
 

การผลิตตัวค้ําจุนไลเพสจากเสนใยพชืเพื่อการสังเคราะหไบโอดีเซล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
นางสาวปยะนนัท  สุเทียนทอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึง่ของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาวทิยาศาสตรพอลิเมอรประยุกตและเทคโนโลยส่ิีงทอ ภาควิชาวัสดุศาสตร  

คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ปการศึกษา  2550 

ลิขสิทธิ์ของจฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั 

 



 

LIPASE SUPPORTS PRODUCTION FROM PLANT FIBERS FOR BIODIESEL SYNTHESIS   

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Miss Piyanan   Suthianthong  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of  Science  Program in Applied Polymer Science and Textile Technology 

Department of Materials Science 

Faculty of Science 

Chulalongkorn University 

Academic year 2007 
Copyright of Chulalongkorn University 

 



หัวขอวทิยานพินธ การผลิตตัวค้ําจุนไลเพสจากเสนใยพชืเพื่อการสังเคราะหไบโอดีเซล 

โดย นางสาวปยะนนัท  สุเทียนทอง 

สาขาวิชา วิทยาศาสตรพอลิเมอรประยุกตและเทคโนโลยีส่ิงทอ 

อาจารยที่ปรึกษา ผูชวยศาสตราจารย ดร. สิรีรัตน จารุจินดา 

อาจารยที่ปรึกษารวม  รองศาสตราจารย ดร. วรวฒุิ จุฬาลักษณานุกูล  

 
 

 

  คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย อนมุัติใหนบัวิทยานิพนธฉบับนี้เปนสวน

หนึง่ของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญามหาบัณฑิต 
 

   ………………………………………….. คณบดีคณะวิทยาศาสตร 

   (ศาสตราจารย ดร. สุพจน  หารหนองบัว) 
 

คณะกรรมการสอบวิทยานพินธ 
 

   ……………………………………………  ประธานกรรมการ 

   (รองศาสตราจารย เสาวรจน  ชวยจุลจิตร) 
 

   …………………………………………...  อาจารยที่ปรึกษา 

   (ผูชวยศาสตราจารย ดร. สิรีรัตน จารุจนิดา) 
 

   …………………………………………… อาจารยที่ปรึกษารวม  

   (รองศาสตราจารย ดร. วรวฒุิ จุฬาลักษณานุกูล) 
 

   …………………………………………… กรรมการ 

   (ผูชวยศาสตราจารย ดร. อุษา แสงวัฒนาโรจน) 
 

   …………………………………………… กรรมการ 

   (อาจารย ดร. มณัทนา โอภาประกาสิต) 



 ง 

 
ปยะนันท  สุเทียนทอง:  การผลิตตัวค้ําจุนไลเพสจากเสนใยพืชเพื่อการสังเคราะห  

ไบโอดีเซล. (LIPASE SUPPORTS PRODUCTION FROM PLANT FIBERS FOR 

BIODIESEL SYNTHESIS)  อ. ที่ปรึกษา : ผศ. ดร. สิรีรัตน  จารุจินดา, อ.ที่ปรึกษารวม : 

รศ. ดร. วรวุฒิ  จุฬาลักษณานุกูล 92หนา.  

 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการตรึงไลเพสจากยีสต  Candida  Rugosa  บนตัว

ค้ําจุนจากเสนใยพืชเหลือใชหลายชนิดเพื่อเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหไบโอดีเซล  จากผลการ

ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสมบัติการดูดความชื้นพบวาเสนใยจากตนกกมีสมบัติที่

เหมาะที่จะเปนตัวค้ําจุน  โดยเสนใยกกมีรูพรุนจํานวนมาก  มีขนาดที่สม่ําเสมอกระจายอยูทั่วไป  

นอกจากนี้ยังมีการดูดความชื้นต่ําที่สุดเพียงรอยละ  9.1 โดยเมื่อนําเสนใยกกที่บดละเอียดขนาด  

0.25  มิลลิเมตรไปตรีงไลเพสดวยวิธีการตรึงที่แตกตางกันคือการตรึงดวยการดูดซับทางกายภาพ

โดยใชเฮปเทนและบัฟเฟอรเปนตัวกลางและการตรึงดวยพันธะโควาเลนตโดยใช1-เอทิล-3-(3-  

ไดเมทิลอะมิโนโพรพิล)คารโบไดอิไมด (อีดีซี) พบวาการตรึงไลเพสดวยการดูดซับทางกายภาพ

โดยใชเฮปเทนเปนตัวกลางและการตรึงดวยพันธะโควาเลนตโดยใช อีดีซี ใหประสิทธิภาพการตรึง

เอนไซมไดสูงถึงรอยละ 93.4 และ 76.2 ตามลําดับ  และคาแอคติวิตีของไลเพสตรึงรูปดวยการ  

ดูดซับทางกายภาพดังกลาวลดลงเพียงรอยละ11.2  ในขณะที่ของไลเพสตรึงรูปดวยพันธะโควา-

เลนตลดลงถึงรอยละ 66.6  เมื่อเปรียบเทียบกับคาแอคติวิตีของไลเพสอิสระ  หลังจากนั้นเมื่อนํา  

ไลเพสตรึงรูปไปทดสอบความสามารถในการเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานส -เอสเทอริฟเคชันระหวาง

น้ํามันปาลมและเมทานอล  พบวาไลเพสตรึงบนกกบดละเอียดสามารถเรงปฏิกิริยา  ทรานสเอส-  

เทอริฟเคชันไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 19.3 ใกลเคียงกับการใชไลเพสอิสระ  และไม

สามารถนํากลับมาใชซ้ําได  แตเมื่อนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยมีเมทานอล

เปนสับสเตรตก็พบวาไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรสูงขึ้นเทากับรอยละ  48.8  ซึ่งสูงกวาไลเพสอิสระ

เกือบ 2  เทา  และยังสามารถนํากลับมาใชซ้ําอีก 1  คร้ัง  และยิ่งกวานั้นเมื่อเปลี่ยนสับสเตรตเปน 

ไบโอเอทานอลพบวาไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรสูงขึ้นเทากับรอยละ  51.3 และยังสามารถนํา

กลับมาใชซ้ําไดอีก 2  คร้ัง  
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The aim of this research is to study the immobilization of lipase from Candida 

rugosa on various renewable natural biopolymer supports for biodiesel synthesis.  From 

the results of morphology and moisture content, the plant fiber from Cyperus papyrus L. 

was found to be the most suitable material for immobilizing lipase because of its large 

quantity and regular appropriate size of porosity, and also its low moisture conten of 

9.1%. The three different types of immobilization techniques used were physical 

adsorption using heptane and phosphate buffer as media and covalent bonding with 1-

Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide(EDC) for the pulverized Cyperus papyrus 

L. of 0.25 mm. Results show that the technique of physical adsorption using heptane as 

media and covalent bonding provided percentage of immobilization 93.4 and 76.2, 

respectively. The activity of immobilized lipase of physical adsorption using heptane as 

media was reduced only to 11.2%,whereas,its activity using technique of  catalyse 

transesterification between palm oil and methanol with 19.3% conversion of covalent 

bonding was extremely reduced to 66.6% comparing to the activity of free lipase. The 

immobilized lipase on the pulverized Cyperus papyrus L.can catalyse transesterification 

between palm oil and methanol with 19.3% conversion of alkylester which was similar to 

the free lipase and can catalyse hydrolysis-esterification reaction between palm oil and 

methanol with 48.8% conversion of alkylester with 1 time reusable. However, this 

immobilized lipase can catalyse  hydrolysis-esterification reaction between palm oil and 

bioethanol with 51.3% conversion of alkylester with 2 time reusable. 
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บทที่  1 

บทนํา 

ปจจุบันปริมาณความตองการในการใชพลังงานเชื้อเพลิงมีแนวโนมสูงขึ้น ในขณะที่

พลังงานเชื้อเพลิงปโตรเลียมซึ่งเปนแหลงพลังงานสําคัญมีเหลืออยูอยางจํากัด ประกอบกับ

สถานการณปจจุบันราคาน้ํามันเพิ่มสูงขึ้นจึงไดมีการศึกษาหาแหลงพลังงานใหมเพื่อนํามาทดแทน 

และไบโอดีเซลซึ่งมีองคประกอบที่มีคุณลักษณะใกลเคียงกับน้ํามันเชื้อเพลิงปโตรเลียมดีเซลจึงเปน

อีกทางเลือกใหมที่ไดรับความสนใจมากขึ้นเปนลําดับ 

 

 ไบโอดีเซล (biodiesel) เปนผลิตภัณฑที่ไดจากสารชีวมวล (biomass) เชน น้ํามันพืช หรือ 

น้ํามันสัตว รวมถึงน้ํามันที่ผานการใชแลวนํามาแปรสภาพ ซึ่งกระบวนการผลิตไบโอดีเซลนิยมใช

กรดหรือดางเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน แตมีขอเสียคือเกิดผลผลิตที่ไมตองการซึ่ง

ทําใหยุงยากตอกระบวนการแยกไบโอดีเซลใหบริสุทธิ์ เกิดมลพิษตอส่ิงแวดลอม ทําใหเสีย

คาใชจายและเวลามากขึ้น ในขณะที่การใชไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันมีขอ

ดีกวาการใชกรดหรือดาง กลาวคือการใชไลเพสมีความจําเพาะตอสารตั้งตนมากกวาทําใหได

ผลิตภัณฑอัลคิลเอสเทอรที่จําเพาะ สามารถแยกผลิตภัณฑรวมที่เปนกลีเซอรอลออกไดงาย  

บริสุทธิ์กวาการใชกรดหรือดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา (Kose และคณะ,  2002)  และสามารถเรง

ปฏิกิริยาไดแมวามีปริมาณกรดไขมันอิสระสูง แตการใชไลเพสมีขอจํากัด คือ ราคาคอนขางสูงจึง

ไมนิยมนํามาใชในการผลิตระดับอุตสาหกรรม ดังนั้น จึงตองมีการตรึงรูปเอนไซม (enzyme  

immobilization) โดยการทําใหเอนไซมถูกจํากัดอยูในบริเวณที่จัดไวเพื่อเปนการรักษาแอคติวิตีใน

การเรงปฏิกิริยาของเอนไซม สงผลใหสามารถนําเอนไซมไลเพสไปใชซ้ําไดหลายครั้งอยางตอเนื่อง 

เอนไซมตรึงรูปที่ไดจะมีโมเลกุลใหญขึ้น ละลายน้ําไดยากหรือไมละลายเลย ทําใหในระหวางการ

ทําปฏิกิริยาเอนไซมจะเปลี่ยนสถานะของตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนของเหลวใหกลายเปนของแข็ง 

(Chibata, 1978)  

  

 วิธีการตรึงรูปเอนไซมและการเลือกชนิดของตัวค้ําจุนขึ้นอยูกับธรรมชาติของเอนไซม    

สารตั้งตนของปฏิกิริยาและวัตถุประสงคของการนําไปใชงาน สําหรับวิธีการตรึงมีหลายวิธีแตละวิธี

อาจมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมแตกตางกันจึงตองเลือกวิธีที่มีผลกระทบตอแอคติวิตีของเอนไซม

นอยที่สุด วิธีการตรึงรูปเอนไซมดวยการดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption) เปนการยึด  
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ไลเพสดวยพันธะอยางออนบนตัวค้ําจุนที่เปนของแข็ง (Boley และ Pielow,  1997) วิธีนี้งายไม

ซับซอน และไมมีผลกระทบตอการเปลี่ยนแปลงความคงรูปของเอนไซมที่บริเวณเรง แตมีขอเสีย 

คือ เอนไซมเกาะกับตัวค้ําจุนไมแนนเพราะแรงดึงดูดนอย ตัวค้ําจุนที่ใชเปนจําพวกสารอนินทรีย 

เชน ทราย ซิลิกา อะลูมิเนียมออกไซด แคลเซียมคารบอเนต และแคลเซียมซัลเฟต (Minovaska 

และคณะ, 2005)  สําหรับวิธีการตรึงรูปเอนไซมดวยพันธะโควาเลนต  (Walt และ Agayn, 1994) 

จะทําใหเอนไซมหลุดออกจากตัวค้ําจุนยากเนื่องจากมีการยึดดวยพันธะที่แข็งแรง แตการเกิด

พันธะโควาเลนตมีผลกระทบทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูปและบริเวณเรงของเอนไซมซึ่งมีผล

ทําใหแอคติวิตีลดลง และอาจเปลี่ยนความจําเพาะตอสับสเตรต นอกจากนี้ ยังมีการตรึงรูป

เอนไซมบนเสนใยที่อยูในรูปผาทอ เชน เสนใยคารบอนและเสนใยแกว (Debeche และคณะ,  

2005)  และการตรึงรูปเอนไซมโดยทําใหเอนไซมถูกหอหุมอยูในชองวางของฟลมพอลิโพรพิลีน 

(Taninoka และคณะ, 1998) จะเห็นไดวาวิธีการตรึงรูปดวยการดูดซับทางกายภาพเปนวิธีที่

นาสนใจนํามาศึกษาหากไดมีการเลือกใชตัวค้ําจุนที่เหมาะสม 

 

 สําหรับชนิดของตัวค้ําจุนที่เหมาะสมกับไลเพสมีหลายชนิดขึ้นอยูกับธรรมชาติของเอนไซม

และสับสเตรต  โดยสวนใหญจะใชตัวค้ําจุนเรซินที่มีลักษณะเปนรูพรุน (macroporous resin)     

ซึ่งจะทําการตรึงรูปไลเพสที่ไดจากยีสต Candida sp. 99-125  ดวยวิธีการตรึงรูปแบบดูดซับ     

ทางกายภาพ ผลที่ไดพบวาเรซินที่ไมมีข้ัวใหประสิทธิภาพการตรึงสูงถึงรอยละ 97.3(Yang และ

คณะ,2006) อยางไรก็ตามในปจจุบันไดมีการพัฒนาโดยนําวัสดุจากธรรมชาติมาใชเปนตัวค้ําจุน

มากขึ้นเนื่องจากสามารถยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ ราคาถูก และชวยลดปญหาสิ่งแวดลอม

ดวย ตัวอยางเชน การตรึงรูปไลเพสที่ไดจากยีสต Candida sp. บนเมมเบรนที่ทําจากฝาย  

(cotton membrane) เพื่อใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน พบวาสามารถผลิตไบโอดีเซลได

สูงถึงรอยละ 96  (Nie และ Tan,  2006) นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาเทคนิคใหมโดยใชเสนใยจาก

ตนมะละกอเปนตัวค้ําจุน พบวาไมเปนอันตรายตอการเจริญเติบโตและแอคติวิตีของเอนไซม เมื่อ

นําเอนไซมตรึงรูปมาใชซ้ํา 5 คร้ัง คร้ังละ 7 วัน  แอคติวิตียังคงสูงอยูถึง 95% โดยไมเกิดการ

สลายตัวระหวางการใชงาน (Iqbal และ Saeed,  2005) และยังมีการนําไคโตซานมาประยุกตใช

เปนตัวค้ําจุนเพื่อใหไดเอนไซมที่มีแอคติวิตีสูงและมีความเสถียรเพิ่มข้ึนดวย โดยทําการตรึงรูป    

ไลเพสที่ไดจากยีสต Candida  sp บนไคโตซานตรงตําแหนงของหมูอะมิโนและไฮดรอกซิล เรียก

เทคนิคนี้วา  “binary  immobilization” ผลที่ได คือ มีปริมาณโปรตีน (protein  loading)          

287.2 μg/g-chitosan   และมีแอคติวิตี 13.8 U/g-chitosan (Hung และคณะ, 2003) 
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ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะทําการปรับปรุงเสนใยพืชเหลือใชเพื่อใชเปนตวัค้ําจุนไลเพส

ที่ไดจากยีสต Candida rugosa   พรอมทัง้ศึกษาสมบัตทิางกายภาพ ตรวจสอบลักษณะสัณฐาน

วิทยา ทําการตรึงรูปเอนไซม และทดสอบประสิทธิภาพของไลเพสตรึงรูปในการเรงปฏิกิริยาเพื่อ

นํามาใชในการผลิตไบโอดีเซล และทดสอบความสามารถในการนํามาใชซ้ํา 

                                                                                                                                                          

 



 

บทที่  2 

วารสารปริทรรศน 

2.1 ไบโอดีเซล (Biodiesel)   

 ไบโอดีเซล (Biodiesel) เปนผลิตภัณฑที่ไดจากสารชีวมวล  เชน  น้ํามันจากพืช  หรือน้ํามัน

จากสัตวรวมถึงน้ํามันที่ผานการใชแลวนํามาแปรสภาพ  สามารถนํามาใชเปนเชื้อเพลิงใหกับ

ยานพาหนะไดโดยมีสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซล  นอกจากนี้ยังแกปญหาสิ่งแวดลอม  เนื่องจาก

การใชน้ํามันไบโอดีเซลจะเกิดคารบอนมอนนอกไซดนอยเนื่องจากการเผาไหมที่สมบูรณและ       

มีไอเสียนอยกวา  เพราะมีปริมาณออกซิเจนสูงกวาจึงทําใหการสันดาปเกิดขึ้นไดสมบูรณกวา

น้ํามันดีเซล  และไมมีกํามะถัน  จึงไมมีปญหาเรื่องของปริมาณของซัลเฟต  นอกจากนี้ยังมีเขมา

คารบอนนอย  ทําใหไมเกิดการอุดตันของระบบไอเสีย  และยืดอายุการทํางานของเครื่องยนต  

(Gerpen, 2005)  

 

 ไบโอดีเซลโดยทั่วไป   มีองคประกอบที่มีคุณลักษณะใกลเคียงกับน้ํามันเชื้อเพลิงปโตรเลียม

ดีเซล  ซึ่งสามารถผลิตไดจากน้ํามันจากพืชหรือน้ํามันจากสัตว  กระบวนการผลิตทําไดหลายวิธี  

แตโดยสวนใหญจะมุงเนนไปที่เมทิลเอสเทอรของกรดไขมันที่เตรียมไดจากปฏิกิริยาทรานส        

เอสเทอริฟเคชัน  โดยใชไตรกลีเซอไรดในไขมันที่ไดจากพืชหรือสัตวกับเมทานอลเปนสารตั้งตน  

(Krawezyk, 1996) 

 
2.1.1 กระบวนการผลิตไบโอดีเซล  

      วิธีการทั่วๆไปที่ปจจุบันใชในการผลิตไบโอดีเซลมีทั้งที่เปนแบบยากและงาย  ในแบบ

งายจะไดมาจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  หรือการผสมโดยตรง  ตัวอยางการผลิต

ดังตอไปนี้  (Ma  และ  Hanna, 1999)   

1) การใชโดยตรง (Direct  use  and  blending)  

            การใชน้ํามันพืชโดยตรง  หรือผสมลงในน้ํามันดีเซลในสัดสวนตางๆ  เพื่อตองการ

ลดความหนืดของน้ํามันพืช  เมื่อนํามาใชจะกอใหเกิดปญหากับเครื่องยนตถึงแมวาเครื่องยนต

ดีเซลบางประเภทจะสามารถทํางานไดกับน้ํามันพืชบริสุทธิ์ก็ตาม  แตก็มีปญหามากมายเกิดขึ้น
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ตามมา  เชน  มียางเหนียวเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไขมันอิสระในระหวางการเก็บ

รักษา  หรือปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน (polymerization)  จากขั้นตอนการเผาไหม  ซึ่งลักษณะการ

เผาผลาญพลังงานระหวางน้ํามันพืชบริสุทธิ์  และน้ํามันดีเซลพบวาเปนไปในแบบเดียวกัน  และมี

รายงานการทดลองวาการผสมน้ํามันพืชลงไปในน้ํามันดีเซลในอัตราสวนของน้ํามันพืชตอน้ํามัน

ดีเซล  เทากับ  1:10  ถึง 1:20  สามารถนําไปใชงานได   

2) กระบวนการไมโครอิมัลชัน (Microemulsion)  

     ไมโครอิมัลชัน  คือ  คอลลอยดที่อยูในภาวะสมดุลของระบบสองวัฏภาคระหวาง

น้ําและน้ํามันมีขนาดอนุถาคอยูในชวง  1-150 นาโนเมตร  ตองมีสารลดแรงตึงผิว (surfactant) 

ชนิดมีประจุและไมมีประจุเพื่อทําใหคอลลอยดเกิดความคงสภาพ  วิธีการทําไมโครอิมัลชันนี้ชวย

ลดปญหาเกี่ยวกับความหนืด  โดยการใชสารละลาย  เชน  แอลกอฮอล  สมบัติของน้ํามันที่ผาน

กระบวนการทําไมโครอิมัลชันจะคลายกับน้ํามันดีเซล  แตพบปญหาเกี่ยวกับการเผาไหมไม

สมบูรณ    

3) กระบวนการแตกสลายดวยความรอน (Pyrolysis) 

      ไพโรไลซิส  เปนการเปลี่ยนสารหนึ่งไปเปนอีกสารอื่นโดยอาศัยความรอนที่

อุณหภูมิในชวง  450-850  องศาเซลเซียส     เมื่อไดรับความรอนไขมันจะเกิดการสลายตัวเปน

สารประกอบที่มีขนาดเล็กลง  แตวิธีการนี้มีขอเสียคือ  เครื่องมือมีราคาแพงมาก  และเมื่อผาน

กระบวนการไพโรไลซิสจะทําใหออกซิเจนถูกกําจัดออกไป  ทําใหเกิดผลเสียตอสภาพแวดลอม  

นอกจากนี้ กระบวนการนี้  มักจะเปนการผลิตเชื้อเพลิงที่มีสมบัติเหมือนแกสโซลีนมากกวาเกิด   

ไบโอดีเซล (Schwab  และคณะ, 1987) 

4) กระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชัน (Transesterification)   

            ทรานสเอสเทอริฟเคชันเปนปฏิกิริยาระหวางไตรกลีเซอไรดของไขมันสัตว  หรือ

น้ํามันพืชกับแอลกอฮอล  เพื่อเปลี่ยนรูปสารประกอบเปนสารประกอบเอสเทอร    โดยมีผลพลอย

ไดคือ   กลีเซอรอล  ดังสมการที่  2.1 (Fukuda, Kondo และ Noda, 2001) ซึ่งเปนปฏิกิริยา

ยอนกลับและการเติมแอลกอฮอลมากเกินพอมักจะใชเพื่อเปนการบังคับปฏิกิริยาใหเปลี่ยนเปน

ผลิตภัณฑ  สัดสวนโดยโมลของปฏิกิริยาเปนอัตราสวนของแอลกอฮอลตอน้ํามัน  คือ  3:1  ซึ่ง

ตัวเรงปฏิกิริยาที่ใชมีทั้งสารละลายกรด  สารละลายดาง  และเอนไซมไลเพส  (Soumanou  และ  
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Bornscheuer, 2003)     ในกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชัน  สวนใหญจะใชแอลกอฮอลที่มี

สายโซคารบอนส้ันที่สุดและเปนของเหลวที่มีข้ัวสูง  ซึ่งชวยเพิ่มอัตราเร็วในการทําปฏิกิริยากับ  ไตร

กลีเซอไรดไดมากที่สุด   

 

CH2-OOC-R1                   R1-COO-R’        CH2-OH 

CH-OOC-R2    +    3 R’OH     R2-COO-R’     +    CH-OH   ………..(2.1)          

CH2-OOC-R3                   R3-COO-R’           CH2-OH 

ตัวเรงปฏิกิริยา 

ไตรกลีเซอไรด      แอลกอฮอล                                แอลคิลเอสเทอร    กลีเซอรอล 

 
2.1.2 การผลิตแอลคิลเอสเทอรโดยใชไลเพส   

       การผลิตน้ํามันไบโอดีเซลโดยวิธีทางเคมีโดยใชกรดหรือเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยามี

ขอจํากัดดังนี้ คือ มีการทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิสูง  และมีความยุงยากในการแยกกลีเซอรอล  

ปจจุบันมีการศึกษาโดยใชไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยา  วิธีนี้มีขอไดเปรียบหลายประการกลาวคือ  

ปฏิกิริยาไมรุนแรง  สามารถเกิดปฏิกิริยาไดที่อุณหภูมิหอง  ปฏิกิริยามีความจําเพาะสูง  งายตอ

การแยกกลีเซอรอลไมมีกระบวนการลางที่ยุงยาก  แตการผลิตโดยใชไลเพสตองใชตนทุนสูงไม

สามารถนํามาใชซ้ําได  ดังตารางที่  2.1   (Fukada  และคณะ,  2001) ดวยเหตุนี้    การใชไลเพส

เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันจึงยังไมเปนที่นิยมนํามาใชผลิตระดับอุตสาหกรรมจึง

ตองมีการตรึงรูปเอนไซม  (enzyme  immobilization)  เพื่อใหสามารถนําเอนไซมกลับไปใชซ้ําได

หลายครั้งอยางตอเนื่อง  

ตารางที่  2.1  เปรียบเทียบกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยใชเบสและไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยา   

 เบส ไลเพส 

อุณหภูมิที่ใชทําปฏิกิริยา (°ซ) 60 - 70 30 - 40 

กรดไขมันอิสระที่อยูในวัตถุดิบ ผลิตภัณฑสบู เมทิลเอสเทอร 

น้ําที่อยูในวัตถุดิบ รบกวนปฏิกิริยา ไมรบกวนปฏิกิริยา 

ปริมาณของเมทิลเอสเทอร ปกติ สูง 

การเก็บกลีเซอรอล ยาก งาย 

การทําใหเมทิลเอสเทอรบริสุทธิ์ ลางซ้ํา ไมมี 

ราคาของตัวเรงปฏิกิริยา ถูก คอนขางแพง 
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2.2   เอนไซม  (Enzyme)  
         โดยปกติเอนไซมที่นํามาใชงานจะมีอยู  2  รูปแบบ  คือ   

1) เอนไซมอิสระ  หรือเอนไซมธรรมชาติ  (native  enzyme)   

2) เอนไซมดัดแปรง  (modified  enzyme)    

ปจจุบันมีการนําเทคโนโลยีของเอนไซมตรึงรูปมาใชมากขึ้น  เนื่องจากเอนไซมอิสระมีขอเสีย  

หรือขอจํากัดบางประการดังนี้   

1) ไมเสถียร 
2) ใชงานไดไมตอเนื่อง  หรือใชงานไดคร้ังเดียว 

3) การที่จะใหเอนไซมอิสระทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ  บางครั้งจําเปนตองทําเอนไซม

ใหบริสุทธิ์กอนการใชงาน 

4) สภาวะการทําปฏิกิริยาในบางปฏิกิริยาอาจไมเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
5) ผลิตภัณฑที่ไดจะมีการปนเปอนของเอนไซม 
6) คาใชจายสูงเมื่อนําไปใชในอุตสาหกรรม 

7) เอนไซมสวนใหญละลายไดในน้ําหรือสารละลาย  ดังนั้นจึงไมสามารถนําไปใชกับ   

เครื่องปฏิกรณตางๆ  เชน  fluidized  bed,  packed  bed  ในระบบตอเนื่อง 
 
2.3  ไลเพส   (Lipase) 
       ไลเพส (lipase)  เปนเอนไซมที่มีชื่อเรียกตามระบบ International Union of Biochemistry 

คือ กลีเซอรอลเอสเทอรไฮโดรเลส (glycerol-ester hydrolase) หรือ เอซิลกลีเซอรอลไฮโดรเลส 

(acylglycerol hydrolase)   มีชื่อตามรหัสวา  EC.3.1.1.3  เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส

โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดไดกรดไขมัน  และกลีเซอรอลเปนผลิตภัณฑ  พบวาไดกลีเซอไรดและ   

โมโนกลีเซอไรดบางชนิดก็สามารถใชเปนสารตัวกลางในปฏิกิริยาได  นอกจากนี้ยังสามารถ

ประยุกตใชไลเพสในกระบวนการสังเคราะห  ทําใหมีการนําไลเพสไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ  

ไดแก  อุตสาหกรรมอาหาร  เชน  ใชเปนตัวสรางกลิ่นและรส  อุตสาหกรรมการผลิตหนัง  เชน  ใช

กําจัดเศษเนื้อหรือเศษไขมันที่ไมตองการออกจากวัตถุดิบ    นอกจากนี้ยังใชบําบัดน้ําเสียจาก

แหลงชุมชน  เปนตน  (Macrae, 1983) 
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แหลงของเอนไซมไลเพส  (Sztajer และคณะ, 1988) 

1) จากสัตว  เชน  จากตับออน   

2) จากพืช  เชน  ขาวสาลี  ขาวโอต  ฝาย  ถั่วเหลือง  เปนตน 

3) จากจุลินทรีย  เชน  Aspergillus  niger ,  Candida  rugosa,  Pseudomonas  

species  เปนตน 

 

 นิยมใชเอนไซมไลเพสที่มาจากจุลินทรียเนื่องจากจุลินทรียเจริญเติบโตไดรวดเร็ว  เลี้ยงงาย

กวาสัตว  นอกจากนี้ยังสามารถเพิ่มผลผลิตไดอยางรวดเร็วโดยวิธีปรับปรุงพันธุกรรม  และยัง

สามารถปรับภาวะใหเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไดงายกวาพืช  

  
 2.3.1 ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพส 
 
 เอนไซมไลเพสสามารถเรงปฏิกิริยาได  2  แบบ  (Yamane, 1987)  คือ  

1) ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส  (Hydrolysis) 

 

 

R1-COO-R2       +     H-OH         R1-COOH     +   R2-OH               ……….(2.2) 

เอสเทอร                      น้ํา                         กรดคารบอกซิลิก    แอลกอฮอล 

 เอนไซมไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการสลายเอสเทอรดวยน้ําไดผลิตภัณฑเปนกรดคารบอกซิลิก  

และแอลกอออล  โดยปฏิกิริยานี้จะเกิดในสารละลายที่มีน้ําอยูในปริมาณมาก 

 

2) ปฏิกิริยาการสังเคราะห  (Synthesis) 

 ก.  ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน  (Esterification) 

        R1-COOH       +     R2-OH      R1-COO-R2       +     H-OH        ……….(2.3)     

  กรดคารบอกซิลิก    แอลกอฮอล                       เอสเทอร                     น้ํา   

 

 เอนไซมไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหเอสเทอร    โดยการแทนที่หมูไฮดรอกซิล  

(OH  group)  ของกรดคารบอกซิลิกดวยหมูแอลคอกซิล  (OR  group)  จากแอลกอฮอล 
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ข.  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  (Transesterification) 

 R1-COO- R2       +      R3-OH      R1-COO-R3     +   R2-OH        ……….(2.4)     

   เอสเทอร  A         แอลกอฮอล  A                    เอสเทอร  B       แอลกอฮอล  B  

 

 เอนไซมไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการแทนที่หมูแอลคอกซิล  (OR2  group)  จากเอสเทอร  A  

ดวยหมูแอลคอกซิล  (OR3  group)  จากแอลกอฮอล  A  ทําใหไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอร  และ

แอลกอฮอลชนิดใหม  

  

  ค.  ปฏิกิริยาอินเทอรเอสเทอรริฟเคชัน  (Interesterification) 

 

 

 

R1-COO- R2    +    R3-COO-R4     R1-COO-R3     +   R2-COO-R3       …(2.5)     

   เอสเทอร  A          เอสเทอร  B                          เอสเทอร  C          เอสเทอร  D 

เอนไซมไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนหมูแอลคอกซิล  (OR2  group  และ OR4  

group)  ระหวางเอสเทอร  2  ชนิด  ทําใหไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอรใหม  2  ชนิด   

 2.3.2 การทํางานของไลเพส   

 Macrse (1983)  แบงไลเพสจากจุลินทรียตามความจําเพาะตอตําแหนงบนไตรกลีเซอไรด

ออกเปน  3  กลุมดังนี้   

 กลุมที่  1  เปนไลเพสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด

ปฏิกิริยาจะดําเนินไปแบบสุม  จะมีการแลกเปลี่ยนหมูเอซิลไดทุกตําแหนงบนไตรเอซิลกลีเซอรอล  

เอนไซมกลุมนี้จะยอยไตรกลีเซอไรดไดสมบูรณ  ดังนั้นจะไดกรอไขมันและกลีเซอรอลเปน

ผลิตภัณฑ  แตอาจพบไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรดเปฯอินเตอรมีเดียทในปฏิกิริยาได  

ตัวอยางของเอนไซมกลุมนี้ไดแกเอนไซมไลเพสจาก  Candida  cylindracea, Corynebacterium  

acnes,  Staphylococcus aureus  และ  Pseudomanas fluorescens   

 กลุมที่  2  เปนไลเพสที่มีความจําเพาะตอตําแหนง   1  และ  3   บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด  

และไดผลิตภัณฑคือ  กรดไขมัน  1,2 (2,3)  ไดกลีเซอไรด  และ  2 – โมโนกลีเซอไรด  แต (1,2) , 

(2,3) – โมโนกลีเซอไรด  เปนสารประกอบชนิดไมคงตัว  ถามีการปลอยใหเกิดปฏิกิริยานานอาจจะ

มีการยายหมูเอซิลทําใหได  1,3- ไดกลีเซอไรด  และ  1(3)  -  โมโนกลีเซอไรด  ซึ่งถูกยอยสลายได
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สมบูรณโดยกรดไขมัน  และกลีเซอรอล  เอนไซมไลเพสที่อยูในกลุมนี้ไดแก  Aspergillus niger , 

Mucoro javanicus  และในพวก  Rhizopus  อีกหลายสปชีส   

 กลุมที่  3  เปนไลเพสที่มีความจําเพาะตอชนิดกรดไขมันบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดซึ่ง

เอนไซมจากจุลินทรียทั่วไปไมมีคุณสมบัติขอนี้  ยกเวนเอนไซมจากจุลินทรียบางพวกความสามารถ

ในการเรงปฏิกิ ริยาที่แตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของไลเพส   เชน  ไลเพสจาก  Penicillium  

cyclopium  เรงปฏิกิริยาไดสูงสุดเมื่อสารตั้งตนเปนโมโนเอซิลกลีเซอรอลแตถามีไดเอซิลกลี-         

เซอรอลหรือไตรเอซิลกลีเซอรล  ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาจะลดต่ําลง  

2.4 เอนไซมตรึงรูป  (Immobilized  enzyme)   

      เอนไซมตรึงรูป  หมายถึง  เอนไซมที่ถูกทําใหอยูในขอบเขตที่จํากัด อาจมีการสรางพันธะ

หรือไมมีก็ไดโดยเอนไซมนั้นยังคงมีกิจกรรมอยู  การที่เอนไซมตรึงรูปจะมีสมบัติในการไมละลาย

น้ําจึง สามารถนํากลับมาใชไดหลายครั้งและยังสามารถนําไปใชในระบบตอเนื่องได    

2.4.1 กระบวนการตรึงเอนไซม 

 กระบวนการตรึงเอนไซมมี  3  วิธี    (Kennedy  และ  Cabral, 1987)  ไดแก   

 2.4.1.1.  วิธีการยึดติดกับตัวค้ําจุน  (Carrier  binding  method)  คือการเชื่อมระหวาง

เอนไซมกับตัวค้ําจุนที่ไมละลายน้ําหรือตัวทําละลายบางชนิด  วิธีเชื่อมกับตัวค้ําจุนแบงเปน 

 1)  วิธียึดติดโดยการดูดซับทางกายภาพ  (Physical  adsorption  method)   

   

  วิธีการตรึงเอนไซมดวยการดูดซับไวที่ผิวของตัวค้ําจุนที่เปนของแข็งจัดเปนวิธีที่งาย

ที่สุด  หลักการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้คือ  การใชแรงแวนเดอรวาลส  (van  der  Waals)  วิธีการ

ในทางปฏิบัตินั้นจะผสมเอนไซมในชวงเวลาตาง  ๆ โดยวัดกัมมันตภาพของเอนไซมตรึง             

เมื่อเอนไซมถูกตรึงไวมากที่สุดจึงทําการแยกเอนไซมตรึง  ดวยการหมุน  (centrifugation)  หรือ

กรอง  (Nelson  และ  Griffin  ,1976)  ดังรูปที่  2.1  (ก) 

 

  เนื่องจากในการตรึงเอนไซมไมมีความวองไวตอการเกิดปฏิกิริยาตาง ๆ  ดงันัน้จงึทาํ

ใหการเปลี่ยนแปลงในรูปรางของเอนไซมเกิดขึ้นนอยมากหรือไมมี  ความสามารถในการดูดซับของ

เอนไซมจากการตรึงดวยวิธีนี้จะขึ้นอยูกับพีเอชของตัวทําละลาย  ความเขมขนของไอออนใน
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สารละลาย  ความเขมขนของเอนไซม ตัวค้ําจุน  และอุณหภูมิ  การควบคุมสภาวะตาง ๆ  เหลานี้ที่

เหมาะสมจะชวยทําใหมีการดูดซับเอนไซมไดดีและรักษากัมมันตภาพของเอนไซมไวได  แมวา

เอนไซมจะถูกจับไวดวยแรงดึงดูดที่คอนขางออน  เชน  พันธะไฮโดรเจน  แรงแวนเดอรวาลส  แรง

ไฮโดรโฟบริค  เปนตน 

 

  ปจจัยสําคัญที่สุดที่จะมีผลตอปริมาณของเอนไซมที่ถูกดูดซับไวบนผิวของตัวค้ําจุน  

ไดแก  ความเขมขนของเอนไซมที่สัมผัสกับหนึ่งหนวยพื้นที่ของตัวค้ําจุนในระหวางกระบวนการ

ตรึง กัมมันตภาพของเอนไซมตรึงจะเพิ่มข้ึนเมื่อมีความเขมขนของเอนไซมที่ใชสูงขึ้นจนกระทั่งถึง

จุดอิ่มตัว  หลังจากนั้นกัมมันตภาพของเอนไซมตรึงจะลดลงแมวาความเขมขนของเอนไซมที่ใชจะ

เพิ่มมากขึ้น   เวลาและอุณหภูมิในกระบวนการตรึงจะมีความสําคัญตอการดูดติดของเอนไซม  

โดยเฉพาะอยางยิ่งในกรณีที่ใชสารพาหะที่มีรูพรุน  ทั้งนี้เนื่องจากในสารพาหะชนิดนี้จะมีการ

แพรกระจาย  (diffusion)  สูง  

  

 2)  วิธียึดติดดวยพันธะไออนิก   (Ionic  binding  method) 

 

       หมายถึง  การเชื่อมระหวางโปรตีนของเอนไซมกับตัวค้ําจุนที่ไมละลายใน

สารละลายปฏิกิริยาโดยใชพันธะไอออน 

 

3) วิธียึดติดดวยพันธะโควาเลนต  (Covalent  binding) 

  

     หมายถึง  การเชื่อมพันธะระหวางเอนไซมกันตัวค้ําจุนดวยพันธะโควาเลนต   ซึ่ง

เปนพันธะที่เกิดจากอะตอมรวมกันโดยการถายเทอิเล็กตรอนอยางสมบูรณและอะตอมใช

อิเล็กตรอนรวมกัน  เชน  พันธะในโมเลกุล  H2 ,  O2 ,  Cl2  เปนตน  เรียกวา  พันธะโคเวเลนต  หรือ

เรียกใหเต็มวา  พันธะโควาเลนตไมมีข้ัว  (non-polar  covalent  bond)  ซึ่งหมายถึงวา  ไมมีข้ัว

ประจุในโมเลกุลที่เกิดพันธะเพราะอิเล็กตรอนคูใชรวมกัน  และกระจายอยางสมมาตร  ดังรูปที่  

2.1 (ข) 

     ในโมเลกุลเหลานี้  อะตอมทั้งสองที่เกิดพันธะจะใชอิเล็กตรอนรวมกัน  1  คู  ซึ่ง

มาจากอิเล็กตรอนของแตละอะตอม  อยางละ  1  อิเล็กตรอน  เรียก  พันธะเดี่ยว  (single  bond)  

เนื่องจากการเกิดพันธะโควาเลนตตองผานขั้นตอนของการสลายของพันธะโควาเลนตเดิม  ดังนั้น

พลังงานการสลาย  (dissociation  energy)  ยิ่งสูง   
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     โมเลกุลใหมที่ไดจะมีพันธะโควาเลนตที่แข็งแรง  และเสถียรมากดวย  ดวยเหตุนี้

ภาวะของปฏิกิริยาการเกิดพันธะโควาเลนตจึงคอนขางรุนแรง  และมีผลโดยตรงตอบริเวณเรงของ

เอนไซม  และโครงรูปสามมิติดวย  ผลกระทบดังกลาวมีทั้งชวยทําใหแอกทิวิตีสูงขึ้นและลดลง  

ข้ึนอยูกับภาวะการตรึงรูป   

 

                 2.4.1.2  วิธีการเชื่อมขวาง  (Cross-linking  method)  คือ  การที่เอนไซมจะถูกตรึงรูป

ไดโดยการสรางพันธะระหวางโมเลกุลของเอนไซมโดยไมตองใชตัวค้ําจุน  ดังรูปที่  2.1  (ค) 

 2.4.1.3  วิธีการหอหุม  (Entrapping  method)  แบงไดเปน  

     1)  วิธีการหอหุมเอนไซมในชองตาขาย  (Lattice  type  method)  วิธีนี้เปน

การบรรจุเอนไซมในชองวางตาขายพอลิเมอร  ดังรูปที่  2.1  (ง) 

2) วิธีการหอหุมเอนไซมในแคปซูลขนาดเล็กระดับไมโคร  (Microencap- 

sulation  method)  วิธีนี้เปนการบรรจุเอนไซมดวยเยื่อบางๆ  ที่ยอมใหสารซึมผานได                

ดังรูปที่  2.1  (จ) 
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 พันธะโควาเลนต 

 

 

 
(ข) พื้นผิวตัวค้ําจุน 

(ก) พื้นผิวตัวค้ําจุน 

 

 

 โมเลกุลเอนไซม 

(ค)  

 

 

ชองตาขายของตัวค้ําจุน ชองตาขายของตัวค้ําจุน แคปซูล 

 

 

 (จ) 

   
(ง) 

 
รูปที่ 2.1  กระบวนการตรึงเอนไซม (ก) วธิียึดติดโดยการดูดซับทางกายภาพ   

                (ข) วิธยีึดติดดวยพันธะโควาเลนต  (ค) วิธีการเชื่อมขวาง   

                (ง) วิธกีารหอหุมเอนไซมในชองตาขาย   

                (จ) วิธกีารหอหุมเอนไซมในแคปซูลขนาดเล็กระดับไมโคร     

ที่มา  :  (http://www.rsc.org/ej/AN/2001/b008311i/b008311i-f5.gif) 

หมายเหต ุ       แทน  โมเลกุลของเอนไซม 

 

http://www.rsc.org/ej/AN/2001/b008311i/b008311i-f5.gif
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    2.4.2  ตัวคํ้าจุนสําหรับการตรึงเอนไซม 

     องคประกอบที่สําคัญของการตรึงเอนไซมไดแก  เอนไซม  ตัวค้ําจุน  และวิธีที่ทําให

เอนไซมยึดติดกับตัวค้ําจุน  สารที่ใชเปนตัวค้ําจุนนี้จะมีความสําคัญตอประสิทธิภาพในการใชงาน

ของเอนไซมตรึง  (กัมมันตภาพ  และความเสถียรของเอนไซม)  ไมมีตัวค้ําจุนชนิดใดที่สามารถใช

ตรึงเอนไซมไดทุกรูปแบบ   (ภาวิณี, 2531) 

      อยางไรก็ตามโดยทั่วไปตัวค้ําจุนที่ดีควรจะมีลักษณะจําเพาะดังตอไปนี้   

- มีพื้นผิวที่มากเพื่อใชสําหรับการจับยึด 

- มีการซึมผานไดของสาร 

- โมเลกุลประกอบดวยสวนที่มีสมบัติไมชอบน้ํา  

- ไมละลายน้ํา 

- เสถียรตอสารเคมี  ความรอนและแรงกระทบ 

- มีรูปรางและขนาดที่พอเหมาะ 

- มีความตานทานตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย 

- นํากลับมาใชใหมไดอีก   

     ในการนําไปใชงานนั้น  ควรจะพิจารณาถึงสมบัติของตัวค้ําจุนตรึงในสวนของพื้นที่ผิว  

รูปราง  องคประกอบและการดัดแปร  เปนตน   

       ตัวค้ําจุนอาจจะจําแนกไดเปน  2  ประเภท  สารอินทรียและสารอนินทรีย  แตการ

จําแนกพวกเชนนี้ยังไมเพียงพอตอการบงชี้ถึงความสามารถในการจับยึดเอนไซม  สมบัติที่จะบอก

ความสามารถนี้ไดคือ  พื้นที่ผิวและขนาดรูพรุน  (pore  size)   

2.4.2.1 ตัวค้ําจุนที่มีรูพรุน   

        การที่สารอินทรียหรือสารอนินทรียมีลักษณะเปนรูพรุนจะทําใหสารเหลานี้มี

พื้นที่ผิวมากขึ้นเมื่อเปรียบกับสารที่ไมมีรูพรุน เปรียบเทียบในปริมาณ  1  หนวยน้ําหนัก ดังนั้นสาร

ที่มีรูพรุนจะสามารถจับเอนไซมไวไดมาก  ซึ่งลักษณะเชนนี้ทําใหการประยุกตในทางอุตสาหกรรม

ไดผลดี  อยางไรก็ตาม  สารที่มีรูพรุนจะมีขอเสียเนื่องจากเนื้อที่ภายในรูพรุนที่เอนไซมถูกตรึงนั้น

จะตองมีของรูพรุนที่ใหญเพียงพอสําหรับใหโมเลกุลของสับสเตรตผานเขาไปทําปฏิกิริยา  และใน

ขณะเดียวกันใหสารผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจะตองผานออกไปไดโดยสะดวก  ทั้งนี้เพื่อลดปญหาการ

แพรกระจายของสับสเตรตและสารผลิตภัณฑ  
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2.4.2.2 ชนิดของตัวค้ําจุน   

                    ส่ิงที่ตองคํานึงถึงในการเลือกใชตัวค้ําจุน  คือ (1) เสถียรภาพของวัสดุ    (2) 

ความเขากันไดกับเอนไซม (3) ความเขากันไดกับสับสเตรตและวัสดุอ่ืนที่ใชในกระบวนการผลิต  

ชนิดของวัสดุค้ําจุนที่ใชสําหรับตรึงเอนไซม   (ตารางที่  2.2 )   

 

ตารางที่  2.2  ชนิดของวัสดุค้ําจุนที่ใชสําหรับตรึงเอนไซม (Laskin  และคณะ, 1985)  

    

ชนิดของวสัดุคํ้าจุน ตัวอยาง 

ตัวค้ําจุนอนิทรีย พอลิเอสเทอร ไนลอน ฟอรมาดีไฮดเรซิน อะคริลิก 

ตัวค้ําจุนพอลิเมอรธรรมชาติ เซลลูโลส พอลิเด็กซแทรน อะกาโรส คอลลาเจน ไคติน 

ตัวค้ําจุนอนินทรีย เม็ดแกว สแตนเลส โลหะออกไซด ทราย 

 

2.4.3 พอลิเมอรธรรมชาติ 

    ตัวค้ําจุนที่นํามาใชในการตรึงเอนไซมสวนมากจะมีโครงสรางพื้นฐานเปนพอลิแซ็ก-      

คาไรดซึ่งเปนพอลิเมอรธรรมชาติ  โดยเฉพาะอยางยิ่งพอลิแซ็กคาไรดที่ไดจากสาหราย  (algae)  

และเซลลูโลส  (cellulose)  จะนิยมนํามาตรึงเอนไซมดวยวีธียึดติดและดวยพันธะโควาเลนต   

 กลุมไฮดรอกซิลของพอลิแซ็กคาไรดจะถูกกอกัมมันต  (activate)  ไดโดยตรงดวยการใช

สารกอกัมมันต  (activating  agent) โดยกลุมอิเล็กโทรไฟล  (electrophillc  group)   ของสาร

กอกัมมันตจะเขาแทนที่ไฮโดรเจนของกลุมไฮดรอกซิลในโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรด  ทําให

อนุพันธเชิงกัมมันต  (active  derivative)  ของพอลิแซ็กคาไรดซึ่งจะมีความวองไวตอการยึด

เอนไซม     

 เซลลูโลส (cellulose)  เปนสารชนิดหนึ่งในบรรดาสารที่ใชเปนตัวค้ําจุนในระยะแรกของ

การตรึงเอนไซมดวยพันธะโคเวเลนท  โครงสรางทางเคมีประกอบดวยหนวยของ      ß – D – 

glucopyranosyl  ที่เชื่อมกันดวยพันธะ  ß (1,4)  ดังรูปที่  2.2  และถามีพันธะไฮโดรเจนเชื่อม

ภายในลูกโซนี้จะเรียกวา  “elementary  fiber”  ซึ่งมีโครงสรางที่เปนระเบียบมากเมื่อทําการตก

ผลึก   
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   แมวากลุมไฮดรอกซิลของเซลลูโลสจะมีความวองไวไมเพียงพอสําหรับการตรึงเอนไซม

ดวยพันธะโควาเลนต แตจะทําปฏิกิริยาของเซลลูโลสนั้นตองอาศัยองคประกอบตาง ๆ ซึ่งไดแก 

ความสามารถในการตกผลึก  ความสามารถในการพองตัวในสารละลายที่มีการ       กอกัมมันต  

ธรรมชาติ  และขนาดของโมเลกุลเอนไซม  (Sharp  และคณะ, 1969) 

 

   เซลลูโลสมีสมบัติที่เหมาะสมตอการใชงาน  ซึ่งไดแก   

- ไมถูกทําลายดวยจุลินทรีย   
- รูปรางและขนาดของเสนใยสามารถนําไปใชงานไดสะดวก  

- สามารถทําใหเปนเม็ดที่มีรูพรุนขนาดใหญ  ซึ่งจะทําใหมีการซึมผาน
ของสารละลายสับสเตรตไดเปนอยางดี  (Chen  และ  Tsao, 1976) 

- มีรูพรุน 

- คงทนตอแรงกระทบ 

- มีความจุเอนไซมไดมาก 

- ราคาถูก 

รูปที่  2.2  โครงสรางทางเคมีของโมเลกุลเซลลูโลส  (วีระศักดิ์ , 2542) 
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2.5 งานวจิัยทีเกีย่วของ 

        Nelson  และคณะ (1996)  ไดทําการศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวย

แอลกอฮอลสายสั้น  (Short-chain  alcohols)  โดยแบงการทดลองออกเปน  4  ชุด  ชุดแรกใช  

(primary  alcohol) ไดแก เมทานอล เอทานอล โพรพานอล บิวทานอล และไอโซบิวทานอล       

โดยมีเฮกเซนเปนตัวทําละลาย  ชุดที่สองใชเมทานอล  ชุดที่สามใช  เอทานอล  เขารวมในปฏิกิริยา

โดยทั้งสามชุดการทดลองใชไลเพสจาก  M .miehel (Liposome  IM60)  พบวามีรอยละของ

ผลิตภัณฑที่ไดสูงสุดเทากับ  94.8 - 98.5  สวนชุดที่ส่ีใช แอลกอฮอลทุติยภูมิ (secondary  

alcohol) ไดแก ไอโซโพรพานอล และ 2-บิวทานอล   เขารวมในปฏิกิริยาโดยใชไลเพสจาก  

C.antarctica  (SP435)  และมีเฮกเซนเปนตัวทําละลาย  พบวามีรอยละของผลิตภัณฑที่ไดเทากับ  

61.2 - 83.8 

         Kaieda  และคณะ  (1999)  ศึกษาการเติมเมทานอลตอปฏิกิริยาเมทาโนลิซิสโดยใชสารตั้ง

ตนที่มีสวนผสมระหวางน้ํามันถั่วเหลืองและเมทานอลอัตราสวนโดยโมลคือ  1:1  โดยใชไลเพสจาก  

Rhizopus  oryzae  พบวาเมื่อเติมเมทานอลครั้งละ  1  โมล  อีกสองครั้งหลังจากเติมสารตั้งตน

เร่ิมตน  สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดเพิ่มข้ึนและปริมาณกรดไขมันที่ไดจากปฏิกิริยาการยอย

สลายลดลง  นอกจากนี้ยังศึกษาปริมาณน้ํา  โดยใชเอนไซม  210  ยูนิต  เติมน้ําใหไดสารละลาย

เอนไซม  0.6 0.9 1.2 1.5 1.8 2.4 3.0 6.0  และ  9.0  มิลลิลิตร  พบวาเมื่อเวลาที่ใชสารละลาย

เอนไซม  1.2 - 9.0   มิลลิลิตร  (ปริมาณน้ํา  4-30  %  ของสารตั้งตน)  สามารถผลิตเมทิลเอสเทอร

ไดเพิ่มสูงถึงรอยละ  80 - 90  

 

         Shimada  และคณะ  (1999)  ศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิตอปฏิกิริยาเมทาโนลิซิสของ

น้ํามันพืชโดยไลเพสจาก  C. antarctica  ศึกษาที่อุณหภูมิ  20 30 40 50  และ  60  องศาเซลเซยีส  

พบวาหลังจากปฏิกิริยาดําเนินไป  6  ชั่วโมง  เมื่อเพิ่มอุณหภูมิคารอยละของผลผลิตจะเพิ่มข้ึนและ

เมื่อปฏิกิริยาดําเนินไป  24  ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  คารอยละของผลผลิตมาก

ที่สุดเทากับ  29.9  แตเมื่อเพิ่มอุณหภูมิมากกวา  60  องศาเซลเซียส  การผลิตเมทิลเอสเทอรจะ

ลดลง  สวนการศึกษาผลของน้ําตอปฏิกิริยาเมทาโนลิซิสโดยใชสารตั้งตน  10  กรัม  ปริมาณน้ําใน

ปฏิกิริยารอยละ  0.2 0.4 0.6  และ  0.8  เปอรเซ็นต  ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  

โดยเก็บตัวอยางที่เวลา  6  และ  24  ชั่วโมง  พบวาเมื่อปริมาณน้ําเพิ่มข้ึน  คารอยละของผลผลิต

จะลดลง   
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 Dossat  และคณะ  (2002)  ศึกษาปฏิกิริยาแอลกอฮอลลิซิสของน้ํามันเมล็ดดอกทานตะวัน

โดยใชเอนไซมตรึงรูปในสารละลายอินทรียเฮกเซน  ใชแบบจําลองแบบ  Ping  Pong  Bi  Bi  เพื่อ

อธิบายจลนศาสตรของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  พบวาเมื่อใชสารตั้งตนในอัตราสวนโดย

โมลของน้ํามันตอเมทานอลเทากับ  1 : 3  จะใหปริมาณเอสเทอรสูงสุดเทากับ      รอยละ  65   

 

 Kose  และคณะ  (2002)  ศึกษาปฏิกิริยาแอลกอฮอลลิซิสของน้ํามันเมล็ดฝายโดยใชไลเพส

จาก  C.antarctica  สภาวะที่เหมาะสมในการทดลองคือ  ความเขมขนเอนไซม  30  เปอรเซ็นต

ของน้ําหนักน้ํามัน  อัตราสวนระหวางน้ํามันและแอลกอฮอล  เทากับ  1:4  ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  

50  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  7  ชั่วโมง  ไดผลผลิตสูงสุดเทากับ  รอยละ 91.5     

 

 Chiou  และ  Wu  (2003)  ศึกษาการตรึงรูปไลเพสที่ไดจากยีสต  C.rugosa  บนไคโตซาน

ตรงตําแหนงของหมูอะมิโนและไฮดรอกซิล    โดยกระตุนหมูไฮดรอกซิลดวยสารชวยประสาน  

(coupling  agent)  ประเภทคารโบไดอิไมด  (carbodiimide)  พบวาไลเพสตรึงรูปทั้งแหงและ

เปยกยังคงมีแอคติวิตีสูงถึง  78%  และ  85%  ตามลําดับ  หลังจากใชซ้ํา  10  คร้ัง 

 

 Hung  และคณะ  (2003)  ศึกษาการนําไคโตซานมาประยุกตใชเปนตัวค้ําจุนเพื่อใหได

เอนไซมที่มีแอคติวิตีสูงและมีความเสถียรเพิ่มข้ึนดวย  โดยทําการตรึงรูปไลเพสที่ไดจากยีสต  

Candida  sp.  บนไคโตซานตรงตําแหนงของหมูอะมิโนและไฮดรอกซิล  เรียกเทคนิคนี้วา  “binary  

immobilization”   ไลเพสจะตรึงกับไคโตซาน  โดยเกิดการกระตุนที่หมูไฮดรอกซิลดวยสารประเภท

คารโบไดอิไมด  พรอมทั้งเกิดการเชื่องขวาง  (cross-linking)  มากกวาที่หมูอะมิโนกับกลูทารอล-  

ดีไฮด ผลที่ไดพบวาภายใตภาวะที่เหมาะสม ผลผลิตที่ไดจะมีปริมาณโปรตีน (protein  loading) 

287.2 μg/g-chitosan   และมีแอคติวิตี 13.8 U/g-chitosan 

 

 Soumanou  และ  Bornscheuer  (2003)  ศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวาง

น้ํามันเมล็ดดอกทานตะวันกับเมทานอล  ผลของไลเพสจากจุลินทรียชนิดตางๆ   ทั้งจาก ไลเพส

อิสระ และ ไลเพสตรึงรูป ที่ใชเปนตัวเรง พบวาในปฏิกิริยาที่มีสารละลายอินทรีย  (เฮกเซนและ

ปโตรเลียมอีเทอร) จะใหผลิตภัณฑไดสูงถึง รอยละ 80 จาก P. fluoresens  ใชเวลาในการทํา

ปฏิกิริยา  24  ชั่วโมง  ในขณะที่ปฏิกิริยาที่ไมใชสารละลายอินทรียพบวาใหผลิตภัณฑไดสูงสุดถึง

มากกวารอยละ  90   ที่อัตราสวนของน้ํามันตอเมทานอล  เทากับ  1:4.5  จาก P.fluoresens  

เชนกัน  เนื่องจากถาอัตราสวนของเมทานอลมากกวานี้จะทําใหเอนไซมเสียสภาพการทํางาน  และ
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ไดทําการทดลองเพื่อลดผลของเมทานอลตอการเสียสภาพของเอนไซม  โดยวิธีการเติมเปนขั้น

ทั้งหมด  3  ข้ัน  พบวาสามารถเพิ่มผลิตภัณฑได 

 

 Iqbal  และ  Saeed  (2005)   ศึกษาการพัฒนาเทคนิคใหมโดยใชเสนใยจากตนมะละกอ

เปนตัวค้ําจุน  พบวาไมเปนอันตรายตอการเจริญเติบโตและแอคติวิตีของเอนไซม  เมื่อนําเอนไซม

ตรึงรูปมาใชซ้ํา  5  คร้ัง  คร้ังละ  7  วัน  แอคติวิตียังคงสูงถึงรอยละ  95  โดยไมเกิดการสลายตัว

ระหวางการใชงาน 

 

 Nie  และคณะ  (2006)   ศกึษาการตรึงรูปไลเพสที่ไดจากยีสต  Candida  sp.  บนเมมเบรน

ที่ทําจากฝาย  (cotton  membrane)  เพื่อใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  พบวาสามารถ

ผลิตไบโอดีเซลไดสูงถึง รอยละ 96   

 

 Yang  และคณะ  (2006)  ศึกษาการตรึงรูปเอนไซมไลเพสที่ไดจากยีสต  Candida  sp.  

99-125  ดวยวิธีการตรึงรูปแบบดูดซับทางกายภาพ    โดยใชตัวค้ําจุนเรซินที่มีลักษณะเปนรูพรุน  

(macroporous  resin)  ผลที่ไดพบวาเรซินที่ไมมีข้ัวใหประสิทธิภาพการตรึงสูงถึง  รอยละ 97.3   

 

 



 

บทที่  3 

วิธีการทดลอง 

3.1 วัสดุ  อุปกรณ  และสารเคมี 
 

3.1.1 สารเคมี 
 

ตารางที่ 3.1  ชนิด  หนาที่  และที่มาของสารเคมีที่ใชในงานวิจัย 
 
สารเคม ี หนาที ่ ที่มา 

เมทานอล   (Methanol) 

 

เปนสับสเตรต แล็ปสแกน, เกรด  HPLC,  

SN C 2517 U, ประเทศไทย 

เอทานอล  (Ethanol) วัดแอคติวิตี  (ละลายพารา

ไนโตรฟนิล ปาลมมิเตต) 

เมิรก, เกรดวิเคราะห,  

สหพนัธสาธารณรัฐเยอรมน ี

ไบโอเอทานอล  (Bioethanol) เปนสับสเตรต ประเทศไทย 

โบไวนซีรัมอัลบูมิน (bovine serum 

albumin,BSA) 

วิเคราะหปริมาณโปรตีน เมิรก,  

สหพนัธสาธารณรัฐเยอรมน ี

สารวิเคราะหแบรดฟอรด 

(Bradford  reagent) 

วิเคราะหปริมาณโปรตีน Bio-rad 

 

พาราไนโตรฟนิล ปาลมมิเตต 

(p-nitrophenyl palmitate) 

วัดแอคติวิตี Sigma-Aldrich, เกรด

มาตรฐาน, สหรัฐอเมริกา 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต

แอนไฮดรัส  (di-Potassium 

hydrogen phosphate anhydrous) 

บัฟเฟอร   Scharlau, เกรดวิเคราะห, 

ราชอาณาจกัรสเปน 

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต

(Potassium dihydrogen 

phosphate) 

บัฟเฟอร   เมิรก, เกรดวิเคราะห,  

สหพนัธสาธารณรัฐเยอรมน ี
 

โซเดียมคารบอเนต (Sodium 

carbonate) 

วัดแอคติวิตี Ajax ,Finechem, ออสเตรีย 
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ตารางที ่3.1  (ตอ) 
 

สารเคม ี หนาที ่ ที่มา 

บัฟเฟอรทริส (tris-HCl) วัดแอคติวิตี 
 

Scharlau, เกรด

วิเคราะห,

ราชอาณาจกัรสเปน 

อะซิโตไนไตร  (Acetonitrile) 

 

 

เทคนิคโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

แล็ปสแกน, เกรด  

HPLC, SN C 2502 U, 

ประเทศไทย 

2-โพรพานอล  

(2-propanol:CH3CHOH) 

เทคนิคโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

แล็ปสแกน, เกรด  

HPLC, 

ประเทศไทย 

เฮกเซน (hexane) เทคนิคโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

แล็ปสแกน, เกรด  

HPLC, 

ประเทศไทย 

กรดฟอรมิค (formic acid) เทคนิคโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

Scharlau, เกรด

วิเคราะห,  

ราชอาณาจกัรสเปน 

อีโคเซน  (Eicosane) สารมาตรฐาน  (เทคนิคโคร-

มาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสงู) 

Sigma-Aldrich, เกรด

มาตรฐาน, 

สหรัฐอเมริกา 

เฮปเทน  (Heptane) ตรึงเอนไซม แล็ปสแกน, เกรด

วิเคราะห,ประเทศไทย 

1-เอทิล-3-(3-ไดเมทิลอะมิโนโพรพิล- 

คารโบไดอิไมด(1-Ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimid,  

EDC) 

ตรึงเอนไซม Sigma-Aldrich,  

เกรดมาตรฐาน, 

สหรัฐอเมริกา 
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ตารางที ่3.1  (ตอ) 
 

สารเคม ี หนาที ่ ที่มา 

กรดอะซิติก  (Acetic acid)   เทคนิคโครมาโทกราฟ

แบบชั้นบาง 
 

BDH Chemical, เกรด

วิเคราะห, สหราชอาณาจกัร 

เอทิลอะซิเตต (Ethyl acetate) เทคนิคโครมาโทกราฟ

แบบชั้นบาง 

 

BDH Chemical,  เกรด

วิเคราะห, สหราชอาณาจกัร 

กรดซัลฟวริก (Sulfuric acid) เทคนิคโครมาโทกราฟ

แบบชั้นบาง 
 

RIEDEL-DE-HAEN, 

Approx 95-97%, สหพนัธ

สาธารณรัฐเยอรมน ี
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3.1.2 วัสดุ  
 

ตารางที่ 3.2 ชนิด  และที่มาของวัสดุที่ใชในงานวิจัย 
 
วัสดุ ที่มา 

เอนไซมไลเพส  (Lipase (EC3.1.1.3) 

(Candida rugosa) 

Sigma-Aldrich , SN  31K1842, 

สหรัฐอเมริกา 

เอนไซมไลเพสตรึงรูป (Novozym 435 )         

(Candida antarctica) 

 Novozymes, LC 200206, 

ราชอาณาจกัรเดนมารก 

เอนไซมไลเพสตรึงรูป  (Lipozyme RM IM) 

(Rhizomucor miehei) 

RM IM Novozymes, LUX 00205, 

ราชอาณาจกัรเดนมารก 

น้ํามนัปาลม (palm oil) มรกต อินดัสตร้ีส จํากัด, ประเทศไทย 

ตนกกแหง นครราชสีมา, ประเทศไทย 

ฟางขาวแหง สุพรรณบุรี, ประเทศไทย 

กระจูดแหง นครราชสีมา,ประเทศไทย 

ผักตบชวาแหง นครปฐม,ประเทศไทย 

กาบกลวยแหง   นครราชสีมา,ประเทศไทย 

กานกลวยแหง นครราชสีมา,ประเทศไทย 

    

           



 3.2.1  ขอบเขตการทดลอง 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคที่จะทําการปรับปรุงเสนใยพืชเหลือใช      เพื่อใชเปนตัวค้ําจุน    

ไลเพสที่ไดจากยีสต Candida rugosa   พรอมทั้งศึกษาสมบัติทางกายภาพ ตรวจสอบลักษณะ

สัณฐานวิทยา ทําการตรึงรูปเอนไซม และทดสอบประสิทธิภาพของไลเพสตรึงรูปในการเรง

ปฏิกิริยาเพื่อนํามาใชในการผลิตไบโอดีเซล และทดสอบความสามารถในการนํามาใชซ้ํา 

  

 

 

3.2  วิธีการดําเนินงานวิจัย 

 

 

 
3.1.3 อุปกรณ 

 
ตารางที่ 3.3 ชนิด  และที่มาของอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 
 
อุปกรณ ที่มา 

เครื่องชั่งแบบละเอียด Sartorius, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมน ี

เครื่องชั่งอินฟราเรด เอแอนดดีจํากดั, AND  AD-4715, 

ญี่ปุน 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง  ANTHOS Zenyth 200 Microplate 

Spectrophotometer 

เครื่องปนเหวีย่ง 

(micro refrigerated centrifuge)       

Kubota 3700, ญี่ปุน 

 

เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

(HPLC)       

Shimadzu LC-20A series, ญี่ปุน 

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด           

(Scaning Electron Microscope:SEM)   

Jeol , รุน  JSM-5800LV   

 

เครื่องกวน   (Rotator mixer) Finepcr, Bio – Active      

เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ประเทศไทย 

เครื่องบดละเอียด                                              Fritsch, pulverizer  รุน  T15,  

สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี 
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ทดสอบการดดูความชืน้ 

ตรวจสอบดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบชัน้บาง 
ใชบัฟเฟอรเปนสารตัวกลาง 

ใชเฮปเทนเปนสารตัวกลาง 

กระตุนดวย  EDC -  วัดแอกทิวิต ีและ  ปริมาณโปรตีน 

-  ตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 

ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน 

(ไบโอเอทานอลเปนสับสเตรต) 

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชัน 

ทดสอบความสามารถของไลเพสตรึงรูปในการเปนตัวเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหไบโอดีเซลกอนและหลังการใชซ้าํ   

และตรวจสอบปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทอร 

ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน 

(เมทานอลเปนสับสเตรต) 

คัดเลือกเสนใยพืช 

ตรึงรูปไลเพส 

ทดสอบประสทิธิภาพตัวค้ําจุน 

ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

25 

เสนใยพชื 

รูปที่  3.1  ขอบเขตการทดลอง 



    

 

  26 
3.2.2 วิธีการทดลอง 

3.2.2.1  คัดเลือกเสนใยพืชที่เหมาะสมเปนตัวคํ้าจุน 
1)  การเตรียมเสนใยพืช  ไดแก  ตนกก  ฟางขาว  กระจูด  ผักตบชวา  กาบกลวย  

และกานกลวย  โดยเตรียมเปน  2  รูปแบบ  รูปแบบที่หนึ่งนํามาตัดเปนทอนยาวประมาณ            

0.5  เซนติเมตร  สวนรูปแบบที่สองไดแกการนําเสนใยพืชไปบดละเอียดดวยเครื่อง  pulverizer    

รุน  T15  โดยใชตะแกรงเบอร  0.25  จะไดผงละเอียดขนาดไมเกิน 0.25  มิลลิเมตร   

 

2)  การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวทิยา 

  การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเสนใยพืชกอนและหลังการตรึง

รูปไลเพสดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  รุน  JSM-5800LV  เพื่อตรวจสอบ

ลักษณะพื้นผิวและภาพตัดขวางของเสนใย  โดยนําเสนใยพืชไปเคลือบผิวดวยทองคํากอนทําการ

ตรวจสอบโดยใชศักยไฟฟา  15  กิโลโวลต   

 

    3) การทดสอบการดูดความชื้น  

  การทดสอบการดูดความชื้นของเสนใยพืช   เพื่อคัดเลือกเสนใยพืชที่มี

ความสามารถในการดูดความชื้นไดต่ําจึงจะเหมาะที่จะใชเปนตัวค้ําจุนดวยเครื่องชั่งอินฟราเรด  

รุน  โดยใชอุณหภูมิ  105 ºC    ซึ่งกอนการทดสอบตองเก็บตัวอยางไวที่อุณหภูมิ  25 องศา

เซลเซียส  ความชื้นสัมพัทธ  รอยละ65    เปนเวลา  4  ชั่วโมง  หลังจากนั้นนําคาที่ไดไปคํานวณหา

คาความสามารถในการดูดความชื้น  ดังสมการที่  3.1 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

       % Moisture  regain      =    M1  -  M2   x    100            …………(3.1) 

       M2     

      %  Moisture  content    =   M1    -  M2   x    100                …………(3.2) 

                       M1     

 

                        M1    =  น้ําหนกัชิ้นทดสอบกอนอบ 

                        M2    =  น้ําหนกัชิ้นทดสอบหลังอบ 
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4) การตรวจสอบดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง  (Thin Layer 

Chromatography: TLC)  

นําตัวอยางน้ํามันผสมใหเขากันกับเฮกเซนแลวนําไปจุดลงบนแผนโครมาโทกราฟ 

เปนเวลา 30 นาที โดยแบงเลนตามแนวกวางใหแตละเลนมีระยะหางจากกัน 1 เซนติเมตรแลวนํา

แผนโครมาโทกราฟไปใสในแท็งคสารละลายอิ่มตัว (Samukawa และคณะ, 2000) เมื่อสารละลาย

ดังกลาวเคลื่อนที่เกือบเต็มแผนโครมาโทกราฟจึงนําไปพนดวยสารละลายผสมระหวาง กรด

ซัลฟวริกและเมทานอล  ทําการอบแผนโครมาโทกราฟดวยความรอน 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที พิจารณาแถบที่ปรากฏบนแผนโครมาโทกราฟ โดยถาเปนสารชนิดเดียวกันกับสาร

มาตรฐานก็จะขึ้นที่ระดับเดียวกันกับแถบของสารมาตรฐานนั้น ๆ หรือ พิจารณาจากคา Rf 

(Retention factor) ซึ่งเปนคาอัตราสวนระหวางระยะทางจากจุดเริ่มตนที่จุดสารถึงจุดกึ่งกลางของ

แถบที่ปรากฏขึ้น ตอระยะทางจากจุดเริ่มตนที่จุดสารถึงระยะทางที่สารละลายเครื่องไดบนแผน  

โครมาโทรกราฟ  ดังสมการที่  3.3    

 

        Rf  =    ระยะทางจากจดุเริ่มตนถึงจุดกึ่งกลางที่สารเคลื่อนทีได                  ………(3.3) 

           ระยะทางที่ตวัทาํละลายเคลื่อนที ่

        

หมายเหต:ุ สารชนิดเดียวกนัจะมีคา   Rf   เทากนั ถาใชสภาวะเดียวกนั 

                   คา   Rf   จะมีคาไมเกิน  1  และไมมีหนวย 

 
3.2.2.2 การตรึงรูปไลเพสบนตัวค้ําจุนเสนใยพืช 

     การตรึงรูปไลเพสบนตัวค้ําจุนเสนใยพืชในงานวิจัยนี้มี  3  วิธี 

1) การตรึงรูปไลเพสโดยประยุกตใชวิธียึดติดโดยการดูดซับทางกายภาพ  

        (Physical adsorption )  

 

ก. การใชเฮปเทนเปนสารตัวกลาง (Yang และคณะ, 2006)    

     ผสมตัวค้ําจุน 0.25 กรัม และไลเพส  0.12  กรัม และเฮปเทน 5  

มิลลิลิตร  พรอมทั้งกวนเบา ๆ เปนเวลา 12 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหองดวยเครื่องกวน  และลางไลเพส

ตรึงรูปดวยเฮปเทน 6 คร้ัง คร้ังละ 5 มิลลิลิตร นําไลเพสตรึงรูปที่ไดมากรองแบบสุญญากาศ  

หลังจากนั้นเก็บไลเพสตรึงรูปในโถดูดความชื้นเปนเวลา 1คืน 
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   ข.    การใชบัฟเฟอรเปนสารตัวกลาง (Takac  และ  Bakkal, 2007)   

    ผสมวัสดุค้ําจุน  0.25  กรัม  และสารละลายไลเพสความเขมขน   

0.1 กรัมตอมิลลิลิตร   ปริมาณ  5  มิลลิลิตร แลวปนกวนที่ 360 รอบตอนาที เปนเวลา 7  ชั่วโมงที่

อุณหภูมิหอง  จากนั้นลางไลเพสตรึงรูปดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร  พีเอช 7   จํานวน 6 คร้ัง   ครั้งละ 5 

มิลลิลิตร นําไลเพสตรึงรูปที่ไดมากรองแบบสุญญากาศ หลังจากนั้นเก็บไลเพสตรึงรูปใน

โถดูดความชื้น เปนเวลา 1คืน   

 

2) การตรึงรูปไลเพสโดยประยุกตใชวิธีการยึดติดแบบโควาเลนต  
      (Covalent  binding)   (Chiou  และ Wu, 2003)   

     ผสมวัสดุค้ําจุน  0.25 กรัม และสารกระตุน  EDC  ความเขมขน  0.75% 

(w/v)   ซึ่งละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช  6  ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส  

เปนเวลา  10  นาที  หลังจากนั้นลางดวยน้ํากลั่น  และนําตัวค้ําจุนที่ไดใสลงในสารละลายไลเพส

ความเขมขน 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 5 มิลลิลิตร   แลวปนกวนที่ 360 รอบตอนาที เปนเวลา 

1  ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง  และลางไลเพสตรึงรูปดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7 จํานวน 6 คร้ัง     

คร้ังละ 5 มิลลิลิตร  นําไลเพสตรึงรูปที่ไดมากรองแบบสุญญากาศหลังจากนั้นเก็บไลเพสตรึงรูปใน

โถดูดความชื้น เปนเวลา 1คืน   
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 ตารางที่ 3.4 แสดงอักษรยอและรายละเอียดของเอนไซม รูปแบบเสนใยพืช และวิธีการ

ตรึงรูปเอนไซมแบบตางๆ ที่กลาวถึงในขอ 3.2.2.2 
 
 
ตารางที่ 3.4  อักษรยอและรายละเอียดของเอนไซม รูปแบบเสนใยพืช และวิธีการตรึงรูปเอนไซม

แบบตางๆ ใชในงานวิจัย 
 
อักษรยอ รายละเอียด 

ไลเพส/กก/ADHEP การตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกที่ตัดเปนทอนยาว 0.5 เซนติเมตร

โดยใชวิธีดูดซับทางกายภาพ  ซึง่มีเฮปเทนเปนสารตัวกลาง 

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP การตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกที่บดละเอียดขนาด 0.25 มิลลิเมตร 

โดยใชวิธีดูดซับทางกายภาพ  ซึง่มีเฮปเทนเปนสารตัวกลาง 

ไลเพส/กก/ADPB การตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกที่ตัดเปนทอนยาว 0.5 เซนติเมตร

โดยใชวิธีดูดซับทางกายภาพ ซึ่งมีบัฟเฟอรเปนสารตัวกลาง 

ไลเพส/กก(บด)/ADPB การตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกที่บดละเอียดขนาด 0.25 มิลลิเมตร 

โดยใชวิธีดูดซับทางกายภาพ  ซึง่มีบฟัเฟอรเปนสารตัวกลาง 

ไลเพส/กก/COEDC การตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกที่ตัดเปนทอนยาว 0.5 เซนติเมตร

โดยวิธีเชื่อมแบบพันธะโควาเลนต  ซึง่มสีาร EDC  เปนสารกระตุน

หมูไฮดรอกซิล 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC การตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกที่บดละเอียดขนาด 0.25 มิลลิเมตร 

โดยวิธีเชื่อมแบบพันธะโควาเลนต  ซึง่มสีาร EDC  เปนสารกระตุน

หมูไฮดรอกซิล 

 
  

    หลังจากทําการตรึงรูปไลเพสตามวิธีในขอ 3.2.2.2 แลว นําสารละลาย

เอนไซม  น้ําลางและ ไลเพสตรึงรูปที่ได  ไปทําการทดสอบหาประสิทธิภาพของตัวค้ําจุนในการ

ตรึงไลเพส  โดยการคํานวณหาคาปริมาณโปรตีนที่ใช (protein loading) ดังสมการที่ 3.4 และรอย

ละของประสิทธิภาพของการตรึง (% immobilization efficiency) ดังสมการที่ 3.5  หาคาแอคติวิตี

ของไลเพสกอนและหลังตรึงรูปในหัวขอ 3.2.2.3 นอกจากนี้ยังนําไลเพสตรึงรูปที่ไดไปทดสอบ

ความสามารถในการเปนตัวเรงปฏิกิริยาเพื่อสังเคราะหไบโอดีเซลตอไป   
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        ปริมาณโปรตีนที่ใช = (C0V0 –CfVf)/ Wg                                          ………(3.4) 

 
             กําหนดให C0 =  ความเขมขนของโปรตีนในสารละลายไลเพสกอนการตรึง      

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

   Cf = ความเขมขนของโปรตีนในสารละลายไลเพสหลังการตรึง       

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

    V0 = ปริมาตรเริ่มตนของสารละลายเอนไซม (มิลลิลิตร) 

    Vf  = ปริมาตรของสารละลายหลังจากการกรอง (มิลลิลิตร) 

    Wg = น้ําหนักของเอนไซมตรึงรูป (กรัม) 

 

 

 
             รอยละของประสิทธภิาพของการตรงึ =   (E0V0 –EfVf)   x 100   .……(3.5) 
                                                                    E0V0

 

กําหนดให     E0     =    แอกทิวิตีเร่ิมตนของสารละลายไลเพสกอนการตรึง  

                                 (หนวยตอมิลลิลิตร) 

   Ef      =   แอกทิวิตีทั้งหมดของสารละลายไลเพสหลังการตรึง 

                (หนวยตอมิลลิลิตร) 

   V0     =   ปริมาตรเริ่มตนของสารละลาย (มิลลิลิตร) 

   Vf      =   ปริมาตรทั้งหมดหลังจากการกรอง (มิลลิลิตร) 
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3.2.2.3 การเปรียบเทียบความสามารถในการตรึงรูปไลเพสของเสนใยพืช 

  

1)  ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา  (ดังขอ  3.2.2.1) 

2) การวัดคาแอคติวิตีของเอนไซมไลเพสทั้งหมด (Total activity)  

        นําสารละลายเอนไซม น้ําลาง และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ   3.2.2.2    

มาวัดคาแอคติวิตีของเอนไซมไลเพสทั้งหมดดวยวิธีสเปกโตรโฟโตมิทรี(Hung และคณะ, 2003) 

(ภาคผนวก  ก) 

               3)  การวัดปริมาณโปรตีนที่ใช   (protein  loading)  

       นําสารละลายเอนไซม  และน้ําลาง  ที่ไดจากขอ 3.2.2.2   มาวัด

ปริมาณของโปรตีนทั้งหมดโดยวิธี   Bradford   (Bradford , 1976) (ภาคผนวก ก) 

 
3.2.2.4 การทดสอบความสามารถของไลเพสตรึงรูปในการเปนตัวเรง      

ปฏิกิริยาสังเคราะหไบโอดีเซล   
          การสังเคราะหไบโอดีเซลในงานวิจยันี้มี  3  วิธี 

1)  การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

         นําน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 1 โมลาร   ผสมกับสารละลายเอนไซมและ    

ไลเพสตรึงรูป     โดยใชสารละลายเอนไซม  และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ  3.2.2.2   แลวนํามา

กวนโดยปนใหเขากันเปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง  ในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน

จะมีการเติมเมทานอลแบบสามขั้น  (ภาคผนวก ง) 

 

      2)  การทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน  โดยใชเมทานอลเปน

สับสเตรต 

        นําน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 1 โมลาร  ผสมกับสารละลายเอนไซมและ   

ไลเพสตรึงรูป      โดยใชสารละลายเอนไซม  และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ  3.2.2.2  เติมน้ํากลั่น  

300  ไมโครลิตร  เฉพาะที่เปนไลเพสตรึงรูป       หลังจากนั้นนํามากวนดวยความเร็ว  600  รอบตอ

นาทีเพื่อทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เก็บตัวอยางครั้งละ 50 ไมโครลิตร ที่  

6 12  และ 24 ชั่วโมง  ตามลําดับ  จากนั้นทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน     โดยเติมเมทานอลแบบ

เติมสามขั้น    (ภาคผนวก ง) 
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3)  การทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน   โดยใชไบโอเอทานอล

เปนสับสเตรต

        นําน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 1 โมลาร ผสมกับสารละลายเอนไซมและ     

ไลเพสตรึงรูป       โดยใชสารละลายเอนไซม  และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ  3.2.2.2  เติมน้ํากลั่น  

300  ไมโครลิตร  เฉพาะที่เปนไลเพสตรึงรูป       หลังจากนั้นนํามากวนดวยความเร็ว  600  รอบตอ

นาทีเพื่อทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส   เก็บตัวอยางครั้งละ 50 ไมโครลติร ที ่ 

6 12  และ 24 ชั่วโมง  ตามลําดับ   จากนั้นทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน   โดยเติมไบโอเอทานอล

แบบสามขั้น  (ภาคผนวก ง) 
 

3.2.2.5  การตรวจสอบปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอร 
ตรวจสอบปริมาณการเกิดเมทิลเอสเทอรเพื่อยืนยันความสามารถของ     

ไลเพสและไลเพสตรึงรูปดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High -

Performance Liquid Chromatography:HPLC)  

  

   นําตัวอยางน้ํามันที่ไดจากการทําปฏิกิริยาการสังเคราะหไบโอดีเซลจาก   

ขอ  3.2.2.4  ไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที เพื่อแยก                  

กลีเซอรอลออก จากนั้นละลายตัวอยางในเฮกเซน   และเติม eicosane เปน internal standard 

จากนั้นฉีดตัวอยางในเครื่อง HPLC ปริมาณ 20 ไมโครลิตร  หลังจากนั้นนําพื้นที่ใตพีคที่ไดจาก 

การตรวจสอบมาคํานวณหาปริมาณอัลคิลเอสเทอรและปริมาณกรดไขมันอิสระ  ดังสมการที่  3.6 

และ 3.7 ตามลําดับ  (ภาคผนวก  ง ) 
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รอยละอัลคิลเอสเทอร       =                          100 x [FAME]                                 (3.6) 

                                [FAME] + [TG] + [FFA] + [1,3-DG] + [1,2-DG] + [MG] 

 

 
 
รอยละกรดไขมันอิสระ       =                              100 x  [FFA]                              (3.7)  

 [TG] + [FFA] + [1,3-DG] + [1,2-DG] + [MG] 

 

 

กําหนดให FAME  = อัลคิลเอสเทอรของกรดไขมัน  

FFA  = กรดไขมันอิสระ 

TG  = ไตรกลีเซอไรด 

1,3-DG  = 1,3-กลีเซอไรด 

1,2-DG  = 1,2-กลีเซอไรด 

MG  = โมโนกลีเซอไรด  
 

 



 
 

บทที่  4 
 

ผลการทดลองและการอภิปรายผล 
 
4.1 การคัดเลือกเสนใยพืชที่เหมาะสมเปนตัวคํ้าจุน 

4.1.1  การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเสนใยพืชดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองกราด (Scanning Electron Microscope : SEM)  

 

                                   (ก)                                                                     (ข) 

          (ค)                                                                      (ง) 

             (จ)                           (ฉ) 
รูปที่  4.1  ลักษณะภาคตัดขวางของเสนใยพืช   (ก) กก    (ข) ฟางขาว   (ค) กระจูด  

                 (ง) ผักตบชวา   (จ) กาบกลวย   และ (ฉ) กานกลวย    
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 จากรูปที่ 4.1 แสดงลักษณะภาคตัดขวางของเสนใยพืชเหลือใชหลายชนิด พบวาเสนใย

กกมีความเปนรูพรุนจํานวนมากและมีขนาดของรูพรุนประมาณ 2.5 – 3 ไมโครเมตร และมีขนาดที่

สม่ําเสมอกระจายอยูทั่วไป ในขณะที่เสนใยจากฟางขาวมีรูพรุนที่มีขนาดไมสม่ําเสมอ ตั้งแต       

10 – 20 ไมโครเมตร คละกันไป สําหรับเสนใยกระจูดนั้นไมคอยสังเกตเห็นรูพรุน เสนใยคอนขาง

อัดแนน สวนเสนใยจากผกตบชวา จากกาบกลวยและจากกานกลวยสังเกตเห็นรูพรุนบางแตมีไม

มาก และมีอยูกระจัดกระจายไมสม่ําเสมอกัน   

 

 4.1.2  การดูดความชื้นของเสนใยพืช     
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รูปที่  4.2  รอยละการดูดความชื้นของเสนใยพืชชนิดตาง ๆ  
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จากรูปที่  4.2  แสดงการดูดความชื้นของเสนใยพืชชนิดตางๆ พบวาเสนใยที่ไดจากกกทั้ง

ที่เปนทอนสั้นๆ และที่บดละเอียดมีสมบัติการดูดความชื้นที่ต่ําที่สุดคือมี % Moisture regain  

เทากับ 11.9% และ 10.2% ตามลําดับ และมี % Moisture content เทากับ 10.6% และ   9.1% 

ตามลําดับ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับเสนใยพืชชนิดอื่นๆ เชน ผักตบชวาซึ่งมีการดูดความชื้นคอนขาง

สูงที่สุดคือ มี % Moisture regain เทากับ16.9% และ มี % Moisture content  เทากับ 15.9% 

นอกจากนี้ยังพบวาเสนใยพืชทุกชนิดที่ใชในงานวิจัยเมื่อนํามาบดใหละเอียดขนาด 0.25 มิลลิเมตร 

จะมีการดูดความชื้นต่ํากวาเสนใยพืชที่นํามาตัดเปนทอนสั้นๆ เนื่องจากเสนใยพืชบดละเอียดจะมี

พื้นที่ผิวที่เพิ่มข้ึนซึ่งมีผลมาจากเมื่อเสนใยพืชถูกบดจะทําใหโครงสรางของเสนใยเปลี่ยนแปลง  

กลาวคือโครงสรางสวนที่ชอบน้ําหรือดูดความชื้นไดดีถูกทําลาย 

 

 4.1.3  การตรวจสอบดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง  (Thin Layer 

Chromatography: TLC)  

 

 
 

อัลคิลเอสเทอร 

ไตรกลีเซอไรด   

ไดกลีเซอไรด 
กรดไขมันอิสระ 

     1    2    3    4   5    6    7   8     9   10 11  12  13  14  15 16   
โมโนกลีเซอไรด 

รูปที่ 4.3   โครมาโทแกรมที่ไดจากการวิเคราะหการเกิดอัลคิลเอสเทอรดวยวิธี TLC ที่เกิดจาก

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยการเติมเมทานอลแบบตอเนื่อง โดยเรงดวยไลเพสตรึงรูปบน

ตัวค้ําจุน  โดยเลนที่ 1 น้ํามันปาลม เลนที่ 2  น้ํามันไบโอดีเซล  เลนที่ 3 ไลเพส/ฟางขาว/ADHEP

เลนที่ 4 ไลเพส/ฟางขาว(บด)/ADHEP  เลนที่ 5 ไลเพส/กก/ADHEP  เลนที่ 6 ไลเพส/กก(บด)/
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ADHEP เลนที่ 7 ไลเพส/ผักตบชวา/ADHEP เลนที่ 8 ไลเพส/ผักตบชวา(บด)/ADHEP                 

เลนที่ 9  ไลเพส/กระจูด/ADHEP  เลนที่ 10  ไลเพส/กระจูด(บด)/ADHEP    เลนที่ 11  ไลเพส/

กานกลวย/ADHEP  เลนที่ 12  ไลเพส/กานกลวย(บด)/ADHEP   เลนที่ 15  ไลเพส/กาบกลวย/

ADHEP   เลนที่ 10  ไลเพส/กาบกลวย(บด)/ADHEP 

สารมาตรฐานที่นํามาในการตรวจสอบชนิดของสารตัวอยางในการทําดวย TLC ดวย

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ไดแก น้ํามันปาลม และ B100 (น้ํามันไบโอดีเซล 100 เปอรเซอร

ซึ่งเปนสารที่ใชเปนตัวแทนเมทิลโอลิเอต) จากการคํานวณหาคาอัตราการเคลื่อนที่ (Retention 

factor; Rf ) ของสารแตละชนิดที่ใชเปนสารมาตรฐานโดยใชสภาวะการทดลองดังกลาวในวิธีการ

วิจัยบทที่ 3   B100 มีคา Rf เทากับ 0.70  จากโครมาโทแกรมรูปที่ 4.3 พบวา ไลเพส/ฟางขาว/

ADHEP ไลเพส/ฟางขาว(บด)/ADHEP  ไลเพส/กก/ADHEP   ไลเพส/กก(บด)/ADHEP  ไลเพส/

ผักตบชวา/ADHEP  ไลเพส/ผักตบชวา(บด)/ADHEP  ไลเพส/กระจูด/ADHEP   ไลเพส/กระจูด

(บด)/ADHEP   ไลเพส/กานกลวย(บด)/ADHEP  ไลเพส/กาบกลวย/ADHEP    ไลเพส/กาบกลวย

(บด)/ADHEP  สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแลวเกิดอัลคิลเอสเทอร  สวนไลเพส/

ผักตบชวา(บด)/ADHEP และ ไลเพส/กานกลวย/ADHE  ไมสามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-

ฟเคชันแลวเกิดอัลคิลเอสเทอรได  โดยพิจารณาจากคา Rf เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน 

จากการตรวจสอบลักษณะภาคตัดขวาง  การดูดความชื้นของเสนใย  และการตรวจสอบ

ดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบช้ันบางอาจกลาวไดวาเสนใยกกเหมาะสมที่จะนํามายึดติดกับไลเพส

เนื่องจากเสนใยกกมีสมบัติที่ดีหลายประการดังนี้มีรูพรุนจํานวนมาก มีขนาดและมีการกระจายตัว

ของรูพรุนที่สม่ําเสมอจึงมีความจุเอนไซมไดมาก นอกจากนี้ยังมีราคาถูก  (Chen และ Tsao, 

1976)  
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4.2  การศึกษาประสิทธิภาพการตรึงรูปไลเพสของเสนใยกก 
 จากการศึกษาการดูดความชื้นและการตรวจสอบลักษณะภาคตัดขวางของเสนใยพืชในหัวขอ 

4.1 พบวาเสนใยกกที่อยูในรูปที่ตัดเปนทอนสั้นๆ ขนาด 0.5 เซนติเมตร และที่บดเปนผงละเอียด

ขนาด 0.25 มิลลิเมตรมีการดูดความชื้นที่ต่ําที่สุดและมีรูพรุนจํานวนมาก มีขนาดและมีการ

กระจายตัวของรูพรุนที่สม่ําเสมอจึงมีความจุเอนไซมไดมากเมื่อเปรียบเทียบกับเสนใยพืชชนิดอื่น ๆ 

ที่นํามาใชในงานวิจัยนี้  ดังนั้นในการทดลองขั้นตอไปจึงเลือกเฉพาะเสนใยกกทั้งสองรูปแบบ

ดังกลาวมาใชเปนตัวค้ําจุนในการตรึงรูปไลเพสเพื่อทดสอบความสามารถในการเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาการสังเคราะหไบโอดีเซล 

  

 4.2.1   การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเสนใยพชืหลงัตรึงรูปไลเพสดวยกลอง  

จุลทรรศนอิเลก็ตรอนแบบสองกราด    

 

           จากรูปที่ 4.4 พบวาในการตรึงรูป ไลเพสดวยการดูดซับทางกายภาพซึ่งมีเฮปเทนเปน

สารตัวกลางนั้นเอนไซมจะยึดเกาะเสนใยกกทั้งแบบที่ตัดเปนทอนและบดละเอียดไดดีกวา 

นอกจากนี้เอนไซมที่ยึดเกาะยังคงรักษาสภาพเดิมไวกอนการตรึงรูปเหมือนกับเอนไซม      ไลเพส

อิสระ (ดูรูป 4.4 (ก) ถึง (ค)) โดยไมมีการจับตัวกันเปนกอนเหมือนการตรึงรูปดวยวิธียึดติดแบบดูด

ซับทางกายภาพซึ่งมีบัฟเฟอรเปนสารตัวกลางและวิธียึดติดดวยพันธะโควาเลนตโดยใช EDC (ดู

รูป 4.4 (ง) ถึง (ช)) ยิ่งกวานั้นยังสังเกตเห็นวาเสนใยกกที่บดละเอียดมีการยึดเกาะกับ     ไลเพส

มากกวาเสนใยกกทั้งแบบที่ตัดเปนทอนเนื่องจากมีพื้นที่ผิวสูงกวานั่นเอง 
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                    (ข)                                                                         (ค)     

(ก) 

ไลเพส ไลเพส 

กก กก 

ไลเพส 

                    (ง)                                                                 (จ)             

                    (ฉ)                                                                   (ช)           

ไลเพส 

กก 

กก 

ไลเพส 

กก 

ไลเพส 

กก 

รูปที่  4.4  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ (ก) ไลเพสที่ไมผานการตรึงรูป  (ข)  ไลเพส/กก/ADHEP   

(ค)  ไลเพส/กก (บด)/ADHEP   (ง)  ไลเพส/กก/ADPB  (จ)  ไลเพส/กก (บด)/ADPB    

 (ฉ)  ไลเพส/กก/COEDC          (ช)  ไลเพส/กก (บด)/COEDC 
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4.2.2  การตรึงรูปไลเพสดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพและวิธียึดติดดวย                           

          พันธะโควาเลนต 

ตารางที่  4.1    แสดงคาแอคติวิตีทั้งหมด ปริมาณโปรตีนที่ใช และประสิทธิภาพของการตรึงรูป  

ไลเพสดวยการดูดซับทางกายภาพที่ใชสารตัวกลางแตกตางกันและวิธียึดติดดวย

พันธะโควาเลนต ซึ่งมีสาร  EDC  เปนสารกระตุน       
 

เอนไซม/ตัวค้ําจุน 

คาแอคติวิตี 
(หนวยตอ
กรัมตัวค้ํา

จุน) 

อัตราการ
เปล่ียนแปลง
คาแอคติวิตี 

(%) 

ปริมาณโปรตีนที่ใช 
(ไมโครกรัมตอกรัม

ตัวค้ําจุน) 

ประสิทธิภาพ
การตรึง 

(%) 

ไลเพส/กก/ADHEP ก 9.9 -13.4 78.2 88.4 

ไลเพส/กก (บด)/ ADHEPก 10.1 -11.2 83.2 93.4 

ไลเพส/กก/ADPBข 8.5 - 54.2 78.7 78.7 

ไลเพส/กก (บด)/ ADPBข 7.1 - 61.7 80.5 82.8 

ไลเพส/กก/COEDCข 5.4 -71.0 76.8 71.1 

ไลเพส/กก (บด)/COEDCข 6.2 -66.6 78.7 76.2 

 

หมายเหต ุ        ก  : อัตราการเปลี่ยนแปลงคาแอคติวิตีเทียบกับแอคตวิิตีไลเพสอิสระ                       

11.40 ยูนิต1/มิลลิลิตร  

    ข  : อัตราการเปลี่ยนแปลงคาแอคติวิตีเทียบกับแอคตวิิตีไลเพสอิสระ                                              

18.63 ยูนิต1/มิลลิลิตร  

(1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในระหวางปฏิกิริยาตอนาท)ี 

 

 จากตารางที่  4.1  แสดงประสิทธิภาพการตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกดวยวิธีการตรึง

ที่แตกตางกัน พบวาเมื่อทําการตรึงไลเพสโดยวิธีการดูดซับทางกายภาพโดยใช    เฮปเทนเปนสาร

ตัวกลางบนเสนใยกกแบบบดละเอียดจะมีประสิทธิภาพการตรึงรูปไลเพสดีกวาบนเสนใยกกที่ตัด

เปนทอนสั้น ๆ กลาวคือ คาแอคติวิตีของไลเพสตรึงรูปบนเสนใยกกบดละเอียดมีคา 10.1 หนวยตอ

กรัมตัวค้ําจุน  ในขณะที่บนกกตัดเปนทอนมีคาแอคติวิตี  9.9 หนวยตอกรัมตัวค้ําจุน อัตราการ

เปลี่ยนแปลงของคาแอคติวิตีลดลงเพียงรอยละ 13.4  และ 11.2 ตามลําดับเทานั้น เมื่อ

เปรียบเทียบกับไลเพสอิสระ ซึ่งสงผลตอประสิทธิภาพการตรึง นั่นคือเมื่อเอนไซมตรึงรูปมี            

คาแอคติวิตีสูง รอยละของประสิทธิภาพการตรึงก็จะสูงตามไปดวยนั่นคือ ประสิทธิภาพของไลเพส
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ตรึงรูปบนเสนใยกกบดละเอียดและบนเสนใยกกที่ตัดเปนทอนเทากับ 88.4 และ 93.4 ตามลําดับ 

เมื่อเปรียบเทียบกับการตรึงรูปดวยวิธีอ่ืนพบวาไลเพสตรึงรูปบนเสนใยกกที่ตัดเปนทอนและ

บดละเอียดดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพซึ่งมีบัฟเฟอรเปนสารตัวกลางมีคาแอคติวิตีเทากับ 8.5 

และ 7.1 ตามลําดับ และอัตราการเปลี่ยนแปลงของคาแอคติวิตีลดลงถึงรอยละ 54.2  และ 61.7

ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับไลเพสอิสระ  ทั้งนี้เนื่องจากโดยทั่วไปแลวไลเพสกระจายตัวไดดี   

ในน้ําแตไมกระจายตัวในตัวทําละลายอินทรียที่ ไมมี ข้ัว   เชนเฮปเทน  จึงสงผลใหไลเพส

แพรกระจายและดูดติดเสนใยพืชซ่ึงไดดีกวาเฮปเทน  ดังนั้นไลเพสคงกระจายตัวไดดีในบัฟเฟอรจึง

สงผลใหไลเพสดูดติดเสนใยพืชไดนอยกวาการใชเฮปเทนเปนสารตัวกลาง  (Yang  และคณะ, 

2006) และเชนเดียวกันกกทั้งที่ตัดเปนทอนและบดละเอียดตรึงรูปไลเพสดวยวิธียึดติดดวยพันธะ

โควาเลนตซึ่งมีสาร EDC เปนสารกระตุนบริเวณหมูไฮดรอกซิลมีความสามารถต่ํากวาทั้งสองวิธี

ขางตน กลาวคือมีคาแอคติวิตีเพียง 5.4 และ 6.2 ตามลําดับ และอัตราการเปลี่ยนแปลงของคาแอ

คติวิตีลดลงมากถึงรอยละ 71.0 และ 66.6 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับไลเพสอิสระ ซึ่งสงผลทํา

ให รอยละประสิทธิภาพการตรึงต่ําลงคือ 71.1 และ 76.2 ตามลําดับ  เนื่องจากไลเพสอาจหลุด

ออกจากตัวค้ําจุนยากเพราะมีการยึดดวยพันธะที่แข็งแรง นอกจากนี้การเกิดพันธะโควาเลนตมี

ผลกระทบทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูปและบริเวณเรงของเอนไซมซึ่งมีผลทําใหแอคติวิตี

ลดลงและอาจเปลี่ยนความจําเพาะตอสับสเตรตอีกดวย (Walt และ Agayn, 1994) 
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4.3  การตรวจสอบปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรระหวางปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค-             
ชันและปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน 

  
 4.3.1 ปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-

ฟเคชัน     
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รูปที่  4.5 ปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสแบบ

ตางๆ  เปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง        
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จากรูปที่  4.5  พบวาการใชไลเพสอิสระเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันได

ปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 20.2 เนื่องจากไลเพสที่ไดจากยีสต Candida rugosa นั้น

เปนเอนไซมที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดดังนั้นปฎิกิริยาจึงดําเนิน

ไปแบบสุมและมีการแลกเปลี่ยนหมูเอซิลไดทุกตําแหนงของไตรเอซิลกลีเซอรอล (Macrae, 1983) 

ซึ่งใกลเคียงกับการใช ไลเพส/กก(บด)/ADHEP  ซึ่งไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 19.3 

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาไลเพส/กก(บด)/ADHEP นั้นมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยา

ไดใกลเคียงกับไลเพสอิสระมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับไลเพสตรึงรูปดวยวิธีอ่ืน ๆ นอกจากนี้ยัง

พบวาไลเพสตรึงรูปทางการคา  Novozyme 435 และLipozyme RM IM นั้นสามารถเรงปฏิกิริยาท

รานสเอสเทอริฟเคชันไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 56.4  และ  44.4  ตามลําดับ  ซึ่ง

เปนปริมาณที่สูงมากเมื่อเทียบกับไลเพสอิสระ  เนื่องจากไลเพสตรึงรูปทางการคา  Novozyme 

435  และ Lipozyme RM IM เปนไลเพสที่ไดจากแหลงที่มาและสายพันธุที่ตางจากไลเพสอิสระ ซึ่ง

สายพันธุของไลเพสตรึงรูปทางการคาทั้งสองประเภทนี้มีความจําเพาะตอการใชเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไดดีกวาไลเพสอิสระ  อยางไรก็ตามการสังเคราะหไบโอดีเซลดวย

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันนี้มีขอเสียคือ  ไมสามารถนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชซ้ําได          

ดังรูปที่  4.6  เนื่องจากสับสเตรตที่ใชคือ  เมทานอลมีองคประกอบของน้ํานอยจึงทําใหเกิดการ

ยับยั้งประสิทธิภาพของเอนไซม  และทําใหไลเพสตรึงรูปเสียสภาพ (Kaieda  และคณะ, 1999) 
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จํานวนครั้งการใชซ้ํา
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รูปที่  4.6  จํานวนครั้งของการใชไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจาก

การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอ

น้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

  ( )  ไลเพส/กก/ ADHEP ( ) ไลเพส/กก(บด)/ADHEP   

  (                  )  ไลเพส/กก/ADPB(                   ) ไลเพส/กก(บด)/ADPB    

  (                   )  ไลเพส/กก/COEDC  (                   )  ไลเพส/กก(บด)/COEDC    

 

จากผลดังกลาวขางตนเราจึงปรับเปล่ียนกรรมวิธีใหมโดยเริ่มแรกตองนําไลเพสตรึงรูป

มาทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสเนื่องจากเอนไซมไลเพสจัดอยูในกลุม   ไฮโดรเลส (Hydrolases) จึง

สามารถเกิดปฏิกิริยาการไฮโดรลิซิสได (Yamane, 1987) โดยทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่  4.7 จากนั้นจึงตอดวยปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน  
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รูปที่  4.7  ปริมาณการเกิดกรดไขมันอิสระจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชไลเพสแบบตางๆ

เปนตัวเรงปฏิกิริยา   ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

  จากรูปที่ 4.7 พบวาไลเพสสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสไดปริมาณรอยละกรดไขมัน

อิสระสูงถึงรอยละ 82.5 แสดงวาไลเพสสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยเปลี่ยนไตรกลีเซอไรดให

เปนกรดไขมันอิสระไดในปริมาณที่มากพอที่จะนําไปสังเคราะหไบโอดีเซลดวยการเกิดปฏิกิริยา  

เอสเทอริฟเคชันในขั้นตอไป  นอกจากนี้ยังพบวาไลเพส/กก(บด)/ADHEP ไดกรดไขมันอิสระรอยละ  

56.7  ซึ่งใกลเคียงกับไลเพสตรึงรูปทางการคา Lipozyme RM IM  ที่เรงปฏิกิริยาใหเกิดกรดไขมัน
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อิสระรอยละ  56.3  ในขณะที่ไลเพสตรึงรูปทางการคา  Novozyme 435  เรงปฏิกิริยาใหเกิดกรด

ไขมันอิสระนอยกวาเพียงรอยละ  37.3  เมื่อเทียบกับไลเพสอิสระพบวาไลเพสตรึงรูปทางการคา  

Novozyme 435  และ Lipozyme RM IM  เรงปฏิกิริยาใหเกิดกรดไขมันอิสระนอยกวาไลเพสอิสระ

มาก  เนื่องจากเปนไลเพสที่ไดจากแหลงที่มาและสายพันธุที่ตางจากไลเพสอิสระ ซึ่งสายพันธุ

ของไลเพสตรึงรูปทางการคาทั้งสองประเภทนี้ไมมีความจําเพาะตอการใชเปนตัวเรงปฏิกิริยา     

ไฮโดรลิซิสไดดีเทากับไลเพสอิสระ 

จํานวนครั้งการใชซ้ํา
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รูปที่  4.8  จาํนวนครั้งของการใชไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับปริมาณการเกิดกรดไขมันอิสระจาก

การทาํปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  24  ชัว่โมง    

   ( )  ไลเพส/กก/ ADHEP ( ) ไลเพส/กก(บด)/ADHEP   

  (                  )  ไลเพส/กก/ADPB(                   ) ไลเพส/กก(บด)/ADPB    

  (                   )  ไลเพส/กก/COEDC  (                   )  ไลเพส/กก(บด)/COEDC    
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  จากรูปที่  4.8  พบวาสามารถนําไลเพส/กก(บด)/ADHEP กลับมาใชซ้ําไดจํานวนครั้ง

สูงสุดถึ ง  5  คร้ัง  โดยมีป ริมาณกรดไขมันอิสระคือรอยละ  28 .3  เมื่ อ เป รียบเทียบกับ                         

ไลเพส/กก/ ADHEP ไลเพส/กก/ADPB ไลเพส/กก(บด)/ADPB ไลเพส/กก/COEDC และไลเพส/กก

(บด)/COEDC ซึ่งสามารถนํากลับมาใชซ้ําไดเพียง 2 คร้ัง โดยมีปริมาณกรดไขมันอิสระคือ       

รอยละ 38.9  5.1  14.6  11.1 และ 6.6  ตามลําดับ  เนื่องจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสนั้นใช

เพียงน้ําในการเกิดปฏิกิริยาเทานั้นจึงไมสงผลตอการเสียสภาพของไลเพสตรงึรูป 

  นอกจากนี้เมื่อศึกษาเวลาที่เหมาะสมสําหรับไลเพส/กก(บด)/ADHEP ในการเรง

ปฏิกริยาไฮโดรลิซิสเพื่อเปลี่ยนไตรกลีเซอไรดใหเปนกรดไขมันอิสระ พบวาเมื่อเวลาเพิ่มข้ึนปริมาณ

กรดไขมันอิสระที่เกิดข้ึนก็เพิ่มข้ึน และเพิ่มข้ึนสูงสุดรอยละ 62.6 ที่เวลา 12 ชั่วโมง เมื่อเพิ่มเวลา

เปน  24  ชั่วโมง  ปริมาณกรดไขมันอิสระเพิ่มข้ึนนอยมากคอนขางไมเปล่ียนแปลง ดังรูปที่ 4.9 
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รูปที่  4.9  ปริมาณการเกิดกรดไขมันอิสระ ทุกๆ 2 ชั่วโมง จากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส       

              ไลเพส/กก(บด)/ADHEP  เปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิ 40  องศาเซลเซยีส   

  24  ชั่วโมง     
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  4.3.2  การเกิดปริมาณอัลคิลเอสเทอรโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิ

เอส-  เทอริฟเคชันโดยมีเมทานอลเปนสับสเตรต
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รูปที่  4.10ปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน                  

ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส    

24  ชั่วโมง   
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จากรูปที่  4.10  แสดงการใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน

โดยใชสารตั้งตนที่มีสวนประกอบของเมทานอลตอน้ํามัน ในอัตราสวนโดยโมล 3:1 ทําปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  พบวาการใชไลเพส/กก(บด)/ADHEP ในการเรง

ปฏิกิริยาไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 48.8 ซึ่งสูงกวาไลเพสอิสระเกือบ 2 เทา กลาวคือ

เมื่อใชเอนไซมไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 24.4 แตเมื่อ

เปรียบเทียบกับการใชเอนไซมตรึงรูปทางการคา Novozyme 435 และ Lipozyme RM IM พบวา

ไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรต่ํากวาเกือบ 2 เทา กลาวคือเมื่อใชเอนไซมไลเพสตรึงรูป  Novozyme 

435 และ Lipozyme RM IM เปนตัวเรงปฏิกิริยาจะไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับ  รอยละ 71.4 

และ 83.6 ตามลําดับ  นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณอัลคิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นนั้นไมสัมพันธกบัการเกดิ

ปริมาณกรดไขมันอิสระ  เนื่องจากไลเพสแตละสายพันธุมีความจําเพาะในการเรงปฏิกิริยา     

ไฮโดรลิซิสและปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันแตกตางกัน  กลาวคือไลเพสตรึงรูปทางการคา Novozyme 

435 และ Lipozyme RM IM  เปนไลเพสสายพันธุที่มีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาเอสเทอริ-

ฟเคชันและทรานสเอสเทอริฟเคชันไดดีกวาจึงมีปริมาณอัลคิลเอสเทอรที่สูงกวาการใชไลเพสอิสระ

และไลเพสตรึงรูปบนกกเปนตัวเรงปฏิกิริยา   (Macrse ,1983) 
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จํานวนครั้งการใชซํ้า
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รูปที่  4.11  จํานวนครั้งการใชซ้าํของไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอร    

จากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอล

ตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง   

  ( )  ไลเพส/กก/ADHEP  ( ) ไลเพส/กก(บด)/ADHEP  

     (                   )  ไลเพส/กก /ADPB (                  ) ไลเพส/กก(บด)/ADPB  

    (                   )  ไลเพส/กก/ COEDC  (                 )  ไลเพส/กก(บด)/COEDC    

 

 อยางไรก็ตามเมื่อนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชซ้ําไดอีกครั้ง พบวามีเพียงไลเพส/กก(บด)/

ADHEP เทานั้นที่สามารถนํากลับมาใชซ้ําไดอีกครั้ง โดยยังคงเรงปฏิกิริยาใหเกิดอัลคิลเอสเทอร  

รอยละ 8.83  ในขณะที่ ไลเพส/กก/ ADHEP  ไลเพส/กก/ADPB  ไลเพส/กก(บด)/ADPB  ไลเพส/

กก/COEDC  และไลเพส/กก(บด)/COEDC ไมสามารถนํากลับมาใชซ้ําไดอีก ยิ่งกวานั้นการใชคร้ัง

แรกยังไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรนอยมากเทากับรอยละ 12.5  12.5  10.6   7.2   2.5   ตามลําดับ  

ดังแสดงรูปที่  4.11 
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  4.3.3  การศึกษาผลของปริมาณอัลคิลเอสเทอรที่ใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิ-

ซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยมีไบโอเอทานอลเปนสับสเตรต  
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รูปที่  4.12  ปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน              

ดวยอัตราสวนโดยมวลของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ 40  องศา

เซลเซียส  24  ชั่วโมง   
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จากรูปที่ 4.12 เมื่อเปล่ียนสับสเตรตเปนไบโอเอทานอล พบวาไลเพส/กก(บด)/ADHEP       

ไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 51.3 ซึ่งสูงกวาเอนไซมไลเพสเกือบ 2 เทา กลาวคือเมื่อใช

เอนไซมไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 24.5 แตเมื่อ

เปรียบเทียบกับเอนไซมตรึงรูปทางการคา Novozyme 435 และ Lipozyme RM IM ไดปริมาณ

อัลคิลเอสเทอรใกลเคียงกัน กลาวคือเมื่อใชเอนไซมไลเพสตรึงรูป Novozyme 435 และ Lipozyme 

RM IM เปนตัวเรงปฏิกิริยาจะไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 66.8 และ 57.2 ตามลําดับ   

จํานวนครั้งการใชซํ้า
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รูปที่  4.13  จํานวนครั้งของการใชเอนไซมไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับปริมาณการเกิดอัลคิล-

เอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน ดวยอัตราสวนโดยมวล

ของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง 

    ( )  ไลเพส/กก/ADHEP  ( ) ไลเพส/กก(บด)/ADHEP  

     (                   )  ไลเพส/กก /ADPB (                  ) ไลเพส/กก(บด)/ADPB  

    (                   )  ไลเพส/กก/ COEDC  (                 )  ไลเพส/กก(บด)/COEDC    
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 อยางไรก็ตามเมื่อนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชซ้ําไดอีกครั้ง พบวามีเพียงไลเพส/กก(บด)/

ADHEP เทานั้นที่สามารถนํากลับมาใชซ้ําไดอีกถึง 2 คร้ัง โดยยังคงสามารถเรงปฏิกิริยาให

เกิดอัลคิลเอสเทอร ไดรอยละ 23.1 ในขณะที่ไลเพส/กก/ ADHEP  ไลเพส/กก/ADPB  ไลเพส/กก

(บด)/ADPB  ไลเพส/กก/COEDC  และไลเพส/กก(บด)/COEDC ไมสามารถนํากลับมาใชซ้ําไดอีก 

ซึ่งไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 30.7  40.9  17.2  22.8  21.6 ตามลําดับ ซึ่งปริมาณ

อัลคิลเอสเทอรที่ไดมากกวาการใชเมทานอลเปนสับสเตรต  ดังรูปที่  4.13 เนื่องจากไบโอเอทานอล

มีองคประกอบของน้ํามากกวาเมทานอลจึงทําใหการยับยั้งประสิทธิภาพของเอนไซมจาก            

ไบโอเอทานอลเกิดขึ้นนอยกวา   (Kaieda  และคณะ, 1999) 
 



 
บทที่  5 

 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง  
 

 5.1.1  การคัดเลือกเสนใยพืชที่เหมาะสมในการเปนตัวค้ําจุนไลเพส 

    เสนใยกกบดเปนเสนใยที่เหมาะสมในการเปนตัวค้ําจุนไลเพส  เนื่องจากภาคตัดขวาง

ของเสนใยกกพบวาเสนใยกกมีความเปนรูพรุนจํานวนมาก  นอกจากนี้แลวเสนใยกกบดละเอยีดยงั

มีสมบัติการดูดซึมความชื้นที่ต่ําที่สุดคือมี % Moisture regain เทากับ 10.2% และ มี % Moisture 

content 9.1%  

 

5.1.2  รูปแบบของเสนใยกกที่มีผลตอการตรึงรูปไลเพส 

เมื่อทําการตรึงไลเพสโดยวิธีการยึดติดดวยการดูดซับทางกายภาพโดยใชเฮปเทนเปน

สารตัวกลางบนเสนใยกกแบบบดละเอียดมีคาแอคติวิตี 10.12 หนวยตอกรัมตัวค้ําจุน รอยละของ

ประสิทธิภาพการตรึงคือ 93.4 

 

5.1.3  การศึกษาความสามรถของเอนไซมไลเพสตรึงรูปในการเรงปฏิกิริยาการสังเคราะห     

ไบโอดีเซล 

     เมื่อใชไลเพสตรึงรูปทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน โดยใชสารตั้งตนที่มี

สวนประกอบของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  ในอัตราสวนโดยโมล  3:1 ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ       

40  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  24  ชั่วโมง   ไลเพส/กก(บด)/ ADHEP  มีปริมาณอัลคิลเอสเทอรสูง

ที่สุดคือ  รอยละ  51.3   และสามารถนํากลับมาใชซ้ําไดอีก  2  คร้ัง โดยมีปริมาณอัลคิลเอสเทอร

สูงที่สุดคือ  รอยละ  23.1   
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5.2 ขอเสนอแนะ  
 

5.2.1  ควรปรับปรุงสมบัติของเสนใยพืชที่ ไดจากตนกกแบบบดละเอียด   เพื่อใหมี

ประสิทธิภาพและความคงรูปสามารถใชงานงายและสะดวกมากขึ้น 

 

5.2.2  ควรศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของตัวค้ําจุนที่เปนวัสดุที่ไมชอบน้ําและวัสดุที่ชอบ

น้ําสําหรับตรึงรูปเอนไซมไลเพส   

 

5.2.3  ควรศึกษาการสังเคราะหไบโอดีเซลโดยใชสับสเตรตชนิดอื่น ๆ ที่มีผลกระทบตอการ

เสียสภาพของเสนใยพืชนอยที่สุด 
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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการเตรียมสารเคมี 
 
ก-1 สารละลายตรวจวัดคาแอคติวิตี 
 

ก.1.1 การเตรียมทริสบัฟเฟอร (Tris-HCl) 

   1)  ละลาย ทริส เบส   121  กรัม  ดวยน้ํากลั่น  800  มิลลิลิตร ปรับ pH ดวย HCl ให

เทากับ 8.0 จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อโดยความรอนชื้น ที่อุณหภูมิ 

120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 

   2)  ปเปตสารละลาย  1  โมลาร   ทริสบัฟเฟอร  pH 8.0  ลงในขวดวอลูเมตริก 25          

มิลลิตร  เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเทากับ  500  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 

 

ก.1.2 การเตรียมสารละลายพาราไนโตรฟนิลปาลมมิเตท (p-nitrophenyl palmitate) 

      ละลายพาราไนโตรฟนิลปาลมมิเตต  0.5  กรัม  ในเอทานอล  100  มิลลิลิต ปนกวน  

ใหเขากันเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

ก.1.3  การเตรียมสารละลายโซเดียมคารบอเนต    0.25  โมลาร 

ละลายโซเดียมคารบอเนต  2.7  กรัม   ในน้ํากลั่น  100  มิลลิลิตร   คนใหเขากันเก็บไว

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
 
ก-2 สารละลายตรวจวัดปริมาณโปรตีน 

 

 สารที่ใชในการตรวจวัดปริมาณโปรตีน  ไดแก  สารละลายแบรดฟอรด (bradford 

reagent)  ของ  bio-rad  เตรียมไดโดยนําสารละลายแบรดฟอรด  4  สวน  ตอ  น้ํากลั่น  1  สวน  

แลวนําไปกรองผานกระดาษกรอง  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
 

ข-1  การทํากราฟมาตรฐาน สารละลายพาราไนโตรฟนอล 
วิธีการทํากราฟมาตรฐาน สารละลายพาราไนโตรฟนอลที่ใชในงานวิจัยนี้  เพื่อใชในการหาคา

แอกทิวิตีทั้งหมด  โดยดัดแปลงจากวิธีของ Winkler และ Stuckmann (1979)  โดยมีข้ันตอนดังนี้ 

1)  เตรียมสารละลายพาราไนโตรฟนอลที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร โดยใชสารละลายพาราไนโตรฟนอล 5 มิลลิกรัมละลายในน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร 

502)  นําสารละลายในขอ 1 ไปเจือจาง 1:100 ดวยทริสบัฟเฟอร   ความเขมขน  มิลลิโมลาร 

pH 8.0 จะไดความเขมขนสุดทายเปน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

3)  เตรียมสารละลายพาราไนโตรฟนอลที่ความเขนขนตางๆ  ระหวาง 0  ถึง  10 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ดังตารางที่ ข-1 
 
ตารางที่ ข-1 ความเขมขนของสารที่ใชในการทํากราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟนอล ความ

เขมขนระหวาง 0  ถึง  10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ปริมาตรของสารทีใ่ช (ไมโครลิตร) 
ความเขมขนของพาราไนโตรฟนอล 

(ไมโครกรัม/มิลลลิิตร) 
พาราไนโตรฟนอล 

10 ไมโครกรมั/
มิลลลิิตร 

ทริสบฟัเฟอรความ
เขมขน 50 มลิลิโมลาร 

pH 8.0 

0 0 1,000 

1 100 900 

2 200 800 

3 300 700 

4 400 600 

5 500 500 

6 600 400 

7 700 300 

8 800 200 

9 900 100 

10 1000 0 
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4)  ดูดสารละลายที่ความเขนขน  0  ถึง   10 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร   200 ไมโครลิตร               

โดยทํา 3 ซ้ําในแตละความเขนขนของสารละลายพาราไนโตรฟนอล 

5)  ตรวจวัดการดูดกลืนแสงของพาราไนโตรฟนอลที่ 410 นาโนเมตร 

6)  นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดของพาราไนโตรฟนอลที่แตละความเขมขน  มาพลอตเปน

กราฟมาตรฐาน  ดังแสดงในรูปที่  ข-1 

 

y = 0.0924x - 0.0007

R2 = 0.9976
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รูปที่ ข-1   กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟนอล ความเขมขนระหวาง 0 ถึง 10 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร 

 

หมายเหตุ  กําหนดให 1 หนวยเอนไซมมีคาเทากับปริมาณของเอนไซมที่สามารถยอยสลาย พารา

ไนโตรฟนิลปาลมมิเตท  แลวใหพาราไนโตรฟนอล ปริมาณ 1 นาโนโมลตอนาที ภายใตภาวะ

ขางตน 
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ข-2  วิธีทํากราฟมาตรฐาน BSA 

1)  เตรียมสารละลายแบรดฟอรด (Bradford reagent) 

2)  เตรียม BSA ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และทําการเจือจางความเขมขน

โปรตีนระหวาง 0  ถึง  10 ไมโครกรัม โดยทําการเจือจางดวยน้ํากลั่นดังตารางที่ ข.2 
 
ตารางที่ ข-2   ปริมาณสารที่ใชในการทํากราฟมาตรฐานปริมาณ BSA ที่ 0-10 ไมโครกรัม 

 

ปริมาตรของสารที่ใช (ไมโครลิตร) 
ปริมาณBSA 
(ไมโครกรัม) 

BSAที่ความเขมขน 
1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

น้ํากลั่น 

0 0 100 

1 1 99 

2 2 98 

3 3 97 

4 4 96 

5 5 95 

6 6 94 

7 7 93 

8 8 62 

9 9 91 

10 10 90 

 

 

3)  นําสารละลายแบรดฟอรด (Bradford reagent)ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  บมกับ BSA 5 

ไมโครลิตร เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิหองโดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา  

4)  วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร  และ ตัวควบคุม (blank) คือ น้ํากลั่น 100 

ไมโครลิตร แทนปริมาณ BSA 
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5)  นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดของ  BSA  ที่แตละความเขมขน  มาพลอตเปนกราฟ

มาตรฐาน  ดังแสดงในรูปที่  ข-2 

 

y = 1.0096x + 0.0347

R2 = 0.9877
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รูปที่ ข-2 กราฟมาตรฐานปริมาณ BSA ที่ 0-10 ไมโครกรัม 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีการคํานวณ 
 
ค-1   คาแอคติวิตีทั้งหมด (Total activity: units) 
 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากการทดลองมาแทนคาในสมการเสนตรงที่หาไดจากกราฟ

มาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล   ไดสมการที่  ค-1  

    
Y = 0.0924X – 0.0007             ……………..(ค-1)  

 

 โดยที่คาของแกน X คอืความเขมขนของพารา-ไนโตรฟนอล (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

         คาของแกน Y คือคาการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 

 
คาแอคติวิตีทั้งหมด (Total activity: units)  =                 (X*200*1000) 

     (1000*25*139.11*30)         ……… (ค-2) 
 

   
 

 
ค-2   ปริมาณของโปรตีนทั้งหมด (Total protein: mg) 
 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากการทดลองของแตละเชื้อมาแทนคาในสมการเสนตรงที่หา

ไดจากกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน  (BSA = Bovine serum albumin)                   

ไดสมการที่  ค-3 

 

    
Y  =  1.0096X  +  0.0347   …………………….(ค-3) 

 
โดยที่คาของแกน X คือความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (ไมโครกรัม) 

         คาของแกน Y คือคาการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร 
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ค-4  การหาปริมาตรน้าํมนั 3 กรัม 
 

D= M                 ………………(ค-4) 
             V 

D = ความหนาแนนของน้าํมันปาลม (0.89) 

M = มวลน้าํหนักของน้ํามันปาลม    (3 กรัม) 

V = ปริมาตรของน้าํมันปาลม         ( X มิลลิลิตร) 
 
คํานวณ 

V =  M 

        D 

V= 0.89×3 = 2.67 มิลลิลิตร 

 

ดังนัน้น้าํมนัปาลม 3 กรัม มปีริมาตร 2.67 มิลลิลิตร 

 

ที่เอนไซม 50 เปอรเซนตของสารละลายเอนไซมโดยน้ําหนักน้ํามนั 3 กรัม 

 น้ํามนั 100 สวนใชปริมาตรเอนไซม 50 สวน 

 น้ํามนั 2.67 มลิลิลิตรใชปริมาตรเอนไซม 1.34 มิลลิลิตร 

 

ที่เอนไซม 100 เปอรเซนตของสารละลายเอนไซมโดยน้ําหนกัน้าํมนั 3 กรัม 

 น้ํามนั 100 สวนใชปริมาตรเอนไซม 100 สวน 

 น้ํามนั 2.67 มลิลิลิตรใชปริมาตรเอนไซม 2.67 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง 
 

การสังเคราะหไบโอดีเซล 
 
ง-1  การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
 นําน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 1 โมลาร ผสมกับสารละลายเอนไซมและไลเพสตรึงรูป  (ที่ 10 

เปอรเซนตสารละลายเอนไซมและไลเพสตรึงรูปโดยน้ําหนักน้ํามัน 3 กรัม ) โดยใชสารละลาย

เอนไซม  และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ  3.1-3.3 แลวนํามาบมโดยปนใหเขากันเปนเวลา 30 นาที 

ที่อุณหภูมิหอง ในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันจะมีการใสเมทานอลแบบเติมในสามขั้น 

(Three step feeding of methanol) 

 

ทําการใสเมทานอล ที่ความเขมขน 3.0 โมลาร เขาไปทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดย

แบงใสเมทานอลครั้งละ 1 โมลาร คร้ังแรกจะใสเมทานอลเขาไปทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชนั

ในตอนเริ่มตนของปฏิกิริยา สวนอีกสองครั้งใสที่ชั่วโมงที่ 8 และ 16 ตามลําดับ (ดัดแปลงจาก 

Shimada และคณะ,2002) ซึ่งในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันใชอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส และความเร็วในการหมุน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางครั้งละ 100 ไมโครลิตร ที่  8 16   

และ 24 ชั่วโมง ตามลําดับ แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 

นาที แลวเก็บตัวอยางในสวนของชั้นบนจากการปนเหวี่ยงไปทําการตรวจสอบปริมาณการเกิด

เมทิลเอสเทอร 

 
ง-2  การทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส-เอสเทอริฟเคชัน  โดยใชเมทานอลเปนสับสเตรต 
 นําน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 1 โมลาร ผสมกับสารละลายเอนไซมและไลเพสตรึงรูป  (ที่ 10

เปอรเซนตสารละลายเอนไซมและไลเพสตรึงรูปโดยน้ําหนักน้ํามัน 3กรัม ) โดยใชสารละลาย

เอนไซม  และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ  3.2.2.2  เติมน้ํากลั่น  300  ไมโครลิตร  เฉพาะที่เปนไลเพส

ตรึงรูป       หลังจากนั้นนํามาปนเพื่อทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ

ความเร็วในการหมุน 600 รอบตอนาทีเก็บตัวอยางครั้งละ 50 ไมโครลิตร ที่  6 12  และ 24 ชั่วโมง  

ตามลําดับ 

จากนั้นทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน  โดยใสเมทานอลแบบเติมในสามขั้น (Three step 

feeding of methanol)  ทําการใสเมทานอล ที่ความเขมขน 3.0 โมลาร  เขาไปทําปฏิกิริยา         

เอสเทอริฟเคชันโดยแบงใสเมทานอลครั้งละ 1 โมลาร ครั้งแรกจะใสเมทานอลเขาไปทําปฏิกิริยา                  
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เอสเทอริฟเคชันในตอนเริ่มตนของปฏิกิริยา สวนอีกสองครั้งใสที่ชั่วโมงที่ 8 และ 16 ตามลําดับ 

(ดัดแปลงจาก) ซึ่งในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันใชอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และความเร็ว

ในการหมุน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางครั้งละ 100 ไมโครลิตร ที่  8 16   และ 24 ชั่วโมง 

ตามลําดับ แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที แลวเก็บ

ตัวอยางในสวนของชั้นบนจากการปนเหวี่ยงไปทําการตรวจสอบปริมาณการเกิดเมทิลเอสเทอร 

 
ง-3  ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส-เอสเทอริฟเคชัน   โดยใชไบโอเอทานอลเปนสับสเตรต 
 นําน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 1 โมลาร ผสมกับสารละลายเอนไซมและไลเพสตรึงรูป  (ที่ 10 

เปอรเซนตสารละลายเอนไซมและไลเพสตรึงรูปโดยน้ําหนักน้ํามัน 3 กรัม ) โดยใชสารละลาย

เอนไซม  และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ  3.2.2.2  เติมน้ํากลั่น  300  ไมโครลิตร  เฉพาะที่เปนไลเพส

ตรึงรูป       หลังจากนั้นนํามาปนเพื่อทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ

ความเร็วในการหมุน 600 รอบตอนาทีเก็บตัวอยางครั้งละ 50 ไมโครลิตร ที่  6 12  และ 24 ชั่วโมง  

ตามลําดับ 

 

จากนั้นทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน  โดยใสไบโอเอทานอลแบบเติมในสามขั้น (Three step 

feeding of methanol)  ทําการใสไบโอเอทานอล ที่ความเขมขน 3.0 โมลาร  เขาไปทําปฏิกิริยา  

เอสเทอริฟเคชันโดยแบงใสเมทานอลครั้งละ 1 โมลาร ครั้งแรกจะใสไบโอเอทานอลเขาไปทํา

ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันในตอนเริ่มตนของปฏิกิริยา สวนอีกสองครั้งใสที่ชั่วโมงที่ 8 และ 16 

ตามลําดับ (ดัดแปลงจาก) ซึ่งในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันใชอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

และความเร็วในการหมุน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางครั้งละ 100 ไมโครลิตร ที่  8 16   และ 24 

ชั่วโมง ตามลําดับ แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที แลว

เก็บตัวอยางในสวนของชั้นบนจากการปนเหวี่ยงไปทําการตรวจสอบปริมาณการเกิดเมทิลเอสเทอร 
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ง-4 การตรวจสอบปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอร 

การตรวจสอบดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance 

Liquid Chromatography:HPLC)  

 
ง.4.1   การเตรียมตัวอยาง 

 

      นําตัวอยางที่เก็บจากการทําปฏิกิริยาไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 30 นาที เพื่อแยกกลีเซอรอลใหตกออกมา แลวเตรียมตัวอยางโดยละลายใน เฮกเซน เพื่อ

ทําใหเจือจาง และใส eicosane เปน internal standard จากนั้นฉีดตัวอยางในเครื่อง HPLC 

ปริมาณ 20 ไมโครลิตร  

 

 
รูปที่  ง.1  เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (HPLC) 

 
ง.4.2  การเตรียมเครื่อง HPLC (Shimadzu LC-20A series, Japan) 

 

          เตรียมสาร 2 ชนิด สําหรับ mobile phase คือ สารเอ ประกอบดวย เฮกเซน : ไอโซ- 

โพรพานอล : เอสทิล อะซิเตต : กรดฟอรมิค (85 : 10 : 10 : 0.1 v/v)  สารบี ประกอบดวย เฮกเซน : 

กรดฟอรมิค (100 : 0.2  v/v), อัตราการไหลเทากับ 1.5 มิลลิลิตร ตอ นาที  โดยใช Apollo Silica 

Column 5U 250×4.6 mm 5um เครื่องตรวจสอบ (detector) สําหรับ HPLC คือ ELSD 
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ภาคผนวก จ 
 

ลักษณะกราฟของอัลคิลเอสเทอรที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ
ของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography : HPLC)  

 

 

 

รูปที่  จ-

ดยมวลของเมทานอลตอน้ํามัน  3:1             

ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

 
ี่  จ-1  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑของน้ํามันปาลม รูปท

     

 
2  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพส

อิสระเปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโ
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รูปที่  จ-3 

รูปที่  จ

วนโดยมวลของเมทานอลตอน้ํามัน  3:1    

ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง   

 
 โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชไลเพสอิสระเปนตัวเรง

ปฏิกิริยา  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส 24  ชั่วโมง     

 

 

 
 

-4  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช     

ไลเพสอิสระเปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราส
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-5  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช   

ไลเพสอิสระเปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโด

รูปที่  จ    

ยมวลของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  

3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง   

 
รูปที่  จ-6 อริฟเคชันโดยใชเอนไซม

ตรึงรูป  Novozyme  435    เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอล

ตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

 

  

 

  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเท
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รูปที่  จ

     

เมทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส   24  ชั่วโมง   

 
รูปที่  จ-7  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชเอนไซมตรึงรูป  

Novozyme  435  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

 

 

 
 

-8  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช   

เอนไซมตรึงรูป  Novozyme  435  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดยมวลของ
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-9  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช   

เอนไซมตรึงรูป  Novozyme  435  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโด

รูปที่  จ

ยมวลของ     

ไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง   

 
รูปที่  จ-10 อริฟเคชันโดยใชเอนไซม

ตรึงรูป  Lipozyme  RM IM เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอล

ตอน้ํามัน  3:1 ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

 

 

  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเท
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รูปที่  

รูปที่  จ

วนโดยมวลของ     

เมทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง   

 

จ-11  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชเอนไซมตรึงรูป  

Lipozyme RM IM  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส 24  ชั่วโมง     

 

 

 

 
 

-12  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช   

เอนไซมตรึงรูป  Lipozyme RM IM  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราส
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รูปที่  จ

 
-13  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช   

เอนไซมตรึงรูป  Lipozyme RM IM  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดยมวลของ     

ไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง   

 

 

 

 
 

 
 
 
รูปที่  จ-14  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชเอนไซม      

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอ

น้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     
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รูปที่  จ-
 

15  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชเอนไซมไลเพส/กก

(บด)/ADHEP เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส   24  ชั่วโมง     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  จ-16  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชเอนไซมไลเพส/กก

(บด)/ADHEP ซ้ํา  5 คร้ัง เปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส               

24  ชั่วโมง     



  

 

  79 

 

 

รูปที่  จ
 

-17  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช

เอนไซมไลเพส/กก(บด)/ADHEP  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดย มวลของ    

เมทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส   24  ชั่วโมง  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  จ-18  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช

เอนไซมไลเพส/กก(บด)/ADHEP ซ้ํา  1  คร้ัง เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดย 

มวลของเมทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง    
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รูปที่  จ-

 

19  โครมาโทรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช

เอนไซมไลเพส/กก(บด)/ADHEP  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดยมวลของ      

ไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง    

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  จ-20  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช

เอนไซมไลเพส/กก(บด)/ADHEP ซ้ํา  2  คร้ัง เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดย

มวลของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส                       

24  ชั่วโมง    
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ภาคผนวก ฉ 
 

ขอมูล 
 

ตารางที ่ฉ-1  ความสามารถในการทํางานของไลเพส/กก/ADHEP 

 

ตัวอยาง 
คาแอคติวิตี 

(ยูนิต1/มิลลลิติร) 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลกิรัม/มลิลลิิตร) 
ประสิทธิภาพการตรงึ 

(%) 

น้ําลาง  1 2.88 0.0818 74.73 

น้ําลาง  2 1.96 0.0561 82.78 

น้ําลาง  3 1.79 0.0347 84.30 

น้ําลาง  4 1.51 0.0186 86.73 

น้ําลาง  5 1.35 0.0147 88.17 

น้ําลาง  6 1.32 0.0135 88.40 
1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในปฏิกิริยาตอนาท ี

 

 

ตารางที ่ฉ-2  ความสามารถในการทํางานของไลเพส/กก(บด)/ADHEP 

 

ตัวอยาง 
คาแอคติวิตี 

(ยูนิต1/มิลลลิติร) 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลกิรัม/มลิลลิิตร) 
ประสิทธิภาพการตรงึ 

(%) 

น้ําลาง  1 0.80 0.719 92.96 

น้ําลาง  2 0.64 0.0660 94.40 

น้ําลาง  3 0.29 0.0382 97.44 

น้ําลาง  4 0.23 0.0204 97.97 

น้ําลาง  5 0.21 0.0105 98.12 

น้ําลาง  6 0.20 0.0068 98.28 
1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในปฏิกิริยาตอนาท ี
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ตารางที ่ฉ-3  ความสามารถในการทํางานของไลเพส/กก/ADPB 

 

ตัวอยาง 
คาแอคติวิตี 

(ยูนิต1/มิลลลิติร) 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลกิรัม/มลิลลิิตร) 
ประสิทธิภาพการตรงึ 

(%) 

น้ําลาง  1 8.93 0.333 52.05 

น้ําลาง  2 3.96 0.307 78.74 

น้ําลาง  3 3.92 0.283 78.96 

น้ําลาง  4 0.95 0.0164 94.89 

น้ําลาง  5 0.49 0.0965 97.36 

น้ําลาง  6 0.22 0.0874 98.80 
1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในปฏิกิริยาตอนาท ี
 

 

 

ตารางที ่ฉ-4  ความสามารถในการทํางานของไลเพส/กก(บด)/ADPB 

 

ตัวอยาง 
คาแอคติวิตี 

(ยูนิต1/มิลลลิติร) 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลกิรัม/มลิลลิิตร) 
ประสิทธิภาพการตรงึ 

(%) 

น้ําลาง  1 8.51 0.0638 54.33 

น้ําลาง  2 2.63 0.0512 87.56 

น้ําลาง  3 1.71 0.0343 90.81 

น้ําลาง  4 0.92 0.0164 95.09 

น้ําลาง  5 0.81 0.0784 95.65 

น้ําลาง  6 0.66 0.0022 96.44 
1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในปฏิกิริยาตอนาท ี
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ตารางที ่ฉ-5  ความสามารถในการทํางานของไลเพส/กก/COEDC 

 

ตัวอยาง 
คาแอคติวิตี 

(ยูนิต1/มิลลลิติร) 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลกิรัม/มลิลลิิตร) 
ประสิทธิภาพการตรงึ 

(%) 

น้ําลาง  1 5.38 0.0798 71.11 

น้ําลาง  2 0.69 0.0580 96.30 

น้ําลาง  3 0.40 0.0370 97.83 

น้ําลาง  4 0.46 0.0166 97.50 

น้ําลาง  5 0.29 0.0085 98.43 

น้ําลาง  6 0.27 0.0023 98.57 
1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในปฏิกิริยาตอนาท ี

 

 

 

ตารางที ่ฉ-6  ความสามารถในการทํางานของไลเพส/กก(บด)/COEDC 

 

ตัวอยาง 
คาแอคติวิตี 

(ยูนิต1/มิลลลิติร) 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลกิรัม/มลิลลิิตร) 
ประสิทธิภาพการตรงึ 

(%) 

น้ําลาง  1 3.19 0.077 82.86 

น้ําลาง  2 3.05 0.0679 83.61 

น้ําลาง  3 2.46 0.0343 86.77 

น้ําลาง  4 1.36 0.0125 92.72 

น้ําลาง  5 0.81 0.0026 95.65 

น้ําลาง  6 0.50 0.0013 97.32 
1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในปฏิกิริยาตอนาท ี
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ตารางที ่ฉ-7  น้าํหนงัเฉลี่ยกอนอบของเสนใยพืชชนิดตางๆทีใชในงานวิจยันี ้

 

ตัวอยาง 
น้ําหนักกอนอบ 

ครั้งที่ 1 
น้ําหนักกอนอบ 

ครั้งที่ 2 
น้ําหนักกอนอบ 

ครั้งที่ 3 
น้ําหนักกอนอบ 

เฉลี่ย 

กก 1.95 2.02 2.11 2.05 

กก(บด) 1.89 2.01 1.99 1.95 

ฟางขาว 2.10 2.09 2.12 2.11 

ฟางขาว(บด) 1.99 2.06 2.01 2.05 

กระจูด 2.21 2.12 2.09 2.22 

กระจูด(บด) 2.06 2.11 2.16 2.17 

ผักตบชวา 2.45 2.35 2.25 2.56 

ผักตบชวา(บด) 2.23 2.13 2.44 2.42 

กาบกลวย 2.14 2.13 2.15 2.15 

กาบกลวย(บด) 2.02 2.04 2.04 2.03 

กานกลวย 2.17 2.18 2.19 2.18 

กานกลวย(บด) 2.08 2.10 2.09 2.09 
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ตารางที ่ฉ-8  น้าํหนักเฉลีย่หลังอบของเสนใยพชืชนิดตางๆทีใชในงานวิจัยนี ้
 

ตัวอยาง 
น้ําหนักหลังอบ 

ครั้งที่ 1 
น้ําหนักหลังอบ 

ครั้งที่ 2 
น้ําหนักหลังอบ 

ครั้งที่ 3 
น้ําหนักหลังอบ 

เฉลี่ย 

กก 1.83 1.86 1.87 1.83 

กก(บด) 1.69 1.77 1.82 1.78 

ฟางขาว 1.99 2.16 1.95 2.06 

ฟางขาว(บด) 1.89 1.90 2.15 1.92 

กระจูด 2.09 2.13 1.98 2.12 

กระจูด(บด) 2.11 2.09 2.01 2.06 

ผักตบชวา 2.22 2.43 2.15 2.31 

ผักตบชวา(บด) 2.18 2.32 2.19 2.21 

กาบกลวย 2.01 1.97 2.15 2.04 

กาบกลวย(บด) 1.89 2.12 2.01 1.91 

กานกลวย 2.14 1.96 1.98 2.03 

กานกลวย(บด) 1.97 2.06 1.98 1.99 
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ตารางที่ ฉ-9  แสดงรอยละการดูดความชื้นของเสนใยพืชชนิดตาง ๆ 

 

ตัวอยาง % Moisture regain % Moisture content  

กก 11.9 10.6 

กก(บด) 10.2 9.1 

ฟางขาว 13.6 12.8 

ฟางขาว(บด) 12.7 11.6 

กระจูด 15.9 14.8 

กระจูด(บด) 14.2 13.1 

ผักตบชวา 16.9 15.9 

ผักตบชวา(บด) 15.2 14.4 

กาบกลวย 13.7 12.7 

กาบกลวย(บด) 12.3 12.0 

กานกลวย 14.5 13.4 

กานกลวย(บด) 13.2 12.9 

 
ตารางที่ ฉ-10  แสดงปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใช 

      ไลเพสแบบตางๆ  เปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง        

 

ตัวอยาง รอยละอัลคิลเอสเทอร 

ไลเพสอิสระ 20.2 

ไลเพส/กก/ADHEP 14.5 

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 19.3 

ไลเพส/กก/ADPB 8.8 

ไลเพส/กก(บด)/ADHPB 12.9 

ไลเพส/กก/COEDC 8.2 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC 7.5 

ไลเพสตรึงรปู  Novozyme 435 56.4 

ไลเพสตรึงรปู  Lipozyme RM IM 44.4 
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ตารางที่ ฉ-11  แสดงปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใช 

        ไลเพสแบบตางๆ  เปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง 

   เมื่อใชซ้ํา  1  คร้ัง        

 

ตัวอยาง รอยละอัลคิลเอสเทอร 
รอยละอัลคิลเอสเทอร 

ครั้งที่ 1 

ไลเพสอิสระ 20.2 0 

ไลเพส/กก/ADHEP 14.5 0 

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 19.3 0 

ไลเพส/กก/ADPB 8.8 0 

ไลเพส/กก(บด)/ADPB 12.9 0 

ไลเพส/กก/COEDC 8.2 0 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC 7.5 0 

ไลเพสตรึงรปู  Novozyme 435 56.4 0 

ไลเพสตรึงรปู  Lipozyme RM IM 44.4 0 

 
ตารางที่ ฉ-12  แสดงปริมาณการเกิดกรดไขมันอิสระจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชไลเพส           

แบบตางๆเปนตัวเรงปฏิกิริยา   ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

ตัวอยาง รอยละกรดไขมันอิสระ 

ไลเพสอิสระ 82.5 

ไลเพส/กก/ADHEP 46.7 

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 56.7 

ไลเพส/กก/ADPB 35.1 

ไลเพส/กก(บด)/ADPB 50.9 

ไลเพส/กก/COEDC 31.8 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC 54.6 

ไลเพสตรึงรปู  Novozyme 435 37.9 

ไลเพสตรึงรปู  Lipozyme RM IM 56.3 

 



88 
ตารางที ่ฉ-13  แสดงปริมาณการเกิดกรดไขมันอิสระจากการทาํปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  24  ชั่วโมง   เมื่อใชซ้าํ  6  ครั้ง 

 

 

 
ตัวอยาง 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ระ

 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ร ะ

 
คร

ั้งท
ี่  1

 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ร ะ

 
คร

ั้งท
ี่  2

 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ร ะ

 
คร

ั้งท
ี่  3

 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ร ะ

 
คร

ั้งท
ี่  4

 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ร ะ

 
คร

ั้งท
ี่  5

 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ร ะ

 
คร

ั้งท
ี่  6

 

ไลเพส/กก/ADHEP 46.7 43.6 38.9 0 0 0 0 

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 56.7 53.8 53.6 44.8 43.8 28.3 0 

ไลเพส/กก/ADPB 35.1 12.1 5.1 0 0 0 0 

ไลเพส/กก(บด)/ADPB 50.9 46.1 14.6 0 0 0 0 

ไลเพส/กก/COEDC 31.8 11.1 5.5 0 0 0 0 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC 54.6 25.0 6.6 0 0 0 0 
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ตารางที่ ฉ-14  แสดงปริมาณปริมาณการเกิดกรดไขมันอิสระ ทุกๆ 2 ชั่วโมง จากการทําปฏิกิริยา

ไฮโดรลิซิส  ไลเพส/กก(บด)/ADHEP  เปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิ 40  องศา

เซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

เวลา  (ชัว่โมง) รอยละกรดไขมันอิสระ 

2 57.2 

4 57.7 

6 57.9 

8 58.0 

10 59.5 

12 62.6 

24 62.7 

 
 
ตารางที่ ฉ-15  แสดงปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริ-        

ฟเคชัน  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ           

40  องศาเซลเซียส    24  ชั่วโมง   

 

ตัวอยาง รอยละอัลคิลเอสเทอร 

ไลเพสอิสระ 23.4 

ไลเพส/กก/ADHEP 12.5 

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 48.8 

ไลเพส/กก/ADPB 12.5 

ไลเพส/กก(บด)/ADPB 10.6 

ไลเพส/กก/COEDC 7.0 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC 2.6 

ไลเพสตรึงรปู  Novozyme 435 71.4 

ไลเพสตรึงรปู  Lipozyme RM IM 83.6 
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ตารางที่ ฉ-16  แสดงปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริ-   

ฟเคชัน  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ 40  

องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง  เมื่อใชซ้ํา  2  คร้ัง 

 

ตัวอยาง 

รอ
ยล

ะก
รด

อัล
คิล

เอ
สเ
ทอ

ร 

รอ
ยล

ะก
รด

อัล
คิล

เอ
สเ
ทอ

ร
คร

ั้งท
ี่  1

 

 

รอ
ยล

ะก
รด

อัล
คิล

เอ
สเ
ทอ

ร
คร

ั้งท
ี่  2

 

 
 
 
 
 
 

ไลเพส/กก/ADHEP 12.5 0 0  

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 48.8 8.8 0  
 ไลเพส/กก/ADPB 12.5 0 0 
 ไลเพส/กก(บด)/ADPB 10.6 0 0 
 

ไลเพส/กก/COEDC 7.0 0 0 
 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC 2.6 0 0 
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ตารางที่ ฉ-17  แสดงปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริ-        

ฟเคชัน  ดวยอัตราสวนโดยมวลของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ           

40  องศาเซลเซียส    24  ชั่วโมง   

ตัวอยาง รอยละอัลคิลเอสเทอร 

24.5 ไลเพสอิสระ 

30.7 ไลเพส/กก/ADHEP 

51.3 ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 

41.0 ไลเพส/กก/ADPB 

17.2 ไลเพส/กก(บด)/ADPB 

22.8 ไลเพส/กก/COEDC 

21.6 ไลเพส/กก(บด)/COEDC 

66.8 ไลเพสตรึงรปู  Novozyme 435 

57.2 ไลเพสตรึงรปู  Lipozyme RM IM 
 
ตารางที่ ฉ-18  แสดงปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริ-   

ฟเคชัน  ดวยอัตราสวนโดยมวลของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ 40  

องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง  เมื่อใชซ้ํา  3  คร้ัง 

 

ตัวอยาง 

รอ
ยล

ะก
รด

อัล
คิล

เอ
สเ
ทอ

ร 

รอ
ยล

ะก
รด

อัล
คิล

เอ
สเ
ทอ

ร
คร

ั้งท
ี่  1

 
รอ

ยล
ะก

รด
อัล

คิล
เอ
สเ
ทอ

ร
คร

ั้งท
ี่  2

 

รอ
ยล

ะก
รด

อัล
คิล

เอ
สเ
ทอ

ร
คร

ั้งท
ี่  3

 

ไลเพส/กก/ADHEP 30.7 0 0 0 

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 51.3 32.8 23.1 0 

ไลเพส/กก/ADPB 41.0 0 0 0 

ไลเพส/กก(บด)/ADPB 17.2 0 0 0 

ไลเพส/กก/COEDC 22.8 0 0 0 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC 21.6 0 0 0 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวปยะนันท  สุเทียนทอง เกิดวันที่ 19  ตุลาคม พ.ศ. 2526 ที่อําเภอเฉลิมพระเกียรติ จังหวัด

นครราชสีมา ระดับปริญญาตรีสําเร็จปริญญาการศึกษาบัณฑิต สาขาวิศวกรรมเคมีส่ิงทอ คณะ

วิศวกรรมศาสตร    มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลกรุงเทพ เมื่อปการศึกษา 2548 และระดับ

ปริญญาโทเขาศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  สาขาพอลิเมอรประยุกตและเทคโนโลยี  

ส่ิงทอ  ภาควิชาวัสดุศาสตร   คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2548 

สําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2550 
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