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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

 ตลอดหลายปที่ผานมา วิกฤติการณราคาน้ํามันแพงกับปริมาณน้ํามันสํารองที่นอยลงสง

ผลกระทบตอประเทศไทยอยางมาก นับต้ังแตปลายป พ.ศ. 2543 เปนตนมาจนถึงปจจุบัน (2548) 

ราคาน้ํามันดีเซลไดเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ จากราคาปกติลิตรละ 7-8 บาท ไดพุงสูงขึ้นถึงลิตรละ 26.29 

บาท ตามปริมาณการใชน้ํามันที่เพิ่มข้ึนของประเทศ ทําใหประเทศตองพึ่งพาการนําเขาน้ํามันดิบ

จากตางประเทศปหนึ่งๆเปนจํานวนหลายแสนลานบาท ดังนั้นการแสวงหาแหลงพลังงานใหมที่ได

จากผลิตผลทางการเกษตร ซึ่งจัดวาเปนพลังงานหมุนเวียน (renewable energy) จึงไดรับความ

สนใจเพื่อนํามาใชแทนน้ํามันดิบที่จัดวาเปนพลังงานสิ้นเปลือง (non-renewable energy) 

ประมาณการวาน้ํามันจะหมดไปในอีก 40 ปขางหนา (www.dmr.go.th, 2546) จึงไดมีการตื่นตัว

เพื่อแสวงหาแหลงพลังงานทดแทน ไบโอดีเซลจึงเปนเชื้อเพลิงทางเลือกใหมสําหรับเครื่องยนต

ดีเซล โดยมีวัตถุดิบเปนน้ํามันพืชหรือไขมันสัตว  การนําน้ํามันพืชมาใชในเครื่องยนตดีเซลสามารถ

ทําไดหลายวิธี คือ การนําน้ํามันพืชหรือไขมันสัตวมาใชเปนเชื้อเพลิงโดยตรง การผสมน้ํามันพืช 

(หรือสัตว) กับน้ํามันกาดหรือน้ํามันดีเซล  และการนําน้ํามันพืชหรือน้ํามันสัตวมาผานกระบวนการ 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน สําหรับการนําน้ํามันพืชมาใชโดยตรงและการผสมน้ํามันพืชกับน้ํามันกาด

หรือน้ํามันดีเซลนั้น พบวากอใหเกิดปญหากับเครื่องยนต ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อเปรียบเทียบคุณสมบัติ

ของน้ํามันพืชกับน้ํามันดีเซลในตารางที่ 1.1 จะเห็นวาน้ํามันพืชมีความหนืดสูงกวาน้ํามันดีเซล

มากกวา 10 เทา ความหนืดของน้ํามันพืชทําใหหัวฉีดน้ํามันฉีดเปนฝอยไดยาก เปนอุปสรรคตอ

ระบบปอนน้ํามันเขาสูหองเผาไหม และเกิดการสันดาปที่ไมสมบูรณ และเกิดกากคารบอน

หลงเหลือหลังการเผาไหมเปนคราบเขมาเกาะที่หัวฉีด        ดังนั้นไบโอดีเซลที่ไดจากกระบวนการ 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน จึงเปนวิธีที่นิยมทํามากที่สุด ทั้งนี้เนื่องจากไบโอดีเซลที่ไดจากวิธีนี้มีความ

ปลอดภัยตอเครื่องยนตมากกวาและมีคุณสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซลมากที่สุด 
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ตารางที่ 1.1  คุณสมบัติและคาความรอนของน้ํามันพืชชนิดตางๆ (พศิมัย เจนวนิชปญจกุล, 2544) 

 

 

น้ํามนั คาไอโอดีน ความถวงจําเพาะที่ 21 °C   

(g/ml) 

ความหนืดที่ 21°C 

(centipoints) 

คาความรอน 

(kJ/kg) 

ถั่วเหลือง 124-139 0.918 57.2 39,350 

มะพราว 6-11 0.915 51.9 37,540 

ถั่วลิสง 86-107 0.914 67.1 39,470 

ปาลม 14-21 0.898 88.6 39,550 

เมล็ดในปาลม 50-55 0.904 66.3 39,720 

เมล็ดสบูดํา 101 0.915 36.9 ที ่38°C 39,000 

น้ํามนัดีเซล ND 0.845 3.8 46,800 

 

 

เนื่องจากราคาของไบโอดีเซลที่ไดจากกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชันยงัมีราคาสงูอยู

เมื่อเทียบกับราคาน้าํมนัดีเซล ทัง้นีเ้ปนเพราะตนทุนวัตถุดิบมีราคาสงู  ดงันัน้การนําวัตถุดิบที่ได

จากพืชน้าํมนัที่มีการปลูกมากภายในประเทศสามารถชวยลดตนทุนในการผลิตได  จากตารางที ่

1.2 พบวาประเทศไทยผลิตน้าํมันปาลมไดมากที่สุดและพบวาเปนผูผลิตรายใหญเปนอันดับ 4 ของ

โลก รองจาก มาเลเซีย อินโดนีเซีย และไนจีเรีย (กลาณรงค ศรีรอต และคณะ, 2546) 

 

ตารางที่ 1.2  ปริมาณการผลิตพืชน้าํมันของประเทศไทย (พันตัน) (พศิมัย เจนวนิชปญจกุล, 2544) 

 

ป พ.ศ. ปาลมน้าํมนั ถั่วเหลือง ถั่วลิสง มะพราว ละหุง งา 

2538 2,255 386 147 1,413 6 34 

2539 2,688 359 147 1,419 6 34 

2540 2,681 338 126 1,386 6 35 

2541 2,465 321 135 1,372 7 36 

2542 3,512 - - - - - 
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 ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม ดังนั้นหากสามารถนําผลผลิตทางการเกษตรมาแปร

รูปโดยทําเปนไบโอดีเซลเพื่อทดแทนการใชน้ํามนัดีเซลโดยตรงไดบางสวนแลว ก็จะเปนการลดการ

นําเขาน้าํมันดบิจากตางประเทศลงได และยังทําใหลดการขาดดุลการคาได 

 งานวิจยันี้มุงหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซล (เมทิลเอสเทอร) จากน้าํมัน

ปาลมโดยใชไลเปสที่ไดจากแบคทีเรีย เพื่อนําไปปรับปรุงใชประโยชนตอไป 

 

 
ขั้นตอนการดําเนินงานวจิัย 
 

1. การคัดกรองแบคทีเรียที่สามารถผลิตไลเปสสูงจากตัวอยางดินและน้าํ 

2. ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตไลเปส โดยใชการออกแบบการทดลองเชิง 

แฟกทอเรียล  

3. ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอร  โดยใชการออกแบบการ 
       ทดลองเชงิแฟกทอเรียล 

4. ศึกษาจลนพลศาสตรเอนไซม ณ สภาวะเหมาะสม 
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บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

 ในภาวะปจจบุันประเทศทีพ่ัฒนาแลวใหความสนใจผลิตและใชไบโอดีเซลอยางแพรหลาย 

โดยมีการทดลองผลิตเพื่อใชกันเองในครอบครัว และการผลิตในระดับโรงงานตนแบบ จนถึงระดบั

ที่ผลิตเพื่อจําหนายเปนอุตสาหกรรม วัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลคือน้ํามนัพืชและน้ํามนัสัตว 

น้ํามนัพืชที่ใชเปนวัตถุดิบสามารถสกัดจากพืชน้าํมนัไดทกุชนิด การพจิารณาเลือกพืชชนิดใดมาใช 

ขึ้นอยูกับองคประกอบของน้ํามนัในพืชชนิดนัน้ รวมทั้งความเหมาะสมของปริมาณการเพาะปลูก

พืชน้าํมนัในพืน้ทีน่ั้นๆดวย  เชน ในยุโรปตอนเหนือจะผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามนัrapeseed ทาง  

ยุโรปตอนใตจะผลิตจากน้ํามันเมล็ดทานตะวัน อเมริกาและแคนาดาจะผลิตจากน้ํามันถั่วเหลอืง

และน้ํามนัเมลด็เรพ มาเลเซยีผลิตจากน้ํามันปาลม นิคารากวัใชน้าํมนัเมล็ดสบูดํา เปนตน สําหรบั

ประเทศไทยปาลมน้าํมนัเปนพืชที่มกีารปลูกมากที่สุด     (คณะกรรมาธิการการพลงังานสภาผูแทน 

ราษฏร, 2545)  จึงเปนพืชน้าํมันที่เหมาะสมในการนํามาผลิตไบโอดีเซล  

 
2.1 ไขมันและน้ํามัน  
 
 ไขมันและน้ํามันเปนเอสเทอรของกรดไขมันกับกลีเซอรนี ไขมันเปนของแข็งที่อุณหภูมิหอง 

สวนน้ํามนัเปนของเหลวที่อุณหภูมิหอง        ไขมันและน้ํามนัมีสวนประกอบทางเคมีเหมือนกัน 

กรดไขมันที่อยูในไขมันและน้ํามนัอาจเปนชนิดเดียวกนัทัง้ 3 โมเลกุล  หรือตางชนิดกนัก็ได   ถา

กรดไขมันทั้งสามโมเลกุลมีลักษณะทางโครงสรางเหมือนกนั   ไตรกลีเซอไรดที่ไดเรียกวา ไตรกลี-

เซอไรดอยางงาย (simple triglyceride) ถาไมเหมือนกนัก็จะเรียกวา ไตรกลีเซอไรดผสม (mixed 

triglyceride) ในธรรมชาตนิ้าํมันพืชและไขสัตวจะประกอบดวยไตรกลีเซอไรดผสมเปนสวนมาก ซึ่ง

เปนสวนประกอบสําคัญที่ทาํใหมีคุณสมบัติแตกตางกนั ลักษณะทางกายภาพของน้าํมนัพืชและ 

ไขสัตวที่เกิดตามธรรมชาตนิัน้ มีความแตกตางกันแมวาจะมาจากสัตวหรือพืชชนิดเดียวกนั ทั้งนี้

ข้ึนอยูกับสภาวะแวดลอมของพืชและสัตวนัน้  ไขมันหรือน้ํามนัจากสัตวมีกรดไขมันที่อ่ิมตัวอยูมาก

และมักเปนของแข็งที่อุณหภูมิหอง    ไขมันและน้ํามนัจากสัตวไดแก   ไขมันในเนื้อสัตว     ไขมันใน 

ไขแดง    ไขมนัน้าํนม  และน้ํามนัหมู   สวนไขมันและน้าํมันจากพืช   มีกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัวอยูมาก  
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(ยกเวนน้าํมนัมะพราว) ไดแก น้าํมันรํา น้าํมันถั่ว น้ํามันมะกอก น้ํามันขาวโพด น้าํมนัปาลม น้าํมนั

ดอกคําฝอย และน้ํามันดอกทานตะวนั เปนตน (ประดิษฐ มีสุข, 2544) 

 

2.2 น้ํามันปาลม (คณะกรรมาธิการการพลังงานสภาผูแทนราษฏร, 2545)   

 

            ปาลมน้ํามนั  (Elaeis guineensis Jacq.)         มีถิ่นกําเนิดดั้งเดิมอยูในที่ลุมเขตรอนทวีป  

แอฟริกาทางฝงตะวนัออก  แหลงปลูกที่สาํคัญอยูในทวปีแอฟริกา  ทวีปอเมริกากลาง  และทวีป

เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ในประเทศไทยแหลงปลูกปาลมน้ํามันที่สาํคัญอยูในภาคใตและภาค

ตะวันออก โดยในภาคใต บริเวณที่ปลูกมากที่สุดอยูที่จงัหวัดกระบี่ สรุาษฎรธาน ีชมุพร สตูล และ

ตรัง ในภาคตะวันออกปลูกมากที่จังหวัดชลบุรีและระยอง  

 

น้ํามนัปาลมสกัดไดจาก 2 สวน คือ  

 

-    สวนแรกจากเปลือกผลชัน้นอกและเนื้อผลช้ันนอกเรียกวาน้ํามันปาลม (palm oil)  

-  สวนที่สองจากเนื้อผลช้ันในและเอมบรโิอ เรียกวาน้าํมันเมล็ดในปาลม (palm kernel 

oil) น้ํามนัทั้งสองชนิดจะมอีงคประกอบทางเคมีตางกนั น้าํมนัเมลด็ในปาลมมีสมบัติคลายน้าํมัน

มะพราวคือ มีกรดลอริกสูง สวนน้าํมนัปาลมมีองคประกอบคลายน้าํมันหม ู มวีิตามินเอและอีสูง

กวาน้ํามันพืชชนิดอื่น  มกีรดไขมันอิ่มตัวและไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบ   โดยมีกรดปาลมมีติกและ 

กรดโอเลอิกเปนองคประกอบหลัก  

 

ปาลมน้าํมนัเปนพืชน้ํามันทีใ่หปริมาณน้ํามันสูงถึง  0.6 - 0.8  ตัน/ ไร/ ป เมื่อเปรียบเทียบ

กับพืชน้ํามนัชนิดอื่น  สามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑอาหารและใชในการประกอบ

อาหารเนื่องจากมีคุณสมบัติทนความรอนไดสูง ไมทําใหเกิดสารกอมะเร็ง น้ํามนัปาลมมีราคาต่ํา

กวาน้ํามันพืชชนิดอื่น และประเทศไทยสามารถผลิตน้ํามนัปาลมไดในปริมาณมากที่สุดเมื่อเทยีบ

กับน้าํมันชนิดอื่น  
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2.3 การใชประโยชนจากน้ํามันปาลม (คณะกรรมาธกิารการพลังงานสภาผูแทนราษฏร, 2545)   

 

          น้ํามันปาลมสามารถนําไปใชประโยชนไดหลากหลาย และแบงกลุมการนาํไปใชประโยชน

ไดดังนี้ 
 2.3.1 อุตสาหกรรมดานอาหาร  
 

                         น้ํามนัปาลมและน้ํามันเมล็ดในปาลมประมาณ  80%   นําไปใชในอุตสาหกรรม

อาหารหลายประเภท   เชน   น้ํามันทอด น้ํามนัปรุงอาหาร มาการีน ไอศกรีม ครีมเทียม นมเทยีม  

เนยขาว ขนมเคก ขนมปง ฯลฯ รวมถึงผลติภัณฑอาหารเสริมเพื่อสุขภาพ เชน วิตามนิอ ีวิตามนิเอ 

 

              2.3.2 อุตสาหกรรมโอลิโอเคมิคอล 

 

                         น้ํามนัปาลมและน้ํามันเมล็ดในปาลม  ประมาณ  20%  นําไปใชประโยชนในการ

ผลิตสินคาอุปโภค โดยผานกระบวนการทางเคม ีดังนี ้ 

 

                         2.3.2.1  การผลิตกรดไขมันประเภทตางๆ ทัง้กรดไขมันอิ่มตัว และกรดไขมันไม

อ่ิมตัว เพื่อนาํไปใชในอุตสาหกรรมหลายประเภท เชน 

                                   -  กรดลอริก ใชทําเปนเรซินในอุตสาหกรรมส ี 

                                   -  กรดปาลมมิติก  ใชในการเลีย้งเชื้อราเพื่อสกดัเปนยาปฏิชีวนะ  ผสมกับ

กรดสเตียริกเพื่อทาํเทยีนไข 

                                   -  กรดโอเลอิก  ใชในอุตสาหกรรมสิ่งทอ 

                                   -  กรดสเตียริก  ใชในการผลิตเครื่องสําอาง    สบูเด็ก      ผสมกับกรด 

ปาลมมิติกเพือ่ทําเทียนไข 

                                   -  กรดลิโนเลอิก  ใชเปนยาฉีดสําหรับลดไขมันในเสนเลือด 
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                     2.3.2.2  การผลิตเมทิลเอสเทอร  เปนสารที่ไดจากการทําปฏิกิริยาเคมีระหวาง

น้ํามนัปาลมกบัเมทิลแอลกอฮอล  โดยมีตัวเรงปฏิกิริยาเปนกรด ดาง หรือเอนไซม สามารถนําไป  

ใชประโยชนไดหลากหลาย  ทัง้ในดานพลงังาน หรือใชเปนสารสําหรบัผลิตอนุพนัธของกรดไขมัน

ประเภทตางๆ และมีผลพลอยไดที่สําคัญและมีมูลคาสงูคือ  กลีเซอรอล  และเมทิลเอสเทอร  

                                   -  Fatty  Alcohol  ใชประโยชนในการผลิต Sodium  Alkyl  Sulphates  

และ  Surfactant  ที่ใชผลิตผงซักฟอก 

                                   -  Fatty  Acid  Amides  มีคุณสมบัติชวยกนัน้ํา นยิมใชในอุตสาหกรรม 

ส่ิงทอ การผลิตกระดาษ  ไมอัด  โลหะ  ยาง ฯลฯ 

                                   -  Fatty   Amines   ที่มีความสาํคัญนิยมใชในอุตสาหกรรมสิง่ทอ   การ

ผลิตพลาสติก   น้ํามันหลอล่ืน   สารควบคุมเชื้อราและแบคทีเรีย ฯลฯ 

 

2.4 น้ํามันดีเซล (ปราโมทย ไชยเวช, 2537) 

 

 น้ํามนัดีเซล (diesel fuel) เปนสารประกอบไฮโดรคารบอนในกลุมพาราฟน ที่ไดจากการ

กลั่นน้ํามนัดิบ มีชวงจุดเดือดและความขนใสสูงกวาน้าํมันเบนซนิ เนื่องจากเครื่องยนตดีเซลเปน

เครื่องยนตที่มกีารทาํงานแตกตางจากเครือ่งยนตเบนซนิ การจุดระเบิดของเครื่องยนตดีเซลใช

ความรอนที่เกดิจากการอัดอากาศอยางมากภายในกระบอกสูบ แลวฉดีเชื้อเพลิงเขาไปเพื่อทําการ

เผาไหม ไมใชเปนการจุดระเบิดจากหัวเทียนเหมือนในเครื่องยนตเบนซิน เครื่องยนตดีเซลในสมัย

แรกๆนั้นมีขนาดใหญโตมาก เพราะตองการใหทนกับความรอนและแรงอัดสูงๆได เครื่องยนตดีเซล

สมัยกอนนาํไปใชเปนเครื่องตนกําลงั เชน ใชเปนตนกําลงัในการผลิตกระแสไฟฟา โรงงาน

อุตสาหกรรมและใชในเรือ ตอมาไดมีการพัฒนาสรางเครื่องยนตใหมีขนาดเล็กลงแตมี

ประสิทธิภาพสูง เชน ใชเปนเครื่องตนกาํลังของเครื่องมือและอุปกรณหลายชนิดที่มีความสําคญั

ทางเศรษฐกิจ เชน รถไฟ รถบรรทุก รถแทรกเตอร เรือประมง เปนตน ดังนั้นจึงตองมีการปรับปรุง

คุณภาพของน้าํมันดีเซลใหเหมาะสมกับเครื่องยนตที่ใชกับงานนั้นๆ 

 

 น้ํามนัดีเซลที่ใชอยูในประเทศไทยมีอยู 2 ประเภทใหญๆ  คือ 

- น้ํามนัดีเซลสาํหรับเครื่องรอบเร็ว (automotive diesel oil) 

- น้ํามนัดีเซลสาํหรับเครื่องรอบชา (industrial diesel oil) 
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น้ํามนัดีเซลที่ใชอยูในปจจุบนัมีหลายบริษทั เชน ปตท. เอสโซ เชลล ฯลฯ น้ํามันดีเซลที่

ทองตลาดเรียกวาโซลาสาํหรับเครื่องยนตดีเซลรอบเร็ว ซึ่งสวนมากใชกับยานยนต เรือขนาดเล็ก 

เครื่องกําเนิดไฟฟาขนาดเลก็และอุปกรณกอสราง หรือใชเผาไหมใหความรอนในงานอุตสาหกรรม  

หรือใชตมน้ํารอนในโรงแรม   สวนน้าํมนัขี้โล   สาํหรับเครื่องยนตดีเซลรอบชาและปานกลางซึง่

นิยมใชในงานอุตสาหกรรมและเรือขนาดใหญ หรือใชเผาไหมใหความรอน แตน้าํมนัชนิดนี้มีสีเขม

กวาโซลา สขีองน้ํามันดีเซลโดยธรรมชาติมีสีชาออน แตบางครั้งสีอาจเปลี่ยนไปบางเนื่องจากใน

กระบวนการกลั่นน้าํมนัอาจจะใชน้ํามันดบิจากแหลงตางๆกนั ซึ่งอาจทําใหน้าํมนัดีเซลมีสีออนหรือ

เขมไปบาง แตคุณสมบัติในการเผาไหมยังคงเดิม สีของน้าํมันดีเซลไมไดเปนสิ่งสาํคัญสําหรับการ

พิจารณาคุณภาพของน้ํามนั แตไดกําหนดไวใหอยูในมาตรฐานของ ASTM ไมเกิน 3 ซึง่เปนสี

คลายกับสีชา และสีนี้อาจเปลี่ยนแปลงได คือสีจะเขมข้ึนถาเก็บไวนานๆ  ในกรณีที่สีของน้าํมัน

ดีเซลเปลี่ยนแปลงไปมาก เชน เปนสีเขียวหรือสีดําคล้ํา ควรตั้งขอสังเกตวาอาจมีการปลอมปนของ

น้ํามนักาด (สีน้ําเงิน) หรือน้าํมันเตาหรือน้าํมันเครื่องที่ใชแลว (สีดํา) 

 
2.5 ไบโอดีเซล 
 

ไบโอดีเซลคือเชื้อเพลิงที่ไดจากน้าํมนัพชืและสัตวผานกระบวนการทรานสเอสเทอรฟิเคชัน 

(transesterification) เกิดเปนสารที่เรียกวาเมทิลเอสเทอร หรือเอทิลเอสเทอร ซึ่งมีคุณสมบัติ

ใกลเคียงกบัน้าํมันดีเซลที่กล่ันจากน้าํมนัปโตรเลียม สามารถใชเปนเชื้อเพลิงในเครื่องยนตดีเซลได

ดีโดยไมตองทาํการดัดแปลงเครื่องยนต  (คณะกรรมาธกิารการพลังงานสภาผูแทนราษฏร, 2545)   

เนื่องจากตนทนุวัตถุดิบสูงเปนอุปสรรคสําคัญ ที่ทาํใหไบโอดีเซลไมสามารถแขงขันกับ

น้ํามนัดีเซลจากฟอสซิลได  การผลิตไบโอดีเซลในปจจุบนัจึงพัฒนาเพือ่ใหสามารถใชสวนผสมของ

น้ํามนัหลายชนิดเปนวัตถุดบิได ตั้งแตน้าํมันที่กลัน่บริสุทธไปจนถึงน้ํามนัใชแลว การที่สามารถใช

วัตถุดิบไดหลายชนิด  และบางชนิดยงัเปนผลผลิตหลักของประเทศ    สามารถลดตนทนุการผลิต 

ไบโอดีเซลได 

ในจําพวกพลงังานเชื้อเพลิงทดแทน ไบโอดีเซลเปนเชือ้เพลิงชวีภาพที่จะมีความสาํคัญใน

อนาคตอันใกล เนื่องจากเปนพลังงานหมุนเวียน ซึง่มีอยูไมจํากัดตราบใดที่โลกยงัมพีชืและ

แสงแดดเปนพลังงานสีเขียว ไมเปนพษิกับส่ิงแวดลอม เมื่อเผาผลาญจะใหกาซคารบอนมอน

ออกไซด (carbonmonoxide, CO) นอยกวาน้ํามนัดีเซลปกติ และไมปลอยกาซซัลเฟอรไดออกไซด 

(sulferdioxide, SO2) ชวยลดผลกระทบจากปรากฏการณเรือนกระจก (greenhouse effect) ใน
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เอกสารของ Korbitz (1999) ไดระบุวาในการใชไบโอดีเซล 1 กิโลกรัม จะไดกาซผสมในกลุมกาซ

ซัลเฟอรไดออกไซดลดลงถึง 99% กาซคารบอนมอนออกไซดลดลง 20% ไฮโดรคารบอนลดลง 

32% เขมาลดลง 50% และ ฝุนละอองลดลง 39% และเนื่องจากไบโอดีเซลผลิตมาจากผลิตผลทาง

การเกษตร  จึงสามารถถกูจุลินทรียในธรรมชาติยอยสลายได  คารบอนทีย่อยสลายจะหมนุเวยีน

เปนวัฏจักรโดยกระบวนการสังเคราะหแสงของพืช จึงไมเพิ่มภาวะเรอืนกระจกเหมอืนการใชน้ํามนั

ดีเซล มีรายงานวาไบโอดีเซลสามารถถูกยอยสลายได 90% ภายใน 3 สัปดาห เมื่ออยูในสภาวะ

แวดลอมที่เหมาะสม (Rodinger, 1994) 

การพัฒนาอยางเปนรูปธรรมของไบโอดีเซลเกิดขึ้นครั้งแรกในป 1985 เมื่อออสเตรียไดตั้ง

โรงงานตนแบบในการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามนัrapeseedเปนครั้งแรก และในป1990 ไดมีการ

ผลิตทางการคาเปนครั้งแรก ในระยะแรกมีความตั้งใจจะใชไบโอดีเซลกับเครื่องจักรกลทางการ

เกษตรซึ่งไดรับการรับรองจากผูผลิตรถแทรกเตอรเกือบทุกยีห่อเปนอยางดี เชน Massey-

Ferguson, John Deere ตอมามีการเปลี่ยนแปลงตําแหนงของตลาดไปเปน ยานพาหนะทีใ่ช

เครื่องยนตดีเซล  ซึ่งไดรับการสนับสนนุอยางดีจากกลุมอุตสาหกรรมยานยนตตางๆเชน Ford, 

Mercedes เปนตน นอกจากนั้นเพื่อใหเกิดความเชื่อมัน่แกผูบริโภค ออสเตรียยังไดออก

มาตรฐานไบโอดีเซลฉบับแรกสําหรับ rapeseed-methyl ester (ON C 1190) ในป 1991 และ

สําหรับ fatty acid methyl ester (ON C 1191) ในป 1997  ตอมาประเทศอื่นๆไดออก

มาตรฐานไบโอดีเซลตามมา ไดแก ฝร่ังเศสและอิตาลีในป 1993 สาธารณรัฐเชคโกสโลวะเกียในป 

1994 สวีเดนในป 1996 (SS 15 54 36)   และสหรัฐอเมริกา (ASTM)  

นอกจากจะชวยปญหาการขาดแคลนน้าํมนัปโตรเลียมแลว ไบโอดีเซลยังเปนแนวทางใน

การพัฒนาความยัง่ยนืของระบบพลงังานและการเกษตร ลดการสูญเสียเงนิตราออกนอกประเทศ 

สรางงานและกระจายรายไดสูทองถิน่ ลดปญหาแรงงานอพยพเขาเมือง นาํไปสูการพัฒนา

เศรษฐกิจชุมชนทีย่ั่งยนื 
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2.6 ประวัติความเปนมาของการนาํน้ํามันพืชมาใชเปนเชื้อเพลิงในเครื่องยนต 
 

  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันของน้าํมนัพืชไดถกูทาํขึ้นในป ค.ศ. 1853 กอนที่

เครื่องยนตดีเซลจะถูกคิดคนขึ้นโดย Duffy และ Patrick แตแนวคิดในการใชน้าํมันพืชเพื่อเปน

เชื้อเพลิงเริ่มตนจาก Rudolph Diesel โดยไดใชน้ํามนัถัว่ลิสงเปนเชื้อเพลิงใหกับเครือ่งยนตสันดาป

ภายในและแสดงในงานเอกซโปที่กรุงปารสีในป ค.ศ. 1900 (Altil และคณะ, 2001) แตไมเปนที่

สนใจมากนกัเนื่องจากราคาน้ํามนัดีเซลในขณะนั้นยังมีราคาถกู การนําน้ํามนัพืชมาใชเปน

เชื้อเพลิงจึงมกัใชในสถานการณคับขันเทานัน้ เชน ในป ค.ศ.1980 ประเทศแถบอเมริกาใต         

ถูกกดดันทางการเมืองและถูกปดลอมการขนสงน้าํมนั (oil embargo) จึงไดใชน้ํามันเมล็ด

ทานตะวนัผสมน้ํามันเบนซนิเปนเชื้อเพลงิ จนกระทัง่เหตุการณขาดแคลนน้ํามนัเชื้อเพลิงในชวง

ทศวรรษที่ 70 และสงครามอาวเปอรเซียในป ค.ศ. 1991 อีกทั้งปญหาตาง ๆ เชน ราคาน้าํมันที่

สูงขึ้น การประกาศเตือนปริมาณน้ํามันทีจ่ะหมดในอนาคตอันใกล ปริมาณผลผลิตทางเกษตรที่

เกินความตองการและกระแสตื่นตัวในปญหาสิง่แวดลอมเปนตัวเรงอยางด ี ใหแตละประเทศคนหา

พลังงานจากแหลงอืน่ๆเพื่อมาทดแทน และในป ค.ศ.1982 ไดมีการประชุมทางวิชาการนานาชาติ

เกี่ยวกับการใชน้ํามนัพืชเปนเชื้อเพลิงเปนครั้งแรก (The first international conference on plant 

and vegetable oils as fuels) ที ่ North Dakota  สหรัฐอเมริกา (Ma และ Hanna, 1999) และ

หลังจากนั้นมา ความตื่นตัวในการหาพลังงานทดแทนน้าํมนัดีเซลไดขยายกวางขวางขึ้น โดยมี

สาเหตุมาจากปญหาที่สําคญั 2 ประการคือ ปญหาน้ํามันเชื้อเพลิงและปญหาสิง่แวดลอม 
  
2.7 การนําน้าํมันพืชมาใชในเครื่องยนตดีเซลมี 3 แนวทาง คือ 
 

 2.7.1 การนําน้ํามันพชืหรอืน้ํามันสัตวมาใชเปนเชือ้เพลิงโดยตรง  
วิธีนีท้าํไดโดยเติมน้ํามันพืชหรือสัตวลงในเครื่องยนตโดยไมมีการเติมสารเคมีหรือ

เปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของน้ํามนัแตอยางใด  

 

ขอดีของวิธีนี้คอื  

- ธรรมชาติของน้ํามนัพืชเปนของเหลวจึงสามารถเตมิลงในเครื่องยนตไดทันท ี

- มีคาความรอนสูงประมาณ 80% ของน้ํามนัดีเซล 

- หาไดงายทั่วไปแตอาจตางชนิดกันตามแหลงพืน้ที่เกษตรกรรม  
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ขอเสียของวิธนีี้คือ  

- น้ํามนัพืชเปนสารที่ไมอยูตัวกลาวคือน้ํามนัพืชจะถูกออกซิไดซไดงายรวมทัง้เกิด 

ปฏิกิริยาพอลิเมอไรซไดที่อุณหภูมิสูง ทําใหน้าํมนัพชืมีความหนืดสูงกวาน้าํมนัดีเซล 

ทําใหหวัฉีดน้าํมันฉีดน้ํามันใหเปนฝอยไดยากเปนอุปสรรคตอการปอนน้าํมนัเชื้อเพลิง

เขาสูหองเผาไหม และเกิดการสันดาปไมสมบูรณ ทําใหเกิดปญหาสาํหรับเครื่องยนต

เมื่อใชน้ํามันพชืเปนเชื้อเพลิงโดยตรง 

- ส่ิงเจือปนเชน น้ํา หรือกัม (gum) ในน้าํมนัพืช เปนสาเหตุใหการเผาไหมของเชื้อเพลิง

ไมสมบูรณ ทาํใหเกิดเขมาในเครื่องยนต  

Harwood (1984) ไดรายงานเรื่องปญหาและแนวทางแกไขปญหาในการใชน้ํามันพืชใน

เครื่องยนตดีเซลโดยตรงดังแสดงในตารางที ่2.1 

 

มีรายงานในประเทศไทยถึงการนาํน้าํมนัพืชมาใชเปนเชื้อเพลิงโดยตรงในเครื่องยนตดีเซลดังนี้  

 

- พิศมัย เจนวณิชปญจกุล และคณะ (2525) รายงานการวิจัยโดยใชน้ํามนัถัว่ลสิงเปน

เชื้อเพลิงเปรียบเทียบ กบัการใชน้ํามันดีเซลในเครื่องยนตยันมารขนาด 7 แรงมา โดยไมมีการ

ดัดแปลงเครื่องยนต พบวาน้าํมันถั่วลิสงมคีวามหนืดสงู การติดเครื่องยนตเปนไปไดยาก เครื่องเดิน

สะดุด การสันดาปเกิดขึน้ไมสมบูรณ และพบวาที่เครื่องยนตที่ใชน้าํมันถัว่ลิสงมีเขมาจับที่ลูกสูบ

และวาลวมากกวาที่ใชน้ํามนัดีเซล 

 

- ในป พ.ศ. 2543 พระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัวทรงมพีระราชกระแสรับส่ังใหดําเนินการ

ทดลองนําน้ํามันปาลมกลัน่บริสุทธิ์มาใชกบัเครื่องยนตดเีซลของรถยนต ในกองงานสวนพระองค 

จากผลการทดลองพบวาไมมีผลกระทบใดๆในทางลบกับเครื่องยนตดีเซล (คณะกรรมาธกิารการ 

พลังงานสภาผูแทนราษฏร, 2545)   
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ตารางที ่ 2.1 ปญหาการใชงานระยะสั้นและระยะยาวพรอมแนวทางแกไขสําหรบัการนาํ
น้ํามันพชืมาใชโดยตรงในเครื่องยนตดีเซล  (Harwood, 1984) 

ปญหา สาเหต ุ แนวทางแกไข 

การใชงานระยะสั้น 

1.การเดินเครื่องมีปญหาที ่

อุณหภูมิต่ํา 

 

2.ระบบหัวฉีดน้ํามนัอุดตัน 

 

3.เครื่องน็อค 

 

การใชงานระยะยาว 

4.หัวฉีดฉีดน้ํามันเปนฝอย

ไดยาก เกิดการสันดาป 

ไมสมบูรณ 

5.เกิดตะกอนถานที ่

กระบอกสูบ 

 

 

 

6.ชิ้นสวนเครือ่งยนตถูก 

กัดกรอน 

 

 

 

7.น้ํามันหลอล่ืนใน

เครื่องยนตไมสามารถ

ทํางานได 

 

น้ํามนัพืชมีความหนืดสูง 

มีคาซีเทนและจุดวาบไฟต่ํา 

 

กัม(gum)ที่มีอยูในน้าํมนั-

พืช 

น้ํามนัพืชมีคาซีเทนต่ําและ

การลุกไหมเกดิขึ้นชามาก 

 

น้ํามนัพืชมีความหนืดสูง 

 

  

น้ํามนัพืชมีความหนืดสูง 

 

  

 

 

เกิดการเผาไหมไมสมบูรณ 

เนื่องจากกรดไขมันอิสระ, 

น้ํามนัหลอล่ืนในเครื่องยนต

เจือจางเพราะมีน้ํามันพืชที่

เผาไหมไมหมดมาเจือปน 

เกิดการรวมตวักันของ 

กรดไขมันอิสระในน้าํมนัพืช  

 

อุนน้าํมนัพืชกอนนาํมาใชหรือใช

ปฏิกิริยาเคมีเปลี่ยนไตรกลีเซอ-

ไรดในน้ํามนัพชืใหเปนเอสเทอร  

ทําน้ํามนัพืชใหบริสุทธิห์รือกรอง

โดยใชตัวกรองขนาด 4 ไมครอน 

 ใชความดนัของหวัฉีดน้ํามนัและ

เลือกหองเผาไหมทีเ่หมาะสม 

 

อุนน้าํมนัพืชกอนนาํมาใชหรือใช

ปฏิกิริยาเคมีเปลี่ยนไตรกลีเซอ-

ไรดในน้ํามนัพืชใหเปนเอสเทอร 

 อุนน้ํามนัพืชกอนนํามาใชหรือใช

ปฏิกิริยาเคมีเปลี่ยนไตรกลีเซอ-

ไรดในน้ํามนัพชืใหเปนเอสเทอร

หรือเติมน้าํมันพืชสลับกับน้ํามัน

ดีเซล 

ใสสาร motor oil additives เพื่อ

ปองกนัการเกดิออกซิเดชัน 

 

 

 

ใสสาร motor oil additives เพื่อ

ปองกนัการเกดิออกซิเดชัน 

 



 13 

 
 

2.7.2 การผสมน้ํามันพชืหรือสัตวกับน้าํมันกาดหรอืน้ํามันดีเซล  
 

 วิธีนี้แกปญหาความหนืดของน้าํมนัพืชไดแตเมื่อใชงานที่อุณหภูมิต่ําอาจเกิดไขของน้าํมนั

พืชได 

 

Peterson และคณะ (1983)   พบวาเมื่อผสมน้ํามันrapeseedกับน้าํมันดีเซลในอัตราสวน 

70 ตอ 30 สามารถนํามาใชในเครื่องยนตโดยไมเกดิปญหาเครื่องน็อคหรือสงผลกระทบตอการ

ทํางานของน้ํามันหลอล่ืนแตอยางใด 

 

 Strayer และคณะ (1983) พบวาเมื่อผสมน้ํามันคาโนลา (canola oil) กับน้ํามนัดีเซลใน

อัตราสวน 50 ตอ 50 ทําใหความหนืดของน้าํมนัคาโนลาลดลงจาก 37.82 เซนติสโตรก เหลือเพยีง 

19 เซนติสโตรก  และนอกจากผสมกับน้าํมันดีเซลแลว  ยังสามารถลดความหนืดไดโดยผสมกับ   

เอทานอลในอตัราสวน 10 ตอ 1  ซึง่จะทําใหคาความหนดืลดลงเหลือ 21.15  เซนติสโตรก  

 

 สําหรับในประเทศไทยการผสมน้ํามันพืชกบัน้ํามนักาดหรือน้ํามนัดีเซลนั้นใชอัตราสวน

แตกตางกนัไปในแตละจังหวดัของประเทศ เชน 
 

- สูตรอําเภอบางคนที จงัหวัดสมุทรสงคราม ใชน้าํมันมะพราวดิบ:น้ํามนักาด:น้ํามนั

ดีเซล ในอัตราสวน 20:1:4 

- สูตรอําเภอทับสะแก จังหวัดประจวบคีรีขันธ ใชน้าํมนัมะพราวดิบ:น้ํามนักาด ใน

อัตราสวน 20:1 

- สูตรจังหวัดชุมพร ใชน้าํมนัปาลมดิบ:น้ํามนักาด:น้ํามนัดีเซล ในอัตราสวน 60:7:40 
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2.7.3 การนาํน้ํามนัพืชหรือน้ํามนัสัตวมาผานกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเค-

ชัน 
 

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชัน (transesterification) หรือแอลกอฮอลไลซิส 

(alcoholysis) เปนการทําปฏิกิริยาระหวางแอลกอฮอลกับกรดไขมัน (ไขมันหรือน้ํามัน) ไดเอสเทอร 

และกลีเซอรอล เปนปฏกิิริยาชนิดยอนกลับได (reversible reaction) จึงจําเปนตองมีตัวเรง

ปฏิกิริยาและตองใชแอลกอฮอลมากเพื่อใหไดผลผลิต (yield) และชนิดผลิตภณัฑตามตองการ ซึ่ง

เอสเทอรที่ไดนี้   จะมีคุณสมบัติใกลเคียงกับน้าํมันดีเซลจากปโตรเลยีมมากที่สุด      หรือที่เรียกวา 

ไบโอดีเซล 

 

CH2-OOC-R1     R1-COO-R’  CH2-OH 

           + 

CH-OOC-R2 +  3R’OH   R2-COO-R’ + CH-OH 

           + 

CH2-OOC-R3     R3-COO-R’  CH2-OH 

Triglyceride     Alcohol       Esters  Glycerol 

 
รูปที่ 2.1 การเกิดปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันพชื (Ma และ Hanna, 1999) 

 

แอลกอฮอลทีใ่ชในการทําปฏิกิริยาจะเปนแอลกอฮอลโมเลกุลตรงที่มหีมูไฮดรอกซิล 1 หมู  

ที่ตําแหนงแรก (primary) หรือตําแหนงที่สอง (secondary) มีจํานวนคารบอนอยูในชวง 1-8 

อะตอม ไดแก เมทานอล (methanol) เอทานอล (ethanol) โพรพานอล (propanol) บิวทานอล 

(butanol) และ เอมิลแอลกอฮอล (amyl alcohol) โดยเฉพาะอยางยิง่เมทานอลและเอทานอลจะ

ใชมากที่สุดเนือ่งจากราคาถกู หางายและมีคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพเหมาะสม (เปนโพลาร 

(polar) และสายโมเลกุลส้ัน (shortest chain alcohol) ทําใหสามารถทําปฏิกิริยากบัไตรกลีเซอไรด 

(triglyceride) และตัวเรงปฏกิิริยาไดดีข้ึน) 
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2.7.3.1 การใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

 การทาํปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัโดยใชกรดเปนตวัเรงปฏิกิริยา จะเกิดชากวาเมื่อใช

เบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา นอกจากนี้ยงัตองใชอุณหภูมิที่สงู  และใชเวลานานกวาถึงจะเกิดปฏิกิริยา

อยางสมบูรณ อยางไรก็ตามถากลเีซอไรดมีสวนประกอบของกรดไขมันอิสระและน้ําอยูมาก ดังนั้น

การใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนกรดจะดีกวาการใชเบสเปนตวัเรงปฏิกิริยา (Ma และ Hanna, 1999) 

กรดที่ใชควรเปนกรดซัลฟวริก กรดฟอสโฟริก กรดไฮโดรคลอริก หรือกรดซัลโฟนกิของสารอินทรีย 

มีรายงานการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาดังนี ้

สุรกิตติ ศรีสกุล และคณะ (2544) กลาวถงึขั้นตอนการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามนัปาลม 

โดยนาํน้าํมันปาลมดิบมาผสมกับเมทานอล แลวผานความรอนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซยีส 

ความดัน 3 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร โดยใชกรดในสถานะของแข็ง เชน โซเดียมไบซัลเฟต 

(sodium bisulphate),   โปแตสเซียมไบซัลเฟต   (potassium bisulphate)    เปนตัวเรงปฏิกิริยา        

ซึ่งจะไดกลีเซอรอลที่ไมบริสุทธิ์ (crude glycerol) และ เมทิลเอสเทอร  

Mohamad และคณะ (2002) ใชกรดไฮโดรคลอริกและกรดซัลฟูริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามนัปาลมใชแลวจากรานอาหาร โดยแปรผันความเขมขนของตัวเรง

ปฏิกิริยาเปน 0.5 1.0 1.5 และ 2.25 โมลารตามลําดบั พบวายิ่งความเขมขนของกรดที่ใชมากขึ้น

ปฏิกิริยาจะเกดิไดเร็วขึ้นและคาความหนดืของเอทิลเอสเทอรที่ไดจะนอยลงดวย และพบวาที่ความ

เขมขน 2.25 โมลาร  กรดซัลฟวริกเรงปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัไดดีกวากรดไฮโดรคลอริก  

Tashtoush และคณะ (2004)  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเปลี่ยนไขสัตวที่ใชแลวไป

เปนเมทิลและเอทิลเอสเทอร    โดยใชกรดซัลฟวริกเปนตวัเรงปฏิกิริยา   ผลการทดลองพบวาเมื่อใช 

เอทานอลทีม่ากเกนิพอ สามารถเปลี่ยนไขสัตวเปนเอสเทอรไดมากกวาเมื่อใชเมทานอล และยงัได

เอทิลเอสเทอร     ที่มีความหนืดต่ํากวาเมทลิเอสเทอร        และมีภาวะที่เหมาะสมสําหรับปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชันเมื่อใชเอทานอลคอื ใชเอทานอลมากเกินพอ ทาํปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซยีส เวลาในการทําปฏิกิริยาคอื  2 ชัว่โมง เกดิเอทิลเอสเทอรรอยละ 78 โดยน้าํหนัก 
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2.7.3.2 การใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

 การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัโดยใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา เบสที่ใชกนั

ประกอบดวยโซเดียมไฮดรอกไซด   โซเดียมเมทอกไซด   โซเดียมเอไมด   โซเดียมไฮดรายด  

โปแทสเซียมไฮดรอกไซด โปแทสเซียมเมทอกไซด โปแทสเซียมเอไมด และ โปแทสเซียมไฮดรายด 

โดยทัว่ไปนิยมใชโซเดียมไฮดรอกไซดและโปแทสเซียมไฮดรอกไซดซึ่งราคาถกู การใชเบสเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาเกิดการกัดกรอนนอยกวากรด นอกจากนี้เมื่อใชในปริมาณทีเ่ทากันปฏิกิริยาทรานสเอส- 

เทอริฟเคชนัทีใ่ชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะเกิดเร็วกวาใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาถงึ 4000 เทา 

(Formo, 1954)  จึงมกันิยมใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบสอยางกวางขวางในระดบัระบบการผลิต

ขนาดใหญ   

 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันโดยมีเบสทําหนาทีเ่ปนตัวเรงปฏิกิริยานัน้ กลีเซอไรดและ

แอลกอฮอลทีใ่ชในปฏิกิริยาจะตองมนี้ําในโมเลกุลใหนอยที่สุด (Wright และคณะ, 1944) ทั้งนี้

เพราะน้ําจะไปทําใหเกิดปฏกิิริยาสะปอนนิฟเคชนั (saponification)     ซึ่งหมายถงึการเกิดสบู    

ทําใหประสิทธภิาพการผลิตเอสเทอรลดลง และทําใหการแยกกลีเซอรอลออกจากเอสเทอรยากขึ้น        

มีรายงานการใชเบสทําหนาที่เปนตวัเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัดังนี ้
  

มุทิตา ยนับูรพา และคณะ (2545) สังเคราะหเมทิลเอสเทอรจากน้าํมันพืช 3 ชนิด คือ

ละหุง เมล็ดในปาลมและเมล็ดฝาย โดยใชโซเดียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวาเกิด  

เมทิลเอสเทอรสูงสุดในปฏิกิริยาที่ใชน้าํมันละหุงโดยคิดเปนรอยละ 83.6 ของสารตั้งตน สัดสวน

โดยมวลที่เหมาะสมของน้ํามนัตอเมทานอลเปน 1:5  ปริมาณโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 0.5 โดย

น้ําหนกัของน้าํมนัพืช  สวนปริมาณเมทลิเอสเทอรที่ไดสูงสุดจากปฏกิิริยาที่ใชน้าํมนัเมล็ดในปาลม

และน้ํามนัเมลด็ฝายคือ 92.1 และ 94.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ปริมาณโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใช

เทากับในปฏิกริิยาที่ใชน้ํามันละหุง แตมสัีดสวนที่เหมาะสมของน้ํามนัตอเมทานอลเปน 1:6.67 

และจากการศึกษาคุณสมบัติของเมทิลเอสเทอรที่ไดจากน้ํามันทั้ง 3 ชนิด พบวา เมทิลเอสเทอรที่

ไดจากน้าํมันเมล็ดฝายใหคณุสมบัติที่ใกลเคียงน้าํมนัดีเซลที่สุด 
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 ธนาทพิย อัศวผดุงสิทธิ์ และคณะ (2547)  ทําการทดลองเพื่อสังเคราะหเมทิลเอสเทอร

จากน้ํามนัพืชใชแลวในระดับหองปฏิบัติการ โดยใชน้าํมันพชืใชแลวจากรานอาหารและเมทานอล 

โดยมีโซเดียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา ผลการทดลองพบวาสภาวะที่เหมาะสมในการผลติ

เมทิลเอสเทอรคือ อัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอน้ํามนัพืชที่ใชแลวเปน 4.5:1 ใชปริมาณ

โซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 1 โดยน้าํหนักของน้ํามันพืช ทําปฏกิิริยาทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 

ใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 5 นาท ีไดเมทิลเอสเทอรรอยละ 92.3 ของปรมิาณสารตั้งตน 

 

 Nimcevic และคณะ (2000)   ศึกษาการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันจากน้ํามนั

rapeseedกับแอลกอฮอล โดยใชโปแทสเซียมไฮดรอกไซดและกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา 

พบวาเมื่อใชโปแทสเซียมไฮดรอกไซดสามารถเกิดเฉพาะเมทิลเอสเทอรและเอทิลเอสเทอร  สําหรับ

กรดซัลฟวริกสามารถเกิดโพรพิวเอสเทอรและบิวทิลเอสเทอรไดเทานั้น นอกจากนีท้ี่อุณหภูมิใกล

จุดเดือดของแอลกอฮอลการใชกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยาทาํใหลดเวลาในการทําปฏิกิริยา

และแอลกอฮอลชนิดโซกิง่จะเกิดปฏิกิริยาชากวาแอลกอฮอลชนิดโซตรง 

 

Saka และ Kusdiana (2001) ไดพัฒนากระบวนการผลิตใหมโดยใชเมทานอลภาวะเหนือ

วิกฤต (supercritical method) ซึ่งวิธีใหมนี้จะไดกระบวนการที่งายขึน้ ลดเวลาในการทําปฏิกิริยา

เหลือเพยีง 120-240 วินาที ไมใชตัวเรงปฏิกิริยา ทัง้ยังไดผลผลิตสูงขึ้นอีกดวย  

 

 

2.7.3.3 การใชเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

ถึงแมวาการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันจะไดปริมาณอัลคิลเอสเทอร

มากและใชเวลาในการทาํปฏิกิริยานอยกต็าม แตการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยายงัมีขอเสียอยูมาก 

เชน การแยกกลีเซอรอลออกจากปฏิริยาทําไดยาก  เสียคาใชจายในการแยกตัวเรงปฏิกิริยาที่เปน

เบสออกจากผลิตภัณฑ น้ําเสยีที่ไดจากการใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบสตองเสยีคาใชจายเพิ่มใน

การบําบัด และนอกจากนี้ปริมาณกรดไขมันอิสระและปริมาณน้าํยังสงผลกระทบตอปฏิกิริยาไดอีก

ดวย 
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 ไลเปสทั้งที่ไดจากในเซลลและที่ผลิตออกมานอกเซลล สามารถนาํมาใชเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันไดทั้งในสภาวะที่มีและปราศจากน้ํา ดังแสดงในตารางที่ 2.2 

พบวาการใชไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาสามารถชวยลดปญหาที่เกิดจากกระบวนการที่ใชเบสเปน

ตัวเรงปฏิกิริยาได 

  
ตารางที่ 2.2  เปรียบเทยีบระหวางตัวเรงปฏกิิริยาที่เปนเบสกับเอนไซมในการผลิต       
ไบโอดีเซล (Fukuda  และคณะ, 2001) 
 
 ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบส ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเอนไซม 

อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยา 

ปริมาณกรดไขมันอิสระในสารตั้งตน 

 

ปริมาณน้าํในปฏิกิริยา 

ปริมาณอัลคิลเอสเทอรที่ได 

การแยกกลเีซอรอลออกจากปฏิกิริยา 

กระบวนการทาํอัลคิลเอสเทอรให 

บริสุทธิ ์

ราคาของตัวเรงปฏิกิริยา 

60-70 องศาเซลเซียส 

ทําใหเกิดปฏิกริิยา 

สะปอนนิฟเคชันไดสบู 

มีผลมาก 

ปกติ 

ทําไดยาก 

ตองลางผลิตภัณฑหลาย

คร้ัง 

ถูก 

30-40 องศาเซลเซียส 

ไดอัลคิลเอสเทอร 

 

ไมคอยมีผล 

สูง 

ทําไดงาย 

ไมตองลางผลติภัณฑ 

 

คอนขางแพง 

 
 

2.8 ไลเปส 
 

  ไลเปสมีชื่อเรียกตามระบบของ International Union of Biochemistry  วา กลีเซอรอล 

เอสเทอร   ไฮโดรเลส  (EC 3.1.1.3 )  ไลเปสทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการไฮโดรไลซโมเลกุลของ      

ไตรกลีเซอไรด ไลเปสสามารถพบไดโดยทัว่ไปทั้งในพืช สตัวและ จุลินทรีย  ไลเปสจากพืช เชน ขาว

สาลี ขาวไรย ขาวโอต ฝาย ถั่วเหลือง และละหุง  ไลเปสจากสัตวจะพบมากในตับออนและน้าํนม  

สวนไลเปสจากจุลินทรียจะพบไดทั้งในยสีต เชื้อราและแบคทีเรีย  ไลเปสที่ไดจากจุลินทรียมีขอดี

เหนือกวาไลเปสที่ไดจากพชืหรือสัตว ทั้งนี้เพราะจุลนิทรยีเจริญเติบโตเร็วและเลี้ยงงายกวา 

นอกจากนีย้ังสามารถเพิ่มผลผลิตไดรวดเร็ว โดยวิธปีรับปรุงพนัธุกรรมของจุลินทรยี ทัง้วิธีผาเหลา

และวิธีทางพนัธุวิศวกรรม  ปจจุบันนี้มกีารนาํไลเปสไปใชประโยชนในหลายทางดวยกนั เชน 
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อุตสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะอยางยิง่อาหารหมกั เพราะไลเปสจะทําหนาที่ผลิตกลิ่นและรสให

อาหารมีกลิ่นและรสเฉพาะตัวทําใหเปนทีย่อมรับของผูบริโภค ไลเปสจาก Rhizomucor miehei 

และ Aspergillus sp. ใชในการผลิตชีสอิตาเลียน  สวนไลเปสที่ใชในกระบวนการผลิตบลูชีสไดมา

จาก Penicillium roqueforti  แอลคาไลนไลเปสที่ผสมในผงซักฟอกและน้ํายาซักผาจะทําหนาที่

ชวยขจัดคราบไขมันในเสื้อผาได (Aehle,  2004) นอกจากนี้ไลเปสยังถกูนาํมาใชเปนตวัเรง

ปฏิกิริยาทรานส-    เอสเทอริฟเคชันเพื่อผลิตเมทิลเอสเทอรหรือไบโอดีเซลไดอีกดวย   

 การเกิดปฏิกิริยาโดยมเีอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาทางชวีภาพ สามารถจาํแนกไดเปน 

3 แบบ คือปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ปฏิกิริยาเอสเทอรฟิเคชัน (esterification)    และ

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชัน   (Cambou และคณะ, 1984, Langrand และคณะ, 1986)  

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  

 

 R1COOR2        +      H2O   R1COOH  +    R2OH 

 

 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเปนปฏิกิริยาระหวางเอสเทอรกับน้าํ ไดผลิตภัณฑเปนกรดอินทรีย

และแอลกอฮอล ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเปนปฏิกิริยาทีเ่กิดขึ้นโดยทั่วๆไปของไลเปส ซึ่งสามารถ

นํามาใชในการผลิตกรดไขมันอิสระได  (Kang และคณะ, 1988) 

 

ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชนั (esterification) 

 

  R1COOH         +      R2OH      R1COOR2 + H2O 

 

 ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชนัเปนปฏิกิริยาระหวางกรดอินทรียกับแอลกอฮอล ซึ่งได

ผลิตภัณฑเปนเอสเทอรกบัน้ํา โดยเอสเทอรที่ไดสามารถนําไปใชประโยชนไดหลายชนิด เชน เปน

สารใหกลิน่ในผลิตภัณฑอาหาร  เครื่องดืม่ เครื่องสําอาง ยา และ เชื้อเพลิง แตการเกิดปฏิกิริยา  

เอสเทอริฟเคชนัซึ่งเปนปฏิกิริยายอนกลับของปฏิกิริยาไฮโดรไลซสินั้น จะเกิดขึ้นในตัวกลางที่ไมใช

น้ํา แตตองมนี้าํในปริมาณเลก็นอยเพียงพอที่จะรักษาโครงรูปของเอนไซมไว (Stamatis และคณะ, 

1993) 
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ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชัน  

 

 R1COOR2      +      R3OH      R1COOR3 + R2OH 

 

 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันเปนปฏิกริิยาที่มกีารเคลื่อนยายหมูเอซิล (acyl group) 

ของสารประกอบเอสเทอร      ซึง่อาจเกิดขึน้ระหวางเอสเทอรกับกรดไขมันอิสระ      (acidolysis)       

เอสเทอรกับแอลกอออล (alcoholysis)  เอสเทอรกับเอสเทอร (interesterification) หรือเอสเทอร

กับกรดอะมิโน (aminolysis) ก็ไดแลวแตชนิดของสารตั้งตน (Yamane, 1987)  

                                                                                                                                                                        

ความจาํเพาะของไลเปส 

 

 Kun (2003) แบงไลเปสตามความจาํเพาะตอสับสเตรทไดเปน 3 กลุม ดังนี ้

 

1. ไลเปสที่ไมมีความจาํเพาะตอทั้งตําแหนงของโมเลกุลของกลีเซอรอลหรือกรดไขมันที่    
เขาทาํปฏิกิริยา    ปฏิกิริยาจะดําเนนิไปแบบสุม  จะมีการยอยสลายไดทุกตําแหนงบน          

ไตรกลีเซอไรดและจะยอยไตรกลีเซอไรดไดอยางสมบูรณ  ไดกรดไขมันและกลีเซอรอล 

เปนผลิตภัณฑ  ไลเปสในกลุมนี้ไดจาก Candida cylindracae, Propionibacterium 

acnes  และ Staphylococcus aureus 

 
  

2. ไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3 บนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ปฏิกิริยาจะ

ดําเนนิไปโดยมีการยอยสลายไตรกลีเซอไรดที่ตําแหนงที ่ 1 และ 3 เทานัน้ สวนตําแหนงที่ 

2 ไมเกิดการยอยสลาย ไลเปสในกลุมนี้ไดจาก Aspergillus niger, Mucor javanicus 

และ Rhizopus arrhizus 

 

 

R1COOCH2       CH2OH 
 
R2COOCH2   R1COOH + R2COOH + R3COOH +  CHOH 
 
R3COOCH3       CH2OH 
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3. ไลเปสที่มีความจําเพาะตอกลุมไขมันบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ไลเปสในกลุมนี้จะ

ยอยสลายกรดไขมันที่มพีันธะคูในตําแหนงที่ 9 (cis double bond) บนโมเลกุลของ     

ไตรกลีเซอไรดไดดี ไลเปสในกลุมนี้ไดจาก Geotrichum candidum 

 
ตารางที่ 2.3  แสดงอัตราการยอยสลายไตรกลีเซอไรดโดยไลเปสที่ไดจาก  Geotrichum         
candidum  (Macrae ,1983) 

 

Triglyceride Relative rate 

Triolein(cis-9-18:1) 

Trilinolein(cis, cis-9,12-18:2) 

Trilinolenin(all cis-9,12,15-18:3) 

Tripalmitolein(cis-9-16:1) 

Trielaidin(trans-9-18:1) 

Tripetroselenin(cis-6-18:1) 

Tributyrin(4:0) 

Trihexanoin(6:0) 

Trioctanoin(8:0) 

Tridecanoin(10:0) 

Trilaurin(12:0) 

Trimyristin(14:0) 

Tripalmitin(16:0) 

Tristearin(18:0) 

100 

106 

99 

99 

21 

4 

2 

5 

29 

14 

7 

3 

5 

3 

  

R1COOCH2   CH2OH          CH2OH 
 
R2COOCH2       R2COOCH   + R1COOH          R2COOCH  +  R3COOH 
 
R3COOCH3  R3COOCH2           CH2OH 
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 Saxena และคณะ (1999) ไดแบงไลเปสตามคุณสมบัติความจาํเพาะตอสับสเตรทได 2 

แบบ เทานั้นคือ ไลเปสที่ไมจําเพาะตอโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดซึ่งจะยอยสลายไตรกลีเซอไรดได

สมบูรณ กับไลเปสที่ยอยสลายไตรกลีเซอไรดที่ตําแหนงที ่1 และ 3 ของโมเลกุล 
 
 
2.9 เอนไซมตรึงรูป (Immobilized enzyme)  

 
เอนไซมตรึงรูป หมายถงึ การจํากัดเขตของเอนไซมใหอยูในขอบเขตที่กําหนดให แตยังคง

คุณสมบัติในการเปนตัวเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ตามระบบการสรางเอนไซมตรึงรูปนั้น (Wang 

และคณะ, 1979) อีกทั้งยังไดมีการพบวาเอนไซมตรึงรูปมีสมบัติที่ดีขึ้นหลายประการ  ไดแก 

 

1.   สามารถแยกเอนไซมตรึงรูปออกจากสิง่แวดลอมทีเ่กดิปฏิกิริยาขึ้นไดงาย 

2. สามารถนําเอนไซมตรึงรูปกลบัมาใชไดอีก 

3. กระบวนการผลิตที่ใชเอนไซมตรึงรูปสามารถทําในระบบตอเนื่องได 
4. เอนไซมบางชนิดหลงัจากตรึงรูปแลวจะมคีุณสมบัติบางประการเปลี่ยนแปลงไป

ในทางที่เปนประโยชนตอการนํามาใชในทางอุตสาหกรรม เชน ความเสถียรตอความ

รอน การเก็บรักษา ความจําเพาะตอสารตั้งตน ความไวตอการตอบสนองตอตัวยบัยั้ง 

อุณหภูมิ ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม เปนตน 

 
2.9.1 ตัวพยุง (carrier) สําหรับการตรึงรูปเอนไซม 
 

 องคประกอบสําคัญสําหรับการตรึงรูปเอนไซมไดแก เอนไซม ตัวพยุง วธิีการที่ทาํให

เอนไซมดูดยึดกับตัวพยุงหรอือยูภายในตวัพยงุ วัสดุที่ใชเปนตัวพยงุมคีวามสาํคัญมากตอแอคติวิตี

และความคงตวัของเอนไซม อยางไรก็ตาม ตัวพยงุที่ดีควรมีลักษณะดังนี้  

 

- เปนสารที่ไมละลายน้ํา  

- มีพืน้ผิวมากเพื่อใชสําหรับการจับยึดของเอนไซม   

- มีการซึมผานไดของสับสเตรทและผลิตภัณฑ  

- มีความคงตวัตอสารเคมี ความรอนและแรงกระแทก  

- มีรูปรางและขนาดพอเหมาะ  
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- มีความตานทานตอการทาํลายของจุลินทรีย  

- สามารถนาํกลับคืนมาใชใหมได   

 

การจัดแบงชนดิของตัวพยงุ สามารถแบงตัวพยุงตามลักษณะทางกายภาพหรือแบงตาม

สมบัติทางเคมี ไดดังนี ้

 ชนิดของตัวพยุงแบงตามลกัษณะทางกายภาพไดเปน 2 ชนิดคือ ตัวพยุงที่ไมมีรูพรุนและ

ตัวพยงุทีม่ีรูพรุน 

 

2.9.1.1 ตัวพยงุที่ไมมีรูพรุน  
 

 เมื่อใชตวัพยุงที่ไมมีรูพรุนมาตรึงเอนไซม ทาํใหเอนไซมมีโอกาสถกูดูดยึดไวไดในขอบเขตที่

จํากัดเฉพาะทีผ่ิวของตัวพยุงเทานัน้ เนื่องจากตัวพยงุชนดินี้มีพืน้ที่ผวิตอปริมาตรต่ํา ดวยเหตนุี้จงึมี

การใชเสนใยหรือสารที่มีลกัษณะเปนเมด็ขนาดเล็ก เพื่อที่จะใหมีขนาดของพื้นทีผิ่วมากพอที่จะให

เอนไซมยึดเกาะได ตัวพยงุชนิดนี้มีขอดีคอื สับสเตรทสามารถเขาทาํปฏิกิริยาไดโดยงาย เนื่องจาก

เอนไซมถูกยึดไวที่ผิวบริเวณรอบนอกของตัวพยงุ 

 

2.9.1.2 ตัวพยงุทีม่ีรูพรุน  
 

ตัวพยงุชนิดนีม้ีพื้นที่ผวิสําหรับใหเอนไซมเกาะหรือดูดยึดมากขึ้นเมื่อเทียบในปริมาณ 1 

หนวยน้ําหนกักับตัวพยุงที่ไมมีรูพรุน ดงันัน้ตัวพยงุทีม่ีรูพรุนสามารถดูดยึดเอนไซมไวไดมากกวา  

แตมีขอเสียเนือ่งจากพืน้ที่ภายในรพูรุนที่เอนไซมถูกตรึงนั้น จะตองมขีนาดของรูพรุนใหญเพียงพอ

สําหรับใหโมเลกุลของสับสเตรทผานเขาไปทําปฏิกิริยากับเอนไซมได และขณะเดียวกนัจะตองให

สารผลิตภัณฑผานออกไดสะดวก ทัง้นี้เพื่อลดปญหาการแพรกระจายของสบัสเตรทและสาร

ผลิตภัณฑที่ผานเขาและออกจากตวัพยุง ในตารางที ่ 2.4 ไดแสดงการเปรียบเทียบขอดีและ

ขอบกพรองของตัวพยุงที่มีรูพรุนและไมมีรูพรุน 
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ตารางที่2.4 เปรียบเทียบขอดีและขอบกพรองของตัวพยุงที่มีรพูรุนและไมมีรูพรุน 
 

ชนิดของตัวพยุง ขอดี ขอบกพรอง 

ไมมีรูพรุน มีความตานทานการถายเทมวลสาร

นอย 

มีพื้นที่ผิวตอปริมาตรต่ํา           

มีความจุในการตรึงเอนไซมต่ํา 

ในกรณีที่ตัวพยุงมีลักษณะเปน

เม็ดละเอียดจะทําใหยากตอการ

แยกออก ไมสะดวกในการใชใน

ระบบตอเนื่องเพราะปญหาจาก

แรงดันลดลง และอัตราการไหล

ผานถกูจํากัด 

มีรูพรุน มีพื้นที่ผิวตอปริมาตรมาก     

มีความจเุอนไซมสูง 

จํากัดการแพรกระจายของสาร 

มีราคาสูง (กรณีที่ควบคุมขนาด  

รูพรุน) 

 

ชนิดของตัวพยุงแบงตามสมบัติทางเคมีไดเปน 2 ชนิด คือ ตัวพยงุที่เปนสารอินทรยี 

และตัวพยงุทีเ่ปนสารอนนิทรีย 

 

2.9.1.3 ตัวพยงุทีเ่ปนสารอินทรีย 
 

ตัวพยงุทีเ่ปนสารอินทรียนัน้มีขอไดเปรียบกวาในการใชงานทางอุตสาหกรรม ทั้งนี้

สารอินทรียมกีลุมฟงกชัน่ (functional group) จาํนวนมาก ที่สามารถตรึงเอนไซมไดอยางมี

ประสิทธิภาพ แตมีขอเสียเนื่องจากสมบัติทางกายภาพที่ทาํใหเอนไซมที่ตรึงดวยตัวพยงุที่เปน

สารอินทรียนี้   มีการสูญเสยีความคงตัวไดงายเมื่อไดรับการกระทบจากความรอน    สารเคมี และ

จุลินทรีย เปนตน 
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2.9.1.4 ตัวพยงุทีเ่ปนสารอนินทรีย 
 
  ตัวพยุงที่เปนสารอนินทรียมีความเหมาะสมหลายประการในการใชงานทางอุตสาหกรรม 

เนื่องจากมีความคงทนตอแรงกระแทก ทนตอความรอนและสารเคม ี ไมถูกยอยสลายดวยจุลินทรีย 

งายตอการเกบ็รักษา มีอายุการใชงานนาน และสามารถนาํกลับมาใชใหมไดอีกโดยงาย 

นอกจากนี้ตวัพยุงอนนิทรียยังมีรูปรางคงที่เมื่อมกีารเปลี่ยนแปลงความเปนกรดดาง ความดันหรือ

อุณหภูมิก็ตาม ตัวพยงุมีเพียงหมูไฮดรอกซิลเทานัน้ที่จะดูดยึดเขากับปลายดานที่ประกอบดวย  

หมูคารบอกซลิหรือหมูอะมิโนของเอนไซม ดวยการดูดซับหรือระหวางอิออน และจะไมเกิดพนัธะ     

โควาเลนทระหวางเอนไซมกับตัวพยุงที่เปนสารอนนิทรีย   
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ตารางที่ 2.5 การจัดประเภทของตัวพยุงโดยใชสมบัติทางเคม ี(Chibata, 1978)  
 

ตัวพยงุทีเ่ปนสารอินทรีย ตัวพยงุทีเ่ปนสารอนินทรีย 

พอลิเมอรธรรมชาต ิ

     พอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) 

                           เซลลูโลส (cellulose) 

                           แปง 

                           เอการ (agar) 

                           อกาโรส (agarose) 

                           อัลจิเนต (alginate) 

                           คารราจิแนน (carrageenan) 

     โปรตนี 

                           คอลลาเจน (collagen) 

                           เจลาติน (gelatin) 

                           ไหม 

     คารบอน 

พอลิเมอรสังเคราะห 

     พอลิสไตรีน (polystyrene) 

     พอลิเอคริเลต (polyacrylate) 

                           เอคริเลต (acrylate) 

                           เอคริลาไมด (acrylamide) 

     พอลิเมอรของไวนิลและอัลลิล (vinyl and    

allyl polymers) 

     พอลิเมอรของแมเลอิคแอนไฮไดรด (meleic 

anhydride polymers) 

     พอลิเอไมด (polyamide) 

                           ไนลอน (nylon) 

แรธาตุธรรมชาติ 

     ดนิเอททาพูลไกท (attapulgite) 

     หินพูไมซ (pumice stone) 

     ทราย 

     เบนโทไนท (bentonite) 

 

 

 

 

 

 

 

 

สารสังเคราะห 

     แกวมีรูพรุน/แกวไมมีรูพรุน 

     อลูมนิา (alumina) 

     ซิลิกา (silica) 

     เหล็กออกไซด 

     นิเกิล/นเิกลิออกไซด 
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2.10 วีธกีารตรึงเอนไซม 
 

วิธีการตรึงรูปของเอนไซมสามารถแบงไดเปน 3 ประเภท (Aehle, 2004) คือ การตรึงโดย

อาศัยการจับกนัของเอนไซมกับตัวพยุง (carrier binding) การตรึงรูปเอนไซมดวยวิธเีชื่อมโยง 

(cross-linking) และการตรงึรูปเอนไซมโดยวิธีดักจบัเอนไซมไวภายใน (entrapment)  

          2.10.1 การตรึงโดยอาศัยการจบักันของเอนไซมกับตัวพยุง (carrier binding)  
 สามารถแบงออกเปน 3 แบบ ดังนี ้

2.10.1.1 การตรึงเอนไซมกบัตัวพยงุโดยหลักการดูดซับทางกายภาพ  

                    (physical adsorption) 

 การดูดซับกับตัวพยงุนัน้เกิดขึ้นกับแรงดึงดดูไดหลายแบบ เชน พันธะไฮโดรเจน 

(hydrogen bonding) แรงไฮโดรโฟบิก (hydrophobic Interaction ) แรงวันเดอรวาล (van der 

waal’s force)    วิธนีี้ดีในแงที่เกิดการตรงึรูปไดงาย   ไมซับซอน และภาวะการตรึงไมรุนแรง  แต

แรงดึงดูดระหวางเอนไซมกบัตัวพยงุไมคอยแข็งแรง จึงทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ

เอนไซม และเกิดความเสยีหายกับเอนไซมนอยสามารถนําตัวพยงุกลบัมาใชใหมได ตัวพยุงที่มีการ

นํามาใชตรึงโดยวิธนีี้ไดแก ไคโตซาน (chitosan beads)  เรซิน (resin beads) และ เม็ดแกว 

(glass beads) 

 

2.10.1.2 การตรึงเอนไซมกบัตัวพยงุโดยอาศัยพนัธะไอออนิก (ionic binding) 

 ในการตรึงวิธนีี้ตัวพยุงจะมสีวนของโมเลกุลที่สามารถแลกเปลี่ยนประจุได (ion-exchange 

residue) การเชื่อมกันระหวางเอนไซมกับตัวพยงุเกิดโดยพนัธะไอออนิก พนัธะไอออนิกเปนพนัธะ

เคมีที่เกิดจากอะตอม 2 อะตอม รวมกนัโดยถายเทอเิลคตรอนจากอะตอมหนึง่ไปอีกอะตอมหนึ่ง 

พันธะไอออนกิเปนพันธะที่เกิดงาย ดงันัน้จึงมีผลตอการสูญเสียแอคติวิตีของเอนไซมนอย แรงเกาะ

กันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออน เอนไซมสามารถหลุดออกจากตัวพยุงไดงาย เมื่อมกีาร

เปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดางของสารละลาย อุณหภูมิ หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงความแรงของ

พันธะ ฉะนัน้การรักษาคาความเปนกรดดางของสารละลาย อุณหภมูิ และความแรงของพันธะให

เหมาะสมจงึมคีวามสาํคัญตอการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี ้ ตัวพยงุที่นาํมาใชในการตรึงวิธนีี้ไดแก 

เซลลูโลส (cellulose) เซฟาเดกซ (sephadex) และเรซินแลกเปลี่ยนไอออน (ion-exchange 

resins) 
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2.10.1.3 การตรึงรูปเอนไซมกับตัวพยุงโดยอาศัยพนัธะโควาเลนท (covalent     

              binding) 

       การตรึงวธิีนี้เกิดจากการเชื่อมระหวางกลุมฟงกชนันลับนตัวพยุงกบัเอนไซม  เกดิปฏิกิริยา

เชื่อมกันเปนพนัธะโควาเลนทใหม บางครั้งจะนาํตัวพยงุมากระตุนโดยเปลี่ยนใหเปนอนพุันธุตางๆ

การเชื่อมเอนไซมติดกับตัวพยุงจะพยายามเชื่อมโดยใชกลุมฟงกชนันลัของเอนไซม ที่ไมมีผลตอ

ปฏิกิริยาการเรงดวยเอนไซม แตบางครั้งก็ควบคุมไมได เพราะเกิดการเชื่อมแบบสุม เอนไซมมกัมี

อายุการใชงานยาวนานกวาวิธีการตรึงแบบอื่นๆ  

 
  2.10.2 การตรึงรูปเอนไซมดวยวธิีเชื่อมโยง (cross-linking) 

 การตรึงวิธนีีท้าํโดยใชสารไบและมัลติฟงกชันนัลซึง่ทําหนาที่เชื่อมโยงระหวางโมเลกลุของ

โปรตีนเอนไซม ทําใหเกิดเปนอนุภาคใหญขึ้น วิธีการตรึงแบบนี้จะเกิดขึ้นงาย ไมคอยซับซอน 

สามารถควบคุมสมบัติทางกายภาพและขนาดของอนภุาคที่ตรึงได แตขอเสียของวิธีนี้คือ เอนไซม

จะเสียแอคติวติีไปในกระบวนการตรึงรูปดวยสารพวกนี ้  จึงมีขอจํากัดในการนําไปใชงาน  สาร    

ไบฟงกชนันัลที่นยิมใชในการตรึงวิธีนี้คือ กลูตารัลดีไฮด (Taylor, 1991)  นอกจากนี้ยงัมี โทลูอีน 

ไดไอโซไซยาเนท และเฮกซะเมทิลลีน ปฏิกิริยาการตรึงรูปโดยวธิีนี้เปนปฏิกิริยาที่ผันกลบัไมได 

สภาวะที่เหมาะสมในการเชือ่มโยงขึน้อยูกบัความเขมขนของเอนไซม ชนิดของสารเชื่อมโยง ความ

เปนกรดดาง ความเขมขนของไอออนในสารละลาย  อุณหภูมิ และเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

     

 

 

 

 

 

 

 
 รูปที่ 2.2 การเชื่อมโยงโมเลกลุของเอนไซมโดยใชกลูตารลัดีไฮด (Crueger และ Crueger,   
1991) 

           N     Enzyme    N    CH     (CH2)3     CH 

N        N 

     CH        Enzyme 

    (CH2)3        N  

     CH 

      N 

  N    Enzyme    N  
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2.10.3 การตรึงรปูเอนไซมโดยวธิีดักจับเอนไซมไวภายใน (entrapment)  

 
      วิธนีี้แบงไดเปน 2 แบบ คือ 

 

2.10.3.1 การจํากัดเขตเอนไซมในตัวพยงุ (lattice type) 

 เปนการกักขังเอนไซมไวในโพรงของเจล เกิดจากการโพลิเมอไรเซชั่นของเจลในสารละลาย

ที่มีเอนไซมอยู ไดเปนโครงสรางของเจลขงัเอนไซมใหอยูตามโพรงในโครงสรางของเจลเหลานัน้ 

โพลิเมอรที่ใชไดแก แปง ไคติน (chitin) ไคโตซาน (chitosan) อัลจิเนต (alginate) 

 

2.10.3.2  การจาํกัดเขตเอนไซมในแคปซูลขนาดเล็ก (microcapsule type) 

 เปนการตรึงรูปเอนไซมในรูปทรงกลมผนงับางแบบกึ่งซมึผานได (semipermeable 

membrane) ผนงับางนี้จะไมยอมใหเอนไซมทีถู่กกกัขังไวภายในซมึผานออกมา แตจะยอมให

สับสเตรทและผลิตภัณฑซึมผานได 
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ตารางที่ 2.6 แสดงการเปรียบเทียบการตรึงเอนไซมดวยวธิีการตางๆ  (Kennedy และ 
Cabral, 1987)  

                      เทคนิคการตรึงเอนไซม  

       ขอเปรียบเทียบ 
เชื่อมโยง ดูดยึดทาง 

กายภาพ 

ดูดยึดดวยพนัธะ

ไอออนิก 

ดูดยึดดวยพนัธะ 

โควาเลนท 

ดักจับ 

1. วิธีการเตรียม 

 

2. การยึดระหวาง 

      เอนไซมกบัตัวพยงุ 

 

3. การนาํตัวพยุงกลับมา

ใชใหม 

 

4.  ตนทนุในการตรึง 

 

5.  ความคงตัวของ 

เอนไซมตรึงรูป 

 

6.  การประยกุตใชงาน  

 

7.  การปองกนัการสลาย   

ตัวของเอนไซมจาก 

       จุลนิทรีย 

สะดวก 

 

แข็งแรง 

 

 

ไมได 

 

 

ปานกลาง 

 

สูง 

 

 

ไมได 

 

ได

บางครั้ง 

สะดวก 

 

ออน 

 

 

ได 

 

 

ปานกลาง 

 

ต่ํา 

 

 

ได 

 

ไมได 

สะดวก 

 

ปานกลาง 

 

 

ได 

 

 

ต่ํา 

 

ปานกลาง 

 

 

ได 

 

ไมได 

 

 

ยุงยาก 

 

แข็งแรง 

 

 

ไดในบางกรณ ี

 

 

ต่ํา 

 

สูง 

 

 

ไมได 

 

ไมได 

ยุงยาก 

 

ปาน

กลาง 

 

ไมได 

 

 

สูง 

 

ปาน

กลาง 

 

ได 

 

ได 
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ตารางที่ 2.7 การตรึงรปูไลเปสโดยวธิตีางๆ 
 

 

 

ผูทําการวิจยั แหลงที่มาของไลเปส วิธีการตรึง ตัวพยงุ 

Neito และ

คณะ (2005) 

Rhizomucor miehei เชื่อมแบบพันธะไออนิก 

เชื่อมแบบพันธะโควาเลนท 

Amberlite 

Eupergit 

Yadav และ

คณะ (2005) 

Pseudomonas cepacia 

Candida  rugosa 

Candida antarctica 

ดูดซับทางกายภาพ 

 

หอหุมแคปซูล 

Hexagonal 

mesoporous silica 

Calcium alginate 

beads 

Vidinha 

(2005) 

Pseudomonas  cepacia หอหุมแคปซูล Sol-gel 

Tien และ

คณะ (2003) 

Candida rugosa การเชื่อมโยง Chitosan beads 

Kristy และ

คณะ (2000) 

Fusarium solani เชื่อมแบบพันธะโควาเลนท Polyacrylamide 

beads 

Roxana และ

คณะ (1998) 

Pseudomonas sp. ดูดซับทางกายภาพ CaCO3 

Helga และ

คณะ (1998) 

Candida antarctica ดูดซับทางกายภาพ Controlled-pore 

glass beads 

Kang และ

คณะ (1988) 

Candida rugosa ดูดซับทางกายภาพ Sephadex LH 

Pronk และ

คณะ (1988) 

Candida rugosa ดูดซับทางกายภาพ Cellulose  
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 มีรายงานการนําไลเปสมาเปนตัวเรงปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัดังนี ้

 

 Mittelbach (1990) ศึกษาปฏิกิริยาแอลกอฮอไลซิสของน้ํามันเมล็ดทานตะวนัโดยใช     

ไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens   Mucor miehei และ Candida sp. พบวาเมื่อใชไลเปส

จาก Pseudomonas fluorescens สามารถผลิตอัลคิลเอสเทอรไดปริมาณสูงสุดเมื่อเทียบกับการ

ใชไลเปสที่ผลิตจาก Mucor miehei และ Candida sp. และปฏิกิริยาจะเกิดไดดีที่อุณหภูมิ 45 

องศาเซลเซยีส โดยใชเอทานอลในการทาํปฏิกิริยา 

 

 Nelson และคณะ (1996)    ศึกษาปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั  โดยใชไลเปสจาก 

Mucor miehei  Candida antarctica  Geotrichum candidum Pseudomonas cepacia  และ 

Rhizopus delemar  พบวาไลเปสจาก  M. miehei มีประสิทธิภาพสงูสุดในการทําปฏิกริิยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน ของไตรกลีเซอไรด (น้ํามันมะกอก  น้าํมันถั่วเหลือง และ grease)  ดวย

ไพรมารีแอลกอฮอล ที ่ 45 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 ชั่วโมงใหกลายเปนอัลคิลเอสเทอร  

นอกจากนีย้ังศึกษาพบวาปริมาณน้ํามีผลยับยั้งการเกิดเอสเทอร 

 

 Wu และคณะ (1999) ศึกษาสภาวะการเกิดเอทิลเอสเทอรจากน้ํามนัใชแลวจากภัตตาคาร

โดยใชเอทานอล95%และไลเปสจากPseudomonas cepacia ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั  

พบวาสภาวะที่ใหเอทิลเอสเทอรสูงสุดคือที่ 38.4 องศาเซลเซียสใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 2.47 

ชั่วโมง  ปริมาณไลเปสที่ใชคือ 13.7 % โดยน้าํหนักของน้าํมัน  และอัตราสวนโดยโมลของน้ํามนั

และเอทานอลเปน 1 ตอ 6.6 ภายใตสภาวะนี้ไดเอทิลเอสเทอร 85.4% ของสารตั้งตน 

 

 Shimada และคณะ (1999) ศึกษาปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัของน้าํมนัพชืโดยใช 

ไลเปสตรึงรูปจาก Candida antarctica  พบวาเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีเมื่อมีสัดสวนของ       

เอทานอลตอน้ํามนัมากกวา1.5 ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสมในการเปลีย่นน้ํามนัใหกลายเปนเอสเทอร

คือ การเติม    เมทานอล 3 คร้ัง คร้ังละ 1 โมล โดยทําปฏิกิริยาที่ 30 องศาเซลเซยีส   ใช 4 % ของ

ไลเปสตรึงรูปและเขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาท ี เมื่อเติมเมทานอลในครั้งแรก ปลอยให

ปฏิกิริยาดําเนนิไปเปนเวลา 10 ชั่วโมง  จากนัน้เติมเมทานอลครั้งที ่2 แลวปลอยใหปฏิกิริยาดําเนิน

ไปเปนเวลา 14 ชั่วโมง จึงเติมเมทานอลครั้งสุดทาย ดังนัน้เวลารวมที่ใชคือ 48 ชั่วโมง พบวาได

ปริมาณเอสเทอรคิดเปน 98.4 % โดยน้าํหนักของสารตั้งตน 
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 Iso และคณะ (2001) ศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันของ triolein และ safflower 

oil โดยใชไลเปส ตรึงรูปจาก Pseudomonas fluorescens P. cepacia Mucor javanicus 

Candida rugosa และ Rhizopus niveus พบวาไลเปสจาก P. fluorescens มีแอคติวิตีสูงสุด ถา

ใชเอทานอลและเมทานอลจะตองใชตัวทาํละลายอนิทรยีคือ 1,4-ไดออกเซน (1,4-dioxane) 

เพื่อใหปฏิกิริยาเกิดไดดีขึ้นแตถาใช 1-โพรพานอลและ1-บิวทานอล ไมจําเปนตองใชตัวทําละลาย

อินทรีย ปฏิกิริยาเกิดไดดีที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและมีปริมาณน้าํเทากับ 0.3 % โดยน้าํหนกั 

 

 Abigor และคณะ  (2000)  ศึกษากระบวนการผลิตอัลคิลเอสเทอรจากแอลกอฮอลตาง

ชนิดกนัคือ เอทานอล เมทานอล 1-บิวทานอล 1-โพรพานอล ไอโซบิวทานอล และ ไอโซโพรพานอล 

โดยใชน้ํามัน 2 ชนิดคือ น้าํมันปาลม และน้ํามันมะพราว พบวาเมื่อใชน้ํามนัปาลมแอลกอฮอลทีใ่ห

เอสเทอรสูงสดุคือ เอทานอล สวนในน้าํมนัมะพราว 1-บิวทานอลและไอโซบิวทานอล ใหเอสเทอร

สูงสุด และอัลคิลเอสเทอรที่ไดยังมีคาความหนืดไดมาตรฐานไบโอดีเซลของยุโรปนัน่คือ อยูใน 6-9 

mm2/s และมาตรฐานของไบโอดีเซลประเทศออสเตรียคือ อยูใน 6.5-9.0 mm2/s ดวย 

 

 Shah และคณะ (2004) ศึกษาปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั โดยใชไลเปสจาก 

Chromobacterium viscosum และ Candida rugosa  พบวาไลเปสจาก Chromobacterium 

viscosum สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัไดดีที่สุด และเมื่อเปรียบเทียบระหวาง     

ไลเปสอิสระกับไลเปสตรึงรูปพบวา ไลเปสตรึงรูปจาก Chromobacterium viscosum สามารถเรง

ปฏิกิริยาแลวไดปริมาณเอทลิเอสเทอรมากกวาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่ใชไลเปสอิสระ

เปนตัวเรงถึงรอยละ 10  

 

 Noureddini และคณะ (2005)  นําไลเปสตรึงรูปที่ไดจาก Peudomonas cepacia มาใช

เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั ของน้าํมนัถัว่เหลืองดวยเมทานอลและเอทานอล พบวา

สภาวะที่เหมาะสมในการทาํปฏิกิริยาเมื่อใชเมทานอล คอื ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราสวน

ของน้ํามันตอเมทานอลที่เหมาะสมคือ 1 ตอ 7.5 โมล และเมื่อใชเอทานอลมีสภาวะในการทาํ

ปฏิกิริยาที่เหมาะสมคือที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราสวนของน้าํมันตอเอทานอลที่เหมาะสม

คือ 1 ตอ 15.2 โมล ไดเมทลิเอสเทอรและเอทิลเอสเทอรคิดเปนรอยละ 67 และ 65 ของสารตั้งตน

ตามลําดับ และพบวาในปฏิกิริยาที่ใชไลเปสตรึงรูปจะไดเมทิลและเอทิลเอสเทอรมากกวาไลเปสที่

ไมไดตรึงรูป  
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ตารางที ่ 2.8 แสดงปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเปสจากจุลนิทรียและ
แอลกอฮอลชนิดตางๆ 
 
ผูทําการวิจยั แหลงน้ํามนั แอลกอฮอล แหลงที่มาของ 

ไลเปส 

รอยละ 

ผลที่ได 

(โดย

น้ําหนกั

สารตั้ง

ตน) 

  ตัวทําละลาย 

Mohamed 

และคณะ 

(2003) 

น้ํามนัเมล็ด

ทานตะวนั 

เมทานอล  R. miehei 

T. lanuginosa 

C. antarctica 

96.3 

72.9 

53.2 

เฮกเซน 

เฮกเซน 

เฮกเซน 

Shieh และ

คณะ (2003) 

น้ํามนัถัว่เหลือง เมทานอล R. miehei 

 

92.2 ไมใช 

Abigor และ

คณะ (2000) 

 

น้ํามนัเมล็ดในปาลม 
เมทานอล 

เอทานอล 

 

P. cepacia 
15 

72 

ไมใช 

Wu และ

คณะ (1999) 

น้ํามนัใชแลวจาก

การประกอบอาหาร 

เอทานอล P. cepacia 

 

85.4 ไมใช 

Linko และ

คณะ  

(1998) 

น้ํามนัrapeseed  2-เอทิล-1-

เฮกซานอล 

C. rugosa 97 ไมใช 

Selmi และ 

Thomas 

(1998) 

น้ํามนัเมล็ด

ทานตะวนั 

เอทานอล M. miehei 83 ไมใช 

Nelson และ

คณะ (1996) 

 

น้ํามนัrapeseed 
เมทานอล 

เอทานอล 

M. miehei 

M. miehei 

19.4 

65.5 

ไมใช 

ไมใช 

 

     



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑและวิธีดําเนินการทดลอง 
 

3.1 เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 
 

1.   เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) รุน innova 4330                           

บริษัท New Brunswick  Scientific CO., INC, USA 

2.   ตูบมควบคุมอุณหภูมิ รุน U-600 บริษัท Memmert, Germany 

3.   เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (High speed refrigerated centrifuge) รุน kubota 6500 

บริษัท  Kubota, Japan. 

4.   เครื่องวัดความเปนกรดดาง รุน S-20K  บริษทั Mettler Toledo, USA 

5.   เครื่องวัดคาการดูดกลนืแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 บริษัท      

      Spectronic Instrument, U.S.A. 

6.   เครื่องชั่งรุน L2200P และ A200S บริษัท Satorius U.S.A. 

7. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co.,Ltd., Japan 

และรุน HA-3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corporation, Japan. 

8.   ตูเขี่ยเชื้อแบบ Laminar flow รุน BV-124 บริษัท ISSCO, U.S.A. 

10. ตูแชแข็ง (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุน F0535 บริษัท Sanyo 

Electronic Co., Ltd., Japan 

11.  อางน้าํควบคุมอุณหภมูิ (water bath) รุน TW 20  บริษัท Julabo Labortechnik GMBH, 

Germany  

12.  เครื่องกวนแบบแมเหลก็ (magnetic stirrer) รุน 502P-2  บริษัท PMC, U.S.A. 

13.  เครื่องผสมสาร (vortex)  รุน  VSM-3 บริษัท Snelton Scientific Inc., U.S.A. 

14. เครื่องแกสโครมาโตรกราฟ รุน CP-3800 บริษัท Varian, Germany 

15. Lyophilizer  รุน FD-1 บริษัท Tokyo Rikakikai Co.,LTD. 
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3.2  เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

 ไตรบูไทริน (tributyrin) บริษัท Fluka, Switzerland. 

 แอมโมเนยีมซลัเฟต ((NH4)2SO4) บริษัท Unilab, U.S.A. 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4.7H2O) บริษัท E. Merck Darmstadt, Germany. 

 โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท  J.T. Baker Inc., U.S.A. 

 ซอยโตน เปปโตน (soytone peptone) บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 

 สารสกัดจากยสีต (yeast extract) บริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 

 น้ํามนัมะกอก (olive oil) บริษัท Bertolli, Italy. 

 น้ํามนัปาลม (palm oil) บริษัท โอลีน จํากัด 

 พารา-ไนโตรฟนิล อะซเีตท (p-nitrophenyl acetate) บริษัท Fluka, Switzerland. 

 พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol)  บริษัท Sigma, U.S.A. 

 เมทานอล (methanol) 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  บริษทั E. Merck Darmstadt, Germany. 

 เฮกเซน (hexane) บริษทั Baker, USA 

 กลูตารัลดีไฮด (Glutaraldehyde) บริษัท Fluka, Switzerland 

 อะมิโนโพรพิลไตรเมทอกซีไซแลน (Aminopropyltriethoxysilane, APTS) บริษัท Sigma, 

U.S.A. 

 เมทานอล (Methanol) บริษัท Merck, USA 
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3.3 วิธีดําเนนิการทดลอง 
 
 3.3.1  แยกและคัดกรองแบคทีเรียทีส่ามารถผลิตไลเปสสงูจากตวัอยางดิน 
 

  3.3.1.1 เกบ็ตัวอยางน้าํและดินเพื่อแยกแบคทีเรียที่ผลิตไลเปส   

 

เก็บตัวอยางดนิและน้าํจากบริเวณที่คาดวาจะมีแบคทีเรียที่สามารถผลิตไลเปสออกมา

นอกเซลล   เชน บริเวณโรงอาหาร หรือโรงงานทีม่ีน้าํมันเปนสวนประกอบในกระบวนการผลิต 

นําตัวอยางดนิที่ไดมาบมในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีสารละลายอาหารเหลวน้าํมัน

มะกอกที่ดัดแปลงจาก   Masanobu และคณะ (1995) (ภาคผนวก ก  หมายเลข 1) โดยใสดนิ

ตัวอยาง 5% (น้ําหนักตอปริมาตร) และน้ําตวัอยาง 5% (ปริมาตรตอปริมาตร) จากนั้นบมที ่ 30 

องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง เลือกเฉพาะขวดทีม่ีจุลินทรียแยกเก็บไว 

 

 3.3.1.2 การแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตไลเปสสงออกมานอกเซลล 

 

     เตรียมอาหารแข็งไตรบูไทริน (ภาคผนวก ก  หมายเลข 2) จากนัน้นาํจุลินทรียที่เลี้ยงใหมี

ปริมาณมากขึ้นจากขอ 3.3.1.1 มา 0.1 มิลลิลิตร หยดลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นเกลี่ยให

ทั่วจาน บมเชือ้ที่ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2 วัน เลอืกโคโลนทีี่เกดิวงใส (clear zone) รอบๆ

โคโลนี มาถายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจานใหม แลวบมที ่30 องศาเซลเซียส  ทําซ้าํหลายๆครั้งจนได

โคโลนีทีบ่ริสุทธิ์ เพื่อนําไปใชเตรียมหัวเชื้อในการตรวจสอบแอคติวิตีของไลเปส 

 

3.3.1.3 การเตรียมหัวเชื้อ 

 

  เลือกแบคทีเรียที่สรางวงใสมากกวา 0.5 เซนติเมตร มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามัน

มะกอก ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูที่ตอดวยหลอดวัดคาการดูดกลืนแสงขนาด 250 

มิลลิลิตร บมเชื้อในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปน

เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร      เจือจาง

หัวเชื้อใน 0.85 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) น้ําเกลือที่ผานการฆาเชื้อ ใหไดคาการดดูกลนืแสง

เทากับ 0.1  ตอปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
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 3.3.1.4 การเตรียมสารละลายไลเปส 
 

 ถายหัวเชื้อจากขอ 3.3.1.3 ปริมาตร 5 มลิลิลิตร มาเลีย้งในสารละลายอาหารเหลวน้าํมัน

มะกอกปริมาตร 45 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร  นาํไปเขยาที่ 30 องศาเซลเซียส  

เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้นาํไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาททีี่ 4 องศาเซลเซยีส  

เปนเวลา 10 นาท ี  จากนัน้กรองสวนใสที่ไดจากการปนเหวี่ยงดวยกระดาษกรองวอทแมน 

(whatman) เบอร 1 เพื่อแยกน้ํามันออก 
 
 3.3.1.5  การตรวจสอบแอคติวิตีของไลเปส (Merianne และคณะ, 1991) 
 
       ผสมสารละลายสับสเตรทที่ประกอบดวย สารละลายพารา-ไนโตรฟนิลอะซเิตทใน     

เมทานอล  และ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร  pH 7.0  ในอัตราสวน 1ตอ 9 จากนัน้

นําสารละลายสับสเตรท 900 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลอง แลวเติม 100 ไมโครลิตร ของ

สารละลายไลเปสที่ตองการทดสอบลงในหลอดทดลอง โดยมีสับสเตรทแบลงค (substrate blank) 

คือสารละลายสับสเตรท 900 ไมโครลิตร เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.0  100 

ไมโครลิตร และเอนไซมแบลงค (enzyme blank) คือสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.0 900 

ไมโครลิตร เติมสารละลายไลเปส 100 ไมโครลิตร นําไปบมในอางน้าํปรับอุณหภูมิที ่ 65 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการทาํใหเยน็ทนัทีในอางน้ําแข็งเปนเวลา 15 นาท ี

จากนั้นนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร  

 กราฟมาตรฐาน ใช พาราไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ความเขมขนในชวง 0-20 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

 1 หนวยของไลเปส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย พารา-ไนโตรฟนิลอะซิเตท แลวให

พารา-ไนโตรฟนอล ปริมาตร 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะทีก่ําหนด 

  

 3.3.1.6 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951) 

 

 วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยนําสารละลายตัวอยาง 1.0  มิลลิลิตร มาเติมสารละลายผสม 

C (Lowry C : ภาคผนวก ข หมายเลข 1) 5.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 20 

นาที เติมสารละลาย D (Lowry D : ภาคผนวก ข หมายเลข 1) 0.5 มิลลิลิตร ตั้งทิง้ไวที่

อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
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 คํานวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบไวนซรัีมอัลบูมิน (Bovine serum 

albumin) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2)  

 
3.3.2 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตไลเปสจากแบคทีเรียที่คัดแยกได (Perry, 1989)  
 

    เลีย้งแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากขอ 3.3.1   จากนั้นแปรผันสภาวะในการเลีย้งโดยใชการ

ออกแบบการทดลองเชงิแฟกทอเรียลแบบ 2k สําหรับ 3 ปจจัย โดยมีจุดศูนยกลางการออกแบบ 

โดยมีปจจัยที่ใชศึกษาคือ  คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชือ้   อุณหภมูิในการบมเชื้อ 

(องศาเซลเซียส) และเวลาในการบมเชื้อ (ชั่วโมง) แปรผันปจจัยที่ใชศึกษาดังแสดงในตารางที่ 3.1 

เตรียมสารละลายไลเปส และวัดแอคติวิตีของไลเปสจากการทดลองในขอ 3.3.1.4 และ 3.3.1.5 

 
ตารางที ่ 3.1 แสดงสภาวะปฏิบัติการของปจจยัทีม่ีผลตอการเลี้ยงแบคทีเรยีที่คัดแยกได
เพื่อสรางไลเปสโดยใชการออกแบบการทดลองเชงิแฟกทอเรยีลสาํหรับ 3 ปจจัย 
 

สภาวะปฏิบัตกิาร 
ปจจัยที่ศึกษา 

-1 +1 

คาความเปนกรดดาง 6 8 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 20 40 

เวลาในการบม (ชั่วโมง) 12 24 

 

หมายเหต ุ  - 1 หมายถงึปจจัยที่ระดับตํ่า 

      +1 หมายถึงปจจยัที่ระดบัสูง 

จุดศูนยกลางการออกแบบคือ อุณหภูมิในการบมเชื้อ 30 องศาเซลเซียส เวลา 18 

ชั่วโมง และ คาความเปนกรดดาง 7.0 
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3.3.3 การเตรยีมไลเปสตรงึรูป 
 
 3.3.3.1 การเลือกตัวพยุง 
 
 ตัวพยงุที่คัดเลอืกนํามาใชตรึงไลเปสในงานวิจัยนี้คือ เม็ดแกว ซึง่มีขนาดเสนผาศูนยกลาง

ตางๆกนั (ภาคผนวก ฉ ) คอื 

   เม็ดแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง  0.1  มิลลิเมตร 

   เม็ดแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.0  มิลลิเมตร   

เม็ดแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง  5.0  มลิลิเมตร 

 

 3.3.3.2 การเตรียมตัวพยงุ 
 
 เม็ดแกวทีน่าํมาใชเปนตวัพยงุ ตองนํามาทําความสะอาดกอนนาํไปใช โดยดัดแปลงจาก

วิธีของ Trivedi และคณะ (2005) นําเม็ดแกวมาลางและแชดวยเอทานอล 95 เปอรเซ็นต เปนเวลา 

30 นาท ี จากนัน้ลางดวยเอทานอล 50 เปอรเซ็นต และลางน้ํากลัน่อีก 3 คร้ัง นาํไปอบแหงที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 วนั เก็บใสภาชนะสะอาดปดฝาสนทิ 

 

  3.3.3.2.1 การเตรียมไลเปสตรึงรูปโดยวิธกีารเตรียมแบบที่ 1  
 
    ดัดแปลงจากวิธีของ Pijanowska  และคณะ (2001)   โดยชัง่เม็ดแกวปริมาณ 20 กรัม

ลงในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารกระตุนตัวพยงุ APTS 10 เปอรเซนต (โดย

ปริมาตร ) ในน้ํากลัน่ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร    นาํไปเขยาบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 รอบตอ

นาท ี   ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา   3  ชัว่โมง เทสารละลาย APTS ทิง้   แลวลางเม็ดแกวดวยน้ํากลั่น 

จากนั้นนําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วนั เติมสารละลายกลูตารัลดีไฮด   

ที่ใชเปนสารสรางพนัธะรวม  ความเขมขน 10 เปอรเซน็ต (โดยปริมาตร) ในฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 

โมลาร ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  นําไปเขยาที่สภาวะเดิมเปนเวลา 2 ชัว่โมง 

ลางเม็ดแกวดวยน้าํกลัน่ 3 คร้ัง จากนัน้ เติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร 0.05 โมลาร  ความเปน

กรดดาง 7.0 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และสารละลายไลเปส ปริมาตร 25 มิลลิลิตร นําไปกวนบน
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เครื่องกวนแบบแมเหล็ก ที่ความเรว็ 200 รอบตอนาที ทีอุ่ณหภูมิ 4      องศาเซลเซยีส เปนเวลา 3 

ชั่วโมง ลางเมด็แกวดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร  ความเปนกรดดาง 7.0 3 ครั้ง 

นําไปทาํใหแหงโดยใชเครื่องระเหยแหงสุญญากาศ (lyophilizer) จากนัน้นาํไลเปสตรึงรูปที่ไดไป

วิเคราะหหาแอคติวิตีและปริมาณโปรตีนตามวิธกีารทดลองในขอ 3.3.3.3 และ 3.3.3.4  ตามลาํดบั 
 
  3.3.3.2.2 การเตรียมไลเปสตรึงรูปโดยวิธกีารเตรียมแบบที่ 2  
 
 โดยดัดแปลงจากวธิีของ Trivedi และคณะ (2005)  โดยชั่งเม็ดแกวปริมาณ 20 กรัม ลงใน

ขวดแกวรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร 0.05 โมลาร  ความเปน

กรดดาง 7.0 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และสารละลายไลเปสปริมาตร 25 มิลลิลิตร นาํไปกวนบน

เครื่องกวนแบบแมเหล็ก ทีค่วามเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 

ชั่วโมง ลางเมด็แกวดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร ความเปนกรดดาง 7.0 3 คร้ัง 

นําไปทาํใหแหงโดยใชเครื่องระเหยแหงสุญญากาศ (lyophilizer) จากนัน้นาํไลเปสตรึงรูปที่ไดไป

วิเคราะหหาแอคติวิตีและปริมาณโปรตีน ตามวธิีการทดลอง ในขอ 3.3.3.3 และ 3.3.3.4   

ตามลําดับ  

 

 3.3.3.3 การวิเคราะหแอคติวติีของไลเปสตรึงรูป 
 
 ดัดแปลงวิธีเลก็นอยจากการหาแอคติวิตีของไลเปสดังนี ้ ผสมพารา-ไนโตรฟนิลอะซิเตท 

และ สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร   ในอตัราสวน 1ตอ 9 จากนั้นนาํมา 900 ไมโครลิตร ใสในหลอด

ทดลองที่มี 1 กรัมของไลเปสตรึงรูป  นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที ่ 65 องศาเซลเซยีส 

อัตราการเขยา 200 คร้ังตอนาที เปนเวลา 15 นาท ี หยุดปฏิกิริยาโดยการทาํใหเย็นทันทีในอาง

น้ําแข็งเปนเวลา 15 นาที จากนัน้นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร  

 กราฟมาตรฐาน ใช พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ความเขมขนในชวง 0-20 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

 1 หนวยของไลเปสตรึงรูปเทากบั ปริมาณเอนไซมทีย่อยสลาย พารา-ไนโตรฟนิลอะซิเตท 

แลวใหพารา-ไนโตรฟนอล ปริมาตร 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะทีก่ําหนด 
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 3.3.3.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนของไลเปสตรึงรูป 
 
 ใชวิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีนแบบวิธทีางออม โดยวิเคราะหจากผลตางของโปรตีน

ของไลเปสอิสระที่เร่ิมตนกอนทาํปฏิกิริยา กับปริมาณโปรตีนของไลเปสที่ไมไดเกิดปฏิกิริยาใน    

น้ําลาง โดยวเิคราะหตามวิธขีอง Lowry (1951) เชนเดียวกับวธิีการทดลองในขอ 3.3.1.6 

 

 3.3.3.5  การศกึษาสมบัติเบือ้งตนของไลเปสตรึงรูปเทียบกับไลเปสอิสระ 
 

-  อุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปสตรึงรูปเทียบกับไลเปสอิสระ 

 นําไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระมาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีการในขอ 3.3.1.5 และ  

3.3.3.3  โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการทําปฏกิิริยาตั้งแต 35 - 70 องศาเซลเซียส 

 

-  ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของไลเปสตรึงรูปเทียบกับไลเปสอิสระ 

   นําไลเปสตรงึรูปและไลเปสอิสระมาวิเคราะหแอคติวิตตีามวิธกีารในขอ 3.3.1.5 และ 

3.3.3.3 โดยแปรความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใชใหอยูในชวงความเปนกรดดางตางๆดังนี ้

 

100 มลิลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร  ในชวง pH 4.0-6.5 

100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บฟัเฟอร  ในชวง pH 6.0-8.0 

  100 มิลลิโมลาร ทริส บฟัเฟอร   ในชวง pH 8.0-9.0 
 
3.3.4 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเมทลิเอสเทอรโดยใชการทดลองเชิงแฟกทอเรียล 
 
 แปรผันปจจัยสําคัญที่มีผลตอการผลิตเมทิลเอสเทอร ซึง่ไดแก อัตราสวนโดยโมลของ

น้ํามนัปาลมตอเมทานอล อุณหภูมิ  เวลา และตวัทําละลาย ซึง่ในที่นี้ใชเฮกเซน โดยใชการ

ออกแบบการทดลองเชงิแฟกทอเรียลสาํหรับ 4 ปจจัย ดังแสดงในตารางที่3.2 
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ตารางที่ 3.2  แสดงสภาวะปฏิบัติการของปจจยัทีม่ีผลตอการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใช
การออกแบบการทดลองเชิงแฟกทอเรียลสําหรับ 4 ปจจัย 
 

สภาวะปฏิบัตกิาร 
ปจจัยที่ศึกษา 

-1 +1 

อัตราสวนโดยโมลของ    

น้ํามนัปาลมกบัเมทานอล 

1:12.5 1:25 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 35 55 

เวลา (ชั่วโมง) 12 18 

เฮกเซน (มิลลิลิตร) 0 2 

 

หมายเหต ุ    -1 หมายถงึปจจัยที่ระดับตํ่า  

+1 หมายถงึปจจัยที่ระดับสูง 

 

 จากนั้นดาํเนนิปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันโดยชัง่ไลเปสตรึงรูป 1 กรัมลงในหลอด

ทดลอง เติมน้ํามนัปาลม, เมทานอลและเฮกเซน ตามตารางที ่ 3.2 นาํไปเขยาในอางน้าํควบคุม

อุณหภูมิที่อัตราการเขยา  230 คร้ังตอนาที  แลววิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดโดยใช              

gas chromatography (GC)  

 วัดปริมาณเมทิลเอสเทอรทีไ่ดโดยการเปรียบเทยีบกับสารมาตรฐานซึง่เปนเมทิลเอสเทอร

ของกรดไขมันหลักที่เปนองคประกอบในน้ํามนัปาลม 
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3.3.5 การวิเคราะหปริมาณเมทลิเอสเทอร 
 

โดยใชเทคนิคการหาปริมาณสารแบบ external standardization 

 

3.3.5.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

 

  เตรียมสารละลายจากเมทิลเอสเทอรมาตรฐานที่ทราบน้าํหนักแนนอน โดยละลาย

เมทิลเอสเทอรมาตรฐานในเฮกเซน จากนัน้นาํพืน้ที่พีกไปคํานวณหาความเขมขนจากกราฟ

มาตรฐาน (ภาคผนวก ค 3) เพื่อใชหาปรมิาณเมทิลเอสเทอรจากผลติภัณฑ 
 

3.3.5.2 การเตรียมตัวอยาง (Zheng และ Hanna, 1996) 

 

   เก็บตัวอยางตามที่ระบุเวลาในขอ 3.3.4 จากนัน้นาํมาแชในอางน้าํแข็ง เติมเฮกเซนใหได

ความเขมขน 0.5 กรัม ตอมลิลิลิตร  เขยาใหเขากนั จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000 รอบ

ตอนาท ี 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนัน้เก็บสวนที่ละลายในเฮกเซนเพื่อมาวิเคราะห

โดยเครื่องแกสโครมาโตรกราฟ   

 

3.3.5.3 การวิเคราะหโดยเครื่องแกสโครมาโตรกราฟ  
 

   ฉีดสารตัวอยางปริมาตร 1 ไมโครลิตร  เขาเครื่องแกสโครมาโตรกราฟ (VARIAN CP-

3800) โดยมดีีเทคเตอรแบบเฟลมไอออไนส (flame ionization detector, FID)  ใชคอลัมนชนิด  

แคพพิลลารี (capillary column) รุน CP-Sil 5 CB  ขนาดเสนผานศนูยกลาง  0.25 มิลลิเมตร ยาว 

30 เมตร ใชไนโตรเจนเปนเฟสตัวพา (carrier phase) อัตราการไหลของไนโตรเจน 5.0 มิลลิลิตร

ตอนาท ี split ratio 1:50 อุณหภูมิอินเจคเตอร (injector)  280 องศาเซลเซียส อุณหภูมิตัวตรวจวดั 

(detector)  ชนิด FID  300 องศาเซลเซียส อุณหภูมเิร่ิมตนของคอลัมนคือ 100 องศาเซลเซยีส 

เวลาที่อุณหภมูิคงที่ (hold time) 2 นาที แลวเพิ่มข้ึนจนถงึ 180 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเพิ่ม

ของอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสตอนาที เวลาที่อุณหภูมคิงที่ (hold time) 3 นาท ี จากนั้นเพิ่ม

อุณหภูมิจนอณุหภูมิสุดทายของคอลัมนเปน 250 องศาเซลเซียส  ดวยอัตราการเพิ่มของอุณหภูมิ 

5  องศาเซลเซยีสตอนาที เวลาที่คงที ่(hold time) 3.5 นาท ี
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3.3.5.4 การพิจารณาผลการฉีดตัวอยาง 
 

ปริมาณเมทิลเอสเทอรสามารถหาไดโดยเปรียบเทียบเวลาและพืน้ที่ใตกราฟของ

เมทิลเอสเทอรแตละชนิดในผลิตภัณฑกับเมทิลเอสเทอรมาตรฐาน โดยหาปริมาณ

ของเมทิลเอสเทอรจากการนาํพืน้ที่ใตกราฟที่ไดจากการประมวลผลของเครื่องแกส

โครมาโตรกราฟ เทียบกับกราฟมาตรฐานของเมทิลเอสเทอรมาตรฐานแตละชนิด   

  
3.3.6 การศึกษาจลนพลศาสตร ณ ภาวะที่เหมาะสม  
 

ดําเนนิปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัตามวิธทีดลองในขอ 3.3.4   แตแปรจํานวนโมล 

ของน้ํามันปาลมเปน  0.80  1.30  1.80  2.30  และ  2.80 มลิลิโมลารตามลําดบั   หาปริมาณ

เมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น จากนั้นนําคาที่ไดมาเขียนกราฟตามวิธีของไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-

Burk) ระหวาง 1/ความเรว็ (ไมโครโมลของเมทิลเอสเทอร ตอนาท)ี และ 1/ความเขมขนของ

สับสเตรท (1/มิลลิโมลาร)  เพื่อนาํไปคํานวณหาคา Km 

 
3.3.7 การศึกษารูปรางลกัษณะและสมบัติเบ้ืองตนของแบคทีเรียที่คัดแยก 
 

นําแบคทีเรียทีค่ัดแยกไดจากขอ 3.3.1 มาตรวจสอบรูปรางและการติดสีแกรมดวยกลอง

จุลทรรศน  ติดตามลกัษณะการเจริญของแบคทีเรียโดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลวน้ํามนั

มะกอกวัดคาความขุนที่ 600 นาโนเมตร ทุกๆชวงเวลาที่กําหนดเปนเวลา 28 ชั่วโมง 

 
3.3.8 การพสิูจนลักษณะของแบคทีเรียตัวอยาง  โดยการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของ 
16S ribosomal DNA (16S rDNA) 
   3.3.8.1  การเตรียมดีเอ็นเอแมแบบสําหรับปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 
สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ แบคทีเรียตัวอยางแกรมบวกตามวิธขีอง Sambrook และ Russell 

(2001)  โดยเขี่ยเชื้อโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลวนําไป

เขยาที่อุณหภูมิหองขามคืน (16-18 ชั่วโมง)  ถายเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอด            

ไมโครฟวจ นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลเปนเวลา 2 นาที   ท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที    เท

สวนน้ําใสทิ้ง นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข 6) ปริมาตร 425 ไมโครลิตร 
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กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง จากนั้นเติมไลโซไซม (ภาคผนวก ข 15) 

ปริมาตร 25 ไมโครลิตร (ความเขมขนสุดทายเปน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ผสมใหเขากันดวย

การกลับหลอดไปมา นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติม

สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข 10) ดวยอัตราสวนปริมาตรเทากับ

ปริมาตรของสารละลายสุดทาย  ผสมใหเขากันเปนอยางดีจนกระทั่งเปนอิมัลชัน  นําไปปนเหวี่ยงที่

ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 นาที นําสวนน้ําใสที่อยูเหนือชั้นตะกอนและชั้นฟนอล/

คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม แลวเติม absolute 

ethanol ดวยอัตราสวนปริมาตรเทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย กลับหลอดไปมาจนกระทั่ง

ตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ  นําไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ  –70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาที เท absolute ethanol ทิ้ง

แลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอทานอล 70% ที่เย็นจัดปริมาตรประมาณ 1 มิลลิลิตร ทําซ้ํา 2 

คร้ัง โดยการปนลางเก็บตะกอนที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที คอยๆ เทสวนน้ําใสทิ้ง  นําตะกอน

ดีเอ็นเอที่ไดไประเหยเอทานอลใหแหง แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ

ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เติม RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข 16)  

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร        เพื่อกําจัดอารเอ็นเอปนเปอน เก็บรักษาดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ   4        

องศาเซลเซียส  

 

   3.3.8.2  การวิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 

 

นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 

(A260 และ A280) คํานวณคา A260 ตอ A280 คาที่เหมาะสมควรจะอยูในชวง 1.8-2.0  ถาคานอยกวา 

1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง  ถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 

คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 x 50 x dilution factor 
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  3.3.8.3 ปฏิกริิยาลูกโซพอลเิมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)  

ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสนี้ใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร   คือ   forward primer 10f         

(5’-AGTTTGATCCTGGCTC-3’) (Auburn University Environmental Institute, 2002) และ 

reverse primer  1540r (5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (Lambert และคณะ, 1998) 

นอกจากนี้ในตารางที่ 3.3 จะแสดงสวนผสมสารในปฏิกิริยา ความเขมขนสุดทายและปริมาณที่ใช

ในปฏิกิริยาของสารแตละตัว   

 
ตารางที่ 3.3 สารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสสําหรับการเพิ่ม
จํานวน 16S ribosomal DNA  
 

สารเคมี ความเขมขน 
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 

ความเขมขน

สุดทาย 

MgCl2 

Taq DNA polymerase buffer 

ไพรเมอร 10f 

ไพรเมอร 1540r 

dNTP 

 

Taq DNA polymerase 

ดีเอ็นเอแมแบบ 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 

25 mM 

10 X 

50 μM 

50 μM 

2 mM 

(ของแตละตัว) 

1 U/ μl 

1 pg -1 μg/μl 

3 

5 

1 

1 

5 

 

1.5 

1 

32.5 

1.5 mM 

1 X 

1.0 μM 

1.0 μM 

200 μM 

(ของแตละตัว) 

1.5 U 

1 pg –1 μg 

ปริมาตรสุทธ ิ  50  

 

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 

hot start ที่อุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 

denaturation ที่อุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

annealing ที่อุณหภูมิ  46 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

extention ที่อุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

final extention ที่อุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาที 

35 รอบ 
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 ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส   

 

  3.3.8.4 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 นําผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.3.8.3  มาแยกชิ้น

ผลิตภัณฑที่ไดดวยอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส จากนั้นสกัดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1500 bp    

ออกจาก    อะกาโรสดวย  QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ภาคผนวก ข 2) ตาม

วิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยตัดอะกาโรสเจลตรงบริเวณแถบดีเอ็นเอที่ตองการ  ชั่งน้ําหนักชิ้น   

อะกาโรสเจลโดยใสไวในหลอดไมโครฟวจ  เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตรเปน 3 เทาของปริมาตร

ชิ้นอะกาโรสเจล บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หรือกระทั่งอะกาโรสเจล

ละลายหมดไดเปนสารละลายใสสีเหลือง นําสารละลายดังกลาวใสใน  QIAquick spin column 

นําไปปนตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาทีที่

อุณหภูมิหองเทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงในคอลัมน    นําไปปน

เหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติม

บัฟเฟอร PE ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบ

ตอนาทีเปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนทําการปนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกําจัด

บัฟเฟอร PE ที่เหลือติดคอลัมนออกใหหมด ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอด

ประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง  ตั้งทิ้งไว 1 นาที 

นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง    จะได

สารละลายดีเอ็นเออยูในสวนน้ําใสเก็บดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

การหาลําดับนิวคลีโอไทดทาํโดยนําสารละลายดีเอน็เอที่ไดดังกลาวสงไปวิเคราะหที่หนวย

บริการชีวภาพ (BSU) สํานกังานพัฒนาวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.)     โดยใช

ไพรเมอรดังนีค้ือ  forward primer 10f (5’-AGTTTGATCCTGGCTC-3’) (Auburn University 

Environmental Institute, 2002), forward primer 350f (5’-TACGGGAGGCAGCAG-3’) 

(Weber และคณะ, 2001), reverse primer 1240r (5’-CCATTGTAGCACGTGT-3’) (Laurie 

และคณะ, 2002)  และ reverse primer 1540r (5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (Lambert 

และคณะ, 1998)   นําขอมลูลําดับนิวคลโีอไทดที่ไดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม DNASIS   และ

นําไปเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BlastN    

 



 บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการคัดแยกแบคทีเรียทีผ่ลิตไลเปส 
  

 จากการเก็บตัวอยางดิน 4 ตัวอยาง และตัวอยางน้าํ 1 ตัวอยาง ตามวิธีการทดลองในขอ 

3.3.1.1 พบวาสามารถคัดแยกแบคทีเรียไดทั้งสิน้ 14 ไอโซเลท (isolate) ดังแสดงในตารางที ่ 4.1 

แตละไอโซเลท มีลักษณะโคโลนี และขนาดของวงใสบนอาหารแข็งไตรบูไทรินตางกนัดังแสดงใน

ตารางที่ 4.2 โดยขนาดของวงใสจะบงบอกถึงปริมาณไลเปสโดยประมาณที่แบคทีเรียผลิตออกมา

นอกเซลล    ดังนัน้จึงคัดเลอืกแบคทีเรียไอโซเลท  SW2,  SS1, SS3,  C2 และ C3  ซึ่งมีขนาดของ

วงใสมากกวา 0.5 เซนติเมตร เพื่อนาํไปทดสอบแอคติวิตีของไลเปสตอไป  

 
ตารางที่ 4.1 แสดงการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตไลเปสจากแหลงตางๆ 
  

แหลงเก็บตัวอยาง จํานวนไอโซเลท รหัสไอโซเลท 

ดินรานอาหาร จ. สระแกว 3 SK 

ดินรานอาหาร จ. อยุธยา 2 A 

น้ําทิ้งจากการประกอบอาหาร จ. สมทุรปราการ 3 SW 

ดินโรงงานผลติอาหาร จ.สมทุรปราการ 3 SS 

ดินบริเวณโรงอาหารอาคารจุลจักรพงษ 3 C 

รวม 14 
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ตารางที่ 4.2 แสดงลกัษณะโคโลนีและขนาดของวงใสของแบคทีเรียที่คัดแยกได 

รหัสไอโซเลท ลักษณะโคโลน ี ขนาดของวงใส 

(เซนติเมตร) 

SK1 สีครีม โคโลนีรูปรางกลม 0.50 

SK2 สีครีม โคโลนีรูปรางกลม  ขอบไมเรียบ นนูตรงกลาง 0.47 

SK3 สีขาว โคโลนีรูปรางกลม 0.30 

A1 สีขาว โคโลนีรูปรางกลม ขอบเรียบ 0.45 

A2 สีขาว โคโลนีรูปรางกลม ขอบไมเรียบ 0.45 

SW1 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดเล็ก ขอบเรียบ 0.47 

SW2 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดเล็ก ขอบเรียบ นนูตรงกลาง 0.55 

SW4 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดใหญ ขอบหยัก 0.37 

SS1 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดเล็ก เปนมันวาว ขอบไมเรียบ 0.97 

SS3 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดใหญ ดาน ขอบเรียบ 0.90 

SS4 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดใหญ เปนมนัวาว ขอบไมเรียบ  0.30 

C1 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดใหญ เปนมนัวาว ขอบไมเรียบ 

นูนตรงกลาง 

0.35 

C2 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดเล็ก เปนมันวาว  

ขอบเรียบ นนูตรงกลาง 

1.30 

C3 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดใหญ ดาน ขอบหยัก 0.57 

  หมายเหต ุ     ขนาดของวงใสที่ไดคือขนาดของวงใสที่หกัลบจากขนาดของโคโลน ี

 

 
 

รูปที่ 4.1 แสดงวงใสของแบคทีเรีย C2 บนอาหารแข็งไตรบูไทริน 
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4.2 การตรวจแอคติวิตีของไลเปส   
 
 นําแบคทีเรียไอโซเลท SW2,  SS1, SS3,  C2 และ C3  มาเลีย้งตามวธิีการทดลองในขอ 

3.3.1.4 และตรวจแอคติวิตีของไลเปสตามวิธีในขอ  3.3.1.5  พบวาที่เวลา 24 ชั่วโมง   แบคทีเรีย

ไอโซเลท C2 มีแอคติวิตีสูงสุด ดังแสดงในรูปที ่4.2  คอื  2.191 หนวยตอมิลลิลิตร จึงนําแบคทเีรีย

ไอโซเลท C2 ไปใชในการทดลองขั้นตอไป  

 

 

1.829

2.000

1.867
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1.943
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รูปที่ 4.2 กราฟเปรยีบเทยีบแอคติวิตีของไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลท SW2,  SS1, SS3,  
C2 และ C3 
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4.3 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตไลเปสจากแบคทีเรีย C2  
 

จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย C2 และแปรสภาวะการเลี้ยงเชื้อตามวิธีทดลองในขอ 3.3.2 

ปจจัยที่ใชศึกษาคือ อุณหภูมิ คาความเปนกรดดาง  และเวลาในการบมเชื้อ โดยแปรผันอุณหภมู ิ

20 30 และ 40 องศาเซลเซียส  แปรผันคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อที ่ 6  7 และ 8  

แปรผันเวลาในการบม 12 18 และ 24 ชัว่โมง พบวาแบคทีเรีย C2 สามารถใหแอคติวิตีของไลเปส

สูงสุด ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรดดาง 7.0  เวลาในการบมเชื้อ  18 ชั่วโมง  

 
ตารางที ่ 4.3 ผลของภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไลเปสโดยใช วธิีออกแบบการทดลอง

เชิงแฟกทอเรียลแบบ 23 

 

ปจจัยที่ศึกษา ลําดับที ่

คาความเปน

กรดดาง 

อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 

เวลา 

(ชั่วโมง) 

แอคติวิตี          แอคติวิตีจําเพาะ 

(หนวยตอ        (หนวยตอมิลลิกรัม 

มิลลิลิตร)           โปรตนี) 

1 8 40 24   2.401                     2.088 

2 8 40 12   2.267                     1.799 

3 8 20 24   2.492                     2.225        

4 6 20 12   1.372                     1.088      

5 8 20 12   1.905                     1.401    

6 6 20 12   1.467                     1.163         

7 8 20 24   2.322                     2.073        

8 8 40 24   2.261                     1.966         

9 6 20 24   1.600                     1.496        

10 6 40 12   2.191                     1.981         

11 7 30 18   2.534                     2.368   

12 8 40 12   2.115                     1.678     

13 6 40 24   1.772                     1.704    

14 6 40 24   1.448                     1.392         

15 8 20 12   2.324                     1.709    
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ปจจัยที่ศึกษา ลําดับที ่

คาความเปน

กรดดาง 

อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 

เวลา 

(ชั่วโมง) 

แอคติวิตี          แอคติวิตีจําเพาะ 

(หนวยตอ        (หนวยตอมิลลิกรัม 

มิลลิลิตร)           โปรตนี) 

16 6 40 12   2.019                      1.826 

17 6 20 24   1.505                      1.406    

18 7 30 18   2.153                      2.012     

 

 

เมื่อพิจารณาจากการตารางที ่ 4.2  เมือ่ใชวิธีออกแบบการทดลองเชิงแฟกทอเรียลแบบ 2k 

โดยมีจุดศูนยกลางการออกแบบ ทาํการทดลอง ซ้ํา 2 คร้ัง ดังนั้นจาํนวนการทดลองทัง้หมดเปน 

(2*2
3)+2 =18 คร้ัง จากตารางพบวาภาวะการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 18 ชั่วโมง ที่คา

ความเปนกรดดาง  7.0   ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของไลเปสเฉลี่ยจากการทําการทดลองซ้ําสองครั้ง

เทากับ 2.190 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ซึ่งมีคาใกลเคียงกับคาแอคติวิตีจําเพาะของไลเปสที่

ภาวะการเลี้ยงเชื้อที่ อุณหภูมิ 20 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่คาความเปนกรดดาง 8.0 ซึง่มคีา 

2.149 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน แตเมื่อพิจารณาในแงอุตสาหกรรมพบวาภาวะการเลี้ยงเชื้อที่

อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 18 ชั่วโมง ที่คาความเปนกรดดาง  7.0 เปนภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการ

เลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตไลเปส  เพราะใชเวลานอยกวาและไมตองเสียคาใชจายเพิ่มเพื่อลดอุณหภูมิหรือ

ปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ จงึเลือกภาวะนี้มาใชในการทดลองตอไป  

 

 การศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัของน้าํมนัปาลมในตอนแรกของงานวิจัยนี้ไดใช 

ไลเปสในรูปสารละลาย (soluble lipase) เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวาไมเกิดเมทิลเอสเทอรขึ้น ซึ่ง

สาเหตุอาจเกิดจากมีน้ําปริมาณมากเปนองคประกอบในสารละลายไลเปส ทําใหปฏิกิริยากลาย 

เปนปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Shah, 2004) นอกจากนี้ไลเปสอาจสูญเสียแอคติวิตีเนื่องจากเมทานอล  

Kaieda    และคณะ    (2001)   ไดเสนอแนวทางแกไขปญหาการสญูเสียแอคติวิตีของไลเปสจาก 

เมทานอลโดยการเปลี่ยนสถานะไลเปสจากสารละลายใหอยูในรูปผง (powder) โดยใชเครื่อง

ระเหยแหงสุญญากาศ (lyophilizer) กอนนําไปใชเปนตัวเรงปฏิกิริยา  ซึ่งผลการทดลองใชไลเปส

ในรูปผงเปนตัวเรงปฏิกิริยาพบวายังคงไมเกิดเมทิลเอสเทอรขึ้นเชนกัน   จากปญหาที่กลาวมา

ขางตนแสดงวาไลเปสอิสระไมเหมาะสมในการนํามาใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน จึง

แกปญหาโดยการเตรียมไลเปสตรึงรูปเพื่อนํามาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาตอไป 
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4.4 การเตรยีมไลเปสตรงึรูป 
 
  4.4.1 วิธีที่เหมาะสมสําหรบัเตรียมไลเปสตรึงรูป 
 

 ตรึงรูปไลเปสบนตัวพยุงของแข็งที่เปนเมด็แกวขนาดเสนผาศนูยกลาง  0.1,  2.0 และ 5.0  

มิลลิเมตร ตามวิธีในขอ  3.3.3.2.1 และ 3.3.3.2.2   ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.4  ผลการ

เปรียบเทยีบแอคติวิตีจําเพาะ (หนวยตอมลิลิกรัมโปรตีน) ของไลเปสตรึงรูปจากทั้ง 2 วธิีแสดงใน

รูปที่ 4.3  

ตารางที่ 4.4 ผลของวธิีเตรียมไลเปสตรึงรูปบนเม็ดแกวขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.1, 2.0
และ 5.0 มลิลิเมตร 

วิธีการตรึง 

ขนาด

เสนผาศนูยกลาง  

เม็ดแกว

(มิลลิเมตร) 

แอคติวิตีทั้งหมด   

(หนวย) 

ปริมาณโปรตีนทีถู่กตรึง 

(มิลลิกรัม) 

0.1 0.705 0.506 

2.0 0.686 0.520 

1. การตรึงโดยอาศัย

พันธะโควาเลนท 

5.0 0.648 0.548 

0.1 0.762 0.432 

2.0 0.743 0.432 

2. การตรึงโดยอาศัย

หลักการดูดซับทาง

กายภาพ 

5.0 0.705 0.468 

ไลเปสอิสระเริ่มตน - 2.590 - 

หมายเหต ุ 1. วิธีการตรึงโดยอาศัยพันธะโควาเลนท คือตรึงโดยเติม APTS กลูตารัลดีไฮด และ      

           สารละลายไลเปส 

                2. วิธีการตรึงโดยอาศัยหลักการดูดซับทางกายภาพ คือตรึงโดยเติมสารละลายไลเปส 
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เม็ดแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง  0.1  มิลลิเมตร 

   เม็ดแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.0  มิลลิเมตร   

เม็ดแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง  5.0  มลิลิเมตร 

 

หมายเหต ุ    1. วิธกีารตรึงโดยอาศัยพนัธะโควาเลนท คอืตรึงโดยเติม APTS กลูตารลัดีไฮด และ     

              สารละลายไลเปส 

 2. วิธกีารตรึงโดยอาศัยหลกัการดูดซับทางกายภาพ คือตรึงโดยเติม สารละลาย 

                        ไลเปส 

 
รูปที่ 4.3 ผลการเปรียบเทียบแอคติวตีิจําเพาะ (หนวยตอมิลลกิรัมโปรตีน) ของไลเปสตรึง
รูปจากวิธกีารตรึง 2 วธิ ี
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 จากวธิีการตรึงแบบที ่ 1 และ 2 พบวามีความแตกตางกนัของแอคติวิตีของไลเปสตรึงรูปไม

มากนัก แตเมือ่พิจารณาในแงแอคติวิตีจําเพาะพบวา วธิีการตรึงรูปแบบที ่ 2 ใหแอคติวิตีจําเพาะ

สูงกวาวธิีการตรึงรูปแบบที่ 1   และขนาดของเม็ดแกวมผีลตอการตรึงรูปไลเปส    โดยจากรูปที่ 4.3 

พบวาคาแอคติวิตีจําเพาะของไลเปสตรึงรูปเมื่อใชเม็ดแกวที่มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.1 

มิลลิเมตร เปนตัวพยุง สูงกวาคาแอคติวิตีจําเพาะของไลเปสตรึงรูปเมื่อใชเม็ดแกวที่มีขนาด

เสนผาศูนยกลาง  2.0 และ 5.0 มิลลิเมตร เปนตัวพยุง ดังนั้นจึงเลือกใชวิธีการเตรียมแบบที่ 2 และ

ใชเม็ดแกวขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.1 มิลลิเมตรเปนตัวพยุงในการเตรียมไลเปสตรึงรูปเพื่อใชใน

การทดลองตอไป 

 

 

 
4.4.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเตรียมไลเปสตรึงรูป 
 

  เตรียมไลเปสตรึงรูปจากวธิตีรึงรูปที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 4.4.1 แตใชอุณหภูมิในการตรึงที่ 4 

องศาเซลเซยีส  และ  อุณหภูมิหอง (27-31 องศาเซลเซียส)     เมื่อพจิารณาจากตารางที่ 4.5 

พบวาเมื่อตรึงรูปไลเปสที่ 4 องศาเซลเซียสไดคาแอคติวิตีจําเพาะสงูกวาเมื่อตรึงรูปไลเปสที่

อุณหภูมิหองถึง 3 เทา 

 

 
 ตารางที ่4.5 ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเตรียมไลเปสตรึงรูป 

 

อุณหภูมิที่ใชตรึง แอคติวิตีทั้งหมด

(หนวย) 

ปริมาณโปรตีนทีถู่กตรึง 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตีจําเพาะ 

(หนวย/มิลลิกรัมโปรตีน) 

4 องศาเซลเซยีส 0.752 0.529 1.422 

อุณหภูมิหอง 0.257 0.524 0.490 

ไลเปสอิสระเริ่มตน 2.370 - - 
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4.4.3 การศึกษาสมบัติเบ้ืองตนของไลเปสตรงึรูปเทียบกับไลเปสอิสระ 
 
 

4.4.3.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปสตรึงรปูเทียบกับไลเปสอิสระ 
 
เมื่อนําไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระมาวิเคราะหแอคติวติีโดยการแปรอุณหภูมิที่ใชในการ

ทําปฏิกิริยาตัง้แต 35-70 องศาเซลเซยีส พบวาอุณหภมูิที่เหมาะสมในการทํางานของไลเปสตรึงรูป

และไลเปสอิสระเทากันคือ 65 องศาเซลเซียส    โดยทีอุ่ณหภูมินี้ไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระให

แอคติวิตีสูงสุด ดังแสดงในรูปที่ 4.4  
 
4.4.3.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของไลเปสตรึงรูปเทยีบกับ 

ไลเปสอิสระ 
 

 จากการศึกษาผลของความเปนกรดดางตอการทาํงานของไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระ 

โดยการทําปฏกิิริยาในบฟัเฟอรที่แปรคาความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0  ผลการทดลองแสดงใน

รูปที่ 4.5 พบวาไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระสามารถทาํงานไดดีที่สุดที่ pH 7.0 เทากนั เมื่อใช

ฟอสเฟตบฟัเฟอร 
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 ไลเปสตรึงรูป 

 ไลเปสอิสระ 

 

 

 
รูปที่ 4.4 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของไลเปสตรึงรูปเทยีบกับไลเปสอิสระ 
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    อะซิเตทบฟัเฟอร  pH 4.0-6.5 (ไลเปสตรึงรูป) 

    ฟอสเฟตบฟัเฟอร pH 6.0-8.0 (ไลเปสตรึงรูป) 

    ทริสบัฟเฟอร  pH 8.0-9.0 (ไลเปสตรึงรูป) 

    อะซิเตทบฟัเฟอร  pH 4.0-6.5 (ไลเปสอิสระ) 

    ฟอสเฟตบฟัเฟอร pH 6.0-8.0 (ไลเปสอิสระ) 

    ทริสบัฟเฟอร  pH 8.0-9.0 (ไลเปสอิสระ) 
 
 
รูปที่ 4.5 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปสตรึงรูปเทียบกับไลเปส
อิสระ 
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4.5 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใชการทดลองเชิงแฟกทอเรยีล 
  
 ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยชั่งไลเปสตรึงรูป 1 กรัมลงในหลอดทดลอง เติม

น้ํามันปาลม, เมทานอลและเฮกเซน ตามตารางที่ 3.2 นําไปเขยาในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่อัตรา

การเขยา 230 ครั้งตอนาที วิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดโดยใช gas chromatography 

(GC) จากนั้นนําไปคํานวณหาความเขมขนจากกราฟสารละลายเมทิลเอสเทอรมาตรฐาน

(ภาคผนวก ค 3) เพื่อใชหาปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดเทียบกับปริมาณน้ํามันปาลมต้ังตนในแตละ

ลําดับการทดลอง 
 

 เมื่อพิจารณาจากการตารางที่ 4.6  เมื่อใชวิธีออกแบบการทดลองเชิงแฟกทอเรียลแบบ 2k  

มีปจจัยที่ใชศึกษา 4 ปจจัย คือ อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมกับเมทานอล (1:12.5 และ 

1:25)  อุณหภูมิ (35 และ 55 องศาเซลเซียส) เวลา (12 และ 18 ชั่วโมง) และตัวทําละลายเฮกเซน  

( 0 และ 2 มิลลิลิตร)  ทําการทดลอง ซ้ํา 3 คร้ัง ดังนั้นจํานวนการทดลองทั้งหมดเปน 3*2
4
=48 คร้ัง 

จากตารางพบวาไดรอยละเมทิลเอสเทอรสูงสุด  เมื่อทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยมี

อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลเปน 1:25 อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยา 55 องศา

เซลเซียส เวลา 18 ชั่วโมง และเติมเฮกเซน 2 มิลลิลิตร ซึ่งเปนปจจัยระดับสูงท้ังหมดที่ศึกษา นําผล

การทดลองที่ไดมาสรางกราฟพื้นผิว 3 มิติไดดังรูปที่ 4.6 และ 4.7 
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ตารางที ่ 4.6 รอยละเมทิลเอสเทอรที่ไดเมื่อเทยีบกับปรมิาณน้ํามนัปาลมตั้งตนจากการ
แปรผันปจจยัตางๆโดยการออกแบบการทดลองเชิงแฟกทอเรยีลแบบ 24 
 

ลําดับที ่

 

อัตราสวนโดยโมล 

น้ํามนัปาลมตอเมทานอล 

อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 

เวลา 

(ชั่วโมง) 

ปริมาณเฮกเซน 

(มิลลิลิตร) 

รอยละ

เมทิลเอส

เทอร 

(wt/wt) 

1 1:12 55 18 2 0.188 

2 1:12 35 18 2 0.201 

3 1:12 35 12 2 0.085 

4 1:25 35 18 0 0.159 

5 1:12 55 12 2 0.280 

6 1:25 35 18 0 0.125 

7 1:25 55 18 0 0.135 

8 1:25 35 12 2 0.169 

9 1:25 55 18 0 0.483 

10 1:25 35 12 0 0.078 

11 1:25 55 18 0 0.630 

12 1:25 55 18 2 0.223 

13 1:12 55 12 2 0.106 

14 1:12 55 18 0 0.128 

15 1:12 35 12 2 0.059 

16 1:12 55 12 2 0.244 

17 1:25 55 12 0 0.115 

18 1:25 35 12 2 0.096 

19 1:12 55 12 0 0.130 

20 1:12 35 18 0 0.056 

21 1:25 35 18 2 0.239 

22 1:25 55 12 0 0.541 
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23 1:12 35 12 2 0.166 

24 1:12 35 12 0 0.036 

25 1:25 35 12 2 0.204 

26 1:25 55 12 2 0.121 

27 1:25 35 18 2 0.132 

28 1:12 55 12 0 0.115 

29 1:12 35 12 0 0.180 

30 1:25 55 12 2 0.602 

31 1:12 55 12 0 0.111 

32 1:12 35 18 2 0.072 

33 1:12 55 18 0 0.168 

34 1:25 55 12 2 0.423 

35 1:25 35 12 0 0.103 

36 1:12 55 18 2 0.396 

37 1:12 35 18 0 0.119 

38 1:25 55 18 2 0.860 

39 1:25 55 18 2 0.948 

40 1:12 35 18 0 0.057 

41 1:25 35 12 0 0.046 

42 1:25 55 12 0 0.432 

43 1:25 35 18 2 0.296 

44 1:12 55 18 2 0.295 

45 1:12 35 12 0 0.055 

46 1:12 35 18 2 0.125 

47 1:25 35 18 0 0.111 

48 1:12 55 18 0 0.248 
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รูปที ่4.6 แสดงกราฟพื้นผิว 3 มิติระหวางผลของปจจัยที่ระดับสูงและระดับตํ่าของ
อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลและปริมาณเฮกเซน (มิลลลิติร)          
ตอรอยละเมทิลเอสเทอรที่ได 
 
 

 
 

 
 
รูปที ่4.7 แสดงกราฟพื้นผิว 3 มิติระหวางผลของปจจัยที่ระดับสูงและระดับตํ่าของ
อุณหภูมิ (องศาเซลเซยีส) และเวลา (ชัว่โมง) ตอรอยละเมทลิเอสเทอรที่ได   
 

0.369 
 0.298 
  0.226 
   0.155 
    0.084 
    



 64 

 
 
4.6 การหาคา Km ของไลเปสตรึงรูป 
 

 วิเคราะหจลนพลศาสตรของการทาํงานของไลเปสตรึงรูป โดยแปรผันความเขมขนของ

น้ํามนัปาลมแลวหาปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น นาํคาที่ไดมาเขยีนกราฟตามวิธีของไลนวีเวอร-

เบิรก (Lineweaver-Burk)  ระหวาง 1/ ความเร็ว (ไมโครโมลของเมทิลเอสเทอร ตอนาที)  และ        

1/ความเขมขนของสับสเตรท (1/มิลลิโมลาร) ดังรูปที ่4.8 พบวาไดคา Km เทากับ 5.49 มิลลิโมลาร  

 

 

 

y = 673.85x + 122.67
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  รูปที่ 4.8 การประมาณคา Km โดยวธิีไลนวิเวอร-เบิรกของไลเปสตรึงรูป 
 

1/ ความเขมขนของสับสเตรท (1/มิลลิโมลาร) 

1/
 ค
วา
มเ
ร็ว

 (ไ
มโ
คร
โม
ลข
อง
เม
ทิล
เอ
สเ
ทอ
ร ต

อน
าท
ี) 

-1/Km 
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4.7 การศึกษารูปรางลกัษณะและสมบัติเบ้ืองตนของแบคทีเรียที่คัดแยก 
 คัดเลือกแบคทีเรีย C2 ที่มแีอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะสูงสุด มาตรวจสอบรูปรางและการ

ติดสีแกรมดวยกลองจุลทรรศน พบวาแบคทีเรีย C2 มีรูปรางกลม อยูกันติดกนัเปนกลุมและติดสี

แกรมบวก ดังแสดงในรูปที่ 4.9 และมีลักษณะโคโลนเีปนสีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดเล็ก เปน

มันวาว  ขอบเรียบ นูนตรงกลาง เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งไตรบูไทรินดังแสดงในรูปที่ 4.10 เมือ่

ติดตามลักษณะการเจริญของแบคทีเรียโดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลวน้ํามนัมะกอก วัดคา

ความขุนที่ 600 นาโนเมตร ทุกๆชวงเวลาที่กาํหนด  ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.11  พบการ

เจริญของเชื้อในระยะทวีคูณ (log phase) อยูระหวางชั่วโมงที่ 4-18 และระยะ late log อยูที่ชัว่โมง

ที่ 18 จากนั้นเชื้อจะเขาสูชวงระยะ  stationary  

 

 
 

  
รูปที่ 4.9 แสดงลักษณะรปูรางและการติดสีแกรมของแบคทีเรีย C2 กําลังขยาย 1,000 เทา 
 

 
 

 
รูปที่ 4.10 แสดงลกัษณะโคโลนขีองแบคทีเรีย C2 บนอาหารแข็งไตรบูไทรนิ 
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C2:         839  gcattaagcactccgcctggggagtacgaccgcaaggttgaaactcaaaggaattgacgg 898 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
S. warneri: 848  gcattaagcactccgcctggggagtacgaccgcaaggttgaaactcaaaggaattgacgg 907 
 
                                                                         
C2:         899  ggacccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttacca 958 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
S. warneri: 908  ggacccgcacaagcggtggagcatgtggtttaattcgaagcaacgcgaagaaccttacca 967 
 
                                                                         
C2:         959  aatcttgacatcctttgaccgctctagagatagagtcttccccttcgggggacaaagtga 1018 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
S. warneri: 968  aatcttgacatcctttgaccgctctagagatagagtcttccccttcgggggacaaagtga 1027 
 
                                                                         
C2:         1019 caggtggtgcatggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacg 1078 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
S. warneri: 1028 caggtggtgcatggttgtcgtcagctcgtgtcgtgagatgttgggttaagtcccgcaacg 1087 
 
                                                                         
C2:         1079 agcgcaacccttaagcttagttgccatcattaagttgggcactctaagttgactgccggt 1138 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
S. warneri: 1088 agcgcaacccttaagcttagttgccatcattaagttgggcactctaagttgactgccggt 1147 
 
                                                                         
C2:         1139 gacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaaatcatcatgccccttatgatttgggcta 1198 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
S. warneri: 1148 gacaaaccggaggaaggtggggatgacgtcaaatcatcatgccccttatgatttgggcta 1207 
 
                                                                         
C2:         1199 cacacgtgctacaatggacaatacaaagggcagctaaaccgcgaggtcaagcaaatccca 1258 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||| 
S. warneri: 1208 cacacgtgctacaatggacaatacaaagggcagctaaaccgcgaggtcaascaaatccca 1267 
 
                                                                         
C2:         1259 taaagttgttctcagttcggattgtagtctgcaactcgactacatgaagctggaatcgct 1318 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
S. warneri: 1268 taaagttgttctcagttcggattgtagtctgcaactcgactacatgaagctggaatcgct 1327 
 
                                                                   
C2:         1319 agtaatcgtagatcagcatgctacggtgaatacgttcccgggtcttgtacacaccgcccg 1378 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
S. warneri: 1328 agtaatcgtagatcagcatgctacggtgaatacgttcccgggtcttgtacacaccgcccg 1387 
 
                                                                         
C2:         1379 tcacaccacgagagtttgtaacacccgaagccggtggagtaaccatttatggagctagcc 1438 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
S. warneri: 1388 tcacaccacgagagtttgtaacacccgaagccggtggagtaaccatttatggagctagcc 1447   
 
                              
C2:         1439 gtcgaaggtgggacaaatga 1458 
            |||||||||||||||||||| 
S. warneri: 1448 gtcgaaggtgggacaaatga 1467 

 
 
รูปที่ 4.12  เปอรเซ็นตความเหมือน และลาํดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของแบคทีเรยี 
C2 เปรียบเทยีบกับขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของ Staphylococcus warneri  (Accession 
No. L37603)    ในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastN   
 



บทที่ 5  
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 ไลเปสเปนเอนไซมที่มีความสําคัญมากทางเทคโนโลยีชีวภาพ ไลเปสที่ไดจากจุลินทรียมี

ขอดีกวาไลเปสที่ไดจากพืชและสัตว เนื่องจากสามารถผลิตไดปริมาณมาก ในปจจุบันจึงนําไลเปส

มาใชประโยชนมากมาย เชน การสังเคราะหโพลีเมอร สังเคราะหสารเคมีบางชนิดในองคประกอบ

ยา ผลิตสารแตงกลิ่นรสในอาหาร ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาไลเปสจากแบคทีเรียที่คัดแยกไดเพื่อมาใช

เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในการผลิตเมทิลเอสเทอรหรือไบโอดีเซลจากน้ํามัน

ปาลม   ซึ่งเปนอีกแนวทางในการประยุกตใชไลเปสทางเทคโนโลยีชีวภาพ  

 งานวิจัยนี้คัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตไลเปสจากแหลงตางๆได 14 ไอโซเลท (isolate) พบ

แบคทีเรียที่มีขนาดวงใสบนอาหารแข็งไตรบูไทรินมากกวา 0.5 เซนติเมตร จํานวน 5 ไอโซเลท คือ 

SW2,  SS1, SS3,  C2 และ C3 จึงคัดแยกไวเพื่อนําไปทดสอบแอคติวิตีของไลเปส โดยพบวา

แบคทีเรีย C2 ใหแอคติวิตีสูงที่สุด  คือ 2.191 หนวยตอมิลลิลิตร จึงคัดเลือกแบคทีเรีย C2 เพื่อ

ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไลเปสตอไป   

 เมื่อนําแบคทีเรีย C2 มาศึกษาภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตไลเปสโดยใชการออกแบบการ

ทดลองเชงิแฟกทอเรียล โดยมีปจจัยที่ใชศึกษา คือ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) คาความเปนกรดดาง

ของอาหารเลีย้งเชื้อ  และ เวลาในการบมเชื้อ (ชัว่โมง) เมื่อศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิและคา

ความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงในรูปที ่ 5.1 พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิสูงคา

ความเปนกรดดางไมมีผลมากนักตอการผลิตไลเปส และมีคาแอคติวติีจําเพาะของไลเปสสูง ทัง้นี้

เนื่องมาจากอณุหภูมิที่สงูขึ้นสงผลใหน้าํมันในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความหนืดลดลง (Wade, 1995) 

และกระจายตวัไดมากขึ้นเมือ่มีการเขยาอยางตอเนื่อง ทําใหไลเปสสามารถยอยสลายน้ํามนัใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ไดดีข้ึน เมือ่ศึกษาผลกระทบของเวลาที่ใชในการบมและคาความเปนกรดดางของ

อาหารเลี้ยงเชือ้ ดังแสดงในรูปที่ 5.2 พบวา เวลาไมมีผลตอการผลิตไลเปสที่คาความเปนกรดดาง

ต่ํา และมกีารผลิตไลเปสเกิดขึ้นนอย แตเวลาจะมีผลเมื่อคาความเปนกรดดางสงูขึ้น ทัง้นี้อาจ

เนื่องมาจากแบคทีเรีย C2 สามารถเจริญไดดีที่คาความเปนกรดดางคอนขางสงู ดังนั้นเมื่อใชเวลา

ในการบมมากขึ้นแบคทีเรียจงึสามารถเจรญิเติบโตและผลิตไลเปสไดมากขึ้น  จากรูปที ่ 5.3 เมื่อ

ศึกษาผลกระทบของเวลาทีใ่ชในการบมและอุณหภูมิตอการผลิตไลเปส        พบวาที่อุณหภมูิสูง
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แบคทีเรียสามารถผลิตไลเปสไดดี และเวลาไมมีผลกระทบตอการผลิตไลเปสที่อุณหภูมิสูง ทัง้นี้

เพราะวาที่อุณหภูมิสูงน้ํามนัจะกระจายตัวไดดีมากอยูแลวไมวาใชเวลาในการบมนอยหรือมาก 

 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส        

อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

คาแอคติวิตีจําเพาะที่จุดศูนยกลางของการออกแบบ  

(อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส, pH 7.0, เวลา 18 ชั่วโมง) 

  
รูปที่ 5.1 ผลกระทบของอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชือ้ตอการ     
 ผลิตไลเปส 

 
                                         เวลา 24 ชั่วโมง 

                    เวลา 12 ชั่วโมง 

  คาแอคติวิตีจําเพาะที่จุดศูนยกลางของการออกแบบ  

    (อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส, pH 7.0, เวลา 18 ชั่วโมง) 

รูปที่ 5.2 ผลกระทบของเวลาที่ใชในการบมและคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ
ตอการผลิตไลเปส 
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                    เวลา 24 ชั่วโมง 

                      เวลา 12 ชั่วโมง 

         คาแอคติวิตีจําเพาะที่จุดศูนยกลางของการออกแบบ 

         (อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส, pH 7.0, เวลา 18 ชั่วโมง) 

 

         รูปที่ 5.3 ผลกระทบของเวลาที่ใชในการบมและอุณหภูมิตอการผลิตไลเปส 
 

อยางไรก็ดีผลจากการออกแบบการทดลองเชิงแฟกทอเรียลพบวาแบคทีเรีย  C2 สามารถ

ผลิตไลเปสไดสูงสุด เมื่อบมที่ 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ  7.0  

เวลาในการบม 18 ชั่วโมง โดยมีคาแอคติวิตี 2.344 (หนวยตอมิลลิลิตร) ซึ่งจากการศึกษาการ

เจริญของแบคทีเรีย C2 พบวาเปนชวงปลายการเจริญแบบทวีคูณ โดยอุณหภูมิที่บมและคาความ

เปนกรดดางที่เหมาะสมนี้เปนอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่ใชคัดแยกแบคทีเรียในตอนแรก                  

เมื่อนําผลการทดลองไปวิเคราะหโดยใชโปรแกรม ANOVA พบวาทั้งอุณหภูมิ คาความเปนกรด

ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ  และ เวลาในการบมเชื้อ  ทุกปจจัยมีผลตอการผลิตไลเปสอยางมี

นัยสําคัญ (P<0.05)     ดังนั้นจึงใชภาวะนี้ในการเลี้ยงแบคทีเรีย   C2   เพื่อผลิตไลเปส สําหรับ

นํามาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไลเปสจาก

งานวิจยันี้เทียบกับงานวิจัยอื่นดังแสดงในตาราง 5.1 
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ตารางที่ 5.1 ภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตไลเปสจากแบคทีเรียตางๆ 

แหลงที่มาของไลเปส อุณหภูมิ 

(องศา

เซลเซียส) 

คาความเปนกรดดาง แอคติวิตี 

(หนวยตอ

มิลลิลิตร) 

เอกสารอางอิง 

C2 30 7 2.344 งานวิจยันี ้

Geotrichum sp. 30 7 17.000 Burkert และ 

คณะ (2004) 

Fusarium solani 

FS1 

28 6 9.500 Maia และ 

คณะ (1999) 

Acinetobacter 

radioresistens 

30 7 0.190 Chen และ

คณะ (1998) 

Mucor hiemalis 25 7 1.980 Akhtar และ

คณะ (1980) 

 
 การศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัของน้าํมนัปาลมในตอนแรกของงานวิจัยนี้ไดใช

ไลเปสในรูปสารละลาย (soluble) เปนตัวเรงปฏิกิริยา ซึง่พบวาไมเกิดเมทิลเอสเทอรขึ้น ซึ่งสาเหตุ

อาจเกิดจากน้าํปริมาณมากที่เปนองคประกอบในสารละลายไลเปส  ทําใหปฏิกริิยากลายเปน

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Shah, 2004)  นอกจากนี้ไลเปสอาจสูญเสยีแอคติวิตีเนื่องจากเมทานอล  

K a i e d a  และคณะ (2001) ไดเสนอแนวทางแกไขปญหาการสูญเสียแอคติวิตีของไลเปสจาก 

เมทานอลโดยการเปลี่ยนสถานะไลเปสจากสารละลายใหอยูในรูปผง (powder) โดยใชเครือ่ง

ระเหยแหงสุญญากาศ (lyophilizer) กอนนาํไปใชเปนตัวเรงปฏิกิริยา  ซึ่งผลการทดลองใชไลเปส

ในรูปผงเปนตัวเรงปฏิกิริยาพบวายงัคงไมเกิดเมทิลเอสเทอรข้ึนเชนกนั  จากปญหาที่กลาวมา

ขางตนแสดงวาไลเปสอิสระไมเหมาะสมในการนาํมาใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันจึง

แกปญหาโดยการเตรียมไลเปสตรึงรูปเพื่อนํามาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาตอไป 

 

 การเตรียมไลเปสตรึงรูปโดยการเปรียบเทยีบวิธกีารตรึงรูป 2 วธิี  คอื การตรึงโดยอาศัย

หลักการดูดซับทางกายภาพ กับการตรงึโดยอาศยัพนัธะโควาเลนทพบวา ไลเปสที่ตรึงโดยอาศัย

หลักการดูดซับทางกายภาพใหแอคติวิตจีําเพาะดีกวาไลเปสที่ตรึงโดยอาศัยพันธะโควาเลนท  ทั้งนี้

อาจเนื่องมาจากวธิีการตรึงโดยอาศัยพนัธะโควาเลนทในตอนแรกอะมิโนโพรพวิไตรเอทอกซีไซแลน 
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(aminopropyltriethoxysilane, APTS)   จะกระตุนหมูไฮดรอกซิลบนผิวเมด็แกวใหกลายเปน

หมูอะมโิน   จากนัน้กลูตารัลดีไฮดที่มีหมูอัลดีไฮด   2  หมูจะมาเชื่อมกับหมูอะมิโนที่อยูบนผิวของ

เม็ดแกวและหมูอะมิโนของเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนท ในกรณีที่เกิดพันธะโควาเลนทขึน้มากทํา

ใหปริมาณเอนไซมที่ตรึงบนเม็ดแกวมีมากจนเกินไปจนไปบดบังบริเวณเรงของเอนไซมจากโมเลกลุ

ของเอนไซมตวัอื่นทําใหสับสเตรทไมสามารถเขาไปทาํปฏิกิริยาได (Aehle, 2004) พันธะโควาเลนท

ที่มากเกนิไปยงัมีผลใหเอนไซมถูกจาํกัดการเปลี่ยนแปลงโครงรูป ซึ่งจาํเปนตอการเรงปฏิกิริยาของ

เอนไซมอีกดวย แตไลเปสที่ตรึงโดยอาศัยหลักการดดูซับทางกายภาพนัน้  จะไมเกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงรูปของไลเปส ทาํใหเกิดการเสียสภาพของเอนไซมระหวางการตรงึนอยที่สุด และ

วิธีการตรึงสามารถทาํไดงายและสะดวก ดังนั้นในงานวิจัยนี้วธิกีารเตรียมไลเปสตรึงรูปโดยใช

หลักการดูดซับทางกายภาพกับเม็ดแกวจึงเปนวิธทีี่เหมาะสมในการเตรียมไลเปสตรึงรูปมากกวา

การตรึงโดยอาศัยพนัธะโควาเลนท ซึง่สอดคลองกับงานวิจยัของ Trivedi และคณะ (2004) 

เนื่องจากเม็ดแกวทนทานตอแรงกระแทกไดดี คงรูปเมื่ออยูในสภาพแวดลอมทีม่อุีณหภูมิ

สูงหรือความเปนกรดดางที่รุนแรงได นอกจากนี้ยงัไมถกูทําลายโดยจลุินทรีย จงึมรีายงานการนาํ

เม็ดแกวมาใชเปนตัวพยุงในการตรึงรูปเอนไซมตางชนิดกันมากมาย โดย Trivedi และคณะ (2004) 

ไดใชเม็ดแกวเพื่อเปนตวัพยงุในการตรึงรูปแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase)  

Ikediobi และคณะ (1998) ใชเม็ดแกวเพื่อเปนตัวพยุงในการตรึงรูปลินามาเลส (linamarase) 

Brockman และคณะ (1973) ใชเม็ดแกวเพื่อเปนตวัพยงุในการตรึงรูปไลเปส  

ในงานวิจัยนี้เมื่อพิจารณาขนาดของเม็ดแกวทีเ่ลือกใชเปนตัวพยุงในการตรึงรูปไลเปสโดย

พิจารณาจากขนาดเสนผาศนูยกลางของเม็ดแกวที่เลือกใชคือ 0.1 มิลลิเมตร 2.0 มิลลิเมตร และ 

5.0 มิลลิเมตร ตามลําดับพบวาเมื่อเตรียมไลเปสตรึงรูปโดยอาศัยหลักการดูดซับทางกายภาพ เมื่อ

ใชเม็ดแกวทีม่ขีนาดเสนผาศนูยกลาง 0.1 มิลลิเมตร ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของไลเปสสูงสุด คือ 

1.764 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเทยีบกับเม็ดแกวที่มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 2.0 มิลลิเมตร 

และ 5.0 มลิลิเมตร ที่ใหคาแอคติวิตีจําเพาะ 1.720 และ 1.506  หนวยตอมิลลิกรัมโปรตนี 

ตามลําดับ โดยขนาดเสนผาศูนยกลางของเม็ดแกว 0.1 มิลลิเมตร เปนขนาดที่ใกลเคียงกับเม็ดแกว

ที่ Trivedi และคณะ (2005) ใช นอกจากนี้เมื่อพจิารณาขนาดพืน้ที่ผิวตอปริมาตรของเม็ดแกว 

พบวาเม็ดแกวที่มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.1 มิลลิเมตร มีพืน้ทีผ่ิวตอปริมาตรเทากับ 60.38 

(มิลลิเมตร -1) ซึ่งมีคามากกวาเม็ดแกวทีม่ขีนาดเสนผาศนูยกลาง 2.0 มิลลิเมตร และ เม็ดแกวที่มี

ขนาดเสนผาศนูยกลาง 5.0 มิลลิเมตร ทีม่ขีนาดพืน้ที่ผวิตอปริมาตรเทากับ 3.0 (มิลลิเมตร -1) และ 
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1.2 (มิลลิเมตร -1) ตามลําดบั นั่นแสดงวาการใชเม็ดแกวที่มีขนาดเลก็ลงทาํใหพื้นทีผิ่วของตัวพยุงมี

มากขึ้น จงึมีผลใหเอนไซมตดิบนตัวพยุงมากขึ้น ( Chibata, 1978 และ Trivedi, 2005)  ดังนัน้เมด็

แกวที่มีขนาดเสนผาศนูยกลาง 0.1 มิลลิเมตร  จึงเปนขนาดของเม็ดแกวที่เหมาะสมในการเตรียม

ไลเปสตรึงรูปเพื่อนาํไปใชในขั้นตอนตอไป 

 จากการศึกษาอุณหภูมิที่ใชในการเตรียมไลเปสตรึงรูปโดยเปรียบเทยีบการตรึงรูปไลเปสที่ 

4 องศาเซลเซยีส และที่อุณหภูมิหอง ( 27-31 องศาเซลเซียส) ผลการทดลองพบวาการเตรียม  

ไลเปสตรึงรูปที่ 4 องศาเซลเซียส ใหแอคติวิตีจําเพาะของไลเปส 1.422 (หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน)    

และการเตรียมไลเปสตรึงรูปที่อุณหภูมิหอง  ใหแอคติวิตีจําเพาะของไลเปส  0.490 (หนวยตอ

มิลลิกรัมโปรตีน)   จะเห็นวาการเตรียมไลเปสตรึงรูปที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสใหคาแอคติวิตี

จําเพาะสูงกวาการเตรียมไลเปสตรึงรูปที่อุณหภูมิหองถึงเกือบ 3 เทา ทั้งนี้เนื่องจากที่อุณหภูมิต่ํา

เอนไซมมีการเปลี่ยนแปลงโครงรูปไมมากนักและยังสามารถคงแอคติวิตีอยูได (Liao และ Chen, 

2001) 

   ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของไลเปสตรึงรูปเทียบกับไลเปสอิสระ  

พบวาไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระ มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทาํงานเทากนัคือ 65 องศา

เซลเซียส       และเมื่อศึกษาความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทาํงานของไลเปสตรึงรูปเทียบกับ 

ไลเปสอิสระ พบวาไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระสามารถทาํงานไดดีที่สุดที่คาความเปนกรดดาง 

7.0 เทากนั  นั่นอาจเปนเพราะไลเปสที่ตรึงโดยอาศัยหลักการดูดซับทางกายภาพนั้น จะไมเกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงรูปของไลเปส ดังนั้นไลเปสตรึงรูปจึงอาจมีคณุสมบัติเบื้องตนบางประการ

เหมือนกับไลเปสอิสระ (Chibata, 1978) 

 จากการศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันของน้าํมนัปาลม โดยมีไลเปสตรึงรูปจาก

แบคทีเรีย C2 เปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยใชการออกแบบการทดลองเชิงแฟกทอเรียล มีปจจยัทีใ่ช

ศึกษา 4 ปจจยั คือ  อัตราสวนโดยโมลของน้าํมนัปาลมกับเมทานอล (1:12.5 และ 1:25)  อุณหภมูิ 

(35 และ 55 องศาเซลเซยีส) เวลา (12 และ 18 ชั่วโมง) และตัวทําละลายเฮกเซน ( 0 และ 2 

มิลลิลิตร)  พบวาไดรอยละเมทิลเอสเทอรเมื่อเทียบกับน้าํมันปาลมต้ังตนสูงสุดเฉลี่ยเทากับ 0.68  

เมื่อทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั โดยมีอัตราสวนโดยโมลของน้ํามนัปาลมตอเมทานอลเปน 

1:25 อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยา 55 องศาเซลเซยีส เวลา 18 ชัว่โมง และในสภาวะที่มีเฮกเซน 2 

มิลลิลิตร ซึ่งเปนปจจัยระดับสูงทัง้หมดที่ศึกษาเมื่อนําผลการทดลองไปวิเคราะหทางสถิติโดยใช 

ANOVA  พบวาทั้ง   อัตราสวนโดยโมลของน้าํมันปาลมกับเมทานอล     อุณหภูมิ     และผลของ
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ตัวทําละลายเฮกเซน มีผลตอการผลิตไลเปสอยางมีนยัสําคัญ (P<0.05) ทุกปจจัย ยกเวนเวลาที่ใช

ในการทําปฏิกริิยา ซึง่ไมมีนยัสําคัญ (p>0.05) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก ที่เวลา 12 ชั่วโมง ถงึ 18 

ชั่วโมง ปฎิกิริยาอาจเกิดขึ้นเกือบสมบูรณแลว เนื่องจากในงานวิจัยนีใ้ชปริมาณเอนไซมในการทํา

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันคงที่ในทกุการทดลองคอื 1 กรัม 

  

   เมื่อพิจารณาสมการของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัจากรูปที ่ 5.4 พบวาเปนปฏิกิริยา

แบบผันกลับไดและไตรกลีเซอไรด 1 โมล จะทาํปฏิกริิยาพอดีกับเมทานอล 3 โมล ดังนัน้ในการ

ดําเนนิปฏิกิริยาจะตองใชเมทานอลมากเกนิพอเพื่อใหปฏิกิริยาดําเนินไปขางหนา (Meher และ

คณะ, 2004) จากการทดลองครั้งนี้ใชอัตราสวนจาํนวนโมลของน้าํมนัปาลมตอเมทานอล 1:12.5 

และ 1:25 พบวารอยละของเมทิลเอสเทอรสูงสุดเมื่อมีจาํนวนโมลของเมทานอลมากขึ้นคือที่ 1: 25  

แสดงวาเมทานอลที่มากเกนิพอทําใหปฏิกิริยาเกิดดีข้ึนซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Noureddini  

และคณะ (2005) 

 

CH2-OOC-R1     R1-COO-R’  CH2-OH 

           + 

CH-OOC-R2 +  3R’OH   R2-COO-R’ + CH-OH 

           + 

CH2-OOC-R3     R3-COO-R’  CH2-OH 

Triglyceride     Alcohol       Esters  Glycerol 

 
รูปที่ 5.4 การเกิดปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันพชื (Ma และ Hanna, 1999)  
 

  เมื่อพิจารณาผลของอุณหภูมิที่มีตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั Du และคณะ (2003) 

รายงานวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันโดยใชไลเปสตรึงรูปอยูที่ 

40-50 องศาเซลเซียส ในการทดลองนี้เลอืกศึกษาอุณหภูมิในการทาํปฏิกิริยาในชวง 35 และ 55 

องศาเซลเซยีส  ผลการทดลองพบวารอยละเมทลิเอสเทอรที่ไดมากข้ึนเมื่ออุณหภูมิในการทํา

ปฏิกิริยามากขึ้น ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Salis และคณะ (2005) 
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  Jaegar และ Eggert (2002) รายงานวาไลเปสตรึงรูปสามารถเรงปฏิกิริยาไดดีขึ้นเมื่อมีตัว

ทําละลายอนิทรียในปฏิกิริยา งานวิจยันี้เลือกใชเฮกเซนเปนตวัทาํละลายเพื่อศึกษาผลกระทบของ

ตัวทําละลายอินทรียตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั โดยเติมและไมเติมเฮกเซนลงในปฏิกิริยา

จากผลการทดลองพบวาไดรอยละของเมทลิเอสเทอรมากขึ้นเมื่อเติมเฮกเซนปริมาตร  2 มิลลิลิตร

ลงในปฏิกิริยา ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ Nelson และคณะ (1996), Iso และคณะ 

(2001) ทั้งนี้เนื่องจากในภาวะทีม่ีเฮกเซนจะลดการเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูปของไลเปสในสวน

ของ hydration layer – protein interaction ของเอนไซม ทําใหลดการสูญเสียแอคติวิตีของ

เอนไซมในระหวางการเกิดปฏิกิริยาได (Desai และคณะ, 2006) 

 

 จากการศึกษาจลนพลศาสตรของการทํางานของไลเปสตรึงรูป โดยแปรผันความเขมขน

ของน้ํามันปาลมเปน   0.80  1.30  1.80  2.30 และ 2.80 มิลลิโมลาร  ดําเนินปฏิกิริยาทรานสเอส-

เทอริฟเคชันที่ 55 องศาเซลเซียส โดยมีเฮกเซนในปฏิกิริยา 2 มิลลิลิตร และปริมาณเมทานอลคงที่

คือ 45 มิลลิโมลารในทุกการทดลอง จากนั้นหาปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น นําคาที่ไดมาเขียน

กราฟตามวิธีของไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-Burk) พบวาไดคา Km เทากับ 5.49 มิลลิโมลาร 

 

เมื่อจําแนกแบคทีเรียสายพนัธุ C2 จากขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของ 16S rDNA จากสาย

พันธุ C2 ที่วิเคราะหโดยใชบริการของหนวยบริการชีวภาพ, BSU) ไดลําดับนิวคลีโอไทดทั้งสิน้ 

1,458 เบส เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมลู GenBank โดยใชโปรแกรม 

BlastN พบวามีความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของ Staphylococcus 

warneri (Accession No. L37603) มากที่สุด ซึง่มีเปอรเซ็นตความเหมือน 98% ดังนัน้ไลเปสทีใ่ช

ในงานวิจัยนี้จงึเปนไลเปสที่ไดจาก      Staphylococcus warneri       ซึ่งเปนแบคทีเรียชนิดที่ผลิต

ไลเปสไดเชนเดียวกับงานวิจยัของ Walavalka และคณะ (2002)  

 

 งานวิจยันีพ้บวาไลเปสตรึงรูปที่ไดจากแบคทีเรีย C2 สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอร-ิ

ฟเคชันของน้าํมันปาลมไดผลผลิตเปนเมทลิเอสเทอร แตรอยละเมทิลเอสเทอรเฉลี่ยจากการ

ทดลอง 3 ซ้าํที่ไดจากงานวิจัยนี้คอนขางนอย คือ รอยละ 0.68 ทัง้นี้อาจเนื่องมาจากไลเปสที่

นํามาใชตรึงรูปเปนไลเปสทีย่ังไมผานการทําใหบริสุทธิ ์ ดังนัน้การทําไลเปสใหบริสุทธิ์บางสวนกอน

นํามาใชตรึงรูปอาจทาํใหไดรอยละเมทิลเอสเทอรมากขึน้  
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 

1. อาหารเลีย้งเชื้อเหลวน้ํามันมะกอก (olive oil medium) 
 
  แอมโมเนยีมซลัเฟต (NH4)2SO4     5.0 กรัม 

ซอยโตน เปปโตน (soytone Peptone)   5.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (yeast extract )   1.0 กรัม 

โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  5.0 กรัม 

   แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 

น้ํากลัน่       1.0 ลิตร 

ผสมสารใหเขากัน ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 7.0  จากนั้นเตมิน้ํามนัมะกอก (olive 

oil) 10มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 
 
2. อาหารแขง็ไตรบูไทรนิ (tributyrin agar) /อาหารแข็งเอียงน้าํมนัมะกอก (olive oil slant  
    agar) 
 แอมโมเนยีมซลัเฟต (NH4)2SO4     5.0 กรัม 

ซอยโตน เปปโตน (soytone Peptone)   5.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (yeast extract )   1.0 กรัม 

โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  5.0 กรัม 

   แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 

น้ํากลัน่       1.0 ลิตร 

ผสมสารใหเขากัน ปรับคาความเปนกรดดางเทากบั 7.0  จากนัน้เติมไตรบูไทริน/น้าํมัน

มะกอก 10มลิลิลิตรและวุนผง (agar) 20 กรัม นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี
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3. อาหารเลีย้งเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 

  ทริปโตน (tryptone)     10.0   กรัม 

  สารสกัดจากยสีต (yeast extract)      5.0 กรัม 

  โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0 กรัม 

 

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคม ี

 
1. สารละลายสาํหรับวเิคราะหโปรตีนโดยวิธขีอง  Lowry (1951) 
 

 Lowry A 

 

  โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)   60.0 กรัม 

  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)   12.0 กรัม 

  โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต     0.6 กรัม 

  น้ํากลัน่        3.0 ลิตร 

 

 Lowry B 

   

  คอปเปอรซัลเฟต (Cu2SO4)     5.0 กรัม 

  น้ํากลัน่        1.0 ลิตร 

 

 Lowry C 

 

  Lowry A     50 สวน 

  Lowry B       1 สวน 

 

 Lowry D 

 

  สารละลายโฟลินฟนอล (Folin phenol reagent)   1 สวน 

  น้ํากลัน่        1 สวน 
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2.  ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล  QIAquick® Gel Extraction kit  
 ประกอบดวย 

  Buffer QG 

  Buffer PE (concentrate) 

  Buffer EB 

  Collection tube 

QIAquick Spin colum 

กอนใชชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลใหเติมเอทานอลปริมาตร 24 มล. ลงใน 

Buffer PE ทําการสกัดดีเอ็นเอตามกรรมวิธีที่ใหโดยบริษัทผูผลิต 

 

3. สารละลาย 10%SDS 
ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนกั 10 กรัม คอยๆ ละลายในน้าํปลอดประจุที่อุณหภูม ิ     

60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 80 มล.  เมื่อละลายหมดเตมิน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล.       

นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 

นาที (หลังจากนึง่ฆาเชื้อครัง้แรกแลวจะไมสามารถนาํไปนึ่งฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสารละลาย SDS 

จะเสียสภาพ) 

 
4. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

  Trismabase (C4H11NO3)    121.1  กรัม 

  กรดไฮโดรคลอริกเขมขน          42  มล. 

 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนให

เปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 
5. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  
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  EDTA (C10H14N2O8Na2.2H2O)       186.1     กรัม 

  โซเดียมไฮดรอกไซด             20     กรัม 

 

 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด

คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0 

เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 
6.  บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  
 

  Tris-HCl      10.0 มิลลิโมลาร 

  EDTA       1.0 มิลลิโมลาร 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 10 มล. 

เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 2 มล. เติมน้ํา

ปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 
7. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 

  Tris base      242 กรัม 

  กรดอะซีติกเขมขน     57.1 มล. 

  สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร pH 8.0  100 มล. 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  แลวเติมน้ําปลอดประจุจน

เปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 
8. สารละลาย CTAB/NaCl (10%CTAB ใน 0.7 M NaCl) 

 

CTAB       10 กรัม 

โซเดียมคลอไรด      0.7 โมลาร 
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 ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 80 มล.  จากนั้น

เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด  เมื่อละลายหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล.  

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 

นาที 

 
9. สารละลายฟนอล (phenol)  
 

 นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที่ 68 องศาเซลเซียส  จากนั้นเติมผง 

Hydroxy quinoline  ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.1%  แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร  

ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไว

เปนเวลาขามคืน นําชั้นฟนอลมาวัดความเปนกรด-ดางใหไดเทากับมากกวา 7.8 (ใช pH paper 

วัด) ถายังไมไดใหดูดสารละลายชั้นบนทิ้งแลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร ความเปนกรด-ดาง

เปน 8.0 ลงไปอีกครั้ง  ทําเชนนี้ตอไปเรื่อยๆจนกระทั่งชั้นฟนอลมีความเปนกรด-ดางมากกวาหรือ

เทากับ 7.8    สุดทายเติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ในอัตราสวน 1:1 อีกครั้ง เก็บที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในขวดสีชาที่ปดฝาแนน 

 
10. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

 ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล

ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เปน 25 : 24 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร

ตอปริมาตร) ผสมใหเขากัน เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
11. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกันในอัตราสวน 24 : 1  (ปริมาตรตอ

ปริมาตร) เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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12. สีติดตาม 
 

  Bromphenolblue     0.025% 

  สารละลายซูโคส      40     % 

 

 ละลายสวนผสมในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
13. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
 

 ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE  ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 

 
14. สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.2  
 

 ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 

มล. นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. เติมน้ํา

ปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

  
15. สารละลายไลโซไซม (lyzozyme) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 ละลายผงไลโซไซม น้ําหนัก 20 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือใหครบปริมาตร 1 มล. 

เก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 

 
16. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

 ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล. 

เก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
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17. สารละลายผสม dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (ของแตละตัว) 
 

 ผสม dNTP, dGTP, dCTP และ dTTP ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ดวยปริมาตรสารละ 

10 ไมโครลิตร เขาดวยกันแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหเปน 100 

ไมโครลิตร เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ค 

 
กราฟมาตรฐาน 

 
1. กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol)  
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2. กราฟมาตรฐานของโบไวนซรัีมอัลบูมิน (Bovine serum albumin) 
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3.      กราฟมาตรฐานของเมทลิเอสเทอร 

 

กราฟมาตรฐานของเมทิลปาลมมิเตท
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กราฟมาตรฐานของเมทิลโอเลเอท

y = 305294x
R2 = 0.9916
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ภาคผนวก ง 
 

การคํานวณปริมาณของผลิตภัณฑ 
 

1. การคํานวณน้าํหนักโมเลกุลของน้ํามันปาลม 

 

 

H2CCOO  R1  มวลโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด คํานวณโดย  

             MWTG  = 3Raver + 173   

             HCCOO  R2 

             Raver    =  Σ    

H2CCOO  R3        
             

ไตรกลีเซอไรด 

 
 

มวลโมเลกุลของน้าํมันปาลม โดยมีองคประกอบของกรดไขมันน้ํามนัพืช จากภาคผนวก จ 

 

 Raver = (0.0411x155) + (0.0201x183) + (0.3628x211) + (0.0360x239) + 

      (0.4201x237) +( 0.1201x235) 

  = 223 

 MWTG = (3x223) + 173 

  = 842 

 
 
 
 
 
 

%Fan x MWn 

 100 
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2. การหาปริมาณเมทิลเอสเทอร 
 

2.1 การคํานวณปริมาณเมทิลเอสเทอรแตละชนิด 

 

WMFa  = CxWp 

 

2.2  การคํานวณน้าํหนักไตรกลีเซอไรดของกรดไขมันแตละชนิด  

 

WTG(Fa) = Wo x %Fatty acid   

 
2.3 การคํานวณรอยละของเมทลิเอสเทอร 
 

       WMFa 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D

WTG(Fa) 
x 100 % ME = 
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ภาคผนวก จ 
 

 
โครมาโทแกรมของเมทิลเอสเทอร 
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ภาคผนวก ฉ 

 
ผลการวิเคราะหโดยใชโปรแกรม ANOVA 

 
1. ผลการวิเคราะหโดยใชโปรแกรม ANOVA ของการศึกษาภาวะที่เหมาะสมของการผลิตไลเปส 

 
   ANOVA for Selected Factorial Model 

 Analysis of variance table [Partial sum of squares] 

    Sum of   Mean F  

          Source  Squares   DF Square Value Prob > F 

          Model 1.57 7 0.22 9.88 0.0014  

 A 0.52 1 0.52 22.84 0.0010 

 B 0.22 1 0.22 9.64 0.0126 

 C 0.18 1 0.18 7.99 0.0198 

 AB 0.17 1 0.17 7.28 0.0245 

 AC 0.21 1 0.21 9.15 0.0143 

 BC 0.24 1 0.24 10.70 0.0097 

 ABC 0.035 1 0.035 1.55 0.2446 

 Curvature 0.45 1 0.45 19.76 0.0016  

 Pure Error 0.20 9 0.023 

 Cor Total 2.23 17 

 
  Std. Dev. 0.15  R-Squared 0.8848 

  Mean 1.74  Adj R-Squared 0.7953 

  C.V. 8.65  Pred R-Squared 0.6324 

 PRESS  0.82         Adeq Precision     9.983 
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2. ผลการวิเคราะหโดยใชโปรแกรม ANOVA ของการศึกษาภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยาทรานส-

เอสเทอริฟเคชนัของน้าํมนัปาลม โดยมีไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา  

 
 

ANOVA for Selected Factorial Model 

Analysis of variance table [Partial sum of squares] 

   Sum of    Mean   F  

          Source  Squares DF   Square  Value  Prob > F 

           Model 0.96  4  0.24  10.35  < 0.0001  

 A  0.28 1 0.28 11.95 0.0012 

B  0.51 1 0.51 21.99 < 0.0001 

C  0.075 1 0.075 3.23 0.0795 

D  0.098 1 0.098 4.22 0.0461 

Residual 1.00 43 0.023 

Lack of Fit 0.24 11 0.022 0.93 0.5237  

Pure Error     0.76         32  0.024 

Cor Total       1.96         47 

 
 

  Std. Dev. 0.15  R-Squared 0.4904 

Mean 0.23  Adj R-Squared 0.4430 

C.V. 67.19  Pred R-Squared 0.3650 

 PRESS   1.25         Adeq Precision     10.730 
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ภาคผนวก ช 
 

อุปกรณอื่นๆ 
 

1. เม็ดแกวขนาดเสนผาศูนยกลางตางๆที่นาํมาใชในการตรึงรูป  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ  
 

 นางสาวจันทรนาถ พลชาํนิ เกิดเมื่อวนัจันทรที ่ 22 กันยายน พ.ศ. 2523 ที่

กรุงเทพมหานคร ไดรับปริญญาวิทยาศาตรบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยา จากคณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2544 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑติ

สาขาจุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม คณะวทิยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 

2545 ปจจุบันอาศัยอยูบานเลขที่ 80/490 ซอย 28 หมูบานทพิวัล1 ตําบลบางเมอืงใหม อําเภอ

เมือง จงัหวัดสมุทรปราการ 10270 
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