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การศกึษาการผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัสบูดํ่า (Jatropha curcas L.) โดยใช้ตวัเร่งปฏิกิริยา

ยีสต์ Aureobasidium pullulans var. melanogenum แบบทัง้เซลล์เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา พบว่า
ช่วงเวลาท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการนํายีสต์ A. pullulans มาเร่งปฏิกิริยา คือชัว่โมงท่ี 96 หลงัจากเร่ิม
เลีย้งยีสต์ A. pullulans ในอาหารเหลวสูตรสําหรับเลีย้งเพ่ือผลิตไลเพสหรือช่วงกลางของระยะ
คงท่ี สามารถวดัคา่กิจกรรมของไลเพส และคา่กิจกรรมจําเพาะสงูสดุได้เท่ากบั 7.61±0.15 ยนูิตตอ่
มิลลิลิตร และ 9.67±1.21 ยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดบั โดยภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเร่ง
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัของตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์ คือ ท่ีอณุหภูมิ
ในการทําปฏิกิริยาเท่ากบั 30 องศาเซลเซียส และอตัราส่วนโดยโมลของนํา้มนัสบูดํ่าตอ่เมทานอล
เท่ากับ 1:3 ท่ีเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 72 ชั่วโมง พบว่าการเปล่ียนเป็นไบโอดีเซล หรือ           
เมทิลเอสเทอร์สูงสุดเท่ากับ 71.8±2.8 เปอร์เซ็นต์ การเพิ่มอุณหภูมิ และอัตราส่วนโดยโมลของ
นํา้มันสบู่ดําต่อเมทานอลเกินกว่าจุดท่ีเหมาะสม ส่งผลให้การเปล่ียนเป็นไบโอดีเซล หรือ         
เมทิลเอสเทอร์มีปริมาณลดลง เน่ืองจากระดบัอณุหภูมิ และความเข้มข้นของเมทานอลท่ีสงูเกินไป 
จะทําให้ไลเพสซึ่งเป็นโปรตีนเกิดการเสียสภาพ และไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ ซึ่งการทําปฏิกิริยา 
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัโดยใช้ตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
เป็นวิธีการผลิตไบโอดีเซลท่ีมีประสิทธิภาพเม่ือเทียบกับต้นทุนในการทําปฏิกิริยาท่ีต่ํา อนัเป็นผล
มาจากสารตัง้ต้น นํา้มนัสบูดํ่าเป็นนํา้มนัท่ีรับประทานไม่ได้ มีราคาถกู การทําปฏิกิริยาใช้อณุหภูมิ 
และปริมาณเมทานอลท่ีไม่สงู จึงไม่สิน้เปลืองต้นทนุในการจดัเตรียม และท่ีสําคญัตวัเร่งปฏิกิริยา
ยีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์ มีต้นทุนในการจัดเตรียมท่ีต่ํากว่าการใช้ไลเพสทางการค้า 
เน่ืองจากไมต้่องผา่นการทําให้บริสทุธ์ิ และการตรึงบนตวัคํา้จนุท่ีมีต้นทนุในการเตรียมท่ีสงู 
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The results of biodiesel production from physic nut oil (Jatropha curcas L.) using 

transesterification reaction catalyzed by whole cell yeast Aureobasidium pullulans      
var. melanogenum showed that the optimal time for using A. pullulans as a catalyst was 
96 hours after cultured in lipase production medium or at the mid log phase. The highest 
lipase activity and specific activity of A. pullulans was 7.61±0.15 unit/ml and 9.67±1.21 
Unit/mg protein, respectively. The optimal temperature and physic nut oil to methanol 
molar ratio of transesterification reaction catalyzed by yeast A. pullulans                       
var. melanogenum was 30 °C and 1:3, respectively at 72 hours. The highest biodiesel or 
methyl ester conversion rate was 71.8±2.8 percent. Increasing of temperature and 
physic nut oil to methanol molar ratio beyond the optimal point reduced biodiesel yield 
because it’s denatured lipase and made it inactivated. Biodiesel production from    
physic nut oil using transesterification reaction catalyzed by yeast A. pullulans is low 
cost and cost efficiently way to produce biodiesel because physic nut oil is unedible oil. 
Transesterification reaction can be done in low temperature and oil: methanol molar ratio 
that help decreased the cost for fuel and methanol. Finally, whole cell yeast A. pullulans 
is a low cost catalyst because it’s not need further expensive process of purification and 
immobilization. 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 
ปัจจบุนัโลกเรามีความต้องการพลงังานจากเชือ้เพลิงเพิ่มมากขึน้และการเผาไหม้เชือ้เพลิง

ในรูปแบบเก่าหรือเชือ้เพลิงฟอซซิล (fossil fuels) นัน้ ก่อให้เกิดไอเสีย ซึ่งเป็นสาเหตขุองปัญหา
สิ่งแวดล้อมมากมาย ดังนัน้จึงมีการพัฒนาแหล่งพลังงานทดแทนท่ีเป็นมิตรและไม่ทําลาย
สิ่งแวดล้อมขึน้มา  

ไบโอดีเซล (biodiesel) หรือ แฟตตีเอซิดเมทิลเอสเทอร์ (fatty acid methyl esters; FAME) 
เป็นเชือ้เพลิงทดแทนในเคร่ืองยนต์ดีเซล ท่ีสามารถนํามาใช้กบัเคร่ืองยนต์ดีเซลได้โดยตรง โดยไม่
ต้องดดัแปลงเคร่ืองยนต์หรือทําการดดัแปลงเพียงเล็กน้อย นํา้มนัไบโอดีเซลมีคุณสมบตัิในการ
ย่อยสลายทางชีวภาพ รวมทัง้มีการสันดาปท่ีสมบูรณ์กว่านํา้มันดีเซลปกติ จึงมีการเผาไหม้ท่ี
สะอาดกว่า มีการปล่อยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์และคาร์บอนมอนอกไซด์น้อยกว่า รวมทัง้ไม่
ก่อให้เกิดแก๊สซลัเฟอร์ไดออกไซด์เม่ือเผาไหม้ ซึ่งเป็นสาเหตขุองฝนกรด จึงทําให้นํา้มนัไบโอดีเซล
เป็นมิตรตอ่สิ่งแวดล้อมมากกวา่นํา้มนัดีเซลปกตทิัว่ไป (Nie และคณะ, 2006) 

ในปัจจุบนั การผลิตนํา้มนัไบโอดีเซลนัน้ นิยมใช้ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั ระหว่าง
ไตรกลีเซอไรด์จากนํา้มนัพืช ไขมนัสตัว์ นํา้มนัพืชท่ีใช้แล้วหรือพืชให้นํา้มนั และแอลกอฮอล์ห่วงโซ่
สัน้ (short chain alcohol) เช่น เมทานอล หรือเอทานอล (Gupta และคณะ, 2007) ได้ผลิตภณัฑ์
เป็นโมโนอลัคิลเอสเทอร์ของกรดไขมนั ได้แก่ เมทิลเอสเทอร์ (methyl ester) หรือเอทิลเอสเทอร์ 
(ethyl ester) หรือนํา้มันไบโอดีเซล โดยใช้ตัวเร่งปฏิกิริยากรด ด่าง หรือไลเพส โดยทั่วไป
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ีผ่านมา จะใช้การเร่งปฏิกิริยาด้วยสารเคมีด่าง จากการศึกษาของ 
Iso และคณะ (2001) พบว่าการผลิตนํา้มันไบโอดีเซลโดยการใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาด่าง เช่น 
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ หรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ สามารถเร่งปฏิกิริยาได้เร็วกว่าการใช้กรดเป็น
ตวัเร่ง และตวัเร่งปฏิกิริยาด่างมีอตัราการกัดกร่อนอุปกรณ์น้อยกว่า อย่างไรก็ตามการใช้ด่างนัน้
ก่อให้เกิดปัญหาการเกิดสบูจ่ากปฏิกิริยาระหว่างกรดไขมนัอิสระในนํา้มนั และตวัเร่งปฏิกิริยาดา่ง
ท่ีใช้ และจะไปขดัขวางการเกิดปฏิกิริยาทําให้ผลผลิตไม่ดีเท่าท่ีควร ทําให้แยกกลีเซอรอลท่ีเกิดขึน้
ได้ยาก อีกทัง้ยงัเกิดปัญหานํา้เน่าเสียจากการชะล้างผลิตภณัฑ์ให้บริสทุธ์ิด้วย ดงันัน้จึงมีการเร่ิม
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ศึกษาการใช้เอนไซม์เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา เพราะเป็นเทคโนโลยีท่ีสะอาด เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 
และท่ีสําคญัไมก่่อให้เกิดสบูใ่นปฏิกิริยาจงึทําให้ได้ผลผลิตไบโอดีเซลท่ีมีความบริสทุธ์ิสงู (Fukuda 
และคณะ, 2001) 

ในการผลิตไบโอดีเซล หากนํานํา้มนัท่ีสามารถรับประทานได้มาเป็นสารตัง้ต้น ก็อาจเป็น
การแย่งอาหารของมนุษย์ และอาจส่งผลให้ราคานํา้มันเหล่านัน้มีต้นทุนสูงขึน้เกินกว่าท่ีจะเกิด
ความคุ้มค่าในการนํามาผลิตไบโอดีเซล ดงันัน้การใช้นํา้มนัท่ีผ่านการใช้งานแล้ว หรือนํา้มนัท่ีไม่
นิยมนํามารับประทาน จึงเป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจกว่า โดยสบู่ดํา (physic nut) นัน้เป็นพืช
อเนกประสงค์ท่ีได้รับการแนะนําเป็นอย่างมาก เน่ืองจากเป็นพืชท่ีปลกูง่าย ให้ผลผลิตสงู ต้องการ
การดแูลต่ํา ให้ปริมาณกรดไขมนัรวมสูงกว่าพืชให้นํา้มนัชนิดอ่ืน สามารถใช้ปลูกเป็นพืชพลงังาน
หมนุเวียนในการรักษาหน้าดนิ (Parawira, 2010) และท่ีสําคญัคือ ไมถ่กูนําไปใช้ในด้านโภชนาการ
หรือรับประทาน เพราะเมล็ดและใบของต้นสบู่ดํามีพิษ นอกจากนีนํ้า้มันสบู่ดําสามารถผลิต
นํา้มนัไบโอดีเซลได้ในปริมาณมากอีกด้วย 

ไลเพสเป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่ง พบได้ในสัตว์ พืช และจุลินทรีย์ สามารถนํามาใช้เพ่ือเร่ง
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันได้ โดยเฉพาะไลเพสจากยีสต์ เน่ืองจากยีสต์นัน้โตเร็ว ขยาย
ปริมาณการผลิตง่าย และใช้สารตัง้ต้นได้หลากหลาย จึงสามารถผลิตไลเพสได้ในปริมาณท่ีมาก ท่ี
สําคญัไลเพสจากยีสต์สามารถคดัแยกได้โดยง่าย เน่ืองจากมีความเสถียรสูงจึงสามารถถูกปล่อย
ออกมานอกเซลล์ได้ อย่างไรก็ตามการท่ีไลเพสต้องผ่านการทําให้บริสุทธ์ิและกระบวนการต่างๆ
ก่อนนํามาใช้ ทําให้ไลเพสมีต้นทนุท่ีสงู และไมส่ามารถนําไปใช้ในระดบัอตุสาหกรรมได้อย่างคุ้มคา่ 
ถึงแม้วา่จะมีการพฒันานําไลเพสมาตรึงรูปบนตวัคํา้จนุ (immobilized lipase) เพ่ือให้สามารถนํา
กลบัมาใช้ซํา้ได้หลายครัง้ แตต่วัคํา้จนุก็มีผลตอ่กระบวนการผลิต ทําให้ต้นทนุในกระบวนการผลิต
สูงเช่นกัน ดงันัน้จึงได้มีการค้นคว้า และพฒันาเพ่ือลดต้นทุนของตวัเร่งปฏิกิริยาไลเพสให้ถูกลง 
(Winayanuwattikun และคณะ, 2008) จากการศึกษาของ Fukuda และคณะ (2008) พบว่าการ
ผลิตไบโอดีเซลโดยใช้จลุินทรีย์ท่ีสามารถผลิตไลเพสได้แบบทัง้เซลล์สามารถช่วยลดคา่ใช้จ่ายด้าน
ต้นทนุท่ีสงูลงได้ และยงัให้ระดบักิจกรรมของไลเพสกบัความเสถียรท่ีดีขึน้ด้วย 

ยีสต์ SRY 14-3 หรือ Aureobasidium pullulans var. melanogenum เป็นยีสต์ท่ีจดัอยู่ใน
อาณาจักร (kingdom) Fungi ไฟลัม (phylum) Ascomycota จัดจําแนกอยู่ในชัน้ (class) 
Dothideomycetes อันดบั (order) Dothideales วงศ์ (family) Dothideaceae สกุล (genus) 
Aureobasidium สปีชีส์ (species) Aureobasidium pullulans (Yurlova และคณะ, 1999) และ
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จากงานวิจยัของ ธนธร วิทิตศานต์ (2553) A. pullulans สามารถใช้ในการเร่งปฏิกิริยาเพ่ือผลิต
นํา้มนัไบโอดีเซลจากนํา้มนัปาล์มได้สงูสดุถึง 88.92 เปอร์เซ็นต ์

ดงันัน้งานวิจัยนี ้จึงสนใจศึกษาวิธีการผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัสบู่ดํา โดยใช้ไลเพสจาก
ยีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์ โดยไม่ต้องผ่านกระบวนการแยก การทําให้เอนไซม์บริสทุธ์ิ และ
การตรึงบนตัวคํา้จุน และหากสําเร็จก็จะสามารถช่วยลดต้นทุนท่ีสูงในการนําไลเพสมาใช้เร่ง
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัเพ่ือผลิตนํา้มนัไบโอดีเซลได้ 

 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 
เพ่ือผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัสบูดํ่าด้วยปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน โดยใช้ไลเพสจาก

ยีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์ ท่ีไม่ผ่านกระบวนการแยก การทําให้เอนไซม์บริสทุธ์ิ และการตรึง
บนตวัคํา้จนุ เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

 
ขัน้ตอนการวิจัย 

 
1. รวบรวมเอกสาร และข้อมลูจากฐานข้อมลูตา่งๆ พร้อมทัง้เตรียมวสัด ุอปุกรณ์ และสารเคมีท่ีใช้
ในการทดลอง 
2. หาอัตราการเจริญเติบโต กิจกรรมของไลเพสและปริมาณโปรตีนของยีสต์ A. pullulans         
var. melanogenum เม่ือใช้นํา้มนัสบูดํ่าเป็นตวัชกันํา 
3. หาภาวะท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัของเซลล์ยีสต์แบบทัง้เซลล์ 
4. ผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัสบูดํ่า ในขวดรูปชมพูข่นาด 2,000 มิลลิลิตร ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 
5. วิเคราะห์ สรุปผลการวิจยั เขียนบทความเพ่ือเผยแพร่ และเขียนวิทยานิพนธ์ 

 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 
สามารถช่วยลดขัน้ตอนในการผลิตไบโอดีเซล ในส่วนของการตรึงเอนไซม์บนตวัคํา้จนุ และ

การแยกเอนไซม์ให้บริสทุธ์ิท่ีแพงลงได้ เพ่ือการผลิตไบโอดีเซล ท่ีง่ายและต้นทนุต่ํากวา่เดมิ 



 
 

บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 ไบโอดีเซล 
 
ไบโอดีเซลเร่ิมมีบทบาทสําคญัมากขึน้ในช่วงระยะเวลาท่ีผ่านมา ในการนํามาใช้ทดแทน

เชือ้เพลิงซากดึกดําบรรพ์ ท่ีกําลังจะหมดไป ไบโอดีเซลนัน้เป็นเชือ้เพลิงท่ีผลิตได้จากแหล่ง
ทรัพยากรหมนุเวียนในชีวิตประจําวนั ไม่ว่าจะเป็น นํา้มนัพืช หรือไขมนัสตัว์ ทัง้ท่ีใช้แล้ว และยงั
ไม่ได้ใช้ นํามาผ่านกระบวนการต่างๆ เพ่ือปรับสภาพให้สามารถนํามาใช้กับเคร่ืองยนต์ดีเซลได้
อย่างมีประสิทธิภาพ โดยวิธีการผลิตไบโอดีเซลท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดในปัจจุบนั คือการทํา
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนักบัแอลกอฮอล์ (alcohol) จนได้ผลผลิตออกมาเป็นเมทิลเอสเทอร์ 
หรือนํา้มนัไบโอดีเซลท่ีมีคณุสมบตัิคล้ายนํา้มนัดีเซล (ตารางท่ี 2.1) ซึ่งสามารถใช้กับเคร่ืองยนต์
ดีเซลได้โดยตรง ไม่จําเป็นต้องดดัแปลงเคร่ืองยนต์ก่อนการนําไปใช้ และไม่สร้างความเสียหาย
ให้กบัเคร่ืองยนต์ (Branwal และ Sharma, 2005) 

 
ตารางท่ี 2.1 คณุสมบตัขิองไบโอดีเซลเปรียบเทียบกบันํา้มนัดีเซล (Bacha และคณะ, 2007) 

คณุสมบตัิ ไบโอดีเซล 
ดีเซล 

(ultra-low sulfur 
diesel, ULSD) 

จดุวาบไฟ (flash point, ºC) 130 60 
ปริมาณซลัเฟอร์ (sulphur, ppm) น้อยกวา่ 15 15 
ความหนาแนน่สมัพทัธ์ 
(relative Density, 15 ºC) 

0.88 0.85 

ดชันีซีเทน (cetane number) 55 44 
ความหนืดเชิงจลน์ ท่ี 40 องศาเซลเซียส 
(kinematic viscosity at 40 ºC, mm2/s) 

6.00 2.60 

คา่ความร้อน 
(heating value, net, Btu/gal (kJ/kg)) 

128,000 (40,600) 130,000 (42,700) 
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ทัง้นีก้ารนําไบโอดีเซลมาใช้งาน สามารถนํามาใช้ได้โดยตรงโดยไมต้่องทําการผสม หรือผสม
กับนํา้มนัดีเซลทัว่ไปก่อนการนําไปใช้ (Pinto และคณะ, 2005) ซึ่งไบโอดีเซลจะมีช่ือเรียกตาม
อตัราสว่นการผสมระหวา่งไบโอดีเซลและนํา้มนัดีเซลทัว่ไป เช่น หากนําไบโอดีเซลไปใช้แทนนํา้มนั
ดีเซลอยา่งสมบรูณ์โดยไมทํ่าการผสม จะเรียกวา่ B100 หรือถ้านําไบโอดีเซลไปผสมกบันํา้มนัดีเซล
ในอัตราส่วน 1 ต่อ 4 โดยปริมาตร (ไบโอดีเซล 20 เปอร์เซ็นต์ นํา้มันดีเซล 80 เปอร์เซ็นต์) จะ
เรียกวา่ B20 เป็นต้น 

ไบโอดีเซลมีคณุสมบตัิในการย่อยสลายทางชีวภาพ มีปริมาณไฮโดรคาร์บอนในไอเสียน้อย
กว่านํา้มันดีเซล มีการเผาไหม้สมบรูณ์กว่า มีการปล่อยแก๊สคาร์บอนมอนอกไซด์ และแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์น้อยกว่านํา้มนัดีเซลทัว่ไป (Ghaly และคณะ, 2010) รวมทัง้ไบโอดีเซลไม่มี
กํามะถนัเป็นองค์ประกอบจึงไม่ก่อให้เกิดแก๊สซลัเฟอร์ไดออกไซด์ซึ่งเป็นสาเหตขุองฝนกรด จึงทํา
ให้ไบโอดีเซลเป็นมิตรตอ่สิ่งแวดล้อมมากกว่านํา้มนัดีเซลทัว่ไป (Nie และคณะ, 2006) 

 
2.2 วัตถุดบิที่ใช้ในการผลิตไบโอดีเซล 

 
ส่วนใหญ่วตัถุดิบ (feed stock) ท่ีใช้ผลิตไบโอดีเซลคือ นํา้มนั ไขมนั หรือไตรกลีเซอไรด์ 

(triglyceride) ท่ีได้มาจากพืช สตัว์ และจลุินทรีย์ตา่งๆ โดยในปัจจบุนัส่วนใหญ่จะใช้นํา้มนัพืชเป็น
วตัถดุิบในการผลิตไบโอดีเซล เน่ืองจากสามารถผลิตได้ในปริมาณมาก (ตารางท่ี 2.2) นอกจากนี ้
จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่านํา้มนัพืชสามารถให้ผลผลิตไบโอดีเซลในปริมาณท่ีสูงดงัตารางท่ี 
2.3 

 
ตารางท่ี 2.2 ปริมาณนํา้มนั และไขมนัท่ีผลิตได้รวมจากทัว่โลก (Dias Ribeiro และคณะ, 2011) 

ประเภทของนํา้มนั และไขมนั ปริมาณผลผลิตโดยรวม (ล้านตนั) 
ไขมนัจากสตัว์ (animal fat) 24.40 
นํา้มนัจากพืช (vegetable and plant oil) 120.30 
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ตารางท่ี 2.3 ตวัอยา่งปริมาณผลผลิตสงูสดุท่ีได้จากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั จากวตัถดุบิ 
ประเภทนํา้มนัพืชตา่งๆ (Dias Ribeiro และคณะ, 2011; Gog และคณะ, 2012) 

วตัถดุบิ จลุินทรีย์/เอนไซม์ 
ปริมาณผลผลิต 

(yield, %) 
นํา้มนัเมล็ดเรฟซีด (rapeseed oil) Candida antarctica 98  
นํา้มนัเมล็ดฝ้าย (cotton seed oil) Candida antarctica 97  
นํา้มนัถัว่เหลือง (soybean oil) Mucor miehei 97  
นํา้มนัปาล์ม (palm oil (used)) Lipase AY และ Lipase AK 91  

 
อยา่งไรก็ตามการนํานํา้มนัพืชท่ีรับประทานได้มาเป็นวตัถดุิบในการผลิตไบโอดีเซลเป็นการ

แย่งทรัพยากรอาหารของมนษุย์ และอาจส่งผลให้เกิดการขาดแคลนหรือทําให้ราคาของนํา้มนัพืช
สูงขึน้มากจนไม่ก่อให้เกิดความคุ้ มค่าในการนํามาผลิตไบโอดีเซลได้ ดังนัน้ในปัจจุบันจึงมี
การศึกษาเพ่ือหาแหล่งนํา้มันทดแทนท่ีจะนํามาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซล หรือก็คือ
นํา้มนัพืชท่ีไม่ได้ถกูนํามาใช้รับประทาน ซึ่งจากการศกึษาท่ีผ่านมาพบว่าสบู่ ดําเป็นพืชนํา้มนัชนิด
หนึง่ท่ีมีศกัยภาพมากในการนํามาเป็นแหลง่วตัถดุบิสําหรับการผลิตไบโอดีเซล 

 
2.3 สบู่ด า 

 
สบูดํ่า (physic nut, barbados nut และ purging nut หรือ Jatropha curcas Linnaeus) 

เป็นพืชนํา้มนัชนิดหนึ่ง ท่ีมีประโยชน์มากมาย จนถูกเรียกว่าพืชอเนกประสงค์ จดัเป็นพืชท่ีอยู่ใน
อาณาจกัร Plantae ส่วน (Division) Embryophyta จดัจําแนกอยู่ในชัน้ Spermatopsida อนัดบั 
Malpighiales วงศ์ Euphorbiaceae ซึ่งเป็นวงศ์เดียวกบัมนัสําปะหลงั ยางพารา สกุล Jatropha 
สปีชีส์ Jatropha curcas ลกัษณะของสบูดํ่านัน้เป็นไม้ยืนต้น ส่วนใหญ่จะมีอายุมากกว่า 20 ปี 
รูปร่างมีลกัษณะเป็นทรงพุ่มขนาดกลาง สงูประมาณ 2-7 เมตร ลกัษณะของใบสบูดํ่าจะคล้ายใบ
ฝ้ายแต่หนากว่า ขอบใบมีหยักตืน้ๆ ดอกมีขนาดเล็กสีเหลือง จากดอกจนกลายเป็นผลใช้เวลา
ประมาณ 60 วัน ผลอ่อนจะมีสีเขียว แต่ผลแก่จะมีสีเหลืองถึงดํา รูปทรงกลม เปลือกหนา และ
เมล็ดมีสีดําแตเ่นือ้ในมีสีขาว 

สบู่ดําเป็นพืชอเนกประสงค์ท่ีได้รับการแนะนําอย่างมากมาย เน่ืองจากเป็นพืชท่ีปลูกง่าย 
ต้องการการดแูลต่ํา ให้ผลผลิตนํา้มนัตอ่เมล็ดสงู นํา้มนัทัง้เมล็ดคิดเป็นร้อยละ 34.96 และนํา้มนั
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เนือ้ในเมล็ดคิดเป็นร้อยละ 54.68 ให้ปริมาณกรดไขมันรวมสูงกว่าพืชให้นํา้มันชนิดอ่ืน 
ประกอบด้วย กรดไขมนัอ่ิมตวัร้อยละ 21.28 (กรดปาล์มิติก (palmitic (C 18:0)) ร้อยละ 16.70 
กรดสเตียริก (stearic (C 18:0)) ร้อยละ 5.11) และกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัร้อยละ 78.72 (กรดโอเลอิก 
(oleic (C 18:1)) ร้อยละ 44.88 กรดลิโนเลอิก (linoleic (C 18:2)) ร้อยละ 33.83) นอกจากนีย้งั
สามารถใช้ปลกูเป็นพืชพลงังานหมนุเวียนในการรักษาหน้าดิน (Parawira, 2010) โดยท่ีมาของช่ือ
สบู่ดํานัน้ มาจากผลสบู่ดํามีเปลือกและเมล็ดท่ีมีสีดํา ซึ่งสามารถใช้นํา้มันจากเมล็ดมาเป็น
สว่นผสมนําไปใช้ทําสบูไ่ด้ 

สบูดํ่าสามารถเพาะปลกูได้ง่ายทัง้สามารถเจริญได้ในพืน้ท่ีเขตร้อน แห้งแล้ง และทนทานตอ่
โรคพืช จึงสามารถกระจายพันธุ์ได้ดีในหลายเขตภูมิอากาศทัง้ในเขตร้อน เขตกึ่งร้อน เขตอบอุ่น 
และเขตท่ีมีปริมาณนํา้ฝนต่ําหรือพืน้ท่ีท่ีมีความอดุมสมบรูณ์ต่ํา เน่ืองจากสบูดํ่ามีความทนทานตอ่
สภาพแวดล้อมลกัษณะตา่งๆ ได้ดี ต้องการปริมาณนํา้ฝนเพียง 300 ถึง 1,000 มิลลิเมตรต่อปี ให้
ผลผลิตต่อต้นโดยรวมมากกว่า 2–4 กิโลกรัมต่อปี โดยปริมาณผลผลิตจะแปรผันตามสายพันธุ์ 
อาย ุสภาพแวดล้อม และวิธีการปลกู สบูดํ่าสามารถให้ผลผลิตได้ตัง้แตปี่แรกของการปลกู และจะ
ได้ผลผลิตสงูสดุในชว่งปีท่ี 3–5 (Becker และ Francis, 2000) 

 

 
 

ภาพท่ี 2.1 ต้น ผล และเมล็ดสบูดํ่า 
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ลกัษณะของสบู่ดํานัน้เป็นไม้พุ่มท่ีมีลกัษณะแข็ง สามารถใช้ปลูกเพ่ือเป็นรัว้ทางธรรมชาติ
ล้อมรอบพืน้ท่ีปลกูพืชเศรษฐกิจหลกัๆเพ่ือป้องกนัสตัว์เลีย้งเข้ามาในเขตไร่นาทําความเสียหายตอ่
พืชได้ ในอีกทางหนึ่งสารเคมีจากต้นสบูดํ่าท่ีปลดปล่อยออกมาสามารถขบัไล่แมลงหรือสตัว์ท่ีเป็น
ศตัรูพืช เน่ืองจากสว่นใบ ต้น และเมล็ดของสบูดํ่าเป็นพิษตอ่คนและสตัว์ และมีกรดไฮโดรไซยานิค 
(hydrocyanic) มีกลิ่นเหม็นเขียว มากไปกว่านัน้การปลูกสบู่ดําสามารถช่วยลดการกัดเซาะของ
หน้าดนิจากลมและนํา้ รากของสบูดํ่าช่วยยึดเกาะผิวดิน เปรียบเสมือนสมอเรือ และยงัทําให้อตัรา
การไหลของนํา้ลดลงอีกด้วย เม่ือเกิดภาวะนํา้ท่วม อย่างไรก็ตามส่วนเมล็ดของสบู่ดํา หากนําไป
ปรับสภาพแล้ว ก็สามารถใช้เป็นอาหารสัตว์ได้ และท่ีสําคญัท่ีสุดส่วนเมล็ดของสบู่ดําสามารถ
นํามาสกดัเอานํา้มนัสบูดํ่าได้ สามารถใช้นํา้มนัของสบู่ดําแทนนํา้มนัดีเซลกับเคร่ืองยนต์ทางการ
เกษตร เน่ืองจากสามารถนํานํา้มนัสบูดํ่ามาใช้ได้โดยไมต้่องผสมกบันํา้มนัดีเซล และมีราคาไม่แพง 
ต่างจากนํา้มันชีวภาพอ่ืนๆ เช่น นํา้มันมะพร้าว นํา้มันปาล์ม จะต้องผสมกับนํา้มันดีเซลใน
อตัราส่วนท่ีเหมาะสมก่อนนําไปใช้ นอกจากนีก้ารใช้นํา้มนัสบูดํ่ายงัให้ผลดีกว่านํา้มนัแก๊ส เพราะ
นํา้มนัสบูดํ่ามีคา่ออกซิเจนสงูและมีสารหล่อล่ืนให้เคร่ืองยนต์ทํางานได้มีประสิทธิภาพเพิ่มขึน้  การ
สกัดเอานํา้มันสบู่ดําจากเมล็ดในปัจจุบันมี 3 วิธีหลักๆ คือ การสกัดนํา้มันสบู่ดําภายใน
ห้องปฏิบตัิการ การสกัดนํา้มนัสบู่ดําด้วยระบบไฮดรอลิก และการสกัดนํา้มนัสบู่ดําด้วยระบบ     
อัดเกลียว ซึ่ง นํ า้มันสบู่ดําสามารถนําไปใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 

  

 
 

ภาพท่ี 2.2 (บนซ้าย) เคร่ืองคัน้นํา้มนัสบูดํ่า (บนขวา) นํา้มนัสบูดํ่า (ลา่ง) กากเมล็ดสบูดํ่า 
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 นํา้มนัสบูดํ่ามีคณุสมบตัทิางเชือ้เพลิงท่ีใกล้เคียงกบันํา้มนัดีเซลหลายประการ ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 2.4 

 
ตารางท่ี 2.4 คณุสมบตัินํา้มนัสบูดํ่าเปรียบเทียบกบันํา้มนัดีเซล (Rahman และคณะ, 2010; 
Singh และ Padhi, 2009) 

คณุสมบตัิ นํา้มนัสบูดํ่า นํา้มนัดีเซล  
คณุสมบตัใินการจดุตดิไฟ (cetane No.) 43 47  
ความหนาแนน่ (density at 15 ºC, kg/m3) 918 850  
ความหนืดเชิงจลน์ ท่ี 30 องศาเซลเซียส 
(kinematic viscosity at 30 ºC, mm2/s) 

55 4  

คา่ความร้อน (calorific Value, MJ/kg) 40 45  
จดุวาบไฟ (flash point, ºC) 186 70  
จดุแข็งตวั (solidifying point, ºC) -10 -14  
จดุเดือด (boiling point, ºC) 286 248  

 
2.4 วิธีการผลิตและการน าไบโอดีเซลมาใช้ 

 
ในการผลิตและการนําไบโอดีเซลมาใช้งานนัน้ สามารถทําได้มากมายหลากหลายวิธีด้วยกนั 

ตัง้แตก่ารนํานํา้มนัพืชมาใช้โดยตรง (direct use and blending) โดยนํามาทําการผสมกบันํา้มนั
ดีเซลปกตใินอตัราสว่นท่ีเหมาะสม ซึง่จะสามารถใช้ได้ดีในระยะสัน้ แตห่ากนํามาใช้ในระยะยาวจะ
ส่งผลเสียต่อเคร่ืองยนต์ดีเซลได้ เน่ืองจากความหนืดท่ีสูงของนํา้มันพืช และส่วนประกอบของ   
กรดไขมนัต่างๆ จะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) พอลิเมอไรเซชนั (polymerization) และ
การตกสะสมของคาร์บอน (carbon deposition) จนเกิดเป็นยางเหนียวขึน้ในเคร่ืองยนต์ได้ดงันัน้
จึงได้มีการศึกษาหาวิธีพัฒนาคุณสมบตัิของนํา้มนัพืช เพ่ือท่ีจะได้นํามาใช้แทนดีเซลได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ในปัจจบุนัมี 3 วิธีหลกัท่ีนิยมนํามาใช้ในการพฒันาคณุภาพของนํา้มนัพืช หรือเรียก
ได้ว่าเป็นวิธีผลิตไบโอดีเซล คือ การทําไมโครอิมลัชนั (microemulsion) การแยกด้วยความร้อน 
(pyrolysis) และการทําปฎิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั (transesterification reaction) (Ma และ 
Hanna, 1999) 
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2.5 ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน 
 
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัคือ ปฏิกิริยาการแลกเปล่ียนเคล่ือนย้ายหมู่แอลคิล (alkyl) 

ของเอสเทอร์ (ester) หรือไตรกลีเซอไรด์ กบัแอลกอฮอล์ เกิดเป็นสารประกอบเอสเทอร์ตวัใหม่ หรือ
โมโนแอลคิลเอสเทอร์ (mono-alkylester) ได้แก่สารจําพวกเมทิลเอสเทอร์ และเอทิลเอสเทอร์     
ดงัแสดงในภาพท่ี 2.1 

 

 
 

ภาพท่ี 2.3 ปฏิกิริยาการเกิดทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั 
 

วิธีการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัเพ่ือผลิตไบโอดีเซล เป็นวิธีท่ีได้รับความนิยมท่ีสดุ
ในปัจจบุนั ซึ่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนันัน้เป็นช่ือเรียกโดยทัว่ไปของปฏิกิริยาอินทรีย์ชนิด
หนึ่งท่ีสามารถใช้ลดความหนืดของไตรกลีเซอไรด์ และเพิ่มคณุสมบตัิทางเชือ้เพลิงให้มีลกัษณะ
คล้ายกับนํา้มนัดีเซล สามารถทําได้โดยการนําไตรกลีเซอไรด์ในนํา้มนัพืชหรือไขมนัสตัว์ ทัง้ท่ีใช้
แล้วและยงัไมไ่ด้ใช้ ไปทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนักบัแอลกอฮอล์โซส่ัน้ เช่น เมทานอล หรือ
เอทานอล แตท่ัง้นีเ้มทานอลจะเป็นท่ีนิยมท่ีสดุเน่ืองจากมีราคาถกูเม่ือเทียบกบัแอลกอฮอล์ชนิดอ่ืน 
(Ghaly และคณะ, 2010) สําหรับตวัเร่งปฏิกิริยานัน้สามารถใช้ได้หลากหลาย ไม่ว่าจะเป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยาทางเคมี กรด ด่าง หรือตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพ เช่น ไลเพส และเม่ือทําปฏิกิริยาจน
เสร็จสมบูรณ์ จะได้ผลิตภัณฑ์ออกมาเป็นกลีเซอรอล และเอสเทอร์ของกรดไขมัน หรือนํา้มัน       
ไบโอดีเซล (Schuchardt และคณะ, 1998; Fukuda และคณะ, 2001; Gupta และคณะ, 2007) 
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2.7 ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันแบบใช้สารเคมีเป็นตัวเร่ง 
 
ในการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนันัน้ สามารถใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาได้หลากหลายชนิด 

ไม่ว่าจะเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาทางเคมี หรือทางชีวภาพ ซึ่งตวัเร่งปฏิกิริยาแต่ละประเภท จะมีข้อดี
ข้อเสียท่ีแตกตา่งกนัไป สําหรับการใช้สารเคมีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยานัน้ สารเคมีท่ีนํามาใช้ ส่วนใหญ่
มักจะเป็นสารเคมีประเภทกรด เช่น กรดซัลฟิวริก (H2SO4) หรือด่าง เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
(NaOH) หรือ โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตามในปัจจุบนัการผลิต
นํา้มันไบโอดีเซลในเชิงอุตสาหกรรมจะใช้สารเคมีท่ีมีฤทธ์ิเป็นด่างเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา เน่ืองจาก
สามารถให้ผลผลิตไบโอดีเซลท่ีสูง  รวดเร็ว และมีต้นทุนในการผลิตต่ํา เน่ืองจากไม่ต้องการ
อณุหภูมิและความดนัในการทําปฏิกิริยาท่ีสงูมากนกั (Ghaly และคณะ, 2010) นอกจากนีก้ารใช้
สารเคมีท่ีมีฤทธ์ิเป็นด่างมีข้อได้เปรียบท่ีเหนือกว่าการใช้กรดเป็นตวัเร่งปฏิกิริยามาก ไม่ว่าจะเป็น
การทําปฏิกิริยาสามารถให้ผลผลิตท่ีสงูกว่าภายใต้สภาวะท่ีไม่รุนแรง และใช้เวลาทําปฏิกิริยาท่ีสัน้
กว่าภายใต้สภาวะเ ดียวกัน  นอกจากนีต้ัว เ ร่งปฏิ กิ ริยา ท่ี เ ป็นด่างยัง มีสภาพกัดกร่อน 
(corrosiveness) ต่อเคร่ืองมือน้อยกว่าการใช้กรดเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ยิ่งไปกว่านัน้ การทํา
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัท่ีใช้ดา่งเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ใช้ปริมาณแอลกอฮอล์ท่ีน้อยกว่าการ
ใช้กรดเร่งปฏิกิริยา จงึสามารถลดต้นทนุของแอลกอฮอล์ลงได้ด้วย (Schuchardt และคณะ, 1998; 
Gog และคณะ, 2012) 

อย่างไรก็ตามการใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีมีฤทธ์ิเป็นดา่ง ก็มีข้อเสียเช่นเดียวกนัคือ ถึงแม้การจะ
ต้องการอุณหภูมิ และแอลกอฮอล์ในการทําปฏิกิริยาท่ีต่ํากว่าการใช้กรดเร่งปฏิกิริยา แต่ก็ยังมี
ความต้องการพลังงานและแอลกอฮอล์ในระดบัท่ีสูงกว่าการใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพหรือ     
ไลเพสอยู่พอสมควร จึงทําให้มีต้นทุนมากขึน้ตามไปด้วย (Pazouki และคณะ, 2011) นอกจากนี ้
การใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีมีฤทธ์ิเป็นดา่งนัน้จะมีความไวตอ่ลกัษณะของนํา้มนัท่ีใช้เป็นสารตัง้ต้น โดย
การใช้ดา่งเร่งปฏิกิริยาจะเหมาะสมกับนํา้มนัพืชท่ีมีระดบักรดไขมนัอิสระ และมีส่วนประกอบของ
นํา้ต่ํา (นํา้มนัท่ีมีคณุภาพสงู) เทา่นัน้ ซึง่นํา้มนัประเภทนีม้กัจะมีราคาสงูกวา่นํา้มนัประเภทอ่ืน การ
ใช้นํา้มนัท่ีมีราคาถกู เช่น นํา้มนัใช้แล้ว ซึ่งมีปริมาณกรดไขมนัอิสระสงู และมีนํา้เป็นส่วนประกอบ 
อาจก่อให้เกิดปฏิกิริยาการเกิดสบู ่(saponification) (ภาพท่ี 2.4) ระหว่างการผลิตไบโอดีเซล ท่ีจะ
ส่งผลต่อปริมาณผลผลิตไบโอดีเซลท่ีได้รับให้มีจํานวนท่ีลดลง และยังทําให้ยากต่อการแยก        
กลีเซอรอลท่ีเป็นผลผลิตร่วมออกจากผลิตภณัฑ์ อย่างไรก็ตามปัญหานีส้ามารถแก้ไขด้วยการนํา
นํา้มนัท่ีใช้เป็นวตัถดุิบ ไปผ่านขัน้ตอนการปรับสภาพ เพ่ือลดปริมาณของกรดไขมนัอิสระท่ีมีอยู่ใน
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นํา้มนัลง เชน่ การใช้กระบวนการเอสเทอริฟิเคชนัด้วยตวัเร่งปฏิกิริยากรด เพ่ือลดปริมาณของกรด
ไขมันอิสระในนํา้มันท่ีใช้เป็นสารตัง้ต้นก่อนนําไปผลิตไบโอดีเซล ซึ่งส่งผลให้การผลิตนํา้มัน        
ไบโอดีเซลด้วยปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั โดยใช้สารเคมีด่างเป็นตวัเร่งนัน้จะมีค่าใช้จ่าย
สงูขึน้ตามไปด้วย และท่ีสําคญั การใช้สารเคมีดา่งเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาจะก่อให้เกิดนํา้เสียจากการ
ทําปฏิกิริยา ซึ่งมีค่าใช้จ่ายในการบําบดัท่ีสูงและไม่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม (Ma และ Hanna, 
1999; El-Mashad และคณะ, 2008; Leung และคณะ, 2010; Ghaly และคณะ, 2010; Worapun 
และคณะ, 2010) 

 

 
 

ภาพท่ี 2.4 ปฏิกิริยาการเกิดสบู ่
 

2.8 ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันแบบใช้ไลเพสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 
 
เน่ืองจากความต้องการพัฒนา และแก้ไขปัญหาต่างๆ ท่ีเกิดจากการผลิตไบโอดีเซลด้วย

ตวัเร่งปฏิกิริยากรดและด่าง ทําให้มีการศึกษา และพัฒนาวิธีการใหม่ขึน้ นัน้ก็คือการใช้ตวัเร่ง
ปฏิกิริยาทางชีวภาพ หรือไลเพส โดยการนําไลเพสมาใช้ในการเร่งปฏิกิริยามีข้อดีมากกว่าการใช้
สารเคมีดา่งเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาดงัท่ีแสดงเปรียบเทียบไว้ในตารางท่ี 2.5 หรืออาจกล่าวสรุปได้ว่า
การใช้ไลเพสมาเป็นตวัเร่งปฏิกิริยานัน้ทําให้ได้ผลผลิตสูงในปริมาณท่ีเท่าๆ กัน หรือมากกว่า 
สามารถทําการแยกกลีเซอรอลท่ีขึน้เกิดในปฏิกิริยาได้ง่ายกว่า และผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีความบริสทุธ์ิ
กวา่ (Ranganathan และคณะ, 2007) นอกจากนีย้งัสามารถใช้เร่งปฏิกิริยาได้ถึงแม้นํา้มนัท่ีใช้เป็น
วตัถดุบิจะมีกรดไขมนัอิสระสงู และไม่กดักร่อนเคร่ืองมือในการผลิตด้วย 
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อย่างไรก็ตามการนําไลเพสมาใช้เร่งปฏิกิริยา ยงัไม่สามารถนําไปประยกุต์หรือขยายขนาด 
เพ่ือผลิตไบโอดีเซลในเชิงอุตสาหกรรมได้ เน่ืองจากยงัมีข้อเสียเปรียบ หรืออุปสรรคบางประการ 
ได้แก่ การท่ีไลเพสมีต้นทนุหรือราคาท่ีสงู ซึ่งไม่คุ้มคา่ตอ่การนํามาผลิตเป็นไบโอดีเซล จึงทําให้เกิด
การศกึษาและพฒันาวิธีการ เพ่ือชว่ยแก้ปัญหาทางด้านต้นทนุของไลเพส 

 
ตารางท่ี 2.5 เปรียบเทียบการใช้ดา่งและไลเพสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา (Fukada และคณะ, 2001, 
Ghaly และคณะ, 2010) 

ปัจจยั ตวัเร่งปฏิกิริยาดา่ง ตวัเร่งปฏิกิริยาไลเพส 
ชว่งอณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการทํา
ปฏิกิริยา 

60-80 องศาเซลเซียส 20-60 องศาเซลเซียส 

ความหลากหลายของนํา้มนัท่ีใช้
เป็นสารตัง้ต้น 

เหมาะสมกบันํา้มนัท่ีมีกรด
ไขมนัอิสระ และนํา้เป็น
สว่นประกอบอยูน้่อย 

มีข้อจํากดัต่ํา 

กรดไขมนัอิสระในวตัถดุบิ เกิดเป็นสบู ่ เป็นเมทิลเอสเทอร์ 
ปริมาณนํา้ในสารตัง้ต้น มีผลลบตอ่ปริมาณผลผลิต ไมมี่ผล 
ปริมาณของไบโอดีเซลท่ีได้รับ ประมาณ 99 เปอร์เซ็นต์ ประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์ 
การแยกกลีเซอรอล ยาก ง่าย 
นํา้เสียจากปฏิกิริยา มีนํา้เสียท่ีปนเปือ้นดา่ง ไมมี่นํา้เสีย 
การทําให้เมทิลเอสเทอร์บริสทุธ์ิ ล้างซํา้ สามารถแยกนํามาใช้ได้เลย 
ราคาของตวัเร่งปฏิกิริยา ถกู แพง 
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ตารางท่ี 2.6 เปรียบเทียบปริมาณผลผลิตไบโอดีเซลจากการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั 
ท่ีเร่งด้วยตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพและเคมี 

ประเภทตวัเร่ง
ปฏิกิริยา 

จลุินทรีย์/เอนไซม์ สารตัง้ต้น 
ปริมาณ
ผลผลิต 

(yield, %) 

เวลา 
(ชัว่โมง) 

อ้างอิง 

Commercial 
Lipase 
 

Chromobacterium 
viscosum 

นํา้มนัสบูดํ่า 73 - 
Gog และคณะ

, 2012 Pseudomonas 
cepacia 

นํา้มนัสบูดํ่า 70 - 

Novozym 435 นํา้มนัสบูดํ่า 75 90 
Tamalampudi 

และคณะ, 
2008 

Immobilized  
Whole-cell Rhizopus oryzae นํา้มนัสบูดํ่า 80 60 

Tamalampudi 
และคณะ, 

2008 

Rhizopus oryzae 
นํา้มนั

ทําอาหาร 
ท่ีใช้แล้ว 

98 72 
Pazouki และ
คณะ, 2011 

Rhizopus oryzae 
นํา้มนั 

ถัว่เหลือง 
80-90 72 

Fukuda และ
คณะ, 2008 

Whole-cell Rhizopus oryzae นํา้มนัคาโนลา 74 72 
Jin และ 

Bierma, 2010 Rhizopus oryzae 
นํา้มนัพืช 
ใช้แล้ว 

81 72 

Saccharomyces 
cerevisiae  

นํา้มนั 
ถัว่เหลือง 

71 165 
Fukuda และ
คณะ, 2008 
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ตารางท่ี 2.6 เปรียบเทียบปริมาณผลผลิตไบโอดีเซลจากการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัท่ี 
เร่งด้วยตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพและเคมี (ตอ่) 

ประเภทตวัเร่งปฏิกิริยา 
ตวัเร่งปฏิกิริยาทาง

เคมี 
สารตัง้ต้น 

ผลผลิต 
ไบโอดีเซล 

(%) 
อ้างอิง 

ดา่ง 
โพแทสเซียม 

ไฮดรอกไซด์ (KOH) 
นํา้มนัสบูดํ่า 92 

Shah และคณะ
, 2003 

กรด ซลัฟัวริก (H2SO4) นํา้มนัพืช 99 
Schuchardt 
และคณะ, 

1998 
 
2.9 ไลเพส (Lipase) 

 
ไลเพสจดัเป็นเอนไซม์ชนิดหนึง่ ท่ีมีความสามารถในการเร่งให้เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลสิส หรือ

การสลายพนัธะเอสเทอร์ของไขมนัให้กลายเป็น กรดไขมนั และกลีเซอรอล โดยไลเพสเป็นเอนไซม์
ท่ีอยู่ในกลุ่มไฮโดรเลส (hydrolase) มีช่ือเรียกตามระบบ International Union of Biochemistry 
ว่า กลีเซอรอล เอสเทอร์ ไฮโดรเลส (Glycerol ester hydrolase) มีรหสัประจําตวัเอนไซม์ (code 
number) เป็น EC.3.1.1.3 (De Sousa และคณะ, 2010) โดยตวัอกัษรและตวัเลขจะถูกแบง่เป็น
ชดุๆ โดยเคร่ืองหมายจุด ตวัเลขชุดแรกบ่งบอกถึงพวก (class) ของเอนไซม์ ส่วนตวัเลขชุดท่ีสอง
และสามของรหสัเอนไซม์ จะบอกถึงชนิดของปฏิกิริยาท่ีถูกเร่ง และตวัเลขชุดท่ีส่ีจะทําหน้าท่ีช่วย
แยกเอนไซม์ท่ีเร่งปฏิกิริยาคล้ายๆ กนัออกจากกนั โดยรหสัประจําตวัไลเพสมีความหมายแยกตาม
ชดุดงันี ้(Gandhi, 1997) 

 
E.C.3.-.-. - Hydrolases.  
E.C.3.1.-. - Acting on ester bonds.  
E.C.3.1.1. - Carboxylic ester hydrolases.  
E.C.3.1.1.3 Triglycerol lipase 
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และมีความหมายโดยรวมว่า เป็นเอนไซม์ท่ีทํางานร่วมกับนํา้ (hydrolase) มีหน้าท่ีเร่ง
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เพ่ือย่อยสลายพนัธะเอสเทอร์ (ester bonds) ของโมเลกุลนํา้มนัและไขมนั 
(triacyglycerol) โดยปฏิกิริยาจะเกิดท่ีบริเวณผิวสมัผสัระหว่างชัน้ของสารตัง้ต้น (substrate) กับ
ชัน้นํา้ (oil-water interface) (Treichel และคณะ, 2010) ได้ผลิตภณัฑ์จากการทําปฏิกิริยาออกมา
เป็นกรดไขมนัอิสระ (free fatty acid, FFA) โมโนกลีเซอไรด์ (monoglyceride) ไดกลีเซอไรด์ 
(diglyceride) รวมทัง้กลีเซอรอล (glycerol) นอกจากนีไ้ลเพสยังสามารถใช้ในการเร่งปฏิกิริยา
สงัเคราะห์ (synthesis reaction) ได้แก่ ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชนั (esterification) ซึ่งเป็นปฏิกิริยา
การเกิดเอสเทอร์จากหมู่คาร์บอกซิลิกกับแอลกอฮอล์ และปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั หรือ
ปฏิกิริยาการเคล่ือนย้ายหมู่ เอสเทอร์ ซึ่งเป็นปฏิกิริยาระหว่างหมู่แอลคิลของเอสเทอร์  กับ
แอลกอฮอล์ ได้ผลิตภณัฑ์เอสเทอร์ตวัใหม ่ท่ีเรียกวา่โมโนแอลคลิเอสเทอร์ และ กลีเซอรอล 

ความสามารถด้านการละลายของไลเพสนัน้ โดยทัว่ไปจะสามารถละลายในนํา้ได้ดี แต่ไม่
ละลายในตวัทําละลายท่ีไมมี่ขัว้ (Kwon และคณะ, 1995) ทางด้านความเหมาะสมของการทํางาน
ของไลเพสในความเป็นกรดและดา่งนัน้ จะมีความแตกตา่งกันไปตามแหล่งท่ีมาของไลเพส อาทิ
เชน่ ไลเพสท่ีได้มาจากสตัว์ โดยส่วนใหญ่จะเหมาะสมตอ่การทํางานในช่วงคา่ pH 8-9 หรือสภาพ
ความเป็นดา่ง แต่ไลเพสท่ีได้จากเชือ้จลุินทรีย์มกัจะทํางานได้ดีในช่วง pH 5-9 หรือในสภาวะเป็น
กลางระหวา่งกรดและดา่ง นอกจากนีอ้ณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของไลเพสส่วนใหญ่จะอยู่
ในชว่งอณุหภมูิ 30-55 องศาเซลเซียส ยกตวัอยา่งดงัตารางท่ี 2.6 

 
ตารางท่ี 2.7 ตวัอยา่งท่ีมาของไลเพสและสภาวะท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของไลเพสชนิดนัน้ 
(Dias Ribeiro และคณะ, 2011) 

แหลง่ท่ีมาของไลเพส คา่ pH อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) 
Yeast; Candida rugosa 5-8 35-50 
Yeast; Yarrowia lipolytica 4-7 30-45 
Fungus; Aspergillus niger 6-8 40-55 
Fungus; Rhizopus niveus 5-7 30-45 
Bacteria; Bacillus subtilis 8-10 30-40 
สารจากตบัออ่น; Porcine pancretin 6-9 40-55 
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2.10 ประโยชน์ของไลเพส 
 
ไลเพสเป็นเอนไซม์ท่ีมีประโยชน์หลายประการด้วยกัน โดยไลเพสนัน้สามารถนําไปใช้เร่ง

ปฏิกิริยาต่างๆ ได้หลากหลายปฏิกิริยา เช่น ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ปฏิกิริยา             
เอสเทอริฟิเคชนั และปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั  

ดงันัน้ไลเพสจึงถกูนําไปประยกุต์ในเชิงอตุสาหกรรมตา่งๆ มากมาย ดงัตารางท่ี 2.7 แตโ่ดย
ส่วนใหญ่แล้วนัน้ มกัจะเป็นอตุสาหกรรมท่ีมีส่วนเก่ียวข้องกบัไขมนัหรือนํา้มนั อาทิ อุตสาหกรรม
สารชําระล้าง เชน่ ผงซกัฟอก เพ่ือทําการขจดัคราบท่ีเกิดจากไขมนัหรือนํา้มนั อตุสาหกรรมอาหาร 
อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมเคร่ืองสําอางค์ อุตสาหกรรมนํา้หอม อุตสาหกรรมการบําบดั และ
ฟืน้ฟทูางชีวภาพ อตุสาหกรรมเคมี และอตุสาหกรรมพลงังาน เป็นต้น (Hasan และคณะ, 2006) 
 

 
 

ภาพท่ี 2.5 ตวัอยา่งปฎิกิริยาไฮโดรไลซิสของไตรกลีเซอไรด์ได้ผลิตภณัฑ์เป็น  
          Diacyglyceride และกรดไขมนั  
 

 
 
 

ภาพท่ี 2.6 ตวัอยา่งการเกิดปฏิกิริยาแอลกอฮอล์ไลซิส หรือทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัของ  
       ไตรกลีเซอไรด์ได้ผลิตภณัฑ์เป็นเมทิลเอสเทอร์ และกลีเซอรอล 
 

ไตรกลีเซอไรด์ แอลกอฮอล์โซส่ัน้ FAME กลีเซอรอล 
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ตารางท่ี 2.8 ตวัอยา่งการนําไลเพสไปประยกุต์ในอตุสาหกรรมตา่งๆ และปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้  
(Sharma และคณะ, 2011) 

อตุสาหกรรม ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ ผลผลิตหรือวิธีการนําไปประยกุต์ 

Detergents Hydrolysis of fats Removal of oil stains from fabrics 
Dairy foods Hydrolysis of milk fat, cheese 

ripening, modification of butter fat 
Development of flavoring agents in 

milk, cheese, and butter 

Bakery foods Flavor improvement Shelf-life prolongation 
Beverages Improved aroma Beverages 
Food dressings Quality improvement Mayonnaise, dressings, & 

whippings 
Health foods Transesterification Health foods 
Meat and fish Flavor development Meat & fish products; fat removal 
Fats and oils Transesterification; hydrolysis Cocoa butter, margarine, fatty 

acids, glycerol, mono-diglycerides 

Chemicals Enantioselectivity, synthesis Chiral building blocks, chemicals 
Pharmaceutical Transesterification, hydrolysis Specialty lipids, digestive aids 
Cosmetics Synthesis Emulsifiers, moisturizers 
Leather Hydrolysis Leather products 
Paper Hydrolysis Paper with improved quality 
Cleaning Hydrolysis Removal of fats 

 
2.11 แหล่งท่ีมาของไลเพส 

 
ไลเพสนัน้สามารถพบได้ทัง้ในพืช ยกตวัอย่างเช่น ข้าวสาลี ข้าดโอ๊ต ฝ้าย ถั่วเหลือง ละหุ่ง 

เป็นต้น และในสตัว์ โดยสําหรับในสัตว์นัน้ จะสามารถพบไลเพสได้ทัว่ไปในเนือ้เย่ือ และอวยัวะ
ตา่งๆ เชน่ หวัใจ กล้ามเนือ้ สมอง แตท่ี่สําคญัท่ีสดุคือ ตบัอ่อน (pancreatic lipase) โดยเฉพาะตบั
อ่อนของสกุรหรือหม ูท่ีจะมีความเข้มข้นสงูกว่าจากสตัว์ชนิดอ่ืนๆ และสามารถนํามาใช้ประโยชน์
ได้ อยา่งไรก็ตามแหล่งท่ีมาของไลเพสท่ีสําคญันัน้ ได้แก่จลุินทรีย์ ซึ่งพบได้ทัว่ไปในธรรมชาติ และ
มกัจะพบมากในบริเวณท่ีมีการปนเปือ้นของนํา้มนั หรือไขมนั โดยไลเพสท่ีได้มาจากจลุินทรีย์จะมี
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ข้อได้เปรียบไลเพสจากพืช และสตัว์ ทัง้ทางด้านการผลิตเน่ืองจากจลุินทรีย์สามารถเจริญเติบโตได้
รวดเร็ว และทําการเพาะเลีย้งได้ง่ายกว่า สามารถปรับสภาวะให้เหมาะสมกับการผลิตไลเพสได้
มากกวา่พืช และสตัว์ นอกจากนีย้งัสามารถดดัแปลงปรับปรุงพนัธุกรรมเพ่ือเพิ่มปริมาณผลผลิตให้
มากขึน้และรวดเร็วขึน้ได้ 
 
2.12 กระบวนการผลิตไลเพส 

 
ไลเพสพบได้ในสิ่งมีชีวิตชนิดตา่งๆ เช่น พืช สตัว์ และจลุินทรีย์ ซึ่งเอนไซม์ท่ีได้จากจลุินทรีย์

นัน้ มกัจะพบว่ามีข้อได้เปรียบเอนไซม์ท่ีได้จากพืชและสตัว์อยู่มาก ไม่ว่าจะเป็นทัง้ทางด้านความ
หลากหลายของการใช้ในการเร่งปฏิกิริยา จุลินทรีย์สามารถผลิตเอนไซม์ได้ในปริมาณท่ีสูงกว่า 
สามารถคัดเลือกจุลินทรีย์ท่ีผลิตเอนไซม์ท่ีต้องการได้ง่ายใช้เวลาไม่มาก ความง่ายในการ
เพาะเลีย้ง และสามารถเติบโตได้อย่างรวดเร็วบนอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ท่ีมีราคาไม่แพง เป็นต้น 
(Hasan และคณะ, 2006) 

การผลิตไลเพสจากเชือ้จุลินทรีย์นัน้ สามารถผลิตได้โดยการเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลว 
(submerge culture) และบนอาหารแข็ง (solid state) โดยการเลีย้งเชือ้ด้วยอาหารแข็งมีข้อดีท่ี
เหนือกว่าการเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลวอยู่มากมายหลายประการ ไม่ว่าจะเป็นการท่ีเชือ้จุลินทรีย์
สามารถเจริญเตบิโตได้ง่ายกว่า ไลเพสท่ีได้มีปริมาณและความเข้มข้นสงูกว่า รวมทัง้การเก็บเก่ียว
ผลิตภัณฑ์ และการแยกก็สามารถทําได้ง่ายกว่าในอาหารเหลวเช่นกัน แต่โดยส่วนมากแล้วการ
ผลิตไลเพสส่วนใหญ่ มกัจะทําในอาหารเลีย้งเชือ้ประเภทเหลว เน่ืองจากอาหารเลีย้งเชือ้ประเภท
เหลว สามารถควบคมุตวัแปรตา่งๆ ได้ง่ายกว่า เช่น สภาพในการเลีย้งเชือ้ สารอาหาร รวมทัง้การ
ควบคมุปัจจยัตวัแปรตา่งๆ ท่ีมีอิทธิพลตอ่การผลิตไลเพสของจุลินทรีย์ไม่ว่าจะเป็นแหล่งคาร์บอน
และไนโตรเจน ความเป็นกรดหรือดา่ง อุณหภูมิ หรือแม้แตค่วามเข้มข้นของออกซิเจนท่ีละลายอยู่
ในอาหารเลีย้งเชือ้ระหวา่งการผลิต (ณกญัภทัร จินดา และคณะ, 2549) 

 
2.13 ไลเพสแบบภายนอกเซลล์ และไลเพสแบบภายในเซลล์ 

 
โดยปกติแล้วไลเพสสามารถแบ่งได้ 2 ลักษณะหลักๆ ตามแหล่งท่ีไลเพสทํางาน ได้แก่        

ไลเพสแบบภายนอกเซลล์ (extracellular lipase) คือไลเพสท่ีถูกสร้างขึน้ภายในเซลล์ แล้วจะถูก
ขับออกมาทํางานภายนอกเซลล์  ซึ่งในการจะนําไปใช้เร่งปฏิกิริยานัน้สามารถทําได้โดย            
การเพาะเลีย้งเชือ้จุลินทรีย์ท่ีผลิตไลเพสแบบภายนอกเซลล์ จากนัน้นําไปคัดแยกไลเพสออก
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มาแล้วนําไปทําให้บริสทุธ์ิก่อนการนําไปใช้ แต่เน่ืองจากความซบัซ้อน ยุ่งยาก และต้นทุนท่ีสูงใน
การคดัแยกและตรึงไลเพสลงบนตวัคํา้จุน เช่น ตรึงบนตวัค่ําจนุ (biomass support particles, 
BSPs) ก่อนการนําไลเพสแบบภายนอกเซลล์มาใช้ จึงเกิดการศกึษาวิธีนําตวัเร่งปฏิกิริยาแบบทัง้
เซลล์ (whole cell catalyst) มาใช้ เพ่ือลดขัน้ตอนการคดัแยกและทําให้ไลเพสบริสุทธ์ิก่อน        
การนํามาใช้ ซึ่งมีต้นทุนในการทําท่ีสูง  จากการศึกษาพบว่าการใช้ไลเพสแบบภายในเซลล์ 
(intracellular lipase) คือไลเพสท่ีถูกสร้างขึน้ภายในเซลล์ และทํางานภายในเซลล์ด้วยเช่นกัน 
สามารถช่วยลดขัน้ตอนในการแยกและทําให้ไลเพสบริสุทธ์ิ ซึ่งมีราคาแพงลงได้ โดยการจะนํา     
ไลเพสแบบภายในเซลล์มาใช้เร่งปฏิกิริยานัน้ จะต้องนําเซลล์ทัง้เซลล์ (whole cell) ของจลุินทรีย์ท่ี
ผลิตไลเพสแบบภายในเซลล์ มาทําการตรึงลงบนตัวคํา้จุนก่อนการนําไปใช้ อย่างไรก็ตาม
เชือ้จลุินทรีย์ท่ีสามารถผลิตไลเพสแบบภายในเซลล์นัน้มีจํานวนน้อย จงึทําให้วิธีการนีไ้ม่คอ่ยเป็นท่ี
นิยม และทําให้โดยส่วนมากไลเพสท่ีถูกนํามาใช้ทางอุตสาหกรรม โดยเฉพาะไลเพสทางการค้า
มกัจะเป็นไลเพสประเภทท่ีถูกขับออกมานอกเซลล์ นอกจากนีย้ังมีจุลินทรีย์บางประเภทท่ีจะทํา  
การสะสมไลเพสไว้ในเซลล์ก่อน จนเม่ือสภาวะแวดล้อมภายนอกถึงสภาวะท่ีเหมาะสม เชือ้จึงทํา
การปล่อยไลเพสออกมานอกเซลล์ เช่น เชื อ้จุลินทรีย์ Yarrowia lipolytica และ                
Candida lipolytica ท่ีจะสะสม ไลเพสไว้จนความเข้มข้นของคาร์บอนในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีอยู่
ภายนอกเซลล์สงูถึงระดบัหนึ่งก่อน ถึงจะมีการปล่อยไลเพสออกมา (ณกญัภทัร จินดา และคณะ, 
2549; ปริุมปรัชญ์ ศรีหมาน, 2552; Ghaly และคณะ; 2010, Gog และคณะ, 2012) 
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2.14 ไลเพสทางการค้า โนโวไซม์ 435 (Novozym 435) 
 
โนโวไซม์ 435 เป็นไลเพสทางการค้าของบริษัทโนโวไซม์ (Novozymes) โดยมีรายละเอียด

ทางวิชาการตา่งๆ ดงัตอ่ไปนี ้
 

ตารางท่ี 2.9 คณุสมบตัิตา่งๆ ของเอนไซม์ทางการค้าโนโวไซม์ 435 (Novozymes A/S a., online) 
ประเภทของเอนไซม์ ไลเพส 
แหลง่ท่ีมา โนโวไซม์ 435 เป็นไลเพสท่ีผา่นการตรึงบนตวัค่ําจนุ โดยไลเพส

ชนิดนีผ้ลิตมาจากเชือ้ Aspergillus niger ท่ีผา่นการหมกั และ
ดดัแปลงพนัธุกรรมแล้ว 

ลกัษณะ เป็นผง รูปทรงกลม 
สี ขาว ทัง้นีค้วามขาวอาจแตกตา่งไปตามแตล่ะครัง้ท่ีผลิต ซึง่สีไมมี่

ผลตอ่คณุภาพของเอนไซม์ 
ขนาด (mm) 0.3 – 0.9 
ความหนาแนน่ (g/ml) ประมาณ 0.4 
ชนิดตวัค่ําจนุ Acrylic resin 
ระดบักิจกรรม 10,000 PLU/g 
ความจําเพาะตอ่ตําแหนง่ 1, 3 specific 
การนําไปใช้ ใช้เร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโมเลกลุของไตรกลีเซอไรด์ให้เป็น 

กลีเซอรอล กรดไขมนั (fatty acid) และ กลีเซอไรด์บางสว่น 
(partial glyceride) รวมทัง้เร่งปฎิกิริยาไฮโดรไลซิสในการสลาย
พนัธะ เอสเทอร์ของกรดคาร์บอกซิลิก (carboxylic acid esters) 

ราคา ประมาณ 29,260 THB / 1 kg (Toscano และคณะ, 2011) 
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2.15 ไลเพสทางการค้า ไลโปไซม์ คาลบี แอล (Lipozyme CALB L) 
 
ไลโปไซม์ คาลบี แอล เป็นไลเพสทางการค้าของบริษัทโนโวไซม์โดยมีรายละเอียดทาง

วิชาการตา่งๆ ดงัตอ่ไปนี ้
 

ตารางท่ี 2.10 คณุสมบตัติา่งๆ ของเอนไซม์ทางการค้าไลโปไซม์ คาลบี แอล 
(Novozymes A/S b., online) 
ประเภทของเอนไซม์ ไลเพส 
แหลง่ท่ีมา ไลโปไซม์ คาลบี แอล เป็นไลเพสท่ีผลิตมาจากเชือ้ Aspergillus niger ท่ี

ผา่นการหมกั และดดัแปลงพนัธุกรรมแล้ว 
ลกัษณะ เป็นของเหลว 
สี เหลือง ถึงนํา้ตาลออ่น 
ความหนาแนน่ (g/ml) ประมาณ 1.2 
ระดบักิจกรรม 50,000 LU/g 
ราคา ประมาณ 35,258 THB / 1 kg 

(source: http://www.chiralvision.com/product_info/IMMRML.htm) 
 

 
 

ภาพท่ี 2.7 (ซ้าย) เอนไซม์ทางการค้าโนโวไซม์ 435 
      (ขวา) เอนไซม์ทางการค้าไลโปไซม์ คาลบี แอล 
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2.16 ยีสต์ (yeast) 
 
ยีสต์จัดเป็นสิ่งมีชีวิตท่ีมีขนาดเล็กมากชนิดหนึ่ง  ไม่สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าแต่

สามารถมองเห็นผ่านการส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ ยีสต์ เป็นสิ่งมีชีวิตในอาณาจักรเห็ดรา 
(kingdom fungi) เชน่เดียวกบัเชือ้รา โดยมีการจดัลําดบัชัน้ของยีสต์ไว้ดงันี ้

 
 Kingdom: Fungi 

 Phylum: Ascomycota  
  Subphylum: Saccharomycotina (true yeasts) 
   Class: Ascomycetes 
    Order: Saccharomycetales 
     Family: Saccharomycetaceae 
      Genus: Saccharomyces  
 
ลกัษณะของยีสต์จะเป็นเซลล์เด่ียว (unicellular) โดยปกติมีขนาดประมาณ 5 - 10 ไมครอน 

ยีสต์จะมีลักษณะรูปร่างแตกต่างกันไปตามแต่ละชนิด ไม่ว่าจะเป็นรูปร่างแบบกลม แบบรูปไข ่
แบบรูปไข่ปลายแหลม แบบรูปคนโท แบบสามเหล่ียม แบบทรงกระบอก และแบบรูปเลมอน 
โครงสร้างของเซลล์ยีสต์นัน้ จะประกอบไปด้วยผนงัเซลล์ (cell wall) ภายในเซลล์จะเป็นของเหลว 
เรียกว่า ไซโทพลาซึม (cytoplasm) และนิวเคลียส (nucleus) ท่ีมีลกัษณะเป็นทรงกลมขนาดใหญ่
อยู่ประมาณกึ่งกลางเซลล์ นอกจากนีย้งัมีส่วนท่ีเป็นช่องว่าง (vacuole) ขนาดใหญ่อยู่ทางด้าน
ท้ายของเซลล์ด้วยทางด้านการสืบพันธุ์ของยีสต์  ยีสต์จะสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศด้วยการ       
แตกหน่อ (budding) เม่ือแตกหน่อ และเซลล์ต่อกันเป็นสาย จะมีช่ือเรียกว่า ซูโดมัยสิเลียม 
(psudomycelium) นอกจากนียี้สต์บางชนิดยงัสามารถสร้างเส้นใยท่ีแท้จริง (true mycelium) ได้
เชน่เดียวกบัเชือ้ราอีกด้วย (กิตตพินัธุ์ เสมอพิทกัษ์ และคณะ, 2550) 

ยีสต์สามารถพบเจอได้ทัว่ไปตามธรรมชาต ิไมว่า่จะเป็นในนํา้ ในดิน หรือแม้แตใ่นส่วนตา่งๆ 
ของพืช และสตัว์ อย่างไรก็ตามเราสามารถพบยีสต์ได้บอ่ยในแหล่งท่ีมีความเข้มข้นของนํา้ตาลสงู 
เชน่ ผลไม้ท่ีมีรสหวาน 
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2.17 ยีสต์แบบทัง้เซลล์ (Whole cell yeast) 
 
เน่ืองจากไลเพสแบบภายนอกเซลล์ท่ีต้องผ่านการคดัแยกไลเพส การทําให้ไลเพสบริสุทธ์ิ 

และการตรึงไลเพสลงบนตวัคํา้จุนก่อนการนํามาใช้มีราคาและต้นทุนท่ีสูง ทําให้ไม่คุ้มค่าต่อการ
นํามาผลิตเป็นไบโอดีเซลในเชิงพาณิชย์ จึงทําให้เกิดการศึกษาและพัฒนาวิธีการ เพ่ือช่วย
แก้ปัญหาทางด้านต้นทุนของไลเพส และจากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าการนําเชือ้จุลินทรีย์ท่ี
สามารถผลิตไลเพสได้แบบทัง้เซลล์มาใช้เป็นตวัเร่งปฎิกิริยา คือวิธีท่ีมีความนา่สนใจอยา่งมาก 

ในปัจจบุนัการนําตวัเร่งปฏิกิริยาแบบทัง้เซลล์มาใช้ ไม่ว่าจะเป็นเชือ้รา แบคทีเรีย หรือยีสต์ 
จะเป็นการใช้เชือ้จุลินทรีย์ท่ีผลิตไลเพสแบบภายในเซลล์ โดยมกัจะมีการตรึง (immobilization) 
เซลล์ของจุลินทรีย์เหล่านัน้ลงบนตวัค่ําจุนก่อนการนําไปใช้ ทัง้นีเ้พ่ือเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพ
ตา่งๆ ในการทําปฏิกิริยา ทําให้สามารถใช้ซํา้ได้หลายครัง้ และช่วยลดต้นทนุของตวัเร่งปฏิกิริยาได้ 
(Dias Ribeiro, 2011) อย่างไรก็ตามกระบวนการตรึงเซลล์ลงบนตวัคํา้จนุนัน้ จดัได้ว่าเป็นปัจจยั
หนึง่ท่ีทําให้ตวัเร่งปฏิกิริยามีต้นทนุท่ีสงูขึน้เชน่กนั ดงันัน้จงึได้มีการศกึษาการนําเซลล์ของจลุินทรีย์
มาใช้ในการเร่งปฏิกิริยาโดยตรง โดยไม่ต้องผ่านการตรึงลงบนตัวค่ําจุน ซึ่งทําให้สามารถ
ประหยัดเวลาและค่าใช้จ่ายในการจัดเตรียมตวัเร่งปฏิกิริยาแบบทัง้เซลล์ได้ (Jin และ Bierma, 
2010) อย่างไรก็ตามในปัจจุบันการใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพแบบทัง้เซลล์จะเป็นการใช้
จุลินทรีย์ท่ีผลิตไลเพสภายในเซลล์ ซึ่งจุลินทรีย์ประเภทนีมี้จํานวนน้อยจึงทําให้ไม่เป็นท่ีนิยม 
(Ghaly และคณะ, 2010) 

ยีสต์เป็นจลุินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพในการนํามาใช้เป็นตวัเร่งปฎิกิริยาแบบทัง้เซลล์ เพ่ือช่วย
พฒันากระบวนการผลิตไบโอดีเซลให้ได้ผลผลิตสูง และมีคา่ใช้จ่ายลดลง เน่ืองจากยีสต์บางสาย
พนัธุ์สามารถผลิตไลเพสแบบออกมานอกเซลล์ รวมทัง้ยงัสามารถเพาะเลีย้งโดยใช้เพียงอาหาร
เลีย้งเชือ้ท่ีมีราคาไมส่งู แตส่ามารถเก็บเก่ียวเชือ้ได้ในปริมาณท่ีสงู ยิ่งไปกว่านัน้การใช้ยีสต์แบบทัง้
เซลล์ไม่ต้องผ่านการคดัแยก และไม่ต้องผ่านการทําให้บริสุทธ์ิ ซึ่งเป็นการลดค่าใช้จ่ายในการ
เตรียมไลเพสลงอีกด้วย (Qin และคณะ, 2008) ดงันัน้ไลเพสท่ีได้จากยีสต์เหล่านีจ้ึงได้กลายมาเป็น
หนึ่งในเอนไซม์ท่ีถูกใช้ทางการค้าอย่างแพร่หลาย เน่ืองมาจากการท่ีมนัสามารถให้อตัราการเร่ง
ปฎิกิริยา หรือกิจกรรมของเอนไซม์สูง ทัง้ปฎิกิริยาการย่อยสลาย และปฎิกิริยาการสังเคราะห์ 
(Purimprat Srimhan และคณะ, 2011) ทางผู้ วิจยัจึงสนใจท่ีจะนํายีสต์แบบทัง้เซลล์ของยีสต์ท่ี
ผลิตไลเพสแบบออกมานอกเซลล์ มาใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาแบบทัง้เซลล์ เน่ืองจากการนําเชือ้แบบ
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ทัง้เซลล์มาเร่งปฏิกิริยาโดยตรงโดบท่ีไม่ต้องผ่านการคดัแยก การทําให้บริสุทธ์ิ และการตรึงจะ
สามารถชว่ยลดต้นทนุของไลเพสลงได้ (Jin และ Bierma, 2010) 

 
ตารางท่ี 2.11 ผลเปรียบเทียบคา่กิจกรรมไลเพสจากยีสต์สายพนัธุ์ตา่งๆ 

สายพนัธุ์ยีสต์ 
กิจกรรมไลเพส 

(ยนูิตตอ่มิลลิลิตร) 
กิจกรรมจําเพาะของไลเพส 
(ยนูิตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน) 

อ้างอิง 

Yarrowia lipolytica 0.023 0.030 วนัภิเษก    
จฑุาภกัดิ ์และ
คณะ, 2008 

Candida thailandica 0.0026 0 

Rhodotorula 
mucilagenosa 

1.20 - 
Purimprat 

Srimhan และ
คณะ, 2011 

Pseudozyma hubeiensis 5.30 - 
Dias Ribeiro 

และคณะ, 
2011 

A. pullulans (HN2.3) 8.02 26.00 
Liu และคณะ, 

2008 
 
2.18 Aureobasidium pullulans 

 
Aureobasidium pullulans จดัเป็นเชือ้ราคล้ายยีสต์สายพนัธุ์เมืองร้อนชนิดหนึ่ง พบได้มาก

ในพืน้ดนิและในนํา้ มีลกัษณะเป็นสีดําเข้ม จึงมีช่ือสามญัและเป็นท่ีรู้จกักนัโดยทัว่ไปในช่ือว่ายีสต์
สีดํา (black yeast) อนัเน่ืองมาจากการผลิตเม็ดสีด้วยตวัเอง โดย A. pullulans นัน้ ดํารงชีวิตอยู่
ในฐานะตัวกินซาก (saprobe) หรืออาจจะเรียกได้ว่าเป็นผู้ ย่อยสลาย (decomposer) ตาม
ธรรมชาตท่ีิสําคญัในระบบนิเวศและหว่งโซอ่าหาร แบบเดียวกนักบัจลุินทรีย์ทัว่ๆ ไป  

การสืบพนัธุ์ของ A. pullulans นัน้เป็นการสืบพนัธุ์แบบไม่อาศยัเพศด้วยวิธีการสร้างสปอร์ 
โดยท่ีสปอร์จะมีลักษณะสีเข้ม เหตุผลท่ีสปอร์และตวัยีสต์ A. pullulans มีลักษณะสีเข้มนัน้ 
เน่ืองมาจากท่ีบริเวณพืน้ผิวมีการผลิตเม็ดสีเมลานินในระหว่างการเจริญเติบโต จึงทําให้ลกัษณะ
ของโคโลนีท่ีได้มีสีดําเข้มนัน้เอง และสําหรับรูปร่างของ A. pullulans นัน้ จะมีรูปร่างในลกัษณะท่ี



26 
 

เรียกว่ามีลกัษณะท่ีหลากหลาย (polymorphic forms) เช่น เป็นเซลล์เด่ียว หรือเส้นใย ขึน้กับ
สภาวะแวดล้อมระหว่างการเจริญเติบโต โดย A. pullulans มีสามประเภท ได้แก่ A. pullulans 
var. pullulans, A. pullulans var. melanogenum และ A. pullulans var. Aubasidani Yurlova 
(Yurlova และ Hoog, 1997) นอกจากนี ้ A. pullulans นัน้ยงัจดัเป็นยีสต์ท่ีสามารถผลิตไลเพส
ออกมานอกเซลล์ และสามารถพบได้ในประเทศไทยด้วย 

 
2.19 ผลของอุณหภูมิท่ีใช้ในปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน 

 
โดยปกติแล้วการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันท่ีอุณหภูมิ ท่ีสูง จะให้อัตราการ

เกิดปฏิกิริยาและผลผลิตท่ีสงูกวา่การใช้อณุหภมูิตํ่า เน่ืองจากอณุหภูมิท่ีสงูจะไปช่วยลดความหนืด
ของนํา้มนั และทําให้สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ง่าย (Encinar และคณะ, 2010) แต่การใช้ตวัเร่ง
ปฏิกิริยาทางชีวภาพ หรือไลเพส อณุหภูมิในการทําปฏิกิริยาท่ีใช้จะต่ํากว่าการใช้ตวัเร่งปฏิกิริยา
ทางเคมี ทัง้นีเ้พ่ือป้องกนัการสญูเสียสภาพ และกิจกรรมของไลเพสในการเกิดปฏิกิริยา ซึ่งโดยปกติ
อณุหภูมิท่ีเหมาะสมจะอยู่ในช่วง 30 ถึง 55 องศาเซลเซียส หรือไม่เกิน 60 องศาเซลเซียส ตามแต่
ชนิด และแหล่งท่ีมาของไลเพสท่ีใช้ในปฏิกิริยา เช่น จากการศึกษาท่ีผ่านมาได้มีการรายงานว่า
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั ท่ีเร่งปฏิกิริยาด้วยไลเพสทางการค้าโนโวไซม์ 435 จะมีอณุหภูมิท่ี
เหมาะสมอยู่ท่ี 40 องศาเซลเซียส และเม่ือใช้อุณหภูมิท่ีสูงกว่านี ้ไลเพสจะมีคา่กิจกรรมท่ีลดลง 
นอกจากนีย้งัมีการศกึษาอ่ืนท่ีแสดงวา่การเพิ่มอณุหภมูิจาก 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส สามารถช่วย
เพิ่มอัตราการผลิตไบโอดีเซลจากการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันท่ีเร่งปฏิกิริยาด้วย 
Tidestromia lanuginosa IM แตก่ารเพิ่มอณุหภูมิตอ่ไปจนเกิน 50 องศาเซลเซียสจะส่งผลกระทบ
ในทางลบตอ่การเกิดปฏิกิริยา (Gog และคณะ, 2012; Dias Ribeiro และคณะ, 2011) 

 
2.20 ผลของแอลกอฮอล์ในปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน 

 
การเกิดปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนันัน้ จําเป็นต้องมีการใช้แอลกอฮอล์เป็นสารตัง้ต้น 

โดยตามทฤษฎีแล้วนัน้ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัจะต้องการแอลกอฮอล์ 3 โมล ต่อนํา้มนั 
หรือไตรกลีเซอไรด์ 1 โมล เพ่ือเกิดเป็นไบโอดีเซล 3 โมลแตก่ารเพิ่มความเข้มข้น หรืออตัราส่วนโดย
โมลของนํา้มนัตอ่เมทานอลเกิน 1:3 นัน้ จะสามารถเพิ่มปริมาณผลผลิตไบโอดีเซลได้ เน่ืองมาจาก
เป็นการเพิ่มโอกาสในการเกิดปฏิกิริยาระหว่างนํา้มันกับเมทานอล และยังเป็นการช่วยให้การ
เกิดปฏิกิริยาเป็นไปอยา่งสมบรูณ์ ไมเ่กิดการขาดแอลกอฮอล์ระหวา่งการทําปฏิกิริยา นอกจากนีย้งั



27 
 

ช่วยให้อตัราการเกิดปฏิกิริยาเป็นไปอย่างรวดเร็วด้วย (Antczak และคณะ, 2009; Encinar และ
คณะ, 2010; Kumar และคณะ, 2011) 

สว่นใหญ่นัน้การผลิตไบโอดีเซลจะใช้เมทานอลหรือเอทานอลในการทําปฏิกิริยา เมทานอล
มกัจะได้รับความนิยมกว่ามาก เน่ืองมาจากการท่ีเมทานอลมีราคาท่ีถกูกว่าเอทานอล รวมทัง้การ
ใช้เมทานอล จะได้ผลผลิตเป็นเมทิลเอสเทอร์ในจํานวนท่ีมากกว่าการใช้เอทานอลท่ีได้ผลผลิตเป็น
เอทิลเอสเทอร์ อย่างไรก็ตามการใช้เมทานอลหรือเอทานอลนัน้สามารถก่อให้เกิดผลเสียต่อการ
ผลิตไบโอดีเซลได้เชน่กนัในกรณีท่ีใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพหรือไลเพส เน่ืองจากเมทานอลหรือ
เอทานอลจะไปสะสมอยู่ตามโครงสร้างของไลเพส จนทําให้โปรตีนหรือไลเพสเสียสภาพ ซึ่งมีผล
ยบัยัง้และลดประสิทธิภาพการทํางานของไลเพส โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกรณีท่ีความเข้มข้น หรือมี
อตัราส่วนโดยโมลของนํา้มนัต่อเมทานอลหรือเอทานอลสูงเกินไป ก็จะส่งผลทางลบต่อจุลินทรีย์ 
หรือไลเพสเม่ือนําไปใช้ในการทําปฏิกิริยา ทําให้อตัราการเกิดปฏิกิริยา และผลผลิตมีปริมาณลดลง
อย่างเห็นได้ชดั ยกตวัอย่างเช่นการศกึษาท่ีผ่านมาในการผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัถั่วเหลืองด้วย
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั พบว่าท่ีอตัราส่วนนํา้มนัตอ่เอทานอล 1:6 สามารถเปล่ียนนํา้มนั
ถัว่เหลืองเป็นไบโอดีเซลได้ถึง 93 เปอร์เซ็นต์ แตเ่ม่ือเพิ่มอตัราสว่นนํา้มนัตอ่เอทานอลไปท่ี 1:9 และ 
1:12 นัน้มีอตัราการเปล่ียนเป็นไบโอดีเซลเหลือเพียง 51 และ 55 เปอร์เซ็นต์ตามลําดบั ดงันัน้จึงมี
การศกึษา และหาวิธีแก้ไขปัญหานี ้โดยใช้วิธีการเติมเมทานอลหรือเอทานอลแบบเป็นขัน้ หรือทํา
การแบง่เตมิเมทานอลหรือเอทานอลทีละน้อย ครัง้ละเทา่ๆกนั เพ่ือไมใ่ห้เมทานอลหรือเอทานอลใน
ปฏิกิริยามีความเข้มข้นสงูเกินไปนัน้เอง (Gog และคณะ, 2012; Dias Ribeiro และคณะ, 2011) 

 
2.21 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 
ธนธร วิทิตศานต์ (2553) ได้ทําการศกึษาเร่ืองการสงัเคราะห์ชกูาร์แฟตตีแอซิดเอสเทอร์ และ

เมทิลเอสเทอร์ด้วยไลเพสท่ีคดัแยกได้ในประเทศไทย พบว่าสามารถคดัแยกยีสต์ A. pullulans 
จากตัวอย่างดินท่ีปนเปื้อนนํา้มันในบริเวณอู่ต่อเรือ เกาะสีชัง จังหวัดชลบุรี ได้ และยีสต์               
A. pullulans นี ้มีคา่แอคทิวิตีสงูท่ีสดุคือ 2.3±0.1 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร 

Pazouki และคณะ (2011) ได้ทําการศึกษาการผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัทําอาหารท่ีผ่าน
การใช้งานแล้ว ด้วยปฏิ กิ ริยาทรานส์ เอสเทอริฟิ เคชัน โดยใช้ตัวเ ร่งปฏิ กิ ริยาจากเ ชื อ้         
Rhizopus oryzae แบบทัง้เซลล์ พบวา่สามารถผลิตไบโอดีเซลได้ถึง 98.4 เปอร์เซ็นต์ หลงัชัว่โมงท่ี 
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72 โดยใช้อณุหภูมิในการทําปฏิกิริยาท่ี 35 องศาเซลเซียส และใช้อตัราส่วนโดยโมลของนํา้มนัตอ่
เมทานอลท่ี 1:3 ด้วยการเตมิเมทานอลแบบสามขัน้ 

Jin และ Bierma (2010) ได้ทําการศึกษาการผลิตไบโอดีเซลด้วยปฏิกิริยา                       
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน โดยใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาจากเชือ้ Rhizopus oryzae แบบทัง้เซลล์ท่ี
อณุหภมูิห้อง (25 องศาเซลเซียส) พบวา่สามารถผลิตไบโอดีเซลได้เกือบ 90 เปอร์เซ็นต์ 

Tamalampudi และคณะ (2008) ได้ทําการศกึษาการผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัสบูดํ่า ด้วย
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั โดยใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาจากเชือ้ Rhizopus oryzae แบบทัง้เซลล์ 
พบวา่สามารถผลิตไบโอดีเซลได้มากกวา่ 80 เปอร์เซ็นต์ 



 
 

บทที่ 3 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 
 

วัสดุอุปกรณ์ 
       

กระดาษกรองเบอร์ 1 (filter paper)  (Whatman, England) 
กระดาษกรอง PTFE 
(membrane disc filter, dia. 47 mm, pore size 0.45 µm) 

(National scientific, USA) 

การ์ดคอลมัน์โครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู  
(model: inertsil ODS-3, length 7.5 mm, i.d. 4.6 mm) 

(Alltech Associates. Inc., USA) 
 

คอลมัน์โครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู  
(model: apollo silica 5U, length 250 mm, i.d. 4.6 mm) 

(Alltech Associates. Inc., USA) 
 

คอลมัน์แก๊สโครมาโทกราฟี 
(model: DB-5HT,  
length 30 m x 0.32 mm x 0.1 µm film thickness) 

(Agilent Technologies, USA) 

เคร่ืองกวนแทง่แมเ่หล็ก (magnetic stirring hotplate) (Thermolyne, USA) 
เคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี  รุ่น AOC-20i  
(gas chromatography, GC) 

(Shimadzu, Japan) 

เคร่ืองเขย่าควบคมุอณุหภมูิ (shaking incubator)  (Witeg wisd, Germany) 
เคร่ืองเขย่าผสมสาร (vortex mixer)   (Vision Scientific, Korea) 
เคร่ืองควบคมุอณุหภมูิ (water bath)  (Memmert, Germany) 
เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู รุ่น LC-20A  
(high performance liquid chromatography, HPLC)  

(Shimadzu, Japan) 
 

เคร่ืองชัง่แบบละเอียด 4 ตําแหนง่ รุ่น HR-200  
(digital balance)  

(Diethelm, Thailand) 

เคร่ืองชัง่แบบละเอียด 4 ตําแหนง่ รุ่น OHAUS  
(digital balance)  

(Newyonghua, Thailand) 

เคร่ืองนึง่อบฆา่เชือ้ความดนัสงู (autoclave)  (Daihan Scientific, Korea) 
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เคร่ืองป่ัน (blender)   (Moulinex, France) 
เคร่ืองป่ันเหว่ียงขนาดเล็ก (microcentrifuge)   (Vision Scientific, Korea) 
เคร่ืองป่ันเหว่ียงควบคมุอณุหภมูิ (refrigerate centrifuge) (Hermle Labortechnik, Germany) 
เคร่ืองวดัความเป็นกรด-เบส  
(IQ scientific instruments pH meter) 

 (P.Intertrade, Thailand) 

เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง 
(epoch microplate reader spectrophotometer)  

(BioTek, USA) 

ชดุกรองสารแบบสญูญากาศ (suction flask, buchner funnel)  (Sartorius, Germany) 
ป๊ัมกรองสารเคมีสําหรับการวิเคราะห์ (vacuum pump) (GAST, USA) 
ตวักรองไนลอน  
(syringe filter nylon, dia. 13 mm, pore size 0.22 µm) 

(National scientific, USA) 

ตวักรอง PTFE  
(syringe filter PTFE, dia. 13 mm, pore size 0.22 µm) 

(National scientific, USA) 

ดีเทคเตอร์อีแอลเอสดีสําหรับเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบ
สมรรถนะสงู (evaporative light scattering detector, ELSD) 

(Shimadzu, Japan) 

ตู้บม่เชือ้ (incubator)  (Schwabach, Germany) 
ตู้ปลอดเชือ้  
(vertical laminar flow cabinet)  

(Streamline Laboratory products, Singapore) 

ตู้อบฆา่เชือ้ (hot air oven)  (Schwabach, Germany) 
หลอดรังสีอลัตราไวโอเลต (UV lamp)  (Sylvania, Japan) 

 
สารเคมี 

 
กรดซิตริก (citric acid) (Ajax Finechem, New Zealand) 
กรดฟอร์มิก (formic acid)  (Scharlau, Spain) 
กรดปาล์มิติก (palmitic acid)  (Sigma, USA) 
กรดปาล์มิติกเมทิลเอสเทอร์ (palmitic acid methyl ester)    (Sigma, USA) 
กรดปาล์มิติกเอทิลเอสเทอร์ (palmitic acid ethyl ester)  (Sigma, USA) 
กรดลิโนเลอิก (linoleic acid)   (Sigma, USA.) 
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กรดลิโนเลอิกเมทิลเอสเทอร์ (linoleic acid methyl ester)   (Sigma, USA) 
กรดลิโนเลอิกเอทิลเอสเทอร์ (linoleic acid ethyl ester)   (Sigma, USA) 
กรดโอเลอิก (oleic acid)  (Sigma, USA) 
กรดโอเลอิกเมทิลเอสเทอร์ (oleic acid methyl ester)   (Sigma, USA) 
กรดโอเลอิกเอทิลเอสเทอร์ (oleic acid ethyl ester)  (Sigma, USA) 
กรดไฮโครคลอริก (HCl)   (Labscan, Thailand) 
คลอโรฟอร์ม (chloroform)  (Labscan, Thailand) 
ไตรโซเดียมซิเตรท (trisodium citrate: Na3C6H5O7∙2H2O)  (Ajax Finechem, Australia) 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)   (Ajax Finechem, Australia) 
โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3)   (Ajax Finechem, Australia) 
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)  (Scharlau, Spain) 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4)   (Ajax Finechem, Australia) 
ไตรตอน เอกซ์-100 (triton X-100)  (Scharlau, Spain) 
ไตรโอเลอิน (triolein: C18:1-CIS-9, TAG)  (Sigma, USA) 
นํา้มนัสบูดํ่า (physic nut oil)  (บริษัทรุ้งสวรรค์ จํากดั, ประเทศไทย) 
นํา้ตาลกลโูคส (D-glucose)  (Ajax Finechem, Australia) 
นํา้ตาลซูโครส (sucrose)   (Ajax Finechem, Australia) 
โนโวไซม์ 435 (Novozym® 435) (Novozymes, Denmark) 
โบไวน์ซีรัมอลับมูิน (bovine serum albumin, BSA)   (Merck, Germany) 
เปปโตน (peptone)  (Scharlau, Spain) 
พารา-ไนโตรฟีนอล (p-nitrophenol, pNP)  (Fluka, Switzerland) 
พารา-ไนโตรฟีนิล ปาล์มมิเทต (p-nitrophenyl palmitate: C16, pNPP)   (Sigma, USA) 
พารา-ไนโตรฟีนิล ลอเรต (p-nitrophenyl laurate: C12, pNPL)   (Sigma, USA) 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  (Merck, Germany) 
เมทานอล (methanol)  (Labscan, Thailand) 
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4∙7H2O)  (Merck, Germany) 
โรดามีน บี (Rhodamine B)  (Ajax Finechem, Australia) 
ไลโปไซม์ (Lipozyme® CALB L) (Novozymes, Denmark) 
สารแบรดฟอร์ด (Bradford’s reagent) (Biorad,USA) 
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สารสกดัจากมอลต์ (malt extract) (Himedia, India) 
สารสกดัจากยีสต์ (yeast extract) (Himedia, India) 
อะซิโตน (acetone) (Labscan, Thailand) 
อิโคเซน (eicosane) (Aldrich, Germany) 
เอทิลแอซีเทต (ethyl acetate) (Labscan, Thailand) 
เฮกเซน (n-hexane) (Labscan, Thailand) 
1-บวิทานอล (1-butanol) (Merck, Germany) 
1-โมโนโอเลออย-แร็ก-กลีซอรอล  
(1-monooleoyl-rac-glycerol: C18:1-CIS-9, MAG) 

 (Sigma, USA) 

1,2-ไดโอเลออย-แร็ก-กลีซอรอล  
(1,2-dioleoyl-rac-glycerol: C18:1-CIS-9, 1,2-DAG) 

(Sigma, U.S.A.) 

1,3-ไดโอเลอิน-แร็ก-กลีซอรอล 
(1,3-diolein: C18:1-CIS-9, 1,3-DAG) 

(Sigma, U.S.A.) 

2-โพรพานอล (2-propanol,Isopropyl alcohol: (CH3)2CHOH)  (Labscan, Thailand) 
  

วิธีการด าเนินงานวิจัย 
 

3.1 การวัดอัตราการเจริญเติบโตและกิจกรรมของไลเพส และปริมาณโปรตีนของยีสต์ 
A. pullulans var. melanogenum เม่ือใช้น า้มันสบู่ด าเป็นตัวชักน า 

 
3.1.1 จลุินทรีย์ท่ีใช้ในการทดลอง 
 จลุินทรีย์ท่ีใช้ คือ ยีสต์ A. pullulans var. melanogenum ซึ่งได้มาจากงานวิจยัของ 
ธนธร วิทิตศานต์ (2553) ท่ีได้ทําการคดัแยกยีสต์จากดินท่ีปนเปือ้นคราบนํา้มนับนเกาะสีชงั 
จงัหวดัชลบรีุ โดยยีสตช์นิดนีมี้ความสามารถผลิตไลเพสและทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้สงู 
 
3.1.2 การทดสอบการผลิตไลเพสของยีสต ์
 นําโคโลนีเด่ียวของยีสต์ A. pullulans var. melanogenum บนอาหารเลีย้งเชือ้      
กึ่งแข็ง (yeast malt agar; YMA) (ภาคผนวก ก) ซึ่งบม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 120 ชัว่โมง มาทดสอบความสามารถในการผลิตไลเพสเชิงคณุภาพ โดยทําการเข่ีย
เชือ้ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้กึ่งแข็ง ท่ีผสมโรดามีน บี 0.001 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร 
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(w/v) และนํา้มนัสบูดํ่า 1 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร (w/v) (ดดัแปลงจากวิธีการของ 
Schmidt-Dannert และคณะ, 1994) (ภาคผนวก ก) บม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 120 ชัว่โมง สงัเกตการเติบโต และการผลิตไลเพสของยีสต์จากความสามารถในการ
เรืองแสงสีส้มภายใต้รังสีอลัตราไวโอเลต (UV) ความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร 
 

 3.1.3 การวดัการเจริญเตบิโตของจลุินทรีย์ในอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งก่อนการเลีย้งเชือ้ 
 นําโคโลนีเด่ียวของยีสต์ A. pullulans var. melanogenum จากอาหารเลีย้งเชือ้กึ่ง
แข็ง มาเลีย้งลงในอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งก่อนการเลีย้งเชือ้ (yeast malt broth; YMB) 
(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีบรรจอุยู่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับ
อุณหภูมิเป็น 30 องศาเซลเซียส ทําการบ่มแบบเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
จากนัน้เก็บผลตดิตอ่กนัตลอดระยะเวลา 120 ชัว่โมง ท่ีเวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48, 
60, 72, 96 และ 120 ชัว่โมง เพ่ือใช้วดัการเจริญเติบโตด้วยวิธีวดัคา่ความขุ่นของอาหาร
เลีย้งเชือ้ ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และนบัจํานวนเซลล์ยีสต์ต่อมิลลิลิตร ด้วยการ
ดดูสารแขวนลอยเซลล์ยีสต์ท่ีช่วงเวลาท่ีแตกต่างกัน ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาทําเป็น
สารละลายเจือจางลดความเข้มข้นลงตามลําดบัด้วยโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ทํา
การเจือจางเป็น 10-1 ถึง 10-6 จากนัน้ทําการดดูสารแขวนลอยเซลล์ยีสต์ท่ีผ่านการเจือจาง
แล้ว ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเกล่ียให้เชือ้แพร่กระจายลงบนอาหารแข็งสตูรสําหรับเลีย้ง
ก่อนการเลีย้งเชือ้ และนําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชัว่โมง นบั
จํานวนเซลล์ยีสต์ท่ีอยู่บนจานเพาะเชือ้ โดยเลือกตวัอย่างในจานเพาะเชือ้ท่ีมีจํานวนเซลล์
ยีสต์ระหว่าง 30 - 300 โคโลนี เพ่ือนํามาสร้างกราฟการเจริญเติบโตท่ีเวลาต่างๆ 
เปรียบเทียบกบัปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 
 
3.1.4 การเตรียมหวัเชือ้ และการเลีย้งเชือ้เพ่ือผลิตไลเพส 
 นําโคโลนีเด่ียวของยีสต์ A. pullulans var. melanogenum จากอาหารเลีย้งเชือ้กึ่ง
แข็ง มาเลีย้งลงในอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งก่อนการเลีย้งเชือ้ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่ง
บรรจอุยู่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับอณุหภูมิเป็น 30 องศาเซลเซียส บม่แบบ
เขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือนําไปใช้เป็นกล้าเชือ้ 
(seed) ในการทดลองตอ่ไป จากนัน้ถ่ายเชือ้จากอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งก่อนการเลีย้ง
เชือ้ ลงในอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งเพื่อผลิตไลเพส (lipase production medium; LPM) 
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ท่ีปรับให้เหมาะสมสําหรับการเลีย้งยีสต์ A. pullulans (ธนธร, 2553) (ภาคผนวก ก) เพ่ือใช้
สําหรับการผลิตไลเพสแล้ว ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยู่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 
มิลลิลิตร พร้อมทัง้เตมินํา้มนัสบูดํ่า 1 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร (w/v) เพ่ือชกันําให้
เชือ้ผลิตเอนไซม์ท่ีต้องการ แล้วถ่ายเชือ้จากกล้าเชือ้ โดยปรับค่าการดดูกลืนแสงเร่ิมต้นให้
เป็น 0.1-0.2 ท่ี 600 นาโนเมตร จากนัน้นําไปบ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ควบคมุความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 168 ชัว่โมง (Kamini และคณะ, 2000)  
 
3.1.5 การวดัการเจริญเตบิโตของจลุินทรีย์ในอาหารเหลวสําหรับการผลิตไลเพส 
 เตรียมเชือ้ตามวิธีการในข้อ 3.1.4 และเก็บตวัอย่างติดต่อกันตลอดระยะเวลา 168 
ชัว่โมง ท่ีเวลา 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48, 60, 72, 96, 120, 144 และ 168 ชัว่โมง เพ่ือ
นํามาใช้วดัการเจริญเตบิโตด้วยวิธีวดัคา่ความขุ่นของอาหารเลีย้งเชือ้ ท่ีความยาวคล่ืน 600 
นาโนเมตร และนับจํานวนเซลล์ยีสต์ต่อมิลลิลิตร ด้วยการดูดสารแขวนลอยเซลล์ยีสต์ท่ี
ชว่งเวลาแตกตา่งกนั ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาทําเป็นสารละลายเจือจางลดความเข้มข้น
ลงตามลําดบัด้วยโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ทําการเจือจางเป็น 10-1 ถึง 10-8 จากนัน้
ทําการดดูสารแขวนลอยเซลล์ยีสต์ท่ีผ่านการเจือจางแล้ว ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเกล่ีย
ให้เชือ้แพร่กระจายลงบนอาหารเลีย้งเชือ้กึ่งแข็ง และนําไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 120 ชัว่โมง นบัจํานวนเซลล์ยีสต์ท่ีอยู่บนจานเพาะเชือ้ โดยเลือกตวัอย่างในจาน
เพาะเชือ้ท่ีมีจํานวนเซลล์ยีสต์ระหว่าง 30 - 300 โคโลนี พร้อมทัง้เก็บตวัอย่างท่ีได้มาทําการ
แยกเซลล์ โดยการป่ันเหว่ียงตกตะกอนท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที ควบคมุอณุหภูมิท่ี 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บสว่นใสหรือเอนไซม์ท่ียีสต์ผลิตได้ไปกรองผ่านกระดาษ
กรองเบอร์ 1 เพ่ือนําไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนและความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิส ด้วยการวดักิจกรรมของไลเพสท่ียีสต์ผลิตได้ แล้วนํามาสร้างกราฟระหว่างการ
เจริญเตบิโต และการผลิตไลเพสของยีสตท่ี์เวลาตา่งๆ  
 
3.1.6 วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทัง้หมด 
 นําสารละลายตวัอยา่งท่ีได้จากเชือ้ในข้อ 3.1.5 มาวดัปริมาณของโปรตีนทัง้หมดด้วย
วิธีของแบรดฟอร์ด (Bradford’s method) ท่ีค่าการดดูกลืนแสง 595 นาโนเมตร วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงแล้วเปรียบเทียบปริมาณโปรตีนทัง้หมดในสารละลายตัวอย่าง จากกราฟ
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มาตรฐานซึ่งใช้สารละลายมาตรฐานจากซีรัมของลกูววั (bovine serum albumin, BSA) ท่ี
มีปริมาณโปรตีน 0-25 ไมโครกรัม (Bradford, 1976) (ภาคผนวก ข) 

 
3.1.7 วิเคราะห์กิจกรรมของไลเพส 
 นําสารละลายตวัอย่างท่ีได้จากเชือ้ในข้อ 3.1.5 มาวดัค่ากิจกรรมของไลเพสทัง้หมด
ด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตเมทรี แล้วเปรียบเทียบปริมาณพาราไนโตรฟีนอล (p-NP:            
p -ni t rophenol )  ท่ี เ กิดขึ น้ในปฏิกิ ริยา เ ทียบจากกราฟมาตรฐานทีใ ช้สารละลาย                
พาราไนโตรฟีนอลความเข้มข้นตัง้แต่ 0 - 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยไลเพสจะเร่ง          
ปฏิกิรยา และมีการเปล่ียนพาราไนโตรฟีนิลลอเรต (p-NPL : p-nitrophenol laurate) ท่ีใช้
เป็นสารตัง้ต้น ให้เป็นผลิตภณัฑ์ หรือพาราไนโตรฟีนอล และทําการวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 
410 นาโนเมตร วิธีการวดัดดัแปลงมาจากวิธีของ Marini และคณะ (2012) เพ่ือให้เหมาะสม
ต่อการวัดในปริมาณน้อย และลดความยุ่งยากในการเตรียม  เน่ืองจากวิธีการนีไ้ม่
จําเป็นต้องใช้สารลดแรงตงึผิวในปฏิกิริยา (ภาคผนวก ข) 
 กําหนดให้ 1 หน่วยเอนไซม์ (U : unit) มีค่าเท่ากับปริมาณของเอนไซม์ท่ีสามารถ
เปล่ียนพาราไนโตรฟีนิลลอเรต เป็นพาราไนโตรฟีนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมลต่อนาที ท่ี
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 30 นาที 
 

3.2 การหาภาวะที่ เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันของเซลล์ยีสต์
แบบทัง้เซลล์ ด้วยการหาอัตราส่วนการเตมิเมทานอล และอุณหภูมิในการผลิตไบโอดีเซล 

 
การวิเคราะห์การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัของเซลล์

ยีสต์แบบทัง้เซลล์ ด้วยการหาอัตราส่วนการเติมเมทานอล และอุณหภูมิ ท่ีเหมาะสม มีชุดการ
ทดลองดงันี ้

ในการทดลองนีส้นใจนํา้มนัสบูดํ่าเป็นสารตัง้ต้น โดยกําหนดให้มีชดุทําปฏิกิริยาเป็นชดุท่ีใช้
ยีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา เปรียบเทียบกบัตวัควบคมุเชิงบวก (positive 
control) 3 ชุด คือ ชุดท่ีใช้เอนไซม์ทางการค้าโนโวไซม์ 435, ไลโปไซม์ คาลบี แอล และ          
เอนไซม์หยาบจากยีสต์ A. pullulans และกําหนดให้ตวัควบคมุเชิงลบ (negative control) คือ        
ชดุควบคมุท่ีไมมี่เอนไซม์เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา โดยทกุการทดลองจะทดลองทัง้หมด 3 ซํา้ แล้วนํามา
หาคา่เฉล่ีย สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน และคา่ความคลาดเคล่ือน การเก็บตวัอย่างจะทําการเก็บครัง้
ละ 700 ไมโครลิตร ท่ีเวลา 0, 4 ,18, 24, 48, และ 72 ชัว่โมงตามลําดบั โดยไม่ให้ปริมาณตวัอย่าง
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ท่ีอยูใ่นขวดรูปชมพู่เหลือน้อยกว่า 60 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณตวัอย่างเร่ิมต้น ขัน้ตอนการทดลองมี
ดงัตอ่ไปนี ้
 

3.2.1 การเตรียมตวัเร่งทางชีวภาพไลเพส โดยยีสต ์A. pullulans แบบทัง้เซลล์ 
 นําโคโลนีเด่ียวของยีสต์ A. pullulans var. melanogenum จากอาหารเลีย้งเชือ้       
กึ่งแข็งมาเลีย้งลงในอาหารเหลวสูตรสําหรับเลีย้งก่อนการเลีย้งเชือ้ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
ซึ่งบรรจุอยู่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับอุณหภูมิเป็น 30 องศาเซลเซียส        
บ่มแบบเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ทําการถ่าย
ยีสต์ A. pullulans จากอาหารเหลวสูตรสําหรับเลีย้งก่อนการเลีย้งเชือ้ ลงในอาหารเหลว
สูตรสําหรับเลีย้งเพ่ือผลิตไลเพสท่ีปรับให้เหมาะสมสําหรับการเลีย้งยีสต์ A. pullulans    
(ธนธร วิทิตศานต์, 2553) (ภาคผนวก ก) เพ่ือใช้สําหรับการผลิตไลเพส ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยู่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร พร้อมทัง้เติมนํา้มันสบู่ดํา 1 
เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร เพ่ือชกันําให้เชือ้ผลิตเอนไซม์ท่ีต้องการ แล้วทําการถ่าย
เชือ้จากกล้าเชือ้ โดยปรับค่าการดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตรเร่ิมต้นเป็น 0.1 - 0.2 จากนัน้
นําไปบ่มแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ควบคุมความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 96 ชัว่โมง ซึง่เป็นชัว่โมงท่ีมีคา่กิจกรรมเอนไซม์สงูสดุ จากการทดลองในข้อ 3.1.7 
 
3.2.2 ศกึษาผลของอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การทําปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซล 
 นํายีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์ท่ีเตรียมพร้อมไว้แล้วสําหรับการนําไปใช้เร่ง
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันในข้อ 3.2.1 มาทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันท่ี
อณุหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาท่ีแตกตา่งกนั ดงันี ้25, 30, 35, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส 
โดยเร่ิมต้นท่ีการเตมินํา้มนัสบูดํ่าบริสทุธ์ิ 1 โมลาร์ (ใช้ปริมาณนํา้มนัสบูดํ่า 30 กรัม) จากนัน้
นําไปบม่แบบเขยา่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ควบคมุความเร็วรอบ 250 รอบตอ่นาที ทํา
ปฏิกิริยานาน 72 ชัว่โมง เก็บตวัอย่างผลิตภณัฑ์ปริมาณ 700 ไมโครลิตร ท่ีเวลา 0, 4 ,18, 
24, 48, และ 72 ชัว่โมงตามลําดบั แล้วนําตวัอย่างไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที สารละลายตวัอย่างจะแบ่งเป็น 3 ชัน้ นําส่วนใสชัน้บนสดุจาก
การป่ันเหว่ียงไปทดสอบผลการเร่งปฏิกิริยา เพ่ือดเูปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์
จากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั ท่ีอณุหภมูิในการเกิดปฏิกิริยาท่ีแตกตา่งกนั (Shimada 
และคณะ, 2002) โดยตรวจสอบจากการเปล่ียนแปลงของไตรกลีเซอไรด์ ไดกลีเซอไรด์      
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โมโนกลีเซอไรด์ เมทิลเอสเทอร์ และกลีเซอรอล ด้วยเทคนิคทางโครมาโทกราฟีของเหลว
แบบสมรรถนะสูง (high performance liquid chromatography, HPLC) จากนัน้เก็บ
ตวัอย่างในส่วนของชัน้รองลงมา นําไปตรวจสอบวิเคราะห์หาปริมาณเมทานอลท่ีหมดไป
ด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี (gas chromatography, GC) ทําการวดักิจกรรมของไลเพส
ด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตเมทรี และการเจริญเติบโตของยีสต์โดยวิธีการเกล่ียให้เชือ้กระจาย
บนจานเพาะเชือ้ (spread plate) 
 
3.2.3 ศึกษาปริมาณอัตราส่วนโดยโมลของนํา้มันต่อเมทานอลท่ีเหมาะสมต่อการทํา
ปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซล 
 นํายีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์ท่ีเตรียมไว้ สําหรับใช้ทําปฏิกิริยา                
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัในข้อ 3.2.1 มาทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการทําปฏิกิริยาจากผลการทดลองในข้อ 
3.2.2 และใช้อตัราส่วนโดยโมลของนํา้มนัตอ่เมทานอลแตกตา่งกนั ดงันี ้1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 
1:5, 1:6 และ 1:7 โดยใช้วิธีการเติมเมทานอลแบ่งเป็นขัน้ ทัง้สิน้สามขัน้ (three step 
feeding of methanol) เพ่ือลดผลกระทบของเมทานอลตอ่เซลล์ยีสต์ เช่น นํา้มนั 1 โมลาร์ 
ต้องใช้เมทานอล 3 โมลาร์ ถ้าหากแบง่เติมเมทานอล 3 ครัง้ จะต้องเติมเมทานอลครัง้ละ 1 
โมลาร์ เป็นต้น โดยครัง้แรกเตมิเมทานอลในเวลาชัว่โมงท่ี 0 หรือตอนเร่ิมทํา ส่วนอีกสองครัง้
เตมิท่ีชัว่โมงท่ี 4 และ 18 ตามลําดบั (ดดัแปลงจาก Hashemizadeh และคณะ, 2011) และ
ควบคุมความเร็วในการกวนให้เข้ากันท่ี 250 รอบต่อนาที ใช้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 72 
ชัว่โมง จากนัน้เก็บตวัอย่างผลิตภณัฑ์ปริมาณ 700 ไมโครลิตร ท่ีเวลา 0, 4 ,18, 24, 48, 
และ 72 ชัว่โมงตามลําดบั นําตวัอย่างไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 30 นาที (Shimada และคณะ, 2002) แล้วเก็บตัวอย่างส่วนใสชัน้บนสุดจากการ     
ป่ันเหว่ียงไปทดสอบความสามารถในการเกิดปฏิกิริยา ทําการตรวจสอบการเปล่ียนแปลง
ของไตรกลีเซอไรด์ ไดกลีเซอไรด์ โมโนกลีเซอไรด์ เมทิลเอสเทอร์ และกลีเซอรอล ด้วยเทคนิค
ทางโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู จากนัน้เก็บตวัอย่างในส่วนของชัน้รองลงมา 
เพ่ือนําไปตรวจสอบวิเคราะห์หาปริมาณเมทานอลท่ีหมดไปด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี 
ทําการวดักิจกรรมของไลเพสด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตเมทรี และการเจริญเติบโตของยีสต์
โดยวิธีการเกล่ียให้เชือ้กระจายบนจานเพาะเชือ้  
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3.2.4 การตรวจสอบการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัจากผลการวิเคราะห์ปริมาณ
เมทิลเอสเทอร์ท่ีเกิดขึน้ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู 
 

3.2.4.1 การเตรียมเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง (Shimadzu 
LC-20 A series, Japan) 

เตรียมสาร 2 ชนิด สําหรับเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) ได้แก่ สารเอ 
ประกอบด้วยเฮกเซน : กรดฟอร์มิค (100 : 0.5 v/v) สารบี ประกอบด้วย เฮกเซน :   
ไอโซโพรพานอล : เอสทิลอะซิเตต : กรดฟอร์มิค (85 : 10 : 10 : 0.1 v/v) สารในสาย
ล้างเข็ม (injector) ประกอบด้วย เฮกเซน : ไอโซโพรพานอล (45 : 5 v/v) ท่ีอตัราการ
ไหลเท่ากับ 1.5 มิลลิลิตรต่อนาที ใช้ Apollo Silica Column 5U ความยาว 250 
มิลลิเมตร เส้นผ่านศนูย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร และ Inertsil ODS-3 ความยาว 7.5 
มิลลิเมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 4.6 มิลลิเมตร โดยใช้ ELSD เป็นเคร่ืองตรวจวัด 
(detector) สําหรับเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

 
3.2.4.2 การเตรียมตวัอยา่งสําหรับฉีด โครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู 
 นําตวัอยา่งท่ีเก็บจากการทําปฏิกิริยาในข้อ 3.2.2 และ 3.2.3 ไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือแยกกลีเซอรอลให้ตกออกมา 
แล้วดดูสารละลายตวัอย่างปริมาตร 10 ไมโครลิตร นําไปละลายในคลอโรฟอร์ม 490 
ไมโครลิตร เพ่ือทําให้เจือจาง และใส่อีโคเซน (eicosane) 10 ไมโครลิตร เป็นสาร
มาตรฐานภายใน จากนัน้ฉีดตัวอย่างลงในเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบ
สมรรถนะสูง ปริมาณ 20 ไมโครลิตร เพ่ือวัดปริมาณกรดไขมันอิสระท่ีเหลือ หรือ
ปริมาณผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึน้ จากนัน้นําข้อมูลท่ีได้ไปคํานวณหาเปอร์เซ็นต์การ
เปล่ียนแปลงของไตรกลีเซอไรด์ ไดกลีเซอไรด์ โมโนกลีเซอไรด์ เมทิลเอสเทอร์ และ 
ก ลี เ ซ อ ร อ ล  ด้ ว ย เ ค ร่ื อ ง โ ค ร ม า โ ท ก ร า ฟี ข อ ง เ ห ล ว แ บ บ ส ม ร ร ถ น ะ สู ง 
(Chulalaksananukul และคณะ, 2002) 

 
3.2.5 การตรวจสอบการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั จากผลการวิเคราะห์ปริมาณ 
เมทานอลท่ีเหลืออยูด้่วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี 
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3.2.5.1 การเตรียมตวัอยา่งสําหรับฉีดโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

นําตวัอยา่งท่ีเก็บจากการทําปฏิกิริยาในข้อ 3.2.2 และ 3.2.3 ไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือแยกกลีเซอรอลให้ตกออกมา 
แล้วดดูสารละลายตวัอย่างปริมาตร 300 ไมโครลิตร ละลายในนํา้ท่ีปราศจากไอออน 
(deionization Water) (HPLC grade) 300 ไมโครลิตร เพ่ือทําให้เจือจาง และใส่     
1-บิวทานอล (1-butanol) 100 ไมโครลิตร เป็นสารมาตรฐานภายใน (internal 
standard) จากนัน้ฉีดตวัอยา่งในเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี เพ่ือวดัปริมาณเอทานอล
ท่ีเหลืออยู ่ 

 
3.2.5.2 การเตรียมเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสูง (Shimadzu 
AOC-20i, Japan) 

ฉีดตวัอย่างด้วยคอลมัน์แก๊สโครมาโทกราฟี DB-5HT ท่ีอณุหภูมิคอลมัน์ 
หวัฉีด และตวัตรวจจบัเท่ากบั 40, 250 และ 300 องศาเซลเซียส ตามลําดบั และใช้
แก๊สฮีเลียมเป็นแก๊สตวันํา (carrier gas) ผลผลิตมวลรวมของผลิตภัณฑ์ คํานวณ
ออกมาเป็นกรัมตอ่ลิตร 

 
3.3 ผลิตไบโอดีเซลจากน า้มันสบู่ด า ในขวดรูปชมพู่ขนาด 2,000 มิลลิลิตร ปริมาตร 
200 มิลลิลิตร  

 
โดยนํายีสต์ทัง้เซลล์โดยท่ีไม่ผ่านกระบวนการแยก และการทําให้บริสุทธ์ิมาเป็นตัวเร่ง

ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั ในภาวะท่ีเหมาะสมท่ีได้จากขัน้ตอนท่ี 3.2 โดยใช้ความเร็วรอบ 
250 รอบตอ่นาที บม่แบบเขยา่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ใช้เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 72 ชัว่โมง 
จากนัน้ทําการกําจดักลีเซอรอลออกในชัว่โมงท่ี 72 และทําปฏิกิริยาในภาวะเดิมตอ่อีก จากนัน้เก็บ
ตวัอยา่งผลิตภณัฑ์ปริมาณ 700 ไมโครลิตร ท่ีเวลาแตกตา่งกนั นําตวัอย่างไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว
รอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที แล้วนําสารละลายส่วนใสไปตรวจสอบหาปริมาณ
ผลผลิตของไบโอดีเซลท่ีเกิดขึน้ ตรวจสอบผลผลิตท่ีได้เชิงปริมาณด้วยวิธีโครมาโทกราฟีของเหลว
แบบสมรรถนะสูง และทําการวัดกิจกรรมของไลเพสบนเมทิลเอสเทอร์ท่ีผลิตต่อชั่วโมงต่อกรัม           
ไลเพส 



 
 

บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

4.1  หาอัตราการเจริญเติบโตและกิจกรรมของไลเพสและปริมาณโปรตีนของยีสต์  A. 
pullulans var. melanogenum เม่ือใช้น า้มันสบู่ด าเป็นตัวชักน า 

 
4.1.1 ผลการศกึษาการผลิตไลเพสเชิงคณุภาพของยีสตใ์นอาหารเลีย้งเชือ้กึ่งแข็ง 
 จากการศกึษาการผลิตไลเพสของยีสตเ์ชิงคณุภาพในเบือ้งต้น โดยการนําโคโลนีเด่ียว
ของยีสต์ A. pullulans ท่ีได้มาจากงานวิจยัของ ธนธร วิทิตศานต์ (2553) มาเพาะเลีย้งลง
บนอาหารเ ลี ย้ง เ ชื อ้กึ่ งแข็ ง ท่ีผสมโรดามีน  บี  กับนํ า้มันสบู่ ดํ า  บ่ม ท่ีอุณหภูมิ  30               
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชัว่โมง พบว่ายีสต์ A. pullulans มีการเรืองแสงสีส้มเม่ือส่องดู
ภายใต้รังสีอลัตราไวโอเลตความยาวคล่ืน 350 นาโนเมตร ซึ่งแสดงว่ายีสต์มีการผลิตไลเพส
จริง เน่ืองจากการท่ียีสต์ A. pullulans ผลิตไลเพสออกมาย่อยนํา้มนัในอาหารซึ่งเป็นแหล่ง
คาร์บอน จะทําให้เกิดเป็นกรดไขมนัประเภทโมโนกลีเซอไรด์ ไดกลีเซอไรด์ กรดไขมนัอิสระ 
และกลีเซอรอลโดยจะทําปฎิกิริยากบัโรดามีน บี จนเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน ท่ีมีสมบตัิ
ในการเรืองแสงสีส้ม เม่ือส่องภายใต้รังสีอลัตราไวโอเลต (Kouker และ Jaeger, 1987)     
ดงัภาพท่ี 4.1 
 

 
 

ภาพท่ี 4.1 ภาพซ้ายแสดงลกัษณะของยีสต์ บนอาหารเลีย้งเชือ้กึ่งแข็ง 
          ภาพกลางแสดงลกัษณะเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้กึ่งแข็งท่ีเตมิโรดามีน บี  
        ภาพขวาแสดงการผลิตไลเพสของยีสต์ จากการเกิดการเรืองแสงสีส้ม 
        เม่ือสอ่งดภูายใต้รังสีอลัตราไวโอเลต 
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4.1.2 การเจริญเตบิโตของยีสตใ์นอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งก่อนการเลีย้งเชือ้ 
 จากการศึกษาลกัษณะการเจริญเติบโตของยีสต์ ด้วยการนําโคโลนีเด่ียวของยีสต์ท่ี
เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้กึ่งแข็ง มาเพาะเลีย้งลงในอาหารเหลวสูตรสําหรับเลีย้งก่อน
การเลีย้งเชือ้ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ร่วมกบัการเขย่าท่ี
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 120 ชั่วโมง ทําการวัดค่าความขุ่นด้วยเคร่ือง         
สเปกโตรโฟโตเมทรีท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และทําการนบัจํานวนเซลล์ยีสต์ด้วย
วิธีการเกล่ียให้เชือ้แพร่กระจายบนจานเพาะเชือ้ แล้วทําการนับจํานวนเชือ้เป็นจํานวน
โคโลนีตอ่มิลลิลิตร (CFU (colony forming unit)/ml) จากนัน้ทําการคํานวนผลท่ีได้เป็นคา่ 
ล็อกจํานวนเซลล์ (log CFU/ml) เพ่ือให้สามารถเปรียบเทียบจํานวนเชือ้ท่ีเพิ่มขึน้อย่าง
รวดเร็วในลกัษณะการเพิ่มจํานวนเซลล์แบบทวีคณูได้ โดยวิธีการนบัจํานวนเชือ้เป็นจํานวน
โคโลนีต่อมิลลิลิตร เป็นวิธีท่ีมีความน่าเช่ือถือและเป็นท่ีนิยมใช้ เน่ืองจากมีข้อได้เปรียบ
หลายประการ เช่น สามารถทําได้ง่าย รวดเร็ว และเป็นวิธีการนบัจํานวนเซลล์ท่ีมีชีวิตอยู่
เท่านัน้ ซึ่งแตกต่างจากวิธีอ่ืนท่ีไม่สามารถแยกแยะได้ว่าจํานวนเซลล์ท่ีได้มาเป็นเซลล์ท่ีมี
ชีวิตหรือไมมี่ชีวิต 
 จากการเปรียบเทียบผลระหว่างค่าความขุ่นหรืออัตราการดูดกลืนแสงท่ี  600          
นาโนเมตร กบัค่าล็อกจํานวนเซลล์ของยีสต์ A. pullulans ในอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้ง
ก่อนการเลีย้งเชือ้ พบว่ายีสต์ A. pullulans ท่ีเลีย้งในอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งก่อนการ
เลีย้งเชือ้ มีช่วงระยะเวลาปรับตัว (lag phase) หรือช่วงท่ีเชือ้มีการปรับตัวให้เข้ากับ
สภาพแวดล้อมเพ่ือเตรียมตวัท่ีจะทําการแบง่เซลล์ ท่ีช่วงเวลา 8 ชัว่โมงแรก ตอ่มาเชือ้จะเร่ิม
เข้าสู่ช่วงการแบ่งเซลล์หรือเพิ่มจํานวนแบบทวีคณู (log phase หรือ exponential phase) 
ในช่วงเวลาชัว่โมงท่ี 8-48 โดยในช่วงเวลาดงักล่าวเชือ้จะมีการเพิ่มจํานวนอย่างรวดเร็วใน
ลกัษณะทวีคณู และจะเร่ิมเข้าสู่ช่วงระยะคงท่ี (stationary phase) เม่ือเชือ้ไม่มีการเพิ่ม
จํานวนเซลล์ เน่ืองจากอัตราการเจริญเติบโตกับอัตราการตายของเชือ้มีปริมาณเท่ากัน 
จากนัน้ยีสต์ A. pullulans จะเข้าสู่ระยะตาย (death phase) หรือระยะท่ีเชือ้มีอตัราการ
เจริญเติบโตน้อยกว่าอตัราการตาย หลงัชัว่โมงท่ี 48 เป็นต้นไป ซึ่งเม่ือทําการคํานวนหาค่า
อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth rate) และระยะเวลาแบ่งเซลล์ 
(generation time) (ภาคผนวก ง) พบว่าช่วงเวลาท่ียีสต์ A. pullulans มีอัตราการ
เจริญเติบโตจําเพาะสูงท่ีสุดคือระหว่างชั่วโมงท่ี 0–24 ดังภาพท่ี 4.2 โดยจะมีค่าการ
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เจริญเตบิโตจําเพาะสงูสดุอยูท่ี่ 0.71 ตอ่ชัว่โมง (h-1) และมีระยะเวลาในการแบง่เซลล์อยู่ท่ี 1 
ชัว่โมงต่อการแบ่งเซลล์หนึ่งครัง้ ดงันัน้ในการทดลองนีจ้ึงเลือกใช้เชือ้ในชั่วโมงท่ี 24 หรือ
กลางของชว่งการเจริญเตบิโตแบบทวีคณู มาเป็นกล้าเชือ้ในการศกึษาช่วงเวลาท่ีเชือ้มีอตัรา
การเจริญเตบิโตสงูท่ีสดุ 

 

 
 

ภาพท่ี 4.2 อตัราการเจริญเติบโตของยีสต์ A. pullulans ท่ีเลีย้งในอาหารเหลว 
           สตูรสําหรับเลีย้งก่อนการเลีย้งเชือ้ ในช่วงระยะเวลาท่ี 0–120 ชัว่โมง 
 

4.1.3 การเจริญเตบิโตของยีสตใ์นอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งเพื่อผลิตไลเพส 
 จากการศึกษาลักษณะการเจริญเติบโตของยีสต์เม่ือเพาะเลีย้งในอาหารเหลวสูตร
สําหรับเลีย้งเพื่อผลิตไลเพส ด้วยการนําโคโลนีเด่ียวของยีสต์ท่ีเพาะเลีย้งในอาหารเหลวสตูร
สําหรับเลีย้งก่อนการเลีย้งเชือ้ ในชัว่โมงท่ี 24 มาเพาะเลีย้งลงในอาหารเหลวสูตรสําหรับ
เลีย้งเพ่ือผลิตไลเพส ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ร่วมกับการ
เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ปรับค่าดดูกลืนแสงเร่ิมต้นท่ี 600 นาโนเมตร ให้มีค่า
เท่ากับ 0.2 เป็นเวลา 120 นาที จากนัน้นํามาวัดค่าความขุ่นด้วยความยาวคล่ืน 600        
นาโนเมตร และทําการนบัจํานวนเซลล์ยีสต์ด้วยวิธีการเกล่ียให้เชือ้กระจายบนจานเพาะเชือ้ 
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จากนัน้ทําการเปรียบเทียบผลระหว่างอัตราการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร กับ          
คา่ล็อกจํานวนเซลล์ของยีสต์ A. pullulans ในอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งเพ่ือผลิตไลเพส 
พบว่ายีสต์ A. pullulans ท่ีเลีย้งในอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งเพ่ือผลิตไลเพสนัน้ จะไม่มี
ช่วงระยะเวลาปรับตวั ทัง้นียี้สต์ A. pullulans จะเข้าสู่ช่วงการเพิ่มจํานวนแบบทวีคณู โดย
เร่ิมตัง้แตช่ว่งเวลาชัว่โมงท่ี 0-48 และเร่ิมเข้าสู่ระยะคงท่ี กบัระยะตายตอ่ไปหลงัชัว่โมงท่ี 48 
ซึ่งเม่ือทําการคํานวณหาค่าอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ และระยะเวลาการแบ่งเซลล์ 
พบว่าช่วงเวลาท่ีมีอตัราการเติบโตจําเพาะสูงท่ีสุดคือระหว่างชัว่โมงท่ี 0–24 โดยมีค่าการ
เจริญเติบโตจําเพาะสงูสดุเท่ากับ 0.31 ต่อชัว่โมง และมีระยะเวลาในการแบ่งเซลล์เท่ากับ 
2.3 ชัว่โมง ตอ่การแบง่เซลล์หนึง่ครัง้  
 
4.1.4 การวดัปริมาณโปรตีนของยีสต์ท่ีเลีย้งในอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งเพื่อผลิตไลเพส 
 การวัดปริมาณโปรตีนในสารละลาย มีจุดประสงค์เพ่ือการคํานวณหาค่ากิจกรรม
จําเพาะ (specific activity) ของไลเพส โดยคา่กิจกรรมจําเพาะของไลเพสคือ คา่กิจกรรม
ของไลเพสตอ่ปริมาณไลเพส หรือโปรตีน 1 มิลลิกรัม หรืออาจกล่าวได้ว่าเป็นความสามารถ
ในการเร่งปฏิกิริยาของไลเพสปริมาณ 1 มิลลิกรัม มีหน่วยเป็นยูนิตต่อมิลลิกรัมโปรตีน 
(U/mg protein) สามารถทําได้โดยการนําสารละลายตวัอย่างท่ีระยะเวลาแตกตา่งกนั จาก
ข้อ 4.1.3 มาทําการวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธีของแบรดฟอร์ดท่ีค่าการดูดกลืนแสง 595       
นาโนเมตร พบวา่ชัว่โมงท่ี 72 มีปริมาณโปรตีนสงูสดุคือ 0.89±0.13 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 

 
4.1.5 การวัดค่ากิจกรรมของไลเพสจากยีสต์ท่ีเลีย้งในอาหารเหลวสูตรสําหรับเลีย้งเพ่ือ
ผลิตไลเพส 

จากการศึกษาค่ากิจกรรมของไลเพสจากยีสต์ A. pullulans โดยนําสารละลาย
ตัวอย่างท่ีระยะเวลาแตกต่างกัน จากข้อ 4.1.3 มาศึกษาค่ากิจกรรมไลเพสด้วยวิธี           
สเปกโตรโฟโตเมทรี หรือความสามารถในการเปล่ียนพาราไนโตรฟีนิลลอเรตเป็น           
พาราไนโตฟีนอล ด้วยการวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 410 นาโนเมตร เพ่ือวดัค่ากิจกรรมของ 
ไลเพส พบว่าคา่กิจกรรมของไลเพสจากยีสต์ A. pullulans ชัว่โมงท่ี 96 มีค่ากิจกรรมของ  
ไลเพสสูงสุดอยู่ท่ีประมาณ 7.61±0.15 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ในการศึกษาค่ากิจกรรมไลเพส
นอกจากการใช้พาราไนโตรฟีนิลลอเรตเป็นสารตัง้ต้นแล้วเรายังสามารถใช้สารประเภท     
ไตรเอซิลกลีเซอรอลท่ีมีกรดไขมนัเป็นสายคาร์บอนยาวชนิดอ่ืนได้ เช่นจากการศึกษาของ  
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ธนธร วิทิตศานต์ (2553) ได้ใช้พาราไนโตรฟีนิลปาล์มมิเทตเป็นสารตัง้ต้น อย่างไรก็ตามใน
การศึกษานีใ้ช้พาราไนโตรฟีนิลลอเรตเป็นสารตัง้ต้น เน่ืองจากมีขัน้ตอนท่ีง่ายกว่า และมี
ต้นทนุต่ํากวา่การใช้พาราไนโตรฟีนิลปาล์มมิเทตเป็นสารตัง้ต้น 

จากการนําข้อมลูข้างต้นมาคํานวณหาค่ากิจกรรมจําเพาะของไลเพส (ภาคผนวก ง) 
เทียบกับจํานวนล็อกจํานวนเซลล์ของยีสต์ A. pullulans พบว่าคา่กิจกรรมจําเพาะของ     
ไลเพสจะมีการเพิ่มขึน้อยา่งรวดเร็วระหว่างชัว่โมงท่ี 24-48 (ภาพท่ี 4.2) ซึ่งจดัอยู่ในช่วงการ
เพิ่มจํานวนแบบทวีคณู และเม่ือยีสต์ A. pullulans เข้าสู่ระยะคงท่ีในชัว่โมงท่ี 48-96 คา่
กิจกรรมจําเพาะของยีสต์ A. pullulans ยงัคงเพิ่มขึน้อย่างต่อเน่ืองแต่มีความเร็วท่ีลดลง 
โดยพบว่ายีสต์ A. pullulans จะมีคา่กิจกรรมจําเพาะของไลเพสสงูท่ีสดุเท่ากบั 9.67±1.21 
ยนูิตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน ในชว่งระยะเวลาชัว่โมงท่ี 96 หรือกลางชว่งระยะคงท่ี และเร่ิมลดลง
เม่ือยีสต ์A. pullulans เร่ิมเข้าสูร่ะยะตาย 
 

 
 
ภาพท่ี 4.3 กิจกรรมจําเพาะของไลเพสจากยีสต์ A. pullulans ท่ีเลีย้งในอาหารเหลว 

    สตูรสําหรับเลีย้งเพื่อผลิตไลเพส ในชว่งระยะเวลาท่ี 0–168 ชัว่โมง 
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โดยหากพิจารณาจากปริมาณของเซลล์ยีสต์ A. pullulans และคา่กิจกรรมจําเพาะ
ของไลเพสท่ีได้จะพบว่าไลเพสจากยีสต์ A. pullulans มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยา 
สงูท่ีสุด เม่ือยีสต์ A. pullulans อยู่ในช่วงท่ีแอคทีฟ มีอตัราการเจริญเติบโต และปริมาณ
เซลล์ยีสต์ท่ีมีชีวิตสูง หรือในช่วงกลางของระยะคงท่ี ซึ่งสอดคล้องกับผลงานวิจยัท่ีผ่านมา
ของ Liu และคณะ (2008) 

นอกจากนีเ้ม่ือทําการเปรียบเทียบค่ากิจกรรมไลเพส และค่ากิจกรรมจําเพาะของ    
ไลเพสจากยีสต์ A. pullulans กบัยีสต์ชนิดอ่ืนจากงานศกึษาวิจยัท่ีผ่านมา (ตารางท่ี 2.10) 
พบว่ายีสต์ A. pullulans มีคา่กิจกรรมของไลเพส และคา่กิจกรรมจําเพาะของไลเพสอยู่ใน
ระดบัท่ีสูง ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากมีปัจจยัหลายประการท่ีส่งผลตอ่คา่กิจกรรมของไลเพส ไม่
ว่าจะเป็นรูปแบบของสายพันธุ์ของยีสต์ อาหารท่ีใช้เพาะเลีย้ง ความบริสุทธ์ิของไลเพส 
วิธีการท่ีใช้คดัแยกยีสต์ และวิธีการท่ีใช้ในการวดัค่ากิจกรรมของไลเพส ยกตวัอย่าง เช่น 
จากงานวิจยัของ Liu และคณะ (2008) พบว่ายีสต์ A. pullulans HN2.3 มีคา่กิจกรรม
ของไลเพส และค่ากิจกรรมจําเพาะสงูถึง 8.00±0.24 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร และ 26 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัมโปรตีนตามลําดบั ใช้วิธีสเปกโตรโฟโตเมทรี ในการวดัคา่กิจกรรมของไลเพส โดยใช้
สารตัง้ต้นเป็นพาราไนโตรฟีนิลลอเรต จากงานวิจยัระบวุา่การเตมินํา้มนัมะกอกลงในอาหาร
ระหว่างท่ียีสต์กําลงัเจริญเติบโต จะส่งผลให้ค่ากิจกรรมของไลเพสมีปริมาณสงูขึน้ ซึ่งการ
เติมนํา้มันมะกอกในเวลาชั่วโมงท่ี 6 หลังจากการเร่ิมเพาะเลีย้งยีสต์ จะได้ปริมาณ ค่า
กิจกรรมของไลเพสสูงถึง 8.00±0.24 ยนูิตต่อมิลลิลิตร แต่จะได้เพียง 3.40±0.17 ยนูิตต่อ
มิลลิลิตร หากเตมินํา้มนัมะกอกตัง้แตช่ว่งเร่ิมต้นการเพาะเลีย้ง 

อย่างไรก็ตามยีสต์ A. pullulans เป็นยีสต์ท่ีสามารถพบได้ในประเทศไทย จึงมีความ
เหมาะสมในการนํามาประยุกต์เร่งปฏิกิริยาเพ่ือผลิตไบโอดีเซลทางด้านต้นทุนในการผลิต 
ไลเพส เม่ือเทียบกบัความสามารถในการทําปฏิกิริยา ดงันัน้ในการศกึษาการผลิตไบโอดีเซล
ในขัน้ตอนตอ่ไป จึงเลือกใช้ไลเพสจากยีสต์ A. pullulans ในช่วงระยะเวลาชัว่โมงท่ี 96 ของ
การเพาะเลีย้งในอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งเพ่ือผลิตไลเพสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา เน่ืองจาก
เป็นช่วงเวลาท่ีมีคา่กิจกรรมจําเพาะของไลเพสสูงท่ีสุด หรืออาจกล่าวได้ว่าเป็นช่วงเวลาท่ี  
ไลเพสมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาตอ่หนว่ยสงูท่ีสดุ 
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4.2  การหาภาวะที่ เหมาะสมในการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันของเซลล์ยีสต์
แบบทัง้เซลล์ ด้วยการหาอัตราส่วนการเตมิเมทานอล และอุณหภูมิในการผลิตไบโอดีเซล 

 
4.2.1 การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอ่การทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั เพ่ือผลิต 
ไบโอดีเซล 

อณุหภูมิท่ีใช้ในการทําปฏิกิริยาเป็นหนึ่งในปัจจยัหลกัท่ีมีผลกระทบอย่างสูงต่อการ
ทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน ท่ีใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพ รวมทัง้มีผลต่อ
ผลผลิตไบโอดีเซล หรือเมทิลเอสเทอร์ท่ีจะได้รับจากการทําปฏิกิริยา โดยปกติการเพิ่ม
อณุหภมูิปฏิกิริยาจะสง่ผลให้อตัราการเกิดปฏิกิริยาสงูและเร็วขึน้ แตห่ากอณุหภูมิท่ีใช้มี คา่
สูงเกินไปก็จะส่งผลให้ไลเพส ซึ่งเป็นโปรตีนเกิดการเสียสภาพสภาพได้ (Gog และคณะ, 
2012; Dias Ribeiro และคณะ, 2011; Pazouki, 2011) ดงันัน้ช่วงอณุหภูมิท่ีเหมาะสมใน
การทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั จะแตกต่างกันไปตามลกัษณะและแหล่งท่ีมาของ
ตวัเร่งปฏิกิริยา จากการศึกษาของ Marchetti และคณะ (2007) พบว่าช่วงอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมตอ่การทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัท่ีใช้ไลเพสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยานัน้ ส่วน
ใหญ่จะอยูใ่นชว่งอณุหภมูิ 30-40 องศาเซลเซียส 

อย่างไรก็ตามจากผลการศึกษาท่ีผ่านมา พบว่าไลเพสท่ีได้จากเชือ้จุลินทรีย์ท่ีต่าง
ช นิ ด กั น  จ ะ มี ค ว า ม ค ง ท น ต่ อ อุ ณ ห ภู มิ ท่ี แ ต ก ต่ า ง กั น  เ ช่ น  ไ ล เ พ ส จ า ก เ ชื ้อ                  
Aspergillus nidulans สามารถทํางานได้ดี เม่ือมีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยู่ในช่วง 0-20    
องศาเซลเซียส (Mayordomo และคณะ, 2000) แตไ่ลเพสจาก Staphylococcus warneri 
จะทํางานได้ดีในชว่งอณุหภมูิท่ี 40 องศาเซลเซียส (วีระสิทธ์ิ กลัยากฤต และอนนัต์ บญุปาน
, 2551) นอกจากนีช้นิดของแอลกอฮอล์ท่ีใช้ก็ส่งผลต่อช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทํา
ปฏิกิริยา ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัเช่นกนั โดยอณุหภูมิท่ีใช้ในปฏิกิริยาไม่ควรสงูกว่าจดุเดือด
ของแอลกอฮอล์ท่ีใช้ ทัง้นีเ้พ่ือป้องกันไม่ให้แอลกอฮอล์ซึ่งถือว่ามีความจําเป็นต่อการ
เกิดปฏิกิริยาสญูเสียไปจากการระเหย (Encinar และคณะ, 2010) 
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ภาพท่ี 4.4 คา่ล็อกจํานวนเซลล์เปรียบเทียบกบัคา่อตัราการเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ 
    ในชว่งอณุหภมูิท่ี 25–50 องศาเซลเซียส ท่ีชัว่โมงท่ี 72 

 
การศกึษาเพ่ือหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัท่ีใช้

โดยตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์ มาทําการศกึษาด้วยการทําปฏิกิริยา 
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัท่ีอณุหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาแตกตา่งกนั ได้แก่ 25, 30, 35, 40, 45 
แ ล ะ  50 อ ง ศ า เ ซ ล เ ซี ย ส  จ า ก นั ้น ท ด ส อ บ เ ป รี ย บ เ ที ย บ ผ ล ก า ร เ ร่ ง ป ฏิ กิ ริ ย า                       
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนันํา้มนัสบูดํ่า และทําการวิเคราะห์ผลการเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ ท่ี
อณุหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู  ผลท่ีได้
แสดงดงัภาพท่ี 4.3 พบวา่ท่ีเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 72 ชัว่โมง อณุหภูมิในการเกิดปฏิกิริยา 
30 องศาเซลเซียส ให้ผลการเปล่ียนเป็นไบโอดีเซล หรือเมทิลเอสเทอร์สูงท่ีสุดเท่ากับ 
71.8±2.8 เปอร์เซ็นต์ ส่วนท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้ผลการเปล่ียนเป็นไบโอดีเซล 
หรือเมทิลเอสเทอร์ลดต่ําลงเท่ากบั 48.6±1.0 เปอร์เซ็นต์ และผลจากการเพิ่มอณุหภูมิเป็น 
35, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นไบโอดีเซล หรือ   
เมทิลเอสเทอร์ลดต่ําลงเป็น 42.6±1.1, 41.1±1.6, 36.3±1.4 และ 34.9±0.3 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลําดบั ซึง่นา่จะเป็นผลมาจากการเสียสภาพของไลเพสอนัเน่ืองจากความร้อนในการทํา
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ปฏิกิริยาท่ีสูงเกินไป ส่วนท่ีอณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิท่ีต่ําเกินไป จึงทําให้
ปฏิกิริยาเกิดการชะลอตัว หรือดําเนินไปข้างหน้าได้ไม่เต็มท่ี โดยจากผลการศึกษานี ้
ใกล้เคียงและสอดคล้องกับหลายงานวิจัย เช่น งานวิจัยด้านอุณหภูมิ ท่ีเหมาะสมต่อ
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัท่ีเร่งปฏิกิริยาด้วยไลเพสของ Marchetti และคณะ (2007) 
ท่ีกล่าวว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของไลเพสในการเร่งปฏิกิริยาเท่ากบั 30-40 องศาเซลเซียส 
ตามท่ีได้กล่าวไปข้างต้น ผลการศึกษานีย้ังสอดคล้องกับการศึกษาของ Jadhav และ 
Gawai (2012) ท่ีระบุว่ายีสต์ A. pullulans สามารถเจริญเติบโตได้ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียสด้วยเช่นกัน นอกจากนีก้ารทดลองของ Pazouki และคณะ (2011) ซึ่งได้
ศึกษาการผลิตไบโอดีเซลด้วยปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน เร่งปฏิกิริยาโดยใช้ 
Rhizopus oryzae แบบทัง้เซลล์ ก็แสดงผลการศึกษาในทํานองเดียวกันคือ การเพิ่ม
อณุหภูมิเกินระดบัท่ีเหมาะสมสําหรับ R. oryzae หรือ 35 องศาเซลเซียส จะส่งผลให้อตัรา
ผลผลิตไบโอดีเซลลดลง เน่ืองจากไลเพสเกิดการเสียสภาพ และหากสงัเกตปริมาณเซลล์
ของยีสต์ท่ีอณุหภูมิการทําปฏิกิริยาท่ี 30 องศาเซลเซียส จะพบว่ามีปริมาณสงูท่ีสดุ แตก่าร
เพิ่มอณุหภูมิไปท่ี 35, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส พบว่าอณุหภูมิจะมีผลทําให้ปริมาณ
เซลล์ของยีสต์มีจํานวนท่ีลดลง ตามลําดบั  

การวิเคราะห์ปริมาณเมทานอลท่ีเหลืออยู่ในปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี 
ท่ีอุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาแตกต่างกัน ท่ีเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 72 ชั่วโมง พบว่า
ปริมาณเมทานอลท่ีเหลืออยู่ท่ีอณุหภูมิ 25, 30, 35, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส เท่ากบั 
68.4, 64.1, 59.0, 46.9, 39.2 และ 34.2 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั (ภาพท่ี 4.3) โดยปริมาณ
ของเมทานอลจะมีลกัษณะแปรผกผนัตอ่อณุหภูมิ แตผ่ลผลิตไบโอดีเซลท่ีได้ไม่มีการเพิ่มขึน้
ตามปริมาณเมทานอลท่ีลดลง ทัง้นีเ้น่ืองมาจากเมทานอลมีจุดเดือดต่ํา ประมาณ 64.7 
องศาเซลเซียส ดงันัน้การเพิ่มอณุหภูมิเข้าใกล้จดุเดือดจึงมีผลต่อการระเหยของเมทานอล
จึงส่งผลให้เกิดการสูญเสียเมทานอลจากการระเหย และทําให้อัตราการเปล่ียนเป็น          
ไบโอดีเซล หรือเมทิลเอสเทอร์ลดลง นอกจากนีก้ารใช้อุณหภูมิท่ีสูงยังเป็นการเพิ่มต้นทุน
ด้านพลงังานท่ีใช้ในการทําปฏิกิริยา (Encinar และคณะ, 2010)  

จากข้อมลูดงักลา่วข้างต้น สามารถสรุปได้ว่าอณุหภูมิในการทําปฏิกิริยามีผลกระทบ
ต่อการเจริญเติบโตของยีสต์ การทํางานของไลเพส และการระเหยของเมทานอล ซึ่งจะ
ส่งผลต่ออัตราการเกิดปฏิกิริยา และปริมาณผลผลิตไบโอดีเซล โดยในการทําปฏิกิริยา 
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชันระหว่างนํา้มันสบู่ดํา และเมทานอล ท่ีใช้ตัวเร่งปฏิกิริยายีสต์          
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A. pullulans แบบทัง้เซลล์ มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทําปฏิกิริยาเท่ากับ 30            
องศาเซลเซียส ซึง่ถือวา่เป็นอณุหภูมิท่ีเหมาะสมในการนําไปประยกุต์เพ่ือผลิตไบโอดีเซลใน
ขัน้ตอนตอ่ไป เน่ืองจากได้รับผลผลิตไบโอดีเซลสงูท่ีสดุ มีระดบัปริมาณเซลล์ยีสต์มากท่ีสุด 
และเป็นระดับอุณหภูมิ ท่ีไม่สูงหรือต่ําเกินไป สามารถทําปฏิกิริยาได้ง่ายโดยไม่ต้อง
สิน้เปลืองพลังงานเพ่ือปรับอุณหภูมิของปฏิกิริยา ท่ีสําคญัทําให้สามารถลดต้นทุนในการ
ผลิตไบโอดีเซลลงได้อีกทางหนึง่ 

 
4.2.2 การศึกษาอัตราส่วนโดยโมลต่อเมทานอล ท่ี เหมาะสมต่อการทําปฏิกิ ริยา           
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัเพ่ือผลิตไบโอดีเซล 

ปัจจัยหลักท่ีส่งผลต่ออัตราการเกิดปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน ท่ีใช้ตัวเร่ง
ปฏิกิริยาทางชีวภาพนอกจากอุณหภูมิแล้ว อตัราส่วนโดยโมลระหว่างปริมาณนํา้มนัท่ีเป็น
สารตัง้ต้นกับแอลกอฮอล์ เช่น เมทานอล ก็เป็นปัจจยัท่ีสําคญัอีกประการหนึ่ง ท่ีส่งผลต่อ
ปริมาณผลผลิต ในทางทฤษฎีการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน ต้องใช้ปริมาณ        
เมทานอลในอตัราส่วนโดยโมลของนํา้มนัต่อเมทานอลเท่ากบั 1:3 โดยการเพิ่มอตัราส่วน
โดยโมลของนํา้มนัต่อเมทานอลให้สูงขึน้ จะทําให้อตัราการเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ หรือ 
ไบโอดีเซลมีค่าสูงและรวดเร็วขึน้ อย่างไรก็ตามหากอัตราส่วนโดยโมลของนํา้มันต่อ          
เมทานอลมีค่าสงูเกินจดุท่ีเหมาะสม อตัราการเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ หรือไบโอดีเซลจะ
ไม่เพิ่มขึน้ แตจ่ะเป็นการเพิ่มต้นทนุในการใช้เมทานอล (Encinar และคณะ, 2010) ในทาง
กลับกันในกรณีท่ีทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน โดยใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาทางชีวภาพ
หรือไลเพส ปริมาณเมทานอลท่ีสูงเกินไปจะยับยัง้การทํางานของไลเพส โดยไปสะสมอยู่
ตามโครงสร้างของไลเพส รวมทัง้บริเวณแอคทีฟไซต์ (active site) และหากมีการสะสม
มากๆ จะทําให้โปรตีน หรือไลเพสนัน้เส่ือมสภาพไปจนไม่สามารถทําการเร่งปฏิกิริยาได้ 
และส่งผลทําให้อตัราการเปล่ียนเป็น เมทิลเอสเทอร์ หรือไบโอดีเซลลดลง (Pazouki และ
คณะ, 2011) 

การศึกษาอตัราส่วนโดยโมลของนํา้มนัต่อเมทานอลท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยา 
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั ท่ีใช้ตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์เป็นตวัเร่ง
ปฏิกิริยา โดยใช้อตัราส่วนนํา้มนัสบูดํ่าตอ่เมทานอลแตกตา่งกนั ได้แก่ 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 
1:5, 1:6 และ 1:7 โดยควบคมุปัจจยัอ่ืนๆ ให้เทา่กนั และใช้วิธีการเติมเมทานอลแบบสามขัน้ 
ครัง้แรกเติมเมทานอลในชั่วโมงท่ี 0 ส่วนอีกสองครัง้เติมท่ีชั่วโมงท่ี 4 และ 18 ตามลําดับ 
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ทดสอบเปรียบเทียบผลการเกิดปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันของนํา้มนัสบู่ดํา ทําการ
วิเคราะห์ผลการเปล่ียนเป็นไบโอดีเซล หรือเมทิลเอสเทอร์จากปฏิกิริยาด้วยเทคนิค          
โครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู ผลท่ีได้แสดงดงัภาพท่ี 4.6 พบว่า ท่ีเวลาในการ
เกิดปฏิกิริยา 72 ชัว่โมง อตัราส่วนโดยโมลของนํา้มนัสบูดํ่าต่อเมทานอลท่ี 1:3 ให้ผลการ
เปล่ียนเป็นนํา้มนัสบูดํ่า หรือเมทิลเอสเทอร์สงูสดุ โดยมีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นไบโอดีเซล 
หรือเมทิลเอสเทอร์เท่ากับ 71.8±2.8 เปอร์เซ็นต์ และจากการเพิ่มอตัราส่วนโดยโมลของ
นํา้มนัสบูดํ่าตอ่เมทานอลเป็น 1:4, 1:5, 1:6 และ 1:7 พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็น      
ไบโอดีเซล หรือเมทิลเอสเทอร์ลดต่ําลงเป็น 46.3±0.1, 47.3±0.2, 48.5±0.1 และ 49.2±0.2 
เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั นอกจากนีจ้ะพบว่าปริมาณเซลล์ของยีสต์ A. pullulans มีการลด
จํานวนลงอย่างเห็นได้ชัด เ ม่ือทําการเพิ่ม อัตราส่วนโดยโมลของนํา้มันสบู่ ดําต่อ                
เมทานอลเป็น 1:4, 1:5, 1:6 และ 1:7 ซึ่งคาดว่าน่าจะเป็นผลมาจากการเส่ือมสภาพของ       
ไลเพสเน่ืองจากความเข้มข้นของเมทานอลในการทําปฏิกิริยาท่ีสูงเกินไป จึงส่งผลต่อการ
เจริญเติบโตของยีสต์ และการเปล่ียนเป็นไบโอดีเซล หรือเมทิลเอสเทอร์  โดยผลจาก
การศกึษานีส้อดคล้องกบัหลายงานวิจยั เช่น ผลการศึกษาของ Pazouki และคณะ (2011) 
ในการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั ใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาจากเชือ้ R. oryzae แบบทัง้
เซลล์ พบวา่ท่ีอตัราสว่นโดยโมลของนํา้มนัตอ่เมทานอลท่ีแตกตา่งกนั โดยผลผลิตไบโอดีเซล
มีการลดลงอย่างมากจาก 98.4 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอตัราส่วนโดยโมลของนํา้มนัตอ่เมทานอล 1:3 
เป็น 50.7 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอตัราสว่นนํา้มนัตอ่เมทานอลท่ี 1:9 

จากการวิเคราะห์ปริมาณเมทานอลท่ีเหลืออยู่ในปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัท่ีใช้
อตัราส่วนนํา้มนัสบูดํ่าตอ่เมทานอลท่ีแตกตา่งกนั ได้แก่ 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6 และ 
1:7 โดยควบคมุปัจจยัอ่ืนๆ ให้เทา่กนั จากนัน้ทําการวดัปริมาณเมทานอลท่ีเหลืออยู่ด้วยการ
ใช้เคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี พบวา่ปฏิกิริยาท่ีใช้อตัราส่วนโดยโมลของนํา้มนัตอ่เมทานอลท่ี 
1:3 มีปริมาณเมทานอลเหลืออยูน้่อยท่ีสดุเท่ากบั 64.3 เปอร์เซ็นต์ แตก่ารเพิ่มอตัราส่วนโดย 
โมลของนํา้มนัตอ่เมทานอลเป็น 1:4, 1:5, 1:6 และ 1:7 พบว่าปริมาณเมทานอลท่ีเหลืออยู่
จะมีปริมาณท่ีมากขึน้ เท่ากบั 87.2, 89.6, 90.8 และ 91.0 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั ดงัภาพท่ี 
4.4 จงึสามารถสรุปได้วา่ปฏิกิริยาท่ีใช้อตัราสว่นโดยโมลของนํา้มนัตอ่เมทานอลท่ี 1:3 มีการ
นําเมทานอลไปใช้ในปฏิกิริยาเพ่ือเปล่ียนนํา้มนัสบู่ดําเป็นไบโอดีเซล หรือเมทิลเอสเทอร์
มากกวา่ท่ีอตัราสว่นโดยโมลของนํา้มนัตอ่เมทานอลอ่ืน 
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ภาพท่ี 4.5 คา่ล็อกจํานวนเซลล์เปรียบเทียบกบัคา่อตัราการเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์  

     ในชว่งอตัราสว่นโดยโมลของนํา้มนัตอ่เมทานอลท่ี 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 
    1:6 และ 1:7 ชัว่โมงท่ี 72 

 
 จากข้อมูลดงักล่าวข้างต้น สามารถสรุปได้ว่าอตัราส่วนโดยโมลของนํา้มนัสบู่ดํา

ต่อเมทานอลจะส่งผลต่อการทํางานของไลเพส ซึ่งจะส่งผลต่อการเจริญเติบโตของยีสต์ 
อัตราการเกิดปฏิกิริยา  และปริมาณผลผลิตไบโอดีเซล โดยอัตราส่วนโดยโมลของ             
นํ า้มันสบู่ ดําต่อเมทานอลท่ี1:3 เ ป็นปริมาณท่ี เหมาะสมสําหรับการทําปฏิ กิ ริยา            
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัของนํา้มนัสบูดํ่า ท่ีใช้ตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์ 
โดยจะให้อตัราการเปล่ียนเป็นไบโอดีเซล หรือเมทิลเอสเทอร์ เท่ากบั 71.8±2.8 เปอร์เซ็นต์ 
ในชัว่โมงท่ี 72 ดงันัน้จงึเลือกอตัราส่วนโดยโมลของนํา้มนัสบูดํ่าตอ่เมทานอลเท่ากบั 1:3 ใน
การนําไปประยกุต์เพ่ือผลิตไบโอดีเซลในขัน้ตอนตอ่ไป 
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4.3  ผลิตไบโอดีเซลจากน า้มันสบู่ด า ในขวดรูปชมพู่ขนาด 2,000 มิลลิลิตร ปริมาตร 
200 มิลลิลิตร  

 
การศกึษาปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั ท่ีใช้ตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ A. pullulans แบบทัง้

เซลล์ ในการผลิตไบโอดีเซล โดยการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 
200 มิลลิลิตร ใช้อณุหภมูิ และอตัราส่วนโดยโมลของนํา้มนัสบูดํ่าตอ่เมทานอลท่ีระดบัท่ีเหมาะสม 
เท่ากับ 30 องศาเซลเซียส และ 1:3 ตามลําดบั เพ่ือศึกษาว่าระดบัอุณหภูมิ และอตัราส่วนโดย       
โมลของนํา้มนัสบูดํ่าตอ่เมทานอลท่ีเหมาะสม จะมีการเปล่ียนแปลงหรือไม่เม่ือทําการขยายขนาด
ของปฏิกิริยา จากการศึกษาพบว่าท่ีเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 168 ชั่วโมง ให้ผลการเปล่ียนเป็น        
ไบโอดีเซล หรือ เมทิลเอสเทอร์สงูท่ีสดุเท่ากบั 72.9±3.1 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 4.5) นอกจากนีเ้ม่ือทํา
การวิเคราะห์ปริมาณของเซลล์ยีสต์ และปริมาณเมทานอลท่ีเหลืออยู่ในปฏิกิริยา พบว่าปริมาณ
ของเซลล์ยีสต์มีจํานวนโคโลนีต่อมิลลิลิตรใกล้เคียงกับการทดลองท่ีผ่านมา รวมทัง้มีปริมาณ          
เมทานอลท่ีเหลืออยู่ในปฏิกิริยาใกล้เคียงกับการทดลองท่ีผ่านมา หรือเท่ากบั 64.6 เปอร์เซ็นต์ ท่ี
ชั่วโมงท่ี 72 อย่างไรก็ตามการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร จะใช้เวลาในการทําปฏิกิริยา 168 ชัว่โมง เพ่ือให้ได้ผลผลิต 72.9±3.1 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง
มากกว่าการทําปฏิกิริยาท่ีปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีใช้เวลา 72 ชัว่โมง และได้ผลิตภณัฑ์ 71.8±2.8 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งผลการทดลองนีแ้สดงให้เห็นว่าขนาดของการทําปฏิกิริยานัน้ ไม่ได้เป็นปัจจัยท่ีมี
ผลกระทบต่อระดับอุณหภูมิ และอัตราส่วนโดยโมลของนํา้มันสบู่ดําต่อเมทานอลท่ีเหมาะสม 
รวมทัง้ไม่กระทบต่ออัตราการเกิดปฏิกิริยา รวมถึงอัตราการเปล่ียนแปลงเป็นไบโอดีเซล หรือ               
เมทิลเอสเทอร์จากการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั โดยใช้ตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ A. pullulans 
แบบทัง้เซลล์ แตจ่ะกระทบตอ่ระยะเวลาในการทําปฏิกิริยา ทําให้ใช้เวลามากขึน้ในการทําปฏิกิริยา 
และเม่ือทําการเปรียบเทียบกบัการศกึษาอ่ืนๆ ท่ีผ่านมา ก็พบว่าวิธีการนีใ้ช้เวลาในการทําปฏิกิริยา
ท่ีมากกวา่ เม่ือทําปฏิกิริยาท่ีปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

จากการเปรียบเทียบอตัราการเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ระหว่างผลท่ีได้จากการศกึษานีก้บั
ผลการศึกษาจากหลาย ง านวิ จัย ท่ีผ่ านมา  พ บว่ าการผลิต ไ บโอ ดี เซลจากปฏิ กิ ริยา                        
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัระหว่างนํา้มนัสบูดํ่ากับเมทานอล โดยใช้ตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์แบบทัง้เซลล์ 
จากยีสต ์A. pullulans นัน้เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพและให้ผลผลิตเมทิลเอสเทอร์ หรือไบโอดีเซลสูง
กวา่ หรือใกล้เคียงกบัการใช้ไลเพสทางการค้า หรือไลเพสท่ีต้องผ่านการตรึงก่อนนํามาใช้ เช่น จาก
การรายงานผลการวิจยัของ Gog และคณะ (2012) พบว่าผลผลิตไบโอดีเซลจากการทําปฏิกิริยา 
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนันํา้มนัสบูดํ่า โดยใช้ไลเพสทางการค้า Chromobacterium viscosum และ 
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Pseudomonas cepacia ได้ผลผลิตไบโอดีเซลเท่ากบั 73 และ 70 เปอร์เซ็นต์ตามลําดบั หรือจาก
ผลงานวิจยัของ Tamalampudi และคณะ (2008) ท่ีได้ผลผลิตไบโอดีเซลจากการทําปฏิกิริยา 
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนันํา้มนัสบูดํ่า โดยใช้ไลเพสทางการค้า โนโวไซม์ 435 และ R. Oryzae แบบ
ทัง้เซลล์ท่ีผา่นการตรึง โดยได้ผลผลิตไบโอดีเซลเท่ากบั 75.1 และ 80.2 เปอร์เซ็นต์ตามลําดบั จาก
ข้อมลูดงักล่าวจะเห็นได้ว่าการใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีผ่านการตรึงนัน้ จะให้ผลผลิตไบโอดีเซลท่ีสงูขึน้
เพียงเล็กน้อย รวมทัง้ยงัมีคา่ใช้จา่ยในการผลิตท่ีเพิ่มขึน้ด้วยเชน่เดียวกนั  

เชือ้ยีสต์ A. pullulans สามารถพบได้ในประเทศไทย ในการนํามาใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 
แบบทัง้เซลล์นัน้ไม่จําเป็นต้องนําไปผ่านกระบวนการตรึง และทําให้บริสุทธ์ิก่อนการนํามาใช้เร่ง
ปฏิกิริยา ดงันัน้จึงทําให้มีขัน้ตอนในการเตรียมง่ายขึน้และมีต้นทุนในการเตรียมท่ีต่ํากว่าการใช้       
ไลเพสทางการค้า และตวัเร่งปฏิกิริยาแบบทัง้เซลล์ท่ีต้องผ่านการตรึง (Fukuda และคณะ, 2001; 
Fukuda และคณะ, 2008; Jin และ Bierma, 2010) ยีสต์ A. pullulans สามารถใช้เร่งปฏิกิริยาได้ท่ี
อณุหภูมิไม่สูง (30 องศาเซลเซียส) หรือใกล้เคียงกับอณุหภูมิห้อง จึงทําให้ไม่สิน้เปลืองพลงังาน
หรือเชือ้เพลิงในการทําปฏิกิริยา (Qin และคณะ, 2008) โดยความแตกตา่งระหว่างการใช้ตวัเร่ง
ปฏิกิริยายีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์ กับตวัเร่งปฏิกิริยาไลเพสท่ีผ่านการตรึง ได้แสดงใน
ตารางท่ี 4.1 นอกจากนีห้ากพิจารณาถึงสารตัง้ต้น นํา้มันสบู่ดําเป็นนํา้มันท่ีไม่สามารถนํามา
รับประทานได้ซึ่งแตกต่างจากนํา้มันชนิดอ่ืน เช่น นํา้มันปาล์ม จึงไม่ส่งผลกระทบต่อการแย่ง
ทรัพยากรทางอาหารของมนษุย์ (Akbar และคณะ, 2009) จนอาจเป็นเหตใุห้เกิดปัญหาขาดแคลน
นํา้มนัปาล์มเพ่ือการบริโภค เช่นเดียวกบัปี พ.ศ. 2554 ท่ีผ่านมา และนํา้มนัสบูดํ่ามีราคาต้นทนุอยู่
ท่ี 12-16 บาทต่อลิตร ซึ่งต่ํากว่าราคานํา้มนัปาล์มดิบท่ีมีราคาประมาณ 14-22 บาทต่อลิตร ซึ่ง
สง่ผลให้สามารถลดต้นทนุในการผลิตไบโอดีเซลลงได้ (บญุรอด วงษ์สวาท, ออนไลน์) 
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ภาพท่ี 4.6 การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ เปรียบเทียบกบัปริมาณเมทานอลท่ีเหลืออยู่กบั 
    ปริมาณเซลล์จากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 

       อตัราสว่นโดยโมลของนํา้มนัตอ่เมทานอล 1:3 ในขวดรูปชมพูข่นาด 2,000  
     มิลลิลิตร ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

 
นอกจากนีห้ากเปรียบเทียบกับการผลิตไบโอดีเซลในปัจจบุนัท่ีนิยมใช้สารเคมีด่างท่ีมีราคา

ถกูเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาและให้ปริมาณผลผลิตสงูถึง 92 เปอร์เซ็นต์ (Shah และคณะ, 2003) เม่ือใช้
สารตัง้ต้นเป็นนํา้มนัสบูดํ่าเช่นเดียวกบังานวิจยันี ้ พบว่าการใช้ตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ A. pullulans 
แบบทัง้เซลล์ ถึงแม้จะได้ผลผลิตท่ีน้อยกว่า แต่ก็ยังมีข้อได้เปรียบกว่า เน่ืองจากเป็นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อม ไมก่่อให้เกิดปัญหานํา้เสียและสญูเสียคา่ใช้จา่ยในการบําบดันํา้เสีย รวมทัง้ไม่มีโอกาส
เกิดสบูใ่นปฏิกิริยาแบบเดียวกบัการใช้ดา่ง จงึทําให้การทําปฏิกิริยามีความซบัซ้อนน้อยกว่า เพราะ
สามารถแยกกลีเซอรอลออกจากผลิตภณัฑ์ได้ง่ายกวา่ (Parawira, 2010) 
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ตารางท่ี 4.1 การเปรียบเทียบผลของการใช้ยีสต์แบบทัง้เซลล์ และไลเพสท่ีผา่นการตรึงเป็นตวัเร่ง 
ปฏิกิริยาทางชีวภาพในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล (วนัภิเษก จฑุาภกัดิ์, 2551) 

ปัจจยั ยีสตแ์บบทัง้เซลล์ ไลเพสท่ีผา่นการตรึง 

การเตรียมไลเพส เลีย้งเชือ้ เลีย้งเชือ้และกรองเอนไซม์ 

การท าให้เข้มข้น 
ไมต้่องท าให้เข้มข้น ใช้
ยีสตแ์บบทัง้เซลล์ได้

ทนัที 

ท าให้เข้มข้นขึน้ด้วยวิธีการใช้ผงดดูซบั
น า้ร่วมกบัถงุเย่ือเลือกผ่าน และท าแห้ง

ด้วยเคร่ืองท าแห้งแบบเย็น 

การเตรียมตวัค า้จนุ ไมมี่ 
กรองตวัค า้จนุด้วยวิธีการกรองแบบ
สญูญากาศ และท าให้แห้งด้วยเก็บใน

โถดดูความชืน้ 

การตรึงไลเพส ไมมี่ 
ใช้ไลเพสแห้งผสมเข้ากบัตวัค า้จนุเตมิ
เฮปเทนเพ่ือเป็นสารตวักลางในการตรึง

ผสมสาร 

การแยกไลเพสหลงัตรึงรูป ไมมี่ 

ใช้วิธีการกรองแบบสญูญากาศ       
ล้างไลเพสตรึงรูปท่ีได้ด้วยเฮปเทน 

จากนัน้ท าแห้งโดยเก็บใน
โถดดูความชืน้ 

ขัน้ตอนการเตรียมตวัเร่ง
ปฏิกิริยา 

ง่าย ใช้เวลาน้อย ยุง่ยาก ใช้เวลานาน 

อณุหภมูิท่ีใช้ท าปฏิกิริยา 30 องศาเซลเซียส 40 องศาเซลเซียส 

ผลผลิต เมทิลเอสเทอร์ เมทิลเอสเทอร์ 
น า้ในวตัถดุบิ ไมร่บกวนตอ่ปฏิกิริยา ไมร่บกวนตอ่ปฏิกิริยา 

การแยกกลีเซอรอล ง่าย ง่าย 
การท าเมทิลเอสเทอร์ 

ให้บริสทุธ์ิ 
ไมมี่ ไมมี่ 

ต้นทนุการผลิต ถกู คอ่นข้างแพง 
การน าไลเพสไปเร่งปฏิกิริยา 
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัซ า้ 

ใช้ได้ครัง้เดียว 
แยกไลเพสน ามาใช้ซ า้ได้แตผ่ลผลิตจะ

ลดลงประมาณ 30เปอร์เซนต์ 



 
 

บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
จากการศึกษาการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนันํา้มันสบู่ดํา เร่งปฏิกิริยาด้วยยีสต์         

A. pullulans แบบทัง้เซลล์ เพ่ือการผลิตไบโอดีเซล พบว่ายีสต์ A. pullulans เป็นยีสต์ท่ีมี
ความสามารถในการผลิตไลเพส และเม่ือทําการเลีย้งในอาหารเหลวสูตรสําหรับเลีย้งเพ่ือผลิต        
ไลเพส ยีสต์ A. pullulans จะมีค่ากิจกรรมของไลเพส และค่ากิจกรรมจําเพาะสูงสุด เท่ากับ 
7.61±0.15 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร และ 9.67±1.21 ยนูิตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน ตามลําดบั ในชัว่โมงท่ี 96 
หรือชว่งกลางของระยะคงท่ี ซึง่เป็นชว่งท่ียีสตแ์อคทีฟ และมีการปริมาณเซลล์สงูท่ีสดุ ดงันัน้ชัว่โมง
ท่ี 96 หลงัจากการเพาะเลีย้งเชือ้ลงในอาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งเพ่ือผลิตไลเพส จึงเป็นช่วงเวลา
ท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการนํายีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์ไปใช้เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาเพ่ือผลิต          
ไบโอดีเซล 

เม่ือทําการศกึษาหาอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ท่ีเร่งปฏิกิริยาด้วยยีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์ พบว่าได้ผลผลิตไบโอดีเซลสงูสดุ
เท่ากบั 71.8±2.8 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ดงันัน้อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียสจึง
เป็นระดบัอณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยา โดยหากอณุหภูมิต่ํากว่า 30 องศาเซลเซียส ยีสต์
จะมีการเจริญเติบโตท่ีลดลง ทําให้ได้ผลผลิตไบโอดีเซลท่ีลดลง ส่วนอุณหภูมิ ท่ีสูงกว่า 30       
องศาเซลเซียส จะสง่ผลให้ยีสต์มีการเจริญเตบิโตท่ีลดลง และทําให้ได้ผลผลิตลดลงเชน่เดียวกนั 

สําหรับอัตราส่วนโดยโมลของนํา้มันสบู่ดําต่อเมทานอลท่ีเหมาะสมต่อการทําปฏิกิริยา 
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั ปริมาตร 50 มิลลิลตร ท่ีเร่งปฏิกิริยาด้วยยีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์ 
และใช้วิธีการแบง่เติมเมทานอลแบบสามครัง้ มีค่าเท่ากบั 1:3 ซึ่งการเพิ่มอตัราส่วนโดยโมลของ
นํา้มนัสบูดํ่าต่อเมทานอลไปท่ี 1:4, 1:5, 1:6 และ 1:7 ปริมาณเมทานอลท่ีมากเกินไปจะมีผลทาง
ลบตอ่ยีสต ์และเกิดการยบัยัง้อตัราการเกิดปฏิกิริยา ซึง่สง่ผลให้ปริมาณผลผลิตไบโอดีเซลลดลง 

การผลิตไบโอดีเซลด้วยปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนันํา้มนัสบูดํ่า ในขวดรูปชมพู่ขนาด 2 
ลิตร ปริมาตรสารละลาย 200 มิลลิลิตร โดยใช้อุณหภูมิ และอัตราส่วนโดยโมลของนํา้มันต่อ          
เมทานอลท่ีเหมาะสม พบวา่สามารถผลิตไบโอดีเซลได้สงูท่ีสดุเท่ากบั 72.9±3.1 เปอร์เซ็นต์ ภายใน
ชัว่โมงการทําปฏิกิริยาท่ี 168 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 
 

1. อาหารเลีย้งเชือ้กึ่งแข็ง (yeast malt agar) 
 
สารสกดัจากยีสต์ (yeast extract)     3  กรัม 
สารสกดัจากมอลต์ (malt extract)     5  กรัม 
เปปโตน (oeptone)      5  กรัม 
นํา้ตาลกลโูคส (d-glucose)     10  กรัม 
วุ้นผง (agar)       15  กรัม 
นํา้กลัน่ (distilled water)      1  ลิตร 
 
ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 7.0 แล้วนําไปนึ่งฆ่าเชือ้ โดยความร้อนชืน้ท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 

2. อาหารเหลวสตูรสําหรับเลีย้งก่อนการเลีย้งเชือ้ (yeast malt broth) 
  
สารสกดัจากยีสต์ (yeast extract)     3  กรัม 
สารสกดัจากมอลต์ (malt extract)     5  กรัม 
เปปโตน (peptone)      5  กรัม 
นํา้ตาลกลโูคส (d-glucose)     10  กรัม 
นํา้กลัน่ (distilled water)      1 ลิตร  

  
ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 7.0 แล้วนําไปนึ่งฆ่าเชือ้โดยความร้อนชืน้ท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
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3. YMA + Rhodamine B 
  
สารสกดัจากยีสต์ (yeast extract)     3  กรัม 
สารสกดัจากมอลต์ (malt extract)     5  กรัม 
เปปโตน (peptone)      5  กรัม 
เดกโตรส (dextrose)      10  กรัม 
นํา้กลัน่ (distilled water)      1  ลิตร 
วุ้นผง (agar powder)      20  กรัม 
โรดามีน บี (rhodamine B)    0.001% (นํา้หนกัโดยปริมาตร) 
นํา้มนัสบูดํ่า (physic nut oil)   1% (นํา้หนกัโดยปริมาตร) 
 
ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 7.0 แล้วนําไปนึ่งฆ่าเชือ้โดยความร้อนชืน้ท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 

4. อาหารเหลวสําหรับการผลิตไลเพส (lipase production medium) 
  
สารสกดัจากยีสต์ (yeast extract)     11.7 กรัม 
นํา้ตาลซูโครส       14  กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   10  กรัม 
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4∙7H2O)     1  กรัม 
นํา้มนัสบูดํ่า (physic nut oil)  1.44 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร (w/v)

  
ปรับความเป็นกรดด่างให้เป็น 5.0 แล้วนําไปนึ่งฆ่าเชือ้โดยความร้อนชืน้ท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

วิธีการเตรียมสารเคมี 
 

1.  สารละลายตรวจวดัคา่แอคทิวิตีของไลเพส  
 
1.1  Substrate 
พาราไนโตรฟีนิลลอเรต (p-nitrophenyl laurate, pNPL) 80.4 มิลลิกรัม 
เอทานอล (absolute ethanol)     10  มิลลิลิตร  

 
1.2  0.05 M Citrate buffer, pH 6.0  
กรดซิตริก (C6H8O7)     1.33 กรัม 
โซเดียมซิเตรต (Na3(C6H5O7))    12.85 กรัม 
 
ปรับความเป็นกรดดา่งให้เป็น 6.0 แล้วนําไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความร้อนชืน้ท่ีอณุหภมูิ 121 

องศาเซลเซียส และความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที  
 
2.  สารละลายพาราไนโตรฟีนอลสําหรับกราฟมาตรฐาน 

 
พาราไนโตรฟีนอล (p-nitropheno, pNP)   0.2 มิลลิกรัม 
นํา้กลัน่ (distilled water)      1  มิลลิลิตร  
 

3.  สารละลายโบไวน์ซีรัมอลับมูินตรวจวดัปริมาณโปรตีนสําหรับกราฟมาตรฐานของโปรตีน 
 
โบไวน์ซีรัมอลับมูิน (bovine serum albumin, BSA)  2 มิลลิกรัม 
นํา้กลัน่ (distilled water)      1  มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1.  กราฟมาตรฐานของไนโตรฟีนอลสําหรับนําไปใช้คํานวณแอคทิวิตีของไลเพส 
 

 
 

ภาพท่ี ค-1 กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอล ปริมาณ 0-50 ไมโครกรัม 
 
วิธีสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายพาราไนโตรฟีนอล 
 
1. เตรียมสารละลายพาราไนโตรฟีนอล 0.2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร โดยใช้นํา้กลัน่เป็นตัวทํา
ละลาย  
2. ปิเปตสารละลายพาราไนโตรฟีนอล จากข้อ 1 นํา้กลั่น และ 50 มิลลิโมลาร์                     
ซิเตรตบฟัเฟอร์ ความเป็นกรดดา่ง 6.0 ลงใน well microplate ตามตารางด้านลา่ง 
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ตารางท่ี ค-1 ปริมาณสารท่ีใช้ในการทํากราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอล 0-20 ไมโครกรัม 

 
3. นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 410 นาโนเมตร 
4. นําข้อมูลค่าการดดูกลืนแสงท่ีได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดดูกลืนแสงท่ี 

410 นาโนเมตร และปริมาณพาราไนโตรฟีนอล (ไมโครกรัม) 
 
กําหนดให้ 1 หน่วยเอนไซม์มีค่าเท่ากับปริมาณของไลเพสท่ีสามารถเปล่ียน                  

พาราไนโตรฟีนิลลอเรตเป็นพาราไนโตรฟีนอล ปริมาณ 1 ไมโครโมลต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37          
องศาเซลเซียส 30 นาที 
 

วิธีการตรวจสอบค่าแอคทวิิตีของไลเพสในสารละลายตัวอย่าง 
 
1. สารละลายตรวจวดัคา่แอคทิวิตีของไลเพส  
สารละลายเอนไซม์      250 ไมโครลิตร 
0.05 โมลาร์ ซิเตรตบฟัเฟอร์ พีเอช 6.0    650 ไมโครลิตร 
25 มิลลิโมลาร์ พาราไนโตรฟีนิลลอเรต     100 ไมโครลิตร 

พาราไนโตรฟีนอล 
(ไมโครกรัม) 

สารละลาย 
พาราไนโตรฟีนอล 

(ไมโครลิตร) 

นํา้กลัน่ 
(ไมโครลิตร) 

0.05 โมลาร์ 
ซิเตรตบฟัเฟอร์ 

พีเอช 6.0 (ไมโครลิตร) 

0 0 350 650 
5 25 325 650 
10 50 300 650 
15 75 275 650 
20 100 250 650 
25 150 225 650 
30 125 200 650 
40 200 150 650 
50 250 100 650 
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กรณีหลอดควบคมุจะไมใ่สส่ารละลายเอนไซม์แตใ่ส่ซิเตรตบฟัเฟอร์ พีเอช 6.0 แทน จากนัน้
นําไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที จากนัน้นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 410           
นาโนเมตร นําไปเทียบกบักราฟมาตรฐาน 

2. บม่ไว้ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  
3. นําไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 410 นาโนเมตร แล้วนําค่าท่ีได้ไปคํานวณเทียบกับกราฟ

มาตรฐานพาราไนโตรฟีนอลตอ่ไป  
 

2.  กราฟมาตรฐานของ BSA สําหรับนําไปใช้คํานวณปริมาณโปรตีน 
 

 
 

ภาพท่ี ค-2 กราฟมาตรฐานของ BSA ท่ีปริมาณโปรตีน 0-25 ไมโครกรัม 
 
วิธีสร้างกราฟมาตรฐานของโปรตีนสารละลาย BSA 
 
1. เตรียมสารละลายมาตรฐาน Bovine Serum Albumin 2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร โดยใช้   

นํา้กลัน่เป็นตวัทําละลาย 
2. ปิเปตสารละลายมาตรฐาน BSA ลงใน Tube ตามตารางด้านลา่ง 
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ตารางท่ี ค-2 ปริมาณสารท่ีใช้ในการทํากราฟมาตรฐานของBSA 0-25 ไมโครกรัม 
ปริมาณ BSA 
(ไมโครกรัมตอ่

ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้นของ
สารละลาย BSA 

สารละลาย BSA 
(ไมโครลิตร) 

นํา้กลัน่
(ไมโครลิตร) 

25 2 mg/ml 10 790 
20 2 mg/ml 10 990 
15 2 mg/ml 6 794 
10 20µg/ml 500 500 
5 10 µg/ml 500 500 

2.5 5 µg/ml 500 500 
0 - - 1000 

 
3. สารละลายมาตรฐาน BSA ลงใน microplate well ละ 150 ไมโครลิตร 
4. เตมิสารละลาย Bradford reagent 150 ไมโครลิตร 
5. บม่ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 15 นาที  
6. นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร 
7. นําข้อมูลท่ีได้ไปสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างคา่การดดูกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร และ

ปริมาณโปรตีน (ไมโครกรัม)  
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ภาคผนวก ง 
 

การค านวณ 
 

1.  การคํานวณหาแอคทิวิตีทัง้หมด (total activity) 
 
ใช้คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตรของตวัอย่างมาใช้ในการคํานวณ โดย

แทนคา่ในสมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟีนอล ดงันี ้
 
Y = 0.0061X 
 

 ทําการแทนค่าการดดูกลืนแสงท่ี 410 นาโนเมตรในค่า Y จะได้ค่า X ซึ่งเป็นปริมาณของ     
ไนโตรฟีนอลในหน่วยไมโครกรัม จากนัน้เปล่ียนไมโครกรัมให้เป็นไมโครโมลโดยหารด้วย
มวลโมเลกลุของพาราไนโตรฟีนอล ซึง่เทา่กบั 139.11 

 หาความเข้มข้นของไนโตรฟีนอลโดยปรับหน่วยให้เป็นต่อมิลลิลิตรโดยหารด้วยปริมาณ
เอนไซม์ท่ีใช้ในปฏิกิริยาและคณูด้วยปริมาณสารในปฏิกิริยาทัง้หมด จะได้หน่วยไมโครโมล
ตอ่มิลลิลิตร 

 หาปริมาณไนโตรฟีนอลท่ีถกูปลดปล่อยออกมาใน 1 นาที โดยหารด้วยเวลาท่ีใช้ทําปฏิกิริยา
ทัง้หมดจะได้หนว่ยสดุท้ายเป็นไมโครโมลตอ่มิลลิลิตรตอ่นาที หรือ ยนูิตตอ่มิลลิลิตร 

 
1 ยนูิตของไลเพส เทา่กบั 1 ไมโครโมลของของพาราไนโตรฟีนิลลอเรตท่ีถกูไฮโดรไลซ์ภายใน

เวลา 1 นาที หรือ 139.11 มิลลิกรัมของพาราไนโตรฟีนอลท่ีถูกปลดปล่อยออกมาภายในเวลา 1 
นาที 
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2.  การคํานวณหาปริมาณโปรตีน (total protein) 
 
ใช้คา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตรของตวัอยา่งมาใช้ในการคํานวณ 
 
Y = 0.0156X 
 
ทําการแทนคา่การดดูกลืนแสงท่ีวดัได้ในคา่ Y จะได้คา่ X ซึ่งแทนปริมาณโปรตีนในหน่วย

ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เปล่ียนหน่วยเป็นไมโครกรัมเป็นมิลลิกรัม โดยหารด้วย 1000 จะได้หน่วย
สดุท้ายเป็น มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 

 
3. การคํานวณหาแอคทิวิตีจําเพาะ (specific activity) 

 
ใช้คา่แอคทิวิตีท่ีคํานวณได้ในข้อ 1. หารด้วยปริมาณโปรตีนทัง้หมดในข้อ 2. ดงันี ้
 
Specific activity (unit/mg protein)  =  Total activity (unit/ml) 
       Total protein (mg/ml) 
 
จะได้หนว่ยสดุท้ายเป็น ยนูิตตอ่มิลลิกรัมโปรตีน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



74 
 

 
4. การคํานวณหาอตัราการเติบโตจําเพาะ (specific growth rate, µ) 

 
ทําได้โดยใช้สตูรในการคํานวณดงันี ้
 
Specific growth rate (µ) = (Lnx2 – Lnx1) / t2 - t1 

 
โดยกําหนดให้ 
x2 = จํานวนเซลล์ของเชือ้ เวลาท่ีเก็บตวัอยา่งเชือ้ 
x1 = จํานวนเซลล์ของเชือ้ เวลาท่ีเร่ิมเพาะเชือ้ 
t2 = เวลาท่ีเก็บตวัอยา่งเชือ้ 
t1 = เวลาท่ีเร่ิมเพาะเชือ้ 
 

5.  การคํานวณหาระยะเวลาท่ีเชือ้ใช้แบง่ตวัเป็นทวีคณู (generation time, G) 
 
ทําได้โดยใช้สตูรในการคํานวณดงันี ้
 
Generation time (G) = t / 3.3 (log N/N0) 
 
โดยกําหนดให้ 
t = เวลา (นาที หรือชัว่โมง) 
N0 = จํานวนเซลล์ของเชือ้ เวลาท่ีเก็บตวัอยา่งเชือ้ 
N = จํานวนเซลล์ของเชือ้ เวลาท่ีเร่ิมเพาะเชือ้ 
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6.  การคํานวณเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์จากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั 
 
 การคํานวณเปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ทําได้โดยแทนค่าท่ีได้จากฉีดตวัอย่าง
วิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงูในสมการ 
 
 %conversion   =         [FAME] x 100 
       3[TAG] + 2[1, 3 DAG] + 2[1, 2 DAG] + [MAG] + [FFA] + [FAME] 
 
เม่ือ %conversion คือ เปอร์เซ็นต์การเปล่ียนเป็นผลิตภณัฑ์ 
[FAME] คือ ความเข้มข้นของเมทิลเอสเทอร์ของกรดไขมนัจากโครมาโทแกรม 
[TAG] คือ ความเข้มข้นของไตรกลีเซอไรด์จากโครมาโทแกรม 
[1,3 DAG] คือ ความเข้มข้นของ 1,3 ไดกลีเซอไรด์จากโครมาโทแกรม 
[1,2 DAG] คือ ความเข้มข้นของ 1,2 ไดกลีเซอไรด์จากโครมาโทแกรม 
[MAG] คือ ความเข้มข้นของโมโนกลีเซอไรด์จากโครมาโทแกรม 
[FFA] คือ ความเข้มข้นของกรดไขมนัอิสระจากโครมาโทแกรม 

 
7.  การคํานวณอตัราสว่นโดยโมลของนํา้มนัสบูดํ่าบริสทุธ์ิตอ่เมทานอล  
 
หานํา้หนกัของเมทานอลจากสตูร  Y  =  ( A )( B )( MWMeOH) 
         MWPO 
โดยท่ี Y คือนํา้หนกัของเมทานอล 
A คือ นํา้หนกัของนํา้มนัสบูดํ่าบริสทุธ์ิจากการชัง่ 
B คือ อตัราสว่นโดยโมลของเมทานอล 
MWPO คือนํา้หนกัโมเลกลุของนํา้มนัสบูดํ่าบริสทุธ์ิ เทา่กบั 870 กรัม 
MWMeOH คือ นํา้หนกัโมเลกลุของเมทานอล เทา่กบั 32.04 กรัม 
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ตวัอย่างการคํานวณ กําหนดให้อัตราส่วนของนํา้มันสบู่ดําต่อเมทานอลเท่ากับ 1:3 จากนัน้ชั่ง
นํา้มนัสบูดํ่า 3 กรัม คดิเป็นปริมาตรประมาณ 2.68 มิลลิลิตร 
ดงันัน้   Y   =  (30)(3)(32.04)   =  3.314 กรัม  

        870  
 
ดงันัน้คดิเป็นปริมาตร จากสตูร  Z = Y 
            D 
 
เม่ือ Z คือ ปริมาตรของเมทานอล 
 Y คือ นํา้หนกัเมทานอล 
 D คือ คา่ความหนาแนน่ของเมทานอลเทา่กบั 791 กรัมตอ่ลิตร 
จะได้   Z  =  (3.314)(1000)    = 4.19 มิลลิลิตร 

      791 
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ภาคผนวก จ 
 

ข้อมูล 
 
การทดลองเร่ืองการเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนัท่ีเวลาตา่งๆ โดยสารละลายไลเพส

ชนิดหยาบจากตวัเร่งปฏิกิริยายีสต์ A. pullulans แบบทัง้เซลล์ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
อตัราสว่นนํา้มนัตอ่เมทานอลท่ี 1:3 

 

 
 

ภาพท่ี จ-1 โครมาโทแกรมของผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั 
ท่ีเวลา 0 ชัว่โมง 
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ภาพท่ี จ-2 โครมาโทแกรมของผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั 
ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง 

 
 

ภาพท่ี จ-3 โครมาโทแกรมของผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั 
ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง 
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ภาพท่ี จ-4 โครมาโทแกรมของผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั 
ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 
นางสาว วรรณิศา ลีลารุจิ เกิดวันท่ี 22 กรกฎาคม พ.ศ. 2529 ท่ีนครราชสีมา สําเร็จ

การศึกษาระดบัปริญญาตรี วิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาวิทยาศาสตร์ทางทะเล จากคณะประมง 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ในปีการศึกษา 2550 จากนัน้เข้าศึกษาระดับปริญญาโท               
วิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ ท่ีคณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
ในปีการศกึษา 2553 และสําเร็จการศกึษาในปีการศกึษา 2555 ได้เผยแพร่ผลงานวิจยับางส่วนใน
การประชุมวิชาการด้านเทคโนโลยีชีวภาพระดบัชาติ  ในงาน The 16th Biological Sciences 
Graduate Congress “Biochemistry, Physiology and Biotechnology” (BSGC 2011) ท่ี 
Department of Biological Sciences, National University of Sinfapore ประเทศสิงคโปร์ 
ระหว่างวนัท่ี 12-13 ธันวาคม พ.ศ. 2554 ในหวัข้อเร่ือง Lipase production from lipolytic yeast 
induced by Jatropha curcas oil และในการประชมุวิชาการด้านเทคโนโลยีชีวภาพระดบัชาติ ใน
งาน The 24th Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology “Renewable Energy 
and Global Care” (TSB 2012) ท่ีโรงแรมสุนีย์แกรนด์ มหาวิทยาลยัอุบลราชธานี จงัหวัด
อบุลราชธานี ระหว่างวนัท่ี 29-30 พฤศจิกายน พ.ศ. 2555 ในหวัข้อเร่ือง The optimal conditions 
for biodiesel production from Jatropha curcas oil catalyzed by whole cell catalyst of 
Aureobasidium pullulans  var. melanogenum รวมทัง้ได้ทําการเขียนบทความนําเสนอผลงาน 
เพ่ือตีพิมพ์ลงใน  African Journal of Biotechnology วนัท่ี 25 เมษายน 2556 ในหวัข้อเร่ือง 
Biodiesel production from Jatropha curcas oil catalyzed by whole-cell catalyst of 
Aureobasidium pullulans  var. melanogenum 
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