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บทคัดยอ 

                           การแยกและคัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสจากตัวอยางดิน, น้ํา และกากปาลม 
จากโรงงานน้ํามันปาลมในภาคใตของประเทศไทย โดยใชอาหาร yeast-malt medium (YM) และ 
อาหาร Isolation medium for yeast (IMY) ที่มีน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน และ 0.01 เปอรเซ็นต 
rhodamine B เพื่อแยกและคัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสไดในขั้นตอนเดียว โดยเลือกโคโลนีที่
เรืองแสงภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร สามารถแยกยีสตที่ผลิตไลเปสได 206 สาย
พันธุ โดยแยกไดจากอาหาร YM 117 สายพันธุ  และอาหาร IMY 89 สายพันธุ เมื่อทําการวัด
กิจกรรมของเอนไซมไลเปส โดยใช p-nitrophenyl palmitate (pPNC16)  เปนสับสเตรท พบยีสตที่มี
กิจกรรมของเอนไซมจํานวน 22 และ 27 สายพันธุ ที่แยกจากอาหาร YM และ IMY ตามลําดับ แต
เมื่อทําการวัดกิจกรรมการยอยสลายไขมันของเอนไซมไลเปสดวยวิธี two-phase emulsion ที่ใช
น้ํามันปาลมเปนสับสเตรท พบวา มีเพียงยีสตสายพันธุ P11I89 เทานั้นที่สามารถวัดคากิจกรรมดวย
วิธีนี้ได โดยมีคากิจกรรม เทากับ 3.360±0.069 ยูนิตตอมิลลิลิตร และมีคากิจกรรมเอนไซมใช p-
nitrophenyl palmitate (pPNC16)  เปนสับสเตรท เทากับ 0.026±0.002 ยูนิตตอมิลลิลิตร นอกจากนี้
ยีสตทั้ง 49 สายพันธุ สามารถเรงปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นของกรดโอเลอิกและเมทานอลได แตมี
เพียง 16 สายพันธุ เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้ํามันปาลมได โดยที่ยีสตสายพันธุ 
P11I89 สามารถผลิตโอเลอิกเมทิลเอสเทอร และเมทิลเอสเทอรไดสูงสุด 64.123 และ 51.260 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ จากการจัดจําแนกสายพันธุดวยการวิเคราะหลําดับเบส 28S rDNA  ยีสตสาย
พันธุ P11I89 คือสายพันธุ Rhodotorula mucilagenosa (GenBank accession number EU637076.1) 
มีความเหมือน (homology) เทากับ 99 (523/525 bp)   ซ่ึงสามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงสุดที่
ช่ัวโมงที่ 120 ของการเจริญในระยะ Stationary phase โดยมีคากิจกรรม p-nitrophenyl palmitate 
(pPNC16) และน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท เทากับ 0.092±0.005 และ 5.502±0.094 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ  
                     สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น
โดยใชยีสต Rhodotorula mucilagenosa ที่ผลิตเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา คือสภาวะที่มี
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น้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล อัตราสวนโดยโมล 1:6 เปนสับสเตรท สารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร พีเอช 7.0  10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท, เซลลยีสต Rhodotorula mucilagenosa  
1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรง คิดเปนกิจกรรมเอนไซมไลเปส 2.458 ยูนิตตอมิลลิลิตร  
บมบนเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง โดยสามารถผลิตเมทิล
เอสเทอรได 83.633 เปอรเซ็นต และพบวาผลผลิตเมทิลเอสเทอรลดลงเปน 59.092 เปอรเซ็นต เมื่อ
นําเซลลยีสตมาใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นซ้ําอีกครั้ง โดยเมทิลเอสเทอรที่เปนองคประ 
กอบหลักที่ไดจากการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น คือ ปาลมมิติกเมทิลเอสเทอร, โอเลอิก
เมทิลเอสเทอร, ลิโนเลอิกเมทิลเอสเทอร และ สเตียริกเมทิลเอสเทอร ซ่ีงมีปริมาณเทากับ 38.18, 
34.22, 10.16 และ 4.64 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นอกจากนี้ ยังคงเหลือกรดไขมันชนิดกรดปาลมมิติก
และกรดโอเลอิก 5.41 และ 1.26 เปอรเซ็นต ตามลําดับ   
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ABSTRACT 

                Lipase producing yeasts were screened and isolated from soil, water and palm 
pressed fiber samples collected from crude palm oil factories in southern Thailand using yeast-
malt medium (YM) and isolation medium for yeast (IMY) supplemented with palm oil as a 
carbon source.  The isolation and selection of lipase producing yeast, performed simultaneously 
by adding 0.01 % rhodamine B to detect orange fluorescent-halo colonies as lipase-producing 
strains by visualization under UV light at 350 nm, yielded 206 yeast isolates, which 117 and 89 
isolates were obtained from YM and IMY medium, respectively. Only 22 and 27 isolates isolated 
from YM and IMY medium, respectively exhibited lipase activity assayed using p-nitrophenyl 
palmitate (pPNC16) as a substrate.  Only, yeast strain P11I89 showed lipase activity measured by 
two-phase emulsion method using refined palm oil as a substrate with the hydrolysis activity of 
3.360±0.069 U/ml whereas the activity of 0.026±0.002 U/ml was shown with p-nitrophenyl 
palmitate as a substrate.  All 49 lipase-producing yeast cells exhibited the ability to catalyze 
esterification reaction of oleic acid and methanol.  However, only 16 strains were found to 
catalyze transesterification reaction of refined palm oil and methanol. P11I89 yeast strain showed 
the highest production of oleic methyl ester and methyl ester of 64.123 and 51.260 %, 
respectively.  Strain P11I89 was later identified based on its 28S rDNA sequence as Rhodotorula 
mucilagenosa (99% identical over 523/525 bp; GenBank accession number EU637076.1).  The 
highest lipase activity was reached 0.092±0.005 U/ml (using p-nitrophenyl palmitate as a 
substrate) and 5.502±0.094 U/ml (two-phase emulsion method) within 120 h when the cell 
growth entered stationary phase. 
                The maximum methyl ester production of 83.633 % was achieved, when the 
refined palm oil transesterification was carried out in the presence of refined palm oil and 
methanol at the mole ratio of 1:6 with 11.38 % water (addition of 10 % phosphate buffer pH 
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7.0).  The reaction was catalyzed using 1×1010 cell/g substrate of Rhodotorula mucilagenosa 
(2.458 U/ml of lipase activity) under vigorous shaking at 30°C for 72 h. Methyl ester production 
decreased to 59.092 % when the transesterification reaction was catalyzed by the recycled yeast 
cells. Major compositions of biodiesel were 38.18 % palmitic acid methyl ester, 34.22 % oleic 
acid methyl ester, 10.16 % linoleic acid methyl ester and 4.64 % stearic acid methyl ester with 
residual of fatty acids of 5.41 % palmitic acid and 1.26 % oleic acid.  
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บทที่ 1 

บทนํา 

บทนําตนเรื่อง 

 ในปจจุบันมีความตองการใชพลังงานเพิ่มมากขึ้น จึงจําเปนที่จะตองมีการแสวงหา
พลังงานจากแหลงตางๆ เพื่อใหเพียงพอตอความตองการ โดยเฉพาะเชื้อเพลิงที่ใชสําหรับ
เครื่องยนต การผลิตไบโอดีเซลจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งของเชื้อเพลิงที่ใชสําหรับเครื่องยนต โดยนํา
น้ํามันพืชหรือไขมันสัตวมาทําปฏิกิริยาเคมีดวยแอลกอฮอลที่เรียกวาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟ 
เคชั่น โดยมีตัวเรงปฏิกิริยาซึ่งอาจจะเปนสารเคมีที่เปนกรด (เอซิดคะตะลิสต) หรือสารเคมีที่เปน
เบส (อัลคาไลคะตะลิสต) แตปฏิกิริยาเคมีมีขอจํากัดในการใชสารเคมีเปนตัวเรงปฏิกิริยา เนื่องจาก
อาจจะเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่นไดเปนผลิตภัณฑพวกสบู ทําใหการนํากลีเซอรอลกลับคืนมาทําได
ยาก จึงมีการนําเอนไซมไลเปสเขามาเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวาไดผลดีกวาเพราะไดผลผลิตของ
เมทิลเอสเทอรในปริมาณสูงและนํากลีเซอรอลกลับคืนมาไดงาย ไมเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่นจาก
การที่มีกรดไขมันอยูในน้ํามันหรือไขมัน แตกรดไขมันสามารถเปลี่ยนเปนอัลคิลเอสเทอรไดอยาง
สมบูรณ สามารถทําปฏิกิริยาไดดีที่อุณหภูมิหองจึงทําใหประหยัดพลังงาน แตการใชเอนไซมไล
เปสบริสุทธิ์คอนขางที่จะมีตนทุนในการผลิตสูง เพราะตองผานขั้นตอนการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์
และผานการตรึง จึงทําใหมีการศึกษาหาจุลินทรียที่สามารถสรางเอนไซมไลเปส จะไดลดตนทุน
และขั้นตอนการผลิตไบโอดีเซลใหนอยลง 

              ปาลมน้ํามันเปนหนึ่งในพืชเศรษฐกิจของประเทศไทย มีการนําน้ํามันปาลมไปใช
เปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมตางๆ มากมาย ในภาคใตของไทยรัฐบาลไดสงเสริมใหมีการปลูกปาลม
น้ํามันกันอยางแพรหลาย เพื่อใหเพียงพอตอความตองการในอุตสาหกรรมตางๆ  การนําน้ํามันปาลม
มาผลิตไบโอดีเซลนั้น เปนการชวยลดการนําเขาพลังงานจากตางประเทศ ทําใหประเทศไทยมีความ
มั่นคงทางพลังงานมากขึ้น สามารถที่จะพึ่งพาตนเองในดานพลังงานไดดวยทรัพยากรที่มีอยูแลวใน
ประเทศ และนําไปสูการรักษาสภาพแวดลอมในอีกทางหนึ่งดวย  

             จุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสนั้น มีทั้งแบคทีเรีย รา และยีสต และใน
ปจจุบันในอุตสาหกรรมตางๆไดมีการนํายีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสมาใชกันอยางกวางขวาง ไมวา
จะเปนอุตสาหกรรมอาหาร สารซักฟอก ยารักษาโรค เครื่องสําอาง ส่ิงทอ ฯลฯ เนื่องจากยีสตเปน
กลุมของจุลินทรียที่เล้ียงไดงายและเจริญเติบโตไดดี นอกจากนั้นเอนไซมไลเปสที่ยีสตผลิตไดมีคา
กิจกรรมเอนไซมที่สูง ทั้งในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาการสังเคราะหตางๆ โดยยีสตจะ
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ผลิตเอนไซมเกาะบริเวณผิวเซลล (cell bound) จึงทําใหสามารถใชประโยชนจากตัวเซลลในการเรง
ปฏิกิริยาชีวภาพ (whole cell biocatalyst) ในการผลิตไบโอดีเซลได 

การตรวจเอกสาร 

1. ไบโอดีเซล  

              ไบโอดีเซล คือ น้ํามันเชื้อเพลิงที่ผลิตจากน้ํามันพืชหรือไขมันสัตว โดยผาน
ขบวนการที่ทําใหโมเลกุลเล็กลง ใหอยูในรูปของ เอทิลเอสเทอร (Ethyl esters) หรือ เมทิลเอสเทอร 
(Methyl esters) ซ่ึงมีคุณสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซลมาก สามารถใชทดแทนน้ํามันดีเซลได
โดยตรง 
  ไบโอดีเซลไดมาจากการนําน้ํามันหรือไขมันสัตวมาทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล 
เชน เมทานอล เอทานอล โพรพานอล บิวทานอล และเอมิลแอลกอฮอล โดยสวนใหญแอลกอฮอลที่
นํามาใชมากที่สุด คือเมทานอล เพราะราคาถูกและมีขอไดเปรียบในทางฟสิกสและเคมี ปฏิกิริยานี้
เปนปฏิกิริยาที่ตองการตัวเรงปฏิกิริยา เรียกปฏิกิริยานี้วา ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น กระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซลแบบนี้มีการใชอยางกวางขวางเพื่อที่จะลดความหนืดของไตรกลีเซอไรดซ่ึงจะสงผล
ตอการทํางานของเครื่องยนตได (Gerpen, 2005)  

 1.1 สาเหตุของการพัฒนาไบโอดีเซลใหสามารถแทนที่น้ํามันปโตรเลียมไดมีอยู 5 ประการ
ดวยกัน (Gerpen, 2005) 
 1) เพื่อเปดตลาดรองรับใหกับการผลิตน้ํามันพืชและไขมันสัตวที่มากขึ้น 

2) เพื่อลดการปลอยของเสียที่ทําลายธรรมชาติในประเทศที่นําเขาน้ํามนัปโตรเลียม 
3) ไบโอดีเซลสามารถผลิตขึ้นมาใหมไดและไมทําใหอุณหภูมิของโลกสูงขึ้นจาก

สาเหตุของวัฏจักรคารบอน จากการวิเคราะหไบโอดีเซลสามารถลดการปลอย CO2 ไดถึง 78 
เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับน้ํามันปโตรเลียม 
 4) เครื่องยนตจะมีการปลอยคารบอนมอนอกไซดออกมา ซ่ึงเกิดจากการสันดาป
ไมสมบูรณและมีการปลอยอนุภาคเล็กๆ ออกมาเมื่อใชน้ํามันดีเซลแตในไบโอดีเซลจะมีการปลอย
ในปริมาณที่นอยกวา 
 5) เมื่อเติมน้ํามันดีเซลธรรมดาในปริมาณ 1-2 เปอรเซ็นต จะทําใหเชื้อเพลิงมี
คุณสมบัติของการหลอล่ืนลดลง เชน ในน้ํามันดีเซลพวก Ultra-low-sulfur diesel 
 ไบโอดีเซลเปนเชื้อเพลิงที่สามารถเผาไหมไดดี เชน มี methyl oleate ในปริมาณสูง 
มีระดับของ NO, HC, HCHO, CH3CHO และ HCOOH ในปริมาณต่ําและเขมานอย มี O2  10 
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เปอรเซ็นต นอกจากนี้ไดมีการวิเคราะหน้ํามันไบโอดีเซล พบวาเหมาะที่จะนําไบโอดีเซลมาใชเปน
เชื้อเพลิง เนื่องจากมีคุณสมบัติใกลเคียงกับเชื้อเพลิงปโตรเลียม แตมีการคาย CO2 เมื่อมีการเผาไหม
นอยกวาน้ํามันปโตรเลียมถึง 78.45 เปอรเซ็นต (Fukuda et  al., 2001) 

 1.2 การนําน้ํามันพืชมาใชแทนน้ํามันดีเซล        
   การนําน้ํามันพืชมาใชแทนน้ํามันดีเซลมีหลายวิธี คือ 

              1) การใชน้ํามันพืชเสมือนเปนน้ํามันเชื้อเพลิงโดยตรง 
                     การใชไขมันและน้ํามันที่ไดจากพืชหรือสัตวเปนแหลงทดแทนน้ํามันเชื้อเพลิง
ดีเซลโดยตรงมักจะใชน้ํามันพืชเทานั้นเนื่องจากมีคุณสมบัติที่สัมพันธกับการเปนแหลงเชื้อเพลิงที่ดี 
และเหมาะสมกวาไขมันสัตว มีประสิทธิภาพการใชงานทดแทนสูงกวา นอกจากนี้แลวไขมันสัตวมี
จุดหลอมเหลวสูงกวา และมีลักษณะเปนของแข็งที่อุณหภูมิหองซึ่งเปนอุปสรรคสําคัญในการ
นํามาใชเปนน้ํามันเชื้อเพลิงดีเซลเพราะทําใหเกิดความยุงยากในการเตรียมไขมันสัตวสําหรับการใช
งานโดยตรง (Ma and Hanna., 1999) 

               2) การเจือจางหรือการผสมตามสวน 
      เชื้อเพลิงดีเซล ตัวทําละลายไฮโดรคารบอน และแอลกอฮอลสายสั้น ๆ การเจือ
จางหรือการผสมตามสัดสวนของน้ํามันพืชสามารถนํามาละลายเขากันไดอยางสมบูรณในของ 
เหลวบางชนิดเทานั้น เชน น้ํามันดีเซล ตัวทําละลายไฮโดรคารบอนและแอลกอฮอลที่มีสายโซส้ันๆ 
Ziejewski และคณะ (1984) ศึกษาเกี่ยวกับการเจือจางของน้ํามันดอกทานตะวัน โดยใชน้ํามันดีเซล
เปนตัวทําละลาย ในอัตราสวน 1 ตอ 3 โดยปริมาตร และผานการทดสอบใชน้ํามันในเครื่องยนต
ดีเซลไดสําเร็จ แตพบวาน้ํามันผสมนี้ไมควรที่จะนํามาใชเปนเชื้อเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล
ประเภท direct injection เปนระยะเวลานาน เนื่องจากเกิดปญหาเกี่ยวกับการเกิดโคกที่ปลายของ
ระบบหัวฉีดอยางรุนแรง 
                           3) วิธีไมโครอิมัลช่ัน 
                                     ไมโครอิมัลช่ันเปนกระบวนการที่ทําใหของเหลวมีสารแขวนลอยกระจาย
ตัวอยู เชน การผสมน้ํามันพืชกับแอลกอฮอลซ่ึงจะมีสภาพเปนอิมัลช่ันและเมื่อนําไปใชสามารถฉีด
ใหเปนฝอยได แตจะเกิดการสะสมของคารบอนรอบหัวฉีด จึงทําใหเกิดปญหาตอเครื่องยนตที่ใช
เชื้อเพลิงชนิดนี้ (Srivastava and Prasad, 2000) 
                           4) วิธีการแตกตัวดวยความรอน 
                                     เปนการใหความรอนกับน้ํามันพืชในสภาวะไรออกซิเจน เพื่อใหน้ํามันแตก
ตัวเปนโมเลกุลที่เล็กลง ไดเปนผลิตภัณฑที่มีคุณสมบัติเหมาะสมหรือใกลเคียงสําหรับนํามาใชใน
เครื่องยนตดีเซล ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงองคประกอบและโครงสรางเนื่องจากความรอนของไตรกลีเซอ
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ไรดจะใหสารประกอบเคมีอินทรียหลายประเภท เชน แอลเคน แอลคีน แอลคาไดอีน อะโรมาติก 
และกรดคารบอกซิลิก เปนตน แตเชื้อเพลิงที่ไดจากวิธีการแตกตัวดวยความรอนจะไมเปนที่ยอมรับ 
และเมื่อทดสอบเครื่องยนตจากเชื้อเพลิงชนิดนี้ พบวา เครื่องยนตใชงานไดในระยะเวลาสั้นและเกิด
ปญหาการกัดกรอนเครื่องยนต (Srivastava and Prasad, 2000) 
                           5) กระบวนการเคลื่อนยายหมูเอสเทอร(ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น) 
                                     กระบวนการเคลื่อนยายหมูเอสเทอร หมายถึง ปฏิกิริยาเคมีระหวางไตรกลี
เซอไรดในไขมันหรือน้ํามันกับแอลกอฮอล เพื่อกอใหเกิดผลิตภัณฑแอลคิลเอสเทอรของกรดไขมัน
และกลีเซอรอล (Figure 1) กระบวนการนี้นิยมใชกันอยางกวางขวางเพื่อการปรับปรุงคุณภาพทาง
เชื้อเพลิงที่พัฒนาจากไตรกลีเซอไรดใหดีขึ้นโดยเฉพาะลดคาความหนืดของเชื้อเพลิงลง (Ma and 
Hanna, 1999) 
    
                   O                                                                           O 
CH2    O     C     R                                                 CH3    O     C     R                 CH2       OH                                         
                   O                                      catalyst                         O 
CH      O     C     R’    +  3 CH3-OH                      CH3     O     C     R’        +     CH        OH             
                   O                                                                            O 
CH2     O    C     R’’                                              CH3     O      C     R’’             CH2       OH 
  Triacylglycerol              Methanol                   Fatty acid methyl esters              Glycerol 
   (Triglyceride)                                                            (FAME) 
 
Figure 1. The transesterification reactions of triglyceride with alcohol to FAME and glycerol.  
ที่มา :      Zhang และคณะ (2003) 

1.3 การผลิตไบโอดีเซลโดยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
 การผลิตไบโอดีเซลโดยใชปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เพื่อใหไดเปนอัลคิล
เอสเทอร สามารถทําไดโดยอาศัยตัวเรงปฏิกิริยา 3 ชนิด 

1.3.1  ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบส 
 เบสที่ใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เชน NaOH, KOH, carbonates 

และ alkoxides (sodium methoxide, sodium ethoxide, sodium propoxide, sodium butoxide) 
สามารถเกิดปฏิกิริยาไดเร็ว ใชมากในทางการคา ในปฏิกิริยาหากมีน้ําเขาไปก็จะเปนสาเหตุที่ทําให
กรดไขมันสวนหนึ่งกลายเปนสบูได (Figure 2) เนื่องจากเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่น (Wright et al., 
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1944) ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น จะตองใชแอลกอฮอล 3 โมลตอไตรกลีเซอไรด 1 โมลได
เปนกรดไขมัน 3 โมลกับกลีเซอรอล 1 โมล  
 
                     O                                                                                O 
                  HO-C-R         +        KOH                                      K+ -O-C-R         +          H2O 
                Fatty acid          Potassium Hydroxide                    Potassium soap              Water       
 
Figure 2.  The saponification reactions of fatty acid with potassium hydroxide to potassium soap               
                 and water. 
ที่มา :        Gerpen (2005) 

1.3.2 ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนกรด 
 กรดท่ีใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เชน sulfuric, phosphoric, 
hydrochloric, organic acids  เกิดปฏิกิริยาชากวาใชดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ
ฟเคชั่นภายใตสภาวะกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาเหมาะสําหรับวัตถุดิบที่มีการปนเปอนสารตางๆ เชน 
sulphur olive oil หรือ น้ํามันใชแลว (Aksoy  et  al., 1988) 

1.3.3 ตัวเรงปฏิกิริยาจากเอนไซมไลเปส 
การใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 

(Figure 3) มีขอไดเปรียบกวาการใชเบสและกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาหลายประการ เชน อุณหภมูทิีใ่ช
ทําปฏิกิริยาสามารถทําไดที่อุณหภูมิหอง ปฏิกิริยามีความจําเพาะสูง เก็บเกี่ยวกลีเซอรอลไดงาย น้ํา
ไมทําใหเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่น แตตนทุนในการผลิตไบโอดีเซลโดยใชเอนไซมไลเปสเปน
ตัวเรงปฏิกิริยาคอนขางสูง (Fukuda et  al., 2001) 

  
                    O                                     R’      OH                             O 
            R     C     O     H                         Lipase                      R      C     O    R’     +       H2O                                         
               Fatty Acid                                                                   Alkyl Ester 
 
Figure 3. Mechanism of the lipase-catalyzed transesterification of fatty acid to alkyl ester.  
ที่มา :  Hsu และคณะ (2002) 
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 ปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา (Table 1) ใหมีการ
เปลี่ยนไตรกลีเซอไรดไปเปนเมทิลเอสเทอรโดยใชเวลาในการทําปฏิกิริยาสั้น แตมีขอเสียหลาย
ประการ เชน แยกกลีเซอรอลออกจากเมทิลเอสเทอรไดยาก กรดหรือเบสที่เปนตัวเรงปฏิกิริยาจะทํา
ใหเกิดผลิตภัณฑที่ไมตองการ จะตองมีการบําบัดน้ําเสียที่มีเบสเปนองคประกอบอยูดวย กรดไขมัน
อิสระและน้ําสามารถเขาไปรบกวนปฏิกิริยา สวนปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นที่มีเอนไซมไล
เปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา สามารถที่จะเปลี่ยนไตรกลีเซอไรดใหเปนเมทิลเอสเทอรได ทั้งในระบบที่มี
น้ําและไมมีน้ําโดยเฉพาะสวนของกลีเซอรอล สามารถที่จะแยกออกมาไดงาย สวนกรดไขมันอิสระ
ที่อยูในน้ํามันที่ไมใชแลวและที่อยูในไขมันสามารถเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรไดอยางสมบูรณ 
ในทางตรงกันขามตนทุนในการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา จะมี
ราคาที่สูงกวาการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยามาก 
 
Table 1. Comparison of biodiesel production between alkali-catalysis process and                         
               lipase-catalysis process. 
                                                         Alkali-catalysis process                       Lipase-catalysis process 

Reaction temperature                                     60-70 °C                                          30-40°C 
Free fatty acids in raw materials            Saponified products                               Methyl esters 
Water in raw materials                     Interference with the reaction                      No influence 
Yield of methyl esters                                      Normal                                              Higher 
Recovery of glycerol                                       Difficult                                              Easy 
Purification of methyl esters                    Repeated washing                                      None 
Production cost of catalyst                                Cheap                                    Relatively expensive 
ที่มา : Fukuda และคณะ (2001) 

 1.4 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยมเีอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
  1.4.1 Extracellular lipases 
   ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของไตรกลีเซอไรดในน้ํามันดอกทานตะวัน 
น้ํามันปลา และไขมันสัตวกับเอทานอลไดผลิตภัณฑเปนเอทิลเอสเทอรสูงถึง 80 เปอรเซ็นต เมื่อใช
ไลเปสจาก Mucor miehei (Selmi and Thomas, 1998), Candida antarctica (Breivik et al., 1997) 
และ Pseudomonas cepacia (Wu et al., 1999) ไลเปสสามารถทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอลสายยาวได
ดีกวาแอลกอฮอลสายส้ัน (Shimada et al., 1997) ดังนั้น โดยทั่วไปปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่น
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ของไตรกลีเซอไรดโดยใชเมทานอลเปนแอลกอฮอล มีแนวโนมที่จะไดผลผลิตเปนเมทิลเอสเทอร
ต่ํากวาการใชเอทานอลทั้งในระบบที่มีตัวทําละลายและไมมีตัวทําละลาย ชนิดของแอลกอฮอลที่ใช
ในปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่นโดยมีไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาสามารถใชแอลกอฮอลไดทั้งชนิด
ปฐมภูมิ ทุติยภูมิชนิดที่เปนแอลกอฮอลสายตรง และแอลกอฮอลโซกิ่ง (Fukuda et al., 2001)  ดัง
แสดงใน Table 2 
                            Linko และคณะ (1998) ศึกษาผลิตภัณฑของ biodegradable esters และ polyesters 
โดยใชไลเปสจาก  Candida rugosa เปนคะตะลิสต  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของ rapeseed 
oil ดวย 2-ethyl-1-hexanol  สามารถเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรได 97 เปอรเซ็นต ในสวนของ De 
และคณะ (1999) ศึกษาการเปลี่ยน fatty alcohol esters (C4-C18:1) โดยใชเอนไซมไลเปสจาก Mucor 
miehei ที่ถูกตรึง (Lipozyme IM-20) ในระบบที่ไมมีตัวทําละลาย ไดแอลกอฮอลเอสเทอรอยูในชวง 
86.8-99.2 เปอรเซ็นต  พบวา เมื่อมีการเพิ่มจํานวนคารบอนอะตอมเปนสายที่ยาวขึ้นจาก C4-C18 
ผลผลิตที่ไดเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องและใน fatty alcohol esters ที่ไมอ่ิมตัว (C18-C18:1)  ผลิตภัณฑจะ
ลดลงไมเปลี่ยนแปลง ซ่ึงชนิดของแอลกอฮอลก็เปนสวนสําคัญในการผลิตไบโอดีเซล 

Nelson และคณะ (1996) ไดศึกษาความสามารถของเอนไซมไลเปสในปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวยแอลกอฮอลสายส้ันโดยใชไลเปสจาก Mucor miehei  พบวา มี
ประสิทธิภาพมากในการเปลี่ยนไตรกลีเซอไรดไปเปนอัลคิลเอสเทอรดวยแอลกอฮอลปฐมภูมิ 
ในขณะที่ Candida antarctica มีประสิทธิภาพมากในการเปลี่ยนไตรกลีเซอไรดไปเปนอัลคิลเอส
เทอรแบบโซกิ่งดวย แอลกอฮอลทุติยภูมิ อัลคิลเอสเทอรที่ไดจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น
ดวยแอลกอฮอลปฐมภูมิพวกเมทานอล เอทานอล โพรพานอล บิวทานอล และไอโซบิวทานอล จะ
อยูในชวง  94.8-98.5 เปอรเซ็นต  และเมทิลเอสเทอรที่ไดจากปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่นดวย
แอลกอฮอลทุติยภูมิ พวกไอโซโพร พานอลและ 2-บิวทานอล จะอยูในชวง 61.2-83.8 เปอรเซ็นต  
โดยในกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชั่นมีเฮกเซนเปนตัวทําละลาย และในระบบที่ไมมีเฮกเซน
เปนตัวทําละลาย  พบวา ผลผลิตลดลงทั้งในปฏิกิริยาที่ใชเมทานอลและเอทานอล โดยเฉพาะใน
ปฏิกิริยาที่ใชเมทานอล ผลผลิตลดลงถึง 19.4 เปอรเซ็นต  โดยเมื่อเปลี่ยนชนิดของตัวทําละลาย
ผลผลิตของอัลคิลเอสเทอรที่ไดจะแตกตางไป 

ดังผลการศึกษาของ Mittelbach (1990) ไดศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น
โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ พวกเมทานอล เอทานอลและ 1-บิวทานอล ทั้งในปฏิกิริยาที่มี petroleum 
ether เปนตัวทําละลายและในปฏิกิริยาที่ไมมี petroleum ether เปนตัวทําละลาย ไดผลผลิตเปนเมทิล
เอสเทอรสูงถึง 72 เปอรเซ็นต จากปฏิกิริยาที่ใชเอทานอล และ1-บิวทานอล แตในปฏิกิริยาที่ใชเมทา
นอลไดผลผลิตเปนเมทิลเอสเทอรในปริมาณนอยเพียงแค 15 เปอรเซ็นต 
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Table 2. Enzymatic transesterification reactions using various types of alcohols and lipases.                   
Oil Alcohol Lipase Conversion 

(%) 
Solvent 

Rapeseed 2-Ethyl-1-hexanol C. rugosa 97 None 

Mowrah, Mango, 
Kernel, Sal 

C14 - C18:1 alcohols M. meihei   
(Lypozyme IM-20) 

86.8-99.2 None 

Sunflower Ethanol M. meihei (Lypozyme) 83 None 
Fish Ethanol C. antarctica 100 None 

Recycled 
restaurant grease 

Ethanol P. cepacia (Lipase PS-30) 
+  C. antarctica 
(Lipase SP435) 

 
85.4 

 
None 

Tallow, Soybean, 
Rapeseed 

Primary alcoholsa 
Secondary alcoholsb 

Methanol 
Ethanol 

M. meihei  (Lypozyme IM60) 
C. antarctica (SP435) 

M. meihei (Lypozyme IM60) 
M. meihei (Lypozyme IM60) 

94.8-98.5 
61.2-83.8 

19.4 
65.5 

Hexane 
Hexane 
None 
 None 

Sunflower Methanol 
Methanol 
Ethanol 

P. fluorescens 
3 
79 
82 

None 
Petroleum ether 

None 
Palm kernel Methanol 

Ethanol 
P. cepacia (Lipase PS-30) 

 
15 
72 

None 
None 

a Methanol, ethanol, propanol, butanol and isobutanol 
b Isopropanol and 2-butanol 
ที่มา : Fukuda และคณะ (2001)  

  ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Abigor และคณะ (2000) ศึกษาการเปลี่ยนน้ํามัน
ปาลมไปเปนอัลคิลเอสเทอรดวยเอทานอลโดยใชไลเปสจาก Pseudomonas cepacia เปนตัวเรง
ปฏิกิริยา ใหผลผลิตสูงถึง 72 เปอรเซ็นต แตในปฏิกิริยาที่ใชเมทานอลไดผลผลิตเปนเมทิลเอสเทอร
เพียง 15 เปอรเซ็นต เทานั้น  

  1.4.2 Intracellular lipases (Whole cell biocatalyst) 
                                ในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาประเภท 
extracellular enzyme ตองการเอนไซมที่บริสุทธิ์ ซ่ึงกระบวนการทําบริสุทธิ์คอนขางที่จะซับซอน
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และยุงยาก  นอกจากนี้เอนไซมโดยทั่วไปแลวจะไมเสถียรและมีราคาแพง จึงไดมีการศึกษาการนํา
เอนไซมมาใชโดยตรงที่เรียกวา whole cell biocatalyst (Kondo et al., 2000) 

                การใชประโยชนจาก whole cell biocatalyst ควรทําใหอยูในรูปแบบที่สะดวกตอ
การนําไปใช โดยการนําเซลลมาตรึง เชน การตรึงเซลลในของแข็ง และเมื่อผานการตรึงแลวก็ยัง
สามารถนํามาใชในการสังเคราะหทางเคมีทั่วไปได วิธีการตรึงเซลลมีหลากหลายวิธีดวยกัน 
อยางเชนการตรึงเซลลดวย biomass support particles (BSPs) ซ่ึงวิธีนี้ถูกพัฒนาโดย Atkinson และ
คณะ (อางโดย Fukuda et  al., 2001) ขอดีของการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใช whole cell biocatalyst  
ที่ตรึงรูปแลวเปรียบเทียบกับวิธีการผลิตเมทิลเอสเทอรวิธีอ่ืนๆ คือ 

 
- ไมตองเติมสารเคมีในปฏิกริิยา เชน NaOH 
- มีการถายเทมวลของสับสเตรทและผลิตภัณฑภายในตวัตรึง   
- สามารถนํากลับมาใชไดอีก 
- มีความทนทานและทนตอแรงเฉือนทางกล 
- สามารถเพิ่มขนาดการผลิตไดงาย 
- ตนทุนการผลิตต่ําเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืน 

  

 จาก Figure 4 เมื่อเปรียบเทียบกระบวนการผลิตเอนไซมไลเปสแบบ extracellular 
และแบบ intracellular (whole cell biocatalyst) จะเห็นไดวาการใชเอนไซมไลเปสแบบ intracellular 
ไมตองผานกระบวนการทําบริสุทธิ์เอนไซมหรือกระบวนการตรึงเอนไซม โดยการเตรียม whole 
cell biocatalyst ดวยการตรึงใน biomass support particles (BSPs) สามารถทําไดในระหวางการ
เพาะเลี้ยงจุลินทรียในระบบกะ (Fukuda et  al., 2001) 

 1.5 ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร 
  1) แอลกอฮอล 
      ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นชนิดปฏิกิริยาแอลกอฮอลไลซิส ซ่ึงในการทํา
ปฏิกิริยาแอลกอฮอลเปนสวนหนึ่งของสับสเตรทที่จะเขาทําปฏิกิริยากับไขมันหรือน้ํามันแลวได
เปนผลผลิตในรูปแบบของเอสเทอรและกลีเซอรอล นอกจากนั้นชนิดของแอลกอฮอลยังมีผลตอ
ผลผลิตของอัลคิลเอสเทอรอีกดวย โดย Kaieda และคณะ (2001) ศึกษาผลของปริมาณเมทานอลใน
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใชเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas cepacia พบวาสามารถทนตอ
ปริมาณเมทานอลที่สูงกวาเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียชนิดอื่น เมื่อเติมเมทานอล 2 และ 3 โมลาร
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ไดปริมาณเมทิลเอสเทอร 66 และ 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ จากความสําคัญของชนิดของ
แอลกอฮอล Chen และคณะ (2003) ศึกษาผลของชนิดแอลกอฮอลตอการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอ 
ริฟเคชั่น โดยใชแอลกอฮอลแบบโซตรง เมทานอล, เอทานอล, โพรพานอล และบิวทานอล   
 
 
                                                               Purification of  lipase          Immobilization of lipase       
                                                                  - extraction                            - cross-linking              

(a)   Caltivation          Separation             - adsorption                           - covalent bonding               Methanolysis 

                                                          - chromatography                  - entrapment 
                                                                  - crystallization                         etc. 
                                                                       etc. 

 
          Cultivation 
(b)            &                                            Separation                    Methanolysis 

          Immobilization (BSPs)                              
 
Figure 4. Comparison of lipase production processes for methanolysis with extracellular (a) and   
               intracellular lipases (b). 
ที่มา : Fukuda และคณะ (2001) 

 แอลกอฮอลแบบโซกิ่ง ไอโซโพรพานอล, 2-บิวทานอล และไอโซบิวทานอล 
พบวาแอลกอฮอลแบบโซตรงจะทําใหเอนไซมเกิดการเสียสภาพเมื่อเพิ่มปริมาณของแอลกอฮอลสูง 
ขึ้นแตในแอลกอฮอลโซกิ่งผลของปริมาณแอลกอฮอลที่ทําใหเอนไซมเสียสภาพต่ํากวาใน
แอลกอฮอลโซตรงเมื่อเพิ่มปริมาณของแอลกอฮอลสูงขึ้น ในสวนของ Kose และคณะ (2002) ศึกษา
ผลของชนิดแอลกอฮอลที่มีผลตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร โดยศึกษาในแอลกอฮอลตอไปนี้ เมทา
นอล, โพรพานอล, บิวทานอล, เอมิลแอลกอฮอล, ไอโซโพรพานอล และไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
พบวาแอลกอฮอลที่ใหผลผลิตของอัลคิลเอสเทอรมากที่สุด คือ ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ใหผลผลิต
เทากับ 94 เปอรเซ็นต สวนแอลกอฮอลที่ใหผลผลิตของอัลคิลเอสเทอรต่ําที่สุด คือ ไอโซโพรพา
นอล ใหผลผลิตเทากับ 72.3 เปอรเซ็นต สอดคลองกับการศึกษาของ Abigor และคณะ (2000) ศึกษา
การเปลี่ยนน้ํามันปาลมดิบเปนอัลคิลเอสเทอรโดยใชปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ที่มีเอนไซม
ไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวาเมื่อใชแอลกอฮอลคือเอทานอล, tert-butanol, 1-butanol, n-
propanal และ isopropanal จะไดผลผลิตเปนอัลคิลเอสเทอรเทากับ 72, 62, 42, 42 และ 24 
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เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อทดสอบคุณสมบัติของไบโอดีเซลมีความหนืด (Viscosity) เทากับ 32.40 
ตารางเมตรตอวินาที  คาจุดน้ํามันเปนฝา (Cloud point) เทากับ 28 องศาเซลเซียส และคาจุดไหลเท 
(Pour point) เทากับ 8 องศาเซลเซียส นอกจากนั้นการผลิตไบโอดีเซลจากไตรกลีเซอไรดและ
แอลกอฮอลสายส้ัน จําพวกเมทานอล เอทานอล โดยใชตรึงไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens 
พบวาเมื่อใชตัวทําละลายอินทรีย เชน 1,4-dioxane ในปฏิกิริยาจะทําใหไดผลผลิตของไบโอดีเซล
ประมาณ 73 เปอรเซ็นต แตถาใชแอลกอฮอลที่มีสายยาวขึ้นผลผลิตที่ไดก็มีปริมาณใกลเคียงกันโดย
ไมตองใชตัวทําละลายอินทรียในปฏิกิริยา (Iso et al., 2001) ในการผลิตอัลคิลเอสเทอร เมื่อใชไล
เปสจาก Candida cylindracea จะมีกิจกรรมของเอนไซมสูงเมื่อใสตัวทําละลายอินทรีย n-hexane 
และใชแอลกอฮอลสายส้ัน เมื่อทําปฏิกิริยาเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ไดผลผลิตเปนอัลคิลเอสเทอรเทากับ 
78±6 เปอรเซ็นต และเมื่อใชแอลกอฮอลเปน 1-butanol ไดผลผลิตเปนอัลคิลเอสเทอรเทากับ 96 
เปอรเซ็นต โดยใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 8 ช่ัวโมง (Lara and Park, 2004)  

              2) ปริมาณน้ํา 
      ในการผลิตอัลคิลเอสเทอรดวยปฏิกิริยาที่มีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา
นั้นปริมาณน้ํามีความสําคัญ เพราะสามารถหลีกเลี่ยงการเกิดสบูจากปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่นซึ่งเกิด
จากการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาได ปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาขึ้นอยูกับชนิดของ
เอนไซมไลเปสที่ใชเปนตัวเรง Kaieda และคณะ (2001) ศึกษาผลของปริมาณน้ําตอปฏิกิริยาเมทา
โนไลซิสโดยใชไลเปสจาก Candida rugosa, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas  fluorescens 
เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวาใน Candida rugosa จะสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดถึง 80 เปอรเซ็นต 
เมื่อมีปริมาณน้ํา 2.4-6.0 มิลลิลิตรของน้ําหนักสับสเตรท ใน Pseudomonas  fluorescens จะสามารถ
ผลิตเมทิลเอสเทอรได 80 เปอรเซ็นต เมื่อมีปริมาณน้ํา 1.2-6.0 มิลลิลิตรของน้ําหนักสับสเตรท และ
ใน Pseudomonas cepacia จะสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได  80 เปอรเซ็นต เมื่อมีปริมาณน้ํา 0.3-6.0 
เปอรเซ็นต เมื่อใชเอนไซมไลเปส Novozyme 435 เปนตัวเรงปฏิกิริยาเมทาโนไลซิส พบวา เมื่อเติม
น้ํา 0.2 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรทปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสจะเกิดไดอยางรวดเร็วกวาการเติม
น้ําที่ 0.5 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท (Samukawa et al., 2000) ในสวนของ Kaieda  และคณะ 
(1999) ศึกษาผลของปริมาณน้ําซึ่งมีความสัมพันธกับเวลาในการทําปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสโดยใช
เอนไซมไลเปสจาก Rhizopus oryzae พบวา ที่ปริมาณน้ํา 1.2-9.0 มิลลิลิตรจะไดผลผลิตเปนเมทิล
เอสเทอร 80-90 เปอรเซ็นต หลังจากทําปฏิกิริยาผานไป 70 ช่ัวโมง เมื่อเติมปริมาณน้ํา 1.8 มิลลิลิตร 
จะใหปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงสุดที่ 90.5 เปอรเซ็นต เมื่อเวลาผานไป 67 ช่ัวโมง ในทางตรงกันขาม
เมื่อเติมปริมาณน้ําลงไป 0.9 มิลลิลิตร จะใหปริมาณเมทิลเอสเทอรเพียง 73.3 เปอรเซ็นตเมื่อเวลา
ผานไป 180 ช่ัวโมง เมื่อใช 1-โพรพานอลและไตรโอเลอินเปนสารตั้งตนในปฏิกิริยาโดยมีเอนไซม
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ไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens เปนตัวเรง พบวาเมื่อเติมน้ําปริมาณ 0.3 เปอรเซ็นตของ
ปริมาณสับสเตรท จะใหผลผลิตของอัลคิลเอสเทอรสูงสุดประมาณ 40 เปอรเซ็นต (Iso et al., 2001) 
นอกจากนั้นปริมาณน้ํายังมีผลตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปส จากการศึกษาปริมาณน้ําที่มีผลตอ
การผลิตอัลคิลเอสเทอร พบวา กิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงสุดเทากับ 40 ไมโครโมลตอนาที เมื่อ
เติมน้ําลงไป 0.48 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท และกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจะลดลงเมื่อ
เติมน้ํามากขึ้น (Salis et al., 2005) โดย Kaieda และคณะ (2001) ศึกษาการผลิตเมทิลเอสเทอร พบวา 
เมื่อใช Pseudomonas cepacia เปนตัวเรงปฏิกิริยาจะใชเวลาประมาณ 90 ช่ัวโมงในการผลิตเมทิล
เอสเทอร ได 80 เปอรเซ็นต เมื่อมีน้ําเพียง 0.3 มิลลิลิตรตอน้ําหนักสับสเตรท ในขณะที่เมื่อใช 
Candida rugosa เปนตัวเรงปฏิกิริยาจะมีเมทิลเอสเทอร 80 เปอรเซ็นต เมื่อมีน้ํา 1.2 มิลลิลิตรตอ
น้ําหนักสับสเตรท  

3) Reaction time  
    อัตราการเกิดอัลคิลเอสเทอรจะเพิ่มขึ้น  เมื่อเพิ่มเวลาในการทําปฏิกิ ริยา
(Freedman et al., 1984) จากที่ Kose และคณะ (2002) ศึกษาเวลาในการทําปฏิกิริยาของการเปลี่ยน
น้ํามันเปนเมทิลเอสเทอรโดยใชเมทานอลเปนแอลกอฮอล โดยศึกษาที่เวลาตอไปนี้ 2, 4, 7, 10, 15 
และ 24 ช่ัวโมง พบวาตั้งแตเวลา 7 ช่ัวโมงเปนตนไปจะไดเมทิลเอสเทอรสูงขึ้นถึง 92.2 เปอรเซ็นต 
แตที่เวลา 2 ช่ัวโมง ไดเมทิลเอสเทอรเพียง 79.9 เปอรเซ็นต สอดคลองกับการศึกษาของ Salis และ
คณะ (2005) พบวา การผลิตไบโอดีเซลจากไตรโอเลอิน โดยใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยที่เวลา 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง จะไดอัลคิลเอสเทอรเทากับ 70, 80 และ 
100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ปจจัยในการผลิตอัลคิลเอสเทอร นอกจากชนิดของแอลกอฮอลและ
ปริมาณน้ําแลว เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นก็มีสวนสัมพันธโดยตรงกับ
ปริมาณอัลคิลเอสเทอรอีกดวย 

4) ความเขมขนของเอนไซม 
      Sanchez และ Vasudevan (2006) ศึกษาผลของปริมาณเอนไซมตอปฏิกิริยาเม
ทาโนไลซิสโดยใชสับสเตรทที่มีสวนผสมระหวางน้ํามันมะกอกและเมทานอล อัตราสวน 1:8 
(โมล:โมล) โดยใชเอนไซมจาก Candida antarctica (Novozyme 435) ปริมาณ 500, 1000, 2000 
และ 3000 ยูนิต บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวา ผลผลิตเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของ
เอนไซม 500-2000 ยูนิต จะไดเมทิลเอสเทอรเทากับ 94 เปอรเซ็นต เมื่อเพิ่มความเขมขนของ
เอนไซมมากกวา 2000 ยูนิต เปอรเซ็นตผลผลิตจะคงที่ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาปริมาณของ
เอนไซมไลเปสจาก Rhizopus oryzae ตออัตราการเกิดปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสของ Kaieda และคณะ 
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(1999) พบวา เมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซมเปน 25 ยูนิตของไลเปสตอ 10 กรัมของสับสเตรท อัตราการ
เกิดปฏิกิริยาจะสูงขึ้นและอัตราการเกิดปฏิกิริยาเริ่มตนจะเริ่มคงที่เมื่อมีปริมาณเอนไซมเปน 60 ยูนิต
ของไลเปสตอ 10 กรัมของสับสเตรท 

                           5) อัตราสวนโมลของน้าํมนัตอแอลกอฮอล 
     โดยทางทฤษฎีแลว สมดุลมวลสารสัมพันธของปฏิกิริยาเคลื่อนยายหมูเอสเทอร
ที่สมบูรณนั้น ตองประกอบดวยอัตราสวนโมลของสารตั้งตนระหวางแอลกอฮอลและน้ํามัน เปน 3
โมล ตอ 1โมล แตในทางปฏิบัติพบวาปฏิกิริยาเคลื่อนยายหมูเอสเทอรสามารถผันกลับได ถา
ตองการอัลคิลเอสเทอรมากขึ้น ตองเพิ่มจํานวนโมลของแอลกอฮอลมากขึ้นดวย เพื่อทําใหเกิดภาวะ
สมดุลเล่ือนเขาใกลอัลคิลเอสเทอรมากที่สุด ปฏิกิริยาเคลื่อนยายหมูเอสเทอรสามารถเพิ่มอัตราเร็ว
ดวยตัวเรงปฏิกิริยาชนิดตางๆ ทั้งเบส กรด และเอนไซมไลเปส (Ma and Hanna, 1999) Kose และ
คณะ (2002) ศึกษาอัตราสวนโมลของน้ํามันตอแอลกอฮอล ซ่ึงแอลกอฮอลที่ใชคือเมทานอล มี
เอนไซมจาก Candida antarctica ที่ผานการตรึงแลวเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยศึกษาอัตราสวนโมล 
ดังนี้ 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 พบวา ที่อัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอลเทากับ 1:1 ได
ผลผลิตเพียง 29.9 เปอรเซ็นต และที่อัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอลเทากับ 1:4 จะใหผลผลิต
เมทิลเอสเทอรสูงสุดเทากับ 87.4 เปอรเซ็นต สอดคลองกับการศึกษาอัตราสวนโมลของน้ํามันตอ
แอลกอฮอลที่สัดสวนตางๆ ของ Lara และ Park (2004) พบวาที่อัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอล
เทากับ 1:4 จะไดผลผลิตเปนอัลคิลเอสเทอรสูงสุด 80 เปอรเซ็นต ที่เวลา 12 ช่ัวโมง เมื่อใชอัตราสวน
โมลน้ํามันตอแอลกอฮอลเทากับ 1:6 แอลกอฮอลจะยับยั้งปฏิกิริยาและเกิดผลิตภัณฑเพียง 40 
เปอรเซ็นตเทานั้น เชนเดียวกับ Du และคณะ (2003) ศึกษาอัตราสวนโมลของน้ํามันตอแอลกอฮอล
โดยมีอัตราสวน ดังนี้ 1:3, 1:4 และ 1:5 พบวาที่อัตราสวนโมล 1:4 จะใหผลผลิตของเมทิลเอสเทอร
สูงสุดเทากับ 92 เปอรเซ็นต และที่อัตราสวนโมล 1:3 และ 1:5 จะลดผลผลิตของเมทิลเอสเทอร
เหลือเพียง 80 เปอรเซ็นต ในสวนของการศึกษาอัตราสวนโมลน้ํามัน (ไตรโอเลอิน) ตอแอลกอฮอล
(บิวทานอล) โดยมีอัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอลดังนี้ 1:3, 1:6, 1:9 และ 1:12 พบวาอัตราสวน
โมลไตรโอเลอินตอบิวทานอลที่ดีที่สุด คือ อัตราสวนโมล 1:3 และ 1:6 ซ่ึงสามารถเกิดเปน
ผลิตภัณฑของบิวทิลโอลีเอทไดถึง 100 เปอรเซ็นต เมื่อเวลาผานไป 4 ช่ัวโมง และในอัตราสวนโมล 
1:9 และ 1:12 จะใชเวลาในการเกิดเปนบิวทิลโอลีเอทประมาณ 5-6 ช่ัวโมง (Salis et al., 2005) 
นอกจากนั้นการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันที่ใชแลว โดยมีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา
การใชเมทานอลจะทําใหเอนไซมทําปฏิกิริยาไดชา แตปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสดีขึ้นเมื่อใชระบบกะ
แบบ Two-step ดังนี้ ใชอัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอลเปน 1:3, 2:3 ในครั้งที่หนึ่งและสอง 
ตามลําดับ ในระบบกะแบบ Three-step ใชอัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอลเปน 1:3, 1:3 และ 



 

14 

1:3 ในครั้งที่หนึ่ง, สองและสาม ตามลําดับ ซ่ึงไดผลผลิตของไบโอดีเซลในระบบกะแบบ Two-step 
และ Three-step มากกวา 90 เปอรเซ็นต (Shimada et al., 2002) สอดคลองกับการทดลองเปลี่ยน
น้ํามันถ่ัวเหลืองเปนไบโอดีเซลโดยตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida antarctica พบวาเมื่อทํา
ปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสแบบ Three-step โดยใชอัตราสวนโมลของน้ํามันถ่ัวเหลืองตอเมทานอลเปน 
1:3, 1:3 และ 1:3 ในหนึ่งรอบของการทําปฏิกิริยา ซ่ึงสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงถึง 93.8 
เปอรเซ็นต  และสามารถนําเอนไซมไลเปส กลับมาใชไดอีกถึง 25 รอบของการทําปฏิกิริยาโดยที่ไม
สูญเสียกิจกรรมของเอนไซม (Watanabe et al., 2002) 

                         6) อุณหภูมิ 
      ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นสามารถเกิดขึ้นไดที่อุณหภูมิที่แตกตางกัน 
ขึ้นอยูกับชนิดของน้ํามันที่ใช (Ma and Hanna, 1999) จากการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิต
เมทิลเอสเทอร มีเอนไซมจาก Candida antarctica ที่ผานการตรึงแลวเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยศึกษา
ที่อุณหภูมิ 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส พบวาไดผลผลิตของเมทิลเอสเทอรสูงสุดที่ 50 
และ60 องศาเซลเซียส มีผลผลิตเทากับ 91.5 และ 90.0 เปอรเซ็นต เมื่อเวลาผานไป 6 ช่ัวโมง (Kose 
et al., 2002)  เชนเดียวกับผลของ Du และคณะ (2003) ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตเมทิลเอส
เทอร ศึกษาที่อุณหภูมิ 30, 40 และ 50 องศาเซลเซียส พบวาเมื่อเวลาผานไป 7 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียสจะใหผลผลิตของเมทิลเอสเทอรเทากับ 85 เปอรเซ็นต และที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสจะใหผลผลิตของเมทิลเอสเทอรต่ําสุด เทากับ 63 เปอรเซ็นต ในการผลิตเมทิลเอสเทอร
จากไตรโอเลอิน ที่อุณหภูมิ 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส พบวาที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส จะใหผลผลิตเปนเมทิลเอสเทอรสูงสุดถึง 100 เปอรเซ็นต เมื่อเวลาผานไป 4 ช่ัวโมงและ
ผลผลิตจะลดลงเมื่อเพิ่มอุณหภูมิถึง 50 องศาเซลเซียส (Salis et al., 2005) 

2. ปาลมน้ํามนั (Palm Oil)  

 ประเทศมาเลเซียเปนประเทศที่ทําการปลูกปาลมน้ํามันมากที่สุดในโลก มีพื้นที่ที่
ใหผลผลิตปาลมน้ํามันประมาณ 23 ลานไร ใหผลผลิต 68 ลานตัน สําหรับประเทศไทยมีพื้นที่การ
เพาะปลูกปาลมที่ใหผลเก็บเกี่ยวไดประมาณ 1.94 ลานไร ใหผลผลิตทะลายปาลมสด 5.2 ลานตันใน
ป พ.ศ. 2547 มีพื้นที่ปลูกปาลมน้ํามันในภาคใตของประเทศ ในจังหวัดชุมพร สุราษฎรธานี กระบี่ 
ตรัง สงขลา และสตูล โดยปาลมน้ํามันที่ปลูกในประเทศไทยจะใหผลผลิตปาลมสดเฉลี่ย 2.7 ตันตอ
ไร ในขณะที่ประเทศมาเลเซียใหผลผลิตเฉลี่ย 3.06 ตันตอไร (พิสมัย เจนวนิชปญจกุลและลลิตา 
อัตนโถ, 2549)  
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               ทะลายปาลมสดประกอบดวยผลปาลมจํานวนมากเกาะติดอยูบนกานทะลาย 
น้ํามันเปนสวนที่ไดจากผลปาลม ซ่ึงผลปาลมน้ํามันจะใหน้ํามัน 2 ชนิด คือน้ํามันปาลมและน้ํามัน
เมล็ดในปาลม น้ํามันปาลมเปนสวนที่สกัดไดจากสวนเปลือกนอกของผลปาลม ขณะที่น้ํามันเมล็ด
ในปาลมสกัดไดจากเมล็ดในของผลปาลม โดยทั่วไปแลวทะลายปาลมสดมีน้ํามันปาลมอยูใน
ปริมาณ 20-21 เปอรเซ็นต แตในการผลิตในอุตสาหกรรมน้ํามันปาลมของประเทศ โดยเฉลี่ยแลว
ปจจุบันสามารถสกัดน้ํามันออกไดเพียง 17 เปอรเซ็นต จากทะลายปาลมสด สําหรับเมล็ดในปาลมมี
น้ํามันอยูในปริมาณ 5 เปอรเซ็นต ทะลายปาลมสด หรือมีอยูในปริมาณ 50 เปอรเซ็นต ของเมล็ดใน
ปาลม 
 น้ํามันปาลมและน้ํามันเมล็ดในปาลม มีคุณสมบัติทางเคมีที่แตกตางกันอยางมาก 
โดยน้ํามันปาลมมีกรดไขมันที่มีคารบอน 16 ตัว (กรดปาลมมิติก, palmitic acid) เปนองคประกอบ
หลัก 44 เปอรเซ็นต ในขณะที่น้ํามันเมล็ดในปาลมจะมีคุณสมบัติที่คลายคลึงกับน้ํามันมะพราว 
กลาวคือ มีกรดไขมันที่มีคารบอน 12 ตัว (กรดลอริก, lauric acid) เปนองคประกอบหลัก 50.4 
เปอรเซ็นต น้ํามันเมล็ดในปาลมมีองคประกอบของกรดไขมันอิ่มตัวถึง 78.82 เปอรเซ็นต น้ํามัน
ปาลมมีเปอรเซ็นตกรดไขมันอิ่มตัวและกรดไขมันไมอ่ิมตัวในปริมาณที่ใกลเคียงกัน คือ 48.05 และ 
51.95 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Table 3) และมีลักษณะเปนของเหลวปะปนอยูกับของแข็ง ที่
อุณหภูมิหอง เมื่อจะนําน้ํามันปาลมมาบรรจุขวดจําหนายเพื่อใชในการประกอบอาหาร จะตองทําให
น้ํามันปาลมบริสุทธิ์ โดยการกําจัดกรด กําจัดสี และกลิ่นกอน จากนั้นจึงทําการแยกสวนของเหลว
และของแข็งออกจากกัน สวนที่เปนของเหลวที่แยกออกมาเรียกวา น้ํามันปาลมโอลีน สําหรับสวน
ที่เปนของแข็งเรียกวา ปาลมสเตียรีนหรือไขสเตียรีน ซ่ึงสามารถนําไปใชในการทําเนยเทียม ครีม
เทียม และสบู โดยทั่วไปแลว น้ํามันปาลมโอลีน และปาลมสเตียรีน มีปริมาณเปนสัดสวนระหวาง 
65-70 เปอรเซ็นต ตอ 30-35 เปอรเซ็นต ขึ้นอยูกับกระบวนการผลิตของแตละโรงงาน 
 ประเทศไทยมีการนําเขาและสงออกน้ํามันปาลมในรูปของน้ํามันปาลมดิบ การ
สงออกน้ํามันปาลมสวนใหญจะอยูในรูปของน้ํามันเมล็ดในปาลมชนิดดิบและไขปาลมสเตียรีน 
(palm stearin) ถึงแมวาปาลมน้ํามันจะมีพื้นที่เพาะปลูกและผลผลิตตอไรสูงกวาพืชน้ํามันชนิดอื่นๆ 
แตเปนผลผลิตทางการเกษตรที่ปลูกขึ้นเพื่อเปนอาหารเทานั้น ไมมีปริมาณมากพอที่จะใชเปน
วัตถุดิบสําหรับผลิตไบโอดีเซล ในขณะนี้กระทรวงเกษตรและสหกรณไดมียุทธศาสตรปาลมน้ํามัน 
สงเสริมการปลูกปาลมน้ํามัน โดยขยายพื้นที่เพาะปลูกอีก 4 ลานไร ภายในป พ.ศ. 2552 เพื่อปอน
การผลิตไบโอดีเซลตามแผนปฏิบัติการไบโอดีเซลของยุทธศาสตรพลังงานทดแทนที่มีเปาหมาย 
ความตองการไบโอดีเซล 8.5 ลานลิตรตอวัน ภายในป พ.ศ. 2555 
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Table 3. Properties of palm oils. 
                    Palm                       Palm kernel  
Iodine Value                                                          43-59                                        14-20 
Acid Value                                                              15                                              20 
Saponification Value                                           195-210                                     240-257 
Unsaponification matter (%)                                     1                                                1 
Total saturated fatty acid (%)                                 48.05                                        78.82 
Total unsaturated fatty acid (%)                             51.95                                        21.18 
ที่มา : ดัดแปลงจาก ไพจิตร จันทรวงศ (2530) 

3. เอซิลกลีเซอรอล 

 เอซิลกลีเซอรอล (acylglycerol) เปนเอสเทอรระหวางกรดไขมันกับแอลกอฮอล 
ซ่ึงเปนสวนประกอบที่สําคัญของเนื้อเยื่อ พบไดทั่วไปในน้ํามันพืชและไขมันสัตว สามารถแบงเอ
ซิล  กลีเซอรอลออกได เปน   ไตรเอซิลกลี เซอรอล  ( triacylglycerol)  ไดเอซิลกลี เซอรอล 
(diacylglycerol)  และโมโนเอซิลกลีเซอรอล (monoacylglycerol) ดังแสดงใน Figure 5 

 3.1 ไตรเอซิลกลีเซอรอล (Triacylglycerols) 
  ไตรเอซิลกลีเซอรอลหรือไตรกลีเซอไรดหรือไขมันและน้ํามันเปนไตรเอสเตอร       
ของกลีเซอรอลกับกรดไขมัน 3 โมเลกุล เนื่องจากโมเลกุลของกลีเซอรอลมีตําแหนงที่กรดไขมัน  
จะเขาไปเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นไดถึง 3 ตําแหนง (Figure 6a) ทําใหไดไตรเอซิลกลีเซอรอล 
หลายชนิด ไตรเอซิลกลีเซอรอลที่โมเลกุลประกอบดวยกรดไขมันชนิดเดียวกันทั้ง 3 โมเลกุล เรียกวา simple  

triacylglycerols หากประกอบดวยกรดไขมันตางชนิดกันเรียกวา mixed triacylglycerols (Figure 6b) 
ในธรรมชาติไตรกลีเซอไรดที่โมเลกุลประกอบดวยกรดไขมันชนิดเดียวกันทั้งหมดมีนอยมาก  สวน
ใหญจะประกอบดวยกรดไขมันตางชนิดกันทําใหไดไขมันและน้ํามันตางชนิดกันดวย ซ่ึงไขมันและ
น้ํามันแตละชนิดจะแตกตางกัน และผันแปรไปตามชนิดของกรดไขมันที่เปนองคประกอบใน
โมเลกุล ในน้ํามันปาลมมีโมเลกุลของไตรเอซิลกลีเซอรอลที่ประกอบดวยกรดไขมันอิ่มตัว 2 
ตําแหนงมากที่สุดรอยละ 48 รองลงมา คือ ไตรเอซิลกลีเซอรอลที่ประกอบดวยกรดไขมันไมอ่ิมตัว 
2  ตําแหนงรอยละ 34.6 ดังแสดงใน Table 4 ซ่ึงลักษณะโครงสรางโมเลกุลของไตรเอซิลกลีเซอรอล
มีผลโดยตรงกับการตกผลึกของน้ํามัน 
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           H     C     OH                                       1 หรือ α                                         O 
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1-Monoacylglycerol                           1,2 -Diacylglycerol                         Triacylglycerol    
 
Figure 5. Structures  of  acylglycerol. 
ที่มา : อาภัสสรา ชมิดท (2537)                                                                    
 
Table 4. Classification of fatty acid arrangement in triacylglycerol structure of palm oil by     
               saturation properties. 
                           Triglyceride Types                                            Composition (%) 
Trisaturated (GS3)                                                                                   10.2 
Disaturated (GS2U)                                                                                 48.0 
Monosaturated (GSU2)                                                                            34.6 
Triunsaturated (GU3)                                                                                 6.8 
ที่มา : Hui (1996) 
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(a) CH2-OH       HOOCR1                          CH2-OOCR1 
 CH-OH     +       HOOCR2                          CH2-OOCR2        +    3 H2O 
 CH2-OH       HOOCR3                          CH2-OOCR3 
 กลีเซอรอล       กรดไขมัน                        ไตรเอซิลกลีเซอรอล 
 
(b) CH2-OOCC17H35                          CH2-OOCC17H35 
 CH-OOCC17H35                          CH-OOCC15H31 
 CH2-OOCC17H35                                                       CH2-OOCC17H35 
 (tristearin)                        (1,3-distearopalmitin) 
 
Figure 6. Reactions between glycerol and fatty acid to triacylglycerol (a), samples of simple   
               triacylglycerols and mixed triacylglycerols (b) 
ที่มา : นิธิยา รัตนาปนนท (2541) 

 3.2 โมโน-และไดเอซิลกลีเซอรอล  (Mono- and Di-acylglyereols) 
  โมโน-และไดเอซิลกลีเซอรอล เปนเอสเทอรของกลีเซอรอลกับกรดไขมันเพียง
หนึ่งและสองโมเลกุลตามลําดับ และมีหมูไฮดรอกซิลอิสระเหลืออยู  ถาเปนโมโนเอซิลกลีเซอรอล
จะมีหมูไฮดรอกซิลอิสระเหลืออยู 2 หมู ถาเปนไดเอซิลกลีเซอรอลจะมีหมูไฮดรอกซิลอิสระ
เหลืออยูเพียง 1 หมู กลีเซอไรดทั้งสองชนิดนี้จะไมพบในไขมันและน้ํามันพืชที่ไดจากธรรมชาติ แต
จะพบในไขมันหรือน้ํามันที่เกิดการไฮโดรไลซิสอยางไมสมบูรณ 
 โมโน-และไดเอซิลกลีเซอรอลนั้นเตรียมไดจากปฏิกิริยาของไขมันหรือน้ํามันกับ
กลีเซอรอลโดยใชไตรเอซิลกลีเซอรอลมา 1 สวน รวมกับกลีเซอรอล 5 สวนโดยน้ําหนัก นํา
สวนผสมไปทําใหรอนที่อุณหภูมิ 400 องศาฟาเรนไฮด และใชโซเดียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
โมเลกุลของกรดไขมันจะยายออกจากโมเลกุลของไตรเอซิลกลีเซอรอลไปยังโมเลกุลของกลีเซอ 
รอลทําใหมีหมูไฮดรอกซิลอิสระเหลืออยูที่โมเลกุลของกลีเซอรอล ผลของปฏิกิริยาจะไดสวนผสม
ของโมโน-และไดเอซิลกลีเซอรอล ปฏิกิริยานี้ตองทําภายใตกาซเฉื่อย หรือทําภายใตสุญญากาศเพื่อ
ปองกันไมใหเกิดออกซิเดชั่น ปฏิกิริยานี้เรียกวากลีเซอโรไลซิส (glycerolysis) 
 โมโนเอซิลกลีเซอรอลสามารถแยกออกจากไดเอซิลกลีเซอรอลและไตรเอซิลกลี
เซอรอลไดโดยวิธีการกลั่น ในอุตสาหกรรมจะเตรียมโมโนเอซิลกลีเซอรอลไดบริสุทธิ์ประมาณ 90 
เปอรเซ็นตเทานั้น แอลฟา-โมโนเอซิลกลีเซอรอลมีความคงตัวมากกวาบีตา-โมโนเอซิลกลีเซอรอล 
สวนไดเอซิลกลีเซอรอลมักจะเปน α  และ 1α  ไดเอซิลกลีเซอรอล 
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  เนื่องจากในโมเลกุลของโมโน-และไดเอซิลกลีเซอรอลมีหมูไฮดรอกซิลอิสระ
เหลืออยู ทําใหสามารถละลายไดในน้ํา (hydrophilic) และมีสวนไฮโดรคารบอนที่ละลายไดใน
ไขมัน (hydrophobic หรือ lyophilic) ทําใหโมโน-และไดเอซิลกลีเซอรอล มีสวนที่ละลายไดทั้งใน
น้ําและในน้ํามันจึงมีสมบัติเปนอีมัลซิไฟอิ้งเอเจนต (emulsifying agent) ที่ดีทําหนาที่ชวยใน
กระบวนการยอยและดูดซึมไขมันและน้ํามันที่ลําไสเล็ก และใชเติมลงในเนยขาว (shortening) และ
ผลิตภัณฑอาหารที่ตองการใหเปนอิมัลช่ันที่มีความคงตัวดี (นิธิยา รัตนาปนนท , 2541) 

 3.3 กรดไขมัน (Fatty Acids) 
   กรดไขมันเปนกรดอินทรียสายตรงที่มีหมูคารบอกซิล 1 หมู (straight chain 
aliphatic monocarboxylic acid) มีสูตรโมเลกุลเปน R-COOH โดย R-คือหมูอัลคิล (alkyl) ใน
โมเลกุลของกรดไขมัน หมูคารบอกซิล (-COOH) มีสมบัติเปนไฮโดรฟลิก จึงทําใหกรดไขมัน
สามารถแตกตัวออกไดเปนประจุลบ (anionic carboxylate) และหมู R-มีสมบัติเปน hydrophobic 
alkyl chain ซ่ึงละลายในน้ํามันและตัวทําละลายอินทรียชนิดที่ไมมีขั้ว อยางไรก็ตามจะไมพบโมเลกุลของ
กรดไขมันอิสระที่เปนองคประกอบอยูในโครงสรางของเซลลเมมเบรน ในธรรมชาติกรดไขมันเปน
องคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดที่อยูในไขมัน น้ํามันและฟอสโฟกลีเซอไรดเปนสวน
ใหญ ที่พบในรูปของกรดไขมันอิสระมีนอยมาก การสังเคราะหกรดไขมันในรางกายมีสารเริ่มตนเปน
หมูอะเซทิล ซ่ึงมีคารบอนในโมเลกุล 2 อะตอม มาตอกันเปนโมเลกุลที่ใหญขึ้นจึงทําใหจํานวน
คารบอนในโมเลกุลของกรดไขมันเปนเลขคูเสมอ พันธะระหวางคารบอนอะตอมในโมเลกุลของ
กรดไขมัน มีทั้งที่เปนพันธะเดี่ยวและพันธะคู กรดไขมันที่มีพันธะเดี่ยวทั้งหมด เรียกวา กรดไขมัน
ชนิดอิ่มตัว (saturated fatty acids) สวนกรดไขมันที่มีพันธะคู 1 พันธะ เรียกวา กรดไขมันชนิดไม
อ่ิมตัว (unsaturated fatty acids) 
 กรดไขมันสามารถแบงออกตามจํานวนคารบอนในโมเลกุลไดเปนกรดไขมันชนิด
สายส้ันหรือมีจํานวนคารบอนนอย (short chain fatty acids)  คือมีจํานวนคารบอนในโมเลกุล 4-10 อะตอม 
สายกลาง (medium chain fatty acids) มีจํานวนคารบอนในโมเลกุล 12-14 อะตอม และกรดไขมัน
ชนิดสายยาว (long chain fatty acids) มีจํานวนคารบอนในโมเลกุลมากกวา 16 อะตอมขึ้นไป สําหรับ
ไขมันและน้ํามันจะแตกตางกันที่ชนิดและปริมาณของกรดไขมัน (Table 5) ที่เปนองคประกอบใน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดที่ประกอบกันเปนไขมันและน้ํามัน กรดไขมันที่เปนองคประกอบใน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดของไขมัน มักเปนกรดไขมันชนิดอิ่มตัวเปนสวนใหญ ซ่ึงตรงขามกับ
น้ํามันที่มีกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดเปนสวนใหญ 
จํานวนคารบอนในโมเลกุลของกรดไขมันจะเปนเลขคูเสมอและเปนสายตรง แตมีกรดไขมันบางชนิด 
ซ่ึงมีจํานวนนอยที่เปนเลขคี่ หรือเปนโซกิ่ง (branched chain acid) (นธิิยา รัตนาปนนท, 2541) 
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Table 5. Percent and property of fatty acid of palm olein. 
                 Fatty acid                                          Melting point (°C)                  Composition (%) 
 Lauric acid                                                                   44.2                                   0.1 - 1.1 
 Myristic acid                                                                52                                      0.9 - 1.4 
 Palmitic acid                                                                63.1                                 37.9 - 47.7 
 Stearic acid                                                                  69.6                                   4.0 - 4.8 
 Oleic acid                                                                    13.4                                  40.7 - 43.9 
 Linoleic acid                                                              -17                                     10.4 - 13.4 
 Linolenic acid                                                            -17                                       0.1 - 0.6   
ที่มา : Meclellan (1983)  

  กรดไขมันที่เปนองคประกอบในน้ํามันปาลมมีอยูหลายชนิดดวยกัน (Table 6) โดย
กรดปาลมมิติก (palmitic acid) เปนกรดไขมันชนิดอิ่มตัวที่มีปริมาณมากที่สุดในน้ํามันปาลม มี
ปริมาณ 37.9-47.7 เปอรเซ็นต รองลงมาคือกรดสเตียริก (stearic acid) 4.0-4.8 เปอรเซ็นตและกรด
ไขมันชนิดไมอ่ิมตัวที่พบมากไดแก กรดโอเลอิก (oleic acid) ซ่ึงมีอยู 40.7-43.9 เปอรเซ็นต และ
กรดไลโนลิอิก (linoleic acid) 10.4- 13.4 เปอรเซ็นต (Meclellan, 1983) 

 3.4 คุณสมบัตขิองน้ํามนัพชื น้ํามันดีเซล  
           พืชน้ํามันเปนแหลงวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซล เปนชื่อเรียกพืชที่มีน้ํามันเปน
องคประกอบในเมล็ดหรือผล เชน ถ่ัวเหลือง งา และทานตะวัน เปนพืชน้ํามันที่ใหน้ํามันในสวนที่
เปนเมล็ด สวนปาลมน้ํามันและมะพราวจะใหน้ํามันในสวนที่เปนผล ซ่ึงปริมาณน้ํามันที่เปน
องคประกอบจะแตกตางกันไปตามชนิดของพืชน้ํามันนั้นๆ กลาวคือ ถ่ัวเหลืองมีปริมาณน้ํามันเปน
องคประกอบรอยละ 20 สวนทานตะวันมีปริมาณน้ํามันอยูรอยละ 40 เปนตน น้ํามันดีเซลเปนน้ํามัน
ที่กล่ันระเหยไดจากน้ํามันปโตรเลียม โดยกําหนดปริมาณการกลั่นไดรอยละ 90 ใหมีอุณหภูมิไมสูง
กวา 357 องศาเซลเซียส น้ํามันดีเซลมีเฉพาะธาตุคารบอนและไฮโดรเจนเปนองคประกอบใน
โครงสรางโมเลกุล ไมมีออกซิเจนเปนองคประกอบ ขณะที่น้ํามันพืชมีออกซิเจนเปนองคประกอบ
ถึงรอยละ 10-12 และมีพันธะคูในโครงสรางโมเลกุล  น้ํามันพืชและสัตวเปนสารประกอบไตรกลี
เซอไรด (triglyceride) มีจํานวนคารบอนตั้งแต 10 ถึง 30 ตัว มีโครงสรางเปน C3H5   เชื่อมตอกับกรด
ไขมัน 
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Table 6. Property and free fatty acid component of plant oils. 
Oil 

Details coconut palm 
kernel 

palm peanut rapeseed soybean sunflower maize rice 
bran 

Percent of oils  501/ 44-532/ 20-253/ 45-55 38-44 18-21 22-40 3-94/ 12-16 

Iodine value 7-12 11-18 50-55 84-103 110-126 123-142 130-144 127-133 91-112 

Composition of fatty acid 

C< 12:0 15.0 8.1 - - - - - - - 

C    12:0 47.5 50.4 0.2 - - 0.1 - - - 

C    14:0 18.1 17.3 1.1 - 0.1 0.2 0.1 - 0.3 

C    16:0 8.8 7.9 44.0 8.1 3.5 10.7 6.0 12.9 15.0 

C    18:0 2.6 2.3 4.5 1.5 1.5 3.9 4.0 2.5 1.7 
Other (C20:0, 
C22:0, C24:0) 

0.1 - 0.4 4.2 0.9 0.2 1.1 - 0.6 

Total of saturated 
fatty acid (%)  

92.1 86 50.2 13.8 6.0 15.0 11.2 15.4 17.6 

C    16:0 - - 0.1 - 0.2 0.3 <1.0 - - 

C    18:1 6.2 11.8 39.2 49.9 60.1 22.8 16.5 33.1 43.0 

C    18:2 1.6 2.1 10.1 35.4 20.1 50.8 72.4 48.8 37.4 
Other (C18:3, 
C20:1, C22:1, 
C24:1) 

trace trace 0.4 trace 11.2 6.8 0.6 2.6 1.5 

Total of 
unsaturated  
fatty acid (%) 

7.8 13.9 49.7 85.3 91.6 80.7 89.5 84.5 81.9 

1/จากเนื้อมะพราวแหง 2/จากเนื้อในเมล็ด 3/จากปาลมทะลายสด 4/จากเมลด็ขาวโพด 
ที่มา : ดัดแปลงจาก พิสมัย เจนวนิชปญจกลุและลลิตา อัตนโถ (2549) 

              จากการที่มีกรดไขมันอยูในโครงสรางของไตรกลีเซอไรด ถึงรอยละ 94-96 
เปอรเซ็นตของน้ําหนักโมเลกุล ทําใหคุณสมบัติของน้ํามันแตละชนิดทั้งทางเคมีและกายภาพของ
น้ํามันพืชนั้นๆ มีคุณสมบัติเปนไปตามกรดไขมันที่เปนองคประกอบอยู สวนใหญแลวน้ํามันพืชมี
องคประกอบของกรดไขมัน ประกอบดวยธาตุคารบอนระหวาง 12 ถึง 18 ตัว โดยมีกรดไขมันทั้ง
ประเภทอิ่มตัวและไมอ่ิมตัวในปริมาณที่แตกตางกัน  
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Table 7. Physical and chemical property of plant oils compared with diesel oil.   
Plant Oils 

Property 
crude palm  palm kernel coconut jatropha  

Diesel Oil 

1. Specific gravity 0.899 0.918 0.918 0.915 0.81-0.871/ 
2. Refraction 1.459 1.452 1.449 1.463 n/a 
3. Acid value (AV), 
 mg KOH/g oil 

6.66 3.18 10.76 0.99 n/a 

4. Free fatty acid, % 2.372/ 1.133/ 3.833/ n/a n/a 
6. Saponification value, 
mg KOH/g oil 

202.67 255.00 260.60 145.20 n/a 

7. Water content and 
volatile matter,  
% by weight 

0.46 0.18 n/a 0.14 n/a 

8. Viscosity (40 °C), 
centistoke 

24.90 28.65 24.85 34.55 1.8-4.1 

9. Flash point, 0 °C n/a n/a n/a n/a > 52 
1/ ที่ 15.6/15.6°C  
2/ as palmitic acid, %FFA (as palmitic acid) = AV/2.19 
3/ as lauric acid, %FFA (as lauric acid) = AV/2.81 
n/a ไมมีขอมูล 
ที่มา : พิสมัย เจนวนิชปญจกลุและลลิตา อัตนโถ (2549) 

                    เนื่องจากน้ํามันดีเซลและน้ํามันพืชมีโครงสรางโมเลกุลที่แตกตางกัน ทําใหน้ํามัน
ทั้งสองประเภทมีคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีที่แตกตางกันอยางมาก กลาวคือ น้ํามันพืช มีความ
หนืดสูงกวาน้ํามันดีเซล 6-7 เทา การระเหยเปนไอไดนอยกวาน้ํามันดีเซล รวมถึงคุณสมบัติที่น้ํามัน
พืช รวมตัวเปนกอนที่อุณหภูมิสูง หรือที่เรียกวาเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไรซได ซ่ึงน้ํามันดีเซลไมมี
คุณสมบัติดังกลาว น้ํามันพืชมีความหนืดสูงกวาน้ํามันดีเซล ทําใหฉีดน้ํามันเปนฝอยไดยาก เกิดเปน
อุปสรรคตอการปอนน้ํามันเชื้อเพลิงและเกิดการสันดาปไมสมบูรณ นอกจากนั้นแลว จากการที่
ระเหยเปนไอไดนอยกวาน้ํามันดีเซลมาก ทําใหเกิดการจุดระเบิดไดยาก เครื่องยนตติดยากและ
หลงเหลือคราบเขมาเกาะที่หัวฉีด แหวน และวาลว (Table 7) ซ่ึงคุณสมบัติที่แตกตางกันนี้ทําใหไม
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สามารถใชน้ํามันพืชเปนเชื้อเพลิงทดแทนน้ํามันดีเซลไดโดยตรงกับเครื่องยนตดีเซลที่ไมมีการ
ดัดแปลงสวนของเครื่องยนต (พิสมัย เจนวนิชปญจกุลและลลิตา อัตนโถ, 2549) 

4. การวิเคราะหสมบัติทางเคมีของไขมันและน้ํามัน 

  สมบัติทางเคมีที่นิยมตรวจวิเคราะหเพื่อใชช้ีบงชนิดและคุณภาพของไขมันและ
น้ํามัน ไดแก 
 4.1  คาไอโอดนี (Iodine value, I.V.) 
   เปนการวิเคราะหเพื่อช้ีบงจํานวนพันธะคูในโมเลกุลของกรดไขมันที่ เปน
องคประกอบอยูในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดที่ผสมรวมกันอยูในไขมันหรือน้ํามันตัวอยาง คา
ไอโอดีนของไขมันหรือน้ํามันใดๆ คือ จํานวนกรัมของไอโอดีนที่ถูกดูดซึมโดยไขมันหรือน้ํามัน
จํานวน 100 กรัม โดยกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวที่เปนองคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดจะ
ทําปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีนที่มากเกินพอและทราบปริมาณแนนอน ไอโอดีนจะถูกดูดซึมเขา
ไปที่ตําแหนงพันธะคู ปฏิกิริยานี้จะเกิดอยางชาๆ ในที่มืด ถามีจํานวนพันธะคูมากไอโอดีนจะถูกดูด
ซึมมาก หลังจากนั้นหาปริมาณไอโอดีนที่เหลือ เพื่อคํานวณหาปริมาณไอโอดีนที่ถูกดูดซึมไป 
ดังนั้นคาไอโอดีนจึงเปนตัวช้ีบง degree of unsaturation ของกรดไขมันที่เปนองคประกอบอยูใน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดที่รวมกันเปนไขมันและน้ํามัน  
   คาไอโอดีนของไขมันและน้ํามันแตละชนิดคอนขางคงที่ (Table 8) แตอาจผันแปร
ไดบางตามวิธีการวิเคราะหที่ใช น้ํามันที่มี degree of unsaturation สูง จะเกิดการหืนเนื่องจาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นไดงาย คือ ไมมีความคงตัวเมื่อสัมผัสกับอากาศหรือออกซิเจน นอกจากนั้นคา
ไอโอดีนยังสัมพันธกับจุดหลอมเหลวของไขมันและน้ํามันอีกดวย เพราะไขมันซึ่งเปนของแข็งที่
อุณหภูมิหองจะเปนไตรกลีเซอไรดที่ประกอบดวยกรดไขมันชนิดอิ่มตัวมาก ซ่ึงตรงขามกับน้ํามันที่
มีคาไอโอดีนสูง มีกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบอยูในโมเลกุลของกลีเซอไรดมากและ
มีจุดหลอม เหลวต่ํา วิธีการหาคาไอโอดีนที่นิยมใชมี 2 วิธี คือ 
 4.1.1 Hanus method ใชสารละลายไอโอดีนโมโนโบรไมด (IBr) 
ปฏิกิริยาเคมีทีเ่กิดขึ้นมดีังนี ้
                                I2           +       Br2                                    2IBr 
                  -CH    CH-          +       IBr                                    -CHI-CHBr-         +     IBr 
                                                  มากเกินพอ                                                            ที่เหลือ 
                             IBr           +        KI                                     KBr                    +     I2 
                          ที่เหลือ 
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     I2      +       2Na2S2O3       +    น้ําแปง                                  2NaI      +    Na2S4O6  +   น้ําแปง 
                               (สีฟา)                                                      (ไมมีสี)      

 4.1.2 Wijs method ใชสารละลายไอโอดีนโมโนคลอไรด (ICl) 
ปฏิกิริยาเคมีทีเ่กิดขึ้นมดีังนี ้
                                I2           +       Cl2                                    2ICl 
                -CH     CH-           +       ICl                                   -CHI-CHCl-         +     ICl 
                                                  มากเกินพอ                                                            ที่เหลือ 
                             ICl           +        KI                                     KCl                    +     I2 
                          ที่เหลือ 
     I2      +       2Na2S2O3       +    น้ําแปง                                  2NaI      +    Na2S4O6  +   น้ําแปง 
                               (สีฟา)                                                      (ไมมีสี) 
 

  วิธี  Wijs นิยมใชมากกวาวิธี Hanus เพราะวิธี Wijs ใหผลการวิเคราะห
ใกลเคียงกับคาที่แทจริงมากกวาวิธี Hanus  ซ่ึงใหผลการวิเคราะหต่ํากวาวิธี Wijs ประมาณ 2.5 
เปอรเซ็นต แต Hanus reagent (IBr) มีความคงตัวมากกวา Wijs reagent (ICI) น้ํามันที่มีคาไอโอดีน
ต่ํากวา 100 จัดวาเปน non-drying oil น้ํามันที่มีคาไอโอดีนระหวาง 100-130 จัดวาเปน semi-drying 
oil และน้ํามันที่มีคาไอโอดีนสูงกวา 130 จัดวาเปน drying oil หรือเปนน้ํามันที่แหงเร็ว จึงนําไปใช
ประโยชนในอุตสาหกรรมสีทาผนัง หรือผสมในน้ํามันเคลือบผิวชนิดตาง ๆ (นิธิยา รัตนาปนนท, 
2541) 

 4.2 คาสปอนิฟเคชั่น (Saponification value, S.V.) 
                คาสปอนิฟเคชั่น คือ จํานวนมิลลิกรัมของโปแตสเซียมไฮดรอกไซดที่ใชในการ
ไฮโดรไลซไขมันหรือน้ํามันจํานวน 1 กรัม  อยางสมบูรณ ไดเปนสบูและกลีเซอรอล คาสปอนิฟ
เคชั่นใชเปนตัวช้ีบงขนาดของโมเลกุล  หรือน้ําหนักโมเลกุลของกรดไขมันที่เปนองคประกอบใน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดไขมันหรือน้ํามันนั้น ๆ (Table 8) ไขมันหรือน้ํามันที่มีคาสปอนิฟเคชั่น
สูง แสดงวากรดไขมันที่เปนองคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําจึงมี
จํานวนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดตอหนวยน้ําหนักเปนจํานวนมาก จึงตองใชดางเปนจํานวนมาก
ในการไฮโดรไลสิส  ในทํานองเดียวกัน  ถาคาสปอนิฟเคชั่นต่ํา แสดงวากรดไขมันที่ เปน
องคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด มีน้ําหนักโมเลกุลสูง จึงมีจํานวนโมเลกุลของไตรกลี
เซอไรดตอหนวยน้ําหนักเปนจํานวนนอย  ทําใหใชดางในการไฮโดรไลสิสนอย คาสปอนิฟเคชั่นจะ
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แปรผกผันกับน้ําหนักโมเลกุลของกรดไขมันที่เปนองคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดที่มี
อยูในไขมันหรือน้ํามันนั้น คาสปอนิฟเคชั่นยังมีประโยชนในการใชตรวจสอบการปลอมปนน้ํามัน
มะพราว (คาสปอนิฟเคชั่น เทากับ 248-265) หรือน้ํามันปาลมเคอเนล (คาสปอนิฟเคชั่น เทากับ 230-
254) ลงในน้ํามันพืชชนิดอื่น (นิธิยา รัตนาปนนท, 2541) 

 4.3 คากรดไขมันอิสระ (Acid Value, A.V.) 
                             คากรดไขมันอิสระของไขมันหรือน้ํามัน คือ จํานวนมิลลิกรัมของโปแตสเซียม
ไฮดรอกไซด ที่ใชในการทําใหกรดไขมันอิสระที่มีอยูในไขมันหรือน้ํามันจํานวน 1 กรัมเปนกลาง
พอดี ผลการทดลองอาจจะนํามาคํานวณเปนเปอรเซ็นตของกรดไขมันอิสระได แตนิยมเทียบเปน
เปอรเซ็นตของกรดโอเลอิค  ดังนั้นคากรดไขมันอิสระที่วิเคราะหไดใชเปนตัวช้ีบงวาไตรกลีเซอ
ไรดที่มีอยูในไขมันหรือน้ํามันถูกทําลายดวยเอนไซมไลเปส และความชื้นเปนกรดไขมันอิสระ 
(hydrolytic rancidity) มากนอยเพียงใด สาเหตุเนื่องจากมีการเจริญของเชื้อจุลินทรียเกิดขึ้น และ
เชื้อจุลินทรียหล่ังเอนไซมไลเปสออกมา ทําใหไตรกลีเซอไรดในไขมันและน้ํามันเกิดการสลายตัว 
ไดเปนไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด กลีเซอรอล และกรดไขมันอิสระ โดยเฉพาะกรดไขมัน
อิสระที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา มีจํานวนคารบอน 4-12 อะตอม ถาคากรดไขมันอิสระสูง แสดงวา
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดถูกสลายตัวไดเปนกรดไขมันอิสระมาก โดยความรอนและแสงจะชวย
เรงใหเกิดการหืนไดเร็วขึ้น (นิธิยา รัตนาปนนท, 2541) 

        4.4  คาเปอรออกไซด (Peroxide Value, P.V.) 
                     คาเปอรออกไซด หมายถึง จํานวนมิลลิกรัมของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 
ความเขมขน 0.002 นอรมัล ที่ใชในการไทเทรตไขมันหรือน้ํามัน 1 กรัม หรือหมายถึงจํานวนมิลลิ
สมมูลของเปอรออกไซดออกซิเจนตอไขมันหรือน้ํามัน 1 กิโลกรัม หรือมิลลิโมลของออกซิเจนตอ
กิโลกรัมของไขมัน (1 มิลลิโมลเทากับ 2 มิลลิสมมูล) โดยใชหลักการวิเคราะหหาคาเปอรออกไซด 
จากการทําปฏิกิริยาของสารละลายโปแตสเซียมไอโอไดดในสารละลายกรดกับออกซิเจนที่เกิดจาก
เปอรออกไซดไดเปนไอโอดีนอิสระ ซ่ึงจะหาปริมาณไอโอดีนอิสระที่เกิดขึ้นไดโดยนําไปไทเทรต
กับสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต มีน้ําแปงเปนอินดิเคเตอร คาเปอรออกไซดเปนการวัด degree of 
lipid oxidation โดยการหาปริมาณออกไซดที่มีอยูในไขมันหรือน้ํามัน สารเปอรออกไซดจะเกิดขึ้น
ในไขมันหรือน้ํามันอยางชาๆ ในระหวางที่ไขมันหรือน้ํามันถูกเก็บไวใหสัมผัสกับอากาศ เรียกวา
เกิด oxidative rancidity เปนการเกิด autoxidation ขึ้นที่พันธะคูของกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัว ดังนั้น
ไขมันหรือน้ํามันที่มีกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบอยูในโมเลกุลมากหรือมีคาไอโอดีน
สูง จะเกิด oxidative rancidity ไดงาย จึงนิยมวัดคาเปอรออกไซดเพื่อใชช้ีบงการเกิดออกซิเดชั่นของ
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ไขมันและน้ํามัน เพราะเปอรออกไซดเปนอินเทอรมิเดียทของปฏิกิริยา autoxidation (นิธิยา รัตนา
ปนนท, 2541)         

Table 8. Chemicals properties of fats and oils.  
Oil Saponification  Number  Iodine number  

Butter 
Tallow 
Lard 
Whale oil 
Lanoline oil 
Coca butter 
Coconut oil 
Palm kernel oil 
Palm oil 
Maize oil 
Cotton seed oil 
Linseed oil 
Olive oil 
Peanut oil 
Rapeseed oil 
Sesame oil 
Soybean oil 
Sunflower oil 

216-233 
190-200 
190-202 
185-194 
192-198 
190-200 
250-264 
245-255 
195-205 
187-193 
189-198 
188-196 
188-196 
188-196 
170-180 
188-195 
189-195 
188-194 

26-42 
40-48 
53-77 

110-135 
35-46 
35-40 
7-10 
14-23 
44-54 

103-130 
99-113 
170-204 
80-88 
84-100 
97-108 
103-116 
120-141 
125-136 

ที่มา : นิธิยา รัตนาปนนท (2541)   

5. การผลิตเอนไซมไลเปส 

     5.1 เอนไซมไลเปส (Triacylglycerol acylhydrolase, glycerol ester hydrolase)  
                                เอนไซมไลเปสสามารถทําปฏิกิริยาได 3 ชนิด คือ ปฏิกิริยาการยอยสลาย
(Hydrolysis) ปฏิกิริยาการสังเคราะหเอสเทอร (Synthesis of ester) และปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ
ฟเคชั่น (Transesterification) 
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1. Hydrolysis of ester 
                                   O                                                O 

                               R-C-O-R′    +   H2O                   R-C-OH   +   HO-R 
2. Synthesis of ester 
                                   O                                                  O 

                               R-C-OH    +    HO-R′                  R-C-O-R′   +  H2O 
3.Transesterification 
 3.1 Acidolysis 
                                    O                          O                                 O                            O 

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

                 R1-C-O-R     +    R′2-OH                         R-C-O-R′2    +    R1-OH 
      3.3 Interesterification 
                                   O                             O                                   O                            O 

                              R1-C-O-R′1     +      R2-C-O-R′2                   R1-C-O-R′2     +     R2-C-O-R1 
       3.4 Aminolysis 
                                O                                                               O 

                            R-C-O-R′1     +     H2N-R′2                       R-C-NH-R2     +    HO-R1 
 
Figure 7. Reactions of lipase enzyme. 
ที่มา : Yamane (1987) 

  เอนไซมไลเปสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด
ไดกลีเซอรอล กรดไขมัน และ partial glycerides ซ่ึงเปนปฏิกิริยาที่ยอนกลับได โดยทั่วไปไตรกลี
เซอไรดที่มีกรดไขมันโมเลกุลยาว (long chain fatty acid) จะมีคุณสมบัติไมละลายน้ํา ไลเปส
สามารถที่จะยอยสลายพันธะเอสเทอรระหวางกรดไขมันกับกลีเซอรอลบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด
ตรงผิวรวมระหวางสวนที่ไมละลายน้ําของสับสเตรทและสวนที่ละลายน้ําไดมีการแบงเอนไซมไล
เปสจากจุลินทรียตามความจําเพาะตอตําแหนงบนไตรกลีเซอไรด ออกเปน 3 กลุม (Macrae, 1983) 
ดังนี้  
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 เอนไซมไลเปสกลุมที่ 1 เปนเอนไซมที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุล
ของไตรกลีเซอไรด เอนไซมพวกนี้จะยอยไตรกลีเซอไรดไดสมบูรณ ดังนั้นจะไดกรดไขมันและกลี
เซอรอลเปนผลิตภัณฑ แตอาจจะพบไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรด เปนอินเตอรมีเดียท ใน
ปฏิกิริยาได ตัวอยางของเอนไซมกลุมนี้ไดแกเอนไซมไลเปสจาก Candida cylindracea, 
Corynebacterium acnes และ Staphylococcus aureues   
 เอนไซมไลเปสกลุมที่ 2   เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3 บน
โมเลกุลไตรกลีเซอไรด ซ่ึงไตรกลีเซอไรดที่ถูกเอนไซมกลุมนี้ยอยจะไดผลิตภัณฑ คือ กรดไขมัน 1, 
2, (2, 3) ไดกลีเซอไรด และ 2-โมโนกลีเซอไรด แต 1, 2, (2, 3) ไดกลีเซอไรด และ 2-โมโนกลีเซอ
ไรด นั้นเปนพวกไมคงตัว ถามีการบมไวเปนเวลานานพอ จะมีการยายหมูเอซิลทําใหได 1, 3- ไดกลี
เซอไรด และ 1(3)-โมโนกลีเซอไรดซ่ึงจะถูกยอยสลายอยางสมบูรณไดกรดไขมันกับกลีเซอรอล 
เอนไซมไลเปสที่อยูในกลุมนี้ ไดแก ไลเปสจากจุลินทรียพวก Aspergillus niger, Mucor javanicus 
และในพวก Rhizopus  
 เอนไซมไลเปสกลุมที่ 3 เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะตอชนิดของกรดไขมันบน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ซ่ึงเอนไซมจากจุลินทรียทั่วไปไมมีคุณสมบัติขอนี้ ยกเวนเอนไซมไล
เปสจาก   จุลินทรียบางพวก เชน Geotrichum candidum ที่ยอยไตรกลีเซอไรด ที่มี cis double bond 
ตรงตําแหนงที่ 9 ไดดี แตจะยอยสลายกรดไขมันอิ่มตัวกับกรดไขมันไมอ่ิมตัวที่ไมมี double bond 
ตําแหนงที่ 9 ไดไมดี 

 5.2 แหลงของเอนไซมไลเปส  
  เอนไซมไลเปสสามารถพบไดทั้งในพืช สัตว และจุลินทรียที่คัดเลือกไดจาก
ธรรมชาติหรือไดจากการปรับปรุงสายพันธุ ซ่ึงอาจผลิตเอนไซมไลเปสทั้งที่อยูภายในเซลลและ
ปลดปลอยออกมานอกเซลล (Shahani, 1975) เอนไซมไลเปสจากพืช เชน เอนไซมไลเปสจากเมล็ด
ละหุง เมล็ดฝาย ธัญพืชพวกขาวสาลี ขาวไรย ขาวบารเลย เอนไซมไลเปสจากสัตวมักพบในเนื้อเยื่อ
อวัยวะ เชน เอนไซมไลเปสจากตับออน หัวใจ สมอง กลามเนื้อและซีร่ัม   เอนไซมไลเปสจากจุลิน 
ทรียไดรับความสนใจมากในปจจุบัน เพราะมีความคงตัวสูงกวาเอนไซมไลเปสจากพืชและสัตว 
สามารถผลิตไดในปริมาณมากเนื่องจากจุลินทรียมีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว ควบคุมการผลิตได
งาย และมีคุณภาพสม่ําเสมอ 
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      RCOOCH2                                                                                         CH2OH 

                  R′COOCH2               RCOOH   +  R′COOCH2  +  R′′COOCH2  +  CHOH 

                R′′COOCH2                                                                                         CH2OH 
  
1. เอนไซมไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 
                  RCOOCH2                                      CH2OH                                           CH2OH 

                R′COOCH2               RCOOH   +    CHCOOR′           R′′COOCH2  +  CHCOOR′ 
              R′′COOCH2                                       CH2COOR′′                                   CH2OH 
  
2. เอนไซมไลเปสที่มีความจาํเพาะตอตําแหนง 1 และ 3 บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 
 

    RCOOCH2          R′COOCH2                                   CH2OH               CH2COOR′ 
               R′COOCH2    +     RCOOCH2           2RCOOH2  +  CHCOOR′     +   CHOH 

             R′′COOCH2         R′′COOCH2                                   CH2COOR′′       CH2COOR′′ 
  
3. เอนไซมไลเปสที่มีความจาํเพาะตอชนดิของกรดไขมนับนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 
Figure 8. Types and reactions of lipase enzyme. 
ที่มา :    Macrae (1983) 

 จุลินทรียทั้งยสีต รา และแบคทีเรีย สามารถผลิตไลเปสที่มีคุณสมบัติแตกตางกัน
ขึ้นกับชนิดของจุลินทรียและสภาวะในการผลิต จุลินทรียบางสายพันธุผลิตไลเปสที่ทํางานไดด ี ใน
สภาวะพีเอชเปนกลาง (neutral lipase) เชน Pseudomonas sp. (Yamamoto et al., 1988) บางสาย
พันธุผลิตไลเปสที่ทํางานไดดีในสภาวะเปนดาง (alkaline lipase) เชน Pseudomonas nitroreducens 
nov var. thermotolerans (Watanabe et al., 1977) บางสายพันธุผลิตไลเปสที่ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ
สูง (thermostable lipase) เชน Bacillus sp. (Handelsman et al., 1994) ยีสตและราที่สามารถผลิต
เอนไซมไลเปสได เชน Aspergillus niger   โดยมีการแยกเอนไซมไลเปสจาก Aspergillus niger  
และทําใหบริสุทธิ์ พบวาไลเปสจาก Aspergillus niger  ไมตองการ co-factor ชวยในการทํางาน 
ระดับความเปนกรดดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํปฏิกิริยาของไลเปสชนิดนี ้ คือ 5.6 และ 
25 องศาเซลเซียส ตามลําดับ สวนชวงความเปนกรดดางและอุณหภูมทิี่เอนไซมทนได คือ 3.2-6.8 
และ 50 องศาเซลเซียส 15 นาที ตามลําดับ 
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       5.3 เอนไซมไลเปสจากยีสต 
  ยีสตจัดเปนราที่มีลักษณะเปนเซลลเดี่ยว มีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศโดยการ
แตกหนอ (budding) หรือแบงตัว (fission) เนื่องจากเปนเซลลเดียวจึงเจริญและสืบพันธุไดเร็วกวา
เชื้อราที่เปนเสนสายและมีการเปลี่ยนแปลงทางเคมีไดดีกวา เนื่องจากมีอัตราสวนของพื้นที่ผิวตอ
ปริมาตรสูงกวา ยีสตตางจากสาหรายเนื่องจากไมสามารถสังเคราะหแสงไดและไมเหมือนโพรโท
ซัวเพราะมีผนังที่แข็งแรง นอกจากนี้ยังแตกตางไปจากแบคทีเรียสวนใหญเพราะมีขนาดใหญกวา
และสัณฐานวิทยาที่แตกตางกันดวย ยีสตเกี่ยวของกับมนุษยมาเปนเวลาหลายศตวรรษ โดยมี
บทบาทเกี่ยวกับการหมักน้ําผลไม การทําใหขนมปงขึ้นฟู ทําใหอาหารบางชนิดมีคุณคาทางอาหาร 
ในปจจุบันยีสตยิ่งมีความสําคัญมากขึ้นเพราะใชในกระบวนการการหมักตางๆ การสังเคราะหสาร 
เชน วิตามิน ไขมัน และโปรตีน จากน้ําตาลอยางงายและแอมโมเนียมไนโตรเจน นอกจากนี้ยังใช
ยีสตเพื่อการศึกษาทางดานชีวเคมีพื้นฐานและกระบวนการทางเมแทบอลิซึมของยูคาริโอติกเซลล 
อยางไรก็ตามมียีสตบางชนิดที่ทําใหเกิดโรคกับพืชและสัตว และทําความเสียหายใหแกอาหาร 
เสื้อผา และวัสดุอ่ืนๆ (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547) 
               ยีสตสวนใหญเปนเฮเทอโรทรอป ใชสารอินทรียเปนแหลงพลังงานและแหลง
คารบอน มีทั้งพวกที่เปนซาโพรไฟตและปรสิต พบไดทั่วไปในธรรมชาติ เชน พบอาศัยอยูกับสวน
ตางๆ ของพืช ตามดอก ผล ใบ ลําตน ยางไม พบในดิน น้ําจืด น้ําทะเล และน้ําทิ้ง อาจพบอยูกับ
แมลงและกระเพาะของสัตวบางชนิด เชน กระตาย แตจริงแลวแหลงที่พบยีสตอยูเปนประจํา คือ
แหลงที่มีน้ําตาลความเขมขนสูง เชน น้ําผลไม น้ําผ้ึง และผลไมที่มีรสหวาน ยีสตหลายชนิดพบอยู
ในดินชนิดตางๆ ที่มีความแตกตางกันทั้งองคประกอบทางเคมี ลักษณะทางกายภาพ ความชื้น พีเอช 
และตําแหนงทางภูมิศาสตร ยีสตที่พบบอยในดิน  เชน  Schwanniomyces, Lipomyces, 
Schizoblastosporion และ Cryptococcus (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2540) 
                โดยยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสได (Table 9) นอกจากนั้นยีสตยังเปนกลุมที่งายตอ
การเลี้ยง และเจริญ เติบโตเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรีย (Vakhlu and Kour, 2006) เนื่องจาก
เอนไซมไลเปสเปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลสที่ทําปฏิกิริยากับ carboxylic ester bond โดยเอนไซม
จะยอยไตรกลีเซอไรดเปน ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด กรดไขมันและกลีเซอรอล เอนไซมไล
เปสยังสามารถเปนตัวเรงปฏิกิริยาในปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น ปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชั่น 
และปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ซ่ึงจากประโยชนเหลานี้ จึงทําใหเปนทางเลือกในการ
ประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆ ทั้งอุตสาหกรรมอาหาร สารซักฟอก ยารักษาโรค หนังสัตว ส่ิงทอ 
เครื่องสําอาง และกระดาษ 
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Table 9. Reported lipase producing yeasts, their cellular localization. 
Source Cellular-location 

Arxulaaden inivorans Extra-cellular 
Candida albicans Extra-cellular 
Candida antractica Extra-cellular 
Candida ernobii Extra-cellular 
Candida parapsilosis CBS 604 Cell bound 
Candida rugosa Extra-cellular 
Candida curvata - 
Candida tropicalis - 
Candida deformans CBS 2071 Extra-cellular 
Geotrichum asteroids FKMF 144 Extra-cellular 
Geotrichum candidum Extra-cellular 
Geotrichum sp. FO401B Extra-cellular 
Kurtzmanomyces sp. I-11 Extra-cellular 
Kluyveromyces  lactis Extra-cellular 
Saccharomysis  cerevisiae - 
Saccharomysis  fibuligera - 
Trichosporon  asteroids Extra-cellular 
Trichosporon  cutaneum Extra-cellular 
Trichosporon  fermentans WU-C12 Extra-cellular 
Yarrowia lipolytica Extra-cellular and cell bound 
ที่มา : Vakhul และ Kour (2006) 

 เอนไซมไลเปสที่ผลิตจากยีสตสายพันธุ Candida rugosa เปนเอนไซมไลเปสที่ใช
ในอุตสาหกรรมมากที่สุด สามารถใชไดในหลายๆ กระบวนการในอุตสาหกรรม เนื่องจากมีคา
กิจกรรมเอนไซมที่สูงทั้งในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาการสังเคราะหตางๆ (Redondo et al, 
1995) มีการใชเอนไซมไลเปสจากยีสตสายพันธุ Candida rugosa เพื่อผลิตกรดไขมันจากเมล็ด
ละหุง (Macrae and Hammond, 1985) ยีสตสายพันธุ Candida antractica AY 30 เปนยีสตสายพันธุ
ที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่ไดถูกนํามาใชในการสังเคราะห lipophillic antioxidants ดวยปฏิกิริยาเอส 
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เทอริฟเคชั่น (Pandey et al., 1999) ในอุตสาหกรรมสารซักฟอก เอนไซมไลเปสจาก Candida 
cylindracea และ Candida lypolytica (Yarrowia lypolytica )ไดถูกใชในการยอยสลายคราบไขมัน
(Vakhul and Kour, 2006) 

               มีการศึกษาการใชเอนไซมจากยีสตในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นใน
การผลิตไบโอดีเซล โดย Kose และคณะ (2001) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมการทําปฏิกิริยาทรานสเอส
เทอริฟเคชั่น ใชน้ํามันเมล็ดฝายและแอลกอฮอลชนิดตางๆ มีเอนไซมไลเปสที่ตรึงแลวจาก Candida 
antractica เปนตัวเรงปฏิกิริยา ปริมาณ 30 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักน้ํามัน อัตราสวนโมลน้ํามันเมล็ด
ฝายตอเมทานอล เทากับ 1:4 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 ช่ัวโมง สามารถผลิตเมทิลเอส
เทอรไดสูงสุด 91.5 เปอรเซ็นต Chen และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตไบโอดีเซล โดยใชเอนไซมไล
เปสที่ตรึงแลวจาก Candida antractica เปนตัวเรงปฏิกิริยาเชนเดียวกัน มีคากิจกรรมเอนไซม 222.5 
ยูนิตตอมิลลิลิตร พบวาผลิตเมทิลเอสเทอรไดถึง 91.08 เปอรเซ็นต เมื่อใชน้ํามันใชแลวกับเมทานอล
เปนสับสเตรท อัตราสวน 1:1 เติมเมทานอล 3 ขั้นตอน น้ํา 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก และเติม
สารละลายเฮกเซน 15 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นอกจากนั้น Lara และ 
Park (2004) ศึกษาการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ที่มีเอนไซมไลเปสจากยีสตสายพันธุ 
Candida cylindracea และ Candida rugosa ที่ตรึงแลว มีคากิจกรรม 50 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท เปน
ตัวเรงปฏิกิริยา มีน้ํามันพืชใชแลวกับเมทานอลเปนสับสเตรท อัตราสวน 1:3 เติมตัวทําละลาย
อินทรีย n-hexane ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา สามารถผลิตเมทิลเอส
เทอรได 78 และ 13 เปอรเซ็นต เมื่อมีเอนไซมไลเปสจาก Candida cylindracea และ Candida 
rugosa ที่ตรึงแลวเปนตัวเรงปฏิกิริยา ตามลําดับ 
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วัตถุประสงค 

              1. คัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสจากโรงงานน้ํามันปาลม 
              2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซม 
                 ไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 



บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

วัสดุ อุปกรณ 

1. สถานที่เก็บตัวอยางที่ใชในการแยกเชื้อ 

 ตัวอยางที่ใชในการแยกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสในการทดลองนี้ คือ ดิน, น้ํา 
และกากเสนใยปาลม และตัวอยางอื่นๆ ที่มีการปนเปอนน้ํามันในบริเวณตางๆ ของโรงงานน้ํามัน
ปาลมบริษัทน้ํามันพืชบริสุทธิ์ จํากัด จังหวัดสงขลา, บริษัทเอเชียนปาลมจํากัด, บริษัทยูนิวานิช
น้ํามันปาลมจํากัด และบริษัทอันดามันน้ํามันปาลมจํากัด จังหวัดกระบี่  

2 สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชือ้ 

ชื่อสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ                                               บริษัทผูผลิต/เกรด/ประเทศ 
1.  Sulfuric acid Merck/Analytical/Germany 
2.  Hydrochloric acid Lab scan/Analytical/Thailand 
3.  Sodium hydroxide Merck/Analytical/Germany 
4.  Chloramphenical (C11H12Cl2N2O5) Sigma/Analytical/Germany 
5.  Potassium chloride Ajex Finechem/Analytical/Australia 
6.  Sodium chloride Merck/Analytical/Germany 
7.  D-Glucose Ajex Finechem/Analytical/Australia 
8.  Phenol Fisher Scientific/Analytical/England   
9.  Potassium dihydrogen orthophosphate Ajex Finechem/Analytical/Australia 
10. Calcium chloride dehydrate Ajex Finechem/Analytical/Australia 
11. Magnesium sulphate hydrate Ajex Finechem/Analytical/Australia 
12. Yeast extract Himedia/Analytical/India 
13. p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) Sigma/Analytical/Germany  
14. 2-Propanol (iso-propanol) Merck/Analytical/Germany  
15. Triton X-100 Sigma/Analytical/Germany  
16. Gum Arabic Fluka/Analytical/France   

34 
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ชื่อสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ บริษัทผูผลิต/เกรด/ประเทศ 
17. Sodium carbonate Lab scan/Analytical/Thailand           
18. Iron (II) sulphate Lab scan/Analytical/Thailand 
19. Glycerol Ajex Finechem/Analytical/Australia 
20. Ethyl alcohol absolute anhydrous J.T.Beker/Analytical/USA. 
21. Potassium hydroxide Lab scan/Analytical/Thailand  
22. Ethyl alcohol Lab scan/Analytical/Thailand          
23. Phenophthalene Lab scan/Analytical/Thailand 
24. Malt extract Himedia/Analytical/India    
25. Peptone Himedia/Analytical/India 

26. Rhodamine B Himedia/Analytical/India 

27. Ammonium nitrate Ajex Finechem/Analytical/Australia 

28. Disodium hydrogen orthophosphate dehydrate Ajex Finechem/Analytical/Australia 

29. Starch Ajex Finechem/Analytical/Australia  
30. 95 % Ethanol Commercial/Thailand 

31. Agar power Himedia/Analytical/India  
32. Manganese (II) sulphate tetrahydrate Ajex Finechem/Analytical/Australia 

33. Benzene Lab scan/Analytical/Ireland 
34. Chloroform Lab scan/Analytical/Ireland 
35. Cupric acetate Fluka/Analytical/Switzerland 
36. Diethyl ether Lab scan/Analytical/Ireland 
37. Formic acid Carlo Erba/Analytical/Italy 
38. iso-octane Lab scan/Analytical/Ireland 
39. Methanol BDH AnalaR/ Analytical/England 
40. n-Hexane J.T.Beker/Analytical/USA. 
41. 4-Nitrophenyl palmitate (pPNC16) Sigma-Aldrich/Analytical/Germany 
42. Palmitic acid Nacalai/Analytical/Japan 
43. Potassium iodide Merck/Analytical/Germany 
44. Potassium hydrocxide Merck/Analytical/Germany 
 



  
               36 

ชื่อสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ บริษัทผูผลิต/เกรด/ประเทศ 
45. 2-Butanol Fluka/Analytical/Switzerland 
46. Acetic acid Lab scan/Analytical/Ireland 
47. น้ํามันปาลมบริสุทธิ์ ยี่หอมรกต บริษัท มรกต อินดัสตรี้ส จํากัด   
 (มหาชน)/ Food grade/Thailand 

3. อุปกรณท่ีใชสําหรับการทดลอง 

อุปกรณ บริษัทผูผลิต/ประเทศ     
1. เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง รุน BP2100S Satorius, USA 
2. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง รุน BP221S Satorius,USA 
3. Haematocytometer Diamond, Taiwan 
4. Vortex Mixer Labnet, USA 
5. กลองจุลทรรศน Nikon, US 
6. ตูบมเชื้อ (Incubator) ยีห่อ Memmert รุน BE 500 Schwabach, Germany 
7. ตูถายเชื้อ (Biological Safety Cabinet) ยี่หอ Hotpack Scientific promotion,   
     (รุน 527042, 41, 62, 61 class II type A) Philadelphia 
8. ตูอบแรงดันไอน้ํา (Autoclave) รุน SS-325 Tomy, Japan 
9. พีเอชมิเตอร (pH meter) Orion, USA  
10. ไมโครปเปต (ขนาด 10-100 ไมโครลิตร) Gilson, France 
11. ไมโครปเปต (ขนาด 1000 ไมโครลิตร) Gilson, France 
12. เครื่องปนผสม (Homogenizer) รุน T25 basic Ika, Japan 
13. เครื่อง TLC-FID Analyser รุน Iatroscan MK-5 Iatron, Japan 
14. Hotplate รุน HTS-1003 Harmony, Japan 
15. ตูอบ ยี่หอ Memmert รุน Model 200 Schwabach, Germany 
16. เครื่องเขยา (Shaker) รุน 3017 Gesellschaft, Germany 
17. เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) ยี่หอ Universal Hettich Zentrifugen,  
      รุน 32/32R Germany 
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วิธีการทดลอง 

1. การเก็บตัวอยาง 

 เก็บตัวอยางที่มีการปนเปอนน้ํามันจากบริเวณโรงงานน้ํามันปาลม เชน ดิน, น้าํจาก
บอบําบัดน้ําทิ้ง และกากเสนใยปาลม ตัวอยางละ 20 กรัม โดยใชชอนที่ผานการฆาเชื้อแลวตัก
ตัวอยางที่ตองการ บรรจุตัวอยางลงในภาชนะที่ปลอดเชื้อ วัดพีเอช และอุณหภูมิดวยเทอรโมมิเตอร 
ในบริเวณที่เก็บตัวอยาง บันทึกสถานที่ และวัน เดือน ป ที่เก็บตัวอยางนั้น 

2. การแยกและคัดเลือกยีสตท่ีผลิตเอนไซมไลเปส 

 2.1 การแยกยสีตท่ีผลิตเอนไซมไลเปสที่ยอยน้ํามันปาลมโดยใชอาหาร Yeast-Malt (YM)  
 นําตัวอยางปริมาณ 1 กรัม ใสในอาหาร YM broth (ดัดแปลงโดย Lagos และคณะ, 
2002) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 250 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา  24 ช่ัวโมง ถายเชื้อที่บมไวลงบนอาหารแข็ง YM (ภาคผนวก  ก) ซ่ึงมี
สวนประกอบของน้ํามันปาลม 1 เปอรเซ็นต chloramphenical 0.00125 เปอรเซ็นต และ rhodamine 
B 0.01 เปอรเซ็นต ใชปเปตดูดเชื้อปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร นําแทงแกว (spreader) เกลี่ยเชื้อใหทั่วบน
อาหาร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําเชื้อมาสองภายใตแสงยูวีที่ 
350 นาโนเมตร เลือกโคโลนีที่มีการเรืองแสงภายใตแสงยูวี โดยใชลูปแตะบนผิวโคโลนีที่มีการเรอืง
แสง แลวถายโคโลนีลงบนอาหารแข็ง YM ดวยวิธีการ streak plate เพื่อใหไดโคโลนีเดี่ยว บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําโคโลนีเดี่ยวที่ไดมาดูภายใตกลองจุลทรรศน
เพื่อใหแนใจวาเปนเชื้อยีสต โดยใชวิธี Wet mount เลือกยีสตที่เปนโคโลนีเดี่ยวมา streak plate 
เพื่อใหไดยีสตบริสุทธิ์ อีก 4 คร้ัง และเก็บในกลีเซอรอล 30 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ – 80 องศา
เซลเซียส 
 2.2 การแยกยสีตท่ีผลิตเอนไซมไลเปสที่ยอยน้ํามันปาลมโดยใชอาหาร Isolation medium for 
yeast (IMY)  
 ทําการแยกและคัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่ยอยน้ํามันปาลม จากตัวอยาง
และวิธีการเชนเดียวกับขอ 2.1 แตใชอาหาร IMY (Koh และคณะ, 1983) (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติม
น้ํามันปาลม 2 เปอรเซ็นต chloramphenical 0.00125 เปอรเซ็นต ที่เตรียมโดยการละลายใน ethyl 
alcohol absolute anhydrous และ rhodamine B 0.01 เปอรเซ็นต แทนอาหาร YM ในการแยกเชื้อ 
และใชเวลาในการบมตัวอยางที่นํามาคัดแยกยีสตเปนเวลา 48 ช่ัวโมง ยีสตที่แยกไดเก็บในกลีเซอ 
รอล 30 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียส 
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3. การคัดเลือกยีสตท่ีเหมาะสมตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร 

 3.1 การคัดเลือกยีสตท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

 นํายีสตที่แยกไดจากขอ 2.1 และขอ 2.2 จาก stock culture มาเลี้ยงโดยใชอาหารที่
ใชแยกยีสตสายพันธุนั้นๆ (YM หรือ IMY broth) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 
200 รอบตอนาทีที่ อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  72 ช่ัวโมง  นับจํานวนเซลลดวย 
haemacytometer โดยเจือจางตัวอยางประมาณ 100 เทา คํานวณปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 1×106  

เซลลตอมิลลิลิตร แลวถายเชื้อลงในอาหาร YM broth หรือ IMY broth ปริมาตร 3 มิลลิลิตรใน
หลอดทดลอง นําไปบมโดยวางบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 
องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางเพื่อแยกตะกอนและสารละลายสวนใสออกจากกัน 
โดยนํามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวนําสวนใสไป
วิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตามวิธีการวิเคราะหของ Kademi และคณะ (2000) 
(ภาคผนวก ข) โดยนําสารละลายสวนใสเจือจางที่เหมาะสม 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย
สับสเตรท 0.9 มิลลิลิตร 1 สวนกับ 9 สวนของสารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร พีเอช 7.5 ผสม
สารละลายที่ไดอยางรวดเร็ว วัดอัตราการยอยสลายของ p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) ที่ความ
ยาวคลื่น 410 nm แลวนําคาการดูดกลืนแสง (OD) ไปคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส โดย
ใชคา extinction coefficient ของ p-nitrophenol เทากับ 12442 L.mol-1.cm-1 ที่ pH 7.5 โดยที่ 1 ยูนิต 
ของเอนไซมหมายถึง ปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยสับสเตรทให p-nitrophenol อิสระ 1 ไมโคร
โมล ใน 1 นาที ที่ 35 องศาเซลเซียส และวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระดวยวิธี two-
phase emulsion method ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993) (ภาคผนวก ข) 
 3.2 การคัดเลือกยีสตท่ีผลิตเมทิลเอสเทอรไดดีจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นและปฏิกิริยา
เอสเทอริฟเคชั่น 

3.2.1 การเตรียมเซลลยีสต  
                         ทําการเลี้ยงยีสตโดยนํายีสตสายพันธุที่มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่ดีที่สุดจาก 
stock culture มาเล้ียงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารที่คัดแยกยีสตสายพันธุนั้นๆ 100  
มิลลิลิตร นําไปบมโดยวางบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ตอจากนั้นนํายีสตที่เล้ียงไวมานับจํานวนเซลลดวย haemacytometer โดยเจือ
จางตัวอยางประมาณ 100 เทา คํานวณใหมีปริมาณเชื้อสุดทายเทากับ 1×106 เซลลตอมิลลิลิตร แลว
ถายเชื้อลงในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีอาหารที่คัดแยกยีสตสายพันธุนั้นๆอยู 200 มิลลิลิตร 
นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปน
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เวลา  72 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลาจึงนํายีสตที่ เ ล้ียงไวมานับจํานวนเซลลดวย  haemacytometer 
(ภาคผนวก ก) โดยเจือจางตัวอยางประมาณ 100 เทา นับจํานวนเซลลตอมิลลิลิตร ซ่ึงในการทํา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชตัวเซลลเปนตัวเรงปฏิกิริยาการเกิดเมทิลเอสเทอร จะใชตัว
เซลลเร่ิมตนเทากับ 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท คํานวณปริมาณเซลลที่ตองการใชจากจํานวน
เซลลตอมิลลิลิตรที่นับได (ภาคผนวก ก) แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดสารละลายสวนใสออกใหหมด นําเซลลที่ไดใสลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ตอจากนั้นหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ดูดสารละลายสวนใสออกใหหมดอีกครั้ง เพื่อใชใน
ขั้นตอนตอไป  
  3.2.2 การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 

เตรียมสับสเตรท โดยช่ังน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอลในอัตราสวน 1:3 โมล 
(น้ํามันปาลม 0.5 กรัม และเมทานอล 0.054 กรัม) โดยโมลของน้ํามันพืชบริสุทธิ์ไดจากการทํา
ปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่น ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ในการทํา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชตัวเซลลเปนตัวเรงปฏิกิริยาการเกิดเมทิลเอสเทอร จะใชตัว
เซลลเร่ิมตนเทากับ 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท นําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตที่เตรียมไวอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่ง
เซลลกระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ที่
อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไป
วิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย 
TLC/FID (ภาคผนวก ข) 
 3.2.3 การทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น 

เตรียมสับสเตรท โดยช่ังกรดโอเลอิกบริสุทธิ์และเมทานอลในอัตราสวน 1:3 โมล 
(กรดโอเลอิกบริสุทธิ์ 0.5 กรัม และเมทานอล 0.169 กรัม) โดยโมลของกรดโอเลอิกบริสุทธิ์มีคา
เทากับ 282.47  ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ในการทําปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชตัวเซลลเปนตัวเรงปฏิกิริยาการเกิดเมทิลเอสเทอร จะใชตัวเซลล
เร่ิมตนเทากับ 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท นําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตที่เตรียมไวอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่ง
เซลลกระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ที่
อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไป
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วิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย 
TLC/FID (ภาคผนวก ข) 

4.  การจัดจําแนกสายพันธุยสีต 

   จัดจําแนกสายพันธุยีสต โดยใชการวิเคราะหลําดับเบสของยีนบริเวณ 28S rDNA 
แลวนําไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสที่มีอยูในฐานขอมูล (http://www.ncbi.nlm.nim.gov) nr 
database ของ NCBI (National Center for Biotechnology Information) โดยใชโปรแกรม BLAST 

5. การศึกษาอัตราการเจริญของยีสตสายพันธุท่ีผลิตเมทิลเอสเทอรไดด ี

                                นํายีสตสายพันธุที่ผลิตเมทิลเอสเทอรไดดีที่สุดจาก stock culture มาเลี้ยงใน 
ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร IMY broth  100  มิลลิลิตร นําไปบมโดยวางบนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  ตอจากนั้นนํา
ยีสตที่ เล้ียงไวมานับจํานวนเซลลดวย haemacytometer โดยเจือจางตัวอยางประมาณ 100 เทา 
คํานวณใหมีปริมาณเชื้อสุดทายเทากับ 1×106  เซลลตอมิลลิลิตร แลวถายเชื้อลงในฟลาสกขนาด 500 
มิลลิลิตร ที่มีอาหาร IMY broth อยู 200 มิลลิลิตร นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 180 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 12, 24, 36, 48, 
60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144, 156, 168 และ 180 ช่ัวโมง โดยในทุกๆ 12 ช่ัวโมง ที่เก็บตัวอยาง
ยีสตจะเก็บครั้งละ 2 มิลลิลิตร จากฟลาสก โดยตัวอยางที่เก็บมาปริมาตร 1 มิลลิลิตร นํามาใชนับ
จํานวนเซลลยีสตดวย haemacytometer (ภาคผนวก ก) นําจํานวนเซลลยีสตที่นับไดมาเขียนกราฟ
ของการเจริญ (Growth curve) ระหวางจํานวนเซลลยีสตที่นับไดกับเวลาโดยใชแกนตั้งเปนจํานวน
เซลลยีสต และแกนนอนเปนชวงเวลา สวนตัวอยางที่เก็บมาอีก 1 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยกเซลลยีสตและ
สารละลายสวนใสออกจากกัน แลวนําสวนใสไปวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตาม
วิธีการวิเคราะหของ Kademi และคณะ (2000) (ภาคผนวก ข) โดยนําสารละลายสวนใสเจือจางที่
เหมาะสม 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายสับสเตรท  0.9 มิลลิลิตร 1 สวนกับ 9 สวนของ
สารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร พีเอช 7.5  ผสมสารละลายที่ไดอยางรวดเร็ว วัดอัตราการยอยสลาย
ของ p-nitrophenyl palmitate (pPNC16)  ที่ความยาวคลื่น 410 nm แลวนําคาการดูดกลืนแสง (OD) 
ไปคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส โดยใชคา extinction coefficient ของ p-nitrophenol 
เทากับ 12442 L.mol-1.cm-1 ที่ pH 7.5 โดยที่ 1 ยูนิต ของเอนไซมหมายถึง ปริมาณเอนไซมที่สามารถ
ยอยสับสเตรทให p-nitrophenol อิสระ 1 ไมโครโมล ใน 1 นาที ที่  35 องศาเซลเซียส (ภาคผนวก ข) 
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และวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระดวยวิธี two-phase emulsion method ซ่ึงดัดแปลง
จากวิธีของ Lee และ Rhee (1993) (ภาคผนวก ข) 

6. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการสรางอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดย
ใชยีสตท่ีผลิตเอนไซมไลเปสท่ีคัดเลือก เปนตัวเรงปฏิกิริยา 

 6.1 การวิเคราะหหาองคประกอบของกรดไขมันในน้ํามันปาลมบริสุทธ์ิ, น้ํามันปาลมดบิ และ

น้ํามันปาลมใชแลว ดวยเทคนิคแกสโครมาโตกราฟ (Jham et al., 1982) 
  6.1.1 เตรียมตัวอยางโดยใชน้ํามัน 50 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยากับ 0.5 เปอรเซ็นตของ
โพแทสเซียสไฮดรอกไซดในเมทานอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใหความรอนที่ 100 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 20 นาที ตอจากนั้น ทําปฏิกิริยากับสารละลายไฮโดรคลอริกในเมทานอล (อัตราสวน 4:1) 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ใหความรอนที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น แลว
ใสน้ํากลั่น 2 มิลลิลิตร เพื่อแยก organic phase และ aqeous phase ออกจากกัน ตอจากนั้นสกัดดวย 
petroleum ether ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 2 คร้ัง แยก petroleum ether ซ่ึงมี fatty acid methyl ester 
ละลายอยูในชั้นนี้ แลว flush N2 จนเหลือเฉพาะสวนของน้ํามัน ละลายสวนน้ํามันดวยเฮปเทน 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
  6.1.2 นําตัวอยางที่เตรียมไวมาวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมันทั้งเชิงปริมาณและเชิง
คุณภาพ ดวยเครื่อง Gas Chromatography with Flame Ionization Detector (GC-FID) โดยใช
คอลัมนชนิด Select Biodiesel for Fame, length 30 m., 320 μm ID, 0.25 μm flim thickness สภาวะ
ที่ใช คือ ที่อัตราไหลแกสพา 1 มิลลิลิตรตอนาที สภาวะตูอบ มีอุณหภูมิเร่ิมตน 210 องศาเซลเซียส 
คงที่ 12 นาที และเพิ่มอุณหภูมิ ในอัตรา 20 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึงอุณหภูมิ 250 องศา
เซลเซียส คงที่ 8 นาที ตรวจวัดสัญญาณของสารดวยตัวตรวจวัดชนิด Flame ionization  

 6.2 การวิเคราะหคุณสมบัตทิางเคมีของน้าํมันปาลม  
   โดยวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีตางๆ ของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบ 
และน้ํามันปาลมใชแลว (ภาคผนวก  ข) เพื่อใชในการศึกษาชนิดน้ํามันที่ เหมาะสมในการ
ผลิตอัลคิลเอสเทอร ดังนี้ 

 6.2.1 การวิเคราะหคาเปอรออกไซด (Peroxide value) (IUPAC, 1979)                                                              
 6.2.2 การวิเคราะหคาไอโอดีนในไขมันและน้ํามัน (Iodine value) (IUPAC, 1979)                                           
 6.2.3 การวิเคราะหคากรดและกรดไขมันอิสระ (Acid value) (IUPAC, 1979)                                                   
  6.2.4 การวิเคราะหคาสปอนิฟเคชั่น (Saponification value) (IUPAC, 1979)                                                     
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 6.3 การเตรียมเซลลยีสต  
  ทําการเลี้ยงยีสตโดยนํายีสตสายพันธุที่มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่ดีที่สุดจาก 
stock culture มาเลี้ยงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร IMY broth 100 มิลลิลิตร นําไปบม
โดยวางบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 
72 ช่ัวโมง  ตอจากนั้นนํายีสตที่เล้ียงไวมานับจํานวนเซลลดวย haemacytometer โดยเจือจางตัวอยาง
ประมาณ 100 เทา คํานวณใหมีปริมาณเชื้อสุดทายเทากับ 1×107  เซลลตอมิลลิลิตร แลวถายเชื้อลง
ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร IMY broth อยู 200 มิลลิลิตร นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 120 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา
จึงนํายีสตที่เล้ียงไวมานับจํานวนเซลลดวย haemacytometer (ภาคผนวก ก) โดยเจือจางตัวอยาง
ประมาณ 100 เทา นับจํานวนเซลลตอมิลลิลิตร ซ่ึงในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใช
ตัวเซลลเปนตัวเรงปฏิกิริยาการเกิดเมทิลเอสเทอร จะใชตัวเซลลเร่ิมตนเทากับ 1×1010 เซลลตอกรัม
สับสเตรท คํานวณปริมาณเซลลที่ตองการใชจากจํานวนเซลลตอมิลลิลิตรที่นับได (ภาคผนวก ก)  
แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ดูดสารละลายสวนใสออกใหหมด นําเซลลที่ไดใสลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร 
ตอจากนั้นหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
ดูดสารละลายสวนใสออกใหหมดอีกครั้ง เพื่อใชในขั้นตอนตอไป และเซลลยีสตที่นําไปทํา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น จะวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระของตัวเซลลดวย
วิธี two-phase emulsion method ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993) (ภาคผนวก ข) 

 6.4 ผลของปรมิาณน้ําตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร  
  เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.054 กรัม 
(0.07 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ในปริมาณตางๆ ดังนี้ 0, 2, 5, 10, 20 และ 30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท 
ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตอยู 1×1010 เซลลตอกรัม
สับสเตรท ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 
มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลล
กระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา
เซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไป
วิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย 
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TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือกปริมาณน้ําที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลอง
ในขอตอไป           

 6.5 ผลของปรมิาณของเซลลยีสตตอการผลติอัลคิลเอสเทอร                                   
 เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.054 กรัม 
(0.07 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 6.4 ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร 
ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตอยู 1×1010, 0.5×1010, 1×109, 0.5×109 , 1×108 และ 1×107  เซลลตอกรัม
สับสเตรท ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 
มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลล
กระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา
เซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไป
วิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย 
TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือกปริมาณของเซลลยีสตที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทํา
การทดลองในขอตอไป           

 6.6 ผลของการเพิ่มปริมาณเอนไซมโดยใช supernatant รวมกับเซลลยีสตตอการผลิตอัลคิล
เอสเทอร 
 แบงการทดลองออกเปน 2 ชุดการทดลอง ดังนี ้
 1) เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.054 กรัม 
(0.07 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 6.4 ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร 
ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติม
ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู 
ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยา
ตอเนื่อง ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 
48, 60 และ 72 ช่ัวโมง  นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโน
กลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) 
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 2) เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.054 กรัม 
(0.07 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นเติมสารละลายสวนใสที่ไดจาก
การเลี้ยงยีสต (supernatant) ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 6.4 ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 
มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียม
ไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้ง จนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวย
เครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 
12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอ
ไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือกการทดลองที่สามารถผลิต
เมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป          

 6.7 ผลของอุณหภูมิตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร 
เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.054 กรัม 

(0.07 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.1 โมลาร พีเอช 7 ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 6.4 ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึง
มีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลง
ใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสม
ใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง 
ที่อุณหภูมิหอง (30±2), 37 และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 
36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โม
โนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือกอุณหภูมิที่สามารถผลิตเมทิลเอส
เทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป           

 6.8 ผลของพีเอชตอการผลติอัลคิลเอสเทอร  
 เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.054 กรัม 
(0.07 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.1 โมลาร  พีเอช  5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ  8.0 ปริมาณที่ เหมาะสมจากขอ  6.4 ลงใน  
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากัน
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แลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสต
และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยาง
สม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 6.7 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตร
กลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข)เลือกพีเอช
ที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป           

 6.9 ผลของชนดิของแอลกอฮอลท่ีมีผลตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร  
 เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับแอลกอฮอลชนิดตางๆ 
คือ เมทานอล, เอทานอล, โพรพานอล, 1-บิวทานอล และ 2-บิวทานอล ปริมาณ 0.054, 0.078, 
0.102, 0.126 และ 0.126 กรัม (0.07, 0.099, 0.127, 0.156 และ 0.156 มิลลิลิตร) ตามลําดับ  โดยมี
อัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอแอลกอฮอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน microcentrifuge tube 
ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นปรับปริมาณน้ําใหเหมาะสมจากขอ 6.4 โดยการเติม
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอชที่เหมาะสมจากขอ 6.8 ลงใน microcentrifuge tube 
ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่
ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไป
เขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 6.7 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่
เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ได
กลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือกชนิดของ
แอลกอฮอลที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป           

 6.10 ศึกษาอัตราสวนโมลของแอลกอฮอลท่ีเหมาะสมตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร                  
 เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.054, 0.074, 
0.092 และ 0.110 กรัม (ปริมาณ 0.07, 0.094, 0.116 และ 0.140 มิลลิลิตร ตามลําดับ) โดยมีอัตราสวน
น้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 (โมล :โมล) ใสใน microcentrifuge 
tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นปรับปริมาณน้ําใหเหมาะสมจากขอ 6.4 โดยการ
เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอชที่เหมาะสมจากขอ 6.8 ลงในmicrocentrifuge 
tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากันแลวนํา
สับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและ
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยาง
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สม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 6.7 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตร
กลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือก
อัตราสวนโมลที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป           

 6.11 ศึกษาผลของชนิดน้าํมนัท่ีมีผลตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร                    
 เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ น้ํามันปาลมดิบ และ น้ํามันปาลมที่ใช
แลว 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.110, 0.110 และ 0.105 กรัม (0.14, 0.14 และ 0.134  มิลลิลิตร) 
ตามลําดับ โดยมีอัตราสวนโมลน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอลที่เหมาะสมจากขอ 6.10 ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นปรับปริมาณน้ําใหเหมาะสมจาก
ขอ 6.4 โดยการเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอชที่เหมาะสมจากขอ 6.8 ลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากัน
แลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสต
และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยาง
สม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 6.7 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง  นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตร
กลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือกชนิด
น้ํามันที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป           

 6.12 ผลของการใชเซลลยีสตซํ้าตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร  
 เตรียมสับสเตรทโดยชั่งชนิดน้ํามันปาลมที่เหมาะสมจากขอ 6.11 ปริมาณ 0.5 กรัม 
กับเมทานอล 0.110 กรัม (0.14 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนโมลน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่เหมาะสม
จากขอ 6.10 ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นปรับปริมาณ
น้ําใหเหมาะสมจากขอ 6.4  โดยการเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอชท่ีเหมาะสม
จากขอ 6.8 ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 
6.5 ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 
มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลล
กระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 
6.7 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําเซลลยีสตมาแยกออกจากสับสเตรทเดิมดวยการเซนตริฟวส 
และเติมสับสเตรทในอัตราสวนเดียวกันเพื่อทําปฏิกิริยาอีกครั้ง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 
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60 และ 72 ช่ัวโมง  นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลี
เซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) 

7. การศึกษาองคประกอบเมทิลเอสเทอรท่ีไดจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค ชั่นของน้ํามันปาลม

และเมทานอล โดยใชยีสต Rhodotorula mucilagenosa ท่ีผลิตเอนไซมไลเปสเปนตัวเรง 

 7.1 การวิเคราะหองคประกอบของ Fatty acid methyl ester ดวยเทคนิคแกสโครมาโตกราฟ 

(Jham et al., 1982) 
  7.1.1 เตรียมตัวอยางโดยเจือจางตัวอยาง reaction mixture ที่ผลิตไดดวยเฮปเทน เปน 10 เทา 
  7.1.2  นําตัวอยางที่เตรียมไวมาวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมันทั้งเชิงปริมาณและเชิง
คุณภาพ ดวยเครื่อง Gas Chromatography with Flame Ionization Detector (GC-FID) โดยใช
คอลัมนชนิด Select Biodiesel for Fame, length 30 m., 320 μm ID, 0.25 μm flim thickness สภาวะ
ที่ใช คือ ที่อัตราไหลแกสพา 1 มิลลิลิตรตอนาที สภาวะตูอบ มีอุณหภูมิเร่ิมตน 210 องศาเซลเซียส 
คงที่ 12 นาที และเพิ่มอุณหภูมิ ในอัตรา 20 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึงอุณหภูมิ 250 องศา
เซลเซียส คงที่ 8 นาที ตรวจวัดสัญญาณของสารดวยตัวตรวจวัดชนิด Flame ionization  

 7.2 การวิเคราะหหากรดไขมันท่ีเหลืออยูในไบโอดีเซลท่ีผลิตได ดวยเทคนิค  Gas  

Chromatography – Mass Spectrometry (Jham et al., 1982) 
  7.2.1 เตรียมตวัอยางโดยเจือจางตัวอยาง reaction mixture ที่ผลิตไดดวยเฮปเทน เปน 10 เทา 
  7.2.2 วิเคราะหกรดไขมันที่เหลืออยูตัวอยาง reaction mixture ที่ผลิตได จากตัวอยางขอ 
7.2.1 ดวยเครื่อง Gas Chromatograph-HP 5972 Mass Selective Detector โดยใชคอลัมนชนิด 
stabilwax, 30 m., film thickness 0.25 μm., ID. 0.25 mm. (stationary phase ชนิด polyethylene 
glycol) ที่อัตราไหลของแกสพา เทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที สภาวะตูอบ มีอุณหภูมิเร่ิมตน 120 องศา
เซลเซียส คงที่ 1 นาที และเพิ่มอุณหภูมิในอัตรา 10 องศาเซลเซียสตอนาที ไปถึงอุณหภูมิ 245 องศา
เซลเซียส คงที่ 5 นาที ใชอุณหภูมิหัวฉีด และอุณหภูมิของแมสสเปกโตรมิเตอรที่ 240 และ 245 
องศาเซลเซียส ตามลําดับ ประมวลผลในแบบสแกนตั้งแต 35-500 amu และใชไอออไนเซชั่น ชนิด 
Electron Ionization 
 



บทที่ 3 

ผล และวิจารณผลการทดลอง 

1. การแยกและคัดเลือกยีสตท่ีผลิตเอนไซมไลเปส  

 จากการนําตัวอยาง ดิน, น้ํา และกากปาลม ที่เก็บจากโรงงานน้ํามันปาลมบริเวณที่
มีการปนเปอนของน้ํามัน มาตรวจสอบคุณลักษณะตางๆ เชน ลักษณะปรากฏ, พีเอช และอุณหภูมิ 
(ภาคผนวก ค) กอนนํามาแยกเชื้อ ยีสตบนอาหารแข็งที่มีน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส สามารถแยกยีสตไดจากตัวอยางจากบริษัทน้ํามันพืชบริสุทธิ์จํากัด จังหวัดสงขลา 
จํานวน 64 สายพันธุ โดยแยกไดจากอาหาร Yeast-malt medium (YM) 38 สายพันธุ และอาหาร 
Isolation medium for yeast (IMY) 26 สายพันธุ จากจํานวนตัวอยาง 11 ตัวอยาง สวนตัวอยาง
จํานวน 9 ตัวอยางจากบริษัทเอเชียนปาลมจํากัด จังหวัดกระบี่ แยกไดเชื้อยีสตจํานวน 51 สายพันธุ 
โดยเปนยีสตที่แยกไดจากอาหาร YM 28 สายพันธุ และอาหาร IMY 23 สายพันธุ 8 ตัวอยางจาก
บริษัทยูนิวานิชน้ํามันปาลมจํากัด จังหวัดกระบี่ ไดยีสต 41 สายพันธุ แยกไดจากอาหาร YM 21 สาย
พันธุ และอาหาร IMY 20 สายพันธุ และ 8 ตัวอยางจากบริษัทอันดามันน้ํามันปาลมจํากัด จังหวัด
กระบ่ี ไดยีสตจํานวน 50 สายพันธุ แยกไดจากอาหาร YM 30 สายพันธุ และอาหาร IMY 20 สาย
พันธุ รวมจํานวนยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่แยกไดทั้งหมด 206 สายพันธุ โดย แยกไดจากอาหาร 
YM จํานวน 117 สายพันธุ และอาหาร IMY 89 สายพันธุ  โดยอาหาร YM และ IMY ที่นํามาคัดแยก
นั้นมีสวนประกอบของอาหารที่แตกตางกัน อาหาร YM มีองคประกอบของแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจนที่เปนสารอินทรีย คือ yeast extract, malt extract และ peptone และน้ํามันปาลมเปน
แหลงคารบอน โดย Yeast extract เปนแหลงไนโตรเจนและ co-factor หลายชนิดที่จําเปนสําหรับ
การเจริญเติบโตและการผลิตไกลโคไลปดของยีสต (Walker, 1998) ในขณะที่อาหาร IMY เปน
อาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งสังเคราะหที่ประกอบไปดวย yeast extract และสารประกอบอนินทรียที่ทราบ
องคประกอบที่แนนอน (semi-synthetic media) (นงลักษณและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547) ซ่ึงอาหาร 
IMY มีองคประกอบที่เปนสารเคมีที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของยีสต เชน แหลงคารบอน แหลง
ไนโตรเจน ไฮโดรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส แคลเซียม เปนตน อาหารทั้งสองชนิดมีการเติมยา
ปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอลเพื่อยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและ แกรมลบ ซ่ึง
เจริญไดเร็วกวายีสต โดยมีผลยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน โดยการรวมกับ 50S ไรโบโซม ทําให
ขัดขวางกระบวนการทรานสเพปติเดชั่น (transpeptidation) และทรานสโลเคชั่น (translocation) (นง
ลักษณและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547) จากการที่อาหาร YM มีองคประกอบของแหลงคารบอนและ

48 
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แหลงไนโตรเจนที่หลากหลายและมีความเขมขนของสารอาหารสูงกวาอาหาร IMY ซ่ึงมีเฉพาะ
น้ํามันปาลมที่เปนแหลงคารบอนเทานั้น เปนผลใหเมื่อใชอาหาร YM แยกยีสตที่ผลิตเอนไซมไล
เปส ยีสตหลายชนิดสามารถเจริญเติบโตไดดีและพบจํานวนยีสตมากกวาเมื่อใชอาหาร IMY  
         เมื่อพิจารณาชนิดตัวอยางที่นํามาแยกเชื้อ พบวาสามารถแยกยีสตจากตัวอยางที่เปน
น้ําที่ปนเปอนน้ํามันไดมากที่สุด 102 สายพันธุ รองลงมาเปนตัวอยางกากปาลม และดิน ซ่ึงแยกยีสต
ได 75 และ 29 สายพันธุ ตามลําดับ จากคาพีเอชของตัวอยางที่เก็บมาคัดแยกยีสต จะเห็นไดวา
ตัวอยางน้ํา, กากปาลม และดิน ที่มีพีเอช 4-6 ไดจํานวนยีสต 92, 70 และ 25 สายพันธุ ตามลําดับ ซ่ึง
สามารถแยกเชื้อไดมากกวาตัวอยางที่มีพีเอช 7-9 ที่ไดจํานวนยีสตจากตัวอยางน้ํา, กากปาลม และ
ดิน 6, 5 และ 2 สายพันธุ ตามลําดับ และที่พีเอช 3 ไดยีสตจากตัวอยางน้ํา และดิน จํานวน 4 และ 2 
สายพันธุ ตามลําดับ (Table 10) นอกจากนี้ อุณหภูมิของตัวอยางตางๆ ที่นํามาคัดแยกมีผลตอจํานวน
ยีสตที่แยกไดเชนกัน โดยพบวาที่ชวงอุณหภูมิ 25-40 องศาเซลเซียส สามารถแยกยีสตไดจํานวน
มาก คือ จากตัวอยางน้ํา, กากปาลม และดิน ไดยีสต 56, 70 และ 20 สายพันธุ สวนที่อุณหภูมิ 41-70 
องศาเซลเซียส พบยีสตจํานวนนอย (Table 11) ซ่ึงการที่พบยีสตจํานวนหลายสายพันธุจากตัวอยางที่
มีพีเอช 4-6 และอุณหภูมิ 25-40 องศาเซลเซียส เนื่องมาจากสภาวะที่ใชในการคัดแยกใกลเคียงกับพี
เอชและอุณหภูมิของตัวอยางที่นํามาแยกเชื้อยีสต นอกจากนี้ ยีสตสวนใหญเจริญดีที่พีเอช 3.5-5.0 
ซ่ึงเปนชวงพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและกิจกรรมของโปรตีนที่เกาะอยูกับเยื่อหุมเซลล 
รวมทั้งเอนไซม และโปรตีนที่ใชสําหรับการขนสงสารตางๆ ของยีสตอีกดวย (สาวิตรี ล่ิมทอง, 
2540) จากการทดลองของ Hernandez และคณะ (2007) ไดทําการแยกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปส
จากตัวอยาง olive fruit และ olive brine พบวา เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อมีคาพีเอช 3.96-4.18 ไดยีสต
จํานวนมากถึง 83 สายพันธุ เชนเดียวกันกับ Landell และคณะ (2006) ไดนําชีส (ricotta และ caccio 
cavallo cheese) จากตอนใตของบราซิล 30 ตัวอยางมาแยกยีสตดวยอาหาร yeast-malt medium 
(YM) และอาหาร YEPG ที่มีพีเอช 4.0 พบวาไดยีสตทั้งหมด 97 สายพันธุ  

ในการแยกยีสตมีการเติม rhodamine B ลงไปในอาหารทั้งอาหาร Yeast-Malt (YM) 
และอาหาร Isolation medium for yeast (IMY) เพื่อที่สามารถคัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสไป
พรอมๆ กับการแยกยีสต โดยเติม rhodamine B 0.01 เปอรเซ็นต เพื่อบงชี้การผลิตเอนไซมไลเปส 
rhodamine B ทําใหโคโลนีของยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสสามารถเรืองแสงอัลตราไวโอเลต (UV) ที่ 
350 นาโนเมตรได ดังแสดงใน Figure 9 การเรืองแสงเกิดขึ้นไดเนื่องจากการทําปฏิกิริยาระหวาง
ประจุบวกของ rhodamine B และไอออนลบของกรดไขมันที่ไดจากการยอยสลายน้ํามันของ
เอนไซมไลเปส เกิดเปนสารประกอบเชิงซอนของ uranyl-fatty acid (Mackenzie et al., 1967) 
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Table 10.  Effect of pH on numbers of yeast strains obtained from water, palm pressed fiber  
                  and soil. 

Samples Number of  samples pH range 
Number of yeast 

strains 
1 3 4 
12 4-6 92 Water 
4 7-9 6 
9 4-6 70 

Palm pressed fiber 
1 7-9 5 
1 3 2 
7 4-6 25 Soil 
1 7-9 2 

Total 36 - 206 

 
Table 11.  Effect of  temperature on numbers of yeast strains obtained from water, palm pressed       
                  fiber and soil. 

Samples Number of  samples Temperature 
Number of yeast 

strains 
8 25-40 56 
8 41-60 43 Water 
1 61-70 3 
9 25-40 70 
- 41-60 - Palm pressed fiber 
1 61-70 5 
6 25-40 20 
3 41-60 9 Soil 
- 61-70 - 

total 36 - 206 
 



  
                                                                                                                                                       51 

 อยางไรก็ตาม วิธีนี้ไมสามารถวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเชิงปริมาณที่
แนนอนได เพราะน้ํามันปาลมที่เติมในอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อผสมกับองคประกอบอื่นๆ ในอาหาร ทํา
ใหยากตอการดูวงใสเพื่อบอกถึงกิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยตรง การใช rhodamine B จึง
เหมาะสมสําหรับนํามาใชในการคัดเลือกขั้นตนเชิงคุณภาพ (Kouker and Jaeger, 1986) ทําให
สามารถทําการคัดเลือกยีสตที่ผลิตไลเปสไปดวยกันกับการแยกเชื้อยีสต จึงสามารถแยกเชื้อยีสตที่
ผลิตเอนไซมไลเปสไดในขั้นตอนเดียว แตกตางจากการศึกษาของ Hernandez และคณะ (2007) ที่
ทําการคัดแยกยีสตจากตัวอยาง olive fruit และ olive brine จํานวน 21 ตัวอยาง โดยขั้นตอนแรกคัด
แยกยีสตดวยอาหาร tributyrin medium บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน พบวา คัด
แยกยีสตไดทั้งหมด 83 สายพันธุ ตอจากนั้นในขั้นตอนที่สองจึงคอยนํายีสตที่คัดแยกไดไปเลี้ยงใน
อาหาร tributyrin medium ที่มี rhodamine B เพื่อแยกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปส โดยบมที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน พบวา มียีสตเพียง 7 สายพันธุเทานั้นที่สามารถผลิตเอนไซมไล
เปสได และมีการศึกษาจาก Thongekkaew และ Boonchird (2007) ในการคัดเลือกยีสตที่ผลิต
เอนไซมไลเปสที่ทนอุณหภูมิสูงจากตัวอยางทั้งหมด 149 ตัวอยาง โดยใชอาหารแข็งที่มีน้ํามัน
มะกอกเปนแหลงคารบอนและมีการเติม rhodamine B ลงไปในอาหาร (YNB-rhodamine B) ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวา คัดแยกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสได 30 สายพันธุ และมียีสตเพียง 
3 สายพันธุ เทานั้นที่สามารถเจริญที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสได  
 

 

              
Figure 9.  The orange fluorescent-halo colonies were detected as lipase-producing strains by   
                 visualization under UV light at 350 nm. 
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2. การคัดเลือกยีสตโดยการวดักิจกรรมเอนไซมไลเปส 
 2.1 กิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการยอยไขมัน (hydrolysis activity) 
 จากการนํายีสตที่แยกไดจากขอ 3.1 ทั้งหมด 206 สายพันธุมาวัดกิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสของสวนใสที่ใชจากการเลี้ยงเชื้อ พบวา ยีสตที่แยกไดจากอาหาร Yeast-Malt (YM) 
จํานวน 117 สายพันธุ มีเพียง 22 สายพันธุที่พบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส โดยสายพันธุที่มีคา
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงคือ สายพันธุ P4Y12, U2Y68 และ A4Y52 ซ่ึงมีคากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปส เทากับ 0.406±0.008, 0.248±0.002 และ 0.216±0.006 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
และยีสตที่แยกไดจากอาหาร Isolation medium for yeast (IMY) จํานวน 89 สายพันธุ มี 27 สาย
พันธุที่พบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส โดยสายพันธุที่มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงคือ 
สายพันธุ D2I75, P5I07 และ U4I51 มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส เทากับ 0.219±0.015, 0.174± 
0.003 และ 0.124±0.002 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (Table 12) การคัดเลือกยีสตโดยการวัดคา
กิจกรรมเอนไซมไลเปสโดยใช p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) เปนสับสเตรท เปนการวัดอัตรา
การยอยสลายของ p-nitrophenyl palmitate (pPNC16)  เกิดเปน p-nitrophenol ที่สามารถดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตรได โดยมี Gum Arabic และ Triton X-100% เปนตัวอิมัลซิฟายเออร 
นอกจากนี้การวิเคราะหแบบไคเนติกสโดยวัดอัตราการเกิดเปน p-nitrophenol นั้น สามารถวัดไดที่
คาพีเอชเปนกลางหรืออยูในชวงของดางเพราะในชวงพีเอชที่เปนกรดจะมีผลตอการดูดกลืนแสง
ของ p-nitrophenol (Gilham and Lehner, 2005)  
 นอกจากนี้เมื่อวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท 
ดวยวิธี two-phase emulsion พบวา มีเพียงยีสตสายพันธุ P11I89 เทานั้น ที่สามารถวัดปริมาณ
เอนไซมไลเปสดวยวิธี two-phase emulsion ได (ดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993)) ซ่ึงการ
วัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสทั้งสองวิธี มีสับสเตรทที่จะใหเอนไซมไลเปสเขาไปทําปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสแตกตางกัน โดยวิธีการวิเคราะหของ Kademi และคณะ (2000) มี p-nitrophenyl 
palmitate (pPNC16) เปนสับสเตรท ซ่ึงมีกรดปาลมมิติก (C16:0) เปนกรดไขมันอยูเพียงชนิดเดียว 
สวนวิธี two-phase emulsion มีน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ซ่ึงในน้ํามันปาลมมีกรดไขมันหลายชนิด
เปนสวนประกอบ จึงทําใหผลของการวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสทั้งสองวิธีนี้แตกตางกัน 
เนื่องจากความจําเพาะตอการยอยชนิดของกรดไขมันที่เปนองคประกอบของสับสเตรทที่ใช 
 จากการที่เอนไซมไลเปสจากยีสตสายพันธุ P11I89 สามารถวัดคากิจกรรมของ
เอนไซมดวยวิธี two-phase emulsion ไดเพียงสายพันธุเดียว โดยมีคากิจกรรมเทากับ 3.360±0.069 
ยูนิตตอมิลลิลิตร อาจเนื่องดวยเอนไซมไลเปสที่ถูกผลิตขึ้นมาไมไดมีความจําเพาะตอการยอยตรง
ตําแหนงของกรดปาลมมิติกในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดเพียงแคตําแหนงเดียว แตสามารถเขาทํา
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ปฏิกิริยาตรงตําแหนงของกรดไขมันชนิดอื่นที่เปนองคประกอบในน้ํามันปาลมไดดวย เมื่อนํา
สารละลายเอนไซมมาทําปฏิกิริยากับสารละลาย cupric acetate จึงทําใหเกิดสีที่ชัดเจน สามารถ
ตรวจวัดการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดชัดเจนกวาสารละลายเอนไซมไลเปสที่ไดจากยีสตสาย
พันธุอ่ืนๆ นอกจากนั้นยีสตที่มีคากิจกรรมของเอนไซมเมื่อวิเคราะหดวยวิธีของ Kademi และคณะ 
(2000) พบวา แยกไดจากตัวอยางน้ํา, กากปาลมและดิน จํานวน 22, 19 และ 8 สายพันธุ โดยพีเอช
ของตัวอยางที่นํามาแยกมีคาพีเอชอยูในระหวาง 4-6 ยกเวนยีสตสายพันธุ U2Y68 และ D7Y109 ที่
แยกไดจากตัวอยางที่มีคาพีเอช 7 เมื่อพิจารณาถึงอุณหภูมิ จะเห็นไดวายีสตที่มีคากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสสามารถพบไดทุกชวงอุณหภูมิตั้งแต 27-64 องศาเซลเซียส โดยสายพันธุ P11I89 ที่
พบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการวิเคราะหทั้งสองวิธีเปนยีสตที่แยกไดจากตัวอยางดินสี
น้ําตาล ที่มีน้ํามันปนเปอน มีคาพีเอช 5 อุณหภูมิ 31 องศาเซลเซียส ดังนั้นการคัดแยกยีสตที่ผลิต
เอนไซมไลเปส ควรเลือกเก็บตัวอยางที่มีคาพีเอชอยูในชวง 4-6 เพราะคาความเปนกรดดางเปน
ขอจํากัดของการคัดแยกยีสตมากกวาระดับของอุณหภูมิ  
 มีการศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสจาก Thongekkaew และ Boonchird (2007) 
ไดทําการวัดกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากยีสตสายพันธุ Candida thermophila ซ่ึงแยกไดจากดิน
ในประเทศไทยโดยใช p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) เปนสับสเตรท พบวาคากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสสูงสุดมีคาเทากับ 2.63 ยูนิตตอมิลลิลิตร นอกจากนั้น Cardenas (2001) ศึกษาคา
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสของยีสตสายพันธุ Rhodotorula araucariae ดวยวิธี two-phase 
emulsion พบวามีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสเทากับ 0.75 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
 
Table 12.  Lipase activity of lipase-producing yeasts. 

Yeast 
strain 

Source pH 
Temp 
(ºC) 

Activity   
(Unit/ml) 

From IMY 
U5I52 Waste water 4.0 42 0.004±0.001 
U6I60 Oil contaminated palm pressed fiber 4.0 37 0.004±0.001 
D1I69 Oil contaminated brownish color 

water 
6.0 34 0.006±0.001 

P8I21 Oil contaminated palm pressed fiber 4.0 39 0.008±0.003 
P6I11 Water around factory area 

contaminated oil 
5.0 27 0.009±0 
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Table 12.  Lipase activity of lipase-producing yeasts (continue). 
Yeast 
strain 

Source pH 
Temp 
(ºC) 

Activity   
(Unit/ml) 

U8I64 Waste water 4.0 54 0.010±0.002 
D1I72 Oil contaminated brownish color 

water 
6.0 34 0.010±0.002 

D1I73 Oil contaminated brownish color 
water 

6.0 34 0.010±0.002 

A7I46 Oil contaminated soil 4.0 41 0.014±0.002 
A3I37 Oil contaminated palm pressed fiber 5.0 31 0.016±0.004 
U8I68 Waste water 4.0 54 0.020±0.002 
U6I57 Oil contaminated palm pressed fiber 4.0 37 0.021±0.003 
P2I02 Floating oil on surface of  

yellow color water 
4.0 45 0.022±0.004 

P11I89 Oil contaminated brown color soil 5.0 31 0.026±0.002 
P4I03 Oil contaminated palm pressed fiber 5.0 38 0.028±0.003 
P8I20 Oil contaminated palm pressed fiber 4.0 39 0.029±0 
D2I74 Oil contaminated brown color soil 4.0 35 0.032±0.004 
A2I29 Oil contaminated palm pressed fiber 5.0 33 0.035±0.009 
A3I35 Oil contaminated palm pressed fiber 5.0 31 0.040±0.007 
P10I24 Turbid yellow color water around 

factory area 
6.0 31 0.061±0.005 

A1I27 Soil  mixed palm pressed fiber 5.0 33 0.065±0.002 
P7I13 Oil contaminated soil 3.0 42 0.116±0.005 
A5I41 Oil contaminated dark color soil 5.0 32 0.119±0 
U3I50 Waste water 4.0 53 0.122±0.004 
U4I51 Brown color waste water 4.0 64 0.124±0.002 
P5I07 Oil contaminated palm pressed fiber 4.0 37 0.174±0.003 
D2I75 Oil contaminated brown color soil 4.0 35 0.219±0.015 
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Table 12.  Lipase activity of lipase producing yeasts (continue). 
Yeast 
strain 

Source pH 
Temp 
(ºC) 

Activity  (Unit/ml) 

From YM 
A6Y58 Oil contaminated palm pressed fiber 5.0 34 0.004±0.001 
D2Y95 Oil contaminated brown color soil 4.0 35 0.004±0.001 
D7Y109 Oil contaminated palm pressed fiber 7.0 31 0.010±0.002 
A1Y40 Soil  mixed palm pressed fiber 5.0 33 0.014±0.002 
A2Y43 Oil contaminated palm pressed fiber 5.0 33 0.018±0.002 
U3Y69 Waste water 4.0 53 0.024±0.001 
P6Y16 Water around factory area 

contaminated oil 
5.0 27 0.029±0 

D8Y112 Oil contaminated turbid brown color 
water 

6.0 36 0.030±0.002 

A3Y48 Oil contaminated palm pressed fiber 5.0 31 0.031±0.003 
P6Y24 Water around factory area 

contaminated oil 
5.0 27 0.068±0.005 

D5Y101 Oil contaminated brown color water 4.0 35 0.077±0.004 
P4Y09 Oil contaminated palm pressed fiber 5.0 38 0.086±0.002 
P6Y18 Water around factory area 

contaminated oil 
5.0 27 0.088±0.002 

U4Y73 Brown color waste water 4.0 64 0.098±0.002 
D1Y89 Oil contaminated brownish color 

water 
6.0 34 0.101±0.002 

U5Y75 Waste water 4.0 42 0.102±0.001 
P2Y04 Floating oil on surface of  

yellow color water 
4.0 45 0.118±0.010 

A5Y54 Oil contaminated dark color soil 5.0 32 0.124±0.002 
A6Y59 Oil contaminated palm pressed fiber 5.0 34 0.166±0.008 
A4Y52 Oil contaminated palm pressed fiber 6.0 29 0.216±0.006 
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Table 12.  Lipase activity of lipase producing yeasts (continue). 
Yeast 
strain 

Source pH 
Temp 
(ºC) 

Activity  (Unit/ml) 

U2Y68 Oil contaminated water around 
factory area 

7.0 41 0.248±0.002 

P4Y12 Oil contaminated palm pressed fiber 5.0 38 0.406±0.008 

 2.2 ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของยีสตผลิตไลเปสที่คัดเลือกได
เปนตัวเรง    
 จากการนํายีสตจํานวน 49 สายพันธุที่มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการยอย
สลาย p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) และน้ํามันปาลม จากขอ 3.2.1 มาวัดความสามารถในการ
ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล อัตราสวนโมล 1:3 โดย
ใชเซลลยีสต 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา
เซลเซียส) และวัดผลผลิตเมทิลเอสเทอร พบวา มียีสตเพียง 16 สายพันธุที่สามารถผลิตเมทิลเอส
เทอร โดยเปนยีสตที่แยกไดจากอาหาร IMY สายพันธุ P5I07, P6I11, P7I13, P8I21, A2I29, U4I51, 
U8I68, D1I69, D1I73, D2I74 และ P11I89 และยีสตที่แยกไดจากอาหาร YM คือสายพันธุ P2Y04, 
P6Y16, P6Y24, U5Y75 และ D8Y112  ผลการทดลองแสดงใหเห็นวายีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสมี
ความสามารถในการทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดสูงอาจจะไมเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่นเสมอไป จาก Table 13 แสดงปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่ผลิตไดจากปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น จะเห็นไดวายีสตสายพันธุ P11I89 สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดถึง 
51.26±1.24 เปอรเซ็นต ที่เวลา 72 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) สวนยีสตสายพันธุ 
D1I69, A2I29 และ P5I07 ผลิตเมทิลเอสเทอรไดเทากับ 3.08, 2.11 และ 2.02 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 2.3 ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาสเอสเทอริฟเคชั่นของยีสตผลิตไลเปสที่คัดเลือกไดเปน
ตัวเรง   
                                จากการนํายีสตจํานวน 49 สายพันธุที่มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการยอย
สลาย p-nitrophenyl palmitate (pPNC16)  และน้ํามันปาลมจากขอ 3.2.1 มาวิเคราะหความสามารถ
ในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นของกรดโอเลอิกบริสุทธิ์กับเมทานอล อัตราสวนโมล 1:3 โดยใช
เซลลยีสต 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) 
แลววัดปริมาณโอเลอิกเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น พบวา ยีสตทั้ง 49 สายพันธุ สามารถผลิตโอเลอิก
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เมทิลเอสเทอรไดจากกรดไขมันคือเรงปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นได ดังแสดงตาม Table 13 โดยยีสต
สายพันธุ P11I89 ผลิตโอเลอิกเมทิลเอสเทอรไดสูงสุด 64.12±2.52 เปอรเซ็นต   
                            จากปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดจากการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นที่มียีสต
สายพันธุ P11I89 เปนตัวเรงปฏิกิริยา มีปริมาณมากที่สุด เทากับ 51.26±1.24 เปอรเซ็นต และโอเล
อิกเมทิลเอสเทอรสูงสุด 64.12±2.52 เปอรเซ็นต   จึงเลือกยีสตสายพันธุนี้มาทําการศึกษาในขั้นตอน
ตอไป 

Table 13. Methyl ester production from transesterification reaction and oleic methyl ester   
                 production from esterification reaction catalyzed by lipase-producing yeast cells. 

Yeast strains Hydrolysis activity  
(Unit/ml) 

Methyl ester  
± SD (%) 

Oleic methyl ester 
 ± SD (%) 

P2I02 0.023±0.004 - 1.180±0.523 
P4I03 0.028±0.003 - 1.280±0.523 
P5I07 0.175±0.003 2.015 ± 0.120 1.055± 0.827 
P6I11 0.009±0 0.445 ± 0.120 1.515 ± 0.007 
P7I13 0.116±0.005 1.265 ± 0.007 1.005 ± 0.148 
P8I20 0.029±0 - 1.415±0.233 
P8I21 0.008±0.003 1.740 ± 0.127 1.065 ± 0.106 
P10I24 0.062±0.005 - 0.865±0.021 
A1I27 0.065±0.002 - 1.975±0.205 
A2I29 0.036±0.009 2.110 ± 0.919 1.910 ± 0.014 
A3I35 0.040±0.007 - 1.605±0.360 
A3I37 0.016±0.005 - 1.215±0.205 
A5I41 0.119±0 - 1.185±0.233 
A7I46 0.014±0.001 - 1.040±0.056 
U3I50 0.122±0.003 - 2.115±0.841 
U4I51 0.123±0.002 0.370 ± 0.042 1.560 ± 0.028 
U5I52 0.004±0.001 - 1.755±0.190 
U6I57 0.021±0.003 - 1.565±0.261 
U6I60 0.004±0.001 - 1.805±0.077 
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Table 13. Methyl ester production from transesterification reaction and oleic methyl ester   
                 production from esterification reaction catalyzed by lipase-producing yeast cells. 
                 (continue). 

Yeast strains Hydrolysis activity  
 (Unit/ml) 

Methyl ester  
± SD (%) 

Oleic methyl ester 
 ± SD (%) 

U8I64 0.010±0.001 - 1.020±0.014 
U8I68 0.020±0.002 0.570 ± 0.014 1.425 ± 0.685 
D1I69 0.007±0.001 3.075 ± 0.106 0.905 ± 0.063 
D1I72 0.010±0.002 - 1.615±0.049 
D1I73 0.010±0.002 1.845 ± 1.421 1.295 ± 0.106 
D2I74 0.032±0.004 1.875 ± 0.784 1.570 ± 0.070 
D2I75 0.219±0.015 - 1.990±0.014 
P11I89 0.026±0.002 51.260 ± 1.247 64.123 ± 2.525 
P2Y04 0.118±0.009 1.470 ± 0.197 1.545 ± 0.403 
P4Y09 0.086±0.002 - 2.060±0.084 
P4Y12 0.406±0.008 - 1.185±0.021 
P6Y16 0.029±0 1.235 ± 0.247 2.635 ± 1.590 
P6Y18 0.088±0.002 - 1.095±0.544 
P6Y24 0.068±0.005 0.485 ± 0.021 1.910 ± 0.197 
A1Y40 0.014±0.001 - 2.130±0.367 
A2Y43 0.018±0.003 - 1.355±0.148 
A3Y48 0.031±0.003 - 1.560±0.410 
A4Y52 0.216±0.005 - 1.720±0.367 
A5Y54 0.123±0.002 - 0.850±0.197 
A6Y58 0.004±0.001 - 2.130±0.254 
A6Y59 0.166±0.007 - 1.445±0.247 
U2Y68 0.248±0.002 - 1.395±0.007 
U3Y69 0.024±0.001 - 1.625±0.219 
U4Y73 0.098±0.003 - 1.010±0.325 
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Table 13. Methyl ester production from transesterification reaction and oleic methyl ester   
                production from esterification reaction catalyzed by lipase-producing yeast cells. 
                (continue). 

Yeast strains Hydrolysis activity  
 (Unit/ml) 

Methyl ester  
± SD (%) 

Oleic methyl ester 
 ± SD (%) 

U5Y75 0.102±0.001 1.555 ± 0.417 0.960 ± 0.268 
D1Y89 0.101±0.002 - 1.700±0.070 
D2Y95 0.004±0.001 - 0.985±0.007 
D5Y101 0.077±0.004 - 1.525±0.445 
D7Y109 0.010±0.001 - 0.875±0.176 
D8Y112 0.030±0.002 1.840 ± 1.187 1.215 ± 0.021 

3. การจัดจําแนกสายพันธุยสีต 

 เมื่อทําการจัดจําแนกสายพันธุยีสต P11I89, D1I69, A2I29 และ P5I07 โดยใชการ
วิเคราะหลําดับเบสของยีนบริเวณ 28S rDNA แลวนําไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสที่มีอยูใน
ฐานขอมูล(http://www.ncbi.nlm.nim.gov) nr database ของ NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) โดยใชโปรแกรม BLAST  พบวา ลําดับเบสของ 28S rDNA ของยีสต
สายพันธุ P11I89, D1I69, A2I29 และ P5I07 มีลําดับเบสเหมือนกับ Rhodotorula mucilagenosa 
(GenBank accession number EU637076.1), Candida tropicalis QD 8.1 (GenBank accession 
number EU543667.1), Isstchenkia orientalis KC5 (GenBank accession number EF635636.1) และ 
Isstchenkia orientalis isolate 181 (GenBank accession number EF635636.1) โดยมีความเหมือน 
(homology) เทากับ 99 (523/525 bp), 100 (546/546 bp), 99 (531/536 bp) และ 99 (541/542 bp) 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงจากผลการจัดจําแนก ยีสตสายพันธุที่ทําการคัดแยกมาไดมีรายงานวามีการ
ผลิตเอนไซมไลเปส โดย Wang และคณะ (2007) ทําการคัดแยกยีสตจากตัวอยางน้ําทะเล, ตะกอน
ดิน ,  โคลน ,  กระเพาะของปลาทะเล  และสาหรายทะเล  พบวา  ยีสตสายพันธุ  Rhodotorula 
mucilagenosa มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปส และเอนไซมที่ผลิตขึ้นมาเปนเอนไซมที่
เกาะบริเวณผิวเซลล (cell bound) ในสวนของ Costas และคณะ (2004) ศึกษาความสามารถของยีสต
สายพันธุ Isstchenkia orientalis พบวา ยีสตสายพันธุนี้ผลิตเอนไซมไลเปสแบบ extracellular มีคา
กิจกรรมของเอนไซมสูงสุด 80 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อเล้ียงในอาหารที่มี tributyrin เปนแหลง
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คารบอน และการศึกษาของ Haba และคณะ (2000) พบวา ยีสตสายพันธุ Candida tropicalis ผลิต
เอนไซมไลเปสไดนอยลงเมื่อมีน้ํามันมะกอกที่ใชแลวปริมาณ 1 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน 

4. การศึกษาอัตราการเจริญของยีสตสายพันธุ P11I89 
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 Figure 10. Growth of Rhodotorula mucilagenosa.  
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Figure 11.  Activity of lipolytic activity when used  p-nitrophenyl palmitate as substrate (    )  
                  and two-phase emulsion method (    ).    
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                            ยีสตสายพันธุ Rhodotorula mucilagenosa เปนยีสตที่สามารถพบไดทั่วไป ตาม
แหลงดิน แหลงน้ํา ตะกอนดิน และโคโลนีจะมีรูปรางกลมรี สีแดง สืบพันธุโดยการแตกหนอ ไมมี
การสรางเสนใย (Barnett et al., 2000) จากการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของยีสตสายพันธุ 
Rhodotorula mucilagenosa (Figure 10) โดยทําการเลี้ยงในอาหาร IMY เปนเวลา 180 ช่ัวโมง เก็บ
ตัวอยางเพื่อทําการนับจํานวนเซลลและวัดกิจกรรมของเอนไซมดวยวิธีวิเคราะหของ Kademi และ
คณะ (2000) และวิธี two-phase emulsion ทุกๆ 12 ช่ัวโมง พบวา ในชวง 12 ช่ัวโมงแรกเปนชวง 
Lag phase ซ่ึงเปนชวงที่ยีสตยังไมเพิ่มจํานวน มีการปรับตัวใหเขากับสิ่งแวดลอมใหม แตเซลลจะ
วองไว และสังเคราะหโพรโทพลาซึมใหม รวมทั้งเอนไซม โคเอนไซม ดีเอ็นเอ อารเอ็นเอ เพื่อให
เพียงพอตอกระบวนการทางชีวเคมีของเซลล หลังจากชั่วโมงที่ 12 ถึงชั่วโมงที่ 72 การเจริญเติบโต
ของยีสตจะเขาสูระยะ Log phase ยีสตมีการแบงตัวอยางรวดเร็วในอัตราคงที่ ระยะนี้อัตราการเจริญ
จะมากที่สุด เซลลวองไวที่สุด สารอาหารจะถูกนําไปใชอยางมากและรวดเร็ว หลังจากชั่วโมงที่ 72 
เปนตนไป ยีสตเร่ิมเขาสู Stationary phase คือมีการเจริญเติบโตที่คงที่ มีจํานวนเซลลในแตละ
ช่ัวโมงไมแตกตางกันมากนัก (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547)  
  นอกจากนั้นคากิจกรรมของเอนไซมที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธีของ Kademi 
และคณะ (2000) (Figure 11) และวิธี two-phase emulsion ซ่ึงการวิเคราะหทั้งสองวิธีนั้นเปนการ
วิเคราะหสวนของ extracellular lipase เพื่อบงบอกการผลิตเอนไซม พบวา เมื่อใช p-nitrophenyl 
palmitate (pPNC16) เปนสับสเตรท สามารถวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสไดตั้งแตช่ัวโมงที่ 36 
มีคาเทากับ 0.009±0.001 ยูนิตตอมิลลิลิตร และคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสเพิ่มสูงขึ้นจนมีคา
กิจกรรมสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 120 มีคาเทากับ 0.092±0.005 ยูนิตตอมิลลิลิตร หลังจากนั้นคากิจกรรม
ของเอนไซมไลเปสมีคาลดลง โดยช่ัวโมงที่ 180 มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสเทากับ 0.034±0   
ยูนิตตอมิลลิลิตรเทานั้น ในสวนของการใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรทในการวิเคราะหคากิจกรรม
ของเอนไซมไลเปสดวยวิธี two-phase emulsion (Figure 11) พบวา สามารถวัดคากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสไดสูงสุดชั่วโมงที่ 120 มีคากิจกรรมเทากับ 5.502±0.094 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซ่ึงจาก
การวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสทั้งสองวิธี จะเห็นไดวามีคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดที่
ช่ัวโมง ที่ 120 เชนเดียวกัน โดยคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดวัดไดระหวางที่ยีสตมีการเจริญเขาสู
ระยะ Stationary phase ดังนั้นในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตอัลคิลเอสเทอรดวย
ปฏิกิริยา ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสเปนตัวเรง จะทําการเลี้ยง
ถึงชั่วโมงที่ 120 เนื่องจากที่ช่ัวโมงนี้มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงที่สุด   
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5. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการสรางอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดย
ใชยีสตท่ีผลิตเอนไซมไลเปสท่ีคัดเลือก เปนตัวเรงปฏิกิริยา 

 5.1 การวิเคราะหคุณสมบัตทิางเคมีและกรดไขมันท่ีเปนองคประกอบของน้าํมันปาลมบริสุทธ์ิ, 
น้ํามันปาลมดบิ และน้ํามันปาลมใชแลว  
 ผลการวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบ และ
น้ํามันปาลมใชแลว ดังแสดงผลใน Table 14 โดยคาสปอนิฟเคชั่นใชเปนตัวช้ีบงขนาดของโมเลกุล
หรือน้ําหนักโมเลกุลของกรดไขมันที่เปนองคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดในน้ํามัน จาก
คาสปอนิฟเคชั่นสามารถคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบ และ
น้ํามันปาลมใชแลว ไดเทากับ 867.97, 867.50 และ 910.52  สวนการหาปริมาณสารเปอรออกไซดที่
เกิดขึ้นในน้ํามันดวยคาเปอรออกไซดนั้น พบวา น้ํามันปาลมบริสุทธิ์มีคาเปอรออกไซดสูงสุด 
รองลงมา คือ น้ํามันปาลมดิบ และน้ํามันปาลมใชแลว ตามลําดับ นอกจากนั้นคาไอโอดีน ซ่ึงเปน
คาที่บงชี้วาน้ํามันมีกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบมากนอยเพียงใด พบวา น้ํามันปาลม
บริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบ และน้ํามันปาลมใชแลว มีคาไอโอดีนเทากับ 53.65, 48.20 และ 52.91 ใน
สวนของคากรดที่วิเคราะหไดเปนตัวช้ีบงวาไตรกลีเซอไรดที่มีอยูในน้ํามันถูกสลายดวยเอนไซมไล
เปสไดเปนกรดไขมันอิสระไดมากนอยเพียงใด จะเห็นไดวาน้ํามันปาลมดิบมีคากรดสูงสุดแสดงวา
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดถูกสลายตัวไดเปนกรดไขมันอิสระมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับน้ํามัน
ปาลมใชแลวและน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ นอกจากนี้ปริมาณน้ําในน้ํามันปาลมที่ใชแลว พบวามีปริมาณ
มากที่สุดถึง 2.99 เปอรเซ็นต มากกวาในน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และน้ํามันปาลมดิบ  

 จากการวิเคราะหกรดไขมันที่เปนองคประกอบในน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามัน
ปาลมดิบ และน้ํามันปาลมใชแลว ดวยเทคนิคแกสโครมาโตกราฟ (GC) ทั้งในเชิงคุณภาพและเชิง
ปริมาณ ในสวนของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และน้ํามันปาลมใชแลว มีกรดโอเลอิกเปนองคประกอบ
หลัก  รองลงมาเปนกรดปาลมมิติกและกรดลิโนเลอิก  ตามลําดับ  ถากรดไขมันสวนใหญ
ประกอบดวยกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัว คือ กรดโอเลอิกและกรดลิโนเลอิก จะทําใหน้ํามันเปน
ของเหลวที่อุณหภูมิหอง (นิธิยา รัตนาปนนท, 2541) สวนน้ํามันปาลมดิบมีปริมาณของกรดโอเลอิก
และกรดปาลมมิติกใกลเคียงกัน นอกจากนั้นยังมีปริมาณกรดไขมันอิ่มตัวและกรดไขมันไมอ่ิมตัวที่
เปนองคประกอบหลักใกลเคียงกันอีกดวย จึงทําใหน้ํามันปาลมดิบมีลักษณะเปนของเหลวปะปนอยู
กับของแข็งที่อุณหภูมิหอง  
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Table  14.   Properties and fatty acid composition of palm oil. 
Property Refined palm oil Crude palm oil Waste palm oil 
Saponification value 193.90±3.67 194.05±3.54 184.84±0.24 
Peroxide  value 3.15±0.10 2.84±0.03 0.58±0.09 
Iodine value 53.65±0.02 48.20±1.22 52.91±0.18 
Acid  value 0.60±0.02 2.55±0.00 1.24±0.24 
Molecular weight (g/mol) 867.97 867.50 910.52 
Water (%) 1.38±0.02 1.55±0.01 2.99±0.02 

 
Table  15.   Fatty acid composition of palm oil. 

Refined palm oil Crude palm oil Waste palm oil 
Fatty acid 

composition 
g/kg (%) 

 
g/kg (%) 

 
g/kg (%) 

 
Myristic acid (14:0)      9.23 0.90 22.89 2.38 12.19 1.20 
Palmitic acid (16:0)      352.57 36.50 355.74 37.69 362.22 37.26 
Stearic acid (18:0)    41.71 4.10 44.10 4.42 40.60 3.91 
Oleic acid (18:1)           401.32 43.68 341.94 37.58 400.23 43.14 
Linoleic acid (18:2)      101.89 10.92 85.67 9.41 89.03 9.41 
Linolenic acid (18:3)    2.42 0.16 3.23 0.25 2.14 0.14 

 5.2 ผลของปรมิาณน้ําตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของปริมาณน้ําตอการผลิตเมทิลเอสเทอร โดยใชยีสตที่ผลิตเอนไซม
ไลเปส 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยา ซ่ึงมีคากิจกรรมเอนไซม เทากับ 2.210 ยู
นิตตอกรัมสับสเตรท มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอลเปนสับสเตรท ผสมกันในอัตราสวนโมล 
1:3 โดยเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ในปริมาณตางๆ คือ 0, 2, 5, 10, 20 และ 30 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท ซ่ึงคิดเปนปริมาณน้ําในระบบ 1.38, 3.38, 6.38, 11.38 และ 31.38 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท ตามลําดับ บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 
ช่ัวโมง พบวา เมื่อเพิ่มปริมาณน้ําในชวง 0-10 เปอรเซ็นต ปริมาณเมทิลเอสเทอรจะเพิ่มขึ้น แตเมื่อ
เพิ่มปริมาณน้ํามากกวา 10 เปอรเซ็นต ปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดจะลดลง (Figure 12) โดยการเติม
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ที่ 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท สามารถผลิตเมทิล



  
                                                                                                                                                       64 

เอสเทอรไดสูงสุด 48.34 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ปริมาณไตรกลีเซอไรด, 1-3 ไดกลีเซอไรด,  1-2 ได
กลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ เหลืออยู 16.11, 1.24, 18.44, 4.11 และ 13.36 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 13-15)  ดังนั้นจึงกลาวไดวาการเติมน้ําในปฏิกิริยา 10 เปอรเซ็นต 
เหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอรมากที่สุด  

จากรูปแบบโครงสรางสามมิติของเอนไซมที่ยังคงมีกิจกรรมอยู น้ํามีผลทําให
กิจกรรมดําเนินไปไดและมีบทบาทในการควบคุมกิจกรรม ทั้งในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสหรือ
ปฏิกิริยาการสังเคราะห (Foresti et al., 2005) การเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสเกิดขึ้นระหวาง
ผิวสัมผัสของสวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic phase) และสวนที่ชอบน้ํา (hydrophilic phase) การมี
พื้นที่สัมผัสระหวางน้ําและน้ํามันมากขึ้นจะทําใหเอนไซมเขาไปจับกับสับสเตรทหรือน้ํามันไดดีขึ้น 
เนื่องจากเอนไซมมีคุณสมบัติที่สามารถละลายน้ําไดดี แตสับสเตรทหรือน้ํามันที่ใชทําปฏิกิริยาไม
ละลายน้ํา เมื่อนํามาผสมเขาดวยกันภายในระบบก็จะมีสองสวน คือสวนที่ชอบน้ํามัน (lipophillic 
phase) ประกอบดวยเอซิลกลีเซอรอลกับกรดไขมัน และสวนที่ชอบน้ํา (hydrophilic phase) ดังนั้น
การเติมน้ําหรือการมีน้ําในระบบจะเปนการเพิ่มพื้นที่สัมผัสระหวางน้ําและน้ํามันใหมากขึ้น จึงทํา
ใหเอนไซมไลเปสเขาไปจับกับสับสเตรทหรือน้ํามันไดดีขึ้น (Hama et al., 2007) ปฏิกิริยา
แอลกอฮอลไลซิสไมจําเปนตองมีน้ําในปฏิกิริยา แตอยางไรก็ตามการควบคุมปริมาณน้ําก็ยังเปนสิ่ง
สําคัญ ดวยเหตุผลที่วา น้ําเปรียบเสมือนตัวหลอล่ืนที่ทําใหโครงสรางของเอนไซมยังคงกิจกรรมอยู
ได โดยในการทดลองที่เติมน้ํา 2 เปอรเซ็นตและไมเติมน้ํา จะเห็นไดวาแตละชั่วโมงในระหวางการ
ทําปฏิกิริยาเกิดเปนผลิตภัณฑของเมทิลเอสเทอรมีปริมาณเมทิลเอสเทอรนอยกวาการทดลองที่มีการ
เติมน้ํา 10 เปอรเซ็นต เชน ในชั่วโมงที่ 36 ปริมาณเมทิลเอสเทอรของการทดลองที่เติมน้ํา 2 
เปอรเซ็นตและไมเติมน้ํา มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 23.86 และ 17.76 เปอรเซ็นต แตในการ
ทดลองที่เติมน้ํา 10 เปอรเซ็นต มีปริมาณเมทิลเอสเทอรถึง 29.06 เปอรเซ็นต นอกจากนั้นยังมีสวน
ชวยในกลไกการทําปฏิกิริยาในหลายๆ ปฏิกิริยาที่มีสาเหตุทําใหเอนไซมไมสามารถทํางานได 
ดังเชนในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นซึ่งมีเมทานอลเปนสับสเตรท จะเห็นไดวาในการทดลอง
ที่มีการเติมน้ํา 5 และ 10 เปอรเซ็นต ปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นในชวงระหวางการทําปฏิกิริยา
นั้น มีคาใกลเคียงกัน โดยท่ีเติมน้ํา 5 เปอรเซ็นต มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเกิดขึ้นที่ช่ัวโมงที่ 12, 24, 
36 และ 48 มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 11.38, 16.50, 30.71 และ 33.52 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
และที่เติมน้ํา 10 เปอรเซ็นต มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเกิดขึ้นที่ช่ัวโมงที่ 12, 24, 36 และ 48 เทากับ 
13.98, 19.19, 29.06 และ 32.52 เปอรเซ็นต  ในสวนการทดลองที่มีการเติมน้ํา 5 และ 10 เปอรเซ็นต 
ที่ช่ัวโมงที่ 60 มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 40.08 และ 33.45 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตเมื่อถึง
ช่ัวโมงที่ 72 กลับพบวาที่เติมน้ํา 10 เปอรเซ็นต มีปริมาณเมทิลเอสเทอร เทากับ 48.34 ซ่ึงปริมาณสูง
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กวาที่เติมน้ํา 5 เปอรเซ็นต ที่ไดปริมาณเมทิลเอสเทอรเพียง 43.20 เปอรเซ็นต จากผลการทดลองที่
เกิดขึ้น อาจเปนไปไดวาเมทานอลที่เติมลงไปเพื่อเปนสับสเตรทนั้นไปทําลายกิจกรรมของเอนไซม
ไลเปส เพราะเมื่อใชเวลาในการทําปฏิกิริยามากขึ้นโอกาสที่เอนไซมจะถูกทําลายก็มีมากขึ้น จึงทํา
ใหในการทดลองที่เติมน้ํา 5 เปอรเซ็นต มีผลิตภัณฑของเมทิลเอสเทอรนอยกวาที่เติมน้ํา 10 
เปอรเซ็นต ที่ช่ัวโมงที่ 72 ในขณะที่การทดลองที่เติมน้ํา 10 เปอรเซ็นตนั้น ปริมาณน้ําที่มากกวาจะ
เขาไปชวยลดการเสียสภาพของเอนไซมเมื่อเวลาในการทําปฏิกิริยามากขึ้นการเกิดเปนผลิตภัณฑจึง
ยังเกิดขึ้นตอไป (Salis et al., 2005) 

ในการทดลองที่มีการเติมน้ํา 10, 20 และ 30 เปอรเซ็นต ที่ช่ัวโมงที่ 72 มีผลิตภัณฑ
เกิดขึ้น 48.34, 41.93 และ 40.39 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยเมื่อมีน้ํามากขึ้น น้ําที่อยูในระบบจะทํา
ใหเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดมากขึ้น ดังนั้นจึงอาจจะไปลดปริมาณการเกิดเปนผลิตภัณฑของ
เมทิลเอสเทอร เห็นไดจากปริมาณไตรกลีเซอไรดที่ 12 ช่ัวโมงแรก ที่มีการเติมน้ํา 20 เปอรเซ็นตและ 
30 เปอรเซ็นต มีปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยูเพียง 43.86 และ 44.05 เปอรเซ็นต ในขณะที่เติมน้ํา 
10 เปอรเซ็นต มีปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยู 47.36 เปอรเซ็นต แตที่เวลา 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง 
ปริมาณไตรกลีเซอไรดในทั้งสามการทดลองใกลเคียงกัน จนเมื่อถึงชั่วโมงที่ 60 และ 72 ปริมาณ
ไตรกลีเซอไรดของการทดลองที่มีการเติมน้ํา 20 เปอรเซ็นต เหลืออยู 21.12 และ 20.25 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ สวนที่ เติมน้ํา 30 เปอรเซ็นต  ปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยู 21.90 และ 21.78 
เปอรเซ็นต แตในการทดลองที่มีการเติมน้ํา 10 เปอรเซ็นต มีปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยูเพียง 
18.93 และ 15.88 เปอรเซ็นต ในชั่วโมงที่ 60 และ 72 รวมถึงปริมาณ 1-2ไดกลีเซอไรด, 1-3ไดกลี
เซอไรด และโมโนกลีเซอไรด ก็มีปริมาณที่เหลือนอยกวาในการทดลองที่เติมน้ํา 20 และ 30 
เปอรเซ็นต ที่เปนเชนนี้เพราะเมื่อมีปริมาณน้ําในระบบมาก น้ําจะชวยใหอนุภาคของเอนไซมรวมตัว
กันและทําใหการกระจายตัวของสับสเตรทเกิดขึ้นนอยลง การสัมผัสกันระหวางสับสเตรทและ
เอนไซมจะเปนไปไดยากขึ้น การเกิดปฏิกิริยาทั้งไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชั่นจึงเกิดได
นอยลง (Salis et al., 2005) นอกจากนั้น ปริมาณของกรดไขมันอิสระจะเพิ่มขึ้นเมื่อมีน้ําในระบบ
มากขึ้น ในการทดลองที่เติมน้ํา 30, 20 และ 10 เปอรเซ็นต แนวโนมของปริมาณกรดไขมันอิสระจะ
สูงขึ้นมากกวาในระบบที่เติมน้ํา 5, 2 และไมเติมน้ํา แสดงใหเห็นวาเมื่อมีน้ํามากขึ้น สงผลให
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเกิดมากขึ้น สอดคลองกับการทดลองของ Kamini และ Iefuji (2001) ศึกษาผล
ของน้ําตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสที่มีสับสเตรทระหวางน้ํามันรําขาวและเมทานอล ในอัตราสวน 1:1 
(โมล:โมล)  มีเอนไซมไลเปสจาก Cryptococcus spp. 2000 ยูนิต เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา ปริมาณ
เมทิลเอสเทอรลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณน้ําในระบบ แตปริมาณกรดไขมันอิสระซ่ึงเกิดจากปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสจะสูงขึ้น โดยที่เติมน้ํา 13 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท ปริมาณกรดไขมันอิสระ
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เทากับ 24.0 เปอรเซ็นต และเมื่อเติมน้ําถึง 50 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท กรดไขมันอิสระจะมี
ปริมาณสูงถึง 42.1 เปอรเซ็นต ซ่ึงปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอรใกลเคียงกับการ
ทดลองของ Kaieda และคณะ (1999) ศึกษาผลของปริมาณน้ําตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสโดยใช
สับสเตรทที่มีสวนผสมของ น้ํามันถ่ัวเหลืองและเมทานอล ในอัตราสวนโมล 1:1 โดยใชเอนไซมไล
เปสตรึงรูปจาก Rhizopus oryzae  210 ยูนิต เปนตัวเรงปฏิกิริยา และเติมสารละลายเอนไซมปริมาณ 
1.2-9.0 มิลลิลิตร (ปริมาณน้ํา 4-30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท) พบวา ที่ปริมาณน้ํา 15 
เปอรเซ็นต สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงขึ้น 80-90 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตาม Li และคณะ 
(2007) ศึกษาผลของน้ําตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสโดยใชน้ํามันเรพซีดและเมทานอลเปนสับสเตรท 
ในอัตราสวนโมล 1:4 มีการเติม tert –บิวทานอลในระบบ และใชตัวเซลลตรึงรูปจาก Rhizopus 
oryzae IFO 4697 เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา เมื่อเติมน้ําเพียง 3 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท 
สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุด 68 เปอรเซ็นต             
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Figure 12. Effect of water on methyl ester production by transesterification catalyzed by   
                Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of   2.210 unit/g substrate  
                in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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Figure 13. Triglyceride content in palm oil transesterification catalyzed by Rhodotorula   
                  mucilagenosa cells with lipase activity of 2.210 unit/g substrate in the presence  
                  of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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Figure 14.  Free fatty acid (A) and 1-3 diglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.210 U/g  
                  substrate in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates.  
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Figure 15.  1-2 Diglyceride (A) and monoglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                   catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.210 U/g   
                   substrate in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates.  
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 5.3 ผลของปรมิาณเซลลยีสตตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของปริมาณเซลลยีสตตอการผลิตเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา ทรานส
เอสเทอริฟเคชั่น โดยใชปริมาณเซลลยีสต 1×1010, 0.5×1010, 1×109,  0.5×109 , 1×108 และ 1×107  
เซลลตอกรัมสับสเตรท ในการเรงปฏิกิริยาของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล อัตราสวนโมล 
1:3 และเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท คิด
เปนปริมาณน้ําในระบบ 11.38 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีคากิจกรรมเอนไซม เทากับ 2.829 ยูนิตตอกรัม
สับสเตรท บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา การใชเซลลยีสต 
1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทในการเรงปฏิกิริยา สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงที่สุด 48.32 
เปอรเซ็นต (Figure 16) แตการใชปริมาณเซลล 0.5×1010, 1×109, 0.5×109 , 1×108 และ 1×107  เซลล
ตอกรัมสับสเตรท ซ่ึงมีคากิจกรรมเอนไซม เทากับ 1.414, 0.283, 0.141, 0.028 และ 0.003 ยูนิตตอ
กรัมสับสเตรท ตามลําดับ ในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได
เพียง 21.62, 1.38, 0.46, 0.48 และ 0.36 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เนื่องจากการเพิ่มปริมาณเซลลมากขึ้น
ก็คือการเพิ่มปริมาณของเอนไซมไลเปสที่จะเขาไปทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นนั่นเอง  
  นอกจากนี้ปริมาณของเซลลยีสตที่ใชในการทําปฏิกิริยาก็มีผลตอการยอยไตรกลี
เซอไรดในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยที่ใชปริมาณเซลล 1×1010, 0.5×1010, 1×109, 0.5×109 , 1×108 
และ 1×107  เซลลตอกรัมสับสเตรท เมื่อเวลาผานไป 72 ช่ัวโมง มีปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยู 
17.02, 43.11, 85.60, 94.62, 95.87 และ 94.44 (Figure 17) จะเห็นไดชัดเจนวาที่ใชปริมาณเซลล 
0.5×109, 1×108 และ 1×107  เซลลตอกรัมสับสเตรท มีการยอยไตรกลีเซอไรดนอยมาก ดังนั้นการ
เพิ่มอัตราสวนปริมาณเซลลตอกรัมสับสเตรทใหมากขึ้นก็จะสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและ
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นไดดีขึ้น ถึงแมวาการเพิ่มปริมาณเซลลจะเปนการเพิ่มปริมาณ
เอนไซมซ่ึงสงผลใหมีการเรงปฏิกิริยาใหสูงขึ้น แตในทางปฏิบัติการเตรียมเซลลที่มากกวา 1×1010 
เซลลตอกรัมสับสเตรทนั้นยังมีขอจํากัด ดังนั้นปริมาณเซลลที่เหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอร 
คือ 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท ที่เวลา 72 ช่ัวโมง ปริมาณของไตรกลีเซอไรด, 1-3ไดกลีเซอไรด, 
1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ ที่เหลืออยูมีปริมาณที่ใกลเคียงกับผล
การศึกษาปริมาณน้ํา คือ 17.02, 1.36, 15.44, 3.42 และ 14.42 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังแสดงใน 
Figure 17-19  ซ่ึงผลการทดลองนี้สอดคลองกับผลการทดลองของ Chen และคณะ (2009) ศึกษาผล
ของปริมาณเอนไซมไลเปส Candida antarctica ที่ตรึงแลว ในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ
ฟเคชั่น โดยเติมปริมาณเอนไซมในชวง 5-35 เปอรเซ็นตของน้ํามัน มีคากิจกรรมเอนไซม 222.5  
ยูนิตตอกรัมสับสเตรท พบวาปริมาณของเมทิลเอสเทอรเพิ่มมากขี้นเมื่อเพิ่มปริมาณของเอนไซม 
เนื่องจากปริมาณเอนไซมที่มากขึ้นจะทําใหโมเลกุลของสับสเตรทถูกจับกับบริเวณเรง (active site) 
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ไดมากขึ้น แตเมื่อเติมปริมาณเอนไซมในชวง 25-35 เปอรเซ็นต ปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นนั้น
มีปริมาณใกลเคียงกัน ดังนั้นการเติมเอนไซม 25 เปอรเซ็นตของน้ํามัน จึงเปนปริมาณที่เหมาะสมใน
การทําปฏิกิริยามากที่สุด และเชนเดียวกับผลการทดลองของ Kose และคณะ (2002) ศึกษาผลของ
ปริมาณเอนไซมไลเปสตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสของน้ํามันเมล็ดฝายและเมทานอล ในอัตราสวน 
1:3 (โมล :โมล) มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Candida antarctica เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา เมื่อใช
ปริมาณเอนไซมไลเปส 30 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงถึง 
83.6 เปอรเซ็นต แตเมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซมไลเปสเปน 40 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท 
ความสามารถในการผลิตเมทิลเอสเทอรจะลดลง นอกจากนั้น Qin และคณะ (2008) ศึกษาการใช 
whole-cell ที่ผลิตเอนไซมไลเปสจาก Rhizopus chinensis 24.5 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท เปนตัวเรง
ปฏิกิริยา  ในอัตราสวนน้ํามันถ่ัวเหลืองตอเมทานอล 1:3 (โมล :โมล) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา ผลิตเมทิลเอสเทอรไดมากกวา 86 เปอรเซ็นต และผลผลิตของเมทิลเอส
เทอรยังคงที่เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมไลเปสมากขึ้น  
  อยางไรก็ตาม เปนที่นาสังเกตวาการทดลองนี้กิจกรรมของเอนไซมที่ใชในการทํา
ปฏิกิริยายังมีคาต่ํากวาที่ใชในงานวิจัยอ่ืนอยางมาก คือมีคากิจกรรมเพียง 2.829 ยูนิตตอกรัม
สับสเตรท ในขณะที่การทดลองอื่นๆ ใชเอนไซมที่มีกิจกรรมในระดับสูงถึง 24.5-225.5 ยูนิตตอ
กรัมสับสเตรท จึงนาจะเปนสาเหตุที่ไดผลผลิตเมทิลเอสเทอรสูงกวาการทดลองนี้มาก  
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Figure 16.  Effect of yeast cell concentrations on methyl ester production by transesterification   
                   catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.829, 1.414,   
                   0.283, 0.141, 0.028 and 0.003 unit/g substrate in the presence of palm oil and   
                   methanol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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Figure 17. Triglyceride content in palm oil transesterification catalyzed by Rhodotorula  
                 mucilagenosa cells with lipase activity of 2.829, 1.414, 0.283, 0.141, 0.028 and        
                 0.003 unit/g substrate in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:3  
                 as substrates. 
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Figure 18.  Free fatty acid (A) and 1-3 diglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.829, 1.414,   
                   0.283, 0.141, 0.028 and 0.003 unit/g substrate in the presence of palm oil and    
                   methanol with mole ratio 1:3 as substrates.  
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Figure 19. 1-2 Diglyceride (A) and monoglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.829, 1.414,   
                  0.283, 0.141, 0.028 and 0.003 unit/g substrate in the presence of palm oil and  
                  methanol with mole ratio 1:3 as substrates.  
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 5.4 ผลของการเพิ่มปริมาณเอนไซมโดยใช supernatant รวมกับเซลลยีสตตอการผลิตเมทิลเอส
เทอร 
  การศึกษาผลของการเพิ่มปริมาณเอนไซมโดยใช supernatant รวมกับเซลลยีสตตอ
การผลิตเมทิลเอสเทอร โดยระบบที่มีเซลลยีสต 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยา มี
กิจกรรมเอนไซมไลเปส เทากับ 3.100 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นมี
สับสเตรท คือ น้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล ในอัตราสวน 1:3 (โมล :โมล) เติมสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 
องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได 48.17 เปอรเซ็นต (Figure 
20) สวนระบบที่ใช supernatant 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรทรวมกับเซลลยีสตเปนตัวเรง
ปฏิกิริยา มีกิจกรรมเอนไซมไลเปส เทากับ 3.700 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท ไดผลผลิตของเมทิลเอส
เทอร 45.48 เปอรเซ็นต นอยกวาการเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 (Figure 18) จากการ
วัดกิจกรรมของเอนไซม จะเห็นไดวามีกิจกรรมทั้งในสวนของตัวเซลลและสวนของ supernatant 
แสดงวาการทําปฏิกิริยาของระบบ เอนไซมไลเปสที่เกาะอยูที่ตัวเซลลของยีสต (cell bound) มีผลตอ
การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นมากกวาเอนไซมไลเปสที่อยูใน
สวนของ supernatant เมื่อทําการวัดคาพีเอชสวนของ supernatant พบวามีคาพีเอชประมาณ 4-5 จึง
เปนไปไดวาปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ลดลงเปนผลจากคาพีเอช แตเมื่อศึกษาผลของพีเอชตอการผลิต
เมทิลเอสเทอร พบวา ที่พีเอช 5.0 มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเกิดขึ้นเพียง 35.10 เปอรเซ็นต (Figure 28) 
ซ่ึงมีปริมาณเมทิลเอสเทอรที่นอยกวาการเติมสวนของ supernatant แสดงวาปริมาณเมทิลเอสเทอรที่
ลดลงเมื่อเติมสวนของ supernatant ไมไดเปนผลจากคาพีเอช นอกจากนั้นปริมาณไตรกลีเซอไรด, 
1-3 ไดกลีเซอไรด, 1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ ที่เหลืออยูในการ
ทดลองที่เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 เทากับ 12.76, 1.39, 19.21, 4.50 และ 13.96 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 21-23) โดยจากการศึกษาของ Wang และคณะ (2007) ใน
ความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสของยีสตสายพันธุ Rhodotorula mucilagenosa พบวา ยีสต
สายพันธุนี้ผลิตเอนไซมขึ้นมาเกาะบริเวณผิวเซลล (cell bound) จึงอาจจะเปนเหตุผลที่ทําใหระบบที่
ใช supernatant รวมกับเซลลยีสตเปนตัวเรงปฏิกิริยาสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดนอยกวาระบบที่
มี 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรทของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0  รวมกับเซลลยีสต 
1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
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                                                    yeast cells                                 yeast cells + supernatant       
Figure 20.  Effect of yeast cell concentrations and supernatant on methyl ester production  
                   by transesterification catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase  
                   activity of 3.100 unit/g substrate (yeast cells) and 3.700 unit/g substrate  
                   (yeast cells+ supernatant) in the presence of palm oil and methanol with mole  
                    ratio 1:3 as substrates. 
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                                                    yeast cells                                 yeast cells + supernatant       
Figure 21. Triglyceride content in palm oil transesterification catalyzed by Rhodotorula   
                  mucilagenosa cells with lipase activity of 3.100 unit/g substrate (yeast cells)  
                  and 3.700 unit/g substrate (yeast cells+ supernatant)in the presence of palm oil  
                  and methanol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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                                                    yeast cells                                 yeast cells + supernatant       
 
Figure 22.  Free fatty acid (A) and 1-3 diglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 3.100 unit/g   
                  substrate (yeast cells) and 3.700 unit/g substrate (yeast cells+ supernatant) in the   
                  presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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                                                    yeast cells                                 yeast cells + supernatant       
 
Figure 23.  1-2 Diglyceride (A) and monoglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 3.100 unit/g   
                  substrate (yeast cells) and 3.700 unit/g substrate (yeast cells+ supernatant) in the  
                  presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates.  
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 5.5 ผลของอุณหภูมิตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตเมทิลเอสเทอร โดยใชปริมาณเซลลยีสต 
1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท มีกิจกรรมเอนไซมไลเปส 3.100 ยูนิตตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรง
ปฏิกิริยา ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น มีสับสเตรท คือ น้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล ในอัตราสวน 
1:3 (โมล :โมล) เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
สับสเตรท  บมที่อุณหภูมิหอง (30±2), 37 และ 45 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา เมื่อ
เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ที่อุณหภูมิ 45 และ 37 องศาเซลเซียส ไดเมทิลเอสเทอร 
8.38 และ 41.59 เปอรเซ็นต และที่อุณหภูมิหอง สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงที่สุด คือ 48.17 
เปอรเซ็นต (Figure 24) โดยทั่วไปปฏิกิริยาเคมีจะทํางานไดดีเมื่อเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นเพื่อชวยเรง
ปฏิกิริยาของเอนไซม แตเนื่องจากที่อุณหภูมิสูงเอนไซมซ่ึงเปนสารประกอบโปรตีนมักไมคอยคง
ตัวตอความรอนทําใหเอนไซมเสียสภาพ ดังนั้นเอนไซมแตละชนิดจะมีชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การทํางานไดดีแตกตางกัน (สาโรจน ศิริศันสนีกุล, 2538) นอกจากนั้นปริมาณไตรกลีเซอไรด, 1-3 
ไดกลีเซอไรด, 1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ ที่เหลืออยูในการทดลองที ่
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เทากับ 12.76, 1.39, 19.21, 4.50 และ 13.96 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
(Figure 25-27) ดังนั้นอุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส)  คืออุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเมทิล
เอสเทอร  ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Kamini และ Iefuji (2001) ศึกษาผลของอุณหภูมิตอ
ปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสของน้ํามันรําขาวโดยใชเอนไซมไลเปสจาก Cryptococcus spp. เปนตัวเรง
ปฏิกิริยา ในชวงอุณหภูมิ 25-40 องศาเซลเซียส พบวา ปริมาณเมทิลเอสเทอรลดลงอยางเห็นไดชัด
เมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นถึง 40 องศาเซลเซียส ที่เวลา 24 ช่ัวโมง และที่เวลา 96 ช่ัวโมง ปริมาณเมทิลเอส
เทอรก็ลดลงเชนเดียวกัน โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอร คือ ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส แตแตกตางจากผลการทดลองของ Sanchez และ Vasudevan (2006) ศึกษาผลของ
อุณหภูมิตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสของน้ํามันมะกอก ในอัตราสวน 1:4 โดยใชเอนไซมไลเปสจาก 
Candida antarctica พบวา เมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงกวา 30 องศาเซลเซียส สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได
สูงขึ้นและสามารถผลิตไดดีที่สุด 59.3 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เมื่อเพิ่มอุณหภูมิถึง 
70 องศาเซลเซียส การผลิตเมทิลเอสเทอรจะลดลง  เชนเดียวกับผลการศึกษาของ Kose และคณะ 
(2002) ซ่ึงศึกษาผลของอุณหภูมิตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสของน้ํามันเมล็ดฝาย ในอัตราสวน 1:4 
โดยใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Candida antarctica ในชวงอุณหภูมิ 30-70 องศาเซลเซียส  พบวา 
การผลิตเมทิลเอสเทอรเพิ่มสูงขึ้นเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้น และที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส สามารถ
ผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุด 91.5 เปอรเซ็นต แตปริมาณเมทิลเอสเทอรจะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงกวา 
60 องศาเซลเซียส  สวน Du และคณะ (2003) ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตเมทิลเอสเทอรดวย
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ปฏิกิริยาเมทาโนไลซิส มีน้ํามันถ่ัวเหลืองและเมทานอล ในอัตราสวนโมล 1:4 เปนสับสเตรท โดยมี
เอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Thermomyces lanuginosus เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา ที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุด แตเมื่อนําเอนไซมตรึงรูปมาใชซํ้าจะตองทํา
ปฏิกิริยาที่ 30 องศาเซลเซียส จึงยังคงกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูง
เชนเดิม 
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Figure 24. Effect of temperature on methyl ester production by transesterification catalyzed  
                  by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 3.100 unit/g  substrate  
                  in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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Figure 25. Triglyceride content in palm oil transesterification catalyzed by Rhodotorula   
                  mucilagenosa cells with lipase activity of 3.100 unit/g substrate in the presence  
                  of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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Figure 26. Free fatty acid (A) and 1-3 diglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 3.100 U/g  
                  substrate in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates.  
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Figure 27. 1-2 Diglyceride (A) and monoglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 3.100 U/g  
                  substrate in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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 5.6 ผลของพีเอชตอการผลติเมทิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของพีเอชตอการผลิตเมทิลเอสเทอร โดยใชยีสตที่ผลิตเอนไซมไล
เปส 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท มีคากิจกรรมเอนไซม เทากับ 2.999 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท เปน
ตัวเรงปฏิกิริยา โดยมีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอลเปนสับสเตรท อัตราสวนโมล 1:3 เติม
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.0 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
สับสเตรท บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา ที่พีเอช 5.0 และ 6.0 
ปริมาณเมทิลเอสเทอรเกิดขึ้นเพียง 35.10 และ 36.42 เปอรเซ็นต และเพิ่มขึ้นอยางเห็นไดชัดเมื่อทํา
ปฏิกิริยาที่พีเอช 6.5 และไดปริมาณสูงที่สุดที่พีเอช 7.0 คือ 49.28 เปอรเซ็นต (Figure 28) แตเมื่อเติม
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มีคาพีเอชสูงกวา 7.0 ปริมาณของเมทิลเอสเทอรลดลงอยางเห็นไดชัด 
การยอยไตรกลีเซอไรดไปเปน 1-3ไดกลีเซอไรด, 1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรด
ไขมันอิสระ เกิดขึ้นไดดีที่พีเอช 7.0 แสดงวามีการผันสับสเตรทใหเกิดเปนเมทิลเอสเทอรไดดี โดย
เห็นไดจากปริมาณ 1-2 ไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรด คือ 15.68 และ 2.97 เปอรเซ็นต (Figure 
31) ซ่ึงเหลืออยูนอยที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับการเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่พีเอชอื่นๆ ดังนั้น 
การเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 จึงเหมาะสมในการทํางานของเอนไซมและการผลิต
เมทิลเอสเทอร เอนไซมไลเปสที่ผลิตไดจากยีสตแตละสายพันธุจะมีพีเอชท่ีเหมาะสมตอการทํางาน
ที่แตกตางกัน เอนไซมไลเปสจาก Candida cylindracea LA-62 ทํางานไดดีที่พีเอช 7.0 สวน
เอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa ATCC 14380 ทํางานไดดีที่พีเอช 7.8 (Vakhul and Kour, 
2006) การที่เอนไซมทํางานไดดีที่พีเอชแตกตางกัน ทั้งนี้เปนเพราะวาความสามารถของเอนไซมใน
การจับกับสับสเตรท และในการเรงปฏิกิริยาอาจขึ้นอยูกับประจุของเอนไซมหรือของสับสเตรท ที่พี
เอชต่ําหรือสูงเกินไปมักทําใหประจุเปลี่ยนไปจนไมเหมาะสมที่จะทําปฏิกิริยากัน นอกจากนี้ที่พีเอช
สูงมากหรือต่ํามาก อาจทําใหโครงสรางของเอนไซมเสียสภาพธรรมชาติไปดวย (มรว.ชิษณุสรร 
สวัสดิวัตน, 2542) โดยสวนใหญแลวเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียทั่วไป จะทํางานไดดีในชวงพีเอช 
5.6- 8.5 และมีความคงตัวสูงในชวงพีเอชที่เปนกลาง จากการทดลองของ Ciafardini และคณะ 
(2006) ศึกษาพีเอชที่เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันมะกอก พบวา พีเอชที่เหมาะสมสําหรับ
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสจาก Williopsis californica 1639 และ Saccharomyces cerevisiae คือ พี
เอช 6 และ 7.5 ตามลําดับ เชนเดียวกันกับ Liu และคณะ (2008) ศึกษาพีเอชที่เหมาะสมสําหรับ
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการยอยสลายน้ํามันมะกอกดวยเอนไซมไลเปสจาก Aureobasidium 
pullulans พบวาที่พีเอช 8.5 เหมาะสําหรับการทํางานของเอนไซมไลเปสมากที่สุด 
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Figure 28. Effect of pH on methyl ester production by transesterification catalyzed by  
                  Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.999 unit/g substrate in  
                  the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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Figure 29. Triglyceride content in palm oil transesterification catalyzed by Rhodotorula   
                  mucilagenosa cells with lipase activity of 2.999 unit/g substrate in the presence  
                  of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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Figure 30.  Free fatty acid (A) and 1-3 diglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.999 U/g  
                  substrate in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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Figure 31. 1-2 Diglyceride (A) and monoglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.999 U/g  
                  substrate in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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 5.7 ผลของชนดิแอลกอฮอลตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของชนิดแอลกอฮอลตอการผลิตอัลคิลเอสเทอรโดยใชเซลลยีสตที่
ผลิตเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และ
แอลกอฮอล ในอัตราสวนโมล 1:3 โดยแอลกอฮอลที่ใชในการศึกษามี 5 ชนิด ดังนี้ เมทานอล, เอทา
นอล,โพรพานอล, 1-บิวทานอล และ 2-บิวทานอล ปรับปริมาณน้ําใหเปน 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
สับสเตรท โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 
72 ช่ัวโมง พบวา การใชเมทานอลทําใหไดเมทิลเอสเทอรสูงที่สุด 49.28 เปอรเซ็นต (Figure 32) 
รองลงมาเปนเอทานอลซึ่งใหปริมาณอัลคิลเอสเทอร 3.19 เปอรเซ็นต สวนการใช 1-บิวทานอลและ 
2-บิวทานอล สามารถผลิตอัลคิลเอสเทอรไดในปริมาณที่นอยกวา 1 เปอรเซ็นต ที่เวลา 72 ช่ัวโมง 
และไมพบการผลิตอัลคิลเอสเทอรเลยเมื่อใชโพรพานอล  
                       ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเมื่อเติมโพรพานอล, 1-บิวทานอลและ 2-บิวทานอล แทบ
ไมเกิดการยอยโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดไปเปนองคประกอบอื่นๆ ของน้ํามันปาลม แตในการเติม
เอทานอล ที่เวลา 72 ช่ัวโมง มีปริมาณไตรกลีเซอไรด, 1-3 ไดกลีเซอไรด, 1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโน
กลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ เหลืออยู 46.04, 3.59, 27.52, 2.93 และ 16.71 เปอรเซ็นต (Figure 
33-35) แสดงใหเห็นวาไลเปสจากยีสต Rhodotorula mucilagenosa สามารถเรงเกิดปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสของน้ํามันไดนอยกวาในปฏิกิริยาที่มีเมทานอลเปนสับสเตรท โดยในการทดลองที่ใช
เมทานอลมีปริมาณไตรกลีเซอไรด, 1-3 ไดกลีเซอไรด, 1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และ
กรดไขมันอิสระ เหลืออยู 14.22, 1.87, 15.68, 2.97 และ 15.98 ตามลําดับ ดังนั้นแอลกอฮอลที่
เหมาะสมในการผลิตอัลคิลเอสเทอร คือ เมทานอลเพราะเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นไดดี 
และไมรบกวนการทํางานของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส จะเห็นไดวากิจกรรมของเอนไซมไลเปสลดลง 
เมื่อใชแอลกอฮอลที่มีจํานวนคารบอนอะตอมมากขึ้น ที่อุณหภูมิปกติเมทานอลซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุล
ต่ําและมีความเปนขั้วสูงกวาแอลกอฮอลชนิดอื่น จึงทําใหเมทานอลสามารถกระจายตัวและเขาไปยัง
ตําแหนงของเอนไซมที่เกิดปฏิกิริยาไดดีกวา โดยเมทานอลจะทําหนาที่เปนตัวรับหมูเอซิล (acyl 
acceptor) ในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เปนผลใหเกิดผลิตภัณฑของเมทิลเอสเทอรมากกวา
อัลคิลเอสเทอรที่มี เอทานอล, โพรพานอล, 1-บิวทานอล และ 2-บิวทานอล อยูในระบบ (Hama  
et al., 2007) เอนไซมไลเปสที่มาจากจุลินทรียตางสายพันธุกัน จะมีความจําเพาะตอชนิดของ
แอลกอฮอลที่ใชในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นที่แตกตางกัน โดยจากผลการทดลอง
เอนไซมไลเปสจากยีสตสายพันธุ Rhodotolura mucilagenosa มีความจําเพาะตอเมทานอลซึ่งเปน
แอลกอฮอลสายตรงมากที่สุด เชนเดียวกับการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นจากน้ํามันของ
เมล็ด jatropha (Jatropha curcas) กับแอลกอฮอลชนิดตางๆ คือ เมทานอล, เอทานอล, โพรพานอล
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และบิวทานอล พบวา เมทานอลเปนชนิดของแอลกอฮอลที่เหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซล ทั้งใน
ปฏิกิริยาที่ใช Rhizopus  oryzae (whole cell) และเอนไซมไลเปสจาก Candida antarctica 
(Novozyme 435) ที่ผานการตรึงแลว เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น นอกจากนั้นการ
ผลิตไบโอดีเซลจะมีประสิทธิภาพลดลง เมื่อสายของแอลกอฮอลยาวขึ้น (Tamalampudi et al., 
2007) และยังสอดคลองกับการทดลองของ Kamini และ Iefuji (2001) ศึกษาผลของแอลกอฮอล
ปฐมภูมิตอการผลิตอัลคิลเอสเทอรจากน้ํามันรําขาว โดยใชเอนไซมไลเปสจาก Cryptococcus spp.  
เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา ที่เวลา 120 ช่ัวโมง   เมทานอลเปนแอลกอฮอลที่สามารถผลิตอัลคิลเอส
เทอรไดสูงสุด 80.7 เปอรเซ็นต เอทานอล, โพรพานอลและบิวทานอลสามารถผลิตอัลคิลเอสเทอร
ไดต่ํากวา 30 เปอรเซ็นต แตไอโซบิวทานอลสามารถผลิตอัลคิลเอสเทอรไดถึง 65.0 เปอรเซ็นต 
แตกตางจากการศึกษาของ Martin และคณะ (2008) ศึกษาผลของเมทานอลและเอทานอล ตอการทํา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น มีน้ํามันดอกทานตะวันเปนสารตั้งตน และเอนไซมไลเปสจาก 
Candida antarctica ที่ผานการตรึงเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา เมื่อใชเอทานอลเขาทําปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่น จะเกิดผลิตภัณฑของเอทิลเอสเทอรไดถึง 100 เปอรเซ็นต แตเมื่อใชเมทานอลทํา
ปฏิกิริยาจะเกิดเมทิลเอสเทอรไดเพียง 85 เปอรเซ็นต เทานั้น อยางไรก็ตาม Iso และคณะ (2001) 
ศึกษาผลของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร เมื่อใชสับสเตรทที่มี
สวนผสมระหวางไตรโอเลอินและแอลกอฮอล ชนิดโพรพานอลและบิวทานอล โดยมีเอนไซมไล
เปสตรึงรูปจาก Pseudomonas fluorescens เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา สามารถผลิตอัลคิลเอสเทอรได
มากกวา 90 เปอรเซ็นต ที่เวลา 25 ช่ัวโมง 
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Figure 32. Effect of alcohol on alkyl ester production by transesterification catalyzed by  
                  Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.999 unit/g substrate in  
                  the presence of palm oil and alcohol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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Figure 33. Triglyceride content in palm oil transesterification catalyzed by Rhodotorula   
                  mucilagenosa cells with lipase activity of 2.999 unit/g substrate in the presence  
                  of palm oil and alcohol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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Figure 34.  Free fatty acid (A) and 1-3 diglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.999 U/g  
                  substrate in the presence of palm oil and alcohol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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Figure 35.   1-2 Diglyceride (A) and monoglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                    catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.999 U/g  
                    substrate in the presence of palm oil and alcohol with mole ratio 1:3 as substrates. 
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 5.8 ผลของอัตราสวนโมลตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของอัตราสวนโมลตอการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใชเซลลยีสตที่ผลิต
เอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของสับสเตรทที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์
และเมทานอล ในอัตราสวนโมล 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 ปรับใหมีปริมาณน้ํา 10 เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนักสับสเตรท โดยการสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา
เซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา เมื่อเพิ่มอัตราสวนโมลของเมทานอลที่เขาทําปฏิกิริยากับ
น้ํามันปาลมบริสุทธิ์ สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดเพิ่มขึ้น โดยท่ีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอ
เมทานอล 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 (โมล:โมล) มีปริมาณเมทิลเอสเทอร ที่ 72 ช่ัวโมง เทากับ 48.19, 
60.46, 73.11 และ 83.29 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 36) เมื่อพิจารณาปริมาณเมทิลเอสเทอรที่
เกิดขึ้นในชั่วโมงที่ 12 ถึงชั่วโมงที่ 36 จะเห็นไดวาในระบบที่มีอัตราสวนโมลน้ํามันปาลมบริสุทธิ์
ตอเมทานอล เทากับ 1:5 มีเมทิลเอสเทอรเกิดขึ้นมากกวาในระบบอื่นๆ โดยมีปริมาณเมทิลเอสเทอร
ในชั่วโมงที่ 12, 24 และ 36 เทากับ 34.69, 44.04 และ 56.04 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และที่อัตราสวน
โมล 1:6 ซ่ึงเปนระบบที่มีปริมาณเมทิลเอสเทอรใกลเคียงกัน โดยมีปริมาณเมทิลเอสเทอร เทากับ 
32.96, 43.72 และ 54.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตเมื่อถึงชั่วโมงที่ 48, 60 และ 72 พบวา ในระบบที่
มีอัตราสวนโมลน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล 1:6 มีปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น เทากับ 
67.30, 74.49 และ 83.29 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และที่อัตราสวนโมล 1:5 มีปริมาณเมทิลเอสเทอร 
เทากับ 58.03, 69.04 และ 73.11 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การใชสับสเตรทที่อัตราสวนโมล 1:6 ได
ปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงสุดและแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดจากการใช
สับสเตรทที่อัตราสวนโมล 1:5 และที่อัตราสวนโมล 1:6 ไดปริมาณเมทิลเอสเทอร 32.96, 43.72, 
54.01, 67.31 และ 74.49 เปอรเซ็นต ที่ช่ัวโมงที่ 12, 24, 36, 48, 60 และ 72ตามลําดับ สวนปริมาณ
ไตรกลีเซอไรดที่อัตราสวนโมล 1:6 มีปริมาณไตรกลีเซอไรดที่เหลืออยูที่ช่ัวโมงที่ 12 และ 72 
เทากับ 17.70 และ 3.45 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 37) ซ่ึงปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลือนอยกวา
ในระบบที่มีอัตราสวนโมล 1:5 โดยสวนใหญแลวการศึกษาผลของเมทานอลตอปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่นที่มีเอนไซมหรือตัวเซลลเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดดีที่
อัตราสวนโมลน้ํามันและเมทานอลเทากับ 1:4 แตในระบบที่ศึกษาถึงแมจะมีการใชอัตราสวน 
น้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอลที่สูงถึง 1:6 ก็ยังเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาทรานสเอส
เทอริฟเคชั่นไดดี แสดงวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตไดจากยีสตสามารถทนเมทานอลในปริมาณที่สูงได
จึงเปนการดีในการผลิตเมทิลเอสเทอร เพราะฉะนั้นจะทําการเลือกอัตราสวนโมล 1:6 ในการศึกษา
ปจจัยตอไป นอกจากนี้ในอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:6 มีปริมาณไตรกลี
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เซอไรด, 1-3 ไดกลีเซอไรด, 1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระเหลืออยูเพียง 
3.45, 0.25, 4.69, 1.02 และ 7.30 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 37-39) 

 ในทางทฤษฎีสมดุลมวลสารสัมพันธของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นในการ
เคลื่อนยายหมูเอสเทอรที่สมบูรณ ตองมีอัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอลอยางนอย 1 ตอ 3 แต
ในทางปฏิบัติ พบวาปฏิกิริยาเคลื่อนยายหมูเอสเทอรสามารถผันกลับได ดังนั้นจึงตองมีการเติมเมทา
นอลมากเกินพอเพื่อใหสภาวะสมดุลเล่ือนเขาใกลผลิตภัณฑมากที่สุด แตถามีปริมาณเมทานอลมาก
เกินไปทําใหเอนไซมเสียสภาพได (Ma and Hanna, 1999)  

 ผลการทดลองนี้พบวาไลเปสจาก Rhodotorula mucilagenosa ทนตอปริมาณเมทา
นอลไดสูงกวาไลเปสที่รายงานในการทดลองอื่นๆ เชน การทดลองของ Du และคณะ (2003) ศึกษา
ผลของเมทานอลตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสมีน้ํามันถ่ัวเหลืองและเมทานอลเปนสับสเตรท โดยใช
เอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Thermomyces lanuginosus พบวา เมื่อเพิ่มอัตราสวนเปน 1:4 สามารถ
ผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงกวาที่อัตราสวน 1:3 แตที่อัตราสวน 1:5 ปริมาณเมทิลเอสเทอรจะลดลง
เชนเดียวกับการทดลองของ Kose และคณะ (2002) ศึกษาผลของเมทานอลตอปฏิกิริยาเมทาโนไล
ซิสที่มีสวนผสมของน้ํามันเมล็ดฝายและเมทานอล ในอัตราสวนโมล 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 
โดยใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Candida antarctica  พบวาที่อัตราสวน 1:4 สามารถผลิตเมทิล
เอสเทอรไดสูงถึง 87.4 เปอรเซ็นต แตเมื่อเพิ่มอัตราสวนเปน 1:5 และ 1:6 ปริมาณเมทิลเอสเทอร
เกิดขึ้น 85.2 และ 63.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ    
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Figure 36. Effect of mole ratio on methyl ester production by transesterification catalyzed by  
                  Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.875 unit/g substrate in  
                  the presence of palm oil and methanol as substrates. 
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Figure 37. Triglyceride content in palm oil transesterification catalyzed by Rhodotorula   
                  mucilagenosa cells with lipase activity of 2.875 unit/g substrate in the presence  
                  of palm oil and alcohol as substrates. 
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Figure 38.  Free fatty acid (A) and 1-3 diglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.875 U/g  
                  substrate in the presence of palm oil and alcohol as substrates. 
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Figure 39.  1-2 Diglyceride (A) and monoglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.875 U/g  
                  substrate in the presence of palm oil and alcohol as substrates. 
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 5.9 ผลของชนิดน้ํามันปาลมตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
 ในการศึกษาผลของชนิดน้ํามันตอการผลิตเมทิลเอสเทอร โดยใชเซลลยีสตที่ผลิต
เอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชสับสเตรทที่มี
สวนประกอบของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลว ตอเมทานอล ใน
อัตราสวน 1:6 (โมล:โมล) เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ปริมาณ 10 
เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท ซ่ึงคิดเปนปริมาณน้ําในระบบ 11.38 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
สับสเตรท บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) ตามลําดับเปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา เมื่อใช
น้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลวทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
สามารถเกิดเปนผลิตภัณฑของเมทิลเอสเทอรไดเทากับ 83.63, 62.34 และ 66.49 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (Figure 40) นอกจากนี้เมื่อพิจารณาปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เกิดขึ้นจากปริมาณไตรกลีเซอ
ไรดที่เหลืออยู จะเห็นไดวาระบบที่ใชน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ มีปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยูเพียง 
3.76 เปอรเซ็นต ในขณะที่ระบบที่มีน้ํามันปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลวเปนสับสเตรท มีไตรกลี
เซอไรดเหลืออยู เทากับ 14.29 และ 9.36 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 41) การที่ระบบที่ใชน้ํามัน
ปาลมใชแลวเปนสับสเตรทมีปริมาณเมทิลเอสเทอรต่ํากวาที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์เปนสับสเตรท 
เนื่องจากน้ํามันปาลมใชแลวมีคุณสมบัติเปลี่ยนไปจากเดิม เชน น้ํามันมีสีคลํ้ามากขึ้น และความ
หนืด (viscosity) ที่เพิ่มขึ้น (นิธิยา รัตนปนนท, 2541) เมื่อความหนืดเพิ่มมากขึ้นโอกาสที่สับสเตรท
จะเขาไปจับบริเวณเรง (active site) ก็จะเกิดไดยากขึ้น จึงทําใหผลิตภัณฑของเมทิลเอสเทอรนอย
กวาระบบที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์เปนสับสเตรท ในสวนของน้ํามันปาลมดิบ ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส จะมีลักษณะเปนของเหลวปนของแข็ง สวนของเหลวจะเปนสวนของน้ํามันปาลมโอลีน 
สวนที่เปนของแข็ง เรียกวา ปาลมสเตียรีนหรือไขสเตียรีน (พิสมัย เจนวนิชปญจกุลและลลิตา อัตน
โถ, 2549) จากการที่น้ํามันปาลมดิบมีทั้งสวนที่เปนของเหลวและของแข็งจึงทําใหสับสเตรทเขาไป
จับกับบริเวณเรง (active site) ไดไมดีเทากับสับสเตรทที่เปนของเหลวเพียงอยางเดียว ดังนั้นผลผลิต
ของเมทิลเอสเทอรที่ไดจึงนอยกวาในระบบที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์เปนสับสเตรท ซ่ึงแตกตางจาก
การศึกษาการผลิตไบโอดีเซลของ Nie และคณะ (2006) โดยใชเอนไซมไลเปสจาก Candida 
antarctica 99-125 มีคากิจกรรม 7000 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท ที่ผานการตรึงแลวเปนตัวเรงปฏิกิริยา  
อัตราสวนโมลน้ํามันตอเมทานอล เทากับ 1:3  ปริมาณน้ํา 10 เปอรเซ็นต ที่เวลา 25 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส พบวา มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 90 และ 92 เปอรเซ็นต เมื่อใชน้ํามันสลัด 
(salad oil) และน้ํามันใชแลวเปนสับสเตรท ตามลําดับ สวน Chen และคณะ (2009) ศึกษาการ
ผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันพืชใชแลว (waste cooking oil) แบบเติมเมทานอล 3 ขั้นตอน ใชเอนไซม
ไลเปสจาก Candida antarctica  ที่ตรึงแลวมาเปนตัวเรงปฏิกิริยา อัตราสวนโมลน้ํามันตอเมทานอล 
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เทากับ 1:1 ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท เติมเฮกเซน 
15 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสเทากับ 222.5 ยูนิตตอน้ําหนัก
สับสเตรท พบวา เกิดปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงสุด 91.08 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ Watanabe และคณะ 
(2002) ศึกษาผลผลิตจากการทําปฏิกิริยาเมทาโนไลซิส โดยมีน้ํามันถ่ัวเหลืองดิบ (crude oil) และ
น้ํามันถ่ัวเหลือง (refined oil) โดยมีเอนไซมไลเปสจาก Candida antarctica ที่ผานการตรึงแลวเปน
ตัวเรงปฏิกิริยา อัตราสวนโมลน้ํามันตอเมทานอล เทากับ 1:3 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24  ช่ัวโมง มีปริมาณเมทิลเอสเทอร เทากับ 10.3 และ 30.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ    
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Figure 40. Type of palm oil on methyl ester production by transesterification catalyzed by  
                  Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.458 unit/g substrate in  
                  the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:6 as substrates. 
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Figure 41. Triglyceride content in palm oil transesterification catalyzed by Rhodotorula   
                  mucilagenosa cells with lipase activity of 2.458 unit/g substrate in the presence  
                  of palm oil and methanol with mole ratio 1:6 as substrates. 
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Figure 42. Free fatty acid (A) and 1-3 diglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.458 U/g  
                  substrate in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:6 as substrates. 
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Figure 43. 1-2 Diglyceride (A) and monoglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.458 U/g  
                  substrate in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:6 as substrates. 
  



  
                                                                                                                                                       103 

 5.9 ผลของการนําเซลลยีสตมาใชซํ้าตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของการใชเซลลยีสตซํ้าในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น
โดยใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยามาใชซํ้าอีกครั้ง เพื่อทําปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่นโดยใชสับสเตรทที่มีสวนประกอบของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและ
น้ํามันปาลมใชแลว ตอแอลกอฮอล ในอัตราสวน 1:6 (โมล:โมล) โดยปรับปริมาณน้ําใหได 10 
เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท โดยการเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0  
บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา ผลผลิตของเมทิลเอสเทอรจาก
การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและน้ํามันปาลมใช
แลวเปนสับสเตรท เทากับ 59.31, 36.39 และ 55.48 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 44-45) แสดงวา
เซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสยังเรงปฏิกิริยาได แตมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาลดลง ซ่ึง
เห็นไดจากปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่ลดลงจากที่ใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสในครั้งแรก 
โดยผลผลิตของเมทิลเอสเทอรเมื่อใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสในครั้งแรก ที่มีน้ํามันปาลม
บริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลวเปนสับสเตรท เทากับ 83.63, 62.34 และ 66.49 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเมื่อใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสในครั้งแรก 
ที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลวเปนสับสเตรท มีปริมาณไตรกลีเซอ
ไรดเหลืออยู 3.76, 14.29 และ 9.36 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ในขณะที่เมื่อใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซม
ไลเปสเรงปฏิกิริยาอีกครั้ง    มีปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยู 11.38, 30.06 และ 9.74 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (Figure 46) ในการทดลองที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์เปนสับสเตรทยังคงความสามารถใน
การเกิดผลิตภัณฑของเมทิลเอสเทอรไดมากที่สุด โดยมีปริมาณไตรกลีเซอไรด, 1-3 ไดกลีเซอไรด, 
1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ เหลืออยู 11.38, 1.00, 22.54, 2.80 และ 
3.17 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 46-48) นอกจากนั้นการที่ปริมาณเมทิลเอสเทอรลดลงเมื่อใช
เซลลยีสตเรงปฏิกิริยา อาจมีสาเหตุมาจากเอนไซมถูกทําลายดวยเมทานอลที่เติมลงไปทําปฏิกิริยา 
จึงทําใหโครงสรางของเอนไซมเปลี่ยนไปไมสามารถทํางานได (Chen et al., 2009) ซ่ึงผลการ
ทดลองการใชเซลลยีสตซํ้าในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นสอดคลองกับ Tamalampudi 
และคณะ (2008) ศึกษาการใชเอนไซมไลเปสจาก Candida antarctica  ที่ตรึงแลวมาเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสซ้ํา กิจกรรมของเอนไซมมากกวา 10,000 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท ไมเติมน้ํา 
อัตราสวนโมลน้ํามันจาก Jatropha oil ตอเมทานอล เทากับ 1:3 เปนเวลา 90 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส พบวา ปริมาณเมทิลเอสเทอรลดลง โดยผลผลิตของเมทิลเอสเทอรจากระบบที่ใช
เอนไซมไลเปสเรงปฏิกิริยาในครั้งแรกและครั้งที่สอง เทากับ 75.1 และ 73.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
นอกจากนี้ Chen และคณะ (2009) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณเมทิลเอสเทอรเมื่อใชเวลาในการ
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ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นมากขึ้น พบวา ปริมาณของเมทิลเอสเทอรลดลง 15.74 
เปอรเซ็นต จาก 91.08 เปอรเซ็นต เหลือเพียง 76.74 เปอรเซ็นต เมื่อเวลาในการทําปฏิกิริยาผานไป 
100 ช่ัวโมง โดยมี น้ํามันพืชใชแลว (waste cooking oil) เปนสับสเตรท เติมเมทานอล 3 ขั้นตอน 
อัตราสวนโมลน้ํามันตอเมทานอล เทากับ 1:1 ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ปริมาณ 10 เปอรเซ็นต
ของน้ําหนักสับสเตรท เติมเฮกเซน 15 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท มีคากิจกรรมของเอนไซม
ไลเปสจาก Candida antarctica  ที่ตรึงแลวมาเปนตัวเรง เทากับ 222.5 ยูนิต ตอน้ําหนักสับสเตรท 
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Figure 44. Effect of repeated yeast cells on methyl ester production by transesterification   
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.458 unit/g  
                  substrate in the presence of refined palm oil and methanol with mole ratio 1:6 as   
                  substrates. 
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Figure 45.  Effect of recycled yeast cells on methyl ester production by transesterification   
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.458 unit/g  
                  substrate in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:6 as substrates. 
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Figure 46. Triglyceride (A) and free fatty acid (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.458 U/g  
                  substrate in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:6 as substrates.  
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Figure 47.  1-3 Diglyceride (A) and 1-2 Diglyceride (B) content in palm oil transesterification    
                  catalyzed by Rhodotorula mucilagenosa cells with lipase activity of 2.458 U/g  
                  substrate in the presence of palm oil and methanol with mole ratio 1:6 as substrates.  
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Figure 48.   Monoglyceride content in palm oil transesterification catalyzed by Rhodotorula  
                   mucilagenosa cells with lipase activity of 2.458 U/g substrate in the presence  
                   of palm oil and methanol with mole ratio 1:6 as substrates.  

6. องคประกอบเมทิลเอสเทอรท่ีไดจากปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้าํมันปาลมและเมทา

นอลโดยใชยีสต Rhodotorula mucilagenosa  

                                 จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการสรางอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยใชยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่คัดเลือกเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา 
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตอัลคิลเอสเทอร คือ มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์กับเมทานอลเปนสับสเตรท 
อัตราสวนโมลน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:6 ปรับปริมาณน้ําเปน 10 เปอรเซ็นตตอ
กรัมสับสเตรท โดยการเติมฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 และใชยีสตเปนตัวเรงปฏิกิริยา 1×1010  เซลล
ตอกรัมสับสเตรท ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ตอจากนั้นนําอัลคิลเอสเทอรที่
ไดไปวิ เคราะหหาชนิดของอัลคิลเอสเทอรในผลิตภัณฑที่ได  พบวาเมทิลเอสเทอรที่ เปน
องคประกอบหลัก คือ ปาลมมิติกเมทิลเอสเทอร 38.18 เปอรเซ็นต รองลงมาเปนโอเลอิกเมทิลเอส
เทอร 34.22 เปอรเซ็นต ลิโนเลอิกเมทิลเอสเทอร 10.16 เปอรเซ็นต และสเตียริกเมทิลเอสเทอรซ่ึงมี
ปริมาณ 4.64 เปอรเซ็นต (Table 16) เมื่อวิเคราะหชนิดของกรดไขมันที่เหลืออยูดวยเทคนิค Gas 
Chromatography – Mass Spectrometry พบวามีสัดสวนเมทิลปาลมมิเตทและเมทิลโอลิเอทเทากับ 
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40.12 และ 45.66 เปอรเซ็นต มีกรดปาลมมิติกและกรดโอเลอิกเหลืออยูในสัดสวน 5.41 และ 1.26 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 
  Table 16.  Qualitative compositions of fatty acid methyl ester in biodiesel. 

Composition Fatty acid methyl ester (%) 
Caprylic acid methyl ester (C8:0) 0.04 
Capric acid methyl ester (C10:0) 0.32 
Lauric acid methyl ester (C12:0) 0.41 
Myristic acid methyl ester (C14:0) 0.94 
Palmitic acid methyl ester (C16:0) 38.18 
Palmitoleic acid methyl ester (C16:1) 0.16 
Stearic acid methyl ester (C18:0) 4.64 
Oleic acid methyl ester (C18:1) 34.22 
Linoleic acid methyl ester (C18:2) 10.16 
Linolenic acid methyl ester (C18:3) 0.19 
Arachidic acid methyl ester (C20:0) 0.42 
Cis 11-Eicosenoic acid methyl ester (C20:1) 0.19 
Behenic acid methyl ester (C22:0) 0.07 
Erucic acid methyl ester (C22:1) 0.04 
Lignoceric acid methyl ester (C24:0) 0.08 

  
 ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน้ํามันพืชที่ตางชนิดกัน จะมีคุณสมบัติแตกตางกัน ทั้งนี้
เนื่องจากน้ํามันพืชเปนสารประกอบไตรกลีเซอไรดที่มีกรดไขมันอยูในโครงสรางของไตรกลีเซอ
ไรดถึงรอยละ 94-96 เปอรเซ็นตของน้ําหนักโมเลกุล ทําใหคุณสมบัติของน้ํามันมีคุณสมบัติทั้งทาง
เคมีและกายภาพเปนไปตามกรดไขมันที่เปนองคประกอบอยู ดังนั้น เมื่อนําน้ํามันพืชชนิดนั้นๆ มา
เปนวัตถุดิบในการผลิต  ไบโอดีเซลที่ผลิตไดจะมีคุณสมบัติตามกรดไขมันที่เปนองคประกอบนั้นๆ 
ดวย (พิสมัย เจนวนิชปญจกุลและลลิตา อัตนโถ, 2549)  
 



บทที่ 4 

บทสรุปและขอเสนอแนะ 

               1. การคัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสจากตัวอยางดิน, น้ําและกากปาลม ที่
ปนเปอนน้ํามันเก็บจากโรงงานน้ํามันปาลมในภาคใตของประเทศไทยทั้งหมด 36 ตัวอยาง โดยใช
อาหาร Yeast-malt medium (YM) และอาหาร Isolation medium for yeast (IMY) ที่มีน้ํามันปาลม
เปนแหลงคารบอนและเติม rhodamine B เพื่อคัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่มีการเรืองแสง
ภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร พบวา ไดยีสตทั้งหมด 206 สายพันธุ ซ่ึงแยกไดจาก
อาหาร YM 117 สายพันธุ และอาหาร IMY 89 สายพันธุ 
  2. การคัดเลือกยีสตที่มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากยีสตที่คัดแยกทั้งหมด 206 
สายพันธุ โดยการวัดคากิจกรรมเอนไซมไลเปสโดยใช p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) เปน
สับสเตรท พบวา ยีสตที่มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่แยกไดจากอาหาร YM และอาหาร IMY 
เทากับ 22 และ 27 สายพันธุ ตามลําดับ เมื่อวัดกิจกรรมของเอนไซมไลเปสดวยวิธี two-phase 
emulsion พบวา มีเพียงยีสตสายพันธุ P11I89 เทานั้น ที่สามารถวัดปริมาณเอนไซมไลเปสดวยวิธีนี้
ได โดยมีคากิจกรรมเทากับ 3.360±0.069 ยูนิตตอมิลลิลิตร และมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสโดยใช  
p-nitrophenyl palmitate (pPNC16)  เปนสับสเตรท เทากับ 0.026±0.002 ยูนิตตอมิลลิลิตร โดยยีสต
สายพันธุ P11I89 เปนยีสตที่แยกไดจากตัวอยางดินสีน้ําตาล มีน้ํามันปนเปอน มีคาพีเอช 5 และมี
อุณหภูมิ 31 องศาเซลเซียส 
               3. การคัดเลือกยีสตที่ผลิตเมทิลเอสเทอรไดดี โดยการนํายีสตที่มีคากิจกรรม
เอนไซมไลเปส 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น มีน้ํามัน
ปาลมบริสุทธิ์และเมทานอลเปนสับสเตรท อัตราสวนโมล 1:3 ไมเติมน้ํา บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 
องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นดวย TLC/FID พบวา มียีสต
เพียง 16 สายพันธุ ที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได โดยยีสตสายพันธุ P11I89 สามารถผลิตเมทิล
เอสเทอรไดสูงสุด 51.26 เปอรเซ็นต เมื่อนํายีสตสายพันธุ P11I89 ไปวิเคราะหลําดับเบส 28S rDNA 
พบวา ยีสตสายพันธุ P11I89 คือสายพันธุ Rhodotorula  mucilagenosa  
                4. การศึกษาอัตราการเจริญของยีสตสายพันธุ Rhodotorula mucilagenosa ใน
อาหาร Isolation medium for yeast (IMY) บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 180 ช่ัวโมง พบวา ในระหวางที่ยีสตมีการเจริญเขาสู
ระยะ Stationary phase มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 120 ทั้งในการวิเคราะหคา
กิจกรรมเอนไซมไลเปสโดยใช p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) เปนสับสเตรท และวิธี two-phase 
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emulsion โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส เทากับ 0.092±0.005 และ 5.502±0.094 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ 
  5. การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีและองคประกอบของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ น้ํามัน
ปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลว พบวา คาสปอนิฟเคชั่น (Saponification value) เทากับ 
193.90±3.67, 194.05±3.54 และ 184.84±0.24 ตามลําดับ  คาเปอรออกไซด (Peroxide value) เทากับ 
3.15±0.11, 2.84±0.02 และ 0.58±0.09 ตามลําดับ คาไอโอดีน (Iodine value) เทากับ 53.65±0.02, 
48.20±1.22 และ 52.91±0.18 ตามลําดับ คากรด (Acid value) เทากับ 0.60±0.02, 2.55±0.02 และ 
1.24±0.24 ตามลําดับ ปริมาณน้ําในน้ํามัน เทากับ 1.38±0.02, 1.55±0.01 และ 2.99±0.02 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ จากคาสปอนิฟเคชั่นสามารถคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ น้ํามัน
ปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลว ไดเทากับ  867.97, 867.50 และ 910.52 ตามลําดับ 
               6. ชนิดของกรดไขมันที่เปนองคประกอบของน้ํามันตางๆ มีดังนี้ น้ํามันปาลม
บริสุทธิ์ประกอบดวย กรดโอเลอิก (C18:1), กรดปาลมมิติก (C16:0), กรดลิโนเลอิก (C18:2) และ
กรดสเตียริก (C18:0) คิดเปน 43.67, 36.50, 10.92 และ 4.10 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 7. สภาวะที่เหมาะสมตอการสรางอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค 
ช่ันโดยใชยีสต Rhodotorula mucilagenosa ที่ผลิตเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา คือ ใช
สับสเตรทที่มีสวนผสมระหวางน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล อัตราสวนโมล 1:6 เติม
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ในปฏิกิริยา 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท ปริมาณ
เซลลยีสต Rhodotorula mucilagenosa 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอส
เทอริฟเคชั่น  บมบนเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
ผลิตเมทิลเอสเทอรได 83.63 เปอรเซ็นต มีกรดปาลมมิติกและกรดโอเลอิกเหลืออยูในสัดสวน 5.41 
และ 1.26 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
   8. ชนิดของเมทิลเอสเทอรที่เปนองคประกอบหลักที่ไดจากการทําปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่น คือ ปาลมมิติกเมทิลเอสเทอร, โอเลอิกเมทิลเอสเทอร, ลิโนเลอิกเมทิลเอสเทอร 
และ สเตียริกเมทิลเอสเทอร มีปริมาณเมทิลเอสเทอร เทากับ 38.18, 34.22, 10.16 และ 4.64 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหาร และวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงยีสต 

1. อาหารสูตร YM (ดัดแปลงจาก Lagos  et  al., 2002) 

             Yeast extract 3.0  กรัม 
              Malt extract 3.0 กรัม 
              Peptone 5.0 กรัม 
              Palm oil 10.0 กรัม 
              Gum Arabic  10.0 กรัม 
              Rhodamine B 0.010 กรัม 
              Chloramphenicol    
              Distilled water 1000 มิลลิลิตร 
              pH 5.0 
  
 เตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมดใหเขากันในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
นําไปปรับพีเอชใหได 5.0 ปนดวยเครื่องปนผสม (Homogenizer)  ที่ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที 
เปนเวลา 15 นาที นําไปฆาเชือ้ดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 สําหรับอาหารแข็งเตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมด และเติมผงวุน 15 กรัม 
(1.5 เปอรเซ็นต) หลังจากปนดวยเครื่องปนผสม (Homogenizer)  ที่ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
 
 
 
 
 
 



 

123 

2. อาหาร Isolation medium for yeast (Koh et al., 1983) 

              Palm oil 20.0 กรัม 
              NH4NO3 4.0 กรัม 
              KH2PO4 4.7 กรัม 
              Na2HPO4.12 H2O 0.3 กรัม 
              MgSO4.7H2O 1.0 กรัม 
              FeSO4.7H2O 0.01  กรัม 
              CaCl2.2H2O 0.01  กรัม 
              MnSO4.4 H2O 0.01 กรัม 
              Yeast extract 0.10 กรัม 
              Gum Arabic 10.0 กรัม 
              Chloramphenicol   
              Rhodamine B 0.010 กรัม 
              Distilled water 1000 มิลลิลิตร 
              pH 5.0 
 

  เตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมดใหเขากันในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
นําไปปรับพีเอชใหได 5.0 ปนดวยเครื่องปนผสม (Homogenizer)  ที่ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที 
เปนเวลา 15 นาที นําไปฆาเชือ้ดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
  สําหรับอาหารแขง็เตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมด และเติมผงวุน 15 กรัม 
(1.5 เปอรเซ็นต) หลังจากปนดวยเครื่องปนผสม (Homogenizer)  ที่ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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3. การนับเซลลดวย Haemacytometer 

นําตัวอยางที่เจอืจางปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร หยดลงบน counting chamber แลวปด
ดวย cover slip นับเซลลยีสตในชองสี่เหล่ียมทั้ง 25 ชอง ที่กําลังขยาย 400 เทา ในการคํานวณจะนํา
จํานวนชองสี่เหล่ียม 25 ชอง หารดวยจํานวนเซลลยีสตที่นับไดทั้งหมด จะไดจํานวนเซลลยีสตโดย
เฉลี่ยตอชอง ซ่ึงมีปริมาตร  0.2×0.2×0.1 มิลลิเมตร จากนั้นจึงคํานวณปริมาณเซลลยีสตใหมีหนวย
เปนเซลลตอมิลลิลิตร 
 
4. การเตรียมเซลลยีสตในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นและปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น 

       สมมุติวาตองการศึกษาการทาํปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ที่มนี้ํามันปาลม
บริสุทธิ์ 0.5 กรัม และเมทานอล 0.054 กรัม เปนสับสเตรท อัตราสวนโมล เทากับ 1:3 (โมล:โมล)  
โดยตองการใชเซลลยีสต 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท และนับเซลลยีสตดวย Haemacytometer 
ไดเทากับ 2.25×108        ดังนัน้  
     
น้ําหนกัสับสเตรททั้งหมด          =    น้ําหนักน้ํามนัปาลมบริสุทธิ์ +  น้ําหนักเมทานอล  
                                                    =                     0.5 กรัม               +      0.054 กรัม                                                        
                                                    =                     0.554 กรัม 
 
ตองการใชเซลลยีสต 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท ดังนั้น 
               น้ําหนักสับสเตรท    1         กรัม        ใชเซลลยีสต         1×1010      เซลล    
               น้ําหนักสับสเตรท    0.554   กรัม       ใชเซลลยีสต    5.54 ×109      เซลล  
 
นับเซลลยีสต ไดเทากับ 2.25 × 108        ดังนัน้ 
               จํานวนเซลล     2.25 × 108  เซลล             ในอาหาร          1               มิลลิลิตร 
               จํานวนเซลล     5.54 ×109  เซลล          ในอาหาร     5.54 ×109      มิลลิลิตร 
                                                                                                2.25 ×108      
                                 แสดงวา จะตองปเปตอาหารมาเทากบั      24.6             มิลลิลิตร          
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีและ การวิเคราะห 

1. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปส ตามวิธีของ Kademi และคณะ (2000) 
    สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 

  1. สารละลาย A : ละลาย p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) 0.302 กรัม ใน 2-
Propanol (iso-propanol) ใหไดปริมาณ 10 มิลลิลิตร 
  2. สารละลาย  B : ละลาย Triton-X-100  0.4 กรัม และกัมอราบิค 0.1 กรัม ใน
สารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร พีเอช 7.5 ใหไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 
วิธีการวิเคราะห 
  นําสารละลายสวนใสเจือจางที่ เหมาะสม  0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย
สับสเตรท (สารละลาย A) 0.9 มิลลิลิตร 1 สวนกับ 9 สวนของสารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร พีเอช 
7.5 (สารละลาย B) ผสมสารละลายที่ไดอยางรวดเร็ว วัดอัตราการยอยสลายของ p-nitrophenyl 
palmitate  ที่ความยาวคลื่น 410 nm แลวนําคาการดูดกลืนแสง (OD) ไปคํานวณหากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปส โดยใชคา Extinction coefficient ของ p-nitrophenol เทากับ 12442 L.mol-1.cm-1 ที่ 
pH 7.5 โดยที่ 1 ยูนิต ของเอนไซมหมายถึง ปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยซับสเตรทให p-
nitrophenol อิสระ 1 ไมโครโมล ใน 1 นาที ที่ 35 องศาเซลเซียส 
 
2. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระ 

     วิธี two-phase emulsion ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993) 
  2.1 สารผสมในปฏิกิริยา 

             สารผสมในปฏิกิริยาประกอบดวยน้ํามันปาลมโอเลอีน ที่ละลายในไอโซออก
เทนความเขมขนรอยละ 10 (น้ําหนักตอปริมาตร) 1.0 มิลลิลิตร สารละลายบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พี
เอช 7.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้น
เติมสารละลายเอนไซมไลเปส ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร นําไปบมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาแลว หยุดเวลาโดยเติมสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 6.0 โมลาร ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันทันที ทิ้งใหแยกชั้น 
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2.2 วิธีการวิเคราะหปริมาณกรดไขมัน 
                 วิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระโดยใชวิธี cupric acetate method (Kwon 

and Rhee, 1986) โดยดูดสารละลายสวนบนจากที่ทําปฏิกิริยาในขอ 2.1 ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร มาเจือ
จางกับไอโซออกเทน ใหไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปทําปฏิกิริยากับสารละลาย cupric acetate-
pyridine reagent ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ปนผสมใหเขากันเปนเวลา 15 วินาที ทิ้งใหแยกชั้น นํา
สารละลายสวนใสสีเขียวออนสวนบนไปวิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระท่ีเกิดขึ้นโดยการวัด
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 715 นาโนเมตร วัดปริมาณกรดไขมันที่ปลดปลอยออกมา
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานในรูปของกรดปาลมมิติก  

2.3 การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมเปนหนวยของเอนไซม 
              กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมไลเปสสามารถ
เรงปฏิกิริยาการยอยสลายน้ํามันปาลมใหไดกรดไขมันอิสระในรูปของกรดปาลมมิติก ปริมาณ 1 ไม
โครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทดสอบ 
 
3. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระจากตัวเซลล 

     วิธี two-phase emulsion ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993) 
  3.1 สารผสมในปฏิกิริยา 

             เติมสารละลายบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงใน
เซลลยีสตที่เตรียมไว ผสมใหเขากันในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร ตอจากนั้นเติมสาร
ผสมในปฏิกิริยาประกอบดวยน้ํามันปาลมโอเลอีนที่ละลายในไอโซออกเทน ความเขมขนรอยละ 
10 (น้ําหนักตอปริมาตร) 1.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันอีกครั้ง นําไปบมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาแลว หยุดเวลาโดยเติม
สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 6.0 โมลาร ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันทันที ทิ้งให
แยกชั้น 

3.2 วิธีการวิเคราะหปริมาณกรดไขมัน 
                วิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระโดยใชวิธี cupric acetate method (Kwon 

and Rhee, 1986) โดยดูดสารละลายสวนบนจากที่ทําปฏิกิริยาในขอ 3.1 ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร มาเจือ
จางกับไอโซออกเทน ใหไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปทําปฏิกิริยากับสารละลาย cupric acetate-
pyridine reagent ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ปนผสมใหเขากันเปนเวลา 15 วินาที ทิ้งใหแยกชั้น นํา
สารละลายสวนใสสีเขียวออนสวนบนไปวิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระท่ีเกิดขึ้นโดยการวัด
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การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 715 นาโนเมตร วัดปริมาณกรดไขมันที่ปลดปลอยออกมา
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานในรูปของกรดปาลมมิติก  

3.3 การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมเปนหนวยของเอนไซม 
              กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมไลเปสสามารถ
เรงปฏิกิริยาการยอยสลายน้ํามันปาลมใหไดกรดไขมันอิสระในรูปของกรดปาลมมิติก ปริมาณ 1 ไม
โครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทดสอบ 
 
4. การเตรียมกราฟมาตรฐานกรดปาลมมิตกิ 

    สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห  
 1. กรดปาลมมิติก 
 2. ไอโซออกเทน 
 3. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 
 4. สารละลาย cupric acetate-pyridine reagent ความเขมขนรอยละ 5 (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เตรียมโดยชั่ง cupric acetate (C4H6CuO4.H2O) 50.0 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 850 มิลลิลิตร กรองสวน
ที่ไมละลายออก ปรับพีเอชใหไดเทากับ 6.1 ดวยไพริดีน และปรับปริมาตรสุดทายเทากับ 1000 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น 
 
วิธีการวิเคราะห 
1. ช่ังกรดปาลมมิติกที่มีความบริสุทธิ์สูงใหมีน้ําหนักแนนอนตั้งแต 0-10 มิลลิกรัม ละลายในไอโซ 
    ออกเทน ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร แชในอางน้ําควบคุมอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เพื่อชวยในการ  
    ละลาย จะไดสารละลายกรดปาลมมิติก 10 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร 
2. นําสารละลายกรดปาลมมติิกที่เตรียมไดจากขอ 1 ในแตละความเขมขนมา 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5,   
    0.6, 0.7, 0.8 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยไอโซออกเทนใหไดปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร จะไดความ  
    เขมขน 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร  
3. เติมดวยสารละลาย cupric acetate-pyridine reagent ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ปนผสมเปนเวลา 15   
    นาที ทิ้งใหแยกชัน้ 
3. ดูดสารละลายชั้นบนแลวนํามาวัดการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 715 นาโนเมตร โดยใชไอโซ 
    ออกเทนเปน blank 
4. นําขอมูลที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของกรดปาลมมิติก   
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                    Figure 49.  Standard curve of palmitic acid. 
 
5. การวิเคราะหคาเปอรออกไซด (IUPAC, 1979) 

    สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 1. สารละลายผสมอะซีติก-คลอโรฟอรม อัตราสวน 3:2 
 2. สารละลายอิ่มตัวโพแทสเซียมไอโอไดด 
 3. สารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต ความเขมขน 0.01 นอรมอล 
 4. น้ําแปงเขมขนรอยละ 1 
     
วิธีการวิเคราะห 
 1. ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนกัแนนอน ใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
Table 17. The appropriate weight of sample for peroxide analysis. 

Prediction of peroxide value (mg) Weight (g) 
0-12 5.0-2.0 
12-20 2.0-1.2 
20-30 1.2-0.8 
30-50 0.8-0.5 
50-90 0.5-0.3 
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              2. เติมสารละลายอะซีติก-คลอโรฟอรม 25 มิลลิลิตร เขยาใหตวัอยางละลาย 
 3. เติมสารละลายอิ่มตัวโพแทสเซียมไอโอไดด 1 มิลลิลิตร ปดจุกพรอมเขยาแลวตั้งไวในที่   
                  มืดนาน 5 นาท ี
 4. เติมน้ํากลั่น 75 มิลลิลิตร 
 5. นําสารละลายที่ไดไตเตรทดวยสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต พรอมเขยาอยางแรงเมื่อ  
                 ไดสารละลายสีเหลืองออน เตมิน้ําแปง 0.5 มิลลิลิตร แลวไตเตรทตอจนกระทั่งสีน้ําเงนิ  
                  หมดไป 
 6. เตรียมและไตเตรทแบลงคเชนเดยีวกับตวัอยางน้ํามัน 
 7. คํานวณคาเปอรออกไซดจากสูตร 
 
   คาเปอรออกไซด     =      (A-B) × N × 1000 
                                                                                             W 
  
 A   =   ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรทกับตวัอยาง (มิลลิลิตร) 
 B   =   ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรทกับแบลงค (มิลลิลิตร)   
 N   =   ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต (นอรมอล) 
 W   =   น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 
 
6. การวิเคราะหคาไอโอดีนในไขมันและน้าํมัน (IUPAC, 1979) 

    สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 1. สารละลายวิจส (Wijs solution) โดยการชั่งสารไอโอดีนคลอไรด (ICl) หนัก 16.5 กรัม  
                  ละลายใน glacial acetic acid และปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร หรืออาจเตรียมโดยชั่ง 
                  ไอโอดีนไตรคลอไรด 9 กรัม ละลายในสารละลายผสมของกรดแอซิติก 700 มิลลิลิตร   
                   และคารบอนเตตราคลอไรด 300 มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดสีชา ปดผนึกใหแนน  
                   ดวยพาราฟนจนกวาจะนํามาใช 
 2. สารละลายโพแทสเซียมไอโอไดด เขมขนรอยละ 10 
 3. สารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต (Na2S2O3.5H2O) เขมขน 0.1 นอรมอล 
     โดยช่ังโซเดยีมไทโอซัลเฟต 25 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือดเบาๆ 5 นาที   
                  แลวถายลงในขวดเก็บสีชาขณะรอน เก็บสารละลายในที่มืดและเย็น ทําการหาความ 
                  เขมขนมาตรฐานโดยการอบสารโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) ที่อุณหภูมิ 100      
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                 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง ทิ้งใหเยน็ในโถดูดความชื้น แลวช่ังใหไดน้ําหนกั  
                 แนนอนใสลงในขวดรูปชมพู 3 ขวด ขวดละ 0.1 กรัม (สําหรับความเขมขน 1 นอรมอล)   
                 แตละขวดเติมน้ํากลั่นปราศจากคลอรีนปริมาตร 80 มิลลิลิตร ที่มีโพแทสเซียมไอโอไดด  
                 2 กรัม และเติมสารละลายกรดเกลือเขมขน 1 นอรมอล ปริมาณ 20 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งในที ่
                 มืดทนัที เปนเวลา 10 นาที แลวไตเตรทกับสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตขางตน โดย  
                 ใชน้ําแปงเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนอินดิเคเตอร 
              4. คํานวณความเขมขนจากสูตร 
                  ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต (นอรมอล) 
                                          =                          น้ําหนกัโพแทสเซียมไดโครเมต (กรัม) 
                                                    ปริมาตรสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรท × 0.0490 
 สมมูลของโพแทสเซียมไดโครเมต = 49.032 
 5. คารบอนเตตระคลอไรด (CCl4) หรือไซโคลเฮกเซน 
 6. น้ําแปงเขมขนรอยละ 1 
 
วิธีการวิเคราะห 

1. ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักทีแ่นนอน 
Table 18. The appropriate weight of sample for iodine analysis. 

Prediction of iodine value  Weight (g) 
< 5 3.00 

5-20 1.00 
21-50 0.40 
51-100 0.20 
101-150 0.13 
151-200 0.10 

              
             2.  เติมคารบอนเตตระคลอไรดหรือไซโคลเฮกเซน 15 มิลลิลิตร เขยาใหตัวอยางละลาย 
 3. เติมสารละลายวิจส 25 มลิลิลิตร ดวยปเปตที่แหงและสะอาด 
 4. เขยาขวดอยางรวดเร็ว ปดจุกและเก็บไวในที่มืด 1-2 ช่ัวโมง 
 5. เติมสารละลายโพแทสเซียมไอโอไดดปริมาณ 20 มิลลิลิตร และน้ําตมใหมที่เย็นแลว 150   
                 มิลลิลิตร 
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 6. ไตเตรทดวยสารละลายโซเดียมไทโอซลัเฟต เขมขน 0.1 นอรมอล    จนไดสารละลายสี  
                 เหลืองออน เติมน้าํแปงลงไป 2-3 หยด สารละลายจะเปลีย่นเปนสีน้ําเงินแลวไตเตรทตอ  
                จนสีน้ําเงินหมดไป กอนปฏิกิริยาจะสิ้นสุดถึงจดุยุติใหปดขวดดวยจกุยางเขยาอยางแรง 
                 เพื่อใหไอโอดนีที่เหลืออยูในชัน้ของคารบอนเตตราคลอไรดถูกดึงออกมาใหหมด 
 7. เตรียมแบลงคดวยวิธีเดยีวกัน 
 8. คํานวณคาไอโอดีนจากสตูร 
                       
   คาไอโอดีน =  (A-B) × N × 12.69 
                                                                               W  
 
 A   =   ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรทกับตวัอยาง (มิลลิลิตร) 
 B   =   ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรทกับแบลงค (มิลลิลิตร)   
 N   =   ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต (นอรมอล) 
 W   =   น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 
หมายเหตุ ถาคา B-A  >  B/2 ตองทําการทดลองใหมโดยใชปริมาณตัวอยางนอยลง 
 
7. การวิเคราะหคากรดและกรดไขมันอิสระ (IUPAC, 1979) 

    สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 1. เอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 
 2. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (ละลายในเอทิลแอลกอฮอล) ความเขมขน 0.1 นอร
มอล เตรียมโดยช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด ปริมาณ 4 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
เก็บสารละลายดางในขวดแกว       กอนนํามาใชทําการหาความเขมขนมาตรฐานที่แนนอนโดยการ
นําโพแทสเซียมเอซิดพาทาเลท (KHC8H4O4) ไปอบในตูอบอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 1-2 
ช่ัวโมง แลวปลอยใหเย็นในโถดูดความชืน้ ช่ังน้ําหนักใหไดน้ําหนักที่แนนอน 0.8 กรัม (สําหรับ
ความเขมขน 0.1 นอรมอล) ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นที่ปราศจาก
คารบอเนต 25 มิลลิลิตร แลวไตเตรทกับสารละลายดางขางตน โดยมีฟนอลฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร 
 3. คํานวณความเขมขนดางจากสูตร 
     ความเขมขนสารละลาย NaOH   =   น้ําหนักโพแทสเซียมแอซิดพาทาเลด (กรัม) 
                                                                            ปริมาตรสารละลาย NaOH ที่ใช × 0.2042 
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    สมมูลของโพแทสเซียมแอซิดพาทาเลด = 204.216 
 4. ฟนอฟทาลีน เขมขนรอยละ 1 
     
วิธีวิเคราะห 
 1. ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนกัทีแ่นนอน 1-10 กรัม ในขวดรปูชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
 2. เตรียมสารละลายเอทิลแอลกอฮอลใหเปนกลาง โดยเตมิฟนอฟทาลีน 5 หยด และปรับ  
                 ใหเปนกลางดวยการหยดสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 นอรมอล   
                 พรอมทั้งเขยาจนไดสีชมพูออนถาวร 
 3. เติมแอลกอฮอลที่เปนกลางปรมิาณ 50 มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง เขยาอยางแรงใหตวัอยาง  
                  ละลายในแอลกอฮอล ถาละลายไดไมดใีหอุนที่อุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส 
 4. หยดฟนอฟทาลีน 1-2 หยด และไตเตรทดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความ 
                  เขมขน 0.1 นอรมอล ขณะไตเตรทตองเขยาอยางแรงจนกระทั่งไดสีชมพูคงที่นาน  
                  ประมาณ 1 นาท ี
 5. คํานวณคากรดและปริมาณกรดไขมนัอสิระจากสูตร 
 
คากรด(มิลลิกรัม) =  ปริมาณดางที่ใช (มิลลิลิตร)  ×  ความเขมขนดาง(นอรมอล)  ×  56.1 
                                                         น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 
กรดไขมันอิสระรอยละในรูปกรดปาลมมิติก 
                              =   ปริมาณดางที่ใช (มลิลิลิตร)  ×  ความเขมขนดาง(นอรมอล)  ×  25.6 
                                                         น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 
 
8. การวิเคราะหคาสปอนิฟเคชั่น (saponification value) (IUPAC, 1979) 

     สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 1. สารละลายแอลกอฮอลิคโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.5 นอรมอล   
                 (โพแทสเซียมไฮดรอกไซด 0.5 นอรมอล ในเอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ) ซ่ึงเตรียม 
                ไวอยางนอย 5 วันกอนทําการทดลอง 
 2. สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 0.5 นอรมอล 
 3 สารละลายฟนอฟทาลีน ความเขมขนรอยละ 1 
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วิธีการวิเคราะห 
 1. ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนกัทีแ่นนอน 1-2 กรัม ใสในขวดกลั่นที่แหงและสะอาด 
 2. เติมสารละลายแอลกอฮอลิคโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 25 มิลลิลิตร แลวเติมลูกแกว 
 3. จัดเครื่องกล่ันพรอมเปดน้าํหลอชุดควบแนน รีฟลักซสารละลายใหเดือดเบาๆ นาน  
                 1 ช่ัวโมง 
 4. นําขวดสารละลายออกจากอุปกรณควบแนนของชุดกลั่น 
 5. เติมฟนอฟทาลีน 5 หยด แลวไตเตรทดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 
 6. เตรียมและไตเตรทแบลงคเชนเดยีวกับตวัอยาง 
 7. คํานวณคาสปอนิฟเคชั่นจากสูตร 
 
                        คาสปอนิฟเคชั่น       =      (B - A) × N × 56.1 
                                                                                W 
             โดย 
              A   =   ปริมาตรของสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตเตรทกับแบลงค (มลิลิลิตร) 
 B   =   ปริมาตรของสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตเตรทกับตัวอยาง (มิลลิลิตร)   
 N   =   ความเขมขนของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (นอรมอล) 
 W   =   น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 
 
9. การวิเคราะหองคประกอบจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้ํามันปาลม 

 การวิเคราะหองคประกอบจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้ํามันปาลม ไดแก 
อัลคิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ ดวย 
TLC/FID analyzer สําหรับขั้นตอนและสภาวะที่ใชในการวิเคราะหดวย TLC/FID analyzer 
(Freedman et al., 1984) มีดังนี้ 
 1. เตรียม quartz  rods (silica gel powder coated Chromarod S-III) โดยแชในสารละลาย
กรดบอริก ความเขมขนรอยละ 3 เปนเวลา 5 นาที นํา quartz  rods ไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวนําไปทํา blank scan ดวย TLC/FID analyzer ภายใตสภาวะ 30 วินาที
ตอสแกน อัตราการไหลของแกสไฮโดรเจน 160 มิลลิลิตรตอนาที และอัตราการไหลของอากาศ 
2000 มิลลิลิตรตอนาที 
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 2. หยดสารละลายไตรกลีเซอไรดและเมทลิเอสเทอรมาตรฐานบน quartz rods ประมาณ 1 
ไมโครลิตร นํา quartz  rods ไปแชในสารละลายซึ่งประกอบไปดวย เฮกเซน:ไดเอทิลอีเทอร:กรด
ฟอรมิก ในอัตราสวน 50:20:0.3 (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร) จนกระทั่งสารละลายเคลื่อนที่สูง
ประมาณ 8 เซนติเมตร หลังจากนั้นนําไปแชในสารละลายซึ่งประกอบไปดวย เฮกเซน:เบนซิน ใน
อัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) จนกระทั่งสารละลายเคลื่อนที่สูงประมาณ 10 เซนติเมตร 
 3. นํา quartz rods ไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวนํามาสแกน
ภายใตสภาวะเดียวกันกับ blank scan ซ่ึงจะคํานวณปริมาณขององคประกอบแตละชนิดจากพื้นทีใ่ต 
peak เปรียบเทยีบกับ peak ทั้งหมด   
 

Calculation Method: Percent 

Peak  
No. 

Ret.Time 
(min) 

Pk.start 
(min) 

Pk.End 
(min) 

Area Height 
(mV) 

Area %  

1 0.117 0.097 0.140 5792 9.43 19.790 Methyl ester 
2 0.157 0.140 0.190 5339 8.49 18.245 Triglyceride 
3 0.235 0.222 0.293 6462 6.58 22.082 Free fatty acid 
4 0.353 0.342 0.368 3022 5.99 10.327 1-3Diglyceride 
5 0.382 0.368 0.413 6117 9.16 20.901 1-2Diglyceride 
6 0.447 0.440 0.472 2533 6.31 8.655 Mono-glyceride 
    29265 45.95 100.00  
 
Figure 50. Retention time of standard glyceride and methyl esters 
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10. การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.2 โมลาร (Perin and Dempsey, 1974) 

 เตรียมโดยผสมสารละลาย A และ B ตามพีเอชที่ตองการ 
 สารละลาย A : 0.2 M monobasic sodium phosphate (NaH2PO4.2H2O 31.21 กรัม  
ในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร) 
 สารละลาย B : 0.2 M dibasic sodium phosphate (Na2HPO4.2H2O 36.61 กรัม  
ในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร) 
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ภาคผนวก ค 

ผลการทดลอง 

Table 19.  Characteristics of samples collected from palm oil factories and numbers of yeast   
                 isolates isolated from YM and IMY medium. 

Samples Appearances pH 
Temp 
(ºC) 

Number 
from  YM 

Number 
from  IMY 

 
Pure palm oil Company., Ltd., Songkla 

1 
Floating oil on surface of 
brown color water 

8.0 37 2 - 

2 
Floating oil on surface of  
yellow color water 

4.0 45 3 2 

3 Dark brown color soil 8.0 37 2 - 

4 
Oil contaminated  
palm pressed fiber 

5.0 38 6 4 

5 
Oil contaminated  
palm pressed fiber 

4.0 37 2 3 

6 
Water around factory area 
contaminated oil 

5.0 27 9 3 

7 Oil contaminated soil 3.0 42 - 4 

8 
Oil contaminated  
palm pressed fiber 

4.0 39 7 5 

9 
Floating oil on surface of  
dark brown color water 

6.0 37 3 1 

10 
Turbid yellow color water around 
factory area 

6.0 31 4 3 

11 Oil contaminated brown color soil 5.0 31 - 1 
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Table 19. Characteristics of samples collected from palm oil factories and numbers of yeast   
               isolates isolated from YM and IMY medium (continue). 

Samples Appearances pH 
Temp 
(ºC) 

Number 
from  YM 

Number 
from  IMY 

 
Asian palm oil Company., Ltd., Krabi 

1 Soil  mixed palm pressed fiber 5.0 33 2 3 

2 
Oil contaminated  
palm pressed fiber 

5.0 33 5 5 

3 
Oil contaminated  
palm pressed fiber 

5.0 31 5 4 

4 
Oil contaminated palm pressed 
fiber 

6.0 29 3 2 

5 Oil contaminated dark color soil 5.0 32 2 4 

6 
Oil contaminated palm pressed 
fiber 

5.0 34 4 1 

7 Oil contaminated soil 4.0 41 1 2 

8 
Oil contaminated brown color 
waste water 

4.0 54 4 2 

9 
Oil contaminated black color 
waste water 

8.0 44 2 - 

 
Uniwanich palm oil Company., Ltd., Krabi 

1 
Oil contaminated brown color 
waste water 

9.0 35 - - 

2 
Oil contaminated water around 
factory area 

7.0 41 2 - 

3 Waste water 4.0 53 3 2 
4 Brown color waste water 4.0 64 2 1 
5 Waste water 4.0 42 4 5 
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Table 19. Characteristics of samples collected from palm oil factories and numbers of yeast   
               isolates isolated from YM and IMY medium (continue). 

Samples Appearances pH 
Temp 
(ºC) 

Number 
from  YM 

Number 
from  IMY 

6 Oil contaminated 
palm pressed fiber 

4.0 37 3 6 

7 Oil contaminated 
palm pressed fiber 

5.0 63 4 1 

8 Waste water 4.0 54 3 5 
 
Andaman palm oil Company., Ltd., Krabi 

1 Oil contaminated brownish color 
water 

6.0 34 7 5 

2 Oil contaminated brown color soil 4.0 35 1 2 
3 Oil contaminated black color soil 3.0 50 - 2 
4 Oil contaminated black color soil 4.0 39 1 2 

5 
Oil contaminated brown color 
water 

4.0 35 7 3 

6 
Oil contaminated turbid brown 
color water 

4.0 51 3 3 

7 
Oil contaminated palm pressed 
fiber 

7.0 31 5 - 

8 
Oil contaminated turbid brown 
color water 

6.0 36 6 3 
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1. ลําดับเบสของยีสตสายพนัธุ P11I89 ซ่ึงมีความเหมอืนกับลําดับเบส Rhodotorula mucilagenosa 
(GenBank accession number EU637076.1) ซ่ึงมีความเหมือน (homology) เทากับ 99 (523/525 bp)
เปอรเซ็นต 
 
AAGGCACACTGCGTTCCTCAGTCCCCCAAGATGTATCCAGCAGAGAGCTATAACACA
GCCGAAACTAGCTACCTTCTCTCTTACCATTATCCATCCCGGAAAACTGATGCTGGCC
TGCAAACCGATTGCTCGGCAAGCAAGTCTTGACTTCAAGCGTTTCCCTTCCAACAATT
TCACGTACTGTTAACTCTCTTTCCAAAGTGCTTTTCATCTTTCCCTCACGGTACTTGTT
CGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGAATTTACCACCCATAATGAGC
TGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAAATGTATCACAAAGCGCTGGGCGTCCGC
ACCATATACGGGGGTCTCACCACTATGCCGCTGTATTCCAACAGACTTGTGTGCGGTC
CAACGCGGAAAACATTTCTAGAGATTAGAACTCGGACACCGAAGGTGCCAGATTATA
AATTTGAGCTCTTCCCGCTTCGCTCGCCGCTACTAGGGGAATCCTTGTTAGTTTCCTTT
TCCTCA 

 
2. ลําดับเบสของยีสตสายพนัธุ D1I69 ซ่ึงมีความเหมือนกับลําดับเบส Candida tropicalis QD 8.1 
(GenBank accession number EU543667.1) ซ่ึงมีความเหมือน (homology) เทากับ 100 (546/546 bp)
เปอรเซ็นต 
 
TAACCGCAGTCCTCAGTCTAGGCTGGCAGTTATCGACGAAGGCTATAACACACAAAC
CGAAGCCGTCCACATTCCAACGCAATTCTCCTACCGCCCAAACTGATGCTGGCCCGA
TAAACTTGTAGAGGCCACCCCCGAAGAAGTAACATACAAAATACCAAGTCTGACCTC
AAGCCCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACGCTCTTTTCAAAGTCCCTTTC
ATCTTTCCAGCACTGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATG
GAATTTACCACCCACTTAGACTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAGGAACTTT
ACATAGGCCTGGATCATCGCAGCGCACGGGATTCTCACCCTCTGTGACGTTCTGTTCC
AAGAAACATAGACACGAGCCAGACCCAAAGATACCGTCTTCAAATTACAACTCGGA
CTCTGAAAGAGCCAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGCCGCTTCACTCGCCGCTACTAAG
GCAATCCCTGTTGGTTTCTTTTCCCTCG 
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3. ลําดับเบสของยีสตสายพนัธุ A2I29 ซ่ึงมีความเหมือนกับลําดับเบส Isstchenkia orientalis KC5 
(GenBank accession number EF635636.1) ซ่ึงมีความเหมือน (homology) เทากับ 99 (531/536 bp)
เปอรเซ็นต 
 
ACACGGCCGCAGTCCTCGGTCCCCGCACGCAGCATCTGGCCCTGGCTATAACACTCG
CAAGAGCCACGTTCCAGAACCCCTTCTCCTGCAGCAAGAACCGATGCTGGCCCAGGG
AAAGCCCAGAGCGCCGCCCACGAGAGGCAGCGGTGCGCAATCCCCATGTCGGGCGC
AATACCCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTGCTGTTTCACTCTCTTTTCAAAGTGCTTTT
CATCTTTCCTTCACAGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCTCGCGTATTTTAGCCTTAGA
TGGAATTTACCACCCGCTTGGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGAGTCGTCAGAAGGG
CCTCACTGCTTCCGCCGGCATCCCACGGGGCTCTCACCCTCCTGGGCGCCCTGTTCCA
AGGGACTTGGACACCGCCTTCCACACAGACTTCAACCTGCAATCTACAACTCGTCGG
CCAAAGCACGATTTCAAATCTGAACTCTTGGCGCTTCACTCGCCGCTACTGGAGGCA
AATCCTGGTGGGTTTCTTTT 
 
4. ลําดับเบสของยีสตสายพนัธุ P5I07 ซ่ึงมีความเหมือนกับลําดับเบส Isstchenkia orientalis isolate 
181 (GenBank accession number EF635636.1) ซ่ึงมีความเหมือน (homology) เทากับ 99 (541/542 
bp) เปอรเซ็นต 
 
CCTACACGGCCGCAGTCCTCGGTCCCCGCACGCAGCATCTGGCCCTGGCTATAACAC
TCCGAAGAGCCACGGTCCAGAACCCCTCTCTCTGCAGCAAGAACCGATGCTGGCCCA
GGGAAAGCCCAGAGCGCCGCCCACGAGAGGCAGCGGTGGCCAATCCCCATGTCGGG
CGCAATACCCTTCCCTTTCAACAATTACACGTGCTGGTTCACTCTCTTTTCAAAGTGC
TTTTCACTTTTCCTCTACAGTACTTGTTCGCTATCGTCTCCTCGCCAGTATTTAGCCTG
AGATGGAAGTTACCACCCGCTTGGAGCTGCATTCGCAAACAACTCGACTCGTCAGAA
GGGCCTCACTGCTTCCGCCGGCATCCCACGGGGCTCTCACCCTCCTGGGCGCCCTGTT
CCAAGGGACTTGGACACCGCCTTCCACACAGACTCCAACCTGCAATCTACAACTCGT
GCCGCAAAGCACGATTTCAAATCTGAGCTCTTGCCGCTTCACTCGCCGCTACTGAAG
CAATCCCTTGTTGTTTCTTTTCCTCA 
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Figure 51. Fatty acid methyl ester chromatogram of GC analysis of standard qualitative from palm   
                 oil.  
 

 
Figure 52.  Fatty acid methyl ester chromatogram of GC analysis of qualitative from refined palm  
                   oil. 

 
Figure 53. Fatty acid methyl ester chromatogram of GC analysis of qualitative from crude palm oil. 
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Figure 54. Fatty acid methyl ester chromatogram of GC analysis of qualitative from  
                  waste palm oil. 
 

Figure 55. Fatty acid methyl ester chromatogram of GC analysis of standard quantitative from  
                  palm oil.  
 

Figure 56. Fatty acid methyl ester Chromatogram of GC analysis of quantitative from  
                  refined palm oil. 
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Figure 57. Fatty acid methyl ester chromatogram of GC analysis of quantitative from  
                 crude palm oil. 
 

Figure 58. Fatty acid methyl ester chromatogram of GC analysis of quantitative from  
                 waste palm oil. 
 

Figure 59. Fatty acid methyl ester chromatogram of GC analysis of standard qualitative  
                  from biodiesel. 
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Figure 60. Fatty acid methyl ester chromatogram of GC analysis of qualitative from biodiesel. 
 

 
Figure 61. Chromatogram of GC-MS analysis of  biodiesel reaction mixture.  
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Figure 62. Chromatogram of GC-MS of oleic acid methyl ester from reaction mixture.  

 
Figure 63. Chromatogram of GC-MS of palmitic acid methyl ester from reaction mixture.  
 



 

146 

 

Figure 64. Chromatogram of GC-MS of palmitic acid from reaction mixture.  
 
 

 
Figure 65. Chromatogram of GC-MS of oleic acid from reaction mixture.  
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