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 เอนไซม์ไลเปสเป็นเอนไซม์ท่ีมีความส าคญัในกระบวนการเทคโนโลยีชีวภาพ เน่ืองจากสามารถ 
ใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตวัเร่งทางชีวภาพซึ่งท าให้ปฏิกิริยาเกิดขึน้ในสภาวะท่ีไมรุ่นแรงได้  ในปัจจบุนัเอนไซม ์
ไลเปสท่ีผลิตจากแบคทีเรียนัน้เร่ิมได้รับความสนใจมากขึน้ เพราะสามารถใช้ในกระบวนการรีพอลิเมอไรเซชนั
พลาสติกชีวภาพ เช่น พอลิ(แอล-แลกไทด์) ได้ งานวิจยัในครัง้นีไ้ด้ท าการคดัแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสจากดินท่ีมีการปนเปือ้นของไขมนับริเวณภาคใต้ของประเทศไทยและท าการศกึษา
องค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยท าการเก็บตวัอย่างดิน 100 
ตวัอย่าง มาคดัแยกบน Tween 80 agar แล้วสงัเกตโซนขุน่รอบโคโลนี ซึ่งจากผลการทดลองพบวา่สามารถ
คดัแยกแบคทีเรียได้ 662 ไอโซเลท โดยท่ีไอโซเลท KKCH8611 และไอโซเลท PSR5631 มีกิจกรรม 
ของเอนไซม์ไลเปสมากท่ีสดุทัง้ในอาหารแขง็และอาหารเหลว ดงันัน้จึงน าไอโซเลท KKCH8611 และไอโซเลท 
PSR5631 มาวิเคราะห์สายพนัธุ์โดยหาล าดบัเบสหายีนบริเวณ 16S rRNA พบวา่มีความคล้ายคลงึกบั 
Bacillus subtilis และ Bacillus safensis ตามล าดบั หลงัจากนัน้น าไอโซเลท KKCH8611 และไอโซเลท 
PSR5631 มาศกึษาปัจจยัท่ีสง่ผลตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส เช่น ชนิดและความเข้มข้นของแหลง่ไขมนัและ
แหลง่ไนโตรเจน ความเข้มข้นของ NaCl คา่พีเอช อณุหภมูิ และระยะเวลาในการเลีย้งเชือ้ โดยจากการศกึษา
พบวา่ สายพนัธุ์ PSR5631 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุคือ 68.60 U/mL ซึ่งในอาหารเลีย้งเชือ้
ประกอบด้วย น า้มนัร าข้าว ความเข้มข้น 1.5% (v/v) yeast extract ความเข้มข้น 0.32% (w/v) NaCl ความ
เข้มข้น 0.16% (v/w) พีเอช 7.0 ท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 60 ชัว่โมง และสายพนัธุ์ KKCH8611 สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุคือ 63.27 U/mL ซึ่งในอาหารเลีย้งเชือ้ประกอบด้วย น า้มนัข้าวโพด ความเข้มข้น 
0.5% (v/v) (NH4)2SO4 ความเข้มข้น 0.12% (w/v) NaCl ความเข้มข้น 0.16% (v/w) พีเอช  7.0  
ท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 66 ชัว่โมง หลงัจากนัน้น าเอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตจาก สายพนัธุ์ KKCH8611  
ไปประยกุต์ใช้ในกระบวนการรีไซเคิลพลาสติกชนิด PLA ด้วยวิธีทางชีวภาพ โดยมีกรดแลคติกทางการค้า 
เป็นสบัสเตรท ภายใต้อตัราการไหลของก๊าซไนโตรเจน  ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4 ชัว่โมง  
น าผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้ไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ือง 1HNMR และ LC/MS พบวา่ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้ประกอบด้วย 
โอลิโกเมอร์ของพลาสติกชนิด PLA ท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุอยู่ในช่วง 491.5-923.1   
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 Lipases are an important enzyme for many biotechnological applications as they are 
biocatalysts which have an activity in mild conditions. Recently, bacterial lipase has because very 
interesting because it can be used for re-polymerization of biodegradable plastics such as poly(L-

lactide). The present work aimed to screen lipase-producing bacteria from oil-contaminated soil in  
the south of Thailand and study the optimization of medium composition for lipase-production as 
well as evaluation of  the enzyme for polymerization of PLA. Lipase-producing bacteria with 662 
strains were isolated from 100 soil samples according to opaque zone formation on Tween 80 
agar. Bacterial strain KKCH8611 and strain PSR5631 exhibited the highest lipase activities in both 
mediums. It was identified as Bacillus subtilis subsp. subtilis strain  KKCH8611 and Bacillus 
safensis strain PSR5631 based on morphological study, biochemical characteristics and 16S 
rRNA gene sequencing. Moreover, factors influencing lipase production were investigated in a 
shake flask culture, i.e. lipid and nitrogen sources, NaCl,  pH, temperature and incubation time. 
Strain PSR5631 demonstrated the highest  maximum enzyme activity of  68.60 U/mL by using 
1.5% (w/v) rice bran oil and 0.32 % (w/v) yeast extract as lipid and nitrogen sources, 0.16% (w/v) 
sodium chloride, pH 7, 37°C and 60 h of cultivation time. The strain KKCH8611 showed maximum 
enzyme activity of 63.27 U/mL by using 0.5% (w/v) corn oil and 0.12 % (w/v) (NH4)2SO4 as lipid 
and nitrogen sources, 0.16% (w/v) sodium chloride, pH 7, 37°C and 66 h of cultivation time.  The 
enzyme produced by strain KKCH8611 was subjected to study of the polymerization of PLA  by 
biological method and used commercial lactic acid as substrate under nitrogen atmosphere at  
37°C for 4 h. According to H1 NMR spectrum  and LC/MS revealed that polymerization products 
consisted of various MW of PLA oligomer (491.5-923.1).  
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ประกาศคุณูปการ 
 

 ปริญญานิพนธ์ฉบบันีส้ าเร็จได้เน่ืองจากผู้ วิจยัได้รับ ความช่วยเหลืออย่างเตม็ท่ีจากอาจารย์ 
ดร.สขุมุาภรณ์ กระจ่างสงัข์ อาจารย์ท่ีปรึกษาปริญญานิพนธ์  และรองศาสตราจารย์ ดร. อรอนงค์   
พริง้ศลุกะ อาจารย์ท่ีปรึกษาปริญญานิพนธ์ร่วม ผู้ทุ่มเทและเสียสละเวลาอนัมีคา่คอยให้ค าปรึกษา  
ในเร่ืองตา่งๆ ทัง้ทางด้านงานวิจยั ด้านความรู้ และด้านจริยธรรม จนสามารถจดัท าปริญญานิพนธ์  
ได้เสร็จสมบรูณ์ ข้าพเจ้ากราบขอบพระคณุอย่างสงูไว้ ณ ท่ีนี ้
 งานวิจยันีไ้ด้รับทนุสนบัสนนุบางสว่นเพ่ือ การท าปริญญานิพนธ์ส าหรับนิสิตในระดบั
บณัฑิตศกึษาจากงบประมาณเงินรายได้คณะวิทยาศาสตร์ ประจ าปีงบประมาณ 2558 และได้รับทนุ
สนบัสนนุจากส านกังานกองทนุสนบัสนนุการวิจยัปี 2556  
 ขอขอบพระคณุ  ผู้ช่วยศาสตราจารย์  ดร.สมเกียรติ  พรพิสทุธิมาศ  ผู้ช่วยศาสตราจารย์    
ดร.ศิวาพร ลงยนัต์ อาจารย์ ดร.วลัลภา หลอ่เหลี่ยม อาจารย์ ดร.ณฎัฐิกา สวุรรณาศรัย  และคณาจารย์
ทกุท่านท่ีมอบความรู้และค าชีแ้นะให้แก่ผู้ วิจยัตลอดระยะเวลาการศกึษาและขอบพระคณุภาควิชาชีววิทยา   
คณะวิทยาศาสตร์ ส าหรับสถานท่ีและเคร่ืองมือทางวิทยาศาสตร์ในการท าวิจยั 
 ขอขอบพระคณุ รองศาสตราจารย์  ดร.วิเชียร กิจปรีชาวนิช  ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ ท่ีให้เกียรติเสียสละเวลามาเป็นกรรมการสอบปริญญานิพนธ์
ในครัง้นีแ้ละช่วยแก้ไขปริญญานิพนธ์ฉบบันีใ้ห้มีความสมบรูณ์มากย่ิงขึน้ 
 ขอขอบพระคณุ รองศาสตราจารย์  ดร.สนิุตย์ สขุสาราญ  ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ 
ส าหรับการช่วยเหลือและให้ค าปรึกษาเก่ียวกบัเคร่ืองมือทางเคมีและการวิเคราะห์สารตวัอย่าง  
 ขอขอบคณุพ่ีๆ เพ่ือนๆ และน้องๆ ทกุคนในเอกจลุชีววิทยาและเอกเทคโนโลยีชีวภาพ  
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ ส าหรับมิตรภาพท่ีดีงาม และความมีน า้ใจ
เอือ้เฟือ้เผื่อแผท่ี่มีให้กนัและกนัตลอดระยะเวลาท่ีท าปริญญานิพนธ์  
 ท้ายท่ีสดุข้าพเจ้าขอ น้อมระลกึถึง พระคณุของบิดา มารดา ท่ีสนบัสนนุและให้ก าลงัใจ 
แก่ข้าพเจ้าตัง้แตเ่ร่ิมท าปริญญานิพนธ์จนเสร็จสมบรูณ์ และขอขอบคณุผู้มีพระคณุทกุท่านท่ีมิได้กลา่ว
นามในท่ีนีจ้นส าเร็จปริญญานิพนธ์ 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ภมิูหลัง 
 พลาสติกชีวภาพ (bioplastic) เป็นพลาสติกท่ีเป็นอีกทางเลือกหนึ่งซึ่งได้รับความสนใจอย่าง
มาก เน่ืองจากพลาสติกชีวภาพสามารถผลิตจากวตัถดุิบธรรมชาติ ซึ่งจะช่วยเพ่ิมมลูคา่ผลผลิต  
ทางการเกษตรโดยเฉพาะในประเทศท่ีก าลงัพฒันา นอกจากนีย้งัสามารถย่อยสลายได้เอง 
ตามธรรมชาติ ซึ่งจะไมก่่อให้เกิดการสะสมของสารพิษจึงไมเ่ป็นพิษตอ่สิ่งแวดล้อมและส่ิงมีชีวิตอีกด้วย 
ในปัจจบุนัพลาสติกชีวภาพท่ีได้รับความสนใจและสามารถน ามาผลิตเป็นเคร่ืองอปุโภคบริโภคแทน  
ท่ีพลาสติกท่ีผลิตจากปิโตรเลียมได้แล้วนัน้ ได้แก่ polycarprolactone (PCL) poly(lactic acid) (PLA) 
polybutylene succinate (PBS) และ polyhydroxybutyrate (PHB) ส าหรับพลาสติกชนิด poly(lactic 
acid) (PLA) จดัอยู่ในกลุม่พอลิเอสเทอร์สายตรง ( aliphatic polyester) ซึ่งประกอบด้วยมอนอเมอร์
ของกรดแลคติก พลาสติกชนิด PLA เป็นพลาสติกชีวภาพท่ีได้รับความสนใจสงูสดุในปัจจบุนั เน่ืองจาก
สามารถน ากลบัมาใช้ใหมไ่ด้ ผลิตได้จากวตัถดุิบทางการเกษตร เช่น ข้าวโพด อ้อย แป้งมนัส าปะหลงั 
เป็นต้น และเมื่อผา่นกระบวนการย่อยสลายจะพบวา่ไมม่ีสารตกค้างในสิ่งแวดล้อม ( Tokiwa; & 
Jarerat. 2004: 771-772)   
 เอนไซม์ท่ีมีบทบาทส าคญัในการสงัเคราะห์และการย่อยสลายพลาสติกชนิด PLA  
คือ เอนไซม์ไลเปส โดยเอนไซม์ ไลเปส ( lipase หรือ triacylglycerol acylhydrolases EC 3.1.1.3)  
เป็นเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสท่ีต าแหน่งพนัธะเอสเทอร์ในโมเลกลุของไตรกลีเซอร์ไรด์ เกิดเป็น
กลีเซอรอลและกรดไขมนัอิสระ และยงัสามารถเร่งปฏิกิริยาการสร้างพนัธะเอสเทอร์ซึ่งเป็นปฏิกิริยา
ย้อนกลบัได้อีกด้วย เอนไซม์ไลเปสเป็นเอนไซม์ท่ีสามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตท่ีหลากหลาย เช่น สตัว์ พืช 
และจลุินทรีย์ เอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตจากจลุินทรีย์ได้รับความสนใจทัง้ในระดบัห้องปฏิบตัิการ และระดบั
อตุสาหกรรม ซึ่งจลุินทรีย์หลายสายพนัธุ์สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ในปริมาณสงู และช่วยลด
ต้นทนุการผลิตในระดบัอตุสาหกรรมได้อีกด้วย เน่ืองจากการเพาะเลีย้งจลุินทรีย์นัน้ สามารถท าได้โดย
การใช้อาหารเลีย้งจลุินทรีย์ท่ีเป็นผลิตภณัฑ์เหลือใช้จากอตุสาหกรรมอาหารได้ ใช้ระยะเวลาในการ
เจริญท่ีสัน้ ง่ายตอ่การเก็บเก่ียว และท่ีส าคญัจลุินทรีย์ท่ีสร้างเอนไซม์ไลเปสนัน้มีหลากหลายและพบได้
ทัว่ไปในธรรมชาติ เช่น แบคทีเรีย รา ยีสต์ และแอคติโนมยัซีท  
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 รายงานการย่อยสลาย (degradation) และการรีพอลิเมอร์ไรเซชนั (re-polymerization) หรือ    
การรีไซเคิล (recycle) ด้วยวิธีทางชีวภาพของพลาสติกชนิด PLA นัน้มีไมม่ากนกั ซึ่งโดยทัว่ไปพลาสติก
ชนิด PLA จะย่อยสลายได้ช้ากวา่พลาสติกในกลุม่พอลิเอสเทอร์สายตรงชนิดอ่ืนๆ  ( aliphatic 
polyester) เช่น poly(hydroxyalkanoate) (PHA) และ  poly(𝜀-caprolactone) (PCL) (Pranamuda; 
Tsuchii; & Tokiwa.  2001: 25-29) พลาสติกชนิด PLA สว่นใหญ่จะสามารถถกูย่อยสลายด้วยเอนไซม์
ในกลุม่เอนไซม์ไลเปส เอนไซม์เอสเทอเรส และเอนไซม์โปรติเอส แตเ่อนไซม์ไลเปสมีข้อได้เปรียบ
มากกวา่เอนไซม์ชนิดอ่ืน เน่ืองจากเอนไซม์ไลเปสยงัสามารถเกิดกระบวนการรีไซเคิลพลาสติกชนิด 
PLA ได้ด้วย ในปัจจบุนัได้มีการน าเอนไซม์ไลเปสทางการค้ามาใช้ในกระบวนการรีพอลิเมอร์ไรเซชนัใน
ปริมาณท่ีมากขึน้ แตเ่น่ืองจากเอนไซม์ไลเปสทางการค้านัน้มีราคาสงู ดงันัน้ในงานวิจยัในครัง้นีจ้ึงได้
ท าการคดัแยกแบคทีเรียจากธรรมชาติท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปสได้อย่างมีประสิทธิภาพ และหาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยใช้สตูรอาหารอย่างง่าย เพ่ือช่วยลดต้นทนุในการผลิตเอนไซม์
ไลเปส เพ่ือน าเอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตได้ไปประยกุต์ใช้ในการรีไซเคิลพลาสติกชนิด PLA เพ่ือให้เกิดการใช้
ทรัพยากรอย่างคุ้มคา่และเป็นมิตรตอ่สิ่งแวดล้อม โดยผลการวิจยัท่ีได้จะเป็นข้อมลูพืน้ฐานส าหรับผู้ ท่ี
สนใจในด้านการสงัเคราะห์ของพลาสติกชนิด PLA ตอ่ไป 
 
ความมุ่งหมายของการวิจยั 
 ในการวิจยัครัง้นีผู้้ วิจยัได้ตัง้ความมุง่หมายไว้ดงันี ้
 1. เพ่ือคดัแยกและคดัเลือกสายพนัธุ์ของแบคทีเรียท่ีพบได้ในแหลง่ธรรมชาติท่ีสามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้อย่างมีประสิทธิภาพ  
 2.  เพ่ือศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้  
 3.  เพ่ือน าเอนไซม์ไลเปสมาประยกุต์ใช้ในการสงัเคราะห์พลาสติกชนิด PLA ในเบือ้งต้นได้ 
   
ขอบเขตของการวิจยั   
  งานวิจยัครัง้นีไ้ด้ศกึษาการแยกและเลือกสายพนัธุ์ของแบคทีเรียบริเวณดินท่ีมีการปนเปือ้น  
ของไขมนัท่ีเหลือจากการผลิตอาหาร บริเวณสวนปาล์ม และบริเวณอทุยานแห่งชาติ จงัหวดัเพชรบรีุ 
จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ และจงัหวดัชมุพร เพ่ือน ามาศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
และเพ่ือเป็นข้อมลูพืน้ฐานในการน าเอนไซม์ไลเปสไปใช้ในกระบวนการสงัเคราะห์พลาสติกชนิด PLA  
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สมมตฐิานในการวิจยั 
  แบคทีเรียท่ีแยกและคดัเลือกได้มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีในสตูรอาหาร
เลีย้งเชือ้อย่างง่าย และสามารถน าไปใช้ในกระบวนการสงัเคราะห์พลาสติกชนิด PLA ได้ 
 
ผลที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจยั 

1. ได้สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากเชือ้แบคทีเรีย 
2.  ได้ข้อมลูพืน้ฐานเก่ียวกบัเอนไซม์ไลเปสท่ีน าไปใช้ในกระบวนการสงัเคราะห์พลาสติก

ชนิด PLA 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
1. เอนไซม์ไลเปส (Lipase) 
 ในปัจจบุนันีม้ีเอนไซม์ท่ีเป็นท่ีรู้จกัประมาณ 400 ชนิด และถกูน าไปใช้ในเชิงการค้าประมาณ 200ชนิด
โดยท่ีเอนไซม์ท่ีใช้ในระดบัอตุสาหกรรมประมาณ 75% นัน้จดัอยู่ในกลุม่เอนไซม์ไฮโดรเลส ( hydrolases) 
เช่น โปรติเอส ( proteases) อะไมเลส ( amylases) อะมิเดส ( amidases) เอสเทอเรส ( esterases) และ
เอนไซม์ไลเปส ( lipases) ซึ่งเอนไซม์ไลเปสเป็นเอนไซม์ท่ีได้รับความสนใจเป็นอย่างมากในระดบั
อตุสาหกรรม เน่ืองจากมีข้อดีคือสามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ( hydrolysis) และเอสเทอริฟิเคชนั 
(esterification) ในตวัท าละลายอินทรีย์ เกิดปฏิกิริยาในสภาวะท่ีไมรุ่นแรง เช่น อณุหภมูิและความดนัต ่า  
และสามารถใช้ได้อย่างตอ่เน่ือง ( Hamid; et al.; 2003: 961-968) มีการน าเอนไซม์ไลเปสมาใช้ใน
อตุสาหกรรมหลากหลายประเภท เช่น สารปรุงแตง่กลิ่นรส สารชะล้าง เคร่ืองส าอาง เคร่ืองหนงั เวชภณัฑ์ 
และใช้ในกระบวนการบ าบดัน า้เสีย  
 เอนไซม์ไลเปสพบครัง้แรกในน า้ย่อยจากตบัออ่น (pancreatic juice) โดย Claude Bernardในปี 
ค.ศ. 1865 ซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกบัไตรกลีเซอไรด์ เกิดเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีสามารถละลายน า้ได้ 
(Bernard. 1865: 291-294) ตอ่มา Hanriot (1986)พบวา่เอนไซม์ในเนือ้เย่ือและซีรัมสามารถเกิดปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสกบัมอโนบิวทิริน (monobutyrin) ได้ และให้ช่ือวา่เอนไซม์ไลเปสแตจ่ากหลกัฐานพบวา่เอนไซม์
จากซีรัมไมส่ามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกบัไขมนั แตจ่ะท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกบักรดไขมนั  
ท่ีมีโมเลกลุต ่า ดงันัน้เอนไซม์จากซีรัมจึงเป็นเอนไซม์เอสเทอเรสทัง้เอนไซม์ไลเปสและเอสเทอเรสสามารถ
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจึงเกิดความสบัสนระหวา่งเอนไซม์ทัง้สองชนิด ( Hanriot. 1896: 925-926)  
ในปี ค.ศ. 1995 Martinelle, Holmquist และ Hult ได้ให้ค าจ ากดัความของเอนไซม์ไลเปสและเอนไซม์  
เอสเทอเรสไว้ดงันีค้ือเอนไซม์ไลเปสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสตรงต าแหน่งพนัธะเอสเทอร์ของ  
ไตรกลีเซอไรด์ตรงบริเวณผิวรอยตอ่ระหวา่งน า้และน า้มนัเพ่ือเปลี่ยนให้เป็นกลีเซอรอลและกรดไขมนัอิสระ
สายยาวสว่นเอนไซม์เอสเทอเรสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไขมนัท่ีประกอบด้วยกรดไขมนัสายสัน้ๆ  
(Martinelle; Holmquist; & Hult. 1995: 272-276)  
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 การท างานของเอนไซม์ไลเปส  
  เอนไซม์ไลเปสท าหน้าท่ีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ได้หลากหลายตวัอย่างเช่น     
   1. ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
   การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสจะต้องอาศยัน า้ในการเกิดปฏิกิริยา โดยการสลาย
พนัธะเอสเทอร์ของไตรกลีเซอไรด์ ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้ คือ กรดไขมนั และกลีเซอรอล ดงัภาพประกอบ 1 
การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสท่ีเกิดจากจลุินทรีย์จะเกิดในสภาวะท่ีอณุหภมูิและความดนัต ่าเมื่อเปรียบเทียบ
กบัวิธีทางเคมีซึ่งใช้อณุหภมูิสงูถึง 240-260 องศาเซลเซียส นอกจากนีเ้อนไซม์ไลเปสท่ีผลิตจากจลุินทรีย์  
ท าให้เกิดไมเ่กิดผลิตภณัฑ์ท่ีไมต้่องการ และช่วยลดต้นทนุในการผลิต (Gandhi. 1997: 621-634)  
  2. ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนั  
   ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนั เป็นปฏิกิริยา ผนั กลบัของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
โดยจะเกิดการสร้างพนัธะเอสเทอร์ระหวา่งหมูไ่ฮดรอกซิล (-OH group) ของกลีเซอรอลกบัหมูค่าร์บอกซิล  
(-COOH group) ของกรดไขมนั เกิดเป็นไตรกลีเซอไรด์ ซึ่งในปฏิกิริยานีต้้องการน า้ในปริมาณน้อย  
ดงัแสดงในภาพประกอบ 1 (Gandhi. 1997: 621-634) 
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       O                                           
   O-C-R1                                       OH                           OH 
CH2   O                           CH2 O               O              CH2                    O 
HC-O-C-R2  + H2O                      HC-O-C-R2+ HO-C-R1 + H2O                      HC-OH    +     HO-C-R2+ H2O 
   CH2                  CH2                CH2 
   O-C-R3                 O-C-R3               O-C-R3 
       O                O         O 
ไตรกลีเซอไรด์     ไดกลีเซอไรด์     กรดไขมนั  มอนอกลีเซอไรด์        กรดไขมนั  

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 
            
               
                     OH 
                                                                                                         CH2     O 
                                                                                                     HC-OH   +   HO-C-R3    +   H2O 
                     CH2 
                     OH 
                กลีเซอรอล   กรดไขมนั 
 
ภาพประกอบ 1 การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (ปฏิกิริยาไปข้างหน้า) และการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนั 

(ปฏิกิริยาย้อนกลบั) ของเอนไซม์ไลเปส 
  
 ท่ีมา :  ดดัแปลงจาก Koayashi, S.(2010). Lipase-catalyzed polyester synthesis-A green 
polymer chemistry. Proceedings of the Japan Academy Series B. 86: 339. 
 
 
 

lipase 
lipase 

lipase 
lipase 

lipase lipase    

 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiEpKWyv6jKAhXDSo4KHdLrClcQFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.japan-acad.go.jp%2Fen%2Fpublishing%2Fpja_b.html&usg=AFQjCNEcSMLlyEp4BOwncLuC2TweXPQS_w&sig2=A5E9w4AP_tjTlIIzmfdaYg&bvm=bv.111677986,d.c2E
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2. เอนไซม์ไลเปสที่สร้างจากจุลินทรีย์(Lipase-producing microorganisms)  
 เอนไซม์ไลเปสสามารถพบได้ทัว่ไปตามแหลง่ธรรมชาติ เช่น พืช สตัว์ และจลุินทรีย์ โดยท่ีเอนไซม์
ท่ีใช้ในกระบวนการเทคโนโลยีชีวภาพและเอนไซม์ทางการค้าสว่นใหญ่นัน้มาจากแบคทีเรีย ยีสต์ รา และ
แอคติโนมยัซีท ดงัแสดงในตาราง  1 และ 2 Jaeger และReetz ได้อธิบายถึงข้อดีของเอนไซม์ไลเปสจาก
จลุินทรีย์ท่ีได้เปรียบกวา่เอนไซม์ไลเปสจากพืชและสตัว์ (Jaeger; & Reetz. 1998: 396-403) ดงันี ้ 
 
 2.1 ไม่สลายตัวในตัวท าละลายอนิทรีย์ 
  เอนไซม์ไลเปสเป็นเอนไซม์ท่ีมีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาในตวัท าละลายอินทรีย์ 
เน่ืองจากสบัสเตรทสว่นใหญ่เป็นโมเลกลุท่ีไมล่ะลายน า้ แตส่ามารถละลายได้ดีในสารละลายอินทรีย์  
เมื่อพิจารณาโครงสร้างสามมิติของเอนไซม์ไลเปส พบวา่เอนไซม์ไลเปสจดัอยู่ในกลุม่ serine proteases
บริเวณเร่งของเอนไซม์ไลเปสนีป้ระกอบด้วยกรดอะมิโนท่ีไมม่ีขัว้เป็นสว่นใหญ่ สามารถเกิดปฏิกิริยา
บริเวณผิวหน้าระหวา่งชัน้ไขมนัและชัน้น า้ โดยท่ีพืน้ผิวของชัน้น า้เป็นบริเวณท่ีประกอบด้วย α-helical ซึ่ง
เป็น active site จะปิดท าให้สบัสเตรทไมส่ามารถเข้าจบักบัเอนไซม์ไลเปสได้ แตใ่นขณะท่ีบริเวณชัน้น า้มนั 
α-helical ท่ีเป็น active site สามารถจบักบัสบัสเตรทเกิดเป็น ES complex แตถ่ึงอย่างไรก็ตามต้องอาศยั
โมเลกลุของน า้เพ่ือจบักบัโมเลกลุของเอนไซม์ในการรักษาโครงรูปของเอนไซม์ให้สามารถเร่งปฏิกิริยาได้
(active conformation state) เอนไซม์ท่ีสามารถท างาน ได้ในตวัท าละลายอินทรีย์มีหลายชนิด  ได้แก่
เอนไซม์ในกลุม่ oxidoreductases hydrolases และ isomerases ข้อเสียของการใช้ ตวัท าละลายอินทรีย์
คือตวัท าละลายอินทรีย์อาจ จะสง่ผล ให้เอนไซม์เสียสภาพธรรมชาติหรือเป็นตวัยบัยัง้ ในการท างาน  
ของเอนไซม์  เน่ือง จากมีการ จ ากดัการแพร่การปิดกัน้ท่ีบริเวณเร่ง  จึงท าให้เกิดการ เปลี่ยนแปลง  
ของโครงร่างท่ี ไม่เหมาะสม ในการท างาน ของโมเลกลุเอนไซม์  ลดความ ยืดหยุ่นและ การเคลื่อนไหวได้  
ของโมเลกลุเอนไซม์( Bel; et al. 1995: 468-473, Dordick; & Gorman. 1992: 392-397,  Klibanov. 
1997: 97-101, Varma; et al. 2005: 949-981, Lassalle; & Ferreira. 2008: 1493-1502) 
 
 
 
 
 
 2.2 ไม่จ าเป็นต้องอาศัย cofactor ในการท างาน  
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  เอนไซม์กลุม่ไฮโดรเลส เช่น เอนไซม์ไลเปส เอสเทอเรส ดีฮาโลจีเนส และเปอร์ออกซิเดส  
สามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยาได้โดยไมต้่องอาศยัโคแฟคเตอร์ (cofactor) แตใ่นขณะท่ีเอนไซม์สว่นใหญ่ นัน้
ต้องอาศยัโคแฟคเตอร์ในการท างานร่วมกบัเอนไซม์จึงจะสามารถเร่งปฏิกิริยาได้เน่ืองจากเอนไซม์ ในกลุม่
ไฮโดรเลสมี บริเวณเร่ง  (active site) ท่ีมีความสามารถในการปรับเปลี่ยนโครงสร้างให้เหมาะสมกบั
สบัสเตรท (Line; Isupov; & Littlechild. 2004: 519-532) 
 
 2.3 สามารถใช้สับสเตรทได้หลากหลาย 
  เอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตจากจลุินทรีย์ไมเ่พียงแตม่ีความจ าเพาะกบัชนิดและความยาวของสาย
ของกรดไขมนัเท่านัน้ แตเ่อนไซม์ไลเปสยงัมีความจ าเพาะกบัหมูไ่ฮดรอกซิล ( -OH group) ของสบัสเตรท 
เช่น เอนไซม์ไลเปสท่ีสร้างโดย  Aspergillus flavus มีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยากบั tricaprin
มากกวา่ triolein เอนไซม์ไลเปสท่ีสร้างโดย Candida rugosa และ Rhizopus miehei เกิดปฏิกิริยากบั 
oleic acid ได้ดีกวา่ eladic acid แตเ่อนไซม์ไลเปสท่ีสร้างโดย C. antarctica กลบัเกิดปฏิกิริยากบั eladic 
acid ได้ดีกวา่ oleic acid นอกจากนีเ้อนไซม์ไลเปสสามารถเกิดปฏิกิริยากบัจ านวนคาร์บอนอะตอมของ
กรดไขมนัได้แตกตา่งกนั เช่นเอนไซม์ไลเปสจาก Penicillium roquefoetii เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของกรด
ไขมนัท่ีมีจ านวนคาร์บอนอะตอม 4 อะตอม ( C4) แตจ่ะไมเ่กิดปฏิกิริยากบักรดไขมนัท่ีมีจ านวนคาร์บอน
อะตอมสายยาว แตเ่อนไซม์ไลเปสจาก R. miehei เกิดปฏิกิริยากบักรดไขมนัสายยาว ( C22)ได้ดีกวา่กรด
ไขมนัสายสัน้ (Kapoor; & Gupta. 2012: 555-569)  
 
 2.4 เกิด enantioselectivityสูง  
  อีแนนทิโอเมอร์ (enantiomers) เป็นโมเลกลุของสารประกอบท่ีเป็นภาพในกระจกเงา (mirror 
image) ซึ่งกนัและกนัแตไ่มส่ามารถวางทบัภาพในกระจกเงาได้สนิท  (non superimposable) อีแนน 
ทิโอเมอร์จะ เกิดเป็นคู่ๆ และมีคณุสมบตัิท่ีเป็น  optically active คือหมนุระนาบแสงโพลาไรซ์ได้  แตล่ะ
อีแนนทิโอเมอร์ท่ีเป็นสเตอริโอไอโซเมอร์ (มีสตูรโครงสร้างเหมือนกนัอะตอมตา่งๆตอ่กนัในลกัษณะเดียวกนั
แตแ่ตกตา่งกนัในวิธีการจดัตวัของอะตอมแบบ 3 มิติ) ซึ่งกนัและกนัจะมีคณุสมบตัิทางกายภาพเหมือนกนั
ยกเว้นการหมนุระนาบแสงโพลาไรซ์จะหมนุระนาบแสงโพลาไรซ์เป็นองศาเท่ากนัแตห่มนุในทิศทาง  
ตรงข้ามกนัโดยท่ีอีแนนทิโอเมอร์หนึ่งหมนุไปทางขวา  (+ หรือ dextrorotatory) ตามเขม็นาฬิกาอีกอีแนน  
ทิโอเมอร์หนึ่งจะหมนุไปทางซ้าย  (- หรือ levorotatory) ทวนเขม็นาฬิกาในคูอี่แนนทิโอเมอร์  แตล่ะอีแนน  
ทิโอเมอร์จะมีคอนฟิกเุรชนั  (configuration) หรือการจดัหมูอ่ะตอมกลบักนัถ้าอีแนนทิโอเมอร์หนึ่งเป็น  R 
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(rectus, ขวา, ตามเขม็นาฬิกา ) อีกอีแนนทิโอเมอร์หนึ่งจะเป็น  S (sinister,ซ้าย, ทวนเขม็นาฬิกา ) (ร าไพ  
สิริมนกลุ . 2535: 119-158) การค้นพบเอนไซม์ไลเปสท่ีมีความจ าเพาะตอ่สารท่ีเป็นอีแนนทิโอเมอร์  
ในรูปแบบใดรูปแบบหนึ่งจึงน ามาใช้แยกสารให้มีความบริสทุธ์ิสงูขึน้เช่น การใช้เอนไซม์ ไลเปสท่ีผลิตจาก
Candida cylindracea เร่งปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัระหวา่ง (R,S)-ibuprofen กบั amyl alcohol  [CH3(CH2)3CH2OH] 
ในตวัท าละลายอินทรีย์ท่ีเป็นไฮโดรโฟบิค เช่น decane, isooctane, heptane และ hexane พบวา่สารตัง้ต้น 
ท่ีอยู่ในรูป S(+)-ibuprofen หายไปเพียงรูป R(-)-ibuprofen แสดงวา่เอนไซม์ไลเปสจาก C. cylindracea 
มีความจ าเพาะกบัอีแนนทิโอเมอร์ในรูป S(+)-ibuprofen (Mustranta. 1992: 61-66) Tsai และ Wei ศกึษา
ความจ าเพาะอีแนนทิโอเมอร์ของเอนไซม์ไลเปสโดยท าปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัระหวา่ง  (R,S)-naproxen 
[2-(6-methoxy-2naphthyl) propionic acid กบัแอลกอฮอล์ในไอโซออกเทน  พบวา่เอนไซม์ ไลเปสจาก
Candida cylindracea และ Rhizopus arrhizus มีความจ าเพาะกบั  S (+)-naproxen ในขณะท่ี เอนไซม์
ไลเปสจาก Porcine pancreas, Rhizopus sp., Aspergillus niger, Mucor javanicus และ Pseudomonas 
fluorescens มีความจ าเพาะตอ่ R(-)-naproxen (Tsai; & Wei. 1994: 328-333) 
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3. ปัจจยัที่ส่งผลในการผลิตเอนไซม์ไลเปส (Factors affecting lipase-production) 
 จลุินทรีย์ท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปสสว่นใหญ่นัน้จะหลัง่เอนไซม์ไลเปสออกมานอกเซลล์  (extracellular 
lipase) ซึ่งการผลิตไลเปสจะขึน้อยู่กบัปัจจยัทางกายภาพ เช่น อณุหภมูิ พีเอช ปริมาณออกซิเจน ท่ีละลาย
น า้ และองค์ประกอบทางเคมีของอาหารเลีย้งเชือ้ โดยปัจจยัหลกัท่ีสง่ผลตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส  ได้แก่
แหลง่คาร์บอน และแหลง่ไนโตรเจน เน่ืองจากเอนไซม์ไลเปสเป็น inducible enzyme จึงจ าเป็นต้องอาศยั
น า้มนั ไตรกลีเซอไรด์หรือตวัเหน่ียวน าอ่ืนๆ เช่น กรดไขมนั กลีเซอรอล  Tween และเกลือน า้ดี  
ซึ่งเติม ลงไปในอาหารเพ่ือเหน่ียวน าให้เชือ้ผลิตเอนไซม์ไลเปสมาย่อยสบัสเตรทเหลา่นี ้
 ปัจจยัท่ีสง่ผลในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจ าแนกออกได้เป็น 5 ปัจจยัดงันี ้
 3.1 แหล่งไขมัน 
  องค์ประกอบของไขมนัและน า้มนัพืชสว่นใหญ่คือ  ไตรเอซิลกลีเซอรอล ซึ่งเป็นโมเลกลุ  
ของกลีเซอรอลกบักรดไขมนัอิสระสายยาว โครงสร้างของโมเลกลุไตรกลีเซอ ไรด์ สว่นใหญ่ประกอบด้วย
กรดไขมนัไมอ่ิ่มตวั ( C18) ซึ่งสามารถพบได้ทัว่ไปในธรรมชาติ เช่น กรดโอเลอิก  (oleic acid) กรดไลโน  
เลอิก ( linoleic acid) และกรดไลโนเลนิก  (linolenic acid) ซึ่งเป็นสว่นส าคญัในการรักษาคณุสมบตัิ 
ทางกายภาพของน า้มนั และถกูน าไปใช้ในระดบัอตุสาหกรรม การผลิตเอนไซม์ไลเปส จากแบคทีเรียนัน้
ต้องการแหลง่คาร์บอนเป็นอาหารหลกั (Zhang; et al. 2009: 78-84) ในปี ค.ศ. 2003 Hamid และคนอ่ืนๆ 
ท าการคดัแยกและระบลุกัษณะของแบคทีเรียชอบอณุหภมูิสงูท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสในบริเวณ  
บ่อน า้พรุ้อน ประเทศมาเลเซีย พบวา่ Bacillus sp. สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูถึง 4.58 U/mL โดยใช้
น า้มนัมะกอกความเข้มข้น 10% (v/v) เป็นแหลง่ไขมนั ( Hamid; et al. 2003: 961-968)เช่นเดียวกบั
Fabiszewska และคนอ่ืนๆ ท าการศกึษาแหลง่ไขมนั ตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปสจากเชือ้ 
Yarrowialipolytica KKP 379 พบวา่ แหลง่ไขมนัท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส คือ น า้มนัมะกอก 
ความเข้มข้น 1% (v/v) ซึ่งสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสเท่ากบั 2.87 U/mL (Fabiszewska; et al. 2014: 
404-410) นอกจากน า้มนัมะกอกแล้ว ในปี ค.ศ. 2004 Burkert, Maugeri และ Rodrigues ท าการศกึษา
สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากเชือ้ Geotrichum sp. พบวา่ น า้มนัถัว่เหลืองความเข้มข้น 
0.6% (v/v) สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 20 U/mL (Burkert; Maugeri; & Rodrigues. 2004: 77-
84) นอกจากนี ้ในปี ค.ศ. 2013 Almeida และ Taulk-Tornisielo ศกึษาผลของแหลง่คาร์บอนตอ่การผลิต
เอนไซม์ไลเปสจากเชือ้ Candida viswanathii พบวา่ เมื่อเติม triolein (C14) ความเข้มข้น 2% (w/v) 
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 10.25 U (Almeida; & Taulk-Tornisielo. 2013: 1225-1234) 
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  จลุินทรีย์บางชนิดไมส่ามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เอง เน่ืองจาก เอนไซม์ไลเปส  
จะไมค่อ่ยพบในรูปของ constitutive และด้วยเหตนีุเ้องจึงจะต้องอาศยัตวัเหน่ียวน า (inducer) เพ่ือช่วยให้
เกิดการชกัน าในการผลิตเอนไซม์ ( Kumar; et al. 2005: 38-44) ดงัเช่น Kumar และคนอ่ืนๆ ได้ศกึษา
สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส ท่ีผลิตจาก Bacillus pumilus 31 พบวา่ น า้มนัมะกอก  
ความเข้มข้น 1% (v/v) และ Tween 80 ความเข้มข้น 0.5%(v/v) นัน้ จดัได้วา่เป็นตวัเหน่ียวน าท่ีท าให้เกิด
การผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ คือเท่ากบั 5.59 IU/mL เน่ืองจากน า้มนัมะกอกและ Tween 80 ประกอบ 
ไปด้วย long fatty acyl chain triglycerol และ fatty acyl ester bond ตามล าดบั ซึ่งจะเหน่ียวน า lipase 
operon จึงท าให้เกิดการแสดงออกของเอนไซม์ไลเปส ( Kumar; et al. 2011: 65-71) เช่นเดียวกบั Anbu 
และคนอ่ืนๆ ได้ท าการคดัแยกและหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตจาก
Acinetobacter junii บริเวณดินท่ีมีการปนเปือ้นของไขมนัในประเทศเกาหลีใต้พบวา่ Tween 80  
เป็นตวั เหน่ียวน าท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการผลิตเอนไซม์ไลเปส ( Anbu; et al. 2011: 4147-4156) ในขณะท่ี
การผลิตเอนไซม์ไลเปสจากการใช้น า้มนัชนิดตา่งๆ เป็นตวัเหน่ียวน าร่วมกบัน า้ตาลซูโครส ความเข้มข้น 
1% (w/v) ซึ่งใช้เป็นแหลง่คาร์บอน พบวา่ น า้มนัปาล์มความเข้มข้น 1.5% (v/v)เป็นตวัเหน่ียวน าท่ี
เหมาะสมท่ีสดุในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก Burkholderia cepacia ซึ่งจากรายงานข้างต้นจะพบวา่
กระบวนการผลิตเอนไซม์ ไลเปสจะเกิดอย่างสมบรูณ์  ถ้าเติมน า้มนัเป็นตวัเหน่ียวน า นอกจากนีก้าร เพ่ิม
ความเข้มข้นของน า้มนัจะสง่ผลตอ่การเพ่ิมการผลิตเอนไซม์ไลเปส แต่ ถ้าเพ่ิมความเข้มข้นท่ีมากเกินไป
อาจจะสง่ผลให้เกิด ความเป็นพิษตอ่เซลล์ ( cytotoxic) ซึ่งกลไกการควบคมุการผลิตเอนไซม์ไลเปส  
ในแบคทีเรียนัน้มีความแตกตา่งกนัไปในแตล่ะสายพนัธุ์ (Rathi; Saxena; & Gupta. 2001: 187-192) 

 5.2 แหล่งไนโตรเจน 
  แหลง่ไนโตรเจนจดัเป็นธาตอุาหารหลกัของแบคทีเรียเช่นเดียวกบัแหลง่ไขมนั  
โดยแบคทีเรียอาจ จะใช้ แหลง่ไขมนั และไนโตรเจนพร้อมกนัหรือเกิดตอ่เน่ืองกนัขึน้กบัเมแทบอลิซึม 
ของแบคทีเรีย ( Dalmau; et al. 2000: 657-663) นอกจากนีแ้บคทีเรียยงัมีความสามารถในการใช้แหลง่
ไนโตรเจนทัง้ท่ีเป็นสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์เพ่ือผลิตเอนไซม์ไลเปส เช่น การทดลองของ Marimuthu 
ได้ท าการคดัแยกและศกึษาลกัษณะของเอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตจาก  Staphylococcus hominis JX961712 
บริเวณดินท่ีมีการปนเปือ้นของไขมนั พบวา่ yeast extract ความเข้มข้น 0.5% ( w/v)จะท าให้เชือ้ 
ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ 19.5 U/mL (Marimuthu. 2013: 252-256) เช่นเดียวกบั  Liu และคนอ่ืนๆ  
ได้ท าการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก Burkholderia sp. C20 พบวา่เมื่อ
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ใช้  yeast extract ความเข้มข้น 2.175 กรัมตอ่ลิตร และ ( NH4)2SO4  ความเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์ สง่ผล
ให้เชือ้มีการผลิตเอนไซม์ไลเปสเท่ากบั 16.7 U/mL แตเ่มื่อเพ่ิมปริมาณ yeast extract จะสง่ผลให้การผลิต
เอนไซม์ไลเปสลดลง ซึ่งอาจจะเป็นไปได้วา่สบัสเตรทจะไปยบัยัง้การผลิตเอนไซม์ไลเปส ( Liu et al. 2012: 
511-561) ซึ่งจากการศกึษาตอ่มาพบวา่ เมื่อใช้ CASO ความเข้มข้น 0.16% ซึ่งประกอบด้วย glucose 
ความเข้มข้น 2.5 กรัมตอ่ลิตร tryptone ความเข้มข้น  17 กรัมตอ่ลิตร และ  peptone ความเข้มข้น 3 กรัม
ตอ่ลิตร เป็นแหลง่ไนโตรเจน จะสง่ผลให้การผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เพียง 3.9 U/mL (Liu; Lu; & Chang. 
2006: 1940-1944)  Almeida และ Taulk-Tornisielo ศกึษาผลของแหลง่ไนโตรเจนตอ่การผลิตเอนไซม์  
ไลเปสจาก Candida viswanathii  พบวา่ แหลง่ไนโตรเจนท่ีเป็นสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ คือ yeast 
extract และ NH4NO3 ความเข้มข้น  0.2% (w/v )จะท าให้มีการผลิตเอนไซม์ไลเปสสงูสดุเท่ากบั 68.75 U
และ  58.50 U ตามล าดบั ( Almeida; & Taulk-Tornisielo. 2013: 1225-1234) นอกจากนี ้  Eltaweel
และคน อ่ืนๆ ได้ศกึษาความคงตวัของเอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตจาก Bacillus sp. strain 42 ในตวัท าละลาย
อินทรีย์ พบวา่ เมื่อเติม tryptone ความเข้มข้น 0.6% (w/v) และ yeast extract ความเข้มข้น 0.2% (w/v)  
จะช่วยเพ่ิมการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้มากถึง 1.8 เท่า เมื่อเทียบกบัการเติม tryptone เพียงอย่างเดียว 
(Eltaweel; et al. 2005: 187-192) แต ่Tan และคนอ่ืนๆ ท าการคดัแยก Candida sp. ท่ีสามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุและศกึษาสภาวะการผลิตเอนไซม์ไลเปสโดยกระบวนการหมกั พบวา่แหลง่
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมคือ กากถัว่เหลือง ความเข้มข้น 4% (w/v) และ (NH4)2SO4 ความเข้มข้น 0.1% (w/v) 
ในถงัหมกัขนาด 1,500 ลิตร ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 8,060 U/mL (Tan; et al. 2003: 459-465) 
Burkert, Maugeri และ  Rodrigue ท าการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก
Geotrichum sp. พบวา่ corn steep liquor ความเข้มข้น  13-15% (v/v) และ NH4NO3 ความเข้มข้น  
2.1-2.5% (w/v) สง่ผลให้ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 20 U/mL (Burkert; Maugeri; & Rodrigues. 
2004: 77-84) จากการทดลองข้างต้นแสดงให้เห็นวา่แหลง่ไนโตรเจนสง่ผลตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส  
โดยท่ีจลุินทรีย์แตล่ะสายพนัธุ์มีความสามารถในการใช้แหลง่ไนโตรเจนได้หลากหลายไมว่า่จะเป็น
สารอินทรีย์ หรือสารอนินทรีย์ ทัง้นีใ้นการผลิตเอนไซม์ไลเปสควรค านึงถึงแหลง่และความเข้มข้น  
ของไนโตรเจนท่ีเหมาะสม นอกจากนีค้วรค านึงถึงต้นทนุการผลิตในระดบัอตุสาหกรรมด้วย 
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 5.3 พีเอช 
  การเปลี่ยนแปลงคา่พีเอช จะสง่ผลตอ่การเจริญของแบคทีเรีย เน่ืองจากแบคทีเรีย  
แตล่ะสายพนัธุ์สามารถเจริญในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีคา่พีเอชแตกตา่งกนั จากตาราง 3 พบวา่คา่พีเอช  
ท่ีเหมาะสมในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้นัน้อยู่ ในช่วง  5.5-10.6 ซึ่งแสดง  
ให้เห็นวา่แบคทีเรียมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ทัง้ในสภาวะท่ีเป็นกรดและเบส ดงันัน้ควร
ค านึงถึงคา่พีเอชท่ีเหมาะสมในอาหารเลีย้งเชือ้ 
 
 5.4 อุณหภูมิ 
  แบคทีเรียแตล่ะสายพนัธุ์มีความสามารถในการเจริญในช่วงท่ีอณุหภมูิท่ีกว้าง ดงัแสดงใน
ตาราง 4 พบวา่ช่วงอณุหภมูิท่ีแบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้นัน้อยู่ในช่วง 25-80 องศาเซลเซียส 
ดงันัน้ควรค านึงถึงอณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการเลีย้งเชือ้แบคทีเรียด้วยเช่นกนั 
 

5.5 ปัจจัยอื่นๆ 
  นอกจากปัจจยัท่ีกลา่วมาข้างต้น ไอออนของโลหะ การให้อากาศ และระยะเวลาท่ีใช้  
ในการเลีย้งแบคทีเรีย นบัได้วา่เป็นปัจจยัท่ีสง่ผลตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปสด้วยเช่นกนั โดยท่ี
Acinetobacter calcoaceticus ใช้ระยะเวลาในการเลีย้ง 12 ชัว่โมง ( Mahler; et al. 2000: 25-30) 
แต ่Burkholderia sp. C20 ใช้ระยะเวลาในการเลีย้งถึง 21 ชัว่โมง (Liu; et al. 2012: 511-516) นอกจากนี ้
Geobacillus thermodenitrifican AZ1 ใช้ระยะเวลาในการเลีย้ง 24 ชัว่โมงเช่นเดียวกบั  Acinetobacter 
junii (Anbu; et al. 2011: 4147-4156) และ Amycolatopsis mediterranei DSM 43304 (Dheeman; 
Frias; & Henehan. 2010: 1-17) และ Debaryomyces hansenii YLL29 ใช้ระยะเวลาในการเลีย้ง  
นานถึง  72 ชัว่โมง ( Papagora; Roukas; & Kotzekidou. 2013: 413-420) เช่นเดียวกบั Burkholderia 
cepacia (Ma; et al. 2010: 429-437) ผลของการให้อากาศ พบวา่ Staphylococcus sp. เจริญได้ดีเมื่อ
น าไปบ่มท่ีเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 140 rpm (Kumar; Parihar; & Batra. 2012: 26-30) ในขณะท่ี
Geobacillus thermodenitrifican AZ1 เจริญได้ดีเมื่อน าไปบ่มท่ีเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 rpm 
(Abdel-Fattah; et al. 2012: 193-200) เช่นเดียวกบั  Burkholderia sp. C20 (Liu; et al. 2012: 511-516) 
และ Amycolatopsis mediterranei DSM 43304 (Dheeman; Frias; & Henehan. 2010: 1-17)  
แต ่Acinetobacter calcoaceticus เจริญได้ดีเมื่อน าไปบ่มท่ีเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็วรอบ  250 rpm  
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(Mahler; et al. 2000: 25-30) และผลของการเติมไอออนของโลหะลงในอาหารเลีย้งเชือ้ พบวา่
Staphylococcus hominis JX961712 การเติม Ca2+ จะช่วยเพ่ิมการผลิตเอนไซม์ไลเปส แต ่ Hg2+ และ 
Ni2+จะเป็นตวัยบัยัง้การผลิตเอนไซม์ไลเปส ( Marimuthu. 2013: 252-256) สว่น  Amycolatopsis 
mediterranei  DSM 43304 การเติม Fe3+ จะช่วยเพ่ิมการผลิตเอนไซม์ไลเปส แตก่ารเติม Hg2+, Li+ และ
Mg2+ จะเป็นตวัยบัยัง้การผลิตเอนไซม์ไลเปส (Dheeman; Frias; & Henehan. 2010: 1-17) และ Bacillus 
coagulans BTS-3 การเติม K+,  Fe3+,  Hg2+ และ Mg2+จะช่วยเพ่ิมการผลิตเอนไซม์ไลเปสแตก่ารเติม  
Al3+, Co2+, Mn2+ และ Zn2+จะเป็นตวัยบัยัง้ในการผลิตเอนไซม์ไลเปส (Kumar; et al. 2005: 38-44) 
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4. พลาสตกิชีวภาพ (Bioplastic) 
 พลาสติกชีวภาพ (bioplastic) คือ พลาสติกท่ีผลิตจากวตัถดุิบทางธรรมชาติ เช่น ข้าว, ข้าวโพด, 
อ้อย และมนัส าปะหลงั เป็นต้น และสามารถย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ  
(พิชาภคั สมยรูทรัพย์. 2553) 
  4.1 พลาสติกท่ีเป็นสว่นผสมของพอลิเมอร์บางชนิด เช่น พอลิเอสเทอร์กบัแป้งซึ่งเป็น  
พอลิเมอร์ของกลโูคสเรียงตอ่กนัเป็นสายยาว โดยท่ีการผสมกนัระหวา่งพอลิเมอร์กบัแป้งนัน้ ต้องมีแป้ง  
เป็นสว่นผสมมากกวา่ 60% ถึงจะสามารถย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ 
  4.2 พลาสติกท่ีเป็นพอลิเอสเทอร์แบ่งออกเป็น 2 ประเภท ดงันี ้
   4.2.1 อะลิฟาติก พอลิเอสเทอร์ ( aliphatic polyester) คือ พอลิเมอร์สายโซ่ตรง  
ท่ีถกูเช่ือมกนัด้วยพนัธะเอสเทอร์ จะถกูย่อยสลายได้ง่าย พลาสติกท่ีจดัอยู่ในกลุม่นี ้ได้แก่   
    4.2.1.1 Polyhydroxyalkanoates (PHA) เป็นพลาสติกท่ีเกิดจากการ
สกดัเอา inclusion body ท่ีสะสมคาร์บอนไว้ภายในเซลล์จลุินทรีย์ ประกอบด้วยคาร์บอนอะตอมตอ่กนั
ตัง้แต ่5-14 อะตอม พลาสติกในกลุม่นีท่ี้ได้รับความสนใจในการศกึษา คือ polyhydroxylbutyrate (PHB) 
สามารถถกูย่อยสลายโดยเอนไซม์ท่ีสร้างจากจลุินทรีย์ เช่น PHB depolymerase ซึ่งสร้างจาก Pseudomonas 
stutzeri 
    4.2.1.2 Polycaprolactone (PCL) เป็นพลาสติกท่ีเกิดจากกระบวนการ 
polymerization ของ 𝜀-carpolactone พลาสติกกลุม่นีจ้ะถกูย่อยสลายโดยเอนไซม์ไลเปสและเอนไซม์  
เอสเทอเรส 
    4.2.1.3 Polylactic acid (PLA) เป็นพลาสติกท่ีเกิดจากกระบวนการ
หมกัจากวตัถดุิบทางธรรมชาติได้ผลิตภณัฑ์เป็นกรดแลคติก หลงัจากนัน้ผา่นกระบวนการ ring opening 
polymerization หรือการควบแน่นโดยตรง ( direct condensation) กลายเป็นพลาสติกชนิด PLA ซึ่ง
พลาสติกชนิดนีจ้ะถกูย่อยสลายได้ด้วยจลุินทรีย์ท่ีสร้างเอนไซม์ออกมานอกเซลล์ ( extracellular enzyme) 
โดยท่ีการย่อยสลายนีจ้ะต้องอาศยัน า้ในการเกิดปฏิกิริยา หรือท่ีเรียกวา่กระบวนการไฮโดรไลซิส เอนไซม์  
ท่ีย่อยพลาสติกชนิด PLA เช่น เอนไซม์ไลเปส เอนไซม์เอสเทอเรส และเอนไซม์โปรติเอส เป็นต้น  
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   4.2.2 อะโรมาติก พอลิเอสเทอร์ (aromatic polyester) เป็นพอลิเมอร์ท่ีมีลกัษณะ
แบบวง เกิดการย่อยสลายทางธรรมชาติได้ยาก หรือใช้ระยะเวลานานกวา่อะลิฟาติก พอลิเอสเทอร์
ตวัอย่างของพลาสติกกลุม่นี ้เช่น Modified polyethylene terephthalate (Modified PET) และ Aliphatic-
aromatic copolyesters (AAC) 
 
5. การประยุกต์ใช้เอนไซม์ไลเปสในการสังเคราะห์ PLA (Application of lipases for 
PLAsynthesis) 
 เอนไซม์ไลเปสนอกจากจะน าไปประยกุต์ใช้ในระดบัอตุสาหกรรมแล้วยงัสามารถน ามาใช้  
ในการสงัเคราะห์พลาสติกชีวภาพได้อีกด้วย โดยท่ีในปัจจบุนันอกจากจะศกึษาการผลิตพลาสติกชีวภาพ
เพ่ือน าไปใช้อปุโภคแล้ว การน าพลาสติกชีวภาพท่ีผา่นการย่อยสลายมาผา่นกระบวนการรีไซเคิลโดยวิธี
ทางชีวภาพนัน้ถือได้วา่เป็นแนวทางท่ีจะช่วยลดการใช้ทรัพยากรทางธรรมชาติ ซึ่งในอนาคตผลิตภณัฑ์  
ทางการเกษตรมีแนวโน้มท่ีจะลดลง เน่ืองจากผลกระทบของปรากฏการณ์โลกร้อน พลาสติกชีวภาพชนิด 
polylactic acid (PLA) เป็นพลาสติกท่ีไมท่ าลายสิ่งแวดล้อม เน่ืองจากผลิตโดยวตัถดุิบทางการเกษตร 
และสามารถถกูย่อยสลายด้วย extracellular enzyme เช่น เอนไซม์โปรติเอส เอนไซม์ไลเปส เป็นต้น  
 
 5.1 การย่อยสลายพลาสติกชนิด PLA โดยเอนไซม์ไลเปส 
  การย่อยสลายของพอลิเมอร์จากการท างานของจลุินทรีย์โดยทัว่ไปมีกระบวนการ 2 
ขัน้ตอน เน่ืองจากขนาดของสายพอลิเมอร์ยงัมีขนาดใหญ่และไมล่ะลายน า้  
   ขัน้ตอน ท่ี 1 การย่อยสลาย เกิดขึน้ภายนอกเซลล์โดยการปลดปลอ่ยเอนไซม์  
ของจลุินทรีย์ซึ่งเกิดได้ทัง้แบบใช้ endo-enzyme หรือเอนไซม์ท่ีท าให้เกิดการแตกตวัของพนัธะภายในสาย
โซ่พอลิเมอร์อย่างไมเ่ป็นระเบียบ และแบบ exo-enzyme หรือเอนไซม์ท่ีท าให้เกิดการแตกหกัของพนัธะ  
ทีละหน่วยจากหน่วยซ า้ท่ีเลก็ท่ีสดุท่ีอยู่ด้านปลายของสายโซ่พอลิเมอร์ เมื่อพอลิเมอร์แตกตวัจนมีขนาดเลก็
พอจะแพร่ผา่นผนงัเซลล์เข้าไปในเซลล์  
   ขัน้ตอนท่ี 2 ได้ผลิตภณัฑ์ในขัน้ตอนสดุท้าย ( ultimate biodegradation) คือ 
พลงังาน และสารประกอบขนาดเลก็ท่ีเสถียรในธรรมชาติ เช่น แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์  น า้ แร่ธาตตุา่งๆ
และมวลชีวภาพ (biomass)  
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 ในปี ค.ศ. 2002 Hoshino และ Isono น าเอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตจาก Alcaligenes sp. มาทดสอบ
การย่อยสลายพลาสติกชนิด PLA จากการทดลองพบวา่พลาสติกชนิด PLA ถกูย่อยอย่างสมบรูณ์ ภายใน
ระยะเวลา 20 วนั ท่ีอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส พีเอช 8 (Hoshino; & Isono. 2002: 141-147) และในปี 
ค.ศ. 2005 Masaki และคนอ่ืนๆ น าเอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตจาก Cryptococcus sp. strain S-2มาทดสอบ
การย่อยพลาสติกชนิด PLA จากการทดลองพบวา่พลาสติกชนิด PLA ถกูย่อยอย่างสมบรูณ์ภายใน
ระยะเวลา 10 วนั ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 8 (Masaki; et al. 2005: 7548-7550) นอกจากนี ้
Sukkhum และคนอ่ืนๆ ท าการศกึษาการย่อยสลายโดยใช้เอนไซม์โปรติเอสจาก A. keratinilytica strain 
T16-1 จากการทดลองพบวา่การย่อยสลายพลาสติกชนิด PLA ท่ี 70 องศาเซลเซียส พีเอช  10 สามารถ
ย่อยสลายพลาสติกชนิด PLA ได้ (Sukkhum; et al. 2009: 459-467)  จากรายงานข้างต้นจะเห็นวา่
เอนไซม์ไลเปสและเอนไซม์โปรติเอสมีความสามารถในการย่อยสลายพลาสติกชนิด PLA  
 
 5.2 การสังเคราะห์พลาสติกชนิด PLAโดยเอนไซม์ไลเปส 
  การสงัเคราะห์พลาสติกชนิด PLA สว่นใหญ่นัน้จะอาศยัวิธีทางเคมีมากกวา่วิธีทางชีวภาพ 
เน่ืองจากสะดวก และรวดเร็วกวา่ แตต้่นทนุในการผลิตคอ่นข้างสงูและอาจจะมีสารเคมีตกค้างในพอลิเมอร์ 
ซึ่งอาจจะสง่ผลตอ่ผู้อปุโภค  ดงันัน้การสงัเคราะห์พลาสติกชนิด PLA ด้วยวิธีทางชีวภาพ ดงัภาพประกอบ 
3  นัน้ จึงเป็นท่ีน่าสนใจและควรท่ีจะมีการศกึษาเพ่ิมเติมเพ่ือพฒันาให้มีประสิทธิภาพมากขึน้  
  พลาสติกชนิด PLA เป็นพอลิเมอร์ชีวภาพ จดัอยู่ในกลุม่พอลิเอสเทอร์โซ่ตรง ( aliphatic 
polyester) ซึ่งสงัเคราะห์จากมนัส าปะหลงั ข้าวโพด และอ้อย เป็นต้น น ามาผา่นกระบวนการหมกั  
ด้วยแบคทีเรียในกลุม่แลคติก เกิดเป็นกรดแลคติก ( C3H6O3) ซึ่งเป็นมอนอเมอร์เพ่ือใช้ในการสงัเคราะห์  
พอลิเมอร์ในขัน้ตอ่ไป หลงัจากนัน้เพ่ิมน า้หนกัโมเลกลุซึ่งสามารถท าได้ 2 วิธี คือ การควบแน่นโดยตรง  
และring opening polymerization ซึ่งกระบวนการควบแน่นโดยตรงนัน้จะท าในสภาวะท่ีไมรุ่นแรง  
สว่นกระบวนการ ring opening polymerization จะเกิดในสภาวะท่ีรุนแรง แตน่ า้หนกัโมเลกลุของ
พลาสติกชนิด PLA ท่ีได้จากกระบวนการควบแน่นโดยตรงนัน้จะมีน า้หนกัโมเลกลุน้อยกวา่กระบวนการ  
ring opening polymerization สว่นพลาสติกชนิด PLA ท่ีเกิดขึน้จากทัง้ 2 กระบวนการนีม้ีโครงสร้าง  
และสมบตัิตา่งๆ เหมือนกนัทกุประการ ดงัภาพประกอบ 2  
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  ในปีค.ศ. 2008 Lassalle และ Ferreira  ศกึษาการสงัเคราะห์ PLA โดยใช้เอนไซม์ไลเปส
เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา พบวา่ ตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพจะท างานได้ดีท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส นาน 96 
ชัว่โมง ซึ่งเอนไซม์ไลเปสท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสดุคือ CAL-B ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีผลิตจากยีสต์ Candida 
antarctica สามารถเปลี่ยนกรดแลคติกให้เป็นพลาสติกชนิด PLA ได้ถึง 60% ซึ่งมีน า้หนกัโมเลกลุ  
อยู่ในช่วง 5,000-6,200 Da ในขณะท่ีเมื่อใช้ Porcine pancreatic lipase (PPL) และ PCLจะเกิดเป็น
พลาสติกชนิด PLA ในปริมาณต ่า (Lassalle; & Ferreira. 2008: 1493-1502) ในปี ค.ศ. 2012 Chuensangjun
และคนอ่ืนๆท าการศกึษากระบวนการพอลิเมอไรเซชนัของกรดแลคติกโดยใช้เอนไซม์ไลเปสทางการค้า 
(Lipozyme TL IM) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาและศกึษาคณุสมบตัิของพอลิเมอร์ จากการทดลองพบวา่ สภาวะ  
ท่ีเหมาะสมในการเกิดกระบวนการพอลิเมอไรเซชนั คือ การใช้กรดแลคติกทางการค้าท่ีความเข้มข้น 250 
มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร เอนไซม์ไลเปสทางการค้า ( Lipozyme TL IM) 5% ( w/w) ท่ีอณุหภมูิ 50 องศา
เซลเซียส ภายใต้สภาวะ nitrogen atmosphere นาน 5 ชัว่โมง และเมื่อน ามาค านวณหาคา่เฉล่ียของ
น า้หนกัโมเลกลุพบวา่มีคา่เท่ากบั 4,515 Da (Chuensangjun; et al. 2012: 154-157) จากการทดลอง
ข้างต้นจะพบวา่เอนไซม์ไลเปสมีความสามารถในการรีไซเคิลพลาสติกชนิด PLA ได้ 
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ภาพประกอบ 2 กระบวนการผลิตพลาสติกชนิด PLAแบบกระบวนการควบแน่นโดยตรง ( Direct 

condensation) (ซ้าย) และกระบวนการ Ring opening polymerization (ขวา) 
 
 ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Gupta; & Kumar. (2007). New emerging trends in synthetic 
biodegradable polymers –polylactide: A critique. European Polymer Journal. 43: 4055, 4057. 
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ภาพประกอบ 3  แผนภาพแสดงกระบวนการรีไซเคิลของพลาสติกชนิด PLA 
 
 ท่ีมา : Takashi; et al. (2004). Lipase-catalyzed transformation of poly(lactic acid) into 
cyclic oligomers. Macromolecule Bioscience.: 349. 
       

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 



บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

อุปกรณ์และสารเคมี 
 1. เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง 
ตาราง 5 เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง 

 

เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง บริษัท รุ่น 
1. เคร่ืองชัง่สารเคม ี 
    (Dual range analytical balance) 

Denver TC-205 

2. ตู้กรองปลอดเชือ้  
    (Biosafty cabinet; laminar flow) 

NUAIRE NU-440 
 

3. ตู้บ่มเพาะเชือ้  
    (Incubator) 

Shel-lab 
 

C1565 
 

4. ตู้บ่มเพาะเชือ้แบบเขย่าอณุหภมูิต ่า  
    (Low temperature shaking incubator) 

Thermo Forma 
 

481 
 

5. ตู้บ่มเพาะเชือ้แบบเขย่าอณุหภมูิสงู  
    (High temperature shaking incubator) 

NBW 
 

Inova4000 
 

6. หม้อนึ่งความดนัไอน า้  
    (Autoclave) 

TOMY ES-315 
 

7. ตู้อบร้อนฆ่าเชือ้  
    (Hot air sterilizing oven) 

Fisher Scientific 
 

ISOTemp 
 

8. เคร่ืองวดัพีเอช  
    (pH meter) 

Suntex 
 

SP-2100 
 

9. เคร่ืองป่ันเหว่ียง  
     (High speed centrifuge) 

Sorvell 
 

RC-50 

10. เคร่ือง Ultrasonic sonicator Labquip FS-250 
11. อา่งน า้ควบคมุอณุหภมู ิ
      (Waterbath) 

Heto 
 

Hmt200 
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ตาราง 5 (ตอ่) 

เคร่ืองมือท่ีใช้ในการทดลอง บริษัท รุ่น 
12. เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง  
      (UV-Visible Spectrophotometer) 

Shimadzu 
 

UV-1700 
 

13. เคร่ืองผสมสารละลาย  
      (Vortex) 

Sciencetific 
industry 

G-560E 

14. กล้องจลุทรรศน์  
      (Light microscope) 

Olympus E202Ti/LED 

 

 
 2. อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี 
ตาราง 6 อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 
 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคม ี บริษัท ย่ีห้อ 
1. กมัอารบิก (Gum arabic) Sigma-Aldrich Co.  Sigma 
2. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2.2H2O) Ajax Finechem Pty, Ltd.  Univar 
3. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) Ajax Finechem Pty, Ltd.  Univar 
4. โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) VWR  International  AnalarR 
5. โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) Ajax Finechem Pty, Ltd.  Univar 
6. เดก็โทรส (Dextrose) Himedia Laboratories Himedia 
7. ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) Ajax Finechem Pty, Ltd. Univar 
8. ไตรตนั เอก็ซ์-100 (Triton x-100) EMD Chemicals Inc. Calbiochem  
9. ทริปโตน (Tryptone) Himedia Laboratories Himedia 
10. ทวีน 80 (Tween 80) EMD Chemicals Inc. Calbiochem  
11. ทริส (ไฮดรอกซีเมธิล)แอมิโนมีเทน   
      (NH2C(CH2OH)3)                              

Ajax Finechem Pty, Ltd.  Univar 

12. น า้มนัข้าวโพด (Corn oil) Sime Darby Edible Products 
Limited. 

ตราโกลเด้นดร็อป 
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ตาราง 6 (ตอ่) 
 

อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคม ี บริษัท ย่ีห้อ 
16. น า้มนัคาโนลา่ (Canola oil) บริษัท ล ่าสงู (ประเทศไทย) จ ากดั 

(มหาชน) 
ตราเนเชอรัล 

17. น า้มนังา (Sesami oil) บริษัท เซ็นทรัล ฟู้ ด รีเทล จ ากดั ตรานกกระเรียนคู ่
18. น า้มนัดอกทานตะวนั (Sunflower oil) บริษัท ธนากรผลิตภณัฑ์น า้มนัพืช 

จ ากดั 
 

ตรากุ๊ก 

19. น า้มนัถัว่เหลือง (Soybean oil) บริษัท น า้มนัพืชไทย จ ากดั 
(มหาชน)  

ตราองุ่น 

20. น า้มนัมะกอก (Olive oil) บริษัท วิทยาศรม จ ากดั น า้มนัมะกอก
บริสทุธ์ิ 

21. น า้มนัมะพร้าว (Coconut cooking oil) Good Me Co., Ltd. ตราเนเจอร์ไลฟ์ 
22. น า้มนัเมลด็ชาคามิลเลีย  
      (Camellia tea oil) 

บริษัท ล ่าสงู (ประเทศไทย) จ ากดั 
(มหาชน) 

ตราเนเชอรัล 

23. น า้มนัร าข้าว (Rice bran oil) บริษัท น า้มนับริโภคไทย จ ากดั ตราคิง 
24. โบวิน ซีรัม อลับมูิน  
      (Bovine serum albumin, Fraction V ) 

EMD Chemicals Inc. Calbiochem  

25. เพปโตน (Peptone) Himedia Laboratories Himedia 
26. โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต           
       (KH2PO4) 

Ajax Finechem Pty, Ltd.  Univar 

27. พารา-ไนโตรฟีนอล (para-nitrophenol) Sigma-Aldrich Co.  Sigma 
28. พารา-ไนโตรฟีนิล ปาล์มมิเตต  
      (para-nitrophenyl palmitate) 

Sigma-Aldrich Co.  Sigma 

29. พอลิ แอล-แลคติก แอซิด  
      ((Poly (L-lactic acid; PLA)) 

  

30. ยีสต์สกดั (Yeast extract) Himedia Laboratories Himedia 
31. แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) Ajax Finechem Pty, Ltd.  Univar 

http://www.ryt9.com/tag/%E0%B8%A5%E0%B9%88%E0%B8%B3%E0%B8%AA%E0%B8%B9%E0%B8%87/
http://www.ryt9.com/tag/%E0%B8%A5%E0%B9%88%E0%B8%B3%E0%B8%AA%E0%B8%B9%E0%B8%87/
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วิธีการด าเนินการวิจยั 
1. การเก็บตัวอย่างดิน 
  เก็บตวัอย่างดินจากบริเวณท่ีมีการปนเปือ้นของไขมนับริเวณสวนปาล์ม และบริเวณอทุยาน
แห่งชาติ เพ่ือน ามาคดัแยกจลุินทรีย์ในกลุม่ของแบคทีเรีย โดยท าการขดุบริเวณผิวหน้าดินท่ีระดบัความ
ลกึประมาณ 5-10 เซนติเมตร ( Zhang; et al. 2012: 153-160) แล้วเก็บตวัอย่างดินลงในถงุพลาสติก
แบบซิป หลงัจากนัน้น าไปเก็บท่ีอณุหภมูิ 4  องศาเซลเซียส ตวัอย่างดินท่ีใช้ในงานวิจยันีม้ีจ านวน 100 
ตวัอย่าง ซึ่งเก็บดินมาจาก 3 จงัหวดัทางภาคใต้ของประเทศไทย ดงันี ้จงัหวดัเพชรบรีุ 24 ตวัอย่าง 
จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 16 ตวัอย่าง และ จงัหวดัชมุพร 60 ตวัอย่าง ดงัตาราง  7 
 
ตาราง 7 บริเวณท่ีท่ีท าการเก็บตวัอย่างดินและรหสัท่ีใช้ในงานวิจยั 
 

สถานท่ี จ านวนตัวอย่าง รหัส 
1. อทุยานแห่งชาติแก่งกระจาน จ. เพชรบรีุ 24 KKCH 
2. อทุยานแห่งชาติเขาสามร้อยยอด จ. ประจวบคีรีขนัธ์ 16 SRY 
3. ต้นปาล์ม บริเวณหาดทุ่งววัแลน่ จ. ชมุพร 9 TWL 
4. สวนปาล์มนาทุ่ง จ. ชมุพร 14 PNT 
5. สวนปาล์ม หาดทรายรี จ. ชมุพร 17 PSR 
6. ต้นปาล์ม บริเวณกรมหลวงชมุพร จ. ชมุพร 6 KLCP 
7. จดุพกัปาล์ม จ. ชมุพร 14 PCP 

รวม 100  

 
2. การคัดแยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปส 
 ชัง่ตวัอย่างดิน 1 กรัม ใสล่งใน Enrichment medium ซึ่งดดัแปลงจาก Ma; et al. 2010: 429-
437 (ภาคผนวก ก ข้อ 1) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่ง ประกอบด้วย peptone ความเข้มข้น 0.05% (w/v) 
KH2PO4 ความเข้มข้น 0.15% (w/v) Na2HPO4 ความเข้มข้น 0.1% (w/v) MgSO4 ความเข้มข้น 0.05% 
(w/v) (NH4)2SO4 ความเข้มข้น  0.5% (w/v) NaCl ความเข้มข้น 0.05% (w/v) และ Tween 80  
ความเข้มข้น  12% (w/v) น าไปบ่มในเคร่ืองเขย่าท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 
รอบตอ่นาที นาน 2 วนั หลงัจากนัน้น าตวัอย่างมาเจือจางด้วยน า้กลัน่ปลอดเชือ้ ท่ีระดบัความเจือจาง  
ท่ีเหมาะสม ( 10-5-10-7) แล้วน าตวัอย่างท่ีเจือจางในแตล่ะระดบัมาคดัแยกแบคทีเรียโดยวิธี spread 
plate บนอาหาร Tween 80 agar (ภาคผนวก ก ข้อ 2) น าจานเพาะเลีย้งเชือ้ไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 37 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั นบัจ านวนโคโลนีแบคทีเรียทัง้หมดและแบคทีเรียท่ีสร้างเอนไซม์ไลเปส  
โดยสงัเกตบริเวณขุน่รอบๆ โคโลนี ท าการเลือกโคโลนีท่ีมีสี รูปร่าง และลกัษณะโคโลนีท่ีแตกตา่งกนัใน
แตล่ะจานอาหารเลีย้งเชือ้มา cross streak บนอาหาร Tween 80 agar จนได้โคโลนีเดี่ยว แล้วน าไป
จดุบน Tween 80 agar บ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั วดับริเวณขุน่รอบโคโลนี เพ่ือ
ใช้คดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยมีวิธีการค านวณดงันี ้  (Bai; et al. 
2012: 25-32) 
 
   ดชันีเอนไซม์ = เส้นผา่นศนูย์กลางของบริเวณขุน่ (เซนติเมตร) 
         เส้นผา่นศนูย์กลางของโคโลนี (เซนติเมตร) 
 
 เลือกโคโลนีท่ีมีคา่ดชันีเอนไซม์ตัง้แต ่ 2.5 ขึน้ไป มาท าการวดักิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส  
 
3. การจัดจ าแนกเชือ้จุลินทรีย์ท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปส 
 3.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา และลักษณะทางชีวเคมี 
   น าแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้มาเลีย้งบนอาหาร Nutrient agar (NA) (ภาคผนวก ก ข้อ 7)  
บ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  จากนัน้น ามาดรููปร่างโดยการย้อมแกรมและ
ย้อมเอนโดสปอร์ ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) ท่ีก าลงัขยาย 1,000 เท่า 
หลงัจากนัน้น าแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้มาทดสอบทางชีวเคมี ( ภาคผนวก ข ข้อ  1-7) ได้แก่ การหมกั
คาร์โบไฮเดรต, การทดสอบ Methyl red, Voges Proskauer, Citrate, Catalase test, Oxidase test, 
การเจริญบนอาหาร Triple sugar iron agar (TSI),  และ API ZYM (API System; bioMérieux, Paris, 
France)  
 3.2 การจัดจ าแนกสายพันธ์ุแบคทีเรียโดยใช้ล าดับเบสบริเวณ 16S rRNA gene และ
ความสัมพันธ์ทางววิัฒนาการ (Phylogenetic analysis) 
 น าแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้สง่วิเคราะห์เพ่ือจดัจ าแนกสายพนัธุ์แบคทีเรียโดยใช้วิธีการหาล าดบั
เบสบริเวณ 16S rRNA gene โดยใช้ Universal primer 27F  (5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3') และ 1492R 
(5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3') (www.dna.macrogen.com) เมื่อได้ ผลล าดบัเบสแล้วน ามา
วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Bioedit และโปรแกรม BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) จากนัน้น าข้อมลู
ล าดบัเบสมาจดัท าแผนภาพวิวฒันาการของแบคทีเรีย  (Phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม MEGA6 
โดยเลือกล าดบัเบสของแบคทีเรียท่ีมีความคล้ายคลงึกนัมาเปรียบเทียบกบัแบคทีเรียท่ีท าการศกึษา  
ท่ีคา่ bootstrapping 1,000 ครัง้ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)%20%20��ѧ�ҡ
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4. การเตรียมหัวเชือ้และการผลิตเอนไซม์ 
 น าแบคทีเรียท่ีคดัแยกมาเลีย้งในอาหาร Tween 80 broth (ภาคผนวก ก ข้อ 3) ปริมาตร 50
มิลลิลิตร หลงัจากนัน้ถ่ายเชือ้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร   ลงใน inoculum medium (ภาคผนวก ก ข้อ 4) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มในเคร่ืองเขย่าท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที นาน  
1 วนั วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร โดยให้อยู่ในช่วง 0.8-1.0 หลงัจากนัน้ถ่ายหวัเชือ้ 
ปริมาตร 5มิลลิลิตร ลงใน production medium (ภาคผนวก ก ข้อ 5) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  บ่มใน
เคร่ืองเขย่าท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที นาน 2 วนั หลงัจากนัน้น าไปใช้
เป็นหวัเชือ้ในการศกึษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสตอ่ไป 
 
5. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
 5.1 ศึกษาผลของระยะเวลาและการเจริญของเชือ้แบคทีเรีย 
 น าแบคทีเรียสายพนัธุ์ PSR5631 และสายพนัธุ์ KKCH8611 ท่ีคดัแยกได้มาท าการศกึษา
ผลของระยะเวลาตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยการถ่ายหวัเชือ้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงใน production 
medium ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มในเคร่ืองเขย่าท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที 
ท าการเก็บตวัอย่างทกุๆ 6 ชัว่โมง โดยเร่ิมตัง้แตช่ัว่โมงท่ี 0 ถึงวนัท่ี 5 หลงัจากนัน้น ามาศกึษาการเจริญ
ของแบคทีเรียโดยน าตวัอย่างท่ีระยะเวลาตา่งๆ มาเจือจางด้วยน า้กลัน่ปลอดเชือ้ ท่ีระดบัความเจือจาง
ท่ีเหมาะสม ( 10-4-10-6) แล้วน าตวัอย่างท่ีเจือจางในแตล่ะระดบัมาคดัแยกแบคทีเรียโดยวิธี spread 
plate บนอาหาร NA หรือ plate count agar น าจานเพาะเลีย้งเชือ้ไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 วนั นบัจ านวนโคโลนีแบคทีเรียทัง้หมด และวดักิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสตามวิธีข้อ 6 
 
 5.2 ศึกษาผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งไขมัน 
  น าแบคทีเรียสายพนัธุ์ PSR5631 และสายพนัธุ์ KKCH8611 ท่ีคดัแยกได้มาท าการศกึษา
ชนิดและความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอนในการผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยน าหวัเชือ้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ถ่ายลงใน production medium ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วยแหลง่ไขมนัชนิดตา่งๆ ดงันี ้ 
น า้มนัมะกอก (olive oil) น า้มนัข้าวโพด (corn oil) น า้มนัคาโนลา่ (canola oil) น า้มนังา ( sesame oil) 
น า้มนัดอกทานตะวนั ( sunflower oil) น า้มนัถัว่เหลือง ( soybean oil) น า้มนัมะพร้าว ( coconut 
cooking oil) น า้มนัเมลด็ชาคามิลเลีย  (camellia tea oil) และ น า้มนัร าข้าว ( rice bran oil) ท่ีมีความ
เข้มข้น 0.5% (v/v) CASO ความเข้มข้น 0.12% (v/v) และ NaCl ความเข้มข้น 0.16% (w/v) (Liu; et 
al. 2011: 96-102) หลงัจากนัน้วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสตามวิธีข้อ 6 ท าการเลือก  
แหลง่ไขมนัท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ในปริมาณท่ีสงูสดุ มาศกึษาความเข้มข้นของแหลง่ไขมนั  
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ตามวิธีการทดลองข้างต้น โดยศกึษาความเข้มข้นของแหลง่ไขมนั เท่ากบั 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2 และ 
2.5% (v/v) ตามล าดบั 
 
 5.3 ศึกษาผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน 
  น าแบคทีเรียสายพนัธุ์ PSR5631 และสายพนัธุ์ KKCH8611 ท่ีคดัแยกได้มาท าการศกึษา
ความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนในการผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยน าหวัเชือ้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  
ถ่ายลงใน production medium ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วยแหลง่และความเข้มข้น  
ของคาร์บอนท่ีเหมาะสมจากการทดลองท่ีผา่นมา NaCl ความเข้มข้น 0.16% (w/v) และใช้ CASO  
ซึ่งประกอบด้วย yeast extract, peptone, tryptone, (NH4)2SO4, NH4NO3 และ NH4Cl ความเข้มข้น 
0.12% (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน ศกึษาความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจน ท่ีความเข้มข้นของ CASO 
เท่ากบั 0.02, 0.12, 0.22, 032, 0.42 และ 0.52% (w/v) ตามล าดบั หลงัจากนัน้วิเคราะห์กิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเปสตามวิธีข้อ 6 
  
 5.4 ศึกษาความเข้มข้นของ NaCl 
  น าแบคทีเรียสายพนัธุ์ PSR5631 และสายพนัธุ์ KKCH8611 ท่ีคดัแยกได้มาท าการศกึษา
ความเข้มข้นของ NaCl ในการผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยน าหวัเชือ้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ถ่ายลงใน 
production medium ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งประกอบด้วย ชนิดและความเข้มข้นของไขมนัและ
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสม  และศกึษาความเข้มข้นของ  NaCl ท่ีความเข้มข้นเท่ากบั 0, 0.16, 0.32, 0.48 
และ 0.64% (w/v) ตามล าดบั หลงัจากนัน้วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสตามวิธีข้อ 6 
 
 5.5 ศึกษาค่าพีเอช 
  น าแบคทีเรียสายพนัธุ์ PSR5631 และสายพนัธุ์ KKCH8611 ท่ีคดัแยกได้มาท าการศกึษา
ผลของคา่พีเอชตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยท าการปรับคา่พีเอชของ production medium ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ท่ีผา่นการศกึษาแหลง่ไขมนั, ไนโตรเจน และ โซเดียมคลอไรด์ท่ีเหมาะสมแล้ว โดยปรับให้
มีคา่เท่ากบั 5, 5.5, 6.0, 6.5, 7, 7.5 และ 8 หลงัจากนัน้วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสตามวิธี  
ข้อ 6 
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 5.6 ศึกษาผลของอุณหภูมิ 
 น าแบคทีเรียสายพนัธุ์ PSR5631 และสายพนัธุ์ KKCH8611 ท่ีคดัแยกได้มาท าการศกึษา
ผลของอณุหภมูิตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยน า production medium ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีผา่น
การศกึษาแหลง่ไขมนั, ไนโตรเจน, NaCl และคา่พีเอชท่ีเหมาะสมแล้ว โดยน าไปบ่มในเคร่ืองเขย่า  
ท่ีอณุหภมูิ 37, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส หลงัจากนัน้วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสตามวิธี
ข้อ 6 
 
6. การวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
 น าเอนไซม์ท่ีได้จากการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมมาวดักิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส โดยท าการ
ป่ันเหว่ียงแยกเซลล์ออกท่ีความเร็วรอบ 14,000 xg เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  
ดดูสว่นใสเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส ซึ่งการวดักิจกรรมเอนไซม์ไลเปสนัน้
ดดัแปลงจาก Anbu; et al. 2011: 4147-4156 ท าโดยใช้เอนไซม์ไลเปสปริมาตร 70 ไมโครลิตร  
ท าปฏิกิริยากบัสารละลาย p-nitrophenylpalmitate ปริมาตร 70 ไมโครลิตร ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที หยดุปฏิกิริยาด้วยเอทานอลความเข้มข้น 95 % ปริมาตร 560 ไมโครลิตร น าไปวดัคา่  
การดดูกลืนแสงท่ี 410 นาโนเมตร  แล้วน ามาเทียบกบักราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol โดย
ก าหนดใ ห้ 1 หน่วย ยนิูต ของเอนไซม์ไลเปส  หมายถึง  ปริมาณเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาการย่อย p-
nitrophenylpalmitate ให้ได้ p-nitrophenol 1 ไมโครโมลตอ่นาที ภายใต้สภาวะท่ีใช้ในการทดลอง 
 
7. การวเิคราะห์ผลทางสถติิ 
  ท าการวิเคราะห์ผลทางสถิติ ด้วยวิธี one way ANOVA และเปรียบเทียบคา่เฉล่ียด้วยวิธี LSD 
ท่ีระดบัความน่าจะเป็น (p < 0.05)  

 
8. การน าเอนไซม์ไลเปสไปมาประยุกต์ใช้ในการสังเคราะห์พลาสติกชนิด PLA ด้วยกระบวนการ
ทางชีวภาพ 
 การศกึษาการสงัเคราะห์ PLA โดยใช้กรดแลคติกทางการค้า  และเอนไซม์ไลเปสท่ีผลิต จาก 
Bacillus subtilis subsp. subtilis สายพนัธุ์ KKCH8611 เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาในกระบวนการรีพอลิเมอร์ไรเซชนั 
ปริมาตร  6.75 มิลลิลิตร  กรดแลคติ กทางการค้าความเข้มข้น  85% (w/v) ปริมาตร  52.94 มิลลิลิตร  
Toluene ปริมาตร 40.31 มิลลิลิตร ท าได้โดยตอ่ชดุควบแน่น ชดุให้ก๊าซไน โตรเจน เทอร์โมมิเตอร์ และ
หวักวนเข้ากบัขวดก้นกลมแบบ 4 คอ และท าปฏิกิริยา ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  ภายใต้อตัราการ
ไหลของก๊าซ ไนโตรเจน 0 .1 vvm (volume per volume per minute) ท าการกวนตวัอย่างอย่าง
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ตอ่เน่ืองเป็นระยะเวลา 4 ชัว่โมง จากนัน้น า reaction mixture ท่ีได้ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ซึ่งมี
โอลิโก เมอร์ของ PLA ผสมอยู่ มาเติม methanol แล้วน าไปควบแน่นเพ่ือท าการระเหย toluene  
ได้สารละลายคล้ายน า้มนัสีใส ประมาณ 8 มิลลิลิตร  หลงัจากนัน้น าตวัอย่างวิเคราะห์หาน า้หนกั
โมเลกลุ โดยใช้ Liquid Chromatography Mass Spectrometer (LC/MS) (Finningan LC-Q mass 
spectrophotometer) โดยใช้วิธีมาตรฐาน   
 



 
 

บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
1. การคัดแยกแบคทเีรียที่ผลิตเอนไซม์ไลเปส 
 จากตวัอย่างดินท่ีมีการปนเปือ้นของไขมนับริเวณสวนปาล์ม และบริเวณอทุยานแห่งชาติ  
จ านวน 100 ตวัอย่าง ซึ่งเก็บดินมาจาก 3 จงัหวดัทางภาคใต้ของประเทศไทย ดงันี ้จงัหวดัเพชรบรีุ 24 
ตวัอย่าง จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 16 ตวัอย่าง และ จงัหวดัชมุพร 60 ตวัอย่าง เพ่ือน ามาคดัแยก
จลุินทรีย์ในกลุม่ของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยน าตวัอย่างดินใสล่งใน Enrichment 
medium น าไปบ่มในเคร่ืองเขย่าท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส หลงัจากนัน้น าตวัอย่างมาคดัแยก
แบคทีเรียโดยวิธี spread plate บนอาหาร Tween 80 agar น าจานเพาะเลีย้งเชือ้ไปบ่มท่ีอณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั หลงัจากนัน้นบัจ านวนโคโลนีของแบคทีเรียทัง้หมดและแบคทีเรียท่ีผลิต
เอนไซม์ไลเปส โดยสงัเกตบริเวณขุน่รอบๆ โคโลนี จากการทดลองสามารถคดัแยกแบคทีเรียได้ทัง้หมด 
662 ไอโซเลท หลงัจากท าการคดัแยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปสในเบือ้งต้นแล้ว น าไอโซเลทท่ีคดั
แยกได้มาท าการจดุ (spot inoculation) บนอาหาร Tween 80 agar บ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 วนั วดับริเวณขุน่รอบๆ โคโลนี แล้วน ามาค านวณคา่ดชันีเอนไซม์ ดงัแสดงในตาราง 8 
หลงัจากนัน้คดัเลือกโคโลนีท่ีมีคา่ดชันีเอนไซม์ตัง้แต ่2.5 ขึน้ไป ซึ่งมีทัง้หมด 74 ไอโซเลท มาวดักิจกรรม
ของเอนไซม์ ไลเปส  โดยใช้สบัสเตรทเป็นสารละลาย p-nitrophenylpalmitate ท่ีอณุหภมูิ 37  
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แล้ว น ามาเทียบกบักราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol จากผลการ
ทดลองพบวา่มี 5 ไอโซเลทท่ีมีกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสท่ีสงู คือ ไอโซเลท KKCH8611 มีกิจกรรม 
ของเอนไซม์ ไลเปสสงูสดุ เป็น 8.96 U/mL รองลงมาคือไอโซเลท PSR5631 มีกิจกรรมของเอนไซม์ 
ไลเปสคือ 8.89 U/mL สว่นไอโซเลท TWL962, PNT7521 และ PNT1153 มีกิจกรรมเอนไซม์ไลเปส
เท่ากบั 7.69, 7.51 และ 7.45 U/mL ตามล าดบั ดงัแสดงในตาราง 8 ไอโซเลท  KKCH8611
และ  ไอโซเลท PSR5631 ซึ่งมีกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสสงูท่ีสดุ จึงน าไปใช้ในการวิเคราะห์ในขัน้ตอน
ตอ่ไป 
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ตาราง 8 แสดงกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสและคา่ดชันีเอนไซม์ของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้ 
 

Parameter 
Strains 

KKCH8611 PSR5631 TWL962 PNT7521 PNT1153 
 

Lipase activity (U/mL) 
 

8.96 8.89 7.69 7.51 7.45 

 
Enzyme index 

 

 
3.00 ± 0.16 

 

 
3.30 ± 0.50 

 

 
4.65 ± 0.00 

 

 
3.04 ± 0.20 

 

 
3.13 ± 0.45 

 

 
 
2. การจัดจ าแนกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสซึ่งคัดแยกได้จากตัวอย่างดิน   
โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา ลักษณะทางชีวเคมี ล าดับเบสบริเวณ 16S rRNA 
gene และความสัมพันธ์ทางววิัฒนาการ  
 จากการคดัแยกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปสพบวา่ มี 5 ไอโซเลท คือไอโซเลท KKCH8611, 
PSR5631, TWL962, PNT7521 และ PNT1153 ท่ีมีกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสสงูท่ีสดุ ในการศกึษาขัน้ตอ่มา
คดัเลือกไอโซเลทท่ีมีกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสสงูท่ีสดุ 2 อนัดบัแรก คือ ไอโซเลท  KKCH8611และ 
PSR5631 น ามาจดัจ าแนกโดยโดยศกึษาลกัษณะสณัฐานวิทยา ลกัษณะทางชีวเคมี ล าดบัเบสบริเวณ 
16S rRNA gene และความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ  
 
 2.1 การศึกษาลักษณะสัณฐานวทิยา และลักษณะทางชีวเคมี 
  น าไอโซเลท  KKCH8611 และ ไอโซเลท PSR5631 มาเลีย้งบนอาหาร Nutrient agar 
(NA) บ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  และศกึษาลกัษณะโคโลนี พบวา่  
ลกัษณะโคโลนีของไอโซเลท  KKCH8611 มีขนาดเลก็โค้งนนูเลก็น้อย ( convex) ขอบเรียบ ( entire)  
มีสีนวล และโคโลนีของ ไอโซเลท PSR5631 มีขนาดเลก็โคโลนีนนู (convex) ขอบหยกัเลก็น้อย  
(undulate) มีสีนวล และเมื่อน ามาศกึษาดรููปร่างโดยการย้อมแกรม ภายใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง 
(light microscope) ด้วยก าลงัขยาย 1,000 เท่า พบวา่ทัง้ ไอโซเลท  KKCH8611 และ ไอโซเลท
PSR5631 ย้อมติดสีมว่งของ crystal violet แสดงวา่ทัง้สองไอโซเลทจดัเป็นแบคทีเรียแกรมบวก (gram 
positive) มีลกัษณะรูปร่างเป็นท่อน (rod shape) โดยท่ีทัง้สองไอโซเลทมีความยาวของตวัเซลล์เท่ากบั 
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4-6 ไมโครเมตร และความกว้างของตวัเซลล์เท่ากบั 2-3 ไมโครเมตร ดงัแสดงในภาพประกอบ 4 (ก) 
และ (ข)  และไอโซเลททัง้สองสามารถ สร้างเอนโดสปอร์  (endospore) ได้โดยท่ีลกัษณะของ
เอนโดสปอร์มีลกัษณะวงรีอยู่บริเวณกึ่งกลางเซลล์ ( central endospore) และมีความยาวของ
เอนโด สปอร์เท่ากบั 2-3 ไมโครเมตร และความกว้างของเอนโด สปอร์เท่ากบั 1-2 ไมโครเมตร ดงัแสดง
ในภาพประกอบ 4 (ค) และ (ง) ตามล าดบั  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
ภาพประกอบ 4 ลกัษณะสณัฐานของแบคทีเรียแตล่ะไอโซเลทเมื่อท าการย้อมแกรมและย้อม  
 เอนโดสปอร์ ภายใต้ กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) ด้วยก าลงัขยาย 1,000 เท่า 
 (ก) ลกัษณะเซลล์ของไอโซเลท KKCH8611เมื่อท าการย้อมแกรม  
 (ข) ลกัษณะเซลล์ของไอโซเลท PSR5631เมื่อท าการย้อมแกรม 
 (ค)  ลกัษณะเซลล์ของไอโซเลท KKCH8611เมื่อท าการย้อมเอนโดสปอร์ 
 (ง) ลกัษณะเซลล์ของไอโซเลท PSR5631เมื่อท าการย้อมเอนโดสปอร์ 
 
 
 
 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 
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  หลงัจากนัน้น า ไอโซเลท  KKCH8611 และ ไอโซเลท PSR5631 มาท าการศกึษา  
ลกัษณะทางชีวเคมี โดยการน ามาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดตา่งๆ ดงัแสดงในวิธีการข้อ 3.1 แล้วน า
ข้อมลูท่ีได้มาเปรียบเทียบการจดัจ าแนกแบคทีเรียได้จากในหนงัสือ Bergey's Manual of Systematic 
Bacteriology 1st   edition ปี 1986 Volume 2 และ 2nd edition ปี 2009 Volume 3 
  ผลจากการศกึษาพบวา่ ไอโซเลท  KKCH8611 สามารถเจริญได้ดีท่ีอณุหภมูิ  
37 องศาเซลเซียส  ท่ี pH 5-8 เมื่อทดสอบด้วยอาหารจ าเพาะให้ผลบวก ( +) ในการทดสอบ   Voges 
Proskauer, การหมกัน า้ตาล glucose และ mannitol, Starch hydrolysis, Casein hydrolysis, Gelatin 
hydrolysis, Citrate, Oxidase, Decarboxylase และ Catalase และให้ผลลบ (-) ในการทดสอบ  Indole, 
Methyl red, และการหมกัน า้ตาล lactose นอกจากนีย้งัศกึษาการสร้างเอนไซม์โดยใช้ API ZYM test 
พบวา่ ไอโซเลท  KKCH8611 สามารถสร้าง Aklaline phosphatase, Esterase, Esterase lipase,  
Phosphohydrolase และ β-Glucosidase เมื่อน าผลการศกึษามาเปรียบเทียบกบัการศกึษาก่อนหน้านี ้
(Rekha; et al. 2007: 447–451, Sanghi; et al. 2008: 633-640, Murillo; & Villamil. 2011: 1-5, 
Khianngam; et al. 2014: 090-096) พบวา่ ไอโซเลท  KKCH8611คือ Bacillus subtilis subsp. 
subtilisดงัแสดงในตาราง 9 
  สว่นไอโซเลท PSR5631 สามารถเจริญเติบโตได้ดีในอณุหภมูิ 37 °C ท่ี pH 5-8 เมื่อ
ทดสอบด้วยอาหารจ าเพาะให้ผลบวก (+)ในการทดสอบ  Voges Proskauer, การหมกัน า้ตาล glucose 
และ mannitol, Gelatin hydrolysis, Starch hydrolysis, Citrate, Oxidase และ Catalase ให้ผลลบ  
(-)ในการทดสอบ  Indole, Methyl red, การหมกัน า้ตาล lactose, Casein hydrolysis  และ Decarboxylase 
นอกจากนีย้งัศกึษาการสร้างเอนไซม์โดยใช้ API ZYM test พบวา่ ไอโซเลท  PSR5631 สามารถสร้าง 
Esterase, Esterase lipase, Valine aminopeptidase, Phosphohydrolase และ β-Glucosidase 
เมื่อน าผลการศกึษามาเปรียบเทียบกบัการศกึษาก่อนหน้านี ้( Satami; et al. 2006: 1735-1740, 
Khianngam; et al. 2014: 090-096) พบวา่ ไอโซเลท  PSR5631 คือ Bacillus safensis ดงัแสดงใน
ตาราง 9  
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ตาราง 9 ลกัษณะทางชีวเคมีของ ไอโซเลท  KKCH8611 และ ไอโซเลท PSR5631 เทียบกบั Bacillus 
subtilis subsp. subtilis และ Bacillus safensis ตามล าดบั 
 

Characterization KKCH861
1 

Bacillus subtilis  
subsp. subtilis1 

PSR5631 Bacillus safensis2 

Growth condition     
  Optimum temp. (°C) 37 37 37 37 
  Optimum pH 5-8 5-9 5-8 5-9 
Biochemical     
  Indole - - - - 
  Voges Proskauer + + + + 
  Methyl red - - - - 
Triple sugar iron agar  K/A ND K/A ND 
Carbohydrate fermentation      
  Glucose + + + + 
  Lactose - - - - 
  Mannitol + + + + 
Hydrolysis of     
  Casein + + - - 
  Gelatin + + + + 
  Starch + + + + 
Utilization of citrate + + + + 
Oxidase + + + + 
Decarboxylase (lysine,  arginine, ornithine) + ND - - 
Catalase + + + + 
API ZYM test     
  Aklaline phosphatase + - ± + 
  Esterase (C-4) + - + + 
  Esterase lipase (C-8) + + + ND 
  Lipase (C-14) - + - - 
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ตาราง 9 (ตอ่) 
 

Characterization KKCH8611 Bacillus subtilis  
subsp. subtilis1 

PSR5631 Bacillus safensis2 

  Leucine  arylamidase ± + - - 
  Valine  arylamidase ± + ± - 
  Cystine arylamidase ± ND ± - 
  Trypsin ± - ± - 
  Chymotrypsin ± - ± ND 
  Acid phosphatase - + - - 
  Phosphohydrolase + ND + + 
  α-Galactosidase - - - - 
  β-Galactosidase - - + + 
  β-Glucuronidase - ND - - 
  α-Glucosidase - ND ± + 
  β-Glucosidase + ND + + 
  N-Acetyl-β-glucosaminidase ± ND - - 
 
หมายเหตุ + คือ มีการเปลี่ยนแปลง, - คือ ไมม่ีการเปลี่ยนแปลง, ± คือ มีการเปลี่ยนแปลงไมช่ดัเจน และ 
 ND คือ ไมม่ีข้อมลูในการทดสอบ 
1 Sanghi, A.; et al. (2008). Optimization of xylanase production using inexpensive agro-

residues by alkalophilic Bcillus subtilis ASH in solid-state fermentation. World K 
Microbiology Biotechnology. 24: 633-640. 

1Murillo, I.; & Villamil, L. (2011). Bacillus cereus and Bacillus subtilis used as probiotics in rotifer 
(Brachionus plicatilis) cultures. Probiotic & Prebiotic Applications in Aquaculture.: 1-5. 

2Satami, M. et al. (2006). Bacillus safensis sp. nov., isolated from space craft and assembly-facility 
suefaces. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. 56: 1739. 

2Khianngam, S. et al. (2014). Screening and identification of cellulase producing bacteria isolated from oil 
palm meal. Journal of Applied Pharmaceutical Science. 4 (04): 093. 
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 2.2 การศึกษาล าดับเบสบริเวณ 16S rRNA gene และความสัมพันธ์ทางววิัฒนาการ 
(Phylogenetic analysis) 
      น าไอโซเลท KKCH8611 และ ไอโซเลท PSR5631 สง่วิเคราะห์ท่ีบริษัท Macrogen ประเทศ
เกาหลีใต้เพ่ือจดัจ าแนกสายพนัธุ์แบคทีเรียโดยใช้วิธีการหาล าดบัเบสบริเวณ 16S rRNA gene 
 โดยใช้ Universal primer 27F (5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3' ) และ 1492R (5' 
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3') และเมื่อวิเคราะห์หาล าดบัเบสบริเวณ  16S rRNA gene 
โดยน าไปเปรียบเทียบกบัฐานข้อมลูของ GenBank (National Center for Biotechnology Information 
(NCBI)) ด้วยโปรแกรม BLAST พบวา่ ไอโซเลท KKCH8611 มีความคล้ายคลงึกบั Bacillus 
subtilis subsp. subtilis เท่ากบั  99.93% similarity โดยล าดบันิวคลีโอไทด์ของ type strain มี 
accession number เป็น  ABQL01000001 ดงันัน้จึงระบไุด้วา่เป็นเชือ้ Bacillus subtilis subsp. subtilis สาย
พนัธุ์ KKCH8611 และไอโซเลท PSR5631 มีความคล้ายคลงึกบั Bacillus safensis เท่ากบั  99.66% 
similarity โดยล าดบันิวคลีโอไทด์ของ type strain มี accession number เป็น ASJD01000027 ดงันัน้จึง
ระบไุด้วา่เป็นเชือ้ Bacillus safensis สายพนัธุ์ PSR5631 ดงัแสดงในภาพประกอบ 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 5 แผนภมูิทางวิวฒันาการของล าดบัเบสบริเวณ 16S rRNA gene ของแบคทีเรีย   
 2 สายพนัธุ์ เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู Genbank ท่ีคา่ bootstrapping 1,000 ครัง้ 
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3. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
 จากการจดัจ าแนกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปสสงูสดุทัง้ 2 สายพนัธุ์ คือ สายพนัธุ์  
KKCH8611 และสายพนัธุ์ PSR5631 ในขัน้ตอ่มาได้ท าการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต
เอนไซม์ไลเปส โดยท าการศกึษาระยะเวลาและการเจริญของเชือ้แบคทีเรีย ชนิดและความเข้มข้น  
ของแหลง่ไขมนั ชนิดและความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจน ความเข้มข้นของ NaCl คา่พีเอช และ
อณุหภมูิ 
 
 3.1 ผลของระยะเวลาและการเจริญของเชือ้แบคทีเรีย 
  จากการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ คือ สายพนัธุ์  KKCH8611 
และสายพนัธุ์  PSR5631 ท าการศกึษาท่ีสภาวะดงันี ้น า้มนัมะกอก ความเข้มข้น 0.5% (v/v), CASO 
ความเข้มข้น 0.12% (w/v) และ NaCl ความเข้มข้น 0.16% (w/v) พีเอช 7.0 ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 2 วนั ซึ่งเป็นสภาวะเดียวกบัการศกึษาผลของระยะเวลาและการเจริญของเชือ้แบคทีเรียสายพนัธุ์  
KKCH8611 และสายพนัธุ์  PSR5631 แตก่ารศกึษาผลของระยะเวลาได้ท าการ เก็บตวัอย่างทกุๆ  
6 ชัว่โมง โดยเร่ิมตัง้แตช่ัว่โมงท่ี 0 ถึงวนัท่ี 5 น าตวัอย่างมาคดัแยกแบคทีเรียโดยวิธี spread plate บ่มท่ี
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 วนั นบัจ านวนโคโลนีแบคทีเรียทัง้หมด และวดักิจกรรมของเอนไซม์
ไลเปส จากการทดลองพบวา่ ผลของระยะเวลาในการเลีย้งเชือ้ตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรีย 
สายพนัธุ์ PSR5631 พบวา่ ในช่วงระยะ lag phase และ log phase กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสนัน้  
มีคา่ไมค่งท่ี เมื่อระยะเวลา 60 ชัว่โมง เชือ้สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุคือ 7.18 U/mL และเมื่อ
ระยะเวลาเพ่ิมขึน้กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสลดลงอย่างตอ่เน่ือง  นอกจากนี ้ สายพนัธุ์ PSR5631 
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ 2 ช่วงของการเจริญ โดยช่วงท่ี 1 ผลิตเอนไซม์ไลเปสพร้อมกบัการเจริญ
ในช่วง log phase และช่วงท่ี 2 ผลิตเอนไซม์ไลเปสในช่วงปลาย stationary phase ดงัแสดงใน
ภาพประกอบ 6 (ก) และสายพนัธุ์ KKCH8611 พบวา่ ในช่วงระยะ lag phase และ log phase กิจกรรม
ของเอนไซม์ไลเปสเพ่ิมขึน้อย่างตอ่เน่ือง จนกระทัง่ ท่ีระยะเวลา 66 ชัว่โมง เชือ้สามารถผลิตเอนไซม์  
ไลเปสได้สงูสดุคือ 7.83 U/mL และเมื่อระยะเวลาเพ่ิมขึน้กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสลดลงอย่างรวดเร็ว 
ซึ่งสอดคล้องกบัการเจริญของเชือ้ท่ีอยู่ในช่วงของ death phase ดงัแสดงในภาพประกอบ 6 (ข)  
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ภาพประกอบ 6  ระยะเวลาในการเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส  (ก) Bacillus 
 safensis สายพนัธุ์ PSR5631 (   Cell number (log CFU/mL) และ    Lipase activity (U/mL))  
 (ข) Bacillus subtilis subsp. subtilis สายพนัธุ์ KKCH8611 (    Cell number  (log CFU/mL) 
 และ    Lipase activity (U/mL)) 
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 3.2 ผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งไขมัน 
 จากการศกึษาผลของระยะเวลาและการเจริญของเชือ้แบคทีเรียทัง้สองสายพนัธุ์  พบวา่
สายพนัธุ์ PSR5631 และสายพนัธุ์ KKCH8611 มีกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสสงูสดุท่ีระยะเวลา 60 และ 66 
ชัว่โมงตาม ล าดบั ขัน้ตอ่มาท าการศกึษาชนิดและความเข้มข้นของแหลง่ไขมนัในการผลิตเอนไซม์  
ไลเปส โดยน าหวัเชือ้ถ่ายลงใน production medium ซึ่งประกอบด้วยแหลง่ไขมนัชนิดตา่งๆ ดงันี ้ 
น า้มนัมะกอก (olive oil) น า้มนัข้าวโพด (corn oil) น า้มนัคาโนลา่ ( canola oil) น า้มนังา ( sesami oil) 
น า้มนัดอกทานตะวนั ( sunflower oil) น า้มนัถัว่เหลือง ( soybean oil) น า้มนัมะพร้าว ( coconut 
cooking oil) น า้มนัเมลด็ชา ดอกคามิลเลีย  (camellia tea oil) และ น า้มนัร าข้าว ( rice bran oil)  
ท่ีความเข้มข้น 0.5% (v/v), CASO ความเข้มข้น 0.12% (v/v) และ NaCl ความเข้มข้น 0.16% (w/v)  
พีเอช 7.0 ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีระยะเวลา 60 และ 66 ชัว่โมง  หลงัจากนัน้วิเคราะห์กิจกรรม
ของเอนไซม์ไลเปส จากการศกึษาพบวา่ สายพนัธุ์ PSR5631 เมื่อใช้น า้มนัร าข้าว น า้มนัข้าวโพด น า้มนั
เมลด็ชาดอกคามิลเลีย และน า้มนัมะกอกสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 6.94, 6.82, 6.74 และ 
6.54 U/mL ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพประกอบ 7 (ก) ดงันัน้จึงเลือกน า้มนัร าข้าวเป็นแหลง่ ไขมนั
เน่ืองจากมีราคาถกูกวา่น า้มนัข้างต้น สว่นสายพนัธุ์ KKCH8611 สามารถใช้น า้มนัข้าวโพด ในการผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ คือ 50.24 U/mL รองลงมาคือ น า้มนัคาโนลา่ และน า้มนัเมลด็ชาดอกคามิลเลีย 
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 36.67 และ 35.16 U/mL ตามล าดบั แตใ่นขณะท่ีน า้มนัมะพร้าว
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้น้อยท่ีสดุคือ 0.55 U/mL ดงัแสดงในภาพประกอบ 7 (ก) ดงันัน้จึงเลือก
น า้มนัข้าวโพดเป็นแหลง่ไขมนั ตอ่มาท าการศกึษาความเข้มข้นของ น า้มนัข้าวโพดและ น า้มนัร าข้าว  
ท่ีความเข้มข้นของแหลง่ไขมนั เท่ากบั 0.5, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5 และ 5.5% (v/v) ตามล าดบั พบวา่ 
สายพนัธุ์  KKCH8611 สามารถใช้น า้มนัข้าวโพด ท่ีความเข้มข้น  0.5% (v/v) ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้
สงูท่ีสดุ โดยผลิตเอนไซม์ได้ เท่ากบั 58.61 U/mL รองลงมาคือท่ีความเข้มข้น 2.5% (v/v) และ 5.5% 
(v/v) ซึ่งสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 55.58 และ 55.06 U/mL ตามล าดบั ดงัแสดงใน
ภาพประกอบ 7 (ข) และ สายพนัธุ์  PSR5631 สามารถใช้น า้มนัร าข้าว ท่ีความเข้มข้น 1.5% (v/v) 
ผลิต เอนไซม์ไลเปสได้สงูท่ีสดุ โดยผลิตเอนไซม์ ไลเปสได้เท่ากบั 50.17 U/mL รองลงมาคือท่ีความ
เข้มข้น 2.5% (v/v) และ 3.5% (v/v) ซึ่งสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 42.96 และ 39.09 U/mL 
ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพประกอบ 7 (ข) จากการศกึษา ข้างต้นได้ท าการคดัเลือกชนิดและความ
เข้มข้นของแหลง่ไขมนัของสายพนัธุ์  PSR5631 และสายพนัธุ์ KKCH8611 คือ น า้มนัร าข้าว  
ท่ีความเข้มข้น 1.5% (v/v) และน า้มนัข้าวโพดท่ีความเข้มข้น 0.5% (v/v) ตามล าดบั เพ่ือน าไปศกึษา
ในขัน้ตอ่ไป  การผลการวิจยัแสดงให้เห็นวา่ สายพนัธุ์ KKCH8611 สามารถใช้แหลง่ไขมนัผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้ท่ีความเข้มข้นต ่ากวา่สายพนัธุ์  PSR5631 
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ภาพประกอบ 7 ผลของ ชนิดและความเข้มข้นของไขมนั ตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก  Bacillus 

safensis สายพนัธุ์ PSR5631 และ Bacillus subtilis subsp. subtilis สายพนัธุ์ KKCH8611  
(ก) การเปรียบเทียบ ชนิดของแหลง่ ไขมนัท่ีความเข้มข้น  0.5% (v/v) (ข) การเปรียบเทียบ 
ความเข้มข้นของแหลง่ไขมนัโดยสายพนัธุ์ PSR5631ใช้น า้มนัร าข้าว และสายพนัธุ ์KKCH8611 ใช้
น า้มนัข้าวโพด เป็นแหลง่ ไขมนั ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีแตกตา่งกนั แสดงควา มแตกตา่งของ
คา่เฉล่ียปริมาณเอนไซม์ไลเปสในแตล่ะการทดลองท่ี  p < 0.05 
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 3.3 ผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน 
  จากการศกึษาก่อนหน้านีพ้บวา่สายพนัธุ์  PSR5631 และสายพนัธุ์  KKCH8611 
สามารถใช้น า้มนัร าข้าว  ท่ีความเข้มข้น 1.5% (v/v) และน า้มนั ข้าวโพดท่ีความเข้มข้น 0.5% (v/v)  
ท่ีระยะเวลา 60 และ 66 ชัว่โมง ตามล าดบั ในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ ตอ่มา ท าการศกึษา
ชนิดและความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนในการผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยน าหวัเชือ้ถ่ายลงใน 
production medium ท่ีมีการแปรผนัแหลง่ไนโตรเจนชนิดตา่งๆ ดงันี ้CASO, yeast extract, peptone, 
tryptone, (NH4)2SO4, NH4NO3 และ NH4Cl ท่ีความเข้มข้น 0.12% (v/v) โดยใช้ NaCl ความเข้มข้น 0.16% 
(w/v), น า้มนัร าข้าวความเข้มข้น 1.5% (v/v) ส าหรับสายพนัธุ ์PSR5631 และน า้มนัข้าวโพด ความเข้มข้น  
0.5% (v/v) ส าหรับสายพนัธุ์ KKCH8611 พีเอช 7.0 อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีระยะเวลา 60 และ 66 
ชัว่โมง ตามล าดบั จากการศกึษาพบวา่ สายพนัธุ์ PSR5631 เมื่อใช้  yeast extract สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุอย่างมีระดบันยัส าคญั เท่ากบั 57.23 U/mL รองลงมาคือ CASO มีกิจกรรม
เอนไซม์ไลเปสเท่ากบั 50.17 U/mL ในขณะท่ีแหลง่ไนโตรเจน อ่ืนๆ มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส  
ท่ีต ่ามาก ดงัแสดงในภาพประกอบ 8 (ก) สว่น สายพนัธุ์  KKCH8611 สามารถใช้ ( NH4)2SO4, CASO, 
NH4Cl และ NH4NO3 ในการผลิตเอนไซม์ไลเปส ได้เท่ากบั 60.81, 58.61, 48.00 และ 44.00 U/mL 
ตามล าดบั  แตเ่มื่อใช้ peptone และ tryptone ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสนัน้มีคา่ท่ีต ่า  
คือ 2.00 และ 7.00 U/mL ดงัแสดงในภาพประกอบ 8 (ก) จากการศกึษาข้างต้น สายพนัธุ์  PSR5631 
และสายพนัธุ์ KKCH8611 สามารถใช้ yeast extract และ (NH4)2SO4 ในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงู
ท่ีสดุตามล าดบั หลงัจากนัน้ศกึษาความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจน ท่ีความเข้มข้นเท่ากบั 0.02, 0.12, 
0.22, 032, 0.42 และ 0.52% (w/v) ตามล าดบั พบวา่สายพนัธุ์ PSR5631 ท่ีความเข้มข้น 0.32% (w/v) 
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุอย่างมีระดบันยัส าคญัท่ากบั 62.45 U/mL รองลงมาคือท่ีความเข้มข้น 
0.12% และ 0.22% (w/v) สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 57.23 และ 55.50 U/mL ตามล าดบั 
ดงัแสดงในภาพประกอบ 8 (ข) และสายพนัธุ์  KKCH8611 ท่ีความเข้มข้น 0.12% (w/v) สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้ท่ากบั 61.89 U/mL รองลงมาคือท่ีความเข้มข้น 0.42% และ 0.22% (w/v) สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 61.61 และ  60.05 U/mL ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพประกอบ 8 (ข) จากการศกึษา
ข้างต้นพบวา่ชนิดและความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส  
จากแบคทีเรียสายพนัธุ์  PSR5631 และสายพนัธุ์  KKCH8611 คือ yeast extract ท่ีความเข้มข้น 
0.32% (w/v) และ ( NH4)2SO4 ท่ีความเข้มข้น 0.12% (w/v) ตามล าดบั โดยจะเห็นวา่สายพนัธุ์  
KKCH8611 สามารถใช้แหลง่ไนโตรเจนท่ีเป็นสารอนินทรีย์ ((NH4)2SO4) ได้ดีและสามารถผลิตเอนไซม์
ไลเปสได้สงูกวา่สายพนัธุ์ PSR5631 ซึ่งแหลง่ไนโตรเจนนีเ้ป็นแหลง่อนินทรีย์ไนโตรเจนท่ีมีราคาถกู  
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ภาพประกอบ 8 ผลของ ชนิดและความเข้มข้นของไขมนั ตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก  
 Bacillus safensis สายพนัธุ์ PSR5631 และ Bacillus subtilis subsp. subtilis สายพนัธุ์ KKCH8611 
 (ก) การเปรียบเทียบชนิดของแหลง่ไนโตรเจนท่ีความเข้มข้น 0.12% (w/v) (ข) การเปรียบเทียบความ
 เข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนโดยสายพนัธุ์ PSR5631 ใช้ yeast  extract และ สายพนัธุ ์ KKCH8611 ใช้ 
 ( NH4)2SO4 เป็นแหลง่ไนโตรเจน ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีแตกตา่งกนั แสดงควา มแตกตา่งของ
 คา่เฉล่ียปริมาณเอนไซม์ไลเปสในแตล่ะการทดลองท่ี  p < 0.05 
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 3.4 ผลของความเข้มข้นของ NaCl 
  จากการศกึษาก่อนหน้านีพ้บวา่สายพนัธุ์ PSR5631 สามารถใช้น า้มนัร าข้าว ท่ีความเข้มข้น 
1.5% (v/v) เป็นแหลง่ไขมนั, yeast extract ท่ีความเข้มข้น 0.32% (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน  
ท่ีระยะเวลา 60 ชัว่โมง และสายพนัธุ์  KKCH8611 สามารถใช้น า้มนัข้าวโพดท่ีความเข้มข้น 0.5% 
(v/v)เป็นแหลง่คาร์บอน, (NH4)2SO4 ท่ีความเข้มข้น 0.12% (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน ท่ีระยะเวลา 66 
ชัว่โมง และ NaCl ความเข้มข้น 0.16% (w/v) พีเอช 7.0 ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในการผลิตเอนไซม์
ไลเปสได้สงูสดุ ตอ่มาท าการศกึษาความเข้มข้นของ NaCl ในการผลิตเอนไซม์ไลเปส เน่ืองจาก  
ใน production medium นัน้มีองค์ประกอบของ NaCl จึงท าการศกึษาผลของ NaCl ตอ่การผลิต
เอนไซม์ไลเปส โดยน าหวัเชือ้ ถ่ายลงใน production medium ซึ่งมีองค์ประกอบดงักลา่วข้างต้น  
ของทัง้สองสายพนัธุ์ และศกึษาความเข้มข้นของ NaCl ท่ีความเข้มข้นเท่ากบั 0, 0.16, 0.32, 0.48 และ 
0.64% (w/v) ตามล าดบั จากการศกึษาพบวา่ เมื่อท าการเลีย้งแบคทีเรียสายพนัธุ์ PSR5631 ในอาหาร 
production medium ท่ีประกอบด้วย NaCl ความเข้มข้น 0.16% (w/v) สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้
สงูท่ีสดุ คือเท่ากบั 64.09 U/mL รองลงมาคือท่ีความเข้มข้น 0%, 0.32%, 0.48% และ 0.64% (w/v) 
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 55.43, 47.73, 46.74 และ 41.25 U/mL ตามล าดบั ซึ่ง กิจกรรม
ของเอนไซม์ไลเปสจะลดลงอย่างตอ่เน่ือง เมื่อความเข้มข้นของ NaCl เพ่ิมขึน้ ดงัแสดงในภาพประกอบ 
9 สว่นสายพนัธุ์ KKCH8611 ท่ีความเข้มข้นของ NaCl เท่ากบั 0.16% (w/v) สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส
ได้สงูคือ 62.57 U/mL รองลงมาคือท่ีความเข้มข้น 0.32%, 0.48%, 0% และ 0.64% (w/v) สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 50.46, 49.35, 48.13 และ 45.68 U/mL  ตามล าดบั เมื่อความเข้มข้นของ 
NaCl เพ่ิมสงูขึน้กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสมีการเปลี่ยนแปลงเพียงเลก็น้อยเท่านัน้ ดงัแสดงใน
ภาพประกอบ 9 จากการศกึษาพบวา่ทัง้สายพนัธุ์  KKCH8611 และสายพนัธุ์ PSR5631 เป็นสายพนัธุ์  
ท่ีต้องการ NaCl เพียงเลก็น้อย เท่านัน้ คือท่ีความเข้มข้น 0.16% (w/v) ในการเจริญและการผลิต
เอนไซม์ไลเปส  
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ภาพประกอบ 9  ผลของความเข้มข้นของ NaCl ตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก Bacillus safensis สายพนัธุ์ 
 PSR5631 และ Bacillus subtilis subsp. subtilis สายพนัธุ์  KKCH861 ตวัอกัษรภาษาองักฤษ
 ท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของคา่เฉล่ียปริมาณเอนไซม์ไลเปสในแตล่ะการทดลองท่ี  p < 0.05 
 
 
 3.5 ผลของค่าพีเอช 
  จากการศกึษาก่อนหน้านีพ้บวา่สายพนัธุ์ PSR5631 สามารถใช้น า้มนัร าข้าว ท่ีความเข้มข้น 
1.5% (v/v) เป็นแหลง่ไขมนั yeast extract ท่ีความเข้มข้น 0.32% (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน 
NaCl ท่ีความเข้มข้น 0.16% (w/v) พีเอช 7.0 อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  ท่ีระยะเวลา 60 ชัว่โมง 
และสายพนัธุ์  KKCH8611 สามารถใช้น า้มนัข้าวโพดท่ีความเข้มข้น 0.5% (v/v)เป็นแหลง่ไขมนั
(NH4)2SO4 ท่ีความเข้มข้น 0.12% (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน NaCl ท่ีความเข้มข้น 0.16% (w/v) พีเอช 7.0 
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีระยะเวลา 66 ชัว่โมง ในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ ตอ่มาท าการศกึษา  
ผลของคา่พีเอชตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยท าการปรับคา่พีเอชของ production medium ท่ีผา่น
การศกึษาแหลง่ไขมนั ไนโตรเจน และ NaCl ท่ีเหมาะสมแล้ว โดยปรับให้มีคา่เท่ากบั 5, 5.5, 6.0, 6.5, 
7, 7.5 และ 8 พบวา่เมื่อท าการปรับคา่พีเอชของ production medium ท่ีพีเอช 7.0 แล้วน ามาใช้เลีย้ง
แบคทีเรียสายพนัธุ์ PSR5631 พบวา่ อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีพีเอช 7.0 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ คือเท่ากบั 66.71 U/mL รองลงมาคือพีเอชเท่ากบั 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.5 
และ 8.0 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 51.59, 48.90, 46.99, 45.85, 42.93 และ 37.87 U/mL 
ตามล าดบั ซึ่งแสดงให้เห็นวา่ เมื่อคา่พีเอชของอาหารเลีย้งเชือ้เพ่ิมมากขึน้ความสามารถในการผลิต
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เอนไซม์ไลเปสของ สายพนัธุ์ PSR5631 จะลดลง  สว่นสายพนัธุ์  KKCH8611 สามารถผลิตเอนไซม์  
ไลเปสได้สงูสดุ  คือเท่ากบั 63.01 U/mL รองลงมาคือพีเอชเท่ากบั 5.5, 8.0, 7.5, 6.5, 5.0 และ 6.0 
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 49.54, 48.90, 48.80, 48.76, 48.56 และ 47.80 U/mL ตามล าดบั 
และจากการศกึษาพบวา่ทัง้สองสายพนัธุ์สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีท่ี พีเอชเป็นกลาง นอกจากนี ้  
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ท่ีช่วงพีเอช คอ่นข้างกว้าง คือ พีเอช 5-8 ดงัแสดงในภาพประกอบ 10 
 

 

 
 
ภาพประกอบ 10 ผลของ pH ตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส จาก  Bacillus safensis สายพนัธุ ์PSR5631 
 และ Bacillus subtilis subsp. subtilis สายพนัธุ์ KKCH861ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีแตกตา่งกนั
 แสดงความแตกตา่งของคา่เฉล่ียปริมาณเอนไซม์ไลเปสในแตล่ะการทดลองท่ี  p < 0.05 
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 3.6 ผลของอุณหภูมิ 
 จากการศกึษาก่อนหน้านีพ้บวา่สายพนัธุ ์PSR5631 สามารถใช้น า้มนัร าข้าว ท่ีความเข้มข้น 
1.5% (v/v) เป็นแหลง่ไขมนั yeast extract ท่ีความเข้มข้น 0.32% (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน
NaCl ท่ีความเข้มข้น 0.16% (w/v) พีเอช 7.0 อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  ท่ีระยะเวลา 60 ชัว่โมง 
และสายพนัธุ์  KKCH8611 สามารถใช้น า้มนัข้าวโพดท่ีความเข้มข้น 0.5% (v/v)เป็นแหลง่ไขมนั 
(NH4)2SO4 ท่ีความเข้มข้น 0.12% (w/v) เป็นแหลง่ไนโตรเจน NaCl ท่ีความเข้มข้น 0.16% (w/v) พีเอช 7.0 
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีระยะเวลา 66 ชัว่โมง ในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ ตอ่มาท าการศกึษา  
ผลของอณุหภมูิตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยน า production medium ท่ีผา่นการศกึษาแหลง่
คาร์บอน, ไนโตรเจน, โซเดียมคลอไรด์ และคา่พีเอชท่ีเหมาะสมแล้วตามข้างต้น น าไปบ่มในเคร่ืองเขย่า
ท่ีอณุหภมูิ 37, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส พบวา่สายพนัธุ์ PSR5631 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส
ได้สงูสดุ คือเท่ากบั 68.80 U/mL ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส และเมื่ออณุหภมูิเพ่ิมสงูขึน้เป็น 45 และ 
50 องศาเซลเซียส ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสลดลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงัแสดงใน
ภาพประกอบ 11 ซึ่งสอดคล้องกบั สายพนัธุ์ KKCH8611 ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ คือเท่ากบั 63.27 
U/mL ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส และสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ในช่วง 37-50 องศาเซลเซียส  
ดงัแสดงในภาพประกอบ 11  
 

 
 
ภาพประกอบ 11 ผลของอณุหภมูิตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก  Bacillus safensis สายพนัธุ ์PSR5631 
 และ Bacillus subtilis subsp. subtilis สายพนัธุ์ KKCH8611 ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ี แตกตา่ง
 กนั แสดงความแตกตา่งของคา่เฉล่ียปริมาณเอนไซม์ไลเปสในแตล่ะการทดลองท่ี  p < 0.05  
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4.  การประเมิน การน า crude เอนไซม์ไลเปส ท่ีผลิตจากสายพันธ์ุ KKCH8611 ไประยุกต์ใช้
ในการสังเคราะห์พลาสติกชนิด PLA ด้วยกระบวนการทางชีวภาพ  

 การศกึษาการสงัเคราะห์พลาสติกชนิด PLA โดยใช้ crude เอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตจาก 
Bacillus subtilis subsp. subtilis สายพนัธุ์ KKCH8611 เน่ืองจาก สายพนัธุ์ KKCH8611 สามารถผลิตเอนไซม์
ไลเปสสงูสดุในสภาวะท่ีหลากหลาย และใช้อาหารในการผลิตเอนไซม์ไลเปสราคาถกู ท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม์
ไลเปสเท่ากบั 70 U/mL กรดแลคติกทางการค้า ท่ีความเข้มข้น 85% (w/v) ปรับปริมาตรสดุท้ายให้เท่ากบั 
100 มิลลิลิตร ด้วย tolueneท าการศกึษาการสงัเคราะห์พอลิเมอร์ชนิด PLA โดยใช้วิธีการทางชีวภาพ  
ซึ่งใช้เอนไซม์ไลเปส ท่ีผลิตจากแบคทีเรียท่ีแยกได้ เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา และท าปฏิกิริยา ท่ีอณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส ภายใต้อตัราการไหลของก๊าซไนโตรเจน 0 .1 vvm หลงัจากด าเนินปฏิกิริยาเป็นเวลา 4 
ชัว่โมง ได้สารละลายคล้ายน า้มนัสีใส ประมาณ 8 มิลลิลิตร  จึงน า สารละลาย ไปท าการวิเคราะห์
น า้หนกัโมเลกลุโดยใช้ LC/MS โดยอาศยัความแตกตา่งของประจไุอออนของสาร ในการแยก LC/MS 
นอกจากจะได้กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งเวลาท่ีสารใช้ในการเคลื่อนท่ีผา่นคอลมัน์กบัคา่การดดูกลืน
แสงของสารแล้ว ยงัได้ Mass Spectrum กราฟความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่มวลตอ่ประจขุองสาร ( m/Z) 
กบัคา่ความอดุมสมัพทัธ์ (Relative abundance) (ชตุิมา. 2548: 1-14) จากการทดลองพบวา่ พีคท่ีมีคา่ 
relative abundance สงูมีทัง้หมด 6 พีค ด้วยกนัคือ พีค A, B, C, D, E และ F  

โดยท่ีพีค A มีน า้หนกัโมเลกลุเท่ากบั 491.5 ซึ่งเป็นคา่น า้หนกัโมเลกลุของ PLA เตตระเมอร์ 
(tetramer)  

พีค B มีน า้หนกัโมเลกลุเท่ากบั 563.5 ซึ่งเป็นคา่น า้หนกัโมเลกลุของ PLA เพนตะเมอร์ (pentamer)  
พีค C  มีน า้หนกัโมเลกลุเท่ากบั 635.4 ซึ่งเป็นคา่น า้หนกัโมเลกลุของ PLA เฮกซะเมอร์ (hexamer)  
พีค D มีน า้หนกัโมเลกลุเท่ากบั 779.3 ซึ่งเป็นคา่น า้หนกัโมเลกลุของ PLA ออคตะเมอร์ (octamer)  
พีค E มีน า้หนกัโมเลกลุเท่ากบั 851.0 ซึ่งเป็นคา่น า้หนกัโมเลกลุของ PLA โนนะเมอร์ (nonamer)  
และพีคสดุท้าย คือพีค F  มีน า้หนกัโมเลกลุเท่ากบั 923.1 ซึ่งเป็นคา่น า้หนกัโมเลกลุของ PLA 

เดคะเมอร์ (decamer) ซึ่งน า้หนกัโมเลกลุท่ีได้นัน้เป็นน า้หนกัโมเลกลุท่ีรวมน า้หนกัของโพแทสเซียม
ไอออน [M+K]+ ท่ีอยู่ในระบบวิเคราะห์ ดงัแสดงในภาพประกอบ 12 ดงันัน้สรุปได้วา่ จ านวน n ของ 
กรดแลคติกท่ีเช่ือมตอ่กนัเป็นโอลิโกเมอร์ นัน้มี n ตัง้แต ่4 ไปจนถึง n สงูท่ีสดุเท่ากบั 10  
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บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
 จากการศกึษาการคดัแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยการน าตวัอย่างดิน  
ท่ีมีการปนเปือ้นของไขมนับริเวณสวนปาล์ม และบริเวณอทุยานแห่งชาติ  จ านวน 100 ตวัอย่าง  
ซึ่งเก็บดินมาจาก 3 จงัหวดัทางภาคใต้ของประเทศไทย ดงันี ้จงัหวดัเพชรบรีุ 24 ตวัอย่าง จงัหวดั
ประจวบคีรีขนัธ์ 16 ตวัอย่าง และ จงัหวดัชมุพร 60 ตวัอย่าง เพ่ือน ามาคดัแยก จลุินทรีย์ในกลุม่  
ของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยน าตวัอย่างมาคดัแยกแบคทีเรียโดยวิธี spread plate 
บนอาหาร Tween 80 agar สามารถคดัแยกแบคทีเรียได้ทัง้หมด 662 ไอโซเลท หลงัจากนัน้น าไอโซ
เลทท่ีคดัแยกได้มาท าการจดุ ( spot inoculation) บนอาหาร Tween 80 agar วดับริเวณขุน่รอบๆ 
โคโลนี เพ่ือคดัเลือกโคโลนีท่ีมีคา่ดชันีเอนไซม์ตัง้แต ่2.5 ขึน้ไป ซึ่งมีทัง้หมด 74 ไอโซเลท หลงัจากนัน้น า 
ไอโซเลทท่ีถกูคดัเลือกมา วดักิจกรรมของเอนไซม์ ไลเปส โดยใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตวัคะตะลิสต์  
ทางชีวภาพ ท าปฏิกิริยากบัสารละลาย p-nitrophenylpalmitate (pNPP) เป็นสบัสเตรท ท่ีอณุหภมูิ  
37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หลงัจากนัน้หยดุปฏิกิริยาด้วยเอทานอลความเข้มข้น 95% (v/v)  
น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 410 นาโนเมตร  พบวา่  ไอโซเลทท่ีมีกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสท่ีสงูคือ  
ไอโซเลท KKCH8611 มีกิจกรรมของเอนไซม์ ไลเปส สงูสดุคือ 8.96 U/mL รองลงมาคือไอโซเลท 
PSR5631 มีกิจกรรมของเอนไซม์ ไลเปส คือ 8.89 U/mL หลงัจากนัน้น า ไอโซเลท  KKCH8611  
และไอโซเลท PSR5631 มาท าการศกึษาลกัษณะสณัฐานวิทยา พบวา่ ลกัษณะโคโลนีของทัง้สอง  
ไอโซเลท มีขนาดเลก็ ขอบเรียบ ( entire) และขอบหยกัเลก็น้อย ( undulate) โคโลนีนนู ( convex) มีสี
นวล และเมื่อน ามาศกึษาสณัฐานวิทยาโดยการย้อมแกรมและย้อมเอนโดสปอร์ ภายใต้กล้อง
จลุทรรศน์แบบใช้แสง (light microscope) ด้วยก าลงัขยาย 1,000 เท่า พบวา่ทัง้สองไอโซเลท  ย้อมติด
สีมว่งของ crystal violet แสดงวา่เป็น แบคทีเรียแกรมบวก ( positive bacteria) มีลกัษณะรูปร่าง
เป็นท่อน  (rod shape) และสร้างเอนโดสปอร์แบบกึ่งกลางเซลล์ (central endospore)  นอกจากนีไ้ด้
ท าการศกึษาลกัษณะทางชีวเคมีและ ล าดบัเบสบริเวณ 16S rRNA gene พร้อมกบัศกึษาความสมัพนัธ์
ทางวิวฒันาการ พบวา่ ไอโซเลท  KKCH8611 และ ไอโซเลท  PSR5631 มีความคล้ายคลงึกบั  
Bacillus subtilis subsp. subtilis  และ Bacillus safensis  ตามล าดบั 
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 หลงัจากนัน้ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมใน การผลิตเอนไซม์ไลเปส พบวา่ สายพนัธุ์ PSR5631 
สามารถใช้ น า้มนัร าข้าว ความเข้มข้น 1.5% (v/v) เป็นแหลง่และความเข้มข้นไขมนั yeast extract 
ความเข้มข้น 0.32% (w/v) เป็นแหลง่และความเข้มข้นไนโตรเจน และ  NaCl ความ เข้มข้น 0.16% 
(v/w) พีเอช 7.0 อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส และระยะเวลาการเลีย้งเชือ้ท่ีคือ  60 ชัว่โมง  เป็นสภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส จากสภาวะข้างต้นสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุคือ 68.60 
U/mL และสายพนัธุ์ KKCH8611 สามารถใช้ น า้มนัข้าว โพด ความเข้มข้น 0.5% (v/v) เป็นแหลง่และ
ความเข้มข้นไขมนั  (NH4)2SO4 ความเข้มข้น 0.12% (w/v) เป็นแหลง่และความเข้มข้นไนโตรเจน  
และ NaCl ความเข้มข้น 0.16% (v/w) พีเอช 7.0 อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส และระยะเวลาการเลีย้ง
เชือ้ 66 ชัว่โมง เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส  สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ
คือ 63.27 U/mL จากสภาวะข้างต้นพบวา่ สายพนัธุ์ PSR5631 มีกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสสงูกวา่  
สายพนัธุ์ KKCH8611 เพียงเลก็น้อย 
  เมื่อทราบสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส ตอ่มาท า การศกึษาการสงัเคราะห์
พลาสติกชนิด PLA โดยใช้เอนไซม์ท่ีผลิตจาก  Bacillus subtilis subsp. subtilis สายพนัธุ์ 
KKCH8611เน่ืองจากองค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ของสายพนัธุ์ KKCH8611 ดงัท่ีกลา่วมา
ข้างต้น นัน้ ประกอบด้วยสตูรอาหารอย่างง่าย และท่ีใช้ความเข้มข้นต ่าในการผลิตเอนไซม์ไลเปส  
ได้อย่างมีประสิทธิภาพสงู นอกจากนี ้ สายพนัธุ์ KKCH8611 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ในช่วง  
พีเอชของอาหารเร่ิมต้นคอ่นข้างกว้าง  และช่วงของอณุหภมูิคอ่นข้างกว้างเช่นกนั เมื่อน ามา
เปรียบเทียบกบัสายพนัธุ์ PSR5631 พบวา่การผลิตเอนไซม์จะลดลงอย่างตอ่เน่ืองเมื่อพีเอชของอาหาร
เร่ิมต้น และอณุหภมูิเพ่ิมขึน้ หลงัจากนัน้น าเอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตจาก สายพนัธุ์ KKCH8611 มา
ท าการศกึษาการสงัเคราะห์พอลิเมอร์ชนิด PLA โดยใช้วิธีการทางชีวภาพ  โดยการใช้  crude เอนไซม์  
ไลเปสท่ีผลิตจากแบคทีเรียท่ีแยกได้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา และท าปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  
ภายใต้อตัราการไหลของก๊าซไนโตรเจน 0.1 vvm ด าเนินปฏิกิริยาเป็นเวลา 4 ชัว่โมง น าไปท าการวิเคราะห์
น า้หนกัโมเลกลุโดยใช้ Liquid Chromatography Mass Spectrometer (LC/MS) พบวา่โอลิโกเมอร์  
ของ PLA ท่ีสงัเคราะห์ได้มีน า้หนกัโมเลกลุสงูท่ีสดุ คือเท่ากบั 923.1 ซึ่งน า้หนกัโมเลกลุท่ีได้นัน้  
เป็นน า้หนกัโมเลกลุท่ีรวมน า้หนกัของโพแทสเซียมไอออน [M+K]+ ท่ีอยู่ในระบบวิเคราะห์ และมีจ านวน
โอลิโกเมอร์สงูสดุเท่ากบั 12 โมเลกลุ จากการวิเคราะห์แสดงให้เห็นวา่การใช้ crude เอนไซมไ์ลเปสในการ
สงัเคราะห์ พลาสติกชนิด PLA นัน้ สามารถท าได้และเป็นโอลิโกเมอร์สายสัน้ๆ ซึ่งสามารถน าไป
ประยกุต์ใช้ได้ตอ่ไปในอนาคต  
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 ในการศกึษาครัง้นีไ้ด้คดัแยกแบคทีเรียจากดิน เน่ืองจากดินเป็นแหลง่อาหารท่ีอดุมสมบรูณ์
เหมาะกบัการเจริญของจลุินทรีย์ ดงันัน้ในการศกึษาในครัง้นีจ้ึงท าการเก็บตวัอย่างดินบริเวณท่ีมีการ
ปนเปือ้นของไขมนัเน่ืองจากต้องการคดัแยกแบคทีเรียท่ีต้องการผลิตเอนไซม์ไลเปส น าตวัอย่างมา  
คดัแยกแบคทีเรียโดยวิธี spread plate บนอาหาร Tween 80 agar เช่นเดียวกบัการศกึษาของ Aly 
และคนอ่ืนๆ ท าการคดัแยก  Streptomyces exfoliates LP10 ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส  
จากดิน ท่ีมีการปนเปือ้นของไขมนั โดยใช้  Tween 80 agar เป็นอาหารเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย  
ท่ีคดัแยก ( Aly; et al. 2012: 1125-1137) ซึ่งเป็นวิธีท่ีสะดวกและรวดเร็วในการคดัแยกแบคทีเรีย  
ท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปส  (Ma; et al. 2010: 429-437)  โดยท่ีแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปสจะสร้าง
บริเวณขุน่รอบๆ โคโลนี เน่ืองจาก Tween 80 ท่ีเติมลงในอาหารเลีย้งเชือ้นัน้สามารถเคลื่อนท่ีผา่นเข้า
ออกเย่ือหุ้มเซลล์ได้ ซึ่งจะน าสารอาหารเข้าสูภ่ายในเซลล์ จึงเกิดการกระตุ้นการสงัเคราะห์เอนไซม์  
ไลเปส และหลัง่ออกมาภายนอกเซลล์ ( extracelluar lipase) เอนไซม์ไลเปสท่ีหลัง่ออกมาจะท า
ปฏิกิริยากบั Tween 80 เกิดเป็นกรดไขมนั ซึ่งกรดไขมนัท่ีเกิดขึน้จะรวมตวักบั CaCl2 เกิดเป็นตะกอน
ของ Calcium oleate รอบๆ โคโลนี ( Corzo; & Revah. 1999: 173-180, Slifkin. 2000: 4626-4628, 
Papagora; Roukas; & Kotzekidou. 2013: 413-420, Liu; et al. 2012; 511-516) เมื่อท าการคดัแยก
แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ไลเปสได้แล้ว จึงน าไอโซเลทท่ีถกูคดัเลือกมาวดักิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสโดย 
colorimetric method ซึ่งเป็นวิธีท่ีรวดเร็วและมีความไวตอ่ปริมาณ กรดไขมนัอิสระท่ีเพ่ิมขึน้ (Lowry; & 
Tinsley. 1976: 470-472) จากการศกึษาก่อนหน้านีไ้ด้ท าการศกึษาการวดักิจกรรมเอนไซม์ไลเปสโดย  
ใช้ p-nitrophenyl ester ท่ีมีความยาวของหมู ่akyl แตกตา่งกนั ดงันี ้pNPA (C2), pNBP (C4), pNPM 
(C14) และ pNPP (C16) พบวา่เมื่อใช้ pNPP (C16) เป็นสบัสเตรทจะเกิดปฏิกิริย าไฮโดรไลซิสสงูสดุ 
(Lima; et al. 2004: 65-71, Bussamara; et al. 2010: 268-275) ในการศกึษาครัง้นีใ้ช้เอนไซม์ไลเปส
เป็นตวัคะตะลิสต์ทางชีวภาพ ท าปฏิกิริยากบัสารละลาย p-nitrophenylpalmitate (pNPP) เป็นสบัสเตรท 
ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยา Hydrolysis ของ p-nitrophenyl ester ของ
กรดไขมนักบัความยาวของคาร์บอนอะตอม ( C>10) ปฏิกิริยา hydrolysis ท่ีเกิดขึน้นัน้ เกิดจากหมู ่
carboxylic ester ของ n-napthol, p-nitrophenol หรือ 2,4-dinitrophenol ซึ่งจะปลอ่ยหมู ่alcohol ท า
ให้สารละลายเปลี่ยนเป็นสีเหลือง ( Stuer; et al. 1986: 1070-1074, Vorderwulbecke; et al. 1992: 
631-639, Lee; et al. 2004: 5074-5078) จากการวดักิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสพบวา่สายพนัธุ์ 
PSR5631 และสายพนัธุ์ KKCH8611 มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสสงูสดุ จึงน าแบคทีเรียทัง้สอง  
สายพนัธุ์ท่ีคดัแยกได้ไป ศกึษาสภาวะ ท่ีเหมาะสม ในการผลิตเอนไซม์ไลเปส ( extracellular lipase) 
โดยท่ีแบคทีเรียแตล่ะชนิดนัน้มีความสามารถแตกตา่งกนัไปซึ่งขึน้อยู่กบัองค์ประกอบของอาหารเลีย้ง
เชือ้ ระยะเวลาการเลีย้งเชือ้ อณุหภมูิ และคา่พีเอช ( Aly; et al. 2012: 1125-1137) น าสายพนัธุ์  
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PSR5631 และสายพนัธุ์ KKCH8611 มาศกึษาระยะเวลาและการเจริญของแบคทีเรียโดยเก็บตวัอย่าง
ทกุๆ 6 ชัว่โมง โดยเร่ิมเก็บตวัอย่างตัง้แตช่ัว่โมงท่ี 0 ถึงวนัท่ี 5 และวดักิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส พบวา่
ระยะเวลาในการเลีย้งเชือ้ มีผลตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส ของสายพนัธุ์ PSR5631 และ สายพนัธุ์  
KKCH8611 ในช่วงระยะ lag phase และ log phase กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสคอ่ยๆ เพ่ิมขึน้ 
เน่ืองจากในระยะเร่ิมแรกแบคทีเรียมีการปรับตวัในอาหารเลีย้งเชือ้และเร่ิมมีการเจริญเติบโต จนกระทัง่
ระยะเวลา 60 ชัว่โมง  แบคทีเรีย สายพนัธุ์ PSR5631 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุคือ 7.18 
U/mL สว่นท่ีระยะเวลา 66 ชัว่โมง แบคทีเรีย สายพนัธุ์ KKCH8611 เชือ้สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส  
ได้สงูสดุคือ 7.83 U/mL พบวา่กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส ซึ่งผลิตได้จากแบคทีเรียทัง้สองสายพนัธุ์
ลดลงอย่างตอ่เน่ือง ซึ่งสอดคล้องกบัการเจริญของเชือ้ท่ีอยู่ในช่วงของ death phase เน่ืองจากมีอาหาร
จ ากดัในขณะท่ีแบคทีเรียมีจ านวนเพ่ิมมากขึน้ (Priest. 1997: 711-753) จากงานวิจยัของ Ma และคน
อ่ืนๆ  พบวา่ Burkholderia cepacia ใช้ระยะเวลาในการเลีย้งเชือ้  72 ชัว่โมง สามารถผลิตเอนไซม์ไล
เปสได้สงูสดุคือ 10.5 U/mL (Ma; et al. 2010: 429-437) ในขณะท่ีงานวิจยัของ Kaushik และคนอ่ืนๆ  
พบวา่เชือ้ Aspergillus carneus สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุคือ 12.7 U/mL ท่ีระยะเวลา 
96 ชัว่โมง (Kaushik; et al. 2006: 121-126) สว่นงานวิจยัของ Marimuthu พบวา่ท่ีระยะเวลา 48 
ชัว่โมง เชือ้ Staphylococcus hominis สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ คือ 17.8 U/mL (Marimuthu. 
2013: 252-256) หลงัจากนัน้น าสายพนัธุ์  PSR5631 และสายพนัธุ์  KKCH8611 มาท าการศกึษาชนิด
และความเข้มข้นของแหลง่ไขมนัในการผลิตเอนไซม์ไลเปส เน่ืองจากเอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตจาก
แบคทีเรียสว่นใหญ่นัน้เป็น inducible enzyme โดยใช้น า้มนัพืชเป็นแหลง่ไขมนั  เน่ืองจากน า้มนัพืช
สว่นใหญ่ ( 98%) เป็นไตรกลีเซอไรด์ท่ีประกอบด้วย กลีเซอรอลกบักรดไขมนัอิสระสายยาว โดยทัว่ไปมี
จ านวนคาร์บอนอะตอม 18 อะตอม ( oleic, linoleic และ linolenic) ท่ีเป็นกรดไขมนัไมอ่ิ่มตวัสายยาว 
ซึ่งจะไมพ่บในไขมนัสตัว์  (Zarevucka. 2012: 457-470) เมื่อวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปส พบวา่
สายพนัธุ์ PSR5631 เมื่อใช้น า้มนัร าข้าว น า้มนัข้าวโพด น า้มนัเมลด็ชาดอกคามิลเลีย และน า้มนัมะกอก  
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูไมแ่ตกตา่งกนัท่ีระดบันยัส าคญัทางสถิติ  ดงันัน้จึงเลือกน า้มนัร าข้าว
เป็นแหลง่ไขมนั เน่ืองจากเมื่อเปรียบเทียบราคากบัปริมาตร 1 ลิตร พบวา่ น า้มนัร าข้าวมีราคา 60 บาท 
น า้มนัข้าวโพด มีราคา 99 บาท น า้มนัเมลด็ชาดอก คามิลเลียมีราคา 169 บาท และน า้มนัมะกอก มี
ราคา 392 บาท ดงันัน้จึงเลือกน า้มนัร าข้าวเป็นแหลง่ไขมนัเน่ืองจาก มีราคาถกูกวา่น า้มนั ข้างต้น สว่น
สายพนัธุ์  KKCH8611 สามารถใช้น า้มนัข้าวโพด ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ สงูสดุ ดงันัน้จึงเลือกน า้มนั
ข้าวโพดเป็นแหลง่ไขมนั แตใ่นขณะท่ีน า้มนัมะพร้าวผลิตเอนไซม์ไลเปสได้น้อยท่ีสดุ ตอ่มาท าการศกึษา
ความเข้มข้นของน า้มนัร าข้าว และ น า้มนัข้าวโพด ท่ีความเข้มข้นของแหลง่ไขมนั เท่ากบั 0.5, 1.5, 2.5, 
3.5, 4.5 และ 5.5% (v/v) ตามล าดบั พบวา่สายพนัธุ์ PSR5631 สามารถใช้น า้มนัร าข้าวท่ีความเข้มข้น 
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1.5% (v/v) และสายพนัธุ์ KKCH8611 สามารถใช้น า้มนัข้าวโพด ท่ีความเข้มข้น  0.5% (v/v) ผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้สงู สดุท่ีระดบั นยัส าคญัทางสถิติ สายพนัธุ์ PSR5631 สามารถใช้ น า้มนัร าข้าว ซึ่ง
ประกอบด้วย C18:1 ความเข้มข้น 42.3% และ C18:2 ความเข้มข้น 31.9% น า้มนัข้าวโพด ซึ่ง
ประกอบด้วย C18:1 ความเข้มข้น 20-33.1% และ C18:2 ความเข้มข้น 57.8-62% น า้มนัเมลด็ชาดอก
คามิลเลีย ท่ีประกอบด้วย C18:1 ความเข้มข้น 67.7-76.7% และน า้มนัมะกอก  ท่ีประกอบด้วย C18:1 
ความเข้มข้น 55-83% และ C18:2 ความเข้มข้น 3.5-21% (Gunstone. 2002: 1-331, Ma; et al. 
2011: 9-12) ในการเป็น สารเหน่ียวน าท่ีดี เน่ืองจากน า้มนัท่ีกลา่วมานัน้ประกอบด้วย กรดโอเลอิก 
(oleic acid, C18:1) และกรดไลโนเลอิก ( linoleic acid, C18:2) และสายพนัธุ์ KKCH8611 
สามารถใช้ น า้มนัข้าวโพดซึ่ง ประกอบด้วย C18:1 ความเข้มข้น 20-33.1% และ C18:2 ความเข้มข้น 
57.8-62% (Gunstone. 2002: 1-331, Ma; et al. 2011: 9-12) เป็นสารเหน่ียวน าได้ดี เน่ืองจากน า้มนั
ข้าวโพด ประกอบด้วยกรดโอเลอิก (oleic acid, C18:1) และกรดกรดไลโนเลอิก (linoleic acid, C18:2)  
ซึ่งเป็นกรดไขมนัไมอ่ิ่มตวัท่ีมีพนัธะคู ่ 1 และ 2 ต าแหน่งตามล าดบั แตเ่มื่อใช้น า้มนัมะพร้าวเป็นสาร
เหน่ียวน ากลบัพบวา่มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสท่ีต ่าเน่ืองจากน า้มนัมะพร้าวประกอบด้วยกรดคาไพร
ลิก ( capylic acid, C8:0) กรดคาพริก ( capric acid, C10:0) และกรดลอริก ( lauric acid, C12:0) 
(Gunstone. 2002: 1-331) ซึ่งเป็นกรดไขมนัอ่ิมตวั จึงเกิดปฏิกิริยาได้ยากกวา่กรดไขมนัไมอ่ิ่มตวั สง่ผล
ให้กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสต ่า เมื่อศกึษาความเข้มข้นของแหลง่ไขมนัพบวา่สายพนัธุ์ KKCH8611 
ท่ีความเข้มข้นต ่า สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ในปริมาณสงู ในขณะท่ีสายพนัธุ์ PSR5631 ท่ีความ
เข้มข้นต ่า มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสท่ีต ่า อาจเน่ืองมาจากสายพนัธุ์ KKCH8611 มี subtrate affinity 
สงูกวา่สายพนัธุ ์PSR5631 เพราะสายพนัธุ์ KKCH8611 ท่ีความเข้มข้นต ่าสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส
ได้ดี ในขณะท่ีสายพนัธุ์ PSR5631 ต้องใช้แหลง่ไขมนัท่ีมีความเข้มข้นสงูกวา่ในการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
จากงานวิจยัท่ีผา่นมาได้มีการศกึษาผลของชนิดและความเข้มข้นของ ไขมนัในการผลิตเอนไซม์ไลเปส 
ซึ่งพบวา่ชนิดและความเข้มข้นของ ไขมนันัน้ มีความแตกตา่งกนัไปขึน้อยู่กบัจลุินทรีย์แตล่ะสายพนัธุ์ 
เช่น งานวิจยัของ Hamid และคนอ่ืนๆ พบวา่ Bacillus sp. สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูถึง 4.58 
U/mL โดยใช้น า้มนัมะกอกความเข้มข้น 10% (v/v) เป็นแหลง่คาร์บอน (Hamid; et al. 2003: 961-968) 
เช่นเดียวกบั Fabiszewska และคนอ่ืนๆ พบวา่แหลง่ไขมนัท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส จาก 
Yarrowia lipolytica KKP 379  คือ น า้มนัมะกอกความเข้มข้น 1% ( v/v) ซึ่ง สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสเท่ากบั 2.87 U/mL (Fabiszewska; et al. 2014: 404-410) แตจ่ากการทดลองของ Ma 
และคนอ่ืนๆ พบวา่ Burkholderia cepacia สามารถใช้น า้มนัถัว่ลิสงท่ีความเข้มข้น 2% (v/v) ในการ
ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุคือ 10.5 U/mL (Ma; et al. 2010: 429-437) สว่นการทดลองของ Burkert 
และคนอ่ืนๆ  พบวา่เมื่อใช้น า้มนัถัว่เหลืองท่ีความเข้มข้น 0.6% (v/v) สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส  



63 
 

ได้สงูสดุคือ 20 U/mL แตเ่มื่อใช้น า้มนัมะกอกท่ีความเข้มข้น 0.6% (v/v) สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้
เพียง 17 U/mL (Burkert; Maugeri; & Rodrigues. 2004: 77-84) จากการทดลองและจากงานวิจยั
ข้างต้นพบวา่แบคทีเรียแตล่ะสายพนัธุ์มีความต้องการแหลง่คาร์บอนและความเข้มข้นของคาร์บอนท่ี
แตกตา่งกนั ซึ่งแบคทีเรียสว่นใหญ่จะสามารถใช้แหลง่คาร์บอน C18:n ของกรดไขมนัอิสระสายยาว 
เน่ืองจากสามารถชกัน าการเกิดผลิตภณัฑ์และการเกิดกิจกรรมเอนไซม์ไลเปสได้ โดยทัว่ไปกิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเปสจะเพ่ิมขึน้ตามความเข้มข้นของไขมนั แตถ้่าความเข้มข้นมากเกินไปอาจจะเกิด 
substrate inhibition สว่นกลไกการหลัง่เอนไซม์ไลเปสของแบคทีเรียนัน้มีความแตกตา่งกนัไปขึน้อยู่
กบัสายพนัธุ์ของแบคทีเรีย ( Zarevucka. 2012: 457-470) จากการทดลอง สรุปได้ วา่สายพนัธุ์  
PSR56318 ใช้น า้มนัร าข้าว ท่ีความเข้มข้น 1.5% (v/v) และสายพนัธุ์  KKCH8611 ใช้น า้มนัข้าวโพด ท่ี
ความเข้มข้น 0.5% (v/v) เท่านัน้ ในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูถึง 50.17 และ 58.61 U/mL ตามล าดบั 
 ตอ่มาท าการศกึษาชนิดและความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนในการผลิตเอนไซม์ไลเปส  
ซึ่งประกอบด้วยชนิดและความเข้มข้นของไขมนัท่ีเหมาะสมจากการทดลองท่ีผา่นมา  พบวา่สายพนัธุ์ 
PSR5631 เมื่อใช้ yeast extract สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ คือเท่ากบั 57.23 U/mL ในขณะ
ท่ีแหลง่ไนโตรเจนอ่ืนๆ มีกิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสท่ีต ่ามาก สว่นสายพนัธุ์  KKCH8611 สามารถใช้ 
(NH4)2SO4 ในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ คือเท่ากบั 60.81 U/mL แตเ่มื่อใช้ peptone ความสามารถ
ในการผลิตเอนไซม์ไลเปสนัน้น้อยมาก คือ 2.00 U/mL จากการศกึษาข้างต้น สายพนัธุ์  PSR5631 และ 
สายพนัธุ์ KKCH8611 สามารถใช้ yeast extract และ (NH4)2SO4 ในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูท่ีสดุ
ตามล าดบั หลงัจากนัน้ศกึษาความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจน ท่ีความเข้มข้นเท่ากบั 0.02, 0.12, 0.22, 
032, 0.42 และ 0.52% (w/v) ตามล าดบั พบวา่ สายพนัธุ ์ PSR5631 พบวา่ท่ีความเข้มข้น 0.32% (w/v) 
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ สงูสดุเท่ากบั 62.45 U/mL และสายพนัธุ์  KKCH8611 ท่ีความเข้มข้น 
0.12% (w/v) สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ท่ากบั 61.89 U/mL สายพนัธุ์ PSR5631 ใช้ yeast extract 
ในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ เน่ืองจากองค์ประกอบใน yeast extract ประกอบด้วยแหลง่
ไนโตรเจนทัง้หมด 10.9% กรดอะมิโน 6.0% แหลง่คาร์โบไฮเดรต 163.3 มิลลิกรัมตอ่กรัม และวิตามิน  
ท่ีละลายน า้ (BD Biosciences. 2006: 1-27) ซึ่งเป็นแหลง่สารอาหารพืน้ฐานท่ีจ าเป็นตอ่เมแทบอลิซึม
และสง่เสริมตอ่การเจริญเติบโตของสายพนัธุ์ PSR5631 สว่นสายพนัธุ์ KKCH8611 สามารถใช้ (NH4)2SO4 
เป็นแหลง่ไนโตรเจนท่ีเป็นสารอนินทรีย์ได้ดีกวา่แหลง่ไนโตรเจนท่ีเป็นสารอินทรีย์ เน่ืองจาก เป็นแหลง่
ไนโตรเจนท่ีเชือ้แบคทีเรียสามารถน าไปใช้ในกระบวนการเมแทบอลิซึมได้ง่าย และเมื่อ เปรียบเทียบ
แหลง่ไนโตรเจนท่ีเป็นสารอนินทรีย์ พบวา่เมื่อใช้ NH4NO3 กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสมีคา่น้อย กวา่ 
(NH4)2SO4  และ  NH4Cl อาจะเน่ืองมาจากในขัน้ตอนการเปลี่ยน NO3

- ไปเป็น NH4 นัน้มีการสญูเสีย 
ATP ไประหวา่งการเจริญ ท าให้น ามาใช้ในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ลดลง  นอกจากนีท้ัง้สอง  
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สายพนัธุ์มีความสามารถในการใช้  peptone และ tryptone ในการผลิตเอนไซม์ไลเปสท่ีต ่า
อาจจะเกิดจาก สายพนัธุ์  PSR5631 เลือกใช้สารอาหารท่ีประกอบด้วยแหลง่อาหารท่ีมีแหลง่อาหาร
ครบถ้วน โดยเฉพาะแหลง่คาร์โบไฮเดรต  โดย peptone ประกอบด้วยแหลง่ไนโตรเจนทัง้หมด 
15.4% กรดอะ มิโน 3.5% แหลง่คาร์โบไฮเดรต 6.29 มิลลิกรัมตอ่กรัม และ tryptone ประกอบด้วย
แหลง่ไนโตรเจนทัง้หมด 13.3% กรดอะมิโน 4.5% แหลง่คาร์โบไฮเดรต 10.56 มิลลิกรัมตอ่กรัม ( BD 

Biosciences. 2006) และสายพนัธุ์  KKCH8611 เลือกสารอาหารท่ีสามารถใช้ได้ง่ายก่อนท่ีจะเลือก
สารอาหารท่ีโครงสร้างท่ีซบัซ้อน ซึ่งสอดคล้องกบังานวิจยัของ Marimuthu พบวา่เมื่อใช้  yeast extract 
ท่ีความเข้มข้น 0.5% (w/v) สง่ผลให้ Staphylococcus hominis สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ 
คือ 19.5 U/mL (Marimuthu.  2013: 252-256) เช่นเดียวกบั Liu และคนอ่ืนๆ พบวา่เชือ้ Burkholderia 
sp. C20 ใช้ yeast extract  2.175 กรัมตอ่ลิตร และ ( NH4)2SO4  ความเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์  ในการ
ผลิตเอนไซม์ไลเปสเท่ากบั 16.7 U/mL แตเ่มื่อเพ่ิมปริมาณ yeast extract จะสง่ผลให้การผลิต
เอนไซม์ไลเปสลดลง ซึ่งอาจจะเป็นไปได้วา่คาร์โบไฮเดรตท่ีเป็นองค์ประกอบใน yeast extract จะไป
ยบัยัง้การผลิตเอนไซม์ไลเปส ( Liu; et al. 2012: 511-561) แตง่านวิจยัของ Salihu และคนอ่ืนๆ ได้
ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก Candida cylindracea ในโรงโมน่ า้มนัปาล์ม 
พบวา่เมื่อใช้ peptone ท่ีความเข้มข้น 0.45% (w/v) จะสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุคือ 20.26 
U/mL (Salihu; et al. 2012: 36-44.) เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Kaushik และคนอ่ืนๆ ท าการศกึษา
สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจากเชือ้ Aspergillus carneus โดยใช้ การออกแบบ
ทดลองด้วยวิธีพืน้ผิวตอบสนอง  จากการทดลองพบวา่เมื่อใช้ peptone ท่ีความเข้มข้น 0.8% (w/v) 
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุคือ 12.7 U/mL (Kaushik; et al. 2006: 121-126.) จากการศกึษา
ข้างต้นพบวา่ชนิดและความเข้มข้นแหลง่ไนโตรเจนของสายพนัธุ์ PSR5631 และสายพนัธุ์  KKCH8611 
ท่ีสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส ได้ดีท่ีสดุคือ yeast extract ท่ีความเข้มข้น 0.32% (w/v) และ (NH4)2SO4 
ท่ีความเข้มข้น 0.12% (w/v) จากการทดลองข้างต้นแสดงให้เห็นวา่ แหลง่ไนโตรเจนสง่ผลตอ่  
การผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยท่ีจลุินทรีย์แตล่ะสายพนัธุ์มีความสามารถในการใช้แหลง่ไนโตรเจน  
ได้หลากหลายไมว่า่จะเป็นสารอินทรีย์ หรือสารอนินทรีย์ โดยพบวา่สายพนัธุ์  KKCH8611 สามารถใช้
แหลง่ไนโตรเจนท่ีหาง่ายและราคาถกูในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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 หลงัจากนัน้ท าการศกึษาความเข้มข้นของ NaCl ในการผลิตเอนไซม์ไลเปส เน่ืองจากในสตูร
อาหาร production medium มี NaCl เป็นองค์ประกอบ พบวา่ สายพนัธุ์  PSR5631 และสายพนัธุ์
KKCH8611สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูท่ีความเข้มข้นของ  NaCl เท่ากบั 0.16% (W/V) คือ 
64.09 และ 62.57 U/mL ตามล าดบั สายพนัธุ์ PSR5631 กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสจะลดลง  
เมื่อความเข้มข้นของ  NaCl เพ่ิมขึน้ ในขณะท่ีสายพนัธุ์  KKCH8611 เมื่อความเข้มข้นของ  NaCl 
เพ่ิมขึน้ กิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสคอ่นข้างคงท่ี จากการศกึษาพบวา่ทัง้สองสายพนัธุ์ เป็นสาย
พนัธุ์ท่ีต้องการ NaCl เพียงเลก็น้อยเท่านัน้ คือท่ีความเข้มข้น 0.16% (w/v) ในการเจริญและการผลิต
เอนไซม์ไลเปส  ซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกบังานวิจยัของ  Liu และคนอ่ืนๆ  พบวา่เมื่อใช้  NaCl  
ท่ีความเข้มข้น 0.16% (w/v) เชือ้ Burkholderia sp. C20 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุเท่ากบั 
3.9 U/mL (Liu; Lu; & Chang. 2006: 1940-1944.) ในขณะท่ีงานวิจยัของ Wolski และคนอ่ืนๆ พบวา่
เมื่อใช้ NaCl 5.0 g/L เชือ้ Penicillium sp. สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุเท่ากบั 9.5 U/mL 
(Wolski; et al. 2009: 60-66) จากการศกึษาก่อนหน้านีพ้บวา่การเติม NaCl ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ของ 
Bacillus natto จะช่วยชกัน าในการผลิตเอนไซม์ไลเปสและสง่ผลให้ผลิตเอนไซม์ไลเปสในระยะเวลา  
ท่ีสัน้ลง ซึ่งโซเดียมไอออน และคลอไรด์ไอออนสามารถผา่นเข้าไปภายในเย่ือหุ้มเซลล์ได้อย่างตอ่เน่ือง
สง่ผลให้เกิดการกระตุ้นการสร้างเอนไซม์ไลเปสเพ่ิมมากขึน้เมื่อเปรียบเทียบกบัอาหารเลีย้งเชือ้  
ท่ีความเข้มข้นของ  NaCl ต ่า (Hasan; Shah; & Hameed. 2009:782-798, Papagora; Roukas; & 
Kotzekidou. 2013: 413-420.) 
 จากรายงานก่อนหน้านีพ้บวา่คา่พีเอชเร่ิมต้นในอาหารเลีย้งเชือ้นัน้ มีผลตอ่การผลิตเอนไซม์  
ไลเปสจากแบคทีเรียได้ โดยเมื่อคา่พีเอชของอาหารเร่ิมต้นมีคา่เท่ากบั 6.0 จะผลิตเอนไซม์ไลเปส  
ได้สงูสดุคือ 22.67 U/mL แตใ่นขณะท่ีไมม่ีการควบคมุคา่พีเอชเร่ิมต้นในอาหารเลีย้งเชือ้ สง่ผลให้การ
ผลิตเอนไซม์ไลเปสมีคา่ท่ีต ่า คือเท่ากบั 10 U/mL (Liu; et al. 2012; 511-516) ดงันัน้จึงได้ท าการศกึษา  
ผลของคา่พีเอชตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส โดยท าการปรับคา่พีเอชเร่ิมต้นของ production medium 
พบวา่ทัง้สองสายพนัธุ์สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีพีเอช 7.0 โดยท่ีสาย
พนัธุ์ PSR5631 และสายพนัธุ์ KKCH8611 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติ คือเท่ากบั 66.71 และ 63.01 U/mL ตามล าดบั จากการศกึษาพบวา่ทัง้สองสายพนัธุ์สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้ดีท่ีพีเอชเป็นกลาง (Neutrophilic Bacteria หรือ Neutrophiles) นอกจากนี ้ สามารถ
ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ท่ีช่วงพีเอชคอ่นข้างกว้าง คือ พีเอช 5-8 ซึ่งสอดคล้องกบั Staphylococcus hominis 
พบวา่ท่ีพีเอช  7.0 ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ คือ 14.7 U/mL (Marimuthu. 2013: 252-256) 
Pseudomonas sp. ZBC1 ท่ี พีเอช  7.0 ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุคือ 19.5 U/mL (Xing; et al. 
2013: 949-957.) และ Burkholderia cepacia  ท่ีพีเอช  7.0 ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุคือ 50.0 
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U/mL (Rathi; et al. 2002; 930-936) แตจ่ากงานวิจยัของ Ertugrul และคนอ่ืนๆ พบวา่คา่พีเอชเร่ิมต้น
ในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสมตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปสของ Bacillus sp. คือพีเอช 6.0 (moderate 
acidic) สว่นงานวิจยัของ Ma และคนอ่ืนๆ พบวา่ Burkholderia cepacia สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส
ได้สงูสดุคือ 10.5 U/mL ท่ี พีเอช  8.0 (Ma; et al. 2010: 429-437.)  และงานวิจยัของ Liu และคนอ่ืนๆ 
พบวา่ท่ี พีเอช  9.0 Burkholderia sp. C20 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 3.9 U/mL (Liu; 
Lu; & Chang. 2006: 1940-1944) จากงานวิจยัข้างต้นพบวา่คา่พีเอชเร่ิมต้นในอาหารเลีย้งเชือ้นัน้
สง่ผลตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเปส เน่ืองจากพีเอชในอาหารเลีย้งเชือ้จะช่วยดดูซึมสารอาหารเข้าสูภ่ายใน
เซลล์และกระตุ้นการเจริญเติบโตของแบคทีเรียเพ่ือผลิตเอนไซม์ โดยผา่นทาง signaling pathway  
ซึ่งจะสง่ผลให้มีการปลอ่ยเอนไซม์ออกสูภ่ายนอกเซลล์ แตถ้่าเซลล์อยู่ในสภาวะท่ีมีคา่พีเอชสงู หรือ  
ต ่ากวา่สภาวะเหมาะสมตอ่การเจริญจะสง่ผลให้ permease ท่ีท าหน้าท่ีล าเลียงสารอาหาร   
สร้าง extracellular enzyme บนเย่ือหุ้มเซลล์ถกูท าลาย สง่ผลให้ H+ และ OH- เคลื่อนท่ีผา่นเข้าสูเ่ซลล์
ท าให้เอนไซม์ตา่งๆ ภายในเซลล์เสื่อมสภาพและสง่ผลให้เซลล์ตายในท่ีสดุ ( Dheeman; Frias; & 
Henehan. 2010: 1-17) จากการรายงานข้างต้นพบวา่แบคทีเรียแตล่ะสายพนัธุ์มีความต้องการ  
คา่พีเอชท่ีแตกตา่ง กนั ซึ่งแบคทีเรียสว่นใหญ่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีในอาหารเลีย้งเชือ้  
ท่ีคา่พีเอชอยู่ในช่วง 6.0-7.0 (Anbu; et al. 2011: 4147-4156)  
 หลงัจากนัน้ ศกึษาผลของอณุหภมูิในการผลิตเอนไซม์ไลเปส สายพนัธุ์ PSR5631 สามารถ
ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ สงูสดุเท่ากบั 68.80 U/mL ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  และเมื่ออณุหภมูิ  
เพ่ิมสงูขึน้เป็น 45 และ 50 องศาเซลเซียส ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสลดลง สว่นสายพนัธุ์  
KKCH8611 ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุ เท่ากบั 63.27 U/mL ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส และ
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ในช่วงอณุหภมูิ 37-50 องศาเซลเซียส ดงันัน้ทัง้สายพนัธุ์  KKCH8611 
และ สายพนัธุ์ PSR5631 เป็นแบคทีเรียในกลุม่ mesophile ชอบเจริญในท่ีมีอณุหภมูิปานกลาง  
ซึ่งสอดคล้องกบัวิจยัของ Ma และคนอ่ืนๆ พบวา่ Burkholderia cepacia สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปส
ได้สงูสดุคือ 10.5 U/mL ท่ีอณุหภมูิ  37 องศาเซลเซียส  (Ma; et al. 2010: 429-437.) และงานวิจยัของ  
Kaushik และคนอ่ืนๆ พบวา่ ท่ีอณุหภมูิ  37 องศาเซลเซียส Aspergillus carneus สามารถผลิตเอนไซม์  
ไลเปสได้สงูสดุคือ 12.7 U/mL (Kaushik; et al. 2006: 121-126.) แตใ่นขณะท่ีงานวิจยัของ Burkert 
และคนอ่ืนๆ พบวา่ Geotrichum sp. ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส  สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงู
ถึง 20 U/mL (Burkert; Maugeri; & Rodrigues. 2004: 77-84) สว่นงานวิจยัของ Liu และคณะ
Burkholderia sp. C20 ท่ีอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้เท่ากบั 3.9 U/mL 
(Liu; Lu; & Chang. 2006: 1940-1944) และงานวิจยัของ  Xing และคนอ่ืนๆ พบวา่ท่ีอณุหภมูิ 80 
องศาเซลเซียส Pseudomonas sp. ZBC1 สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงูสดุคือ 19.5 U/mL (Xing; 
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et al. 2013: 949-957.) จากงานวิจยัข้างต้น แสดงให้เห็นวา่แบคทีเรียแตล่ะสายพนัธุ์สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้ท่ีอณุหภมูิท่ีแตกตา่งกนั โดยท่ีอณุหภมูิท่ีใช้ในการเลีย้งเชือ้นัน้สง่ผลตอ่อตัราการแพร่
ของสารอาหารและไอออนของแร่ธาตตุา่งๆ ท่ีจ าเป็นตอ่การเจริญเติบโตเข้าภายในเซลล์ ดงันัน้  
ถ้าเลีย้งเชือ้ในอณุหภมูิท่ีเหมาะสมอตัราการแพร่ของสารตา่งๆ จะผา่นเข้าภายในเซลล์ได้เป็นอย่างดี 
ในขณะท่ีอณุหภมูิต ่ากวา่อณุหภมูิท่ีเหมาะสมจะสง่ผลให้เกิดพลงังานจลน์ท่ีต ่า และถ้าอณุหภมูิสงู
เกินไป จะสง่ผลตอ่ permease ท่ีท าหน้าท่ีล าเลียงสารอาหาร  และสร้าง extracellular enzyme  
บนเย่ือหุ้มเซลล์ถกูท าลาย เน่ืองจาก permease เป็นโปรตีนจึงถกู denature ได้ท่ีอณุหภมูิสงู    
 เมื่อทราบสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปส ตอ่มาจึงท า การศกึษาการ
สงัเคราะห์พลาสติกชนิด PLA การศกึษาขัน้ตอ่ไปเลือก ใช้เอนไซม์ ไลเปส ท่ีผลิตจาก  Bacillus 
subtilis subsp. subtilis สายพนัธุ์ KKCH8611 เน่ืองจากมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์  
ไลเปสในสภาวะท่ีหลากหลาย ใช้อาหารผลิตเอนไซม์ไลเปสราคาถกู และผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สงู 
จากการสงัเคราะห์พลาสติกชนิด PLA โดยใช้ crude เอนไซม์ไลเปส จากสายพนัธุ์ KKCH8611 พบวา่
ผลิตภณัฑ์ท่ีได้เป็นโอลิโกเมอร์ท่ีมีจ านวนโมเลกลุของพอลิเมอร์ชนิด PLA สงูสดุเท่ากบั  10 โมเลกลุ 
(decamer) และวิเคราะห์น า้หนกัโมเลกลุโดยใช้ LC/MS พบวา่ โอลิโกเมอร์ของ PLA ท่ีสงัเคราะห์ได้  
มีน า้หนกัโมเลกลุสงูท่ีสดุ คือเท่ากบั 923.1 ซึ่งน า้หนกัโมเลกลุท่ีได้นัน้น า้หนกัโมเลกลุท่ีรวมน า้หนกั
ของโพแทสเซียมไอออน [M+K]+ ท่ีอยู่ในระบบวิเคราะห์  
 จากรายงานก่อนหน้านีพ้บวา่  เอนไซม์ไลเปสท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสดุคือ CAL-B ซึ่งเป็นเอนไซม์
ท่ีผลิตจากเชือ้ Candida antarctica lipase B จะท างานได้ดีท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส นาน 96 
ชัว่โมง สามารถเปลี่ยนกรดแลคติกให้เป็นพลาสติกชนิด PLA ได้ถึง 60% และได้พลาสติกชนิด PLA 
55% ซึ่งมีน า้หนกัโมเลกลุอยู่ในช่วง 5,000-6,200 Da ในขณะท่ีเมื่อใช้ Porcine pancreatic lipase 
(PPL) และ PCL จะเกิดเป็นพลาสติกชนิด PLA ในปริมาณต ่า ( Lassalle; & Ferreira. 2008: 1493-
1502) เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Chanfreau และคนอ่ืนๆ พบวา่ lipase B จากเชือ้  Candida 
antarctica (Novozyme 435) สามารถเพ่ิมผลผลิตของ PLLA ได้สงูสดุถึง 63% และมีน า้หนกัโมเลกลุ
เท่ากบั 37.8 x 103 g/mol  ท่ีอณุหภมูิ 90 องศาเซลเซียส  (Chanfreau; et al. 2010: 629-638)  
จากรายงานข้างต้นพบวา่เอนไซม์ไลเปสสามารถเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชนัได้ เน่ืองจากเอนไซม์  
ไลเปสสามารถเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนัเป็นปฏิกิริยาผนักลบัของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยจะเกิด
การสร้างพนัธะเอสเทอร์ระหวา่งหมูไ่ฮดรอกซิล ( -OH group) ของ กรดแลคติกตวัท่ีหนึ่ง กบัหมู่  
คาร์บอกซิล (-COOH group) ของกรดแลคติกตวัท่ีสองตอ่กนัเป็นโซ่ยาวกลายเป็นพลาสติกชนิด PLA ได้ 
(Yu; et al. 2012: 1027-1036) การสงัเคราะห์พลาสติกชนิด PLA โดยใช้เอนไซม์ไลเปสนัน้เป็นกระบวนการ
ทางชีวภาพท่ีเป็นมิตรตอ่สิ่งแวดล้อมโดยท่ีกระบวนการสงัเคราะห์นัน้เกิดในสภาวะท่ีไมรุ่นแรงเมื่อเทียบ
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กบักระบวนการทางเคมี มีความจ าเพาะเจาะจงและสามารถควบคมุการเกิดปฏิกิริยาได้ (Lassalle; & 
Ferreira. 2008: 1493-1502) แตพ่ลาสติกชนิด PLA ท่ีเกิดขึน้นัน้มีน า้หนกัโมเลกลุคอ่นข้างต ่า  
อาจเน่ืองมาจากปริมาณน า้ในขัน้ตอนการควบแน่นโดยตรงอาจจะมีมากเกินไป จึงสง่ผลให้
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมากกวา่การเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนั โดยท่ีปริมาณน า้ท่ีเหมาะสมควรอยู่
ในช่วง 1-4% ซึ่งจะช่วยกระตุ้นให้เกิดกระบวนการพอลิเมอไรเซชนัได้ เน่ืองจากเอนไซม์ไลเปสสามารถ
เกิดปฏิกิริยาบริเวณผิวหน้าระหวา่งชัน้ไขมนัและชัน้น า้ โดยท่ีพืน้ผิวของชัน้น า้นัน้ เป็นบริเวณท่ี
ประกอบด้วย α- helical ซึ่งเป็น active site จะถกูปิดท าให้สบัสเตรทไมส่ามารถเข้าจบักบัเอนไซม์  
ไลเปสได้ แตใ่นขณะท่ีบริเวณชัน้น า้มนั α-helical ท่ีเป็น active site สามารถจบักบัสบัสเตรทเกิดเป็น 
ES complex แตถ่ึงอย่างไรก็ตามการสงัเคราะห์ aliphatic polyester ควรมีน า้ในการเกิดปฏิกิริยา
เน่ืองจากน า้มีความสามารถในการสร้างพนัธะไฮโดรเจน (Varma; et al. 2005: 949-981, Lassalle; & 
Ferreira. 2008: 1493-1502) การเลือกตวัท าละลายท่ีเหมาะสม เช่น n-hexane ท่ีความเข้มข้น 1.1 
mM ท่ี 20 องศาเซลเซียส สามารถเพ่ิมผลผลิตการเกิดผลิตภณัฑ์ได้ดีกวา่เมื่อใช้ acetone dioxane และ 
acetonotrile เป็นตวัท าละลาย ( Torres; & Otero. 2001: 3-12) ความเข้มข้นของเอนไซม์ไลเปส  
ไมเ่พียงแตส่ง่ผลตอ่ผลผลิต ยงัสง่ผลตอ่น า้หนกัโมเลกลุอีกด้วย เช่น เมื่อใช้ CAL-B ท่ีถกูตรึงเอนไซม์ 
และ PPL ท่ีความเข้มข้น 54 mg/mmol ช่วยเพ่ิมผลผลิตของ PLA และน า้หนกัโมเลกลุ  และระยะเวลา
ในการเกิดปฏิกิริยา โดยทัว่ไประยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเกิดพอลิเมอร์ไรเซชนั คือ 96 ชัว่โมง  
ซึ่งสอดคล้องกบัการใช้ CAL-B ท่ีถกูตรึงเอนไซม์ และ PPL แตเ่มื่อใช้ PCL ท่ีเวลาเดียวกนัพบวา่
น า้หนกัโมเลกลุมีคา่ท่ีต ่า (Lassalle; & Ferreira. 2008: 1493-1502) ดงันัน้ในการศกึษากระบวนการ
พอลิเมอร์ไรเซชนั ควรค านึงถึงปัจจยัท่ีกลา่วมาข้างต้น  
 นอกจากนีย้งัพบวา่ crude เอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตจาก  Bacillus subsp. subtilis สายพนัธุ์ 
KKCH8611 น าไปใช้ในการสงัเคราะห์ พอลิเมอร์ชนิด PLA ได้  Mw น้อยกวา่เมื่อใช้เอนไซม์ไลเปส  
ทางการค้า แตก่ารใช้ crude เอนไซม์ไลเปสสามารถลดต้นทนุในการสงัเคราะห์พอลิเมอร์ชนิด PLA ได้ 
จากงานวิจยัของ  Chuensangjun และคนอ่ืนๆ  ใช้เอนไซม์ไลเปสทางการค้า ( Lipozyme TL IM) 5% 
(w/w) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา  และ ใช้กรดแลคติกทางการค้า ปริมาตร  250 มิลลิกรัมตอ่มิลลิ ตร 
เป็นสบัสเตรท  ท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะ nitrogen atmosphere นาน 5 ชัว่โมง  
และเมื่อน ามาค านวณหาคา่เฉล่ียของน า้หนกัโมเลกลุพบวา่มีคา่เท่ากบั 4,515 Da (Chuensangjun; et 
al. 2012: 154-157) น า้หนกัโมเลกลุของพลาสติกชนิด PLA ท่ีได้จากการสงัเคราะห์ด้วยเอนไซม์ไลเปส 
จากสายพนัธุ์ KKCH8611 มีคา่ท่ีต ่า อาจเน่ืองมาจากปริมาณน า้ในขัน้ตอนการควบแน่นโดยตรง
อาจจะมีมากเกินไป สง่ผลให้เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสมากกวา่การเกิด ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนั  หรือ
เกิดจากระยะเวลาในการควบแน่นน้อยเกินไป สง่ผลให้ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้นัน้เป็นโอลิโกเมอร์สายสัน้ๆ  
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ของพลาสติกชนิด PLA แตถ่ึงอย่างไรก็ตามโอลิโกเมอร์ของพลาสติกชนิด PLA สามารถน าไป
ประยกุต์ใช้ได้ในหลากหลายด้าน เช่น ด้านการแพทย์ ได้น ามาใช้เป็นวสัดใุนการตรึงกระดกูภายใน
ร่างกาย อปุกรณ์ฝังในร่างกาย เน่ืองจากมีความยืดหยุ่นสงูกวา่โลหะ สามารถเข้ากบัเนือ้เย่ือและดดูซึม
ได้โดยวิธีการทางชีวภาพ น ามาใช้ในการผลิตหนงัเทียมเพ่ือตกแตง่บาดแผลท่ีเกิดจากไฟไหม้ 
นอกจากนีย้งัสามารถเป็นวสัดท่ีุควบคมุการปลอ่ยตวัยาได้อย่างมีประสิทธิภาพ และด้านการเกษตร  
ได้น ามาปรับปรุงคณุภาพของดิน เน่ืองจากย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติเกิดเป็นกรดแลคติก ซึ่งจะ
ช่วยปรับปรุงคณุภาพของดินท่ีเป็นดินดา่งได้ (Lasprilla; et al. 2012: 321-328) ในการศกึษาขัน้ตอ่ไป
ควรน าผลิตภณัฑ์ท่ีเหลือใช้ในระดบัอตุสาหกรรมมาเป็นแหลง่ไขมนัและแหลง่ไนโตรเจน เพ่ือลดต้นทนุ
ในการผลิต ควรศกึษาคณุสมบตัิของเอนไซม์ไลเปสท่ีคดัแยกได้จากสายพนัธุ์ KKCH8611 และศกึษา
สภาวะท่ีเหมาะในกระบวนการพอลิเมอร์ไรเซชนัพลาสติกชนิด PLA เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิต
พลาสติกชนิด PLA ตอ่ไปในอนาคต 
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สูตรอาหารและวธีิการเตรียมอาหาร
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลีย้งเชือ้ 
1. Enrichment medium 
 Peptone     0.05  เปอร์เซ็นต์ 
 Na2HPO4     0.10  เปอร์เซ็นต์ 
 KH2PO4     0.15  เปอร์เซ็นต์ 
 MgSO4. 7H2O     0.05  เปอร์เซ็นต์ 
 NaCl      0.05  เปอร์เซ็นต์ 
 ( NH4)2SO4     0.50  เปอร์เซ็นต์ 
 Tween 80              12.00  เปอร์เซ็นต์ 
 ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยน า้กรอง และ ละลายสว่นผสมทัง้หมดให้เข้ากนั  น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 121 ± 1 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที  
2. Tween 80 agar 
 Peptone     10  กรัม  
 NaCl        5   กรัม 
 CaCl2. 2 H2O      0.1  กรัม 
 Agar                15  กรัม 
 H2O              900  มิลลิลิตร 
 น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 ± 1 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้  เป็นเวลา  
15 นาทีตัง้ทิง้ไว้ให้อณุหภมูิลดลงจนพอจบัขวดอาหารได้ประมาณ 45 องศาเซลเซียส แล้วจึงน าไปรวม
กบัสารท่ีท าการฆ่าเชือ้แยกไว้ คือ 
 Tween 80              10  กรัม 
 H2O              900  มิลลิลิตร 
3. Tween 80 broth 
 Peptone     10  กรัม  
 NaCl        5   กรัม 
 CaCl2. 2H2O      0.1  กรัม 
 Tween 80                10  กรัม 
 ปรับปริมาตรด้วยน า้กรองให้มีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ  121 ± 1
องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
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4. Inoculum medium 
 Olive oil     2  มิลลิลิตร 
 Tween 80     1  มิลลิลิตร 
 Glucose     0.5  กรัม 
 Yeast  extract     0.5  กรัม 
 Peptone     0.5  กรัม 
 ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยน า้กรองจนครบ 1 ลิตร และละลายสว่นผสมทัง้หมดให้เข้ากนั  น าไป
นึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 ± 1 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที  
5. Production medium 
 Olive oil     0.5  เปอร์เซ็นต์ 
 NaCl      0.16  เปอร์เซ็นต์ 
 Stock CASO     0.12  เปอร์เซ็นต์   
 (ประกอบด้วย tryptone 17 กรัมตอ่ลิตร glucose 2.5 กรัมตอ่ลิตร peptone 3 กรัมตอ่ลิตร) 
 ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยน า้กรอง และ ละลายสว่นผสมทัง้หมดให้เข้ากนั  น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 121 ± 1 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
6. Nutrient agar 
 Peptone     5  กรัมตอ่ลิตร 
 Beef extract                 3  กรัมตอ่ลิตร 
 Agar                15  กรัมตอ่ลิตร 
 ปรับปริมาตรด้วยน า้กรองให้มีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ  121 ± 1  
องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
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บัฟเฟอร์และวิธีการเตรียมสาร 
1. อาหารทดสอบการหมักคาร์โบไฮเดรต  
 1.1 เตรียมอาหารพืน้ฐาน Nutrient broth ประกอบด้วย  
  Beef extract     3.0   กรัม  
  Peptone     5.0   กรัม  
  น า้กลัน่       1,000   มิลลิลิตร  
  จากนัน้เติม Bromthymol blue   0.03   กรัม   
 1.2 เตรียมสารละลายน า้ตาลเข้มข้น  5% ได้แก่  glucose, mannitol และ lactose ผสมลงใน
อาหารพืน้ฐานให้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 0.5% ถึง 1% เทใสห่ลอดทดลองพร้อมหลอดดกัก๊ าซ น าไป
นึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 110 ± 1 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
2. Methyl red- Voges - Proskauer medium (MR-VP)  
  Peptone     7.0   กรัม  
  Dextrose     5.0  กรัม  
  Dipotassium phosphate   5.0   กรัม  
  น า้กลัน่      1,000   มิลลิลิตร   
  ปรับ pH ให้เป็น 6.9±0.2  
3. สารเคมีท่ีใช้ในการทดสอบ MR   
 3.1 สารเคมีท่ีใช้ทดสอบ MR  
  Methyl red     0.8   กรัม  
  Ethanol 95%     300   มิลลิลิตร  
  น า้กลัน่     100   มิลลิลิตร 
  ละลายสี Methyl red ใน 95% Ethanol แล้วจึงเติมน า้กลัน่ 
 3.2 สารเคมีท่ีใช้ในการทดสอบ VP (Voges- Proskauer test solution)  
  Solution A:  
  Alpha naphthol    10.0   กรัม  
  Ethanol 95%     100   มิลลิลิตร 
  ละลาย Alpha naphthol ใน 95% Ethanol เก็บในขวดสีชา 
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  Solution B:  
  KOH      20   กรัม 
  น า้กลัน่      100   มิลลิลิตร  
  ละลาย KOH ในน า้กลัน่ เก็บในขวดสีชา 
4. Triple sugar iron agar (TSI)  
  Peptone     20   กรัม  
  Beef extract     3.0   กรัม  
  Yeast extract     3.0   กรัม  
  Sodium chloride    5.0   กรัม  
  Lactose     10.0   กรัม  
  Sucrose     10.0   กรัม 
  Glucose     1.0   กรัม  
  Ferrous ammonium sulfate   0.2   กรัม  
  Sodium thiosulfate    0.2   กรัม  
  Phenol red     0.025   กรัม  
  Agar      15.0   กรัม 
  น า้กลัน่     1,000   มิลลิลิตร  
  ต้มสว่นผสมทัง้หมดเพ่ือละล าย agar แบ่งใสห่ลอดปริม าตร 10 มิลลิลิตร  น่ิงฆ่าเชือ้
โดยใช้คว ามดนั 15 ปอนด์ตอ่ต ารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที น าออกมาให้แขง็ตวัในลกัษณะเป็น  agar 
deep หรือ agar tall  
5. Citrate agar  
  Sodium chloride    5.0   กรัม  
  Magnesium sulfate    0.2   กรัม  
  Ammonium dihydrogen phosphate  1.0   กรัม  
  Dipotassium hydrogen phosphate  1.0   กรัม  
  Sodium citrate     2.0   กรัม  
  Bromothymol blue    0.08   กรัม  
  Agar      15.0   กรัม  
  น า้กลัน่     1,000   มิลลิลิตร
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 (ปรับ pH ให้เป็น 6.9± 0.2) ผสมสารและต้มวุ้นให้ละลายบรรจใุสห่ลอดหลอดละ  3 มิลลิลิตร  
น าไปนึ่งฆ่าเชือ้แล้ววางเอียง 
6. การทดสอบแคตาเลส (catalase test)  
 3% Hydrogen peroxide solution H2O2   3.0   กรัม  
 H2O       100   มิลลิลิตร 
7. การทดสอบออกซเิดส (oxidase test) สารเคมีท่ีใช้ทดสอบ  
 Tetramethyl-p-phenylediamine HCl   10   กรัม  
 น า้กลัน่      1,000   มิลลิลิตร  
 ละลาย tetramethyl-p-phenylediamine HCl ในน า้กลัน่  เก็บในขวดสีช า และเก็บในตู้เย็น   
ถ้าสารละลายเปลี่ยนเป็นสีน า้เงินไมส่ามารถทดสอบได้ 
8. 50 mM Tris-HCl pH 8 
 Tris-HCl     6.057  กรัม 

น า้กลัน่      1,000  มิลลิลิตร 
 ปรับ pH ด้วย 0.1N HCl 
9. การเตรียมสารละลาย p-nitrophenylpalmitate 

 9.1 Solution A 

  p-nitrophenylpalmitate (pNPP)  0.03  กรัม 

  Isopropanol     10  มิลลิลิตร 

 9.2 Solution B 

  เตรียม Triton x-100    0.4          มิลลิลิตร 

  ลงใน 50 mM Tirs-HCl pH 8  ปริมาตร 90 มิลลิลิตร หลงัจากนัน้ชัง่  

  Gum arabic     0.1  กรัม 

10. การเตรียมสารละลาย  p-nitrophenol  

 p-nitrophenol     0.139  กรัม 

 Isopropanol     900  ไมโครลิตร 
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