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บทคัดยอ 
การวิจัยครั้งนี้มีวตัถุประสงคเพื่อศกึษาวิธีที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซมไลเปสออกจากกากรําขาวเหนียวขาว
และศึกษาคุณสมบัติบางประการของไลเปสที่สกัดได เริ่มตนดวยการสกัดไขมันออกจากกากรําขาวเหนยีวขาวโดย
แชรําขาวเหนียวขาวในไดเอทิลอีเทอร (100 มิลลลิิตร ตอ กรัม ของกากรําขาวเหนียวขาว) เปนเวลา 30 นาที  
ในเครื่องเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นสกดัเอนไซมไลเปสออกจาก 
กากรําขาวเหนียวขาวทีส่กัดไขมันออกแลวดวยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 7 ที่ม ี     
แคลเซมีคลอไรด 10 มิลลิโมลาร อยูดวย (80 มิลลลิิตร ตอกรัม ของกากรําขาวเหนียวขาว) ท่ีอุณหภมูิ 4      
องศาเซลเซยีส โดยใชเวลาในการสกัด 20 นาที เอนไซมที่สกัดไดมีแอคติวิตีของไลเปสเทากับ 75.35  3.76    
ยูนิตตอมลิลลิิตรเอนไซมไลเปสท่ีสกัดไดจากกากรําขาวเหนียวขาวไดผลผลติรอยละ 6.37 และมีอณุหภมูิและ    
พีเอชที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิรยิาไฮโดรไลซิสของน้ํามันปาลมคือ 25 องศาเซลเซียส และ 7.2 ตามลําดับ      
ไมสามารถทนตออุณหภมูิและพีเอชสูงได สามารถเรงปฏิกิรยิาไฮโดรไลซิสของน้ํามันรําขาวดิบไดหมดภายในเวลา 
3 ช่ัวโมง และสามารถเรงปฏิกิริยาทรานส-เอสเทอริฟเคชันของนํ้ามนัรําขาวกับเมทานอลไดโดยใหเมทิลเอสเทอร
เมื่อเวลาผานไป 72 ช่ัวโมง  
 

คําสําคัญ : การสกัด / เอนไซมไลเปส / กากรําขาว 
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ABSTRACT 
The objective of this research was to study the proper way to extract lipase from white sticky 
rice bran and study some properties of extracted lipase. First, fat in rice bran was removed by 
soaking rice bran in diethyl ether (100 ml/g rice bran) for 30 minutes in shaking incubator    
(200 rpm) at 4oC, then lipase was extracted from defatted rice bran using 0.15 M of phosphate 
buffer, pH 7 with 10 mM of calcium chloride (80 ml/g rice bran) at 4oC for 20 minutes. The 

lipolytic activity of extracted lipase was 75.35  3.76 units/ml enzyme. The yield of extracted 
lipase was 6.37%. Extracted lipase showed some properties as follow: the optimum 
temperature and the optimum pH of palm oil hydrolysis were 25oC and 7.2, respectively. It 
could not tolerate high temperature and high pH. The extracted lipase from white sticky rice 
bran could catalyze hydrolysis of crude rice bran oil within 3 hours and could catalyze 
transesterification of rice bran oil with methanol which produced methyl ester after 72 hours.  
 

Keywords : Extraction / Lipase / Rice Bran 
 

บทนํา 
       ไลเปส (lipase) หรือ ไตรเอซิลกลีเซอรอลเอซิลไฮโดรเลส (triacylglycerolacylhydrolases) หรือ        
กลีเซอรอล เอสเทอร ไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase) (EC 3.1.1.3) เปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลส      
ที่มีความสามารถในการเรงปฏิกริยิาการยอยสลายโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดไดเปนกลีเซอรอล และกรดไขมัน 
(Sharma, Chisti & Banerje, 2001) ในปจจุบันเอนไซมไลเปสเปนหนึ่งในเอนไซมที่มีความสําคัญใน
อุตสาหกรรม เนื่องจากเปนเอนไซมหน่ึงเดียวที่มีความสามารถในการยอยสลายพันธะเอสเทอรของ 
กรดไขมันในสภาวะที่มีน้ําและทําใหเกิดปฏิกริิยาการสังเคราะหในสภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรีย ซึ่งมีการนําไป
ประยุกตใชในงานท่ีหลากหลายทั้งในการยอยสลายกลุมของไขมันหรอืนํ้ามัน การนําไปเปนตัวเรงในปฏิกิริยา 
ทรานเอสเทอริฟเคชันในการผลิตไบโอดีเซล ใชในการผลติช็อกโกแลต นม เนยแข็ง ผสมในอาหารสัตว ผสม
ผงซักฟอก เสริมการยอยอาหารของมนุษย และใชทําลายไขมันตามทอน้ํา (Hasan, Shah & Hameed, 2006) 
       แหลงของเอนไซมไลเปสโดยสวนใหญจะไดมาจากการผลิตแลวขับออกมานอกเซลลของจลุินทรีย เพื่อนําไป
ยอยสลายอาหารในส่ิงแวดลอมนัน้ๆ เพื่อใชในการดํารงชีวติ ไลเปสจากจุลินทรยีนั้นถูกนํามาใชอยางกวางขวาง
เนื่องจากสามารถทนตออุณหภูมิทีสู่งทั้งในการเรงปฏิกิรยิาและการเก็บ แตแหลงของไลเปสจากจุลินทรียนั้นตอง
ใชคาใชจายที่คอนขางสูงในการเพาะเลีย้งจุลินทรยีดังกลาว ทําใหเอนไซมมรีาคาแพง (Jaeger & Eggert, 2004)  
การหาแหลงเอนไซมไลเปสจากพืชนั้นยังไมไดมีการคนพบมากนักตัวอยางเชน รายงานเก่ียวกับการสกัดเอนไซม
ไลเปสจากเนื้อมะพราวดวยสารละลายบัฟเฟอรพีเอช 4-6 และสารละลายบัฟเฟอรพีเอช 7-9 ที่อุณหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส โดยใชเทคนิคระบบน้ําสองวัฎภาค (สโรธร, กุลธิดา และปยาภรณ, 2552) การนําไลเปสจากยาง
มะละกอซ่ึงจะจับแนนอยูกับสวนท่ีไมละลายนํ้าของยางมะละกอมาใชสังเคราะหเนยโกโกจากน้ํามันปาลม 
(Pinyaphong & Phutrakul, 2009)  
       ประเทศไทยเปนประเทศท่ีมกีารกสิกรรมเปนหลักและมีการทํานาเปนอาชีพท่ีสําคัญ ในปแตละปสามารถ
ผลิตขาวเปลือกไดประมาณปละ 20-22 ลานตัน สเีปนขาวสารประมาณ 16 ลานตันและจะได รําขาวเปนผลผลติ
พลอยไดประมาณ 1.12 ลานตัน (สมาคมผูสงออกขาวไทย, 2556) ซึ่งรําขาวนีน้อกจากใชเปนแหลงวตัถุดิบ
สําหรับทําน้ํามันหรือใชเปนอาหารสัตวแลวยังเปนแหลงของเอนไซมไลเปสทีส่ําคัญ (Houston, 1972) รําขาว
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เปนผลพลอยไดจากกระบวนการสขีาว มีลักษณะเปนผงละเอียดสเีหลืองปนนํ้าตาล ประกอบดวยสวนตางๆ ของ
เมลด็ขาว ไดแก ปลอกเมล็ดขาว (pericarp) และ เยื่อหุมเมลด็ (seed coat) (Houston, 1972) ปริมาณและ
องคประกอบของรําขาวขึ้นอยูกับชนิดของขาว คุณภาพของขาวเปลอืก ชนิดของวิธีการสีขาวและระดบัของการ
ขัดขาว องคประกอบทางเคมีที่สําคัญในรําขาวไดแก คารโบไฮเดรต โปรตีน และกรดอะมโิน ไขมัน แรธาตุ 
วิตามิน และ เอนไซม (Kelley, 2005) ไลเปสท่ีพบในกากรําขาว (ราํขาวที่กําจัดไขมันออกแลว) สามารถละลาย
น้ําได มีอยู 2 ชนิด คือ ไลเปส I มีคาพีเอชที่เหมาะสมเทากับ 7.5 มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 40 กิโลดาลตัน มี
ความจําเพาะตอตําแหนง 1 และ 3 ของไตรกลีเซอไรด และ ไลเปส II มีคาพีเอชที่เหมาะสมเทากับ 7.5 มีน้ําหนัก
โมเลกุล 32 กิโลดาลตัน มีความจาํเพาะตอกรดไขมันชนิดสายสั้น (Aizono, et al., 1976; Fujiki, Aizono & 
Funatsu, 1978) จากการศึกษาความแตกตางระหวางเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวไทยสายพันธุตาง ๆ ทั้งพันธุ
ขาวกํ่าซึ่งมีสีดํา และพันธุขาวเหนียวขาวซึ่งมีสีขาวโดยวิธีทางจลนศาสตร พบวาไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว 
กข 6 มีประสิทธิภาพในการไฮโดรไลซน้ํามันรําขาวไดดีที่สุด (ธีรารัตน, 2543)  ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีความสนใจ
ที่จะศึกษาวิธีการสกดัเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว กข 6 และ ศึกษาคุณสมบัติบางประการของ
เอนไซมไลเปสท่ีสกัดได เพื่อประโยชนในการนําเอนไซมไลเปสไปใชเปนตัวเรงปฏิกริิยาในระดับอุตสาหกรรม และ
เพื่อเปนแนวทางในการเพ่ิมมลูคาใหแกกากรําขาวอีกทางหน่ึงดวย 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
       ตัวอยาง 
           ตัวอยางรําขาวเหนียวขาวพันธุ กข 6 ชนิดละเอียด เก็บจากโรงสีขาวแหงหนึ่งในตําบลบานดาน อําเภอ
เมือง จังหวัดอุตรดติถ ประมาณ 1 กิโลกรัม แลวนําไปแชเย็นไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไป
ศึกษาในข้ันตอนตอไป 
       การสกัดเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว  
           1. การศึกษาตัวทําละลายและเวลาที่เหมาะสมในการสกัดไขมันออกจากรําขาวเหนียวขาว 
                ช่ังรําขาวเหนียวขาว 0.05 กรัม ลงในขวดรูปชมพู 5 ใบ เติมตัวทําละลายอินทรียไดแก  
ไดเอทิลอเีทอร เพนทานอล บิวทานอล เฮกเซน และ คลอโรฟอรม อยางละ 5 มิลลิลติร ลงในขวดรูปชมพูใบท่ี 1, 
2, 3, 4 และ 5 ตามลําดับ แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในเครื่องเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที ตั้งท้ิงไวใหกากรําขาวเหนียวขาวตกตะกอน แลวดูดตัวทําละลายทิ้งไป นําตะกอนท่ีไดไป
เติมตัวทําละลายอินทรียชนดิเดมิ แลวทําการทดลองซํ้าอีก 2 ครั้ง ผึ่งตะกอนใหแหงที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 3 
ช่ัวโมง นําตะกอนท่ีไดไปตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมไลเปส จากนั้นเลือกเฉพาะตัวทําละลายท่ีทําใหเอนไซม
ไลเปสมีแอคติวีตสิูงท่ีสุดมาใชในการศึกษาเวลาท่ีเหมาะสมในการสกัดไขมันออกจากเอนไซม โดยทําการทดลอง
เหมือนเดมิแตเปลี่ยนเวลาจาก 10 นาที เปน 20, 30 และ 40 นาที ตามลาํดับ 
           2. การศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว 
                ช่ังรําขาวเหนียวขาว 0.05 กรัม ใสขวดรปูชมพู 3 ใบ นําไปสกดัไขมันออกกอนโดยแชใน 
ไดเอทิลอเีธอร เปนเวลา 30 นาที (ขอ 2.1) เมื่อผ่ึงกากรําขาวเหนยีวขาวใหแหงแลว ใหเติมสารละลายผสมของ
แคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลโิมลาร ปริมาตร 0.30 มิลลิลติร และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.15 
โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 4 มิลลลิติร ลงในขวดรูปชมพูแตละใบ แลวนําขวดรูปชมพูท้ัง 3 ใบ ไปบมทีอุ่ณหภูมิ 4 
องศาเซลเซยีส พรอมท้ังเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ท่ีเวลาตางกันคือ 20 นาที (ขวดใบท่ี 1), 40 นาที 
(ขวดใบท่ี 2) และ 60 นาที (ขวดใบท่ี 3)  ตามลําดับ จากนั้นนําสารละลายไปตรวจสอบแอคติวิตีของ       
เอนไซมไลเปส  
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       การตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมไลเปส 
           เตรียมขวดรูปชมพู 2 ใบ เติมสารละลายผสมของแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลโิมลาร  
0.30 มิลลิลติร และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรพเีอช 7 ปริมาตร 4 มิลลลิิตร จากนั้นเตมิน้ํามันปาลม 0.50 
มิลลลิิตร เติมสารละลายเอนไซม 0.50 มิลลิลติร ลงในขวดรูปชมพูใบท่ี 1 สวนขวดรูปชมพูใบท่ี 2 ใชเปน
สารละลายเปรียบเทียบไมตองเติมเอนไซม นาํขวดรูปชมพูท้ัง 2 ใบไปบมที่อุณหภมูิหอง พรอมทั้งเขยาดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 60 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยเตมิสารละลายผสมของอะซิโตนและเอทานอล 
(ในอัตราสวน 1:1) ปริมาตร 10 มิลลลิิตร เติมสารละลายเอนไซม 0.50 มิลลิลติร ลงในขวดเปรียบเทียบ        
นําสารละลายในขวดรปูชมพูท้ัง 2 ใบ ไปไทเทรตดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ทราบความเขมขนแนนอน 
และใชสารละลายฟนอลฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร กําหนดให 1 ยูนิต ของไลเปส คือ ปรมิาณกรดไขมันอิสระ       
1 ไมโครโมล ท่ีเกิดขึ้นจากการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทําการทดลอง 
      การวิเคราะหปรมิาณโปรตีน 
          การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซม ใชวิธีการของลาวรี (Lowry, et al., 1951)       
ใชเซรั่มอัลบูมินจากวัว (Bovine serum albumin) เปนโปรตีนมาตรฐาน และวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คลื่น 750 นาโนเมตร  
       การศึกษาคุณสมบัตเิบื้องตนของเอนไซมไลเปสท่ีสกัดไดจากกากรําขาวเหนียวขาว 
           1. การศึกษาอุณหภมูิที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว  
              อุณหภูมิที่ใชในการศึกษาการทํางานของเอนไซมไดแก 4, 8, 12, 16, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 
55 และ 60 องศาเซลเซียส โดยทาํการตรวจสอบแอคติวติีของเอนไซมดังขอ 3 ที่อุณหภูมิตางๆ  
           2. การศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว  
               สารละลายบัฟเฟอรทีใ่ชในการศึกษาไดแก (1) สารละลายอะซีเตทบัฟเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร     
พีเอช 5 (2) สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 6 (3) สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 
0.15 โมลาร พีเอช 7 (4) สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร  พีเอช 7.2 (5) สารละลายไกลซีน-
โซเดียมไฮดรอกไซดบัฟเฟอร เขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 8.6 และ(6) สารละลายไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด
บัฟเฟอร เขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 9 การตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมไลเปสท่ีแยกไดจากกากรําขาวเหนียว
ขาวท่ีพีเอชตางๆทําไดโดย เตรียมสารละลายผสมของปฏิกริิยาซึ่งประกอบดวยสารละลายบัฟเฟอร 4 มิลลลิิตร  
สารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน10 มิลลิโมลาร 0.30 มิลลิลติร และน้ํามันปาลม 0.50 มิลลิลติร เติม
สารละลายเอนไซม 0.50 มิลลิลิตร เพื่อเริ่มปฏิกิริยา นําไปบมทีอ่ณุหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
จากนั้นเติมสารละลายผสมของอะซิโตนและเอทานอล (อัตราสวน 1:1) เพื่อหยุดปฏิกิริยา นําสารละลายปฏิกิริยา
ที่ไดไปไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด โดยใชสารละลายฟนอลฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร  
           3. การศึกษาความเสถียรตออุณหภูมิของไลเปส 
              เตรียมสารละลายสับสเตรทซึ่งประกอบดวยสารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลิโมลาร 
0.30 มิลลิลติร สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 4.00 มิลลลิิตร และนํ้ามัน
ปาลม 0.50 มิลลลิิตร นําไปบมที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 5 นาที จํานวน 14 ชุด เติมสารละลายไลเปส  
(0.50 มิลลลิิตร) อุนท่ีอุณหภมูิ 30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลงใน
สารละลายสบัสเตรทท่ีเตรียมไวในชุดที่ 1-7 ตามลําดับ นําสารละลายสับสเตรทท้ัง 14 ชุด ไปเขยาที่อุณหภมูิ  
25 องศาเซลเซียส ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หยุดปฏิกริิยาดวยสารละลายผสมของ  
อะซิโตนและเอทานอล (อัตราสวน 1:1) ปริมาตร 10 มิลลลิิตร จากนั้นเติมสารละลายเอนไซมไลเปส          
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(0.50 มิลลลิิตร) ท่ีอุนที่อุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลงใน
สารละลายสบัสเตรทชุดที่ 8-14 ตามลําดับ นําสารละลายปฏิกิรยิาท่ีไดไปไทเทรตกับสารละลายมาตรฐาน
โซเดียมไฮดรอกไซด โดยใชสารละลายฟนอลฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร 
           4. การศึกษาความเสถียรตอพีเอชของไลเปส 
              บมเอนไซมในสารละลายบัฟเฟอรชนิดตางๆ พีเอช 5, 6, 7, 8 และ 9 ที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปวัดคาแอคติวิตีของเอนไซม  
           5. การทดสอบการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันรําขาว  
               เตรียมสารละลายสับสเตรทซ่ึงประกอบดวยสารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลโิมลาร 
0.30 มิลลิลติร สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 4.00 มิลลลิิตร และนํ้ามัน   
รําขาว 0.50 มิลลิลติร เติมสารละลายเอนไซม 0.50 มิลลิลิตร เพื่อเริ่มปฏิกริิยา นําสารละลายผสมไปบมที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ช่ัวโมง เก็บสารละลายปฏกิิริยาท่ีเวลา 0 (เวลาเริม่ตน), 1, 3 และ 5 
ช่ัวโมง เติมคลอโรฟอรม 4 มิลลลิติร ลงในสารละลายปฏิกิรยิาท่ีเกบ็ได นําไปใสในกรวยแยกเพ่ือใหเกิดการแยก
ช้ันระหวางคลอโรฟอรมกับสารละลายปฏิกริิยา นําช้ันคลอโรฟอรมมาระเหยเอาตัวทําละลายออกใหเหลือ
ประมาณ 0.5 มิลลิลติร นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหองคประกอบดวยเทคนิคทินแลเยอร-โครมาโตกราฟ  
(Thin layer chromatography, TLC) โดยใชระบบตัวทําละลายท่ีประกอบดวยเฮกเซน ไดเอทิลอีเทอร และ 
กรดแอซิติก ในอัตราสวน 90:10:1 ตามลําดบั จากนั้นนําแผน TLC มาตรวจสอบดวยไอของไอโอดีน            
แลวหาคา Rf ขององคประกอบแตละชนิดเทียบกับคา Rf ของสารมาตรฐาน 
           6. การทดสอบการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคช่ันของน้ํามันรําขาวดวยไลเปสจาก 
กากรําขาวเหนียวขาว  
               เตรียมสารละลายปฏิกิริยาซึ่งประกอบดวยน้ํามันรําขาว 1 กรัม และ เมทานอล 10 มิลลลิติร        

เติมกากรําขาวเหนียวขาวท่ีสกัดไขมันออกแลว 1 กรัม เพื่อเริ่มปฏิกิรยิา นําสารละลายผสมไปบมที่อุณหภูมิ    
25 องศาเซลเซียส พรอมท้ังเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอยาง       
1 มิลลลิิตร ที่เวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง นําสารละลายตัวอยาง 0.3 มิลลลิิตร ไปวิเคราะหองคประกอบดวย 
TLC  โดยใชระบบตัวทําละลายท่ีประกอบดวยเฮกเซน ไดเอทิลอีเทอร และ กรดแอซิติก ในอัตราสวน 90:10:1 
ตามลาํดับ จากนั้นนําแผน TLC มาตรวจสอบดวยไอของไอโอดีน แลวหาคา Rf ขององคประกอบแตละชนิดเทียบ
กับคา Rf ของสารมาตรฐาน 
 

ผลการวิจัย 
      1. การศึกษาการสกดัเอนไซมไลเปสออกจากกากรําขาวเหนียวขาว 
         1.1 การศึกษาตัวทําละลายและเวลาที่เหมาะสมในการสกัดไขมันออกจากกากรําขาวเหนียวขาว 
              ผลของการศึกษาชนิดของตัวทําละลายอินทรีย 5 ชนิด คือ ไดเอทิลอีเทอร เพนทานอล  
บิวทานอล เฮกเซน และคลอโรฟอรม ที่มีผลตอการสกัดไขมันออกจากกากรําขาวเหนียวขาว พบวา 
ไดเอทิลอเีทอรเปนตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมท่ีสุดในการกําจดัไขมันออกจากกากรําขาวเหนียวขาว  
(ตารางที ่1) สําหรับผลการศึกษาเวลาที่เหมาะสมท่ีสุดในการกําจัดไขมันออกจากรําขาวเหนียว พบวา 
การแชกากรําขาวเหนียวขาวในไดเอทิลอีเทอรเปนเวลา 30 นาที จะทําใหการสกัดไขมันออกจากกากรําขาว
เหนียวขาวเกิดขึ้นไดดีทีสุ่ด (ตารางท่ี 2)  
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ตารางที่ 1 ผลการสกัดไขมันออกจากกากรําขาวเหนียวขาวโดยใชตวัทําละลายอินทรียชนิดตางๆ 

ตัวทําละลายอินทรีย แอคติวิตีของไลเปส (ยูนิต/มล. เอนไซม) 
การรําขาวเหนียวขาว  1.50  0.08 
กากรําขาวเหนียวขาว + ไดเอทิลอีเทอร 12.41  0.62 
กากรําขาวเหนียวขาว + เพนทานอล 8.50  0.42 
กากรําขาวเหนียวขาว + บิวทานอล 1.70  0.09 
กากรําขาวเหนียวขาว + เฮกเซน 7.94  0.39 
กากรําขาวเหนียวขาว + คลอโรฟอรม 3.96  0.19 
 

ตารางที่ 2 ผลการสกัดไขมันออกจากกากรําขาวเหนียวขาวโดยใชไดเอทิลอีเทอร ที่เวลาตางๆ 

เวลาที่ใชในการสกัด (นาที) แอคติวิตีของไลเปส (ยูนิต/มล.เอนไซม) 
10 12.41  0.62 
20 36.60  1.83 
30 72.75  3.63 
40 68.71  3.43 

         1.2 การศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว 
              ผลของการศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซมไลเปสออกจากกากรําขาวเหนียวขาว 
ดวยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรพีเอช 7 ความเขมขน 0.15 โมลาร ท่ีมีแคลเซมีคลอไรด 10 มิลลิโมลาร 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวาเวลาที่เหมาะสมท่ีสดุในการสกัดเอนไซมไลเปสออกจาก 
กากรําขาวเหนียวขาว คือ 20 นาที โดยใหคาแอคติวติีของไลเปสเทากับ 75.35  3.76 ยูนิตตอมลิลลิิตร 
เอนไซม ดังแสดงในตารางท่ี 3 
ตารางที่ 3 ผลการสกัดเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาวดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7  
              ที่เวลาตางๆ 

เวลาที่ใชในการสกัด (นาที) แอคติวิตีของไลเปส (ยูนิต/มล. เอนไซม) 
20 75.35  3.76 
40 55.91  2.79 
60 28.37  1.41 

         ผลจากการนํารําขาวเหนียวขาวไปสกัดไขมันออกดวยไดเอทิลอีเทอร แลวสกัดเอนไซมไลเปสออกจาก  
กากรําขาวท่ีสกัดไขมันออกแลวดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 ที่มีแคลเซียมคลอไรดอยูดวย เมื่อ
ตรวจสอบแอคติวิตีและโปรตีนของไลเปส ใหผลแสดงในตารางท่ี 4 และคํานวณเปนคาแอคติวิตีจําเพาะ และ
ผลผลติ แสดงไวในตารางเดียวกัน จากตารางจะเห็นไดวาการสกัดไขมันออกจากรําขาวเหนียวขาวจะทําให
เอนไซมเสียแอคติวิตีถึง 61.2% และในการสกัดเอนไซมไลเปสออกจากกากรําขาวเหนียวขาวจะทําใหเอนไซมมี
แอคติวิตีเหลืออยูเพียง 6.37% 
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ตารางที่ 4 การสกัดแยกไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาวท่ีสกัดไขมนัออกแลว 
ขั้นตอน ปริมาณ แอคติวิตี 

(ยูนิต) 
โปรตีน 
(มก.) 

แอคติวิตีจําเพาะ 
(ยูนิต/มก. โปรตีน) 

ผลผลิต 
(%) 

รําขาวเหนียวขาว (กรัม) 100 15000 5882 2.55 100 
กากรําขาวท่ีสกัดไขมัน (กรัม) 80 5820 1462 3.98 38.8 
สารละลายไลเปส (มล) 64 4822 956 5.04 6.37 
  

 2. การศึกษาคุณสมบัตเิบื้องตนของเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว 
           2.1 ผลของการศึกษาอุณหภมูิและพเีอชท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกริิยาไฮโดรไลซิส  
                ในการศึกษาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันปาลมของเอนไซมไลเปสท่ีสกัดไดจาก 
กากรําขาวเหนียวขาว ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 7  ที่มีสารละลายแคลเซียม
คลอไรดเขมขน 10 มิลลิโมลาร อยูดวย ท่ีอุณหภูมิตางๆ พบวาเอนไซมไลเปสท่ีสกัดไดจากกากรําขาวเหนียวขาว
มีแอคติวิตสีูงที่สุดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เทากับ 602.80  30.14 ยูนิต/มล. เอนไซม (ภาพท่ี 1) สําหรับ
การเรงปฏิกริิยาไฮโดรไลซิสน้ํามันปาลมที่พีเอชตางๆ คือ 5, 6, 7, 7.2, 8.6 และ 9 ของเอนไซมไลเปสที่สกัดจาก
กากรําขาวเหนียวขาว พบวา เอนไซมจะเรงปฏิกิรยิาไดดีที่สดุท่ีพีเอช 7.2 (929.46  46.47 ยูนิต/มล. เอนไซม) 
(ภาพท่ี 2) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1 แอคติวิตีของเอนไซมไลเปสในการยอยสลายน้ํามันปาลม ณ อุณหภูมิตางๆ 
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ภาพท่ี 2 ความสมัพันธระหวางแอคติวิตีของเอนไซมไลเปสที่พีเอชตางๆ 
           2.2 ผลการศึกษาความเสถียรตออุณหภมูิและพีเอชของไลเปส 
                จากการอุนสารละลายไลเปสที่อุณหภมูิตางๆ กอนนําไปเรงปฏิกิรยิาไฮโดรไลซีสของ 
น้ํามันปาลม แลวคํานวณหาแอคตวิิตีไลเปส ผลการทดลองแสดงในภาพท่ี 3 ซึ่งจะเห็นไดวาหลังจากอุน
สารละลายไลเปสไวท่ีอณุหภมูิ 30-40 องศาเซลเซียส ไลเปสมีแอคติวิตีลดลงเหลือประมาณ 60% และที่อุณหภมูิ 
50 องศาเซลเซียส แอคติวิตีของไลเปสลดลงอีกเหลือแอคติวิตี 35% เมื่ออุณหภูมิที่อุนไลเปสสูงขึ้นพบวา        
แอคติวิตีของไลเปสยิ่งลดลงจนกระท่ังที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ไมพบแอคติวิตีของไลเปส 
 
 
 
 
 
               
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3 แอคติวิตีที่เหลืออยูของไลเปสหลังจากอุนไวท่ีอุณหภมูิตางๆ 
               จากการบมสารละลายไลเปสในสารละลายบัฟเฟอรที่พเีอชตาง ๆ กอนนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส
ของน้ํามันปาลมแลวคํานวณหาแอคติวิตีไลเปส ผลการทดลองแสดงในภาพท่ี 4 ซึ่งจะเห็นไดวาไลเปสมี
เสถียรภาพคอนขางดีในชวงพีเอช 6-7 เมื่อบมไลเปสในสารละลายบัฟเฟอรพีเอช 5 เอนไซมมีแอคติวติเีหลืออยู
คร่ึงหนึ่ง เมื่อสารละลายบัฟเฟอรมีพีเอชเพ่ิมขึ้นมากกวา 7 เอนไซมจะมีแอคติวติีของไลเปสลดลง ตามลําดับ 
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พีเอชของสารละลายบัฟเฟอร 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4 แอคติวิตีที่เหลืออยูของไลเปสหลังจากบมไวท่ีสารละลายบัฟเฟอรพีเอชตางๆ 
           2.3 ผลการศึกษาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเปสจาก     
กากรําขาวเหนียวขาว 
                ผลการทดสอบการเรงปฏิกิริยาโฮโดรไลซิสน้ํามันรําขาวของเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียว
ขาวท่ีสกัดได ที่เวลาตางๆ คือ 0, 1, 3 และ 5 ช่ัวโมง พบวาไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาวสามารถยอยสลาย
ไตรกลีเซอไรดในน้ํามันรําขาวไดหมด ภายในเวลา 3 ช่ัวโมง ทําใหไดผลิตภณัฑเปนกรดไขมันทั้งหมด        
(ตารางที่ 4 และ ภาพท่ี 5) 
ตารางที่ 4 สารผลติภณัฑที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันราํขาว 
เวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส (ชั่วโมง) ผลิตภัณฑที่เกิดขึน้ 

0 Mono/Di- และ TG 
1 Mono/Di-, FFA และ TG 
3 Mono/Di- และ FFA 
5 Mono/Di- และ FFA 

หมายเหต:ุ FFA คือกรดไขมันอิสระ; Mono/Di- คือโมโนกลีเซอไรด/ ไดกลีเซอไรด; TG คือไตรกลีเซอไรด  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 5 โครมาโตรแกรมของ TLC ที่ไดจากไฮโดรไลซีสของนํ้ามันราํขาว 

TG 

FFA 

Di- 

Mono- 

้
  0        1           3          5    (ชั่วโมง) 



สักทอง : วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี (สทวท.)

ปที่ 3  ฉบับท่ี 1 มกราคม - มิถุนายน 2559
22

สําหรับการศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันรําขาว ซึ่งเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซมไลเปสท่ีสกัดได
จากกากรําขาวเหนียวขาวเปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาวสามารถเรง
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของนํ้ามันรําขาวกับเมทานอลได โดยใหผลติภณัฑ 
เมทิลเอสเทอรเมื่อปฏิกริิยาดําเนินไป 72 ช่ัวโมง (ตารางที่ 5 และ ภาพท่ี 6) 
 

ตารางที่ 5 สารผลิตภณัฑที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคช่ันของน้ํามันรําขาว 
เวลาที่ใชทําปฏิกิริยา (ชั่วโมง) ชนิดของผลิตภัณฑ 

0 Mono/Di- และ TG 
24 Mono/Di-, FFA และ TG 
48 Mono/Di-, FFA และ TG 
72 Mono/Di-, FFA , TG และ ME 

หมายเหต:ุ FFA คือกรดไขมันอิสระ; TG คือไตรกลีเซอไรด; Mono/Di- คือโมโนกลีเซอไรด/ไดกลีเซอไรด;  
              ME คือเมทิลเอสเทอร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6 โครมาโตรแกรมของ TLC ที่ไดจากทรานสเอสเทอริฟเคชันของนํ้ามันรําขาว 
 

อภิปรายผล 
       ในการสกัดไขมันออกจากกากรําขาวเหนียวขาวพันธุ กข 6 โดยใชตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ พบวา  
ไดเอทิลอเีทอรเปนตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมในการสกดัไขมันออกจากรําขาวเหนียวขาวพันธุ กข 6        
ซึ่งไมสอดคลองกับรายงานการใชเฮกเซนสกัดไขมันออกจากรําขาวในทองถิ่นของอินเดีย (Prabhu, et al., 
1999) ทั้งนี้อาจเน่ืองมาจากไดเอทิลอีเทอรเปนตัวทําละลายที่ระเหยไดเร็วกวาเฮกเซนจึงทําใหกําจดัน้ํามันออก
จากกากรําขาวไดดีกวาเฮกเซน กากรําขาวที่สกัดดดวยไดเอทิลอีเทอรจึงแสดงแอคติวิตีของไลเปสไดดีกวา โดย
เวลาที่เหมาะสมในการสกัดไขมันออกจากรําขาวคือ 30 นาที เปนเวลาที่เหมาะสมในการสมัผสักันระหวาง
เอนไซมกับตัวทําละลายอินทรยี และจากการสกดัเอนไซมไลเปสออกจากกากรําขาวเหนยีวขาว โดยใช
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 7 ที่มีแคลเซียม-คลอไรดเขมขน 10 มิลลโิมลาร ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลาที่เหมาะสมสาํหรับการสกดั คือ 20 นาที ซึ่งใชเวลานอยกวารายงานการสกัด
สารละลายไลเปสจากกากรําขาวในทองถิ่นของอินเดียท่ีสกัดเอาไขมนัออกแลวดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร

28       48      72    ชั่วโมง 

เมทิลเอสเทอร 
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เขมขน 50 มิลลิโมลาร ที่มีแคลเซยีมคลอไรดเขมขน 0.5 มิลล-ิโมลาร (Prabhu, et al., 1999) ซึ่งอาจจะอธิบาย
ไดวาในการทดลองน้ีใชสารละลายบัฟเฟอรที่มีความเขมขนสูงกวาจึงทําใหใชเวลาในการสกัดนอยกวา นอกจากน้ี
สารละลายบัฟเฟอรที่มพีเีอช 7 เปนสารละลายท่ีชวยรักษาสภาพของโปรตีน หรือเอนไซมไดดีที่สุด (สาโรจน, 
ประไพพิศ และสริ,ี 2540) จากผลการศึกษาอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปสจาก
กากรําขาวเหนียวขาวพันธุ กข 6 พบวา ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และพีเอชท่ี 7.2 จะเหมาะสมท่ีสุดในการ
ทํางานของเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว แสดงใหเห็นวา เอนไซมไลเปสทีส่กัดไดไมชอบทํางานท่ี
อุณหภูมสิูงและไมทนตอกรดและเบส ชอบเรงปฏิกิรยิาในสภาวะท่ีเปนกลางซึ่งสอดคลองกับการศึกษาคุณสมบัติ
ของเอนไซมไลเปสชนิด II ในรําขาว ที่มีคาพีเอชท่ีเหมาะสมอยูระหวาง 7.5-8.0 อุณหภูมิที่เหมาะสมประมาณ  
27 องศาเซลเซียส (ปฏิวทิย, 2552) ในการศึกษาความเสถียรตออณุหภมูิและพเีอชของไลเปสท่ีสกัดไดพบวาท่ี
อุณหภูมสิูงขึ้นตั้งแต 30 องศาเซลเซียสเปนตนไปเอนไซมจะมีแอคติวิตีของไลเปสลดลง ซึ่งสอดคลองกบั
การศึกษาความเสถียรตออุณหภูมขิองไลเปสจากรําขาว IR-20 (Rajeshwara & Prakash, 1995) จากการสกัด
แยกไลเปสออกจากกากรําขาวเหนียวขาวพันธุ กข 6 ที่สกัดเอาไขมนัออกแลว ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา    
ไลเปสที่สกดัไดมีแอคติวติีจําเพาะเพิ่มขึ้นแตไดผลผลิตเหลือเพียง 6.37% ดังนั้นในการทดลองนําไลเปสไป
ประยุกตใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟ-เคชันจึงใชไลเปสในรูปของกากรําขาวเหนียวขาวพันธุ กข 6 ที่สกัด
ไขมันออกแลว สําหรับการศึกษาการเรงปฏิกริิยาไฮโดรไลซิสของนํ้ามันรําขาว พบวาชนิดของผลติภณัฑที่ไดจาก
การยอยสลายนํ้ามันรําขาวดวยเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว คือ กรดไขมันอิสระ และโมโน/         
ไดกลเีซอไรด ซึ่งแสดงวาเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว มคีวามจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลของ  
ไตรกลีเซอไรด แตไมสามารถระบุตําแหนงไดจากการทดลอง ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาความจําเพาะของ
เอนไซมที่มี 3 ลักษณะคือ ความจําเพาะตอตาํแหนงโมเลกุลไตรกลเีซอไรด ความจําเพาะตอชนิดกรดไขมันหรือ
ชนิดสับสเตรท และความจําเพาะตอไอโซเมอร (Villeneuve, et al., 2000; Ghanem, 2007)  
       จากการศึกษาการเรงปฏิกิรยิาทรานสเอสเทอริฟเคช่ันของเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว พบวา
เอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคช่ันของน้ํามันรําขาวกับเมทานอลได แตจะใชเวลานานในการ
เกิดปฏิกริิยาโดยใหผลิตภัณฑเมทลิเอสเทอรในช่ัวโมงท่ี 72  ซึ่งอาจจะอธิบายไดวาเมทานอลเปนแอลกอฮอลที่ไม
ผสมเปนเนื้อเดียวกันกับน้ํามันรําขาวมีการแยกช้ันกันเกิดข้ึนจึงสงผลทําใหเอนไซมเรงปฏิกิรยิาไดไมคอยดีตองใช
เวลานาน นอกจากน้ีเมทานอลมีความเปนพิษตอเอนไซมจึงมผีลไปทําใหบริเวณเรงปฏิกริิยาของเอนไซมไลเปสที่
สกัดไดเสียสภาพไปจึงเรงปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของนํ้ามันรําขาวไดไมเต็มที่ (Lilin, et al.,  2006)  
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