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บทคัดย่อ 

 
ในการศึกษานี้แบคทีเรียที่ทนตอ่ตัวท าละลายอินทรีย์ถูกแยกจากตัวอย่างดนิและน้ าจ านวน 22 ตัวอย่างที่เก็บ

มาจากจังหวัดล าปาง เชียงใหม่ ชลบุรี สมุทรปราการ ตรัง และนครราชสีมา โดยพบว่าจลุินทรีย์จ านวน 38 ไอโซเลตที่
สามารถเจริญได้ในอาหารกึงแข็งที่มี 2.5%(v/v) isopropanol จุลินทรีย์ทั้ง 38 ไอโซเลตถูกน ามาทดสอบความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส ไลเปส และออกซิเดส ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมโ์ปรติ
เอส ไลเปส และออกซิเดส มีจ านวน 21, 3 และ 22 ไอโซเลต ตามล าดับ จุลินทรีย์ไอโซเลต KY21, SK21 และ SC3 เป็น
จุลินทรีย์ทีส่ามารถผลิตเอนไซมไ์ลเปสที่มีการหลั่งออกมานอกเซลล์ได้ ส่วนจุลนิทรียไ์อโซเลต KY32, WB22 และ J31 
เป็นจุลนิทรีย์ที่มีการผลิตโปรติเอสในระดับสงูเมื่อเปรียบเทียบกบัจุลินทรีย์ทั้ง 21 ไอโซเลตที่มีการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสที่
หลั่งออกมานอกเซลล์ ในขณะที่ความสามารถในการผลิตออกซิเดสของจุลินทรีย์ทั้ง 22 ไม่สามารถระบุความแตกต่างได ้
ดังนั้นจลุินทรีย์ไอโซเลต เลต KY21, SK21, SC3, KY32, WB22 และ J31 จึงถูกเลือกมาเพื่อศึกษาผลของเวลาต่อการ
เจริญและการผลิตเอนไซม์ ซึง่จลุินทรีย์ไอโซเลต SC3 และ J31 แสดงความสามารถในการผลติเอนไซม์ไลเปสและโปรติ
เอสได้ดีมาก ทั้งสองไอโซเลตจงึถูกน ามาเลี้ยงในอาหารที่มีการเติม acetone, methanol, isopropanol, toluene และ 
hexane เพื่อศึกษาผลของตัวท าละลายอินทรีย์ดังกล่าวต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ ผลการศึกษาพบวา่เอนไซมไ์ล
เปสของจุลินทรียไ์อโซเลต SC3 สามารถผลิตได้สูงสุดเมื่อมีการเติม hexane ลงไป ในทางตรงข้ามตัวท าละลายอินทรีย์
ทุกชนิดทีท่ าการทดสอบไมส่่งผลต่อการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสของจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 จุลินทรีย์ที่มีสามารถทนต่อตวั
ท าละลายอนิทรีย์ดังกลา่วถูกระบุสายพันธุ์วา่เป็น Bacillus sp. โดยใช้การวิเคราะห์ 16S ribosomal DNA ไลเปสจาก 
Bacillus sp. SC3 สามารถเร่งปฏิกิริยา hydrolysis ได้เหมาะสมในสารละลายบฟัเฟอร์ 0.05 M Tris-HCl, pH 8.0 ที่
อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เอนไซม์ไลเปสของ Bacillus sp. SC3 ยังคงสามารถมีความสามารถในการสลายลพิิดได้
สูงสุด ทั้งในสารละลายบัฟเฟอร์ 0.05 M Tris-HCl, pH 8.0 หรือที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หรือภาวะที่มี 50%(v/v) 
hexane ส าหรับการศึกษาปฏิกิริยา transesterification ระหว่าง vinyl stearate และ pentanol เอนไซม์หยาบของ 
Bacillus sp. SC3 ให้ผลผลิตของ pentyl stearate ที่สูงทีส่ดุที่ 24 ชั่วโมง โดยมีผลผลิตสูงกว่า pentyl stearate ที่
เกิดจากเซลล์ของ Bacillus sp. SC3 เอนไซม์ไลเปสที่ทนต่อตัวท าละลายอนิทรีย์แสดงความสามารถในการเลือกท า 
transesterification ปฏิกิริยากับสารตั้งต้นโดยสามารถท าปฏิกิริยากับสารตั้งตน้ที่เปน็ vinyl ester สายสัน้ได้ดี
เช่นเดียวกับการเลือกท าปฏิกิริยากับ secondary alcohol เพื่อสามารถน าเอนไซม์ไปประยุกต์กับอุตสาหกรรมหรือมอง
ภาพการน าไปใช้ในอนาคตได้ การตรึงเอนไซม์ด้วยวิธี alginate, polyacrylamide และ polyvinyl alcohol จึงถูก
น ามาใช้ การตรึงเอนไซม์ดว้ยวธิี alginate สามารถเร่งปฏิกิริยา hydrolysis ของ p-nitrophenyl palmitate ไดสู้งสดุ 
นอกจากนี้เอนไซม์ทีผ่่านการตรึงด้วย alginate สามารถน ากลบัมาใช้ใหม่ถึง 5 คร้ังโดยยังคงมีการท างานทีสู่งกว่า 10% 
ในขณะที่ pentyl stearate ไม่สามารถตรวจพบไดจ้ากโดยการใช้เอนไซมท์ี่ผา่นการตรึงด้วยวิธี alginate, 
polyacrylamide และ polyvinyl alcohol จากสมบัตขิองเอนไซม์ไลเปสทีท่นต่อตัวท าละลายอินทรีย์ที่ผลติจาก 
Bacillus sp. SC3 แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการน าไปใช้ในอุตสาหกรรมซักล้าง การบ าบัดของเสียที่มี
องค์ประกอบของน้ ามันหรือไขมนั และกระบวนการที่เกี่ยวข้องกับปฏิกิริยา hydrolysis 
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Abstract 
 

In this study, organic solvent-tolerant bacteria were isolated from 22 soils and water samples 
from Lampang, Chiang Mai, Chonburi, Samutprakan, Trang and Nakhonratchasima. It was found that 
38 isolates were able to grow on semisolid medium containing 2.5%(v/v) isopropanol. All 38 isolates 
were examined for production of protease, lipase and oxidase. The results showed that bacteria 
produced protease, lipase and oxidase were 21, 3, and 22 isolates, respectively. There were 3 
isolates, KY21, SK21 and SC3, produced extracellular lipase. Among 21 extracellular protease 
producers, the isolate KY32, WB22 and J31 showed high protease activity. Therefore, the isolate 
KY32, WB22, J31, KY21, SK21 and SC3 were selected to study time course of growth and enzyme 
production. The isolate SC3 and J31 showed the greatest ability to produce lipase and protease, 
respectively. Both isolates were then selected and cultivated in medium containing acetone, 
methanol, isopropanol, toluene and hexane in order to study the effect of organic solvent on 
growth and enzyme production. The results showed that the highest lipase production of the isolate 
SC3 was achieved when hexane was supplemented. On the other hands, all tested organic solvents 
had no effect on protease production of isolate J31.  These organic solvent-tolerant bacteria were 
identified using 16s ribosomal DNA analysis as Bacillus sp. The lipase from Bacillus sp. SC3 exhibited 
the optimum hydrolysis reaction in 0.05 M Tris-HCl buffer, pH 8.0 at 30°C. The highest remaining 
lipolytic activity of lipase from Bacillus sp. SC3 was performed in either 0.05 M Tris-HCl buffer, pH 
8.0, at 4°C, or 50%(v/v) hexane. For transesterification study between vinyl stearate and pentanol, 
the crude enzyme of Bacillus sp. SC3 gave maximum pentyl stearate production at 24 hours, which 
higher than pentyl stearate formation of whole Bacillus sp. SC3 cells. This organic-solvent tolerant 
lipase showed a selectivity regarding the structure of the substrates in the transesterification of short 
chain vinyl ester as well as secondary alcohols. Three immobilization methods, alginate, 
polyacrylamide and polyvinyl alcohol, were introduced for industrial applications and future 
perspectives. Among three immobilization methods, the highest p-nitrophenyl palmitate hydrolysis 
activity was observed in alginate. In addition, the recycling results showed that the immobilized of 
the SC3 lipase with alginate remained active higher than 10% at the fifth cycle. While, the yields of 
pentyl stearate obtained from alginate, polyacrylamide and polyvinyl alcohol was not able to 
detect. On the whole, the organic-solvent tolerant lipase from Bacillus sp. SC3 showed an 
interesting ability for detergent industries, treatment of fat-containing waste effluents and hydrolysis 
processing.  
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บทที่ 1  
บทน า 

 
 ปัจจุบนัความต้องการเอนไซมท์ีส่ามารถท างานได้ในภาวะรุนแรง เช่น อุณหภูมิสูง ความเป็นกรด-ด่างสูง ความดัน
สูง ภาวะที่มีเกลือ โลหะหนัก หรือตัวท าละลายอินทรีย์ มีเพิ่มมากขึ้น เนื่องมาจากเอนไซม์ในกลุ่มนี้ที่สามารถท างานได้
ในภาวะที่เอนไซม์ทั่วไปไมส่ามารถกระท าได้ ตัวอย่างการน าเอนไซม์ในกลุ่มที่ทนต่อภาวะรุนแรงมาใช้ในอุตสาหกรรม 
ได้แก่ การน าเอนไซม์ amylase ที่ทนความร้อนจาก Clostridium thermohydrosulfuricum มาใช้ในกระบวนการ
ผลิต fructose หรือ glucose syrup1 การน า xylanase ที่ทนความร้อนจาก Thermomyces lanuginosus มาใช้ใน
กระบวนการฟอกสีกระดาษ1,2 การน าเอนไซม์ protease ที่ทนต่อภาวะที่เปน็ดา่งจาก Streptomyces sp. มาใช้ในการ
สังเคราะหส์ารให้ความหวานที่ให้พลังงานต่ า สารลดแรงตึงผิว หรือองค์ประกอบในอาหาร ยา รวมไปถึงเคร่ืองส าอาง
บางชนิด3,4 การน าเอนไซม ์ esterase ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์มาประยุกต์ใช้ในการ hydrolysis แบบเลือก 
enantiomer (enantioselective synthesis) หรือการสังเคราะห์แบบเลือกต าแหน่ง (regioselective synthesis) 
ของยาบางชนดิ5 เป็นตน้ ซึ่งแหล่งผลิตเอนไซมท์ี่ทนต่อภาวะรนุแรงที่ส าคัญ คือ จุลนิทรีย์ในกลุ่มที่ทนต่อภาวะรุนแรง 
(extremophile microorganisms) จุลินทรีย์ในกลุ่มนี้สามารถแบ่งได้เปน็ 6 กลุ่มใหญ่ตามสภาพแวดล้อมที่จลุินทรีย์
เจริญ คือ กลุ่ม thermophiles (เจริญเติบโตได้ดทีี่อุณหภูมิ 60->80°C), psychrophiles (เจริญเติบโตได้ดทีี่อุณหภูมิ 
<15°C), acidophiles (เจริญเติบโตได้ดีที่ pH <2-3), alkaliphiles (เจริญเติบโตได้ดทีี่ pH >9) และ halophiles 
(เจริญเติบโตได้ดทีี่มีความสามารถทนเกลือ) และ piezophiles (เจริญเติบโตได้ดีที่ความดนัสูง)1,6 และยังสามารถ
แบ่งเป็นกลุ่มย่อยตามความสามารถในการเจริญของจุลินทรีย์ในกลุ่มดังกล่าว เช่น จุลนิทรีย์ทีท่นต่อรังสี และจุลนิทรีย์ที่
ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ เป็นต้น  
 นอกจากการน าเอนไซมจ์ากจุลนิทรีย์กลุ่มที่ทนต่อภาวะรนุแรงมาใช้ประโยชน์ในภาคอุตสาหกรรมในการเพิ่ม
ประสิทธิภาพในกระบวนการผลติและเพิ่มมูลค่าของผลิตภัณฑ์แล้วนั้น จุลนิทรีย์ในกลุ่มนี้โดยเฉพาะอย่างยิง่จุลนิทรีย์ที่
ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์สามารถช่วยลดปัญหาสิง่แวดล้อมอีกด้วย7 เช่น การน า Pseudomonas sp. มาใช้ใน
กระบวนการบ าบดัน้ าเสียโดยจลุินทรีย์ในกลุ่มนี้สามารถใช้ในการดูดซึมโลหะหนักได้8-10 และการน า  Flavobacterium 
sp. DS-711 มาใช้ในการย่อยสลาย crude oil รวมไปถึงการน า Bacillus sp. DS-1906 มาใช้ในการเปลีย่นแปลง 
polyaromatic hydrocarbons ที่ไมส่ามารถละลายน้ าได้7 ในส่วนของงานวิจัยทางด้านเคมีสะอาด เอนไซม์ที่มี
คุณสมบัติทนต่อตัวท าละลายอนิทรีย์สามารถใช้ทดแทนตัวเร่งปฏิกิริยาเคมี (chemical catalyst) หรือใช้ในการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสารเคมีด้วยวิธีชีวภาพ ซึ่งมีข้อได้เปรยีบกว่าการใช้ตัวเร่งทางเคมีหลายประการ เช่น เอนไซม์
สามารถเร่งปฏิกิริยาได้อย่างจ าเพาะเจาะจง การน าเอนไซม์มาใช้สามารถลดการใช้เคมีที่อาจเปน็อันตรายหรือเป็นพิษต่อ
สิ่งแวดล้อม และสามารถลดขั้นตอนการสังเคราะห์ทางเคมีที่ยุง่ยาก3,11,12 ตัวอย่างของงานวจิัยด้านเคมีสะอาดที่มีการ
ประยุกต์ใช้เอนไซม์ เช่น ในการสังเคราะห์ 3’-O-crotonylfloxuridine โดยอาศัยเอนไซม์ lipase จาก 
Pseudomonas cepacia ในการเร่งปฏิกิริยาระหว่าง floxuridine และ vinyl crotonate ซึ่งสามารถลดขั้นตอนการ
สังเคราะห์ที่ยุ่งยากลงได้และเกิดการสังเคราะห์แบบเลือกต าแหน่งได้11, ส่วน decarboxylase จาก Moraxella sp. 
MB1 ซึ่งเป็นเอนไซม์ทนต่อตัวท าละลายอนิทรีย์ถูกน ามาใช้ในการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ citrinin ซึ่งเป็นสารที่มี
ความเป็นพิษ เป็น decarboxycitrinin ด้วยวิธีทางชีวภาพ13 นอกจากนี้ยังมีการน าเอนไซม์มาประยุกต์ใช้ในการผลิตไบ
โอดีเซล โดยพบว่าเมื่อน าเอนไซม์ lipase ที่มีคุณสมบัติทนต่อ methanol จาก Photobacterium lipolyticum มา
ผลิต fatty acid ester จะให้ปริมาณของผลิตภัณฑส์ูงขึ้นกว่าการน าเอนไซม์ lipase ที่ไม่ทนตอ่ methanol มาใช้14 
  ถึงแม้ว่าการน าเอนไซม์และจลุินทรีย์ในกลุ่มนี้มาใช้ในภาคอุตสาหกรรม สิ่งแวดล้อม และงานวจิัยทางดา้นเคมี
สะอาดจะได้ความสนใจเปน็อย่างมาก แต่การน าเอนไซม์และจุลนิทรีย์กลุ่มนี้มาประยุกต์ใช้อย่างจริงจังในประเทศไทยยัง
มีจ านวนไม่มากนัก ดังนั้นเพือ่เป็นการส่งเสริมการน าเอนไซม์และจุลนิทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์มาประยุกต์ใช้
จริง โครงการวิจัยนี้จึงมุ่งเนน้ไปที่การค้นหาเอนไซมท์ี่ทนตอ่ตัวท าละลายอินทรีย์และศึกษาข้อมูลเบื้องต้นของเอนไซม์
และความเปน็ไปได้ในการน าเอนไซม์ดังกลา่วมาใช้ในงานวจิัยดา้นเคมีสะอาด ด้านสิ่งแวดล้อม หรือด้านอุตสาหกรรม 
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โดยในเบื้องต้นจุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์จะถูกแยกจากตัวอย่างดนิและน้ าในบริเวณที่มีภาวะรุนแรง เชน่ บ่อ
น้ าพุร้อน, บริเวณพื้นที่อุตสาหกรรม และชายฝั่งทะเล ก่อนท าการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส 
ออกซิเดส และไลเปส หรือเอสเทอเรสที่ทนต่อท าตัวท าละลายอินทรีย์  แล้วท าการคัดเลือกจลุินทรีย์ที่มีศักยภาพ เพื่อ
ท าการวิเคราะห์สายพันธุโ์ดยอาศัยสมบัติทางสัณฐานวิทยาและระดับโมเลกุล ส าหรับเอนไซม์ที่แสดงความสามารถทน
ต่อตัวท าละลายอนิทรีย์จะถูกน ามาศึกษาคุณลักษณะและหาภาวะที่เหมาะสมในการท างานของเอนไซม์ดังกล่าว พร้อม
ทั้งศึกษาความเปน็ไปได้ในการน าจุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์หรือเอนไซม์อิสระที่ทนต่อตัวท าละลายอนิทรีย์
มาประยุกต์ใชท้างดา้นเคมีสะอาด สิ่งแวดล้อม หรือภาคอุตสาหกรรม 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
1. เพื่อคัดกรองหาจุลินทรีย์ที่เจริญได้ในภาวะรุนแรงและสามารถผลิตเอนไซม์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ 
2. เพื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการท างานของเอนไซม์ทีท่นต่อตวัท าละลายอินทรีย์ 
3. เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการประยุกต์ใช้เอนไซม์ทีท่นต่อตัวท าละลายอินทรีย์ในงานวิจัยทางด้านเคมีสะอาด 

สิ่งแวดล้อม หรืออุตสาหกรรมที่เก่ียวข้อง 
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บทที่ 2  

การทบทวนวรรณกรรม   
 

2.1 เอนไซม์ (Enzyme) 
เอนไซม์ คือ สารชีวโมเลกุลที่ท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา โดยมากจะเป็นสารในกลุ่มโปรตีน ปัจจุบันเอนไซม์มี

บทบาทส าคัญในอุตสาหกรรมหลายชนิด เนื่องจากสามารถเร่งปฏิกิริยาได้อย่างจ าเพาะภายใต้ภาวะที่ไม่รุนแรง และมี
ความปลอดภัยสูง จึงมีการใช้เอนไซม์กันอย่างกว้างขวาง โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหารและยา รวมทั้งอุตสาหกรรม
การผลิตสารชีวโมเลกุล อุตสาหกรรมผงซักฟอก และอื่นๆ 15,16 

2.2 โครงสร้างของเอนไซม์  
เอนไซม์ส่วนใหญ่เป็นโปรตีนจึงประกอบด้วยกรดอะมิโนที่เชื่อมต่อกัน เป็นโครงสร้างปฐมภูมิ (primary 

structure) แล้วเกิดการม้วนพับ เป็นโครงสร้างที่มีคุณสมบัติเป็น zwitter ionic คือ มีค่าประจุโดยรวมเป็นศูนย์ แต่จะ
ประกอบไปด้วยกลุ่มที่มีประจุลบและประจุบวกที่ปลายแต่ละข้าง ซึ่งบริเวณ active site ของเอนไซม์ จะมีกรดอะมิโนท
ท าหน้าที่จับสับสเตรทและเร่งปฏิกิริยา ส่วนโครงสร้างทุติยภูมิ (secondary structure) ของเอนไซม์จะเกิดขึ้น เมื่อสาย
พอลิเปปไทด์มีการจัดเรียงตัวของกรดอะมิโนในภาพที่เสถียรขึ้น ไม่ว่าจะเป็น α-helix หรือ β-pleated ในขณะที่
โครงสร้างตติยภูมิ (tertiary structure) เป็นโครงสร้างที่มีสายพอลิเปปไทด์ขดม้วนแน่นในลักษณะกลม โดยคงภาพอยู่
ได้ด้วยพันธะไดซัลไฟด์ และพันธะอื่นๆ ได้แก่ พันธะไฮโดรเจน พันธะไฮโดรโฟบิก (hydrophobic bond) และแรงแวน
เดอร์วาลส์ (Van der Waals force) เมื่อหน่วยย่อยของโครงสร้างตติยภูมิเกิดการรวมตัว โดยอาศัยแรงยึดเหนี่ยว
เช่นเดียวกับที่เกิดในโครงสร้างทุติยภูมิ และตติยภูมิ จึงก่อให้เกิดโครงสร้างจตุรภูมิ (quaternary structure) 16,17 

2.3 คุณสมบัติของเอนไซม์  
เอนไซม์ส่วนใหญ่มีคุณสมบัติส าคัญ 4 ประการ ดังต่อไปนี้ 16 
1. เป็นโปรตีนชนิดก้อนกลม (globular protein) ซึ่งอาจจะประกอบด้วยสายพอลิเปปไทด์สายเดียวขดม้วน

ตัวให้มภีาพร่างจ าเพาะกับสับสเตรทที่ท าปฏิกิริยา หรือประกอบด้วยหน่วยย่อย (subunit) หรือโมโนเมอร์ 
(monomer) หลายๆโมเลกุลอยู่รวมกัน เอนไซม์บางชนิดท างานได้เอง แต่เอนไซม์บางชนิดต้องอาศัยกับ
สารประกอบอื่นที่ไม่ใช่โปรตีน เช่นโคเอนไซม์ หรือ โคแฟคเตอร์ในการเร่งปฏิกิริยา 

2. ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาเคมีในสิ่งมีชีวิต ทั้งภายในและนอกเซลล์ 
3. มีความจ าเพาะ (specificity) ต่อสับสเตรท และมีประสิทธิภาพสูงในการเร่งปฏิกิริยา ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะ

เกิดได้เร็วมากกว่าภาวะที่ไม่มีเอนไซม์ถึง 107 - 1014 ขึ้นกับชนิดของเอนไซม์ 
4. ปฏิกิริยาที่เร่งโดยเอนไซม์จะมีกลไกการควบคุม (regulation) อย่างเป็นระบบ เป็นผลให้ปฏิกิริยาเคมีของ

สิ่งมีชีวิตเกิดขึ้นอย่างมีประสิทธิภาพสูงสุด 

2.4 การจัดกลุ่มของเอนไซม์  
เอนไซม์ถูกแบ่งเป็นกลุ่มย่อย (International classification) ตามการเร่งปฏิกิริยา 6 กลุ่ม ดังต่อไปนี้ 16,17 
1. Oxidoreductases : เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน/รีดักชันของสับสเตรท โดยเคลื่อนย้ายอิเล็คตรอนที่อยู่ใน

ภาพไฮไดรด์ไอออน (hydride ion) หรือไฮโดรเจนอะตอมจากสับสเตรทหนึ่งไปให้อีกสับสเตรท  
 
A (reduced) + B (oxidized)                                              A’ (oxidized) + B’ (reduced)  
      

2. Transferases : เร่งปฏิกิริยาการย้ายหมู่เคมีต่างๆ เช่น หมู่อะมิโน (NH2), หมู่เมทธิล (-CH3), หมู่ฟอสเฟต 
(PO4

-), หมู่เอซิล (R-C=O), หมู่ไกลโคซิล และคาร์บอนหนึ่งอะตอมสับสเตรทหนึ่งไปให้สับสเตรทอีกตัว 
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A  +  B-C      A-B + C 
 

3. Hydrolases : ช่วยเร่งปฏิกิริยาการสลายพนัธะ C-O, C-N, O-P และ C-S โดยการสลายด้วยน้ า 
 
A-B  +  H2O      A- H + B-OH 
 

4. Lyases : ช่วยเร่งปฏิกิริยาการเติมหรือดึงโมเลกุลคาร์บอนไดออกไซด์ แอมโมเนีย หรือน้ า ออกจาก
โมเลกุลของสับสเตรท ซึ่งอาจท าให้เกิดการสลาย หรือสร้างพันธะคู่  
 

  x-A-B-y      A=B + x-y 
 
5. Isomerases : เร่งปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชัน (การจัดเรียงตัวใหม่ของอะตอม) ของสับสเตรท 

  
x-A-B-y      y-A-B-x  

 
6. Ligases : เร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์สารใหม่จากสับสเตรท 2 โมเลกุลมาต่อกันโดยใชส้ารพลังงานสงูใน

รูป ATP ด้วย 
 
 A + B                                                 A-B 

 
 ตาราง 1  แสดงประเภทและแบบการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ เมื่อท าการจ าแนกโดยลักษณะหรือภาพแบบ
ของการเร่งปฏิกิริยาตามข้อตกลงของคณะกรรมาธิการเอนไซม์ของสหภาพชีวเคมีนานาชาติ (International Union of 
Biochemistry)  
 

ตาราง 1 การจ าแนกประเภทของเอนไซม์ 16 

ประเภทหลัก ประเภทรอง แบบของการเร่งปฏิกิริยา 
Oxidoreductases Oxidases เร่งปฏิกิรยิาออกซิเดชันของสับสเตรท 
 Reductases เร่งปฏิกิรยิารดีักชันของสับสเตรท 
 Dehydrogenases การเกิดพันธะคู่ (ออกซิเดชัน) โดยการก าจัด H2 จากสับสเตรท 
Transfereases Transaminases ย้ายหมู่อะมิโนระหว่างสับสเตรท 
 Kinases ย้ายหมู่ฟอสเฟตระหว่างสับสเตรท 
Hydrolases Lipases เร่งปฏิกิรยิาไฮโดรไลซสิของหมู่เอสเทอร์ในลิปดิ 
  เร่งปฏิกิรยิาไฮโดรไลซสิของหมู่เอไมด์ในโปรตีน 
  เร่งปฏิกิรยิาไฮโดรไลซสิของหมู่ฟอสเฟตในกรดนิวคลีอิก 
Lyases Dehydrases การสญูเสยีน้ าออกจากสับสเตรท 
 Decarboxylases การสญูเสยีคาร์บอนไดออกไซด์ออกจากสับสเตรท 
Isomerases Epimerases ปฏิกิริยาไอโซเมอไรเซชันของ chiral center ในสับสเตรท 
Ligases Synthetases การสร้างพันธะใหม่ระหว่างสับสเตรทสองตัว ที่มี ATP เข้ามา

เกี่ยวข้อง 
 Carboxylases การสร้างพันธะใหม่ระหว่างสับสเตรท และคาร์บอนไดออกไซด์ ที่ม ี

ATP เข้ามาเกี่ยวข้อง 
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2.5 การก าหนดชื่อเอนไซม์ตามระบบ 
 การเรียกชื่อเอนไซม์แบบทั่วไป (common name) ส่วนมากจะอาศัยชนิดของปฏิกิริยาหรือสารตั้งต้นในการ
เรียกชื่อ จากนั้นเติมค าว่า -ase ท้ายปฏิกิริยาหรือสารตั้งต้น ตัวอย่างเช่น synthase และ lipase เป็นต้น 
คณะกรรมการจากหน่วยงาน International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) ได้จัด
จ าแนกชนิดและหมวดหมู่ โดยตกลงใช้ระบบ EC (Enzyme Commission) ในการเรียกชื่อเอนไซม์เป็นระบบตัวเลข 
4 ตัว เลขตัวแรกหมายถึง class name ส่วนตัวเลขถัดมา จะหมายถึง subclass และ functional groups ที่
เกี่ยวข้องกับปฏิกิริยานั้นๆ ตัวอย่างเช่น EC 1.1.1.27 หมายถึงเอนไซม์ที่ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชัน/รีดักชัน 
เปลี่ยน lactate เป็น pyruvate หรือปฏิกิริยาย้อนกลับโดยอาศัยโคเอนไซม์ NAD+ เข้าร่วมปฏิกิริยา มีชื่อทางการว่า 
L-lactate:NAD oxidooreductase หรือมีชื่อทั่วไปว่า lactate dehydrogenase16 

2.6 การท างานของเอนไซม์  
 การท างานของเอนไซม์อาศัยหลักการเดียวกับตัวเร่งปฏิกิริยาทางเคมี เอนไซม์สามารถเร่งปฏิกิริยาได้โดยที่ตัว
เอนไซม์ไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง เอนไซม์จะเข้าร่วมปฏิกิริยาโดยเปลี่ยนสารตั้งต้นเป็นสารประกอบเชิงซ้อน enzyme-
substrate complex (ES complex) ซึ่งเป็นภาวะ transition state จากนั้นจะเปลี่ยนเป็น EP complex ก่อนที่จะ
เปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์อย่างรวดเร็ว (รูป 1) นอกจากนี้เอนไซม์สามารถช่วยสร้างหรือท าลายพันธะโควาเลนต์ หรือเพิ่ม
ความใกล้ชิดกันของสารที่ท าปฏิกิริยา เพื่อให้ปฏิกิริยาเกิดได้ง่ายขึ้น16  
 

 
 

รูป 1 การเปลี่ยนแปลงพลังงานอิสระระหว่างการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ 
ที่มา : http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc462/462a/NOTES/ENZYMES/Fig8_6BindingEnergyCatalys.GIF (สืบค้น 

20/2/2555) 

 จากรูป 1 การเกิด ES complex จะได้พลังงาน (ΔGB; binding energy) ซึ่งสามารถลดพลังงานกระตุ้น 
(activation energy ΔGuncat) ของปฏิกิริยาที่ภาวะ transiton state ท าให้ ES complex เปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์ได้
ง่ายและรวดเร็วขึ้น binding energy นอกจากจะช่วยเร่งปฏิกิริยาให้เกิดเร็วขึ้นแล้ว ยังสัมพันธ์กับการเกิด
ความจ าเพาะ (specificity) ระหว่างเอนไซม์กับสับสเตรท เนื่องจากการจับกันอย่างเหมาะสม จึงจะท าให้เกิด 
binding energy สูงมากพอที่จะเร่งปฏิกิริยาได้ 

2.7 ความจ าเพาะเจาะจงของเอนไซม์ (Enzyme specificity)  
 ความจ าเพาะเจาะจงของเอนไซม์ คือ การที่สับสเตรทสามารถจบัเข้าได้อย่างพอเหมาะที่บริเวณ active site 
ของเอนไซม์ ซึ่งสามารถอธิบายความจ าเพาะเจาะจงของเอนไซม์ได้จากสมมตฐิาน ดังต่อไปนี้ 16 

1. Lock and key hypothesis (สมมุติฐานแบบลูกกุญแจและแม่กุญแจ): เอนไซม์จะมีภาพร่างเฉพาะ 
สามารถจับได้พอดีกับสับสเตรทที่มีภาพร่างเฉพาะเจาะจงได้เท่านั้น โดยเปรียบเอนไซม์เป็นแม่กุญแจ และ

http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc462/462a/NOTES/ENZYMES/Fig8_6BindingEnergyCatalys.GIF
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สับสเตรท คือ ลูกกุญแจ ซึ่งมีเอนไซม์บางชนิดที่มีความจ าเพาะดังสมมุติฐานนี้ โดยจะท างานได้จ าเพาะกับ
สับสเตรทเพียงชนิดเดียว (ดังรูป 2) แต่เนื่องจาก ES complex มีความเสถียรสูง ท าให้เปลี่ยนเป็น
ผลิตภัณฑ์ได้ค่อนข้างยากข้ึน 

 
รูป 2 การจับกันของเอนไซม์และสับสเตรทแบบ lock and key model 

ที่มา: http://www.chemistry.wustl.edu/~edudev/LabTutorials/Carboxypeptidase/images/lockkey.jpg (สืบค้น 22/2/2555) 
 
2. Induced fit hypothesis: เอนไซม์สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงภาพร่างและขนาดของ active site ให้

พอดีกับสับสเตรท โดยเอนไซม์และสับสเตรทที่อยู่ใกล้กันจะเกิดปฏิสัมพันธ์เหนี่ยวน าให้สามารถจับกันได้ 
หมู่ฟังก์ชันต่างๆของเอนไซม์ที่บริเวณ active site จะมีการเรียงตัวอยู่ในต าแหน่งและทิศทางที่เหมาะสม 
เป็นผลให้เอนไซม์สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ดียิ่งขึ้น (ดังรูป 3) 
 

 
 

รูป 3 การจับกันของเอนไซม์และสับสเตรทแบบ Induced fit model 
ที่มา : http://intranet.canacad.ac.jp:3445/BiologyIBHL1/admin/image.html?imageid=184078 (สืบค้น 22/2/2555) 

2.8 ปัจจัยที่มีผลต่อการท างานของเอนไซม์ 
ประสิทธิภาพในการท างานของเอนไซม์จะดีทีสุ่ดภายใต้ภาวะที่เหมาะสม โดยปัจจัยที่มผีลต่อการท างานของ

เอนไซม์ ได้แก่ อุณหภูมิ เวลา pH ความเข้มข้นของสับสเตรท ความเข้มข้นของเอนไซม์ และตัวยับยั้ง 16,17 
1. อุณหภูมิ 

เมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้น อัตราเร็วของปฏิกิริยาจะเพิ่มขึ้นเช่นเดียวกับปฏิกิริยาเคมีทั่วไป ในกรณีที่
อุณหภูมิเพิ่มขึ้นจนถึงจุดๆ หนึ่งซึ่งเรียกว่า transition temperature หรือ optimal temperature 
เอนไซม์จะท างานได้ดีที่สุด แต่ถ้าอุณหภูมิสูงเกินไป อาจท าให้เอนไซม์เสียคุณสมบัติในการเร่งปฏิกิริยา (รูป 
4) เนื่องจากเอนไซม์เสียสภาพธรรมชาติ (denature)  

http://www.chemistry.wustl.edu/~edudev/LabTutorials/Carboxypeptidase/images/lockkey.jpg
http://intranet.canacad.ac.jp:3445/BiologyIBHL1/admin/image.html?imageid=184078
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รูป 4 ผลของอุณหภูมิต่อปฏิกิริยาของเอนไซม์ 

ที่มา : http://www.bbc.co.uk/schools/gcsebitesize/science/images/gcsechem_18part2.gif (สืบค้น 23/2/2555) 
 

 2. เวลา 
ในกรณีที่สับสเตรทท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ที่เวลาต่างๆกัน จะพบว่าในระยะแรกปริมาณของ

ผลิตภัณฑ์ที่เกิดจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับเวลา และเมื่อปฏิกิริยาด าเนินต่อไปการเกิดผลิตภัณฑ์จะเริ่มคงที่
และไม่แปรผันตรงกับเวลา การที่เป็นเช่นนี้อาจเกิดจากการมีสับสเตรทอย่างจ ากัด อัตราการสร้างผลิตภัณฑ์
จึงคงที่ หรือผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาเข้ายับยั้งการท างานของเอนไซม์ (รูป 5) 

 

 
รูป 5 ความสัมพนัธ์ระหว่างการผลิตภัณฑ์กับเวลา 

ที่มา : http://graphpad.com/curvefit/1952b0e0.gif (สืบค้น 23/2/2555) 
 

3. ความเปน็กรด-ด่าง (pH) 
เอนไซม์แต่ละชนิดจะมีค่าความเป็นกรด-ด่างที่ท างานได้ดีที่สุดแตกต่างกันไป ค่าความเป็นกรด-

ด่างหรือ pH ที่เหมาะสมนี้ เรียกว่า optimal pH (รูป 6) ถ้าเอนไซม์อยู่ในปฏิกิริยาที่มีค่าความเป็นกรด-ด่าง
ไม่เหมาะสมความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาจะลดลง เนื่องจากความเป็นกรด -ด่างส่งผลต่อประจุของ
เอนไซม์และสับสเตรท โดยเฉพาะบริเวณ active site ของเอนไซม์ท าให้ความสามารถในการจับกันระหว่าง
เอนไซม์กับสับสเตรทเปลี่ยนแปลงไป ความเร็วในการเร่งปฏิกิริยาจึงเปลี่ยนไปเช่นกัน โดยทั่วไป optimal 
pH  ของการท างานของเอนไซม์ส่วนใหญ่จะมีค่าประมาณ 5-9 แต่อาจจะมีค่าต่ าหรือสูงมากส าหรับเอนไซม์
บางชนิด เช่น pepsin มี optimal pH  เท่ากับ 2 และ alkaline phosphatase มี optimal pH เท่ากับ 
10 เป็นต้น 

http://www.bbc.co.uk/schools/gcsebitesize/science/images/gcsechem_18part2.gif
http://graphpad.com/curvefit/1952b0e0.gif
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รูป 6 ผลของ pH ต่อการท างานของเอนไซม์ 

ที่มา : http://www.bbc.co.uk/schools/gcsebitesize/science/images/gcsechem_18part1.gif (สืบค้น 23/2/2555) 
 

4. ความเข้มข้นของสับสเตรท 
เมื่อก าหนดให้ปริมาณของเอนไซม์คงที่ จากนั้นเพิ่มความเข้มข้นของสับสเตรทขึ้นเรื่อยๆ    การ

เปลี่ยนแปลงของอัตราเร็วเริ่มต้นกับความเข้มข้นของสับสเตรท จะมีลักษณะเป็น hyperbola (รูป 7) จะ
เห็นว่าการเพิ่มความเข้มข้นของสับสเตรท จะท าให้อัตราเร็วเริ่มต้นเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว โดยเฉพาะในช่วงที่
ความเข้มข้นของสับสเตรทมีค่าต่ า จนเมื่อความเข้มข้นของสับสเตรทสูงขึ้น อัตราเร็วจะเร่ิมคงที่  

 
รูป 7 ผลของความเข้มข้นของสบัสเตรทต่อความเร็วของปฏิกิริยาเอนไซม ์

ที่มา : http://biology12qe.wikispaces.com (สืบค้น 24/2/2554) 
 

 5. ความเข้มข้นของเอนไซม์ 
เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของเอนไซม์ อัตราเร็วของปฏิกิริยาจะเพิ่มขึ้น (รูป 8) อัตราเร็วของปฏิกิริยา

จะแปรผันโดยตรงกับความเข้มข้นของเอนไซม์ ทั้งนี้ ปริมาณของสับสเตรทต้องมีมากเกินพอ 
 

 
รูป 8 ผลของความเข้มข้นของเอนไซม์ต่อการท างานของเอนไซม์เม่ือมีปริมาณสับสเตรทมากพอ 

ที่มา : http://biology12qe.wikispaces.com  (สืบค้น 24/02/2554) 
 

http://www.bbc.co.uk/schools/gcsebitesize/science/images/gcsechem_18part1.gif
http://biology12qe.wikispaces.com/
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 6. ตัวยับยัง้  

ตัวยับยั้ง (Inhibitor) คือ สารที่ส่งผลต่อปฏิกิริยาที่มีเอนไซม์เป็นตัวเร่ง โดยท าให้อัตราเร็วของ
ปฏิกิริยาลดลง สารดังกล่าวสามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได้ 2 ลักษณะ ดังต่อไปนี้ 

6.1 การยับยั้งแบบถาวร (irreversible inhibition)   ตัวยับยั้งดังกล่าวจับกับเอนไซม์ด้วยพันธะที่
แข็งแรง เช่น พันธะโควาเลนต์ เกิดสารประกอบเชิงซ้อนที่คงตัว ท าให้เอนไซม์ไม่สามารถเร่ง
ปฏิกิริยาต่อไปได้  โดยไม่สามารถกลับคืนสู่สภาพที่เร่งปฏิกิริยาได้อีกด้วย ตัวอย่างเช่น การยับยั้ง
เอนไซม์ไซโคลออกซีจีเนส (cyclooxygenase) โดยแอสไพริน (aspirin) หรือ    อะซิติลซาลิไซเลต 
(acetyl salicylate) 

6.2 การยับยั้งแบบคืนกลับได้ (reversible inhibition) การยับยั้งแบบนี้ ตัวยับยั้งจะจับกับเอนไซม์ 
ทั้งนี้เมื่อมีการน าตัวยั้บยั้งดังกล่าวออกจากปฏิกิริยา เอนไซม์จะท างานได้ตามเดิม  การยับยั้งใน
ลักษณะนี้ สามารถแบ่งชนิดของตัวยับยั้งได้เป็น 3 ชนิด คือ ตัวยับยั้งแบบแข่งขัน (competitive 
inhibitor) ตัวยับยั้งแบบไม่แข่งขัน (non-competitive inhibitor) และตัวยับยั้งแบบไม่สามารถ
แข่งขันได้ (uncompetitive inhibitor) 
- ตัวยับยั้งแบบแข่งขัน (competitive inhibitor) โดยมากมีโครงสร้างคล้ายคลึงกับสับสเตรท 

จึงสามารถจับกับบริเวณเร่งของเอนไซม์ได้เช่นเดียวกับสับสเตรท ดังนั้นสับสเตรทและตัว
ยับยั้งชนิดนี้จึงเป็นเสมือนคู่แข่งแย่งกันเข้าจับกับเอนไซม์  แต่การเข้าจับกันของตัวยับยั้งไม่
สามารถท าให้ปฏิกิริยาด าเนินต่อไปได้ดังเช่นสับสเตรท หรืออาจท าปฏิกิริยาด าเนินต่อไปได้
ช้าๆ ตัวยับยั้งแบบแข่งขันบางครั้งอาจเข้าจับกับเอนไซม์ที่บริเวณอื่นนอกจากบริเวณที่
สับสเตรทจับ แล้วท าให้โครงสร้างของเอนไซม์เปลี่ยนไป จนไม่สามารถจับกับสับสเตรทได้อีก 
ในกรณีที่สับสเตรทมีปริมาณมากๆ การยับยั้งจะน้อยลง เนื่องจากตัวยั้บยั้งสามารถแย่งจับกับ
เอนไซม์ได้ลดลง  

- ตัวยับยั้งแบบไม่แข่งขัน (non-competitive inhibitor) จะเข้าจับกับเอนไซม์บริเวณอื่นที่
ไม่ใช่บริเวณเร่ง ในการเข้าจับกับเอนไซม์นั้น ตัวยับยั้งดังกล่าวสามารถจับกับเอนไซม์อิสระ 
หรือเอนไซม์ที่อยู่ในภาพของสารประกอบเชิงซ้อนของเอนไซม์-สับสเตรท (ES) ก็ได้ เมื่อเกิด
เป็นสารประกอบเชิงซ้อนของเอนไซม์-สับสเตรท-ตัวยับยั้ง (ESI) แล้วปฏิกิริยาไม่สามารถ
เกิดขึ้นได้ การเพิ่มปริมาณเอนไซม์ จึงไม่สามารถลดการยับยั้งดังกล่าวได้  

- ตัวยับยั้งแบบไม่สามารถแข่งขันได้ (uncompetitive inhibitor) ตัวยับยั้งแบบนี้จะเข้าจับกับ
สารประกอบเชิงซ้อนของเอนไซม์-สับสเตรท (ES) เท่านั้น เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน 
เอนไซม์-ซับสเตรต-ตัวยับยั้ง (ESI) ซึ่งไม่สามารถเปลี่ยนแปลงไปเป็นผลิตภัณฑ์ได้ การเพิ่ม
ปริมาณสับสเตรทมากๆ จึงไม่สามารถลดผลของการยับยั้งนี้ได้เช่นกัน 

2.9 แหล่งของเอนไซม์ในอุตสาหกรรม  
สิ่งมีชีวิต ทั้งพืช สัตว์ และจุลินทรีย์ สามารถผลิตเอนไซม์ได้ แต่แหล่งที่ผลิตเอนไซม์ที่ส าคัญในอุตสาหกรรม 

คือ จุลินทรีย์ เนื่องจากจุลินทรีย์สามารถผลิตเอนไซม์ในปริมาณสูง โดยใช้ระยะเวลาสั้น ต้นทุนการผลิตต่ ากว่าการ
ผลิตเอนไซม์จากพืชและสัตว์ เนื่องจากจุลินทรีย์เพิ่มจ านวนได้อย่างรวดเร็ว และมีขนาดเล็ก จึงใช้พื้นที่น้อย สามารถ
ใช้อาหารเลี้ยงที่เป็นผลิตผลจากการเกษตรได้ และผลิตได้ตลอดเวลาไม่ขึ้นกับฤดูกาล การคัดเลือกจุลินทรีย์ที่สามารถ
ผลิตเอนไซม์ที่ต้องการจากจุลินทรีย์ท าได้ง่าย และใช้เวลาไม่นาน เอนไซม์ที่ได้จากจุลินทรีย์ มีความหลากหลาย
ค่อนข้างสูง จึงสามารถเลือกใช้เอนไซม์ที่ภาวะต่างๆ ได้ตามต้องการ และการปรับปรุงพันธุกรรม หรือการ
เปลี่ยนแปลงสภาพแวดล้อม เพื่อเพิ่มผลผลิตของเอนไซม์ สามารถท าได้ง่ายกว่าสิ่งมีชีวิตอื่นๆ 15,18 
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จุลินทรีย์ที่ส าคัญและนิยมใช้ในการผลิตเอนไซม์ชนิดต่างๆ (ตาราง 2) ได้แก่ จุลินทรีย์ในจีนัส Bacillus และ 

Aspergillus โดยเฉพาะ B. amyloliquefaciens, A. oryzae และ A. niger ซึ่งมีความส าคัญในการผลิตเอนไซม์
ภายนอกเซลล์ (extracellular enzyme) และได้รับการยอมรับว่าเป็นจุลินทรีย์ที่ปลอดภัย (GRAS, Generally 
recognized as safe) 15 

 
ตาราง 2 เอนไซม์ที่มีความส าคญัในอุตสาหกรรมและจุลินทรียท์ี่ใช้ในการผลติเอนไซม์15 

เอนไซม์ จุลินทรีย์ที่ส าคัญ การผลิตรายป ี
(ตันของโปรตีนเอนไซม์) 

เปอร์เซ็นต์ของยอดขายใน
ระดับโลก 

Bacillus protease Bacillus sp. 500 40 
Fungal protease Aspergillus sp. 

Mucor sp. 
20 8 

Bacterial α-amylase Bacillus sp. 300 12 
Fungal α-amylase Aspergillus sp. 10 3 
Glucoamylase Aspergillus sp. 300 14 
Pullulanase Bacillus sp. nk <1 
Bacillus protease Bacillus sp. 500 40 
Fungal protease Aspergillus sp. 

Mucor sp. 
20 8 

Glucose isomerase Streptomyces sp. 
Actinoplanes sp. 
Bacillus sp. 

50 12 

Pectinase Aspergillus sp. 10 10 
Cellulase Trichoderma reesei nk <1 
Lactase Aspergillus sp. nk <1 
Invertase Saccharomyces fragilis 

Saccharomyces sp. 
nk <1 

Glucose oxidase Penicillium sp. nk <1 
Catalase Aspergillus sp. 

Micrococcus 
lysodeikticus 

nk <1 

Lipase Aspergillus sp 
Rhizopus sp. 
Mucor sp. 

nk 1 

หมายเหตุ  : nk = ไม่ทราบจ านวนที่แนน่อน 
 

2.10 ปัจจัยในการเลือกจุลินทรีย์เพื่อใช้ในอุตสาหกรรม  
 1. สายพนัธุ์จุลนิทรีย์ ควรเป็นสายพันธุท์ี่ให้ผลผลติเอนไซม์ปริมาณสูงๆ ในระยะเวลาอนัสั้น สามารถเจริญได้ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ราคาถูก ไม่สร้างสารพิษ ไม่สรา้งผลผลิตอืน่ๆ เช่น รงควัตถุ สารเมือก หรือเอนไซม์โปรติเอส ซึ่ง
สามารถย่อยสลายเอนไซมท์ี่ต้องการซึ่งเป็นโปรตีนได้ อาจท าให้เกิดปัญหาในการแยกเอนไซม์และการท าให้บริสทุธิ์15 
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 2. กระบวนการหมัก ภาวะที่ใช้ในการผลติเอนไซม์ อุณหภูมิ pH ชนิดและปริมาณสารอาหารต่างๆ (แหล่ง
คาร์บอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ซัลเฟอร์ แร่ธาตุชนิดต่างๆ และวิตามนิ) ควรเหมาะกับการเจริญและการผลติเอนไซม์
ของจุลินทรีย์15 
 3. ระยะการเจริญของจุลินทรียท์ี่ให้ผลผลิตเอนไซมส์ูงสดุ ข้อมูลดังกล่าวมีความส าคัญ เนื่องจากการเก็บเกี่ยว
เอนไซม์ในช่วงที่มีการท างานสูงสุด จะท าให้ได้ปริมาณผลผลิตของเอนไซม์สูงสุด15 
 4. ข้อมูลในการควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ระดับยีน หากทราบกลไกนีการผลิตเอนไซม์สามารถกระท าได้
อย่างมีประสทิธิภาพ และสามารถปรับปรุงสายพันธุจ์ุลินทรีย์ทีผ่ลิตเอนไซมไ์ด้อีกด้วย15 

2.11 การประยุกตใ์ช้เอนไซม์ในอุตสาหกรรม 
เนื่องจากเอนไซม์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่มีประสทิธิภาพสูงทางานได้ดีในภาวะทีไ่ม่รุนแรง มีความจ าเพาะสูงใน

การเร่งปฏิกิริยา สลายตัวในธรรมชาต ิ ไม่ก่อให้เกิดภาวะแวดล้อมเป็นพิษ สามารถจะปรับปรุงและเปลี่ยนแปลงให้มี
คุณสมบัติที่ต้องการได้ ปัจจุบนัจึงได้มีการน าเอนไซม์มาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ อย่างแพร่หลาย ซึ่งเอนไซม์
ที่นิยมใช้ในอุตสาหกรรม มีดังนี ้ 

2.11.1 อะไมเลส (amylase)  
อะไมเลสเป็นเอนไซม์ที่ย่อยสลายสับสเตรทพวกแปง้หรือไกลโคเจน แบ่งได้ 3 ชนิด ดังนี ้15,19

 

- α-amylase (EC 3.2.1.1, 1,4-α-D-glucanohydrolase, endo-amylase) ป็นเอนไซมท์ี่อยู่ในกลุ่ม
ไฮโดรเลส ย่อยสลายพันธะไกลโคซิดิคที่ต าแหน่ง α-1,4 ในลักษณะตัดภายในสายพอลิเมอร์อย่างอิสระ 
ได้ผลผลิตเปน็ glucan และ dextrin  เอนไซม์นี้ถูกน ามาใช้ในอตุสาหกรรมหลายชนดิ ได้แก่ 
อุตสาหกรรมผงซักฟอก อุตสาหกรรมแป้งและขนมอบ อุตสาหกรรมกระดาษ อุตสาหกรรมเครื่องดื่ม 
และอุตสาหกรรมสิ่งทอ เป็นตน้ 

- β-amylase (EC. 3.2.1.2, α-1,4-glucan maltohydrolase) ย่อยสลายพันธะไกลโคซิดิคที่ต าแหน่ง 
α-1,4  ในลักษณะการตัดสายพอลิเมอร์อย่างเป็นระเบียบจากปลายสายด้านทีไ่ม่มีหมู่รีดิวซ์เข้าสู่ภายใน
สายไปทีละหนึ่งหน่วยของมอลโทสหรือทีละสองหน่วยของกลูโคส และจะหยุดปฏิกิริยาที่ต าแหน่ง α-
1,6 ดังนั้นผลิตภัณฑ์ที่ได้จะเป็น glucan, limited dextrin ซึ่งเป็นส่วนเหลือจากการย่อยของเอนไซม์ 
และ β-maltose ซึ่งเป็นมอลโทสที่มี configuration ต่างไปจากเดิม  

- γ-amylase (EC. 3.2.1.3, α-1,4-glucan glucohydrolase, glucoamylase) สามารถย่อยสลาย 
พันธะไกลโคซิดิคที่เป็น α-1,4, α-1,6 และ α-1,3 แต่จะช้ากว่า α-1,4 การตัดสายพอลิเมอร์จะ
เหมือนกับ β-amylase แต่ตัดปลายสายเข้าไปทีละหนึ่งหน่วยของกลูโคส ดังนั้นผลผลิตที่ได้ส่วนใหญ่
จะเป็นกลูโคสที่มี configuration ต่างไปจากเดิม คือได้ β-configuration หรือ β-glucose และส่วน
ของ glucan และ limited dextrin  

2.11.2 เซลลูเลส (cellulase)  
เซลลูเลสท าหน้าที่สลายเซลลูโลสซึ่งพบมากในพืช เซลลูโลสเป็นโฮโมพอลิเมอร์สายยาวของกลูโคส

ที่เชื่อมด้วย β-1,4 glycosidic bond เซลลูเลสที่ใช้ในอุตสาหกรรมส่วนใหญ่อยู่ในภาพของเอนไซม์ผสม 
(cellulase complex)  โดยอาศัยการท างานร่วมกันของเอนไซม์  ได้แก่  endoglucanase, 
cellobiohydrolase และ cellobiase เซลลูเลสมีประโยชน์ในอุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมผลิต
น้ าตาล อุตสาหกรรมกระดาษ โดยย่อยเซลลูโลสที่ตกค้างจากโรงงานเพื่อน าผลิตภัณฑ์ที่ได้ไปใช้ใน
กระบวนการหมัก ในอุตสาหกรรมทอผ้า ช่วยให้เส้นใยผ้าเรียบเนียน 15,19 
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2.11.3 โปรติเอส (protease)  
โปรติเอสมีชื่อสามัญที่หลากหลาย ได้แก่ เปปติเดส โปรติเอส โปรติเนส เปปไทด์ไฮโดรเลส และโป

รติโอไลติค โปรติเอสเร่งการไฮโดรไลซ์พันธะเปปไทด์ภายในโมเลกุลของโปรตีน และพอลิเปปไทด์ โดย
สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ exopeptidases เป็นกลุ่มที่สลายพันธะเปปไทด์ที่ปลาย N-terminal 
หรือปลาย C-terminal ส่วนอีกกลุ่มเรียกว่า endopeptidases จะสลายพันธะเปปไทด์ภายในสายโพลิเปป
ไทด์ นอกจากนี้ยังแบ่งประเภทตามโครงสร้าง หรือตามกรดอะมิโนที่บริเวณ  active site เช่น serine 
protease, threonine proteases, cysteine proteases, aspartic proteases, metalloproteases 
และ glutamic acid proteases หรือ แบ่งเป็น acidic, neutral, and alkaline (basic) proteases โดย
แบ่งตาม pH ที่เหมาะสมต่อการท างาน โปรติเอสเป็นเอนไซม์ที่ส าคัญในกระบวนการย่อยอาหารในร่างกาย 
นอกจากนี้ยังช่วยควบคุมการแข็งตัวของหลอดเลือด ควบคุมการจับเชื้ อโรคโดยการย่อยสลายโปรตีนจาก
ภายนอก และใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ มากมาย เช่น อุตสาหกรรมผลิตชีส เพื่อท าให้เกิดกลิ่นรสเฉพาะตัว
ของชีส อุตสาหกรรมเบียร์ ใช้ในการป้องกันการรวมตัวกันของโปรตีนและแทนนิน ซึ่งจะช่วยก าจัดความขุ่น
ระหว่างเก็บเบียร์ อุตสาหกรรมฟอกหนัง ใช้ในการช่วยย่อยโปรตีนในหนังสัตว์ อุตสาหกรรมผงซักฟอก ใช้
ช่วยก าจัดคราบโปรตีนบนผ้า เป็นต้น 15,19  

2.11.4 ไลเปส (lipase)  
ไลเปส หรือ glycerol esterhydrolase, EC 3.1.1.3 เป็นเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 

(hydrolysis) สลายพันธะเอสเทอร์ของไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) ได้เป็นกลีเซอไรด์ (glyceride) และ
กรดไขมัน รวมทั้งสามารถเร่งปฏิกิริยาย้อนกลับในภาวะที่ไม่มีน้ า (มีตัวท าละลายอินทรีย์) หรือในภาวะมีน้ า
น้อย โดยสร้างพันธะเอสเทอร์ระหว่างกรดไขมันและแอลกอฮอล์สายสั้น เกิดปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเค
ชัน (transesterification) ซึ่งเป็นการท าปฏิกิริยาระหว่างไขมันหรือน้ ามัน (Triglyceride) กับแอลกอฮอล์
ได้ผลิตภัณฑ์เป็นเอสเทอร์และกลีเซอรอล ไลเปสจะสามารถท าหน้าที่ได้ดีเมื่ออยู่ในชั้น oil-water interface 
ไลเปสถูกน ามาใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมโอลิโอเคมี อุตสาหกรรมการผลิตยาและ
เวชส าอาง อุตสาหกรรมการซักล้าง รวมไปถึงการบ าบัดน้ าเสีย ตัวอย่างของการน าเอนไซม์ไลเปสไปใช้ระดับ
อุตสาหกรรม ได้แก่ การผลิตไบโอดีเซลโดยอาศัยการเกิดปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน การผลิตมาการีน 
โดยไลเปสท าหน้าที่สลายไขมันในพืชให้เป็นกรดไขมัน ส่วนการผลิตช็อคโกแลต ไลเปสจะช่วยในการย่อย
ไขมันในเมล็ดโกโก้ เพื่อให้ได้ Cacao Butter ส าหรับในอุตสาหกรรมยา ไลเปสถูกใช้ผสมในยาช่วยย่อย 
นอกจากนี้ไลเปสยังถูกน ามาใชใ้นการเร่ง stereospecific esterification ในการผลิตยาบางชนิด เช่น นาโป
รเซน (naproxen) และอิบูโปรเฟน (ibuprofen) และการผลิตสาร moisturizing agents 18,20  

2.11.5 เอสเทอร์เรส (esterase) 
 เอสเทอร์เรส หรือ carboxyl ester hydrolase (EC 3.1.1.1) เป็นเอนไซม์ในกลุ่มของ hydrolase ที่
เร่งการสลายพันธะเอสเทอร์ และสามารถเร่งการเกิดสร้างพันธะเอสเทอร์ โดยเอสเทอร์เรสสามารถท างาน
ได้ในตัวท าละลายอินทรีย์เช่นเดียวกับเอนไซม์ไลเปส ดังนั้นจึงมีการน าเอนไซม์ น าเอสเทอร์เรสไปใช้
อุตสาหกรรมกลุ่มเดียวกันกับไลเปส คือ อุตสาหกรรมโอลิโอเคมี การผลิตยาและสารเคมีบางชนิด 18 

2.11.6 ออกซิเดส (oxidase) 
ออกซิเดส เป็นจัดเป็นเอนไซม์ในกลุ่ม oxidoreductase เกี่ยวข้องกับการเร่งปฏิกิริยา oxidation 

หรือ reduction ที่มีโมเลกุลของออกซิเจนท าหน้าที่เป็นเสมือน electron acceptor ออกซิเจนจะถูก 
reduced เป็นน้ า (H2O) หรือ hydrogen peroxide (H2O2) ซึ่งเอนไซม์ในกลุ่มออกซิเดสโดยมาจะถูก
น ามาใช้ในการตรวจวัดสาร ตัวอย่างเช่น glucose oxidase ถูกน ามาใช้ในการตรวจวัดน้ าตาลกลูโคส ส่วน 
cholesterol oxidase ปัจจุบันนิยมน ามาใช้ในการตรวจวัดปริมาณ cholesterol ในกระแสเลือด ส่วน 
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horseradish peroxidase ถูกน ามาใช้เชื่อมกับ antibody เพื่อใช้ในการตรวจวัดหาสารหรือ antigen ด้วย
วิธี enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ส าหรับ pyranose 2-oxidase มีการน ามาใช้เป็น
ส่วนประกอบของสีที่ใช้ในการย้อมผมแทนการใช้ hydrogen peroxidase (H2O2) 
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ตาราง 3 เอนไซม์ชนิดตา่งๆและการใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรม 15,18,19 

เอนไซม์ การใช้ประโยชน์ 
Amylase - ปรับปรุงรสชาติ สี และคุณภาพขนมปัง (fungal amylase จาก A. niger, A. oryzae) 

- ผลิตไซรปั 
- ใช้ผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ โดยเฉพาะเบียร์ (malt amylase, bacterial amylase) 
- ท าให้น้ าผลไม้ใส 
- ย่อยแป้งเป็นน้ าตาล เพื่อใช้เป็นวัตถุดิบเร่ิมต้นในอุตสาหกรรมการหมัก 

Cellulase - ในผงซักฟอก ใช้ขยายเส้นใยเซลลูโลสของผ้าเพื่อให้เอนไซม์เข้าสู่เนื้อผ้า ท าให้สิ่งสกปรก
หลุดจากเนื้อผ้า 

- ช่วยย่อยสลายเซลลโูลสในระหวา่งการท าเมลด็กาแฟให้แห้ง 
- ย่อยเซลลูโลสที่ตกค้างจากโรงงานกระดาษเพื่อน าผลิตภัณฑไ์ปใช้ในกระบวนการหมัก 

Protease - ท าให้เนื้อนุ่ม (papain, bromelain, ficin) 
- ลดเวลาการผสม และท าให้โด (dough) อ่อนตัว (fungal protease จาก Aspergillus) 
- ป้องกัน chill haze ในเบียร์ซึ่งเกิดจากการรวมตัวกันของโปรตนีและแทนนนิ ท าให้

เบียร์ขุ่น (neutral protease) 
- ท าเนยแข็ง (rennin และ fungal protease จาก Aspergillus, mucor) 
- ผสมผงซักฟอก (alkaline protease) 
- ใช้ในอุตสาหกรรมฟอกหนัง (neutral protease) 

Lipase/Esterase - ใช้ในการผลิต Cacao Butter และ เนยแข็ง (ท าให้เกิดกลิ่นรสในระหว่างการเก็บรักษา) 
- ผสมในอาหารสัตว ์
- ผสมในผงซักฟอก 
- เสริมการย่อยอาหารของมนุษย์ 
- สลายไขมันตามท่อน้ า เครื่องมือและอุปกรณ์ 
- ผลิตกลีเซอรอลและกรดไขมันอสิระ 
- ผลิต moisturizing agents และ emulsifier ในเคร่ืองส าอาง 

Oxidase - ใช้ป้องกันการเปลี่ยนแปลงสีและกลิ่นรสของผลติภัณฑ์อาหารและเครื่องดื่ม 
- ใช้ในการวิเคราะห์สารหรือการตรวจวัดสารด้วยวธิีการทางเทคโนโลยีชีวภาพ  
- ใช้เป็นสารออกซิไดส์ในผลติภัณฑ์ย้อมสีผม 

 

2.12 จุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์  
จุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์จัดอยู่ในกลุ่ม extremophilic microorganisms ซึ่งสามารถเจริญได้

ในภาวะที่มีความเข้มข้นของตัวท าละลายอินทรีย์ที่สูง โดยทั่วไปตัวท าละลายอินทรีย์เป็นพิษต่อจุลินทรีย์ โดยสามารถ
ท าให้ cell membrane ถูกท าลาย เกิดการสูญเสียโครงสร้างและการท างานของเซลล์ แต่อย่างไรก็ตาม พบว่า
จุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ จะสามารถปรับตัวได้ โดยอาศัยการปั๊มพ์ตัวท าละลายอินทรีย์เข้าออก การเกิด



22 

 
การซ่อมแซมเยื่อหุ้มเซลล์อย่างรวดเร็ว การเกิดการซึมผ่านของตัวท าละลายอินทรีย์ที่ต่ ากว่าจุลินทรีย์ทั่วไป การเพิ่ม
ความแข็งแรงของเมมเบรน การลดบริเวณที่เป็น non-polar ของเยื่อหุ้มเซลล์ เป็นต้น ซึ่งจุลินทรีย์ที่ทนตัวท าละลาย
อินทรีย์ย่อมสามรถผลิตเอนไซม์ที่ท างานได้ดีในตัวท าละลายอินทรีย์เช่นเดียวกัน 7 ปัจจุบันความต้องการจุลินทรีย์ใน
กลุ่มนี้มีเพิ่มสูงขึ้นในภาคอุตสาหกรรม เช่น อุตสาหกรรทางเภสัชกรรม อุ ตสาหกรรมเคมีภัณฑ์ อุตสาหกรรม
เครื่องส าอาง เป็นต้น จุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์โดยมากอยู่ในจีนัส Pseudomonas และ Bacillus 21 

2.13 การท างานของเอนไซม์ในตัวท าละลายอินทรีย์ 
 การเลือกตัวท าละลายอินทรียท์ีใ่ช้ในการท าปฏิกิริยามีความส าคัญมากต่อแอคติวิตี และ stereoselectivity 
ของเอนไซม์ โดยทั่วไปการเลือกตัวท าละลายอนิทรีย์ จะอาศยัสัมประสทิธิ์การกระจายตัวเปน็พารามิเตอร์หลัก ซึ่ง 
สัมประสทิธิ์การกระจายตวั (partition coefficient, P) เปน็ค่าทีบ่อกความสามารถในการละลายของสารในตัวท า
ละลาย 2 ชนิด ที่ไม่สามารถผสมกันได้ (immiscible) คือน้ าและน้ ามัน โดยจะใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ คือ ออก
ทานอล (n-octanol) แทนชั้นน้ ามันหรือเนื้อเยื่อ (membrane) ต่างๆ และจะเรียกค่าสัมประสทิธิ์การกระจายตัวนี้ว่า 
ค่าสัมประสิทธิ์การกระจายตัวของสารในชัน้น้ าและชั้นออกทานอล (n-octanol/water partition coefficient, Pow) 
7,22-24 
            ขั้นตอนการหาค่าสัมประสิทธิ์การกระจายตัวของสารในชั้นน้ าและชั้นออกทานอลท าได้โดยปล่อยให้สาร
กระจายตัวในตัวท าละลายทั้ง 2 ชนิด จนถึงภาวะสมดุล จากนั้นหาความเข้มข้นของสารในตัวละลายแต่ละชนิด แล้ว
จึงน ามาค านวณหาค่าสัมประสิทธิ์การกระจายตัว ดังสมการ 
 
 
 

เมื่อ   P       คือ สัมประสิทธิ์การกระจายตัวของสารในระหว่างชั้นออกทานอลและชัน้น้ า 
         Coct      คือ ความเข้มข้นของสารในชั้นออกทานอล 
         Cwater  คือ ความเข้มข้นของสารในชั้นน้ า 

 
โดยปกติค่าสัมประสิทธิ์ทีไ่ด้จะแสดงอยู่ในภาพของลอการิทึม เรียกว่า ค่า Log P เพื่อท าให้ค่าอยู่ในหลัก

หน่วยที่นิยมใช้ในการอ้างอิงและเปรียบเทียบความเป็นขั้วของโมเลกุล  
 

 
 

 
 
ค่า Log P จะบ่งบอกถึงกระจายตัวเข้าไปอยู่ในชั้นน้ าหรือชั้นน้ ามันของสารเคมี โดยถ้าค่า      Log P < 1 

แสดงว่า สารดังกล่าวละลายในชั้นน้ าได้ดีกว่าชั้นน้ ามัน แต่ถ้าค่า Log P  > 1 แสดงว่าสารดังกล่าวชอบที่จะละลายใน
ชั้นน้ ามันมากกว่า ซึ่งค่า Log P ของตัวท าละลายอินทรีย์ต่างๆ แสดในตาราง 4 

 
 
 
 
 
 
 

P = Coct

Cwater
 

 

Log P = Log Coct

Cwater
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ตาราง 4 ค่า Log P ของตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดตา่งๆ 24 

ตัวท าละลายอินทรีย ์ Log P 
 

Dimethyl sulfoxide -1.22 
Methanol -0.80 
Ethanol -0.24 
Acetone -0.23 

Acetonitrile -0.15 
Isopropanol 0.05 

Butanol 0.80 
Isoamyl alcohol 1.10 

Benzene 2.00 
Chloroform 2.00 

Toluene 2.30 
Ethyl benzene 3.00 

Styrene 3.00 
Xylene 3.10 
Hexane 3.60 
Heptane 4.00 
Decane 5.60 

Hexadecane 8.80 
 

2.14 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 จากรายงานการวิจัยที่มีมาก่อนหน้านี้ พบวา่เอนไซม์ทีส่ามารถทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ไดสู้ง โดยมากจะพบได้
ในกลุ่มของจุลินทรีย์ที่เจริญได้ในภาวะรนุแรง โดยเฉพาะอยา่งยิ่งจลุินทรีย์ที่เจริญหรือทนไดใ้นตัวท าละลายอินทรยี ์
ตัวอย่างเช่น Pseudomonas aeuroginosa, Halobacterium sp., Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, 
Bacillus cereus และ Bacillus pumilus เป็นตน้7,14,25-28  ซึ่งเอนไซม์ที่มีสมบัติทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์สามารถ
น ามาใช้ทดแทนตัวเร่งปฏิกิริยาเคมี (chemical catalyst) หรือใช้ในการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสารเคมีด้วยวิธี
ชีวภาพ ซึ่งมีข้อได้เปรียบกว่าการใช้ตัวเร่งทางเคมีหลายประการ เช่น เอนไซม์สามารถเร่งปฏิกิริยาได้อย่างจ าเพาะ
เจาะจง การน าเอนไซม์มาใชส้ามารถลดการใช้เคมีที่อาจเป็นอันตรายหรือเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม และสามารถลด
ขั้นตอนการสังเคราะห์ทางเคมีทียุ่่งยาก3,11,12 ตัวอย่างของการน าเอนไซม์ทีท่นต่อตัวท าละลายอินทรีย์มาใช้ ได้แก่ 
การผลิตไบโอดีเซล เอนไซมไ์ลเปสที่มีคุณสมบัติทนต่อ methanol จาก P. lipolyticum จะสามารถผลิต fatty acid 
ester ในปริมาณที่สูงกวา่การน าเอนไซม์ lipase ที่ไม่ทนต่อ methanol มาใช้14 ส่วนเอนไซม์ esterase ที่ทนต่อตัว
ท าละลายอนิทรีย์สามารถน ามาใช้เร่งปฏิกิริยา hydrolysis แบบเลือก enantiomer (enantioselective synthesis) 
หรือการสังเคราะห์แบบเลือกต าแหน่ง (regioselective synthesis) ของยาบางชนิดได้5 การใช้เอนไซม์ lipase จาก 
Pseudomonas cepacia ในการเร่งปฏิกิริยาระหว่าง floxuridine และ vinyl crotonate ซึ่งสามารถลดขัน้ตอน
การสังเคราะห์ 3’-O-crotonylfloxuridine ที่ยุ่งยากลงได้และเกิดการสังเคราะห์แบบเลือกต าแหน่งได้สงัเคราะห์ได้11 
ส่วนการบ าบดัของเสียได้มีการน า Pseudomonas sp. มาใช้ในกระบวนการบ าบดัน้ าเสยีโดยจุลนิทรีย์ในกลุ่มนี้
สามารถใช้ในการดูดซึมโลหะหนักได้ 8-10 และการน า  Flavobacterium sp. DS-711 มาใช้ในการย่อยสลาย crude 
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oil รวมไปถึงการน า Bacillus sp. DS-1906 มาใช้ในการเปลี่ยนแปลง polyaromatic hydrocarbons ที่ไม่สามารถ
ละลายน้ าได้7 นอกจากนี้ยังมีการน า decarboxylase จาก Moraxella sp. MB1 ซึ่งเป็นเอนไซม์ทนต่อตัวท าละลาย
อินทรีย์ถูกน ามาใช้ในการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ citrinin ซึ่งเป็นสารที่มีความเปน็พิษ เป็น decarboxycitrinin 
ด้วยวิธีทางชีวภาพ13  
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บทที่ 3                                                                                                                                        

ขอบเขตของการวิจัยและการออกแบบการวิจัย 
 

3.1 ขอบเขตของการวิจัย 
โครงการวิจัยนี้เปน็การคัดกรองหาจุลินทรีย์ที่เจริญได้ในตัวท าละลายอินทรีย์และสามารถผลิตเอนไซม์ที่ทน

ต่อตวัท าละลายอนิทรีย์ ซึ่งจุลนิทรีย์ที่เจริญได้ในตวัท าละลายอินทรีย์จะถูกแยกจากแหล่งดินหรือน้ าที่จัดอยู่ในภาวะ
รุนแรง เช่น บริเวณบ่อน้ าพุรอ้น, น้ าเสียจากโรงงาน หรือบริเวณชายฝั่งทะเล โดยอาศัยอาหารเลี้ยงเชื้อก่ึงแข็งที่มี
ส่วนผสมของตัวท าละลายอินทรีย์ในการคัดกรอง พร้อมทั้งทดสอบการผลิตเอนไซม์ในกลุ่มของ protease, oxidase 
และ lipase จากนัน้จึงจ าแนกจุลินทรียท์ี่สนใจได้โดยอาศัยการสังเกตลักษณะของจุลนิทรียภ์ายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
และการเกิดปฏิกิริยาทางชีวเคมหีรือล าดับนิวคลโีอไทดบ์น ribosomal DNA ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการเร่ง
ปฏิกิริยาของเอนไซม์ดังกล่าว เช่น ค่าความเป็นกรด-ด่าง, อุณหภูมิ และปัจจัยที่มีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ เป็น
ต้น รวมทั้งศึกษาความเป็นไปได้ในการประยุกต์เอนไซม์ดังกลา่วในงานวิจัยทางด้านเคมีสะอาด สิ่งแวดล้อม หรือ
ภาคอุตสาหกรรม ขึ้นอยู่กับชนดิของเอนไซม์ที่พบ 
 

3.2 การออกแบบการวิจัย 
 โครงการวิจัยนีไ้ด้มีการออกแบบขั้นตอนการวิจัย ดงัรูปที่ 9  
 

 
 

รูป 9 ขั้นตอนการด าเนินการวิจยั 

เก็บตัวอย่างดินหรือน้ าจากแหล่งหรือบริเวณที่คาดว่าจะมีจลุินทรียท์ี่เจริญไดใ้นสภาวะรุนแรง 

แยกและคัดเลือกจุลินทรียท์ี่ทนต่อตัวท าละลายอินทรียไ์ดด้ี 

ทดสอบความสามารถในการผลติเอนไซม ์protease, oxidase และ lipase 

จัดจ าแนกจุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์และสามารถในการผลติเอนไซมไ์ด้ดี 

ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเรง่ปฏิกิริยาของเอนไซม์และปัจจัยที่มีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ 

ศึกษาความเป็นไปได้ในการน าเอนไซม์มาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยด้านเคมสีะอาด สิ่งแวดล้อม หรืออุตสาหกรรม 
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บทที่ 4                                                                                                                                       

ระเบียบวิธีวิจัย   
 

4.1 สารเคมี 
 

ชื่อสารเคมี บริษัทผู้ผลติ ประเทศผู้ผลติ 
1-pentanol (AR) Riedel de haen Germany 
2-propanol (AR) QRec New Zealand 
3-pentanol (AR) Merck Germany 
95% Ethanol (commercial grade) Analar normapur Ireland 
Acetic acid Carlo erba Italy 
Acetone  Lab-Scan Thailand 
Acetonitrile (AR) Lab scan Poland 
Acrylamide BDH Chemicals Ltd England 
Agar Bacto Australia 
Alginic acid sodium salt Sigma USA 
Ammonium persulfate Univar Australia 
Boric acid Sigma England 
Calcium chloride Carlo erba Spain 
Casein BDH France 
Chloroform Lab scan Poland 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Lab-Scan Thailand 
DNA marker Fermentas EU 
Folin-Ciocalteu’s reagent Carlo Erba Spain 
Hexane (AR) Lab scan Poland 
Isoamyl alcohol BDH Chemical England 
Methanol   Lab-Scan Thailand 

    N,N,N’,N’-tetramethyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride 

Sigma USA 

N,N'-Methylenebisacrylamide Fluka USA 
Nucleospin® Extract II Macherey-Nagel USA 
Nutrient agar Hardy Diagnostics USA 
Nutrient broth Hardy Diagnostics USA 
p-nitrophenol Fluka USA 
p-nitrophenyl palmitate Sigma USA 
Proteinase K Macherey-Nagel Germany 
Rhodamine B Merck Germany 
Sodium acetate Carlo erba Italy 
Sodium carbonate (anhydrous) Fisher Scientific England 
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ชื่อสารเคมี บริษัทผู้ผลติ ประเทศผู้ผลติ 
Sodium chloride Carlo erba Spain 
Sodium deoxycholate BDH Chemicals Ltd England 
Sodium hydroxide AGC Australia 
Standard method agar Criterion USA 
Tetramethyl ethylene diamine Acros organics USA 
Toluene Carlo erba Italy 
Trichloroacetic acid (TCA) Scharlau Spain 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane Vivantis Malaysia 
Triton x-100 Fluka USA 
Vinyl acetate Merck France 
Vinyl butyrate Sigma USA 
Vinyl stearate Sigma USA 
หางนม (skim milk) Hi-media India 

4.2 อุปกรณ์ 
 
ชื่อสารเคมี 

 
บริษัทผู้ผลติ 

 
ประเทศผู้ผลติ 

Agarose electrophoresis apparatus Biorad USA 
Autoclave Wisconsin Aluminium Foundary co.,Ltd. USA 
Balance A&D Japan 
Centrifuge International Equipment company USA 
Freeze dryer Berkert Germany 
Hot air oven Fisher Scientific Canada 
Hot plate Torrey pines scientific USA 
Magnetic stirrer Clifton England 
Microcentrifuge Kendro Laboratory product USA 
Micropipette Vipro India 
Micropipette tips Quality Scientific Plastic USA 
Microwave oven LG Thailand 
PCR machine Eppendrof Germany 
PCR tube Vivatis France 
pH meter Vitrans instrument  USA 
Power supply Biorad USA 
Shaker incubator N-Biotek Taiwan 
Spectrophotometer Milton Roy company USA 
UV portable carbinet Viber Lourmat France 
UV-Visible spectrophotometer Perkin Elmer USA 
Vernier caliper Macoh China 
Vortex Scientific Industries USA 
Water bath  Memmert Germany 
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4.3 วิธีการทดลอง 

4.3.1 การเก็บตัวอย่างดินหรือน  าจากบริเวณต่างๆ ที่คาดว่าจะมีจุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ 
เก็บตัวอย่างดินหรือน้ าทีบ่ริเวณบ่อน้ าพุร้อน สนัก าแพง และรุ่งอรุณ จ. เชียงใหม่ อุทยานแห่งชาติ

แจ้ซ้อน จ.ล าปาง บริเวณชายฝั่งทะเล จ. ตรัง และ จ. ชลบุรี น้ าเสียจากโรงงานปอสา จ.เชียงใหม่ และ 
โรงงานผลิตเคร่ืองดื่ม จ.สมุทรปราการ ลงภาชนะที่สะอาดพร้อมท าการบันทึกอุณหภูมิและค่า pH ของ
ต าแหน่งที่ท าการเก็บตัวอย่าง ดังตาราง 5 จากนั้นน าตวัอย่างไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ าเพื่อรอการแยก
เชื้อจุลินทรีย์ต่อไป 

ตาราง 5 รายละเอียดของแหล่งดินและน้ าแตล่ะแหล่ง 

ล าดับ แหล่งดินและน  า ต าแหน่ง อุณหภูม ิ ค่า pH 
1 อุทยานแจ้ซ้อน จ.ล าปาง J1 71-75◦C 7.30 

J2 66-72◦C 7.62 
J3 46-50◦C 8.30 
J4 49◦C 7.90 
J5 64-67◦C 7.34 
J6 48-50◦C 8.00 
J7 47-50◦C 8.30 

2 น้ าพุร้อนรุ่งอรุณ จ.เชียงใหม่ R1 66◦C 9.52 
R3 59◦C 8.61 

3 น้ าพุร้อนสนัก าแพง จ.เชียงใหม่ SK1 57◦C 8.58 
SK2 105◦C 9.38 
SK3 52◦C 9.48 

4 อ่างศิลา จ.ชลบุร ี SC 30◦ 8.49 
5 น้ าเสียจากโรงงานปอสา   จ.เชียงใหม่ WCH - 7.43 
6 น้ าเสียจากโรงงานผลิตเครื่องดื่ม 

จ.สมุทรปราการ 
WB1 32◦C 5.14 
WB2 32◦C 5.09 

7 อุทยานแห่งชาติหาดเจ้าไหม จ.ตรัง T1 30◦C 8.42 
T2 30◦C 8.49 

8 เขาใหญ่ จ.นครราชสีมา KY2 25-28◦C 5.47 
KY3 26-30◦C 6.94 
KY4 26-30◦C 6.94 
KY5 25-28◦C 5.47 

     หมายเหตุ -: ไม่มีข้อมูล 

4.3.2 แยกจุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์โดยอาศัยเทคนิค pour plate และ steak plate 
ชั่งตัวอย่างดิน 1 กรัม หรือปิเปตตัวอย่างน้ าปริมาตร 1 มิลลิลติร มาท าการเจือจางล าดบัส่วนด้วย

น้ ากลัน่ที่ผา่นการฆา่เชื้อแล้วให้ได้ความเข้มข้น 10-1, 10-2 และ 10-3 ปิเปตสารละลายตัวอยา่งที่เจือจางที่
ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเลีย้ง จากนั้นเทอาหารก่ึงแข็งที่มสี่วนผสมของ 
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isopropanol ที่ความเข้มข้น 1%(v/v) ลงไปบนจานเพาะเลี้ยงดังกล่าว วนจานเพาะเลี้ยงเพื่อให้มีการ
กระจายตัวของตัวอย่างสม่ าเสมอในอาหารเพาะเลี้ยง น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง 
โคโลนีของจลุินทรีย์ทีส่ามารถเจริญได้ดีจะถูกน าไป re-streak บนจานอาหารเลี้ยงชนดิเดิมจนได้โคโลนีเดี่ยว
ของจุลินทรีย์ จากนัน้น าโคโลนีเดี่ยวของจลุินทรีย์ที่แยกได้มาท าการเลี้ยงในอาหารชนิดเดียวกันที่ม ี
isopropranol ที่ความเข้มข้น 2.5, 5 และ 10% (v/v) สังเกตและบนัทึกผลการทดลองเมื่อท าการเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง 

4.3.3 คัดเลือกหาจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ในกลุ่ม protease, oxidase และ lipase ที่ทนต่อตัวท า
ละลายอินทรีย ์

4.3.3.1 การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอส 
เตรียมอาหารก่ึงแข็งที่มีส่วนผสมของ 1% (w/v) หางนม จากนั้นรฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความ

ดัน 15 psi เป็นเวลา 20 นาท ีน าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผา่นการฆา่เชื้อและมี isopropanol ความเข้มข้น 1% 
(v/v) มาเทลงบนจานเพาะเลีย้ง จากนัน้ใช้เข็มเขี่ยเชื้อจุดตัวอย่างของจุลินทรียบ์ริสุทธิท์ี่แยกได้ลงบนจาน
เพาะเลี้ยงที่เตรียมไว้ ก่อนน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ภายหลังจากทีจุ่ลนิทรีย์เจริญบน
จานอาหารกึ่งแข็งที่มสี่วนผสมของ 1% (w/v) skim milk ท าการวัดขนาดของ colony และ clear zone 
ที่เกิดขึ้นบนจานเพาะเลี้ยงด้วย vernier caliper  

4.3.3.2 การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมไ์ลเปส 
ทดสอบการผลิตเอนไซม์ไลเปสโดยเตรียมอาหารก่ึงแข็งที่มี 1%(v/v) น้ ามันมะกอก และ 

0.001%(w/v) rhodamine B จากนั้นฆา่เชื้อที่อุณหภูมิ 121oC ความดัน 15 psi เวลา 20 นาที น าอาหารที่
มีส่วนผสมต่างๆ เทลงจานเพาะเลี้ยง ทิง้ไว้จนอาหารเปน็วุ้นแข็ง ใช้เข็มเขี่ยเชื้อปลายแหลมจดุตัวอย่างของ
จุลินทรียบ์ริสุทธิ์ลงบริเวณกลางจานเพาะเลี้ยง น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37oC น าไปตรวจสอบการเรืองแสง
ภายใต้รังสี UV ที่ 365 nm ทุกๆ 24 ชั่วโมง  

4.3.3.3 การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ออกซิเดส 
ทดสอบการผลิตเอนไซม์ออกซิเดสโดยท าการเติม 1% (w/v) ของ N,N,N’,N’-tetramethyl-p-

phenylenediamine dihydrochloride ปริมาตร 200 l ลงบนโคโลนีของจุลนิทรีย์ที่เจริญบนอาหารกึ่ง
แข็ง จากนั้นสังเกตสีม่วงที่เกิดขึน้จากการท าปฏิกิริยาของเอนไซม์ออกซิเดส ภายในเวลา 30 วินาท ี

4.3.4 การศึกษาผลของชนิดตวัท าละลายอินทรีย์ต่อการเจริญของจุลินทรีย์ไอโซเลตที่คัดเลือก 
น าจุลินทรีย์ที่สนใจจาก stock culture มาเลี้ยงในอาหารเหลวที่มีตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่างๆ

ได้แก่ dimethyl sulfoxide (DMSO), acetone, isopropanol, methanol, isoamyl alcohol, hexane 
และ toluene ที่มีความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% (v/v) จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C พร้อมกับ
เขย่าด้วยความเร็ว 160 rpm เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้วน ามาวัดค่า OD660 พร้อมทั้ง streak ลงบนอาหารกึ่ง
แข็ง ก่อนน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตการเจริญของจุลินทรีย์และท าการบันทึกผล
การเจริญบนอาหารกึ่งแข็งเป็น % การเจริญ 

4.3.5 การจ าแนกจุลินทรีย์โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA 

4.3.5.1  การสกัด chromosome DNA จากแบคทีเรีย 
น าโคโลนีเดี่ยวของจุลินทรีย์ที่สนใจมาเลี้ยงในอาหารเหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 

37ºC เขย่าที่ความเร็ว 160 rpm เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แยกตะกอนเซลล์ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
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10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายส่วนใสทิ้ง แล้วน าตะกอนเซลล์ที่ผ่านการล้างด้วยน้ ากลั่นที่ฆ่า
เชื้อแล้วอย่างน้อย 2 คร้ังมาเติม buffer S ปริมาตร 500 ไมโครลิตร, Proteinase K ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
และ RNase A ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex 
mixer จากนั้นเติม 10%(w/v) SDS ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 65ºC เป็นเวลา 60 นาที โดย
น ามา vortex ทุกๆ 15 นาที จากนั้นเติม phenol: chloroform (อัตราส่วน 1:1) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากันเป็นเวลาต่อเนื่องนาน 5 นาที จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 10 
นาที น าส่วนใสที่ได้มาเติม isopropranol ในอัตราส่วน 0.6 เท่าของปริมาตรส่วนใสก่อนผสมให้เข้ากัน เมื่อ
สังเกตเห็นตะกอนสีขาวลักษณะคล้ายส าลี (cotton-like genome DNA) ให้ท าการดูดสารละลายทิ้งแล้ว
เติม 70% Ethanol ที่เย็นจัดเพื่อล้างตะกอน DNA ก่อนที่จะท า DNA ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นละลาย
ตัวอย่างที่ได้ด้วยน้ าปราศจากไอออน ก่อนท าการวิเคราะห์คุณภาพของ genomic DNA ใน 1.0% agarose 
gel electrophoresis ต่อไป 

4.3.5.2  การวิเคราะห์คุณภาพของ genomic DNA ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 
เตรียม 1.0% agarose gel electrophoresis โดยละลาย agarose 0.5 กรัม ใน 1xTAE buffer 

50 มิลลิลิตร ให้ความร้อนจนกระทั่ง agarose ละลายหมด ตั้งทิ้งไว้จนอุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 60ºC 
ก่อนเติม ethidium bromide ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ลงไปจากนั้น
ผสมให้เข้ากัน ก่อนน าไปเทลงในชุด agarose electrophoresis  ที่มีหวีเสียบไว้ ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลาประมาณ 
20 นาที จนกระทั่งเจลแข็งตัวแล้วค่อยๆ ท าการดึงหวีเสียบออก น าเจลที่เตรียมได้ใส่ลงใน gel chamber 
ก่อนเติม 1xTAE buffer ให้ท่วมเจล เตรียมตัวอย่าง DNA ที่ต้องการวิเคราะห์โดยน ามาผสมกับ 6x 
loading dye ในอัตราส่วน 5:1 ให้ได้ปริมาตรรวมเท่ากับ 12 ไมโครลิตร จากนั้นปิเปต DNA ที่ต้องการ
ทดสอบและ DNA markerลงในช่องใส่สารตัวอย่างต่อขั้วอิเล็กโทรดเข้ากับแหล่งจ่ายกระแสไฟฟ้าที่มีความ
ต่างศักย์ 10 V ต่อความยาวเจล 1 cm เมื่อสีของ bromophenol blue ใน loading dye เคลื่อนที่ได้ 2 
ใน 3 ส่วนของความยาวเจลจึงท าการปิดแหล่งจ่ายกระแสไฟฟ้า น าแผ่นเจลที่ได้มาท าการตรวจสอบหาแถบ 
DNA ภายใต้แสง UV 

4.3.5.3 การเพิ่มปริมาณของ 16S rDNA โดยเทคนิค PCR 
ในการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์บน 16S rDNA เพื่อใช้ในการวิเคราะห์สายพันธุ์ของจุลินทรีย์ การ

ปริมาณของ 16S rDNA ในต าแหน่งคู่เบสที่ 9-1509 จะถูกเพิ่มจ านวนด้วยเทคนิค polymerase chain 
reaction (PCR) ในการ สารละลายผสมที่ใช้ในการเตรียมผลิตภัณฑ์ PCR ดังแสดงในตารางที่ 6 

ตาราง 6 ส่วนประกอบของสารละลายผสมในการท า PCR 

Reagents Volumes (ไมโครลิตร) 
genomic DNA ที่สกัดได้จากแบคทีเรีย 5.0 
2.0 µM primers 20F1 5.0 
2.0 µM primers 1500R2 5.0 
2xJump start Red Taq polymerase 15.0 

Total volume 30.0 
 
ปิเปตสารละลายทุกชนิดดังตารางที่ 6 ลงในหลอด PCR และผสมสารละลายให้เข้ากันโดยเคาะ

เบาๆ ที่ก้นหลอด จากนั้นปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 rpm เป็นเวลา 5 วินาที น าไปท าปฏิกิริยา PCR 
โดยตั้งโปรแกรมของเคร่ือง Thermal Cycler ดังนี้ 
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  Initial Denaturation  94ºC  3 นาที 
  Denaturation   94ºC  1 นาที 

   Annealing   48ºC  1 นาที          30 Cycles 
  Elongation   72ºC  2 นาที 
  Final Extension   72ºC  3 นาที 

แล้วจึงท าการวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ PCR ที่เกิดขึ้นด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 
ต่อไป 

4.3.5.4  การสกัด DNA ออกจาก agarose gel  
ในการแยกผลิตภัณฑ์ PCR  ออกจาก agarose gel ด้วยน้ ายาส าเร็จภาพ NucleoSpin® Extract 

II นั้น ชิ้นส่วนของ gel ที่คลอบคลุมชิ้นส่วนของผลิตภัณฑ์ PCR จะถูกตัดออก แล้วน ามาใส่ในหลอด 
microcentrifuge พร้อมชั่งน้ าหนักเจล จากนั้นเติม NT buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ต่อน้ าหนักเจล 
0.05 กรัม ก่อนน าไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 50ºC เป็นเวลา 5-10 นาทีหรือจนกระทั่งเจลละลายหมด 
เมื่อเจลละลายหมดแล้วท าการปิเปตสารละลายลงใน NucleoSpin® Extract II column ที่มี collection 
tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ประกอบอยู่ด้านล่าง น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 rpm เป็นเวลา 1 
นาที ผลิตภัณฑ์ PCR จะติดอยู่ด้านบนของ column เทสารละลายที่อยู่ใน collection tube ทิ้งก่อนเติม 
NT3 buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงใน NucleoSpin® Extract II column น ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 11,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ก าจัด NT3 buffer ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 rpm เป็นเวลา 
2 นาทีอีกคร้ัง น า NucleoSpin® Extract II column มาใส่ในหลอด microcentrifuge หลอดใหม่ แล้วชะ
ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย NE buffer หรือน้ าปราศจากไอออนปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งที่อุณหภูมิห้องนาน 
1 นาทีแล้วน ามาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 11,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที วิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ที่สกัดได้จาก
เจลด้วยวิธี agarose gel electrophoresis ก่อนที่จะน าผลิตภัณฑ์ PCR ไปเป็น DNA แม่แบบในการหา
ล าดับของนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Big DyeTMTerminator ต่อไป 
4.3.5.5  การเตรียมผลิตภัณฑ์ PCR ส าหรับการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Big  

DyeTM Terminator  
ในการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี Big DyeTM Terminator จะต้องท าการเตรียมผลิตภัณฑ์ PCR 

ให้มปีริมาณ 30 ไมโครกรัม ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และ primers ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์แสดงดังตารางที่ 
7 ให้มีความเข้มข้น 2 µM 

ตาราง 7 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primers ที่ใช้ 

Primer ล าดับนิวคลีโอไทด ์
20F, 520R 5'-GTA TTA CCG CGG CTG CTG-3'; position 536-519  
1500R, 520F 5'-CAG CAG CCG CGG TAA TAC-3'; position 519-536 
920F 5'-AAA CTC AAA TGA ATT GAC GG-3'; position 907-926 
920R 5'-CCG TCA ATT CAT TTG AGT TT-3'; position 926-907 

 
จากนั้นท าการส่งผลิตภัณฑ์ PCR และ primers ทั้ง 4 สายไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย

วิธี Big DyeTM Terminator ผ่านบริษัท Biodesign ต่อไป 
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4.3.5.6 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จะถูกรวบรวมเข้าด้วยกันโดยใช้โปรแกรมส าเร็จภาพ BioEdit (Biological 

sequence alignment editor) แล้วน ามาวิเคราะห์ความคล้ายคลึง (homology) ของล าดับ   นิวคลีโอ
ไทด์บน 16S rDNA กับฐานข้อมูลโดยอาศัยโปรแกรมส าเร็จภาพ standard nucleotide BLAST จาก NCBI 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เปรียบเทียบความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับ
ฐานข้อมูลจาก GenBank/EMBL/DDBJ database  

4.3.6 การติดตามการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรยี์ที่สนใจในภาวะที่มีตัวท าละลายอินทรีย์ 
เมื่อสามารถคัดกรองหาจุลินทรีย์ที่สามารถทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์จากข้อ 4.3.4 ได้แล้ว จึงน า

จุลินทรีย์ที่สนใจมาเลี้ยงในอาหารที่มีตัวท าละลายอินทรีย์ พร้อมทั้งติดตามเจริญและการผลิตเอนไซม์ที่
จุลินทรีย์ดังกล่าวผลิต  

4.3.6.1 การติดตามการเจริญของจุลินทรีย์ในภาวะที่มีตัวท าละลายอินทรีย์ 
น าโคโลนีเดี่ยวของจุลินทรีย์ที่สนใจมาเลี้ยงในอาหารเหลวที่อุณหภูมิ 37°C ความเร็ว 160 rpm 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่าย pre-culture ลงในอาหารเหลวให้ได้ 1% (v/v) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C 
พร้อมกับเขย่าด้วยความเร็ว 160 rpm โดยในการศึกษานี้ก าหนดให้อาหารเหลวที่ไม่มีการเติมตัวท าละลาย
อินทรีย์เป็นตัวควบคุมผลบวก ส่วนอาหารเหลวที่ไม่มีการเติมน้ ามันมะกอกและตัวท าละลายอินทรีย์เป็นตัว
ควบคุมผลลบ เก็บตัวอย่างทุกๆ 24 ชั่วโมง โดยน าตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
ตะกอน (pellet) ที่ได้น ามาละลายด้วยน้ า กลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ก่อนวัดค่า OD660 โดยใช้น้ ากลั่นเป็น 
blank ส าหรับส่วนใส (supernatant) เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20°C เพื่อน าไปท าการวิเคราะห์การท างานของ
เอนไซม์ต่อไป 

4.3.6.2 การวิเคราะห์การท างานของไลเปส  
เตรียม solution A โดยละลาย p-nitrophenyl palmitate 30 มิลลิกรัม  ใน 10 มิลลิลิตร ของ 

2-propanol และเตรียม solution B โดยละลาย sodium deoxycholate 207 มิลลิกรัม ใน 0.1 M 
sodium phosphate buffer pH 7.8  ปริมาตร 90 มิลลิลิตร  จากนั้นทดสอบการท างานของไลเปสโดยปิ
เปต crude enzyme ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ solution B ปริมาตร 1,850 ไมโครลิตร ลงในหลอด
ทดลอง น าไปบ่มใน water bath ที่อุณหภูมิ  37°C เป็นเวลาอย่างน้อย 2 นาที ก่อนเติม solution A 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แล้วบ่มใน water bath ที่อุณหภูมิ  37°C เป็นเวลา 30 นาที เติม triton x-100 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา ก่อนน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  410 nm โดย
ใช้ solution A ผสม solution B ในอัตราส่วน 1:9 เป็น blank ซึ่งในการวิเคราะห์นี้ หลอดทดลองที่เติม 
crude enzyme ต้มที่ 100°C 10 นาที และหลอดทดลองที่ไม่มีการเติม solution A ถูกใช้เป็น negative 
control จากนั้นค านวณหาปริมาณของ p-nitrophenol ที่เกิดขึ้นโดยใช้กราฟมาตรฐานระหว่างค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 410 nm และปริมาณของ p-nitrophenol ซึ่งกราฟมาตรฐานนั้น ท าการเตรียมโดยใช้วัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ 410 nm ของสารละลายมาตรฐาน p-nitrophenol ที่ความเข้มข้นในช่วง 0.00-0.05 
mmole  

 4.3.6.3 การวิเคราะห์การท างานของโปรติเอส 
เตรียม 0.65% (w/v) casein โดยชั่ง casein 0.65 กรัม ละลายใน 0.1 M NaOH ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร อุ่นที่อุณหภูมิ 40oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นปรับ pH ให้ได้ 7.0 โดยใช้ 1 M HCl แล้วเติม   
0.05 M potassium phosphate buffer pH 7.5 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร 
ด้วยน้ าปราศจากไอออน จากนั้นท าการทดสอบการท างานของเอนไซม์โปรติเอสโดยน า 0.65% (w/v) 
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casein ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง น าไปอุ่นที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นปิ
เปต crude enzyme ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปเขย่าด้วยการ vortex ก่อนน าไปอุ่นต่อเป็นเวลา 30 
นาที หยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม 0.4 M TCA ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง เพื่อหยุดปฏิกิริยา 
น าไปผสมด้วยการ vortex จากนั้นน าไปเหวี่ยงให้ตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm 
เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตสารละลายส่วนใส (supernatant) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลองที่มี 
0.5 M sodium carbonate ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร เพื่อปรับให้สารละลายเป็นเบส จากนั้นเติมสารละลาย 
Folin & Ciocalteu’s phenol reagent ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เขย่าด้วยการ vortex ก่อนน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 30 นาที เพื่อให้สารละลาย Folin & Ciocalteu’s phenol ท าปฏิกิริยากับ L-
tyrosine เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีน้ าเงินในภาวะเบส วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 nm 
โดยใช้สารละลายในหลอด blank (หลอดที่ใช้น้ าแทนส่วนใสของ crude enzyme ที่ได้จากการปั่นเหวี่ยง
ภายหลังหยุดปฏิกิริยาด้วย TCA) ในการปรับศูนย์ ส่วน negative control คือ หลอดที่ไม่มี 0.65% (w/v) 
casein หรือ หลอดที่ใช้ crude enzyme ที่ต้มที่อุณหภูมิ 100oC เป็นเวลา 10 นาที แทน crude enzyme 
จากนั้นท าการค านวณหาแอคติวิตีของเอนไซม์ โดยใช้ L-tyrosine ที่มีปริมาณระหว่าง 0-0.880 µmol เป็น
สารมาตรฐานในการท าปฏิกิริยากับ 0.5 M sodium carbonate และ Folin & Ciocalteu’s phenol 
reagent แทนส่วนใสของ crude enzyme ที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงภายหลังหยุดปฏิกิริยาด้วย TCA ทั้งนี้
(ก าหนดให้: 1 unit ของ protease หมายถึง ปริมาณของ L-tyrosine 1 µmole ที่เกิดจากการ 
hydrolyzed casein ของ protease ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิ 37oC 

4.3.7 การศึกษาผลของอุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง และตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการท างานของเอนไซม์ไลเปสที่
จุลินทรีย์ผลิตขึ น 

4.3.7.1 การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการท างานของเอนไซม์  
ปิเปต crude enzyme ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ solution B คือ 0.05 M phosphate 

buffer pH 7.8 ที่มี sodium deoxycholate ปริมาตร 1,850 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง น าไปบ่ม
อุณหภูมิ 30, 37, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90oC เป็นเวลาอย่างน้อย 2 นาที จากนัน้เติม solution A ที่
บ่มที่อุณหภูมิเดียวกัน ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง ผสมให้เข้ากัน แล้วบ่มต่อที่อุณหภูมิ 30, 
37, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90oC เป็นเวลา 30 นาที เติม triton X-100 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เพื่อ
หยุดปฏิกิริยา น าไปวัดค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  410 nm จากนั้นท าการค านวณหาแอคติวิตีของ
เอนไซม์ 

4.3.7.2 การศึกษาผลของ pH ต่อการท างานของเอนไซม์  
 ปิเปต crude enzyme ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และ solution B ปริมาตร 1,850 ไมโครลิตร 

ที่มี sodium deoxycholate ผสมอยู่ในสารละลายบัฟเฟอร์ดังต่อไปนี้ 0.05 M sodium acetate buffer 
pH 4.0, 5.0 และ 6.0, 0.05 M sodium phosphate buffer pH 6.0 และ 7.0 หรือ 0.05 M Tris-HCl 
buffer pH 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0 จากนั้นน าไปบ่มอุณหภูมิที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 3.7.1 เป็นเวลาอย่าง
น้อย 2 นาทีก่อนท าปฏิกิริยา เติม solution A ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ที่ผ่านการอุ่นที่อุณหภูมิที่เดียวกัน
กับ solution B ผสมให้เข้ากัน บ่มต่อเป็นเวลา 30 นาที เติม triton X-100 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ก่อน
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  410 nm แล้วค านวณหาแอคติวิตีของเอนไซม์ 

  4.3.7.3 การศึกษาผลของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการท างานของเอนไซม์ 
น า crude enzyme มาผสมกับตัวท าละลายอินทรีย์ดังตอ่ไปนี้ acetone, chloroform, 

dimethylsulfoxide (DMSO), dicholormethane (DCM), ethylacetate, hexane, methanol และ 
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toluene ให้ได้อัตราส่วนของ crude enzyme ต่อตัวท าละลายอินทรีย์ดงักล่าวเปน็ 25, 50 และ 75% 
จากนั้นเติม crude enzyme ที่ผสมกับตัวท าละลายอินทรีย์ทีเ่ตรียมไว้ให้ได้ปริมาตรของ crude enzyme 
สุทธิเท่ากับ 125 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองที่มี solution B คือ สารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมจากข้อ 
4.3.7.2 ที่มี sodium deoxycholate ก่อนเติม solution A ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้ว
น าไปบ่มอุณหภูมิที่เหมาะสมที่ได้จากข้อ 4.3.7.1 เป็นเวลา 30 นาที เติม triton X-100 ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่  410 nm จากนั้นท าการ
ค านวณหาแอคติวิตีของเอนไซม ์

4.3.8 การศึกษาผลของอุณหภูมิและความเป็นกรด-ด่างต่อการความเสถียรของเอนไซม์ไลเปสที่จุลินทรีย์ผลิต 

  4.3.8.1  การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของไลเปส 
ในการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของไลเปส เตรียมสารละลายตัวอย่างโดยน า  crude 

enzyme มา 250 ไมโครลิตร มาบ่มที่อุณหภูมิ 4, 25, 30, 37, 40, 50, 70 และ 100°C เก็บสารละลาย
ตัวอย่างที่ชั่วโมงที่ 1, 3, 5 และ 7 ชั่วโมง แล้วน ามาทดสอบการท างานของไลเปสตามข้อ 3.7.1 ที่อุณหภูมิ
และ pH ที่เหมาะสม โดยเปรียบเทียบกับความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์หลังบ่มที่อุณหภูมิ
ต่างๆ กับเอนไซม์ก่อนน าไปบ่ม   

            4.3.8.2  การศึกษาผลของ pH ต่อความเสถียรของไลเปส 
เตรียมสารละลายตัวอย่างโดยน าสารละลายเอนไซม์ 150 ไมโครลิตร มาผสมกับบฟัเฟอร์ชนิด

ต่างๆ ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ซึ่งบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการทดสอบคือ 0.05 M Acetate buffer (pH 4.0, 5.0, 
6.0) 0.05 M Phosphate buffer (pH 6.0, 7.0) และ 0.05 M  Tris buffer pH  (pH 7.0, 8.0, 9.0, 10.0) 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิที่เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาจากข้อ 4.3.7.1 เป็นเวลา 1, 3, 5 และ 7 ชั่วโมง จากนั้น
น าสารละลายเอนไซม์ที่บ่มกบับฟัเฟอร์ชนิดและเวลาต่างๆ ปรมิาตร 300 ไมโครลิตร มาเตมิลงในหลอด
ทดลองที่ม ี solution B จากนัน้เติม solution A ปริมาตร 250 ไมโครลิตร น ามาท าปฏิกิริยาเป็นเวลา 30 
นาทีที่อุณหภูมิที่เหมาะสม ก่อนวัดค่าการดูดกลนืแสงที่ 410 นาโนเมตรด้วยเครื่อง spectrophotometer 
โดยท าการเปรียบเทียบกบั A410 กับ blank และหลอดควบคุม (เอนไซม์ก่อนน าไปบ่มกบับัฟเฟอร์ชนิด
ต่างๆ)   

4.3.9 การศึกษาผลของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อความเสถียรของไลเปส 
เตรียมสารละลายตัวอย่างโดยน าสารละลายเอนไซม์มาผสมกบัตัวท าละลายอินทรีย์ในอัตราส่วน 

50% ซึ่งตัวท าละลายอินทรียท์ี่ใช้ในการทดสอบ คือ acetone, chloroform, DMSO, DCM, 
ethylacetate, hexane, methanol และ toluene บ่มสารละลายเอนไซม์กับตัวท าละลายอินทรีย์เป็น
เวลา 1, 3, 5 และ 7 ชั่วโมง จากนั้นน าสารละลายเอนไซม์ทีบ่ม่กับตัวท าละลายอินทรีย์แตล่ะชนิดและเวลา
ต่างๆ ปริมาตร 250 ไมโครลติร มาเติมลงในหลอดทดลองทีม่ี solution B จากนั้นเติม solution A 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิที่เหมาะสมเป็นเวลา 30 นาที จากนัน้วัดค่าการดูดกลืนแสง
ที่ 410 นาโนเมตรด้วยเครื่อง spectrophotometer โดยท าการเปรียบเทียบกับ A410 กับ blank และ
หลอดควบคุม (เอนไซม์ก่อนน าไปบ่มกับตัวท าละลายอินทรียช์นดิต่างๆ)   
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4.3.10 การศึกษาการเร่งปฏิกิริยา transesterification และความจ าเพาะเจาะจงต่อสารตั งต้นของเอนไซมไ์ล
เปส 

4.3.10.1 การเตรียมเอนไซม์และเซลล์ของ Bacillus sp. SC3 ในลักษณะแห้งเพื่อใช้ในการ
ทดสอบการเร่งปฏิกิริยา transesterification 
น าโคโลนีเดี่ยวของ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 มาเลี้ยงในอาหารเหลวที่อุณหภูมิ 37°C ความเร็ว 

160 rpm เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่าย pre-culture ลงในอาหารเหลวที่ใช้ในการผลิตเอนไซม์ให้ได้
ความเข้มข้น 1% (v/v) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C พร้อมกับเขย่าด้วยความเร็ว 160 rpm เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง แล้วน าตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ส่วนใส (supernatant) และตะกอน
เซลล์ที่ผ่านการล้างด้วยสารละลายบัฟเฟอร์อย่างน้อย 2 ครั้งถูกน ามาเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -30°C ก่อนน าไปท า
แห้งด้วยเคร่ืองอบแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze dryer) 

4.3.10.2 การศึกษาการเร่งปฏกิิริยา transesterification 
 เตรียม vinyl stearate ใน hexane 10 มิลลิลิตร ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากบั 2 mM แล้ว

เติม pentanol ลงไปให้ได้ความเข้มข้นเท่ากับ 2 mM ผสมให้เข้ากัน จากนั้นเติมเอนไซม์หรือตะกอนเซลล์ที่
ผ่านการท าแห้งน้ าหนัก 0.1 กรัม ลงไป บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 37◦C เขย่าด้วยความเร็วรอบ 160 rpm นาน 24 
และ 48 ชั่วโมง เมื่อครบ 24 และ 48 ชั่วโมง น าส่วนใสมากรองผ่าน 0.45 µm cellulose acetate 
membrane แล้วแบ่งสว่นใสทีก่รองแล้วมา 10 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรเป็น 2,000 ไมโครลิตร ด้วย 
acetonitrile เขย่าให้เข้ากันแล้วน าไปวัดคา่การดูดกลนืแสงที่ 200 nm ส าหรับหลอดที่ใช้เป็น blank นั้นไม่
มีการเติมเอนไซม์ลงไป 29 

4.3.10.3 ความจ าเพาะเจาะจงต่อสารตั้งต้นของเอนไซม ์
 เตรียม vinyl acetate, vinyl butyrate และ vinyl stearate ใน hexane 10 มิลลิลิตร และ 

pentanol ให้ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 2 mM ผสมให้เข้ากัน ก่อนเติมเอนไซม์แห้งน้ าหนัก 0.1 กรัม ลง
ไป บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 37◦C เขย่าด้วยความเร็วรอบ 160 rpm นาน 63 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างที่เวลา 12, 24, 
39, 48 และ 63 ชั่วโมง โดยกรองส่วนใสผา่น 0.45 µm cellulose acetate membrane แล้วแบ่งสว่นใส
ที่กรองแล้วมา 10 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรเป็น 2,000 ไมโครลิตร ด้วย acetonitrile เขย่าให้เข้ากันแล้ว
น าไปวัดคา่การดูดกลืนแสงที่ 200 nm ส าหรับหลอดที่ใช้เป็น blank นั้นไม่มีการเติมเอนไซมล์งไป 

4.3.11 การตรึงเอนไซม์ไลเปสโดยอาศัยเทคนิค entrapment 

4.3.11.1 การตรึงเอนไซม์ไลเปสด้วย Sodium alginate  
ปิเปต crude enzyme ปริมาตร 5.0 ml ลงในขวดรูปชมพูท่ีม่ี sodium alginate ความเข้มข้น 

3% (w/v) ที่ผา่นการฆา่เชื้อ ปริมาตร 50 ml เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นใช้ micropipette หยดสารละลาย
ดังกล่าวลงในสารละลาย calcium chloride ความเข้มข้น 0.1 M โดยมีการกวนอยา่งต่อเนือ่งที่อุณหภูมิ 
4°C เป็นเวลาประมาณ 3-4 ชั่วโมง จากนัน้กรองเม็ด bead ด้วยผ้าขาวบางที่ผา่นการฆ่าเชื้อแล้ว และเก็บ
เม็ด bead ที่ได้ในสารละลาย 0.05 M Tris-HCl, pH 8.0 ที่อุณหภูมิ 4°C เพื่อใช้ในการศึกษาการท างาน
ของเอนไซม์ไลเปสของจุลนิทรียท์ี่ผ่านการตรึงด้วย sodium alginate  30 

4.3.11.2 การตรึงเอนไซม์ไลเปสด้วย Polyacrylamide  
ชั่ง acrylamide 14.25 g และ N,N'-Methylene bisacrylamide 0.75 g ละลายด้วย 0.05 M 

Tris-HCl buffer, pH 8.0 ปริมาตร 100 ml แล้วท าการฆ่าเชือ้ จากนั้นเติม ammonium persulfate 10 
mg, tetramethyl ethylene diamine (TEMED) 10 µl และ crude enzyme ปริมาตร 5.0 ml แล้ว



36 

 
เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นเทสารละลายดงักล่าวลงบนจานเลี้ยงเชือ้ (petri dish) ที่ผ่านการฆา่เชื้อ รอให้
สารละลายแข็งแลว้เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4°C เพื่อใช้ในการศึกษาการท างานของเอนไซมไ์ลเปสของจุลินทรีย์ที่
ผ่านการตรึงด้วย polyacrylamide 31 

 4.3.11.3 การตรึงเอนไซม์ไลเปสด้วย Polyvinyl alcohol-boric acid  
เตรียม polyvinyl alcohol (PVA) ให้มีความเข้มข้น 12.5%(w/v) จากนัน้เติมสารละลาย 

sodium alginate ความเข้มข้น 0.5%(w/v) ลงไปผสมคนให้เข้ากันได้เป็น PVA-alginate จากนั้นเติม 
crude enzyme ลงไปปริมาตร 5.0 ml ผสมให้เข้ากันก่อนน าสารละลายผสมทัง้หมดมาท าหยดลงใน boric 
acid ที่อุณหภูมิ 4°C พร้อมกวนอย่างต่อเนื่องเป็นเวลาประมาณ 24 ชั่วโมง เพื่อให้เกิด cross linking 
ระหว่าง PVA และ boric acid อย่างสมบูรณ ์32 

4.3.12 การศึกษาจ านวนครั งในการน ากลับมาใช้ใหม่ (Recycling time)  
น าเอนไซม์ทีผ่่านการตรึงจากการตรึงทั้ง 3 วิธีในหัวข้อง 4.3.11 มาศึกษาจ านวนคร้ังในการน า

กลับมาใช้ใหม่ โดยท าการวัดการท างานของเอนไซม์ทั้งปฏิกิริยา hydrolysis และ transesterification ใน
กรณีที่ท าการทดสอบปฏิกิริยา hydrolysis ท าการทดลองเชน่เดียวกับข้อ 4.3.6.2 ส่วนการทดสอบปฏิกิริยา 
transesterification จะท าการทดลองเช่นเดียวกบัข้อ 4.3.10.2 หลังจากวัดการท างานของไลเปสจาก
จุลินทรีย์ทีผ่่านการตรึงแล้ว จึงกรองเม็ด bead หรือแยกเม็ด bead ออกมาจากสารละลายทดสอบ จากนัน้
วัดการท างานของไลเปสจากจุลนิทรีย์ที่ผา่นการตรึงอีกคร้ังโดยเติมสารละลายที่ใช้ในการทดสอบลงไปใหม่
ท าเช่นนี้จนกวา่ไมส่ามารถตรวจวัด activity ของเอนไซม์ที่เหลืออยู่ได้ 
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บทที่ 5 

ผลการวิจัย 
 

5.1 การแยกจุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์โดยเทคนคิ pour plate  
ในการแยกจุลินทรีย์ทีท่นต่อตัวท าละลายอนิทรีย์จากตัวอยา่งดนิหรือน้ าที่อยู่ในภาวะที่มีอุณหภูมิสูง ความ

เค็มสูง หรือมีค่าความเป็นกรดหรือด่างสูง จ านวน 22 ตัวอย่างนัน้ การเติมตัวท าละลายอินทรียล์งไปในอาหารเลี้ยงจะ
ช่วยให้การคัดแยกจุลินทรีย์ในกลุ่มดังกล่าวกระท าได้ง่ายข้ึน ทัง้นี้ตัวท าละลายอนิทรีย์ที่ใช้ควรสามารถกระจายตัวอยู่
ในอาหารเลี้ยงเชื้อได้ดี เพื่อไม่ให้ตัวท าละลายอินทรีย์เกิดการแยกชั้นแล้วเกิดการปกคลุมอาหารเพาะเลี้ยงจนท าให้
จุลินทรีย์ที่ต้องการออกซิเจนไม่สามารถเจริญได้ ในการทดลองนี้ isopropranol ซึ่งมีค่าการกระจายตัวของสารในชัน้
น้ าต่อชัน้ออกทานอล หรือ log P เท่ากับ 0.05 (ค่า log P ที่ต่ ากว่า 1 จะแสดงความสามารถในการกระจายตัวในชัน้
น้ าได้ดีกว่าชั้นออกทานอล)24 จึงถูกเลือกใช้ เมื่อแยกจุลินทรีย์จากตัวอย่างดนิหรือน้ าด้วยเทคนิค pour plate ใน
อาหารกึ่งแข็งที่มีการเติม 1%(v/v) isopropanol พบจุลนิทรียท์ั้งหมด 38 ไอโซเลตทีส่ามารถเจริญได้ในภาวะที่มีตัว
ท าละลายอนิทรีย์จากตัวอยา่งดนิและน้ าทัง้หมด 22 ตัวอย่าง โดยจุลนิทรีย์ที่แยกได้จากอุทยานแจ้ซ้อน น้ าพุร้อนรุ่ง
อรุณ น้ าพุร้อนสันก าแพง อ่างศิลา น้ าเสียในจังหวัดเชียงใหม่ น้ าเสียในจงัหวัดสมุทรปราการ ทะเลตรัง และเขาใหญ ่
มีจ านวน 15, 4, 3, 2, 2, 4, 2 และ 6 ไอโซเลต ตามล าดับ (ตารางที่ 8) ผลจากการคัดกรองเบื้องต้นพบวา่แหล่งดนิ
จากอุทยานแห่งชาติแจ้ซ้อน จังหวัดล าปาง พบจลุินทรียท์ี่ทนตอ่ 1% (v/v) isopropanol มากที่สุด จ านวน 15 ไอโซ
เลต 

 
ตาราง 8 ผลการคัดกรองจุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรียจ์ากแหล่งดินและแหล่งน้ า 8 แหล่ง เมื่อมี
การเติม 1%(v/v) isopropanol ใน standard method agar  

ล าดับ 
 

แหล่งดินหรือน  า จ านวนไอโซเลตที่พบ 

1 อุทยานแจ้ซ้อน จ.ล าปาง 15 
2 น้ าพุร้อนรุ่งอรุณ จ.เชียงใหม่ 4 
3 น้ าพุร้อนสนัก าแพง จ.เชียงใหม่ 3 
4 อ่างศิลา จ.ชลบุร ี 2 
5 น้ าเสียจากโรงงานปอสา   จ.เชียงใหม่ 2 
6 น้ าเสียจากโรงงานผลิตเครื่องดื่ม    จ.สมุทรปราการ 4 
7 อุทยานแห่งชาติหาดเจ้าไหม จ.ตรัง 2 
8 เขาใหญ่ จ.นครราชสีมา 6 

 
เมื่อน าจุลินทรียท์ั้ง 38 ไอโซเลตที่แยกได้มาเลี้ยงบนอาหารกึง่แข็งที่มี 2.5% (v/v) isopropanol พบ

จุลินทรีย์จ านวน 35 ไอโซเลต สามารถเจริญได้ดบีนอาหารดงักล่าว แต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ isopropanol 
เป็น 5% (v/v) พบจุลนิทรีย์ที่เจริญได้ดีจ านวน 15 ไอโซเลต ส่วนจุลนิทรีย์ที่เจริญได้ปานกลางจ านวน 7 ไอโซ
เลต ส าหรับจุลินทรีย์ที่สามารถเจริญได้น้อยมีทั้งหมด 9 ไอโซเลต  เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ isopropanol ไปที่ 
10% (v/v) พบจลุินทรีย์ทีส่ามารถเจริญได้ดีเพียง 5 ไอโซเลต จุลินทรีย์ที่เจริญไดป้านกลางจ านวน 4 ไอโซเลต 
และจุลนิทรีย์ที่สามารถเจริญไดน้้อยมีทั้งหมด 14 ไอโซเลต ดังแสดงในตารางที่ 9 
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      ตาราง 9 แสดงการเจริญของจุลินทรีย์บน standard method agar ที่มี 1, 2.5, 5 และ 10%(v/v) isopropanol 

แหล่งดินและน  า ไอโซเลต ความเข้มข้น isopropanol (v/v) 
1% 2.5% 5% 10% 

อุทยานแจ้ซ้อน J21 +++ +++ + - 
J22 +++ +++ ++ + 
J23 +++ +++ + - 
J31 +++ +++ + + 
J41 +++ +++ +++ +++ 
J52 +++ +++ +++ - 
J53 +++ +++ + - 
J61 +++ +++ +++ - 
J71 +++ +++ ++ + 
J72 +++ +++ +++ + 
J73 +++ +++ + + 
J701 +++ - - - 
J702 +++ +++ - - 
J503 +++ + + + 
J301 +++ - - - 

น้ าพุร้อนรุ่งอรุณ R1 +++ +++ + - 
R3 +++ +++ + - 
R31 +++ +++ +++ + 
R32 +++ +++ ++ + 

น้ าพุร้อนสนัก าแพง SK11 +++ +++ +++ ++ 
SK12 +++ +++ +++ ++ 
SK21 +++ +++ +++ +++ 

อ่างศิลา SC2 +++ +++ ++ + 
SC3 +++ +++ + + 

น้ าเสียเชียงใหม่ W1 +++ +++ ++ - 
W2 +++ - - - 

น้ าเสียสมทุรปราการ WB1 +++ +++ +++ + 
WB21 +++ +++ +++ +++ 
WB22 +++ +++ +++ +++ 
WB23 +++ +++ +++ +++ 

ทะเลตรัง T1 +++ +++ + - 
T2 +++ +++ +++ ++ 

หมายเหต ุ : - คือ ไม่มีการเจริญเติบโตของจุลินทรีย,์ + คือ การเจริญของจุลินทรีย์น้อย, ++ คือ การเจริญของจุลินทรีย์ปานกลาง และ 
+++ คือ การเจริญของจุลินทรยี์ดี 
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ตาราง 9 แสดงการเจริญของจุลินทรีย์บน standard method agar ที่มี 1%, 2.5%, 5% และ 10%(v/v) 
isopropanol (ต่อ) 
แหล่งดินและน  า ไอโซเลต ความเข้มข้น isopropanol (v/v) 

1% 2.5% 5% 10% 
เขาใหญ่ KY2 +++ +++ +++ ++ 

KY21 +++ +++ ++ + 
KY22 +++ +++ +++ - 
KY23 +++ +++ - - 
KY32 +++ +++ ++ + 
KY33 +++ +++ ++ + 

หมายเหต ุ : - คือ ไม่มีการเจริญเติบโตของจุลินทรีย,์ + คือ การเจริญของจุลินทรีย์น้อย, ++ คือ การเจริญของจุลินทรีย์ปานกลาง และ 
+++ คือ การเจริญของจุลินทรยี์ดี 
 

จากผลการทดลองพบวา่ เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ isopropanol จ านวนไอโซเลตของจุลนิทรีย์ที่
ทนต่อตัวท าละลายดงักล่าวยิง่มจี านวนลดลงเร่ือยๆ เนื่องจากตัวท าละลายอนิทรีย์อาจซึมผา่นเข้าไปที่เยื่อ
หุ้มเซลล์แล้วสะสมอยู่ภายในเซลล์ หรือท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์เกิดการแตกและตายในที่สุด โดย
แหล่งที่พบจุลนิทรีย์ที่เจริญได้ดทีี่ 10% (v/v) isopropanol มากที่สุดนั้น คือ น้ าเสียจากโรงงานผลิต
เครื่องดื่มในจังหวัดสมุทรปราการ  

5.2 การคัดเลือกหาจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์ protease, oxidase, lipase หรือ esterase ที่ทนต่อตัวท าละลาย
อินทรีย์ 

ในการคัดเลือกหาจุลินทรีย์ที่ผลติเอนไซม์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์นัน้ จุลินทรีย์แตล่ะไอโซเลต
ที่ทนต่อ isopropanol จะถูกน ามาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์กลุ่ม protease, oxidase, 
lipase หรือ esterase โดยการทดสอบการผลิตเอนไซม์ protease และ lipase หรือ esterase จาก
จุลินทรียน์ั้นนิยมทดสอบบนอาหารก่ึงแข็งที่มีการเติมสารตั้งต้นแล้วสังเกตการเปลี่ยนแปลงของสารตั้งตน้
หรือผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นร่วมกับตัวบ่งชี้ (indicator) ส าหรับเอนไซม์ในกลุ่ม oxidase นั้นการตรวจสอบ
เบื้องต้นที่นิยมนั้นเป็นการติดตามเปลี่ยนแปลงสีของ N,N,N’,N’-tetramethyl-p-phenylenediamine 
dihydrochloride เมื่อสีดังกล่าวท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ oxidase ที่จุลินทรียผ์ลิตขึ้น สีดังกลา่วจะเกิดการ
เปลี่ยนแปลงเปน็สนี้ าเงินอมม่วงเมื่อถูก oxidize 33 

เมื่อทดสอบการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสโดยการจุดจุลินทรีย์ (spot) แต่ละไอโซเลตลงบนจาน
เพาะเลี้ยงที่มีอาหารก่ึงแข็งทีป่ระกอบด้วย 1% (w/v) skim milk จากการสังเกตวงใสที่เกิดขึ้น พบจุลนิทรีย์
ที่ผลิตโปรติเอสจ านวน 21 ไอโซเลต โดยจุลนิทรียไ์อโซเลต KY32, WB22 และ J31 สามารถผลิตโปรติเอส
ได้สูงเปน็ 3 อันดับแรก (ตาราง 10) เมื่อจุดจุลินทรีย์ลงบนอาหารกึ่งแข็งที่มี 1% (v/v) olive oil และ 
0.001% (w/v) rhodamine B เพื่อทดสอบการผลิตเอนไซมไ์ลเปส ซึง่ความสามารถในการผลิตไลเปสของ
จุลินทรีย์สงัเกตได้จากความสามารถในการเรืองแสงรอบโคโลนแีละระยะเวลาการเกิดการเรืองแสงบน
อาหารทดสอบ จากการทดสอบพบจลุินทรียไ์อโซเลต คือ KY21, SK21 และ SC3 เพียง 3 ไอโซเลตที่
สามารถผลิตไลเปสได้โดยมีความสามารถในการผลิตไลเปสได้ด ีตามล าดับ (ตาราง 10)  ส่วนการผลิตออกซิ
เดสนั้น เมื่อน าจลุินทรีย์แต่ละไอโซเลตมาทดสอบโดยสงัเกตการเกิดการเปลี่ยนแปลงสีของสารทดสอบบน
โคโลนีของจลุินทรีย์หลังจากเติมสารทดสอบ พบวา่จุลนิทรีย์ทั้งหมด 22 ไอโซเลตผลิตเอนไซม์ออกซิเดสได้ 
(ตารางที่ 10) แต่เนื่องจากการทดสอบดังกลา่วเป็นการทดสอบเชิงคุณภาพเทา่นัน้จึงไม่สามารถท าการ
เปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ออกซิเดสได้จากการทดลองนี ้ ซึ่งในงานวจิัยนี้ได้เลือก
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จุลินทรียไ์อโซเลต KY21, SK21, SC3, KY32, WB22 และ J31 มาศึกษาผลของชนิดตัวท าละลายอินทรีย์ต่อ
การเจริญ การเปลี่ยนแปลง pH และการผลิตเอนไซม์ เนื่องจากการสังเคราะห์สารอินทรีย์ดว้ยเทคนิคเคมี
สะอาด (Green Chemistry) และการเปลี่ยนโครงสรา้งของสารทางชีวภาพ รวมไปถึงการใช้เอนไซม์ใน
ภาคอุตสาหกรรมนั้นมีความต้องการใช้เอนไซม์ไลเปสและโปรติเอสสูงกว่าเอนไซม์กลุ่มอื่นๆ 

 
ตาราง 10 ผลการทดสอบการผลิตเอนไซม์โปรติเอส ไลเปส และออกซิเดส 

ไอโซเลต 
Protease Lipase Oxidase 

Colony (cm) Clear zone 
(cm) 

ratio 

J21 0.55 0.69 1.25 - + 
J22 - - - - - 
J23 - - - - - 
J31 0.34 0.83 2.44 - + 
J41 0.26 0.39 1.50 - + 
J52 0.74 1.45 1.96 - + 
J53 - - - - - 
J61 0.84 1.62 1.93 - + 
J71 0.65 0.96 1.48 - + 
J72 0.55 1.10 2.00 - + 
J73 2.17 2.90 1.34 - + 
J701 - - - - - 
J702 - - - - + 
J503 - - - - + 
J301 - - - - - 
R1 - - - - - 
R3 0.55 0.61 1.11 - - 
R31 0.54 0.94 1.74 - - 
R32 0.53 0.77 1.45 - + 
SK11 0.79 1.17 1.48 - + 
SK12 - - - - + 
SK21 - - - ++ - 
SC2 2.38 3.63 1.52 - + 
SC3 - - - + - 
W1 0.70 1.44 2.06 - - 
W2 - - - - - 

หมายเหต ุ:        
1) Ratio คือ อัตราสว่นระหวา่งเส้นผ่าศูนย์กลางเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใสต่อโคโลนี 
2) การทดสอบ lipase    -: ไม่พบการเรืองแสงที่ UV 365 nm,   +: พบการเรืองแสงที่ UV 365 nmรอบโคโลนีช้า,   

++: มีการเรืองแสงที่ UV 365 nm รอบโคโลนีเร็วปานกลาง และ 
+++: พบการเรืองแสงที่ UV 365 nm รอบโคโลนีเร็วที่สุด 
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ตาราง 10 ผลการทดสอบการผลิตเอนไซม์โปรติเอส ไลเปส และออกซิเดส (ต่อ) 

ไอโซเลต 
Protease Lipase Oxidase 

Colony (cm) Clear zone 
(cm) 

ratio 

WB1 0.45 0.62 1.38 - - 
WB21 0.59 0.83 1.41 - + 
WB22 0.40 1.30 3.25 - + 
WB23 - - - - + 

T1 - - - - - 
T2 0.64 0.99 1.55 - + 
KY2 0.43 0.54 1.26 - - 
KY21 - - - +++ + 
KY22 0.44 0.96 2.18 - + 
KY23 - - - - - 
KY32 0.49 1.60 3.27 - + 
KY33 - - - - + 

หมายเหต ุ:        
1) Ratio คือ อัตราสว่นระหวา่งเส้นผ่าศูนย์กลางเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใสต่อโคโลนี 
2) การทดสอบ lipase    -: ไม่พบการเรืองแสงที่ UV 365 nm,   +: พบการเรืองแสงที่ UV 365 nmรอบโคโลนีช้า,   

++: มีการเรืองแสงที่ UV 365 nm รอบโคโลนีเร็วปานกลาง และ 
+++: พบการเรืองแสงที่ UV 365 nm รอบโคโลนีเร็วที่สุด 

5.3 การศึกษาผลของชนิดตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการเจริญของจุลินทรีย์ไอโซเลตที่คัดเลือก 
การทดลองนี้มีจุดประสงค์เพื่อยืนยันความสามารถทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ของจุลินทรีย์ที่สนใจ พร้อมทั้ง

ศึกษาผลของตัวท าละลายอินทรีย์แต่ละชนิดต่อการเจริญของจุลินทรีย์ดังกล่าว เพื่อคัดกรองหาจุลินทรีย์ที่มี
ประสิทธิภาพสูง ซึ่งตัวท าละลายอินทรีย์ที่ใช้ในการทดลองนี้ ได้แก่ DMSO, acetone, isopropanol, methanol,  
isoamyl alcohol และ toluene ซึ่งนิยมใช้ในการสังเคราะห์สารอินทรีย์และมีค่า log P ที่แตกต่างกัน  

5.3.1 การศึกษาผลผลของชนดิและความเข้มข้นของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการเจริญของจุลินทรีย์ที่
ผลิตไลเปส 

จากตารางที่ 11 พบว่าจุลินทรีย์ไอโซเลต KY21, SK21 และ SC3 ที่มีสามารถผลิตไลเปสได้นั้นทน
ต่อตัวท าละลายอินทรีย์ได้ต่างกัน โดยจุลินทรีย์ไอโซเลต KY21 ที่สามารถผลิตไลเปสได้ดีนั้นสามารถเจริญได้
ในอาหารเหลวที่มี DMSO, acetone, isopropanol, methanol, toluene และ hexane ที่ความเข้มข้น
สูงสุด 10, 10, 5, 20, 30 และ 50%(v/v) ตามล าดับ ส่วนจุลินทรีย์ไอโซเลต SK21 สามารถเจริญได้ใน
อาหารเหลวที่มี acetone, isopropanol, methanol และ hexane ที่ความเข้มข้นสูงสุด 10, 10, 10 และ 
40% (v/v) ตามล าดับ ในขณะที่ SC3 สามารถเจริญได้ในอาหารเหลวที่มี acetone, isopropanol, 
methanol, toluene และ hexane ที่ความเข้มข้นสูงสุด 10, 10, 5, 10 และ 90% (v/v) ตามล าดับ เมื่อ
พิจารณาจากความสามารถในการเจริญของ SC3 บนอาหารกึ่งแข็งภายหลังจากท าการบ่มใน hexane 
100%(v/v) เป็นเวลา 48 ชั่วโมงพบว่าจุลินทรีย์ดังกล่าวทนต่อ hexane ได้ถึง 100%(v/v) เนื่องจากยังคง
สามารถเจริญบนอาหารกึ่งแข็งได้ 
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ตาราง 11 ชนิดและความเข้มข้นของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการเจริญของจุลินทรีย์ที่ผลิตไลเปส 

Solvent ความ
เข้มข้น 
(%v/v) 

KY21 SK21 SC3 
OD660 การเจริญบน

อาหารกึ่ง
แข็ง 
(%) 

OD660 การเจริญบน
อาหารกึ่ง

แข็ง 
(%) 

OD660 การเจริญบน
อาหารกึ่งแข็ง 

(%) 

No solvent  - 0.150 100 0.410 100 0.165 100 
DMSO 

(log P = -1.22) 
5 0.120 100 0.000 0 0.000 0 
10 0.055 100 0.000 0 0.000 0 
15 0.000 0 ND ND ND ND 
20 ND ND ND ND ND ND 

Acetone 
(log P = -0.23) 

5 0.270 100 0.340 100 0.120 100 
10 0.045 100 0.270 100 0.000 25 
15 0.010 0 0.000 0 0.000 0 
20 ND ND ND ND ND ND 

Isopropanol 
(log P = 0.05) 

5 0.010 25 0.365 100 0.100 100 
10 0.010 0 0.020 25 0.000 25 
15 0.010 0 0.000 0 0.000 0 
20 0.010 0 ND ND ND ND 

Methanol 
(log P = -0.80) 

5 0.020 100 0.420 100 0.160 100 
10 0.020 100 0.007 100 0.000 0 
15 0.020 100 0.000 0 0.000 0 
20 0.010 100 ND ND ND ND 
30 0.005 0 ND ND ND ND 
40 0.000 0 ND ND ND ND 
50 0.040 0 ND ND ND ND 

Isoamyalcohol 
(log P = 1.10) 

5 0.000 0 0.000 0 0.000 0 
10 0.000 0 0.000 0 0.000 0 
15 ND ND ND ND ND ND 
20 ND ND ND ND ND ND 

Toluene 
(log P = 2.30) 

5 0.025 100 0.000 0 0.045 100 
10 0.025 100 0.000 0 0.000 25 
15 0.030 100 ND ND ND ND 
20 0.040 25 ND ND ND ND 
30 0.070 5 ND ND ND ND 
40 0.100 0 ND ND ND ND 

ND: not determine 
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ตาราง 11 ชนิดและความเข้มข้นของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการเจริญของจุลินทรีย์ที่ผลิตไลเปส (ต่อ) 
Solvent ความ

เข้มข้น 
(%v/v) 

KY21 SK21 SC3 
OD660 การเจริญบน

อาหารกึ่ง
แข็ง 
(%) 

OD660 การเจริญบน
อาหารกึ่ง

แข็ง 
(%) 

OD660 การเจริญบน
อาหารกึ่งแข็ง 

(%) 

Hexane 
(log P = 3.60) 

5 0.145 100 0.450 100 0.115 100 
10 0.050 100 0.420 100 0.090 100 
15 0.010 100 0.400 100 0.160 100 
20 0.040 100 0.200 100 0.142 10 
30 0.030 100 0.040 50 0.070 100 
40 0.040 50 0.080 5 0.105 100 
50 0.040 50 ND ND 0.030 100 
60 0.010 0 ND ND 0.042 100 
70 0.010 0 ND ND 0.012 100 
80 ND ND ND ND 0.077 100 
90 ND ND ND ND 0.027 100 
100 ND ND ND ND 0.000 100 

ND: not determine 

5.3.2 การศึกษาผลของชนิดและความเข้มข้นของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการเจริญของจุลินทรีย์ที่ผลิตโปรติเอส 
 เมื่อน าจุลินทรียท์ี่ผลิตโปรติเอสได้สูงสุด 3 ไอโซเลตแรก คือ KY32, WB22 และ J31 มาทดสอบ
ความสามารถทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์แต่ละชนิดที่ความเข้มข้นต่างๆ พบวา่จุลนิทรีย์ไอโซเลต KY32 ที่ผลิต
โปรติเอสได้สงูนัน้สามารถเจริญได้ในอาหารเหลวที่มี methanol ความเข้มข้นสูงสุดของเท่ากบั 10% และใน
อาหารที่มี 50% (v/v) hexane (ตาราง 12) ส่วนจุลนิทรีย์ไอโซเลต J31 นั้นสามารถเจริญได้ในอาหารเหลวที่
มี acetone, isopropanol, methanol, toluene และ hexane ที่ความเข้มข้นสูงสุดเท่ากบั 5, 5, 10, 10 
และ 90% (v/v) ตามล าดบั โดยจุลินทรียไ์อโซเลต J31 ทนต่อ hexane ได้ถึง 100% (ตารางที่  5.7) ส าหรับ
จุลินทรียไ์อโซเลต WB22 นั้นสามารถเจริญได้ในอาหารเหลวทีม่ี acetone, isopropanol, methanol และ 
hexane ที่ความเข้มข้นสูงสุดเพียง 5, 5, 5 และ 10% (v/v) ตามล าดับ (ตารางที่  12) 
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ตาราง 12 ชนิดและความเข้มข้นของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการเจริญของจุลินทรีย์ที่ผลิตโปรตเิอส 

 ความ
เข้มข้น 
(%v/v) 

KY32 J31 WB22 
OD660 การเจริญบน

อาหารกึ่ง
แข็ง 
(%) 

OD660 การเจริญบน
อาหารกึ่ง

แข็ง 
(%) 

OD660 การเจริญบน
อาหารกึ่งแข็ง 

(%) 

No solvent  - 0.230 100 0.380 100 0.400 100 
DMSO 

(log P = -1.22) 
5 0.000 0 0.000 0 0.000 0 
10 0.000 0 0.000 0 0.000 0 
15 ND ND ND ND ND ND 
20 ND ND ND ND ND ND 

Acetone 
(log P = -0.23) 

5 0.000 0 0.123 100 0.140 100 
10 0.000 0 0.000 0 0.000 0 
15 0.000 0 0.000 0 0.000 0 
20 ND ND ND ND ND ND 

Isopropanol 
(log P = 0.05) 

5 0.000 0 0.047 100 0.085 100 
10 0.000 0 0.000 0 0.000 0 
15 ND ND ND ND ND ND 
20 ND ND ND ND ND ND 

Methanol 
(log P = -0.80) 

5 0.005 100 0.080 100 0.150 100 
10 0.004 100 0.017 100 0.000 0 
15 0.000 0 0.000 0 0.000 0 
20 ND ND ND ND ND ND 

Isoamyalcohol 
(log P = 1.10) 

5 0.000 0 0.000 0 0.000 0 
10 0.000 0 0.000 0 0.000 0 
15 ND ND ND ND ND ND 
20 ND ND ND ND ND ND 

Toluene 
(log P = 2.30) 

5 0.000 0 0.051 15 0.000 0 
10 0.000 0 0.002 10 0.000 0 
15 ND ND ND ND ND ND 
20 ND ND ND ND ND ND 

ND: not determine 
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ตาราง 12 ชนดิและความเข้มข้นของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการเจริญของจุลินทรีย์ที่ผลิตโปรตเิอส (ต่อ) 
 ความ

เข้มข้น 
(%v/v) 

KY32 J31 WB22 
OD660 การเจริญบน

อาหารกึ่ง
แข็ง 
(%) 

OD660 การเจริญบน
อาหารกึ่ง

แข็ง 
(%) 

OD660 การเจริญบน
อาหารกึ่งแข็ง 

(%) 

Hexane 
(log P = 3.60) 

5 0.053 100 0.073 100 0.190 100 
10 0.115 100 0.072 100 0.150 100 
15 0.053 100 0.050 100 0.000 0 
20 0.115 100 0.130 100 0.000 0 
30 0.150 100 0.350 100 ND ND 
40 0.070 50 0.140 100 ND ND 
50 0.070 5 0.200 100 ND ND 
60 ND ND 0.150 100 ND ND 
70 ND ND 0.070 100 ND ND 
80 ND ND 0.080 100 ND ND 
90 ND ND 0.240 100 ND ND 
100 ND ND 0.000 100 ND ND 

ND: not determine 
 

 จากผลการทดลองในตารางที่ 11 และ 12 พบว่าจลุินทรีย์แต่ละไอโซเลตมีความสามารถในการเจริญหรือทน
ต่อตัวท าละลายอนิทรีย์ได้แตกตา่งกันซึ่งจลุินทรีย์ที่ไดไ้อโซเลต KY21 ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ได้หลากหลาย
ที่สุด ส่วนจลุินทรีย์ไอโซเลต SC3 และ J31 มีความสามารถทนต่อ hexane ได้สูงที่สุด ในเบื้องต้นจุลนิทรีย์ทั้ง 3 
จึงเป็นจุลนิทรีย์ที่มีความนา่สนใจ แต่ทั้งนี้จะต้องพิจารณาถึงสามารถในการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ดังกล่าว 
เพื่อคัดเลือกหาจุลินทรีย์ที่มปีระสิทธิภาพดีต่อไป 

5.4 การศึกษาการเจริญและความสามารถในการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ที่คัดเลือก  
ในการทดลองนี้เป็นทดลองเพื่อประเมินความสามารถในการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลาย

อินทรีย์ที่ได้คัดเลือกซึ่งได้แก่ KY21, SK21, SC3, KY32, J31 และ WB22  

5.4.1 การศึกษาการเจริญและความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสของจลุินทรีย์ที่คัดเลอืก  
เมื่อน าจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดี คือ จุลินทรีย์ไอโซเลต KY21, SK21 และ SC3 มา

เลี้ยงใน nutrient broth และ nutrient broth ที่มีการเติมน้ ามันมะกอก 1%(v/v) แล้วติดตามการเจริญพร้อม
วิเคราะห์การท างานของเอนไซม์ไลเปส พบว่าการเติมน้ ามันมะกอกลงไปไม่ได้เหนี่ยวน าให้จุลินทรีย์ ไอโซเลต 
KY21 สามารถเจริญและผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงขึ้น จุลินทรีย์ ไอโซเลต KY21 ที่เลี้ยงใน nutrient broth 
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงสุดในระยะ log phase โดยมี lipase activity เท่ากับ 0.2900.003 unit/ml 
ในขณะที่การเลี้ยงจุลินทรีย์ดังกล่าวในอาหารเหลวที่มีน้ ามันมะกอกนั้นส่งผลให้จุลินทรีย์มีการผลิตเอนไซม์ไลเปส
ได้สูงสุดในระยะ stationary phase โดยมี activity สูงสุดเท่ากับ 0.1400.002 unit/ml (ดังภาพที่ 10a) 

 เมื่อติดตามการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ไอโซเลต SK21 ใน nutrient broth ที่มีการ
เติมน้ ามันมะกอกกับ nutrient broth ที่ไม่มีการเติมน้ ามันมะกอก พบว่าการเติมน้ ามันมะกอกลงไปช่วยเร่งการ



46 

 
เจริญของจุลินทรีย์ไอโซเลต SK21 ในระยะ log phase เพียงเล็กน้อย (ภาพที่ 10b) แต่เมื่อพิจารณาการผลิต
เอนไซม์ไลเปสของจุลินทรีย์ดังกล่าวในภาวะที่เหนี่ยวน าและไม่ได้เหนี่ยวน า พบว่าระยะการเจริญของจุลินทรีย์ที่
สามารถผลิตเอนไซม์ได้สูงสุดมีความแตกต่างกัน ในกรณีที่เลี้ยงจุลินทรีย์ไอโซเลต SK21 ใน nutrient broth 
พบว่าจุลินทรีย์สามารถผลิตเอนไซม์ได้สูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง (ระยะ log phase) โดยมี activity เท่ากับ 
0.120.003 unit/ml เมื่อเติมน้ ามันมะกอกลงไป พบว่าจุลินทรีย์ดังกล่าวสามารถผลิตเอนไซม์ได้สูงขึ้นเป็น 
0.2000.003 unit/ml แต่เป็นการผลิตที่เวลา 72 ชั่วโมง ซึ่งอยู่ในระยะ stationary phase (ภาพที่ 10b)  

ส าหรับจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 นั้น พบว่าการเติมน้ ามันมะกอกลงไปนั้นสามารถเร่งการเจริญของ
จุลินทรีย์และสามารถเพิ่มการผลิตเอนไซม์ได้เช่นกัน ภาพที่ 5.1c พบว่าค่า OD660 ของ SC3 ใน nutrient 
broth ที่มีการเติมน้ ามันมะกอกนั้นมีค่าสูงกว่าค่า OD660 ของ SC3 ที่เลี้ยงใน nutrient broth ที่ไม่ได้เติมน้ ามัน
มะกอกตั้งแต่จุลินทรีย์เร่ิมเข้าสู่ระยะ log phase จนถึงระยะ stationary phase เมื่อพิจารณาการผลิตเอนไซม์
ของจุลินทรีย์ดังกล่าวทั้งสองภาวะ พบว่าการเติมน้ ามันมะกอกลงไปจะช่วยให้จุลินทรีย์สามารถผลิตเอนไซม์ได้
สูงขึ้น แต่ระยะการผลิตเอนไซม์สูงสุดจะแตกต่างกันซึ่งมีลักษณะเหมือนจุลินทรีย์ไอโซเลต SK21 คือ จุลินทรีย์ที่
ถูกเลี้ยงในภาวะที่มีการเหนี่ยวน าจะมีการผลิตเอนไซม์ได้สูงสุดช้ากว่าจุลินทรีย์ที่ไม่ได้ผ่านการเหนี่ยวน า ซึ่ง
จุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 นั้นผลิตเอนไซม์ได้ดีในช่วง mid-stationary phase หรือที่ 48 ชั่วโมง ในกรณีที่ไม่ได้ท า
การเหนี่ยวน าโดยมี activity สูงสุดเท่ากับ 0.550.07 unit/ml เมื่อท าการเหนี่ยวน าการผลิตเอนไซม์ด้วยน้ ามัน
มะกอก พบว่าความสามารถของจุลินทรีย์ในการผลิตเอนไซม์นั้นเพิ่มสูงขึ้นเป็น 0.690.15 unit/ml ที่เวลา 96 
ชั่วโมงหรือช่วง late-stationary phase นอกจากนี้ยังพบว่าการเติมน้ ามันมะกอกลงไปช่วยให้จุลินทรีย์สามารถ
ผลิตเอนไซม์ได้อย่างต่อเนื่องกว่ากรณีที่ไม่ได้เติมน้ ามันมะกอกลงไป (ภาพที่ 10c) ทั้งนี้เมื่อท าการเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ทั้งสามไอโซเลต พบว่าจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 สามารถผลิต
เอนไซม์ไลเปสได้ดีที่สุดโดยไม่ต้องท าการเหนี่ยวน า (ภาพที่ 10) 

 5.4.2 การศึกษาการเจริญและความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสของจุลินทรีย์ที่คัดเลือก  
การศึกษาการเจริญและการผลิตเอนไซม์โปรติเอสของจุลินทรีย์ไอโซเลต KY32, WB22 และ J31 ใน

ภาวะที่ถูกเหนี่ยวน าและไม่ถูกเหนี่ยวน าการผลิตเอนไซม์ด้วยการเติม skim milk นั้น พบว่าการเติมหางนมหรือ 
skim milk ลงไปใน nutrient broth นั้นช่วยเร่งการเจริญและการผลิตเอนไซม์โปรติเอสของจุลินทรีย์ ไอโซเลต 
KY32 ได้ดังภาพที่ 5.2a โดยจุลินทรีย์ไอโซเลต KY32 ที่เลี้ยงในภาวะเหนี่ยวน าผลิตเอนไซม์สูงที่สุดที่เวลา 66 
ชั่วโมง โดยมี activity เท่ากับ 0.4280.16 unit/ml ในขณะจุลินทรีย์ไอโซเลต KY32 ที่เลี้ยงในภาวะปกติผลิต
เอนไซม์โปรติเอสได้สูงสุดเพียง 0.2080.05 unit/ml ที่เวลา 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 11a)  

เมื่อพิจารณาการเจริญของจุลินทรีย์ไอโซเลต WB22 ในภาวะที่เหนี่ยวน าและไม่ถูกเหนี่ยวน า พบว่าการ
เติมหางนมลงไปในอาหารเหลวไม่ได้ส่งผลต่อการเจริญของจุลินทรีย์ดังกล่าว แต่เมื่อพิจารณาการผลิตเอนไซม์
กลับพบว่าการเติมหางนมลงไปช่วยให้จุลินทรีย์สามารถผลิตเอนไซม์ได้สูงขึ้นถึง 5 เท่า (ภาพที่ 11b)  

ส าหรับการติดตามการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 ในอาหารเหลวที่มีการเติม
หางนมลงไป พบว่าการเติมหางนมลงไปนัน้ชว่ยเร่งการเจริญของจุลินทรีย์และเหนี่ยวน าให้จุลินทรีย์ไอโซเลต J31 
สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้สูงขึ้นประมาณ 15-65 เท่า จุลินทรีย์ไอโซเลต J31 ที่ถูกเหนี่ยวน าสามารถผลิต
เอนไซม์ได้สูงที่สุดที่เวลา 72 ชั่วโมงซึ่งอยู่ในระยะ stationary phase โดยมี activity สูงถึง 6.570.65 
unit/ml (ภาพที่ 11c) จากความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสของจุลินทรีย์ทั้งสามไอโซเลตที่ทดสอบ 
พบว่าจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้สูงเมื่อท าการเหนี่ยวน าการผลิตเอนไซม์ด้วยหาง
นม  
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OD600 NB + olive oil

Lipase NB 

Lipase NB + olive oil  
รูป 10 ความสัมพันธ์ระหว่าง logOD660 และ lipase activity กับ เวลา (ชั่วโมง) ของจุลินทรีย์ไอโซเลต KY21, SK21 
และ SC3 

a) KY21 

b)  SK21 

c)  SC3 
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OD600  NB + skim milk

Protease NB 

Protease NB + skim milk  
รูป 11 ความสัมพันธ์ระหว่าง logOD660 และ protease activity กับ เวลา (ชั่วโมง) ของจุลินทรีย์ไอโซเลต KY32, 
WB22 และ J31 

a) KY32 

c) J31 

b) WB22 
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5.5 การศึกษาผลของชนิดตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของจลุินทรีย์ไอโซเลตที่คัดเลือก 

จากผลการทดสอบการผลิตเอนไซม์ไลเปสและโปรติเอสของจุลินทรีย์ที่คัดเลือกในหัวข้อ 5.4 พบว่าจุลินทรีย์
ไอโซเลต SC3 มีสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงกว่าไอโซเลตอื่นๆ ส าหรับจุลินทรีย์ที่ผลิตโปรติเอสได้ดี 
คือ จุลินทรีย์ไอโซเลต J31 ในการทดลองนี้จึงได้ท าการติดตามการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ทั้ง
สองไอโซเลตในอาหารเหลวที่มีการเติมตัวท าละลายอินทรีย์เปรียบเทียบกับภาวะควบคุมที่ไม่มีการเติมตัวท า
ละลายอินทรีย์ ซึ่งตัวท าละลายอินทรีย์ที่ใช้ในการทดสอบนี้ ได้แก่ hexane, methanol, toluene หรือ 
isopropanol ที่ความเข้มข้น 5%(v/v) และ acetone ที่ความเข้มข้นเดียวกันส าหรับจุลินทรีย์ไอโซเลต J31  

จากภาพที่ 12a เมื่อพิจารณาค่า OD660 ในอาหารเหลวที่มีการเติมตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่างๆ พบว่า
จุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 ที่เลี้ยงใน 5%(v/v) hexane, methanol และ isopropanol ไม่ต้องใช้เวลาในการ
ปรับตัว สามารถเจริญเข้าสู่ระยะ log phase ได้ทันทีหลังจากเริ่มการเลี้ยงเชื้อเช่นเดียวกับภาวะควบคุมทั้งสอง 
โดยสังเกตได้จากความชันที่ใกล้เคียงกันของกับภาวะควบคุมที่ 1 (อาหารเหลว) และ 2 (อาหารเหลวที่มีตัว
เหนี่ยวน าการผลิตเอนไซม์) ในกรณีที่มีการเติมตัวท าละลายอินทรีย์ลงไปในอาหารเหลว เมื่อจุลินทรีย์มีการเจริญ
แบบทวีคูณ (log phase) แล้วจะพบลักษณะการเจริญลดลงในเวลาที่ไม่นานนัก ส่วนในภาวะที่มี 5%(v/v) 
toluene จุลินทรีย์จะอาศัยเวลาในการปรับตัวที่ยาวจึงท าให้มีช่วง lag phase นานซึ่งการทดลองพบว่าจุลินทรีย์
จะเข้าสู่ระยะ log phase ที่เวลา 24 ชั่วโมง ในการวิเคราะห์การผลิตเอนไซม์ไลเปสของจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 
ในภาวะที่มีตัวท าละลายอินทรีย์ต่างๆ พบว่าจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 สามารถผลิตเอนไซม์ได้สูงขึ้นประมาณ 23 
และ 67 เท่า เมื่อเลี้ยงจุลินทรีย์ดังกล่าวในอาหารเหลวที่มี methanol และ hexane ตามล าดับ (ภาพที่ 12b) 
ในขณะที่การเติม isopropanol หรือ toluene ลงไปไม่ได้ช่วยให้จุลินทรีย์ผลิตเอนไซม์ได้ดีขึ้น และยังพบว่าใน
การเติม methanol ลงไปจะช่วยให้จุลินทรีย์ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้สูงขึ้นตั้งแต่ชั่วโมงที่ 30 ไปแล้ว ในขณะที่การ
เติม hexane ลงไปนั้นสามารถช่วยให้จุลินทรีย์ผลิตเอนไซม์ได้ดีขึ้นที่เวลา 48 ชั่วโมงซึ่งเป็นระยะที่จุลินทรีย์ได้
ผ่านการเจริญแบบทวีคูณแล้ว 

เมื่อศึกษาผลของตัวท าละลายอินทรีย์แต่ละชนิดต่อการเจริญของจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 พบว่าการเติม 
hexane และ acetone ในอาหารเหลวที่ความเข้มข้น 5%(v/v) ไม่ส่งผลกระทบต่อการเจริญของจุลินทรีย์
ดังกล่าวในช่วงของการเจริญแบบทวีคูณเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม แต่เมื่อพิจารณาค่า OD660 ของจุลินทรีย์
ภายหลังจากเข้าสู่ระยะ log phase แล้ว พบว่าค่า OD660 ของจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 ในภาวะที่มี acetone เมื่อ
จุลินทรีย์มีค่าต่ าว่าชุดควบคุมทั้งสองอย่างมีนัยส าคัญ ในขณะที่การเติม hexane ลงไปส่งผลต่อการเจริญเพียง
เล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมทั้งสองภายหลังจากที่จุลินทรีย์เข้าสู่ระยะ log phase แล้ว ดังภาพที่ 
5.4a ในกรณีที่เติม methanol ลงไปในอาหารเหลว พบว่า methanol ลดการเจริญของจุลินทรีย์อย่างต่อเนื่อง
ภายหลังจากที่จุลินทรีย์เจริญเข้าสู่ระยะ log phase แล้ว ในขณะที่การเติม acetone ลงไปจะส่งผลต่อการ
เจริญของจุลินทรีย์เพียงระยะหนึ่งเมื่อผ่านระยะ log phase แล้ว ส่วนการเติม toluene และ isopropanol นั้น
ท าให้จุลินทรีย์ไอโซเลต J31 ต้องปรับตัวในระยะแรกค่อนข้างนานจึงสามารถสังเกตเห็นช่วงของ lag phase ใน
อาหารที่มีตัวท าละลายอินทรีย์ดังกล่าวได้อย่างชัดเจน ดังภาพที่ 13a จุลินทรีย์ไอโซเลต J31 ใช้เวลาในการ
ปรับตัวในอาหารเหลวที่มี toluene เป็นเวลา 30 ชั่วโมง และ 79 ชั่วโมง ในกรณีที่มีการเติม isopropanol ลง
ไป (ภาพที่ 13a) ส่วนการผลิตเอนไซม์โปรติเอส พบว่าการเติมตัวท าละลายอินทรีย์ต่างๆ เช่น acetone, 
methanol, isopropanol, hexane และ toluene นั้นส่งผลให้การผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 
ลดลง ดังภาพที่ 13b  

จากภาพที่ 12 และ 13 พบว่าชนิดของตัวท าละลายอินทรีย์มีผลต่อความสามารถในการเจริญและการผลิต
เอนไซม์ของจุลินทรีย์ได้แตกต่างกัน เม่ือพิจารณาผลของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์แต่
ละไอโซเลต พบว่าจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 เพียงไอโซเลตเดียวที่สามารถผลิตเอนไซม์ได้สูงขึ้นเมื่อมีการเติม 
hexane หรือ toluene ดังนั้นในการทดลองถัดไปผู้วิจัยจึงมุ่งเน้นการศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม์ไลเปสที่ผลิต
จากจุลินทรีย์นี้เป็นหลัก  
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รูป 12 ความสัมพนัธ์ระหว่าง logOD660 และ lipase activity กับ เวลา (ชั่วโมง) ของจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 เมื่อ
เลี้ยงในอาหารเหลวที่เป็นชุดควบคุม I (NB), ชุดควบคุม II (NB + olive oil), อาหารเหลวที่มีการเติม methanol 
5%, อาหารเหลวที่มีการเติม isoprpnanol 5% อาหารเหลวที่มีการเติม toluene 5% และอาหารเหลวที่มีการเติม 
hexane 5%  

b) 

a) 
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รูป 13 ความสัมพันธ์ระหว่าง logOD660 และ protease activity กับ เวลา (ชั่วโมง) ของจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 เมื่อ
เลี้ยงในอาหารเหลวที่เป็นชุดควบคุม I (NB), ชุดควบคุม II (NB + skim milk) , อาหารเหลวที่มีการเติม acetone 
5%, อาหารเหลวที่มีการเติม methanol 5%, อาหารเหลวที่มีการเติม isoprpnanol 5% อาหารเหลวที่มีการเติม 
toluene 5% และอาหารเหลวที่มีการเติม hexane 5%  

b) 

a) 
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5.6 จ าแนกจุลินทรีย์ที่คัดเลือกโดยอาศัยการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทดบ์น ribosomal DNA (rDNA) 

จากผลการทดสอบการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ ในอาหารที่มีการเติมตัวท า
ละลายอินทรีย์ต่างๆ นั้น พบว่าจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 และ J31 ผลิตเอนไซม์ไลเปสและโปรติเอสสูงกว่า
จุลินทรีย์อื่นๆ ที่ทดสอบ เมื่อท าการสังเกตใต้กล้องจุลทรรศน์และลักษณะการเจริญบนอาหารกึ่งแข็ง พบว่า
จุลินทรีย์ทั้ง 2 ไอโซเลตเป็นแบคทีเรีย จึงน าจุลินทรีย์ดังกล่าวมาหาล าดับนิวคลีโอไทด์บน 16S rDNA โดยเพิ่ม
ปริมาณชิ้น DNA บริเวณ 16S rDNA บางส่วน (partial 16S rDNA) ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction 
หรือ PCR แล้วน าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จะถูกน าไปวิเคราะห์
ด้วย Cap contig assembly program ใน BioEdit Program และเปรียบเทียบชนิดของแบคทีเรียที่ได้โดยใช้ 
standard nucleotide BLAST (BLASTn) จากฐานข้อมูล NCBI (ภาคผนวก) เมื่อท าการวิเคราะห์พบว่า
จุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 มีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึง (%homology) กับ Bacillus aerophilus, Bacillus 
altitudinis,  Bacillus stratosphericus มากที่สุดโดยมี % ความคล้ายคลึงเท่ากันที่ 99.23% (ตารางที่ 13) จึง
ท าให้ไม่สามารถระบุ species ของจุลินทรีย์ชนิดนี้ได้ ส าหรับจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 มีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึง
กับ Bacillus anthracis และ Bacillus cereus มากถึง 100% (ตารางที่ 13) จึงท าให้ไม่สามารถระบุสายพันธุ์
ที่ชัดเจนได้เช่นเดียวกับจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 ทั้งนี้จากผลการวิเคราะห์สายพันธุ์ของจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 
พบว่าจุลินทรีย์ดังกล่าวมีโอกาสเป็นจุลินทรีย์ที่สามารถก่อให้เกิดอันตรายต่อคนและสัตว์ได้ ดังนั้นในการศึกษา
ปัจจัยที่มีผลต่อการท างานของเอนไซม์ ความเสถียร และการประยุกต์ใช้จึงท าการศึกษาเฉพาะในส่วนของ
จุลินทรีย์ไอโซเลต SC3  

ตาราง 13 เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์บน 16s rDNA ของจุลินทรีย์ที่แยกได้กับแบคทีเรียใน
ฐานข้อมูล 

Isolate Rank Name Strain Pairwise Similarity 
(%) 

SC3 1 Bacillus aerophilus 28K(T) 99.23 
2 Bacillus altitudinis 41KF2b(T) 99.23 
3 Bacillus stratosphericus 41KF2a(T) 99.23 
4 Bacillus safensis FO-036b(T) 98.76 
5 Bacillus pumilus ATCC 7061(T) 98.69 

J31 1 Bacillus anthracis ATCC 14578(T) 100.00 
2 Bacillus cereus ATCC 14579(T) 100.00 
3 Bacillus anthracis Ames 99.89 
4 Bacillus pseudomycolides DSM12442(T) 99.68 
5 Bacillus mycolides ATCC6462(T) 99.68 

5.7 การศึกษาปัจจัยหลักที่มีผลต่อการท างานของไลเปส 
เพื่อศึกษาปัจจัยส าคัญที่มีผลต่อการท างานของไลเปสที่ได้จาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ในการทดลองนี้

ผู้วิจัยได้เตรียม crude enzyme โดยท าการเลี้ยงจุลินทรีย์ดังกล่าวในอาหารเหลวที่มีการเติม hexane ลงไป 
5%(v/v) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ก่อนน ามาปั่นเหวี่ยง (centrifuge) เพื่อแยก crude enzyme ออกจากตะกอนของ
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จุลินทรีย์ จากนั้นจึงน า crude enzyme ที่ได้มาศึกษาผลของอุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง และชนิดของตัวท า
ละลายอินทรีย์ต่อการท างานของไลเปสเพื่อให้ได้ข้อมูลส าคัญของเอนไซม์ดังกล่าว  

5.7.1 ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของเอนไซม์ไลเปส 
เมื่อทดสอบผลของอุณหภูมิต่อการท างานของไลเปสที่ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ผลิตขึน้ที่

อุณหภูมิ 4, 30, 37, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90oC พบวา่ เอนไซม์ไลเปสสามารถท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยา
ได้ดีที่สุด เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 30oC โดยมีแอคติวิตีสูงที่สดุเท่ากบั 29.981.60 ยูนิตต่อมิลลิลติร ดังแสดง
ภาพที่ 14 ดังนั้นอุณหภูมิ 30oC จึงอุณหภูมิที่ท าให้เอนไซม์สามารถเข้าท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้นได้ดทีี่สดุ 
(optimal temperature) 
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รูป 14 ผลของอุณหภูมิต่อการท างานของไลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 

5.7.2 ผลของความเป็นกรด-ด่างต่อการท างานของเอนไซม์ไลเปส 
ในการการศึกษาผลของ pH ต่อการท างานของไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 นัน้ 

sodium deoxycholate จะถูกละลายในสารละลายบัฟเฟอร์ที่มีค่า pH ต่างๆ ก่อนน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
30oC  ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการท าปฏิกิริยา จากภาพที่ 15 พบวา่เอนไซม์ไลเปสสามารถท า
หน้าที่เร่งปฏิกิริยาได้ดีที่สุดเมื่ออยู่ในสารละลาย 0.05M Tris-HCl buffer, pH 8.0 โดยมีแอคติวิตีสูงที่สุด
เท่ากับ 5.420.21 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
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รูป 15 ผลของ pH ต่อการท างานของไลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 โดยสัญลักษณ์   แทน 0.05 M 
acetate buffer, pH 4-6 ส่วน    แทน 0.05 M phosphate buffer, pH 6-7 และ   แทน 0.05 M acetate 
buffer, pH 7-11 
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จากภาพที่ 14 และ 15 พบว่าไลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 สามารถท างานได้ดีที่สุดที่

อุณหภูมิ 30C ใน สารละลาย 0.05 M Tris-HCl buffer ที่มีค่า pH เท่ากับ 8.0 เพื่อให้การศึกษาการ
ท างานและความเสถียรของเอนไซม์มีประสิทธิภาพ ดังนั้นการทดลองในล าดับถัดไปจะเป็นการทดลองที่
อุณหภูม ิ30C ใน 0.05 M Tris-HCl buffer ที่มีค่า pH เท่ากับ 8.0 
 

5.8 ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อความเสถียรของเอนไซม์ 

5.8.1 ผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของเอนไซม์ไลเปส 
ในการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของไลเปส พบว่าไลเปสที่ได้จาก Bacillus sp. ไอโซ

เลต SC3 มีความเสถียรที่อุณหภูมิ 4°C ได้ดีที่สุด โดยการท างานของไลเปสหรือแอคติวิตีของไลเปสลดลงไป
ประมาณ 20% เมื่อท าการบ่มที่อุณหภูมิดังกล่าวเป็นเวลา 8 ชั่วโมง  เมื่อน าไลเปสไปบ่มที่อุณหภูมิ 30C 
พบว่าไลเปสยังคงท างานได้เหมือนเดิมที่เวลา 2 ชั่วโมงแรก แต่เมื่อเวลาผ่านไป 4 ชั่วโมงพบแอคติวิตีของไล
เปสค่อยๆ ลดลง จนเมื่อเวลาผ่านไป 8 ชั่วโมงการท างานของไลเปสลดลงไปถึง 80% เช่นเดียวกับกรณีที่บ่ม
ไลเปสไว้ที่อุณหภูมิ 37 และ 40C ในระยะ 2 ชั่วโมงแรกภายหลังการบ่มนั้น การท างานของเอนไซม์จะมีค่า
ลดลงไม่มากนัก แต่เมื่อท าการบ่มเอนไซม์ต่อไปการท างานจะลดลงอย่างมาก ดังภาพที่ 16 ทั้งนี้เมื่อศึกษา
ผลของอุณหภูมิที่ 50, 60 และ 100°C ต่อความเสถียรของเอนไซม์จาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 พบว่า
เอนไซม์ดังกล่าวไม่สามารถทนต่ออุณหภูมิที่ทดสอบได้ถึงแม้จะท าการบ่มไว้เพียง 2 ชั่วโมงก็ตาม (ดังภาพที่ 
16)  
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รูป 16 ผลของอุณหภูมิต่อความเสถียรของไลเปสที่ไดจ้าก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 

5.8.2 ผลของ pH ต่อความเสถียรของเอนไซม์ไลเปส 
เมื่อน าไลเปสมาบ่มในสารละลายบัฟเฟอร์ชนิดต่างๆ ที่มีค่า pH อยู่ในช่วง 4.0-10.0 แล้วท าการ

เก็บตัวอย่างที่เวลา 2, 4, 6 และ 8 ชั่วโมง มาวัดความการท างานของไลเปส พบว่าไลเปสมีความเสถียรใน
สารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl, pH 8.0 มากที่สุดโดยไลเปสยังคงมีแอคติวิตีที่เหลือ 44.45% เมื่อท าการบ่ม
ในบัฟเฟอร์ดังกล่าวที่ 8 ชั่วโมง ทั้งนี้พบว่าเอนไซม์ดังกล่าวยังคงสามารถท างานได้ดีเมื่อบ่มในสารละลาย
บัฟเฟอร์ต่างๆ ที่มีค่า pH อยู่ในช่วง 4.0-10.0 เป็นเวลา 2 ชั่วโมง (ภาพที่ 17) 
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รูป 17 ผลของ pH ต่อความเสถียรของไลเปสที่ไดจ้าก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 

5.8.3 ผลของชนิดของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อความเสถียรของไลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 
การทดลองนี้เป็นการศึกษาผลของตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่างๆ ต่อความเถียรของไลเปสที่ได้จาก 

Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 โดยตัวท าละลายอินทรีย์ที่ใช้เป็นตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีการประยุกต์ใช้จริงใน
งานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ไลเปส คือ acetone, hexane, methanol, isoamyl alcohol, DMSO, 
toluene, acetonitrile, ethanol, butanol, DCM, chloroform และ heptanes ส าหรับน้ านั้นใช้เป็น
ตัวอย่างควบคุม จากภาพที่ 18 พบว่าไลเปสยังคงสามารถท างานได้ดีโดยมี remaining activity อยู่ที่ 67% 
เมื่อท าการบ่มในสารละลาย 0.05 M Tris-HCl, pH 8.0 ที่มี hexane ความเข้มข้น 50% เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
ตัวท าละลายอินทรีย์ที่สามารถท าให้เอนไซม์ยังคงท างานได้ดีรองลงมาเมื่อท าการบ่มเป็นเวลา 3 ชั่วโมง คือ 
DMSO โดยมี % remaining activity ประมาณ 41% ในขณะที่น้ านั้นส่งผลต่อการท างานของเอนไซม์อย่าง
เห็นได้ชัด โดยพบว่าไลเปสที่ได้จาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 นั้นมี remaining activity อยู่ประมาณ 
26% เท่านั้นซึ่งใกล้เคียงกับการบ่มเอนไซม์ในสารละลาย 0.05 M Tris-HCl, pH 8.0 ที่มี butanol ความ
เข้มข้น 50% ดังภาพที่ 18 ทั้งนี้เมื่อพิจารณา remaining activity ของไลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต 
SC3 ในตัวท าละลายอินทรีย์อื่นๆ พบว่าตัวท าละลายอินทรีย์อื่นๆ ที่ทดสอบ เช่น acetone, methanol, 
isoamyl alcohol, toluene, acetonitrile, ethanol, butanol, DCM, chloroform และ heptanes 
นั้นส่งผลลบต่อความเสถียรของเอนไซม์ดังกล่าว ดังจะสังเกตได้จากภาพที่ 18 % remaining activity ของ
ไลเปสมีค่าต่ ากว่า 10% ภายหลังจากที่ท าการบ่มเอนไซม์ดังกล่าวเป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
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รูป 18 ผลของชนิดตัวท าละลายอินทรีย์ต่อความเสถียรของไลเปสทีไ่ด้จาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 

จากการทดสอบผลของอุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง และชนิดของตัวท าละลายอินทรีย์ พบวา่การเก็บ
รักษาเอนไซม์ไลเปสทีไ่ด้จาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ที่อุณหภูมิ 4C ในสารละลาย 0.05 M Tris-HCl, 
pH 8.0 ในภาวะที่มี hexane เอนไซม์สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ดอียู่  

 

5.9 การประยุกต์ใช้ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ในรูปของ whole microorganisms และเอนไซม์อิสระ (free 
enzyme) ในปฏิกิริยา transesterification 

เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการน าเอนไซมไ์ลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 มาประยุกตใ์ช้ในด้านเคมี
สะอาด ปฏิกิริยา transesterification ซึ่งเป็นปฏิกิริยาทีพ่บไดบ้่อยในการสังเคราะห์สารอินทรีย์ ปฏิกิริยา
ดังกล่าวจึงถูกเลือกใช้ในการทดลองนี้ ทั้งนี้หากมนี้ าอยู่ในปฏิกริิยา น้ าจะรบกวนการเกิดผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยา
ได้ ดังนั้น crude enzyme ของ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 จึงถูกน ามาท าให้แห้งเป็นผงโดยใช้เครื่องระเหิด
แห้ง ก่อนท าปฏิกิริยากับ vinyl stearate และ 1-pentanol จากตารางที่ 14 พบวา่การท าปฏิกริิยาที่ 24 ชั่วโมง 

ที่อุณหภูมิ 37C สามารถก่อให้เกิดปริมาณของ pentyl sterate ได้ดีกว่าที่เวลา 48 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังพบว่า 
crude enzyme จาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 สามารถเร่งปฏิกิริยา transesterification ได้ดีกว่าเซลล์ถงึ 
141.1 เท่าที่เวลา 24 ชั่วโมง 

ตาราง 14 Transesterification activity ของเซลล์และ crude enzyme ของ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ในการ
ท าปฏิกิริยาระหวา่ง 1-pentanol และ stearate ที่อุณหภูมิ 37C 

Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 Transesterification activity (µmole x min-1 x g-1) 
24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

Cells 0.05±0.00 0.03±0.01 
Crude enzyme 7.07±0.82 1.47±0.46 
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5.10 ศึกษาความจ าเพาะเจาะจงต่อสารตั งต้นของเอนไซม์ไลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ในปฏิกิริยา 
transesterification 

จากการทดลองที่ 5.9 พบว่า crude enzyme ของ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 มีความสามารถในการ
เร่งปฏิกิริยา transesterification ได้ดีกว่าเซลล์ของแบคทีเรียดังกล่าว ดังนั้น crude enzyme ของ Bacillus 
sp. ไอโซเลต SC3 จึงถูกใช้ในการทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของสารตั้งตน้ต่อการท างานของเอนไซม์ไลเปส 
จากตารางที่ 15 เมื่อพิจารณาความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต 
SC3 ระหว่าง vinyl esters แต่ละชนิดกับ alcohol ที่มีหมู่ไฮดรอกซิลที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 1, 2 และ 3 พบว่า
เอนไซม์ไลเปสที ่ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ผลิตขึ้นสามารถเข้าท าปฏิกิริยากับ vinyl acetate และ 2-
pentanol ได้ดีที่สุด รองลงมา คือ vinyl stearate และ 2-pentanol ตามด้วย vinyl butyrate และ 2-
pentanol ตามล าดับ เมื่อท าการเปรียบเทียบความสามารถในการท าปฏิกิริยาระหวา่ง vinyl estes ทั้งสามกบั 
3-pentanol พบว่าเอนไซมไ์ลเปสมีความสามารถในการเร่งการปฏิกิริยาระหว่าง vinyl stearate และ 3-
pentanol ได้น้อยทีสุ่ด เมื่อเปรียบเทียบ transesterification activity ระหว่าง 3-pentanol กับ vinyl 
acetate และ vinyl butyrate ทั้งนี้เมื่อใช้ 1-pentanol ในการท าปฏิกิริยากบั vinyl esters ทั้งสามชนิดนัน้ 
พบว่าเอนไซมไ์ลเปสมีความสามารถในการเร่งการเกิดปฏิกิริยา transesterification ไดไ้ม่แตกต่างกัน  
 

ตาราง 15 Transesterification activity ของไลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 เมื่อท าปฏิกิริยากับ vinyl 
esters และ alcohol แต่ละชนดิ 

Vinyl esters Alcohol 
 

Transesterification activity (molmin-1
g-1)* 

Vinyl acetate 1-pentanol 6.27±0.09 
2-pentanol 15.54±3.65 
3-pentanol 7.07±0.82 

Vinyl butyrate 1-pentanol 7.12±1.32 
2-pentanol 8.11±0.39 
3-pentanol 6.64±0.48 

Vinyl stearate 1-pentanol 6.68±0.66 
2-pentanol 9.23±0.73 
3-pentanol 4.35±1.02 

        * ที่อุณหภูมิ 37C เวลา 24 ชั่วโมง 
  

5.11 การตรึงเอนไซมไ์ลเปสดว้ยเทคนิค entrapment 
เพื่อให้การน าเอนไซม์ที่ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ไปประยกุต์เกิดประสิทธิภาพ การทดลองนี้จึงได้ท า

การตรึงเอนไซม์ไลเปสที่ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ด้วยเทคนิค entrapment ซึ่งเทคนิค entrapment ที่
เลือกใช้ในการทดลองนี้ ได้แก่ sodium alginate, polyacrylamide และ polyvinyl alcohol จากตารางที ่
16 พบวา่เมื่อน าเอนไซมไ์ปตรึงด้วยวิธี sodium alginate เอนไซม์ที่ผา่นการตรึงสามารถเร่งปฏิกิริยา 
hydrolysis ได้ดีกว่าวิธีการตรึงด้วย polyacrylamide และ polyvinyl alcohol ทั้งนีไ้ม่สามารถตรวจพบ
ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา transesterification ของเอนไซม์ที่ผา่นการตรึงดว้ย sodium alginate, 
polyacrylamide และ polyvinyl alcohol เมื่อใช้ปริมาณเอนไซม์ที่เทา่กัน ดังตารางที่ 16 
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ตาราง 16 Specific activity ของเอนไซม์ไลเปสทีผ่่านการตรงึด้วยวิธี sodium alginate, polyacrylamide และ 
polyvinyl alcohol ในการเร่งปฏิกิริยา hydrolysis และ transesterification 

วิธีการตรึง 
Specific activity  

Hydrolysis activity Transesterification activity  
Sodium alginate 5.793 ± 0.816 ND 
Polyacrylamide 2.595 ± 0.955 ND 
Polyvinyl alcohol 0.268 ± 0.000 ND 

ND: ไม่พบ transesterifcation activity 
  

5.12 การศึกษาความสามารถของเอนไซม์ที่ผ่านการตรึงด้วยเทคนิค entrapment ในการน ากลับมาใช้ 
(recycling cycles) 

จากผลการทดลองในหัวข้อ 5.11 พบเอนไซม์ที่ผา่นการตรึงด้วยเทคนิค entrapment ไม่ว่าจะเปน็ 
sodium alginate, polyacrylamide และ polyvinyl alcohol แสดงความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา 
hydrolysis ได้ดีกว่าปฏิกิริยา transesterification ดังนัน้ในการศึกษาความสามารถในการน ากลับมาใช้จงึเลือก
ทดสอบความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา hydrolysis แต่เพียงอย่างเดียว จากผลการศึกษาความสามารถในการ
น ากลบัมาใช้ของเอนไซมไ์ลเปสที่ผ่านตรึง พบวา่การตรึงเอนไซม์ด้วยโดยใช้ sodium alginate สามารถน า
เอนไซม์ที่ผ่านการตรึงกลบัมาใชไ้ด้ถึง 5 รอบโดยยังคงมี remaining activity อยู่ที่ประมาณ 14% ในรอบที่ 5 
ของการเร่งปฏิกิริยา (รูป 19) ส่วนการตรึงเอนไซมโ์ดยใช้ polyacrylamide สามารถน าเอนไซม์กลับมาใชไ้ด้ 4 
รอบ แต่ถ้าพิจารณา remaining activity จะพบวา่ activity ของเอนไซม์ที่ผ่านการตรึงด้วย polyacrylamide 
ในรอบที่ 2 ของการทดสอบลดลงไปมากกว่า 80% ของ activity เร่ิมต้น (รูป 19)  ในขณะที่ polyvinyl 
alcohol มี remaining activity ลดลงเพียงเล็กน้อยในรอบที่ 2 ของการน าเอนไซม์มาใช้ แต่ทั้งนี้ไมส่ามารถ
ตรวจวัด activity ของเอนไซม์ดังกล่าวในรอบที่ 3 ได้ (รูป 19)   
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รูป 19 % Remaining activity และจ านวนคร้ังในการน ากลับมาใช้ใหม่ (recycling cycles) ของของเอนไซม์ไลเปส
ที่ผ่านการตรึงด้วย sodium alginate, polyacrylamide และ polyvinyl alcohol 



59 

 
บทที่ 6 

วิจารณ์และสรุปผลการทดลอง      
 

6.1 วิจารณ์ผลการทดลอง 

 6.1.1 การแยกจุลินทรีย์บริสุทธิ์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ 
         จากการแยกจุลินทรีย์ที่สามารถเจริญได้ในอาหารกึ่งแข็งที่มี 1%(v/v) isopropanol จากตัวอย่างดิน
และน้ าทั้งหมด 8 แหล่งในจังหวัดล าปาง เชียงใหม่ ชลบุรี สมุทรปราการ ตรัง และนครราชสีมา โดยใช้เทคนิค 
pour plate พบว่ามีจุลินทรีย์ทั้งหมด 38 ไอโซเลตที่สามารถเจริญได้ แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์เหล่านี้สามารถ
ทนต่อภาวะที่มีตัวท าละลายอินทรีย์อยู่ โดยแหล่งดินจากอุทยานแห่งชาติแจ้ซ้อน จังหวัดล าปาง พบจุลินทรีย์ที่
ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ที่มากที่สดุ 15 ไอโซเลต ซึ่งดินบริเวณดังกล่าวอาจจะมีสารอาหาร แร่ธาตุ โดยเฉพาะ
แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนซึ่งเป็นธาตุอาหารที่ส าคัญต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ ใน
ปริมาณที่เหมาะสม และเพียงพอต่อความต้องการของจุลินทรีย์มากกว่าบริเวณแหล่งอื่นๆ จุลินทรีย์ที่ทนต่อตัว
ท าละลายเหล่านี้จัดเป็น extremophilic microorganisms สามารถปรับตัวให้อยู่รอดในภาวะแวดล้อมที่มีตัว
ท าละลายอินทรีย์ 26 เพื่อยืนยันผลการคัดกรองจุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ จุลินทรีย์ที่แยกได้ทั้งหมด
จ านวน 38 ไอโซเลต ถูกน ามาเลี้ยงบน standard method agar  ที่ผสม 1, 2.5, 5 และ 10% (v/v) 
isopropanol โดยพบว่าเมื่อความเข้มข้นของตัวท าละลายอินทรีย์สูงขึ้น จ านวนโคโลนีและชนิดของจุลินทรีย์ที่
สามารถเจริญได้มีจ านวนน้อยลง เนื่องจาก isopropanol อาจซึมผ่านเข้าไปที่เยื่อหุ้มเซลล์แล้วสะสมอยู่ภายใน
เซลล์ หรือท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์แตก7 โดยแหล่งน้ าเสียจากโรงงานผลิตเครื่องดื่มในจังหวัด
สมุทรปราการ มีจุลินทรีย์ที่เจริญได้ดีบนอาหารที่มี isopropanol ได้ถึง 10% จ านวนมากที่สุด 

 6.1.2 การคัดเลือกจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม ์
         จุลินทรีย์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ นอกจากจะสามารถปรับตัวให้อยู่รอดในภาวะที่มีตัวท าละลาย
อินทรีย์ได้แล้ว โดยทั่วไปจุลินทรีย์ดังกล่าวจะผลิตเอนไซม์ที่ท างานได้ในภาวะที่มีตัวท าละลายอินทรีย์
เช่นเดียวกัน 25 เอนไซม์ที่มีคุณสมบัติทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์มีประโยชน์อย่างมากในระดับอุตสาหกรรม 
7,15,18 จากการทดสอบการผลิตเอนไซม์โปรติเอสของจุลินทรีย์ทั้ง 38 ไอโซเลต โดยสังเกตจากวงใสที่เอนไซม์ที่
จุลินทรีย์ดังกล่าวท าการย่อยหางนมในอาหารทดสอบ ซึ่งอัตราส่วนระหว่างเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใสต่อโคโลนี
บนอาหารกึ่งแข็งสามารถระบุประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์แต่ละไอโซเลตได้ จุลินทรีย์ที่ผลิตโป
รติเอสได้มีจ านวน 21 ไอโซเลต โดยไอโซเลต KY32 แยกได้จากดินบริเวณเขาใหญ่ WB22 แยกจากน้ าเสียใน
จังหวัดสมุทรปราการ และ J31 จากแยกจากดินในอุทยานแห่งชาติแจ้ซ้อน มีอัตราส่วนระหว่างเส้นผ่าศูนย์กลาง
วงใสต่อโคโลนีสูงสุด 3 อันดับแรก ส่วนการตรวจสอบการผลิตไลเปสของจุลิทรีย์โดยการสังเกตการเรืองแสงของ
สารประกอบเชิงซ้อนที่เกิดจากการรวมตัวระหว่าง rhodamine B และ fatty acid ที่ได้จากการสลายน้ ามัน
มะกอก ภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 365 nm34 จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตไลเปสได้มีทั้งหมดเพียง 
3 ไอโซเลต โดย ไอโซเลต KY21 เกิดการเรืองแสงภายใต้รังสีอัลตราไวโอเลตใช้ระยะเวลาสั้นที่สุด ส่วน SK21 
จากน้ าพุร้อน และ SC3 จากอ่างศิลา ใช้ระยะเวลาในการผลิตไลเปสที่นานกว่า ตามล าดับ ส าหรับการศึกษา
การผลิตเอนไซม์ออกซิเดสที่จุลินทรีย์ผลิตขึ้นจะอาศัยการติดตามสารผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากท าปฏิกิริยาระหว่าง
เอนไซม์ oxidase และ N, N, N’, N’-tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride (reduced 
TMPD) คือ oxidized TMPD ซึ่งมีสีฟ้า แต่ทั้งนี้ในการวิเคราะห์การผลิตเอนไซม์ oxidase ดังกล่าวไม่สามารถ
ระบุความสามารถในการผลิตได้ ประกอบกับการน าเอนไซม์ในกลุ่ม oxidase ไปใช้ในภาวะที่มีตัวท าละลาย
อินทรีย์มีความต้องการน้อยกว่าในกรณีของเอนไซม์โปรติเอสและไลเปส ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกศึกษาจุลินทรีย์ที่
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ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์และผลิตโปรติเอสและไลเปสได้ โดยพิจารณาเลือกจุลินทรีย์จากความสามารถในการ
ผลิตเอนไซม์ ซึ่งได้แก่จุลินทรีย์ไอโซเลต KY32, WB22, J31, KY21, SK21 และ SC3  

6.1.3 การศึกษาผลของชนิดตวัท าละลายอินทรีย์ต่อการเจริญของจุลินทรียท์ี่คัดเลือก 
        ในการทดลองนี้ได้ท าการเลือกชนิดของตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีค่า log P ที่แตกต่างกัน ได้แก่ 
dimethyl sulfoxide, acetone, isopropanol, methanol, isoamyl alcohol, hexane และ toluene 
ซึ่งค่า log P ที่แตกต่างกันจะแสดงถึงความสามารถในการกระจายตัวของสารในชั้นน้ าและชั้นออกทานอลที่
แตกต่างกัน ซึ่งโดยทั่วไปแล้วสารละลายที่มีความเป็นขั้วต่ าจะมีค่า log P สูง ส่วนสารละลายที่มีความมีขั้ว
สูงจะมีค่า log P ต่ า23, 24 จากผลการทดสอบจุลินทรีย์พบว่าจุลินทรีย์ไอโซเลต KY21 สามารถเจริญได้ใน
อาหารเหลว ที่มีตัวท าละลายอินทรีย์ 6 ชนิด ได้แก่ dimethyl sulfoxide, acetone, isopropanol, 
methanol, toluene และ hexane ที่ความเข้มข้นสูงสุด 10, 10, 5,  20, 30 และ 15%(v/v) ส่วน
จุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 และ J31 พบว่ามีความสามารถในการเจริญในภาวะที่มี hexane ได้สูงที่สุดโดย
สามารถเจริญได้ในภาวะที่มี hexane ถึง 90%(v/v) และยังคงรอดชีวิตได้ใน hexane 100%(v/v)  จากผล
ดังกล่าวท าให้แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์สามารถทนต่อความเข้มข้นสูงสุดของตัวท าละลายแต่ละชนิดได้
แตกต่างกัน  จุลินทรีย์บางไอโซเลตสามารถเจริญได้น้อยในภาวะที่มีตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีค่า log P ที่ต่ า 
อาจมีสาเหตุจากการที่ตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีค่า log P ต่ าแสดงความมีขั้วสูงและสามารถการกระจายตัว
ในน้ าได้ดี จึงเคลื่อนเข้าสู่เซลล์ของจุลินทรีย์ผ่าน lipid membrane bilayer ได้มาก ส่งผลให้จุลินทรีย์เจริญ
ได้ลดลงหรือตายได้ในที่สุด ในขณะที่ตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีค่า log P สูง ตัวท าละลายอินทรีย์จะสะสมใน
เซลล์ได้แต่มีความเข้มข้นจะไม่สูง เนื่องจากความสามารถในการละลายและการกระจายตัวในน้ าที่ต่ า7  

6.1.4 การศึกษาการเจริญและความสามารถในการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ที่คัดเลือก 
         ปัจจัยส าคัญที่ใช้ในการคัดเลือกจุลินทรีย์นอกจากความสามารถของจุลินทรีย์ที่เจริญได้ในภาวะที่มี
ตัวท าละลายอินทรีย์แล้ว คือ ความสามารถของจุลินทรีย์ในการผลิตเอนไซม์ ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ท าการทดลอง
เพื่อประเมินความสามารถของจุลินทรีย์ในการผลิตเอนไซม์ที่สนใจ ได้แก่ โปรติเอส และไลเปส โดยในการ
ประเมินประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์นั้นเป็นการทดสอบความสามารถของจุลินทรีย์ในการผลิตเอนไซม์
ในภาวะปกติและภาวะที่มีการเหนี่ยวน าการผลิตเอนไซม์ด้วยการเติมสารที่ท าหน้าที่เป็นตัวเหนี่ยวน าให้
จุลินทรีย์สามารถผลิตเอนไซม์ได้ดีขึ้น  
        จากการติดตามการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ไอโซเลต KY21, SK21 และ SC3 ซึ่ง
สามารถผลิตไลเปสได้ พบว่าจุลินทรีย์ทั้งสามไอโซเลตมีการเจริญสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง ทั้งนี้พบว่าการเติม
น้ ามันมะกอกลงในอาหารเลี้ยงเชื้อไม่ส่งผลต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ไลเปสของจุลินทรีย์ไอโซเลต 
KY21 ในขณะที่การเติมน้ ามันมะกอกไม่ส่งผลต่อการเจริญของจุลินทรีย์ไอโซเลต SK21 แต่ส่งผลต่อการผลิต
เอนไซม์ไลเปส โดยพบว่าจุลินทรีย์ไอโซเลต SK21 ที่เลี้ยงในอาหารเหลวปกติสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้
สูงสุดในช่วงเวลาที่จุลินทรีย์เจริญได้สูงสุด แต่เมื่อท าการเลี้ยงจุลินทรีย์ไอโซเลต SK21 ในภาวะเหนี่ยวน า
พบว่าการผลิตเอนไซม์ไลเปสของจุลินทรีย์จะผลิตได้ดีในช่วงที่จุลินทรีย์เจริญอยู่ในระยะ stationary phase 
โดยมี activity ที่สูงกว่าจุลินทรีย์ที่เลี้ยงในภาวะปกติประมาณ 1.7 เท่า เมื่อท าการเปรียบเทียบ
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสของจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 กับไอโซเลต KY21 และ SK21 พบว่า
จุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีกว่าจุลินทรีย์ทั้งสองไอโซเลต เมื่อ
พิจารณาผลของการเติมน้ ามันมะกอกต่อการผลิตเอนไซม์ไลเปสของจุลินทรีย์ดังกล่าวพบว่าความสามารถใน
การผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 ในระยะที่จุลินทรีย์เจริญอยู่ในช่วง late log และ early 
stationary phases ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ จนเมื่อจุลินทรีย์เจริญเข้าสู่ระยะ late stationary phase 
จุลินทรีย์ที่เลี้ยงในอาหารปกติจะไม่สามารถผลิตเอนไซม์ได้อีกแล้ว ซึ่งตรงข้ามกันกับจุลินทรีย์ที่เลี้ยงใน
อาหารที่มีการเติมน้ ามันมะกอกหรือภาวะเหนี่ยวน าที่ยังคงสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้อยู่และมีการผลิตที่
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สูงกว่าระยะอื่นๆ ทั้งนี้เมื่อพิจารณาลักษณะการเจริญที่เวลาของจุลินทรีย์ในภาวะเหนี่ยวน าเปรียบเทียบกับ
ภาวะปกติจะพบว่าจุลินทรีย์ที่เลี้ยงในภาวะเหนี่ยวน ามีจ านวนลดลงเพียงเล็กน้อยเมื่อเข้าสู่ late stationary 
phase เมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 ที่เลี้ยงในภาวะปกติที่ระยะเวลาเดียวกัน ซึ่งสามารถ
อธิบายได้ว่าในระยะแรกจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 อาศัยสารอาหารที่มีในอาหารเหลวเพื่อใช้ในการเจริญ
จนกระทั่งสารอาหารหมดไป จุลินทรีย์ดังกล่าวจึงผลิตเอนไซม์ไลเปสเพื่อสามารถน าน้ ามันมะกอกมาใช้เป็น
แหล่งอาหารและพลังงานในการเจริญต่อไปได้ 
          ส าหรับการศึกษาความเจริญและความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสของจุลินทรีย์ไอโซเลต 
KY32, WB22 และ J31 นั้นพบว่าในภาวะปกติจุลินทรีย์ทั้งสามมีความสามารถในการเจริญและผลิตเอนไซม์
โปรติเอสได้ไม่แตกต่างกัน แต่เมื่อท าการเปรียบความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสในภาวะเหนี่ยวน า
ที่มีการเติมหางนมลงไปในอาหารเหลวพบว่าจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้สูงกว่า
จุลินทรีย์ไอโซเลตอื่นๆ ที่เลี้ยงในภาวะเหนี่ยวน า โดยจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 ผลิตเอนไซม์ได้สูงสุดที่เวลา 72 
ชั่วโมงและมีการผลิตเอนไซม์โปรติเอสสูงกว่าภาวะปกติถึง 15-65 เท่า ในขณะที่จุลินทรีย์ไอโซเลต KY32 
และ WB22 ที่เลี้ยงในภาวะเหนี่ยวน าสามารถผลิตเอนไซม์ได้สูงจากเดิมเพียง 2-5 เท่า ส่วนการเจริญของ
จุลินทรีย์ทั้งสามไอโซเลตในภาวะเหนี่ยวน านั้นพบว่าการเติมหางนมลงไปจะช่วยให้จุลินทรีย์ไอโซเลต KY32 
และ J31 เจริญได้มากข้ึนกว่าภาวะปกติเล็กน้อย 
          จากความสามารถในการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ทั้ง 6 ไอโซเลต พบว่าจุลินทรย์ไอโซเลต SC3 
และ J31 เป็นจุลินทรีย์ที่น่าสนใจ เนื่องจากจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 และ J31 เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถผลิต
เอนไซม์ได้สูงกว่าไอโซเลตอื่นๆ ที่ทดสอบเมื่อท าการเหนี่ยวน าการผลิตเอนไซม์ ทั้งนี้พบว่าการผลิตเอนไซม์
ไลเปสโดยจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 สามารถกระท าได้ทั้งในภาวะที่เลี้ยงในอาหารเหลวปกติและภาวะ
เหนี่ยวน า  

6.1.5 การศึกษาผลของชนิดตวัท าละลายอินทรีย์ต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของจุลนิทรีย์ที่
คัดเลือก 

        เนื่องจากจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 และ J31 สามารถเจริญได้ในอาหารที่มีการเติมตัวท าละลายอินทรีย์
แต่ละชนิดที่ความเข้มข้นที่แตกต่าง โดยจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 เจริญได้ในอาหารเหลวที่มีการเติม 
acetone, isopropanol, methanol, toluene และ hexane ที่ความเข้มข้นสูงสุดที่ 10, 10, 5, 10 และ 
90%(v/v) ส่วนจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 สามารถเจริญได้ในอาหารเหลวที่มีการเติม acetone, isopropanol, 
methanol, toluene และ hexane ที่ความเข้มข้นสูงสุด 5, 5, 10, 10 และ 90%(v/v) เพื่อท าการศึกษา
ผลของชนิดของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ทั้งสอง ทางผู้วิจัยจึงได้ท าการเลือก
ความเข้มข้นของตัวท าละลายอินทรีย์ที่ 5%(v/v) ในการทดสอบ เพื่อหลีกเลี่ยงปัญหาที่อาจเกิดจากผลของ
ความเข้มข้นของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการผลิตเอนไซม์  
        เมื่อท าการเปรียบเทียบการเจริญของจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 ในอาหารที่ไม่มีการเติมตัวท าละลาย
อินทรีย์และน้ ามันมะกอก (ภาวะควบคุมที่ 1) พบว่าการเติม methanol, isopropanol และ hexane ลง
ในอาหารเลี้ยงไม่ส่งผลต่อการปรับตัวของจุลินทรีย์ จุลินทรีย์สามารถเจริญเข้าสู่ระยะ log phase ได้ทันที
หลังจากถ่ายเชื้อเช่นเดียวกับภาวะควบคุมทั้งสองภาวะ เนื่องจากกราฟมีความชันใกล้เคียงกับกับภาวะ
ควบคุมที่ 1 และ 2 ส่วนในภาวะที่มี 5%(v/v) toluene จุลินทรีย์จะใช้ระยะเวลาในปรับตัวที่ยาว ท าให้มี
ช่วง lag phase ที่ยาว ซึ่งเมื่อจุลินทรีย์ปรับตัวได้แล้ว จะมีการเจริญแบบทวีคูณ หรือเข้าสู่ระยะ log phase 
และมีการเจริญในลักษณะคงที่หรือระยะ stationary phase ในล าดับถัดไป 
         จากการติดตามการผลิตไลเปสของจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 ในอาหารเหลวที่มี methanol, 
isopropanol,  toluene และ hexane เทียบกับภาวะควบคุม ที่ช่วงเวลาต่างๆ โดยใช้ p-nitrophenyl 
palmitate  ซึ่งละลายใน isopropanol (solution A) เอนไซม์ไลเปสจะสลายพันธะเอสเทอร์ของ p-
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nitrophenyl palmitate เกิดสารผลิตภัณฑ์ คือ p-nitrophenol ที่มีสีเหลืองดูดกลืนแสงได้ที่ความยาว
คลื่น 410 nm และ palmitic acid ซึ่งเป็นกรดไขมันที่ท าให้เกิดความขุ่น และท าให้ค่าการดูดกลืนแสงของ 
p-nitrophenol เกิดการเบี่ยงเบนได้ การเติม triton X-100 นอกจากจะช่วยหยุดปฏิกิริยาแล้ว ยังช่วยลด
ความขุ่นที่เกิดขึ้น เนื่องจากสามารถท าให้กรดไขมันที่รวมตัวอยู่เกิดการกระจายตัวในสารละลาย ท าให้
สารละลาย 35 จากผลการทดลองพบว่าจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 ที่เลี้ยงในอาหารเหลวที่มีการเติม hexane 
สามารถผลิตไลเปสได้สูงสุด ที่เวลา 48 ชั่วโมง โดยมีแอคติวิตีของไลเปสเท่ากับ 36.84 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
ตามด้วย จุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 ที่เลี้ยงในอาหารเหลวที่มีการเติม methanol ที่เวลา 72 ชั่วโมง โดยมีแอ
คติวิตีของไลเปสเท่ากับ 12.96 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Anbu และคณะ36 ที่พบว่า 
Bacillus licheniformis PAL05 สามารถผลิตไลเปสได้สูงขึ้นเมื่อเติม hexane หรือ ethanol ลงไป 
20%(v/v) เช่นเดียวกับการศึกษาของ Hun และคณะที่พบว่าเมื่อเลี้ยง Bacillus sphaericus 205y ใน
อาหารที่มีการเติม hexane แอคติวิตีของเอนไซม์ไลเปสจาก crude enzyme ของ B. sphaericus 205y 
มีค่าเพิ่มขึ้น ถึง 3.5 เท่า เนื่องจากเอนไซม์จะมีความเสถียรเมื่ออยู่ในสารละลายที่มี hydrophilic หรือ 
hydrophobic organic solvent มากกว่าเมื่ออยู่ในสารละลายที่ไม่มีตัวท าละลายอินทรีย์ ซึ่งการเติม
สารละลายอินทรีย์ลงไปจะช่วยให้โครงสร้างของเอนไซม์เสถียรมากข้ึน37 
         ส าหรับการศึกษาผลของ acetone, methanol, isopropranol, toluene และ hexane 
ต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 ในภาวะควบคุมที่ 1 (ไม่มีตัวท าละลายอินทรีย์
และไม่มีการเติม inducer) และภาวะควบคุมที่ 2 ซึ่งมีการเติม skim milk เพื่อเหนี่ยวน าการผลิตเอนไซม์โป
รติเอส พบว่าการเติม toluene และ isopropanol ลงไปจะส่งผลต่อระยะเวลาในการปรับตัวของจุลินทรีย์ 
ในขณะที่ methanol, acetone และ hexane ไม่ส่งผลต่อระยะเวลาในการปรับตัวหรือของจุลินทรีย์ เมื่อ
จุลินทรีย์สามารถปรับตัวได้แล้ว จะมีการเจริญแบบทวีคูณ และมีการเจริญในลักษณะคงที่ ในส่วนของผล
ของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อการผลิตเอนไซม์โปรติเอส พบว่าการเติมตัวท าละลายอินทรีย์ไม่ว่าจะเป็น 
acetone, methanol, isopropranol, toluene และ hexane ไม่สามารถเพิ่มความสามารถในการผลิต
เอนไซม์ให้สูงขึ้นได้เช่นเดียวกับกรณีของจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 ความสามารถในการผลิตเอนไซม์โปรติเอสข
องจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 จะเพิ่มสูงขึ้น เมื่อมีการเติม skim milk ซึ่งท าหน้าที่เป็นตัวเหนี่ยวน าการผลิต
เอนไซม์  

6.1.6 การจ าแนกจุลินทรีย์ที่คัดเลือกโดยอาศัยการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์บน ribosomal DNA 
(rDNA) 

         จากผลการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ จุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 และ J31 ซึ่งมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสและโปรติเอสได้ดีกว่าจุลินทรีย์ไอโซเลตอื่นที่ทดสอบ ดังนั้นจุลินทรีย์
ทั้ง 2 ไอโซเลตจึงถูกน ามาวิเคราะห์และจ าแนกสายพันธุ์โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์บน 16S rDNA จากผล
ของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ที่วิเคราะห์ พบว่าจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 มีโอกาสที่จะเป็น B. 
aerophilus, B. altitudinis และ B. stratosphiericus มากที่สุด แต่จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณที่ท าการทดลองนี้ไม่สามารถระบุได้ species ของจุลินทรีย์ได้แน่ชัด ระบุได้เพียง genus เท่านั้น 
ส่วนจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 นั้นมีความคล้ายคลึงกับ B. anthracis และ B. cereus ถึง 100% แต่เนื่องจาก 
B. anthracis เป็นจุลินทรีย์ที่มีอันตรายต่อมนุษย์และสัตว์ 38 ดังนั้นในการทดลองข้ันถัดไป ผู้วิจัยจึงเลือกใช้
เอนไซม์ที่จุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 หรือ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ผลิตขึ้นแต่เพียงเอนไซม์เดียว 

6.1.7 การศึกษาปัจจัยที่มีผลตอ่การท างานของไลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 
         ในการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการท างานของไลเปสที่ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ผลิตขึ้นนั้น 
พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมที่ท าให้เอนไซม์ไลเปสที่จุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 ที่เลี้ยงในภาวะที่มี hexane 
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5%(v/v) สามารถท างานได้ คือ อุณหภูมิที่ 30C รองลงมา คือ 37 และ 40C ตามล าดับ ดังนั้นอุณหภูมิ 
30C เป็นอุณหภูมิที่ท าให้โครงสร้างระดับตติยภูมิของเอนไซม์มีความเสถียรและเข้าจับกับ p-nitrophenyl 
palmitate ได้ดีที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับเอนไซม์ไลเปสที่ผลติจาก B. licheniformis PAL05, Pseudomonas 
sp. (MSI057) และ Acinetobacter sp. BK43  มีการท างานที่อุณหภูมิ 30C ได้ดีที่สุด36, 39, 40 
         จากการทดสอบหาค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมต่อการท างานของไลเปสจาก Bacillus sp. ไอ
โซเลต SC3 ที่เลี้ยงในภาวะที่มี hexane 5%(v/v) โดยก าหนดให้อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยามีค่าคงที่ที่ 30 
องศาเซลเซียส  แล้วท าการทดสอบการท าปฏิกิริยาในสารละลายบัฟเฟอร์ที่มีค่า pH ต่างๆ พบว่าไลเปสที่
ผลิตมีค่าแอคติวิตีสูงที่สุดในสารละลายบัฟเฟอร์ 0.05 M Tris-HCl, pH 8.0  ตามด้วยการทดสอบใน
สารละลายบัฟเฟอร์ 0.05 M Tris-HCl, pH 9.0 และ 0.05 M Tris-HCl, pH 7.0 เช่นเดียวกับการท างาน
ของเอนไซม์ไลเปสของ B. licheniformis PAL05 ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์ 36 

6.1.8 การศึกษาปัจจัยที่มีผลตอ่ความเสถียรของเอนไซม์ไลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 
        เมื่อท าการศึกษาผลของอุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง และชนิดของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อความ
เสถียรของเอนไซม์ไลเปสที่ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ผลิตขึ้นพบว่าที่อุณหภูมิ 4C เอนไซม์ไลเปสที่มี
ความเสถียรดีที่สุด โดยเอนไซม์มีการท างานลดลงประมาณ 20% เมื่อท าการบ่มที่อุณหภูมิ 4C นาน 8 
ชั่วโมง ในขณะที่การบ่มเอนไซม์ไว้ที่อุณหภูมิสูงกว่า 50C นั้นท าให้เอนไซม์สูญเสียความสามารถในการเร่ง
ปฏิกิริยาตั่งแต่ชั่วโมงที่ 2 ของการทดสอบซึ่งอาจเกิดจากอุณหภูมิที่สูงท าให้เอนไซม์เกิดการเสียสภาพหรือ
เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างท าให้ไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้  ส าหรับการทดสอบผลของความเป็นกรด-
ด่างต่อความเสถียรของไลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 พบว่าเอนไซม์มีความเสถียรมากที่สุดใน
สารละลายบัฟเฟอร์ 0.05 M Tris-HCl, pH 8.0 ซึ่งเป็นสารละลายบัฟเฟอร์ที่ท าให้เอนไซม์สามารถท างาน
ได้ดีที่สุด ส่วนการศึกษาชนิดตัวท าละลายอินทรีย์ต่างๆ ต่อความเสถียรของเอนไซม์ไลเปสที่ Bacillus sp. 
ไอโซเลต SC3 ผลิตขึ้นนั้น พบว่าเอนไซม์ไลเปสยังคงท างานได้ดีในภาวะที่มี 50%(v/v) hexane 
เช่นเดียวกับเอนไซม์ไลเปสที่พบใน B. licheniformis PAL05, Bacillus megaterium และ 
Pseudomonas putida ECU1011 ที่ยังคงท างานได้เมื่อในภาวะที่มี 50%(v/v) ของ hexane 36 41 42 
ทั้งนี้เอนไซม์ไลเปสที่ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ผลิตขึ้นยังคงสามารถท างานได้สูงกว่า 20% ในภาวะที่มี
การบ่มไว้ที่ 50%(v/v) DMSO และ butanol นาน 3 ชั่วโมง การที่เอนไซม์ไลเปสที่ Bacillus sp. ไอโซเลต 
SC3 ยังคงท างานได้ในตัวท าละลายอินทรีย์ที่มีค่า log P ที่แตกต่างกัน แสดงถึงความเป็นไปได้ในการน า
เอนไซม์ดังกล่าวไปประยุกต์กับการเร่งในระบบทีม่ี polar solvents และ non-polar solvent ความเสถียร
ของเอนไซม์ในตัวท าละลายอินทรีย์โดยมากขึ้นอยู่กับล าดับของกรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบของเอนไซม์ 
ซึ่งอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบของเอนไซม์ดังกล่าวอาจจะเกี่ยวข้องกับ active site หรือโครงสร้างของ
เอนไซม์43, 44 

6.1.9 การประยุกต์ใช้ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ในรูปของ whole microorganism และเอนไซม์
อิสระในปฏิกิริยา transesterification 

จากสมบัติของไลเปสที่ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ที่ยังคงท างานได้ดีในภาวะที่มี hexane ซึ่งเป็นตัว
ท าละลายอินทรีย์ที่นิยมใช้ในปฏิกิริยา transesterification ผู้วิจัยจึงได้ท าการศึกษาความเป็นไปได้ในการน า 
crude enzyme และเซลล์ของ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 มาท าการเร่งปฏิกิริยา transesterification 
ระหว่าง vinyl acetate กับ pentanol29 จากผลการทดลองพบว่า crude enzyme สามารถเร่งการเกิด 
pentyl sterate ได้สูงกว่าเซลล์ของแบคทีเรีย เมื่อท าการทดสอบที่อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 24 และ 48 
ชั่วโมง  
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6.1.10 การศึกษาความจ าเพาะเจาะจงต่อสารตั งต้นของเอนไซม์ไลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 
ในปฏิกิริยา transesterification 

 เพื่อให้ได้ข้อมูลในส่วนของความจ าเพาะเจาะจงของสารตั้งต้นต่อการเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ไลเปสที่
เป็นประโยชน์ต่อการน าเอนไซม์ที่ ที่ Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 ผลิตขึ้น ดังนั้นในการทดลองนี้จึงได้เลือกใช้ 
vinyl acetate, vinyl butyrate และ vinyl stearate เป็นสารตั้งต้นที่จะท าปฏิกิริยากับ 1-pentanol, 2-
pentanol หรือ 3-pentanol ซึ่งจากผลการทดลองพบว่าเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตจาก Bacillus sp. ไอโซเลต 
SC3 มีความจ าเพาะต่อ 2-pentanol และ vinyl acetate มากที่สุด ทั้งนี้เมื่อท าการเปรียบเทียบ 
transesterification activity กับระหว่าง vinyl ester ทั้งสามพบว่า vinyl acetate เป็นสารตั้งต้นที่มี
ความจ าเพาะมากกว่า vinyl butyrate และ vinyl stearate เนื่องจากสามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยา 
transesterification ได้ดีกว่า vinyl ester อื่นๆ และจากการเปรียบเทียบการใช้ alcohol ทั้ง 3 พบว่าการใช้ 
2-pentanol เป็น alcohol ที่มีความจ าเพาะกับเอนไซม์นี้สูงกว่า 1-pentanol และ 3-pentanol ซึ่ง
ความจ าเพาะเจาะจงในของเอนไซม์ไลเปสในการเข้าท าปฏิกิริยากับ secondary alcohol แสดงให้เห็นถึง
ความเป็นไปได้ในการน าเอนไซม์นี้ไปใช้ในอุตสาหกรรมเคมีหรือการผลิตยาที่ต้องอาศัยความจ าเพาะในการ
เลือกท าปฏิกิริยา45 

6.1.11 การตรึงเอนไซม์ไลเปสจาก Bacillus sp. ไอโซเลต SC3 โดยใช้เทคนิค entrapment  
เพื่อให้การใช้เอนไซม์ไลเปสที่ Bacillus sp. SC3 ผลิตขึ้นเกิดประสิทธิภาพสูงสุด ดังนั้นผู้วิจัยจงึได้ท า

การตรึงเอนไซม์โดยอาศัยวิธีการ entrapment ซึ่งเป็นวธิีการตรึงเอนไซม์ที่เลือกใช้ส าหรับการทดลองนี ้ คือ 
การตรึงเอนไซม์โดยใช้ sodium alginate, polyacrylamide และ polyvinyl alcohol โดยทั้ง 3 วิธีนี้มี
ขั้นตอนในการตรึงทีไ่ม่ซับซ้อน และมีค่าใช้จา่ยทีไ่ม่สูงนกั ทั้งนี้โดยทั่วไปการตรึงเอนไซม์ด้วยวิธีการ 
entrapment นั้นอาจท าให้ activity ของเอนไซม์มีระดับที่ต่ ากว่า activity ของเอนไซม์อิสระ30,32 จากการ
ทดสอบพบว่า sodium alginate มีประสิทธิภาพในการเร่งปฏิกิริยา hydrolysis และสามารถน าเอนไซม์ที่
ผ่านการตรึงกลับมาใช้ไดจ้ านวนรอบสูงที่สุด ในขณะที่เอนไซม์ที่ผ่านการตรึงด้วยวิธ ี polyacrylamide 
สามารถเร่งปฏิกิริยา hydrolysis และมีจ านวนรอบในการน ากลบัมาใช้ได้เปน็อันดบัถัดมา ถึงแม้ว่า
ความสามารถของเอนไซม์ที่ผ่านการตรึงด้วยวิธนีี้จะต่ ากว่า sodium alginate อย่างมาก ในขณะที่การตรึง
เอนไซม์ไลเปสด้วย polyvinyl alcohol สามารถเร่งปฏิกิริยา hydrolysis ได้ต่ ากว่าวธิีอื่นๆ แต่มี remaining 
activity ที่สูงที่สุดเมื่อน ากลับมาใช้รอบแรก ซึ่ง activity ของเอนไซม์ไลเปสทีล่ดลงจากการตรึงเซลล์ด้วย 
polyacrylamide นั้นอาจมีสาเหตุความร้อนที่เกิดขึ้นระหว่างปฏิกิริยา polymerization อาจท าให้เซลล์ของ
จุลินทรียบ์างชนิดสูญเสียความสามารถในการท างานของเอนไซม์ลดลงได้ ซึ่งการแก้ปัญหาโดยทั่วไปจะลด
อุณหภูมิของสารที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาให้อยู่ระหว่าง 4-15°C หรือการลดปริมาณของ acrylamide เพื่อลด
ปริมาณของอนุมูลอิสระที่อาจเกิดขึ้น46 ส่วนสาเหตุที่การตรึงเอนไซม์ด้วย polyvinyl alcohol มีความสามารถ
ในการเร่งปฏิกิริยา hydrolysis ลดลงอาจเกิดจากในระหว่างขัน้ตอนการเตรียมเม็ดเจล boric acid อาจท าให้
เอนไซม์ไลเปสมีการท างานลดลง47 นอกจากนี้การอัตราส่วนของ polyvinyl alcohol ที่ใช้อาจจะไม่เหมาะสม
กับการใช้ในการเร่งปฏิกิริยา hydrolysis เมื่อน าเอนไซม์ที่ผ่านการตรึงด้วยวิธ ี sodium alginate, 
polyacrylamide และ polyvinyl alcohol ไปท าให้แห้งดว้ยการ lyophilize แล้วน ามาทดสอบการเร่ง
ปฏิกิริยา transesterification โดยใช้ปริมาณของเอนไซม์เทียบเท่ากับที่ใช้ในการเร่งปฏิกิริยา hydrolysis 
พบว่าที่เอนไซม์ที่ผา่นการตรึงไม่สามารถเร่งการเกิดปฏิกิริยา transesterification ไดท้ี่ปริมาณเอนไซมท์ี่
ทดสอบ จึงกล่าวได้ว่าเอนไซมไ์ลเปสที่ Bacillus sp. SC3 ผลิตขึ้นมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา 
hydrolysis ได้สูงกว่า transesterification เช่นเดียวกับเอนไซม์ไลเปสที่พบในเชื้อราและตบัอ่อนของหมู48 

ในการศึกษาจ านวนครั้งในการน ากลับมาใช้ใหม่ (Recycling time) พบว่าเอนไซม์ไลเปสจาก 
Bacillus sp. ไอโซเลท SC3 ที่ผ่านการตรึงด้วย sodium alginate สามารถน ากลับมาใช้ในการเร่งปฏิกิริยา 
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hydrolysis ได้ทั้งหมดอย่างน้อย 5 ครั้งโดยยังคงมี % remaining activity ที่สูงกว่า 10% ในรอบที่ 5 ของ
การน ากลับมาใช้ ถึงแม้ว่าในการน าเอนไซม์ที่ผ่านการตรึงด้วย polyvinyl alcohol มาใช้ในรอบที่ 2 มีการ
ท างานของเอนไซม์ที่ลดลงไม่ถึง 10% แต่เอนไซม์ที่ผ่านการตรึงดังกล่าวไม่สามารถน ากลับมาใช้ในรอบที่ 3 ได้ 
ในขณะที่เอนไซม์ที่ผ่านการตรึงด้วย polyacrylamide ยังคงน ากลับมาใช้ได้ถึง 4 ครั้งแต่การท างานของ
เอนไซม์ลดต่ าลงจากครั้งแรกมากกว่า 80% ซึ่งอาจจะเกิดจากการรั่วไหลของเอนไซม์ภายหลังการน ามาใช้ใน
รอบแรกจึงท าให้ activity ของเอนไซม์ลดลงอย่างมาก 46 ดังนั้นในกรณีที่ต้องการน าเอนไซม์ไลเปสที่ 
Bacillus sp. SC3 ผลิตขึ้นกลับมาใช้ในการเร่งปฏิกิริยา hydrolysis จึงควรเลือกใช้การตรึงเอนไซม์ด้วยวิธี 
sodium alginate เนื่องจากสามารถน ากลับมาใช้ได้หลายครั้งโดยที่การท างานของเอนไซม์ยังคงอยู่ในระดับ
ปานกลาง  

 

6.2 สรุปผลการทดลอง 
ในการคัดกรองจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ที่ทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์จากแหล่งดินและน้ าทั้งหมด 

22 ตัวอย่าง พบจุลินทรีย์ทั้งหมด 38 ไอโซเลตที่สามารถเจริญได้ในอาหารกึ่งแข็งที่มี 2.5%(v/v) isopropanol 
โดยจุลินทรีย์ไอโซเลต KY32, WB22 และ J31 สามารถผลิตโปรติเอสได้ระดับที่สูงเมื่อท าการทดสอบในอาหาร
แข็ง ทั้งนี้พบจุลินทรีย์เพียง 3 ไอโซเลต คือ KY21, SK21 และ SC3 ที่สามารถผลิตไลเปสได้ จึงได้น าจุลินทรีย์ทั้ง 
6 ไอโซเลตมา ทดสอบความสามารถในการเจริญในอาหารที่มี DMSO, acetone, isopropanol, methanol, 
isoamylalcohol, toluene และ hexane ซึ่งพบว่าจุลินทรีย์ทั้ง 6 ไอโซเลตมีความสามารถในการทนต่อตัวท า
ละลายอินทรีย์แต่ละชนิดได้แตกต่างกัน โดยพบว่าจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 และ J31 สามารถเจริญในภาวะที่มี 
hexane 90%(v/v) และพบการรอดชีวิตของจุลินทรีย์ดังกล่าวในภาวะที่มี hexane สูงสุดถึง 100%(v/v)  เพื่อ
คัดเลือกหาจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ได้ดีที่สุดจึงได้ท าการทดสอบความสามารถในการผลิต
เอนไซม์ในภาวะปกติและภาวะเหนี่ยวน า ซึ่งพบว่าจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ได้
สูงกว่าไอโซเลต KY21 และ SK21 ในขณะที่จุลินทรีย์ไอโซเลต J31 สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอสได้ดีกว่าไอโซ
เลต KY32 และ WB22 เมื่อท าการเหนี่ยวน าด้วย skim milk ดังนั้นในการศึกษาผลของตัวท าละลายอินทรีย์ต่อ
การเจริญและการผลิตเอนไซม์ จุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 และ J31 จึงถูกน ามาทดสอบในอาหารเหลวที่มีการเติมตัว
ท าละลายอินทรีย์ชนดิต่างๆ ที่จุลินทรีย์ดังกล่าวสามารถเจริญได้ โดยควบคุมความเข้มข้นไว้ที่ 5%(v/v) ซึ่งจากผล
การทดลอพบว่าการเติม hexane หรือ methanol ลงไปในระหว่างที่ท าการเลี้ยงจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 ช่วย
เพิ่มความสามารถในการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ดังกล่าว ในขณะที่ตัวท าละลายอินทรีย์ไม่ว่าจะเป็น acetone, 
methanol, isopropanol, toluene และ hexane ไม่ส่งผลต่อการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 มี
เพียง skim milk เท่านั้นที่สามารถเหนี่ยวน าให้จุลินทรีย์ดังกล่าวผลิตเอนไซม์ได้สูงขึ้น ทั้งนี้จากการวิเคราะห์สาย
พันธุ์ของจุลินทรีย์ไอโซเลต SC3 และ J31 โดยอาศัยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์พบว่าจุลินทรีย์ดังกล่าวจัดอยู่
ในกลุ่มของ Bacillus sp. โดยจุลินทรีย์ไอโซเลต J31 มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ใกล้เคียงกับ B. anthracis ซึ่งมี
อันตราย ดังนั้นการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการท างานและความเสถียรของเอนไซม์จึงเลือกทดสอบกับเอนไซม์ไล
เปสนที่ Bacillus sp. SC3 ผลิตขึ้นเท่านั้น โดยไลเปสที่จุลินทรีย์ดังกล่าวผลิตขึ้นสามารถท างานได้ดีที่สุดที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสารละลาย 0.05 M Tris-HCl, pH 8.0 และมีความเสถียรสูงที่สุดเมื่อท าการบ่มที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในสารละลาย 0.05 M Tris-HCl, pH 8.0 นอกจากนี้ยังพบว่าการบ่มเอนไซม์ในภาวะที่
มี 50%(v/v) hexane เอนไซม์มีประสิทธิภาพในการท างานที่สูงกว่าการบ่มในระบบ aqueous solution จาก
สมบัติของเอนไซม์ที่ทนและท างานได้ดีในภาวะที่มี hexane ดังนั้นเอนไซม์ดังกล่าวจึงถูกน ามาทดสอบ
ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา transesterification ซึ่งพบว่าเอนไซม์ไลเปสที่จุลินทรีย์ผลิตขึ้นในรูปของ
เอนไซม์อิสระและเซลล์สามารถใช้ในการเร่งปฏิกิริยาดังกล่าวได้ โดยเอนไซม์อิสระสามารถท าหน้าที่เป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยาที่ดีกว่าเซลล์ นอกจากนี้เอนไซม์ไลเปสที่ Bacillus sp. SC3 ผลิตขึ้นมีความจ าเพาะเจาะจงต่อการท า
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ปฏิกิริยา transesterification กับสารตั้งต้นที่จัดเป็น secondary alcohol และ vinyl ester ที่มีสายสั้น ทั้งนี้
เอนไซม์ไลเปสที่ Bacillus sp. SC3 ผลิตขึ้นสามารถเร่งปฏิกิริยา hydrolysis ได้ดีกว่าปฏิกิริยา 
transesterification ซึ่งการน าเอนไซม์ไลเปสไปใช้ในปฏิกิริยา hydrolysis นั้นวิธีการตรึงด้วย sodium alginate 
สามารถน าเอนไซม์กลับมาใช้ได้ถึง 5 ครั้งโดยที่ยังคงมีการท างานที่สูงกว่า 10% เมื่อท าการเปรียบเทียบกับการ
ท างานของเอนไซม์ดังกล่าวในรอบแรกของการเร่งปฏิกิริยา จากข้อมูลทั้งหมดพบว่าเอนไซม์ไลเปสที่ Bacillus 
sp. SC3 ผลิตขึ้นมีความเหมาะสมในการน าไปใช้ในส่วนผสมของสารซักล้าง การบ าบัดน้ าเสีย หรืออุตสาหกรรมที่
เก่ียวข้องกับปฏิกิริยา hydrolysis  
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