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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

 ตลอดหลายปที่ผานมา วิกฤติการณราคาน้ํามันแพงกับปริมาณน้ํามันสํารองที่นอยลงสง

ผลกระทบตอประเทศไทยอยางมาก นับต้ังแตปลายป พ.ศ. 2543 เปนตนมาจนถึงปจจุบัน (2548) 

ราคาน้ํามันดีเซลไดเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ จากราคาปกติลิตรละ 7-8 บาท ไดพุงสูงขึ้นถึงลิตรละ 26.29 

บาท ตามปริมาณการใชน้ํามันที่เพิ่มข้ึนของประเทศ ทําใหประเทศตองพึ่งพาการนําเขาน้ํามันดิบ

จากตางประเทศปหนึ่งๆเปนจํานวนหลายแสนลานบาท ดังนั้นการแสวงหาแหลงพลังงานใหมที่ได

จากผลิตผลทางการเกษตร ซึ่งจัดวาเปนพลังงานหมุนเวียน (renewable energy) จึงไดรับความ

สนใจเพื่อนํามาใชแทนน้ํามันดิบที่จัดวาเปนพลังงานสิ้นเปลือง (non-renewable energy) 

ประมาณการวาน้ํามันจะหมดไปในอีก 40 ปขางหนา (www.dmr.go.th, 2546) จึงไดมีการตื่นตัว

เพื่อแสวงหาแหลงพลังงานทดแทน ไบโอดีเซลจึงเปนเชื้อเพลิงทางเลือกใหมสําหรับเครื่องยนต

ดีเซล โดยมีวัตถุดิบเปนน้ํามันพืชหรือไขมันสัตว  การนําน้ํามันพืชมาใชในเครื่องยนตดีเซลสามารถ

ทําไดหลายวิธี คือ การนําน้ํามันพืชหรือไขมันสัตวมาใชเปนเชื้อเพลิงโดยตรง การผสมน้ํามันพืช 

(หรือสัตว) กับน้ํามันกาดหรือน้ํามันดีเซล  และการนําน้ํามันพืชหรือน้ํามันสัตวมาผานกระบวนการ 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน สําหรับการนําน้ํามันพืชมาใชโดยตรงและการผสมน้ํามันพืชกับน้ํามันกาด

หรือน้ํามันดีเซลนั้น พบวากอใหเกิดปญหากับเครื่องยนต ทั้งนี้เนื่องจากเมื่อเปรียบเทียบคุณสมบัติ

ของน้ํามันพืชกับน้ํามันดีเซลในตารางที่ 1.1 จะเห็นวาน้ํามันพืชมีความหนืดสูงกวาน้ํามันดีเซล

มากกวา 10 เทา ความหนืดของน้ํามันพืชทําใหหัวฉีดน้ํามันฉีดเปนฝอยไดยาก เปนอุปสรรคตอ

ระบบปอนน้ํามันเขาสูหองเผาไหม และเกิดการสันดาปที่ไมสมบูรณ และเกิดกากคารบอน

หลงเหลือหลังการเผาไหมเปนคราบเขมาเกาะที่หัวฉีด        ดังนั้นไบโอดีเซลที่ไดจากกระบวนการ 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน จึงเปนวิธีที่นิยมทํามากที่สุด ทั้งนี้เนื่องจากไบโอดีเซลที่ไดจากวิธีนี้มีความ

ปลอดภัยตอเครื่องยนตมากกวาและมีคุณสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซลมากที่สุด 
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ตารางที่ 1.1  คุณสมบัติและคาความรอนของน้ํามันพืชชนิดตางๆ (พศิมัย เจนวนิชปญจกุล, 2544) 

 

 

น้ํามนั คาไอโอดีน ความถวงจําเพาะที่ 21 °C   

(g/ml) 

ความหนืดที่ 21°C 

(centipoints) 

คาความรอน 

(kJ/kg) 

ถั่วเหลือง 124-139 0.918 57.2 39,350 

มะพราว 6-11 0.915 51.9 37,540 

ถั่วลิสง 86-107 0.914 67.1 39,470 

ปาลม 14-21 0.898 88.6 39,550 

เมล็ดในปาลม 50-55 0.904 66.3 39,720 

เมล็ดสบูดํา 101 0.915 36.9 ที ่38°C 39,000 

น้ํามนัดีเซล ND 0.845 3.8 46,800 

 

 

เนื่องจากราคาของไบโอดีเซลที่ไดจากกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชันยงัมีราคาสงูอยู

เมื่อเทียบกับราคาน้าํมนัดีเซล ทัง้นีเ้ปนเพราะตนทุนวัตถุดิบมีราคาสงู  ดงันัน้การนําวัตถุดิบที่ได

จากพืชน้าํมนัที่มีการปลูกมากภายในประเทศสามารถชวยลดตนทุนในการผลิตได  จากตารางที ่

1.2 พบวาประเทศไทยผลิตน้าํมันปาลมไดมากที่สุดและพบวาเปนผูผลิตรายใหญเปนอันดับ 4 ของ

โลก รองจาก มาเลเซีย อินโดนีเซีย และไนจีเรีย (กลาณรงค ศรีรอต และคณะ, 2546) 

 

ตารางที่ 1.2  ปริมาณการผลิตพืชน้าํมันของประเทศไทย (พันตัน) (พศิมัย เจนวนิชปญจกุล, 2544) 

 

ป พ.ศ. ปาลมน้าํมนั ถั่วเหลือง ถั่วลิสง มะพราว ละหุง งา 

2538 2,255 386 147 1,413 6 34 

2539 2,688 359 147 1,419 6 34 

2540 2,681 338 126 1,386 6 35 

2541 2,465 321 135 1,372 7 36 

2542 3,512 - - - - - 
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 ประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม ดังนั้นหากสามารถนําผลผลิตทางการเกษตรมาแปร

รูปโดยทําเปนไบโอดีเซลเพื่อทดแทนการใชน้ํามนัดีเซลโดยตรงไดบางสวนแลว ก็จะเปนการลดการ

นําเขาน้าํมันดบิจากตางประเทศลงได และยังทําใหลดการขาดดุลการคาได 

 งานวิจยันี้มุงหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซล (เมทิลเอสเทอร) จากน้าํมัน

ปาลมโดยใชไลเปสที่ไดจากแบคทีเรีย เพื่อนําไปปรับปรุงใชประโยชนตอไป 

 

 
ขั้นตอนการดําเนินงานวจิัย 
 

1. การคัดกรองแบคทีเรียที่สามารถผลิตไลเปสสูงจากตัวอยางดินและน้าํ 

2. ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตไลเปส โดยใชการออกแบบการทดลองเชิง 

แฟกทอเรียล  

3. ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอร  โดยใชการออกแบบการ 
       ทดลองเชงิแฟกทอเรียล 

4. ศึกษาจลนพลศาสตรเอนไซม ณ สภาวะเหมาะสม 



 4 

บทที่ 2 
 

ปริทัศนวรรณกรรม 
 

 ในภาวะปจจบุันประเทศทีพ่ัฒนาแลวใหความสนใจผลิตและใชไบโอดีเซลอยางแพรหลาย 

โดยมีการทดลองผลิตเพื่อใชกันเองในครอบครัว และการผลิตในระดับโรงงานตนแบบ จนถึงระดบั

ที่ผลิตเพื่อจําหนายเปนอุตสาหกรรม วัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลคือน้ํามนัพืชและน้ํามนัสัตว 

น้ํามนัพืชที่ใชเปนวัตถุดิบสามารถสกัดจากพืชน้าํมนัไดทกุชนิด การพจิารณาเลือกพืชชนิดใดมาใช 

ขึ้นอยูกับองคประกอบของน้ํามนัในพืชชนิดนัน้ รวมทั้งความเหมาะสมของปริมาณการเพาะปลูก

พืชน้าํมนัในพืน้ทีน่ั้นๆดวย  เชน ในยุโรปตอนเหนือจะผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามนัrapeseed ทาง  

ยุโรปตอนใตจะผลิตจากน้ํามันเมล็ดทานตะวัน อเมริกาและแคนาดาจะผลิตจากน้ํามันถั่วเหลอืง

และน้ํามนัเมลด็เรพ มาเลเซยีผลิตจากน้ํามันปาลม นิคารากวัใชน้าํมนัเมล็ดสบูดํา เปนตน สําหรบั

ประเทศไทยปาลมน้าํมนัเปนพืชที่มกีารปลูกมากที่สุด     (คณะกรรมาธิการการพลงังานสภาผูแทน 

ราษฏร, 2545)  จึงเปนพืชน้าํมันที่เหมาะสมในการนํามาผลิตไบโอดีเซล  

 
2.1 ไขมันและน้ํามัน  
 
 ไขมันและน้ํามันเปนเอสเทอรของกรดไขมันกับกลีเซอรนี ไขมันเปนของแข็งที่อุณหภูมิหอง 

สวนน้ํามนัเปนของเหลวที่อุณหภูมิหอง        ไขมันและน้ํามนัมีสวนประกอบทางเคมีเหมือนกัน 

กรดไขมันที่อยูในไขมันและน้ํามนัอาจเปนชนิดเดียวกนัทัง้ 3 โมเลกุล  หรือตางชนิดกนัก็ได   ถา

กรดไขมันทั้งสามโมเลกุลมีลักษณะทางโครงสรางเหมือนกนั   ไตรกลีเซอไรดที่ไดเรียกวา ไตรกลี-

เซอไรดอยางงาย (simple triglyceride) ถาไมเหมือนกนัก็จะเรียกวา ไตรกลีเซอไรดผสม (mixed 

triglyceride) ในธรรมชาตนิ้าํมันพืชและไขสัตวจะประกอบดวยไตรกลีเซอไรดผสมเปนสวนมาก ซึ่ง

เปนสวนประกอบสําคัญที่ทาํใหมีคุณสมบัติแตกตางกนั ลักษณะทางกายภาพของน้าํมนัพืชและ 

ไขสัตวที่เกิดตามธรรมชาตนิัน้ มีความแตกตางกันแมวาจะมาจากสัตวหรือพืชชนิดเดียวกนั ทั้งนี้

ข้ึนอยูกับสภาวะแวดลอมของพืชและสัตวนัน้  ไขมันหรือน้ํามนัจากสัตวมีกรดไขมันที่อ่ิมตัวอยูมาก

และมักเปนของแข็งที่อุณหภูมิหอง    ไขมันและน้ํามนัจากสัตวไดแก   ไขมันในเนื้อสัตว     ไขมันใน 

ไขแดง    ไขมนัน้าํนม  และน้ํามนัหมู   สวนไขมันและน้าํมันจากพืช   มีกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัวอยูมาก  
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(ยกเวนน้าํมนัมะพราว) ไดแก น้าํมันรํา น้าํมันถั่ว น้ํามันมะกอก น้ํามันขาวโพด น้าํมนัปาลม น้าํมนั

ดอกคําฝอย และน้ํามันดอกทานตะวนั เปนตน (ประดิษฐ มีสุข, 2544) 

 

2.2 น้ํามันปาลม (คณะกรรมาธิการการพลังงานสภาผูแทนราษฏร, 2545)   

 

            ปาลมน้ํามนั  (Elaeis guineensis Jacq.)         มีถิ่นกําเนิดดั้งเดิมอยูในที่ลุมเขตรอนทวีป  

แอฟริกาทางฝงตะวนัออก  แหลงปลูกที่สาํคัญอยูในทวปีแอฟริกา  ทวีปอเมริกากลาง  และทวีป

เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ในประเทศไทยแหลงปลูกปาลมน้ํามันที่สาํคัญอยูในภาคใตและภาค

ตะวันออก โดยในภาคใต บริเวณที่ปลูกมากที่สุดอยูที่จงัหวัดกระบี่ สรุาษฎรธาน ีชมุพร สตูล และ

ตรัง ในภาคตะวันออกปลูกมากที่จังหวัดชลบุรีและระยอง  

 

น้ํามนัปาลมสกัดไดจาก 2 สวน คือ  

 

-    สวนแรกจากเปลือกผลชัน้นอกและเนื้อผลช้ันนอกเรียกวาน้ํามันปาลม (palm oil)  

-  สวนที่สองจากเนื้อผลช้ันในและเอมบรโิอ เรียกวาน้าํมันเมล็ดในปาลม (palm kernel 

oil) น้ํามนัทั้งสองชนิดจะมอีงคประกอบทางเคมีตางกนั น้าํมนัเมลด็ในปาลมมีสมบัติคลายน้าํมัน

มะพราวคือ มีกรดลอริกสูง สวนน้าํมนัปาลมมีองคประกอบคลายน้าํมันหม ู มวีิตามินเอและอีสูง

กวาน้ํามันพืชชนิดอื่น  มกีรดไขมันอิ่มตัวและไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบ   โดยมีกรดปาลมมีติกและ 

กรดโอเลอิกเปนองคประกอบหลัก  

 

ปาลมน้าํมนัเปนพืชน้ํามันทีใ่หปริมาณน้ํามันสูงถึง  0.6 - 0.8  ตัน/ ไร/ ป เมื่อเปรียบเทียบ

กับพืชน้ํามนัชนิดอื่น  สามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑอาหารและใชในการประกอบ

อาหารเนื่องจากมีคุณสมบัติทนความรอนไดสูง ไมทําใหเกิดสารกอมะเร็ง น้ํามนัปาลมมีราคาต่ํา

กวาน้ํามันพืชชนิดอื่น และประเทศไทยสามารถผลิตน้ํามนัปาลมไดในปริมาณมากที่สุดเมื่อเทยีบ

กับน้าํมันชนิดอื่น  
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2.3 การใชประโยชนจากน้ํามันปาลม (คณะกรรมาธกิารการพลังงานสภาผูแทนราษฏร, 2545)   

 

          น้ํามันปาลมสามารถนําไปใชประโยชนไดหลากหลาย และแบงกลุมการนาํไปใชประโยชน

ไดดังนี้ 
 2.3.1 อุตสาหกรรมดานอาหาร  
 

                         น้ํามนัปาลมและน้ํามันเมล็ดในปาลมประมาณ  80%   นําไปใชในอุตสาหกรรม

อาหารหลายประเภท   เชน   น้ํามันทอด น้ํามนัปรุงอาหาร มาการีน ไอศกรีม ครีมเทียม นมเทยีม  

เนยขาว ขนมเคก ขนมปง ฯลฯ รวมถึงผลติภัณฑอาหารเสริมเพื่อสุขภาพ เชน วิตามนิอ ีวิตามนิเอ 

 

              2.3.2 อุตสาหกรรมโอลิโอเคมิคอล 

 

                         น้ํามนัปาลมและน้ํามันเมล็ดในปาลม  ประมาณ  20%  นําไปใชประโยชนในการ

ผลิตสินคาอุปโภค โดยผานกระบวนการทางเคม ีดังนี ้ 

 

                         2.3.2.1  การผลิตกรดไขมันประเภทตางๆ ทัง้กรดไขมันอิ่มตัว และกรดไขมันไม

อ่ิมตัว เพื่อนาํไปใชในอุตสาหกรรมหลายประเภท เชน 

                                   -  กรดลอริก ใชทําเปนเรซินในอุตสาหกรรมส ี 

                                   -  กรดปาลมมิติก  ใชในการเลีย้งเชื้อราเพื่อสกดัเปนยาปฏิชีวนะ  ผสมกับ

กรดสเตียริกเพื่อทาํเทยีนไข 

                                   -  กรดโอเลอิก  ใชในอุตสาหกรรมสิ่งทอ 

                                   -  กรดสเตียริก  ใชในการผลิตเครื่องสําอาง    สบูเด็ก      ผสมกับกรด 

ปาลมมิติกเพือ่ทําเทียนไข 

                                   -  กรดลิโนเลอิก  ใชเปนยาฉีดสําหรับลดไขมันในเสนเลือด 
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                     2.3.2.2  การผลิตเมทิลเอสเทอร  เปนสารที่ไดจากการทําปฏิกิริยาเคมีระหวาง

น้ํามนัปาลมกบัเมทิลแอลกอฮอล  โดยมีตัวเรงปฏิกิริยาเปนกรด ดาง หรือเอนไซม สามารถนําไป  

ใชประโยชนไดหลากหลาย  ทัง้ในดานพลงังาน หรือใชเปนสารสําหรบัผลิตอนุพนัธของกรดไขมัน

ประเภทตางๆ และมีผลพลอยไดที่สําคัญและมีมูลคาสงูคือ  กลีเซอรอล  และเมทิลเอสเทอร  

                                   -  Fatty  Alcohol  ใชประโยชนในการผลิต Sodium  Alkyl  Sulphates  

และ  Surfactant  ที่ใชผลิตผงซักฟอก 

                                   -  Fatty  Acid  Amides  มีคุณสมบัติชวยกนัน้ํา นยิมใชในอุตสาหกรรม 

ส่ิงทอ การผลิตกระดาษ  ไมอัด  โลหะ  ยาง ฯลฯ 

                                   -  Fatty   Amines   ที่มีความสาํคัญนิยมใชในอุตสาหกรรมสิง่ทอ   การ

ผลิตพลาสติก   น้ํามันหลอล่ืน   สารควบคุมเชื้อราและแบคทีเรีย ฯลฯ 

 

2.4 น้ํามันดีเซล (ปราโมทย ไชยเวช, 2537) 

 

 น้ํามนัดีเซล (diesel fuel) เปนสารประกอบไฮโดรคารบอนในกลุมพาราฟน ที่ไดจากการ

กลั่นน้ํามนัดิบ มีชวงจุดเดือดและความขนใสสูงกวาน้าํมันเบนซนิ เนื่องจากเครื่องยนตดีเซลเปน

เครื่องยนตที่มกีารทาํงานแตกตางจากเครือ่งยนตเบนซนิ การจุดระเบิดของเครื่องยนตดีเซลใช

ความรอนที่เกดิจากการอัดอากาศอยางมากภายในกระบอกสูบ แลวฉดีเชื้อเพลิงเขาไปเพื่อทําการ

เผาไหม ไมใชเปนการจุดระเบิดจากหัวเทียนเหมือนในเครื่องยนตเบนซิน เครื่องยนตดีเซลในสมัย

แรกๆนั้นมีขนาดใหญโตมาก เพราะตองการใหทนกับความรอนและแรงอัดสูงๆได เครื่องยนตดีเซล

สมัยกอนนาํไปใชเปนเครื่องตนกําลงั เชน ใชเปนตนกําลงัในการผลิตกระแสไฟฟา โรงงาน

อุตสาหกรรมและใชในเรือ ตอมาไดมีการพัฒนาสรางเครื่องยนตใหมีขนาดเล็กลงแตมี

ประสิทธิภาพสูง เชน ใชเปนเครื่องตนกาํลังของเครื่องมือและอุปกรณหลายชนิดที่มีความสําคญั

ทางเศรษฐกิจ เชน รถไฟ รถบรรทุก รถแทรกเตอร เรือประมง เปนตน ดังนั้นจึงตองมีการปรับปรุง

คุณภาพของน้าํมันดีเซลใหเหมาะสมกับเครื่องยนตที่ใชกับงานนั้นๆ 

 

 น้ํามนัดีเซลที่ใชอยูในประเทศไทยมีอยู 2 ประเภทใหญๆ  คือ 

- น้ํามนัดีเซลสาํหรับเครื่องรอบเร็ว (automotive diesel oil) 

- น้ํามนัดีเซลสาํหรับเครื่องรอบชา (industrial diesel oil) 
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น้ํามนัดีเซลที่ใชอยูในปจจุบนัมีหลายบริษทั เชน ปตท. เอสโซ เชลล ฯลฯ น้ํามันดีเซลที่

ทองตลาดเรียกวาโซลาสาํหรับเครื่องยนตดีเซลรอบเร็ว ซึ่งสวนมากใชกับยานยนต เรือขนาดเล็ก 

เครื่องกําเนิดไฟฟาขนาดเลก็และอุปกรณกอสราง หรือใชเผาไหมใหความรอนในงานอุตสาหกรรม  

หรือใชตมน้ํารอนในโรงแรม   สวนน้าํมนัขี้โล   สาํหรับเครื่องยนตดีเซลรอบชาและปานกลางซึง่

นิยมใชในงานอุตสาหกรรมและเรือขนาดใหญ หรือใชเผาไหมใหความรอน แตน้าํมนัชนิดนี้มีสีเขม

กวาโซลา สขีองน้ํามันดีเซลโดยธรรมชาติมีสีชาออน แตบางครั้งสีอาจเปลี่ยนไปบางเนื่องจากใน

กระบวนการกลั่นน้าํมนัอาจจะใชน้ํามันดบิจากแหลงตางๆกนั ซึ่งอาจทําใหน้าํมนัดีเซลมีสีออนหรือ

เขมไปบาง แตคุณสมบัติในการเผาไหมยังคงเดิม สีของน้าํมันดีเซลไมไดเปนสิ่งสาํคัญสําหรับการ

พิจารณาคุณภาพของน้ํามนั แตไดกําหนดไวใหอยูในมาตรฐานของ ASTM ไมเกิน 3 ซึง่เปนสี

คลายกับสีชา และสีนี้อาจเปลี่ยนแปลงได คือสีจะเขมข้ึนถาเก็บไวนานๆ  ในกรณีที่สีของน้าํมัน

ดีเซลเปลี่ยนแปลงไปมาก เชน เปนสีเขียวหรือสีดําคล้ํา ควรตั้งขอสังเกตวาอาจมีการปลอมปนของ

น้ํามนักาด (สีน้ําเงิน) หรือน้าํมันเตาหรือน้าํมันเครื่องที่ใชแลว (สีดํา) 

 
2.5 ไบโอดีเซล 
 

ไบโอดีเซลคือเชื้อเพลิงที่ไดจากน้าํมนัพชืและสัตวผานกระบวนการทรานสเอสเทอรฟิเคชัน 

(transesterification) เกิดเปนสารที่เรียกวาเมทิลเอสเทอร หรือเอทิลเอสเทอร ซึ่งมีคุณสมบัติ

ใกลเคียงกบัน้าํมันดีเซลที่กล่ันจากน้าํมนัปโตรเลียม สามารถใชเปนเชื้อเพลิงในเครื่องยนตดีเซลได

ดีโดยไมตองทาํการดัดแปลงเครื่องยนต  (คณะกรรมาธกิารการพลังงานสภาผูแทนราษฏร, 2545)   

เนื่องจากตนทนุวัตถุดิบสูงเปนอุปสรรคสําคัญ ที่ทาํใหไบโอดีเซลไมสามารถแขงขันกับ

น้ํามนัดีเซลจากฟอสซิลได  การผลิตไบโอดีเซลในปจจุบนัจึงพัฒนาเพือ่ใหสามารถใชสวนผสมของ

น้ํามนัหลายชนิดเปนวัตถุดบิได ตั้งแตน้าํมันที่กลัน่บริสุทธไปจนถึงน้ํามนัใชแลว การที่สามารถใช

วัตถุดิบไดหลายชนิด  และบางชนิดยงัเปนผลผลิตหลักของประเทศ    สามารถลดตนทนุการผลิต 

ไบโอดีเซลได 

ในจําพวกพลงังานเชื้อเพลิงทดแทน ไบโอดีเซลเปนเชือ้เพลิงชวีภาพที่จะมีความสาํคัญใน

อนาคตอันใกล เนื่องจากเปนพลังงานหมุนเวียน ซึง่มีอยูไมจํากัดตราบใดที่โลกยงัมพีชืและ

แสงแดดเปนพลังงานสีเขียว ไมเปนพษิกับส่ิงแวดลอม เมื่อเผาผลาญจะใหกาซคารบอนมอน

ออกไซด (carbonmonoxide, CO) นอยกวาน้ํามนัดีเซลปกติ และไมปลอยกาซซัลเฟอรไดออกไซด 

(sulferdioxide, SO2) ชวยลดผลกระทบจากปรากฏการณเรือนกระจก (greenhouse effect) ใน
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เอกสารของ Korbitz (1999) ไดระบุวาในการใชไบโอดีเซล 1 กิโลกรัม จะไดกาซผสมในกลุมกาซ

ซัลเฟอรไดออกไซดลดลงถึง 99% กาซคารบอนมอนออกไซดลดลง 20% ไฮโดรคารบอนลดลง 

32% เขมาลดลง 50% และ ฝุนละอองลดลง 39% และเนื่องจากไบโอดีเซลผลิตมาจากผลิตผลทาง

การเกษตร  จึงสามารถถกูจุลินทรียในธรรมชาติยอยสลายได  คารบอนทีย่อยสลายจะหมนุเวยีน

เปนวัฏจักรโดยกระบวนการสังเคราะหแสงของพืช จึงไมเพิ่มภาวะเรอืนกระจกเหมอืนการใชน้ํามนั

ดีเซล มีรายงานวาไบโอดีเซลสามารถถูกยอยสลายได 90% ภายใน 3 สัปดาห เมื่ออยูในสภาวะ

แวดลอมที่เหมาะสม (Rodinger, 1994) 

การพัฒนาอยางเปนรูปธรรมของไบโอดีเซลเกิดขึ้นครั้งแรกในป 1985 เมื่อออสเตรียไดตั้ง

โรงงานตนแบบในการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามนัrapeseedเปนครั้งแรก และในป1990 ไดมีการ

ผลิตทางการคาเปนครั้งแรก ในระยะแรกมีความตั้งใจจะใชไบโอดีเซลกับเครื่องจักรกลทางการ

เกษตรซึ่งไดรับการรับรองจากผูผลิตรถแทรกเตอรเกือบทุกยีห่อเปนอยางดี เชน Massey-

Ferguson, John Deere ตอมามีการเปลี่ยนแปลงตําแหนงของตลาดไปเปน ยานพาหนะทีใ่ช

เครื่องยนตดีเซล  ซึ่งไดรับการสนับสนนุอยางดีจากกลุมอุตสาหกรรมยานยนตตางๆเชน Ford, 

Mercedes เปนตน นอกจากนั้นเพื่อใหเกิดความเชื่อมัน่แกผูบริโภค ออสเตรียยังไดออก

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

สําหรับ fatty acid methyl ester (ON C 1191) ในป 1997  ตอมาประเทศอื่นๆไดออก

มาตรฐานไบโอดีเซลตามมา ไดแก ฝร่ังเศสและอิตาลีในป 1993 สาธารณรัฐเชคโกสโลวะเกียในป 

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

นอกจากจะชวยปญหาการขาดแคลนน้าํมนัปโตรเลียมแลว ไบโอดีเซลยังเปนแนวทางใน

การพัฒนาความยัง่ยนืของระบบพลงังานและการเกษตร ลดการสูญเสียเงนิตราออกนอกประเทศ 

สรางงานและกระจายรายไดสูทองถิน่ ลดปญหาแรงงานอพยพเขาเมือง นาํไปสูการพัฒนา

เศรษฐกิจชุมชนทีย่ั่งยนื 
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2.6 ประวัติความเปนมาของการนาํน้ํามันพืชมาใชเปนเชื้อเพลิงในเครื่องยนต 
 

  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันของน้าํมนัพืชไดถกูทาํขึ้นในป ค.ศ. 1853 กอนที่

เครื่องยนตดีเซลจะถูกคิดคนขึ้นโดย Duffy และ Patrick แตแนวคิดในการใชน้าํมันพืชเพื่อเปน

เชื้อเพลิงเริ่มตนจาก Rudolph Diesel โดยไดใชน้ํามนัถัว่ลิสงเปนเชื้อเพลิงใหกับเครือ่งยนตสันดาป

ภายในและแสดงในงานเอกซโปที่กรุงปารสีในป ค.ศ. 1900 (Altil และคณะ, 2001) แตไมเปนที่

สนใจมากนกัเนื่องจากราคาน้ํามนัดีเซลในขณะนั้นยังมีราคาถกู การนําน้ํามนัพืชมาใชเปน

เชื้อเพลิงจึงมกัใชในสถานการณคับขันเทานัน้ เชน ในป ค.ศ.1980 ประเทศแถบอเมริกาใต         

ถูกกดดันทางการเมืองและถูกปดลอมการขนสงน้าํมนั (oil embargo) จึงไดใชน้ํามันเมล็ด

ทานตะวนัผสมน้ํามันเบนซนิเปนเชื้อเพลงิ จนกระทัง่เหตุการณขาดแคลนน้ํามนัเชื้อเพลิงในชวง

ทศวรรษที่ 70 และสงครามอาวเปอรเซียในป ค.ศ. 1991 อีกทั้งปญหาตาง ๆ เชน ราคาน้าํมันที่

สูงขึ้น การประกาศเตือนปริมาณน้ํามันทีจ่ะหมดในอนาคตอันใกล ปริมาณผลผลิตทางเกษตรที่

เกินความตองการและกระแสตื่นตัวในปญหาสิง่แวดลอมเปนตัวเรงอยางด ี ใหแตละประเทศคนหา

พลังงานจากแหลงอืน่ๆเพื่อมาทดแทน และในป ค.ศ.1982 ไดมีการประชุมทางวิชาการนานาชาติ

เกี่ยวกับการใชน้ํามนัพืชเปนเชื้อเพลิงเปนครั้งแรก (The first international conference on plant 

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

หลังจากนั้นมา ความตื่นตัวในการหาพลังงานทดแทนน้าํมนัดีเซลไดขยายกวางขวางขึ้น โดยมี

สาเหตุมาจากปญหาที่สําคญั 2 ประการคือ ปญหาน้ํามันเชื้อเพลิงและปญหาสิง่แวดลอม 
  
2.7 การนําน้าํมันพืชมาใชในเครื่องยนตดีเซลมี 3 แนวทาง คือ 
 

 2.7.1 การนําน้ํามันพชืหรอืน้ํามันสัตวมาใชเปนเชือ้เพลิงโดยตรง  
วิธีนีท้าํไดโดยเติมน้ํามันพืชหรือสัตวลงในเครื่องยนตโดยไมมีการเติมสารเคมีหรือ

เปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของน้ํามนัแตอยางใด  

 

ขอดีของวิธีนี้คอื  

- ธรรมชาติของน้ํามนัพืชเปนของเหลวจึงสามารถเตมิลงในเครื่องยนตไดทันท ี

- มีคาความรอนสูงประมาณ 80% ของน้ํามนัดีเซล 

- หาไดงายทั่วไปแตอาจตางชนิดกันตามแหลงพืน้ที่เกษตรกรรม  
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ขอเสียของวิธนีี้คือ  

- น้ํามนัพืชเปนสารที่ไมอยูตัวกลาวคือน้ํามนัพืชจะถูกออกซิไดซไดงายรวมทัง้เกิด 

ปฏิกิริยาพอลิเมอไรซไดที่อุณหภูมิสูง ทําใหน้าํมนัพชืมีความหนืดสูงกวาน้าํมนัดีเซล 

ทําใหหวัฉีดน้าํมันฉีดน้ํามันใหเปนฝอยไดยากเปนอุปสรรคตอการปอนน้าํมนัเชื้อเพลิง

เขาสูหองเผาไหม และเกิดการสันดาปไมสมบูรณ ทําใหเกิดปญหาสาํหรับเครื่องยนต

เมื่อใชน้ํามันพชืเปนเชื้อเพลิงโดยตรง 

- ส่ิงเจือปนเชน น้ํา หรือกัม (gum) ในน้าํมนัพืช เปนสาเหตุใหการเผาไหมของเชื้อเพลิง

ไมสมบูรณ ทาํใหเกิดเขมาในเครื่องยนต  

Harwood (1984) ไดรายงานเรื่องปญหาและแนวทางแกไขปญหาในการใชน้ํามันพืชใน

เครื่องยนตดีเซลโดยตรงดังแสดงในตารางที ่2.1 

 

มีรายงานในประเทศไทยถึงการนาํน้าํมนัพืชมาใชเปนเชื้อเพลิงโดยตรงในเครื่องยนตดีเซลดังนี้  

 

- พิศมัย เจนวณิชปญจกุล และคณะ (2525) รายงานการวิจัยโดยใชน้ํามนัถัว่ลสิงเปน

เชื้อเพลิงเปรียบเทียบ กบัการใชน้ํามันดีเซลในเครื่องยนตยันมารขนาด 7 แรงมา โดยไมมีการ

ดัดแปลงเครื่องยนต พบวาน้าํมันถั่วลิสงมคีวามหนืดสงู การติดเครื่องยนตเปนไปไดยาก เครื่องเดิน

สะดุด การสันดาปเกิดขึน้ไมสมบูรณ และพบวาที่เครื่องยนตที่ใชน้าํมันถัว่ลิสงมีเขมาจับที่ลูกสูบ

และวาลวมากกวาที่ใชน้ํามนัดีเซล 

 

- ในป พ.ศ. 2543 พระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัวทรงมพีระราชกระแสรับส่ังใหดําเนินการ

ทดลองนําน้ํามันปาลมกลัน่บริสุทธิ์มาใชกบัเครื่องยนตดเีซลของรถยนต ในกองงานสวนพระองค 

จากผลการทดลองพบวาไมมีผลกระทบใดๆในทางลบกับเครื่องยนตดีเซล (คณะกรรมาธกิารการ 

พลังงานสภาผูแทนราษฏร, 2545)   
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ตารางที ่ 2.1 ปญหาการใชงานระยะสั้นและระยะยาวพรอมแนวทางแกไขสําหรบัการนาํ
น้ํามันพชืมาใชโดยตรงในเครื่องยนตดีเซล  (Harwood, 1984) 

ปญหา สาเหต ุ แนวทางแกไข 

การใชงานระยะสั้น 

1.การเดินเครื่องมีปญหาที ่

อุณหภูมิต่ํา 

 

2.ระบบหัวฉีดน้ํามนัอุดตัน 

 

3.เครื่องน็อค 

 

การใชงานระยะยาว 

4.หัวฉีดฉีดน้ํามันเปนฝอย

ไดยาก เกิดการสันดาป 

ไมสมบูรณ 

5.เกิดตะกอนถานที ่

กระบอกสูบ 

 

 

 

6.ชิ้นสวนเครือ่งยนตถูก 

กัดกรอน 

 

 

 

7.น้ํามันหลอล่ืนใน

เครื่องยนตไมสามารถ

ทํางานได 

 

น้ํามนัพืชมีความหนืดสูง 

มีคาซีเทนและจุดวาบไฟต่ํา 

 

กัม(gum)ที่มีอยูในน้าํมนั-

พืช 

น้ํามนัพืชมีคาซีเทนต่ําและ

การลุกไหมเกดิขึ้นชามาก 

 

น้ํามนัพืชมีความหนืดสูง 

 

  

น้ํามนัพืชมีความหนืดสูง 

 

  

 

 

เกิดการเผาไหมไมสมบูรณ 

เนื่องจากกรดไขมันอิสระ, 

น้ํามนัหลอล่ืนในเครื่องยนต

เจือจางเพราะมีน้ํามันพืชที่

เผาไหมไมหมดมาเจือปน 

เกิดการรวมตวักันของ 

กรดไขมันอิสระในน้าํมนัพืช  

 

อุนน้าํมนัพืชกอนนาํมาใชหรือใช

ปฏิกิริยาเคมีเปลี่ยนไตรกลีเซอ-

ไรดในน้ํามนัพชืใหเปนเอสเทอร  

ทําน้ํามนัพืชใหบริสุทธิห์รือกรอง

โดยใชตัวกรองขนาด 4 ไมครอน 

 ใชความดนัของหวัฉีดน้ํามนัและ

เลือกหองเผาไหมทีเ่หมาะสม 

 

อุนน้าํมนัพืชกอนนาํมาใชหรือใช

ปฏิกิริยาเคมีเปลี่ยนไตรกลีเซอ-

ไรดในน้ํามนัพืชใหเปนเอสเทอร 

 อุนน้ํามนัพืชกอนนํามาใชหรือใช

ปฏิกิริยาเคมีเปลี่ยนไตรกลีเซอ-

ไรดในน้ํามนัพชืใหเปนเอสเทอร

หรือเติมน้าํมันพืชสลับกับน้ํามัน

ดีเซล 

ใสสาร motor oil additives เพื่อ

ปองกนัการเกดิออกซิเดชัน 

 

 

 

ใสสาร motor oil additives เพื่อ

ปองกนัการเกดิออกซิเดชัน 

 



 13 

 
 

2.7.2 การผสมน้ํามันพชืหรือสัตวกับน้าํมันกาดหรอืน้ํามันดีเซล  
 

 วิธีนี้แกปญหาความหนืดของน้าํมนัพืชไดแตเมื่อใชงานที่อุณหภูมิต่ําอาจเกิดไขของน้าํมนั

พืชได 

 

Peterson และคณะ (1983)   พบวาเมื่อผสมน้ํามันrapeseedกับน้าํมันดีเซลในอัตราสวน 

70 ตอ 30 สามารถนํามาใชในเครื่องยนตโดยไมเกดิปญหาเครื่องน็อคหรือสงผลกระทบตอการ

ทํางานของน้ํามันหลอล่ืนแตอยางใด 

 

 Strayer และคณะ (1983) พบวาเมื่อผสมน้ํามันคาโนลา (canola oil) กับน้ํามนัดีเซลใน

อัตราสวน 50 ตอ 50 ทําใหความหนืดของน้าํมนัคาโนลาลดลงจาก 37.82 เซนติสโตรก เหลือเพยีง 

19 เซนติสโตรก  และนอกจากผสมกับน้าํมันดีเซลแลว  ยังสามารถลดความหนืดไดโดยผสมกับ   

เอทานอลในอตัราสวน 10 ตอ 1  ซึง่จะทําใหคาความหนดืลดลงเหลือ 21.15  เซนติสโตรก  

 

 สําหรับในประเทศไทยการผสมน้ํามันพืชกบัน้ํามนักาดหรือน้ํามนัดีเซลนั้นใชอัตราสวน

แตกตางกนัไปในแตละจังหวดัของประเทศ เชน 
 

- สูตรอําเภอบางคนที จงัหวัดสมุทรสงคราม ใชน้าํมันมะพราวดิบ:น้ํามนักาด:น้ํามนั

ดีเซล ในอัตราสวน 20:1:4 

- สูตรอําเภอทับสะแก จังหวัดประจวบคีรีขันธ ใชน้าํมนัมะพราวดิบ:น้ํามนักาด ใน

อัตราสวน 20:1 

- สูตรจังหวัดชุมพร ใชน้าํมนัปาลมดิบ:น้ํามนักาด:น้ํามนัดีเซล ในอัตราสวน 60:7:40 
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2.7.3 การนาํน้ํามนัพืชหรือน้ํามนัสัตวมาผานกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเค-

ชัน 
 

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชัน (transesterification) หรือแอลกอฮอลไลซิส 

(alcoholysis) เปนการทําปฏิกิริยาระหวางแอลกอฮอลกับกรดไขมัน (ไขมันหรือน้ํามัน) ไดเอสเทอร 

และกลีเซอรอล เปนปฏกิิริยาชนิดยอนกลับได (reversible reaction) จึงจําเปนตองมีตัวเรง

ปฏิกิริยาและตองใชแอลกอฮอลมากเพื่อใหไดผลผลิต (yield) และชนิดผลิตภณัฑตามตองการ ซึ่ง

เอสเทอรที่ไดนี้   จะมีคุณสมบัติใกลเคียงกับน้าํมันดีเซลจากปโตรเลยีมมากที่สุด      หรือที่เรียกวา 

ไบโอดีเซล 

 

CH2-OOC-R1     R1-COO-R’  CH2-OH 

           + 

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

           + 

CH2-OOC-R3     R3-COO-R’  CH2-OH 

Triglyceride     Alcohol       Esters  Glycerol 

 
รูปที่ 2.1 การเกิดปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันพชื (Ma และ Hanna, 1999) 

 

แอลกอฮอลทีใ่ชในการทําปฏิกิริยาจะเปนแอลกอฮอลโมเลกุลตรงที่มหีมูไฮดรอกซิล 1 หมู  

ที่ตําแหนงแรก (primary) หรือตําแหนงที่สอง (secondary) มีจํานวนคารบอนอยูในชวง 1-8 

อะตอม ไดแก เมทานอล (methanol) เอทานอล (ethanol) โพรพานอล (propanol) บิวทานอล 

(butanol) และ เอมิลแอลกอฮอล (amyl alcohol) โดยเฉพาะอยางยิง่เมทานอลและเอทานอลจะ

ใชมากที่สุดเนือ่งจากราคาถกู หางายและมีคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพเหมาะสม (เปนโพลาร 

(polar) และสายโมเลกุลส้ัน (shortest chain alcohol) ทําใหสามารถทําปฏิกิริยากบัไตรกลีเซอไรด 

(triglyceride) และตัวเรงปฏกิิริยาไดดีข้ึน) 
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2.7.3.1 การใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

 การทาํปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัโดยใชกรดเปนตวัเรงปฏิกิริยา จะเกิดชากวาเมื่อใช

เบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา นอกจากนี้ยงัตองใชอุณหภูมิที่สงู  และใชเวลานานกวาถึงจะเกิดปฏิกิริยา

อยางสมบูรณ อยางไรก็ตามถากลเีซอไรดมีสวนประกอบของกรดไขมันอิสระและน้ําอยูมาก ดังนั้น

การใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนกรดจะดีกวาการใชเบสเปนตวัเรงปฏิกิริยา (Ma และ Hanna, 1999) 

กรดที่ใชควรเปนกรดซัลฟวริก กรดฟอสโฟริก กรดไฮโดรคลอริก หรือกรดซัลโฟนกิของสารอินทรีย 

มีรายงานการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาดังนี ้

สุรกิตติ ศรีสกุล และคณะ (2544) กลาวถงึขั้นตอนการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามนัปาลม 

โดยนาํน้าํมันปาลมดิบมาผสมกับเมทานอล แลวผานความรอนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซยีส 

ความดัน 3 กิโลกรัมตอตารางเซนติเมตร โดยใชกรดในสถานะของแข็ง เชน โซเดียมไบซัลเฟต 

(sodium bisulphate),   โปแตสเซียมไบซัลเฟต   (potassium bisulphate)    เปนตัวเรงปฏิกิริยา        

ซึ่งจะไดกลีเซอรอลที่ไมบริสุทธิ์ (crude glycerol) และ เมทิลเอสเทอร  

Mohamad และคณะ (2002) ใชกรดไฮโดรคลอริกและกรดซัลฟูริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามนัปาลมใชแลวจากรานอาหาร โดยแปรผันความเขมขนของตัวเรง

ปฏิกิริยาเปน 0.5 1.0 1.5 และ 2.25 โมลารตามลําดบั พบวายิ่งความเขมขนของกรดที่ใชมากขึ้น

ปฏิกิริยาจะเกดิไดเร็วขึ้นและคาความหนดืของเอทิลเอสเทอรที่ไดจะนอยลงดวย และพบวาที่ความ

เขมขน 2.25 โมลาร  กรดซัลฟวริกเรงปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัไดดีกวากรดไฮโดรคลอริก  

Tashtoush และคณะ (2004)  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเปลี่ยนไขสัตวที่ใชแลวไป

เปนเมทิลและเอทิลเอสเทอร    โดยใชกรดซัลฟวริกเปนตวัเรงปฏิกิริยา   ผลการทดลองพบวาเมื่อใช 

เอทานอลทีม่ากเกนิพอ สามารถเปลี่ยนไขสัตวเปนเอสเทอรไดมากกวาเมื่อใชเมทานอล และยงัได

เอทิลเอสเทอร     ที่มีความหนืดต่ํากวาเมทลิเอสเทอร        และมีภาวะที่เหมาะสมสําหรับปฏิกิริยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชันเมื่อใชเอทานอลคอื ใชเอทานอลมากเกินพอ ทาํปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50 

องศาเซลเซยีส เวลาในการทําปฏิกิริยาคอื  2 ชัว่โมง เกดิเอทิลเอสเทอรรอยละ 78 โดยน้าํหนัก 
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2.7.3.2 การใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

 การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัโดยใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา เบสที่ใชกนั

ประกอบดวยโซเดียมไฮดรอกไซด   โซเดียมเมทอกไซด   โซเดียมเอไมด   โซเดียมไฮดรายด  

โปแทสเซียมไฮดรอกไซด โปแทสเซียมเมทอกไซด โปแทสเซียมเอไมด และ โปแทสเซียมไฮดรายด 

โดยทัว่ไปนิยมใชโซเดียมไฮดรอกไซดและโปแทสเซียมไฮดรอกไซดซึ่งราคาถกู การใชเบสเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาเกิดการกัดกรอนนอยกวากรด นอกจากนี้เมื่อใชในปริมาณทีเ่ทากันปฏิกิริยาทรานสเอส- 

เทอริฟเคชนัทีใ่ชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะเกิดเร็วกวาใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาถงึ 4000 เทา 

(Formo, 1954)  จึงมกันิยมใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบสอยางกวางขวางในระดบัระบบการผลิต

ขนาดใหญ   

 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันโดยมีเบสทําหนาทีเ่ปนตัวเรงปฏิกิริยานัน้ กลีเซอไรดและ

แอลกอฮอลทีใ่ชในปฏิกิริยาจะตองมนี้ําในโมเลกุลใหนอยที่สุด (Wright และคณะ, 1944) ทั้งนี้

เพราะน้ําจะไปทําใหเกิดปฏกิิริยาสะปอนนิฟเคชนั (saponification)     ซึ่งหมายถงึการเกิดสบู    

ทําใหประสิทธภิาพการผลิตเอสเทอรลดลง และทําใหการแยกกลีเซอรอลออกจากเอสเทอรยากขึ้น        

มีรายงานการใชเบสทําหนาที่เปนตวัเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัดังนี ้
  

มุทิตา ยนับูรพา และคณะ (2545) สังเคราะหเมทิลเอสเทอรจากน้าํมันพืช 3 ชนิด คือ

ละหุง เมล็ดในปาลมและเมล็ดฝาย โดยใชโซเดียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวาเกิด  

เมทิลเอสเทอรสูงสุดในปฏิกิริยาที่ใชน้าํมันละหุงโดยคิดเปนรอยละ 83.6 ของสารตั้งตน สัดสวน

โดยมวลที่เหมาะสมของน้ํามนัตอเมทานอลเปน 1:5  ปริมาณโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 0.5 โดย

น้ําหนกัของน้าํมนัพืช  สวนปริมาณเมทลิเอสเทอรที่ไดสูงสุดจากปฏกิิริยาที่ใชน้าํมนัเมล็ดในปาลม

และน้ํามนัเมลด็ฝายคือ 92.1 และ 94.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ปริมาณโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใช

เทากับในปฏิกริิยาที่ใชน้ํามันละหุง แตมสัีดสวนที่เหมาะสมของน้ํามนัตอเมทานอลเปน 1:6.67 

และจากการศึกษาคุณสมบัติของเมทิลเอสเทอรที่ไดจากน้ํามันทั้ง 3 ชนิด พบวา เมทิลเอสเทอรที่

ไดจากน้าํมันเมล็ดฝายใหคณุสมบัติที่ใกลเคียงน้าํมนัดีเซลที่สุด 
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 ธนาทพิย อัศวผดุงสิทธิ์ และคณะ (2547)  ทําการทดลองเพื่อสังเคราะหเมทิลเอสเทอร

จากน้ํามนัพืชใชแลวในระดับหองปฏิบัติการ โดยใชน้าํมันพชืใชแลวจากรานอาหารและเมทานอล 

โดยมีโซเดียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา ผลการทดลองพบวาสภาวะที่เหมาะสมในการผลติ

เมทิลเอสเทอรคือ อัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอน้ํามนัพืชที่ใชแลวเปน 4.5:1 ใชปริมาณ

โซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 1 โดยน้าํหนักของน้ํามันพืช ทําปฏกิิริยาทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส 

ใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 5 นาท ีไดเมทิลเอสเทอรรอยละ 92.3 ของปรมิาณสารตั้งตน 

 

 Nimcevic และคณะ (2000)   ศึกษาการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันจากน้ํามนั

rapeseedกับแอลกอฮอล โดยใชโปแทสเซียมไฮดรอกไซดและกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา 

พบวาเมื่อใชโปแทสเซียมไฮดรอกไซดสามารถเกิดเฉพาะเมทิลเอสเทอรและเอทิลเอสเทอร  สําหรับ

กรดซัลฟวริกสามารถเกิดโพรพิวเอสเทอรและบิวทิลเอสเทอรไดเทานั้น นอกจากนีท้ี่อุณหภูมิใกล

จุดเดือดของแอลกอฮอลการใชกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยาทาํใหลดเวลาในการทําปฏิกิริยา

และแอลกอฮอลชนิดโซกิง่จะเกิดปฏิกิริยาชากวาแอลกอฮอลชนิดโซตรง 

 

Saka และ Kusdiana (2001) ไดพัฒนากระบวนการผลิตใหมโดยใชเมทานอลภาวะเหนือ

วิกฤต (supercritical method) ซึ่งวิธีใหมนี้จะไดกระบวนการที่งายขึน้ ลดเวลาในการทําปฏิกิริยา

เหลือเพยีง 120-240 วินาที ไมใชตัวเรงปฏิกิริยา ทัง้ยังไดผลผลิตสูงขึ้นอีกดวย  

 

 

2.7.3.3 การใชเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

ถึงแมวาการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันจะไดปริมาณอัลคิลเอสเทอร

มากและใชเวลาในการทาํปฏิกิริยานอยกต็าม แตการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยายงัมีขอเสียอยูมาก 

เชน การแยกกลีเซอรอลออกจากปฏิริยาทําไดยาก  เสียคาใชจายในการแยกตัวเรงปฏิกิริยาที่เปน

เบสออกจากผลิตภัณฑ น้ําเสยีที่ไดจากการใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบสตองเสยีคาใชจายเพิ่มใน

การบําบัด และนอกจากนี้ปริมาณกรดไขมันอิสระและปริมาณน้าํยังสงผลกระทบตอปฏิกิริยาไดอีก

ดวย 
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 ไลเปสทั้งที่ไดจากในเซลลและที่ผลิตออกมานอกเซลล สามารถนาํมาใชเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันไดทั้งในสภาวะที่มีและปราศจากน้ํา ดังแสดงในตารางที่ 2.2 

พบวาการใชไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาสามารถชวยลดปญหาที่เกิดจากกระบวนการที่ใชเบสเปน

ตัวเรงปฏิกิริยาได 

  
ตารางที่ 2.2  เปรียบเทยีบระหวางตัวเรงปฏกิิริยาที่เปนเบสกับเอนไซมในการผลิต       
ไบโอดีเซล (Fukuda  และคณะ, 2001) 
 
 ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบส ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเอนไซม 

อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยา 

ปริมาณกรดไขมันอิสระในสารตั้งตน 

 

ปริมาณน้าํในปฏิกิริยา 

ปริมาณอัลคิลเอสเทอรที่ได 

การแยกกลเีซอรอลออกจากปฏิกิริยา 

กระบวนการทาํอัลคิลเอสเทอรให 

บริสุทธิ ์

ราคาของตัวเรงปฏิกิริยา 

60-70 องศาเซลเซียส 

ทําใหเกิดปฏิกริิยา 

สะปอนนิฟเคชันไดสบู 

มีผลมาก 

ปกติ 

ทําไดยาก 

ตองลางผลิตภัณฑหลาย

คร้ัง 

ถูก 

30-40 องศาเซลเซียส 

ไดอัลคิลเอสเทอร 

 

ไมคอยมีผล 

สูง 

ทําไดงาย 

ไมตองลางผลติภัณฑ 

 

คอนขางแพง 

 
 

2.8 ไลเปส 
 

  ไลเปสมีชื่อเรียกตามระบบของ International Union of Biochemistry  วา กลีเซอรอล 

เอสเทอร   ไฮโดรเลส  (EC 3.1.1.3 )  ไลเปสทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการไฮโดรไลซโมเลกุลของ      

ไตรกลีเซอไรด ไลเปสสามารถพบไดโดยทัว่ไปทั้งในพืช สตัวและ จุลินทรีย  ไลเปสจากพืช เชน ขาว

สาลี ขาวไรย ขาวโอต ฝาย ถั่วเหลือง และละหุง  ไลเปสจากสัตวจะพบมากในตับออนและน้าํนม  

สวนไลเปสจากจุลินทรียจะพบไดทั้งในยสีต เชื้อราและแบคทีเรีย  ไลเปสที่ไดจากจุลินทรียมีขอดี

เหนือกวาไลเปสที่ไดจากพชืหรือสัตว ทั้งนี้เพราะจุลนิทรยีเจริญเติบโตเร็วและเลี้ยงงายกวา 

นอกจากนีย้ังสามารถเพิ่มผลผลิตไดรวดเร็ว โดยวิธปีรับปรุงพนัธุกรรมของจุลินทรยี ทัง้วิธีผาเหลา

และวิธีทางพนัธุวิศวกรรม  ปจจุบันนี้มกีารนาํไลเปสไปใชประโยชนในหลายทางดวยกนั เชน 
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อุตสาหกรรมอาหาร โดยเฉพาะอยางยิง่อาหารหมกั เพราะไลเปสจะทําหนาที่ผลิตกลิ่นและรสให

อาหารมีกลิ่นและรสเฉพาะตัวทําใหเปนทีย่อมรับของผูบริโภค ไลเปสจาก Rhizomucor miehei 

และ Aspergillus sp. ใชในการผลิตชีสอิตาเลียน  สวนไลเปสที่ใชในกระบวนการผลิตบลูชีสไดมา

จาก Penicillium roqueforti  แอลคาไลนไลเปสที่ผสมในผงซักฟอกและน้ํายาซักผาจะทําหนาที่

ชวยขจัดคราบไขมันในเสื้อผาได (Aehle,  2004) นอกจากนี้ไลเปสยังถกูนาํมาใชเปนตวัเรง

ปฏิกิริยาทรานส-    เอสเทอริฟเคชันเพื่อผลิตเมทิลเอสเทอรหรือไบโอดีเซลไดอีกดวย   

 การเกิดปฏิกิริยาโดยมเีอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาทางชวีภาพ สามารถจาํแนกไดเปน 

3 แบบ คือปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ปฏิกิริยาเอสเทอรฟิเคชัน (esterification)    และ

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชัน   (Cambou และคณะ, 1984, Langrand และคณะ, 1986)  

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  

 

 R1COOR2        +      H2O   R1COOH  +    R2OH 

 

 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเปนปฏิกิริยาระหวางเอสเทอรกับน้าํ ไดผลิตภัณฑเปนกรดอินทรีย

และแอลกอฮอล ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเปนปฏิกิริยาทีเ่กิดขึ้นโดยทั่วๆไปของไลเปส ซึ่งสามารถ

นํามาใชในการผลิตกรดไขมันอิสระได  (Kang และคณะ, 1988) 

 

ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชนั (esterification) 

 

  R1COOH         +      R2OH      R1COOR2 + H2O 

 

 ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชนัเปนปฏิกิริยาระหวางกรดอินทรียกับแอลกอฮอล ซึ่งได

ผลิตภัณฑเปนเอสเทอรกบัน้ํา โดยเอสเทอรที่ไดสามารถนําไปใชประโยชนไดหลายชนิด เชน เปน

สารใหกลิน่ในผลิตภัณฑอาหาร  เครื่องดืม่ เครื่องสําอาง ยา และ เชื้อเพลิง แตการเกิดปฏิกิริยา  

เอสเทอริฟเคชนัซึ่งเปนปฏิกิริยายอนกลับของปฏิกิริยาไฮโดรไลซสินั้น จะเกิดขึ้นในตัวกลางที่ไมใช

น้ํา แตตองมนี้าํในปริมาณเลก็นอยเพียงพอที่จะรักษาโครงรูปของเอนไซมไว (Stamatis และคณะ, 

1993) 
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ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชัน  

 

 R1COOR2      +      R3OH      R1COOR3 + R2OH 

 

 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันเปนปฏิกริิยาที่มกีารเคลื่อนยายหมูเอซิล (acyl group) 

ของสารประกอบเอสเทอร      ซึง่อาจเกิดขึน้ระหวางเอสเทอรกับกรดไขมันอิสระ      (acidolysis)       

เอสเทอรกับแอลกอออล (alcoholysis)  เอสเทอรกับเอสเทอร (interesterification) หรือเอสเทอร

กับกรดอะมิโน (aminolysis) ก็ไดแลวแตชนิดของสารตั้งตน (Yamane, 1987)  

                                                                                                                                                                        

ความจาํเพาะของไลเปส 

 

 Kun (2003) แบงไลเปสตามความจาํเพาะตอสับสเตรทไดเปน 3 กลุม ดังนี ้

 

1. ไลเปสที่ไมมีความจาํเพาะตอทั้งตําแหนงของโมเลกุลของกลีเซอรอลหรือกรดไขมันที่    
เขาทาํปฏิกิริยา    ปฏิกิริยาจะดําเนนิไปแบบสุม  จะมีการยอยสลายไดทุกตําแหนงบน          

ไตรกลีเซอไรดและจะยอยไตรกลีเซอไรดไดอยางสมบูรณ  ไดกรดไขมันและกลีเซอรอล 

เปนผลิตภัณฑ  ไลเปสในกลุมนี้ไดจาก Candida cylindracae, Propionibacterium 

acnes  และ Staphylococcus aureus 

 
  

2. ไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3 บนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ปฏิกิริยาจะ

ดําเนนิไปโดยมีการยอยสลายไตรกลีเซอไรดที่ตําแหนงที ่ 1 และ 3 เทานัน้ สวนตําแหนงที่ 

2 ไมเกิดการยอยสลาย ไลเปสในกลุมนี้ไดจาก Aspergillus niger, Mucor javanicus 

และ Rhizopus arrhizus 

 

 

R1COOCH2       CH2OH 
 
R2COOCH2   R1COOH + R2COOH + R3COOH +  CHOH 
 
R3COOCH3       CH2OH 
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3. ไลเปสที่มีความจําเพาะตอกลุมไขมันบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ไลเปสในกลุมนี้จะ

ยอยสลายกรดไขมันที่มพีันธะคูในตําแหนงที่ 9 (cis double bond) บนโมเลกุลของ     

ไตรกลีเซอไรดไดดี ไลเปสในกลุมนี้ไดจาก Geotrichum candidum 

 
ตารางที่ 2.3  แสดงอัตราการยอยสลายไตรกลีเซอไรดโดยไลเปสที่ไดจาก  Geotrichum         
candidum  (Macrae ,1983) 

 

Triglyceride Relative rate 

Triolein(cis-9-18:1) 

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

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

Tripalmitolein(cis-9-16:1) 

Trielaidin(trans-9-18:1) 

Tripetroselenin(cis-6-18:1) 

Tributyrin(4:0) 

Trihexanoin(6:0) 

Trioctanoin(8:0) 

Tridecanoin(10:0) 

Trilaurin(12:0) 

Trimyristin(14:0) 

Tripalmitin(16:0) 

Tristearin(18:0) 

100 

106 

99 

99 

21 

4 

2 

5 

29 

14 

7 

3 

5 

3 

  

R1COOCH2   CH2OH          CH2OH 
 
R2COOCH2       R2COOCH   + R1COOH          R2COOCH  +  R3COOH 
 
R3COOCH3  R3COOCH2           CH2OH 
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 Saxena และคณะ (1999) ไดแบงไลเปสตามคุณสมบัติความจาํเพาะตอสับสเตรทได 2 

แบบ เทานั้นคือ ไลเปสที่ไมจําเพาะตอโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดซึ่งจะยอยสลายไตรกลีเซอไรดได

สมบูรณ กับไลเปสที่ยอยสลายไตรกลีเซอไรดที่ตําแหนงที ่1 และ 3 ของโมเลกุล 
 
 
2.9 เอนไซมตรึงรูป (Immobilized enzyme)  

 
เอนไซมตรึงรูป หมายถงึ การจํากัดเขตของเอนไซมใหอยูในขอบเขตที่กําหนดให แตยังคง

คุณสมบัติในการเปนตัวเรงปฏิกิริยาของเอนไซม ตามระบบการสรางเอนไซมตรึงรูปนั้น (Wang 

และคณะ, 1979) อีกทั้งยังไดมีการพบวาเอนไซมตรึงรูปมีสมบัติที่ดีขึ้นหลายประการ  ไดแก 

 

1.   สามารถแยกเอนไซมตรึงรูปออกจากสิง่แวดลอมทีเ่กดิปฏิกิริยาขึ้นไดงาย 

2. สามารถนําเอนไซมตรึงรูปกลบัมาใชไดอีก 

3. กระบวนการผลิตที่ใชเอนไซมตรึงรูปสามารถทําในระบบตอเนื่องได 
4. เอนไซมบางชนิดหลงัจากตรึงรูปแลวจะมคีุณสมบัติบางประการเปลี่ยนแปลงไป

ในทางที่เปนประโยชนตอการนํามาใชในทางอุตสาหกรรม เชน ความเสถียรตอความ

รอน การเก็บรักษา ความจําเพาะตอสารตั้งตน ความไวตอการตอบสนองตอตัวยบัยั้ง 

อุณหภูมิ ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซม เปนตน 

 
2.9.1 ตัวพยุง (carrier) สําหรับการตรึงรูปเอนไซม 
 

 องคประกอบสําคัญสําหรับการตรึงรูปเอนไซมไดแก เอนไซม ตัวพยุง วธิีการที่ทาํให

เอนไซมดูดยึดกับตัวพยุงหรอือยูภายในตวัพยงุ วัสดุที่ใชเปนตัวพยงุมคีวามสาํคัญมากตอแอคติวิตี

และความคงตวัของเอนไซม อยางไรก็ตาม ตัวพยงุที่ดีควรมีลักษณะดังนี้  

 

- เปนสารที่ไมละลายน้ํา  

- มีพืน้ผิวมากเพื่อใชสําหรับการจับยึดของเอนไซม   

- มีการซึมผานไดของสับสเตรทและผลิตภัณฑ  

- มีความคงตวัตอสารเคมี ความรอนและแรงกระแทก  

- มีรูปรางและขนาดพอเหมาะ  
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- มีความตานทานตอการทาํลายของจุลินทรีย  

- สามารถนาํกลับคืนมาใชใหมได   

 

การจัดแบงชนดิของตัวพยงุ สามารถแบงตัวพยุงตามลักษณะทางกายภาพหรือแบงตาม

สมบัติทางเคมี ไดดังนี ้

 ชนิดของตัวพยุงแบงตามลกัษณะทางกายภาพไดเปน 2 ชนิดคือ ตัวพยุงที่ไมมีรูพรุนและ

ตัวพยงุทีม่ีรูพรุน 

 

2.9.1.1 ตัวพยงุที่ไมมีรูพรุน  
 

 เมื่อใชตวัพยุงที่ไมมีรูพรุนมาตรึงเอนไซม ทาํใหเอนไซมมีโอกาสถกูดูดยึดไวไดในขอบเขตที่

จํากัดเฉพาะทีผ่ิวของตัวพยุงเทานัน้ เนื่องจากตัวพยงุชนดินี้มีพืน้ที่ผวิตอปริมาตรต่ํา ดวยเหตนุี้จงึมี

การใชเสนใยหรือสารที่มีลกัษณะเปนเมด็ขนาดเล็ก เพื่อที่จะใหมีขนาดของพื้นทีผิ่วมากพอที่จะให

เอนไซมยึดเกาะได ตัวพยงุชนิดนี้มีขอดีคอื สับสเตรทสามารถเขาทาํปฏิกิริยาไดโดยงาย เนื่องจาก

เอนไซมถูกยึดไวที่ผิวบริเวณรอบนอกของตัวพยงุ 

 

2.9.1.2 ตัวพยงุทีม่ีรูพรุน  
 

ตัวพยงุชนิดนีม้ีพื้นที่ผวิสําหรับใหเอนไซมเกาะหรือดูดยึดมากขึ้นเมื่อเทียบในปริมาณ 1 

หนวยน้ําหนกักับตัวพยุงที่ไมมีรูพรุน ดงันัน้ตัวพยงุทีม่ีรูพรุนสามารถดูดยึดเอนไซมไวไดมากกวา  

แตมีขอเสียเนือ่งจากพืน้ที่ภายในรพูรุนที่เอนไซมถูกตรึงนั้น จะตองมขีนาดของรูพรุนใหญเพียงพอ

สําหรับใหโมเลกุลของสับสเตรทผานเขาไปทําปฏิกิริยากับเอนไซมได และขณะเดียวกนัจะตองให

สารผลิตภัณฑผานออกไดสะดวก ทัง้นี้เพื่อลดปญหาการแพรกระจายของสบัสเตรทและสาร

ผลิตภัณฑที่ผานเขาและออกจากตวัพยุง ในตารางที ่ 2.4 ไดแสดงการเปรียบเทียบขอดีและ

ขอบกพรองของตัวพยุงที่มีรูพรุนและไมมีรูพรุน 

 

 

 

 

 



 24 

ตารางที่2.4 เปรียบเทียบขอดีและขอบกพรองของตัวพยุงที่มีรพูรุนและไมมีรูพรุน 
 

ชนิดของตัวพยุง ขอดี ขอบกพรอง 

ไมมีรูพรุน มีความตานทานการถายเทมวลสาร

นอย 

มีพื้นที่ผิวตอปริมาตรต่ํา           

มีความจุในการตรึงเอนไซมต่ํา 

ในกรณีที่ตัวพยุงมีลักษณะเปน

เม็ดละเอียดจะทําใหยากตอการ

แยกออก ไมสะดวกในการใชใน

ระบบตอเนื่องเพราะปญหาจาก

แรงดันลดลง และอัตราการไหล

ผานถกูจํากัด 

มีรูพรุน มีพื้นที่ผิวตอปริมาตรมาก     

มีความจเุอนไซมสูง 

จํากัดการแพรกระจายของสาร 

มีราคาสูง (กรณีที่ควบคุมขนาด  

รูพรุน) 

 

ชนิดของตัวพยุงแบงตามสมบัติทางเคมีไดเปน 2 ชนิด คือ ตัวพยงุที่เปนสารอินทรยี 

และตัวพยงุทีเ่ปนสารอนนิทรีย 

 

2.9.1.3 ตัวพยงุทีเ่ปนสารอินทรีย 
 

ตัวพยงุทีเ่ปนสารอินทรียนัน้มีขอไดเปรียบกวาในการใชงานทางอุตสาหกรรม ทั้งนี้

สารอินทรียมกีลุมฟงกชัน่ (functional group) จาํนวนมาก ที่สามารถตรึงเอนไซมไดอยางมี

ประสิทธิภาพ แตมีขอเสียเนื่องจากสมบัติทางกายภาพที่ทาํใหเอนไซมที่ตรึงดวยตัวพยงุที่เปน

สารอินทรียนี้   มีการสูญเสยีความคงตัวไดงายเมื่อไดรับการกระทบจากความรอน    สารเคมี และ

จุลินทรีย เปนตน 
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2.9.1.4 ตัวพยงุทีเ่ปนสารอนินทรีย 
 
  ตัวพยุงที่เปนสารอนินทรียมีความเหมาะสมหลายประการในการใชงานทางอุตสาหกรรม 

เนื่องจากมีความคงทนตอแรงกระแทก ทนตอความรอนและสารเคม ี ไมถูกยอยสลายดวยจุลินทรีย 

งายตอการเกบ็รักษา มีอายุการใชงานนาน และสามารถนาํกลับมาใชใหมไดอีกโดยงาย 

นอกจากนี้ตวัพยุงอนนิทรียยังมีรูปรางคงที่เมื่อมกีารเปลี่ยนแปลงความเปนกรดดาง ความดันหรือ

อุณหภูมิก็ตาม ตัวพยงุมีเพียงหมูไฮดรอกซิลเทานัน้ที่จะดูดยึดเขากับปลายดานที่ประกอบดวย  

หมูคารบอกซลิหรือหมูอะมิโนของเอนไซม ดวยการดูดซับหรือระหวางอิออน และจะไมเกิดพนัธะ     

โควาเลนทระหวางเอนไซมกับตัวพยุงที่เปนสารอนนิทรีย   
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ตารางที่ 2.5 การจัดประเภทของตัวพยุงโดยใชสมบัติทางเคม ี(Chibata, 1978)  
 

ตัวพยงุทีเ่ปนสารอินทรีย ตัวพยงุทีเ่ปนสารอนินทรีย 

พอลิเมอรธรรมชาต ิ

     พอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) 

                           เซลลูโลส (cellulose) 

                           แปง 

                           เอการ (agar) 

                           อกาโรส (agarose) 

                           อัลจิเนต (alginate) 

                           คารราจิแนน (carrageenan) 

     โปรตนี 

                           คอลลาเจน (collagen) 

                           เจลาติน (gelatin) 

                           ไหม 

     คารบอน 

พอลิเมอรสังเคราะห 

     พอลิสไตรีน (polystyrene) 

     พอลิเอคริเลต (polyacrylate) 

                           เอคริเลต (acrylate) 

                           เอคริลาไมด (acrylamide) 

     พอลิเมอรของไวนิลและอัลลิล (vinyl and    

allyl polymers) 

     พอลิเมอรของแมเลอิคแอนไฮไดรด (meleic 

anhydride polymers) 

     พอลิเอไมด (polyamide) 

                           ไนลอน (nylon) 

แรธาตุธรรมชาติ 

     ดนิเอททาพูลไกท (attapulgite) 

     หินพูไมซ (pumice stone) 

     ทราย 

     เบนโทไนท (bentonite) 

 

 

 

 

 

 

 

 

สารสังเคราะห 

     แกวมีรูพรุน/แกวไมมีรูพรุน 

     อลูมนิา (alumina) 

     ซิลิกา (silica) 

     เหล็กออกไซด 

     นิเกิล/นเิกลิออกไซด 
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2.10 วีธกีารตรึงเอนไซม 
 

วิธีการตรึงรูปของเอนไซมสามารถแบงไดเปน 3 ประเภท (Aehle, 2004) คือ การตรึงโดย

อาศัยการจับกนัของเอนไซมกับตัวพยุง (carrier binding) การตรึงรูปเอนไซมดวยวิธเีชื่อมโยง 

(cross-linking) และการตรงึรูปเอนไซมโดยวิธีดักจบัเอนไซมไวภายใน (entrapment)  

          2.10.1 การตรึงโดยอาศัยการจบักันของเอนไซมกับตัวพยุง (carrier binding)  
 สามารถแบงออกเปน 3 แบบ ดังนี ้

2.10.1.1 การตรึงเอนไซมกบัตัวพยงุโดยหลักการดูดซับทางกายภาพ  

                    (physical adsorption) 

 การดูดซับกับตัวพยงุนัน้เกิดขึ้นกับแรงดึงดดูไดหลายแบบ เชน พันธะไฮโดรเจน 

(hydrogen bonding) แรงไฮโดรโฟบิก (hydrophobic Interaction ) แรงวันเดอรวาล (van der 

waal’s force)    วิธนีี้ดีในแงที่เกิดการตรงึรูปไดงาย   ไมซับซอน และภาวะการตรึงไมรุนแรง  แต

แรงดึงดูดระหวางเอนไซมกบัตัวพยงุไมคอยแข็งแรง จึงทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ

เอนไซม และเกิดความเสยีหายกับเอนไซมนอยสามารถนําตัวพยงุกลบัมาใชใหมได ตัวพยุงที่มีการ

นํามาใชตรึงโดยวิธนีี้ไดแก ไคโตซาน (chitosan beads)  เรซิน (resin beads) และ เม็ดแกว 

(glass beads) 

 

2.10.1.2 การตรึงเอนไซมกบัตัวพยงุโดยอาศัยพนัธะไอออนิก (ionic binding) 

 ในการตรึงวิธนีี้ตัวพยุงจะมสีวนของโมเลกุลที่สามารถแลกเปลี่ยนประจุได (ion-exchange 

residue) การเชื่อมกันระหวางเอนไซมกับตัวพยงุเกิดโดยพนัธะไอออนิก พนัธะไอออนิกเปนพนัธะ

เคมีที่เกิดจากอะตอม 2 อะตอม รวมกนัโดยถายเทอเิลคตรอนจากอะตอมหนึง่ไปอีกอะตอมหนึ่ง 

พันธะไอออนกิเปนพันธะที่เกิดงาย ดงันัน้จึงมีผลตอการสูญเสียแอคติวิตีของเอนไซมนอย แรงเกาะ

กันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออน เอนไซมสามารถหลุดออกจากตัวพยุงไดงาย เมื่อมกีาร

เปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดางของสารละลาย อุณหภูมิ หรือเกิดการเปลี่ยนแปลงความแรงของ

พันธะ ฉะนัน้การรักษาคาความเปนกรดดางของสารละลาย อุณหภมูิ และความแรงของพันธะให

เหมาะสมจงึมคีวามสาํคัญตอการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี ้ ตัวพยงุที่นาํมาใชในการตรึงวิธนีี้ไดแก 

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

resins) 
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2.10.1.3 การตรึงรูปเอนไซมกับตัวพยุงโดยอาศัยพนัธะโควาเลนท (covalent     

              binding) 

       การตรึงวธิีนี้เกิดจากการเชื่อมระหวางกลุมฟงกชนันลับนตัวพยุงกบัเอนไซม  เกดิปฏิกิริยา

เชื่อมกันเปนพนัธะโควาเลนทใหม บางครั้งจะนาํตัวพยงุมากระตุนโดยเปลี่ยนใหเปนอนพุันธุตางๆ

การเชื่อมเอนไซมติดกับตัวพยุงจะพยายามเชื่อมโดยใชกลุมฟงกชนันลัของเอนไซม ที่ไมมีผลตอ

ปฏิกิริยาการเรงดวยเอนไซม แตบางครั้งก็ควบคุมไมได เพราะเกิดการเชื่อมแบบสุม เอนไซมมกัมี

อายุการใชงานยาวนานกวาวิธีการตรึงแบบอื่นๆ  

 
  2.10.2 การตรึงรูปเอนไซมดวยวธิีเชื่อมโยง (cross-linking) 

 การตรึงวิธนีีท้าํโดยใชสารไบและมัลติฟงกชันนัลซึง่ทําหนาที่เชื่อมโยงระหวางโมเลกลุของ

โปรตีนเอนไซม ทําใหเกิดเปนอนุภาคใหญขึ้น วิธีการตรึงแบบนี้จะเกิดขึ้นงาย ไมคอยซับซอน 

สามารถควบคุมสมบัติทางกายภาพและขนาดของอนภุาคที่ตรึงได แตขอเสียของวิธีนี้คือ เอนไซม

จะเสียแอคติวติีไปในกระบวนการตรึงรูปดวยสารพวกนี ้  จึงมีขอจํากัดในการนําไปใชงาน  สาร    

ไบฟงกชนันัลที่นยิมใชในการตรึงวิธีนี้คือ กลูตารัลดีไฮด (Taylor, 1991)  นอกจากนี้ยงัมี โทลูอีน 

ไดไอโซไซยาเนท และเฮกซะเมทิลลีน ปฏิกิริยาการตรึงรูปโดยวธิีนี้เปนปฏิกิริยาที่ผันกลบัไมได 

สภาวะที่เหมาะสมในการเชือ่มโยงขึน้อยูกบัความเขมขนของเอนไซม ชนิดของสารเชื่อมโยง ความ

เปนกรดดาง ความเขมขนของไอออนในสารละลาย  อุณหภูมิ และเวลาในการเกิดปฏิกิริยา 

 

     

 

 

 

 

 

 

 
 รูปที่ 2.2 การเชื่อมโยงโมเลกลุของเอนไซมโดยใชกลูตารลัดีไฮด (Crueger และ Crueger,   
1991) 

           N     Enzyme    N    CH     (CH2)3     CH 

N        N 

     CH        Enzyme 

    (CH2)3        N  

     CH 

      N 

  N    Enzyme    N  
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2.10.3 การตรึงรปูเอนไซมโดยวธิีดักจับเอนไซมไวภายใน (entrapment)  

 
      วิธนีี้แบงไดเปน 2 แบบ คือ 

 

2.10.3.1 การจํากัดเขตเอนไซมในตัวพยงุ (lattice type) 

 เปนการกักขังเอนไซมไวในโพรงของเจล เกิดจากการโพลิเมอไรเซชั่นของเจลในสารละลาย

ที่มีเอนไซมอยู ไดเปนโครงสรางของเจลขงัเอนไซมใหอยูตามโพรงในโครงสรางของเจลเหลานัน้ 

โพลิเมอรที่ใชไดแก แปง ไคติน (chitin) ไคโตซาน (chitosan) อัลจิเนต (alginate) 

 

2.10.3.2  การจาํกัดเขตเอนไซมในแคปซูลขนาดเล็ก (microcapsule type) 

 เปนการตรึงรูปเอนไซมในรูปทรงกลมผนงับางแบบกึ่งซมึผานได (semipermeable 

membrane) ผนงับางนี้จะไมยอมใหเอนไซมทีถู่กกกัขังไวภายในซมึผานออกมา แตจะยอมให

สับสเตรทและผลิตภัณฑซึมผานได 
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ตารางที่ 2.6 แสดงการเปรียบเทียบการตรึงเอนไซมดวยวธิีการตางๆ  (Kennedy และ 
Cabral, 1987)  

                      เทคนิคการตรึงเอนไซม  

       ขอเปรียบเทียบ 
เชื่อมโยง ดูดยึดทาง 

กายภาพ 

ดูดยึดดวยพนัธะ

ไอออนิก 

ดูดยึดดวยพนัธะ 

โควาเลนท 

ดักจับ 

1. วิธีการเตรียม 

 

2. การยึดระหวาง 

      เอนไซมกบัตัวพยงุ 

 

3. การนาํตัวพยุงกลับมา

ใชใหม 

 

4.  ตนทนุในการตรึง 

 

5.  ความคงตัวของ 

เอนไซมตรึงรูป 

 

6.  การประยกุตใชงาน  

 

7.  การปองกนัการสลาย   

ตัวของเอนไซมจาก 

       จุลนิทรีย 

สะดวก 

 

แข็งแรง 

 

 

ไมได 

 

 

ปานกลาง 

 

สูง 

 

 

ไมได 

 

ได

บางครั้ง 

สะดวก 

 

ออน 

 

 

ได 

 

 

ปานกลาง 

 

ต่ํา 

 

 

ได 

 

ไมได 

สะดวก 

 

ปานกลาง 

 

 

ได 

 

 

ต่ํา 

 

ปานกลาง 

 

 

ได 

 

ไมได 

 

 

ยุงยาก 

 

แข็งแรง 

 

 

ไดในบางกรณ ี

 

 

ต่ํา 

 

สูง 

 

 

ไมได 

 

ไมได 

ยุงยาก 

 

ปาน

กลาง 

 

ไมได 

 

 

สูง 

 

ปาน

กลาง 

 

ได 

 

ได 
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ตารางที่ 2.7 การตรึงรปูไลเปสโดยวธิตีางๆ 
 

 

 

ผูทําการวิจยั แหลงที่มาของไลเปส วิธีการตรึง ตัวพยงุ 

Neito และ

คณะ (2005) 

Rhizomucor miehei เชื่อมแบบพันธะไออนิก 

เชื่อมแบบพันธะโควาเลนท 

Amberlite 

Eupergit 

Yadav และ

คณะ (2005) 

Pseudomonas cepacia 

Candida  rugosa 

Candida antarctica 

ดูดซับทางกายภาพ 

 

หอหุมแคปซูล 

Hexagonal 

mesoporous silica 

Calcium alginate 

beads 

Vidinha 

(2005) 

Pseudomonas  cepacia หอหุมแคปซูล Sol-gel 

Tien และ

คณะ (2003) 

Candida rugosa การเชื่อมโยง Chitosan beads 

Kristy และ

คณะ (2000) 

Fusarium solani เชื่อมแบบพันธะโควาเลนท Polyacrylamide 

beads 

Roxana และ

คณะ (1998) 

Pseudomonas sp. ดูดซับทางกายภาพ CaCO3 

Helga และ

คณะ (1998) 

Candida antarctica ดูดซับทางกายภาพ Controlled-pore 

glass beads 

Kang และ

คณะ (1988) 

Candida rugosa ดูดซับทางกายภาพ Sephadex LH 

Pronk และ

คณะ (1988) 

Candida rugosa ดูดซับทางกายภาพ Cellulose  
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 มีรายงานการนําไลเปสมาเปนตัวเรงปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัดังนี ้

 

 Mittelbach (1990) ศึกษาปฏิกิริยาแอลกอฮอไลซิสของน้ํามันเมล็ดทานตะวนัโดยใช     

ไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens   Mucor miehei และ Candida sp. พบวาเมื่อใชไลเปส

จาก Pseudomonas fluorescens สามารถผลิตอัลคิลเอสเทอรไดปริมาณสูงสุดเมื่อเทียบกับการ

ใชไลเปสที่ผลิตจาก Mucor miehei และ Candida sp. และปฏิกิริยาจะเกิดไดดีที่อุณหภูมิ 45 

องศาเซลเซยีส โดยใชเอทานอลในการทาํปฏิกิริยา 

 

 Nelson และคณะ (1996)    ศึกษาปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั  โดยใชไลเปสจาก 

Mucor miehei  Candida antarctica  Geotrichum candidum Pseudomonas cepacia  และ 

Rhizopus delemar  พบวาไลเปสจาก  M. miehei มีประสิทธิภาพสงูสุดในการทําปฏิกริิยา 

ทรานสเอสเทอริฟเคชัน ของไตรกลีเซอไรด (น้ํามันมะกอก  น้าํมันถั่วเหลือง และ grease)  ดวย

ไพรมารีแอลกอฮอล ที ่ 45 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 5 ชั่วโมงใหกลายเปนอัลคิลเอสเทอร  

นอกจากนีย้ังศึกษาพบวาปริมาณน้ํามีผลยับยั้งการเกิดเอสเทอร 

 

 Wu และคณะ (1999) ศึกษาสภาวะการเกิดเอทิลเอสเทอรจากน้ํามนัใชแลวจากภัตตาคาร

โดยใชเอทานอล95%และไลเปสจากPseudomonas cepacia ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั  

พบวาสภาวะที่ใหเอทิลเอสเทอรสูงสุดคือที่ 38.4 องศาเซลเซียสใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 2.47 

ชั่วโมง  ปริมาณไลเปสที่ใชคือ 13.7 % โดยน้าํหนักของน้าํมัน  และอัตราสวนโดยโมลของน้ํามนั

และเอทานอลเปน 1 ตอ 6.6 ภายใตสภาวะนี้ไดเอทิลเอสเทอร 85.4% ของสารตั้งตน 

 

 Shimada และคณะ (1999) ศึกษาปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัของน้าํมนัพชืโดยใช 

ไลเปสตรึงรูปจาก Candida antarctica  พบวาเอนไซมจะสูญเสียแอคติวิตีเมื่อมีสัดสวนของ       

เอทานอลตอน้ํามนัมากกวา1.5 ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสมในการเปลีย่นน้ํามนัใหกลายเปนเอสเทอร

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

ไลเปสตรึงรูปและเขยาที่ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาท ี เมื่อเติมเมทานอลในครั้งแรก ปลอยให

ปฏิกิริยาดําเนนิไปเปนเวลา 10 ชั่วโมง  จากนัน้เติมเมทานอลครั้งที ่2 แลวปลอยใหปฏิกิริยาดําเนิน

ไปเปนเวลา 14 ชั่วโมง จึงเติมเมทานอลครั้งสุดทาย ดังนัน้เวลารวมที่ใชคือ 48 ชั่วโมง พบวาได

ปริมาณเอสเทอรคิดเปน 98.4 % โดยน้าํหนักของสารตั้งตน 
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 Iso และคณะ (2001) ศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันของ triolein และ safflower 

oil โดยใชไลเปส ตรึงรูปจาก Pseudomonas fluorescens P. cepacia Mucor javanicus 

Candida rugosa และ Rhizopus niveus พบวาไลเปสจาก P. fluorescens มีแอคติวิตีสูงสุด ถา

ใชเอทานอลและเมทานอลจะตองใชตัวทาํละลายอนิทรยีคือ 1,4-ไดออกเซน (1,4-dioxane) 

เพื่อใหปฏิกิริยาเกิดไดดีขึ้นแตถาใช 1-โพรพานอลและ1-บิวทานอล ไมจําเปนตองใชตัวทําละลาย

อินทรีย ปฏิกิริยาเกิดไดดีที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและมีปริมาณน้าํเทากับ 0.3 % โดยน้าํหนกั 

 

 Abigor และคณะ  (2000)  ศึกษากระบวนการผลิตอัลคิลเอสเทอรจากแอลกอฮอลตาง

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

โดยใชน้ํามัน 2 ชนิดคือ น้าํมันปาลม และน้ํามันมะพราว พบวาเมื่อใชน้ํามนัปาลมแอลกอฮอลทีใ่ห

เอสเทอรสูงสดุคือ เอทานอล สวนในน้าํมนัมะพราว 1-บิวทานอลและไอโซบิวทานอล ใหเอสเทอร

สูงสุด และอัลคิลเอสเทอรที่ไดยังมีคาความหนืดไดมาตรฐานไบโอดีเซลของยุโรปนัน่คือ อยูใน 6-9 

mm2/s และมาตรฐานของไบโอดีเซลประเทศออสเตรียคือ อยูใน 6.5-9.0 mm2/s ดวย 

 

 Shah และคณะ (2004) ศึกษาปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั โดยใชไลเปสจาก 

Chromobacterium viscosum และ Candida rugosa  พบวาไลเปสจาก Chromobacterium 

viscosum สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัไดดีที่สุด และเมื่อเปรียบเทียบระหวาง     

ไลเปสอิสระกับไลเปสตรึงรูปพบวา ไลเปสตรึงรูปจาก Chromobacterium viscosum สามารถเรง

ปฏิกิริยาแลวไดปริมาณเอทลิเอสเทอรมากกวาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่ใชไลเปสอิสระ

เปนตัวเรงถึงรอยละ 10  

 

 Noureddini และคณะ (2005)  นําไลเปสตรึงรูปที่ไดจาก Peudomonas cepacia มาใช

เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั ของน้าํมนัถัว่เหลืองดวยเมทานอลและเอทานอล พบวา

สภาวะที่เหมาะสมในการทาํปฏิกิริยาเมื่อใชเมทานอล คอื ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราสวน

ของน้ํามันตอเมทานอลที่เหมาะสมคือ 1 ตอ 7.5 โมล และเมื่อใชเอทานอลมีสภาวะในการทาํ

ปฏิกิริยาที่เหมาะสมคือที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราสวนของน้าํมันตอเอทานอลที่เหมาะสม

คือ 1 ตอ 15.2 โมล ไดเมทลิเอสเทอรและเอทิลเอสเทอรคิดเปนรอยละ 67 และ 65 ของสารตั้งตน

ตามลําดับ และพบวาในปฏิกิริยาที่ใชไลเปสตรึงรูปจะไดเมทิลและเอทิลเอสเทอรมากกวาไลเปสที่

ไมไดตรึงรูป  
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ตารางที ่ 2.8 แสดงปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเปสจากจุลนิทรียและ
แอลกอฮอลชนิดตางๆ 
 
ผูทําการวิจยั แหลงน้ํามนั แอลกอฮอล แหลงที่มาของ 

ไลเปส 

รอยละ 

ผลที่ได 

(โดย

น้ําหนกั

สารตั้ง

ตน) 

  ตัวทําละลาย 

Mohamed 

และคณะ 

(2003) 

น้ํามนัเมล็ด

ทานตะวนั 

เมทานอล  R. miehei 

T. lanuginosa 

C. antarctica 

96.3 

72.9 

53.2 

เฮกเซน 

เฮกเซน 

เฮกเซน 

Shieh และ

คณะ (2003) 

น้ํามนัถัว่เหลือง เมทานอล R. miehei 

 

92.2 ไมใช 

Abigor และ

คณะ (2000) 

 

น้ํามนัเมล็ดในปาลม 
เมทานอล 

เอทานอล 

 

P. cepacia 
15 

72 

ไมใช 

Wu และ

คณะ (1999) 

น้ํามนัใชแลวจาก

การประกอบอาหาร 

เอทานอล P. cepacia 

 

85.4 ไมใช 

Linko และ

คณะ  

(1998) 

น้ํามนัrapeseed  2-เอทิล-1-

เฮกซานอล 

C. rugosa 97 ไมใช 

Selmi และ 

Thomas 

(1998) 

น้ํามนัเมล็ด

ทานตะวนั 

เอทานอล M. miehei 83 ไมใช 

Nelson และ

คณะ (1996) 

 

น้ํามนัrapeseed 
เมทานอล 

เอทานอล 

M. miehei 

M. miehei 

19.4 

65.5 

ไมใช 

ไมใช 

 

     



บทที่ 3 
 

อุปกรณ เคมีภัณฑและวิธีดําเนินการทดลอง 
 

3.1 เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 
 

1.   เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) รุน innova 4330                           

บริษัท New Brunswick  Scientific CO., INC, USA 

2.   ตูบมควบคุมอุณหภูมิ รุน U-600 บริษัท Memmert, Germany 

3.   เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (High speed refrigerated centrifuge) รุน kubota 6500 

บริษัท  Kubota, Japan. 

4.   เครื่องวัดความเปนกรดดาง รุน S-20K  บริษทั Mettler Toledo, USA 

5.   เครื่องวัดคาการดูดกลนืแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 บริษัท      

      Spectronic Instrument, U.S.A. 

6.   เครื่องชั่งรุน L2200P และ A200S บริษัท Satorius U.S.A. 

7. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seico Co.,Ltd., Japan 

และรุน HA-3D บริษัท Hirayama Manufacturing Corporation, Japan. 

8.   ตูเขี่ยเชื้อแบบ Laminar flow รุน BV-124 บริษัท ISSCO, U.S.A. 

10. ตูแชแข็ง (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุน F0535 บริษัท Sanyo 

Electronic Co., Ltd., Japan 

11.  อางน้าํควบคุมอุณหภมูิ (water bath) รุน TW 20  บริษัท Julabo Labortechnik GMBH, 

Germany  

12.  เครื่องกวนแบบแมเหลก็ (magnetic stirrer) รุน 502P-2  บริษัท PMC, U.S.A. 

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

14. เครื่องแกสโครมาโตรกราฟ รุน CP-3800 บริษัท Varian, Germany 

15. Lyophilizer  รุน FD-1 บริษัท Tokyo Rikakikai Co.,LTD. 
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3.2  เคมีภัณฑที่ใชในการทดลอง 
 

 ไตรบูไทริน (tributyrin) บริษัท Fluka, Switzerland. 

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

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

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

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

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

 น้ํามนัมะกอก (olive oil) บริษัท Bertolli, Italy. 

 น้ํามนัปาลม (palm oil) บริษัท โอลีน จํากัด 

 พารา-ไนโตรฟนิล อะซเีตท (p-nitrophenyl acetate) บริษัท Fluka, Switzerland. 

 พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol)  บริษัท Sigma, U.S.A. 

 เมทานอล (methanol) 

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

 เฮกเซน (hexane) บริษทั Baker, USA 

 กลูตารัลดีไฮด (Glutaraldehyde) บริษัท Fluka, Switzerland 

 อะมิโนโพรพิลไตรเมทอกซีไซแลน (Aminopropyltriethoxysilane, APTS) บริษัท Sigma, 

U.S.A. 

 เมทานอล (Methanol) บริษัท Merck, USA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 37 

3.3 วิธีดําเนนิการทดลอง 
 
 3.3.1  แยกและคัดกรองแบคทีเรียทีส่ามารถผลิตไลเปสสงูจากตวัอยางดิน 
 

  3.3.1.1 เกบ็ตัวอยางน้าํและดินเพื่อแยกแบคทีเรียที่ผลิตไลเปส   

 

เก็บตัวอยางดนิและน้าํจากบริเวณที่คาดวาจะมีแบคทีเรียที่สามารถผลิตไลเปสออกมา

นอกเซลล   เชน บริเวณโรงอาหาร หรือโรงงานทีม่ีน้าํมันเปนสวนประกอบในกระบวนการผลิต 

นําตัวอยางดนิที่ไดมาบมในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีสารละลายอาหารเหลวน้าํมัน

มะกอกที่ดัดแปลงจาก   Masanobu และคณะ (1995) (ภาคผนวก ก  หมายเลข 1) โดยใสดนิ

ตัวอยาง 5% (น้ําหนักตอปริมาตร) และน้ําตวัอยาง 5% (ปริมาตรตอปริมาตร) จากนั้นบมที ่ 30 

องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 24 ชั่วโมง เลือกเฉพาะขวดทีม่ีจุลินทรียแยกเก็บไว 

 

 3.3.1.2 การแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตไลเปสสงออกมานอกเซลล 

 

     เตรียมอาหารแข็งไตรบูไทริน (ภาคผนวก ก  หมายเลข 2) จากนัน้นาํจุลินทรียที่เลี้ยงใหมี

ปริมาณมากขึ้นจากขอ 3.3.1.1 มา 0.1 มิลลิลิตร หยดลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นเกลี่ยให

ทั่วจาน บมเชือ้ที่ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2 วัน เลอืกโคโลนทีี่เกดิวงใส (clear zone) รอบๆ

โคโลนี มาถายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจานใหม แลวบมที ่30 องศาเซลเซียส  ทําซ้าํหลายๆครั้งจนได

โคโลนีทีบ่ริสุทธิ์ เพื่อนําไปใชเตรียมหัวเชื้อในการตรวจสอบแอคติวิตีของไลเปส 

 

3.3.1.3 การเตรียมหัวเชื้อ 

 

  เลือกแบคทีเรียที่สรางวงใสมากกวา 0.5 เซนติเมตร มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามัน

มะกอก ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูที่ตอดวยหลอดวัดคาการดูดกลืนแสงขนาด 250 

มิลลิลิตร บมเชื้อในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปน

เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร      เจือจาง

หัวเชื้อใน 0.85 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) น้ําเกลือที่ผานการฆาเชื้อ ใหไดคาการดดูกลนืแสง

เทากับ 0.1  ตอปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
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 3.3.1.4 การเตรียมสารละลายไลเปส 
 

 ถายหัวเชื้อจากขอ 3.3.1.3 ปริมาตร 5 มลิลิลิตร มาเลีย้งในสารละลายอาหารเหลวน้าํมัน

มะกอกปริมาตร 45 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร  นาํไปเขยาที่ 30 องศาเซลเซียส  

เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้นาํไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว 10,000 รอบตอนาททีี่ 4 องศาเซลเซยีส  

เปนเวลา 10 นาท ี  จากนัน้กรองสวนใสที่ไดจากการปนเหวี่ยงดวยกระดาษกรองวอทแมน 

(whatman) เบอร 1 เพื่อแยกน้ํามันออก 
 
 3.3.1.5  การตรวจสอบแอคติวิตีของไลเปส (Merianne และคณะ, 1991) 
 
       ผสมสารละลายสับสเตรทที่ประกอบดวย สารละลายพารา-ไนโตรฟนิลอะซเิตทใน     

เมทานอล  และ สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร  pH 7.0  ในอัตราสวน 1ตอ 9 จากนัน้

นําสารละลายสับสเตรท 900 ไมโครลิตร ใสในหลอดทดลอง แลวเติม 100 ไมโครลิตร ของ

สารละลายไลเปสที่ตองการทดสอบลงในหลอดทดลอง โดยมีสับสเตรทแบลงค (substrate blank) 

คือสารละลายสับสเตรท 900 ไมโครลิตร เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.0  100 

ไมโครลิตร และเอนไซมแบลงค (enzyme blank) คือสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 7.0 900 

ไมโครลิตร เติมสารละลายไลเปส 100 ไมโครลิตร นําไปบมในอางน้าํปรับอุณหภูมิที ่ 65 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการทาํใหเยน็ทนัทีในอางน้ําแข็งเปนเวลา 15 นาท ี

จากนั้นนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร  

 กราฟมาตรฐาน ใช พาราไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ความเขมขนในชวง 0-20 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

 1 หนวยของไลเปส เทากับ ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย พารา-ไนโตรฟนิลอะซิเตท แลวให

พารา-ไนโตรฟนอล ปริมาตร 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะทีก่ําหนด 

  

 3.3.1.6 การวิเคราะหปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ, 1951) 

 

 วิเคราะหปริมาณโปรตีนโดยนําสารละลายตัวอยาง 1.0  มิลลิลิตร มาเติมสารละลายผสม 

C (Lowry C : ภาคผนวก ข หมายเลข 1) 5.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 20 

นาที เติมสารละลาย D (Lowry D : ภาคผนวก ข หมายเลข 1) 0.5 มิลลิลิตร ตั้งทิง้ไวที่

อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
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 คํานวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของโบไวนซรัีมอัลบูมิน (Bovine serum 

albumin) ความเขมขน 0-200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2)  

 
3.3.2 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตไลเปสจากแบคทีเรียที่คัดแยกได (Perry, 1989)  
 

    เลีย้งแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากขอ 3.3.1   จากนั้นแปรผันสภาวะในการเลีย้งโดยใชการ

ออกแบบการทดลองเชงิแฟกทอเรียลแบบ 2k สําหรับ 3 ปจจัย โดยมีจุดศูนยกลางการออกแบบ 

โดยมีปจจัยที่ใชศึกษาคือ  คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชือ้   อุณหภมูิในการบมเชื้อ 

(องศาเซลเซียส) และเวลาในการบมเชื้อ (ชั่วโมง) แปรผันปจจัยที่ใชศึกษาดังแสดงในตารางที่ 3.1 

เตรียมสารละลายไลเปส และวัดแอคติวิตีของไลเปสจากการทดลองในขอ 3.3.1.4 และ 3.3.1.5 

 
ตารางที ่ 3.1 แสดงสภาวะปฏิบัติการของปจจยัทีม่ีผลตอการเลี้ยงแบคทีเรยีที่คัดแยกได
เพื่อสรางไลเปสโดยใชการออกแบบการทดลองเชงิแฟกทอเรยีลสาํหรับ 3 ปจจัย 
 

สภาวะปฏิบัตกิาร 
ปจจัยที่ศึกษา 

-1 +1 

คาความเปนกรดดาง 6 8 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 20 40 

เวลาในการบม (ชั่วโมง) 12 24 

 

หมายเหต ุ  - 1 หมายถงึปจจัยที่ระดับตํ่า 

      +1 หมายถึงปจจยัที่ระดบัสูง 

จุดศูนยกลางการออกแบบคือ อุณหภูมิในการบมเชื้อ 30 องศาเซลเซียส เวลา 18 

ชั่วโมง และ คาความเปนกรดดาง 7.0 
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3.3.3 การเตรยีมไลเปสตรงึรูป 
 
 3.3.3.1 การเลือกตัวพยุง 
 
 ตัวพยงุที่คัดเลอืกนํามาใชตรึงไลเปสในงานวิจัยนี้คือ เม็ดแกว ซึง่มีขนาดเสนผาศูนยกลาง

ตางๆกนั (ภาคผนวก ฉ ) คอื 

   เม็ดแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง  0.1  มิลลิเมตร 

   เม็ดแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.0  มิลลิเมตร   

เม็ดแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง  5.0  มลิลิเมตร 

 

 3.3.3.2 การเตรียมตัวพยงุ 
 
 เม็ดแกวทีน่าํมาใชเปนตวัพยงุ ตองนํามาทําความสะอาดกอนนาํไปใช โดยดัดแปลงจาก

วิธีของ Trivedi และคณะ (2005) นําเม็ดแกวมาลางและแชดวยเอทานอล 95 เปอรเซ็นต เปนเวลา 

30 นาท ี จากนัน้ลางดวยเอทานอล 50 เปอรเซ็นต และลางน้ํากลัน่อีก 3 คร้ัง นาํไปอบแหงที่

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 วนั เก็บใสภาชนะสะอาดปดฝาสนทิ 

 

  3.3.3.2.1 การเตรียมไลเปสตรึงรูปโดยวิธกีารเตรียมแบบที่ 1  
 
    ดัดแปลงจากวิธีของ Pijanowska  และคณะ (2001)   โดยชัง่เม็ดแกวปริมาณ 20 กรัม

ลงในขวดแกวรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารกระตุนตัวพยงุ APTS 10 เปอรเซนต (โดย

ปริมาตร ) ในน้ํากลัน่ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร    นาํไปเขยาบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ 200 รอบตอ

นาท ี   ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา   3  ชัว่โมง เทสารละลาย APTS ทิง้   แลวลางเม็ดแกวดวยน้ํากลั่น 

จากนั้นนําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วนั เติมสารละลายกลูตารัลดีไฮด   

ที่ใชเปนสารสรางพนัธะรวม  ความเขมขน 10 เปอรเซน็ต (โดยปริมาตร) ในฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 

โมลาร ความเปนกรดดาง 7.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  นําไปเขยาที่สภาวะเดิมเปนเวลา 2 ชัว่โมง 

ลางเม็ดแกวดวยน้าํกลัน่ 3 คร้ัง จากนัน้ เติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร 0.05 โมลาร  ความเปน

กรดดาง 7.0 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และสารละลายไลเปส ปริมาตร 25 มิลลิลิตร นําไปกวนบน
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เครื่องกวนแบบแมเหล็ก ที่ความเรว็ 200 รอบตอนาที ทีอุ่ณหภูมิ 4      องศาเซลเซยีส เปนเวลา 3 

ชั่วโมง ลางเมด็แกวดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.05 โมลาร  ความเปนกรดดาง 7.0 3 ครั้ง 

นําไปทาํใหแหงโดยใชเครื่องระเหยแหงสุญญากาศ (lyophilizer) จากนัน้นาํไลเปสตรึงรูปที่ไดไป

วิเคราะหหาแอคติวิตีและปริมาณโปรตีนตามวิธกีารทดลองในขอ 3.3.3.3 และ 3.3.3.4  ตามลาํดบั 
 
  3.3.3.2.2 การเตรียมไลเปสตรึงรูปโดยวิธกีารเตรียมแบบที่ 2  
 
 โดยดัดแปลงจากวธิีของ Trivedi และคณะ (2005)  โดยชั่งเม็ดแกวปริมาณ 20 กรัม ลงใน

ขวดแกวรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร 0.05 โมลาร  ความเปน

กรดดาง 7.0 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และสารละลายไลเปสปริมาตร 25 มิลลิลิตร นาํไปกวนบน

เครื่องกวนแบบแมเหล็ก ทีค่วามเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 

ชั่วโมง ลางเมด็แกวดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร ความเปนกรดดาง 7.0 3 คร้ัง 

นําไปทาํใหแหงโดยใชเครื่องระเหยแหงสุญญากาศ (lyophilizer) จากนัน้นาํไลเปสตรึงรูปที่ไดไป

วิเคราะหหาแอคติวิตีและปริมาณโปรตีน ตามวธิีการทดลอง ในขอ 3.3.3.3 และ 3.3.3.4   

ตามลําดับ  

 

 3.3.3.3 การวิเคราะหแอคติวติีของไลเปสตรึงรูป 
 
 ดัดแปลงวิธีเลก็นอยจากการหาแอคติวิตีของไลเปสดังนี ้ ผสมพารา-ไนโตรฟนิลอะซิเตท 

และ สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร   ในอตัราสวน 1ตอ 9 จากนั้นนาํมา 900 ไมโครลิตร ใสในหลอด

ทดลองที่มี 1 กรัมของไลเปสตรึงรูป  นําไปบมบนเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิที ่ 65 องศาเซลเซยีส 

อัตราการเขยา 200 คร้ังตอนาที เปนเวลา 15 นาท ี หยุดปฏิกิริยาโดยการทาํใหเย็นทันทีในอาง

น้ําแข็งเปนเวลา 15 นาที จากนัน้นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 460 นาโนเมตร  

 กราฟมาตรฐาน ใช พารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol) ความเขมขนในชวง 0-20 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

 1 หนวยของไลเปสตรึงรูปเทากบั ปริมาณเอนไซมทีย่อยสลาย พารา-ไนโตรฟนิลอะซิเตท 

แลวใหพารา-ไนโตรฟนอล ปริมาตร 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะทีก่ําหนด 
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 3.3.3.4 การวิเคราะหปริมาณโปรตีนของไลเปสตรึงรูป 
 
 ใชวิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีนแบบวิธทีางออม โดยวิเคราะหจากผลตางของโปรตีน

ของไลเปสอิสระที่เร่ิมตนกอนทาํปฏิกิริยา กับปริมาณโปรตีนของไลเปสที่ไมไดเกิดปฏิกิริยาใน    

น้ําลาง โดยวเิคราะหตามวิธขีอง Lowry (1951) เชนเดียวกับวธิีการทดลองในขอ 3.3.1.6 

 

 3.3.3.5  การศกึษาสมบัติเบือ้งตนของไลเปสตรึงรูปเทียบกับไลเปสอิสระ 
 

-  อุณหภูมทิี่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปสตรึงรูปเทียบกับไลเปสอิสระ 

 นําไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระมาวิเคราะหแอคติวิตีตามวิธีการในขอ 3.3.1.5 และ  

3.3.3.3  โดยแปรอุณหภูมิที่ใชในการทําปฏกิิริยาตั้งแต 35 - 70 องศาเซลเซียส 

 

-  ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของไลเปสตรึงรูปเทียบกับไลเปสอิสระ 

   นําไลเปสตรงึรูปและไลเปสอิสระมาวิเคราะหแอคติวิตตีามวิธกีารในขอ 3.3.1.5 และ 

3.3.3.3 โดยแปรความเปนกรดดางของบัฟเฟอรที่ใชใหอยูในชวงความเปนกรดดางตางๆดังนี ้

 

100 มลิลิโมลาร โซเดียมอะซิเตท บฟัเฟอร  ในชวง pH 4.0-6.5 

100 มิลลิโมลาร โซเดียมฟอสเฟต บฟัเฟอร  ในชวง pH 6.0-8.0 

  100 มิลลิโมลาร ทริส บฟัเฟอร   ในชวง pH 8.0-9.0 
 
3.3.4 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเมทลิเอสเทอรโดยใชการทดลองเชิงแฟกทอเรียล 
 
 แปรผันปจจัยสําคัญที่มีผลตอการผลิตเมทิลเอสเทอร ซึง่ไดแก อัตราสวนโดยโมลของ

น้ํามนัปาลมตอเมทานอล อุณหภูมิ  เวลา และตวัทําละลาย ซึง่ในที่นี้ใชเฮกเซน โดยใชการ

ออกแบบการทดลองเชงิแฟกทอเรียลสาํหรับ 4 ปจจัย ดังแสดงในตารางที่3.2 
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ตารางที่ 3.2  แสดงสภาวะปฏิบัติการของปจจยัทีม่ีผลตอการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใช
การออกแบบการทดลองเชิงแฟกทอเรียลสําหรับ 4 ปจจัย 
 

สภาวะปฏิบัตกิาร 
ปจจัยที่ศึกษา 

-1 +1 

อัตราสวนโดยโมลของ    

น้ํามนัปาลมกบัเมทานอล 

1:12.5 1:25 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 35 55 

เวลา (ชั่วโมง) 12 18 

เฮกเซน (มิลลิลิตร) 0 2 

 

หมายเหต ุ    -1 หมายถงึปจจัยที่ระดับตํ่า  

+1 หมายถงึปจจัยที่ระดับสูง 

 

 จากนั้นดาํเนนิปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันโดยชัง่ไลเปสตรึงรูป 1 กรัมลงในหลอด

ทดลอง เติมน้ํามนัปาลม, เมทานอลและเฮกเซน ตามตารางที ่ 3.2 นาํไปเขยาในอางน้าํควบคุม

อุณหภูมิที่อัตราการเขยา  230 คร้ังตอนาที  แลววิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดโดยใช              

gas chromatography (GC)  

 วัดปริมาณเมทิลเอสเทอรทีไ่ดโดยการเปรียบเทยีบกับสารมาตรฐานซึง่เปนเมทิลเอสเทอร

ของกรดไขมันหลักที่เปนองคประกอบในน้ํามนัปาลม 
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3.3.5 การวิเคราะหปริมาณเมทลิเอสเทอร 
 

โดยใชเทคนิคการหาปริมาณสารแบบ external standardization 

 

3.3.5.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

 

  เตรียมสารละลายจากเมทิลเอสเทอรมาตรฐานที่ทราบน้าํหนักแนนอน โดยละลาย

เมทิลเอสเทอรมาตรฐานในเฮกเซน จากนัน้นาํพืน้ที่พีกไปคํานวณหาความเขมขนจากกราฟ

มาตรฐาน (ภาคผนวก ค 3) เพื่อใชหาปรมิาณเมทิลเอสเทอรจากผลติภัณฑ 
 

3.3.5.2 การเตรียมตัวอยาง (Zheng และ Hanna, 1996) 

 

   เก็บตัวอยางตามที่ระบุเวลาในขอ 3.3.4 จากนัน้นาํมาแชในอางน้าํแข็ง เติมเฮกเซนใหได

ความเขมขน 0.5 กรัม ตอมลิลิลิตร  เขยาใหเขากนั จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000 รอบ

ตอนาท ี 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนัน้เก็บสวนที่ละลายในเฮกเซนเพื่อมาวิเคราะห

โดยเครื่องแกสโครมาโตรกราฟ   

 

3.3.5.3 การวิเคราะหโดยเครื่องแกสโครมาโตรกราฟ  
 

   ฉีดสารตัวอยางปริมาตร 1 ไมโครลิตร  เขาเครื่องแกสโครมาโตรกราฟ (VARIAN CP-

3800) โดยมดีีเทคเตอรแบบเฟลมไอออไนส (flame ionization detector, FID)  ใชคอลัมนชนิด  

แคพพิลลารี (capillary column) รุน CP-Sil 5 CB  ขนาดเสนผานศนูยกลาง  0.25 มิลลิเมตร ยาว 

30 เมตร ใชไนโตรเจนเปนเฟสตัวพา (carrier phase) อัตราการไหลของไนโตรเจน 5.0 มิลลิลิตร

ตอนาท ี split ratio 1:50 อุณหภูมิอินเจคเตอร (injector)  280 องศาเซลเซียส อุณหภูมิตัวตรวจวดั 

(detector)  ชนิด FID  300 องศาเซลเซียส อุณหภูมเิร่ิมตนของคอลัมนคือ 100 องศาเซลเซยีส 

เวลาที่อุณหภมูิคงที่ (hold time) 2 นาที แลวเพิ่มข้ึนจนถงึ 180 องศาเซลเซียส ดวยอัตราการเพิ่ม

ของอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสตอนาที เวลาที่อุณหภูมคิงที่ (hold time) 3 นาท ี จากนั้นเพิ่ม

อุณหภูมิจนอณุหภูมิสุดทายของคอลัมนเปน 250 องศาเซลเซียส  ดวยอัตราการเพิ่มของอุณหภูมิ 

5  องศาเซลเซยีสตอนาที เวลาที่คงที ่(hold time) 3.5 นาท ี
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3.3.5.4 การพิจารณาผลการฉีดตัวอยาง 
 

ปริมาณเมทิลเอสเทอรสามารถหาไดโดยเปรียบเทียบเวลาและพืน้ที่ใตกราฟของ

เมทิลเอสเทอรแตละชนิดในผลิตภัณฑกับเมทิลเอสเทอรมาตรฐาน โดยหาปริมาณ

ของเมทิลเอสเทอรจากการนาํพืน้ที่ใตกราฟที่ไดจากการประมวลผลของเครื่องแกส

โครมาโตรกราฟ เทียบกับกราฟมาตรฐานของเมทิลเอสเทอรมาตรฐานแตละชนิด   

  
3.3.6 การศึกษาจลนพลศาสตร ณ ภาวะที่เหมาะสม  
 

ดําเนนิปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัตามวิธทีดลองในขอ 3.3.4   แตแปรจํานวนโมล 

ของน้ํามันปาลมเปน  0.80  1.30  1.80  2.30  และ  2.80 มลิลิโมลารตามลําดบั   หาปริมาณ

เมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น จากนั้นนําคาที่ไดมาเขียนกราฟตามวิธีของไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-

Burk) ระหวาง 1/ความเรว็ (ไมโครโมลของเมทิลเอสเทอร ตอนาท)ี และ 1/ความเขมขนของ

สับสเตรท (1/มิลลิโมลาร)  เพื่อนาํไปคํานวณหาคา Km 

 
3.3.7 การศึกษารูปรางลกัษณะและสมบัติเบ้ืองตนของแบคทีเรียที่คัดแยก 
 

นําแบคทีเรียทีค่ัดแยกไดจากขอ 3.3.1 มาตรวจสอบรูปรางและการติดสีแกรมดวยกลอง

จุลทรรศน  ติดตามลกัษณะการเจริญของแบคทีเรียโดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลวน้ํามนั

มะกอกวัดคาความขุนที่ 600 นาโนเมตร ทุกๆชวงเวลาที่กําหนดเปนเวลา 28 ชั่วโมง 

 
3.3.8 การพสิูจนลักษณะของแบคทีเรียตัวอยาง  โดยการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของ 
16S ribosomal DNA (16S rDNA) 
   3.3.8.1  การเตรียมดีเอ็นเอแมแบบสําหรับปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 
สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ แบคทีเรียตัวอยางแกรมบวกตามวิธขีอง Sambrook และ Russell 

(2001)  โดยเขี่ยเชื้อโคโลนีเดี่ยวลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลวนําไป

เขยาที่อุณหภูมิหองขามคืน (16-18 ชั่วโมง)  ถายเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอด            

ไมโครฟวจ นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลเปนเวลา 2 นาที   ท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที    เท

สวนน้ําใสทิ้ง นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข 6) ปริมาตร 425 ไมโครลิตร 
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กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง จากนั้นเติมไลโซไซม (ภาคผนวก ข 15) 

ปริมาตร 25 ไมโครลิตร (ความเขมขนสุดทายเปน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ผสมใหเขากันดวย

การกลับหลอดไปมา นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติม

สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข 10) ดวยอัตราสวนปริมาตรเทากับ

ปริมาตรของสารละลายสุดทาย  ผสมใหเขากันเปนอยางดีจนกระทั่งเปนอิมัลชัน  นําไปปนเหวี่ยงที่

ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 นาที นําสวนน้ําใสที่อยูเหนือชั้นตะกอนและชั้นฟนอล/

คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม แลวเติม absolute 

ethanol ดวยอัตราสวนปริมาตรเทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย กลับหลอดไปมาจนกระทั่ง

ตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ  นําไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ  –70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาที เท absolute ethanol ทิ้ง

แลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอทานอล 70% ที่เย็นจัดปริมาตรประมาณ 1 มิลลิลิตร ทําซ้ํา 2 

คร้ัง โดยการปนลางเก็บตะกอนที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที คอยๆ เทสวนน้ําใสทิ้ง  นําตะกอน

ดีเอ็นเอที่ไดไประเหยเอทานอลใหแหง แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ

ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เติม RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข 16)  

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร        เพื่อกําจัดอารเอ็นเอปนเปอน เก็บรักษาดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ   4        

องศาเซลเซียส  

 

   3.3.8.2  การวิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 

 

นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 

(A260 และ A280) คํานวณคา A260 ตอ A280 คาที่เหมาะสมควรจะอยูในชวง 1.8-2.0  ถาคานอยกวา 

1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง  ถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 

คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 x 50 x dilution factor 
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  3.3.8.3 ปฏิกริิยาลูกโซพอลเิมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)  

ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสนี้ใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร   คือ   forward primer 10f         

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

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

นอกจากนี้ในตารางที่ 3.3 จะแสดงสวนผสมสารในปฏิกิริยา ความเขมขนสุดทายและปริมาณที่ใช

ในปฏิกิริยาของสารแตละตัว   

 
ตารางที่ 3.3 สารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสสําหรับการเพิ่ม
จํานวน 16S ribosomal DNA  
 

สารเคมี ความเขมขน 
ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 

ความเขมขน

สุดทาย 

MgCl2 

Taq DNA polymerase buffer 

ไพรเมอร 10f 

ไพรเมอร 1540r 

dNTP 

 

Taq DNA polymerase 

ดีเอ็นเอแมแบบ 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 

25 mM 

10 X 

50 μM 

50 μM 

2 mM 

(ของแตละตัว) 

1 U/ μl 

1 pg -1 μg/μl 

3 

5 

1 

1 

5 

 

1.5 

1 

32.5 

1.5 mM 

1 X 

1.0 μM 

1.0 μM 

200 μM 

(ของแตละตัว) 

1.5 U 

1 pg –1 μg 

ปริมาตรสุทธ ิ  50  

 

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 

hot start ที่อุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 

denaturation ที่อุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

annealing ที่อุณหภูมิ  46 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

extention ที่อุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

final extention ที่อุณหภูมิ  72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาที 

35 รอบ 
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 ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส   

 

  3.3.8.4 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 นําผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.3.8.3  มาแยกชิ้น

ผลิตภัณฑที่ไดดวยอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส จากนั้นสกัดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1500 bp    

ออกจาก    อะกาโรสดวย  QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ภาคผนวก ข 2) ตาม

วิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยตัดอะกาโรสเจลตรงบริเวณแถบดีเอ็นเอที่ตองการ  ชั่งน้ําหนักชิ้น   

อะกาโรสเจลโดยใสไวในหลอดไมโครฟวจ  เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตรเปน 3 เทาของปริมาตร

ชิ้นอะกาโรสเจล บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หรือกระทั่งอะกาโรสเจล

ละลายหมดไดเปนสารละลายใสสีเหลือง นําสารละลายดังกลาวใสใน  QIAquick spin column 

นําไปปนตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาทีที่

อุณหภูมิหองเทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงในคอลัมน    นําไปปน

เหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติม

บัฟเฟอร PE ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร ลงในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบ

ตอนาทีเปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนทําการปนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกําจัด

บัฟเฟอร PE ที่เหลือติดคอลัมนออกใหหมด ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอด

ประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง  ตั้งทิ้งไว 1 นาที 

นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง    จะได

สารละลายดีเอ็นเออยูในสวนน้ําใสเก็บดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

การหาลําดับนิวคลีโอไทดทาํโดยนําสารละลายดีเอน็เอที่ไดดังกลาวสงไปวิเคราะหที่หนวย

บริการชีวภาพ (BSU) สํานกังานพัฒนาวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.)     โดยใช

ไพรเมอรดังนีค้ือ  forward primer 10f (5’-AGTTTGATCCTGGCTC-3’) (Auburn University 

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

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

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

และคณะ, 1998)   นําขอมลูลําดับนิวคลโีอไทดที่ไดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม DNASIS   และ

นําไปเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BlastN    

 



 บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการคัดแยกแบคทีเรียทีผ่ลิตไลเปส 
  

 จากการเก็บตัวอยางดิน 4 ตัวอยาง และตัวอยางน้าํ 1 ตัวอยาง ตามวิธีการทดลองในขอ 

3.3.1.1 พบวาสามารถคัดแยกแบคทีเรียไดทั้งสิน้ 14 ไอโซเลท (isolate) ดังแสดงในตารางที ่ 4.1 

แตละไอโซเลท มีลักษณะโคโลนี และขนาดของวงใสบนอาหารแข็งไตรบูไทรินตางกนัดังแสดงใน

ตารางที่ 4.2 โดยขนาดของวงใสจะบงบอกถึงปริมาณไลเปสโดยประมาณที่แบคทีเรียผลิตออกมา

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

วงใสมากกวา 0.5 เซนติเมตร เพื่อนาํไปทดสอบแอคติวิตีของไลเปสตอไป  

 
ตารางที่ 4.1 แสดงการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตไลเปสจากแหลงตางๆ 
  

แหลงเก็บตัวอยาง จํานวนไอโซเลท รหัสไอโซเลท 

ดินรานอาหาร จ. สระแกว 3 SK 

ดินรานอาหาร จ. อยุธยา 2 A 

น้ําทิ้งจากการประกอบอาหาร จ. สมทุรปราการ 3 SW 

ดินโรงงานผลติอาหาร จ.สมทุรปราการ 3 SS 

ดินบริเวณโรงอาหารอาคารจุลจักรพงษ 3 C 

รวม 14 
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ตารางที่ 4.2 แสดงลกัษณะโคโลนีและขนาดของวงใสของแบคทีเรียที่คัดแยกได 

รหัสไอโซเลท ลักษณะโคโลน ี ขนาดของวงใส 

(เซนติเมตร) 

SK1 สีครีม โคโลนีรูปรางกลม 0.50 

SK2 สีครีม โคโลนีรูปรางกลม  ขอบไมเรียบ นนูตรงกลาง 0.47 

SK3 สีขาว โคโลนีรูปรางกลม 0.30 

A1 สีขาว โคโลนีรูปรางกลม ขอบเรียบ 0.45 

A2 สีขาว โคโลนีรูปรางกลม ขอบไมเรียบ 0.45 

SW1 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดเล็ก ขอบเรียบ 0.47 

SW2 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดเล็ก ขอบเรียบ นนูตรงกลาง 0.55 

SW4 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดใหญ ขอบหยัก 0.37 

SS1 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดเล็ก เปนมันวาว ขอบไมเรียบ 0.97 

SS3 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดใหญ ดาน ขอบเรียบ 0.90 

SS4 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดใหญ เปนมนัวาว ขอบไมเรียบ  0.30 

C1 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดใหญ เปนมนัวาว ขอบไมเรียบ 

นูนตรงกลาง 

0.35 

C2 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดเล็ก เปนมันวาว  

ขอบเรียบ นนูตรงกลาง 

1.30 

C3 สีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดใหญ ดาน ขอบหยัก 0.57 

  หมายเหต ุ     ขนาดของวงใสที่ไดคือขนาดของวงใสที่หกัลบจากขนาดของโคโลน ี

 

 
 

รูปที่ 4.1 แสดงวงใสของแบคทีเรีย C2 บนอาหารแข็งไตรบูไทริน 
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4.2 การตรวจแอคติวิตีของไลเปส   
 
 นําแบคทีเรียไอโซเลท SW2,  SS1, SS3,  C2 และ C3  มาเลีย้งตามวธิีการทดลองในขอ 

3.3.1.4 และตรวจแอคติวิตีของไลเปสตามวิธีในขอ  3.3.1.5  พบวาที่เวลา 24 ชั่วโมง   แบคทีเรีย

ไอโซเลท C2 มีแอคติวิตีสูงสุด ดังแสดงในรูปที ่4.2  คอื  2.191 หนวยตอมิลลิลิตร จึงนําแบคทเีรีย

ไอโซเลท C2 ไปใชในการทดลองขั้นตอไป  
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รูปที่ 4.2 กราฟเปรยีบเทยีบแอคติวิตีของไลเปสจากแบคทีเรียไอโซเลท SW2,  SS1, SS3,  
C2 และ C3 
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4.3 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตไลเปสจากแบคทีเรีย C2  
 

จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย C2 และแปรสภาวะการเลี้ยงเชื้อตามวิธีทดลองในขอ 3.3.2 

ปจจัยที่ใชศึกษาคือ อุณหภูมิ คาความเปนกรดดาง  และเวลาในการบมเชื้อ โดยแปรผันอุณหภมู ิ

20 30 และ 40 องศาเซลเซียส  แปรผันคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อที ่ 6  7 และ 8  

แปรผันเวลาในการบม 12 18 และ 24 ชัว่โมง พบวาแบคทีเรีย C2 สามารถใหแอคติวิตีของไลเปส

สูงสุด ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส คาความเปนกรดดาง 7.0  เวลาในการบมเชื้อ  18 ชั่วโมง  

 
ตารางที ่ 4.3 ผลของภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไลเปสโดยใช วธิีออกแบบการทดลอง

เชิงแฟกทอเรียลแบบ 23 

 

ปจจัยที่ศึกษา ลําดับที ่

คาความเปน

กรดดาง 

อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 

เวลา 

(ชั่วโมง) 

แอคติวิตี          แอคติวิตีจําเพาะ 

(หนวยตอ        (หนวยตอมิลลิกรัม 

มิลลิลิตร)           โปรตนี) 

1 8 40 24   2.401                     2.088 

2 8 40 12   2.267                     1.799 

3 8 20 24   2.492                     2.225        

4 6 20 12   1.372                     1.088      

5 8 20 12   1.905                     1.401    

6 6 20 12   1.467                     1.163         

7 8 20 24   2.322                     2.073        

8 8 40 24   2.261                     1.966         

9 6 20 24   1.600                     1.496        

10 6 40 12   2.191                     1.981         

11 7 30 18   2.534                     2.368   

12 8 40 12   2.115                     1.678     

13 6 40 24   1.772                     1.704    

14 6 40 24   1.448                     1.392         

15 8 20 12   2.324                     1.709    
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ปจจัยที่ศึกษา ลําดับที ่

คาความเปน

กรดดาง 

อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 

เวลา 

(ชั่วโมง) 

แอคติวิตี          แอคติวิตีจําเพาะ 

(หนวยตอ        (หนวยตอมิลลิกรัม 

มิลลิลิตร)           โปรตนี) 

16 6 40 12   2.019                      1.826 

17 6 20 24   1.505                      1.406    

18 7 30 18   2.153                      2.012     

 

 

เมื่อพิจารณาจากการตารางที ่ 4.2  เมือ่ใชวิธีออกแบบการทดลองเชิงแฟกทอเรียลแบบ 2k 

โดยมีจุดศูนยกลางการออกแบบ ทาํการทดลอง ซ้ํา 2 คร้ัง ดังนั้นจาํนวนการทดลองทัง้หมดเปน 

(2*2
3)+2 =18 คร้ัง จากตารางพบวาภาวะการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 18 ชั่วโมง ที่คา

ความเปนกรดดาง  7.0   ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของไลเปสเฉลี่ยจากการทําการทดลองซ้ําสองครั้ง

เทากับ 2.190 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน ซึ่งมีคาใกลเคียงกับคาแอคติวิตีจําเพาะของไลเปสที่

ภาวะการเลี้ยงเชื้อที่ อุณหภูมิ 20 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่คาความเปนกรดดาง 8.0 ซึง่มคีา 

2.149 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน แตเมื่อพิจารณาในแงอุตสาหกรรมพบวาภาวะการเลี้ยงเชื้อที่

อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 18 ชั่วโมง ที่คาความเปนกรดดาง  7.0 เปนภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการ

เลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตไลเปส  เพราะใชเวลานอยกวาและไมตองเสียคาใชจายเพิ่มเพื่อลดอุณหภูมิหรือ

ปรับคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ จงึเลือกภาวะนี้มาใชในการทดลองตอไป  

 

 การศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัของน้าํมนัปาลมในตอนแรกของงานวิจัยนี้ไดใช 

ไลเปสในรูปสารละลาย (soluble lipase) เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวาไมเกิดเมทิลเอสเทอรขึ้น ซึ่ง

สาเหตุอาจเกิดจากมีน้ําปริมาณมากเปนองคประกอบในสารละลายไลเปส ทําใหปฏิกิริยากลาย 

เปนปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Shah, 2004) นอกจากนี้ไลเปสอาจสูญเสียแอคติวิตีเนื่องจากเมทานอล  

Kaieda    และคณะ    (2001)   ไดเสนอแนวทางแกไขปญหาการสญูเสียแอคติวิตีของไลเปสจาก 

เมทานอลโดยการเปลี่ยนสถานะไลเปสจากสารละลายใหอยูในรูปผง (powder) โดยใชเครื่อง

ระเหยแหงสุญญากาศ (lyophilizer) กอนนําไปใชเปนตัวเรงปฏิกิริยา  ซึ่งผลการทดลองใชไลเปส

ในรูปผงเปนตัวเรงปฏิกิริยาพบวายังคงไมเกิดเมทิลเอสเทอรขึ้นเชนกัน   จากปญหาที่กลาวมา

ขางตนแสดงวาไลเปสอิสระไมเหมาะสมในการนํามาใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน จึง

แกปญหาโดยการเตรียมไลเปสตรึงรูปเพื่อนํามาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาตอไป 
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4.4 การเตรยีมไลเปสตรงึรูป 
 
  4.4.1 วิธีที่เหมาะสมสําหรบัเตรียมไลเปสตรึงรูป 
 

 ตรึงรูปไลเปสบนตัวพยุงของแข็งที่เปนเมด็แกวขนาดเสนผาศนูยกลาง  0.1,  2.0 และ 5.0  

มิลลิเมตร ตามวิธีในขอ  3.3.3.2.1 และ 3.3.3.2.2   ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.4  ผลการ

เปรียบเทยีบแอคติวิตีจําเพาะ (หนวยตอมลิลิกรัมโปรตีน) ของไลเปสตรึงรูปจากทั้ง 2 วธิีแสดงใน

รูปที่ 4.3  

ตารางที่ 4.4 ผลของวธิีเตรียมไลเปสตรึงรูปบนเม็ดแกวขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.1, 2.0
และ 5.0 มลิลิเมตร 

วิธีการตรึง 

ขนาด

เสนผาศนูยกลาง  

เม็ดแกว

(มิลลิเมตร) 

แอคติวิตีทั้งหมด   

(หนวย) 

ปริมาณโปรตีนทีถู่กตรึง 

(มิลลิกรัม) 

0.1 0.705 0.506 

2.0 0.686 0.520 

1. การตรึงโดยอาศัย

พันธะโควาเลนท 

5.0 0.648 0.548 

0.1 0.762 0.432 

2.0 0.743 0.432 

2. การตรึงโดยอาศัย

หลักการดูดซับทาง

กายภาพ 

5.0 0.705 0.468 

ไลเปสอิสระเริ่มตน - 2.590 - 

หมายเหต ุ 1. วิธีการตรึงโดยอาศัยพันธะโควาเลนท คือตรึงโดยเติม APTS กลูตารัลดีไฮด และ      

           สารละลายไลเปส 

                2. วิธีการตรึงโดยอาศัยหลักการดูดซับทางกายภาพ คือตรึงโดยเติมสารละลายไลเปส 
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เม็ดแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง  0.1  มิลลิเมตร 

   เม็ดแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.0  มิลลิเมตร   

เม็ดแกวขนาดเสนผานศูนยกลาง  5.0  มลิลิเมตร 

 

หมายเหต ุ    1. วิธกีารตรึงโดยอาศัยพนัธะโควาเลนท คอืตรึงโดยเติม APTS กลูตารลัดีไฮด และ     

              สารละลายไลเปส 

 2. วิธกีารตรึงโดยอาศัยหลกัการดูดซับทางกายภาพ คือตรึงโดยเติม สารละลาย 

                        ไลเปส 

 
รูปที่ 4.3 ผลการเปรียบเทียบแอคติวตีิจําเพาะ (หนวยตอมิลลกิรัมโปรตีน) ของไลเปสตรึง
รูปจากวิธกีารตรึง 2 วธิ ี
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 จากวธิีการตรึงแบบที ่ 1 และ 2 พบวามีความแตกตางกนัของแอคติวิตีของไลเปสตรึงรูปไม

มากนัก แตเมือ่พิจารณาในแงแอคติวิตีจําเพาะพบวา วธิีการตรึงรูปแบบที ่ 2 ใหแอคติวิตีจําเพาะ

สูงกวาวธิีการตรึงรูปแบบที่ 1   และขนาดของเม็ดแกวมผีลตอการตรึงรูปไลเปส    โดยจากรูปที่ 4.3 

พบวาคาแอคติวิตีจําเพาะของไลเปสตรึงรูปเมื่อใชเม็ดแกวที่มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.1 

มิลลิเมตร เปนตัวพยุง สูงกวาคาแอคติวิตีจําเพาะของไลเปสตรึงรูปเมื่อใชเม็ดแกวที่มีขนาด

เสนผาศูนยกลาง  2.0 และ 5.0 มิลลิเมตร เปนตัวพยุง ดังนั้นจึงเลือกใชวิธีการเตรียมแบบที่ 2 และ

ใชเม็ดแกวขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.1 มิลลิเมตรเปนตัวพยุงในการเตรียมไลเปสตรึงรูปเพื่อใชใน

การทดลองตอไป 

 

 

 
4.4.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเตรียมไลเปสตรึงรูป 
 

  เตรียมไลเปสตรึงรูปจากวธิตีรึงรูปที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 4.4.1 แตใชอุณหภูมิในการตรึงที่ 4 

องศาเซลเซยีส  และ  อุณหภูมิหอง (27-31 องศาเซลเซียส)     เมื่อพจิารณาจากตารางที่ 4.5 

พบวาเมื่อตรึงรูปไลเปสที่ 4 องศาเซลเซียสไดคาแอคติวิตีจําเพาะสงูกวาเมื่อตรึงรูปไลเปสที่

อุณหภูมิหองถึง 3 เทา 

 

 
 ตารางที ่4.5 ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเตรียมไลเปสตรึงรูป 

 

อุณหภูมิที่ใชตรึง แอคติวิตีทั้งหมด

(หนวย) 

ปริมาณโปรตีนทีถู่กตรึง 

(มิลลิกรัม) 

แอคติวิตีจําเพาะ 

(หนวย/มิลลิกรัมโปรตีน) 

4 องศาเซลเซยีส 0.752 0.529 1.422 

อุณหภูมิหอง 0.257 0.524 0.490 

ไลเปสอิสระเริ่มตน 2.370 - - 
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4.4.3 การศึกษาสมบัติเบ้ืองตนของไลเปสตรงึรูปเทียบกับไลเปสอิสระ 
 
 

4.4.3.1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปสตรึงรปูเทียบกับไลเปสอิสระ 
 
เมื่อนําไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระมาวิเคราะหแอคติวติีโดยการแปรอุณหภูมิที่ใชในการ

ทําปฏิกิริยาตัง้แต 35-70 องศาเซลเซยีส พบวาอุณหภมูิที่เหมาะสมในการทํางานของไลเปสตรึงรูป

และไลเปสอิสระเทากันคือ 65 องศาเซลเซียส    โดยทีอุ่ณหภูมินี้ไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระให

แอคติวิตีสูงสุด ดังแสดงในรูปที่ 4.4  
 
4.4.3.2 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทาํงานของไลเปสตรึงรูปเทยีบกับ 

ไลเปสอิสระ 
 

 จากการศึกษาผลของความเปนกรดดางตอการทาํงานของไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระ 

โดยการทําปฏกิิริยาในบฟัเฟอรที่แปรคาความเปนกรดดางในชวง 4.0-9.0  ผลการทดลองแสดงใน

รูปที่ 4.5 พบวาไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระสามารถทาํงานไดดีที่สุดที่ pH 7.0 เทากนั เมื่อใช

ฟอสเฟตบฟัเฟอร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 58 

 

 

 

0.00

20.00

40.00

60.00

80.00

100.00

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)

แอ
คต
ิวิต
ีสัม
พัน

ธ 
(เป
อร
เซ
็นต
)

 
  

 ไลเปสตรึงรูป 

 ไลเปสอิสระ 

 

 

 
รูปที่ 4.4 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของไลเปสตรึงรูปเทยีบกับไลเปสอิสระ 
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    อะซิเตทบฟัเฟอร  pH 4.0-6.5 (ไลเปสตรึงรูป) 

    ฟอสเฟตบฟัเฟอร pH 6.0-8.0 (ไลเปสตรึงรูป) 

    ทริสบัฟเฟอร  pH 8.0-9.0 (ไลเปสตรึงรูป) 

    อะซิเตทบฟัเฟอร  pH 4.0-6.5 (ไลเปสอิสระ) 

    ฟอสเฟตบฟัเฟอร pH 6.0-8.0 (ไลเปสอิสระ) 

    ทริสบัฟเฟอร  pH 8.0-9.0 (ไลเปสอิสระ) 
 
 
รูปที่ 4.5 ความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปสตรึงรูปเทียบกับไลเปส
อิสระ 



 60 

 
 
4.5 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใชการทดลองเชิงแฟกทอเรยีล 
  
 ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยชั่งไลเปสตรึงรูป 1 กรัมลงในหลอดทดลอง เติม

น้ํามันปาลม, เมทานอลและเฮกเซน ตามตารางที่ 3.2 นําไปเขยาในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่อัตรา

การเขยา 230 ครั้งตอนาที วิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดโดยใช gas chromatography 

(GC) จากนั้นนําไปคํานวณหาความเขมขนจากกราฟสารละลายเมทิลเอสเทอรมาตรฐาน

(ภาคผนวก ค 3) เพื่อใชหาปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดเทียบกับปริมาณน้ํามันปาลมต้ังตนในแตละ

ลําดับการทดลอง 
 

 เมื่อพิจารณาจากการตารางที่ 4.6  เมื่อใชวิธีออกแบบการทดลองเชิงแฟกทอเรียลแบบ 2k  

มีปจจัยที่ใชศึกษา 4 ปจจัย คือ อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมกับเมทานอล (1:12.5 และ 

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

( 0 และ 2 มิลลิลิตร)  ทําการทดลอง ซ้ํา 3 คร้ัง ดังนั้นจํานวนการทดลองทั้งหมดเปน 3*2
4
=48 คร้ัง 

จากตารางพบวาไดรอยละเมทิลเอสเทอรสูงสุด  เมื่อทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยมี

อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลเปน 1:25 อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยา 55 องศา

เซลเซียส เวลา 18 ชั่วโมง และเติมเฮกเซน 2 มิลลิลิตร ซึ่งเปนปจจัยระดับสูงท้ังหมดที่ศึกษา นําผล

การทดลองที่ไดมาสรางกราฟพื้นผิว 3 มิติไดดังรูปที่ 4.6 และ 4.7 
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ตารางที ่ 4.6 รอยละเมทิลเอสเทอรที่ไดเมื่อเทยีบกับปรมิาณน้ํามนัปาลมตั้งตนจากการ
แปรผันปจจยัตางๆโดยการออกแบบการทดลองเชิงแฟกทอเรยีลแบบ 24 
 

ลําดับที ่

 

อัตราสวนโดยโมล 

น้ํามนัปาลมตอเมทานอล 

อุณหภูมิ 

(องศาเซลเซียส) 

เวลา 

(ชั่วโมง) 

ปริมาณเฮกเซน 

(มิลลิลิตร) 

รอยละ

เมทิลเอส

เทอร 

(wt/wt) 

1 1:12 55 18 2 0.188 

2 1:12 35 18 2 0.201 

3 1:12 35 12 2 0.085 

4 1:25 35 18 0 0.159 

5 1:12 55 12 2 0.280 

6 1:25 35 18 0 0.125 

7 1:25 55 18 0 0.135 

8 1:25 35 12 2 0.169 

9 1:25 55 18 0 0.483 

10 1:25 35 12 0 0.078 

11 1:25 55 18 0 0.630 

12 1:25 55 18 2 0.223 

13 1:12 55 12 2 0.106 

14 1:12 55 18 0 0.128 

15 1:12 35 12 2 0.059 

16 1:12 55 12 2 0.244 

17 1:25 55 12 0 0.115 

18 1:25 35 12 2 0.096 

19 1:12 55 12 0 0.130 

20 1:12 35 18 0 0.056 

21 1:25 35 18 2 0.239 

22 1:25 55 12 0 0.541 



 62 

23 1:12 35 12 2 0.166 

24 1:12 35 12 0 0.036 

25 1:25 35 12 2 0.204 

26 1:25 55 12 2 0.121 

27 1:25 35 18 2 0.132 

28 1:12 55 12 0 0.115 

29 1:12 35 12 0 0.180 

30 1:25 55 12 2 0.602 

31 1:12 55 12 0 0.111 

32 1:12 35 18 2 0.072 

33 1:12 55 18 0 0.168 

34 1:25 55 12 2 0.423 

35 1:25 35 12 0 0.103 

36 1:12 55 18 2 0.396 

37 1:12 35 18 0 0.119 

38 1:25 55 18 2 0.860 

39 1:25 55 18 2 0.948 

40 1:12 35 18 0 0.057 

41 1:25 35 12 0 0.046 

42 1:25 55 12 0 0.432 

43 1:25 35 18 2 0.296 

44 1:12 55 18 2 0.295 

45 1:12 35 12 0 0.055 

46 1:12 35 18 2 0.125 

47 1:25 35 18 0 0.111 

48 1:12 55 18 0 0.248 
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รูปที ่4.6 แสดงกราฟพื้นผิว 3 มิติระหวางผลของปจจัยที่ระดับสูงและระดับตํ่าของ
อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันปาลมตอเมทานอลและปริมาณเฮกเซน (มิลลลิติร)          
ตอรอยละเมทิลเอสเทอรที่ได 
 
 

 
 

 
 
รูปที ่4.7 แสดงกราฟพื้นผิว 3 มิติระหวางผลของปจจัยที่ระดับสูงและระดับตํ่าของ
อุณหภูมิ (องศาเซลเซยีส) และเวลา (ชัว่โมง) ตอรอยละเมทลิเอสเทอรที่ได   
 

0.369 
 0.298 
  0.226 
   0.155 
    0.084 
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4.6 การหาคา Km ของไลเปสตรึงรูป 
 

 วิเคราะหจลนพลศาสตรของการทาํงานของไลเปสตรึงรูป โดยแปรผันความเขมขนของ

น้ํามนัปาลมแลวหาปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น นาํคาที่ไดมาเขยีนกราฟตามวิธีของไลนวีเวอร-

เบิรก (Lineweaver-Burk)  ระหวาง 1/ ความเร็ว (ไมโครโมลของเมทิลเอสเทอร ตอนาที)  และ        

1/ความเขมขนของสับสเตรท (1/มิลลิโมลาร) ดังรูปที ่4.8 พบวาไดคา Km เทากับ 5.49 มิลลิโมลาร  

 

 

 

y = 673.85x + 122.67
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  รูปที่ 4.8 การประมาณคา Km โดยวธิีไลนวิเวอร-เบิรกของไลเปสตรึงรูป 
 

1/ ความเขมขนของสับสเตรท (1/มิลลิโมลาร) 

1/
 ค
วา
มเ
ร็ว

 (ไ
มโ
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โม
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อง
เม
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ร ต

อน
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-1/Km 
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4.7 การศึกษารูปรางลกัษณะและสมบัติเบ้ืองตนของแบคทีเรียที่คัดแยก 
 คัดเลือกแบคทีเรีย C2 ที่มแีอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะสูงสุด มาตรวจสอบรูปรางและการ

ติดสีแกรมดวยกลองจุลทรรศน พบวาแบคทีเรีย C2 มีรูปรางกลม อยูกันติดกนัเปนกลุมและติดสี

แกรมบวก ดังแสดงในรูปที่ 4.9 และมีลักษณะโคโลนเีปนสีขาว โคโลนีรูปรางกลมขนาดเล็ก เปน

มันวาว  ขอบเรียบ นูนตรงกลาง เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งไตรบูไทรินดังแสดงในรูปที่ 4.10 เมือ่

ติดตามลักษณะการเจริญของแบคทีเรียโดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลวน้ํามนัมะกอก วัดคา

ความขุนที่ 600 นาโนเมตร ทุกๆชวงเวลาที่กาํหนด  ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.11  พบการ

เจริญของเชื้อในระยะทวีคูณ (log phase) อยูระหวางชั่วโมงที่ 4-18 และระยะ late log อยูที่ชัว่โมง

ที่ 18 จากนั้นเชื้อจะเขาสูชวงระยะ  stationary  

 

 
 

  
รูปที่ 4.9 แสดงลักษณะรปูรางและการติดสีแกรมของแบคทีเรีย C2 กําลังขยาย 1,000 เทา 
 

 
 

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

 
 
รูปที่ 4.12  เปอรเซ็นตความเหมือน และลาํดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของแบคทีเรยี 
C2 เปรียบเทยีบกับขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของ Staphylococcus warneri  (Accession 
No. L37603)    ในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastN   
 



บทที่ 5  
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 ไลเปสเปนเอนไซมที่มีความสําคัญมากทางเทคโนโลยีชีวภาพ ไลเปสที่ไดจากจุลินทรียมี

ขอดีกวาไลเปสที่ไดจากพืชและสัตว เนื่องจากสามารถผลิตไดปริมาณมาก ในปจจุบันจึงนําไลเปส

มาใชประโยชนมากมาย เชน การสังเคราะหโพลีเมอร สังเคราะหสารเคมีบางชนิดในองคประกอบ

ยา ผลิตสารแตงกลิ่นรสในอาหาร ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาไลเปสจากแบคทีเรียที่คัดแยกไดเพื่อมาใช

เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในการผลิตเมทิลเอสเทอรหรือไบโอดีเซลจากน้ํามัน

ปาลม   ซึ่งเปนอีกแนวทางในการประยุกตใชไลเปสทางเทคโนโลยีชีวภาพ  

 งานวิจัยนี้คัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตไลเปสจากแหลงตางๆได 14 ไอโซเลท (isolate) พบ

แบคทีเรียที่มีขนาดวงใสบนอาหารแข็งไตรบูไทรินมากกวา 0.5 เซนติเมตร จํานวน 5 ไอโซเลท คือ 

SW2,  SS1, SS3,  C2 และ C3 จึงคัดแยกไวเพื่อนําไปทดสอบแอคติวิตีของไลเปส โดยพบวา

แบคทีเรีย C2 ใหแอคติวิตีสูงที่สุด  คือ 2.191 หนวยตอมิลลิลิตร จึงคัดเลือกแบคทีเรีย C2 เพื่อ

ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไลเปสตอไป   

 เมื่อนําแบคทีเรีย C2 มาศึกษาภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตไลเปสโดยใชการออกแบบการ

ทดลองเชงิแฟกทอเรียล โดยมีปจจัยที่ใชศึกษา คือ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) คาความเปนกรดดาง

ของอาหารเลีย้งเชื้อ  และ เวลาในการบมเชื้อ (ชัว่โมง) เมื่อศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิและคา

ความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงในรูปที ่ 5.1 พบวาเมื่อเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิสูงคา

ความเปนกรดดางไมมีผลมากนักตอการผลิตไลเปส และมีคาแอคติวติีจําเพาะของไลเปสสูง ทัง้นี้

เนื่องมาจากอณุหภูมิที่สงูขึ้นสงผลใหน้าํมันในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความหนืดลดลง (Wade, 1995) 

และกระจายตวัไดมากขึ้นเมือ่มีการเขยาอยางตอเนื่อง ทําใหไลเปสสามารถยอยสลายน้ํามนัใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ไดดีข้ึน เมือ่ศึกษาผลกระทบของเวลาที่ใชในการบมและคาความเปนกรดดางของ

อาหารเลี้ยงเชือ้ ดังแสดงในรูปที่ 5.2 พบวา เวลาไมมีผลตอการผลิตไลเปสที่คาความเปนกรดดาง

ต่ํา และมกีารผลิตไลเปสเกิดขึ้นนอย แตเวลาจะมีผลเมื่อคาความเปนกรดดางสงูขึ้น ทัง้นี้อาจ

เนื่องมาจากแบคทีเรีย C2 สามารถเจริญไดดีที่คาความเปนกรดดางคอนขางสงู ดังนั้นเมื่อใชเวลา

ในการบมมากขึ้นแบคทีเรียจงึสามารถเจรญิเติบโตและผลิตไลเปสไดมากขึ้น  จากรูปที ่ 5.3 เมื่อ

ศึกษาผลกระทบของเวลาทีใ่ชในการบมและอุณหภูมิตอการผลิตไลเปส        พบวาที่อุณหภมูิสูง
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แบคทีเรียสามารถผลิตไลเปสไดดี และเวลาไมมีผลกระทบตอการผลิตไลเปสที่อุณหภูมิสูง ทัง้นี้

เพราะวาที่อุณหภูมิสูงน้ํามนัจะกระจายตัวไดดีมากอยูแลวไมวาใชเวลาในการบมนอยหรือมาก 

 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส        

อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 

คาแอคติวิตีจําเพาะที่จุดศูนยกลางของการออกแบบ  

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

  
รูปที่ 5.1 ผลกระทบของอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชือ้ตอการ     
 ผลิตไลเปส 

 
                                         เวลา 24 ชั่วโมง 

                    เวลา 12 ชั่วโมง 

  คาแอคติวิตีจําเพาะที่จุดศูนยกลางของการออกแบบ  

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

รูปที่ 5.2 ผลกระทบของเวลาที่ใชในการบมและคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ
ตอการผลิตไลเปส 
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                    เวลา 24 ชั่วโมง 

                      เวลา 12 ชั่วโมง 

         คาแอคติวิตีจําเพาะที่จุดศูนยกลางของการออกแบบ 

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

 

         รูปที่ 5.3 ผลกระทบของเวลาที่ใชในการบมและอุณหภูมิตอการผลิตไลเปส 
 

อยางไรก็ดีผลจากการออกแบบการทดลองเชิงแฟกทอเรียลพบวาแบคทีเรีย  C2 สามารถ

ผลิตไลเปสไดสูงสุด เมื่อบมที่ 30 องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ  7.0  

เวลาในการบม 18 ชั่วโมง โดยมีคาแอคติวิตี 2.344 (หนวยตอมิลลิลิตร) ซึ่งจากการศึกษาการ

เจริญของแบคทีเรีย C2 พบวาเปนชวงปลายการเจริญแบบทวีคูณ โดยอุณหภูมิที่บมและคาความ

เปนกรดดางที่เหมาะสมนี้เปนอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่ใชคัดแยกแบคทีเรียในตอนแรก                  

เมื่อนําผลการทดลองไปวิเคราะหโดยใชโปรแกรม ANOVA พบวาทั้งอุณหภูมิ คาความเปนกรด

ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อ  และ เวลาในการบมเชื้อ  ทุกปจจัยมีผลตอการผลิตไลเปสอยางมี

นัยสําคัญ (P<0.05)     ดังนั้นจึงใชภาวะนี้ในการเลี้ยงแบคทีเรีย   C2   เพื่อผลิตไลเปส สําหรับ

นํามาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไลเปสจาก

งานวิจยันี้เทียบกับงานวิจัยอื่นดังแสดงในตาราง 5.1 
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ตารางที่ 5.1 ภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตไลเปสจากแบคทีเรียตางๆ 

แหลงที่มาของไลเปส อุณหภูมิ 

(องศา

เซลเซียส) 

คาความเปนกรดดาง แอคติวิตี 

(หนวยตอ

มิลลิลิตร) 

เอกสารอางอิง 

C2 30 7 2.344 งานวิจยันี ้

Geotrichum sp. 30 7 17.000 Burkert และ 

คณะ (2004) 

Fusarium solani 

FS1 

28 6 9.500 Maia และ 

คณะ (1999) 

Acinetobacter 

radioresistens 

30 7 0.190 Chen และ

คณะ (1998) 

Mucor hiemalis 25 7 1.980 Akhtar และ

คณะ (1980) 

 
 การศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัของน้าํมนัปาลมในตอนแรกของงานวิจัยนี้ไดใช

ไลเปสในรูปสารละลาย (soluble) เปนตัวเรงปฏิกิริยา ซึง่พบวาไมเกิดเมทิลเอสเทอรขึ้น ซึ่งสาเหตุ

อาจเกิดจากน้าํปริมาณมากที่เปนองคประกอบในสารละลายไลเปส  ทําใหปฏิกริิยากลายเปน

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Shah, 2004)  นอกจากนี้ไลเปสอาจสูญเสยีแอคติวิตีเนื่องจากเมทานอล  

K a i e d a  และคณะ (2001) ไดเสนอแนวทางแกไขปญหาการสูญเสียแอคติวิตีของไลเปสจาก 

เมทานอลโดยการเปลี่ยนสถานะไลเปสจากสารละลายใหอยูในรูปผง (powder) โดยใชเครือ่ง

ระเหยแหงสุญญากาศ (lyophilizer) กอนนาํไปใชเปนตัวเรงปฏิกิริยา  ซึ่งผลการทดลองใชไลเปส

ในรูปผงเปนตัวเรงปฏิกิริยาพบวายงัคงไมเกิดเมทิลเอสเทอรข้ึนเชนกนั  จากปญหาที่กลาวมา

ขางตนแสดงวาไลเปสอิสระไมเหมาะสมในการนาํมาใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันจึง

แกปญหาโดยการเตรียมไลเปสตรึงรูปเพื่อนํามาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาตอไป 

 

 การเตรียมไลเปสตรึงรูปโดยการเปรียบเทยีบวิธกีารตรึงรูป 2 วธิี  คอื การตรึงโดยอาศัย

หลักการดูดซับทางกายภาพ กับการตรงึโดยอาศยัพนัธะโควาเลนทพบวา ไลเปสที่ตรึงโดยอาศัย

หลักการดูดซับทางกายภาพใหแอคติวิตจีําเพาะดีกวาไลเปสที่ตรึงโดยอาศัยพันธะโควาเลนท  ทั้งนี้

อาจเนื่องมาจากวธิีการตรึงโดยอาศัยพนัธะโควาเลนทในตอนแรกอะมิโนโพรพวิไตรเอทอกซีไซแลน 
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(aminopropyltriethoxysilane, APTS)   จะกระตุนหมูไฮดรอกซิลบนผิวเมด็แกวใหกลายเปน

หมูอะมโิน   จากนัน้กลูตารัลดีไฮดที่มีหมูอัลดีไฮด   2  หมูจะมาเชื่อมกับหมูอะมิโนที่อยูบนผิวของ

เม็ดแกวและหมูอะมิโนของเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนท ในกรณีที่เกิดพันธะโควาเลนทขึน้มากทํา

ใหปริมาณเอนไซมที่ตรึงบนเม็ดแกวมีมากจนเกินไปจนไปบดบังบริเวณเรงของเอนไซมจากโมเลกลุ

ของเอนไซมตวัอื่นทําใหสับสเตรทไมสามารถเขาไปทาํปฏิกิริยาได (Aehle, 2004) พันธะโควาเลนท

ที่มากเกนิไปยงัมีผลใหเอนไซมถูกจาํกัดการเปลี่ยนแปลงโครงรูป ซึ่งจาํเปนตอการเรงปฏิกิริยาของ

เอนไซมอีกดวย แตไลเปสที่ตรึงโดยอาศัยหลักการดดูซับทางกายภาพนัน้  จะไมเกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงรูปของไลเปส ทาํใหเกิดการเสียสภาพของเอนไซมระหวางการตรงึนอยที่สุด และ

วิธีการตรึงสามารถทาํไดงายและสะดวก ดังนั้นในงานวิจัยนี้วธิกีารเตรียมไลเปสตรึงรูปโดยใช

หลักการดูดซับทางกายภาพกับเม็ดแกวจึงเปนวิธทีี่เหมาะสมในการเตรียมไลเปสตรึงรูปมากกวา

การตรึงโดยอาศัยพนัธะโควาเลนท ซึง่สอดคลองกับงานวิจยัของ Trivedi และคณะ (2004) 

เนื่องจากเม็ดแกวทนทานตอแรงกระแทกไดดี คงรูปเมื่ออยูในสภาพแวดลอมทีม่อุีณหภูมิ

สูงหรือความเปนกรดดางที่รุนแรงได นอกจากนี้ยงัไมถกูทําลายโดยจลุินทรีย จงึมรีายงานการนาํ

เม็ดแกวมาใชเปนตัวพยุงในการตรึงรูปเอนไซมตางชนิดกันมากมาย โดย Trivedi และคณะ (2004) 

ไดใชเม็ดแกวเพื่อเปนตวัพยงุในการตรึงรูปแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase)  

Ikediobi และคณะ (1998) ใชเม็ดแกวเพื่อเปนตัวพยุงในการตรึงรูปลินามาเลส (linamarase) 

Brockman และคณะ (1973) ใชเม็ดแกวเพื่อเปนตวัพยงุในการตรึงรูปไลเปส  

ในงานวิจัยนี้เมื่อพิจารณาขนาดของเม็ดแกวทีเ่ลือกใชเปนตัวพยุงในการตรึงรูปไลเปสโดย

พิจารณาจากขนาดเสนผาศนูยกลางของเม็ดแกวที่เลือกใชคือ 0.1 มิลลิเมตร 2.0 มิลลิเมตร และ 

5.0 มิลลิเมตร ตามลําดับพบวาเมื่อเตรียมไลเปสตรึงรูปโดยอาศัยหลักการดูดซับทางกายภาพ เมื่อ

ใชเม็ดแกวทีม่ขีนาดเสนผาศนูยกลาง 0.1 มิลลิเมตร ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของไลเปสสูงสุด คือ 

1.764 หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน เมื่อเทยีบกับเม็ดแกวที่มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 2.0 มิลลิเมตร 

และ 5.0 มลิลิเมตร ที่ใหคาแอคติวิตีจําเพาะ 1.720 และ 1.506  หนวยตอมิลลิกรัมโปรตนี 

ตามลําดับ โดยขนาดเสนผาศูนยกลางของเม็ดแกว 0.1 มิลลิเมตร เปนขนาดที่ใกลเคียงกับเม็ดแกว

ที่ Trivedi และคณะ (2005) ใช นอกจากนี้เมื่อพจิารณาขนาดพืน้ที่ผิวตอปริมาตรของเม็ดแกว 

พบวาเม็ดแกวที่มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.1 มิลลิเมตร มีพืน้ทีผ่ิวตอปริมาตรเทากับ 60.38 

(มิลลิเมตร -1) ซึ่งมีคามากกวาเม็ดแกวทีม่ขีนาดเสนผาศนูยกลาง 2.0 มิลลิเมตร และ เม็ดแกวที่มี

ขนาดเสนผาศนูยกลาง 5.0 มิลลิเมตร ทีม่ขีนาดพืน้ที่ผวิตอปริมาตรเทากับ 3.0 (มิลลิเมตร -1) และ 
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1.2 (มิลลิเมตร -1) ตามลําดบั นั่นแสดงวาการใชเม็ดแกวที่มีขนาดเลก็ลงทาํใหพื้นทีผิ่วของตัวพยุงมี

มากขึ้น จงึมีผลใหเอนไซมตดิบนตัวพยุงมากขึ้น ( Chibata, 1978 และ Trivedi, 2005)  ดังนัน้เมด็

แกวที่มีขนาดเสนผาศนูยกลาง 0.1 มิลลิเมตร  จึงเปนขนาดของเม็ดแกวที่เหมาะสมในการเตรียม

ไลเปสตรึงรูปเพื่อนาํไปใชในขั้นตอนตอไป 

 จากการศึกษาอุณหภูมิที่ใชในการเตรียมไลเปสตรึงรูปโดยเปรียบเทยีบการตรึงรูปไลเปสที่ 

4 องศาเซลเซยีส และที่อุณหภูมิหอง ( 27-31 องศาเซลเซียส) ผลการทดลองพบวาการเตรียม  

ไลเปสตรึงรูปที่ 4 องศาเซลเซียส ใหแอคติวิตีจําเพาะของไลเปส 1.422 (หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน)    

และการเตรียมไลเปสตรึงรูปที่อุณหภูมิหอง  ใหแอคติวิตีจําเพาะของไลเปส  0.490 (หนวยตอ

มิลลิกรัมโปรตีน)   จะเห็นวาการเตรียมไลเปสตรึงรูปที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสใหคาแอคติวิตี

จําเพาะสูงกวาการเตรียมไลเปสตรึงรูปที่อุณหภูมิหองถึงเกือบ 3 เทา ทั้งนี้เนื่องจากที่อุณหภูมิต่ํา

เอนไซมมีการเปลี่ยนแปลงโครงรูปไมมากนักและยังสามารถคงแอคติวิตีอยูได (Liao และ Chen, 

2001) 

   ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของไลเปสตรึงรูปเทียบกับไลเปสอิสระ  

พบวาไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระ มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทาํงานเทากนัคือ 65 องศา

เซลเซียส       และเมื่อศึกษาความเปนกรดดางทีเ่หมาะสมตอการทาํงานของไลเปสตรึงรูปเทียบกับ 

ไลเปสอิสระ พบวาไลเปสตรึงรูปและไลเปสอิสระสามารถทาํงานไดดีที่สุดที่คาความเปนกรดดาง 

7.0 เทากนั  นั่นอาจเปนเพราะไลเปสที่ตรึงโดยอาศัยหลักการดูดซับทางกายภาพนั้น จะไมเกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงรูปของไลเปส ดังนั้นไลเปสตรึงรูปจึงอาจมีคณุสมบัติเบื้องตนบางประการ

เหมือนกับไลเปสอิสระ (Chibata, 1978) 

 จากการศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันของน้าํมนัปาลม โดยมีไลเปสตรึงรูปจาก

แบคทีเรีย C2 เปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยใชการออกแบบการทดลองเชิงแฟกทอเรียล มีปจจยัทีใ่ช

ศึกษา 4 ปจจยั คือ  อัตราสวนโดยโมลของน้าํมนัปาลมกับเมทานอล (1:12.5 และ 1:25)  อุณหภมูิ 

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

มิลลิลิตร)  พบวาไดรอยละเมทิลเอสเทอรเมื่อเทียบกับน้าํมันปาลมต้ังตนสูงสุดเฉลี่ยเทากับ 0.68  

เมื่อทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั โดยมีอัตราสวนโดยโมลของน้ํามนัปาลมตอเมทานอลเปน 

1:25 อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยา 55 องศาเซลเซยีส เวลา 18 ชัว่โมง และในสภาวะที่มีเฮกเซน 2 

มิลลิลิตร ซึ่งเปนปจจัยระดับสูงทัง้หมดที่ศึกษาเมื่อนําผลการทดลองไปวิเคราะหทางสถิติโดยใช 

ANOVA  พบวาทั้ง   อัตราสวนโดยโมลของน้าํมันปาลมกับเมทานอล     อุณหภูมิ     และผลของ
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ตัวทําละลายเฮกเซน มีผลตอการผลิตไลเปสอยางมีนยัสําคัญ (P<0.05) ทุกปจจัย ยกเวนเวลาที่ใช

ในการทําปฏิกริิยา ซึง่ไมมีนยัสําคัญ (p>0.05) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก ที่เวลา 12 ชั่วโมง ถงึ 18 

ชั่วโมง ปฎิกิริยาอาจเกิดขึ้นเกือบสมบูรณแลว เนื่องจากในงานวิจัยนีใ้ชปริมาณเอนไซมในการทํา

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันคงที่ในทกุการทดลองคอื 1 กรัม 

  

   เมื่อพิจารณาสมการของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัจากรูปที ่ 5.4 พบวาเปนปฏิกิริยา

แบบผันกลับไดและไตรกลีเซอไรด 1 โมล จะทาํปฏิกริิยาพอดีกับเมทานอล 3 โมล ดังนัน้ในการ

ดําเนนิปฏิกิริยาจะตองใชเมทานอลมากเกนิพอเพื่อใหปฏิกิริยาดําเนินไปขางหนา (Meher และ

คณะ, 2004) จากการทดลองครั้งนี้ใชอัตราสวนจาํนวนโมลของน้าํมนัปาลมตอเมทานอล 1:12.5 

และ 1:25 พบวารอยละของเมทิลเอสเทอรสูงสุดเมื่อมีจาํนวนโมลของเมทานอลมากขึ้นคือที่ 1: 25  

แสดงวาเมทานอลที่มากเกนิพอทําใหปฏิกิริยาเกิดดีข้ึนซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Noureddini  

และคณะ (2005) 

 

CH2-OOC-R1     R1-COO-R’  CH2-OH 

           + 

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

           + 

CH2-OOC-R3     R3-COO-R’  CH2-OH 

Triglyceride     Alcohol       Esters  Glycerol 

 
รูปที่ 5.4 การเกิดปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันพชื (Ma และ Hanna, 1999)  
 

  เมื่อพิจารณาผลของอุณหภูมิที่มีตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั Du และคณะ (2003) 

รายงานวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันโดยใชไลเปสตรึงรูปอยูที่ 

40-50 องศาเซลเซียส ในการทดลองนี้เลอืกศึกษาอุณหภูมิในการทาํปฏิกิริยาในชวง 35 และ 55 

องศาเซลเซยีส  ผลการทดลองพบวารอยละเมทลิเอสเทอรที่ไดมากข้ึนเมื่ออุณหภูมิในการทํา

ปฏิกิริยามากขึ้น ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Salis และคณะ (2005) 
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  Jaegar และ Eggert (2002) รายงานวาไลเปสตรึงรูปสามารถเรงปฏิกิริยาไดดีขึ้นเมื่อมีตัว

ทําละลายอนิทรียในปฏิกิริยา งานวิจยันี้เลือกใชเฮกเซนเปนตวัทาํละลายเพื่อศึกษาผลกระทบของ

ตัวทําละลายอินทรียตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั โดยเติมและไมเติมเฮกเซนลงในปฏิกิริยา

จากผลการทดลองพบวาไดรอยละของเมทลิเอสเทอรมากขึ้นเมื่อเติมเฮกเซนปริมาตร  2 มิลลิลิตร

ลงในปฏิกิริยา ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ Nelson และคณะ (1996), Iso และคณะ 

(2001) ทั้งนี้เนื่องจากในภาวะทีม่ีเฮกเซนจะลดการเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูปของไลเปสในสวน

ของ hydration layer – protein interaction ของเอนไซม ทําใหลดการสูญเสียแอคติวิตีของ

เอนไซมในระหวางการเกิดปฏิกิริยาได (Desai และคณะ, 2006) 

 

 จากการศึกษาจลนพลศาสตรของการทํางานของไลเปสตรึงรูป โดยแปรผันความเขมขน

ของน้ํามันปาลมเปน   0.80  1.30  1.80  2.30 และ 2.80 มิลลิโมลาร  ดําเนินปฏิกิริยาทรานสเอส-

เทอริฟเคชันที่ 55 องศาเซลเซียส โดยมีเฮกเซนในปฏิกิริยา 2 มิลลิลิตร และปริมาณเมทานอลคงที่

คือ 45 มิลลิโมลารในทุกการทดลอง จากนั้นหาปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น นําคาที่ไดมาเขียน

กราฟตามวิธีของไลนวีเวอร-เบิรก (Lineweaver-Burk) พบวาไดคา Km เทากับ 5.49 มิลลิโมลาร 

 

เมื่อจําแนกแบคทีเรียสายพนัธุ C2 จากขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของ 16S rDNA จากสาย

พันธุ C2 ที่วิเคราะหโดยใชบริการของหนวยบริการชีวภาพ, BSU) ไดลําดับนิวคลีโอไทดทั้งสิน้ 

1,458 เบส เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมลู GenBank โดยใชโปรแกรม 

BlastN พบวามีความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA ของ Staphylococcus 

warneri (Accession No. L37603) มากที่สุด ซึง่มีเปอรเซ็นตความเหมือน 98% ดังนัน้ไลเปสทีใ่ช

ในงานวิจัยนี้จงึเปนไลเปสที่ไดจาก      Staphylococcus warneri       ซึ่งเปนแบคทีเรียชนิดที่ผลิต

ไลเปสไดเชนเดียวกับงานวิจยัของ Walavalka และคณะ (2002)  

 

 งานวิจยันีพ้บวาไลเปสตรึงรูปที่ไดจากแบคทีเรีย C2 สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอร-ิ

ฟเคชันของน้าํมันปาลมไดผลผลิตเปนเมทลิเอสเทอร แตรอยละเมทิลเอสเทอรเฉลี่ยจากการ

ทดลอง 3 ซ้าํที่ไดจากงานวิจัยนี้คอนขางนอย คือ รอยละ 0.68 ทัง้นี้อาจเนื่องมาจากไลเปสที่

นํามาใชตรึงรูปเปนไลเปสทีย่ังไมผานการทําใหบริสุทธิ ์ ดังนัน้การทําไลเปสใหบริสุทธิ์บางสวนกอน

นํามาใชตรึงรูปอาจทาํใหไดรอยละเมทิลเอสเทอรมากขึน้  
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 

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

ซอยโตน เปปโตน (soytone Peptone)   5.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (yeast extract )   1.0 กรัม 

โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  5.0 กรัม 

   แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 

น้ํากลัน่       1.0 ลิตร 

ผสมสารใหเขากัน ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 7.0  จากนั้นเตมิน้ํามนัมะกอก (olive 

oil) 10มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

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

ซอยโตน เปปโตน (soytone Peptone)   5.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต (yeast extract )   1.0 กรัม 

โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  5.0 กรัม 

   แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 

น้ํากลัน่       1.0 ลิตร 

ผสมสารใหเขากัน ปรับคาความเปนกรดดางเทากบั 7.0  จากนัน้เติมไตรบูไทริน/น้าํมัน

มะกอก 10มลิลิลิตรและวุนผง (agar) 20 กรัม นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอ

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

  ทริปโตน (tryptone)     10.0   กรัม 

  สารสกัดจากยสีต (yeast extract)      5.0 กรัม 

  โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0 กรัม 

 

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 

15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาท ี
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



 90 

ภาคผนวก ข 
 

สารเคม ี

 
1. สารละลายสาํหรับวเิคราะหโปรตีนโดยวิธขีอง  Lowry (1951) 
 

 Lowry A 

 

  โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)   60.0 กรัม 

  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)   12.0 กรัม 

  โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต     0.6 กรัม 

  น้ํากลัน่        3.0 ลิตร 

 

 Lowry B 

   

  คอปเปอรซัลเฟต (Cu2SO4)     5.0 กรัม 

  น้ํากลัน่        1.0 ลิตร 

 

 Lowry C 

 

  Lowry A     50 สวน 

  Lowry B       1 สวน 

 

 Lowry D 

 

  สารละลายโฟลินฟนอล (Folin phenol reagent)   1 สวน 

  น้ํากลัน่        1 สวน 
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2.  ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล  QIAquick® Gel Extraction kit  
 ประกอบดวย 

  Buffer QG 

  Buffer PE (concentrate) 

  Buffer EB 

  Collection tube 

QIAquick Spin colum 

กอนใชชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลใหเติมเอทานอลปริมาตร 24 มล. ลงใน 

Buffer PE ทําการสกัดดีเอ็นเอตามกรรมวิธีที่ใหโดยบริษัทผูผลิต 

 

3. สารละลาย 10%SDS 
ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนกั 10 กรัม คอยๆ ละลายในน้าํปลอดประจุที่อุณหภูม ิ     

60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 80 มล.  เมื่อละลายหมดเตมิน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล.       

นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20 

นาที (หลังจากนึง่ฆาเชื้อครัง้แรกแลวจะไมสามารถนาํไปนึ่งฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสารละลาย SDS 

จะเสียสภาพ) 

 
4. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

  Trismabase (C4H11NO3)    121.1  กรัม 

  กรดไฮโดรคลอริกเขมขน          42  มล. 

 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนให

เปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 
5. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  
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  EDTA (C10H14N2O8Na2.2H2O)       186.1     กรัม 

  โซเดียมไฮดรอกไซด             20     กรัม 

 

 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด

คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0 

เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 
6.  บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  
 

  Tris-HCl      10.0 มิลลิโมลาร 

  EDTA       1.0 มิลลิโมลาร 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 10 มล. 

เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 2 มล. เติมน้ํา

ปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

 
7. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 

  Tris base      242 กรัม 

  กรดอะซีติกเขมขน     57.1 มล. 

  สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร pH 8.0  100 มล. 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  แลวเติมน้ําปลอดประจุจน

เปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

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

 

CTAB       10 กรัม 

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

เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด  เมื่อละลายหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล.  

นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 

นาที 

 
9. สารละลายฟนอล (phenol)  
 

 นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที่ 68 องศาเซลเซียส  จากนั้นเติมผง 

Hydroxy quinoline  ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.1%  แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร  

ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไว

เปนเวลาขามคืน นําชั้นฟนอลมาวัดความเปนกรด-ดางใหไดเทากับมากกวา 7.8 (ใช pH paper 

วัด) ถายังไมไดใหดูดสารละลายชั้นบนทิ้งแลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร ความเปนกรด-ดาง

เปน 8.0 ลงไปอีกครั้ง  ทําเชนนี้ตอไปเรื่อยๆจนกระทั่งชั้นฟนอลมีความเปนกรด-ดางมากกวาหรือ

เทากับ 7.8    สุดทายเติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ในอัตราสวน 1:1 อีกครั้ง เก็บที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในขวดสีชาที่ปดฝาแนน 

 
10. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

 ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล

ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เปน 25 : 24 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร

ตอปริมาตร) ผสมใหเขากัน เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
11. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกันในอัตราสวน 24 : 1  (ปริมาตรตอ

ปริมาตร) เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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12. สีติดตาม 
 

  Bromphenolblue     0.025% 

  สารละลายซูโคส      40     % 

 

 ละลายสวนผสมในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
13. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
 

 ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE  ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 

 
14. สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.2  
 

 ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 

มล. นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. เติมน้ํา

ปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

  
15. สารละลายไลโซไซม (lyzozyme) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 ละลายผงไลโซไซม น้ําหนัก 20 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือใหครบปริมาตร 1 มล. 

เก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 

 
16. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

 ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล. 

เก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
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17. สารละลายผสม dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (ของแตละตัว) 
 

 ผสม dNTP, dGTP, dCTP และ dTTP ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ดวยปริมาตรสารละ 

10 ไมโครลิตร เขาดวยกันแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหเปน 100 

ไมโครลิตร เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ค 

 
กราฟมาตรฐาน 

 
1. กราฟมาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล (p-nitrophenol)  

 

y = 0.0033x

R2 = 0.9973
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2. กราฟมาตรฐานของโบไวนซรัีมอัลบูมิน (Bovine serum albumin) 
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3.      กราฟมาตรฐานของเมทลิเอสเทอร 

 

กราฟมาตรฐานของเมทิลปาลมมิเตท

y = 253700x
R2 = 0.9947
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กราฟมาตรฐานของเมทิลโอเลเอท

y = 305294x
R2 = 0.9916
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ภาคผนวก ง 
 

การคํานวณปริมาณของผลิตภัณฑ 
 

1. การคํานวณน้าํหนักโมเลกุลของน้ํามันปาลม 

 

 

H2CCOO  R1  มวลโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด คํานวณโดย  

             MWTG  = 3Raver + 173   

             HCCOO  R2 

             Raver    =  Σ    

H2CCOO  R3        
             

ไตรกลีเซอไรด 

 
 

มวลโมเลกุลของน้าํมันปาลม โดยมีองคประกอบของกรดไขมันน้ํามนัพืช จากภาคผนวก จ 

 

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

      (0.4201x237) +( 0.1201x235) 

  = 223 

 MWTG = (3x223) + 173 

  = 842 

 
 
 
 
 
 

%Fan x MWn 

 100 
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2. การหาปริมาณเมทิลเอสเทอร 
 

2.1 การคํานวณปริมาณเมทิลเอสเทอรแตละชนิด 

 

WMFa  = CxWp 

 

2.2  การคํานวณน้าํหนักไตรกลีเซอไรดของกรดไขมันแตละชนิด  

 

WTG(Fa) = Wo x %Fatty acid   

 
2.3 การคํานวณรอยละของเมทลิเอสเทอร 
 

       WMFa 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D

WTG(Fa) 
x 100 % ME = 
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ภาคผนวก จ 
 

 
โครมาโทแกรมของเมทิลเอสเทอร 
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ภาคผนวก ฉ 

 
ผลการวิเคราะหโดยใชโปรแกรม ANOVA 

 
1. ผลการวิเคราะหโดยใชโปรแกรม ANOVA ของการศึกษาภาวะที่เหมาะสมของการผลิตไลเปส 

 
   ANOVA for Selected Factorial Model 

 Analysis of variance table [Partial sum of squares] 

    Sum of   Mean F  

          Source  Squares   DF Square Value Prob > F 

          Model 1.57 7 0.22 9.88 0.0014  

 A 0.52 1 0.52 22.84 0.0010 

 B 0.22 1 0.22 9.64 0.0126 

 C 0.18 1 0.18 7.99 0.0198 

 AB 0.17 1 0.17 7.28 0.0245 

 AC 0.21 1 0.21 9.15 0.0143 

 BC 0.24 1 0.24 10.70 0.0097 

 ABC 0.035 1 0.035 1.55 0.2446 

 Curvature 0.45 1 0.45 19.76 0.0016  

 Pure Error 0.20 9 0.023 

 Cor Total 2.23 17 

 
  Std. Dev. 0.15  R-Squared 0.8848 

  Mean 1.74  Adj R-Squared 0.7953 

  C.V. 8.65  Pred R-Squared 0.6324 

 PRESS  0.82         Adeq Precision     9.983 
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2. ผลการวิเคราะหโดยใชโปรแกรม ANOVA ของการศึกษาภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยาทรานส-

เอสเทอริฟเคชนัของน้าํมนัปาลม โดยมีไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา  

 
 

ANOVA for Selected Factorial Model 

Analysis of variance table [Partial sum of squares] 

   Sum of    Mean   F  

          Source  Squares DF   Square  Value  Prob > F 

           Model 0.96  4  0.24  10.35  < 0.0001  

 A  0.28 1 0.28 11.95 0.0012 

B  0.51 1 0.51 21.99 < 0.0001 

C  0.075 1 0.075 3.23 0.0795 

D  0.098 1 0.098 4.22 0.0461 

Residual 1.00 43 0.023 

Lack of Fit 0.24 11 0.022 0.93 0.5237  

Pure Error     0.76         32  0.024 

Cor Total       1.96         47 

 
 

  Std. Dev. 0.15  R-Squared 0.4904 

Mean 0.23  Adj R-Squared 0.4430 

C.V. 67.19  Pred R-Squared 0.3650 

 PRESS   1.25         Adeq Precision     10.730 
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ภาคผนวก ช 
 

อุปกรณอื่นๆ 
 

1. เม็ดแกวขนาดเสนผาศูนยกลางตางๆที่นาํมาใชในการตรึงรูป  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ  
 

 นางสาวจันทรนาถ พลชาํนิ เกิดเมื่อวนัจันทรที ่ 22 กันยายน พ.ศ. 2523 ที่

กรุงเทพมหานคร ไดรับปริญญาวิทยาศาตรบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยา จากคณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2544 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑติ

สาขาจุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม คณะวทิยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 

2545 ปจจุบันอาศัยอยูบานเลขที่ 80/490 ซอย 28 หมูบานทพิวัล1 ตําบลบางเมอืงใหม อําเภอ

เมือง จงัหวัดสมุทรปราการ 10270 
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