
บทที่ 1

บทนํา

บทนําตนเรื่อง

ไลเปส (triacylglycerol acylhydrolase, EC 3.1.1.3) เปนเอนไซมที่สามารถไฮโดร
ไลซพันธะเอสเทอร (ester bond) ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรดไดผลผลิตเปน โมโนกลีเซอ
รอล (monoglyceride) ไดกลีเซอไรด (diglyceride) และกรดไขมันอิสระ (free fatty acid) 
ตรงผิวรวมระหวางน้ําและน้ํามัน (Mitsuhashi et al., 1994; Vulfson, 1994; Pernas et al., 
2000) ไลเปสไมเพียงสามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะเอสเทอรในสภาวะที่มีน้ําแต
ไลเปสยังสามารถเรงปฏิกิริยาสังเคราะหเอสเทอร และเคลื่อนยายหมูเอสเทอรในสภาวะที่
มีการควบคุมปริมาณน้ําในปฏิกิริยา (Mitsuhashi et al., 1999) เนื่องจากสับสเตรทของไล
เปสมักเปนโมเลกุลที่ไมละลายน้ํา แตสามารถละลายไดดีในตัวทําละลายอินทรีย หรือตัว
กลางที่ประกอบไปดวยน้ําและตัวทําละลายอินทรีย (Agino et al., 2000) ซึ่งในการทํา
ปฏิกิริยาของไลเปสในสภาวะที่มีน้ําเพียงเล็กนอยเปนปฏิกิริยาที่มีประโยชนมากสําหรับ
การสังเคราะหโมเลกุลของสารอินทรียชนิดตางๆซึ่งนําไปใชในอุตสาหกรรมตางๆเปน
จํานวนมาก (Andree et al., 1980; Bjoking et al., 1991 อางโดย Mitsuhashi et al., 1999) 
ซึ่งแหลงของไลเปสพบไดในสิ่งมีชีวิตชนิดตางๆไดแก พืช สัตว และจุลินทรีย โดยไลเปส
ที่ผลิตจากจุลินทรียเปนที่สนใจมากกวาไลเปสจากสิ่งมีชิวิตชนิดอื่นเนื่องจากสามารถผลิต
ไดในปริมาณที่มากโดยใชตนทุนในการผลิตต่ํา และมีคุณสมบัติตามที่ตองการ (Macrae 
and Hammond, 1985) โดยไดมีการศึกษาการนําไลเปสที่ผลิตจากจุลินทรียไปใชใน        
อุตสาหกรรมตางๆมากมายไดแก อุตสาหกรรมสารทําความสะอาด อุตสาหกรรมน้ํามัน
และไขมัน อุตสาหกรรมนม  อุตสาหกรรมยา  และอุตสาหกรรมสิ่งทอ เปนตน 
(Mayordomo et al., 2000) และในการผลิตไลเปสจากจุลินทรียสวนใหญมักผลิตจาก รา 
และยีสต (Tatara et al., 1985) แตไลเปสที่ผลิตจากแบคทีเรียนั้นไดรับความสนใจเพิ่มขึ้น
เนื่องจากไลเปสที่ไดจากแบคทีเรียสวนใหญจะมีความคงตัวที่สูงกวาเมื่ออยูในอุณหภูมิสูง
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และในสภาวะที่รุนแรง (Sugihara et al., 1992 อางโดย Lotrakul and Dharmsthiti, 1997) 
โดยไลเปสหลายชนิดที่ผลิตจากจุลินทรียที่ เจริญที่อุณหภูมิปานกลางมีความคงตัวที่
อุณหภูมิสูง แตไลเปสที่ผลิตจากแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงนอกจากจะมีความคงตัวตอ
อุณหภูมิที่สูงแลวยังมีความคงตัวตอตัวทําละลายอินทรียหลายชนิด (Schmidt-Dannert, 
1996) ซึ่งอุตสาหกรรมสวนใหญมักใชอุณหภูมิที่สูงและตัวทําละลายอินทรียในกระบวน
การผลิต และเมื่อเร็วๆนี้ จุรีรัตน แซแต (2541) ไดแยกเชื้อ Bacillus spp. และสายพันธุที่
สามารถผลิตเอนไซมไลเปส และพบวา Bacillus sp. UN16a มีกิจกรรมของเอนไซมยอยไข
มันได และยังเปนแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงเปนการศึกษาวิจัยตอ
ไปโดยทําการทดลองโคลนยีนไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a เขาสู E. coli และศึกษาการ
ทําบริสุทธิ์ และคุณสมบัติของไลเปสจากแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงเพื่อเปนขอมูลพ้ืนฐาน
ในการประยุกตใชเอนไซมตอไป

การตรวจเอกสาร

1. ไลเปส
ไลเปส (EC 3.1.1.3 : glycerol ester hydrolase) เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ในการ      

ไฮโดรไลซพันธะเอสเทอรของโมเลกุลไตรกลีเซอไรดที่มักจะเปนโมเลกุลที่มีสายโซ
คารบอนของกรดไขมันที่ยาว ซึ่งเปนโมเลกุลที่ไมละลายน้ําที่อยูในลักษณะอิมัลชั่น 
(emulsion) ที่ไมไดอยูในรูปโมโนเมอร (monomeric) (Robert, 1997) แตก็มีไลเปสบาง
ชนิดซึ่งสามารถไฮโดรไลซโมเลกุลไตรกลีเซอไรดที่อยูในรูปโมโนเมอรได เชน ไลเปส
จาก Bacillus subtilis (Jaeger et al., 1994) โดยไลเปสจะไฮโดรไลซโมเลกุลไตรกลีเซอ
ไรดไดกรดไขมันอิสระ (free fatty acid) โมโนกลีเซอไรด (monoglyceride) ไดกลีเซอไรด 
(diglyceride) และกลีเซอรอล (glycerol) โดยไลเปสจะสามารถทําปฏิกิริยาดังกลาวไดเมื่อ
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดอยูในสภาพ oil-water interface (Fogarty, 1983; Macrae, 1983) 
และจากการที่มีการคนพบโครงสรางสามมิติของไลเปสจึงพบวา บริเวณเรงปฏิกิริยา 
(active site) ของเอนไซมจะมีสายโพลิเปปไทด (polypeptides) ที่ทําหนาที่เปนฝาปดตรง
บริเวณเรงของเอนไซมเอาไวจึงทําใหเอนไซมไมสามารถจับกับสับสเตรทได โดยสาย    



โพลิเปปไทดนี้จะประกอบไปดวยกรดอะมิโนที่ไมมีข้ัว (hydrophobic amino acid) เปน
สวนใหญ และขดตัวเปนเกลียวเวียนขวา (α-helical lid) โดยฝาปดนี้จะเปดออกเมื่อสัมผัส
กับบริเวณที่เปนผิวรวมระหวางสวนที่ชอบน้ํากับสวนที่ไมชอบน้ํา และตรงบริเวณเรง
ปฏิกิริยาของเอนไซมจะมีกรดอะมิโนซีรีน (serine) ซึ่งทําหนาที่เรงปฏิกิริยาของเอนไซม 
นอกจากกรดอะมิโนซีรีนแลวยังพบกรดอะมิโนอีก 2 ชนิด ไดแก ฮีสทิดีน (histidine) และ 
กรดแอสพาติก (aspartic acid) ที่เปนตัวชวยการทํางานของกรดอะมิโนซีรีนที่บริเวณเรง
ของเอนไซม (Balcao et al., 1996)

2. แหลงของไลเปส
    แหลงของไลเปสพบไดทั้งใน สัตว พืช และจุลินทรียหลายชนิด ไดแก ยีสต รา และ
แบคทีเรีย (Jaeger et al., 1994) และไลเปสบางชนิดไดมีการนําไปทําใหบริสุทธิ์ และนําไป
ใชในอุตสาหกรรมตางๆ แตในทางปฏิบัติไลเปสที่ผลิตจากจุลินทรียไดรับความสนใจเพิ่ม
มากขึ้นในการนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม (Onishi et al., 1994; Wong, 1995) โดย
ตัวอยางไลเปสจากจุลินทรียที่นํามาใชมากในทางการคา ไดแก ไลเปสจาก รา เชน ไลเปสที่
ผลิตโดย Aspergillus และ Penicillium ไลเปสจากยีสต เชน ไลเปสจาก Candida 
cylindracea (Hatzinikolaou et al., 1999; Chen, 1996 อางโดย Gulati et al., 1999)
    2.1 ไลเปสจากสัตว
          ไลเปสที่ไดจากสัตว พบไดทั้งใน เนื้อเยื่อสัตว และอวัยวะตางๆ เชน ตับออน 
กระเพาะอาหาร ลําไส หัวใจ ไต กลามเนื้อ และสมอง นอกจากนี้ยังพบไลเปสในน้ํานม
สัตว (Wong, 1995) ไลเปสจากตับออนมี 2 รูปแบบ คือ ไลเปส-เอ และ ไลเปส-บี โดย
ระบบไลเปสในตับออนนอกจากจะมีไลเปสแลวยังมีโปรตีนอีกชนิดหนึ่งซึ่งเปนโปรตีนที่
มีมวลโมเลกุล 8,000 ดาลตัน มีหนาที่ชวยไลเปสในการยอยสลายไตรกลีเซอไรด (Shahani, 
1975)
    2.2 ไลเปสจากพืช
          ไลเปสที่ไดจากพืช พบไดทั้งใน เนื้อเยื่อพืช ผัก ผลไม และในเมล็ดพืชโดยไลเปส
จากพืชที่พบสวนใหญจะพบในเมล็ดพืชชนิดตางๆ เชน ขาวโอต (Kaur et al., 1993) รําขาว 



เมล็ดปาลม เมล็ดยางพารา ถั่วเหลือง (Wong, 1995) ขาวสาลี และเมล็ดละหุง เปนตน โดย
ไลเปสที่ไดจากเมล็ดละหุงไดมีการศึกษากันอยางกวางขวาง (Shahani, 1975)
    2.3 ไลเปสจากจุลินทรีย
          ไลเปสจากจุลินทรียมีขอดีเหนือกวาไลเปสที่ไดจากพืช และจากสัตว เนื่องจาก         
จุลินทรียเติบโตไดรวดเร็ว และเลี้ยงงายกวา พืช และสัตว การเพาะเลี้ยงไมข้ึนกับสภาพ  
ภูมิอากาศ ประหยัดพื้นที่ในการผลิต ไมสิ้นเปลืองแรงงานในการเพาะเลี้ยง และการเก็บ
เกี่ยว อีกทั้งความเขมขนของเอนไซมที่ไดก็สูงกวา และไลเปสที่ไดจากจุลินทรียตางชนิด
กันก็จะมีคุณสมบัติที่แตกตางกันดวย เชน Alcaligenes sp. No. 679 (Kokusho et al., 1982), 
Bacillus A30-1 (Wong et al., 1995), Bacillus sp. (Nawani et al., 1998), Rhizopus oryzae
(Hiol et al., 2000) และ Cryptococcus sp. S-2 (Kamini et al., 2000) จะผลิตไลเปสที่
ทํางานไดดีในสภาวะที่เปนดาง Chromobacterium sp. (Frost and Moss, 1987), 
Acinetobacter calcoaceticus LP009 (Dharmsthiti et al., 1998), Mucor hiemalis f. 
hiemalis (Hiol et al., 1999) จะผลิตไลเปสที่ทํางานในสภาวะที่เปนกลาง Rhizopus 
chinensis (Yasuda et al., 1999), Pseudomonas aeruginosa LST-03 (Ogino et al., 2000) 
และ Aspergillus nidulans (Mayordomo et al., 2000) จะผลิตไลเปสที่ทํางานในสภาวะที่
เปนกรด และ Humicola lanuginosa ผลิตไลเปสที่ทนความรอน (Liu et al., 1973)         
นอกจากนี้จุลินทรียบางชนิดสามารถผลิตไลเปสไดหลายชนิดที่มีคุณสมบัติที่  แตกตางกัน
ดวย เชน Bacillus thermocatenulatus จะผลิตไลเปส 2 ชนิด ไดแก ไลเปส BTL-1 จะมี     
พีเอชที่เหมาะสมในการทํางานที่ 7.0-8.0 และไลเปส BTL-2 จะมีพีเอชที่เหมาะสมในการ
ทํางานที่ 8.0-9.0 (Schmidt-Dannert et al., 1996) และจากการที่จุลินทรียสามารถผลิต     
ไลเปสไดตางชนิดกันจึงทําใหสามารถเลือกไลเปสมาใชประโยชนใหเหมาะสมกับ         
อุตสาหกรรมตางๆ (กิตติเดช สุวรรณสนธิชัย, 2532) สําหรับขนาดโมเลกุลของไลเปสที่ได
จากจุลินทรียจะมีขนาดตางๆกัน เชน ไลเปสจาก Bacillus thermocatenulatus จะมีขนาด
โมเลกุลประมาณ 16 kDa (Schmidt-Dannert et al., 1994) ไลเปสจาก Aspergillus nidulans 
มีขนาดโมเลกุลประมาณ 29 kDa (Mayordomo et al., 2000) และไลเปสจาก Bacillus sp. 
THL027 ซึ่งจะมีขนาดโมเลกุลประมาณ 69 kDa (Dharmsthiti and Luchai, 1999) เปนตน 
ในบางกรณีพบวาไลเปสจะมีขนาดใหญซึ่งเนื่องมาจากการรวมกันของโมเลกุลของ



เอนไซมทําใหกลายเปนโมเลกุลใหญ (Lesuisse et al., 1993) เชน ไลเปสจาก Bacillus sp. 
THL027 เมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ และน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมในสภาพธรรมชาติ 
พบวา เอนไซมจะมีน้ําหนักโมเลกุลมากกวา 200 kDa (Dharmsthiti and Luchai, 1999)    
ไลเปสจาก Bacillus thermocatenulatus จะมีน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมในสภาพธรรม
ชาติเมื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ และน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส
แบบไมแปลงสภาพ พบวา จะมีน้ําหนักโมเลกุล   มากกวา 750 kDa (Schmidt-Dannert et 
al., 1994) โดยน้ําหนักโมเลกุลของไลเปสจากจุลินทรียแตละชนิดแสดงดังตารางที่ 1

ตารางที่ 1 น้ําหนักโมเลกุลของไลเปสจากจุลินทรียชนิดตางๆ
microorganisms          Molecular weight (kDa)             References
Pseudomonas  putida 3SK 45                  Lee and Rhee, 1993
Pseudomonas aeruginosa MB5001 29                  Chartrain et al., 1993
Pseudomonas  fluorescens Strain 2D 42                   Makhzoum et al., 1996
Aeromonas sobria LP004              97           Lotrakul and Dharmsthiti, 1997
Acinetobacter nov. sp. Strain KM109 62           Mitsuhashi et al., 1999
Bacillus sp. THL027              69           Dharmsthiti and Luchai, 1999
Bacillus thermocatenulatus DSM730 16           Schmidt-Dannert et al., 1994
Bacillus sp. 22           Sugihara et al., 1991
Aspergillus nidulans 29           Mayordomo et al., 2000
Rhizopus chinensis 28.4           Yasuda et al, 1999
Rhizopus oryzae 32           Hiol et al., 2000
Mucor hiemalis f. hiemalis 49           Hiol et al., 1999
Streptomyces rimosus 27.5           Abramic et al., 1999

3. ชนิดของไลเปสจากจุลินทรีย
Macrae (1983) ไดแบงไลเปสที่ไดจากจุลินทรียตามความจําเพาะตอตําแหนงบน

โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดออกเปน 3 กลุมดังนี้ (รูปที่ 1)



กลุมท่ีหนึ่ง เปนไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงของโมเลกุลของไตรกลีเซอ
ไรด โดยเอนไซมพวกนี้จะสามารถยอยไตรกลีเซอไรดไดสมบูรณไดผลผลิตเปนกลีเซอ   
รอล และ กรดไขมัน แตอาจจะพบไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรดเปนสารประกอบใน
ระหวางการเกิด ปฏิกิริยาได ตัวอยางของไลเปสในกลุมนี้ ไดแกไลเปสจาก Candida 
cylindracea, Corynebacterium acnes และ Staphylococcus aureus

กลุมท่ีสอง เปนไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนง 1,3 บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด
ไดผลิตภัณฑ คือ กรดไขมัน 1,2(2,3)-diglyceride และ 2-monoglyceride แตโมเลกุลทั้ง
สองชนิดนี้จะไมคงตัว ถาบมไวเปนเวลานานก็จะเกิด acyl migration ทําใหได 1,3-
diglyceride และ 1(3)-monoglyceride ซึ่งจะถูกยอยสลายไดอยางสมบูรณ ไลเปสในกลุมนี้
ไดแก ไลเปสจาก Aspergillus niger, Mucor javanicus และ Rhizopus อีกหลายสปชีส

กลุมท่ีสาม เปนไลเปสที่มีความจําเพาะตอโมเลกุลของกรดไขมันบนโมเลกุลของ
ไตรกลีเซอไรด ซึ่งไลเปสจากจุลินทรียทั่วไปไมมีคุณสมบัติขอนี้ ยกเวนไลเปสที่ไดจาก    
จุลินทรียบางพวก เชน Geotrichum candidum ที่จะยอยสลายไตรกลีเซอไรดที่มี cis double 
bond ตรงตําแหนงที่ 9 ไดดี แตจะยอยสลายกรดไขมันอิ่มตัวกับกรดไขมันไมอ่ิมตัวที่ไมมี 
double bond ตําแหนงที่ 9 ไดไมดี

แต Yamane (1987) ไดแบงไลเปสออกเปน 2 กลุมเทานั้น คือ กลุมที่ไมมีความ
จําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด และกลุมที่มีความจําเพาะตอตําแหนงที่ 
1,3 บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด โดยใหความเห็นวา คําวาไลเปสที่มีความจําเพาะตอชนิด
ของกรดไขมันนั้นมีความหมายกํากวม เพราะเมื่อกลาวถึงความจําเพาะชนิดนี้จะกลาวใน
รูปของ relative hydrolysis rate ของ single triglyceride กับจํานวนคารบอนในรูปกรด    
ไขมัน นั่นคือ ไลเปสก็ยังสามารถไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดหลายชนิด แตจะทํางานดวย
อัตราเร็วที่ตางกัน ซึ่งแสดงใหเห็นวา ไลเปสไมมีความจําเพาะตอกรดไขมันโดยแทจริง 
เพราะฉะนั้นไลเปสจึงควรมีเพียง 2 กลุมเทานั้น แตก็ยังมีรายงานวา ไลเปสทั้ง 2 กลุมนี้   
จะไมถูกแบงออกจากกันโดยเด็ดขาด เพราะไลเปส กลุมที่มีความจําเพาะตอตําแหนง 1,3
บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรดนั้นก็จัดเปนไลเปสในกลุมที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดได เพราะสามารถที่จะไฮโดรไลซโมเลกุลไตรกลีเซอไรดได



ทุกตําแหนง แตจะไฮโดรไลซไดนอยกวาไลเปสที่ถูกจัดใหอยูในกลุมที่ไมมีความจําเพาะ
ตอตําแหนงบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด

4. ความจําเพาะของไลเปส
    จากการที่ Macrae (1983) ไดแบงความจําเพาะของไลเปสออกเปน 3 กลุม และจาก 
Yamane (1987) ไดแบงไลเปสตามความจําเพาะเปน 2 กลุม ตอมาในป 1997 ไดมีการแบง
ไลเปสจากสิ่งมีชีวิตออกเปน 5 กลุม (Villeneuve and Foglia, 1997) ดังตารางที่ 2

1. ไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด
RCOOCH2            CH2OH

           R/COOCH  RCOOH   +   R/COOH   +   R//COOH   +     CHOH
          R//COOCH2            CH2OH

2. ไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3 บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด
RCOOCH2     CH2OH               CH2OH

           R/COOCH     R/COOCH     R/COOCH
           R//COOCH2     R//COOCH2               CH2OH

+   RCOOH +   R//COOH

3. ไลเปสที่มีความจําเพาะตอชนิดของกรดไขมันบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด
RCOOCH2   R/COOCH2                                                  OHCH2  R/COOCH2

            R/COOCH   +    RCOOCH        2RCOOH  +   R/COOCH  +         CHOH
           R//COOCH2        R//COOCH2                R//COOCH2  R//COOCH2

รูปที่ 1 ชนิดของไลเปสตามแนวความคิดของ Macrae
ที่มา : Macrae (1983)



    4.1 ไลเปสที่มีความจําเพาะกับสารตั้งตน (Substrate specific lipase)
          ไลเปสในกลุมนี้สามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซตรงพันธะเอสเทอรของสารตั้งตนที่
เปนทั้งไตรเอซิลกลีเซอรอล ไดเอซิลกลีเซอรอล โมโนเอซิลกลีเซอรอล และแมแตฟอสโฟ
ลิปด โดยไลเปสในกลุมนี้พบไดทั้งในสัตว พืช และจุลินทรีย ซึ่งไลเปสโดยทั่วไปที่ไดจาก
สัตวจะสามารถไฮโดรไลซไตรเอซิลกลีเซอรอลไดสูงสุด แตจะไฮโดรไลซ   โมโนเอซิลก
ลีเซอรอลไดต่ําสุด สวนไลเปสจากพืช และจุลินทรียสามารถไฮโดรไลซ    ไตรเอซิลกลี
เซอรอลไดสูงกวาสับสเตรตชนิดอื่น แตมีจุลินทรียบางสายพันธุที่ผลิตไลเปสที่มีความ
จําเพาะกับโมโนเอซิลกลีเซอรอล และไดเอซิลกลีเซอรอลมากกวาไตรเอซิล      กลีเซอรอล 
เชน ไลเปสจาก Penicillium camembertii (Macrae,1983) เปนตน
    4.2 ไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนง (Positional  or Regiospecific )
          ไลเปสในกลุมนี้จะมีความจําเพาะตอพันธะเอสเทอรที่ตําแหนงภายนอกและ
ตําแหนงภายในของแกนกลางไตรเอซิลกลีเซอรอล เชน ไลเปสชนิด 1,3-regioselective จะ
ไฮโดรไลซเอสเทอรที่ตําแหนง sn-1 และ sn-3 ไดผลผลิตสุดทายเปนโมโนเอซิล             
กลีเซอรอล ซึ่งไลเปสที่จัดเปนชนิด 1,3-regioselective นั้นไดแก ไลเปสจากตับออนหมู  
ไลเปสจาก Aspergillus niger, Rhizopus arrhizus และ Candida antarctica (ตารางที่ 2)
    4.3 ไลเปสที่ไมมีความจําเพาะ (Non specific lipase)
          ไลเปสเหลานี้มีอยูมากมาย โดยไลเปสกลุมนี้จะสามารถไฮโดรไลซเอสเทอร ทั้ง
หมดในไตรเอซิลกลีเซอรอล (ตารางที่ 2)
    4.4 ไลเปสที่มีความจําเพาะตอกรดไขมัน (Fatty acid or acyl selective)
          ไลเปสกลุมนี้จะมีความจําเพาะตอกรดไขมัน โดยจะไฮโดรไลซกรดไขมัน เหลานั้น
โดยไมคํานึงถึงตําแหนงของเอสเทอรบนไตรเอซิลกลีเซอรอล ตัวอยางของไลเปสชนิดนี้
ไดแก ไลเปสจาก Geotrichum candidum จําเพาะตอกรดไขมันไมอ่ิมตัวชนิด cis-9-
unsaturated fatty acid และไลเปสจาก Botrytis cinerea จําเพาะตอกรดไขมันไมอ่ิมตัวสาย
ยาว
    4.5 ไลเปสที่มีความจําเพาะ (Stereospecific)
          ไลเปสชนิดนี้สามารถเลือกทําปฏิกิริยาการไฮโดรไลซิสระหวางตําแหนง sn-1 หรือ 
sn-3 ของไตรเอซิลกลีเซอรอลโดยไลเปสจาก Humicola lanuginosa และ Pseudomonas  



fluorescens จะจําเพาะสําหรับ sn-1 สวนไลเปสจากกระเพาะกระตาย และ Fusarium 
solani จะจําเพาะสําหรับ sn-3

5. การทํางานของไลเปส
Gandhi (1997) ไดแบงการทํางานของไลเปสเปน 2 กลุม คือ การยอยสลายเอสเทอร 

และการสังเคราะหเอสเทอร ซึ่งปฏิกิริยาการสังเคราะหเอสเทอรสามารถแบงออกเปน 4 
ชนิด ไดแก esterification, acidolysis, interesterification และ alcoholysis และสาม
ปฏิกิริยาหลังนี้ไดมีการจัดไวในกลุมที่ชื่อวา transesterification แต Yamane (1987)  ไดจัด
ใหปฏิกิริยา aminolysis อยูในกลุม transesterification ดวย (รูปที่ 2)

6. ปจจัยท่ีมีผลตอความคงตัว และกิจกรรมของไลเปส
ลักษณะการทํางาน และความคงตัวของไลเปสมีผลมาจากปจจัยทางสภาพแวดลอม

ตางๆ ดังตอไปนี้
     6.1 พีเอช  

ไลเปสจากจุลินทรียนั้นมีทั้งที่สามารถทํางานไดดีในสภาวะตางๆกัน เชนไลเปสที่
ได จาก Aspergillus niger (Omar and Jamil, 1991) ทํางานไดดีในสภาวะที่เปนกรด ไลเปส
จาก Aeromonas hydrophila (Anguita et al., 1993 อางโดย พงศธาริน โลหตระกูล, 2538) 
ทํางานไดดีในสภาวะที่เปนกลาง และไลเปสที่ไดจาก Bacillus subtilis 168 (Lessuisse et 
al., 1993) และ P. aeruginosa EF2 (Gilbert  et al., 1991) ทํางานไดดีในสภาวะที่เปนดาง
สวนใหญไลเปสที่ไดจากแบคทีเรียทนรอนมักจะเปนเอนไซมที่ทํางานไดดีในสภาวะที่เปน
กลาง และคอนไปทางดาง (Sugihara et al., 1992) สวนความคงตัวตอ    พีเอชของไลเปส
จากจุลินทรียนั้นพบวา สวนใหญจะมีความคงตัวในชวงพีเอชที่กวาง เชน ไลเปสจาก 
Pseudomonas putida 3SK มีความคงตัวไดในชวงพีเอช 4.0-10.0 (Lee and Rhee, 1993)   
ไลเปสจาก Bacillus sp. 398 มีความคงตัวในชวงพีเอช 4.0-11.0 (Kim et al., 1994) และไล
เปสจาก Mucor hiemalis f. hiemalis มีความคงตัวในชวงพีเอช 4.0-9.0 (Hiol et al., 1999) 
เปนตน โดยพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางาน และความคงตัวของไลเปสจากจุลินทรียแสดง
ไวดังตารางที่ 3



1. Hydrolysis
    O                        O

     R-C-O-R/ + H2O   R-C-OH + HO-R/

2. Synthesis
                O                   O

R-C-OH + HO-R/   R-C-O-R/ + H2O
3. Transesterification

3.1 Acidolysis
       O           O     O      O
 R1-C-O-R/ +        R2-C-OH R2C-O-R/ +         R1-C-OH
3.2 Alcoholysis

                   O               O  
  R-C-O-R1

/ +        HO-R2
/ R-C-O-R2

/ +         OH-R1
/

3.3 Interesterification
                   O           O                             O                                 O

 R1-C-O-R1
/ +        R2-C-O-R2

/            R1-C-O-R2
/ +        R2-C-O-R1

/

3.4 Aminolysis
                   O               O  

  R-C-O-R1
/ +        H2N-R2

/ R-C-NH-R2
/ +         OH-R1

/

รูปที่ 2 การทําปฏิกิริยาตางๆของเอนไซมไลเปส
ที่มา : Yamane (1987)



     6.2 อุณหภูมิ
ไลเปสที่ไดจากจุลินทรียตางชนิดกัน จะมีคุณสมบัติในการทํางาน และความคงตัว

ตออุณหภูมิที่แตกตางกัน เชน ไลเปสจาก Aspergillus nidulans จะทํางานไดดีที่อุณหภูมิใน
ชวง 0-20 องศาเซลเซียส (Mayordomo et al., 2000) ไลเปสจาก Pseudomonas sp. KWI-56 
มีกิจกรรมของไลเปสมากกวา 96 เปอรเซ็นต หลังจากบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ชั่วโมง (Iizumi  et al., 1990) ไลเปสจาก Pseudomonas putida 3SK จะทํางานไดดี
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีความคงตัวมากกวา 70 เปอรเซ็นต หลังจากบมที่
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง (Lee and Rhee, 1993) ไลเปสจาก 
Pseudomonas aeruginosa MB5001 จะทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และมี
ความคงตัวที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เมื่อบมเปนเวลา 1 ชั่วโมง (Chartrain et al., 1993)
โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปสจากจุลินทรียแสดงในตารางที่ 4
     6.3 ตัวทําละลายอินทรีย

นอกจากไลเปสจะสามารถทําปฏิกิริยาการยอยสลายโมเลกุลของไขมัน และน้ํามัน
ในสภาวะที่มีน้ํา แตไลเปสยังสามารถทําปฏิกิริยาการสังเคราะหเอสเทอร และการยายหมู
เอสเทอรในสภาวะที่มีการควบคุมปริมาณน้ําในปฏิกิริยา ซึ่งปฏิกิริยาการสังเคราะห เอส
เทอร  และการยายหมู เอสเทอรเปนปฏิกิริยาที่ไดรับความสนใจเปนอยางมากใน                
อุตสาหกรรมตางๆ (Mitsuhashi et al., 1999) เพราะจะสามารถสังเคราะหโมเลกุลชีวรูปที่มี
คุณสมบัติทางเคมี และทางกายภาพตามที่ตองการได โดยการทําปฏิกิริยาในสภาวะที่มีการ
ควบคุมปริมาณน้ํานั้นจะมีการใชตัวทําละลายอินทรียมาเกี่ยวของในการทําปฏิกิริยา ดังนั้น
จึงไดมีการศึกษาถึงผลของตัวทําละลายอินทรียตอการทํางาน และความคงตัวของเอนไซม 
สวนใหญตัวทําละลายอินทรียมักจะลดความยืดหยุนในโมเลกุลของเอนไซม และจะทําให
โมเลกุลของเอนไซมสูญเสียสภาพธรรมชาติ (Klibanov, 2001) ซึ่งตัวอยางของตัว           
ทําละลายอินทรียที่มีผลตอความคงตัวของไลเปส เชน methanol จะทําใหไลเปสจาก 
Pseudomonas aeruginosa MB5001 (Chartrain et al., 1993), Pseudomonas fluorescens 
Strain 2D (Makhzoum et al., 1996), Mucor hiemalis f. hiemalis (Hiol et al., 1999) และ 
Rhizopus oryzae (Hiol et al., 2000) มีความคงตัวลดลง นอกจากตัวทําละลายอินทรียจะทํา
ใหไลเปสมีความคงตัวลดลง แตตัวทําละลายอินทรียบางชนิดก็สามารถเพิ่มความคงตัวของ



ตารางที่ 2  ไลเปสชนิดตางๆตามความจําเพาะของเอนไซม
Specificity Lipase

Substrate specific
Monoacylglycerols Rat adipose tissue
Mono- and diacylglycerols Penicillium camembertii
Triacylglycerols Penicillium sp.

Regiospecific
1,3-Regioselective Aspergillus niger

Rhizopus arrhizus

Mucor miehei
Sn-2-Regioselective Candida antarctica

Nonspecific
Penicillium expansum
Aspergillus sp.
Pseudomonas cepacia

Fatty acylspecific
Short-chain fatty acid (FA) Penicillium roqueforti

Premature infant gastric
Cis-9 Unsaturated FA Geotrichum candidum
Long-chain unsaturated FA Botrytis cinerea

Stereospecific
Sn-1 Stereospecific Humicola lanuginosa

Pseudomonas aeruginosa
Sn-3 Stereospecific Fusarium solani cutinase

Rabbit gastric
ที่มา : Villeneuve และ Foglia (1997)



ตารางที่ 3  พีเอชที่เหมาะสมตอการทํางาน และความคงตัวของไลเปสจากจุลินทรีย
Bacteria                       pH optimal          pH stability      References

Pseudomonas sp. KWI-56 5.5-7.0                     - Iizumi et al., 1990
Pseudomonas fluorescens 8.0 7.0-11.5 Sztajer et al., 1991
Pseudomonas aeruginosa 8.5                     - Gilbert et al., 1991
Pseudomonas putida 3SK 8.0-9.0 4.0-10.0 Lee and Rhee, 1993
Pseudomonas aeruginosa MB 5001 8.0                     - Chartrain et al., 1993
Pseudomonas fluorescens Strain 2D 8.5                     - Makhzoum et al., 1996
Pseudomonas fragi CRDA 037 8.75 (exolipase)         - Schuepp et al., 1997

9.0 (endolipase)         -
Vibrio sp. TA 43 8.0                     - วิภูมิ แกวทอง 2539
Bacillus sp. 5.6-7.2 5.0-11.5 Sugihara et al., 1991
Bacillus subtilis 168 10.0 9.5-12 Lesuisse et al., 1993
Bacillus sp. 7.2      -                Handelsman and

               Shoham, 1994
Bacillus thermocatenulatus 8.0 4.0-11.0 Schmidt-Dannert, 1994
Bacillus sp. 398 8.5      - Kim et al., 1994
Bacillus sp. A30-1 (ATCC 53841) 9.5      - Wang et al., 1995
Bacillus sp. IHI-91 7.2      - Becker et al., 1997
Bacillus sp. RS-12 8.0      - Sidhu et al., 1998
Bacillus stearothermophilus L1 9.0-10.0 5.0-11.0 Kim et al., 1998
Bacillus sp. THL027 7.0      -                Dharmsthiti and

Luchai, 1999
Acinetobacter calcoaceticus LP009 7.0 5.0-7.0 Dharmsthiti et al., 1998
Acinetobacter nov. sp. Strain KM109 8.0 6.0-8.0 Mitsuhashi et al., 1999
Streptomyces rimosus 9.0-10.0 4.0-10.0 Abramic et al., 1999
Rhizopus chinensis 5.5      - Yasuda et al., 1999
Rhizopus oryzae 7.5 4.5-7.5 Hiol et al., 2000
Aspergillus nidulans 6.5      - Mayordomo et al., 2000



ตารางที่ 4  อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปสชอบอุณหภูมิสูง
    Bacteria     Optimal Temperature (0C)         References

Pseudomonas aeruginosa EF2      50   Gilbert  et al., 1991
Pseudomonas fluorescens    50-55            Sztajer  et al., 1991
Pseudomoas cepacia                            55-60     Sugihara  et al., 1992
Pseudomoas aeruginosa MB 5001      55     Chartrain  et al., 1993
Bacillus sp.      60                         Sugihara et al., 1991
Bacillus thermocatenulatus                 60-70        Schmidt-Dannert, 1994
Bacillus sp.      70                            Handelsman and

    Shoham, 1994
Bacillus sp. 398      65     Kim et al., 1994
Bacillus sp. A30-1(ATCC 53841)      60     Wong et al., 1995
Bacillus sp. IHI-91      60      Becker  et al., 1997
Bacillus stearothermophilus L1   60-65                  Kim  et al., 1998
Bacillus sp. THL027      70                  Dharmsthiti and

     Luchai, 1999
Acinetobacter calcoaceticus LP009      50      Dharmsthiti  et al., 1998
Streptomyces rimosus   50-60           Abramic  et al., 1999

ไลเปสได เชน Isooctane จะชวยเพิ่มความคงตัวของไลเปสจาก Mucor hiemalis f. hiemalis
(Hiol et al., 1999), Rhizopus oryzae (Hiol et al., 2000) แตก็พบวา isooctane จะลดความ
คงของไลเปสจาก Pseudomonas putida 3SK (Lee and Rhee, 1993) ซึ่งผลของตัวทํา
ละลายอินทรียชนิดตางๆตอความคงตัวของไลเปสแสดงดังตารางที่ 5
      6.4 ไอออนของโลหะ และสารเคมี
            ไอออนของโลหะบางชนิดอาจมีผลตอการทํางานของไลเปสจากแบคทีเรีย เชน 
Ca2+, Na+ (Gilbert  et al., 1991), Ba2+, Mg2+, Mn2+ และ Sr2+(Anguita et al., 1993 อางโดย 
พงศธาริน โลหตระกูล, 2538) จัดเปนไอออนที่เรงปฏิกิริยาการทํางานของไลเปส สวน



ใหญ Ca2+ มักจะเปนไอออนที่เรงปฏิกิริยาการทํางานของไลเปสจากจุลินทรียชนิดตางๆ 
โดยไอออนของแคลเซี่ยมจะชวยในการเปลี่ยนรูปรางของเอนไซมทําใหเอนไซมทํางานได
ดีข้ึนโดยเพิ่มการดูดซึมของไลเปสที่ผิวสัมผัสระหวางน้ําและน้ํามัน (oil-water interface) 
และยังชวยขจัดกรดไขมันออกจากผิวสัมผัสระหวางน้ําและน้ํามัน (Wang et al..,1988) 
อยางไรก็ตามมีรายงานวา Ca2+ ยับยั้งการทํางานของไลเปสจาก Candida rugosa (Khor  et 
al., 1986) นอกจากนี้ยังมีรายงานวา Ca2+ ไมมีผลตอการทํางานของไลเปสจาก Bacillus 
thermocatenulatus (Schmidt-Dannert, 1994) และยังพบวา ไอออนของโลหะหนัก เชน 
Fe2+, Fe3+, Zn2+, Hg2+, Cu2+, Sn2+, Co2+, Ni2+ และ Cd2+ จะยับยั้งการทํางานของไลเปสจาก 
Pseudomonas sp. KWI-56 (Iizumi  et al., 1990) โดยตัวอยางของไอออนที่กระตุนและ
ไอออนที่ยับยั้งการทํางานของไลเปสรวบรวมไวในตารางที่ 6 และนอกจากไอออนของ
โลหะแลวสารเคมีบางชนิดก็มีผลยับยั้งการทํางานของไลเปสดวย เชน ethylenediamine 
tetraacetic acid (EDTA) จะยับยั้งการทํางานของเอนไซมAcinetobacter calcoaceticus 
LP009 โดยไลเปสที่ถูกยับยั้งการทํางานโดย EDTA จะจัดเปน metalloenzyme 
(Dharmsthiti et al., 1998) แตก็มีรายงานวา EDTA จะไมมีผลยับยั้งการทํางานของไลเปส
จาก Pseudomonas sp. KWI-56 (Iizumi et al., 1990) และ Bacillus stearothermophilus L1 
(Kim et al., 1998) และ Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ซึ่งเปน serine enzyme 
inhibitor จะยับยั้งการทํางานของไลเปสจาก Bacillus  subtilis เมื่อทําการบมเปนเวลา 10 
นาที (Lesuisse et al., 1993) นอกจากนี้ยังยับยั้งการทํางานของไลเปสจาก Streptomyces 
rimosus (Abramic, 1999) แต PMSF ไมมีผลยับยั้งการทํางานของไลเปสจาก  
Acinetobacter calcoaceticus LP009 (Dharmsthiti et al., 1998)

7. การปรับปรุงสายพันธุของแบคทีเรีย
    ปจจุบันการปรับปรุงสายพันธุสิ่งมีชีวิตเปนที่สนใจ เพราะสามารถเพิ่มผลผลิตทางดาน
ทรัพยากรธรรมชาติใหเพียงพอตอประชากรมนุษยที่เพิ่มสูงขึ้นทั่วโลก ซึ่งขอดีของการ
ปรับปรุงสายพันธุของแบคทีเรีย คือ ไดสายพันธุใหมที่ใชระยะเวลาในการเลี้ยงสั้นกวาวิธี
ดั้งเดิม ไดผลผลิตที่ถูกตองตรงตามที่ตองการ ซึ่งการปรับปรุงสายพันธุของแบคทีเรียนั้น
ทําไดหลายวิธี ไดแก



ตารางที่ 5 ตัวทําละลายอินทรียที่มีผลตอความคงตัวของไลเปสจากจุลินทรีย
      microbial lipase           % concentration  (v/v)           organic solvent                       referances
Pseudomonas putida 3SK               -                dodecanea, decanea,              Lee and Rhee, 1993
                                                                                                isooctanea, nonanea,  

                      octanea, cyclohexanea,
                      heptanea, hexanea

Pseudomonas aeruginosa                                  50                     methanola , ethanola,            Chartrain et al., 1993
       acetonea

Pseudomonas fluorescens strain 2D                  25                     methanola, ethanola,              Makhzoum et al., 1996
                                                                                                    propanola, butanola,  
                                                                                                    hexanola,  glycerola,  
                                                                                                    ethylene glycola,
                                                                                                    acetonea, acetonitrilea,
                                                                                                    pyridinea

Mucor hiemalis f. hiemalis                       5        methanola, ethanola,      Hiol et al., 1999
       propanola, butanola,
       acetonea, n-hexaneb,
       n-heptaneb, isooctanec

Rhizopus oryzae              30        methanola, ethanola,      Hiol et al., 2000
       propanola, butanola,
       butanola, hexanola,
       decanola, dodecanola,
       acetoneb, chloromethanea,

           hexaneb, heptanec,
       cyclohexanec, isooctanec

a ตัวทําละลายอินทรียที่มีผลลดความคงตัวของไลเปส
b ตัวทําละลายอินทรียที่ไมมีผลตอความคงตัวของไลเปส
c ตัวทําละลายอินทรียที่มีผลเพิ่มความคงตัวของไลเปส

     7.1 กระบวนการคอนจูเกชั่น (conjugation)
           กระบวนการคอนจูเกชั่น เปนการถายโอนดีเอ็นเอที่อยูในรูปดีเอ็นเอสายเดี่ยวจาก
แบคทีเรียผูให (donor) ไปยังแบคทีเรียผูรับ (recipient) โดยแบคทีเรียผูใหจะมี F-plasmid 



ซึ่งจะมีสวนประกอบของยีนที่ใชในการถายโอนดีเอ็นเอสายเดี่ยว (tra gene) ซึ่งยีนนี้จะทํา
หนาที่ในการสราง sex pili เพื่อใชในการยึดเซลลผูรับเอาไว และเพื่อใชในการสงดีเอ็นเอ
ผานเขาไปในเซลลผูรับ ถาแบคทีเรียผูใหถายโอนดีเอ็นเอเขาไปในเซลลผูรับ และดีเอ็นเอ
จากเซลลผูใหเกิดการ recombination แทรกเขาไปในโครโมโซมของเซลลผูรับ

ตารางที่ 6 ไอออนที่มีผลกระตุน และยับยั้งการทํางานของไลปสจากจุลินทรีย
 bacteria      inhibitor       activator             references

Pseudomonas sp. KWI-56   Fe2+, Fe3+, Hg2+               -    Iizumi  et al., 1990
  Zn2+, Cu2+, Ni2+

  Co2+, Cd2+

Pseudomonas putida 3SK   Hg2+, Al3+, Co2+    Ca2+, Cs2+, Na+  Lee and Rhee, 1993
  Mg2+, Mn2+              K+

P. aeruginosa MB5001                           Zn2+         Ca2+, Ba2+      Chartrain  et al., 1993
P.  fluorescens Strain 2D    Co2+, Li+, Zn2+             Ca2+           Makhzoum et al., 1996

   Cs+, Fe3+, Cu2+

   Hg2+, Pb2+, Sr2+

   Ba2+, Cd2+

Bacillus subtilis 168    Zn2+, Mn2+, Cu2+          Ca2+           Lesuisse  et al., 1993
B. thermocatenulatus                Ag2+, Mg2+               -    Schmidt-Dannert, 1994
B. stearothermophilus L1    Cu2+, Fe2+, Hg2+ -               Kim  et al., 1998

    Mg2+, Mn2+, Zn2+

Acinetobacter calcoaceticus LP009          Zn2+             Fe3+    Dharmsthiti  et al., 1998
Streptomyces rimosus        Cu2+, Hg2+        Ag2+, Ca2+       Abramic  et al., 1999
Mucor hiemalis f. hiemalis     Ca2+, Mg2+, Co2+   Fe2+, Cu2+,       Hiol et al., 1999

       Mn2+, Na+             Ba2+

Bacillus sp. THL027        Fe3+, Cu2+, -    Dharmsthiti and Luchai, 1999
             Co2+

Rhizopus oryzae        Fe3+, Cu2+,   -     Hiol et al., 2000
       Fe2+, Hg2+



จะเรียกเซลลผูรับนี้วา Hfr cell (High frequency recombination) (O’ Connell, 1984)
     7.2 กระบวนการทรานสฟอรเมชั่น (transformation)
           กระบวนการทรานสฟอรเมชั่น เปนการถายโอนดีเอ็นเอในลักษณะที่เปนสายดีเอ็น
เอที่อยูในสภาพ naked soluble form เขาสูเซลลผูรับ (host cell) โดยที่เซลลผูรับตองอยูใน
สภาวะคอมพีเทนต (competent cell) โดยการทําใหเซลลผูรับพรอมที่จะรับดีเอ็นเอจากภาย
นอก เชน การใชสารละลาย CaCl2 การใชกระแสไฟฟา เปนตน  ซึ่งตัวอยางของแบคทีเรียที่
สามารถเกิดการทรานสฟอเมชั่น ไดแก Streptomyces spp., Bacillus spp., Haemophilus 
spp.,  Neisseria gonorrhoeae (Porter, 1988)
     7.3 กระบวนการทรานสดัคชั่น (transduction)
           ทรานสดัคชั่น  เปนกระบวนการถายโอนดีเอ็นเอโดยมีแบคเทอริโอฟาจก  
(bacteriophage) เปนพาหะ โดยกระบวนการนี้แบงได 2 แบบ คือ

7.3.1 เจนเนอรอลไลซทรานสดัคชั่น (generalized transduction)
                      กระบวนการนี้ ฟาจกจะเอาดีเอ็นเอของมันเขาไปแทรกในโครโมโซมของ
แบคทีเรียตรงตําแหนงที่ไมจําเพาะ โดยในการขนถายยีนนั้น อนุภาคฟาจกจะทําการบรรจุ
ดีเอ็นเอของแบคทีเรียเขาไปในเปลือกหุมโปรตีน (viral capsid) เมื่อเซลลแตกฟาจกที่มีชิ้น
สวนดีเอ็นเอของแบคทีเรียตัวใหตัวแรกก็จะถายโอนเขาไปยังแบคทีเรียตัวรับตัวตอไป และ
ดีเอ็นเอของแบคทีเรียทั้งตัวใหและตัวรับก็จะมีการเขาคูกันของโครโมโซมไดเปน ทรานส
ดัคแตนท (transductant) (O’ Connell, 1984)
            7.3.2 สเปเชียลไลซทรานสดัคชั่น (specialized transduction)
                     กระบวนการนี้จะเปนการที่ฟาจก เอาดี เอ็นเอของมันเขาไปแทรกกับ
โครโมโซมของแบคทีเรียที่ตําแหนงจําเพาะ เชน แกลโอเปอรอน (gal operon)               
(O’ Connell, 1984) และเมื่อแบคทีเรียแบงตัวก็จะเปนการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของฟาจกไป
พรอมๆกัน
     7.4 กระบวนการทรานสเฟคชั่น (transfection)
           กระบวนการทรานสเฟคชั่นมีกลไกคลายกับกระบวนการทรานสฟอเมชั่น โดยจะ
เปนการถายโอนดีเอ็นเอของฟาจกไปยังคอมพีเทนตเซลล ซึ่งกระบวนการนี้สามารถนํามา
ใชในการโคลนยีน แตประสิทธิภาพของกระบวนการนี้จะต่ํามาก (O’ Connell, 1984)



    7.5 การโคลนยีน (gene cloning)
          ในปจจุบันการโคลนยีนไดมีการพัฒนาอยางมาก และไดมีการยอมรับการนําเอาดี
เอ็นเอที่ไดจากพวกโปรคารีโอทและยูคารีโอทมาใชในอุตสาหกรรมตางๆเพิ่มมากขึ้น โดย
การโคลนยีนจะประกอบไปดวย 5 ข้ันตอน (Freifelder, 1987) ดังนี้
           7.5.1 คัดเลือกดีเอ็นเอที่เหมาะสมสําหรับใชในการโคลน ซึ่งรวมถึงการใชเอนไซม
ตัดจําเพาะ (restriction endonuclease) มาตัดดีเอ็นเอตรงตําแหนงที่จําเพาะ และมีลําดับของ
โพลีนิวคลีโอไทดที่เหมาะสม
           7.5.2  นําสวนของดีเอ็นเอที่ถูกตัดเชื่อมตอกับเวกเตอร โดยใชทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส 
(T4 DNA ligase) เชื่อมตอระหวางดีเอ็นเอที่ถูกตัดกับเวกเตอร โดยเวกเตอรที่ใชอาจเปนพ
ลาสมิด แบคเทอริโอฟาจกแลมดา (bacteriophage λ) หรือคอสมิด (cosmid) เปน ดีเอ็นเอ
พาหะในการโคลนยีน
           7.5.3 นําดีเอ็นเอที่ไดจากการเชื่อมตอกับเวกเตอรเขาสูโฮสเซลล (host cell) เชน E. 
coli โดยการทรานสฟอเมชั่น ทรานสเฟคชั่น หรือทรานสดัคชั่น
           7.5.4 ทําการตรวจหาโคลนที่มียีนที่ตองการ โดยอาจจะใชคุณสมบัติในการดื้อตอยา
ปฏิชีวนะ (antibiotics) หรืออาจตรวจสอบโดยการเกิดวงใสรอบๆโคโลนี (clear zone) 
หรืออาจใชคุณสมบัติของการผลิต บีตา-กาแลคโตไซดเดส ยอย x-gal เมื่อถูกชักนําโดย 
IPTG

8. การใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเพื่อศึกษาไลเปสที่ชอบอุณหภูมิสูง และการนําโคลนที่
       ไดไปใชประโยชนในทางอุตสาหกรรม
      Dartois และคณะ(1994) ไดทําการศึกษาการเพิ่มจํานวนยีนไลเปสจาก B. subtilis โดย
ทําการ subclone บริเวณ open reading frame (ORF) ของยีน และทําการเชื่อมตอเขากับ 
multicopy plasmid ที่มีโปรโมเตอรที่มีความแข็งแรงที่ไดจากแบคทีเรียแกรมบวกเพื่อใชใน
การควบคุมการเพิ่มจํานวนยีนไลเปส ซึ่งพบวา เมื่อทําการทรานสฟอรมเขาไปในโฮสเซลล 
(host cell) จะสามารถเพิ่มจํานวนยีนไลเปสไดมากกวา 100 เทา
      Schmidt-Dannert และคณะ(1996) ไดทําการศึกษาลักษณะของยีนที่ผลิตไลเปสทน
รอนใน B. thermocatenulatus  โดยทําการยอย genomic DNA แบบบางสวน (partial 



digestion) โดยเอนไซมตัดจําเพาะ Sau3AI และนําชิ้นสวนที่มีขนาด 2.0-6.0 kb เชื่อมตอ
เขากับ pUC18 และ ทรานสฟอรมเขาสู E. coli DH5α และทําการคัดเลือกโคลนที่ผลิต   
ไลเปสพบวา จะมียีนขนาด 4.5 kb และเมื่อทําการ subclone พบวาขนาดของยีนเหลือเพียง 
2.2 kb ซึ่งเมื่อนํามาวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวา สามารถแปรรหัสใหเปนกรด       
อะมิโนได 388 ตัว ซึ่งมีขนาด 43 kDa โดยที่บริเวณ serine active site ของไลเปสที่ไดจาก 
Bacillus สายพันธุอ่ืน ซึ่ง conserved pentapeptide (Gly-X-Ser-X-Gly) นั้นจะมีการแทนที่ 
Glycine ตัวแรกดวย Alanine (Ala-X-Ser-X-Gly) โดยไลเปสที่ไดจะทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 
60-70 องศาเซลเซียส พีเอช 8.0-9.0 เมื่อใช tributyrin และน้ํามันมะกอก เปนสับสเตรท 
และจะคงตัวที่ พีเอช 9.0-11.0
      Sommer และคณะ(1997) ไดทําการโคลนยีนไลเปส (lipA) ลงไปใน E. coli และ
Streptomyces cinnamomeus เพื่อดูการแสดงออกของยีน พบวา การแสดงออกของยีนใน  
E. coli  และ S. cinnamomeus เหมือนกับการแสดงออกของยีนไลเปสใน Streptomyces 
lividans โดยไลเปสที่ไดจะสามารถทําปฏิกิริยาไดดีกับโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดที่
ประกอบไปดวยกรดไขมันที่มีจํานวนคารบอน 6 และ 18 อะตอม
      Rua และคณะ(1998) ไดทําการโคลนยีนที่ผลิตไลเปส (BTL2) จาก Bacillus  
thermocatenulatus และทรานสฟอรมเขาไปใน E. coli BL321 เพื่อศึกษาการแสดงออก
ของยีน BTL2 โดยนํายีน BTL2 เชื่อมกับพลาสมิดที่ใชสําหรับการแสดงออกของยีน 
(expression vector) pCYTEXP1 ที่มี λpL promoter ซึ่งเปน strong temperature-inducible
promoter พบวา หลังจากทําการเพาะเลี้ยงในถังหมัก 100 ลิตร จะมีการผลิตเอนไซม 
54,000 ยูนิตตอกรัมเซลลเปยก ซึ่งมากกวาการแสดงออกโดยใชเวคเตอร pUC18 ซึ่งจะมี
การแสดงออกของยีนเพียง 600 ยูนิตตอกรัมเซลลเปยก และยังพบวากิจกรรมจําเพาะของ
ไลเปสที่ไดจากการแสดงออกของ pCYTEXP1 จะมากกวาที่ไดจากการใช pUC18 5 เทา 
นอกจากนั้นยังพบวา ไลเปสที่ไดจะมีการจับกลุมกันทําใหกิจกรรมของเอนไซมลดลง     
จึงไดมีการใช sodium cholate ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เพื่อชวยเพิ่มกิจกรรมของไลเปส
      Dharmsthiti และคณะ(1998) ไดศึกษาการผลิตไลเปสจาก Acinetobacter calcoaceticus 
LP009 ที่แยกไดจากนมดิบ โดยไลเปสที่ไดจะทํางานไดดีที่ pH 7.0 และอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส และเอนไซมจะถูกยับยั้งการทํางานโดย EDTA สวน Fe3+ จะเปนตัวกระตุนให



เอนไซมทํางานไดดีข้ึน แตพบวากิจกรรมของเอนไซมจะเกิดขึ้นเพียง 1 นาทีเทานั้นจึงไดมี
การโคลนยีนไลเปสจาก A. calcoaceticus LP009 ลงไปใน Aeromonas sobria ทําให     
ประสิทธิภาพในการทํางานของไลเปสเพิ่มขึ้นอยางมากเมื่อนําไปใชในการบําบัดน้ําเสีย
      Gerritse และคณะ(1998) ไดศึกษาลักษณะของยีนที่ผลิตไลเปสชอบดาง ซึ่งไดจาก 
Pseudomonas alcaligenes ที่ไมสามารถใชกลูโคส กรดซิตริก และน้ํามันถั่วเหลืองเปน
แหลงคารบอนได เพื่อที่จะนําไปใชในการพัฒนาในขบวนการหมักแบบกึ่งกะ (fed-batch 
fermentation process) ใหมีการปลดปลอยของไลเปสชอบดาง ในปริมาณที่สูงขึ้น ซึ่งพบวา 
การแสดงออกของยีนไลเปส (lipA) และ ยีนผูชวย lipase helper gene (lipB) โดยการใชพ
ลาสมิดที่มี copy number สูง จะทําใหการแสดงออกของยีนไลเปสสูงกวาการใชพลาสมิดที่
มี copy number ต่ําใน Pseudomonas alcaligenes Ps495 โดยการใชพลาสมิดที่มี copy 
number สูง การแสดงออกของยีนไลเปสจะเพิ่มขึ้น 350 เทา เมื่อเทียบกับ Pseudomonas 
alcaligenes M-1 และยังพบวาการแสดงออกของยีนไลเปสจําเปนตองมี lipase helper gene 
(lipB) เพื่อชวยใหมีการแสดงออกของยีนไลเปสที่สูงขึ้น
      Kim และคณะ(1998) ไดทําการวิเคราะหหาลําดับเบสของยีนที่ผลิตไลเปสชอบ
อุณหภูมิสูงจาก Bacillus stearothermophilus L1 ที่ถูก transform ลงไปใน E. coli พบวา มี
จํานวนเบสที่เปนสวนประกอบของยีนโครงสราง (stractural gene) 1,254 bp ซึ่งสามารถ
แปรรหัส (translate) ไดเปนกรดอะมิโนจํานวน 417 ตัว ซึ่งมีสวนประกอบของ signal 
sequence 29 ตัว และโปรตีนที่เปนโครงสรางของเอนไซม 388 ตัว โดยมี Ala(Gly)-X-ser-
X-Gly อยูตรงบริเวณเรง (active site) ของเอนไซม และไลเปสที่ไดจะทํางานไดดีที่
อุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส pH 9-10
      Rua และคณะ(1998) ไดพัฒนาการผลิตไลเปสที่ชอบอุณหภูมิสูงใหมีปริมาณมากขึ้น
ใน E. coli โดยทําการ subcloned ยีนที่ผลิตไลเปสชอบอุณหภูมิสูงจาก Bacillus 
thermocatenulantus (BTL2 gene) เชื่อมกับ pCYTEXP1 ที่มีโปรโมเตอรที่ไดจาก λ phage 
(Pl) โดยไดเวกเตอรลูกผสม (Recombinant vector) 3 แบบ ไดแก pT1-BTL2, pT1-
preBTL2 และ pT1-OmpABTL2 โดยถายฝากพาสมิด pT1-BTL2, pT1-preBTL2 ลงไปใน 
E. coli BL321 สวน pT1-OmpABTL2 ถูกถายฝากลงไปใน E. coli BL321, E. coli DH5α
และ E. coli JM105 พบวา พาสมิด pT1-BTL2, pT1-preBTL2 และ pT1-OmpABTL2 ที่ถูก



ถายฝากลงไปใน E. coli BL321 มีระดับของการแสดงออกของยีนเทากับ 7,000, 9,000
และ 30,000 ยูนิตตอกรัมเซลล ตามลําดับ โดยที่ pT1-OmpABTL2 ที่ถูกถายฝากลงไปใน 
E. coli BL321 และ E. coli DH5α จะมีระดับการแสดงออกของยีนเทากัน สวน pT1-
OmpABTL2 ที่ถูกถายฝากลงไปใน E. coli JM105 พบวาจะมีระดับการแสดงออกของยีน
สูงที่สุดเทากับ 660,000 ยูนิตตอกรัมเซลล
      Quyen และคณะ(1999) ไดทําการโคลนยีนไลเปสจาก Pseudomonas cepacia ลงไปใน 
E. coli ดวยเวกเตอรลูกผสม pCYTEXP1 โดยควบคุมการแสดงออกของยีนดวย โปรโม
เตอรที่มีความแข็งแรง และถูกชักนําใหเกิดการผลิตไลเปสดวยอุณหภูมิสูงซึ่งไดจาก λ
phage (PRL) พบวา จะไดไลเปสที่มีคากิจกรรมจําเพาะเทากับ 4,850 ยูนิตตอมิลลิกรัม และ
ผลผลิตที่ไดเทากับ 314,000 ยูนิตตอกรัมเซลลแหง

9.  การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ (Enzyme Purification)
     การทําเอนไซมใหบริสุทธิ์ประกอบไปดวยหลายขั้นตอน โดยในการทําใหบริสุทธิ์เปน
การแยกเอาสารที่ไมใชเอนไซมออกไป โดยวิธีการทําบริสุทธิ์สามารถทําไดหลายวิธี เชน
      9.1 การตกตะกอนโปรตีน (Protein Precipitation)
            การตกตะกอนเปนการแยกเอาโปรตีนที่ไมตองการออกโดยอาศัยคุณสมบัติในการ
ละลายของโปรตีน โดยสารที่จะใชในการตกตะกอนโปรตีนไดแก
             9.1.1 ตัวทําละลายอินทรีย เชน เอทธานอล (ethanol) เมทธานอล (methanol)      
โพรพานอล (propanol) ไอโซโพรพานอล (iso-propanol) อีเทอร (ether) อะซีโตน
(acetone)  และ เฮกเซน (hexane) เปนตน
             9.1.2 เกลือบางชนิด เชน เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) เกลือ
โซเดียมฟอสเฟต (sodium phosphate) เปนตน
             9.1.3 สารอื่นๆ เชน polyethylene glycol (PEG), เคซีน (casein) และ diatomaceous 
earth เปนตน (Scopes, 1978)

โดยในการตกตะกอนโปรตีนอาจใชวิธีใดวิธีหนึ่งหรืออาจใชหลายๆวิธีรวมกันก็ได 
แตโดยทั่วไปสารที่นิยมใชในการตกตะกอนโปรตีนคือ เกลือแอมโมเนียมซัลเฟต เนื่องจาก
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตมีคุณสมบัติที่ดีดังตอไปนี้ (Scopes, 1978)



1. มีความสามารถในการละลายที่สูง (4 โมลาร)
2. ใชอุณหภูมิในการละลายต่ํา
3. เพิ่มการไมละลายระหวางโปรตีนกับโปรตีน
4. ทําใหสารละลายที่ไดมีความหนืด และความหนาแนนต่ําทําใหสามารถ

แยกสารที่ตองการไดงาย
โดยเปอรเซ็นตความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในชวงตางๆที่ใชในการตก

ตะกอนไลเปสแสดงดังตารางภาคผนวกที่ 7
       9.2 การกําจัดเกลือ (Desalting)
             เปนการแยกอนุภาคเกลือออก ซึ่งสามารถทําโดยวิธีไดอะไลซิส (dialysis) ซึ่งเปน
การแยกสารที่มีขนาดโมเลกุล เล็กออกจากสารที่มีขนาดโมเลกุลใหญโดยใช   
semipermeable membrane ไดแก cellophane bag หรือ cellulose-based dialysis tube 
(Araujo and D’Souza, 1986; Grabski and Jeffries, 1991 อางโดย สมรักษ พันธผล, 2537) 
นอกจากนี้ยังสามารถกําจัดเกลือโดยใชการกรองผานเม็ดเจล (gel filtration) โดยเปนการ
แยกสารโดยอาศัยความแตกตางของขนาดโมเลกุลโมเลกุลของสารที่มีขนาดใหญกวารู
พรุนของเม็ดเจลจะถูกชะออกมาดวยสารละลายบัฟเฟอรกอนโมเลกุลของสารที่มีขนาดเล็ก
ที่สามารถผานเขาไปในรูพรุนของเม็ดเจลได เนื่องจากอนุภาคของเกลือมีขนาดเล็กจึงทําให
ถูกชะออกมาในชวงหลัง โดยตัวอยางเม็ดเจลที่ใชในการกําจัดเกลือ ไดแก  Sephadex G-25 
, Sephadex G-50 , BioGel P-6DG และ BioGel P2 (Hurst et al., 1977; Ricardo et al., 
1985; Matanguihan et al., 1985; Huang et al., 1991; Ito et al., 1992 อางโดย สมรักษ 
พันธผล, 2537)
       9.3 คอลัมนโครมาโตกราฟ (Column Chromatography)
                วิธีการที่นิยมใชในการทําโปรตีนใหบริสุทธิ์วิธีหนึ่ง คือ การทําโครมาโตกราฟ 
โดยวิธีการแยกโดยวิธีนี้มีหลายแบบ เชน adsorption chromatography, partition 
chromatography, affinity chromatography, ion exchange chromatography และ gel 
filtration chromatography ซึ่งในการแยกสารจากวิธีทั้งหมดนี้จะเกี่ยวของกับการแยกสาร
ตามความแตกตางของ ประจุ ขนาด รูปราง คุณสมบัติในการละลายและการดูดซับ และ



ตารางที่ 7  ชวงเปอรเซ็นตความอิ่มตัวที่ใชในการตกตะกอนโปรตีนของไลเปส
แหลงเอนไซม เปอรเซ็นตความอิ่มตัว เอกสารอางอิง

ของแอมโมเนียมซัลเฟต
Pseudomonas fluorescens Strain 2D 80 %         Makhzoum et al., 1996
Pseudomonas fragi CRDA 037         Schuepp et al., 1997

Exolipase 20-40 %
Endolipase 20-60 %

Rhizopus oryzae 30 %         Hiol et al., 2000
Candida rugosa 60 %          Pernas et al., 2000

ความจําเพาะของโมเลกุลที่ตองการแยก (Plummer, 1987) โดยการแยกดวยวิธี ion
exchange chromatography เปนการแยกสารโดยอาศัยความแตกตางของประจุบนโมเลกุล
ของสารที่ตองการแยก โดยสารที่มีประจุตางจากตัวคํ้าจุนจะจับอยูกับตัวคํ้าจุน โดยตัวคํ้า
จุนจะมีรูพรุน และประจุ ซึ่งเรียกตัวคํ้าจุนนี้วา ion exchange resin โดย เรซินที่ใชมีอยูดวย
กัน 2 ชนิด (ตารางที่ 8) ไดแก เรซินที่มีประจุบวกซึ่งจะใหโมเลกุลที่มีประจุลบมาจับ 
(anion exchange resin) และเรซินที่มีประจุลบซึ่งจะใหโมเลกุลที่มีประจุบวกมาจับ (cation 
exchange resin)  และการทํางานของ anion exchanger แสดงในรูปที่ 3

การทําไลเปสใหบริสุทธิ์สามารถใชเทคนิคทางโครมาโตกราฟหลายชนิดรวมกัน 
โดยตัวอยางการแยกไลเปสใหบริสุทธิ์จากจุลินทรียมีดังตอไปนี้
      Makhzoum และคณะ (1996) แยกไลเปสจาก Pseudomonas fluorescence Strain 2D 
โดย hydrophobic interaction chromatography (HIC) พบวา เอนไซมที่ไดประกอบไปดวย 
2 หนวยยอย ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุล 135,000 และ 42,000 ดาลตัน เมื่อทดสอบผลของสาร
เคมีที่มีตอกิจกรรมของไลเปส พบวา PMSF จะยับยั้งการทํางานของเอนไซมเพียงเล็กนอย 
สวน EDTA และ phenanthroline จะยับยั้งการทํางานของเอนไซม
      Hiol และคณะ (1999) ไดทําการศึกษาการผลิตไลเปสจาก Mucor hiemalis f. hiemalis 
ที่ไดจากผลปาลมโดยใชน้ํามันเรพซีดเปนตัวกระตุนการผลิตเอนไซม และตกตะกอน
เอนไซมดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ระดับความอิ่มตัว 40-70 เปอรเซ็นต แลวนําไปทํา



ตารางที่ 8  Functional group ของ ion-exchanger
Anion exchangers structure type

Quaternary aminoethyl (QAE) Strong

Diethylaminoethyl (DEAE) Weak

Cation exchangers structure type

Sulphopropyl (SP) Strong
Phospho (P) Strong
Carboxymethyl (CM) Weak

ที่มา : Plummer (1987)

ใหบริสุทธิ์ดวย Sephadex G-75 chromatography, Q-Sepharose chromatography และ 
Sephacryl S-200 chromatography และนําไปวิเคราะหกิจกรรมจําเพาะของเอนไซม พบวา
ไลเปสที่ไดมีคากิจกรรมจําเพาะเทากับ 6,153 ยูนิตตอมิลลิกรัม และมีน้ําหนักโมเลกุล
ประมาณ 49 กิโลดาลตัน เมื่อทดสอบถึงผลของสารลดแรงตึงผิว เชน taurocholic acid, 
Triton X-100 และ Tween 20 พบวา จะยับยั้งการทํางานของเอนไซม  สวน EDTA, PMSF,
ρ-chloromercuribenzoic และ Benzamidine จะไมมีผลตอการทํางานของเอนไซม
      Abramic และคณะ (1999) ไดทําแยกไลเปสจาก Streptomyces rimosus R6-554W ดวย
โคลัมนโครมาโตกราฟชนิด DEAE-cellulose, CM-cellulose, hydroxylapatite, Mono S 
(fast protein liquid chromatography) และ Sephadex G-75 ตามลําดับ เอนไซมมีน้ําหนัก



รูปที่ 3 ข้ันตอนการแลกเปลี่ยนประจุของ anion exchanger
ที่มา : Plummer (1987)



โมเลกุล 27,500 ดาลตัน โดยวิธี SDS-PAGE เอนไซมที่ไดสามารถทําปฏิกิริยากับ triolein
และ ρ-nitrophenyl ester  โดยเอนไซมจะทํางานไดดีกับสับสเตรทที่มีหมูเอซิลที่มีจํานวน
คารบอน C8-C12 เมื่อทดสอบถึงผลของสารเคมีโดยเอนไซมถูกยับยั้งการทํางานอยางไมรุน
แรงดวย Dithiothreitol สวน PMSF จะยับยั้งการทํางานของเอนไซมเพียงเล็กนอยเมื่อเติม
ลงไประหวางการทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส
      Dharmsthiti และ Luchai (1999) ไดทําการผลิตไลเปสจาก Bacillus sp. THL027 โดย
เพาะเลี้ยงใน MGRS ซึ่งประกอบไปดวย 2 เปอรเซ็นต สารละลายบัฟเฟอรที่มีสวน
ประกอบของ Na2HPO4 7.3 เปอรเซ็นต KH2PO4 3.2 เปอรเซ็นต พีเอช 7.2 FeSO4 40 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  MgSO4 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (NH4)2SO4 0.1 เปอรเซ็นต 
NaCl 3 เปอรเซ็นต glucose 0.1 เปอรเซ็นต น้ํามันรําขาว 1.0 เปอรเซ็นต และ รําขาว 0.5 
เปอรเซ็นต แลวแยกไลเปสใหบริสุทธิ์ดวย gel filtration chromatography โดยไลเปสที่ไดมี
น้ําหนักโมเลกุล 69 กิโลดาลตัน และเมื่อทดสอบถึงผลของไอออนของโลหะหนักตอการ
ทํางานของเอนไซม พบวา Fe3+ จะลดการทํางานของเอนไซมลง 54 เปอรเซ็นต Cu2+ และ 
Co2+ ทําใหกิจกรรมของเอนไซมสูงกวา 85 เปอรเซ็นต แต EDTA จะยับยั้งการทํางานของ
เอนไซม ซึ่งชี้ใหเห็นวาเอนไซมที่ไดจัดเปน metalloenzyme และเอนไซมมีความจําเพาะ
แบบ 1,3-position
      Mitsuhashi และคณะ (1999) ไดทําแยกไลเปสจาก Acenetobacter nov. sp. Strain 
KM109 โดยคอลัมนโครมาโตกราฟชนิด Sepharose CL-6B, DEAE-Sephacel, Gel 
filtration HPLC และ Mono Q พบวาเอนไซมมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 62,000 ± 1,000
ดาลตัน
      Hiol และคณะ (2000) ไดทําการแยกไลเปสจาก Rhizopus oryzae ที่แยกไดจากผล
ปาลม โดยตกตะกอนเอนไซมดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในชวงความเขมขน 30-75 
เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และนําตะกอนที่ไดมาทําบริสุทธิ์ตอโดย 
Sulphopropyl-Sepharose chromatography, Sephadex G-75 gel filtration และ 
Sulphopropyl-Sepharose chromatography ครั้งที่สอง ตามลําดับ แลวนําไลเปสที่ไดไป
ศึกษาน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี SDS-PAGE พบวา ไลเปสที่ผานการทําบริสุทธิ์จะมีคา       
กิจกรรมจําเพาะเทากับ 8,800 ยูนิตตอมิลลิกรัม และมีน้ําหนักโมเลกุลเทากับ 32 กิโลดาล



ตัน เมื่อทดสอบผลของสารเคมี และไอออนของโลหะหนักตอการทํางานของเอนไซม พบ
วา Triton X-100, SDS และไอออนของโลหะหนัก เชน  Fe3+, Cu2+, Hg2+ และ Fe2+ จะ
ยับยั้งการทํางานของเอนไซม
      Kamini และคณะ (2000) ไดทําการศึกษาการผลิตไลเปสจาก Cryptococcus sp S-2 โดย
พบวา น้ํามันปลาซารดีน น้ํามันถั่วเหลือง และน้ํามันโอเลอีน จะเปนตัวกระตุนใหมีการ
ผลิตไลเปสไดอยางมีประสิทธิภาพ และนําไลเปสที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์โดย SP-5PW
Cation exchanger chromatography และชะดวย linear gradient ของสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร พีเอช 7.0 ที่ประกอบไปดวย 0.5 M NaCl พบวา ไลเปสที่ไดมีคากิจกรรมจําเพาะ
เทากับ 864.98 ยูนิตตอมิลลิกรัม และเมื่อนําไปศึกษาน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี SDS-PAGE 
พบวา เอนไซมมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 22 กิโลดาลตัน

10. การนําไลเปสไปใชประโยชน
      ไลเปสที่ไดจากพืช สัตว และจุลินทรีย สามารถนําไปใชประโยชนไดอยางมากมายใน
อุตสาหกรรมดานตางๆ (ตารางที่ 9) โดยไลเปสที่ไดจากจุลินทรียเปนที่สนใจมากที่สุดใน
การนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม เนื่องจากไลเปสที่ไดจากจุลินทรียตางชนิดกันก็จะมี
คุณสมบัติในการทํางานและความคงตัวที่แตกตางกัน โดยประโยชนของไลเปสมีดังนี้
       10.1 การยอยสลายไขมัน

   ไลเปสจะสามารถยอยสลายไขมัน หรือ น้ํามันใหไดเปนกรดไขมัน และกลีเซอ
รอล ซึ่งเปนตัวสําคัญในการใชประโยชนในอุตสาหกรรม เชน การนํากรดไขมันมาใชใน
การผลิตสบู โดยไลเปสที่ใชสําหรับวัตถุประสงคนี้ไดมาจาก Candida rugosa (Hoq  et al., 
1985) และในปจจุบันไดมีการสนใจในการศึกษาเกี่ยวกับการผลิตกรดไขมันและกลีเซอ
รอลในทางอุตสาหกรรมมากขึ้นโดยไดมีการใชเอนไซมไลเปสที่สามารถทํางานไดดีที่
อุณหภูมิสูงในการยอยสลายไขมันจากสัตวซึ่งมีจุดหลอมเหลวสูง (Garcia  et  al., 1995)
       10.2 อุตสาหกรรมเครื่องหนัง
               ในกระบวนการผลิตเครื่องหนังจะมีข้ันตอนการเอาไขมันสวนที่เหลือ และ
โปรตีนที่เสียรูปที่ติดอยูบริเวณหนัง และขนออก ซึ่งการกําจัดไขมัน และโปรตีนออกจาก



หนังสัตวโดยวิธีการทางเคมีจะมีประสิทธิภาพต่ํา (Seitz, 1974) แตปจจุบันไดมีการ
ประยุกตใชเอนไซมผสม ระหวางไลเปสกับเอนไซมโปรติเอส มาใชในการกําจัดไขมัน 
และโปรตีนออกไปจากหนังสัตว (Posorskl, 1984; Figurin, 1990; Christner, 1991; 
Gandhi, 1997)
      10.3 การบําบัดของเสีย

  ไดมีการนําไลเปสมาใชประโยชนในการบําบัดของเสียในขบวนการบําบัดแบบ
ใหอากาศซึ่งในกระบวนการบําบัดของเสียแบบใหอากาศจะเกิดแผนคราบไขมันบริเวณผิว
สัมผัสของๆเสียกับอากาศทําใหการถายเทอากาศเปนไปไดไมดีซึ่งในอดีตไดทําการแกไข
ปญหานี้โดยการตักเอาคราบของไขมันออก แตพบวาการใชไลเปสนั้นจะใหผลที่ดีกวา 
โดยไลเปสที่ใชในการบําบัดของเสียนี้ไดจาก Cadida rugosa ซึ่งตอมาไดมีการผลิตไลเปส
จากเชื้อตัวนี้ในระดับอุตสาหกรรม โดยมีชื่อทางการคาวา Lipase-MY และไดถูกนําไปใช
ในประเทศอเมริกา (Seitz, 1974; Gandhi, 1997) นอกจากนี้ยังอาจนําไลเปสมาใชในการ
ควบคุมการยอยสลายของเสียในขบวนการไรอากาศได (Godfrey, 1983)
       10.4 เปนสวนผสมของสารซักลาง

   ปญหามลภาวะทางน้ําเปนปญหาสิ่งแวดลอมที่สําคัญมากโดยไดมีการพยายามที่
จะลดการใชสารทําความสะอาดที่มีสารเคมีที่ยอยสลายไดยากโดยธรรมชาติ ดังนั้นจึงมี
การนําเอาความรูทางดานเทคโนโลยีเอนไซมมาใชประโยชน โดยนําเอนไซมมาเปนสวน
ผสมในสารซักล า ง เพื่ อลดปริมาณสาร เคมีที่ เปนส วนผสมใหลดนอยลงและ                      
อุตสาหกรรมสารซักลางมากมายที่ไดนําเทคโนโลยีนี้ไปใชในการผลิตสารซักลางที่มีสวน
ผสมของเอนไซม โดยเอนไซมที่ไดนํามาใชเปนสวนผสมนั้นไดมาจาก Chromobacterium 
viscosum (Minoguchi, 1989; Gandhi, 1997) และ Candida (Nishioka, 1990)
       10.5 การสรางกลิ่นรสในอุตสาหกรรมนม และผลิตภัณฑจากนม
               ไดมีการใชไลเปสเพื่อปรับปรุงกลิ่นรสของผลิตภัณฑจากนมตางๆ เชน เนยแข็ง 
เนยเหลว มาการีน และนอกจากนี้ยังใชในการปรับปรุงลักษณะเนื้อสัมผัสของนมซึ่งเปน
ผลมาจากไขมัน โปรตีน และน้ําตาลแล็กโตสที่มีอยูในน้ํานม และนอกจากนี้แลวยังไดนํา
ไลเปสมาใชรวมกับเอนไซมโปรติเอสในการตกตะกอนนม และปรับปรุงกลิ่นรสของนม 
และยังไดมีการนําไลเปสมาใชในขบวนการผลิตครีมเทียมใหมีกลิ่นรสที่ดีข้ึนและให



ตารางที่ 9 การนําไลเปสจากจุลินทรียไปใชในอุตสาหกรรม
Industry   Effect   Product

Dairy Hydrolysis of milk fat Flavour agents
Cheese ripening Cheese
Modification of butter fat Butter

Bakery Flavour improvement and Bakery products
Shelf life prolongation

Beverage Improved aroma Beverages
Food dressing Quality improvement               Mayonnaise, dressing

and whipped toppings
Health food Transesterification Health foods
Meat and fish Flavor development and fat               Meat and fish products

removal
Fat and oils Transesterification               Cocoa butter,margarine

Hydrolysis Fatty acids, glycerol,
mon- and diglycerides

Chemical Enantioselectivity Chiral building blocks
and chemicals

Synthesis Chemicals
Pharmaceutical Transesterification Specialty lipids

Hydrolysis Digestive aids
Cosmetics Synthesis Emulsifier,

moisturizing agents
Leather Hydrolysis Leather products
Paper Hydrolysis Paper products
Cleaning Hydrolysis Removal of cleaning

agents, e.g. surfactants
ที่มา : Godtfredsen, 1993



ความหวานต่ํา (Colburn, 1969; Gandhi, 1997) และยังนําไลเปสมาใชในอุตสาหกรรมการ
ผลิตของหวาน เชน ช็อคโกแล็ต โดยใหไลเปสมาทําใหเกิดกลิ่นรสในนมช็อคโกแล็ต     
คาราเมล และทอฟฟ และนอกจากนี้ยังมีการนําไปใชในอุตสาหกรรมอื่นๆอีก เชน          
อุตสาหกรรมขนมอบ อุตสาหกรรมผลิตน้ําสลัด อุตสาหกรรมการผลิตน้ํามันขาวโพด     
อุตสาหกรรมการผลิตไสกรอก อุตสาหกรรมขนมขบเคี้ยว และอุตสาหกรรมสบู
      10.6 อุตสาหกรรมอาหาร และอาหารสัตว

  มีการนําไลเปสมาใชในการบมเนื้อใหมีความนิ่มเพื่อลดระยะเวลาในการเกิดการ
เกร็งตัวของเนื้อสัตว ใชในอุตสาหกรรมผักดอง อุตสาหกรรมการผลิตน้ํานมถั่วเหลือง และ
ยังไดมีการนําไลเปสมาทําการผลิตอาหารสุนัขที่มีปริมาณไขมันต่ํา นอกจากนี้ไดมีการนํา
ไลเปสที่ไดจากตับออนมาใชรวมกับเอนไซมโปรติเอสในอุตสาหกรรมการผลิตอาหาร
สัตวตางๆ (Gandhi, 1997)
      10.7 อุตสาหกรรมเภสัชกรรม

  เนื่องจากคารโบไฮเดรต และโปรตีนเปนองคประกอบหลักของวัสดุชีวภาพซึ่ง
นอกจากนี้ยังรวมไปถึงไขมันตางๆดวย ซึ่งทั้งสามองคประกอบนี้จะมีผลตอการนําไปใช
เปนสวนประกอบของรางกาย การยอยสลาย และการดูดซึมตางๆ ซึ่งไดมีการพยายามใน
การหาสารซึ่งมีประโยชนตอรางกาย ซึ่งไดมีการใชคุณสมบัติในการเกิด selective 
esterification ของไลเปสมาใชในการทําบริสุทธิ์กรดไขมันไมอ่ิมตัว (polyunsaturated fatty 
acid หรือ PUFA) ไดแก การทําบริสุทธิ์ Docosahecaenoic acid (DHA) และ 
Ecosapentaenoic acid (EPA) จากน้ํามันปลาทูนา ซึ่งมีบทบาทสําคัญตอการพัฒนาการของ
สมอง และระบบประสาทสําหรับการมองเห็นของทารกในครรภมารดา (Lawson and 
Hughes, 1988)
      10.8 การประยุกตใชในทางอื่นๆ

  ไดมีการใชประโยชนจากไลเปสในการนําไปผลิตสารที่ใชในการกําจัดวัชพืช
ตางๆ (Guit et al., 1991) และยังมีการใชไลเปสจาก Mucor miehei ที่ถูกการตรึงในการ
สังเคราะหไตรกลีเซอไรดจากกลีเซอรอล (Ergan  et  al., 1990)



11. แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง (thermophilic bacteria)
      จุลินทรียในกลุมนี้จะมีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญสูงกวา 55 องศาเซสเซียส แตที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสก็ยังสามารถเจริญได โดยแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิสูงในการ
เจริญ เชน Thermus sp. (กนกพร บุญเผื่อน, 2534), B. stearothermophilus, B.
thermocatenulatus, Clostridium (VanDermark and Batzing, 1987) โดยสวนมากจุลินทรีย
พวกโปรคารีโอต (procaryotes) ที่จะสามารถเจริญไดในอุณหภูมิสูง แตก็มีพวกยูคาริโอต 
(eukaryotes) บางชนิดที่สามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 55 ถึง 60 องศาเซลเซียส (Brock, 
1986)

12. การแบงกลุมแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญไดในอุณหภูมิสูง
      แบคทีเรียที่สามารถเจริญไดในอุณหภูมิสูงแบงไดเปน 3 กลุม (รูปที่ 4) ดังนี้
      12.1 แบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง (thermotolerant หรือ thermoduric)

  เปนแบคทีเรียที่สามารถมีชีวิตอยูรอดไดที่อุณหภูมิ 50 ถึง 60 องศาเซลเซียส แต
อุณหภูมิที่ทําใหอัตราการเจริญสูงสุดของแบคทีเรียในกลุมนี้จะอยูที่อุณหภูมิต่ํากวา 50-60 
องศาเซลเซียส ซึ่งแบคทีเรียในกลุมนี้ไดแก Streptococcus thermophilus, Lactobacillus 
bulgaricus, L. lactis, Bacillus cereus, B. licheniformis, B. subtilis, B. coagulans, B. 
polymyxa, Clostridium butyricum, C. sporogens (วิลาวัณย เจริญจิระตระกูล, 2539)
Micrococcus sp., Mycobacterium sp. (Brock 1986; Ketchum, 1988) โดยแบคทีเรียในกลุม
นี้เปนพวกที่มีบทบาทสําคัญในการทําอาหารที่ผานการพาสเจอไรส
      12.2 แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงปานกลาง (moderate thermophile)

  แบคทีเรียในกลุมนี้บางชนิดจัดเปน แฟคคัลเทตีฟเทอรโมไฟล (facultative 
thermophiles) ซึ่งสามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิปานกลางถึงอุณหภูมิสูง โดยจะมีอัตรา
การเจริญสูงสุดที่อุณหภูมิสูงกวา 50-60 องศาเซลเซียส
      12.3 แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง (obligate หรือ extreme thermophiles )

  เปนแบคทีเรียที่สามารถดํารงชีวิตในที่ที่มีอุณหภูมิสูงเทานั้น โดยไมสามารถเจริญ
ไดที่อุณหภูมิต่ํากวา 50-60 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ยังมีแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิสูงยิ่ง
ยวด (hyperthermophiles) โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของแบคทีเรียกลุมนี้อยูใน



ชวง 80-110 องศาเซลเซียส ซึ่ง Brock (1986) ไดรายงานวา จุลินทรียที่สามารถเจริญไดที่
อุณหภูมิน้ําเดือดลวนเปนจุลินทรียที่อยูในกลุม อาคีแบคทีเรีย (archaebacteria) ซึ่งการที่
แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงสามารถดํารงชีวิตในสภาวะที่มีอุณหภูมิสูงนั้น เนื่องจากโครง
สรางของไขมันที่ผนังเซลล ซึ่งประกอบดวย กรดไขมันประเภทอิ่มตัว (saturated fatty 
acid) กรดไขมันที่มีกิ่งกานสาขา และกรดไขมันสายยาวในสัดสวนที่สูง โดยการขนสงสาร
ตางๆผานเขาออกเซลลจะตองใหผนังเซลลอยูในสภาวะกึ่งของเหลว (semifluid state) โดย
สภาวะกึ่งของเหลวของผนังเซลลนี้ข้ึนกับอุณหภูมิของสิ่งแวดลอม และคุณลักษณะทาง
เคมีของไลปด ผนังเซลลที่ประกอบไปดวยกรดไขมันอิ่มตัวสายยาว และกรดไขมันที่มีกิ่ง
กานสาขาในสัดสวนที่สูงจะมีสภาวะเหลวที่อุณหภูมิสูงเทานั้น ดังนั้นแบคทีเรียชอบ
อุณหภูมิสูงจึงสามารถดํารงชีวิตไดในชวงอุณหภูมิสูงเทานั้น และเมื่อพิจารณาความแตก
ตางทางธรรมชาติของโปรตีน และเอนไซมพบวา คุณสมบัติหลายขอของโปรตีน และ
เอนไซมของแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิสูง เชน น้ําหนักโมเลกุล องคประกอบหนวยยอย 
(subunit composition) และผลของสารแอลโลสเตอริก (allosteric effector) ที่มาจับ 
คลายคลึงกับแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิสูงปานกลาง แตกลับมีความเสถียรที่อุณหภูมิสูง จึง
ควรเปนผลมาจากลําดับของกรดอะมิโนในสายเปปไทด ซึ่งจะมีผลตอโครงสรางตติยภูมิ 
(tertiary structure) และโครงสรางจตุรภูมิ (quaternary structure) ทําใหโมเลกุลของโปรตีน
มีความแข็งแรง และยืดหยุนต่ําภายใตระดับอุณหภูมิปานกลาง แตสามารถทํางาน และ
เสถียรภาพภายใตอุณหภูมิสูง (VanDermak and Batzing, 1987)

11. แบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงที่ผลิตไลเปส
      กนกพร บุญเผื่อน และคณะ(2534) ไดทําการคัดเลือกจุลินทรียจากแหลงน้ําพุรอนใน
จังหวัดเชียงใหมที่ผลิตไลเปส และไดทําการศึกษาลักษณะ และสมบัติของไลเปสที่ไดจาก 
Thermus P1, Thermus F11 และ Bacillus T20 พบวา ทั้งสามสายพันธุจะมีสภาวะในการ
เจริญใกลเคียงกัน คือ อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส และ pH 7.2-7.4 โดยไลเปสชอบอุณหภูมิ
สูงของ Thermus P1 มีคากิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุด คือ 5.3 ยูนิตตอมิลลิลิตรที่อุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส และ pH 5.6



รูปที่ 4 ลักษณะการเจริญของจุลินทรียที่อุณหภูมิสูง
ที่มา : Brock (1986)

      Schmidt-Dannert และคณะ(1994) ไดทําการคัดเลือกแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูง 15 สาย
พันธุ และพบวา มีเพียง 5 สายพันธุที่มีกิจกรรมของไลเปส โดยใน 5 สายพันธุนี้มี Bacillus 
thermocatenulatus ผลิตไลเปสไดสูงที่สุด คือ 0.1 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อทําการเพาะเลี้ยง
เปนเวลา 48 ชั่วโมงที่ pH 6.5 และอุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส
      Kim และคณะ(1994) ไดคัดเลือกแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงที่ผลิตไลเปสจากดินบริเวณ
น้ําพุรอนในประเทศเกาหลี พบวา Bacillus sp. strain 398 สามารถผลิตไลเปสไดมากที่สุด 
โดยเอนไซมจะทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และเอนไซมมีความคงตัวในชวง 
pH 4-11 อีกทั้งเอนไซมจะไมเสียกิจกรรมเมื่อทําการบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 30 นาที
      Handelsman และ Shoham (1997) ไดทําการคัดเลือกแบคทีเรียชอบอุณหภูมิสูงจากตัว
อยางที่มีน้ํามันปนเปอนในประเทศอิสราเอล ไดแบคทีเรียที่สามารถเจริญที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส โดยสายพันธุ H1 สามารถผลิตไลเปสไดมากที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 
Tween 80 ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน ซึ่งสามารถจัดจําแนกเปน
Bacillus sp. โดยสามารถผลิตไลเปสได 0.4 ยูนิตตอมิลลิลิตร หลังจากการเพาะเลี้ยงเปน



เวลา 36 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดยไลเปสที่ไดมีความคงตัวสูงที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส ในชวง pH 6.5-9.0
      Dharmsthiti และ Luchai (1999) ไดทําการผลิตไลเปสจาก Bacillus sp. THL027 โดย
ทําการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  และนํา ไล
เปสที่ไดมาทําบริสุทธิ์ และศึกษาคุณลักษณะของไลเปสที่ได พบวา เอนไซมทํางานไดดีที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 และเอนไซมมีความคงตัวที่อุณหภูมิ 60-75 องศา
เซลเซียส



วัตถุประสงค

1. โคลนยีนไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a เขาสู Escherichia coli
2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตไลเปสจาก Bacillus sp. UN16a
3. การทําบริสุทธิ์ไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp. UN16a
4. ศึกษาคุณสมบัติบางประการของไลเปสบริสุทธิ์




