
 
บทที่ 1 
บทนํา 

1.1 ความเปนมา 
 ปจจุบันน้ํามันเชื้อเพลิงในประเทศไทยมีราคาสูงที่สุดในรอบ 50 ป อันเนื่องมาจากราคาน้ํามันดิบ

ในตลาดโลกปรับตัวสูงขึ้นเปนประวัติการณ น้ํามันเชื้อเพลิงถูกใชทั้งในดานอุตสาหกรรม การขนสงและ

ดานอื่นๆ ทําใหประเทศไทยมีการนําเขาน้ํามันเชิงเพลิงเปนสินคานําเขาอันดับหนึ่โดยเฉพาะอยางยิ่งน้ํามัน

ดีเซล ดังตารางที่ 1 

ตารางที่ 1.1. แสดงมูลคาการนําเขาน้ํามันดีเซลของไทย 

ป มูลคา : ลานบาท 

2545 3,465.3 

2546 4,932.4 

2547 2,053.8 

  

    ที่มา:ศูนยเทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร โดยความรวมมือของกรมศุลกากร 

  (www.aopdm02.doae.go.th) 

 ดังนั้นประเทศไทยจะตองเสียดุลการคาทําใหประเทศไทยหาแนวทางเพื่อลดปญหาการนําเขา

น้ํามันและปรับปรุงพัฒนาพลังงานทดแทนประเภทตางๆ  แนวทางหนึ่งที่เปนพลังงานทดแทนน้ํามันดีเซล 

คือ ไบโอดีเซล (Biodiesel) 

 ไบโอดีเซล คือน้ํามันที่ผลิตไดจากน้ํามันพืชชนิดตางๆ หรือน้ํามันจากสัตวมาทําปฏิกิริยาทางเคมี

กับแอลกอฮอลหรือที่เรียกวาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชัน (Transesterification) โดยตองใชตัวเรง

ปฏิกิริยาเขามาชวยซึ่งจะไดผลิตภัณฑเปนกลีเซอรอล และเอสเทอร นั้นคือน้ํามันไบโอดีเซล  ซึ่งไบโอดีเซลที่

ผลิตไดไดรับการทดสอบวามีคุณสมบัติที่ใกลเคียงกับน้ํามันดีเซลจากน้ํามันดิบ ดังแสดงในตารางที่ 2. 

 ตารางที่ 1.2.แสดงคุณสมบัติของน้ํามันไบโอดีเซลและน้ํามันดีเซลจากน้ํามันดิบ 

 คุณสมบัติ น้ํามนัดีเซลจากน้ํามันดิบ น้ํามนัไบโอดีเซล 

   Density at 15 °C( Kg 

/m3) 

   Initial boiling point (°C ) 

                   10% 

                   20% 

                   50% 

0.849 

180 

220 

234 

263 

349 

0.888 

307 

319 

328 

333 

342 
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   Final boiling point (°C ) 

   Aromatic (% v/v) 

   Carbon  (% ) 

   Hydrogen (% ) 

   Oxygen (% ) 

   Sulphur (% ) 

  Octane index (% ) 

  Octane number 

  H : C ratio 

  Net colorific value 

(MJ/kg ) 

31.5 

86.0 

13.4 

0.0 

0.3 

46.1 

46.2 

1.81 

42.3 

- 

77.4 

12.0 

11.2 

0.03 

44.6 

58.8 

3.62 

31.50 

 ที่มา : Mittelbach M. และ Tritthart P.,1988 

   

ขอดีของไบโอดีเซลที่ Vicente และคณะ [Vicente et al., 2004] กลางไวคือ 

 1 เปนน้ํามนัเชื้อเพลิงทางเลือกสําหรับทดแทนน้าํมนัจากฟอสซิล ซึง่สามารถผลิตไดในประเทศ 

และชวยลดการนําเขาน้ํามันดิบจากตางประเทศ 

 2 เปนน้ํามนัซึง่สามารถผลิตหมุนเวียนไดตลอด (ผลิตจากพืช) จงึถือไดวาเปน renewable 

energy) 

 3 เปนการดุลมวลและพลงังานที่มีอยูในโลก ไมทาํใหปริมาณคารบอนเพิ่มข้ึนมา 

 4 เปนการลดปริมาณคารบอนไดออกไซดทางออม เพราะเปนการหมุนเวียนคารบอนไดออกไซด 

โดยพืชใชคารบอนไดออกไซดจากอากาศผลิตน้ํามนั และคารบอนไดออกไซดจะกลบัสูอากาศ เมือ่เผาไหม

น้ํามนั จึงเปนการลดสภาะเรือนกระจก (green house effect) 

 5 เปนการลดกาซเสีย เชนกาซซัลเฟอรไดออกไซดที่ปกติจะปนเปอนอยูในน้าํมนัดีเซล เพราะน้าํมัน

จากพืชจะมกีาํมะถนัปนเปอนอยูนอยมาก 

 6 ไบโอดีเซลเปนน้าํมนัทีย่อยสลายไดโดยจุลินทรียและไมมีความเปนพิษ จงึบาํบัดของเสียไดงาย

ถามีการปนเปอนไบโอดีเซลลงในสิง่แวดลอม 

 7 เนื่องจากไบโอดีเซลผลิตจากน้าํมนัพชื หรือน้ํามันสัตว จงึเปนผลผลิตทางการเกษตร เปนการ

ชวยพัฒนาระบบเศรษฐกิจฐานราก 

น้ํามนัพืชทีน่ิยมนํามาผลิตน้าํมันไบโอดีเซลคือ น้ํามันปาลม เนื่องจากผลผลิตที่ไดจากน้าํมนัปาลม

ที่มีมากเกนิความตองการของตลาด ทําใหน้าํมนัปาลมมีราคาที่ต่าํมาก ประกอบกับที่องคประกอบสวน
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ใหญของน้าํมนัปาลมมีไทรกลีเซอไรด (triglyceride) ทีม่ีกรดไขมันอิ่มตัวสูง ทาํใหเปนทีน่ิยมในการ

ประกอบอาหารนอยกวาน้าํมันถัว่เหลือง 

ในการผลิตน้าํมันไบโอดีเซลจากน้ํามนัปาลม โดยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชัน โดยมีตัวเรงปฏิกิริยา

ชวย ซึ่งแบงออกไดเปน 2 แบบ 

-                  - วิธทีางเคมี  จะใชดางหรือเปนตัวเรงปฏกิริิยาในปฏิกิริยาแบบ homogeneous reaction 

ปฏิกิริยานี้จะใชอุณหภูมิและความดันสงู ใหเปอรเซนตผลไดสูง แตอาจเกิดปฏิกิริยาขางเคียง ทําใหตองมี

กระบวนการทาํใหบริสุทธิ์ ซึง่ตองมีคาใชจายเพิ่มข้ึน และมีการสูญเสยีผลิตภัณฑออกไปดวย 

-    - วิธีทางชวีภาพ  คือการใชเอนไซมไลเปสในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชัน ทัง้ในระบบ 

homogeneous  reaction  หรือ heterogeneous  reaction เนื่องจากเอนไซมไลเปสนั้นมีคุณสมบัติที่เปน

ตัวเรงปฏิกิริยาที่ใชในการยอยสลายพันธะในไขมัน ในการเลือกใชัวธืทีางชีวภาพนัน้สามารถลดปญหาของ

การใชวิธทีางเคมีไดและยังมขีอดีคือ ความจําเพาะของเอนไซมไลเปสทาํใหสามารถเลือกผลิตสารได

จําเพาะขึ้น ไดแก โมโนกลีเซอไรด ,ไดกลีเซอไรดและไทรกลีเซอไรด 

อยางไรก็ตามการใชไลเปสในอุตสาหกรรมการผลิตไบโอดีเซลยังมีขอจํากัด เนื่องจากไลเปสมีราคา

แพง จงึมงีานวิจัยพยายามใชไลเปสในรูปแบบที่ถูกตรึงเพื่อที่จะไดมีความทนทานตอการเปลี่ยนแปลง

สภาวะแวดลอมไดมากขึ้น และมีจํานวนรอบการใชไดมากขึ้น สวนใหญการใชไลเปสจะยังคงจํากดัอยูกับ

ปฏิกิริยาที่ใชเมธานอลเปนสําคัญ แตเมธานอลมีความเปนพษิ ทําใหผูวิจัยหันมาสนใจเอธานอล ซึ่งเปน

แอลกอฮอลทีผ่ลิตไดจากผลิตผลทางการเกษตรเชนเดยีวกัน จงึถือไดวาเปน renewable energy 

เชนเดียวกนั นอกจากนี้ผูวิจยัยังสนใจทีจ่ะศึกษากระบวนการผลิตไบโอดีเซลแบบตอเนื่อง เพื่อประโยชนใน

การพัฒนาใชในระบบอุตสาหกรรม และเปนการลดขั้นตอนในการผลิตไบโอดีเซลลงเมื่อเปรียบเทีย่บกับการ

ผลิตแบบครั้งคราว (batch) อีกดวย 

 
1.2 วัตถุประสงค 
วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้จะเปนการรวบรวมความรูในดานตาง ๆ ที่เกี่ยวของมาประกอบเปนงานวิจัย 

โดยมีการศึกษาและมีการตรวจเอกสารมาอยางพอเพียง เพื่อใหไดความรูใหมที่ตอยอดออกไปจากความรู

เดิม 

งานวิจยัตาง ๆ ที่ทํามาที่เกีย่วของกับไบโอดีเซล จะมีงานแบงออกเปนชนิดตาง ๆ  คอืศึกษาน้าํมันชนิดที่

เหมาะสมกับการผลิตไบโอดีเซล ศึกษาหาตัวเรงปฏิกิริยาทีเ่หมาะสมตอการผลิต ศึกษาสภาวะที่เหมาะสม

ในการผลิตไบโอดีเซล และทดสอบสภาวะการทาํงานของเครื่องยนตทีใ่ชไบโอดีเซล 

วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้จะนําความรูที่ไดรวบรวมมาเพื่อศึกษาปจจัยตาง ๆ ดังนี ้

 1 เพื่อศึกษาปจจัยที่มีผลตอ  immobilized lipase activity ในสภาวะที่ใชในการทําปฏกิิริยา  
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 2 เพื่อศึกษา kinetic parameters และ kinetic model สําหรับปฏิกิริยาการเกิดไบโอดีเซลเมื่อใช

เอนไซมทีถู่กตรึง 

 3 เพื่อศึกษาใชวิธีการผลิตไบโอดีเซลในระบบตอเนื่อง และหาปจจัยตาง ๆ ทีม่ีผลตอผลไดของไบ

โอดีเซล และความบริสุทธิ ์

 
1.3 ขั้นตอนการดําเนินการวิจยั 
เพื่อที่จะไดบรรลุวัตถุประสงคของการวิจยั การดําเนนิการวิจัยจะแบงออกเปน 3 สวนคือ 

 1 ศึกษาเอนไซมไลเปส โดยไลเปสที่ใชจะเปนไลเปสจาก Psudomonas fluorescens  ซึ่งมีการ

วิจัยเบื้องตนวาจะมีความสามารถในการตดัสายโซของไตรกลีเซอไรด แบบสุม งานวจิัยนี้จะศึกษาแอกติวิตี้

ของไลเปสในการยอยน้ํามนัปาลม โดยจะมีการตรึงเอนไซมในหองปฏิบัติการดวยวิธ ี entrapment และจะ

ศึกษาถงึผลของปจจัยตาง ๆ ที่มีตอการยอยไตรกลีเซอไรด ปจจัยเหลานี้เชน อุณหภูมิ ความเปนกรด-ดาง 

อัตราเร็วในการผสม เปนตน 

 2 ศึกษา kinetic parameters และ kinetic model สําหรับปฏิกิริยาการเกิดไบโอดีเซลเมื่อใช

เอนไซมทีถู่กตรึง ซึ่งจะทําการทดลองแบบกะ (batch) ในถงัปฏิกรณขนาด 500 มิลลิลิตร โดยมีการควบคุม

สภาวะแวดลอมใหคงที่  

 3 ตองมีการออกแบบถังปฏิกรณเพื่อใชในการผลิตไบโอดีเซลเมื่อใชเอนไซมทีถู่กตรึง และมีการ

ทดสอบใชถังปฏิกรณนั้น และมีการศึกษาผลของ hydraulic retention time ตอเปอรเซ็นตผลไดของไบโอ

ดีเซล 

 
เอกสารอางอิง 

Mittelbach M. and Tritthart P., Emissions tests using methyl esters of used frying oil, 

Journal of the American oil chemists society, 65(7),1988, p 1185-1187 
http://www.aopdm02.doae.go.th/black
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CH2-OOC-R1 R1-COO-R’ CH2-OH

catalyst

CH2-OOC-R2 +   3R’OH R2-COO-R’ +       CH-OH

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

Glyceride Alcohol Ester Glycerol 

บทที่ 2 
ตรวจเอกสาร 

 

ไบโอดีเซลเปนน้ํามนัที่สามารถใชทดแทนน้ํามนัดีเซล สามารถผลิตไดจากวัตถดุิบทางการเกษตร 

จึงถือไดวาเปนพลงังานที่มหีมุนเวียนไดตลอด (renewable energy) ไบโอดีเซลสังเคราะหโดยใชปฏิกิริยาท

รานสเอสเทอริฟเคชัน (transesterification) ระหวางน้าํมันพืช และแอลกอฮอลโดยตองใชตัวเรงปฏิกิริยา 

เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาไดผลผลิตที่ตองการในอุณหภูมิที่เหมาะสม  

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชัน หรืออาจเรียกไดวา แอลกอฮอลไลซิส (alcoholysis) เปนการแทน

กลุมแอลกอฮอลลงไปในไตรกลีเซอไรดเพื่อใหไดเปนเอสเทอร เพื่อลดความหนืดของน้าํมันพืช หรือน้ํามัน

จากสัตว 

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันอาจเขียนไดดังนี้ 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 ปฏิกิริยาทราสเอสเทอริฟเคชนัของไตรกลีเซอไรด กับแอลกอฮอล  

                   ที่มา: (Fukuda และคณะ, 2001) 

 

ไบโอดีเซลที่ผลิตไดจากน้ํามนัชนิดตาง ๆ จะมีคุณสมบัติทางกายภาพตางกัน จึงตองมีการกําหนด

มาตรฐานของไบโอดีเซล ปจจุบันทีม่ีการใชกันอยางแพรหลายจะม ี2 มาตรฐาน คือ มาตรฐาน ASTM ของ

สหรัฐอเมริกา และมาตรฐาน DIN ของเยอรมันน ีตาราง 2.1 เปนตวัอยางของมาตรฐานน้ํามนัตาม ASTM 

 

ตาราง 2.1 คุณสมบัติทางกายภาพทีก่ําหนดตามมาตรฐาน ASTM 

 ไบโอดีเซล ดีเซล 

kinematic viscosity , cSt 1.9-6 12 -15 (40oC) 

cetane number,  30-45 51 

Lower heating value, MJ/L 38.5 35.5 

Clound point, oC -15-6 - 

Flash point, oC 100 - 

Density, g/L 0.8-0.9 0.83 
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2.1 ปจจัยสําคัญในการผลิตไบโอดีเซล 
ปจจัยสําคัญในการผลิตไบโอดีเซลใหมีคณุภาพตามกําหนด มีหลายปจจัย ดังนี ้

1 น้ํามันที่ใช มีรายงานการวิจัยการทาํไบโอดีเซล โดยใชน้ํามนัพืชหลาย ๆ ชนิด(Pizarro and Park, 

2003) ทัง้น้าํมันพชืที่ไมผานการปรงุแตง น้าํมันพืชกึง่บริสุทธิ์ น้ํามนัพืชบริสุทธิ์  และน้ํามันพชืที่ใชแลว 

นอกจากนีย้ังแบงออกเปนน้าํมันพืช พวกที่บริโภคได และน้ํามันพืชที่บริโภคไมได ตัวอยางจากงานวิจยั 

ไดแก น้าํมันรําขาว (Zullaikah et al., 2005) น้ํามันเมล็ดดอกทานตะวัน (Antolín et al., 2002) น้าํมนัถัว่

เหลือง (Noureddini et al., 2005) น้ํามนัปาลมดิบ (น้ํามนัปาลมทีผ่านการแยกยางเหนยีว) น้ํามันปาลม

บริสุทธิ ์(Kalam and Masjuki, 2002) น้ํามันจากเมล็ดเรป (rapeseed oil)  (Saka and Kusdiana, 2001)  

น้ํามนัทิ้งจากอุตสาหกรรมอาหาร (Al-Widyan and Al-Shyoukh, 2002, และ Zhang et al., 2003) หรือ 

แมแตน้ํามนัจากสัตว (Goodrum, 2002) น้าํมันแตละประเภทจะยงัไมสามารถทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล

ไดทันท ี ตองมีกระบวนการตัดโซของไตรกลีเซอไรด (trigreceride) ใหเปนโมโนกลเีซอไรด 

(monoglyceride) เสียกอน การตัดโซของไตรกลีเซอไรดจะทาํโดยตัวเรงปฏิกิริยาที่ใสเขาไป คุณสมบัติของ

น้ํามนัอีกประการหนึ่งที่มีผลตอคุณสมบัติของน้ํามนัไบโอดีเซลก็คือ จํานวนพนัธะคู และพันธะเดี่ยวในโมโน

กลีเซอไรด ซึ่งถาโมโนกลีเซอไรดนั้นมีจํานวนพันธะเดี่ยวมาก จะใหไบโอดีเซลที่มีอุณหภูมิจุดหมอก (cloud 

point) สูง (Knothe, 2004) ซึ่งจะสงผลตอการใชน้าํมันในฤดูทีม่ีอุณหภูมิต่ํา เชนในประเทศเขตหนาว ใน

ประเทศไทยมผีลผลิตของน้าํมันปาลมมาก สวนใหญจะใชในอุตสาหกรรมอาหาร แมวาจะมีการวิเคราะห

วาน้ํามนัปาลมที่ผลิตไดจะไมเพียงพอที่จะใชในประเทศ แตก็ไดมีการวางแผนในการเปดการนาํเขาเสรีจาก

ประเทศเพื่อนบาน จงึคาดวาน้าํมนัปาลมจะเปนวัตถดุิบที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไบโอดีเซลในประเทศ

ไทย 

2 แอลกอฮอลเปนสารตั้งตนของการทาํปฏิกิริยาที่ใชในการผลิตไบโอดีเซล โดยทัว่ไปแลวสามารถ

ใชแอลกอฮอลสายสั้นที่มีคารบอนในระดับ 1-4 ตัว ซึ่งอาจจะเปน primary alcohol, secondary alcohol 

หรือ tert-alcohol ก็ได ซึง่ แตแอลกอฮอลที่ใชมากที่สุดคือ เมธานอลซึ่งมีราคารถูก คุณสมบัติทางกายภาพ

และเคมีเหมาะสมที่จะใชทาํปฏิกริิยา และจะใหเปอรเซน็ตผลไดสูง (Gryglewicz, 1999) ไบโอดีเซลที่ได

อาจถูกเรยีกวาเปนเมทิลเอสเทอร (methyl ester) ซึ่งเปนเอสเทอรที่มีคาความหนืดต่ํากวาเอสเทอรจาก

แอลกอฮอลตัวอ่ืนเมื่อใชน้ํามันชนิดเดียวกัน (May et al., 2005) อยางไรก็ตามเมธานอลที่ใชในปจจุบันเปน

ผลผลิตจากอตุหสาหกรรมปโตรเคมี แมวาในประเทศจะมีกาซธรรมชาติอยูมาก แตก็มีอยูในปริมาณจํากัด 

สวนเอธานอลสามารถผลิตไดจากการหมกัของเหลือใชหรือของเสียจากธรรมชาต ิ เชนโมลาส จึงถือไดวา

เปนสารที่สามารถผลิตทดแทนไดตลอดเวลา แมวาจะยงัใหเปอรเซน็ตผลไดของไบโอดีเซลต่ํากวาเมธานอล 

แตก็เปนแอลกอฮอลทีน่าสนใจศึกษาปรับปรุง 
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3 ตัวเรงปฏิกริิยาที่ใชในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนั มทีั้งกรด ดาง (Kim et al.,2004) และ

เอนไซม ซึง่ดางที่ใชกม็ีทัง้ โซเดียมไฮดรอกไซด โพแทสเซียมไฮดรอกไซด สวนกรดทีใ่ช มี ไฮโดรคลอริก ซัล

ฟูริก สวนเอนไซมเปนเอนไซมไลเปส (lipase) (Iso et al., 2001)  ปจจุบันมีรายงานวาดางจะเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาที่ใหเปอรเซ็นตผลไดสูงสุดและใชเวลานอยที่สุด แตปญหาของการใชดางก็คือ ขอแรกอาจเกิด

ปฏิกิริยาขางเคียง เมื่อแอลกอฮอลทําปฏกิิริยากับดางเกิดเปนสบูทําใหเปอรเซ็นตผลไดลดลง ขอที่สองไบโอ

ดีเซลที่ไดจะตองนาํมาลางหลายครั้งเพื่อลางดางทีเ่หลืออยูรวมทัง้สบูที่อาจเกิดขึ้นเพื่อมิใหสงผลกระทบกับ

คุณสมบัติของน้ํามนัและเครือ่งยนต สงผลใหเกิดการสูญเสียดาง และเปนการสิ้นเปลืองน้ํา ขอที่สาม

ปฏิกิริยาที่ใชดางจะตองทาํที่อุณหภูมิประมาณ 90-120 องศาเซลเซยีส ซึ่งจาํเปนตองใชพลังงานประมาณ 

0.5 เทาของพลังงานที่ผลิตไดในการผลิตไบโอดีเซลเอง ขอสุดทายน้ําที่ออกมาจากกระบวนการผลิตโดยใช

ดางจะมีความเปนกรด-ดางสูง มีสบู และมีแอลกอฮอลสวนที่เหลือ มีน้ํามันบางสวนติดมาดวย ทําใหเปน

น้ําเสยีที่มีคาบีโอดีสูง ตองเสียคาใชจายในการกาํจดักอนทิง้ การใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาก็มีขอดอย

เชนเดียวกับการใชดาง  จึงทาํใหปจจุบนัมีนกัวิจยัหนัมาวิจยัการใชเอนไซมในการผลิตไบโอดีเซลมากขึ้น 

แมวาจะตองใชระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยานานกวา (ประมาณ 12 ชั่วโมง) และเอนไซมก็มีราคาแพงกวา 

แตขอดีก็คือปฏิกิริยาเกิดไดที่อุณหภูมิประมาณ 40-50 องศาเซลเซียส จึงใชพลังงานต่ํากวาในการผลิตไบ

โอดีเซล และการพยายามใชเทคนิคการตรึงเอนไซม เพื่อที่จะลดการสูญเสียเอนไซมไปกับน้าํลาง และ

สามารถนํากลบัมาใชใหมได 

4. สภาวะที่ใชในการผลิต ซึ่งหมายรวมถงึอุณหภูมิ ความดัน หรือคาความเปนกรด-ดาง ในการ

ผลิตไบโอดีเซลที่ใชกรดหรือดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา ถาทาํที่ความดนับรรยากาศ จะตองทําปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิประมาณ 90-120 องศาเซลเซยีส โดยปฏิกิริยาที่ใชกรดจะตองใชอุณหภูมสูิงกวาปฏิกิริยาที่ใชดาง

เล็กนอย สวนปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมเปนตวัเรงปฏิกิริยาจะใชอุณหภูมิในชวง 40 – 50 องศาเซลเซยีส เมื่ออยู

ในความดันบรรยากาศ แตตองควบคุมคาความเปนกรด-ดางของสารใหอยูในชวงที่เอนไซมทํางานได ซึ่งอยู

ในชวง pH 6-8  นอกจากนีย้ังมีปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันอีกชนิดหนึ่งที่ไมตองการตัวเรงปฏิกิริยา แต

ตองทําในสภาวะเหนือวิกฤต (Kusdiana and Saka, 2001, และ Demirba, 2002)  ซึ่งจะใหไบโอดีเซลที่มี

การปนเปอนนอยกวา แตใชพลังงานในการผลิตมากกวาแบบอื่น 

5. อัตราสวนเชิงโมลระหวางน้าํมนั และแอลกอฮอล เมือ่ดูจากการดุลปฏิกิริยาในสมการที ่1 พบวา

ตองใชแอลกอฮอล 3 โมลตอกรดไขมัน 1 โมล แตในทางปฏิบัติแลว จําเปนตองใชอัตราสวนของ

แอลกอฮอลมากกวา stoicheometric ratio เนื่องจากวาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน เปนปฏิกิริยผัน

กลับได จึงจําเปนตองใชสารตั้งตนตัวหนึ่งใหมากเกนิพอดี เพื่อทีจ่ะไดผลักปฏิกิริยาไปทางขวาและเกิด

ผลิตภัณฑที่มากที่สุดได การใชแอลกอฮอลที่มากเกนิพอดีทําใหตองมีการกําจัดออกหลังปฏิกิริยาสิ้นสุด 

โดยแอลกอฮอลจะแยกชัน้ออกจากไบโอดเีซลโดยการตั้งใหแยกชัน้ ซึ่งจะแยกไดงายถาใชแอลกอฮอลที่มี

ความแรงขั้วสงู หรือพวก primary alcohol เชนเมธานอล หรือเอธานอล ในรายงานวิจัยของ Lang และ
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คณะ (Lang et al., 2001) แนะนาํวาควรใชแอลกอฮอลตอกรดไขมันในอัตราสวน 6:1 เมือใชดางเปนตัวเรง

ปฏิกิริยา แตถาใชเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยาอาจตองใชอัตราสวนที่สูงกวา และอาจสูงถึง 15:1 

[Noureddini H. et al., 2005]  

จากงานวิจยัทีผ่านมาพบวาการผลิตไบโอดีเซลโดยใชเอนไซมเปนตวัเรงปฏิกิริยาเปนสิ่งที่นาสนใจ 

เนื่องจากสามารถลดปฏิกิริยาขางเคียง และของเสีย ลดพลังงานที่ใช แตยังมีส่ิงนาสนใจที่จะศึกษาเพิ่ม 

เชนการลดระยะเวลาที่ใชทาํปฏิกิริยา หรือสามารถทาํปฏิกิริยาไดอยางตอเนื่อง ดังนัน้หวัขอถัดไปจะมุง

ประเด็นไปที่เอนไซม 

 
 2.2 เอนไซมไลเปส 

1 ขอมูลทั่วไป:  เอนไซมไลเปสมีชื่อเรียกตามระบบของ International Union of Biochemistry วา

กลีเซอ รอลเอสเทอรไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase) ซึ่งเปนกลุมไฮโดรเลส ซึ่งเรงปฎิกิริยาการยอย

สลายพันธะเอสเทอรในไขมัน และมีชื่อตามรหัส คือ EC.3.1.1.3 ซึ่งชื่อตามระบบนี้จะความหมายรวมถงึ โม

โนกลีเซอริเดส ไลเปสจะทําหนาที่เรงปฎิกิริยาการไฮโดรไลสโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดใหเปน โมโน หรือได

กลีเซอไรด ไลเปสปนเอนไซมที่พบในรางกายสัตว และมนุษย เพื่อยอยไขมันที่บริโภคเขาไป ภายหลังจะมี

การใชไลเปสในอุตสาหกรรม เชน อุตสาหกรรมอาหาร โดยจะมาใชในกระบวนการหมัก โดยที่นําไลเปส

เนื่องจากจะทําหนาที่ผลิตกลิ่นและรสในอาหาร (เปนสารพวกเอสเทอร) โดยมีรสเฉพาะตัวทําใหเปนที่

ยอมรับของผูบริโภค เชนในผลิตภัณฑการทําเนยแข็ง ,เคก และช็อกโกแลต เปนตน โดยในระยะเริ่มแรกนั้น

ผลิตไลเปสไดจากเมล็ดพืช เชน ขาวสาลี ขาวไรย ฝาย ถั่วเหลือง และละหุง  ในปจจุบันไลเปสที่ใชใน

อุตสาหกรรม จะเปนเอนไซมที่ผลิตจากแบคทีเรีย หรือ รา ตัวอยางเชน Psudomonas fluorescens, 

Candida rugosa, Rhizopus delemar, และ  Mucor javanicus       เพราะไลเปสจากจุลชีพมีขอดีกวาไล

เปสจากพืชหรือสัตว  เพราะจุลินทรียเจริญเติบโตไดรวดเร็ว เพาะเลี้ยงไดงาย และสามารถเลือก

ความจําเพาะของเอนไซมไดดีกวา  

2 ความจําเพาะของเอนไซมไลเปส 

เอนไซมไลเปสที่ผลิตไดจากเชื้อแตละชนิดจะมีคุณลักษณะและความสามารถในการยอยกรดไขมันใน

ปฏิกิริยาไดตางกัน ข้ึนอยูกับกลุมของกรดไขมัน ตําแหนงที่เขาทําปฏิกิริยา อุณหภูมิ และสภาวะแวดลอม 

ซึ่งจะแบงเปนขอยอย ไดดังนี้ 

 2.1 ความจําเพาะตอสารตั้งตน ไลเปสมีความสามารถในการไฮโดรไลซสารตั้งตนกลุมไขมัน โดย

เปนความจําเพาะในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่มีตอกลุมไขมัน (lipid class specificity) คือสารตั้งตันที่

เปนโมโนหรือไดหรือไทรเอทิลกลีซอลรอลความสามารถในการเรงปฏิกิริยามีความแตกตางกันขึ้นอยูกับ

แหลงของไลเปส เชนไลเปสจาก Penicilium sp.จะสามารถเรงปฏิกิริยาไดดีที่สุดเมื่อสารตั้งตนเปนโมโนกลี

เซอรอล แตถาเมื่อสารตั้งตนเปนไดหรือไทรเอซิลกลีเซอรอลคาactivity จะลดลง แตในความจําเพาะของไล
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เปส Psudomonas fluorescens นอกจากจะขึ้นอยูกับกลุมของไขมันแลวยังขึ้นอยูกับอุณหภูมิดวย 

(Malcata et al., 1990)    

2.2 ความจําเพาะตอตําแหนง สามารถที่จะจําแนกไลเปสได 2 กลุมคือ  

-ไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรดซึ่งกลุมนี้จะยอย ไตรกลี

เซอไรดไดอยางสมบรูณ ดังนั้นจะไดกรดไขมันและกลีเซอรอลเปนผลิตภัณฑ แตอาจจะพบไตรกลีเซอไรด

และโมโนกลีเซอไรดเปนสารกึ่งกลาง (intermediate) ในปฎิกิริยาได  ตัวอยางของเอนไซมกลุมนี้ไดแก ไล

เปสจาก Candida cylindracea , Corynebecterium acnes Staphylococus aureus  และ 

Psudomonas fluorescens ( Malcata et al., 1990) 

ไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไทรกลีเซอไรดจะเขาทําปฏิกิริยาดังสมการ

ขางลาง    

 RCOOCH2   

 R′COOCH   RCOOH +R′COOH + R′′COOH +CH2OH 

 R′′COOCH2               CHOH 

                 CH2OH  

ไตรกลีเซอไรด    กรดไขมัน     กลีเซอรอล 

CH2OH 

 

รูปที่ 2.2 ไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 

  -ไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3 บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ซึ่งไตรกลีเซอ

ไรดที่ถูกเอนไซมกลุมนี้ยอยจะไดผลิตภัณฑ คือ กรดไขมัน 1,2 (2,3) ไดกลีเซอไรดและ 2โมโนกลีเซอไรด แต 

1,2 (2,3) ไดกลีเซอไรดและ1,3 ไตรกลีเซอไรดจะไมคงตัวถามีการบมเปนเวลานานพอจะเกิดขบวนการเอ

ซิลไมเกรชัน (Acyl migration ) ยอยไดกลีเซอไรดตอ ทําใหไดโมโนกลีเซอรอล 2 ตัว ซึ่งจะนับวาเปนการ

ยอยสลายอยางสมบรูณและไดกรดไขมันและกลีเซอรอลเหมือนกับแบบแรก ไลเปสที่อยูในกลุมนี้ไดแกไล

เปสจากจุลินทรียพวก Aspergillus nige , Mucor javanicus,และ Rhizopus spp. เปนตนไลเปสจะเขา

ทําปฏิกิริยาดังสมการดานลาง 

 

 

               RCOOCH2   

  R′COOCH          R′COOCH    + RCOOCH                 R′COOCH + 2 R′′COOCH 

 R′′COOCH2           R′′COOCH2 

CH2OH
CH2OH 

 

 รูปที่ 2. 3 แสดงไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนง1 และ3 บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 
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2.3 ความจําเพาะตอกรดไขมัน กลไกของไลเปสที่มีความจําเพาะตอกรดไขมันชึ้นอยูกับกรดไขมัน

ที่เปนองคประกอบในไตรกลีเซอไรด ซึ่งไลเปสจากจุลินทรียบางชนิดมีความจําเพาะตอกรดไขมันที่มีความ

ยาวโมเลกุลขนาดสั้น ( ต่ํากวา C8 ) บางชนิดมีความจําเพาะตอกรดไขมันที่มีความยาวโมเลกุลขนาดกลาง 

(C8- C14 )และบางชนิดมีความจําเพาะตอกรดไขมันที่มีความยาวโมเลกุลขนาดยาว ( ตั้งแต  C14เปนตนไป) 

อัตรการไฮโดรไลสกรดไขมันชนิดตางๆของไลเปสแตละชนิดจะแตกตางกัน เชน ไลเปสจาก Candida 

paralipolytica  สามารถไฮโดรไลสไตรคาไพริน (tricaprylin, C10) ไดเร็วกวา แตไฮโดรไลสพวกเมธิลบิว

ทีเรท (metyl butyrate, C4:0), เมธิลคาโพรเอท (metyl caproate, C8:0) และโมโนโอลิอีน (monoolein) ได

คอนขางชา แสดงวา ไลเปสจาก Candida paralipolytica นี้มีความจําเพาะตอกรดไขมันที่มีความยาว

โมเลกุลขนาดกลางมากกวาขนาดสั้นและขนาดยาว 

2.4 ความจําเพาะตอสเทอริโอเคมี สารที่เปนสเทอริโอเคมิสทรีเปนสารประกอบที่มีลําดับของพันธะ

โควาเลนตมีตําแหนงของ atom inspace สลับกันและพบวา ไลเปสแตละชนิดมีความจําเพาะตอสเทอริโอ

เคมีแตกตางกัน เชน ไลเปสจากจุลินทรียมีความจําเพาะที่  sn-1 เชนไลเปสจาก Humicola langginosa 

และ P. fluoroscens  เปนตน 

3 ปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปส 

ไลเปสจะทําปฏิกิริยาตอกรดไขมันไดหลายรูปแบบ คือ 

- ปฏิกิริยาไฮโครไลซิสเปนปฏิกิริยายอยสลาพันธะเอสเทอรดวยน้ํา 

                             O                                                   O 

              R-C-O-R′    + H20                           R-C-OH   + HO- R′ 
 

- ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชนัเปนปฏิกิริยาสรางพนัธะเอสเทอรกลับคืนมา 

                            O                                                 O 

  R-C-OH   + HO- R′       R-C-O-R′ 
 

- ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชัน เปนปฏิกริิยาสังเคราะหเอสเทอรขามชนิดของกรดไขมัน 

จะแบงเปน 4 ปฏิกิริยายอยดังนี้ 

 

- Acidolysis 

                             O                    O                                   O                   O 

R1-C-O-R′ + R2-C-OH  R1-C-O-R′ + R2-C-OH 
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- Alcoholysis 

 

    O                                                         O 

R-C-O-R1′ + HO –R′2   R-C-O-R2′ + HO-R′1  

 

 

-   Esterexchange (interesterrification) 

 

      O                    O                                    O                    O 

R1-C-O-R1′ + R1-C-O-R2′     R1-C-O-R2′ + R2-C-O-R′1 

 

- Aminolysis 

 O                                                        O 

   R-C-O-R1′ + H2N – R′2  R1-C-NH-R2′ + HO –R ′1 

 

ปฏิกิริยาเหลานี้สามารถเกิดขึ้นไดพรอมกนั แตจะเกดิปฏิกิริยาใดมากนอย ข้ึนอยูกับสภาวะ

แวดลอมและปริมาณสารเชน ถามีน้าํอยูในปฏิกิริยามาก (มีคา aw สูง) จะเกิดปฏิกริิยาไฮโดรไลซิสไดดี แต

ในการผลิตไบโอดีเซลจะไมตองการปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส เพราะจะไปแขงขันกับปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเค

ชัน จึงจาํเปนตองจํากัดปริมาณน้าํ หรือลดปริมาณใหนอยที่สุด แตก็ไมสามารถลดปริมาณน้ําทัง้หมดลงได 

เพราะเอนไซมจะทาํงานได (มี activity) ในระบบจําเปนตองมีน้าํอยูดวย (Halling, 1997)  

4 การใชไลเปสในการผลิตไบโอดีเซล จะมไีดสองวิธีคือ การใชแบคทเีรียทั้งตวัเพื่อผลิตเอนไซมใน

กระบวนการ (intracellular enzyme) และการสกัดใชเอนไซมแลวจึงนํามาใชในกระบวนการผลิต 

(extracellular enzyme) ซึ่งการใชเอนไซมจะมีทัง้การใชเอนไซมอิสระ และเอนไซมทีถู่กตรึง โดยสวนใหญ

แลวจะมีการใชเอนไซมทีถู่กตรึงมากกวา เนื่องจากสามารถใชเอนไซมไดหลายครั้ง และเอนไซมยงัสามารถ

ทนตอสภาพแวดลอมที่มกีารเปลี่ยนแปลงไดดีกวา แตการครึงเอนไซมอาจทาํใหมกีารสูญเสีย activity ไป

ไดบางสวน 
 
2.3 แบบจําลองกิจกรรมเอนไซมไลเปส 
แบบจําลองที่ใชอธิบายกิจกรรมเอนไซมไลเปสในการผลิตไบโอดีเซลจะใชแบบจําลองแบบปงปอง ไบ-ไบ 

( ping pong  bi  bi)  เนื่องจากสารตั้งตนจะมีสองตัวคือน้ํามนัพืช และแอลกอฮอล    สวนผลิตภัณฑที่ได

จะเปนเอสเทอรของกรดไขมัน และน้ํามันพืชทีถู่กยอย เชนถาสารตั้งตนเปนไตรกลีเซอไรด ผลิตภัณฑที่
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เหลือจะเปนไดกลีเซอไรด และไดกลีเซอไรดก็จะเปนสารตั้งตนตอไป เนื่องจากในกรณีนี้สารตั้งตนตัวที่สอง

คือเอธานอล ซึ่งPizarro (2003) กลาววาเปนพษิตอเอนไซมนอยกวาเมธานอล เราจึงตั้งสมมติฐานวา สาร

ตั้งตน และผลติภัณฑไมเปนพิษตอเอนไซม จึงสามารถใชสมการปงปองไบ ไบ แบบไมมีสารยับยัง้มาใช

อธิบายแบบจาํลองกิจกรรมเอนไซมไดดังนี ้

ABAKBK
ABV

v
BA ++

= max  

ในงานวิจัยที่เกี่ยวของมีเพยีงบทความเดยีวที่มกีารหาคาคงที่กิจกรรมเอนไซมในปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริ

ฟเคชั่นในการผลิตไบโอดีเซล แตเนื่องจากวาในงานวิจยัชิ้นนั้นใชเมทลิอซิเตตแทนแอลกอฮอล แตเมทิลอซิ

เตตเปนพิษตอเอนไซม  Xuและคณะจึงใชแบบจําลองปงปองไบ ไบ ชนิดมีสารตั้งตนเปนตวัยับยั้งปฏิกิริยา

แทน (Xu,2005) 
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บทที่ 3 
ปจจัยที่มีผลตอคากิจกรรมเอนไซมไลเปส 

 

การศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสมีความสําคัญตอการสังเคราะหเอทิลเอสเทอรเนื่องจากการ

สังเคราะหเอทิลเอสเทอรโดยอาศัยตัวเรงปฏิกิริยาชนิดเอนไซมไลเปสนั้นเอนไซมจะทําหนาที่ไฮโดรไลซิส

โมเลกุลของไตรกลีเซอไรด เปนกรดไขมันซึ่งเพื่อทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอลจนไดเอทิลเอสเทอรไดและ

กิจกรรมของเอนไซมไลเปสข้ึนอยูกับภาวะตางๆ ในการดําเนินปฏิกิริยาเชน ความเร็วรอบในการเขยาและ

อุณหภูมิ    [2]พบวาความเร็วรอบในการเขยาและอุณหภูมิมีผลตอ Novozym 435 [4] เอนไซมไลเปส ผลิต

จาก Pseudomanas fluorescens  เปนเอนไซมที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนไตรกลีเซอไรดโดยจะ

เกิดปฏิกิริยาเปนแบบสุมและสามารถไฮโดรไลซิสโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดถึง 58.8-78.9% [5] สวน

เอนไซมที่ผลิตจากจุลินทรียพวก Aspergillus niger , Mucor javanicus Rhizopus spp.จะมี

ความจําเพาะในการตัดกรดไขมันจากตําแหนง1และ3บนไตรกลีเซอไรดทําใหไดปริมาณกรดไขมันแตละ

ชนิดตางๆแมวาจะใชน้ํามันจากพืชชนิดเดียวกัน[7] การใชเอนไซมอิสระในปฏิกิริยานั้นจะมีขอเสียคือไม

สามารถที่จะนําเอนไซมมาใชใหมไดและแยกเอนไซมอิสระออกจากผลิตภัณฑนั้นทําไดยากจึงไดมีวิธีการ

ตรึงรูปเอนไซม ( Immobilized enzyme)[3]เพื่อสามารถนํากลับมาใชใหมได ใชวิธีการตรึงรูปแบบหอหุม

ดวยเจล[8] หรือ (Gel entrapping) เปนวิธีที่ใชทั่วไปเพราะสามารถทําไดงายไมยุงยากซึ่งมักจะใชอัลจิเนต

เพื่อเปนเจลที่ใชในการหอหุมเอนไซมเนื่องจากอัลจิเนตเปนสารจากธรรมชาติ ไมมีพิษและราคาถูก น้ํามัน

ปาลม ที่มักถูกเลือกใชเปนสารตั้งตนใชในการผลิตเอสเทอรเพื่อเปนแหลงพลังงานภายในประเทศไทย

น้ํามันปาลมสวนใหญประกอบดวยกรดไขมันคือ กรดไมริสติก(Myristic acid)1-6%กรดสเตียริก(Stearic 

acid)1-6 %กรดปาลมมิติก(Palmitic acid)32-46%ในรูปของกรดไขมันอิ่มตัวและกรดโอลิอิก(Oleic acid) 

40-52%กรดไลโนลีอิก(Linoleic acid)5-7%ในรูปของกรดไขมันไมอ่ิมตัวรวมตัวอยูในรูปไตรกลีเซอไรดแต

อาจอยูในรูปกรดไขมันอิสระในปริมาณ 3-5%น้ํามันปาลมดิบ เมื่อผานกระบวนการกําจัดสีแลว จะมี

ลักษณะเปนของเหลวผสมเปนของแข็งสีขาวหรือสีเหลืองมีชื่อวา น้ํามันปาลมแยกยางเหนียวซึ่งมักจะ

นํามาใชในการผลิตเอสเทอรของแข็งดานลาง คือ ปาลมสเตียริน (palm stearin) ของเหลวดานบน คือ 

ปาลมโอลีน (palm olein)   

 โดยทัว่ไปแลวปจจัยทีม่ีผลตอคากิจกรรมเอนไซม และความเรว็ของปฏิกิริยา ไดแก ชนิดของสารตัง้

ตน ความเขมขนของสารตั้งตนตอปริมาณเอนไซม ความเปนพิษ คาความเปนกรดดางในขณะเกดิปฏิกิริยา 

อุณหภูมิขณะที่ใชทาํปฏิกิริยา ความเปนอิสระของเอนไซม งานวจิัยนี้เปนการศึกษากิจกรรมของเอนไซม

อิสระและเอนไซมตรึงรูปในการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโมเลกุลไตรกลีเซอไรดจากน้ํามนัปาลมตางๆเพื่อใช

เปนขอมูลพืน้ฐานในการการสังเคราะหเอทิลเอสเทอรโดยอาศัยเอนไซมไลเปส 
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วิธีการทดลอง 
 วัตถุดิบและสารเคมี 

- น้ํามันปาลมทางการคา ( ชื่อทางการคามรกต ) 

- น้ํามันมะกอก 

- น้ํามันปาลมดิบแยกยางเหนียว  จากบรษิัท ชมุพรอุตสาหกรรมน้ํามนัปาลม จํากัด (มหาชน) 

ซึ่งมีสวนประกอบของกรดไขมัน ดงัตารางที่ 1 

ตารางที่ 3.1 สวนประกอบกรดไขมันจากน้ํามันปาลมแยกยางเหนียว 

สวนประกอบของกรดไขมัน รอยละกรดไขมัน 

กรดไขมันอิ่มตัว 

กรดลอริค 

กรดไมริสติก 

กรดปาลมมิตกิ 

กรดสเตียริก 

กรดอราซิดิค 

 

0.2 

0.8 

41.1 

3.8 

0.2 

กรดไขมันไมอ่ิมตัว 

กรดโอลิอิก 

กรดไลโนลีอิก 

กรดไลโนลีนิค 

อ่ืนๆ 

 

43.6 

9.6 

0.1 

0.5 

วิเคราะห : กรมวิทยาศาสตรบริการ 

- เอนไซมไลเปสที่ไดจากจุลินทรีย  Pseudomonas  fluorescens  ( Fluka Co.,Ltd. ประเทศ

สมาพนัธรัฐสวิส )  

- กรดโอลิอิกเกรดวิเคราะห 

- ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ( Na2HPO4) 

- สารละลายฟนอลฟทาลนี 

- เอธานอล 95% 

- โพแทสเซียมไฮดรอกไซด ( KOH ) เกรดวเิคราะห 

- โพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต ( KC6O4H7) 

- โซเดียมอัลจิเนต 

- แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) 

- โซเดียมไฮดรอกไซด ( NaOH ) 
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- อะซิโตน 

- โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) 
การเตรียมเอนไซม  

      เตรียมสารละลายเอนไซมไลเปส (10 w/v) ใน0.1โมล ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.5  แบงเปนสองสวนโดย

สวนแรกใชเปนเอนไซมอิสระ สวนที่สองใชวิธีตรึงเอนไซมในอัลจิเนตโดยใชวิธีแบบหอหุมดวยเจล( gel 

entrapping) หยดโซเดียมอัลจิเนตดวยเข็มฉีดยาลงในสารละลายกระดางแคลเซียมคลอไรด 10% w/v ลาง

ดวย 0.1โมล ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.5  3  คร้ังๆ ละ  1 มล.เพื่อใหไดเอนไซมตรึงรูปทรงกลมเสนผาน

ศูนยกลาง 2.0 -3.0 มมเมื่อยังไมใชจะเก็บรักษาไวใน 0.1โมล ฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.5 ที่อุณหภูมิ 27 °ซ
(หรือเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง) 

 การศึกษากจิกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระ เอนไซมตรึงรูปและน้ําลางจากการตรงึรูปใน
น้ํามันชนิดตาง ๆ 
 เตรียมสารตั้งตนซึ่งประกอบดวย 1% w/v กัมอราบิกปริมาตร 10 มิลลิลิตร , 1M โซเดียมไฮดรอก

ไซดปริมาตร 19 มิลลิลิตร , 2% แคลเซียมคลอไรดปริมาตร11 มิลลิลิตร และน้ํามันที่จะศึกษาปริมาตร1 

มิลลิลิตร [3]จากนั้นนําเอนไซมอิสระ,เอนไซมตรึงรูปและน้ําลางจากการตรึงรูปมาใสในสารตั้งตนเขยาที่

ความเร็วรอบในการเขยา 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 15นาทีหยุดปฏิกิริยาและไตเตรทกับ 

0.025 นอรมอล โพแทสเซียมไฮดรอกไซด  
การศึกษาความเร็วรอบของการเขยาที่มีผลตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในน้ํามันชนิด

ตางๆ 
              เตรียมเอนไซมอิสระ,เอนไซมตรึงรูปและน้ําลางจากการตรึงรูปใสลงในสารตั้งตนแตละชนิดที่มี

ปริมาตร 15 มล.ในขวดรูปชมพูขนาด 125 มลเขยาที่ความเร็วรอบในการเขยา150,200,250,300รอบตอ

นาที อุณหภูมิ 37 °ซ หากิจกรรมของเอนไซมตามวิธี routine measurement of microbial lipase [2] 
การศึกษาอุณหภูมิที่มีผลตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในน้ํามันชนิดตางๆ 

เตรียมเอนไซมอิสระ,เอนไซมตรึงรูปและน้ําลางจากการตรึงรูปใสลงในสารตั้งตนแตละชนิดปริมาตร 15 มล.

ในขวดรูปชมพูขนาด 125 มล.เขยาที่ความเร็วรอบในการเขยา 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 

30,40,45,50°ซ หากิจกรรมของเอนไซมตามวิธี routine measurement of microbial lipase [2] 

 
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 ลักษณะของเอนไซมตรึงรูป 
 ผลการศึกษาพบวารูปรางของเอนไซมตรึงรูปมีลักษณะเปนทรงกลมมีเสนผานศูนยกลางประมาณ

2.0 -3.0 มม.และมีปริมาณของเอนไซมตรึงรูปประมาณ 1.0 -2.0 กรัมหลังจากดําเนินปฏิกิริยาพบวาขนาด

ของเอนไซมตรึงรูปจะลดลงเหลือประมาณ1.0-1.5 มม. หรือขนาดเอนไซมตรึงรูปลดลงถึง 50 %และมี
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รูปรางไมเปนทรงกลม สวนของน้ําลางจากการตรึงเอนไซมอาจจะมีปริมาณของเอนไซมละลายอยูในน้ํา

ลางจึงทําใหตองศึกษากิจกรรมของเอนไซมดวย    
  กิจกรรมของเอนไซมไลเปสในน้ํามันชนิดตางๆ 

ผลการศึกษากิจกรรมของเอนไซมอิสระ,เอนไซมตรึงรูปและน้ําลางจากการตรึงรูปในน้ํามันปาลม

ชนิดตางๆ โดยใชเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปเติมลงในสารตั้งตนของน้ํามันแตละชนิดจากนั้นไปเขยา

ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 15 นาทีอุณหภูมิ 37 °ซ จากนั้นนําไปหากิจกรรมของเอนไซมทั้ง

เอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปโดยที่กิจกรรมของเอนไซม 1 หนวย คือ ปริมาณกรดไขมัน 1ไมโครโมลที่

เกิดจากการเรงปฏิกิริยาการยอยของน้ํามันที่ศึกษาในเวลา 1 ชั่วโมง[1] ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 1 พบวา

เอนไซมไลเปสสามารถยอยน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวไดดีกวาน้ํามันปาลมทางการคาและน้ํามันมะกอก 

จึงทําใหเมื่อคํานวณกิจกรรมเอนไซมที่มีตอน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวแลวจะไดประสิทธิภาพสูงกวา ซึ่ง

กิจกรรมของเอนไซมตอการการยอยน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวตอเอนไซมอิสระ,เอนไซมตรึงรูปและน้ํา

ลางจากการตรึงรูปมีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสคือ 0.305 0.079 ,0.109 หนวยตอมิลลิกรัมของเอนไซม

ซึ่งสูงกวาในสารตั้งตนของของน้ํามันปาลมทางการคาและน้ํามันมะกอกในเวลา  15 นาทีโดยที่มี

ความสามารถของเอนไซมอิสระในการยอยน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวไดดีกวาน้ํามันปาลมทางการคาและ

น้ํามันมะกอกแตกตางกันเล็กนอยโดยยอยน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวไดดีกวาน้ํามันปาลมทางการคา 

1.32 เปอรเซ็นตและน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวไดดีกวาน้ํามันมะกอก 4.91เปอรเซ็นต กรณีความสามารถ

ของเอนไซมตรึงรูปในการยอยมีแนวโนมไปทางเดียวกับเอนไซมอิสระคือน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวได

ดีกวาน้ํามันปาลมทางการคา 2.53 เปอรเซ็นตและน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวไดดีกวาน้ํามันมะกอก12.53

เปอรเซ็นตและกรณีความสามารถของน้ําลางจากการตรึงรูปในการยอยน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวได

ดีกวาน้ํามันปาลมทางการคา 20.62 เปอรเซ็นตและน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวไดดีกวาน้ํามันมะกอก

10.09 เปอรเซ็นต และยังพบวาเอนไซมอิสระมีคากิจกรรมของเอนไซมมากกวาเอนไซมตรึงรูปอยู 0.2971 

หนวยตอมิลลิกรัมเอนไซมหรือคิดเปน 74.10 เปอรเซ็นตในการตรึงรูปเอนไซมจะใชเอนไซมอิสระ 1.15 กรัม

นั้นสวนของน้ําลางจากการตรึงรูปมีเอนไซมอิสระหลุดออกมาจากการตรึงรูปอยู 38.85 มิลลิกรัมและ

เอนไซมที่ตรึงรูปอยู 1.11กรัม จะเห็นวาการตรึงรูปแบบหอหุมดวยเจล หรือ (Gel entrapping)จะทําให

เอนไซมอิสระหลุดออกจากการตรึงรูปคิดเปน 3.37 เปอรเซ็นตและการตรึงรูปสามารถกักเอนไซมได 96.63 

เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 3.1 กิจกรรมของเอนไซมไลเปสในสารตั้งตนน้ํามันแตละชนิด 

ผลของความเร็วรอบของการเขยา 
ผลการศึกษาความเร็วรอบในการเขยาที่มีผลตอศึกษากิจกรรมของเอนไซมในน้ํามันชนิดตางๆโดย

ศึกษาความเร็วรอบที่ 0,150,200,250,300 รอบตอนาทีเปนเวลา 15 นาที อุณหภูมิ 40 °ซ จากนั้นหา

กิจกรรมของเอนไซม ผลที่ไดแสดงดังรูปที่ 2 พบวาที่ความเร็วรอบในการเขยา 200 รอบตอนาทีนั้นมีคา

กิจกรรมของเอนไซมสูงกวาความเร็วรอบในการเขยาอื่นๆ ทั้งในเอนไซมอิสระ,เอนไซมตรึงรูปและน้ําลาง

จากการตรึงรูปในสารตั้งตนของน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวมีคากิจกรรมของเอนไซมตามลําดับดังนี้ 

0.305 ,0.079 ,0.109 หนวยตอมิลลิกรัมของเอนไซมในสารตั้งตนของน้ํามันปาลมมีกิจกรรมของเอนไซม

ตามลําดับดังนี้  0.301 ,0.077 ,0.087 หนวยตอมิลลิกรัมของเอนไซมและสารตั้งตนของน้ํามันมะกอกมีคา

กิจกรรมของเอนไซมตามลําดับดังนี้ 0.29 ,0.071 ,0.068 หนวยตอมิลลิกรัมของเอนไซมเนื่องจากอัตราเร็ว

ที่ใชในการเขยามีผลตอการกระจายตัวและการถายเทมวลสาร(mass transfer)โดยพบวาความเร็วรอบใน

การเขยาที่ 100และ150 รอบตอนาทีนั้นจะทําใหมีการกระจายตัวของสารนอยและมีการถายเทมวลสาร

นอยดวย ที่ความเร็วรอบในการเขยา 250และ300รอบตอนาทีนั้นเปนความเร็วรอบที่สูงเกินไปจึงจะทําให

อากาศเขาไปในสารละลายไลเปสระหวางการดําเนินปฏิกิริยาไดงายทําใหเอนไซมเกิดการออกซิเดชันได

[1 ] และพบวาแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสทั้ง 3 ชนิดที่ความเร็วรอบตางๆ

ไปทางเดียวกัน[5]ในสารตั้งตนของน้ํามันปาลมแยกยางเหนียว,น้ํามันปาลมและน้ํามันมะกอก 
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รูปที่ 3.2 ความสัมพนัธระหวางความเร็วรอบและกิจกรรมของเอนไซม (ก) น้าํมันปาลมดิบแยกยางเหนียว 

(ข) น้ํามนัปาลมทางการคา (ค) น้ํามนัมะกอก 

 
ผลของอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยา 
ผลการศึกษาอุณหภูมิที่มีผลตอศึกษากิจกรรมของเอนไซมเอนไซมไลเปสในน้ํามันชนิดตางๆโดยใช

อุณหภูมิคือ30,40,45,55°ซ เปนเวลา 15 นาที ความเร็วรอบในการเขยา 200 รอบตอนาที จากนั้นหา

กิจกรรมของเอนไซม ปกติแลวเอนไซมไลเปสนั้นสามารถเรงปฏิกิริยาไดดีที่อุณหภูมิ 30-40°ซ [1]ถามี

อุณหภูมิสูงกวาที่เหมาะสมจะทําใหโมเลกุลของเอนไซมมีพลังงานมากเกินไปจนเกิดการสูญเสียสภาพของ

เอนไซม และมีคากิจกรรมของเอนไซมลดลงเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย Pseudomonas  fluorescents 

สามารถทนความรอนไดอยูเมื่ออุณหภูมิ 60°ซ คากิจกรรมของเอนไซมลดลงเหลือ 60 เปอรเซ็นต [6] ผลที่
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ไดแสดงดังรูปที่ 3 พบวา อุณหภูมิ 40 °ซ เอนไซมอิสระ,เอนไซมตรึงรูปและน้ําลางจากการตรึงรูปในสารตั้ง

ตนของน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวมีกิจกรรมของเอนไซมตามลําดับดังนี้ 0.304 ,0.080 ,0.11 หนวยตอ

มิลลิกรัมของเอนไซมในสารตั้งตนของน้ํามันปาลมมีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสตามลําดับดังนี้  

0.32 ,0.078 ,0.089 หนวยตอมิลลิกรัมของเอนไซมและในสารตั้งตนของมะกอกมีกิจกรรมของเอนไซมไล

เปสตามลําดับดังนี้  0.29 ,0.069 ,0.098 หนวยตอมิลลิกรัมของเอนไซมและพบวาแนวโนมการ

เปลี่ยนแปลงของกิจกรรมของเอนไซมไลเปสทั้ง 3 ชนิดที่อุณหภูมิตางๆไปทางเดียวกัน[5]ในสารตั้งตนของ

น้ํามันปาลมและน้ํามันมะกอก 
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               (ค) 

รูปที่ 3.3 ความสัมพนัธระหวางอุณหภูมิและกิจกรรมของเอนไซม (ก) น้ํามนัปาลมดบิแยกยางเหนยีว (ข) 

น้ํามนัปาลมทางการคา (ค) น้ํามนัมะกอก 

 
สรุปผลการทดลอง 
 คากิจกรรมของเอนไซมอิสระ,เอนไซมตรึงรูปและน้ําลางจากการตรึงรูปในสารตั้งตนน้ํามันปาลม

แยกยางเหนียวจะสูงกวาน้ํามันที่ทําการศึกษาอีก 2 ชนิดและคากิจกรรมของเอนไซมอิสระมากกวาเอนไซม
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ตรึงรูปถึง 74.10 เปอรเซ็นตสภาวะที่มีทําใหมีคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดคือความเร็วรอบที่ 200 รอบตอ

นาทีและอุณหภูมิ 40°ซ 
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บทที่ 4 
การผลิตไบโอดีเซลโดยใชเอนไซมไลเปส 

 

การสังเคราะหเอทิลเอสเทอรโดยมีเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Pseudomonas  fluorescens  เปน

ตัวเรงปฏิกิริยาจะใหปริมาณของเอทิลเอสเทอรในปริมาณที่ตางกันในแตละภาวะตางๆ ในการดําเนิน

ปฏิกิริยา โดยสภาวะที่มีผลตอการสังเคราะหเอทิลเอสเทอรในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวาง

น้ํามันปาลมแยกยางเหนียวกับเอทานอลที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา ไดแกอัตราสวนโดย

โมล,  อุณหภูมิ, ความเร็วรอบการเขยาและ pH  

อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันกับแอลกอฮอลมีผลตอการสังเคราะหเอทิลเอสเทอรเอนไซมไล

เปสตรึงรูปเนื่องจากปฏิกิริยานี้เปนปฏิกิริยาผันกลับได อัตราสวนโดยโมลมีความสําคัญตอการเรงปฏิกิริยา

ไปขางหนา หรือลดปฏิกิริยายอนกลับ รวมทั้งผลักดันใหเกิดปฏิกิริยาไดสมบูรณ ซึ่งงานวิจัยของFukuda 

และคณะพบวาอัตราสวนระหวางน้ํามันดอกทานตะวันตอเมทานอลที่ใหปริมาณเอสเทอรสูงสุด คือเมื่อใช

อัตราสวน 1:4.5 และใสเอนไซมตรึงรูปของ Rhizomucor miehei ลงในน้ํามันประมาณ 5 ชั่วโมงกอนที่จะ

ใสเมธานอลลงไป ปฏิกิริยานี้จะใหคาคอนเวอรชั่นมากกวา80เปอรเซ็นต (Fukuda, 2001) นอกจากนี้ยัง

พบวาเมื่อ Ganapati และคณะใชปฏิกิริยาในรูปแบบเดียวกันและเอนไซมชนิดเดียวกันกับน้ํามันจากเมล็ด

ทานตะวัน จะใหผลที่ดีกวา คือ อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันตอเมทานอลที่เหมาะสมในการทดลองคือ 

1 ตอ 3.4 จะไดปริมาณเอสเทอรเทากับ 92.2 เปอรเซ็นต เมื่อใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 6 ชั่วโมง 

(Ganapati, 2001) สวนปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสระหวางน้ํามันที่เหลือใชทางการคากับเมทานอลโดยใชตัวเรง

ปฏิกิริยาคือเอนไซมตรึงรูปจาก Candida antarctica โดยมีการเติมเมทานอลลงไปทีละนอยเปนระยะ ๆ 

พบวา ระหวางน้ํามันที่เหลือใชทางการคากับเมทานอลที่เหมาะสมคือ 1 ตอ 3 (Ellaiah, 2004) 

อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการสังเคราะหเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปจะแตกตางกันไป 

เนื่องจากเอนไซมไลเปสแตละชนิดนั้นสามารถทํางานไดดีที่อุณหภูมิที่แตกตางกัน นอกจากนี้เอนไซมชนิด

เดียวกันก็ทํางานไดดีที่อุณหภูมิตางกันเมื่อใชสารตั้งตนแตกตางกัน Shimada และคณะพบวาชวงอุณหภูมิ

มีผลตอปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่นของน้ํามันดอกทานตะวัน โดยการทดลองใชเอนไซมไลเปสจาก 

Candida antarctica ที่สภาวะคงที่ แตมีการเปลี่ยนแแปลงอุณหภูมิ ในชวงการใชอุณหภูมิตั้งแต 20ถึง60 

องศาเซลเซียส พบวา เมื่อเพิ่มอุณหภูมิปริมาณของเอสเทอรจะเพิ่มขึ้นและเมื่อเวลาผานไป 24 ชั่วโมง

พบวาไดปริมาณของเอสเทอรมากที่สุดคือ 29.9เปอรเซ็นตที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แตเมื่อเพิ่ม

อุณหภูมิตอไปจะทําใหปริมาณเอสเทอรจะลดลง สวนในการทําปฏิกิริยาจากน้ํามันรําขาวโดยใชเอนไซม

ชนิดเดียวกันในเวลา 24 ชั่วโมง พบวาปริมาณของเอสเทอรเกิดขึ้นสูงสุดที่ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดย

สามารถผลิตเอสเทอรไดสูงสุดเทากับ 62.3เปอรเซ็นตและเมื่อเพิ่มอุณหภูมิตอไปจะทําใหปริมาณเอสเทอร

จะลดลงเชนกัน (Shimada,2002) และเมื่อ Chen-Jech-Wi ใฃตัวเรงปฏิกิริยาชนิดเดียวกับ Shimada คือ 
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Cundida antarcticaทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพียง 30 นาที ที่อุณหภูมิ 30องศาเซลเซียสและ

อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันถั่วเหลืองกับแอลกอฮอลชนิดตางคือ 1ตอ 3 พบวาจะใหคาคอนเวอรชัน

เทากับ70 เปอรเซ็นต โดยมีเมทานอลเปนแอลกอฮอลที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยานี้ (Chen-Jech-

Wi,2001) 

ความเร็วรอบการเขยาจะสงผลตอการถายเทมวลของเอนไซมไลเปสตรึงรูป Noureddini ทํา

ปฏิกิริยา ทรานเอสเทอริฟเคชั่นจากน้ํามันพืชโดยใชความเร็วในการกวนที่แตกตางกันคือ ที่ความเร็วรอบ 

150 ,250,300 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาชวงแรกปริมาณเอสเทอรเพิ่มข้ึนเมื่อความเร็วรอบใน

การกวนเพิ่มข้ึน แตแลวปริมาณของเอสเทอรกลับลดลงเมื่อความเร็วรอบสูงกวา 250 รอบตอนาที 

(Noureddini .H,2005) 

คาความเปนกรด –ดาง (pH) มีผลตอการทํางานของเอนไซมพบวาเอนไซมไลเปสแตละชนิดมักจะ

ทํางานไดดีที่ชวงคาความเปนกรดดางคาหนึ่ง  ข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรียที่ผลิตเอนไซมไลเปส 

(Soumanou ,2003) Krishna และคณะพบวาเมื่อปรับสารตั้งตนใหมีคาความเปนกรด-ดาง(pH)ที่ 7.0 จะ

ทําใหปฏิกิ ริยาเมทาโนไลซิส ระหวางน้ํามันถั่วเหลืองแยกยางเหนียวกับสารละลายเมทานอลใน

คลอโรฟอรม เกิดเมธิลเอสเทอรไดดีที่สุด เมื่อโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือเอนไซมตรึงรูปจาก Candida 

Antarctica และคอย ๆเติมเมทานอลเปนระยะ พบวา ปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่ไดสูงสุดเทากับ 93.2 

เปอรเซ็นต (Krishna,2001) 

ในงานวิจัยนี้เปนการศึกษาสภาวะที่มีผลตอการสังเคราะหเอทิลเอสเทอรปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ

ฟเคชันระหวางน้ํามันปาลมโอลิอีนกับเอทานอลที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาเพื่อใชเปน

ขอมูลพื้นฐานในการการสังเคราะหเอทิลเอสเทอรโดยอาศัยเอนไซมไลเปส 

 
วิธีการทดลอง 
 1 วัตถุดิบและสารเคมี 

          1.1 การตรึงเอนไซม 

         - เอนไซมไลเปสที่ไดจากจุลินทรีย  Pseudomonas  fluorescens  (Fluka Co.,Ltd. ประเทศ

สมาพันธรัฐสวิส )  

- ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ( Na2HPO4) 

- โพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต ( KC6O4H7) 

- โซเดียมอัลจิเนต 

- แคลเซียมคลอไรด (CaCl2) 

     1.2  การสงัเคราะหเอทิลเอสเทอรปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัระหวางน้ํามันปาลมโอลิอีน

กับเอทานอลที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา
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     -  สารมาตรฐานสําหรับใชในการวิเคราะหโดยแกสโครมาโตกราฟ 

                      -  เอทิลปาลมมิเตท (C18H36O2 ) 

                      - เอทิลโอลิเอท (C20H38O2)                 

               - เมทิลเพนตะดิคาโนเอต (C16H32O2  )  

            - เฮกเซน (C6H14)  

                     - อะซิโตน (Acetone) 

    1.3 อุปกรณ 

                - เครื่องเขยาควบคุมอุณหภมูิ 

                   - แกสโครมาโตกราฟ VARIAN รุน CP 3800  ดีเทคเตอรเปนแบบ Flame  Ionization  (FID) 

                   - คอลัมน Capillary column (DB-5  COLUMN 30 เมตร x 0.25 มิลลิเมตร) 

   1.4 การตรึงเอนไซม  

เตรียมสารละลายเอนไซมไลเปส (10% w/v) ใน 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร (pH 7.5) ใชวิธกีารตรึง

รูปเอนไซมดวยวิธกีักในชองตาขายของโซเดียมอัลจิเนต โดยการใชเข็มฉีดยาหยดสารผสมเอนไซมไลเปส

และโซเดียมอลัจิเนตลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด (10% w/v) ลางดวย 0.1 M ฟอสเฟตบฟัเฟอร (pH 

7.5) คร้ังละ 1 มิลลิลิตร 3 คร้ัง จะไดเอนไซมตรึงรูปลักษณะทรงกลมมขีนาดเสนผานศูนยกลาง 2-3 

มิลลิเมตร ทาํการเก็บรักษาไวใน 0.1 M ฟอสเฟตบัฟเฟอร (pH 7.5) ที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซยีส 

(ปรเมษฐ และ สินศุภา ,2549) 

1.5 การเตรียมน้ํามันปาลมน้ํามนัปาลมโอลิอินโดยวธิ ีCrystallization

เตรียมน้ํามันปาลมดิบที่แยกยางเหนยีวตมจนน้ํามนัปาลมแยกยางเหนียวละลายเปนเนื้อเดยีวกัน 

ตั้งทิง้ไวในตูเยน็จนน้ํามันปาลมแยกออกเปน 2 ชั้น ทาํการกรองแยกของเหลวใสสีเหลืองสวนบน (นํามนั

ปาลมโอลิอินดิบ) ไปใชในการทดลองตอไป 
2 สภาวะที่มีผลตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวางน้ํามันปาลมโอลิอีนกับเอทา

นอลที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 2.1 ศึกษาอัตราสวนโมลนํามันปาลมโอลิอีนตอเอทานอลที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาทรานส

เอสเทอริฟเคชัน

เตรียมน้ํามันปาลมโอลิอีนดิบและเอทานอล ที่อัตราสวนโมลน้ํามันปาลมโอลิอีนดิบตอเอทานอล

ดังนี้  1:1  1:2  1:3  1:4  1:5 และ1:6  เติมเอนไซมไลเปสตรึงรูป 2.5 กรัมลงในน้ํามันปาลมโอลิอีนดิบเขยา

ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา  15 นาที เพื่อใหเอนไซมทํา

ปฏิกิริยาตัดสายไตรกลีเซอไรด เติมเอทานอลลงในน้ํามันปาลมโอลิอินที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูป ตาม

อัตราสวนตางๆ   

2.2  ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  
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เตรียมน้ํามันปาลมโอลิอีนดิบและเอทานอลที่อัตราสวนโมลน้ํามันปาโอลิอีนดิบตอเอทานอลที่ให

ปริมาณเอทิลเอสเทอรมากที่สุดจากการทดลองที่ 2.3.1 เติมเอนไซมไลเปสตรึงรูป 2.5 กรัมลงในน้ํามัน

ปาลมโอลิอีนดิบเขยา ดวยเครื่องเขยาที่ควบคุมอุณหภูมิใชความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปลี่ยนแปร

อุณหภูมิดังนี้ 35 40 45 และ 50องศาเซลเซียส 

         2.3 ศึกษาความเร็วรอบการเขยาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

เตรียมน้ํามันปาลมโอลิอีนดิบและเอทานอล ที่อัตราสวนโมลน้ํามันปาลมโอลิอีนดิบตอเอทานอลที่

ใหปริมาณเอทิลเอสเทอรมากที่สุดจากการทดลองที่2.4.1  เติมเอนไซมไลเปสตรึงรูป 2.5 กรัมลงในน้ํามัน

ปาลมโอลิอีนดิบ เติมเอทานอล ลงในน้ํามันปาลมโอลิอินที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูป เขยาดวยเครื่องเขยาที่

ควบคุมอุณหภูมิใชอุณหภูมิที่ใหปริมาณเอทิลเอสเทอรมากที่สุดจากการทดลองที่ 2.4.2 เปลี่ยนแปร

ความเร็วรอบการเขยาดังนี้  150 200 250 และ 300 รอบตอนาที 

2.4 ศึกษาคา pH ที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน

เตรียมน้ํามันปาลมโอลิอีนดิบและเอทานอล ที่อัตราสวนโมลน้ํามันปาลมโอลิอีนดิบตอเอทานอลที่

ใหปริมาณเอทิลเอสเทอรมากที่สุดจากการทดลองที่2.4.1  เติมเอนไซมไลเปสตรึงรูปที่เตรียมจาก 0.1 M 

phosphate buffer pH 5.0  7.0  7.5 และ 9.0 ปริมาณ  2.5 กรัมลงในน้ํามัน เติมเอทานอล เขยาดวย

เครื่องเขยาที่ควบคุมอุณหภูมิใชอุณหภูมิที่ใหปริมาณเอทิลเอสเทอรมากที่สุดจากการทดลองที่ 2.4.2และ

ความเร็วรอบการเขยาที่ใหปริมาณเอทิลเอสเทอรมากที่สุดจากการทดลองที่ 2.4.3 

 2.5 วิธีการวิเคราะหปริมาณเอทิลเอสเทอร

ชั่งสารตัวอยาง 15 mg เติม Internal Standard (เมทิลเพนตะดิคาโนเอต) 50 μL ปรับปริมาตร

ดวย n- Hexane จนไดปริมาตรรวม 500 μL การทดลองนี้ใชเครื่องแกสโครมาโตกราฟ VARIAN รุน CP 

3800  ดีเทคเตอรเปนแบบ Flame  Ionization  (FID) ที่อุณหภูมิ 270 องศาเซลเซียส  กาซฮีเลียมเปนกาซ

พา อัตราการไหล   0.1  มิลลิลิตรตอนาที  อุณหภูมิ Injection 275 องศาเซลเซียส ที่สภาวะอุณหภูมิ

กําหนด 3 ข้ันตอน คือ ที่ 210 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เพิ่มดวยอัตรา 2 องศาเซลเซียสตอนาที

จนถึง 270 องศาเซลเซียสคงที่นาน 5 นาที 

  
ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอีนกับเอทานอล 

 อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอีนกับเอทานอลที่มีตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ

ฟเคชันที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา ตามสมการปฏิกิริยาในรูปที่ 1 ซึ่งเปนการบอกถึงดุล

โมลระหวางน้ํามันกับเอทานอล พบวาสมดุลโมลระหวางน้ํามันกับเอทานอลที่ใชควรจะเปน 1:3 จะสามารถ

ใหปริมาณของเอทิลเอสเทอรที่มากกวาสมดุลโมลอื่นและการทดลองของ Noureddini .H,(2005) ก็ยืนยัน

เชนนั้น 
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 ไตรกลีเซอไรด แอลกอฮอล กลีเซอรอล เอสเทอร 
 

รูปที่ 4.1  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น (Transesterification) 

สวนการทดลองนี้ทําการศึกษาอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอีนกับเอทานอลคือ

1:1,1:2,1:3,1:4,1:5,และ 1:6 จากรูปที่ 4.2 และ 4.3 พบวาอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอีน

กับเอทานอล 1:3 จะใหเปอรเซ็นตของเอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอตไดสูงที่สุด เนื่องจากเปนไปตาม

สมดุลโมลระหวางไตรกลีเซอไรดกับแอลกอฮอลในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น  

กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอีนกับเอทานอล 1:1 จะมีเจลสีขาวของน้ํามันอยู

ทางดานลางเนื่องจากเอนไซมไลเปสนั้นสามารถตัดสายโซของไตรกลีเซอไรดไดดีแตไมสามารถที่จะทํา

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไดทันทีจึงทําใหกรดไขมันอิสระนั้นเกิดเปนเจลสีขาว (Smith,2003) 
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รูปที่ 4.2 แสดงความสัมพนัธระหวางเอทลิโอลิเอต ในหนวยมวล ( ก ) และหนวยโมล (ข ) กับเวลาใน แต

ละอัตราสวนน้าํมันปาลมโอลิอีนกับเอทานอล   
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รูปที่ 4.3 แสดงความสัมพนัธระหวางน้าํหนักเอทิลปาลมิเตทในหนวยมวล ( ก ) และหนวยโมล (ข ) กับ

เวลาแตละอัตราสวนน้ํามันปาลมโอลิอีนระหวางกับเอทานอล         
 
ผลของอุณหภูมิ 
 อุณหภูมิมีผลตอเอนไซมไลเปสตรึงรูปเนื่องจากเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียแตละชนิดมี

ความสามารถทนตออุณหภูมิไมเทากันเชนจาก Candida antarctica มีความสามารถทนตออุณหภูมิถึง 

60 องศาเซลเซียส (Chen-Jech-Wi,2001) สวนเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย  Pseudomonas  

fluorescents ความสามารถทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 40 – 45 องศาเซลเซียส และเมื่ออุณหภูมิเพิ่มข้ึน

ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาลดลง 

 ดังนั้นการทดลองนี้แสดงถึงผลของอุณหภูมิที่มีตอปริมาณของปริมาณเอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอ

ลิเอตโดยควบคุมอุณหภูมิที่  35,40,45,50 องศาเซลเซียสจากรูปที่ 4.4 และ 4.5  พบวาอุณหภูมิต่ํากวา 40 

องศาเซลเซียสปริมาณเอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอตลดลงกวา 3 เทา เนื่องจากอุณหภูมิยังไมสูงที่จะทํา

ใหทํางานไดอยางเต็มที่ และที่อุณหภูมิสูงกวา 45 องศาเซลเซียสปริมาณเอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอ

ตลดลงกวา 20 เทาเนื่องจากอุณหภูมิสูงทําใหเอนไซมไลเปสเสียสภาพจึงทําใหประสิทธิภาพการทํางาน

ต่ําลงโดยเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย Pseudomonas  fluorescents จะสามารถมีประสิทธิภาพการ

ทํางานไมเกิน 60 องศาเซลเซียส (Shimada,2002) 
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รูปที่ 4.4 แสดงความสัมพนัธระหวางน้าํหนักเอทิลโอลิเอตในหนวยมวล ( ก ) และหนวยโมล (ข ) กับเวลา

แตละแตละอุณหภูมิ 
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รูปที่ 4.5  แสดงความสัมพนัธระหวางน้าํหนักเอทิลปาลมิเตทในหนวยมวล ( ก ) และหนวยโมล (ข ) กับ

เวลาแตละอณุหภูมิ 
ผลของความเร็วรอบการเขยา 
 ความเร็วรอบการเขยาสงผลตอการถายเทมวลสารของปฏิกิริยา enzymatic ที่ตรึงรูปไว โดยเฉพาะ

ตอการสงถายปฏิกิริยาดานนอกเม็ดเอนไซมตรึงรูป (external mass transfer) อัตราเร็วปฏิกิริยาอาจถูก

ควบคุมโดย external หรือ internal mass transfer limitation ถาปฏิกริิยาถูกควบคุมดวย external mass 

transfer เมื่อใชความเรว็รอบการเขยาเพิม่ข้ึนทาํใหเกิดการปนปวนมากขึ้น จึงทําใหสัมประสทิธิก์ารถายเท

มวลเพิม่สูงขึน้  แตจากหลายการทดลองทีผ่านมาทาํที่อัตราการกวนทีแ่ตกตางกนั (100 ถึง 300 รอบตอ

นาที) แสดงถงึการไมใสใจตอการจํากัดการแพรภายนอก และคิดวา external mass transfer ไมมอิีทธิพล

ตอความเร็วของปฏิกิริยา แตการทดลองสวนใหญมักใชความเร็วรอบการเขยา 200 รอบตอนาท ีเพื่อ
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ปองกนัการแตกของเม็ดเอนไซมตรึงรูป (Sylvie ,2005) ซึ่งที่ความเรว็รอบการเขยานีพ้บวามีความสะดวก

มากสาํหรับการศึกษาทางจลนศาสตรของการสังเคราะหเอสเทอรตอไปดวย  

ดังนั้นการทดลองนี้จะแสดงถึงผลของความเร็วรอบการเขยาที่มีตอปริมาณของปริมาณเอทิลปาลมิ

เตทและเอทิลโอลิเอต ความเร็วรอบการเขยาในการทดลอง คือ100,150, 200, และ250 รอบตอนาที 

ตามลําดับ จากรูปที่ 4.6 และ 4.7 พบวาความเร็วรอบการเขยา 200 รอบตอนาทีจะใหผลที่ดีที่สุดเนื่องจาก

เอนไซมตรึงรูปมีการถายเทมวลสารไดดีจึงสามารถทํางานไดอยางเต็มที่ พบวาความเร็วรอบการเขยา 

100 , 150 รอบตอนาทีปริมาณของเอทิลเอสเทอรลดลง 2 เทา เนื่องจากเอนไซมตรึงรูปนั้นไมสามารถ

ถายเทมวลสารไดดีที่ความเร็วรอบต่ํา และพบวาความเร็วรอบการเขยา 250 รอบตอนาทีปริมาณของเอทิล

เอสเทอรลดลง 3 เทา เนื่องจากที่ความเร็วรอบการเขยาสูงจะทําใหเอนไซมไลเปสตรึงรูปแตกออกไมเปน

ทรงกลมจึงทําใหประสิทธิภาพการทํางานไดต่ําลง 
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รูปที่ 4.6 แสดงความสัมพนัธระหวางน้าํหนักเอทิลปาลมิเตทในหนวยมวล ( ก ) และหนวยโมล (ข ) กับ

เวลาแตละความรอบการเขยา 
 

 

 
 
 
       

 

 

 

                               (ก)       (ข) 

รูปที่ 4.7 แสดงความสัมพนัธระหวางน้าํหนักเอทิลโอลิเอตในหนวยมวล ( ก ) และหนวยโมล (ข ) กับเวลา

แตละความรอบการเขยา 
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ผลของคา pH ในการตรึงรูปเอนไซม 
 เอนไซมไลเปสในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของการสังเคราะหเอสเทอรมักจะทํางานไดดทีีค่า

ความเปนกรดดางชวงหนึ่ง ถาคา pH มีคาต่ําหรือสูงเกินไป จะทําใหเอนไซมบางสวนหรือเอนไซมทั้งหมด

หมดสภาพการทํางานเพราะ ไฮโดรเนียมอิออน หรือไฮดรอกไซดอิออนจะทําลายโครงสรางตติยภูมิของ

เอนไซม ดวยเหตุนี้จึงทําใหเอนไซมไลเปสตรึงรูปสูญเสียสภาพการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

 ดังนั้นการทดลองนี้แสดงถึงผลของคา pH ที่มีตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเมื่อใชเอนไซมไล

เปสตรึงรูปจาก Pseudomonas  fluorescens โดยใชสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่แตกตางกันคือ 5.0, 

7.0, 7.5, 9.0 จากรูปที่ 4.8 และ 4.9  แสดงถึงผลของคา pH ของบัฟเฟอรที่ใชตรึงรูปเอนไซมที่มีตอปริมาณ

เอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอตที่ผลิตได  พบวาการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของเอนไซมไล

เปสตรึงรูปลดลงเหลือ 30 เปอรเซ็นตของผลไดสูงสุดเมื่อคา pHมีคาต่ํากวา 7.0 และสูงกวา 7.5 ผลการ

ทดลองนี้สอดคลองกับงานวิจัยของ Soumanou และคณะซึ่งพบวา pH ที่เหมาะสมอยูระหวาง 7.0 – 7.5 

เนื่องจากเอนไซม ไลเปสจากจุลินทรีย Pseudomonas  fluorescents สามารถทํางานไดดีที่สุดที่ความเปน

กรด-ดางที่ 7.0-7.5 (Soumanou,2003) 
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รูปที่ 4.8 แสดงความสัมพนัธระหวางน้าํหนักเอทิลปาลมิเตทในหนวยมวล ( ก ) และหนวยโมล (ข ) กับ

เวลาแตละความรอบการเขยา 

 30



 
 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

0 20 40 60 80

เวลา(ช่ัวโมง)

น้ํา
ห
นัก
ขอ
งเ
อท
ิลโ
อลิ
เอ
ต(
มิล
ลิก
รัม

)

pH 5.0
pH 7.0
pH7.5
pH 9.0

 
 
 
 
 
 
 

    

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

0.07

0 20 40 60 80

เวลา(ชั่วโมง)

ปริ
มา
ณ
ขอ

งเ
นื้อ

สา
รเ
อทิ

ลโ
อลิ
เอ
ต(
มิล

ลิโ
มล

)

pH 5.0
pH 7.0
pH7.5
pH 9.0

                    (ก)                                                                              (ข) 

รูปที่ 4.9 แสดงความสัมพนัธระหวางน้าํหนักเอทิลโอลิเอตในหนวยมวล ( ก ) และหนวยโมล (ข ) กับ

เวลาแตละความรอบการเขยา 
การศึกษาแบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ใชอธิบายเอนไซมไลเปส 
 ในกรณีนี้เราใชแบบจําลองปงปอง ไบ-ไบในการอธิบายแบบจําลองทางคณิตศาตรของปฏิกิริยาท

รานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้ํามันปาลมและเอธานอล โดยจะใหสารตั้งตนของเอนไซมคือไตรกลีเซอไรดและ

เอธานอล เนื่องจากวาปฏิกิริยาการยอยไตรกลีเซอรไรดเปน limiting step ดังจะเห็นไดจากรูปที่ 4.10 ซึ่ง

แสดงปริมาณ ไครกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรดที่เหลืออยูระหวางทําปฏิกิริยา พบวาไตรกลี

เซอไรดจะมีปริมาณมากที่สุดในทุก ๆ ชวงเวลาเกิดปฏิกิริยา นั่นแสดงถึงวาขั้นตอนการยอยไตรกลีเซอไรด

เปนขั้นตอนกําหนดอัตราเร็วของปฏิกิริยา  เมื่อเราใสผลการทดลองลงในแบบจําลองทางคณิตศาสตร  

ABAKBK
ABV

v
BA ++

= max  

แลวใชโปรแกรมเอกเซลรวมกับวิชวลเบสิกเพื่อหาคาคงที่ของปฏิกิริยา เราจะไดคาคงที่ของปฏิกิริยาดังนี้ KA 

=0.5mol/L  KB=1.5mol/L และ VB max = 1.6mmol/L.h. เมื่อ A คือไตรกลีเซอไรด และB คือเอธานอล 

 31



time (hr)

0 5 10 15 20

am
ou

nt
 o

f b
io

di
es

el
 a

nd
 g

ly
ce

rid
e(

m
g)

0

10

20

30

40

50

60

monoglyceride
diglyceride
triglyceride
ethylester

 
รูป 4.10 ปริมาณของไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และเอธิลเอสเทอรระหวางการทํา

ปฏิกิริยา ทรานสเอสเทอริฟเคชั่นดวยเอนไซมไลเปส 
 
สรุปผลการทดลอง 

สภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะหไบโอดีเซลโดยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่มีเอนไซมไล

เปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาคืออัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันกับเอทานอลคือ 1:3 อุณหภูมิคือ 40 

องศาเซลเซียสความเร็วรอบการเขยาคือ 200 รอบตอนาทีและ pH ของการตรึงรูปคือ 7.5 แตปฏิกิริยาที่ไดก็

ยังใหปริมาณเอสเทอรเพียง 20 เปอรเซ็นตจากคาเอสเทอรสูงสุดที่ควรไดตามทฤษฎี  
 
เอกสารอางอิง 
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ตนน้ํามันปาลม” วารสารวิจัยฝกอบรม มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล 2549;10(1):15-20 
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Transesterification. Journal of Bioscience and Bioengineering.,2003; 95(5):466-469. 
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บทที่ 5 
การผลิตไบโอดีเซลแบบกึ่งตอเนื่อง 

 

เนื่องจากการใชเอนไซมตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะใหผลผลิตเอสเทอรต่ําคือประมาณ 20

เปอรเซ็นต และใชเวลาในการผลิตนานคอืไมต่ํากวา 24 ชั่วโมง จึงทําใหการพิจารณาใชเอนไซมมา

ผลิตไบโอดีเซลแบบตอเนื่องยังไมไดผล จึงทาํใหตองกลับไปใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนดาง คือ

โซเดียมไฮดรอกไซดแทน แตเนื่องจากปฏกิิริยานี้มักตองใชวิธีกวนอยางรุนแรงและทาํในถงักวนโดย

ตองมีเวลาในการทาํปฏิกิริยาไมนอยกวา 1-2 ชั่วโมง จงึทําใหวิธีนี้ไมเหมาะกับการทําปฏกิิริยา

แบบตอเนื่อง ไดมีการทาํวิจัยโดยดร.สิทธนิันท ทอแกว และคณะจากภาควิชาวิศวกรรมเคมี 

มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ องครักษ พบวาการใชไมโครเวฟมาเปนแหลงใหความรอน จะชวยให

การเกิดปฏิกิริยาไดดี และรวดเร็วโดยไมตองใชการกวน โดยปฏิกิริยานี้เกิดภายในเวลาเพียง 5 นาที 

จึงทาํใหไมตองกังวลกับเวลาและวิธกีารกวนที่ตองใช ในงานวิจยันี้จงึใชแนวความคิดทีจ่ะนาํ

ไมโครเวฟมาเปนแหลงใหความรอน และประกอบถังปฏิกรณ และระบบการผลิตไบโอดีเซลทั้งหมด

ใหสามารถทาํไบโอดีเซลแบบกึ่งตอเนื่องได 
 
การออกแบบอุปกรณที่ใชในการวิจัย 
       ผูวิจัยไดออกแบบสรางเครื่องผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันสบูดําโดยกระบวนการทรานส

เอสเทอริฟเคชันและใหความรอนในการทําปฏิกิริยาดวยคลื่นไมโครเวฟ ประกอบดวยอุปกรณตางๆ 

ดังนี้ ถังเก็บน้ํามันสบูดําดิบ ถังเก็บสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดและเมธานอล ชุดใหความรอน

ดวยเตาไมโครเวฟและทําปฏิกิริยาซึ่งเปนขวดแกวที่บรรจุไวในตูไมโครเวฟ ปมสําหรับปมน้ํามันสบู

ดํา ชุดแยกชั้น และลาง ดังรูป 5.1 โดยมีแผนผังการทํางานดัง รูป 5.2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป 5.1  แสดงเครื่องผลิตไบโอดีเซลโดยใชไมโครเวฟเปนแหลงใหความรอน 
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รูป 5.2  แสดงผังการทํางานของเครื่องผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันสบูดําโดยกระบวนการทรานสเอสเท

อริฟเคชั่น และใหความรอนดวยคลื่นไมโครเวฟ 
 
การทดสอบความสามารถการใหความรอนแกน้ํามันและการควบคุมอุณหภูมิโดยใช
ไมโครเวฟ 
 ทดสอบความสามารถการใหความรอนแกน้ํามัน 

  ในการทดลองศึกษาผลการใหความรอนแกน้ํามันสบูดําดิบ ปริมาณ 1,000 มิลลิลิตร 

โดยการใชระดับพลังงานสูงสุด (high) ของไมโครเวฟ ณ เวลาตางๆ ดังนี้คือ 20, 40, 60, 70, 80, 

100, 120 และ 140 วินาที แตละครั้งจะนําน้ํามันออกแลวใสน้ํามันลงไปใหมทุกครั้ง และบันทึกผล

ของอุณหภูมิ ณ เวลาตางๆที่กําหนด 

 ทดสอบการลดลงของอุณหภูมิของน้ํามันหลังการหยุดใหความรอน 

 35



  ในการทดลองศึกษาผลการลดลงของอุณหภูมิหลังจากใหความรอนแกน้ํามันสบูดําดิบ 

ปริมาณ 1,000 มิลลิลิตร ระยะเวลา 120 วินาที และมีการกวนโดยการปมอากาศเขาไปในน้ํามัน 

จนกระทั่งอุณหภูมิลดลงถึง 50 องศาเซลเซียส 

 นําผลการทดลองที่ได มาพลอตกราฟหาความสัมพันธการเพิ่มอุณหภูมิและการลดลงของ

อุณหภูมิ เพื่อควบคุมอุณหภูมิโดยการควบคุมที่เวลาการใหความรอน 
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รูป 5.3  แสดงความสัมพันธระหวางการเพิม่อุณหภูมิกับระยะเวลา 
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รูป 5.4  แสดงความสัมพันธระหวางการลดลงของอุณหภูมิกับระยะเวลา 
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 จากกราฟในรูป 5.3 และ 5.4 จะพบวา เราสามารถควบคุมอุณหภูมิใหอยูในชวง 60 องศา

เซลเซียส บวกลบไมเกิน 2 องศาเซลเซยีสไดดวยการตั้งไมโครเวฟที่พลงังานสงูสุดและเริ่มเปดเครื่อง

เปนเวลา 2 นาท ีแลวหยุดแลวเริ่มเปดใหมสลับหยุดทุก ๆ 1 นาที ซึง่เราสามารถใช digital time 

controller อยางงาย ๆ ได 
 
การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซล 
 การหาอุณหภูมิ และเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาที่เหมาะสม 

  ในการทดลองศึกษาผลของอุณหภูมิและเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาที่มีตอปริมาณไบ

โอดีเซล อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาในการทดลองอยูระหวาง 48 ถึง 61 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่ใช

ในการทดลองครั้งนี้จะมีการควบคุมใหอยูในชวง 48-50, 54-56 และ 59-61 องศาเซลเซียส ในแตละ

การทดลอง อุณหภูมิที่ใชในการทดลองไมควรสูงเกิน 64.7 องศาเซลเซียส เนื่องจากเปนจุดเดือดของ

เมธานอล โดยกําหนดใหปริมาณเมธานอล ปริมาณตัวเรงปฏิกิริยา และเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา

คงที่ เพื่อหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยา และเวลาที่ใชคือ4, 8, 12 และ 16 นาที โดย

กําหนดใหปริมาณของเมธานอล ตัวเรงปฏิกิริยา และอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาคงที่ 

 จากตาราง 5.1 จะแสดงผลของเวลาและชวงอุณหภูมิที่ดีที่สุด ซึ่งจากตารางพบวาในเวลา 8 

นาที ที่มีการควบคุมอุณหภูมิของปฏิกิริยาที่ 60 องศาเซลเซียส จะทําใหผลิตไบโอดีเซลไดสูงที่สุด 

จากน้ํามัน 1 กิโลกรัม ซึ่งจะไดปริมาณไบโอดีเซล 1.13 ลิตร และจากการทดสอบทางเคมีพบวาไบโอ

ดีเซลที่ไดมีปริมาณเอสเทอรไมต่ํากวา 95 เปอรเซ็นตในทุกกรณี คุณสมบัติอ่ืน ๆ ทางเชื้อเพลิงจะ

แสดงในตาราง 5.2  

 จากผลการทดสอบพบวาการนําน้ํามันสบูดําดิบมาผานกระบวนการทรานสเอสเท

อริฟเคชัน ทําใหคุณสมบัติทางดานเชิงกล  และทางกายภาพดีข้ึนเมื่อเทียบกับน้ํามันสบูดําดิบที่ยัง

ไมผานกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชัน ทั้งนี้เนื่องมาจากน้ํามันสบูดําดิบมีโมเลกุลใหญ และเมื่อ

ผานกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชันจะทําใหน้ํามันสบูดําดิบมีโมเลกุลเล็กลงจึงทําใหมี

คุณสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันเชื้อเพลิงดีเซล เมื่อเปรียบเทียบคุณสมบัติของไบโอดีเซลที่ไดกับน้ํามัน

เชื้อเพลิงดีเซลพบวามีคาอยูในชวงที่กําหนดของกรมธุรกิจพลังงาน 
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ตาราง  5.1  แสดงผลการหาความเหมาะสมของการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันสบูดําดิบโดย

กระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชันและใหความรอนในการทําปฏิกิริยาดวยคลื่นไมโครเวฟ 

ครั้งที่ 
อุณหภูมิ 

(0c) 

เวลา 

(min) 

น้ํามัน

สบูดํา  

(g) 

เมธา

นอล

(g) 

โซเดียม 

ไฮดรอก

ไซด 

(g) 

ผลได

ของไบโอ

ดีเซล(g) 

ของผสม 

กลีเซอ

รีน  

(g) 

การ 

สูญเสีย

(g) 

เปอรเซนต

ผลไดของไบ

โอดีเซล 

    1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

    54-56 

54-56 

54-56 

54-56 

54-56 

54-56 

54-56 

54-56 

54-56 

54-56 

48-50 

54-56 
59-61 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

8 

12 

16 

8 

8 
8 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

150 

200 

250 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 
200 

10 

10 

10 

5 

10 

15 

10 

10 

10 

10 

10 

10 
10 

795 

950 

875 

923 

958 

715 

941 

975 

960 

878 

846 

945 
976 

350 

247 

370 

266 

242 

485 

259 

225 

235 

318 

385 

220 
220 

15 

13 

15 

16 

10 

15 

10 

10 

15 

14 

15 

13 
11 

79.5 

95.0 

87.5 

92.5 

95.8 

71.5 

94.1 

97.5 

96.0 

87.8 

84.6 

94.5 
97.6 

 

ตาราง 5.2 แสดงคุณสมบัติของน้ํามันเชื้อเพลิงดีเซลกับคุณสมบัติไบโอดีเซลจากการทดลอง 

มาตรฐานของน้ํามัน

เชื้อเพลิงดีเซล 

                     ไบโอ 

  น้ํามัน       ดีเซลที่ได  
 

  สบูดิบ       จากการ 
คุณสมบัติ มาตรฐานที่ใช 

หมุนเร็ว หมุนชา  ทดลอง 

ความหนืดที่ 40C (c.St.) 

จุดวาบไฟ ( C) 

จุดเทตัว ( C) 

คาความรอน (KJ/g) 

ความถวงจําเพาะ(ที่ 60 F) 

จุดขุนตัว ( C) 

ASTM D88 

ASTM D93 

ASTM D97 

ASTM D240 

ASTM D1298 

ASTM D2500 

1.8-4.1 

>52 

<10 

46.80 

0.81-0.87 

<10 

8.0 

>52 

<16 

- 

0.92 

<16 

5.8 

N.A. 

9 

38.50 

0.9 

12 

4.0 

N.A. 

7 

42.00 

0.86 

10 
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 ผลการแยกชัน้ระหวางระหวางไบโอดีเซลกับกลีเซอรีน 

       ในการทดลองครั้งนี้จะใชอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาดังนี้คือ ชวง 60  องศาเซลเซียส 

น้ํามัน 1 กิโลกรัม    โดยปริมาณเมธานอล 200 กรัม ตัวเรงปฏิกิริยา 10 กรัม และเวลาที่ใชในการทํา

ปฏิกิริยา 8 นาที  ผลการแยกชั้นระหวางระหวางไบโอดีเซลกับกลีเซอรีน ในระยะเวลา ตางๆ 

หลังจากการหยุดการกวนและการใหความรอน น้ํามันจะเริ่มแยกตัวเปน 2 ชั้น โดยที่กลีเซอรีนอยู

ดานลางและไบโอดีเซลอยูดานบนของถังตกตะกอน เมื่อเวลาผานไปชั้นที่เปนกลีเซอรีน อยูดานลาง

จะมีปริมาณมากขึ้นและไบโอดีเซลอยูดานบนของถังตกตะกอนจะลดลงจนในที่สุดจะลดลงจนถึง

ระยะเวลาหนึ่งนั่นก็คือ 90 นาที แสดงในรูป 5.3 ตอจากนั้นทั้งไบโอดีเซลและกลีเซอรีนจะมีปริมาณ

คงที่ 
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รูป 5.3 แสดงการแยกชัน้ระหวางไบโอดีเซลกับกรีเซอริน 

จากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา limiting step ของการผลิตไบโอดีเซลจะอยูที ่ ข้ันตอน

การรอการแยกไบโอดีเซลออกจากกลีเซอรีน ดงันัน้การออกแบบเครื่องจักรเพื่อชวยใหกลีเซอรีนแยก

ไดเร็วขึ้นจะทาํใหการผลิตไบโอดีเซลเกิดแบบตอเนื่องได เครื่องจักรในอุตสาหกรรมทีม่ีการแยก

ของเหลวทีมีความหนาแนนแตกตางกนั ไดแก ไฮโดรไซโคลน เครืองเซนตฟิวแบบตอเนื่อง แต

เครื่องจักรเหลานี้มีราคาแพง เราอาจใชวธิีการสรางถงัแยกชั้นไบโอดเีซลหลายๆถัง (7ถัง) แลวใช

ไมโครเวฟ 1 เครื่อง จะทาํใหผลิตไบโอดีเซลได ประมาณ 8 ลิตรตอฃั่วโมง โดยใชถังปฏิกรณชุดนี้ 
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สรุปผลการทดลอง 
เราสามารถผลิตไบโอดีเซลกึ่งตอเนื่องโดยใชอุปกรณทีส่รางขึ้นมา ประกอบดวยถังปอนสาร 

ไมโครเวฟใหความรอน ถังรอกลีเซอรินแยกชั้น พบวาสามารถผลิตไบโอดีเซลที่มีปริมาณเอสเทอรไม

ต่ํากวา 95 เปอรเซ็นตและมีคุณสมบัติอยูในมาตรฐานที่กรมธุรกิจพลังงานกําหนด โดยมีกาํลังการ

ผลิตไบโอดีเซล ประมาณ 8 ลิตรตอช่ัวโมง จากน้าํมนัพชืประมาณ 8 กิโลกรัมตอช่ัวโมง สภาวะทีใ่ช

ผลิตคือ ทําทีอุ่ณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส อัตราสวนโดยน้ําหนักระหวางน้ํามนัพชืกับเมธานอลคือ 1

กิโลกรัมตอเมธานอล 200 กรัม หรือสัดสวนโดยโมลประมาณ 1:6 ใชพลังงานไมโครเวฟระดับสูงสุด 

เปดปดตามชวงเวลา ทกุ ๆ 1 นาที โดยไมโครเวฟที่ใชมกีําลังไฟ 800 วัตต  
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