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 การทดลองนี้ศกึษาการดดัแปลงโครงสรางของพอลิอะริลีนอีเทอรซัลโฟน 2 ชนิด ใหมี
หมูเอมีน เพื่อนําไปตรึงไลเปสดวยพนัธะโควาเลนท และศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงไล
เปส ไดแก ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด ระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด อุณหภูมิที่มี
ผลตอกิจกรรมเอนไซม อุณหภูมิและพีเอชที่มีผลตอการตรึงเอนไซม และยืนยันการกระจายตวั
ของเอนไซมดวยภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด และอะตอมมกิฟอรสไมโคร 
สโคป นอกจากนี้ศึกษาเสถียรภาพของเอนไซมตรึงรูปตอพีเอชและอณุหภูมิ จากนัน้นําเอนไซมที่
ถูกตรึงในสภาวะที่เหมาะสมแลว ไปเรงปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นในการผลิตไบโอดีเซล
เปรียบเทียบกบัเอนไซมอิสระ จากผลการทดลองการตรึงไลเปสบนเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนดวย
พันธะโควาเลนท จะใหคาสดัสวนกจิกรรมเอนไซมตรึงรูปสูงสุดเทากับ 97.45 เปอรเซ็นต ที่ความ
เขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส  แลวนํามาตรึงเอนไซมไลเปสความเขมขน 140 ไมโครกรัมตอมิลลิลตร ใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขนไอออนเทากับ 0.05 โมลาร พีเอช 7 ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  เปนเวลา 3 ช่ัวโมง และเอนไซมตรึงรูปที่ไดมีเสถียรภาพตอพีเอชและอณุหภูมิสูงกวา
เอนไซมอิสระ  และเมื่อนําเมมเบรนที่มีเอนไซมเกาะอยูมาปริมาณ 5 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนักน้ํามัน
ไปเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นเพือ่ผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันสบูดํา พบวาไดคาปริมาณ
เมทิลเอสเทอรเทากับ 11.15 เปอรเซ็นต และเมื่อใชเอนไซมอิสระจะใหเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอร
เทากับ 9.13 เปอรเซ็นต 
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 The aim of this research was to study 2 kinds of Poly(arylene ether sulfone) modified 
with amine group used to immobilize lipase with covalent bond. The amined polymer was 
activated with glutaraldehyde. The effects of glutaraldehyde concentration and activated time 
were investigated. Also, the effect of temperature on lipase activity, and the effects of 
temperature and pH on immobilized lipase were studied. And the distribution of enzyme on 
membrane surface was confirmed with Scanning Electron Microscopy and Atomic Force 
Microscopy. In addition, The stability of immobilized enzyme on pH and temperature were 
investigated. Finally, The immobilized lipase obtained from the optimal conditions was 
characterized and used as a catalyst compared with free enzyme in the transesterification 
reaction for biodiesel production. From this experiment, it was found that the immobilized 
lipase on amined polyphenylsulfone gave the highest activity yield of 97.45 % with the 
glutaraldehyde concentration is 0.075 %w/v and activated for 2 hours at 30 oC, then 
immobilized with lipase concentration 140 mg/ml in phosphate buffer solution that have ionic 
strength 0.05 M, pH 7 at 37 oC for 3 hours. The stability on pH and temperature were found to 
increase with immobilization. When the 5% weight immobilized lipase was used as a catalyst 
for biodiesel production from jatropha oil, the methyl ester content obtained was 11.15 %. In the 
case of using free lipase, the methyl ester content production was 9.13 %. 
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ปฏิกิริยาอะซิโดไลซิส 
ปฏิกิริยาแอลกอฮอลไลซิส 
ปฏิกริิยาอะมิโนไลซิส 
ปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชั่น 
โครงสรางทางเคมีของพอลิซัลโฟน และมอนอเมอร 4,4’ ไดคลอโรไดฟนิล
ซัลโฟนและบิสฟนอล เอ 
โครงสรางทางเคมีของพอลิฟนิลซัลโฟน และมอนอเมอร 4,4’ ไดคลอโรไดฟนิล
ซัลโฟนและไบฟนอล 
แผนผังการทําปฏิกิริยารีดักชัน่ของเมมเบรนขนาด 2 x 2 เซ็นติเมตร โดยใชไฮดรา
ซีนไฮเดรต  โดยไดมีการเปลี่ยนแปลงระยะเวลาการทําปฏิกิริยา ความเขมขนของ
สารละลายไฮดราซีนไฮเดรต และความหนาของเมมเบรนที่ใช 
โครงสรางของพอลิซัลโฟน (PSU) และไนเตรตพอลิซัลโฟน (NPSU) 
โครงสรางของพอลิฟนิลซัลโฟน (PPSU) และไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน 
(NPPSU) 
ปฏิกิริยาการเปลี่ยนหมูไนโตรใหกลายเปนหมูเอมีนโดยใชไฮดราซีนไฮเดรต 
โครงสรางของไนเตรตพอลฟินิลซัลโฟน (NPPSU) และเอมีนพอลิฟนลิซัลโฟน 
(APPSU) 
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ผลของความเขมขนของกลูตาอัลูตาอัลดีไฮดตอสัดสวนปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ  
( ) และตอสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป ( )  โดยระยะเวลาทีใ่ชกระตุนดวยกลู
ตาอัลดีไฮดคือ 1 ช่ัวโมง สภาวะทีใ่ชตรึงเอนไซมจะถูกกาํหนดใหเหมือนกัน (พี
เอช 7  อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส)  และอณุหภูมิที่ใชวัดคากิจกรรมเอนไซมคงที่ที่ 
55 องศาเซลเซียส  และเสนทบึแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของสัดสวน
ดังกลาวเทานัน้ 
การตรึงเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนทโดยใชกลูตาอัลดไีฮดเปนสารเชือ่มขวาง 
ภาพ SEM ของ  ก. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน  ข. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ถูก
กระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัตอปริมาตร  ค. เอมีนพอ
ลิฟนิลซัลโฟนที่ไมถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดแลวตรึงเอนไซมไลเปส  ง. เอมีน
พอลิฟนลิซัลโฟนที่ถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัตอ
ปริมาตรแลวตรึงเอนไซมไลเปส  จ. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ถูกกระตุนดวยกลู
ตาอัลดีไฮด 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัตอปริมาตรแลวตรึงเอนไซมไลเปส  ในที่นี้
กําหนดใหสภาวะทีใ่ชตรึงไลเปสเหมือนกนั (พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส) 
ภาพ AFM แบบสามมิติและแบบดานบน (Top views) ของ  ก. เอมีนพอลิฟนิล
ซัลโฟน  ข. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 0.075 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  ค. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ไมถูกกระตุน
ดวยกลูตาอัลดไีฮดแลวตรึงเอนไซมไลเปส  ง. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ถูกกระตุน
ดวยกลูตาอัลดไีฮด 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนักตอปริมาตรแลวตรึงเอนไซมไล
เปส  จ. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 1 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนกัตอปริมาตรแลวตรึงเอนไซมไลเปส     ในที่นี้กําหนดใหสภาวะที่ใชตรึงไล
เปสเหมือนกนั (พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส) 
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ผลของระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลูตาอัลดีไฮดตอสัดสวนปริมาณโปรตีนที่
ยึดเกาะ (  ) และตอสัดสวนกจิกรรมเอนไซมตรึงรูป (  )  โดยความเขมขนกลูตาอัล
ดีไฮดที่ใช คือ 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัตอปริมาตร สภาวะทีใ่ชตรึงเอนไซม
จะถูกกําหนดใหเหมือนกัน (พีเอช 7  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส)  และอุณหภูมิที่
ใชวัดคากิจกรรมเอนไซมคงที่ที่ 55 องศาเซลเซียส  และเสนทึบแสดงแนวโนมการ
เปลี่ยนแปลงของสัดสวนดังกลาวเทานัน้ 
ผลของอุณหภมูิขณะวัดกจิกรรมเอนไซมตรึงรูปตอสัดสวนกจิกรรมเอนไซมตรึง
รูป โดย (  ) และ (  ) คือวัดที่ 37 และ 55 องศาเซลเซียส ตามลําดับ  โดยความ
เขมขนกลูตาอัลดีไฮดที่ใช คอื 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร เวลา 2 
ช่ัวโมง  สภาวะที่ใชตรึงเอนไซมจะถูกกําหนดใหเหมือนกัน (พีเอช 7  อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส)  และเสนทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของสัดสวนดังกลาว
เทานั้น 
ผลของพีเอชตอสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป โดยความเขมขนกลูตาอัลดีไฮดที่
ใช คือ 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัตอปริมาตร เวลา 2 ช่ัวโมง  สภาวะที่ใชตรึง
เอนไซมจะถูกกําหนดใหเหมอืนกัน (อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส)  อุณหภูมิที่ใชวัด
คากิจกรรมเอนไซมคงที่ที่ 37 องศาเซลเซียส  และเสนทบึแสดงแนวโนมการ
เปลี่ยนแปลงของสัดสวนดังกลาวเทานัน้ 
ผลของอุณหภมูิตอสัดสวนกจิกรรมเอนไซมตรึงรูป โดยความเขมขนกลูตาอัลดี
ไฮดที่ใช คือ 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร เวลา 2 ช่ัวโมง  สภาวะทีใ่ช
ตรึงเอนไซมจะถูกกําหนดใหเหมือนกัน (อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส)  อุณหภูมิที่
ใชวัดคากิจกรรมเอนไซมคงที่ที่ 37 องศาเซลเซียส  และเสนทึบแสดงแนวโนมการ
เปลี่ยนแปลงของสัดสวนดังกลาวเทานัน้ 
การเปลี่ยนแปลงของสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป (  ) และเอนไซมอิสระ 
(  ) ที่พีเอชทีใ่ชบมตางๆ  เสนทึบแสดงแนวโนมการเปลีย่นแปลงเทานัน้  ลูกศร
แสดงถึงแกนแนวดิ่ง (แกน y) ที่ใชแสดงคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซม 
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การเปลี่ยนแปลงของสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป ( ) และเอนไซมอิสระ 
( ) ที่อุณหภูมิทีใ่ชบมตางๆ  เสนทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงเทานั้น  
ลูกศรแสดงถึงแกนแนวดิ่ง (แกน y) ที่ใชแสดงคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซม 
ปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดจากการใชเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยสภาวะของการทําปฏิกิริยาที่ใชคือ 
อัตราสวนของปริมาณแผนเมมเบรนที่มีเอนไซมเกาะอยูตอน้ําหนกัน้ํามันมีคาเปน 
1ตอ 20   อัตราสวนโมลของน้ํามันตอเมธานอลเปน 1 ตอ 3 และใชปริมาณน้ํา 20 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามนั  เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
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ภาพผนวกที ่  
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      จ1 
 
 
 
 

เอฟทีไออารของ ก. พอลิฟนลิซัลโฟน ข. ไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน และ ค. เอมีน 
พอลิฟนิลซัลโฟน 
เอ็นเอ็มอารของ ก. ไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน และ ข. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน 
กราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร 
กราฟมาตรฐานสารละลายโปรตีนของ BSA ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
โครมาโตแกรมของ  ก. สารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นดวย
เอนไซมอิสระ  อัตราสวนโมลของน้ํามันตอเมธานอลเปน 1 ตอ 3 และใชปริมาณ
น้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัน้ํามัน  เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําซ้ําครั้งที่ 1  ข. ทําซ้ําครั้งที่ 2  
และ ค. ทําซ้ําครั้งที่ 3 
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สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพผนวกที ่ หนา 
  
      จ2 โครมาโตแกรมของ  ก. สารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นดวย

เอนไซมตรึงรูป  อัตราสวนโมลของน้ํามันตอเมธานอลเปน 1 ตอ 3 และใชปริมาณ
น้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัน้ํามัน  เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําซ้ําครั้งที่ 1  ข. ทําซ้ําครั้งที่ 2  
และ ค. ทําซ้ําครั้งที่ 3 110 



 

 1

การดัดแปลงพอลิอะริลีนอีเทอรซัลโฟนเพื่อตรึงไลเปสดวยพันธะโควาเลนท 
สําหรับผลิตไบโอดีเซล 

 
Modidfication of Poly(arylene ether sulfone) for Lipase Covalent Immobilization 

for Biodiesel Production 
 

คํานํา 
 

 ประเทศไทยเปนประเทศทีต่องนําเขาพลังงานจากตางประเทศโดยเฉพาะน้ํามัน เพื่อรองรับ
ความตองการใชที่เพิ่มขึ้นทกุ ๆ ป นับเปนมูลคาเงินตราที่ตองสูญเสียใหตางประเทศปละกวาสาม
แสนลานบาท (คณะกรรมาธิการการพลังงาน สภาผูแทนราษฏร, 2545) แหลงพลังงานที่คนพบใน
ประเทศ ไมวาจะเปนกาซธรรมชาติและลิกไนต กย็ังไมเพยีงพอกับความตองการ  การแสวงหา
แหลงพลังงานในประเทศเพือ่ทดแทนการนําเขาน้ํามันจงึเปนอีกทางเลอืกหนึ่งทีจ่ะชวยลดการขาด
ดุลเงินตราตางประเทศ  การหาแหลงพลังงานมาทดแทนการใชน้ํามันดเีซลนับวามีความสําคัญเปน
อยางมาก เนื่องจากน้ํามนัดีเซลนั้นมีสัดสวนการใชถึงประมาณรอยละ 44  ของปริมาณการใชน้ํามนั
สําเร็จรูป (คณะกรรมาธิการการพลังงาน สภาผูแทนราษฏร, 2545) จงึไดมีการศึกษาวิจยัและพฒันา
วัตถุดิบภายในประเทศ เชน น้ํามันพืชชนดิตางๆ น้ํามันพชืใชแลว ฯลฯ มาผลิตเปนผลิตภัณฑใช
แทนน้ํามนัดีเซล  
 

ไบโอดีเซล (biodiesel) หมายถึง น้ํามันเชื้อเพลิงที่สามารถใชทดแทนน้ํามันปโตรเลียม
ดีเซลได มีคุณสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซลมากและสามารถใชไดกับเครื่องยนตดีเซลทุกชนิด  ได
จากการนําน้ํามันพืชหรือไขมันสัตวที่มีกรดไขมัน (ไตรกลีเซอไรด, triglyceride) มาผาน
กระบวนการทางเคมีกับแอลกอฮอลโดยใชกรดหรือเบสเปนตัวเรงปฏิกริิยาจะไดเอสเทอร (ester) 
และกลีเซอรอล  (glycerol) เรียกปฏิกิริยาทีเ่กิดวา  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
(transesterification)  ไบโอดเีซลเปนเชื้อเพลิงที่เปนพิษตอส่ิงแวดลอมนอยกวาน้ํามนัดีเซลที่ไดจาก
ปโตรเลียมเนือ่งจากมีออกซเิจนสูงกวา  ทําใหเกิดการเผาไหมอยางสมบูรณ  ใหกาซคารบอนมอน
ออกไซด (carbon monoxide) นอยกวา  ไมเกิดซัลเฟอรไดออกไซด (sulfur dioxide) และใหเขมา
คารบอนนอยกวา (กลาณรงค, 2546) 
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ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น  เปนปฏิกริิยายอนกลับได (reversible reaction) ฉะนัน้จึง
จําเปนตองมีตวัเรงปฏิกิริยา  เพื่อใหไดสัดสวนของผลผลิต (yield) และผลิตภัณฑ (product) ตาม
ตองการ  เนื่องจากอัตราสวนของแอลกอฮอลตอไตรกลีเซอไรดที่เหมาะสมจากเลขดุลมวล 
(stoichiometry) จะเทากับ 3 ตอ 1 ทั้งนี้เพื่อใหสมดุลเปลี่ยนไปในทางทีใ่หผลผลิตของเอสเทอรมาก
ที่สุดตองใชแอลกอฮอลมากกวา 3 สวน และตัวเรงปฏิกิริยาที่ใชจะเปนเบส  กรด  หรือเอนไซมกไ็ด  
แตในทางอุตสาหกรรมมักนยิมใชเบสเนื่องจากทํางานไดเร็วกวากรดแตจะทําใหกรดไขมันอิสระถูก
เปลี่ยนเปนสบูโดยปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่น (sponification) ทําใหไดเอสเทอรนอยลงและมีความ
ย ุ งยากในการแยกกลีเซอรอล (กลาณรงค, 2546)  ดังนั้นไลเปส (lipase) จึงเปนทางเลือกที่นาสนใจ
ในการนําไปใชเรงปฏิกิริยา  เนื่องจากไลเปสมีหนาที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายพันธะเอสเทอรใน
ไขมัน  แตไลเปสมีจุดดอยคอืมีราคาที่แพงกวาตวัเรงปฏิกิริยาที่เปนเบส  จึงมีแนวคดิที่จะนําไลเปส
มาตรึงไวบนพอลิเมอรสังเคราะหเพื่อทีจ่ะสามารถนํากลับมาใชใหมไดหลาย ๆ รอบ 

 
พอลิอะริลีนอีเทอรซัลโฟนเปนเทอรโมพลาสติกพอลิเมอรที่มลัีกษณะโปรงใส  แข็ง  

เหนยีว  ทนตอกรดและเบสไดดี  และมีอุณหภูมิกลาสทรานซิช่ัน (Tg) สูง คือ ประมาณ 190-220 
องศาเซลเซียส แลวแตชนิดของพอลิอะริลีนอีเทอรซัลโฟน 

 
โครงการวิจัยนี้จึงใหความสนใจในการศกึษาการดัดแปลงพอลิอะริลีนอีเทอรซัลโฟน  และ

การตรึงไลเปสบนพอลิเมอรดังกลาวดวยพันธะโควาเลนท  เพื่อนําไปใชในกระบวนการผลิต
น้ํามันไบโอดีเซลโดยกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชั่นจากน้ํามันสบูดํา  โดยทําการศึกษาใน
ระดับปฏิบัติการ เพื่อนําไปสูการใชงานจริงในอนาคตตอไป 

 
 
 



 

 3

วัตถุประสงค 
 

1. ศึกษาการดดัแปลงพอลิอะริลีนอีเทอรซัลโฟน   
 
2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens บน

พอลิเมอรดัดแปลงดวยพนัธะโควาเลนท และเสถียรภาพของเอนไซมตรึงรูปตออุณหภูมิและพีเอช 
 
3. ศึกษาเบื้องตนการใชเอนไซมตรึงรูปในการผลิตไบโอดีเซล  ดวยปฏกิิริยาทรานสเอส 

เทอริฟเคชั่น 
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การตรวจเอกสาร 
 

สบูดํา 
 
1.  ถิ่นกําเนิด  
 

 สบูดํา (Jatropha curas Linn.)  พืชน้ํามันทีก่ําลังเปนที่สนใจของผูคนทั้งในและตางประเทศ
ในขณะนีน้ั้น นักพฤกษศาสตรจัดกลุมไวเปนไมพุมขนาดเล็ก ถ่ินกําเนดิอยูในทวีปอเมริกาเขตรอน 
เปนพืชในวงศ Euphorbiaceae วงศเดยีวกับยางพารา ละหุง และมันสําปะหลัง มีน้ํายางสีขาวใส ล่ืน
เปนฟอง มีคุณสมบัติคลายสบูอยูในทกุสวนของลําตน (สารสนเทศเกษตร กรมวิชาการเกษตร 
สถาบันวิจัยพชืไร, 2550) 
 
2.  ประวัติและความสําคัญ  

 
 สบูดํา (Jatropha curcas L.) มีช่ือเรียกวา physic nut, purging nut และมีช่ือเรียกแตกตางไป

ตามแหลงปลูกภาคตางๆ  ของประเทศไทย  คือ มะหุงฮั้ว  (ภาคเหนือ)  หมักเยา หรือสีหลอด  (ภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ)  สบูดํา (ภาคกลาง) และหงษเทศ (ภาคใต)    ซ่ึง “สบู” นี้เปนภาษาโปรตุเกส 
หมายถึง ตนไมชนิดหนึ่งที่ใชน้ํามันจากเมล็ดมาเปนสวนผสมในการทําสบู สําหรับชําระลางรางกาย 
และซักลางเสื้อผา ของใช  มีบันทึกไววาคนพบโดย พอคาชาวโปรตุเกสที่เดินเรือไปทวีปอเมริกา
กลาง  และนําเขามาในทวีปเอเชีย และแพรมายังประเทศไทยสมัยกรุงศรีอยุธยาตอนปลาย ราว 300 
ปกอน โดยมกีารแนะนําใหผูคนสมัยนั้นปลกูและพอคารับซื้อเมล็ดไปทําสบู 

 
 ในทวีปแอฟรกิา สมัยกอนปลูกกันมากทีแ่หลม Verde ในที่ดินที่ไมไดใชประโยชนและ

เปนแนวเขตรัว้บาน คอกสัตว หรือบริเวณหลุมฝงศพ เพือ่กันสัตวไมใหเขาไปคุยเขีย่ สําหรับใน
ประเทศไทยมรีายงานวา เคยมีการปลูกเปนร้ัวบาน ในภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และ
ภาคใตโดยผูเฒาผูแกใชยางใส ๆ ที่หักออกจากกานใบ หรือสวนยอดใชทาแผลสด โดยเฉพาะแผลที่
ปากใหเด็กๆ ที่เปนโรคปากนกกระจอก หรือใชกวาดลิ้นเด็กที่เปนฝาขาว และใชเนื้อในเมล็ดสีขาว
เสียบไม จุดแทนเทียนไข ในสมัยสงครามโลกครั้งที่ 2 เนื่องจากขาดแคลนน้ํามันกาดที่ใชจดุตะเกยีง
(สารสนเทศเกษตร กรมวิชาการเกษตร สถาบันวิจยัพืชไร, 2550) 
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3.  ลักษณะทางพฤกษศาสตร   
 
 สบูดํา เปนไมพุมยืนตนขนาดกลาง สูงประมาณ 2 – 7 เมตร มีอายุไมนอยกวา 20 ป จดัอยู

ในวงศ Euphorbiaceae เชนเดียวกับยางพารา สบูแดง ปตตาเวีย มะละกอฝรั่ง หนุมานนั่งแทน 
โปยเซียน มันสําปะหลัง มะยม มะขามปอม ผักหวานบาน เปนตน  มีช่ือวิทยาศาสตรและชื่อสามัญ
คือ  : Jatropha curcas  L.   และ  Physic nut ตามลาํดับ  
 

                                           
 
                   ก.                                                        ข.                                                    ค. 

 

                                                                      
      
                                  ง.                                                                    จ. 
                  
ภาพที่ 1  ก. ตน  ข. ใบ  ค. ดอก  ง. ผล และ  จ. เมล็ดของสบูดํา 
ที่มา: สารสนเทศเกษตร กรมวิชาการเกษตร สถาบันวิจยัพืชไร (2550) 
 

ลําตนของตนสบูดํามีลักษณะเรยีบ  มเีปลือกสีเทา-น้ําตาล  ลําตนเกลีย้ง อวบน้ํา เปนไม
เนื้อออน ไมมแีกน หักงาย มนี้ํายางสีขาวใส  ใบเปนใบเดี่ยวรูปไข กวางหรือคอนขางกลม จัดเรียง
แบบสลับ โคนใบเวารูปหวัใจ ปลายใบแหลม ขอบใบหยักเวา 3-5 หยัก  ตนและใบของตนสบูดํา
แสดงดังภาพที่1ก. และ ข. ตามลําดับ  สวนดอก มีชอดอกแบบ Panicle หรือ panicle cyme 
ประกอบดวยดอกตัวผูและดอกตัวเมียอยูในชอดอกเดียวกัน ดอกทั้ง 2 ชนิด มีกลีบรอง และกลีบ
ดอก อยางละ 5 กลีบ ดอกตวัผูมีเกสรเรียงเปนวง 2 วง วงละ 5 อัน ดอกตัวเมยีมีรังไข กานเกสรตัว
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เมียมี 6 แฉก ดอกมีขนาดเล็กสีเขียวแกมเหลือง มีกล่ินหอมออนๆ ดอกจะออกเปนชอที่บริเวณซอก
ใบหรือปลายยอด ในชอดอกเดียวกันมดีอกตัวผูมากกวาดอกตัวเมยี (อัตราดอกตัวผู : ดอกตัวเมีย
เทากับ 6-7 : 1) ดอกแตละชอบานไมพรอมกัน มีชอดอกประมาณ 15-30 ชอตอตน แตละชอดอกมี
ดอกยอย 70-120 ดอก แตจะติดผลเพียง 8-14 ผล   สวนผลของสบูดํา ที่เกิดจากชอดอกเดยีวกันจะ
สุกแกไมพรอมกัน ผลออนมีสีเขียว เมื่อแกมีสีเหลืองคลายลูกจันทน ผลมีลักษณะกลมรีเล็กนอย ผล
มีขนาดปานกลาง กวาง 2 – 3 เซนติเมตร ยาว 2.5-3.5 เซนติเมตร ผลมี 3 พูๆ ละ 1 เมล็ด เมื่อสุกแก
ผลจะปริแตก ผลสด 1 กิโลกรัม มีจํานวน 85-90 ผล  และเมล็ดมีลักษณะเปนรูปกลมรี เปลือกนอกสี
ดํา เนื้อในสีขาว มีสารพิษ (curcin) หากบริโภคจะเกิดอาการอาเจียนและทองเสีย เมลด็กวาง
ประมาณ 1 เซนติเมตร ยาวประมาณ 2 เซนติเมตร น้ําหนกั 100 เมล็ด ประมาณ 70 กรัม  เมล็ด 1 
กิโลกรัม มีประมาณ 1,300-1,500 เมล็ด  ดอก ผล และเมล็ดของตนสบูดาํ แสดงดังภาพที่ 1 ค. ง. 
และ จ. ตามลําดับ (สารสนเทศเกษตร กรมวชิาการเกษตร สถาบันวิจัยพชืไร, 2550) 
                                                  
4.  พื้นท่ีสําหรับการปลูกสบูดํา   
 

สารสนเทศเกษตร กรมวิชาการเกษตร สถาบันวิจยัพืชไร (2550)  สภาพพื้นที่ปลูกที่
เหมาะสมของสบูดํา ควรเปนดินรวน มีธาตุอาหาร อุดมสมบูรณ มีความเปนกรดเล็กนอย เชนเดียว
กับพืชไรทั่ว ๆ ไป แตมีขอควรระวัง คือ สบูดําเปนพืชที่ไมทนตอดินมีน้ําขัง ดังนั้น พื้นที่ที่
เหมาะสมจึงตองเปนที่ลาดเทมีการระบายน้ําด ีอาจเปนที่ราบเชิงเขา ถาเปนที่ราบลุมควรทําทาง
ระบายน้ํา แตจะเปนการเพิ่มตนทุนการผลิต หรือในกรณทีี่นาดอน เมื่อปรับที่นามาใชเปนที่ไร
สําหรับปลูกสบูดํา ตองมีการทะลายคันนาออก ใหระบายน้ําไดเปนอยางดี  

 
ในสภาพพื้นทีด่ินที่ไมเหมาะสมตอการปลูกพืช ยังพบสบูดําสามารถเจริญเติบโตอยูรอดได 

เชน ดินดาง (alkaline soil) ดนิเค็ม (saline soil) ดินทราย (sandy soil) หรือดินที่มีหินมาก (stony 
soil) หรือแมแตในสภาพพื้นที่ที่มีปริมาณฝนตกนอยปละ 200 มิลลิเมตร ซ่ึงพบวาสบูดาํ ถูกนําไป
ปลูกในที่ตาง ๆ ทั่วโลก แตที่พบมีการปรับตัวไดดีมักอยูในเขตรอน (tropics) ในพืน้ที่ดินที่มกีาร
ระบายน้ําและอากาศด ีในแหลงที่มีความอุดมสมบูรณของดินต่ํา ที่มีฝนตกระหวาง 300-1,000 
มิลลิเมตรตอป แตถาเปนดนิที่มีความอุดมสมบูรณ และมีปริมาณฝนตกมากกวา 1,000 มิลลิเมตร  
ตอป เกษตรกรในประเทศตาง ๆ จะใชพื้นที่ไปปลูกพืชเศรษฐกิจที่มีผลตอบแทนดีกวา  
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สวนการเตรยีมพื้นที่ดินปลกูสบูดํา ควรมกีารเตรียมดนิ โดยการไถพรวนในสภาพไร เพื่อ
ใหดินโปรงมีการระบายน้ําและอากาศไดดี และเปนการกําจัดวัชพืช ไมใหมาแขงขัน แยงน้ํา อากาศ 
ธาตุอาหารและแสงแดด เมื่อตนสบูดํายังเล็กอยู สําหรับในพื้นที่ลาดเอยีง หรือที่ตามภูเขาที่มีหินมาก 
ไมสามารถไถ-พรวน ไดตามปกต ิการขุดหลุมปลูก มีปริมาตร 30 x 30 x 30 ลูกบาศกเซนติเมตร ก็
เพียงพอตอการยายกลาสบูดํามาปลูก ทั้ง 2 วิธีการของการเตรียมดินดังกลาว ควรมีการพรวนดิน
กําจัดวัชพืชรอบ ๆ ตนสบูดําเสมอ โดยเฉพาะในฤดูฝน เนื่องจากสบูดําเปนไมพุมขนาดกลาง มีอายุ
ยาวนานกวา 25 ป   การเตรียมดินกอนปลูกจึงควรมีการวางแผน โดยในระยะแรก ควรทําการหว
านปุยเคมแีละปุยอินทรียกอนการไถ-พรวน หรือใสรองกนหลุมในกรณีขุดหลุมปลกู เพื่อใหตนสบู
ดํามีโอกาสเจรญิเติบโตดีในชวงปแรก ในปตอ ๆ มา อาจมีการพรวนดนิระหวางแถว เพื่อกําจดั
วัชพืช ตามความเหมาะสมตอไป เกษตรกรสามารถเก็บเกี่ยวสบูดําไดภายในปแรก โดยสบูดําจะเริม่
ใหผลผลิตที่อายุประมาณ 6 เดือน นับจากวันปลูก 

 
5.  พิษวิทยาของสบูดํา   

 
สารสนเทศเกษตร กรมวิชาการเกษตร สถาบันวิจยัพืชไร (2550)  จากการสืบคนและ

รวบรวมขอมลูของสถาบันการแพทยแผนไทยพบวาทกุสวนของสบูดํามีความเปนพิษ ซ่ึงสวนใหญ
พบกับสัตวทดลอง ดังนี้  

 
 5.1  ใบ  มีฤทธิ์ในการฆาเชื้อและฆาพยาธิโดยยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกลุม Staphylococcus, 

Bacilius และ Mcrococous  
 

5.2  ยาง (sap) ที่ความเขมขน 50 เปอรเซ็นต และ 100 เปอรเซ็นต สามารถฆาไขพยาธิ
ไสเดือนและพยาธิปากขอ และยับยั้งการเจริญของลูกน้ํายุง และยางจะมีความเปนพษิสูงมากตอหนู
ถีบจักรเมื่อเขาทางปากหรือฉดีเขารองทอง  

 
 5.3  กิ่งกาน  หรือสวนตน พบวามีฤทธิ์ยับยั้ง cytopathic effect ของเชื้อ HV โดยมีพิษต่ํา  
 
 5.4  ผล ทดสอบกับปลาคารพ พบวาพษิของ phorbol ester ทําใหปลาเจริญเติบโตชาลง มี

มูกในอุจจาระและไมกนิอาหาร แตถาหยดุให phorbol ester ปลาจะกลับมาเจริญเปนปกติ ได
ทดสอบกับตัวออนในครรภของหนู พบวาผลสบูดําทําใหหนแูทงได  



 

8

 
5.5  เมล็ด  สารพิษในเมลด็คือ curcin มีฤทธิ์กับหนู พบวาสารพิษ curcin มีฤทธิ์ยับยั้งการ

สรางโปรตีน แตในทางกลับกันพบวาในเมล็ดสบูดํา มีสารบางชนิด ซ่ึง มีฤทธิ์เปน tumor promoter 
กลาวคือไมเปนสารกอมะเรง็ แตสามารถกระตุนใหเซลลที่มียีนผิดปกตเินื่องจากของสารกอมะเร็ง 
แบงตัวอยางรวดเรว็และอาจพัฒนาเจริญเปนกอนมะเร็งได  นอกจากนีพ้ิษเฉียบพลันของเมล็ดสบูดํา 
คือ พิษกับหนู เมื่อใหทางปากในหนูถีบจักร พบวาทําใหหนูตาย เนื่องจากการคั่งในหลอดเลือด 
และ/หรือ เลือดออกในลําไสใหญ ปอด  พิษกับลูกไก พบวาเมื่อนําเมลด็มาผสมอาหารใหลูกไกกิน 
ทําใหลูกไกโตชา ตับและไตโต พิษในสัตว เชน แกะ แพะ ทําใหทองเสีย ขาดน้ํา ไมกนิอาหาร และ
มีเลือดออกในอวัยวะภายใน เชน กระเพาะอาหาร ปอด ไต หัวใจผิดปกติ มีเลือดออกหลายแหงใน
รางกาย พิษที่พบในเด็กที่รับประทานเมลด็สบูดําไดแก อาการกระสับกระสาย คล่ืนไส อาเจียน 
ทองเดิน และขาดน้ํา พิษที่พบในผูใหญ กรณีที่เปนสายพนัธุที่มีสารเปนพิษสูง หากรับประทานเพยีง
แค 3 เมล็ด ก็เปนอันตรายแกระบบทางเดนิอาหาร แตบางพันธุรับประทานถึง 50 เมล็ดก็ไมเปน
อันตราย  

 
 5.6  ราก  ฤทธิ์ตานอักเสบ ผงรากเมื่อทาบนใบหูของหนถีูบจักร จะชวยตานอักเสบ จากการ
ถูกสาร TPA ได และสารสกดัดวยเมธานอลของผงราก เมื่อใหทางปากจะตานอกัเสบของอุงเทาหนู
ที่ไดรับสาร carrageenan   
 
6.  การสกัดน้ํามันจากเมล็ดสบูดํา   
 

สารสนเทศเกษตร กรมวิชาการเกษตร สถาบันวิจยัพืชไร (2550)  สบูดําเปนพืชน้ํามนัชนิด
หนึ่ง เมล็ดสบูดํามีปริมาณน้าํมัน 30 – 35 เปอรเซ็นต วิธีการสกัดแยกน้าํมันจากเมล็ดสบูดําที่นิยมทาํ
กันมากคือ  ใชวิธีการบีบอัด (pressing)   จะไดน้ํามันประมาณ 25-30 เปอรเซ็นต และมีน้ํามันตกคาง
ในกาก 10-15 เปอรเซ็นต อาจใชเครื่องอัดแบบไฮโดรลิค (hydraulic press) หรือเครื่องอัดแบบสกรู 
(screw press) การแยกดวยวธีินี้จะไดน้ํามนัปริมาณมากหรือนอยข้ึนอยูกับแรงอดัที่ใช ถาใชแรงอัด
สูงจะไดน้ํามันมาก แตน้ํามนัที่ไดจะมีคุณภาพลดลง เนื่องจากความรอนที่เกิดขึ้นจะไปเรงปฏิกิริยา
เคมีบางอยาง ทําใหน้ํามนัเสือ่มเสียไดเร็วข้ึน ดังนั้นการบบีอัดอาจทําได 2 แบบ คือ การบีบอัดโดย
ใชแรงดันสูง เพื่อใหไดน้ํามนัมาก หรือการบีบอัดแบบ pre-press โดยบบีดวยแรงดนัต่ํากอน แลวจงึ
สกัดน้ํามันที่เหลือในกากตอดวยสารทําละลาย 
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7.  สมบัติทางเคมีและฟสิกสของน้ํามนัสบูดํา   
 

     สารสนเทศเกษตร กรมวิชาการเกษตร สถาบันวิจยัพืชไร (2550)  น้ํามนัสบูดําจะมีลักษณะ
เปนของเหลวสีขาวปนเหลือง ใสและยังคงใสที่อุณหภูมิต่าํ  และมีคุณสมบัติทางเคมีและฟสิกส และ
องคประกอบกรดไขมัน ดังแสดงในตารางที่ 1 และ 2 ตามลําดับ 

 
ตารางที่ 1  คุณสมบัติทางเคมีและฟสิกสของน้ํามันสบูดํา 
 

คุณสมบัติ และ องคประกอบ คาที่วิเคราะหได 
ปริมาณกรดไขมันอิสระ ( Free fatty acid, % as oleic acid) 197.13 
คาสปอนนิฟเคชั่น (Saponification value) 197.13 
คาไอโอดีน (Iodine value) 97.08 
ดัชนีหกัเห (Refractive index) ที่ 25 องศาเซลเซียส 1.4670 
ความหนดื (Viscosity) ที่ 25 องศาเซลเซียส (cp) 45.68 

 

ที่มา : สารสนเทศเกษตร กรมวิชาการเกษตร สถาบันวิจยัพืชไร (2550) 
 
ตารางที่ 2  องคประกอบกรดไขมันของน้าํมันสบูดํา 
 

องคประกอบกรดไขมัน คาที่วิเคราะหได (เปอรเซ็นต) 
กรดปาลมิติก (Palmitic acid, C 16:0) 16.17 
กรดสเตียริก (Stearic acid, C18:0) 5.11 
        ผลรวมกรดไขมันอิ่มตวั (Total saturated fatty acid) 21.28 
กรดโอเลอิก (Oleic acid, C18:1) 44.88 
กรดลิโนเลอิก (Linoleic acid, C18:2) 33.83 
       ผลรวมกรดไขมันไมอ่ิมตัว (Total unsaturated fatty acid) 78.71 

 
ที่มา : สารสนเทศเกษตร กรมวิชาการเกษตร สถาบันวิจยัพืชไร (2550) 
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ไบโอดีเซล 
 
 ไบโอดีเซล (biodiesel) หมายถึง น้ํามันเชื้อเพลิงที่สามารถใชทดแทนน้ํามันปโตรเลียม
ดีเซลได มีคุณสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซลมาก แสดงดงัตารางที่ 3 และสามารถใชไดกับ
เครื่องยนตดีเซลทุกชนิด  ไดจากการนําน้ํามันพืชหรือไขมันสัตวที่มีกรดไขมัน (ไตรกลีเซอไรด, 
triglyceride) มาผานกระบวนการทางเคมกีับแอลกอฮอลโดยใชกรด เบส หรือไลเปส เปนตัวเรง
ปฏิกิริยาจะไดเอสเทอร (ester) และกลีเซอรอล  (glycerol) เปนผลิตภัณฑ  (คณะกรรมาธิการ
การพลังงาน สภาผูแทนราษฏร, 2545) 
 
ตารางที่ 3  คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของน้ํามันไบโอดีเซล 
 

Methyl 
ester 

Kinematic 
viscosity 
(mm2/s) 

Cetane 
Number 

Lower 
heating 

value (MJ/l) 

Cloud 
point 
(oC) 

Flash 
point 
(oC) 

Density 
(g/l) 

Sulfur 
content 
(wt%) 

Peanuta 4.9 (37.8 oC) 54 33.6 5 176 0.883 - 
Soybeana 4.5 (37.8 oC) 45 33.5 1 178 0.885 - 

Soybean b 4.0 (40.0 oC) 45.7-46 32.7 - - 0.880 
(15 oC) - 

Babassua 3.6 (37.8 oC) 63 31.8 4 127 0.879 - 
Palma 5.7 (37.8 oC) 62 33.5 13 164 0.880 - 

Palmb 4.3-4.5 
(40 oC) 

64.3-70 32.4 - - 
0.872-
0.877 

(15 oC) 
- 

Sunflowera 4.6 (37.8 oC) 49 33.5 1 183 0.860 - 
Tallowa - - - 12 96 - - 
Rapeseedb 4.2 (40 oC) 51-59.7 32.8 - - 0.882 - 
Used 
rapeseedc 9.48 (30 oC) 53 36.7 - 192 0.895 0.002 

Used corn 
oilc 6.23 (30 oC) 63.9 42.3 - 166 0.884 0.0013 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

      
หมายเหตุ  aSrivastava and Prasad (2000) 

            bVarese and Varese (1996)  
        cYamane et al. (2001) 

ที่มา: Fukuda (2001) 
 
1.  กระบวนการผลิตไบโอดีเซล  
 

วิธีการทั่วๆ ไปที่ใชผลิตไบโอดีเซลในปจจุบันแบงออกเปน 4 วิธี (Ma and Hanna, 1999) 
ดังนี ้

 
1.1  การใชโดยตรงและการผสม (Direct use and blending) เปนการใชน้ํามันพืชโดยตรง

หรือใชน้ํามันพืชผสมกับน้ํามันดีเซล พบวาวิธีนี้สงผลเสียตอเครื่องยนตดีเซลทั้งทางตรงและ
ทางออม กลาวคือ น้ํามันทีใ่ชมีความหนดืสูง มีสวนประกอบของกรดและกรดไขมันอิสระ (free 
fatty acid)  เกิดยางเหนียวขึน้จากปฏิกริิยาออกซิเดชั่น (oxidation) เกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชั่น 
(polymerization) เนื่องจากการเก็บและการเผาไหม มีการตกตะกอนของคารบอน และสุดทายมนัจะ
ทําใหน้ํามนัหลอล่ืนขนเหนยีวขึ้น 

 
1.2  ไมโครอิมัลช่ัน (Microemulsion) คือ คอลลอยดที่อยูในสภาวะสมดุลยของระบบที่มีน้ํา

กับน้ํามัน มีขนาดอนภุาคอยูระหวาง 1-150 นาโนเมตร จงึจําเปนที่จะตองมีการเติมสารลดแรงตึงผิว 

Methyl 
ester 

Kinematic 
Viscosity 
(mm2/s) 

Cetane 
Number 

Lower 
heating 

value (MJ/l) 

Cloud 
point 
( oC) 

Flash 
point 
( oC) 

Density 
(g/l) 

Sulfur 
content 
(wt%) 

Diesel 
fuelb 

1.2-3.5 
(40 oC) 

51 35.5 - - 
0.830-
0.840 

(15 oC) 
- 

JIS-2Dc 
(gas oil) 

2.8 (30 oC) 58 42.7 - 59 0.883 0.05 



 

12

(surfactant) เพื่อชวยใหเกิดความคงตัว วิธีนี้ชวยลดปญหาเกี่ยวกับความหนืด แตมีขอเสียตรงที่เกิด
การตกตะกอนของคารบอนมาก น้ํามันหลอล่ืนขนเหนยีวข้ึน และยังทาํใหเกิดการเผาไหมไม
สมบูรณ 

 
1.3  แตกสลายดวยความรอน (Thermal cracking or pyrolysis) เปนกระบวนการเปลีย่นสาร

หนึ่งๆ ไปเปนสารตัวอ่ืนโดยใชความรอนอยางเดยีว หรือความรอนรวมกับตัวเรงปฏิกริิยาเขาชวย 
ซ่ึงจะไปทําลายพันธะเคมีในไขมันจนไดผลิตภัณฑที่มีขนาดโมเลกลุเล็กลง และในการใหความ
รอนจะตองมีอากาศหรืออกซเิจนเขารวมดวย วิธีนี้มีขอเสียคือ มีกลไกของปฏิกิริยาที่หลากหลายซึ่ง
จะยุงยากในการทํางาน เครื่องมือมีราคาแพง และเมื่อผานกระบวนการไพโรไลซิสจะทําให
ออกซิเจนถูกกาํจัดออกไป ทาํใหสงผลเสียตอสภาพแวดลอม นอกจากนี้ผลิตภัณฑทีไ่ดจะมีคุณคาต่ํา 
คือ มักจะใชเปนการผลิตกาซโซลีนมากกวาน้ํามันดีเซล 

 
1.4  ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น (Transesterification) เปนปฏิกิริยาระหวางไตรกลีเซอไรดของ

ไขมันสัตวหรือน้ํามันพืชกับแอลกอฮอล เพื่อผลิตสารประกอบเอสเทอร โดยมีผลพลอยไดคือ กลีเซ
อรอล ปฏิกิริยาเปนไปดังภาพที่ 6 โดยจําเปนตองมีตัวเรงปฏิกิริยาเพื่อเพิ่มอัตราการเกิดปฏิกิริยาและ
ผลผลิต เนื่องจากเปนปฏิกิริยายอนกลับได และการเติมแอลกอฮอลมากเกินพอ มักจะใชเพื่อบังคับ
ใหปฏิกิริยาเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑ และแอลกอฮอลที่ใชจะเปนแอลกอฮอลโมเลกุลตรงที่มีหมูไฮดร
อกซิล 1 โมเลกุลที่ตําแหนงแรก (primary) หรือตําแหนงที่สอง (secondary) มีจํานวนคารบอนอยู
ในชวง 1-8 อะตอม ไดแก เมธานอล (methanol) เอธานอล (ethanol) โพรพานอล (propanol)   บิว
ทานอล (butanol)  และเอมิลแอลกอฮอล (amyl alcohol) โดยเฉพาะอยางยิ่งเมธานอลและเอธานอล
ใชมากที่สุดเนือ่งจากราคาถูก หางาย และมีคุณสมบัติทางเคมีและทางกายภาพที่เหมาะสม เนื่องจาก
มีความเปนโพลาร (polar) และสายโมเลกลุส้ัน ทําใหสามารถทําปฏิกิริยากับไตรกลีเซอไรดและ
ตัวเรงปฏิกิริยาไดดีขึ้น อยางไรก็ตามแอลกอฮอลที่ใชจะมีผลเสียตอผลผลิตที่ไดดวยเชนกัน เชน 
การใชไลเปสตรึงรูปจาก Candida Antarctica เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของเมธา
นอลกับไตรกลีเซอไรด  ทําใหสัดสวนของผลผลิต (yield) ต่ํากวาการใชเอธานอล  เนื่องจากเมธา
นอลจะทําใหเอนไซมดังกลาวสูญเสียกิจกรรมเอนไซมไป เพราะความมีขั้วที่มีมากกวาเอธานอล
นั่นเอง (Madras, 2004) แตกม็ีไลเปสอีกชนิดที่สามารถทนตอเมธานอลไดดีคือไลเปสจาก   
Pseudomonas cepacia   และยังใหผลของกจิกรรมเอนไซมที่สูงสดุ  และสัดสวนของผลผลิต
ของอัลคิลเอสเทอรในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นสูงสุดดวย (Noureddini, 2004)   
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นอกจากนี้ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นสามารถเพิ่มอัตราการเกิดปฏิกิริยาโดยใชตัวเรง
ปฏิกิริยาไดทั้ง 3 ชนิด (Fukuda et al., 2001) ดังนี ้

 
1.4.1  ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนกรด (acid-catalyzed) กรดที่ใชไดแก กรดซลัฟุริก (sulfuric 

acid) กรดฟอสฟอริก (phosphoric acid) และกรดซัลโฟนิก (sulfonic acid) ถึงแมวาการใชกรดเปน
ตัวเรงปฏิกิริยาจะทําใหอัตราการเกิดปฏิกิริยาชากวาการใชเบส แตก็เหมาะสมกับกลีเซอไรดที่มี
ปริมาณกรดไขมันอสิระและปริมาณน้ําสงู ๆ 

 
1.4.2  ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบส (alkali-catalyzed) เบสที่นิยมใชไดแก โซเดียมไฮดรอก

ไซด (NaOH) โปแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) คารบอเนต (carbonate) และอัลคอกไซด 
(alkoxide) ตางๆ เชน โซเดียมเมทอกไซด (sodium methoxide) โซเดียมเอทอกไซด (sodium 
ethoxide) โซเดียมโพรพอกไซด (sodium propoxide) และ โซเดียมบวิทอกไซด (sodium butoxide)  
ขอดีของตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบสคือสามารถเรงอัตราการเกิดปฏิกิริยาไดเร็วกวาตวัเรงปฏิกิริยาที่
เปนกรดถึง 4,000 เทา และมกันิยมใชในทางการคามากกวา  

 
1.4.3  ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเอนไซม (enzyme-catalyzed)  ในการใชกรดและเบสเปน

ตัวเรงปฏิกิริยา มีขอจํากัดมากมาย เชน ตองทําปฏิกิริยาทีอุ่ณหภูมิสูง เปลืองพลังงาน ยุงยากตอการ
แยกกลีเซอรอลออกจากผลิตภัณฑ และจําเปนที่จะตองบาํบัดน้ําเสียหลังจากใชตวัเรงปฏิกิริยาที่เปน
เบสอีกดวย  จงึมีการเปลี่ยนมาใชไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา วิธีนี้มีขอดหีลายประการเชน ปฏิกิริยา
ไมรุนแรงเนื่องจากเกดิขึ้นทีอุ่ณหภูมิต่ํา งายตอการแยกกลีเซอรอลออกจากผลิตภัณฑ ปริมาณน้ําใน
วัตถุดิบไมสงผลตอการเกิดผลิตภุณฑ ไมมีกระบวนลางที่ยุงยาก ไดสัดสวนผลิตภณัฑที่สูง แตมี
ขอจํากัดตรงทีต่องใชตนทุนสูง ขอเปรียบเทียบกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยใชไลเปสและเบส
เปนตัวเรงปฏกิิริยา แสดงดังตารางที่ 4 
 

นอกจากนี้ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นยังสามารถเกิดขึ้นไดโดยปราศจากตัวเรง
ปฏิกิริยาและใชเมธานอลในสภาวะเหนือวกิฤต (supercritical methanol) โดยตองกระทําที่อุณหภูมิ  
และความดันสูง (Demirbas, 2002 , 2005; Madras et al.,2004; Han et al., 2005) 
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ภาพที ่2  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของไตรกลีเซอไรดกับแอลกอฮอล  
 
ตารางที่ 4  เปรียบเทียบกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยใชไลเปสและเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

รายละเอียด ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบส ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเอนไซม 
อุณหภูมิในปฏิกิริยา 60-70 องศาเซลเซียส 30-40 องศาเซลเซียส 
กรดไขมันอิสระ สบู เมทิลเอสเทอร 
น้ําในองคประกอบ สบู เมทิลเอสเทอร 
ปริมาณเมทิลเอสเทอร ธรรมดา สูงกวา 
การแยกกลีเซอรอล ยาก งาย 
การทําเมทิลเอสเทอรใหบริสุทธิ์ ลางซ้ําหลายครั้ง ไมตองลาง 
ตนทุนในการผลิต ราคาถูก ราคาแพงกวา 

 
ที่มา: Fukuda (2001) 
 
2.  ประโยชนของการใชไบโอดีเซลในเครื่องยนต   
 
 การใชไบโอดีเซลเปนเชื้อเพลิงในเครื่องยนต มีประโยชนหลายดาน (คณะกรรมาธกิาร
การพลังงาน สภาผูแทนราษฏร, 2545)  คือ  
 

2.1  ประโยชนของการใชไบโอดีเซลดานสิ่งแวดลอม การใชไบโอดีเซลสามารถลดมลพิษ
ทางอากาศไดมากขึ้น ซ่ึงเปนผลจากการเผาไหมในเครือ่งยนต และสามารถลดการปลอยกาซเรือน
กระจก เพราะผลิตจากพืช  นอกจากนี้การผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันพชืที่ใชแลว ชวยลดการนํา
น้ํามันที่ใชแลวไป ประกอบอาหารซ้ํา และยังชวยปองกันมิใหนําน้ํามันพืชที่ใชแลว ซ่ึงมีสวนผสม

triglyceride alcohol fatty acid esters glycerol 

+     +     3ROH 
Catalyst 

R1−COO −R 
+     

R2−COO −R 

R3−COO −R 
+     

CH2 −OH 

CH  −OH 

CH2 −OH 

CH2 −COO −R1 

CH − COO −R2 

CH2 −COO −R3 
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ของสารไดออกซินที่เปนสารกอมะเร็งไปผลิตเปนอาหารสัตว  ผลประโยชนดานสิ่งแวดลอมของ
การใชน้ํามันไบโอดีเซล 100 เปอรเซ็นต เมือ่เปรียบเทียบกับน้ํามันดีเซลจากปโตรเลียม แสดงดัง
ตารางที่ 5 
 

2.2  ประโยชนของการใชไบโอดีเซลดานสมรรถนะเครื่องยนต ในการผสมไบโอดีเซลใน
ระดับรอยละ 1-2  สามารถชวยเพิ่มดัชนกีารหลอล่ืนใหกบัน้ํามันดีเซล จากผลการทดลองของ
สถาบันวิจัยและเทคโนโลยีของ ปตท. จํากัด (มหาชน) พบวาการเติมไบโอดีเซลที่ผลิตจากน้ํามันพืช 
ที่ใชแลวและน้ํามันมะพราวในอัตรารอยละ 0.5 สามารถเพิ่มดัชนีการหลอล่ืนไดถึง 2 เทา นอกจาก 
นี้การใชไบโอดีเซลจะชวยใหประสิทธิภาพการเผาไหมดีขึ้น เนื่องจากในไบโอดีเซลมีออกซิเจน
ผสมอยูประมาณรอยละ 10 ทําใหการผสมระหวางอากาศกับน้ํามันมกีารกระจายตัวอยางสม่ําเสมอ 
และเปนการเพิ่มอัตราสวนปริมาตรของอากาศตอน้ํามันไดเปนอยางดี จึงทําใหการเผาไหมดีขึ้น 
และถึงแมวาคาความรอนของไบโอดีเซลจะต่ํากวาน้ํามันดีเซลประมาณรอยละ 10 แตขอดอยนี้ไมมี
ผลกระทบตอการใชงาน เพราะการใชไบโอดีเซลทําใหการเผาไหมดขีึ้น จึงทําใหกาํลังเครื่องยนต
ไมลดลง 
 
ตารางที่ 5  ผลประโยชนดานสิ่งแวดลอมของไบโอดีเซล เปรียบเทียบกับน้ํามันดีเซลจากปโตรเลียม 
 

ผลกระทบ ปริมาณ (เปอรเซ็นต) 
ไฮโดรคารบอนที่เผาไหมไมหมด (ลดลง) -93 
คารบอนมอนอกไซด (ลดลง) -50 
ฝุนผง (ลดลง) -30 
กํามะถัน (ลดลง) -100 
คารบอนไดออกไซด (ลดลง) -80 
ซัลเฟอรไดออกไซด (ลดลง) -100 

 
ที่มา: สารสนเทศเกษตร กรมวิชาการเกษตร สถาบันวิจยัพืชไร (2550) 
 

2.3  ประโยชนของการใชไบโอดีเซลดานเศรษฐศาสตร ในการใชไบโอดีเซล  จะเปนการ
ชวยสรางงานในชนบท ดวยการสรางตลาดพลังงานไวรองรับผลผลิตทางการเกษตรที่เหลือจากการ
บริโภค  และยงัชวยลดการนาํเขาน้ํามันดิบจากตางประเทศไดบางสวน  
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2.4  ประโยชนของการใชไบโอดีเซลดานการผลิตน้ํามันเชื้อเพลิงในประเทศ  ซ่ึงประเทศ
ไทยมีสัดสวนการใชน้ํามันดเีซลสูงกวาน้ํามันเบนซินมาก   ตลาดน้ํามนัดีเซลในประเทศไทยมีมูลคา
มากกวาน้ํามันเบนซินกวา  2  เทา  และในอนาคตมีแนวโนมที่ โรงกล่ันอาจจะผลิตน้ํามันดีเซลไม
เพียงพอตอการใชภายในประเทศ   ดังนั้นการใชไบโอดีเซลจึงชวยลดความไมสมดุลของการผลิต
ของโรงกลั่นได และการผสมน้ํามันไบโอดีเซลในอัตราสวนรอยละ 1-2 สามารถเพิ่มความหลอล่ืน
ในน้ํามนัดีเซลได  โดยเฉพาะกรณีทีจ่ะมกีารลดปริมาณกํามะถันในน้ํามันดีเซล 

 
2.5  ประโยชนของการใชไบโอดีเซลดานความมั่นคง  การใชน้ํามันไบโอดีเซลที่สามารถ 

ผลิตไดเองภายในประเทศถอืเปนการเสริมสรางความมั่นคงและเสถียรภาพทางดานพลังงานของ
ประเทศ 
 
3.  แนวโนมของอุตสาหกรรมไบโอดีเซลในตางประเทศ   
  
 คณะกรรมาธกิารการพลังงาน สภาผูแทนราษฏร (2545)  ไบโอดีเซล นับเปนพลังงานที่
สําคัญชนิดหนึง่ ที่สามารถทดแทนน้ํามันดเีซลที่ไดจากปโตรเลียม  อุตสาหกรรมการผลิตไบโอ
ดีเซลเกิดขึ้นในประเทศที่พฒันาแลวหลายประเทศ ประเทศในสหภาพยุโรปที่มีอุตสาหกรรม
ผลิตไบโอดีเซลมีจํานวน 11 ประเทศ ประเทศที่ผลิตไบโอดีเซลมากที่สุดเปนอันดับที่ 1 คือ ประเทศ
เยอรมนีซ่ึงมีกาํลังผลิตประมาณ 1 ลานตันตอป มีการใชไบโอดีเซลสูตร 100 เปอรเซ็นตในรถยนต
ทดแทนน้ํามันดีเซล และใชในเตาผิงเพื่อใหความอบอุนในบานพักอาศยัเพราะมีมลพษิต่ํามาก 
ประเทศที่มีกําลังการผลิตไบโอดีเซลรองลงไป ไดแก ประเทศฝรั่งเศส อิตาลี และสหรัฐอเมริกา 
เปนตน 
 
 สถานภาพการผลิตไบโอดีเซลของทั่วโลก การผลักดันการใชไบโอดีเซลอยางจริงจังใน
สหภาพยุโรป มีเหตุผลหนึ่งมาจากนโยบายการเกษตรรวม (Common Agricultural Policy : CAP 
1992) ซ่ึงมีการกําหนดพื้นทีก่ารเพาะปลูกพืชที่ไมใชทําเปนอาหาร เชน เมล็ดเรพ เมล็ดดอก
ทานตะวัน บีตรูต และขาวสาลี จึงมีการปลูกพืชเหลานีเ้พือ่ผลิตเปนไบโอดีเซลไดมากขึ้น 
 
 สถานภาพการผลิตไบโอดีเซลของประเทศเยอรมนี อุตสาหกรรมการผลิตน้ํามันพืชและ
อุตสาหกรรมการแปรรูปน้ํามันพืชในประเทศเยอรมนีมีมานานกวา 10 ปแลว และโดยเฉพาะในชวง 
2-3 ปนี้ อุตสาหกรรมการผลิตไบโอดีเซลมีอัตราการเจริญเติบโตสูงมาก ปจจุบันประเทศเยอรมนีมี
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โรงงานผลิตไบโอดีเซลทั้งหมด 14 โรง และกําลังกอสรางอีก 6 โรง และจะมกีําลังการผลิตไบโอ
ดีเซลรวมประมาณ 1 ลานตนัตอป ภายในป พ.ศ. 2545  สวนทางดานการจําหนายไบโอดีเซล
สําหรับยานยนต ในประเทศเยอรมนีมีอัตราสูงขึ้นอยางรวดเร็วในชวง 3-4 ปที่ผานมา สถานีบริการ
ที่จําหนายไบโอดีเซลในประเทศเยอรมนีมมีากกวา 1,400 แหง และจะขยายเพิ่มอีกกวา 1,000 แหง 
ในระยะเวลาอนัใกล 
 
 สถานภาพการผลิตไบโอดีเซลของประเทศฝรั่งเศสและสหภาพยุโรป ประเทศฝรั่งเศสมีการ
พัฒนาไบโอดีเซลควบคูไปกับการพัฒนาโครงการเอธานอล ปจจุบันมพีื้นที่เพาะปลูกพืชไรสําหรับ
ผลิตไบโอดีเซลตามนโยบาย Common Agricultural Policy กวา 370,000 เฮกตาร (2.3 ลานไร) และ
มีผลผลิตกวา 330,000 ตันตอป สวนในดานการใชงาน ในประเทศฝรั่งเศสมีการใชไบโอดีเซลผสม
สัดสวนรอยละ 5 ในน้ํามันดเีซล สําหรับรถประจําทางกวา 4,000 คัน ใชไบโอดีเซลผสมสัดสวน
รอยละ 30 เพือ่ลดมลภาวะ  สวนแนวโนมของตลาดไบโอดีเซลในสหภาพยุโรปจะมกีารขยายตวัอีก
มาก ในอนาคตภายในป พ.ศ. 2548 จะมีการบังคับใหใชเชื้อเพลิงทดแทนในภาคขนสงคิดเปน
จํานวนรอยละ 2 ของเชื้อเพลิงทั้งหมด ซ่ึงจะทําใหมีความจําเปนตองใชพื้นที่เพาะปลูกพืชไร
สําหรับไบโอดีเซลและเอธานอลรวมประมาณ 4.5 ลานไร จะมีการผลติเอธานอล 538,000 ตันตอป 
และการผลิตไบโอดีเซล 630,000 ตันตอป นอกจากนี้ภายในป 2553 สัดสวนการใชเชือ้เพลิงทดแทน
จะขยายเปนรอยละ 5.75 ซ่ึงจะมีการผลิตเอธานอล 1.37 ลานตันตอป และผลิตไบโอดีเซล 1.79 ลาน
ตันตอป 
 
 สถานภาพการผลิตไบโอดีเซลของประเทศสหรัฐอเมริกา อุตสาหกรรมการผลิตไบโอดีเซล
ในประเทศอเมริกายังไมพฒันาเทาเทียมกับสหภาพยุโรป แตมีศักยภาพสูงมาก ปจจุบันประเทศ
สหรัฐอเมริกามีโรงงานผลิตไบโอดีเซลทั้งหมด 12 โรงงาน โดยใชน้ํามันถ่ัวเหลืองและน้ํามันใช
แลวเปนวัตถุดบิ มีกําลังการผลิตรวมปละ 230,000 ตันโดยประมาณ  ในอนาคตประเทศ
สหรัฐอเมริกาจะมีการขยายการผลิตเชื้อเพลิงไบโอดีเซลเพิ่มขึ้นอีก โดยเฉพาะอยางยิ่งมลรัฐที่มีการ
ปลุกถ่ัวเหลืองมาก เชน มลรัฐมินนิโซตา ไดกําหนดใหผสมไบโอดีเซลในน้ํามนัดีเซลดวยสัดสวน
รอยละ 2 ตั้งแตป พ.ศ. 2548  ในอนาคตจะมีการออกกฏหมายกําหนดสัดสวนของน้าํมันเชื้อเพลิงให
มีการผสมไบโอดีเซลในน้ํามนัเชื้อเพลิงภาคขนสงทั่วประเทศ 
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เอนไซมไลเปส 
 
 ไลเปสเปนเอนไซมในกลุมของไฮโดรเลส  (hydrolases)  ซ่ึงเปนเอนไซมที่ทําหนาทีเ่รง
ปฏิกิริยายอยสลายพันธะเอสเทอรในไขมัน มีช่ือตามระบบ  (systematic name) วา  ไตรเอซิลกลีเซ
อรอล เอซิลไฮโดรเลส  (triacylglycerol acylhydrolase)  และมีช่ือตามรหัส  (code or number name) 
วา  EC 3.1.1.3   ไลเปสเปนเอนไซมที่พบไดทั่วไป  ทั้งในพืช สัตว  และจุลินทรีย 
 
1.  แหลงของไลเปส   
 

ปวีณา (2547)  ไลเปสที่ไดจากพืชไดแก ไลเปสจากเมล็ดละหุง เมล็ดฝาย และจากธัญพืช
พวกขาวสาลี ขาวไรย และขาวบารเลย  ไลเปสจากสัตวจะพบในเนื้อเยือ่อวัยวะ เชน ตับออน หัวใจ 
ไต สมอง กลามเนื้อ และซีร่ัม สําหรับไลเปสจากตับออนนิยมนํามาใชมากเนื่องจากมีความเขมขน
สูง และสามารถแยกสกดัออกมาไดงาย สวนไลเปสจากจลิุนทรียปจจุบนัไดรับความสนใจอยางมาก 
เนื่องจากมีความคงตัวสูงกวาไลเปสจากพืชและสัตวสามารถผลิตเอนไซมไดในปริมาณมาก 
เนื่องจากจุลินทรียมกีารเติบโตอยางรวดเรว็ ควบคุมการผลิตไดงายและคุณภาพสม่ําเสมอ 
นอกจากนี้สามารถเพิ่มผลผลิตตอหนวย โดยวิธีการปรับปรุงทางพันธุกรรมของจุลินทรียทําให
ปจจุบันมีจุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสทางการคาไดหลายชนดิ จุลินทรียทั้งยีสต รา และ
แบคทีเรีย สามารถผลิตเอนไซมไลเปสที่มีคุณสมบัติแตกตางกัน ขึ้นอยูกับชนิดของจลิุนทรียและ
การควบคุมสภาวะในการผลิต ยีสตที่นิยมนํามาผลิตไลเปสทางการคาไดแก Candida cylindracea 
หรือ Candida rugora     สําหรับราที่ผลิตไลเปสอยูในกลุม  Rhizomucor    และแบคทีเรียที่นิยมผลติ
ไลเปสทางการคาไดแก แบคทีเรียในกลุม  Pseudomonas และ Staphycoccus   

 
2.  คุณสมบัตขิองไลเปสจากจุลินทรีย   
  
 Reed (1975)  ไลเปสที่มาจากจุลินทรียที่ตางสายพันธุกัน จะมีความหลากหลาย (diversity) 
ของการดํารงชีวิต  ซ่ึงนั่นกค็ือ  สภาวะที่เหมาะสมของคาพีเอช (pH)  อุณหภูมิ  (temperature) และ
คาความรอนทีท่ําใหเอนไซมไมสามารถทํางานได (heat inactivation)  จะมีความแตกตางกันไป  
คุณสมบัติของไลเปสจากจุลินทรียตางๆ  แสดงดังตารางที่ 6  
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ตารางที่ 6  คุณสมบัติของไลเปสจากจุลินทรีย 
 

 
แหลงของไลเปส 

 

สภาวะทีเ่หมาะสม 
ของคาพีเอช  

สภาวะทีเ่หมาะสม 
ของอุณหภูมิ   

(องศาเซลเซียส) 

คาความรอนทีท่ําใหเอนไซมไมสามารถทํางานได 
 (heat inactivation) 

เวลา (นาท)ี : อุณหภูม ิ(องศาเซลเซียส) 
Penicillium chrysogenun 6.2 - 6.8 37 - 
Penicillium roqueforti 8.0 37 10 : 50 
Pseudomonas fragi 7.0 - 7.2 32 15 : 72 
Rhizopus delemar 5.6 35 15 : 50 
Aspergillus niger 5.6 25 15 : 45 
Staphylococcus aureus 8.5 45 30 : 70 
Geotrichum candidum 8.2 37 15 : 60 
Achromobacter lipolyticum 7.0 37 40 : 99 

 
หมายเหต ุ คาความรอนที่ทําใหเอนไซมไมสามารถทํางานไดของ  Penicillium chrysogenun ไมไดหาคาไว 
ที่มา: Reed (1975) 
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3.  โครงสรางและบริเวณเรงของไลเปส   
 

Wong (1995) โครงสรางของไลเปสจะประกอบดวย บริเวณทีไ่มชอบน้าํ (hydrophobic 
areas) มากกวาบริเวณที่ชอบน้ํา (hydrophilic areas) และยังมีสวนที่เปนฝาเปดปด  เรียกวา  ลิด (lid)  
ซ่ึงภายในลิดจะมีบริเวณเรงของเอนไซมอยู   ลิดจะทําหนาที่เปดปดใหซับสเตรตของเอนไซมเขามา
ทําปฏิกิริยาและออกไป  ภายในลิดจะเปนสวนที่ไมชอบน้าํ  เมื่อซับเสตรตที่เปนไขมันซึ่งมีความไม
ชอบน้ําสูงเขามาใกลๆ  ลิด จะทําใหฝาลิดสามารถเปดออกไดดวยแรงดึงดูดของบริเวณทีไ่มชอบน้าํ  
ทําใหซับสเตรตเขาไปในลิดได  และจะไปจับกับบริเวณเรงภายในลิด  จากนั้นก็ทําปฏิกิริยาได
ออกมาเปนผลิตภัณฑ  สวนบริเวณเรง (active site)   ของไลเปส ประกอบดวยกรดอะมิโน (amino 
acid) 3 ตัว ที่เรียงอยูใกลกัน เรียกวา คะตะไลติก ไทรแอด  (catalytic triad)  ซ่ึงกรดอะมิโนทั้ง 3 นี้
ไดแก  กรดแอสปารติก  (aspartic acid)  ใชสัญลักษณ Asp  ตัวตอมาคือ  ฮิสทิดีน  (histidine)  ใช
สัญลักษณ His  และตัวสุดทายคือ  เซรีน  (serine)  ใชสัญลักษณ  Ser  โดยโครงสรางของกรดอะมิ
โนทั้ง 3 แสดงดังภาพที่ 3  ซ่ึงบริเวณคะตะไลติก ไทรแอด  นี้เปนบริเวณที่เกดิการทําปฏิกิริยา
ระหวางเอนไซมกับซับสเตรตที่เกิดขึ้นในบริเวณเรง  สวนกลไกการเขาทําปฏิกิริยาใหเกิดเปน
ผลิตภัณฑนัน้จะกลาวในหัวขอตอไป  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  โครงสรางของกรดอะมิโนทั้ง 3 ชนิดในคะตะไลติกไทรแอดของไลเปส 
ที่มา: มนตรี (2542) 
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 ปฏิกิริยาเติมหมูเอซิล (Acylation) 

 
 ปฏิกิริยาสลายหมูเอซิล (Deacylation) 

 
ภาพที ่4  กลไกการเขาทําปฏิกิริยาในบริเวณเรงของไลเปส 
ที่มา: ปราณี (2547) และ Wong (1995) 
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4.  กลไกการเขาทําปฏิกิริยาในบริเวณเรงของไลเปส   
 
ปราณี (2547); Wong (1995)  จากภาพที ่4 จะเห็นวา กรดอะมิโนซีรีน (serine) ในบริเวณ

เรงของไลเปส  จะทําหนาที่เปนตัวใหอิเล็กตรอนคู (nucleophile) และกรดอะมิโนฮิสทิดีน  
(histidine) หรือหมูอิมิดาโซล จะทําหนาทีเ่ปนตัวโปรโตเนต (protonate) หรือ เจนเนอรัลเบส 
(general base) จะสังเกตเุห็นไดวากรดอะมโินทั้ง 3 ตัวในคะตะไลตกิ ไทรแอด  จะมสีวนเกีย่วของ
โดยตรงในระหวางการเรงการสลายตัวของซับสเตรต แตเมื่อไดผลผลิตของปฏิกิริยาแลว กรดอะมิ
โนเหลานี้กจ็ะกลับคืนสูสภาพเดิม พรอมทีจ่ะจับกับซับสเตรตตัวใหมตอไป  กลไกการทําปฏิกิริยา
ของไลเปส  เร่ิมดวยหมูอิมิดาโซลของฮิสทิดีน จะทําหนาที่เปนตัวโปรโตเนต  คือแยกโปรตรอน
จากหมูไฮดรอกซีลของซีรีน และซีรีนจะทําหนาที่เปนตัวใหอิเล็กตรอนคู  โดยออกซิเจนของซีรีน
จะไปปะทะกบัหมูคารบอนิล (-C0-) ของซับสเตรต ทําใหไดผลผลิต R1 OH  หลุดออกไปกอน  และ
มีสวนที่เหลือเปนเอซิลเอนไซม (acyl-enzyme)  ตามรูป ค. ดังนั้นเรยีกขัน้ตอนจาก ก. ถึง ค. วา
ปฏิกิริยาเติมหมูเอซิล (Acylation)  คือการเติมหมูเอซิลของซับสเตรตใหกับเอนไซม จากนั้นแลวเอ
ซิลเอนไซม จะเขาสูขั้นตอนของปฏิกิริยาสลายหมูเอซิล (Deacylation) เพื่อแยกหมูเอซิลออกไปจาก
เอนไซม โดยเริ่มจากหมูอิมดิาโซลของฮิสทิดีน ที่ทําหนาที่เปนเจนเนอรัลเบสที่จะแยกโปรตรอน 
(H+) จากโมเลกุลของน้ํา ทําใหเกิดการกระตุนใหประจขุองไฮดรอกซีล (OH-)  ไปปะทะกับหมูคาร
บอนิลของเอซิลเอนไซม (รูป ง.)  ผลที่ไดทําใหเกิดการหลุดของผลผลิตตัวที่ 2 คือ R2COOH  และ
หลังจากนัน้ อนุมูลของเอนไซมจะกลับสูสภาพเดิม (รูป จ. และ ฉ.) 
 
5.  การทํางานของไลเปส   
 
 เอนไซมจากจลิุนทรียถูกแบงตามความจําเพาะตอตําแหนงบนไตรกลีเซอไรด ออกเปน 3 
กลุม (Wong, 1995)  ดังนี ้
 
 กลุมที่1  เปนเอนไซมไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด 
ปฏิกิริยาจะดําเนินไปแบบสุม จะมีการแลกเปลี่ยนหมูเอซิลไดทุกตําแหนงบนไตรเอซิลกลีเซอรอล
เอนไซมกลุมนี้จะยอยไตรกลีเซอไรดไดสมบูรณ ดังนัน้จะไดกรดไขมนัและกลีเซอรอลเปนผลิต 
ภัณฑ แตอาจพบไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรดเปนอินเตอรมีเดียท (intermediate) ในปฏิกิริยา
ได ตัวอยางของเอนไซมกลุมนี้ไดแก  เอนไซมไลเปสจาก Candida cylindracea, Corynebacterium 
acnes, Staphylococcus aureus และ Pseudomanas fluorescens 
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กลุมที่ 2  เปนเอนไซมไลเปสที่มีความจําเพาะกับตําแหนงที่ 1 และ 3 (1, 3-specific lipase) 
บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด  ซ่ึงไฮโดรไลสไตรกลีเซอไรด ไดกรดไขมนัอิสระ  และ 1, 2- หรือ 2, 3-
ไดกลีเซอไรด และได 2-โมโนกลีเซอไรด แตเนื่องจาก กลีเซอไรดที่ไดนี้มักไมเสถียร ถาใหเวลาใน
การยอยนานขึน้ก็จะเกดิการเคลื่อนยายหมูเอซิลทําใหไดผลิตภัณฑสุดทายเปน 1, 3- ไดกลีเซอไรด
และ 1- หรือ 3- โมโนกลีเซอไรด แตถาใหปฏิกิริยาการยอยเกิดอยางสมบูรณก็จะไดกลีเซอรอล  
และกรดไขมันอิสระ ตัวอยางของไลเปสกลุมนี้ ไดแก Aspergillus niger, Pseudomonas 
fluorescens, Mucor javanicus, Rhizopus arrhizus, และไลเปสจากรําขาว 
 
 กลุมที่ 3  เปนเอนไซมไลเปสที่มีความจําเพาะตอชนดิกรดไขมันบนโมเลกุลของไตรกลีเซอ
ไรดซ่ึงเอนไซมจากจุลินทรียทั่วไปไมมีคณุสมบัติขอนี้ ยกเวนเอนไซมจากจุลินทรียบางพวกความ 
สามารถในการเรงปฏิกิริยาที่แตกตางกันขึ้นอยูกับชนดิของไลเปส เชน ไลเปสจาก Penicillium 
cyclopium เรงปฏิกิริยาไดสูงสุดเมื่อสารตั้งตนเปนโมโนเอซิลกลีเซอรอลแตถามีไดเอซิลกลีเซอรอล 
หรือไตรเอซิลกลีเซอรอล ความสามารถในการเรงปฏิกริิยาจะลดต่ําลง 
  
6.  ปฏิกิริยาของไลเปส 
 
 ปฏิกิริยาของไลเปสมี 4 ปฏิกิริยา (Villeneuve et al., 2000) ดังนี ้ 
 

6.1  ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) คือ  ปฏิกิริยายอยสลายพันธะเอสเทอรดวยน้าํ 
               

 
 

ภาพที่ 5  ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
 
6.2  ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น (Esterification) หรือ ปฏิกริิยาการสังเคราะหเอสเทอร (Ester 

synthesis) คือ ปฏิกิริยาสรางพันธะเอสเทอรกลับคืนมาเปนไตรกลีเซอไรด 
          
            

 
ภาพที่ 6  ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น 

O                                               O       

O                                                    O     

R1- C - OR2   +   H2O               R1- C - OH +   R2- OH 

R1- C - OH   +   R2- OH                R1- C - OR2   +    H2O 
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6.3  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น (Transesterification) คือ  ปฏิกิริยาสังเคราะหเอส
เทอรขามชนิดของกรดไขมนั  ซ่ึงประกอบดวยปฏิกิริยายอย 3 ปฏิกิริยาคือ 

 
6.3.1  ปฏิกิริยาอะซิโดไลซิส (Acidolysis)  

 
                         

   
 

ภาพที่ 7  ปฏิกิริยาอะซิโดไลซิส 
 

6.3.2  ปฏิกิริยาแอลกอฮอลไลซิส (Alcoholysis) 
 
                         
   
ภาพที่ 8  ปฏิกิริยาแอลกอฮอลไลซิส 
 

6.3.3  ปฏิกิริยาอะมิโนไลซิส (Aminolysis)  
 
                        
 
ภาพที่ 9  ปฏิกิริยาอะมิโนไลซิส 
 
 6.4  ปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชั่น (Inter-esterification) คือ ปฏิกิริยาสังเคราะหไตรกลี
เซอไรดจากการแลกเปลี่ยนกรดไขมัน 
 
             
 
ภาพที่ 10  ปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชั่น 

O                                                    O       

O                        O                                O                        O     

O                                                    O       

O                     O                               O                      O       
R1- C- OR2  +  R3- C- OH                R3- C- OR2  +   R1- C- OH      

R1- C- OR2   +   R3- OH                R1- C- OR3   +    R2- OH      

R1- C- OR2   +   R3- NH2                R1- C- NHR3   +    R2- OH      

R1- C- OR2   +   R3- C – OR4                R3- C- OR2   +    R1- C- OR4   
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เอนไซมตรึงรปู 
 
 เอนไซมตรึงรูป (immobilized enzymes) หมายถึง เอนไซมที่ถูกกําหนดหรือทําใหมาอยูใน
ขอบเขตที่จัดไว อาจมีโมเลกลุใหญขึ้นดวยการเชื่อมพันธะเคมี หรือไมมีพันธะเคมี ละลายน้ําไดยาก
ขึ้น หรือไมไดเลย มีผลใหเอนไซมเปลี่ยนจากสถานะตัวเรงปฏิกิริยที่เปนของเหลว กลายเปนตวัเรง
ปฏิกิริยาที่เปนของแข็งขณะทําปฏิกิริยา (solid catalysts) (ปราณ,ี 2547) 
  
1.  ขีดจํากัดของการใชเอนไซมอิสระ  
 

เอนไซมอิสระมีขีดจํากัดมากมาย (ปราณี, 2547) คือ  
 
1.1  เอนไซมอิสระไมเสถียร  
 
1.2  เอนไซมอิสระใชงานในลักษณะไมตอเนื่องหรือใชคร้ังเดียว (batch)  
 
1.3  เอนไซมอิสระใน in vitro ใชแบบ multi-enzymes system ไมได  
 
1.4  เอนไซมอิสระ  ถาจะใหมีกิจกรรมเอนไซมสูงตองทําใหบริสุทธิ์กอนการใชงาน  
 
1.5  เอนไซมอิสระจะผสมปนลงไปในสารละลายของซับสเตรตและผลผลิต ทําใหแยก

ออกไมได และเนื่องจากเอนไซมเปนโปรตีน จะเกิดการปนเปอนในลักษณะสารปนเปอนโปรตีน 
(proteineous contaminants) โดยเฉพาะถาอยูในอาหารจะเกดิเปนตะกอนเมื่อถึงระดบัอุณหภูมิและพี
เอชของโปรตีนชนิดนัน้ จะแยกออกไดตองใชกรรมวิธีเพิ่มเติม กลาวคือผานหนวยแยกอกีครั้ง   

 
1.6  เอนไซมอิสระ มีสภาวะทําปฏิกิริยาจําเพาะ ฉะนั้นบางครั้งอาจไมเหมาะสมใน

กระบวนการแปรรูปอาหาร หรืออุตสาหกรรมที่ตองใชเอนไซมนั้นๆ    
 
1.7  เอนไซมอิสระ สวนใหญละลายน้ํา ละลานในสารละลายได ฉะนัน้จะนํามาใชใน

ลักษณะตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนของแขง็ไมได มีผลใหไมสามารถใชงานกบัเครื่องปฏิกรณประเภท
ตางๆ เชน ฟลูอิไดซเบด (fluidized bed), เบดบรรจุ (packed bed) ในระบบตอเนื่องได  
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1.8  เอนไซมอิสระในอุตสาหกรรมมีตนทนุการใชงานสงู  
 
1.9  เอนไซมอิสระในเซลลจุลินทรีย (intracellular enzymes) เมื่อนํามาใชงานตองผาน

กระบวนการสกัดและทาํบริสุทธิ์กอน  
 
1.10 เอนไซมอิสระกอพิษตอผูใช ในลักษณะของการสูดหายใจ การสัมผัสในปริมาณมาก 

 
ดวยขดีจํากัดของเอนไซมอิสระเหลานี ้จึงเปนทางออกทีน่ําไปสูการแกปญหาโดยการนํา

เทคโนโลยีของเอนไซมตรึงรูปมาประยุกตใชงานในดานตางๆ อยางไรก็ตาม ผลกระทบที่เกิดจาก
เอนไซมตรึงรูปก็มีดวยเชนกนั  

 
2.  ผลกระทบของการทําเอนไซมตรึงรปู   

 
ปราณี (2547)  กิจกรรมเอนไซมอาจถูกกระทบกระเทือน เนื่องจากการยดึโมเลกุลของ

เอนไซมกับตวัพยุงมีผลใหโครงรูปสามมิติ (conformation) เปลี่ยนไป และอาจมีผลตอหมูเคมีที่อยู
ในบริเวณเรงดวยและนอกจากนี้เอนไซมตรึงรูปอาจมีปญหากับซับสเตรตที่ไมเปนเนื้อเดียวกนั หรือ
ซับสเตรตที่มีลักษณะแขวนลอยดานการถายเทมวลกบัเอนไซมตรึงรูปซึ่งเปนแคทาลิสตแข็ง 

 
3.  ขอดีของเอนไซมตรึงรปู 
 

ขอดีของเอนไซมตรึงรูป คือ สามารถทนตออุณหภูมิไดสูงขึ้น และยงัสามารถทํางานได
ในชวงพีเอชทีก่วางขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเอนไซมอิสระ (free enzyme) (Gonchar and Auslender 
1996; Bayramoglu et al., 2002) มีโอกาสเพิ่ม activity และเสถียรภาพของเอนไซมไดถาวิธีที่ใช
เหมาะสม  สามารถใชซํ้าได และใชใหเหมาะสมกับเครื่องปฏิกรณเอนไซมได ทั้งนี้ขึน้กับรูปรางตัว
พยุง (supporter) และลักษณะของซับสเตรต (substrate) เอนไซมที่นํามาตรงึไมตองทําใหบริสุทธิ์ก็
สามารถทํางานไดดเีหมือนกับเอนไซมบริสุทธิ์ และสุดทายราคาถูกกวาเมื่อเทยีบกบัการใชเอนไซม
อิสระ (ปราณ,ี 2547) 
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4.  พอลิเมอรสังเคราะหท่ีใชในการตรึงเอนไซม 
 

พอลิเมอรที่ใชในการตรึงเอนไซม มีทั้งพอลิเมอรธรรมชาติเชน ไคโตซาน (chitosan) 
เซลลูโลส (cellulose) เปนตน และพอลิเมอรสังเคราะหเชน พอลิเอไมด (polyamide) พอลิโพรไพ
ลีน (polypropylene) พอลิสไตรีน (polystyrene) พอลิเอธิลีน (polyethylene) พอลิเมทิลเมทาอะคริ
เลต (poly(methyl methacrylate), PMMA) และ พอลิเอทธิลีนไนมีน (polyethylenimine) เปนตน    
การใชพอลิเมอรสังเคราะห ถึงแมวาจะมีราคาที่สูงกวาพอลิเมอรธรรมชาติ แตก็มีขอดี (Bryjak and 
Kolarz, 1998) ดังนี้  

 
4.1  ทนทานตออุณหภูมิและพีเอชที่รุนแรงและทนตอการยอยสลายทางชีวภาพไดดี  
 
4.2  คุณสมบัติของความชอบน้ําและความไมชอบน้ํา (hydrophilic-hydrophobic) สามารถ

ปรับใหตรงกบัความตองการไดโดยการเลือกโคมอโนเมอร (co-monomer) ที่เหมาะสมขณะทําการ
สังเคราะห  

 
4.3  สัณฐานวทิยา (morphology) สามารถเปลี่ยนแปลงไดโดยการเลือกชนิดและสารเฉื่อย 

(inert diluents) ขณะทาํการสังเคราะห  
 
4.4  การปรับสภาพผิว (surface modifications) สามารถทําไดดวยการเติมหมูฟงกชันที่ไว

ตอปฏิกิริยา (reactive groups)  
 

5.  วิธีการตรึงรูป  
 
 วิธีการตรึงรูปเอนไซมแบงเปน 3 วิธีใหญๆ (ปราณ,ี 2547) คือ การเชื่อมกับตัวพยุง การ
เชื่อมขวาง  และการหอหุม  ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี ้
 

5.1  วิธีการเชือ่มกับตัวพยุง (Carrier binding method) การตรึงเอนไซมดวยการเชื่อมกับตัว
พยุง  สามารถกระทําได 3 วธีิคือ วิธีการดูดซับทางกายภาพ (Physical adsorption method) วิธีการ
เชื่อมดวยพันธะไอออนิก (Ionic binding method) และวิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท (Covalent 
binding method) 
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5.1.1  วิธีการดดูซับทางกายภาพ (Physical adsorption method) คือ การดดูซับของ
เอนไซมบนพืน้ผิวภายนอกของตัวพยุงทีไ่มละลายน้ํา  วธีิการตรึงรูปวิธีนี้จะไมมีผลกระทบตอโครง
รูปสามมิติ เนื่องจากไมมีพนัธะเคมีเกดิขึน้ และแรงเกาะกันระหวางเอนไซมกับตัวพยุงออนมาก 
ดังนั้นการนําตวัพยุงกลับมาใชซํ้าสามารถทําไดงาย เหมาะกับตัวพยุงราคาแพง ซ่ึงพันธะที่เกดิขึ้นใน
วิธีนี้จะเปนพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) แรงวานเดอวาลล (van der waals force) และ 
ไฮโดรโฟรบิกอินเทอรแอคชัน่ (hydrophobic interaction) และวิธีนี้อาจมีผลตอกิจกกรรมของ
เอนไซมบางเล็กนอยในลักษณะของการหมุนตวัของเอนไซมเพื่อจับกับซับสเตรต (stereospecific 
effect)   การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้ทําไดโดยผสมสารละลายเอนไซมกับตัวพยุงที่ใชตรึง ภายใต
สภาวะทีเ่หมาะสม ทิ้งไวเพือ่ใหมีการจับกนั จากนัน้แยกเอนไซมที่ถูกตรึงออกตัวดวยการเหวีย่ง
หรือการกรอง   ตัวอยางตวัพยุงที่นิยมใชตรึงรูปเอนไซมดวยวิธีนี้ ไดแก เบนโทไนต (bentonite), 
เจลแคลเซียมฟอสเฟต (calcium phosphate gel), ถานกัมมันต (activated carbon), แกวพรุน (porous 
glass), โคลนกรด (acid clay), คาโอลิไนต (kaolinite), อะลูมินา (alumina) และพอลิเมอรธรรมชาติ  
อาทิ  แปง  กลูเทน  คอลลาเจน 

 
5.1.2.  วิธีการเชื่อมดวยพันธะไอออนิก (Ionic binding method) คือการเชื่อมระหวาง

โปรตีนของเอนไซมกับตัวพยุงที่ไมละลายน้ําโดยใชพันธะไอออนิก ตวัอยางตวัพยุงที่นิยมใชตรึง
รูปเอนไซมดวยวิธีนี้ ไดแก สารทีมีอนุมูลแลกเปลี่ยนประจุ (ion-exchange residue) เชน พอลิ
แซ็กคาไรด (polysaccharide) และพอลิเมอรสังเคราะห เปนตน ซ่ึงอนมุูลประจุในตวัพยุงและใน
เอนไซมตองตางกัน  เชน  เอนไซมมีอนุมูลประจุบวก (anionic residue) เชน กลูโคอะไมเลส 
(glucoamylase)  และตวัพยงุมีอนุมูลประจุลบ (cationic residue) เชน DEAE-cellulose และ DEAE-
sephadex  เปนตน 

 
5.1.3.  วิธีการเชื่อมดวยพันธะโควาเลนท (Covalent binding method) คือการเชื่อม

พันธะระหวางเอนไซมกับตวัพยุงดวยพันธะโควาเลนท  วิธีนี้มีผูนํามาศกึษามากที่สุด  การตรึงรูป
ดวยพันธะโควาเลนทสามารถทําได 7 วิธียอยๆ ดังนี ้

 
 ก.  วิธีไดอะโซ (Diazo method) คือการสรางพันธะระหวางเอนไซมและตัวพยุง

ที่มีอนุพันธไดอะโซเนียม (-N+=N) เรียกกระบวนการนี้วา ไดอะโซไทเซชั่น (diazotization) เชน ตวั
พยุงที่มี aromatic amino group (R-Y-NH2) ดังปฏิกิริยา 
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เอนไซมที่สามารถสรางพันธะโควาเลนทโดยวิธีนี้ไดแก เอนไซมที่มีหมูอะมิโนอิสระมีหมูอิมิดา
โซลหรือหมูฟนอลิกไฮดรอกซิล 
 

 ข.  วิธีการเชื่อมดวยพันธะเปปไทด (Peptide binding method) คือ การเชื่อม
ระหวางโมเลกุลเอนไซมและตัวพยุง ดวยพันธะเปปไทดสังเคราะห (-CO-NH-)  ซ่ึงมี 2 ลักษณะ คอื 

 
1)  ตัวพยุงมีหมูคารบอกซิล (-COOH) และหมูอะมิโน (-NH2) ถูกทําใหเปน

อนุพันธที่ไวตอปฏิกิริยา เชน อนุพันธของ acid azide , คลอไรดม ไอโซไซยาเนต เปนตน แลวเชื่อม
กับหมูอะมิโนชองเอนไซม ตัวอยางปฏิกิริยาที่ตัวพยุงถูกทําใหเปนอนพุันธคลอไรด ดังนี ้

 
 

 
 
2)  ใชสารควบแนน ไดแก คารโบไดอิไมด (carbodiimide) , Woodward’s 

reagent K เปนตัวกลางสรางพันธะเปปไทด เมื่อพันธะเปปไทดเกดิขึ้นแลว สารควบแนนจะถูก
ปลอยกลับคืนมาดังเดิม 
 

 ค.  วิธีการเติมหมูอัลคิล (Alkylation method) คือการเชื่อมพันธะโควาเลนท
ระหวางหมู อะมิโน  ฟนอลิก  หรือซัลไฟดริล ของเอนไซมกับหมูเฮไลด (halide) ของตัวพยุงแบบ 
alkylation ดังปฏิกิริยา 

 
 

 
 
 
 

                    SOCl2                   NH2-enzyme 
R-COOH                  R-COCl                         R-CONH-enzyme 

                  NaNO2 / HCl                             Enzyme 
R-Y-NH2                          (R-Y-N+≡N)Cl-                 R-Y-N=N-enzyme 

                         BrCH2COBr                                       Enzyme 
Cellulose-OH                        Cellulose-OCOCH2Br 
                        BrCH2COOH, 
                            dioxane   
 
alkylation 
                   Cellulose-OCOCH2-enzyme 
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 ง.  วิธีการเชื่อมพันธะดวยสารมีหนาที่คู (Bifunctional reagents binding 
method) การเชื่อมขวางระหวางตัวพยุง และเอนไซม ดวยสารเชื่อมขวาง (cross-linkers) ซ่ึงจะเชื่อม
ระหวางหมูอะมิโนของตัวพยุงกับหมูอะมโินของเอนไซม  สารเชื่อมขวางอาจเปนพวกสารมีหนาที่
คู (bifunctional reagents)  หรือมีหมู 2 หมูทําหนาที่เดยีวกัน  ตัวอยางสารมีหนาที่คูทีรู่จักกัน
แพรหลาย เชน กลูตาอัลดีไฮด (glutaraldehyde) ซ่ึงมีหมูอัลดีไฮด 2 หมู ที่สามารถเชื่อมกับหมูอะมิ
โนของตัวพยุงกับเอนไซม ดวยวิธีการสรางชิฟเบส (Schiff base) ดังปฏิกิริยา 

 
 
 
 
 
 

 
 จ.  วิธีการเชื่อมกับตัวพยุงดวยปฏิกิริยาอุงิ (Ugi reaction binding method) เปน

วิธีผสมของการทําใหสารประกอบในปฏิกริิยาซึ่งประกอบดวยหมูไวตอปฏิกิริยา  เชน ไอโซ
ไซยาไนด (isocyanide, R4), อัลดีไฮด (aldehyde, R1), คีโตน (ketone, R2), คารบอกซิล (carboxyl, 
R5), เอมีน (amine, R3)  ทั้งนี้ตัวพยุงและเอนไซมตองมีหมูไวตอปฏิกิริยาเหลานี้อยาใดอยางหนึ่งก็
ได เพื่อทําใหเกิด N-substituted amide (R4-NH-CO-CR1R2-NR3-CO-R5)  ทั้งนี้ตัวพยุงตองเปนตัว
พยุงที่ไมละลายน้ํา  ตวัอยางวิธีการเชื่อมกบัตัวพยงุดวยปฏิกิริยาอุงิ โดยที่ตวัพยุงมหีมูคารบอกซิล 
(R-COOH) ดงัปฏิกิริยา 

 
 
 

 
 
 
 
     

 
 

                                                                                     -2 H2O 
Carrier-NH2+ OHC-(CH2)3-CHO + H2N-enzyme 
 
                         Carrier-N=CH-( CH2)3-CH=N-enzyme 
                                               Schiff base 

                    CH3           
R-COOH +          NCH2CH2CH2NC  +  CH3CHO  +  enzyme 
 (ตัวพยุง)       CH3 
                  (3-dimethylaminopropylisocyanide) 
 
                                   CH3                                          CH3 
                      R-CONCHCONHCH2 CH2 CH2N 
                               enzyme                                        CH3 
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สมการขางตนนี้  ตัวพยุงที่ไมละลายน้ํามีหมูคารบอกซิล (R5) ผสมรวมกับ
สารละลายเอนไซมซ่ึงมีหมูอะมิโน (R3, H2N-enzyme)  จากนั้นเติมอะเซทัลดีไฮด (acetaldehyde 
(R1,CH3CHO) และ 3-dimethylaminopropylisocyanide (R4)  กวนสารละลายทั้งหมดเปนเวลา 6 
ช่ัวโมงที่พีเอช 6.5 ซ่ึงปรับโดยสารละลายไฮโดรคลอริก 0.5 นอรมอล (0.5N HCl) จะไดเอนไซม
ตรึงรูปในลักษณะ N-substituted amide 

 
 ฉ.  วิธีการเชื่อมพันธะโดยการแลกเปลี่ยนหมูไทออล (thiol, -SH) เปนได

ซัลไฟด (disulfide) ซ่ึงเปนวธีิการตรึงรูปแบบแลกเปลี่ยนหมูไทออลของเอนไซมและตัวพยุง  ซ่ึง
การตรึงรูปวิธีนี้คอนขางจํากดักับเอนไซมยริูเอส เทานั้น (มีหมูไทออล) แตปจจุบนัก็มกีารศึกษากับ
เอนไซมที่ไมมหีมูไทออล เชน แอลฟา-อะไมเลส ซ่ึงตองเติมหมูไทออล (thiolation) ใหกับเอนไซม
กอน 

 
 ช.  วิธีการเชื่อมพันธะกับตวัพยุงดวยวิธีอ่ืนๆ ไดแก 
 

1)  การใชแปงไดอัลดีไฮด (dialdehyde starch, OHC-starch-CHO) ซ่ึงเปน
ตัวพยุงที่มีหมูอัลดีไฮด 2 หมู สามารถใชเปนตัวพยุงในการจับกับหมูอะมิโนของเอนไซมแบบ
ปฏิกิริยาชิฟเบส ไดแก การตรึงรูปปาเปน 

 
2)  การใชพอลี (4-ฟอรมิล-เมทอกซีฟนอล) เมทาอะคริเลต (poly(4-formyl-

methoxyphenol) methacrylate)  เปนตวัพยงุที่มีหมูอัลดีไฮดที่ไวตอปฏิกิริยา จะทําปฏิกิริยากับ
หมูอะมิโนของเอนไซมเชนเดียว กับ ขอ  ก. 

 
3)  วิธีการสรางพันธะกวัอะนิดีน (Guanidine) 
 
4)  วิธีการตรึงรูปเอนไซมรวมกับโคแฟกเตอร  
 

5.2  วิธีการเชือ่มขวาง   (Cross-linking method) การทําเอนไซมตรึงรูปวิธีนี้อาศัยวิธีการ
สรางพันธะเคมีเหมือนกับวธีิการสรางพันธะโควาเลนท  แตวิธีนีไ้มตองใชตัวพยุง  เอนไซมจะถูก
ตรึงรูปอยูไดโดยการสรางพนัธะเชื่อมขวางระหวางโมเลกุลของเอนไซม  โดยอาศัยสารเชื่อมขวาง
ทําหนาที่เชื่อมระหวาง 2 โมเลกุลหรือมากกวา  (bi-or multifunctional reagents) หรือ เรียกสารเชื่อม 
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ขวาง (cross-linkers) ซ่ึงมีผลใหเอนไซมหลายโมเลกุลเกาะกลุมกลายเปนโมเลกุลใหญละลายน้ําได
นอยลง ตัวอยางสารเชื่อมขวางไดแก กลูตาอัลดีไฮด (glutaraldehyde) อนุพันธไอโซไทโอไซยาเนต 
(isothiocyanate derivative) อนุพันธไอโซไซยาเนต (isocyanate derivative) และ ไบซไดอะโซเบน
ซิดีน (bisdiazobenzidine)  เปนตน และเนือ่งจากวิธีนีก้อใหเกิดพันธะโควาเลนทระหวางโมเลกุล
เอนไซม  ฉะนัน้จะมีผลตอโครงรูปสามมิติ และกิจกรรมเอนไซมไดงาย 

 
5.3  วิธีการหอหุม (Entrapping method) เปนวิธีการตรึงรูปแบบรวมเอนไซมอิสระไวใน

ชองวางของตาขายพอลิเมอร  หรือหอหุมเอนไซมอิสระไวดวยเยื่อบางที่ยอมใหมีสารซึมผานได 
(semipermeable membrane) การตรึงเอนไซมดวยวิธีนี้แตกตางจากการตรึงเอนไซมดวยวิธีทางเคมี  
โดยที่การตรึงจะไมมกีารเชือ่มพันธะเคมีใด ๆ ระหวางเอนไซมและพอลิเมอร  หรือแผนเมมเบรนที่
ลอมรอบ  ดังนั้น จึงสามารถใชตรึงเอนไซมไดทุกชนิดรวมทั้งเซลล และองคประกอบตาง ๆ ของ
เซลล ทั้งที่มีขนาดและคณุสมบัติแตกตางกันก็ตาม  การตรงึเอนไซมดวยวิธีนี้ทําใหความสามารถใน
การกระตุนปฏิกิริยาของเอนไซมลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้น เมื่อเทยีบกับการตรึงเอนไซมที่ใชพันธะ
ทางเคมี 
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งานวิจัยท่ีเก่ียวของในพอลิอะริลีนอีเทอรซัลโฟนที่ใชในงานวิจัย 
 
1.  พอลิซัลโฟน (Polysulfone, PSU) 
 

พอลิซัลโฟน (Polysulfone) เปนพอลิเมอรที่มีโครงสรางที่สรางขึ้นจากมอนอเมอรของ 4,4’ 
ไดคลอโรไดฟนิลซัลโฟน (4,4’-dichlorodiphenylsulfone) และบิสฟนอล เอ (bisphenol A) 

 

 
 
ภาพที่ 11  โครงสรางทางเคมีของพอลิซัลโฟน และมอนอเมอร 4,4’ ไดคลอโรไดฟนิลซัลโฟนและ

บิสฟนอล เอ 
 

พอลิซัลโฟนที่ผูวิจัยใชในการทดลองนี้  มีช่ือทางการคาวา  พอลิซัลโฟนยูเดล(Polysulfone, 
UDEL) หรือใชสัญลักษณยอวา  พอลิซัลโฟนยูเดล (PSU)   มีโครงสรางทางเคมี แสดงดังภาพที่ 11 
เปนเทอรโมพลาสติกพอลิเมอรที่มีลักษณะโปรงใสและมีความแข็ง เหนยีว มีน้ําหนกัโมเลกุลเฉลี่ย
ตามจํานวน (number average molecular weight, Mn) เทากับ 26,000  และมีน้ําหนกัโมเลกุลเฉลี่ย
ตามน้ําหนกั (weight average molecular weight, Mw) เทากับ 56,000  ซ่ึงมีอุณหภูมิกลาสทรานซิช่ัน 

(glass transition temperature, Tg) ประมาณ 190  องศาเซลเซียส 
 

2.  พอลิฟนิลซัลโฟน (Polyphenylsulfone, PPSU) 
  
 พอลิฟนิลซัลโฟน (Polyphenylsulfone) เปนพอลิเมอรที่มีโครงสรางที่สรางขึ้นจากมอนอ
เมอรของ 4,4’ ไดคลอโรไดฟนิลซัลโฟน (4,4’-dichlorodiphenylsulfone) และไบฟนอล (biphenol)  

4,4’ ไดคลอโรไดฟนิลซัลโฟน  บิสฟนอล เอ  

พอลิซัลโฟน 

CH3 

CH3 
CH3 

CH3 
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ภาพที่ 12  โครงสรางทางเคมีของพอลิฟนิลซัลโฟน และมอนอเมอร 4,4’ ไดคลอโรไดฟนิลซัลโฟน

และไบฟนอล 
 
พอลิฟนิลซัลโฟนที่ผูวิจยัใชในการทดลองนี้  มีช่ือทางการคาวา  พอลิฟนิลซัลโฟน  เรเดลอาร 
(Polyphenylsulfone, RADEL R) หรือใชสัญลักษณยอวา  พีพอลิซัลโฟนยูเดล (PPSU)   มี
โครงสรางทางเคมี แสดงดังภาพที่ 12  และมีน้ําหนกัโมเลกุลเฉลี่ยตามจาํนวน (number average 
molecular weight, Mn) เทากับ 24,000  และมีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยตามน้ําหนกั (weight average 
molecular weight, Mw) เทากับ 63,000  ซ่ึงมีอุณหภูมิกลาสทรานซิช่ัน (glass transition temperature, 
Tg) ประมาณ 220 องศาเซลเซียส  พอลิฟนิลซัลโฟนเรเดลอาร เปนเทอรโมพลาสติกพอลิเมอรที่มี
ลักษณะโปรงใสและมีความแข็ง เหนยีว  ซ่ึงพอลิเมอรดังกลาวไดรับการสนับสนุนจากบริษัทโซล
เวยแอดวานซพอลิเมอร  (Solvay Advanced Polymers) ประเทศสหรัฐอเมริกา  คุณสมบัติทั่วไปของ
พอลิซัลโฟนยูเดล และพอลฟินิลซัลโฟนเรเดลอาร แสดงดังตารางที่ 7

4,4’ ไดคลอโรไดฟนิลซัลโฟน  ไบฟนอล  

พอลิฟนิลซัลโฟน 



 

35

ตารางที่ 7  คุณสมบัติทั่วไปของพอลิซัลโฟนยูเดล (PSU) และพอลิฟนิลซัลโฟนเรเดลอาร (PPSU) 
 

ระดับ คุณสมบัติ 
 PSU PPSU 

Thermal stability/heat resistance 1 1 
Flammability/heat release 2 1 
Impact resistance 2 1 
Dimensional stability 1 1 
Hydrolytic stability 1 1 
Withstands steam sterilization 1 1 
Withstands steam sterilization with morpholine 3 1 
Chemical resistance-organics 3 2 
Acid resistance 1 1 
Base resistance 1 1 
Biocompatibility 1 1 
Transparency 1 1 
Colorability 1 1 
Processability 1 1 

 
หมายเหตุ  ระดับ 1 คือ คาดวาแสดงผลออกมาไดดหีรือสงผลดีตอการประยุกตใชอยางสูงสุด 

    ระดับ 2 คือ เพียงพอสําหรับการประยกุตใชตางๆ ที่ตองการแตยังมีขอจํากัด 
    ระดับ 3 คือ มีขอจํากัดหรือ คาดวาประสิทธิภาพต่ํา 

ที่มา: http://www.solvay.com (2550) 
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งานวิจัยท่ีเก่ียวของในการเตมิหมูเอมีนใหกับพอลิเมอร 
 

สิทธิบัตรสหรัฐอเมริกา (เลขที่ 6,878,803) ระบุวิธีการเตมิหมูไนโตร (Nitrating) และหมูเอ
มีน (Aminating) บนเอริลพอลิเมอร โดยการละลายเอริลพอลิเมอรในกรดซัลฟุริกเขมขนควรทําที่
อุณหภูมิตั้งแต 0 ถึง 5 องศาเซลเซียส  แลวเติมกรดไนตริก ควรทําที่อุณหภูมิตั้งแต 5 ถึง 25 องศา
เซลเซียส หลังจากนั้นใหกวนสารตลอดการทําปฏิกิริยาเปนเวลา 10 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิต่ํากวา 25 
องศาเซลเซียส  หลังจากนัน้ตกตะกอนและลางตะกอนหลายๆ คร้ัง จนกระทั่งกรดทีเ่กินหลุดออก
จนหมด สวนการเตรียมอะมิเนตเอริลพอลิเมอรตอ (Aminated aryl polymer) ทําไดโดยนําไนเตรต
เอริลพอลิเมอรไปละลายในสารละลายอะโปรติกโพลาร (Aprotic polar solvent) และทําการรีดิวซ่ิง 
(Reducing) โดยรีดวิซ่ิงเอเจนต (Reducing agent)  สารละลายอะโปรตกิโพลาร (Aprotic polar 
solvent) ที่สามารถเลือกใชได ไดแก ไดเมทิลฟอรมเอมายด (Dimethylformamide, DMF) ได
เมทิลอะเซตเอมายด (Dimethylacetamide, DMAc)  ไดเมทิลซัลฟอกไซด (Dimethylsulfoxide, 
DMSO) หรือ เมทิลไพโรลิโดน (N-methylpyrrolidone, NMP) รีดิวซ่ิง เอเจนต (Reducing agent) 
ไดแก โซเดียมไดไทโอไนต (Sodium dithionite) (Na.sub.2 S.sub.2 O.sub.4) ปฏิกิริยารีดักชั่นเกิดที่
อุณหภูมิ 60 ถึง 180 องศาเซลเซียส 
 

Ghosh  et  al. (2000) ศึกษาการสังเคราะห การจําแนกคุณลักษณะ และคณุสมบัติของไน
เตรตพอลิซัลโฟน เมมเบรน (Nitrated polysulfone membranes) โดยละลายพอลิซัลโฟนใน 1,2 ได
คลอโรอีเทน (1,2 dichloro ethane) ใหมีความเขมขน 20 เปอรเซ็นต เติมกรดไนตริกเขมขน ทํา
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที ตกตะกอนในเฮกเซน (Hexane) 
ไดเปนไนเตรตพอลิซัลโฟน ลางดวยอะซิโตน และทําใหแหงภายใตสุญญากาศ นําพอลิเมอรที่ได
ไปทําเปนแผนเมมเบรน โดยละลายพอลิเมอร 25 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกั ในสารละลายผสมของ 1,4 
ไดออกเซน (1,4 dioxane) และไดเมทิลอะซิเตต (Dimethylacetate, DMAc) นําสารละลายไปกรอง
และแผออกเปนแผนบนกระจกเรียบที่สะอาด หลังจากสารละลายระเหย ที่อุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ 40 เปอรเซ็นต นําเมมเบรนทีไ่ดไปวิเคราะห พบวา ไนเตรตพอลิซัลโฟน
เมมเบรนเปนตัวแยกที่มีความสามารถสงู สําหรับพอลิวาเลนซ แอนไอออนิก อิเล็กทรอไลต 
(Polyvalent anionic electrolyte)  
 

Son  et  al. (2002) ไดศึกษาการวิเคราะหคณุสมบัติของพอลิอะริลีนอีเทอรซัลโฟน หรือ
เรียกสั้นๆวาพอลิซัลโฟนยูเดล (PSU) ที่ถูกปรับปรุงดวยการเติมหมูเอมีนดวยวิธีการแลกเปลี่ยน
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ประจุลบ  โดยการปรับปรุงพื้นผิวนี้จะเริ่มจากนําพีเอสเอฟ มาทําปฏิกริยาไนเตรชัน่ (เติมหมูไนโตร
จะเขาไปเกาะกับวงเฟนนิล (Phynyl ring))  ดวยการเติมกรดไนตริกและกรดซัลฟุริก (HNO3/HSO4) 
ปลอยใหทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  จากนั้นนํามาทํา เกิด
ปฏิกริยารีดักสช่ัน (Reduction reaction) โดยเติมทินทูคลอไรดในเอธานอล เพื่อเปลี่ยนจากหมูไน
โตรใหเปนหมูเอมีน ซ่ึงเรียกผลิตภัณฑนี้ส้ันๆ วาเปน 1°-APSU  ซ่ึงมีการตรวจสอบยนืยัน
โครงสรางดวยเอฟทีไออาร พบวาไมปรากฎแบนด ทีแ่สดงถึงการมีหมูไนโตร (1532 cm-1 ) แตจะ
พบแบนดทีม่ีจดุยอดอยูที่ 3372 และ 3461 cm-1 ซ่ึงแสดงถึงมีหมูเอมีนเทานั้น  จากนัน้การวิเคราะห
ดวยเอช-เอ็นเอ็มอาร สเปคโตรสโคพี (H-NMR Spectroscopy) พบวามีแบนดทีแ่สดงถึงโปรตอน
ของหมูเอมีน และยังพบวาหมูเอมีนนี้จะเขาเกาะวงเฟนนลิที่ตําแหนงเมตา (Meta position)  
นอกจากนี้การวิเคราะหดวยดิฟเฟอเรนเชียล สแกนนิ่ง แคโลริเมททรี่ (ดีเอสซี) (Differential 
Scanning Calorimetry) พบวาคาอุณหภูมกิลาสทรานซิช่ัน (Tg) ของ 1°-APSU มีคา 170 องศา
เซลเซียส ซ่ึงต่ํากวาของพีเอสเอฟ (183 องศาเซลเซียส)  เนื่องจากการเตมิหมูเอมีน ทําใหโครงสราง
ของพอลิเมอรไมสมมาตร  และการวิเคราะหดวยเทอรมอกราวิเมททริก (Thermogravimetric 
analysis) พบวาการเติมหมูเอมีนทําใหความสามารถของพอลิเมอรที่ทนตอความรอนและออกซิเจน  
(Thermooxidative stability) มีคาลดลง  โดยพบวามกีารลดลงของน้ําหนักไป 10 เปอรเซ็นต ที่ 446 
องศาเซลเซียส นั่นแสดงถึงหมูเอมีนจะไปทาํใหการสลายตัว (Degradation) เกิดไดงายขึ้น สําหรับ
ความสามารถในการแลกเปลี่ยนประจุ (Ion-exchange capacity) ของ 1°-APSU ที่วัดดวยวิธีไต
เตรชั่น (Potentiometric titration) เทากับ 2.24 meq /g นอกจากนี้การวเิคราะหหาจํานวนหมูเอมีนตอ 
1 เมอรของพอลิเมอรดวยอิเลเมนทอลอะนาไลซิส (Elemental Analysis, EA) พบวาในแตละ 1 เมอร
จะมีหมูเอมีนจาํนวน 2 หมูโดยเฉลี่ย  

 
Pugazhenthi and Kumar (2004)  ศึกษาการนําแผนเมมเบรนเอนไซมไปใชในปฏิกิริยา

ไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ของน้ํามันโอลีฟ (Olive Oil) เมื่อตรึงเอนไซมบนแผนพอลิเมอรที่ผาน
การปรับปรุงคุณสมบัติแลว เมื่อตรึงเอนไซมไลเปสบนแผนเมมเบนแลวจะนําแผนเมมเบรนไปใช
ในเครื่อง Biphatic Enzyme  Membrane Reactor (EMR) พอลิเมอรที่นํามาใชคือ Poly(methacrylate-
ethylene glycol dimethacrylate) หรือ PMMA-EGDM โดยจะเกดิพันธะโควาเลนซขึน้ระหวาง
เอนไซมและเมมเบรนจาก Active Bridge Molecules  จากการทดลองพบวาความสามารถในการ
ทํางานของเอนไซม (Enzyme Activity) จะขึ้นกับความชอบน้ําของแผนเมมเบรน (Hydrophylic)  จึง
ไดทําการปรับปรุงคุณสมบัติของพอลิเมอร โดยวิธีการเตมิกาซ NOX  (ผสมระหวาง NO และ NO2) 
ปริมาณ 500 มิลลิลิตร ลงบนเรซินพอลิเมอร ที่บรรจุในถังสําหรับปฏิกิริยาไนเตรชั่นและเขาเตาอบ
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ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส โดยไมมีการเสื่อมสภาพ เปนเวลา 6 ช่ัวโมง จะไดแผนเมมเบรนที่มี
ไนโตรเจนเปนสวนประกอบ เรียกวา ไนเตรตเมมเบรน (Nitrated Membrane) จากนั้นนําไปทํา
ปฏิกิริยากับไฮดราซีนไฮเดรต 50 เปอรเซ็นต อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง จะ
เกิดปฏิกิริยารีดักชั่น จากหมูไนโตรไปเปนหมูเอมีนบนแผนพอลิเมอร เรียกวาเอมีเนตเมมเบรน 
(Aminated Membrane) จากการทดลองสรุปไดวา เมื่อตรึงเอนไซมบนแผนเมมเบรนจะทําให
เอนไซมมีความคงตัวสูงขึ้น และสามารถทําปฏิกิริยาไดมากกวา 50 ช่ัวโมงเปนระยะเวลามากกวา 
25 วัน โดยความสามารถในการทํางานไมเปลี่ยนแปลง (ประมาณ 3 เปอรเซ็นต) และความสามารถ
ในการทํางานของเอนไซมที่ถูกตรึงสูงขึ้น 39 เปอรเซ็นต  

  
Chowdhury  et  al. (2001) ศึกษาคุณสมบัตขิองพอลิซัลโฟนที่ผานการปรับปรุงโดยวธีิอัล

ตราฟวเตรชั่น (Ultrafiltration, UF) โดยใชกาซ NOX (ผสมระหวาง NO และ NO2) ขั้นตอนการ
ปรับปรุงเมนเบรนเริ่มจาก ไลกาซภายในขวดแกว (บรรจเุมม- เบรนเรียบรอย) โดยใหความรอนให
กาซขยายตวั และถูกปลอยออกผานหลอดที่ตอเขากับขวดแกว หลังจากเขาสูสมดุล (โดยเก็บไวใน
เตาเผาเพื่อรักษาอุณหภูมิทีท่ําปฏิกิริยา) ใหนําหลอดที่ตอกับขวดแกวออก แลวปลอยใหเยน็ที่
อุณหภูมิหอง จากนั้นปลอยกาซ NOX เขาขวดแกวที่ความดัน 1.0133×105 Pa แลวเขาเตาอบที่ 100 
องศาเซลเซียส (อุณหภูมิของการทําปฏิกิริยา) หลังจากเกดิปฏิกิริยาไนเตรชั่นสมบรูณ ปลอยใหขวด
แกวเยน็ที่อุณหภูมหิอง และนําแผนเมมเบรนออก เรียกเมมเบรนนี้วา ไนเตรตเมมเบรน (Nitrated 
Membrane)  การเติมหมูเอมนี (Amination) ทําไดโดย ใหไนเตรตเมมเบรนทําปฏิกิริยากับไฮดราซีน
ไฮเดรต ปริมาณ 50 มิลลิลิตร 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 ช่ัวโมง และลางเมมเบรนดวยน้าํกลั่น 
กอนการนาํไปวัดคาความสามารถในการแลกเปลี่ยนประจุ โดยพบวามีเอมีน 2 หมูที่สามารถ
แลกเปลี่ยนประจุไดตอหนึ่งเมอรของพอลิเมอร 
 

Sinha  et  al. (2003) ศึกษาการทํา nitration ของ พอลิเมททิลเมทาครายเลท- (Poly(Methyl 
Methacrylate)Ethylene Glycol Dimethylacrylate) หรือ พีเอ็มเอ็มเอ-อีจีดีเอ็ม (PMMA-EGDM) ใน
ที่นี้เรียกสั้นๆวาเรซิน 1 (resin 1) ดวยการใหทําปฏิกิริยากับกาซ NOx ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 
ไดพอลิเมอรที่มีหมูไนโตรเกาะอยูทีห่มูเมธิล (Methyl group) ซ่ึงเกาะอยูกับคารบอนอะตอมของ
สายโซหลัก  เรียกสั้นๆวาเรซิน 2 (Resin 2) จากนั้นนําเรซิน 2 นี้มาทําปฏิกริยาแอมมิเนชั่น 
(Amination) เพื่อเปลี่ยนจากหมูไนโตรใหเปนหมูเอมีนโดยเติมไฮดราซีนไฮเดรต (Hydrazine 
hydrate) และปลอยใหทําปฏิกิริยาที่ 60 องศาเซลเซียส ประมาณ 4 ช่ัวโมง ไดพอลิเมอรที่มีหมูเอมีน 
ซ่ึงเรียกสั้นๆวาเรซิน 3 (Resin 3)   ผลการวเิคราะหโครงสรางของเรซิน 2 และเรซิน 3  ดวย 
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ฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรด (Fourier Transform Infrared) หรือเรียกวาเอฟทีไออาร (FTIR) คือ
สําหรับเรซิน 2 จะพบแบนด (Band) ที่มีจุดยอด (Peak) อยูที่ 1400 cm-1  ซ่ึงแสดงถึงการมีหมูไนโตร
เทานั้น  และสําหรับเรซิน 3 จะพบวาแบนดที่มีจุดยอดอยูที่ 3200 cm-1 ซ่ึงแสดงถึงมีหมูเอมีนเทานัน้  
และไมพบแบนดที่แสดงถึงการมีตัวตนของหมูไนโตร  (1400 cm-1) 

 
Gancarz  et  al. (2003) ศึกษาเทคนิคการทาํพลาสมา (Plasma) ซ่ึงเปนวธีิที่เกี่ยวกับไบโอ

เมดิคอล (Biomedical) เทคนิคนี้ไดเสนอวาสารจํานวนมากที่เขาไปทาํปฏิกิริยาที่ผิวดานบนวัสดุ  จะ
สงผลทําใหลักษณะพืน้ผิวทั้งหมดเกิดการเปลี่ยนแปลงและมีความเปนไปไดทีจ่ะเกดิปฏิกิริยามาก
ขึ้น หลังจากทาํการบําบัด (Treatment) เราไมสามารถที่จะทํานายกลุมที่เกิดขึ้นได ดังนัน้จึงตองใช
เครื่อง เอฟทีไออารเอทีอาร เอ็กพีเอสสเปคโทรสโครป และการวัดมุมสมัผัส เพื่อดูการปรากฏของ
หมูเอมีนและความมีขั้ว วิธีการทดลองขั้นแรก คือ การทาํแผนพอลิซัลโฟนยูเดล (PSU) โดยการนํา
พอลิซัลโฟนมาเจือจางในสารละลายคลอโรฟอรม 20 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนัก จากนัน้เทลงไปในผิว
กระจกเรียบนาํไปอบ 6 ช่ังโมง ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส จะไดแผนพอลิซัลโฟนยูเดล ซ่ึงมี
ความหนา 50 ไมโครเมตร และมีเสนผานศนูยกลาง 78 มิลลิเมตร ขั้นตอนตอมา คือ การทํา
พลาสมาทรีทเมนต (plasma treatment) เทคนิคนี้จะใชความถี่ในการสั่น 125 เฮิรต โดยการนําแผน
พอลิซัลโฟนยูเดล ติดตั้งเขากับเครื่องมือ จากนั้นจะทําการปลอยกาซเขาไปทําปฏิกิริยาบนผิวแผน
พอลิซัลโฟนยูเดล โดยการทดลองนี้จะทําการปลอยกาซจํานวน 6 ชนิดเปรียบเทียบกนั ไดแก 
แอมโมเนีย (Ammonia gas) เอ็นบิวทิลเอมนี (n-Butyl amine) แอลลีลเอมีน (Allylamine) 
แอมโมเนียกับกาซอารกอน (Ammonia gas and Argon)  เอ็นบิวทิลเอมนีกับกาซอารกอน (n-Butyl 
amine and Argon) และแอลลีลเอมีนกับกาซอารกอน (Allylamine and Argon) โดยตําแหนงทีเ่อมีน
เกาะบนผิวของแผนพอลิซัลโฟนยูเดล สามารถอยูในต่ําแหนงทีห่ลากหลาย ผลที่ทําการวิเคราะหจะ
อยูในรูปของแรงตึงผิว ซ่ึงแบงเปนสองแบบ คือ แรงตึงผิวเนื่องจากความมีขั้ว และแรงตึงผิว
เนื่องจากการกระจายตวั  พอลิซัลโฟนยูเดลที่ศึกษาคอนขางจะเปนไฮโดรโฟบิกพอลิเมอร มีคาแรง
ตึงผิวเทากับ 45.9 mN/m ประกอบดวยสวนแรงตึงผิวเนือ่งจากความมขีั้ว 0.9 mN/m และแรงตึงผิว
เนื่องจากการกระจายตวั 45 mN/m เอ็นบิวทิลเอมีนพลาสมาจะทําใหผิวของพอลิเมอรมีความเปน
ไฮโดรโฟบิกเพิ่มขึ้น คาแรงตึงผิวจะมีคาลดลง แรงตึงผิวเนื่องจากความมีขั้วจะมีคาเพิม่ขึ้น 7 – 13 
เทา  เมื่อเทียบกับพอลิซัลโฟนยูเดล เอ็นบิวทิลเอมีน อารกอนพลาสมาจะเกิดแรงตึงผิวเนื่องจาก
ความมีขั้วมีคาสูงที่สุดในการทดลอง ซ่ึงผลรวมของแรงตงึผิวเทากับ 72.3 mN/m แสดงถึงความเปน
ไฮโดรฟลิกมากเพราะคาแรงตึงผิวมีคาสูงกวา 70 mN/m สวนแอลลีลเอมีนพลาสมา ที่ระยะทาง
ระหวางพลาสมากับตัวอยางที่ทดสอบ 46 และ 65 มิลลิเมตร จะมีคาใกลเคียงกับเอน็บิวทิลเอมีน 
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อารกอนพลาสมา สวนแอลลีลเอมีน อารกอนพลาสมา ผลของแรงตึงผิวจะเกิดเนื่องจากความมีขั้ว
ซ่ึงมีคามากที่สุดในการทดลอง สวนคาแรงตึงผิวเนื่องจากการกระจายตัวจะมีคาใกลเคียงกับการ
ทดลองในสวนของเอ็นบิวทิลเอมีนพลาสมา ทําใหคาแรงตึงผิวรวมมีคามากกวา 70 mN/m ซ่ึง
แบงเปนแรงตึงผิวเนื่องจากความมีขั้วกับแรงตึงผิวเนื่องจากการกระจายตัวในคาทีเ่ทาๆกัน ตอมาทํา
การวิเคราะหดวยเอก็พีเอส (XPS) ซ่ึงใชวิเคราะหองคประกอบของผิวของตัวอยางพอลิซัลโฟนยูเดล
ที่มีการปรับปรุงแลว ในการตรวจสอบกับพอลิซัลโฟนยูเดลดังเดิมจะพบคารบอน ออกซิเจน
และซัลเฟอร การตรวจพบไนโตรเจนบนผวิที่ประกอบดวยพลาสมา พบวาไนโตรเจนจะมีคาลดลง
กรณีที่พลาสมาประกอบดวยอารกอนและที่ระยะทาง ระหวางพลาสมากับตัวอยางที่ทดสอบเพิ่มขึ้น 
ในกรณีแอลลีลเอมีนพลาสมา และแอลลีลเอมีน อารกอนพลาสมาจะพบวา เปอรเซน็ตของ
ไนโตรเจนจะมีการเพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับซึ่งเปนคาที่มากทีสุ่ด สวนเปอรเซ็นตของซัลเฟอร จากการ
ตรวจพบของทุกพลาสมาที่ทดลองจะมีคาเปอรเซ็นตซัลเฟอรต่ํากวาพอลิซัลโฟนยูเดล ในกรณีของ
แอลลีลเอมีน อารกอนพลาสมา จะไมพบเปอรเซ็นตของซัลเฟอรอยูเลย เปอรเซ็นตของออกซิเจน
ของทุกพลาสมาที่ระยะระหวางพลาสมากบัตัวอยางที่ทดสอบสั้นๆ จะมีคาลดลงเมื่อเทียบกับพอลิ
ซัลโฟนยูเดล แตจะมีคาเพิ่มขึ้นสําหรับทุกๆพลาสมาที่ระยะทางทดสอบหางๆ ยกเวนแอลลีลเอมีน 
อารกอนพลาสมา จะมีเปอรเซ็นตออกซิเจนมีคาลดลง เมื่อเทียบกับพอลิซัลโฟนยูเดล ซ่ึงไมขึ้นอยู
กับระยะทาง สวนเปอรเซ็นตคารบอนจะมีคาเปลี่ยนแปลงจากพอลิซัลโฟนยูเดลเพียงเล็กนอย
สําหรับทุกพลาสมา จากพลังงานพันธะตามรายงาน -C-C- เทากับ 284.5 eV, C-S , C-N เทากับ 
285.6 eV, C-O , C=N เทากบั 286.6 eV, C=O , O=C-NH เทากับ 287.8 eV, C  N เทากบั 288.5 
eV เพื่อนํามาตรวจสอบหาคา eV / relative fraction (เปอรเซ็นต) ของทุกพลาสมาจะพบวาคา eV / 
relative fraction (เปอรเซ็นต) ของ C-C จะมีคาสูงใกลเคียงกันทกุพลาสมา คา eV / relative fraction 
(เปอรเซ็นต) ของ C-N จะมีคาคงที่สม่ําเสมอ ไมขึ้นกับระยะทางที่ทดสอบ สวนคา eV / relative 
fraction (เปอรเซ็นต) ของ C=N ของแอลลีลเอมีนพลาสมาจะมีคาสูงทีสุ่ด และคา eV / relative 
fraction (เปอรเซ็นต) ของ C=O , C  N ของแอมโมเนียพลาสมาจะมีคาสูงที่สุด ซ่ึงสามารถสรุป
ไดวาถามีการพบ C-N , C=N , C  N ในคาที่สูงจะแสดงวาพอลิเมอรมีความเปนไฮโดรฟลิกสูง 
แตสําหรับรายงานนี้จะสนใจความสัมพันธของพันธะ C-N มากกวาซึ่งสามารถทําปฏิกิริยากับเอมนี
ที่ผิวของพอลิเมอรได  
 
  Lauwiner  et  al. (1998) ศึกษาการทําปฏิกริิยารีดักชั่นของสารประกอบไนโตรอะโรมาติก 
(Aromatic Nitro Compounds) โดยใชไฮดราซินไฮเดรต (Hydrazine Hydrate) และมีไอรอน
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ออกไซดไฮดรอกไซด (Iron Oxide Hydroxide) เปนตวัเรงปฏิกิริยา ทําการทดลองจากสารเริ่มตน
เปนไนโตรเบนซีนที่มีหมูตางๆมาเกาะ (Monosubstituted Nitrobenzene) ปริมาณ 10 มิลลิโมลใน 
เอธานอล หรือน้ํา 100 มิลลิลิตร ใหความรอนจนถึงอุณหภูมิสําหรับปฏิกิริยา ระหวางการใหความ
รอนจะกําจัดสารละลายออกดวยไอของไนโตรเจน จากนัน้เติมตัวเรงปฏิกิริยา และไฮดราซิน ไฮ
เดรต ตามเลขการดุลมวล (Stoichiometric) (ประมาณ 15 mmol) หลังจากทําปฏิกิริยาจะกรองตัวเรง
ออก และนําไประเหยเอาตัวทาํละลายออกจะไดเอมีน ตวัอยางจากการทดลองพบวา จากสารตั้งตน
เปนไนโตรเบนซีน ใชอุณหภูมิการทําปฏกิิริยาเปน 65 องศาเซลเซียส ไดผลิตภัณฑเปน อะนิลีน 
โดยมีคาสัดสวนผลได (Yield) 98 เปอรเซ็นต จากสารตัง้ตนเปน 2-nitrotoluene ใชอุณหภูมิการทํา
ปฏิกิริยาเปน 60 องศาเซลเซียส ไดผลิตภัณฑเปน 2-methylaniline โดยมีคา สัดสวนผลได 97 
เปอรเซ็นต และจากสารตั้งตนเปน 3-chloronitrobenzene ใชอุณหภูมิการทําปฏิกิริยาเปน 55 องศา
เซลเซียส ไดผลิตภัณฑเปน 3-chloroaniline โดยมีคาสัดสวนผลได 99 เปอรเซ็นต  
 
  Jayaswal  et  al. (2001) ไดทําการทดลองเตรียมเรซิน PS-DVB ที่มีรูพรุนขนาดใหญ โดย
การสังเคราะหพอลิเมอร และตกตะกอนโดยใชวุนเปน Stabilizer และโทลูอีนเปนตัวทําใหเกดิรู
พรุน (Porogen) แลวจึงทําการเติมหมูไนโตรที่พอลิเมอร โดยใช NOx  ทําปฏิกิริยาในสถานะกาซ ซ่ึง
คือกาซผสมระหวางไนตรกิออกไซด (NO) และ ไนโตรเจนไดออกไซด (NO2) พันธะโควาเลนท
ระหวางคารบอนและไนโตรเจน นําไปวิเคราะหไดโดยใช modified Laissagne spot test, Fourier 
Transform Infrared (FTIR) และ Electron Spectroscopy for Chemical Analysis (ESCA) จากนั้น
เปลี่ยนหมูไนโตรใหเปนหมูเอมีนโดยใชไฮดราซีนไฮเดรต จะไดเปนเรซินแลกเปลี่ยนประจุที่มี
สมบัติเปนเบสออนซึ่งสามารถใชทําการแลกเปลี่ยนประจุไดคร้ังเดียวเนื่องจากไมสามารถนํามารี
เจนเนอเรตได โดยวิธีการตามมาตรฐาน ASTM ปกติ   สวนคลอโรเอทิลเลท PS-DVB เรซิน 
(Chloroethylated PS-DVB resin) สามารถเตรียมไดโดยทําปฏิกิริยากับเรซินที่มีหมูอะมิโนดวยได
คลอโรอีเทน ซ่ึงสองโมเลกุลสุดทายในแตละเมอรจะทาํปฏิกิริยากับหมูเอมีนทั้งหมด ไดเปนเรซิ
นแลกเปลี่ยนประจุที่มีสมบัติเปนเบสแกทีรี่เจนเนอเรตได จากนัน้นํามาทําปฏิกิริยาควอเตอรไนซ 
(Quarternization) ดวยเทอรเทียร่ีเอมีน (tertiary (Trimethyl and Triethyl) amine) และ ไตรฟนิล
ฟอสฟน (Triphenyl phosphine) พบวา gegen ion มีผลตอความสามารถในการแลกเปลี่ยนประจุ
ของเรซิน ซ่ึงระหวางการทําปฏิกิริยาไนเตรชั่นทําใหตวัแปรนี้มีผลตอความสามารถในการ
แลกเปลี่ยนประจุมากที่สุด และพบวาสําหรับ gegen ion ทุกชนิด ความสามารถในการแลกเปลี่ยน
ประจุเพิ่มขึ้นในชวงแรกเปนเวลาสั้นๆในปฏิกิริยาไนเตรชั่น โดยมีคามากที่สุดประมาณ 5 meq/g  
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เรซินชื้น ที่คาความชื้นประมาณ 69 เปอรเซ็นต (หรือ 15.48 meq/g เรซินแหง) และมีคาลดลง
เล็กนอยในชวงเวลาสวนใหญของปฏิกิริยาไนเตรชั่น มผีลใหมีการเสื่อมสภาพเล็กนอย เมื่อ
เปรียบเทียบกบัคลอโรเมทิลเลทเรซิน (Choromethylated resin) ที่ใชในทางการคา ซ่ึงมี
ความสามารถในการแลกเปลี่ยนประจุที่ 1.68 meq/g ของเรซินชื้น ที่คาความชื้น 43.53 เปอรเซ็นต 
(หรือ 2.97 meq/g เรซินแหง) พบวาเรซินทีม่ีไตรฟนิลฟอสฟน (Triphenyl phosphine) เปน gegen 
ion ใหคาความสามารถในการแลกเปลี่ยนประจุสูงที่สุด โดยที่เรซินที่มไีตรเมทิล (Trimethyl) ใหคา
ต่ําที่สุด  และเมื่อทําการวิเคราะหหาปริมาณการแลกเปลี่ยนประจุ (Ion exchange capacity (IEC)) 
โดยวิธีวิเคราะหโดยการไตเตรต (Titration method) และ วิธีการวิเคราะหโดยน้าํหนกั (Gravimetric 
method) พบวาทั้งสองวิธีใหคาใกลเคียงกนั  
 

Daly  et  al. (1988)  ไดทําการทดลองเพื่อทําการสังเคราะหโคพอลิเมอรในการปลูกถาย
พันธะเปบไทด (Peptide grafts) ซ่ึงเปนนอรมอลคารบอกซซีแอนไฮไดรด (N-carboxyanhydride) 
โดยการสังเคราะหดังกลาวตองใชพอลิเมอรที่ตัวเร่ิมตนใหหมูเอมีนแทนที่ ซ่ึงเลือกใชพอลิอะริลีน
อีเทอรซัลโฟน ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการปรับปรุงพอลิเมอร ใหมีการเติมหมูไนโตรแกพอลิเมอร
กอน แตเนื่องจากตัวทาํปฏิกริิยาไนเตรชั่นที่ใชกันโดยทัว่ไปซึ่งก็คือ กรดผสมระหวางกรดไนตรกิ
และซัลฟุริก มแีนวโนมที่จะทําใหพอลิเมอรแบบควบแนนเสื่อมสภาพได    ดังนั้นจึงไดทดลองทํา
ปฏิกิริยาไนเตรชั่นกับพอลิอะลีนอีเทอรซัลโฟน โดยใชสารผสมระหวางแอมโมเนียมไนเตรต 
(Ammonium nitrate, AN) และไตรฟลูออโรอะซิติก แอนไฮไดรด (Trifluoroacetic anhydride, 
TFAA) จะไดไนเตรตพอลิอะลีนอีเทอรซัลโฟน ซ่ึงพอลิเมอรที่มีความตานทานตอปฏิกิริยารีดักชั่น
อยางนาสังเกต เนื่องจากไมวาจะทําการทดลองใชตัวทําปฏิกิริยา เชน โซเดียมไดไธโอไนด 
(Dodiumdithionie) , โซเดียมโบโรไฮไดรด (Sodium borohydride) , ลิเธียมอะลูมินัมไฮไดรด 
(Lithium luminum hydride) , พาลาเดียม (Palladium) และโซเดียม โบโรไฮไดรด (Sodium 
borohydride) หรือแมแตการทําปฏิกิริยาไฮโดรจีเนชั่น (hydrogenation) ที่ความดันต่ํา ก็ไมสามารถ
พบหมูเอมีนตดิเลย แตไนเตรตพอลิเมอรนี้กลับเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นกับ สแตนนัส คลอไรด 
(Stannous chloride) เตตระบิวทิลแอมโมเนียม คลอไรด (Tetrabutyl ammonium chloride)  และกรด
ไฮโดรคลอริก โดยมีรีฟลักซเตตระไฮโดรฟูรัน(Tetrahydrofuran) ไดเปนเอมีนพอลอิะลีนอีเทอร
ซัลโฟน ซ่ึงมีจํานวนการแทนที่ตอหนึ่งหนวยซํ้ามีคาเปนหนึ่ง แตกลับพบวามีการลดลงของน้ําหนัก
โมเลกุลพอลิเมอรเล็กนอยในขั้นตอนของการทําปฏิกิริยารีดักชั่น ซ่ึงการตัดสายโซของพอลิเมอร
อาจเกิดจากตวักลางที่มีฤทธิ์เปนกรด  
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 Botvay  et  al. (1999)  ไดทําการทดลองเปรียบเทียบการปรับปรุงพอลิซัลโฟน 2 ชนิด คือ 
พอลิอีเทอรซัลโฟน (polyethersulfone, PES) หรือ Victrex และ พอลิซัลโฟน (polysulfone, PSU) 
หรือยูเดล (Udel) จากโครงสรางโมเลกุลพอลิเมอรชนิด PSU นาจะมีความเปน อิเล็กโทรฟลิกมาก
กวา ตรงหมูไบฟนอล (Bisphenol) ดังนั้น PSU จึงสามารถเกิดปฏิกิริยาการเติมอิเล็กตรอนไดหลาย
ชนิด เชน ปฏิกิริยาการเติมหมูซัลโฟนเนต (Sulfonation) ปฏิกิริยาโบรมีเนชั่น (Bromination) ฮา
โลเมทิลเลชั่น (Halomethylation) และไนเตรชั่น (Nitration) แตสําหรับ PES จะเกดิปฏิกิริยาไดยาก
กวา ซ่ึงมีเพยีงปฏิกิริยาโบรมิเนชั่นเทานั้นที ่Botvay และคณะสามารถสังเคราะหได   และเนื่องจาก
ปฏิกิริยาไนเตรชั่น โดยใชกรดไนตริก (HNO3) หรือ กรดผสมระหวางกรดไนตรัสและกรดซัลฟุริก 
(HNO2 + H2SO4) กับสารประกอบอะโรเมติกสโดยกรดผสมจะทําใหพอลิเมอรเสื่อมสภาพได จึงได
ทําปฏิกิริยาโดยใชวิธีที่รุนแรงตอพอลิเมอรนอยกวา โดยใชสารผสมระหวาง แอมโมเนียมไนเตรต 
(Ammonium nitrate, AN) และไตรฟลูออโรอะซิติก แอนไฮไดรด (Trifluoroacetic anhydride, 
TFAA) จะไดไนตรัสประจุ (NO2

+) โดยประจุชนิดนี้จะเกิดปฏิกิริยาแทนที่ในพอลิเมอรชนิด พอ
ลิสไตรลีน (polystyrene) พอลิฟนิลออกไซด (polyphenyl oxide) พอลิคารบอเนต (polycarbonate) 
และ พอลิซัลโฟน (polysulfone) ชนิดยูเดล (Udel) โดยพบวาหมูจะเขาไปแทนทีใ่นตาํแหนงออรโธ 
(ortho) ในหมูไบฟนอลได 2 ตําแหนงตอหนึ่งหนวยซํ้า เมื่อทําการยืนยนัโดย NMR และ Degree of 
Substitution (DS) จะไดวาจาํนวนการแทนที่ตอหนึ่งหนวยซํ้ามีคามากสุดคือหนึ่งตาํแหนง  
  

จากงานวิจยัทีไ่ดกลาวมาในขางตนพบประเด็นที่นาสนใจคือ  
 

1.  เมื่อพอลิเมอรผานการปรับปรุงแลวจะสามารถนําไปใชงานไดหลากหลายขึ้น (Jayaswal 
et al., 2000; Sinha et al., 2002; Pugazhenthi and Kumar 2004; Hill et al., 2006)  
 

2.  พอลิอะรีลีนอีเทอรซัลโฟน  มีคุณสมบัติทนตอความรอน  จึงเหมาะสมที่จะใชในงานที่
ตองการความรอนสูงๆ (Hill et al., 2006) พอลิซัลโฟนมีสายโซหลัก (Backbone) ที่มีความเสถียร
และสามารถทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีได และการเติมหมูไนโตรจะทําใหวงฟนิล (Phenyl 
ring) มีความไวตอการทําปฏกิิริยากับนิวคลีโอไฟล (Nucleophile) อีกทัง้ยังทําใหมีพอลิเมอรมีคา
อุณหภูมิกลาสทรานซิช่ันเพิม่ขึ้น (Ghosal et al., 2003)  
  

3.  การเติมหมูเอมีนเขาไปทีพ่อลิเมอรตองเริ่มตนจากกระบวนการไนเตรชั่น (ใชกรดไน
ตริกและกรดซัลฟุริกหรือใชกาซ NOX) ซ่ึงเปนการเติมหมูไนโตรจากนั้นถูกรีดวิซเพื่อใหกลายเปน
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หมูเอมีนดวยสารอื่นๆ เชน ไฮดราซีนไฮเดรต หรือเติม ทินทูคลอไรดในเอธานอล (สิทธิบัตร
สหรัฐอเมริกา 6,878,803; Lauwiner et al., 1998 ; Ghosh et al., 2000; Jayaswal et al., 2000; 
Chowdhury et al., 2001; Sinha et al., 2002; Son et al., 2002; Gancarz et al., 2003; Pugazhenthi 
and Kumar 2004)  
 

4.  การทําปฏิกิริยาไนเตรชั่นกับตัวกลางที่มีฤทธิ์เปนกรด จะทําใหพอลิซัลโฟน 
(polysulfone, PSU) เสื่อมสภาพเนื่องจากการตัดสายโซของพอลิเมอร (Daly et al., 1988;  
Botvay et al., 1999)   
 

ดังนั้น ในงานวิจัยนี้จึงมุงศกึษาวิธีการเติมหมูเอมีนใหกบัพอลิฟนิลซัลโฟน  ดวยวิธีที่ 
เหมาะสมและศึกษาวิธีตรวจสอบพอลิเมอร   เพื่อจะนําพอลิเมอรที่มีหมูเอมีนไปตรึงเอนไซมไลเปส
ดวยพันธะโควาเลนท  แลวนําไปเปนตวัเรงปฏิกิริยาในกระบวนการผลิตไบโอดีเซลตอไป 
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งานวิจัยท่ีเก่ียวของ ในการตรึงเอนไซมไลเปส 
 
วิธีการผลิตเอนไซมตรึงรูปดวยวิธีการดดูซับเปนวิธีการที่งายที่สุด ราคาถูก แตเอนไซม

หลุดออกจากตัวพยุงไดงายเนื่องจากมแีรงกระทําระหวางโมลกุลที่ออน (Chaplin and Bucke, 1990)  
ซ่ึง Murray  et  al. (1996)  ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa  บนพอลิเมอร 2 
ชนิดคือพอลิสไตรีนลาเทกซ  (polystyrene latex)  และโลเดนซิทีพอลิเอธิลีน (low density 
polyethylene, LDPE) ที่มีรูพรุน โดยวิธีการดูดซับบนพื้นผิวของตวัพยุงดวยแรงแวนเดอวาลว (Van 
der Waals)  และน้ํามันพืชทีใ่ชในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นคือ น้ํามันดอกทานตะวัน  ผลที่
ไดคือ เอนไซมตรึงรูปที่ไดจากโลเดนซิทีพอลิเอธิลีน มีความทนทานสงู และมีประสิทธิภาพการ
ทํางานอยูระหวาง 80-90 เปอรเซ็นต  และมศีักยภาพในการนํากลับมาใชใหมที่ดี เนื่องจาก
ประสิทธิภาพการทํางานลดลงไปเพียงแค 35 เปอรเซ็นต หลังจากใชไปได 5 คร้ัง  สวนเอนไซมตรึง
รูปที่ไดจากพอลิสไตรีนลาเทกซ  มีประสิทธิภาพการทํางานที่ต่ํากวา  

 
วิธีการผลิตเอนไซมตรึงรูปดวยวิธีการหอหุมในเจล หรือเสนใย  เปนวิธีที่สะดวกสบาย

สําหรับกระบวนการที่เกี่ยวของกับซับสเตรตและผลิตภัณฑที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําๆ  มีวิธีการเตรียม
ที่ยุงยาก  ราคาคาใชจายปานกลาง  และเอนไซมหลุดออกจากตวัพยุงไดงายเนื่องจากแรงกระทํา
ระหวางโมลกลุที่ออน (Chaplin and Bucke, 1990) ซ่ึง Noureddini  et  al. (2004) ไดศึกษาการตรึง
เอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas cepasia โดยวิธีการหอหุมแบบโซลเจล (sol-gel) ในพอลิเมอรที่
เตรียมโดย การทําปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชั่นแบบพอลิคอนเดนเซชัน่ (polycondensation) ระหวาง
ไฮโดรไลซเตตระเมทอกซีไซเลน (hydrolyzed tetramethoxysilane, TMOS) กับไอโซ-บิวทิลไตร
เมทอกซีไซเลน (iso-butyltrimethoxysilane, iso-BTMS)  และใชน้าํมันถ่ัวเหลืองในปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่น  ผลที่ไดคือเอนไซมตรึงรูปที่ใชมีกิจกรรมเอนไซมสูงกวาเอนไซมอิสระ  และยังมี
ความแข็งแรง  คงทน  สามารถใชซํ้าไดถึง 11 คร้ัง  โดยที่กิจกรรมเอนไซมลดลงเพยีงแค 5 
เปอรเซ็นตโดยโมล  

 
วิธีการผลิตเอนไซมตรึงรูปอีกวิธีหนึ่งและเปนทีน่ิยมกนัมากไดแก  การตรึงดวยพนัธะโควา

เลนท  เนื่องจากวิธีนี้มแีรงกระทําระหวางตวัพยุงกับเอนไซมที่แข็งแรงมาก  ทําใหเอนไซมหลุดออก
จากตัวพยุงไดยาก  แตจะมกีารเตรียมที่ยุงยากและราคาสงู (Chaplin and Bucke, 1990) และพนัธะโค
วาเลนทที่เกิดขึ้นนี้จะทําใหโครงสรางของเอนไซมตรึงรูปแข็งแรงขึ้น ทนตออุณหภมูิและพีเอชที่
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รุนแรงไดมากขึ้น และความมีเสถียรภาพเหลานี้จะสงผลใหกิจกรรมเอนไซมลดลงเพียงแคเล็กนอย
เทานั้น เมื่อเวลาผานไปนานๆ หรือเมื่อมีการนํากลับมาใชซํ้า (Huckel et al., 1996)   

 
Hwang  et  al. (2004) ไดศึกษาเสถียรภาพการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Bacillus 

stearothermophilus L1 บนซิลิกาเจล โดยเปรียบเทียบเสถียรภาพระหวางการตรึงไลเปสดวยพนัธะ
โควาเลนท กบัการตรึงไลเปสดวยการดูดซับในการตรึงดวยการดูดซับ คือ นําซิลิกาเจลไปแชใน
สารละลายไลเปสที่มีความเขมขน 0.53 มิลลิกรัมโปรตีนตอมลิลิลิตร แลวคนที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 3 ช่ัวโมง หลังจากนัน้กก็รองแลวลางดวย 10 มิลลิโมลฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 10) สวนใน
การตรึงดวยพนัธะโควาเลนท จะใชกลูทารอลดีไฮดเปนตัวเชื่อมพันธะระหวางซิลิกาเจลกับไลเปส 
ทําไดโดยนําซิลิกาเจลมากระตุน (activate) ดวยสารละลายกลูทารอลดีไฮดกอน คือแชซิลิกาเจลลง
ใน 0.1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกลูทารอลดีไฮด ใน 0.1 โมลฟอสเฟตบัฟเฟอร (พีเอช 7) แลวคนที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ช่ัวโมง  กอนที่จะนําไปตรึงเอนไซมเชนเดยีวกับการดูดซับ พบวาการตรึง
เอนไซมดวยพนัธะโควาเลนทใหเสถียรภาพที่สูงกวาการตรึงดวยการดดูซับ กลาวคือ ในการตรึง
เอนไซมดวยพนัธะโควาเลนทจะมีปริมาณโปรตีนและกจิกรรมเอนไซมที่เหลืออยูในสารละลาย
นอยกวา  

 
ตัวพยุงที่เหมาะสมกับการตรงึเอนไซมดวยพันธะโควาเลนท จะตองประกอบดวยหมู

ฟงกชัน (functional groups) เชน  หมูอะมิโน (amino)  หมูคารบอกซิล (carboxyl)  หมูไฮดรอกซิล 
(hydroxyl)  และหมูซัลไฟดริล (sulfhydryl) เปนตน  หมูฟงกชันเหลานีห้ามจับกับบริเวณเรง (active 
site) ของเอนไซม ซ่ึงสามารถปองกันไดดวยการผสมสารละลายเอนไซมดวยตวัยับยั้ง (inhibitor) ที่
เหมาะสมกอนนําไปตรึงบนตัวพยุง  โดยปกติแลวหมูฟงกชันบนตวัพยงุจะถูกกระตุน (activate) 
โดยสารจําพวก  ไซยาโนเจนโบรไมด (cyanogenbromide)  คารโบดีไมด (carbodiimide) และกลูทา
รอลดีไฮด (glutaraldehyde)  เปนตน (Shuler and Kargi, 2002) ซ่ึง Bayramoglu  et  al. (2002) ได
ศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa บนเยื่อแผนเมมเบรนที่ผลิตจากพอลิทูไฮดรอกซี
เมทาอะคิเลท-โค-เมทาอะครลิามิโด-ฟนิลอะลานิล (poly(2-hydroxymethacrylate-co-
methacrylamido-phenylalanine), pHEMA-MAPA) ซ่ึงมีหมูฟงกชันคือ  หมูคารบอกซิล  ที่ถูก
กระตุนดวยคารโบดีไมด แลวนําไปตรึงไลเปสดวยพันธะโควาเลนท  ผลที่ไดคือเอนไซมตรึงรูปที่
ไดมีเสถียรภาพที่จะทํางานในชวงที่อุณหภมูิและพีเอชกวางขึ้น  และยังทําใหประสิทธิภาพการใช
งานซ้ําเปนไปดวยดีคือ  มกีิจกรรมเอนไซมที่ลดลงเพียงแค 37 เปอรเซ็นต หลังจากใชงานไปแลว 20 
คร้ัง  
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Juang  et  al. (2001) ไดทําการตรึงเอนไซมแอซิดฟอสฟาเทส (acid phosphatase) บนไคโต
ซานเพื่อนําไปดูดซับตัวถูกละลาย ทําไดโดยการนําไคโตซานซึ่งมีหมูเอมีนอยูแลวมากระตุนดวยกลู
ทารอลดีไฮดที่ความเขมขนตางๆ กัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เพื่อใหกลูทารอลดไีฮดเปนสาร
เชื่อมขวาง (crosslink agent) ระหวางไคโตซานกับเอนไซม พบวา ความเขมขนของกลูทารอลดีไฮด
มีผลตอประสิทธิภาพของเอนไซมตรึงรูปที่นําไปใชในการดูดซับตัวถูกละลาย กลาวคือ เมื่อความ
เขมขนของกลูทารอลดีไฮดไมพอดีกับจํานวนหมูเอมีนบนไคโตซาน ทําใหมีกลูทารอลดีไฮด
หลงเหลืออยูในระบบ กลูทารอลดีไฮดที่หลงเหลืออยูนี้จะทําปฏิกิริยากบัตัวถูกละลายเอง ซ่ึงจะ
สงผลใหประสิทธิภาพการดูดซับตัวถูกละลายลดลง  

 
Amorim  et  al. (2003) ไดศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปสบนไคโตซาน ซ่ึงไคโตซานที่ใชจะ

มาจาก 2 แหลงคือ ไคโตซานที่ผลิตเอง และไคโตซานทางการคา ซ่ึงการตรึงเอนไซมไลเปสบนไค
โตซานนี้จะใชกลูทารอลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวางระหวางไลเปสกับไคโตซานดวยพนัธะโควาเลนท 
ทําไดโดยการนําไคโตซานที่ทําเปนแผนฟลมแลวมาแชใน 5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรกลูทารอลดี
ไฮด เปนเวลา 3 ช่ัวโมงแลวจงึคอยนํามาแชในสารละลายไลเปสที่ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิ
ลลิตร ในสารละลายบัฟเฟอรพีเอช 8 ตลอดทั้งคืน พบวากิจกรรมของเอนไซมไลเปสหลังจากที่ใช
ซํ้าเปนจํานวน 4 คร้ัง มีคาอยูที่ 47 เปอรเซ็นต และ 42 เปอรเซ็นต ของกิจกรรมเอนไซมเร่ิมตน ของ
ไคโตซานที่ผลิตเอง และไคโตซานทางการคา ตามลําดับ  

 
Magnan  et  al. (2004) ไดทําการศึกษากิจกรรมและเสถียรภาพของเอนไซมไลเปสตรึงรูป

บนเซรามิกเมมเบรน (ceramic membrane) เพื่อทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของบิวทิลอะซิเตด (butyl 
acetate) และปฏิกิริยาการสังเคราะหบิวทิลลอเรท (butyl laurate) โดยพอลิเมอรที่ใชทําเมมเบรนคือ
สวนผสมระหวางเจลาติน (gelatine) กับพอลิเอทธิลีนไนมีน (polyethylenimine) และสารเชื่อมขวาง
ที่ใชคือ กลูทารอลดีไฮด ซ่ึงจะเชื่อมระหวางเอนไซมกับเมมเบรนดวยพันธะโควาเลนท พบวามี
ประสิทธิภาพการทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของบิวทิลอะซิเตด และปฏกิิริยาการสังเคราะหบิวทิลลอ
เรทที่ดีมาก  

 
ตอมาเมื่อเอนไซมไลเปสถูกตรึงบนตัวพยงุที่เหมาะสมดแีลว ก็จะนํามาใชเปนตวัเรง

ปฏิกิริยาในกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชั่นตอไป ซ่ึง Desai  et  al. (2005) ไดศึกษาปฏิกิริยา
แอลกอฮอลไลซิสโดยใชเอนไซมไลเปสที่ตรึงดวยพันธะโควาเลนทบนไคโตซาน ในการตรึงไล
เปสจะใชกลูทารอลดีไฮดเปนตัวเชื่อมพนัธะโควาเลนทระหวางไลเปสกับไคโตซาน ซ่ึงพบวา
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สภาวะทีท่ําการตรึงไลเปสไดมากที่สุดคือ ใชปริมาณไลเปส 6 มิลลิกรัมตอเม็ดไคโตซาน 100 
มิลลิกรัม และ 0.02 เปอรเซ็นตกลูทารอลดีไฮด ที่พีเอช 7 เปนเวลา 16 ช่ัวโมง และที่อุณหภูมิ 5 องศา
เซลเซียส  หลังจากนั้นเมื่อนาํไลเปสอิสระ และไลเปสที่ตรึงแลวไปวดัเสถียรภาพที่อุณหภูมิตางๆ 
กัน คือ 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียสตามลําดับ พบวาไลเปสที่ตรึงดวยพันธะโควาเลนทมี
เสถียรภาพทางความรอนทีสู่งกวาเอนไซมอิสระที่ทุกๆ อุณหภูมิ  ในสวนคาพีเอชทีม่ีผลตอกิจกรรม
เอนไซมก็ไดถูกทดสอบ พบวาทั้งไลเปสอิสระและไลเปสที่ตรึงแลวมีกิจกรรมเอนไซมที่สูงสุดที่คา
พีเอชเดียวกนัคือ พีเอช 9 ซ่ึงแสดงใหเห็นวา ไมมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเอนไซมเมื่อทํา
การตรึงดวยพนัธะโควาเลนท  นอกจากนี้ ไดทําการทดสอบนําไลเปสที่ตรึงแลวมาใชซํ้าโดยการใช
น้ํามันมะกอกเปนซับสเตรต  พบวาเมื่อมีการใชซํ้า 5 คร้ัง  ทําใหกจิกรรมเอนไซมลดลงเพียงแค 50     
เปอรเซ็นตเทานั้น สุดทายศกึษาปฏิกิริยาแอลกอฮอลไลซิสโดยใชน้ํามนัซาลิคอเนีย (salicornia oil) 
โดยเมื่อทําปฎกิิริยาที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส  โดยใชน้ํามัน 0.5 มิลลิโมล กับ น้ํา 1.0 มิลลิลิตร 
และไลเปสอิสระ 0.125 กรัม เปนเวลา 12 ช่ัวโมง เปรียบเทียบกับไลเปสที่ตรึงแลว 20 กรัม  พบวาที่
อัตราสวนโดยโมลของน้ํามันตอเมธานอล เทากับ 1:3 และใชตัวทําละลายคือเฮกเซน ไดปริมาณ
เมทิลเอสเทอร 45 เปอรเซ็นต และ 55 เปอรเซ็นต สําหรับไลเปสอิสระ และไลเปสที่ตรึงแลว
ตามลําดับ
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                                                       อุปกรณและวิธกีาร 
 

อุปกรณ 
 

1.  วัตถุดิบ 
1.1  น้ํามันสบูดํา ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิศวกรรมชีวกระบวนการ ภาควิชา

วิศวกรรมเคมี  คณะวิศวกรรมศาสตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร   
1.2  เอนไซมไลเปสทางการคาชนิดผงจาก Pseudomonas fluorescens : EnzOS grade 

Fluka, USA.  
1.3  พอลิซัลโฟน (Polysulfone, UDEL) จาก Sigma Aldrich, USA. และพอลิฟนิล

ซัลโฟน (Polyphenylsulfone, RADEL R-5500) ที่ไดรับความอนุเคราะหจาก Solvay ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

 
2.  อุปกรณ 

2.1  อิเลเมนทอลอะนาไลเซอร (Elemental Analyzer , EA): model EA-2000, Perkin 
Elmer อิเลเมนทอลอะนาไลเซอร: CHNS/O analyzer  model PE-2400  อิเลเมนทอลอะนาไลเซอร: 
model CHN 2000, Leco.  

2.2  ฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรด หรือ เอฟทีไออาร (Fourier Transform Infrared 
(FTIR) Spectrophotometer)): model FTIR spectrum GX, Perkin Elmer.  

2.3  นิวเคลียรแมกแนติกเรโซแนนซ หรือเอ็นเอ็มอาร (Nuclear Magnetic Resonance, 
NMR): model Avance 300, Bruker, Switzerland. 

2.4  กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (Scanning Electron Microscopy, 
SEM): model S-2500, Hitachi, Japan.   

2.5  อะตอมมกิฟอรสไมโครสโคป (Atomic Force Microscopy, AFM): model NSG 
01, NT-MDT, Russia.    

2.6  สเปกโตรโฟโตรมิเตอร (Spectrophotometer): model Anthelie Advanced, 
Secoman, France.  

2.7  กาซโครมาโทกราฟ (Gas Chromatography): Column DB-WAX, Model GC 
2010, Shimadzu, Japan. 
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3.  สารเคมี 
3.1  ไนโตรเบนซีน (Nitrobenzene): Synthesis grade, Panreac, Spain.   
3.2  กรดซัลฟุริก (Sulfuric acid 96 เปอรเซ็นต): Analysis grade, J.T. Baker, USA.   
3.3  กรดไนตริก (Nitric acid 65 เปอรเซ็นต): Analysis grade, Merck, Germany.   
3.4  เมธานอล (Methanol): Analysis grade, Carlo Erba Reagenti, Italy.   
3.5  เอธานอล (Ethanol): Analysis grade, Merck, Germany.   
3.6  ไดเมทิลอะเซทามายด หรือ ดีเอ็มเอซี (N,N-Dimethylacetamide , DMAc) : 

Analysis grade, Carlo Erba Reagenti, Italy.   
3.7  ไดเมทิลฟอรมเอมายด (N,N- Dimethylformamide, DMF): Analysis grade, Fluka, 

USA.  
3.8  ทินทูคลอไรด (Tin (II) chloride Anhydrous): Analysis grade, Merck, Germany.   
3.9  คลอโรฟอรม (Chloroform): Analysis grade, BDH, England.   
3.10  เมทิลไพโรลิโดน (1-Methyl-2-pyrrolidone, NMP): Analysis grade, Fluka, 

USA.   
3.11  ไดเมทิลซัลฟอกไซด (Dimethyl sulfoxide, DMSO): Analysis grade, Riedel-

deHaen, Germany.   
3.12  ไฮดราซีนไฮเดรต (Hydrazine hydrate): Analysis grade, Carlo Erba Reagenti, 

Italy.   
3.13  กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid fuming): Analysis grade, Merck, 

Germany.   
3.14  โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodiumhydroxide , NaOH Solution): Analysis grade, 

Merck, Germany.   
3.15  กลูตาอัลดีไฮดเขมขน 50 เปอรเซ็นต: Analysis grade, Fluka, USA.   
3.16  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (KH2PO4): Analysis grade, Riedel-

deHaen, Germany.   
3.17  ไดโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทรฟอสเฟต (K2HPO4): Analysis grade, 

Riedel-deHaen, Germany.   
3.18  p-Nitrophenyl palmitate (pNPP): Analysis grade, Fluka, USA.   
3.19  p-Nitrophenol (pNP): Analysis grade, Sigma , USA.   
3.20  2-โพรพานอล: Analysis grade, J.T Baker, USA.   
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3.21  Triton X-100 : General purpose grade, Fisher, UK.   
3.22  Gum arabic: Analysis grade, Ajax Fine chem, Australia.   
3.23  โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4.2H2O) : Analysis grade, Merck, 

Germany.   
3.24  ไดโซเดยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.2H2O): Analysis grade, Merck, 

Germany.   
3.25  โซเดียมคารบอเนต: Analysis grade, Ajax Fine chem, Australia.   
3.26  Coomassie brilliant blue G-250: Analysis grade, Fluka, USA.      
3.27  กรดฟอสฟอริกเขมขน 85 เปอรเซ็นต: Analysis grade, Ajax Fine chem, 

Australia.   
3.28  สารมาตรฐานโปรตีน BSA (bovine serum albumin): Analysis grade, Fluka, 

USA.   
3.29  สารมาตรฐาน (Methyl heptadecanoate): Analysis grade, Fluka, USA.   
3.30  n-Heptane: Analysis grade, Labscan, Ireland. 
 

วิธีการ 
 
1.  การดัดแปลงพอลิเมอร 
  

1.1  การทําปฏิกิริยาไนเตรชั่น 
 
วิธีที่ 1  ละลายพอลิซัลโฟนยูเดลในกรดซัลฟุริกเขมขนที่ 0-2 องศาเซลเซียสโดยประมาณ 

ในขวดสามคอขนาด 250 มลิลิลิตร  เติมกรดไนตริกเมื่ออุณหภูมิของสารละลายอยูระหวาง 5-10 
องศาเซลเซียส ทําปฏิกิริยานาน 3.5 ช่ัวโมง ตกตะกอนดวยเมธานอล  ลางตะกอนทีไ่ดดวย
สารละลายเมธานอล 80 เปอรเซ็นตโดยปรมิาตร  อบที่ 60 องศาเซลเซียสภายใตสุญญากาศ   
(สิทธิบัตรสหรัฐอเมริกา 6,878,803)  พอลิซัลโฟนที่ไดจากปฏิกิริยาไนเตรชั่นนี้ เรียกวา ไนเตรตพอ
ลิซัลโฟน (Nitrated Polysulfone, NPSU) การทําพอลิเมอรที่ไดใหเปนแผนเมมเบรน ทําไดโดย 
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ละลายพอลิเมอรในไดเมทิลอะเซทามายด (ดีเอ็มเอซี) แลวเทลงบนแมพิมพ อบจนแหงที่ 70 องศา
เซลเซียส  ความเขมขนของสารละลายพอลิเมอรประมาณ 5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร   

 
วิธีที่ 2  ละลายพอลิซัลโฟนยูเดล ดวยดีเอ็มเอซีในขวด 3 คอขนาด 250 มลิลิลิตร  2 

กรัม ใหไดความเขมขนของสารละลายพอลิเมอรเปน 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  เมื่อ
ละลายหมด เพิ่มอุณหภูมิเปน 120 องศาเซลเซียส  จากนัน้หยดกรดผสม (กรดกรดซัลฟุริก 96
เปอรเซ็นต และกรดไนตริก 65เปอรเซ็นต )ปริมาตรอยางละ 1.25 มิลลิลิตร  ลงไปดวยกรวยหยด  
ทําปฏิกิริยา 24 ช่ัวโมง กวนสารละลายพอลิเมอรตลอดเวลา  เมื่อส้ินสุดปฏิกิริยา ทิ้งใหเย็นลงเทา
อุณหภูมิ   ตกตะกอนดวยเมธานอล และลางตะกอนดวยสารละลายเมธานอล 80 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร อบที่ 60 องศาเซลเซียส ภายใตสุญญากาศ (Son et al., 2002)  สามารถทําเปนแผน 
เมมเบรนดวยวิธีเดียวกนักับวธีิที่ 1  

 
วิธีที่ 3  ใชวิธีสังเคราะหเดยีวกันกับวิธีที่ 2 ขางตน  แตใชไนโตรเบนซนีเปนตวัทํา

ละลายแทนดีเอ็มเอซี   โดยอุณหภูมิที่ใชทําปฏิกิริยาคือ 55 องศาเซลเซียส (ระยะเวลาในการทํา
ปฏิกิริยาเปน 1 และ 2 ช่ัวโมง)  และ 120 องศาเซลเซียส (ระยะเวลาในการทําปฏิกิริยาเปน 1, 2, 5, 
10, 15, 20  และ 24 ช่ัวโมง) สามารถทําเปนแผนเมมเบรนดวยวิธีเดียวกันกับวิธีที่ 1  

 
วิธีที่ 4  ใชวิธีสังเคราะหเดยีวกันกับวิธีที่ 3 ขางตน  แตใชพอลิฟนิลซัลโฟน เรเดลอาร  

โดยอุณหภูมิทีใ่ชคือ   55 องศาเซลเซียส (ระยะเวลาในการทําปฏิกิริยาเปน 1 ช่ัวโมง) และ 120 องศา
เซลเซียส (ระยะเวลาในการทาํปฏิกิริยาเปน 1, 2  และ 24 ช่ัวโมง) เรียกพอลิเมอรที่ไดวา ไนเตรตพอ
ลิฟนิลซัลโฟน (nitrated polyphenylsulfone, NPPSU)   สามารถทําเปนแผนเมมเบรนดวยวิธี
เดียวกันกับวธีิที่ 1  
 

1.2  การเพิ่มปริมาณการสังเคราะหในการทําปฏิกิริยาไนเตรชั่นบนพอลิฟนิลซัลโฟน 
 

ทําการเพิ่มปรมิาณการสังเคราะหโดยเพิ่มปริมาณพอลิฟนิลซัลโฟน เรเดลอาร เปน 30 
กรัม  ละลายในไนโตรเบนซีนใหไดความเขมขน 10 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัตอปริมาตร  หลังจาก
นั้นทําการทดลองเชนเดียวกบัขอ 1.1 โดยเลือกวิธีที่ใหเมมเบรนที่เหนยีว   และในการหยดกรดผสม 
(กรดซัลฟุริกและกรดไนตริก) ใหใชปริมาตรกรดอยางละ 18.75  มลิลิลิตร  ทําพอลิเมอรที่ไดใหเปน
แผนเมมเบรน (ดูขอ 1.1 วิธีที ่1 ) 



 

53

1.3  การทําปฏิกิริยารีดักชัน่บนไนเตรตพอลฟินิลซัลโฟน  
 

วิธีที่1  ละลายไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน 2 กรัม ในตวัทําละลายไดเมทลิฟอรมเอมายด 
23 มิลลิลิตร ในขวดกนกลม 3 คอขนาด 250 มิลลิลิตร  โดยใชใบกวนภายใตสภาวะไนโตรเจนจน
พอลิเมอรละลายหมด   ละลายทินทูคลอไรด 1.18 กรัม ลงในเอธานอล 11.5 มิลลิลิตร ที่อยูในขวด
รูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร กวนดวยแทงแมเหล็กภายใตสภาวะไนโตรเจน และหยดลงใน
สารละลายพอลิเมอรดวยกรวยหยด  ทาํปฏิกิริยากันที่ 70 องศาเซลเซียส โดยใชใบกวนกวน
ตลอดเวลา   ระยะเวลาการทําปฏิกิริยาที่ใชมีดังนี้ 15  30  และ 45 นาที รวมทั้ง 1 และ 3 ช่ัวโมง  เมื่อ
ปฏิกิริยาสิ้นสุด ทิ้งไวใหเย็น ตกตะกอนดวยสารละลายอะซีดิกเมธานอล (กรดไฮโดรคลอริก 0.1 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตรในเมธานอล) โดยใชแทงแมเหล็กกวนสารละลายตลอดเวลาขณะตกตะกอน 
ลางตะกอนดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเจือจาง 0.01 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร   น้ําปราศจาก
ประจุ (deionize water)  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง 0.01 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร  และ
เมธานอล ตามลําดับ อบตะกอนที่ไดในตูอบสุญญากาศที่ 60 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง และทําเปน
แผนเมมเบรน (ตามขอ 1.1) จะไดพอลิเมอรที่มีหมูเอมีน เรียกวา เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน (Amined 
Polyphenylsulfone, APPSU)   

 
วิธีที่ 2  แชแผนเมมเบรนไนเตรตพอลิฟนลิซัลโฟน ขนาดกวางยาว 2 × 2 เซนติเมตร 

(หนา 50  และ 200 ไมโครเมตร) ในสารละลายไฮดราซีนไฮเดรต 40 มิลลิลิตร ที่ความเขมขนตางๆ 
กัน (98, 75, 50, 25, 15, 10, 5 และ 2.5 เปอรเซ็นตโดยปรมิาตร) ที่อุณหภูมิคงที่ 50 องศาเซลเซียส 
เขยาดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที โดยใชระยะเวลาการทําปฏิกิริยาตางๆ กัน (1, 2, 3, 4 และ 5 
ช่ัวโมง)  เมื่อครบกําหนดเวลา  ลางแผนเมมเบรนที่ไดดวยน้ําปราศจากประจุ 3 คร้ัง อบใหแหง ภาพ
ที่ 13 แสดงแผนภาพรายละเอียดของสภาวะที่ใชทําปฏิกริิยารีดักชั่นดวยไฮดราซีนไฮเดรต 
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ภาพที่ 13  แผนผังการทําปฏิกิริยารีดักชัน่ของเมมเบรนขนาด 2 x 2 เซ็นติเมตร โดยใชไฮดราซีนไฮ  

เดรต  โดยไดมีการเปลี่ยนแปลงระยะเวลาการทําปฏิกิริยา ความเขมขนของสารละลาย
ไฮดราซีนไฮเดรต และความหนาของเมมเบรนที่ใช 

 
2.  การวิเคราะหคุณสมบัติของไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน (NPPSU) และเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน 
(APPSU) 
 

2.1  การวิเคราะหปริมาณธาตุ  ดวยอิเลเมนทอลอะนาไลเซอร (Elemental Analyzer, EA) 
 

 

เวลาทําปฏิกิริยารีดักชั่น 
(ช่ัวโมง) 

           50  

          200 

98  
75 
50 
25 
15 

5 
10 

2.5 

98 
75 
50 
25 
15 
10 

ความหนาของ 
ไนเตรตพอล ิ
ฟนิลซัลโฟน 
(ไมโครเมตร) 

1, 2, 3, 4, 5  
1, 2, 3, 4, 5  
1, 2, 3, 4, 5  
1, 2, 3, 4, 5  
1, 2, 3, 4, 5  
1, 2, 3, 4, 5  
1, 2, 3, 4, 5  

1, 2, 3, 4, 5  
1, 2, 3, 4, 5  
1, 2, 3, 4, 5  
1, 2, 3, 4, 5  
1, 2, 3, 4, 5  

1, 2, 3, 4, 5  

1, 2, 3, 4, 5  

ความเขมขนไฮดราซีนไฮเดรต 
(เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก) 
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หาปริมาณธาตุคารบอน (C) ไฮโดรเจน (H) และไนโตรเจน (N)  บนพอลิเมอรที่
สังเคราะหได  โดยคาที่ไดมหีนวยเปนเปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของพอลเิมอร  ซ่ึงใชตัวอยางที่เปน
ของแข็ง 

 
2.2  การวิเคราะหปริมาณการแลกเปลี่ยนประจุ (Ion Exchange Capacity, IEC) 

 
แชเอมีนพอลฟินิลซัลโฟนเมมเบรน ขนาด 1×1 เซนติเมตร ในสารละลายกรดไฮโดร

คลอริก 0.1 โมลาร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  เปนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง เขยาที่ 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เมื่อครบเวลาแลว นําเมมเบรนออกจากสารละลายกรดไฮโดรคลอริก หลังจากนั้นดูด
สารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชแชเมมเบรนออกมา 1 มิลลิลิตร ผสมกับน้ําปราศจากประจุ 10 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั เติมอินดิเคเตอร 3 หยด (ฟนอฟทาลีน) เขยาใหเขากันอีกครั้ง ไตเตรตดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.01 โมลาร 
 

2.3  การวิเคราะหหมูไนโตรและหมูเอมนี ดวยฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรด หรือเอฟที
ไออาร (Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectrophotometer)) และนิวเคลียรแมกแนติกเร
โซแนนซ หรือเอ็นเอ็มอาร (Nuclear Magnetic Resonance, NMR) 

 
การวิเคราะหดวยเอฟทีไออาร เพื่อหาหมูฟงกช่ันทั้งสองบนพอลิเมอรที่สังเคราะหได 

ซ่ึงถือเปนการวิเคราะหแบบคุณภาพวิเคราะห โดยใชดวยตัวอยางพอลเิมอรที่เปนแผนฟลม   
 
การวิเคราะหดวยเอ็มเอ็มอาร เพื่อหาหมูฟงกช่ันทั้งสองบนพอลิเมอรที่สังเคราะหได  

ซ่ึงถือเปนการวิเคราะหแบบปริมาณวิเคราะห  โดยเลือกวิเคราะหแบบโปรตอนเอ็นเอ็มอาร (H-
NMR) ดวยการใชตวัทําละลายคือ DMSO-d6 

 
3.  การตรึงเอนไซมไลเปสดวยพันธะโควาเลนทบนเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน   
 

3.1  ศึกษาผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด (glutaraldehyde) ตอการตรึง 
 

ตัดเอมีนพอลฟินิลซัลโฟนเมมเบรน ใหมขีนาดกวางยาว 1×1  เซนติเมตร  มาตรึงเอนไซม
ไลเปสดวยพันธะโควาเลนท  โดยนําแผนเมมเบรนมากระตุนโดยการแชในสารละลายกลูตาอัลดี
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ไฮดปริมาณ 10 มิลลิลิตร  (ความเขมขนของสารละลายที่ใชคือ 0  0.05  0.075  0.1  0.5  และ 1 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร)  เขยาที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบ 200 รอบตอ
นาที  เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  เมื่อส้ินสุดเวลา  กรองเอาเมมเบรนออก  แลวลางเมมเบรนดวยน้ํา
ปราศจากไอออน  ซับใหแหง   แลวเร่ิมทําการตรึงเอนไซมโดยแชแผนดังกลาวในสารละลาย
เอนไซมไลเปสเขมขน 140 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มีความเขมขนไอออน 
(Ionic Strength) 0.05 โมลาร พีเอช 7 ปริมาณ 10 มิลลิลิตร  เขยาที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  200 
รอบตอนาที  เปนเวลา 3 ช่ัวโมง  จากนั้นตัง้ทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ในตูเย็น)  เปนเวลา 
18 ช่ัวโมง  เมือ่ครบเวลา  กรองเอาเมมเบรน ออกแลวลางเมมเบรนดวยบัฟเฟอรที่ใชในการตรึง
เอนไซม   เก็บสารละลายเอนไซมที่ใชในการตรึงที่ไดจากการกรอง  และน้ําลางเมมเบรน  เพื่อ
นําไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนที่ไมเกาะบนเมมเบรน  และนําเมมเบรนที่ตรึงเอนไซมแลว   
ไปวิเคราะหกจิกรรมเอนไซมตรึงรูป  นําผลที่ไดไปคํานวณคาสัดสวนของปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ
บนพอลิเมอร (Protein coupling yield)  และสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป (Activity yield)  (ดู
ภาคผนวก ง สําหรับนิยามและวิธีคํานวณ) 

 
3.2  การวิเคราะหภาพ  ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนดิสองกราด (Scanning Electron 

Microscopy, SEM) 
 

ทําการสองดูภาพบนพื้นผิวพอลิเมอรหลังจากตรึงเอนไซม  เพื่อดูการกระจายตวัของ
เอนไซมที่สภาวะตางๆ  โดยใชกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด ที่กําลังขยาย 80 เทา โดย
ทําการเคลือบพื้นผิวดวยสวนผสมของแพลตตินัม (platinum) และพาราเดียม (palladium) กอนการ
สอง และทําการวิเคราะหทั้งหมด 5 ตวัอยาง คือ  เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ไมถูกกระตุนดวยกลู
ตาอัลดีไฮด (ทีม่ีและไมมีเอนไซมตรึงบนแผน)  เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดี
ไฮด 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนักตอปริมาตร (ที่มีและไมมีเอนไซมตรึงบนแผน)  และ 1 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร (ที่มีเอนไซมตรึงบนแผน) 

 
3.3  การวิเคราะหความขรุขระของพื้นผิว  ดวยอะตอมมกิฟอรสไมโครสโคป (Atomic 

Force Microscopy, AFM) 
 
ทําการวิเคราะหความขรุขระบนพื้นผิวของพอลิเมอรหลังจากตรึงเอนไซม  เพื่อยืนยนั 
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การมีอยูจริงและการกระจายตัวของเอนไซมไลเปสบนพื้นผิว  โดยใชเครื่องอะตอมมิกฟอรสไมโค
รสโคป  ซ่ึงใชโหมด (mode) ของ Tapping mode หรือ dynamic force microscopy ใชทิป (tip) ทํา
จากซิลิกา  ขนาดเสนผานศูนยกลาง 10 นาโนเมตร  ใชความถี่เรโซแนนซ (Resonant frequency) 
เทากับ 115-190 กิโลเฮิรต และคาคงที่ของแรง (Force constant) เทากับ 2.5 – 10 นิวตนัตอเมตร โดย
ทําการวิเคราะหทั้งหมด 5 ตวัอยาง (เตรียมดวยวิธีเดยีวกนักับตัวอยางที่ใชวิเคราะหในขอ 3.2) 

 
 3.4  ศึกษาผลของระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดตอการตรึง 
 

ทําการตรึงเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1 โดยใชความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่ใหคา
สัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปที่สูงที่สุด   โดยในการศกึษาครั้งนี้ ระยะเวลาการกระตุนดวยกลู
ตาอัลดีไฮดที่ใชคือ  0, 1, 2, 3, และ 4  ช่ัวโมง  หลังจากตรงึเสร็จ  วิเคราะหหาปริมาณโปรตีนที่ไม
เกาะบนเมมเบรน  คากิจกรรมเอนไซม   

 
 3.5  ศึกษาผลของอุณหภูมติอกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป 

 
ทําการตรึงเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1   โดยใชความเขมขนและระยะของกลูตาอัลดีไฮด

ที่ใหคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปสูงสุด (ขอ 3.1  และ 3.4 ตามลําดับ)  แลววิเคราะหคา
กิจกรรมเอนไซมไลเปสที่อุณหภูมิตางๆ (37 และ 55 องศาเซลเซียส)   

 
 3.6  ศึกษาผลของพีเอชตอการตรึงเอนไซม 
 

ทําการตรึงเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1 โดยใชความเขมขนและระยะของกลูตาอัลดีไฮดที่
ใหคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปสูงสดุ  (ขอ 3.1  และ 3.4 ตามลําดับ)  คาพีเอชของสารละลาย
เอนไซมไลเปสในฟอสเฟตบัฟเฟอร (ความเขมขนไอออนคงที่ที่ 0.05 โมลาร)  ที่ใชตรึงคือ 5, 6, 7, 
8, และ 9   วิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมที่อุณหภูมิที่เหมาะสมที่ไดศึกษาในขอ 3.5   

 
 3.7  ศึกษาผลของอุณหภูมติอการตรึงเอนไซม 
 

ทําการตรึงเอนไซมตามวิธีในขอ 3.1  โดยใชความเขมขนและระยะของกลูตาอัลดีไฮด 
และพีเอชทีใ่หคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปสูงสุด (ขอ 3.1, 3.4 และ 3.6  ตามลําดับ)  โดยใน 
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ที่นี้ไดเปลี่ยนแปลงอุณหภูมทิี่ใชตรึงเอนไซม คือ 30, 37, 45 และ 55 องศาเซลเซียส  วิเคราะหคา
กิจกรรมเอนไซมที่อุณหภูมทิี่เหมาะสมที่ไดศึกษาในขอ 3.5   

 
4.  ศึกษาเสถียรภาพของเอนไซมตรึงรปูตออุณหภูมิและพีเอช  
 
 4.1  ศึกษาเสถียรภาพของเอนไซมตรึงรูปตออุณหภูม ิ
 

ทําการตรึงเอนไซมไลเปสในสภาวะทีเ่หมาะสม (หวัขอที่ 3) แลวนาํมาบมใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขนไอออน 0.05 โมลาร  ที่คาพีเอช 6 ที่อุณหภมูิ 30, 40, 50 
และ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  

 
 4.2  ศึกษาเสถียรภาพของเอนไซมตรึงรูปตอพีเอช 
 

ทําการตรึงเอนไซมไลเปสในสภาวะทีเ่หมาะสม แลวนํามาบมในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขนไอออน 0.05 โมลาร ที่อุณหภูมิคงที่ 50 องศาเซลเซียสและที่คาพีเอช 5, 6, 7, 8 
และ 9 เปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  
 
5.  เปรียบเทียบการทํางานของเอนไซมตรงึรูปกับเอนไซมอิสระในการผลิตไบโอดีเซลโดยปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
  

ในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นนี้ (ดุษฎี, 2549)  ลําดับการเติมสารตั้งตนและตวัเรง
ปฏิกิริยา (เอนไซมตรึงรูปที่สภาวะทีเ่หมาะสมจากขอ 3 หรือ เอนไซมอิสระ) ลงในขวดรูปชมพู
ขนาด 50 มิลลิลิตร  เปนดังนี ้ เติมตัวเรงปฏกิิริยา (5 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามนัสบูดาํ)   น้ํา
ปราศจากประจุ (20 เปอรเซน็ตโดยน้าํหนกัน้ํามันสบูดํา)  น้ํามันสบูดํา (4 – 5 กรัม โดยประมาณ)  
และเมธานอล (อัตราสวนโมลของน้ํามันตอเมธานอลเปน 1 ตอ 3)  เขยาขวดรูปชมพูดวยมือกอน
เติมสารตัวถัดไป   เมื่อเติมครบแลว  ทําการเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  เมื่อส้ินสุดปฏิกิริยา  แยกน้าํมันออกจากเอนไซมตรึงรูป  เพื่อนําไป
เหวีย่งที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที   หลังจากนั้นดูดน้ํามันตวัอยาง (ไบโอ
ดีเซล) ที่อยูช้ันบนสุดมาวเิคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอรดวยเครื่องกาซโครมาโทรกราฟ  หมายเหตุ 
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ในการเปรยีบเทียบนี้ จะใชเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปในปริมาณที่ใกลเคยีงกนั  โดยความ
ผิดพลาดที่เกิดขึ้นนี้ มาจากการวิเคราะหปริมาณเอนไซมทางออม ดวยวิธี Bradford 
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ผลและวิจารณ 
 

ในงานวิจยันี้มุงดัดแปลงโครงสรางของพอลิอะรีลีนอีเทอรซัลโฟน  ดวยการเติมหมูเอมีน  
ซ่ึงจะนําไปใชตรึงไลเปสดวยพันธะโควาเลนท  เพื่อใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นในการ
ผลิตไบโอดีเซล  ดังนั้นงานวจิัยนีจ้ึงไดแบงเปน 2 สวน  โดยสวนที่หนึ่งเปนการดดัแปลงพอลิเมอร  
และสวนที่สองเปนสวนการตรึงเอนไซม    

 
1.  การดัดแปลงพอลิเมอร 
  
 1.1  การทําปฏิกิริยาไนเตรชั่น 
 

ปฏิกิริยาไนเตรชั่นของพอลิซัลโฟน (PSU)  คือการเติมหมูไนโตรลงไปบนพอลิเมอร  
ซ่ึงถานับจากหมูอีเทอรที่เชือ่มระหวาง 2 มอนอเมอร  หมูไนโตรจะอยูที่ตําแหนงออรโท  (ortho)  
ดังนั้นจํานวนหมูที่ไดตอ 1 เมอร จึงมีคาเปน 2  (Son  et al., 2002) โครงสรางของพอลิซัลโฟน 
(PSU) และไนเตรตพอลิซัลโฟน (NPSU) แสดงดังภาพที่ 14 สําหรับปฏิกิริยาไนเตรชั่นของพอลิฟ
นิลซัลโฟน (PPSU)  ก็เปนไปในลักษณะเดียวกัน (ภาพที่ 15) 

 

 
 
 
 
ภาพที่ 14  โครงสรางของพอลิซัลโฟน (PSU) และไนเตรตพอลิซัลโฟน (NPSU)  
 

O2N NO2 

พอลิซัลโฟน 
(PSU) 

 ไนเตรตพอลซัิลโฟน 
(NPSU) CH3 

CH3 

CH3 

CH3 

1 มอนอเมอร 1 มอนอเมอร 
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ภาพที่ 15  โครงสรางของพอลิฟนิลซัลโฟน (PPSU) และไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน (NPPSU) 
 

1.1.1  ผลของการใชกรดซัลฟุริกเขมขนเปนตัวทําละลายพอลิซัลโฟนยูเดล (PSU) 
 

วิธีการเติมหมูไนโตร  ตามสิทธิบัตรสหรัฐอเมริกา 6,878,803 (ขอ 1.1 วธีิที่ 1)  
ซ่ึงไดอธิบายไวสําหรับเอริลพอลิเมอร (aryl polymer) จําพวกพอลิอีเทอรซัลโฟน (polyether 
sulfone, PES) พอลิอีเทอรอีเทอรซัลโฟน (polyether ether sulfone, PEES) พอลิอีเทอรคีโตน 
(polyether ketone, PEK)  พอลิอีเทอรอีเทอรคีโตน (polyether ether ketone, PEEK) และพอลิอีเทอร
อีเทอรคีโตนคีโตน (polyether ether ketone ketone, PEEKK)  โดยจากการทดลอง พบวา เวลาทีใ่ช
ในการละลายพอลิซัลโฟนยูเดล (PSU) ที่มีลักษณะเริ่มตนเปนเมด็ (pellet) นานถึง 20 ช่ัวโมงที่
อุณหภูมิ 0 – 2 องศาเซลเซียส โดยที่ยังไมสามารถละลายพอลิเมอรทั้งหมดได  ดังนัน้จึงไดนําเฉพาะ
สวนที่เปนของเหลวเทานั้นมาทําปฏิกิริยาไนเตรชั่น  โดยแผนเมมเบรนที่ไดมีความเปราะมาก  ซ่ึง
ไมตรงตามจุดประสงคการใชงานที่อาจมีการกระแทกเกดิขึ้น จึงตองการความเหนยีว  แมวา
สิทธิบัตรดังกลาวไดระบไุววาใชกับเอริลพอลิเมอรแตพอลิเมอรประเภทนี้มีหลากหลายชนิด  รวม
ไปถึงความแตกตางในการทนตอกรดดวย  โดยพอลิซัลโฟนยูเดล (PSU) นี้พบวามีหมูอัลคิล  ซ่ึงมี
ผลทําใหความสามารถในการทดกรดต่ํากวาพอลิอะรีลีนอีเทอรซัลโฟนประเภทอื่น จึงกอใหเกดิการ
ตัดขาดของสายโซพอลิเมอร (Daly et al., 1988; Botvay et al., 1999)    
 

1.1.2   ผลของตัวทําละลายทีใ่ชในปฏิกิริยาไนเตรชั่นบนพอลิซัลโฟนยูเดล (PSU)  
 

ตารางที่ 8 แสดงถึงลักษณะของเมมเบรนไนเตรตพอลิซัลโฟน(NPSU)  ซ่ึง
เตรียมจากตัวทําละลาย 2 ชนิด คือ ไนโตรเบนซีนและดีเอ็มเอซี  ดังที่ไดอธิบายในขอ 1.1 วิธีที่ 2 

O2N NO2 

    พอลิฟนิลซัลโฟน 
    (PPSU) 

     ไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน 
 (NPPSU) 
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และ 3  ตามลําดับ  โดยใชอุณหภูมิและระยะเวลาการทําปฏิกิริยาเดยีวกัน (120 องศาเซลเซียส และ 
24 ช่ัวโมง ตามลําดับ)   

 
ตารางที่ 8  ลักษณะของแผนเมมเบรนไนเตรตพอลิซัลโฟน (NPSU) ที่เตรียมจากตวัทาํละลาย   

ตางๆ โดยอุณหภูมแิละระยะเวลาการทําปฏิกิริยาคือ 120 องศาเซลเซียส และ 24 ช่ัวโมง 
 

ชนิดของตัวทาํละลาย ลักษณะของแผนเมมเบรน(NPSU) 
ไนโตรเบนซนี เปราะมาก 
ดีเอ็มเอซี เหนยีว 

 
จากตารางที่ 8 พบวา การใชดีเอ็มเอซีเปนตัวทําละลายจะให แผนเมมเบรนที่มี

ลักษณะเหนียวและใส  ตาราง 10  แสดงผลการวิเคราะหปริมาณของธาตุคารบอน (C) ธาตุ
ไฮโดรเจน (H) และธาตุไนโตรเจน (N) ดวยเครื่องอิเลเมนทอลอะนาไลเซอร (หนวยเปนเปอรเซ็นต
โดยน้ําหนักของตัวอยางพอลิเมอรที่ใชวิเคราะห) โดยใชแผนเมมเบรนพอลิซัลโฟน และไนเตรตพอ
ลิซัลโฟนที่เตรียมไดจากดีเอ็มเอซีนี้   นอกจากนี้ตารางดังกลาวไดแสดงปริมาณธาตเุหลานั้นใน
หนวยของจํานวนอะตอมตอ 1 เมอรไวดวย     ผลจากการวิเคราะหนี้พบวา  ไนเตรตพอลิซัลโฟน 
(NPSU)  มีจํานวนอะตอมไนโตรเจนตอ 1 เมอร มากกวาพอลิซัลโฟนยูเดล (PSU) อยางเห็นไดชัด 
ซ่ึงยืนยันถึงการมีหมูไนโตรบนพอลิเมอรนั่นเอง   การพบวามีไนโตรเจนในพอลิซัลโฟนยูเดล 
(PSU) ที่ยังไมผานการทําไนเตรชั่นนี้ เปนความผิดพลาดของเครื่องอะลิเมนทอลอะนาไลเซอรที่ใช
วัดในครั้งนี ้

 
หากปฏิกิริยาไนเตรชั่นเกิดสมบูรณ  ตองไดไนโตรเจนจํานวน 2 อะตอมตอ1 

เมอร แตจากการวิเคราะหพบวาไนเตรตพอลิซัลโฟน (NPSU)  มีไนโตรเจนเพียง 0.14 อะตอม ตอ 1 
เมอร  จึงบงบอกถึงการเกิดปฏิกิริยาไนเตรชั่นที่ไมสมบูรณ  โดยคาดวามาจากการรวมตัวของพอลิ
เมอรเปนกอนใหญเมื่อหยดกรดผสมลงไป โดยปฏิกิริยาไนเตรชั่นอาจเกิดขึ้นเฉพาะบริเวณผิวนอก
ของกอนพอลิเมอรนี้เทานั้น  ทําใหไดปริมาณหมูไนโตรบนพอลิเมอรต่ํา   จากการทดลองนี้จึงอาจ
กลาวไดวาตัวทําละลาย ดีเอ็มเอซีไมเหมาะสม  ในทางตรงขามเมื่อใชไนโตรเบนซีนเปนตัวทํา
ละลาย  ไมพบการรวมตัวของพอลิเมอรเปนกอนขณะหยดกรด   ซ่ึงการละลายที่ดีนี้ ทําใหพอลิเมอร
สัมผัสกับกรดไดดีนั่นเอง  แตเนื่องจากสภาวะที่ใชในการทําปฏิกิริยานี้อาจยังรุนแรง  จึงทําใหสาย
โซถูกตัดขาดไดงาย และไดเมมเบรนที่เปราะมาก (ตารางที่ 8)  ดังนั้นถาสามารถหาสภาวะที่ 
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เหมาะสม   เชนอุณหภูมิ  เวลาที่ทําปฏิกิริยา และชนิดของพอลิซัลโฟน เปนตน   อาจทําใหไดแผน
เมมเบรนที่เหนียว และมีปริมาณหมูไนโตรบนพอลิเมอรมากขึ้น   

 
  จํานวนคารบอนและไฮโดรเจนทีว่ัดไดของไนเตรตพอลซัิลโฟน (NPSU) 

พบวามีคามากกวาที่คํานวณไดจากทฤษฎี ซ่ึงในความเปนจริง ขณะที่เกิดปฏิกิริยา  จะไมมีการ
สูญเสียธาตุคารบอน แตมีการสูญเสียไฮโดรเจนเนื่องจากการแทนที่ของหมูไนโตร   คาที่มากขึ้นนี้
อาจมีสาเหตุจากการตกคางของตัวทําละลายดีเอ็มเอซีในแผนเมมเบรนตัวอยาง    

 
1.1.3  ผลของระยะเวลาและอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาไนเตรชั่นบนพอลิซัลโฟนยูเดล 

(PSU) ที่ใชไนโตรเบนซีนเปนตัวทําละลาย 
 

ตารางที่ 9  แสดงลักษณะเมมเบรนไนเตรตพอลิซัลโฟน (NPSU) (ขอ 1.1 วิธีที่ 
3) ที่ใชอุณหภมูิและระยะเวลาการทําปฏิกิริยาตางๆ   โดยไดพบวาเมมเบรนที่ไดจากสภาวะเหลานีม้ี
ความเปราะมากทั้งสิ้น  แมวาจะลดอุณหภูมเิปน 55 องศาเซลเซียสและใชเวลาเพียง 1 ช่ัวโมง 
ซ่ึงงานวิจยัของ Ghosh และคณะ (Ghosh  et al., 2000)  สามารถไดแผนเมมเบรนไนเตรตพอลิ
ซัลโฟนโดยทําปฏิกิริยาไนเตรชั่นบนพอลิซัลโฟนในตัวทําละลาย 1,2-ไดคลอโรอีเทน (1,2-
dichloro ethane) ที่ 55 องศาเซลเซียส เวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที ดังนั้นจึงอาจกลาวไดวาสภาวะที่
อุณหภูมิและเวลานี้ไมรุนแรง  อยางไรก็ตามในงานวิจยันีส้ภาวะดังกลาวยังถือวารุนแรงเพราะให
เมมเบรนที่มีความเปราะมาก  ซ่ึงคาดวามาจากการถูกตดัของสายโซพอลิเมอรบริเวณที่เปน
หมูอัลคิลดวยตัวกลางที่มีฤทธิ์เปนกรด (Daly et al., 1988; Botvay et al., 1999)    

 
ตารางที่ 9  ลักษณะของแผนเมมเบรนไนเตรตพอลิซัลโฟน (NPSU) ที่เตรียมจากตวัทาํละลาย 

ไนโตรเบนซนี 
 

อุณหภูมิที่ทําปฏิกิริยา 
(องศาเซลเซียส) 

เวลาที่ทําปฏิกริิยา  
(ช่ัวโมง) 

ลักษณะของแผนเมมเบรน 
(NPSU) 

120  1, 2, 5, 10, 15, 20, 24 เปราะมาก 
55 1, 2 เปราะมาก 
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ตารางที่ 10  ผลการวิเคราะหปริมาณธาตุคารบอน ไฮโดรเจน และไนโตรเจนดวยเครื่องอิเลเมนทอลอะนาไลเซอร  
 

อิเลเมนทอลอะนาไลเซอร 
(เปอรเซนต ตอ 1 เมอร) 

จํานวนอะตอม 
(อะตอม ตอ 1 เมอร) 

 
พอลิเมอร 

มวล
โมเลกุล 

(ตอ 1 เมอร) C H N C H N 
PSU 442 73.64(73.30)* 4.16(4.98)* 0.12(0.00)* 27.12(27.00)* 18.39(22.00)* 0.04(0.00)* 

NPSU 532 71.85(60.90)* 5.77(3.76)* 0.37(5.261)* 31.85(27.00)* 30.70(20.00)* 0.14(2.001)* 
PPSU 400 70.78(72.00)* 4.39(4.00)* 0.00(0.00)* 23.59(24.00)* 17.57(16.00)* 0.00(0.00)* 

NPPSU 58.76(58.78)* 3.82(2.86)* 4.78(5.711)* 24.00(24.00)* 18.73(14.00)* 1.67(2.001)* 
NPPSU (Scale up) 

490 
56.80(58.78)* 3.37(2.86)* 5.89(5.711)* 23.19(24.00)* 16.53(14.00)* 2.05(2.001)* 

 
หมายเหตุ  1 เปนจํานวนอะตอมของไนโตรเจนเทยีบกบั1 เมอร ตามปฏิกิริยาเคมี (Son , 2002) 

(...)* ตัวเลขในวงเล็บ คือ คาที่คํานวณไดตามทฤษฎี  (กรณีเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ) 
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1.1.4  ผลของระยะเวลาและอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาไนเตรชั่นบนพอลิฟนิลซัลโฟน 
เรเดลอาร (PPSU) 

 
ภาพที่ 11 และ 12 แสดงถึงโครงสรางทางเคมีของพอลิซัลโฟนยูเดล (PSU) และ

พอลิฟนิลซัลโฟนเรเลอาร (PPSU)  ตามลําดับ  ซ่ึงเห็นไดชัดเจนวาพอลิฟนิลซัลโฟนเรเลอารไมมี
โครงสรางที่เปนอะลิฟาติก   นอกจากนี้คาอุณหภูมิกลาสทรานซิช่ัน (Tg) มีคาสูงกวาพอลิซัลโฟนยู
เดล 

 
ตารางที่ 11 แสดงลักษณะเมมเบรนไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน  ที่เตรียมจากวิธี

ในขอ 1.1 วิธีที่ 4 โดยทําที่ 55 และ 120 องศาเซลเซียส ที่เวลาตางๆ  ไดพบวาไนโตรเบนซีนเปนตวั
ทําละลายที่ดี เนื่องจากไม  เกิดการรวมตัวกันของพอลิเมอรขณะหยดกรดเพื่อทําปฏิกริิยา    อยางไร
ก็ตามที่อุณหภมูิ 120 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลาตางๆ  แผนเมมเบรนไนเตรตพอลิฟนลิซัลโฟน 
(NPPSU)  มีความเปราะมาก ซ่ึงบงบอกถึงสภาวะดังกลาวมีความรุนแรงสําหรับพอลิซัลโฟนที่ไมมี
หมูอัลคิลนี้   แตที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และระยะเวลา การทําปฏิกิริยา 1 ช่ัวโมง  จะใหแผน
เมมเบรนเหนยีวและใส    

 
ตารางที่ 11  ลักษณะของแผนเมมเบรนไนเตรตพอลิฟนลิซัลโฟน (NPPSU) ที่เตรียมจากตัวทาํ

ละลายไนโตรเบนซีน ที่ระยะเวลาทําปฏิกิริยาและอณุหภมูิตางๆ  
 

อุณหภูมิที่ทําปฏิกิริยา 
(องศาเซลเซียส) 

เวลาที่ทาํปฏิกริิยา 
(ช่ัวโมง) 

ลักษณะของแผนเมมเบรน 
(NPPSU) 

120 1, 2, 24 เปราะมาก 
55 1 เหนยีว 

 
สภาวะอณุหภมูิการทําปฏิกิริยาที่ 55 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 1 ช่ัวโมง  จาก

ตารางที่ 9 และตารางที่ 11 ตามลําดับ  พบวา การสังเคราะหพอลิเมอรที่มีหมูไนโตรจากพอลิ
ซัลโฟนยูเดล (PSU) ไดแผนเมมเบรนมีความเปราะมาก  ในขณะที่สังเคราะหจากพอลิฟนิล
ซัลโฟนเรเดลอาร (PPSU)  ไดแผนเมมเบรนเหนยีว  ซ่ึงแสดงวาพอลิฟนิลซัลโฟนเรเดลอาร มี
ความสามารถในการทนกรดไดสูงกวา  ทั้งนี้เปนเพราะความแตกตางของโครงสราง (ไมมีอะลิฟา
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ติก) ของพอลฟินิลซัลโฟนเรเดลอาร นั่นเองที่ทําใหพอลิเมอรเสื่อมสภาพไปไดนอยกวาพอลิ
ซัลโฟนยูเดล   

 
จากตารางที่ 10 พบวาจํานวนอะตอมตอ 1 เมอร ของไนโตรเจนในไนเตรตพอ

ลิฟนิลซัลโฟน (NPPSU) มีคาเปน  1.67  ซ่ึงใกลเคียงกับคาทางทฤษฎี (มีคาเทากับ 2)  ในขณะที่ไน
เตรตพอลิซัลโฟน (NPSU) ซ่ึงเตรียมจากการใชตัวทําละลายดีเอ็มเอซี  มปีริมาณไนโตรเจนเพยีง 
0.14  อะตอมตอ 1 เมอร    

 
ดวยเหตุผลขางตน พอลิเมอรชนิดพอลิฟนลิซัลโฟนเรเดลอาร  (PPSU)  จึงมี

ความเหมาะสมที่จะนําไปทาํปฏิกิริยาไนเตรชั่น มากกวาพอลิซัลโฟนยูเดล  (PSU)   โดยอุณหภูมิ
และระยะเวลาการทําปฏิริยาที่เหมาะสมคือ 55 องศาเซลเซียส และ 1 ช่ัวโมง ตามลําดบั (หมายเหตุ 
จํานวนอะตอมของไฮโดรเจนที่วดัไดของพอลิซัลโฟนยูเดล (PPSU) และไนเตรตพอลิซัลโฟน 
(NPPSU)   มีคามากวาคาที่คาํนวณไดจากทฤษฎีเล็กนอย  ซ่ึงเกิดจากความคลาดเคลื่อนของ
เครื่องมือวัด) 
 

1.2  ผลของการเพิ่มปริมาณการสังเคราะหในการทาํปฏิกิริยาไนเตรชัน่บนพอลิฟนิล
ซัลโฟน (PPSU) 

 
เนื่องจากปริมาณพอลิเมอรที่สังเคราะหไดมีคาไมเพยีงพอที่จะใชทดสอบหาสภาวะ 

การตรึงเอนไซมและการศึกษาอื่นๆ ที่เกีย่วของ  (ปริมาณพอลิเมอรเร่ิมตนคือ 2 กรัม) ดังนัน้จึง
จําเปนตองทําการเพิ่มปริมาณการสังเคราะห  โดยไดเพิม่ปริมาณพอลิเมอรพอลิฟนิลซัลโฟน  ตัวทํา
ละลายไนโตรเบนซีนและกรดผสม  เปน 15 เทา  แลวดําเนินการไนเตรชั่นตามวิธีในขอ 1.1 วิธีที่ 4  
ซ่ึงเปนวิธีที่สามารถใหแผนเมมเบรนที่เหนยีว ใส และมีปริมาณหมูไนโตรสูง  โดยพบวาการเพิ่ม
ปริมาณการสังเคราะหนี้ประสบผลสําเร็จ  สามารถใหแผนเมมเบรน ที่เหนียวและใสได  และเมื่อ
วิเคราะหดวยเครื่องอิเลเมนทอลอะนาไลเซอร  พบวามีจาํนวนอะตอมของไนโตรเจนถึง 2.05 
อะตอมตอ 1 เมอร ซ่ึงใกลเคียงกับคาทฤษฎี  (ตารางที่ 10) 
 

เมื่อพิจารณาสวนของการวิเคราะหหมูไนโตร  ดวยฟเูรียรทรานสฟอรมอินฟราเรด 
หรือเอฟทีไออาร  สําหรับไนเตรตพอลิฟนลิซัลโฟน (NPPSU) แบนดของหมูไนโตรพบที่ตําแหนง 
1350.79 และ1533.48 เซ็นติเมตร-1 สําหรับโครงสรางที่สมมาตร (Symmetry) และไมสมมาตร 
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(Asymmetry)  ตามลําดับ (ภาพผนวกที่ ก1)  ซ่ึงแสดงถึงการมีอยูจริงของหมูไนโตร  สวนการ
วิเคราะหดวยนิวเคลียรแมกแนติกเรโซแนนซ หรือเอ็นเอ็มอาร (Nuclear Magnetic Resonance, 
NMR)  ภาพทีไ่ดแสดงในภาพผนวกที่ ข1 
 
 1.3  การทําปฏิกิริยารีดักชัน่บนไนเตรตพอลฟินิลซัลโฟน (NPPSU) 
 

1.3.1  การทําปฏิกิริยารีดักชัน่บนไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน (NPPSU)  ตามวิธีที่ 1 (Son 
et al., 2002)  

 
วิธีการทําปฏิกริิยารีดักชั่นตามวิธีที่ 1 ไดอธิบายไวในสวนของวิธีการขอ 1.3 วิธี

ที่ 1 ซ่ึงเปนการเปลี่ยนไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน (NPPSU)  ใหเปนเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน 
(APPSU)  โดยใชเอธานอล/ทินทูคลอไรดเปนรีดิวช่ิงเอเจนต   โดยในการทําปฏิกิริยารีดักชั่นนี้ ไดมี
การเปลี่ยนแปลงระยะเวลาของการทําปฏิกิริยาดังนี้  15, 30, 45, 60 และ 180 นาที ในการทําเปน
แผนเมมเบรนดวยการใชตวัทําละลายไดเมทิลอะเซทามายด พบวา เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน 
(APPSU)  ที่ไดจากปฏิกิริยารีดักชั่นนี้ ที่อุณหภูมิตางๆ ละลายในตัวทําละลายดังกลาวไดนอยมาก   
(ตารางที่ 12)  นอกจากนี้จากผลการทดลอง  จะเห็นวาเมื่อใชเวลาในการทําปฏิกิริยารีดกัชั่นเพยีงแค 
15 นาที พอลิเมอรที่สังเคราะหไดก็ไมละลายในตวัทําละลายดีเอ็มเอซี    นอกจากนี้ไดมีการทดสอบ
ตอไปดวยการละลายเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน (APPSU)  ที่ไดจากปฏกิริิยารีดักชั่นนี้ในตัวทําละลาย
ที่มีความเปนขัว้ตางๆ  5 ชนดิ  คือ คลอโรฟอรม, เมทิลไพโรลิโดน, ไดเมทิลฟอรมเอมายด, ไดเมทลิ
ซัลฟอกไซด และ เมธานอล แตก็พบวาไมเกิดการละลายที่เปนนัยสําคญั   จึงทําใหไมสามารถทําให
เปนแผนเมมเบรนที่จะนําไปใชตรึงเอนไซมตอไปได  ดังนั้นจําเปนตองหาวิธีทําปฏิกิริยารีดักชัน่
ใหม   (ดูหวัขอตอไป) 
  
ตารางที่ 12  การละลายเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน (APPSU) ที่ไดจากการทําปฏิกิริยารีดกัชั่นตามวิธีที่ 

1 ที่ระยะเวลาตางๆ ในไดเมทิลอะเซทามายด   
 
ระยะเวลาการทําปฏิกิริยารีดกัชั่น (นาท)ี ผลการละลาย 

15, 30, 45, 60, 180 ละลายไดนอยมาก 
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1.3.2  การทําปฏิกิริยารีดักชัน่บนไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน (NPPSU) ตามวิธีที่ 2 โดย
ใชไฮดราซีนไฮเดรตเปนรีดวิซ่ิงเอเจนต    

 
ปฏิกิริยานี้เปนการใชสารละลายไฮดราซีนไฮเดรตเปนตวัรีดิวซ่ิงเอเจนต   

ปฏิกิริยาจะเกดิขึ้นเมื่อแผนเมมเบรนสัมผัสกับสารละลายดังกลาวโดยไมตองใชตัวเรงปฏิกิริยา  
ดังนั้นเพื่อหาสภาวะทีเ่หมาะสมที่สามารถใหหมูเอมีนมาก  จึงไดทําการเปลี่ยนแปลงความเขมขน
ของสารละลายไฮดราซีนไฮเดรต  ระยะเวลาที่ใชแช  และความหนาของแผนเมมเบรน  เนื่องจาก
สารละลายไฮดราซีนไฮเดรตมีอันตรายทีอุ่ณหภูมิสูง  ดงันั้นกําหนดใหอุณหภูมิของการเกิดปฏิกิริยา
นี้คงที่ที่  50 องศาเซลเซียส  ซ่ึงเปนคาที่นิยมใช (Chowdhury et al., 2000; Jayaswal et al., 2001;  
Sinha et al., 2003Pugazhenthi and Kumar 2004) ลักษณะของแผนเมมเบรนที่ผานปฏิกิริยารีดักชัน่
นี้  แสดงในตารางที่ 13  สําหรับแผนเมมเบรนที่หนา 50 และ  200  ไมโครเมตร 

 
จากตารางที่ 13 พบวา สําหรับแผนเมมเบรนที่หนา 50 ไมโครเมตรนั้น  ที่ความ

เขมขน 98 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนัก  ที่เวลา 1-5 ช่ัวโมง แผนเมมเบรนทั้งแผนละลายในสารละลาย
ไฮดราซีนไฮเดรตจนเปนเนือ้เดียวกัน  เมื่อลดความเขมขนลงมาเปน 75 และ 50 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนกั  พบวาไมเกิดการละลายของแผนเมมเบรนที่เวลาการแช 1 ช่ัวโมง แตแผนเมมเบรนมีความ
เปราะโดยแตกไดอยางงายเมื่อกระทบกับแทงแกวขณะลาง   เมื่อเพิ่มระยะเวลาการแชที่ความเขมขน
ทั้งสองนี้  จะพบวาแผนเมมเบรนแตกเปนชิ้นเล็กๆ  โดยเมื่อเพิ่มระยะเวลามากขึ้นจะเห็นการละลาย
เกิดขึ้นอยางสมบูรณ  นอกจากนี้ยังพบวาเมื่อลดความเขมขนเปน 25เปอรเซ็นตโดยน้าํหนัก หรือต่ํา
กวา   แผนเมมเบรนไมละลายภายใน 5 ช่ัวโมง  แตแผนเมมเบรนยังคงแตกงายเมื่อออกแรงบิด  
อยางไรก็ตามไดพบวาสภาวะที่ไมรุนแรงในชวง 5 ช่ัวโมงและสามารถใหแผนเมมเบรนที่มีขนาด
เทากับขนาดกอนแชและไมแตกเมื่อออกแรงบิดดวยมือ (ในที่นี้เรียกวา  แผนมีความเหนียว)  คือ 
ชวงความเขมขนของไฮดราซีนไฮเดรต 2.5 – 10 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกั เวลา 5 ช่ัวโมง  แตที่ความ
เขมขน 15 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนัก ชวงระยะเวลาที่ใหแผนที่มีสมบัติเหลานี้จะเปน 1 – 4 ช่ัวโมง 

 
สําหรับแผนเมมเบรนที่หนา 200 ไมโครเมตรนั้น  พบวายังคงละลายใน

สารละลายไฮดราซีนไฮเดรตที่เขมขน 98 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักในระยะเวลา 1- 5 ช่ัวโมงนี้  แต
พบวาแผนเมมเบรนที่หนามากขึ้นนี้สามารถทนสารละลายไฮดราซีนไฮเดรตไดมากขึ้นดวยกลาวคือ 
ไมพบการละลายของแผนเมมเบรนเมื่อแชที่มีความเขมขน 75 และ 50 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก เมื่อ  
ใชระยะเวลาในการแชต่ํากวา 4 และ 5 ช่ัวโมงตามลําดับ    
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ตารางที่ 13  ลักษณะของเมมเบรนเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ผานปฏิกิริยารีดักชั่นทีใ่ชไฮดราซีนไฮ
เดรตเปนรีดวิซ่ิงเอเจนต    

 
ความหนา
เมมเบรน 
(ไมโคร 
เมตร) 

เวลาทําปฏิกิริยา 
 (ชวโมง) 

ความเขมขน 
(เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก) 

1 2 3 4 5 

98 ละลาย 
75 เปราะ2 ละลาย 
50 เปราะ2 ละลาย 
25 เปราะ1 เปราะ2 
15 เหนยีว เปราะ1 
10 
5 

50 

2.5 

 
เหนยีว 

 
98 ละลาย 
75 เปราะ2 ละลาย 
50 เปราะ2 ละลาย 
25 เหนยีว เปราะ1 เปราะ2 

15 

200 

10 
เหนยีว 

 
หมายเหตุ  1. “ละลาย” คือ แผนเมมเบรน (บางสวนหรือทั้งหมด) ละลายในสารละลายไฮดราซีนไฮ

เดรต เมื่อส้ินสุดปฏิกิริยา ขนาดของแผนเมมเบรนเล็กลงกวาขนาดกอนแช 
2. ตัวเลขหลัง “เปราะ” แสดงถึงระดับความเปราะ โดยเลข 2 แสดงถึงแผนเมมเบรนที่
ผานปฏิกิริยารีดักชั่น  แตแตกหักเสยีหายในขั้นตอนการลาง  และเลข 1 แสดงถึงแผนเมม
เบรนที่ผานปฏิกิริยารีดักชั่นและขั้นตอนการลาง โดยไมเกิดการแตกหกั  แตแผนสามารถ
แตกไดอยางงายดายเมื่อถูกบิดดวยมือ (นัน่คือ เปราะ1 แข็งแรงกวา เปราะ2) 
3. ในที่นี้ “เหนียว” หมายถงึแผนเมมเบรนไมแตกเมื่อถูกบิดดวยมือ 
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นอกจากนี้ยังพบวาสภาวะ (ความเขมขนและระยะเวลาการแช) ที่แผนเมมเบรน
ยังคงเหนยีว และมีขนาดเทากับกอนแช มชีวงที่กวางกวาเมื่อเทียบกับการใชแผนเมมเบรนที่หนา
เพียง 50 ไมโครเมตร   นอกจากนี้ผลการวิเคราะหปริมาณการแลกเปลี่ยนประจุ (IEC) ของแผนเมม
เบรนที่ผานปฏิกิริยารีดักชั่นโดยใชไฮดราซีนไฮเดรต  (ตาราง 14)  ไดแสดงใหเห็นวา แผนเมมเบรน
ที่ผานปฏิกิริยารีดักชั่นดวยไฮดราซีนไฮเดรตเขมขน 15 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกั ระยะเวลาการแช 5 
ช่ัวโมง  มีคาปริมาณการแลกเปลี่ยนประจุสูงสุด คือ 0.93 มิลลิอีควิวาเลนซตอกรัม  ในขณะทีก่ารใช
ความเขมขนสงูขึ้น เปน 25 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกั  แตดวยเวลาที่ใชนอยคือ 1 ช่ัวโมง  จะทําใหคา
ปริมาณการแลกเปลี่ยนประจตุ่ํากวา  และทีร่ะยะเวลาการแชเทากันคือ 5 ช่ัวโมง ความเขมขนที่สูง
กวากจ็ะใหคาปริมาณการแลกเปลี่ยนประจทุี่สูงกวา  เนื่องจากคาปริมาณการแลกเปลี่ยนประจุที่มีคา
มาก หมายถึงการมีปริมาณหมูเอมีนที่มากขึ้นดวย  ดงันั้นจึงสรุปไดวา  สภาวะทีใ่หปริมาณหมูเอมีน
สูงที่สุดที่ควรใชในปฏิกิริยารีดักชั่นนี้ คือใชสารละลายไฮดราซีนไฮเดรต 15 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกั 
ระยะเวลา 5 ช่ัวโมง 

 
นอกจากนี้ปริมาณการแลกเปลี่ยนประจุของพอลิเมอรที่ไมมีหมูเอมีน  คือพอลิฟ

นิลซัลโฟน และไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน จะเห็นวามีคาเทากับ 0.01 มิลลิอีควิวาเลนซตอกรัม ซ่ึง
แทจริงแลวควรมีคาเปนศูนย  ที่เปนเชนนีเ้นื่องจากความผิดพลาดจากการวัด  เพราะมอียู 1 ใน 3 
คร้ังที่ใหคาไมเปนศูนยแตใกลเคียงมาก ดังนั้นเมื่อนํามาเฉลี่ยแลวจึงมีคามากกวาศูนยเล็กนอยนัน่เอง 

 
ตารางที่ 14  ปริมาณการแลกเปลี่ยนประจ ุ(IEC) ของพอลฟินิลซัลโฟน (PPSU)  ไนเตรตพอลิฟนิล

ซัลโฟน (NPPSU)  และเอมนีพอลิฟนิลซัลโฟน (APPSU) ทั้ง 3 สภาวะ 
 

สภาวะของการทดลอง ปริมาณการแลกเปลี่ยนประจ ุ(meq/g) 
PPSU 0.01 

NPPSU 0.01 
 APPSU : 25 เปอรเซ็นต 1 ช่ัวโมง 0.76 
APPSU : 15 เปอรเซ็นต 5 ช่ัวโมง 0.93 
APPSU : 10 เปอรเซ็นต 5 ช่ัวโมง 0.10 
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การทําปฏิกิริยารีดักชั่นโดยใชสารละลายไฮดราซีนไฮเดรตเพื่อเปลี่ยนหมูไน
โตรใหกลายเปนหมูเอมีน  ไดมีผูศึกษาไวมากมายทั้งทีใ่ชตัวเรงปฏิกิริยา (Lauwiner et al., 1998) 
และไมใชตัวเรงปฏิกิริยา (Chowdhury et al., 2001; Jayaswal et al., 2001; Sinha et al., 2003; 
Pugazhenthi and Kumar 2004)  ซ่ึงปฏิกิริยาการเปลี่ยนหมูไนโตรใหกลายเปนหมูเอมีนโดยใช
ไฮดราซีนไฮเดรตในงานวิจยันี้เปนแบบไมใชตัวเรงปฏกิิริยา  โดยภาพที่ 16 และ 17 แสดงถึง
โครงสรางทางเคมีของโมเลกุลเล็กที่มีวงเบนซีน และของไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน (NPPSU)  กอน
และหลังปฏิกริิยารีดักชั่น ตามลําดับ   
 
 
 
                                               
ภาพที่ 16  ปฏิกิริยาการเปลี่ยนหมูไนโตรใหกลายเปนหมูเอมีนโดยใชไฮดราซีนไฮเดรต 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 17  โครงสรางของไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน (NPPSU) และเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน 

(APPSU) 
 

เมื่อพิจารณาสวนของการวิเคราะหหมูเอมนี  ดวยฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรด 
หรือเอฟทีไออาร  แบนดของหมูเอมีนบนเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน (APPSU)  ควรจะพบที่ตําแหนง  
3350-3550 และ 3250-3450 เซ็นติเมตร-1  สําหรับโครงสรางที่สมมาตร (Symmetry) และไม
สมมาตร (Asymmetry)  ตามลําดับ แตกลับมองไมเห็นแบนดเหลานัน้เมือ่เปรียบเทียบกับพอลิฟนิล
ซัลโฟน (PPSU)  เนื่องจากโดนบดบัง (ภาพผนวกที่ ก1)  สวนการวเิคราะหดวยนิวเคลียรแมกแน
ติกเรโซแนนซ หรือเอ็นเอ็มอาร (Nuclear Magnetic Resonance, NMR)  เมื่อนําภาพของไนเตรตพอ
ลิฟนิลซัลโฟน (NPPSU)  มาเปรียบเทียบกบัเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน (APPSU)  (ภาพผนวกที่ ข1)

H 2 N NH2

O 2 N NO2 ไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน
(NPPSU) 

เอมีนพอลิฟนลิซัลโฟน
(APPSU) 

H 2 N NH2

2 2
ไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน

(NPPSU) 

เอมีนพอลิฟนลิซัลโฟน
(APPSU) 

NON O 

   2                   +    3 N2H4.H2O                          2                    +   3 N2 +   7 H2O 
                       (ไฮดราซีนไฮเดรต) 

R                NO2                                               R                 NH2 
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พบวา  ภาพทั้งสองไมแตกตางกันมากนัก  กลาวคือ เมื่อพอลิเมอรมีการเปลี่ยนหมูไนโตรเปนหมูเอ
มีนแลว  ภาพที่ควรจะเปนม ี2 ลักษณะคือ (1) ตองเกิดจดุยอดจดุใหมขึน้มาเนื่องจากมีโปรตรอน
เพิ่มมาจากตําแหนงของหมูเอมีน และ (2)  ตองเกิดการเลือ่นของจุดยอดเกาเนื่องจากสภาวะของ
ตําแหนงเดิมเปลี่ยนไปจากการมีหมูเอมีนมาแทนที่หมูไนโตร  แตภาพที่ไดกลับไมเหน็เปนเชนนั้น  
อาจเนื่องมาจากปริมาณหมูเอมีนที่เกิดขึน้บนพอลิเมอรมีไมมากพอทีจ่ะสงผลตอการเปลี่ยนแปลง  
ซ่ึงจากคาปริมาณการแลกเปลี่ยนประจุ (ตารางที่ 14)  ก็เหน็เปนเชนนั้น  เนื่องจากมีคาปริมาณการ
แลกเปลี่ยนประจุที่ต่ํา 

 
2.  ผลการตรงึเอนไซมไลเปสดวยพันธะโควาเลนทบนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ดัดแปลงโครงสราง    
 

2.1  ผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด (glutaraldehyde) ตอการตรึง 
 

อิทธิพลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่มีตอสัดสวนปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ 
และสัดสวนกจิกรรมเอนไซมตรึงรูปบนเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน (APPSU) ไดแสดงในภาพที่ 18
โดยความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่ใชอยูในชวง 0 - 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัตอปริมาตร  ในที่นี้
สัดสวนปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะ  คืออัตราสวนของปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะบนแผนเมมเบรนตอ
ปริมาณโปรตีนเริ่มตนที่ใชในการตรึง  และสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป  คืออัตราสวนของคา
กิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปตอคากิจกรรมของเอนไซมอิสระ  ซ่ึงคากิจกรรมทั้งสองจะวัดที่
อุณหภูมิเดยีวกัน ตามวิธีของ Winkler และ Struckmann (Winkler and Struckmann, 1979) (ดู
ภาคผนวก ค และ ง) 

 
จากการทดลองพบวา เมื่อไมกระตุนเอมนีพอลิฟนิลซัลโฟนเมมเบรนดวยกลูตาอัลดี

ไฮด (ที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดเปน 0 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร)   คาสัดสวน
ปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะมีคาต่ําสุด  คือ 15.21 เปอรเซ็นต  ซ่ึงที่สภาวะนี้การยึดเกาะเปนแบบดดูซับ 
(adsorption) นั่นเอง และเมือ่กระตุนเอมนีพอลิฟนิลซัลโฟนเมมเบรนดวยกลูตาอัลดีไฮดที่เขมขน
สูงขึ้น (0.05 - 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร)  จะเห็นวาสัดสวนปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะมีคา
เพิ่มมากขึ้น  

 
กลูตาอัลดีไฮด ทําหนาที่เปนสารเชื่อมขวาง  โดยปลายทั้งสองขางมีหมูอัลดีไฮด  ซ่ึง

หมูอัลดีไฮดทีป่ลายขางหนึ่งจะทําพนัธะโควาเลนทกับหมูเอมีนของเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน 
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เมมเบรน  และหมูอัลดีไฮดที่ปลายอีกขางหนึ่งจะจับกบัหมูเอมีนของเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนท
เชนกัน  แสดงดังภาพที่ 19   ดังนั้นการเพิ่มความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดเพื่อใชกระตุนแผนเมม
เบรน  จะทําใหมีปริมาณกลตูาอัลดีไฮดบนแผนมากขึน้นั่นเอง  จึงสงผลใหสามารถจับกับเอนไซม
ไดมากขึ้น       

  
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 18  ผลของความเขมขนของกลูตาอัลูตาอัลดีไฮดตอสัดสวนปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะ (  ) และ

ตอสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป (  )  โดยระยะเวลาทีใ่ชกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดคือ 
1 ช่ัวโมง สภาวะทีใ่ชตรึงเอนไซมจะถูกกาํหนดใหเหมือนกัน (พีเอช 7  อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส)  และอุณหภูมิทีใ่ชวัดคากจิกรรมเอนไซมคงที่ที่ 55 องศาเซลเซียส  และเสน
ทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของสัดสวนดังกลาวเทานั้น 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 19  การตรึงเอนไซมดวยพนัธะโควาเลนทโดยใชกลูตาอัลดีไฮดเปนสารเชื่อมขวาง
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                    จากภาพที่ 18  ยงัพบวาการเพิม่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่ใชกระตุนแผน 
สามารถเพิ่มสัดสวนกจิกรรมเอนไซมตรึงรูปไดดวย โดยพบวาคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซมจรึงรูป
เพิ่มจาก 61.56 เปอรเซ็นต  เมื่อไมถูกกระตุนดวยกลูตาอลัดีไฮด เปน 63.38 และ 71.22 เปอรเซ็นต 
เมื่อกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดเขมขน 0.05 และ 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนักตอปริมาตร ตามลําดับ  
และสดัสวนกจิกรรมเอนไซมตรึงรูปมีคาลดลงประมาณ 3 เทาที่ความเขมขนกลูตาอัลดีไฮดมีคา
เทากับหรือมากกวา 0.1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  โดยสาเหตุของการเพิ่มขึ้นของสัดสวน
กิจกรรมเอนไซมตรึงรูปนั้นมาจากการที่มปีริมาณเอนไซมเกาะอยูบนเมมเบรนมากขึน้นั่นเอง  แต
เมื่อกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดเขมขน 0.1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนกัตอปริมาตรหรือมากกวา  จะทําให
สัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปมีคาลดลงประมาณ 3 เทา  ซ่ึงตรงขามกับสัดสวนปรมิาณโปรตีนที่
ยึดเกาะที่เพิ่มขึ้นตามการเพิม่ขึ้นของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด  นั่นอาจเปนสาเหตุจากการที่
เมื่อมีปริมาณเอนไซมเกาะบนเมมเบรนหนาแนนเกินไป  ทําใหสงผลตอการแพรของซับสเตรตที่ทํา
ไดยากขึ้น  ดังนั้นจึงไดวาคาความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่เหมาะสมคือ 0.075 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนกัตอปริมาตร  โดยจะใหคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซมสูงสุดคือ 71.22 เปอรเซ็นต  โดยความ
เขมขนของกลูตาอัลดีไฮดทีม่ีผลตอการตรึงเอนไซมนี้สอดคลองกับการทดลองของ Desai และคณะ 
(Desai, 2005) ซ่ึงเคยศึกษาความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดที่มีผลตอการตรึงไลเปสบนเม็ดไคโต
ซาน และพบวาคาความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดคือ 0.02 เปอรเซ็นต   นอกจากนีแ้นวโนมการ
เปลี่ยนแปลงสดัสวนปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะและสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปเมื่อเพิ่มความ
เขมขนของกลูตาอัลดีไฮดทีพ่บในงานวิจยันี้สอดคลองกับสิ่งที่ดุษฎีไดรายงานไวในการศึกษาการ
ตรึงไลเปสบนเม็ดไคโตซาน  ซ่ึงคาความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดคือ 0.05 เปอรเซ็นต (ดุษฎ,ี 2549)   
 

2.2  ผลการวิเคราะหภาพ  ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด (Scanning 
Electron Microscopy, SEM) 

 
ภาพที่ 20 ก. ถึง จ. แสดงผลการสองดูภาพดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสอง

กราด (SEM) ซ่ึงใชกําลังขยายคงที่ที่ 80 เทา  ของ 5 ตัวอยาง ตอไปนี้ (1) เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน  
(2) เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  
(3) เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ไมถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดแลวตรึงเอนไซมไลเปสที่พีเอช 7 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  (4) เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 0.075 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรแลวตรึงเอนไซมไลเปสที่พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
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และ (5) เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอ
ปริมาตรแลวตรึงเอนไซมไลเปสที่พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   

 
เนื่องจากตวัอยางที่ 2 เปนแผนเมมเบรนเอมีนพอลิฟนลิซัลโฟน ที่เพิ่งผานการกระตุน

ดวยกลูตาอัลดไีฮดและไมไดอบแหงกอนนาํมาถาย SEM ในขณะที่ตวัอยางที่ 1 นั้นเปนแผนเมม
เบรนที่ผานการอบแหงแลว  จึงทําใหภาพที ่20 ก. และ ข. แตกตางกันเลก็นอย  ซ่ึงในความเปนจริง  
ถามีการอบแหงตัวอยางที่ 2  และดวยกําลังขยายเพยีง 80 ทั้งสองภาพนีไ้มควรแตกตางกัน (พืน้ผิว 
เรียบ)  เนื่องจากโมเลกุลของกลูตาอัลดีไฮดมีขนาดเล็ก  ภาพที่ 20 ค. ถึง จ. เปนการแสดงถึงการ
กระจายตัวของเอนไซมบนแผนเมมเบรน โดยใชสภาวะการตรึงเหมือนกัน (พเีอช 7 และ 30 องศา
เซลเซียส)  โดยภาพที่ 20 ค.  เปนการยดึเกาะของเอนไซมแบบดูดซับ เพราะไมมีการกระตุนแผน
เมมเบรนดวยกลูตาอัลดีไฮดกอนนําไปตรงึเอนไซม  ในขณะทีภ่าพที่ 20 ง. และ จ.  เปนการยึดเกาะ
แบบพันธะโควาเลนทโดยกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดที่เขมขน 0.075 และ 1 เปอรเซน็ตโดยน้าํหนกั
ตอปริมาตร ตามลําดับ  ดังนัน้เห็นไดวาปริมาณเอนไซมที่ยึดเกาะบนแผนเมมเบรนดวยการดูดซับ
นั้นจะต่ํากวาปริมาณเอนไซมที่ยึดเกาะบนแผนเมมเบรนดวยพันธะโควาเลนท  ซ่ึงสอดคลองกับ
สัดสวนปริมาณโปรตีนที่ยดึเกาะในภาพที่ 18  ซ่ึงมีคาต่ําสุดที่สภาวะการตรึงแบบดูดซับนี้  
นอกจากนี้การกระตุนแผนเมมเบรนดวยกลูตาอัลดีไฮดจะสามารถเพิ่มสัดสวนปริมาณโปรตีนที่ยึด
เกาะได  โดยพบวาคาดังกลาวที่ 1 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัตอปริมาตร มีคาสูงกวาที่ 0.075 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  ซ่ึงตรงกับภาพที่ถายดวย SEM นี้ (ภาพที่ 20 ง. และ จ.)   

  
นอกจากนี้ยังพบวาในภาพที่ 20 ง)  ความหนาแนนของเอนไซมที่เกาะบนแผนเมม

เบรน ต่ํากวาความหนาแนนของเอนไซมในภาพที่ 20 จ.  ซ่ึงนาจะเปนหลักฐานที่อธิบายถึงการมีคา
สัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปสูงที่สุด   และเมื่อกระตุนแผนดวยกลูตาอัลดีไฮดเขมขน 0.075
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร เมื่อเทียบกับที่ 1เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  ภาพทั้งสอง
นี้อาจแสดงหลักฐานของการยึดเกาะระหวางเอนไซมดวยกัน  ซ่ึงจําเปนตองมีการศกึษาตอไปใน
อนาคต 
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                            ก.                                                                             ข. 
 

       
   

      ค.                                               ง.                                               จ. 
 

ภาพที่ 20  ภาพ SEM ของ  ก. เอมีนพอลฟินิลซัลโฟน  ข. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ถูกกระตุน
ดวยกลูตาอัลดไีฮด 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนักตอปริมาตร  ค. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน
ที่ไมถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดแลวตรึงเอนไซมไลเปส  ง. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่
ถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรแลวตรึงเอนไซม
ไลเปส  จ. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 1 เปอรเซ็นตโดย
น้ําหนกัตอปริมาตรแลวตรึงเอนไซมไลเปส  ในที่นี้กําหนดใหสภาวะที่ใชตรึงไลเปส
เหมือนกนั (พเีอช 7 อุณหภมู ิ30 องศาเซลเซียส) 
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2.3  ผลการวิเคราะหความขรุขระของพื้นผิว  ดวยอะตอมมิกฟอรสไมโครสโคป หรือเอเอฟ
เอ็ม (Atomic Force Microscopy, AFM) 

 
ภาพที่ 21 แสดงภาพพื้นผิวของ 5 ตัวอยาง ซ่ึงเตรียมวิธีเดยีวกันกับตวัอยางที่ใช

วิเคราะหดวย SEM ที่ไดอธิบายกอนหนานี้  การวิเคราะหพื้นผิวดวยเอเอฟเอ็ม เปนการยืนยนัดวยคา 
ความขรุขระเฉลี่ย (RMS (Root Mean Square) Roughness) ถึงการมีเอนไซมบนผิว  ซ่ึงจะทําให
ความขรุขระของพื้นผิวเมมเบรนเปลี่ยนไป  โดยไดสรุปความขรุขระเฉลี่ยไวของตวัอยางทั้ง 5 ใน
ตารางที่ 15   

 
ตารางที่ 15  คาความขรุขระเฉลี่ยที่ไดจากเอเอฟเอ็ม 
 

ชนิดตัวอยาง คาความขรุขระเฉลี่ย 
(นาโนเมตร) 

(1) APPSU 8.608  
(2) APPSU + 0.075 เปอรเซ็นต กลูตาอัลดไีฮด 8.754  
(3) APPSU + เอนไซม 9.157  
(4) APPSU + 0.075 เปอรเซ็นต กลูตาอัลดไีฮด + เอนไซม 9.574  
(5) APPSU + 1 เปอรเซ็นต กลูตาอัลดีไฮด + เอนไซม 10.35  

 
จากภาพ AFM ทั้ง 5 ภาพและตารางที่ 15 พบวา  คาความขรุขระเฉลี่ยของตัวอยางที่ 1 

และ 2 มีคาใกลเคียงกัน   และคาความขรุขระเฉลี่ยของการยึดเกาะดวยพันธะโควาเลนทจะมีคาสูง
กวาคาความขรุขระเฉลี่ยเมื่อยึดเกาะแบบดดูซับ  และสูงกวามากเมื่อเทยีบกับแผนเมมเบรนที่ไมผาน
การตรึงเอนไซม    ซ่ึงแสดงถึงการมีเอนไซมบนแผนเมมเบรนนั่นเอง  ซ่ึงสอดคลองกับผลการสอง
ภาพ SEM  (ภาพที่ 20) และผลของความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮดตอการตรึง (ภาพที่ 18)  และ
ใหผลการทดลองเชนเดยีวกบั Saal (Saal et al., 2002) Blasi (Blasi et al., 2005) และ Cusma 
(Cusma et al., 2006)  คือจะใหคาความขรขุระเฉลี่ยที่สูงขึ้นเมื่อพอลิเมอรถูกกระตุนดวยสารเคมี
ใดๆ และจะสงูขึ้นอีกเมื่อนําไปตรึงเอนไซม 
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                            ก.                                                                          ข. 

 
 
 
 
                                                                                  
 
           ค.                                                                         ง. 
 
            
 
 
 
 
                                                                               

           จ. 
                                                                   
ภาพที่ 21  ภาพ AFM แบบสามมิติและแบบดานบน (Top views) ของ  ก. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน   

ข. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก
ตอปริมาตร  ค. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ไมถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดแลวตรึง
เอนไซมไลเปส  ง. เอมนีพอลิฟนิลซัลโฟนที่ถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 0.075 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรแลวตรึงเอนไซมไลเปส  จ. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่
ถูกกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด 1 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรแลวตรึงเอนไซมไล
เปส     ในที่นีก้ําหนดใหสภาวะทีใ่ชตรึงไลเปสเหมือนกนั (พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส) 
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2.4 ผลของระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลดไีฮด (glutaraldehyde) ตอการตรึง 
 

อิทธิพลของระยะเวลาการกระตนของกลตูาอัลดีไฮดทีม่ีตอสัดสวนปริมาณโปรตีนที่
ยึดเกาะและสัดสวนกจิกรรมเอนไซมตรึงรูปบนเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน (APPSU) ไดแสดงในภาพ
ที่ 22 โดยระยะเวลาการกระตุนที่ใชมีตั้งแต 0 ถึง 4 ช่ัวโมง  และกําหนดใหความเขมขนของกลูตา 
อัลดีไฮดคงทีท่ี่ 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร แลวตรึงเอนไซมที่พีเอช 7 และ 30 องศา
เซลเซียส  รวมทั้งวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระที่ 55 องศาเซลเซียส    
  

จากการทดลองพบวา การเปลี่ยนแปลงของคาสัดสวนปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะและ
สัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปในชวงเวลา 0-4 ช่ัวโมง  คลายคลึงกัน  กลาวคือ ในชวงแรก (0-2 
ช่ัวโมง โดยประมาณ)  มกีารเพิ่มขึ้นจนถึงคาสูงสุด จากนั้นคาทั้งสองจะมีแนวโนมลดลงเมื่อเพิ่ม
ระยะเวลาการกระตุนตอไป  ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงในลักษณะนี้อาจอธิบายไดวา ที่ระยะเวลาการ
กระตุนต่ํานั้น  การเพิ่มระยะเวลากระตุนเปนการเพิ่มปริมาณกลูตาอัลดีไฮดที่เกาะบนแผน ซ่ึงทําให
บริเวณทีใ่ชจับเอนไซมมีมากขึ้น  อยางไรกต็ามเมื่อใหเวลาการกระตุนมากเกินไป  จะทําใหหมูอัลดี
ไฮดอีกหนึ่งหมูที่เหลือทางดานปลายสามารถจับกับหมูเอมีนของเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนแทนการ
จับกับเอนไซม  จึงทําใหบริเวณบนแผนเมมเบรนที่ใชกบัจับเอนไซมลดลง  สงผลใหมีเอนไซมมา
เกาะไดนอยลง  ดังนั้นในการวิจัยนี้จึงไดเลือกระยะเวลาการกระตุนที่  2 ช่ัวโมง  ซ่ึงใหคาสัดสวน
กิจกรรมที่สูง 

 
2.5  ผลของอุณหภูมิตอกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป 

 
 ภาพที่ 23 คลายกับภาพที่ 22  โดยเปนการเปรียบเทียบคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึง

รูปที่วัดที่อุณหภูมิ 37 และ 55 องศาเซลเซียส ในชวงระยะเวลาการกระตุนเดยีวกัน  (ดูภาคผนวก ค  
เกี่ยวกับวิธีการวัดคากิจกรรมเอนไซม)   โดยในการทดลองนี้ไดกระตุนเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนเมม
เบรนที่ความเขมขนของกลูตาอัลดไีฮดคงที่ที่ 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  เปน
ระยะเวลา 2 ช่ัวโมง แลวนํามาตรึงเอนไซมที่พีเอช 7 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   

  
จากการทดลองพบวา  คากจิกรรมเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียสจะมีคาสูงกวาการวัดที่  55  องศาเซลเซียส  ซ่ึงคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปก็
ยังคงสูงกวาทีอุ่ณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  ดังแสดงในภาพที่ 23  ซ่ึงมีสาเหตุจากที่อุณหภูมิ 55 องศา
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เซลเซียส  เปนอุณหภูมิที่ไมเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปส โดยทําใหเอนไซมเสีย
สภาพธรรมชาติ (denature) ได  ซ่ึงWinkler และ Struckmann (Winkler and Struckmann, 1979) ได
แนะนําวาควรวิเคราะหคากิจกรรมเอนไซมไลเปสที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนี้  นอกจากนี้ Reed 
ไดรายงานอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของไลเปสที่มาจากเชื้อจลิุนทรีย Pseudomonas  คือ 32 
องศาเซลเซียส (Reed, 1975)   

 
นอกจากนี้จะพบวาการเปลีย่นแปลงของคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปที่วัดที่ 37 

และ 55 องศาเซลเซียสที่ระยะเวลากระตุนตางๆ  มีลักษณะคลายกนั โดยมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อเวลา
เพิ่มจาก 0 เปน 2 ช่ัวโมงโดยประมาณ  จากนั้นมีคาลดลงเมื่อเพิ่มระยะเวลาการกระตุนตอไป 

   
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 22  ผลของระยะเวลาการกระตุนดวยกลูตาอัลูตาอัลดีไฮดตอสัดสวนปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะ 

(  ) และตอสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป (  )  โดยความเขมขนกลูตาอัลดีไฮดที่ใช คือ 
0.075 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัตอปริมาตร สภาวะทีใ่ชตรึงเอนไซมจะถกูกําหนดให
เหมือนกนั (พเีอช 7  อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส)  และอณุหภูมิที่ใชวัดคากิจกรรม
เอนไซมคงที่ที่ 55 องศาเซลเซียส  และเสนทึบแสดงแนวโนมการเปลีย่นแปลงของ
สัดสวนดังกลาวเทานัน้ 
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ภาพที่ 23  ผลของอุณหภูมิขณะวัดกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปตอสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป  

โดย (  ) และ (  ) คือวัดที่ 37 และ 55 องศาเซลเซียส ตามลําดับ  โดยความเขมขนกลูตาอัล
ดีไฮดที่ใช คือ 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัตอปริมาตร เวลา 2 ช่ัวโมง  สภาวะทีใ่ชตรึง
เอนไซมจะถูกกําหนดใหเหมอืนกัน (พีเอช 7  อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส)  และเสนทบึ
แสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของสัดสวนดังกลาวเทานั้น 

 
 2.6  ผลของพีเอชตอการตรึงเอนไซม 
 

เมื่อกระตุนเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนที่ความเขมขนของกลูตาอัลดีไฮด 0.075 เปอรเซ็นต
โดยน้ําหนักตอปริมาตร  เปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมง แลวนาํมาตรึงเอนไซมที่พีเอชตางๆ กัน (พีเอช 5-
9)  ที่อุณหภูมคิงที่ที่ 30 องศาเซลเซียส  การเปลี่ยนแปลงคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป 
เนื่องจากการเปลี่ยนคาพีเอช แสดงดังภาพที่ 24  (ในทีน่ีสั้ดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปคือ 
อัตราสวนของกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปตอกิจกรรมเอนไซมอิสระ  ซ่ึงคาทั้งสองวัดที ่37 องศา
เซลเซียสเหมือนกัน) 

 
จากภาพที่ 24 พบวาคาพีเอชที่ใหคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปสูงสุดก็คือ พีเอช 7 

และคาเทากับ  96.75 เปอรเซ็นต  และสาเหตุที่พีเอช 5, 6, 8 และ 9 ใหคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซม
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ตรึงรูปต่ํากวา  เนื่องมาจากเอนไซมเสียสภาพธรรมชาติจากพีเอชที่ไมเหมาะสม  ซ่ึงสอดคลองกับ
รายงานของ Reed (Reed, 1975) ที่วา คาพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปสจาก
เชื้อจุลินทรีย Pseudomonas  คือ พีเอช 7 – 7.2  

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 24  ผลของพีเอชตอสัดสวนกจิกรรมเอนไซมตรึงรูป โดยความเขมขนกลูตาอัลดีไฮดที่ใช คอื 

0.075 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัตอปริมาตร เวลา 2 ช่ัวโมง  สภาวะทีใ่ชตรึงเอนไซมจะถูก
กําหนดใหเหมอืนกัน (อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส)  อุณหภูมิที่ใชวัดคากจิกรรมเอนไซม
คงที่ที่ 37 องศาเซลเซียส  และเสนทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของสัดสวน
ดังกลาวเทานัน้ 

 
 2.7  ผลของอุณหภูมิตอการตรึงเอนไซม 
 

ในการทดลองนี้สภาวะการกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮดและสภาวะการตรึงเอนไซม
เหมือนกับการศึกษาผลของพีเอชตอการตรึง  แตอุณหภมูิที่ใชตรึงมีคาอยูในชวง 30 ถึง 55 
องศาเซลเซียส  และกําหนดใหพีเอช คงที่ที ่7 โดยการเปลีย่นแปลงคาสดัสวนกจิกรรมเอนไซมตรึง
รูปแสดงดังภาพที่ 25 
 

จากภาพที่ 25 พบวาเมื่อตรึงเอนไซมที่อุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส ใหคา
สัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปไมแตกตางกันมากนัก  ซ่ึงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสจะใหคา
สัดสวนกิจกรรเอนไซมตรึงรูปมากกวาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเพียงเล็กนอยเทานั้น  
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สวนการตรึงเอนไซมที่อุณหภูมิ 45 และ 55 องศาเซลเซียส  จะใหคาสดัสวนกจิกรรมเอนไซมตรึง
รูปลดลง  แสดงใหเห็นวาอณุหภูมิที่เหมาะสมแกการตรึงเอนไซมไลเปสที่มาจากเชือ้จุลินทรีย 
Pseudomonas  คือ 30-37 องศาเซลเซียส  ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Reed (Reed, 1975) วา
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํงานของเอนไซมไลเปสที่มาจากเชื้อจุลินทรีย Pseudomonas  คือ 32 
องศาเซลเซียส  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 25  ผลของอุณหภูมติอสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป โดยความเขมขนกลูตาอัลดีไฮดที่ใช 

คือ 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร เวลา 2 ช่ัวโมง  สภาวะทีใ่ชตรึงเอนไซมจะ
ถูกกําหนดใหเหมือนกนั (อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส)  อุณหภูมิที่ใชวดัคากิจกรรม
เอนไซมคงที่ที่ 37 องศาเซลเซียส  และเสนทึบแสดงแนวโนมการเปลีย่นแปลงของ
สัดสวนดังกลาวเทานัน้ 

 
3.  ศึกษาเสถียรภาพของเอนไซมตรึงรปูตออุณหภูมิและพีเอช  
 
 3.1  ศึกษาเสถียรภาพของเอนไซมตรึงรูปตอพีเอช 

 
เนื่องจากงานวจิัยนี้  มุงทีจ่ะตรึงเอนไซมเพือ่นําไปใชในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ

ฟเคชั่นในการผลิตไบโอดีเซล  ซ่ึงมีบทความอางวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทําปฏกิิริยานี้ทีใ่ช 
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ไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาคือ 50  องศาเซลเซียส (ดุษฎ,ี 2549)  ดังนั้นการศึกษาเสถียรภาพของ
เอนไซมตรึงรูปนี้ จึงทําโดยตรึงเอนไซมไลเปสที่สภาวะที่เหมาะสม (ที่กลาวมาขางตน) แลวนํามา
บมในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรที่มีคาพีเอชตางๆ (5 ถึง 9)  ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง   ภาพที่ 26 แสดงคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซมของเอนไซมตรึงรูปและเอนไซม
อิสระที่คาพีเอชตางๆ  (ซ่ึงในที่นี้สัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปก็คือ  อัตราสวนของกิจกรรม
เอนไซมตรึงรูปที่ผานการบมตอกิจกรรมเอนไซมอิสระที่ไมผานการบม  และสัดสวนกิจกรรม
เอนไซมอิสระคืออัตราสวนของกิจกรรมเอนไซมอิสระที่ผานการบมตอกิจกรรมเอนไซมอิสระที่ไม
ผานการบม) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 26  การเปลี่ยนแปลงของสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป (  ) และเอนไซมอิสระ(  ) ทีพ่ีเอช
ที่ใชบมตางๆ  เสนทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงเทานั้น  ลูกศรแสดงถึงแกนแนวดิ่ง 
(แกน y) ที่ใชแสดงคาสัดสวนกจิกรรมเอนไซม 

 
จากภาพที่ 26 พบวาสําหรับเอนไซมตรึงรูป ที่คาพีเอชตั้งแต 5 ถึง 9  คาสัดสวน

กิจกรรมเอนไซมตรึงรูปมีคาคอนขางคงที่  โดยพบวามีคาสูงสุดอยูที่พีเอชประมาณ 7 นั่นคือที่พีเอช 
5, 6, 8 และ 9 เอนไซมเสียสภาพธรรมชาติจากพีเอชที่ไมเหมาะสมไปเพียงเล็กนอยเทานั้น  โดยจาก 
การวัดปริมาณเอนไซมในบฟัเฟอรที่ใชบมเอนไซมตรึงรูปหลังจากครบกําหนดเวลาบมแลว พบวา 
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ไมพบปริมาณเอนไซมหลุดออกมาเปนนยัสําคัญ   ดังนั้นการลดลงของสัดสวนกิจกรรมเอนไซม
ตรึงรูปจึงนาจะเกดิจากการเสียสภาพธรรมชาติเทานั้น 

 
นอกจากนี้ที่พีเอชของการบมเหลานี้  มีผลตอการเปลี่ยนแปลงของคาสัดสวนกิจกรรม

ของเอนไซมอิสระในทํานองเดียวกันกับเอนไซมตรึงรูป  โดยพบคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซมอิสระ
สูงที่สุดที่พีเอชประมาณ 7 เชนเดียวกนั  สวนคาสัดสวนกิจกรรมของเอนไซมอิสระที่ต่ํามากนี้ 
แสดงถึงการลดลงของคากิจกรรมของเอนไซมอิสระที่ผานการบม เมื่อเทียบกับกิจกรรมเอนไซม
อิสระที่ไมผานการบม  ในขณะที่คาสัดสวนกจิกรรมเอนไซมตรึงรูปมีคาสูงกวา 90เปอรเซ็นต ซ่ึงบง
บอกถึงการลดลงที่ไมมากนกัของคากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปที่ผานการบม เมื่อเทียบกับ
กิจกรรมเอนไซมอิสระที่ไมผานการบม   นั่นแสดงวาเอนไซมตรึงรูปมีความเสถียร หรือทนตอพี
เอชไดดกีวาเอนไซมอิสระ 

 
3.2  ศึกษาเสถียรภาพของเอนไซมตรึงรูปตออุณหภูม ิ
 

เนื่องจากงานวจิัยนี้  มุงทีจ่ะตรึงเอนไซมเพือ่นําไปใชในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ
ฟเคชั่นในการผลิตไบโอดีเซล  ซ่ึงมีคาพีเอชของระบบประมาณ 6  ดังนั้นการศึกษาเสถียรภาพของ
เอนไซมตรึงรูปนี้ จึงทําโดยตรึงเอนไซมไลเปสที่สภาวะที่เหมาะสม (ที่กลาวมาขางตน) แลวนํามา
บมในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอรที่มีคาพีเอช 6 ที่อุณหภูมิตางๆ (30 ถึง 60 องศาเซลเซียส)  เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง  ภาพที่ 27 แสดงคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซมของเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระ
ที่อุณหภูมิตางๆ   

 
จากภาพที่ 27 พบวาที่อุณหภมูิตั้งแต 30 ถึง 60 องศาเซลเซียส  คาสัดสวนกิจกรรม

เอนไซมตรึงรูปมีคาคอนขางคงที่  โดยมีคาสูงสุดอยูที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ซ่ึงที่อุณหภูมิสูง
กวานีเ้อนไซมจะเสียสภาพธรรมชาติ  และจากการวิเคราะหหาปริมาณเอนไซมที่หลุดออกมาขณะ
บมนี้  พบวาไมมีการหลุดของเอนไซมอยางมีนัยสําคัญ  ดังนั้นจึงเปนไปไดวาการลดลงของสัดสวน
กิจกรรมเอนไซมนี้เกิดเนื่องจากการเสียสภาพธรรมชาติของเอนไซม มากกวาที่จะเกิดเนื่องจาก
พันธะที่ยดึระหวางเอนไซมกันเอง และระหวางเอนไซมกับพอลิเมอรถูกทําลาย 

 
ที่อุณหภูมิของการบมเหลานีม้ีผลตอการเปลี่ยนแปลงของคาสัดสวนกจิกรรมของ

เอนไซมอิสระในทํานองเดียวกันกับเอนไซมตรึงรูป  โดยมีคาลดลงเมื่อเพิ่มอุณหภูมสูิงกวา 30 องศา
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เซลเซียส   สวนคาสัดสวนกจิกรรมของเอนไซมอิสระที่ต่ํามากนี้ แสดงถึงการลดลงของคากิจกรรม
ของเอนไซมอิสระที่ผานการบม เมื่อเทียบกบักิจกรรมเอนไซมอิสระที่ไมผานการบม  ในขณะที่คา
สัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูปมีคาสูงกวา 90 เปอรเซ็นตซ่ึงบงบอกถึงการลดลงที่ไมมากนักของ
คากิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปที่ผานการบม เมื่อเทียบกบักิจกรรมเอนไซมอิสระที่ไมผานการบม   
นั่นแสดงวาเอนไซมตรึงรูปมีความเสถียร หรือทนตออุณหภูมิไดดีกวาเอนไซมอิสระ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 27  การเปลี่ยนแปลงของสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป (  ) และเอนไซมอิสระ(  ) ที่

อุณหภูมิที่ใชบมตางๆ  เสนทึบแสดงแนวโนมการเปลี่ยนแปลงเทานั้น  ลูกศรแสดงถึง
แกนแนวดิ่ง (แกน y) ที่ใชแสดงคาสัดสวนกิจกรรมเอนไซม 

 
4.  ศึกษาการทํางานของเอนไซมตรึงรูปกับเอนไซมอิสระในการผลิตไบโอดีเซลโดยปฏกิิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
 

ในการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบปริมาณเมทลิเอสเทอรที่ไดจากปฏิกิรยาทรานสเอสเทอริ
ฟเคชั่นที่ใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปและอิสระ  จะกระทําที่สภาวะ (อัตราสวนน้ํามันตอเมธานอล,   
ปริมาณน้ําเมื่อเทียบกับน้ําหนักน้ํามนั,  ความเร็วรอบที่เขยา, อุณหภูมิ และเวลาของการทําปฏิกิริยา )   
ที่ถือวาดีที่สุด ที่ดุษฎีไดรายงานไว  ซ่ึงใชไลเปสจากเชื้อ Pseudomonas fluorescens  ตรึงดวยพันธะ
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โควาเลนทบนเม็ดไคโตซาน  (ดุษฎ,ี 2549)  อยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ไดเปลี่ยนแปลง
อัตราสวนของน้ําหนกัของแผนเมมเบรนทีม่ีเอนไซมเกาะตอน้ําหนักของน้ํามันสบูดาํจาก 1 ตอ 1  
(สภาวะที่ดีที่สุดของดุษฎี) เปน 1 ตอ 20  เนือ่งดวยลักษณะของแผนเมมเบรนที่บางและเรียบ  จึงทาํ
ใหเกิดการยึดติดกันของแผนขณะทําปฏกิริิยาไดดี  ซ่ึงจะสงผลตอการลดลงของปริมาณเอนไซมที่
จะทํางานได  (ในขณะที่งานของดุษฎีไดใชเม็ดกลมไคโตซาน ดังนั้นการยึดติดกันของเม็ดจึงเกิด
นอยกวา)   ดังนั้นการเพิ่มจํานวนแผนใหมากขึ้น อาจไมไดเปนการเพิม่ปริมาณเอนไซมที่ทํางานได
ในสัดสวนเดยีวกัน  ดังนั้นการลดจํานวนแผนอาจเปนทางเลือกที่ดีกวา  นอกจากนี้เพือ่เปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของการใชเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระ  ดังนั้นในการทําปฏิกิริยาทรานสเอส 
เทอริฟเคชั่นทีใ่ชเอนไซมอิสระ  จึงไดใชปริมาณของเอนไซมอิสระที่มีคาใกลเคียงกบัปริมาณ
เอนไซมที่เกาะอยูบนแผนเมมเบรนที่ใชงานขางตน 
 

ภาพที่ 28  แสดงถึงปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดจากการทาํปฏิกิริยาปฏิกริิยาทรานสเอส 
เทอริฟเคชั่นทีใ่ชเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา  โดยพบวาเปอรเซ็นตเมทิล
เอสเทอรที่ไดจากการใชเอนไซมตรึงรูป  มีคาสูงกวาเมื่อใชเอนไซมอิสระ   แมวากอนเริ่มทํา
ปฏิกิริยาจะใชปริมาณเอนไซมทั้งสองรูปแบบที่เทากัน  แตเนื่องจากขณะทําปฏิกิริยา  แผนเมมเบรน
ไดยดึติดกนัอยางงายดาย  โดยไมหลุดออกจากกันตลอดระยะเวลาการทําปฏิกิริยา   จึงทําใหซับส
เตรต (ในทีน่ี้คอื น้ํามันสบูดํา) ไมสามารถเขาไปถึงบริเวณเรงของเอนไซมได  และไมเกิดการทํา
ปฏิกิริยาเกิดเปนผลิตภัณฑได   การยึดติดกันของแผนเมมเบรนนี้จึงแสดงใหเห็นวาจาํนวนเอนไซม
ที่ทํางานไดบนแผนเมมเบรนนี้มคีานอยกวาปริมาณเอนไซมอิสระที่ทํางานได  ซ่ึงขดัแยงกับคา
เมทิลเอสเทอรจากการใชเอนไซมตรึงรูปที่มีคาสูง  โดยคาดวามีสาเหตจุากเสถียรภาพของเอนไซม
ตรึงรูปตออุณหภูมแิละพีเอชที่สูงกวาเอนไซมอิสระนั่นเอง 
 

เมื่อเปรียบเทียบผลจากการทดลองนี้กับงานวิจยัของดุษฎี (ดุษฎ,ี 2549) ที่ใชปริมาณเม็ดไค
โตซานที่มีเอนไซมไลเปสเกาะอยู 100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน  มาเรงปฏิกิริยาทรานสเอส 
เทอริฟเคชั่น ที่สภาวะเดยีวกัน  พบวาไดคาเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรจากเอนไซมอิสระและเอนไซม
ตรึงรูปเทากับ 32.68 และ 25.28 เปอรเซ็นต  ตามลําดับ  สาเหตุที่งานวิจยัของดุษฎีไดคาเปอรเซ็นต
เมทิลเอสเทอรมากกวานั้น เพราะวาใชปริมาณเม็ดไคโตซานที่มีเอนไซมเกาะในปรมิาณมาก คือ 
100 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักน้ํามัน และในแตละเม็ด ปริมาณเอนไซมที่เกาะมีคาสูงกวาเนื่องจากใน
ทุกเมอรของไคโตซานจะมหีมูเอมีน และความเขมขนของสารละลายเอนไซมที่ใชในการตรึงมีคา
เทากับ 0.5 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนักตอปริมาตร  ในขณะที่งานวิจยันีใ้ชเพียง 0.014 เปอรเซ็นตโดย
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น้ําหนกัตอปริมาตร    (หมายเหตใุนการศึกษาของดุษฎี จะเห็นการลดลงของเปอรเซ็นตเมทิลเอส
เทอรที่ไดจากเอนไซมตรึงรูป เมื่อเทียบกบัเอนไซมอิสระ) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 28  ปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดจากการใชเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปเปนตัวเรง

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยสภาวะของการทําปฏิกิริยาที่ใชคือ อัตราสวนของ
ปริมาณแผนเมมเบรนที่มีเอนไซมเกาะอยูตอน้ําหนกัน้ํามันมีคาเปน 1ตอ 20   อัตราสวน
โมลของน้ํามันตอเมธานอลเปน 1 ตอ 3 และใชปริมาณน้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกั
น้ํามัน  เขยาทีค่วามเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 สรุป 
 

งาานวิจยันี้มุงศึกษาการตรึงรูปเอนไซมไลเปสบนพอลิเมอรดวยพนัธะโควาเลนท  ซ่ึงถือ
เปนพันธะทีแ่ข็งแรงมาก โดยเอนไซมที่ตรึงรูปนี้จะนําไปใชในการผลิตไบโอดีเซลดวยปฏิกิริยาท
รานสเอสเทอริฟเคชั่นแทนการใชเอนไซมอิสระ  ซ่ึงมีราคาแพง  เนื่องดวยพอลิฟนิลซัลโฟน 
(PPSU) มีคุณสมบัติเหนียว ทนกรดและเบสไดดี  และยังมีคาอุณหภูมิกลาสทรานซิช่ันสูง  จึงเหมาะ
ที่จะใชตรึงไลเปสแลวนําไปใชในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น  และเนื่องจากไมมีโครงสราง
ทางเคมีที่เปนอะลิฟาติก  จึงทําใหเหมาะสมอยางยิ่งที่จะใชกับปฏิกิริยาไนเตรชั่นทีใ่ชไนโตรเบนซนี
เปนตัวทําละลาย และสภาวะที่เหมาะสมคือ 55 องศาเซลเซียส  และ 1 ช่ัวโมง โดยผลการวิเคราะห
ปริมาณธาตุดวยอิเลเมนทอลอะนาไลเซอร  ไดพบวามหีมูไนโตรประมาณ 2  หมูตอ 1 เมอรซ่ึง 
สอดคลองกับทฤษฏี  และในปฏิกิริยารีดกัชั่นดวยไฮดราซีนไฮเดรตจาํเปนตองใชแผนเมมเบรนทีม่ี
ความหนา 200 ไมโครเมตร  ซ่ึงจะทําใหทนตอไอดราซีนที่ความเขมขน 15 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกั
ระยะเวลาการทําปฏิกิริยาเปน 5 ช่ัวโมง  ซ่ึงเปนสภาวะทีใ่หคาปริมาณการแลกเปลี่ยนประจุสูงสุด 

  
ในการศึกษาสภาวะที่ดีที่สุดของการตรึงเอนไซมนั้นพบวา ตองกระตุนดวยกลูตาอัลดีไฮด

ที่มีความเขมขน 0.075 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  เปนเวลา 2 ช่ัวโมง  แลวทาํการตรึงไล
เปสที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  พีเอช 7 นาน 18 ช่ัวโมง  โดยเอนไซมตรึงรูปมีเสถียรภาพสูงกวา
เอนไซมอิสระ  และคาดวาเปนสาเหตุของคาเปอรเซ็นตเมทิลเอสเทอรที่สูงกวาการใชเอนไซมอิสระ  
งานวิจยันีน้าจะมีการศึกษาตอไปเเพื่อแกปญหาของการยดึติดกนัของแผนเมมเบรนขณะทํา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น  และอาจชวยเพิ่มคาเปอรเซ็นตเมทิลเอสเตอรได 

 

ขอเสนอแนะ 
 
 1.  ควรศึกษาตวัแปรอื่น ๆ ทีม่ีอิทธิพลตอการตรึงเอนไซมไลเปสบนเอมีนพอลิฟนิล
ซัลโฟน  ดวยพันธะโควาเลนทเพิ่มเติม เชน ปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมในการตรึง  และความ
เขมขนของประจุ เปนตน 
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 2.  ควรศึกษาการตรึงเอนไซมไลเปส ที่ไดจากแหลงธรรมชาติที่ผลิตขึ้นเอง เพื่อใชในการ 
ผลิตไบโอดีเซล ซ่ึงจะชวยลดตนทุนในการผลิต 
 

3.  ควรศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นดวยเอนไซมตรึง
รูปบนเอมีนพอลิฟนิลซัลโฟนและเอนไซมอิสระ 
 
 4.  ควรศึกษาลกัษณะรูปรางของเอนไซมตรึงรูปในรูปแบบอื่น เชน รูปรางกลม เพื่อจะใช
งานไดดกีวารูปรางแบบแผน 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 
 

ภาพฟูเรียรทรานสฟอรมอินฟราเรด  หรือเอฟทีไออาร (FTIR)  
 

 
 
 

ภาพผนวกที่ ก1  เอฟทีไออารของ ก. พอลิฟนิลซัลโฟน ข. ไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน และ ค. เอมีน 
พอลิฟนิลซัลโฟน 
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ก. พอลิฟนิลซัลโฟน 

ค. เอมีนพอลิฟนิลซัลโฟน 
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ภาคผนวก ข 
 

ภาพนิวเคลียรแมกแนติกเรโซแนนซ  หรือเอ็นเอ็มอาร (NMR) 
 

 
 
ก. 

 

          
 

ข. 
 

ภาพผนวกที่ ข1  เอ็นเอ็มอารของ ก. ไนเตรตพอลิฟนิลซัลโฟน และ ข. เอมีนพอลิฟนลิซัลโฟน  
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีวิเคราะหเอนไซม 
 

1.  วิธีการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป  Winkler and Struckmann (1979) 
 

1.1  การเตรียมกราฟมาตรฐาน p-nitrophenol  
 

เจือจางสารละลาย  p-nitrophenol (pNP)   ความเขมขน 10  ไมโครโมลตอมิลลิลิตร
ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 8 ใหไดความเขมขน 0.25 ไมโคร
โมลตอมิลลิลิตร จากนั้นเจือจางตอดวยบัฟเฟอรเดียวกนัใหมีความเขมขนเทากับ 0-0.045 ไมโคร
โมลตอมิลลิลิตร  จากนั้นนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร ไดผลดังภาพ
ผนวกที่ ค1  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ค1  กราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร 
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 1.2   วิธีการเตรียมสารเคมีในการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมไลเปส  
 

 1.2.1  ละลาย p-nitrophenoyl palmitate 30 มิลลิกรัม ใน 2-โพรพานอล ใหไดปริมาตร 
 
รวม 10 มิลลิลิตร 
 

 1.2.2  ละลาย Triton-x 100 ปริมาณ 0.4 กรัม และ Gum arabic 0.1 กรัม ในสารละลาย
โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร  พีเอช 8 ใหไดปริมาตร 90 มิลลิลิตร 

 
 1.2.3  ละลายโซเดียมคารบอเนตปริมาณ 211.8 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่นใหไดปริมาตร

รวม 1000 มิลลิลิตร 
 

1.3   วิธีการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมไลเปส  
 

 1.3.1  สําหรับการวิเคราะหกจิกรรมเอนไซมอิสระ  ใหเตรียมสารละลายเอนไซมที่
ทราบความเขมขนแนนอน ในที่นีใ้ชความเขมขนของสารละลายเอนไซมอิสระ คือ 140 ไมโครกรัม
ตอมิลลิลิตร   

 
 1.3.2  สําหรับการวิเคราะหกจิกรรมเอนไซมตรึงรูป  ใหเตรียมสารละลายเอนไซมตรึง

รูปที่ถูกตรึงลงบนแผนเมมเบรน ขนาดกวาง 1 เซนติเมตร ยาว 1 เซนตเิมตร จํานวน 1 แผน 
 
 1.3.3  เติมสารละลายในขอ 1.2.1 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายในขอ 

1.2.2 ปริมาตร 1.8 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง  จากนั้นเขยาใหเขากัน ในกรณีวิเคราะหกจิกรรม
เอนไซมอิสระใหเติมสารละลายเอนไซมอิสระที่เตรียมไวจากขอ 1.3.1 ปริมาตร 0.1 มิลลิตร  สวน
ในกรณีวิเคราะหกจิกรรมเอนไซมตรึงรูป  ใหเติมเอนไซมตรึงรูปที่เตรียมไวจากขอ 1.3.2 จากนั้น
เขยาใหเขากันอีกรอบ  แลวนําหลอดทดลองดังกลาวไปอุนในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  

 
 1.3.4  เมื่อครบเวลา  หยดุปฏิกิริยาโดยเตมิสารละลายในขอ 1.2.3 ปริมาตร 2.9 

มิลลิลิตร  เขยาใหเขากนัแลวทิ้งไว 5 นาท ี
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 1.3.5  หาปริมาณ p-nitrophenol โดยนําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 
นาโนเมตร แลวนําคาที่ไดเทยีบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน p-nitrophenol 
  

กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม หมายถึง ปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย p-nitrophenyl 
palmitate แลวให p-nitrophenol เกิดขึ้น 1 ไมโครโมล ภายในเวลา 1 นาที ในสภาวะทดสอบ 
 
2.   วิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีนในสารละลายเอนไซมไลเปส  Bradford (1976) 
 

2.1  วิธีการเตรยีมสารเคมีในการวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 

2.1.1  สารละลายสี เตรียมโดยละลายสารสี Coomassie brilliant blue G-250 100 
มิลลิกรัม ในเอธานอล (99.5 เปอรเซ็นต) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมกรดฟอสฟอริก (85 เปอรเซ็นต) 
ลงไป 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวปรับปริมาตรดวยน้ําปราศจากไออนใหไดเทากับ 200 
มิลลิลิตร แลวนําไปกรองดวยกระดาษกรองเบอร 41  

 
2.1.2  สารละลายโปรตีนมาตรฐาน เตรียมสารละลายโปรตีนของ BSA (bovine serum 

albumin) ความเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยช่ัง BSA 50 มิลลิกรัม ปรับปริมาตรดวยน้ํา
ปราศจากประจุใหได 100 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางดวยน้ําปราศจากไออน ใหมีความเขมขนเทากบั 
0-30 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เพื่อสรางกราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีน BSA ซ่ึงแสดงดัง
ภาพผนวกที่ ค2 

 
2.2  วิธีการวิเคราะหปริมาณโปรตีน 

 
ปเปตตัวอยางที่เจือจางดวยบัฟเฟอรที่ใชในการตรึงเอนไซมที่เหมาะสมและสารละลาย

โปรตีนมาตรฐานลงในหลอดทดลอง 6 มิลลิลิตร  จากนัน้เติมสารละลายสี 1.5 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลองที่มีตัวอยางอยู ผสมใหเขากนั ทิ้งไว 5 นาที  แลววดัคาการดูดกลืนแสงของสาร
ตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐานที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร จากนั้นนาํคาการดูดกลนื
แสงที่ไดมาเทยีบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีนเพื่อหาความเขมขนของโปรตีนของ
ตัวอยาง  
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ภาพผนวกที่ ค2  กราฟมาตรฐานสารละลายโปรตีนของ BSA ที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
      
3.  วิธีการวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร 
 

ช่ังน้ํามันที่ตองการวิเคราะหประมาณ 50 มลิลิกรัม ใสในขวด Vial สําหรับวิเคราะหดวย
เครื่องกาซโครมาโตรกราฟ จากนั้นเติมสารละลายมาตรฐาน ในทีน่ี้คือ เมทิลเฮปตะเดคาโนต 
(Methyl heptadecanoate) 1 มิลลิลิตร แลวนําไปเขยาดวยเครื่องวอรเทกซ เปนเวลา  1 นาที นํา
สารละลายที่ไดไปวิเคราะหดวยเครื่องกาซโครมาโตรกราฟ เพื่อหาพืน้ที่ใตกราฟและคํานวณ
ปริมาณเมทิลเอสเทอร 
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ภาคผนวก ง 
 

การคํานวณ 
 

1.  การคํานวณปริมาณโปรตีน 
 

                                             
 

จากแผนภาพขางตน  หลังจากนําตัวอยางที่มีปริมาตรรวม 7.5 มิลลิลิตร มาวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตรแลว  จะไดวา  

 
ความเขมขนของโปรตีน  =    
(ไมโครกรัมตอมิลลิตร)                                                                                         

 
 
 

ตัวอยาง 10 มล. 

ดูดมา 5 มล. 

ตัวอยาง 5 มล.+ 
น้ําปราศจากไออน 10 มล. 
ดังนั้น ปริมาตรรวม 15 มล. 

ดูดมา 6 มล. 

วัดคาการดดูกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร 

เติมสารละลายสี 1.5 มล. 

ปริมาตรรวมเทากับ 7.5 มล. 

15(มล.) × คาการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร × 10(มล.) 
ความชันของกราฟมาตรฐานของโปรตีน BSA × 5(มล.) 
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2.  การคํานวณสัดสวนของปริมาณโปรตนีท่ียึดเกาะบนพอลิเมอร (Protein coupling yield) 
 

สัดสวนของปริมาณโปรตีนที่ยึดเกาะบนพอลิเมอร (เปอรเซ็นต)  =  [(P0- Pf)/P0]× 100 
 

โดย P0 และ Pf  คือ ปริมาณโปรตีนของสารละลายเอนไซมกอนตรึงและหลังตรึง 
(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ตามลําดับ 
 
3.  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมอิสระและกิจกรรมเอนไซมตรึงรปู 
 

3.1  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมอิสระ 
 

                             
 

จากแผนภาพขางตน  หลังจากนําตัวอยางที่มีปริมาตรสาร 5 มิลลิลิตร มาวัดคาการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตรแลว  จะไดวา 

 

สารละลาย p-nitrophenyl palmitate 0.2 มล. 
+ สารละลาย Triton-X-100 และ gum arabic 1.8 มล. 

เติมสารละลายเอนไซม 0.1 มล. 

เติมตัวหยุดปฏกิิริยา 2.9 มล. 

ปริมาตรรวมสารละลายทั้งหมด 5 มล. 

วัดคาการดดูกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 
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3.2  การคํานวณกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป 
 

                                    
 

จากแผนภาพขางตน  หลังจากนําตัวอยางที่มีปริมาตรสาร 4.9 มิลลิลิตร มาวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตรแลว  จะไดวา 

 

 
 
 

สารละลาย p-nitrophenyl palmitate 0.2 มล. 
+ สารละลาย Triton-X-100 และ gum arabic 1.8 มล. 

เติมเอนไซมตรึงรูป 1 แผน 

เติมตัวหยุดปฏกิิริยา 2.9 มล. 

ปริมาตรรวมสารละลายทั้งหมด 4.9 มล. 

วัดคาการดดูกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 

กิจกรรมเอนไซมตรึงรูป  = 
(หนวยตอกรัมโปรตีน) (15 นาที)(ปริมาณโปรตีนทีต่ิดบนเมมเบรน, กรัม) 

  4.9(ml) × คาการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 
ความชันของกราฟมาตรฐาน p-nitrophenol 

กิจกรรมเอนไซมอิสระ  = 
(หนวยตอกรัมโปรตีน) (15 นาที)(ปริมาณโปรตีนทีต่ิดบนเมมเบรน, กรัม) 

5(มล.) × คาการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 
ความชันของกราฟมาตรฐาน p-nitrophenol 
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4.  การคํานวณสัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป ( Activity yield) 
 

สัดสวนกิจกรรมเอนไซมตรึงรูป (เปอรเซ็นต)  =   [ Uimm/Ufree ]  × 100 
 
โดย Uimm และ Ufree  คือ กิจกรรมของเอนไซมตรึงรูปและเอนไซมอิสระ (หนวยตอกรัม

โปรตีน)  ตามลําดับ  
 
5.  การคํานวณปริมาณเมทลิเอสเทอร 
 

ปริมาณเมทิลเอสเทอร (เปอรเซ็นต) = 100
m

VC
A

AΣA EIEI

EI

EI ×
×

×⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛ −  

 
โดย ΣA  คือ พื้นทีใ่ตกราฟของเมทิลเอสเทอรตั้งแต C14 ถึง C24:1 และ EIA  คือ พื้นที่ใต

กราฟของสารมาตรฐาน (Methyl heptadecanoate) สวน EIC  คือ ความเขมขนของสารละลาย
มาตรฐาน (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) EIV  คือ ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน (มิลลิลิตร) และ m   
คือ น้ําหนักของน้ํามันที่ตองการวิเคราะห (มิลลิกรัม) 
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ภาคผนวก จ 
 

โครมาโตแกรมของปริมาณเมทิลเอสเทอร 
 

 
ก. 

 
ภาพผนวกที ่จ1  โครมาโตแกรมของ  ก. สารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นดวย

เอนไซมอิสระ  อัตราสวนโมลของน้ํามันตอเมธานอลเปน 1 ตอ 3 และใชปริมาณ
น้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัน้ํามัน  เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําซ้ําครั้งที่ 1  ข. ทําซ้ําครั้งที่ 2  
และ ค. ทําซ้ําครั้งที่ 3 
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ข. 
 

 
ค. 
 

ภาพผนวกที ่จ1  (ตอ) 
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ก. 
 

ภาพผนวกที ่จ2  โครมาโตแกรมของ  ก. สารผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นดวย
เอนไซมตรึงรูป  อัตราสวนโมลของน้ํามันตอเมธานอลเปน 1 ตอ 3 และใชปริมาณ
น้ํา 20 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนกัน้ํามัน  เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําซ้ําครั้งที่ 1  ข. ทําซ้ําครั้งที่ 2  
และ ค. ทําซ้ําครั้งที่ 3
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ข. 

 

 
ค. 

 
ภาพผนวกที ่จ2  (ตอ)



 

 


