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อังคาร ตัน้พันธ: การผลิตไลเปสจาก Pseudomonas aeruginosa ในระดับถังหมักขนาด
5 ลิตร แบบไมตอเนื่อง. (PRODUCTION OF LIPASE FROM Pseudomonas
aeruginosa IN 5-LITER BATCH CULTURE FERMENTER)
อ. ที่ปรึกษา: ผูชวยศาสตราจารย นภา ศวิรังสรรค, 91 หนา. ISBN 974-03 -0453 -2.

Pseudomonas aeruginosa สามารถผลิตไลเปสไดเมื่อเลี้ยงในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดย
ใชสูตรอาหารที่ประกอบดวย (NH4)2SO4 0.13% (w/v), Fructose 2% (w/v), K2HPO4 0.09%
(w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v) และ Yeast extract 0.01% (w/v) ใน
ปริมาตรทัง้สิน้ 4 ลิตร ภาวะที่เหมาะสมสํ าหรับการหมักในการผลิตไลเปสคือ ใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน
เทากับ 0.5% (v/v), อัตราการใหอากาศเทากับ 1.0 vvm, อัตราเรว็ในการกวนเทากับ 250 รอบตอ
นาที, อุณหภมูใินการเลี้ยงเทากับ 37 องศาเซลเซียส และควบคุมคาความเปนกรด-ดางที่ 7.0 เชื้อ
สามารถผลิตไลเปสไดสูงสุด 1,476.50 ยนูติตอมลิลิลิตร ในชั่วโมงที่ 48 นํ าเอนไซมมากรองดวยวิธี
อัลตราฟลเตรชั่น และทํ าใหเปนผงดวยวิธีไลโอฟไลเซชัน่ ไดแอคติวิตีของเอนไซมผงเทากับ 98.04
ยนูติตอมลิลิกรัมเอนไซม เมื่อนํ าเอนไซมผงที่ผลิตไดมากํ าจัดสิ่งสกปรกบนผาฝายรวมกับเซลลูเลส
จาก Trichoderma reesei และ โปรตีเอสจาก Bacillus subtilis TISTR25  พบวาสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการดูดซับนํ้ าของเสนใยได
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Pseudomonas aeruginosa produced a high amount of lipase in 5-liter fermenter.
Culture medium contains (NH4)2SO4 0.13% (w/v), Fructose 2% (w/v), K2HPO4 0.09%
(w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v) and Yeast extract 0.01% (w/v) in
total volume of 4 liter. The optimal conditions for culturing were as follows: inoculum size
at 0.5% (v/v) of the culture volume, aeration rate at 1.0 vvm, agitation speed of 250 rpm,
temperature at 37°C and control pH at 7.0. This strain can produce the high amount of
lipase 1,476.50 unit/ml. at 48 hours. The enzyme was filtrated by ultrafiltration and made
in powder form by lyophilization. The specific activity of powder enzyme was 98.04
unit/mg powder. The enzymatic scouring of cotton fabrics treated by lipase from
Pseudomonas aeruginosa, protease from Bacillus subtilis TISTR25 and cellulase from
Trichoderma reesei made an adequate absorbency of cotton fabrics.
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คํ ายอ
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บทที่ 1
บทนํ า

ความเปนมา
ไลเปส หรือ อีกชื่อหนึ่งคือ Glycerol ester hydrolase หรือ Acylglycerol hydrolase          

(E.C. 3.1.1.3) เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดไดกรดไขมันและ
กลีเซอรอล พบวาไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรดอาจเปนสารตัวกลางในปฏิกิริยาได โดยไลเปส
จะเรงปฏกิริิยาการยอยสลายพันธะเอสเทอรระหวางกรดไขมันโมเลกุลยาว (long chain aliphatic 
acid) กบักลเีซอรอล โดยไลเปสจะทํ าปฏิกิริยาดังกลาวไดเมื่อไตรกลีเซอไรดอยูในสภาพ oil-water 
interface   (Macrae, 1983)

จากคุณสมบัติดังกลาวจึงมีการนํ าไลเปสไปใชในอุตสาหกรรมหลายชนิดดังนี้ ใน           
อุตสาหกรรมอาหารใชเปนตัวสรางกลิ่นรส (Flavor) ของผลิตภัณฑเนยแข็งพวกที่มีการบม
(ripening) เชน Italian cheese, blue cheese และ Roquefort cheese (Arnold และคณะ,
1975) นอกจากนีไ้ลเปสยังทํ าใหอาหารสุนัขรสชาดดีข้ึน และชวยขจัดเศษเนื้อและเศษไขมันที่ไม
ตองการออกจากวัตถุดิบหนังสัตวกอนจะนํ ามาทํ าเปนผลิตภัณฑหนังดวย (Posorske, 1984)     
ไลเปสยงัถกูนํ าไปใชในอุตสาหกรรมผงซักฟอก ยา เครื่องสํ าอาง การผลิต aliphatic fatty acid 
และการกํ าจัดนํ้ าเสียจากแหลงชุมชน  (Macrae, 1983)

แหลงของเอนไซมไลเปส
ไลเปสเปนเอนไซมที่พบไดในพืชพวก ขาวสาลี ขาวโพด ขาวไรน (rye) ฝาย ถั่วเหลือง 

และละหุง (Arnold และคณะ, 1975) สวนในสัตวจะพบในตับออน (pancreatic lipase) และใน
นม (milk lipase) (Shahani, 1975) แตไลเปสจากจุลินทรียมีขอดีกวาไลเปสจากพืชและสัตว
เพราะจลุนิทรยีเติบโตไดรวดเร็วและเลี้ยงงายกวาสัตว นอกจากนี้ยังสามารถเพิ่มผลผลิตไดรวดเร็ว
โดยวิธีปรับปรุงพันธุกรรมของจุลินทรีย และสามารถปรับสภาวะใหเหมาะสมตอการผลิตเอนไซม
ไดงายกวาพืชและสัตว (ท น ง, 2522)

ไลเปสสามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนิด แตละชนิดจะใหไลเปสที่มีคุณสมบัติ
แตกตางกัน จุลินทรียบางพวกจะผลิต Alkaline lipase เชน Bacillus subtilis 168 (Lesuisse และ
คณะ, 1993) บางพวกจะผลิต neutral lipase เชน Aspergillus oryzae (Toida และคณะ, 1995)
และบางพวกก็จะผลิต thermostable lipase เชน Bacillus sp. (Sugihara และคณะ, 1991) จาก
การทีจ่ลุนิทรยีสามารถผลิตไลเปสที่มีคุณสมบัติแตกตางกันนี้เอง ทํ าใหสามารถเลือกไลเปสมาใช
ประโยชนใหเหมาะสมกับอุตสาหกรรมตางๆไดมากมาย (Yamane, 1987)
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การทํ างานของไลเปสจากจุลินทรีย
ไลเปสสามารถเรงปฏิกิริยาได 3 ชนิด (Yamane, 1987) คือ
1. ไฮโดรไลซเอสเทอร
2. สงัเคราะหเอสเทอร
3. ทรานเอสเทอริฟเคชัน ซึ่งแบงไดเปน

3.1 Acidolysis
3.2 Alcoholysis
3.3 Ester exchange (interesterification)
3.4 Aminolysis

ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการสรางไลเปสของจุลินทรีย
               ภาวะของการเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมที่สุดสํ าหรับกระบวนการหมักแตละชนิดจะแตกตาง
กันไปขึ้นกับลักษณะเฉพาะของการหมัก แตโดยทั่วไปจะตองมีสวนประกอบดังนี้คือ นํ้ า แหลง
คารบอน แหลงไนโตรเจน แรธาตุ วิตามิน และออกซิเจน นอกจากนี้ในกระบวนการผลิตสารบาง
อยางก็อาจจํ าเปนตองมีการเติมสารเริ่มตน (precursor) สารยับยั้ง (inhibitor) สารชักนํ า
(inducer)  บัฟเฟอร (buffer) และสารกํ าจัดฟอง  (antifoam) ลงไปอีกดวย

เมือ่พิจารณาชวงการเจริญ (Growth phase) ทีเ่หมาะสมในการผลิตไลเปสจากจุลินทรีย 
พบวาจุลินทรียสวนใหญจะผลิตไลเปสไดสูงสุดในชวงปลาย logarithmic phase ทั้งแบคทีเรีย 
Pseudomonas aeruginosa (Stuer และคณะ, 1986) และยีสต Candida deformans (Zach)                  
(Muderhwa และ Ratamahenina, 1985) แตจลุินทรียบางชนิดจะผลิตไลเปสไดสูงสุดเมื่อเลย 
logarithmic phase ไปแลว (อยูในชวง stationary phase) เชน Candida parolipolytica
(Sugiura & Isobe , 1975), Rhizopus japonicus (Aisaka & Terada, 1979), Alcaligenes sp. 
No.679 (Kokusho และคณะ, 1982) และ Pseudomonas aeruginosa EF2  (Gilbert และคณะ, 
1991) โดยในการผลิต extracellular enzyme นัน้ ถาเลี้ยงเชื้อใหอยูในสภาพเกือบอดอาหาร 
(semi-starved) จะเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมมาก เนื่องจาก extracellular enzyme สวนมาก
ถกูปลอยออกมามากที่สุดในชวง late หรือ post exponential growth phase ซึง่สภาพขณะนั้น
สบัสเตรทที่สํ าคัญจะเริ่มขาดแคลนแลว (Suzuki และคณะ, 1988)

Derewenda (1994) กลาววาไลเปสจากเชื้อจุลชีพโดยทั่วไปเปนโปรตีนที่ประกอบขึ้นจาก
เสนเปปไทดที่มวนตัวเปนโครงสรางแบบผสม α / β โดยสวนกลางของโมเลกุลโปรตีนประกอบ
ดวยโครงสรางแบบแผน แบบผสมจํ านวน 11 แผน ที่ขนานกันโดยมีแผน β ขนาดเล็ก 3 แผน ตั้ง
ฉากกับแผน β 3 แผนขนาดใหญ ที่ตรงกลางของโมเลกุลและแตละปลายของแผน β แผนใหญจะ
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มสีวนของเปปไทดที่มีโครงสรางแบบเฮลิกซ ซึ่งจะอยูในลักษณะขนานกับแผน β และมีลูป (loop)  
สั้นที่กอใหเกิดลิด (lid) ที่บริเวณใกลๆ ปลายคารบอกซิลของโปรตีนและตลอดโครงสรางของ
โปรตนีประกอบดวยเฮลิกซจํ านวน 16 อัน นอกจากนี้ยังพบวาไลเปสมีความคลายคลึงกับเอนไซม
กลุมซีรีนโปรตีเอสกับเอนไซมกลุมโครีนเอสเทอเรสโดยกลุมเอนไซมทั้งสามมีบริเวณที่เรียกวา 
catalytic  triad  ซึง่ประกอบดวย  Asp(Glu)-His- Ser  จากการศกึษาสวนที่เหมือนกันและตางกัน
ของล ําดบันวิคลีโอไทด  ยีนไลเปส  ยีนซีรีนโปรตีเอสและยีนเอสเทอเรส ชี้ใหเห็นวาโปรตีนทั้งสาม
กลุมอาจมกีารพฒันามาจากโปรตีนชนิดเดียวกันและลํ าดับของกรดอะมิโนรอบๆ กรดอะมิโนที่เปน
องคประกอบของ  catalytic  triad  มคีวามคลายคลึงกันมากในเอนไซมทั้งสามชนิด

แหลงคารบอน
นอกจากชวงการเจริญแลว สูตรอาหารซึ่งประกอบดวยสวนสํ าคัญคือ แหลงคารบอน  

คารบอนเปนธาตุที่มีความสํ าคัญในการสังเคราะหเซลลและพลังงาน  โดยทั่วไปจุลินทรียที่เจริญใน
สภาวะที่ไมมีอากาศ จะใชแหลงคารบอนประมาณ 10 เปอรเซนตในการสังเคราะหเซลล สวน       
จุลินทรียที่เจริญในภาวะที่มีอากาศ จะใชแหลงคารบอนประมาณ 50-55 เปอรเซ็นตในการ
สงัเคราะหเซลล  และจุลินทรียตางชนิดกันจะมีแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตไลเปสตางกัน 
สารทีใ่ชเปนแหลงคารบอนตางๆ เชน กลูโคส ฟรุกโตส แปง กลูโคสในปริมาณที่เหมาะสมจะชวย
ใหเซลลมีการเจริญเติบโตที่เหมาะสม การสรางเอนไซมของเชื้อก็จะดํ าเนินไปตามปกติ (สุพจน,
2530) แตเมื่อมีปริมาณของกลูโคสมากเกินไปจะทํ าใหเกิด Catabolite repression โดยกลูโคส 
(Doi, 1973) จะกดการทํ างานของยีนที่ควบคุมการสรางเอนไซมไมใหมีการสรางเอนไซมออกมา 
หรือทํ าใหสรางชาลง (Bernhohr, 1964) เชนการผลิตเอนไซมของเชื้อ Bacillus subtilis NRLL-
B3411 จะลดลงทนัทีเมื่อเติมกลูโคสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Heineken & Conner, 1972) แตก็มี
เชื้อบางชนิดที่ไมถูกยับยั้งการผลิตไลเปสเมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน เชน Pseudomonas 
sp. สามารถผลิตไลเปสไดโดยการชักนํ าของสารจํ าพวกไตรกลีเซอไรด และสารลดแรงตึงผิว และ
ถกูยบัยัง้การผลิตไลเปสจากสารจํ าพวกกรดไขมันสายยาว (Long chain fatty acid) เชน กรดโอเล
อิก (Gilbert, E.J. และ คณะ, 1991; Marcin, C. และคณะ, 1993; Chartrain, M. และคณะ, 
1993) จลุนิทรยีบางชนิดตองการแหลงคารบอนเพียงชนิดเดียว เชน Pseudomonas aeruginosa 
EF2 ตองการ Tween 80 (Gilbert และคณะ, 1991), Candida rugosa ตองการกาแลกโตส 
(Dalmau, E และคณะ, 2000) หรือ Bacillus subtilis  TISTR25 ตองการแปงมันสํ าปะหลังเปน
แหลงคารบอน  (วรรณวิมล ทรัพยดี, 2540) ขณะที่ Chromobacterium viscosum ตองการแหลง
คารบอนที่เหมาะสม 2 ชนิด คือ soluble starch และ  soybean meal (Yamaguchi และคณะ, 
1973)
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แหลงไนโตรเจน
เซลลจลิุนทรียมีไนโตรเจนเปนสวนประกอบประมาณ  8-10 เปอรเซ็นต  ของนํ้ าหนักแหง 

ความตองการไนโตรเจนของจุลินทรียแตละชนิดก็แตกตางกัน บางชนิดตองการแหลงไนโตรเจนที่
เปนสารอนิทรยีอาจใชในรูปกรดอะมิโน โปรตีน หรือยูเรีย โดยทั่วไปแลวจุลินทรียจะเจริญในอาหาร
ที่มีอินทรียไนโตรเจนไดเร็วกวาในอาหารที่มีอนินทรียไนโตรเจนเชน Chromobacterium 
viscosum ตองการยูเรียเปนแหลงไนโตรเจน (Yamaguchi และคณะ, 1973) และจุลินทรียบาง
ชนิดจะเจริญไดเฉพาะในอาหารที่มีกรดอะมิโนชนิดที่มันตองการอยูดวยเทานั้น สวนแหลง         
อนินทรียไนโตรเจนที่นิยมใชในอุตสาหกรรมการหมักไดแก เกลือแอมโมเนียม (แอมโมเนียม       
ซลัเฟต) ซึง่ปกติจะทํ าใหเกิดสภาวะที่เปนกรดในอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อ NH4

+ ถกูใชไป เพราะจะเกิด 
SO4

2- ขึน้ ในทางตรงกนัขามแหลงไนโตรเจนที่เปนกาซแอมโมเนียและไนเตรทเมื่อถูกเมตาโบไลซ
แลวจะทํ าใหเกิดสภาวะที่เปนดางในอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ใชแหลงไนโตรเจนที่เปนอนินทรีย
เชน Alcaligenes sp. ตองการโซเดียมไนเตรต (Kokusho และคณะ, 1982),  Candida rugosa
ตองการแอมโมเนียมซัลเฟต  (Gordillo  และคณะ, 1998) ซึง่เปนสารอนินทรียเปนแหลงไนโตรเจน

วตัถดุบิอ่ืนๆ ที่นิยมใชเปนแหลงไนโตรเจนในอุตสาหกรรมการหมักไดแก  นํ้ าแชขาวโพด,
ถัว่เหลือง, กากถั่วเหลือง, กากถั่วลิสง, casein hydrolysate, fish meal และ yeast extract

   
แรธาตุ

นอกจากแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนแลว แรธาตุก็มีความสํ าคัญเชนกัน โดยจะพบ
วา K2HPO4 และ MgSO4.7H2O เปนองคประกอบที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อหลายชนิด ทั้งใน
Pseudomonas aeruginosa EF2 (Gilbert และคณะ, 1991), Bacillus sp. Strain 398 (Kim
และคณะ, 1994) Aspergillus oryzae (Toida และคณะ, 1995) และ Candida rugosa
(Gordillo และคณะ, 1998) ซึง่จากการทดลองของ Moon & Parrulekar ในป 1991 พบวา
ฟอสเฟตทีผ่สมอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ มีบทบาทสํ าคัญในการสังเคราะหสารพันธุกรรม (DNA,
RNA)  และโปรตีน  การยอยสลายคารโบไฮเดรท, การหายใจของเซลลรวมทั้งควบคุมระดับ ATP
ในกระบวนการสงัเคราะหเอนไซม  อีกทั้งยังมีสวนชวยในการเพิ่มความเสถียรของ mRNA โดยการ
ยบัยัง้การทํ างานของ RNase และชวยใหเอนไซมที่สรางขึ้นถูกปลอยออกมานอกเซลลไดดีข้ึน  แต
ถาเริม่ตนดวยปริมาณฟอสเฟตที่มากเกินไปจะมียับยั้งการเจริญและกดดันการสรางเอนไซม  สวน
หนาทีข่องแมกนีเซียมนั้น  ในป 1979  Aisaka และ Terada พบวาการเติมแมกนีเซียมลงในอาหาร
เลีย้งเชือ้มีสวยชวยในการปลดปลอยไลเปสที่ติดอยูกับผนังเซลลของ  Geotrichum candidum ได

นอกจากแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และแรธาตุแลว สารเคมีที่สํ าคัญที่ถูกกลาวถึง
เสมอวามีบทบาทตอการผลิตไลเปสก็คือ ไตรกลีเซอไรด โดยบทบาทของไตรกลีเซอรไรดที่มีตอการ
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ผลิตไลเปสในจุลินทรียตางชนิดกันจะแตกตางกันมาก เชน เชื้อรา Humicola lanuginosa จะผลิต
ไลเปสไดนอยมากถาปราศจากไตรกลีเซอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพราะไตรกลีเซอไรดปริมาณเล็ก
นอยจะทํ าหนาที่เปน inducer ตวัส ําคัญในการกระตุนใหจุลินทรียผลิตไลเปสไดสูง (Omar และ
คณะ, 1987) และยังพบในจุลินทรียอีกหลายชนิด เชน Geotrichum candidum (Iwai และ 1973), 
Pseudomonas mephitica  (Kosugi & Kamibayashi, 1971) และ Candida parolipolytica
(Sugiura & Isobe, 1975) ซึง่ไตรกลีเซอไรดเหลานี้ไดแก นํ้ ามันมะกอก (Olive oil), นํ ้ามันจาก
เมล็ดฝาย (Cottonseed oil) นํ ้ามนัจากเมล็ดถั่ว (Ground-nut) หรอือาจเปนพวกกรดไขมัน เชน 
กรดโอเลอิก (Oleic acid) แตในทางตรงกันขามมีรายงานวาไตรกลีเซอไรดจะไปยับยั้งการผลิต 
alkaline lipase จาก Pseudomonas fragi  (Watanabe, 1977) จากรายงานดังกลาวคาดวา      
จุลินทรียที่ผลิตไลเปสจะแบงไดเปน 2 พวก พวกแรกเปนพวกที่ผลิตไลเปสในรูป constitutive 
enzyme ที่ไมจํ าเปนตองเติมไตรกลีเซอไรดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อก็สามารถผลิตไลเปสไดสูง อีก
พวกหนึ่งจะผลิตไดทั้ง constitutive lipase และ inducible lipase แต inducible lipase จะมี
ปริมาณมากกวามากจึงจํ าเปนตองมีไตรกลีเซอไรดในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อเหนี่ยวนํ าการผลิตไลเปส 
อยางไรก็ตามถามีไตรกลีเซอไรดในปริมาณที่มากเกินไปก็จะยับยั้งการผลิตไลเปสไดเชนกัน 
(Suzuki และคณะ, 1988)

อิทธิพลของภาวะแวดลอมในการหมัก
ภาวะแวดลอมในระหวางการหมักที่มีผลตอการผลิตไลเปส  มดีังตอไปนี้

1. คาความเปนกรด-ดาง ( pH )
คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ ปจจัยหนึ่งที่มีความสํ าคัญมากตอการเจริญและ

การผลติผลติภณัฑของจุลินทรีย  และดวยเหตุที่คาความเปนกรด-ดางมีความสํ าคัญมากนี้เองจึง
จํ าเปนที่ในระหวางกระบวนการหมักจะตองมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดางโดยการเติมบัฟ
เฟอรหรอืดวยระบบอัตโนมัติของเครื่องก็ตาม ซึ่งความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมของแบคทีเรียสวน
ใหญจะอยูที่ 4-8, ยสีต 3-6 และดวยคาความเปนกรด-ดางที่ตางกันในแตละชนิดของจุลินทรียนี้
เองที่ทํ าใหบางครั้งมีการปองกันการปนเปอนของแบคทีเรียในการหมักยีสต โดยการเลี้ยงยีสตใน
ภาวะทีม่คีวามเปนกรด-ดางเทากับ 3  เพื่อปองกันการเจริญของเชื้อชนิดอื่นๆ

  ในระหวางการหมกั  คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อมีแนวโนมที่เปลี่ยนไปบาง
เนือ่งมาจากหลายเหตุผล  เชน  เมื่อใชแอมโมเนียเปนแหลงไนโตรเจน แนวโนมของคาความเปน
กรด-ดางจะลดลง เนื่องจากแอมโมเนียในสารละลายจะอยูในรูป NH4

+ แตแบคทีเรียจะเปลี่ยนให
อยูในรูปของ R-NH3

+ แลว H+ จะถกูปลอยออกมาในอาหารเลี้ยงเชื้อจึงเปนเหตุใหคาความเปน
กรด-ดางลดลง ในกรณีที่ใชไนเตรท ไฮโดรเจนที่อยูในอาหารเลี้ยงเชื้อจะไปรีดิวซ NO3

2- ใหเปน
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R-NH3
+ ท ําใหคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเพิ่มข้ึน หรอือีกสาเหตุหลักอยางหนึ่งคือ

เกดิจากผลิตภัณฑที่จุลินทรียผลิตขึ้นนั่นเอง
นอกจากคาความเปนกรด-ดางจะมีผลตอการเจริญและการผลิตเอนไซมแลวยังมีผลตอแอคติ

วติขีองเอนไซมที่สรางขึ้นและมีผลตอกระบวนการสงสารผานเขาผนังเซลล (Roger และ Bermard, 
1972)

2.อุณหภูมิ  (Temperature)
การสรางสารผลิตภัณฑของจุลินทรียนั้นก็จํ าเปนที่จะตองมีอุณหภูมิที่เหมาะสมดวยเชน

กันซึ่งก็เหมือนกับการเจริญของเชื้อที่จะตองมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของเชื้อแตละชนิด 
แตอุณหภูมิที่เหมาะสมของการสรางสารผลิตภัณฑไมจํ าเปนจะตองเปนอุณหภูมิเดียวกันกับ
อุณหภมูทิีเ่หมาะสมในการเจริญของเชื้อนั้นๆ  และในป 1991 Jaroslave และคณะ ไดทํ าการ
ศกึษาใน  Bacillus megaterium โดยอณุหภูมิจะมีอิทธิพลตอการถอดรหัสของ mRNA ในการ
ผลิตเอนไซมดวย อีกทั้งอุณหภูมิยังมีผลตอการละลายของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ ถา
อุณหภมูขิองอาหารเลี้ยงเชื้อสูงการละลายของออกซิเจนจะตํ่ า

3. อัตราการกวนและอัตราการใหอากาศ  (Agitation and Aeration)
จลุนิทรยีทีใ่ชในอุตสาหกรรมการหมักสวนใหญ  เปนพวกที่ตองการออกซิเจนในการเจริญ  

การใหออกซเิจนแกจุลินทรียที่ใชในกระบวนการหมักตามปกตินิยมใหในรูปของอากาศ โดยการให
อากาศ มีวัตถุประสงคเพื่อใหจุลินทรียที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวไดรับออกซิเจนอยางเพียงพอ 
สวนการกวนมวีตัถปุระสงคเพื่อใหจุลินทรียและสารอาหารในถังหมักกระจายตัวอยางสมํ่ าเสมอ ซึ่ง
ปริมาณออกซเิจนที่เหมาะสมจะมีผลใหจุลินทรียเจริญและสรางเอนไซมได ถาปริมาณออกซิเจนที่
ละลายอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อมีคาตํ่ าเกินไปจะทํ าใหเชื้อใชกลูโคสไมสมบูรณทํ าใหอัตราการเจริญ
ของเชื้อลดลง  (Moon & Parulekar, 1991)

4.  ปริมาณเชื้อต้ังตน  (Inoculum)
ปริมาณเชือ้ต้ังตนที่ใชในระดับอุตสาหกรรมการหมัก มีความสํ าคัญมาก  เพราะจะมีผลตอ

การกระบวนการหมกัทั้งหมด ระยะเวลาการหมัก  และตนทุนการผลิตดวย  โดยทั่วไปแลวจุลินทรีย
ทีใ่ชเปนเชื้อต้ังตนในการหมักควรมีคุณสมบัติดังนี้คือ  (สมใจ ศิริโภค, 2537)
1. อยูในสภาพที่แข็งแรงและวองไวเพื่อใหมีระยะ  lag  phase ในการหมักสั้นที่สุด
2.    มปีริมาณมากพอที่จะใชเปนเชื้อเร่ิมตนสํ าหรับถังหมักขนาดใหญไดตามตองการ
3.    มรูีปแบบโครงสราง  (Morphological form) ทีเ่หมาะสมตอกระบวนการผลิต
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4. ปราศจากการปนเปอนจากจุลินทรียชนิดอื่นที่ไมตองการ
5. คงความสามารถในการสรางผลผลิตที่ตองการไดดี

ปจจัยส ําคญัที่จะทํ าใหไดเชื้อเร่ิมตนที่มีคุณสมบัติดังกลาวมาแลวนี้ ไดแก อาหารที่ใชใน
การเพาะเลี้ยงเชื้อ อาหารที่เหมาะสมในการเตรียมเชื้อต้ังตนนั้น จะขึ้นอยูกับบทบาทของเชื้อเร่ิม
ตนในกระบวนการหมักดวย นอกจากจะพิจารณาความตองการธาตุอาหารของจุลินทรียแลว ยัง
ตองพิจารณาปจจัยอ่ืนๆ ที่ทํ าใหสรางผลผลิตไดสูงดวย แตการสรางผลผลิตเอนไซมไมใชวัตถุ
ประสงคของการเพาะเลี้ยงจุลินทรียเพื่อใชเปนเชื้อเร่ิมตน ดังนั้นสวนประกอบของอาหารที่ใชใน
การเตรียมเชื้อเร่ิมตน จึงอาจแตกตางไปจากสวนประกอบของอาหารที่ใชในกระบวนการผลิต  
อยางไรก็ตามระยะเวลาชวง lag phase ในกระบวนการหมักสามารถทํ าใหส้ันที่สุดไดโดยการ
เตรียมเชื้อเร่ิมตนใหมีสูตรอาหารเหมือนกับอาหารที่ใชในกระบวนการผลิต ดังนั้นสูตรอาหารที่ใช
ในการเตรียมเชื้อเร่ิมตนจึงควรใกลเคียงกับสูตรอาหารที่ใชในกระบวนการผลิต เพื่อชวยลดระยะ
เวลาทีจ่ลุนิทรยีตองใชในการปรับตัวในอาหารที่ใชในกระบวนการผลิต ทํ าให  lag  phase  ส้ันและ
ใชระยะเวลาในการผลิตนอยลง

การเตรยีมเชื้อต้ังตนของแบคทีเรียเพื่อใชในกระบวนการหมัก มีวัตถุประสงคที่สํ าคัญ
อยางหนึง่คือ เพื่อใหไดเชื้อเร่ิมตนที่วองไว ซึ่งจะทํ าให lag phase ในกระบวนการการหมักสั้นที่สุด
เทาที่จะเปนไปได เพราะถา lag phase ใชเวลานานจะทํ าใหเสียเวลาและสิ้นเปลืองอาหารในการ
รักษาสภาพของเชื้อกอนที่จะมีการเจริญเพิ่มจํ านวน

ระยะเวลาชวง lag phase จะขึน้อยูกับปริมาณและสภาพทางสรีรวิทยาของเชื้อเร่ิมตน
ดวย ส ําหรบัสภาพทางสรีรวิทยาของจุลินทรียที่ใชเปนเชื้อต้ังตนควรอยูในระยะ log phase ของ
การเจริญซึ่งเปนระยะที่มีเมตาโบลิสมสูง

ในการทดลองนี้เชื้อจะถูกเลี้ยงในอาหารสูตรปรับต่ํ า (Minimum medium) ที่มีนํ้ ามัน
มะกอกเปนแหลงคารบอนมากอน เมื่อเปลี่ยนแหลงคารบอนที่ใชมาเปนฟรุกโตส เชื้อจึงมีชวงปรับ
ตวัมีชวง lag phase ในขณะทีเ่มื่อเลี้ยงโดยใชนํ้ ามันมะกอก เชื้อจะเขาสู log phase ทันที         
(รักชนก, 2539) และเชื้อใชฟรุกโตสไดชากวาเนื่องจาก carrier protein ทีเ่มมเบรนมีความสามารถ
ในการลํ าเลียงฟรุกโตสไดชากวากลูโคสและกรดไขมัน และการทํ างานของ hexokinase ตอ     
ฟรุกโตสในวิถีไกลโคไลซิสสูงกวา 20 เทา (Stryer, 1988) ท ําใหการเจริญของเชื้อที่เลี้ยงในอาหาร
สตูรปรับต่ํ าที่มีฟรุกโตสมีชวง lag  phase  ในขณะทีเ่มื่อเลี้ยงในอาหารที่มีกลูโคสเชื้อจะเขาสูระยะ  
log phase ทนัท ีและการทีฟ่รุกโตสสามารถกระตุนใหเกิดการผลิตไลเปสไดสูงนั้นอาจเนื่องมาจาก
เชือ้ใชฟรุกโตสไดชากวานํ้ ามันมะกอกและกลูโคส ทํ าใหภายในเซลลที่เลี้ยงดวยฟรุกโตสมีปริมาณ 
acetyl CoA และ citrate ตํ ่ากวาเซลลที่เลี้ยงในนํ้ ามันมะกอกและกลูโคส จึงกระตุนการหลั่ง       
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ไลเปสออกนอกเซลลมากขึ้น ทํ าใหตรวจพบการทํ างานของเอนไซมในอาหารที่มีฟรุกโตสสูงกวา
แหลงคารบอนอ่ืนๆ  (รักชนก, 2539)        

ปจจัยสํ าคัญที่มีผลตอการทํ างานของไลเปส
1. อุณหภูมิและความเปนกรดดาง

ไลเปสจากจุลินทรียแตละชนิดมีคุณสมบัติที่แตกตางกัน จุลินทรียบางชนิดผลิตไลเปสที่มี
optimum pH อยูในชวงเปนกลางเชน Aspergillus oryzae (Toida และคณะ, 1995) และ
Humicola lanuginosa  No. 3 (Omar และคณะ, 1987) บางชนิดมี  optimum pH ในชวงเปน
กรดเชน Bacillus sp. (Sugihara และคณะ, 1991) และ Rhizopus niveus (Kohno และคณะ,
1994) และบางชนิดมี optimum pH อยูในชวงเปนดางเชน Bacillus subtilis  168 (Lesuisse
และคณะ, 1993) และ Pseudomonas fluorescens AK102 (Kojima และคณะ, 1994)

ในทํ านองเดียวกัน จุลินทรียตางชนิดกันก็จะมีอุณหภูมิที่เหมาะสมตางกัน บางชนิดมี
อุณหภมูิที่เหมาะสมที่อุณหภูมิสูงเชน Bacillus sp. มอุีณหภูมิที่เหมาะสมที่ 60°ซ (Sugihara และ
คณะ, 1991) บางชนิดมีอุณหภูมิที่เหมาะสมที่อุณหภูมิปานกลางเชน Aspergillus oryzae มี
อุณหภูมิที่เหมาะสมที่ 30°ซ (Toida และคณะ, 1995)

อุณหภมูแิละความเปนกรดดาง นอกจากจะมีผลตอการทํ างานของเอนไซมแลว ยังมีผล
ตอความคงตัวของเอนไซมดวย ไลเปสจาก Humicola lanuginosa No.3 จะคงตัวอยูในชวงความ
เปนกรดดาง 5-9 ที่อุณหภูมิ 45°ซ เปนเวลา 24 ชม. และเมื่อบมที่อุณหภูมิ 60°ซ นาน 20 ชม.
เอนไซมก็ยังคงมีแอคติวิตีอยู (Omar และคณะ, 1987) ไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens
AK102 คงตวัในชวงความเปนกรดดาง 4-10 แตจะคงตัวที่อุณหภูมิตํ่ ากวา 50°ซ นาน 1 ชม.
(Kojima และคณะ, 1994) สวนไลเปสจาก Aspergillus oryzae จะคงตัวในชวงความเปนกรดดาง
6-9 ที่ 25°ซ นาน 18ชม. และจะคงตัวที่อุณหภูมิประมาณ 30°ซ นาน 3ชม. จากขั้นตนจะเห็นได
วา ไลเปสแตละชนิดจะคงตัวที่อุณหภูมิไมกวางนัก แตจะมีความคงทนในชวงความเปนกรดดางที่
กวาง

2. แคลเซียมไอออน
จากการศึกษาไลเปสจากยีสต Candida deformans (Zach) (Muderhwa และ 

Ratamahenina, 1995) จากเชื้อรา Humicola lanuginosa No.3 (Omar และคณะ, 1987) และ
จากแบคทีเรียพวก Pseudomonas aeruginosa (Stuer และคณะ, 1986) พบวาถามีการเติม
แคลเซยีมไอออนลงไปในปฏิกิริยาการทํ างานของเอนไซมจะสามารถชวยใหไลเปสเหลานี้ทํ างานได
ดข้ึีน ซึง่อธบิายไดวากรดไขมันซึ่งเปนผลผลิตจากการทํ างานของไลเปสจะทํ าให reaction mixture
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มีความเปนกรดมากขึ้นทํ าใหไลเปสทํ างานไดลดลง แตแคลเซียมไอออนจะทํ าปฏิกิริยากับกรดไข
มนัเกิดเปนเกลือแคลเซียมในรูปสบู (insoluble calcium soap) แลวตกตะกอนทํ าใหกรดไขมันลด
ลง ความเปนกรดดางของ reaction mixture ไมเปลีย่นแปลง ดังนั้นการทํ างานของไลเปสจึงเปนไป
อยางตอเนื่อง

นอกจากนี้ยังพบวาแคลเซียมไอออนยังสามารถชวยใหไลเปสจากจุลินทรียทํ างานไดมาก
ขึ้นก็ตอเมื่อใน reaction mixture มกีารสะสมกรดโอเลอิค เพราะกรดโอเลอิคจะทํ าหนาที่กระตุนให
แคลเซยีมไอออนทํ างาน แคลเซียมไอออนนี้จะทํ างานไดก็ตอเมื่อสับสเตทเปนไตรกลีเซอไรดพวกที่
เปน higher fatty acid เทานัน้ ถาสับสเตทเปนไตรกลีเซอไรดพวก lower fatty acid พบวา
แคลเซียมไอออนจะไปยับยั้งการทํ างานของเอนไซมแทนที่จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพการทํ างาน 
สรุปวาแคลเซยีมไอออนจะชวยใหเอนไซมทํ างานไดดีข้ึนในบางกรณีเทานั้น การที่แคลเซียมไอออน
จะสามารถเพิม่ประสิทธิภาพการทํ างานของเอนไซมไดนั้น ไมไดขึ้นกับความคงตัวของเอนไซม ไม
ไดข้ึนกบัการขจัดกรดไขมันออกจากระบบของปฏิกิริยา รวมทั้งไมไดขึ้นกับการเปลี่ยนรูปเปนเกลือ
แคลเซียมดวย แตจะขึ้นอยูกับการเปลี่ยนแปลงรูปรางของ emulsion state ของ reaction mixture
ซึ่งการเปลี่ยนแปลงนี้เนื่องมาจากการทํ างานของเกลือแคลเซียมที่มาจากการกระตุนของกรดไขมัน 
(Tsujisaka และคณะ, 1972)

Wang และคณะ (1988) ไดสรุปถึงสมมุติฐานความเปนไปไดของกลไกการทํ างาน
ของแคลเซยีมไอออนที่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการทํ างานของไลเปสไดวามี 3 ประการคือ

1. แคลเซียมไอออนชวยเปลี่ยนรูปราง (conformation) ของเอนไซมใหทํ างานไดดี
ขึ้น

2. แคลเซียมไอออนเพิ่มการดูดซึม (adsorption) ของไลเปสที่ interface oil/water
3. แคลเซียมไอออนชวยขจัดไขมันออกจาก oil/water interface ท ําใหไลเปสทํ างาน

ไดดีขึ้น
อยางไรก็ตามเกลือแคลเซียมไมไดชวยการทํ างานของไลเปสเสมอไป โดยแคลเซียม

ไอออนจะยับยั้งการทํ างานของไลเปสจากยีสต Candida rugosa (Kohr และคณะ, 1986) แต
แคลเซยีมไอออนกลับไมมีผลตอการทํ างานของไลเปสจากเชื้อรา Rhizopus japonicus NR400
(Suzuki และคณะ, 1986)
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3. Physical state ของสับสเตรท (oil/water interface)
ไลเปสจะทํ างานยอยสับสเตรทก็ตอเมื่ออยูในรูปอีมัลชัน (oil/water interface) และไลเปส

ถกูดูดซึมระหวาง oil/water interface เนือ่งจากสภาพสับสเตรทตองอยูในรูปไมละลายนํ้ า อัตรา
เร็วเริม่ตนของปฏิกิริยาอาจขึ้นอยูกับจํ านวนโมเลกุลที่ถูกดูดซับไวใน interface และพื้นที่ผิว
ระหวางนํ้ ากับสับสเตรท

4. ความถวงจํ าเพาะของไลเปสตอสับสเตรท
Macrae (1983) แบงไลเปสจากจุลินทรียตามความจํ าเพาะตอตํ าแหนงบนไตรกลีเซอไรด

ออกเปน 3 กลุม ดังนี้
1. ไลเปสทีไ่มมีความจํ าเพาะตอตํ าแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ไลเปสพวกนี้จะ

ยอยไตรกลีเซอไรดไดสมบูรณ ดังนั้นจะไดกรดไขมันและกลีเซอรอลเปนผลิต
ภัณฑ   แต อาจจะพบไดกลี เซอไรด และโมโนกลี เซอไรด  เป นตัวกลาง
(intermediate) ในปฏิกิริยาได ตัวอยางของเอนไซมกลุมนี้ไดแก ไลเปสจาก 
Candida cylindracea, Corynebacterium acnes  และ Staphylococcus 
aureus

2. ไลเปสที่จํ าเพาะตอตํ าแหนง 1 และ 3 บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ซึ่งไตรกลีไรดที่
ถกูเอนไซมกลุมนี้ยอยจะไดผลิตภัณฑคือ กรดไขมัน, 1,2 (2,3)-diglyceride และ 
2-monoglyceride แต 1,2(2,3)-diglyceride และ 2-monoglyceride นัน้เปน
พวกที่ไมคงตัว (unstable) ถามีการบมไวเปนเวลานานพอจะมีการเกิด acyl 
migration ท ําใหได 1,3-diglyceride และ  2-monoglyceride นัน้เปนพวกที่ไม
คงตัว (unstable) ถามกีารบมไวเปนเวลานานพอจะมีการเกิด acyl migration 
ท ําใหได 1,3-diglyceride และ 1(3)-monoglyceride ซึง่จะถูกยอยสลายได
อยางสมบูรณไดกรดไขมันกับกลีเซอรอล ไลเปสที่อยูในกลุมนี้ไดแก ไลเปสจากจุ
ลนิทรียพวก Aspergillus niger, Mucor javanicus และในพวก rhizopus อีก
หลาย species

3. ไลเปสที่มีความจํ าเพาะตอชนิดของกรดไขมันบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ซึ่ง      
ไลเปสจากจลิุนทรียทั่วไปไมมีคุณสมบัติขอนี้ ยกเวนไลเปสจากจุลินทรียบางพวก
เชน ไลเปสจาก Geotrichum candidum ทีจ่ะยอยไตรกลีเซอไรดที่มี cis double 
bond ตรงตํ าแหนงที่ 9 ไดดี แตจะยอยสลายกรดไขมันอิ่มตัว (saturated fatty 
acid) กบักรดไขมันไมอ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) ที่ไมมี double bond 
ตรงตํ าแหนงที่ 9 ไดไมดี
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อยางไรก็ตาม Yamane (1987) จะแบงไลเปสออกเปน 2 กลุมเทานั้น คือ พวกที่มีคุณ
สมบัตจิ ําเพาะตอตํ าแหนง 1 และ 3 ของไตรกลีเซอไรด และพวกที่ไมมีความจํ าเพาะตอตํ าแหนง
บนไตรกลีเซอไรด ไลเปสทั้ง 2 กลุมนี้จะไมถูกแบงออกจากกันโดยเด็ดขาด

Okumura และคณะ (1981) พบวาไลเปสพวกที่มีความจํ าเพาะจะมีการ esterify
(reverse hydrolysis) ท ําใหมกีารไฮโดรไลซไดดีกวา และเชื่อวาเพราะเหตุนี้จึงทํ าใหไลเปสพวกที่
ไมมคีวามจ ําเพาะสามารถยอยสลายสับสเตรทไดรวดเร็วกวาพวกที่มีความจํ าเพาะ

5. Lipase activator
Uyeda และคณะ (1983) ไดแยกเชื้อ Strptomyces No. NB.BR-1381 ซึง่สามารถ

ผลิตโปรตีนที่มีคุณสมบัติในการเปน activator ของไลเปสได โปรตีนชนิดนี้มีชื่อวา LAV ซึ่งมีคุณ
สมบัติคงตัวที่ pH 3.7 ทีอุ่ณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 20 ชม. และจะคงตัวที่ pH ดงักลาวที่ 4°ซ เปน
เวลา 5 วนั LAV ทีบ่ริสทุธิจ์ะทนความรอนไดสูง แตจะไมมีผลตอการทนความรอนของไลเปสจาก   
Phycomyces niten LAV จะสามารถกระตุนไลเปสจากจุลินทรียไดหลายชนิดเชน ไลเปสจาก 
Phycomyces niten, Chromobacterium viscosum และ Geotrichum candidum สวนกลไก
การทํ างานของ LAV นั้นเชื่อวาเปนเพราะกรดโอเลอิคซึ่งเปนผลิตภัณฑหลักที่ไดจากการทํ างาน
ของไลเปสนัน้จะไปยับยั้งการทํ างานของไลเปสได เนื่องจากกรดโอเลอิคจะทํ าให pH ลดลง แตถา
มี LAV ในระบบ LAV จะดูดซับกรดโอเลอิคไว ทํ าใหไมเกิด product inhibition ขึน้ดังนั้น LAV จึง
ปองกนัการยบัยัง้การทํ างานของเอนไซมจากกรดไขมันได ทํ าใหเอนไซมมีการทํ างานดีขึ้น

6. Lipase  inhibitors
6.1 สารลดแรงตึงผิว (Surfactants)

 อิทธิพลของสารลดแรงตึงผิวตอการทํ างานของไลเปสแอคติวิตีมีผลใหเกิดการเสีย
สภาพของโปรตีนและการทํ าใหเกิดการคลายตัวของโปรตีน ซึ่งชนิดของสารลดแรงตึงผิวแตละชนิด
จะสงผลตอไลเปสตางกัน เชน สารลดแรงตึงผิวชนิดที่มีประจุบวก (Anionic surfactants) จํ าพวก
Sodium dodecyl sulphate (SDS) และ Linear alkyl benzene sulphonate (LAS) จะมีผลทํ าให
โปรตีนเกิดการเสียสภาพ  (denaturing)  (Hayakawa, K., Ohara, K. และ Satake, I., 1980) ถา
เปนสารลดแรงตึงผิวในกลุมที่ไมมีประจุ (Non-ionic surfactant) เชน alcohol ethoxylate พบวา
ถามสีารเหลานี้ปนอยูในปริมาณนอยๆ จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายของ Mucor lipase
ไดบาง แตถาพบในปริมาณมากเกินไปจะมีผลไปยับยั้งแอคติวิตีของไลเปสได  (Sugiura, M. และ
Ogiso,T., 1969) สวนในกลุมของสารลดแรงตึงผิวที่มีประจุบวก (Cationic surfactants) เชน
quaternary ammonium  salts  พบวามสีวนชวยในการเพิ่มประสิทธิภาพการยอยสลายนํ้ ามัน
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มะกอกของ  Mucor lipase  แตตองขึ้นอยูกับอัตราสวนของนํ้ ามันตอสารลดแรงตึงผิวดวย  ถามี
สวนผสมของสารลดแรงตึงผิวที่มากเกินไปจะมีผลไปยับยั้งแอคติวิตีของไลเปสได

6.2 Bile  salts
Bile salts หรือ Choleic acid ซึง่เปนอนุพันธุของ cholesterol อยางหนึ่ง มีอิทธิพลตอ          

แอคติวิตีของไลเปสทั้งในการกระตุนและยับยั้งแอคติวิตีของไลเปส ในสวนของการกระตุนนั้นพบ
วา bile salts จะท ําหนาที่ปองกันการจับกันของ SDS กบัไลเปสได ซึ่งทํ าใหโปรตีนไมเกิดการเสีย
สภาพแตถามี bile salts ในปริมาณมากๆ bile salts อาจไปจับที่บริเวณผิวหนาของไลเปส มีผลทํ า
ใหลดประสิทธิภาพการทํ าปฏิกิริยากับสับสเตรทได  (Momsen, W.E. และ Brockman, H.L., 
1976) หรือในอีกกรณีหนึ่ง bile salts อาจไปสะสมรวมกันที่ผิวหนาของสับสเตรท ซึ่งเปนผลทํ าให
ไลเปสไมสามารถเขาทํ าปฏิกิริยากับสับสเตรทได  (Borgstrom, B. และ  Erlanson, C., 1973)   

6.3 Proteins
ไดมีรายงานหลายเรื่องที่มีกลาวไวเกี่ยวกับโปรตีนที่ยับยั้งการทํ างานของไลเปสจากหลาย

แหลง  เชน Rhizopus microsporus  (Bezborobov, A.M., Davranov, K.D. และ Akhmedova, 
1985), Mycobacteria (Kiyotani, K และคณะ, 1983), Sunflower seed (Chapman, G.W., 
1987), Oil seed (Wang, S. และ Huang, A.H.C., 1984) และ Melanoma cell live (Mori, M., 
Yamaguchi, K และ Abe, K., 1989) โดยทีป่ฏิกริิยาระหวางโปรตีนกับเอนไซมนี้เปนปฏิกิริยาที่ผัน
กลับได และยังพบอีกวาโปรตีนสามารถควบคุมการสราง intracellular lipase ไดอีกดวย ซึ่ง
ปฏิกริิยานี้ก็เกิดกับโปรตีเอสดวยเชนกัน  (Laskowski, M. และ Kato, I., 1980) แตยังไมมีรายงาน
แนชัดเกี่ยวกับการยับยั้งการทํ างานของไลเปส แตมีการตั้งสมมุติฐานเกี่ยวกับกลไกไววา โปรตีน
หรือโพลีเปปไทดจะถูกดูดซับไวที่ผิวหนาของเอนไซมแลวชักนํ าใหเกิดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติ
การทํ างานของเอนไซม อีกสมมตุฐิานคอื โปรตีนไปทํ าปฏิกิริยาโดยตรงกับตัวเอนไซมทํ าหนาที่เปน
ตวัแกงแยงของสับสเตรทอยางหนึ่ง  (Competitive  Substrate)  

7. ปจจยัอื่นๆที่มีผลตอการทํ างานของไลเปส
ไอออนของโลหะบางชนิดที่จับอยูกับเอนไซม มีผลตอการเปลี่ยนแปลงแอคติวิตีของ

เอนไซมไมวาจะเปนการเพิ่มความเสถียรหรือลดความเสถียรของโครงสรางโปรตีนก็ตาม ซึ่งไอออน
ของโลหะบางชนิดอาจทํ าหนาที่เปนตัวขจัดกรดไขมันอิสระออกจากผิวหนาของเอนไซม, ทํ าหนาที่
เปนตวัเรงปฏกิริิยา หรือทํ าหนาที่เปนตัวลดการเกิดยับยั้งจากกรดไขมันอิสระที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา 
โดยทัว่ไปแลวไอออนของโลหะหนักพวก Cu2+, Ni2+, Pb2+, Sn2+ และ Co2+ จะไปยบัยั้งการทํ างาน
ของไลเปสไมวาจะมาจากแหลงเชื้อ Chromobacterium sp. (Yamaguchi และคณะ, 1973) หรือ 
Humicola lanuginosa No.3 (Omar และคณะ, 1987) ขณะทีไ่ลเปสจากบางแหลงอาจจะทนการ
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ยับยั้งการทํ างานจากโลหะบางชนิดได แตก็ยังถูกยับยั้งจากไอออนของโลหะอีกหลายชนิดเชน     
ไลเปสจาก Candida deformans (Zach) ทนตอ Co2+ แตถูกยับยั้งโดย Cu2+และ Zn2+

(Muderhwa และ Ratamahenina, 1985) หรือไลเปสจาก Pseudomonas fragi 22.39B ถูก
ยบัยั้งจาก Sn2+, Pb2+, Cu2+ และ Hg2+ นอย แตถูกยับยั้งมากถาเปน Zn2+, Fe2+ และ Fe3+ (Nishio
และคณะ, 1987) สวน     ไลเปสจาก Rhizopus japonicus NR400 จะทนโลหะหนักไดทั้ง Co2+, 
Cu2+ , Ni2+ และ Sn2+ (Suzuki และคณะ, 1986) และยังมีการคนพบอีกวา Hg2+ สามารถยับยั้ง 
Adipose tissue lipase จากหน ู เพราะจากรายงานที่กลาวไววา Hg2+ จะมคีวามจะเพาะตอการ
จบักับกรดอะมิโน cysteine มผีลทํ าใหแอคติวิตีของไลเปสลดลง และจากผลของ Hg2+ นีแ้สดงให
เหน็วา Thiol group ของกรดอะมิโน cysteine มคีวามสํ าคัญตอแอคติวิตีของไลเปส ซึ่งอาจแก
ปญหานี้ไดโดยการเติมสาร Dithioerythritol ลงไป (Fredrikson, G. และคณะ, 1981), Platinum  
chloride มผีลตอการยับยั้งแอคติวิตีของ Geotricum candidum (Hata, Y. และคณะ, 1979) โดย
ยงัไมมรีายงานใดเลยที่พบวาโลหะหนักจะชวยเพิ่มการทํ างานของไลเปส

ในทางตรงกันขามกับไอออนของโลหะหนัก ไอออนบางชนิดจะสามารถชวยเพิ่มการ
ท ํางานของไลเปสบางชนิดได เชน Mg2+, Mn2+, Na+ และ Li+ ชวยเพิม่การทํ างานของไลเปสจาก
Chromobacterium ได (Yamaguchi และคณะ, 1973) ทํ านองเดียวกัน Li+, K+ และ Ca2+ชวยเพิ่ม
การท ํางานของไลเปสจาก H. lanuginosa (Omar และคณะ, 1987) อยางไรก็ตาม ไอออนของ
โลหะไมไดเพิ่มการทํ างานของไลเปสเสมอไปโดยพบวา Ca2+ และ Mg2+ ยบัยัง้การทํ างานของ    
ไลเปสจาก C. deformans (Zach) (Muderhwa และ Ratamahenina, 1985)

ประโยชนและความสํ าคัญของไลเปสในดานอุตสาหกรรม
ในการวิจัยเกี่ยวกับไลเปสนั้น โดยสวนใหญแลวจะมุงเนนไปในแงของการประยุกตใชกับ

อุตสาหกรรมตางๆ แตถึงกระนั้นก็ตามสัดสวนของการซื้อขายเอนไซมชนิดนี้ก็ยังมีการซื้อขายกัน
อยูในระดบัประมาณ 20 ลานเหรียญสหรัฐ คิดเปน 4 เปอรเซ็นต ของการซื้อขายเอนไซมตางๆ ทั่ว
โลก (รวมทั้งหมด 600 ลานเหรียญสหรัฐ) (Arbige, M.V. และ Pitcher,W.H., 1989) ถงึแมจะมี
การคนควาและปรับปรุงคุณสมบัติของไลเปสใหดีและเหมาะสมกับงานในปจจุบันมากขึ้น แตก็ยัง
ไมสามารถเทียบไดกับไฮโดรไลติกเอนไซมตางๆ (โปรตีเอสและคารโบไฮเดรส) ที่มีการขยายตลาด
ออกไปมากกวาตลาดของไลเปสถึง 10 เทา ซึ่งเหตุผลที่เปนเชนนี้ก็เพราะวาการศึกษาและการนํ า   
ไลเปสมาใชอยางจริงจังนั้นเพิ่งจะเริ่มมีมาไมนานมานี้เอง และอีกเหตุผลหนึ่งคือการประยุกตใช   
ไลเปสในระดับอุตสาหกรรมยังอยูในมุมแคบคือมีจุดประสงคในการใชไมหลากหลายเมื่อเทียบกับ
เอนไซมประเภทโปรตีเอสและคารโบไฮเดรส แตอุปสรรคสํ าคัญที่แทจริงที่เกิดขึ้นในทางปฏิบัติใน
การผลิตไลเปสคือราคาตนทุนในการผลิตนั่นเอง (Falch, E.A., 1991) อยางไรก็ตามดวยความกาว
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หนาทางดานปรับปรุงพันธุกรรมจึงทํ าใหไดเอนไซมที่มีคุณสมบัติเหมาะสมกับงานมากขึ้นและยัง
สามารถลดตนทนุการผลิตลงไดอีกดวย  และจริงๆ แลวการปรับปรุงพันธุกรรมนั้นมักเนนในดาน
การเพิ่มความสามารถในการผลิตเอนไซมของจุลินทรียใหมากขึ้นกวาเดิม เราสามารถจํ าแนก
ประโยชนของไลเปสในการนํ าไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมไดดังนี้
•  ไลเปสที่ใชกับอุตสาหกรรมอาหาร: ในปจจุบันไดมีการนํ าไลเปสมาใชกันอยางแพรหลายใน

อุตสาหกรรมอาหารโดยเฉพาะอยางยิ่งผลิตภัณฑที่ทํ าจากนม รวมทั้งการเพิ่มกลิ่นรสใหกับชีส
เพือ่ใหเกิดกลิ่นเฉพาะตัว (Bech, A.M., 1992) เกีย่วกบัอุตสาหกรรมการผลิตชีสนั้นเริ่มมีมา
ตั้ง       แตสมยัสงครามโลกครั้งที่ 2 โดยเริ่มแรกไลเปสที่นํ ามาใชนั้นสกัดไดมาจากตับออนของ
สตัวประเภทหมแูละวัวเปนสวนใหญ หลังจากนั้นมีการศึกษาเกี่ยวกับจุลินทรียมากขึ้นจึงมีการ
หันมาใชไลเปสที่ผลิตไดจากจุลินทรียมากขึ้นโดยจุลินทรียที่นิยมใชไดแกสายพันธุ Mucor  
michei, Aspergillus niger และ Aspergillus oryzae ไลเปสจากจุลินทรียเหลานี้ไมเพียงแต
ไปชวยเพิ่มกลิ่นรสเทานั้น แตยังไปเรงปฏิกิริยาในการบม blue cheese อีกดวย  สวนทางดาน                   
อุตสาหกรรมนมไลเปสที่ถูกเติมลงไปในนมวัวดิบจะชวยในการแตงกลิ่นรสใหเหมือนกับนม
แพะหรือนมอูฐได

ตารางที่ 1 : แสดงตวัอยางของไลเปสที่ถูกเติมลงในผลิตภัณฑประเภทเนยแข็ง

Cheese type Lipase  source
Romano
Domiati Kid/lamb pre-gastric  Mucor miehei

Feta
Monzarelle
Parmesan Calf/kid pre-gastric
Provolone

Fontina
Ras Mucor  miehei

Romi
Cheddar

Manchego Aspergillus  oryzae / niger
Blue

(ทีม่า: E. Vulfson, 1994)
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•  ไลเปสที่ใชกับอุตสาหกรรมผงซักฟอก: อุตสาหกรรมสารซักลางยังเปนตลาดซื้อขายเอนไซมที่
ใหญที่สุดสํ าหรับอุตสาหกรรมการผลิตเอนไซม (Arbige, M.V., 1989) (Falch, E.A., 1991)            
แตในปจจุบันการนํ าไลเปสมาใชกับอุตสาหกรรมประเภทนี้ยังมีอยูนอยมาก เนื่องจากยังไม
สามารถหาเอนไซมที่เหมาะสมและทนตอสภาพการทํ างานในภาวะที่เปนดางไดอยางมี       
ประสิทธิภาพ ถึงอยางไรก็ตามในปจจุบันไดมีการคัดเลือกสายพันธุของจุลินทรียชนิดตางๆ  
นํ ามาทํ าการตัดแตงพันธุกรรมเพื่อปรับปรุงคุณสมบัติของเอนไซมใหมีประสิทธิภาพเพิ่มมาก
ขึน้ หรอืเพื่อเพิ่มปริมาณการผลิตเอนไซมใหสูงขึ้น เชน  Lipolase  ของ  Novo  Nordisk  เปน
การนํ าเอาคุณสมบัติของการผลิตไลเปสจาก Humicola ใหมาแสดงออกใน  Aspergillus  
oryzae  ซึง่เปนทีค่าดหมายกนัวาตลาดทางดานนี้ยังสามารถเจริญไปไดอีกมาก ยิ่งโดยเฉพาะ
เมือ่มเีทคนคิพันธุวิศวกรรมเขามาชวยในการปรับแตงคุณสมบัติของเอนไซมใหดียิ่งขึ้น

•  การใชไลเปสในการสังเคราะหสารประกอบสํ าคัญในผลิตภัณฑที่ใชกับรางกาย: ไลเปสถูกนํ า
มาใชในการผลิต  Isopropyl  myristate , Isopropyl  palmitate  และ  2-ethyhexyl
palmitate ซึง่เปนสวนประกอบสํ าคัญในการสรางผลิตภัณฑที่ใชกับรางกาย เชน ครีมทาผิว
หรือครีมกันแดด

•  การใชไลเปสในการกํ าจัดสิ่งสกปรกบนผาฝาย: เสนใยฝายเปนเสนใยประเภทเซลลเดี่ยว โครง
สรางแตละชั้นของเซลลเรียงจากชั้นนอกไปชั้นในมีดังนี้ cuticle, primary wall, secondary
wall และ lumen ซึง่แตชัน้จะมีโครงสรางและองคประกอบทางเคมีแตกตางกันไป ชั้น cuticle
ซึง่เปนชัน้นอกสุดของเสนใยประกอบไปดวยสารประกอบประเภทโปรตีน ขี้ผ้ึง และ เพคติน ใน
อัตราสวนตางๆ กันดังแสดงในตารางที่ 2
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ตารางที่ 2 แสดงชนดิและปริมาณของสารประกอบตางๆ ที่มีในเสนใยของฝาย

Composition of FiberConstituent
Typical % Low % High %

Composition of the
Cuticle %

Cellulose 94.0 88.0 96.0
Protein 1.3 1.1 1.9 30.4
Pectin

substances
0.9 0.7 1.2 19.6

Wax 0.6 0.4 1.0 17.4
Mineral matter 1.2 0.7 1.6 6.5
Other organic

acid
0.8 0.5 1.0 9.8

Total sugar 0.3 7.4
Cutin 8.7

(ทีม่า: Li, Y. และ Hardin, R., 1997)  

การกํ าจัดสิ่งสกปรก (Scouring) เปนกระบวนการทํ าความสะอาดเสนใยดวยการใชดาง เชน 
โซดาไฟ โซดาแอช เปนตน เมื่อผานกระบวนการนี้แลวเสนใยจะสะอาด มีความสามารถในการดูด
ซมึนํ ้าไดด ี เปยกไดงาย ขั้นตอนการกํ าจัดสิ่งสกปรกเปนขั้นตอนที่จํ าเปนสํ าหรับเสนใยทุกประเภท 
เนื่องจากเสนใยทุกชนิดมีส่ิงสกปรกเจือปนติดมาเสมอไมวาจะเปนสิ่งสกปรกที่ติดมาตามธรรมชาติ
หรือส่ิงที่ติดมาจากขั้นตอนการผลิต สิง่สกปรกตางๆจํ าเปนตองกํ าจัดออกไปเพื่อใหเสนใยสะอาดมี
ความสามารถในการดูดซึมนํ้ าไดดี ดูดติดสารเคมีตางๆไดสมํ่ าเสมอ เปนการเตรียมเสนใยใหมีคุณ
สมบัตเิหมาะสมกบักระบวนการผลิตขั้นตอไป เชน การยอม การพิมพ เปนตน กรรมวิธีการกํ าจัด
สิ่งสกปรกในเสนใยแตละชนิดไมเหมือนกัน โดยปกติแลวเสนใยธรรมชาติมีส่ิงสกปรกเจือปนมาก
กวาเสนใยประดิษฐเพราะฉะนั้นจึงมีวิธีการกํ าจัดสิ่งสกปรกที่รุนแรงกวา โดยทั่วไปการกํ าจัดสิ่ง
สกปรกบนเสนใยฝายทํ าไดโดยการตมดวยสารโซเดียมไฮดรอกไซด ปริมาณโซเดียมไฮดรอกไซดที่
ใชอยูในราว 2-5 % ของนํ ้าหนักผา อุณหภูมิอยางตํ่ า 85°ซ เวลา 45-60 นาที สารละลายโซเดียม           
ไฮดรอกไซดที่รอนทํ าใหฝายพองตัว สิ่งสกปรกในเสนใยบางสวนถูกเปลี่ยนเปนสารที่ละลายนํ้ าได 
บางสวน ถูกกํ าจัดออกไปเปนสารแขวนลอย การตมผาฝายดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่
รอน สารคารโบไฮเดรทไดแกสารไซซิ่งประเภทแปงที่เหลือมาจากขั้นการลอกแปงถูกไฮโดรไลซเปน
สารทีล่ะลายนํ ้างาย สารเพคตินถูกยอยเปนเมธิลแอลกอฮอลและกรดกาแลคตูโรนิค สารโปรตีนถูก
ยอยเปนกรดอะมิโน พวกกรดไขมันถูกทํ าปฏิกิริยากลายเปนสบูดวยโซเดียมไฮดรอกไซด  นอกจาก
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ทํ าหนาที่ยอยสลายสิ่งสกปรกตางๆ ที่อยูบนเสนใยแลวบางสวนตองไปทํ าปฏิกิริยากับกรดที่เกิด
จากการยอยสลายของสิ่งสกปรก บางสวนยังถูกเสนใยฝายดูดซับไวดวย ดังนั้นการกํ าจัดสิ่ง
สกปรกบนฝายใหสมบูรณจึงตองใชปริมาณโซเดียมไฮดรอกไซดที่มากเกินพอ พรอมทั้งเติมสาร
อ่ืนๆ ที่จํ าเปนลงไปดวย และดวยเหตุนี้เองทํ าใหนํ้ าเสียที่ถูกปลอยออกจากขั้นตอนนี้มีความเปน
ดางและอุณหภูมิสูงจํ าเปนตองมีการปรับสภาวะของนํ้ าเสียกอนที่จะถูกปลอยออกสูแหลงชุมชน 
การใชเอนไซมจึงนับเปนทางเลือกใหมที่นาสนใจในการนํ ามาใชในการกํ าจัดสิ่งสกปรกบนเสนใย
ของฝายจึงไดมีการหันมาใชเอนไซมในการกํ าจัดสิ่งสกปรกแทน โดยเอนไซมที่ใชไดแก ไลเปส    
โปรตีเอส  (Hartzell, M. และ Hsieh, L. , 1998) เพคติเนส (Buchert, J. และคณะ, 2000)  และ
เซลลูเลส  (Li, Y. และ Hardin, R., 1997)  

พนัธวุศิวกรรมของไลเปส
ในปจจุบนัตลาดสํ าคัญที่ไลเปสเขาไปมีสวนเกี่ยวของดวยมากที่สุดคือ อุตสาหกรรมผงซัก

ฟอก โดยเปนสวนผสมในสารซักลางสวนใหญ ไลเปสเปนเอนไซมที่ทํ าหนาที่ในการยอยสลาย     
ไขมนัและนํ ้ามันธรรมชาติ ซึ่งยากตอการกํ าจัดในภาวะที่ไมใชอุณหภูมิสูง (Gormsen, E. และ 
Malmos, H., 1991) อยางไรกต็ามสวนประกอบสํ าคัญอีกอยางหนึ่งของสารซักลางคือโปรตีเอส
และมีความเปนไปไดวาโปรตีเอสอาจจะยอยไลเปสได เปนเหตุใหประสิทธิภาพการทํ างานของ          
ไลเปสลดลง ในป 1985 Estell, A. และคณะไดบงชี้ถึงตํ าแหนงภายในของไลเปสจากแบคทีเรีย 
Pseudomonas ที่ถูกยอยโดยโปรตีเอสที่ผสมอยูในสารซักลาง และไดทํ าการปรับแตงพันธุกรรม
ของเอนไซมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการทนทานตอการยอยของโปรตีเอส การปรับแตงพันธุกรรมนั้น
รวมถึงการแทนที่และการเติมกรดอะมิโนลงไปในตํ าแหนงที่โปรตีเอสเขาทํ าปฏิกิริยาหรือตํ าแหนง
ใกลเคยีงซึง่เปนการเพิ่มความทนทานตอการยอยของโปรตีเอสได ซึ่งมีหลายวิธีที่สามารถแสดงให
เหน็วาเราสามารถเพิ่มความสามารถในการทนทานตอการยอยของโปรตีเอสไดเชน (1) ในตํ าแหนง
ของกรดอะมิโนที่มีการถูกยอยสลาย (Cleavage) โดยโปรตีเอสอาจแทนที่ดวยกรดอะมิโนชนิด  
โพรลีน (2) อาจมีการแทนที่ดวยกรดอะมิโนที่มีประจุหรือกรดอะมิโนที่มีความเปนขั้วสูงกวาใน
ต ําแหนงทีห่างจากตํ าแหนงที่ถูกแยกหางออกไปประมาณ 2 หรือ 4 ตํ าแหนง (3)  อาจมีการเปลี่ยน
แปลงศักยไฟฟาของกรดอะมิโนในตํ าแหนงที่ถูกแยกใหมีคาเพิ่มข้ึนโดยการเติมหรือแทนที่ดวยกรด
อะมโินทีม่ีประจุเปนบวกมากกวา หรือ (4) ท ําการตัดขาด (deletion)  กรดอะมิโนออกไป 1, 2 หรือ 
3 ต ําแหนงตรงสวนที่มีเกิดการยอยสลาย   

คุณสมบัติของเอนไซมที่เปนที่ตองการในอุตสาหกรรมผงซักฟอกก็คือ ความสามารถใน
การทนตอปฏิกิริยา Oxidative Degradation ทีเ่กดิจากสารฟอกขาวที่ผสมอยูในสูตรของผงซัก
ฟอก ซึ่งกรดอะมิโน Methionine ทีอ่ยูในสายโพลีเปปไทดจะเปนจุดที่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น ใน
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ขณะเดียวกันถาเราสามารถขจัด methionine ออกไปได อาจทํ าใหเอนไซมมีความเสถียรมากขึ้น
หรือทํ าการแทนที่ methionine ดวยกรดอะมิโนชนิดอื่นที่สามารถทนไดตอปฏิกิริยาออกซิเดชั่นได 
ซึง่ในเรือ่งคลายๆกันนี้ไดมีการนํ ามาใชกับโปรตีเอสที่ผสมในผงซักฟอกแลว (Estell และ Wells, 
1988) และก ําลังพัฒนาเพื่อนํ ามาใชกับไลเปสดวย (Batenburg, A.M. และคณะ, 1991) สวนอีก
คุณสมบัติหนึ่งของไลเปสที่จํ าเปนตออุตสาหกรรมผงซักฟอกคือความสามารถในการทํ างานไดดีที่
ภาวะดางหรือมีคา pI อยูในชวงทีเ่ปนดาง  ซึ่งการตัดแตงพันธุกรรมสามารถเพิ่มคา pI ของเอนไซม
โดยการเพิม่ประจุสุทธิของเอนไซมใหเปนบวก  เชน  ทํ าการตัด (Deletion)  กรดอะมิโนบางตัวที่มี
ประจลุบออกไปหรือแทนที่ดวยกรดะมิโนที่มีประจุเปนกลาง หรือแทนที่กรดอะมิโนที่มีประจุเปนลบ
หรือเปนกลางใหเปนกรดอะมิโนที่มีประจุบวก หรืออาจเพิ่มกรดอะมิโนบางตัวที่มีประจุบวกลงไป  
เปนตน

ทีส่ถาบัน Genencor International ไดทํ าการศึกษา Pseudomonas mendocina ซึ่งผลิต
ไลเปสที่มีความสามารถในการยอยสลายไตรกลีเซอไรดไดเปนอยางดี (Sebastian, J. และ 
Kolatukudy, P.E., 1988) โดยท ําการโคลนยีนที่ควบคุมการผลิตไลเปสของ P.mendocina ใหมา
แสดงออกใน E.coli รวมทัง้ยงัทราบถึงลํ าดับกรดอะมิโนของไลเปสจากลํ าดับเบสบนยีนไดอีกดวย  
(Gray, G., Poulose, A.J. และ Power, S., 1988)

กอนทีเ่ราจะทราบถึงโครงสรางของเอนไซม ในสมัยกอนไดมีวิธีทดสอบที่บงชี้ถึงบริเวณเรง
การทํ างานของไลเปสโดยวิธี Chemical Modification และ Site-specific Mutagenesis 
(Poulose, J. และคณะ, 1990) Diethyl p-nitrophenyl phosphate เปนสารที่สามารถยับยั้ง       
แอคตวิติขีองไลเปสได โดยเขาไปเปลี่ยนกรดอะมิโนเซอรีนในตํ าแหนงที่ 126 ใหเปนกรดอะมิโน
ชนดิอะลานีน ทํ าใหเกิดเปน inactive protein ได ซึง่ผลจากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาไลเปสมี
เซอรีนอยูที่บริเวณเรงคลายๆ กับเอนไซมประเภทไฮโดรเลสอื่นๆ และโดยวิธี Site-specific 
Mutagenesis ท ําใหทราบเพิ่มเติมอีกวามี Histidine และ Aspartic acid อยูทีบ่ริเวณเรงอีกดวย 
เมือ่ทํ าการแทนที่  His ทกุตวัทีอ่ยูในสายโพลีเปปไทดดวย Glu แลวตรวจหาแอคติวิตี พบวาเมื่อ
แทนที่ His ทีต่ ําแหนง 206 ดวย Glu แลวจะทํ าใหเอนไซมสูญเสียแอคติวิตีไป แสดงใหเห็นวา His 
206 เปนสวนหนึ่งที่อยูที่บริเวณเรง และดวยกระบวนการเดียวกันนี้เองทํ าใหเราทราบอีกวา 
Aspartic acid ก็เปนกรดอะมิโนที่อยูในบริเวณเรงเดียวกัน นอกจากนี้ยีนที่ควบคุมการสราง
เอนไซมของ P. aeruginosa ไดถกูแยกออกมาเพื่อไปรวมกับยีนของ E.coli ซึง่มีผลให E.coli
สามารถผลิตเอนไซมไดในปริมาณเพิ่มข้ึนมากกวา 42% ของปรมิาณโปรตีนทั้งหมดที่ E.coli ผลิต
ออกมา (Oshima และคณะ, 1993)    

เอนไซมไลเปสมีความสํ าคัญในแงใชเปนองคประกอบของผลิตภัณฑและเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาในขบวนการผลิตผลิตภัณฑอุตสาหกรรมหลายประเภทดังกลาวขางตน การศึกษาหา
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แบคทีเรียสายพันธุที่ผลิตไลเปสชนิดที่ตองการในปริมาณสูง หรือเพื่อคนหาเอนไซมชนิดใหมที่มี
คุณสมบัติที่ดีขึ้น หรือเหมาะสมมากขึ้นในการใชงานแตละดานจึงเปนงานวิจัยที่นอกจากจะมี
ความสํ าคัญตอความรูความเขาใจในการศึกษาวิทยาศาสตรพื้นฐานแลว ยังอาจเกิดศักยภาพใน
การนํ าไปประยุกตใชได

วตัถุประสงคของงานวิจัย
ศกึษาสภาวะของการผลิตไลเปสในเชื้อ Pseudomonas aeruginosa ในระดับถังหมัก

ขนาด 5 ลิตร และท ําเอนไซมใหอยูในรูปผงเพื่อใชกํ าจัดสิ่งสกปรกบนเสนใยของผาฝาย
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บทที่ 2
ครุภัณฑและเคมีภัณฑ

1.ครุภัณฑ

ครุภัณฑ รุนที่ผลิต บริษัท/ประเทศ
1.ถงัหมัก (Fermenter) ขนาด 5 ลิตร BIO FLO II C New Brunswick Scientific 

Co., Inc,  Edison,  N.J. ,  
U.S.A.

2.เครื่องวัดและบันทึกการดูดกลืนแสง 
(UV  Spectrophotometer)

DU 650 Backman, U.S.A.

3.เครื่องวัดการดูดกลืนแสง
(Spectrophotometer)

Spectronic 20 D Baush&Lomb, U.S.A.

4. เค ร่ืองป  นความเร็วสูงที่ควบคุม
อุณหภูมิได  (Refrigerated
Microcentrifuge)

Sigma 2MK Sigma Laboratory, Western
Germany

5. เค ร่ืองป  นความเร็วสูงที่ควบคุม
อุณหภูมิได  (Refrigerated
Microcentrifuge)

J-21C Beckman, U.S.A

6.เครื่องอบนึ่งฆาเชื้อ (Autoclave) HA-30 Hirayama Manufacturing
Coperation, Japan

7.ตูบมเชื้อ  (Incubator) Heraeus TypeB
5050E

Heraeus, Germany

8.เครือ่งเหวี่ยงตะกอน (Centrifuge) H-103 N Series Kokusan, Japan
9 . เ ค รื่ อ ง เ ขย  า ให  อากาศควบคุม
อุณหภูมิดวยนํ้ า (Gyrotary Water
Bath Shaker)

G76D New Brunswick Scientific 
Co., Inc,  Edison,  N.J. ,  
U.S.A.

10.เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิดวยนํ้ า 
(Controlled Environment Incubator
Shaker Psychotherm)

G760 New Brunswick Scientific 
Co., Inc,  Edison,  N.J. ,  
U.S.A.
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11 . เครื่ อ งวัดความเป นกรด -ด าง 
(pH-meter)

PHM 83 Autocal Radiometer, Copenhagen,
Denmark

12.เครื่องชั่งสาร AE-200S Mettler Instrument AG.,
Switzerland

1 3 . เ ค รื่ อ งหาปริ มาณไน โตร เจน  
(Kjeldathem)

Gerhardt , Germany

14. เครื่องระเหยไอนํ้  าอุณหภูมิตํ่  า  
(Lyophilizer)

Lyph-Lock 1L LABCONCO, U.S.A.

2.เคมีภัณฑ

เคมีภัณฑ บริษัท/ประเทศ
Fructose
Gum arabic
Tributyrin

SIGMA Chemical Co., U.S.A.

 Oleic acid BDH Laboratory Chemical Division England.
Ammonium Sulphate Fluka AG. Buch, Switzerland.
Phenolphtalein
Calcium Chloride dihydrate
Manganese Chloride

May&Baker Ltd., England.

Yeast extract Oxiod Laboratories, U.S.A.
Bacto-agar
Bacto-peptone

Difco Laboratories, U.S.A.

Lipase (Porcine Pancreas), Protease
(Aspergillus oryzae) and Cellulase
(Aspergillus niger)

Tokyo Chemical Industry.

Ethanol
Sodium Chloride
Di-potassium hydrogen phosphate,
anhydrous
Potassium dihydrogen phosphate

E.Merck Ag. Darmstadt, Germany.
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แบคทีเรียที่ใชในการทดลอง
ไดรับความอนุเคราะหจากผูชวยศาสตราจารย ดร. ศิริรัตน เรงพิพัฒน โดย คุณเปรมสุดา

สมาน เปนผูคดัแยกไดจากสวนของนํ้ าและดินจากบอเลี้ยงกุง อํ าเภอระโนด จังหวัดสงขลา
ประเทศไทย  เมื่อสงไปตรวจแยกสายพันธุที่ภาควิชาจุลชีววทิยา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยพบวา
เปนเชื้อ  Pseudomonas aeruginosa
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บทที่ 3
วธิดํี าเนินการวิจัย

3.1  การเกบ็รักษาเชื้อแบคทีเรียที่ใชในการทดลอง
เก็บใน LB ในหลอดทีม่ีฝาเกลียวปดและปดทับดวยพาราฟลม เก็บไวที่ -20°ซ เมื่อ

ตองการใชเชื้อใหนํ ามาเลี้ยงบน minimum medium plateใหม

3.2 การเลีย้งเชื้อและการติดตามการเจริญของเชื้อ
3.2.1 การเตรียมเชื้อต้ังตน (Starter inoculum)

เขีย่เชื้อในอาหารวุน  1  loop  ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรปรับต่ํ า  เขยาในเครื่องเขยาที่
ควบคุมอุณหภูมิ  37°ซ  ความเร็ว  250  รอบ/นาที   นาน  15  ชม.

3.2.2  การเลี้ยง Pseudomonas aeruginosa เพือ่ผลิตไลเปสในระดับถังหมัก 5 ลิตร
ถายหวัเชือ้ทีเ่ตรียมไดจากการเตรียมเชื้อต้ังตนลงในถังหมักขนาด 5 ลิตร  ซึ่งมีปริมาตร

เร่ิมตน  4,000  มลิลิลิตร  ใชหัวเชื้อซ่ึงมีปริมาตร 40 มิลลิลิตร  (คดิเปน 1% (v/v) ของอาหารที่ใช
ในการผลิต)  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตไลเปสซึ่งประกอบดวย  Ammonium sulfate 0.13%
(w/v), K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract
0.01% (w/v) และ Fructose 2%  (w/v) ควบคมุภาวะในการหมักที่อุณหภูมิ 37°ซ อัตราเร็วในการ
กวน 250 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm.  ควบคมุความเปนกรด-ดางดวย 1M NaOH
โดยควบคมุใหอยูในชวง 7.0 ควบคุมการเกิดฟองดวย  Antifoam A ทีเ่จอืจางดวยนํ้ ากลั่นในอัตรา
สวน 1:3

3.2.3  การติดตามการเจริญของเชื้อ
น ํานํ ้าหมกัทีเ่กบ็ทกุๆ 12 ชั่วโมง  เปนเวลา  84  ชั่วโมงออกมาวัดการเจริญ (ความขุน)

ดวยการวดัการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร  ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร
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3.3 การศกึษาภาวะที่เหมะสมในการเจริญและการสังเคราะหเอนไซมไลเปส
     3.3.1 การศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของแหลงไนโตรเจนตอการเจริญและการผลิต      

ไลเปส
เลี้ยงเชื้อตามขอ 3.2 โดยมแีหลงไนโตรเจนคือแอมโมเนียมซัลเฟต  ที่ความเขมขนสุดทาย

ของแหลงไนโตรเจนตางๆ กันไดแก  0.05%, 0.13%, 0.26% และ 0.50% (w/v) วดัการเจริญของ
เชือ้และวัดแอกติวิตีของเอนไซมที่เวลาตางๆ

3.3.2 การศึกษาอิทธิพลของความเขมขนของแหลงคารบอนตอการเจริญและการผลิต   
ไลเปส

เลี้ยงเชื้อตามขอ 3.2 โดยมแีหลงคารบอนคือนํ้ าตาลฟรุกโตสที่ความเขมขนสุดทายของนํ้ า
ตาล ฟรุกโตสตางๆ กันไดแก 1%, 2% และ 3% (w/v) วดัการเจริญของเชื้อและวัดแอกติวิตีของ
เอนไซมที่เวลาตางๆ

3.3.3  การศึกษาอิทธิพลของปริมาณเชื้อต้ังตน
เลี้ยงเชื้อตามขอ 3.2 โดยเปรยีบเทียบผลของการผลิตไลเปสที่ปริมาณเชื้อต้ังตนตางๆคือ

0.25%, 0.50%  และ 1.00% วดัการเจริญของเชื้อและวัดแอกติวิตีของเอนไซมที่เวลาตางๆ
3.3.4  การศกึษาอิทธิพลของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตไลเปส
เลี้ยงเชื้อตามขอ 3.2 โดยเปรียบเทียบผลของการผลิตไลเปสที่อุณหภูมิตางๆ ไดแก 30,

37, 40 องศาเซลเซียส วัดการเจริญของเชื้อและวัดแอกติวิตีของเอนไซมที่เวลาตางๆ
3.3.5  การศกึษาอิทธิพลของปริมาณเชื้อต้ังตนที่เหมาะสมในการผลิตไลเปส
เลี้ยงเชื้อตามขอ 3.2 โดยเปรยีบเทียบผลของปริมาณเชื้อต้ังตนที่ความเขมขนสุดทายเปน

0.25%, 0.50% และ 1.00% (v/v) วดัการเจริญของเชื้อและวัดแอกติวิตีของเอนไซมที่เวลาตางๆ
3.3.6  การศกึษาอทิธิพลของอัตราการกวนที่เหมาะสมในการผลิตไลเปส
เลี้ยงเชื้อตามขอ 3.2 โดยเปรยีบเทียบผลของการผลิตไลเปสโดยแปรผันอัตราการกวนเปน

150 rpm., 200 rpm และ 250 rpm วดัการเจริญของเชื้อและวัดแอกติวิตีของเอนไซมที่เวลาตางๆ
        3.3.7  การศกึษาอทิธิพลของอัตราการใหอากาศที่เหมาะสมในการผลิตไลเปส

เลี้ยงเชื้อตามขอ 3.2 โดยเปรียบเทียบผลของการผลิตไลเปสโดยแปรผันอัตราการให
อากาศเปน  0.5 vvm, 1.0 vvm และ 1.5 vvm วดัการเจริญของเชื้อและวัดแอกติวิตีของเอนไซมที่
เวลาตางๆ
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3.4  การวัดแอคติวิตีของไลเปส
บมสารละลายเอนไซม 0.5 มล. กับอิมัลชั่นของสับสเตรท 15 มล. และโพแทสเซียม

ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.0 ทีอุ่ณหภูมิ 37°ซ ทีค่วามเร็ว 50 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที หยุด
ปฏิกิริยาโดยการเติม  95% เอทลิแอลกอฮอล ซึ่งมีฟนอฟทาลีนละลายอยูในสัดสวน 0.43%
ปริมาณ 20 มล. แลวนํ าไปไตเตรทกับ 0.025 M KOH จนฟนอฟทาลนีเปลี่ยนสีเปนสีชมพู เพื่อหา
ปริมาณกรดไขมันที่ถูกปลดปลอยออกมา เนื่องจากการยอยนํ้ ามันมะกอก

1 หนวยของเอนไซมคือ ปริมาณกรดไขมันที่เกิดจากการยอยนํ้ ามันมะกอกที่ 35°ซ ใน
เวลา 30 นาที ในภาวะที่ทํ าการทดลองโดยคิดเปนไมโครโมลของกรดไขมัน

3.5  การวัดปริมาณโปรตีน
ใชสารละลายตัวอยางที่ตองการวัดปริมาณโปรตีน  0.1 มล. ผสมกับสารละลายโปรตีน     

รีเอเจนต 1 มล. เขยาและตั้งทิ้งไว 5 นาที นํ าไปวัดการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร อานคา
ปริมาณโปรตีนในสารละลายตัวอยางเปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐานที่มีโปรตีน 0-60 
ไมโครกรัม

3.6 ขัน้ตอนการเตรียมเอนไซม
3.6.1 การเตรียมเอนไซมในรูป crude enzyme    
เลีย้งเชือ้ในท ํานองเดียวกับขอ 3.3 ในภาวะที่เหมาะสมตามผลที่ไดจากการทดลองในขอ

3.4  หลงัจากเลีย้งเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง นํ าไปปนที่ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที ที่ 4°ซ นาน 30
นาท ีแยกเก็บสวนนํ้ าใส เรียกสวนนี้วา Crude enzyme น ําไปเก็บไวที่ 4°ซ เพือ่จะนํ าไปศึกษาและ
ท ําใหบริสุทธิ์ตอไป

3.6.2  การท ําใหเขมขนดวยวิธีอัลตราฟวเตรชั่น  (Ultrafiltration)
  กรอง Crude enzyme ผานอลัตราฟวเตรชั่นยูนิตซึ่งใชแผนกรอง (membrane) เบอร 

YM10 ซึง่กรองโมเลกุลที่มีขนาด 10,000 ดาลตนัขึน้ไป โดยมีกาซไนโตรเจนชวยดันที่ความดัน 40
psi เร่ิมกรองต้ังแตปริมาตรเริ่มตน 2,500 มล. จนเหลือปริมาตร 300 มล.

3.6.3  การทํ าเอนไซมในรูปผง (Powder Enzyme)
เก็บสารละลายเอนไซมเขมขนที่เหลือจากการทํ าอัลตราฟวเตรชั่นไปทํ าใหเปนผงดวยวิธี

Lyophilization ที่อุณหภูมิ  -50°ซ จนไดเอนไซมแหง
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3.7  การก ําจดัสิ่งสกปรกบนเสนใยฝาย
ส ําหรบังานวจิัยนี้มีการกํ าจัดสิ่งสกปรกบนผาฝาย 2 วิธีคือ วิธีใชดางโซเดียมไฮดรอกไซด

และวิธีที่ใชเอนไซม
3.7.1 การก ําจัดสิ่งสกปรกดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
น ําผาดบิทีผ่านการลอกแปงแลว มาตมในสารละลายที่ประกอบดวยโซเดียมไฮดรอกไซด

3% (w/v) และ Womine TE 1% (w/v) ทีอั่ตราสวน 1:20 (w/v) อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ลางผาในนํ้ าที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที และตากแหง

3.7.2 การก ําจัดสิ่งสกปรกดวยเอนไซม
เอนไซมทีใ่ชในการกํ าจัดสิ่งสกปรกสํ าหรับงานวิจัยนี้คือ โปรตีเอส ไลเปส และเซลลูเลส ทั้ง

ทีส่ัง่ซื้อจากบริษัท Tokyo Chemical Industrial และที่ผลิตขึ้นเองคือ ไลเปสจาก P. aeruginosa
(อังคาร, 2544) โปรตีเอสจาก B.subtilis TISTR25 (วรรณวิมล, 2540) และเซลลูเลสจาก
T. reesei โดยท ําการทดลองกับผาดิบขนาด 2 กรัม, อัตราสวน 1:50 (w/v), ในสภาวะที่เหมาะสม
ของเอนไซมแตละชนิดคือ

3.7.2.1 การก ําจัดสิ่งสกปรกดวยไลเปสจาก Porcine Pancreas (15 ยูนิต/กรัม)
น ําผาดิบ 2 กรัม ใสลงในสารละลายที่มีไลเปส 0.5 g/l และ Womine TE 1 g/l ใน 0.05 M

ทริส-ไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร pH 8.0, อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นลางดวยนํ้ า 80°ซ
เปนเวลา 20 นาที และตากแหง

3.7.2.2 การก ําจัดสิ่งสกปรกดวยไลเปสจาก Pseudomonas aeruginosa (98,040 ยูนิต/
กรัม)

น ําผาดิบ 2 กรัม ใสลงในสารละลายที่มีไลเปส 0.5 g/l และ Womine TE 1 g/l ใน 0.05 M
ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 6.5, อุณหภูมิ 35°ซ เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นลางดวยนํ้ า 80°ซ เปนเวลา
20 นาที และตากแหง

3.7.2.3 การก ําจัดสิ่งสกปรกดวยโปรตีเอสจาก Aspergillus oryzae (14,000 ยูนิต/กรัม)
น ําผาดิบ 2 กรัม ใสลงในสารละลายที่มีโปรตีเอส 0.5 g/l และ Womine TE1 g/l ใน

0.05 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.0, อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นลางดวยนํ้ า 80°ซ
เปนเวลา 20 นาที และตากแหง

3.7.2.4 การก ําจัดสิ่งสกปรกดวยโปรตีเอสจาก Bacillus subtilis TISTR25 (16.36 ยนูิต/
กรัม)

น ําผาดิบ 2 กรัม ใสลงในสารละลายที่มีโปรตีเอส 0.5 g/l และ Womine TE 1 g/l ในไบ-
คารบอเนตบัฟเฟอร pH 10.5, อุณหภูมิ 45°ซ เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นลางดวยนํ้ า 80°ซ เปน
เวลา 20 นาที และตากแหง
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3.7.2.5 การก ําจัดสิ่งสกปรกดวยเซลลูเลสจาก Aspergillus niger (25,000 ยนูิต/กรัม)
น ําผาดิบ 2 กรัม ใสลงในสารละลายที่มีเซลลูเลส 0.5 g/l และ Womine TE 1 g/l ใน

อะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.5, อุณหภูมิ 40°ซ เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นลางดวยนํ้ า 80°ซ เปนเวลา
20 นาที และตากแหง

3.7.2.5 การก ําจัดสิ่งสกปรกดวยเซลลูเลสจาก Trichoderma reesei (246 ยูนิต/
มิลลิลิตร)

น ําผาดิบ 2 กรัม ใสลงในสารละลายที่มีเซลลูเลส 0.5 g/l และ Womine TE 1 g/l ใน
อะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.5, อุณหภูมิ 40°ซ เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นลางดวยนํ้ า 80°ซ เปนเวลา
20 นาที และตากแหง

3.7.2.6 การกํ าจัดสิ่งสกปรกดวยไลเปสจาก Porcine Pancreas, โปรตีเอสจาก 
Aspergillus oryzae และเซลลูเลสจาก Aspergillus niger

น ําผาดบิ 2 กรัม ใสลงในสารละลายที่มีไลเปสและโปรตีเอสอยางละ 0.25 g/l และ
Womine TE 1 g/l ในฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.5, อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 30 ชั่วโมง จากนั้นลาง
ดวยนํ้ า 80°ซ เปนเวลา 20 นาที กํ าจัดสิ่งสกปรกตอดวยสารละลายที่มีเซลลูเลส 0.5 g/l และ
Womine TE 1 g/l ในอะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.5 อุณหภูมิ 40°ซ เปนเวลา 30 นาที จากนั้นลางดวย
นํ ้า 80°ซ เปนเวลา 20 นาที แลวตากแหง

3.7.2.7 การก ําจัดสิ่งสกปรกดวยไลเปสจาก Pseudomonas aeruginosa, โปรตีเอสจาก
Bacillus subtilis TISTR25 และเซลลูเลสจาก Trichoderma reesei

น ําผาดบิ 2 กรัม ใสลงในสารละลายที่มีไลเปสและโปรตีเอสอยางละ 0.25 g/l และ
Womine TE 1 g/l ในฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.5, อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 30 ชั่วโมง จากนั้นลาง
ดวยนํ้ า 80°ซ เปนเวลา 20 นาที กํ าจัดสิ่งสกปรกตอดวยสารละลายที่มีเซลลูเลส 0.5 g/l และ
Womine TE 1 g/l ในอะซีเตตบัฟเฟอร pH 4.5 อุณหภูมิ 40°ซ เปนเวลา 30 นาที จากนั้นลางดวย
นํ ้า 80°ซ เปนเวลา 20 นาที แลวตากแหง

ผาทีผ่านการกํ าจัดสิ่งสกปรกแลวจะถูกทดสอบสมบัติของการดูดซึมนํ้ า (Absorbency of
fabric) ซึง่เปนปจจัยหนึง่ที่ใชกํ าหนดคุณภาพของผาดิบ กอนนํ าไปผานกระบวนการยอมสีที่ตอง
ค ํานงึถงึความสมํ่ าเสมอทั่วทั้งผืนผา ตามมาตรฐานการทดสอบ (AATCC Test Method 79) คือ
หยดนํ ้าลงบนผาดบิทีผ่านการกํ าจัดสิ่งสกปรกแลว บันทึกเวลาที่หยดนํ้ าซึมลงในเสนใยผา โดยเสน
ใยทีม่กีารดดูซมึนํ ้าไดภายใน 5 วินาที ถือเปนเสนใยที่มีคุณภาพดีพอที่จะผานเขาสูกระบวนการ
ยอมสีตอไป
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บทที่  4
ผลการวิเคราะหขอมูล

4.1 การศกึษาภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตไลเปสของเชื้อ Pseudomonas
aeruginosa
รักชนก  ธีรกวินสกุล  (2539)  ไดศึกษาการผลิตไลเปสจาก  Pseudomonas aeruginosa โดย

การคัดเลือกสูตรอาหารในระดับขวดเขยาและพบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม
ประกอบดวย (NH4)2SO4 0.13% (w/v), K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v),
MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract 0.01% (w/v) และ ฟรุกโตส 2% (w/v) อุณหภูมิใน
การเลี้ยงเชื้อ 37°ซ อัตราการเขยา 250 รอบตอนาที ซึง่ขอมลูเบื้องตนนี้ไดนํ ามาเปนภาวะเริ่มแรก
ของการหาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตไลเปสในระดับถังหมัก 5 ลิตร แบบไมตอเนื่อง

4.1.1  ผลของปริมาณแหลงคารบอนที่ใช
การเพิม่การเจรญิของเซลลวิธีหนึ่งที่นิยมใชกันคือ การเพิ่มปริมาณสารอาหารเลี้ยงเชื้อ ใน

การทดลองนี้ไดศึกษาถึงผลของปริมาณฟรุกโตสซึ่งถูกใชเปนแหลงคารบอน จากการเลี้ยง 
Pseudomonas aeruginosa ในสตูรอาหารที่กลาวไวขางตน แลวแปรผันปริมาณฟรุกโตสเปน 1%, 
2% และ 3%  (w/v) ตามล ําดบั ติดตามการเจริญและการผลิตไลเปส โดยการเก็บนํ้ าหมักทุกๆ 12 
ชัว่โมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง ผลการทดลองดังแสดงในกราฟรูปที่ 1, 2 และ 3 จากกราฟรูปที่ 1 พบ
วาที่ปริมาณฟรุกโตสแตละความเขมขนมีการเจริญของเชื้อใกลเคียงกัน โดยจะเจริญเขาสูระยะ 
log phase ในชัว่โมงที ่ 0-24 และที่ความเขมขนของปริมาณฟรุกโตสเทากับ 2% (w/v) พบวาเชื้อ
ผลิตไลเปสใหแอคติวิตีสูงสุด ดังแสดงในกราฟรูปที่ 2 และเมื่อนํ าแอคติวิตีจํ าเพาะของไลเปสใน  
ชัว่โมงที ่ 48 ของแตละปริมาณฟรุกโตสมาเปรียบเทียบกัน พบวาที่ปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v)  
สามารถผลิตไลเปสใหแอคติวิตีจํ าเพาะสูงสุดคือ 938.48 ยูนิต/มิลลิกรัมโปรตีน ดังแสดงในกราฟ
รูปที ่3 ดังนั้นจึงเลือกใชปริมาณฟรุกโตสเทากับ 2% (w/v)  เปนความเขมขนของแหลงคารบอนใน
การทดลองตอไป
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รูปที ่ 1 เปรียบเทียบการเจริญของ Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผันปริมาณของ

ฟรุกโตสเปน 1%, 2% และ 3% (w/v) โดยเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4 0.09%
(w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract 0.01% (w/v) และ
(NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 1% (v/v), อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm,
อัตราเร็วในการกวน 250 rpm, อุณหภูมิในการเลี้ยง 37°ซ และ  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ
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รูปที ่ 2 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของ Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผัน
ปริมาณของฟรุกโตสเปน 1%, 2% และ 3% (w/v) โดยเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย
K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract
0.01% (w/v) และ  (NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ  1% (v/v), อัตราการให
อากาศ 1.0 vvm, อัตราเร็วในการกวน 250 rpm, อุณหภูมิในการเลี้ยง 37°ซ และ pH เร่ิมตนของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0
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รูปที ่ 3 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของ Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผัน
ปริมาณของฟรุกโตสเปน 1%, 2% และ 3% (w/v) ในชัว่โมงที่ 48 โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast
extract 0.01% (w/v) และ (NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 1% (v/v), อัตรา
การใหอากาศ 1.0 vvm, อัตราเร็วในการกวน 250 rpm, อุณหภูมิในการเลี้ยง 37°ซ และ pH เร่ิม
ตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0
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4.1.2 ผลของปริมาณแหลงไนโตรเจนที่ใช
อีกวิธีหนึ่งในการเพิ่มการเจริญเติบโตและการผลิตไลเปสคือ การศึกษาถึงผลของปริมาณ

แหลงไนโตรเจน  ในการทดลองนี้ใชแอมโมเนียมซัลเฟต  โดยเลี้ยง  Pseudomonas aeruginosa
ตามวธิแีละภาวะเดียวกับขอ 4.1.1 แลวแปรผันปริมาณไนโตรเจนเปน 0.05%, 0.13%, 0.25%
และ 0.50%  (w/v) ตามล ําดับ ติดตามการเจริญและการผลิตไลเปสเชนเดียวกับขอ 4.1.1 ผลการ
ทดลองดังแสดงในกราฟรูปที่ 4, 5 และ 6 จากกราฟรูปที่ 4 พบวาที่ปริมาณไนโตรเจนแตละความ
เขมขนจะใหการเจริญของเชื้อไมแตกตางกัน แตที่ความเขมขน 0.50% (w/v) จะใหอัตราการเจริญ
ที่เร็วกวาความเขมขนอื่นๆ เมื่อดูการผลิตไลเปสจากกราฟรูปที่ 5 จะพบวาที่ปริมาณเปอรเซ็นต
ไนโตรเจนเทากับ 0.13% (w/v) จะมกีารผลิตไลเปสสูงสุดในชั่วโมงที่ 48 และเมื่อพิจารณาถึง     
แอคตวิติจี ําเพาะของ  ไลเปสในช่ัวโมงที่ 48 ของแตละปริมาณไนโตรเจนมาเปรียบเทียบกันพบวาที่
ความเขมขนของไนโตรเจนเทากับ  0.13% (w/v)  จะมกีารผลิตไลเปสแอคติวิตีจํ าเพาะสูงสุด ดัง
แสดงในกราฟรปูที่ 6 ดังนั้นจึงเลือกใชปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขน  0.13% (w/v)  
ในการทดลองครั้งตอไป
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รูปที ่ 4 เปรียบเทียบการเจริญของ Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผันปริมาณของ
แอมโมเนียมซัลเฟตเปน 0.05%, 0.13%, 0.25% และ 0.50% (w/v) โดยเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast
extract 0.01% (w/v) และปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v), ปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 1% (v/v), อัตรา
การใหอากาศ 1.0 vvm, อัตราเร็วในการกวน 250 rpm, อุณหภูมิในการเลี้ยง 37°ซ และ pH เร่ิม
ตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0
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รูปที่ 5 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของ Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผันปริมาณ
ของแอมโมเนียมซัลเฟตเปน 0.05%, 0.13%, 0.25% และ 0.50% (w/v) โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v),
Yeast extract 0.01% (w/v) และ ปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v), ปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 1% (v/v),
อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm, อัตราเร็วในการกวน 250 rpm, อุณหภูมิในการเลี้ยง 37°ซ และ pH
เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0
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รูปที่ 6 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของ Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผัน
ปริมาณของแอมโมเนียมซัลเฟตเปน 0.05%, 0.13%, 0.25% และ 0.50% (w/v) ในชัว่โมงที่ 48 
โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), 
MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract 0.01% (w/v) และปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v),
ปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากัน 1% (v/v), อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm, อัตราเร็วในการกวน 250 rpm, 
อุณหภูมิในการเลี้ยง 37°ซ และ pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0
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4.1.3  ผลของปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่ใช
การผลติเอนไซมในถังหมักจะทํ าใหไดผลผลิตในปริมาณสูง  ซึ่งจะตองหาภาวะที่เหมาะสมตอ

การผลิต ปจจัยหนึ่งที่ตองคํ านึงถึงก็คือ ปริมาณเชื้อเริ่มตน โดยเมื่อเลี้ยง Pseudomonas 
aeruginosa ในสตูรอาหารที่กลาวไวขางตน โดยใชฟรุกโตส 2% (w/v) เปนแหลงคารบอน และ 
(NH4)2SO4 0.13% เปนแหลงไนโตรเจน โดยมี pH เร่ิมตนเทากับ 7.0 ควบคุมอุณหภูมิที่ 37°ซ ใช
อัตราเร็วในการกวน 250 rpm. อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm. แลวแปรผันปริมาณเชื้อเร่ิมตนตั้งแต 
0.25%, 0.50% และ 1.00% (v/v) ตามลํ าดับ ติดตามการเจริญเติบโตและการผลิตไลเปสผลการ
ทดลองแสดงดังกราฟรูปที่ 7, 8 และ 9 ตามลํ าดับ จากกราฟรูปที่ 7 จะพบวาในชั่วโมงที่ 0-24 จะมี
การเจริญของเชื้อแบบทวีคูณในชวง  log phase  และพบวาที่ปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 0.25% - 
1.00% (v/v) การเจรญิสูงสุดจะใกลเคียงกัน แตที่ปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 0.50% (v/v) พบวาเชื้อ
สามารถผลิตไลเปสไดสูงโดยเริ่มผลิตหลังชั่วโมงที่ 24 และจะผลิตไดสูงสุดในชั่วโมงที่ 48 ดังแสดง
ในกราฟรูปที่ 8 และเมือ่น ําแอคติวิตีจํ าเพาะในชั่วโมงที่ 48 ของแตละปริมาณเชื้อต้ังตนมาเปรียบ
เทยีบกนั พบวาที่ปริมาณเชื้อต้ังตนเทากับ 0.50% (v/v) สามารถผลิตไลเปสไดแอคติวิตีจํ าเพาะสูง
สุดซึ่งผลิตไดประมาณ 1,476.50 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน ซึ่งแสดงดังรูปที่ 9 ดงันัน้ในการทดลอง
ตอไปจึงเลือกใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 0.50 % (v/v)
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รูปที ่ 7 เปรียบเทียบการเจริญของ  Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผันปริมาณเชื้อ
ตัง้ตนเปน 0.25%, 0.50% และ 1.00% (v/v) โดยเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4

0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract 0.01% (w/v)
และ (NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณฟรุกโตสเทากับ 2% (w/v), อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm,
อัตราเร็วในการกวน 250 rpm, อุณหภูมิในการเลี้ยง 37°ซ และ pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทา
กับ 7.0
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   รูปที่ 8 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของ Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผันปริมาณ
เชื้อต้ังตนเปน 0.25%, 0.50% และ 1.00% (v/v) โดยเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย
K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract
0.01% (w/v), (NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณฟรุกโตสเทากับ 2% (w/v), อัตราการใหอากาศ
1.0 vvm, อัตราเร็วในการกวน 250 rpm, อุณหภูมิในการเลี้ยง 37°ซ และ pH เร่ิมตนของอาหาร
เลีย้งเชื้อเทากับ 7.0
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รูปที ่ 9 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของ Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผัน
ปริมาณเชื้อต้ังตนเปน 0.25%, 0.50% และ 1.00% (v/v) ในชัว่โมงที ่ 48 โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v),
Yeast extract 0.01% (w/v), (NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณฟรุกโตส  2% (w/v), อัตราการให
อากาศ 1.0 vvm,  อัตราเร็วในการกวน 250 rpm, อุณหภูมิในการเลี้ยง 37°ซ และ pH เร่ิมตนของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0
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4.1.4 ผลของอัตราเร็วในการกวน
อัตราเร็วในการกวนก็มีปจจัยหนึ่งที่มีผลตออัตราการละลายของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  

ซึ่งใบกวนในถังหมักทํ าหนาที่ในการตีฟองอากาศที่ผานเขาไปจากกนถังหมักใหเปนฟองขนาดเล็ก
และแตกกระจายไปยงัสวนตางๆ ของอาหารเลี้ยงเชื้อ นอกจากนี้การกวนยังมีสวนทํ าใหจุลินทรีย
และอาหารเลี้ยงเชื้อไมตกตะกอนเกิดการผสมและสัมผัสกันอยางสมํ่ าเสมอ จากการเลี้ยง 
Pseudomonas aeruginosa ตามวธิแีละภาวะเดียวกับที่กลาวไวในขอ 4.1.1, 4.1.2 และ 4.1.3
โดยมกีารใหอากาศเทากับ 1.0 vvm แลวแปรผันอัตราเร็วในการกวนเปน 200, 250 และ 300 rpm
ตามล ําดับ ติดตามการเจริญของเชื้อและการผลิตไลเปสเชนเดียวกับขอ 4.1.1, 4.1.2 และ 4.1.3
ผลการทดลองแสดงในกราฟรูปที่ 10, 11 และ 12 ตามลํ าดับ จากกราฟรูปที่ 10 พบวาที่อัตราเร็ว
ในการกวนเทากับ 300 rpm จะมกีารเจริญของเชื้อสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 60 เปนตนไป ในขณะที่อัตรา
เร็วในการกวน 200 และ 250 rpm การเจรญิของเชื้อจะใกลเคียงกัน แตที่อัตราเร็วในการกวนเทา
กับ 250 rpm เชือ้จะผลติไลเปสไดสูงที่สุด ในขณะที่อัตราเร็วในการกวนเทากับ 200 rpm จะพบวา
เชือ้จะผลิตไลเปสไดตํ่ าที่สุด ดังแสดงในรูปที่ 11 และเมือ่น ําแอคติวิตีจํ าเพาะในชั่วโมงที่ 48 ของ
แตละอตัราเรว็ในการกวนมาเปรียบเทียบกัน พบวาที่อัตราเร็วในการกวนเทากับ 250 rpm เชื้อจะมี 
แอคติวิตีจํ าเพาะสูงที่สุดคือ 1,476.50 ยนูติตอมิลลิกรัมโปรตีน ซึ่งแสดงดังรูปที่ 12 ดงันัน้ในการ
ทดลองตอไปจึงเลือกใชอัตราเร็วในการกวนเทากับ 250  rpm
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รูปที่ 10 เปรียบเทียบการเจริญของ Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผันอัตราการ
กวนเปน 200 rpm, 250 rpm และ 300 rpm โดยเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4

0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract 0.01% (w/v),
(NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v), ปริมาณเชื้อต้ังตน 0.5% (v/v), อัตราการให
อากาศ 1.0 vvm, อุณหภูมิในการเลี้ยง 37°ซ และ pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0
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รูปที่ 11 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของไลเปสที่ไดจากการเลี้ยง Pseudomonas 
aeruginosa เมือ่แปรผันอัตราการกวนเปน 200 rpm, 250 rpm และ 300 rpm โดยเลีย้งในอาหาร
เลีย้งเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% 
(w/v), Yeast extract 0.01% (w/v), (NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v), 
ปริมาณเชื้อต้ังตน 0.5% (v/v), อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm, อุณหภูมิในการเลี้ยง 37°ซ และ pH 
เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0
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รูปที่ 12 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของไลเปสที่ไดจากการเลี้ยง Pseudomonas 
aeruginosa เมือ่แปรผันอัตราการกวนเปน 200 rpm, 250 rpm และ 300 rpm ในชัว่โมงที่ 48 โดย
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), 
MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract 0.01% (w/v), (NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณ 
ฟรุกโตส 2% (w/v), ปริมาณเชื้อต้ังตน 0.5% (v/v), อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm, อุณหภูมิในการ
เลี้ยง 37°ซ และ pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ    เทากับ 7.0
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4.1.5 ผลของอัตราการใหอากาศ
เนื่องจากปริมาณออกซิเจนที่ละลายไดในอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นมีผลตอการเจริญและการผลิต

เอนไซมของแบคทีเรีย ซึ่งปจจัยที่มีผลโดยตรงตออัตราการละลายของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ไดแก อัตราการใหอากาศและอัตราเร็วในการกวน จากการเลี้ยง Pseudomonas aeruginosa
ตามวธิแีละภาวะเดียวกับที่กลาวไวแลวในขอ 4.1.4 โดยใหมีปริมาณเชื้อต้ังตนเทากับ 0.5% (v/v), 
อัตราเร็วในการกวน 250 รอบตอนาที, ปริมาณของฟรุกโตสที่ใชเปนแหลงคารบอนเทากับ 2%
(w/v), ปริมาณของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เปนแหลงไนโตรเจนเทากับ 0.13% (w/v) แลวแปรผัน
อัตราการใหอากาศเปน 0.5 vvm, 1.0 vvm และ 1.5 vvm ตามลํ าดับ ติดตามการเจริญและการ
ผลิตไลเปสเชนเดียวกับขอ 4.1.4 ผลการทดลองดังแสดงในกราฟรูปที่ 13, 14 และ 15 ตามลํ าดับ 
พบวาที่อัตราการใหอากาศแตละชนิดใหผลการเจริญของเชื้อไมตางกัน แตที่อัตราการใหอากาศ
เทากับ 1.0 vvm เชือ้จะผลิตไลเปสไดสูงที่สุด ในขณะที่อัตราเร็วในการกวนเทากับ 0.5 vvm จะพบ
วาเชื้อจะผลิตไลเปสไดตํ่ าที่สุด ดังแสดงในรูปที่ 14 และเมือ่น ําแอคติวิตีจํ าเพาะในชั่วโมงที่ 48 ของ
แตละอตัราการใหอากาศมาเปรียบเทียบกัน พบวาที่อัตราการใหอากาศเทากับ 1.0 vvm เชื้อจะมี
แอคติวิตีจํ าเพาะสูงที่สุดคือ 1,476.50 ยนูติตอมิลลิกรัมโปรตีน ซึ่งแสดงดังรูปที่ 15 ดงันัน้ในการ
ทดลองตอไปจึงเลือกใชอัตราการใหอากาศเทากับ 1.0 vvm
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รูปที่ 13 เปรียบเทียบการเจริญของ Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผันอัตราการให
อากาศเปน 0.5 vvm, 1.0 vvm และ 1.5 vvm โดยเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4

0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract 0.01% (w/v), 
(NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v), ปริมาณเชื้อต้ังตน 0.5% (v/v),  อุณหภูมิใน
การเลี้ยงเทากับ 37 องศาเซลเซียส, อัตราเร็วในการกวน 250 rpm  และ pH เร่ิมตนของอาหาร
เลีย้งเชื้อเทากับ  7.0
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รูปที่ 14 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของไลเปสที่ไดจากการเลี้ยง Pseudomonas 
aeruginosa เมือ่แปรผันอัตราการใหอากาศเปน 0.5 vvm, 1.0 vvm และ 1.5 vvm โดยเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 
0.02% (w/v), Yeast extract 0.01% (w/v), (NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v), 
ปริมาณเชื้อต้ังตน 0.5% (v/v), อุณหภมูใินการเลี้ยงเทากับ 37 องศาเซลเซียส, อัตราเร็วในการกวน 
250 rpm และ pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 7.0
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รูปที่ 15 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของไลเปสที่ไดจากการเลี้ยง Pseudomonas 
aeruginosa เมือ่แปรผันอัตราการใหอากาศเปน 0.5 vvm, 1.0 vvm และ 1.5 vvm ในชั่วโมงที่ 48 
โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), 
MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract 0.01% (w/v), (NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณ 
ฟรุกโตส 2% (w/v), ปริมาณเชื้อต้ังตน 0.5% (v/v), อุณหภมูใินการเลี้ยงเทากับ 37 องศาเซลเซียส, 
อัตราเร็วในการกวน 250 rpm  และ pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ  7.0
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4.1.6 ผลของอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เมือ่ทดลองเลี้ยง Pseudomonas aeruginosa ในภาวะเดียวกับที่ใชในขอ 4.1.1, 4.1.2, 

4.1.3 และ 4.1.4 ทํ าการแปรผันอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 30, 37 และ 40 ตามลํ าดับ แลว
ตดิตามการเจริญและการผลิตไลเปส จะไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 16, 17 และ 18 ตาม
ล ําดบั จากกราฟรูปที่ 13 แสดงใหเห็นถึงการเจริญของเชื้อที่คอนขางใกลเคียงกันในแตละอุณหภูมิ
ทีท่ ําการทดลอง แตทีอุ่ณหภมู ิ 37 องศาเซลเซียสเชื้อจะมีการเจริญสูงที่สุด ตั้งแตชั่วโมงที่ 48 
เปนตนไป และยังพบอีกวามีแอคติวิตีของไลเปสมากที่สุด ในขณะที่เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส พบวาเชื้อสามารถผลิตไลเปสไดนอยมากจนเกือบไมมีเลย แตที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสยังสามารถพบแอคติวิตีของไลเปสไดบาง ดังแสดงในรูปที่ 14 เมื่อนํ าเอาคาแอคติวิตี
จ ําเพาะของแตละอุณหภูมิในขณะทํ าการทดลองมาเปรียบเทียบกันที่ชั่วโมง 48 ซึ่งเปนชั่วโมงที่มี
แอคติวิตีสูงสุดในชวงของการเลี้ยง พบวาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสยังคงเปนอุณหภูมิที่ให    
แอคติวิตีสูงสุด ดังนั้นในการทดลองครั้งตอไปจึงเลือกใชอุณหภูมิในการทดลองคือ 37 องศา
เซลเซียส
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รูปที่  16  เปรียบเทียบการเจริญของ Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผันอุณหภูมิใน
การเลี้ยงเปน 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4

0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract 0.01%  (w/v), 
(NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v), ปริมาณเชื้อต้ังตน 0.5% (v/v), อัตราการให
อากาศ 1.0 vvm, อัตราเร็วในการกวน 250 rpm  และ pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ  7.0
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รูปที่ 17 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของไลเปสที่ไดจากการเลี้ยง Pseudomonas 
aeruginosa เมือ่แปรผันอุณหภูมิในการเลี้ยงเปน 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส โดยเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 
0.02% (w/v), Yeast extract 0.01% (w/v), (NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v), 
ปริมาณเชื้อต้ังตน 0.5% (v/v), อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm, อัตราเร็วในการกวนเทากับ 250 rpm
และ pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ  7.0
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รูปที่ 18 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของไลเปสที่ไดจากการเลี้ยง Pseudomonas 
aeruginosa เมือ่แปรผันอุณหภูมิในการเลี้ยงเปน 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส ในชั่วโมงที่ 48 
โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), 
MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract 0.01% (w/v), (NH4)2SO4 0.13%  (w/v) , ปริมาณ 
ฟรุกโตส 2% (w/v), ปริมาณเชื้อต้ังตน 0.5% (v/v), อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm, อัตราเร็วในการ
กวนเทากับ 250 rpm และ  pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ  7.0

363.83

1,476.50

141.84

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

Sp
ec

ifi
c 

ac
tiv

ity
 (U

/m
g 

pr
ot

ei
n)

30 37 40

Temperature (oC)



52

4.1.7 ผลของ pH  เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ
      pH เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอกระบวนการผลิตเอนไซมและการสงผานเซลลเมม

เบรน  ซึ่งเมื่อเลี้ยง Pseudomonas  aeruginosa ในภาวะเดียวกับที่ใชในขอ  4.1.1, 4.1.2, 4.1.3, 
4.1.4 และ  4.1.5 แตทํ าการแปรผัน  pH  เร่ิมตนของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน  6.0, 7.0 และ 8.0 ตาม
ลํ าดับ โดยใช  1N  NaOH  เปนตวัควบคุมความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อในขณะทดลอง 
แลวติดตามการเจริญและการผลิตเอนไซม ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 19, 20  และ 21 ตาม
ล ําดับ จากรูปที่ 19 การเจริญของเชื้อในแต pH ทีก่ ําหนดใหมีการเจริญที่คอนขางใกลเคียงกัน โดย
มกีารเจริญในชวง log phase ในชัว่โมงที่ 0-24 จากกราฟรูปที่ 20 แสดงแอคติวิตีจํ าเพาะของไล
เปสในชั่วโมงตางๆกัน พบวาที่ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 6.0 และ 7.0 เชือ้จะเริ่มมีการผลิตไล
เปสในชัว่โมงที่  36  และเพิ่มข้ึนสูงที่สุดเมื่อเขาสูชั่วโมงที่ 48 แตที่ pH เทากับ 6.0 จะมีการผลิตไล
เปสไดนอยมากเมื่อเทียบกับที่ pH เทากับ 7.0 ในขณะที่เมื่อควบคุมให pH ในระหวางทํ าการ
ทดลองเปน 8.0 แมเชื้อจะสามารถเจริญเติบโตได แตไมพบวาเชื้อสามารถผลิตไลเปสไดเลย  และ
เมือ่ดูจากรปูที่ 21 ซึ่งเปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะในชั่วโมงที่ 48 พบวาที่ pH 7.0 เชื้อสามารถ
ผลิตไลเปสไดสูงกวาอยางเห็นไดชัด ดังนั้นในการทดลองครั้งตอไปจึงเลือกใช  pH เร่ิมตนในและ
ควบคุมใหเทากับ 7.0 ตลอดการทดลอง       
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รูปที่  19  เปรียบเทียบการเจริญของ Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผัน pH เร่ิมตน
ในการเลี้ยงเปน 6, 7 และ 8 โดยเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), 
KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract 0.01%  (w/v), (NH4)2SO4

0.13% (w/v), ปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v), ปริมาณเชื้อต้ังตน 0.5% (v/v), อัตราการใหอากาศ 1.0
vvm, อัตราเร็วในการกวน 250 rpm และควบคุมอุณหภูมิในขณะทดลองเปน 37 องศาเซลเซียส
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รูปที่ 20 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของไลเปสที่ไดจากการเลี้ยง Pseudomonas 
aeruginosa เมื่อแปรผัน pH เร่ิมตนในการเลี้ยงเปน 6, 7 และ 8 โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast 
extract 0.01% (w/v), (NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v), ปริมาณเชื้อต้ังตน 
0.5% (v/v), อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm, อัตราเร็วในการกวนเทากับ 250 rpm และควบคุม
อุณหภมูิในขณะทดลองเปน 37 องศาเซลเซียส
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รูปที่ 21 เปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของไลเปสที่ไดจากการเลี้ยง Pseudomonas 
aeruginosa เมื่อแปรผัน pH เร่ิมตนในการเลี้ยงเปน 6, 7 และ 8 ในชัว่โมงที่ 48 โดยเลี้ยงในอาหาร
เลีย้งเชื้อที่ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 0.02% 
(w/v), Yeast extract 0.01% (w/v), (NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v), 
ปริมาณเชื้อต้ังตน 0.5% (v/v), อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm, อัตราเร็วในการกวนเทากับ 250 rpm 
และควบคุมอุณหภูมิในขณะทดลองเปน 37  องศาเซลเซียส
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4.2 การเตรียมไลเปสใหบริสุทธิ์บางสวนโดยการทํ าใหเขมขนดวยวิธีอัลตราฟลเตรชั่น 
และนํ ามาทํ าเปนเอนไซมผง

เมื่อทํ าการศึกษาไดภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตไลเปสในระดับถังหมัก 5 
ลิตร  ไดแลว ดงัแสดงในกราฟรูปที่ 22 จึงทดลองเลี้ยงตามภาวะดังกลาวคือ เลี้ยงในอาหารสูตร
ปรับตํ ่าที่ประกอบดวย แอมโมเนียมซัลเฟต 0.13% (w/v), K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% 
(w/v), MgSO4.7H2O 0.02% (w/v), Yeast extract 0.01% (w/v) และฟรุกโตส 2% (w/v) เปน
แหลงคารบอน ทํ าการเลี้ยงโดยใชปริมาณเชื้อต้ังตน  0.5% (v/v)  อัตราการใหอากาศเทากับ 1.0
vvm, อัตราเร็วในการกวนเทากับ 250 รอบตอนาที, อุณหภมูริะหวางการทดลองเทากับ 37 องศา
เซลเซยีส และควบคุมคาความเปนกรด-ดางในระหวางการทดลองใหเทากับ 7.0 พบวาเชื้อมีการ
เจริญแบบทวีคูณในระยะ log phase ในชัว่โมงที่ 0-24 จากนั้นการเจริญของเชื้อจะเริ่มเขาสูภาวะ 
stationary phase สวนการผลิตไลเปสของเชื้อนั้นจะเริ่มในชวงชั่วโมงที่ 24-36 ซึ่งเปนชวงเริ่มตน
ของ stationary phase และจะสงูสดุในชั่วโมงที่ 48 หลังจากนั้นจะเริ่มลดลงเรื่อยๆ นํ าเอนไซมใน
ชวงชัว่โมงที่ 48 มาปนแยกเซลลออกดวยเครื่องเซนตริฟวสที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่ 4 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที นํ าสวนนํ้ าใสที่เรียกวา crude enzyme มาหา     
ไลเปสแอคติวิตีได 245.10 ยูนิตตอมิลลิลิตร และมีปริมาณโปรตีนเทากับ 166 มิลลิกรัมตอ
มลิลิลติรโดยมีคาแอคติวิตีจํ าเพาะเทากับ 1,476.50 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน จากนั้นนํ า crude 
enzyme มาท ําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีอัลตราฟลเตรชั่น (ซึ่งมี molecular weight cut off ที่ 10,000 ดาล
ตนั) เนือ่งจากไดมีการศึกษานํ้ าหนักโมเลกุลของไลเปสพบวามีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 185,000 
ดาลตนั นํ าสารละลายเอนไซมที่ปนเก็บเซลลแลวปริมาตร 2,500 มล. มากรองผานเมมเบรนให
เหลอืปริมาตรประมาณ 300 มล. นํ าเอนไซมที่เขมขนที่เหลือมาทํ าใหเปนผงดวยวิธี Lyophilization 
เอนไซมผงทีไ่ดมีนํ้ าหนักทั้งสิ้น 4 กรัมตอนํ้ าหมัก 4 ลิตร นํ ามาหาแอคติวิตีได 98.04 ยูนิตตอ
มิลลิกรัมเอนไซม และมีปริมาณโปรตีนเทากับ 50 มิลลิกรัม พบวามีแอคติวิตีจํ าเพาะเทากับ 
1,960.80 ยนูติตอมิลลิกรัมโปรตีน พบวามีเปอรเซ็นตผลผลิตเอนไซมเทากับ 40% และสารละลาย
เอนไซมที่ไดมีแอคติวิตีจํ าเพาะเพิ่มข้ึน 1.36 เทา (ความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 1.36 เทา) ผลการทดลอง
ดงัแสดงในตารางที่ 3

ตารางที่ 3 การท ําใหไลเปสบริสุทธิ์ขึ้นบางสวนดวยวิธีอัลตราฟลเตรชั่น

Sample Total activity Protein Specific  activity
( U/mg protein )

% Yield Purify
(fold)

Crude 2.451* 105 U/l 166 ( mg/ml ) 1,476.50 100 1.00
Powder 9.804* 104 U/g 50 (mg protein/mg) 1,960.80 40 1.36
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รูปที ่ 22 แสดงการเจริญและแอคติวิตีจํ าเพาะในการเลี้ยง Pseudomonas aeruginosa
ในสูตรอาหารที่ประกอบดวย K2HPO4 0.09% (w/v), KH2PO4 0.06% (w/v), MgSO4.7H2O 
0.02% (w/v), Yeast extract 0.01% (w/v), (NH4)2SO4 0.13% (w/v), ปริมาณฟรุกโตส 2% (w/v), 
ปริมาณเชื้อต้ังตน 0.5% (v/v), อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm, อัตราเร็วในการกวนเทากับ 250 
rpm, pH 7.0 และควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
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4.3 การศกึษาการเก็บเอนไซมผงในระยะยาวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส
น ําเอนไซมผงที่ไดจากขอ 4.2 มาเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลาตางๆคือ 1, 

3 และ 6 เดอืน โดยเปรียบเทียบกับแอคติวิตีเร่ิมตน พบวาไลเปสผงที่เก็บไวเปนระยะเวลา 1 เดือน 
เปนชวงเวลาที่เอนไซมยังไมมีการสูญเสียแอคติวิตีเลย แตจะสูญเสียแอคติวิตีไป 22% เมื่อเก็บไว
เปนเวลา 3 เดือน ดังแสดงในตารางที่ 4

ตารางที่ 4 แสดง Relative activity ของเอนไซมผงที่ระยะเวลาตางๆเมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส

ระยะเวลา (เดือน) 0 1 3 6
Activity(U/mg enzyme) 98.04 98.04 76.47 58.82

Relative activity(%) 100 100 78 60

*แอคติวิตีของเอนไซมผง 98.04 ยูนิตตอมิลลิกรัมเอนไซม = Relative activity 100%

รูปที ่23 ความเสถียรของไลเปสผงเมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 4°ซ ในระยะเวลาที่แตกตางกัน
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4.4 การประยกุตใชไลเปสเพื่อการกํ าจัดสิ่งสกปรกบนเสนใยของผาฝาย
ในการวิจัยนี้ไดมีการนํ าไลเปสที่ผลิตไดจาก Pseudomonas aeruginosa โดยทํ าการเลี้ยง

ในระดบัถงัหมักขนาด 5 ลิตรในภาวะที่เหมาะสม 2% (w/v) fructose, 0.13% (w/v) ammonium 
sulfate, อัตราเร็วในการกวน 250 rpm, อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm, อุณหภูมิ 37 °ซ, pH 7.0 
และปริมาณเชื้อต้ังตน 0.5% (v/v) มาท ํางานรวมกับเอนไซมชนิดตางๆ ที่กลาวมาขางตน โดย
ตรวจสอบประสิทธิภาพของการกํ าจัดสิ่งสกปรกจากใยฝายดวยการตรวจดูคุณสมบัติในการดูดซับ
นํ้ าของผาที่ถูกนํ ามาผานกระบวนการยอยดวยเอนไซมแลวเปรียบเทียบกับการใชคอสติกโซดาใน
การก ําจดัสิง่สกปรกในอุตสาหกรรมสิ่งทอ ซึ่งผาที่สามารถดูดซับหยดนํ้ าไดภายในเวลา 3 วินาที
หลังจากที่หยดนํ้ าลงบนผาถือวาผานั้นมีความสามารถในการดูดซับนํ้ าไดดีพอที่จะนํ าไปเขาสู
กระบวนการขัน้ตอไปได เนื่องจากการกํ าจัดสิ่งสกปรกบนผาฝายดวย 2 วิธีนี้จํ าเปนตองมีการเติม
สารชวยเปยกเพื่อลดแรงตึงผิวของผาลงและทํ าใหสารตางๆสามารถซึมเขาผาไดดีขึ้นจึงมีการ    
ศึกษาผลของสารชวยเปยกตอการดูดซึมนํ้ าของผา โดยนํ าผาฝายมาแชในสารละลายที่มีสารชวย
เปยก (Womine TE) ความเขมขน 1, 3, 5, 8 และ 10 กรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ 37-40°ซ และที่ 80°
ซ เปนเวลา 2 ชัว่โมงและ 1 ชั่วโมง ซึ่งเปนอุณหภูมิและเวลาที่ใชสํ าหรับการกํ าจัดสิ่งสกปรกดวย
เอนไซมและดวยดางโซเดียมไฮดรอกไซดตามลํ าดับ พบวาผาไมดูดซึมนํ้ าทันทีแตดูดซึมหลังหยด
นํ ้าลงบนผาแลวมากกวา 1 นาที  ฉะนั้นสารชวยเปยกนี้ไมมีผลโดยตรงตอการกํ าจัดสิ่งสกปรกเพื่อ
ใหผาดูดซึมนํ้ าแตเปนเพียงสารชวยกํ าจัดสิ่งสกปรกใหเกิดสมบูรณ และทํ านองเดียวกันดาง
โซเดียมไฮดรอกไซดและเอนไซมอยางเดียวในการกํ าจัดสิ่งสกปรกก็ไมสามารถทํ าใหผาดูดซึมนํ้ า
ไดทนัท ีผลการทดลองกํ าจัดสิ่งสกปรกดวยโซเดียมไฮดรอกไซดและเอนไซมไดแสดงในตารางที่ 5

จากผลการทดลองดังตารางที่ 5 ไดแสดงใหเห็นถึงความสามารถของคอสติกโซดาในการ
กํ าจัดสารขี้ผึ้ง (wax) และสารประกอบตางๆ ที่เคลือบอยูตามเสนใยใหหลุดออกไปได ทํ าใหผามี
การดดูซมึนํ ้าไดทันที ซึ่งบอกถึงความสามารถของเสนใยที่มีประสิทธิภาพในการดูดซับของเหลวได
ดี ในขณะทีเ่มือ่ใชเอนไซมเพียงชนิดเดียวไมวาจะเปนเซลลูเลส ไลเปส หรือโปรตีเอสทั้งที่นํ าเขา
และผลิตเองนั้นไมสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการดูดซับของเหลวใหดีขึ้นได แตเมื่อใชเอนไซมทั้ง
สามชนิดคือ เซลลูเลสจาก Aspergillus niger โปรตีเอสจาก Aspergillus oryzae และไลเปสจาก 
Porcine Pancreas ซึง่เปนเอนไซมที่นํ าเขาจากตางประเทศ พบวาสามารถทํ าใหผาดูดซับนํ้ าไดทัน
ทีเชนเดียวกับการใชคอสติกโซดา แตเมื่อทดสอบกับเอนไซมที่ผลิตขึ้นเองคือ เซลลูเลสจาก
Trichoderma reesei โปรตีเอสจาก Bacillus subtilis TISTR25 และไลเปสจาก Pseudomonas 
aeruginosa พบวาผาฝายดิบสามารถดูดซับนํ้ าไดชากวาคือ ภายใน 3 วินาที แตผลการทดลองที่
ไดนี้เมื่อเทียบตามมาตรฐานของ American Association Textile Chemist and Colorist แลวถือ
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วาเปนผาฝายดิบที่มีความสามารถในการดูดซึมนํ้ าไดดีเพียงพอที่จะผานเขาสูกระบวนการยอมสี
ตอไปได

ตารางที่ 5 แสดงผลของการกํ าจัดสิ่งสกปรกบนเสนใยฝายเปรียบเทียบระหวางการใชเอนไซมกับ
การใชคอสติกโซดา

วิธีการทดลอง ผลการทดลอง
คอสติกโซดา + (ผาดูดซึมนํ้ าทันที)

เซลลูเลสจาก Aspergillus niger -
เซลลูเลสจาก Aspergillus niger -
ไลเปสจาก Porcine Pancreas -

ไลเปสจาก Pseudomonas aeruginosa -
โปรตีเอสจาก  Aspergillus oryzae -

โปรตีเอสจาก Bacillus subtilis TISTR25 -
ไลเปสจาก Porcine Pancreas +

โปรตีเอสจาก Aspergillus oryzae  +
เซลลูเลสจาก Aspergillus niger

+ (ผาดูดซึมนํ้ าไดทันที)

ไลเปสจาก Pseudomonas aeruginosa +
โปรตีเอสจาก Bacillus subtilis TISTR25 +

เซลลูเลสจาก Trichoderma reesei

+ (ผาดูดซึมนํ้ าภายใน 3 วินาที)

+  หมายถึง ผาสามารถดูดซึมนํ้ าได
-  หมายถึง ผาไมสามารถดูดซึมนํ้ าได
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บทที่ 5
สรุปและวิจารณผลการทดลอง

จากรายงานการวิจัยของ  รักชนก  ธีรกวินสกุล (2539)  ซึง่ไดทํ าการทดลองหาภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตไลเปสจากเชื้อ Pseudomonas aeruginosa ในระดับขวดเขยา โดยงานวิจัย
นีเ้ปนงานวิจัยตอเนื่องโดยนํ า Pseudomonas aeruginosa มาท ําการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสม
ในการผลติไลเปสในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร แบบไมตอเนื่อง เพื่อเพิ่มปริมาณการผลิตเอนไซม
ใหมปีริมาณมากขึ้น โดยขั้นตอนเริ่มตนจะใชสูตรอาหารชนิดเดียวกับที่ใชในระดับขวดเขยา คือ ใช
สูตรอาหาร Minimum medium ประกอบดวย (NH4)2SO4 1.3% (w/v), KH2PO4 0.9% (w/v), 
K2HPO4  0.6% (w/v), MgSO4.7H2O  0.2% (w/v), Yeast extract  0.1% (w/v)  และ ฟรุกโตส 
2% (w/v)

ปจจัยแรกทีท่ํ าการศึกษาคือ ปริมาณของแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตไลเปส ซึ่ง
ท ําการแปรผันปริมาณของฟรุกโตสที่ใชเปนแหลงคารบอนต้ังแต 1%, 2%  และ 3% (w/v) โดยควบ
คุมภาวะตางๆ ใหคงที่ เชน ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่เปนแหลงไนโตรเจนมีความเขมขน 
0.13%  (w/v), อัตราเร็วในการกวนเทากับ 250 rpm., อัตราการใหอากาศ 1.0 vvm., อุณหภูมิใน
ระหวางการทดลองเทากับ 37 องศาเซลเซียส, ควบคมุคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เทากบั 7.0 และปริมาณเชื้อต้ังตนที่ใชเทากับ 1% (v/v) พบวาการเจริญของเชื้อจะเพิ่มข้ึนตาม
ล ําดบั  โดยที่การเจริญของเชื้อที่ความเขมขนของฟรุกโตสตางๆ จะมคีาใกลเคียงกัน แตที่ความเขม
ขนของฟรุกโตสเทากับ  1% (w/v) การเจริญของเชื้อจะมีคาตํ่ าที่สุด ในขณะที่เชื้อจะมีการเจริญ
มากทีสุ่ดเมื่อความเขมขนของฟรุกโตสเทากับ 2% (w/v)  และเมื่อพิจารณาถึงการผลิตไลเปสที่   
ชัว่โมงที่  48  พบวาที่ปริมาณ ฟรุกโตสเทากับ 2% (w/v) จะมีการผลิตไลเปสไดสูงที่สุดคือ 938.40 
ยนูติตอมลิลิลิตร แตเมื่อเพิ่มปริมาณฟรุกโตสใหมีความเขมขนเพิ่มข้ึนเปน 3% (w/v)  พบวาการ
ผลิตไลเปสจะลดลงแมจะมีการเจริญใกลเคียงกับที่ 2% กต็าม อาจเปนเพราะวาฟรุกโตสสามารถ
เขาสูวิถีไกลโคไลซิสไดมากทํ าให acetyl CoA และ Citrate ในเซลลสูงไปดวย  เปนสัญญาณให
เกิด  Fatty acid synthesis และไปยับยั้งการผลิตไลเปส (Stryer, 1988) ในขณะที่ความเขมขน
ของฟรุกโตส 2% (w/v) มกีารผลติไลเปสไดดีที่สุด ทั้งนี้อาจเปนเพราะฟรุกโตสที่ความเขมขนตํ่ าจะ
สามารถเขาสูวิถีไกลโคไลซิสไดนอยสงผลใหปริมาณของ acetyl CoA และ Citrate ในเซลลตํ่ าไป
ดวย ซึ่งเปนสัญญาณใหเกิด Fatty acid  degradation เพือ่ผลิตพลังงานและ Carbon Skeleton 
แกเซลลเพื่อนํ าไปใชในการสรางสวนประกอบของเซลลและใชในการเจริญ ดังนั้นการใหฟรุกโตส
ความเขมขนตํ่ าเปนแหลงคารบอนเดียวจึงเปนการกระตุนใหเซลลผลิตไลเปสซึ่งเปนเอนไซมใน
ระบบ Fatty acid degradation ได นอกจากนี้การใหปริมาณฟรุกโตสที่เหมาะสมยังกระตุนใหเกิด
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การสังเคราะหเอสเทอรระหวางกรดไขมันกับคารโบไฮเดรทได โดยมีรายงานวาไลเปสจาก 
Candida cylindracea กระตุนการสังเคราะหเอสเทอรระหวางกรดไขมันกับฟรุกโตสได (Seino, 
1984) ดังนั้นถาเกิดเอสเทอรระหวางฟรุกโตสและกรด ไขมันขึ้น จะทํ าใหกรดไขมันซึ่งเปนผลิต
ภัณฑจากการยอยของไลเปสถูกดึงออกจากระบบเพื่อไปสรางเปนเอสเทอรจึงเปนการกระตุนการ
เกดิปฏกิริิยาของไลเปสใหสรางกรดไขมันเพิ่มข้ึน และในอาหารที่มีฟรุกโตสเขมขน 2% (w/v) ก็อาจ
เปนสดัสวนที่เหมาะสมในการเกิดเอสเทอรจึงกระตุนการเกิดปฏิกิริยาของไลเปสไดดีที่สุด

จุลินทรียที่เลี้ยงเพื่อประโยชนทางอุตสาหกรรมตางๆ มีทั้งที่ใชแหลงไนโตรเจนในรูปของ
สารประกอบอนินทรียและสารประกอบอินทรียแตกตางกันไป  เชน  Dimitris Papaparaskevas 
และคณะ (1992) ไดทํ าการเลี้ยง Rhodotorula glutinis โดยใชแหลงชนิดตางๆ ทั้งที่เปนสาร
อินทรียและสารอนินทรีย (แอมโมเนียมคลอไรด, แอมโมเนียมไนเตรท, แอมโมเนียมฟอสเฟต,
แอมโมเนียมซัลเฟต, เคซีน, เปปโตน, ทรปิโตน, ยเูรีย และ สารสกัดจากยีสต) พบวาเมื่อใช
แอมโมเนียมฟอสเฟต ความเขมขน 1% (w/v) เปนแหลงไนโตรเจนเชื้อจะสามารถผลิตไลเปสไดดีที่
สุด (1.8 ยูนิต/มิลลิลิตร)โดยที่เชื้อจะนํ าแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อไปใชเพื่อสรางกรด      
อะมิโนเริ่มตน, กรดนิวคลีอิก, โปรตีน และสวนประกอบของผนังเซลล ซึ่งในการทดลองนี้ใช
แอมโมเนียมซัลเฟต เปนแหลงไนโตรเจน โดยท ําการแปรผันความเขมขนของปริมาณแอมโมเนียม
ซลัเฟตที่ใชเปน 0.05, 0.13, 0.25  และ 0.50% (w/v) พบวาการเจริญของเชื้อในแตละความเขมขน
ของแอมโมเนียมซัลเฟตมีคาคอนขางใกลเคียงกัน แตที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต  
0.50% (w/v) จะมกีารเจริญของเชื้อในชวง log phase สงูกวาความเขมขนอื่นๆทั้งนี้อาจเปนเพราะ
มีความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่มากเพียงพอกับการเจริญของเชื้อจุลินทรียไดเปนอยางดี 
แตเมือ่พจิารณาถึงการผลิตไลเปส พบวาเชื้อจะผลิตไลเปสไดสูงสุดที่ความเขมขนของแอมโมเนียม
ซัลเฟต 0.13% (w/v)  ในขณะทีเ่มือ่ใหความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเปน 0.50% (w/v) พบ
วาการผลิตไลเปสจะมีคาลดลง ซึ่งอาจเปนเพราะปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่มากเกินไปทํ าให
เกิด Catabolite repression ดงันัน้จงึใชแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน 0.13% (w/v) เปนแหลง
ไนโตรเจนในการทดลองตอไป

ปริมาณเชือ้ต้ังตนเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีความสํ าคัญมากตอการผลิตไลเปสของเชื้อ โดยใน
การทดลองระดับขวดเขยาใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 1% (v/v) โดยสูตรอาหาร Minimum
medium แตในระดับถังหมักไดทํ าการแปรผันปริมาณเชื้อต้ังตนเปน 0.25%, 0.50% และ 1.00% 
(v/v) พบวาที่ความเขมขนของเชื้อต้ังตน 0.25% (v/v) มกีารเจริญของเชื้อสูงสุดเมื่อดูจากคา OD600

แตเมือ่พจิารณาถึงการผลิตไลเปสแลวพบวาที่ความเขมขนของเชื้อต้ังตน 0.50% (v/v) จะมีการ
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ผลิตไลเปสมากที่สุด ซึ่งอาจเปนเพราะวาปริมาณของเชื้อและปริมาณสารอาหารที่ใหมีความ
เหมาะสมกันสํ าหรับการผลิตไลเปส ซึ่งถาใหปริมาณของเชื้อตั้งตนมากเกินไปจะทํ าใหเชื้อไม
สามารถรับสารอาหารไดในปริมาณที่เหมาะสมตอการเจริญและการนํ าสารอาหารนั้นไปสรางเปน
สารผลิตภัณฑก็จะนอยลงไปดวย ในขณะที่เมื่อใหปริมาณเชื้อต้ังตนนอยเกินไปจะทํ าใหเชื้อไดรับ
สารอาหารอยางเต็มที่จึงมีการเจริญของเชื้อสูงที่สุด แตเมื่อพิจารณาถึงธรรมชาติของเชื้อที่จะผลิต
ไลเปสเมื่ออยูในภาวะกึ่งอดอาหารแลวจะพบวาที่ปริมาณเชื้อตั้งตนเทากับ 0.25% (v/v) เชื้อ
สามารถไดรับสารอาหารอยางเต็มที่  จึงทํ าใหมีการผลิตไลเปสไดไมมากเทาที่ควร

ปจจัยที่มีผลตอปริมาณออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ ทํ าใหอาหารเลี้ยงเชื้อใน  
ถงัหมกัผสมเปนเนือ้เดียวกันอยางสมํ่ าเสมอ จุลินทรียที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่ไดรับออกซิเจน
อยางเพียงพอ ทํ าใหเชื้อมีการเจริญและมีการผลิตเอนไซมไดดีคือ อัตราการเร็วในการกวนและ
อัตราการใหอากาศ โดยเริ่มจากการแปรผันอัตราเร็วในการกวนเปน 200, 250 และ 300 รอบตอ
นาที  (rpm.) พบวาทีค่วามเรว็ในการกวนเทากับ 300 รอบตอนาที เชื้อมีการเจริญสูงสุด อาจเนื่อง
มาจากการผสมของสารอาหารเปนเนื้อเดียวกันและตอเนื่องทํ าใหอากาศมีฟองเล็กและมีพื้นที่ผิว
มาก ซึง่ท ําใหเชื้อไดรับอาหารอยางเต็มที่ทํ าใหมีการเจริญเติบโตไดดี แตเมื่อพิจารณาถึงการผลิต
ไลเปส  พบวาที่ความเร็วในการกวนเทากับ 250 รอบตอนาที เชื้อสามารถผลิตไลเปสไดสูงที่สุด แต
ทีค่วามเรว็ในการกวนเทากับ 200 รอบตอนาที พบวาเชื้อไมสามารถผลิตไลเปสไดสูงเทาที่ควร ซึ่ง
เปนเพราะที่อัตราเร็วในการกวนชาทํ าใหอาหารเลี้ยงเชื้อผสมกันไมสมํ่ าเสมอ และการตีฟอง
อากาศไมสามารถกระจายตัวในอาหารเลี้ยงเชื้อไดดีเทาที่ควรจึงทํ าใหเชื้อไมสามารถไดรับ
ออกซิเจนในปริมาณที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเอนไซม สวนเหตุผลที่เมื่อปรับอัตราเร็ว
ในการกวนใหเทากับ 300 รอบตอนาที แตมีการผลิตเอนไซมไดไมดีเทาเมื่อใหอัตราเร็วในการกวน
เปน 250 รอบตอนาทีนั้น อาจเนื่องมาจากที่อัตราการกวน 300 รอบตอนาที เชื้อสามารถไดรับสาร
อาหารที่เปนแหลงคารบอน, แหลงไนโตรเจนรวมทั้งอากาศไดมากที่สุด เชื้อจึงนํ าสารอาหารเหลา
นั้นไปใชในการเจริญมากกวาซึ่งสังเกตไดจากคา OD600 ที่สูงที่สุด จึงทํ าใหมีการนํ าเอาแหลง
คารบอนและแหลงไนโตรเจนมาใชผลิตเปนผลิตภัณฑไดไมมากเทาที่ควร

อีกปจจัยหนึ่งที่ควรพิจารณาควบคูไปกับการอัตราการกวนคืออัตราการใหอากาศ ซึ่งทํ า
การแปรผันเปน 0.5 vvm, 1.0 vvm และ 1.5 vvm พบวาแมที่อัตราการใหอากาศเทากับ 1.5 vvm
จะมีการเจริญของเชื้อสูงที่สุด แตวาเมื่อพิจารณาการผลิตไลเปส พบวาทีอั่ตราการใหอากาศเทา
กับ 1.0 vvm มกีารผลิตเอนไซมไดดีที่สุดและทีอั่ตราการใหอากาศเทากับ 0.5 vvm มกีารผลิต     
ไลเปสไดตํ่ าที่สุด ซึง่คลายกับการทดลองของ Lazic และคณะ (1993) ทีก่ลาววาเมื่อใหอากาศมาก
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เกนิปริมาณทีเ่หมาะสมจะทํ าใหเชื้อสามารถผลิตผลิตภัณฑไดนอยลง แตกลับมีการเจริญที่มากขึ้น 
และในขณะเดียวกัน Chan และคณะ (1999) ไดทํ าการเลี้ยง Acinetobactor radioresistens เพื่อ
ผลิตไลเปสพบวา ที่ภาวะการใหอากาศ 1.0 vvm และ 1.5vvm นัน้ การใหอากาศ 1.5 vvm
สามารถผลิตไลเปสไดเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอยเทานั้น และ Chan ยงักลาวเพิ่มอีกวาอัตราเร็วในการ
กวน (Agitation) จะมผีลตอการผลิตไลเปสไดมากกวาอัตราการใหอากาศ (Aeration) เพราะอัตรา
เร็วในการกวนมีผลตอคาอัตราการสงผานออกซิเจน (Rate of Oxygen Transfer) มากกวาอัตรา
การใหอากาศ โดยสามารถดูไดจากสมการของ Van’t Riet (1979)

KLa = 0.002 (Pm/ V )0.7vs
0.2

โดยที่ KLa  คอื Rate of oxygen transfer
Pm    คือ Power dissipated by impeller
V     คอื Liquid volume
vs     คือ  Superficial gas velocity

จะเหน็ไดวาเทอมของอัตราการกวนคือ  (Pm/ V)  นัน้มอิีทธพิลตอการสงผานออกซิเจน
มากกวา เทอมของการใหอากาศ (vs) ซึง่จากการทดลองนี้จึงสรุปไดวาที่อัตราการใหอากาศเทากับ
1.0 vvm. และอตัราเรว็ในการกวนเทากับ 250 รอบตอนาที เปนภาวะที่เหมาะสมตอการละลาย
ของออกซิเจนและการผสมของสารอาหารในถังหมักจึงทํ าใหเชื้อสามารถเจริญและผลิตเอนไซมได
ดีที่สุด ซึง่สอดคลองกับการทดลองของ Moon และ Parulekar (1991) พบวาการที่จะทํ าใหเซลล
สงัเคราะหผลิตภัณฑมากจะตองลดปริมาณการใหออกซิเจนลงใหเหมาะสม

การเจริญและการผลิตเอนไซมของเชื้อเปนผลที่เกิดจากปฏิกิริยาเคมีภายในเซลลซึ่งก็
คลายกบัปฏิกิริยาเคมีทั่วๆ ไปที่อุณหภูมิมักมีสวนสํ าคัญตอการเกิดปฏิกิริยา  การเจริญและการ
ตายของจุลินทรยีกเ็ชนเดียวกัน ซึ่งการเจริญของจุลินทรยีแบงตามอุณหภูมิได 3 แบบดวยกันคือ  
Psychrophilic เปนจลุนิทรียพวกที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิตํ่ ากวา 20 องศาเซลเซียส, Mesophilic 
เปนจลิุนทรยีพวกที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส ซึ่งเปนประเภทเดียวกันกับที่ใชใน
การทดลองนี้ และ Thermophilic เปนจลิุนทรียที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสขึ้นไป จาก
การเลีย้งเชื้อในถังหมักนั้นพบวาที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส การเจริญเติบโตของ
เชื้อใกลเคียงกัน แตทีอุ่ณหภมู ิ 37 องศาเซลเซียส เชื้อจะมีการเจริญสูงกวาเล็กนอย และเมื่อ
พจิารณาถงึการผลิตไลเปสก็ยังพบวาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสยังเปนอุณหภูมิที่ดีที่สุดในการ
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ผลิตเอนไซมของเชื้อซึ่งอาจเนื่องมาจากเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของเชื้อและการผลิต
เอนไซม  สวนที่อุณหภูมิ  30 และ 40 องศาเซลเซียสนั้นเชื้อสามารถผลิตเอนไซมออกมาไดนอย
มาก ซึง่เมือ่มกีารเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิเลยจุดที่เหมาะสม (Optimum temperature) อัตราการเจริญ
ของเชือ้จะลดลงอยางรวดเร็วซึ่งสามารถอธิบายสาเหตุไดจากสมการความสัมพันธของ Arrhenius
ดังนี้

µ  =  A°e –Ea/ RT

α =  A°e –E′a/ RT

เมื่อเราให µ คือ Specific growth rate, α คือ Specific death rate, A° เปนคาคงที่,   
Ea และ E′a คอื Activation energies, R คือ gas constant (R = 1.98 cal/mol-K°) และ T คือ 
อุณหภมูิมีหนวยเปน เคลวิน (K°) ซึง่คา Activation energies (Ea) ส ําหรับการเจริญมีคาประมาณ 
15-20 kcal/mol และสํ าหรับอัตราการตายมีคาประมาณ 60-70 kcal/mol ดงันัน้จะเห็นไดวาเมื่อมี
การเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิเพียงเล็กนอยจากอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญ จะสงผลตอคาอัตรา
การตายของเชื้ออยางรวดเร็ว ในขณะเดียวกันอุณหภูมิก็สงผลตอผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจากจุลินทรีย
ในลักษณะคลายๆกับการเจริญของจุลินทรียเชนกัน ในขณะเดียวกันอุณหภูมิยังสงผลตอปจจัย
อ่ืนๆของเซลลดวย เชน อุณหภูมิจะสงผลตอการแพรของสารอาหารเขา-ออกเซลล ในกรณีที่
อุณหภมูขิองอาหารเลี้ยงเชื้อต่ํ ากวาอุณหภูมิที่เหมาะสม การดูดซึมสารอาหารของจุลินทรียอาจทํ า
ไดไมดีเทาที่ควร และเมื่อเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นจะพบวามีการเพิ่มข้ึนของอัตราการใชแหลง
คารบอนเปนพลังงาน ท ําใหมีการเจริญและสามารถผลิตผลิตภัณฑไดเพิ่มมากขึ้น

สภาพความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อก็มีผลตอการเจริญเติบโตของเชื้อ                
จุลินทรียและการผลิตเอนไซม ในระหวางการเลี้ยงเชื้อนั้นผลิตภัณฑที่จุลินทรียสรางขึ้นจากเมตา
โบลซิมึ อาจมีผลไปยับยั้งการผลิตเอนไซมของจุลินทรียได  ในกรณีศึกษาเกี่ยวกับจุลินทรียมักมี
ปญหาเกี่ยวกับการควบคุม pH และมกัไมอาจทํ าให pH เปนปจจัยที่คงที่ได เพื่อหลีกเลี่ยงการ
เปลี่ยนแปลง  pH  จงึจ ําเปนตองควบคุม  pH  ของอาหารเลี้ยงเชื้อตลอดการทดลอง  ในการ
ทดลองนี้ไดทํ าการศึกษาผลของ pH  ของอาหารเลี้ยงเชื้อ  พบวาเมื่อควบคุม  pH  ของอาหารเลี้ยง
เชือ้ใหเทากับ 7.0 จะมีการเจริญเติบโตสูงสุด  และที่ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ  8.0  จะมีการ
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เจริญของเชื้อนอยที่สุดซึ่งอาจเปน pH ทีไ่มเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ สวนที่ pH เทากับ 6.0 
นัน้ เชื้อสามารถเจริญไดใกลเคียงกับที่ pH เทากบั 7.0 เมื่อพิจารณาถึงการผลิตไลเปสพบวาที่ pH 
ของอาหารเลีย้งเชื้อเทากับ 7.0 เชื้อสามารถผลิตไลเปสไดสูงที่สุดซึ่งอาจเปนเพราะ pH ของอาหาร
เลี้ยงเชื้อมีผลตอกระบวนการสังเคราะหเอนไซมและการขนสงของสารตางๆ ผานเซลลเมมเบรน 
การแปรผันของ pH นัน้มผีลตอสมดุลยกรด-ดาง มีผลตอสรีรวิทยาเฉพาะบางอยางของจุลินทรียได
อีกดวย (สพุจน ใชเทียมวงศ, 2530) และเปนสภาวะที่ใกลเคียงกับแหลงที่อาศัยของเชื้อซ่ึงแยกมา
จากดินในบอเลี้ยงกุง

การทํ าเอนไซมใหบริสุทธิ์บางสวนนั้นสามารถทํ าไดหลายวิธีดวยกันแลวแตความเหมาะ
สมของการนํ าเอนไซมไปใชประโยชนเชน การตกตะกอนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต, การdialysis, 
การตกตะกอนดวยเอทานอล, การกรองดวยวิธีอัลตราฟลเตรชั่น เปนตน แตในการทดลองนี้ไดทํ า
การทดลองโดยใชวิธีอัลตราฟลเตรชั่น เพราะเปนวิธีที่สะดวก ไมยุงยากซับซอนและใชเวลานอยที่
สุด อีกทั้งยังไดแอคติวิตีของเอนไซมไมนอยจนเกินไป พบวาคาแอคติวิตีจํ าเพาะหลังจากทํ าการ    
อัลตราฟวเตรชั่นแลวนํ าไปทํ าใหเปนผงดวยวิธี Lyophilization น ําเอนไซมผงที่ไดมาหาแอคติวิตีได
เทากับ 98.04 ยนูติตอมิลลิกรัมเอนไซม และมีปริมาณโปรตีนเทากับ 0.05 มลิลิกรัมโปรตีนตอ
มลิลิกรัมเอนไซม มีแอคติวิตีจํ าเพาะเทากับ 1,960.80 ยนูติตอมิลลิกรัมโปรตีน ซึ่งมีความบริสุทธิ์
เพิม่ข้ึนเทากับ 1.36 เทาเทานัน้ เพราะเปนการทํ าใหเอนไซมบริสุทธิ์เพยีงขัน้ตอนเดียวกันเทานั้นแต
ถาตองการใหมีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนควรนํ าเอนไซมไปผานขั้นตอนของการตกตะกอนดวย           
เอทานอลหรือเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตหลังจากกรองดวยอัลตราฟลเตรชั่นแลว ซึ่งจะทํ าใหได
เอนไซมที่มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึนได

จากการทดลองหาภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยง Pseudomonas aeruginosa ในถังหมัก
ขนาด 5 ลิตรแบบไมตอเนื่อง การผลิตเอนไซมนั้นถาเปรียบเทียบแอคติวิตีกับการทดลองของ      
รักชนก ธีรกวินสกุล (2539) แลวจะพบวาการผลิตเอนไซมโดยใชถังหมักจะมีคาแอคติวิตีสูงกวา
มาก เนือ่งมาจากในถงัหมักมีการใหอากาศและมีการกวนในอัตราเร็วที่เหมาะสมทํ าใหเชื้อสามารถ
เจริญเตบิโตไดดีอีกทั้งยังผลิตเอนไซมไดมาก ซึ่งเมื่อเทียบกับระดับขวดเขยาแลวปริมาณออกซิเจน
ทีม่อียูในขวดเขยานั้นจะลดลงเรื่อยๆ จนไมเพียงพอตอการเจริญและการผลิตเอนไซมของเชื้อ รวม
ไปถึงการควบคุมคาความเปนกรด-ดางในขวดเขยาไมสามารถทํ าไดดี แตในถังหมักสามารถควบ
คุมความเปนกรด-ดางไดตลอดระยะเวลาการหมักจะทํ าใหคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยง
เชือ้คงทีอ่ยูเสมอ ซึ่งจะทํ าใหการสงผานของสารอาหารเขาออกเซลลเปนไปไดอยางคงที่ จากการ
ทดลองพบวาระดับขวดเขยาเชื้อสามารถผลิตไลเปสใหแอคติวิตีเทากับ 40 ยูนิตตอมิลลิลิตร สวน
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ในระดบัถงัหมักขนาด 5 ลิตรเชื้อสามารถผลิตไลเปสไดสูงถึง 245.1 ยูนิตตอมิลลิลิตรแสดงใหเห็น
วาการผลิตไลเปสในระดับถังหมักมีประสิทธิภาพในการชวยเพิ่มทั้งผลผลิตคือเอนไซมใหมีมากขึ้น
ดวย ในขณะที่ภาวะเหมาะสมในระดับถังหมักก็ไมไดแตกตางจากภาวะเหมาะสมในระดับขวด
เขยาไปมากนัก ดังแสดงใน ตารางที่  6

ตารางที่ 6 เปรียบเทียบปจจัยที่ศึกษาในระดับขวดเขยา 1,000 มล. และในระดับถังหมักขนาด 5
ลิตร

ปจจัยที่ศึกษา ระดับขวดเขยา* ระดับถังหมัก 5 ลิตร**
ปริมาตรอาหาร (ml) 250 4,000

ปริมาณเชื้อเร่ิมตน  (%v/v) 3.0 0.5
อัตราการใหอากาศ  (vvm) - 1.0
อัตราเร็วในการกวน   (rpm) 250 250
คาความเปนกรด-ดาง 7.0 (ไมควบคุม) 7.0 (ควบคุม)
อุณหภูมิในการเลี้ยง

( °C)
37 37

ปริมาณแหลงคารบอน
(% w/v)

2 2

ปริมาณแหลงไนโตรเจน
(% w/v)

0.13 0.13

ไลเปสแอคติวิตี  (U/ml) 40.0 245.1
Total activity (U) 1.0x104 9.8x105

*(รักชนก, 2539)
**(อังคาร, 2544)
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จากงานวิจัยทั้งหมดนี้ถาเรานํ ามาคํ านวณตนทุนการผลิตไลเปสพบวาในระดับถังหมักจะถูก
กวาในระดบัขวดเขยา เมื่อพิจารณาจากปริมาณวัตถุดิบและปริมาณเชื้อที่ใช คาใชจายในการผลิต
ในระดบัถงัหมักขนาด 5 ลิตรแบบไมตอเนื่อง  โดยมีปริมาตรนํ้ าหมัก 4 ลิตรตอการหมัก 1 คร้ัง
แสดงดังตารางที่ 7 และไดแสดงการเปรียบเทียบราคาตอหนวยระหวางไลเปสผงที่ผลิตจาก 
Pseudomonas aeruginosa กับไลเปสผงของบริษัท SIGMA ที่ผลิตจาก Pseudomonas 
cepacia ดงั ตารางที่ 8

ตารางที่ 7 ตนทุนของการผลิตตอสเกล

Cost Element Cost
Medium (บาท) 205

คาไฟฟาและสาธารณูปโภค (บาท) 1,075
Total cost (บาท) 1,280

Enzyme yield per batch* (Unit) 3.9*105

Unit cost (U/บาท) 306.375
*ปริมาตรรวม 4 ลิตร

ตารางที่ 8 การเปรียบเทียบราคาตอหนวยระหวางไลเปสผงที่ผลิตจาก Pseudomonas 
aeruginosa กับไลเปสผงของบริษัท SIGMA ทีผ่ลิตจาก Pseudomonas cepacia

งานวิจัยนี้ ผลิตโดยบริษัท SIGMA
แบคทีเรีย P. aeruginosa P. cepacia

*แอคติวิตีของเอนไซม (ยูนิต/กรัม) 3,266 50
ราคา (บาท) 1,280 13,700

Unit cost (ยนูติ/บาท) 2.552 0.003
*Unit definition คือ 1 ยูนิตของเอนไซมสามารถผลิต 1 ไมโครโมลกลีเซอรอลจากการยอยไตรกลีเซอไรด ภายใน
เวลา 1 นาที ที่ภาวะเหมาะสมของแตละเอนไซม  (pH 6.5, อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส สํ าหรับ P. aeruginosa
และ pH 7.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สํ าหรับ P. cepacia)
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เมือ่คิดมูลคาของเอนไซมที่ผลิตไดจาก Pseudomonas aeruginosa ในเชิงการคาแลว 
พบวามีตนทุนการผลิตคอนขางสูง ในขณะเดียวกันเราสามารถปรับราคาตนทุนใหตํ่ าลงกวานี้ได
อีก เพราะในการทดลองนี้มีการใช D-fructose ทีจ่ดัเปนสารเคมีประเภทใชทดลองในหองปฏิบัติ
การ (Lab grade) จงึท ําใหมตีนทนุสูง ไมเหมาะที่จะนํ าไปใชในระดับอุตสาหกรรม ถาตองการจะ
ผลิตในเชิงพานิชยอาจตองมีการทดลองเพื่อเปลี่ยนแหลงคารบอนที่ใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อเปน
การลดตนทนุลง ซึ่งแหลงคารบอนที่ใชอาจเปนนํ้ าตาลฟรุกโตสที่ผลิตในอุตสาหกรรมซึ่งมีราคาถูก
กวา lab grade

จากผลการทดลองการกํ าจัดสิ่งสกปรกบนเสนใยฝายโดยเปรียบเทียบการใชคอสติกโซดา
กับการใชเอนไซมในการกํ าจัดสิ่งสกปรก พบวาเมื่อใชคอสติกโซดาเพื่อการกํ าจัดสิ่งสกปรกโดย
กระท ําทีอุ่ณหภมู ิ80 องศาเซลเซียส ซึ่งการตมสารละลายนี้ทั้งนํ้ า สารชวยเปยก (Surfactant) และ
ดางจะชวยกนัท ํางาน กลาวคือ สารชวยเปยกจะเปนตัวลดแรงตึงผิวระหวางนํ้ ากับเสนใย ทํ าใหนํ้ า
ซึ่งมีสารละลายดางอยูดวยสามารถนํ าดางเขาไปทํ าปฏิกิริยาบริเวณเสนใยและไขมันในเสนใยก็จะ
ถูกละลายออกมากับนํ้ า ในขณะเดียวกันสารชวยเปยกจะทํ าหนาที่กระจายไขมันที่ละลายออกมา 
รวมทัง้สิง่สกปรกอื่นๆ ดวยใหกระจายตัวหลุดลอยไปกับนํ้ ามีผลทํ าใหผาสามารถดูดซับนํ้ าไดทันที
เมื่อหยดนํ้ าลงไป ซึ่งถือเปนคุณสมบัติที่เหมาะสมในการที่จะนํ าผาไปเขาสูกระบวนการฟอกและ
ยอมสตีอไป ในสวนของการนํ าเอนไซมมาใชกํ าจัดสิ่งสกปรกบนผาดิบ พบวาทั้งเซลลูเลส ไลเปส
และโปรตเีอส ถาเลือกใชเพียงชนิดใดชนิดหนึ่งในการกํ าจัดสิ่งสกปรกแลว จะไมสามารถทํ าใหผามี
คณุสมบตัขิองการดูดซับนํ้ าไดดีขึ้นเลย ทั้งนี้ในสวนของเซลลูเลสนั้นเซลลูเลสไมสามารถแทรกผาน
ชั้น cutin เขาท ําปฏกิิริยากับเสนใยได ในขณะที่ไลเปสสามารถกํ าจัดสารประกอบจํ าพวกไขมันได
แตไมสามารถกํ าจัดสารประกอบจํ าพวกโปรตีนบางสวนบนผิวของเสนใยใหหลุดออกไปได และ
โปรตเีอสกท็ ําหนาที่ในการยอยสารประเภทโปรตีน แตไมสามารถยอยไขมันที่เคลือบอยูบนผิวของ
เสนใยได ดังนั้นจึงไดทํ าการทดลองนํ าเอนไซมทั้งสามชนิดมาทํ างานรวมกันโดยเริ่มจากการ
ทดลองกบัเอนไซมที่มีจํ าหนายในเชิงพาณิชย แบงออกเปน 2 ข้ันตอนคือ ขั้นแรกเปนการใชไลเปส
จาก Porcine Pancreas โปรตีเอสจาก Aspergillus oryzae ซึง่เอนไซมทั้งสองชนิดคอยทํ าหนาที่
ในการยอยไขมันและโปรตีนที่เคลือบอยูบนผิวของเสนใยตามลํ าดับ และหลังจากหยุดปฏิกิริยา
ดวยนํ ้ารอนแลวจึงตอดวยการใชเซลลูเลสที่ผลิตจาก Aspergillus niger เพือ่เขาทํ าปฏิกิริยากับ
เสนใย ทํ าใหเสนใยมีความออนตัวและชวยเพิ่มชองวางระหวางเสนใยใหเพิ่มมากขึ้น ทํ าใหผา
สามารถดูดซับนํ้ าไดทันทีในการทดสอบความสามารถในการดูดซับ ในขณะเดียวกันก็ไดทํ าการ
ทดลองกับเอนไซมที่ผลิตขึ้นเองโดยการใชไลเปสที่ผลิตไดจากเชื้อ Pseudomonas aeruginosa
รวมกับการทํ างานของโปรตีเอสจาก Bacillus subtilis TISTR25 และเซลลูเลสจาก    
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Trichoderma reesei นัน้ พบวาสามารถชวยใหผาฝายดิบมีความสามารถในการดูดซับนํ้ าไดภาย
ใน 3 วนิาท ี ทีเ่ปนเชนนี้อาจเนื่องมาจากสาเหตุที่เอนไซมที่ผลิตขึ้นเองมีแอคติวิตีของเอนไซมนอย
กวาเอนไซมที่ใชในเชิงพาณิชย แตถึงแมประสิทธิภาพในการดูดซับของเหลวจะชากวาการดูดซับ
ของเหลวเมื่อใชคอสติกโซดาและเอนไซมทางการคาก็ตามแตผลที่ไดสามารถยอมรับไดวาสามารถ
ทํ าใหผาดิบที่ผานกระบวนการกํ าจัดสิ่งสกปรกมาแลวดูดซับนํ้ าไดดีพอที่จะนํ าไปผานเขาสู 
กระบวนการตอไป เอนไซมแตละชนิดก็ทํ าหนาที่ในการยอยสารประกอบตางๆ ที่เคลือบอยูบนผิว
เสนใย ในสวนของ ไลเปสนัน้จะทํ าหนาที่ในการยอยสารประกอบประเภทขี้ผ้ึง (wax) ซึง่มีปริมาณ 
0.6% ของนํ้ าหนักผาดิบ สารประกอบประเภทขี้ผึ้งประกอบไปดวย กลีเซอไรด (glyceride), 
ไฮโดรคารบอนบางชนิด (n-hentriacontane และ n-dotriacontane) (Knecht และ Allan, 1911) 
และกรดไขมัน (palmitic acid, strearic acid, carnaubic acid, gossypic acid, geddic acid 
และ oleic acid ) แตกรดไขมันสวนใหญจะเปน palmitic acid (C16) และ stearic acid (C18)  
(Tulloch, 1976) ซึง่ไลเปสจะเขาทํ าปฏิกิริยาตรงตํ าแหนงที่จับกันอยูดวยพันธะ Hydroxy fatty 
acid ของกรดไขมันแตละชนิด (Kolattukudy, 1975) ท ําใหสารเคลือบผิวบนเสนใยหลุดออกและ
โมเลกุลของนํ้ าและเอนไซมชนิดอ่ืนๆที่ทํ างานรวมกันสามารถแทรกเขาไปทํ าปฏิกิริยาระหวางเสน
ใยของฝายได จากประโยชนของการทํ างานรวมกันของเอนไซมแตละชนิดนี้เองที่นาจะเปนกาวใหม
ของการประยุกตใชความรู ดานเอนไซมเขามามีบทบาทในอุตสาหกรรมสิ่งทอเพื่อมีสวนชวย
ปริมาณและปญหามลภาวะในนํ้ าทิ้งจากอุตสาหกรรมสิ่งทอลงเปนอยางมาก
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สรปุผลการทดลอง

1.  ภาวะทีเ่หมาะสมตอการผลิตไลเปสจาก Pseudomonas aeruginosa ในถังหมักขนาด 
5 ลิตร แบบไมตอเนื่องในอาหารสูตร minimum medium โดยมปีริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 0.5% 
(v/v), ปริมาณฟรุกโตสที่ใชเปนแหลงคารบอน 2% (w/v), ปริมาณแอมโมเนียมซลัเฟตที่ใชเปน
แหลงไนโตรเจน 0.13% (w/v), อัตราเร็วในการกวน 250 รอบตอนาที, อัตราการใหอากาศ 1.0 
vvm, อุณหภมูิในการเลี้ยง 37 องศาเซลเซียส, ควบคมุความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเทา
กบั 7.0 เชื้อสามารถผลิตไลเปสแอคติวิตีสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 48 มีแอคติวิตี 254.01 ยูนิต/มิลลิลิตร

2.  ไลเปสผงที่ผลิตไดมีแอคติวิตี 98,040 ยนูติตอกรัมเอนไซม มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน 1.36 
เทา และสามารถเก็บรักษาเอนไซมผงที่อุณหภูมิ 4°ซ เปนเวลา 30 วันโดยไมสูญเสียแอคติวิตี

3. ไลเปสผงทีผ่ลิตไดถูกนํ าไปใชในการกํ าจัดสิ่งสกปรกบนเสนใยฝายรวมกับโปรตีเอสจาก 
Bacillus subtilis TISTR25 และ เซลลูเลสจาก Trichoderma reesei พบวามีประสิทธิภาพในการ
ก ําจดัสิง่สกปรกไดใกลเคียงกับเอนไซมไลเปสที่ผลิตในเชิงการคา คือสามารถทํ าใหผาดูดซึมนํ้ าได
ดพีอทีจ่ะผานเขาสูกระบวนการตอไป
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ภาคผนวก

ภาคผนวกที่ 1 กราฟมาตรฐานสํ าหรับวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยแบรดฟอรด แปรความเขมขน
ของโปรตีนมาตรฐานคือ BSA ในชวง 0-120 ไมโครกรัม
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ภาคผนวกที่ 2 กราฟมาตรฐานของกรดโอเลอกิ แปรผันปริมาณความเขมขนตั้งแต 0-100 ไมโคร
โมล ซึง่เมื่อหาความชันของกราฟไดเทากับ 1.02 x 10-3
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ภาคผนวกที่ 3 การเตรียมสาร
     1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ
         1.1. Luria-Bertani  medium (LB)
                      ในสารละลาย 1 ลิตรประกอบดวย
                      Bacto-tryptone                          10         กรัม
                      Yeast extract                             5           กรัม
                      NaCl                                         10          กรัม

ละลายสารทัง้หมดในนํ้ า ปรับความเปนกรด-ดางใหเปน 7.0 แลวเติมนํ้ ากลั่นใหมีปริมาตร
สดุทายเปน 1 ลิตร นํ าไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121°ซ ภายใตความดัน 12 ปอนด/ตารางนิ้ว นาน
15 นาที   
         1.2. อาหารสูตรปรับต่ํ า  (Minimum medium)

ในสารละลาย 1 ลิตรประกอบดวย
(NH4)2SO4 1.3 กรัม
K2HPO4 0.9 กรัม
KH2PO4 0.6 กรัม
MgSO4.7H2O 0.2 กรัม
Yeast extract 0.1 กรัม
Olive oil 10.0 กรัม

ละลายสารทั้งหมดในนํ้ า 1 ลติร ปรับความเปนกรด-ดางใหเปน 7.0 เติมนํ้ ากลั่นใหมี
ปริมาตรสุดทายเปน 1 ลิตร แลวเติม Olive oil จากนัน้นํ าไปนึ่งฆาเชื้อ

ในกรณีที่ตองการเตรียมอาหารแข็ง (Minimum medium agar plate) ใหเติม Bacto-agar
15 กรัมใน minimum medium จ ํานวน 1 ลิตร
     2. การเตรียมสารในการหาแอคติวิตีของไลเปส
          2.1 การเตรียมอมีัลชันของสับสเตรท  (1.5% olive oil emulsion)

ดดัแปลงจากวิธีของ  Sugihara  และคณะ  (1991) ในสารละลายประกอบดวย
1%  (w/v) gum  arabic solution 300  ml
1M NaCl 30    ml
2%  (w/v) CaCl2  7     ml
ผสมทัง้  3  สวนใหเขากันดีแลวเติม Olive oil 1.5 มล. ตอสวนผสม  100 มล.  แลวปน

ดวยเครื่องปน moulinex ความเรว็สูงสุดนาน  5  นาที
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        2.2 การเตรียม  0.05 M Acetate  buffer, pH 4.5
- 0.05 M  Sodium acetate
ละลาย  CH3COONa 4.3545 กรัมในนํ้ ากลั่น 500 มล.
- 0.05 M  Acetic acid
ละลายกรดอะซิติก 1.43 มล. ในนํ้ ากลั่น ปรับปริมาตรเปน 500 มล.
ผสม  0.05 M Acetic acid : 0.05 M CH3COONa ในอัตราสวน  50.0 : 86.9
2.3 การเตรียม  0.05 M Potassium  phosphate  buffer, pH 6.5
- 0.05 M  K2HPO4

ละลาย  K2HPO4 4.3545 กรัมในนํ้ ากลั่น 500 มล.
- 0.05 M  KH2PO4

ละลาย  KH2PO4 3.4022 กรัม ในนํ้ ากลั่น 500 มล.
ผสม  0.05 M  K2HPO4 :  0.05 M  KH2PO4 ในอตัราสวน  32.43 : 67.57
2.4 การเตรียม 0.05 M Tris-HCl buffer, pH 8.0
- ละลาย Tris 1.212 กรัม ในนํ ้า 100 มล. นํ าสารละลายนี้มา 50 มล. แลวปรับ pH

ดวย HCl จนมี pH เทากบั 8.0 แลวปรับปริมาตรเปน 100 มล.
2.5 การเตรียม 0.05 M Bicarbonate buffer, pH 10.5
- 0.05 M  Na2CO3

ละลาย  Na2CO3 5.31 กรัมในนํ้ ากลั่น 1,000 มล.
- 0.05 M  NaHCO3

ละลาย  NaHCO3 4.20 กรัม ในนํ้ ากลั่น 1,000 มล.
ผสม  0.05 M  Na2CO3 :  0.05 M  NaHCO3 ในอัตราสวน  202.5 : 47.5

    3  การเตรียมสารละลายสํ าหรับวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธีแบรดฟอรด  (Bradforf, 1976)
3.1 สารละลายโปรตีนรีเอเจนต
ละลาย Coomassie Brilliant Blue G-250 100 มก. ใน 95% เอทลิแอลกอฮอล ปริมาตร

50  มล.  เติม  85% กรดฟอสฟอรกิปริมาตร 100 มล. เติมนํ้ ากลั่นใหมีปริมาตรครบ 1 ลิตร
3.2 สารละลายโปรตีนมาตรฐาน
ละลาย Bovine Serum Albumin10 มก.ในนํ้ ากลั่น 10 มล. เก็บไวที่อุณหภูมิ -20°ซ
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ภาคผนวกที่ 4 ผลการเปรียบเทียบการเจริญ (OD 600) ภายใน 72 ชั่วโมงของ
Pseudomonas aeruginosa เมือ่แปรผันปริมาณของฟรุกโตสเปน 1%, 2% และ 3% (w/v) ในสูตร
อาหารและภาวะเพื่อผลิตไลเปส

OD600เวลา (ชม.)
1%  fructose 2% fructose 3% fructose

0 0 0 0
12 1.294 0.530 0.862
24 2.120 1.241 2.051
36 2.068 1.892 2.370
48 2.083 2.265 2.238
60 2.060 2.340 2.035
72 1.870 2.301 1.970

       ภาคผนวกที่ 5 ผลการเปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะที่ชั่วโมงตางๆ ของการเลี้ยง 
Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผันปริมาณของ ฟรุกโตสเปน 1%, 2% และ 3% (w/v) ใน
สตูรอาหารและภาวะเพื่อผลิตไลเปส

Specific activity (U/mg protein)เวลา (ชม.)
1%  fructose 2% fructose 3% fructose

0 0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0
36 272.95 867.48 251.02
48 421.63 938.39 258.32
60 198.70 293.25 325.18
72 143.33 204.12 208.41
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ภาคผนวกที่ 6 ผลการเปรียบเทียบการเจริญ (OD600) ของภายใน 72 ชั่วโมง 
Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผันปริมาณของแอมโมเนียมซัลเฟตเปน 0.05, 0.13%, 
0.25% และ 0.50% (w/v) ในสตูรอาหารและภาวะเพื่อผลิตไลเปส

OD600เวลา (ชม.)
0.05% N source 0.13%  N source 0.25%  N source 0.50% N source

0 0 0 0 0
12 0.744 0.531 0.742 0.56
24 1.320 1.242 1.205 1.953
36 1.904 1.892 1.953 1.955
48 2.040 2.266 1.955 1.913
60 2.160 2.341 1.813 2.220
72 2.059 2.301 2.293 2.286

ภาคผนวกที่ 7 ผลการเปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะที่ชั่วโมงตางๆ ของการเลี้ยง 
Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผันปริมาณของแอมโมเนียมซัลเฟตเปน 0.05, 0.13%, 
0.25% และ 0.50% (w/v) ในสตูรอาหารและภาวะเพื่อผลิตไลเปส

Specific activity (U/mg protein)เวลา (ชม.)
0.05% N source 0.13%  N source 0.25%  N source 0.50% N source

0 0 0 0 0
12 0 0 0 0
24 0 0 0 0
36 411.52 867.48 161.18 355.71
48 403.98 938.39 195.40 275.02
60 276.69 293.25 168.24 153.95
72 220.90 204.12 41.63 150.77
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ภาคผนวกที่ 8 ผลการเปรียบเทียบการเจริญ (OD600) ภายใน 72 ชั่วโมงของ 
Pseudomonas aeruginosa เมือ่แปรผันปริมาณเชื้อต้ังตนเปน 0.25%, 0.50% และ 1.0% (v/v)
ในสูตรอาหารและภาวะเพื่อผลิตไลเปส

OD600เวลา
(ชม.) 1% Inoculum size 0.5%  Inoculum size 0.25%  Inoculum size

0 0 0 0
12 0.531 0.324 0.301
24 1.242 1.764 0.949
36 1.892 1.917 1.956
48 2.266 2.270 2.268
60 2.341 2.320 2.308
72 2.301 2.245 2.486

ภาคผนวกที่ 9 ผลการเปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของการเลี้ยง Pseudomonas 
aeruginosa เมือ่แปรผันปริมาณเชื้อต้ังตนเปน 0.25%, 0.50% และ 1.00% (v/v) ในสูตรอาหาร
และภาวะเพื่อผลิตไลเปส

Specific activity (U/mg protein)เวลา
(ชม.) 1% Inoculum size 0.5%  Inoculum size 0.25%  Inoculum size

0 0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0
36 867.48 536.68 105.07
48 938.39 1,476.50 1124.54
60 293.25 843.74 925.07
72 204.12 251.52 89.96
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ภาคผนวกที่ 10 ผลการเปรียบเทียบการเจริญ (OD600) ภายใน 72 ชั่วโมงของ 
Pseudomonas aeruginosa เมือ่แปรผันอัตราเร็วในการกวนเปน 200 rpm, 250 rpm และ 300
rpm ในสตูรอาหารและภาวะเพื่อผลิตไลเปส

OD600เวลา (ชม.)
200 rpm 250rpm 300 rpm

0 0 0 0
12 0.356 0.324 0.156
24 1.056 1.764 1.209
36 1.626 1.917 1.990
48 1.829 2.270 2.222
60 2.014 2.320 2.965
72 2.001 2.245 2.875

ภาคผนวกที่ 11 ผลการเปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของไลเปสที่ไดจากการเลี้ยง 
Pseudomonas aeruginosa เมือ่แปรผันอัตราการกวนเปน 200 rpm, 250 rpm และ 300 rpm ใน
สตูรอาหารและภาวะเพื่อผลิตไลเปส

Specific activity (U/mg protein)เวลา (ชม.)
200 rpm 250rpm 300 rpm

0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0
36 102.56 536.68 198.64
48 161.79 1,476.50 489.95
60 95.04 843.74 315.85
72 0 251.52 88.29
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ภาคผนวกที่ 12 ผลการเปรียบเทียบการเจริญ (OD600) ภายใน 72 ชั่วโมงของ 
Pseudomonas aeruginosa เมือ่แปรผันอัตราการใหอากาศเปน 0.5 vvm, 1.0 vvm และ 1.5
vvm ในสูตรอาหารและภาวะเพื่อผลิตไลเปส

OD600เวลา (ชม.)
0.5 vvm 1.0 vvm 1.5 vvm

0 0 0 0
12 0.251 0.324 0.509
24 1.643 1.764 1.958
36 2.074 1.917 2.043
48 2.351 2.270 2.250
60 2.355 2.320 2.325
72 2.324 2.245 2.422

ภาคผนวกที่ 13 ผลการเปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของไลเปสที่ไดจากการเลี้ยง 
Pseudomonas aeruginosa เมือ่แปรผันอัตราการใหอากาศเปน 0.5 vvm, 1.0 vvm และ 1.5
vvm ในสูตรอาหารและภาวะเพื่อผลิตไลเปส

Specific activity (U/mg protein)เวลา (ชม.)
0.5 vvm 1.0 vvm 1.5 vvm

0 0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0
36 218.36 536.68 321.98
48 259.35 1,476.50 1,037.42
60 213.22 843.74 240.66
72 137.90 251.52 33.10
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ภาคผนวกที่ 14 ผลการเปรียบเทียบการเจริญ (OD600) ภายใน 72 ชั่วโมงของ 
Pseudomonas aeruginosa เมือ่แปรผันอุณหภูมิในการเลี้ยงเปน 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส 
ในสูตรอาหารและภาวะเพื่อผลิตไลเปส

OD600เวลา (ชม.)
30°C 37°C 40°C

0 0 0 0
12 0.251 0.324 0.330
24 1.459 1.764 1.177
36 1.920 1.917 1.766
48 2.010 2.270 1.999
60 1.897 2.320 1.988
72 1.854 2.245 2.087

ภาคผนวกที่ 15 ผลการเปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของไลเปสที่ไดจากการเลี้ยง 
Pseudomonas aeruginosa เมือ่แปรผันอุณหภูมิในการเลี้ยงเปน 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส
ในสูตรอาหารและภาวะเพื่อผลิตไลเปส

Specific activity (U/mg protein)เวลา (ชม.)
30°C 37°C 40°C

0 0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0
36 338.34 536.68 36.84
48 363.83 1,476.50 141.84
60 227.53 843.74 52.58
72 39.19 251.52 15.76
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ภาคผนวกที่ 16 ผลการเปรียบเทียบการเจริญ (OD600) ภายใน 72 ชั่วโมงของ 
Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผัน pH เร่ิมตนในการเลี้ยงเปน 6, 7 และ 8ในสตูรอาหาร
และภาวะเพื่อผลิตไลเปส

OD600เวลา (ชม.)
6 7 8

0 0 0 0
12 0.291 0.324 0.222
24 1.424 1.764 0.946
36 2.064 1.917 1.381
48 2.344 2.270 1.563
60 2.243 2.320 1.689
72 2.349 2.245 1.844

ภาคผนวกที่ 17 ผลการเปรียบเทียบแอคติวิตีจํ าเพาะของไลเปสที่ไดจากการเลี้ยง 
Pseudomonas aeruginosa เมื่อแปรผัน pH เร่ิมตนในการเลี้ยงเปน 6, 7 และ 8 ในสตูรอาหาร
และภาวะเพื่อการผลิตไลเปสที่กลาวมาขางตน

Specific activity (U/mg protein)เวลา (ชม.)
6 7 8

0 0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0
36 107.36 536.68 0
48 176.88 1,476.50 0
60 126.65 843.74 0
72 30.35 251.52 0
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นาย อังคาร ตัน้พนัธ เกิดเมื่อวันที่ 3 ตุลาคม 2521 สํ าเร็จการศึกษาระดับประถม
ศกึษาจากโรงเรียนกรุงเทพครสิเตยีนวทิยาลัย ระดับมัธยมศึกษาจากโรงเรียนบดินทรเดชา 
(สงิห สิงหเสน)ี และสํ าเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิตจาก ภาควิชาชีวเคมี 
คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ดวยคะแนนสะสมเฉลี่ย 2.59 และเขาศึกษา
ตอระดับปริญญามหาบัณฑิตที่สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร            
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อป 2542
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