
 
 

บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

การวิจัย เรื่อง การตรึงเอนไซมไลเปสจากเมล็ดยางพาราสําหรับการยอยสลายไขมันในน้ําท้ิง  

ใชกระบวนการวิจัยเชิงทดลอง (Quantitative) ดําเนินการศึกษาวิธีการการตรึงเอนไซมไลเปสจาก

เมล็ดยางพารา จากนั้นนํามาทดลองหาการทํางานของเอนไซม  ผูวิจัยไดกําหนดรายละเอียดเก่ียวกับ

วิธีการดําเนินการวิจัยตามลําดับข้ันตอน ดังนี้ 

 3.1  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

 3.2  วิธีการวิจัย 

 3.3  การวิเคราะหขอมูล 

 

3.1  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการทดลอง 

      3.1.1 อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

     1)  ถวย Crucible ขนาดเสนผานศูนยกลาง 11 เซนติเมตร  

               2)  โกรงบดยา(Motar)  

               3) เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง ( Analytical  balance) Mettler Toledo , AG204 , 

Switzerland 

               4)  ตูอบลมความรอน  

               5)  เตาเผา (muffle  furnace) 

               6)  ตะแกรงรอนขนาด 63-106 ไมครอน  

               7)  เครื่องวัด pH  

               8)  เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ  

               9)  ตูดูดควัน  

               10) ผาขาวบาง 

               11) หลอดฉีดยา  

               12) กระดาษกรอง        

               13) เครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูง ( High speed micro refrigerated centrifuge)   

               14) เครื่องแกว (Glassware) 

      3.1.2  สารเคมี   

     1)  น้ํามันปาลม  

    2)  เฮกเซน  AR grade, Merck , Germany 
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    3)  กรดซัลฟูริก(Sulfuric  acid;H2SO4  97 เปอรเซนต) ; AR  grad , Mercke , 

Germany 

    4) โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium  hydroxide ; NaOH ) AR grade  

    5) โมโนเบสิกโซเดียมฟอสเฟต  (NaH2PO4 . H2O)                                                                                                                                                                                                          

    6) ไดเบสิกโซเดียมฟอสเฟต (NaH2PO4. 7H2O) 

    7)  เอทานอล 

    8)  อะซิโตน 

    9)  ฟนอฟทาลีน 

 

3.2  วิธีการวิจัย 

 ข้ันตอนการดําเนินการวิจัยแบงเปน 4 ข้ันตอน  ดังนี้ 

          3.2.1 ศึกษาการทํางานของเอนไซมไลเปสอิสระจากเมล็ดยางพารา 

           3.2.2 การตรึงเอนไซมไลเปสดวยอัลจิเนต  ข้ีเถาแกลบ และ เซลลูโลสท่ีมีรูพรุน และ ศึกษา

ผลของพีเอชและอุณหภูมิตอการทํางานของเอนไซมไลเปสตรึงรูป 

           3.2.3 ศึกษาการใชเอนไซมตรึงรูปเพ่ือทดสอบการสลายไขมันในน้ําท้ิงตัวอยาง 

           3.2.4 พัฒนาบรรจุภัณฑเอนไซมท่ีตรึงรูป 

  

  โดยแตละข้ันตอนมีรายละเอียดดังนี้ 

 

 3.2.1 ศึกษาการทํางานของเอนไซมไลเปสอิสระจากการสกัดเอนไซมไลเปสจากเมล็ด

ยางพารา 

3.2.1.1 การศึกษาผลของ  pH  ตอการทํางานของเอนไซมไลเปส    

                      1) การสกัดเอนไซมไลเปสจากเมล็ดยางพารา 

                           นําเฉพาะเนื้อในของเมล็ดมาสับเปนชิ้นเล็กๆ บดใหละเอียดชั่งเมล็ด

ยางพาราท่ีบดแลวมา 100 กรัมใสในภาชนะแกวเติมฟอสเฟตบัฟเฟอร  pH 4, 5 ,6 ,7 ,8 ,9 ปริมาตร 

200 mL กวนเปนเวลา 1 ชั่วโมง แชท้ิงไวในตูเย็น 1 คืน นํามากรองแยกดวยผาขาวบางจะไดสวนสกัด

จากเมล็ดยางพาราและกาก นําสวนสกัดท่ีไดนําไปกวนตอเปนเวลา 1 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส สวนกากนํามาสกัดซํ้าดวยดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 4,5,6,7,8,9 ปริมาตร 200 mL เก็บไว

ในตูเย็นท้ิงไว 1 คืน จากนั้นนําสวนสกัดท่ีไดท้ัง 2 สวนมารวมกันแลวนําสวนไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4,000 รอบเปนเวลา 30 นาที จะไดสวนสกัดท่ีแยกชั้นเปน 3 ชั้นไดแก ชั้นไขมัน 
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ชั้นน้ํา และตะกอน นําสวนสกัดในชั้นน้ําท่ีไดเก็บในขวดเก็บตัวอยางแลวนําไปแชไวในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียสเพ่ือใชในการทดลองตอไป  

 

                                2) การศึกษาการทํางานของเอนไซมท่ี pH 4-9 

                          นําสารสกัดหยาบของเอนไซมท่ีไดจากฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 4 มา  1  

g เติมน้ํามันปาลม 5 g เฮกเซน  2.5  mL  นําไปเขยาท่ีอุณหภูมิ  30°C  เปนเวลา  1  ชั่วโมง  แลว

นําไปเติม  เอทานอล : อะซิโตน อัตราสวน  1:1 v/v ปริมาตร  10  mL หยดฟนอฟทาลีน  2-3 หยด 

นําไปไทเทรตกับสารละลาย  NaOH  เขมขน  0.01 M จนกวาสารละลายจะเปลี่ยนเปนสีชมพูแลวจึง

นําปริมาตรของสารละลาย  NaOH  ท่ีใชคํานวณหาปริมาณกรดไขมันอิสระ  ทําซ้ําท้ังหมดแต

เปล่ียนเปนสารสกัดหยาบของเอนไซมท่ีไดจากฟอสเฟตบัฟเฟอร pH  5  ,6  ,7 , 8  และ  9 

 

3.2.1.2 การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการทํางานของเอนไซมไลเปส    

           นําสวนสกัดหยาบของเอนไซมท่ีไดจากการสกัดจากฟอสเฟตบัฟเฟอร   pH  

ท่ีเหมาะสมท่ีไดผลมาจากขอ 3.2.1.1  มา 1 g  เติมน้ํามันปาลม  5  g  เฮกเซน  2.5  mL  นําไปเขยา

ท่ีอุณหภูมิ  30°C เปนเวลา  1  ชั่วโมง  แลวนําไปเติม  1:1  ของเอทานอล:อะซิโตน  ปริมาตร  10  

ml  หยดฟนอฟทาลีน  2-3 หยด นําไปไทเทรตกับสารละลาย  NaOH  เขมขน  0.01 M จนกวา

สารละลายจะเปลี่ยนเปนสีชมพูแลวจึงนําปริมาตรของสารละลาย  NaOH  ท่ีใชไปคํานวณหาปริมาณ

กรดไขมันอิสระ  ทําซํ้าท้ังหมดแตเปลี่ยนอุณหภูมิท่ีใชเปน  40°C,  50°C , 60°C,  70°C  และ  80°C    

 

 3.2.2 การตรึงเอนไซมไลเปสดวยอัลจิเนต  ข้ีเถาแกลบ และ เซลลูโลสท่ีมีรูพรุนซ่ึงผลิต

ข้ึนเอง  และ ศึกษาผลของพีเอชและอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป 

 

          3.2.2.1 การตรึงเอนไซมไลเปสดวยอัลจิเนต 

                                 ผสมเอนไซมไลเปสท่ีสกัดไดลงในสารละลายโซเดียมอัลจิเนตความเขมขน 

1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ในอัตราสวนเอนไซมไลเปสตออัลจิเนต เปน 1:1   กวนใหเขากัน 

จากนั้นเติม CaCl2 ปริมาตร 0.15 mL นําไปกวน เปนเวลา 1 ชั่วโมงท้ิงไวไมนอยกวา 8 ชั่วโมงจะได

เอนไซมท่ีถูกตรึง แลวทําการแยกเอนไซมท่ีตรึงโดยการท้ิงไวใหแยกชั้นจะไดเปน 2 สวนคือสวนท่ีเปน

น้ําอยูดานบน และสวนท่ีเปนเอนไซมท่ีถูกตรึงอยูดานลางเม่ือทําการแยกเรียบรอยแลวจึงนําไปศึกษา

การทํางานของเอนไซมท่ีอุณหภูมิและ pH ตางๆ 
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         3.2.2.2 การตรึงเอนไซมไลเปสดวยเซลลูโลสท่ีมีรูพรุน 

                     ผสมเอนไซมไลเปสท่ีสกัดไดลงในสารละลายเซลลูโลสท่ีมีรูพรุน   ความ 

เขมขน 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร ในอัตราสวนเอนไซมไลเปสตอเซลลูโลสท่ีมีรูพรุน   เปน 

1:1   กวนใหเขากัน จากนั้นเติม CaCl2 ปริมาตร 0.15 mL นําไปกวน เปนเวลา 1 ชั่วโมงท้ิงไวไมนอย

กวา 8 ชั่วโมงจะไดเอนไซมท่ีถูกตรึง แลวทําการแยกเอนไซมท่ีตรึงโดยการท้ิงไวใหแยกชั้นจะไดเปน 2 

สวนคือสวนท่ีเปนน้ําอยูดานบน และสวนท่ีเปนเอนไซมท่ีถูกตรึงอยูดานลางเม่ือทําการแยกเรียบรอย

แลวจึงนําไปศึกษาการทํางานของเอนไซมท่ีอุณหภูมิและ pH ตางๆ 

 

         3.2.2.3 การตรึงเอนไซมไลเปสดวยข้ีเถาแกลบ 

                                1) การเตรียมข้ีเถาแกลบ 

                                     นําแกลบท่ีผานการเผาใหเปนถานแลว ใสถวยกระเบื้อง (evaporating 

dish) ประมาณ 7 กรัม นําไปเผาท่ีอุณหภูมิ 500 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง บดใหเปนผงโดย

ใชโกรงบดยา นําไปรอนผานตะแกรงรอน เก็บข้ีเถาแกลบท่ีมีอนุภาคระหวาง 63-106 ไมครอน (230-

140 mesh) ชั่งข้ีเถาแกลบท่ีเตรียมได 4 กรัม เติม  10% (ปริมาตร/ปริมาตร) กรดซัลฟูริคจํานวน 

100 มิลลิลิตร นําไปเขยาท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ชั่วโมง  กรองดวยตะแกรงสแตนเลสละ

เอียด ลางข้ีเถาแกลบดวยนํ้าท่ีปราศจากอิออน จนนํ้าลางมีพีเอชเปนกลางและนําไปอบใหแหงในตูอบ

ท่ีอุณหภูมิ100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง      

               ชั่งข้ีเถาแกลบมา 1 g  เติมเฮกเซน  2.5  mL  เขยาใหเขากันใชหลอด 

ฉีดยาดูดสวนสกัดหยาบของเอนไซมท่ีสกัดจากฟอสเฟตบัฟเฟอร   มา  1  g คอยๆ หยดเอนไซมลงใน

ข้ีเถาท่ีแขวนลอยอยูในเฮกเซน  เขยาใหเขากันประมาณ  2  นาที แลวจึงนําไปศึกษาการทํางานของ

เอนไซมท่ีอุณหภูมิและ pH ตางๆ 

 

           3.2.2.4  ศึกษาผลของพีเอชตอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป 

                                   โดยนําเอนไซมท่ีถูกตรึงดวยอัลจิเนต  ข้ีเถาแกลบ และ เซลลูโลสท่ีมีรู

พรุนแชในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ท่ีระดับพีเอชตางๆ คือ 4 5 6 7 8 และ 9  นําไปเขยาท่ี

อุณหภูมิหอง เปนเวลา  1  ชั่วโมง  วิเคราะหหากิจกรรมเอนไซมเชนเดียวกับเอนไซมไลเปสอิสระท่ี

สกัดจากเมล็ดยางพารา 

 

           3.2.2.5  ศึกษาผลของอุณหภูมิตอความคงตัวของเอนไซมตรึงรูป 

                               โดยนําเอนไซมท่ีถูกตรึงรูปดวยอัลจิเนต  ข้ีเถาแกลบ และ เซลลูโลสท่ีมีรู

พรุนแชในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 8 และนําไปเขยาท่ีอุณหภูมิหอง  เปนเวลา  1  ชั่วโมง 
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วิเคราะหหากิจกรรมเอนไซมเชนเดียวกับเอนไซมไลเปสอิสระท่ีสกัดจากเมล็ดยางพารา ทําซํ้าท้ังหมด

แตเปลี่ยนอุณหภูมิท่ีใชเปน  30°C  ,40°C,  50°C , 60°C,  70°C  และ  80°C   

 

3.2.3 ศึกษาการใชเอนไซมตรึงรูปเพ่ือทดสอบการสลายไขมันในน้ําท้ิงตัวอยาง 

เปนศึกษาการใชเอนไซมตรึงรูปดวยข้ีเถาแกลบเพ่ือทดสอบการสลายไขมันในน้ําท้ิง 

ตัวอยาง โดยกําหนดใหน้ําท้ิงเปนน้ําเสียสังเคราะหท่ีมีน้ํามันปนเปอน 5 เปอรเซ็นต โดยใชน้ํากลั่น 95 

มิลลิลิตร น้ํามันปาลม 5 มิลลิลิตร การทดลองเปนการศึกษาปริมาณการใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปดวย

ข้ีเถาแกลบท่ีเตรียมไดในข้ันตอนท่ี 3.2.2.3 ในการยอยน้ํามัน ประกอบดวย 14 สิ่งทดลอง 3 ซํ้า ไดแก 

น้ําเสียสังเคราะหท่ีมีน้ํามันปนเปอน 5 เปอรเซ็นต แลวเติมเอนไซมใหไดความเขมขน 0.1 0.5 1.0 1.5 

2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 และ 5.5 เปอรเซ็นต และน้ําเสียสังเคราะหท่ีไมเติมเอนไซมและน้ํามัน

ปาลม 100 เปอรเซ็นตไมเติมเอนไซมนําไปเขยาดวยเครื่อง incubator shaker ท่ีความเร็ว 150 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวไทเทรตหาความเขมขนของกรดไขมันอิสระ 

 

 3.2.4 พัฒนาบรรจุภัณฑเอนไซมท่ีตรึงรูป 

  เปนการพัฒนาบรรจุภัณฑเอนไซมท่ีตรึงรูปดวยข้ีเถาแกลบซ่ึงเอนไซมจะอยูสภาพท่ี

อยูในสารละลายเฮกเซน บรรจุภัณฑท่ีใชจึงเปนขวด 3 แบบ คือ ขวดพลาสติก  ขวดแกวใส และขวด

แกวสีชา  เพ่ือใหไดบรรจุภัณฑท่ีสามารถรักษาเสถียรภาพของเอนไซมใหสามารถคงตัวไดมากท่ีสุด ทํา

การทดลองโดยนําเอนไซมไลเปสตรึงรูปดวยข้ีเถาแกลบท่ีเตรียมไดในข้ันตอนท่ี 3.2.2.3 บรรจุในขวด

ท้ัง 3 แบบ ท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา  10  วัน นํามาศึกษาการทํางานของเอนไซมทุกวัน  โดยนํา

เอนไซมตรึงรูปมา  1  g เติมน้ํามันปาลม 5 g เฮกเซน  นําไปเขยาท่ีอุณหภูมิ  30°C  เปนเวลา  1  

ชั่วโมง  แลวนําไปเติม  เอทานอล : อะซิโตน อัตราสวน  1:1 v/v ปริมาตร  10  mL หยดฟนอฟทา

ลีน  2-3 หยด นําไปไทเทรตกับสารละลาย  NaOH  เขมขน  0.01 M จนกวาสารละลายจะ

เปลี่ยนเปนสีชมพู นําปริมาตรของสารละลาย  NaOH  ท่ีใชคํานวณหาปริมาณกรดไขมันอิสระ  นําผล

การทดลองท่ีไดมาเปรียบเทียบการทํางานของเอนไซมท่ีบรรจุในขวดท้ัง 3 แบบเพ่ือใหไดบรรจุภัณฑท่ี

เหมาะสมท่ีสุด 

 

3.5 การวิเคราะหขอมูล 

 การวิเคราะหขอมูลเปนการวิเคราะหขอมูลเชิงทดลอง ดังรายละเอียดตอไปนี้ 

1) การวิเคราะหผลของพีเอชตอการทํางานของเอนไซมไลเปสอิสระจากเมล็ด 

ยางพารา 

2) การวิเคราะหผลของอุณหภูมิตอการทํางานของเอนไซมไลเปสอิสระจากเมล็ด 

ยางพารา 
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3) การวิเคราะหผลของพีเอชตอการทํางานของเอนไซมไลเปสตรึงรูปดวยอัลจิเนต   

ข้ีเถาแกลบ และ เซลลูโลสท่ีมีรูพรุน 

4) การวิเคราะหผลอุณหภูมิตอการทํางานของเอนไซมไลเปสตรึงรูปดวยอัลจิเนต   

ข้ีเถาแกลบ และ เซลลูโลสท่ีมีรูพรุนซ่ึงผลิตข้ึนเอง 

5) การวิเคราะหการใชเอนไซมตรึงรูปเพ่ือทดสอบการสลายไขมันในน้ําท้ิงตัวอยาง 

6) การวิเคราะหการพัฒนาบรรจุภัณฑเอนไซมท่ีตรึงรูป 
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