสที่
ตรึงบนซังข/าวโพดและแกลบข/าวสารน้ันจะแสดงแอคติวิตีของเอนไซม$และค8าประสิทธิภาพในการตรึงท่ีตํ่ากว8า แม/
จะมีค8าร/อยละการโหลดโปรตีนสูงก็ตาม นอกจากน้ีซังข/าวโพดและแกลบข/าวสารมักนิยมนะมาใช/เป;นมวลชีวภาพใน
การผลิตพลังงานทดแทนอยู8แล/ว (Chaiprasert, 2011) จึงทําให/วัสดุทั้งสองชนิดไม8น8าสนใจสําหรับการตรึงเอนไซม$ 

เม่ือวิเคราะห$ลักษณะทางกายภาพของวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรเหล8าน้ีโดยเทคนิค SEM พบว8ากากมะพร/าว
และก่ิงระกํามีโครงสร/างที่ประกอบด/วยรูพรุนจํานวนมาก ส8งผลให/มีพื้นท่ีผิวภายในจํานวนมากเช8นกัน นอกจากน้ียัง
พบการดูดซับของเอนไซม$บนพื้นผิวและภายในรูพรุนของวัสดุอีกด/วย เม่ือพิจารณาเส/นผ8านศูนย$กลางของรูพรุน
ภายในก่ิงระกําเทียบกับกากมะพร/าวจะพบว8ามีความกว/างของรูพรุนท่ีมากกว8า ซึ่งบ8งบอกถึงอัตราการดูดซับ
เอนไซม$บนอนุภาคของวัสดุที่ดีกว8าอีกด/วย (Bosley and Clayton, 1994) ขนาดอนุภาคที่เล็กกว8าของกาก
มะพร/าวส8งผลให/พื้นผิวภายนอกของแมทริกส$ท่ีเอนไซม$จะเข/าไปดูดซับระหว8างการตรึงที่จะส8งผลให/มีโอกาสที่
สับสเตรทและเอนไซม$จะเจอกันง8ายข้ึน รวมถึงเร8งปฏิกิริยาได/ดีกว8าอีกด/วย แต8ความกว/างของรูพรุนก็ส8งผลเสีย
เน่ืองจากทําให/เกิดการจํากัดการแพร8ของสับสเตรทและการสะสมของผลิตภัณฑ$ได/น/อยเช8นกัน จึงมักถูกยับย้ังการ
ทํางานได/จากการสะสมของสับสเตรทและผลิตภัณฑ$ภายในรูพรุนได/ (Bosley and Clayton, 1994; Palomo et 
al., 2002) ด/วยเหตุน้ีก่ิงระกําจึงมีลักษณะท่ีน8าสนใจในการนํามาเป;นตัวคํ้าจุนในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก  
A. baylyi ได/ดีกว8ากากมะพร/าวน่ันเอง 

สําหรับผลการทดลองตรึงเอนไซม$ด/วยวัสดุค้ําจุนทางธรรมชาติที่เป;นเศษอาหารน้ัน พบว8าเปลือกไข8ขนาดเล็ก
ให/ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ตรึงสูงที่สุด ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากเปลือกไข8น้ันเป;นวัสดุท่ีประกอบไปด/วยส8วนที่ไม8
มีรูพรุนและส8วนที่มีรูพรุนตรงกลางขนาดใหญ8เปyดอยู8 โดยมีธาตุคาร$บอเนทเป;นส8วนประกอบ (Tsai et al., 2005) 
ทําให/เอนไซม$ไลเพสท่ีถูกตรึงบนผิวของเปลือกไข8สามารถเข/าจับในส8วนที่มีรูพรุนได/ และในส8วนเย่ือหุ/มของเปลือกไข8
น้ันมีลักษณะเป;นเมมเบรนก่ึงเย่ือเลือกผ8าน (semi-permeable membrane) เส/นใยที่ไม8ละลายนํ้าและมีพื้นท่ีผิว
สูง จึงสามารถดูดซับเอนไซม$ได/ดีกว8าเปลือกกุ/ง เปลือกหอยแมลงภู8 และเปลือกปูทะเล (Suyama et al., 1994; 
Ishikawa and Suyama, 1998; Allen et al., 2000; Gota and Suyama, 2000; Ishikawa et al., 2002; 
Koumanova et al., 2002)  
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เม่ือได/ตัวคํ้าจุนทางการค/าและตัวคํ้าจุนที่เป;นวัสดุธรรมชาติที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. 
baylyi แล/ว จึงทําการหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$บนวัสดุดังกล8าว โดยศึกษาปwจจัยที่อาจส8งผลกระทบ
ต8อแอคติวิตีและความเสถียรของเอนไซม$ขณะตรึง ได/แก8 ค8าความเร็วในการกวน ค8าพีเอชและความเข/มข/นของ
บัฟเฟอร$ท่ีใช/ ปริมาณโปรตีนของเอนไซม$ ระยะเวลาและอุณหภูมิที่ใช/ในการตรึง เป;นต/น (ตารางท่ี 7) ปwจจัยแรกที่
ทําการศึกษาคือ ค8าความเร็วในการกวนที่ส8งผลต8อการตรึงรูปเอนไซม$ จากภาพท่ี 6 จะเห็นได/ว8าการใช/ความเร็วใน
การกวนเท8ากับ 350 รอบต8อนาที สามารถทําให/เอนไซม$ตรึงไลเพสแสดงแอคติวิตีได/สูงท่ีสุด อาจกล8าวได/ว8าท่ีค8า
ความเร็วในการกวนน้ี ส8งผลให/เอนไซม$กระจายตัวและถูกตรึงเข/าไปข/างในรูพรุนของ XAD-7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วยเม
ทานอลได/ดีท่ีสุด สําหรับการตรึงบนตัวค้ําจุนท่ีเป;นเปลือกไข8น้ันพบว8าเอนไซม$ตรึงให/ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$สูงที่สุดเมื่อ
ทําการตรึงท่ีความเร็วในการกวนเท8ากับ 100 รอบต8อนาที ขณะท่ีของตัวคํ้าจุนที่เป;นก่ิงระกําพบว8าที่ความเร็ว 250 
รอบต8อนาที จะให/แอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปสูงที่สุด ซึ่งสามารถอธิบายได/ในทํานองเดียวกัน แต8เมื่อเพิ่ม
ความเร็วในการกวนสูงข้ึนเอนไซม$อาจจะถูกแรงเหว่ียงดึงเอาเอนไซม$ออกจากรูพรุนหรือพื้นผิวเอนไซม$ ประกอบกับ
ฟองอากาศท่ีเกิดจากการเขย8าท่ีความเร็วสูงอาจส8งผลทําให/เกิดการสูญเสียแอคติวิตีของเอนไซม$ได/  

ตารางที่ 7 การเปรียบเทียบสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi บนตัวค้ําจุนท้ังสามชนิด 

ปwจจัยทางกายภาพ ชนิดของตัวค้ําจุนท่ีใช/ตรึงเอนไซม$ 
XAD7HP ก่ิงระกํา เปลือกไข8 

ความเร็วในการกวน (รอบต8อนาที) 350 250 300 
ชนิดและค8าพีเอชของบัฟเฟอร$ ฟอสเฟตบัฟเฟอร$  

ค8าพีเอช 7.0 
ทริสไฮโดรคลอไรด$ 

ค8าพีเอช 7.0 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร$       

ค8าพีเอช 6.0 
ความเข/มข/นของบัฟเฟอร$ (มิลลิโมลาร$) 40 10 10 
ความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ 
(มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร) 

0.25 0.1 0.3 

อุณหภูมิและเวลาท่ีใช/  
(องศาเซลเซียส/นาที) 

20/120 30/90 10/150 

 

สําหรับผลของค8าพีเอชต8อการตรึงเอนไซม$ พบว8าในตัวค้ําจุน XAD-7HP กราฟท่ีได/มีลักษณะเป;นรูประฆังควํ่า 
โดยค8าพีเอชท่ี 7.0 ของฟอสเฟตบัฟเฟอร$ จะให/ค8าแอคติวิตีของเอนไซม$ตรึงสูงท่ีสุด ขณะท่ีค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ของ
เอนไซม$ท่ีตรึงบนเปลือกไข8และก่ิงระกําจะมีค8าสูงสุดท่ีค8าพีเอชเท8ากับ 6.0 และ 7.0 ตามลําดับ อาจกล8าวได/ว8าการ
เพิ่มข้ึนของค8าพีเอชส8งผลให/เกิดการเปล่ียนแปลงค8าพีไอ (isoeletric point; pI) ของเอนไซม$และส8งผลต8อการแตก
ตัวของกรดอะมิโนท่ีบริเวณผิวของเอนไซม$ท่ีเหน่ียวนําให/แรงยึดเหน่ียวระหว8างเอนไซม$กับตัวค้ําจุนเพิ่มข้ึนด/วย (Lei 
et al., 2009) ซ่ึงเอนไซม$ไลเพสส8วนใหญ8จะมีค8าพีไอประมาณ 6.0 (Uppenberg et al., 1994) ขณะท่ีตัวคํ้าจุน
ทางการค/า XAD-7HP จะมีค8าพีไอเท8ากับ 6.2 (Domìnguez et al., 2011) และในตัวค้ําจุนกลุ8มลิกโนเซลลูโลสจะ
มีค8าพีไออยู8ประมาณ 2 (Pino et al., 2006) เม่ือค8าพีเอชของระบบเอนไซม$เท8ากับ 6.0 และ 7.0 จึงส8งผลให/ประจุ
สุทธิของเอนไซม$ไลเพสและตัวคํ้าจุนทางการค/า XAD-7HP จะมีค8าเข/าใกล/ศูนย$ทําให/เกิดการจับกันด/วยแรงไฮโดรโฟ
บิกมากข้ึน ส8วนตัวค้ําจุนทางธรรมชาติจะแสดงประจุเป;นลบทุกค8าพีเอชที่ทําการทดลองอาจส8งผลให/เกิดการจับ
อย8างหลวมๆ กับเอนไซม$ได/ แต8เน่ืองจากเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi เป;นเอนไซม$ท่ีสามารถทํางานได/ดีในสภาวะ
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ที่เป;นด8างอ8อน (Uttatree et al., 2010) ดังน้ันเม่ือเอนไซม$อยู8ในสภาวะที่มีค8าพีเอชเป;นกรดอ8อนถึงกลาง อาจ
ส8งผลให/การแตกตัวของกรดอะมิโนที่ผิวของเอนไซม$ลดน/อยลง และทําให/ประจุสุทธิของเอนไซม$มีค8าเข/าใกล/ศูนย$
มากข้ึน จึงทําให/สามารถยึดเกาะกับตัวค้ําจุนได/มากข้ึน สําหรับค8าพีเอชในช8วงที่เป;นกรดหรือด8างแก8น้ัน จะส8งผลให/
การตรึงรูปเอนไซม$และการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$ไลเพสลดลง ทั้งน้ีเน่ืองจากอาจเกิดการเสียสภาพหรือการ
เปล่ียนแปลงโครงรูปของเอนไซม$ 

เม่ือทําการศึกษาผลของความเข/มข/นของบัฟเฟอร$ท่ีใช/ละลายเอนไซม$ ซึ่งบอกถึงความแรงไอออนที่มีต8อการ
ตรึงเอนไซม$ไลเพสน้ันพบว8า การเพิ่มความเข/มข/นของบัฟเฟอร$ท่ีใช/ในการตรึงเอนไซม$กับตัวคํ้าจุน XAD7HP ก่ิง
ระกํา และเปลือกไข8น้ัน ทําให/เอนไซม$ตรึงมีค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ไม8แตกต8างกันมาก โดยที่ความเข/มข/นสูงจะให/ค8าแอ
คติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$สูงด/วย ที่เป;นเช8นน้ีเน่ืองมาจากเม่ือความเข/มข/นของบัฟเฟอร$ (ความแรงไอออน) เพิ่มข้ึน
จะทําให/แรงไฮโดรโฟบิกและแรงทางประจุไฟฟ�าท่ียึดเอนไซม$กับตัวคํ้าจุนมีความแข็งแรงเพิ่มมากข้ึน แต8ถ/าหากเพิ่ม
ความแรงไอออนมากข้ึนไปอีก อาจส8งผลให/เอนไซม$แตกตัวและแสดงประจุได/เพิ่มข้ึน จึงทําให/แรงไฮโดรโฟบิกและ
แรงทางประจุไฟฟ�าที่ยึดเอนไซม$ไว/กับตัวคํ้าจุนมีความแรงลดลงได/ (Bastida et al., 1998) 

ปwจจัยต8อมาที่ทําการศึกษาคือ ความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$ที่ใช/ในการตรึงจะเห็นว8า ความเข/มข/นโปรตีน
ของเอนไซม$ท่ีเพิ่มข้ึน จะส8งผลให/แอคติวิตีของเอนไซม$ตรึงไลเพสสูงข้ึน และจะมีค8าสูงที่สุดเมื่อใช/เอนไซม$ไลเพสที่
ระดับความเข/มข/น 0.50 มิลลิกรัมต8อมิลลิตร และเม่ือความเข/มข/นโปรตีนเพิ่มข้ึนค8าท่ีได/ก็จะคงที่ สําหรับในตัวค้ํา
จุน XAD-7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วยเมทานอล ที่เป;นเช8นน้ีเน่ืองมาจากว8า เม่ือเพิ่มความเข/มข/นของเอนไซม$ไลเพสที่ใช/
ตรึงรูปจะส8งผลให/สเตริกฮินแดรนส$ (steric hindrance) ภายในโมเลกุลของเอนไซม$ดีข้ึน จึงทําให/การแพร8ของ
สับสเตรทและผลิตภัณฑ$ท่ีเกิดภายในโมเลกุลของเอนไซม$ดีขึ้น และเน่ืองจากพื้นที่ผิวของตัวค้ําจุนท่ีใช/ยึดเกาะและ
เร8งปฏิกิริยามีบริเวณท่ีจํากัดจึงจําเป;นที่ต/องใช/เอนไซม$ที่ระดับความเข/นข/นค8าหน่ึงเท8าน้ัน เพื่อให/เกิดการยึดเกาะ
และเร8งปฏิกิริยาอย8างมีประสิทธิภาพ (Jiang et al., 2008; Chang et al., 2008; Lei et al., 2009) ด/วยเหตุน้ี
การเพิ่มความเข/มข/นโปรตีนของเอนไซม$จาก 0.5 ถึง 1.0 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร จึงไม8ส8งผลให/ค8าแอคติวิตีของ
เอนไซม$ตรึงเพิ่มข้ึนได/ ขณะที่การตรึงกับเปลือกไข8พบว8าการใช/เอนไซม$ที่มีความเข/มข/นโปรตีนเพิ่มข้ึนจะให/ค8าแอคติ
วิตีของเอนไซม$ตรึงเพิ่มข้ึนจนมีค8าสูงสุดท่ีความเข/มข/นโปรตีนเท8ากับ 0.3 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร ซ่ึงเมื่อเพิ่มความ
เข/มข/นของโปรตีนไปอีกจะทําให/ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ของเอนไซม$ตรึงลดลง ท่ีเป;นอย8างน้ีเป;นผลมาจากบริเวณพื้นที่
ผิวของตัวค้ําจุนท่ีใช/ยึดเกาะมีบริเวณท่ีจํากัดจึงจําเป;นต/องใช/เอนไซม$ท่ีระดับความเข/มข/นค8าหน่ึงเท8าน้ัน เพื่อให/เกิด
การยึดเกาะและเร8งปฏิกิริยาอย8างมีประสิทธิภาพ (Jiang et al., 2008; Chang et al., 2008; Lei et al., 2009) 
และเมื่อเพิ่มความเข/มข/นของเอนไซม$ก็จะไม8ส8งผลต8อการตรึงรูปและการเร8งปฏิกิริยาของเอนไซม$เพิ่มมากข้ึนเพราะ
บริเวณพื้นผิวที่ถูกจับน้ันถูกจับจนหมดจนไม8สามารถจับเอนไซม$ท่ีใส8เพิ่มข้ึนมาได/อีก ส8งผลให/ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$
ของเอนไซม$ตรึงมีค8าคงที่น่ันเอง ซ่ึงสามารถอธิบายได/ในทํานองเดียวกันกับผลการตรึงเอนไซม$บนก่ิงระกํา 

เม่ือทดสอบผลของเวลาและอุณหภูมิต8อการตรึงเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ด/วยวัสดุค้ําจุน XAD7-HP ก่ิง
ระกํา และเปลือกไข8 พบว8าการเพิ่มเวลาในการตรึงเอนไซม$จะส8งผลให/แอคติวิตีของเอนไซม$ตรึงเพิ่มข้ึนอย8างรวดเร็ว 
ซึ่งให/ผลการทดลองในลักษณะเดียวกันในทุกอุณหภูมิท่ีใช/ในการตรึงรูปเอนไซม$ และเม่ือเพิ่มเวลาในการตรึง
เอนไซม$อย8างต8อเน่ืองไปเร่ือยๆ จะเห็นว8าแอคติวิตีของเอนไซม$ตรึงไลเพสมีค8าคงที่ ที่เป;นเช8นน้ีเน่ืองมาจากข/อจํากัด
ในเรื่องพื้นที่ผิวของวัสดุคํ้าจุนที่ใช/น่ันเอง สําหรับอุณหภูมิท่ีสูงเช่ือว8าจะส8งผลต8อการเปล่ียนแปลงท่ีจํากัดในโครงรูป
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ธรรมชาติของเอนไซม$ท่ีมีผลต8อความสามารถในการตรึงรูปเอนไซม$น้ัน พบว8าไม8สามารถส8งผลกระทบต8อการตรึง
ของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ได/เน่ืองจากเป;นเอนไซม$ท่ีมีความเสถียรท่ีอุณหภูมิสูงอยู8แล/ว (Uttatree et al., 
2010) แต8เพื่อเป;นการลดต/นทุนในการผลิตท่ีต/องมีการใช/ความร/อนในระบบจึงทําการเลือกตรึงเอนไซม$ท่ีอุณหภูมิ 
20 องศาเซลเซียสเป;นเวลา 120 นาที สําหรับตัวค้ําจุน XAD-7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วยเมทานอล และทําที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เวลา 90 นาที และอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เวลา 150 นาที สําหรับตัวค้ําจุนท่ีเป;นก่ิงระกําใหญ8
และเปลือกไข8 ตามลําดับต8อไป 

การหาปริมาณของเอนไซม$ไลเพสที่ตรึงบนก่ิงระกําและเปลือกไข8 ที่เหมาะสมต8อการเร8งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส
สับสเตรท p-NPP พบว8าเม่ือเพิ่มปริมาณของเอนไซม$ตรึงมากข้ึนความสามารถในการเร8งปฏิกิริยาจะน/อยลง ท้ังน้ี
เน่ืองจากข/อจํากัดของปริมาณสับเสตรทท่ีใช/ในปฏิกิริยาที่ไม8เพียงพอกับปริมาณเอนไซม$ตรึงที่เพิ่มข้ึน สําหรับการ
ทดสอบความเสถียรของเอนไซม$ตรึงไลเพสเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ อุณหภูมิห/อง (25 ถึง 30 
องศาเซลเซียส) เทียบกับของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ในรูปอิสระ พบว8า การตรึงเอนไซม$บนตัวคํ้าจุนทาง
การค/า XAD7HP สามารถเพิ่มความเสถียรของเอนไซม$ในการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสได/เล็กน/อย 
ขณะที่การตรึงเอนไซม$ไลเพสบนตัวค้ําจุนก่ิงระกําใหญ8สามารถเพิ่มความเสถียรในการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห/องได/
นานถึง 15 วัน โดยยังคงเหลือแอคติวิตีอยู8มากกว8าครึ่งเมื่อเทียบกับเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ในรูปอิสระและ
เอนไซม$ตรึงไลเพสบนตัวค้ําจุน XAD-7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วยเมทานอล ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากการเปล่ียนแปลงโครงรูป
ทางธรรมชาติของเอนไซม$หลังการตรึงที่สามารถเพิ่มความเสถียรของเอนไซม$ได/ (จิตติมา เจริญพานิช, 2553) 
สําหรับความเสถียรท่ีลดลงเมื่อเก็บเอนไซม$ตรึงไลเพสของก่ิงระกําที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสน้ีอาจเป;นเพราะ
ลักษณะของก่ิงระกําที่สามารถดูดนํ้าได/เยอะ เมื่อเจอความเย็นอาจเกิดการหดตัวจับเป;นก/อนทําให/สับสเตรทไม8สา
มารถเข/าทําปฏิกิริยาได/อย8างสมบูรณ$ สําหรับการตรึงเอนไซม$บนเปลือกไข8ไม8มีความเสถียรในการเก็บรักษาท่ีท้ังสอง
อุณหภูมิ ซึ่งเม่ือแก/ไขโดยทําการตรึงเอนไซม$ร8วมกับสารเช่ือมข/ามกลูตารัลดีไฮด$ (glutaraldehyde) แล/วพบว8า 
แอคติวิตีของเอนไซม$ตรึงมีค8าลดลง แม/จะใช/ปริมาณของกลูตารัลดีไฮด$ที่ตํ่าเพียงร/อยละ 0.01 ก็ตาม ซ่ึงให/ผลใน
ทํานองเดียวกันกับการใช/กลูตารัลดีไฮด$เช่ือมข/ามขณะตรึงเอนไซม$บนก่ิงระกํา ท่ีเป;นอย8างน้ีอาจเน่ืองมาจาก 
กลูตารัลดีไฮด$ไม8เหมาะท่ีจะนํามาใช/เป;นสารเช่ือมข/ามในการตรึงเอนไซม$ไลเพสบนวัสดุดังกล8าว และยังส8งผล
รบกวนสเตอริกฮินแดรนท$ (steric hindrance) ของเอนไซม$ทําให/สับสเตรทเข/าจับกับเอนไซม$ได/ยากข้ึนอีกด/วย 
(Alkorta et al., 1995) ซึ่งเคยมีรายงานท่ีคล/ายกันในการตรึงเอนไซม$แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) บนกาก
มะพร/าว (Dey et al., 2002)  

สําหรับความสามารถในการนําเอนไซม$ตรึงไลเพสกลับมาใช/ซํ้าในการเร8งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสับสเตรทนํ้ามัน
ปาล$มน้ัน พบว8าเอนไซม$ไลเพสท่ีตรึงบนตัวค้ําจุน XAD7HP และบนเปลือกไข8 มีประสิทธิภาพในระดับที่ใกล/เคียงกับ 
Novozyme 435 ดังสรุปในตารางที่ 8 ท้ังน้ีอาจเป;นเพราะเย่ือหุ/มตรงบริเวณเปลือกไข8สามารถดูดซับเอนไซม$ได/ใน
ปริมาณสูง ขณะท่ีเอนไซม$ไลเพสที่ตรึงบนก่ิงระกําน้ันมีประสิทธิภาพในการเร8งปฏิกิริยาที่ด/อยกว8า ท่ีเป;นเช8นน้ีอาจ
เน่ืองมาจากในตัวคํ้าจุนก่ิงระกํา เอนไซม$ไลเพสอาจถูกตรึงได/แค8ในรูพรุนหรือบนพื้นผิวของเอนไซม$ด/วยแรงยึด
เหน่ียวท่ีอ8อนกว8าแรงไฮโดรโฟบิกที่พบในเอนไซม$ไลเพสทางการค/า Novozyme 435 และเอนไซม$ไลเพสตรึงบน 
XAD-7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วยเมทานอล ทําให/เวลานําเอนไซม$ตรึงไลเพสบนตัวค้ําจุนก่ิงระกําไปทําปฏิกิริยาซ้ํากับ
สับสเตรท เอนไซม$ไลเพสอาจหลุดออกจากพื้นที่ผิวของตัวคํ้าจุนได/ง8าย และอีกปwจจัยหน่ึงคือ ตัวค้ําจุนก่ิงระกําน้ัน
อาจมีพื้นผิวในการตรึงเอนไซม$น/อยทําให/เอนไซม$ที่ใส8ลงไประหว8างการตรึงบนตัวค้ําจุนน/อย แต8เอนไซม$ไลเพสทาง
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การค/า Novozyme 435 และเอนไซม$ไลเพสตรึงบน XAD-7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วยเมทานอล เป;นตัวค้ําจุนท่ีมีรูพรุน
และมีพื้นที่ผิวสูงสามารถที่จะรับการใส8เอนไซม$ลงไปบนตัวคํ้าจุนได/มาก (Brigida et al., 2007) ด/วยเหตุน้ีจึงทําให/
เอนไซม$ไลเพสทางการค/า Novozyme 435และเอนไซม$ไลเพสตรึงบน XAD-7HP ท่ีถูกกระตุ/นด/วยเมทานอล
สามารถนํามาใช/ซ้ําได/ด/วยจํานวนรอบท่ีสูงกว8าของเอนไซม$ไลเพสตรึงบนตัวคํ้าจุนก่ิงระกํา ส8วนการที่เอนไซม$ไลเพส
ตรึงบน XAD-7HP ที่ถูกกระตุ/นด/วยเมทานอลให/ประสิทธิภาพในการทํางานใกล/เคียงกับเอนไซม$ไลเพสทางการค/า 
Novozyme 435 น้ันอาจเน่ืองจากตัวค้ําจุนท่ีใช/ในการตรึงเอนไซม$ไลเพสเป;นตัวค้ําจุนชนิดเดียวกันคือ  
โพลีอะคริลิก (Lee et al., 1988; Yu et al., 2009) จึงทําให/มีประสิทธิภาพในการทํางานไม8แตกต8างกันมากนัก  

ตารางที่ 8 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเอนไซม$ตรึงไลเพสจาก A. baylyi เทียบกับเอนไซม$ในรูปอิสระและ
เอนไซม$ตรึงไลเพสทางการค/า Novozyme 435 

ประสิทธิภาพของเอนไซม$ เอนไซม$ไลเพส 
A. baylyi 

อิสระ 
A. baylyi  
ท่ีตรึงบน 
XAD7HP 

A. baylyi  
ที่ตรึงบน 
ก่ิงระกํา 

A. baylyi  
ท่ีตรึงบน 
เปลือกไข8 

Novozyme 
435 

ความเสถียรในการเก็บรักษาที่ให/ 
แอคติวิตีคงเหลือมากกว8าครึ่ง (วัน) 

25°C 3 9 >30 3 >30 

4°C 3 7 15 5 >30 
การนํากลับมาใช/ซํ้าที่ให/แอคติวิตี
คงเหลือมากกว8าครึ่ง (จํานวนรอบ) 

- 3 2 3 3 

การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม$ไลเพสจาก A. baylyi ท่ีตรึงบนก่ิงระกําพบว8า เอนไซม$ตรึงมีค8าพีเอช
ที่เหมาะสมในการเร8งปฏิกิริยาเท8ากับ 9.0 แต8มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเร8งปฏิกิริยาตํ่าลงไปเป;น 37 องศา
เซลเซียส จากเดิมในรูปอิสระท่ีทํางานได/ดีที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากการตรึงเอนไซม$ส8งผล
ให/เอนไซม$อยู8ในโครงรูปท่ีเป;นโครงสร/างเปyดมากข้ึน จึงทําให/มีค8าแอคติวิตีที่ตํ่าลงเม่ืออยู8ในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูง 
(Cowan and Fernandez-Lafuente, 2011) สําหรับความเสถียรในตัวทําละลายอินทรีย$ท่ีไม8มีข้ัวเพิ่มข้ึนของ
เอนไซม$ตรึงน้ันอาจเน่ืองมาจากการตรึงส8งผลให/เกิดการเปล่ียนแปลงโครงรูปของเอนไซม$เล็กน/อยที่ช8วยเพิ่มความ
เสถียรของเอนไซม$ได/ อย8างไรก็ตามแม/เอนไซม$ตรึงที่เตรียมได/จะไม8สามารถเร8งปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟyเคช่ัน
ผลิตไบโอดีเซลจากนํ้ามันปาล$มได/ แต8ประสิทธิภาพในการเร8งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสสับสเตรทนํ้ามันปาล$มก็มีความ
เป;นไปได/ที่จะนําเอนไซม$ตรึงมาประยุกต$ใช/ในอุตสาหกรรมที่ต/องการกระบวนการสลายนํ้ามัน และยังเป;นการเพิ่ม
มูลค8าของวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรและเศษอาหาร เช8น ก่ิงระกําและเปลือกไข8 นํามาใช/ซ้ําเป;นตัวค้ําจุนในการ
ตรึงเอนไซม$ เป;นการลดขยะอีกทางหน่ึงด/วย 
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บทท่ี 6 
 

สรุปผลการวจิัย 
 

การหาวัสดุค้ําจุนราคาถูกสําหรับตรึงรูปเอนไซม$ไลเพสชอบอุณหภูมิสูงและมีความเสถียรในตัวทําละลาย
อินทรีย$ท่ีผลิตจาก Acinetobacter baylyi (ABL) จากวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรจํานวน 7 ชนิด ได/แก8 ซัง
ข/าวโพด แกลบข/าวสาร หยวกกล/วย ทางต/นปาล$มหางกระรอก (Wodyetia bifurcate A.K.) กากมะพร/าว ก่ิงไทร
ยอดทอง (Ficus microcarpa L.f.) และก่ิงระกํา (Salacca wallichiana) และเศษอาหาร จํานวน 4 ชนิด ได/แก8 
เปลือกไข8 เปลือกกุ/งแชบGวย (Penaeus merguiensis) เปลือกปูทะเล (Scylla serrata) และเปลือกหอยแมลงภู8 
(Perna viridis) พบว8าก่ิงระกําและเปลือกไข8 ขนาดโดยเฉล่ียประมาณ 0.1 มิลลิเมตร ให/ประสิทธิภาพในการตรึง
เอนไซม$ไลเพสสูงที่สุด เมื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพส ABL โดยวิธีการดูดซับบนก่ิงระกําพบว8า 
การใช/บัฟเฟอร$ที่มีความแรงไอออนเท8ากับ 10 มิลลิโมลาร$และมีค8าพีเอชเท8ากับ 7.0 ตรึงเอนไซม$ไลเพส ABL ความ
เข/มข/น 0.1 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 90 นาทีด/วยความเร็วในการเขย8า 250 
รอบต8อนาที เป;นสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซม$ไลเพส ABL บนก่ิงระกํา ขณะที่การตรึงบนเปลือกไข8มีสภาวะ
ที่เหมาะสมคือบัฟเฟอร$ที่มีความแรงไอออนเท8ากับ 10 มิลลิโมลาร$และมีค8าพีเอชเท8ากับ 6.0 ความเข/มข/นเอนไซม$ 
0.3 มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เป;นเวลา 150 นาทีด/วยความเร็วในการเขย8า 300 รอบต8อ
นาที การศึกษาคุณลักษณะเฉพาะของเอนไซม$ตรึงไลเพส ABL บนก่ิงระกําพบว8าเอนไซม$ตรึงมีอุณหภูมิที่เหมาะสม
ในการทําปฏิกิริยาที่ตํ่ากว8าของเอนไซม$ไลเพส ABL ในรูปอิสระแต8มีความเสถียรในตัวทําละลายอินทรีย$ท่ีสูงข้ึน การ
ทดสอบความสามารถในการนําเอนไซม$ตรึงกลับมาใช/เร8งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสนํ้ามันปาล$มพบว8ามีประสิทธิภาพ
ใกล/เคียงกับของเอนไซม$ไลเพสตรึงรูปทางการค/า Novozyme 435 และท่ีน8าสนใจคือเอนไซม$ไลเพส ABL ท่ีตรึงบน
ก่ิงระกํามีความเสถียรในการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห/อง (25-32 องศาเซลเซียส) เพิ่มสูงข้ึน ขณะที่เอนไซม$ไลเพส ABL 
ที่ตรึงบนเปลือกไข8ไม8มีความเสถียรในการเก็บรักษา ผลการทดลองที่ได/แสดงให/เห็นถึงความเป;นไปได/ท่ีจะนําก่ิง
ระกํามาเป;นวัสดุค้ําจุนราคาถูกสําหรับตรึงเอนไซม$ไลเพสต8อไป 
  



 
 

71 
 

บรรณานกุรม 
 

คณะกรรมาธิการการพลังงาน สภาผู/แทนราษฎร. 2545. พลังงานทดแทน เอทานอลและไบโอดีเซล.   
จิตติมา เจริญพานิช. 2553. เอนไซม;วิทยา. โอ. เอส. พริ้นต้ิง เฮ/าส$. กรุงเทพฯ. 
ปราณี อ8านเปรื่อง. 2547. เอนไซม;ทางอาหาร. สํานักพิมพ$แห8งจุฬาลงกรณ$มหาวิทยาลัย. กรุงเทพมหานคร. 
Abigor, R.D., Uadia, P.O., Foglia, T.A., Haas, M.J., Jones, K.C., Okpefa, E., Obibuzor, J.U., and Bafor, 

M.E.   2000. Lipase-catalysed production of biodiesel fuel from some Nigerian lauric oil. 
Biochemical Society Transaction. 28: 979-981. 

Alkorta I., Garbisu C., Llama M.J., Serra J.L. 1995. Immobilization of pectin lyase from Penicillium 
italicum by covalent binding to nylon. Enzyme and Microbial Technology. 18: 141-146. 

Allen S.J., Wolki M., Ulbig P., Healy M. 2000. The use of egg shell membrane as an adsorbent for 
the treatment of coloured waste effluents. Do, D.D. (Ed.), Adsorption Science and 
Technology. World Scientific. Singapore. 5: 46–50. 

Arpigny, J.L., and Gaeger, K.E. 1999. Bacterial lipolytic enzymes: classification and properties. 
Biochemical Journal. 343: 177-183. 

Bastida A., Sabuquillo P., Armisen P., Fernández-Lafuente R., Huguet J., Guisán J.M. 1998. A single 
step purification, immobilization, and hyperactivation of lipases via interfacial adsorption on 
strongly hydrophobic supports. Biotechnology. 58: 486-493. 

Bradford M.M. 1976. Bradford assay for protein quantification. Analytical Biochemistry. 72: 248-
254. 

Bosley J.A., Clayton J.C. 1994. Blueprint for a lipase support use of hydrophobic controlled-pore 
glasses as model systems. Biotechnology and Bioenergy. 43: 934-938. 

Brigida A.I.S., Pinheiro A.D.T., Ferreira A.L.O., Pinto G.A.S., Gonçalves L.R.B. 2007. Immobilization of 

Candida antarctica lipase B by covalent attachment to green coconut fiber. Applied 
Biochemistry and Biotechnology. 136: 67-80. 

Buchho K., Kasche V., Bornsheuer U.T. 2005. Biocatalysts and Enzyme Technology. John Wiley & 
Sons Ltd. England. 

Chaiprasert, P. 2011. Biogas production from agricultural wastes in Thailand. Journal of 
Sustainable Energy and Environmental. Special Issue: 63-65. 

Chang S.W., Shaw J.F., Yang K.H., Chang S.F., Shieh C.J. 2008. Studies of optimum conditions for 
covalent immobilization of Candida rugosa lipase on poly (α-glutamic acid) by RSM. 
Bioresource Technology. 99: 2800-2805. 

Chen W.H., Chen C.H., Chang C.M.J., Chiu Y.H., Hsiang D. 2009. Supercritical carbon dioxide 
extraction of triglycerides from Jatropha curcas L. seeds. Journal of Supercritical Fluids. 51: 
174-180. 



 
 

72 
 

Christner J., Pfeiderer E., Taeger T. 1991. Enzyme-Aided Soaking Process for Skins and Hide, 
United Kingdom Patent 2233665. 

Cowan D.A., Fernandez-Lafuente R. 2011. Enhancing the functional properties of the 
thermophilic enzymes by chemical modification and immobilization. Enzyme and Microbial 
Technology. 49: 326-346. 

Dey G., Nagpal V., Banerjee R. 2002. Immobilization of α-amylase from Bacillus circulans GRS 
313 on coconut fiber. Applied Biochemistry and Biotechnology. 102-103: 303-313. 

Dizge N., Aydiner C., Imer D.Y., Bayramoglu M., Tanriseven A., Keskinler B. 2009. Biodiesel 
production from sunflower, soybean and waste cooking oils by transesterification using 
lipase immobilized onto a novel microporous polymer. Bioresource Technology. 100: 1983-
1991.  

Domínguez J.R., González T., Palo P., Correa E.M.C. 2011. Removal of common pharmaceuticals 

present in surface waters by Amberlite XAD-7 acrylic-ester-resin: Influence of pH and 
presence of other drugs. Desalination. 269: 231–238. 

Fang L., Li W., Zhou Y., Liu C.C. 2009. A single-use, disposable iridium-modified electrochemical 
biosensor for fructosyl valine for the glycoslated hemoglobin detection. Sensors and 
Actuators B-Chemical. 137:  235-238. 

Fariha H., Aamer A.S, Abdul H. 2006. Industrial applications of microbial lipases. Enzyme and 
Microbial Technology. 39: 235-255. 

Figurin Y.V., Shestakova I.S., Mironova T.F., Shtein I.V., Arends I.M. 1990. Method of processing 
Hides and Skinc. Union of the Soviet Socialists Republic patent. 

Fukada, H., Kondo, A., and Noda, H. 2001. Biodiesel fuel production by transesterification of oils. 
Journal of Bioscience and Bioengineering. 92 (5): 405-416. 

Gandhi N.N. (1997). Applications of lipase. Journal of American Oil Chemists’ Society. 74: 621-
634. 

Gerpen, van J. 2005. Biodiesel processing and production. Fuel Processing Technology. 86: 1097-
1107.  

Gota M., Suyama K. 2000. Occlusion of transition metal ions by new adsorbents synthesized 
from plant polyphenols and animal fibrous proteins. Applied Biochemistry and 
Biotechnology. 84–86: 1021–1038. 

Haki, G.D., and Rakshit, S.K. 2003. Development in industrially important thermostable enzyme: a 
review. Bioresources Technology. 89: 17-34. 

Han, S., Back, J., Yoon, M., Shin, P., Cheong, C., Sung, M., Hong, S., Chung, I., and Has, Y. 2003. 
Expression and characterization of a novel enantioselective lipase from Acinetobacter 
species SY-01. Biochimie. 85: 501-510. 



 
 

73 
 

Hasan, F., Shah, A. A., and Hameed, A. 2006. Industrial applications of microbial lipases. Enzyme 
and Microbial Technology. 39: 235–251  

Hilal N., Kochkodan V., Nigmatullin R., Goncharuk V., Khatib L.A. 2006. Lipase immobilized 
biocatalytic membranes for enzymatic esterification: comparison of various approaches to 
membrane preparation. Journal of Membrane Science. 268: 198-207. 

Hoq M.M., Yamane T., Shimizu S. 1985. Continuous hydrolysis of olive oil by lipase in 
microporous hydrophobic membrane bioreactor. Journal of the American Oil Chemist’s 
Society. 62: 1016-1021.  

Ibrahim N.A.B., Guo Z., Xu X. 2008. Enzymatic interesterification of palm stearin and coconut oil 
by a dual lipase system. Journal of the American Oil Chemists’ Society. 85: 37-45  

Ishikawa S.I., Suyama K. 1998. Recovery and refining of Au by gold-cyanide ion biosorption using 
animal fibrous proteins. Applied Biochemistry Biotechnology. 70-72: 719–728. 

Ishikawa S.I., Suyama K., Arihara K., Itoh M. 2002. Uptake and recovery of gold ions from 
electroplating wastes using eggshell membrane. Bioresource Technology. 81(3): 201-6. 

Iso, M., Chen, B., Eguchi, M., Kudo, T., and Shrestha, S. 2001. Production of biodiesel fuel from 
triglycerides and alcohol using immobilized lipase. Journal of Molecular Catalysis B. 16: 53-
58. 

Jaeger, K.E., Ransac S., Dijkstra B.W., Colson C., van Heuvel M., Misset O. 1994. Bacterial lipase. 
FEMES Microbiology Reviews. 15(1): 29-63. 

Jaeger K.E, Reetz M.T. 1998. Microbial lipases form versatile tools for biotechnology. Trends 
Biotechnology. 16: 396–403. 

Jiang Y., Guo C., Xia H., Mahmood I., Liu C., Liu H. 2008. Magnetic nanoparticles supported ionic 
liquids for lipase immobilization: Enzyme activity in catalyzing esterification. Journal of 
Molecular Catalysis B: Enzymatic. 58: 103-109. 

Kaieda, M., Samukawa, T., Kondo, A., and Fukuda, H. 2001. Effect of methanol and water 
contents on production of biodiesel fuel from plant oil catalyzed by various lipase in a 
solvent-free system. Journal of Bioscience and Bioengineering. 91: 12-15. 

Kamini, N.R., Fujii, T., Kurosu, T., and Iefuji, H. 2000. Production, purification and characterization 
of an extracellular lipase from the yeast, Cryptococcus sp. S-2. Process Biochemistry. 36: 
317-324. 

Koumanova B., Peeva P., Stephen J.A., Gallagher K. A., Healy M.G. 2002. Biosorption from 
aqueous solutions by eggshell membranes and Rhizopus oryzae: Equilibrium and kinetic 
studies. Journal of Chemical Technology Biotechnology. 77: 539–545. 

Kuo T.M, Gardner H. 2002. Lipid Biotechnology. Marcel Dekker, Inc. 



 
 

74 
 

Lawson L.D, Hughes B.G. 1988. Human absorption of fish oil fatty acids as triacylglycerols, free 
acids, or ethyl esters.  Biochemical and Biophysical Research Communication. 52: 328-35. 

Lee D.W., Eum C.H., Lee I.H., Jeon S.J. 1988. Adsorption behavior of 8-hydroxyquinoline and its 
derivatives on Amberlite XAD resins, and adsorption of metal metal ions by using chelating 
agent-impregnated resins. Analytical Sciences. 4: 505. 

Lei J., Bai Y., Li Y., Yi L., Yang Y., Xi C. 2009. Study on immobilized of lipase onto magnetic 
microspheres with epoxy groups. Journal of Magnetic Materials. 321: 252-258. 

Li Q., Yan Y. 2008. Production of biodiesel catalyzed by immobilized Pseudomonas cepacia 
lipase from Sapium sebiferum oil in micro-aqueous phase. Applied Energy. 87: 3148-3154. 

Macrae A.R, Hammond R.C. 1985. Present and future applications of lipases. Biotechnology. 3: 
193-217. 

Naby M.A.A., Ismail A.M.S., Ahmed S.A., Fattah A.F.A. 1998. Production and immobilization of 
alkaline protease from Bacillus mycoides. Bioresource Technology. 64: 205-210. 

Palomo J.M., Gloria M., Gloria F.-L., Cesar M., Roberto F.-L., Guisán J.M. 2002. Interfacial 
adsorption of lipases on very hydrophobic support (octadecyl–Sepabeads): immobilization, 
hyperactivation and stabilization of the open form of lipases. Journal of Molacular Catalysis 
B : Enzymatic. 19: 279-286. 

Pencreac’h G., Baratii J.C. 1996. Hydrolysis of p-nitrophenyl palmitate in n-heptane by the 
Pseudomonas cepacia lipase: A simple test for the determination of lipase activity in 
organic media. Enzyme Microbial Technology. 18: 417-422. 

Petkar, M. Lali, A., Caimi, P., and Daminati, M. 2006. Immobilization of lipases for non-aqueous 
synthesis. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic. 39: 83-90. 

Pino G.H., Mesquita L.M.S., Torem M.L., Pinto G.A.S. 2006. Biosorption of cadmium by green 
coconut shell powder. Minerals Engineering. 19: 380-387. 

Pischinger, G.M., Falcon, A.M., Siekmann, R.W., and Fernandes, F.R. 1982. Methylesters of plant 
oils as diesels fuels, either straight or in blends. Vegetable Oil Fuels. ASAE Publication 4-82. 
American Society of Agricultural and Engineering. St. Joseph, Ml, USA. 198-208. 

Raita M., Champreda V., Laosiripojana. L. 2010. Biocatalytic ethanolysis of palm oil for biodiesel 
production using microcrystalline lipase in tert-butanol system. Process Biochemistry. 45: 
829-834. 

Ramachandra R., Jayadev B., Muniswaran P.K.A. 2002. Hydrolysis of oils by using immobilized 
lipase enzyme: A review. Biotechnology and Bioprocess. 7: 57-66. 

Salis A., Sanjust E., Solinas V., Monduzzi M. 2003. Characterisation of Accurel MP1004 
polypropylene powder and its use as a support for lipase immobilization. Journal of 
Molecular Catalysis B: Enzyme. 24: 75-82. 



 
 

75 
 

Seitz E.W. 1974. Industrial applications of microbial lipases: A review. Journal of 
the American Oil Chemists' Society. 51: 12-16. 

Sharma R., Chisti Y., Banerjee U.C. 2001. Production, purification, characterization and 
applications of lipases. Biotechnology. 19: 627-662. 

 
Snellman, E. A., and Colwell, R. R. 2004. Acinetobacter lipase: molecular biology, biochemical 

properties and biotechnological potential. Applied Microbiology and Biotechnology. 31: 391-
400. 

Suyama K., Fukazawa Y., Umetsu Y. 1994. A new biomaterial hen egg shell membrane, to 
eliminate heavy metal ion from their dilute waste solution. Applied Biochemistry and 
Biotechnology. 45: 871–879 

Tsai W.T., Yang J.M., Lai C.W., Cheng Y.H., Lin C.C., Yeh C.W. 2005. Characterization and 
adsorption properties of eggshells and eggshell membrane. Bioresource Technology. 97(3): 
488-493. 

Uhlig H., Linsmaier-Bednar E.M. 1998. Industrial Enzyme and Their Applications. John Wiley & 
Sons Ltd. England. 

Uppenberg J., Hansen M.T., Patkar S., Jones A. 1994. The sequence, crystal structure 
determination and refinement of two crystal forms of lipase B from Candida antarctica. 
Structure. 2: 293-308. 

Uttatree S., Charoenpanich J. 2011. Nutritional requirements and physical factors affecting the 
production of organic solvent-stable lipase by Acinetobacter baylyi. Chiang Mai University 
Journal of Natural Science. 10: 115-131. 

Uttatree, S., Winayanuwattikun, P., and Charoenpanich, J. 2010. Isolation and characterization of 
a novel thermophilic-organic solvent stable lipase from Acinetobacter baylyi. Applied 
Biochemistry and Biotechnology. 162: 1362-1376. 

Walsh G. 2002. Proteins Biochemistry and Biotechnology. John Wiley & Sons Ltd. England. 
Wang L., Du W., Liu D.H., Li L.L., Dai N.M. 2006. Lipase-catalysed biodiesel production from 

soybean oil deodorizer distillate with absorbent present in tert-butanol system. Journal of 
Molecular Catalysis B: Enzymatic. 43: 29-31. 

Wang Y., Zhang L. 2009. Ectoine improves yield of biodiesel catalyzed by immobilized lipase. 
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic. 62: 91-96. 

Xu Y., Liu H., Du W., Sun Y., Ou X., Liu D. 2009. Integrated production of biodiesel and 1,3-
propanediol with lipase catalysed transesterification and fermentation. Biotechnology. 39: 
1335-1341. 



 
 

76 
 

Yamane T. 1987. Enzyme technology for the lipids industry: An engineering overview. Journal of 
American Oil Chemist’s Society. 64: 1657-1662. 

Yan G., Yang G., Xu L., Yan Y. 2007. Gene cloning, overexpression and characterization of a novel 
organic solvent tolerant and thermostable lipase from Galactomyces geotrichum Y05. 
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic. 49: 28-35. 

Yu Q., Zhang R., Deng S., Huang J., Yu G. 2009. Sorption of perfluorooctane sulfonate and 
perfluorooctanoate on activated carbons and resin: Kinetic and isotherm study. Water 
Research. 43: 1150-1158. 



 
 

77 
 

ภาคผนวกท่ี 1 
 

กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟIนอล 
 

 
 
แอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพส (หน8วย) คํานวณตามวิธีของ Hung S. Y, Ku C. Y and Chang C. M, 2003 ซ่ึงใช/สูตร 
 

(ความชัน x ปริมาตร x จํานวนเท8าของการเจือจาง) 
(ความชันของกราฟมาตรฐาน x ความต8างของเวลาท่ีเกิดปฏิกิริยา x ปริมาตรของเอนไซม$ที่ใช/วัด) 

 
แอคติวิตีรวม (หน8วย) = แอคติวิตีของเอนไซม$ x ปริมาตรของเอนไซม$ทั้งหมด 
 
แอคติวิตีจําเพาะ (หน8วยต8อมิลลิกรัม) =     แอคติวิตีรวม  

 โปรตีนรวม 
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ภาคผนวกท่ี 2 
 

การหาคEาพารามิเตอร�ตEางๆ 
 
ค8าแอคติวิตีสัมพัทธ$ (ร/อยละ) =   แอคติวิตีรวมของตัวอย8าง x 100  
                                            แอคติวิตีรวมของตัวเริ่มต/น  
 
ปริมาณโปรตีนสัมพัทธ$ (ร/อยละ) =   ความเข/มข/นโปรตีนของตัวอย8าง x 100  
                                             ความเข/มข/นโปรตีนของตัวเร่ิมต/น 
 
ประสิทธิภาพการตรึงเอนไซม$ (ไมโครโมล/นาที/กรัมของตัวค้ําจุน) =  ค8าแอคติวิตีของเอนไซม$ตรึงไลเพส 

        จํานวนกรัมของเอนไซม$ตรึงไลเพสท่ีใช/ 
แอคติวิตีของเอนไซม$ไลเพสที่ได/จากการไทเทรต  

1000 x (ปริมาตรโซเดียมไฮดรอกไซด$ตัวอย8าง - ปริมาตรโซเดียมไฮดรอกไซด$ควบคุม) x นอร$มอล 
4 มิลลิลิตร x 15 นาที 

1 หน8วย = มิลลิโมลของกรดไขมัน / ปริมาตรของเอนไซม$ตัวอย8าง / นาที 
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ภาคผนวกท่ี 3 
 

กราฟมาตรฐานของโบวนีซีรัมอัลบมูิน 
 

 
ความเข/มข/นโปรตีน (มิลลิกรัมต8อมิลลิลิตร) =            ปริมาตรของเอนไซม$  

               ค8าความชันจากกราฟมาตรฐาน BSA 
 
โปรตีนรวม (มิลลิกรัม) = ความเข/มข/นโปรตีน x ปริมาตรของเอนไซม$ท้ังหมด 
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ภาคผนวกท่ี 4 
 

ตัวอยEางผลการวิเคราะห�โดยเทคนคิ HPLC ของสารมาตรฐานในปฏิกิริยา 
ทรานส�เอสเทอรฟิcเคชัน่ท่ีเรEงโดยเอนไซม�ตรึงไลเพส 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

เรียงลําดับการออกของสารจากซ/ายไปขวาเป;น Eicosane, Fatty acid methyl ester (FAME หรือ Biodiesel), 
Triglyceride (TAG), Free fatty acid (FFA), 1,3 Diglyceride (1,3 DAG), 1,2 Diglyceride (1,2 DAG) และ 
Monoglyceride (MAG)  

คํานวณ % conversion จาก 
 

    
     
  เมื่อ   FAME =  ความเข/มข/นของเมทิลเอสเทอร$ 
           FFA =  ความเข/มข/นของกรดไขมันอิสระ 
           TAG =  ความเข/มข/นของไทร$กลีเซอไรด$ 
           DAG =  ความเข/มข/นของไดกลีเซอไรด$ 
           MAG =  ความเข/มข/นของโมโนกลีเซอไรด$ 

 
 
 
 

FAME 
{FAME + FFA + (TAG x 3) + (1,3 DAG x 2) + (1,2 DAG x 2) + MAG} 
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