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รายงานผลการวิจัยฉบับสมบูรณ์ 

โครงการวิจัย (Project) 

โครงการวิจัยทุนอุดหนุนวิจัย มก. ปีงบประมาณ 2549    

  

ส่วนท่ี 1 สรุปผลการดาํเนินงานโครงการวิจัย (Project) 

1.1 รหสั ศ-ข (วศ) 2.2.6.48 ช่ือโครงการ การผลิตไบโอดีเซลจากสบูดํ่าด้วยกระบวนการผลิตแบบสองขัน้ตอน 

                       (Physic nut biodiesel production of two-step process)  

1.2 ลกัษณะโครงการ   เป็นโครงการวิจยัเด่ียว  

 เป็นโครงการยอ่ยในชดุโครงการวิจยั (ระบช่ืุอชดุโครงการวิจยั)  

 โครงการวิจยัเพ่ือเพิ่มศกัยภาพเชิงบรูณาการ  เพ่ือการแขง่ขนัฯ 

 โครงการวิจยัด้านพลงังานทดแทน เคย-ูไบโอดีเซล 

1.3 ช่ือหวัหน้าโครงการ  รศ.ดร.เพ็ญจิตร  ศรีนพคณุ 

1.4 หนว่ยงานหลกัรับผิดชอบ ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์  

1.5 ประเภทโครงการ  โครงการวิจยั 3 สาขา;      เกษตรศาสตร์       วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี       สงัคมศาสตร์ฯ 

 โครงการวิจยัสถาบนัเพ่ือพฒันาคณุภาพสถาบนั      

 โครงการวิจยัเพ่ือพฒันาหนว่ยปฏิบตักิารวิจยัเช่ียวชาญเฉพาะ (SRU) 

 โครงการวิจยัและถ่ายทอดงานวิจยัสูป่ระชาชน 

 โครงการเสริมสร้างความเข้มแข็งด้านการวิจยั มก. 

 โครงการวิจยัและพฒันาเพ่ือเพิ่มศกุยภาพเชิงบรูณาการเพ่ือการแขง่ขนั ฯ 

1.6 ระยะเวลาดําเนินงานวิจยัตลอดโครงการ   2   ปี ตัง้แตปี่งบประมาณ   2548   ถึงปีงบประมาณ  2549   

1.7 สถานท่ีดําเนินงานวิจยั/เก็บข้อมลู  ภาควิชาวิศวกรรมเคมี  คณะวิศวกรรมศาสตร์ 

                                                   มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์  

1.8 งบประมาณรวมตลอดโครงการ     150,000    บาท ประกอบด้วย 

       ปีงบประมาณ    2548   ได้รับ      100,000   บาท ปีงบประมาณ       ได้รับ    บาท 

      ปีงบประมาณ    2549   ได้รับ        50,000 บาท  ปีงบประมาณ       ได้รับ    บาท 

 ปีงบประมาณ               ได้รับ  บาท  ปีงบประมาณ       ได้รับ    บาท 

1.9  วตัถปุระสงค์โครงการวิจยั   

       1. ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม์ไลเปส 

       2. ศกึษาการผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัสบูดํ่าโดยใช้เอนไซม์ไลเปสท่ีถกูตรึงเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

       3. ศกึษาปฏิกิริยาการผลิตไบโอดีเซลแบบสองขัน้ตอน   

1.10  เป้าหมายผลงานวิจยัตลอดโครงการ 

ปีท่ี  เดือนท่ี     ผลงานวิจยัท่ีคาดวา่จะได้    

1. 1          สืบค้นเอกสารและข้อมลูโดยละเอียดเก่ียวกบัเอนไซม์ไลเปส วิธีการตรึงเอนไซม์ไลเปสและ

ออกแบบการทดลอง   

1 2-8  ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม์ไลเปสบนไคโตซานโดยเทคนิคการดดูซบัทาง

กายภาพ  

1. 9-12 ศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม์ไลเปสบนอลัจิเนตโดยเทคนิคการหอ่หุ้ม    
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2. 13-18  ศกึษาการผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัสบูดํ่าโดยใช้เอนไซม์อิสระ และเอนไซม์ท่ีถกูตรึงเป็น

ตวัเร่งปฏิกิริยา   
2 19-22 ศกึษาการผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัสบูดํ่าโดยกระบวนการผลิตแบบสองขัน้ตอน ได้แก่ การ

ใช้เอนไซม์ไฃเปสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาในขัน้ตอนแรก  จากนัน้ใช้กรดเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาใน

ขัน้ตอนท่ีสอง 

2 23-24 จดัพิมพ์รายงานฉบบัสมบรูณ์   

 

1.11  สรุปการดําเนินงานวิจยัตลอดโครงการ 

วัตถุประสงค์  

(ตามแผน) 

เป้าหมาย / ผลท่ีคาด 

(ตามแผน) 

ผลการดาํเนินงาน 

(ปฏิบัตไิด้จริง) 

1. เพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ

ตรึงเอนไซม์ไลเปสด้วยเทคนิคตา่งๆ 

2. ผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัสบูดํ่าโดย

ใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ท่ีถกู

ตรึงด้วยวิธีการตา่งๆ เป็นตวัเร่ง

ปฏิกิริยา 

3. ผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัสบูดํ่าโดย

กระบวนการผลิตแบบสองขัน้ตอน 

ได้แก่ การใช้เอนไซม์ไลเปสเป็น

ตวัเร่งปฏิกิริยาในขัน้ตอนแรก 

จากนัน้ใช้กรดเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา

ในขัน้ตอนท่ีสอง 

1. ทราบสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรึง

เอนไซม์ไลเปสด้วยเทคนิคตา่งๆ 

2. ทราบปริมาณเมทิลเอสเทอร์จาก

การผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัสบูดํ่า

โดยใช้เอนไซม์อิสระและเอนไซม์ท่ีถกู

ตรึงเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

3. ทราบปริมาณปริมาณเมทิลเอส

เทอร์จากการผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนั

สบูดํ่าโดยใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตวัเร่ง

ปฏิกิริยาในขัน้ตอนแรก จากนัน้ใช้กรด

เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาในขัน้ตอนท่ีสอง 

1. ทราบสภาวะท่ีเหมาะสมใน

การตรึงเอนไซม์ไลเปสด้วย

เทคนิคตา่งๆ 

2. ทราบปริมาณเมทิลเอสเทอร์

จากการผลิตไบโอดีเซลจาก

นํา้มนัสบูดํ่าโดยใช้เอนไซม์อิสระ

และเอนไซม์ท่ีถกูตรึงเป็นตวัเร่ง

ปฏิกิริยา 

3. ทราบปริมาณเมทิลเอสเทอร์

จากการผลิตไบโอดีเซลจาก

นํา้มนัสบูดํ่าโดยใช้เอนไซม์ไล

เปสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาใน

ขัน้ตอนแรก จากนัน้ใช้กรดเป็น

ตวัเร่งปฏิกิริยาในขัน้ตอนท่ีสอง 

1.12  สรุปผลการดําเนินงานตามวตัถปุระสงค์ 

 บรรล ุ   

 บรรลบุางสว่น (ร้อยละ………….) เหตผุล   

 ไมบ่รรล ุเหตผุล   

1.13  ผลผลิต/ สิ่งท่ีได้จากการวิจยั (Outputs) (โปรดระบรุายละเอียด) 

 องค์ความรู้/ข้อมลูพืน้ฐาน    ได้ข้อมลูเก่ียวกบัการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้เอนไซม์ไลเปส  

 สายพนัธุ์พืช/สตัว์/จลุินทรีย์   

 ผลิตภณัฑ์   

 สิ่งประดษิฐ์   
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 เทคโนโลยี/นวตักรรม   

 ฐานข้อมลู/ซอฟแวร์   

 คูมื่อ  

 วิดีทศัน์    

การสร้างนกัวิจยั/สนบัสนนุนิสิตปริญญาตรี คน ปริญญาโท  คน ปริญญาเอก  คน 

สนบัสนนุการศกึษาปัญหาพิเศษ            เร่ือง (ระบ)ุ             วิทยานิพนธ์             เร่ือง (ระบ)ุ   

อ่ืนๆ (ระบ)ุ    

1.14  ผลลพัธ์/ผลสําเร็จท่ีได้/หรือคาดวา่จะได้จากการนําผลการวิจยัไปใช้ประโยชน์ (Outcomes)  

(1)  เป้าหมายการนําไปใช้ประโยชน์ (ระบกุลุม่เป้าหมายของงานวิจยัเชิงปริมาณ/คณุภาพ) 

ด้านการศกึษา/เสริมการเรียนการสอน  ใช้เป็นความรู้พืน้ฐานและเอกสารอ้างอิงในการผลิตไบโอ

ดีเซลในปริญญาตรีและปริญญาโท  

ด้านการเกษตร  

ด้านอตุสาหกรรม  

ด้านทรัพยากรธรรมชาต/ิสิ่งแวดล้อม  

ด้านคณุภาพชีวิต สขุภาพอนามยั  

ด้านเศรษฐกิจ  

ด้านสงัคม  

ด้านการทํานบํุารุงศลิป ศาสนา วฒันธรรม  

ด้านการถ่ายทอดเทคโนโลยี/ฝึกอบรมแก่กลุม่เป้าหมาย  

เสนอภาครัฐ เพ่ือใช้กําหนดแผน/นโยบาย ฯลฯ   

นําความรู้ไปวิจยั/พฒันาขัน้ตอ่ไป  

ก่อให้เกิดความร่วมมือระหว่างหนว่ยงาน/การสร้างเครือข่าย  

อ่ืนๆ (ระบ)ุ  

(2)  สรุปผลการนําผลการวิจยัไปเผยแพร่ / ถ่ายทอด ตัง้แต่เร่ิมต้นจนสิน้สุดโครงการ (ระบรุายละเอียด 

อยู่ระหวา่งดําเนินการสง่ตีพิมพ์/ตีพิมพ์แล้วในรูปแบบเอกสารอ้างอิงและแนบสาํเนาเป็น

ภาคผนวกของรายงาน) 

ตีพิมพ์ในวารสารวิชาการตา่งประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ   

ตีพิมพ์ในวารสารวิชาการในประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ   

นําเสนอในการประชมุ/สมัมนา ตา่งประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ   

นําเสนอในการประชมุ/สมัมนา ในประเทศ    เร่ือง (ระบ)ุ   

นําเสนอทางวิทย/ุโทรทศัน์/Website                    เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ   

นําเสนอทางนิทรรศการ                                     เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ    

บทความ/เอกสารสิ่งพิมพ์/วีดีทศัน์                      เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ           
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ถ่ายทอด/ฝึกอบรมแก่เกษตรกร/ผู้สนใจ               เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ    

ถ่ายทอดสูภ่าคเอกชน/อตุสาหกรรม/ผู้ประกอบการ (ประโยชน์เชิงพาณิชย์)       เร่ือง/ครัง้ (ระบ)ุ   

ภาครัฐนําไปใช้กําหนดแผน/นโยบาย ฯลฯ (ระบ)ุ    

มีผู้ นําผลงานวิจยัไปอ้างอิง (ระบ)ุ    

 อ่ืนๆ (ระบ)ุ  จดัทําเป็นรายงานเสนอ สวพ     

1.15  การย่ืนจด         สิทธิบตัร          อนสุิทธิบตัร      ลิขสิทธ์ิ 

  มีศกัยภาพท่ีจะย่ืนจด (ระบ)ุ                  ย่ืนจดแล้ว เม่ือ  

1.16  ผลกระทบ (Impact) ท่ีเกิดจากการนําผลการวิจยัไปใช้ (ระบวุา่ก่อให้เกิดผลกระทบอยา่งไร) 

  ด้านความมัน่คง อาทิ การเมืองการปกครอง กฎหมาย การตา่งประเทศ โครงสร้างพืน้ฐาน และ

บริการโทรคมนาคม ฯลฯ (ระบ)ุ   

  ด้านการเศรษฐกิจ อาทิ การพาณิชยกรรม การเกษตรกรรม การอตุสาหกรรม การท่องเท่ียว 

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี พลงังาน ฯลฯ (ระบ)ุ   

  ด้านคณุภาพชีวิตและสงัคม ศกัยภาพของคนและการศกึษา การแพทย์และสาธารณสขุ หลกัประกนั

ความมัน่คง สวสัดกิารสงัคม วฒันธรรม จริยธรรมและคา่นิยม ฯลฯ (ระบ)ุ   

  ด้านทรัพยากรธรรมชาตแิละสิ่งแวดล้อม การบริการจดัการการใช้ทรัพยากรให้เกิดประโยชน์ การ

ป้องกนัการทําลาย ลดการสญูเสีย การฟืน้ฟทูรัพยากรและสิ่งแวดล้อม ฯลฯ  

  อ่ืนๆ (ระบ)ุ   

1.17  ผลการดําเนินงานวิจยัสอดคล้องกบัยทุธศาสตร์ชาต ิในด้าน   

ยทุธศาสตร์ความมัน่คงของชาต ิการตา่งประเทศและการอํานวยความยตุธิรรม 

ยทุธศาสตร์เพ่ือเพิ่มศกัยภาพในการแขง่ขนัของประเทศ 

ยทุธศาสตร์การพฒันาสงัคม การแก้ไขปัญหาความยากจนและยกระดบัคณุภาพชีวิต 

ยทุธศาสตร์การเสริมสร้างการพฒันาท่ียัง่ยืนของประเทศ 

ยทุธศาสตร์การบริหารจดัการประเทศ 

1.18 ปัญหา อปุสรรค ในการดําเนินงานวิจยัและแนวทางแก้ไข  ไมมี่    

1.19 งานท่ีจะทําตอ่ไป/คําชีแ้จงเพิ่มเตมิ         

1.20 ได้แนบ “รายงานผลการวิจัยฉบับสมบูรณ์ของโครงการ (Project)” ตามหวัข้อ ในส่วนท่ี 2          

(หน้าถดัไป)   มาด้วยแล้ว  

 

ลงช่ือ           หวัหน้าโครงการ  

     (    รศ.ดร.เพ็ญจิตร   ศรีนพคณุ    ) 

      10 / กนัยายน /2551     วนั/เดือน/ปี ท่ีรายงาน 
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ส่วนท่ี 2           รายงานผลการวิจัยฉบับสมบูรณ์ 

โครงการวจิยัทุนอุดหนุนวจิยั มก.  ปีงบประมาณ 2549  

โครงการวิจัยรหัส ศ-ข (วศ) 2.2.6.48 

การผลิตไบโอดีเซลจากสบู่ดาํด้วยกระบวนการผลิตแบบสองขัน้ตอน 

 (Physic nut Biodiesel Production of two-step processes) 
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บทคัดย่อ 

งานวิจยันีศ้กึษาการผลิตไบโอดีเซลจากนํา้มนัสบูดํ่า ในตอนแรกของการทดลองได้ทําการศกึษาการ

ตรึงเอนไซม์ไลเปสบนไคโตซานด้วยวิธีการดดูซบัทางกายภาพ และ การตรึงเอนไซม์โดยวิธีการห่อหุ้มด้วย

โซเดียมอลัจิเนต พบวา่เอนไซม์ท่ีถกูตรึงบนไคโตซานด้วยวิธีการดดูซบัทางกายภาพให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์

สงูสดุเทา่กบั 857 หนว่ยตอ่กรัม ในขณะท่ีเอนไซม์ท่ีถกูตรึงโดยวิธีการห่อหุ้มด้วยโซเดียมอลัจิเนตให้คา่กิจกรรม

สงูสดุเทา่กบั 513 หน่วยตอ่กรัม โดยคา่กิจกรรมของเอนไซม์อิสระเทา่กบั 2048 หนว่ยตอ่กรัม ในขัน้ตอนตอ่มา

นําเอนไซม์ท่ีถกูตรึงไปเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ระหวา่งนํา้มนัสบูดํ่ากบัเมทานอล (ขัน้ตอนท่ีหนึง่) 

พบวา่ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ท่ีได้จากการใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงบนไคโตซานด้วยวิธีการดดูซบัทางกายภาพเทา่กบั 

11 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีเม่ือใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงโดยวิธีการหอ่หุ้มด้วยโซเดียมอลัจิเนตจะได้ปริมาณเมทิลเอส

เทอร์เทา่กบั 3 เปอร์เซ็นต์ และเม่ือใช้เอนไซม์อิสระพบว่าปริมาณเมทิลเอสเทอร์เท่ากบั 22 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้

นําไบโอดีเซลท่ีได้จากขัน้ตอนท่ีหนึง่ไปทําปฏิกิริยาตอ่ในขัน้ตอนท่ีสองพบวา่ปฏิกิริยาของเอนไซม์ท่ีถกูตรึงบน

ไคโตซานโดยวิธีการดดูซบัทางกายภาพได้ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ 25 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ีปฏิกิริยาของเอนไซม์

อิสระท่ีสภาวะเดียวกนัได้เปอร์เซ็นต์เมทิลเอสเทอร์เทา่กบั 29 

 

คําสําคญั: เอนไซม์ไลเปส การตรึงเอนไซม์ ไบโอดีเซล ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ 
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ABSTRACT 

 This project studied biodiesel production from physic nut using two step processes, by 

using lipase as a catalyst in first step followed by sulfuric acid catalyst. In experiment, lipase was 

immobilized on chitosan by physical adsorption technique and on sodium alginate by entrapment 

technique. The results show the highest activities of immobilized lipase on chitosan and 

immobilized lipase on sodium alginate were 857 and 513 unit/g respectively while free lipase gave 

the highest activity of 2048 unit/g. Then, both immobilized lipase and free lipase were used to 

catalyze in tranesterification of physic nut with methanol (first step). The experimental data 

represeneted that the methyl ester content obtained using immobilized lipase on chitosan was 

11%, and immobilized lipase on sodium alginate obtained the methyl ester content of 3%. 

However, the usage of free lipase as a catalyst produced the higher methyl ester content of 22%. 

When biodiesel from first step was continued catalyze using sulfuric acid, it was found that the 

methyl ester content of early used immobilized lipase on chitosan was 25% while the early used 

free lipase obtained the methyl ester content of 29%. 

Key words: lipase, immobilized lipase, biodiesel, tranesterification reaction 
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บทนํา 
จากสถานการณ์ปัจจบุนั พบวา่ราคานํา้มนัในประเทศไทยได้มีการปรับตวัสงูขึน้อย่างตอ่เน่ือง โดย

ราคานํา้มนัดีเซลในปี 2547 มีราคาอยูท่ี่ 16.99 บาทตอ่ลิตร และในตลอดทัง้ปีมีการปรับตวัเพิ่มขึน้ตลอดเวลา 

จนกระทัง่ปัจจบุนัปี 2549 ราคานํา้มนัดีเซล มีราคาเพิ่มขึน้เป็น 24.14 บาทตอ่ลิตร

(http://www.eppo.go.th/retail_prices.html)  และประกอบกบัความต้องการใช้นํา้มนัเชือ้เพลิงในปริมาณ

มาก โดยเฉพาะนํา้มนัดีเซลใช้มากถึง 43 ล้านลิตรตอ่วนั คดิเป็น 46.6% ของปริมาณนํา้มนัท่ีใช้ภายในประเทศ 

(http://www.doeb.go.th/dbd/knowledge/bio-diesel2.htm) มีสดัสว่นการใช้สงูกว่านํา้มนัเชือ้เพลิงชนิดอ่ืนๆ 

ในขณะท่ีพลงังานเชือ้เพลิงปิโตรเลียมท่ีได้จากซากฟอสซิล (fossil fuel) ซึง่เป็นแหลง่พลงังานสําคญัมีเหลืออยู่

อยา่งจํากดัและคาดวา่จะหมดไปในอีกไมช้่านี ้ จงึได้มีการศกึษาวิจยัและพฒันาวตัถดุบิภายในประเทศ เชน่ 

นํา้มนัพืชชนิดตา่งๆ นํา้มนัพืชใช้แล้ว ฯลฯ มาผลิตเป็นผลิตภณัฑ์ใช้แทนนํา้มนัดีเซล  

ไบโอดีเซล (biodiesel) เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการนํานํา้มนัจากพืชชนิดตา่งๆ หรือไขมนัสตัว์เป็น

เชือ้เพลิงในเคร่ืองยนต์ดีเซล (Ma and Hanna, 1999) การผลิต1ไบโอดีเซลมีหลายวิธี ได้แก่ การใช้โดยตรงและ

การผสม (direct use and blending) ไมโครอิมลัชัน่ (microemulsions) ไพโรไลซิส (pyrolysis) ปฏิกิริยา 

ทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ (tranesterication) และผลิตโดยใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาในรูปแบบอ่ืน ๆ (other forms of 

catalysis) (Khan, 2002)  ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ หรือแอลกอฮอไลซิส (alcoholysis) เป็นวิธีหนึง่ท่ี

นิยมนํามาใช้ผลิตไบโอดีเซล เกิดจากการทําปฏิกิริยาระหวา่งไขมนัหรือนํา้มนักบัแอลกอฮอล์ โดยมีตวัเร่ง



สวพ-ว-5(ด)  

 (หน้า 7) 

ปฏิกิริยา จะได้เอสเทอร์ (ester) หรือไบโอดีเซล และกลีเซอรอลเป็นผลิตภณัฑ์ นํา้มนัท่ีนํามาผลิตไบโอดีเซล 

ได้แก่ นํา้มนัปาล์ม นํา้มนัถัว่เหลือง นํา้มนัมะพร้าว นํา้มนัเมล็ดทานตะวนั หรือแม้แตนํ่า้มนัพืชหรือสตัว์ท่ีใช้

แล้วก็สามารถนํามาผลิตไบโอดีเซลได้ สําหรับประเทศไทย ในขณะนีไ้ด้มีการสง่เสริมให้เกษตรกรปลกูต้นสบู่

ดําเพ่ือนํานํา้มนัมาผลิตไบโอดีเซล ทัง้นีเ้น่ืองจากนํา้มนัสบูดํ่ามีคณุสมบตัท่ีิใกล้เคียงนํา้มนัดีเซลมากกวา่นํา้มนั

ชนิดอ่ืน โดยมีรายงานวา่ในเมล็ดของสบูดํ่าประกอบด้วยนํา้มนั 40-60 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกั ซึง่ในนํา้มนัสบู่

ดําประกอบด้วยกรดไขมนัอ่ิมตวั 20 เปอร์เซ็นต์ นอกนัน้ท่ีเหลือเป็นกรดไขมนัไมอ่ิ่มตวั โดยมีกรดโอเลอิกเป็น

สว่นประกอบมากท่ีสดุถึง 44.8 เปอร์เซ็นต์ สว่นกรดลิโนเลอิกมี 34 เปอร์เซ็นต์ กรดปามิตกิ 12.8 เปอร์เซ็นต์ 

และ กรดสเตียริก 7.3 เปอร์เซ็นต์ (Shah et al., 2004) 

  ตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีใช้ ได้แก่ กรด เบส และเอนไซม์  กรดท่ีใช้ในการเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ 

ได้แก่ กรดซลัฟริูก กรดฟอสฟอริก กรดไฮโดรคลอริก และกรดซลัโฟนิก การใช้กรดในการเร่งปฏิกิริยาจะ

เหมาะสมกบักลีเซอไรด์ท่ีมีปริมาณกรดไขมนัอิสระ และปริมาณนํา้สงู (Fukuda et al., 2001) สว่นตวัเร่ง

ปฏิกิริยาเบส ได้แก่ โซเดียมไฮดรอกไซด์ โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ เบสคะตะลิสต์ มีข้อเสียคือ ในนํา้มนัท่ีมีกรด

ไขมนัอิสระสงูจะทําให้เกิดปฏิกิริยาสปอนิฟิเคชัน่ ระหวา่งกรดไขมนัอิสระกบัแอลกอฮอล์กลายเป็นสบู ่ ทําให้มี

ความยุง่ยากในการแยกกลีเซอรอล ดงันัน้เอนไซม์จงึเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีนา่สนใจ เน่ืองจากไมทํ่าให้

เกิดปฏิกิริยาข้างเคียง ได้ผลิตภณัฑ์ท่ีบริสทุธ์ิ เอนไซม์ท่ีใช้ในการเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ ได้แก่ไล

เปส เป็นเอนไซม์ท่ีจดัอยูใ่นกลุม่ hydrolase มีช่ือในระบบ systematic name วา่ glycerol ester hydrolase 

หรือ triacylglycerol acyl ester hydrolase (EC 3.1.1.3) (Chowdary et al., 2000) เร่งปฏิกิริยาการยอ่ย

สลายนํา้มนัและไขมนั โดยทําให้พนัธะเอสเทอร์ในโมเลกลุนํา้มนัแตกออกอยา่งสมบรูณ์ จะได้ผลิตภณัฑ์ท่ีเป็น

กรดไขมนัอิสระและกลีเซอรอล (ณกญัภทัร, 2547) ถึงแม้ไลเปสจะมีคณุสมบตัเิชน่เดียวกบัเอนไซม์ทัว่ไป คือ 

สามารถเร่งปฏิกิริยาเคมีภายใต้สภาวะไมรุ่นแรง ท่ีอณุหภมูิและความดนัปกต ิ (โดยมีนํา้ร่วมในปฏิกิริยา) มี

ความจําเพาะตอ่สบัสเตรทสงูมาก จงึทําให้ได้ผลิตภณัฑ์อ่ืน (by products) ท่ีไมต้่องการน้อยมาก ซึง่ทําให้

สะดวกในการแยกผลิตภณัฑ์ออกจากปฏิกิริยา สง่ผลให้ต้นทนุในการผลิตสารลดต่ําลง แตอ่ยา่งไรก็ตาม

ถึงแม้วา่เอนไซม์จะมีข้อดีหลายประการ แตก่ารนําเอนไซม์มาใช้ในระดบัอตุสาหกรรมก็มีข้อจํากดัเน่ืองจาก

เอนไซม์สว่นใหญ่มีความเสถียรต่ํา และเอนไซม์บริสทุธ์ิมีราคาแพง ดงันัน้จงึมีแนวคิดท่ีจะนําเอนไซม์กลบัมาใช้

ใหมไ่ด้หลาย ๆ รอบ ในรูปเอนไซม์ท่ีถกูตรึง (ผอ่งผกา, 2537) เอนไซม์ท่ีถกูตรึงหมายถึง เอนไซม์ท่ีถกูกําหนด 

หรือทําให้มาอยูใ่นขอบเขตท่ีจดัไว้ อาจมีโมเลกลุใหญ่ขึน้ด้วยการเช่ือมพนัธะเคมี หรือไมมี่พนัธะเคมี ละลาย

นํา้ได้ยากขึน้หรือไมไ่ด้เลย มีผลให้เอนไซม์เปล่ียนจากสถานะตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นของเหลว กลายเป็นของแข็ง

ขณะทําปฏิกิริยา (solid catalyst) (ปราณี, 2535) สําหรับวิธีท่ีนิยมนํามาตรึงเอนไซม์ไลเปส ได้แก่ วิธีการดดู

ซบัทางกายภาพ  

ในปี 2004 Shah และคณะ ได้ศกึษาปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ในนํา้มนัสบูดํ่า โดยใช้เอนไซม์ไล

เปส 3 ชนิด ได้แก่ Chromobacterium viscosum, Candida rugosa และ Porcine pancreas ท่ีตรึงบนซีไลท์  

โดยใช้พีเอชในการตรึงเทา่กบั 7.3 7.8 และ 8 ตามลําดบั ท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง และ

เม่ือนําเอนไซม์ท่ีถกูตรึงไปเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่  โดยใช้นํา้มนั 0.5 กรัม อตัราสว่นโดยโมลของ

นํา้มนัตอ่เอทานอล 1:4 ปริมาณเอนไซม์ท่ีถกูตรึง 50 มิลลิกรัม  บม่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที อณุหภมู ิ
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40 องศาเซลเซียส นาน 8 ชัว่โมง พบวา่ไลเปสจาก Chromobacterium viscosu ท่ีตรึงบนซีไลท์ ให้ปริมาณ

เอทิลเอสเทอร์สงูสดุ คือ 71เปอร์เซ็นต์  

Rachmaniah และคณะ ได้ศกึษาปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ในนํา้มนัรําข้าวท่ีมีปริมาณกรด

ไขมนัอิสระสงู (60 เปอร์เซ็นต์) โดยใช้กรดไฮโดรคลอริกเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ใช้นํา้มนั 1 กรัม อตัราสว่นโดย    

โมลของนํา้มนัตอ่เอสเทอร์ 1:20  ใช้ปริมาณกรด 10 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกันํา้มนั ท่ีอณุหภมูิ 70 องศา

เซลเซียส จากการติดตามปฏิกิริยาพบวา่ กรดไขมนัอิสระสามารถเปล่ียนเป็นเมทิลเอสทอร์ได้มากกวา่ไตรกลี

เซอไรด์ โดยกรดไขมนัอิสระ 99 เปอร์เซ็นต์ ถกูเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ได้ภายในเวลา 20 นาที และภายใน 6 

ชัว่โมง ไมมี่ไตรกลีเซอไรด์ถกูเปล่ียนเป็นเมทิลเอสเทอร์ 

นอกจากนี ้ Veljkovic และคณะ ได้ศกึษาปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน่ในนํา้มนัเมล็ด tobacco ท่ีมี

ปริมาณกรดไขมนัอิสระสงู (17 เปอร์เซ็นต์) โดยใช้กรดซลัฟริูกเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ใช้นํา้มนั 10 กรัม อตัราสว่น

โดยโมลของนํา้มนัตอ่เมทานอล 1:18 ใช้ปริมาณกรด 2 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกันํา้มนั ท่ีอณุหภมูิ 60 องศา

เซลเซียส จากปฏิกิริยาพบว่า ปริมาณกรดไขมนัอิสระลดลงเหลือน้อยกวา่ 2 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเวลาผา่นไปเพียง 

25 นาที ในขณะท่ีมีเมทิลเอสเทอร์เกิดขึน้ 24.3 เปอร์เซ็นต์ 

โครงการวิจยันีจ้งึให้ความสนใจศกึษาปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ของนํา้มนัสบูดํ่าแบบ 2 ขัน้ตอน 

โดยใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา จากนัน้ใช้กรดเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาในขัน้ตอนท่ีสอง โดยทําการศกึษา

ในระดบัปฏิบตักิาร เพ่ือนําไปสูก่ารใช้งานจริงในอนาคตตอ่ไป  

 

วิธีวิจัย 
วัตถุดบิและอุปกรณ์การทดลอง 

1. วตัถดุบิ 

1.1 นํา้มนัสบูดํ่า 

1.2 เอนไซม์ไลเปสทางการค้าชนิดผงจาก Pseudomonas fluorescens  EnzOS grade Fluka, 

Switzerland 

1.3 ไคโตซานชนิดแผน่, Food grade 

1.4 โซเดียมอลัจิเนต, Food grade 

1.5 กลตูาอลัดีไฮด์, Analytical grade 

1.6 กรดอะซีตกิเข้มข้น, Analytical grade 

1.7 กรดซลัฟริูกเข้มข้น, Analytical grade 

1.8 เมทานอล, Analytical grade 

1.9 โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์, Analytical grade 

1.10  โซเดียมไฮดรอกไซด์, Analytical grade 

1.11   2-โพรพานอล, Analytical grade 

 

2.  เคร่ืองมือสําหรับวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 
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2.1 เคร่ืองสเปกโตรโฟโตรมิเตอร์ (spectrophotometer): model Anthelie Advanced,  

Secoman, France 

2.2 อา่งควบคมุอณุหภมูิ: model SBD 50 – Cold, Heto, Denmark 

2.3 เคร่ืองวดัคา่ความเป็นกรด- ดา่ง (pH meter): model 420A, Orion, Thermo orion, USA 

3.  เคร่ืองมือสําหรับผลิตและวิเคราะห์เมทิลเอสเทอร์ 

3.1  เคร่ืองก๊าซโครมาโตรกราฟี: model GC-2010, Shimadzu, Japan 

carrier gas: He   

column: Dbwax, 30 m x 0.32 mm ID 

oven: อณุหภมูิ 200 องศาเซลเซียส  

detector: FID, อณุหภมูิ 250 องศาเซลเซียส 

injector: split 20:1 

3.2 เคร่ืองเขย่า (orbital shaker): model SK2-DO, CTL 

3.3 เคร่ืองเขย่าแบบปรับอณุหภมูิได้ (incubator shaker): BINDER, Germany 

3.4 เคร่ืองชัง่ไฟฟ้าทศนิยม 4 ตําแหนง่: model BL210S, Sartorius, Goettingen, Germany 

3.5 เคร่ืองป่ันเหว่ียง (centrifuge): model PLC-012, GEMMY, Taiwan 

3.6 เคร่ืองผสม (vortex mixer): model KMC-1300V, VISION, Korea 

วิธีการทดลอง 
1.  ศกึษาการตรึงเอนไซม์ไลเปสบนไคโตซานโดยวิธีการดดูซบัทางกายภาพ 

1.1 การเตรียมเม็ดไคโตซาน 

ชัง่แผน่ไคโตซาน 2 กรัม ละลายในสารละลายกรดอะซีตกิ ความเข้มข้น 2 โมลาร์  

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนัน้นําสารละลายท่ีได้ใสใ่นหลอดเข็มฉีดยา ท่ีมีหวัเข็มขนาด 18 G (เส้นผา่น

ศนูย์กลาง 1.2 มิลลิเมตร) แล้วกดให้ของเหลวหยดลงในสารละลายผสมท่ีเตรียมจาก โซเดียมไฮดรอกไซด์ 15 

กรัม เอทานอล ความเข้มข้น 95 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เจือจางด้วยนํา้กลัน่ให้ได้

ปริมาตรรวม 125 มิลลิลิตร จะได้เม็ดไคโตซานมีลกัษณะกลม  

1.2  วิธีการตรึงเอนไซม์ 

โดยชัง่ไคโตซานท่ีเตรียมตามวิธีในข้อ 1.1 ปริมาณ 2 กรัม เตมิสารละลายเอนไซม์ไล 

เปสความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร (เตรียมโดยชัง่เอนไซม์ไลเปส 0.05 กรัม ละลายใน

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) นําไปเขยา่ท่ีอณุหภมูิห้อง (25-30 

องศาเซลเซียส) ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที นาน 3 ชัว่โมง จากนัน้ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 18 ชัว่โมง จากนัน้แยกเอนไซม์ท่ีถกูตรึงโดยนําไปผ่านการกรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 41 ล้างเอนไซม์ท่ี

ถกูตรึงด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 2 โมลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นํา้กลัน่ 10 มิลลิลิตร 

จากนัน้นําเอนไซม์ท่ีถกูตรึงไปวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์ ตามวิธีของ Winkler and Stuckmann (1979) 

โดยกําหนดให้ 1 หนว่ยของเอนไซม์ หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ท่ียอ่ยสลาย p-nitrophenyl palmitate แล้วให้ 

p-nitrophenol เกิดขึน้ 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที ในสภาวะการทดสอบ 

1.3  ศกึษาผลของความเข้มข้นของกลตูาอลัดีไฮด์ (glutaraldehyde) ท่ีมีตอ่การตรึง 
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ชัง่ไคโตซานท่ีเตรียมตามวิธีในข้อ 1.1 ปริมาณ 2 กรัม เติมกลตูาอลัดีไฮด์ ความ 

เข้มข้น 25 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ท่ีเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 0.025 0.05 0.1 0.25 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ แล้ว

นําไปเขยา่ท่ี อณุหภมูิห้อง ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที นาน 1 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา กรองแยกเอาเม็ดไคโต

ซาน เตมิสารละลายเอนไซม์ไลเปสความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร (เตรียมโดยชัง่เอนไซม์

ไลเปส 0.05 กรัม ละลายในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) นําไป

เขยา่ท่ีอณุหภมูิห้อง ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที นาน 3 ชัว่โมง จากนัน้ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 18 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาแยกเอนไซม์ท่ีถกูตรึงโดยนําไปผา่นการกรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 41 ล้าง

เอนไซม์ท่ีถกูตรึงด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 2 โมลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นํา้กลัน่ 10 

มิลลิลิตร แล้วนําไปวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์  

1.4  ศกึษาผลของพีเอชท่ีมีตอ่การตรึง 

ทําการตรึงเอนไซม์ตามวิธีในข้อ 1.3 ท่ีระดบัพีเอชตา่ง ๆ คือ 5, 6, 7, 8 และ 9 (ทําการ 

ปรับพีเอชโดยใช้สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ท่ีพีเอชตา่ง ๆ ในการละลายเอนไซม์ไล

เปส) โดยใช้ความเข้มข้นของกลตูาอลัดีไฮด์ท่ีเหมาะสมท่ีได้ศกึษาไว้ในข้อ 1.3 แล้วนําไปวิเคราะห์หากิจกรรม

ของเอนไซม์  

1.5 ศกึษาผลของอณุหภมูิตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีถกูตรึง 

โดยนําเอนไซม์ท่ีถกูตรึงตามสภาวะท่ีเหมาะสมจากข้อ1.4 มาวิเคราะห์กิจกรรมของ 

เอนไซม์ตามวิธีของ Winkler and Stuckmann (1979) แตใ่ช้อณุหภมูิระหวา่งวิเคราะห์กิจกรรมท่ี 30, 37, 45 

และ 55 องศาเซลเซียส นําผลท่ีได้มาคํานวณ กิจกรรมของเอนไซม์ 

2.  ศกึษาการตรึงเอนไซม์ไลเปสโดยวิธีการหอ่หุ้มด้วยโซเดียมอลัจิเนต  

2.1  ศกึษาผลของขนาดเม็ดอลัจิเนตท่ีมีตอ่การตรึง 

เตรียมสารละลายโซเดียมอลัจิเนตความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร 

(โดยชัง่ผงโซเดียมอลัจิเนต 0.2 กรัม ละลายในนํา้กลัน่ 20 มิลลิลิตร) เตมิสารละลายเอนไซม์ไลเปสเข้มข้น 0.5 

กรัมตอ่มิลลิลิตร ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7 ปริมตร 0.2 มิลลิลิตร กวนให้เข้ากนั

จากนัน้นําสารละลายท่ีได้ใส่ในหลอดเข็มฉีดยา ท่ีมีหวัเข็มขนาด 18 G (เส้นผา่นศนูย์กลาง 1.2 มิลลิเมตร) 21 

G (เส้นผา่นศนูย์กลาง 0.8 มิลลิเมตร) 23 G (เส้นผา่นศนูย์กลาง 0.6 มิลลิเมตร) 24 G (เส้นผา่นศนูย์กลาง 

0.55 มิลลิเมตร) แล้วกดให้ของเหลวหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์โดย

นํา้หนกัตอ่ปริมาตร จากนัน้ตัง้ทิง้ไว้อยา่งน้อย 3 ชัว่โมง จงึสามารถนําออกมาใช้งานได้ จากนัน้นําเอนไซม์ท่ีถกู

ตรึงไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์  
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รูปท่ี 1  แสดงการหยดสารละลายโซเดียมอลัจิเนตลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 

 

2.2   ศกึษาผลของความเข้มข้นของสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ท่ีมีตอ่การตรึง 

ทําการตรึงเอนไซม์ตามวิธีในข้อ 2.1 แตใ่ช้สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ท่ีความเข้มข้นตา่งๆ ได้แก่ 

1.0  2.0  2.5 และ 3.0 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตรตามลําดบั โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีได้ศกึษาไว้ใน

ข้อ 2.1 จากนัน้นําเอนไซม์ท่ีถกูตรึงไปวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์  

2.3  ศกึษาผลของความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมอลัจิเนตท่ีมีตอ่การตรึง 

ทําการตรึงเอนไซม์ตามวิธีในข้อ 2.1 แตใ่ช้อตัราส่วนของเอนไซม์ไลเปสตอ่สารละลายโซเดียมอลัจิเนต ตา่งๆ 

ได้แก่ 0.5 1 1.5 และ 2 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตรตามลําดบั โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีได้ศกึษาไว้ใน

ข้อ 2.2 จากนัน้นําเอนไซม์ท่ีถกูตรึงไปวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์  

2.4  ศกึษาผลของอตัราสว่นของเอนไซม์ไลเปสตอ่โซเดียมอลัจิเนตท่ีมีตอ่การตรึง 

ทําการตรึงเอนไซม์ตามวิธีในข้อ 2.1 แตใ่ช้อตัราสว่นของเอนไซม์ไลเปสตอ่สารละลาย 

โซเดียมอลัจิเนต ตา่งๆ กนั ได้แก่ 0.1:1 0.5:1 และ 1:1 ลําดบั โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีได้ศกึษาไว้ในข้อ 2.3 

จากนัน้นําเอนไซม์ท่ีถกูตรึงไปวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์   

3.  ศกึษาปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่โดยใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงบนไคโตซานโดยวิธีการดดูซบัทางกายภาพ 

 ชัง่นํา้มนัสบูดํ่า 24 มิลลิโมล (นํา้หนกัโมเลกลุสบูดํ่าเท่ากบั 900 กรัมตอ่โมล) เตมิเอนไซม์ท่ีถกูตรึง 

21.6 กรัม จากนัน้เตมิเมทานอล โดยใช้อตัราสว่นโดยโมลของนํา้มนัตอ่เมทานอล เป็น 1:3 หลงัจากนัน้เตมินํา้ 

20 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกันํา้มนั เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 

ชัว่โมง เม่ือครบเวลาแยกตวัอยา่งออกจากเอนไซม์ท่ีถกูตรึง แล้วนําไปเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 3000 รอบตอ่นาที 

นาน 30 นาที ดดูตวัอยา่งนํา้มนัชัน้บนสดุมาวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์  ด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโทร  

กราฟี และคา่ความเป็นกรด ด้วยเทคนิคการไทเทรต 

 

 

 

4.  ศกึษาปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่โดยใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงโดยวิธีการหอ่หุ้มด้วยโซเดียมอลัจิเนต 
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 ทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมเชน่เดียวกบัข้อ 3 แตใ่ช้เอนไซม์ท่ีถกู

ตรึงโดยวิธีการหอ่หุ้มด้วยโซเดียมอลัจิเนต จากนัน้ดดูตวัอยา่งนํา้มนัชัน้บนสดุมาวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอส

เทอร์ ด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโทรกราฟี และคา่ความเป็นกรด ด้วยเทคนิคการไทเทรต 

5.  ศกึษาปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่โดยแบบสองขัน้ตอน 

 ชัง่ไบโอดีเซลท่ีได้จากข้อ 3 ปริมาณ 11 มิลลิโมล นําไปอุน่ให้ได้อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส 

จากนัน้เตมิส่วนผสมระหวา่งเมทานอลกบักรดซลัฟริูก โดยใช้เมทานอลในอตัราสว่นนํา้มนัตอ่เมทานอล 1:20 

และกรดซลัฟริูก 3 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกันํา้มนั กวนสารละลายด้วยแทง่เหล็ก ทําปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 60 องศา

เซลเซียส นาน 8 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาแยกตวัอยา่งออกจากเอนไซม์ท่ีถกูตรึง แล้วนําไปเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 

3000 รอบตอ่นาที นาน 30 นาที ดดูตวัอยา่งนํา้มนัชัน้บนสดุมาวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ ด้วยเคร่ือง

แก๊สโครมาโทรกราฟี และคา่ความเป็นกรด ด้วยเทคนิคการไทเทรต  

 

ผลและวิจารณ์ 
1.  ผลของการตรึงเอนไซม์ไลเปสบนไคโตซานโดยวิธีการดดูซบัทางกายภาพ 

 1.1  ผลของความเข้มข้นของกลตูาอลัดีไฮด์ท่ีมีตอ่การตรึง 

เม่ือตรึงเอนไซม์ไลเปสบนไคโตซานด้วยวิธีการดดูซบัทางกายภาพ โดยไมใ่ช้กลตูาอลัดีไฮด์เป็น

สารเช่ือมไขว้ และใช้กลตูาอลัดีไฮด์เป็นสารเช่ือมไขว้ ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ กนัคือ 0.025, 0.05, 0.1, 0.25 และ 

0.5 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 8 พบวา่กลตูาอลัดีไฮด์มีผลตอ่

การตรึงเอนไซม์ โดยคา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีถกูตรึงเม่ือไมใ่ช้ กลตูาอลัดีไฮด์มีคา่ต่ํา (รูปท่ี 2) แตเ่ม่ือใช้ก

ลตูาอลัดีไฮด์ คา่กิจกรรมของเอนไซม์ก็จะเพิ่มขึน้ ท่ีความเข้มข้นของกลตูาอลัดีไฮด์ 0.05 เปอร์เซ็นต์ จะให้คา่

กิจกรรมของเอนไซม์สงูสดุเท่ากบั 297.48 หนว่ยตอ่กรัม อยา่งไรก็ตามเม่ือความเข้มข้นของกลตูาอลัดีไฮด์

เพิ่มขึน้เป็น 0.1, 0.25 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ คา่กิจกรรมของเอนไซม์กลบัลดลงตามลําดบั ทัง้นีเ้พราะท่ีระดบัการ

เช่ือมไขว้ระหวา่งไคโตซานกบัเอนไซม์มากขึน้ โมเลกลุของเอนไซม์อยูเ่บียดชิดกนั ทําให้ประสิทธิภาพของการ

ถ่ายมวลลดลง สบัสเตรตไม่สามารถเข้าไปทําปฏิกิริยากบัเอนไซม์ได้  

 1.2  ผลของพีเอชท่ีมีตอ่การตรึง 

ผลของพีเอชท่ีมีตอ่การตรึง พบวา่เม่ือใช้ความเข้มข้นของกลตูาอลัดีไฮด์ 0.05 เปอร์เซ็นต์ ท่ีพีเอช

ชว่งระหวา่ง 5 - 7 จะให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์สงู (รูปท่ี 2) ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะโดยทัว่ไปไคโตซานเป็นตวัพยงุ

ท่ีเป็นโพลิแคทอิออนิก (polycationic) โดยมีคา่ไอโซอิเล็กตริกพอยท์ (isoelectric point) เทา่กบั 5.4 (Chiou 

and Wu, 2004) ดงันัน้พีเอชท่ีเหมาะสมในการตรึงจะอยูใ่นชว่งของพีเอชท่ีเป็นกรด ซึง่ประจบุวกท่ีอยูใ่น

สารละลายรอบ ๆ ไคโตซานจะเหน่ียวนําเอนไซม์เข้ามายดึจบักบัไคโตซานได้ดี โดยพีเอชท่ีให้คา่กิจกรรมของ

เอนไซม์สงูสดุ คือ พีเอช 7 โดยให้คา่กิจกรรมเอนไซม์เท่ากบั 609.61 หนว่ยตอ่กรัม ซึง่อาจเป็นไปได้วา่ท่ีพีเอ

ชมาก กวา่ 6 ทําให้ไคโตซานเป็นกลาง เอนไซม์จงึไปเกาะได้น้อยลง แตเ่อนไซม์ท่ีเกาะได้น้อยนัน้กลบัมี

กิจกรรมสงูท่ีพีเอช 6-7 เม่ือพีเอชสงูขึน้จาก 7 เป็น 8 เอนไซม์จะมีกิจกรรมลดลง และเม่ือพีเอชสงูขึน้เป็น 8 และ 

เอนไซม์กลบัเสียสภาพ ซึง่สง่ผลให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ลดลง 
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รูปท่ี 2  ผลของความเข้มข้นของกลตูาอลัดีไฮด์ตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ ท่ีพีเอช 8 และวิเคราะห์ 

 กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส 

 

รูปท่ี 3  ผลของพีเอชท่ีมีตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ ท่ีความเข้มข้นของกลตูาอลัดีไฮด์ 0.05 เปอร์เซ็นต์ 

และวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส 

 

 1.3  ผลของอณุหภมูิตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีถกูตรึง 

ศกึษาโดยใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงในสภาวะท่ีเหมาะสม คือ ท่ีความเข้มข้นของกลตูาอลัดี 

ไฮด์ 0.05 เปอร์เซ็นต์ และพีเอช 7 มาวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีอณุหภมูิตา่ง ๆ กนั ตัง้แต ่ 30-55 องศา

เซลเซียส บม่นาน 15 นาที จากการทดลองพบวา่เม่ืออณุหภมูิสงูขึน้ เอนไซม์จะมีกิจกรรมเพิ่มมากขึน้ (รูปท่ี 4) 

ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส จะให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์สงูสดุเทา่กบั 856.76 หนว่ยตอ่กรัม และเม่ือ
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อณุหภมูิสงูขึน้เป็น 45 และ 55 องศาเซลเซียส พบวา่กิจกรรมของเอนไซม์จะลดลง ซึ่งคาดว่าอณุหภมูิมีผลตอ่

คา่ k ตามสมการของ Arrhenius แตเ่ม่ืออณุหภมูิสงูกว่า 37 องศาเซลเซียส เอนไซม์อาจเกิดการเสียสภาพด้วย

ความร้อน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4  ผลของอณุหภมูิตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีถกูตรึง เม่ือใช้ความเข้มข้นของกลตูาอลัดีไฮด์ 

 0.05 เปอร์เซ็นต์ ท่ีพีเอช 7 

 

2.  ผลของการตรึงเอนไซม์ไลเปสโดยวิธีการหอ่หุ้มด้วยโซเดียมอลัจิเนต 

 2.1  ผลของขนาดเม็ดอลัจิเนตท่ีมีตอ่การตรึง 

จากการศกึษาผลของขนาดเม็ดอลัจิเนตท่ีมีตอ่การตรึงเอนไซม์ไลเปส โดยใช้สาร 

ละลายแคลเซียมคลอไรด์เข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร สารละลายโซเดียมอลัจิเนตเข้มข้น 1 

เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร และอตัราส่วนโดยนํา้หนกัของเอนไซม์ไลเปสตอ่อลัจิเนตคือ 1 ตอ่ 2 พบวา่

เม่ือขนาดเม็ดอลัจิเนตเพิ่มขึน้ คา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีถกูตรึงมีแนวโน้มเพิ่มขึน้ (รูปท่ี 5) และมีคา่สงูสดุเม่ือ

ขนาดเม็ดอลัจิเนตเทา่กบั 2.00 มิลลิเมตร โดยมีคา่กิจกรรมเทา่กบั 485 หนว่ยตอ่กรัม ซึง่โดยทัว่ไปหากขนาด

เม็ดอลัจิเนตเพิ่มขึน้ คา่กิจกรรมควรจะลดลง ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากขนาดของเม็ดอลัจิเนตท่ีเล็กเกิดการรวมตวั

เป็นก้อน ดงัแสดงในรูปท่ี 6 ทําให้พืน้ท่ีในการแลกเปล่ียนมวลสารลดลง และเม่ือขนาดเม็ดอลัจิเนตเพิ่มขึน้เป็น 

2.50 มิลลิเมตร คา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีถกูตรึงมีคา่ลดลง ซึง่เป็นไปตามทฤษฎีเพราะเม่ือพิจารณาเอนไซม์ท่ี

ถกูตรึงในปริมาณเท่ากนั เม็ดอลัจิเนตท่ีมีขนาดใหญ่ขึน้ พืน้ผิวสมัผสัในการแลกเปล่ียนมวลสารลดลง คา่

กิจกรรมจงึลดลง   
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รูปท่ี 5  ผลของขนาดเม็ดอลัจิเนตตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีถกูตรึง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 6  ตวัอยา่งเม็ดอลัจิเนตขนาด 1.63 มิลลิเมตรท่ีเกิดการรวมตวัเป็นก้อน 

 

 2.2  ผลของความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมอลัจิเนตท่ีมีตอ่การตรึง 

จากการศกึษาผลของความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมอลัจิเนตท่ีมีตอ่การตรึง 

เอนไซม์ไลเปส โดยใช้สารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 2.5 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร อตัราสว่นโดย

นํา้หนกัของเอนไซม์ไลเปสตอ่อลัจิเนตคือ 1 ตอ่ 2 และใช้ขนาดของเม็ดอลัจิเนตท่ีเหมาะสมจากการศกึษาใน

ข้อ 2.1 พบวา่ความเข้มข้นโซเดียมอลัจิเนตท่ีให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์สงูสดุ คือ 1 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่

ปริมาตร (รูปท่ี 7)  โดยมีคา่กิจกรรมเทา่กบั 488 หนว่ยตอ่กรัม ซึง่สอดคล้องกบัผลการทดลองของ Keehoon 

W. และคณะ  แตเ่ม่ือความเข้มข้นเพิ่มขึน้พบวา่คา่กิจกรรมของเอนไซม์จะลดลง คาดวา่ความเข้มข้นของ

โซเดียมอลัจิเนตมีผลตอ่ขนาดของชอ่งตาขา่ยในโครงสร้างของโพลิเมอร์ ซึง่ใช้บรรจเุอนไซม์ โดยท่ีการเพิ่ม

ความเข้มข้นสารละลายโซเดียมอลัจิเนตจะไปลดขนาดของชอ่งตาขา่ย ทําให้เอนไซม์ไมส่ามารถเข้าไปอยูไ่ด้ 

ขณะเดียวกนัท่ีความเข้มข้นของโซเดียมอลัจิเนตต่ํากวา่ 1 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร คา่กิจกรรมของ
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เอนไซม์มีคา่ลดลงเชน่กนั ทัง้นีค้าดวา่ความเข้มข้นของโซเดียมอลัจิเนตท่ีเจือจาง ทําให้เอนไซม์ไมส่ามารถไป

เกาะในโครงร่างตาขา่ยโพลิเมอร์ได้ สง่ผลให้คา่กิจกรรมลดลง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

รูปท่ี 7  ผลของความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมอลัจิเนตตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีถกูตรึง 

 

 2.3  ผลของความเข้มข้นของสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ท่ีมีตอ่การตรึง 

เน่ืองจากแคลเซียมไอออนในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์  จะทําการแลกเปล่ียน 

ไอออนกบัโซเดียมไอออน เพ่ือฟอร์มตวัเป็นเม็ดเจลแคลเซียมอลัจิเนต ดงันัน้ความเข้มข้นของสารละลาย

แคลเซียมคลอไรด์จงึมีผลตอ่การตรึงเอนไซม์  

จากการศกึษาผลของความเข้มข้นของสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ท่ีมีตอ่การตรึง 

เอนไซม์ไลเปส โดยใช้อตัราส่วนโดยนํา้หนกัของเอนไซม์ไลเปสตอ่อลัจิเนตคือ 1 ตอ่ 2 ใช้ขนาดของเม็ดอลัจิเนต

และความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมอลัจิเนตท่ีเหมาะสมจากการศกึษาในข้อ 2.2 พบว่าเม่ือสารละลาย

แคลเซียมคลอไรด์มีความเข้มข้นเพิ่มขึน้ คา่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีถกูตรึง มีแนวโน้มเพิ่มขึน้ (รูปท่ี 8) และมี

คา่สงูสดุเม่ือสารละลายแคลเซียมคลอไรด์มีความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร โดยมีคา่

กิจกรรมเทา่กบั 513 หน่วยตอ่กรัม ทัง้นีเ้น่ืองจากการเพิ่มความเข้มข้นแคลเซียมคลอไรด์จะเป็นการเพิ่ม

ปริมาณแคลเซียมไอออน ท่ีใช้ในการขึน้รูปเป็นเม็ดอลัจิเนต เอนไซม์จงึถกูห่อหุ้มไว้ภายในเม็ดอลัจิเนตมากขึน้ 

คา่กิจกรรมจงึเพิ่มขึน้ และเม่ือเพิ่มความเข้มข้นแคลเซียมคลอไรด์เป็น 3 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร คา่

กิจกรรมไมเ่ปล่ียนแปลงมากนกั แสดงว่าท่ีความเข้มข้นของสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 2.5 เปอร์เซ็นต์โดย

นํา้หนกัตอ่ปริมาตร เป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมในการตรึงเอนไซม์ 
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รูปท่ี 8  ผลของความเข้มข้นแคลเซียมคลอไรด์ตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีถกูตรึง 

 

 2.4  ผลของอตัราสว่นของเอนไซม์ไลเปสตอ่โซเดียมอลัจิเนตท่ีมีตอ่การตรึง 

จากการศกึษาผลของอตัราส่วนของเอนไซม์ไลเปสตอ่โซเดียมอลัจิเนตท่ีมีตอ่การตรึง 

โดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสมจากการศกึษาในข้อ 2.3 พบว่าเม่ือเพิ่มอตัราสว่นระหวา่งเอนไซม์ไลเปสตอ่อลัจิเนต 

ซึง่เป็นการเพิ่มปริมาณของเอนไซม์ คา่กิจกรรมของเอนไซม์จะมีแนวโน้วสงูขึน้ (รูปท่ี 9)  จนกระทัง่ท่ีอตัราสว่น

ไลเปสตอ่โซเดียมอลัจิเนตเพิ่มขึน้จาก 2:1 เป็น 2.5:1 คา่กิจกรรมเร่ิมคงท่ี ท่ีอตัราสว่นไลเปสตอ่โซเดียมอลัจิ

เนต 2:1 จะให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์สงูสดุเทา่กบั 513 หนว่ยตอ่กรัม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 9 ผลของอตัราสว่นเอนไซม์ไลเปสตอ่โซเดียมอลัจิเนตท่ีมีตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีถกูตรึง 

3.  ผลการศกึษาปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่โดยใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึง 

จากการทดลองเม่ือใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงบนไคโตซานด้วยวิธีการดดูซบัทางกายภาพปริมาณ 100 เปอร์

เซ็นโดยนํา้หนกันํา้มนั ในการเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ของนํา้มนัสบูดํ่า โดยปรับอตัราสว่นโดยของ
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นํา้มนัตอ่เมทานอลเป็น 1:3 และใช้ปริมาณนํา้ 20 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกันํา้มนั บม่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบ

ตอ่นาที อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง พบวา่ ได้ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ 11 เปอร์เซ็นต์ (รูปท่ี 10) 

ซึง่มีคา่มากกว่าเม่ือใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงโดยวิธีการหอ่หุ้มด้วยแคลเซียมอลัจิเนต ในสภาวะเดียวกนั โดยได้

ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ 3 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ีเปอร์เซ็นต์เมทิลเอสเทอร์ของเอนไซม์อิสระท่ีสภาวะเดียวกนัมีคา่

เทา่กบั 22 จากการท่ีปริมาณเมทิลเอสเทอร์เม่ือใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงโดยวิธีการห่อหุ้มด้วยแคลเซียมอลัจิเนตมี

คา่ต่ํากว่าเม่ือใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงบนไคโตซานโดยวิธีการดดูซบัทางกายภาพ เน่ืองจากการตรึงเอนไซม์โดย

วิธีการห่อหุ้มด้วยแคลเซียมอลัจิเนต เป็นการห่อหุ้มเอนไซม์ไว้ในโครงร่างตาขา่ย อาจทําให้สบัสเตรทเข้าไปทํา

ปฏิกิริยาได้ยาก เม่ือเทียบกบัวิธีการดดูซบัทางกายภาพซึง่เป็นการตรึงเอนไซม์ไว้บนผิวภายนอกของตวัจบัยดึ 

ทําให้สบัสเตรทสามารถเข้าทําปฏิกิริยาได้ง่ายกวา่ แตอ่ยา่งไรก็ตามปริมาณเมทิลเอสเทอร์ท่ีได้จากการใช้

เอนไซม์ท่ีถกูตรึงทัง้ 2 วิธีมีคา่ต่ํากวา่เม่ือใช้เอนไซม์อิสระในสภาวะเดียวกนั ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะการตรึงเอนไซม์

อาจจะทําให้ conformation ของเอนไซม์เปล่ียนแปลง สง่ผลทําให้แอคทีฟไซต์ (active site) ซึง่เป็นบริเวณท่ีใช้

เร่งปฏิกิริยาผิดรูปไป มีผลให้ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาลดลง แตอ่ย่างไรก็ตามเอนไซม์ท่ีถกูตรึงสามารถ

คดัแยกออกจากไบโอดีเซลและสามารถนํากลบัไปเร่งปฏิกิริยาได้หลายครัง้ ซึง่คาดวา่จะทําให้เพิ่มปริมาณ

เมทิลเอสเทอร์ได้ 
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รูปท่ี 10  ผลของเอนไซม์ท่ีถกูตรึงและเอนไซม์อิสระตอ่ปริมาณเมทิลเอสเทอร์  

 

 จากผลของการทําปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่โดยใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงและเอนไซม์อิสระ พบว่าได้

ปริมาณเมทิลเอสเทอร์คอ่นข้างต่ํา แตเ่ม่ือพิจารณาคา่ความเป็นกรดพบวา่มีคา่คอ่นข้างสงู ดงันัน้ในการ

ทดลองตอ่ไปจะได้ทําการเร่งปฏิกิริยาดงักลา่วตอ่โดยใช้กรดเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาและใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงบนไคโต

ซานโดยวิธีการดดูซบัทางกายภาพและเอนไซม์อิสระ เน่ืองจากให้คา่ปริมาณเมทิลเอสเทอร์สงู  

 

5.  ผลการศกึษาปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่โดยแบบสองขัน้ตอน 

ในขัน้ตอนนีเ้ป็นการทดลองเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่โดยใช้กรด ซึง่จะเป็นปฏิกิริยาท่ีทํา

ตอ่เน่ืองจากการเร่งปฏิกิริยาโดยใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงบนไคโตซานโดยวิธีการดดูซบัทางกายภาพ ทดลองโดย
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ใช้ไบโอดีเซลท่ีได้จากขัน้ตอนแรก (ใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึง) ทําปฏิกิริยากบัเมทานอล โดยใช้อตัราสว่นนํา้มนัตอ่เม

ทานอล 1:20 และกรดซลัฟริูก 3 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกันํา้มนั ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส นาน 8 ชัว่โมง จาก

การทดลองเม่ือพิจารณาคา่ความเป็นกรดพบวา่ คา่ความเป็นกรดเพิ่มขึน้หลงัทําปฏิกิริยาในขัน้ตอนแรก โดย

ปฏิกิริยาท่ีใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงจะให้คา่ความเป็นกรดสงูกวา่ปฏิกิริยาท่ีใช้เอนไซม์อิสระ แตอ่ย่างไรก็ตาม

ปริมาณเมทิลเอสเทอร์จากปฏิกิริยาท่ีใช้เอนไซม์อิสระกลบัสงูกวา่ปฏิกิริยาท่ีใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึง (รูปท่ี 11 และ 

12) ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะเอนไซม์อิสระสามารถยอ่ยสลายไตรกลีเซอไรด์ให้กลายเป็นกรดไขมนัอิสระและมี

ความสามารถพากรดไขมนัอิสระมาทําปฏิกิริยากบัเมทานอลได้ดีกวา่เอนไซม์ท่ีถกูตรึง เอนไซม์ท่ีถกูตรึง

สามารถย่อยสลายไตรกลีเซอไรด์ได้ดีแตจ่ากท่ีกลา่วไปข้างต้นแล้วว่าเอนไซม์ท่ีถกูตรึงอาจมี conformation ท่ี

เปล่ียนไป ทําให้บริเวณเร่งไมเ่หมาะสมในการจบักบัสบัสเตรท  ทําให้ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ลดลง 

จากปริมาณกรดไขมนัอิสระท่ีสงูหลงัทําปฏิกิริยาในขัน้ตอนแรก ดงันัน้จงึนําไบโอดีเซลท่ีได้ไปเร่ง

ปฏิกิริยาโดยใช้กรด เพ่ือเปล่ียนกรดไขมนัอิสระเป็นเอสเทอร์ จากการทดลองพบว่าคา่ความเป็นกรดหลงัทํา

ปฏิกิริยาในขัน้ตอนท่ีสอง ทัง้ปฏิกิริยาท่ีใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงและเอนไซม์อิสระ โดยปริมาณเมทิลเอสเทอร์ของ

ขัน้ตอนท่ีสองโดยเอนไซม์ท่ีถกูตรึงจะเพิ่มสงูขึน้มากกว่าเอนไซม์อิสระ ทัง้นีจ้ะสอดคล้องกบัคา่ความเป็นกรด

ของเอนไซม์ท่ีถกูตรึงซึง่สงูกว่าเอนไซม์อิสระหลงัทําปฏิกิริยาในขัน้ตอนท่ีหนึง่ อยา่งไรก็ตามจากการทดลอง

พบวา่ปริมาณมทิลเอสเทอร์ท่ีได้จากการทําปฏิกิริยาแบบสองขัน้ตอนยงัมีคา่ต่ํา ทัง้นีอ้าจสนันิษฐานได้วา่

ปริมาณเอสเทอร์ท่ีเพิ่มขึน้ขึน้อยูก่บัปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชัน่โดยใช้เอนไซม์ไลเปสมากกวา่ปฏิกิริยาเอ

สเทอริฟิเคชัน่โดยใช้กรด ซึง่คาดวา่ปฏิกิริยาในสว่นของทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่เกิดขึน้ไมส่มบรูณ์ อาจมีไตรกลี

เซอไรด์  ไดกลีเซอไรด์ และมอนอกลีเซอไรด์ท่ีไมไ่ด้ทําปฏิกิริยาเหลืออยู ่จงึทําให้ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ต่ํา 
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รูปท่ี 11  ผลของปฏิกิริยาแบบสองขัน้ตอนตอ่คา่ความเป็นกรด 
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รูปท่ี 12  ผลของปฏิกิริยาแบบสองขัน้ตอนตอ่ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ 

 

สรุปและเสนอแนะ 
จากการศกึษาการตรึงเอนไซม์ไลเปสบนไคโตซานด้วยเทคนิคการดดูซบัทางกายภาพ พบวา่สภาวะท่ี

เหมาะสมในการตรึงคือ ความเข้มข้นของกลตูาอลัดีไฮด์ 0.05 เปอร์เซ็นต์ พีเอช 7 และอณุหภมูิ 37 องศา

เซลเซียส จะได้คา่กิจกรรมของเอนไซม์สงูสดุเทา่กบั 857 ในขณะท่ีเอนไซม์ท่ีถกูตรึงโดยวิธีการหอ่หุ้มด้วย

โซเดียมอลัจิเนตสภาวะท่ีเหมาะสมคือ ขนาดเม็ดอลัจิเนต 2 มิลลิเมตร ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมอลั

จิเนต 1 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร ความเข้มข้นของแคลเซียมคลอไรด์ 2.5 เปอร์เซ็นต์โดยนํา้หนกัตอ่

ปริมาตร และ อตัราส่วนของเอนไซม์ไลเปสตอ่โซเดียมอลัจิเนต 2:1  โดยจะให้คา่กิจกรรมสงูสดุเทา่กบั 513 

หนว่ยตอ่กรัม ขณะท่ีคา่กิจกรรมของเอนไซม์อิสระเท่ากบั 2048 หนว่ยตอ่กรัม ในขัน้ตอนตอ่มานําเอนไซม์ท่ีถกู

ตรึงไปเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ระหวา่งนํา้มนัสบูดํ่ากบัเมทานอล (ขัน้ตอนท่ีหนึง่) พบว่าปริมาณ

เมทิลเอสเทอร์ท่ีได้จากการใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงบนไคโตซานด้วยวิธีการดดูซบัทางกายภาพเทา่กบั 11 

เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีเม่ือใช้เอนไซม์ท่ีถกูตรึงโดยวิธีการห่อหุ้มด้วยโซเดียมอลัจิเนตจะได้ปริมาณเมทิลเอสเทอร์

เทา่กบั 3 เปอร์เซ็นต์ และเม่ือใช้เอนไซม์อิสระพบวา่ปริมาณเมทิลเอสเทอร์เทา่กบั 22 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้นําไบ

โอดีเซลท่ีได้จากขัน้ตอนท่ีหนึ่งไปทําปฏิกิริยาตอ่ในขัน้ตอนท่ีสองพบวา่ปฏิกิริยาของเอนไซม์ท่ีถกูตรึงบนไคโต

ซานโดยวิธีการดดูซบัทางกายภาพได้ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ 25 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ีปฏิกิริยาของเอนไซม์อิสระท่ี

สภาวะเดียวกนัได้เปอร์เซ็นต์เมทิลเอสเทอร์เท่ากบั 29 

จากผลการทดลองพบวา่การผลิตไบโอดีเซลโดยใช้เอนไซม์ไลเปสท่ีถกูตรึงด้วยวิธีตา่งๆ และเอนไซม์

อิสระให้ปริมาณเมทิลเอสเตอร์คอ่นข้างต่ํา และนําไบโอดีเซลดงักลา่วมาเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเตอริฟิเคชนัตอ่

โดยใช้กรดซลัฟริูกเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา พบว่าปริมาณเมทิลเอสเตอร์เพิ่มขึน้เพียงเล็กน้อยเม่ือเทียบกบัการใช้

เอนไซม์ไลเปสเพียงงอยา่งเดียว นอกจากนัน้ทดลองนําไบโอดีเซลท่ีผา่นการเร่งด้วยเอนไซม์ไลเปสมาเร่ง

ปฏิกิริยาทรานส์เอสเตอริฟิเคชนัตอ่โดยใช้เบส (KOH) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา พบว่าเกิดสบูข่ึน้หลงัทําปฏิกิริยา ทํา

ให้ผลได้ของไบโอดีเซลลดลงมาก 
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