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บทคัดยอ 

  การหาสภาวะที่ เหมาะสมของสูตรอาหารเพื่อผลิตเอนไซมไลเปสของตัวเซลลยีสต 

Rhodotorula mucilagenosa โดยใชแบบแผนการทดลองทางสถิติ Taguchi method ในการคัดเลือก

ปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมไลเปสและปจจัยที่สงผลตอการนําตัวเซลลยีสตไปเรงในปฎิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพื่อสังเคราะหเมทิลเอสเทอร  ซ่ึงปจจัยของน้ํามันปาลม แอมโมเนียมไน    

เตรทและกัมอะราบิก เปนปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมไลเปสของตัวเซลลยีสตและสงเสริมให

ตัวเซลลยีสตมีการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติและเมื่อนําทั้ง 3 

ปจจัย มาหาระดับความเขมขนที่เหมาะสมดวยวิธี Response Surface Methodology (RSM) พบวา  

น้ํามันปาลมเขมขน 2.10 เปอรเซ็นต, แอมโมเนียมไนเตรท 0.20 เปอรเซ็นต และกัมอะราบิก 0.45 

เปอรเซ็นต  ใหคากิจกรรมไฮโดรไลซิสเอนไซมไลเปสของตัวเซลลสูงสุด เทากับ 41.50 ยูนิตตอ

กรัมเซลลแหง โดยใหปริมาณเซลลแหง เทากับ 6.57 กรัมตอลิตร ซ่ึงคิดเปนคากิจกรรมทั้งหมดของ

ตัวเซลลเทากับ 272.72 ยูนิตตอลิตร โดยเลี้ยงเซลลในเครื่องเขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 

60 ช่ัวโมง จากนั้นนําตัวเซลลที่เล้ียงในสภาวะที่เหมาะสมดังกลาวไปสังเคราะหเมทิลเอสเทอร 

พบวา ปริมาณเมทิลเอสเทอรเพิ่มขึ้นเปน 92.98 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับอาหารสูตรเดิมจาก 84.0 

เปอรเซ็นต ภายใตสภาวะในการทําปฎิกิริยาเดียวกัน โดยเมทิลเอสเทอรที่เปนองคประกอบหลัก คือ 

โอเลอิกเมทิลเอสเทอร, ปาลมมิติกเมทิลเอสเทอร, ลิโนเลอิกเมทิลเอสเทอรและสเตียริกเมทิลเอส

เทอร  ซ่ึงมีปริมาณเทากับ 40.12, 37.86, 11.11 และ 4.83 เปอรเซ็นตตามลําดับ 

  การคัดเลือกวัสดุที่เหมาะสมเพื่อมาใชในการตรึงเซลลยีสตแบบดูดซับโดยอาศัยการเลี้ยง

รวมในสูตรอาหารที่เหมาะสม  พบวา ฟองน้ําจากเสนใยเซลลูโลสใหปริมาณเซลลในการยึดเกาะ

สูงสุดและสามารถเกิดปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นได โดยตัดใหมีรูปรางขนาด 0.25×0.5×0.5 
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เซนติเมตร มาเล้ียงรวมในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหาร 200 มิลลิลิตร สงผลใหมี

ปริมาณเซลลและกิจกรรมของเอนไซมในวัสดุพยุงเทากับ 14.77 มิลลิกรัมเซลลแหงตอกรัมวัสดุ

พยุงและ 5.92 ยูนิตตอกรัมเซลลแหงในวัสดุพยุง ตามลําดับ เมื่อนําวัสดุที่ผานการตรึงเซลลดังกลาว

มาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเมทิลเอสเทอรจากน้ํามันปาลม พบวา สภาวะที่มีน้ํามันปาลม

อัตราสวนโมลตอเมทานอล 1:12 เปนสับสเตรท จะตองใชปริมาณวัสดุที่ถูกตรึงเทากับ 2.0 กรัมตอ

กรัมสับสเตรท ในสภาวะที่มีน้ําในระบบ 10 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซสเซียส บนเครื่อง

เขยาตอเนื่อง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง สามารถผลิตเมทิลเอสเทอร 16.50  เปอรเซ็นต 
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ABSTRACT 

  Rhodotorula mucilagenosa P11I89 isolated from oil-contaminated soil was 

effectively used as the methanol-tolerant, whole-cell lipase for the synthesis of fatty acid methyl 

ester (FAME) via tranesterification reaction with palm oil and methanol as substrates. 

Statistically-based experimental designs with the combination of Taguchi experimental design 

and response surface methodology were applied to systemically enhance the production of the 

whole-cell lipase or cell bound lipase (CBL) from Rhodotorula mucilagenosa P11I89.   The 

impact of four factors including carbon source, nitrogen source, surfactant and pH on production 

of CBL were evaluated using Taguchi design. Palm oil, NH4NO3 and gum arabic showed 

favorable conditions for CBL activity and transesterification synthetic activity. After analysis 

with screened by Taguchi design, concentrations of palm oil, NH4NO3 and gum arabic were 

selected for Central Composite Design (CCD). Maximal CBL activity of 41.50 U/g DCW and 

biomass concentration of 6.57 g/L (total CBL activity yield = 272.72 U/L) were obtained at 60 h 

of growth in the cultivation medium containing palm oil 2.1%, NH4NO3 0.2%, and gum arabic 

0.45% with initial pH 5.0 at temperature of 30 ± 2 ˚C under shaking speed of 200 rpm. The 

optimized cells increased the synthesis of fatty acid methyl ester from 84.0% to 92.98% yield 

compared to cells cultivated in the initial medium, when the transesterification reaction was 

carried out for 72 h in the presence of palm oil and methanol (1:9 mole ratio). Major 

compositions of biodiesel were 40.12% oleic acid methyl ester, 37.86 % palmitic acid methyl 

ester, 11.11 % linoleic acid methyl ester and 4.83 % stearic acid methyl ester. 
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  The co-immobilized cells with different biomass support particles (BSPs) were 

cultivated in 500 ml flasks containing 200 ml of optimized medium. The highest hydrolysis 

activity of immobilized cells was obtained in 3M cellulose sponge. Moreover, co-immobilization  

with 0.25×0.5×0.5 cm of 3M cellulose sponge 0.6 g yielded high cell contents of 14.77 mg dry 

cell/g BSPs with high hydrolysis activity of 5.92 U/g dry cell in BSPs. The maximum methyl 

ester production of 16.50 % was achieved, when the refined palm oil transesterification was 

carried out in the presence of refined palm oil and methanol at the mole ratio of 1:12 with 10% 

water (addition of 10 % phosphate buffer pH 7.0). The reaction was catalyzed using 2.0 g/g 

substrate of Rhodotorula mucilagenosa immobilized in 3M cellulose sponge (1.394 U of lipase 

activity) under vigorous shaking at 35 °C for 72 h.  
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บทที่ 1 

บทนํา 

บทนําตนเรื่อง 

จากสถานการณปจจุบันประเทศไทยมีความตองการใชน้ํามันเชื้อเพลิงในปริมาณ
มาก โดยเฉพาะน้ํามันดีเซลใชมากถึง 43 ลานลิตรตอวัน คิดเปน 46.6 เปอรเซ็นต ของปริมาณน้ํามัน
ที่ใชภายในประเทศ  (http://www.doeb.go.th/dbd/knowledge/bio-diesel2.htm) มีสัดสวนการใชสูง
กวาน้ํามันเชื้อเพลิงชนิดอื่นๆ ในขณะที่พลังงานเชื้อเพลิงปโตรเลียมที่ไดจากซากฟอสซิล (fossil 
fuel) ซ่ึงเปนแหลงพลังงานสําคัญมีเหลืออยูอยางจํากัดและคาดวาจะหมดไปในอีกไมชานี้ ประกอบ
กับราคาน้ํามันไดมีการปรับตัวสูงขึ้นอยางตอเนื่องและความตองการลดมลพิษเพื่อใหส่ิงแวดลอมดี
ขึ้น จึงไดมีการศึกษาวิจัยและพัฒนาวัตถุดิบภายในประเทศ เชน น้ํามันพืชชนิดตางๆ น้ํามันพืชใช
แลว ฯลฯ มาผลิตเปนไบโอดีเซลใชแทนน้ํามันดีเซล การผลิตไบโอดีเซลจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่ง
ของเชื้อเพลิงที่ใชสําหรับเครื่องยนต โดยนําน้ํามันพืชหรือไขมันสัตวมาทําปฏิกิริยาเคมีดวย
แอลกอฮอลที่เรียกวา ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยมีตัวเรงปฏิกิริยาซึ่งอาจจะเปนสารเคมีที่
เปนกรด (เอซิดคะตะลิสต) หรือสารเคมีที่เปนเบส (อัลคาไลคะตะลิสต) แตปฏิกิริยาเคมีมีขอจํากัด
ในการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา เนื่องจากหากใชน้ํามันพืชหรือไขมันสัตวที่มีปริมาณของกรด
ไขมันอิสระมากและมีน้ําในปฏิกิริยาจะสงผลทําใหเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่นไดเปนผลิตภัณฑพวก
สบู ทําใหตองเสียคาใชจายในการทําบริสุทธิ์ไบโอดีเซลและการบําบัดน้ําเสียที่เกิดจากการทํา
บริสุทธิ์ อีกทั้งการนํากลีเซอรอลออกจากผลิตภัณฑทําไดยาก จึงมีการนําเอนไซมไลเปสเขามาเปน
ตัวเรงปฏิกิริยา พบวาไดผลดีกวาเพราะไดผลผลิตของเมทิลเอสเทอรในปริมาณสูงและนํากลีเซอ-   
รอลกลับคืนมาไดงาย ไมเกิดปฏิกิริยาสปอนนิฟเคชั่นจากการที่มีกรดไขมันอยูในน้ํามันหรือไขมัน 
แตกรดไขมันสามารถเปลี่ยนเปนอัลคิลเอสเทอรไดอยางสมบูรณ สามารถทําปฏิกิริยาไดดีที่
อุณหภูมิหอง จึงทําใหประหยัดพลังงาน แตการใชเอนไซมไลเปสบริสุทธิ์คอนขางที่จะมีตนทุนใน
การผลิตสูง เพราะตองผานขั้นตอนการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์และผานการตรึงกอนนํามาใช จึงทํา
ใหมีการศึกษาหาจุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสเกาะที่ตัวเซลล (cell bound lipase; CBL) 
และนําตัวเซลลไปเรงปฎิกิริยาแทนการใชเอนไซมบริสุทธิ์ จะไดลดตนทุนและขั้นตอนการผลิต   
ไบโอดีเซลใหนอยลง 
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จุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสนั้น มีทั้งแบคทีเรีย รา และยีสต และใน
ปจจุบันในอุตสาหกรรมตางๆ ไดมีการนํายีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสมาใชกันอยางกวางขวาง ไมวา
จะเปนอุตสาหกรรมอาหาร สารซักฟอก ยารักษาโรค เครื่องสําอาง ส่ิงทอ ฯลฯ เนื่องจากยีสตเปน
กลุมของจุลินทรียที่เล้ียงไดงายและเจริญเติบโตไดดี นอกจากนั้นเอนไซมไลเปสที่ยีสตผลิตไดมีคา
กิจกรรมเอนไซมที่สูง ทั้งในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาการสังเคราะหตางๆ ซ่ึงจากการคัด
แยกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสจากแหลงที่มีการปนเปอนน้ํามันปาลม พบวา ยีสตสายพันธุ 
Rhodotorula mucilagenosa เปนยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสเกาะบริเวณผิวเซลล จึงทําใหสามารถใช
ประโยชนจากตัวเซลลในการเรงปฏิกิริยาชีวภาพ (whole cell biocatalyst) ในการผลิตไบโอดีเซล
แทนการใชกรดหรือดาง อีกทั้งยีสตดังกลาวยังสามารถทนตอปริมาณเมทานอลในอัตราสวนโมล
ระหวางน้ํามันปาลมกับเมทานอลคอนขางสูง เทากับ 1:6 (Srimhan et al., 2011) สงผลทําใหอัตรา
การเกิดปฏิกิริยาเปนไบโอดีเซลมากขึ้น ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม
ในการเพิ่มการผลิตเอนไซมไลเปสของตัวเซลลยีสต และศึกษาการนําตัวเซลลยีสตดังกลาวมาตรึง
บนวัสดุตรึงที่เหมาะสมและหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปสและการเรงปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพื่อผลิตไบโอดีเซล ซ่ึงสามารถขยายขนาดของกําลังการผลิตใน
อุตสาหกรรมไดงายและสามารถลดตนทุนในการผลิตไบโอดีเซลโดยใชเทคโนโลยีชีวภาพ 

 

การตรวจเอกสาร 

1.  ปาลมน้ํามัน (Palm Oil) 
ประเทศไทยมีการนําเขาและสงออกน้ํามันปาลมในรูปของน้ํามันปาลมดิบ การ

สงออกน้ํามันปาลมสวนใหญจะอยูในรูปของน้ํามันเมล็ดในปาลมชนิดดิบและไขปาลมสเตียรีน 
(palm stearin) ถึงแมวาปาลมน้ํามันจะมีพื้นที่เพาะปลูกและผลผลิตตอไรสูงกวาพืชน้ํามันชนิดอื่นๆ 
แตเปนผลผลิตทางการเกษตรที่ปลูกขึ้นเพื่อเปนอาหารเทานั้น ไมมีปริมาณมากพอที่จะใชเปน
วัตถุดิบสําหรับผลิตไบโอดีเซล ในขณะนี้กระทรวงเกษตรและสหกรณไดมียุทธศาสตรปาลมน้ํามัน 
สงเสริมการปลูกปาลมน้ํามัน โดยขยายพื้นที่เพาะปลูกอีก 4 ลานไร ภายในป พ.ศ. 2552 เพื่อปอน
การผลิตไบโอดีเซลตามแผนปฏิบัติการไบโอดีเซลของยุทธศาสตรพลังงานทดแทนที่มีเปา
หมายความตองการไบโอดีเซล 8.5 ลานลิตรตอวัน ภายในป พ.ศ. 2555 

ทะลายปาลมสดประกอบดวยผลปาลมจํานวนมากเกาะติดอยูบนกานทะลาย น้ํามัน
เปนสวนที่ไดจากผลปาลม ซ่ึงผลปาลมน้ํามันจะใหน้ํามัน 2 ชนิด คือน้ํามันปาลมและน้ํามันเมล็ดใน
ปาลม น้ํามันปาลมเปนสวนที่สกัดไดจากสวนเปลือกนอกของผลปาลม ขณะที่น้ํามันเมล็ดในปาลม
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สกัดไดจากเมล็ดในของผลปาลม โดยทั่วไปแลวทะลายปาลมสดมีน้ํามันปาลมอยูในปริมาณ 20-21 
เปอรเซ็นต แตในการผลิตในอุตสาหกรรมน้ํามันปาลมของประเทศ โดยเฉล่ียแลวปจจุบันสามารถ
สกัดน้ํามันออกไดเพียง 17 เปอรเซ็นต จากทะลายปาลมสด สําหรับเมล็ดในปาลมมีน้ํามันอยูใน
ปริมาณ 5 เปอรเซ็นต ทะลายปาลมสด หรือมีอยูในปริมาณ 50 เปอรเซ็นต ของเมล็ดในปาลม 

น้ํามันปาลมและน้ํามันเมล็ดในปาลม มีคุณสมบัติทางเคมีที่แตกตางกันอยางมาก 
โดยน้ํามันปาลมมีกรดไขมันที่มีคารบอน 16 ตัว (กรดปาลมมิติก, palmitic acid) เปนองคประกอบ
หลัก 44 เปอรเซ็นต ในขณะที่น้ํามันเมล็ดในปาลมจะมีคุณสมบัติที่คลายคลึงกับน้ํามันมะพราว 
กลาวคือ มีกรดไขมันที่มีคารบอน 12 ตัว (กรดลอริก, lauric acid) เปนองคประกอบหลัก 50.4 
เปอรเซ็นต น้ํามันเมล็ดในปาลมมีองคประกอบของกรดไขมันอิ่มตัวถึง 78.82 เปอรเซ็นต น้ํามัน
ปาลมมีเปอรเซ็นตกรดไขมันอิ่มตัวและกรดไขมันไมอ่ิมตัวในปริมาณที่ใกลเคียงกัน คือ 48.05 และ 
51.95 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และมีลักษณะเปนของเหลวปะปนอยูกับของแข็งที่อุณหภูมิหอง เมื่อจะ
นําน้ํามันปาลมมาบรรจุขวดจําหนายเพื่อใชในการประกอบอาหาร จะตองทําใหน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 
โดยการกําจัดกรด กําจัดสี และกลิ่นกอน จากนั้นจึงทําการแยกสวนของเหลวและของแข็งออกจาก
กัน สวนที่เปนของเหลวที่แยกออกมาเรียกวา น้ํามันปาลมโอลีน สําหรับสวนที่เปนของแข็งเรียกวา 
ปาลมสเตียรีนหรือไขสเตียรีน ซ่ึงสามารถนําไปใชในการทําเนยเทียม ครีมเทียมและสบู โดยทั่วไป
แลว น้ํามันปาลมโอลีน และปาลมสเตียรีน มีปริมาณเปนสัดสวนระหวาง 65-70 เปอรเซ็นต ตอ 30-
35 เปอรเซ็นต ขึ้นอยูกับกระบวนการผลิตของแตละโรงงาน 
 
2.  ไบโอดีเซล 

 ไบโอดีเซล คือ น้ํามันเชื้อเพลิงที่ผลิตจากน้ํามันพืชหรือไขมันสัตว โดยผาน
กระบวนการที่ทําใหโมเลกุลเล็กลง ใหอยูในรูปของเอทิลเอสเทอร (Ethyl esters) หรือ เมทิลเอส
เทอร (Methyl esters) ซ่ึงมีคุณสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซลมาก สามารถใชทดแทนน้ํามันดีเซลได
โดยตรง 

การผลิตไบโอดีเซลโดยใชปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เพื่อใหไดเปนอัลคิล
เอสเทอร สามารถทําไดโดยอาศัยตัวเรงปฏิกิริยา 3 ชนิด 
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                   O                                                                           O 
CH2    O     C     R                                                            CH3  O   C     R          CH2      OH          
                   O                                      catalyst                         O 
CH     O      C     R’    +  3 CH3-OH                                 CH3  O   C      R’  +   CH        OH             
                   O                                                                            O 
CH2    O     C     R’’                                                         CH3  O    C     R’’     CH2       OH 
  Triacylglycerol              Methanol                   Fatty acid methyl esters              Glycerol 
   (Triglyceride)                                                            (FAME) 

Figure 1. The transesterification reactions of triglyceride with alcohol to FAME and glycerol. 
 
 1.  ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบส 

 เบสที่ใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เชน NaOH, KOH, carbonates 
และ alkoxides (sodium methoxide, sodium ethoxide, sodium propoxide, sodium butoxide) 
สามารถเกิดปฏิกิริยาไดเร็ว ใชมากในทางการคา แตหากในปฏิกิริยาที่มีน้ําและกรดไขมันอิสระจาก
น้ํามันก็จะเปนสาเหตุที่ทําใหกรดไขมันสวนหนึ่งกลายเปนสบูได เนื่องจากเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟ
เคชั่น (Wright et al., 1944) ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น จะตองใชแอลกอฮอล 3 โมลตอไตร
กลีเซอไรด 1 โมลไดเปนกรดไขมัน 3 โมลกับกลีเซอรอล 1 โมล ดังสมการ 
 
                           O                                                                                        O 
                    HO-C-R         +        KOH                                             K+ -O-C-R         +      H2O 
                Fatty acid          Potassium Hydroxide                    Potassium soap              Water       
 
              2. ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนกรด 

กรดที่ใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เชน sulfuric, phosphoric, 
hydrochloric, organic acids เกิดปฏิกิริยาชากวาใชดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอ-
ริฟเคชั่นภายใตสภาวะกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาเหมาะสําหรับวัตถุดิบที่มีการปนเปอนสารตางๆ เชน 
sulphur olive oil หรือ น้ํามันใชแลว (Aksoy  et  al., 1988) ซ่ึงการใชกรดจะไปเพิ่มการเกิดเอสเทอร
ของกรดไขมันอิสระได 
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             3. ตัวเรงปฏิกิริยาจากเอนไซมไลเปส 
การใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น มีขอ

ไดเปรียบกวาการใชเบสและกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาหลายประการ เชน อุณหภูมิที่ใชทําปฏิกิริยา
สามารถทําไดที่อุณหภูมิหอง ปฏิกิริยามีความจําเพาะสูง เก็บเกี่ยวกลีเซอรอลไดงาย และการมีน้ําใน
ปฏิกิริยาจะไมทําใหเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่น โดย Table 1 ไดเปรียบเทียบการผลิตไบโอดีเซลที่ใช
ไลเปสกับการใชกรดหรือดางเปนตัวเรงในการทําปฎิกิริยา แตตนทุนในการผลิตไบโอดีเซลโดยใช
เอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาคอนขางสูง เนื่องจากในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใช
ไลเปสที่เปน extracellular enzyme จําเปนตองมีการทําเอนไซมไลเปสใหบริสุทธิ์ ซ่ึงกระบวนการ
ทําบริสุทธิ์คอนขางที่จะซับซอนและยุงยาก นอกจากนี้เอนไซมโดยทั่วไปมักไมคงตัวและคาใชจาย
ที่มีราคาแพง จึงไดมีการศึกษาการนําเซลลจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมภายในเซลล (Intracellular 
enzyme) มาใชโดยตรงที่เรียกวา whole cell biocatalyst (Kondo et al., 2000) เพื่อลดข้ันตอนในการ
เตรียมเอนไซมดังแสดง Figure 2 (Fukuda et  al., 2001)  
 
 Table 1. Comparison of biodiesel production between alkali-catalysis process and Rhizopus 

oryzae lipase catalysis process. 
Variables Alkali catalysis  Acid catalysis  Lipase catalysis  
Reaction temperature (°C) 60–70 55–80  30–40  
Free fatty acid in raw materials  Saponified products Esters  Methyl esters  
Water in raw materials Interference with reaction Interference  No influence  
Yields of methyl esters Normal Normal  Higher  
Recovery of glycerol  Difficult Difficult  Easy  
Purification of methyl esters Repeated washing Repeated  None  
Production cost of catalyst Inexpensive Inexpensive  Relatively  
Reaction time  Short Short (9 h)  Long (36 h)  

Source: Fukuda et al., (2001) 
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 (a) 

 

         
                                                                        

 
           
(b)                   
         
 
Figure 2.  Comparison of lipase production processes for methanolysis with extracellular (a) and   
               intracellular lipases (b). 
Source:    Fukuda et al., (2001) 

การใชประโยชนจาก whole cell biocatalyst ควรทําใหอยูในรูปแบบที่สะดวกตอ
การนําไปใช โดยการนําเซลลมาตรึง เชน การตรึงเซลลในของแข็งและเมื่อผานการตรึงแลวก็ยัง
สามารถนํามาใชในการสังเคราะหทางเคมีทั่วไปได วิธีการตรึงเซลลมีหลากหลายวิธีดวยกัน 
อยางเชนการตรึงเซลลดวย biomass support particles (BSPs) ซ่ึงวิธีนี้ถูกพัฒนาโดย Atkinson และ
คณะ (อางโดย Fukuda et  al., 2001) ขอดีของการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใช whole cell biocatalyst  
ที่ตรึงรูปแลวเปรียบเทียบกับวิธีการผลิตเมทิลเอสเทอรวิธีอ่ืนๆ คือ 

- ไมตองเติมสารเคมีในปฏิกิริยา เชน  NaOH 
- มีการถายเทมวลของสับสเตรทและผลิตภัณฑภายในตัวตรึง   
- สามารถนําตัวเซลลที่ผลิตเอนไซมกลับมาใชซํ้าไดอีก 
- ตัวเซลลที่ผลิตเอนไซมมีความทนทานและทนตอแรงเฉือนทางกล 
- สามารถเพิ่มขนาดการผลิตไดงาย 
- ตนทุนการผลิตต่ําเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืน 

 
 
 
 
 

Purification of  
lipase    
  -  extraction   
  -  adsorption 
  -  chromatography   
  -  crystallization 

Methanolysis

Cultivation  &   
Immobilization 

Immobilization of  

lipase 

  - cross-linking  

 -  covalent bonding  

 -  entrapment     

Caltivation  Separation    

Separation    Methanolysis
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Table 2. The advantages and disadvantages of using lipases in transesterification. 

Source: Chen and Wu, (2003); Fukuda et al., (2001, 2007); Marchetti et al., (2007) 
 
 
 
 
 
 
 

Advantages  Disadvantages  
Biocompatible, biodegradable and environmental 
acceptability  

Loss of some initial activity due to the volume 
of the oil molecule  

Lipases catalyze more specific reactions than 
chemical catalysts, and hence produce purer  
products  

The immobilized lipase is deactivated by 
lower alcohols such as methanol and ethanol  

There is the possibility of  regeneration and reuse of 
the immobilized residue, because it can be left in the 
reactor if the reactive flow is maintained  

The number of support enzymes is not 
uniform  

The use of enzymes in the reactors allows the use of 
high concentrations of them and that allows for 
longer activation of the lipases  

The production of commercial enzymes is still 
prohibitively costly, although the potential 
costs are being reduced  

Immobilization of the lipase could protect it from the 
solvent that could be used in the reaction and that 
will prevent all enzyme  
particles getting together  

The activity of the lipase is relatively lower 
than that of chemical catalysts  

Separation of the product will be easier using this 
catalyst, producing a product of very  
high purity with less or no downstream operations  

–  

A greater thermal stability of the enzyme due to the 
native state in which they are used  

–  
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3.  การผลิตเอนไซมไลเปส 

     3.1 เอนไซมไลเปส (Triacylglycerol acylhydrolase, glycerol ester hydrolase)  
เอนไซมไลเปสสามารถทําปฏิกิ ริยาได  3 ชนิด  คือ  ปฏิกิริยาการยอยสลาย

(Hydrolysis) ปฏิกิริยาการสังเคราะหเอสเทอร (Synthesis of ester) และปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟ
เคชั่น (Transesterification) 
 1. Hydrolysis of ester 
                                       O                                                    O 

                               R-C-O-R′    +   H2O                           R-C-OH   +   HO-R 
 2. Synthesis of ester 
                                       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                        R2-C-O-R′     +       R1-C-OH 
        
   3.2 Alcoholysis 
             O                                                                 O 

                    R1-C-O-R     +    R′2-OH                              R-C-O-R′2    +    R1-OH 
        3.3 Interesterification 
                                       O                               O                                    O                              O 

                                  R1-C-O-R′1     +       R2-C-O-R′2                      R1-C-O-R′2     +      R2-C-O-R1 
   3.4 Aminolysis 
                                    O                                                                   O 

                                R-C-O-R′1     +     H2N-R′2                           R-C-NH-R2     +    HO-R1 
 

เอนไซมไลเปสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด
ไดกลีเซอรอล กรดไขมันและ partial glycerides ซ่ึงเปนปฏิกิริยาที่ยอนกลับได โดยทั่วไปไตรกลี
เซอไรดที่มีกรดไขมันโมเลกุลยาว (long chain fatty acid) จะมีคุณสมบัติไมละลายน้ํา ไลเปส
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สามารถที่จะยอยสลายพันธะเอสเทอรระหวางกรดไขมันกับกลีเซอรอลบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด
ตรงผิวรวมระหวางสวนที่ไมละลายน้ําของสับสเตรทและสวนที่ละลายน้ําได มีการแบงเอนไซมไล
เปสจากจุลินทรียตามความจําเพาะตอตําแหนงบนไตรกลีเซอไรด ออกเปน 3 กลุม (Macrae, 1983) 
ดังนี้  

เอนไซมไลเปสกลุมที่ 1 เปนเอนไซมที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุล
ของไตรกลีเซอไรด เอนไซมพวกนี้จะยอยไตรกลีเซอไรดไดสมบูรณ ดังนั้นจะไดกรดไขมันและกลี
เซอรอลเปนผลิตภัณฑ แตอาจจะพบไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรด เปนอินเตอรมีเดียทใน
ปฏิกิริยาได ตัวอยางของเอนไซมกลุมนี้ไดแกเอนไซมไลเปสจาก Candida cylindracea, 
Corynebacterium acnes และ Staphylococcus aureues   

เอนไซมไลเปสกลุมที่ 2 เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3 บน
โมเลกุลไตรกลีเซอไรด ซ่ึงไตรกลีเซอไรดที่ถูกเอนไซมกลุมนี้ยอยจะไดผลิตภัณฑ คือ กรดไขมัน 1, 
2, (2, 3) ไดกลีเซอไรดและ 2-โมโนกลีเซอไรด แต 1, 2, (2, 3) ไดกลีเซอไรดและ 2-โมโนกลีเซอ
ไรด นั้นเปนพวกไมคงตัว ถามีการบมไวเปนเวลานานพอ จะมีการยายหมูเอซิลทําใหได 1, 3 ไดกลี
เซอไรดและ 1(3)-โมโนกลีเซอไรดซ่ึงจะถูกยอยสลายอยางสมบูรณไดกรดไขมันกับกลีเซอรอล
เอนไซมไลเปสที่อยูในกลุมนี้ ไดแก ไลเปสจากจุลินทรียพวก Aspergillus niger, Mucor javanicus 
และในพวก Rhizopus  

เอนไซมไลเปสกลุมที่ 3 เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะตอชนิดของกรดไขมันบน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ซ่ึงเอนไซมจากจุลินทรียทั่วไปไมมีคุณสมบัติขอนี้ ยกเวนเอนไซมไล
เปสจากจุลินทรียบางพวก เชน Geotrichum candidum ที่ยอยไตรกลีเซอไรดที่มี cis double bond 
ตรงตําแหนงที่ 9 ไดดี แตจะยอยสลายกรดไขมันอิ่มตัวกับกรดไขมันไมอ่ิมตัวที่ไมมี double bond 
ตําแหนงที่ 9 ไดไมดี 

   3.2  ปจจัยการผลิตเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย (factor of lipase production) 
เอนไซมไลเปสจากจุลินทรียสามารถผลิตไดทั้งในอาหารเหลว (submerge culture) 

และบนอาหารแข็ง (solid state) ซ่ึง Pandey และคณะ (1999) รายงานวา การผลิตไลเปสของเชื้อรา
บนอาหารแข็งมีขอดีกวาการผลิตในอาหารเหลวหลายประการ ซ่ึงเชื้อราสามารถเจริญไดงาย 
เอนไซมที่ไดมีปริมาณ (yield) และความเขมขนสูงกวาการผลิตในอาหารเหลว นอกจากนี้ยัง
สามารถใชเทคนิคในกระบวนการแยกและเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑไดงายกวา และทําใหเกิดของเสียที่
เปนของเหลวในปริมาณต่ํา อยางไรก็ตามปจจุบันการผลิตไลเปสสวนใหญเปนการผลิตในอาหาร
เหลวไมวาจะเปนการผลิตจากรา ยีสตและแบคทีเรีย ทั้งนี้เปนเพราะสามารถปรับสภาพการเลี้ยง 
สารอาหารและปจจัยที่มีอิทธิพลตอการผลิตไลเปสในอาหารเหลวทําไดงายกวา ปจจัยที่มีอิทธิตอ



10 
 

การผลิตไลเปสของจุลินทรีย ไดแก ชนิดและความเขมขนของแหลงคารบอนและไนโตรเจน สภาพ
ความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียและการ
ทํางานของเอนไซมและความเขมขนของออกซิเจนที่ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อในระหวางการผลิต 
(Elibol และ Ozer, 2001) 

 
3.2.1  ผลของแหลงคารบอน 

คารบอนเปนแหลงสําคัญในการเจริญเติบโตและสังเคราะหเอนไซมจาก
จุลินทรีย นอกจากชนิดของแหลงคารบอนแลวปริมาณของแหลงคารบอนก็มีผลตอการเจริญเติบโต
และการสังเคราะหเอนไซมเชนกัน การเลือกชนิดและปริมาณของแหลงคารบอนที่เหมาะสมจึงเปน
ส่ิงสําคัญในการผลิตเอนไซม (Stanbury  et al., 1995) Sugihara และคณะ (1991) ไดศึกษาชนิดและ
ปริมาณแหลงคารบอนในการผลิตไลเปส พบวา Bacillus sp. สามารถผลิตเอนไซมไดในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มีน้ํามันมะกอกความเขมขน 1 เปอรเซ็นต (v/v) เปนแหลงคารบอน เชนเดียวกับ Lee และคณะ 
(1993) ที่สามารถผลิตไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens S1K WI ในอาหารที่มีน้ํามันมะกอก
เปนแหลงคารบอนไดสูงถึง 7,395 U/mg protein นอกจากน้ํามันมะกอกแลว Papaparaskevas และ
คณะ (1992) พบวา น้ําตาลฟรุกโตสและน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดในการผลิตไลเปส
จาก Rhodotorula glutinis และพบวาในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ํามันปาลมความเขมขน 2 เปอรเซ็นต 
ใหปริมาณเอนไซมไลเปสสูงกวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ําตาลฟรุกโตสถึง 12 เทา อยางไรก็ตาม Jinda 
(2004) ไดเติมน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 เปอรเซ็นต (v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Pseudomonas sp. KLB1 เพื่อผลิตไลเปส  พบวา การใชน้ํามันปาลมบริสุทธิ์เขมขน 1 เปอรเซ็นต ให
ปริมาณไลเปสสูงถึง 68.54 U/mg 
  จุลินทรียบางชนิดไมสามารถสังเคราะหเอนไซมไดเอง จําเปนตองอาศัยสาร
เหนี่ยวนํา (inducer) เพื่อชวยใหมีการสังเคราะหเอนไซม ซ่ึงสารเหนี่ยวนําอาจเปนชนิดเดียวหรือ
ตางชนิดกับสารที่เปนแหลงคารบอนก็ได ดังเชน Janssen และคณะ (1994) ทําการผลิตเอนไซม    
ไลเปสที่ทนตออุณหภูมิสูงจาก Bacillus sp. สายพันธุ Wai 28A 45 ในสภาวะที่มีอุณหภูมิ 70 องศา
เซสเซียส พบวาตองทําในอาหารที่มีไขมันอิ่มตัว 
  Essamri และคณะ (1998) รายงานวากิจกรรมของเอนไซมไลเปสเพิ่มขึ้นเมื่อใช
น้ํามันเปนสารเหนี่ยวนําจากการเติมน้ํามันชนิดตางๆ ลงในอาหารสําหรับการผลิตไลเปสจาก 
Rhizopus oryzae พบวา การเจริญของ Rhizopus oryzae และกิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่ผลิตได  
มีปริมาณที่มากกวาในอาหารที่ไมเติมน้ํามันถึง 3 เทา เชนเดียวกับรายงานของ Sharon และคณะ 
(1998) ที่พบวา Pseudomonas aeruginosa KKA-5 สามารถผลิตไลเปสไดมากขึ้นเมื่อเติมน้ํามัน



11 
 

ละหุง (castor oil) 2 เปอรเซ็นต (v/v) เปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยง สวน Vanot และคณะ 
(2001) พบวา Penicillium cyclopium สามารถผลิตไลเปสไดมากถึง 45 U/ml ในอาหารที่มี corn 
steep liquor และน้ํามันมะกอกอยางละ 1 เปอรเซ็นต (v/v) ขณะที่การศึกษาการผลิตเอนไซมไลเปส
ในอาหารที่มีน้ํามันชนิดตางๆ เปนสารเหนี่ยวนํารวมกับน้ําตาลกลูโคสเขมขน 1 เปอรเซ็นต (v/v) 
ของ Rathi และคณะ (2001) พบวาน้ํามันปาลมความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (v/v) เปนสารเหนี่ยวนํา
ที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตไลเปสจาก Bukhoderia cepacia  นอกจากนี้ Maia และคณะ (2001) 
ศึกษาผลของน้ํามันพืชชนิดตางๆ ไดแก น้ํามันงา triolein น้ํามันมะพราว น้ํามันขาวโพด น้ํามัน
ปาลม babassu และน้ํามันมะกอก มีผลตอการผลิตเอนไซมไลเปสของ Fusarium solani พบวา 
น้ํามันงามีผลทําใหเชื้อราผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงที่สุดรองลงมาคือ triolein น้ํามันขาวโพดและ
น้ํามันมะกอก สวนอาหารที่เติมน้ํามันมะพราวใหกิจกรรมไลเปสที่ต่ําที่สุด จากผลการทดลองใน
รายงานตางๆ ขางตนจะเห็นวา น้ํามันพืชแตละชนิดมีผลตอกิจกรรมเอนไซมไลเปสตางกันในการ
ผลิตจากจุลินทรียแตละสายพันธุ ซ่ึงจากการวิจัยเหลานี้ช้ีใหเห็นวา แมวาเปนจุลินทรียชนิดเดียวกัน
แตมีความสามารถในการใชน้ํามันแตละชนิดในการผลิตเอนไซมไลเปสตางกัน ทั้งนี้ขึ้นอยูกับ
สมบัติทางกายภาพและเคมี (physico-chemical properties) ของน้ํามันแตละชนิด 
 

3.2.2  ผลของแหลงไนโตรเจน 
               ไนโตรเจนเปนธาตุที่มีความสําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย โดยถูกนําไปใชใน
กระบวนการสังเคราะหโปรตีนและกรดนิวคลีอิก จุลินทรียแตละสายพันธุมีความสามารถในการใช
ไนโตรเจนแตกตางกัน บางชนิดสามารถใชไนโตรเจนในรูปแบบของสารอินทรียไดดี ดังนั้นในการ
ผลิตไลเปสใหไดปริมาณสูงสุดจึงตองเลือกใชไนโตรเจนใหเหมาะสมกับสายพันธุของจุลินทรีย 
(Boze et al., 1995)  
               แหลงไนโตรเจนที่เปนอาหารเชิงซอน (complex media) ไดถูกนํามาใชในอาหาร
ผลิตไลเปสมากขึ้น เชน corn steep liquor และกากถั่วเหลือง เนื่องจากชวยในการกระตุนใหมีการ
ผลิตไลเปส แตกิจกรรมที่ไดจากแหลงไนโตรเจนเหลานี้ยังนอยกวาการใชเปปโตนเปนแหลง
ไนโตรเจน ดังเชน Izumi และคณะ (1990) ไดผลิตไลเปสที่ทนอุณหภูมิสูงจาก Pseudomonas sp. 
KW1 โดยใชอาหารที่ประกอบดวยแหลงไนโตรเจนที่เปนเปปโตน 2 เปอรเซ็นต (w/v) และยีสต
สกัด (yeast extract) 1 เปอรเซ็นต (w/v) นอกจากนี้การใชยูเรียและแอมโมเนียซัลเฟตซึ่งเปนแหลง
ไนโตรเจนที่เปนสารอนินทรีย (มักนิยมใชในอาหารผลิตเซลลในระดับหองปฏิบัติการ) กลับมีผล
ยับยั้งการสังเคราะหเอนไซมไลเปส (Sztajer และ Maliszewaka, 1989) โดยทั่วไปแลวจุลินทรียผลิต
เอนไซมไลเปสในอาหารที่ประกอบดวยแหลงไนโตรเจนที่เปนสารอินทรียไดดี แตจากการศึกษา
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ของ Papaparaskevas และคณะ (1992) กลับพบวา Rhodotorula glutinis ใชแอมโมเนียมฟอสเฟตซึ่ง
เปนสารอนินทรียในการผลิตไลเปสไดดีกวา 
 

3.2.3  ผลของอิออนของโลหะ 
   Janssen และคณะ (1994) รายงานวากิจกรรมเอนไซมไลเปสจาก Bacillus sp. ที่
ชอบอุณหภูมิสูงเพิ่มขึ้นอีกหลายเทา เมื่อเล้ียงเชื้อในอาหารที่เติมแมกนีเซียม (Mg2+) เหล็ก (Fe2+) 
และแคลเซียม (Ca2+) เชนเดียวกับ Kok และคณะ (1995) รายงานวา Acinetobacter calcoacetics BD 
413 สามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดมากขึ้นเมื่อเติมอิออนของแมกนีเซียม แคลเซียม ทองแดง และ
โคบอลต 
 

3.2.4 ผลของความเปนกรดดาง 
  Rhati และคณะ (2001) ศึกษาการผลิตเอนไซมไลเปสจาก Burkholderia cepacia  
ในอาหารที่มีคาพีเอชที่แตกตางกัน พบวา แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซมที่พีเอช 7 ไดมากกวาที่    
พีเอช 10 เอนไซมที่ไดจากจุลินทรียสวนมากมักมีพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางาน
ใกลเคียงกับพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียนั้นๆ แต Wahab และ
คณะ (1999) พบวาไลเปสจาก Pseudomonas fragi CRDA 037 สามารถทํางานไดดีในพีเอชชวง 9.5-
10.0  และอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส แตที่พีเอชชวงเดียวกันจุลินทรียชนิดนี้สามารถเจริญไดดีที่
อุณหภูมิต่ํากวา 7 องศาเซลเซียส จะเห็นวาคาพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซม  
อาจแตกตางไปจากคาที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียที่ใชในการผลิต นอกจากนี้ไลเปสจาก
จุลินทรียยังมีชวงของคาพีเอชและอุณหภมูิที่เหมาะสมตอกิจกรรมของเอนไซมแตกตางกัน และเมื่อ
คาพีเอชและอุณหภูมิที่ เหมาะสมเปลี่ยนแปลงจะมีผลทําใหสภาพโครงสรางของเอนไซม
เปลี่ยนแปลงไปดวย การเปลี่ยนแปลงของชวงพีเอชและอุณหภูมิที่เอนไซมยังคงกิจกรรมไวได เปน
ชวงที่แสดงความคงตัว (stable) ของเอนไซม เชน ไลเปสจาก Pseudomonas mendocina 3121-1 ซ่ึง
เปนเอนไซมที่สามารถทํางานไดดีที่พีเอชและอุณหภูมิถึง 60 องศาเซลเซียส แตมีความคงทนตอคา
พีเอชในชวง 6.3-10.3 ที่อุณหภูมิต่ํา 20 องศาเซลเซียส (Surinenaite et al., 2002) 
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 3.2.5 อุณหภูมิและการใหอากาศ 
จุลินทรียแตละชนิดมีอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมตอการผลิตไลเปสที่แตกตาง

กัน เชน Bacillus sp. สายพันธุ H1 (Handelsman and Shoham, 1994) มีอุณหภูมิและพีเอชที่
เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไลเปส คือ 60 องศาเซลเซียสและพีเอช 7.0 ตามลําดับ สวน Bacillus 
sp. สายพันธุ 398 มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไลเปสเปน 55 องศาเซลเซียสและพีเอช
ที่เหมาะสมเปน 7.2 ตามลําดับ (Kim et al., 1994) ในบางครั้งการผลิตไลเปสมีผลกระทบโดยการให
อากาศ เชน การจํากัดการใหออกซิเจนแก Pseudomonas aeruginosa EF 2 ทําใหกิจกรรมของ       
ไลเปสลดลง (Gilbert et al., 1991) 
 

ดังนั้นการผลิตเอนไซมไลเปสขึ้นกับหลายปจจัยจึงจําเปนตองทําการศึกษาหา
สภาวะที่เหมาะสมกับการเจริญและการผลิตเอนไซมของจุลินทรียแตละชนิด นั่นคือ ชนิดและ
ปริมาณของแหลงคารบอน ไนโตรเจน อิออน ของโลหะ พีเอช แมกระท่ังอุณหภูมิและอาจรวมถึง
ปริมาณออกซิเจนที่ละลายได (ถาเปนจุลินทรียที่ตองการอากาศ) ไปพรอมๆ กัน ซ่ึงนอกจากจะผลิต
เอนไซมจากเซลลอิสระแลวยังมีการผลิตจากเซลลที่ตรึงบนวัสดุตางๆ เพื่อเพิ่มจํานวนการใช
จุลินทรียใหมากขึ้น เชน Ellaiah และคณะ (2004) ไดผลิตไลเปสจาก Aspergillus niger ที่ตรึงใน   
อัลจิเนต (alginate) พบวา ไดเอนไซมไลเปสที่มีกิจกรรมมากกวาการผลิตจากเซลลอิสระและ
สามารถใชเซลลที่ถูกตรึงซ้ําไดถึง 3 คร้ังโดยมีกิจกรรมลดลงเพียงเล็กนอย 
 
3.3  ปจจัยที่มีผลตอการทํางานและความคงตัวตอเอนไซมไลเปส 
 3.3.1 อุณหภูมิ 

อุณหภูมิเปนปจจัยหลักที่มีผลตอกิจกรรมและความคงตัวตอเอนไซม เอนไซมไล
เปสจากจุลินทรียตางชนิดกันจะมีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานที่แตกตางกนั แตเอนไซมอาจจะ
ไมคงตัวที่ระดับที่อุณหภูมิที่มีกิจกรรมสูงสุด เชน Humicola lanuginose No.3 ผลิตไลเปสที่มี
กิจกรรมความคงตัวสูงสุดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสโดยยังคงมีกิจกรรม 100 เปอรเซ็นต เมื่อบม
เปนเวลา 20 ช่ัวโมง(Omar et al., 1987) และไลเปสจาก Bacillus thermocatenulatus มีกิจกรรมสูง
ที่สุดที่ 60-70 องศาเซลเซียส แตคงตัวที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส (Schmidt-Dannert et al., 1994) 
 
 3.3.2 พีเอช 

ไลเปสจากจุลินทรียที่ทนตออุณหภูมิสูงสวนใหญมีกิจกรรมสูงที่สุดคอนไปทาง      
พีเอชที่เปนกรด เชน Aeromonas sobria LP 004 และ Pseudomonas cepacia มีพีเอชที่เหมาะสมตอ
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การทํางานของเอนไซมไลเปสเทากับ 6.0 ที่ 37 องศาเซลเซียส และ 5.5-6.5 ที่ 50 องศาเซลเซียส
ตามลําดับ (พงศธาริน โลหตระกูล, 2538; Sugihara et al., 1992) นอกจากนี้เอนไซมไลเปสสวน
ใหญมีความคงตัวในพีเอชชวงกวาง เชน ไลเปสจาก Bacillus sp. 398 มีความคงตัวในชวงพีเอช 4-
11 เมื่อบมเปนเวลา 1 ช่ัวโมง (Kim et al., 1994) ไลเปสจาก Pseudomonas sp. KWI-56 มีความคง
ตัวในชวงพีเอช 4-10 ภายในระยะเวลาบม 24 ช่ัวโมง (Iizumi et al., 1990) 
 
 3.3.3 ไอออนของโลหะ และ reagents ตางๆ 

โดยทั่วไปไอออนของโลหะ เชน Ca2+, Mg2+, Mn2+, Na2+, Li2+ ชวยเพิ่มการทํางาน
ของไลเปส เชน Ca2+, Na2+, K2+ และ Co2+ มีผลกระตุนกิจกรรมของไลเปสจาก Bacillus sp. ได
เล็กนอยประมาณ 7 เปอรเซ็นต สวน Ba2+ กระตุนกิจกรรมของไลเปสไดถึง 32 เปอรเซ็นต 
(Handelsman and Shoham, 1994) Ca2+ มีผลตอกิจกรรมของไลเปสจาก Humicola lanuginose No.3 
เพิ่มขึ้นจาก 23.3 ยูนิตตอมิลลิลิตร เปน 59.7 ยูนิตตอมิลลิลิตร (Omar et al., 1987) สวนใน 
Aeromonas sobria LP 004 พบวา Ca2+ ชวยเพิ่มความคงตัวของเอนไซมที่อุณหภูมิสูงที่ไมไดทําให
บริสุทธิ์ (พงศธาริน โลหตระกูล, 2538) 

Wang และคณะ (1988) ไดสรุปสมมุติฐานความเปนไปไดของกลไกการทํางาน
ของแคลเซียมไอออนตอการสงเสริมการทํางานของไลเปสไว 3 ประการ คือ แคลเซียมไอออนชวย
เปลี่ยนรูปราง (conformation) ของเอนไซมใหทํางานไดดียิ่งขึ้น ชวยเพิ่มการดูดซึมของไลเปสที่   
oil-water interface และชวยขจัดกรดไขมันออกจาก oil-water interface ทําใหไลเปสทํางานไดดีขึ้น 
บางครั้งมีรายงานวาไอออนของโลหะไมมีผลกระตุนกิจกรรมของไลเปส เชน Sugihara และคณะ 
(1991) พบวา Ca2+, Mg2+, Sr2+ และ Ba2+ ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร ไมมีผลตอกิจกรรมของไลเปส
จาก Bacillus sp. และพบวา Ca2+ ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร  ไมมีผลตอการทํางานของไลเปสจาก 
Pseudomonas sp. KWI-56 (Iizumi et al., 1990) แตไลเปสสวนใหญถูกยับยั้งดวยไอออนของโลหะ
หนัก พวก Fe2+, Fe3+, Zn2+, Cu2+ และ Hg2+ เชน Humicola lanuginose (Omar et al., 1987) Bacillus 
sp. (Sugihara et al., 1991) และ Flavobacterium odoratum (Labuschagne et al., 1997)  ในบางครั้ง
พบวาสารจับโลหะ (metal chelating agent) เชน EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid) ไมมีผล
ตอไลเปส เชน ไลเปสจาก Bacillus sp. (Sugihara et al., 1991), Pseudomonas cepacia  (Sugihara et 
al., 1992) ช้ีใหเห็นวาไลเปสเหลานี้ไมใช metalloenzyme แต Muderhwa และ Ratamahenina 
(1985) พบวา EDTA และ pCMB (parachloromercuribenzoate) ยับยั้งการทํางานของไลเปสจาก 
Candida deformans CBS 2701 ซ่ึงสอดคลองกับ Yamamoto และ Fujiwara (1988) ซ่ึงพบวา EDTA 
และ pCMB ยับยั้งการทํางานของไลเปสจาก Pseudomonas sp. 
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3.3.4     ลักษณะของสับสเตรท (Physical state of substrate) 
การทํางานของไลเปสจะเกิดขึ้นเมื่อไลเปสถูกดูดซับที่ผิวระหวางน้ํากับสับสเตรท

ที่ไมละลายน้ํา (oil-water interface) อัตราเร็วเร่ิมตนของปฏิกิริยาจึงขึ้นอยูกับจํานวนโมเลกุลของ    
ไลเปสที่ถูกดูดซับไว และขึ้นกับพื้นที่ผิวระหวางน้ํากับสับสเตรทดวย ถาพื้นที่ผิวระหวางน้ํากับ
สับสเตรทมีมากขึ้น การทํางานของไลเปสจะดีขึ้นดวย (Shahani, 1975) 
 

3.3.5 ตัวทําละลายอินทรีย 
Sugihara และคณะ (1991) พบวา อะซิโตน 20 เปอรเซ็นต (v/v) ชวยเพิ่มกิจกรรม

ของไลเปสจาก Bacillus sp. ไดถึง 60 เปอรเซ็นต แตเมื่อความเขมขนของอะซิโตนมากกวา 60 
เปอรเซ็นต จะทําใหกิจกรรมของไลเปสลดลงอยางรวดเร็ว อาจเนื่องจากที่อะซิโตนเขมขนต่ํากวา 
60 เปอรเซ็นต (v/v) ทําใหพื้นที่ผิวระหวางน้ํากับสับสเตรทมีมากขึ้น ทําใหเอนไซมทํางานไดดีขึ้น
โดยปราศจากการเสียสภาพของโปรตีน สวนอะซิโตนที่ความเขมขนมากกวา 60 เปอรเซ็นต อาจทํา
ใหเอนไซมเสียสภาพและสูญเสียกิจกรรม สวนเฮกเซนยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมในทุกความ
เขมขนตั้งแต 5-100 เปอรเซ็นต เชนเดียวกับในเชื้อ Pseudomonas cepacia การเติม 
dimethylsulfoxide หรือ อะซิโตน 0-35 เปอรเซ็นต (v/v) จะกระตุนการทํางานของเอนไซม ในขณะ
ที่เบนซีนและเฮกเซนมีผลยับยั้ง (Sugihara et al., 1992) 
 3.3.6      Emulsifying agent 

Sodium taurocholate เปนสารลดแรงตึงผิวที่ทําหนาที่เปนอีมัลซิฟายเออรจะยับยั้ง
กิจกรรมของเอนไซมเอสเทอเรสและเรงกิจกรรมของเอนไซมไลเปส (Handelsman and Shoham, 
1994) แตอีมัลซิฟายเออรไมไดชวยเพิ่มการทํางานของไลเปสเสมอไป Watanabe และคณะ (1977) 
พบวา ทั้งสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุลบ (anionic sufactant) และเกลือน้ําดีจะยับยั้งกิจกรรมของ     
ไลเปสชอบดางที่ผลิตโดย Pseudomonas fragi และ Pseudomonas nitroreducens nov. var. 
thermotolerans 
 
4.  การตรึงเซลล (Immobilized cell) 

เอนไซมสามารถพบไดในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด แตจุลินทรียเปนแหลงที่เหมาะสมที่สุด
สําหรับการผลิตเอนไซมในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากใชตนทุนการผลิตที่ต่ํา สภาวะที่ใชในการ
ผลิตไมขึ้นกับทําเล ที่ตั้งและฤดูกาล ใชระยะเวลาสั้น ใชพื้นที่ในการผลิตนอยและสามารถผลิตได
ในปริมาณมากๆ ได ซ่ึงเอนไซมที่ไดจากจุลินทรียสามารถแบงไดเปน 2 กลุม คือ เอนไซมภายนอก
เซลล (extracellular enzyme) ซ่ึงเปนเอนไซมที่จุลินทรียผลิตขึ้นแลวปลดปลอยออกจากเซลลไปสู
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อาหารเลี้ยงเชื้อและเอนไซมที่อยูภายในตัวเซลล (intracellular enzyme) ซ่ึงเปนเอนไซมที่ยังคงอยู
ภายในตัวเซลลในระหวางการเพาะเลี้ยงเชื้อ การนําเอนไซมภายในเซลลมาใชนั้นจําเปนตองวิธีการ
สกัดเอนไซมออกมาจากตัวเซลลกอน แตในบางครั้งวิธีการสกัดทําใหเอนไซมเสียความคงตัวและ
ตองใชตนทุนในการผลิตและการทําบริสุทธิ์ที่คอนขางสูง ดังนั้นเพื่อลดตนทุนการผลิตจึงไดมีการ
นําตัวเซลล (whole cell biocatalyst) มาใชในการเรงปฏิกิริยาแทน 

เซลลจุลินทรียที่ถูกตรึง (Immobilized cells) หมายถึง เซลลจุลินทรียที่ถูกจํากัด
ขอบเขตหรือสถานที่ทางฟสิกสใหอยูในบริเวณซ่ึงทําใหจุลินทรียไมสูญเสียความสามารถในการ
เปนตัวเรงและสามารถนํามาใชไดหลายครั้งอยางตอเนื่อง โดยจุลินทรียอาจอยูในสภาพที่เซลลกําลัง
เจริญ เซลลระยะพัก หรือเซลลที่ตายแลว (บุษบา  ยงสมิทธ, 2540) การใชเซลลจุลินทรียที่ถูกตรึงได
มีการศึกษามานานแลว โดยในป ค.ศ. 1823 Schuetzbach ไดมีการผลิตน้ําสมสายชูแบบรวดเร็ว 
(Quick vinegar) ดวยฟลมเชื้อที่ติดบนเศษไม 

เปรียบเทียบขอดีกับขอเสียของวิธีการใชเซลลจุลินทรียที่ถูกตรึง 
 บุษบา ยงสมิทธ (2540) กลาววา เซลลที่ถูกตรึงจัดเปนตัวเรงทางชีวเคมี

ชนิดหนึ่งที่มีความสําคัญ และมีขอไดเปรียบหลายอยางเมื่อเทียบกับตัวเรงวิธีอ่ืนๆ คือ 
- ปฏิกิริยาภายใตสภาวะปกติและใชพลังงานตอปฏิกิริยามีความจําเพาะและเกิด

การเปลี่ยนแปลงในอัตราสูง ปญหาการเกิดมลภาวะนอย แตเซลลที่ถูกตรึง
ขอเสียคือ ตองการโคเฟคเตอรตางในการเกิดปฏิกิริยา 

- ปจจุบันการหมักเปนระบบของตัวเรงทางชีวภาพ แตการหมักมักใชสารอาหาร
ที่มีราคาแพงเพื่อใชเปนแหลงพลังงานของจุลินทรีย ในระหวางการหมักการ
ควบคุมแบบตอเนื่องจะทําไดยากและหลังจากการหมักสิ้นสุดยังแยกผลผลิตที่
ตองการออกไดยาก การใชเซลลที่ถูกตรึงมีขอดี คือ สามารถควบคุมปฏิกิริยา
ไดงาย สะดวก ไมมีปญหาการปนเปอนของจุลินทรียกลุมอื่นสามารถแยก
ผลผลิตไดงาย เซลลที่ถูกตรึงมีความคงทนสูงสามารถนํากลับมาใชใหมได  
นอกจากนั้นเซลลที่ถูกตรึงในสภาพของเซลลระยะพักตองการพลังงานเพื่อ
ความอยูรอดเทานั้น เปนการเพิ่มผลผลิตไดสูงกวาการหมัก 

- สามารถใชเซลลจํานวนมากๆ และทําการศึกษาถังปฏิกิริยาขนาดเล็กได ใน
การผลิตควบคุมปฏิกิริยาไดงายสามารถแยกผลผลิตออกไดสะดวก เซลลที่ถูก
ตรึงมีขอเสีย คือ เสียคาใชจายในการตรึงเซลลและอาจสูญเสียความสามารถ
ในระหวางการตรึงได 
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 วิธีการตรึงเซลลแบงไดเปน 3 วิธีใหญๆ เชนเดียวกับการตรึงเอนไซม คือ การยึด
ดวยตัวนํา (carrier-binding method) การเชื่อมแบบไขว (cross-linking method) และการหอหุม 
(entrapping method) 

1. การยึดดวยตัวนํา หมายถึง การเชื่อมเซลลจุลินทรียโดยตรงกับตัวนําที่ไมละลายน้ํา 
(water-insoluble carrier) ซ่ึงอาจแบงไดเปน 2 วิธี คือ 

Adsorption method  เปนวิธีการตรึงเซลลโดยใหเซลลดูดซับสารที่เปนตัวนําดวย
พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) แรงแวนเดอวาลล (van der waals force) และไฮโดรโฟ        
บิกอินเทอรแอคชั่น (hydrophobic interaction) โดยอาศัยหลักการธรรมชาติทางเคมี  เนื่องจากผนัง
เซลลของแบคทีเรียหรือยีสตประกอบดวย diaminopimelic acid และ hexamine ซ่ึงรวมทั้งปจจัยอ่ืน
ที่เกี่ยวของดวย การตรึงเซลลวิธีนี้เปนวิธีที่งาย  แตแรงดูดซับคอนขางออนเกิดการสูญเสียเซลลได
งายเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงพีเอช, ionic strength, การไหลของน้ํา, การเกิดฟองอากาศและเมื่อมีการ
แบงเซลล ดังนั้นวิธีนี้จึงไมเหมาะสําหรับการตรึงเซลลในกรณีที่ตองการผลผลิตที่ปราศจากการ
ปนเปอนของเซลล แตอาจปรับปรุงแรงดูดซับใหสูงขึ้นไดโดยการทํา cross-linking หลังการดูดซับ 
และในทางปฏิบัติอาจนําขอเสียนี้มาใชประโยชน desorption เซลลที่หมดความสามารถออกไป แลว
ดูดซับเซลลใหมเขามาแทนที่ นอกจากนี้การตรึงดวยวิธีนี้ยังมีขอเสียประการหนึ่ง คือ อัตราการดูด
ซับเซลลตอหนึ่งหนวยของตัวนําคอนขางต่ํา แตก็อาจแกไขไดโดยใชสารที่มีรุพรุนเปนตัวดูดซับ  
ตัวอยางสารที่ใชเปนตัวดูดซับเซลลดวยวิธีนี้ ไดแก โพลีแซคคาไรดที่ไมละลายน้ํา (อนุพันธของ
เซลลูโลส  เด็กซแตรน  และอะการโรส) โปรตีน (เจลลาตินและอัลบูมิน) โพลิเมอรสังเคราะห (โพ
ลิไวนิลคลอไรด และ ion-exchange resin เชน DEAE-sephadex, DEAE cellulose) และสาร          
อนินทรีย (อิฐ  ทรายและ porous glass) เปนตน 

Covalent binding method เปนวิธีที่นิยมใชในการตรึงเอนไซม เนื่องจากไดผลดีแต
ไมนิยมในการตรึงเซลลจุลินทรีย เนื่องจากจําเปนตองใชสารเคมีซ่ึงมักเปนพิษ จึงอาจทําใหเซลล
ตายและเอนไซมถูกทําลายได การตรึงเซลลดวยวิธีนี้ เปนการเชื่อมเซลลโดยตรงกับ activated 
support โดยสารที่ใชเปนตัวยึดจับนั้นสามารถเชื่อมตอกับหมูอะตอมซึ่งเปนสวนประกอบของผิว
เซลล เชน หมูอะมิโน หมูคารบอกซิล หมูไฮดรอกซิล หมูซับไฮดริล หมูอิมมิดา หรือหมูฟนอลของ
โปรตีน วิธีนี้มีขอดี คือ เซลลจะเชื่อมอยูกับผิวหนาของตัวนําอยางสม่ําเสมอ มีความคงตัวดีและมี
การรั่วไหลของเซลลไดนอย แตมีขอเสีย คือ การตรึงเซลลดวยวิธีนี้เปนปฏิกิริยาที่คอนขางรุนแรง  
เนื่องจากการสรางพันธะโควาเลนทตามปกติจําเปนตองใชสารตัวนําที่มีการดัดแปลงโดยใชสารเคมี  
ซ่ึงมักจะมีความเปนพิษและอาจทําใหเซลลสูญเสียความสามารถได ดังนั้นวิธีนี้จึงเหมาะสําหรับการ
ตรึงเซลลในกรณีที่ตองการเอนไซมเพียงชนิดเดียว และเอนไซมที่ตองการเปนเอนไซมที่อยูภายใน



18 
 

เซลลซ่ึงไมตองสัมผัสกับสารเคมีที่ใชในระหวางการเตรียม  สารที่ใชเปนตัวยึดเซลลดวยวิธีนี้ เชน  
activated porous silica bead, borosilicate glass, zirconia ceramic, agarose bead และสารเคมีที่ใชใน
การทําใหเกิดพันธะโควาเลนท เชน aminopropyltriethoxysilane, glutaraldehyde, isocyanate และ 
carbodiimide เปนตน 

2.  การเชื่อมแบบไขว หมายถึง การเชื่อมเซลลจุลินทรียใหเขาดวยกันโดยใชสารพวก bi 
หรือ multifunctional reagent เชน glutaraldehyde และ toluene diisocyanate เปนตน การตรึงเซลล
ดวยวิธีนี้แตกตางจากวิธีอ่ืนๆ คือ เซลลไมไดถูกตรึงอยูกับสารที่เปนตัวดูดซับหรือถูกหอหุมอยูใน
เจลหรือใน semipermeable membrane  ตางเปนการเชื่อมเซลลเขาดวยกันโดยใชสารเคมีภายใต
สภาวะที่คอนขางรุนแรงทําใหเซลลตายได ดังนั้นการตรึงวิธีนี้จึงเหมาะสําหรับกรณีที่ตองการใช
ปฏิกิริยาเชิงเดี่ยว (single reaction) เทานั้น 

3.  การหอหุม การตรึงเซลลดวยวิธีนี้สามารถแบงออกเปน 2 แบบ คือ 
Microencapsulation หมายถึง การหอหุมเซลลไวใน semipermeable membrane 

เชน คอลโลเดียน (collodian) หรือซิลิโคน (silicone) ซ่ึงปองกันการซึมผานของเซลลได แตยอมให
สับสเตรทหรือผลผลิตซึมผานไดอยางอิสระ การตรึงดวยวิธีนี้เปนวิธีที่งาย แตไมแข็งแรงพอที่จะใช
ในอุตสาหกรรมและอาจมีปญหาการตกตะกอนของเซลลเกิดขึ้นดวย ดังนั้นการนําไปใชประโยชน
จึงมีขอจํากัด นิยมใชในดานการผลิตยาและการวิเคราะหเทานั้น 
  Lattice type หมายถึง การตรึงเซลลโดยการหอหุมเซลลไวในชองวางสามมิติใน  
เจลของพอลิเมอร การตรึงเซลลโดยวิธีการหอหุมโดยทั่วไปจะหมายถึงแบบ lattice type ซ่ึงเปนวิธี
ที่ไดรับความนิยมและประสบความสําเร็จมากที่สุด เนื่องจากใชไดกับเซลลเกือบทุกชนิดในขณะที่
วิธีอ่ืนมีขอเสียเปรียบมากกวา สารที่นิยมใชในการตรึงเซลลดวยวิธีการหอหุม ไดแก  สารพวก 
biochemically inert hydrogel โดยใชหลักการเกิดเจลซึ่งทําใหเกิดรูปรางสามมิติที่มีลักษณะเปนรู
พรุน และกลไกการเกิดเจลนั้นมีหลายแบบ คือ 
  Covalent binding เชน การโพลิเมอไรซของโพลีอะคริละไมด 
   Ionic forces เชน แคลเซียมอัลจิเนท (calcium alginate) 
  Precipitation โดย พีเอช อุณหภูมิ หรือการเปลี่ยนแปลงตัวทําละลาย เชน คอลลา
เจน (collagen) คารราจีแนน (carragenan) และโพลีสไตรีน (polystyrene) 

การคัดเลือกสารที่เหมาะสมในการตรึงเซลลดวยวิธีการหอหุม Tanaka และคณะ 
(1977) ไดสรุปหลักการพิจารณาไวดังนี้ คือ 

1.  สมบัติในการละลายควรละลายไดงาย การผสมเซลลกับสารโพลิเมอรควรทําไดงาย 
และสารที่ไดมีความคงตัวอยูในสภาวะที่เปนของเหลว 
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2.  สมบัติในการเกิดเจล สารผสมที่ไดควรถูกเหนี่ยวนําใหเกิดเจลไดดวยวิธีการงายๆ 
ภายใตสภาวะปกติและไมทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเอนไซมหรือเซลล 

3.  สมบัติของเจล เจลที่ไดควรมีความแข็งแรงและความคงตัวสูงและรูที่อยูภายในเจลควรมี
ขนาดเล็กพอที่จะปองกันการรั่วไหลของเซลลออกมาได แตซับสเตรทและผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น
สามารถซึมผานเขาออกไดอยางอิสระ 

การคัดเลือกสารที่เหมาะสมในการตรึงเซลล 
เนื่องจากการเตรียมเซลลที่ถูกตรึงมีหลายวิธี ดังนั้นสมบัติของสารที่เหมาะสมใน

การตรึงเซลลแตละวิธีจึงมีรายละเอียดบางอยางแตกตางกันไป แตโดยทั่วไปแลวปจจัยที่
สําคัญในการพิจารณาจะคลายคลึงกัน คือ 
1. สมบัติทางกล (mechanical properties) เชน ความคงตัว 
2. สมบัติทางฟสิกส เชน ลักษณะเปนเม็ด หรือเปนแผน หรือติดตามผนังภายในภาชนะ 
3. ความทนทานตอสภาพแวดลอมตางๆ ควรทนตอสภาพทางฟสิกส สารเคมี และการ

ยอยสลายโดยจุลินทรีย 
4. ความชอบน้ํา (hydrophilicity) 
5. ความซึมซาบ (permeability) 
6. ราคาและการยอมรับ 

 
5.  ปจจัยท่ีมีผลตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชเอนไซมไลเปส 
 5.1   ปริมาณของเอนไซมที่ถูกตรึง 

โดยปกติเมื่อปริมาณของเอนไซมเพิ่มขึ้น อัตราการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมจะ
สูงขึ้นดวย แตเมื่อปริมาณเอนไซมสูงเกินกวาระดับที่เรงปฏิกิริยาพอดีกับสารตั้งตน อัตราการ
เกิดปฏิกิริยาจะเริ่มคงที่ ดังนั้นจึงตองศึกษาปริมาณของเอนไซมในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอ
ริฟเคชั่น เพื่อหาปริมาณที่เหมาะสมและไมเกิดการสิ้นเปลืองโดยไมจําเปน (เชิดศักดิ์  เมธา
ธไนศวรรย, 2535)  Shah และคณะ (2004) ศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นในน้ํามันสบูดํา 
โดยใชเอนไซมไลเปสจาก Chromobacterium viscosum ที่ตรึงบนซีไลท ซ่ึงเปนตัวพยุงที่มี
คุณสมบัติชอบน้ํา เปรียบเทียบกับเมื่อใชเอนไซมอิสระ พบวา เอนไซมที่ถูกตรึงบนซีไลท ที่พีเอช 
7.8 อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อนําไปเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยใชอัตราสวนโดย
โมลของน้ํามันตอเอทานอล คือ 1:4 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 50 มิลลิกรัม บมที่ความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 8 ช่ัวโมง พบวา จะไดปริมาณเอทิลเอสเทอร 71 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก แตถาใชปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึงมากกวานี้ พบวา ปริมาณเอทิลเอสเทอร
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ลดลง เนื่องจากปริมาณเอนไซมที่มากเกินไปจะทําใหสารละลายในปฏิกิริยามีความหนืดสูง การ
ถายเทมวลลดลง และเมื่อใชเอนไซมอิสระในการเรงปฏิกิริยาที่สภาวะเดียวกัน แตใชปริมาณ
เอนไซมในการทําปฏิกิริยาตาง ๆ กัน คือ 10, 50, 75, และ 100 มิลลิกรัม พบวา ที่ปริมาณเอนไซม
อิสระ 50 และ 70 มิลลิกรัม จะไดปริมาณเอทิลเอสเทอรไมแตกตางกัน แตเมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซม
เปน 100 มิลลิกรัมพบวาปริมาณเอทิลเอสเทอรกลับลดลง ซ่ึงเกิดจากสาเหตุเดียวกับที่ใชเอนไซมที่
ถูกตรึง ปริมาณเอทิลเอสเทอร ที่ปริมาณเอนไซมอิสระ 50 มิลลิกรัม คือ 62 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก 
 
 5.2   ตัวทําละลายอินทรีย 

เนื่องจากการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นระหวางน้ํามันและเมทานอล 
โดยมีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยานั้น เอนไซมไลเปสอาจสูญเสียกิจกรรมไดหากสัมผัส
โดยตรงกับเมทานอล ดังนั้นการใชตัวทําละลายอินทรียจะชวยใหเมทานอลสามารถละลายเขากับ
น้ํามันไดดี ลดการสัมผัสระหวางเอนไซมไลเปสกับเมทานอลได นอกจากนี้การใชตัวทําละลาย
อินทรียในปฏิกิริยาของไขมันและน้ํามันมีขอไดเปรียบกวาการใชน้ํา เพราะไขมันและน้ํามัน
สามารถละลายในตัวทําละลายอินทรียไดดี ในขณะที่เอนไซมไมละลาย ซ่ึงชวยใหสามารถแยก
เอนไซมออกจากผลผลิตเพื่อนํากลับมาใชใหมไดงาย ตัวทําละลายอินทรียจะยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา
ที่ไมตองการ เชน ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสหรือชวยใหเกิดการสังเคราะหเอสเทอรจากกรดคารบอก
ซีลิกกับแอลกอฮอลหรือเปปไทดจากกรดอะมิโน (เชิดศักดิ์  เมธาธไนศวรรย, 2535)  Soumanou 
และคณะ (2003) ไดศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นในน้ํามันเมล็ดทานตะวัน โดยใช
เอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens ที่ตรึงบนโพลิโพรไพลิน (polypropylene, EP100) 
ซ่ึงเปนตัวพยุงที่มีคุณสมบัติไมชอบน้ํา โดยใชสภาวะในการตรึง คือ ความเขมขนของเอนไซม 
0.025 กรัมตอมิลลิลิตร พีเอช 7 พบวาไดคากิจกรรมของเอนไซมเทากับ 3.3 หนวยตอมิลลิกรัม และ
เมื่อนําไปเรงปฏิกิริยาที่อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 10 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของน้ํามัน ไมมีน้ําในปฏิกิริยา บมที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส โดยใชตัวทําละลายอินทรียชนิดตาง ๆ ไดแก เฮกเซน ไซโครเฮกเซน n-heptane 
ไอโซออกเทน อะซีโตน และปโตรเลียมอีเทอร พบวา เฮกเซน เปนตัวทําละลายอินทรียที่ใหปริมาณ
เมทิลเอสเทอรสูงสุด คือ มากกวา 90 เปอรเซ็นต เมื่อใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 48 ช่ัวโมง ทั้งนี้
เนื่องจากเฮกเซน เปนตัวทําละลายอินทรียที่ไมมีขั้ว จึงสามารถละลายเขากับน้ํามันไดดี และ
นอกจากนี้ยังไมมีผลกระทบตอ conformation ของเอนไซม   Desai และคณะ (2005) ไดศึกษา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นใน saliconrnia oil โดยใชเอนไซมไลเปส porcine pancreatic ที่ตรึง
บนไคโตซานที่จับยึดกับกลูตาอัลดีไฮด โดยมีสภาวะการตรึง คือ ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 
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0.02 เปอรเซ็นต พีเอช 7 ใชเวลาในการตรึงนาน 16 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และเมื่อ
นําไปเรงปฏิกิริยาที่อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมทานอล 1:3 ใชปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 20 
กรัม มีน้ําในปฏิกิริยา 1 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง โดยใชตัวทํา
ละลายอินทรีย คือ เฮกเซนและอะซีโตน พบวา เฮกเซน จะใหปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงสุด เทากับ 
44.7 เปอรเซ็นต และเมื่อเรงปฏิกิริยาโดยใชเอนไซมอิสระ 0.125 กรัม ที่สภาวะเดียวกัน จะได
ปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 55.3 เปอรเซ็นต 
 
 5.3   ปริมาณน้ํา 

น้ําเปนปจจัยที่มีความจําเปนอยางยิ่งสําหรับการเรงปฏิกิริยาของเอนไซม เนื่องจาก
น้ําจะเขารวมทั้งทางตรงและทางออมกับพันธะตาง ๆ ของเอนไซม เชน พันธะไฮโดรเจน 
(hydrogen bonding) ไฮโดรโฟรบิกอินเทอรแอคชั่น (hydrophobic interaction) และแรงวานเดอ
วาลล (van der waal force) ซ่ึงจะทําใหเอนไซมคงสภาพธรรมชาติและรูปแบบการเรงปฏิกิริยาอยูได 
ถามีการกําจัดน้ําออกโดยสิ้นเชิงจะทําใหเกิดการบิดทําลายของ (conformation) อยางรุนแรงและเกิด
การหยุดยั้งกิจกรรมของเอนไซม แตจากการศึกษาพบวาเมื่อใชไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยมี
สารประกอบเอสเทอรเปนสารตั้งตนในสภาวะของระบบที่มีน้ํานอยมาก (micro-aqueous system) 
จะกอใหเกิดการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ซ่ึงเปนปฏิกิริยาตรงกันขามหรือผันกลับกับ
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสการเกิดปฏิกิริยานี้อธิบายไดวาเปนเพราะ net free energy ของปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่นมีคาเทากับศูนย ในขณะที่คานี้ของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจะสูงกวาศูนย การตองการ 
net free energy มากกวาศูนยทําใหปฏิกิริยาไมสามารถเกิดขึ้นไดที่สภาวะดังกลาว จึงเกิดปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชั่นไดงายกวาเมื่ออยูในสภาวะสมดุล (เชิดศักดิ์  เมธาธไนศวรรย, 2535) 
Noureddini และคณะ (2005) ศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นในน้ํามันถ่ัวเหลืองโดยใช
เอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas capacia ที่ตรึงโดยการหอหุมดวย hydrophobic sol-gel เมื่อ
นําไปใชในการเรงปฏิกิริยาที่อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเอทานอล 1:15.2 ใชปริมาณเอนไซม
ที่ถูกตรึง 3.0 กรัม บมที่ความเร็วรอบ 700 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง โดยใชปริมาณน้ําในการทําปฏิกิริยาในชวงระหวาง 0-2 กรัม พบวา ที่ปริมาณน้ําในปฏิกิริยา 
0.3 กรัม จะไดปริมาณเอทิลเอสเทอรสูงสุดเทากับ 65 โมลเปอรเซ็นต เมื่อปริมาณน้ําในปฏิกิริยาต่ํา
กวา 0.3 กรัม ปริมาณเอสเทอรจะลดลง ทั้งนี้เนื่องจากจะทําใหเกิดการบิดทําลาย conformation ของ
เอนไซมทําใหเอนไซมเสียสภาพมีผลใหกิจกรรมของเอนไซมลดลง และเมื่อปริมาณน้ําในปฏิกิริยา
สูงมากเกิน น้ําที่เหลือจากการทําปฏิกิริยาจะทําใหเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส มีผลใหปริมาณเมทิล
เอสเทอรลดลงเชนกัน 
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 5.4  อุณหภูมิ 
อุณหภูมิมีผลตออัตราการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชไลเปส 

อุณหภูมิที่เหมาะสมจะทําใหเอนไซมสามารถทํางานไดเต็มประสิทธิภาพ ซ่ึงถาอุณหภูมิที่ใชต่ํากวา
อุณหภูมิที่เหมาะสม อัตราการเกิดปฏิกิริยาจะต่ํา เชนเดียวกันหากอุณหภูมิที่ใชสูงกวาอุณหภูมิที่
เหมาะสมเอนไซมอาจเสียสภาพ เนื่องจากสูญเสียน้ําที่จําเปนไป โดยไดศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอ
สเทอริฟเคชั่นในน้ํามันเมล็ดทานตะวันโดยใชเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens ที่ตรึง
บน Toyonite 200-M ซ่ึงเปนตัวพยุงที่มีคุณสมบัติไมชอบน้ํา ที่สภาวะในการตรึง คือ ความเขมขน
ของเอนไซม 0.01 กรัมตอมิลลิลิตร พีเอช 7 ใชเวลาในการตรึง 6 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง เมื่อ
นําไปใชในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นที่อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอโพรพานอล 
1:3 ใชปริมาณเอนไซมที่ถูกตรึง 2.84 กรัม โดยบมที่อุณหภูมิตาง ๆ กัน คือ 40, 50, 60 และ 70 องศา
เซลเซียส พบวา ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จะใหปริมาณโพรพิลโอลิเอทสูงสุด เทากับ 100 
เปอรเซ็นต เมื่อใชเวลาในการทําปฏิกิริยาเพียง 10 ช่ัวโมง และเมื่อเรงปฏิกิริยาโดยใชเอนไซมอิสระ 
0.1 กรัม ที่สภาวะเดียวกัน จะไดปริมาณโพรพิลโอลิเอทเทากับ 80 เปอรเซ็นต (Iso et al., 2001) 
 
6.  ยีสต Rhodotorula mucilaginosa 

ยีสตสายพันธุ Rhodotorula mucilagenosa เปนยีสตที่สามารถพบไดทั่วไป ตาม
แหลงดิน แหลงน้ํา ตะกอนดิน และโคโลนีจะมีรูปรางกลมรี สีแดง สืบพันธุโดยการแตกหนอ ไมมี
การสรางเสนใย (Barnett et al., 2000) เจริญเฉพาะที่มีออกซิเจน (obligate aerobic yeast) ยีสต 
Rhodotorula เปนจุลินทรียที่สังเคราะหคาโรทีนอยด องคประกอบของคาโรทีนอยดที่ Rhodotorula 
สัง เคราะหและสะสมสวนใหญ เปนบีตา -คาโรทีน  โทรูลีน  ( torulene)  และโทรูลาโรดิน 
(torularhodin) ซ่ึงจากการศึกษาสภาวะการเลี้ยงที่เหมาะสมในการผลิตของ Aksu และ Eren (2005) 
พบวา การเลี้ยงยีสต Rhodotorula mucilagenosa ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซสเซียส จะใหอัตราการ
เจริญเติบโต (μ) และการผลิตคาโรทีนอยดสูงที่สุดเปน 0.249 ตอช่ัวโมง และ 0.72 mg g-1 h-1 
ตามลําดับ  

นอกจากนี้ยีสต Rhodotorula mucilagenosa ยังสามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดอีก
ดวย  โดยการออกแบบอาหารที่มีการเติมน้ํามันเปนแหลงคารบอนเปนตัวกระตุนซึ่ง Rhodotorula 
mucilagenosa MTCC-8737 นํามาเลี้ยงในอาหารที่มีการเติมน้ํามันเปนตัวกระตุนตางชนิดกัน ไดแก 
น้ํามันมะกอก น้ํามันปาลม น้ํามันถ่ัวเหลือง น้ํามันมะพราว และน้ํามันดอกทานตะวัน พบวา การ
ผลิตเอนไซมไลเปสในอาหารที่มีน้ํามันตางชนิดจะใหคากิจกรรมการไฮโดรไลซิสที่แตกตางกันโดย
น้ํามันถ่ัวเหลืองใหคากิจกรรมการไฮโดรไลซิสที่สูงสุดเปน 29 ยูนิตตอมิลลิลิตร  (Chennupati et  
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al., 2009) นอกจากนี้ยังพบวาการเลี้ยงยีสต Rhodotorula mucilagenosa ดวยกากน้ําตาลในระบบถัง
หมักแบบ Stirred tank reactor เมื่อมีอัตราการใหอากาศของถังเปน 2 vvm, อัตราการกวน 200 rpm  
ที่พีเอช 7.0 และอุณหภูมิที่ 25 องศาเซสเซียส จะใหคากิจกรรมการไฮโดรไลซิสสูงสุดเปน 72 ยูนิ
ตตอมิลลิลิตร (Potumarth et  al., 2008) 

Srimhan และคณะ (2011) ไดคัดแยกยีสตจากแหลงที่มีการปนเปอนของน้ํามันจาก
โรงงานผลิตน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ ซ่ึงมีความสามารถในการสรางเอนไซมไลเปสนํามาผลิตเปนไบโอ
ดีเซลในระดับหองปฏิบัติการ พบวา ยีสตสายพันธุ Rhodotorula  mucilagenosa ใหคากิจกรรม
เอนไซมไลเปสโดยใช p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) เปนสับสเตรท และวิธี two-phase 
emulsion โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส เทากับ 0.092±0.005 และ 2.534±0.044 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ และสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุด 51.26 เปอรเซ็นต จึงไดนํายีสต 
Rhodotorula mucilagenosa มาหาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อเพิ่มการสรางเมทิลเอสเทอร โดยพบวา เมื่อ
เพิ่มปริมาณน้ําในชวง 0-10 เปอรเซ็นต ปริมาณเมทิลเอสเทอรจะเพิ่มขึ้น แตเมื่อเพิ่มปริมาณน้ํา
มากกวา 10 เปอรเซ็นต ปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดจะลดลง โดยการเติมสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร พีเอช 7.0 ที่ 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุด 
48.34 เปอรเซ็นต จึงนําปริมาณน้ําดังกลาวมาศึกษาผลของปริมาณเซลลยีสตตอการผลิตเมทิลเอส
เทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยใชปริมาณเซลลยีสต 1×1010, 0.5×1010, 1×109,  
0.5×109 , 1×108 และ 1×107  เซลลตอกรัมสับสเตรท ในการเรงปฏิกิริยาของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และ
เมทานอล อัตราสวนโมล 1:3 และเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นต
ตอน้ําหนักสับสเตรท คิดเปนปริมาณน้ําในระบบ 11.38 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีคากิจกรรมเอนไซม เทากับ 
1.267 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา 
การใชเซลลยีสต 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทในการเรงปฏิกิริยา สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได
สูงที่สุด 48.32 เปอรเซ็นต แตการใชปริมาณเซลล 0.5×1010, 1×109, 0.5×109 , 1×108 และ 1×107  
เซลลตอกรัมสับสเตรท ซ่ึงมีคากิจกรรมเอนไซม เทากับ 0.634, 0.126, 0.063, 0.012 และ 0.0012     
ยูนิตตอกรัมสับสเตรท ตามลําดับ ในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นสามารถผลิตเมทิลเอส
เทอรไดเพียง 21.62, 1.38, 0.46, 0.48 และ 0.36 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เนื่องจากการเพิ่มปริมาณเซลล
มากขึ้นก็คือการเพิ่มปริมาณของเอนไซมไลเปสที่จะเขาไปทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น
นั่นเอง  

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตเมทิลเอสเทอร โดยใชปริมาณเซลลยีสต 
1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท มีกิจกรรมเอนไซมไลเปส 1.394 ยูนิตตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น มีสับสเตรท คือ น้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล ในอัตราสวน 
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1:3 (โมล:โมล) เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
สับสเตรท  บมที่อุณหภูมิหอง (30±2), 37 และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา เมื่อ
เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ที่อุณหภูมิ 45 และ 37 องศาเซลเซียส ไดเมทิลเอสเทอร 
8.38 และ 41.59 เปอรเซ็นต และที่อุณหภูมิหอง สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงที่สุด คือ 48.17 
เปอรเซ็นต โดยทั่วไปปฏิกิริยาเคมีจะทํางานไดดีเมื่อเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นเพื่อชวยเรงปฏิกิริยาของ
เอนไซม แตเนื่องจากที่อุณหภูมิสูงเอนไซมซ่ึงเปนสารประกอบโปรตีนมักไมคอยคงตัวตอความ
รอนทําใหเอนไซมเสียสภาพ ดังนั้นเอนไซมแตละชนิดจะมีชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางาน
ไดดีแตกตางกัน จากนั้นนําสภาวะดังกลาวมาศึกษาผลของพีเอชตอการผลิตเมทิลเอสเทอร โดยเติม
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.0 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
สับสเตรท บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา ที่พีเอช 5.0 และ 6.0 
ปริมาณเมทิลเอสเทอรเกิดขึ้นเพียง 35.10 และ 36.42 เปอรเซ็นต และเพิ่มขึ้นอยางเห็นไดชัดเมื่อทํา
ปฏิกิริยาที่พีเอช 6.5 และไดปริมาณสูงที่สุดที่พีเอช 7.0 คือ 49.28 เปอรเซ็นต แตเมื่อเติมสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มีคาพีเอชสูงกวา 7.0 ปริมาณของเมทิลเอสเทอรลดลงอยางเห็นไดชัด  
นอกจากนี้จากการศึกษาผลของชนิดแอลกอฮอลตอการผลิตอัลคิลเอสเทอรโดยใชเซลลยีสตที่ผลิต
เอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และแอลกอฮอล 
ในอัตราสวนโมล 1:3 โดยแอลกอฮอลที่ใชในการศึกษามี 5 ชนิด ดังนี้ เมทานอล, เอทานอล,โพรพา
นอล, 1-บิวทานอล และ 2-บิวทานอล ปรับปริมาณน้ําใหเปน 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท 
โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
พบวา การใชเมทานอลทําใหไดเมทิลเอสเทอรสูงที่สุด 49.28 เปอรเซ็นต รองลงมาเปนเอทานอลซึ่ง
ใหปริมาณอัลคิลเอสเทอร 3.19 เปอรเซ็นต สวนการใช 1-บิวทานอลและ 2-บิวทานอล สามารถ
ผลิตอัลคิลเอสเทอรไดในปริมาณที่นอยกวา 1 เปอรเซ็นต ที่เวลา 72 ช่ัวโมง และไมพบการ
ผลิตอัลคิลเอสเทอรเลยเมื่อใชโพรพานอล  ซ่ึงเมื่อนําเมทานอลมาศึกษาผลของอัตราสวนโมลตอ
การผลิตเมทิลเอสเทอร ในอัตราสวนโมล 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 ปรับใหมีสภาวะที่เหมาะสมขางตน 
พบวา เมื่อเพิ่มอัตราสวนโมลของเมทานอลที่เขาทําปฏิกิริยากับน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ สามารถผลิต
เมทิลเอสเทอรไดเพิ่มขึ้น โดยที่อัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 
(โมล:โมล) มีปริมาณเมทิลเอสเทอร ที่ 72 ช่ัวโมง เทากับ 48.19, 60.46, 73.11 และ 83.29 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ นอกจากนี้ไดมีการศึกษาการใชเซลลยีสตซํ้าในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น
โดยใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยามาใชซํ้าอีกครั้ง เพื่อทําปฏิกิริยาทรานส   
เอสเทอริฟเคชั่นโดยใชสับสเตรทที่มีสวนประกอบของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและ
น้ํามันปาลมใชแลว ตอเมทานอลในอัตราสวน 1:6 พบวา ผลผลิตของเมทิลเอสเทอรจากการทํา
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ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลว
เปนสับสเตรท เทากับ 59.31, 36.39 และ 55.48 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงวาเซลลยีสตที่ผลิต
เอนไซมไลเปสยังเรงปฏิกิริยาได แตมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาลดลง ซ่ึงเห็นไดจากปริมาณ
ของเมทิลเอสเทอรที่ลดลงจากที่ใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสในครั้งแรก โดยผลผลิตของ
เมทิลเอสเทอรเมื่อใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสในครั้งแรก ที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามัน
ปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลวเปนสับสเตรท เทากับ 83.63, 62.34 และ 66.49 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (ปุริมปรัชญ  ศรีหมาน, 2551) 
 
7. การใชตัวเซลลจุลินทรียในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพื่อผลิตไบโอดีเซล 

การใชประโยชนจากจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปสมาเรงปฏิกิริยาเพื่อผลิตไบโอ
ดีเซล  มีทั้งเอนไซมไลเปสจากภายนอกเซลล (extracellular enzyme) ซ่ึงเปนเอนไซมที่จุลินทรีย
ผลิตขึ้นแลวปลดปลอยออกจากเซลลไปสูอาหารเลี้ยงเช้ือและเอนไซมที่อยูภายในตัวเซลล 
(intracellular enzyme) ซ่ึงเปนเอนไซมที่ยังคงอยูภายในตัวเซลลในระหวางการเพาะเลี้ยงเชื้อ การนํา
เอนไซมภายในเซลลมาใชนั้นจําเปนตองวิธีการสกัดเอนไซมออกมาจากตัวเซลลกอน แตในบางครั้ง
วิธีการสกัดทําใหเอนไซมเสียความคงตัว และตองใชตนทุนในการผลิตและการทําบริสุทธิ์ที่
คอนขางสูง ดังนั้นเพื่อลดตนทุนการผลิตจึงไดมีการนําตัวเซลล (whole cell biocatalyst) มาใชใน
การเรงปฏิกิริยาแทน จึงไดรับความสนใจและไดมีการศึกษาอยางแพรหลาย (Devanesan et al., 
2007; Kaieda et al., 1999; Li et al., 2007; Matsumoto et al., 2001; Tamalampundi et al., 2008; 
Fukuda et al., 2008) ซ่ึงมีศักยภาพตอการผลิตไบโอดีเซลในระดับอุตสาหกรรม ทําใหลดตนทุนใน
การเตรียมเอนไซมมาใชเรงปฏิกิริยา การนําจุลินทรียมาเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นตองเปน
จุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสเกาะบริเวณผิวเซลลหรือเซลลเมมเบรน ไดแก แบคทีเรีย 
Pseudomonas sp. (Devanesan et al., 2007; Foidl et al., 1996; Mohamed and Uwe, 2003; Yong and 
Shiyi, 2007) เชื้อรา  Mucor miehei (Du et al., 2004), Rhizopus oryzae (Hama et al., 2004) การนํา
ตัวเซลลที่ผลิตเอนไซมไลเปสมาใชนําไปใชในระดับอุตสาหกรรมจําเปนตองหาวิธีการตางๆ ใน
การเลี้ยงเซลล วิธีการตรึงเซลล และกระบวนการเกิดปฏิกิริยา ซ่ึงตองมีการทําในปริมาณมากๆ  จึง
จําเปนตองใช Bioreactor มาขยายขนาดกระบวนการผลิต  โดยไดทําการศึกษาการเลือกใช 
Bioreactor ของการผลิตไบโอดีเซลลตั้งแตการเลี้ยงเซลล  การตรึงเซลล  และการเกิดปฏิกิริยาเมทา
นอลไลซิส สามารถนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมโดยการขยายกําลังการผลิตตอไปได 
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Hama และคณะ (2006) ไดศึกษาคุณลักษณะของเชื้อรา Rhizopus oryzae  พบวา 
สามารถผลิตเอนไซมไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนง 1,3 ของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด โดย
ลักษณะของการผลิตเอนไซมไลเปสของเชื้อรา Rhizopus oryzae  เปนโปรตีนที่มีความแตกตางกัน
ของ 2 โมเลกุล คือ โปรตีนขนาด 34 kDa (ROL34) และ ขนาด 31 kDa (ROL31) โดยโปรตีนทั้ง
สองจะเปนตัวบงบอกตําแหนงของเอนไซมวาจะตองไปอยูในตําแหนงใดของเซลล ไดแก เซลลเมม
เบรน(cell membrane) เซลลผนังเซลล (cell wall) หรือนอกเซลล (extracellular) โดยโปรตีนขนาด 
34 kDa (ROL34) เปนโปรตีนที่ติดอยูบริเวณผนังเซลล (cell wall) สวนโปรตีนขนาด 31 kDa อยูใน
สวนเซลลเมมเบรน (cell membrane) และผนังเซลล (cell wall) บางสวน (ดัง Figure 3) ปริมาณของ
โปรตีนในแตละสวนขึ้นอยูกับระยะเวลาในการเลี้ยงและลักษณะการตรึงหรือไมตรึงเซลลใน
ระหวางการเลี้ยงเชื้อ โดยพบวา การเลี้ยงเซลลที่ถูกตรึงบน polyurethane foam (Biomass Support 
Particle, BSPs) จะใหโปรตีน ROL34 แตไมใหโปรตีน ROL31 kDa ออกมาในอาหารเลี้ยงเชื้อ สวน
บริเวณผนังเซลล(cell wall) จะพบเฉพาะโปรตีน ROL34 หลังจากการเลี้ยงเซลลแลวเปนเวลา 72 
ช่ัวโมงและพบ ROL31 kDa ในเมมเบรนตลอดระยะเวลาของการเลี้ยงเซลลแบบตรึงเซลล สวนการ
เล้ียงเซลลแบบอิสระจะพบทั้งโปรตีน ROL34 และ ROL31 kDa  ในอาหารตลอดระยะเวลาของการ
เล้ียงเชื้อ นอกจากนี้การเลี้ยงเซลลราโดยการเติมน้ํามันเปนตัวกระตุนจะใหลักษณะของโปรตีนที่
แตกตางกันขึ้นกับชนิดของน้ํามัน โดยพบวาน้ํามันมะกอกที่เติมลงไปในอาหารเลี้ยงเซลลจะเปน
ตัวกระตุนที่ดีที่สุดเพื่อใหเซลลผลิตเอนไซมไลเปส ซ่ึงการเติมน้ํามันมะกอกจะเปนตัวกระตุนให
เซลลผลิตโปรตีนชนิด ROL34 ออกมาติดที่บริเวณผนังเซลล (cell wall) เพิ่มขึ้น สงผลทําให
กจิกรรมการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและเมทานอลไลซิสของตัวเซลลเพิ่มขึ้น 

จากการศึกษาขั้นตน Fukuda และคณะ (2007) ไดพยายามที่จะนําเชื้อรา Rhizopus 
oryzae  มาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซล ซ่ึงมีขอดีหลายประการทั้งในแงของการ
ลงทุนและการนํากลับมาใชของเซลลที่ถูกตรึงไดหลายครั้งกวาการใชตัวเอนไซม แตการนําไปใช
ในระดับอุตสาหกรรมจําเปนตองหาวิธีการตางๆ  ในการเลี้ยงเซลล  วิธีการตรึงเซลลและ
กระบวนการเกิดปฏิกิริยา ซ่ึงตองมีการทําในปริมาณมากๆ จึงจําเปนตองใช Bioreactor มาขยาย
ขนาดกระบวนการผลิต โดยไดทําการศึกษาการเลือกใช Bioreactor ของการผลิตไบโอดีเซลลตั้งแต
การเลี้ยงเซลล  การตรึงเซลล  และการเกิดปฏิกิริยาเมทานอลไลซิส สามารถนําไปประยุกตใชใน
อุตสาหกรรมโดยการขยายกําลังการผลิตตอไปได ดังนี้ 
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Figure 3. Schematic diagram of ROL maturation and localization in Rhizopus oryzae cells. 

Cleavage of pro-region from the precursor lipase Pre-pro ROL gives rise to two 
lipases. ROL 31 locates to the cell membrane, whereas ROL 34 is transported to the 
cell wall, from where it can be secreted. 

Source:    Hama et al., (2006) 

 
7.1  การเลี้ยงและการตรึงเซลล 

เชื้อรา Rhizopus oryzae IFO 4697 ซ่ึงพบวาเชื้อดังกลาวสามารถสรางเสนใยและ
ผลิตเอนไซมไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนง 1,3-positional specificity lipase  สามารถนําเซลล
มาตรึงแบบดูดซับบนวัสดุตัวพยุง (Biomass Support Particle) ซ่ึงเปน Polyurethane foam  โดยรู
พรุนจํานวน 50 รู ตอ 1 นิ้ว   

สําหรับวิธีการตรึงเซลล (Immobilized cell culture) Oda และคณะ (2005) ได
ทําการศึกษาโดยอาศัยการเลี้ยงเซลลรวมกับการใสวัสดุตัวพยุง  ซ่ึงเปนการตรึงเซลลโดยการเลี้ยง
รวมกับการใหเซลลเจริญเติบโต  ภายในถัง 20 ลิตร ของ air-lift bioreactor ควบคุมอัตราการให
อากาศเปน 2.5 vvm คาพีเอชเทากับ 7.00 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา  
การเลี้ยงเซลลรวมกับการตรึงเซลลโดยใชระบบ Air-lift reactor จะทําใหการเจริญของเชื้อรา 
Rhizopus oryzae  เจริญบนวัสดุพยุงไดดีกวาการเลี้ยงเซลลแบบเขยาและยังใหกิจกรรมการ
เกิดปฏิกิริยาเมททานอลไลซิสที่สูงกวา นอกจากนี้การเลี้ยงโดยการใช Air-lift reactor  สามารถลด
ระยะเวลาการเลี้ยงเซลลได 
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7.2  การทําปฏิกิริยาเมทานอลไลซิส (Methanolysis reaction) 
สําหรับการทําปฏิกิริยาเมทานอลไลซิส (Methanolysis reaction)  Fukuda และคณะ 

(2007) ศึกษาการปฏิกิริยาในระบบ packed-bed reactor (PBR) system โดยบรรจุช้ินโฟมที่ผานการ
ตรึงเซลลจากการศึกษาของ Oda และคณะ (2005) ขางตน จํานวน 1000 ช้ิน ลงในคอลัมน ช่ังน้ํามัน
ถ่ัวเหลือง 96.5 g กับ เมททานอล 3.5 กรัม (1 โมลาร สมมูลกับ 96.5 กรัม ของน้ํามันถ่ัวเหลือง) และ 
5.0 มิลลิลิตร ของน้ํากลั่น ในการทําปฏิกิริยาใน packed-bed reactor (PBR) จะทําใหน้ํามันเปน
โมเลกุลเล็กโดยใชเครื่อง ultrasonic (150 oscillations/min, amplitude 70 mm) รอบละ 5 นาที ดัง 
Figure 4 

หลักการทํางานของ packed-bed reactor (PBR) system เปนระบบที่ใหสับ            
สเตรทไหลผานวัสดุที่แข็งหรือวัสดุที่ถูกตรึงบรรจุในคอลัมนเพื่อใหทําปฏิกิริยา ผลิตภัณฑที่ออกมา
จะขึ้นกับเวลาที่สารไหลไปในคอลัมนซ่ึงขึ้นกับปริมาตร (ความยาวและพื้นที่หนาตัดของคอลัมน) 
และอัตราการไหลของปฏิกิริยาขอดีของ Pack-bed reactor  คือ อัตราการเรงปฏิกิริยาในการเปลี่ยน
สับสเตรทจะเร็วใชตนทุนต่ําและเปนระบบที่สามารถทําการผลิตแบบตอเนื่องไดปจจัยที่
ทําการศึกษาในการเกิดปฏิกิริยาในระบบ Pack-bed reactor  (Fukuda et al., 2007) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
Figure  4.  Schematic diagram of packed-bed reactor (PBR) system. 
Source:     Fukuda et al., (2007) 

(1) Bath sonicator (emulsified) 

(2) magnetic stirrer 

(3) reaction mixture reservoir  

(4) peristaltic pump 

(5) TYGON tube  

(6) glass column packed with cuboid 

     polyurethane biomass support particles (BSPs)       

containing dry Rhizopus oryzae cells 

(7) product 
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7.2.1   ผลของขนาดและรูปรางของวัสดุตัวพยุง (Biomass Support Particle) 
                  จากการศึกษาผลของขนาดของวัสดุตัวพยุง BSPs ของ 2 ขนาด คือ 6×6×3 
และ 6×6×6 มิลลิเมตร ที่ถูกตรึงดวย Rhizopus oryzae มาทําปฏิกิริยาเมทานอลไลซิส ใน screw-
capped bottle พบวา เมื่อนํามาสรางกราฟระหวางอัตราการเกิดปฏิกิริยากับปริมาตรทั้งหมดของตัว
พยุงที่ถูกตรึงดวยเซลล จะใหความสัมพันธเปนเสนตรง โดยจะเกิดเมทานอลไลซิสเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่ม
จํานวนของตัวพยุง และรูปรางขนาด 6×6×3 จะมีอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่สูงกวาเมื่อปริมาตรของตัว
พยุงที่ทําใหเกิดปฏิกิริยาเทากัน เนื่องจากเชื้อราดังกลาวเปนจุลินทรียกลุมที่ตองการอากาศในการ
เจริญเติบโต ลักษณะการเจริญจะเกิดเฉพาะบริเวณผิวหนา กอนโฟมที่มีขนาดที่เล็กกวา (6×6×3)  จึง
มีพื้นที่ผิวที่มากกวาในการที่เชื้อราจะเจริญเติบโต 

7.2.2 ผลของการทําใหน้ํามนัเปนอิมัลช่ัน (emulsification) ตอการเกิดปฏิกิริยา 
                 จากการทําใหเกิดอิมัลช่ันของน้ํามันโดยเครื่อง Ultrasonicate พบวา ทําให
ขนาดของน้ํามันมีขนาดหยดที่เล็ดลง จากประมาณ 100 ไมครอน เหลือ 5 ไมครอน (ดังแสดงใน 
Figure 5) ซ่ึงการทําใหน้ํามันมีอนุภาคที่เล็กลง สามารถเพิ่มพื้นที่ผิวตอการเกิดปฏิกิริยาระหวางตัว
เซลลที่ผลิตเอนไซมไลเปสมากขึ้น ลักษณะการทํางานของเอนไซมไลเปสจะทํางานระหวางชั้น 
hydrophobic และ hydrophilic การทําใหอนุภาคน้ํามันเล็กลงจึงเปนการเพิ่มโอกาสใหเอนไซมกับ
สับสเตรทเขาทําปฏิกิริยากันไดเพิ่มขึ้น สงผลตอการเกิดปฏิกิริยาเมททานอลไลซิส ซ่ึงทําใหเพิ่ม
ปริมาณของเมทิลเอสเทอรได   
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Figure 5. Microscopic photographs of ultrasonication of reaction mixture on methanolysis 
reaction. 

Source:      Fukuda et al., (2007) 
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7.2.3  ผลของอัตราการไหลของน้ํามันในระบบ Pack-bed reactor 
     จากการศึกษาผลของการเพิ่มอัตราการไหลของน้ํามันผสมตอการ
เกิดปฏิกิริยาในระบบ Pack-bed reactor พบวา การเพิ่มอัตราการไหลเปน 55 ลิตร/ช่ัวโมง ทําให
ปริมาณของเมทานอลไลซิส เพิ่มเปน 90.9 เปอรเซ็นตในรอบแรกของการทําปฏิกิริยา แตเมื่อทํา
ปฏิกิริยาจนถึงรอบที่ 5 พบวาที่ความเร็ว 55 ลิตร/ช่ัวโมง จะใหคาปริมาณของเมทานอลไลซิสลดลง
เปน 63.3 เปอรเซ็นต ทั้งนี้นาจะเกิดมาจากการใชความเร็วที่สูงจะทําใหเซลลที่ถูกตรึงหลุดออก ซ่ึง
สังเกตไดจากคาน้ําหนักเซลลแหงที่เหลือจากการทําปฏิกิริยาพบวามีคาที่ลดลง สวนที่อัตราการไหล
ชา คือ 5 ลิตร/ช่ัวโมง เมื่อทําปฏิกิริยารอบที่ 5 พบวาใหคาปริมาณของเมทานอลไลซิส ลดลง เชนกัน 
ทั้งนี้เปนผลมาจากการสะสมของเมทานอลในระบบที่สงผลตอการทํางานของเอนไซมในการเรง
ปฏิกิริยา เพราะที่อัตราเร็วชาๆ การเปลี่ยนเมทานอลไปเปนเมทานอลไลซิสก็เกิดชา ทําใหเหลือ     
เมทานอลมากเกินไปสงผลรบกวนการทํางานของเอนไซมไลเปสเสียสภาพ 

7.2.4 ศึกษาจํานวนรอบของการทําปฏิกิริยาในระบบ PBR 
     จากการศึกษาการนํ า เซลลที่ ถูกตรึ งนํ าก ลับมาใช ใหมของสอง
กระบวนการที่แตกตาง คือ การทําปฏิกิริยาแบบเขยาในหลอดทดลอง จะใหปริมาณของเมทิลเอส
เทอรมากกวาการทําปฏิกิริยาแบบ PBR แตเมื่อทําปฏิกิริยาในรอบถัดไปพบวา ปฏิกิริยาแบบเขยาใน
หลอดทดลองจะใหปริมาณของเมทิลเอสเทอรลดต่ําลง ทั้งนี้สืบเนื่องมาจากการทําปฏิกิริยาโดยการ
เขยาในหลอดทดลองอาจจะทําใหเซลลที่ถูกตรึงนั้นหลุดออกมาได ทําใหสูญเสียเซลลไปในการทํา
ปฏิกิริยาในแตละรอบ  ซ่ึงถาหากเปนการทําปฏิกิริยาในระบบ PBR จะใหปริมาณของของเมทิลเอส
เทอรที่คงที่ประมาณ มากกวา 80 เปอรเซ็นต ในรอบที่ 10 ของปฎิกิริยา ดังนั้นการตรึงเซลลจึง
สามารถนําเซลลกลับมาใชใหมไดหลายครั้ง 
 
8. วิธีการออกแบบการทดลองในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย 

8.1 การทดลองแบบดั้งเดิมหรือแบบทีละปจจัย (One factor at a time; OFAT) 
การทดลองแบบดั้งเดิมเปนการทดลองที่ศึกษาปจจัยที่สนใจ (factor) โดย

กําหนดใหปจจัยอ่ืนๆ คงที่ และเมื่อไดคาผลการทดลองที่ดีที่สุดแลวจึงเปลี่ยนระดับของปจจัยที่
ศึกษาและเมื่อใหผลการทดลองที่ดีที่สุดแลว จึงเปลี่ยนไปศึกษาปจจัยตัวที่สอง และทําอยางนี้ไป
เร่ือย ๆ จนครบทุกปจจัยที่ตองการศึกษา ซ่ึงวิธีการทดลองนี้ใชกันอยางแพรหลายในงานวิจัยทาง
วิทยาศาสตรและวิศวกรรมศาสตร เนื่องจากมีขอดี คือ ขั้นตอนการทดลองไมยุงยาก แตอยางไรก็
ตามวิธีการนี้ก็ยังมีขอเสีย คือ ไมสามารถทราบผลของปจจัยที่มีรวมกันได รวมทั้งใชเวลานานหาก
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ทําการศึกษาหลายปจจัย นอกจากนี้ผลการทดลองที่ไดจากวิธีการดังกลาวอาจจะใหผลการทดลอง
ไดไมดีที่สุด (Giesbrecht and Gumpertz, 2004; Box, 2006) 

8.2 การทดลองทางสถิติ (Experimental design) 
การทดลองทางสถิติเปนการทดลองที่ศึกษาปจจัยที่สนใจ โดยใชความรูทาง

คณิตศาสตรมาประยุกต เพื่อใหไดการทดลองที่มีความครอบคลุม รวมทั้งลดระยะเวลาและ
ทรัพยากรในการทดลอง ตัวอยาง เชน การทดลองแบบแฟคทอเรียล (factorial) เปนการทดลองที่
ศึกษาปจจัยและระดับของปจจัยที่ตองการศึกษาไดในเวลาเดียวกัน นอกจากนี้ยังทราบผลของปจจัย
ที่มีผลรวมกัน (interaction) (Box et al., 2005) แตการทดลองแบบแฟคทอเรียลจะมีชุดการทดลอง
เปนจํานวนมากหากมีระดับของปจจัยที่ตองการศึกษาหลายระดับ ดังนั้นจึงนิยมทําการทดลองเพียง
สองระดับเทานั้น 
 

8.2.1  วิธีการทากูชิ (Taguchi Method) 
 แนวความคิดของการออกแบบแผนการทดลองแบบอื่นที่นอกเหนือจาก

การออกแบบแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลสมบูรณ (Full Factorial Design) และการออกแบบ
แผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลบางสวน (Fractional Factorial Design) ที่ไดรับการยอมรับใน
เวลาตอมา คือ แนวคิดของ Dr. Genichi Taguchi นักวิศวกรชาวญ่ีปุน ผูที่ไดเสนอปรัชญาในการ
ออกแบบทางวิศวกรรม เพื่อมีความประสิทธิภาพที่วา ผลิตภัณฑควรจะออกแบบเพื่อใหไดผลใน
การทํางานที่ดีและมีความผันแปรนอยที่สุดตอผลการดําเนินงาน ซ่ึงแนนอนวาถาสามารถทําไดตาม
แนวคิดนี้ก็จะทําใหผลิตภัณฑมีความนาเชื่อถือ ดังนั้นจึงมีการนําวิธีการทางทากูชิไปใชอยาง
แพรหลายในภาคอุตสาหกรรมเพื่อปรับปรุงทางดานคุณภาพ วิธีการทางทากูชิไดใหความสําคัญกับ
การออกแบบที่ทําใหสภาวะของกระบวนการหรือผลิตภัณฑที่ผลิตไดตองมีคุณภาพสูง ดวย
คาใชจายในการพัฒนาและการผลิตที่ต่ํา นอกจากนี้วิธีการทางทากูชิยังเปนการทดลองที่สามารถ
ศึกษาปจจัยหลาย ๆ ปจจัยพรอมกัน โดยมีวิธีการคํานวณที่ไมยุงยาก และใชจํานวนการทดลองนอย
กวาการออกแบบแผนการทดลองแบบอื่น ๆ เชน การออกแบบแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียล
สมบูรณ (Full Factorial Design) โดยการใชเครื่องมือที่เรียกวา ออทอกอนอล อะเรย (Orthogonal 
Array) โดยกําหนดให ปจจัยที่ควบคุมได เปน Outer Array และ ปจจัยที่ควบคุมไมไดเปน Inner 
Array เชน  ถามีปจจัยที่ศึกษา 4 ปจจัย มี 3 ระดับ  ดังนั้นได ออทอกอนอล อะเรย (Orthogonal 
Array) ใช L9 ดังแสดงใน Table 3 สามารถออกแบบการทดลองได 9 ชุดการทดลอง ดังแสดงใน 
Table 4 
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Table 3.  Parameters and their levels employed in the Taguchi’s experimental design. 
 

Number of Parameters 
Nu

mb
er 

of 
Le

ve
l  2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

2 L4 L4 L8 L8 L8 L8 L12 L12 L12 L12 L16 L1 
3 L9 L9 L9 L18 L18 L18 L18 L27 L27 L27 L27 L27 
4 L16 L16 L16 L16 L32 L32 L32 L32 L32    
5 L25 L25 L25 L25 L25 L50 L50 L50 L50 L50 L50  

 
 

Table  4.   L9 (3
4) orthogonal array of Taguchi experimental design. 

Experiment Factor A Factor B Factor C Factor D Response 
1 1 1 1 1 Y1 
2 1 2 2 2 Y2 
3 1 3 3 3 Y3 
4 2 1 2 3 Y4 
5 2 2 3 1 Y5 
6 2 3 1 2 Y6 
7 3 1 3 2 Y7 
8 3 2 2 3 Y8 
9 3 3 1 1 Y9 

 
สําหรับการหาอิทธิพลของระดับตางๆ ในแตละปจจัยที่มีผลตอคาตอบสนองที่

สนใจ สามารถคํานวณไดจากคาเฉลี่ยในแตละระดับที่มีอยูในชุดการทดลอง (Mean of one factor at 
level, MLF,i) เชน หากสนใจวาระดับใดของปจจัย B ที่เหมาะสม สามารถคํานวณได ดังนี้ 

 
 

MLB,1 =  
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MLB,2 =  

 

MLB,3 =  

 
คาเฉลี่ยที่ไดในแตละระดับของแตละปจจัย  สามารถแจกแจงดัง Table 5 
 

Table  5.  Analysis of the results of the L9 (34) orthogonal test. 
Level Factor A Factor B Factor C Factor D 
K1 MLA,1 MLB,1 MLC,1 MLD,1 
K2 MLA,2 MLB,2 MLC,2 MLD,1 
K3 MLA,3 MLB,3 MLC,3 MLD,1 
R= max (ki) - min (ki) RA RB RC RD 

Rank ….. ….. ….. ….. 
 
ผลตางของคาสูงสุดและคาต่ําสุดของระดับ (R) ในแตละปจจัย  สามารถนํามา

อธิบายถึงอิทธิพลของปจจัยนั้นๆ ได กลาวคือ หากคา R มีคามากแสดงวาปจจัยดังกลาวมีอิทธิพล
ตอคาตอบสนองที่เราสนใจนั้นมากและสามารถจัดอันดับความสําคัญในแตละปจจัยได 

 
8.2.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมดวยวิธีพื้นผิวผลตอบสนอง (Response surface 

methodology, RSM) 
วิธีการพื้นผิวผลตอบสนอง (Response surface methodology, RSM) เปน

การทดลองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดของผลตอบสนองซึ่งเปนกระบวนการที่ใชความรูทาง
คณิตศาสตรและสถิติในการวางแผนการทดลอง และมีการประยุกตใช RSM อยางกวางขวางใน
งานวิจัยทางวิทยาศาสตรและดานอุตสาหกรรม (Khuri and Cornell, 1987) นอกจากนี้วิธี RSM มี
แผนการทดลองที่นิยมใชอยู 2 แผนการทดลอง คือ 

 
1. แผนการทดลองแบบบ็อกซ–วิลสัน (Box–Wilson Experimental 

Design) 
2.  แผนการทดลองแบบบ็อกซ–เบ็นเกน (Box–Behnken Design) 
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ซ่ึงในที่นี้จะกลาวถึงเฉพาะแผนการทดลองแบบ บ็อกซ–วิลสัน เนื่องจากการ
ทดลองดังกลาวมีการใชอยางแพรหลายในงานวิจัยทางวิทยาศาสตรและสามารถแกปญหาของการ
ออกแบบ 3n

 factorial designs ในการศึกษาปจจัยที่มากกวา 2 ตัวแปรเชิงปริมาณ และใหผลการ
ทดลองที่ครอบคลุมมากกวาแผนการทดลองแบบ บ็อกซ–เบ็นเกน ซ่ึงตองทําการทดลอง
คอนขางมากในการออกแบบ 3n

 factorial designs (ไพโรจน วิริยจารี, 2544) ดังนั้นเพื่อจะลดจํานวน
ส่ิงทดลอง Box and Wilson (1951) คิดคนแผนการทดลองประกอบศูนยกลาง (Central Composite 
Design, CCD) ซ่ึงพัฒนาจากแผนการทดลองแบบแฟคเทอเรียลที่มีระดับของปจจัย 2 ระดับ (2n

 

factorial design) อยางไรก็ตามแผนการทดลองแบบ CCD จึงเพิ่มระดับการทดลองแฟคเทอเรียล    
ที่จุดศูนยกลาง (center) และแนวแกน (axial) โดยแบงเปน 5 ระดับ คือ ระดับต่ําสุด (-α) ต่ํา (-1) 
กลาง (0) สูง (+1) และระดับสูงสุด (+α) (Cochran and Cox, 1957) เพื่อสามารถสรางรูปแบบ
ความสัมพันธที่มีความสัมพันธเชิงเสนโคงหรือตัวแบบความสัมพันธอันดับสองได และในการวาง
แผนการทดลอง CCD มีจํานวนการทดลองเทากับ 2n+(2n+6) สําหรับการทดลองที่มีปจจัยหรือตัว
แปรตน 4 ตัวแปร ดังแสดงใน Table 6 มีจํานวนการทดลองทั้งสิ้น 30 การทดลอง เปรียบเทียบกับ 3n 
factorial designs มีจํานวนการทดลองทั้งหมด 81 ชุดทดลอง สําหรับรหัสของปจจัยหรือตัวแปร
อิสระในการวางแผนการทดลองสามารถคํานวณจากสมการ 

 
xi = (Xi - Xcp ) / ΔXi 

 
xi คือ รหัสที่ใชในการวางแผนการทดลองแบบ CCD 
Xi  คือ คาจริงของระดับปจจัยในการทดลอง 
Xcp  คือ คาจริงของระดับกลางของปจจัยในการทดลอง 
ΔXi  คือ ผลตางของระดับปจจัย 
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Table 6.  The Central Composite Design of independent variables. 
Run  Independent variables  

A B C D 
1  -1  -1  -1  -1  
2  +1  -1  -1  -1  
3  -1  +1  -1  -1  
4  +1  +1  -1  -1  
5  -1  -1  +1  -1  
6  +1  -1  +1  -1  
7  -1  +1  +1  -1  
8  +1  +1  +1  -1  
9  -1  -1  -1  +1  
10  +1  -1  -1  +1  
11  -1  +1  -1  +1  
12  +1  +1  -1  +1  
13  -1  -1  +1  +1  
14  +1  -1  +1  +1  
15  -1  +1  +1  +1  
16  +1  +1  +1  +1  
17  -2  0  0  0  
18  +2  0  0  0  
19  0  -2  0  0  
20  0  +2  0  0  
21  0  0  -2  0  
22  0  0  +2  0  
23  0  0  0  -2  
24  0  0  0  +2  
25  0  0  0  0  
26  0  0  0  0  
27  0  0  0  0  
28  0  0  0  0  
29  0  0  0  0  
30  0  0  0  0  

 

Source: Song et al., (2007)  
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 การคํานวณผลความคลาดเคลื่อนผลรวมของกําลังสอง (Sum square) ความ
เบี่ยงเบนความคลาดเคลื่อนของผลรวมกําลังสอง (Mean square) และความมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-
value) โดยใช ANOVA ผลรวมกําลังสองทั้งหมดคํานวณไดจากสมการ (Sum Square total, SSto) 
 
 

yi  คือ ผลการตอบสนองที่ไดแตละชดุจากทดลอง 
N คือ จํานวนการทดลองทั้งหมด 

ผลรวมกําลังสองของเชิงเสนตรง (Sum square regression linear, SSrl) เชิงเสนโคง 
(Sum square regression quadratic, SSrq) และผลรวมกนั (Sum square regression interaction, SSri) 
ของรูปแบบความสัมพันธลําดับที่สอง คํานวณไดดังนี ้

 
 
bi  คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนตรง โดย i คือ ลําดับของตัวแปร 
g  คือ ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X´ในเทอมของเชิงเสนตรง 
โดย i คือ ลําดับของตัวแปร 
n  คือ จํานวนปจจัย 

 

bii คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนโคง โดย i คือ ลําดับของตัวแปร 

gi คือ ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X´ในเทอมของเชิงเสนโคง 

โดย i คือ ลําดับของตัวแปร 

n คือ จํานวนปจจัยหรือตัวแปรในการศึกษา 

 

bij    คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยที่มีผลรวมกันโคง โดย i และ j คือ 

ลําดับของตัวแปร 

gigj คือ ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X´ในเทอมที่มีผลรวมกัน 

โดย i และ j คือ ลําดับของตัวแปร 

m คือ จํานวนตัวแปรที่มีผลรวมกัน 
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ผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย (Sum Square regression, SSr) คํานวณได

จาก                   SSr = SSrl + SSrq + SSri 

ผลรวมความคลาดเคลื่อนกําลังสองของการทดลอง (Sum Square error, SSe) คํานวณได

จาก   SSe = SSto – SSr 

     คํานวณความเบี่ยงเบนกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย (Mean square regression, 

MSr) คํานวณไดจาก    MSr =  

   SSr คือ ผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย 

Dfssr คือ องศาอิสระของผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย 

คํานวณความเบี่ยงเบนของความคลาดเคลื่อนกําลังสอง (Mean square error, MSe)

 คํานวณไดจาก MSe =  

 

SSe  คือ ความคลาดเคลื่อนกําลังสองของการทดลอง 

Dfssr คือ องศาอิสระของผลรวมกําลังสองของความคลาดเคลื่อนกําลังสอง

ในการทดลอง 

ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p-value) ของสมการพหุนามกําลังสองหรือ

รูปแบบสมการถดถอยคํานวณไดจากสมการ 

   F =  

จากผลการคํานวณความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของของสมการพหุนามกําลังสอง

โดยสมการขางตนสามารถคํานวณคา F-value เพื่อหาคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ (p-value) โดยเทียบคาที่ไดจากการคํานวณโดยสมการกับคาที่ไดจาการตารางแจกแจง 

F ซ่ึงกําหนดคาองศาความอิสระ (degree of freedom) เทากับจํานวนองศาอิสระของผลรวม

กําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย (Df1) และจํานวนองศาอิสระของผลรวมกําลังสอง

ของความคลาดเคลื่อนกําลังสอง (Df2) (ไพโรจน วิริยจารี, 2544) โดยกําหนดคาความ

แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังนั้นหากคา F-value ที่ไดจาการคํานวณ
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มากกวาคา F-value จากตาราง F แสดงวาความสัมพันธระหวางคาตอบสนอง (Y) และ

ปจจัยหรือตัวแปรที่ศึกษาสามารถอธิบายดวยความสัมพันธลําดับที่สอง (quadratic model) 

 
 

วัตถุประสงค 
 1.  ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมไลเปสเกาะที่ผนังเซลล (cell bound) ของเซลล
ยีสตโดยวางแผนการทดลองทางสถิติ เพื่อนําไปใชในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
 2.  ศึกษาสภาวะการตรึงเซลลยีสตและสภาวะที่เหมาะสมในการนําเซลลยีสตที่ถูกตรึงไป
ผลิตไบโอดีเซล 
 
ขอบเขตงานวิจัย 

 ศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมของการเลี้ยงเซลลยีสตใหผลิตเอนไซมไลเปสเพื่อ
นําไปใชในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยคัดเลือกปจจัยที่สงผลตอการผลิตเอนไซม
ไลเปสทั้งแหลงอาหาร อัตราการใหอากาศ และระยะเวลาในการเลี้ยง เพื่อนําสภาวะตางๆ มาเปน
สภาวะที่เหมาะสมตอการตรึงเซลลยีสต จากนั้นนําเซลลยีสตที่ถูกตรึงไปหาสภาวะที่เหมาะสมใน
การผลิตไบโอดีเซลและนําไปประยุกตใชใระบบการผลิตระดับอุตสาหกรรมได 
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บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

วัสดุและอุปกรณ 
1.  วัตถุดิบ 

 น้ํามันปาลมโอเลอีนทางการคาตรามรกต ผลิตโดย บริษัท มรกตอินดัสตรี้ส จํากัด 
(มหาชน) มีคาสปอนนิฟเคชั่น เทากับ 193.90±3.67 ซ่ึงจากการวิเคราะหกรดไขมันที่เปน
องคประกอบในน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ดวยเทคนิคแกสโครมาโตกราฟ (GC) พบวา มีกรดโอเลอิกเปน
องคประกอบหลัก รองลงมาเปนกรดปาลมมิติกและกรดลิโนเลอิก เทากับ 43.68, 36.50 และ 10.92 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 
2.  จุลินทรีย   

 เชื้อยีสต Rhodotorula mucilagenosa ที่คัดแยกจากแหลงที่มีการปนเปอนของ
น้ํามันในโรงงานผลิตน้ํามันปาลม ผานการทดสอบกิจกรรมในการผลิตไบโอดีเซลโดยใชตัวเซลล
เปนตัวเรงปฏิกิ ริยา  จากภาคเทคโนโลยี ชีวภาพอุตสาหกรรม  คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร (ปุริมปรัชญ  ศรีหมาน, 2551) โดยเก็บรักษาในกลีเซอรอล 30 
เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียส 
 
 
3.  อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
ชื่อสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ              บริษัทผูผลิต/เกรด/ประเทศ 
3.1 Chloramphinicol                                                        Sigma/Analyzed/Germany 
3.2 D-Glucose                                                                Ajax Finechem/Analyzed/Australia 
3.3 Sodium chloride                                                        Labscan/nalyzed/Thailand 
3.4 Malt extract                                                              Himedia/Analyzed/India 
3.5 Peptone water                                                            Himedia/Analyzed/India 
3.6 Yeast extract                   Himedia/Analyzed/India 
3.7  Rhodamine                     Himedia/Analytical/India 
3.8  Gum arabic                         Fluka/Analytical/France    
3.9   กรดไขมนัโอเลอิค           Nacalai/ Analytical/Japan 
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3.10  p-nitrophenyl palmitate (pPNC16)                           Sigma/Analytical/Germany 
3.11  Sulfuric acid (H2SO4)                                            Merck/Analytical/Germany 
3.12  Hydrochloric acid (HCl)                                          Lab scan/Analytical/Thailand 
3.13  Sodium hydroxide (NaOH)                                      Merck/Analytical/Germany                  
3.14  Potassium chloride (KCl)                                       Ajex Finechem/Analytical/Australia 
3.15  Phenol                                                                   Fisher Scientific/Analytical/England   
3.16  Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4)     Ajex Finechem/Analytical/Australia 
3.17  Calcium chloride hexahydrate (CaCl2.6H2O)             Ajex Finechem/Analytical/Australia 
3.18  Magnesium sulphate (MgSO4.7H2O)                          Ajex Finechem/Analytical/Australia 
3.19  Sodium carbonate anhydrous (Na2CO3)                       Lab scan/Analytical/Thailand           
3.20  Copper sulphate pentahydrate (CuSO4.5H2O)        Lab scan/Analytical/Thailand 
3.21  Amonium nitrite (NH4NO3)                                      Ajex Finechem/Analytical/Australia 
3.22  Ferrous sulfate hepta hydrate (FeSO4.7H2O)          Ajex Finechem/Analytical/Australia 
3.23  Calcium chloride (CaCl2.2H2O)                               Ajex Finechem/Analytical/Australia 
3.24  Maganese II sulphate 4-hydrate (MnSO4.4H2O)       Ajex Finechem/Analytical/Australia 
 
4.  อุปกรณท่ีใชสําหรับทดลอง 
อุปกรณ                บริษัทผูผลิต/ ประเทศ 
4.1 เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง รุน BP2100S                    Mettier Toledo, USA 
4.2 เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง รุน BP221S                              Satorious, USA 
4.3 Vortex mixer                                                                       Labnet, USA 
4.4 ตูบมเชื้อ (Incubator) ยี่หอ Memmert  รุน BE 500              Schwabach, Germany  
4.5 ตูถายเชื้อ (Biological Safety Cabinet) ยี่หอ Hotpack            Scientific promotion, USA 
         (รุน 527042, 41, 62, 61 class II type A) 
4.6 หมอนึ่งแรงดันไอน้ํา (Autoclave) รุน SS-325       Tomy Seiko, Japan 
4.7 พีเอชมิเตอร (pH meter) รุน Metter Toledo 320                    Mettier Toledo, USA 
4.8 ไมโครปเปตขนาด 10-100 ไมโครลิตร                                 Labmate, USA  
4.9 ไมโครปเปตขนาด 1000ไมโครลิตร        Gilson, France 
4.10 เครื่องเขยารุน 3017                                                             Gesellschaft, Germany 
4.11 สเปกโตรโฟโตมิเตอร รุน U-2000        Hitachi, Japan 
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4.12 Thin-Layer Chromatography/Flame lonization  
Detection analyzer (TLC/FID) รุน latroscan MK-5            Latron laboratories, Japan 

4.13  เครื่องปนผสม (Homogenizer) รุน T25 basic                     Ika, Japan 
 
วิธีการวิเคราะห 
1.  พีเอช  วัดคาพีเอชโดยใชเครื่องวัดพีเอช รุน Metter Toledo 320 
2.  การนับจํานวนยีสต 

นําตัวอยางที่เจือจางจนไดความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร หยดลง
บน counting chamber ของฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) นับจํานวนยีสต ภายใตกลอง
จุลทรรศนแบบ compound light microscope ที่กําลังขยาย 400 เทา แลวคํานวณเปนเซลลตอ
มิลลิลิตรจากสูตร  
 ปริมาตรของฮีมาไซโตมิเตอร      =   กวาง × ยาว × สูง 
                            =  1 mm × 1 mm × 0.1 mm 
                                                                 =  0.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร (mm3) 
จํานวนเซลลยีสตตอลูกบาศกมิลลิเมตร     =   เซลลยีสตที่นับได × dilution factor 
 จํานวนเซลลยีสตตอมิลลิลิตร       =   เซลลยีสตที่นับได × 104 × dilution factor 
 
3.  การหาปริมาณเซลลแหง 

 เก็บตัวอยาง 2 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกเซลลยีสตและสารละลายสวนใสออกจากกัน นําเซลล
ยีสตที่ไดมาลางดวยอะซิโตนเพื่อเอาสวนประกอบที่เปนน้ํามันออก หลังจากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยง
อีกครั้งแลวนําสารละลายสวนใสออก นําตะกอนเซลลที่ไดเปนอบที่ 105 องศาเซสเซียส วัดปริมาณ
เซลลโดยการชั่งน้ําหนักจนไดคาน้ําหนักที่คงที่ 
 
4.  การหาปริมาณเซลลแหงในวัสดุพยุงหลังจากตรึงเซลลยีสต 

 สําหรับการหาปริมาณเซลลที่ถูกตรึงในวัสดุพยุง (Biomass support particles; 
BSPs) ทําไดโดยอาศัยการวัดปริมาณโปรตีนของเซลลที่อยูในวัสดุพยุง แลวนําคาโปรตีนที่ไดมา
เทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณโปรตีนกับปริมาณเซลลแหง ซ่ึงการสกัดโปรตีนจากเซลลที่
ถูกตรึงบนวัสดุพยุง ทําโดยชั่งวัสดุที่ถูกตรึงเซลลแลวใสหลอดทดลอง หลอดละ 0.2 กรัม เติม
สารละลายโซเดียมไฮโดรไซด 0.1 นอรมอล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทําใหเซลลหลุดจากวัสดุพยุง  
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โดยนําไปสั่นสะเทือนในอางอัลตราโซนิก (ultrasonic bath) สองรอบรอบละ 30 นาที จากนั้นนําไป
ตมในน้ําเดือดเปนระยะเวลา 10 นาที ตามดวยจุมในอางน้ําแข็ง 5 นาที  นําไปตมอีกครั้งและจุมใน
อางน้ําแข็งแบบเดิม จากนั้นดูดสารละลายสวนใสปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรไปหาปริมาณโปรตีนดวย
วิธี Lowry (Lowry et al., 1951) แลวนําคาโปรตีนที่ไดมาหาปริมาณเซลลแหง โดยเทียบกับกราฟ
มาตรฐานระหวางปริมาณโปรตีนกับปริมาณเซลลแหง (ภาคผนวก ข ขอ 2.2) 

 
5.  การวิเคราะหกิจกรรมไฮโดรไลซิสของเอนไซมไลเปสอิสระ 
 ใชวิธี two-phase emulsion method ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993) 
 5.1  สารผสมในปฏิกิริยา 

 สารผสมในปฏิกิริยาประกอบดวยน้ํามันปาลมที่ละลายในไอโซออกเทนความ
เขมขนรอยละ 10 (ปริมาตร/ปริมาตร) 1 มิลลิลิตร สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันในหลอดฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสวนใสของ
เชื้อยีสตที่ไดจากการหมุนเหวี่ยงแยกเซลลออกดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร นําไปบมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาหยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน 6 โมลาร ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสมอยางรวดเร็วทิ้งใหแยกชั้น 
 5.2  วิธีการวิเคราะหปริมาณกรดไขมัน 

 วิเคราะหปริมาณกรดไขมันอิสระโดยวิธี cupric acetate method (Ghosh et 
al.,2005) โดยดูดสารละลายสวนบนในปฏิกิริยาจากขอ 5.1 มาเจือจางกับไอโซออกเทน ใหได
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปทําปฏิกิริยากับสารละลาย cupric acetate-pyridine reagent ปริมาตร 0.4 
มิลลิลิตร ปนผสมกันอยางรวดเร็ว ทิ้งใหแยกชั้น นําสวนของไอโซออกเทนไปวิเคราะหปริมาณกรด
ไขมันอิสระโดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 715 นาโนเมตร วัดปริมาณกรดไขมันที่
ปลดปลอยออกมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานในรูปกรดปาลมมิติก  
 
 5.3  การคํานวณกิจกรรมการยอยสลายของเอนไซม 

 กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมไลเปสที่สามารถ
เรงปฏิกิริยาการยอยสลายไขปาลมใหไดกรดไขมันอิสระในรูปกรดปาลมมิติกปริมาณ 1 ไมโครโมล 
ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่มีสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ทําปฏิกิริยาบน
เครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
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กิจกรรมของเอนไซม (U/ml)  = 
 

กิจกรรมทั้งหมดของเอนไซม  =  กิจกรรมของเอนไซม (U/ml)  × ปริมาตรอาหาร 1 ลิตร 
(Extracellular lipase activity, U/L) 
 
6.  การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมไลเปสจากตัวเซลล (cell bound lipase activity; CBL) 
 ใชวิธี two-phase emulsion method ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993)  
เชนเดียวกับขอ 5 แตสวนผสมในปฏิกิริยาจะเปนตัวเซลลยีสตที่ผานการเลี้ยงเปนระยะเวลา 96 
ช่ัวโมงโดยดูดมาปริมาตร 1 มิลลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงแยกเซลลดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาที
เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส โดยเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร       
พีเอช 7 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ทําการวิเคราะหปริมาณกรดไขมันตามวิธีการขอ 5.2 โดยกําหนดให 
1 หนวยของเอนไซมที่ไดจากตัวเซลล หมายถึง ปริมาณของตัวเซลลที่สามารถเรงปฏิกิริยาการยอย
สลายน้ํามันปาลมใหไดกรดไขมันอิสระในรูปกรดปาลมมิติกปริมาณ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที 
ภายใตสภาวะที่มีสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ทําปฏิกิริยาบนเครื่องเขยา
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
 
กิจกรรมของตัวเซลล =           
(U/mg dry cell weight)  
 
กิจกรรมทั้งหมดของตัวเซลล  =  กิจกรรมของตัวเซลล   ×  ปริมาณเซลลทั้งหมดในอาหาร 1 ลิตร 
(cell-bound lipase activity yield, U/L)      (U/mg dry cell weight)          (mg dry cell weight/L) 
 
7.  การวิเคราะหกิจกรรมไฮโดรไลซิสของเซลลท่ีถูกตรึงรูป 

 ใชวิธี two-phase emulsion method ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993)  
เชนเดียวกับขอ 6 แตสวนผสมในปฏิกิริยาจะเปนเซลลยีสตที่ผานการตรึงและทําแหงในเดซิเคเตอร
แบบสูญญากาศเปนเวลา 3 ช่ัวโมง โดยทําการชั่งวัสดุพยุง (Biomass support particles; BSPs) ที่ผาน
การตรึง ปริมาณ 0.2 กรัม ใสในหลอดทดลองและเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร       
พีเอช 7 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ทําการวิเคราะหปริมาณกรดไขมันตามวิธีการขอ 5.2 โดยกําหนดให 
1 หนวยของเอนไซมที่ไดจากตัวเซลลที่ถูกตรึง หมายถึง ปริมาณของตัวเซลลที่สามารถเรงปฏิกิริยา
การยอยสลายน้ํามันปาลมใหไดกรดไขมันอิสระในรูปกรดปาลมมิติกปริมาณ 1 ไมโครโมล ในเวลา 

          (คาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร) × อัตราการเจือจาง 
             คาความชันของกราฟมาตรฐาน × ระยะเวลาในการทําปฏิกิริยา 

                       (คาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร) × อัตราการเจือจาง 
                 ความชันของกราฟมาตรฐาน × เวลาในการทําปฏิกิริยา × น้ําหนักเซลลแหง 
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1 นาที ภายใตสภาวะที่มีสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ทําปฏิกิริยาบนเครื่อง
เขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
 
กิจกรรมของตัวเซลลที่ถูกตรึง  =    
(U/g dry cell weight in BSPs )                   
 
8. การวิเคราะหองคประกอบจากปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสของน้ํามันปาลม 

 การวิเคราะหองคประกอบจากปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสไดแก เมทิลเอสเทอร       
ไตรกลีเซอไรด กรดไขมันอิสระ ไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรด ดวย Thin Layer 
Chromatography/Flame Ionization Detection analyzer (TLC/FID) สําหรับขั้นตอนและสภาวะที่ใช
ในการวิเคราะหดวย TLC/FID analyzer (Freedman et al., 1984) มีดังนี้ 

 - เตรียม quartz rods (silica gel powder coated Chromarod S-III) โดยแชใน
สารละลายกรดบอริก ความเขมขนรอยละ 3 เปนเวลา 5 นาที นํา quartz rods ไปอบที่อุณหภูมิ 105 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวนําไปทํา blank scan ดวย TLC/FID analyzer ภายใตสภาวะ 30 
วินาทีตอสแกนอัตราการไหลของแกสไฮโดรเจน 160 มิลลิลิตรตอนาทีและอัตราการไหลของ
อากาศ 2,000 มิลลิลิตรตอนาที 

 - หยดสารละลายไตรกลีเซอไรดและเมทิลเอสเทอรมาตรฐาน quartz rods 
ประมาณ 1 ไมโครลิตร นํา quartz rods ไปแชในสารละลายซึ่งประกอบไปดวย เฮกเซน: ไดเอทิล
อีเทอร: กรดฟอรมิก ในอัตราสวน 50: 20: 0.3 (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร) จนกระทั่ง
สารละลายเคลื่อนที่สูงประมาณ 8 เซนติเมตร หลังจากนั้นนําไปแชในสารละลายซึ่งประกอบไป
ดวย เฮกเซน: เบนซิน ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) จนกระทั่งสารละลายเคลื่อนที่สูง
ประมาณ 10 เซนติเมตร 

 - นํา quartz rods ไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวนํามา
สแกนภายใตสภาวะเดียวกันกับ blank scan ซ่ึงจะคํานวณปริมาณขององคประกอบแตละชนิดจาก
พื้นที่ใต peak เปรียบเทียบกับ peak ทั้งหมด   
 
 
 
 
 

                (คาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร) × อัตราการเจือจาง 
        ความชันของกราฟ×เวลาในการทําปฏิกิริยา×เซลลแหงในวัสดพุยุง 
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วิธีการทดลอง 
1.  การคัดเลือกปจจัยขององคประกอบอาหารที่ มีผลตอการผลิตเอนไซมไลเปสของยีสต 

Rhodotorula  mucilagenosa 
 1.1 การเตรียมเซลลยีสต 

 เตรียมยีสต Rhodotorula mucilagenosa จาก stock culture มาเลี้ยงในฟลาสกขนาด 
250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร Yeast-Malt (YM) 100 มิลลิลิตร พีเอช 5.0 นําไปบมโดยวางบนเครื่องเขยา
ที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ตอจากนั้น
นํายีสตที่ เ ล้ียงไวมาเจือจางตัวอยางประมาณ  100 เทา เพื่อนับจํานวนเซลลยีสตเ ร่ิมตนดวย 
haemacytometer เพื่อใชในการคํานวณและเจือจางใหไดปริมาณยีสตเร่ิมตนเทากับ 1×106  เซลลตอ
มิลลิลิตร เพื่อนํามาเปนหัวเชื้อเร่ิมตนในการศึกษาปจจัยของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตเอนไซม    
ไลเปสของเซลล  
  1.2 คัดเลือกปจจัยขององคประกอบอาหารที่มีผลตอการผลิตเอนไซมไลเปส  

ถายเชื้อจากขอ 1.1 โดยคํานวณปริมาตรที่ใชใหมีจํานวนเซลลเร่ิมตน 1×106 ลงใน 
ฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร Isolation medium for yeast (IMY) 200 มิลลิลิตร พีเอช 5.0  
ซ่ึงอาหาร IMY ในแตละฟลาสกจะมีองคประกอบตางๆ ตามแผนการทดลองแบบ Taguchi method 
(ดัดแปลงจาก Venil and Lakshmanaperumalsamy, 2009) (Design Expert software version 7.1.6, 
Stat-Ease Inc., USA) โดยมีปจจัยที่ทําการศึกษา 4 ปจจัย (L9 (34)) ไดแก แหลงคารบอน แหลง
ไนโตรเจน สารลดแรงตึงผิวและพีเอชเริ่มตนของอาหาร ซ่ึงมีระดับของการศึกษาในแตละปจจัย
เปนชนิดขององคประกอบของอาหาร ดังแสดงใน Table 7 และ 8 ตามลําดับ นําไปเลี้ยงโดยเขยา
ดวยเครื่องเขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 96 ช่ัวโมง เก็บตัวอยาง 1 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยกเซลลยีสตและ
สารละลายสวนใสออกจากกัน แลวนําสวนใสและเซลลไปวิเคราะหคากิจกรรมไฮโดรไลซิสของ
เอนไซมไลเปสตามวิธีการวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระดวยวิธี two-phase 
emulsion method ตามวิธีการวิเคราะหขอ 5 และ 6 
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Table 7.  Factors and their levels employed in the Taguchi’s experimental design for cell-bound 
   lipase by Rhodotorula mucilagenosa. 

 
 
 Table 8. L9 (34) orthogonal array of Taguchi experimental design lipase production by   

Rhodotorula mucilagenosa. 

 
1.3  ศึกษาปริมาณที่เหมาะสมของปจจัยท่ีคัดเลือก    

นําชนิดของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจนและชนิดสารลดแรงตึงผิวที่คัดเลือก
มาศึกษาปริมาณที่เหมาะสม โดยวางแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) และ
ใชเทคนิค response surface methodology (RSM) ในการวิเคราะหหาปริมาณที่เหมาะสม ซ่ึงมีการ
กําหนดคาสูงสุดและต่ําสุด เปน 5 ระดับ ดังแสดงใน Table 9 นําไปเลี้ยงโดยเขยาดวยเครื่องเขยาที่ 
200 รอบตอนาที เปนเวลา 96 ช่ัวโมง วิเคราะหกิจกรรมไฮโดรไลซิสของเอนไซมไลเปสตามวิธีการ
วิเคราะหขอ 5 และ 6 

Factors Level 1 Level 2 Level 3 
Carbon source (2%) Palm oil Coconut oil Soybean oil 
Nitrogen source (0.4%) NH4NO3 Tryptone Peptone 
Surfactant (0.2%) Gum arabic Tween 80 Triton-X 100 
Initial pH 4 5 6 

Run A:Carbon (2%) B:Nitrogen (0.4%) C : initial pH D : Surfactant (0.2%) 
1 2 1 2 3 
2 1 1 1 1 
3 3 3 2 1 
4 2 3 1 2 
5 1 3 3 3 
6 3 1 3 2 
7 2 2 3 1 
8 3 2 1 3 
9 1 2 2 2 
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Table 9.  The coded levels and real values of the independent variables in the response surface 

methodology. 

 
 
Table 10.  The Central Composite Design of the significant variables (in coded level). 

Variable 
Parameter    
(% w/v) 

Level coding 
-1.68 -1 0 1 +1.68 

X1 Palm oil 0.32 1 2 3 3.68 
X2 NH4NO3 0.1 0.2 0.35 0.5 0.6 
X3 Gum arabic 0.2 0.3 0.45 0.6 0.7 

Run X1 X2 X3 

1 1 1 1 
2 0 0 0 

3 1 -1 1 

4 -1 1 -1 

5 1.68 0 0 

6 0 -1.68 0 

7 1 -1 -1 

8 -1.68 0 0 

9 0 0 0 

10 0 0 0 

11 -1 1 1 

12 0 0 -1.68 

13 0 0 1.68 

14 1 1 -1 

15 0 0 0 

16 0 0 0 
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Table 10. (cont.) 

 
1.4  ศึกษาผลของการใหอากาศตอการผลิตเอนไซมไลเปส 

นํายีสตที่เตรียมไวมานับจํานวนเซลลดวย haemacytometer โดยเจือจางตัวอยาง
ประมาณ 100 เทา คํานวณใหมีปริมาณเชื้อสุดทายเทากับ 1×106  เซลลตอมิลลิลิตร แลวถายเชื้อลง
ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร โดยมีอาหาร IMY broth อยู 200 มิลลิลิตร ตามปริมาณที่เหมาะสม  
ที่ไดจากขอ 1.3 นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150, 200 และ 250 รอบตอนาที เปนเวลา 96 
ช่ัวโมง วิเคราะหกิจกรรมไฮโดรไลซิสของเอนไซมไลเปสตามวิธีการวิเคราะหขอ 5 และ 6 
 
 1.5   การศึกษาอัตราการเจริญของเซลลยีสตในอาหารที่สงเสริมการผลิตเอนไซมไลเปส 

 นํายีสตที่เตรียมไวมานับจํานวนเซลลดวย haemacytometer โดยเจือจางตัวอยาง
ประมาณ 100 เทา คํานวณใหมีปริมาณเชื้อสุดทายเทากับ 1×106  เซลลตอมิลลิลิตร แลวถายเชื้อลง
ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร โดยมีอาหาร IMY broth อยู 200 มิลลิลิตร ตามสภาวะและปริมาณที่
เหมาะสมที่ไดจากขอ 1.3 นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบที่เหมาะสมดังขอ 1.4 เปนเวลา 
180 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144, 156, 168 และ 
180 ช่ัวโมง โดยในทุกๆ 12 ช่ัวโมง ที่เก็บตัวอยางยีสตจะเก็บครั้งละ 2 มิลลิลิตรจากฟลาสกโดย
ตัวอยางที่เก็บมาปริมาตร 1 มิลลิลิตร นํามาใชนับจํานวนเซลลยีสตดวย haemacytometer นําจํานวน
เซลลยีสตที่นับไดมาเขียนกราฟของการเจริญ (Growth curve) ระหวางจํานวนเซลลยีสตที่นับไดกับ
เวลาโดยใชแกนตั้งเปนจํานวนเซลลยีสตและแกนนอนเปนชวงเวลา สวนตัวอยางที่เก็บมาอีก 1 
มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที เพื่อแยกเซลลยีสตและสารละลายสวนใสออกจากกัน แลวนําสวนใสและเซลลไปวิเคราะหคา
กิจกรรมการไฮโดรไลซิสของเอนไซมไลเปสตามวิธี two-phase emulsion method ตามวิธีการ
วิเคราะหขอ 5 และ 6 
 

Run X1 X2 X3 
17 0 1.68 0 
18 -1 -1 -1 
19 -1 -1 1 
20 0 0 0 
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2. การคัดเลือกวัสดุพยุงท่ีเหมาะสมตอการตรึงเซลลดวยวิธีการดูดซับ 
 2.1  การเตรียมวัสดุพยุง 

นําวัสดุธรรมชาติ ไดแก ชานออย (Sugarcane bagasse) ซังขาวโพด (Corn cobs) 
และตะกอนดินดีแคนเตอรจากโรงงานอุตสาหกรรมปาลมน้ํามัน (Palm decanter cake) มาสับหยาบ
ดวยมีด นํามาบดละเอียดและอบที่ 60 องศาเซสเซียส 2 วัน นํามาคัดขนาดดวยตะแกรงรอน คัดเอา
อนุภาคที่ผานตะแกรงขนาด 35 mesh (ดัดแปลงจาก Santos et al., 2008) และเปรียบเทียบรวมกับ
วัสดุสังเคราะห ไดแก ฟองน้ํา 3M จากเสนใยเซลลูโลส (3M cellulose sponge) ฟองน้ําโพลิยูริเทน 
(3M Polyurethane sponges) และผาพีวีเอชามัวส (Poly (vinyl alcohol) Chamois) มาตัดใหมีลักษณะ
เปนลูกบาศกขนาดตางๆ มาใชในการทําการตรึงเซลลตามขอ 2.2  
 2.2 การตรึงเซลลจุลินทรีย 

ช่ังวัสดุพยุงที่ผานการเตรียม ใสลงในฟลาสก 500 มิลลิลิตร ฟลาสกละ 5 กรัม 
สําหรับวัสดุธรรมชาติและเติม 50 อนุภาคสําหรับวัสดุสังเคราะหที่ตัดเปนชิ้น เติมอาหารที่ใชในการ
เล้ียงเซลลยีสต IMY ที่เหมาะสมจากขอ 1.4 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อที่ 121 องศา
เซลเซียส 15 นาที วางทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง เติมเซลลยีสต Rhodotorula mucilagenosa ใหมี
ปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 1×106  เซลลตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) และ
ระยะเวลาตอการผลิตเอนไซมไลเปส (ขอ 1.5) หลังจากนั้นกรองเซลลดวยกระดาษกรองเบอร 1 ลาง
ดวยน้ํา 3 คร้ัง กําจัดน้ํามันดวยเฮกเซนและไลน้ําดวยอะซิโตน นําไปอบแหงที่อุณหภูมิหองดวย      
เดซิเคเตอรแบบสุญญากาศประมาณ 3 ช่ัวโมง 

 
2.3 การศึกษาลักษณะเซลลที่ถูกตรึงและวัดขนาดของรูพรุนของวัสดุตรึง 

นําวัสดุเศษเหลือทางการเกษตรและวัสดุสังเคราะหที่ผานการตรึงเซลลตามขอ 2.2
มาศึกษาลักษณะภายนอก โดยการนําชิ้นและวัสดุเปนผงมาสองดวยกลองสเตอริโอไมโครสโคป 
(stereo microscope) โดยตรงที่กําลังขยาย 45 เทา พรอมทั้งนําวัสดุสังเคราะหมาวัดขนาดของรูพรุน
ดวยกลองจุลทรรศ (compound light microscope) โดยทํา wet mount วัสดุสังเคราะหที่ตัดขวางดวย
มีดผาตัด (scalpel) ตัดใหเปนแผนบางหนาประมาณ 0.5 มิลลิเมตร วางบนแผนสไลด นํามาสองดวย
กลองจุลทรรศที่กําลังขยาย 400 เทา ทําการวัดขนาดรูพรุนโดยการนับชองของ ocular micrometer 
หรือ eyepiece micrometer และนําจํานวนชองที่นับไดไปคํานวณหาความกวางของรูพรุน โดยวัด
ชองของ ocular micrometer เทากับกี่ไมครอนเมื่อเทียบกับ stage micrometer ที่กําลังขยาย 400 เทา 
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2.4 การคัดเลือกวัสดุที่เหมาะสมในการตรึงเซลล 
นําเซลลที่ถูกตรึงมาคัดเลือกโดยหากิจกรรมไฮโดรไลซิสของเอนไซมไลเปส โดย

ช่ังวัสดุวัสดุธรรมชาติที่ผานการตรึงชนิดละ 0.3 กรัม และวัสดุสังเคราะหชนิดละ 0.2 กรัม ลงใน
สารผสมในปฏิกิริยาประกอบดวยน้ํามันปาลมที่ละลายในไอโซออกเทนความเขมขนรอยละ 10 
(ปริมาตร/ปริมาตร) 1 มิลลิลิตร สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันในหลอดฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร หากิจกรรมไฮโดรไลซิสดวยวิธี two-
phase emulsion method ตามวิธีการวิเคราะหขอ 5 พรอมหาปริมาณน้ําหนักเซลลที่ถูกตรึง ตาม
วิธีการวิเคราะหขอ 4 โดยรายงานเปนมิลลิกรัมเซลลแหงในวัสดุพยุงหนึ่งกรัมที่ไดจากการเทียบ
ปริมาณโปรตีน 

3.  การหาสภาวะที่เหมาะสมตอการตรึงเซลลแบบดูดซับ 
 3.1 ผลของขนาดของตัวพยุง 

นําวัสดุที่ผานการคัดเลือกทั้งวัสดุที่ไดจากธรรมชาติและที่สังเคราะหมาคัดเลือกหา
ขนาดที่เหมาะสม โดยวัสดุที่ไดจากธรรมชาติคัดเลือกจะใชตะแกรงรอนมาตรฐานซึ่งวัสดุที่นํามา
รอนไดผานการบดเปนผงละเอียดแลว สวนวัสดุที่สังเคราะหจะอาศัยการตัดเปนชิ้นขนาดตางๆ 
นํามาชั่งใสลงในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ฟลาสกละ 3 กรัม สําหรับวัสดุธรรมชาติ และเติม 50 
อนุภาคสําหรับวัสดุสังเคราะหที่ตัดเปนชิ้น ทําการตรึงเซลลและวิเคราะหกิจกรรมไฮโดรไลซิสของ
เอนไซมไลเปสและปริมาณเซลลที่ถูกตรึง เชนเดียวกับขอ 2.3 
 3.2 ผลของปริมาณตัวพยุงที่เหมาะสมตอปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 นําวัสดุที่ผานการคัดขนาดที่เหมาะสมในขอ 3.1 มาทําการศึกษาถึงอัตราสวนของ
ปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อตอวัสดุพยุง โดยช่ังน้ําหนักของวัสดุ 2, 3, 4, และ 5 เทา ลงในฟลาสกขนาด 
500 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร 200 มิลลิลิตร ทําการตรึงเซลลและวิเคราะหกิจกรรมไฮโดรไลซิสของ
เอนไซมไลเปสและปริมาณเซลลที่ถูกตรึง เชนเดียวกับขอ 2.3 
 3.3 ผลของการตรึงเซลลแบบดูดซับโดยการเลี้ยงซ้ําในอาหารใหม (Repeated cultivation) 

นําวัสดุที่ผานการคัดขนาดที่เหมาะสมในขอ 3.1 และอัตราสวนของปริมาณอาหาร
เล้ียงเชื้อตอวัสดุพยุงที่เหมาะสมในขอ 3.2 มาทําการตรึงเซลลดวยวิธีการเลี้ยงรวม โดยการเติมเซลล
ยีสต Rhodotorula mucilagenosa ใหมีปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 1×106  เซลลตอมิลลิลิตร ที่
อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง หลังจากนั้นกรองเซลลดวยกระดาษ
กรองเบอร 1 แลวถายวัสดุที่ผานการตรึงดังกลาวลงในอาหารสูตรใหม ทําการเล้ียงเซลลตอเปน
ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง หลังจากนั้นกรองเซลลดวยกระดาษกรองเบอร 1 ลางดวยน้ํา 3 คร้ัง กําจัด
น้ํามันดวยเฮกเซนและไลน้ําดวยอะซิโตน นําไปอบแหงที่อุณหภูมิหองดวยเดซิเคเตอรแบบ
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สูญญากาศประมาณ 3 ช่ัวโมง ทําการวิเคราะหกิจกรรมไฮโดรไลซิสของเอนไซมไลเปสและ
ปริมาณเซลลที่ถูกตรึง เชนเดียวกับขอ 2.3 

 
4. การหาสภาวะที่เหมาะสมตอการใชเซลลท่ีถูกตรึงในการผลิตเมทิลเอสเทอร 
 นําเซลลยีสตที่ผานการตรึงในสภาวะที่เหมาะสมจากขอ 3 มาทําการศึกษาตอการผลิตไบโอ
ดีเซล ไดแก  
 

4.1  ศึกษาความเขมขนของเซลลตรึงรูปตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
ใชเซลลตรึงรูป 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 กรัม ตอสับสเตรท 3 กรัม โดยเตรียม

สับสเตรท คือ ช่ังน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 3.0 กรัม กับเมทานอล 0.324 กรัม โดยมีอัตราสวนน้ํามัน
ปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:6 (โมล :โมล) ใสใน screw-capped bottle ขนาด 10 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ปริมาณ 10 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท นําไปเขยาดวยเครื่อง 1,200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไป
วิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย 
TLC/FID เลือกความเขมขนของเซลลตรึงรูปที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการ
ทดลองในขอตอไป 
 
 4.2  ผลของปริมาณน้ําตอการผลิตเมทิลเอสเทอร  

เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ในปริมาณตางๆ ดังนี้ 2, 5, 
10, 20 และ 30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสารตั้งตน ลงใน screw-capped bottle ขนาด 10 มิลลิลิตร ช่ัง
วัสดุพยุงที่ถูกตรึงเซลลโดยกําหนดใหการทําปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสดวยน้ํามันปาลม 3 กรัม ตอ 
ความเขมขนของเซลลตรึงรูปดังขอ 4.1 นําไปเขยาดวยเครื่อง 1,200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไป
วิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย 
TLC/FID เลือกปริมาณน้ําที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป          

 4.3  ผลของอุณหภูมิตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
เตรียมสับสเตรทเชนเดียวกับขอ 4.1-4.2 ทําปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสที่อุณหภูมิ 30, 

37 และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 
ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และ
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กรดไขมันดวย TLC/FID เลือกอุณหภูมิที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองใน
ขอตอไป  

 
 4.4  ศึกษาอัตราสวนโมลของแอลกอฮอลที่เหมาะสมตอการผลิตเมทิลเอสเทอร                 

ทําปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสกับเมทานอลโดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอ     
เมทานอล เทากับ 1:3, 1:4, 1:6, 1:9, และ 1:12 (โมล :โมล) ปรับปริมาณน้ําใหเหมาะสมจากขอ 4.1 
และทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 4.3 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 
36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด     
โมโนกลีเซอไรดและกรดไขมันดวย TLC/FID เลือกอัตราสวนโมลที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได
สูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป 
 
5. การนําเมทิลเอสเทอรท่ีผลิตไดไปวิเคราะหหาองคประกอบของน้ํามันดีเซลชีวภาพ 
  5.1  การเตรียมเมทิลเอสเทอรใหมีความบริสุทธิ์ 

นําเมทิลเอสเทอรที่ผานการทําปฏิกิริยาในสภาวะที่เหมาะสม ปริมาณ 0.5 กรัม มา
ผานคอลัมนที่บรรจุซิลิกาเจล 60 (Silica gel 60) ปริมาณ 5 กรัม บรรจุในคอลัมนแกวขนาด
เสนผาศูนยกลาง 1 เซนติเมตร ยาว 10 เซนติเมตร หลังจากนั้นนําเมทิลเอสเทอรที่ผานคอลัมนไป
ระเหยเมทานอลสวนเกินออกโดยการกลั่นดวยเครื่อง Rotary evaporator เพื่อเพิ่มความบริสุทธิ์
ของไบโอดีเซล กอนนําไปหาปริมาณเมทิลเอสเทอรเทียบกับกราฟมาตรฐานและทดสอบคุณสมบัติ
ดานเชื้อเพลิง 

5.2 การหาปริมาณเมทิลเอสเทอร 
ทํากราฟมาตรฐานของเมทิลเอสเทอรมาตรฐานโดยการชั่งน้ําหนักที่แนนอน นํามา

เปรียบเทียบกับเมทิลเอสเทอรที่ผลิตไดในขอ  5.1 โดยนําตัวอยางที่ เตรียมไวมาวิ เคราะห
องคประกอบของกรดไขมันทั้งเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ ดวยเครื่อง Gas Chromatography with 
Flame Ionization Detector (GC-FID) โดยใชคอลัมนชนิด Select Biodiesel for Fame, length 30 m., 
320 μm ID, 0.25 μm flim thickness สภาวะที่ใช คือ ที่อัตราไหลแกสพา 1 มิลลิลิตรตอนาที สภาวะ
ตูอบ มีอุณหภูมิเร่ิมตน 210 องศาเซลเซียส คงที่ 12 นาที และเพิ่มอุณหภูมิ ในอัตรา 20 องศา
เซลเซียสตอนาที จนถึงอุณหภูมิ 250 องศาเซลเซียส คงที่ 8 นาที ตรวจวัดสัญญาณของสารดวยตัว
ตรวจวัดชนิด Flame ionization (Jham et al., 1982) ผลการทดลองคํานวณไดจากพื้นที่ใตกราฟของ 
peak ซ่ึงนํามาหาปริมาณเมทิลเอสเทอรในตัวอยางได โดยการเทียบจากพื้นที่ใตกราฟของ peak  
เมทิลเอสเอสเทอรมาตรฐานที่ช่ังน้ําหนักที่แนนอนในแตละความเขมขน 
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บทที่ 3 

ผล และวิจารณผลการทดลอง 

1.  การศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมไลเปสของยีสต Rhodotorula  mucilagenosa 

1.1  คัดเลือกปจจัยขององคประกอบอาหารที่มีผลตอการผลิตเอนไซมไลเปสของยีสต 

Rhodotorula  mucilagenosa 

         การคัดเลือกปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสของตัวเซลล 

(Intracellular) และเอนไซมที่ปลดปลอยออกมานอกเซลล (Extracellular) โดยใชแบบแผนการ

ทดลองแบบ Taguchi method (ดัดแปลงจาก Venil and Lakshmanaperumalsamy, 2009) โดยมี

ปจจัยที่ทําการศึกษา 4 ปจจัย (L9 (3
4)) ไดแก แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน สารลดแรงตึงผิวและ

พีเอชเริ่มตนของอาหาร ซ่ึงมีระดับของการศึกษาในแตละปจจัยเปนชนิดขององคประกอบของ

อาหาร คือ แหลงคารบอน ไดแก น้ํามันถ่ัวเหลือง น้ํามันปาลมและน้ํามันมะพราว แหลงไนโตรเจน 

ไดแก แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) ทริปโตน (Tryptone) และเปปโตน (Peptone) ผลของพีเอช

อาหารเริ่มตน ไดแก พีเอช 4, 5 และ 6 และสารลดแรงตึงผิว ไดแก Tween 80, Triton X-100 และ 

กัมอะราบิก เมื่อออกแบบการทดลองโดยใชแบบแผนการทดลองทางสถิติดังกลาว สามารถ

ออกแบบทั้งหมดได 9 ชุดการทดลอง ดังแสดงใน Table 8  พบวา การผลิตเอนไซมไลเปสของยีสต

สายพันธุ Rhodotorula mucilagenosa ใหคากิจกรรมไฮโดรไลซิสของเอนไซมนอกตัวเซลล 

(Extracellular) อยูในชวง 664.9-1223.9 ยูนิตตอลิตร ซ่ึงมีคามากกวาคากิจกรรมการไฮโดรไลซิสใน

ตัวเซลล (Intracellular) ซ่ึงมีคากิจกรรมอยูในชวง 50-177 ยูนิตตอลิตร โดยมีปริมาณเซลลแหงตั้งแต 

5.30-11.23 กรัมตอลิตร ซ่ึงชุดการทดลองที่มีน้ํามันมะพราว (ชุดการทดลองที่ 3, 4 และ 6) เปน

องคประกอบของอาหารจะใหปริมาณเซลลคอนขางนอยอยูในชวงปริมาณ 5.30-6.30 กรัมตอลิตร 

สงผลใหคากิจกรรมเอนไซมไลเปสของตัวเซลลนอยไปดวย คืออยูในชวง 50-88 ยูนิตตอลิตร 

ในขณะที่ชุดการทดลองที่มีถ่ัวเหลืองเปนองคประกอบ (ชุดการทดลองที่ 2) จะใหคากิจกรรม

ไฮโดรไลซิสตัวเซลลของเอนไซมไลเปสสูงที่สุด เทากับ 176.9±2.33 ยูนิตตอลิตร โดยมีปริมาณ

เซลลแหงเทากับ 9.43±0.25 กรัมตอลิตร ดังแสดงใน Table 11 
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Table 11.  L9 (34) orthogonal array and results of Taguchi experimental design  lipase production by Rhodotorula mucilagenosa. 

aLipase activity was determined based on the hydrolysis of palm oil at pH 7.0, 30 °C. 

bPalm oil and methanol (1:6 mole ratio) were used as substrates. All values were analyzed in triplicates. 

Run 
Parameter Number of 

yeast cell  
(Log cell/ml) 

Biomass 

(g/L) 

Extra. yield 

(U/L) 

Y1
a; CBL 

activity yield 
(U/L) 

Y2
b; Synthetic activity   
(% conversion) A B C D 

1 Soy. NH4NO3 5 Gum  8.35±0.22 9.63±0.46 1223.86±56.86 145.9±9.66 33.92±1.67 

2 Soy. Peptone 6 Tween80 8.43±0.12 9.43±0.25 1166.04±32.02 176.9±2.33 11.89±0.85 

3 Coconut Peptone 5 Triton-X  8.32±0.22 6.30±0.15 893.80±14.07 88.3±10.02 0.00±0.00 

4 Coconut Tryptone 6 Gum 8.23±0.06 5.83±0.23 737.21±20.14 49.9±5.68 19.20±2.45 

5 Palm NH4NO3 6 Triton-X 8.34±0.02 11.23±0.07 669.75±17.89 57.2±2.22 0.00±0.00 

6 Coconut NH4NO3 4 Tween80 8.24±0.34 5.30±0.22 999.81±25.26 73.6±1.78 15.69±1.26 

7 Soy. Tryptone 4 Triton-X 8.21±0.11 8.36±0.14 896.21±12.47 99.5±4.87 0.00±0.00 

8 Palm Tryptone 5 Tween80 8.40±0.03 8.23±0.27 664.93±15.55 57.6±3.73 15.19±1.45 

9 Palm Peptone 4 Gum 8.42±0.08 7.70±0.07 715.52±26.33 83.1±2.75 35.59±0.87 

C Glucose NH4NO3 5 Tween80 8.76±0.06 15.60±1.07 63.34±6.53 5.77±0.75 0.00±0.00 
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เมื่อนําคาปริมาณเซลลแหง (Biomass) และคากิจกรรมเอนไซมไลเปสของตัวเซลล 

(CBL activity yield) มาวิเคราะหทางสถิติโดยใชความแปรปรวนของขอมูล (Analysis of variance : 

ANOVA) พบวา สูตรอาหารที่ออกแบบทั้ง 9 ชุดการทดลองจะใหปริมาณเซลลแหงไมแตกตางกัน

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) และยังพบวาคาปริมาณเซลลแหงมีความแปรปรวนของขอมูล

คอนขางสูง โดยมีคา R2 คอนขางต่ํา (R2= 55.65%) ซ่ึงเปนผลจากคาปริมาณเซลลแหงอาจมีน้ําหนัก

มาจากองคประกอบอาหาร ไดแก น้ํามันและสารลดแรงตึงผิวที่สามารถเคลือบผิวเซลล ถึงแมจะมี

ขั้นตอนการลางดวยอะซิโตนเพื่อเอาสวนประกอบที่เปนน้ํามันออกแลวก็ตาม นอกจากนี้ยีสต 

Rhodotorula mucilagenosa ยังมีความสามารถในการสะสมไขมันในตัวเซลลยีสต ซ่ึงถาเลี้ยงใน

อาหารที่มีองคประกอบแตกตางกัน การสะสมไขมันของตัวเซลลก็มีความแตกตางกันเชนกัน 

(Karatay and Donmez, 2010) สงผลทําใหคาปริมาณเซลลแหงมีความแปรปรวน ซ่ึงสังเกตจากการ

นับเซลลยีสตดวยวิธีนับตรงดวย heamacytometer พบวา จํานวนเซลลยีสตในอาหารที่มีน้ํามันเปน

แหลงคารบอน จะใหปริมาณเซลลที่ใกลเคียงกัน เทากับ 8.20-8.43 Log เซลล/มิลลิลิตร (Table 11) 

ซ่ึงไมความสอดคลองกับคาปริมาณเซลลแหงที่ไดในแตละชุดการทดลองมีความแตกตางกัน ดังนั้น

น้ําหนักเซลลแหงที่ไดจากการวิเคราะหเปนน้ําหนักขององคประกอบของอาหารที่ใชเลี้ยงที่เปน

ปจจัยในการรบกวนการวิเคราะหนั่นเอง สวนการผลิตเอนไซมไลเปสโดยวัดจากคากิจกรรม

ไฮโดรไลซิสของตัวเซลล (CBL activity yield) แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดย

ปจจัยที่มีอิทธิพลหลักตอการผลิตเอนไซมไลเปส ไดแก แหลงคารบอนและไนโตรเจนที่มีความ

เชื่อมั่นมากกวารอยละ 95 และมากกวารอยละ 90 ตามลําดับ สวนชนิดของสารลดแรงตึงผิวแตละ

ชนิดไมมีผลตอคากิจกรรมไฮโดรไลซิสของตัวเซลลอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ดังแสดงใน 

Table 12 ซ่ึงจากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา ชนิดของน้ํามันมีผลอยางมากตอการผลิตเอนไซม

ไลเปสของตัวเซลลยีสต Rhodotorula mucilagenosa ซ่ึงน้ํามันจะเปนแหลงคารบอนที่สําคัญในการ

เจริญเติบโตและการสังเคราะหเอนไซมของจุลินทรีย จุลินทรียบางชนิดไมสามารถสังเคราะห

เอนไซมไดเอง จําเปนตองอาศัยสารเหนี่ยวนํา (Inducer) เพื่อชวยใหมีการสังเคราะหเอนไซม ซ่ึง

สารเหนี่ยวนํานี้อาจเปนสารชนิดเดียวหรือตางชนิดกับสารที่เปนแหลงคารบอนก็ได จาก Table 11 

พบวา ในสูตรอาหารที่มีน้ํามันเปนองคประกอบจะทําใหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสของตัว

เซลลเพิ่มขึ้นกวา 10 เทา เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่มีน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนซึ่งสอดคลอง
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กับรายงานวิจัยของ Essamri และคณะ (1998) พบวา คากิจกรรมไฮโดรไลซิสเพิ่มขึ้นเมื่อใชน้ํามัน

เปนสารเหนี่ยวนํา จากการเติมน้ํามันชนิดตาง ๆ ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือสําหรับการผลิตไลเปสจาก 

Rhizopus oryzae พบวาทั้งการเจริญของ Rhizopus oryzae และกิจกรรมไลเปสที่ผลิตไดมีปริมาณ

มากกวาในอาหารที่ไมมีการเติมน้ํามันถึง 3 เทา เชนเดียวกับ Vanot และคณะ (2001) พบวา 

Penicillium cyclopium สามารถผลิตไลเปสไดมากถึง 45 ยูนิตตอมิลลิลิตร ในอาหารที่มี corn steep 

นอกจากนี้ผลงานวิจัยของ Saad และคณะ (2005) รายงานวา น้ํามันพืชชนิดตาง ๆ มีผลตอการเจริญ

และการผลิตไลเปสของ Fusarium oxysporum เมื่อเปรียบเทียบกับการไมเติมน้ํามันเปนแหลง

คารบอน จากรายงานตาง ๆ ขางตนจะเห็นวา น้ํามันพืชแตละชนิดมีผลตอคากิจกรรมเอนไซม      

ไลเปสตางกันทั้งนี้อาจเนื่องจากคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีของน้ํามันพืชและขึ้นอยูกับแหลง

และชนิดของจุลินทรียที่นํามาศึกษา (Maia et  al., 2001) เพราะจุลินทรียแตละทองถ่ินมี

ความสามารถในการใชแหลงคารบอนและปริมาณไดแตกตางกัน จะเห็นไดจากการคํานวณหาชนิด

น้ํามัน (ปจจัย A) ชนิดแหลงไนโตรเจน (ปจจัย B) ผลระดับพีเอชเริ่มตนของอาหาร (ปจจัย C) และ

ชนิดของสารลดแรงตึงผิว (ปจจัย D) ที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไลเปสของตัวเซลล ดังแสดง

ใน Table 13 ซ่ึงพบวา คาเฉลี่ยของคากิจกรรมไฮโดรไลซิสเอนไซมไลเปสของตัวเซลลยีสต 

Rhodotorula mucilagenosa ในอาหารที่มีน้ํามันถ่ัวเหลืองใหกิจกรรมไฮโดรไลซิสตัวเซลลสูงสุด 

เฉลี่ย 140.8 ยูนิตตอลิตร ในขณะที่อาหารที่มีองคประกอบน้ํามันปาลมและน้ํามันมะพราวใหคา

กิจกรรมไฮโดรไลซิสของเอนไซม เฉลี่ย 70.6 และ 66.0 ยูนิตตอลิตร ตามลําดับ สอดคลองกับ

รายงานงานวิจัยของการผลิตเอนไซมไลเปสของยีสต Rhodotorula mucilagenosa MTCC-8737 ซ่ึง

เปนสายพันธุเดียวกันกับงานวิจัยที่นํามาศึกษา พบวา ผลของการเติมน้ํามันเปนแหลงคารบอน 

ไดแก น้ํามันมะกอก น้ํามันปาลม น้ํามันถ่ัวเหลือง น้ํามันมะพราวและน้ํามันดอกทานตะวัน จะ

กระตุนให Rhodotorula mucilagenosa MTCC-8737 ใหคากิจกรรมการไฮโดรไลซิสที่แตกตางกัน

ในอาหารที่มีน้ํามันตางชนิดกัน โดยน้ํามันถ่ัวเหลืองใหคากิจกรรมไฮโดรไลซิสที่สูงสุดเปน 29,000 

ยูนิตตอลิตร (Chennupati et  al., 2009)  
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Table 12.  Analysis of variance (ANOVA) for total cell bound lipase (CBL) production by Rhodotorula mucilagenosa. 

 

Source 

 

df 

Activity yield Biomass FAME 

Sum of 

Squares 

Mean 

Square 
F- Value P > F 

Sum of 

Squares 

Mean 

Square 

F-

Value 
P > F 

Sum of 

Squares 

Mean 

Square 
F-Value P > F 

Model 6 14532.51 2422.09 20.75046 0.0467 12.59 2.1 0.42 0.8276 1401.37 233.56 5.7 0.1567 

A-Carbon 2 10539.87 5269.93 45.14851 0.0217 5.28 2.64 0.53 0.6554 44.06 22.03 0.54 0.6503 

B-Nitrogen 2 3327.82 1663.91 14.25501 0.0656 2.79 1.39 0.28 0.7827 45.32 22.66 0.55 0.6439 

D-Surfactant 2 664.83 332.41 2.847856 0.2599 4.53 2.27 0.45 0.6889 1311.99 655.99 16.01 0.0588 

Residual 2 233.45 116.72   10.03 5.02   81.93 40.97   

Cor Total 8 14765.96    22.63    1483.3    

  R2 = 98.42%   R2 = 55.65%   R2 = 94.48%   
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สําหรับแหลงไนโตรเจนที่ใหคากิจกรรมไฮโดรไลซิสสูงสุดคือ เปปโตน เฉลี่ย 

116.1 ยูนิตตอลิตร รองลงมาเปนแอมโมเนียมไนเตรทและทริปโตนเฉลี่ย 92.2 และ 69.0 ยูนิตตอ

ลิตร ตามลําดับ ซ่ึงจุลินทรียแตละชนิดมีความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนทั้งที่ เปน

สารอินทรียและสารอนินทรียแตกตางกัน จุลินทรียบางชนิดใชไนโตรเจนที่เปนสารอินทรียไดดี 

เชน Izumi และคณะ (1990) ไดผลิตไลเปสที่ทนอุณหภูมิสูงจาก Pseudomonas sp. KW1 โดยใช

อาหารที่ประกอบดวยแหลงไนโตรเจนที่เปนเปปโตน 2 เปอรเซ็นต (w/v) และยีสตสกัด (yeast 

extract) 1 เปอรเซ็นต (w/v) แตจากการศึกษาของ Papaparaskevas และคณะ (1992) กลับพบวา 

Rhodotorula glutinis ใชแอมโมเนียมฟอสเฟตซึ่งเปนสารอนินทรียในการผลิตไลเปสไดดีกวา 

เชนเดียวกับผลการทดลองที่ไดพบวายีสต Rhodotorula mucilagenosa  สามารถใชแหลงไนโตรเจน

ที่เปนสารอนินทรีย คือ แอมโมเนียมไนเตรทซึ่งใหคากิจกรรมไฮโดรไลซิสของตัวเซลลคอนขางสูง 

สามารถใชแทนเปปโตนได เนื่องจากเมื่อเปรียบเทียบราคาแลวเปปโตนจะมีราคาสูงกวา

แอมโมเนียมไนเตรท โดยมีราคาเทากับ 5 บาทตอกรัมและ 0.96 บาทตอกรัม ตามลําดับ สวน

อิทธิพลของพีเอชเริ่มตนอาหารที่ 4, 5 และ 6 เปนชวงระดับพีเอชที่ใหคากิจกรรมไฮโดรไลซิสของ

ตัวเซลลไมแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05) จึงใหคากิจกรรมของเอนไซมที่ใกลเคียงกัน เฉลี่ย 85.4, 

97.3 และ 94.7 ยูนิตตอลิตร ตามลําดับ สวนสารลดแรงตึงผิว Tween 80 ใหคากิจกรรมไฮโดรไลซิส

สูงสุด เฉลี่ย 102.7 ยูนิตตอลิตร รองลงมาเปน กัมอะราบิกและ Triton X-100 ใหคากิจกรรม

ไฮโดรไลซิส เฉลี่ย 93.0 และ 81.7 ยูนิตตอลิตร ตามลําดับ ดังแสดงใน Table 13 ซ่ึงการเติมสารลด

แรงตึงผิวในอาหาร จะทําใหเซลลจุลินทรียผลิตเอนไซมไลเปสออกมานอกเซลลมากขึ้น (Lin et al., 

1995; Berto et al., 1997; Dominguez et al., 2003) โดย Tween 80 เปนสารประกอบของพอลิเอทท

อกซิเลตซอบิแทน (polyethoxylated sorbitan) และกรดโอเลอิก (oleic acid) มีผลตอโครงสรางผนัง

เซลลเมมเบรนของเซลลจุลินทรียใหมีการจัดเรียงตัวแบบหลวมขึ้น สงผลใหความสามารถในการ

ขนสงสารออกมานอกเซลลเพิ่มมากขึ้น อีกทั้งพบวา Tween 80 สามารถเปนตัวกระตุนในการผลิต

เอนไซมไลเปสของเซลลจุลินทรียไดอีกดวย (Acikel et al., 2010) 
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Table 13. Analysis of the results of Taguchi experimental design lipase production by 

Rhodotorula mucilagenosa. 

a ki = (∑the value of one factor at level i)/3. 
bR = max (ki) - min (ki) of one factor. 
 

เมื่อนําตัวเซลลยีสตที่ผานการเลี้ยงในสูตรอาหารโดยออกแบบการทดลองแบบ 

Taguchi method ทั้ง 9 สูตร มาเรงปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพื่อสังเคราะหเมทิลเอสเทอรจาก

น้ํามันปาลม โดยใชในอัตราสวนระหวางน้ํามันตอเมทานอล 1:6 มีปริมาณน้ําคิดเปน 10 เปอรเซ็นต

ตอกรัมซับสเตรท ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขยาความเร็วสูง เปนระยะเวลา 48 ช่ัวโมง  

พบวา อาหารทั้ง 9 สูตรใหปริมาณเมทิลเอสเทอรที่แตกตางกันทางสถิติ (p<0.15) โดยชุดการ

ทดลองที่มีกัมอะราบิกจะใหปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงสุด ไดแก ชุดการทดลองที่ 9, 1 และ 4 ให

ปริมาณเมทิลเอสเทอร เทากับ 35.59±0.87, 33.92±1.67 และ 19.20±2.45 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดัง

แสดงใน Table 11 ในขณะที่อาหารที่มี Triton X-100 เปนองคประกอบ พบวา ไมมีกิจกรรมการ

สังเคราะหเมทิลเอสเทอร สวนอาหารที่มีองคประกอบเปน Tween 80 จะใหปริมาณของเมทิลเอส

เทอรอยูในชวง 12-16 เปอรเซ็นต ซ่ึงการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรเปนกิจกรรมของเอนไซมไลเปส

ในสภาวะที่ไมมีหรือมีปริมาณน้ํานอยมากในระบบของปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ซ่ึงมีความ

แตกตางจากปฎิกิริยาไฮโดรไลซิสที่มีน้ําในระบบ จะเห็นไดจากการคํานวณเปอรเซ็นตอิทธิพลของ

ปจจัย (Contribution) ทั้ง 4 ปจจัย ซ่ึงอิทธิพลของกิจกรรมไฮโดรไลซิสของตัวเซลลมาจากปจจัย

แหลงคารบอนเปนหลัก รองลงมาเปนแหลงไนโตรเจน พีเอชเริ่มตนของอาหารและสารลดแรงตึง

ผิว เทากับ 71.38, 22.54, 1.58 และ 4.50 ตามลําดับ ในขณะที่กิจกรรมการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร

ของตัวเซลล ปจจัยของสารลดแรงตึงผิวมีอิทธิพลมากที่สุด เทากับ 68.78 เปอรเซ็นต รองลงมาเปน

 
 Y1; CBL activity yield (U/L)  Y2; Transesterification synthetic activity           

( % conversion) 
 A B C D  A B C D 

K1
a 66.0 116.1 85.4 93.0  16.93 15.83 17.09 29.57 

K2 70.6 69.0 97.3 102.7  11.63 11.46 16.37 14.26 
K3 140.8 92.2 94.7 81.7  15.27 16.54 10.36 0.00 
Rb 74.8 47.1 11.9 21.0  5.3 5.08 6.73 29.57 

Optimal level A3 B1 C2 D2  A1 B3 C1 D1 
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ปจจัยแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจนและพีเอชเริ่มตนของอาหาร คิดเปน 15.6, 15.55 และ 2.85 

ตามลําดับ ดังแสดงใน Figure 6 ดังนั้นการจะหาชนิดของแหลงน้ํามัน แหลงไนโตรเจนหรือชนิด

ของสารลดแรงตึงผิว ตองคํานึงถึงลักษณะของตัวเซลลที่จะนําไปใชในปฎิกิริยาทรานเอสเทอริฟ

เคชั่นดวย โดยเฉพาะอยางยิ่งชนิดของสารลดแรงตึงผิว เพราะจะสงผลตอลักษณะความเปน

ไฮโดรโฟบิกของผิวเซลล (Surface-displayed) ถาหากเซลลที่ผานการเลี้ยงมีคุณสมบัติความไมชอบ

น้ํามาก ตัวเซลลยีสตที่มีเอนไซมไลเปสที่ผิวเซลลก็สามารถละลายหรือมีโอกาสในการเขาทํา

ปฎิกิริยาในน้ํามันเพิ่มมากขึ้นซึ่งเปนระบบที่มีความเปนไฮโดรโฟบิกสูง ซ่ึงการเลือกใชสารลดแรง

ตึงผิวที่เหมาะสมตองคํานึงถึงคาโฮโดรฟลิก/ไลโพฟลิกบาลานซ (Hydrophilic/Liophilic Balance: 

HLB) คา HLB เปนคาที่ใชอธิบายสมบัติเฉพาะตัวของสารลดแรงตึงผิวแตละชนิด ขึ้นกับโครงสราง

ของสวนที่ชอบน้ําและไมชอบน้ํา เปนเลขจํานวนเต็มไมมีหนวยถามีคา HLB ต่ํา เปนสารลดแรงตึง

ผิวที่ชอบละลายในน้ํามันมากกวาน้ํา ถามีคา HLB สูง เปนสารลดแรงตึงผิวที่ชอบละลายในน้ํา

มากกวาน้ํามัน ซ่ึงคา HLB ของกัมอะราบิกมีคาต่ําสุด เมื่อเปรียบเทียบกับ Tween 80 และ Triton X-

100 โดยมีคาเทากับ 11.9, 13.0 และ 15.0 ตามลําดับ (วรรณี อูไพบูรณ, 2547) แสดงวา กัมอะราบิก

เปนสารที่สามารถละลายในระบบน้ํามันไดดี เมื่อเล้ียงเซลลในอาหารที่มีองคประกอบของกัมอะรา

บิก เซลลก็สามารถดูดซับสารลดแรงตึงผิวดังกลาวสงผลใหบริเวณผิวเซลลยีสตมีความเปน

ไฮโดรโฟบิกมากขึ้น ทําใหสามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นไดมากขึ้นจึงทําใหได

ปริมาณของเมทิลเอสเทอรสูงสุดเมื่อเทียบกับสารลดแรงตึงผิวอ่ืนที่เติมลงในอาหารในขณะที่ 

Triton X-100 มีคา HLB สูงสุด เมื่อเซลลยีสตดูดซับทําใหเซลลมีความเปนไฮโดรโฟบิกนอย เมื่อ

นํามาเรงปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่นกลับไมเกิดปฎิกิริยา สอดคลองกับงานวิจัยของ Hama และ

คณะ (2010) ทําการศึกษาเชื้อรา Rhizopus oryzae ที่ผลิตเอนไซมไลเปสเกาะที่ตัวเซลล จะมีกิจกรรม

การสังเคราะหเมทิลเอสเทอรเพิ่มขึ้นในระบบที่มีเฮกเซนเปนตัวทําลาย เมื่อนําเซลลเชื้อรา Rhizopus 

oryzae แชในสารลดแรงตึงผิวไดแก Tween 20, Tween 60 และ Tween 80  พบวา เชื้อรา Rhizopus 

oryzae สามารถดูดซับสารลดแรงตึงผิว Tween 20 ไดมากที่สุด สงผลใหตัวเซลลมีความเปน

ไฮโดรโฟบิกสูงสุด ทําใหไดเมทิลเอสเทอร 96.7 เปอรเซ็นต ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไมมีการแชสาร

ลดแรงตึงผิวใหเมทิลเอสเทอร 72.9 เปอรเซ็นต แสดงวาสารลดแรงตึงผิวทําใหประสิทธิภาพการ

ผลิตเมทิลเอสเทอรเพิ่มขึ้น ดังนั้นการเลี้ยงเซลลยีสตในอาหารที่มีองคประกอบเปนสารลดแรงตึงผิว
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ตางชนิดกัน ก็ทําใหเซลลมีความเปนไฮโดรโฟบิกที่แตกตางกันสงผลทําใหไดปริมาณเมทิลเอส

เทอรที่แตกตางกัน นอกจากสารลดแรงตึงจะมีอิทธิพลตอการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรแลว 

องคประกอบกรดไขมันของฟอสโฟลิพิดที่อยูบริเวณเซลลเมมเบรนยังมีผลตอการผลิตเมทิลเอส

เทอรดวย โดยองคประกอบของกรดไขมันของฟอสโฟลิพิดสามารถควบคุมหรือกําหนดชนิดของ

กรดไขมันของฟอสโฟลิพิดได ซ่ึงอาศัยการเติมน้ํามันชนิดตางๆ ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ ซ่ึง Hama 

และคณะ (2004) พบวา การเติมกรดไขมันไมอ่ิมตัวลงในอาหารเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus oryzae ไดแก 

กรดโอเลอิกหรือลิโนเลอิก สงผลใหกิจกรรมสังเคราะหเมทิลเอสเทอรของตัวเซลลมากกวาการเติม

กรดไขมันอิ่มตัว แตความคงตัวของเอนไซมบนตัวเซลลจะต่ํากวาอาหารที่เติมกรดไขมันอิ่มตัวของ

กรดปาลมมิติก ซ่ึงจากผลการทดลอง Table 13 พบวา ตัวเซลลยีสตที่เล้ียงในอาหารที่มีน้ํามันถ่ัว

เหลืองจะใหกิจกรรมการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรที่ใกลเคียงกันกับการเลี้ยงในอาหารที่มีน้ําปาลม 

มีคาเฉลี่ยของกิจกรรมการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรระดับปจจัย เทากับ 15.27 และ 16.93 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ ถึงแมน้ํามันถ่ัวเหลืองจะมีปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวมากกวาน้ํามันปาลม แตเซลลยีสต

ที่เล้ียงในน้ํามันปาลมก็ยังใหปริมาณเมทิลเอสเทอรที่สูงกวาเล็กนอย อาจเนื่องมากจากการเลี้ยง

เซลลในอาหารที่มีน้ํามันปาลมทําใหเซลลเมมเบรนขนสงซับสเตรทที่เปนน้ํามันปาลมในปฎิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชั่นไดดีกวาเซลลที่เล้ียงในน้ํามันที่ตางชนิดกันกับการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร 

ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Zeng และคณะ (2006) พบวา เซลล Rhizopus oryzae ที่เล้ียงในน้ํามัน

พืชชนิดเดียวกันกับน้ํามันพืชที่ใชในปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นจะใหปริมาณเมทิลเอสเทอรที่

สูงกวาเซลลที่เล้ียงในน้ํามันตางชนิดกัน นอกจากนี้ยังพบวาการเตรียมเซลล Rhizopus oryzae โดย

การนําไปแชในน้ํามันถ่ัวเหลืองตามสภาวะที่กําหนดสามารถเพิ่มอัตราการเกิดปฏิกิริยาเริ่มตน 

(initial reaction rate) เร็วขึ้น ซ่ึงการเตรียมเซลล Rhizopus oryzae ในน้ํามันถ่ัวเหลืองเปนระยะเวลา 

72 ช่ัวโมง จะเรงปฏิกิริยาเมทานอลไลซิสของน้ํามันถ่ัวเหลืองเร็วข้ึนและสูงกวาชุดควบคุมที่ไมมี

การเตรียมเซลล โดยจะใหผลผลิตเปนเมทิลเอสเทอร มากกวา 25 เปอรเซ็นตโดยใชเวลาเพียง 30 

นาที เมื่อเทียบกับชุดควบคุมแลวที่ตองใชเวลามากกวา 4 ช่ัวโมง ซ่ึงการเตรียมเซลลโดยการนําไป

สัมผัสกับน้ํามันที่จะผลิตเปนไบโอดีเซลตามระยะเวลาที่เหมาะสมกอนนําไปเรงปฏิกิริยาทรานส  

เอสเทอริฟเคชั่นจะชวยใหเซลลเพิ่มการถายโอนมวลของสารในการทําปฏิกิริยาดีขึ้นทําใหอัตราการ

เกิดปฏิกิริยาเร็วขึ้นดวย 
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Figure 6. Contribution of four factors on hydrolysis activity and methanolysis activity by      

Rhodotorula mucilagenosa in a submerged culture using Taguchi experimental design.
 

ดังนั้นจากการทดลองและวิเคราะหทางสถิติเบื้องตนดวย Taguchi method  สามารถ

คัดเลือกชนิดของแตละปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมไลเปสของตัวเซลลเพื่อนําเซลลไปเรงปฎิกิริยา 

ทรานสเทอริฟเคชั่น โดยใช Table 13 ของเปอรเซ็นตผลผลิตเมทิลเอสเทอร ซ่ึงไดแหลงคารบอนเปน

น้ํามันปาลม (A1) แหลงไนโตรเจนเปนแอมโมเนียมไนเตรท (B3) พีเอชอาหารเริ่มตนเทากับ 5 (C2) 

และสารลดแรงตึงผิวเปนกัมอะราบิก (D1) เพื่อนําไปศึกษาระดับที่เหมาะสมของปจจัยเหลานี้ตอการ

ผลิตเอนไซมของตัวเซลลและกิจกรรมการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรตอไป 
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1.2  การศึกษาระดับท่ีเหมาะสมของปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมไลเปสของตัวเซลลยีสต 

Rhodotorula mucilagenosa โดยวางแผนการทดลองแบบ Central Composite Design 
(CCD) 

 จากการศึกษาระดับที่เหมาะสมของปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโต การผลิตเอนไซม
ไลเปสของตัว เซลล  และการนํา เซลลไปผลิตเมทิลเอสเทอรของยีสตสายพันธุ  Rhodotorula 
mucilagenosa P11I89 โดย ซ่ึงวางแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) และใช
เทคนิค response surface methodology (RSM) ในการวิเคราะหขอมูลและดูความสัมพันธระหวางปจจัย
โดยใช Design Expert software (trial version 7.1.5, Stat-Ease Inc., USA) ทําการทดลองกับอาหารเหลว 
100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตรและนําไปเลี้ยงโดยเขยาดวยเครื่องเขยาที่ 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ซ่ึงปจจัยที่ศึกษาประกอบดวยความเขมขนของน้ํามันปาลม (0.32, 1.0, 2.0, 3.0 
และ 3.68 เปอรเซ็นต, w/v) แอมโมเนียมไนเตรท (0.10, 0.20, 0.35, 0.5 และ 0.6 เปอรเซ็นต, w/v) และ
ความเขมขนของกัมอะราบิก (0.20, 0.30, 0.45, 0.60 และ 0.70 เปอรเซ็นต, w/v) สามารถออกแบบชุด
การทดลองไดทั้งหมด 20 ชุดการทดลอง พบวา การเจริญเติบโตของเซลลยีสตอยูระหวาง 6.03-11.19 
กรัมตอลิตร คาผลผลิตของกิจกรรมไฮโดรไลซิสของตัวเซลลอยูระหวาง 72.28-262.36 ยูนิตตอลิตร 
และกิจกรรมการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรจากน้ํามันปาลมอยูระหวาง 8.53-76.37 เปอรเซ็นต ดังแสดง
ใน Table 14 โดยชุดการทดลองที่ 1, 2 และ 18 ใหปริมาณเซลลยีสต ปริมาณเอนไซมไลเปสของตัวเซลล
และคากิจกรรมการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรสูงสุด ตามลําดับ ในชุดการทดลองที่มีน้ํามันปาลม 3.68 
เปอรเซ็นต (w/v) แอมโมเนียมไนเตรท 0.60 เปอรเซ็นต (w/v) และกัมอะราบิก 0.70 เปอรเซ็นต (w/v) 
(ชุดการทดลองที่ 1) ใหปริมาณเซลลแหงสูงสุด สวนชุดการทดลองที่ 2 ที่ใหปริมาณเอนไซมไลเปสของ
ตัวเซลลสูงสุด ประกอบดวย น้ํามันปาลม 2.0 เปอรเซ็นต (w/v) แอมโมเนียมไนเตรท 0.35 เปอรเซ็นต 
(w/v) และ กัมอะราบิก 0.45 เปอรเซ็นต (w/v) ในขณะที่ชุดการทดลองที่ 18 เซลลที่ไดจากการเลี้ยงที่มี
องคประกอบของน้ํามันปาลม 0.32 เปอรเซ็นต (w/v) แอมโมเนียมไนเตรท 0.10 เปอรเซ็นต (w/v) และ 
กัมอะราบิก 0.20 เปอรเซ็นต (w/v) มีความสามารถในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรสูงสุด  
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Table 14. The Central Composition Design of the significant variables (in coded levels), along 
with the responses (DCW, CBL yield and FAME) by cell cultures of Rhodotorula mucilagenosa. 

DCW, Dry cell weight; CBL, Cell bound lipase activity yield; FAME, Fatty acid methyl ester  

Run X1 X2 X3 
DCW (g/L) CBL yield (U/L) FAME (% conversion) 

Actual Predicted Actual Predicted Actual Predicted 

1 1 1 1 12.27 11.19 95.40 149.91 25.52 26.52 

2 0 0 0 10.84 8.45 262.36 243.51 63.00 63.47 

3 1 -1 1 10.76 9.23 170.57 134.19 45.98 49.57 

4 -1 1 -1 6.27 6.58 109.86 144.81 62.39 50.80 

5 1.68 0 0 8.49 7.27 95.40 90.33 21.58 23.72 

6 0 -1.68 0 9.91 9.77 155.39 204.92 52.73 61.77 

7 1 -1 -1 7.47 7.59 124.31 124.61 62.31 50.59 

8 -1.68 0 0 5.91 6.76 92.51 100.29 16.90 25.83 

9 0 0 0 8.84 8.45 247.90 243.51 62.00 63.47 

10 0 0 0 8.49 8.45 252.24 243.51 68.00 63.47 

11 -1 1 1 11.64 10.78 102.63 100.91 8.53 12.25 

12 0 0 -1.68 6.93 6.03 103.72 123.83 51.45 68.64 

13 0 0 1.68 10.36 10.90 108.41 95.23 41.56 35.66 

14 1 1 -1 7.20 6.99 90.34 79.98 30.67 27.30 

15 0 0 0 8.44 8.45 218.99 243.51 57.46 63.47 

16 0 0 0 7.87 8.45 237.79 243.51 65.29 63.47 

17 0 1.68 0 11.02 10.74 229.84 184.14 26.25 28.74 

18 -1 -1 -1 7.51 7.38 241.40 185.47 76.37 67.38 

19 -1 -1 1 9.56 9.02 72.28 81.22 33.21 28.59 

20 0 0 0 8.44 8.45 242.12 243.51 67.50 63.47 
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Table 15.  Analysis of variance (ANOVA) for response surface linear, quadratic and cubic model of DCW, CBL yield and FAME by cell cultures of 
Rhodotorula mucilagenosa. 

 
aSS, Sum of square. 
bDf, Degree of freedom. 
cMs, Mean square. 
DCW, Dry cell weight 
CBL, Cell bound lipase activity yield 
FAME, Fatty acid methyl ester 
 

Model  
DCW (g/L)  CBL yield (U/L)  FAME (%convertion) 

SSa  Dfb  MSc  F-
value 

p-value  R2  SSa  Dfb  MSc  F-
value 

p-value  R2  SSa  Dfb  MSc  F-
value 

p-value  R2  

Linear  38.73 3 12.91 8.66 0.0012 0.62 1656.3 3 552.1 37.69 0.0004 0.01 2682.3 3 894.11 2.92 0.0662 0.35 
Quadratic  10.80 3 3.60 3.73 0.0494 0.85 67746 3 22582 12.92 0.0069 0.83 3177.4 3 1059.16 10.71 0.0018 0.86 
Cubic  3.94 4 0.99 1.03 0.4611 0.91 14028 4 3507 0.048 0.8353 0.98 605.24 4 151.31 2.37 0.1657 0.94 
     Aliased      Aliased      Aliased 
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เมื่อวิเคราะหทางสถิติดวย ANOVA ดังแสดงใน Table 15 โดยคํานวณจาก
โปรแกรม Design expert v.7.15 พบวาสมการเชิงเสนตรง (linear model) ที่ทํานายการเจริญเติบโต 
และการผลิตเอนไซมไลเปสของตัวเซลลมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แต R2 มีคาเทากับ 0.62 และ 
0.01 ตามลําดับ จะเห็นไดวาคา R2 คอนขางต่ําทําใหสมการเชิงเสนตรงไมมีความนาความเชื่อถือใน
การทํานายผลการทดลองและสมการเชิงเสนตรงยังไมสามารถอธิบายความสัมพันธของตัวแปรที่มี
ผลรวมกันได ในขณะที่สมการพหุนามกําลังสอง (quardratic model) ที่ใชการทํานายการ
เจริญเติบโตและผลิตเอนไซมไลเปสของตัวเซลลมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สวนสมการพหุนาม
กําลังสาม (cubic model) ไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตเอนไซม
ไลเปสของตัวเซลล ซ่ึงการวิเคราะหทางสถิตโดยสมการพหุนามกําลังสามไมสามารถอธิบาย
ความสัมพันธของคาตอบสนองและตัวแปรได เนื่องจากชุดการทดลองไมเพียงพอในการคํานวณ
สัมประสิทธิ์ของสมการพหุนามกําลังสาม จึงใหผลการทดลองที่ผิดพลาดเมื่อนําสมการพหุนาม
กําลังสามใชในการทํานายของปจจัยที่เหมาะสมตอคาสนองตอบ (Kumar et al., 2009; Tarangini et 
al., 2009) สวนการนําเซลลที่เล้ียงได 96 ช่ัวโมง ไปทําปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพื่อ
สังเคราะหเมทิลเอสเทอรของน้ํามันปาลมกับเมทานอลในอัตราสวน 1:6 พบวา ปจจัยของอาหารที่
ใชเล้ียงเซลลยีสตมีผลตอการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ทั้งสมการเชิง
เสนตรง (linear model) และสมการพหุนามกําลังสอง (quardratic model) แต R2 ของสมการเชิง
เสนตรงไมมีความนาความเชื่อถือในการทํานายผลการทดลอง ดังนั้นจึงพิจารณาเลือกสมการที่มี
ลําดับสูงสุด คือ สมการพหุนามกําลังสองเพื่ออธิบายความสัมพันธของการเจริญเติบโต การผลิต
เอนไซมไลเปสของตัวเซลลและการนําเซลลไปสังเคราะหเมทิลเอสเทอรกับปจจัยตางๆ ไดแก 
น้ํามันปาลม (X1) แอมโมเนียมไนเตรท (X2) และกัมอะราบิก (X3) ซ่ึงสมการพหุนามกําลังสองเปน
สมการที่ทํานายน้ําหนักเซลลแหง คือ 

YDCW (g/L) = 9.31+2.07X1-31.68X2-1.14 X3-0.33X1X2+0.77X1X3 
        +28.40X2X3-0.05X1

2+28.80X2
2+0.17X3

2  ………………………(1)  
สูตรอาหารที่ทําการศึกษาใหปริมาณเซลลแหงที่มีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซ่ึงสมการที่ทํานายมีคาความเชื่อมั่น (R2) เทากับ 0.85 โดยปจจัยที่มีผล
ตอการเจริญเติบโตของยีสต Rhodotorula mucilagenosa อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ไดแก 
ความเขมขนของกัมอะราบิกสวนน้ํามันปาลมมีอิทธิพลตอปริมาณเซลลแหงอยางมีนัยสําคัญที่
ระดับความเชื่อมั่นมากกวา 90 เปอรเซ็นต (p = 0.08) ดังแสดงใน Table 16 สวน Figure 7 (A-C) 
แสดงความสัมพันธระหวางตัวแปรหรือน้ําหนักเซลลแหงกับตัวแปรอิสระตางๆ 2 ตัวแปร ซ่ึงความ
เขมขนของแอมโมเนียมไนเตรทกับ กัมอะราบิกเปนปจจัยที่มีผลตอปริมาณเซลลแหงอยางมี
นัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่นมากกวา 90 เปอรเซ็นต (p = 0.0959) โดยพบวา เมื่อเพิ่มความเขมขน
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ทั้งแอมโมเนียมไนเตรทและกัมอะราบิกที่ระดับความเขมขนสูงสุด เทากับ 0.50 และ 0.60 
เปอรเซ็นต (w/v) ตามลําดับ จะใหปริมาณเซลลสูงสุดเทากับ 10.30 กรัมตอลิตร ดังแสดงใน Figure 
7B ซ่ึงปริมาณเซลลที่เพิ่มขึ้นอาจเปนผลมากจากตัวเซลลจุลินทรียมีความสามารถในการดูดซับสาร
ลดแรงตึงผิวมาเคลือบบริเวณผิวเซลล คือ กัมอะราบิกในอาหารที่ใชเล้ียง สังเกตจากการเพิ่มขึ้นของ
ความเขมขนกัมอะราบิกทําใหคาปริมาณเซลลแหงเพิ่มขึ้น สอดคลองกับการเพิ่มความเปน
ไฮโดรโฟบิกของตัวเซลลยีสต Saccharomyces cerevisiae ที่ผานการการดัดแปลงพันธุกรรมใหตัว
เซลลผลิตเอนไซมไลเปสเกาะที่ตัวเซลล (cell bound lipase) เพื่อใชเปนตัวเรงในการผลิตเมทิลเอส
เทอร พบวา เมื่อนําเซลล Saccharomyces cerevisiae แชใน Tween 20 จะทําใหตัวเซลลมีน้ําหนัก
เพิ่มขึ้นสูงสุด ซ่ึงมาจากความสามารถในการดูดซับ Tween 20 เทากับ 0.783 g/g DCW (Hama et al., 
2010) ดังนั้น คาปริมาณเซลลแหงที่เพิ่มสูงขึ้นอาจเปนผลมาจากความสามารถในการดูดซับสารลด
แรงตึงผิวของเซลลยีส Rhodotorula mucilagenosa เพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของกัมอะราบิก 
สวนสมการพหุนามกําลังสองที่ทํานายการผลิตเอนไซมไลเปสของตัวเซลล คือ  

YCBL (U/L) = -178.70+124.02 X1+218.55 X2+1258.02X3-6.63X1X2+189.72X1X3 
        +670.55X2X3-52.51X1

2-783.72X2
2-2143.72 X3

2 ………………………(2)  
สูตรอาหารที่ทําการศึกษาทั้ง 20 สูตรอาหารใหปริมาณการผลิตเอนไซมไลเปส

ของตัวเซลลมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซ่ึงสมการที่ทํานายมีคาความ
เชื่อมั่น (R2) เทากับ 0.84 โดยปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมของตัวเซลลยีสต Rhodotorula 
mucilagenosa อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.10) เปนปจจัยที่มีผลรวมกัน คือ ความเขมขนของ
น้ํามันปาลมกับกัมอะราบิก (p = 0.0653) ดังแสดงใน Table 17 สวน Figure 8 (A-C) แสดง
ความสัมพันธระหวางตัวแปรหรือปริมาณการผลิตเอนไซมของตัวเซลลกับตัวแปรอิสระตางๆ 2 ตัว
แปร โดยเฉพาะความเขมขนของน้ํามันปาลมกับกัมอะราบิก(Figure 8B) แสดงใหเห็นวาการเพิ่มขึ้น
ของกัมอะราบิกทําใหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสของตัวเซลลลดลง ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากการ
เพิ่มขึ้นของกัมอะราบิกจะทําใหเซลลมีการดูดซับ กัมอะราบิกมาเคลือบที่ผิวเซลลเพิ่มสูงขึ้น สงผล
ทําใหไปบดบังการทํางานของเอนไซมที่อยูบริเวณผิวเซลล (cell bound)ในการเจอกับสับสเตรทเพื่อ
เรงปฎิกิริยาไฮโดรไลซิสในการวัดคากิจกรรมของเอนไซม ซ่ึงปริมาณที่เหมาะสมของน้ํามันปาลม
และกัมอะราบิกตอการผลิตเอนไซมไลเปสของตัวเซลลอยูในชวงความเขมขน 0.37-0.45 และ 1.70-
2.22 เปอรเซ็นต(w/v) ตามลําดับ จากนั้นเมื่อนําเซลลที่เล้ียงไดทั้ง 20 ชุดการทดลองเปนระยะเวลา 
96 ช่ัวโมง มาทําปฎิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่นเพื่อดูปริมาณการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร ได
สมการที่ทํานายการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร ดังสมการ 
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YFAME (%) = 39.55+29.85X1+159.11X2-29.77X3-11.20X1X2+62.95X1X3+2.66X2X3       
                 -13.72 X1

2-91.40 X2
2-181.13 X3

2………………...………………………(3) 
ซ่ึงสมการจะใหปริมาณการผลิตเมทิลเอสเทอรจากการเรงปฎิกิริยาของตัวเซลล

ยีสต  Rhodotorula mucilagenosa ที่เล้ียงในสูตรอาหารทั้ง 20 สูตร มีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ซ่ึงสมการที่ทํานายมีคาความเชื่อมั่น (R2) เทากับ 0.87 โดยปจจัยของ
อาหารที่มีผลตอตัวเซลลยีสตเมื่อนําไปเรงในปฎิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่นอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05)  ไดแก ความเขมขนของแอมโมเนียมไนเตรทและกัมอะราบิก ดังแสดงใน Table 18 

ปริมาณเอนไซมที่ตัวเซลลยีสตที่ผลิตได จะสงผลตอกิจกรรมการสังเคราะหผลิต
เมทิลเอสเทอร กลาวคือ เมื่อการผลิตเอนไซมของตัวเซลลเพิ่มขึ้น ทําใหปริมาณการสังเคราะหเมทิล
เอสเทอรเพิ่มขึ้นดวย ซ่ึงสังเกตไดจาก Figure 9 ลักษณะพื้นผิวของกราฟที่ใหปริมาณเมทิลเอสเทอร
สูงสุดเปนชวงที่ความเขมขนของน้ํามันปาลมและกัมอะราบิกอยูในชวงความเขมขน 0.37-0.45 และ 
1.70-2.22  เปอรเซ็นต (w/v) ตามลําดับ เชนเดียวกันกับความเขมขนที่ตองใชตอการผลิตเอนไซม
ของตัวเซลลจุลินทรีย ดังนั้นสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมของตัวเซลลกับสูตรอาหาร
ที่เหมาะตอการนําเซลลไปใชในกระบวนการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรจึงเปนอาหารที่ถูกทํานาย
ออกมาใหมีปริมาณในแตละองคประกอบที่เหมือนกันประกอบดวย น้ํามันปาลม 2.1 เปอรเซ็นต 
(w/v), NH4NO3 0.2 เปอรเซ็นต (w/v) และ กัมอะราบิก 0.45 เปอรเซ็นต (w/v) และมีองคประกอบ
อ่ืน คือ MgSO4.7H2O 0.1 เปอรเซ็นต (w/v), KH2PO4 0.47  เปอรเซ็นต (w/v), Na2HPO4.12H2O 0.03 
เปอรเซ็นต (w/v) และพีเอชเร่ิมตน เทากับ 5.0 ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับสูตรอาหารเดิมซึ่งมีปริมาณ
ของสามองคประกอบ ไดแก น้ํามันปาลม NH4NO3 และกัมอะราบิกที่แตกตางกันเทากับ 2.0 
เปอรเซ็นต, 0.47 เปอรเซ็นต และ 1.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดย NH4NO3 และกัมอะราบิกเปน
องคประกอบที่มีการปรับใหเติมในปริมาณที่ลดลงจากสูตรอาหารเดิม โดยปกติแลวการเพิ่มปริมาณ
ของแอมโมเนียมไนเตรทมากเกินไปจะทําใหอาหารเลี้ยงเชื้อมีคาความเปนกรดที่สูงขึ้น ซ่ึงอาจไม
เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตไลเปสของตัวเซลลจุลินทรียได (Griffin, 1994) สวนการลดลง
ความเขมขนของ กัมอะราบิกอาจมีผลทําใหเซลลจุลินทรียดูดซับ กัมอะราบิกเคลือบที่ผิวเซลลลดลง
ลง สงผลทําใหเอนไซมไลเปสที่ผิวเซลลสามารถเรงปฎิกิริยาไดดีขึ้น  

จากสมการที่ 3 และ 4 สามารถทํานายการผลิตเอนไซมไลเปสของตัวเซลลและ
ปริมาณการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรไดสูงสุด เทากับ 231.39 ยูนิตตอลิตรและ 66.78 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับคาการทดลอง พบวา คาที่ไดจากการทดลองของกิจกรรมไฮโดรไล
ซิสของตัวเซลลมีคาใกลเคียงกับคาที่ทํานาย เทากับ 234.17±9.47 ยูนิตตอลิตร และใหปริมาณเซลล
แหงเทากับ 8.93±0.12 กรัมตอลิตร สวนกิจกรรมการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรจากน้ํามันปาลมมีคา
มากกวาที่สมการทํานาย เทากับ 81.21±3.90 เปอรเซ็นต เมื่อใชสัดสวนระหวางน้ํามันตอเมทานอล 1 
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ตอ 6 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซสเซียสเปนเวลา 48 ช่ัวโมง ซ่ึงคากิจกรรมไฮโดรไลซิสและปริมาณการ
สังเคราะหเมทิลเอสเทอรเพิ่มขึ้น 1.56 และ 1.66 เทาของสูตรอาหารเดิม (จาก 152.38 ยูนิตตอลิตร 
และ 48.70 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) สําหรับวิธี RSM และวางแผนทดลองแบบ CCD เปนวิธีที่มีความ
นาเชื่อถือ เนื่องจากเปนกระบวนการที่ใชความรูทางคณิตศาสตรและสถิติมาใชเพื่อชวยในการ
คํานวณผลตอบสนองที่เหมาะสมที่สุด ปจจุบันมีการประยุกตนําวิธี RSM มาใชกันอยางกวางขวาง
ในงานดานอุตสาหกรรม (Myers, 1995)  
 
Table 16.  Analysis of variance (ANOVA) for response surface quadratic model for DCW by cell 

cultures of Rhodotorula mucilagenosa. 
 

Factors  Coefficient 
estimate 

Standard 
error 

Sum of 
square 

Dfa 
Mean 
square 

F-
value 

P-value 
Prob>F 

Model 9.315 0.40 52.9300 9 5.88 6.09 0.0046 

X1(Palm oil)  2.077 0.27 3.6400 1 3.64 3.76 0.0811 

X2(NH4NO3)  -31.676 0.27 1.1500 1 1.15 1.19 0.3015 

X3(Gum arabic)  -1.136 0.27 33.9500 1 33.95 35.13 0.0001 

X1X2  0.333 0.35 0.0200 1 0.02 0.02 0.8885 

X1 X3  0.778 0.35 0.1100 1 0.11 0.11 0.744 

X2 X3  28.395 0.35 3.2700 1 3.27 3.38 0.0959 

X1 
2  -0.507 0.26 3.7000 1 3.70 3.83 0.0788 

X2 
2  28.805 0.26 6.0500 1 6.05 6.26 0.0313 

X3 
2  0.171 0.26 0.0002 1 0.00 0.00 0.9884 

Residual    9.66 10 0.97   

R2= 0.85         
 

aDf, degree of freedom. 
The bold values indicate the significance at or above the 95.0% confidence level. 
DCW, Dry cell weight. 
 



70 
 

Table 17. Analysis of variance (ANOVA) for response surface quadratic model for CBL yield by 
cell cultures of Rhodotorula mucilagenosa. 

 

Factors 
Coefficient 

estimate 
Standard 

error 
Sum of 
square 

Dfa 
Mean 
square 

F-value 
P-value 
Prob>F 

Model -178.699 15.86 77710.97 9 8634.55 5.710 0.0059 

X1(Palm oil) 124.0208 10.52 121.12 1 121.12 0.080 0.7830 

X2(NH4NO3) 218.5536 10.52 530.56 1 530.56 0.350 0.5668 
X3(Gum arabic) 1258.027 10.52 1004.67 1 1004.67 0.660 0.4341 
X1X2 -6.62523 13.75 7.9 1 7.9 0.005 0.9438 
X1 X3 189.7225 13.75 6479.03 1 6479.03 4.280 0.0653 
X2 X3 670.5535 13.75 1821.05 1 1821.05 1.200 0.2982 
X1 

2 -52.5138 10.24 39741.99 1 39741.99 26.280 0.0004 
X2 

2 -783.722 10.24 4481.17 1 4481.17 2.960 0.1159 
X3 

2 -2143.72 10.24 33527.63 1 33527.63 22.170 0.0008 
Residual   15125.37 10 1512.54   

R2= 0.84        

 
aDf, degree of freedom. 
The bold values indicate the significance at or above the 95.0% confidence level. 
CBL, Cell bound lipase activity yield 
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Table 18. Analysis of variance (ANOVA) for response surface quadratic model for percent 
FAME convertion by cell cultures of Rhodotorula mucilagenosa. 

 

Factors 
Coefficient 

estimate 
Standard 

error 
Sum of 
square 

Dfa 
Mean 
square 

F-value 
P-value 
Prob>F 

Model 39.56 4.06 6595.69 9 732.85 7.4100 0.0022 

X1(Palm oil) 29.85 2.69 4.86 1 4.86 0.0490 0.8289 

X2(NH4NO3) 159.11 2.69 1340.51 1 1340.51 13.5500 0.0042 

X3(Gum arabic) -29.78 2.69 1336.96 1 1336.96 13.5200 0.0043 

X1X2 -11.19 3.52 22.55 1 22.55 0.2300 0.6433 

X1 X3 62.95 3.52 713.29 1 713.29 7.2100 0.0229 

X2 X3 2.67 3.52 0.029 1 0.029 0.0003 0.9867 

X1 
2 -13.72 2.62 2710.82 1 2710.82 27.4100 0.0004 

X2 
2 -291.40 2.62 619.51 1 619.51 6.2600 0.0313 

X3 
2 -181.13 2.62 239.36 1 239.36 2.4200 0.1508 

Residual    10 98.9   

R2= 0.87        

 
aDf, degree of freedom. 
The bold values indicate the significance at or above the 95.0% confidence level. 
FAME, Fatty acid methyl ester 
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Figure 7.  Three dimension surface and contour diagram plots of DCW (g/L) as the function of palm oil and 
NH4NO3 (A) (gum arabic was kept constant at the optimum point), as the function of palm oil 
and กัมอะราบิก(B) (NH4NO3 was kept constant at the optimum point) and as the function of 
NH4NO3 and gum arabic (C) (palm oil was kept constant at the optimum point). 
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Figure 8.  Three dimension surface and contour diagram plots of CBL (U/L) as the function of palm oil and 
NH4NO3 (A) (gum arabic was kept constant at the optimum point), as the function of palm oil 
and gum arabic (B) (NH4NO3 was kept constant at the optimum point) and as the function of 
NH4NO3 and gum arabic (C) (palm oil was kept constant at the optimum point). 
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Figure 9.  Three dimension surface and contour diagram plots of FAME as the function of palm oil and 
NH4NO3 (A) (gum arabic was kept constant at the optimum point), as the function of palm oil 
and กัมอะราบิก(B) (NH4NO3 was kept constant at the optimum point) and as the function of 
NH4NO3 and gum arabic (C) (palm oil was kept constant at the optimum point). 
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1.3  ศึกษาผลของการใหอากาศตอการผลิตเอนไซมไลเปสและศึกษาอัตราการเจริญของเซลล   
ยีสตในอาหารที่สงเสริมการผลิตเอนไซมไลเปส 

เมื่อไดสูตรอาหารที่มีความเหมาะสมแลว (optimized medium) นํามาศึกษาผลของ
อัตราการใหอากาศ ซ่ึงทําการเตรียมเซลลยีสตเร่ิมตนดวย haemacytometer โดยเจือจางตัวอยาง
ประมาณ 100 เทา คํานวณใหมีปริมาณเชื้อสุดทายเทากับ 1×106  เซลลตอมิลลิลิตร แลวถายเชื้อลง
ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร โดยมีอาหาร optimized medium อยู 200 มิลลิลิตร นําไปเขยาดวย
เครื่องเขยาที่ความเร็ว 150, 200 และ 250 รอบตอนาที เก็บตัวอยางที่เวลา 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 
96, 108, 120, 132, 144, 156, 168 และ 180 ช่ัวโมง โดยในทุกๆ 12 ช่ัวโมง ที่เก็บตัวอยางยีสตหา
ปริมาณน้ําหนักแหงและเขียนกราฟของการเจริญ (Growth curve) เทียบกับระยะเวลาตางๆ พรอม
ทั้งวัดกิจกรรมของตัวเซลล ซ่ึงพบวา เมื่อเพิ่มอัตราการใหอากาศจาก 150 รอบตอนาที เปน 200 รอบ
ตอนาที จะทําใหปริมาณน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณการผลิตเอนไซมของตัวเซลลมีปริมาณ
เพิ่มขึ้น ซ่ึงที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที จะใหปริมาณเซลลแหงต่ําสุด สงผลใหผลผลิตเอนไซม
ไลเปสของตัวเซลลนอยที่สุดเชนเดียวกัน สวนที่ความเร็วรอบ 200 และ 250 รอบตอนาที จะให
ปริมาณเซลลแหงไมแตกตางกัน แตที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที จะใหคากิจกรรมไฮโดรไลซิส
เอนไซมไลเปสของตัวเซลลสูงกวาที่ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที ซ่ึงมีคากิจกรรม เทากับ 272.72 
ยูนิตตอลิตร เมื่อเล้ียงเปนระยะเวลา 60 ช่ัวโมง ทั้งนี้เปนผลมาจากการใหอากาศโดยการเขยาที่
ความเร็วรอบสูงเกินไป  จะทําใหเกิดแรงเฉือนที่ไปรบกวนการผลิตเอนไซมของตัวเซลล สงผลให
ปริมาณเอนไซมของตัวเซลลลดต่ําลง ดังแสดงใน Figure 10 และ 11 ตามลําดับ โดยปกติแลวจาก
การหาสภาวะที่เหมาะสมของเซลลยีสตในสูตรอาหารเดิม (IMY medium) เพื่อนํามาเรงใน
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพื่อผลิตเมทิลเอสเทอร พบวา ตองเลี้ยงเซลลเปนระยะเวลา 96 
ช่ัวโมง และนําเซลลที่ผานการเลี้ยงมาทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นในปริมาณ เทากับ 1×1010 
ตอกรัมสับสเตรท ซ่ึงมีคากิจกรรมของเอนไซม 3.064 ยูนิต จะใหปริมาณของเมทิลเอสเทอรเทากับ 
83.29 เปอรเซ็นต ใชระยะเวลาในการทําปฎิกิริยานาน 72 ช่ัวโมง (Srimhan et al., 2011) ในขณะที่
อาหารสูตรใหม (optimized medium) ใชระยะเวลาในการเลี้ยงเซลลเพียง 60 ช่ัวโมง ก็สามารถนํา
เซลลมาทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นในปริมาณที่เทากัน จะใหคากิจกรรมของเอนไซม
มากกวา เทากับ 8.024 ยูนิต และยังใหปริมาณของเมทิลเอสเทอรมากกวา 80 เปอรเซ็นต โดยใช
ระยะในการทําปฎิกิริยาเพียง 48 ช่ัวโมง ซ่ึงลดลงจากสูตรอาหารเดิมที่ตองใชระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
ดังแสดงใน Figure 12 ซ่ึงยืนยันสมมติฐานของงานวิจัยนี้วา การเพิ่มปริมาณเอนไซมสามารถลด
ระยะเวลาการทําปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของการผลิตเมทิลเอสเทอรได 
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Figure 10.  Effect of shaking speed on cell growth by Rhodotorula mucilagenosa. 
 
 

 
Figure 11. Effect of shaking speed on cell bound lipase production by Rhodotorula mucilagenosa. 
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Figure 12. Methyl ester production by transesterification of catalyzed by Rhodotorula 

mucilagenosa cells cultivated in the optimal medium and IMY medium with lipase 

activity of 8.024 and 3.064 U/g substrate, respectively  in the presence of palm oil 

and methanol with mole ratio 1:6 as substrates. 

 

2.   การคัดเลือกวัสดุพยุงท่ีเหมาะสมตอการตรึงเซลลดวยวิธีการดูดซับ 
 จากการทดลองเพื่อ คัดเลือกวัสดุพยุงที่ เหมาะสมตอการตรึง เซลลยีสต 

Rhodotorula mucilagenosa ที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสเกาะที่บริเวณตัวเซลลในอาหารตามสูตร
ใหม (optimized medium) โดยอาศัยการตรึงแบบวิธีการตรึงรวมไปกับการเลี้ยงเซลล ซ่ึงการเตรียม
วัสดุกอนนํามาตรึงนั้นไดผานการลางและฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซสเซียส 15 นาที  กอนถายลง
ในอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไลเปส สําหรับวัสดุที่นํามาคัดเลือก ประกอบไปดวยวัสดุ
ที่ไดจากธรรมชาติ ไดแก ชานออย ซังขาวโพดและตะกอนดีแคนเตอรจากโรงงานอุตสาหกรรม
ปาลมน้ํามัน และวัสดุทางการคาที่ไดจากกการสังเคราะห ไดแก 3M ฟองน้ําเสนใยเซลลูโลส 
ฟองน้ําโพลิยูริเทนและผาพีวีเอชามัวส ซ่ึงทําการเลี้ยงรวม Rhodotorula mucilagenosa ใหมีปริมาณ
เซลลเร่ิมตนเทากับ 1×106  เซลลตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนระยะเวลา 
72 ช่ัวโมง พบวา วัสดุธรรมชาติ ไดแก ชานออย ซังขาวโพดและตะกอนดินดีแคนเตอรใหปริมาณ
เซลลที่ถูกตรึงนอยที่สุดและไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) เทากับ 7.87, 7.31 และ 9.83  
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มิลลิกรัมเซลลแหงตอกรัมวัสดุพยุง (Table 19) ตามลําดับ ซ่ึงวัสดุดังกลาวไดเตรียมโดยการ
บดละเอียดและอบแหงกอนนํามาตรึง เมื่อสองดูลักษณะของวัสดุดังกลาวดวยกลองจุลทรรศนที่
กําลังขยาย 400 เทา พบวา วัสดุตรึงดังกลาวนั้นมีลักษณะผิวที่เปนขรุขระ เซลลจะกระจายตัวอยู
บริเวณดังกลาวงายตอการหลุดออกจากวัสดุพยุงเมื่อเขาสูกระบวนการลาง ทําใหปริมาณเซลล
คงเหลือในปริมาณที่นอยเมื่อเทียบกับวัสดุชนิดอื่นๆ ซ่ึงแตกตางจาก 3M ฟองน้ําเสนใยเซลลูโลส 
พบวา ใหปริมาณคอนขางสูง คือ 12.45 มิลลิกรัมเซลลแหงตอกรัมวัสดุพยุง สงผลใหคากิจกรรม
ไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลมสูงที่สุดเชนกัน คือ 4.35  ยูนิตตอกรัมเซลลแหงในวัสดุพยุง  โดย
ลักษณะของฟองน้ําเสนใยธรรมชาติดังกลาวเปนการอัดแผนกันของเสนใยทําใหมีลักษณะซอนทับ
กันเปนรางแห ดังแสดงใน Figure 14 (1a) ซ่ึงเตรียมกอนตรึงโดยทําการตัดใหไดขนาด 0.5×0.5×0.5 
เซนติเมตร ทําใหไดช้ินที่มีลักษณะเหมือนลูกเตา เซลลยีสตจึงสามารถแทรกตัวเขาไปภายในของ
ฟองน้ําเสนใยธรรมชาติดังกลาวไดจึงทําใหเซลลคงเหลือมากกวาวัสดุธรรมชาติอ่ืนๆ ในขณะที่วัสดุ
สังเคราะหสามารถเตรียมใหมีลักษณะเดียวกันได โดยอาศัยการตัดใหไดขนาด 0.5×0.5×0.5 
เซนติเมตร ทําใหไดช้ินที่มีลักษณะเหมือนลูกเตาเชนเดียวกัน แตเมื่อสองดูลักษณะดวยกลอง
จุลทรรศนจะพบวา วัสดุฟองน้ําโพลิยูริเทน จะมีชองที่มีขนาดที่กวางกวาวัสดุผาพีวีเอชามัวส 
(Poly(vinyl alcohol) Chamois) ทําใหไดปริมาณเซลลที่ต่ําที่สุด คือ 7.94 มิลลิกรัมเซลลแหงตอกรัม
วัสดุพยุง สงผลใหคากิจกรรมไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลมต่ําเชนกัน คือ 0.67  ยูนิตตอกรัมเซลล
แหงในวัสดุพยุง  ซ่ึงไมแตกตางกันกับวัสดุธรรมชาติที่มีลักษณะเปนผงละเอียด (ชานออย ซัง
ขาวโพดและตะกอนดินดีแคนเตอร) ดังแสดงใน Figure 13 ซ่ึงคาคากิจกรรมไฮโดรไลซิสของ
น้ํามันปาลมจะสอดคลองกับปริมาณเซลลที่อยูในวัสดุพยุงแตละชนิด หากวัสดุชนิดใดสามารถตรึง
เซลลใหอยูในวัสดุไดมาก ก็จะสามารถมีกิจกรรมของเอนไซมที่สูงเชนกัน ดังแสดงใน Table 19 จึง
ทําการเลือกเอาวัสดุที่ใหกิจกรรมไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลมสูงสุด คือ 3M ฟองน้ําเสนใย
เซลลูโลสและผาพีวีเอชามัวส มาทําการศึกษาในขั้นตอไป 
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Table 19.  Effect of different biomass support particle (BSP) for immobilization of whole cell of 
Rhodotorula mucilagenosa. 

 
Biomass support particle (BSP) 

Protein cont. 
mg/g BSP 

Cell cont. 
mg DCW/g BSP 

Activity 
U/g DCW in BSP  

3M Cellulose sponge  2.81±0.81b 12.45±3.73b 4.35±0.70a 
Poly(vinyl alcohol) Chamois 3.84±0.12a 17.57±0.55a 4.27±0.19a 
3M Polyurethane sponges 1.79±0.30d 7.94±1.38c 0.67±0.21d 
Poly(vinyl alcohol) sponge 3.42±0.14a 15.65±064ab 2.07±0.58c 
Sugarcane bagasse 1.72±0.19d 7.87±0.90c 0.56±0.02d 
Corn cobs 1.60±0.25d 7.31±1.16c 0.51±0.11d 
Palm decanter 2.15±1.14cd 9.83±1.14c 0.40±0.05d 
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Figure 13.  Stereo microscope (×45) (a) and compound light microscope (×400) (b) of 1: sugarcane  

     bagasse, 2: palm decanter cake and 3: corn cobs. 
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Figure 14.  Stereo microscope (×45) (a) and compound light microscope  (×400) (b) of 1: 3M cellulose 

sponge, 2: poly(vinyl alcohol) chamois and 3: 3M polyurethane sponges. 
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3. การหาสภาวะที่เหมาะสมตอการตรึงเซลลแบบดูดซับ 
 3.1  ผลของขนาดของตัวพยุง 

นําวัสดุที่ผานการคัดเลือกมาหาขนาดที่เหมาะสม โดยสําหรับ 3M ฟองน้ําเสนใย
เซลลูโลส ที่ขายทางการคาจะมีลักษณะเปนแผนที่มีความหนา 0.5 เซนติเมตร จึงทําการตัดโดยใหมี
ความหนาที่เทาเดิม แตตัดใหมีความกวางที่แตกตางกันไปคือ 1.0×0.5×0.5, 0.5×0.5×0.5 และ 
0.25×0.5×0.5 เซนติเมตร สวนผาพีวีเอชามัวส จะมีลักษณะเปนผาที่มีความหนา 0.1 เซนติเมตร จึง
ทําการตัดโดยใหมีความหนาและความยาวที่เทาเดิม แตตัดใหมีความกวางที่แตกตางกันไปคือ 
1.0×0.5×0.1, 0.5×0.5×0.1 และ 0.25×0.5×0.1 เซนติเมตรโดยทําการชั่งวัสดุดังกลาวอยางละ 3.0 
กรัม ลงในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตรและมีอาหารสูตรที่เหมาะสม 200 มิลลิลิตร ทําการตรึงเซลล
ดังวิธีการทดลองขอ 2.1 เปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา วัสดุทั้งสองจะใหกิจกรรมการไฮโดรไล
ซิสและปริมาณเซลลในวัสดุเพิ่มขึ้นเมื่อลดขนาดของวัสดุตรึงใหเล็กลง โดย 3M ฟองน้ําเสนใย
เซลลูโลส ขนาด  0.25×0.5×0.5 เซนติเมตร ใหกิจกรรมการไฮโดรไลซิสและปริมาณเซลลในวัสดุ
เพิ่มขึ้นสูงสุด เทากับ 7.55  ยูนิตตอกรัมเซลลแหงในวัสดุพยุง และ 9.92  มิลลิกรัมเซลลแหงตอกรัม
วัสดุพยุง ตามลําดับ (Figure 15)  สวนวัสดุสังเคราะหผาพีวีเอชามัวส ขนาดเล็กสุด 0.25×0.5×0.1 
เซนติเมตร ใหกิจกรรมการไฮโดรไลซิสและปริมาณเซลลในวัสดุเพิ่มขึ้นสูงสุด เทากับ 4.21  ยูนิต
ตอกรัมเซลลแหงในวัสดุพยุง และ 30.53 มิลลิกรัมเซลลแหงตอกรัมวัสดุพยุง ตามลําดับ (Figure 16) 
ทั้งนี้การลดขนาดของวัสดุพยุงเปนการเพิ่มพื้นที่ผิวในการสัมผัสกับเซลลในระหวางการเลี้ยงเซลล
รวม และยังเพิ่มพื้นที่ผิวในระหวางการทําปฎิกิริยาไฮโดรไลซิสอีกดวย ซ่ึงสอดคลองกับรายงาน
วิจัยของ Hama และคณะ (2007) โดยทําการศึกษาผลของขนาดของวัสดุตัวพยุง 2 ขนาด คือ 6×6×3 
และ 6×6×6 มิลลิเมตร ที่ถูกตรึงดวย Rhizopus oryzae มาทําปฏิกิริยาเมทานอลไลซิสใน screw-
capped bottle พบวา วัสดุที่มีขนาดเล็ก (6×6×3 มิลลิเมตร) จะใหปริมาณเซลลแหงในวัสดุพยุงที่สูง
กวาวัสดุขนาด 6×6×6 มิลลิเมตร ทําใหอัตราการเกิดปฏิกิริยา เมทานอลไลซิสสูงกวาเมื่อใชปริมาณ
ของตัวพยุงที่เทากัน เนื่องจากเชื้อราดังกลาวเปนจุลินทรียกลุมที่ตองการอากาศในการเจริญเติบโต 
ลักษณะการเจริญจะเกิดเฉพาะบริเวณผิวหนา กอนโฟมที่มีขนาดที่เล็กกวา (6×6×3) จึงมีพื้นที่ผิวที่
มากกวาในการที่เชื้อราจะเจริญเติบโต 
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Figure  15.  Effect of 3M Cellulose sponge size on cell concentration and hydrolysis activity. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure  16. Effect of Poly (vinyl alcohol) Chamois size on cell concentration and hydrolysis     
activity. 

 
 
 3.2  ผลของปริมาณตัวพยุงที่เหมาะสมตอปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

นําขนาดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.1 มาหาปริมาณที่เหมาะในการตรึง โดยช่ังวัสดุ
ใหมีปริมาณตาง ๆ สําหรับ 3M ฟองน้ําเสนใยเซลลูโลสชั่งใหมีน้ําหนักเทากับ 0.6, 1.2, 2.4 และ 3.0 
กรัม สวนผาพีวีเอชามัวส ช่ังใหมีน้ําหนักเทากับ 1.6, 3.2, 4.8 และ 6.4 กรัม ลงใน ฟลาสกขนาด 500 
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มิลลิลิตรและมีอาหารสูตรที่เหมาะสม 200 มิลลิลิตร ทําการตรึงเซลลดังวิธีการทดลองขอ 3.1  เปน
ระยะเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา เมื่อเพิ่มปริมาณจะทําใหปริมาณเซลลที่ตรึงลดลง สงผลใหคากิจกรรม
ไฮโดรไลซิสของ 3M ฟองน้ําเสนใยเซลลูโลสลดลง โดยพบวา ปริมาณที่ 0.6 กรัม จะใหทั้งปริมาณ
เซลลและคากิจกรรมไฮโดรไลซิสสูงสุด เทากับ 20.56 มิลลิกรัมเซลลแหงตอกรัมวัสดุพยุงและ 5.92  
ยูนิตตอกรัมเซลลแหงในวัสดุพยุง  ตามลําดับ (Figure 17) สวนในวัสดุผาพีวีเอชามัวส การเพิ่มขึ้น
ของวัสดุสงผลตอปริมาณเซลลในวัสดุตรึงเชนกัน จาก 16.0 มิลลิกรัม ถึง 8.5 มิลลิกรัม แตเปนที่นา
สังเกตวา การลดลงของปริมาณเซลลไมไดสงผลตอคากิจกรรมการไฮโดรไลซิสมากนัก จึงเลือก
ปริมาณ 3.2 กรัมเปนปริมาณที่เหมาะสมของวัสดุผาพีวีเอชามัวส (Figure 18) ซ่ึงการเพิ่มขึ้นของ
วัสดุพยุงเปนสาเหตุที่ทําใหปริมาณเซลลในวัสดุพยุงลดลง โดยเฉพาะการเพิ่มขึ้นของฟองน้ํา 3M 
เสนใยธรรมชาติ ที่มีน้ําหนักเบากวาผาพีวีเอชามัวส ทําใหจํานวนชิ้นของ3M ฟองน้ําเสนใย
เซลลูโลสมีปริมาณที่มากกวา สงผลใหมีปริมาณเซลลในวัสดุพยุงนอยกวา เพราะในระหวางการ
เล้ียงเซลลรวมกับการตรึงเซลล หากวัสดุพยุงที่มีจํานวนชิ้นมาก ก็จะทําใหอัตราการใหอากาศใน
ระหวางการเลี้ยงลดลง สงผลทําใหมีปริมาณเซลลลดลง เนื่องจากเซลลยีสตดังกลาวเปนยีสตที่
ตองการอากาศในการเจริญเติบโต จึงเปนการรบกวนระบบการใหอากาศนั่นเอง 

 

Figure  17. Effect of 3M Cellulose sponge containing on cell concentration and hydrolysis 
activity. 
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Figure 18. Effect of 3M Poly (vinyl alcohol) Chamois containing on cell concentration and    
     hydrolysis activity. 
 

3.3 ผลของการตรึงเซลลแบบดูดซับโดยการเลี้ยงซ้ําในอาหารใหม (Repeated cultivation) 
เมื่อไดปริมาณของวัสดุที่เหมาะสม นํามาศึกษาถึงผลของการตรึงเซลลแบบดูดซับ

โดยการเลี้ยงซ้ําในอาหารใหม พบวา การตรึงเลี้ยงเซลลเล้ียงซ้ําในอาหารใหมของวัสดุ 3M ฟองน้ํา
เสนใยเซลลูโลสและผาพีวีเอชามัวส จะใหปริมาณเซลลที่มากกวาการตรึงเซลลแบบเลี้ยงในอาหาร
แบบครั้งเดียว เทากับ 26.44 และ 23.65 มิลลิกรัมเซลลแหงตอกรัมวัสดุพยุงตามลําดับ ซ่ึงคิดเปน 2 
เทาของปริมาณการเลี้ยงเซลลแบบครั้งเดียว แตการตรึงเซลลแบบเลี้ยงซ้ําในอาหารใหมของวัสดุ 
3M ฟองน้ําเสนใยเซลลูโลสจะใหคากิจกรรมของตัวเซลลที่ถูกตรึงมากกวาตัวเซลลที่อยูในผาพีวีเอ
ชามัวส นอกจากนี้การเพิ่มจํานวนรอบในการเลี้ยงเซลลซํ้า สามารถเพิ่มปริมาณเซลลในวัสดุพยุงได 
โดยปริมาณเซลลจะมีปริมาณที่คงที่เมื่อเล้ียงเซลลตั้งแตรอบที่ 3 เปนตนไปและเมื่อนํา 3M ฟองน้ํา
เสนใยเซลลูโลสที่เล้ียงในอาหารใหมรอบที่ 3 ใหปริมาณเซลลเทากับ 32.04 มิลลิกรัมเซลลแหงตอ
กรัมวัสดุพยุง เมื่อนําไปใชเรงในปฏิกิริยาการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร จะใหปริมาณเมทิลเอสเทอร
สูงสุด เทากับ 7.56 เปอรเซ็นต  ในขณะที่วัสดุผาพีวีเอชามัวส เมื่อเล้ียงในอาหารรอบที่ 3 มีปริมาณ
เซลลในวัสดุ เทากับ 27.37 มิลลิกรัมเซลลแหงตอกรัมวัสดุพยุง แตเมื่อนําไปเรงในปฎิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่น พบวา ไมเกิดปฏิกิริยาการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร ดังแสดงใน Table 20 ซ่ึงวัสดุ 
ผาพีวีเอชามัวส เปนวัสดุที่ทําจากปฎิกิริยาทางเคมีของโพลิไวนิลแอลกอฮอลผสมกับแปงและ
ฟอรมาลิน โดยมีกรดทําหนาที่ปนตัวเรงปฎิกิริยา ซ่ึงสวนผสมทั้งหมดจะถูกกวนผสมอยางแรง ทํา
ใหสารละลายเกิดปฎิกิริยาและเกิดฟองจํานวนมาก ทําใหไดโครงสรางพอลิเมอรแบบเปดสามมิติที่
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เชื่อมตอกัน จึงทําใหเกิดเปนรูพรุนแบบตอเนื่อง (continuous pore structure) ลักษณะดังกลาวนี้ทํา
ใหสมบัติของโพลิไวนิลแอลกอฮอลเปลี่ยนจากละลายน้ําไดเปนไมละลายน้ํา แตทําใหผาพีวีเอ
ชามัวสเกิด capillary action เกิดการดูดซับอยางรวดเร็ว และดูดซับไดถึง 12-25 เทาของน้ําหนักแหง 
(วรรณฤดี แกวมีศรี, 2545) ซ่ึงคุณสมบัติดังกลาวเมื่อนําเซลลที่ถูกตรึงในผาพีวีเอชามัวส มาเรง
ปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของสับสเตรทที่เปนน้ํามันกับเมทานอล วัสดุผาพีวีเอชามัวส จึงดูด
ซับสับสเตรทไว ทําใหไมเกิดการไหลเวียนของสับสเตรทในระหวางการทําปฎิกิริยาแบบเขยาและ
เมื่อวัสดุดูดซับก็ทําใหน้ําหนักของวัสดุเพิ่มขึ้น จึงทําใหการเคลื่อนที่ของวัสดุในระหวางการทํา
ปฎิกิริยาลดลงหรือไมเคลื่อนที่ จึงทําใหไมเกิดปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเปนผลิตภัณฑเมทิล
เอสเทอร จึงเลือกนําวัสดุฟองน้ํา 3M เสนใยธรรมชาติ ไปใชในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการ
ใชเซลลที่ถูกตรึงในการผลิตเมทิลเอสเทอร  
  
Table 20.  Comparison of cultivation for cell concentration and hydrolysis activity. 
 

 
Cultivation 

Cell concentration 
 

mg DCW/g BSP 

Hydrolytic activity 
of lipases  

(U/g DCW in BSP) 

FAME 

(% conversion at 72h ) 

Non- repeated cultivation    
In 3M Cellulose sponge 14.77±1.97b 7.54±0.93ab 3.39±1.03

b
 

In Poly(vinyl alcohol) Chamois 14.95±1.08b 5.48±0.86b 0.00 

Repeated cultivation    

In 3M Cellulose sponge    

2
nd

 26.44±1.61
b
 6.42±1.44

b
 5.38±1.32

a
 

3
rd
 32.04±1.61

a
 6.52±1.04

ab
 7.56±1.68

a
 

4
th
 34.04±2.11

a
 6.88±1.68

a
 7.87±0.68a 

In PVA Chamois    

2
nd

 23.65±3.61
b
 5.62±2.00

b
 0.00 

3
rd
 27.37±2.53

a
 5.86±1.27

a
 0.00 

4
th
 27.02±1.81

a
 5.78±0.85

a
 0.00 
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4. สภาวะที่เหมาะสมตอการใชเซลลท่ีถูกตรึงในการผลิตเมทิลเอสเทอร 
4.1  ศึกษาความเขมขนของเซลลตรึงรูปตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 

การศึกษาผลของปริมาณเซลลยีสตที่ถูกตรึง ภายใตสภาวะการตรึงที่ใหปริมาณ

เซลลที่เหมาะสม คือ ทําการเลี้ยงในอาหารสูตรที่ผานการหาสภาวะที่เหมาะสมเปนระยะเวลา 72 

ช่ัวโมง  จากนั้นทําการกรองวัสดุตรึง 3M ฟองน้ําเสนใยเซลลูโลสและนําวัสดุตรึงดังกลาวถายลง

อาหารใหม จํานวน 3 รอบ เพื่อใหปริมาณเซลลที่อยูในวัสดุพยุงเพิ่มมากขึ้นและนําเซลลที่ถูกตรึง

ดังกลาวมาศึกษาการผลิตเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยใชปริมาณเซลล

ยีสตที่ถูกตรึง 0.5, 1.0, 1.5 และ 2.0 กรัม ตอสับสเตรท 3 กรัม โดยเตรียมสับสเตรท คือ ช่ังน้ํามัน

ปาลมบริสุทธิ์ 3.0 กรัม กับ   เมทานอล 0.324 กรัม โดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล 

เทากับ 1:6 (โมล :โมล) ใสใน screw-capped bottle ขนาด 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้น

เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท 

นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็วสูง ที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส พบวา การใชเซลลตรึงนอย

กวา 2.0 กรัม จะไมเกิดเมทิลเอสเทอร ในปฎิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่น ซ่ึงปริมาณเซลลตรึง 2.0 

กรัม จะมีปริมาณเซลลในวัสดุพยุงเทากับ 65 มิลลิกรัมและมีกิจกรรมเอนไซมเทากับ 1.394±0.12    

ยูนิต สามารถเปลี่ยนน้ํามันปาลมไปเปนเมทิลเอสเทอรไดประมาณ 8.0 เปอรเซ็นต ดังแสดงใน 

Figure 19 
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Figure  19.  Effect of amount of yeast immobilized 3M cellulose sponge on methyl ester 

production. (reaction conditions: palm oil 3.0 g, methanol 0.324 g (mole ratio 1:6), 

water content 10.0%, 30°C, 1000 r/min, 72 h.). 
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4.2   ผลของปริมาณน้ําตอการผลิตเมทิลเอสเทอร  

 เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ในปริมาณตางๆ ดังนี้ 2, 5, 

10, 20 และ 30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสารตั้งตน ความเขมขนของวัสดุเซลลตรึงใน 3M ฟองน้ําเสน

ใยเซลลูโลส 2.0 กรัม นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาความเร็วสูง ที่อุณหภูมิ 30±2 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหปริมาณ

เมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID พบวา 

เมื่อเพิ่มปริมาณน้ําในชวง 0-10 เปอรเซ็นต ปริมาณเมทิลเอสเทอรจะเพิ่มขึ้น แตเมื่อเพิ่มปริมาณน้ํา

มากกวา 10 เปอรเซ็นต ปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดจะลดลง (Figure 20) โดยการเติมสารละลาย

ฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ที่ 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได

สูงสุด 10.62±0.82 เปอรเซ็นต  ดังนั้นจึงกลาวไดวาการเติมน้ําในปฏิกิริยา 10 เปอรเซ็นต เหมาะสม

ในการผลิตเมทิลเอสเทอรมากที่สุด จากรูปแบบโครงสรางสามมิติของเอนไซมที่ยังคงมีกิจกรรมอยู 

น้ํามีผลทําใหกิจกรรมดําเนินไปไดและมีบทบาทในการควบคุมกิจกรรม ทั้งในปฏิกิริยาไฮโดรไล

ซิสหรือปฏิกิริยาการสังเคราะห (Foresti et al., 2005) การเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสเกิดขึ้น

ระหวางผิวสัมผัสของสวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic phase) และสวนที่ชอบน้ํา (hydrophilic 

phase) การมีพื้นที่สัมผัสระหวางน้ําและน้ํามันมากขึ้นจะทําใหเอนไซมเขาไปจับกับสับสเตรทหรือ

น้ํามันไดดีขึ้น เนื่องจากเอนไซมมีคุณสมบัติที่สามารถละลายน้ําไดดี แตสับสเตรทหรือน้ํามันที่ใช

ทําปฏิกิริยาไมละลายน้ํา เมื่อนํามาผสมเขาดวยกันภายในระบบก็จะมีสองสวน คือสวนที่ชอบน้ํามัน 

(lipophillic phase) ประกอบดวยเอซิลกลีเซอรอลกับกรดไขมัน และสวนที่ชอบน้ํา (hydrophilic 

phase) ดังนั้นการเติมน้ําหรือการมีน้ําในระบบจะเปนการเพิ่มพื้นที่สัมผัสระหวางน้ําและน้ํามันให

มากขึ้น จึงทําใหเอนไซมไลเปสเขาไปจับกับสับสเตรทหรือน้ํามันไดดีขึ้น (Hama et al., 2007) 

ปฏิกิริยาแอลกอฮอลไลซิสไมจําเปนตองมีน้ําในปฏิกิริยา แตอยางไรก็ตามการควบคุมปริมาณน้ําก็

ยังเปนสิ่งสําคัญ ดวยเหตุผลที่วา น้ําเปรียบเสมือนตัวหลอล่ืนที่ทําใหโครงสรางของเอนไซมยังคง

กิจกรรมอยูได 
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Figure  20.  Effect of water content on methyl ester production by transesterification catalyzed by    

immobilized yeast cells (reaction conditions:  immobilized yeast 2.0 g, palm oil 3.0 g, 
methanol 0.324 g (mole ratio 1:6), 30°C, 1000 r/min, 72 h.). 

 
4.3  ผลของอุณหภูมิตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 

การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตเมทิลเอสเทอร โดยใชปริมาณวัสดุเซลลตรึง

ใน 3M ฟองน้ําเสนใยเซลลูโลส 2.0  กรัม มีกิจกรรมเอนไซมไลเปส 1.394 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท

เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น มีสับสเตรท คือ น้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล ใน

อัตราสวน 1:6 (โมล :โมล) เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตตอ

น้ําหนักสับสเตรท บมที่อุณหภูมิหอง 30, 35, 40 และ 45 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา 

ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงที่สุด คือ 14.60 เปอรเซ็นต (Figure 

21) เมื่อเปรียบเทียบกับการใชตัวเซลลที่ไมถูกตรึง พบวา ตัวเซลสที่ถูกตรึงในวัสดุพยุงสามารถ

คงทนกวาการใชเซลลอิสระ ซ่ึงเซลลอิสระสามารถทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส แสดง

วาการตรึงสามารถเพิ่มความทนตัวของตัวเซลลในระหวางการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 

โดยทั่วไปปฏิกิริยาเคมีจะทํางานไดดีเมื่อเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นเพื่อชวยเรงปฏิกิริยาของเอนไซม แต

เนื่องจากที่อุณหภูมิสูงเอนไซมซ่ึงเปนสารประกอบโปรตีนมักไมคอยคงตัวตอความรอนทําให
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เอนไซมเสียสภาพ ดังนั้นเอนไซมแตละชนิดจะมีชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานไดดี

แตกตางกัน (สาโรจน ศิริศันสนีกุล, 2538) 

 

Figure 21.   Effect of temperature on methyl ester production by transesterification catalyzed by 

immobilized yeast cells ( reaction conditions: immobilized yeast 2.0 g, palm oil 3.0 g, 

methanol 0.324 g (mole ratio 1:6), water content 10.0%, 1000 r/min, 72 h.). 

4.4  ศึกษาอัตราสวนโมลของแอลกอฮอลที่เหมาะสมตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 

การศึกษาผลของอัตราสวนโมลตอการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใชเซลลยีสตที่ถูก

ตรึงในฟองน้ําเสนใยเซลลูโลส 3M เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของสับสเตรทที่มี

น้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล ในอัตราสวนโมล 1:3, 1:6, 1:9, 1:12 และ 1:15 (โมล:โมล) ปรับ

ใหมีปริมาณน้ํา 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท โดยการสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 

บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา เมื่อเพิ่มอัตราสวนโมลของเมทานอลที่

เขาทําปฏิกิริยากับน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดเพิ่มขึ้น โดยที่อัตราสวนน้ํามัน

ปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล 1:3, 1:6, 1:9, 1:12 และ 1:15 (โมล:โมล) มีปริมาณเมทิลเอสเทอร ที่ 72 

ช่ัวโมง เทากับ 3.00, 15.00, 16.33, 17.20 และ 8.23 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 22) ซ่ึงเซลลที่ถูก

ตรึงสามารถทนเมทานอลไดมากกวาการใชเซลลอิสระที่สามารถทนปริมาณของเมทานอลถึง 1:6 
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โมล (ปุริมปรัชญ  ศรีหมาน, 2552) โดยสวนใหญแลวการศึกษาผลของเมทานอลตอปฏิกิริยาท

รานสเอสเทอริฟเคชั่นที่มีเอนไซมหรือตัวเซลลเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได

ดีที่อัตราสวนโมลน้ํามันและเมทานอลเทากับ 1:4 แตในระบบที่ศึกษาถึงแมจะมีการใชอัตราสวน

น้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอลที่สูงถึง 1:12 ก็ยังเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาทรานสเอ

สเทอริฟเคชั่นไดดี แสดงวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตไดจากยีสตและการตรึงเซลลยีสต สามารถทนเม

ทานอลเพิ่มขึ้น จึงเปนการดีในการผลิตเมทิลเอสเทอร เพราะฉะนั้นจะทําการเลือกอัตราสวนโมล 

1:12 ในการศึกษาปจจัยตอไป ซ่ึงในทางทฤษฎีสมดุลมวลสารสัมพันธของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอ

ริฟเคชั่นในการเคลื่อนยายหมูเอสเทอรที่สมบูรณ ตองมีอัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอลอยาง

นอย 1 ตอ 3 แตในทางปฏิบัติ พบวาปฏิกิริยาเคลื่อนยายหมูเอสเทอรสามารถผันกลับได ดังนั้นจึง

ตองมีการเติมเมทานอลมากเกินพอเพื่อใหสภาวะสมดุลเล่ือนเขาใกลผลิตภัณฑมากที่สุด แตถามี

ปริมาณเมทานอลมากเกินไปทําใหเอนไซมเสียสภาพได (Ma and Hanna, 1999)  

 

 

Figure  22.  Effect of mole ratio of palm oil and methanol on methyl ester production by     
transesterification catalyzed by immobilized yeast cells (reaction conditions: 
immobilized yeast 2.0 g, palm oil 3.0 g, water content 10.0%, 35°C, 1000 r/min,       
72 h.). 
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5.  การนําเมทิลเอสเทอรท่ีผลิตไดไปวิเคราะหหาองคประกอบของน้ํามนัดีเซลชีวภาพ 

จากการนําเมทิลเอสเทอรที่ผลิตไดจากตัวเซลลยีสตในอาหารที่ผานการหาสภาวะ

ที่เหมาะสม พบวา ใหปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 92.0 เปอรเซ็นต หลังจากทําบริสุทธิ์ดวยซิลิกา

เจล 60 แลว พบวา สามารถผลิตไบโอดีเซลที่มีความบริสุทธิ์ 97.0 เปอรเซ็นต ยังมีองคประกอบของ

ไดกลีเซลลไรด โมโนกลีเซอไรดและกรดไขมันอิสระ เทากับ 1.2, 0.8 และ 1.0 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ  ตอจากนั้นนําเมทิลเอสเทอรที่ไดไปวิเคราะหหาชนิดของเมทิลเอสเทอรในผลิตภัณฑที่

ได พบวาเมทิลเอสเทอรที่เปนองคประกอบหลัก คือ โอเลอิกเมทิลเอสเทอร 40.12 เปอรเซ็นต 

รองลงมาเปน ปาลมมิติกเมทิลเอสเทอร 37.86 เปอรเซ็นต ลิโนเลอิกเมทิลเอสเทอร 11.11 

เปอรเซ็นต และสเตียริกเมทิลเอสเทอรซ่ึงมีปริมาณ 4.83 เปอรเซ็นต (Table 21) สอดคลองกับ

รายงานการวิจัยของ Lovestead และคณะ (2010) ในการศึกษาการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันพืช  

บริสุทธ พบวา น้ํามันไบโอดีเซลจากน้ํามันปาลมบริสุทธิ์มีเมทิลเอสเทอรที่เปนองคประกอบหลัก

ใกลเคียงกัน คือ โอเลอิกเมทิลเอสเทอร 40.0 เปอรเซ็นต รองลงมาเปนปาลมมิติกเมทิลเอสเทอร 

40.0 เปอรเซ็นต ลิโนเลอิกเมทิลเอสเทอร 11.0 เปอรเซ็นต และสเตียริกเมทิลเอสเทอรซ่ึงมีปริมาณ 

5.0 เปอรเซ็นต โดยใหคาไอโอดีน (iodine value) และคาความหนืด (viscosity) ที่ 40 องศาเซสเซียส 

เทากับ 54.24, 4.85 เซนติสโตกส และยังใหคาจุดขุน (cloud point) และจุดไหลเท (pour point) 

เทากับ 10 และ 7 องศาเซสเซียส ตามลําดับ ดังนั้นไบโอดีเซลที่ไดจากการเรงปฎิกิริยาโดยใชเซลล

ยีสต Rhodotorula mucilagenosa ก็นาจะมีคุณสมบัติทางเชื้อเพลิงที่ใกลเคียงกันเพราะมี

องคประกอบของเมทิลเอสเทอรที่ใกลเคียงกัน ซ่ึงมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรมน้ํามันไบโอ

ดีเซลของประเทศไทย (กรมธุรกิจพลังงาน, 2552) กําหนดใหคาไอโอดีน (iodine value) ไมเกิน 120 

และคาความหนืด (viscosity) ที่ 40 องศาเซสเซียส ตองไมต่ํากวา 3.50 แตไมเกิน 5.0 เซนติสโตกส 

สวนคาจุดขุน (cloud point) และจุดไหลเท (pour point) เทากับ -15 ถึง 10 องศาเซสเซียส และ -35 

ถึง 15 องศาเซสเซียส ตามลําดับ ดังนั้นน้ํามันไบโอดีเซลที่ผลิตไดจึงมีความเหมาะสมตอการใชใน

ประเทศไทย ซ่ึงไบโอดีเซลที่ผลิตจากน้ํามันพืชที่ตางชนิดกัน จะมีคุณสมบัติแตกตางกัน ทั้งนี้

เนื่องจากน้ํามันพืชเปนสารประกอบไตรกลีเซอไรดที่มีกรดไขมันอยูในโครงสรางของไตรกลีเซอ

ไรดถึงรอยละ 94-96 เปอรเซ็นตของน้ําหนักโมเลกุล ทําใหคุณสมบัติของน้ํามันมีคุณสมบัติทั้งทาง

เคมีและกายภาพเปนไปตามกรดไขมันที่เปนองคประกอบอยู ดังนั้นเมื่อนําน้ํามันพืชชนิดนั้นๆ มา
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เปนวัตถุดิบในการผลิต ไบโอดีเซลที่ผลิตไดจะมีคุณสมบัติตามกรดไขมันที่เปนองคประกอบนั้นๆ

ดวย (พิสมัย เจนวนิชปญจกุลและลลิตา อัตนโถ, 2549) โดยจะสงผลตอคุณสมบัติในการเปน

เชื้อเพลิง เชน จุดขุน (cloud point) และจุดไหลเท (pour point) จะมีคาสูงหรือต่ําขึ้นอยูกับชนิดของ

เมทิลเอสเทอรที่เปนองคประกอบ กลาวคือ หากเปนเมทิลเอสเทอรที่เกิดจากกรดไขมันชนิดไม

อ่ิมตัวเชน กรดโอเลอิกหรือกรดลิโนเลอิก ซ่ึงมีจุดหลอมเหลวที่ต่ําก็จะทําใหไบโอดีเซลที่ผลิตไดมี

คาความหนืด (viscosity) จุดขุน(cloud point) และจุดไหลเท (low-temperature flow) ต่ําตามไปดวย 

ในทางตรงกันขามหากเปนไบโอดีเซลที่เกิดจากกรดไขมันอิ่มตัวซ่ึงมีจุดหลอมเหลวสูง เชน กรด

ปาลมมิติกและสเตียริก  ก็จะสงผลใหคาความหนืด จุดขุนและจุดไหลเทของไบโอดีเซลที่ผลิตมีคา

สูงเชนกัน ซ่ึงจุดขุนและจุดไหลเทจะสงผลตอการใชงานไบโอดีเซลในสภาพภูมิอากาศตางๆ 

กลาวคือ หากเปนประเทศในเขตหนาวก็ควรใชไบโอดีเซลที่มีคาจุดขุนและจุดไหลเทต่ํา สวนใน

ประเทศในเขตรอนก็สามารถใช ไบโอดีเซลก็สามารถใชไบโอดีเซลที่มีจุดขุนและจุดไหลเทที่สูงได  

Table 21.  Qualitative compositions of fatty acid methyl ester in biodiesel. 
Composition  Fatty acid methyl ester (%)  

Caprylic acid methyl ester (C8:0)  0.008 

Capric acid methyl ester (C10:0)  0.012 
Lauric acid methyl ester (C12:0)  0.22 
Myristic acid methyl ester (C14:0)  0.76  
Palmitic acid methyl ester (C16:0)  37.86 
Palmitoleic acid methyl ester (C16:1)  0.20 
Stearic acid methyl ester (C18:0)  4.83  
Oleic acid methyl ester (C18:1)  40.12 
Linoleic acid methyl ester (C18:2)  11.11  
Linolenic acid methyl ester (C18:3)  0.20 
Arachidic acid methyl ester (C20:0)  0.43  
Cis 11-Eicosenoic acid methyl ester (C20:1)  0.07 
Behenic acid methyl ester (C22:0)  0.00  
Erucic acid methyl ester (C22:1)  0.13  
Lignoceric acid methyl ester (C24:0)  0.024  
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บทที่ 4 

บทสรุปและขอเสนอแนะ 

1.  การหาสภาวะที่เหมาะสมของสูตรอาหารที่ใชเล้ียงเซลลยีสต Rhodotorula mucilagenosa 
ตอการเจริญและการผลิตเอนไซมไลเปสเพื่อนําตัวเซลลที่เล้ียงไดไปใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานส 
เอสเทอริฟเคชั่น  โดยใชแบบแผนการทดลองทางสถิติรวมกันระหวางแบบ Taguchi method และ 
Response surface method (RSM) ซ่ึงแบบแผน Taguchi method  เปนตัวคัดเลือกชนิดของปจจัยที่มี
ผลตอการผลิตเอนไซมไลเปส พบวา น้ํามันปาลม แอมโมเนียมไนเตรทและกัมอะราบิกมีอิทธิพล
ตอการผลิตเอนไซมไลเปสของตัวเซลลที่จะนําไปใชเรงในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น  เมื่อได
ปจจัยดังกลาวแลว ก็นํามาหาระดับความเขมขันที่เหมาะสมโดยใชแบบแผนการทดลอง Central 
Composite Design (CCD) พบวา ความเขมขนของน้ํามันปาลมเขมขน 2.10 เปอรเซ็นต, 
แอมโมเนียมไนเตรท 0.20 เปอรเซ็นต และกัมอะราบิก 0.45 เปอรเซ็นต ใหคากิจกรรมไฮโดรไลซิส
เอนไซมไลเปสของตัวเซลลสูงสุด เทากับ 41.50 ยูนิตตอกรัมเซลลแหง โดยใหปริมาณเซลลแหง 
เทากับ 6.57 กรัมตอลิตร ซ่ึงคิดเปนคากิจกรรมทั้งหมดของตัวเซลลเทากับ 272.72 ยูนิตตอลิตร โดย
เล้ียงเซลลในเครื่องเขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 60 ช่ัวโมง ซ่ึงอาหารสูตรดังกลาว
สามารถลดระยะเวลาในการเลี้ยงเซลลจากอาหารสูตรเดิมที่ตองใชระยะ 96 ช่ัวโมงและใหกิจกรรม
ของตัวเซลลเพิ่มขึ้น 3.28 เทาเมื่อเทียบจากอาหารสูตรเดิม สงผลใหเมื่อนําตัวเซลลที่เล้ียงไป
สังเคราะหเมทิลเอสเทอร พบวา ปริมาณเมทิลเอสเทอรมากกวา 80 เปอรเซ็นต เมื่อระยะเวลาในการ
ทําปฎิกิริยาเพียง 48 ช่ัวโมง ในขณะที่อาหารสูตรจะตองใชระยะเวลามากกวา 60 ชั่วโมงในสการทํา
ปฏิกิริยา 

2. การคัดเลือกวัสดุที่นํามาตรึงเซลลยีสต โดยตรึงเซลลแบบดูดซับซึ่งอาศัยการเลี้ยงรวมไป
กับการเจริญของเซลลยีสตในอาหารที่ผานการหาสภาวะที่เหมาะสม พบวา วัสดุที่มีลักษณะเปนรู
พรุน ไดแก  3M ฟองน้ําเสนใยเซลลูโลสและผาพีวีเอชามัวส (poly(vinyl alcohol) chamois) 
สามารถใหเซลลตอน้ําหนักวัสดุพยุงมากกวาวัสดุที่เปนผงและมีพื้นผิวขรุขระ แตมีเพียงวัสดุฟองน้ํา
จากเสนใยเซลลูโลส เทานั้นที่สามารถนําไปใชเรงในปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นได โดยตัดให
มีรูปรางขนาด 0.25×0.5×0.5 เซนติเมตร มาเลี้ยงรวมในฟลาสกขนาด 500 มิลลิตรที่บรรจุอาหาร 
200 มิลลิลิตร สงผลใหมีปริมาณเซลลและกิจกรรมของเอนไซมในวัสดุพยุงเทากับ 14.77 มิลลิกรัม
เซลลแหงตอกรัมวัสดุพยุงและ 5.92 ยูนิตตอกรัมเซลลแหงในวัสดุพยุง ตามลําดับ เมื่อนําวัสดุที่ผาน
การตรึงเซลลดังกลาวมาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเมทิลเอสเทอรจากน้ํามันปาลม พบวา 
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สภาวะที่มีน้ํามันปาลมอัตราสวนโมลตอเมทานอล 1:12 เปนสับสเตรท จะตองใชปริมาณวัสดุที่ถูก
ตรึงเทากับ 2.0 กรัมตอกรัมสับสเตรท ในสภาวะที่มีน้ําในระบบ 10 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซสเซียส บนเครื่องเขยาตอเนื่อง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง สามารถผลิตเมทิลเอสเทอร 16.50 เปอรเซ็นต 

3. ชนิดของเมทิลเอสเทอรที่เปนองคประกอบหลักที่ไดจากการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟ

เคชั่น คือ โอเลอิกเมทิลเอสเทอร, ปาลมมิติกเมทิลเอสเทอร, ลิโนเลอิกเมทิลเอสเทอรและสเตียริก

เมทิลเอสเทอร มีปริมาณเมทิลเอสเทอร เทากับ 40.12, 37.86, 11.11 และ 4.83 เปอรเซ็นตตามลําดับ 

ขอเสนอแนะ 

1.  หากตองการนําเซลลที่เล้ียงไดไปใชไดจริงในระดับอุตสาหกรรม จําเปนอยางยิ่งที่ตอง

ขยายขนาดในการเลี้ยงเซลล ซ่ึงตองศึกษาโดยการนํา Bioreactor มาใชในการเลี้ยงแทนการเลี้ยง

เซลลในฟลากสและใหอากาศแบบเขยา ซ่ึงสามารถเพิ่มปริมาณการเลี้ยงเซลลทําใหไดเซลลใน

ปริมาณมากพอที่จะนําไปใชในอุตสาหกรรมได 

2. จากการคัดเลือกวัสดุที่นํามาใชในการตรึงเซลล พบวาวัสดุที่มีศักยภาพในการนํามาใชตรึง

เซลลเพื่อนําไปใชในการเรงปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ควรเปนวัสดุที่มีรูพรุน คือ ฟองน้ําจาก

เสนใยธรรมชาติ  แตยังไดปริมาณเซลลในวัสดุพยุงคอนขางนอย จึงอาจตองคัดเลือกวัสดุใหมเพื่อที่

มีความเหมาะสม อีกทั้งเมื่อนําวัสดุที่ผานการตรึงเซลลไปเรงในปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น

พบวา วัสดุจะดูดซับสับสเตรทที่ทําปฎิกิริยาไว ทําใหการเคลื่อนของซับสเตรทตอการเขาทํา

ปฎิกิริยาจะเกิดขึ้นไดยาก จึงตองหาวัสดุที่เปนรูพรุนและไมมีการดูดซับ แตยอมใหสับสเตรทไหล

ผานไดดี 

3. หากไดเซลลที่ถูกตรึงในวัสดุที่เหมาะสมแลว จําเปนอยางยิ่งที่ตองศึกษาสภาวะที่เหมาะสม

ในการนําเซลลที่ถูกตรึงไปใชเรงปฎิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ซ่ึงตองใช Bioreactor ในการทํา

ปฎิกิริยา เชน ใชระบบแบบ Packed-Bed Reactor (PBR) โดยอาศัยการไหลของสับสเตรทผานเซลล

ที่ถูกตรึงเพื่อใหเกิดปฎิกิริยา แทนการทําปฏิกิริยาแบบเขยาซึ่งทําไดเฉพาะในระบบหองปฎิบัติการ

เทานั้น 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหาร และวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงยีสต 

1. อาหารสูตร Yeast extract-Malt extract broth (YM)  

Yeast extract      3.0    กรัม 
Malt extract     3.0    กรัม 
Peptone      5.0    กรัม 
Glucose      10.0   กรัม 
Distilled water      1000  มิลลิลิตร 
pH 5.0 

เตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมดใหเขากันในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
นําไปปรับพีเอชใหได 5.0 นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน
15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที สําหรับอาหารแข็งเตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมด 
และเติมผงวุน 15 กรัม (1.5 เปอรเซ็นต) นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
2. อาหาร Isolation medium for yeast (Koh et al., 1983) 

Palm oil      20.0 กรัม 
NH4NO3        4.0 กรัม 
KH2PO4        4.7 กรัม 
Na2HPO4.12H2O       0.3 กรัม 
MgSO4.7H2O        1.0 กรัม 
FeSO4.7H2O      0.01 กรัม 
CaCl2.2H2O      0.01 กรัม 
MnSO4.4H2O      0.01 กรัม 
Yeast extract     0.10 กรัม 
กัมอะราบิก     10.0 กรัม 
Distilled water      1000 มิลลิลิตร 
pH 5.0 
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เตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมดใหเขากันในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
นําไปปรับพีเอชใหได 5.0 ปนดวยเครื่องปนผสม (Homogenizer) ที่ความเร็ว 4,500 รอบตอนาทีเปน
เวลา 15 นาที นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  สําหรับอาหารแข็งเตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมด และเติมผงวุน 
15 กรัม (1.5 เปอรเซ็นต) หลังจากปนดวยเครื่องปนผสม (Homogenizer) ที่ความเร็ว 4,500 รอบตอ
นาที เปนเวลา 15 นาที นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
2. อาหารเลี้ยงเซลลยีสตท่ีผานการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมไลเปส 

Palm oil      21.0 กรัม 
NH4NO3        2.0 กรัม 
KH2PO4        4.7 กรัม 
Na2HPO4.12H2O       0.3 กรัม 
MgSO4.7H2O        1.0 กรัม 
FeSO4.7H2O      0.01 กรัม 
CaCl2.2H2O      0.01 กรัม 
MnSO4.4H2O      0.01 กรัม 
Yeast extract     0.10 กรัม 
กัมอะราบิก       4.5 กรัม 
Distilled water      1000 มิลลิลิตร 
pH 5.0 

  เตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมดใหเขากันเชนเดียวกับอาหาร IMY ในขอ 2 
 
3. การนับเซลลดวย Haemacytometer 

นําตัวอยางที่เจือจางปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร หยดลงบน counting chamber แลวปดดวย cover 
slip นับเซลลยีสตในชองสี่เหล่ียมทั้ง 25 ชอง ที่กําลังขยาย 400 เทา ในการคํานวณจะนําจํานวนชอง
ส่ีเหล่ียม 25 ชอง หารดวยจํานวนเซลลยีสตที่นับไดทั้งหมด จะไดจํานวนเซลลยีสตโดยเฉลี่ยตอชอง 
ซ่ึงมีปริมาตร 0.2×0.2×0.1 มิลลิเมตร จากนั้นจึงคํานวณปริมาณเซลลยีสตใหมีหนวยเปนเซลลตอ
มิลลิลิตร 

 



109 
 

4. การเตรียมเซลลยีสตในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นและปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น 
สมมุติวาตองการศึกษาการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 

กรัม และเมทานอล 0.054 กรัม เปนสับสเตรท อัตราสวนโมล เทากับ 1:3 (โมล:โมล) โดยตองการ
ใชเซลลยีสต 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท และนับเซลลยีสตดวย Haemacytometer ไดเทากับ 
2.25×108 ดังนั้น 

น้ําหนักสับสเตรททั้งหมด = น้ําหนักน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ + น้ําหนักเมทานอล 
 = 0.5 กรัม + 0.054 กรัม 
 = 0.554 กรัม 

ตองการใชเซลลยีสต 1×1010  เซลลตอกรัมสับสเตรท ดังนั้น 
น้ําหนักสับสเตรท 1 กรัม         ใชเซลลยีสต   1×1010      เซลล 
น้ําหนักสับสเตรท 0.554 กรัม  ใชเซลลยีสต  5.54 ×109   เซลล 

นับเซลลยีสต ไดเทากับ 2.25 × 108 ดังนั้น 
จํานวนเซลล  2.25 × 108 เซลล ในอาหาร  1     มิลลิลิตร 
จํานวนเซลล 5.54 ×109  เซลล ในอาหาร     5.54 ×109     มิลลิลิตร 

      2.25 ×108 
แสดงวา จะตองปเปตอาหารมาเทากับ 24.6 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
สารเคมีและ การวิเคราะห 

1.  การหาปริมาณเซลลแหง 
 เก็บตัวอยาง 2  มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว  8,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกเซลลยีสตและสารละลายสวนใสออกจากกัน  นําเซลล
ยีสตที่ไดมาลางดวยอะซิโตนเพื่อเอาสวนประกอบที่เปนน้ํามันออก  หลังจากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยง
อีกครั้งแลวนําสารละลายสวนใสออก  นําตะกอนเซลลที่ไดเปนอบที่ 105 องศาเซสเซียส  วัด
ปริมาณเซลลโดยการชั่งน้ําหนัก  จนไดคาน้ําหนักที่แนนอน 
 
2.  การหาปริมาณเซลลแหงในวัสดุพยุงหลังจากตรึงเซลลยีสต 
 สําหรับการหาปริมาณเซลลที่ถูกตรึงในวัสดุพยุง  ทําไดโดยอาศัยการวัดปริมาณโปรตีน
ของเซลลที่อยูในวัสดุพยุง  แลวนําคาโปรตีนที่ไดมาเทียบกับกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณ
โปรตีนกับปริมาณเซลลแหง 
 2.1   การวิเคราะหปริมาณโปรตีนวิธีของ Lowry (Lowry et al., 1951) 
         เปนการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนที่ละลายดวย Folin- ciocatrus phenol สามารถวัด
ความเขมขน ของโปรตีนไดถึง 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงเปนวิธีวิเคราะหที่มีความไวกวาวิธีไบ
ยูเรต ประมาณ 60 เทา โดยใชการวัดความยาวคลื่น 660  นาโนเมตร  
 
สารเคมี 
 1. สารละลาย Na2CO3 รอยละ 2 (น้ําหนักตอปริมาตร) ในโซเดียมไฮดรอกไซด 
     ความเขมขน 0.1 นอรมอล 
 2. สารละลาย CuSO4.5H2O  ใน sodium potassium tartrate 1.0  เปอรเซ็นต  
 3. สารละลาย alkali copper เตรียมโดยผสมสารละลาย (ในขอ 1)  50 มิลลิลิตร กับ 
     สารละลายในขอ 2 ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร 

 4. สารละลาย Folin- ciocatrus phenol reagen เจือจางดวยน้ํากลั่นอัตราสวน 1:1       
    กอนใช 
 5. สารละลาย bovine albumim protein 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

วิธีการ 

 1. ใชสารละลาย bovine albumim protein ที่มีความเขมขน 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 
      และ 1.0  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ดูดใสในหลอดทดลองปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 
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 2. เติมสารละลาย alkali copper ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร ทิ้งไว 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

 3. เติมสารละลาย Folin- ciocatrus phenol reagen ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันตั้ง 
     ทิ้งไว 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

 4. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร การเตรีมกราฟมาตรฐานสําหรับโปรตีน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 Figure 23.  Standard curve of standard solution protein BSA analysis by Lowry method 
 
2.2  การหาปริมาณเซลลแหงในวัสดุพยุง 
       2.2.1  การเตรียมมาตรฐานของเซลลแหงโดยเทียบจากปริมาณโปรตีน 

   ดูดอาหารที่ผานการเลี้ยงเซลลตามระยะเวลาที่เหมาะสม  และทําการเจือจางใหได
ปริมาณเซลลที่เหมาะสม  จากนั้นทําการหมุนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที 10 นาที  ลางเซลลในแต
ละความเขมขนตาง ๆ ดวยอะซิโตน  หมุนเหวี่ยงอีกครั้ง  ในการทําการทดลองในขั้นตอนนี้จะ
แบงเปนสองชุดการทดลอง  ดังนี้ 
 ชุดการทดลองแรก   นําไปหาปริมาณเซลลแหงโดย การอบที่ 105 องศาเซสเซียส  และวัด
  ปริมาณโดยการชั่งน้ําหนักที่แนนอน   
 ชุดการทดลองที่สอง  นําเซลลที่ผานการหมุนเหวี่ยงและลางดวยอะซิโตนแลว  มาทําการ
  สกัดโปรตีนและวัดปริมาณเทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน (Fig. 1)  ดังนี้ 

- เติมสารละลายโซเดียมไฮโดรไซด 0.1 นอรมอล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
- นําไป  sonicate  สองรอบรอบละ  30 นาที 
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- หลังจากนัน้นาํไปตมในน้ําเดือดเปนระยะเวลา 10 นาที ตามดวยจุมในอาง
น้ําแข็ง  5  นาที  นําไปตมใหมและจุมในอางน้ําแข็งแบบเดิมอีกครั้ง 

- ดูดสารละลายสวนใสปริมาตร 0.2  มิลลิลิตรไปหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี 
Lowry  ดังขอ 2.1 

- พลอตกราฟความสัมพันธระหวางปริมาณเซลลแหงกับปริมาณโปรตีนที่เทียบ
จากกราฟมาตรฐาน (Figure 1) ดังแสดงใน Figure 2 

        
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figure  24.  Standard curve of dry cell weight between protein concentration.  
 
2.2.2  วิธีการสกัดโปรตีนในวัสดุพยุง 
 1.  ช่ังวัสดทุี่ถูกตรึงเซลลแลวใสหลอดทดลอง  หลอดละ 0.2  กรัม 
 2.  เติมสารละลายโซเดียมไฮโดรไซด 0.1 นอรมอล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  
 3.  นําไป  sonicate  สองรอบรอบละ  30 นาที 
 4.  หลังจากนัน้นําไปตมในน้ําเดือดเปนระยะเวลา 10 นาที ตามดวยจุมในอางน้ําแขง็  5  
      นาที  นําไปตมใหมและจุมในอางน้ําแข็งแบบเดิมอีกครั้ง 
 5.  ดูดสารละลายสวนใสปรมิาตร 0.2  มิลลิลิตร  ไปหารปริมาณโปรตีนดวยวิธี Lowry  ดัง
     ขอ 2.1 
 6.  นําคาโปรตีนที่ไดไปเทียบกับกราฟความสัมพันธระหวางปริมาณเซลลแหงกับปรมิาณ
      โปรตีน ดังแสดงใน Figure 2 
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3.  การวิเคราะหกิจกรรมไฮโดรไลซิสของเอนไซมไลเปสอิสระ 
 ใชวิธี two-phase emulsion method ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993) 
 3.1  สารผสมในปฏิกิริยา 
        สารผสมในปฏิกิริยาประกอบดวยน้ํามันปาลมที่ละลายในไอโซออกเทนความเขมขน
รอยละ 10 (ปริมาตร/ปริมาตร) 1 มิลลิลิตร สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7 
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันในหลอดฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสวนใสของ
เชื้อยีสตที่ไดจากการหมุนเหวี่ยงแยกเซลลออกดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที ที่
อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร นําไปบมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที  
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาหยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกเขมขน 6 โมลาร  ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสมอยางรวดเร็วทิ้งใหแยกชั้น 
 3.2  วิธีการวิเคราะหปริมาณกรดไขมัน 
         วิเคราะหปริมาณกรดไขมันอิสระโดยวิธี cupric acetate method Ghosh และคณะ 
(2005) โดยดูดสารละลายสวนบนในปฏิกิริยาจากขอ 3.1 มาเจือจางกับไอโซออกเทน ใหไดปริมาตร 
1 มิลลิลิตร นําไปทําปฏิกิริยากับสารละลาย cupric acetate-pyridine reagent ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร 
ปนผสมกันอยางรวดเร็ว  ทิ้งใหแยกชั้น  นําสวนของไอโซออกเทนไปวิเคราะหปริมาณกรดไขมัน
อิสระโดยการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 715 นาโนเมตร วัดปริมาณกรดไขมันที่ปลดปลอย
ออกมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานในรูปกรดปาลมมิติก  
 
 3.3  การคํานวณกิจกรรมของเอนไซม 
       กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม  หมายถึง ปริมาณของเอนไซมไลเปสที่สามารถเรง
ปฏิกิริยาการยอยสลายไขปาลมใหไดกรดไขมันอิสระในรูปกรดปาลมมิติกปริมาณ 1 ไมโครโมล 
ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่มีสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ทําปฏิกิริยาบน
เครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
 
  
 
 
4.  การวิเคราะหกิจกรรมไฮโดรไลซิสของเอนไซมไลเปสจากตัวเซลล (cell bound) 
 ใชวิธี two-phase emulsion method ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993)  
เชนเดียวกับขอ 3 แตสวนผสมในปฏิกิริยาจะเปนเซลลยีสตที่ไดจากการหมุนเหวี่ยงแยกเซลลดวย

กิจกรรมของเอนไซม (U/ml)  =      (คาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร) × อัตราการเจือจาง 

             คาความชันของกราฟมาตรฐาน × ระยะเวลาในการทําปฏิกิริยา 
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ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส โดยเติมสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1       โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ทําการวิเคราะหปริมาณกรดไขมัน
ตามวิธีการขอ 3.2   โดยกําหนดให 1 หนวยของเอนไซมที่ไดจากตัวเซลล  หมายถึง  ปริมาณของตัว
เซลลที่สามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลายไขปาลมใหไดกรดไขมันอิสระในรูปกรดปาลมมิติก
ปริมาณ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่มีสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พี
เอช 7.0 ทําปฏิกิริยาบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
30 นาที  
 
 
 
 
5.  การวิเคราะหกิจกรรมไฮโดรไลซิสของเซลลท่ีถูกตรึงรูป 
 ใชวิธี two-phase emulsion method ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993)  
เชนเดียวกับขอ 3 แตสวนผสมในปฏิกิริยาจะเปนเซลลยีสตที่ผานการตรึงและทําแหงในเดซิเคเตอร
แบบสูญญากาศเปนเวลา 6 ช่ัวโมง โดยทําการชั่งวัสดุที่ผานการตรึงในปริมาณ 0.2 กรัม ใสในหลอด
ทดลองและเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ทําการ
วิเคราะหปริมาณกรดไขมันตามวิธีการขอ 3.2   โดยกําหนดให 1 หนวยของเอนไซมที่ไดจากตัว
เซลลที่ถูกตรึง  หมายถึง  ปริมาณของตัวเซลลที่สามารถเรงปฏิกิริยาการยอยสลายไขปาลมใหได
กรดไขมันอิสระในรูปกรดปาลมมิติกปริมาณ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่มี
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ทําปฏิกิริยาบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอ
นาที  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
 
 
 
 
 6.  การวิเคราะหองคประกอบจากปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสของน้ํามันปาลม 
 การวิเคราะหองคประกอบจากปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสไดแก เมทิลเอสเทอร  ไตรกลีเซอไรด  
กรดไขมันอิสระ ไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรด ดวย Thin Layer Chromatography/Flame 
Ionization Detection analyzer (TLC/FID) สําหรับขั้นตอนและสภาวะที่ใชในการวิเคราะหดวย 
TLC/FID analyzer  (Freedman et al., 1984)  มีดังนี้ 

กิจกรรมของตัวเซลล         =              (คาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร) × อัตราการเจือจาง 

(U/g dry cell weight)      คาความชันของกราฟมาตรฐาน × ระยะเวลาในการทําปฏิกิริยา ×  น้ําหนักเซลลแหง 

กิจกรรมของตวัเซลลที่ถูกตรึง         =                  (คาการดดูกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร) × อัตราการเจือจาง 

(U/g dry cell weight in BSP )           คาความชันของกราฟมาตรฐาน × ระยะเวลา × น้าํหนักเซลลแหงที่อยูในวัสดุพยุง 
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 - เตรียม quartz rods (silica gel powder coated Chromarod S-III) โดยแชในสารละลายกรด
บอริก  ความเขมขนรอยละ 3 เปนเวลา 5 นาที นํา quartz rods ไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 นาที แลวนําไปทํา blank scan ดวย TLC/FID analyzer ภายใตสภาวะ 30 วินาทีตอสแกน
อัตราการไหลของแกสไฮโดรเจน 160 มิลลิลิตรตอนาที  และอัตราการไหลของอากาศ 2,000 
มิลลิลิตรตอนาที 
 - หยดสารละลายไตรกลีเซอไรดและเมทิลเอสเทอรมาตรฐาน quartz rods ประมาณ 1 
ไมโครลิตร นํา quartz rods ไปแชในสารละลายซึ่งประกอบไปดวย เฮกเซน: ไดเอทิลอีเทอร: กรด
ฟอรมิก ในอัตราสวน 50: 20: 0.3 (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร) จนกระทั้งสารละลายเคลื่อนที่
สูงประมาณ 8 เซนติเมตร หลังจากนั้นนําไปแชในสารละลายซึ่งประกอบไปดวย เฮกเซน: เบนซิน 
ในอัตราสวน 1:1  (ปริมาตรตอปริมาตร) จนกระทั่งสารละลายเคลื่อนที่สูงประมาณ 10 เซนติเมตร 
 - นํา quartz rods ไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวนํามาสแกน
ภายใตสภาวะเดียวกันกับ blank scan ซ่ึงจะคํานวณปริมาณขององคประกอบแตละชนิดจากพื้นที่ใต 
peak เปรียบเทียบกับ peak ทั้งหมด   
 
 

 
 
 
 
 
Calculation Method: Percent 

Peak  
No.  

Ret.Time  
(min)  

Pk.start  
(min)  

Pk.End  
(min)  

Area  Height  
(mV)  

Area %   

1  0.063  0.050  0.088  1583  2.89  24.938  Methyl ester 
2  0.120 0.108  0.153  2025  3.34  31.899  Triglyceride 
3  0.162 0.155  0.200  242  0.45  3.807  Free fatty acid 
4  0.246  0.234 0.255  153  0.23 2.86  1-3Diglyceride 
5  0.263  0.252  0.302  2289  4.23  36.046  1-2Diglyceride 
6  0.422  0.407  0.443  209  0.59  3.293  Mono-glyceride 
    6500 11.72 100.00   
Figure 25. Retention time of standard glyceride and methyl esters. 
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7. การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.2 โมลาร (Perin and Dempsey, 1974) 
เตรียมโดยผสมสารละลาย A และ B ตามพีเอชที่ตองการ 

สารละลาย A : 0.2 M monobasic sodium phosphate (NaH2PO4.2H2O 31.21 กรัม 
ในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร) 

สารละลาย B : 0.2 M dibasic sodium phosphate (Na2HPO4.2H2O 36.61 กรัม 
ในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




