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บทที่ 1 
บทน ำ 

 

1.1 คณะผู้วจัิยและสัดส่วนกำรท ำงำนวจัิย 
1) รศ.ดร. สิรินดา  ยุน่ฉลาด 
2) ดร.วีระ ปิยธีรวงศ ์ 

 

1.2 ประเภทกำรวจิัย 
การวิจยัประยกุต ์
 

1.3 สำขำวชิำกำรและกลุ่มวชิำกำรทีท่ ำวจัิย 
สาขาเทคโนโลยชีีวภาพ 
 

1.4 ค ำส ำคญั (Keywords) ของกำรวจิัย 
ไบโอดีเซล (biodiesel) ทรานเอสเทอร์ริฟิเคชัน่ (transesterification)  สายพนัธ์ุแบคทีเรียท่ีมีการ
สร้างเอนไชมไ์ลเปส (lipase producing bacterial strain) น ้ ามนัจากสาหร่ายขนาดเลก็ (Microalgal 
oil)      
 

1.5 ควำมส ำคญั และที่มำของปัญหำทีท่ ำกำรวิจัย 
ไบโอดีเซล (biodiesel) เป็นเช้ือเพลิงดีเซลอีกทางเลือกหน่ึงนอกเหนือไปจากน ้ ามนัดีเซลจาก

ปิโตรเลียมท่ีสามารถผลิตจากแหล่งทรัพยากรชีวภาพท่ีใชแ้ลว้ไม่หมดไป เช่นน ้ ามนัพืช ไขมนัสัตว ์หรือ
สาหร่ายขนาดเลก็ (microalgal oil) ไบโอดีเซลยงัมีคุณสมบติัและค่าพลงังานท่ีไดจ้ากการเผาไหมเ้หมือนกบั
ดีเซล่จากปิโตรเลียม และสามารถใชแ้ทนกนัได ้นอกจากน้ีคุณสมบติัส าคญัของไบโอดีเซลลคื์อ สามารถยอ่ย
สลายไดเ้องตามกระบวนการชีวภาพ (biodegradable) ไม่เป็นพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม (non-toxic) และก่อใหเ้กิด
ก๊าซมลภาวะ (gaseous pollutants) อนัไดแ้ก่ ก๊าซคาร์บอนมอนน๊อกไซด ์(CO)  ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์
(CO2) และสารประกอบไฮโดรคาร์บอน (HC) นอ้ยกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัปริมาณก๊าซท่ีเกิดจากการเผาไหม้
น ้ ามันดีเซลจากปิโตรเลียม เพราะออกซิเจนในไบโอดีเซลให้การสันดาปท่ีสมบูรณ์กว่าดีเซลล์จาก
ปิโตรเลียมจึงมีคาร์บอนมอน๊อกไซด์นอ้ยกว่า และเน่ืองจากไม่มีก ามะถนัในไบโอดีเซล จึงไม่มีปัญหาสาร
ซลัเฟตตกคา้งในส่ิงแวดลอ้มนอกจากน้ียงัมีเขม่าคาร์บอนนอ้ย จึงไม่ท าใหเ้กิดการอุดตนัของระบบไอเสียได้
ง่าย ช่วยยืดอายุการท างานของเคร่ืองยนตไ์ดเ้ป็นอย่างดี ไบโอดีเซลจึงเป็นแหล่งพลงังานท่ีสะอาดและเป็น
มิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม (clean and environmentally friendly energy) และนอกจากจะพบขอ้ดีในดา้นการเป็น
มิตรต่อส่ิงแวดลอ้มแลว้นั้นการใชไ้บโอดีเซลยงัมีขอ้ดีส าหรับโลก ก็เน่ืองมาจากการใชไ้บโอดีเซลไม่ท าให้
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คาร์บอนไดออกไซด์สุทธิในบรรยากาศเพิ่มข้ึน ส่งผลให้ช่วยลดภาวะโลกร้อน (Global warming) และ 
ผลกระทบเรือนกระจก (Greenhouse Effect) ใหเ้กิดชา้ลง 

โดยทั่วไปน ้ ามันไบโอดีเซลนิยมผลิตโดยใช้ปฏิกริยาเคมีท่ีเรียกว่า “ทรานเอสเทอริฟิเคชั่น” 
(Transesterification) ซ่ึงเป็นการท าปฏิกริยากนัระหว่างไตรกลีเซอไรด ์(Triglycerides) ท่ีไดจ้ากกรดไขมนั
ในน ้ามนัท่ีไดจ้ากพืชชนิดต่าง ๆ ตลอดจนไขมนัจากสตัวก์บัแอลกอฮอลช์นิดต่าง ๆ อาทิ เอทานอล (ethanol) 
เมทานอล (Methanol) บิวทานอล (Butanol) เป็นตน้ ภายใตส้ภาวะท่ีตอ้งมีตวัเร่งปฏิกริยา (catalysts) ซ่ึงแบ่ง
ออกไดเ้ป็น 3 ชนิด กรดแก่ (strong acid) ด่างแก่ (strong alkali) และเอนไซม ์(Enzyme) ซ่ึงเอนไซมท่ี์นิยม
น ามาใชไ้ดแ้ก่ เอนไซมไ์ลเปส (lipase) ท่ีผลิตจากจุลินทรียห์ลายชนิด เช่น แบคทีเรีย (Bacteria) รา (Fungi) 
และยสีต ์(Yeast) เป็นตน้ การใชต้วัเร่งปฏิกริยาเคมี โดยเฉพาะตวัเร่งท่ีมีฤทธ์ิเป็นด่างพบว่าจะมีขอ้เสียหลาย
ประการไดแ้ก่ ใชต้น้ทุนในการผลิตสูง เน่ืองจากตอ้งใชพ้ลงังานความร้อน (60-70 องศาเซลเซียส) ในการ
เกิดปฏิกริยาเก็บเก่ียวผลผลิตท่ีเป็นกลีเซอรอลไดย้าก ก าจดัตวัเร่งปฏิกริยาท่ีเป็นกรดหรือด่างท าไดย้ากและ
ในสภาวะท่ีใชด่้างเป็นตวัเร่งปฏิกริยา ส่วนประกอบท่ีเป็นกรดไขมนัอิสระและน ้าจะรบกวนการเกิดปฏิกริยา 
transesterification โดยอาจเกิดปฏิกริยา Saponification ร่วมดว้ย ซ่ึงจะใหส้ารผลิตภณัฑเ์ป็นสบู่ (MA และ
คณะ 1999) จากขอ้จ ากดัเหล่าน้ี จึงเป็นท่ีน่าสนใจท่ีจะน าตวัเร่งปฏิกริยาชีวภาพมาใชแ้ทนตวัเร่งทางเคมี 
อย่างเช่นเอนไซม์ไลเปสมาใช้เป็นตัวเร่งปฏิกริยาในการผลิตไบโอดีเซล โดยมีขอ้ดีคือ ท าปฏิกริยาท่ี 
อุณหภูมิต ่า (30-40 องศาเซลเซียส) ผลไดข้องเมททิลเอสเทอร์สูง ท าบริสุทธ์ิเมททิวเอสเทอร์ไดง้าย เก็บเก่ียว
ผลิตภณัฑไ์ดง่้าย เอนไซมไ์ลเปสพบไดโ้ดยทัว่ไปจากสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม (mammals) จากพืช (plants) และ
จากจุลินทรีย ์(microorganisms) แต่อย่างไรก็ตาม เอนไซม์ไลเปสท่ีผลิตออกจ าหน่ายในเชิงการคา้ 
(commercial lipase) มีราคาค่อนขา้งแพงเม่ือเปรียบเทียบกบัราคาของสารเร่งปฏิกริยาจ าพวกกรดหรือเบส 
ดงันั้น งานวิจยัน้ีจึงมีความสนใจท่ีจะคดัแยกจุลินทรียท่ี์มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไ์ลเปสแทนการ
ใชเ้อนไซมไ์ลเปสเชิงการคา้ โดยจากการท่ีประเทศไทยมีความอุดมสมบูรณ์ของพื้นท่ีและความหลากหลาย
ทางชีวภาพ จึงท าใหป้ระเทศไทยเรามีความพร้อมดา้นทรัพยาการจุลิทรีย ์(Microbial resource) ท่ีเป็นท่ีทราบ
กนัดีว่าเป็นแหล่งท่ีดีของเอนไซมน์านาชนิด รวมถึงเอนไซมไ์ลเปสดว้ย ดงันั้นจึงเกิดความสนใจท่ีจะศึกษา
การใชป้ระโยชน์จากเช้ือจุลินทรียใ์นการเป็นแหล่งผลิตเอนไซมไ์ลเปส โดยจะคดัแยกเช้ือจุลินทรียท่ี์มีอยูใ่น
ธรรมชาติ เช่นแหล่งน ้ าพื้นดิน และตามร้านอาหาร ภตัตาคาร ฯลฯ มาเพาะเล้ียงเพื่อใหส้ร้างเอนไซมไ์ลเปส 
(Lipase enzyme) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ยอ่ยกรดไขมนัได ้และน ามาทดสอบความสามารถในการยอ่ยสลายไขมนั
และทดสอบความเสถียร เพื่อน าไปสู่การพฒันาเพื่อผลิตเป็นตวัเร่งปฏิกริยาทางชีวภาพ เพื่อน าไปใชท้ดแทน
ตวัเร่งปฏิกริยาเคมี ไม่ว่าจะเป็นกรดหรือด่าง ซ่ึงตอ้งการสภาวะของการเกิดปฏิกริยาเคมีท่ีรุนแรง อาทิ 
ภาวะการกดักร่อนสูง หรือแมก้ระทัง่อุณหภูมิท่ีค่อนขา้งสูงในการท าปฏิกริยา ซ่ึงหากมีการทดแทนการผลิต
โดยใชต้วัเร่งปฏิกริยาทางชีวภาพ ปัญหาเหง่าน้ีกจ็ะหมดส้ินไป 



3 

 

การพิจารณาถึงคุณสมบติัของวตัถุดิบท่ีใชใ้นการผลิตไบโอดีเซลโดยเฉพาะระหวา่งน ้ามนัพืชและ
น ้ามนัสตัวก์เ็ป็นส่ิงส าคญั โดยพบวา่น ้ามนัพืชมีคุณสมบติัท่ีเป็นวตัถุดบัในการผลิตไบโอดีเซลท่ีดีและเหมาะ
กวา่น ้ ามนัสตัว ์ เช่น มีกรดไขมนัอิสระ (Free fatty acid) สูงกวา่ ท าใหไ้ม่เกิดปฏิกริยาออกซิเดชนัและมีค่า
ความหนืด ตลอดจนมีคุณสมบติัของการหล่อล่ืนดีกวา่ ถึงแมน้ ้ ามนัพืชจะมีขอ้ไดเ้ปรียบหลายประการดงัได้
กล่าวแลว้ขา้งตน้ แต่ในแง่เศรษฐศาสตร์การใชน้ ้ ามนัพืชบริสุทธ์ิท่ีใชใ้นการบริโภคทัว่ไปมาผลิตไบโอดีเซล 
โดยเฉพาะในระดบัอุตสาหกรรมอาจใหผ้ลไม่คุม้ค่ากบัผูป้ระกอบการ เน่ืองจากมูลค่าเพิ่มของสินคา้มีนอ้ย
มากเม่ือเทียบกบัการน าไปใชป้ระโยชน์อยา่งอ่ืน เหตุผลอีกอยา่งหน่ึงคือ น ้ ามนัพืชจากถัว่เหลือง เป็นน ้ามนั
ในการบริโภค จะท าใหเ้ป็นการแยง่วตัถุดิบกนัระหวา่งน ้ามนัพืช กบัไบโอดีเซล ดงันั้นการหลีกเล่ียงใช้
วตัถุดิบอยา่งอ่ืนส าหรับการผลิตไบโอดีเซลจึงสมควรเป็นแนวทางท่ีควรไดรั้บการคน้ควา้หาความเป็นไปได ้ 
ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งมองหาวตัถุดิบชนิดอ่ืนท่ีมีศกัยภาพและใหผ้ลคุม้ค่าส าหรับการน าไปผลิตในระดบั
อุตสาหกรรมในอนาคต และเป็นการหลีกเล่ียงปัญหาการแยง่วตัถุดิบกนั หน่ึงในวตัถุดิบท่ีไดรั้บความสนใจ
และมีความเป็นไปไดท่ี้จะน ามาใชเ้ป็นวตัถุดิบตั้งตน้ ไดแ้ก่ ในการผลิตไบโอดีเซลในปัจจุบนัคือ สาหร่าย
ขนาดเลก็ (microalgae) ทั้งน้ีเพราะในสาหร่ายบางสายพนัธ์ุนั้นจะมีองคป์ระกอบทางเคมีท่ีส าคญัซ่ึงไดแ้ก่ 
ไขมนั (lipid) อยูใ่นปริมาณสูง ถา้มีการเพาะเล้ียงสาหร่ายโดยใชส้ภาวะท่ีเรียกวา่ Heterotrophic เพื่อชกัน าให้
สาหร่ายสะสมไขมนัไวภ้ายในเซลลม์ากวา่จะสะสมคลอโรฟิลล ์ซ่ึงไขมนัดงักล่าว สามารถใชเ้ป็นวตัถุดิบตั้ง
ตน้ในการผลิตไบโอดีเซลได ้โดยการสกดัเอาส่วนท่ีเป็นไขมนั หรือน ้ามนัท่ีเรียกวา่ “Microalgal oil” ซ่ึงมีอยู่
ภายในเซลลอ์อกมา นอกจากนั้นสาหร่ายยงัเจริญเติบโตไดเ้ร็วมากวา่พชืน ้ามนัชนิดอ่ืน สามารถพบไดใ้น
แหล่งน ้าธรรมชาติทัว่ไป ไม่มีขอ้จ ากดัในเร่ืองพื่นท่ีท่ีจะใชเ้ล้ียง เพราะสามารถใชเ้ล้ียงแบบในระบบเปิด 
(open system) เช่นแหล่งน ้าธรรมชาติหรือแมก้ระทัง่สามารถน ามาเล้ียงในระบบปิด (Close system) เช่นใน
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิดต่าง ๆ เช่นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบใหแ้สง (photo bioreactor) เป็นตน้ ดงันั้นงานวจิยั
น้ีจึงใหค้วามสนใจท่ีจ าน าน ้ ามนัท่ีสกดัไดจ้ากสาหร่ายขนาดเลก็ มาใชเ้ป็นวตัถุดิบตั้งตน้ในการผลิตไบโอ
ดีเซล และใชต้วัเร่งปฏิกริยาทางชีวภาพ ไดแ้ก่ เอนไซมไ์ลเปน (lipase enzyme) ท่ีไดจ้ากการคดัแยก
เช้ือจุลินทรียใ์นธรรมชาติ โดยจะศึกษาภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ (Bioreactor) เพื่อประเมินศกัยภาพวา่การ
ผลิตไบโอดีเซลโดยเทคนิคทางเทคโนโลยชีีวภาพเหล่าน้ี จะสามารถพฒันาสู่การพฒันาสู่การผลิตไบโอ
ดีเซลในระดบัอุตสาหกรรมไดห้รือไม่ 
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1.6 วตัถุประสงค์หลกั 
วตัถุประสงคห์ลกัของโครงการวิจยัน้ีคือ การศึกษาแหล่งทางเลือกของตวัเร่งปฏิกริยาทางชีวภาพใน

การผลิตไบโอดีเซลแทนการใชต้วัเร่งปฏิกริยาทางเคมี โดยการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมไ์ล
เปสไดดี้มีคุณสมบติัในการเป็นตวัเร่งปฏิกริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชนั (Transesterification) เปล่ียนน ้ามนั
จากสาหร่ายขนาดเลก็ ใหเ้ป็นไบโอดีเซลไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยจะศึกษาประสิทธิภาพของตวัเร่งทาง
ชีวภาพทั้งในรูปเซลลแ์บคทีเรียและเอนไซมท่ี์สกดัไดจ้ากแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้ กบัตวัเร่งปฏิกริยาชีวภาพท่ี
เป็นรูปเซลลแ์ละไลเปส  
 
1.7 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

(ก) ประโยชน์ด้ำนวชิำกำรและองค์ควำมรู้ 
1. ไดส้ายพนัธ์ุจุลินทรียท่ี์คดัแยกไดจ้ากแหล่งต่าง ๆ เช่นจากดินและแหล่งน ้ าตามธรรมชาติ 

และร้านอาหารและภตัราคาร ท่ีมีความสามารถผลิตเอนไซมไ์ลเปสเพื่อย่อยกรดไขมนัได ้
ตลอดจนการไดเ้อนไซมส์กดัจากเช้ือท่ีคดัสรรแลว้ เพื่อเตรียมใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิต
ตวัเร่งปฏิกริยาทางชีวภาพต่อไป 

2. ได้ตวัเร่งปฏิกริยาทางชีวภาพ และทราบสภาวะของตวัพยุงตลอดจนสภาวะในการท า
เอนไซมต์รึงท่ีเหมาะสมต่อการพฒันาไบโอดีเซล เพื่อน าไปใชท้ดสอบการผลิตไบโอดีเซล
ต่อไป 

3. ไดก้ระบวนการทางชีวภาพท่ีเหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซล ์โดยใชน้ ้ ามนัจากสาหร่าย
ขนาดเล็กและตวัเร่ิงปฏิกริยาท่ีเป็นเซลลแ์บคทีเรียท่ีผลิตภณัฑ์ไลเปสท่ีสกดัไดจ้ากเซลล์
แบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้

(ข) ประโยชน์ด้ำนกำรพฒันำบุคลำกำรด้ำนกำรวจัิย 
1. สามารถใชเ้ป็นโครงการวิจยัของนกัศึกษาในระดบัปริญญาโท มหาวิทยาลยัขอนแก่น ซ่ึง

เป็นการผลิตบณัทิตท่ีมีความรู้ความช านาญในเร่ืองการผลิตไบโอดีเซล เพื่อใชเ้ป็นพลงังาน
ทดแทนท่ีย ัง่ยนื 

2. เป็นการเพิ่มพนูความรู้ความช านาญทางวิชาการใหแ้ก่คณะนกัวิจยั 
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บทที่  2 
เอกสำรและงำนวจิัยที่เกีย่วข้อง 

1. เอนไซม์ไลเปส (Lipase) 
ไลเปส (lipase; EC 3.1.1.3) เป็นเอนไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยาการยอ่ยสลายน ้ามนัและไขมนัได้

ผลิตภณัฑเ์ป็นกรดไขมนัอิสระ (free fatty acids)  และกลีเซอรอล (glycerol) นอกจากน้ีไลเปสยงัเร่ง
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ (transesterification) ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาผนักลบัในระบบท่ีมีน ้ านอ้ย หรือ
ระบบท่ีมีสารอินทรียเ์ป็นตวัท าละลาย เอนไซมน้ี์สามารถสกดัไดจ้ากพืช สตัว ์ และจุลินทรีย ์ (เช้ือรา ยสีต ์
และ แบคทีเรีย) อยา่งไรกต็าม จุลินทรียน์บัเป็นแหล่งเอนไซมไ์ลเปสท่ีส าคญั เน่ืองจากง่ายในการผลิต การ
เกบ็เก่ียว และการท าใหไ้ลเปสบริสุทธ์ิ ดว้ยคุณสมบติัท่ีมีความคงทนต่อค่าความเป็นกรด - ด่าง อุณหภูมิสูง 
และ มีความจ าเพาะต่อซบัสเตรทหลายชนิด จึงมีการน าเอนไซมช์นิดน้ีไปใชใ้นอุตสาหกรรมหลายชนิด 
ไดแ้ก่ อุตสาหกรรมยาฆ่าแมลง น ้ายาซกัลา้ง เช้ือเพลิงชีวภาพ อาหาร เคร่ืองส าอาง และ ยา (Schmid and 
Verger,1998 ; Kazlauskas และคณะ,1998 ; Jaeger และคณะ, 1998) 

 

ไลเปสแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มตำมควำมจ ำเพำะต่อซับสเตรท (substrate) ได้แก่ 
1. ควำมจ ำเพำะต่อกรดไขมนั (group specific) ไลเปสมีระดบัของความจ าเพาะต่อกรดไขมนั เช่น 

ไลเปสจาก Candida antarctica จะมีความจ าเพาะต่อกรดไขมนัสายโซ่สั้น(short chain fatty acid) มากกวา่
สายโซ่ยาว (long chain fatty acids) 

2. ควำมจ ำเพำะต่อต ำแหน่ง (position specific) ไลเปสโดยทัว่ไปมกัมีความจ าเพาะต่อต าแหน่ง
โดยเฉพาะต่อต าแหน่งท่ี 1 และ 3   (1, 3-specific lipase) ของไตรกลีเซอไรด ์(triglycerides) 

3. ไม่มีควำมจ ำเพำะเจำะจงต่อต ำแหน่ง (non-position specific) หมายถึงไลเปสท่ีเขา้ท าปฏิกิริยากบั
ไขมนัไดอ้ยา่งไม่เจาะจง จะเป็นต าแหน่งท่ี 1, 2 หรือ 3 ของไตรกลีเซอไรดก์ไ็ด ้

 

2. ตัวเร่งปฏิกริิยำ (Catalyst) 
ในกระบวนการผลิตไบโอดีเซลสามารถแบ่งตามชนิดตวัเร่งปฏิกริยา การใชต้วัเร่งปฏิกิริยาแต่

ละชนิดนั้น ข้ึนอยูก่บัชนิดของน ้ามนั และคุณสมบติัของน ้ามนัท่ีใช ้ เช่นน ้ามนัท่ีมีน ้าปนอยูม่ากควรใชต้วัเร่ง

ชนิดกรด นอกจากน้ีการใชต้วัเร่งปฏิกิริยาโดยใชเ้อนไซมส์ามารถลดอุณหภูมิในขั้นตอนการท าปฏิกิริยา 

รวมถึงสามารถก าจดัส่วนท่ีไม่ตอ้งการออกจากน ้ามนัไบโอดีเซลไดง่้ายอีกดว้ย สามารถแบ่งตวัเร่งปฏิกริยา

ได ้ 3 ประเภทคือ ตวัเร่งปฏิกิริยาด่าง ตวัเร่งปฏิกิริยากรด และตวัเร่งปฏิกิริยาโดยใชเ้อนไซม ์ (Ma and 

Hanna, 1999 ; Um and  Kim, 2009) โดยตวัเร่งปฏิกิริยาแต่ละชนิดมีขอ้ดี – ขอ้เสียแตกต่างกนัข้ึนกบัตวั

แปรท่ีตอ้งการศึกษาดว้ย (ตำรำงที่ 1) 
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1. ตัวเร่งด่ำง เช่น โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) หรือโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์(KOH) เป็นตวัเร่ง

ปฏิกิริยาท่ีมีการใชม้าเป็นเวลานานแลว้ โดยขอ้ดีกคื็อผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากตวัเร่งชนิดน้ีจะมีปริมาณมากและมี

ความบริสุทธ์ิสูง และใชเ้วลาในการท าปฏิกิริยานอ้ย แต่ขอ้จ ากดัของตวัเร่ิงปฏิกริยาชนิดน้ีกคื็อ สารตั้งตน้ท่ี

ใชต้อ้งบริสุทธ์ิโดยหากสารตั้งตน้ท่ีน ามาใชมี้ปริมาณกรดไขมนัอิสระปนอยูจ่ะส่งผลใหเ้กิดสบู่

(Saponification)ในระหวา่งการผลิตไบโอดีเซลท าใหย้ากต่อการแยกกลีเซอรอลออกจากผลิตภณัฑ ์ 

          2.ตัวเร่งกรด เช่น กรดไฮโดรคลอริก (HCl) หรือกรดซลัฟิวริก (H2SO4) ตวัเร่งปฏิกิริยาชนิดน้ีไดรั้บ

การพฒันาข้ึนเพื่อแกไ้ขขอ้จ ากดัของตวัเร่งด่าง โดยขอ้ดีของการใชต้วัเร่งประเภทกรดคือผลิตภณัฑท่ี์ไดมี้

ปริมาณผลไดสู้ง และยงัสามารถใชก้บัสารตั้งตน้ท่ีมีคุณภาพดอ้ยกวา่น ้ ามนับริสุทธ์ิได ้ (เช่น มีกรดไขมนั

อิสระปนอยู)่ แต่ขอ้เสียของตวัเร่งชนิดน้ีกคื็อเกิดการกดักร่อนของอุปกรณ์ท่ีใช ้ รวมถึงระยะเวลาท่ีใชท้  า

ปฏิกริยา จะนานกวา่การใชต้วัเร่งชนิดด่าง    ขอ้เสียของการใชก้ระบวนการท่ีใชต้วัเร่งปฏิกิริยาท่ีเป็นด่างและ

กรดท่ีเป็น ของเหลวคือ ผลิตภณัฑท่ี์ไดต้อ้งผา่นกระบวนการลา้งดว้ยน ้าเพื่อใหมี้ฤทธ์ิเป็นกลางซ่ึงก่อใหเ้กิด

ปัญหาน ้าเสียตามมา  

         3. ตัวเร่งจ ำพวกเอนไซม์ (ไลเปส) โดยเอนไซมไ์ลเปสท่ีน าใชใ้นระดบัอุตสาหกรรมสามารถคดัแยก

ไดจ้ากจุลินทรียห์ลายชนิด ทั้งรา และแบคทีเรีย โดยสามารถน ามาใชใ้นรูปของเอนไซมอิ์สระ (Free 

enzyme) และในรูปของเอนไซมท่ี์ถูกตรึง (Immobilized enzyme) กระบวนการตรึงเอนไซมส์ามารถท าได้

หลายชนิด เช่น การตรึงบนตวัรองรับของแขง็ (เช่น บน Polymer) การตรึงโดยอาศยักระบวนการ Sol-Gel 

และเทคนิคการตรึง (immobilization) โดยใชก้ระบวนการ Cross Link Enzyme Aggregates (CLEA) การใช้

เทคนิคการห่อหุม้ หรือ entrapment เช่นการห่อหุม้ดว้ย sodium alginate ท่ีท าไดง่้าย 

ขอ้ดีของการใชต้วัเร่งปฏิกิริยาโดยใชเ้อนไซมจ์ะมีเม่ือเปรียบเทียบกบัการใช ้ ตวัเร่งปฏิกิริยาทางเคมี

หลายประการอนัไดแ้ก่ มีความปลอดภยัต่อส่ิงแวดลอ้ และไม่จ าเป็นตอ้งมีกระบวนการบ าบดัของเสีย อีกทั้ง

ยงัสามารถผลิตไบโอดีเซลไดจ้ากทั้งไตรกลีเซอไรด ์ และกรดไขมนัอิสระ จึงสามารถใชก้บัสารตั้งตน้ท่ีมี

คุณภาพดอ้ยกวา่น ้ ามนับริสุทธ์ิได ้ 

         ส่วนกรณีของการผลิตไบโอดีเซลแบบท่ีไม่ใชต้วัเร่งปฏิกิริยานั้น ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน่ 

(transesterification)  และเอสเทอริฟิเคชัน่ (esterification) สามารถเกิดข้ึนไดใ้นสภาวะวกิฤตยิง่ยวดของ

แอลกอฮอล ์คือท่ีอุณหภูมิ 350-400 เซลเซียสและความดนั 45-65 เมกกะพาสคาล หรือประมาณ 450-650 เท่า

ของความดนับรรยากาศ  ขอ้ดีของกระบวนการดงักล่าว คือ ผลิตภณัฑท่ี์ไดง่้ายต่อการท าใหบ้ริสุทธ์ิและเวลา

ท่ีใชส้ั้นกวา่วิธีอ่ืน ๆ นอกจากน้ีปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนในสภาวะวกิฤตยิง่ยวดของเมทานอลจะไม่เกิดสบู่ และ
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ปัญหาน ้าเสียเน่ืองจากไม่จ าเป็นตอ้งใชต้วัเร่งปฏิกิริยาท่ีมีฤทธ์ิเป็นกรดหรือด่างวิธีน้ีจึงน่าสนใจน ามาใชใ้น

การผลิตไบโอดีเซลในระดบัอุตสาหกรรม แต่ขอ้จ ากดัของการผลิตไบโอดีเซลโดยวธีิน้ีคือ ตอ้งใชส้ภาวะท่ี

รุนแรง (อุณหภูมิและความดนัท่ีสูง) ซ่ึงส่งผลใหค่้าใชจ่้ายในการผลิตนั้นสูงตามไปดว้ย  

ตำรำงที่ 1 เปรียบเทียบการผลิตไบโอดีเซลดว้ยตวัเร่งปฏิกิริยาชนิดต่าง ๆ 

ตัวแปรทีศึ่กษำ ตัวเร่งปฏิกริยำ
ชนิดกรด 

ตัวเร่งปฏิกริยำชนิด
ด่ำง 

ตัวเร่งปฏิกริิยำ 
เอนไซม์ไลเปส 

อุณหภูมิท่ีใชท้  าปฏิกริยา 55 – 80 60 – 70 30 - 40 

กรดไขมนัอิสระในวตัถุดิบ เกิดเอสเทอร์ เกิดสบู่ในผลิตภณัฑ ์ เกิดเอสเทอร์ 

น ้ าในวตัถุดิบ รบกวนการท า
ปฏิกริยา 

รบกวนการท า
ปฏิกริยา 

ไม่มีผลในการท า
ปฏิกริยา 

ผลพลอยไดข้องเมทิลเอสเทอร์ ปกติ ปกติ สูง เน่ืองจาก
ความจ าเพาะของ

เอนไซม ์
การก าจดักลีเซอรอล ยาก ยาก ง่าย 

การท าเมทิลเอสเทอร์ใหบ้ริสุทธ์ิ ตอ้งลา้งน ้าซ ้ าหลาย
คร้ัง 

ตอ้งลา้งน ้าซ ้ าหลาย
คร้ัง 

ไม่ตอ้งลา้งน ้า 

ราคาของตวัเร่งปฏิกริยา ถูก ถูก ค่อนขา้งแพง 

(ที่มำ : Shama และคณะ,2008) 

3. แหล่งของจุลนิทรีย์ผลติเอนไซม์ไลเปส 
ไลเปสพบทั้งในสัตว พืช แบคทีเรีย และรา (ตำรำงที่ 2) ในสัตว พบในน ้ านม และตบัอ อน 

(pancreas) 
ไลเปสจากพืชพบในเมลด็ท่ีก าลงังอก เช น เมลด็ข าวสาลีข าวโอ ต ข าวไรย ฝ าย ถัว่เหลือง 
และละหุ ง เป นต น ไลเปสจากพืชและสตัว มีความเสถียร (stability)  ต  ่ากว าจุลินทรีย  และมี
คุณสมบติัแตกต างกนัไลเปสท่ีได จากแบคทีเรียจะพบทั้งท่ีสร างอยู ในเซล และท่ีขบัออกมานอก
เซล ไลเปสส่วนใหญ่จะได จากเช้ือรา ส วนมากจะสร างแล วขบัออกนอกเซลข้ึนอยู กบัองค
ประกอบของอาหารเล้ืยงเช้ือ  ไลเปสจากจุลินทรีย มีข อดีกว าไลเปสจากพืช และสตัว เน่ืองจากจุลิ
นทรีย เติบโตได รวดเร็ว และเล้ียงง ายกว าสัตว ไม ต องใช พื้นท่ีมาก และไม ข้ึนกบั
ฤดูกาล นอกจากน้ียงัสามารถเพิ่มผลผลิตได โดยวิธีปรับปรุงพนัธุกรรมของจุลินทรีย  
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เอนไซมไ์ลเปสจากจุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะมีสมบติัในการท างานแตกต่างกนัไป  ข้ึนอยูก่บัชนิดของ
จุลินทรียแ์ละกลุ่มของไขมนัท่ีพบในแหล่งท่ีคดัเลือกจุลินทรีย ์  ซ่ึงในท่ีน้ีจะแบ่งจุลินทรีย ์     ท่ีสามารถผลิต
เอนไซมไ์ลเปสไว ้ 2 กลุ่มใหญ่ ๆ คือ เอนไซมจ์ากราและยสีต ์และเอนไซมจ์ากแบคทีเรีย 

 

    เอนไซม์ไลเปสจำกแบคทเีรีย เป็นจุลินทรียท่ี์มีความเหมาะสมและส าคญัท่ีสุดในอุตสาหกรรม 
เน่ืองจากสามารถเจริญเติบโตไดโ้ดยใชอ้าหารไดห้ลากหลายชนิด และสามารถผลิตไดค้ร้ังละมาก ๆ 
สามารถเจริญไดท้ั้งอุณหภูมิแบบ mesophilic, Thermophilic และ thermotolerance รวมถึงสามาถทนความ
เป็น กรด – ด่าง สูง และ ตวัท าละลายอินทรีย ์เป็นตน้ 

ตวัอยา่งเช่น เช้ือ Psudomonas aeruginosa สามารถทนอุณหภูมิสูงของการท าปฏิกริยาได ้ และยงั
สามารถผลิตเอนไซมไ์ลเปสไดอ้ยา่งต่อเน่ืองในขณะท่ีท าการเพาะเล้ียง (Gilbert และคณะ, 1991) หรือเช้ือ 
Bacillus coagulans ท่ีสามารถผลิตเอนไซมไ์ลเปสแบบ extracellular และสามารถทนความเป็นด่างและ
อุณหภูมิสูงในขณะท่ีท าการเพาะเล้ียงได ้(Kumar และคณะ, 2005) รวมถึงเช้ือ Staphylococcus aureus และ 
S. hyicus ท่ีมีคุณสมบติัในการใชส้บัสเตรทไดอ้ยา่งกวา้งขวาง รวมถึงยงัมีความสามารถในการไฮโดรไลสิท 
water-soluble substrates และยงัพบวา่มีกิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปส phospholipase A และ 
lysophospholipase   และเช้ือ Aeromonas sorbria   
      

 
                     A          Pseudomonas aeruginosa               B     Bacillus coagulans 
 

รูปที ่1 ลกัษณะทางจุลชีววิทยา ของแบคทีเรีย 2 ชนิด ท่ีพบวา่มีการสร้างเอนไซมไ์ลเปส ซ่ึงมีทั้งแบคทีเรียท่ี
ติดสีแกรมลบ (A)  และติดสีแกรมบวก (B) 

ท่ีมา : http://student.ccbcmd.edu/courses/bio141/labmanua/ 
 
 
 
 
 



9 

 

ตำรำงที่ 2 จุลินทรียท่ี์ผลิตเอนไซมไ์ลเปสทางการคา้ 
Bacteria Fungi Yeast 

Achromobacter sp. Coelomyceles sp. Candida sp. 
A. lipolyticus Fusarium oxysporum C. antarcea 
Aeromonas hydrophila F. solari C. auricularia 
A. sobria Geotrichum candidum C. curvata 
Acinetobactter sp. Glomus versifrome C. cylindracea 
A. calcoaceticus Hansennula anomala C. lipolytica 
A. psuedoalcagines Humicola grisea C. deformans 
Alcaligenes sp. H. insulens C. foliorum 
A. denitrificans H. lanuginose C. humicula 
Bacillus cereus Microthrix parvicella C. rugosa 
B. megaterium Mucor sp. Pichia miso 
B. laerosporus M. javanicus Proteus sp. 
B.    sphereicus M. lipolyticus Saccharomyces cerevisiae 
B.   stearothermophilus M. miehei Sporotrichum hermophile 
Burkholderia cepacia M. pusillus Thielavia minor 
Chromobacterium sp. Neurospora sitophila  
Corynebactrium sp. Norcadia amarae  
Cryptococcus laurentii Penicillium crustosum  
Enterococcus faecalis P. camembertii  
Flavobacterium arbovescens P. cyclopium  
F. ferruginem Rhizopus sp.  
Psuedomonas aeruginosa R. oryzae  
P. cepacia R. nigricans  
P. fluorescen Rhodotorula minute  
Streptomyces sp. R. pilimonae  
S. lactis R. glulinus  
Rhodococcus rubra Rhodopsuedomonas sp.  

(ที่มำ : Godtfredsen, 1990; Pandey และคณะ, 1999 ; Mayordomo และคณะ, 2000) 
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4. น ำ้มันจำกสำหร่ำย (Algal oil) 
สาหร่ายเป็นจดัเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีสามารถสังเคราะห์แสงและน าก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์มา

ใชใ้นกิจกรรมการสร้างเซลหรือชีวมวล (biomass) โดยสามารถน ามาใชป้ระโยชน์ไดท้ั้ง microalgae และ
macroalgae มาใชป้ระโยชน์ในดา้นอาหารคน สัตว ์อาหารเพื่อสุขภาพ รวมถึงเคร่ืองส าอางค ์เป็นตน้ และยงั
สามารถน าไปใชใ้นการการบ าบดัน ้ าเสีย และปัจจุบนัมีการวิจยัพฒันาน าสาหร่ายมาใชผ้ลิตพลงังาน เช่น 
น ้ ามนัไบโอดีเซล การน าชีวมวลสาหร่ายมาผลิตไบโอก๊าซ หรือใชส้าหร่ายในการผลิตไฮโดรเจน (มรกต 
ตนัติเจริญ, 2555) สาหร่ายหลายสายพนัธ์ุมีน ้ ามนัเป็นองคป์ระกอบภายในเซลลเ์ป็นจ านวนมาก ซ่ึงข้ึนอยูก่บั
สายพนัธ์ุของสาหร่ายนั้น ๆ ดว้ย (ตำรำงที่ 2) ซ่ึงองคป์ระกอบหรือโครงสร้างท่ีพบของน ้ ามนัในสาหร่ายก็
เหมือนกบัพืชน ้ ามนัอ่ืนทัว่ไป เรียกว่า ไตรกลีเซอไรด์ (Triglyceride) ประกอบไปดว้ยกรดไขมนั (fatty 
acids) ชนิดต่าง ๆ 3 โมเลกุล ทั้งกรดไขมนัอ่ิมตวั (saturate) และกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั (Unsaturated) และ กลี
เซอรอลอีก 1 โมเลกุล (Ma และ Hanna,1999) 

 

ตำรำงที่ 3 ปริมาณน ้ามนัท่ีมีอยูใ่นสาหร่ายบางสายพนัธ์ุ 
สำยพนัธ์ุ      ปริมำณน ำ้มัน  

       (% dry wt) 
Botryococcus braunii 25–75 
Chlorella sp. 28–32 
Crypthecodinium cohnii   20 
Cylindrotheca sp.   16–37 
Dunaliella primolecta   23 
Isochrysis sp.   25–33 
Monallanthus salina   >20 
Nannochloris sp.   20–35 
Nannochloropsis sp. 31–68 
Neochloris oleoabundans   35–54 
Nitzschia sp. 45–47 
Phaeodactylum tricornutum 20–30 
Schizochytrium sp.   50–77 
Tetraselmis sueica   15–23 

                                                                                                  (ที่มำ : Yusuf Chisti, 2007) 
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ข้อดีของน ำ้มันทีไ่ด้จำกสำหร่ำย 
1. เน่ืองจากความสามารถในการเจริญอยา่งรวดเร็ว ท าใหผ้ลผลิต (yield) ท่ีสามารถสกดัน ้ามนั

ไดจ้ากสาหร่ายมีมากกวา่ พืชพลงังานทางเลือกอ่ืน เช่น ขา้วโพด 10-100 เท่า 
2. พื้นท่ีท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียง ใชเ้พียงบ่อหรือท่อพลาสติกใส ในการเพาะเล้ียงท าให้ใชพ้ื้นท่ี

นอ้ยกวา่ การปลูกพืชพลงังานชนิดอ่ืน 
3. สาหร่ายมีความบ าบดัทางชีวภาพท่ีดีเยีย่ม โดยสามารถน าศกัยภาพในการใชป้ระโยชน์ก๊าซ 

CO2 ซ่ึงท าใหเ้กิดบทบาทส าคญัในการบ าบดัน ้าเสีย 
 

5. ไบโอดีเซล (Bidiesel) 
ไบโอดีเซล (Biodiesel) (bio = life มากจากภาษากรีกแปลวา่ชีวิต, diesel เป็นช่ือท่ีตั้งเพือ่เป็น

เกียรติแก่นนาย Diesel) หรือเรียกอีกช่ือวา่ Fatty acid (ethyl) methyl esters (FAMEs) เป็นเช้ือเพลิงเหลวท่ี
ผลิตไดจ้าก น ้ามนัพืชและไขมนัสตัว ์เช่น ปาลม์ มะพร้าว ถัว่เหลือง ทานตะวนั เมลด็เรพ (rape seed ) สบู่ด า 
หรือ น ้ ามนัพชื น ้ ามนัสตัว ์ท่ีผา่นการใชง้านแลว้ น ามาท าปฏิกิริยา transesterification ร่วมกบัเมทานอล หรือ 
เอทานอลจนเกิดเป็นสารเอสเตอร์ท่ีมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกบัน ้ามนัดีเซล เรียกวา่ ไบโอดีเซล (B100) โดย
สามารถผสมออกมาไดห้ลายสูตรโดยไม่ตอ้งมีการปรับแต่งเคร่ืองยนต ์โดยทัว่ไปนิยมน าไปผสมเป็นสูตร
ต่าง ๆ เช่น B2 (ไบโอดีเซล 2% : ดีเซล 98%) B5 (ไบโอดีเซล 5% : ดีเซล 95%) และ B20 (ไบโอดีเซล 20% : 
ดีเซล 90%) (Ma และ Hanna, 1999; Um และ Kim, 2009) นอกจากน้ียงัไดก้ลีเซอรอลและกรดไขมนั เป็นผล
พลอยได ้ซ่ึงปฏิกิริยาทางเคมีท่ีเกิดข้ึนสามารถแสดงไดด้งัน้ี (รูปที ่2) 

 

 
 

รูปที ่2 ปฏิกริยาทรานเอสเทอริฟิเคชัน่ (transesterification) ของกรดไขมนัร่วมกบัเมทานอล ได้
น ้ ามนัไบโอดีเซล (Methyl esters) และ กลีเซอรอล (glycerol) เป็นผลพลอยได ้

ท่ีมา : http://ww2.mackblackwell.org/web/research/all_research_projects/2000s/2092/mbtc-
2092.htm 

http://ww2.mackblackwell.org/web/research/all_research_projects/2000s/2092/mbtc-2092.htm
http://ww2.mackblackwell.org/web/research/all_research_projects/2000s/2092/mbtc-2092.htm
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ปฏิกริยาทรานเอสเทอริฟิเคชัน่สามารถเร่งปฏิกิริยาโดยใชส้ารเคมีท่ีเป็นด่าง (Acids) ด่าง (Akali) 
(Fukuda และคณะ, 2001 ; Meher และคณะ, 2006) รวมถึงเอนไซมไ์ลเปส (Lipase enzymes) โดยมีขอ้
ไดเ้ปรียบท่ีส าคญัหลายประการ เช่นมีความจ าเพาะกบัน ้ ามนัโดยตรง รวมถึงสามารถเร่งปฏิกริยาโดยใช้
อุณหภูมิต ่ากว่าการเร่งปฏิกิริยาโดยกรดหรือด่าง ท าให้ลดการสูญเสียพลังงานและค่าใช้จ่ายในการ
เกิดปฏิกิริยาลดลงดว้ย (Sharma และคณะ, 2001) 
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บทที่ 3 
วธีิด ำเนินงำนวจิัย 

 
3.1 อุปกรณ์ในกำรทดลอง 

1. เคร่ืองส าหรับวดัสภาพความเป็นกรด-ด่าง (pH meter), รุ่น Cb 40, (GMbH, Germany) 
2. เคร่ืองผสมสารในแนวด่ิง (vortex mixer), รุ่นVM-300, (Gemmy Ins., Taiwan) 
3. เคร่ืองชัง่ (Balance), รุ่น PT 1200, (Sartorius, Germany) 
4. หมอ้น่ึงแรงดนัไอน ้า (Autoclave), (Allamerican,USA) 
5. กลอ้งจุลทรรศน์ชนิด compound microscope  (Compound Microscope), (Olympus Optical Co, 
Japan) 
6. เคร่ืองป่ันเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิความเร็วสูง (Superspeed Refrigerated Centrifuge),  
   (RC 28 S, Sorvall, USA) 
7. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสงระบบ UV-VIS   (Spectrophotometer), รุ่น UV-1201, (Shimadzu, 

Japan) 
8. แผน่ใหค้วามร้อนท่ีกวนผสมสารละลายได ้(Hot plate magnetic stirrer), รุ่น M12/1, (Franz 

MORA, France) 
9. ตูป้ลอดเช้ือชนิดม่านลมผา่น  (Laminar flow), รุ่น BH 143, (Gelman Sciences,  

    Australia) 
10.Micropipette รุ่น pipettman Neo®, (Gilson, France) 
11.Pipette  Tip รุ่น Dimond,(Gilson, France) 
15. High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (SHIMADZU, Japan) 
16. UV Box  
 

3.2 อำหำรเลีย้งเช้ือ 
1. Rhodamine B-olive oil agar 

 2. Nutrient agar/broth (HiMedia Laboratories, India) 
 3. Modified freezing medium 
 3. TSB medium (HiMedia Laboratories, India) 
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3.3 สำรเคม ี
 1. Gram’s crystal violet (Analytical grade), (Vidhyasom Co., Ltd., Thailand) 
 2. Gram’s iodine (Analytical grade), (Vidhyasom Co., Ltd., Thailand) 
 3. Gram’s decolorizer (Analytical grade), (Vidhyasom Co., Ltd., Thailand) 
 4. Gram’s safranin-O (Analytical grade), (Vidhyasom Co., Ltd., Thailand) 
 5. 0.1 N. NaOH 
 
3.4 กำรคดัแยกเช้ือแบคทีเรียผลติเอนไซม์ไลเปส 

3.4.1ศึกษำกำรคัดแยกแบคทีเรียทีผ่ลติเอนไซม์ไลเปสจำกดิน 
การคดัแยกเช้ือแบคทีเรียผลิตเอนไซมไ์ลเปสจากตวัอยา่งดิน  สามารถเกบ็ตวัอยา่งดินจากบริเวณท่ีมี

ความเป็นไปไดท่ี้จะพบแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมไ์ลเปสคือ 
1. บ่อบ าบดัน ้าเสียแปลงเกษตร (คณะเกษตร) 
2. ดินริมบึงสีฐาน 
 
วธีิกำรแยกเช้ือแบคทีเรียผลติเอนไซม์ไลเปสจำกตัวอย่ำงดิน 
1. เกบ็ตวัอยา่งดินประมาณ 10-20 กรัม จากจุดต่างๆกนั 4-5 จุด 
2. น าตวัอยา่งดิน10 กรัมมาเพาะเล้ียงเพื่อเพิ่มปริมาณความหนาแน่นของเซลล ์ใน NB broth 

90 ml บ่ม ท่ี 35 oC เป็นเว ลา 24 ชัว่โมง 
3. น าหลอด NB broth ท่ีมีการเจริญของเช้ือจุลินทรียจ์ากตวัอยา่งดินแหล่งต่างๆมาขีดลาก 

(streak) ลง NA agar  มา 1-2 loop  บ่ม 35 oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
4. น าโคโลนีเด่ียวทั้งหมดท่ีคดัแยกไดจ้ากจานวุน้อาหาร NA agar มาขีดลาก ลงบนจานวุน้

อาหารRhodamine agar  (ดูรายละเอียดวิธีเตรียมท่ีภาคผนวก) บ่มท่ีอุณภูมิ 35 C   1-3 วนัเพื่อทดสอบ
ความสามารถในการผลิตเอนไซมไ์ลเปส โดยดูการเรืองแสงของภายใตแ้สง UVท่ีมีความยาวคล่ืน 340 nm  

5. น ามาท าใหบ้ริสุทธ์ิดว้วยการขีดลาก (Streak)โคโลนีท่ีเรืองแสงทั้งหมด ลงในอาหาร NA 
แลว้น ามาเกบ็ไวเ้ป็น Stock สายพนัธ์ุท่ีจะมาคดัเลือกหาสายพนัธ์ุท่ีแสดงกิจกรรมไลเปส 

6. น าเช้ือท่ีเรืองแสงท่ีไดค้ดัแยกไวม้าทดสอบกิจกรรมของไลเปส ต่อไป 
 

3.4.2ศึกษำกำรคัดแยกแบคทีเรียทีผ่ลติเอนไซม์ไลเปสจำกตัวอย่ำงทีม่ำจำกแหล่งน ำ้ 
การคดัแยกเช้ือแบคทีเรียผลิตเอนไซมไ์ลเปสจากตวัอยา่งน ้า  สามารถเกบ็ตวัอยา่งน ้าจากบริเวณท่ีมี

ความเป็นไปไดท่ี้จะพบแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมไ์ลเปสคือ 
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1. บ่อบ าบดัน ้าเสียมหาวิทยาลยัขอนแก่น 
2. บึงสีฐานมหาวิทยาลยัขอนแก่น 

 
            วธีิกำรคดัแยกแบคทเีรียจำกตัวอย่ำงทีม่ำจำกแหล่งน ำ้  

1. น าตวัอยา่งน ้ามาท า (Pretreatment) โดยการกรองเอาเศษผงเศษฝุ่ นออกมาก่อน โดยใชเ้คร่ือง
กรองน ้าผา่น Bucher Funnel เพื่อเอาส่ิงแขวนลอยท่ีอยูใ่นตวัอยา่งออกไป 

2. น าน ้ าท่ีไดจ้ากการกรองผา่น Bucher Funnel มากรองกกัเซลลข์องแบคทีเรียท่ีมีอยูใ่นตวัอยา่งน ้า
โดยผา่นกระดาษกรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.45 µ ทีมีเสน้ผา่นศูนยก์ลางเลก็กวา่เซลลข์องแบคทีเรียดว้ยการใช ้
filter membrane apparatus   

3. น าแผน่กระดาษกรองท่ีผา่นการกรองดกัเซลลข์องปบคทีเรียจากขอ้ 2 ดงักล่าวมา วางลงใน
อาหารเล้ียงเช้ือ NA (Plate เลก็) บ่มท่ีอุณภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-3 วนั 

4. น าโคโลนีทั้งหมดท่ีเจริญมา Streak ลงในอาหารRhodamine agar บ่มท่ีอุณภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1-3 วนั เพื่อทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมไ์ลเปส โดยดูการเรืองแสงของเช้ือ
ภายใตก้ลอ้ง UV  

5. ท าใหมี้ความบริสุทธ์ิ การขีดลากโคโลนีท่ีเรืองแสงทั้งหมด ลงในอาหาร NA เพื่อเกบ็ไวเ้ป็น
Stock 

6. น าเช้ือท่ีเรืองแสงท่ีคดัแยกไวม้าทดสอบกิจกรรมของไลเปสต่อไป 
 

3.4.3 กำรย้อมสีแกรม (Gram’s straining) 
การศึกษาคุณลกัษณะทางจุลทรรศน์วิทยา ท าเป็นขั้นตอน ดงัน้ี   
- ท าความสะอาดสไลดใ์หป้ราศจากไขมนัเพื่อท่ีจะสามารถเกล่ียกระจาย หรือเตรียมรอยเสมียร์เช้ือ

บนแผน่สไลดไ์ดเ้ป็นระนาบเดียวกนั และท า heat fix 
-หยดสี crystal violet ใหท่้วมรอยเสมียร์ประมาณ 1 นาที 
- เทส่วนท่ีเหลือท้ิง และลา้งผา่นดว้น ้าปะปา ใชทิ้ชชู่ซบัรอบ ๆ รอยเสมียร์ใหแ้หง้ 
-หยด สารละลายไอโอดีนใหท่้วมรอยเสมียร์ ประมาณ 1 นาที จากนั้นลา้งดว้ยน ้าปะปา  
- ลา้งรอยเสมียร์ดว้ย 95% ethyl alcohol เป็นเวลา 30 วินาที จนสงัเกตุวา่ไม่มีสีม่วงไหลออกมา  
- หยด safranin-O ใหท่้วมรอยเสมียร์ 30 วินาที ลา้งออกดว้ยน ้าปะปา และใชทิ้ชชู่ซบัใหแ้หง้ 
-ศึกษาโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ โดยใช ้objective ก าลงัขยาย 100x สังเกตุการติดสี รูปร่างและการ
เรียงตวัของเซลล ์และเปรียบเทียบสีท่ีใกลเ้คียงกบัแบคทีเรียท่ีเป็นตวัแทนแกรมบวกและแกรมลบ 
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3.5 กำรวัดกจิกรรมของเอนไซม์ไลเปส (ดัดแปลงจำก Fox and Stepaniak, 1983) 

1. น าตวัอยา่งแบคทีเรียท่ีเรืองแสงภายใต ้UV ถ่ายเช้ือลงในอาหาร TSB 10 ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

2. น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6000 rpm 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
3. กรอง crude enzyme ดว้ย filter membrane ท่ีมีขนาดรูพรุน 0.22 µl 
4. เตรียม reaction mixer ประกอบดว้ย substrate mixer 20 µl และเติม crude enzyme 2 ml บ่มใน 

water bath ท่ีมีการเขยา่ 125 รอบ/นาที ท่ี 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที (mixer control ท าเอนไซมใ์ห้
เสียสภาพโดยการตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที ก่อนการเติมลงใน reaction mixer) 

5. หยดุปฏิกริยาโดยการเติม ethanol/acetone (1:1) 10 ml หยด phenolphalein 0.1 % และท าการไต
เตรทกบั 0.02M NaOH จนถึงจุดยติุ (ค  านวณหากิจกรรมเอนไซมไ์ลเปสโดยก าหนดให ้1 unit enzyme 
เท่ากบัการปลดปล่อยกรดไขมนัอิสระ (free fatty acid) ในปริมาณเป็น µmol ต่อ นาที ภายใตส้ภาวะก าหนด 

 
3.6 กำรวิเครำะห์ Lipolytic activity (ดัดแปลงจำก Castro-Ochoa และคณะ 2005) 

 
3.6.1กำรเตรียมอำหำรและกำรเพำะเลีย้งจุลนิทรีย์เพือ่วเิครำะห์ Lipolytic activity 

1. เล้ียงจุลินทรียท่ี์คดัเลือกไดใ้นอาหารเหลวปลอดเช้ือ ซ่ึงประกอบดว้ย nutrient broth 0.32% 
(w/v), CaCl2 0.1% (w/v), olive oil 2.5% (v/v) และ gum Arabic 1% (w/v) ปรับ pH ใหเ้ท่ากบั 6.5 

2. น าเช้ือจุลินทรียท่ี์คดัแยกไดจ้ากขอ้ 3.4 มาเล้ียงในอาหารท่ีเตรียมไว ้จากนั้นน าไปบ่มแบบเขยา่ท่ี
ความเร็วรอบ 150 rpm ท่ีอุณหภูมิ35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
3. เกบ็ตวัอยา่งและน าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
4. เกบ็ส่วนใสท่ีไดไ้ปวดัค่า Lipolytic activity ต่อไป 

 
3.6.2 กำรวิเครำะห์ Lipolytic activity 

1.  หลอดปฏิกิริยาประกอบดว้ย 0.1 ml enzyme extract, 0.8 ml 0.05 M phosphate buffer (pH 6.5) 
และ 0.1 ml 0.01 M p-nitrophenyl palmitate ในเอทานอล 

2. ท าปฎิกริยาโดยบ่มท่ีสภาวะ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
3. หยดุปฏิกิริยาดว้ย 0.25 ml 0.1 M Na2CO3 และท าใหเ้ยน็ในถาดน ้าแขง็ 
4. ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็วรอบ 12,000 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
5. ดูดส่วนใสท่ีไดม้าวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 410 nm 
6. น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดเ้ทียบกบักราฟมาตรฐานและค านวณค่ากิจกรรมเอนไซมท่ี์เกิดข้ึน 
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3.7 กำรตรึงเซลล์ (ดัดแปลงจำก สุขใจ และคณะ, 2551) 
 

3.7.1 กำรเตรียมหัวเช้ือเร่ิมต้น 
1. เล้ียงเช้ือจุลินทรียใ์นหลอดอาหารเอียง NA ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
2. ใช ้loop ท่ีฆ่าเช้ือแลว้เข่ียเช้ือจากหลอดอาหารเอียง NA แลว้ใส่ลงในอาหาร NB ในขวดรูปชมพู ่

ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าท่ี
ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

3. ถ่ายเช้ือ 5 เปอร์เซ็นต ์ลงในอาหาร NB ท่ีมีส่วนผสมของน ้ ามนัมะกอก ใส่ขวดรูปชมพู่ ขนาด 
250 มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีเคร่ืองบ่มเขย่า ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
200รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

4. น ามาวดัค่าการดูดกลืนแสงเพื่อดูความขุ่นของเช้ือจุลินทรีย ์ดว้ยความยาวคล่ืน 660      นาโน
เมตร เจือจางดว้ยอาหารชนิดเดียวจนไดค่้า OD เท่ากบั 0.1 เพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ 

 
3.7.2 วธีิกำรตรึงเซลล์โดยวธีิหุ้มด้วยโซเดียมแอลจิเนต  
1. ใช้ปริมาณเช้ือจากหัวเช้ือเร่ิมตน้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาป่ันเซลล์ด้วยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
2. น าเซลลท่ี์ป่ันแยกไดใ้ส่บีกเกอร์ เติมน ้ าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้

กนัแลว้เติมสารละลายโซเดียมแอลจิเนต (sodium alginate) 2 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั ท่ีปลอดเช้ือปริมาตร 20 
มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัเป็นเน้ือเดียว 

3. ใชก้ระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร ดูดสารละลายผสม ฉีดผา่นรูเขม็ขนาด 0.8 × 3 มิลลิลิตร ลง
ในสารสารละลายเกลือแคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2) 0.2 โมลาร์ เมด็เจลจะเกิดข้ึนทนัทีในสารละลายแคลเซียม
คลอไรด์ น าเมด็เจลท่ีแช่อยู่ในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง หลงัจากนั้นน ามาลา้งดว้ยน ้ากลัน่ปลอดเช้ือก่อนน าไปใส่ในน ้าตวัอยา่งท่ีเตรียมไวเ้พื่อศึกษา 

 
หมำยเหตุ  ทุกขั้นตอนของวิธีการตรึงเซลลใ์ชเ้ทคนิคปลอดเช้ือ 
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3.8 กำรท ำปฎกิริยำในถังปฏิกรณ์ชีวภำพแบบ Batch – Recycle reactor  
 ถงัปฏิกรณ์มีลกัษณะเป็น Packed Tower ท าดว้ยท่อ PVC ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 1” สูง 12” 

ปริมาตร 154.36 ลูกบาศก์เซนติเมตร ซ่ึงจะบรรจุเอนไซมต์รึงรูปและสารละลายตั้งตน้จะถูกดูดเขา้ตวัถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพจากดา้นบนสู่ดา้นล่าง (downward feeding) ดว้ย peristaltic pump ท่ีมีชุดควบคุมอุณหภูมิหุม้
อยูด่า้นนอก (ดังรูปที ่3) 

 
 

 

 

 

 

รูปที่ 3 ชุดถงัปฎิกรณ์ชีวภาพแบบ Batch – Recycle reactor ประกอบไปดว้ย 1)ย  peristaltic pump 2) ชุด
กวนผสมซบัสเตรต (magnetic stirrer และ ขวดฝาเกลียวขนาด 250 มล.), 3) Packed Tower, 4) วาลว์, 5) 
water bath with temperature control, 6) Water heating socket, 7)หน่วยเติมเมทิลแอลกอฮอลเ์ป็นล าดบัชั้น 
 

 ส าหรับระบบ Batch – Recycle reaction จะประกอบไปดว้ย Packed-Bed Tower ซ่ึงจะ
บรรจุเอนไซมต์รึงรูป 2.0 กรัม และสารละลายตั้งตน้ถูกกวนผสมในขวดทดลองท่ีประกอบกบัชุด magnetic 
stirrer จะถูกดูดเขา้ตวัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพจากดา้นบนสู่ล่าง ดว้ย peristaltic pump ท่ีมีชุดควบคุมอยูด่า้นนอก 
ในการเตรียมปฏิกริยาจะท าการเตรียมซบัเสตรทในขวดทดลองท่ีประกอบกบัชุด magnetic stirrer โดยใช้
อตัราส่วนเร่ิมโมลตน้ท่ี 1 : 1 และจ าท าการเติมเมทิลแอลกอฮอลเ์ป็นล าดบัขั้นเพิ่มเติมอีกสองคร้ัง โดยใช้
อตัราส่วนโมล 1 : 1 ทุก ๆ 4 ชัว่โมงจากหน่วยเติมเมทิลแอลกอฮอลเ์ป็นล าดบัขั้นซ่ึงอยูด่า้นลนของ Packed-
Bed Tower โดยการควบคุมอุณหภูมิ ปริมาณของน ้าในปฏิกริยารวมไปถึงระยะเวลาในการท าปฏิกริยานั้น  

 
 

 
 
 
 

4 

1 

2 

5 

7 

3 6 
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บทที่ 4 
ผลกำรทดลอง 

 
4.1 ผลกำรคดัแยกเช้ือแบคทเีรียผลติเอนไซม์ไลเปส 

จากการคดัแยกเช้ือแบคทีเรียผลิตเอนไซมไ์ลเปสทั้งจากตวัอยา่งท่ีไดจ้ากดินและแหล่งน ้าตาม
สถานท่ีต่าง ๆ ท่ีคาดวา่จะมีแบคทีเรียนผลิตเอนไซมไ์ลเปส ซ่ึงคดัแยกเช้ือโดยใชอ้าหาร Rhodamine B olive 
oil agar โดยดูการเรืองแสงรอบโคโลนี (clear zone) ภายใตแ้สดงอลัตราไวโอเลต (ดังรูปที ่4) 
 

 
 

รูปที ่4 การเรืองของโคโลนีท่ีใหผ้ล positive ในการผลิตเอนไซมไ์ลเปสบนอาหาร 
 Rhodamine B olive oil agar โดยภาพ (ก.) control (ข) ไอโซเลท LA5, LA6, LA9 

 
สามารถแยกเช้ือทั้งจากตวัอยา่งดินและน ้าไดท้ั้งหมด 95 ไอโซเลท โดยเป็นเช้ือท่ีไดจ้ากดินจ านวน 

55 ไอโซเลท และเกิดการเรืองแสงภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตจ านวน 4 โคโลนี และเช้ือท่ีไดจ้ากแหล่งน ้า
จ  านวน 40 ไอโซเลท และเกิดการเรืองแสดงภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตจ านวน 8 ไอโซเลต  
(ดังแสดงในตำรำงที ่4) 
 
ตำรำงที่ 4 แสดงจ านวนของเช้ือท่ีแยกไดจ้ากแหล่งต่าง ๆ รวมถึงค่าการวดักิจกรรมของเอนไซม ์

 
แหล่งทีแ่ยกเช้ือ 

 
จ ำนวนไอโซเลท 

ที่แยกได้  

 
จ ำนวนไอโซเลททีเ่กดิกำรเรือง

แสงภำยใต้แสดง UV 

จำกตัวอย่ำงดนิ  
55 

 
4 

              จำกตวัอย่ำงน ำ้  
40 

 
8 

ก ข 
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4.2 กำรตรวจสอบคุณสมบัติเบือ้งต้นโดยกำรย้อมสีแบคทเีรีย 
จากการศึกษาทางกลอ้งจุลทรรศน์ดว้ยวิธียอ้มสีแบคทีเรีย พบวา่เช้ือจุลินทรียท่ี์คดัแยกไดห้ลงัจาก 

ขอ้ 4.1 เซลลย์อ้มติดสีแดงของ safranin-O แสดงวา่ เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (ดังรูปที ่5) 
 

  
 

  
รูปที ่5 รูปภายของเซลลจุ์ลินทรียภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 100 เท่า 

เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ยอ้มติดสีแดงของ Safranin-O 
 
4.3 กำรทดสอบกจิกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
 

น าตวัอยา่งจุลินทรียท่ี์เรืองแสงภายใต ้UV ถ่ายเช้ือลงในอาหาร TSB เพื่อส่งเสริมการเจริญ จากนั้น
น าไปทดสอบหากิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปส โดยหยด phenolphalein 0.1 % เพื่อเป็นอินดิเคเตอร์ และท า
การไตเตรทกบั 0.02M NaOH จนถึงจุดยติุ (ดังรูปที ่6) 

(ค  านวณหากิจกรรมเอนไซมไ์ลเปสโดยก าหนดให ้1 unit enzyme เท่ากบัการปลดปล่อยไขมนั 
(free fatty acid) µmol ต่อ นาที ภายใตส้ภาวะก าหนด) ซ่ึงค  านวณหาปริมาณไดด้ว้ยการน าไปไทเทรตกบั 
0.02 M NaOH (ดังแสดงในตำรำงที ่5)   โดยใชสู้ตร  
 
กจิกรรมของเอนไซม์ (U/ml) = ปริมาตร NaOH หลงัท า – ปริมาตร NaOH ก่อนท าปฏิกิริยา x [NaOH] 
                                                                 เวลา (นาที) x ปริมาตรสารละลายเอนไซมท่ี์ใช ้(ml) 
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ตำรำงที่ 5 แสดงกิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปสท่ีไดจ้ากการไตเตรท 

จำกตัวอย่ำงดนิ จำกตัวอย่ำงน ำ้ 

ไอโซเลท Lipase activity (U/mL) ไอโซเลท Lipase activity (U/mL) 

LS3 0.12 LH5 1.21 
LS10 0.21 LH6 1.01 
LS21 0.15 LH9 0.45 
LS26 0.32 LH15 1.13 

  LH17 0.95 
  LH19 0.23 
  LH25 0.21 
  LH32 0.15 

 

 
 

รูปที ่6 แสดงผลการไตเตรทเพื่อหากิจกรรมของเอนไซมก์บั 0.02 M NaOH โดยใช ้0.1 %phenolphalein   
เป็นอินดิเคเตอร์ ภาพ (ก) ก่อนไตเตรท ภาพ (ข) แสดงลกัษณะของจุดยติุท่ีเกิดข้ึนหลงัการไตเตรท 

 
4.4 ผลกำรตรึงเซลล์โดยวธีิหุ้มด้วยโซเดียมแอลจิเนต  

หลงัจากเล้ียงเช้ือเร่ิมตน้ส าหรับตรึงดว้ยโซเดียมแอลจิเนต โดยใชส้ารละลายโซเดียมแอลจิเนต ท่ี
ความเขม็ขน้ 1 % 1.5 % และ 2 % พบว่าท่ีความเขม้ขน้ 2 % โซเดียมแอลจิเนต หลงัจากหยดลงบน
สารละลาย 0.2 M CaCl2 เมด็เจลมีความคงตวั และไม่แตกตวั เหมาะแก่การตรึงเซลลม์ากท่ีสุด (ดังรูปที ่7) 

จากนั้นน าเมด็เจลไปบรรจุลงกระบอก ของถงัปฏิกรณ์ เพื่อท าปฎิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชัน่กบั
น ้ามนัสกดัจากหร่าย ส าหรับผลิตไบโอดีเซล 

ก ข 
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รูปที ่7 แสดงเมด็เจลท่ีเกิดข้ึน ของเช้ือแบคทีเรียผลิตเอนไซมไ์ลเปส ท่ี 2% โซเดียมแอลจิเนต                        
ท่ีหยดลงบนสารละลาย 0.2 M CaCl2 

 

4.5 กำรผลติไบโอดีเซลจำกน ำ้มันสำหร่ำย 
4.5.1 องค์ประกอบเบือ้งต้นของน ำ้มันสำหร่ำย 

 จากการศึกษาคุณลกัษณะของน ้ามนัสาหร่ายก่อนท่ีจะน ามาผลิตไบโอดีเซลดว้ยปฏิกิริยา ทรานส์เอ
สเทอริฟิเคชัน่ ในชุดถงัปฏิกรณ์ พบวา่มีองคป์ระกอบของกรดไขมนั ไดแ้ก่ กรดไมริสติค (Myristic acid) 
กรดปาลม์มิติค (Palmitic acid) กรดปาลม์มิโตเลอิค (Palmitoleic acid) กรดสเตรียริค (Stearic acid) กรด
โอเลอิค (Oleic acid) กรดลิโนเลอิค (Linoleic acid) กรดลิโนเลนิค (Linolenic acid) 
 

4.5.2 กำรทดลองปฏิกริยำทรำนส์เอสเทอริฟิเคชันในชุดถังปฏิกรณ์ชีวภำพแบบ Batch – Recycle 
reactor 

โดยใชส้ภาวะของการท าปฏิกริยาคือ molar ratio (4 : 3), Temperature (35 OC), water add 
(10%wt. oil), Flow rate (60 ml/min), และ immobilize cell จุลินทรียผ์ลิตเอนไซมไ์ลเปส (ดังรุปที ่8) 

 
 

รูปที ่8 แสดงชุดถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Batch – Recycle reactor 
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ปฏิกริยาในขวดทดลองขนาด 250 ml. ท่ีควบคุมอุณหภูมิดว้ย heater ปรับอุณหภูมิได ้โดยจะท า

การหมุนกวนโดยใช ้magnetic stirrer โดยมีน ้ามนัมะกอก 0.01 mol  เม่ือครบเวลาท่ีท าการออกแบบทดลอง 

จะท าการดูดดตวัอยา่ง ~ 5 ml โดยใช ้syringe ท าการกรองเอาเศษเอนไซมอ์อกดว้ย syringe filter จากนั้น

น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที น าตวัอยา่งไปเกบ็ไวท่ี้ตู ้-20 OC และวเิคาะห์ตวัอยา่งไม่เกิน    2 วนั 

    4.5.3 กำรผลติไบโอดีเซลโดยน ำไปวเิครำะห์ด้วย Gas chromatography 
  ปริมาณสารเมทิลเอสเทอร์ (methyl ester) หรือไบโอดีเซลท่ีเกิดข้ึน (ดังรูปที ่9 )  
 

 
รูปที ่9 โครมาโตแกรมของน ้ามนัดีเซลลห์ลงัจากผา่นปฎิกริยาทรานเอสเทอริฟิเคชัน่ในชุดถงั

ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Batch – Recycle reactor 
 

4.6 กำรทดสอบคุณสมบัติเบือ้งต้นของไบโอดเีซลที่ผลติได้ คอื 

4.6.1 น ้ามนัไบโอดีเซลท่ีผลิตได ้มีสีเหลืองทอง เม่ือสงัเกตุดว้ยตาเปล่า 
4.6.2 ค่าความหนาแน่น เท่ากบั 0.884 กรัม/มิลลิลิตร 
4.6.3   ค่าความเป็นกรด – ด่าง เท่ากบั 7.2 
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4.7  กำรวเิครำะห์และเปรียบเทยีบประสิทธิภำพในกำรผลติไบโอดีเซลจำกน ำ้มันสำหร่ำยกบัวตัถุดิบ

ชนิดอืน่ 

พบวา่น ้ามนัไบโอดีเซลท่ีผลิตจากน ้ามนัสาหร่าย และวตัถุดิบอ่ืน มีกรดไขมนัไม่แตกต่างกนัมาก
นกัเม่ือน ามาเปรียบเทียบกบังานวิจยัก่อนหนา้น้ี ท่ีมีการศึกษาชนิดของกรดไขมนัท่ีพบในน ้ามนัไบโอดีเซล 
ท่ีผลิตไดจ้ากวตัถุดิบหรือพืชน ้ามนัชนิดอ่ืนเช่น น ้ ามนัปาลม์ หรือ น ้ ามนัจากถัว่เหลือง จะแตกต่างเพยีง
ปริมาณเปอร์เซ็นตท่ี์พบเท่านั้น จากนั้นเม่ือน ามาผลิตไบโอดีเซลดว้ยปฎิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชัน่ในชุดถงั
ปฏิกรณ์แบบ Batch – Recycle reactor กจ็ะมีคุณสมบติัเช่นเดียวกบัน ้ามนัไบโอดีเซลท่ีผลิตจากพืชน ้ามนั
ชนิดอ่ืน เช่นปริมาณสารเมทิลเอสเทอร์ท่ีเกิดข้ึน ค่าความหนาแน่นและค่าความเป็นกรดด่าง รวมถึงสีของ
น ้ามนัท่ีเหมือนกบัน ้ามนัไบโอดีเซลทางการคา้ ซ่ึงเป็นไปตามมาตรฐานสากลของอเมริกา (ASTM) 
อยา่งไรกต็ามค่าผลพลอยได ้ หรือ Yeild ของไบโอดีเซลท่ีผลิตไดใ้นคร้ังน้ี ยงัต ่ากวา่มาตรฐานคือ มีค่า

เปอร์เซ็นตข์องผลพลอยไดเ้พียง % ซ่ึงตามมาตรฐานสากลตอ้งมีค่าเปอร์เซ็นตข์องผลพลอยไดต้ามมาตรฐาน 

ASTM 96.5% ข้ึนไป 
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บทที่ 5 
ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลกำรทดลอง 

5.1 กำรคดัแยกเช้ือแบคทีเรียผลติเอนไซม์ไลเปส  
จากการคดัแยกเช้ือแบคทีเรียผลิตเอนไซมไ์ลเปส จากแหล่งธรรมชาติ โดยเกบ็จากตวัอยา่ง 2 

แหล่งคือ ตวัอยา่งท่ีเกบ็จากดิน และตวัอยา่งท่ีเกบ็จากน ้า โดยสามารถคดัแยกจากดินได ้ 55 ไอโซเลท และ
จากน ้าได ้ 40 ไอโซเลท แต่เม่ือน ามาทดสอบกิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปสเบ้ืองตน้ โดยดูการเรืองแสงบน
อาหาร Rhodamine B olive oil agar เพื่อดูการเรืองแสงรอบโคโลนี  ภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต พบวา่เช้ือ
แบคทีเรียท่ีผา่นการคดัเลือกดว้ยวิธีน้ี จากตวัอยา่งดินเหลือเพียง 4 ไอโซเลท และตวัอยา่งน ้า เหลือเพียง 8 ไอ
โซเลท และเม่ือน าโคลนีท่ีใหผ้ลบวก ไปยอ้มสีแบคทีเรียและส่งภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ก าลงัขยาย 100 X 
พบวา่ เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 
 

5.2 กำรทดสอบกจิกรรมของเอนไซม์ไลเปส 
เช้ือแบคทีเรียท่ีผา่นการคดัแยกเบ้ืองตน้มาทดสอบหากิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปสดว้ยการไตเตรท 

พบวา่แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากน ้ามีกิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปสมากท่ีสุดอยูท่ี่ 1.21 unit/mL มากกวา่
แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน ซ่ึงมีกิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปสมากท่ีสุดเพียง 0.32 unit/mL และเม่ือเปรียบ
กิจกรรมของเอนไซมไ์ลเปสจากจ านวนไอโซเลททั้งหมด พบวา่แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากน ้ามีกิจกรรมของ
เอนไซมไ์ลเปสสูงกวา่แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน 
 

5.3 กำรตรึงเซลล์ด้วยโซเดียมแอลจิเนต 
 เม่ือดูความคงตวัของเซลลท่ี์ถูกตรึงดว้ยโซเดียมแอลจิเนตท่ีความเขม็ขน้ร้อยละ 1พบวา่เมด็เจ

ลมีการแตกและร่ัว ตั้งแต่ตอนเร่ิมตรึงเซลล ์ และท่ีความเขม็ขน้ของโซเดียมแอลจิเนตท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 
1.5 พบวา่เมด็เจลกย็งัแตกตวั และยงัคงตวัไดไ้ม่ดี จากนั้นทดลองตรึงดว้ยความเขม้ขน้ของโซเดียมแอลจิเนต
ร้อยละ 2 พบวา่ เมด็เจลมีความคงตวัดีซ่ึงเหมาะแก่การน าไปใส่ในกระบอกของชุดถงัปฏิกรณ์ส าหรับ
ทดสอบปฏิกริยาทรานเอสเทอริฟิเคชัน่ ส าหรับผลิตไบโอดีเซลต่อไป 
 

5.4 กำรผลติไบโอดีเซลจำกน ำ้มันสกดัจำกสำหร่ำย 
น ้ามนัไบโอดีเซลท่ีผลิตจากน ้ามนัสกดัจากสาหร่าย หลงัผา่นกระบวนการทรานเอสเทอริฟิเคชัน่ 

พบวา่ มีคุณสมบติัใกลเ้คียงกบัมาตรฐานของประเทศสหรัฐอเมริกา หรือ (ASTM) ซ่ึงเป็นมาตรฐานท่ี
ก าหนดคุณสมบติัของเช้ือเพลิงในรถยนต ์ โดยพบวา่ จากการตรวจสอบเบ้ืองตน้ของน ้ามนัไบโอดีเซลอยา่ง
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นอ้ย 3 ค่าท่ีส าคญัดงัน้ี การทดสอบค่าถ่วงจ าเพาะโดยใชไ้ฮโดรมิเตอร์ ซ่ึงน ้ ามนัไบโอดีเซลท่ีผลิตไดมี้ค่า
ถ่วงจ าเพาะอยูท่ี่ 0.884 กรัม/มิลลิลิตร โดยตามมาตรฐานจะมีค่าระหวา่ง 0.860-0.900 ถือวา่มีค่าใกลเ้คียงกบั
ค่ามาตรฐาน รวมถึงการทดสอบสีดว้ยตาเปล่า โดยน ้ามนัจะมีสีเหลืองทอง และการทดสอบค่าความเป็นกรด
ด่าง โดยใช ้pH meter ควรจะอยูใ่นช่วง 6-7.5 ซ่ึงน ้ ามนัท่ีผลิตไดน้ี้กมี็ค่า pH เท่ากบั 7.2 

 
5.5 ข้อจ ำกดัของงำนวจิัย 
1. ตวั columm ท่ีใชว้ิเคราะห์หาปริมาณ เมธิลเอสเทอร์ ดว้ย GC มีขอ้จ ากดัในการตรวจหากรด

ไขมนัไดแ้ค่ C16 และ C18 เท่านั้น 
2. ในระหวา่งการท าปฏิกิริยาในถงัปฏิกรณ์อาจจะมีการระเหยของ alcohol ท าใหมี้ substrate มีไม่

เพียงพอในการท าปฏิกิริยา 
3. รวมถึงความดนั หรือ pressure ของวสัดุ packing material ของการท าปฏิกิริยาในถงัปฎิกรณ์ ท า

ใหเ้กิดการไหลของ ของเหลวหรือ substrate ไปสมัผสักบั enzyme เร็วเกินไป ท าให ้ enzyme 
เร่งปฏิกิริยาไดไ้ม่เตม็ท่ี 

4. และเอนไซมท่ี์ถูก packing อยู ่ตวัของ alcohol เองกไ็ปท าใหว้สัดุ packing material เส่ือมเร็วข้ึน 
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