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คาคงที่ของเอทานอล ( EtOH

m
K ) และคาคงที่ของไตรกลีเซอไรด ( TG

m
K ) เทากับ 9.335 และ0.294 มิลลิโมล 
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A Study on biodiesel synthesis by transesterification using immobilized  lipase as a 
catalyst was conducted in laboratory scale in batch mode. It was found that the activity of 
free enzyme was nearly 4 times higher than the activity of immobilized enzyme. Moreover, 
it was also found that the enzyme activity in the water from the washing step during 
immobilizing the lipase. When using immobilized lipase as a catalyst for biodiesel 
production, triglyceride (TG) was reduced to fatty acid and reacted with ethyl alcohol to form 
ethyl ester. 

The factors affecting yield of ethyl ester were : 1) molar ratio of palm olein to 
alcohol, 2) reaction temperature, 3) mixing speed, and 4) pH of the buffer in preparing for 
enzyme  immobilization. The maximum yield of ethyl ester in the experiments when using 
the reaction conditions as follows:  the molar ratio of the palm olein to alcohol of 1:3, 

temperature of 40 °C, mixing speed of 200 rpm and pH 7.5 of the buffer in preparing for 
enzyme  immobilization; was 20.43 % by wt. The enzyme kinetics could be explained by 
Ping-pong Bi Bi model with the maximum velocity of 0.030 mmol/min. The EtOH

m
k  and TG

m
k

were found to be 9.335  mM and 0.294  mM respectively. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 

ภูมิหลัง 
            จากกระแสพระราชดํารัสที่พระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัวพระราชทานเนื่องในวโรกาสวัน
เฉลิมพระชนมพรรษา ณ ศาลาดุสิตดาลัย พระตําหนักจิตรลดาฯ เม่ือเย็นวันที่ 4 ธันวาคม 2548 
ใจความสําคัญทรงแสดงความหวงใยในเรื่องของพลังงาน โดยเฉพาะปญหาการขาดแคลนพลังงาน
ในอนาคตทรงย้ําวา “น้ํามันเชื้อเพลิงที่ใชกันอยูในปจจุบัน อีกไมกี่สิบปมันก็จะหมดไป ฉะน้ันเราตอง
มีการขวนขวาย ถาขวนขวายหาวิธีทําเชื้อเพลิงทดแทนได ประเทศไทยก็จะไมมีความเดือดรอน” 
เนนใหรัฐบาลและหนวยงานที่เกี่ยวของเรงผลิตพลังงานทดแทน โดยเฉพาะการผลิตไบโอดีเซลจาก
น้ํามันปาลมทั้งน้ี ไดทรงชี้แนะวาในปจจุบันมีการผลิตเคร่ืองบินขนาดเล็กที่ใชไบโอดีเซลไดแลว 
ตอไปในอนาคตเครื่องบินขนาดใหญก็จะใช ไบโอดีเซลรวมทั้งสามารถใชเปนเชื้อเพลิงมาผลิต
กระแสไฟฟา ในป 2551 ประเทศไทยไดเกิดวิกฤตการณน้ํามันเชื้อเพลิง อันเน่ืองมาจากราคา
น้ํามันดิบในตลาดโลกปรับตัวสูงขึ้นเปนประวัติการณ  เนื่องจากมีความตองการน้ํามันเชื้อเพลิงที่สูง
ทั้งดานอุตสาหกรรมและดานอ่ืนอีกมากมายซึ่งทําใหปริมาณของน้ํามันไมเพียงพอตอความตองการ
และมีการคาดการณวาน้ํามันดิบของโลกจะหมดไปในอีก 50 ปขางหนา ประเทศไทยมีการนําเขา
น้ํามันเชื้อเพลิงเปนสินคานําเขาอันดับหน่ึงโดยเฉพาะอยางยิ่งนํ้ามันดีเซล (พิสมัย เจนวนิชปญจกุล. 
2544: 14) 
             ดังน้ัน ประเทศไทยตองเสียดุลการคาจากการนําเขาน้ํามันดิบ ทําใหประเทศไทยตองหา
แนวทางเพื่อลดปญหาการนําเขาน้ํามันและปรับปรุงพัฒนาพลังงานทดแทนประเภทตางๆ แนวทาง
หน่ึงที่ใชเปนทางเลือกทดแทนน้ํามันดีเซล คือไบโอดีเซล (Biodiesel) เปนนํ้ามันที่ผลิตไดจากน้ํามัน
พืชชนิดตาง  ๆและไขมันจากสัตวทําปฏิกิริยาทางเคมีที่เรียกวา ทรานสเอสเทอริฟเคชัน (Transesterification) 
โดยจะใชแอลกอฮอลและมีตัวเรงปฏิกิริยาเขามาชวยซึ่งจะไดผลิตภัณฑเปนอัลคิลเอสเทอร นั้นคือไบ
โอดีเซล และไดัมีการทดสอบการใชไบโอดีเซลกับเครื่องยนตแบบอัตโนมัติมี 4 สูบโดยทดสอบใน
สภาวะตางๆ พบวา อุณหภูมิการการเผาไหมต่ํากวาน้ํามันดีเซลจากน้ํามันดิบ นอกจากนั้นการเผา
ไหมของไบโอดีเซลในเครื่องยนตดีเซลมีการสันดาปภายในที่สมบูรณและกอใหเกิดมลพิษทางอากาศ
นอยลงเน่ืองจากไมมีควันดํา และไมมีการสะสมของของซัลเฟอรและตะกั่ว ไบโอดีเซลที่ไดรับการ
ทดสอบมีคุณสมบัติที่ใกลเคียงกับนํ้ามันดีเซลจากน้ํามันดิบ  
 น้ํามันปาลมเปนนํ้ามันพืชที่นิยมนํามาผลิตไบโอดีเซลเนื่องจากในป 2548–2549 น้ํามันปาลม
มีมากเกินความตองการของตลาด ทําใหน้ํามันปาลมมีราคาที่ต่ํามาก ประกอบกับที่องคประกอบสวน
ใหญของน้ํามันปาลมมีไตรกลีเซอไรด (Triglyceride) ที่มีกรดไขมันอ่ิมตัวสูงทําใหเปนที่นิยมในการ
ประกอบอาหารนอยกวาน้ํามันถั่วเหลือง 



                                                                                                            2 

 การผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันปาลม จะอาศัยการสลายโมเลกุลนํ้ามันปาลมโดยปฏิกิริยา 
แอลกอฮอไลซิส (Alcoholysis) โดยที่ปฏิกิริยาแอลกอฮอไลซิสของน้ํามันพืชน้ันจะถูกเรงปฏิกิริยาได 
2 แบบคือ วิธีทางเคมีและวิธีทางชีวภาพ  วิธีทางเคมีจะใชดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา ปฏิกิริยานี้อาจทํา
ใหเกิดปฏิกิริยาขางเคียงคือการเกิดสบู (Sponification) สงผลใหไดเอทิลเอสเทอรในปริมาณที่ลดลง 
และยังสงผลทําใหไบโอดีเซลที่ไดไมบริสุทธิ์และเม่ือเกิดสบูขึ้น จึงตองมีการลางสบูออก แตสบูจะ  
ลางออกยากและสิ้นเปลืองคาใชจาย อาจกอใหเกิดสารอิมัลชันขึ้นไดทําใหเกิดมลพิษทางน้ํา ทําให
ปจจุบันนี้มีการใชวิธีทางชีวภาพมาทดแทนวิธีทางเคมีเพ่ือลดการเกิดมลพิษ วิธีทางชีวภาพนั้นคือ
การใชเอนไซมไลเปสในกระบวนการแอลกอฮอไลซิส เน่ืองจากเอนไซมไลเปสนั้นมีคุณสมบัติที่เปน
ตัวเรงปฏิกิริยาที่ใชในการยอยสลายพันธะเอสเทอรในไขมัน การเลือกใชัวิธีทางชีวภาพสามารถลด
ปญหาของการใชวิธีทางเคมีไดและยังมีขอดีคือ ไบโอดีเซลจะมีความบริสุทธิ์มาก นอกจากนี้ความจําเพาะ
ของเอนไซมไลเปสทําใหสามารถเลือกคัดสารไดมากขึ้น ไดแก โมโนกลีเซอไรด, ไดกลีเซอไรด และ
ไตรกลีเซอไรดและสามารถลดปญหาสารเคมีที่ตกคางในไบโอดีเซล 
 รายงานการวิจัยน้ีเปนการใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซล
และทําการทดลองหาขอมูลพ้ืนฐานทางจลนพลศาสตรในการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันปาลมแยก
ยางเหนียว อีกทั้งเปนการนําผลิตผลทางการเกษตรที่ไดมาผลิตไบโอดีเซล ทําใหชวยขยายตลาดให
ผลิตผลทางการเกษตรมีแหลงตลาดขนาดใหญขึ้นภายในประเทศ  

 
ความมุงหมายของการวิจัย 
  ในการวิจัยครั้งนี้ผูวิจัยไดตั้งความมุงหมายไวดังน้ี  
           1. เพ่ือศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตรึงรูปและเอนไซมไลเปสอิสระ 
            2.  เพ่ือศึกษาสภาวะการสังเคราะหไบโอดีเซลจากน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวโดยที่
มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
           3.  เพ่ือศึกษาจลนพลศาสตรของการสังเคราะหไบโอดีเซลโดยอาศัยปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชันระหวางน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวกับเอทานอลที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรง
ปฏิกิริยา 
 
ขอบเขตของการวิจัย 
           1. การทดลองนี้ใชเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย Psudomonas fluorescens เปนตัวเรง
ปฏิกิริยาอาศัยเทคนิคการตรึงรูปเอนไซมไลเปสดวยวิธีหอหุมดวยเจลโดยใชโซเดียมอัลจิเนตเปน
สารรองรับและน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันกับเอทานอลที่มีความ
บริสุทธิ์อยางนอย 95.00 เปอรเซ็นต  
 2. ศึกษาสภาวะที่มีผลตอคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส ไดแก อุณหภูมิ, ความเร็วรอบใน
การเขยาที่มีผลตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสตรึงรูป, เอนไซมไลเปสอิสระและเอนไซมไลเปสในน้ําลาง
จากการตรึงรูปโดยหาคากิจกรรมดวยวิธี Routine measurement of microbial lipase เปรียบเทียบ
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสทั้ง 3 แบบ รวมทั้งเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในสารตั้งตน
ไดแก น้ํามันปาลมโอลิอิน, น้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์และน้ํามันมะกอก 
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 3. ศึกษาสภาวะที่ใชสังเคราะหไบโอดีเซลจะทําการศึกษาในรูปเอทิลเอสเทอร ไดแก
อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวกับเอทานอล, อุณหภูมิ, ความเร็วรอบการ
เขยา, pH ในการตรึงรูปเอนไซมที่มีตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยเทคนิคแกสโครโตมาก
ราฟ 
 4. ศึกษาคาคงที่ปฏิกิริยาของการสังเคราะหไบโอดีเซลโดยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน
ระหวางน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวกับเอทานอลที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาโดย
อาศัยแบบจําลอง Ping-pong Bi Bi  
 
ความสําคัญของการวิจัย 
         1. เพ่ือศึกษาโอกาสในการใชวัตถุดิบทางการเกษตรภายในประเทศมาเปนพลังงาน
ทดแทน 
         2. เพ่ือเปนแนวทางการพัฒนาพลังงานทดแทนในอนาคต                       
         3. เพื่อเปนขอมูลทางจลนพลศาสตรการสังเคราะหไบโอดีเซลโดยปฏิกิริยาทรานส 
เอสเทอริฟเคชันจากน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวและเอทานอลโดยอาศัยเอนไซมไลเปสตรึงรูป  

 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

  
 ในการวิจัยครัง้นี้ ผูวิจัยไดศกึษาเอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของและไดนําเสนอตามหัวขอ
ตอไปน้ี 
 1. น้ํามันปาลม 
 2. เอนไซมไลเปส 
 3. ไบโอดีเซล 
 4. การเรงปฏิกิริยาและตัวเรงปฏิกิริยา 
 5. จลนพลศาสตรเคมี 
 6. งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
    

2.1 น้ํามันปาลม 
 ปาลมนํ้ามันมีชื่อทางพฤกษศาสตรวา Elaeis Guineesis ผลปาลมจะประกอบดวย 2 สวน 
คือ สวนที่เปนผลปาลมซ่ึงนํ้ามันที่ไดจากผลปาลมน้ันจะเปนนํ้ามันปาลมที่มีสีแดงสม เน่ืองจากมี
ความเขมขนของแคโรทีนในน้ํามันปาลมจะมีคาสูงถึง 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักซึ่งประกอบดวย
คารบอน 16-18 อะตอมและอุณหภูมิจุดหลอมเหลวมีคาสูงและอีกสวนที่เปนเมล็ด มีคุณสมบัติไมมีสี
และมีปริมาณกรดไขมันอิสระต่ําน้ํามันปาลมประกอบดวยเอซิลกลีเซอรอลชนิดตางๆ เปน
องคประกอบหลัก องคประกอบของกรดไขมันในน้ํามันปาลม แสดงดังตาราง 1 

 
ตาราง 1 องคประกอบของกรดไขมันในน้ํามันปาลม 
 

ชื่อสามัญ ระบบ IUAC เปอรเซ็นตของน้ําหนัก 

กรดไขมันอ่ิมตัว 
กรดไมริสติก (Myristic acid) 
กรดปาลมมิตกิ (Palmitic acid) 
กรดสเตียริก (Stearic acid) 

กรดไขมันไมอ่ิมตัว 
กรดโอลิอิก (Oleic acid) 

กรดไลโนลีอิก (Linoleic acid) 

 
n- tetradecanoic acid 
n-hexadecanoic  acid 
n-octadecanoic acid 

 
Cis-9-octadecanoic acid 

Cis-9-cis-12 octadecanoic acid 

 
1-6 

32-46 
1-6 

 
40-52 
5-7 

  
 ที่มา: ไตรทศ วงษาภักด.ี (2545). รายงานการวิจัย การทดสอบการติดของกัมเม่ือใช
น้ํามันไบโอดีเซลที่ไดจากปาลมสเตอรินผสมน้ํามันดีเซล. หนา 45. 
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ตาราง 2 สมบตัิและองคประกอบกรดไขมันหลักของน้ํามันพืชตางๆ 
 

น้ํามันชนิดดิบ คาไอโอดีน C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 
น้ํามันปาลม 14.1 -21.0 ND - 0.5 0.5 -0.2 39.9 -47.5 3.5 -6.0 36.0 -44.0 
น้ํามันปาลม
โอลิอิน 

>56 0.1 -0.5 0.5 -1.5 38.0 -43.5 3.5 -5.0 39.8 -46.0 

น้ํามันปาลม 
สเตียริน 

<48 0.1 -0.5 1.0 -2.0 48.0 -74.0 3.9 -6.0 15.5 -36.0 

น้ํามันเมล็ดใน
ปาลม 

50.0 -55.0 45.0 -55.0 14.0 -18.0 6.5 -10.0 1.0 -3.0 12.0 -19.0 

น้ํามัน
มะพราว 

6.3 -10.6 45.1 -53.2 16.8 -21.0 7.5 -10.2 2.0 -4.0 5.0 -10.0 

น้ํามันถั่วลิสง 86  - 107 ND -0.1 ND -0.1 8.0 -14.0 1.0 -3.0 35.0 -67.0 
น้ํามันเมล็ด
สบูดํา 

101 ND ND 14.9 6.0 41.2 

น้ํามันเมล็ด
เรพ 

94 -120 ND ND-0.2 1.5 -6.0 0.5  -3.1 8.0  -60.0 

น้ํามันถั่ว
เหลือง 

124 - 139 ND -0.1 ND -0.2 8.0 2.0 -5.4 17.7 -28.0 

 
หมายเหต:ุ หมายเลขหนาเครื่องหมาย : หมายถึง จํานวนคารบอนอะตอม 
     หมายเลขหลังเครื่องหมาย :  หมายถงึ จํานวนพันธะคู 

   ND คือ ไมพบ 

 ที่มา: พิศมัย เจนวนิชปญจกุล. (2544). ไบโอดีเซล พลงังานทางเลือก. วารสาร
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี. หนา 5-7. 
 
 2.1.1 องคประกอบทางเคมีของนํ้ามันปาลม (Smith, K.W.  2001: 357-361) 
             น้ํามันพืชสวนใหญจะมีคุณสมบัติทางเคมีคลายกันทุกชนิด แตสําหรับน้ํามันปาลมนั้นจะ
ประกอบดวยไตรเอซิลกลีเซอรอลและเอซิลกลีเซอรอลเปนองคประกอบหลัก ซึ่งภายในโมเลกุลจะมี
หมูเอซิลและสัดสวนที่มีลักษณะเฉพาะในแตละโมเลกุลเอซิลกลีเซอรอล จึงทําใหเกิดความแตกตางที่
เกิดขึ้นกอใหเกิดเปนคุณสมบัติทางกายภาพของน้ํามันปาลม องคประกอบที่สําคัญของนํ้ามันปาลม 
ไดแก            
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                        2.1.1.1 กรดไขมัน 
                    น้ํามันปาลมประกอบดวยกรดไขมันอยูหลายชนิดเปนองคประกอบ ซึ่งมีทั้งกรด
ไขมันอ่ิมตัวและกรดไขมันไมอ่ิมตัวในปริมาตรที่เทากัน แลวยังมีกรดไขมันอ่ิมตัวอยูตําแหนงที่ 2 ใน
สัดสวนที่สูงอีกดวย จึงทําใหน้ํามันปาลมเปนน้ํามันที่ตางจากน้ํามันชนิดอ่ืนๆ กรดไขมันที่เปนองคประกอบ
หลักที่อยูในน้ํามันปาลม คือ กรดปาลมมิติกและกรดโอลิอิก  นอกจากนี้จะมีกรด สเตียริกและกรด 
ไลโนเลอิกเปนองคประกอบรองลงมาตามลําดับ กรดไขมันอิสระที่พบในน้ํามันปาลมเกิดขึ้นจากการ
แยกสลายน้ํามันโดยเอนไซมไลเปสที่อยูในเมล็ดปาลมดวยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  การยอยไตรเอซิ
ลกลีเซอรอล 1 โมล จะใหกรดไขมันอิสระได 1 ถึง 2 โมล เม่ือนําน้ํามันปาลมมาผานกระบวนการทํา
ใหบริสุทธิ์ จะสงผลใหกรดไขมันอิสระลดลงเหลือในปริมาณที่นอยมาก 
                      2.1.1.2 ไตรเอซิลกลีเซอรอล 
                    ในแตละโมเลกุลของไตรเอซิลกลีเซอรอลเกิดจากการรวมตัวของกรดไขมัน 3 โมเลกุลเปน
การรวมตัวกรดไขมันชนิดเดียวกันและตางชนิดกันถาในโมเลกุลไตรเอซิลกลีเซอรอลเกิดจากการ
รวมตัวของกรดไขมันชนิดเดียวกันจะเรียกวา เอซิลกลีเซอรอลชนิดเชิงเดี่ยว (Simple Acylglycerol) 
แตถาถูกเอสเทอริไฟดดวยกรดไขมันตางชนิดเรียกวา เอซิลกลีเซอรอลชนิดผสม (Mixed Acylglycerol) 
ดังน้ัน จึงมีการเรียงตัวของกรดไขมันชนิดตางๆ ภายในโมเลกุลของไตรเอซิลกลีเซอรอลที่เปนแบบซํ้ากัน
จึงทําใหมีแบบของการเรียงตัวเพียงไมกี่แบบ แตอยางไรก็ตามการเรียงตัวกรดไขมันภายในโมเลกุล
ของไตรเอซิลกลีเซอรอลแบบตางๆ จะสามารถแสดงคุณสมบัติทางเคมีของนํ้ามันปาลมไดดังตาราง 3 
ตารางแสดงการเรียงตัวของกรดไขมันที่อยูในโมเลกุลของไตรเอซิลกลีเซอรอล ไตรเอซิลกลีเซอร
อลสวนใหญมีกรดไขมันเปนแบบ 1,3-Dipalmitoyl-2-Oleoylglycerol (POP 22 เปอรเซ็นต) และ rac-1-
Palmitoyl-2,3-Dioleoylglycerol (POO 22 เปอรเซ็นต) นอกจากนี้ยังมีไตรเอซิลกลีเซอรอล สวน
อ่ืนๆ ที่สําคัญ เชน rac-1,2-Dipalmitoyl-3-Oleoylglycerol (PPO 5 เปอรเซ็นต) Tripalmitoylglycerol (PPP  
5 เปอรเซ็นต) rac-1-Palmitoyl-2-Oleoyl-3-Stearoylglycerol (POSt 5 เปอรเซ็นต) 1,3-Dipalmitoyl-2-
Linoleoylglycerol (PLP 7 เปอรเซ็นต) Trioleoylglycerol (OOO 5 เปอรเซ็นต) rac-1-Palmitoyl-
2-Linooleoyl-3-Oleoylglycerol (PLO 7 เปอรเซ็นต) และ rac-1-Palmitoyl-2-Oleoyl-3-
Linoleoylglycerol (POL 3 เปอรเซ็นต) ยังมีกลุมอ่ืนๆ อีกแตมีนอยกวา 3 เปอรเซ็นต   
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ตาราง 3  องคประกอบภายในโมเลกลุของไตรเอซิลกลเีซอรอล (TAG) 
 

ไตรเอซิลกลีเซอรอล เปอรเซ็นตโดยนํ้าหนัก 
จํานวนพันธะคู 0 คู 

PPP 
PPst 
PStP 

7.4 
5.1 
1.2 
0.3 

จํานวนพันธะคู 1 คู 
MOP 
POP 
POSt 
PPO 
PStO 

36.8 
0.9 
23.7 
5.7 
4.4 
0.2 

จํานวนพันธะคู 2 คู 
POO 
StOO 
OPO 
PLP 
StLP 

34.0 
20.3 
2.4 
1.0 
6.5 
1.6 

จํานวนพันธะคู 3 คู 
OOO 
POL 
PLO 

16.1 
4.4 
4.1 
5.6 

จํานวนพันธะคูมากกวา 3 คู 
LOO 
OLO 

5.6 
1.8 
1.2 

 
หมายเหตุ    M คือ ไมริสติก  P คือ ปาลมิติก St คือ สเตียริก  O คือ โอลิอิก  L คือ ไลโนลิอิก  
 
  ที่มา: Smith, K. W. (2001). Crystallization of palm oil and its fraction. Crystallization   
Process in Fats and Lipid Systems.  p. 357-361. 
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              ถาพิจารณาองคประกอบของไตรเอซิลกลีเซอรอลในสวนของกรดไขมันไมอ่ิมตัวที่อยูภายใน
โมเลกุลดวยการวิเคราะหโดยใชเทคนิค HPLC จะไดองคประกอบของน้ํามันปาลม ดังแสดงดังตาราง 3 
พบวาน้ํามันปาลมแบบแข็ง (Harder) จะมีระดับของ Trisaturated (SSS) 1,3-Disaturated-2-Monooleoyl 
(SOS) และ rac-1,2-Disaturated-3-Monooleoyl (SSO) อยูสูง ซึ่งตรงขามกับนํ้ามันแบบออน (Softer) 
จะมีเพียง 1,3-Disaturated-2-Monolinoleoyl  (SLS) และ rac-1-Monosaturated-2,3-Monooleoyl 
(SOO) ทั้ง 5 กลุมนี้มีบทบาทสําคัญมากเพราะจะทําใหมีจุดหลอมเหลวตางกันในระหวางกลุม ถามี
กรดไขมันอ่ิมตัวสูงสงผลใหมีจุดหลอมเหลวของน้ํามันสูง และมีการใชจุดหลอมเหลวสําหรับการแยก
กรดไขมันตามลักษณะการนําไปใช  ดังน้ันความรูในเรื่องขององคประกอบของน้ํามันปาลมเปนสวน
สําคัญที่จะทําใหสามารถเขาใจเรื่องการตกผลึกของไตรเอซิลกลีเซอรอล และการทําปฏิกิริยารวมกัน
มากขึ้น    
 
ตาราง 4  ประเภทของไตรเอซิลกลีเซอรอลในน้ํามันปาลมที่วิเคราะหดวยเทคนิค HPLC 
 

ประเภทของไตรเอซิลกลีเซอรอล เปอรเซ็นตโดยนํ้าหนัก 
SSS 
SOS 
SSO 
SLS 
SSL 
SOO 
OSO 
SLO 
OOO 

มากกวา 3 พันธะคู 

8.8 
30.9 
7.1 
8.8 
2.2 
22.2 
2.1 
10.0 
3.5 
4.5 

                           
หมายเหตุ      S คือ กรดไขมันอ่ิมตัว O คือ โอลิอิก L คือ ไลโนเลอิก 
 
 ที่มา:   Smith, K. W. (2001). Crystallization of palm oil and its fraction.  
Crystallization Process in Fats and Lipid Systems.  p. 357-361 
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         2.1.1.3 สวนประกอบรอง 
                    น้ํามันปาลมดิบมีองคประกอบของเอซิลกลีเซอรอล รวมทั้งกรดไขมันอิสระมักพบวา
อยูในระดับเดียวกับไดเอซิลกลีเซอรอลประมาณ 5 ถึง 8เปอรเซ็นต โมโนเอซิลกลีเซอรอลที่พบโดยทั่วไป
ปกติจะมีคานอยกวา 1 เปอรเซ็นต แลวยังสามารถลดนอยลงหลังผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์  
สวนไดเอซิลกลีเซอรอลหลังจากผานกระบวนการทําใหบริสุทธิ์ปกติทั่วไปจะมีคาประมาณ 4 เปอรเซ็นต 
แตในน้ํามันปาลมดิบจะมีไดเอซิลกลีเซอรอลมากถึง 8 เปอรเซ็นต ซึ่งไดเอซิลกลีเซอรอลที่พบ
สวนมากในน้ํามันปาลมเปนแบบ Dipalmitoylglycerol (PP) Palmitoyloleolyglycerol (PO) และ 
Dioleoylglycerol (OO)  สวนประกอบรองกอใหเกิดการตกผลึกของน้ํามัน ดังน้ันการกําหนดระดับ
ตางๆ ของสวนประกอบรองเปนสวนสําคัญในกําหนดลักษณะของน้ํามัน  
 สารประกอบอื่นๆ มีอยูนอยมาก เชน คาโรทีนอย โทโคฟรอล ซึ่งเปนสารแอนติออกซิแดนซ
แลวยังประกอบดวยสเตียรอลและฟอสโฟไลพิดอีกดวย หลังจากการทําใหบริสุทธิ์แลวสวนประกอบ
รองจะมีอยูนอยกวา 1 เปอรเซ็นต  
 2.1.2 ลักษณะทางกายภาพของน้ํามันปาลม  
                   2.1.2.1 การหลอมเหลว 
                   น้ํามันปาลมประกอบดวยของผสมของไตรเอซิลกลีเซอรอลหลายแบบ กอใหเกิดชวง
การหลอมเหลวมากกวาที่เปนจุดหลอมเหลวที่อุณหภูมิใดอุณหภูมิหน่ึง ไตรเอซิลกลีเซอรอลบางตัว
มีจุดหลอมเหลวสูง เชน Tripalmitoylglycerol (PPP) จะมีจุดหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 69 องศาเซลเซียส 
และยังมีไตรเอซิลกลีเซอรอลตัวอ่ืนที่มีจุดหลอมเหลวต่ํา เชน Trioleoylglycerol (OOO) จุดหลอมเหลว
อยูที่ 4 องศาเซลเซียส  สําหรับไตรเอซิลกลีเซอรอลที่มีการหลอมเหลวที่อุณหภูมิกลาง เชน 1,3-
Dipalmitoyl-2-Oleoylglycerol (POP) จุดหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส เม่ือเปนเชนนี้ 
ถาตองการลดระดับของไขแข็งจะตองทําการเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้น (Darmoko D; & Cheryan, M. 
2002: 90-94) 
                   2.1.2.2 การตกผลึก 
                    เน่ืองจากไตรเอซิลกลีเซอรอลประกอบดวยกรดไขมันหลายชนิดซึ่งเม่ือมีการตก
ผลึกเกิดขึ้นอุณหภูมิจะอยูในชวงที่อุณหภูมิที่ลดต่ําลงกวาจุดหลอมเหลว แตจะไมตกผลึกที่อุณหภูมิ
คาใดคาหนึ่งโดยเฉพาะ ซึ่งการตกผลึกนี้จะสงผลทําใหระดับไขแข็งของน้ํามันปาลมเพ่ิมมากขึ้น   

2.1.3 กระบวนการผลิตนํ้ามันปาลมทางอุตสาหกรรม 
การสกัดน้ํามันปาลมโดยที่กระบวนการสกัดน้ํามันปาลมแบบมาตรฐานประกอบดวยขั้นตอน

ตางๆ ไดแก การรับปาลมสดที่โรงงาน การนึ่งปาลม การแยกผลปาลมออกจากทะลาย การตีผลปาลม
ใหแตกโดยเครื่องยอย การนําไปเขาไปเครื่องหีบเกลียวอัดเพื่อแยกน้ํามันและสวนที่เปนของแข็ง 
(เสนใยและเมล็ด) สวนของแข็งจะถูกนําไปอบและแยกสวนที่เปนเมล็ดเพื่อนํามากะเทาะเอาเมล็ดใน
เพ่ือสงขายตอไป น้ํามันปาลมดิบมีสีแดงเมื่อผานกระบวนการกําจัดสีแลว โดยลักษณะเปนของเหลว
ผสมกับสวนที่เปนของแข็งสีขาวหรือสีเหลือง สวนของเหลวดานบน เรียกวา ปาลมโอลิอิน (Palm olein) 
ใชเปนน้ํามันพืชในการปรุงอาหาร สวนของแข็งดานลาง เรียกวา ปาลมสเตียริน (Palm stearin) 
นิยมใชทําเนยเทียม หรือไขมันผสม การใชประโยชนในทางอุตสาหกรรม แสดงดังตาราง 5 
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ตาราง 5 สัดสวนการใชประโยชนน้ํามันปาลมของอุตสาหกรรมตางๆ 
 

ประเภทอุตสาหกรรม เปอรเซ็นต 
อุตสาหกรรมเพื่อการการบริโภค 
อุตสาหกรรมสบู 
อุตสาหกรรมของวางและของคบเคี้ยว 
อุตสาหกรรมบริโภคอ่ืนๆ เชนพลาสติก 
อุตสาหกรรมบะหมี่สําเร็จรปู 
อุตสาหกรรมนมขนหวานและนมจืด 
อุตสาหกรรมครีมเทียม 
อุตสาหกรรมเนยเทียม เนยขาว 

62.2 
9.2 
8.6 
7.6 
5.9 
4.4 
1.3 
1.0 

 
 ที่มา: ไตรทศ วงษาภักด.ี (2545). รายงานการวิจัย การทดสอบการติดของกัมเม่ือใช
น้ํามันไบโอดีเซลที่ไดจากปาลมสเตอรินผสมน้ํามันดีเซล. หนา 46. 
 
          2.1.4 เทคนิคการแยกสวนนํ้ามันปาลมสเตียริน แบงเปน 3 วิธ ี(ไตรทศ วงษาภักดี. 
2545: 52) 
  2.1.4.1 การแยกสวนแบบแหง (Dry fractionation) 

  หลักการของการแยกผลึกแบบแหง คือการควบคุมอุณหภูมิใหเย็นลงโดยไมมีการเติม
สารเคมีใดๆ แลวแยกสวนของแข็งและของเหลวออกจากกันโดยการกรอง เปนการแยกสารสวนนอย
ที่ไมตองการ การใชวิธีนี้จะใหผลผลิตเฉลี่ยรอยละ 35-40 ของน้ํามันปาลม ซึ่งขอเสียของการแยก
แบบนี้คือ การกรองแยกสวนจะทําไดยากที่อุณหภูมิต่ํา 
  2.1.4.2 การแยกสวนโดยการใชสารละลาย (Solvent fractionation) 

   การแยกสวนดวยตัวทําละลาย ทําการแยกสวนโดยผสมน้ํามันกับตัวทําละลาย โดยตวั
ทําละลายชวยใหไขมันเจือจางแลวทําใหเย็นลงอยางชาๆ จนตกผลึก ตัวทําละลายที่นิยมใช เขน 
Acetone, Hexane, 2-Nitropropane จะเกิดการแยกสวนที่อุณหภูมิต่ํา ไดผลผลิตเฉลี่ยของปาลม 
สเตียรินรอยละ 20-30 ในทางกลับกัน ขอเสียของการแยกสวนโดยการการใชทําละลายจะตองให
อุณหภูมิสูงทําใหสีและกลิ่นเปลี่ยนไป และตนทุนของการผลิตสูงมากเนื่องจากราคาของตัวทําละลาย 
(Gonzalez, J.M.;& Rodrigvez, T. 2002: 443-450) 
  2.1.4.3 การแยกสวนโดยใชสารลดแรงตึงผิว (Infactent fractionation) 

  หลักการตะกอนแยกสวนโดยเติมสารSurfactant เชน Sodium lauyl sulphate, Sodium 
dodecyl sulfate (SDS) และสารอิเล็กโทรไลต เชน Sodium sulfate, Magnesium sulfate ผลผลิต
เฉลี่ยของปาลมสเตียรินรอยละ  20-30 ในทฤษฎีเกี่ยวกับปรากฎการณของสารลดแรงตึงผิว อาศัย
หลักการที่วาผลึกของน้ํามันจะถูกแทนที่ดวยสารลดแรงตึงผิวโดยที่สารลดแรงตึงผิวและสารอิเล็กโทรไลต
จะสามารถดูดซับอยูบริเวณผิวของสารทุกชนิด 
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2.1.5 การทําไขมันและน้ํามันใหบริสุทธิ์ มีขั้นตอนดังนี้ (รําไพ สิริมนกุล. 2543: 26) 
  2.1.5.1 กําจัดสารแขวนลอยตางๆ ในน้ํามัน 
  การกําจัดสารแขวนลอยตางๆ ในนํ้ามัน ไดแก โปรตีน คารโบไฮเดรต ฟอสฟาไทด  
และน้ํา โดยการนําไขมันมาทําใหรอนแลวตั้งทิ้งไว  น้ํามันและวัตถุอ่ืนๆ ที่มีน้ําหนักโมเลกุลมากกวา
ก็จะตกลงดานลาง แลวจึงกําจัดออกไป อีกวิธีหน่ึงคือการตมไขมันที่อุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส 
โดยมีตัวดูดซับแลวทําการกรอง 
  2.1.5.2 กําจัดกรดไขมันอิสระ 
  การกําจัดกรดไขมันอิสระซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาไลโปลิซิสทําไดโดยการใหน้ํามันทํา
ปฏิกิริยากับดาง  สวนมากใหสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเติมลงไปในไขมันที่ตมใหรอน 
คนอยางแรงแลวตั้งทิ้งไว  กรดไขมันอิสระจะทําปฏิกิริยากับสบูเม่ือตั้งทิ้งไวสบูจะจมลงจึงทําการ
แยกออก 
  2.1.5.3 กําจัดสีโดยการฟอกสี 
  วิธีเติมสารดูดซับสี เชน ผงถาน หรืออาศัยปฏิกิริยาเคมี การฟอกสีนิยมใชเบนโตไนด 
(Bentonite) ซึ่งเปนโคลนฟอกสี (Bleaching clay) ประกอบดวยแร montmorilonite (Al4 Si8O2(OH)4.nH2O)  
ไมนอยกวา  85%  โดยเติมในน้ํามันและใหความรอนภายใตสภาวะสูญญากาศและทําซ้ําจนกระทั่ง
น้ํามันใส การฟอกสีนิยมทําภายใตสูญญากาศ เพ่ือปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซึ่งจะเกิดขึ้น
ถาทําการฟอกสีที่อุณหภูมิสูง  อันจะทําใหน้ํามันมีสีเขม  เบนโตไนตกําจัดสีเขียว (Cholophyl) ได
ดีกวาสีแดง (Carotene หรือ  Xantophyl) ความรอนอาจทําใหน้ํามันมีสีแดงเนื่องจากปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของโทโคเฟอรอล (Tocopherol)  เกิดเปนโครมัน -5-6 ควิโนน (Chroman-5-6-quinone)  
ซึ่งเปนสารประกอบที่มีสีแดง  ดังน้ันการฟอกสีอาจใชผงถาน (Charcoal) รวมกับเบนโตไนต เพ่ือ
กําจัดสารสีแดงในน้ํามันมะพราวได 
  2.1.5.4 การกําจัดกลิ่น 
  โดยการใหน้ํามันที่รอนไหลตกลงมาเปนชั้นๆในหอสูญญากาศสวนทางกับไอน้ํารอน
ซึ่งเคลื่อนที่ในทิศทางตรงกันขามซึ่งจะทําใหสารที่ทําใหเกิดกลิ่นระเหยออกไป สารพวกนี้ไดแก  
แอลดีไฮด  คีโตน  เปอรออกไซด เปนตน 
 

2.2 เอนไซมไลเปส (Lipase)  
 เอนไซมไลเปสมีชื่อเรียกตามระบบของ International Union of Biochemistry วากลีเซอรอล 
เอสเทอรไฮโดรเลส (Glycerol ester hydrolase) ซึ่งเปนกลุมไฮโดรเลส ซึ่งเรงปฎิกิริยาการยอย
สลายพันธะเอสเทอรในไขมัน และมีชื่อตามรหัส คือ EC.3.1.1.3 ซึ่งชื่อตามระบบนี้จะความหมาย
รวมถึง โมโนกลีเซอริเดสและบางครั้งก็มีความหมายถึง เอนไซมที่มีความจําเพาะตอการเกิดกรด
ไขมันดวย  ไลเปสจะทําหนาที่เรงปฎิกิริยาการไฮโดรไลซโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด โดยในระยะ
เร่ิมแรกนั้นผลิตไลเปสไดจากเมล็ดพืช เชน ขาวสาลี ขาวไรย ฝาย ถั่วเหลือง และละหุง พบในอวัยวะ
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ของสัตว ไดแก ตับออนและของเหลวภายในเซลล เชน น้ํานม  แตอยางไรก็ตาม ไลเปสจากจุลชีพมี
ขอดีกวาไลเปสจากพืชหรือสัตว  เพราะจุลินทรียเจริญเติบโตไดรวดเร็วปจจุบันน้ีมีการนํา ไลเปสมา
ใชประโยชนเพ่ิมขึ้นมากขึ้น เชน อุตสาหกรรมอาหาร โดยจะมาใชในกระบวนการหมัก โดยที่นําไลเปส
เน่ืองจากจะทําหนาที่ผลิตกลิ่นและรสในอาหารโดยมีรสเฉพาะตัวทําใหเปนที่ยอมรับของผูบริโภค 
เชน ผลิตภัณฑการทําเนยแข็ง เคก และช็อกโกแลต เปนตน 
 2.2.1 ปจจัยที่มีผลตอคากิจกรรมเอนไซมของไลเปส 
  การนําเอนไซมไลเปสมาใชในการเรงปฎิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชันน้ัน ที่จะตอง
คํานึงถึงปจจัยที่มีผลตอคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส ปจจัยเหลานั้นไดแก 
         2.2.1.1 อุณหภูมิ   
  เอนไซมเปนสารประกอบเชิงซอนของโปรตีนและคากิจกรรมของเอนไซมจะเกิดขึ้น
เน่ืองจากโครงสรางตติยภูมิเรียงตัวกันในทิศทางที่จะตองจับกับสารตั้งตนที่บริเวณจับและบริเวณเรง
ปฎิกิริยา ดังน้ันถาระบบมีอุณหภูมิสูงกวาสภาวะที่เหมาะสมจะทําใหโมเลกุลของเอนไซมมีพลังงาน
มากเกินไปจะเกิดการสูญเสียของพันธะนอนโควาเลนทสงผลทําใหเกิดแรงตึงผิวระหวางอากาศกับ
น้ําไปทําลายโครงสรางตติยภูมิของไลเปส  ทําใหเอนไซมไลเปสเสียสภาพตามธรรมชาติและสูญเสีย
คากิจกรรมของเอนไซมไป แตถามีอุณหภูมิต่ํากวาสภาวะที่เหมาะสมนั้นจะทําใหมีพลังงานที่ต่ําทํา
ใหเอนไซมนั้นไมสามารถที่จะเรงปฏิกิริยาไดเต็มที่  ดังน้ันการใชอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรง
ปฏิกิริยาจะสงผลใหเอนไซมไลเปสนั้นสามารถที่จะทํางานไดดีที่สุด 
         จากรายงานการวิจัย พบวาการใชเอนไซมไลเปสจาก Psudomonas fluorescens 
และใช t – butanol เปนตัวทําละลายอินทรีย เรงปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 35-40 องศาเซลเซียส ได
ผลผลิตโมโนกลีเซอไรดรอยละ 85-90 (Chen Wi Jech; & Wen Teng Wu. 2000: 180 -183) 

         ดังน้ัน การนําเอนไซมไลเปสไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมตางๆ จะมีการศึกษาถึง
คุณสมบัติการทนตออุณหภูมิของเอนไซมไลเปสกอนนํามาใชงาน ไดมีการเปรียบเทียบใหเห็นถึง
การทนตออุณหภูมิของเอนไซม 2 ชนิดคือ เอนไซมไลเปสจาก Psudomonas fluorescens และ 
C.cylindracea พบวา เอนไซมไลเปสจาก Psudomonas fluorescens สามารถทนความรอนไดดีกวา  
C.cylindracea  เม่ือเก็บไวที่อุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส นานกวา 30 นาที กาเซีย (Garcia T; et al. 
2006: 2841-2846) 

 ซิมาดะ ยูซิ (Shimada Yuji; et al. 1999: 133-142) ศึกษาวิจัยพบวาผลของอุณหภูมิตอ
ปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันพืชโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือเอนไซมไลเปสจาก Candida 
antarctica โดยทําการศึกษาที่อุณหภูมิที่ 20, 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส พบวาหลังจากทํา
ปฏิกิริยาไป 6 ชั่วโมง เม่ือเพ่ิมอุณหภูมิปริมาณของเอสเทอรจะเพิ่มขึ้นและเม่ือเวลาผานไป 24 ชั่วโมง
พบวาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสปริมาณของเอสเทอรที่มากที่สุดคือ 29.9 เปอรเซ็นต และเม่ือ
เพ่ิมอุณหภูมิตอไปจะทําใหปริมาณเอสเทอรที่ไดลดลง  
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2.2.1.2 ความจําเพาะเอนไซม 
     ความจําเพาะตอสารตั้งตน 

 เอนไซมไลเปสมีความสามารถในการไฮโดรไลซสารตั้งตนกลุม เปนความจําเพาะในการ
เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่มีตอกลุมไขมัน (Lipid class specificity) คือสารตั้งตันที่เปนโมโนหรือได
หรือไทรเอทิลกลีซอลรอล ความสามารถในการเรงปฏิกิริยามีของเอนไซมจะแตกตางกันขึ้นอยูกับ
แหลงที่มาของไลเปส เชนไลเปสจาก Penicilium sp.จะสามารถเรงปฏิกิริยาไดดีที่สุดเม่ือสารตั้งตน
เปนโมโนกลีเซอรอลแตถาเมื่อสารตั้งตนเปนไดหรือไทรเอซิลกลีเซอรอลคากิจกรรมจะลดลง แตใน
ความจําเพาะของไลเปส Psudomonas fluorescens นอกจากจะขึ้นอยูกับกลุมของไขมันแลวยัง
ขึ้นอยูกับอุณหภูมิดวย 

      ความจําเพาะตอตําแหนง 
 สามารถที่จะจําแนกเอนไซมไลเปสได 2 กลุมคือ  
 เอนไซมไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรดซึ่งกลุมน้ีจะยอย

ไตรกลีเซอไซดไดอยางสมบูรณ  ดังน้ันจะไดกรดไขมันและกลีเซอรอลเปนผลิตภัณฑ แตอาจจะพบ
ไตรกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรดเปนสารกึ่งกลาง (Intermediate) ตัวอยางของเอนไซมกลุมนี้ 
ไดแก เอนไซมไลเปสจาก Candida cylindrace, Corynebecterium acnes,  Staphylococus aureus  
และ Psudomonas fluorescens  
เอนไซมไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 
 
 RCOOCH2    

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

 R′′COOCH2                                CHOH 
           CH2OH  

ไตรกลีเซอไรด    กรดไขมัน    กลีเซอรอล 
 

ภาพประกอบ 1  เอนไซมไลเปสทีไ่มมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 
 

 ที่มา: ปวีณา อรามรัตนา. (2548). เอนไซมทางอาหาร. หนา 56. 
 

เอนไซมไลเปสที่มีความจําเพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3 บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด เมื่อ   
ไตรกลีเซอไรดถูกเอนไซมกลุมน้ียอยจะไดผลิตภัณฑ คือ กรดไขมัน 1,2 (2,3) ไดกลีเซอไรดและ    
2 โมโนกลีเซอไรด แต 1,2 (2,3) ไดกลีเซอไรดและ1,3 ไตรกลีเซอไรดไมคงตัวถามีการบมเปน
เวลานานพอจะเกิดขบวนการเอซิลไมเกรชัน (Acyl migration)ทําใหได 2 โมโนกลีเซอรอลและจะถูก
ยอยสลายอยางสมบูรณไดกรดไขมันและกลีเซอรอล ไลเปสที่อยูในกลุมน้ี ไดแก ไลเปสจากจุลินทรีย
พวก Aspergillus niger ,  Mucor javanicus,  Rhizopus spp. เปนตน 
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R''COOCH2    CH2-OH     CH2OH 

R''COOCH            R''COOCH + RCOOCH       R'COOCH + 2R''COOCH 

R''COOCH2   R''COOCH2       CH2-OH 

ภาพประกอบ 2 เอนไซมไลเปสชนิดที่มีความจําเพาะตอตําแหนง 1 และ 3 บนโมเลกุล 
       ของไตรกลีเซอไรด  
 
  ที่มา: Malcata; et.al (1990). Immobilized Lipase Reactors for Modification of Fats  
and Oil  a Review. JAOCS. 67(2): 890-910. 
 

ความจําเพาะตอกรดไขมัน 
 กลไกของไลเปสที่มีความจําเพาะตอกรดไขมันชึ้นอยูกับกรดไขมันที่เปนองคประกอบของ

ไตรกลีเซอไรด ไลเปสจากจุลินทรียบางชนิดมีความจําเพาะตอกรดไขมันที่มีความยาวโมเลกุลขนาดสั้น 
(ต่ํากวา C8) บางชนิดมีความจําเพาะตอกรดไขมันที่มีความยาวโมเลกุลขนาดกลาง (C8-C14) และ
บางชนิดมีความจําเพาะตอกรดไขมันที่มีความยาวโมเลกุลขนาดยาว (ตั้งแต  C14เปนตนไป) อัตรา
การไฮโดรไลซกรดไขมันชนิดตางๆ ของไลเปสแตละชนิดจะแตกตางกัน เชน ไลเปสจาก Candida 
paralipolytica สามารถไฮโดรไลซไตรคาไพริน (Tricaprylin ,C10) ไดเร็วกวาแตไฮโดรไลซพวก 
เมธิลบิวทีเรท (Metyl butyrate ; C4:0) ; เมธิลคาโพรเอท (Metyl caproate ; C8:0) และโมโนโอลิอิน 
(Monoolein) ไดคอนขางชา แสดงวา เอนไซมไลเปสจาก Candida paralipolytica นี้มีความจําเพาะ
ตอกรดไขมันที่มีความยาวโมเลกุลขนาดกลางมากกวาขนาดสั้นและขนาดยาว 

ความจําเพาะตอสเทอริโอเคมี  
              สารสเทอริโอเคมีเปนสารประกอบที่มีลําดับของพันธะโควาเลนตมีตําแหนงสลับกันและ
พบวา ไลเปสแตละชนิดมีความจําเพาะตอสเทอริโอเคมีแตกตางกัน เชน ไลเปสจากตับคนที่มี
ความจําเพาะที่ Sn-3 สําหรับไลเปสจากจุลินทรียมีความจําเพาะที่ตําแหนง Sn-1 เชนไลเปสจาก 
Humicola langginosa และ P. fluoroscens  เปนตน 
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 ปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปส 
เอนไซมไลเปสสามารถทําปฏิกิริยากับกรดไขมันไดหลายลักษณะดังนี้ 

 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  เปนปฏิกิริยาที่ยอยสลายพันธะเอสเทอรดวยน้ํา 
  O  O 

 R-C-O-R'' + H2O R-C-OH + HO-R' 

          ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน  เปนปฏิกิริยาที่สรางพันธะเอสเทอรกลับคืนมา  

  O  O 

 R-C-OH' + HO-R' R-C-O-R' 

        ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  เปนปฏิกิริยาที่สังเคราะหเอสเทอรของกรดไขมัน 
สามารถแบงเปน  4 ปฏิกิริยายอยดังนี้ (อภิชาต สุขสําราญ. 2545: 78) 

  Acidolysis 
  O  O  O               O 

 R1-C-O-R'' + R2-C-OH R2-C-O-R' + R1-C-OH 

 Alcoholysis 

    O     O  

 R-C-O-R1'' + HO- R2'' R-C-O-R2' + HO- R1' 

 Esterexchange (interesterification) 

  O                  O   O                O 

 R1-C-O-R1''+ R2-C-O-R2' R1-C-O-R2' + R2-C-O-R1' 

 Aminolysis 

    O     O  

 R-C-O-R1'' + H2N-R2'' R-C-NH-R2' + HO-R1' 
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 ปฏิกิริยาเหลานี้สามารถเกิดขึ้นไดพรอมกัน  แตจะเกิดปฏิกิริยาใดมากหรือนอยขึ้นอยูกับ
สภาวะแวดลอมและปริมาณสาร เชน ถามีน้ําอยูในปฏิกิริยามาก (มีคาawสูง) จะเกิดปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสไดดี  แตในการผลิตไบโอดีเซลจะไมตองการปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส  เพราะจะไปแขงขัน
กับปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  จึงจําเปนตองจํากัดปริมาณน้ําหรือลดปริมาณใหนอยที่สุด  
อยางไรก็ตามไมสามารถลดปริมาณน้ําทั้งหมดลงได เพราะเอนไซมจะทํางานในระบบไดจําเปนตอง
มีน้ําเขามาเกี่ยวของ 
 2.2.1.3 ปริมาณของเอนไซม 
 ปริมาณของเอนไซมที่ใชแตกตางกันไปขึ้นอยูกับปริมาณของสารตั้งตน และความวองไว
ของเอนไซมตอการทํางานในสภาวะที่ศึกษา โดยปกติเม่ือปริมาณของเอนไซมเพ่ิมขึ้นอัตราการเรง
ปฎิกิริยากลีเซอโรไลซิสจะสูงขึ้นดวย แตเม่ือปริมาณเอนไซมสูงกวาระดับที่เรงปฎิกิริยาพอดีกับสาร
ตั้งตน จะมีผลทําใหอัตราการเกิดปฎิกิริยาเริ่มตนคงที่ ดังนั้นตองทําการศึกษาหาปริมาณของเอนไซมที่
เหมาะสมในการเรงปฎิกิริยา เพ่ือไมใหเกิดการสิ้นเปลืองจากการใชปริมาณเอนไซมที่ไมเหมาะสม 
 2.2.1.4 วัตถุดิบ  
           โดยธรรมชาติแลวไตรกลีเซอรอลที่ไมละลายในน้ําเปนสารตั้งตนที่จําเพาะสําหรับไลเปสซึ่ง
อาจมีการจับกันอยูในรูปฟลมโมเลกุลชั้นเดียว ไมเซล (Micelles) หรืออิมัลชัน ถามีปริมาณน้ําในสาร
ตั้งตนมากเกินไปจะทําใหปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นกลายเปนปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสแทนทําใหไดโมโน
กลีเซอไรดต่ํา 
 2.2.1.5 การถายเทมวลสาร  
 อัตราเร็วการเขยาสารมีผลตอการกระจายตัวและการถายเทมวลสารของเอนไซม (Mass 
transfer)ทั้งน้ีจะขึ้นอยูกับปริมาณสารในระบบดวย กรณีที่มีสารอยูในระบบนอยอาจจะใชความเร็ว
รอบในการเขยาต่ําก็ไดหรือกรณีที่สารในระบบมีปริมาณมากขึ้น จะตองใชความเร็วรอบในการเขยา
ที่มากขึ้น  การใชเอนไซมไลเปสจาก Candida cylindracea ปฎิกิริยาที่มีเฮกเซนเปนตัวทําละลาย
เม่ือเพ่ิมความเร็วรอบในการเขยาจาก 100 เปน 200 รอบตอนาทีปฏิกิริยาจะเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ และเม่ือ
เพ่ิมความเร็วรอบในการเขยาเปน 250 - 300รอบตอนาทีปฏิกิริยาจะเกิดไดชาลง การใชความเร็ว
รอบในการเขยานั้นมีความสําคัญตอการเกิดปฏิกิริยาเนื่องจากถาใชความเร็วรอบในการเขยาที่สูง
เกินไปจะทําใหอากาศเขาไปในสารละลายไลเปสระหวางการเขยา ทําใหเอนไซมนั้นเกิดการ
ออกซิเดชันสงผลใหคากิจกรรมของเอนไซมลดลง 
 ความเร็วรอบการเขยาจะกระทบตอการถายเทมวลของเอนไซมไลเปสตรึงรูป จึงมีผลตอ
การเพิ่มขึ้นหรือลดลงของปริมาณเอสเทอรในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน จากการศึกษา
ความเร็วในการกวนที่แตกตางกันคือ ที่ความเร็วรอบ 150, 250 และ300 รอบตอนาทีความเร็วรอบ
การเขยาจะกระทบตอการถายเทมวลของเอนไซมไลเปสตรึงรูป จึงมีผลตอการเพิ่มขึ้นหรือลดลงของ
ปริมาณเอสเทอรในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน จากการศึกษาความเร็วในการกวนที่แตกตาง
กันคือ ที่ความเร็วรอบ 150, 250 และ300 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในการทําปฏิกิริยาท
รานสเอสเทอริฟเคชันจากน้ํามันพืช พบวาชวงแรกปริมาณเอสเทอรเพ่ิมขึ้นเม่ือความเร็วรอบการ
กวนเพิ่มขึ้น แตที่ความเร็วรอบสูงกวา 250 รอบตอนาที ปริมาณของเอสเทอรกลับลดลง นอรเดรดินี 
เอช และคณะ (Noureddini. H; et al. 2005: 769–777) 
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  2.2.2 การตรวจสอบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
     สารตั้งตนที่นิยมนํามาใชในการหาคากิจกรรมของเอนไซมนั้น คือ ไตรกลีเซอไรดซึ่งไม
สามารถละลายน้ําได ไตรกลีเซอไรดนิยมหาคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสควรที่เปนของเหลวที่
อุณหภูมิที่จะทําการศึกษา เน่ืองจากการไฮโดรไลซไตรกลีเซอไรดที่เปนของแข็งนั้นจะเกิดขึ้นชามาก 
เพ่ือความสะดวกจึงนิยมใชน้ํามันมะกอกเปนสารตั้งตน เน่ืองจากการใชไตรกลีเซอไรดบริสุทธิ์มีราคา
แพงกวามาก เราจึงทําใหอยูในรูปของอิมัลชันของน้ํามันมะกอก 
  วิธีอยางงายในการทําการตรวจสอบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสทําไดโดยการไตเตรท
หาปริมาณกรดไขมันอิสระที่ถูกปลอยออกมาจากปฏิกิริยาที่มีไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยที่    
ไตรกลีเซอไรดเปนสารตั้งตน หลังจากการบมและทําการหยุดปฏิกิริยาแลว การวิเคราะหผลิตภัณฑ
ที่ไดจากไฮโดรไลซิส โดยทั่วไปจะใชกัมอราบิก (Gum arabic) เติมลงไปเพื่อผสมน้ํากับนํ้ามันเขา
ดวยกัน อยางไรก็ตามวิธีอ่ืนในการใชตรวจสอบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสนอกเหนือจากการ  
ไตเตรทกรดไขมัน เชน Polarimetric, Colorimetric และ Fluorometric ทั้งน้ีขึ้นอยูกับสมบัติของ
ผลิตภัณฑที่เกิดจากปฏิกิริยา  
  2.2.3 การใชเอนไซมไลเปสในการผลิตไบโอดีเซล 

  การใชเอนไซมไลเปสในการผลิตไบโอดีเซลสามารถทําไดสองวิธี คือ  การใชแบคทีเรีย
ทั้งตัวเพ่ือผลิตเอนไซมในกระบวนการ (Intracellular enzyme) การสกัดเอนไซมบริสุทธิ์เพ่ือนํามาใช
ในกระบวนการผลิต (Extracellular  enzyme) ซึ่งการนําเอนไซมมาใชจะมีทั้งการใชในรูปของ
เอนไซมอิสระและเอนไซมที่ถูกตรึง  สวนใหญแลวจะมีการใชเอนไซมที่ถูกตรึงมากกวาเนื่องจาก
สามารถนําเอนไซมกลับมาใชใหมไดหลายครั้ง และเอนไซมยังสามารถทนตอสภาพแวดลอมที่มีการ
เปลี่ยนแปลงไดดีกวา  แตการตรึงเอนไซมทําใหมีการสูญเสียคากิจกรรมของเอนไซมไปบางสวน
เชนกัน 
 เชน และเวน (Chen; & Wen. 2003: 466-469) ทําการศึกษาปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเค
ชันระหวางน้ํามันถั่วเหลืองรวมกับเมทานอล, เอทานอล, n-propanol, isopropanol, 1-butanol, 2-
butanol ,tert-butanol โดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Candida antarcticaใช
เวลาในการทําปฏิกิริยา 30 นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันถั่ว
เหลืองกับแอลกอฮอลชนิดตางคือ 1:3 พบวาแอลกอฮอลที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาคือเมทานอล
มีคาคอนเวอรชันเทากับ 70 เปอรเซ็นต  
 ทอเรส คารลอส และคณะ (Torres Carlos; et al.  2005: 107-116) ไดทําการศึกษาเกี่ยวกับ
การผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันดอกทานตะวันโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือ เอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas 
fluorescens และทําการศึกษาเกี่ยวกับผลกระทบของตัวทําละลายอินทรียในปฏิกิริยาแอลกอฮอไลซิส  
พบวากรณีที่ไมมีตัวทําละลายอินทรียจะใหคาคอนเวอรชันมากกวา 90 เปอรเซ็นตโดยใชอัตราสวน
ระหวางน้ํามันดอกทานตะวันตอเมทานอลเทากับ 1 : 4.5 และใสเอนไซมตรึงรูปลงในน้ํามันประมาณ  
5 ชั่วโมงกอนที่จะใสเมทานอลลงไป 
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 ลิปโค และคณะ (Linko; et al. 1998: 41-50) ไดทําการศึกษาการทําปฏิกิริยาทรานส          
เอสเทอริฟเคชันโดยใชเมล็ดเรปและแอลกอฮอลคือ 2-ethyl-1-hexanol มาทําปฏิกิริยาโดยใช
เอนไซมไลเปสจาก  C. rugosa  พบวามีปริมาณของเอสเทอรเทากบั 97 เปอรเซ็นต 

 วู ดับเปลยู เอช และคณะ (Wu,W.H; et al. 1999: 517-521) ไดทําการศึกษาการนําน้ํามัน
ที่ใชแลวจากภัตตาคารมาทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันกับเอทานอลโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือ  
เอนไซมไลเปสจาก P. cepacia และ C. antarctica พบวาไดปริมาณของเอสเทอรเทากับ 85.4 เปอรเซ็นต 
 เซลมิซาย บี และ โทมัส ดี (Selmi Sei.B; & Thomas, D. 1998: 1372-1378) ไดทําการศึกษา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวางน้ํามันจากเมล็ดทานตะวันรวมกับเอทานอลโดยใชตัวเรง
ปฏิกิริยาคือ เอนไซมไลเปสจาก Rhizomucor miehei พบวาปริมาณของเอสเทอรที่ไดเทากับ 
83  เปอรเซ็นต 
 นอรเดรดินี เอช และคณะ (Noureddini. H; et al. 2005: 769-777) ไดทําการศึกษาเกี่ยวกับ
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวางน้ํามันถั่วเหลืองกับเมทานอลและเอทานอลโดยใชตัวเรง
ปฏิกิริยาคือ  เอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Pseudomonas cepacia  และทําการตรึงรูปโดยใชเทคนิค
การตรึงรูปดวยวิธีหอหุมโดยมี  sol-gel  เปนสารหอหุมใชอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันถั่วเหลือง
ตอเมทานอลคือ  1:7.5 และอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันถั่วเหลืองตอเอทานอลคือ 1:15.2 ทํา
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  35 องศาเซลเซียส  พบวาไดปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 67 เปอรเซ็นตและ
เอทิลเอสเทอรเทากับ 65 เปอรเซ็นต 
 ไทซิ ซามุกาวา และคณะ (Taichi; et al. 2000: 180-183) ไดทําการศึกษาผลกระทบของ
การตรึงรูปเอนไซมจาก Candida antarctica  ในปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสระหวางน้ํามันถั่วเหลืองกับ
เมทานอลโดยใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 12 ชั่วโมง พบวาปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่ไดเทากับ  
97  เปอรเซ็นต 
 ซิมาดะ และคณะ (Shimada; et al 1999: 133-142) ไดทําการศึกษาผลของอุณหภูมิตอ
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันพืชโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือเอนไซมไลเปสจาก  Candida  
antarctica  โดยทําการศึกษาที่อุณหภูมิที่ 20, 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส พบวาหลังจากทํา
ปฏิกิริยาไป 6 ชั่วโมง เม่ือเพ่ิมอุณหภูมิ ปริมาณของเอสเทอรจะเพ่ิมขึ้นและเม่ือเวลาผานไป 24 ชั่วโมง 
พบวาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปริมาณของเอสเทอรที่มากที่สุดคือ 29.9 เปอรเซ็นต และเม่ือ
เพ่ิมอุณหภูมิตอไปจะทําใหปริมาณเอสเทอรลดลง 
 คามินิ และ เลฟูจิ (Kamini; & Lefuji. 2001: 405-410) ไดทําการศึกษาผลของอุณหภูมิตอ
ปฏิกิริยาเมทาโนไลซิลจากน้ํามันรําขาวโดยใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา ทําการทดลองที่
อุณหภูมิที่ 25, 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียสเวลา 24 ชั่วโมง พบวาปริมาณของเอสเทอรลดลงเมื่อ
อุณหภูมิเพ่ิมขึ้นสวนเวลาที่ใชในกากรทดลอง 96 ชั่วโมง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สามารถผลิต
เอสเทอรไดสูงสุดเทากับ 62.3 เปอรเซ็นตและเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิตอไปจะทําใหปริมาณเอสเทอรลดลง 
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 วันตานาบิ และคณะ (Watanabe; et al. 2002: 151-155) ทําการศึกษาปฏิกิริยาเมทาโนไลซิส 
ระหวางน้ํามันถั่วเหลืองที่ผานกระบวนการแยกดีกัมกับเมทานอลรวมกับคลอโรฟอรมโดยใชตัวเรง
ปฏิกิริยาคือเอนไซมตรึงรูปจาก Candida antarctica โดยมีการเติมเมทานอล พบวา ปริมาณของ
เมทิลเอสเทอรเทากับ 93.2 เปอรเซ็นต 
 เอล รัสซี, เอเลน เปอรราด และเอเลน (El Rassy; Alain Perrard; & Alain. 2004:137-
150) ไดทําการศึกษาการเตรียมเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Burkholderia cepacia โดยใชเทคนิค
การตรึงรูปแบบหอหุมใชสารหอหุมคือ Sillica aerogelและทําการเปรียบเทียบคากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสอิสระกับเอนไซมตรึงรูปและทําการศึกษาจลนศาสตรของปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชัน
ของเอนไซมไลเปส 
 โดสเสด และคอมเบส (Dossat; & Combes. 2002: 90-94) ไดทําการศึกษาปฏิกิริยา     
แอลกอฮอไลซิสของน้ํามันดอกทานตะวันโดยอาศัยเอนไซมตรึงรูปในสารละลายอินทรีย n-hexane 
ใชแบบจําลอง Ping-pong Bi Bi อธิบายจลนศาสตรของปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชัน พบวา เม่ือ
ใชน้ํามันดอกทานตะวันในอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันดอกทานตะวันตอเมทานอลเทากับ 1:3 จะให
ปริมาณเอสเทอรสูงสุดเทากับ 65 เปอรเซ็นต 
       2.2.4 การตรึงเอนไซม (Immobilized Enzyme) 
 เอนไซมเปนสารชีวโมเลกุลจําพวกโปรตีน และทําหนาที่เรงปฏิกิริยาเคมีในสิ่งมีชีวิต โดย
เอนไซมมีสมบัติตางจากตัวเรงปฏิกิริยาเคมีทั่วไปหลายอยาง เชน มีความจําเพาะตอสารตั้งตน 
สามารถทําเรงปฏิกิริยาไดในสภาวะอุณหภูมิหอง เปนตน แตในความเปนจริงพบวาการนําเอนไซม
มาใชในกระบวนการทางอุตสาหกรรมไมนิยมเทาที่ควรเพราะเอนไซมมีความคงตัว และกระบวนการ
สกัดเอนไซมยังมีตนทุนที่สูง, เอนไซมอิสระนั้นไมเสถียร, เอนไซมอิสระนั้นไมสามารถที่จะแยก
เอนไซมอิสระออกจากผลิตภัณฑไดยาก เอนไซมอิสระไมสามารถนํามาใชไดในเครื่องปฏิกรณ
แบบตอเน่ืองและเอนไซมไมสามารถนํากลับมาใชได จากขอจํากัดของการใชหากนํามาใชในระดับ
อุตสาหกรรมจะทําใหมีตนทุนในการผลิตสูงไปดวย ดังน้ันจึงมีแนวความคิดที่จะพัฒนาใหมีการนํา
เอนไซมสามารถทําการเรงปฏิกิริยาไดหลายๆ ครั้ง เอนไซมทั่วไปมี 2 รูป คือ เอนไซมอิสระหรือ
เอนไซมเดิมและเอนไซมดัดแปลง กรณีของเอนไซมดัดแปลงซึ่งในกระบวนการที่จะทําการตรึงเอนไซม 
มีอยูดวยกันหลายกระบวนการโดย แตละกระบวนการมีขอดีขอเสียแตกตางกัน ตองคํานึงถึงการนําไปใช
งาน มีลักษณะงานและสารตั้งตนซ่ึงกระบวนการตรึงเอนไซมสามารถแสดงดังภาพประกอบ 3 
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ภาพประกอบ 3 การจําแนกประเภทของเอนไซมตรึงรปู 

 
  ที่มา:  ภาวิณี  คณาสวัสดิ;์ และดวง พุธศกุร. (2527). การสังเคราะหเมทิลและเอทลิ 
เอสเทอรจากน้ํามันปาลมโดยวิธทีางเคมแีละทางเอนไซม. หนา 55. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอนไซม 

เอนไซมดัดแปลง (Modified enzyme) เอนไซมอิสระ(Free enzyme) 

เอนไซมหอหุม (Entrapped enzyme) เอนไซมเกาะติด(Bond enzyme) 

เอนไซมแคปซูล 
(Micro encapsulated 

enzyme) 

เอนไซมตรึงรปู (Immobilized enzyme) 

เอนไซมดูดซับ 
(Adsorped enzyme) 

เอนไซมเชื่อมพันธะเคม ี
(Covalently bond 

enzyme) 

เอนไซมหอหุมในเมทริกซ 
(Matrix-entrapped 

enzyme) 
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ภาพประกอบ  4   กระบวนการตรึงรูปเอนไซมใหอยูในรูปของแข็ง 
 

 ที่มา: ภาวิณี  คณาสวัสดิ;์ และดวง พุธศุกร. (2527). การสังเคราะหเมทิลและเอทลิเอส
เทอรจากน้ํามันปาลมโดยวธิีทางเคมีและทางเอนไซม. หนา 55. 
 
  2.2.4.1 การตรึงรูปเอนไซมดวยวธิีกักหรอืหอหุม (Entrapping method)  

วิธีการกักหรือหอหุมเปนการตรึงเอนไซมอิสระไวในชองวางของตาขายโพลิเมอร หรือกัก
เอนไซมอิสระไวดวยเยื่อบางที่ยอมใหมีสารซึมผานไดบาง (Semipermeable membrane) เชน สาร
ตั้งตนและผลิตภัณฑผานเขาออกได แตจะกักเอนไซมซึ่งมีขนาดโมเลกุลใหญกวามากไวภายใน  
เชน การใช  Ultramembrane filter  ซึ่งจัดไดวาเปนการตรึงเอนไซมโดยการกักเหมือนกันเพราะ
เอนไซมถูกจํากัดโดยเมมเบรนใหอยูในบริเวณหนึ่งเทานั้น แตผลิตภัณฑซึ่งมีโมเลกุลเล็กกวา
สามารถผานเมมเบรนออกไปได สามารถแบงเปนการตรึงเอนไซมโดยวิธีการกักหรือหอหุมออกเปน  
3 ประเภท คือ การกักเอนไซมในชองตาขาย (Lattice type) การกักเอนไซมในแคปซูลเล็ก 

กระบวนการตรึงเอนไซมใหอยูในรูปของแข็ง 

การจับยึด(Bonding) การหอหุม (Entrapping) 

การเชื่อมไขว 
(Cross–link) 

การหอหุมดวยแคปซูล 
(Micro encapsulation) 

การหอหุมดวยเสนใย 
(Fiber-entrapping) 

การเกาะกับตวัพยุง 
(Carrier-binding) 

การหอหุมดวยเจล 
(Gel-entrapping) 

การดูดซับทางกายภาพ
(Physical adsorption) 

การยึดจับดวย 
พันธะไอออนิก 

(Carrier-binding) 

การยึดจับดวย 
พันธะโลหะ 

(Metal-binding) 

การยึดจับดวย 
พันธะโควาเลนท 

(Covalent-binding) 
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(Microcapsule type)และการกักเอนไซมดวย  Ultramembrane  การตรึงรูปเอนไซมวิธีนี้แตกตาง
จากวิธีเชื่อมพันธะโควาเลนตและวิธีเชื่อมขวาง กลาวคือ เอนไซมไมเชื่อมพันธะเคมีใดๆ กับสารที่
กักหรือหอหุม  ทําใหไดเอนไซมที่สมบัติเหมือนกับเอนไซมที่อยูอยางอิสระในสารละลาย  ดังน้ันจึง
นิยมใชวิธีนี้อยางแพรหลายแมวาปฏิกิริยาทางเคมีที่ทําใหเกิดสารโพลิเมอรสําหรับหอหุมน้ันตองการ
ภาวะที่รุนแรง  อาจสงผลกระทบตอคากิจกรรมของเอนไซม  ดังน้ันจึงตองเลือกภาวะที่มีผลกระทบ
นอยที่สุด  จะสังเกตไดวาการกักเอนไซมนั้นเหมาะสมสําหรับเอนไซมที่มีสับสเตรทโมเลกุลเล็ก
พอที่จะผานรูพรุนของ โพลิเมอรหรือเยื่อหุมของไมโครแคปซูลไดโดยแบงเปน 3 วิธีหลักๆ ดังน้ี 

วิธีกักเอนไซมในชองตาขาย (Lattice type) 
วิธีหอหุมเอนไซมในแคปซลูเล็ก (Microcapsule type) 
วิธีกักดวยอัลตราเมมเบรน (Ultramembrane) 

2.2.4.2 วิธีกักเอนไซมในชองตาขาย (Lattice type) 
 การกักเอนไซมในชองตาขายของโพลิเมอรไมละลายนํ้า  ทําไดโดยผสมเอนไซมเขากับ
สารที่ใชกักในขณะที่กําลังจะเกิดโพลิเมอร  โมเลกุลของเอนไซมจะถูกหอหุมดวยชองตาขายอยาง
สม่ําเสมอทุกชองอยางชาๆ  การตรึงรูปเอนไซมลักษณะนี้จะสงผลกระทบตอเสถียรภาพของโปรตีน
เอนไซมโดยตรง  เน่ืองจากสารที่กําลังรวบตัวเปนโพลิเมอร 
          โพลิเมอรที่มีการนํามาใชกักเอนไซมคือ แคปปาคาราจินาน (k-carragenan) และโซเดียมอัลจิเนต 
(Sodium alginate) สารทั้งสองเปนโพลิเมอรละลายโดยการตมที่ 40 องศาเซลเซียส หลังจากนั้น  
จึงนําเอนไซมมาผสมใหเขากันดี เมื่อลดอุณหภูมิลงโพลิเมอรจะแข็งตัวและกักเอนไซมไวภายใน  
โซเดียมอัลจิเนตมีลักษณะพิเศษคือ ตองการแคลเซียมไอออนเปนตัวรักษาสภาพโพลิเมอรใหเสถียร
ไว กรณีของโซเดียมอัลจิเนตน้ันทําไดโดยการหยดสารละลายผสมระหวางอัลจิเนตกับเอนไซมใน
สารละลายแคลเซียมคลอไรดจะไดเม็ดของโพลิเมอร ลักษณะทรงกลมเหมือนไขปลา สามารถเก็บไว
ใชงานตอไป 

ตาราง 6  โพลิเมอรโมโนเมอรและสารเชื่อมขวางที่ใชในการหอหุมเอนไซม 

Natural polymer Monomer 

Starch matrix Acrylamide 

Mannan Acrylamide and Acrylic acid  

α-carrageenan Acrylamide and Hydroxyethylmethacrylate  
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ตาราง 6  (ตอ)  

Ca-alginate 
Acrylamide,N,N-dimethylaminoethylmethacrylate 
and Polyethyleneglycolmethacrylate   

Gelatin  

Collagen  

Chitin  

Polymer Prepolymer 

Polyvinyl alcohol ENT and ENTP (photocrosslinkable) prepolymer 

Cellulose acetate Urethane propolymer 

 
  ที่มา: Chaplin; & Bucke. (1999). Enzyme Technology. p. 250. 
 

สารเชื่อมขวางระหวางสายโพลิเมอร ไดแก กลูตารัลดีไฮดและสารอื่นๆ ตามความเหมาะสม
ของชนิดโพลิเมอรสังเคราะหและพันธะเคมีที่เกี่ยวของ เพ่ือสรางชองตาขาย (Lattice) ระหวางสายตรง
ของโพลิเมอร จะไดชองตาขายที่สม่ําเสมอและคงตัว เราสามารถควบคุมความแข็งและรูพรุนของ
รางแหโพลิเมอรได การเปลี่ยนอัตราสวนของโมโนเมอรโพลิเมอรธรรมชาติไมนิยมใชสารเชื่อมขวาง
เนื่องจากชองตาขายในโพลิเมอรธรรมชาติสามารถเกิดขึ้นไดเองโดยไมตองใชตัวเชื่อมกลาว คือ 
ชองตาขายของสายโพลิเมอรธรรมชาติจะอยูในลักษณะชองตาขายแบบกายภาพ ซึ่งเกิดจากสาย
สาขาของโพลิเมอรธรรมชาติจับเรียงตัวไมเปนระเบียบเกิดชองตาขายขึ้นเอง   

อัลจิเนตเปนสารโพลิเมอรที่นิยมมาใชในการตรึงรูป เน่ืองจากเปนสารโพลิเมอรที่มีราคาถูก
และเปนสารธรรมชาติที่ไมมีพิษ ซึ่งอัลจิเนตเปนสารโพลิเมอรเชิงเสนที่เปนประจุลบ ซึงประกอบดวย 
1,4-linked β-D-mannuronic acid และ α-L-guluronic acid ในสัดสวนและมีการจัดเรียงตัวที่
แตกตางกันออกไปและมีการดักจับเอนไซมไวภายในเม็ดแคปซูล ทําไดโดยวิธีการหยดสารละลาย
กระดางของเกลือ Ca2+ ซึ่งตัวของประจุบวกจะทําหนาที่เปนสารเชื่อมไขว (Cross linking agent) 
ผานอัลจิเนตจนตกตะกอนโดยที่เอนไซมจะถูกดักจับไวภายในชองวางตาขายของอัลจิเนต 
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2.2.4.3 วิธีหอหุมเอนไซมในแคปซูลเล็ก (Microcapsule type) 
 เปนวิธีการตรึงเอนไซมโดยสรางเยื่อหุมกึ่งซึม (Semipermeable membrane) ลอมรอบ
เอนไซมในแคปซูลที่มีขนาดเล็กมาก (Microcapsule) โดยใช Nylon หรือ Colldion ที่มีขนาดและ
ความพรุนตามที่กําหนด ใหอยูในสารละลายเอนไซมเกิด Emulsified droplete สารละลายเอนไซม 
เอนไซมที่ตรึงดวยวิธีนี้ ไดแก Carbonic anhydrase, L-asparaginase, β-galactosidase, Catalase  
และ Urease 
วิธทีําแคปซลูเล็กเพื่อหอหุมเอนไซม  สามารถแบงตามลักษณะการเกิดโพลิเมอรได 3 วิธีคือ 
  วิธีการเกิดโพลิเมอรระหวางชั้น (Interfacial polymerization method) 
          เปนวิธีการหอหุมเอนไซมดวยโพลิเมอรซึ่งทําเปนแผนบาง สารสามารถซึมผานไดเพียง
บางสวน การทําแคปซูลจะเกิดขึ้นพรอมกับการเกิดโพลิเมอรซึ่งเกิดจากโมโนเมอรตางชนิดกัน  2 อยาง 
คือ โมโนเมอรชอบนํ้า (Hydrophilic monomer) และโมโนเมอรไมชอบนํ้า (Hydrophobic monomer) 
การเกิดโพลิเมอรระหวางชั้น (Interfacial polymerization 

ขั้นตอนการเกิดแคปซูลเลก็แบงเปน 3 ขั้นตอน   
  ก. การเกิดอิมัลชัน (Emulsification) 
   ทําใหสารละลายเอนไซมและโมโนเมอรชอบนํ้าเปนอิมัลชันกระจายในตัวทําละลาย
อินทรีย เชน เบนซีน ไซโคลเฮนเซน คลอโรฟอรม เปนตน ทําการรบกวนตลอดเวลาจนอิมัลชันคง
ตัวไดนานและละเอียด 
  ข. การเกิดโพลิเมอรระหวางชั้น (Interfacial polymerization) 
   เติมโมโนเมอรไมชอบน้ําซึ่งละลายไดดีในตัวทําละลายอินทรีย กวนใหสมํ่าเสมอ
ตลอดเวลาจนกระทั่งเกิดโพลิเมอรของโมโนเมอรทั้งสองชนิด ซึ่งคั่นดวย ตัวทําละลายอินทรียและน้ํา 
โพลิเมอรจะเกิดขึ้น ถาสัดสวนของตัวถูกละลายทั้งหมดพอดี สวนของตัวถูกละลายสวนเกิดจะถูก
แยกออกไป 

ค. การแยกโมโนเมอรที่ไมทําปฏิกิริยา 
  แยกสวนของโมโนเมอรที่ไมทําปฏิกิริยาการสรางโพลิเมอรรอบเอนไซมไมวาเปนโมโน
เมอรชอบนํ้าหรือไมชอบนํ้า จะไดสวนที่เหลือคือ Enzyme droplet แขวนลอยในตัวทําละลายอินทรีย 
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ตาราง 7  โมโนเมอรชอบนํ้าและไมชอบน้ําและโพลเิมอร 
 

โมโนเมอรชอบน้ํา โมโนเมอรไมชอบนํ้า โพลิเมอร 
Polyamine Polybasic acid chloride Polyamide 
 Bishaloformate Polyurethane 
 Polyisocyanate Polyurea 
Glycol, Polyphenol Polybasic acid chloride Polyester 
 Polyisocyanate Polyurea 

 
 ที่มา: Chaplin; & Bucke. (1999). Enzyme Technology. p. 255. 
 
  วิธีการเกิดโพลิเมอรโดยการทําแหง (Liquid drying method) 
  วิธีการทําแคปซูลเล็กของเอนไซมโดยการทําใหสารโพลิเมอรแหงในขณะเกิดแคปซูล
เล็กของเอนไซมขั้นตอนการเกิดแคปซูลเล็กแบงเปน 3 ขั้นตอน   
  ก. การเกิดอิมัลชันครั้งที่  1 (1st Emulsion) 
   ละลายโพลิเมอรในตัวทําละลายอินทรียจนเปนเนื้อเดียวกัน (ตัวทําละลายอินทรียนี้
ตองไมละลายในน้ํา) จากนั้นกระจายสารละลายเอนไซมลงในสารละลาย โพลิเมอรเกิดเปนอิมัลชัน  
ในลักษณะของหยดน้ํากระจายในน้ํามัน (Water in oil) เรียกอิมัลชันครั้งที่ 1 (ชั้น 1) 
  ข. การเกิดอิมัลชันครั้งที่  2 (2nd Emulsion) 
   เติมสารลดแรงตึงผิว (Sulfactants หรือ Sulface actice agent) ไดแก เจลาติน   
โพลิไวนิลแอลกอฮอลที่ละลายไดในตัวทําละลายอินทรีย  เพ่ือชวยรักษาการเกิดคอลลอยในลักษณะ
ของการเกิดอิมัลชันครั้งที่ 2 (ชั้น 2) ที่คงตัวกวา คือ เกิดอิมัลชันแบบหยดน้ํามันกระจายในน้ํา (Oil 
in water) เม่ือกวนเรื่อยๆ จะย่ิงทําใหสวนของโพลิเมอรในชั้นของผิวอิมัลชันครั้งที่ 2 (ชั้น 2) เขมขน
สูงจนเกิดฟลมแข็งคงตัวขึ้น เปนแคปซูลเล็กของเอนไซม 
  ค. การทําแหง (Drying vacuum) 
   แยกสวนของตัวทําละลายอินทรียที่ไมทําปฏิกิริยาออกไป โดยการระเหยแหง
ภายใตสุญญากาศ จะชวยรักษาสภาพธรรมชาติของโพลิเมอรใหคงตัว 
  การทําแคปซูลเล็กดวยวิธีนี้ มีขอควรพิจารณาคือ การควบคุมใหเกิดอิมัลชันครั้งที่ 2 
หรือชั้นที่ 2 นั้นปกติกระทําไดยาก จึงตองเลือกสารลดแรงตึงผิวที่จะชวยรักษาความคงตัวของคอลลอยด
ใหเหมาะสม  และในขั้นตอนการทําแหงอาจทําการแยกตัวทําละลายอินทรียออกไดยาก เพราะตัวทํา
ละลายอินทรียอาจรวมตัวกับสารลดแรงตึงผิว ตัวอยางของโพลิเมอร ไดแก Ethyl cellulose, Polystyrene 
และ Polyethylene เปนตน ตัวอยางของตัวทําละลายอินทรีย ไดแก เบนซีน ไซโคลเฮกเซน และ
คลอโรฟอรม  เปนตน 
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 วิธีแยกชั้น (Phase separation method) 
  วิธีนี้คลายกับวิธีการเกิดโพลิเมอรโดยการทําแหงสามารถแบงเปน  3 ขั้นตอน  

ก. การเกิดอิมัลชัน (Emulsification) 
ละลายโพลิเมอรดวยทําละลายอินทรียตัวที่ 1 และทําใหสารละลายเอนไซมกระจาย

เปนอิมัลชันในตัวทําละลายอินทรียที่ 1 และโพลิเมอร โดยอยูในลักษณะของอิมัลชันแบบนํ้าในน้ํามัน 
(Water in oil emulsion) ตองกวนอยางสม่ําเสมอตลอดเวลา 
  ข. การแยกชั้น (Phase separation) 
  ทําใหสารละลายโพลิเมอรแยกเปน 2 ชั้น โดยการเติมตัวทําละลายอินทรียตัวที่ 2 ซึ่ง
รวมอยูกับตัวทําละลายอินทรียตัวที่ 1 ไดดี แตไมละลายโพลิเมอร ดังน้ันถาเติมตัวทําละลายอินทรีย
ที่ 2  ลงไปทีละนอยพรอมกับกวนตลอดเวลา ซึ่งจะไปรวมตัวกับตัวทําละลายตัวที่ 1 สงผลทําให
สารละลายโพลิเมอรถูกแยกออกเปน 2 ชั้น คือ ชั้นในที่มีความเขมขนโพลิเมอรสูง ซึ่งก็คือสวนโพลิ
เมอรที่ลอมรอบ Enzyme droplet กลายเปนเยื่อบางหอหุมเอนไซมไปในที่สุด สวนชั้นนอกที่อยูหาง  
Enzyme droplet ออกไป จะมีสารโพลิเมอรความเขมขนต่ํา ไมสามารถกลายเปนเยื่อบางได 
 ค. การแทนทีต่ัวทําละลาย (Solvent substitution) 
  เม่ือมีการเติมตัวทําละลายตัวที่ 2 และกวนตลอดเวลา  จนกระทั่งเกิดการแทนที่ของตัว
ทําละลายอยางสมบูรณ  สวนของฟลมโพลิเมอรจะคอยๆ แข็งตัวขึ้น 
  การทําแคปซูลเล็กในลักษณะการแยกชั้นจะตองระมัดระวังในชองของการทําแยกชั้น  
และการแทนที่ตัวทําละลายเพื่อมิใหสวนของโพลิเมอรตกตะกอนแยกออกมา  รวมทั้งตองแยกตัวทํา
ละลายที่เหลือในโพลิเมอรออกใหหมด  จึงจะไดแคปซูลเอนไซมที่คงตัว 
  วิธีนี้ไดมีการนํามาใชตรึงรูปแอสปาราจิเนส ยูริเอส แคทาเลส และยังมีการทดลองทํา
แคปซูลรวมกับการดูดซับทางกายภาพบนซิลิกาเจล 
วิธีหอหุมดวยอัลตราเมมเบรน (Ultramembrane) 
 การใชอัลตราเมมเบรนในการกักเอนไซม จะพบในเครื่องปฏิกรณชนิดตางๆ ที่ตองการให
เอนไซมเรงปฏิกิริยาในระบบตอเน่ือง (Continuous process) โดยสามารถเลือกใชอัลตราเมมเบรนที่
มีรูพรุนขนาดตางๆ กัน (ปกติมีชวงของ Molecular weight cut off ตั้งแต 500 ไปจนถึง 200,000)  
ตัวอยางอุปกรณสําหรับการยอยสลายเซลลูโลส โดยการกักเอนไซมเซลลูโลสใหอยูภายในเครื่อง
ปฏิกรณดวยอัลตราเมมเบรน วิธีการใชอัลตราเมนเบรนสามารถแบงเปน 3 ขั้นตอน 
  ก. การเกิดอิมัลชัน (Emulsification) 
              ละลายโพลิเมอรดวยทําละลายอินทรียตัวที่ 1 และทําใหสารละลายเอนไซมกระจายเปน
อิมัลชันในตัวทําละลายอินทรียที่ 1 และโพลิเมอร โดยอยูในลักษณะของอิมัลชันแบบนํ้าในน้ํามัน 
(Water in oil emulsion) ตองกวนอยางสม่ําเสมอตลอดเวลา 
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  ข. การแยกชั้น (Phase separation) 
  ทําใหสารละลายโพลิเมอรแยกเปน 2ชั้น โดยการเติมตัวทําละลายอินทรียตัวที่ 2 ซึ่ง
รวมอยูกับตัวทําละลายอินทรียตัวที่ 1 ไดดี แตไมละลายโพลิเมอร  ดังนั้นถาเติมตัวทําละลายอินทรีย
ที่ 2  ลงไปทีละนอยพรอมกับกวนตลอดเวลา ซึ่งจะไปรวมตัวกับตัวทําละลายตัวที่ 1 สงผลทําให
สารละลายโพลิเมอรถูกแยกออกเปน 2 ชั้น คือ ชั้นในที่มีความเขมขนโพลิเมอรสูง ซึ่งก็คือสวนโพลิเมอร
ที่ลอมรอบ  Enzyme droplet กลายเปนเยื่อบางหอหุมเอนไซมไปในที่สุด สวนชั้นนอกที่อยูหาง  
Enzyme droplet ออกไป จะมีสารโพลิเมอรความเขมขนต่ํา ไมสามารถกลายเปนเยื่อบางได 
  ค. การแทนที่ตัวทําละลาย (Solvent substitution) 
  เม่ือมีการเติมตัวทําละลายตัวที่ 2 และกวนตลอดเวลา จนกระทั่งเกิดการแทนที่ของตัว
ทําละลายอยางสมบูรณ สวนของฟลมโพลิเมอรจะคอยๆ แข็งตัวขึ้น 
  การทําแคปซูลเล็กในลักษณะการแยกชั้นจะตองระมัดระวังในชองของการทําแยกชั้น  
และการแทนที่ตัวทําละลายเพื่อมิใหสวนของโพลิเมอรตกตะกอนแยกออกมา  รวมทั้งตองแยกตัวทํา
ละลายที่เหลือในโพลิเมอรออกใหหมด จึงจะไดแคปซูลเอนไซมที่คงตัว ตาราง 8 
แสดงโพลิเมอรและตัวทําละลายที่ใชในการทําแคปซูลเล็กแบบแยกชั้น 
 
ตาราง 8 โพลิเมอรและตัวทําละลายที่ใชในการทําแคปซูลเล็กแบบแยกชั้น 
 

โพลิเมอร ตัวทําละลายอนิทรีย 1 ตัวทําละลายอนิทรีย 2 
Ethylcellulose Carbon tetrachloride Petroleum ether 
Nitrocellulose Ether Butyl benzoate 
Polystyrene Xylene Petroleum ether 
Polyethylene Xylene Amyl chloride 
Polyvinyl acetate Chloroform Petroleum ether 
Polymethylmethacrylate Chloroform Petroleum ether 

 
 ที่มา: Chaplin; & Bucke. (1999). Enzyme Technology. p. 259 
 

2.2.5 ขอจํากัดของการใชเอนไซมอิสระ 
 เอนไซมไลเปสอิสระมาใชงานนั้นจะมีขอจํากัดอยูหลายขอ เชน เอนไซมไลเปสอิสระนั้นไม
มีความเสถียร, การแยกเอนไซมไลเปสอิสระออกจากสารผลิตภัณฑทําไดยาก จึงทําใหไมสามารถที่
จะนําเอนไซมอิสระมาใชในเครื่องปฏิกรณแบบตอเน่ืองไดและที่สําคัญคือไมสามารถที่จะนําเอนไซม
อิสระกลับมาใชงานใหมไดจึงไมคุมคาตอการลงทุน สามารถที่จะสรุปไดใน แสดงดังตาราง 9 
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ตาราง 9 การเปรียบเทียบระหวางเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูป 
 

ขอเปรียบเทียบ เอนไซมอิสระ เอนไซมตรึงรปู 
การแยกเอนไซมออกจากผลิตภัณฑ 
ความสามารถในการทําปฏกิิริยา 
การนํากลับมาใชใหม 
คาใชจาย 
การควบคุมกระบวนการ 
ความบริสุทธิ์ของผลิตภัณฑ 

ยาก 
สูญเสีย 
ไมได 
แพง 
ยาก 

มีสารปนเปอน 
 

งาย 
          สูญเสยีนอยกวา 

ได 
ถูกกวา 
งาย 

บริสุทธิ ์

 
 ที่มา: จตุพร  ศรีบัณฑติมงคล, บุศรา คณุาจิตพิมล, และ ปกติ เพชรแดง.  (2547).  
การตรึงตวัเรงปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซล. หนา 42. 
 

การเปรียบเทยีบขอดีและขอเสียของตวัเรงปฏิกิริยาชนิดตางๆ แสดงดังตาราง 10 
 

ตาราง 10 เปรียบเทียบขอดีและขอเสียของตัวเรงปฏิกิริยา 
 

ตัวเรงปฏิกิริยา 
ขอเปรียบเทียบ 

เอนไซม กรดและเบส 
1.อัตราการเกดิปฏิกิริยา 
2.ความรุนแรงของปฏิกิริยา 
3.ปริมาณของเสีย 
4.%Yield 
5.คาใชจาย 
6.การควบคุมปฏิกิริยา 
 

ชา 
ไมรุนแรง 
นอย 

ปริมาณนอยกวา 
ถูกกวา 
งาย 

เร็วกวาเอนไซม 
รุนแรงกวา 
มากกวา 

ปริมาณมาก 
แพงกวา 
ยาก 

 

 
 ที่มา: จตุพร  ศรีบัณฑติมงคล, บุศรา คณุาจิตพิมล, และ ปกติ เพชรแดง.  (2547).  
การตรึงตวัเรงปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซล. หนา 42. 
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2.3 ไบโอดีเซล 

ไบโอดีเซล (Biodiesel) คือผลิตภัณฑที่ไดจากการนําน้ํามันพืชชนิดตางๆ หรือนํ้ามันสัตวมา
สกัดเอายางเหนียวและส่ิงสกปรกออก (Degumming) จากนั้นนําไปผานกระบวน ทรานสเอสเทอริเคชัน 
(Transesterification) โดยการเติมแอลกอฮอล เชน เอทานอล หรือเมทานอลและตัวเรงปฏิกิริยา 
เชน กรด, ดางหรือเอนไซมไลเปส  
 
ตาราง 11 สมบัติของน้ํามันดีเซล และเอสเทอรของกรดไขมัน 
 

คุณสมบัต ิ น้ํามันดีเซล 
เอทิลเอสเทอรของกรด

ไขมัน 

ความหนาแนน 15 องศาเซลเซียส (กิโลกรัมตอ
ลูกบาศกเมตร) 
จุดเดือดเร่ิมตน (องศาเซลเซียส)  
            10 เปอรเซ็นต 
            20 เปอรเซ็นต  
            50 เปอรเซ็นต 
จุดเดือดสุดทาย (องศาเซลเซียส)    
อะโรมาติก (เปอรเซ็นตปรมิาตรโดยปริมาตร)
คารบอน (เปอรเซ็นต)                
ไฮโดรเจน (เปอรเซ็นต)                  
ออกซิเจน (เปอรเซ็นต)             
ซัลเฟอร (เปอรเซ็นต)                  
ดัชนีซีเทน 
คาออกเทนนัมเบอร  
อัตราสวนของไฮโดรเจนตอคารบอน               
คาความรอนของวาลวสุทธ ิ(เมกกะจูลตอกิโลกรัม) 

 

0.849 
 

180 
220 
234 
263 
349 
31.5 
86.0 
13.4 
0.0 
0.3 
46.1 
46.2 
1.81 
42.3 

0.888 
 

307 (1 เปอรเซ็นต) 
319 
328 
333 

342 (95 เปอรเซ็นต) 
- 

77.4 
12.0 
11.2 
0.03 
44.6 
58.8 
3.62 
31.50 

 

 
 ที่มา:  เสาวนยี เหมทานนท. (2541). การใชไลเพสจาก  Candida cylindracea เรงปฏกิิริยา  
กลีเซอโรไลซิสของน้ํามันหมูเพ่ือผลิตโมโนกลีเซอไรด. หนา 10.
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 เกอรบิท ดับเบิลยู (Korbitz, W.1990) เสนอในการประชุมที่ประเทศอังกฤษ ป ค.ศ. 1990  
ของ European Commission ไดตั้งเปาหมายการใชไบโอดีเซลในสัดสวนรอยละ 12 ของตลาดโลก
ในป ค.ศ. 2020  โดยไบโอดีเซลซึ่งมีสมบัติจุดวาบไฟที่สูงกวาน้ํามันดีเซลจะมีความปลอดภัยกวา  
และเน่ืองจากในน้ํามันพืชปราศจากกํามะถันทําใหลดการปลดปลอยแกสซัลเฟอรไดออกไซดรอยละ 99  
ลดการปลดปลอยแกสคารบอนมอนนอกไซดรอยละ 20 ลดปริมาณไฮโดรคารบอนรอยละ 32 ลดควันดํา
ลงไดรอยละ 50 และลดการปลดปลอยอนุภาคของแข็ง (Particulate matter) รอยละ 39 โดยเพิ่ม
ปริมาณไนโตรเจนไดออกไซดขึ้นเล็กนอย แตอุปสรรคหลักในการผลิตไบโอดีเซลคือราคาวัตถุดิบที่สูง 
 2.3.1 กระบวนการผลิตไบโอดีเซล 

   วิธีการทั่วไปที่ปจจุบันใชในการผลิตไบโอดีเซลที่นิยมใชคือ กระบวนการยายเอสเทอรที่
เรียกวา ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน แตนอกจากวิธีการนี้แลวยังมีวิธีอ่ืนที่ใช แตไมนิยมมาใชใน
การผลิตไบโอดีเซล  

2.3.1.1 การใชโดยตรง  (Direct use and Blending) 
  การใชน้ํามันพืชโดยตรง หรืออาจจะใชผสมกับนํ้ามันดีเซลในอัตราสวนตางๆ เพ่ือ
ตองการไปลดความหนืดของน้ํามันพืช เม่ือนํามาใชงานจะพบวากอใหเกิดปญหาขึ้นมาถึงแมวา
เครื่องยนตดีเซลบางชนิดจะสามารถทํางานไดกับนํ้ามันพืชบริสุทธิ์ก็ตาม เชน มียางเหนียวเกิดขึ้น
จากปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไขมันอิสระในระหวางการเก็บรักษาหรือปฏิกิริยาพอลิเมอไรเซชัน 
(Polymerization) จากขั้นตอนการเผาไหม ซึ่งลักษณะการเผาผลาญพลังงานระหวางน้ํามันพืช
บริสุทธิ์ และน้ํามันดีเซลพบวาเปนไปในแบบเดียวกัน และมีรายงานการทดลองวาการผสมน้ํามันพืช
ลงในน้ํามันดีเซลในอัตราสวนของน้ํามันพืชตอนํ้ามันดีเซล อัตราสวน 1:10 ถึง 2:10 สามารถ
นําไปใชงานได 

2.3.1.2 ไมโครอิมัลชัน (Microemulsion) 
 ไมโครอิมัลชันเปนกระบวนที่ทําใหของเหลวมีสารแขวนลอยกระจายอยู เชน การผสม

น้ํามันพืชกับแอลกฮอล ซึ่งจะทําใหอยูในสภาพอิมัลชัน และเม่ือนําไปใชงานสามารถฉีดใหเปนฝอย
ได แตพบปญหาจากการนําไปใชงานคือจะมีปญหาเกี่ยวกับการเผาไหมไมสมบูรณ 

          2.3.1.3 กระบวนการแตกสลายดวยความรอน (Pyrolysis)  
วิธีการแตกตัวดวยความรอนเปนการใหความรอนกับนํ้ามันพืชในสภาวะที่ไรออกซิเจน

เพ่ือใหน้ํามันพืชสามารถแตกตัวเปนโมเลกุลที่เล็กลง ซึ่งจะทําใหมีคุณสมบัติเหมาะสมหรือใกลเคียง
นํามาใชกับเครื่องยนตดีเซล ซึ่งนํ้ามันจะมีการเปลี่ยนแปลงองคประกอบและโครงสรางโดยความรอน 
ทําใหไตรกลีเซอไรดแตกออกเปนสารประกอบอินทรียหลายประเภท แตวิธีการนี้มีขอเสีย คือ
เครื่องมือที่ใชในกระบวนการมีราคาแพง นอกจากนี้กระบวนการนี้มักจะใชเปนการผลิตเชื้อเพลิงที่มี
คุณสมบัติเปนแกสโซลีนมากกวาการผลิตไบโอดีเซล 
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 2.3.2 กระบวนการเคลื่อนยายหมูเอสเทอร (Transesterification) 
 กระบวนการเคลื่อนยายหมูเอสเทอร เปนปฏิกิริยาระหวางกรดไขมันกับแอลกฮอลซึ่งจะทํา

ใหไดผลิตภัณฑอัลคิลของกรดไขมันและกลีเซอรอล โดยกระบวนการนี้นิยมใชกันอยางแพรหลาย
เพ่ือใชในการปรับปรุงเชื้อเพลิงที่มาจากพวกไตรกลีเซอรไรดใหดีขึ้น โดยเฉพาะเปนการลดคาความ
หนืดของน้ํามัน และกระบวนการนี้ยังนิยมใชแอลกฮอลที่มีสายโซสั้นๆ เชน เมทานอลหรือเอทานอล
ในการทําปฏิกิริยา โดยเฉพาะเอทานอลมีความไดเปรียบทางการคามาก คือ มีราคาถูก และมี
คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีที่เหมาะสม  สวนเอทานอลเปนแอลกฮอลที่มีสายสั้นที่สุดและยัง
มีขั้วสูงซึ่งทําใหอัตราการทําปฏิกิริยากับไตรกลีเซอรไรดไดมากที่สุด ดังภาพประกอบ 5 แสดง
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน (Transesterification) ระหวางกรดไขมันกับเอทานอลโดยใชตัวเรง
ปฏิกิริยา 
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ภาพประกอบ 5 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน (Transesterification) 

 
 โดยทางทฤษฎีในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันจะใชกรดไขมัน 1 โมเลกุลทํา
ปฏิกิริยากับแอลกอฮอล 3 โมเลกุล แตในความเปนจริงในปฏิกิริยานี้จะเปนปฏิกิริยาแบบผันกลับ
ดังน้ันหากตองการใหไดผลิตภัณฑ เปนพวกอัลคิลเอสเทอรสูงขึ้น  
 แอลกอฮอลที่ใชอาจเปนแอลกอฮอลประเภทโมโนไฮดรอกซี (Monohydroxy) โมเลกุลเล็กๆ 
ที่สําคัญคือ เมทานอลและเอทานอล นิยมนํามาใชในปฏิกิริยามากที่สุด โดยเฉพาะเมทานอลเพราะมี
ราคาถูก แตปญหาที่พบเมทานอลละลายเปนเน้ือเดียวกับนํ้ามันไดนอยกวาเอทานอลเนื่องจากมีความ
เปนขั้วมากกวาเอทานอล แตถามีการเติมตัวทําละลายลงไปจะทําใหเมทานอลสามารถทําปฏิกิริยา
กับไตรกลีเซอไรดไดเร็วมากขึ้นนั้นเปนเพราะแอลกอฮอลที่มีโซสั้นที่สุด ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน
จะสงผลใหน้ํามันพืชที่มีความหนืดสูงกวาน้ํามันดีเซลมีความหนืดลดลง 
 ปจจัยหลักที่มีผลตอการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรรฟิเคชัน  คือ 

1. อัตราสวนโดยโมลของไตรกลีเซอไรดกับแอลกอฮอล 
2. ชนิดและปริมาณตัวเรงปฏกิิริยาที่ใชในการทําปฏิกิริยา 
3. อุณหภูมิและเวลาในการทําปฏิกิริยา 
4. ปริมาณของกรดไขมันอิสระกับน้ําในน้ํามันหรือไขมัน 
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5. ความเรว็รอบในการปนกวน 
 โดยทั่วไปแลวน้ํามันพืชหรือนํ้ามันสัตว จะสามารถละลายในตัวทําละลายอินทรียไมมีขั้ว 
และไมละลายน้ํา แตเม่ือนํามาทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันกับแอลกอฮอล เพ่ือใชในการ
ผลิตไบโอดีเซล ซึ่งคุณสมบัติแอลกอฮอลคือมีขั้วและยิ่งสายโซสั้นมาก เชน เมทานอล จะมีความเปน
ขั้วสูงที่สุด จึงทําใหแอลกอฮอลและน้ํามันไมละลายเปนเน้ือเดียวกัน ดังน้ันจึงมีการเติมตัวทําละลาย
รวมลงไปดวย เชน เฮกเซน  เตตระไฮโดรฟูราล เพ่ือเปนตัวกลางละลายเอทานอลและน้ํามันให
รวมอยูในสถานะเดียวกัน  สงผลใหมีปริมาณการเกิดเอสเทอรมากขึ้น  
ประเภทของตัวทําละลาย  
            ถาพิจารณาจากลักษณะของสูตรโครงสรางของตัวทําละลายจะแบงเปน 
            1. ชนิดโพรติก เปนตัวทําละลายที่มีไฮโดรเจนอะตอมชนิดมีความเปนกรดและสามารถ
สรางพันธะไฮโดรเจนได เชน น้ํา แอลกอฮอล กรดคารบอกซิลิก จะเห็นวาตัวทําละลายเหลานี้มักจะ
มีหมู -OH ในโมเลกุล 
            2. ชนิดอะโพรติก เปนตัวทําละลายที่ไมมีไฮโดรเจนอะตอมชนิดเปนกรดและไมสามารถ
สรางพันธะไฮโดรเจนไดเชน เบนซีน ไซโคลเฮกเซน คลอโรฟอรม อะซิโตน ไดเอทิลอีเทอร 
            แตถาพิจารณาจากคุณสมบัติทางกายภาพ คือพิจารณาจากคาไดโพลโมเมนต หรือจากคา
ไดอิเล็กตริกคอนสแตนท จะแบงเปน 
            1.  ชนิดมีขั้ว เปนตัวทําละลายชนิดมีความเปนขั้ว ซึ่งความมีขั้วนั้นสังเกตไดจากคา
ไดโพลโมเมนต หรือคาไดอิเล็กตริกคอนสแตนท ตัวทําละลายชนิดนี้มักจะมีคาไดโพลโมเมนตและคา
ไดอิเล็กตริกคอนสแตนทคอนขางสูง เชน เอทานอล เมทานอล 
            2.  ชนิดไมมีขั้ว เปนตัวทําละลายชนิดไมมีความเปนขั้วจะดูไดจากคาไดโพลโมเมนตหรือ
คาไดอิเล็กตริกคอนขางต่ําหรือเปนศูนย เชน เบนซีน คลอโรฟอรม 
            ความเปนขั้วของตัวทําละลายเปนสิ่งที่บอกถึงความสามารถของการเปนตัวทําละลาย และ
ยังบอกวาตัวทําละลายจะอยูในฐานะที่เปนตัวกลาง ซึ่งผลของความเปนขั้วของตัวทําละลายสามารถ
สรุปไดดังน้ี ถาการเกิดในสถานะทรานซิชันของปฏิกิริยา จะมีการแยกของประจุเกิดขึ้น เม่ือมีการใช
ตัวทําละลายที่มีขั้วมากขึ้นจะไปลดพลังงานกระตุนทําใหอัตราการเกิดเร็วเพ่ิมขึ้น แตถาการเกิด
สถานะทรานซิชันที่มีการนําสปซีสที่มีประจุใหเขาใกลกัน ผลที่เกิดขึ้นจากการเพิ่มความเปนขั้วของ
ตัวทําละลาย จะทําใหสารตั้งตนมีความเสถียรมากขึ้นฉะน้ันตัวทําละลายที่มีขั้ว เชน น้ํา เอทานอล 
จึงทําใหไอออนมีความเสถียรภาพ จึงชวยใหปฏิกิริยาการแตกตัวเปนไอออนเกิดขึ้นไดงายโดยการ
ลดพลังงานกระตุน สวนตัวทําละลายที่ไมมีขั้ว เชน เบนซีน เฮกเซน ไอออนจะละลายไดไมดี 
เพราะฉะนั้นปฏิกิริยาการแตกตัวเปนไอออนจึงมีคาพลังงานกระตุนสูง    
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2.4 การเรงปฏิกิริยาและตัวเรงปฏิกิริยา  
      ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันมีการใชตัวเรงปฏิกิริยาเพ่ือเพ่ิมอัตราการเกิดปฏิกิริยา
และผลิตภัณฑดวย เน่ืองจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเปนปฏิกิริยาที่สามารถยอนกลับได จึง
ตองใชแอลกอฮอลมากเกินพอเพ่ือใหปฏิกิริยาเกิดไปในทางผลิตภัณฑ ตัวเรงที่ใชกันจะเปนพวกเบส
และกรด การเรงปฏิกิริยาดวยเบสจะตองใชไตรกลีเซอไรด ที่เปนแอนไฮดรัสและปราศจากกรดไขมัน
อิสระ เพราะวาน้ําจะทําใหเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชันซึ่งกอใหเกิดสบูขึ้น สบูจะลดการเกิดเอสเทอร
เน่ืองจากไตรกลีเซอไรดจะแตกตัวไปเปนกรดไขมันอิสระ จึงการนําเอนไซมไลเปสมาใชเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาเพื่อลดการเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชันและลดการสิ้นเปลืองจากการทําไบโอดีเซลใหบริสุทธิ์
เน่ืองจากจะเปนขั้นตอนที่ยุงยากและทําลายสิ่งแวดลอม  
 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน (Transesterification) 
       เปนกระบวนการเปลี่ยนไตรกลีเซอไรดของน้ํามันหรือไขมันพืชใหเปนสารประกอบเอสเทอร
โดยการทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอลในภาวะที่ใชหรือไมใชตัวเรงปฏิกิริยา ซึ่งตัวเรงปฏิกิริยาสามารถ
ใชไดทั้งกรด, เบสหรือเอนไซม 
      2.4.1  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยา     
  การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะเกิดชากวา
ปฏิกิริยาที่ใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาและตองใชอุณหภูมิที่สูงกวา 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา
มากกวา 3 ชั่วโมงถึงจะเกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ อยางไรก็ตามถากลีเซอไรดมีสวนประกอบของ
กรดไขมันอิสระและน้ําอยูมาก การใชตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนกรดจะดีกวา กรดที่ใชควรเปนกรด
ซัลฟวริก, กรดฟอสโฟริก, กรดไฮโดรคลอริก  หรือกรดซัลโฟนิกของสารอินทรีย 
  กลไกของการเกิดปฏิกิริยาของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเม่ือใชกรดเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาแสดงดังภาพ 6 การเกิดปฏิกิริยาของโมโนกลีเซอไรด เร่ิมจากที่ตําแหนงคารบอนิลเกิด  
โปรโตเนชัน (Protonation) เปลี่ยนไปเปนลักษณะของคารโบเคชัน (Carbocation) หลังจากนั้น 
แอลกอฮอลซึ่งมีสมบัติเปนนิวคลีโอไฟดจะเขาไปชนที่ตําแหนง คารโบเคชันเกิดการจัดโครงสราง
ใหมไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอรและกลีเซอรอล  
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ภาพประกอบ 6 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชกรดเปนตวัเรงปฏิกิริยา 
 

 ที่มา: Ma; & Hanna. (1999). Biodiesel Production : a Review.  Bioresource 
Technology 70.  p.13. 
 
 ทัสทอส แอล วิดยาน และ จารา (Tshtoush; Al-Widyan; & Jarrah. 2004: 53-59) ศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมเพื่อเปลี่ยนไขสัตวที่ใชแลวไปเปนเมทิลเอสเทอรและเอทิลเอสเทอร ตัวแปรที่
ศึกษาคือ เวลา (2-3  ชั่วโมง) อุณหภูมิ (50, 70 และ 90 องศาเซลเซียส) และรอยละความเขมขน
ของแอลกอฮอลที่มากเกินพอ (100, 150 และ 200) โดยใชกรดซัลฟวริก 2.25  โมลตอลิตร เปน
ตัวเรงปฏิกิริยา จากการทดลองพบวารอยละความเขมขนของเอทานอลที่มากเกินพอ  สามารถ
เปลี่ยนไขสัตวเปนเอสเทอรไดมากกวาใชเมทานอลและเอทิลเอสเทอรที่ไดความหนืดต่ํากวาเมทิล
เอสเทอร  ปจจัยอุณหภูมิไมมีผลโดยตรงตออัตราการเปลี่ยนแปลงของเอสเทอรและความหนืด แต
อุณหภูมิทําใหเกิดการเปลี่ยนเปนเอสเทอรไดเร็วขึ้น โดยใชเวลาทําปฏิกิริยา 2 ชั่วโมง และไดเอทิล
เอสเทอรรอยละ  78  โดยน้ําหนัก 
  2.4.2 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา  
  การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา เบสที่นิยมใช  
ไดแก  โซเดียมไฮดรอกไซด, โซเดียมเมทอกไซด, โซเดียมเอไมด, โซเดียมไฮดรายด  โปแทสเซียม
ไฮดรอกไซด, โปแทสเซียมเมทอกไซด, โปแทสเซียมเอไมด, โปแทสเซียมไฮดรายด, และเนื่องจาก
โซเดียมไฮดรอกไซดและโปแทสเซียมไฮดรอกไซดมีราคาถูก  เกิดการกัดกรอนนอยกวากรด  จึง
นิยมใชกันอยางกวางขวาง 
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 กลไกการเกิดปฏิกิริยาเริ่มจากตัวเรงปฏิกิริยาเขาไปดึงไฮโดรเจนจากแอลกอฮอล  เกิด
เปนนิวคลีโอไฟดจะเขาไปชนที่กลุมคารโบนิล (Carbonyl group) เกิดการจัดโครงสรางเปลี่ยนไป
เปนเอสเทอรและกลีเซอรอล แสดงดังภาพประกอบ  7 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ  7 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชเบสเปนตวัเรงปฏิกิริยา 
 

 ที่มา: Ma; & Hanna. (1999). Biodiesel Production : a Review.  Bioresource      
Technology 70.  p.15. 
 
 คารโมโก และ เชอยาน (Darmoko; & Cheryan. 2000: 452) ศึกษาการเตรียมเมทิลเอสเทอร
จากการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันจากน้ํามันปาลมกับเมทานอล  และใชโปแทสเซียม   
ไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยทําการทดลองที่อุณหภูมิ  50, 55, 60 และ 65 องศาเซลเซียส  
สัดสวนโดยโมลของเมทานอลตอนํ้ามันปาลม  6:1 วิเคราะหสวนประกอบของเมทานอลตอนํ้ามัน
ปาลมดวยวิธี  Gas chromatography และวิเคราะหไตรกลีเซอไรด, ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด, 
เมทิลเอสเทอรและกลีเซอรอลโดยวิธี Gel permeation chromatography ผลการทดลองพบวาอัตรา
การเกิดปฏิกิริยาจะเพิ่มขึ้นเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิไปจนถึง 60 องศาเซลเซียส อัตราการเกิดปฏิกิริยาของ
ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรดอยูในระหวาง  0.018-0.191 รอยละโดยนํ้าหนักตอ
นาที  พบวาที่อุณหภูมิสูงๆ จะเกิดปฏิกิริยาของโมโนกลีเซอไรดสูงกวาไตรกลีเซอไรด คาพลังงาน
กระตุน (Activation energy) ของไตรกลีเซอไรด, ไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรดคือ  14.7,  14.2, 
และ 6.4 กิโลแคลลอรี่ตอโมล ตามลําดับ ปริมาณตัวเรงปฏิกิริยาที่เหมาะสมคือ 1 รอยละโดยน้ําหนัก 
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 เฟเดอริเกอ (Frederique; et al. 2005: 263–267) ศึกษาการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ
ฟเคชัน จากน้ํามันเรพกับแอลกอฮอล(Methanol, Ethanol, n-Propanol, isopropanol, n-Butanol,       
i-Butanol และ t-Butanol)  โดยใชโปแทสเซียมไฮดรอกไซดและกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา  
พบวาเม่ือใชโพแทสเซียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา จะสามารถเกิดเฉพาะเมทิลเอสเทอรและ
เอทิลเอสเทอร สําหรับกรดซัลฟวริกจะสามารถเกิดโพรพิลเอสเทอรและบิวทิลเอสเทอรไดเทานั้น  
นอกจากนี้ที่อุณหภูมิใกลจุดเดือดของแอลกอฮอลการใชกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะทําใหลดเวลา
ในการทําปฏิกิริยาและแอลกอฮอลชนิดโซกิ่ง (Branched-chain alcohols) มีสวนทําใหเกิดปฏิกิริยา
ชากวาแอลกอฮอลชนิดโซตรงขณะที่  t-Butanol  ไมเกิดปฏิกิริยา 
 แลง และคณะ (Lang; et al. 2001: 456-459) เอทิลเอสเทอรจากน้ํามันคาโนลา น้ํามันลิน
ซีดจากตนแฟลกซ  และน้ํามันดอกทานตะวัน ในรูปของเมทิลเอสเทอร  เพียงแตใชโซเดียมเมทอก
ไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยาเทานั้น สภาวะที่เหมาะสมของการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันคือ  
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง พรอมกับกวนจนปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ เอทิลเอสเทอรมี
โอกาสเกิดเปนอิมัลชันไดงาย ดังน้ันจึงใชน้ําเกลืออุนๆ (50 ถึง 60 องศาเซลเซียส) ลางแทนการใช
น้ําเปลาอยางเดียวเพื่อลดการเกิดอิมัลชัน การใสกรดแทนนิกในน้ํา (รอยละ 0.1 โดยน้ําหนัก) จะชวย
ลางเบสออกไดดีขึ้น  แลวกวนดวยความเร็วปานกลาง  สบูและแอลกอฮอลสวนใหญจะถูกกําจัด
ออกไปกับน้ํา หลังจากลางน้ํา 3 ครั้ง จึงนําไปดูดน้ําดวยโซเดียมซัลเฟต วิเคราะหสวนประกอบทาง
เคมีดวยเอสเทอรดวยเทคนิค  HPLC  และวิเคราะหสวนประกอบกรดไขมันดวยเทคนิคแกสโครมา
โตรกราฟ 

              2.4.3 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเรชันโดยใชเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
  ไฮโดรไลติกเอนไซม (Hydrolytic enzyme) นํามาประยุกตใชอยางกวางขวางในการ
สังเคราะหสารอินทรีย แตในกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชันยังใชเอนไซมกันไมแพรหลาย  โดย
มีปจจัยที่ตองทําการศึกษา เชน ตัวทําละลาย อุณหภูมิ และชนิดของเอนไซม ดังน้ัน จึงจําเปนตอง
ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม  อยางไรก็ตามระยะเวลาที่ใชใน
การทําปฏิกิริยาคอนขางนานและปริมาณผลผลิตที่ไดยังใหผลดอยกวาการใชตัวเรงปฏิกิริยาชนดิเบส 
  การสังเคราะหเอสเทอรมีหลายวิธี  แตวิธีที่นิยมที่สุดคือ การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเท
อริฟเคชัน เน่ืองจากผลิตภัณฑที่ไดมีสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซลและกอปญหาตอเครื่องยนตนอย
ที่สุด เอสเทอรที่ไดเรียกตามชนิดของแอลกอฮอลที่ใช เชน เมทิลเอสเทอร  เอทิลเอสเทอร เปนตน  
ตัวเรงปฏิกิริยาที่นิยมใชคือ โซเดียมไฮดรอกไซดและโพแทสเซียมไฮดรอกไซด นอกจากจะไดเอส
เทอรแลว  ยังไดกลีเซอรอลเปนผลิตภัณฑรวม แสดงดังภาพประกอบ 8 

    นอกจากนี้การใชปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  สามารถทําปฏิกิริยาที่ความดัน
สูงโดยไมตองใชตัวเรงปฏิกิริยา  เกิดเปนเอสเทอรและกลีเซอรอลเชนกัน 
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enzyme 
CH2-OOC-R1   R1-COO-R'  + CH2-OH 

CH -OOC-R2  +  3R'-OH“          R2-COO-R'  + CH -OH 

CH2-OOC-R3   R3-COO-R'  + CH2-OH 

 Triglyceide Alcohol    Ester Glycerol 

ภาพประกอบ 8  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

 นอรเรดดินิ (Noureddini; et .al. 2005: 769-777) ไดทําการศึกษาเกี่ยวกับปฏิกิริยาทราน
เอสเทอริฟเคชันระหวางน้ํามันถั่วเหลืองกับเมทานอลและเอทานอลโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาเอนไซมไล
เปสตรึงรูปจากPseudomonas cepacia ทําการตรึงรูปโดยใชเทคนิคการตรึงรูปโดยมี Sol–gel เปน
สารหอหุมใชอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันถั่วเหลืองตอเมทานอล คือ 1:7.5 และอัตราสวนโดย
โมลระหวางน้ํามันถั่วเหลืองตอเอทานอลคือ 1:15.2 และทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส
และพบวาไดปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 67 เปอรเซ็นตและเอทิลเอสเทอร 65 เปอรเซ็นต 

 

2.5  จลนพลศาสตรเคมี  (Chemical kinetics) 
  จลนพลศาสตร เปนการศึกษาเกี่ยวกับอัตราการเกิดปฏิกิริยาและกลไกของการ
เกิดปฏิกิริยา อัตราการเกิดปฏิกิริยาบอกใหทราบวาสารตั้งตนของปฏิกิริยาถูกใชไปและมีสารผลติผล
ของปฏิกิริยานั้นเกิดนั้นมากนอยเพียงใด 
 การศึกษาจลนพลศาสตรแบงเปน 2 ประเภท 
ปฏิกิริยาเอกพันธุ  (Homogeneous reaction) คือ ปฏิกิริยาที่เกิดในวัฏภาคเดียวที่เปนเนื้อเดียว 
ปฏิกิริยาวิวิธพันธุ (Heterogeneous reaction) คือ ปฏกิิริยาที่เกิดในหลายวัฏภาคที่ไมเปนเนื้อเดียว 
 เม่ือเปรียบเทียบปฏิกิริยาเอกพันธุกับปฏิกิริยาวิวิธพันธุแลวพบวาปฏิกิริยาวิวิธพันธุมี
ความซับซอนมากกวาปฏิกิริยาเอกพันธุเน่ืองจาก 

  1.  ที่บริเวณผิวสัมผัสระหวางวัฎภาคมีการเกิดปฏิกิริยาเคมีและการถายเทมวลเกิดขึ้น
พรอมกัน ดังน้ันการวิเคราะหปฏิกิริยาและการออกแบบเครื่องปฏิกรณตองรวมกระบวนการเคมีและ
ทางกายภาพดวย 

2.  ในเครื่องปฏิกรณแบบวิวิธพันธุอยางนอยจะตองมีวัฎภาคซึ่งมากกวา 2 วัฎภาคลักษณะ
การสัมผัสของวัฎภาคและลักษณะพลวัตของการไหล (Fluid dynamics) จะมีความซับซอนการหา
สมการอัตราเร็วปฏิกิริยาโดยทั่วไป คือ การหาวาความเขมขันของสารและอุณหภูมิมีผลอยางไรตอ
อัตราของการเกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหน่ึงๆการนําผลจากการทดลองที่ไดมาหาอัตราเร็วการ
เกิดปฏิกิริยาที่นิยมใชศึกษา คือ 
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 1.  วิธีอินทิกรัล (Integral method) มีวิธีการหาสมการอัตราเร็วปฏิกิริยา 
 2.  วิธีอนุพันธุ (Differential method) โดยจะหาสมการจลนศาสตรตามวิธีอนุพันธ ซึ่ง

สามารถหาไดหลายแบบตางๆ ดังน้ี 
 3.  วิธีอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่เวลาเริ่มตน (Method of initial rates) 
 วิธีนี้จะมีประโยชนมากโดยเฉพาะปฏิกิริยาที่เปนปฏิกิริยาผันกลับได เนื่องจากจะมีความ
เขมขนของสารผลิตภัณฑเกิดขึ้นปริมาณนอยๆที่เวลาเริ่มตนจะไดอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่วัดไดเปน
ปฏิกิริยาขางหนาอยางเดียว ไมมีการรบกวนจากปฏิกิริยายอนกลับ เชน ปฏิกิริยา -rA = kCA

a - kCB
b 

 วิธีนี้จะหาเวลาที่ทําใหสารตัง้ตนมีความเขมขนเหลือครึ่งหนึ่งของเวลาเริ่มตน CA =CA0/2 
 2.5.1 จลนพลศาสตรเบื้องตนของปฏกิิริยาทรานเอสเทอริฟเคชันของไขมัน 

2.1.5.1 จลนพลศาสตรเบื้องตนของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไขมัน 
(พัชรา  วีระกะภัส. 2541: 69-71) 
 การศึกษาเกี่ยวกับทางดานจลนพลศาสตรเบื้องตนของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน
ของไขมันหรือนํ้ามันที่ไดจากพืชและสัตวดวยแอลกอฮอล เพ่ือทําใหเกิดเอสเทอร (ไบโอดีเซล) และกลีเซ
อรอล ถาปฏิกิริยาเปนปฏิกิริยามูลฐาน (Elementary reaction) ซึ่งจะตองผานปฏิกิริยาอนุกรมยอยๆ 
ทําใหเกิดสารกึ่งผลิตภัณฑ (Intermediate product) ขึ้นมากอนแลวจึงเปลี่ยนเปนสารผลิตภัณฑใน
ที่สุด ซึ่งจะทําใหเกิดความยุงยากมาก ดังน้ันจึงทําการศึกษาทางจลนพลศาสตรของปฏิกิริยา โดยที่
จะใชขอมูลเชิงตัวเลขของออยเลอร รวมกับวิธีหาคาความแตกตางระหวางคาที่ไดจากการทดลอง
และการคํานวณที่มีคายกกําลังที่นอยที่สุด ซึ่งเปนวิธีที่ใชในการวิจัยเปนขั้นตอนตางๆ ไดดังน้ี 
จากปฏิกิริยา                                          
  TG + EtOH      DG + FAEE 
 
  DG + EtOH              MG    + FAEE 
   
  MG + EtOH   GL 
   
 เม่ือ     TG                         คือ       ไตรกลเีซอไรด 
               DG                           คือ       ไดกลีเซอไรด 
    MG   คือ        โมโนกลีเซอไรด 
   FAEE   คือ        เอทิลเอสเทอร 
  EtOH   คือ        เอทานอล 
   GL    คือ        กลีเซอรอล 
 
K1 และ K2     คือ   คาคงที่ของการเกิดปฏิกิริยาไปขางหนาปฏิกิริยายอนกลับของการ

k2 

k1 

k3       

 k4 
 k5 

k6 



                                                                                                            

 

39 

สังเคราะหไบโอดีเซลไตรกลีเซอไรดและเอทานอล 
K3 และ K4     คือ   คาคงที่ของการเกิดปฏิกิริยาไปขางหนาและปฏิกิรยิายอนกลับของการ

สังเคราะหไบโอดีเซลเอทานอล 
K5 และ K6     คือ   คาคงที่ของการเกิดปฏิกิริยาไปขางหนาและปฏิกิริยายอนกลับของการ 

 สังเคราะหไบโอดีเซลโมโนกลีเซอไรดและเอทานอล 
 

 2.1.5.2 จลนพลศาสตรของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่มีเอนไซมตัวเรงปฏกิิริยา 
 มิเคลิส-เมนเทน ไดเสนอกลไกของปฏิกิริยาที่มีเอนไซมเปนตัวเรงเอาไววาเอนไซม(E)
รวมตัวกับสับสเตรท (S) เกิดเปน ES คือ เอนไซม-สับเตรทเชิงซอนenzyme-substate complex ซึ่ง
เปนปฏิกิริยาแบบยอนกลับ มีคาคงที่ของอัตราเทากับ k+1และ k-1สําหรับปฏิกิริยาไปขางหนาและ
ปฏิกิริยายอนหลังตามลําดับ การแยกสลายตัว ES เปนปฏิกิริยาของการเกิดผลิตผล (P)และเอนไซม
(E)กลับคืนมา ซึ่งปฏิกิริยาแบบไมยอนกลับที่มีคาคงที่ของอัตราเทากับ k+2 

                                    1 +2

-1

K K

K
E + S ES E + P⎯⎯→ ⎯⎯→                                  (11) 

2.1.5.3 จลนศาสตรของปฏิกิริยาเอนไซมที่มีสับสเตรทหนึ่งตวั 
 อัตราของปฏิกิริยานี้คือ  อัตราเพิ่มขึ้นของผลิตภัณฑ (P)  ซึ่งเปนสัดสวนโดยตรงกับ  

ES  อัตราการเปลี่ยนแปลงของ  ES  ตอเวลาแสดงไดดังน้ี 

   dC
dt

  = K+1 ES - (K-1 + K+2) C  (12) 

 โดย  e0  = e + C 

 เม่ือ  e0 คือ  ความเขมขนทั้งหมดของเอนไซม 

   e  คือ  ความเขมขนของเอนไซม 

   C คือ  เอนไซม-สับสเตรทคอมเพล็กซ 

 ในสภาพคงตัว (Steady state) ความเขมขนของ ES จะเปลี่ยนแปลงดวยอัตราชามาก

เม่ือเทียบกับของ S กับ  P กลาวคือ อัตราการเกิด ES เทากับอัตราการสลายตัว ( dC
dt

 = 0) และ

เม่ือนํามาแทนคา e จะไดวา 

   k+1 (e0 - C) s - (k-1 + k2) C  = 0 (13) 

เพราะฉะนั้นจะไดวา  
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                                   C =  0

-1 +2

+1

e S
k + k

+ S
k

                             (14) 

 
พบวาอัตราการเกิดผลิตภัณฑ  (v) คือ 

                                       m

m

V S
V =

K + S
                                                       (15) 

                                                     
สมการนี้เรียกวา Michaelis- Menten คา Km เรียกวา Michaelis constant และ Vm=k+2+e0 ซ่ึงเปน
อัตราสูงที่สุดของปฏิกิริยา 
 เพราะวา 

   
-1 +2 +2

m s

+1 +1

k + k k
K = = K +

k k                                                (16) 

 ในกรณีที่ k+1>> k+2 Michaelis constant (Km) จะมีคาเทากับ Ks หรือคาคงที่สมดุลของ
การแยก ES กลับเปน E และ S คา Km มักแสดงใหเห็นวาเอนไซมมีประสิทธิภาพตอสับสเตรท
เพียงไร หากเอนไซมรวมตัวกับสับสเตรทไดดี แสดงวามีประสิทธิภาพสูงกลาวคือ Km มีคานอย 
ดังน้ันความสัมพันธของ v กับ S มีลักษณะเปนไฮเพอรโบลาโดยที่ Kmจะเทากับความเขมขนของ

สับสเตรทเมื่อ v = mV
2
1

เน่ืองจากไมสามารถไมสามารถคํานวณคา Vm ดังน้ันจึงการดัดแปลงสมการ 

คือ  

                                         
m

m m

K1 1 1
= +

V V V S
                                            (17) 

เรียกวาวิธีการเขียนกราฟวา Lineweaver–Burk plot 
2.1.5.4 จลนศาสตรของปฏิกิริยาเอนไซมที่มีสับสเตรทสองตัว 

  จากปฏิกิริยาที่มีสับสเตรทตัวเดียวและเกิดผลิตภัณฑเพียงตัวเดียว ในความเปนจริงแลว
ปฏิกิริยาในสิ่งมีชีวิตน้ันมักจะเปนปฏิกิริยาที่มีสับสเตรทอยางนอยสองตัว ดังน้ันเอนไซมจะสามารถ
ที่จะเรงปฏิกิริยาที่มีสับสเตรทสองตัว แตถาใหความเขมขนของสับสเตรทตัวหน่ึงคงที่โดยอยูที่ระดับ
อ่ิมตัว แลวแปรความเขมขนของสับสเตรทอีกตัวที่เหลือไป ก็จะทําใหดูเหมือนวาเอนไซมน้ันมี
สับสเตรทตัวเดียว ซึ่งเรียกวาเปน Pseudo single substrate reaction 
 ปฏิกิริยาที่มีสับสเตรทและผลิตภัณฑอยางละสองตัว (Two substates bi bi reaction) 

                                          ←⎯→EA + B P + Q                                        (18) 
เปนปฏิกิริยาที่พบมากในสิ่งมีชีวิตโดยมักจะเปนปฏิกิริยาประเภททรานเฟอเรส(Transferase) โดย
เอนไซมจะเรงปฏิกิริยาการสง specific functional group (X), จากสับสเตรทตัวหน่ึงไปยังสับสเตร
ทอีกตัวหน่ึงดังน้ี 
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←⎯→EP - X +B P +B - X                                 (19) 
เปนปฏิกิริยาออกซิเดชัน-รีดักชัน (Oxidation – Reduction) ที่มีการสงริดิวซ่ิงววิาเลนทจากสารตั้ง
ตนตวัหน่ึงไปใหสับสเตรทอกีตัว  
 ชนิดของกลไก (Types of Two-substrate bi bi reaction) 
 กลไกของปฏิกิริยาเอนไซมประเภทการสงหมูจากซับเสตรทตัวหน่ึง (group-transfer 
reaction) แบงเปน 2 พวกใหญๆคือ กลไก แบบ Sequential และกลไกแบบ Ping–pong ซ่ึงเปน
แบบ non-sequential  
 กลไกแบบ Sequential (หรือ Single displacement reaction) หลักสําคัญของกลไกนี้คือ
ทั้งสับสเตรท A และ B จะตองเขาจับกับเอนไซมเกิดเปน Ternary complex, (EAB) กอน แลวจึงจะ
เกิดปฏิกิริยาตอไปใหเปนผลิตผลออกมาได ในปฏิกิริยาแบบนี้หมู X จะถูกสงจาก A (หรือ P-X) ไป
ใหสับสเตรท Bโดยตรง เกิดเปนผลิตผล P และ Q (หรือB-X) ขึ้น ดังน้ันจึงเรียกอีกชื่อวาเปน Single 
displacement reaction)  
 Sequential reaction น้ันอาจแบงยอยออกไปได 2 แบบ คือ 
 กลไกแบบ Random bi bi หรือ Random Rapid Equilibrium เปนกลไกที่สับสเตรทตัวใด
ตัวหน่ึงภายในสองตัวน้ันจะเขาจับกับเอนไซมกอนก็ได โดยเกิดเปน binary complex, EA หรือ EB
กอนก็ได ตอมาสับสเตรทอีกครั้ง Ternary complex, (EAB) กอนที่จะเกิดเปนผลิตผล  
P และ Q โดยที่ P หรือ Q จะแตกตัวออกจากเอนไซมกอนก็ได กลไกนี้ถือวาปฏิกิริยาขั้นตอน 

EPQEAB→ เกิดไดชาที่สุดคือเปนปฏิกิริยาควบคุม (Rate limiting step) ปฏิกิริยารวมทั้งหมด 
ปฏิกิริยาขั้นตอนอ่ืนๆ ที่เกิดกอนขั้นตอนนี้จะอยูที่สภาวะสมดุลกลไกนี้ แสดงดังภาพประกอบ 9 
 

 
 

    

 
 
 

ภาพประกอบ 9  กลไกแบบ Random bi bi หรือ Random rapid equilibrium 
 
 กลไกแบบ Ordered bi bi (Compulsory Order Mechanism)  
 คือกลไกที่มีการเขาจับของสับสเตรททั้งสองกับเอนไซมอยางมีระเบียบคือ สับสเตรท A 
หรือ (PX) ตองเปนสับสเตรทนําที่จะตองเขาจับกับเอนไซมเกิดเปน Binary complex, (EX) กอน
แลวตอมาสับสเตรท B จะเปนสับสเตรทตัวตอมา (Following substrate) ที่จะเขาจบ EA แลวเกิด
เปน ternary complex, (EAB) กอนที่จะเกิดเปลี่ยนแปลงเปนผลิตผล Pและ Qและการแตกตัว
ออกมาของผลิตผลจากเอนไซมก็จะตองมีลําดับ โดยที่ผลิตผล P จะตองแตกตัวออกกอนผลิตผล   
Q หรือ BX กลไกนี้ แสดงดังภาพประกอบ 10 

A     B 

B     A 

P    Q 

Q     P 

EA 

EB 

EQ 

EP 
E E 
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ภาพประกอบ 10     กลไกแบบ Ordered Bi Bi หรือ Compulsory order mechanism 
 

 กลไกแบบ Ping-Pong (Ping-pong Bi Bi, Double Displacement Reaction) 
 คือกลไกที่เอนไซมจะทําปฏิกิริยากับสับสเตรทตัวแรก A(PX) เกิดเปน binary complex, 
EA กอนแลว functional group X ของสับสเตรต A จะถูกสงไปใหเอนไซมโดยที่จะจับเอนไซม E
ดวยพันธะโควาเลนทเกิดเปน E-X ของเอนไซมกับผลิตผล P ซ่ึงก็คือสับสเตรท A ที่สูญเสียหมู X 
ผลิตผล P แตกตัวออกจากเอนไซม F กอนที่สับสเตรท B ตัวที่สองจะเขาจับกับเอนไซม F แลวเกิด
การสง functional group X น้ีจากเอนไซม F ไปใหกับสับสเตรท B ทําใหเกิดเปนผลิตผล Q(B-X) 
พรอมกับจะไดเอนไซมอิสระ E กลับคืนมาเนื่องจากเอนไซมสามารถจับกับสับสเตรทไดอีกครั้ง 
แสดงวาบนเอนไซมจะมีบริเวณจับ (Binding site) สําหรับสับสเตรทเพียงบริเวณเดียว กลไกนี้ แสดง
ดังภาพประกอบ 11 
 

 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 11  กลไกแบบ Ping-pong bi bi หรือ Double displacement reaction 
 

 2.5.2  การศึกษากลไกของปฏิกิริยาโดยการวัดอัตราเร็วเริ่มตน (Initial velocity studies) 
ปฏิกิริยาเอนไซมที่มีสับสเตรทสองตัวสวนใหญจะมีสมการอัตราเร็วอยูในรูปสมการ 

มิเคลิส-เมนเทน ถาใหความเขมขนของสับสเตรทตัวที่หน่ึงคงที่ที่ระดับอ่ิมตัวแลวแปรความเขมขน
ของสับสเตรทตัวที่เหลือไป สําหรับปฏิกิริยาที่มีกลไกแบบ Ping-pong จะเห็นวาปฏิกิริยาการแตกตัว
ของผลิตผล P ออกจากเอนไซมในขณะเริ่มเกิดปฏิกิริยาใหมๆ น้ันจะเกิดแบบทวนกลับไมได
เน่ืองจากมี [P] อยูนอยมากจนตัดทิ้งได ทําใหคา 0K A

S = ดังน้ันเทอม 0KK B
M

A
S = ทําใหอัตราเร็วเร่ิมตน

ของปฏิกิริยาในขณะไมมีผลิตผลอยูดวยจะเปนไปตามสมการความเร็วดังน้ี 

E 

A 

EA 

B 

EAB 
EPQ 

P 

EQ E 

Q 

A P B Q 

E EA-FT F FB-EQ E 
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                                     ⎡ ⎤ ⎡ ⎤
⎢ ⎥ ⎢ ⎥⎣ ⎦ ⎣ ⎦

⎡ ⎤ ⎡ ⎤ ⎡ ⎤ ⎡ ⎤
⎢ ⎥ ⎢ ⎥ ⎢ ⎥ ⎢ ⎥⎣ ⎦ ⎣ ⎦ ⎣ ⎦ ⎣ ⎦

0

V A B
max 0 0V =

B AK A +K B + A B
m 0 m 0 0 0

                                 (20) 

 

ถาให [A] แปรไปขณะที่ [B] คงที่โดยมีคาประมาณ B
mK จะเขียนสมการไดใหมเปน          

0

V A
m ax 0V

BK
A mK + A +1
m 0 B

0

⎡ ⎤
⎢ ⎥⎣ ⎦
⎛ ⎞
⎜ ⎟⎡ ⎤
⎜ ⎟⎢ ⎥⎣ ⎦ ⎡ ⎤⎜ ⎟⎢ ⎥⎣ ⎦⎝ ⎠

                                          

และเม่ือทําใหอยูในรูปสมการเสนตรงแบบของไลนวีเวอร-เบอรค จะได  

 

A B
m M

0 max 0 0 max

k k1 1 1
= + 1+

V V [A ] [B ] V

⎛ ⎞ ⎛ ⎞⎛ ⎞
⎜ ⎟ ⎜ ⎟⎜ ⎟
⎝ ⎠ ⎝ ⎠⎝ ⎠

  

 
ดังน้ันเวลาทําการทดลองโดยใหความเขมขนของสับสเตรท B คงที่โดยมีคาประมาณ B

m
K และที่แตละ

ความเขมขนของ B คงที่น้ีใหแปรความเขมขนของ A ไปแลวเขียนกราฟไลนวีเวอร –เบอรค ระหวาง 

0

1
v

กับ [ ]0A

1 ที่ [B0] คงที่ตางๆ จะไดกราฟดังแสดงภาพ12 (ก) และในทางตรงกันขามถาใหความ

เขมขนของสับสเตรท A คงที่แตไมใชระดับ แลวแปรความเขมขนของ B ไป แลวเขียนกราฟระหวาง

0

1

v
กับ 

[ ]0

1

B
ที่ [A0] คงที่ตางๆจะไดกราฟดังแสดงภาพ 12 (ข) 

 จะเห็นวากราฟที่ไดจากการเขียนระหวาง 
0

1
v

กับ [ ]0A

1 ที่ [B0]คงที่ตางๆจะไดเสนตรง

ตางๆที่ขนานกันโดยที่เสนตรงเหลานั้นมีคาความชันคงที่ = maxV/K A
S  สวนกราฟที่ไดจากการเขียน

กราฟระหวาง
0

1
v

กับ [ ]0B

1 ที่ [A0] คงที่ตางๆ จะไดเสนตรงตางๆที่ขนานกันและมีความชันคงที่ 

= maxV/K B
m ดังน้ันถาเขียนกราฟไลนวีเวอร –เบอรคแลวไดกราฟเสนตรงตางๆ ที่ขนานกัน 

 สําหรับคา Vmax , A
MK และ B

MK สามารถหาไดจากการทํา secondary plot ดังน้ี จาก Primary 

plot ระหวาง 
0

1

v
กับ [ ]0A

1 ที่ [B0] คงที่ตางๆ คาจุดตัดบนแกน
0

1
v

มีคาคือ
app
max

1

v
ซ่ึงมีคาดังน้ี 

BK1 1 m= +
app VV V Bmaxmax max 0

⎡ ⎤
⎢ ⎥⎣ ⎦

 

ดังน้ันการทํา Secondary plot ระหวาง 
app
max

1

v
กับ [ ]0B

1 จะไดเสนตรงที่มีคาความชันเทากับ 

max

B
m

V

K และจุดตัดบนแกน y มีคาเทากับ 
max

1

v
สวนจุดตัดแกน X มีคาเทากับ

app
m

1

K
กับ [ ]0B

1 จะไดเสนตรง

ที่มีคาความชนัเทากับ 
B
m
A
m

K

K
และจุดตัดบนแกนนอน X มีคาเทากับ

B
m

-1

K
 

(21) 

(22) 

(23) 
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ภาพประกอบ 12 กราฟไลนวีเวอร-เบอรคของปฏิกิริยาที่มีกลไกแบบ Ping-pong Bi Bi 

       (ก)  กราฟระหวาง 
 

0

1

V
 กับ 

 0

1
A⎡ ⎤⎣ ⎦

 ที่คา [B0] คงที่ตางๆ   

       (ข) กราฟระหวาง 
 

0

1

V
 กับ 

 0

1
B⎡ ⎤⎣ ⎦

 ที่คา [A0] คงที่ตางๆ  
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⎛ ⎞
⎜ ⎟⎜ ⎟
⎝ ⎠
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maxV
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⎛ ⎞
⎜ ⎟⎜ ⎟
⎝ ⎠

B
M

0
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m M

K
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0V

1

0 

[B]=0 

ความชัน= maxV/K A
M  

เพิ่ม [B] 
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K
1
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A
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B
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1
−  

0 
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maxV

1
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[ ]0A
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1
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ความชัน= maxV/K B
M  
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ดังน้ันกลไกแบบ Ping-pong เม่ือทํา primary plot เม่ือทํา primary  plot ระหวาง 
 0

1
V

 กับ 

⎡ ⎤⎣ ⎦ 

1
substrate

 เม่ือสับสเตรทตัวที่สองมีความเขมขนคงที่ตางๆ กันจะไดเสนตรงตางๆ ที่ขนานกัน

และการทํา secondary  plot  จุดตัดแกน  y  และจุดตัดบนแกน  X  กับ  
⎡ ⎤
⎢ ⎥
⎣ ⎦

nd 

1
2  substrate

  

สามารถหาคา  Vmax  A
M

k  และ B
M

k   ดังภาพประกอบ 13 

 
 
 
 
 
 
 

  
 
 

 

ภาพประกอบ 13 (ก) การเขียนกราฟระหวางคาจุดตดัแกน  
 0

1
V

  กับ  
⎡ ⎤⎣ ⎦ 0

1
B

 และ 

       (ข) การเขียนกราฟระหวางคาจุดตดัแกน  
 0

1
V

  กับ  
⎡ ⎤⎣ ⎦ 0

1
A

 

 
 ที่มา: พัชรา วีระกะภัส. (2541). เอนไซม. หนา 65. 
 
 ดังน้ันจากการศึกษาอตัราเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยาแลวนําผลที่ไดมาเขียนกราฟไลนวีเวอร 
– เบอรคจะสามารถใชเปนแบบจําลองในการหาจลนศาสตรได 

 

2.6 งานวิจัยที่เก่ียวของ 
 2.6.1 ทิศทางของงานวิจัย 

 มีการศึกษาและทําการวิจัยการสังเคราะหไบโอดีเซลโดยอาศัยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน
ที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาโดยนักวิจัยสวนใหญจะทําการศึกษาแบงเปน 2 กลุมใหญ 
คือ  

maxV

1
−  

app
maxV

1
−  maxV

K
ความชัน

B
M=  

A
M

B
M

K

K
ความชัน=  

Aapp
maxK

1
−

A
MK

1

0 
[ ]0B

1
[ ]0B

1  
 
 

(ก) (ข)

0 
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2.6.1.1 กลุมที่ศึกษาปริมาณการเกิดเอทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค
ชันที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาการตรึงรูปสวนใหญจะใชวิธีหอหุมดวยเจล 
 เอ็นซินา และคณะ (Encinar; et. al. 2002: 443–450) ทําการศึกษาเกี่ยวกับการผลิตไบโอดีเซล
จากนํ้ามันดอกทานตะวันโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens 
และทําการศึกษาเกี่ยวกับผลกระทบของตัวทําละลายอินทรียในปฏิกิริยาแอลกอฮอไลซิส พบวากรณี
ที่ไมมีตัวทําลายอินทรียจะใหคาคอนเวอรชันมากกวา 90 เปอรเซ็นตโดยใชอัตราสวนโดยโมล
ระหวางน้ํามันดอกทานตะวันตอเมทานอลคือ 1:4.5 และใสเอนไซมตรึงรูปลงในน้ํามันประมาณ 5 ชั่วโมง
กอนที่จะใสเมทานอลลงไป นอกจากนี้ยังการเปรียบเทียบกับคาคอนเวอรชันของเอนไซมไลเปสตรึง
รูปจาก Rhizomucor miehei ซ่ึงใหคาคอนเวอรชันเพียง 80 เปอรเซ็นต 
           นอสเรดดินี และคณะ (Noureddini; et.al. 2005: 769-777) ทําการศึกษาเกี่ยวกับปฏิกิริยาท
รานเอสเทอริฟเคชันระหวางนํ้ามันถั่วเหลืองกับเมทานอลและเอทานอลโดยใชตัวเรงปฏิกิริยา
เอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Pseudomonas cepacia ทําการตรึงรูปโดยใชเทคนิคการตรึงรูปโดยมี 
Sol –gel เปนสารหอหุมใชอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันถั่วเหลืองตอเมทานอล คือ 1: 7.5 และ
อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันถั่วเหลืองตอเอทานอลคือ 1:15.2และทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส
และพบวาไดปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 67 เปอรเซ็นตและเอทิลเอสเทอร 65 เปอรเซ็นต 
 ไทซิ และคณะ (Taichi; et. al. 2000: 180-183) ทําการศึกษาถึงผลกระทบของการตรึงรูป
เอนไซมเอนไซมจาก Candida Antarctica ในปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสระหวางนํ้ามันถั่วเหลืองกับเมทานอล
โดยใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 12 ชั่วโมง พบวาปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่ไดเทากับ 97 เปอรเซ็นต 
 เซลมิ และโทมัส (Selmi; & Thomas. 1998: 1372-1378) ไดทําการศึกษาปฏิกิริยาทราน
เอสเทอริฟเคชันระหวางน้ํามันจากเมล็ดทานตะวันรวมกับเอทานอลโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือ
เอนไซมไลเปสจากRhizomucor miehei พบวาปริมาณของเอสเทอรที่ไดเทากับ 83 เปอรเซ็นต  
 เคคา และคณะ (Kaieda; et. al. 2001: 12-15) ไดทําการศึกษาปฏิกิริยาแอลกอฮอไลซิส
ของน้ํามันเมล็ดฝายโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือเอนไซมตรึงรูปจาก Candida Antarctica โดยใชสภาวะ
ที่เหมาะสมคือความเขมขนของเอนไซม 30เปอรเซ็นตของน้ําหนักน้ํามันอัตราสวนโดยโมลของ
นํ้ามันกับแอลกอฮอลคือ 1:4 ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 ชั่วโมงได
ปริมาณเอสเทอรเทากับ 91.5 เปอรเซ็นต 
 สรุปไดวา การทดลองนี้ไดมีการเลือกใชเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียตางๆกนั ไดแก Rhizomucor 
miehei, Candida Antarctica, Pseudomonas fluorescens โดยนํามาตรึงรูปดวยวิธีหอหุมซ่ึงมีการ
ใชสารหอหุมตางๆกันคือ Sol–gel สวนใหญพบวาปริมาณเอสเทอรที่ไดอยูในชวง 65-90 เปอรเซ็นต 

1. กลุมที่ศึกษาจลนศาสตรของเอนไซมไลเปส 
จลนศาสตรของเอนไซมไลเปสโดยอาศัยแบบจําลอง Ping-pong bi bi ในการอธิบายกลไก

ของปฏิกิริยา  
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 โดสเสท และคณะ (Dossat; et al. 2002: 90-94) ไดทําการศึกษาปฏิกิริยาแอลกอฮอไลซิส
ของนํ้ามันดอกทานตะวันโดยอาศัยเอนไซมตรึงรูปในสารละลายอินทรีย n-hexane ใชแบบจําลอง 
Ping-pong Bi Bi อธิบายจลนศาสตรของปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชัน พบวาเม่ือใชนํ้ามันดอก
ทานตะวันในอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันดอกทานตะวันตอเมทานอลเทากับ 1:3 จะใหปริมาณเอส
เทอรสูงสุดเทากับ 65 เปอรเซ็นต 
 ยวนยวน และคณะ (Yuanyuan; et.al. 2005: 241-245) ไดทําการศึกษาการผลิตไบโอดีเซล
โดยนําเมธิลอะซิเตดมาใชแทนเมทานอลในการทําปฏิกิริยาอินเทอริฟเคชันกับไตรกลีเซอไรดจาก
นํ้ามันถั่วเหลืองใชตัวเรงปฏิกิริยาคือเอนไซมไลเปสตรึงรูปอาศัยแบบจําลอง Ping-pong bi bi ในการ
อธิบายปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น พบวาปฏิกิริยาอินเทอริฟเคชันระหวางไตรกลีเซอไรดกับเมธิลอะซิเตดนั้น
มีอันดับปฏิกิริยาเทากับ 2 และพบวาคาคงที่การเปลี่ยนแปลงจากไดกลีเซอไรดเปนโมโนกลีเซอไรด 
kDG-MG(0.1124) นอยกวาคาคงที่การเปลี่ยนแปลงจากโมโนกลีเซอไรดเปนไดอัลคิลกลีเซอรอล kMG-

TA(0.1129) ซ่ึงมีคามากกวาคาคงที่การเปลี่ยนแปลงจากไตรกลีเซอไรดเปนไดกลีเซอไรด kTG-DG(0.0311)
โดยใชขั้นตอนแรกเปนขั้นกําหนดปฏิกิริยา 
 เอล ราสยี และคณะ (El Rassy; et. al. 2004: 137-150) ไดทําการศึกษาการเตรียม
เอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Burkholderia cepacia โดยใชเทคนิคการตรึงรูปแบบหอหุมใชสารหอหุม
คือ Sillica aerogelและทําการเปรียบเทียบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระกับเอนไซมตรึงรูป
และทําการศึกษาจลนศาสตรของปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชันของเอนไซมไลเปสทั้ง 2 แบบโดย
อาศัยแบบจําลอง Ping-pong Bi Bi 
 คามินิ และเรฟฟูจิ (Kamini; & Lefuji. 2001: 405-410) ไดทําการศึกษาจลนศาสตรของ
เอนไซมไลเปสโดยใชปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชันระหวาง butyne acid กับ isoamyl alcohol โดย
ใชวิธีการหาคาอัตราเร็วปฏิกิริยาเทอมของมิเคลิส-เมนเทนดวยกลไลแบบจําลอง Ping-pong Bi Bi มี
การยับย้ังแบบแขงขัน พบวา คาของ Vmax =11.72 μmol/min kM,acid =0.00303M kMAlcohol =1.5 M 
และ ki,acid =0.00306 M kiAlcohol =1.05 M 
 ไซลวิค และคณะ (Sylvie; et.al. 2005: 193–203) ทําการศึกษาจลนศาสตรของปฏิกิริยาท
รานเอสเทอริฟเคชันเอนไซมไลเปสอิสระและเอนไซมตรึงรูปจาก Burkholderia cepacia ใชวิธีการ
ตรึงรูปเอนไซมแบบหอหุมโดยใช Sol-gel เปนตัวรองรับและใชแบบจําลอง Ping-pong Bi Bi ใน
การศึกษาจลนศาสตรของปฏิกิริยา ในกรณีของเอนไซมไลเปสอิสระพบวา Vmax =5.07 mmol/min 

kM,acid =0.0243M Ki,Alcohol =0.0815M และ kt = M,acid

i,alcohol

k

k
= 0.499 กรณีของเอนไซมไลเปสตรึงรูปพบวา 

Vmax=0.44 mmol/min/mg kM,acid =0.0111 M kiAlcohol=0.0319 M และ kt = M ,acid

i ,alcohol

k

k
= 0.1370  

ดังน้ัน จึงสามารถกลาวไดวา การศึกษาจลนศาสตรของเอนไซมไลเปสจะใชแบบจําลอง 
Ping-pong bi bi ในการอธิบายและไมพบวามีการใชแบบจําลองชนิดอ่ืนมาอธิบายการเกิดปฏิกิริยา 
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 2.6.2 ปจจัยที่มีผลตอปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชัน 
  ไบโอดีเซลเปนนํ้ามันที่สามารถนํามาใชทดแทนน้ํามันดีเซล ไบโอดีเซลสังเคราะหโดยใช

ปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชันระหวางน้ํามันพืชตางๆและแอลกอฮอลโดยที่ใชตัวเรงปฏิกิริยาเพ่ือให
เกิดปฏิกิริยาไดผลผลิตตามที่ตองการปจจัยสําคัญในการสังเคราะหไบโอดีเซลใหมีคุณภาพตามที่
กําหนดมีหลายปจจัยดังน้ี 

  2.6.2.1 นํ้ามันพืชที่ใช 
 มีรายงานการวิจัยการสังเคราะหไบโอดีเซลโดยใชนํ้ามันพืชหลายชนิดทั้งนํ้ามันพืชที่ไม

ผานการปรุงแตง นํ้ามันพืชกึ่งบริสุทธิ์ นํ้ามันพืชบริสุทธิ์ นํ้ามันพืชที่ใชแลว นอกจากนี้ยังแบงเปน
นํ้ามันพืช พวกที่บริโภคไดและนํ้ามันพืชที่บริโภคไมได ตัวอยางจากงานวิจัยไดแก นํ้ามันดอก
ทานตะวันนํ้ามันถั่วเหลือง, นํ้ามันปาลมบริสุทธิ์, นํ้ามันสบูดํา, นํ้ามันจากเมล็ดเรป ,นํ้ามันปาลมดิบ, 
นํ้ามันปาลมแยกยางเหนียว 
 วันทานาบิ และคณะ (Watanabe; et. al. 2002: 151–155) ทําการศึกษาปฏิกิริยาเมทา
โนไลซิสระหวางดีกัมของนํ้ามันถั่วเหลืองกับเมทานอลรวมกับคลอโรฟอรมโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือ
เอนไซมตรึงรูปจาก Candida antarctica โดยมีการเติมเมทานอลเปนขั้นๆ ไป พบวา ปริมาณของ
เมทิลเอสเทอรเทากับ 93.2 เปอรเซ็นต 
 ลินโก และคณะ (Linko; et. al. 1998: 41-50) ทําการศึกษาการทําปฏิกิริยาทรานเอสเทอริ
ฟเคชันโดยใชเมล็ดเรปและแอลกอฮอลคือ 2-Ethyl-1-hexanol มาทําปฏิกิริยาโดยใชเอนไซมไลเปส
จาก C.rugosa พบวามีปริมาณของเอสเทอรเทากับ 97 เปอรเซ็นต  
 วู และคณะ (Wu.; et. al. 1999:  517-521) ทําการศึกษาการนําน้ํามันที่ใชแลวจากภัตตาคาร
มาทําปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชันกับเอทานอลโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือเอนไซมไลเปสจาก 
P.cepacia และ C.antarctica พบวาไดปริมาณของเอสเทอรเทากับ 85.4 เปอรเซ็นต 
 นํ้ามันแตละประเภทจะยังไมสามารถทําปฎิกิริยาไดกับแอลกอฮอลไดทันที ตองมีการ
กระบวนการตัดสายโซของไตรกลีเซอไรดใหเปนไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรดเสียกอน การตัด
สายโซของไตรกลีเซอไรดจะตองใชตัวเรงปฎิกิริยากอนคุณสมบัติที่มีสวนสําคัญประการหนึ่งที่มีผล
ตอคุณสมบัติของไบโอดีเซลก็คือ จํานวนพันธะคูและพันธะเด่ียวในโมโนกลีเซอไรดในกรณีที่โมโนกลี
เซอไรดน้ันมีจํานวนของพันธะคูมากจะสงผลตอทําใหไบโอดีเซลมีอุณหภูมิจุดหมอกสูงซ่ึงทําใหไบโอ
ดีเซลไมสามารถใชไดดีในประเทศที่มีอุณหภูมิหนาวเย็น แตในประเทศไทยนั้นมีผลผลิตของน้ํามัน
ปาลมมากจึงคาดวาปาลมนํ้ามันจะเปนวัตถุดิบที่เหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซลในประเทศไทย 

  2.6.2.2 แอลกอฮอล 
 แอลกอฮอลเปนสารตั้งตนในการทําปฏิกิริยาการสังเคราะหไบโอดีเซลโดยทั่วไปแลวจะใช
แอลกอฮอลสายสั้นที่มีคารบอนในระดับ 1-4 ตัว ซ่ึงอาจจะเปน Primary alcohol, Secondary alcohol 
หรือ tert-alcohol ก็ไดแตที่นิยมมาใชในการทําปฏิกิริยามากที่สุดคือ เมทานอล ซ่ึงไดปริมาณของ
เอสเทอรสูงไบโอดีเซลที่ไดเรียกวา เมทิลเอสเทอร ซ่ึงเปนเอสเทอรที่มีความหนืดต่ํากวาเอสเทอรที่
ไดจากแอลกอฮอลชนิดอ่ืนอยางไรก็ตามเมทานอลนั้นเปนผลผลิตจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีทําใหมี
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ปริมาณที่ขอจํากัดอยู ซ่ึงเอทานอลนั้นสามารถผลิตจากการหมักของเหลือใชจึงถือไดวาแอลกอฮอลน้ี
สามารถผลิตทดแทนไดตลอดเวลาถึงแมวาจะไดปริมาณของเอสเทอรที่ต่ํากวาเมทานอล 
 ไฮ และคณะ (Shieh; et.al. 2003: 103–106) ทําการศึกษาปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชัน
ระหวางน้ํามันจากเมล็ดทานตะวันรวมกับเมทานอลโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก 
Rhizomucor miehei (Lipozyme IM-77) ใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 6 ชั่วโมง อุณหภูมิ 36.5 องศา
เซลเซียส และอัตราสวนโดยโมลระหวางเมทานอลตอนํ้ามันจากเมล็ดดอกทานตะวันคือ 3.4:1 พบวา
ปริมาณของเอสเทอรที่ไดเทากับ 92.2 เปอรเซ็นต  
 เซน และเวน (Chen; & Wen. 2003: 466-469) ทําการศึกษาปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชัน
ระหวางน้ํามันถั่วเหลืองรวมกับเมทานอล, เอทานอล, n-propanol, isopropanol, 1-butanol, 2-
butanol, isobutanol, tert-butanolโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก C. Antarctica 
ใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 30 นาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามัน
ถั่วเหลืองกับแอลกอฮอลชนิดตางคือ 1: 3 พบวาแอลกอฮอลที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาคือเมทานอล
มีคาคอนเวอรชันเทากับ 70 เปอรเซ็นต  

 2.6.3 ตัวเรงปฏิกิริยา 
 ตัวเรงปฏิกิริยาที่นํามาใชในปฏิกิริยาทรานเอสเทอริเคชันมีทั้งกรดและดาง ซ่ึงดางที่นิยมนํามาใช 

เชน โพแทสเซียมไฮดรอกไซด, แคลเซียมไฮดรอกไซดสวนกรณีกรดที่ใชไดแก กรดไฮโดรคลอริก   
      เฟรดเดรริเกอร และคณะ (Frederique; et.al. 2005: 263–267) ทําการศึกษาปฏิกิริยา   
แอลกอฮอไลซิสของน้ํามันทานตะวันโดยใชดางที่มีการตรึงรูปดวย Sn(3-hydroxy-2-methyl-4-pyrone)2(H2O)2 
และใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 3 ชั่วโมงพบวาไดปริมาณของเอสเทอรเทากับ 93 เปอรเซ็นต 
 วิดยาน และ อาลี (Widyan; & Ali. 2002: 253–256) ทําการศึกษาการนําน้ํามันปาลมที่
เหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมมาใชในการผลิตไบโอดีเซลโดยทําปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชันอาศัย
ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนกรด คือ กรดซัลฟวริก (H2SO4) และกรดไฮโดรคลอริก (HCl) ที่ความเขมขน
ตางๆ กันพบวาความเขมขน 2.28 โมลของกรดไฮโดรคลอริกทําปฏิกิริยากับเอทานอล 100เปอรเซ็นต
สามารถสังเคราะหไบโอดีเซลโดยใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 3 ชั่วโมง สวนเอนไซมคือเอนไซมไลเปส 
ปจจุบันมีรายงานการวิจัยวา ดางจะเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะใหปริมาณของไบโอดีเซลมีเปอรเซ็นตที่
สูงสุดและใชเวลาการทําปฏิกิริยานอยที่สุด แตปญหาของการใชดางเปนตัวเรงปฏิกิริยาคือ จะเกิดปฏิกิริยา
การเกิดสบู เน่ืองจากแอลกอฮอลทําปฏิกิริยากับดางเกิดสบูจึงทําใหปริมาณของไบโอดีเซลลดต่ําลง
และไบโอดีเซลจากตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนกรดและดางตองมีการลางหลายครั้งเพ่ือลางดางและกรดที่
เหลืออยูและสิ้นเปลืองนํ้า สวนนํ้าที่ออกจากการกระบวนการสังเคราะหไบโอดีเซลนั้นที่ใชตัวเรง
ปฏิกิริยาทั้งแบบกรดและดางนั้นจะมีคาความเปนกรด-ดางสูง, เกิดสบู, แอลกอฮอลและน้ํามัน
บางสวนติดมากับนํ้าทิ้งทําใหมีนํ้าเสียมีคาบีโอดีสูงยากตอการบําบัดและการทําปฏิกิริยาของดางนั้น
จะตองใชอุณหภูมิที่ 90-120 องศาเซลเซียส ทําใหสิ้นเปลืองพลังงานความรอน จึงทําใหมีการศึกษา
การใชเอนไซมในการไบโอดีเซลมากขึ้นถึงแมวาการนําเอนไซมมาใชในการสังเคราะหไบโอดีเซล
จะตองลงทุนสูงและใชเวลาในการทําปฏิกิริยานานกวา ขอดีของการใชตัวเรงปฏิกิริยาดางคือสามารถทํา
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิประมาณ 40-50 องศาเซลเซียส 
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 2.6.4 กิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
 การศึกษาคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสการตรวจสอบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสทํา

ไดโดยการไตเตรทหาปริมาณกรดไขมันอิสระที่ถูกปลอยออกมาจากปฏิกิริยาที่มีไลเปสเปนตัวเรง
ปฏิกิริยา โดยที่ไตรกลีเซอไรดเปนสับสเตรท หลังจากการบมและทําการหยุดปฏิกิริยาแลว การ
วิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดจากไฮโดรไลซิส  

 ชาล และคารแลม (Charle; & Dharam. 1966: 110–113) มีการตรวจสอบคากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสโดยใชอิมัลชันของ 10 เปอรเซ็นตของน้ํามันมะกอกกับกัมอราบิกเปนซับสเตรท และ
กําหนด pH เทากับ 8.0 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นทําการไตเตรทกับ 0.01 N 
โซเดียมไฮดรอกไซด เพ่ือทําการหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส พบวา คากิจกรรมของเอนไซมไล
เปสเทากับ 0.17-1.32 หนวยตอมิลลิกรัม 

 ปจจัยที่มีผลตอการปริมาณเอทิลเอสเทอรโดยมีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยามี
อยูหลายประการ เชน 

 อุณหภูมิ  
 ซิมาดะ (Shimada; et. al 2002: 151–155) ทําการศึกษาผลของอุณหภูมิตอปฏิกิริยาท

รานเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันพืชโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือเอนไซมไลเปสจาก Candida antarctica 
โดยทําการศึกษาที่อุณหภูมิที่ 20, 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส พบวาหลังจากทําปฏิกิริยาไป 
6 ชั่วโมง เม่ือเพ่ิมอุณหภูมิปริมาณของเอสเทอรจะเพ่ิมขึ้นและเมื่อเวลาผานไป 24 ชั่วโมงพบวาที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสปริมาณของเอสเทอรที่มากที่สุดคือ 29.9เปอรเซ็นต และเม่ือเพ่ิม
อุณหภูมิตอไปจะทําใหปริมาณเอสเทอรที่ไดลดลง  

 คามานิ และเลฟฟูจิ (Kamini; & Lefuji. 2004: 405-410) ทําการศึกษาผลของอุณหภูมิตอ
ปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสจากน้ํามันรําขาวโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาเปนเอนไซมไลเปสจาก C. antarctica 
โดยทําการทดลองที่อุณหภูมิที่ 25, 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส ที่เวลา 24 ชั่วโมง พบวา 
ปริมาณของเอสเทอรลดลงเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมขึ้น และเม่ือเวลา 96 ชั่วโมงอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
สามารถผลิตเอสเทอรไดสูงสุดเทากับ 62.3 เปอรเซ็นตและเม่ือเพ่ิมอุณหภูมิตอไปจะทําใหปริมาณ
เอสเทอรจะลดลง  

 อัตราสวนโดยโมลระหวางไตรกลีเซอไรดกับแอลกอฮอล 
 ซิมาดะ และคณะ (Shimada; et. al. 2002: 151–155) ทําการศึกษาปฏิกิริยาเมทาโนไลซิส 

ระหวางน้ํามันที่เหลือใชทางการคากับเมทานอลโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือเอนไซมตรึงรูปจาก C. antarctica 
โดยมีการเติมเมทานอลเปนขั้นๆไป พบวา อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันที่เหลือใชทางการคากับ
เมทานอลที่เหมาะสมในการทดลองคือ 1:3 



บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
 ในการวิจัยครั้งนี้ ผูวิจัยไดดําเนินการตามขั้นตอนดังนี้ 
   1.  เตรียมอุปกรณและเครื่องมือที่ใชในสังเคราะหไบโอดีเซล 
 2.  เตรียมสารเคมีที่ใชในการทดลองสังเคราะหไบโอดีเซล 
 3.  ศึกษากิจกรรมของเอนไซม ไลเปสอิสระ เอนไซมไลเปสตรึงรูปและเอนไซมไลเปสในน้ํา
ลางจากการตรึงรูป 
   4.  ศึกษาสภาวะที่ใชสังเคราะหไบโอดีเซลทาํการทดลองในรูปเอทิลเอสเทอร 
 5.  ศึกษาจลนพลศาสตรของสังเคราะหไบโอดีเซลโดยอาศัยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน
จากน้ํามันปาลมโอลิอินโดยใชเอนไซมไลเปสตรึงรปูเปนตัวเรงปฏิกิรยิา 
 
1. วัตถุดิบ    

 1.1 น้ํามันปาลมดิบแยกยางเหนียว (ผูผลิต: บริษัท ชมุพรอุตสาหกรรมน้ํามันปาลม 
(มหาชน) จํากัด, ประเทศไทย)  

 1.2 น้ํามันปาลมโอลิอินบริสทุธิ์ (ผูผลิต: บริษัท มรกต อินดัสตรี้ (มหาชน) จํากัด, ประเทศไทย) 
 1.3 น้ํามันมะกอก เกรดอาหาร (ผูผลิต: บริษทั อิโฮส เด บารดินา เอส เอ เมืองเซบียา 

ประเทศสเปน) 
   
2.  สารเคม ี

2.1 สารเคมีทีใ่ชในการหากจิกรรมของเอนไซมไลเปสอสิระ เอนไซมไลเปสตรึงรูปและ
เอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูปในการเกิดปฏกิิริยาไฮโดรไลซิสของไตรกลีเซอไรด 

2.1.1 เอนไซมไลเปสจากจลุินทรีย Pseudomonas fluorescens (ผูผลิต: Fluke 
Co.,Ltd, สมาพันธรัฐสวิส) 

2.1.2  โซเดียมอัลจิเนต สารที่ใชในการตรึงรูป 
2.1.3  เอทานอล (C2H5OH) คาความบริสทุธิ์  95 เปอรเซ็นต  เกรดอุตสาหกรรม                             
2.1.4  สารละลายฟนอลฟทาลีน 
2.1.5  โพแทสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) 
2.1.6  โพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต (COOHC4H6COOK) 
2.1.7  กรดโอลิอิก เกรดวิเคราะห 
2.1.8  แคลเซยีมคลอไรด (CaCl2) 
2.1.9  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
2.1.10  กัมอราบิก (Gum arabic) 
2.1.11  อะซิโตน (Acetone) 
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            2.2  สารมาตรฐานสําหรับใชในการวิเคราะหหาปริมาณเอทิลเอสเทอรโดยเทคนิคแกสโคร
มาโตกราฟ 

2.2.1  เอทิลปาลมมิเตท (C18H36O2)  คาความบริสทุธิ์  95 เปอรเซ็นต  (ผูผลติ: Fluka 
Chemika Co.,Ltd., ประเทศญี่ปุน) เปนสารมาตรฐาน 

2.2.2  เอทิลโอลิเอท (C20H38O2)  คาความบริสุทธิ์  60  เปอรเซ็นต (ผูผลิต: Fluka 
Chemie Co.,Ltd., สมาพันธรัฐสวิส) เปนสารมาตรฐาน 

2.2.3  เมทิลเพนตะดิคาโนเอต (C16H32O2)  เปนสารอนิเทอรนอลสแตนดารด (ผูผลิต: 
Fluka Chemika Co.,Ltd., สมาพันธรัฐสวิส)  

2.2.4  เฮกเซน (C6H14)  น้ําหนักโมเลกุล  86.07  กรัมตอโมล (ผูผลิต: J.T. Baker 
Co.,Ltd.,  สหรัฐอเมริกา) 
             2.3 สารมาตรฐานสําหรับใชในการวิเคราะหหาปริมาณไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด และ
โมโนกลีเซอไรดโดยเทคนิคแกสโครมาโตกราฟ 

2.3.1  ไตรเคปริน (1, 2,3 –Tricaproylglycerol) ผูผลติ: Fluka Chemie Co.,Ltd., 
สมาพันธรัฐสวิส) เกรดวิเคราะห สารมาตรฐานไตรกลเีซอไรด ไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรด  
ซึ่งจะแบงออกเปน 

 1 – monooleoylglycerol (Monoolein)     เปนสารมาตรฐานโมโนกลีเซอไรด 
     1, 3 – di oleoylglycerol  (Diolein)         เปนสารมาตรฐานไดกลีเซอไรด 
                1,2,3 – Tricaproylglycerol (Triolein)       เปนสารมาตรฐานไตรกลีเซอไรด 

2.3.2  1,2,4 – butanetriol  สารมาตรฐานกลีเซอรอล(ผูผลิต: Fluka Chemie Co.,Ltd., 
สมาพันธรฐัสวิส) 
                 2.3.3 N-methyl-N-trimethysilyltrifluoroacetamide (MSTFA) (ผูผลติ: Fluka Chemie 
Co.,Ltd., สมาพันธรัฐสวิส)เปนสาร Derivatizing agent จะเขาทําปฏิกิริยาเพื่อเปลี่ยนสารกลีเซอไรด
ใหเปนอนุพันธของกลีเซอไรด 
 
3.  อุปกรณและเครื่องมือ 

3.1  ขวดรูปชมพูปริมาตร 50,125, 250 และ 500 มิลลลิิตร 
3.2  กรวยกรอง 
3.3  เครื่องชั่งดิจิตอลทศนยิม 4 ตําแหนง 
3.4  เทอรโมมิเตอร 
3.5  กรวยแยก 
3.6  บีกเกอรขนาด 250 มิลลลิิตร 
3.7  เตาแมเหล็กใหความรอน 
3.8  เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (SANYO รุน orbital incubator) 
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3.9  เครื่องวัดคาความเปนความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
3.10 หลอดฉีดยาขนาด 5 มิลลิลติร พรอมเข็มฉีดยาเบอร 20  
3.11 ปเปตขนาด 1, 5 และ 10 มิลลลิิตร 
 

4. เครื่องมือสําหรับการวเิคราะหเอทลิเอสเทอร 
   4.1 เครื่องแกสโครโตมากราฟ (Gas Chromatography): VARIAN รุน CP-3800  
(Varian Analytical Instruments Co.,Ltd., ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 4.2 Capillary column: DB-5 , J&W, ประเทศสหรัฐอเมริกา  
                        ดีเทคเตอรแบบ Flame ionization 
                        เฟสคงที่: 5% phenylpolydimethylsiloxane 
                        ความยาว 30 เมตร    
                        เสนผานศูนยกลางภายใน 0.25 มิลลิเมตร 
  

วิธีการ 
 
1.  การศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระ เอนไซมไลเปสตรึงรูป และเอนไซมไลเปสใน
นํ้าลางจากการตรึงรูป 
   ศึกษาความสามารถการตัดยอยสายโมเลกุลของน้ํามันพืชใหเปนกรดไขมันอิสระดวย
เอนไซมไลเปสอิสระ เอนไซมไลเปสตรึงรูป และเอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูป ในสาร   
ตั้งตนชนิดตางๆ ไดแก น้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมโอลิอินและนํ้ามันมะกอกเพื่อ
เปรียบเทียบกจิกรรมของเอนไซมไลเปส จากนั้นทําการศกึษาสภาวะทีมี่ผลตอกิจกรรมเอนไซมไลเปส 
คือ อุณหภูมิและความเรว็รอบการเขยา 
 

1.1  การเตรยีมวัตถุดบิ (จักรพงศ ไชยบุร.ี 2546: 45) 
การเตรียมน้ํามันปาลมโอลิอิน โดยวิธีการตกผลึก (Crystallization) (ภาพประกอบ 14)   

วิธกีารตกผลึกน้ํามันปาลมโอลิอินทําโดยการนําน้าํมันปาลมดิบทีผ่านการแยกยางเหนียว
แลวมาใหความรอนจนละลายเปนเนื้อเดียวกัน  ตั้งทิ้งไวในตูเยน็จนน้ํามันปาลมแยกออกเปน  2 ชั้น 
ทําการกรองแยกนําของเหลวใสสเีหลืองสวนบน (น้ํามันปาลมโอลิอิน) ไปใชในการทดลอง  
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ภาพประกอบ 14 ขั้นตอนการเตรียมน้ํามันปาลมโอลิอินโดยวิธีการตกผลึก (Crystallization) 
 
นําน้ํามันปาลมโอลิอินที่ไดไปทําการวิเคราะหสวนประกอบกรดไขมันในน้ํามันปาลมโอลิอิน ตาราง 12 
แสดงสวนประกอบกรดไขมันของน้ํามันปาลมโอลิอิน 
 
 
 
 

 
 

ใหความรอนที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซยีส 
เวลา 15-20 นาที 

  

ตั้งทิ้งไวในตูเย็น 
จนนํ้ามันแยกเปน 2 ชั้น 

ปาลมโอลิอิน 
(Crude palm olein)  

ปาลมสเตียรีน 
(Crude palm stearin)   

กรองแยกนําสวนของเหลวใสสีเหลือง
สวนบนมาใชเปนสารตั้งตน 

น้ํามันปาลมดิบที่ผานการแยกยางเหนียวแลว 

จะไดน้ํามันปาลมที่มีลักษณะสีเหลืองใส 

สวนบน 
 

ของเหลวสีเหลืองใส 

สวนลาง 
 

ของแข็งสีขาว 

น้ํามันปาลมสเีหลืองใส(ปาลมโอลิอิน) 
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ตาราง 12 สวนประกอบกรดไขมันของน้ํามันปาลมโอลิอิน 
 

สวนประกอบกรดไขมัน รอยละกรดไขมัน 
กรดไขมันอ่ิมตัว 
กรดลอริก 

กรดไมริสติก 
กรดปาลมิติก 
กรดสเตียริก 
กรดอะราคิดิก 

 
0.2 
0.5 
42.7 
2.3 
0.2 

กรดไขมันไมอ่ิมตัว 
กรดโอลีอิก 
กรดไลโนลีอิก 
กรดไลโนลีนกิ 

อ่ืน ๆ 

 
44.9 
8.6 
0.3 
0.3 

 
วิเคราะหที:่ กรมวิทยาศาสตรบริการ กระทรวงวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ี
            

1.2  การเตรียมเอนไซมไลเปส 
1.2.1  การเตรียมเอนไซมไลเปสอิสระ  

นําเอนไซมไลเปส 1 กรัมละลายใน 10 มิลลิลติรของ 0.1 M phosphate buffer 
pH 7.5  จากนั้นเก็บไวในตูเย็น 

1.2.2  การเตรียมเอนไซมไลเปสตรึงรูป  
1.2.2.1 นําโซเดียมอัลจิเนต 0.2 กรัมใสใน 10 มิลลลิิตรของสารละลาย 0.1 M 

phosphate buffer pH 7.5 ใหความรอนจนโซเดียมอัลจิเนตละลาย ทิ้งไวที่อุณหภูมิประมาณ  
45  องศาเซลเซียส เน่ืองจากถาอุณหภูมิลดลงกวานี้จะทําใหโซเดียมอัลจิเนตจับตวักัน 

1.2.2.2 เตรียมสารละลายเอนไซมไลเปสโดยการเติมเอนไซมไลเปส  0.1 กรัม ลง
ในสารละลายจากขอ 1.2.2.1 ปริมาตร 1 มิลลิลติร ผสมจนเปนเนื้อเดียวกันจากนั้นใสในหลอดฉดียา
โดยไมใหมีฟองอากาศอยูภายใน 

1.2.2.3 เตรียมสารละลาย 10% w/v CaCl2  ปริมาตร 50 มิลลลิิตร 
1.2.2.4 เตรียมเม็ดเจลเอนไซมไลเปสตรึงรูปโดยการหยดสารละลายเอนไซมไลเปส    

จากขอ 1.2.2.2  ลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่เตรียมไวทลีะหยด แชทิ้งไว 20 นาท ีจะไดเม็ด
เจลเอนไซมไลเปสตรึงรูปลกัษณะทรงกลม  
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1.2.2.5  แยกเม็ดเจลเอนไซมไลเปสตรึงรูปออก  ลางเม็ดเจล 0.1 M phosphate 
buffer pH 7.5  4 มิลลิลติร  3 ครั้ง นํามาผึ่งใหแหง จะไดเอนไซมไลเปสตรึงรูป เพ่ือใชในการทดลอง
หากิจกรรมของเอนไซม  จากนั้นเอนไซมไลเปสตรึงรูปใน 0.1 M phosphate buffer pH  7.5 ในตูเย็น 

1.2.3 การเตรยีมเอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูป : 
                  เอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรงึรูปเปนสวนที่ไดจากการลางเม็ดเจลจากขอ 1.2.2.5 
เพ่ือทําการศึกษากิจกรรมของเอนไซมวาการตรึงรูปเอนไซมสามารถกักเอนไซมไดดีหรือไม   

1.3  การเตรียมสารตั้งตน จะมีการเตรียมสารตั้งตนแบงเปน 3 แบบ คือ น้ํามันมะกอก 
น้ํามันปาลมโอลิอินและน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์  

1.3.1  การเตรียม 10 % อิมัลชันของนํ้ามันมะกอก: 
1.3.1.1 ผสม 1% w/v กัมอราบิก 10 มิลลลิติร 1 M โซเดียมไฮดรอกไซด 19  มิลลิลติร 

และ 2% แคลเซียมคลอไรด  11 มิลลิลติร ใหความรอนจนเปนเนื้อเดียวกัน จากนัน้ตวงสารผสมมา 
9 มิลลิลติร 

1.3.1.2  เติมนํ้ามันมะกอก 1 มิลลิลติรลงในสารละลายจากขอ 1.3.1.1  ปนดวย
เครื่องปนความเร็วรอบสูง  จะได 10 %  อิมัลชันของนํ้ามันมะกอก 

      กรณีของอิมัลชันของน้ํามันปาลมโอลิอินและน้าํมันปาลมโอลิอินบรสิทุธิข์ั้นตอนการเตรียม 
เชนเดียวกับขอ 1.3.1   

1.4  การศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระ เอนไซมไลเปสตรึงรูป และเอนไซมไลเปส 
ในน้ําลางจากการตรึงรูปในน้ํามันชนิดตาง ๆ   

    1.4.1 การศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระในน้ํามันมะกอก น้ํามันปาลมโอลิอิน
และน้ํามันปาลมโอลิอินบรสิุทธิ ์

1.4.1.1 นําสารละลายเอนไซมไลเปสอิสระ 1 มิลลิลิตรจากขอ 1.2.1 
1.4.1.2 จากนั้น เติมลงในสารละลาย 10 % อิมัลชันของน้ํามันมะกอกจากขอ 

1.3.1  เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เวลา 15 นาที เพ่ือให
เอนไซมไลเปสตัดสายโมเลกุลของนํ้ามัน เติมอะซิโตน 10 มิลลิลิตร  เพ่ือหยุดปฏิกิริยาทันที จากนั้น
เติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 3 หยด 

1.4.1.3 ไตเตรทสารละลายจากขอ 1.4.1.1  ดวย 0.025 N โพแทสเซียมไฮดรอกไซด
จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพูออนและไมจางหายไปภายในเวลา 30 วินาทีจากนั้น คํานวณหา
กิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

กิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่ศึกษาจะพิจารณาในรูปของ : 
   คาหนวยกิจกรรมของเอนไซม หมายถึง ปริมาณกรดไขมันในรูปกรดโอลีอิก 1 ไมโครโมลที่เกิด
จากปฎิกิริยาไฮโดรไลซิสของน้ํามันที่ศึกษาในเวลา 1 ชั่วโมง (สมการ 24)   
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    หนวยกิจกรรมของเอนไซม (ไมโครโมล)   =   (M - M0) / Slope                   (24)     
     

         เม่ือ M    =   ปริมาณของ  KOH  ทีท่ําปฎิกิริยาพอดีกับกรดไขมันในตวัอยางที่เติม
เอนไซม(ไมโครโมล) 

                       =   ปริมาตรของ  KOH (ml)  x   ความเขมขนของ  KOH (ไมโครโมลตอมิลลิลติร) 
 M0   =   ปริมาณของ  KOH  ที่ทําปฎิกิริยาพอดีกับกรดไขมันใน blank (ไมโครโมล) 

    =   ปริมาตรของ  KOH (ml)  x   ความเขมขนของ KOH (ไมโครโมลตอมิลลลิติร) 
               Slope  =    ความชันของกราฟมาตรฐานของกรดโอลีอิกระหวางปริมาณของ  KOH    
(แกน x) และปริมาณของกรดโอลีอิก (แกน y) 
             

กรณีน้ํามันปาลมโอลิอินและน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ ์ สามารถคํานวณหนวย
กิจกรรมของเอนไซมไดเชนเดียวกับกรณีของน้ํามันมะกอก 

1.4.2 การศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตรึงรปูในน้ํามันมะกอก น้ํามันปาลมโอลิอิน 
และน้ํามันปาลมโอลิอินบรสิุทธิ ์

1.4.2.1 นําเอนไซมไลเปสตรึงรูปจากขอ 1.2.2  จํานวน 2.5 กรัม  
        ทําการทดลองการศึกษากิจกรรมของเอนไซมเชนเดียวกับขอ 1.4.1.2 ถึง 1.4.1.3 

กรณีของน้ํามันปาลมโอลิอินและน้ํามันปาลมโอลิอินบรสิุทธิ์  สามารถคํานวณ
หนวยกิจกรรมของเอนไซมไดเชนเดียวกบักรณีของน้ํามันมะกอก 

1.4.3 การศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูปในน้ํามันมะกอก  
น้ํามันปาลมโอลิอินและน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ ์

1.4.3.1 นําเอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรปูจากขอ 1.2.3 จํานวน 1 มิลลิลติร  
       ทําการทดลองการศึกษากิจกรรมของเอนไซมเชนเดียวกับขอ 1.4.1.2 ถึง 1.4.1.3 

   กรณีของน้ํามันปาลมโอลิอินและน้ํามันปาลมโอลิอินบรสิุทธิ์  สามารถคํานวณ
หนวยกิจกรรมของเอนไซมไดเชนเดียวกบักรณีของน้ํามันมะกอก 
 
2. การศึกษาสภาวะที่มีผลตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระ เอนไซมไลเปสตรงึรูป และ
เอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูป 

 สภาวะทีศ่ึกษามี 2 ปจจัย คือ  
(1)  ความเรว็รอบการเขยา ที่ 0, 150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที 
(2)  อุณหภูมิ ที่ 30, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส   

2.1. การศึกษาผลของความเร็วรอบการเขยาที่มีตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระ   
เอนไซมไลเปสตรึงรูป และเอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูป 

2.1.1  การศึกษาผลของความเร็วรอบการเขยาที่มีตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระ
ในน้ํามันมะกอก  น้ํามันปาลมโอลิอิน และน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์ 
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2.1.1.1 นําสารละลายเอนไซมไลเปสอิสระ 1 มิลลิลิตรจากขอ 1.2.1   
2.1.1.2 เติมลงในสารละลาย 10 % อิมัลชันของนํ้ามันมะกอกจากขอ 1.3.1  ใช

ความเรว็รอบการเขยาที่ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส  เวลา 15 นาที เติมอะซิโตน 
10 มิลลลิิตร เพ่ือหยุดปฏิกิริยาทันที จากนั้นเติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 3 หยด  

2.1.1.3 ไตเตรทสารละลายจากขอ 2.1.1.2 ดวย 0.025 N โพแทสเซียม 
ไฮดรอกไซดจนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพูออนและไมจางหายไปภายในเวลา 30 วินาที  
คํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

2.1.1.4 ทําการทดลองเชนเดิมตาม 2.1.1.1 ถึง 2.1.1.3  แตเปลีย่นคาความเรว็
รอบการเขยาเปน 0, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที  หากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

กรณีของน้ํามันปาลมโอลิอินและน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์  สามารถศึกษากิจกรรม
และคํานวณหนวยกิจกรรมของเอนไซมไดเชนเดียวกับกรณีของน้ํามันมะกอกตาม  2.1.1.1 ถึง 2.1.1.4 
                2.1.2  การศึกษาผลของความเร็วรอบการเขยาที่มีตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสตรึง
รูปในน้ํามันมะกอก น้ํามันปาลมโอลิอิน และน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์ 

2.1.2.1 นําเอนไซมไลเปสตรึงรูป 500 มิลลิกรัมจากขอ 1.2.2 
2.1.2.2 เติมลงในสารละลาย 10 % อิมัลชันของนํ้ามันมะกอกจากขอ 1.3.1 ใช

ความเรว็รอบการเขยาที่ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาที เติม อะซิโตน 
10  มิลลิลติร  เพ่ือหยุดปฏิกิริยาทันที จากน้ันเติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 3 หยด  

2.1.2.3 ไตเตรทสารละลายจากขอ  2.1.2.2ดวย  0.025 N  โพแทสเซียม     
ไฮดรอกไซดจนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพูออนและไมจางหายไปภายในเวลา 30 วินาที  
คํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

2.1.2.4 ทําการทดลองเชนเดิมตาม  2.1.2.1 ถึง 2.1.2.3  แตเปลี่ยนคาความเรว็
รอบการเขยาเปน 0, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที  หากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

กรณีของน้ํามันปาลมโอลิอินและน้ํามันปาลมโอลิอินบริสทุธิ์  สามารถศึกษากิจกรรม
และคํานวณหนวยกิจกรรมของเอนไซมไดเชนเดียวกบักรณีของน้ํามันมะกอกตาม  2.1.2.1 ถึง 2.1.2.4 

2.1.3  การศึกษาผลของความเร็วรอบการเขยาที่มีตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในน้ํา
ลางจากการตรึงรูปในน้ํามันมะกอก น้ํามันปาลมโอลิอิน และน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์ 
                        2.1.3.1 นําน้ําลางเม็ดเจลเอนไซมไลเปสตรึงรูปจากขอ 1.2.3 จํานวน 1 มิลลิลิตร 
                        2.1.3.2 เติมลงในสารละลาย 10 % อิมัลชันของนํ้ามันมะกอกจากขอ 1.3.1  ใช
ความเรว็รอบการเขยาที่ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส  เวลา 15 นาที เติม อะซิโตน 
10  มิลลิลติร  เพ่ือหยุดปฏิกิริยาทันที จากน้ันเติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 3 หยด  

2.1.3.3 ไตเตรทสารละลายจากขอ 2.1.3.1 ดวย 0.025 N โพแทสเซียม 
ไฮดรอกไซดจนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพูออนและไมจางหายไปภายในเวลา 30  วินาที  
คํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
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2.1.3.4 ทําการทดลองเชนเดิมตาม  2.1.3.1 ถึง 2.1.3.3  แตเปลี่ยนคาความเรว็
รอบการเขยาเปน 0, 200, 250 และ 300 รอบตอนาที  หากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

กรณีของน้ํามันปาลมโอลิอินและนํ้ามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์ สามารถศึกษา
กิจกรรมและคาํนวณหนวยกจิกรรมของเอนไซมไดเชนเดียวกับกรณขีองนํ้ามันมะกอกตาม  2.1.3.1 
ถึง 2.1.3.4 

2.2  การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระ เอนไซมไลเปสตรึงรปู 
และเอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูป 

2.2.1  การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระในน้ํามันมะกอก  
น้ํามันปาลมโอลิอิน และน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ ์

2.2.1.1  นําสารละลายเอนไซมไลเปสอิสระ 1  มิลลิลติรจากขอ 1.2.1   
2.2.1.2 เติมลงในสารละลาย 10 % อิมัลชันของน้ํามันมะกอกจากขอ 1.3.1     

ใชความเร็วรอบการเขยาที่ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เวลา 15 นาที เติม 
อะซิโตน 10  มิลลิลิตร  เพื่อหยุดปฏิกิริยาทันที จากนั้นเติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 3 หยด  

2.2.1.3 ไตเตรทสารละลายจากขอ  2.2.1.2 ดวย 0.025 N  โพแทสเซียม     
ไฮดรอกไซดจนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพูออนและไมจางหายไปภายในเวลา 30  วินาที  
คํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

 2.2.1.4 ทําการทดลองเชนเดิมตาม 2.2.1.1 ถึง 2.1.1.3 แตเปลี่ยนอุณหภูมิเปน  
40, 45 และ 50  องศาเซลเซียส คํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

กรณีของน้ํามันปาลมโอลิอินและน้ํามันปาลมโอลิอินบรสิุทธิ์ สามารถศึกษา
กิจกรรมและคาํนวณหนวยกจิกรรมของเอนไซมไดเชนเดียวกับกรณขีองนํ้ามันมะกอกตาม 2.2.1.1 
ถึง 2.1.1.4 

2.2.2 การศกึษาผลของอุณหภูมิที่เปลีย่นแปลงไปที่มีตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสตรึงรูป
ในน้ํามันมะกอก  น้ํามันปาลมโอลิอิน และนํ้ามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ ์

2.2.2.1  นําเอนไซมไลเปสตรึงรูป 500 มิลลิกรัมจากขอ 1.2.2 
2.2.2.2  เติมลงในสารละลาย 10 % อิมัลชันของนํ้ามันมะกอกจากขอ 1.3.1 ใช

ความเรว็รอบการเขยาที่ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส  เวลา 15 นาที เติม อะซิโตน 
10  มิลลิลติร  เพ่ือหยุดปฏิกิริยาทันที จากน้ันเติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 3 หยด  

2.2.2.3 ไตเตรทสารละลายจากขอ  2.2.2.2 ดวย 0.025 N  โพแทสเซียม  
ไฮดรอกไซดจนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพูออนและไมจางหายไปภายในเวลา 30  วินาที  
คํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

2.2.2.4 ทําการทดลองเชนเดิมตาม  2.2.2.1 ถึง 2.2.2.3  แตเปลี่ยนอุณหภูมิ
เปน  40, 45 และ 50  องศาเซลเซียส  หากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 
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กรณีของน้ํามันปาลมโอลิอินและน้ํามันปาลมโอลิอินบรสิุทธิ์  สามารถศึกษา
กิจกรรมและคาํนวณหนวยกจิกรรมของเอนไซมไดเชนเดียวกับกรณขีองนํ้ามันมะกอกตาม  2.2.2.1 
ถึง 2.2.2.4 

2.2.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการ
ตรึงรูปในน้ํามันมะกอก  น้ํามันปาลมโอลิอิน และน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ ์
                        2.2.3.1 นําน้ําลางเม็ดเจลเอนไซมไลเปสตรึงรูปจากขอ 1.2.3 จํานวน 1 มิลลิลิตร 
                        2.2.3.2 เติมลงในสารละลาย 10 % อิมัลชันของนํ้ามันมะกอกจากขอ 1.3.1  ใช
ความเรว็รอบการเขยาที่ 150 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส  เวลา 15 นาที  เติมอะซิโตน 
10  มิลลิลติร  เพ่ือหยุดปฏิกิริยาทันที จากน้ันเติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 3 หยด  
                        2.2.3.3 ไตเตรทสารละลายจากขอ  2.2.3.1ดวย 0.025 N  โพแทสเซียม  
ไฮดรอกไซดจนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนเปนสีชมพูออนและไมจางหายไปภายในเวลา 30  วินาที  
คํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

2.2.3.4 ทําการทดลองเชนเดิมตาม 2.2.3.1 ถึง 2.2.3.3 แตเปลี่ยนอุณหภูมิเปน  
40, 45 และ 50  องศาเซลเซียส คํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

กรณีของน้ํามันปาลมโอลิอินและน้ํามันปาลมโอลิอินบรสิุทธิ์  สามารถศึกษา
กิจกรรมและคาํนวณหนวยกจิกรรมของเอนไซมไดเชนเดียวกับกรณขีองนํ้ามันมะกอกตาม  2.2.3.1 
ถึง 2.2.3.4 

 
3.  การศึกษาสภาวะการสังเคราะหไบโอดีเซลจากน้ํามันปาลมโอลิอินโดยใชเอนไซมไลเปส
ตรึงรูปเปนตวัเรงปฏิกิริยา 
     สภาวะทีศ่ึกษาคือ: 

สัดสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอล  
อุณหภูมิ   
ความเรว็รอบการเขยา  
คาความเปนกรด-ดาง (pH) ในการตรึงรปูเอนไซมไลเปส  

ที่มีผลตอปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัของน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอลโดยใชเอนไซมไลเปส
ตรึงรูปเปนตวัเรงปฏิกิริยา 

 จากการศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอล 
โดยมีเอนไซมไลเปสตรึงรูปจากจุลินทรีย Pseudomonas  fluorescens  เปนตวัเรงปฏิกิริยา ตาม
ขั้นตอนตางๆ ในภาพประกอบ 15 สภาวะที่มีผลตอในการสังเคราะหเอทิลเอสเทอรคือ สัดสวนโดย
โมลระหวางน้าํมันกับแอลกอฮอล  อุณหภูมิ ความเร็วรอบการเขยา และ pH  
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ภาพประกอบ 15 ขั้นตอนการสังเคราะหไบโอดีเซลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินและเอทานอล 
       ที่มีเอนไซมตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิรยิา 
 
            3.1  อัตราสวนโมลน้ํามันปาลมโอลิอินตอเอทานอลที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชันที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 

 3.1.1 คํานวณปริมาตรของน้ํามันปาลมโอลิอินและเอทานอลที่สัดสวนโดยโมล
ระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอล 1:1 ใหไดปริมาตรรวม 50 มิลลลิิตร (น้ําหนักโมเลกุลของ
น้ํามันปาลมโอลิอินและเอทานอลเทากับ 840 และ 46 กรัมตอโมล ตามลําดับ)  

 3.1.2 เติมนํ้ามันปาลมโอลิอินตามปริมาตรที่คํานวณไวใน 3.1.1 ลงในขวดรูป
ชมพูขนาด 125 มิลลิลติร เตมิเอนไซมไลเปสตรึงรปู 2.5 กรัมจากขอ 1.2.2  ลงในน้ํามันปาลมโอลอิิน  
ปดจุกใหแนน ใชความเรว็รอบการเขยาที่ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาที  
เพ่ือใหเอนไซมไลเปสทาํปฏิกิริยาตัดสายไตรกลีเซอไรด  

 3.1.3 เติมเอทานอลตามปริมาตรที่คํานวณไวใน  3.1.1 ลงในน้ํามันปาลมโอลิอิน
ที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก 3.1.2 ปดจุกใหแนน  ใชความเร็วรอบการเขยาที่ 200 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 40  องศาเซลเซียส เวลาในการทดลองทั้งหมด 72  ชั่วโมง  เกบ็ตวัอยางจํานวน 1 มิลลิลติร 
ที่เวลา 0, 2, 4, 6, 8, 24, 27, 30, 48, 54 และ 72 ชั่วโมง เติมอะซิโตน 2 มิลลิลติร เพ่ือหยุดปฏิกิรยิา
ตามเวลาที่กําหนด  

3.1.4 วิเคราะหหาปริมาณเอทิลเอสเทอรซึ่งเอทิลเอสเทอรที่ศึกษาจะอยูในรูปของ
เอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอทดวยเทคนิคแกสโครโตมากราฟ 

3.1.5 ทําการทดลองซ้ําตาม 3.1.1 ถึง 3.1.4 และทําการเปลี่ยนสัดสวนโดยโมล
ระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอลเปน 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 ตามลําดบั 

3.2  การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่มี
เอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตวัเรงปฏิกิรยิา 

 น้ํามันปาลมโอลิอิน เอนไซมไลเปสตรึงรูปใน 0.1 M phosphate 

เอทิลเอสเทอร 

น้ํามันปาลมโอลิอิน +เอนไซมไลเปสตรึงรูป เอทานอล 

เขยาดวยเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 

เขยาดวยเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 
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 3.2.1  คํานวณหาปริมาตรของน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอลที่สัดสวนโดยโมล
ระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอลที่ใหปริมาณเอทิลเอสเทอรสูงสุดจากการทดลองที่ 3.1 ใหได
ปริมาตรรวม 50  มิลลิลติร  

 3.2.2 เติมนํ้ามันปาลมโอลิอินตามปริมาตรที่คํานวณไวใน 3.2.1 ลงในขวดรูป
ชมพูขนาด 125 มิลลลิิตร เติมเอนไซมไลเปสตรึงรูป 2.5 กรัมจากขอ 1.2.2 ลงในน้าํมันปาลมโอลิอิน  
ปดจุกใหแนน ใชความเร็วรอบการเขยาที ่200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เวลาในการ
ทดลองทั้งหมด 72  ชั่วโมง  เวลา 15 นาที  เพ่ือใหเอนไซมไลเปสทําปฏิกิริยาตัดสายไตรกลีเซอไรด 

 3.2.3 เติมเอทานอลตามปริมาตรที่คํานวณไวใน 3.2.1 ลงในน้ํามันปาลม 
โอลิอินที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก 3.2.2 ปดจุกใหแนน  ใชความเร็วรอบการเขยาที่ 200 รอบตอ
นาที โดยควบคุมอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส เวลาในการทดลองทั้งหมด 72 ชั่วโมง เก็บตวัอยาง
จํานวน 1 มิลลิลติร ทีเ่วลา 0, 2, 4, 6, 8, 24, 27, 30, 48, 54 และ 72 ชั่วโมง เติมอะซิโตน 2 มิลลลิติร 
เพ่ือหยุดปฏิกิริยาตามเวลาที่กําหนด  
                       3.2.4  วิเคราะหหาปรมิาณเอทิลเอสเทอร  

3.2.5  ทําการทดลองซ้ําตาม 3.2.1 ถึง 3.2.4 และทําการเปลี่ยนอุณหภูมิเปน 40, 
45 และ 50 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 

3.3  การศึกษาความเรว็รอบการเขยาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอส- 
เทอริฟเคชันที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิรยิา 

3.3.1 คํานวณหาปริมาตรของน้ํามันปาลมโอลิอินและเอทานอลที่สัดสวนโดยโมล
ระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอลที่ใหปริมาณเอทิลเอสเทอรสูงสุดจากการทดลองที่ 3.1 ใหได
ปริมาตรรวม 50 มิลลลิิตร  

3.3.2  เติมนํ้ามันปาลมโอลิอินตามปริมาตรที่คํานวณไวใน 3.3.1  ลงในขวดรปู
ชมพูขนาด 125 มิลลิลติร  เติมเอนไซมไลเปสตรึงรปู 2.5 กรัมจากขอ 1.2.2  ลงในนํ้ามันปาลมโอลอิิน  
ปดจุกใหแนน ใชความเรว็รอบการเขยาที่ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาที 
เพ่ือใหเอนไซมไลเปสทําปฏิกิริยาตัดสายไตรกลีเซอไรด 

3.3.3  เติมเอทานอลตามปริมาตรที่คํานวณไวใน 3.3.1 ลงในสารผสมน้ํามัน
ปาลมโอลิอินที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก 3.3.2 ปดจุกใหแนน  เขยาดวยเครื่องเขยาที่ควบคุม
อุณหภูมิโดยใชอุณหภูมิที่ใหปริมาณเอทิลเอสเทอรสูงสุดจากการทดลองที่ 3.2  ที่ความเรว็รอบการ
เขยา 100 รอบตอนาที  เวลาในการทดลองทั้งหมด 72 ชั่วโมง  เก็บตัวอยางจํานวน 1 มิลลิลติร ที่
เวลา 0, 2, 4, 6, 8, 24, 27, 30, 48, 54 และ 72  ชัว่โมง  เติมอะซิโตน 2 มิลลิลติร เพ่ือหยุดปฏิกิรยิา
ตามเวลาที่กําหนด  

3.3.4  วิเคราะหหาปริมาณเอทิลเอสเทอร  
3.3.5  ทําการทดลองซ้ําตาม 3.3.1 ถึง 3.3.4 และทําการเปลี่ยนความเร็วรอบการ

เขยาเปน 150, 200 และ 250 รอบตอนาท ีตามลําดับ 
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3.4 การศึกษา pH ในการตรึงรูปที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-
ฟเคชันที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตวัเรงปฏิกิริยา 

3.4.1  คํานวณหาปริมาตรของน้ํามันปาลมโอลิอินและเอทานอลที่สดัสวนโดยโมล
ระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอลที่ใหปริมาณเอทิลเอสเทอรสูงสุดจากการทดลองที่ 3.1 ใหได
ปริมาตรรวม 50  มิลลิลติร 

3.4.2  เติมนํ้ามันปาลมโอลิอินตามปริมาตรที่คํานวณไวใน 3.4.1  ลงในขวดรปู
ชมพูขนาด125 มิลลิลติร เตมิเอนไซมไลเปสตรึงรูป 2.5 กรัมจากขอ 1.2.2 ลงในน้าํมันปาลมโอลิอิน  
ปดจุกใหแนน ใชความเรว็รอบการเขยาที่ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เวลา 15 นาที 
เพ่ือใหเอนไซมไลเปสทําปฏิกิริยาตัดสายไตรกลีเซอไรด   

3.4.3  เติมเอทานอลตามปริมาตรที่คํานวณไวใน 3.4.2  ลงในน้ํามันปาลมโอลิอิน
ที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรปูจาก 3.4.2  ปดจุกใหแนน  เขยาดวยเครื่องเขยาที่ควบคมุอุณหภูมิโดยใช
อุณหภูมิที่ใหปริมาณเอทิลเอสเทอรสูงสุดจากการทดลองที่ 3.2 และความเร็วรอบการเขยาที่ให
ปริมาณเอทิลเอสเทอรสูงสุดจากการทดลองที่ 3.3  เวลาในการทดลองทั้งหมด 72 ชั่วโมง  เก็บ
ตัวอยางจํานวน 1 มิลลิลติร ที่เวลา 0, 2, 4, 6, 8, 24, 27, 30, 48, 54 และ 72 ชั่วโมง  เติมอะซิโตน 
2 มิลลิลติร เพ่ือหยุดปฏิกิริยาตามเวลาทีก่ําหนด  

3.4.4  วิเคราะหหาปริมาณเอทิลเอสเทอร  
3.4.5  ทําการทดลองซ้ําตาม 3.4.1 ถึง 3.4.4แตทําการเปลี่ยนวิธีการเตรียม

เอนไซมไลเปสตรึงรูปทีเ่ตรียมตามขอ 1.2.2 โดยใชสารละลาย 0.1 M phosphate buffer pH  5.0, 
7.0 และ 9.0  ตามลําดับ 

 3.5 การวิเคราะหหาปริมาณเอทิลเอสเทอรโดยเทคนิคแกสโครมาโตรกราฟ 
เตรียมสารตวัอยาง 25 มิลลกิรัม เติมสารมาตรฐานอางอิงคือ 1.14 M เมทลิเพนตะดิคาโนเอต 

25 ไมโครลติร ที่ปรับปริมาตรดวยเฮกเซน จนไดปริมาตรรวม 500 ไมโครลิตร วิเคราะหปริมาณ
เอทิลเอสเทอรดวยเทคนิคแกสโครมาโตกราฟโดยใช VARIAN รุน CP 3800 ดีเทคเตอรเปนแบบ 
Flame  Ionization  (FID) คอลัมน Capillary column รุน  DB-5  ของ J&W Co.,Ltd. กําหนดอุณหภูมิ 
270 องศาเซลเซียส  กาซฮีเลียมเปนกาซพา อัตราการไหล 0.1  มิลลลิติรตอนาที  อุณหภูมิ Injection 
275 องศาเซลเซียส ทีส่ภาวะอุณหภูมิกําหนด 3 ขั้นตอน คือ ที่ 210 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
เพ่ิมดวยอัตรา 2 องศาเซลเซียสตอนาทีจนถึง 270 องศาเซลเซียสคงที่นาน 5 นาที  
        การหาปริมาณเอทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นจริง สามารถคํานวณไดจากโครมาโตแกรมของแกส 
โครมาโตกราฟ โดยการนํามาเทียบกบักราฟมาตรฐานของเอทิลปาลมมิเตทและเอทิลโอลิเอท 
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4. ศึกษาจลนพลศาสตรของสังเคราะหเอทิลเอสเทอรโดยอาศัยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ
ฟเคชันจากนํ้ามันปาลมโอลิอินโดยใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

4.1  คํานวณหาปริมาตรของน้ํามันปาลมโอลิอินและเอทานอลใหไดปริมาตรรวม 25  
มิลลิลติร ที่สดัสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอลตาง ๆ (ตาราง 13) 

 
ตาราง 13  อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอิน [CPO] กับเอทานอล [EtOH]   
     ปริมาตรรวม 25 มิลลิลติรที่ใชในการทดลอง 
 

 

[CPO] = 4 mM 
 

 

[CPO] = 6 mM 
 

 

[CPO] = 8 mM 
 

 

[EtOH] 
 

[EtOH] 
 

[EtOH] 
 

[EtOH] 
 

[EtOH] 
 

[EtOH] 
 

[EtOH] 
 

[EtOH] 
 

[EtOH] 
 

4 mM 
 

 

6 mM 
 

8 mM 
 

4 mM 
 

6 mM 
 

8 mM 
 

4 mM 
 

6 mM 
 

8 mM 

     
     4.2  เติมน้ํามันปาลมโอลิอินตามปรมิาตรที่คํานวณไวในขอ 3.3.1 ลงในขวดรูปชมพู

ขนาด 125 มิลลลิิตร  เติมเอนไซมไลเปสตรึงรูป 2.5 กรัมจากขอ 1.2.2 ลงในน้ํามันปาลมโอลิอิน  
ปดจุกใหแนน  ใชความเรว็รอบการเขยาที่ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เพ่ือให
เอนไซมไลเปสทําปฏิกิริยาตัดสายไตรกลีเซอไรด   

4.3  เติมเอทานอลตามปริมาตรที่คํานวณไวในขอ 3.3.2  ลงในสารผสมน้ํามันปาลมโอลิอิน
ที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรปูจากขอ 3.1.1.2  ปดจุกใหแนน  เขยาดวยเครื่องเขยาที่ควบคุมอุณหภูมิ  
40 องศาเซลเซียส ใชความเร็วรอบการเขยาที่ 200 รอบตอนาที เวลาในการทดลองทั้งหมด  12 ชัว่โมง  
เน่ืองจากปฏิกิริยาดําเนินไดอยางรวดเร็ว จากนั้น เก็บตวัอยางจํานวน 1 มิลลิลติร ที่เวลา 0, 4, 8 
และ 12 ชั่วโมง เติมอะซิโตน 2 มิลลิลติร เพ่ือหยุดปฏิกิริยาตามเวลาที่กําหนด 

4.4  วิเคราะหหาปริมาณไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรดที่เกิดขึน้ใน
แตละชวงเวลา ดวยเทคนคิแกสโครโตมากราฟ  

4.5  ทําการทดลองซ้ําตามขอ 4.1 ถึง 4.4 และทําการเปลี่ยนสัดสวนโดยโมลระหวาง
น้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอลตามตาราง 13 
 



บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณผล 

 
 รายงานการวิจัยนี้ศึกษาการผลิตไบโอดีเซลในรูปของเอทิลเอสเทอรของกรดไขมันโดย
อาศัยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอลที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูป
เปนตัวเรงปฏิกิริยาโดยอาศัยแบบจําลอง Ping-pong Bi Bi ในการอธิบายจลนพลศาสตรมีผลการ
ทดลองดังนี้ 

 
4.1 ลักษณะของเอนไซมตรึงรูป 
            ผลการศึกษารูปรางของเอนไซมตรึงรูปดวยวิธีแบบหอหุม (entrapping) โดยใช
โซเดียมอัลจิเนตเปนสารหอหุม พบวา มีลักษณะเปนทรงกลมมีเสนผาศูนยกลางประมาณ 2.0 - 3.0 
มิลลิเมตรและมีมวลของเอนไซมตรึงรูปประมาณ 1.0 - 2.0 กรัม หลังจากขั้นตอนการลางเม็ดเจลเอน
ไซมตรึงไลเปสรูปดวย 0.1 M phosphate buffer pH 7.5  แลวทําการวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนใน
สารละลายบัฟเฟอร pH 7.5 ที่ใชในขั้นตอนการลางเม็ดเจลเอนไซมตรึงไลเปสรูปดวยวิธี Lowry เพ่ือ
หาปริมาณเอนไซมไลเปสที่หลุดออกมาจากการตรึงรูป และพบวาปริมาณเอนไซมที่อยูในน้ําลางคิดเปน 
3.92 เปอรเซ็นต และการตรึงรูปเอนไซมในรูปเม็ดเจลสามารถกักเก็บ คิดเปน 96.08 เปอรเซ็นต  จะ
เห็นวาวิธีการตรึงรูปเอนไซมไลเปสดวยวิธีการหอหุมโดยใชโซเดียมอัลจิเนตเปนสารหอหุม สามารถ
ตรึงเอนไซมไลเปสได 
 
4.2 ผลของกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในสารตั้งตนแตละชนิด 
 ผลการศึกษากิจกรรมของเอนไซมอิสระ, เอนไซมตรึงรูปและเอนไซมไลเปสในน้ําลางจาก
การตรึงรูปในน้ํามันปาลมชนิดตางๆ โดยใชเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปเติมลงในสารตั้งตนของ
น้ํามันแตละชนิดจากนั้นไปเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 15 นาทีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส จากนั้นนําไปหากิจกรรมของเอนไซมทั้งเอนไซมอิสระและเอนไซมตรึงรูปโดยที่
กิจกรรมของเอนไซม 1 หนวย คํานวณจาก ปริมาณกรดไขมัน 1 ไมโครโมลที่เกิดจากการเรงปฏิกิริยา
การยอยของน้ํามันที่ศึกษาในเวลา 1 ชั่วโมงโดยหาคากิจกรรมดวยวิธี Routine measurement of 
microbial lipase เปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซมไลเปสทั้ง 3 แบบ รวมทั้งเปรียบเทียบกิจกรรม
ของเอนไซมไลเปสในสารตั้งตนอ่ืนๆไดแก น้ํามันปาลมโอลิอินนํ้ามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์และนํ้ามัน
มะกอกผลที่ไดแสดงดังภาพ 16 พบวาเอนไซมไลเปสสามารถยอยนํ้ามันปาลมโอลิอินไดดีกวาน้ํามัน
ปาลมโอลิอินบริสุทธิ์และนํ้ามันมะกอก จึงทําใหเม่ือคํานวณกิจกรรมเอนไซมที่มีตอน้ํามันปาลมโอลิอิน
แลวจะไดกิจกรรมที่สูงกวา โดยคากิจกรรมของเอนไซมของเอนไซมอิสร, เอนไซมตรึงรูปและ
เอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูปมีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสคือ 0.301, 0.079, 0.110 หนวย
ตอมิลลิกรัม สูงกวาน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์และน้ํามันมะกอกเมื่อใชเวลาในการยอย 15 นาทีเทากัน 
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 ความสามารถของเอนไซมอิสระในการยอยนํ้ามันปาลมโอลิอินดีกวาน้ํามันปาลมนํ้ามัน
ปาลมโอลิอินบริสุทธิ์และนํ้ามันมะกอกโดยยอยนํ้ามันปาลมโอลิอินไดดีกวาน้ํามันปาลมโอลิอิน
บริสุทธิ์ 1.32 เปอรเซ็นตและน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์ไดดีกวาน้ํามันมะกอก 4.91 เปอรเซ็นต กรณี
ความสามารถของเอนไซมตรึงรูปในการยอยมีแนวโนมไปทางเดียวกับเอนไซมอิสระคือ น้ํามันปาลม
โอลิอินไดดีกวาน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์ 2.53 เปอรเซ็นตและน้ํามันปาลมโอลิอินไดดีกวาน้ํามัน
มะกอก 12.53 เปอรเซ็นต 

 ความสามารถของเอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูปในการยอยน้ํามันปาลมโอลิอิน 
ดิบดีกวาน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์ 20.06 เปอรเซ็นตและดีกวาน้ํามันมะกอก 10.09 เปอรเซ็นต  

 นอกจากนี้ พบวาเอนไซมอิสระมีคากิจกรรมของเอนไซมมากกวาเอนไซมตรึงรูปอยู 0.297 
หนวยตอมิลลิกรัมเอนไซมหรือคิดเปน 74.10 เปอรเซ็นต ในการตรึงรูปเอนไซมจะใชเอนไซมอิสระ 
1.15 กรัมน้ัน เอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูปมีเอนไซมอิสระหลุดออกมาจากการตรึงรูปอยู 
38.87 มิลลิกรัมและเอนไซมที่ตรึงรูปอยู 1.14 กรัม จะเห็นวาการตรึงรูปแบบหอหุมดวยเจล หรือ 
(Gel entrapping) จะทําใหเอนไซมอิสระหลุดออกจากการตรึงรูปคิดเปน 3.92เปอรเซ็นตและการตรึง
รูปสามารถกักเอนไซมได 96.08 เปอรเซ็นต 

 ผลการศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสในรูปของเอนไซมไลเปสอิสระในน้ํามันมะกอก   
น้ํามันปาลมโอลิอินและน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์ พบวาเอนไซมไลเปสอิสระมีความสามารถในการ
ยอยน้ํามันมะกอก น้ํามันปาลมโอลิอินและน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์เทากับ 0.293, 0.301 และ 
0.312 หนวยตอมิลลิกรัม ตามลําดับ กิจกรรมของเอนไซมไลเปสตรึงรูปมีความสามารถในการยอย
น้ํามันมะกอก น้ํามันปาลมโอลิอินและนํ้ามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์เทากับ 0.071, 0.079 และ 0.077 
หนวยตอมิลลิกรัม ตามลําดับ และเอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูปมีความสามารถในการยอย
น้ํามันมะกอก น้ํามันปาลมโอลิอินและนํ้ามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์เทากับ 0.102, 0.103 และ 0.089 
หนวยตอมิลลิกรัม จะเห็นวา เอนไซมไลเปสอิสระมีความสามารถในการยอยนํ้ามันมะกอก น้ํามัน
ปาลมโอลิอินและน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์ไดมากกวาเอนไซมอิสระและเอนไซมไลเปสในน้ําลาง
จากการตรึงรูป เน่ืองจาก เอนไซมสามารถทําปฏิกิริยาไดอยางเต็มที่ แตในทางกลับกันสารโพลิเมอร
สําหรับหอหุมเอนไซมไวภายในจะมีผลกระทบตอเสถียรภาพของโปรตีนโดยตรง 
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ภาพประกอบ 16  กิจกรรมของเอนไซมไลเปสในสารตัง้ตนนํ้ามันแตละชนิด 
 

4.3  ผลการศกึษาสภาวะทีม่ีผลกิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระ, เอนไซมไลเปสตรึงรูปและ
เอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูปในสารตั้งตนของนํ้ามันชนิดตางๆ 
 
สภาวะทีท่ําการทดลองคือ: 
                  ความเรว็รอบการเขยา 
                      อุณหภูมิ 

ที่มีตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระ เอนไซมไลเปสตรึงรูป และเอนไซมไลเปสในน้ําลาง
จากการตรึงรูปมีผลการทดลองดังนี้ 

 
4.3.1 ผลของความเรว็รอบการเขยา 
ผลการศึกษาความเร็วรอบการเขยาที่มีผลตอศึกษากิจกรรมของเอนไซมในนํ้ามันชนิดตางๆ

โดยศึกษาความเร็วรอบที่ 0,150, 200, 250 และ 300 รอบตอนาทีเปนเวลา 15 นาที อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส จากนั้น หากิจกรรมของเอนไซม ผลที่ไดแสดงดังภาพ 17 พบวาที่ความเร็วรอบใน
การเขยา 200 รอบตอนาที นั้นมีคากิจกรรมของเอนไซมสูงกวาความเร็วรอบในการเขยาอ่ืนๆ ทั้งใน
เอนไซมอิสระ, เอนไซมตรึงรูปและเอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูปในสารตั้งตนของน้ํามัน
ปาลมโอลิอิน มีคากิจกรรมของเอนไซมตามลําดับดังน้ี 0.301, 0.089, 0.090 หนวยตอมิลลิกรัม
ตามลําดับ เอนไซมในสารตั้งตนของน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์มีกิจกรรมของเอนไซมดังน้ี  0.309, 
0.098, 0.097 หนวยตอมิลลิกรัมตามลําดับ  
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 เอนไซมในสารตั้งตนของน้ํามันมะกอกมีคากิจกรรมของเอนไซมตามลําดับดังน้ี 0.301, 
0.085, 0.095 หนวยตอมิลลิกรัม  กิจกรรมของเอนไซมที่ความเร็วรอบการเขยาตางๆ มีผลตอการ
กระจายตัวและการถายเทมวลสาร (Mass transfer) พบวาความเร็วรอบในการเขยาที่ 100 และ 150 
รอบตอนาทีนั้นจะทําใหมีการกระจายตัวของสารนอยและมีการถายเทมวลสารนอยดวย ที่ความเร็ว
รอบในการเขยา 250 และ 300 รอบตอนาที ที่ความเร็วรอบการเขยาที่สูงเกินไปจึงจะทําใหอากาศ
เขาไปในสารละลายไลเปสระหวางการดําเนินปฏิกิริยาไดงายทําใหเอนไซมเกิดการออกซิเดชันได 
และพบวาแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสทั้ง 3 ชนิดที่ความเร็วรอบ
ตางๆ ไปทางเดียวกัน ในสารตั้งตนของน้ํามันปาลมโอลิอิน, น้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์และน้ํามัน
มะกอก 
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ภาพประกอบ17 ความสัมพันธระหวางความเร็วรอบและกิจกรรมของเอนไซม (ก) น้ํามันปาลมโอลิอิน  
      (ข) น้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์ (ค) น้ํามันมะกอก 
 

(ข) 

(ค) 
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4.3.2 ผลของอุณหภูมิ 
 ผลการศึกษาอุณหภูมิที่มีผลตอศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสในน้ํามันชนิดตางๆโดย

ใชอุณหภูมิคือ 30, 40, 45, 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ความเร็วรอบในการเขยา 200 
รอบตอนาที จากนั้นหากิจกรรมของเอนไซม เนื่องจากเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียแตละชนิดมี
ความสามารถทนตออุณหภูมิไมเทากันเชนเอนไซมไลเปสจาก Candida antarctica สามารถทนตอ
อุณหภูมิสูงถึง 60 องศาเซลเซียส (Chen Jech Wi; et.al.2001) สวนเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย  
Pseudomonas  fluorescens สามารถทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 40 – 45 องศาเซลเซียส แตเม่ือ
อุณหภูมิเพ่ิมขึ้นความสามารถในการเรงปฏิกิริยาจะลดลง โดยเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย 
Pseudomonas  fluorescens จะมีประสิทธิภาพการทํางานลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นแตไมเกิน 60 
องศาเซลเซียส (Shimada; et.al. 2002) เน่ืองจากที่อุณหภูมิสูง เอนไซมไลเปสซึ่งเปนโปรตีนชนิด
หนึ่งจะเกิดการเสียสภาพได ประสิทธิภาพการทํางานจึงต่ําลง  

 จากการทดลองพบวา  อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เอนไซมอิสระ, เอนไซมตรึงรูปและ
เอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูปในสารตั้งตนนํ้ามันปาลมโอลิอินมีคากิจกรรมของเอนไซม
ตามลําดับดังนี้ 0.305, 0.085, 0.123 หนวยตอมิลลิกรัม 

 เอนไซมในสารตั้งตนของน้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปส
ตามลําดับดังนี้  0.309, 0.098, 0.097 หนวยตอมิลลิกรัม 

 เอนไซมในสารตั้งตนของน้ํามันมะกอกมีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสตามลําดับดังน้ี   
0.301, 0.085, 0.095 หนวยตอมิลลิกรัม พบวาแนวโนมการเปลี่ยนแปลงของกิจกรรมของเอนไซมไลเปส
ทั้ง 3 ชนิดที่อุณหภูมิตางๆ ไปทางเดียวกันในสารตั้งตนของนํ้ามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์และน้ํามัน
มะกอก (ภาพประกอบ 18) 
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ภาพประกอบ 18 ความสัมพันธระหวางอุณหภูมิและกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในน้ํามันชนิดตาง ๆ     
       (ก) น้ํามันปาลมโอลิอิน (ข) น้ํามันปาลมโอลิอินบริสุทธิ์ (ค) น้าํมันมะกอก 
 
 

(ค) 

(ข) 
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4.4  ผลการศกึษาสภาวะการสังเคราะหไบโอดีเซลจากน้ํามันปาลมโอลิอินโดยใชเอนไซมไลเปส
ตรึงรูปเปนตวัเรงปฏิกิริยา 
 
  สภาวะทีท่ําการทดลองคือ: 

 อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอล  
 อุณหภูมิ   
 ความเรว็รอบการเขยา  
 คาความเปนกรด-ดาง (pH) ในการตรึงรปูเอนไซมไลเปส   
 

ที่มีตอปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอลที่มีเอนไซมไลเปส
ตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาโดยเทคนิคแกสโครโตมากราฟ 
 
       4.4.1 ผลของอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอล 

 ผลการศึกษาอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอลที่มีตอปฏิกิริยาท
รานสเอสเทอริฟเคชันระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอลที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาโดยเทคนิคแกสโครโตมากราฟ การเกิดปฏิกิริยาเกิดขึ้นอยางรวดเร็วที่เวลา 8 ชั่วโมงและ
จะใหรอยละโดยน้ําหนักของเอทิลเอสเทอรสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง จากการทําการทดลองโดยใช
อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอล คือ1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 และ1:6  
พบวา อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันโอลิอินกับเอทานอล 1:3 จะใหรอยละโดยน้ําหนักของเอทิล
เอสเทอร เทากับ 20.43 เปอรเซ็นต ซึ่งแบงเปนเอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอทรอยละ 13.76 และ 
6.67 โดยนํ้าหนักตามลําดับ เน่ืองจากเปนไปตามสมดุลโมลระหวางน้ํามันกับแอลกอฮอลในการทํา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

น้ํามัน แอลกอฮอล เอสเทอร กลีเซอรอล 
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และพบวา ที่อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันโอลิอินกับเอทานอล 1:1 และ 1:2 จะมีเจลสี
ขาวของน้ํามันอยูทางดานลาง เน่ืองจากเอนไซมไลเปสนั้นสามารถตัดสายโซของไตรกลีเซอไรดไดดี
แตไมสามารถที่จะทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันไดทันทีจึงทําใหกรดไขมันอิสระนั้นเกิดเปน
เจลสีขาว  

ที่อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอล 1:4 จะใหรอยละโดยนํ้าหนัก
ของเอทิลเอสเทอรเทากับ 18.26 แบงเปนเอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอทรอยละ 11.05 และ 7.21 
ตามลําดับ อัตราสวนโดยโมลระหวางโอลิอินกับเอทานอล 1:5 จะใหรอยละโดยน้ําหนักของเอทิลเอส
เทอรเทากับ 15.29 แบงเปนเอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอทรอยละ 9.05 และ 6.24 ตามลําดับ 
อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอล 1:6 จะใหรอยละโดยน้ําหนักของเอทิล
เอสเทอรเทากับ 8.19 โดยแบงเปนเอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอทรอยละ 4.05 และ 4.14 
ตามลําดับ อัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอล 1:2 จะมีรอยละโดยน้ําหนัก
ของเอทิลเอสเทอรเทากับ 14.05 แบงเปนเอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอทรอยละ 7.09 และ 6.69 
ตามลําดับ นอยกวาอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับเอทานอล1:3 เน่ืองจากไม
ถูกตองตามสมดุลโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินกับแอลกอฮอล ดังภาพประกอบ 19 
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ภาพประกอบ 19  ความสัมพันธของรอยละโดยน้ําหนกัของ (ก) เอทิลเอสเทอร (ข) เอทิลปาลมิเตท 
      (ค) เอทลิโอลิเอทและเวลาทีค่าตาง ๆ  ของอัตราสวนโดยโมลระหวางน้ํามันปาลมโอลิอินและเอทานอล  

(ก) 

(ข) 

(ค) 
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 4.4.2 ผลของอุณหภูมิ 
 เอนไซมไลเปสสามารถทํางานไดในชวงอุณหภูมิ 20 ถึง 60 องศาเซลเซียสและจะทํางาน
ไดดีที่สุดในชวงอุณหภูมิ 30 ถึง 40 องศาเซลเซียสและเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย Pseudomonas 
fluorescens สามารถทนความรอนไดถึงอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จะมีประสิทธิภาพการทํางาน
ลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น  เน่ืองจากเอนไซมไลเปสเปนโปรตีนชนิดหนึ่งที่มีโครงสรางตติยภูมิเรียงตัว
กันในทิศทางที่จะตองจับกับสารตั้งตนที่บริเวณเรงปฎิกิริยา(Active site) ดังน้ัน ถามีอุณหภูมิสูงกวา
สภาวะที่เหมาะสมจะทําใหโมเลกุลของเอนไซมมีพลังงานมากเกินไปจะเกิดการสูญเสียของพันธะโค
วาเลนท  สงผลทําใหเกิดแรงตึงผิวระหวางอากาศกับน้ําไปทําลายโครงสรางตติยภูมิของไลเปสทําให
เอนไซมไลเปสเสียสภาพตามธรรมชาติและสูญเสียคากิจกรรมของเอนไซมไป แตถามีอุณหภูมิต่ํา
กวาสภาวะที่เหมาะสมนั้นจะทําใหมีพลังงานที่ต่ําทําใหเอนไซมนั้นไมสามารถที่จะเรงปฏิกิริยาได
เต็มที่ 

 คามินิ และเลฟฟูจิ (Kamini; & Lefuji. 2001) ทําการศึกษาผลของอุณหภูมิตอปฏิกิริยา    
เมทาโนไลซิสจากน้ํามันรําขาวโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาคือเอนไซม โดยทําการทดลองที่อุณหภูมิที่ 25, 
30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส ที่เวลา 24 ชั่วโมง พบวา ปริมาณของเอสเทอรลดลงเม่ืออุณหภูมิเพ่ิมขึ้น  

 จากภาพประกอบ 20 พบวาเอนไซมนี้ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ที่เวลา 27 
ชั่วโมง จะใหรอยละโดยน้ําหนักของเอทิลเอสเทอรเทากับ 20.15 แบงเปนเอทิลปาลมิเตทและเอทิล
โอลิเอทรอยละ 15.05 และ 5.10 ตามลําดับ และพบวาที่เวลา 8 ชั่วโมงปฎิกิริยามีอัตราการเกิดเอทิล
เอสเทอร สูงกวาที่อุณหภูมิอ่ืน ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสจะใหรอยละโดยน้ําหนักของเอทิลเอสเทอร
เทากับ 12.98 แบงเปนเอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอทรอยละ 6.12 และ 6.86 ตามลําดับ เน่ืองจาก 
อุณหภูมิต่ํากวาสภาวะที่เหมาะสมนั้นจะทําใหมีพลังงานที่ต่ําทําใหเอนไซมนั้นไมสามารถที่จะเรง
ปฏิกิริยาไดเต็มที่ 

ที่อุณหภูมิ 45 และ 50 องศาเซลเซียส จะใหรอยละโดยน้ําหนักของเอทิลเอสเทอรลดลงถึง  
2 เทาและ 8 เทา ตามลําดับ เน่ืองจาก เอนไซมมีพลังงานมากเกินไปทําใหเอนไซมไลเปสเสียสภาพ
ตามธรรมชาติและสูญเสียคากิจกรรมของเอนไซมไป 
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ภาพประกอบ 20  ความสัมพันธของรอยละโดยน้ําหนกัของ (ก) เอทิลเอสเทอร (ข) เอทิลปาลมิเตท 
       (ค) เอทิลโอลิเอทและเวลาที่อุณหภูมิตางๆ 

เวลา(ชั่วโมง) 

เวลา(ชั่วโมง) 



                                                                                                            77 

4.4.3. ผลของความเรว็รอบการเขยา 
  ผลการศึกษาความเร็วรอบการเขยามีผลตอการถายเทมวลสารระหวางเอนไซมไลเปสตรึง
รูปกับนํ้ามันปาลมโอลิอิน โดยจะสงถายมวลสารจากดานนอกของเม็ดเอนไซม ที่อัตราเร็วปฏิกิริยา
อาจถูกจํากัดดวยการถายเทมวลสารจากดานนอกหรือดานในก็ได และพบวาเอนไซมไลเปสตรึงรูป
จะละลายอยูในฟอสเฟตบัฟเฟอร ซึ่งมีองคประกอบสวนใหญเปนน้ํา  จึงไมสามารถละลายเขาไปใน
น้ํามันได  ถาไมมีการเขยา เอนไซมตรึงรูปจะตกอยูกนภาชนะและทําใหเอนไซมจะยอยไตรกลีเซอไรด
จะมีเฉพาะบริเวณพื้นที่ผิวรอบหยดที่สัมผัสกับน้ํามันเทานั้น ดังน้ัน ความเร็วรอบการเขยาจึงมีผล
โดยตรงกับคาสัมประสิทธิ์การถายเทมวลสาร (Mass transfer coefficient) ถาปฏิกิริยาถูกควบคุม
ดวยการถายเทมวลสารจากดานนอก ความเร็วรอบการเขยาที่เพ่ิมขึ้น ทําใหเกิดความปนปวนมาก
ขึ้น สัมประสิทธิ์การถายเทมวลจึงเพิ่มสูงขึ้น จากภาพ 22 พบวาที่ความเร็วรอบการเขยา 200 รอบ
ตอนาที จะใหรอยละโดยน้ําหนักของเอทิลเอสเทอรเทากับ 20.33 แบงเปนเอทิลปาลมิเตทและเอทิล
โอลิเอทรอยละ 11.24 และ 9.09 ตามลําดับ ที่ความเร็วรอบการเขยา 250 รอบตอนาที  จะใหรอยละ
โดยน้ําหนักของเอทิลเอสเทอรเทากับ 7.68  เน่ืองจากสารตั้งตนและเอนไซมไลเปสจะถูกเหวี่ยง
วนรอบผิวในของภาชนะในลักษณะไหลตามกัน (Vertex) ทําใหการกระจายตัวของสารเกิดไดไมดี 
และยังทําใหเกิดฟองอากาศเขาไปทําปฏิกิริยาและที่ความเร็วรอบการเขยา 100 และ 150 รอบตอ
นาที จะสงผลทําใหมีการถายเทมวลสารจะนอยและคากิจกรรมของเอนไซมมีประสิทธิภาพต่ําลงจะ
ใหรอยละโดยน้ําหนักของเอทิลเอสเทอรเทากับ 8.75 และ 12.36 ตามลําดับ 
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ภาพประกอบ 21  ความสัมพันธของรอยละโดยน้ําหนกัของ (ก) เอทิลเอสเทอร (ข) เอทิลปาลมิเตท 
       (ค) เอทิลโอลิเอทและเวลาที่ความเร็วรอบตางๆ 
 

(ก) 

(ข) 

(ค) 
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    4.4.4. ผลจากคา pH ในการตรึงรูปเอนไซม 
 ผลการศึกษาคา pH ในการตรึงรูปเอนไซมพบวาการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสขึ้นอยู
กับความเขมขนของไฮโดรเจนไอออน [H+] โดยจะมีการเรงปฏิกิริยาที่ pH ชวง 4 ถึง 10 ถา pH ต่ํา
กวา 4 หรือสูงกวา 10 จะสงผลทําใหเอนไซมถูกยับยั้งอยางถาวร เน่ืองจากเอนไซมจะเสียสภาพและ
โครงสรางตติยภูมิของโปรตีนถูกทําลาย ที่ pH ชวงหนึ่งที่เอนไซมทําปฏิกิริยาไดดีจะเปนชวงที่ทําให
อัตราเร็วของปฏิกิริยายอนกลับ ซึ่งจะไดกราฟรูประฆังคว่ํา ทําใหมีการแตกตัวของหมูแขนงขาง R ที่
กรดอะมิโนบริเวณเรงปฏิกิริยา(Active site) 

  จากการทดลองพบวา เอนไซมไลเปสตรึงรูปที่เตรียมในสารละลาย 0.1 M phosphate 
buffer pH 7.5 จะใหปริมาณรอยละโดยน้ําหนักเอทิลเอสเทอรเทากับ 20.21 แบงเปนเอทิลปาลมิเตท
และเอทิลโอลิเอทรอยละ 11.11 และ 10.10 ตามลําดับ และเอนไซมไลเปสตรึงรูปที่เตรียมใน
สารละลาย 0.1 M phosphate buffer pH 7.0 จะใหปริมาณรอยละเอทิลเอสเทอรสูงสุดเทากับ 19.66 
แบงเปนเอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอทรอยละ 11.41 และ 9.25 ตามลําดับ  

ในการศึกษาคา pH ในการตรึงรูปชวง 7.0 ถึง 7.5 เน่ืองจากคาดวาเอนไซมสามารถเรง
ปฏิกิริยาไดดีที่สุดในชวงน้ี เอนไซมไลเปสตรึงรูปที่เตรียมในสารละลาย 0.1 M phosphate buffer 
pH 9 และ pH 5 จะใหปริมาณรอยละเอทิลเอสเทอรลดลงกวา 4 เทา ดังภาพประกอบ 22 
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ภาพประกอบ 22 ความสัมพันธของรอยละโดยน้ําหนกัของ (ก) เอทิลเอสเทอร (ข) เอทิลปาลมิเตท 
       (ค) เอทิลโอลิเอทและเวลาที่ pH ในการตรึงรูปตางๆ 

(ก) 

(ค) 

(ข) 
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4.5 ศึกษาจลนพลศาสตรของการผลติเอทิลเอสเทอรโดยอาศัยปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน
จากน้ํามันปาลมโอลิอินที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยาโดยอาศัยแบบจําลอง 
Ping-pong Bi Bi  
   การศึกษาคาคงที่ปฏิกิริยาการผลิตเอทิลเอสเทอรโดยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน
ระหวางน้ํามันปาลมแยกยางเหนียวกับเอทานอลที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา  
 จลนพลศาสตรการผลิตเอทิลเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยานั้น  
จะเห็นไดวาสารตั้งตน 2 ชนิดคือ ไตรกลีเซอไรดและเอทานอล  ดังน้ันการศึกษา ปฏิกิริยานี้มี
สับสเตรท 2 ตัว (Kinetics of two substrates) จึงใชแบบจําลอง Ping-pong Bi Bi มาชวยในการ
อธิบายกลไกปฎิกิริยาการผลิตเอทิลเอสเทอรได   
 ดังน้ัน ทําการศึกษาโดยใหความเขมขนของสับสเตรทตัวหน่ึงคือ ไตรกลีเซอไรดมีคาความ
เขมขนคงที่ที่มากเกินพอแลวแปรความเขมขนของสับสเตรทตัวที่สองคือเอทานอลจะทําใหดู
เหมือนวาเอนไซมนั้นมีสับสเตรทตัวเดียว (Pseudo single substrates) แมวาในความจริงเอนไซม
ไลเปสจะไมไดทําปฏิกิริยากับสารตั้งตนทั้งสองชนิดพรอมกัน แตเอนไซมไลเปสจะทําการตัดสาย
โมเลกุลไตรกลีเซอไรดของน้ํามันปาลมโอลิอินใหกลายเปนไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรด 
ตามลําดับ จากนั้นเอทานอลจะเขาทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
 ถึงแมวาเอนไซมไลเปสนั้นจะไมไดทําปฏิกิริยากับสารตั้งตนทั้งสองชนิดพรอมกัน แตใน
กรณีนี้เอนไซมไลเปสทําหนาที่ยอยโมเลกุลไตรกลีเซอไรดของนํ้ามันปาลมโอลิอิน จากนั้นเอทานอล
ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันกับน้ํามันสอดคลองกับงานวิจัยของ 
 เอล รัสซี; เอเลน เปอรราด และเอเลน (El Rassy; Alain Perrard; & Alain. 2004: 137-
150) ไดทําการศึกษาการเตรียมเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Burkholderia cepacia โดยใชเทคนคิการ
ตรึงรูปแบบหอหุมใชสารหอหุมคือ Sillica aerogelและทําการเปรียบเทียบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส
อิสระกับเอนไซมตรึงรูปและทําการศึกษาจลนศาสตรของปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชันของเอนไซม
ไลเปส 
 โดสเสด และคอมเบส (Dossat; & Combes 2002: 90-94) ไดทําการศึกษาปฏิกิริยา   
แอลกอฮอไลซิสของน้ํามันดอกทานตะวันโดยอาศัยเอนไซมตรึงรูปในสารละลายอินทรีย n-hexane 
ใชแบบจําลอง Ping-Pong Bi Bi อธิบายจลนศาสตรของปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชัน พบวาเม่ือใช
น้ํามันดอกทานตะวันในอัตราสวนโดยโมลของน้ํามันดอกทานตะวันตอเมทานอลเทากับ 1:3 จะให
ปริมาณเอสเทอรสูงสุดเทากับ 65 เปอรเซ็นต 
 สําหรับแบบจําลอง Ping-pong Bi Bi อธิบายการเกิดปฏิกิริยาการผลิตเอทิลเอสเทอร 
ภาพประกอบ 23 แสดงกลไกการเกิดปฎิกิริยาการผลิตเอทิลเอสเทอรที่มีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาโดยอาศัยแบบจําลอง Ping-pong Bi Bi 
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1 2 3FAEE EtOH FAEE EtOH FAEE Enz

Enz - TG + EtOH DG - Enz + EtOH MG - Enz + EtOH GL
↑ ↓ ↑ ↓ ↑ ↑⎯⎯⎯⎯→ ⎯⎯⎯⎯→ ⎯⎯⎯→←⎯⎯⎯⎯ ←⎯⎯⎯⎯ ←⎯⎯⎯  

 
ภาพประกอบ 23  กลไกปฎิกิริยาการสังเคราะหเอทลิเอสเทอรที่มีเอนไซมไลเปสเปนตวัเรงปฏกิิริยา 
       โดยอาศัยแบบจําลอง Ping-pong Bi Bi 

 
อัตราเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยา (Rate limiting step) การสังเคราะหเอทิลเอสเทอรดูจากการ

เปลี่ยนแปลงของปริมาณไตรกลีเซอไรดหลักเนื่องจากเปนขั้นตอนที่มีการเปลี่ยนแปลงที่ชาที่สุด จึง
กําหนดใหการเปลี่ยนแปลงของไตรกลีเซอไรดเปนไดกลีเซอไรดเปนขั้นกําหนดปฏิกิริยา (Yuanyuan 
Xu; & Wei Du. 2005: 241-245) 

 
                      TG + EtOH     DG + FAEE 
 
   DG + EtOH              MG    + FAEE 
   
   MG + EtOH   GL 
   
 
 ทําการทดลองโดยออกแบบการทดลองทั้งหมด 9 การทดลอง โดยกําหนดใหมีคาความ
เขมขนของไตรกลีเซอไรด [TG] คงที่และแปรความเขมขนของเอทานอล [EtOH] 3 คา จากนั้นจะทํา
การแปรคาความเขมขนของไตรกลีเซอไรดอีก 2 คา จากวิเคราะหหาปริมาณไตรกลีเซอไรด ไดกลี
เซอไรด และ โมโนกลีเซอไรดที่เกิดขึ้นในแตละชวงเวลา ดวยเทคนิคแกสโครโตมากราฟ  
 พบวา ที่ความเขมขนของไตรกลีเซอไรด 4 mM กับความเขมขนของเอทานอล [EtOH] 4 mM 
มีปริมาณของไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรดที่เกิดขึ้นในชวงเวลา12 ชั่วโมงเทากับ 3.95 mM และ 
2.23 mM ดังภาพ 24 ที่ความเขมขนของไตรกลีเซอไรด 6 mM มีการเปลี่ยนแปลงของไตกลีเซอไรด
ต่ํากวาความเขมขนของไตรกลีเซอไรด 4 mM  2 เทาและปริมาณของไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด
เกิดขึ้นนอยกวาความเขมขนของไตรกลีเซอไรด 4 mM ดังภาพประกอบ 25 ที่ความเขมขนของ    
ไตรกลีเซอไรด 8 mM มีการเปลี่ยนแปลงของไตกลีเซอไรดต่ํากวาความเขมขนของไตรกลีเซอไรด 4 mM 
และ 6 mM 3 เทาและ 2 เทา ตามลําดับ และปริมาณของไดกลีเซอไรด โมโนกลเีซอไรดเกดิขึน้นอยกวา
ความเขมขนของไตรกลีเซอไรด 4 mM และ 6 mM  ดังภาพประกอบ 26 

k3       

 k4 
 k5 

k6 

k1 

k2 
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ภาพประกอบ 24 ความสัมพันธระหวางปรมิาณของไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรด  
      ที่เปลีย่นแปลงไปทีเ่วลาตางๆ ทีค่วามเขมขนของไตรกลีเซอไรด[TG] 4 mM และแปรความเขมขน 
      ของเอทานอล [EtOH]  (ก)  [EtOH] = 4 mM (ข)  [EtOH] = 6 mM (ค)  [EtOH] = 8mM 
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ภาพประกอบ 25 ความสัมพันธระหวางปริมาณของไตรกลเีซอไรด ไดกลีเซอไรด และโมโนกลีเซอไรด  
       ที่เปลี่ยนแปลงไปที่เวลาตางๆ ที่ความเขมขนของไตรกลีเซอไรด[TG] 6 mM และแปรความเขมขนของ  
       เอทานอล [EtOH]  (ก)  [EtOH] = 4 mM (ข) [EtOH] = 6 mM (ค)  [EtOH] = 8 mM 
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ภาพประกอบ 26 ความสัมพันธระหวางปริมาณของไตรกลเีซอไรด ไดกลีเซอไรดและโมโนกลเีซอไรด  
      ที่เปลี่ยนแปลงไปทีเ่วลาตางๆ ที่ความเขมขนของไตรกลเีซอไรด [TG] 8 mM และแปรความเขมขน 
      ของเอทานอล [EtOH]  (ก)  [EtOH] =4 mM (ข) [EtOH] = 6 mM (ค) [EtOH] = 8 mM    
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           อัตราเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยาของการสังเคราะหเอทิลเอสเทอรดูจากการเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณไตรกลีเซอไรดหลักเนื่องจากเปนขั้นตอนที่มีการเปลี่ยนแปลงที่ชาที่สุด จึงกําหนดใหการ
เปลี่ยนแปลงของไตรกลีเซอไรดเปนไดกลีเซอไรดเปนขั้นกําหนดปฏิกิริยา   

 จากรายงานการวิจัยของ Kamini & H. Lefuii.;2001:405-410 การใชวิธีการหาคาอัตราเร็ว
ปฏิกิริยาเทอมของมิเคลิส-เมนเทนดวยกลไลแบบจําลอง Ping-pong Bi Bi มีการยับยั้งแบบแขงขัน 
พบวา คาของ Vmax =11.72 μmol/min KM,acid =0.00303M KM,Alcohol =1.5 M และ Ki,acid =0.00306 
M Ki,Alcohol =1.05 M จะหาอัตราเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยาการผลิตเอทิลเอสเทอรจะพิจารณาจากการ
เปลี่ยนแปลงของปริมาณไตรกลีเซอไรดเปนไดกลีเซอไรดเปนหลัก  เน่ืองจากเปนขั้นตอนที่มีการ
เปลี่ยนแปลงชาที่สุด  หรือการเปลี่ยนแปลงจากไตรกลีเซอไรดเปนไดกลีเซอไรดเปนขั้นกําหนด
ปฏิกิริยา (Rate limiting step) 

จากการหาอัตราเร็วเริ่มตนของปฏิกิริยาของเอนไซม เม่ือใชความเขมขนของสับสเตรทตางๆ 
กัน โดยจัดรูป Differentiated from                                                       

                                    1 0
o

1 0

[TG] -[TG]
v =

t -t
                                 (25)  

จากนั้น หาอัตราเร็วของปฏิกิริยา โดยทําการทดลองโดยออกแบบการทดลองทั้งหมด 9 การ
ทดลอง โดยกําหนดใหมีคาความเขมขนของไตรกลีเซอไรด [TG] คงที่ และแปรความเขมขนของ   
เอทานอล [EtOH] 3 คา ตามภาคผนวก ข จากนั้นจะทําการแปรคาความเขมขนของไตรกลีเซอไรด
อีก 2 คาเพื่อ ที่คาความเขมขนของไตรกลีเซอไรดและเอทานอลตาง ๆ ดังตาราง 14 

 
ตาราง 14 อัตราเร็วของปฏิกิริยาเมื่อใชความเขมขนของไตรกลีเซอไรด [TG] คงที่และแปร 
     ความเขมขนของสับสเตรทเอทานอล [EtOH]  
 

คาความเขมขนของซับสเตรท vo (mM/min.) 1/vo (min./mM) 
[EtOH]  = 4 mM 0.008 128.98 

[EtOH]  = 6 mM 0.011 100.20 
 

[TG] = 4 mM 
 [EtOH]  = 8 mM 0.012 83.00 

[EtOH]  = 4 mM 0.010 98.56 

[EtOH]  = 6 mM 0.013 77.90 
 

[TG] = 6 mM 
 [EtOH]  = 8 mM 0.015 67.20 

[EtOH]  = 4 mM 0.012 81.00 

[EtOH]  = 6 mM 0.015 67.30 
 

[TG] = 8 mM 
 [EtOH]  = 8 mM 0.017 57.90 
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จลนศาสตรการผลิตเอทิลเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยานั้น จะ
เห็นไดวาสารตั้งตน 2 ชนิดคือ ไตรกลีเซอไรดและเอทานอล  ดังนั้นการศึกษา ปฏิกิริยานี้มีสับสเตรท 
2 ตัว (Kinetics of two substrates) จึงใชแบบจําลอง Ping-pong Bi Bi มาชวยในการอธิบายกลไก
ปฎิกิริยาการผลิตเอทิลเอสเทอรไดสามารถเขียนแผนผังของปฏิกิริยาที่มีสับสเตรทสองตัวที่เกิดขึ้น
ไดดังน้ี 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

จาก             [ ]
0

v =k EAB                                                                   (31)                           
 

       เม่ือ   [ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
t

E = E EA EB EAB+ + +                                                 (32) 

 
จากนั้น นําสมการที่(32) หารดวยสมการที่ (31)   จะได 
 

                         
[ ]

[ ]
[ ] [ ] [ ] [ ]

0

t

v k EAB
=

E E + EA + EB + EAB
                                         (33)  

 
จากกลไกปฏกิิริยาในสมการที่ (28)  จะได 

                                             [ ]
[ ][ ]

B

S

B EAB
EA =

K
                                         (34)   

จากกลไกปฏกิิริยาในสมการที่ (29)  จะได 

                                              [ ]
[ ][ ]

A

S

A EAB
EB =

K
                                        (35)   
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จากนั้นนํากลไกปฏิกิริยาในสมการที่ (28) และ (29)   แทนลงในสมการที่ (32) จะได 
 

                                
[ ][ ]

[ ] [ ] [ ][ ]
max

0 A B B A

s m m m

V A B
V =

K K +K A +K B + A B
                               (36)   

 
โดยที่ Vmax คือ อัตราเร็วเริม่ตนสูงสุดเม่ือทั้ง A และ B มีคาสูงมากโดยที่อยูในระดับอ่ิมตัว 

        A

m
K    คือ ความเขมขนของ A ที่ทําให 

0 max
V = v /2 เม่ือความเขมขนของ B อ่ิมตัว 

        B

m
K    คือ ความเขมขนของ B ที่ทําให 

0 max
V = v /2 เม่ือความเขมขนของ A อ่ิมตัว 

        A

S
K    คือ คาคงที่ของการแตกตวัของ A จาก EA 

         สวนคา B

m
K ไมมีในสมการที่ (35) เน่ืองจากสับสเตรท B ไมจับกับเอนไซม 

         ดังน้ัน ปฏิกิริยาแบบ Ping – pong Bi Bi จะเห็นไดวาปฏิกิริยาการแตกตัวของผลิตผลออก
จากเอนไซมในขณะเริ่มเกิดปฏิกิริยา นั้นจะไมเกิดการทวนกลับของปฏิกิริยาเน่ืองจากมีความเขมขน
ของผลิตผลนอยมากจนตัดทิ้งได ทําใหคา A

S
K =0 ทําใหเทอมของ A B

S m
K K =0  

        กําหนดให [A] คือความเขมขนของไตรกลีเซอไรดและ [B] คือความเขมขนของเอทานอล    
ซึ่งจะไดสมการอัตราเร็วของปฏิกิริยา เม่ือพิจารณาการเปลี่ยนแปลงของไตรกลีเซอไรดกับเวลาที่
เปลี่ยนแปลง โดยสมการของอัตราเร็วเริ่มตนแสดงไดดังน้ี  
 

                   
[ ][ ]

[ ] [ ] [ ][ ]
0

max
TG EtOH
m m

V TG EtOH
v     =       

K EtOH +K TG + TG EtOH
                            (37)                

จัดรูปสมการของอัตราเร็วเริ่มตนใหม 
 

          

[ ]

[ ][ ]

[ ]

[ ][ ]
[ ][ ]
[ ][ ]0

TG EtOH
m m

max max max

K EtOH K TG1 TG EtOH
   =   + +

v V TG EtOH V TG EtOH V TG EtOH
              (38)         

 

                     
[ ] [ ]0

TG EtOH
m m

max max max

K K1 1
   =   + +

v V TG V EtOH V
                                (39) 

และให [TG] แปรไปในขณะที่ [EtOH] คงที่โดยใหคาความเขมขนนี้มีคาประมาณ B

M[EtOH]
K  จะเขียน

สมการไดใหมเปน 
 

max
B

A mEtOH

mTG

mEtOH

V [TG]
v=

k
k +[TG]( + 1)

k

(40)
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และเมื่อทําใหอยูในรูปของสมการเสนตรงของไลนวีเวอร-เบอรค เขียนกราฟของไลนวีเวอร-เบอรค 

โดยทําการสรางกราฟระหวาง 
0

1

v
 กับ 1

[TG]
 ดังสมการ 

 
 
 
 
การหาคาคงทีข่องอัตราเร็วทําไดโดยการตั้งสมมุตฐิานดังตอไปน้ี 

1) กําหนดให [TG] >> TG

m
K   ทําให

[ ]

TG
m

max

K

V TG
  เขาใกล 0 เม่ือเทียบกับเทอมอื่นฉะนัน้ v0 ที่

ไดจะเปน Vmax ของไตรกลีเซอไรด  ดังน้ัน อัตราเร็วของปฏิกิริยาจะขึ้นอยูกับความเขมขนของเอทานอล
เพียงคาเดียวจากสมการ (37) 
 

                             
[ ] [ ]0

TG EtOH
m m

max max max

K K1 1
   =   + +

v V TG V EtOH V
                          (42)                          

เม่ือ
[ ]

TG
m

max

K

V TG
  เขาใกล 0 จะได 

[ ]0

EtOH
m

max max

K1 1
   =    +

v V EtOH V
                                          (43)  

       
หรือจะเห็นวาเม่ือ [TG] มีคาสูงมากในระดับที่อ่ิมตัว ขณะที่ [EtOH] มีคาปานกลาง จะทําใหเทอมที่มี
คา [TG] จากสมการ (40) มีคานอยจนสามารถตัดทิ้งได จะไดสมการ (43) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B

mTG mEtOH

max 0 max

1 k 1 k 1
= ( )+(1+ )( )

v V [TG] [B ] V
(41)
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ภาพประกอบ 27 ความสัมพันธระหวาง 
0

1
 

v
  กับ

1
 

[EtOH]
 ในรูปแบบของไลนวเีวอร-เบอรคของ 

      ปฏิกิริยาเมื่อคาความเขมขนของเอทานอลคงที่ใน 3 การทดลอง 
 

 พบวา จุดตัดบนแกน
0

1
 

v
 ที่จุดเดียวกันมีคาเทากับ 33.06 นาทีตอมิลลิโมล เพราะฉะนั้น 

vmax มีคาเทากับ 0.0301 มิลลิโมลตอนาที (ภาพ 27) 

 จากสมการไลนวีเวอร-เบอรค  
EtOH

M

0 max

1 K
=

v v
เพราะฉะนัน้ EtOH

M max

0

1
K v

v
=  เน่ืองจากความชัน

ของทั้ง 3 การทดลองมีคาไมเทากัน แสดงวาคา EtOH

M
K ขึ้นกบัความเขมขนของไตรกลเีซอไรด และจะ

ใหคา  EtOH

M
K ที่แตกตางกัน ดังตาราง 15 ที่คาความเขมขนของไตรกลีเซอไรดตางๆ 

 
ตาราง 15 คา  EtOH

m
K ที่ความเขมขนของไตรกลีเซอไรดตาง ๆ กัน 

 

ความเขมขนของ 
ไตรกลเีซอไรด(mM) 

 
EtOH

M
k (mM)  

4 mM 11.50 
6 mM 7.96 
8 mM 6.01 

[TG] = 6 mM 

[TG] = 8 mM 

1
(1/mM)

[EtOH]

max

1
=33.06 mM/min

V  

[TG] = 4 mM 
0

1
 (min./mM)

v
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2)  กําหนดให  [EtOH]  >> EtOHK
m

 ทําให 
[ ]
m

max

EtOHK

V EtOH
 เขาใกล 0 เม่ือเทียบกับเทอมอื่น 

ฉะนั้น v0 ที่ไดจะเปน Vmax ของเอทานอล  ดังนั้น อัตราเร็วของปฏิกริยิาจะขึ้นอยูกบัความเขมขนของ
ไตรกลเีซอไรดเพียงคาเดียวเทานั้นจากสมการ (31) 
 

                                           [ ]

TG EtOH

m m

0 max max max

1 k k 1
= + +

v v TG v v
                          (44)                        

เม่ือ 
[ ]
m

max

EtOHK

V EtOH
 เขาใกล 0 จะได 

             [ ]

TG

m

0 max max

1 k 1
= +

v v TG v
                                   (45)                          

0

20

40

60

80

100

120

140
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ภาพประกอบ 28 ความสัมพันธระหวาง
0

1
 

v
 กับ 

[ ]
1

 
TG

 ในรูปแบบของไลนวีเวอร-เบอรคของ 

      ปฏิกิริยาที่ใชเอนไซมที่มีกลไกแบบ Ping-pong Bi Bi เม่ือคาความเขมขนของไตรกลีเซอไรด 
      คงที่ใน 3 ชุดการทดลอง 

 
 

[EtOH] = 8 mM 

[EtOH] = 6 mM 

[EtOH] = 4 mM 

1
(1/mM)

[TG]

max

1
=38.95 mM/min

V  

0

1
 (min./mM)

v
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พบวา  ที่คาความเขมขนของเอทานอลตาง ๆ ทั้ง 3 ชุดการทดลอง จะไดจุดแกน 
0

1
 

v
 ไม

เทากัน ทําใหคาที่ไดจากกราฟความสัมพันธระหวาง 
0

1
 

v
 กับ 

[ ]
1

 
TG

 จะทําใหสมมุติฐานทีต่ั้งไว 

ไมเปนจริง  จะเห็นวา คา Vmax ของความเขมขนเอทานอลทั้ง 3 มีคาไมเทากัน  แสดงใหเห็นวาคา
ความเขมขนของเอทานอลยังมีผลตออัตราเร็วของปฏกิิริยา  จึงเลือกกราฟที่คาความเขมขนของ   
เอทานอลสูงสดุมาคํานวณหาคา Vmax เทากับ 0.0256 มิลลิโมลตอนาที ซึ่งพบวามีคาต่ํากวา Vmax  

ในกรณีแรกทีมี่คาเทากับ  0.0301 มิลลิโมลตอนาท ีเพราะฉะนั้นจึงเลือกใชคา Vmax ของปฏิกิริยามี
คาเทากับ 0.0301 มิลลิโมลตอนาท ี

เม่ือทําการหาคา   TG

m
K  โดยใชขอมูลจากการทดลองทั้ง 9 การทดลองและคา EtOHK

m
จาก

ตาราง 16 มาแทนคาลงในสมการที่ 36 จะไดผลการคาํนวณดังตาราง 16 แสดง   TG

m
K  ของปฏิกิริยา

ที่คาความเขมขนของไตรกลีเซอไรดและเอทานอลตาง ๆ 
 
ตาราง  16   TG

m
K  ของปฏิกิริยาที่คาความเขมขนของไตรกลีเซอไรดและเอทานอลตาง ๆ 

 
[TG](mM) 4 6 8 

[EtOH](mM) 4 6 8 4 6 8 4 6 8 

vo(mM/min.) 0.008 0.011 0.012 0.01 0.013 0.015 0.012 0.015 0.017 
Vmax(mM/min.) 0.030 

EtOH

m
k [TG]  45.991 45.991 45.991 47.752 47.752 47.752 48.072 48.072 48.072 

TG

m
k (mM)  0.444 0.375 0.294 0.322 0.285 0.145 0.485 0.175 0.123 

 
 จากตาราง 16 เม่ือนําคา TG

m
K  ของแตละชุดการทดลองมาทําการหาคาเฉลี่ยพบวา  

TG

m
K ของปฏิกิริยามีคาเทากับ 0.294 มิลลิโมล 
 

จากนั้นทําการหาคา EtOH

m
K ของแตละชุดการทดลองโดยใชคา TG

m
K ของปฏิกิริยาซึ่งเทากับ 

0.294 มิลลิโมล มาใชในการคํานวณหา EtOH

m
K ไดผลการคํานวณแสดงดังตาราง 17 
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ตาราง 17 EtOH

m
K ของปฏิกิริยาที่คาความเขมขนของไตรกลเีซอไรดและเอทานอลตาง ๆ 

 
 จากตาราง 17 เม่ือนําคา EtOH

m
K  ของแตละชุดการทดลองมาทําการหาคาเฉลี่ยจะได EtOH

m
K

ของปฏิกิริยามีคาเทากับ 9.335 มิลลิโมล  ตาราง 18 แสดงคาคงที่ตาง ๆ ของปฏิกิริยาของการผลิต
เอทิลเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 
ตาราง 18 คาคงที่ตาง ๆ ของปฏิกิริยาของการผลิตเอทิลเอสเทอรทีมี่เอนไซมไลเปสตรึงรูปเปน 
     ตัวเรงปฏิกิริยา 
 

คาคงที่ของปฏิกิริยา  
อัตราเร็วเริ่มตนสูงสุดของปฏิกิริยา (

max
v ) 0.030  มิลลิโมลตอนาท ี

คาคงที่ของเอทานอล ( EtOH

m
K )           9.335  มิลลิโมล 

คาคงที่ของไตรกลีเซอไรด ( TG

m
K )           0.294  มิลลิโมล 

 
จากนั้นนําคาคงที่ของปฏิกิริยาจากตาราง 18 ที่ไดมาแทนลงในสมการ (37) เพ่ือทําการ

เปรียบเทียบอัตราเร็วเริ่มตนจากการทดลองจริง (Vobs) กับอัตราเร็วเริ่มตนที่ไดจากการคํานวณ(Vcal) 
พบวาทั้งสองคามีคาใกลเคียงกัน (ภาพ 27) แสดงใหเห็นวาเราสามารถใชแบบPing -pong Bi Bi มา
อธิบายการเกิดปฏิกิริยานี้ไดและการใชสารตั้งตนที่เปนเอทาทานอลในชวงความเขมขนที่ใชในการ
ทดลองจะไมเกิดการยับยั้งปฏิกิริยา จึงกลาวไดวาเอทานอลเปนสารตั้งตนที่ดีกวากรดบิวทิริก 
(Kamini,N.R.; & Lefuji. 2001: 405-410) 

[TG](mM) 4 6 8 

[EtOH](mM) 4 6 8 4 6 8 4 6 8 

vo(mM/min.) 
0.008 0.011 0.012 0.01 0.013 0.015 0.012 0.015 0.017 

Vmax(mM/min.) 
0.030 

TG

m
k [EtOH]  1.177 1.177 1.177 1.765 1.765 1.765 2.354 2.354 2.354 

EtOH

m
k (mM)  10.765 11.632 11.485 9.564 9.253 9.012 7.756 7.523 7.012 
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0.006
0.007
0.008
0.009
0.01

0.011
0.012
0.013
0.014
0.015

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8

V obs B

Vcal.B

 
                                                                  (ก) 

0.006
0.007
0.008
0.009
0.01

0.011
0.012
0.013
0.014
0.015

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8

V obs B

Vcal.B

 
                                                                (ข) 

0.006
0.007
0.008
0.009
0.01

0.011
0.012
0.013
0.014
0.015

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8

V obs B

Vcal.B

 
                                                                 (ค) 
ภาพประกอบ 29 การเปรียบเทียบอัตราเร็วเริ่มตนจากการทดลองจริงกับอัตราเรว็เริ่มตนที่ได 
      จากการคํานวณที่คาความเขมขนของไตรกลีเซอไรดที่แตกตางกัน (ก) [TG] = 4 mM  
      (ข) [TG] = 6 mM และ (ค) [TG] = 8 mM 

( )
1

1/mM
[EtOH]

 

( )
1

1/mM
[EtOH]

 

( )
1

1/mM
[EtOH]

 

v 0
 (m

M
/m

in.
) 

v 0
 (m

M
/m

in.
) 

v 0
 (m

M
/m

in.
) 



บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
 การศึกษาการสังเคราะหไบโอดีเซลโดยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่มีเอนไซมไลเปส
ตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา 
 ผลการศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสเพื่อทําการยอยไตรกลีเซอไรดในน้ํามันชนิดตางๆ
ใหเปนกรดไขมัน มีความสําคัญอยางยิ่งตอกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชันเพ่ือสังเคราะหไบโอดีเซล
ชนิดอัลคิลเอสเทอรของกรดไขมัน การใชเอนไซมในลักษณะตางกันสงผลใหคากิจกรรมของเอนไซม
ที่ไดแตกตางกันออกไป พบวา เอนไซมอิสระมีคากิจกรรมของเอนไซมสูงกวาเอนไซมตรึงรูป และ
เอนไซมไลเปสในน้ําลางจากการตรึงรูป 3-4 เทา และสภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
คือ ความเร็วรอบของการเขยา 200 รอบตอนาทีเน่ืองจากอัตราเร็วที่ใชในการเขยามีผลตอการกระจายตัว
และการถายเทมวลสาร(Mass transfer) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยที่ในชวงการเพิ่มอุณหภูมิ
มากกวา 40 องศาเซลเซียส จะมีอัตราการเพิ่มสูง เรียกชวงนี้วา Temperature Activation สอดคลอง
ตาม Arrhenius Equation แตเม่ืออุณหภูมิเพ่ิมสูงขึ้นอีก คากิจกรรมของเอนไซมไลเปสจะคอยๆ ลดลง 
เน่ืองจากเอนไซมไลเปสซึ่งเปนโปรตีนชนิดหนึ่ง จะเร่ิมสูญเสียสภาพธรรมชาติเม่ือถูกความรอน 
(Thermal denaturation) ทําใหอัตราของปฏิกิริยาลดลง 
 การสังเคราะหไบโอดีเซลโดยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันระหวางน้ํามันปาลมโอลิอิน
และเอทานอลที่มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา ทําการศึกษาปจจัยหลักที่มีผลตอปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชันทั้งหมด 5 ปจจัยคือ สัดสวนโดยโมลระหวางปาลมโอลิอินและ เอทานอล, 
อุณหภูมิ, ความเร็วรอบการเขยา, pH ในการตรึงรูปเอนไซมและเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา จากการศึกษา
พบวาองคประกอบหลักของเอทิลเอสเทอร คือเอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอท และปริมาณรอยละ
โดยน้ําหนักเอทิลเอสเทอร สูงสุดที่ผลิตไดคือ 20.43 ที่สภาวะดังนี้: สัดสวนโดยโมลที่ 1 ตอ 3 อุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบการเขยา 200 รอบตอนาที และ pH ในการตรงึรปู 7.5 ทีเ่วลาประมาณ 
27 ชั่วโมง 

ผลการศึกษาจลนพลศาสตรของปฏิกิริยาการสังเคราะหไบโอดีเซลจะประกอบดวยสารตั้งตน 
2 ชนิดคือ เอทานอลและไตรกลีเซอไรด ดังน้ันตองอาศัยแบบจําลอง Ping-pong Bi Bi อธิบายการ
เกิดปฏิกิริยา ทําการศึกษาโดยใหความเขมขนของสับสเตรทตัวหนึ่งคือ ไตรกลีเซอไรดมีคาความ
เขมขนคงที่แลวแปรความเขมขนของสับสเตรทตัวที่สองคือเอทานอลโดยใหขั้นการเปลี่ยนแปลง
ปฏิกิริยาจากไตรกลีเซอไรดเปนไดกลีเซอไรดเปนขั้นกําหนดปฏิกิริยา พบวาอัตราเริ่มตนสูงสุดของ
ปฏิกิริยา (

max
v ) เทากับ 0.030 มิลลิโมลตอนาที คาคงที่ของเอทานอล ( EtOH

m
k ) เทากับ  9.335 มิลลิโมล

และคาคงที่ของไตรกลีเซอไรด( TG

m
k )เทากับ 0.294 มิลลิโมล 
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ขอเสนอแนะ 
 1. จากปริญญานิพนธน้ี เปนงานวิจัยทางวิศวกรรมศาสตรในระดับหองปฏิบัติการโดยมี
ลักษณะการทดลองแบบกะ (Batch process) มีขั้นตอนการทํางานที่ยุงยากและพบวาใหรอยละโดย
นํ้าหนักของเอทิลเอสเทอรมีคาต่ํา ซ่ึงถานําไปใชในระดับอุตสาหกรรมนั้นทําใหการสิ้นเปลือง ควรจะ
นําขอมูลมาพัฒนาใหสามารถทําปฏิกิริยาในเครื่องปฏิกรณแบบตอเน่ือง (Continous process) ซ่ึง
อาจจะทําใหลดการสิ้นเปลือง และอาจจะใหรอยละโดยน้ําหนักของเอทิลเอสเทอรสูงขึ้น 
           2. ปจจุบันน้ี พบวาราคาน้ํามันดีเซลมีราคาต่ําลง แตราคาของน้ํามันปาลมมีราคาสูงและมี
ความตองการของตลาดสูงขึ้นจึงไมมีความคุมคาทางดานเศรษฐศาสตร ดังน้ันจึงควรเลือกใชนํ้ามันที่
มีราคาต่ํากวา เชน นํ้ามันพืชที่ผานการใชงานแลว  
 3. จากการทดลองสามารถนําขอมูลมาสรางสมการความสัมพันธระหวางสภาวะตางๆ เพ่ือ
ทํานายปริมาณรอยละโดยน้ําหนักเอทิลเอสเทอรที่ผลิตไดและสะดวกในการนําไปใชในอนาคต 
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ภาคผนวก ก  
การหาน้ําหนักมวลโมเลกุลของนํ้ามนัปาลมโอลอิิน 
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1.  การหาน้ําหนักมวลโมเลกุลของนํ้ามันปาลมโอลิอิน 
 
ตารางผนวกที่ ก1  สวนประกอบกรดไขมันและปริมาณที่มีอยูจริงในน้ํามันปาลมโอลิอิน 
 

 
สวนประกอบกรดไขมัน 

 

 
มวลโมเลกุล 

 

รอยละ      
กรดไขมัน 

 
ปริมาณที่มีอยูจริง 

กรดไขมันอ่ิมตัว: 
กรดลอริก 
กรดไมริสติก 
กรดปาลมิติก 
กรดสเตียริก 
กรดอะราคิดิก 

 
638 
722 
806 
890 
974 

 
0.2 
0.5 
42.7 
2.3 
0.2 

 
1.27 
3.61 

344.16 
20.47 
1.95 

 

กรดไขมันไมอ่ิมตัว: 

กรดโอลีอิก 
กรดไลโนลีอิก 
กรดไลโนลีนกิ 
อ่ืน ๆ 

 
 

884 
878 
872 

 

 
 

44.9 
8.6 
0.3 
0.3 

 
 

396.91 
75.50 
2.616 

 
 

น้ําหนักมวลโมเลกุลของน้ํามันปาลมโอลิอินเทากับ  840.50  กรัมตอโมล 
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ภาคผนวก ข  
การหาปริมาณของเอทลิเอสเทอรและการหาอัตราเร็วเริ่มตน 
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1.  การหาชนิดของเอทิลเอสเทอร 
  

เอทิลเอสเทอรแตละชนิดจะมี Retention time ไมเทากัน เอทิลเอสเทอรชนิดเดียวกันจะมี 
retention time ที่เทากันเสมอ  จึงใชหลักการนี้ในการพิจารณาพื้นที่ใตกราฟ ที่ใดเปนเอทิลเอสเท
อรชนิดใด โดยเทียบกับเอทิลเอสเทอรมาตรฐาน  ซึ่งในการทดลองนี้เอทิลเอสเทอรที่ศึกษาคือ เอทิล
ปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอท เน่ืองจากองคประกอบกรดไขมันสวนใหญในน้ํามันปาลมโอลิอินอยูในรปู
ของกรดโอลิอิกและกรดปาลมิติก 
  
2.  การวิเคราะหหาปริมาณเอทลิเอสเทอรโดยเทคนิคแกสโครมาโตรกราฟ 
  

ชั่งสารตัวอยาง 50 มิลลิกรัม เติมสารมาตรฐานอางอิง 1.14 M เมทิลเพนตะดิคาโนเอต 50 ไมโครลิตร 
ปรับปริมาตรดวยเฮกเซน จนไดปริมาตรรวม 500 ไมโครลิตร วิเคราะหปริมาณเอทิลเอสเทอรดวย
เทคนิคแกสโครมาโตกราฟ VARIAN รุน CP 3800 ดีเทคเตอรเปนแบบ Flame Ionization Detector 
(FID) คอลัมน Capillary column รุน DB-5 ของ J&W Co.,Ltd. กําหนดอุณหภูมิ 270 องศาเซลเซียส  
กาซฮีเลียมเปนกาซพา อัตราการไหล 0.1 มิลลิลิตรตอนาที อุณหภูมิชองฉีดสาร (Injector) 
275 องศาเซลเซียส ที่ภาวะอุณหภูมิกําหนด 3 ขั้นตอน คือ ที่ 210 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
เพ่ิมดวยอัตรา 2 องศาเซลเซียสตอนาทีจนถึง 270 องศาเซลเซียสคงที่นาน 5 นาที  

รอยละโดยน้ําหนักของเอทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นเปนการบอกถึงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชนั
วาเกิดขึ้นมากหรือนอย ถาเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันมากจะสงผลใหคารอยละโดยน้ําหนัก
ของเอทิลเอสเทอรมาก การหาปริมาณเอทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นจริง สามารถคํานวณไดจากโครมาโตแกรม
ของแกสโครมาโตกราฟ โดยการนํามาเทียบกับกราฟมาตรฐานของเอทิลปาลมิเตทและเอทิลโอลิเอท
ซึ่งมีสารอินเทอรนอลสแตนดารดเปนตัวยืนยัน ดังตารางภาคผนวกที่ ข1 และ ข2 แสดงขอมูลที่ใช
ในการทํากราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานเอทิลปาลมิเตท และสารมาตรฐาน เอทิลโอลิเอท 
ตามลําดับภาพผนวกที่ ข1 และ ข2 แสดงกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานเอทิลปาลมิเตท และสาร
มาตรฐานเอทิลโอลิเอท ตามลําดับ 
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ตารางผนวกที่ ข1  ขอมูลที่ใชในการทํากราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานเอทลิปาลมิเตท 

 

กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานเอทิลปาลมิเตท

y = 1.4966x + 0.0081
R2 = 0.9911
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ภาพผนวกที่ ข1  กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานเอทิลปาลมิเตท 
 
 
 

Area Ex / Area In 
X1 X2 X3 X 

Weight Ex / Weight In  

0.736 0.879 0.899 0.837 1 
1.378 1.833 1.769 1.461 2 
2.092 1.990 2.090 2.053 3 
2.761 2.932 2.769 2.710 4 
2.863 2.948 3.282 3.139 5 
3.684 3.710 3.802 3.775 6 
4.353 4.600 3.996 4.395 7 
4.706 5.260 5.710 5.253 8 
6.006 6.262 6.540 6.163 9 
7.519 5.831 7.431 6.970 10 
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ตารางผนวกที่ ข2  ขอมูลที่ใชในการทํากราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานเอทลิโอลิเอท 

 

กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานเอทิลโอลิเอท

y = 1.804x + 0.1471
R2 = 0.9928
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ภาพผนวกที่ ข2  กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานเอทิลโอลิเอท 
 
 
 
 

Area Ex / Area In 
X1 X2 X3 X 

Weight Ex / Weight In  

0.596 0.753 0.233 0.527 1 
1.173 1.175 1.165 1.161 2 
1.676 1.623 1.818 1.696 3 
1.873 2.365 1.937 2.058 4 
1.936 3.007 2.478 2.459 5 
2.297 3.834 3.684 3.272 6 
3.544 3.682 3.653 3.626 7 
4.465 3.930 4.830 4.408 8 
4.863 4.699 4.823 4.795 9 
4.986 5.976 6.064 5.670 10 
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3.  การหาอัตราเรว็เริ่มตนของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชนัจากนํ้ามันปาลมโอลิอินโดย
ใชเอน ไซมไลเปสตรึงรูปเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
  
        จากการศึกษาอัตราเร็วเริ่มตน จะทําการศึกษาปริมาณของไตรกลีเซอไรดที่เปลี่ยนแปลงเม่ือ
เทียบกับเวลา  จึงใชหลักการนี้ในการพิจารณาพื้นที่ใตกราฟที่ใดเปนไตรกลีเซอไรด, ไดกลีเซอไรด
และโมโนกลีเซอไรด โดยเทียบกับสารมาตรฐานไตรเคปริน  ซึ่งในการทดลองนี้คือ    
                 1 – Monooleoylglycerol ( Monoolein )     เปนสารมาตรฐานโมโนกลีเซอไรด 
   1, 3 – Dioleoylglycerol  ( Diolein )          เปนสารมาตรฐานไดกลีเซอไรด 
                 1,2,3 – Tricaproylglycerol ( Triolein )       เปนสารมาตรฐานไตรกลีเซอไรด 
ดังตัวอยางของการอัตราเร็วเริ่มตน โดยกาํหนดใหมีความเขมขนของไตรกลเีซอไรด 4 mM และ
ความเขมขนของเอทานอล 4 mM เชนเดียวกันพบวามีการเปลี่ยนดังตารางผนวกที่ ข3   
 
ตารางผนวกที่ ข3 ความเขมขนของไตรกลีเซอไรดทีเ่ปลี่ยนแปลงไปเทียบกับเวลาตางๆ 
 

เวลาในการปฏิกิริยา (ชั่วโมง) ความเขมขนของไตรกลเีซอไรด(mM) 
0 4.005 
4 2.094 
8 1.503 
12 1.089 

 
 
ดังน้ัน อัตราเร็วเริ่มตนเทากับ 
 

                           
1 0

o

1 0

[TG] -[TG]
v =

t -t
                                         (47) 
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อธิธานศัพท 
 

คํายอ ความหมาย 
P ปาลมมิติก 
O โอลิอิก 
St สเตียริก 
L ไลโนลิอิก 
S กรดไขมันอ่ิมตัว 

TG ไตรกลเีซอไรด 

DG ไดกลีเซอไรด 

MG โมโนกลีเซอไรด 

TAG ไตรเอซิลกลีเซอรอล 
FAEE เอทิลเอสเทอร 
EtOH เอทานอล 
GL กลีเซอรอล 
E เอนไซม 
S สับสเตรท 
ES  เอนไซม-สับเตรทเชิงซอน 
e0 ความเขมขนทั้งหมดของเอนไซม 
e ความเขมขนของเอนไซม 
C เอนไซม-สับสเตรทคอมเพลก็ซ 
Km คาคงที่ของมิเคลิส 

A

S
K  คาคงที่ของการแตกตวัของ A จาก EA 
V0 อัตราเร็วเริ่มตน 
Vmax อัตราเร็วเริ่มตนสูงสุด 
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