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ปยะนันท  สุเทียนทอง:  การผลิตตัวค้ําจุนไลเพสจากเสนใยพืชเพื่อการสังเคราะห  

ไบโอดีเซล. (LIPASE SUPPORTS PRODUCTION FROM PLANT FIBERS FOR 

BIODIESEL SYNTHESIS)  อ. ที่ปรึกษา : ผศ. ดร. สิรีรัตน  จารุจินดา, อ.ที่ปรึกษารวม : 

รศ. ดร. วรวุฒิ  จุฬาลักษณานุกูล 92หนา.  

 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการตรึงไลเพสจากยีสต  Candida  Rugosa  บนตัว

ค้ําจุนจากเสนใยพืชเหลือใชหลายชนิดเพื่อเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหไบโอดีเซล  จากผลการ

ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสมบัติการดูดความชื้นพบวาเสนใยจากตนกกมีสมบัติที่

เหมาะที่จะเปนตัวค้ําจุน  โดยเสนใยกกมีรูพรุนจํานวนมาก  มีขนาดที่สม่ําเสมอกระจายอยูทั่วไป  

นอกจากนี้ยังมีการดูดความชื้นต่ําที่สุดเพียงรอยละ  9.1 โดยเมื่อนําเสนใยกกที่บดละเอียดขนาด  

0.25  มิลลิเมตรไปตรีงไลเพสดวยวิธีการตรึงที่แตกตางกันคือการตรึงดวยการดูดซับทางกายภาพ

โดยใชเฮปเทนและบัฟเฟอรเปนตัวกลางและการตรึงดวยพันธะโควาเลนตโดยใช1-เอทิล-3-(3-  

ไดเมทิลอะมิโนโพรพิล)คารโบไดอิไมด (อีดีซี) พบวาการตรึงไลเพสดวยการดูดซับทางกายภาพ

โดยใชเฮปเทนเปนตัวกลางและการตรึงดวยพันธะโควาเลนตโดยใช อีดีซี ใหประสิทธิภาพการตรึง

เอนไซมไดสูงถึงรอยละ 93.4 และ 76.2 ตามลําดับ  และคาแอคติวิตีของไลเพสตรึงรูปดวยการ  

ดูดซับทางกายภาพดังกลาวลดลงเพียงรอยละ11.2  ในขณะที่ของไลเพสตรึงรูปดวยพันธะโควา-

เลนตลดลงถึงรอยละ 66.6  เมื่อเปรียบเทียบกับคาแอคติวิตีของไลเพสอิสระ  หลังจากนั้นเมื่อนํา  

ไลเพสตรึงรูปไปทดสอบความสามารถในการเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานส -เอสเทอริฟเคชันระหวาง

น้ํามันปาลมและเมทานอล  พบวาไลเพสตรึงบนกกบดละเอียดสามารถเรงปฏิกิริยา  ทรานสเอส-  

เทอริฟเคชันไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 19.3 ใกลเคียงกับการใชไลเพสอิสระ  และไม

สามารถนํากลับมาใชซ้ําได  แตเมื่อนําไปเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยมีเมทานอล

เปนสับสเตรตก็พบวาไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรสูงขึ้นเทากับรอยละ  48.8  ซึ่งสูงกวาไลเพสอิสระ

เกือบ 2  เทา  และยังสามารถนํากลับมาใชซ้ําอีก 1  คร้ัง  และยิ่งกวานั้นเมื่อเปลี่ยนสับสเตรตเปน 

ไบโอเอทานอลพบวาไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรสูงขึ้นเทากับรอยละ  51.3 และยังสามารถนํา

กลับมาใชซ้ําไดอีก 2  คร้ัง  
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The aim of this research is to study the immobilization of lipase from Candida 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

บทนํา 

ปจจุบันปริมาณความตองการในการใชพลังงานเชื้อเพลิงมีแนวโนมสูงขึ้น ในขณะที่

พลังงานเชื้อเพลิงปโตรเลียมซึ่งเปนแหลงพลังงานสําคัญมีเหลืออยูอยางจํากัด ประกอบกับ

สถานการณปจจุบันราคาน้ํามันเพิ่มสูงขึ้นจึงไดมีการศึกษาหาแหลงพลังงานใหมเพื่อนํามาทดแทน 

และไบโอดีเซลซึ่งมีองคประกอบที่มีคุณลักษณะใกลเคียงกับน้ํามันเชื้อเพลิงปโตรเลียมดีเซลจึงเปน

อีกทางเลือกใหมที่ไดรับความสนใจมากขึ้นเปนลําดับ 

 

 ไบโอดีเซล (biodiesel) เปนผลิตภัณฑที่ไดจากสารชีวมวล (biomass) เชน น้ํามันพืช หรือ 

น้ํามันสัตว รวมถึงน้ํามันที่ผานการใชแลวนํามาแปรสภาพ ซึ่งกระบวนการผลิตไบโอดีเซลนิยมใช

กรดหรือดางเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน แตมีขอเสียคือเกิดผลผลิตที่ไมตองการซึ่ง

ทําใหยุงยากตอกระบวนการแยกไบโอดีเซลใหบริสุทธิ์ เกิดมลพิษตอส่ิงแวดลอม ทําใหเสีย

คาใชจายและเวลามากขึ้น ในขณะที่การใชไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันมีขอ

ดีกวาการใชกรดหรือดาง กลาวคือการใชไลเพสมีความจําเพาะตอสารตั้งตนมากกวาทําใหได

ผลิตภัณฑอัลคิลเอสเทอรที่จําเพาะ สามารถแยกผลิตภัณฑรวมที่เปนกลีเซอรอลออกไดงาย  

บริสุทธิ์กวาการใชกรดหรือดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา (Kose และคณะ,  2002)  และสามารถเรง

ปฏิกิริยาไดแมวามีปริมาณกรดไขมันอิสระสูง แตการใชไลเพสมีขอจํากัด คือ ราคาคอนขางสูงจึง

ไมนิยมนํามาใชในการผลิตระดับอุตสาหกรรม ดังนั้น จึงตองมีการตรึงรูปเอนไซม (enzyme  

immobilization) โดยการทําใหเอนไซมถูกจํากัดอยูในบริเวณที่จัดไวเพื่อเปนการรักษาแอคติวิตีใน

การเรงปฏิกิริยาของเอนไซม สงผลใหสามารถนําเอนไซมไลเพสไปใชซ้ําไดหลายครั้งอยางตอเนื่อง 

เอนไซมตรึงรูปที่ไดจะมีโมเลกุลใหญขึ้น ละลายน้ําไดยากหรือไมละลายเลย ทําใหในระหวางการ

ทําปฏิกิริยาเอนไซมจะเปลี่ยนสถานะของตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนของเหลวใหกลายเปนของแข็ง 

(Chibata, 1978)  

  

 วิธีการตรึงรูปเอนไซมและการเลือกชนิดของตัวค้ําจุนขึ้นอยูกับธรรมชาติของเอนไซม    

สารตั้งตนของปฏิกิริยาและวัตถุประสงคของการนําไปใชงาน สําหรับวิธีการตรึงมีหลายวิธีแตละวิธี

อาจมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมแตกตางกันจึงตองเลือกวิธีที่มีผลกระทบตอแอคติวิตีของเอนไซม

นอยที่สุด วิธีการตรึงรูปเอนไซมดวยการดูดซับทางกายภาพ (physical adsorption) เปนการยึด  
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ไลเพสดวยพันธะอยางออนบนตัวค้ําจุนที่เปนของแข็ง (Boley และ Pielow,  1997) วิธีนี้งายไม

ซับซอน และไมมีผลกระทบตอการเปลี่ยนแปลงความคงรูปของเอนไซมที่บริเวณเรง แตมีขอเสีย 

คือ เอนไซมเกาะกับตัวค้ําจุนไมแนนเพราะแรงดึงดูดนอย ตัวค้ําจุนที่ใชเปนจําพวกสารอนินทรีย 

เชน ทราย ซิลิกา อะลูมิเนียมออกไซด แคลเซียมคารบอเนต และแคลเซียมซัลเฟต (Minovaska 

และคณะ, 2005)  สําหรับวิธีการตรึงรูปเอนไซมดวยพันธะโควาเลนต  (Walt และ Agayn, 1994) 

จะทําใหเอนไซมหลุดออกจากตัวค้ําจุนยากเนื่องจากมีการยึดดวยพันธะที่แข็งแรง แตการเกิด

พันธะโควาเลนตมีผลกระทบทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูปและบริเวณเรงของเอนไซมซึ่งมีผล

ทําใหแอคติวิตีลดลง และอาจเปลี่ยนความจําเพาะตอสับสเตรต นอกจากนี้ ยังมีการตรึงรูป

เอนไซมบนเสนใยที่อยูในรูปผาทอ เชน เสนใยคารบอนและเสนใยแกว (Debeche และคณะ,  

2005)  และการตรึงรูปเอนไซมโดยทําใหเอนไซมถูกหอหุมอยูในชองวางของฟลมพอลิโพรพิลีน 

(Taninoka และคณะ, 1998) จะเห็นไดวาวิธีการตรึงรูปดวยการดูดซับทางกายภาพเปนวิธีที่

นาสนใจนํามาศึกษาหากไดมีการเลือกใชตัวค้ําจุนที่เหมาะสม 

 

 สําหรับชนิดของตัวค้ําจุนที่เหมาะสมกับไลเพสมีหลายชนิดขึ้นอยูกับธรรมชาติของเอนไซม

และสับสเตรต  โดยสวนใหญจะใชตัวค้ําจุนเรซินที่มีลักษณะเปนรูพรุน (macroporous resin)     

ซึ่งจะทําการตรึงรูปไลเพสที่ไดจากยีสต Candida sp. 99-125  ดวยวิธีการตรึงรูปแบบดูดซับ     

ทางกายภาพ ผลที่ไดพบวาเรซินที่ไมมีข้ัวใหประสิทธิภาพการตรึงสูงถึงรอยละ 97.3(Yang และ

คณะ,2006) อยางไรก็ตามในปจจุบันไดมีการพัฒนาโดยนําวัสดุจากธรรมชาติมาใชเปนตัวค้ําจุน

มากขึ้นเนื่องจากสามารถยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ ราคาถูก และชวยลดปญหาสิ่งแวดลอม

ดวย ตัวอยางเชน การตรึงรูปไลเพสที่ไดจากยีสต Candida sp. บนเมมเบรนที่ทําจากฝาย  

(cotton membrane) เพื่อใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน พบวาสามารถผลิตไบโอดีเซลได

สูงถึงรอยละ 96  (Nie และ Tan,  2006) นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาเทคนิคใหมโดยใชเสนใยจาก

ตนมะละกอเปนตัวค้ําจุน พบวาไมเปนอันตรายตอการเจริญเติบโตและแอคติวิตีของเอนไซม เมื่อ

นําเอนไซมตรึงรูปมาใชซ้ํา 5 คร้ัง คร้ังละ 7 วัน  แอคติวิตียังคงสูงอยูถึง 95% โดยไมเกิดการ

สลายตัวระหวางการใชงาน (Iqbal และ Saeed,  2005) และยังมีการนําไคโตซานมาประยุกตใช

เปนตัวค้ําจุนเพื่อใหไดเอนไซมที่มีแอคติวิตีสูงและมีความเสถียรเพิ่มข้ึนดวย โดยทําการตรึงรูป    

ไลเพสที่ไดจากยีสต Candida  sp บนไคโตซานตรงตําแหนงของหมูอะมิโนและไฮดรอกซิล เรียก

เทคนิคนี้วา  “binary  immobilization” ผลที่ได คือ มีปริมาณโปรตีน (protein  loading)          

287.2 μg/g-chitosan   และมีแอคติวิตี 13.8 U/g-chitosan (Hung และคณะ, 2003) 
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ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะทําการปรับปรุงเสนใยพืชเหลือใชเพื่อใชเปนตวัค้ําจุนไลเพส

ที่ไดจากยีสต Candida rugosa   พรอมทัง้ศึกษาสมบัตทิางกายภาพ ตรวจสอบลักษณะสัณฐาน

วิทยา ทําการตรึงรูปเอนไซม และทดสอบประสิทธิภาพของไลเพสตรึงรูปในการเรงปฏิกิริยาเพื่อ

นํามาใชในการผลิตไบโอดีเซล และทดสอบความสามารถในการนํามาใชซ้ํา 

                                                                                                                                                          

 



 

บทที่  2 

วารสารปริทรรศน 

2.1 ไบโอดีเซล (Biodiesel)   

 ไบโอดีเซล (Biodiesel) เปนผลิตภัณฑที่ไดจากสารชีวมวล  เชน  น้ํามันจากพืช  หรือน้ํามัน

จากสัตวรวมถึงน้ํามันที่ผานการใชแลวนํามาแปรสภาพ  สามารถนํามาใชเปนเชื้อเพลิงใหกับ

ยานพาหนะไดโดยมีสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซล  นอกจากนี้ยังแกปญหาสิ่งแวดลอม  เนื่องจาก

การใชน้ํามันไบโอดีเซลจะเกิดคารบอนมอนนอกไซดนอยเนื่องจากการเผาไหมที่สมบูรณและ       

มีไอเสียนอยกวา  เพราะมีปริมาณออกซิเจนสูงกวาจึงทําใหการสันดาปเกิดขึ้นไดสมบูรณกวา

น้ํามันดีเซล  และไมมีกํามะถัน  จึงไมมีปญหาเรื่องของปริมาณของซัลเฟต  นอกจากนี้ยังมีเขมา

คารบอนนอย  ทําใหไมเกิดการอุดตันของระบบไอเสีย  และยืดอายุการทํางานของเครื่องยนต  

(Gerpen, 2005)  

 

 ไบโอดีเซลโดยทั่วไป   มีองคประกอบที่มีคุณลักษณะใกลเคียงกับน้ํามันเชื้อเพลิงปโตรเลียม

ดีเซล  ซึ่งสามารถผลิตไดจากน้ํามันจากพืชหรือน้ํามันจากสัตว  กระบวนการผลิตทําไดหลายวิธี  

แตโดยสวนใหญจะมุงเนนไปที่เมทิลเอสเทอรของกรดไขมันที่เตรียมไดจากปฏิกิริยาทรานส        

เอสเทอริฟเคชัน  โดยใชไตรกลีเซอไรดในไขมันที่ไดจากพืชหรือสัตวกับเมทานอลเปนสารตั้งตน  

(Krawezyk, 1996) 

 
2.1.1 กระบวนการผลิตไบโอดีเซล  

      วิธีการทั่วๆไปที่ปจจุบันใชในการผลิตไบโอดีเซลมีทั้งที่เปนแบบยากและงาย  ในแบบ

งายจะไดมาจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  หรือการผสมโดยตรง  ตัวอยางการผลิต

ดังตอไปนี้  (Ma  และ  Hanna, 1999)   

1) การใชโดยตรง (Direct  use  and  blending)  

            การใชน้ํามันพืชโดยตรง  หรือผสมลงในน้ํามันดีเซลในสัดสวนตางๆ  เพื่อตองการ

ลดความหนืดของน้ํามันพืช  เมื่อนํามาใชจะกอใหเกิดปญหากับเครื่องยนตถึงแมวาเครื่องยนต

ดีเซลบางประเภทจะสามารถทํางานไดกับน้ํามันพืชบริสุทธิ์ก็ตาม  แตก็มีปญหามากมายเกิดขึ้น
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ตามมา  เชน  มียางเหนียวเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไขมันอิสระในระหวางการเก็บ

รักษา  หรือปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน (polymerization)  จากขั้นตอนการเผาไหม  ซึ่งลักษณะการ

เผาผลาญพลังงานระหวางน้ํามันพืชบริสุทธิ์  และน้ํามันดีเซลพบวาเปนไปในแบบเดียวกัน  และมี

รายงานการทดลองวาการผสมน้ํามันพืชลงไปในน้ํามันดีเซลในอัตราสวนของน้ํามันพืชตอน้ํามัน

ดีเซล  เทากับ  1:10  ถึง 1:20  สามารถนําไปใชงานได   

2) กระบวนการไมโครอิมัลชัน (Microemulsion)  

     ไมโครอิมัลชัน  คือ  คอลลอยดที่อยูในภาวะสมดุลของระบบสองวัฏภาคระหวาง

น้ําและน้ํามันมีขนาดอนุถาคอยูในชวง  1-150 นาโนเมตร  ตองมีสารลดแรงตึงผิว (surfactant) 

ชนิดมีประจุและไมมีประจุเพื่อทําใหคอลลอยดเกิดความคงสภาพ  วิธีการทําไมโครอิมัลชันนี้ชวย

ลดปญหาเกี่ยวกับความหนืด  โดยการใชสารละลาย  เชน  แอลกอฮอล  สมบัติของน้ํามันที่ผาน

กระบวนการทําไมโครอิมัลชันจะคลายกับน้ํามันดีเซล  แตพบปญหาเกี่ยวกับการเผาไหมไม

สมบูรณ    

3) กระบวนการแตกสลายดวยความรอน (Pyrolysis) 

      ไพโรไลซิส  เปนการเปลี่ยนสารหนึ่งไปเปนอีกสารอื่นโดยอาศัยความรอนที่

อุณหภูมิในชวง  450-850  องศาเซลเซียส     เมื่อไดรับความรอนไขมันจะเกิดการสลายตัวเปน

สารประกอบที่มีขนาดเล็กลง  แตวิธีการนี้มีขอเสียคือ  เครื่องมือมีราคาแพงมาก  และเมื่อผาน

กระบวนการไพโรไลซิสจะทําใหออกซิเจนถูกกําจัดออกไป  ทําใหเกิดผลเสียตอสภาพแวดลอม  

นอกจากนี้ กระบวนการนี้  มักจะเปนการผลิตเชื้อเพลิงที่มีสมบัติเหมือนแกสโซลีนมากกวาเกิด   

ไบโอดีเซล (Schwab  และคณะ, 1987) 

4) กระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชัน (Transesterification)   

            ทรานสเอสเทอริฟเคชันเปนปฏิกิริยาระหวางไตรกลีเซอไรดของไขมันสัตว  หรือ

น้ํามันพืชกับแอลกอฮอล  เพื่อเปลี่ยนรูปสารประกอบเปนสารประกอบเอสเทอร    โดยมีผลพลอย

ไดคือ   กลีเซอรอล  ดังสมการที่  2.1 (Fukuda, Kondo และ Noda, 2001) ซึ่งเปนปฏิกิริยา

ยอนกลับและการเติมแอลกอฮอลมากเกินพอมักจะใชเพื่อเปนการบังคับปฏิกิริยาใหเปลี่ยนเปน

ผลิตภัณฑ  สัดสวนโดยโมลของปฏิกิริยาเปนอัตราสวนของแอลกอฮอลตอน้ํามัน  คือ  3:1  ซึ่ง

ตัวเรงปฏิกิริยาที่ใชมีทั้งสารละลายกรด  สารละลายดาง  และเอนไซมไลเพส  (Soumanou  และ  
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Bornscheuer, 2003)     ในกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชัน  สวนใหญจะใชแอลกอฮอลที่มี

สายโซคารบอนส้ันที่สุดและเปนของเหลวที่มีข้ัวสูง  ซึ่งชวยเพิ่มอัตราเร็วในการทําปฏิกิริยากับ  ไตร

กลีเซอไรดไดมากที่สุด   

 

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

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

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

ตัวเรงปฏิกิริยา 

ไตรกลีเซอไรด      แอลกอฮอล                                แอลคิลเอสเทอร    กลีเซอรอล 

 
2.1.2 การผลิตแอลคิลเอสเทอรโดยใชไลเพส   

       การผลิตน้ํามันไบโอดีเซลโดยวิธีทางเคมีโดยใชกรดหรือเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยามี

ขอจํากัดดังนี้ คือ มีการทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิสูง  และมีความยุงยากในการแยกกลีเซอรอล  

ปจจุบันมีการศึกษาโดยใชไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยา  วิธีนี้มีขอไดเปรียบหลายประการกลาวคือ  

ปฏิกิริยาไมรุนแรง  สามารถเกิดปฏิกิริยาไดที่อุณหภูมิหอง  ปฏิกิริยามีความจําเพาะสูง  งายตอ

การแยกกลีเซอรอลไมมีกระบวนการลางที่ยุงยาก  แตการผลิตโดยใชไลเพสตองใชตนทุนสูงไม

สามารถนํามาใชซ้ําได  ดังตารางที่  2.1   (Fukada  และคณะ,  2001) ดวยเหตุนี้    การใชไลเพส

เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันจึงยังไมเปนที่นิยมนํามาใชผลิตระดับอุตสาหกรรมจึง

ตองมีการตรึงรูปเอนไซม  (enzyme  immobilization)  เพื่อใหสามารถนําเอนไซมกลับไปใชซ้ําได

หลายครั้งอยางตอเนื่อง  

ตารางที่  2.1  เปรียบเทียบกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยใชเบสและไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยา   

 เบส ไลเพส 

อุณหภูมิที่ใชทําปฏิกิริยา (°ซ) 60 - 70 30 - 40 

กรดไขมันอิสระที่อยูในวัตถุดิบ ผลิตภัณฑสบู เมทิลเอสเทอร 

น้ําที่อยูในวัตถุดิบ รบกวนปฏิกิริยา ไมรบกวนปฏิกิริยา 

ปริมาณของเมทิลเอสเทอร ปกติ สูง 

การเก็บกลีเซอรอล ยาก งาย 

การทําใหเมทิลเอสเทอรบริสุทธิ์ ลางซ้ํา ไมมี 

ราคาของตัวเรงปฏิกิริยา ถูก คอนขางแพง 
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2.2   เอนไซม  (Enzyme)  
         โดยปกติเอนไซมที่นํามาใชงานจะมีอยู  2  รูปแบบ  คือ   

1) เอนไซมอิสระ  หรือเอนไซมธรรมชาติ  (native  enzyme)   

2) เอนไซมดัดแปรง  (modified  enzyme)    

ปจจุบันมีการนําเทคโนโลยีของเอนไซมตรึงรูปมาใชมากขึ้น  เนื่องจากเอนไซมอิสระมีขอเสีย  

หรือขอจํากัดบางประการดังนี้   

1) ไมเสถียร 
2) ใชงานไดไมตอเนื่อง  หรือใชงานไดคร้ังเดียว 

3) การที่จะใหเอนไซมอิสระทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ  บางครั้งจําเปนตองทําเอนไซม

ใหบริสุทธิ์กอนการใชงาน 

4) สภาวะการทําปฏิกิริยาในบางปฏิกิริยาอาจไมเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม 
5) ผลิตภัณฑที่ไดจะมีการปนเปอนของเอนไซม 
6) คาใชจายสูงเมื่อนําไปใชในอุตสาหกรรม 

7) เอนไซมสวนใหญละลายไดในน้ําหรือสารละลาย  ดังนั้นจึงไมสามารถนําไปใชกับ   

เครื่องปฏิกรณตางๆ  เชน  fluidized  bed,  packed  bed  ในระบบตอเนื่อง 
 
2.3  ไลเพส   (Lipase) 
       ไลเพส (lipase)  เปนเอนไซมที่มีชื่อเรียกตามระบบ International Union of Biochemistry 

คือ กลีเซอรอลเอสเทอรไฮโดรเลส (glycerol-ester hydrolase) หรือ เอซิลกลีเซอรอลไฮโดรเลส 

(acylglycerol hydrolase)   มีชื่อตามรหัสวา  EC.3.1.1.3  เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส

โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดไดกรดไขมัน  และกลีเซอรอลเปนผลิตภัณฑ  พบวาไดกลีเซอไรดและ   

โมโนกลีเซอไรดบางชนิดก็สามารถใชเปนสารตัวกลางในปฏิกิริยาได  นอกจากนี้ยังสามารถ

ประยุกตใชไลเพสในกระบวนการสังเคราะห  ทําใหมีการนําไลเพสไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ  

ไดแก  อุตสาหกรรมอาหาร  เชน  ใชเปนตัวสรางกลิ่นและรส  อุตสาหกรรมการผลิตหนัง  เชน  ใช

กําจัดเศษเนื้อหรือเศษไขมันที่ไมตองการออกจากวัตถุดิบ    นอกจากนี้ยังใชบําบัดน้ําเสียจาก

แหลงชุมชน  เปนตน  (Macrae, 1983) 
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แหลงของเอนไซมไลเพส  (Sztajer และคณะ, 1988) 

1) จากสัตว  เชน  จากตับออน   

2) จากพืช  เชน  ขาวสาลี  ขาวโอต  ฝาย  ถั่วเหลือง  เปนตน 

3) จากจุลินทรีย  เชน  Aspergillus  niger ,  Candida  rugosa,  Pseudomonas  

species  เปนตน 

 

 นิยมใชเอนไซมไลเพสที่มาจากจุลินทรียเนื่องจากจุลินทรียเจริญเติบโตไดรวดเร็ว  เลี้ยงงาย

กวาสัตว  นอกจากนี้ยังสามารถเพิ่มผลผลิตไดอยางรวดเร็วโดยวิธีปรับปรุงพันธุกรรม  และยัง

สามารถปรับภาวะใหเหมาะสมตอการผลิตเอนไซมไดงายกวาพืช  

  
 2.3.1 ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาของไลเพส 
 
 เอนไซมไลเพสสามารถเรงปฏิกิริยาได  2  แบบ  (Yamane, 1987)  คือ  

1) ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส  (Hydrolysis) 

 

 

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

เอสเทอร                      น้ํา                         กรดคารบอกซิลิก    แอลกอฮอล 

 เอนไซมไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการสลายเอสเทอรดวยน้ําไดผลิตภัณฑเปนกรดคารบอกซิลิก  

และแอลกอออล  โดยปฏิกิริยานี้จะเกิดในสารละลายที่มีน้ําอยูในปริมาณมาก 

 

2) ปฏิกิริยาการสังเคราะห  (Synthesis) 

 ก.  ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน  (Esterification) 

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

  กรดคารบอกซิลิก    แอลกอฮอล                       เอสเทอร                     น้ํา   

 

 เอนไซมไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหเอสเทอร    โดยการแทนที่หมูไฮดรอกซิล  

(OH  group)  ของกรดคารบอกซิลิกดวยหมูแอลคอกซิล  (OR  group)  จากแอลกอฮอล 
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ข.  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  (Transesterification) 

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

   เอสเทอร  A         แอลกอฮอล  A                    เอสเทอร  B       แอลกอฮอล  B  

 

 เอนไซมไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการแทนที่หมูแอลคอกซิล  (OR2  group)  จากเอสเทอร  A  

ดวยหมูแอลคอกซิล  (OR3  group)  จากแอลกอฮอล  A  ทําใหไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอร  และ

แอลกอฮอลชนิดใหม  

  

  ค.  ปฏิกิริยาอินเทอรเอสเทอรริฟเคชัน  (Interesterification) 

 

 

 

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

   เอสเทอร  A          เอสเทอร  B                          เอสเทอร  C          เอสเทอร  D 

เอนไซมไลเพสจะเรงปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนหมูแอลคอกซิล  (OR2  group  และ OR4  

group)  ระหวางเอสเทอร  2  ชนิด  ทําใหไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอรใหม  2  ชนิด   

 2.3.2 การทํางานของไลเพส   

 Macrse (1983)  แบงไลเพสจากจุลินทรียตามความจําเพาะตอตําแหนงบนไตรกลีเซอไรด

ออกเปน  3  กลุมดังนี้   

 กลุมที่  1  เปนไลเพสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด

ปฏิกิริยาจะดําเนินไปแบบสุม  จะมีการแลกเปลี่ยนหมูเอซิลไดทุกตําแหนงบนไตรเอซิลกลีเซอรอล  

เอนไซมกลุมนี้จะยอยไตรกลีเซอไรดไดสมบูรณ  ดังนั้นจะไดกรอไขมันและกลีเซอรอลเปน

ผลิตภัณฑ  แตอาจพบไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรดเปฯอินเตอรมีเดียทในปฏิกิริยาได  

ตัวอยางของเอนไซมกลุมนี้ไดแกเอนไซมไลเพสจาก  Candida  cylindracea, Corynebacterium  

acnes,  Staphylococcus aureus  และ  Pseudomanas fluorescens   

 กลุมที่  2  เปนไลเพสที่มีความจําเพาะตอตําแหนง   1  และ  3   บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด  

และไดผลิตภัณฑคือ  กรดไขมัน  1,2 (2,3)  ไดกลีเซอไรด  และ  2 – โมโนกลีเซอไรด  แต (1,2) , 

(2,3) – โมโนกลีเซอไรด  เปนสารประกอบชนิดไมคงตัว  ถามีการปลอยใหเกิดปฏิกิริยานานอาจจะ

มีการยายหมูเอซิลทําใหได  1,3- ไดกลีเซอไรด  และ  1(3)  -  โมโนกลีเซอไรด  ซึ่งถูกยอยสลายได
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สมบูรณโดยกรดไขมัน  และกลีเซอรอล  เอนไซมไลเพสที่อยูในกลุมนี้ไดแก  Aspergillus niger , 

Mucoro javanicus  และในพวก  Rhizopus  อีกหลายสปชีส   

 กลุมที่  3  เปนไลเพสที่มีความจําเพาะตอชนิดกรดไขมันบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดซึ่ง

เอนไซมจากจุลินทรียทั่วไปไมมีคุณสมบัติขอนี้  ยกเวนเอนไซมจากจุลินทรียบางพวกความสามารถ

ในการเรงปฏิกิ ริยาที่แตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของไลเพส   เชน  ไลเพสจาก  Penicillium  

cyclopium  เรงปฏิกิริยาไดสูงสุดเมื่อสารตั้งตนเปนโมโนเอซิลกลีเซอรอลแตถามีไดเอซิลกลี-         

เซอรอลหรือไตรเอซิลกลีเซอรล  ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาจะลดต่ําลง  

2.4 เอนไซมตรึงรูป  (Immobilized  enzyme)   

      เอนไซมตรึงรูป  หมายถึง  เอนไซมที่ถูกทําใหอยูในขอบเขตที่จํากัด อาจมีการสรางพันธะ

หรือไมมีก็ไดโดยเอนไซมนั้นยังคงมีกิจกรรมอยู  การที่เอนไซมตรึงรูปจะมีสมบัติในการไมละลาย

น้ําจึง สามารถนํากลับมาใชไดหลายครั้งและยังสามารถนําไปใชในระบบตอเนื่องได    

2.4.1 กระบวนการตรึงเอนไซม 

 กระบวนการตรึงเอนไซมมี  3  วิธี    (Kennedy  และ  Cabral, 1987)  ไดแก   

 2.4.1.1.  วิธีการยึดติดกับตัวค้ําจุน  (Carrier  binding  method)  คือการเชื่อมระหวาง

เอนไซมกับตัวค้ําจุนที่ไมละลายน้ําหรือตัวทําละลายบางชนิด  วิธีเชื่อมกับตัวค้ําจุนแบงเปน 

 1)  วิธียึดติดโดยการดูดซับทางกายภาพ  (Physical  adsorption  method)   

   

  วิธีการตรึงเอนไซมดวยการดูดซับไวที่ผิวของตัวค้ําจุนที่เปนของแข็งจัดเปนวิธีที่งาย

ที่สุด  หลักการตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้คือ  การใชแรงแวนเดอรวาลส  (van  der  Waals)  วิธีการ

ในทางปฏิบัตินั้นจะผสมเอนไซมในชวงเวลาตาง  ๆ โดยวัดกัมมันตภาพของเอนไซมตรึง             

เมื่อเอนไซมถูกตรึงไวมากที่สุดจึงทําการแยกเอนไซมตรึง  ดวยการหมุน  (centrifugation)  หรือ

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

 

  เนื่องจากในการตรึงเอนไซมไมมีความวองไวตอการเกิดปฏิกิริยาตาง ๆ  ดงันัน้จงึทาํ

ใหการเปลี่ยนแปลงในรูปรางของเอนไซมเกิดขึ้นนอยมากหรือไมมี  ความสามารถในการดูดซับของ

เอนไซมจากการตรึงดวยวิธีนี้จะขึ้นอยูกับพีเอชของตัวทําละลาย  ความเขมขนของไอออนใน
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สารละลาย  ความเขมขนของเอนไซม ตัวค้ําจุน  และอุณหภูมิ  การควบคุมสภาวะตาง ๆ  เหลานี้ที่

เหมาะสมจะชวยทําใหมีการดูดซับเอนไซมไดดีและรักษากัมมันตภาพของเอนไซมไวได  แมวา

เอนไซมจะถูกจับไวดวยแรงดึงดูดที่คอนขางออน  เชน  พันธะไฮโดรเจน  แรงแวนเดอรวาลส  แรง

ไฮโดรโฟบริค  เปนตน 

 

  ปจจัยสําคัญที่สุดที่จะมีผลตอปริมาณของเอนไซมที่ถูกดูดซับไวบนผิวของตัวค้ําจุน  

ไดแก  ความเขมขนของเอนไซมที่สัมผัสกับหนึ่งหนวยพื้นที่ของตัวค้ําจุนในระหวางกระบวนการ

ตรึง กัมมันตภาพของเอนไซมตรึงจะเพิ่มข้ึนเมื่อมีความเขมขนของเอนไซมที่ใชสูงขึ้นจนกระทั่งถึง

จุดอิ่มตัว  หลังจากนั้นกัมมันตภาพของเอนไซมตรึงจะลดลงแมวาความเขมขนของเอนไซมที่ใชจะ

เพิ่มมากขึ้น   เวลาและอุณหภูมิในกระบวนการตรึงจะมีความสําคัญตอการดูดติดของเอนไซม  

โดยเฉพาะอยางยิ่งในกรณีที่ใชสารพาหะที่มีรูพรุน  ทั้งนี้เนื่องจากในสารพาหะชนิดนี้จะมีการ

แพรกระจาย  (diffusion)  สูง  

  

 2)  วิธียึดติดดวยพันธะไออนิก   (Ionic  binding  method) 

 

       หมายถึง  การเชื่อมระหวางโปรตีนของเอนไซมกับตัวค้ําจุนที่ไมละลายใน

สารละลายปฏิกิริยาโดยใชพันธะไอออน 

 

3) วิธียึดติดดวยพันธะโควาเลนต  (Covalent  binding) 

  

     หมายถึง  การเชื่อมพันธะระหวางเอนไซมกันตัวค้ําจุนดวยพันธะโควาเลนต   ซึ่ง

เปนพันธะที่เกิดจากอะตอมรวมกันโดยการถายเทอิเล็กตรอนอยางสมบูรณและอะตอมใช

อิเล็กตรอนรวมกัน  เชน  พันธะในโมเลกุล  H2 ,  O2 ,  Cl2  เปนตน  เรียกวา  พันธะโคเวเลนต  หรือ

เรียกใหเต็มวา  พันธะโควาเลนตไมมีข้ัว  (non-polar  covalent  bond)  ซึ่งหมายถึงวา  ไมมีข้ัว

ประจุในโมเลกุลที่เกิดพันธะเพราะอิเล็กตรอนคูใชรวมกัน  และกระจายอยางสมมาตร  ดังรูปที่  

2.1 (ข) 

     ในโมเลกุลเหลานี้  อะตอมทั้งสองที่เกิดพันธะจะใชอิเล็กตรอนรวมกัน  1  คู  ซึ่ง

มาจากอิเล็กตรอนของแตละอะตอม  อยางละ  1  อิเล็กตรอน  เรียก  พันธะเดี่ยว  (single  bond)  

เนื่องจากการเกิดพันธะโควาเลนตตองผานขั้นตอนของการสลายของพันธะโควาเลนตเดิม  ดังนั้น

พลังงานการสลาย  (dissociation  energy)  ยิ่งสูง   
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     โมเลกุลใหมที่ไดจะมีพันธะโควาเลนตที่แข็งแรง  และเสถียรมากดวย  ดวยเหตุนี้

ภาวะของปฏิกิริยาการเกิดพันธะโควาเลนตจึงคอนขางรุนแรง  และมีผลโดยตรงตอบริเวณเรงของ

เอนไซม  และโครงรูปสามมิติดวย  ผลกระทบดังกลาวมีทั้งชวยทําใหแอกทิวิตีสูงขึ้นและลดลง  

ข้ึนอยูกับภาวะการตรึงรูป   

 

                 2.4.1.2  วิธีการเชื่อมขวาง  (Cross-linking  method)  คือ  การที่เอนไซมจะถูกตรึงรูป

ไดโดยการสรางพันธะระหวางโมเลกุลของเอนไซมโดยไมตองใชตัวค้ําจุน  ดังรูปที่  2.1  (ค) 

 2.4.1.3  วิธีการหอหุม  (Entrapping  method)  แบงไดเปน  

     1)  วิธีการหอหุมเอนไซมในชองตาขาย  (Lattice  type  method)  วิธีนี้เปน

การบรรจุเอนไซมในชองวางตาขายพอลิเมอร  ดังรูปที่  2.1  (ง) 

2) วิธีการหอหุมเอนไซมในแคปซูลขนาดเล็กระดับไมโคร  (Microencap- 

sulation  method)  วิธีนี้เปนการบรรจุเอนไซมดวยเยื่อบางๆ  ที่ยอมใหสารซึมผานได                

ดังรูปที่  2.1  (จ) 
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 พันธะโควาเลนต 

 

 

 
(ข) พื้นผิวตัวค้ําจุน 

(ก) พื้นผิวตัวค้ําจุน 

 

 

 โมเลกุลเอนไซม 

(ค)  

 

 

ชองตาขายของตัวค้ําจุน ชองตาขายของตัวค้ําจุน แคปซูล 

 

 

 (จ) 

   
(ง) 

 
รูปที่ 2.1  กระบวนการตรึงเอนไซม (ก) วธิียึดติดโดยการดูดซับทางกายภาพ   

                (ข) วิธยีึดติดดวยพันธะโควาเลนต  (ค) วิธีการเชื่อมขวาง   

                (ง) วิธกีารหอหุมเอนไซมในชองตาขาย   

                (จ) วิธกีารหอหุมเอนไซมในแคปซูลขนาดเล็กระดับไมโคร     

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

หมายเหต ุ       แทน  โมเลกุลของเอนไซม 

 

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

     องคประกอบที่สําคัญของการตรึงเอนไซมไดแก  เอนไซม  ตัวค้ําจุน  และวิธีที่ทําให

เอนไซมยึดติดกับตัวค้ําจุน  สารที่ใชเปนตัวค้ําจุนนี้จะมีความสําคัญตอประสิทธิภาพในการใชงาน

ของเอนไซมตรึง  (กัมมันตภาพ  และความเสถียรของเอนไซม)  ไมมีตัวค้ําจุนชนิดใดที่สามารถใช

ตรึงเอนไซมไดทุกรูปแบบ   (ภาวิณี, 2531) 

      อยางไรก็ตามโดยทั่วไปตัวค้ําจุนที่ดีควรจะมีลักษณะจําเพาะดังตอไปนี้   

- มีพื้นผิวที่มากเพื่อใชสําหรับการจับยึด 

- มีการซึมผานไดของสาร 

- โมเลกุลประกอบดวยสวนที่มีสมบัติไมชอบน้ํา  

- ไมละลายน้ํา 

- เสถียรตอสารเคมี  ความรอนและแรงกระทบ 

- มีรูปรางและขนาดที่พอเหมาะ 

- มีความตานทานตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย 

- นํากลับมาใชใหมไดอีก   

     ในการนําไปใชงานนั้น  ควรจะพิจารณาถึงสมบัติของตัวค้ําจุนตรึงในสวนของพื้นที่ผิว  

รูปราง  องคประกอบและการดัดแปร  เปนตน   

       ตัวค้ําจุนอาจจะจําแนกไดเปน  2  ประเภท  สารอินทรียและสารอนินทรีย  แตการ

จําแนกพวกเชนนี้ยังไมเพียงพอตอการบงชี้ถึงความสามารถในการจับยึดเอนไซม  สมบัติที่จะบอก

ความสามารถนี้ไดคือ  พื้นที่ผิวและขนาดรูพรุน  (pore  size)   

2.4.2.1 ตัวค้ําจุนที่มีรูพรุน   

        การที่สารอินทรียหรือสารอนินทรียมีลักษณะเปนรูพรุนจะทําใหสารเหลานี้มี

พื้นที่ผิวมากขึ้นเมื่อเปรียบกับสารที่ไมมีรูพรุน เปรียบเทียบในปริมาณ  1  หนวยน้ําหนัก ดังนั้นสาร

ที่มีรูพรุนจะสามารถจับเอนไซมไวไดมาก  ซึ่งลักษณะเชนนี้ทําใหการประยุกตในทางอุตสาหกรรม

ไดผลดี  อยางไรก็ตาม  สารที่มีรูพรุนจะมีขอเสียเนื่องจากเนื้อที่ภายในรูพรุนที่เอนไซมถูกตรึงนั้น

จะตองมีของรูพรุนที่ใหญเพียงพอสําหรับใหโมเลกุลของสับสเตรตผานเขาไปทําปฏิกิริยา  และใน

ขณะเดียวกันใหสารผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นจะตองผานออกไปไดโดยสะดวก  ทั้งนี้เพื่อลดปญหาการ

แพรกระจายของสับสเตรตและสารผลิตภัณฑ  
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2.4.2.2 ชนิดของตัวค้ําจุน   

                    ส่ิงที่ตองคํานึงถึงในการเลือกใชตัวค้ําจุน  คือ (1) เสถียรภาพของวัสดุ    (2) 

ความเขากันไดกับเอนไซม (3) ความเขากันไดกับสับสเตรตและวัสดุอ่ืนที่ใชในกระบวนการผลิต  

ชนิดของวัสดุค้ําจุนที่ใชสําหรับตรึงเอนไซม   (ตารางที่  2.2 )   

 

ตารางที่  2.2  ชนิดของวัสดุค้ําจุนที่ใชสําหรับตรึงเอนไซม (Laskin  และคณะ, 1985)  

    

ชนิดของวสัดุคํ้าจุน ตัวอยาง 

ตัวค้ําจุนอนิทรีย พอลิเอสเทอร ไนลอน ฟอรมาดีไฮดเรซิน อะคริลิก 

ตัวค้ําจุนพอลิเมอรธรรมชาติ เซลลูโลส พอลิเด็กซแทรน อะกาโรส คอลลาเจน ไคติน 

ตัวค้ําจุนอนินทรีย เม็ดแกว สแตนเลส โลหะออกไซด ทราย 

 

2.4.3 พอลิเมอรธรรมชาติ 

    ตัวค้ําจุนที่นํามาใชในการตรึงเอนไซมสวนมากจะมีโครงสรางพื้นฐานเปนพอลิแซ็ก-      

คาไรดซึ่งเปนพอลิเมอรธรรมชาติ  โดยเฉพาะอยางยิ่งพอลิแซ็กคาไรดที่ไดจากสาหราย  (algae)  

และเซลลูโลส  (cellulose)  จะนิยมนํามาตรึงเอนไซมดวยวีธียึดติดและดวยพันธะโควาเลนต   

 กลุมไฮดรอกซิลของพอลิแซ็กคาไรดจะถูกกอกัมมันต  (activate)  ไดโดยตรงดวยการใช

สารกอกัมมันต  (activating  agent) โดยกลุมอิเล็กโทรไฟล  (electrophillc  group)   ของสาร

กอกัมมันตจะเขาแทนที่ไฮโดรเจนของกลุมไฮดรอกซิลในโมเลกุลของพอลิแซ็กคาไรด  ทําให

อนุพันธเชิงกัมมันต  (active  derivative)  ของพอลิแซ็กคาไรดซึ่งจะมีความวองไวตอการยึด

เอนไซม     

 เซลลูโลส (cellulose)  เปนสารชนิดหนึ่งในบรรดาสารที่ใชเปนตัวค้ําจุนในระยะแรกของ

การตรึงเอนไซมดวยพันธะโคเวเลนท  โครงสรางทางเคมีประกอบดวยหนวยของ      ß – D – 

glucopyranosyl  ที่เชื่อมกันดวยพันธะ  ß (1,4)  ดังรูปที่  2.2  และถามีพันธะไฮโดรเจนเชื่อม

ภายในลูกโซนี้จะเรียกวา  “elementary  fiber”  ซึ่งมีโครงสรางที่เปนระเบียบมากเมื่อทําการตก

ผลึก   
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   แมวากลุมไฮดรอกซิลของเซลลูโลสจะมีความวองไวไมเพียงพอสําหรับการตรึงเอนไซม

ดวยพันธะโควาเลนต แตจะทําปฏิกิริยาของเซลลูโลสนั้นตองอาศัยองคประกอบตาง ๆ ซึ่งไดแก 

ความสามารถในการตกผลึก  ความสามารถในการพองตัวในสารละลายที่มีการ       กอกัมมันต  

ธรรมชาติ  และขนาดของโมเลกุลเอนไซม  (Sharp  และคณะ, 1969) 

 

   เซลลูโลสมีสมบัติที่เหมาะสมตอการใชงาน  ซึ่งไดแก   

- ไมถูกทําลายดวยจุลินทรีย   
- รูปรางและขนาดของเสนใยสามารถนําไปใชงานไดสะดวก  

- สามารถทําใหเปนเม็ดที่มีรูพรุนขนาดใหญ  ซึ่งจะทําใหมีการซึมผาน
ของสารละลายสับสเตรตไดเปนอยางดี  (Chen  และ  Tsao, 1976) 

- มีรูพรุน 

- คงทนตอแรงกระทบ 

- มีความจุเอนไซมไดมาก 

- ราคาถูก 

รูปที่  2.2  โครงสรางทางเคมีของโมเลกุลเซลลูโลส  (วีระศักดิ์ , 2542) 
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2.5 งานวจิัยทีเกีย่วของ 

        Nelson  และคณะ (1996)  ไดทําการศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวย

แอลกอฮอลสายสั้น  (Short-chain  alcohols)  โดยแบงการทดลองออกเปน  4  ชุด  ชุดแรกใช  

(primary  alcohol) ไดแก เมทานอล เอทานอล โพรพานอล บิวทานอล และไอโซบิวทานอล       

โดยมีเฮกเซนเปนตัวทําละลาย  ชุดที่สองใชเมทานอล  ชุดที่สามใช  เอทานอล  เขารวมในปฏิกิริยา

โดยทั้งสามชุดการทดลองใชไลเพสจาก  M .miehel (Liposome  IM60)  พบวามีรอยละของ

ผลิตภัณฑที่ไดสูงสุดเทากับ  94.8 - 98.5  สวนชุดที่ส่ีใช แอลกอฮอลทุติยภูมิ (secondary  

alcohol) ไดแก ไอโซโพรพานอล และ 2-บิวทานอล   เขารวมในปฏิกิริยาโดยใชไลเพสจาก  

C.antarctica  (SP435)  และมีเฮกเซนเปนตัวทําละลาย  พบวามีรอยละของผลิตภัณฑที่ไดเทากับ  

61.2 - 83.8 

         Kaieda  และคณะ  (1999)  ศึกษาการเติมเมทานอลตอปฏิกิริยาเมทาโนลิซิสโดยใชสารตั้ง

ตนที่มีสวนผสมระหวางน้ํามันถั่วเหลืองและเมทานอลอัตราสวนโดยโมลคือ  1:1  โดยใชไลเพสจาก  

Rhizopus  oryzae  พบวาเมื่อเติมเมทานอลครั้งละ  1  โมล  อีกสองครั้งหลังจากเติมสารตั้งตน

เร่ิมตน  สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดเพิ่มข้ึนและปริมาณกรดไขมันที่ไดจากปฏิกิริยาการยอย

สลายลดลง  นอกจากนี้ยังศึกษาปริมาณน้ํา  โดยใชเอนไซม  210  ยูนิต  เติมน้ําใหไดสารละลาย

เอนไซม  0.6 0.9 1.2 1.5 1.8 2.4 3.0 6.0  และ  9.0  มิลลิลิตร  พบวาเมื่อเวลาที่ใชสารละลาย

เอนไซม  1.2 - 9.0   มิลลิลิตร  (ปริมาณน้ํา  4-30  %  ของสารตั้งตน)  สามารถผลิตเมทิลเอสเทอร

ไดเพิ่มสูงถึงรอยละ  80 - 90  

 

         Shimada  และคณะ  (1999)  ศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิตอปฏิกิริยาเมทาโนลิซิสของ

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

พบวาหลังจากปฏิกิริยาดําเนินไป  6  ชั่วโมง  เมื่อเพิ่มอุณหภูมิคารอยละของผลผลิตจะเพิ่มข้ึนและ

เมื่อปฏิกิริยาดําเนินไป  24  ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิ  60  องศาเซลเซียส  คารอยละของผลผลิตมาก

ที่สุดเทากับ  29.9  แตเมื่อเพิ่มอุณหภูมิมากกวา  60  องศาเซลเซียส  การผลิตเมทิลเอสเทอรจะ

ลดลง  สวนการศึกษาผลของน้ําตอปฏิกิริยาเมทาโนลิซิสโดยใชสารตั้งตน  10  กรัม  ปริมาณน้ําใน

ปฏิกิริยารอยละ  0.2 0.4 0.6  และ  0.8  เปอรเซ็นต  ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  

โดยเก็บตัวอยางที่เวลา  6  และ  24  ชั่วโมง  พบวาเมื่อปริมาณน้ําเพิ่มข้ึน  คารอยละของผลผลิต

จะลดลง   
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 Dossat  และคณะ  (2002)  ศึกษาปฏิกิริยาแอลกอฮอลลิซิสของน้ํามันเมล็ดดอกทานตะวัน

โดยใชเอนไซมตรึงรูปในสารละลายอินทรียเฮกเซน  ใชแบบจําลองแบบ  Ping  Pong  Bi  Bi  เพื่อ

อธิบายจลนศาสตรของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  พบวาเมื่อใชสารตั้งตนในอัตราสวนโดย

โมลของน้ํามันตอเมทานอลเทากับ  1 : 3  จะใหปริมาณเอสเทอรสูงสุดเทากับ      รอยละ  65   

 

 Kose  และคณะ  (2002)  ศึกษาปฏิกิริยาแอลกอฮอลลิซิสของน้ํามันเมล็ดฝายโดยใชไลเพส

จาก  C.antarctica  สภาวะที่เหมาะสมในการทดลองคือ  ความเขมขนเอนไซม  30  เปอรเซ็นต

ของน้ําหนักน้ํามัน  อัตราสวนระหวางน้ํามันและแอลกอฮอล  เทากับ  1:4  ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  

50  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  7  ชั่วโมง  ไดผลผลิตสูงสุดเทากับ  รอยละ 91.5     

 

 Chiou  และ  Wu  (2003)  ศึกษาการตรึงรูปไลเพสที่ไดจากยีสต  C.rugosa  บนไคโตซาน

ตรงตําแหนงของหมูอะมิโนและไฮดรอกซิล    โดยกระตุนหมูไฮดรอกซิลดวยสารชวยประสาน  

(coupling  agent)  ประเภทคารโบไดอิไมด  (carbodiimide)  พบวาไลเพสตรึงรูปทั้งแหงและ

เปยกยังคงมีแอคติวิตีสูงถึง  78%  และ  85%  ตามลําดับ  หลังจากใชซ้ํา  10  คร้ัง 

 

 Hung  และคณะ  (2003)  ศึกษาการนําไคโตซานมาประยุกตใชเปนตัวค้ําจุนเพื่อใหได

เอนไซมที่มีแอคติวิตีสูงและมีความเสถียรเพิ่มข้ึนดวย  โดยทําการตรึงรูปไลเพสที่ไดจากยีสต  

Candida  sp.  บนไคโตซานตรงตําแหนงของหมูอะมิโนและไฮดรอกซิล  เรียกเทคนิคนี้วา  “binary  

immobilization”   ไลเพสจะตรึงกับไคโตซาน  โดยเกิดการกระตุนที่หมูไฮดรอกซิลดวยสารประเภท

คารโบไดอิไมด  พรอมทั้งเกิดการเชื่องขวาง  (cross-linking)  มากกวาที่หมูอะมิโนกับกลูทารอล-  

ดีไฮด ผลที่ไดพบวาภายใตภาวะที่เหมาะสม ผลผลิตที่ไดจะมีปริมาณโปรตีน (protein  loading) 

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

 

 Soumanou  และ  Bornscheuer  (2003)  ศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวาง

น้ํามันเมล็ดดอกทานตะวันกับเมทานอล  ผลของไลเพสจากจุลินทรียชนิดตางๆ   ทั้งจาก ไลเพส

อิสระ และ ไลเพสตรึงรูป ที่ใชเปนตัวเรง พบวาในปฏิกิริยาที่มีสารละลายอินทรีย  (เฮกเซนและ

ปโตรเลียมอีเทอร) จะใหผลิตภัณฑไดสูงถึง รอยละ 80 จาก P. fluoresens  ใชเวลาในการทํา

ปฏิกิริยา  24  ชั่วโมง  ในขณะที่ปฏิกิริยาที่ไมใชสารละลายอินทรียพบวาใหผลิตภัณฑไดสูงสุดถึง

มากกวารอยละ  90   ที่อัตราสวนของน้ํามันตอเมทานอล  เทากับ  1:4.5  จาก P.fluoresens  

เชนกัน  เนื่องจากถาอัตราสวนของเมทานอลมากกวานี้จะทําใหเอนไซมเสียสภาพการทํางาน  และ
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ไดทําการทดลองเพื่อลดผลของเมทานอลตอการเสียสภาพของเอนไซม  โดยวิธีการเติมเปนขั้น

ทั้งหมด  3  ข้ัน  พบวาสามารถเพิ่มผลิตภัณฑได 

 

 Iqbal  และ  Saeed  (2005)   ศึกษาการพัฒนาเทคนิคใหมโดยใชเสนใยจากตนมะละกอ

เปนตัวค้ําจุน  พบวาไมเปนอันตรายตอการเจริญเติบโตและแอคติวิตีของเอนไซม  เมื่อนําเอนไซม

ตรึงรูปมาใชซ้ํา  5  คร้ัง  คร้ังละ  7  วัน  แอคติวิตียังคงสูงถึงรอยละ  95  โดยไมเกิดการสลายตัว

ระหวางการใชงาน 

 

 Nie  และคณะ  (2006)   ศกึษาการตรึงรูปไลเพสที่ไดจากยีสต  Candida  sp.  บนเมมเบรน

ที่ทําจากฝาย  (cotton  membrane)  เพื่อใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  พบวาสามารถ

ผลิตไบโอดีเซลไดสูงถึง รอยละ 96   

 

 Yang  และคณะ  (2006)  ศึกษาการตรึงรูปเอนไซมไลเพสที่ไดจากยีสต  Candida  sp.  

99-125  ดวยวิธีการตรึงรูปแบบดูดซับทางกายภาพ    โดยใชตัวค้ําจุนเรซินที่มีลักษณะเปนรูพรุน  

(macroporous  resin)  ผลที่ไดพบวาเรซินที่ไมมีข้ัวใหประสิทธิภาพการตรึงสูงถึง  รอยละ 97.3   

 

 



 

บทที่  3 

วิธีการทดลอง 

3.1 วัสดุ  อุปกรณ  และสารเคมี 
 

3.1.1 สารเคมี 
 

ตารางที่ 3.1  ชนิด  หนาที่  และที่มาของสารเคมีที่ใชในงานวิจัย 
 
สารเคม ี หนาที ่ ที่มา 

เมทานอล   (Methanol) 

 

เปนสับสเตรต แล็ปสแกน, เกรด  HPLC,  

SN C 2517 U, ประเทศไทย 

เอทานอล  (Ethanol) วัดแอคติวิตี  (ละลายพารา

ไนโตรฟนิล ปาลมมิเตต) 

เมิรก, เกรดวิเคราะห,  

สหพนัธสาธารณรัฐเยอรมน ี

ไบโอเอทานอล  (Bioethanol) เปนสับสเตรต ประเทศไทย 

โบไวนซีรัมอัลบูมิน (bovine serum 

albumin,BSA) 

วิเคราะหปริมาณโปรตีน เมิรก,  

สหพนัธสาธารณรัฐเยอรมน ี

สารวิเคราะหแบรดฟอรด 

(Bradford  reagent) 

วิเคราะหปริมาณโปรตีน Bio-rad 

 

พาราไนโตรฟนิล ปาลมมิเตต 

(p-nitrophenyl palmitate) 

วัดแอคติวิตี Sigma-Aldrich, เกรด

มาตรฐาน, สหรัฐอเมริกา 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต

แอนไฮดรัส  (di-Potassium 

hydrogen phosphate anhydrous) 

บัฟเฟอร   Scharlau, เกรดวิเคราะห, 

ราชอาณาจกัรสเปน 

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต

(Potassium dihydrogen 

phosphate) 

บัฟเฟอร   เมิรก, เกรดวิเคราะห,  

สหพนัธสาธารณรัฐเยอรมน ี
 

โซเดียมคารบอเนต (Sodium 

carbonate) 

วัดแอคติวิตี Ajax ,Finechem, ออสเตรีย 
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ตารางที ่3.1  (ตอ) 
 

สารเคม ี หนาที ่ ที่มา 

บัฟเฟอรทริส (tris-HCl) วัดแอคติวิตี 
 

Scharlau, เกรด

วิเคราะห,

ราชอาณาจกัรสเปน 

อะซิโตไนไตร  (Acetonitrile) 

 

 

เทคนิคโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

แล็ปสแกน, เกรด  

HPLC, SN C 2502 U, 

ประเทศไทย 

2-โพรพานอล  

(2-propanol:CH3CHOH) 

เทคนิคโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

แล็ปสแกน, เกรด  

HPLC, 

ประเทศไทย 

เฮกเซน (hexane) เทคนิคโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

แล็ปสแกน, เกรด  

HPLC, 

ประเทศไทย 

กรดฟอรมิค (formic acid) เทคนิคโครมาโทกราฟ

ของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

Scharlau, เกรด

วิเคราะห,  

ราชอาณาจกัรสเปน 

อีโคเซน  (Eicosane) สารมาตรฐาน  (เทคนิคโคร-

มาโทกราฟของเหลวแบบ

สมรรถนะสงู) 

Sigma-Aldrich, เกรด

มาตรฐาน, 

สหรัฐอเมริกา 

เฮปเทน  (Heptane) ตรึงเอนไซม แล็ปสแกน, เกรด

วิเคราะห,ประเทศไทย 

1-เอทิล-3-(3-ไดเมทิลอะมิโนโพรพิล- 

คารโบไดอิไมด(1-Ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimid,  

EDC) 

ตรึงเอนไซม Sigma-Aldrich,  

เกรดมาตรฐาน, 

สหรัฐอเมริกา 
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ตารางที ่3.1  (ตอ) 
 

สารเคม ี หนาที ่ ที่มา 

กรดอะซิติก  (Acetic acid)   เทคนิคโครมาโทกราฟ

แบบชั้นบาง 
 

BDH Chemical, เกรด

วิเคราะห, สหราชอาณาจกัร 

เอทิลอะซิเตต (Ethyl acetate) เทคนิคโครมาโทกราฟ

แบบชั้นบาง 

 

BDH Chemical,  เกรด

วิเคราะห, สหราชอาณาจกัร 

กรดซัลฟวริก (Sulfuric acid) เทคนิคโครมาโทกราฟ

แบบชั้นบาง 
 

RIEDEL-DE-HAEN, 

Approx 95-97%, สหพนัธ

สาธารณรัฐเยอรมน ี
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3.1.2 วัสดุ  
 

ตารางที่ 3.2 ชนิด  และที่มาของวัสดุที่ใชในงานวิจัย 
 
วัสดุ ที่มา 

เอนไซมไลเพส  (Lipase (EC3.1.1.3) 

(Candida rugosa) 

Sigma-Aldrich , SN  31K1842, 

สหรัฐอเมริกา 

เอนไซมไลเพสตรึงรูป (Novozym 435 )         

(Candida antarctica) 

 Novozymes, LC 200206, 

ราชอาณาจกัรเดนมารก 

เอนไซมไลเพสตรึงรูป  (Lipozyme RM IM) 

(Rhizomucor miehei) 

RM IM Novozymes, LUX 00205, 

ราชอาณาจกัรเดนมารก 

น้ํามนัปาลม (palm oil) มรกต อินดัสตร้ีส จํากัด, ประเทศไทย 

ตนกกแหง นครราชสีมา, ประเทศไทย 

ฟางขาวแหง สุพรรณบุรี, ประเทศไทย 

กระจูดแหง นครราชสีมา,ประเทศไทย 

ผักตบชวาแหง นครปฐม,ประเทศไทย 

กาบกลวยแหง   นครราชสีมา,ประเทศไทย 

กานกลวยแหง นครราชสีมา,ประเทศไทย 

    

           



 3.2.1  ขอบเขตการทดลอง 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคที่จะทําการปรับปรุงเสนใยพืชเหลือใช      เพื่อใชเปนตัวค้ําจุน    

ไลเพสที่ไดจากยีสต Candida rugosa   พรอมทั้งศึกษาสมบัติทางกายภาพ ตรวจสอบลักษณะ

สัณฐานวิทยา ทําการตรึงรูปเอนไซม และทดสอบประสิทธิภาพของไลเพสตรึงรูปในการเรง

ปฏิกิริยาเพื่อนํามาใชในการผลิตไบโอดีเซล และทดสอบความสามารถในการนํามาใชซ้ํา 

  

 

 

3.2  วิธีการดําเนินงานวิจัย 

 

 

 
3.1.3 อุปกรณ 

 
ตารางที่ 3.3 ชนิด  และที่มาของอุปกรณที่ใชในงานวิจัย 
 
อุปกรณ ที่มา 

เครื่องชั่งแบบละเอียด Sartorius, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมน ี

เครื่องชั่งอินฟราเรด เอแอนดดีจํากดั, AND  AD-4715, 

ญี่ปุน 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง  ANTHOS Zenyth 200 Microplate 

Spectrophotometer 

เครื่องปนเหวีย่ง 

(micro refrigerated centrifuge)       

Kubota 3700, ญี่ปุน 

 

เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

(HPLC)       

Shimadzu LC-20A series, ญี่ปุน 

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด           

(Scaning Electron Microscope:SEM)   

Jeol , รุน  JSM-5800LV   

 

เครื่องกวน   (Rotator mixer) Finepcr, Bio – Active      

เครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) ประเทศไทย 

เครื่องบดละเอียด                                              Fritsch, pulverizer  รุน  T15,  

สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี 
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ทดสอบการดดูความชืน้ 

ตรวจสอบดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบชัน้บาง 
ใชบัฟเฟอรเปนสารตัวกลาง 

ใชเฮปเทนเปนสารตัวกลาง 

กระตุนดวย  EDC -  วัดแอกทิวิต ีและ  ปริมาณโปรตีน 

-  ตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 

ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน 

(ไบโอเอทานอลเปนสับสเตรต) 

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชัน 

ทดสอบความสามารถของไลเพสตรึงรูปในการเปนตัวเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหไบโอดีเซลกอนและหลังการใชซ้าํ   

และตรวจสอบปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทอร 

ปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน 

(เมทานอลเปนสับสเตรต) 

คัดเลือกเสนใยพืช 

ตรึงรูปไลเพส 

ทดสอบประสทิธิภาพตัวค้ําจุน 

ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

25 

เสนใยพชื 

รูปที่  3.1  ขอบเขตการทดลอง 
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3.2.2 วิธีการทดลอง 

3.2.2.1  คัดเลือกเสนใยพืชที่เหมาะสมเปนตัวคํ้าจุน 
1)  การเตรียมเสนใยพืช  ไดแก  ตนกก  ฟางขาว  กระจูด  ผักตบชวา  กาบกลวย  

และกานกลวย  โดยเตรียมเปน  2  รูปแบบ  รูปแบบที่หนึ่งนํามาตัดเปนทอนยาวประมาณ            

0.5  เซนติเมตร  สวนรูปแบบที่สองไดแกการนําเสนใยพืชไปบดละเอียดดวยเครื่อง  pulverizer    

รุน  T15  โดยใชตะแกรงเบอร  0.25  จะไดผงละเอียดขนาดไมเกิน 0.25  มิลลิเมตร   

 

2)  การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวทิยา 

  การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเสนใยพืชกอนและหลังการตรึง

รูปไลเพสดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  รุน  JSM-5800LV  เพื่อตรวจสอบ

ลักษณะพื้นผิวและภาพตัดขวางของเสนใย  โดยนําเสนใยพืชไปเคลือบผิวดวยทองคํากอนทําการ

ตรวจสอบโดยใชศักยไฟฟา  15  กิโลโวลต   

 

    3) การทดสอบการดูดความชื้น  

  การทดสอบการดูดความชื้นของเสนใยพืช   เพื่อคัดเลือกเสนใยพืชที่มี

ความสามารถในการดูดความชื้นไดต่ําจึงจะเหมาะที่จะใชเปนตัวค้ําจุนดวยเครื่องชั่งอินฟราเรด  

รุน  โดยใชอุณหภูมิ  105 ºC    ซึ่งกอนการทดสอบตองเก็บตัวอยางไวที่อุณหภูมิ  25 องศา

เซลเซียส  ความชื้นสัมพัทธ  รอยละ65    เปนเวลา  4  ชั่วโมง  หลังจากนั้นนําคาที่ไดไปคํานวณหา

คาความสามารถในการดูดความชื้น  ดังสมการที่  3.1 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

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

       M2     

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

                       M1     

 

                        M1    =  น้ําหนกัชิ้นทดสอบกอนอบ 

                        M2    =  น้ําหนกัชิ้นทดสอบหลังอบ 
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4) การตรวจสอบดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง  (Thin Layer 

Chromatography: TLC)  

นําตัวอยางน้ํามันผสมใหเขากันกับเฮกเซนแลวนําไปจุดลงบนแผนโครมาโทกราฟ 

เปนเวลา 30 นาที โดยแบงเลนตามแนวกวางใหแตละเลนมีระยะหางจากกัน 1 เซนติเมตรแลวนํา

แผนโครมาโทกราฟไปใสในแท็งคสารละลายอิ่มตัว (Samukawa และคณะ, 2000) เมื่อสารละลาย

ดังกลาวเคลื่อนที่เกือบเต็มแผนโครมาโทกราฟจึงนําไปพนดวยสารละลายผสมระหวาง กรด

ซัลฟวริกและเมทานอล  ทําการอบแผนโครมาโทกราฟดวยความรอน 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที พิจารณาแถบที่ปรากฏบนแผนโครมาโทกราฟ โดยถาเปนสารชนิดเดียวกันกับสาร

มาตรฐานก็จะขึ้นที่ระดับเดียวกันกับแถบของสารมาตรฐานนั้น ๆ หรือ พิจารณาจากคา Rf 

(Retention factor) ซึ่งเปนคาอัตราสวนระหวางระยะทางจากจุดเริ่มตนที่จุดสารถึงจุดกึ่งกลางของ

แถบที่ปรากฏขึ้น ตอระยะทางจากจุดเริ่มตนที่จุดสารถึงระยะทางที่สารละลายเครื่องไดบนแผน  

โครมาโทรกราฟ  ดังสมการที่  3.3    

 

        Rf  =    ระยะทางจากจดุเริ่มตนถึงจุดกึ่งกลางที่สารเคลื่อนทีได                  ………(3.3) 

           ระยะทางที่ตวัทาํละลายเคลื่อนที ่

        

หมายเหต:ุ สารชนิดเดียวกนัจะมีคา   Rf   เทากนั ถาใชสภาวะเดียวกนั 

                   คา   Rf   จะมีคาไมเกิน  1  และไมมีหนวย 

 
3.2.2.2 การตรึงรูปไลเพสบนตัวค้ําจุนเสนใยพืช 

     การตรึงรูปไลเพสบนตัวค้ําจุนเสนใยพืชในงานวิจัยนี้มี  3  วิธี 

1) การตรึงรูปไลเพสโดยประยุกตใชวิธียึดติดโดยการดูดซับทางกายภาพ  

        (Physical adsorption )  

 

ก. การใชเฮปเทนเปนสารตัวกลาง (Yang และคณะ, 2006)    

     ผสมตัวค้ําจุน 0.25 กรัม และไลเพส  0.12  กรัม และเฮปเทน 5  

มิลลิลิตร  พรอมทั้งกวนเบา ๆ เปนเวลา 12 ชั่วโมงที่อุณหภูมิหองดวยเครื่องกวน  และลางไลเพส

ตรึงรูปดวยเฮปเทน 6 คร้ัง คร้ังละ 5 มิลลิลิตร นําไลเพสตรึงรูปที่ไดมากรองแบบสุญญากาศ  

หลังจากนั้นเก็บไลเพสตรึงรูปในโถดูดความชื้นเปนเวลา 1คืน 
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   ข.    การใชบัฟเฟอรเปนสารตัวกลาง (Takac  และ  Bakkal, 2007)   

    ผสมวัสดุค้ําจุน  0.25  กรัม  และสารละลายไลเพสความเขมขน   

0.1 กรัมตอมิลลิลิตร   ปริมาณ  5  มิลลิลิตร แลวปนกวนที่ 360 รอบตอนาที เปนเวลา 7  ชั่วโมงที่

อุณหภูมิหอง  จากนั้นลางไลเพสตรึงรูปดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร  พีเอช 7   จํานวน 6 คร้ัง   ครั้งละ 5 

มิลลิลิตร นําไลเพสตรึงรูปที่ไดมากรองแบบสุญญากาศ หลังจากนั้นเก็บไลเพสตรึงรูปใน

โถดูดความชื้น เปนเวลา 1คืน   

 

2) การตรึงรูปไลเพสโดยประยุกตใชวิธีการยึดติดแบบโควาเลนต  
      (Covalent  binding)   (Chiou  และ Wu, 2003)   

     ผสมวัสดุค้ําจุน  0.25 กรัม และสารกระตุน  EDC  ความเขมขน  0.75% 

(w/v)   ซึ่งละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช  6  ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส  

เปนเวลา  10  นาที  หลังจากนั้นลางดวยน้ํากลั่น  และนําตัวค้ําจุนที่ไดใสลงในสารละลายไลเพส

ความเขมขน 0.1 กรัมตอมิลลิลิตร ปริมาณ 5 มิลลิลิตร   แลวปนกวนที่ 360 รอบตอนาที เปนเวลา 

1  ชั่วโมงที่อุณหภูมิหอง  และลางไลเพสตรึงรูปดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7 จํานวน 6 คร้ัง     

คร้ังละ 5 มิลลิลิตร  นําไลเพสตรึงรูปที่ไดมากรองแบบสุญญากาศหลังจากนั้นเก็บไลเพสตรึงรูปใน

โถดูดความชื้น เปนเวลา 1คืน   
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 ตารางที่ 3.4 แสดงอักษรยอและรายละเอียดของเอนไซม รูปแบบเสนใยพืช และวิธีการ

ตรึงรูปเอนไซมแบบตางๆ ที่กลาวถึงในขอ 3.2.2.2 
 
 
ตารางที่ 3.4  อักษรยอและรายละเอียดของเอนไซม รูปแบบเสนใยพืช และวิธีการตรึงรูปเอนไซม

แบบตางๆ ใชในงานวิจัย 
 
อักษรยอ รายละเอียด 

ไลเพส/กก/ADHEP การตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกที่ตัดเปนทอนยาว 0.5 เซนติเมตร

โดยใชวิธีดูดซับทางกายภาพ  ซึง่มีเฮปเทนเปนสารตัวกลาง 

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP การตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกที่บดละเอียดขนาด 0.25 มิลลิเมตร 

โดยใชวิธีดูดซับทางกายภาพ  ซึง่มีเฮปเทนเปนสารตัวกลาง 

ไลเพส/กก/ADPB การตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกที่ตัดเปนทอนยาว 0.5 เซนติเมตร

โดยใชวิธีดูดซับทางกายภาพ ซึ่งมีบัฟเฟอรเปนสารตัวกลาง 

ไลเพส/กก(บด)/ADPB การตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกที่บดละเอียดขนาด 0.25 มิลลิเมตร 

โดยใชวิธีดูดซับทางกายภาพ  ซึง่มีบฟัเฟอรเปนสารตัวกลาง 

ไลเพส/กก/COEDC การตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกที่ตัดเปนทอนยาว 0.5 เซนติเมตร

โดยวิธีเชื่อมแบบพันธะโควาเลนต  ซึง่มสีาร EDC  เปนสารกระตุน

หมูไฮดรอกซิล 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC การตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกที่บดละเอียดขนาด 0.25 มิลลิเมตร 

โดยวิธีเชื่อมแบบพันธะโควาเลนต  ซึง่มสีาร EDC  เปนสารกระตุน

หมูไฮดรอกซิล 

 
  

    หลังจากทําการตรึงรูปไลเพสตามวิธีในขอ 3.2.2.2 แลว นําสารละลาย

เอนไซม  น้ําลางและ ไลเพสตรึงรูปที่ได  ไปทําการทดสอบหาประสิทธิภาพของตัวค้ําจุนในการ

ตรึงไลเพส  โดยการคํานวณหาคาปริมาณโปรตีนที่ใช (protein loading) ดังสมการที่ 3.4 และรอย

ละของประสิทธิภาพของการตรึง (% immobilization efficiency) ดังสมการที่ 3.5  หาคาแอคติวิตี

ของไลเพสกอนและหลังตรึงรูปในหัวขอ 3.2.2.3 นอกจากนี้ยังนําไลเพสตรึงรูปที่ไดไปทดสอบ

ความสามารถในการเปนตัวเรงปฏิกิริยาเพื่อสังเคราะหไบโอดีเซลตอไป   
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        ปริมาณโปรตีนที่ใช = (C0V0 –CfVf)/ Wg                                          ………(3.4) 

 
             กําหนดให C0 =  ความเขมขนของโปรตีนในสารละลายไลเพสกอนการตรึง      

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

   Cf = ความเขมขนของโปรตีนในสารละลายไลเพสหลังการตรึง       

(มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 

    V0 = ปริมาตรเริ่มตนของสารละลายเอนไซม (มิลลิลิตร) 

    Vf  = ปริมาตรของสารละลายหลังจากการกรอง (มิลลิลิตร) 

    Wg = น้ําหนักของเอนไซมตรึงรูป (กรัม) 

 

 

 
             รอยละของประสิทธภิาพของการตรงึ =   (E0V0 –EfVf)   x 100   .……(3.5) 
                                                                    E0V0

 

กําหนดให     E0     =    แอกทิวิตีเร่ิมตนของสารละลายไลเพสกอนการตรึง  

                                 (หนวยตอมิลลิลิตร) 

   Ef      =   แอกทิวิตีทั้งหมดของสารละลายไลเพสหลังการตรึง 

                (หนวยตอมิลลิลิตร) 

   V0     =   ปริมาตรเริ่มตนของสารละลาย (มิลลิลิตร) 

   Vf      =   ปริมาตรทั้งหมดหลังจากการกรอง (มิลลิลิตร) 
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3.2.2.3 การเปรียบเทียบความสามารถในการตรึงรูปไลเพสของเสนใยพืช 

  

1)  ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา  (ดังขอ  3.2.2.1) 

2) การวัดคาแอคติวิตีของเอนไซมไลเพสทั้งหมด (Total activity)  

        นําสารละลายเอนไซม น้ําลาง และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ   3.2.2.2    

มาวัดคาแอคติวิตีของเอนไซมไลเพสทั้งหมดดวยวิธีสเปกโตรโฟโตมิทรี(Hung และคณะ, 2003) 

(ภาคผนวก  ก) 

               3)  การวัดปริมาณโปรตีนที่ใช   (protein  loading)  

       นําสารละลายเอนไซม  และน้ําลาง  ที่ไดจากขอ 3.2.2.2   มาวัด

ปริมาณของโปรตีนทั้งหมดโดยวิธี   Bradford   (Bradford , 1976) (ภาคผนวก ก) 

 
3.2.2.4 การทดสอบความสามารถของไลเพสตรึงรูปในการเปนตัวเรง      

ปฏิกิริยาสังเคราะหไบโอดีเซล   
          การสังเคราะหไบโอดีเซลในงานวิจยันี้มี  3  วิธี 

1)  การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

         นําน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 1 โมลาร   ผสมกับสารละลายเอนไซมและ    

ไลเพสตรึงรูป     โดยใชสารละลายเอนไซม  และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ  3.2.2.2   แลวนํามา

กวนโดยปนใหเขากันเปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง  ในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน

จะมีการเติมเมทานอลแบบสามขั้น  (ภาคผนวก ง) 

 

      2)  การทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน  โดยใชเมทานอลเปน

สับสเตรต 

        นําน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 1 โมลาร  ผสมกับสารละลายเอนไซมและ   

ไลเพสตรึงรูป      โดยใชสารละลายเอนไซม  และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ  3.2.2.2  เติมน้ํากลั่น  

300  ไมโครลิตร  เฉพาะที่เปนไลเพสตรึงรูป       หลังจากนั้นนํามากวนดวยความเร็ว  600  รอบตอ

นาทีเพื่อทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เก็บตัวอยางครั้งละ 50 ไมโครลิตร ที่  

6 12  และ 24 ชั่วโมง  ตามลําดับ  จากนั้นทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน     โดยเติมเมทานอลแบบ

เติมสามขั้น    (ภาคผนวก ง) 
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3)  การทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน   โดยใชไบโอเอทานอล

เปนสับสเตรต

        นําน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 1 โมลาร ผสมกับสารละลายเอนไซมและ     

ไลเพสตรึงรูป       โดยใชสารละลายเอนไซม  และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ  3.2.2.2  เติมน้ํากลั่น  

300  ไมโครลิตร  เฉพาะที่เปนไลเพสตรึงรูป       หลังจากนั้นนํามากวนดวยความเร็ว  600  รอบตอ

นาทีเพื่อทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส   เก็บตัวอยางครั้งละ 50 ไมโครลติร ที ่ 

6 12  และ 24 ชั่วโมง  ตามลําดับ   จากนั้นทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน   โดยเติมไบโอเอทานอล

แบบสามขั้น  (ภาคผนวก ง) 
 

3.2.2.5  การตรวจสอบปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอร 
ตรวจสอบปริมาณการเกิดเมทิลเอสเทอรเพื่อยืนยันความสามารถของ     

ไลเพสและไลเพสตรึงรูปดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High -

Performance Liquid Chromatography:HPLC)  

  

   นําตัวอยางน้ํามันที่ไดจากการทําปฏิกิริยาการสังเคราะหไบโอดีเซลจาก   

ขอ  3.2.2.4  ไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที เพื่อแยก                  

กลีเซอรอลออก จากนั้นละลายตัวอยางในเฮกเซน   และเติม eicosane เปน internal standard 

จากนั้นฉีดตัวอยางในเครื่อง HPLC ปริมาณ 20 ไมโครลิตร  หลังจากนั้นนําพื้นที่ใตพีคที่ไดจาก 

การตรวจสอบมาคํานวณหาปริมาณอัลคิลเอสเทอรและปริมาณกรดไขมันอิสระ  ดังสมการที่  3.6 

และ 3.7 ตามลําดับ  (ภาคผนวก  ง ) 
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รอยละอัลคิลเอสเทอร       =                          100 x [FAME]                                 (3.6) 

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

 

 
 
รอยละกรดไขมันอิสระ       =                              100 x  [FFA]                              (3.7)  

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

 

 

กําหนดให FAME  = อัลคิลเอสเทอรของกรดไขมัน  

FFA  = กรดไขมันอิสระ 

TG  = ไตรกลีเซอไรด 

1,3-DG  = 1,3-กลีเซอไรด 

1,2-DG  = 1,2-กลีเซอไรด 

MG  = โมโนกลีเซอไรด  
 

 



 
 

บทที่  4 
 

ผลการทดลองและการอภิปรายผล 
 
4.1 การคัดเลือกเสนใยพืชที่เหมาะสมเปนตัวคํ้าจุน 

4.1.1  การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเสนใยพืชดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองกราด (Scanning Electron Microscope : SEM)  

 

                                   (ก)                                                                     (ข) 

          (ค)                                                                      (ง) 

             (จ)                           (ฉ) 
รูปที่  4.1  ลักษณะภาคตัดขวางของเสนใยพืช   (ก) กก    (ข) ฟางขาว   (ค) กระจูด  

                 (ง) ผักตบชวา   (จ) กาบกลวย   และ (ฉ) กานกลวย    
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 จากรูปที่ 4.1 แสดงลักษณะภาคตัดขวางของเสนใยพืชเหลือใชหลายชนิด พบวาเสนใย

กกมีความเปนรูพรุนจํานวนมากและมีขนาดของรูพรุนประมาณ 2.5 – 3 ไมโครเมตร และมีขนาดที่

สม่ําเสมอกระจายอยูทั่วไป ในขณะที่เสนใยจากฟางขาวมีรูพรุนที่มีขนาดไมสม่ําเสมอ ตั้งแต       

10 – 20 ไมโครเมตร คละกันไป สําหรับเสนใยกระจูดนั้นไมคอยสังเกตเห็นรูพรุน เสนใยคอนขาง

อัดแนน สวนเสนใยจากผกตบชวา จากกาบกลวยและจากกานกลวยสังเกตเห็นรูพรุนบางแตมีไม

มาก และมีอยูกระจัดกระจายไมสม่ําเสมอกัน   

 

 4.1.2  การดูดความชื้นของเสนใยพืช     
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รูปที่  4.2  รอยละการดูดความชื้นของเสนใยพืชชนิดตาง ๆ  
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จากรูปที่  4.2  แสดงการดูดความชื้นของเสนใยพืชชนิดตางๆ พบวาเสนใยที่ไดจากกกทั้ง

ที่เปนทอนสั้นๆ และที่บดละเอียดมีสมบัติการดูดความชื้นที่ต่ําที่สุดคือมี % Moisture regain  

เทากับ 11.9% และ 10.2% ตามลําดับ และมี % Moisture content เทากับ 10.6% และ   9.1% 

ตามลําดับ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับเสนใยพืชชนิดอื่นๆ เชน ผักตบชวาซึ่งมีการดูดความชื้นคอนขาง

สูงที่สุดคือ มี % Moisture regain เทากับ16.9% และ มี % Moisture content  เทากับ 15.9% 

นอกจากนี้ยังพบวาเสนใยพืชทุกชนิดที่ใชในงานวิจัยเมื่อนํามาบดใหละเอียดขนาด 0.25 มิลลิเมตร 

จะมีการดูดความชื้นต่ํากวาเสนใยพืชที่นํามาตัดเปนทอนสั้นๆ เนื่องจากเสนใยพืชบดละเอียดจะมี

พื้นที่ผิวที่เพิ่มข้ึนซึ่งมีผลมาจากเมื่อเสนใยพืชถูกบดจะทําใหโครงสรางของเสนใยเปลี่ยนแปลง  

กลาวคือโครงสรางสวนที่ชอบน้ําหรือดูดความชื้นไดดีถูกทําลาย 

 

 4.1.3  การตรวจสอบดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบชั้นบาง  (Thin Layer 

Chromatography: TLC)  

 

 
 

อัลคิลเอสเทอร 

ไตรกลีเซอไรด   

ไดกลีเซอไรด 
กรดไขมันอิสระ 

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

รูปที่ 4.3   โครมาโทแกรมที่ไดจากการวิเคราะหการเกิดอัลคิลเอสเทอรดวยวิธี TLC ที่เกิดจาก

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยการเติมเมทานอลแบบตอเนื่อง โดยเรงดวยไลเพสตรึงรูปบน

ตัวค้ําจุน  โดยเลนที่ 1 น้ํามันปาลม เลนที่ 2  น้ํามันไบโอดีเซล  เลนที่ 3 ไลเพส/ฟางขาว/ADHEP

เลนที่ 4 ไลเพส/ฟางขาว(บด)/ADHEP  เลนที่ 5 ไลเพส/กก/ADHEP  เลนที่ 6 ไลเพส/กก(บด)/
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ADHEP เลนที่ 7 ไลเพส/ผักตบชวา/ADHEP เลนที่ 8 ไลเพส/ผักตบชวา(บด)/ADHEP                 

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

กานกลวย/ADHEP  เลนที่ 12  ไลเพส/กานกลวย(บด)/ADHEP   เลนที่ 15  ไลเพส/กาบกลวย/

ADHEP   เลนที่ 10  ไลเพส/กาบกลวย(บด)/ADHEP 

สารมาตรฐานที่นํามาในการตรวจสอบชนิดของสารตัวอยางในการทําดวย TLC ดวย

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ไดแก น้ํามันปาลม และ B100 (น้ํามันไบโอดีเซล 100 เปอรเซอร

ซึ่งเปนสารที่ใชเปนตัวแทนเมทิลโอลิเอต) จากการคํานวณหาคาอัตราการเคลื่อนที่ (Retention 

factor; Rf ) ของสารแตละชนิดที่ใชเปนสารมาตรฐานโดยใชสภาวะการทดลองดังกลาวในวิธีการ

วิจัยบทที่ 3   B100 มีคา Rf เทากับ 0.70  จากโครมาโทแกรมรูปที่ 4.3 พบวา ไลเพส/ฟางขาว/

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

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

(บด)/ADHEP   ไลเพส/กานกลวย(บด)/ADHEP  ไลเพส/กาบกลวย/ADHEP    ไลเพส/กาบกลวย

(บด)/ADHEP  สามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแลวเกิดอัลคิลเอสเทอร  สวนไลเพส/

ผักตบชวา(บด)/ADHEP และ ไลเพส/กานกลวย/ADHE  ไมสามารถเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-

ฟเคชันแลวเกิดอัลคิลเอสเทอรได  โดยพิจารณาจากคา Rf เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน 

จากการตรวจสอบลักษณะภาคตัดขวาง  การดูดความชื้นของเสนใย  และการตรวจสอบ

ดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบช้ันบางอาจกลาวไดวาเสนใยกกเหมาะสมที่จะนํามายึดติดกับไลเพส

เนื่องจากเสนใยกกมีสมบัติที่ดีหลายประการดังนี้มีรูพรุนจํานวนมาก มีขนาดและมีการกระจายตัว

ของรูพรุนที่สม่ําเสมอจึงมีความจุเอนไซมไดมาก นอกจากนี้ยังมีราคาถูก  (Chen และ Tsao, 

1976)  
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4.2  การศึกษาประสิทธิภาพการตรึงรูปไลเพสของเสนใยกก 
 จากการศึกษาการดูดความชื้นและการตรวจสอบลักษณะภาคตัดขวางของเสนใยพืชในหัวขอ 

4.1 พบวาเสนใยกกที่อยูในรูปที่ตัดเปนทอนสั้นๆ ขนาด 0.5 เซนติเมตร และที่บดเปนผงละเอียด

ขนาด 0.25 มิลลิเมตรมีการดูดความชื้นที่ต่ําที่สุดและมีรูพรุนจํานวนมาก มีขนาดและมีการ

กระจายตัวของรูพรุนที่สม่ําเสมอจึงมีความจุเอนไซมไดมากเมื่อเปรียบเทียบกับเสนใยพืชชนิดอื่น ๆ 

ที่นํามาใชในงานวิจัยนี้  ดังนั้นในการทดลองขั้นตอไปจึงเลือกเฉพาะเสนใยกกทั้งสองรูปแบบ

ดังกลาวมาใชเปนตัวค้ําจุนในการตรึงรูปไลเพสเพื่อทดสอบความสามารถในการเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาการสังเคราะหไบโอดีเซล 

  

 4.2.1   การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวทิยาของเสนใยพชืหลงัตรึงรูปไลเพสดวยกลอง  

จุลทรรศนอิเลก็ตรอนแบบสองกราด    

 

           จากรูปที่ 4.4 พบวาในการตรึงรูป ไลเพสดวยการดูดซับทางกายภาพซึ่งมีเฮปเทนเปน

สารตัวกลางนั้นเอนไซมจะยึดเกาะเสนใยกกทั้งแบบที่ตัดเปนทอนและบดละเอียดไดดีกวา 

นอกจากนี้เอนไซมที่ยึดเกาะยังคงรักษาสภาพเดิมไวกอนการตรึงรูปเหมือนกับเอนไซม      ไลเพส

อิสระ (ดูรูป 4.4 (ก) ถึง (ค)) โดยไมมีการจับตัวกันเปนกอนเหมือนการตรึงรูปดวยวิธียึดติดแบบดูด

ซับทางกายภาพซึ่งมีบัฟเฟอรเปนสารตัวกลางและวิธียึดติดดวยพันธะโควาเลนตโดยใช EDC (ดู

รูป 4.4 (ง) ถึง (ช)) ยิ่งกวานั้นยังสังเกตเห็นวาเสนใยกกที่บดละเอียดมีการยึดเกาะกับ     ไลเพส

มากกวาเสนใยกกทั้งแบบที่ตัดเปนทอนเนื่องจากมีพื้นที่ผิวสูงกวานั่นเอง 
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                    (ข)                                                                         (ค)     

(ก) 

ไลเพส ไลเพส 

กก กก 

ไลเพส 

                    (ง)                                                                 (จ)             

                    (ฉ)                                                                   (ช)           

ไลเพส 

กก 

กก 

ไลเพส 

กก 

ไลเพส 

กก 

รูปที่  4.4  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ (ก) ไลเพสที่ไมผานการตรึงรูป  (ข)  ไลเพส/กก/ADHEP   

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

 (ฉ)  ไลเพส/กก/COEDC          (ช)  ไลเพส/กก (บด)/COEDC 
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4.2.2  การตรึงรูปไลเพสดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพและวิธียึดติดดวย                           

          พันธะโควาเลนต 

ตารางที่  4.1    แสดงคาแอคติวิตีทั้งหมด ปริมาณโปรตีนที่ใช และประสิทธิภาพของการตรึงรูป  

ไลเพสดวยการดูดซับทางกายภาพที่ใชสารตัวกลางแตกตางกันและวิธียึดติดดวย

พันธะโควาเลนต ซึ่งมีสาร  EDC  เปนสารกระตุน       
 

เอนไซม/ตัวค้ําจุน 

คาแอคติวิตี 
(หนวยตอ
กรัมตัวค้ํา

จุน) 

อัตราการ
เปล่ียนแปลง
คาแอคติวิตี 

(%) 

ปริมาณโปรตีนที่ใช 
(ไมโครกรัมตอกรัม

ตัวค้ําจุน) 

ประสิทธิภาพ
การตรึง 

(%) 

ไลเพส/กก/ADHEP ก 9.9 -13.4 78.2 88.4 

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

ไลเพส/กก/ADPBข 8.5 - 54.2 78.7 78.7 

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

ไลเพส/กก/COEDCข 5.4 -71.0 76.8 71.1 

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

 

หมายเหต ุ        ก  : อัตราการเปลี่ยนแปลงคาแอคติวิตีเทียบกับแอคตวิิตีไลเพสอิสระ                       

11.40 ยูนิต1/มิลลิลิตร  

    ข  : อัตราการเปลี่ยนแปลงคาแอคติวิตีเทียบกับแอคตวิิตีไลเพสอิสระ                                              

18.63 ยูนิต1/มิลลิลิตร  

(1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในระหวางปฏิกิริยาตอนาท)ี 

 

 จากตารางที่  4.1  แสดงประสิทธิภาพการตรึงรูปไลเพสบนเสนใยกกดวยวิธีการตรึง

ที่แตกตางกัน พบวาเมื่อทําการตรึงไลเพสโดยวิธีการดูดซับทางกายภาพโดยใช    เฮปเทนเปนสาร

ตัวกลางบนเสนใยกกแบบบดละเอียดจะมีประสิทธิภาพการตรึงรูปไลเพสดีกวาบนเสนใยกกที่ตัด

เปนทอนสั้น ๆ กลาวคือ คาแอคติวิตีของไลเพสตรึงรูปบนเสนใยกกบดละเอียดมีคา 10.1 หนวยตอ

กรัมตัวค้ําจุน  ในขณะที่บนกกตัดเปนทอนมีคาแอคติวิตี  9.9 หนวยตอกรัมตัวค้ําจุน อัตราการ

เปลี่ยนแปลงของคาแอคติวิตีลดลงเพียงรอยละ 13.4  และ 11.2 ตามลําดับเทานั้น เมื่อ

เปรียบเทียบกับไลเพสอิสระ ซึ่งสงผลตอประสิทธิภาพการตรึง นั่นคือเมื่อเอนไซมตรึงรูปมี            

คาแอคติวิตีสูง รอยละของประสิทธิภาพการตรึงก็จะสูงตามไปดวยนั่นคือ ประสิทธิภาพของไลเพส
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ตรึงรูปบนเสนใยกกบดละเอียดและบนเสนใยกกที่ตัดเปนทอนเทากับ 88.4 และ 93.4 ตามลําดับ 

เมื่อเปรียบเทียบกับการตรึงรูปดวยวิธีอ่ืนพบวาไลเพสตรึงรูปบนเสนใยกกที่ตัดเปนทอนและ

บดละเอียดดวยวิธีการดูดซับทางกายภาพซึ่งมีบัฟเฟอรเปนสารตัวกลางมีคาแอคติวิตีเทากับ 8.5 

และ 7.1 ตามลําดับ และอัตราการเปลี่ยนแปลงของคาแอคติวิตีลดลงถึงรอยละ 54.2  และ 61.7

ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับไลเพสอิสระ  ทั้งนี้เนื่องจากโดยทั่วไปแลวไลเพสกระจายตัวไดดี   

ในน้ําแตไมกระจายตัวในตัวทําละลายอินทรียที่ ไมมี ข้ัว   เชนเฮปเทน  จึงสงผลใหไลเพส

แพรกระจายและดูดติดเสนใยพืชซ่ึงไดดีกวาเฮปเทน  ดังนั้นไลเพสคงกระจายตัวไดดีในบัฟเฟอรจึง

สงผลใหไลเพสดูดติดเสนใยพืชไดนอยกวาการใชเฮปเทนเปนสารตัวกลาง  (Yang  และคณะ, 

2006) และเชนเดียวกันกกทั้งที่ตัดเปนทอนและบดละเอียดตรึงรูปไลเพสดวยวิธียึดติดดวยพันธะ

โควาเลนตซึ่งมีสาร EDC เปนสารกระตุนบริเวณหมูไฮดรอกซิลมีความสามารถต่ํากวาทั้งสองวิธี

ขางตน กลาวคือมีคาแอคติวิตีเพียง 5.4 และ 6.2 ตามลําดับ และอัตราการเปลี่ยนแปลงของคาแอ

คติวิตีลดลงมากถึงรอยละ 71.0 และ 66.6 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับไลเพสอิสระ ซึ่งสงผลทํา

ให รอยละประสิทธิภาพการตรึงต่ําลงคือ 71.1 และ 76.2 ตามลําดับ  เนื่องจากไลเพสอาจหลุด

ออกจากตัวค้ําจุนยากเพราะมีการยึดดวยพันธะที่แข็งแรง นอกจากนี้การเกิดพันธะโควาเลนตมี

ผลกระทบทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงรูปและบริเวณเรงของเอนไซมซึ่งมีผลทําใหแอคติวิตี

ลดลงและอาจเปลี่ยนความจําเพาะตอสับสเตรตอีกดวย (Walt และ Agayn, 1994) 
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4.3  การตรวจสอบปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรระหวางปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค-             
ชันและปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน 

  
 4.3.1 ปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-

ฟเคชัน     
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รูปที่  4.5 ปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพสแบบ

ตางๆ  เปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง        
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จากรูปที่  4.5  พบวาการใชไลเพสอิสระเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันได

ปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 20.2 เนื่องจากไลเพสที่ไดจากยีสต Candida rugosa นั้น

เปนเอนไซมที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดดังนั้นปฎิกิริยาจึงดําเนิน

ไปแบบสุมและมีการแลกเปลี่ยนหมูเอซิลไดทุกตําแหนงของไตรเอซิลกลีเซอรอล (Macrae, 1983) 

ซึ่งใกลเคียงกับการใช ไลเพส/กก(บด)/ADHEP  ซึ่งไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 19.3 

จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาไลเพส/กก(บด)/ADHEP นั้นมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยา

ไดใกลเคียงกับไลเพสอิสระมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับไลเพสตรึงรูปดวยวิธีอ่ืน ๆ นอกจากนี้ยัง

พบวาไลเพสตรึงรูปทางการคา  Novozyme 435 และLipozyme RM IM นั้นสามารถเรงปฏิกิริยาท

รานสเอสเทอริฟเคชันไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 56.4  และ  44.4  ตามลําดับ  ซึ่ง

เปนปริมาณที่สูงมากเมื่อเทียบกับไลเพสอิสระ  เนื่องจากไลเพสตรึงรูปทางการคา  Novozyme 

435  และ Lipozyme RM IM เปนไลเพสที่ไดจากแหลงที่มาและสายพันธุที่ตางจากไลเพสอิสระ ซึ่ง

สายพันธุของไลเพสตรึงรูปทางการคาทั้งสองประเภทนี้มีความจําเพาะตอการใชเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไดดีกวาไลเพสอิสระ  อยางไรก็ตามการสังเคราะหไบโอดีเซลดวย

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันนี้มีขอเสียคือ  ไมสามารถนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชซ้ําได          

ดังรูปที่  4.6  เนื่องจากสับสเตรตที่ใชคือ  เมทานอลมีองคประกอบของน้ํานอยจึงทําใหเกิดการ

ยับยั้งประสิทธิภาพของเอนไซม  และทําใหไลเพสตรึงรูปเสียสภาพ (Kaieda  และคณะ, 1999) 
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จํานวนครั้งการใชซ้ํา
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รูปที่  4.6  จํานวนครั้งของการใชไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจาก

การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอ

น้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

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

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

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

 

จากผลดังกลาวขางตนเราจึงปรับเปล่ียนกรรมวิธีใหมโดยเริ่มแรกตองนําไลเพสตรึงรูป

มาทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสเนื่องจากเอนไซมไลเพสจัดอยูในกลุม   ไฮโดรเลส (Hydrolases) จึง

สามารถเกิดปฏิกิริยาการไฮโดรลิซิสได (Yamane, 1987) โดยทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ดังแสดงในรูปที่  4.7 จากนั้นจึงตอดวยปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน  
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รูปที่  4.7  ปริมาณการเกิดกรดไขมันอิสระจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชไลเพสแบบตางๆ

เปนตัวเรงปฏิกิริยา   ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

  จากรูปที่ 4.7 พบวาไลเพสสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสไดปริมาณรอยละกรดไขมัน

อิสระสูงถึงรอยละ 82.5 แสดงวาไลเพสสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยเปลี่ยนไตรกลีเซอไรดให

เปนกรดไขมันอิสระไดในปริมาณที่มากพอที่จะนําไปสังเคราะหไบโอดีเซลดวยการเกิดปฏิกิริยา  

เอสเทอริฟเคชันในขั้นตอไป  นอกจากนี้ยังพบวาไลเพส/กก(บด)/ADHEP ไดกรดไขมันอิสระรอยละ  

56.7  ซึ่งใกลเคียงกับไลเพสตรึงรูปทางการคา Lipozyme RM IM  ที่เรงปฏิกิริยาใหเกิดกรดไขมัน
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อิสระรอยละ  56.3  ในขณะที่ไลเพสตรึงรูปทางการคา  Novozyme 435  เรงปฏิกิริยาใหเกิดกรด

ไขมันอิสระนอยกวาเพียงรอยละ  37.3  เมื่อเทียบกับไลเพสอิสระพบวาไลเพสตรึงรูปทางการคา  

Novozyme 435  และ Lipozyme RM IM  เรงปฏิกิริยาใหเกิดกรดไขมันอิสระนอยกวาไลเพสอิสระ

มาก  เนื่องจากเปนไลเพสที่ไดจากแหลงที่มาและสายพันธุที่ตางจากไลเพสอิสระ ซึ่งสายพันธุ

ของไลเพสตรึงรูปทางการคาทั้งสองประเภทนี้ไมมีความจําเพาะตอการใชเปนตัวเรงปฏิกิริยา     

ไฮโดรลิซิสไดดีเทากับไลเพสอิสระ 

จํานวนครั้งการใชซ้ํา
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รูปที่  4.8  จาํนวนครั้งของการใชไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับปริมาณการเกิดกรดไขมันอิสระจาก

การทาํปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  24  ชัว่โมง    

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

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

  (                   )  ไลเพส/กก/COEDC  (                   )  ไลเพส/กก(บด)/COEDC    
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  จากรูปที่  4.8  พบวาสามารถนําไลเพส/กก(บด)/ADHEP กลับมาใชซ้ําไดจํานวนครั้ง

สูงสุดถึ ง  5  คร้ัง  โดยมีป ริมาณกรดไขมันอิสระคือรอยละ  28 .3  เมื่ อ เป รียบเทียบกับ                         

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

(บด)/COEDC ซึ่งสามารถนํากลับมาใชซ้ําไดเพียง 2 คร้ัง โดยมีปริมาณกรดไขมันอิสระคือ       

รอยละ 38.9  5.1  14.6  11.1 และ 6.6  ตามลําดับ  เนื่องจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสนั้นใช

เพียงน้ําในการเกิดปฏิกิริยาเทานั้นจึงไมสงผลตอการเสียสภาพของไลเพสตรงึรูป 

  นอกจากนี้เมื่อศึกษาเวลาที่เหมาะสมสําหรับไลเพส/กก(บด)/ADHEP ในการเรง

ปฏิกริยาไฮโดรลิซิสเพื่อเปลี่ยนไตรกลีเซอไรดใหเปนกรดไขมันอิสระ พบวาเมื่อเวลาเพิ่มข้ึนปริมาณ

กรดไขมันอิสระที่เกิดข้ึนก็เพิ่มข้ึน และเพิ่มข้ึนสูงสุดรอยละ 62.6 ที่เวลา 12 ชั่วโมง เมื่อเพิ่มเวลา

เปน  24  ชั่วโมง  ปริมาณกรดไขมันอิสระเพิ่มข้ึนนอยมากคอนขางไมเปล่ียนแปลง ดังรูปที่ 4.9 
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รูปที่  4.9  ปริมาณการเกิดกรดไขมันอิสระ ทุกๆ 2 ชั่วโมง จากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส       

              ไลเพส/กก(บด)/ADHEP  เปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิ 40  องศาเซลเซยีส   

  24  ชั่วโมง     
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  4.3.2  การเกิดปริมาณอัลคิลเอสเทอรโดยใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิ

เอส-  เทอริฟเคชันโดยมีเมทานอลเปนสับสเตรต
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รูปที่  4.10ปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน                  

ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส    

24  ชั่วโมง   
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จากรูปที่  4.10  แสดงการใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน

โดยใชสารตั้งตนที่มีสวนประกอบของเมทานอลตอน้ํามัน ในอัตราสวนโดยโมล 3:1 ทําปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  พบวาการใชไลเพส/กก(บด)/ADHEP ในการเรง

ปฏิกิริยาไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 48.8 ซึ่งสูงกวาไลเพสอิสระเกือบ 2 เทา กลาวคือ

เมื่อใชเอนไซมไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 24.4 แตเมื่อ

เปรียบเทียบกับการใชเอนไซมตรึงรูปทางการคา Novozyme 435 และ Lipozyme RM IM พบวา

ไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรต่ํากวาเกือบ 2 เทา กลาวคือเมื่อใชเอนไซมไลเพสตรึงรูป  Novozyme 

435 และ Lipozyme RM IM เปนตัวเรงปฏิกิริยาจะไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับ  รอยละ 71.4 

และ 83.6 ตามลําดับ  นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณอัลคิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นนั้นไมสัมพันธกบัการเกดิ

ปริมาณกรดไขมันอิสระ  เนื่องจากไลเพสแตละสายพันธุมีความจําเพาะในการเรงปฏิกิริยา     

ไฮโดรลิซิสและปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันแตกตางกัน  กลาวคือไลเพสตรึงรูปทางการคา Novozyme 

435 และ Lipozyme RM IM  เปนไลเพสสายพันธุที่มีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาเอสเทอริ-

ฟเคชันและทรานสเอสเทอริฟเคชันไดดีกวาจึงมีปริมาณอัลคิลเอสเทอรที่สูงกวาการใชไลเพสอิสระ

และไลเพสตรึงรูปบนกกเปนตัวเรงปฏิกิริยา   (Macrse ,1983) 
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จํานวนครั้งการใชซํ้า
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รูปที่  4.11  จํานวนครั้งการใชซ้าํของไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอร    

จากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอล

ตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง   

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

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

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

 

 อยางไรก็ตามเมื่อนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชซ้ําไดอีกครั้ง พบวามีเพียงไลเพส/กก(บด)/

ADHEP เทานั้นที่สามารถนํากลับมาใชซ้ําไดอีกครั้ง โดยยังคงเรงปฏิกิริยาใหเกิดอัลคิลเอสเทอร  

รอยละ 8.83  ในขณะที่ ไลเพส/กก/ ADHEP  ไลเพส/กก/ADPB  ไลเพส/กก(บด)/ADPB  ไลเพส/

กก/COEDC  และไลเพส/กก(บด)/COEDC ไมสามารถนํากลับมาใชซ้ําไดอีก ยิ่งกวานั้นการใชคร้ัง

แรกยังไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรนอยมากเทากับรอยละ 12.5  12.5  10.6   7.2   2.5   ตามลําดับ  

ดังแสดงรูปที่  4.11 
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  4.3.3  การศึกษาผลของปริมาณอัลคิลเอสเทอรที่ใชไลเพสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาไฮโดรลิ-

ซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยมีไบโอเอทานอลเปนสับสเตรต  
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รูปที่  4.12  ปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน              

ดวยอัตราสวนโดยมวลของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ 40  องศา

เซลเซียส  24  ชั่วโมง   
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จากรูปที่ 4.12 เมื่อเปล่ียนสับสเตรตเปนไบโอเอทานอล พบวาไลเพส/กก(บด)/ADHEP       

ไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 51.3 ซึ่งสูงกวาเอนไซมไลเพสเกือบ 2 เทา กลาวคือเมื่อใช

เอนไซมไลเพสเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 24.5 แตเมื่อ

เปรียบเทียบกับเอนไซมตรึงรูปทางการคา Novozyme 435 และ Lipozyme RM IM ไดปริมาณ

อัลคิลเอสเทอรใกลเคียงกัน กลาวคือเมื่อใชเอนไซมไลเพสตรึงรูป Novozyme 435 และ Lipozyme 

RM IM เปนตัวเรงปฏิกิริยาจะไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 66.8 และ 57.2 ตามลําดับ   

จํานวนครั้งการใชซํ้า
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รูปที่  4.13  จํานวนครั้งของการใชเอนไซมไลเพสตรึงรูปเปรียบเทียบกับปริมาณการเกิดอัลคิล-

เอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน ดวยอัตราสวนโดยมวล

ของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง 

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

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

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



  

 

  53 

 อยางไรก็ตามเมื่อนําไลเพสตรึงรูปกลับมาใชซ้ําไดอีกครั้ง พบวามีเพียงไลเพส/กก(บด)/

ADHEP เทานั้นที่สามารถนํากลับมาใชซ้ําไดอีกถึง 2 คร้ัง โดยยังคงสามารถเรงปฏิกิริยาให

เกิดอัลคิลเอสเทอร ไดรอยละ 23.1 ในขณะที่ไลเพส/กก/ ADHEP  ไลเพส/กก/ADPB  ไลเพส/กก

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

ซึ่งไดปริมาณอัลคิลเอสเทอรเทากับรอยละ 30.7  40.9  17.2  22.8  21.6 ตามลําดับ ซึ่งปริมาณ

อัลคิลเอสเทอรที่ไดมากกวาการใชเมทานอลเปนสับสเตรต  ดังรูปที่  4.13 เนื่องจากไบโอเอทานอล

มีองคประกอบของน้ํามากกวาเมทานอลจึงทําใหการยับยั้งประสิทธิภาพของเอนไซมจาก            

ไบโอเอทานอลเกิดขึ้นนอยกวา   (Kaieda  และคณะ, 1999) 
 



 
บทที่  5 

 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง  
 

 5.1.1  การคัดเลือกเสนใยพืชที่เหมาะสมในการเปนตัวค้ําจุนไลเพส 

    เสนใยกกบดเปนเสนใยที่เหมาะสมในการเปนตัวค้ําจุนไลเพส  เนื่องจากภาคตัดขวาง

ของเสนใยกกพบวาเสนใยกกมีความเปนรูพรุนจํานวนมาก  นอกจากนี้แลวเสนใยกกบดละเอยีดยงั

มีสมบัติการดูดซึมความชื้นที่ต่ําที่สุดคือมี % Moisture regain เทากับ 10.2% และ มี % Moisture 

content 9.1%  

 

5.1.2  รูปแบบของเสนใยกกที่มีผลตอการตรึงรูปไลเพส 

เมื่อทําการตรึงไลเพสโดยวิธีการยึดติดดวยการดูดซับทางกายภาพโดยใชเฮปเทนเปน

สารตัวกลางบนเสนใยกกแบบบดละเอียดมีคาแอคติวิตี 10.12 หนวยตอกรัมตัวค้ําจุน รอยละของ

ประสิทธิภาพการตรึงคือ 93.4 

 

5.1.3  การศึกษาความสามรถของเอนไซมไลเพสตรึงรูปในการเรงปฏิกิริยาการสังเคราะห     

ไบโอดีเซล 

     เมื่อใชไลเพสตรึงรูปทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชัน โดยใชสารตั้งตนที่มี

สวนประกอบของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  ในอัตราสวนโดยโมล  3:1 ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ       

40  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  24  ชั่วโมง   ไลเพส/กก(บด)/ ADHEP  มีปริมาณอัลคิลเอสเทอรสูง

ที่สุดคือ  รอยละ  51.3   และสามารถนํากลับมาใชซ้ําไดอีก  2  คร้ัง โดยมีปริมาณอัลคิลเอสเทอร

สูงที่สุดคือ  รอยละ  23.1   
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5.2 ขอเสนอแนะ  
 

5.2.1  ควรปรับปรุงสมบัติของเสนใยพืชที่ ไดจากตนกกแบบบดละเอียด   เพื่อใหมี

ประสิทธิภาพและความคงรูปสามารถใชงานงายและสะดวกมากขึ้น 

 

5.2.2  ควรศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของตัวค้ําจุนที่เปนวัสดุที่ไมชอบน้ําและวัสดุที่ชอบ

น้ําสําหรับตรึงรูปเอนไซมไลเพส   

 

5.2.3  ควรศึกษาการสังเคราะหไบโอดีเซลโดยใชสับสเตรตชนิดอื่น ๆ ที่มีผลกระทบตอการ

เสียสภาพของเสนใยพืชนอยที่สุด 
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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการเตรียมสารเคมี 
 
ก-1 สารละลายตรวจวัดคาแอคติวิตี 
 

ก.1.1 การเตรียมทริสบัฟเฟอร (Tris-HCl) 

   1)  ละลาย ทริส เบส   121  กรัม  ดวยน้ํากลั่น  800  มิลลิลิตร ปรับ pH ดวย HCl ให

เทากับ 8.0 จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อโดยความรอนชื้น ที่อุณหภูมิ 

120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 

   2)  ปเปตสารละลาย  1  โมลาร   ทริสบัฟเฟอร  pH 8.0  ลงในขวดวอลูเมตริก 25          

มิลลิตร  เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเทากับ  500  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 

 

ก.1.2 การเตรียมสารละลายพาราไนโตรฟนิลปาลมมิเตท (p-nitrophenyl palmitate) 

      ละลายพาราไนโตรฟนิลปาลมมิเตต  0.5  กรัม  ในเอทานอล  100  มิลลิลิต ปนกวน  

ใหเขากันเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

ก.1.3  การเตรียมสารละลายโซเดียมคารบอเนต    0.25  โมลาร 

ละลายโซเดียมคารบอเนต  2.7  กรัม   ในน้ํากลั่น  100  มิลลิลิตร   คนใหเขากันเก็บไว

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   
 
ก-2 สารละลายตรวจวัดปริมาณโปรตีน 

 

 สารที่ใชในการตรวจวัดปริมาณโปรตีน  ไดแก  สารละลายแบรดฟอรด (bradford 

reagent)  ของ  bio-rad  เตรียมไดโดยนําสารละลายแบรดฟอรด  4  สวน  ตอ  น้ํากลั่น  1  สวน  

แลวนําไปกรองผานกระดาษกรอง  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
 

ข-1  การทํากราฟมาตรฐาน สารละลายพาราไนโตรฟนอล 
วิธีการทํากราฟมาตรฐาน สารละลายพาราไนโตรฟนอลที่ใชในงานวิจัยนี้  เพื่อใชในการหาคา

แอกทิวิตีทั้งหมด  โดยดัดแปลงจากวิธีของ Winkler และ Stuckmann (1979)  โดยมีข้ันตอนดังนี้ 

1)  เตรียมสารละลายพาราไนโตรฟนอลที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร โดยใชสารละลายพาราไนโตรฟนอล 5 มิลลิกรัมละลายในน้ํากลั่น 5 มิลลิลิตร 

502)  นําสารละลายในขอ 1 ไปเจือจาง 1:100 ดวยทริสบัฟเฟอร   ความเขมขน  มิลลิโมลาร 

pH 8.0 จะไดความเขมขนสุดทายเปน 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  

3)  เตรียมสารละลายพาราไนโตรฟนอลที่ความเขนขนตางๆ  ระหวาง 0  ถึง  10 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร ดังตารางที่ ข-1 
 
ตารางที่ ข-1 ความเขมขนของสารที่ใชในการทํากราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟนอล ความ

เขมขนระหวาง 0  ถึง  10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

ปริมาตรของสารทีใ่ช (ไมโครลิตร) 
ความเขมขนของพาราไนโตรฟนอล 

(ไมโครกรัม/มิลลลิิตร) 
พาราไนโตรฟนอล 

10 ไมโครกรมั/
มิลลลิิตร 

ทริสบฟัเฟอรความ
เขมขน 50 มลิลิโมลาร 

pH 8.0 

0 0 1,000 

1 100 900 

2 200 800 

3 300 700 

4 400 600 

5 500 500 

6 600 400 

7 700 300 

8 800 200 

9 900 100 

10 1000 0 
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4)  ดูดสารละลายที่ความเขนขน  0  ถึง   10 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร   200 ไมโครลิตร               

โดยทํา 3 ซ้ําในแตละความเขนขนของสารละลายพาราไนโตรฟนอล 

5)  ตรวจวัดการดูดกลืนแสงของพาราไนโตรฟนอลที่ 410 นาโนเมตร 

6)  นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดของพาราไนโตรฟนอลที่แตละความเขมขน  มาพลอตเปน

กราฟมาตรฐาน  ดังแสดงในรูปที่  ข-1 

 

y = 0.0924x - 0.0007

R2 = 0.9976

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0 2 4 6 8 10 1

ปริมาณของพาราไนโตรฟนอล (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

คา
กา

รด
ูดก

ลืน
แส

งที่
  4

10
  น

าโ
นเ
มต

ร
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รูปที่ ข-1   กราฟมาตรฐานของพาราไนโตรฟนอล ความเขมขนระหวาง 0 ถึง 10 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร 

 

หมายเหตุ  กําหนดให 1 หนวยเอนไซมมีคาเทากับปริมาณของเอนไซมที่สามารถยอยสลาย พารา

ไนโตรฟนิลปาลมมิเตท  แลวใหพาราไนโตรฟนอล ปริมาณ 1 นาโนโมลตอนาที ภายใตภาวะ

ขางตน 
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ข-2  วิธีทํากราฟมาตรฐาน BSA 

1)  เตรียมสารละลายแบรดฟอรด (Bradford reagent) 

2)  เตรียม BSA ที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และทําการเจือจางความเขมขน

โปรตีนระหวาง 0  ถึง  10 ไมโครกรัม โดยทําการเจือจางดวยน้ํากลั่นดังตารางที่ ข.2 
 
ตารางที่ ข-2   ปริมาณสารที่ใชในการทํากราฟมาตรฐานปริมาณ BSA ที่ 0-10 ไมโครกรัม 

 

ปริมาตรของสารที่ใช (ไมโครลิตร) 
ปริมาณBSA 
(ไมโครกรัม) 

BSAที่ความเขมขน 
1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

น้ํากลั่น 

0 0 100 

1 1 99 

2 2 98 

3 3 97 

4 4 96 

5 5 95 

6 6 94 

7 7 93 

8 8 62 

9 9 91 

10 10 90 

 

 

3)  นําสารละลายแบรดฟอรด (Bradford reagent)ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  บมกับ BSA 5 

ไมโครลิตร เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิหองโดยทําการทดลอง 3 ซ้ํา  

4)  วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร  และ ตัวควบคุม (blank) คือ น้ํากลั่น 100 

ไมโครลิตร แทนปริมาณ BSA 
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5)  นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดของ  BSA  ที่แตละความเขมขน  มาพลอตเปนกราฟ

มาตรฐาน  ดังแสดงในรูปที่  ข-2 

 

y = 1.0096x + 0.0347

R2 = 0.9877

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

วิธีการคํานวณ 
 
ค-1   คาแอคติวิตีทั้งหมด (Total activity: units) 
 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากการทดลองมาแทนคาในสมการเสนตรงที่หาไดจากกราฟ

มาตรฐานของพารา-ไนโตรฟนอล   ไดสมการที่  ค-1  

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

 

 โดยที่คาของแกน X คอืความเขมขนของพารา-ไนโตรฟนอล (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

         คาของแกน Y คือคาการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 

 
คาแอคติวิตีทั้งหมด (Total activity: units)  =                 (X*200*1000) 

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

   
 

 
ค-2   ปริมาณของโปรตีนทั้งหมด (Total protein: mg) 
 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดไดจากการทดลองของแตละเชื้อมาแทนคาในสมการเสนตรงที่หา

ไดจากกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน  (BSA = Bovine serum albumin)                   

ไดสมการที่  ค-3 

 

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

 
โดยที่คาของแกน X คือความเขมขนของโปรตีนมาตรฐาน (ไมโครกรัม) 

         คาของแกน Y คือคาการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร 
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ค-4  การหาปริมาตรน้าํมนั 3 กรัม 
 

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

D = ความหนาแนนของน้าํมันปาลม (0.89) 

M = มวลน้าํหนักของน้ํามันปาลม    (3 กรัม) 

V = ปริมาตรของน้าํมันปาลม         ( X มิลลิลิตร) 
 
คํานวณ 

V =  M 

        D 

V= 0.89×3 = 2.67 มิลลิลิตร 

 

ดังนัน้น้าํมนัปาลม 3 กรัม มปีริมาตร 2.67 มิลลิลิตร 

 

ที่เอนไซม 50 เปอรเซนตของสารละลายเอนไซมโดยน้ําหนักน้ํามนั 3 กรัม 

 น้ํามนั 100 สวนใชปริมาตรเอนไซม 50 สวน 

 น้ํามนั 2.67 มลิลิลิตรใชปริมาตรเอนไซม 1.34 มิลลิลิตร 

 

ที่เอนไซม 100 เปอรเซนตของสารละลายเอนไซมโดยน้ําหนกัน้าํมนั 3 กรัม 

 น้ํามนั 100 สวนใชปริมาตรเอนไซม 100 สวน 

 น้ํามนั 2.67 มลิลิลิตรใชปริมาตรเอนไซม 2.67 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง 
 

การสังเคราะหไบโอดีเซล 
 
ง-1  การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
 นําน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 1 โมลาร ผสมกับสารละลายเอนไซมและไลเพสตรึงรูป  (ที่ 10 

เปอรเซนตสารละลายเอนไซมและไลเพสตรึงรูปโดยน้ําหนักน้ํามัน 3 กรัม ) โดยใชสารละลาย

เอนไซม  และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ  3.1-3.3 แลวนํามาบมโดยปนใหเขากันเปนเวลา 30 นาที 

ที่อุณหภูมิหอง ในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันจะมีการใสเมทานอลแบบเติมในสามขั้น 

(Three step feeding of methanol) 

 

ทําการใสเมทานอล ที่ความเขมขน 3.0 โมลาร เขาไปทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดย

แบงใสเมทานอลครั้งละ 1 โมลาร คร้ังแรกจะใสเมทานอลเขาไปทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชนั

ในตอนเริ่มตนของปฏิกิริยา สวนอีกสองครั้งใสที่ชั่วโมงที่ 8 และ 16 ตามลําดับ (ดัดแปลงจาก 

Shimada และคณะ,2002) ซึ่งในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันใชอุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส และความเร็วในการหมุน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางครั้งละ 100 ไมโครลิตร ที่  8 16   

และ 24 ชั่วโมง ตามลําดับ แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 

นาที แลวเก็บตัวอยางในสวนของชั้นบนจากการปนเหวี่ยงไปทําการตรวจสอบปริมาณการเกิด

เมทิลเอสเทอร 

 
ง-2  การทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส-เอสเทอริฟเคชัน  โดยใชเมทานอลเปนสับสเตรต 
 นําน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 1 โมลาร ผสมกับสารละลายเอนไซมและไลเพสตรึงรูป  (ที่ 10

เปอรเซนตสารละลายเอนไซมและไลเพสตรึงรูปโดยน้ําหนักน้ํามัน 3กรัม ) โดยใชสารละลาย

เอนไซม  และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ  3.2.2.2  เติมน้ํากลั่น  300  ไมโครลิตร  เฉพาะที่เปนไลเพส

ตรึงรูป       หลังจากนั้นนํามาปนเพื่อทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ

ความเร็วในการหมุน 600 รอบตอนาทีเก็บตัวอยางครั้งละ 50 ไมโครลิตร ที่  6 12  และ 24 ชั่วโมง  

ตามลําดับ 

จากนั้นทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน  โดยใสเมทานอลแบบเติมในสามขั้น (Three step 

feeding of methanol)  ทําการใสเมทานอล ที่ความเขมขน 3.0 โมลาร  เขาไปทําปฏิกิริยา         

เอสเทอริฟเคชันโดยแบงใสเมทานอลครั้งละ 1 โมลาร ครั้งแรกจะใสเมทานอลเขาไปทําปฏิกิริยา                  
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เอสเทอริฟเคชันในตอนเริ่มตนของปฏิกิริยา สวนอีกสองครั้งใสที่ชั่วโมงที่ 8 และ 16 ตามลําดับ 

(ดัดแปลงจาก) ซึ่งในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันใชอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และความเร็ว

ในการหมุน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางครั้งละ 100 ไมโครลิตร ที่  8 16   และ 24 ชั่วโมง 

ตามลําดับ แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที แลวเก็บ

ตัวอยางในสวนของชั้นบนจากการปนเหวี่ยงไปทําการตรวจสอบปริมาณการเกิดเมทิลเอสเทอร 

 
ง-3  ทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส-เอสเทอริฟเคชัน   โดยใชไบโอเอทานอลเปนสับสเตรต 
 นําน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 1 โมลาร ผสมกับสารละลายเอนไซมและไลเพสตรึงรูป  (ที่ 10 

เปอรเซนตสารละลายเอนไซมและไลเพสตรึงรูปโดยน้ําหนักน้ํามัน 3 กรัม ) โดยใชสารละลาย

เอนไซม  และไลเพสตรึงรูปที่ไดจากขอ  3.2.2.2  เติมน้ํากลั่น  300  ไมโครลิตร  เฉพาะที่เปนไลเพส

ตรึงรูป       หลังจากนั้นนํามาปนเพื่อทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และ

ความเร็วในการหมุน 600 รอบตอนาทีเก็บตัวอยางครั้งละ 50 ไมโครลิตร ที่  6 12  และ 24 ชั่วโมง  

ตามลําดับ 

 

จากนั้นทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน  โดยใสไบโอเอทานอลแบบเติมในสามขั้น (Three step 

feeding of methanol)  ทําการใสไบโอเอทานอล ที่ความเขมขน 3.0 โมลาร  เขาไปทําปฏิกิริยา  

เอสเทอริฟเคชันโดยแบงใสเมทานอลครั้งละ 1 โมลาร ครั้งแรกจะใสไบโอเอทานอลเขาไปทํา

ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันในตอนเริ่มตนของปฏิกิริยา สวนอีกสองครั้งใสที่ชั่วโมงที่ 8 และ 16 

ตามลําดับ (ดัดแปลงจาก) ซึ่งในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันใชอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

และความเร็วในการหมุน 600 รอบตอนาที เก็บตัวอยางครั้งละ 100 ไมโครลิตร ที่  8 16   และ 24 

ชั่วโมง ตามลําดับ แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที แลว

เก็บตัวอยางในสวนของชั้นบนจากการปนเหวี่ยงไปทําการตรวจสอบปริมาณการเกิดเมทิลเอสเทอร 
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ง-4 การตรวจสอบปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอร 

การตรวจสอบดวยเทคนิคโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance 

Liquid Chromatography:HPLC)  

 
ง.4.1   การเตรียมตัวอยาง 

 

      นําตัวอยางที่เก็บจากการทําปฏิกิริยาไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 30 นาที เพื่อแยกกลีเซอรอลใหตกออกมา แลวเตรียมตัวอยางโดยละลายใน เฮกเซน เพื่อ

ทําใหเจือจาง และใส eicosane เปน internal standard จากนั้นฉีดตัวอยางในเครื่อง HPLC 

ปริมาณ 20 ไมโครลิตร  

 

 
รูปที่  ง.1  เครื่องโครมาโทกราฟของเหลวแบบสมรรถนะสูง (HPLC) 

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

 

          เตรียมสาร 2 ชนิด สําหรับ mobile phase คือ สารเอ ประกอบดวย เฮกเซน : ไอโซ- 

โพรพานอล : เอสทิล อะซิเตต : กรดฟอรมิค (85 : 10 : 10 : 0.1 v/v)  สารบี ประกอบดวย เฮกเซน : 

กรดฟอรมิค (100 : 0.2  v/v), อัตราการไหลเทากับ 1.5 มิลลิลิตร ตอ นาที  โดยใช Apollo Silica 

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

ลักษณะกราฟของอัลคิลเอสเทอรที่ไดจากการวิเคราะหดวยเทคนิคโครมาโทกราฟ
ของเหลวแบบสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography : HPLC)  

 

 

 

รูปที่  จ-

ดยมวลของเมทานอลตอน้ํามัน  3:1             

ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

 
ี่  จ-1  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑของน้ํามันปาลม รูปท

     

 
2  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชไลเพส

อิสระเปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโ
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รูปที่  จ-3 

รูปที่  จ

วนโดยมวลของเมทานอลตอน้ํามัน  3:1    

ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง   

 
 โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชไลเพสอิสระเปนตัวเรง

ปฏิกิริยา  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส 24  ชั่วโมง     

 

 

 
 

-4  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช     

ไลเพสอิสระเปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราส
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-5  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช   

ไลเพสอิสระเปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโด

รูปที่  จ    

ยมวลของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  

3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง   

 
รูปที่  จ-6 อริฟเคชันโดยใชเอนไซม

ตรึงรูป  Novozyme  435    เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอล

ตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

 

  

 

  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเท
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รูปที่  จ

     

เมทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส   24  ชั่วโมง   

 
รูปที่  จ-7  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชเอนไซมตรึงรูป  

Novozyme  435  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

 

 

 
 

-8  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช   

เอนไซมตรึงรูป  Novozyme  435  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดยมวลของ
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-9  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช   

เอนไซมตรึงรูป  Novozyme  435  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโด

รูปที่  จ

ยมวลของ     

ไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง   

 
รูปที่  จ-10 อริฟเคชันโดยใชเอนไซม

ตรึงรูป  Lipozyme  RM IM เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอล

ตอน้ํามัน  3:1 ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

 

 

  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเท
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รูปที่  

รูปที่  จ

วนโดยมวลของ     

เมทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง   

 

จ-11  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชเอนไซมตรึงรูป  

Lipozyme RM IM  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส 24  ชั่วโมง     

 

 

 

 
 

-12  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช   

เอนไซมตรึงรูป  Lipozyme RM IM  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราส
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รูปที่  จ

 
-13  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช   

เอนไซมตรึงรูป  Lipozyme RM IM  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดยมวลของ     

ไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง   

 

 

 

 
 

 
 
 
รูปที่  จ-14  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชเอนไซม      

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอ

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

15  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชเอนไซมไลเพส/กก

(บด)/ADHEP เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส   24  ชั่วโมง     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  จ-16  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชเอนไซมไลเพส/กก

(บด)/ADHEP ซ้ํา  5 คร้ัง เปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส               

24  ชั่วโมง     
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รูปที่  จ
 

-17  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช

เอนไซมไลเพส/กก(บด)/ADHEP  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดย มวลของ    

เมทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส   24  ชั่วโมง  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  จ-18  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช

เอนไซมไลเพส/กก(บด)/ADHEP ซ้ํา  1  คร้ัง เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดย 

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

 

19  โครมาโทรแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช

เอนไซมไลเพส/กก(บด)/ADHEP  เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดยมวลของ      

ไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง    

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่  จ-20  โครมาโทแกรมของสารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริฟเคชันโดยใช

เอนไซมไลเพส/กก(บด)/ADHEP ซ้ํา  2  คร้ัง เปนตัวเรงปฏิกิริยา  ดวยอัตราสวนโดย

มวลของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส                       

24  ชั่วโมง    
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ภาคผนวก ฉ 
 

ขอมูล 
 

ตารางที ่ฉ-1  ความสามารถในการทํางานของไลเพส/กก/ADHEP 

 

ตัวอยาง 
คาแอคติวิตี 

(ยูนิต1/มิลลลิติร) 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลกิรัม/มลิลลิิตร) 
ประสิทธิภาพการตรงึ 

(%) 

น้ําลาง  1 2.88 0.0818 74.73 

น้ําลาง  2 1.96 0.0561 82.78 

น้ําลาง  3 1.79 0.0347 84.30 

น้ําลาง  4 1.51 0.0186 86.73 

น้ําลาง  5 1.35 0.0147 88.17 

น้ําลาง  6 1.32 0.0135 88.40 
1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในปฏิกิริยาตอนาท ี

 

 

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

 

ตัวอยาง 
คาแอคติวิตี 

(ยูนิต1/มิลลลิติร) 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลกิรัม/มลิลลิิตร) 
ประสิทธิภาพการตรงึ 

(%) 

น้ําลาง  1 0.80 0.719 92.96 

น้ําลาง  2 0.64 0.0660 94.40 

น้ําลาง  3 0.29 0.0382 97.44 

น้ําลาง  4 0.23 0.0204 97.97 

น้ําลาง  5 0.21 0.0105 98.12 

น้ําลาง  6 0.20 0.0068 98.28 
1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในปฏิกิริยาตอนาท ี
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ตารางที ่ฉ-3  ความสามารถในการทํางานของไลเพส/กก/ADPB 

 

ตัวอยาง 
คาแอคติวิตี 

(ยูนิต1/มิลลลิติร) 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลกิรัม/มลิลลิิตร) 
ประสิทธิภาพการตรงึ 

(%) 

น้ําลาง  1 8.93 0.333 52.05 

น้ําลาง  2 3.96 0.307 78.74 

น้ําลาง  3 3.92 0.283 78.96 

น้ําลาง  4 0.95 0.0164 94.89 

น้ําลาง  5 0.49 0.0965 97.36 

น้ําลาง  6 0.22 0.0874 98.80 
1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในปฏิกิริยาตอนาท ี
 

 

 

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

 

ตัวอยาง 
คาแอคติวิตี 

(ยูนิต1/มิลลลิติร) 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลกิรัม/มลิลลิิตร) 
ประสิทธิภาพการตรงึ 

(%) 

น้ําลาง  1 8.51 0.0638 54.33 

น้ําลาง  2 2.63 0.0512 87.56 

น้ําลาง  3 1.71 0.0343 90.81 

น้ําลาง  4 0.92 0.0164 95.09 

น้ําลาง  5 0.81 0.0784 95.65 

น้ําลาง  6 0.66 0.0022 96.44 
1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในปฏิกิริยาตอนาท ี
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ตารางที ่ฉ-5  ความสามารถในการทํางานของไลเพส/กก/COEDC 

 

ตัวอยาง 
คาแอคติวิตี 

(ยูนิต1/มิลลลิติร) 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลกิรัม/มลิลลิิตร) 
ประสิทธิภาพการตรงึ 

(%) 

น้ําลาง  1 5.38 0.0798 71.11 

น้ําลาง  2 0.69 0.0580 96.30 

น้ําลาง  3 0.40 0.0370 97.83 

น้ําลาง  4 0.46 0.0166 97.50 

น้ําลาง  5 0.29 0.0085 98.43 

น้ําลาง  6 0.27 0.0023 98.57 
1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในปฏิกิริยาตอนาท ี

 

 

 

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

 

ตัวอยาง 
คาแอคติวิตี 

(ยูนิต1/มิลลลิติร) 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลกิรัม/มลิลลิิตร) 
ประสิทธิภาพการตรงึ 

(%) 

น้ําลาง  1 3.19 0.077 82.86 

น้ําลาง  2 3.05 0.0679 83.61 

น้ําลาง  3 2.46 0.0343 86.77 

น้ําลาง  4 1.36 0.0125 92.72 

น้ําลาง  5 0.81 0.0026 95.65 

น้ําลาง  6 0.50 0.0013 97.32 
1ยูนิต: นาโนโมลของพาราไนโตรฟนอลทีป่ลอยออกมาในปฏิกิริยาตอนาท ี
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ตารางที ่ฉ-7  น้าํหนงัเฉลี่ยกอนอบของเสนใยพืชชนิดตางๆทีใชในงานวิจยันี ้

 

ตัวอยาง 
น้ําหนักกอนอบ 

ครั้งที่ 1 
น้ําหนักกอนอบ 

ครั้งที่ 2 
น้ําหนักกอนอบ 

ครั้งที่ 3 
น้ําหนักกอนอบ 

เฉลี่ย 

กก 1.95 2.02 2.11 2.05 

กก(บด) 1.89 2.01 1.99 1.95 

ฟางขาว 2.10 2.09 2.12 2.11 

ฟางขาว(บด) 1.99 2.06 2.01 2.05 

กระจูด 2.21 2.12 2.09 2.22 

กระจูด(บด) 2.06 2.11 2.16 2.17 

ผักตบชวา 2.45 2.35 2.25 2.56 

ผักตบชวา(บด) 2.23 2.13 2.44 2.42 

กาบกลวย 2.14 2.13 2.15 2.15 

กาบกลวย(บด) 2.02 2.04 2.04 2.03 

กานกลวย 2.17 2.18 2.19 2.18 

กานกลวย(บด) 2.08 2.10 2.09 2.09 

 



  

 

  85 

ตารางที ่ฉ-8  น้าํหนักเฉลีย่หลังอบของเสนใยพชืชนิดตางๆทีใชในงานวิจัยนี ้
 

ตัวอยาง 
น้ําหนักหลังอบ 

ครั้งที่ 1 
น้ําหนักหลังอบ 

ครั้งที่ 2 
น้ําหนักหลังอบ 

ครั้งที่ 3 
น้ําหนักหลังอบ 

เฉลี่ย 

กก 1.83 1.86 1.87 1.83 

กก(บด) 1.69 1.77 1.82 1.78 

ฟางขาว 1.99 2.16 1.95 2.06 

ฟางขาว(บด) 1.89 1.90 2.15 1.92 

กระจูด 2.09 2.13 1.98 2.12 

กระจูด(บด) 2.11 2.09 2.01 2.06 

ผักตบชวา 2.22 2.43 2.15 2.31 

ผักตบชวา(บด) 2.18 2.32 2.19 2.21 

กาบกลวย 2.01 1.97 2.15 2.04 

กาบกลวย(บด) 1.89 2.12 2.01 1.91 

กานกลวย 2.14 1.96 1.98 2.03 

กานกลวย(บด) 1.97 2.06 1.98 1.99 
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ตารางที่ ฉ-9  แสดงรอยละการดูดความชื้นของเสนใยพืชชนิดตาง ๆ 

 

ตัวอยาง % Moisture regain % Moisture content  

กก 11.9 10.6 

กก(บด) 10.2 9.1 

ฟางขาว 13.6 12.8 

ฟางขาว(บด) 12.7 11.6 

กระจูด 15.9 14.8 

กระจูด(บด) 14.2 13.1 

ผักตบชวา 16.9 15.9 

ผักตบชวา(บด) 15.2 14.4 

กาบกลวย 13.7 12.7 

กาบกลวย(บด) 12.3 12.0 

กานกลวย 14.5 13.4 

กานกลวย(บด) 13.2 12.9 

 
ตารางที่ ฉ-10  แสดงปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใช 

      ไลเพสแบบตางๆ  เปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง        

 

ตัวอยาง รอยละอัลคิลเอสเทอร 

ไลเพสอิสระ 20.2 

ไลเพส/กก/ADHEP 14.5 

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 19.3 

ไลเพส/กก/ADPB 8.8 

ไลเพส/กก(บด)/ADHPB 12.9 

ไลเพส/กก/COEDC 8.2 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC 7.5 

ไลเพสตรึงรปู  Novozyme 435 56.4 

ไลเพสตรึงรปู  Lipozyme RM IM 44.4 
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ตารางที่ ฉ-11  แสดงปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใช 

        ไลเพสแบบตางๆ  เปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง 

   เมื่อใชซ้ํา  1  คร้ัง        

 

ตัวอยาง รอยละอัลคิลเอสเทอร 
รอยละอัลคิลเอสเทอร 

ครั้งที่ 1 

ไลเพสอิสระ 20.2 0 

ไลเพส/กก/ADHEP 14.5 0 

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 19.3 0 

ไลเพส/กก/ADPB 8.8 0 

ไลเพส/กก(บด)/ADPB 12.9 0 

ไลเพส/กก/COEDC 8.2 0 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC 7.5 0 

ไลเพสตรึงรปู  Novozyme 435 56.4 0 

ไลเพสตรึงรปู  Lipozyme RM IM 44.4 0 

 
ตารางที่ ฉ-12  แสดงปริมาณการเกิดกรดไขมันอิสระจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสโดยใชไลเพส           

แบบตางๆเปนตัวเรงปฏิกิริยา   ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

ตัวอยาง รอยละกรดไขมันอิสระ 

ไลเพสอิสระ 82.5 

ไลเพส/กก/ADHEP 46.7 

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 56.7 

ไลเพส/กก/ADPB 35.1 

ไลเพส/กก(บด)/ADPB 50.9 

ไลเพส/กก/COEDC 31.8 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC 54.6 

ไลเพสตรึงรปู  Novozyme 435 37.9 

ไลเพสตรึงรปู  Lipozyme RM IM 56.3 

 



88 
ตารางที ่ฉ-13  แสดงปริมาณการเกิดกรดไขมันอิสระจากการทาํปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  24  ชั่วโมง   เมื่อใชซ้าํ  6  ครั้ง 

 

 

 
ตัวอยาง 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ระ

 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ร ะ

 
คร

ั้งท
ี่  1

 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ร ะ

 
คร

ั้งท
ี่  2

 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ร ะ

 
คร

ั้งท
ี่  3

 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ร ะ

 
คร

ั้งท
ี่  4

 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ร ะ

 
คร

ั้งท
ี่  5

 

รอ
ยล

ะก
รด

ไข
มัน

อิส
ร ะ

 
คร

ั้งท
ี่  6

 

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

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

ไลเพส/กก/ADPB 35.1 12.1 5.1 0 0 0 0 

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

ไลเพส/กก/COEDC 31.8 11.1 5.5 0 0 0 0 

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

ไฮโดรลิซิส  ไลเพส/กก(บด)/ADHEP  เปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิ 40  องศา

เซลเซียส  24  ชั่วโมง     

 

เวลา  (ชัว่โมง) รอยละกรดไขมันอิสระ 

2 57.2 

4 57.7 

6 57.9 

8 58.0 

10 59.5 

12 62.6 

24 62.7 

 
 
ตารางที่ ฉ-15  แสดงปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริ-        

ฟเคชัน  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ           

40  องศาเซลเซียส    24  ชั่วโมง   

 

ตัวอยาง รอยละอัลคิลเอสเทอร 

ไลเพสอิสระ 23.4 

ไลเพส/กก/ADHEP 12.5 

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 48.8 

ไลเพส/กก/ADPB 12.5 

ไลเพส/กก(บด)/ADPB 10.6 

ไลเพส/กก/COEDC 7.0 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC 2.6 

ไลเพสตรึงรปู  Novozyme 435 71.4 

ไลเพสตรึงรปู  Lipozyme RM IM 83.6 
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ตารางที่ ฉ-16  แสดงปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริ-   

ฟเคชัน  ดวยอัตราสวนโดยมวลของเมทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ 40  

องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง  เมื่อใชซ้ํา  2  คร้ัง 

 

ตัวอยาง 

รอ
ยล

ะก
รด

อัล
คิล

เอ
สเ
ทอ

ร 

รอ
ยล

ะก
รด

อัล
คิล

เอ
สเ
ทอ

ร
คร

ั้งท
ี่  1

 

 

รอ
ยล

ะก
รด

อัล
คิล

เอ
สเ
ทอ

ร
คร

ั้งท
ี่  2

 

 
 
 
 
 
 

ไลเพส/กก/ADHEP 12.5 0 0  

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

ไลเพส/กก/COEDC 7.0 0 0 
 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC 2.6 0 0 
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ตารางที่ ฉ-17  แสดงปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริ-        

ฟเคชัน  ดวยอัตราสวนโดยมวลของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ           

40  องศาเซลเซียส    24  ชั่วโมง   

ตัวอยาง รอยละอัลคิลเอสเทอร 

24.5 ไลเพสอิสระ 

30.7 ไลเพส/กก/ADHEP 

51.3 ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 

41.0 ไลเพส/กก/ADPB 

17.2 ไลเพส/กก(บด)/ADPB 

22.8 ไลเพส/กก/COEDC 

21.6 ไลเพส/กก(บด)/COEDC 

66.8 ไลเพสตรึงรปู  Novozyme 435 

57.2 ไลเพสตรึงรปู  Lipozyme RM IM 
 
ตารางที่ ฉ-18  แสดงปริมาณการเกิดอัลคิลเอสเทอรจากการทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิส-เอสเทอริ-   

ฟเคชัน  ดวยอัตราสวนโดยมวลของไบโอเอทานอลตอน้ํามัน  3:1  ที่อุณหภูมิ 40  

องศาเซลเซียส  24  ชั่วโมง  เมื่อใชซ้ํา  3  คร้ัง 

 

ตัวอยาง 

รอ
ยล

ะก
รด

อัล
คิล

เอ
สเ
ทอ

ร 

รอ
ยล

ะก
รด

อัล
คิล

เอ
สเ
ทอ

ร
คร

ั้งท
ี่  1

 
รอ

ยล
ะก

รด
อัล

คิล
เอ
สเ
ทอ

ร
คร

ั้งท
ี่  2

 

รอ
ยล

ะก
รด

อัล
คิล

เอ
สเ
ทอ

ร
คร

ั้งท
ี่  3

 

ไลเพส/กก/ADHEP 30.7 0 0 0 

ไลเพส/กก(บด)/ADHEP 51.3 32.8 23.1 0 

ไลเพส/กก/ADPB 41.0 0 0 0 

ไลเพส/กก(บด)/ADPB 17.2 0 0 0 

ไลเพส/กก/COEDC 22.8 0 0 0 

ไลเพส/กก(บด)/COEDC 21.6 0 0 0 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวปยะนันท  สุเทียนทอง เกิดวันที่ 19  ตุลาคม พ.ศ. 2526 ที่อําเภอเฉลิมพระเกียรติ จังหวัด

นครราชสีมา ระดับปริญญาตรีสําเร็จปริญญาการศึกษาบัณฑิต สาขาวิศวกรรมเคมีส่ิงทอ คณะ

วิศวกรรมศาสตร    มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลกรุงเทพ เมื่อปการศึกษา 2548 และระดับ

ปริญญาโทเขาศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  สาขาพอลิเมอรประยุกตและเทคโนโลยี  

ส่ิงทอ  ภาควิชาวัสดุศาสตร   คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปการศึกษา 2548 

สําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2550 
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