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บทคัดยอ 
การวิจัยครั้งนี้มีวตัถุประสงคเพื่อศกึษาวิธีที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซมไลเปสออกจากกากรําขาวเหนียวขาว
และศึกษาคุณสมบัติบางประการของไลเปสที่สกัดได เริ่มตนดวยการสกัดไขมันออกจากกากรําขาวเหนยีวขาวโดย
แชรําขาวเหนียวขาวในไดเอทิลอีเทอร (100 มิลลลิิตร ตอ กรัม ของกากรําขาวเหนียวขาว) เปนเวลา 30 นาที ใน
เครื่องเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นสกัดเอนไซมไลเปสออกจากกาก 
รําขาวเหนียวขาวที่สกดัไขมันออกแลวดวยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 7 ที่มีแคลเซีม
คลอไรด 10 มิลลโิมลาร อยูดวย (80 มิลลิลติร ตอกรัม ของกากรําขาวเหนียวขาว) ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
โดยใชเวลาในการสกัด 20 นาที เอนไซมที่สกดัไดมีแอคติวติีของไลเปสเทากับ 75.35  3.76 ยูนิตตอมล.
เอนไซมไลเปสท่ีสกัดไดจากกากรําขาวเหนียวขาวไดผลผลิตรอยละ 6.37 และมีอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมใน
การเรงปฏิกริิยาไฮโดรไลซิสของน้าํมันปาลมคือ 25 องศาเซลเซียส และ 7.2 ตามลําดับ ไมสามารถทนตอ
อุณหภูมิและพีเอชสูงได สามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามันราํขาวดิบไดหมดภายในเวลา 3 ช่ัวโมง และ
สามารถเรงปฏิกริิยาทรานส-เอสเทอริฟเคชันของนํ้ามันราํขาวกับเมทานอลไดโดยใหเมทิลเอสเทอรเมือ่เวลาผาน
ไป 72 ช่ัวโมง  
 

คําสําคัญ : การสกัด / เอนไซมไลเปส / กากรําขาว 
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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 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
       ไลเปส (lipase) หรือ ไตรเอซิลกลีเซอรอลเอซิลไฮโดรเลส (triacylglycerolacylhydrolases) หรือ        
กลีเซอรอล เอสเทอร ไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase) (EC 3.1.1.3) เปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลส      
ที่มีความสามารถในการเรงปฏิกริยิาการยอยสลายโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดไดเปนกลีเซอรอล และกรดไขมัน 
(Sharma, Chisti & Banerje, 2001) ในปจจุบันเอนไซมไลเปสเปนหนึ่งในเอนไซมที่มีความสําคัญใน
อุตสาหกรรม เนื่องจากเปนเอนไซมหน่ึงเดียวที่มีความสามารถในการยอยสลายพันธะเอสเทอรของ 
กรดไขมันในสภาวะที่มีน้ําและทําใหเกิดปฏิกริิยาการสังเคราะหในสภาวะท่ีมีตัวทําละลายอินทรีย ซึ่งมีการนําไป
ประยุกตใชในงานท่ีหลากหลายทั้งในการยอยสลายกลุมของไขมันหรอืนํ้ามัน การนําไปเปนตัวเรงในปฏิกิริยา 
ทรานเอสเทอริฟเคชันในการผลิตไบโอดีเซล ใชในการผลติช็อกโกแลต นม เนยแข็ง ผสมในอาหารสัตว ผสม
ผงซักฟอก เสริมการยอยอาหารของมนุษย และใชทําลายไขมันตามทอน้ํา (Hasan, Shah & Hameed, 2006) 
       แหลงของเอนไซมไลเปสโดยสวนใหญจะไดมาจากการผลิตแลวขับออกมานอกเซลลของจลุินทรีย เพื่อนําไป
ยอยสลายอาหารในส่ิงแวดลอมนัน้ๆ เพื่อใชในการดํารงชีวิต ไลเปสจากจุลินทรยีนั้นถูกนํามาใชอยางกวางขวาง
เนื่องจากสามารถทนตออุณหภูมิทีสู่งทั้งในการเรงปฏิกิรยิาและการเก็บ แตแหลงของไลเปสจากจุลินทรียนั้นตอง
ใชคาใชจายที่คอนขางสูงในการเพาะเลีย้งจุลินทรยีดังกลาว ทําใหเอนไซมมรีาคาแพง (Jaeger & Eggert, 2004)  
การหาแหลงเอนไซมไลเปสจากพืชนั้นยังไมไดมีการคนพบมากนักตัวอยางเชน รายงานเก่ียวกับการสกัดเอนไซม
ไลเปสจากเนื้อมะพราวดวยสารละลายบัฟเฟอรพีเอช 4-6 และสารละลายบัฟเฟอรพีเอช 7-9 ที่อุณหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส โดยใชเทคนิคระบบน้ําสองวัฎภาค (สโรธร ตันตสีมันต, กุลธิดา คชรัตน และปยาภรณ ภาษิตกุล, 
2552) การนําไลเปสจากยางมะละกอซ่ึงจะจับแนนอยูกับสวนท่ีไมละลายน้ําของยางมะละกอมาใชสังเคราะหเนย
โกโกจากนํ้ามันปาลม (Pinyaphong & Phutrakul, 2009)  
       ประเทศไทยเปนประเทศท่ีมกีารกสิกรรมเปนหลักและมีการทํานาเปนอาชีพท่ีสําคัญ ในปแตละปสามารถ
ผลิตขาวเปลือกไดประมาณปละ 20-22 ลานตัน สเีปนขาวสารประมาณ 16 ลานตันและจะได รําขาวเปนผลผลติ
พลอยไดประมาณ 1.12 ลานตัน (สมาคมผูสงออกขาวไทย, 2556) ซึ่งรําขาวนีน้อกจากใชเปนแหลงวตัถุดิบ
สําหรับทําน้ํามันหรือใชเปนอาหารสัตวแลวยังเปนแหลงของเอนไซมไลเปสทีส่ําคัญ (Houston, 1972) รําขาว
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เปนผลพลอยไดจากกระบวนการสขีาว มีลักษณะเปนผงละเอียดสเีหลืองปนนํ้าตาล ประกอบดวยสวนตางๆ ของ
เมลด็ขาว ไดแก ปลอกเมล็ดขาว (pericarp) และ เยื่อหุมเมลด็ (seed coat) (Houston, 1972) ปริมาณและ
องคประกอบของรําขาวขึ้นอยูกับชนิดของขาว คุณภาพของขาวเปลอืก ชนิดของวิธีการสีขาวและระดบัของการ
ขัดขาว องคประกอบทางเคมีที่สําคัญในรําขาวไดแก คารโบไฮเดรต โปรตีน และกรดอะมโิน ไขมัน แรธาตุ 
วิตามิน และ เอนไซม (Kelley, 2005) ไลเปสท่ีพบในกากรําขาว (ราํขาวที่กําจัดไขมันออกแลว) สามารถละลาย
น้ําได มีอยู 2 ชนิด คือ ไลเปส I มีคาพีเอชที่เหมาะสมเทากับ 7.5 มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 40 กิโลดาลตัน มี
ความจําเพาะตอตําแหนง 1 และ 3 ของไตรกลีเซอไรด และ ไลเปส II มีคาพีเอชที่เหมาะสมเทากับ 7.5 มีน้ําหนัก
โมเลกุล 32 กิโลดาลตัน มีความจาํเพาะตอกรดไขมันชนิดสายสั้น (Aizono, et al., 1976; Fujiki, Aizono & 
Funatsu, 1978) จากการศึกษาความแตกตางระหวางเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวไทยสายพันธุตาง ๆ ทั้งพันธุ
ขาวกํ่าซึ่งมีสีดํา และพันธุขาวเหนียวขาวซึ่งมีสีขาวโดยวิธีทางจลนศาสตร พบวาไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว 
กข 6 มีประสิทธิภาพในการไฮโดรไลซน้ํามันรําขาวไดดีที่สุด (ธีรารัตน อิทธิโสภณกลุ, 2543)  ดังนั้นในงานวิจัยนี้
จึงมีความสนใจท่ีจะศึกษาวิธีการสกัดเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว กข 6 และ ศึกษาคุณสมบัติบาง
ประการของเอนไซมไลเปสที่สกดัได เพ่ือประโยชนในการนําเอนไซมไลเปสไปใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาในระดับ
อุตสาหกรรม และเพื่อเปนแนวทางในการเพิ่มมูลคาใหแกกากรําขาวอีกทางหน่ึงดวย 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
       ตัวอยาง 
           ตัวอยางรําขาวเหนียวขาวพันธุ กข 6 ชนิดละเอียด เก็บจากโรงสีขาวแหงหนึ่งในตําบลบานดาน อําเภอ
เมือง จังหวัดอุตรดติถ ประมาณ 1 กิโลกรัม แลวนําไปแชเย็นไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไป
ศึกษาในข้ันตอนตอไป 
       การสกัดเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว  
           1. การศึกษาตัวทําละลายและเวลาที่เหมาะสมในการสกัดไขมันออกจากรําขาวเหนียวขาว 
                ช่ังรําขาวเหนียวขาว 0.05 กรัม ลงในขวดรูปชมพู 5 ใบ เติมตัวทําละลายอินทรียไดแก  
ไดเอทิลอเีทอร เพนทานอล บิวทานอล เฮกเซน และ คลอโรฟอรม อยางละ 5 มิลลิลติร ลงในขวดรูปชมพูใบท่ี 1, 
2, 3, 4 และ 5 ตามลําดับ แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในเครื่องเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที ตั้งท้ิงไวใหกากรําขาวเหนียวขาวตกตะกอน แลวดูดตัวทําละลายทิ้งไป นําตะกอนท่ีไดไป
เติมตัวทําละลายอินทรียชนดิเดมิ แลวทําการทดลองซํ้าอีก 2 ครั้ง ผึ่งตะกอนใหแหงที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 3 
ช่ัวโมง นําตะกอนท่ีไดไปตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมไลเปส จากนั้นเลือกเฉพาะตัวทําละลายท่ีทําใหเอนไซม
ไลเปสมีแอคติวีตสิูงท่ีสุดมาใชในการศึกษาเวลาท่ีเหมาะสมในการสกัดไขมันออกจากเอนไซม โดยทําการทดลอง
เหมือนเดมิแตเปลี่ยนเวลาจาก 10 นาที เปน 20, 30 และ 40 นาที ตามลาํดับ 
           2. การศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว 
                ช่ังรําขาวเหนียวขาว 0.05 กรัม ใสขวดรปูชมพู 3 ใบ นําไปสกดัไขมันออกกอนโดยแชใน 
ไดเอทิลอเีธอร เปนเวลา 30 นาที (ขอ 2.1) เมื่อผ่ึงกากรําขาวเหนยีวขาวใหแหงแลว ใหเติมสารละลายผสมของ
แคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลโิมลาร ปริมาตร 0.30 มิลลิลติร และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.15 
โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 4 มิลลลิติร ลงในขวดรูปชมพูแตละใบ แลวนําขวดรูปชมพูท้ัง 3 ใบ ไปบมทีอุ่ณหภูมิ 4 
องศาเซลเซยีส พรอมท้ังเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ท่ีเวลาตางกันคือ 20 นาที (ขวดใบท่ี 1), 40 นาที 
(ขวดใบท่ี 2) และ 60 นาที (ขวดใบท่ี 3)  ตามลําดับ จากนั้นนําสารละลายไปตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซม   
ไลเปส  
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       การตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมไลเปส 
           เตรียมขวดรูปชมพู 2 ใบ เติมสารละลายผสมของแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลโิมลาร  
0.30 มิลลิลติร และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรพเีอช 7 ปริมาตร 4 มิลลลิิตร จากนั้นเตมิน้ํามันปาลม 0.50 
มิลลลิิตร เติมสารละลายเอนไซม 0.50 มิลลิลติร ลงในขวดรูปชมพูใบท่ี 1 สวนขวดรูปชมพูใบท่ี 2 ใชเปน
สารละลายเปรียบเทียบไมตองเติมเอนไซม นาํขวดรูปชมพูท้ัง 2 ใบไปบมที่อุณหภมูิหอง พรอมทั้งเขยาดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 60 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลายผสมของอะซิโตนและเอทานอล 
(ในอัตราสวน 1:1) ปริมาตร10 มิลลลิิตร เติมสารละลายเอนไซม 0.50 มิลลิลติร ลงในขวดเปรียบเทียบ  นํา
สารละลายในขวดรูปชมพูท้ัง 2 ใบ ไปไทเทรตดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดที่ทราบความเขมขนแนนอน 
และใชสารละลายฟนอลฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร กําหนดให 1 ยูนิต ของไลเปส คือ ปรมิาณกรดไขมันอิสระ 1   
ไมโครโมล ท่ีเกิดขึ้นจากการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทําการทดลอง 
      การวิเคราะหปรมิาณโปรตีน 
          การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซม ใชวิธีการของลาวรี (Lowry, et al., 1951)       
ใชเซรั่มอัลบูมินจากวัว (Bovine serum albumin) เปนโปรตีนมาตรฐาน และวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คลื่น 750 นาโนเมตร  
       การศึกษาคุณสมบัตเิบื้องตนของเอนไซมไลเปสท่ีสกัดไดจากกากรําขาวเหนียวขาว 
           1. การศึกษาอุณหภมูิที่เหมาะสมในการทํางานของเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว  
              อุณหภูมิที่ใชในการศึกษาการทํางานของเอนไซมไดแก 4, 8, 12, 16, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 
55 และ 60 องศาเซลเซียส โดยทาํการตรวจสอบแอคติวติีของเอนไซมดังขอ 3 ที่อุณหภูมิตางๆ  
           2. การศึกษาพีเอชท่ีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว  
               สารละลายบัฟเฟอรทีใ่ชในการศึกษาไดแก (1) สารละลายอะซีเตทบัฟเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร     
พีเอช 5 (2) สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 6 (3) สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 
0.15 โมลาร พีเอช 7 (4) สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร  พีเอช 7.2 (5) สารละลายไกลซีน-
โซเดียมไฮดรอกไซดบัฟเฟอร เขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 8.6 และ(6) สารละลายไกลซีน-โซเดียมไฮดรอกไซด
บัฟเฟอร เขมขน 0.15 โมลาร พีเอช  9 การตรวจสอบแอคติวิตีของเอนไซมไลเปสที่แยกไดจากกากรําขาวเหนียว
ขาวท่ีพีเอชตางๆทําไดโดย เตรียมสารละลายผสมของปฏิกริิยาซึ่งประกอบดวยสารละลายบัฟเฟอร 4 มิลลลิิตร  
สารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน10 มิลลิโมลาร 0.30 มิลลิลติร และน้ํามันปาลม 0.50 มิลลิลติร เติม
สารละลายเอนไซม 0.50 มิลลิลิตร เพื่อเริ่มปฏิกิริยา นําไปบมทีอ่ณุหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
จากนั้นเติมสารละลายผสมของอะซิโตนและเอทานอล (อัตราสวน 1:1) เพื่อหยุดปฏิกิริยา นําสารละลายปฏิกิริยา
ที่ไดไปไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด โดยใชสารละลายฟนอลฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร  
           3. การศึกษาความเสถียรตออุณหภูมิของไลเปส 
              เตรียมสารละลายสับสเตรทซึ่งประกอบดวยสารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลล-ิ 
โมลาร 0.30 มิลลลิิตร สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 4.00 มิลลลิิตร และ 
น้ํามันปาลม 0.50 มิลลิลติร นําไปบมที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 5 นาที จํานวน 14 ชุด เติมสารละลายไลเปส 
(0.50 มิลลลิิตร) อุนที่อุณหภมูิ 30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลงใน
สารละลายสบัสเตรทท่ีเตรียมไวในชุดที่ 1-7 ตามลําดับ นําสารละลายสับสเตรทท้ัง 14 ชุด ไปเขยาที่อุณหภมูิ 25 
องศาเซลเซยีส ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หยุดปฏิกริิยาดวยสารละลายผสมของอะซิ
โตนและเอทานอล (อัตราสวน 1:1) ปริมาตร 10 มิลลิลติร จากน้ันเตมิสารละลายเอนไซมไลเปส (0.50 มิลลลิิตร) 
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ที่อุนท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ลงในสารละลายสับสเตร
ทชุดที่ 8-14 ตามลําดับ นําสารละลายปฏิกริิยาทีไ่ดไปไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด โดย
ใชสารละลายฟนอลฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร 
           4. การศึกษาความเสถียรตอพีเอชของไลเปส 
              บมเอนไซมในสารละลายบัฟเฟอรชนิดตาง ๆ พีเอช 5, 6, 7, 8 และ 9 ที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปวัดคาแอคติวิตีของเอนไซม  
           5. การทดสอบการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันรําขาว  
               เตรียมสารละลายสับสเตรทซ่ึงประกอบดวยสารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน 10 มิลลโิมลาร 
0.30 มิลลิลติร สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 7 ปริมาตร 4.00 มิลลลิิตร และ น้ํามันรํา
ขาว 0.50 มิลลลิิตร เติมสารละลายเอนไซม 0.50 มิลลิลติร เพื่อเริ่มปฏิกิริยา นําสารละลายผสมไปบมที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ช่ัวโมง เก็บสารละลายปฏิกิรยิาท่ีเวลา 0 (เวลาเริ่มตน), 1, 3 และ 5 ช่ัวโมง  เติม
คลอโรฟอรม 4  มิลลลิิตร ลงในสารละลายปฏิกิรยิาที่เก็บได นําไปใสในกรวยแยกเพื่อใหเกดิการแยกช้ันระหวาง
คลอโรฟอรมกับสารละลายปฏิกริยิา นําช้ันคลอโรฟอรมมาระเหยเอาตัวทําละลายออกใหเหลือประมาณ 0.5 
มิลลลิิตร นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหองคประกอบดวยเทคนิคทินแลเยอร-โครมาโตกราฟ (Thin layer 
chromatography, TLC) โดยใชระบบตัวทําละลายที่ประกอบดวยเฮกเซน ไดเอทลิอีเทอร และ กรดแอซิติก   
ในอัตราสวน 90:10:1 ตามลําดับ จากนั้นนําแผน TLC มาตรวจสอบดวยไอของไอโอดีน แลวหาคา Rf ของ
องคประกอบแตละชนิดเทียบกับคา Rf ของสารมาตรฐาน 
           6. การทดสอบการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคช่ันของน้ํามันรําขาวดวยไลเปสจาก 
กากรําขาวเหนียวขาว  
               เตรียมสารละลายปฏิกิริยาซึ่งประกอบดวยน้ํามันรําขาว 1 กรัม และ เมทานอล 10 มิลลลิติร เตมิ
กาก รําขาวเหนียวขาวท่ีสกดัไขมนัออกแลว 1 กรัม เพื่อเริ่มปฏิกิริยา นําสารละลายผสมไปบมที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซยีส พรอมท้ังเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอยาง 1 
มิลลลิิตร ที่เวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง นําสารละลายตัวอยาง 0.3 มิลลลิิตร ไปวิเคราะหองคประกอบดวย 
TLC  โดยใชระบบตัวทําละลายท่ีประกอบดวยเฮกเซน ไดเอทิลอีเทอร และ กรดแอซิติก ในอัตราสวน 90:10:1 
ตามลาํดับ จากนั้นนําแผน TLC มาตรวจสอบดวยไอของไอโอดีน แลวหาคา Rf ขององคประกอบแตละชนิดเทียบ
กับคา Rf ของสารมาตรฐาน 
 

ผลการวิจัย 
      1. การศึกษาการสกดัเอนไซมไลเปสออกจากกากรําขาวเหนียวขาว 
         1.1 การศึกษาตัวทําละลายและเวลาที่เหมาะสมในการสกัดไขมันออกจากกากรําขาวเหนียวขาว 
              ผลของการศึกษาชนิดของตัวทําละลายอินทรีย 5 ชนิด คือ ไดเอทิลอีเทอร เพนทานอล  
บิวทานอล เฮกเซน และคลอโรฟอรม ที่มีผลตอการสกัดไขมันออกจากกากรําขาวเหนียวขาว พบวา 
ไดเอทิลอเีทอรเปนตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมท่ีสุดในการกําจดัไขมันออกจากกากรําขาวเหนียวขาว (ตาราง
ที ่1) สําหรับผลการศึกษาเวลาที่เหมาะสมที่สดุในการกําจดัไขมันออกจากรําขาวเหนียว พบวา 
การแชกากรําขาวเหนียวขาวในไดเอทิลอีเทอรเปนเวลา 30 นาที จะทําใหการสกัดไขมันออกจากกากรําขาว
เหนียวขาวเกิดขึ้นไดดีทีสุ่ด (ตารางท่ี 2)  
 
 



สักทอง : วารสารวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี (สทวท.)

ปที่ 3  ฉบับท่ี 1 มกราคม - มิถุนายน 2559
18

ตารางที่ 1 ผลการสกัดไขมันออกจากกากรําขาวเหนียวขาวโดยใชตวัทําละลายอินทรียชนิดตางๆ 
 

ตัวทําละลายอินทรีย แอคติวิตีของไลเปส (ยูนิต/มล. เอนไซม) 
การรําขาวเหนียวขาว  1.50  0.08 
กากรําขาวเหนียวขาว + ไดเอทิลอีเทอร 12.41  0.62 
กากรําขาวเหนียวขาว + เพนทานอล 8.50  0.42 
กากรําขาวเหนียวขาว + บิวทานอล 1.70  0.09 
กากรําขาวเหนียวขาว + เฮกเซน 7.94  0.39 
กากรําขาวเหนียวขาว + คลอโรฟอรม 3.96  0.19 
 

ตารางที่ 2 ผลการสกัดไขมันออกจากกากรําขาวเหนียวขาวโดยใชไดเอทิลอีเทอร ที่เวลาตางๆ 
 

เวลาที่ใชในการสกัด (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 การศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว 
              ผลของการศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการสกัดเอนไซมไลเปสออกจากกากรําขาวเหนียวขาว 
ดวยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอรพีเอช 7 ความเขมขน 0.15 โมลาร ท่ีมีแคลเซมีคลอไรด 10 มิลลิโมลาร 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวาเวลาที่เหมาะสมท่ีสดุในการสกัดเอนไซมไลเปสออกจาก 
กากรําขาวเหนียวขาว คือ 20 นาที โดยใหคาแอคติวติีของไลเปสเทากับ 75.35  3.76 ยูนิตตอมล. เอนไซม ดัง
แสดงในตารางที ่3 
ตารางที่ 3 ผลการสกัดเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาวดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7  
              ที่เวลาตางๆ 
 

เวลาที่ใชในการสกัด (นาที) แอคติวิตีของไลเปส (ยูนิต/มล. เอนไซม) 
20 75.35  3.76 
40 55.91  2.79 
60 28.37  1.41 

         ผลจากการนํารําขาวเหนียวขาวไปสกัดไขมันออกดวยไดเอทิลอีเทอร แลวสกัดเอนไซมไลเปสออกจากกา
กรําขาวท่ีสกัดไขมันออกแลวดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7 ที่มีแคลเซียมคลอไรดอยูดวย เมื่อ
ตรวจสอบแอคติวิตีและโปรตีนของไลเปส ใหผลแสดงในตารางท่ี 4 และคํานวณเปนคาแอคติวิตีจําเพาะ และ
ผลผลติ แสดงไวในตารางเดียวกัน จากตารางจะเห็นไดวาการสกัดไขมันออกจากรําขาวเหนียวขาวจะทําให
เอนไซมเสียแอคติวิตีถึง 61.2% และในการสกัดเอนไซมไลเปสออกจากกากรําขาวเหนียวขาวจะทําใหเอนไซมมี
แอคติวิตีเหลืออยูเพียง 6.37% 
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อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

ตารางที่ 4 การสกัดแยกไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาวท่ีสกัดไขมนัออกแลว 
 

ขั้นตอน ปริมาณ แอคติวิตี 
(ยูนิต) 

โปรตีน 
(มก) 

แอคติวิตีจําเพาะ 
(ยูนิต/มก โปรตีน) 

ผลผลิต 
(%) 

รําขาวเหนียวขาว (กรัม) 100 15000 5882 2.55 100 
กากรําขาวท่ีสกัดไขมัน (กรัม) 80 5820 1462 3.98 38.8 
สารละลายไลเปส (มล) 64 4822 956 5.04 6.37 

       2. การศึกษาคณุสมบัติเบื้องตนของเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว 
           2.1 ผลของการศึกษาอุณหภมูิและพเีอชท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกริิยาไฮโดรไลซิส  
                ในการศึกษาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันปาลมของเอนไซมไลเปสท่ีสกัดไดจาก 
กากรําขาวเหนียวขาว ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 7  ที่มีสารละลายแคลเซียม
คลอไรดเขมขน 10 มิลลิโมลาร อยูดวย ท่ีอุณหภูมิตางๆ พบวาเอนไซมไลเปสท่ีสกัดไดจากกากรําขาวเหนียวขาว
มีแอคติวิตสีูงที่สุดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เทากับ 602.80  30.14 ยูนิต/มล. เอนไซม (ภาพท่ี 1) สําหรับ
การเรงปฏิกริิยาไฮโดรไลซิสน้ํามันปาลมที่พีเอชตางๆ คือ 5, 6, 7, 7.2, 8.6 และ 9 ของเอนไซมไลเปสที่สกัดจาก
กากรําขาวเหนียวขาว พบวา เอนไซมจะเรงปฏิกิรยิาไดดีที่สดุท่ีพีเอช 7.2 (929.46  46.47 ยูนิต/มล. เอนไซม) 
(ภาพท่ี 2) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1 แอคติวิตีของเอนไซมไลเปสในการยอยสลายน้ํามันปาลม ณ อุณหภูมิตางๆ 
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ภาพท่ี 2 ความสมัพันธระหวางแอคติวิตีของเอนไซมไลเปสท่ีพีเอชตางๆ 
           2.2 ผลการศึกษาความเสถียรตออุณหภมูิและพีเอชของไลเปส 
                จากการอุนสารละลายไลเปสที่อุณหภมูิตาง ๆ กอนนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของ 
น้ํามันปาลม แลวคํานวณหาแอคตวิิตีไลเปส ผลการทดลองแสดงในภาพท่ี 3 ซึ่งจะเห็นไดวาหลังจากอุน
สารละลายไลเปสไวท่ีอณุหภมูิ 30-40 องศาเซลเซียส ไลเปสมีแอคติวิตีลดลงเหลือประมาณ 60% และที่อุณหภมูิ 
50 องศาเซลเซียส แอคติวิตีของไลเปสลดลงอีกเหลือแอคติวิตี 35% เมื่ออุณหภูมิที่อุนไลเปสสูงขึ้นพบวาแอคติวิ
ตีของไลเปสยิ่งลดลงจนกระทั่งที่อุณหภมูิ 80 องศาเซลเซียส ไมพบแอคติวิตีของไลเปส 
 
 
 
 
 
               
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 3 แอคติวิตีที่เหลืออยูของไลเปสหลังจากอุนไวท่ีอุณหภมูิตาง ๆ 
               จากการบมสารละลายไลเปสในสารละลายบัฟเฟอรที่พเีอชตาง ๆ กอนนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส
ของน้ํามันปาลมแลวคํานวณหาแอคติวิตีไลเปส ผลการทดลองแสดงในภาพท่ี 4 ซึ่งจะเห็นไดวาไลเปสมี
เสถียรภาพคอนขางดีในชวงพีเอช 6-7 เมื่อบมไลเปสในสารละลายบัฟเฟอรพีเอช 5 เอนไซมมีแอคติวติเีหลืออยู
คร่ึงหนึ่ง เมื่อสารละลายบัฟเฟอรมีพีเอชเพ่ิมขึ้นมากกวา 7 เอนไซมจะมีแอคติวติีของไลเปสลดลง ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 4 แอคติวิตีที่เหลืออยูของไลเปสหลังจากบมไวท่ีสารละลายบัฟเฟอรพีเอชตางๆ 
           2.3 ผลการศึกษาการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไลเปสจากกากรํา
ขาวเหนียวขาว 
                ผลการทดสอบการเรงปฏิกิริยาโฮโดรไลซิสน้ํามันรําขาวของเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียว
ขาวท่ีสกัดได ที่เวลาตางๆ คือ 0, 1, 3 และ 5 ช่ัวโมง พบวาไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาวสามารถยอยสลาย
ไตรกลีเซอไรดในน้ํามันรําขาวไดหมด ภายในเวลา 3 ช่ัวโมง ทําใหไดผลิตภณัฑเปนกรดไขมันทั้งหมด (ตารางที่ 4 
และ ภาพท่ี 5) 
ตารางที่ 4 สารผลติภณัฑที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสน้ํามันราํขาว 
เวลาในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส (ชั่วโมง) ผลิตภัณฑที่เกิดขึน้ 

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 ที่ไดจากไฮโดรไลซีสของนํ้ามันราํขาว 

TG 

FFA 

Di- 

Mono- 

้
  0        1           3          5    (ชั่วโมง) 
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สําหรับการศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันรําขาว ซึ่งเรงปฏิกิริยาดวยเอนไซมไลเปสท่ีสกัดได
จากกากรําขาวเหนียวขาวเปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาวสามารถเรง
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของนํ้ามันรําขาวกับเมทานอลได โดยใหผลติภณัฑ 
เมทิลเอสเทอรเมื่อปฏิกริิยาดําเนินไป 72 ช่ัวโมง (ตารางที่ 5 และ ภาพท่ี 6) 
 

ตารางที่ 5 สารผลิตภณัฑที่เกิดขึน้จากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคช่ันของน้ํามันรําขาว 
เวลาที่ใชทําปฏิกิริยา (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 ที่ไดจากทรานสเอสเทอริฟเคชันของนํ้ามันรําขาว 
 

อภิปรายผล 
       ในการสกัดไขมันออกจากกากรําขาวเหนียวขาวพันธุ กข 6 โดยใชตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ พบวา  
ไดเอทิลอเีทอรเปนตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมในการสกดัไขมันออกจากรําขาวเหนียวขาวพันธุ กข 6        
ซึ่งไมสอดคลองกับรายงานการใชเฮกเซนสกัดไขมันออกจากรําขาวในทองถิ่นของอินเดีย (Prabhu, et al., 
1999) ทั้งนี้อาจเน่ืองมาจากไดเอทิลอีเทอรเปนตัวทําละลายที่ระเหยไดเร็วกวาเฮกเซนจึงทําใหกําจดัน้ํามันออก
จากกากรําขาวไดดีกวาเฮกเซน กากรําขาวที่สกัดดดวยไดเอทิลอีเทอรจึงแสดงแอคติวิตีของไลเปสไดดีกวา โดย
เวลาที่เหมาะสมในการสกัดไขมันออกจากรําขาวคือ 30 นาที เปนเวลาที่เหมาะสมในการสมัผสักันระหวาง
เอนไซมกับตัวทําละลายอินทรยี และจากการสกดัเอนไซมไลเปสออกจากกากรําขาวเหนยีวขาว โดยใช
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.15 โมลาร พีเอช 7 ที่มีแคลเซียม-คลอไรดเขมขน 10 มิลลโิมลาร ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลาที่เหมาะสมสาํหรับการสกดั คือ 20 นาที ซึ่งใชเวลานอยกวารายงานการสกัด
สารละลายไลเปสจากกากรําขาวในทองถิ่นของอินเดียท่ีสกัดเอาไขมนัออกแลวดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร

28       48      72    ชั่วโมง 

เมทิลเอสเทอร 
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เขมขน 50 มิลลิโมลารที่มีแคลเซียมคลอไรดเขมขน 0.5 มิลล-ิโมลาร (Prabhu, et al., 1999) ซึ่งอาจจะอธิบาย
ไดวาในการทดลองน้ีใชสารละลายบัฟเฟอรที่มีความเขมขนสูงกวาจึงทําใหใชเวลาในการสกัดนอยกวา นอกจากน้ี
สารละลายบัฟเฟอรที่มพีเีอช 7 เปนสารละลายท่ีชวยรักษาสภาพของโปรตีน หรือเอนไซมไดดีที่สุด (สาโรจน ศิริ
ศันสนียกุล, ประไพพิศ เดโชดมพนัธ และสริี ชัยเสร,ี 2540) จากผลการศึกษาอุณหภูมิและพีเอชที่เหมาะสมตอ
การทํางานของเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาวพันธุ กข 6 พบวา ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และพี
เอชท่ี 7.2 จะเหมาะสมท่ีสุดในการทํางานของเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว แสดงใหเห็นวา เอนไซม
ไลเปสที่สกดัไดไมชอบทํางานท่ีอุณหภมูิสูงและไมทนตอกรดและเบส ชอบเรงปฏิกิริยาในสภาวะท่ีเปนกลางซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาคณุสมบตัขิองเอนไซมไลเปสชนิด II ในรําขาว ที่มีคาพีเอชท่ีเหมาะสมอยูระหวาง 7.5-8.0 
อุณหภูมิทีเ่หมาะสมประมาณ 27 องศาเซลเซยีส (ปฏิวิทย ลอยพิมาย, 2552) ในการศึกษาความเสถียรตอ
อุณหภูมิและพีเอชของไลเปสท่ีสกดัไดพบวา ทีอุ่ณหภูมสิูงขึ้นตั้งแต 30 องศาเซลเซียสเปนตนไปเอนไซมจะมี    
แอคติวิตีของไลเปสลดลง ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาความเสถียรตออุณหภูมิของไลเปสจากรําขาว IR-20 
(Rajeshwara & Prakash, 1995) จากการสกัดแยกไลเปสออกจากกากรําขาวเหนียวขาวพันธุ กข 6 ที่สกัดเอา
ไขมันออกแลว ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา ไลเปสที่สกดัไดมีแอคติวิตีจําเพาะเพิ่มขึ้นแตไดผลผลติเหลือเพียง 
6.37% ดังนั้นในการทดลองนําไลเปสไปประยุกตใชเรงปฏิกิรยิาทรานสเอสเทอริฟ-เคชันจึงใชไลเปสในรูปของกา
กรําขาวเหนียวขาวพันธุ กข 6 ที่สกัดไขมันออกแลว สําหรับการศึกษาการเรงปฏิกริิยาไฮโดรไลซิสของน้ํามันรํา
ขาว พบวาชนิดของผลิตภณัฑที่ไดจากการยอยสลายน้ํามันรําขาวดวยเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว 
คือ กรดไขมันอิสระ และ  โมโน/ไดกลีเซอไรด ซึ่งแสดงวาเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว มี
ความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด แตไมสามารถระบุตําแหนงไดจากการทดลอง ซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาความจาํเพาะของเอนไซมที่มี 3 ลักษณะคือ ความจําเพาะตอตําแหนงโมเลกุลไตรกลเีซอ
ไรด ความจําเพาะตอชนิดกรดไขมนัหรือชนิดสับสเตรท และความจําเพาะตอไอโซเมอร (Villeneuve, et al., 
2000; Ghanem, 2007)  
       จากการศึกษาการเรงปฏิกิรยิาทรานสเอสเทอริฟเคช่ันของเอนไซมไลเปสจากกากรําขาวเหนียวขาว พบวา
เอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคช่ันของน้ํามันรําขาวกับเมทานอลได แตจะใชเวลานานในการ
เกิดปฏิกริิยาโดยใหผลิตภัณฑเมทลิเอสเทอรในช่ัวโมงท่ี 72  ซึ่งอาจจะอธิบายไดวาเมทานอลเปนแอลกอฮอลที่ไม
ผสมเปนเนื้อเดียวกันกับน้ํามันรําขาวมีการแยกช้ันกันเกิดข้ึนจึงสงผลทําใหเอนไซมเรงปฏิกิรยิาไดไมคอยดีตองใช
เวลานาน นอกจากน้ีเมทานอลมีความเปนพิษตอเอนไซมจึงมผีลไปทําใหบริเวณเรงปฏิกริิยาของเอนไซมไลเปสที่
สกัดไดเสียสภาพไปจึงเรงปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของนํ้ามันรําขาวไดไมเต็มที่ (Lilin, et al.,  2006)  
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