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บทคัดยอ 

                           การแยกและคัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสจากตัวอยางดิน, น้ํา และกากปาลม 
จากโรงงานน้ํามันปาลมในภาคใตของประเทศไทย โดยใชอาหาร yeast-malt medium (YM) และ 
อาหาร Isolation medium for yeast (IMY) ที่มีน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน และ 0.01 เปอรเซ็นต 
rhodamine B เพื่อแยกและคัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสไดในขั้นตอนเดียว โดยเลือกโคโลนีที่
เรืองแสงภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร สามารถแยกยีสตที่ผลิตไลเปสได 206 สาย
พันธุ โดยแยกไดจากอาหาร YM 117 สายพันธุ  และอาหาร IMY 89 สายพันธุ เมื่อทําการวัด
กิจกรรมของเอนไซมไลเปส โดยใช p-nitrophenyl palmitate (pPNC16)  เปนสับสเตรท พบยีสตที่มี
กิจกรรมของเอนไซมจํานวน 22 และ 27 สายพันธุ ที่แยกจากอาหาร YM และ IMY ตามลําดับ แต
เมื่อทําการวัดกิจกรรมการยอยสลายไขมันของเอนไซมไลเปสดวยวิธี two-phase emulsion ที่ใช
น้ํามันปาลมเปนสับสเตรท พบวา มีเพียงยีสตสายพันธุ P11I89 เทานั้นที่สามารถวัดคากิจกรรมดวย
วิธีนี้ได โดยมีคากิจกรรม เทากับ 3.360±0.069 ยูนิตตอมิลลิลิตร และมีคากิจกรรมเอนไซมใช p-
nitrophenyl palmitate (pPNC16)  เปนสับสเตรท เทากับ 0.026±0.002 ยูนิตตอมิลลิลิตร นอกจากนี้
ยีสตทั้ง 49 สายพันธุ สามารถเรงปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นของกรดโอเลอิกและเมทานอลได แตมี
เพียง 16 สายพันธุ เรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้ํามันปาลมได โดยที่ยีสตสายพันธุ 
P11I89 สามารถผลิตโอเลอิกเมทิลเอสเทอร และเมทิลเอสเทอรไดสูงสุด 64.123 และ 51.260 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ จากการจัดจําแนกสายพันธุดวยการวิเคราะหลําดับเบส 28S rDNA  ยีสตสาย
พันธุ P11I89 คือสายพันธุ Rhodotorula mucilagenosa (GenBank accession number EU637076.1) 
มีความเหมือน (homology) เทากับ 99 (523/525 bp)   ซ่ึงสามารถผลิตเอนไซมไลเปสไดสูงสุดที่
ช่ัวโมงที่ 120 ของการเจริญในระยะ Stationary phase โดยมีคากิจกรรม p-nitrophenyl palmitate 
(pPNC16) และน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท เทากับ 0.092±0.005 และ 5.502±0.094 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ  
                     สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น
โดยใชยีสต Rhodotorula mucilagenosa ที่ผลิตเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา คือสภาวะที่มี
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น้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล อัตราสวนโดยโมล 1:6 เปนสับสเตรท สารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอร พีเอช 7.0  10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท, เซลลยีสต Rhodotorula mucilagenosa  
1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรง คิดเปนกิจกรรมเอนไซมไลเปส 2.458 ยูนิตตอมิลลิลิตร  
บมบนเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง โดยสามารถผลิตเมทิล
เอสเทอรได 83.633 เปอรเซ็นต และพบวาผลผลิตเมทิลเอสเทอรลดลงเปน 59.092 เปอรเซ็นต เมื่อ
นําเซลลยีสตมาใชเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นซ้ําอีกครั้ง โดยเมทิลเอสเทอรที่เปนองคประ 
กอบหลักที่ไดจากการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น คือ ปาลมมิติกเมทิลเอสเทอร, โอเลอิก
เมทิลเอสเทอร, ลิโนเลอิกเมทิลเอสเทอร และ สเตียริกเมทิลเอสเทอร ซ่ีงมีปริมาณเทากับ 38.18, 
34.22, 10.16 และ 4.64 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นอกจากนี้ ยังคงเหลือกรดไขมันชนิดกรดปาลมมิติก
และกรดโอเลอิก 5.41 และ 1.26 เปอรเซ็นต 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 

บทนําตนเรื่อง 

 ในปจจุบันมีความตองการใชพลังงานเพิ่มมากขึ้น จึงจําเปนที่จะตองมีการแสวงหา
พลังงานจากแหลงตางๆ เพื่อใหเพียงพอตอความตองการ โดยเฉพาะเชื้อเพลิงที่ใชสําหรับ
เครื่องยนต การผลิตไบโอดีเซลจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งของเชื้อเพลิงที่ใชสําหรับเครื่องยนต โดยนํา
น้ํามันพืชหรือไขมันสัตวมาทําปฏิกิริยาเคมีดวยแอลกอฮอลที่เรียกวาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟ 
เคชั่น โดยมีตัวเรงปฏิกิริยาซึ่งอาจจะเปนสารเคมีที่เปนกรด (เอซิดคะตะลิสต) หรือสารเคมีที่เปน
เบส (อัลคาไลคะตะลิสต) แตปฏิกิริยาเคมีมีขอจํากัดในการใชสารเคมีเปนตัวเรงปฏิกิริยา เนื่องจาก
อาจจะเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่นไดเปนผลิตภัณฑพวกสบู ทําใหการนํากลีเซอรอลกลับคืนมาทําได
ยาก จึงมีการนําเอนไซมไลเปสเขามาเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวาไดผลดีกวาเพราะไดผลผลิตของ
เมทิลเอสเทอรในปริมาณสูงและนํากลีเซอรอลกลับคืนมาไดงาย ไมเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่นจาก
การที่มีกรดไขมันอยูในน้ํามันหรือไขมัน แตกรดไขมันสามารถเปลี่ยนเปนอัลคิลเอสเทอรไดอยาง
สมบูรณ สามารถทําปฏิกิริยาไดดีที่อุณหภูมิหองจึงทําใหประหยัดพลังงาน แตการใชเอนไซมไล
เปสบริสุทธิ์คอนขางที่จะมีตนทุนในการผลิตสูง เพราะตองผานขั้นตอนการทําเอนไซมใหบริสุทธิ์
และผานการตรึง จึงทําใหมีการศึกษาหาจุลินทรียที่สามารถสรางเอนไซมไลเปส จะไดลดตนทุน
และขั้นตอนการผลิตไบโอดีเซลใหนอยลง 

              ปาลมน้ํามันเปนหนึ่งในพืชเศรษฐกิจของประเทศไทย มีการนําน้ํามันปาลมไปใช
เปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมตางๆ มากมาย ในภาคใตของไทยรัฐบาลไดสงเสริมใหมีการปลูกปาลม
น้ํามันกันอยางแพรหลาย เพื่อใหเพียงพอตอความตองการในอุตสาหกรรมตางๆ  การนําน้ํามันปาลม
มาผลิตไบโอดีเซลนั้น เปนการชวยลดการนําเขาพลังงานจากตางประเทศ ทําใหประเทศไทยมีความ
มั่นคงทางพลังงานมากขึ้น สามารถที่จะพึ่งพาตนเองในดานพลังงานไดดวยทรัพยากรที่มีอยูแลวใน
ประเทศ และนําไปสูการรักษาสภาพแวดลอมในอีกทางหนึ่งดวย  

             จุลินทรียที่สามารถผลิตเอนไซมไลเปสนั้น มีทั้งแบคทีเรีย รา และยีสต และใน
ปจจุบันในอุตสาหกรรมตางๆไดมีการนํายีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสมาใชกันอยางกวางขวาง ไมวา
จะเปนอุตสาหกรรมอาหาร สารซักฟอก ยารักษาโรค เครื่องสําอาง ส่ิงทอ ฯลฯ เนื่องจากยีสตเปน
กลุมของจุลินทรียที่เล้ียงไดงายและเจริญเติบโตไดดี นอกจากนั้นเอนไซมไลเปสที่ยีสตผลิตไดมีคา
กิจกรรมเอนไซมที่สูง ทั้งในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาการสังเคราะหตางๆ โดยยีสตจะ
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ผลิตเอนไซมเกาะบริเวณผิวเซลล (cell bound) จึงทําใหสามารถใชประโยชนจากตัวเซลลในการเรง
ปฏิกิริยาชีวภาพ (whole cell biocatalyst) ในการผลิตไบโอดีเซลได 

การตรวจเอกสาร 

1. ไบโอดีเซล  

              ไบโอดีเซล คือ น้ํามันเชื้อเพลิงที่ผลิตจากน้ํามันพืชหรือไขมันสัตว โดยผาน
ขบวนการที่ทําใหโมเลกุลเล็กลง ใหอยูในรูปของ เอทิลเอสเทอร (Ethyl esters) หรือ เมทิลเอสเทอร 
(Methyl esters) ซ่ึงมีคุณสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซลมาก สามารถใชทดแทนน้ํามันดีเซลได
โดยตรง 
  ไบโอดีเซลไดมาจากการนําน้ํามันหรือไขมันสัตวมาทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล 
เชน เมทานอล เอทานอล โพรพานอล บิวทานอล และเอมิลแอลกอฮอล โดยสวนใหญแอลกอฮอลที่
นํามาใชมากที่สุด คือเมทานอล เพราะราคาถูกและมีขอไดเปรียบในทางฟสิกสและเคมี ปฏิกิริยานี้
เปนปฏิกิริยาที่ตองการตัวเรงปฏิกิริยา เรียกปฏิกิริยานี้วา ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น กระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซลแบบนี้มีการใชอยางกวางขวางเพื่อที่จะลดความหนืดของไตรกลีเซอไรดซ่ึงจะสงผล
ตอการทํางานของเครื่องยนตได (Gerpen, 2005)  

 1.1 สาเหตุของการพัฒนาไบโอดีเซลใหสามารถแทนที่น้ํามันปโตรเลียมไดมีอยู 5 ประการ
ดวยกัน (Gerpen, 2005) 
 1) เพื่อเปดตลาดรองรับใหกับการผลิตน้ํามันพืชและไขมันสัตวที่มากขึ้น 

2) เพื่อลดการปลอยของเสียที่ทําลายธรรมชาติในประเทศที่นําเขาน้ํามนัปโตรเลียม 
3) ไบโอดีเซลสามารถผลิตขึ้นมาใหมไดและไมทําใหอุณหภูมิของโลกสูงขึ้นจาก

สาเหตุของวัฏจักรคารบอน จากการวิเคราะหไบโอดีเซลสามารถลดการปลอย CO2 ไดถึง 78 
เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับน้ํามันปโตรเลียม 
 4) เครื่องยนตจะมีการปลอยคารบอนมอนอกไซดออกมา ซ่ึงเกิดจากการสันดาป
ไมสมบูรณและมีการปลอยอนุภาคเล็กๆ ออกมาเมื่อใชน้ํามันดีเซลแตในไบโอดีเซลจะมีการปลอย
ในปริมาณที่นอยกวา 
 5) เมื่อเติมน้ํามันดีเซลธรรมดาในปริมาณ 1-2 เปอรเซ็นต จะทําใหเชื้อเพลิงมี
คุณสมบัติของการหลอล่ืนลดลง เชน ในน้ํามันดีเซลพวก Ultra-low-sulfur diesel 
 ไบโอดีเซลเปนเชื้อเพลิงที่สามารถเผาไหมไดดี เชน มี methyl oleate ในปริมาณสูง 
มีระดับของ NO, HC, HCHO, CH3CHO และ HCOOH ในปริมาณต่ําและเขมานอย มี O2  10 
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เปอรเซ็นต นอกจากนี้ไดมีการวิเคราะหน้ํามันไบโอดีเซล พบวาเหมาะที่จะนําไบโอดีเซลมาใชเปน
เชื้อเพลิง เนื่องจากมีคุณสมบัติใกลเคียงกับเชื้อเพลิงปโตรเลียม แตมีการคาย CO2 เมื่อมีการเผาไหม
นอยกวาน้ํามันปโตรเลียมถึง 78.45 เปอรเซ็นต (Fukuda et  al., 2001) 

 1.2 การนําน้ํามันพืชมาใชแทนน้ํามันดีเซล        
   การนําน้ํามันพืชมาใชแทนน้ํามันดีเซลมีหลายวิธี คือ 

              1) การใชน้ํามันพืชเสมือนเปนน้ํามันเชื้อเพลิงโดยตรง 
                     การใชไขมันและน้ํามันที่ไดจากพืชหรือสัตวเปนแหลงทดแทนน้ํามันเชื้อเพลิง
ดีเซลโดยตรงมักจะใชน้ํามันพืชเทานั้นเนื่องจากมีคุณสมบัติที่สัมพันธกับการเปนแหลงเชื้อเพลิงที่ดี 
และเหมาะสมกวาไขมันสัตว มีประสิทธิภาพการใชงานทดแทนสูงกวา นอกจากนี้แลวไขมันสัตวมี
จุดหลอมเหลวสูงกวา และมีลักษณะเปนของแข็งที่อุณหภูมิหองซึ่งเปนอุปสรรคสําคัญในการ
นํามาใชเปนน้ํามันเชื้อเพลิงดีเซลเพราะทําใหเกิดความยุงยากในการเตรียมไขมันสัตวสําหรับการใช
งานโดยตรง (Ma and Hanna., 1999) 

               2) การเจือจางหรือการผสมตามสวน 
      เชื้อเพลิงดีเซล ตัวทําละลายไฮโดรคารบอน และแอลกอฮอลสายสั้น ๆ การเจือ
จางหรือการผสมตามสัดสวนของน้ํามันพืชสามารถนํามาละลายเขากันไดอยางสมบูรณในของ 
เหลวบางชนิดเทานั้น เชน น้ํามันดีเซล ตัวทําละลายไฮโดรคารบอนและแอลกอฮอลที่มีสายโซส้ันๆ 
Ziejewski และคณะ (1984) ศึกษาเกี่ยวกับการเจือจางของน้ํามันดอกทานตะวัน โดยใชน้ํามันดีเซล
เปนตัวทําละลาย ในอัตราสวน 1 ตอ 3 โดยปริมาตร และผานการทดสอบใชน้ํามันในเครื่องยนต
ดีเซลไดสําเร็จ แตพบวาน้ํามันผสมนี้ไมควรที่จะนํามาใชเปนเชื้อเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล
ประเภท direct injection เปนระยะเวลานาน เนื่องจากเกิดปญหาเกี่ยวกับการเกิดโคกที่ปลายของ
ระบบหัวฉีดอยางรุนแรง 
                           3) วิธีไมโครอิมัลช่ัน 
                                     ไมโครอิมัลช่ันเปนกระบวนการที่ทําใหของเหลวมีสารแขวนลอยกระจาย
ตัวอยู เชน การผสมน้ํามันพืชกับแอลกอฮอลซ่ึงจะมีสภาพเปนอิมัลช่ันและเมื่อนําไปใชสามารถฉีด
ใหเปนฝอยได แตจะเกิดการสะสมของคารบอนรอบหัวฉีด จึงทําใหเกิดปญหาตอเครื่องยนตที่ใช
เชื้อเพลิงชนิดนี้ (Srivastava and Prasad, 2000) 
                           4) วิธีการแตกตัวดวยความรอน 
                                     เปนการใหความรอนกับน้ํามันพืชในสภาวะไรออกซิเจน เพื่อใหน้ํามันแตก
ตัวเปนโมเลกุลที่เล็กลง ไดเปนผลิตภัณฑที่มีคุณสมบัติเหมาะสมหรือใกลเคียงสําหรับนํามาใชใน
เครื่องยนตดีเซล ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงองคประกอบและโครงสรางเนื่องจากความรอนของไตรกลีเซอ
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ไรดจะใหสารประกอบเคมีอินทรียหลายประเภท เชน แอลเคน แอลคีน แอลคาไดอีน อะโรมาติก 
และกรดคารบอกซิลิก เปนตน แตเชื้อเพลิงที่ไดจากวิธีการแตกตัวดวยความรอนจะไมเปนที่ยอมรับ 
และเมื่อทดสอบเครื่องยนตจากเชื้อเพลิงชนิดนี้ พบวา เครื่องยนตใชงานไดในระยะเวลาสั้นและเกิด
ปญหาการกัดกรอนเครื่องยนต (Srivastava and Prasad, 2000) 
                           5) กระบวนการเคลื่อนยายหมูเอสเทอร(ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น) 
                                     กระบวนการเคลื่อนยายหมูเอสเทอร หมายถึง ปฏิกิริยาเคมีระหวางไตรกลี
เซอไรดในไขมันหรือน้ํามันกับแอลกอฮอล เพื่อกอใหเกิดผลิตภัณฑแอลคิลเอสเทอรของกรดไขมัน
และกลีเซอรอล (Figure 1) กระบวนการนี้นิยมใชกันอยางกวางขวางเพื่อการปรับปรุงคุณภาพทาง
เชื้อเพลิงที่พัฒนาจากไตรกลีเซอไรดใหดีขึ้นโดยเฉพาะลดคาความหนืดของเชื้อเพลิงลง (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 การผลิตไบโอดีเซลโดยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
 การผลิตไบโอดีเซลโดยใชปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เพื่อใหไดเปนอัลคิล
เอสเทอร สามารถทําไดโดยอาศัยตัวเรงปฏิกิริยา 3 ชนิด 

1.3.1  ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนเบส 
 เบสที่ใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เชน NaOH, KOH, carbonates 

และ alkoxides (sodium methoxide, sodium ethoxide, sodium propoxide, sodium butoxide) 
สามารถเกิดปฏิกิริยาไดเร็ว ใชมากในทางการคา ในปฏิกิริยาหากมีน้ําเขาไปก็จะเปนสาเหตุที่ทําให
กรดไขมันสวนหนึ่งกลายเปนสบูได (Figure 2) เนื่องจากเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่น (Wright et al., 
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1944) ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น จะตองใชแอลกอฮอล 3 โมลตอไตรกลีเซอไรด 1 โมลได
เปนกรดไขมัน 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 ตัวเรงปฏิกิริยาที่เปนกรด 
 กรดท่ีใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เชน sulfuric, phosphoric, 
hydrochloric, organic acids  เกิดปฏิกิริยาชากวาใชดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ
ฟเคชั่นภายใตสภาวะกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาเหมาะสําหรับวัตถุดิบที่มีการปนเปอนสารตางๆ เชน 
sulphur olive oil หรือ น้ํามันใชแลว (Aksoy  et  al., 1988) 

1.3.3 ตัวเรงปฏิกิริยาจากเอนไซมไลเปส 
การใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 

(Figure 3) มีขอไดเปรียบกวาการใชเบสและกรดเปนตัวเรงปฏิกิริยาหลายประการ เชน อุณหภมูทิีใ่ช
ทําปฏิกิริยาสามารถทําไดที่อุณหภูมิหอง ปฏิกิริยามีความจําเพาะสูง เก็บเกี่ยวกลีเซอรอลไดงาย น้ํา
ไมทําใหเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่น แตตนทุนในการผลิตไบโอดีเซลโดยใชเอนไซมไลเปสเปน
ตัวเรงปฏิกิริยาคอนขางสูง (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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 ปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา (Table 1) ใหมีการ
เปลี่ยนไตรกลีเซอไรดไปเปนเมทิลเอสเทอรโดยใชเวลาในการทําปฏิกิริยาสั้น แตมีขอเสียหลาย
ประการ เชน แยกกลีเซอรอลออกจากเมทิลเอสเทอรไดยาก กรดหรือเบสที่เปนตัวเรงปฏิกิริยาจะทํา
ใหเกิดผลิตภัณฑที่ไมตองการ จะตองมีการบําบัดน้ําเสียที่มีเบสเปนองคประกอบอยูดวย กรดไขมัน
อิสระและน้ําสามารถเขาไปรบกวนปฏิกิริยา สวนปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นที่มีเอนไซมไล
เปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา สามารถที่จะเปลี่ยนไตรกลีเซอไรดใหเปนเมทิลเอสเทอรได ทั้งในระบบที่มี
น้ําและไมมีน้ําโดยเฉพาะสวนของกลีเซอรอล สามารถที่จะแยกออกมาไดงาย สวนกรดไขมันอิสระ
ที่อยูในน้ํามันที่ไมใชแลวและที่อยูในไขมันสามารถเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรไดอยางสมบูรณ 
ในทางตรงกันขามตนทุนในการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา จะมี
ราคาที่สูงกวาการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยามาก 
 
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 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยมเีอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
  1.4.1 Extracellular lipases 
   ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของไตรกลีเซอไรดในน้ํามันดอกทานตะวัน 
น้ํามันปลา และไขมันสัตวกับเอทานอลไดผลิตภัณฑเปนเอทิลเอสเทอรสูงถึง 80 เปอรเซ็นต เมื่อใช
ไลเปสจาก Mucor miehei (Selmi and Thomas, 1998), Candida antarctica (Breivik et al., 1997) 
และ Pseudomonas cepacia (Wu et al., 1999) ไลเปสสามารถทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอลสายยาวได
ดีกวาแอลกอฮอลสายส้ัน (Shimada et al., 1997) ดังนั้น โดยทั่วไปปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่น
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ของไตรกลีเซอไรดโดยใชเมทานอลเปนแอลกอฮอล มีแนวโนมที่จะไดผลผลิตเปนเมทิลเอสเทอร
ต่ํากวาการใชเอทานอลทั้งในระบบที่มีตัวทําละลายและไมมีตัวทําละลาย ชนิดของแอลกอฮอลที่ใช
ในปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่นโดยมีไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาสามารถใชแอลกอฮอลไดทั้งชนิด
ปฐมภูมิ ทุติยภูมิชนิดที่เปนแอลกอฮอลสายตรง และแอลกอฮอลโซกิ่ง (Fukuda et al., 2001)  ดัง
แสดงใน Table 2 
                            Linko และคณะ (1998) ศึกษาผลิตภัณฑของ biodegradable esters และ polyesters 
โดยใชไลเปสจาก  Candida rugosa เปนคะตะลิสต  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของ rapeseed 
oil ดวย 2-ethyl-1-hexanol  สามารถเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรได 97 เปอรเซ็นต ในสวนของ De 
และคณะ (1999) ศึกษาการเปลี่ยน fatty alcohol esters (C4-C18:1) โดยใชเอนไซมไลเปสจาก Mucor 
miehei ที่ถูกตรึง (Lipozyme IM-20) ในระบบที่ไมมีตัวทําละลาย ไดแอลกอฮอลเอสเทอรอยูในชวง 
86.8-99.2 เปอรเซ็นต  พบวา เมื่อมีการเพิ่มจํานวนคารบอนอะตอมเปนสายที่ยาวขึ้นจาก C4-C18 
ผลผลิตที่ไดเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องและใน fatty alcohol esters ที่ไมอ่ิมตัว (C18-C18:1)  ผลิตภัณฑจะ
ลดลงไมเปลี่ยนแปลง ซ่ึงชนิดของแอลกอฮอลก็เปนสวนสําคัญในการผลิตไบโอดีเซล 

Nelson และคณะ (1996) ไดศึกษาความสามารถของเอนไซมไลเปสในปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ดวยแอลกอฮอลสายส้ันโดยใชไลเปสจาก Mucor miehei  พบวา มี
ประสิทธิภาพมากในการเปลี่ยนไตรกลีเซอไรดไปเปนอัลคิลเอสเทอรดวยแอลกอฮอลปฐมภูมิ 
ในขณะที่ Candida antarctica มีประสิทธิภาพมากในการเปลี่ยนไตรกลีเซอไรดไปเปนอัลคิลเอส
เทอรแบบโซกิ่งดวย แอลกอฮอลทุติยภูมิ อัลคิลเอสเทอรที่ไดจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น
ดวยแอลกอฮอลปฐมภูมิพวกเมทานอล เอทานอล โพรพานอล บิวทานอล และไอโซบิวทานอล จะ
อยูในชวง  94.8-98.5 เปอรเซ็นต  และเมทิลเอสเทอรที่ไดจากปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่นดวย
แอลกอฮอลทุติยภูมิ พวกไอโซโพร พานอลและ 2-บิวทานอล จะอยูในชวง 61.2-83.8 เปอรเซ็นต  
โดยในกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชั่นมีเฮกเซนเปนตัวทําละลาย และในระบบที่ไมมีเฮกเซน
เปนตัวทําละลาย  พบวา ผลผลิตลดลงทั้งในปฏิกิริยาที่ใชเมทานอลและเอทานอล โดยเฉพาะใน
ปฏิกิริยาที่ใชเมทานอล ผลผลิตลดลงถึง 19.4 เปอรเซ็นต  โดยเมื่อเปลี่ยนชนิดของตัวทําละลาย
ผลผลิตของอัลคิลเอสเทอรที่ไดจะแตกตางไป 

ดังผลการศึกษาของ Mittelbach (1990) ไดศึกษาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น
โดยใชแอลกอฮอลปฐมภูมิ พวกเมทานอล เอทานอลและ 1-บิวทานอล ทั้งในปฏิกิริยาที่มี petroleum 
ether เปนตัวทําละลายและในปฏิกิริยาที่ไมมี petroleum ether เปนตัวทําละลาย ไดผลผลิตเปนเมทิล
เอสเทอรสูงถึง 72 เปอรเซ็นต จากปฏิกิริยาที่ใชเอทานอล และ1-บิวทานอล แตในปฏิกิริยาที่ใชเมทา
นอลไดผลผลิตเปนเมทิลเอสเทอรในปริมาณนอยเพียงแค 15 เปอรเซ็นต 
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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)  

  ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Abigor และคณะ (2000) ศึกษาการเปลี่ยนน้ํามัน
ปาลมไปเปนอัลคิลเอสเทอรดวยเอทานอลโดยใชไลเปสจาก Pseudomonas cepacia เปนตัวเรง
ปฏิกิริยา ใหผลผลิตสูงถึง 72 เปอรเซ็นต แตในปฏิกิริยาที่ใชเมทานอลไดผลผลิตเปนเมทิลเอสเทอร
เพียง 15 เปอรเซ็นต เทานั้น  

  1.4.2 Intracellular lipases (Whole cell biocatalyst) 
                                ในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาประเภท 
extracellular enzyme ตองการเอนไซมที่บริสุทธิ์ ซ่ึงกระบวนการทําบริสุทธิ์คอนขางที่จะซับซอน
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และยุงยาก  นอกจากนี้เอนไซมโดยทั่วไปแลวจะไมเสถียรและมีราคาแพง จึงไดมีการศึกษาการนํา
เอนไซมมาใชโดยตรงที่เรียกวา whole cell biocatalyst (Kondo et al., 2000) 

                การใชประโยชนจาก whole cell biocatalyst ควรทําใหอยูในรูปแบบที่สะดวกตอ
การนําไปใช โดยการนําเซลลมาตรึง เชน การตรึงเซลลในของแข็ง และเมื่อผานการตรึงแลวก็ยัง
สามารถนํามาใชในการสังเคราะหทางเคมีทั่วไปได วิธีการตรึงเซลลมีหลากหลายวิธีดวยกัน 
อยางเชนการตรึงเซลลดวย biomass support particles (BSPs) ซ่ึงวิธีนี้ถูกพัฒนาโดย Atkinson และ
คณะ (อางโดย Fukuda et  al., 2001) ขอดีของการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใช whole cell biocatalyst  
ที่ตรึงรูปแลวเปรียบเทียบกับวิธีการผลิตเมทิลเอสเทอรวิธีอ่ืนๆ คือ 

 
- ไมตองเติมสารเคมีในปฏิกริิยา เชน NaOH 
- มีการถายเทมวลของสับสเตรทและผลิตภัณฑภายในตวัตรึง   
- สามารถนํากลับมาใชไดอีก 
- มีความทนทานและทนตอแรงเฉือนทางกล 
- สามารถเพิ่มขนาดการผลิตไดงาย 
- ตนทุนการผลิตต่ําเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืน 

  

 จาก Figure 4 เมื่อเปรียบเทียบกระบวนการผลิตเอนไซมไลเปสแบบ extracellular 
และแบบ intracellular (whole cell biocatalyst) จะเห็นไดวาการใชเอนไซมไลเปสแบบ intracellular 
ไมตองผานกระบวนการทําบริสุทธิ์เอนไซมหรือกระบวนการตรึงเอนไซม โดยการเตรียม whole 
cell biocatalyst ดวยการตรึงใน biomass support particles (BSPs) สามารถทําไดในระหวางการ
เพาะเลี้ยงจุลินทรียในระบบกะ (Fukuda et  al., 2001) 

 1.5 ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร 
  1) แอลกอฮอล 
      ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นชนิดปฏิกิริยาแอลกอฮอลไลซิส ซ่ึงในการทํา
ปฏิกิริยาแอลกอฮอลเปนสวนหนึ่งของสับสเตรทที่จะเขาทําปฏิกิริยากับไขมันหรือน้ํามันแลวได
เปนผลผลิตในรูปแบบของเอสเทอรและกลีเซอรอล นอกจากนั้นชนิดของแอลกอฮอลยังมีผลตอ
ผลผลิตของอัลคิลเอสเทอรอีกดวย โดย Kaieda และคณะ (2001) ศึกษาผลของปริมาณเมทานอลใน
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโดยใชเอนไซมไลเปสจาก Pseudomonas cepacia พบวาสามารถทนตอ
ปริมาณเมทานอลที่สูงกวาเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียชนิดอื่น เมื่อเติมเมทานอล 2 และ 3 โมลาร
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ไดปริมาณเมทิลเอสเทอร 66 และ 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ จากความสําคัญของชนิดของ
แอลกอฮอล Chen และคณะ (2003) ศึกษาผลของชนิดแอลกอฮอลตอการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอ 
ริฟเคชั่น โดยใชแอลกอฮอลแบบโซตรง 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) 

 แอลกอฮอลแบบโซกิ่ง ไอโซโพรพานอล, 2-บิวทานอล และไอโซบิวทานอล 
พบวาแอลกอฮอลแบบโซตรงจะทําใหเอนไซมเกิดการเสียสภาพเมื่อเพิ่มปริมาณของแอลกอฮอลสูง 
ขึ้นแตในแอลกอฮอลโซกิ่งผลของปริมาณแอลกอฮอลที่ทําใหเอนไซมเสียสภาพต่ํากวาใน
แอลกอฮอลโซตรงเมื่อเพิ่มปริมาณของแอลกอฮอลสูงขึ้น ในสวนของ Kose และคณะ (2002) ศึกษา
ผลของชนิดแอลกอฮอลที่มีผลตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร โดยศึกษาในแอลกอฮอลตอไปนี้ เมทา
นอล, โพรพานอล, บิวทานอล, เอมิลแอลกอฮอล, ไอโซโพรพานอล และไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
พบวาแอลกอฮอลที่ใหผลผลิตของอัลคิลเอสเทอรมากที่สุด คือ ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ใหผลผลิต
เทากับ 94 เปอรเซ็นต สวนแอลกอฮอลที่ใหผลผลิตของอัลคิลเอสเทอรต่ําที่สุด คือ ไอโซโพรพา
นอล ใหผลผลิตเทากับ 72.3 เปอรเซ็นต สอดคลองกับการศึกษาของ Abigor และคณะ (2000) ศึกษา
การเปลี่ยนน้ํามันปาลมดิบเปนอัลคิลเอสเทอรโดยใชปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ที่มีเอนไซม
ไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวาเมื่อใชแอลกอฮอลคือเอทานอล, tert-butanol, 1-butanol, n-
propanal และ isopropanal จะไดผลผลิตเปนอัลคิลเอสเทอรเทากับ 72, 62, 42, 42 และ 24 
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เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อทดสอบคุณสมบัติของไบโอดีเซลมีความหนืด (Viscosity) เทากับ 32.40 
ตารางเมตรตอวินาที  คาจุดน้ํามันเปนฝา (Cloud point) เทากับ 28 องศาเซลเซียส และคาจุดไหลเท 
(Pour point) เทากับ 8 องศาเซลเซียส นอกจากนั้นการผลิตไบโอดีเซลจากไตรกลีเซอไรดและ
แอลกอฮอลสายส้ัน จําพวกเมทานอล เอทานอล โดยใชตรึงไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens 
พบวาเมื่อใชตัวทําละลายอินทรีย เชน 1,4-dioxane ในปฏิกิริยาจะทําใหไดผลผลิตของไบโอดีเซล
ประมาณ 73 เปอรเซ็นต แตถาใชแอลกอฮอลที่มีสายยาวขึ้นผลผลิตที่ไดก็มีปริมาณใกลเคียงกันโดย
ไมตองใชตัวทําละลายอินทรียในปฏิกิริยา (Iso et al., 2001) ในการผลิตอัลคิลเอสเทอร เมื่อใชไล
เปสจาก Candida cylindracea จะมีกิจกรรมของเอนไซมสูงเมื่อใสตัวทําละลายอินทรีย n-hexane 
และใชแอลกอฮอลสายส้ัน เมื่อทําปฏิกิริยาเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ไดผลผลิตเปนอัลคิลเอสเทอรเทากับ 
78±6 เปอรเซ็นต และเมื่อใชแอลกอฮอลเปน 1-butanol ไดผลผลิตเปนอัลคิลเอสเทอรเทากับ 96 
เปอรเซ็นต โดยใชเวลาในการทําปฏิกิริยา 8 ช่ัวโมง (Lara and Park, 2004)  

              2) ปริมาณน้ํา 
      ในการผลิตอัลคิลเอสเทอรดวยปฏิกิริยาที่มีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา
นั้นปริมาณน้ํามีความสําคัญ เพราะสามารถหลีกเลี่ยงการเกิดสบูจากปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่นซึ่งเกิด
จากการใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาได ปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาขึ้นอยูกับชนิดของ
เอนไซมไลเปสที่ใชเปนตัวเรง Kaieda และคณะ (2001) ศึกษาผลของปริมาณน้ําตอปฏิกิริยาเมทา
โนไลซิสโดยใชไลเปสจาก Candida rugosa, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas  fluorescens 
เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวาใน Candida rugosa จะสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดถึง 80 เปอรเซ็นต 
เมื่อมีปริมาณน้ํา 2.4-6.0 มิลลิลิตรของน้ําหนักสับสเตรท ใน Pseudomonas  fluorescens จะสามารถ
ผลิตเมทิลเอสเทอรได 80 เปอรเซ็นต เมื่อมีปริมาณน้ํา 1.2-6.0 มิลลิลิตรของน้ําหนักสับสเตรท และ
ใน Pseudomonas cepacia จะสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได  80 เปอรเซ็นต เมื่อมีปริมาณน้ํา 0.3-6.0 
เปอรเซ็นต เมื่อใชเอนไซมไลเปส Novozyme 435 เปนตัวเรงปฏิกิริยาเมทาโนไลซิส พบวา เมื่อเติม
น้ํา 0.2 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรทปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสจะเกิดไดอยางรวดเร็วกวาการเติม
น้ําที่ 0.5 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท (Samukawa et al., 2000) ในสวนของ Kaieda  และคณะ 
(1999) ศึกษาผลของปริมาณน้ําซึ่งมีความสัมพันธกับเวลาในการทําปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสโดยใช
เอนไซมไลเปสจาก Rhizopus oryzae พบวา ที่ปริมาณน้ํา 1.2-9.0 มิลลิลิตรจะไดผลผลิตเปนเมทิล
เอสเทอร 80-90 เปอรเซ็นต หลังจากทําปฏิกิริยาผานไป 70 ช่ัวโมง เมื่อเติมปริมาณน้ํา 1.8 มิลลิลิตร 
จะใหปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงสุดที่ 90.5 เปอรเซ็นต เมื่อเวลาผานไป 67 ช่ัวโมง ในทางตรงกันขาม
เมื่อเติมปริมาณน้ําลงไป 0.9 มิลลิลิตร จะใหปริมาณเมทิลเอสเทอรเพียง 73.3 เปอรเซ็นตเมื่อเวลา
ผานไป 180 ช่ัวโมง เมื่อใช 1-โพรพานอลและไตรโอเลอินเปนสารตั้งตนในปฏิกิริยาโดยมีเอนไซม
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ไลเปสจาก Pseudomonas fluorescens เปนตัวเรง พบวาเมื่อเติมน้ําปริมาณ 0.3 เปอรเซ็นตของ
ปริมาณสับสเตรท จะใหผลผลิตของอัลคิลเอสเทอรสูงสุดประมาณ 40 เปอรเซ็นต (Iso et al., 2001) 
นอกจากนั้นปริมาณน้ํายังมีผลตอกิจกรรมของเอนไซมไลเปส จากการศึกษาปริมาณน้ําที่มีผลตอ
การผลิตอัลคิลเอสเทอร พบวา กิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงสุดเทากับ 40 ไมโครโมลตอนาที เมื่อ
เติมน้ําลงไป 0.48 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท และกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจะลดลงเมื่อ
เติมน้ํามากขึ้น (Salis et al., 2005) โดย Kaieda และคณะ (2001) ศึกษาการผลิตเมทิลเอสเทอร พบวา 
เมื่อใช Pseudomonas cepacia เปนตัวเรงปฏิกิริยาจะใชเวลาประมาณ 90 ช่ัวโมงในการผลิตเมทิล
เอสเทอร ได 80 เปอรเซ็นต เมื่อมีน้ําเพียง 0.3 มิลลิลิตรตอน้ําหนักสับสเตรท ในขณะที่เมื่อใช 
Candida rugosa เปนตัวเรงปฏิกิริยาจะมีเมทิลเอสเทอร 80 เปอรเซ็นต เมื่อมีน้ํา 1.2 มิลลิลิตรตอ
น้ําหนักสับสเตรท  

3) Reaction time  
    อัตราการเกิดอัลคิลเอสเทอรจะเพิ่มขึ้น  เมื่อเพิ่มเวลาในการทําปฏิกิ ริยา
(Freedman et al., 1984) จากที่ Kose และคณะ (2002) ศึกษาเวลาในการทําปฏิกิริยาของการเปลี่ยน
น้ํามันเปนเมทิลเอสเทอรโดยใชเมทานอลเปนแอลกอฮอล โดยศึกษาที่เวลาตอไปนี้ 2, 4, 7, 10, 15 
และ 24 ช่ัวโมง พบวาตั้งแตเวลา 7 ช่ัวโมงเปนตนไปจะไดเมทิลเอสเทอรสูงขึ้นถึง 92.2 เปอรเซ็นต 
แตที่เวลา 2 ช่ัวโมง ไดเมทิลเอสเทอรเพียง 79.9 เปอรเซ็นต สอดคลองกับการศึกษาของ Salis และ
คณะ (2005) พบวา การผลิตไบโอดีเซลจากไตรโอเลอิน โดยใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยที่เวลา 1, 2 และ 4 ช่ัวโมง จะไดอัลคิลเอสเทอรเทากับ 70, 80 และ 
100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ปจจัยในการผลิตอัลคิลเอสเทอร นอกจากชนิดของแอลกอฮอลและ
ปริมาณน้ําแลว เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นก็มีสวนสัมพันธโดยตรงกับ
ปริมาณอัลคิลเอสเทอรอีกดวย 

4) ความเขมขนของเอนไซม 
      Sanchez และ Vasudevan (2006) ศึกษาผลของปริมาณเอนไซมตอปฏิกิริยาเม
ทาโนไลซิสโดยใชสับสเตรทที่มีสวนผสมระหวางน้ํามันมะกอกและเมทานอล อัตราสวน 1:8 
(โมล:โมล) โดยใชเอนไซมจาก Candida antarctica (Novozyme 435) ปริมาณ 500, 1000, 2000 
และ 3000 ยูนิต บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวา ผลผลิตเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของ
เอนไซม 500-2000 ยูนิต จะไดเมทิลเอสเทอรเทากับ 94 เปอรเซ็นต เมื่อเพิ่มความเขมขนของ
เอนไซมมากกวา 2000 ยูนิต เปอรเซ็นตผลผลิตจะคงที่ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาปริมาณของ
เอนไซมไลเปสจาก Rhizopus oryzae ตออัตราการเกิดปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสของ Kaieda และคณะ 
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(1999) พบวา เมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซมเปน 25 ยูนิตของไลเปสตอ 10 กรัมของสับสเตรท อัตราการ
เกิดปฏิกิริยาจะสูงขึ้นและอัตราการเกิดปฏิกิริยาเริ่มตนจะเริ่มคงที่เมื่อมีปริมาณเอนไซมเปน 60 ยูนิต
ของไลเปสตอ 10 กรัมของสับสเตรท 

                           5) อัตราสวนโมลของน้าํมนัตอแอลกอฮอล 
     โดยทางทฤษฎีแลว สมดุลมวลสารสัมพันธของปฏิกิริยาเคลื่อนยายหมูเอสเทอร
ที่สมบูรณนั้น ตองประกอบดวยอัตราสวนโมลของสารตั้งตนระหวางแอลกอฮอลและน้ํามัน เปน 3
โมล ตอ 1โมล แตในทางปฏิบัติพบวาปฏิกิริยาเคลื่อนยายหมูเอสเทอรสามารถผันกลับได ถา
ตองการอัลคิลเอสเทอรมากขึ้น ตองเพิ่มจํานวนโมลของแอลกอฮอลมากขึ้นดวย เพื่อทําใหเกิดภาวะ
สมดุลเล่ือนเขาใกลอัลคิลเอสเทอรมากที่สุด ปฏิกิริยาเคลื่อนยายหมูเอสเทอรสามารถเพิ่มอัตราเร็ว
ดวยตัวเรงปฏิกิริยาชนิดตางๆ ทั้งเบส กรด และเอนไซมไลเปส (Ma and Hanna, 1999) Kose และ
คณะ (2002) ศึกษาอัตราสวนโมลของน้ํามันตอแอลกอฮอล ซ่ึงแอลกอฮอลที่ใชคือเมทานอล มี
เอนไซมจาก Candida antarctica ที่ผานการตรึงแลวเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยศึกษาอัตราสวนโมล 
ดังนี้ 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 พบวา ที่อัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอลเทากับ 1:1 ได
ผลผลิตเพียง 29.9 เปอรเซ็นต และที่อัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอลเทากับ 1:4 จะใหผลผลิต
เมทิลเอสเทอรสูงสุดเทากับ 87.4 เปอรเซ็นต สอดคลองกับการศึกษาอัตราสวนโมลของน้ํามันตอ
แอลกอฮอลที่สัดสวนตางๆ ของ Lara และ Park (2004) พบวาที่อัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอล
เทากับ 1:4 จะไดผลผลิตเปนอัลคิลเอสเทอรสูงสุด 80 เปอรเซ็นต ที่เวลา 12 ช่ัวโมง เมื่อใชอัตราสวน
โมลน้ํามันตอแอลกอฮอลเทากับ 1:6 แอลกอฮอลจะยับยั้งปฏิกิริยาและเกิดผลิตภัณฑเพียง 40 
เปอรเซ็นตเทานั้น เชนเดียวกับ Du และคณะ (2003) ศึกษาอัตราสวนโมลของน้ํามันตอแอลกอฮอล
โดยมีอัตราสวน ดังนี้ 1:3, 1:4 และ 1:5 พบวาที่อัตราสวนโมล 1:4 จะใหผลผลิตของเมทิลเอสเทอร
สูงสุดเทากับ 92 เปอรเซ็นต และที่อัตราสวนโมล 1:3 และ 1:5 จะลดผลผลิตของเมทิลเอสเทอร
เหลือเพียง 80 เปอรเซ็นต ในสวนของการศึกษาอัตราสวนโมลน้ํามัน (ไตรโอเลอิน) ตอแอลกอฮอล
(บิวทานอล) โดยมีอัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอลดังนี้ 1:3, 1:6, 1:9 และ 1:12 พบวาอัตราสวน
โมลไตรโอเลอินตอบิวทานอลที่ดีที่สุด คือ อัตราสวนโมล 1:3 และ 1:6 ซ่ึงสามารถเกิดเปน
ผลิตภัณฑของบิวทิลโอลีเอทไดถึง 100 เปอรเซ็นต เมื่อเวลาผานไป 4 ช่ัวโมง และในอัตราสวนโมล 
1:9 และ 1:12 จะใชเวลาในการเกิดเปนบิวทิลโอลีเอทประมาณ 5-6 ช่ัวโมง (Salis et al., 2005) 
นอกจากนั้นการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันที่ใชแลว โดยมีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา
การใชเมทานอลจะทําใหเอนไซมทําปฏิกิริยาไดชา แตปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสดีขึ้นเมื่อใชระบบกะ
แบบ Two-step ดังนี้ ใชอัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอลเปน 1:3, 2:3 ในครั้งที่หนึ่งและสอง 
ตามลําดับ ในระบบกะแบบ Three-step ใชอัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอลเปน 1:3, 1:3 และ 
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1:3 ในครั้งที่หนึ่ง, สองและสาม ตามลําดับ ซ่ึงไดผลผลิตของไบโอดีเซลในระบบกะแบบ Two-step 
และ Three-step มากกวา 90 เปอรเซ็นต (Shimada et al., 2002) สอดคลองกับการทดลองเปลี่ยน
น้ํามันถ่ัวเหลืองเปนไบโอดีเซลโดยตรึงเอนไซมไลเปสจาก Candida antarctica พบวาเมื่อทํา
ปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสแบบ Three-step โดยใชอัตราสวนโมลของน้ํามันถ่ัวเหลืองตอเมทานอลเปน 
1:3, 1:3 และ 1:3 ในหนึ่งรอบของการทําปฏิกิริยา ซ่ึงสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงถึง 93.8 
เปอรเซ็นต  และสามารถนําเอนไซมไลเปส กลับมาใชไดอีกถึง 25 รอบของการทําปฏิกิริยาโดยที่ไม
สูญเสียกิจกรรมของเอนไซม (Watanabe et al., 2002) 

                         6) อุณหภูมิ 
      ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นสามารถเกิดขึ้นไดที่อุณหภูมิที่แตกตางกัน 
ขึ้นอยูกับชนิดของน้ํามันที่ใช (Ma and Hanna, 1999) จากการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิต
เมทิลเอสเทอร มีเอนไซมจาก Candida antarctica ที่ผานการตรึงแลวเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยศึกษา
ที่อุณหภูมิ 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส พบวาไดผลผลิตของเมทิลเอสเทอรสูงสุดที่ 50 
และ60 องศาเซลเซียส มีผลผลิตเทากับ 91.5 และ 90.0 เปอรเซ็นต เมื่อเวลาผานไป 6 ช่ัวโมง (Kose 
et al., 2002)  เชนเดียวกับผลของ Du และคณะ (2003) ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตเมทิลเอส
เทอร ศึกษาที่อุณหภูมิ 30, 40 และ 50 องศาเซลเซียส พบวาเมื่อเวลาผานไป 7 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียสจะใหผลผลิตของเมทิลเอสเทอรเทากับ 85 เปอรเซ็นต และที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสจะใหผลผลิตของเมทิลเอสเทอรต่ําสุด เทากับ 63 เปอรเซ็นต ในการผลิตเมทิลเอสเทอร
จากไตรโอเลอิน ที่อุณหภูมิ 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส พบวาที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส จะใหผลผลิตเปนเมทิลเอสเทอรสูงสุดถึง 100 เปอรเซ็นต เมื่อเวลาผานไป 4 ช่ัวโมงและ
ผลผลิตจะลดลงเมื่อเพิ่มอุณหภูมิถึง 50 องศาเซลเซียส (Salis et al., 2005) 

2. ปาลมน้ํามนั (Palm Oil)  

 ประเทศมาเลเซียเปนประเทศที่ทําการปลูกปาลมน้ํามันมากที่สุดในโลก มีพื้นที่ที่
ใหผลผลิตปาลมน้ํามันประมาณ 23 ลานไร ใหผลผลิต 68 ลานตัน สําหรับประเทศไทยมีพื้นที่การ
เพาะปลูกปาลมที่ใหผลเก็บเกี่ยวไดประมาณ 1.94 ลานไร ใหผลผลิตทะลายปาลมสด 5.2 ลานตันใน
ป พ.ศ. 2547 มีพื้นที่ปลูกปาลมน้ํามันในภาคใตของประเทศ ในจังหวัดชุมพร สุราษฎรธานี กระบี่ 
ตรัง สงขลา และสตูล โดยปาลมน้ํามันที่ปลูกในประเทศไทยจะใหผลผลิตปาลมสดเฉลี่ย 2.7 ตันตอ
ไร ในขณะที่ประเทศมาเลเซียใหผลผลิตเฉลี่ย 3.06 ตันตอไร (พิสมัย เจนวนิชปญจกุลและลลิตา 
อัตนโถ, 2549)  
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               ทะลายปาลมสดประกอบดวยผลปาลมจํานวนมากเกาะติดอยูบนกานทะลาย 
น้ํามันเปนสวนที่ไดจากผลปาลม ซ่ึงผลปาลมน้ํามันจะใหน้ํามัน 2 ชนิด คือน้ํามันปาลมและน้ํามัน
เมล็ดในปาลม น้ํามันปาลมเปนสวนที่สกัดไดจากสวนเปลือกนอกของผลปาลม ขณะที่น้ํามันเมล็ด
ในปาลมสกัดไดจากเมล็ดในของผลปาลม โดยทั่วไปแลวทะลายปาลมสดมีน้ํามันปาลมอยูใน
ปริมาณ 20-21 เปอรเซ็นต แตในการผลิตในอุตสาหกรรมน้ํามันปาลมของประเทศ โดยเฉลี่ยแลว
ปจจุบันสามารถสกัดน้ํามันออกไดเพียง 17 เปอรเซ็นต จากทะลายปาลมสด สําหรับเมล็ดในปาลมมี
น้ํามันอยูในปริมาณ 5 เปอรเซ็นต ทะลายปาลมสด หรือมีอยูในปริมาณ 50 เปอรเซ็นต ของเมล็ดใน
ปาลม 
 น้ํามันปาลมและน้ํามันเมล็ดในปาลม มีคุณสมบัติทางเคมีที่แตกตางกันอยางมาก 
โดยน้ํามันปาลมมีกรดไขมันที่มีคารบอน 16 ตัว (กรดปาลมมิติก, palmitic acid) เปนองคประกอบ
หลัก 44 เปอรเซ็นต ในขณะที่น้ํามันเมล็ดในปาลมจะมีคุณสมบัติที่คลายคลึงกับน้ํามันมะพราว 
กลาวคือ มีกรดไขมันที่มีคารบอน 12 ตัว (กรดลอริก, lauric acid) เปนองคประกอบหลัก 50.4 
เปอรเซ็นต น้ํามันเมล็ดในปาลมมีองคประกอบของกรดไขมันอิ่มตัวถึง 78.82 เปอรเซ็นต น้ํามัน
ปาลมมีเปอรเซ็นตกรดไขมันอิ่มตัวและกรดไขมันไมอ่ิมตัวในปริมาณที่ใกลเคียงกัน คือ 48.05 และ 
51.95 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Table 3) และมีลักษณะเปนของเหลวปะปนอยูกับของแข็ง ที่
อุณหภูมิหอง เมื่อจะนําน้ํามันปาลมมาบรรจุขวดจําหนายเพื่อใชในการประกอบอาหาร จะตองทําให
น้ํามันปาลมบริสุทธิ์ โดยการกําจัดกรด กําจัดสี และกลิ่นกอน จากนั้นจึงทําการแยกสวนของเหลว
และของแข็งออกจากกัน สวนที่เปนของเหลวที่แยกออกมาเรียกวา น้ํามันปาลมโอลีน สําหรับสวน
ที่เปนของแข็งเรียกวา ปาลมสเตียรีนหรือไขสเตียรีน ซ่ึงสามารถนําไปใชในการทําเนยเทียม ครีม
เทียม และสบู โดยทั่วไปแลว น้ํามันปาลมโอลีน และปาลมสเตียรีน มีปริมาณเปนสัดสวนระหวาง 
65-70 เปอรเซ็นต ตอ 30-35 เปอรเซ็นต ขึ้นอยูกับกระบวนการผลิตของแตละโรงงาน 
 ประเทศไทยมีการนําเขาและสงออกน้ํามันปาลมในรูปของน้ํามันปาลมดิบ การ
สงออกน้ํามันปาลมสวนใหญจะอยูในรูปของน้ํามันเมล็ดในปาลมชนิดดิบและไขปาลมสเตียรีน 
(palm stearin) ถึงแมวาปาลมน้ํามันจะมีพื้นที่เพาะปลูกและผลผลิตตอไรสูงกวาพืชน้ํามันชนิดอื่นๆ 
แตเปนผลผลิตทางการเกษตรที่ปลูกขึ้นเพื่อเปนอาหารเทานั้น ไมมีปริมาณมากพอที่จะใชเปน
วัตถุดิบสําหรับผลิตไบโอดีเซล ในขณะนี้กระทรวงเกษตรและสหกรณไดมียุทธศาสตรปาลมน้ํามัน 
สงเสริมการปลูกปาลมน้ํามัน โดยขยายพื้นที่เพาะปลูกอีก 4 ลานไร ภายในป พ.ศ. 2552 เพื่อปอน
การผลิตไบโอดีเซลตามแผนปฏิบัติการไบโอดีเซลของยุทธศาสตรพลังงานทดแทนที่มีเปาหมาย 
ความตองการไบโอดีเซล 8.5 ลานลิตรตอวัน 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) เปนเอสเทอรระหวางกรดไขมันกับแอลกอฮอล 
ซ่ึงเปนสวนประกอบที่สําคัญของเนื้อเยื่อ พบไดทั่วไปในน้ํามันพืชและไขมันสัตว สามารถแบงเอ
ซิล  กลีเซอรอลออกได เปน   ไตรเอซิลกลี เซอรอล  ( triacylglycerol)  ไดเอซิลกลี เซอรอล 
(diacylglycerol)  และโมโนเอซิลกลีเซอรอล (monoacylglycerol) ดังแสดงใน Figure 5 

 3.1 ไตรเอซิลกลีเซอรอล (Triacylglycerols) 
  ไตรเอซิลกลีเซอรอลหรือไตรกลีเซอไรดหรือไขมันและน้ํามันเปนไตรเอสเตอร       
ของกลีเซอรอลกับกรดไขมัน 3 โมเลกุล เนื่องจากโมเลกุลของกลีเซอรอลมีตําแหนงที่กรดไขมัน  
จะเขาไปเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นไดถึง 3 ตําแหนง (Figure 6a) ทําใหไดไตรเอซิลกลีเซอรอล 
หลายชนิด ไตรเอซิลกลีเซอรอลที่โมเลกุลประกอบดวยกรดไขมันชนิดเดียวกันทั้ง 3 โมเลกุล เรียกวา simple  

triacylglycerols หากประกอบดวยกรดไขมันตางชนิดกันเรียกวา mixed triacylglycerols (Figure 6b) 
ในธรรมชาติไตรกลีเซอไรดที่โมเลกุลประกอบดวยกรดไขมันชนิดเดียวกันทั้งหมดมีนอยมาก  สวน
ใหญจะประกอบดวยกรดไขมันตางชนิดกันทําใหไดไขมันและน้ํามันตางชนิดกันดวย ซ่ึงไขมันและ
น้ํามันแตละชนิดจะแตกตางกัน และผันแปรไปตามชนิดของกรดไขมันที่เปนองคประกอบใน
โมเลกุล ในน้ํามันปาลมมีโมเลกุลของไตรเอซิลกลีเซอรอลที่ประกอบดวยกรดไขมันอิ่มตัว 2 
ตําแหนงมากที่สุดรอยละ 48 รองลงมา คือ ไตรเอซิลกลีเซอรอลที่ประกอบดวยกรดไขมันไมอ่ิมตัว 
2  ตําแหนงรอยละ 34.6 ดังแสดงใน Table 4 ซ่ึงลักษณะโครงสรางโมเลกุลของไตรเอซิลกลีเซอรอล
มีผลโดยตรงกับการตกผลึกของน้ํามัน 
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                   H 
           H     C     OH                                       1 หรือ α                                         O 
           H     C     OH                                       2 หรือ β                                  R     C-      

    H     C     OH                                       3 หรือ 1α               
            H 

              Glyceral                                 Carbon atom positions                   Acyl group 
           
                  H            O                                H           O                                   H           O 
          H     C     O     C     R1                H    C    O    C    R                      H    C    O    C    R 
          H     C     OH                                                  O                                                 O  
          H     C     OH                              H    C    O    C    R2                     H    C    O    C    R2  
                  H                                        H     C     OH                                                   O 
                                                                     H                                         H    C    O    C    R3                              
                                                                                                                        H 
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 เปนเอสเทอรของกลีเซอรอลกับกรดไขมันเพียง
หนึ่งและสองโมเลกุลตามลําดับ และมีหมูไฮดรอกซิลอิสระเหลืออยู  ถาเปนโมโนเอซิลกลีเซอรอล
จะมีหมูไฮดรอกซิลอิสระเหลืออยู 2 หมู ถาเปนไดเอซิลกลีเซอรอลจะมีหมูไฮดรอกซิลอิสระ
เหลืออยูเพียง 1 หมู กลีเซอไรดทั้งสองชนิดนี้จะไมพบในไขมันและน้ํามันพืชที่ไดจากธรรมชาติ แต
จะพบในไขมันหรือน้ํามันที่เกิดการไฮโดรไลซิสอยางไมสมบูรณ 
 โมโน-และไดเอซิลกลีเซอรอลนั้นเตรียมไดจากปฏิกิริยาของไขมันหรือน้ํามันกับ
กลีเซอรอลโดยใชไตรเอซิลกลีเซอรอลมา 1 สวน รวมกับกลีเซอรอล 5 สวนโดยน้ําหนัก นํา
สวนผสมไปทําใหรอนที่อุณหภูมิ 400 องศาฟาเรนไฮด และใชโซเดียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
โมเลกุลของกรดไขมันจะยายออกจากโมเลกุลของไตรเอซิลกลีเซอรอลไปยังโมเลกุลของกลีเซอ 
รอลทําใหมีหมูไฮดรอกซิลอิสระเหลืออยูที่โมเลกุลของกลีเซอรอล ผลของปฏิกิริยาจะไดสวนผสม
ของโมโน-และไดเอซิลกลีเซอรอล ปฏิกิริยานี้ตองทําภายใตกาซเฉื่อย หรือทําภายใตสุญญากาศเพื่อ
ปองกันไมใหเกิดออกซิเดชั่น ปฏิกิริยานี้เรียกวากลีเซอโรไลซิส (glycerolysis) 
 โมโนเอซิลกลีเซอรอลสามารถแยกออกจากไดเอซิลกลีเซอรอลและไตรเอซิลกลี
เซอรอลไดโดยวิธีการกลั่น ในอุตสาหกรรมจะเตรียมโมโนเอซิลกลีเซอรอลไดบริสุทธิ์ประมาณ 90 
เปอรเซ็นตเทานั้น แอลฟา-โมโนเอซิลกลีเซอรอลมีความคงตัวมากกวาบีตา-โมโนเอซิลกลีเซอรอล 
สวนไดเอซิลกลีเซอรอลมักจะเปน α  และ 1α  ไดเอซิลกลีเซอรอล 
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  เนื่องจากในโมเลกุลของโมโน-และไดเอซิลกลีเซอรอลมีหมูไฮดรอกซิลอิสระ
เหลืออยู ทําใหสามารถละลายไดในน้ํา (hydrophilic) และมีสวนไฮโดรคารบอนที่ละลายไดใน
ไขมัน (hydrophobic หรือ lyophilic) ทําใหโมโน-และไดเอซิลกลีเซอรอล มีสวนที่ละลายไดทั้งใน
น้ําและในน้ํามันจึงมีสมบัติเปนอีมัลซิไฟอิ้งเอเจนต (emulsifying agent) ที่ดีทําหนาที่ชวยใน
กระบวนการยอยและดูดซึมไขมันและน้ํามันที่ลําไสเล็ก และใชเติมลงในเนยขาว (shortening) และ
ผลิตภัณฑอาหารที่ตองการใหเปนอิมัลช่ันที่มีความคงตัวดี (นิธิยา รัตนาปนนท , 2541) 

 3.3 กรดไขมัน (Fatty Acids) 
   กรดไขมันเปนกรดอินทรียสายตรงที่มีหมูคารบอกซิล 1 หมู (straight chain 
aliphatic monocarboxylic acid) มีสูตรโมเลกุลเปน R-COOH โดย R-คือหมูอัลคิล (alkyl) ใน
โมเลกุลของกรดไขมัน หมูคารบอกซิล (-COOH) มีสมบัติเปนไฮโดรฟลิก จึงทําใหกรดไขมัน
สามารถแตกตัวออกไดเปนประจุลบ (anionic carboxylate) และหมู R-มีสมบัติเปน hydrophobic 
alkyl chain ซ่ึงละลายในน้ํามันและตัวทําละลายอินทรียชนิดที่ไมมีขั้ว อยางไรก็ตามจะไมพบโมเลกุลของ
กรดไขมันอิสระที่เปนองคประกอบอยูในโครงสรางของเซลลเมมเบรน ในธรรมชาติกรดไขมันเปน
องคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดที่อยูในไขมัน น้ํามันและฟอสโฟกลีเซอไรดเปนสวน
ใหญ ที่พบในรูปของกรดไขมันอิสระมีนอยมาก การสังเคราะหกรดไขมันในรางกายมีสารเริ่มตนเปน
หมูอะเซทิล ซ่ึงมีคารบอนในโมเลกุล 2 อะตอม มาตอกันเปนโมเลกุลที่ใหญขึ้นจึงทําใหจํานวน
คารบอนในโมเลกุลของกรดไขมันเปนเลขคูเสมอ พันธะระหวางคารบอนอะตอมในโมเลกุลของ
กรดไขมัน มีทั้งที่เปนพันธะเดี่ยวและพันธะคู กรดไขมันที่มีพันธะเดี่ยวทั้งหมด เรียกวา กรดไขมัน
ชนิดอิ่มตัว (saturated fatty acids) สวนกรดไขมันที่มีพันธะคู 1 พันธะ เรียกวา กรดไขมันชนิดไม
อ่ิมตัว (unsaturated fatty acids) 
 กรดไขมันสามารถแบงออกตามจํานวนคารบอนในโมเลกุลไดเปนกรดไขมันชนิด
สายส้ันหรือมีจํานวนคารบอนนอย (short chain fatty acids)  คือมีจํานวนคารบอนในโมเลกุล 4-10 อะตอม 
สายกลาง (medium chain fatty acids) มีจํานวนคารบอนในโมเลกุล 12-14 อะตอม และกรดไขมัน
ชนิดสายยาว (long chain fatty acids) มีจํานวนคารบอนในโมเลกุลมากกวา 16 อะตอมขึ้นไป สําหรับ
ไขมันและน้ํามันจะแตกตางกันที่ชนิดและปริมาณของกรดไขมัน (Table 5) ที่เปนองคประกอบใน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดที่ประกอบกันเปนไขมันและน้ํามัน กรดไขมันที่เปนองคประกอบใน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดของไขมัน มักเปนกรดไขมันชนิดอิ่มตัวเปนสวนใหญ ซ่ึงตรงขามกับ
น้ํามันที่มีกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดเปนสวนใหญ 
จํานวนคารบอนในโมเลกุลของกรดไขมันจะเปนเลขคูเสมอและเปนสายตรง แตมีกรดไขมันบางชนิด 
ซ่ึงมีจํานวนนอยที่เปนเลขคี่ หรือเปนโซกิ่ง (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)  

  กรดไขมันที่เปนองคประกอบในน้ํามันปาลมมีอยูหลายชนิดดวยกัน (Table 6) โดย
กรดปาลมมิติก (palmitic acid) เปนกรดไขมันชนิดอิ่มตัวที่มีปริมาณมากที่สุดในน้ํามันปาลม มี
ปริมาณ 37.9-47.7 เปอรเซ็นต รองลงมาคือกรดสเตียริก (stearic acid) 4.0-4.8 เปอรเซ็นตและกรด
ไขมันชนิดไมอ่ิมตัวที่พบมากไดแก กรดโอเลอิก (oleic acid) ซ่ึงมีอยู 40.7-43.9 เปอรเซ็นต และ
กรดไลโนลิอิก (linoleic acid) 10.4- 13.4 เปอรเซ็นต (Meclellan, 1983) 

 3.4 คุณสมบัตขิองน้ํามนัพชื น้ํามันดีเซล  
           พืชน้ํามันเปนแหลงวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซล เปนชื่อเรียกพืชที่มีน้ํามันเปน
องคประกอบในเมล็ดหรือผล เชน ถ่ัวเหลือง งา และทานตะวัน เปนพืชน้ํามันที่ใหน้ํามันในสวนที่
เปนเมล็ด สวนปาลมน้ํามันและมะพราวจะใหน้ํามันในสวนที่เปนผล ซ่ึงปริมาณน้ํามันที่เปน
องคประกอบจะแตกตางกันไปตามชนิดของพืชน้ํามันนั้นๆ กลาวคือ ถ่ัวเหลืองมีปริมาณน้ํามันเปน
องคประกอบรอยละ 20 สวนทานตะวันมีปริมาณน้ํามันอยูรอยละ 40 เปนตน น้ํามันดีเซลเปนน้ํามัน
ที่กล่ันระเหยไดจากน้ํามันปโตรเลียม โดยกําหนดปริมาณการกลั่นไดรอยละ 90 ใหมีอุณหภูมิไมสูง
กวา 357 องศาเซลเซียส น้ํามันดีเซลมีเฉพาะธาตุคารบอนและไฮโดรเจนเปนองคประกอบใน
โครงสรางโมเลกุล ไมมีออกซิเจนเปนองคประกอบ ขณะที่น้ํามันพืชมีออกซิเจนเปนองคประกอบ
ถึงรอยละ 10-12 และมีพันธะคูในโครงสรางโมเลกุล  น้ํามันพืชและสัตวเปนสารประกอบไตรกลี
เซอไรด (triglyceride) มีจํานวนคารบอนตั้งแต 10 ถึง 30 ตัว มีโครงสรางเปน C3H5   เชื่อมตอกับกรด
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/จากเนื้อมะพราวแหง 2/จากเนื้อในเมล็ด 3/จากปาลมทะลายสด 4/จากเมลด็ขาวโพด 
ที่มา : ดัดแปลงจาก พิสมัย เจนวนิชปญจกลุและลลิตา อัตนโถ (2549) 

              จากการที่มีกรดไขมันอยูในโครงสรางของไตรกลีเซอไรด ถึงรอยละ 94-96 
เปอรเซ็นตของน้ําหนักโมเลกุล ทําใหคุณสมบัติของน้ํามันแตละชนิดทั้งทางเคมีและกายภาพของ
น้ํามันพืชนั้นๆ มีคุณสมบัติเปนไปตามกรดไขมันที่เปนองคประกอบอยู สวนใหญแลวน้ํามันพืชมี
องคประกอบของกรดไขมัน ประกอบดวยธาตุคารบอนระหวาง 12 ถึง 18 ตัว โดยมีกรดไขมันทั้ง
ประเภทอิ่มตัวและไมอ่ิมตัวในปริมาณที่แตกตางกัน  
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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 ไมมีขอมูล 
ที่มา : พิสมัย เจนวนิชปญจกลุและลลิตา อัตนโถ (2549) 

                    เนื่องจากน้ํามันดีเซลและน้ํามันพืชมีโครงสรางโมเลกุลที่แตกตางกัน ทําใหน้ํามัน
ทั้งสองประเภทมีคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีที่แตกตางกันอยางมาก กลาวคือ น้ํามันพืช มีความ
หนืดสูงกวาน้ํามันดีเซล 6-7 เทา การระเหยเปนไอไดนอยกวาน้ํามันดีเซล รวมถึงคุณสมบัติที่น้ํามัน
พืช รวมตัวเปนกอนที่อุณหภูมิสูง หรือที่เรียกวาเกิดปฏิกิริยาพอลิเมอไรซได ซ่ึงน้ํามันดีเซลไมมี
คุณสมบัติดังกลาว น้ํามันพืชมีความหนืดสูงกวาน้ํามันดีเซล ทําใหฉีดน้ํามันเปนฝอยไดยาก เกิดเปน
อุปสรรคตอการปอนน้ํามันเชื้อเพลิงและเกิดการสันดาปไมสมบูรณ นอกจากนั้นแลว จากการที่
ระเหยเปนไอไดนอยกวาน้ํามันดีเซลมาก ทําใหเกิดการจุดระเบิดไดยาก เครื่องยนตติดยากและ
หลงเหลือคราบเขมาเกาะที่หัวฉีด แหวน และวาลว (Table 7) ซ่ึงคุณสมบัติที่แตกตางกันนี้ทําใหไม
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สามารถใชน้ํามันพืชเปนเชื้อเพลิงทดแทนน้ํามันดีเซลไดโดยตรงกับเครื่องยนตดีเซลที่ไมมีการ
ดัดแปลงสวนของเครื่องยนต (พิสมัย เจนวนิชปญจกุลและลลิตา อัตนโถ, 2549) 

4. การวิเคราะหสมบัติทางเคมีของไขมันและน้ํามัน 

  สมบัติทางเคมีที่นิยมตรวจวิเคราะหเพื่อใชช้ีบงชนิดและคุณภาพของไขมันและ
น้ํามัน ไดแก 
 4.1  คาไอโอดนี (Iodine value, I.V.) 
   เปนการวิเคราะหเพื่อช้ีบงจํานวนพันธะคูในโมเลกุลของกรดไขมันที่ เปน
องคประกอบอยูในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดที่ผสมรวมกันอยูในไขมันหรือน้ํามันตัวอยาง คา
ไอโอดีนของไขมันหรือน้ํามันใดๆ คือ จํานวนกรัมของไอโอดีนที่ถูกดูดซึมโดยไขมันหรือน้ํามัน
จํานวน 100 กรัม โดยกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวที่เปนองคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดจะ
ทําปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีนที่มากเกินพอและทราบปริมาณแนนอน ไอโอดีนจะถูกดูดซึมเขา
ไปที่ตําแหนงพันธะคู ปฏิกิริยานี้จะเกิดอยางชาๆ ในที่มืด ถามีจํานวนพันธะคูมากไอโอดีนจะถูกดูด
ซึมมาก หลังจากนั้นหาปริมาณไอโอดีนที่เหลือ เพื่อคํานวณหาปริมาณไอโอดีนที่ถูกดูดซึมไป 
ดังนั้นคาไอโอดีนจึงเปนตัวช้ีบง degree of unsaturation ของกรดไขมันที่เปนองคประกอบอยูใน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดที่รวมกันเปนไขมันและน้ํามัน  
   คาไอโอดีนของไขมันและน้ํามันแตละชนิดคอนขางคงที่ (Table 8) แตอาจผันแปร
ไดบางตามวิธีการวิเคราะหที่ใช น้ํามันที่มี degree of unsaturation สูง จะเกิดการหืนเนื่องจาก
ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นไดงาย คือ ไมมีความคงตัวเมื่อสัมผัสกับอากาศหรือออกซิเจน นอกจากนั้นคา
ไอโอดีนยังสัมพันธกับจุดหลอมเหลวของไขมันและน้ํามันอีกดวย เพราะไขมันซึ่งเปนของแข็งที่
อุณหภูมิหองจะเปนไตรกลีเซอไรดที่ประกอบดวยกรดไขมันชนิดอิ่มตัวมาก ซ่ึงตรงขามกับน้ํามันที่
มีคาไอโอดีนสูง มีกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบอยูในโมเลกุลของกลีเซอไรดมากและ
มีจุดหลอม เหลวต่ํา วิธีการหาคาไอโอดีนที่นิยมใชมี 2 วิธี คือ 
 4.1.1 Hanus method ใชสารละลายไอโอดีนโมโนโบรไมด (IBr) 
ปฏิกิริยาเคมีทีเ่กิดขึ้นมดีังนี ้
                                I2           +       Br2                                    2IBr 
                  -CH    CH-          +       IBr                                    -CHI-CHBr-         +     IBr 
                                                  มากเกินพอ                                                            ที่เหลือ 
                             IBr           +        KI                                     KBr                    +     I2 
                          ที่เหลือ 



 

24 

     I2      +       2Na2S2O3       +    น้ําแปง                                  2NaI      +    Na2S4O6  +   น้ําแปง 
                               (สีฟา)                                                      (ไมมีสี)      

 4.1.2 Wijs method ใชสารละลายไอโอดีนโมโนคลอไรด (ICl) 
ปฏิกิริยาเคมีทีเ่กิดขึ้นมดีังนี ้
                                I2           +       Cl2                                    2ICl 
                -CH     CH-           +       ICl                                   -CHI-CHCl-         +     ICl 
                                                  มากเกินพอ                                                            ที่เหลือ 
                             ICl           +        KI                                     KCl                    +     I2 
                          ที่เหลือ 
     I2      +       2Na2S2O3       +    น้ําแปง                                  2NaI      +    Na2S4O6  +   น้ําแปง 
                               (สีฟา)                                                      (ไมมีสี) 
 

  วิธี  Wijs นิยมใชมากกวาวิธี Hanus เพราะวิธี Wijs ใหผลการวิเคราะห
ใกลเคียงกับคาที่แทจริงมากกวาวิธี Hanus  ซ่ึงใหผลการวิเคราะหต่ํากวาวิธี Wijs ประมาณ 2.5 
เปอรเซ็นต แต Hanus reagent (IBr) มีความคงตัวมากกวา Wijs reagent (ICI) น้ํามันที่มีคาไอโอดีน
ต่ํากวา 100 จัดวาเปน non-drying oil น้ํามันที่มีคาไอโอดีนระหวาง 100-130 จัดวาเปน semi-drying 
oil และน้ํามันที่มีคาไอโอดีนสูงกวา 130 จัดวาเปน drying oil หรือเปนน้ํามันที่แหงเร็ว จึงนําไปใช
ประโยชนในอุตสาหกรรมสีทาผนัง หรือผสมในน้ํามันเคลือบผิวชนิดตาง ๆ (นิธิยา รัตนาปนนท, 
2541) 

 4.2 คาสปอนิฟเคชั่น (Saponification value, S.V.) 
                คาสปอนิฟเคชั่น คือ จํานวนมิลลิกรัมของโปแตสเซียมไฮดรอกไซดที่ใชในการ
ไฮโดรไลซไขมันหรือน้ํามันจํานวน 1 กรัม  อยางสมบูรณ ไดเปนสบูและกลีเซอรอล คาสปอนิฟ
เคชั่นใชเปนตัวช้ีบงขนาดของโมเลกุล  หรือน้ําหนักโมเลกุลของกรดไขมันที่เปนองคประกอบใน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดไขมันหรือน้ํามันนั้น ๆ (Table 8) ไขมันหรือน้ํามันที่มีคาสปอนิฟเคชั่น
สูง แสดงวากรดไขมันที่เปนองคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําจึงมี
จํานวนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดตอหนวยน้ําหนักเปนจํานวนมาก จึงตองใชดางเปนจํานวนมาก
ในการไฮโดรไลสิส  ในทํานองเดียวกัน  ถาคาสปอนิฟเคชั่นต่ํา แสดงวากรดไขมันที่ เปน
องคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด มีน้ําหนักโมเลกุลสูง จึงมีจํานวนโมเลกุลของไตรกลี
เซอไรดตอหนวยน้ําหนักเปนจํานวนนอย  ทําใหใชดางในการไฮโดรไลสิสนอย คาสปอนิฟเคชั่นจะ
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แปรผกผันกับน้ําหนักโมเลกุลของกรดไขมันที่เปนองคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดที่มี
อยูในไขมันหรือน้ํามันนั้น คาสปอนิฟเคชั่นยังมีประโยชนในการใชตรวจสอบการปลอมปนน้ํามัน
มะพราว (คาสปอนิฟเคชั่น เทากับ 248-265) หรือน้ํามันปาลมเคอเนล (คาสปอนิฟเคชั่น เทากับ 230-
254) ลงในน้ํามันพืชชนิดอื่น (นิธิยา รัตนาปนนท, 2541) 

 4.3 คากรดไขมันอิสระ (Acid Value, A.V.) 
                             คากรดไขมันอิสระของไขมันหรือน้ํามัน คือ จํานวนมิลลิกรัมของโปแตสเซียม
ไฮดรอกไซด ที่ใชในการทําใหกรดไขมันอิสระที่มีอยูในไขมันหรือน้ํามันจํานวน 1 กรัมเปนกลาง
พอดี ผลการทดลองอาจจะนํามาคํานวณเปนเปอรเซ็นตของกรดไขมันอิสระได แตนิยมเทียบเปน
เปอรเซ็นตของกรดโอเลอิค  ดังนั้นคากรดไขมันอิสระที่วิเคราะหไดใชเปนตัวช้ีบงวาไตรกลีเซอ
ไรดที่มีอยูในไขมันหรือน้ํามันถูกทําลายดวยเอนไซมไลเปส และความชื้นเปนกรดไขมันอิสระ 
(hydrolytic rancidity) มากนอยเพียงใด สาเหตุเนื่องจากมีการเจริญของเชื้อจุลินทรียเกิดขึ้น และ
เชื้อจุลินทรียหล่ังเอนไซมไลเปสออกมา ทําใหไตรกลีเซอไรดในไขมันและน้ํามันเกิดการสลายตัว 
ไดเปนไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด กลีเซอรอล และกรดไขมันอิสระ โดยเฉพาะกรดไขมัน
อิสระที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา มีจํานวนคารบอน 4-12 อะตอม ถาคากรดไขมันอิสระสูง แสดงวา
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดถูกสลายตัวไดเปนกรดไขมันอิสระมาก โดยความรอนและแสงจะชวย
เรงใหเกิดการหืนไดเร็วขึ้น (นิธิยา รัตนาปนนท, 2541) 

        4.4  คาเปอรออกไซด (Peroxide Value, P.V.) 
                     คาเปอรออกไซด หมายถึง จํานวนมิลลิกรัมของสารละลายโซเดียมไธโอซัลเฟต 
ความเขมขน 0.002 นอรมัล ที่ใชในการไทเทรตไขมันหรือน้ํามัน 1 กรัม หรือหมายถึงจํานวนมิลลิ
สมมูลของเปอรออกไซดออกซิเจนตอไขมันหรือน้ํามัน 1 กิโลกรัม หรือมิลลิโมลของออกซิเจนตอ
กิโลกรัมของไขมัน (1 มิลลิโมลเทากับ 2 มิลลิสมมูล) โดยใชหลักการวิเคราะหหาคาเปอรออกไซด 
จากการทําปฏิกิริยาของสารละลายโปแตสเซียมไอโอไดดในสารละลายกรดกับออกซิเจนที่เกิดจาก
เปอรออกไซดไดเปนไอโอดีนอิสระ ซ่ึงจะหาปริมาณไอโอดีนอิสระที่เกิดขึ้นไดโดยนําไปไทเทรต
กับสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต มีน้ําแปงเปนอินดิเคเตอร คาเปอรออกไซดเปนการวัด degree of 
lipid oxidation โดยการหาปริมาณออกไซดที่มีอยูในไขมันหรือน้ํามัน สารเปอรออกไซดจะเกิดขึ้น
ในไขมันหรือน้ํามันอยางชาๆ ในระหวางที่ไขมันหรือน้ํามันถูกเก็บไวใหสัมผัสกับอากาศ เรียกวา
เกิด oxidative rancidity เปนการเกิด autoxidation ขึ้นที่พันธะคูของกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัว ดังนั้น
ไขมันหรือน้ํามันที่มีกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบอยูในโมเลกุลมากหรือมีคาไอโอดีน
สูง จะเกิด oxidative rancidity ไดงาย จึงนิยมวัดคาเปอรออกไซดเพื่อใชช้ีบงการเกิดออกซิเดชั่นของ
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ไขมันและน้ํามัน เพราะเปอรออกไซดเปนอินเทอรมิเดียทของปฏิกิริยา 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. การผลิตเอนไซมไลเปส 

     5.1 เอนไซมไลเปส (Triacylglycerol acylhydrolase, glycerol ester hydrolase)  
                                เอนไซมไลเปสสามารถทําปฏิกิริยาได 3 ชนิด คือ ปฏิกิริยาการยอยสลาย
(Hydrolysis) ปฏิกิริยาการสังเคราะหเอสเทอร (Synthesis of ester) และปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ
ฟเคชั่น (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) 

  เอนไซมไลเปสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด
ไดกลีเซอรอล กรดไขมัน และ partial glycerides ซ่ึงเปนปฏิกิริยาที่ยอนกลับได โดยทั่วไปไตรกลี
เซอไรดที่มีกรดไขมันโมเลกุลยาว (long chain fatty acid) จะมีคุณสมบัติไมละลายน้ํา ไลเปส
สามารถที่จะยอยสลายพันธะเอสเทอรระหวางกรดไขมันกับกลีเซอรอลบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด
ตรงผิวรวมระหวางสวนที่ไมละลายน้ําของสับสเตรทและสวนที่ละลายน้ําไดมีการแบงเอนไซมไล
เปสจากจุลินทรียตามความจําเพาะตอตําแหนงบนไตรกลีเซอไรด ออกเปน 3 กลุม (Macrae, 1983) 
ดังนี้  
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 เอนไซมไลเปสกลุมที่ 1 เปนเอนไซมที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุล
ของไตรกลีเซอไรด เอนไซมพวกนี้จะยอยไตรกลีเซอไรดไดสมบูรณ ดังนั้นจะไดกรดไขมันและกลี
เซอรอลเปนผลิตภัณฑ แตอาจจะพบไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรด เปนอินเตอรมีเดียท ใน
ปฏิกิริยาได ตัวอยางของเอนไซมกลุมนี้ไดแกเอนไซมไลเปสจาก Candida cylindracea, 
Corynebacterium acnes และ Staphylococcus aureues   
 เอนไซมไลเปสกลุมที่ 2   เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะตอตําแหนงที่ 1 และ 3 บน
โมเลกุลไตรกลีเซอไรด ซ่ึงไตรกลีเซอไรดที่ถูกเอนไซมกลุมนี้ยอยจะไดผลิตภัณฑ คือ กรดไขมัน 1, 
2, (2, 3) ไดกลีเซอไรด และ 2-โมโนกลีเซอไรด แต 1, 2, (2, 3) ไดกลีเซอไรด และ 2-โมโนกลีเซอ
ไรด นั้นเปนพวกไมคงตัว ถามีการบมไวเปนเวลานานพอ จะมีการยายหมูเอซิลทําใหได 1, 3- ไดกลี
เซอไรด และ 1(3)-โมโนกลีเซอไรดซ่ึงจะถูกยอยสลายอยางสมบูรณไดกรดไขมันกับกลีเซอรอล 
เอนไซมไลเปสที่อยูในกลุมนี้ ไดแก ไลเปสจากจุลินทรียพวก Aspergillus niger, Mucor javanicus 
และในพวก Rhizopus  
 เอนไซมไลเปสกลุมที่ 3 เปนเอนไซมที่มีความจําเพาะตอชนิดของกรดไขมันบน
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรด ซ่ึงเอนไซมจากจุลินทรียทั่วไปไมมีคุณสมบัติขอนี้ ยกเวนเอนไซมไล
เปสจาก   จุลินทรียบางพวก เชน Geotrichum candidum ที่ยอยไตรกลีเซอไรด ที่มี cis double bond 
ตรงตําแหนงที่ 9 ไดดี แตจะยอยสลายกรดไขมันอิ่มตัวกับกรดไขมันไมอ่ิมตัวที่ไมมี double bond 
ตําแหนงที่ 9 ไดไมดี 

 5.2 แหลงของเอนไซมไลเปส  
  เอนไซมไลเปสสามารถพบไดทั้งในพืช สัตว และจุลินทรียที่คัดเลือกไดจาก
ธรรมชาติหรือไดจากการปรับปรุงสายพันธุ ซ่ึงอาจผลิตเอนไซมไลเปสทั้งที่อยูภายในเซลลและ
ปลดปลอยออกมานอกเซลล (Shahani, 1975) เอนไซมไลเปสจากพืช เชน เอนไซมไลเปสจากเมล็ด
ละหุง เมล็ดฝาย ธัญพืชพวกขาวสาลี ขาวไรย ขาวบารเลย เอนไซมไลเปสจากสัตวมักพบในเนื้อเยื่อ
อวัยวะ เชน เอนไซมไลเปสจากตับออน หัวใจ สมอง กลามเนื้อและซีร่ัม   เอนไซมไลเปสจากจุลิน 
ทรียไดรับความสนใจมากในปจจุบัน เพราะมีความคงตัวสูงกวาเอนไซมไลเปสจากพืชและสัตว 
สามารถผลิตไดในปริมาณมากเนื่องจากจุลินทรียมีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว ควบคุมการผลิตได
งาย และมีคุณภาพสม่ําเสมอ 
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      RCOOCH2                                                                                         CH2OH 

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

                R′′COOCH2                                                                                         CH2OH 
  
1. เอนไซมไลเปสที่ไมมีความจําเพาะตอตําแหนงบนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 
                  RCOOCH2                                      CH2OH                                           CH2OH 

                R′COOCH2               RCOOH   +    CHCOOR′           R′′COOCH2  +  CHCOOR′ 
              R′′COOCH2                                       CH2COOR′′                                   CH2OH 
  
2. เอนไซมไลเปสที่มีความจาํเพาะตอตําแหนง 1 และ 3 บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 
 

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

             R′′COOCH2         R′′COOCH2                                   CH2COOR′′       CH2COOR′′ 
  
3. เอนไซมไลเปสที่มีความจาํเพาะตอชนดิของกรดไขมนับนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด 
Figure 8. Types and reactions of lipase enzyme. 
ที่มา :    Macrae (1983) 

 จุลินทรียทั้งยสีต รา และแบคทีเรีย สามารถผลิตไลเปสที่มีคุณสมบัติแตกตางกัน
ขึ้นกับชนิดของจุลินทรียและสภาวะในการผลิต จุลินทรียบางสายพันธุผลิตไลเปสที่ทํางานไดด ี ใน
สภาวะพีเอชเปนกลาง (neutral lipase) เชน Pseudomonas sp. (Yamamoto et al., 1988) บางสาย
พันธุผลิตไลเปสที่ทํางานไดดีในสภาวะเปนดาง (alkaline lipase) เชน Pseudomonas nitroreducens 
nov var. thermotolerans (Watanabe et al., 1977) บางสายพันธุผลิตไลเปสที่ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ
สูง (thermostable lipase) เชน Bacillus sp. (Handelsman et al., 1994) ยีสตและราที่สามารถผลิต
เอนไซมไลเปสได เชน Aspergillus niger   โดยมีการแยกเอนไซมไลเปสจาก Aspergillus niger  
และทําใหบริสุทธิ์ พบวาไลเปสจาก Aspergillus niger  ไมตองการ co-factor ชวยในการทํางาน 
ระดับความเปนกรดดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทาํปฏิกิริยาของไลเปสชนิดนี ้ คือ 5.6 และ 
25 องศาเซลเซียส ตามลําดับ สวนชวงความเปนกรดดางและอุณหภูมทิี่เอนไซมทนได คือ 3.2-6.8 
และ 50 องศาเซลเซียส 15 นาที ตามลําดับ 
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       5.3 เอนไซมไลเปสจากยีสต 
  ยีสตจัดเปนราที่มีลักษณะเปนเซลลเดี่ยว มีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศโดยการ
แตกหนอ (budding) หรือแบงตัว (fission) เนื่องจากเปนเซลลเดียวจึงเจริญและสืบพันธุไดเร็วกวา
เชื้อราที่เปนเสนสายและมีการเปลี่ยนแปลงทางเคมีไดดีกวา เนื่องจากมีอัตราสวนของพื้นที่ผิวตอ
ปริมาตรสูงกวา ยีสตตางจากสาหรายเนื่องจากไมสามารถสังเคราะหแสงไดและไมเหมือนโพรโท
ซัวเพราะมีผนังที่แข็งแรง นอกจากนี้ยังแตกตางไปจากแบคทีเรียสวนใหญเพราะมีขนาดใหญกวา
และสัณฐานวิทยาที่แตกตางกันดวย ยีสตเกี่ยวของกับมนุษยมาเปนเวลาหลายศตวรรษ โดยมี
บทบาทเกี่ยวกับการหมักน้ําผลไม การทําใหขนมปงขึ้นฟู ทําใหอาหารบางชนิดมีคุณคาทางอาหาร 
ในปจจุบันยีสตยิ่งมีความสําคัญมากขึ้นเพราะใชในกระบวนการการหมักตางๆ การสังเคราะหสาร 
เชน วิตามิน ไขมัน และโปรตีน จากน้ําตาลอยางงายและแอมโมเนียมไนโตรเจน นอกจากนี้ยังใช
ยีสตเพื่อการศึกษาทางดานชีวเคมีพื้นฐานและกระบวนการทางเมแทบอลิซึมของยูคาริโอติกเซลล 
อยางไรก็ตามมียีสตบางชนิดที่ทําใหเกิดโรคกับพืชและสัตว และทําความเสียหายใหแกอาหาร 
เสื้อผา และวัสดุอ่ืนๆ (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547) 
               ยีสตสวนใหญเปนเฮเทอโรทรอป ใชสารอินทรียเปนแหลงพลังงานและแหลง
คารบอน มีทั้งพวกที่เปนซาโพรไฟตและปรสิต พบไดทั่วไปในธรรมชาติ เชน พบอาศัยอยูกับสวน
ตางๆ ของพืช ตามดอก ผล ใบ ลําตน ยางไม พบในดิน น้ําจืด น้ําทะเล และน้ําทิ้ง อาจพบอยูกับ
แมลงและกระเพาะของสัตวบางชนิด เชน กระตาย แตจริงแลวแหลงที่พบยีสตอยูเปนประจํา คือ
แหลงที่มีน้ําตาลความเขมขนสูง เชน น้ําผลไม น้ําผ้ึง และผลไมที่มีรสหวาน ยีสตหลายชนิดพบอยู
ในดินชนิดตางๆ ที่มีความแตกตางกันทั้งองคประกอบทางเคมี ลักษณะทางกายภาพ ความชื้น พีเอช 
และตําแหนงทางภูมิศาสตร ยีสตที่พบบอยในดิน  เชน  Schwanniomyces, Lipomyces, 
Schizoblastosporion และ Cryptococcus (สาวิตรี ล่ิมทอง, 2540) 
                โดยยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสได (Table 9) นอกจากนั้นยีสตยังเปนกลุมที่งายตอ
การเลี้ยง และเจริญ เติบโตเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรีย (Vakhlu and Kour, 2006) เนื่องจาก
เอนไซมไลเปสเปนเอนไซมในกลุมไฮโดรเลสที่ทําปฏิกิริยากับ carboxylic ester bond โดยเอนไซม
จะยอยไตรกลีเซอไรดเปน ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด กรดไขมันและกลีเซอรอล เอนไซมไล
เปสยังสามารถเปนตัวเรงปฏิกิริยาในปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น ปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชั่น 
และปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ซ่ึงจากประโยชนเหลานี้ จึงทําใหเปนทางเลือกในการ
ประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆ 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) 

 เอนไซมไลเปสที่ผลิตจากยีสตสายพันธุ Candida rugosa เปนเอนไซมไลเปสที่ใช
ในอุตสาหกรรมมากที่สุด สามารถใชไดในหลายๆ กระบวนการในอุตสาหกรรม เนื่องจากมีคา
กิจกรรมเอนไซมที่สูงทั้งในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาการสังเคราะหตางๆ (Redondo et al, 
1995) มีการใชเอนไซมไลเปสจากยีสตสายพันธุ Candida rugosa เพื่อผลิตกรดไขมันจากเมล็ด
ละหุง (Macrae and Hammond, 1985) ยีสตสายพันธุ Candida antractica AY 30 เปนยีสตสายพันธุ
ที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่ไดถูกนํามาใชในการสังเคราะห lipophillic antioxidants ดวยปฏิกิริยาเอส 
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เทอริฟเคชั่น (Pandey et al., 1999) ในอุตสาหกรรมสารซักฟอก เอนไซมไลเปสจาก Candida 
cylindracea และ Candida lypolytica (Yarrowia lypolytica )ไดถูกใชในการยอยสลายคราบไขมัน
(Vakhul and Kour, 2006) 

               มีการศึกษาการใชเอนไซมจากยีสตในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นใน
การผลิตไบโอดีเซล โดย Kose และคณะ (2001) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมการทําปฏิกิริยาทรานสเอส
เทอริฟเคชั่น ใชน้ํามันเมล็ดฝายและแอลกอฮอลชนิดตางๆ มีเอนไซมไลเปสที่ตรึงแลวจาก Candida 
antractica เปนตัวเรงปฏิกิริยา ปริมาณ 30 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักน้ํามัน อัตราสวนโมลน้ํามันเมล็ด
ฝายตอเมทานอล เทากับ 1:4 ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 ช่ัวโมง สามารถผลิตเมทิลเอส
เทอรไดสูงสุด 91.5 เปอรเซ็นต Chen และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตไบโอดีเซล โดยใชเอนไซมไล
เปสที่ตรึงแลวจาก Candida antractica เปนตัวเรงปฏิกิริยาเชนเดียวกัน มีคากิจกรรมเอนไซม 222.5 
ยูนิตตอมิลลิลิตร พบวาผลิตเมทิลเอสเทอรไดถึง 91.08 เปอรเซ็นต เมื่อใชน้ํามันใชแลวกับเมทานอล
เปนสับสเตรท อัตราสวน 1:1 เติมเมทานอล 3 ขั้นตอน น้ํา 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก และเติม
สารละลายเฮกเซน 15 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นอกจากนั้น Lara และ 
Park (2004) ศึกษาการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ที่มีเอนไซมไลเปสจากยีสตสายพันธุ 
Candida cylindracea และ Candida rugosa ที่ตรึงแลว มีคากิจกรรม 50 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท เปน
ตัวเรงปฏิกิริยา มีน้ํามันพืชใชแลวกับเมทานอลเปนสับสเตรท อัตราสวน 1:3 เติมตัวทําละลาย
อินทรีย n-hexane ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา สามารถผลิตเมทิลเอส
เทอรได 78 และ 13 เปอรเซ็นต เมื่อมีเอนไซมไลเปสจาก Candida cylindracea และ Candida 
rugosa ที่ตรึงแลวเปนตัวเรงปฏิกิริยา ตามลําดับ 
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วัตถุประสงค 

              1. คัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสจากโรงงานน้ํามันปาลม 
              2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซม 
                 ไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 



บทที่ 2 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 

วัสดุ อุปกรณ 

1. สถานที่เก็บตัวอยางที่ใชในการแยกเชื้อ 

 ตัวอยางที่ใชในการแยกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสในการทดลองนี้ คือ ดิน, น้ํา 
และกากเสนใยปาลม และตัวอยางอื่นๆ ที่มีการปนเปอนน้ํามันในบริเวณตางๆ ของโรงงานน้ํามัน
ปาลมบริษัทน้ํามันพืชบริสุทธิ์ จํากัด จังหวัดสงขลา, บริษัทเอเชียนปาลมจํากัด, บริษัทยูนิวานิช
น้ํามันปาลมจํากัด และบริษัทอันดามันน้ํามันปาลมจํากัด จังหวัดกระบี่  

2 สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชือ้ 

ชื่อสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ                                               บริษัทผูผลิต/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 บริษัทผูผลิต/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 
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ชื่อสารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ บริษัทผูผลิต/เกรด/ประเทศ 
45. 2-Butanol Fluka/Analytical/Switzerland 
46. Acetic acid Lab scan/Analytical/Ireland 
47. น้ํามันปาลมบริสุทธิ์ ยี่หอมรกต บริษัท มรกต อินดัสตรี้ส จํากัด   
 (มหาชน)/ Food grade/Thailand 

3. อุปกรณท่ีใชสําหรับการทดลอง 

อุปกรณ บริษัทผูผลิต/ประเทศ     
1. เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง รุน BP2100S Satorius, USA 
2. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง รุน BP221S Satorius,USA 
3. Haematocytometer Diamond, Taiwan 
4. Vortex Mixer Labnet, USA 
5. กลองจุลทรรศน Nikon, US 
6. ตูบมเชื้อ (Incubator) ยีห่อ Memmert รุน BE 500 Schwabach, Germany 
7. ตูถายเชื้อ (Biological Safety Cabinet) ยี่หอ Hotpack Scientific promotion,   
     (รุน 527042, 41, 62, 61 class II type A) Philadelphia 
8. ตูอบแรงดันไอน้ํา (Autoclave) รุน SS-325 Tomy, Japan 
9. พีเอชมิเตอร (pH meter) Orion, USA  
10. ไมโครปเปต (ขนาด 10-100 ไมโครลิตร) Gilson, France 
11. ไมโครปเปต (ขนาด 1000 ไมโครลิตร) Gilson, France 
12. เครื่องปนผสม (Homogenizer) รุน T25 basic Ika, Japan 
13. เครื่อง TLC-FID Analyser รุน Iatroscan MK-5 Iatron, Japan 
14. Hotplate รุน HTS-1003 Harmony, Japan 
15. ตูอบ ยี่หอ Memmert รุน Model 200 Schwabach, Germany 
16. เครื่องเขยา (Shaker) รุน 3017 Gesellschaft, Germany 
17. เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) ยี่หอ Universal Hettich Zentrifugen,  
      รุน 32/32R Germany 
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วิธีการทดลอง 

1. การเก็บตัวอยาง 

 เก็บตัวอยางที่มีการปนเปอนน้ํามันจากบริเวณโรงงานน้ํามันปาลม เชน ดิน, น้าํจาก
บอบําบัดน้ําทิ้ง และกากเสนใยปาลม ตัวอยางละ 20 กรัม โดยใชชอนที่ผานการฆาเชื้อแลวตัก
ตัวอยางที่ตองการ บรรจุตัวอยางลงในภาชนะที่ปลอดเชื้อ วัดพีเอช และอุณหภูมิดวยเทอรโมมิเตอร 
ในบริเวณที่เก็บตัวอยาง บันทึกสถานที่ และวัน เดือน ป ที่เก็บตัวอยางนั้น 

2. การแยกและคัดเลือกยีสตท่ีผลิตเอนไซมไลเปส 

 2.1 การแยกยสีตท่ีผลิตเอนไซมไลเปสที่ยอยน้ํามันปาลมโดยใชอาหาร Yeast-Malt (YM)  
 นําตัวอยางปริมาณ 1 กรัม ใสในอาหาร YM broth (ดัดแปลงโดย Lagos และคณะ, 
2002) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 250 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา  24 ช่ัวโมง ถายเชื้อที่บมไวลงบนอาหารแข็ง YM (ภาคผนวก  ก) ซ่ึงมี
สวนประกอบของน้ํามันปาลม 1 เปอรเซ็นต chloramphenical 0.00125 เปอรเซ็นต และ rhodamine 
B 0.01 เปอรเซ็นต ใชปเปตดูดเชื้อปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร นําแทงแกว (spreader) เกลี่ยเชื้อใหทั่วบน
อาหาร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําเชื้อมาสองภายใตแสงยูวีที่ 
350 นาโนเมตร เลือกโคโลนีที่มีการเรืองแสงภายใตแสงยูวี โดยใชลูปแตะบนผิวโคโลนีที่มีการเรอืง
แสง แลวถายโคโลนีลงบนอาหารแข็ง YM ดวยวิธีการ streak plate เพื่อใหไดโคโลนีเดี่ยว บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําโคโลนีเดี่ยวที่ไดมาดูภายใตกลองจุลทรรศน
เพื่อใหแนใจวาเปนเชื้อยีสต โดยใชวิธี Wet mount เลือกยีสตที่เปนโคโลนีเดี่ยวมา streak plate 
เพื่อใหไดยีสตบริสุทธิ์ อีก 4 คร้ัง และเก็บในกลีเซอรอล 30 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ – 80 องศา
เซลเซียส 
 2.2 การแยกยสีตท่ีผลิตเอนไซมไลเปสที่ยอยน้ํามันปาลมโดยใชอาหาร Isolation medium for 
yeast (IMY)  
 ทําการแยกและคัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่ยอยน้ํามันปาลม จากตัวอยาง
และวิธีการเชนเดียวกับขอ 2.1 แตใชอาหาร IMY (Koh และคณะ, 1983) (ภาคผนวก ก) ที่มีการเติม
น้ํามันปาลม 2 เปอรเซ็นต chloramphenical 0.00125 เปอรเซ็นต ที่เตรียมโดยการละลายใน ethyl 
alcohol absolute anhydrous และ rhodamine B 0.01 เปอรเซ็นต แทนอาหาร YM ในการแยกเชื้อ 
และใชเวลาในการบมตัวอยางที่นํามาคัดแยกยีสตเปนเวลา 48 ช่ัวโมง ยีสตที่แยกไดเก็บในกลีเซอ 
รอล 30 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ – 80 องศาเซลเซียส 
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3. การคัดเลือกยีสตท่ีเหมาะสมตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร 

 3.1 การคัดเลือกยีสตท่ีมีกิจกรรมของเอนไซมไลเปส 

 นํายีสตที่แยกไดจากขอ 2.1 และขอ 2.2 จาก stock culture มาเลี้ยงโดยใชอาหารที่
ใชแยกยีสตสายพันธุนั้นๆ (YM หรือ IMY broth) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 
200 รอบตอนาทีที่ อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  72 ช่ัวโมง  นับจํานวนเซลลดวย 
haemacytometer โดยเจือจางตัวอยางประมาณ 100 เทา คํานวณปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 1×106  

เซลลตอมิลลิลิตร แลวถายเชื้อลงในอาหาร YM broth หรือ IMY broth ปริมาตร 3 มิลลิลิตรใน
หลอดทดลอง นําไปบมโดยวางบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 
องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางเพื่อแยกตะกอนและสารละลายสวนใสออกจากกัน 
โดยนํามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลวนําสวนใสไป
วิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตามวิธีการวิเคราะหของ Kademi และคณะ (2000) 
(ภาคผนวก ข) โดยนําสารละลายสวนใสเจือจางที่เหมาะสม 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย
สับสเตรท 0.9 มิลลิลิตร 1 สวนกับ 9 สวนของสารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร พีเอช 7.5 ผสม
สารละลายที่ไดอยางรวดเร็ว วัดอัตราการยอยสลายของ p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) ที่ความ
ยาวคลื่น 410 nm แลวนําคาการดูดกลืนแสง (OD) ไปคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส โดย
ใชคา extinction coefficient ของ p-nitrophenol เทากับ 12442 L.mol-1.cm-1 ที่ pH 7.5 โดยที่ 1 ยูนิต 
ของเอนไซมหมายถึง ปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยสับสเตรทให p-nitrophenol อิสระ 1 ไมโคร
โมล ใน 1 นาที ที่ 35 องศาเซลเซียส และวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระดวยวิธี two-
phase emulsion method ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993) (ภาคผนวก ข) 
 3.2 การคัดเลือกยีสตท่ีผลิตเมทิลเอสเทอรไดดีจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นและปฏิกิริยา
เอสเทอริฟเคชั่น 

3.2.1 การเตรียมเซลลยีสต  
                         ทําการเลี้ยงยีสตโดยนํายีสตสายพันธุที่มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่ดีที่สุดจาก 
stock culture มาเล้ียงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารที่คัดแยกยีสตสายพันธุนั้นๆ 100  
มิลลิลิตร นําไปบมโดยวางบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ตอจากนั้นนํายีสตที่เล้ียงไวมานับจํานวนเซลลดวย haemacytometer โดยเจือ
จางตัวอยางประมาณ 100 เทา คํานวณใหมีปริมาณเชื้อสุดทายเทากับ 1×106 เซลลตอมิลลิลิตร แลว
ถายเชื้อลงในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีอาหารที่คัดแยกยีสตสายพันธุนั้นๆอยู 200 มิลลิลิตร 
นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปน
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เวลา  72 ช่ัวโมง  เมื่อครบเวลาจึงนํายีสตที่ เ ล้ียงไวมานับจํานวนเซลลดวย  haemacytometer 
(ภาคผนวก ก) โดยเจือจางตัวอยางประมาณ 100 เทา นับจํานวนเซลลตอมิลลิลิตร ซ่ึงในการทํา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชตัวเซลลเปนตัวเรงปฏิกิริยาการเกิดเมทิลเอสเทอร จะใชตัว
เซลลเร่ิมตนเทากับ 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท คํานวณปริมาณเซลลที่ตองการใชจากจํานวน
เซลลตอมิลลิลิตรที่นับได (ภาคผนวก ก) แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดสารละลายสวนใสออกใหหมด นําเซลลที่ไดใสลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ตอจากนั้นหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  ดูดสารละลายสวนใสออกใหหมดอีกครั้ง เพื่อใชใน
ขั้นตอนตอไป  
  3.2.2 การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 

เตรียมสับสเตรท โดยช่ังน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอลในอัตราสวน 1:3 โมล 
(น้ํามันปาลม 0.5 กรัม และเมทานอล 0.054 กรัม) โดยโมลของน้ํามันพืชบริสุทธิ์ไดจากการทํา
ปฏิกิริยาสปอนิฟเคชั่น ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ในการทํา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชตัวเซลลเปนตัวเรงปฏิกิริยาการเกิดเมทิลเอสเทอร จะใชตัว
เซลลเร่ิมตนเทากับ 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท นําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตที่เตรียมไวอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่ง
เซลลกระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ที่
อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไป
วิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย 
TLC/FID (ภาคผนวก ข) 
 3.2.3 การทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น 

เตรียมสับสเตรท โดยช่ังกรดโอเลอิกบริสุทธิ์และเมทานอลในอัตราสวน 1:3 โมล 
(กรดโอเลอิกบริสุทธิ์ 0.5 กรัม และเมทานอล 0.169 กรัม) โดยโมลของกรดโอเลอิกบริสุทธิ์มีคา
เทากับ 282.47  ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ในการทําปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชตัวเซลลเปนตัวเรงปฏิกิริยาการเกิดเมทิลเอสเทอร จะใชตัวเซลล
เร่ิมตนเทากับ 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท นําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตที่เตรียมไวอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่ง
เซลลกระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ที่
อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไป
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วิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย 
TLC/FID (ภาคผนวก ข) 

4.  การจัดจําแนกสายพันธุยสีต 

   จัดจําแนกสายพันธุยีสต โดยใชการวิเคราะหลําดับเบสของยีนบริเวณ 28S rDNA 
แลวนําไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสที่มีอยูในฐานขอมูล (http://www.ncbi.nlm.nim.gov) nr 
database ของ NCBI (National Center for Biotechnology Information) โดยใชโปรแกรม BLAST 

5. การศึกษาอัตราการเจริญของยีสตสายพันธุท่ีผลิตเมทิลเอสเทอรไดด ี

                                นํายีสตสายพันธุที่ผลิตเมทิลเอสเทอรไดดีที่สุดจาก stock culture มาเลี้ยงใน 
ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร IMY broth  100  มิลลิลิตร นําไปบมโดยวางบนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง  ตอจากนั้นนํา
ยีสตที่ เล้ียงไวมานับจํานวนเซลลดวย haemacytometer โดยเจือจางตัวอยางประมาณ 100 เทา 
คํานวณใหมีปริมาณเชื้อสุดทายเทากับ 1×106  เซลลตอมิลลิลิตร แลวถายเชื้อลงในฟลาสกขนาด 500 
มิลลิลิตร ที่มีอาหาร IMY broth อยู 200 มิลลิลิตร นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 180 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 12, 24, 36, 48, 
60, 72, 84, 96, 108, 120, 132, 144, 156, 168 และ 180 ช่ัวโมง โดยในทุกๆ 12 ช่ัวโมง ที่เก็บตัวอยาง
ยีสตจะเก็บครั้งละ 2 มิลลิลิตร จากฟลาสก โดยตัวอยางที่เก็บมาปริมาตร 1 มิลลิลิตร นํามาใชนับ
จํานวนเซลลยีสตดวย haemacytometer (ภาคผนวก ก) นําจํานวนเซลลยีสตที่นับไดมาเขียนกราฟ
ของการเจริญ (Growth curve) ระหวางจํานวนเซลลยีสตที่นับไดกับเวลาโดยใชแกนตั้งเปนจํานวน
เซลลยีสต และแกนนอนเปนชวงเวลา สวนตัวอยางที่เก็บมาอีก 1 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยกเซลลยีสตและ
สารละลายสวนใสออกจากกัน แลวนําสวนใสไปวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสตาม
วิธีการวิเคราะหของ Kademi และคณะ (2000) (ภาคผนวก ข) โดยนําสารละลายสวนใสเจือจางที่
เหมาะสม 0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายสับสเตรท  0.9 มิลลิลิตร 1 สวนกับ 9 สวนของ
สารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร พีเอช 7.5  ผสมสารละลายที่ไดอยางรวดเร็ว วัดอัตราการยอยสลาย
ของ p-nitrophenyl palmitate (pPNC16)  ที่ความยาวคลื่น 410 nm แลวนําคาการดูดกลืนแสง (OD) 
ไปคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส โดยใชคา extinction coefficient ของ p-nitrophenol 
เทากับ 12442 L.mol-1.cm-1 ที่ pH 7.5 โดยที่ 1 ยูนิต ของเอนไซมหมายถึง ปริมาณเอนไซมที่สามารถ
ยอยสับสเตรทให p-nitrophenol อิสระ 1 ไมโครโมล ใน 1 นาที ที่  35 องศาเซลเซียส (ภาคผนวก ข) 
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และวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระดวยวิธี two-phase emulsion method ซ่ึงดัดแปลง
จากวิธีของ Lee และ Rhee (1993) (ภาคผนวก ข) 

6. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการสรางอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดย
ใชยีสตท่ีผลิตเอนไซมไลเปสท่ีคัดเลือก เปนตัวเรงปฏิกิริยา 

 6.1 การวิเคราะหหาองคประกอบของกรดไขมันในน้ํามันปาลมบริสุทธ์ิ, น้ํามันปาลมดบิ และ

น้ํามันปาลมใชแลว ดวยเทคนิคแกสโครมาโตกราฟ (Jham et al., 1982) 
  6.1.1 เตรียมตัวอยางโดยใชน้ํามัน 50 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยากับ 0.5 เปอรเซ็นตของ
โพแทสเซียสไฮดรอกไซดในเมทานอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใหความรอนที่ 100 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 20 นาที ตอจากนั้น ทําปฏิกิริยากับสารละลายไฮโดรคลอริกในเมทานอล (อัตราสวน 4:1) 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ใหความรอนที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็น แลว
ใสน้ํากลั่น 2 มิลลิลิตร เพื่อแยก organic phase และ aqeous phase ออกจากกัน ตอจากนั้นสกัดดวย 
petroleum ether ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 2 คร้ัง แยก petroleum ether ซ่ึงมี fatty acid methyl ester 
ละลายอยูในชั้นนี้ แลว flush N2 จนเหลือเฉพาะสวนของน้ํามัน ละลายสวนน้ํามันดวยเฮปเทน 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
  6.1.2 นําตัวอยางที่เตรียมไวมาวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมันทั้งเชิงปริมาณและเชิง
คุณภาพ ดวยเครื่อง Gas Chromatography with Flame Ionization Detector (GC-FID) โดยใช
คอลัมนชนิด Select Biodiesel for Fame, length 30 m., 320 μm ID, 0.25 μm flim thickness สภาวะ
ที่ใช คือ ที่อัตราไหลแกสพา 1 มิลลิลิตรตอนาที สภาวะตูอบ มีอุณหภูมิเร่ิมตน 210 องศาเซลเซียส 
คงที่ 12 นาที และเพิ่มอุณหภูมิ ในอัตรา 20 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึงอุณหภูมิ 250 องศา
เซลเซียส คงที่ 8 นาที ตรวจวัดสัญญาณของสารดวยตัวตรวจวัดชนิด Flame ionization  

 6.2 การวิเคราะหคุณสมบัตทิางเคมีของน้าํมันปาลม  
   โดยวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีตางๆ ของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบ 
และน้ํามันปาลมใชแลว (ภาคผนวก  ข) เพื่อใชในการศึกษาชนิดน้ํามันที่ เหมาะสมในการ
ผลิตอัลคิลเอสเทอร ดังนี้ 

 6.2.1 การวิเคราะหคาเปอรออกไซด (Peroxide value) (IUPAC, 1979)                                                              
 6.2.2 การวิเคราะหคาไอโอดีนในไขมันและน้ํามัน (Iodine value) (IUPAC, 1979)                                           
 6.2.3 การวิเคราะหคากรดและกรดไขมันอิสระ (Acid value) (IUPAC, 1979)                                                   
  6.2.4 การวิเคราะหคาสปอนิฟเคชั่น (Saponification value) (IUPAC, 1979)                                                     
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 6.3 การเตรียมเซลลยีสต  
  ทําการเลี้ยงยีสตโดยนํายีสตสายพันธุที่มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่ดีที่สุดจาก 
stock culture มาเลี้ยงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร IMY broth 100 มิลลิลิตร นําไปบม
โดยวางบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 
72 ช่ัวโมง  ตอจากนั้นนํายีสตที่เล้ียงไวมานับจํานวนเซลลดวย haemacytometer โดยเจือจางตัวอยาง
ประมาณ 100 เทา คํานวณใหมีปริมาณเชื้อสุดทายเทากับ 1×107  เซลลตอมิลลิลิตร แลวถายเชื้อลง
ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร IMY broth อยู 200 มิลลิลิตร นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 120 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลา
จึงนํายีสตที่เล้ียงไวมานับจํานวนเซลลดวย haemacytometer (ภาคผนวก ก) โดยเจือจางตัวอยาง
ประมาณ 100 เทา นับจํานวนเซลลตอมิลลิลิตร ซ่ึงในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใช
ตัวเซลลเปนตัวเรงปฏิกิริยาการเกิดเมทิลเอสเทอร จะใชตัวเซลลเร่ิมตนเทากับ 1×1010 เซลลตอกรัม
สับสเตรท คํานวณปริมาณเซลลที่ตองการใชจากจํานวนเซลลตอมิลลิลิตรที่นับได (ภาคผนวก ก)  
แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ดูดสารละลายสวนใสออกใหหมด นําเซลลที่ไดใสลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร 
ตอจากนั้นหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
ดูดสารละลายสวนใสออกใหหมดอีกครั้ง เพื่อใชในขั้นตอนตอไป และเซลลยีสตที่นําไปทํา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น จะวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระของตัวเซลลดวย
วิธี two-phase emulsion method ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993) (ภาคผนวก ข) 

 6.4 ผลของปรมิาณน้ําตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร  
  เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.054 กรัม 
(0.07 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ในปริมาณตางๆ ดังนี้ 0, 2, 5, 10, 20 และ 30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท 
ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตอยู 1×1010 เซลลตอกรัม
สับสเตรท ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 
มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลล
กระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา
เซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไป
วิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย 
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TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือกปริมาณน้ําที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลอง
ในขอตอไป           

 6.5 ผลของปรมิาณของเซลลยีสตตอการผลติอัลคิลเอสเทอร                                   
 เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.054 กรัม 
(0.07 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 6.4 ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร 
ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตอยู 1×1010, 0.5×1010, 1×109, 0.5×109 , 1×108 และ 1×107  เซลลตอกรัม
สับสเตรท ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 
มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลล
กระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา
เซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไป
วิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย 
TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือกปริมาณของเซลลยีสตที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทํา
การทดลองในขอตอไป           

 6.6 ผลของการเพิ่มปริมาณเอนไซมโดยใช supernatant รวมกับเซลลยีสตตอการผลิตอัลคิล
เอสเทอร 
 แบงการทดลองออกเปน 2 ชุดการทดลอง ดังนี ้
 1) เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.054 กรัม 
(0.07 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 6.4 ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร 
ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติม
ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู 
ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยา
ตอเนื่อง ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 
48, 60 และ 72 ช่ัวโมง  นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโน
กลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) 
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 2) เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.054 กรัม 
(0.07 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นเติมสารละลายสวนใสที่ไดจาก
การเลี้ยงยีสต (supernatant) ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 6.4 ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 
มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียม
ไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้ง จนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวย
เครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 
12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอ
ไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือกการทดลองที่สามารถผลิต
เมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป          

 6.7 ผลของอุณหภูมิตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร 
เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.054 กรัม 

(0.07 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.1 โมลาร พีเอช 7 ปริมาณที่เหมาะสมจากขอ 6.4 ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึง
มีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลง
ใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสม
ใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง 
ที่อุณหภูมิหอง (30±2), 37 และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 
36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โม
โนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือกอุณหภูมิที่สามารถผลิตเมทิลเอส
เทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป           

 6.8 ผลของพีเอชตอการผลติอัลคิลเอสเทอร  
 เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.054 กรัม 
(0.07 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.1 โมลาร  พีเอช  5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ  8.0 ปริมาณที่ เหมาะสมจากขอ  6.4 ลงใน  
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากัน
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แลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสต
และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยาง
สม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 6.7 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตร
กลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข)เลือกพีเอช
ที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป           

 6.9 ผลของชนดิของแอลกอฮอลท่ีมีผลตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร  
 เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 0.5 กรัม กับแอลกอฮอลชนิดตางๆ 
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
อัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอแอลกอฮอล เทากับ 1:3 (โมล :โมล) ใสใน microcentrifuge tube 
ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นปรับปริมาณน้ําใหเหมาะสมจากขอ 6.4 โดยการเติม
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอชที่เหมาะสมจากขอ 6.8 ลงใน microcentrifuge tube 
ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่
ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไป
เขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 6.7 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางที่
เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ได
กลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือกชนิดของ
แอลกอฮอลที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป           

 6.10 ศึกษาอัตราสวนโมลของแอลกอฮอลท่ีเหมาะสมตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร                  
 เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ 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) โดยมีอัตราสวน
น้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 (โมล :โมล) ใสใน microcentrifuge 
tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นปรับปริมาณน้ําใหเหมาะสมจากขอ 6.4 โดยการ
เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอชที่เหมาะสมจากขอ 6.8 ลงในmicrocentrifuge 
tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากันแลวนํา
สับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและ
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยาง
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สม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 6.7 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตร
กลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือก
อัตราสวนโมลที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป           

 6.11 ศึกษาผลของชนิดน้าํมนัท่ีมีผลตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร                    
 เตรียมสับสเตรทโดยชั่งน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ น้ํามันปาลมดิบ และ น้ํามันปาลมที่ใช
แลว 0.5 กรัม กับเมทานอล 0.110, 0.110 และ 0.105 กรัม (0.14, 0.14 และ 0.134  มิลลิลิตร) 
ตามลําดับ โดยมีอัตราสวนโมลน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอลที่เหมาะสมจากขอ 6.10 ใสใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นปรับปริมาณน้ําใหเหมาะสมจาก
ขอ 6.4 โดยการเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอชที่เหมาะสมจากขอ 6.8 ลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 6.5 ผสมใหเขากัน
แลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสต
และสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลลกระจายตัวทั่วกันอยาง
สม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 6.7 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ช่ัวโมง  นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตร
กลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) เลือกชนิด
น้ํามันที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุดเพื่อทําการทดลองในขอตอไป           

 6.12 ผลของการใชเซลลยีสตซํ้าตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร  
 เตรียมสับสเตรทโดยชั่งชนิดน้ํามันปาลมที่เหมาะสมจากขอ 6.11 ปริมาณ 0.5 กรัม 
กับเมทานอล 0.110 กรัม (0.14 มิลลิลิตร) โดยมีอัตราสวนโมลน้ํามันปาลมตอเมทานอลที่เหมาะสม
จากขอ 6.10 ใสใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน ตอจากนั้นปรับปริมาณ
น้ําใหเหมาะสมจากขอ 6.4  โดยการเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอชท่ีเหมาะสม
จากขอ 6.8 ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณเซลลยีสตที่เหมาะสมจากขอ 
6.5 ผสมใหเขากันแลวนําสับสเตรทที่ไดเตรียมไวมาเติมลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 
มิลลิลิตร ที่มีเซลลยีสตและสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรอยู ผสมใหเขากันอีกครั้งจนกระทั่งเซลล
กระจายตัวทั่วกันอยางสม่ําเสมอ นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิที่เหมาะสมจากขอ 
6.7 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําเซลลยีสตมาแยกออกจากสับสเตรทเดิมดวยการเซนตริฟวส 
และเติมสับสเตรทในอัตราสวนเดียวกันเพื่อทําปฏิกิริยาอีกครั้ง เก็บตัวอยางที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 
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60 และ 72 ช่ัวโมง  นําไปวิเคราะหปริมาณเมทิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลี
เซอไรด และกรดไขมันดวย TLC/FID (ภาคผนวก ข) 

7. การศึกษาองคประกอบเมทิลเอสเทอรท่ีไดจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค ชั่นของน้ํามันปาลม

และเมทานอล โดยใชยีสต Rhodotorula mucilagenosa ท่ีผลิตเอนไซมไลเปสเปนตัวเรง 

 7.1 การวิเคราะหองคประกอบของ Fatty acid methyl ester ดวยเทคนิคแกสโครมาโตกราฟ 

(Jham et al., 1982) 
  7.1.1 เตรียมตัวอยางโดยเจือจางตัวอยาง reaction mixture ที่ผลิตไดดวยเฮปเทน เปน 10 เทา 
  7.1.2  นําตัวอยางที่เตรียมไวมาวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมันทั้งเชิงปริมาณและเชิง
คุณภาพ ดวยเครื่อง Gas Chromatography with Flame Ionization Detector (GC-FID) โดยใช
คอลัมนชนิด Select Biodiesel for Fame, length 30 m., 320 μm ID, 0.25 μm flim thickness สภาวะ
ที่ใช คือ ที่อัตราไหลแกสพา 1 มิลลิลิตรตอนาที สภาวะตูอบ มีอุณหภูมิเร่ิมตน 210 องศาเซลเซียส 
คงที่ 12 นาที และเพิ่มอุณหภูมิ ในอัตรา 20 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึงอุณหภูมิ 250 องศา
เซลเซียส คงที่ 8 นาที ตรวจวัดสัญญาณของสารดวยตัวตรวจวัดชนิด Flame ionization  

 7.2 การวิเคราะหหากรดไขมันท่ีเหลืออยูในไบโอดีเซลท่ีผลิตได ดวยเทคนิค  Gas  

Chromatography – Mass Spectrometry (Jham et al., 1982) 
  7.2.1 เตรียมตวัอยางโดยเจือจางตัวอยาง reaction mixture ที่ผลิตไดดวยเฮปเทน เปน 10 เทา 
  7.2.2 วิเคราะหกรดไขมันที่เหลืออยูตัวอยาง reaction mixture ที่ผลิตได จากตัวอยางขอ 
7.2.1 ดวยเครื่อง Gas Chromatograph-HP 5972 Mass Selective Detector โดยใชคอลัมนชนิด 
stabilwax, 30 m., film thickness 0.25 μm., ID. 0.25 mm. (stationary phase ชนิด polyethylene 
glycol) ที่อัตราไหลของแกสพา เทากับ 1 มิลลิลิตรตอนาที สภาวะตูอบ มีอุณหภูมิเร่ิมตน 120 องศา
เซลเซียส คงที่ 1 นาที และเพิ่มอุณหภูมิในอัตรา 10 องศาเซลเซียสตอนาที ไปถึงอุณหภูมิ 245 องศา
เซลเซียส คงที่ 5 นาที ใชอุณหภูมิหัวฉีด และอุณหภูมิของแมสสเปกโตรมิเตอรที่ 240 และ 245 
องศาเซลเซียส ตามลําดับ ประมวลผลในแบบสแกนตั้งแต 35-500 amu และใชไอออไนเซชั่น ชนิด 
Electron Ionization 
 



บทที่ 3 

ผล และวิจารณผลการทดลอง 

1. การแยกและคัดเลือกยีสตท่ีผลิตเอนไซมไลเปส  

 จากการนําตัวอยาง ดิน, น้ํา และกากปาลม ที่เก็บจากโรงงานน้ํามันปาลมบริเวณที่
มีการปนเปอนของน้ํามัน มาตรวจสอบคุณลักษณะตางๆ เชน ลักษณะปรากฏ, พีเอช และอุณหภูมิ 
(ภาคผนวก ค) กอนนํามาแยกเชื้อ ยีสตบนอาหารแข็งที่มีน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส สามารถแยกยีสตไดจากตัวอยางจากบริษัทน้ํามันพืชบริสุทธิ์จํากัด จังหวัดสงขลา 
จํานวน 64 สายพันธุ โดยแยกไดจากอาหาร Yeast-malt medium (YM) 38 สายพันธุ และอาหาร 
Isolation medium for yeast (IMY) 26 สายพันธุ จากจํานวนตัวอยาง 11 ตัวอยาง สวนตัวอยาง
จํานวน 9 ตัวอยางจากบริษัทเอเชียนปาลมจํากัด จังหวัดกระบี่ แยกไดเชื้อยีสตจํานวน 51 สายพันธุ 
โดยเปนยีสตที่แยกไดจากอาหาร YM 28 สายพันธุ และอาหาร IMY 23 สายพันธุ 8 ตัวอยางจาก
บริษัทยูนิวานิชน้ํามันปาลมจํากัด จังหวัดกระบี่ ไดยีสต 41 สายพันธุ แยกไดจากอาหาร YM 21 สาย
พันธุ และอาหาร IMY 20 สายพันธุ และ 8 ตัวอยางจากบริษัทอันดามันน้ํามันปาลมจํากัด จังหวัด
กระบ่ี ไดยีสตจํานวน 50 สายพันธุ แยกไดจากอาหาร YM 30 สายพันธุ และอาหาร IMY 20 สาย
พันธุ รวมจํานวนยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่แยกไดทั้งหมด 206 สายพันธุ โดย แยกไดจากอาหาร 
YM จํานวน 117 สายพันธุ และอาหาร IMY 89 สายพันธุ  โดยอาหาร YM และ IMY ที่นํามาคัดแยก
นั้นมีสวนประกอบของอาหารที่แตกตางกัน อาหาร YM มีองคประกอบของแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจนที่เปนสารอินทรีย คือ yeast extract, malt extract และ peptone และน้ํามันปาลมเปน
แหลงคารบอน โดย Yeast extract เปนแหลงไนโตรเจนและ co-factor หลายชนิดที่จําเปนสําหรับ
การเจริญเติบโตและการผลิตไกลโคไลปดของยีสต (Walker, 1998) ในขณะที่อาหาร IMY เปน
อาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งสังเคราะหที่ประกอบไปดวย yeast extract และสารประกอบอนินทรียที่ทราบ
องคประกอบที่แนนอน (semi-synthetic media) (นงลักษณและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547) ซ่ึงอาหาร 
IMY มีองคประกอบที่เปนสารเคมีที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของยีสต เชน แหลงคารบอน แหลง
ไนโตรเจน ไฮโดรเจน ออกซิเจน ฟอสฟอรัส แคลเซียม เปนตน อาหารทั้งสองชนิดมีการเติมยา
ปฏิชีวนะคลอแรมเฟนิคอลเพื่อยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและ แกรมลบ ซ่ึง
เจริญไดเร็วกวายีสต โดยมีผลยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน โดยการรวมกับ 50S ไรโบโซม ทําให
ขัดขวางกระบวนการทรานสเพปติเดชั่น (transpeptidation) และทรานสโลเคชั่น (translocation) (นง
ลักษณและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547) จากการที่อาหาร YM มีองคประกอบของแหลงคารบอนและ

48 
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แหลงไนโตรเจนที่หลากหลายและมีความเขมขนของสารอาหารสูงกวาอาหาร IMY ซ่ึงมีเฉพาะ
น้ํามันปาลมที่เปนแหลงคารบอนเทานั้น เปนผลใหเมื่อใชอาหาร YM แยกยีสตที่ผลิตเอนไซมไล
เปส ยีสตหลายชนิดสามารถเจริญเติบโตไดดีและพบจํานวนยีสตมากกวาเมื่อใชอาหาร IMY  
         เมื่อพิจารณาชนิดตัวอยางที่นํามาแยกเชื้อ พบวาสามารถแยกยีสตจากตัวอยางที่เปน
น้ําที่ปนเปอนน้ํามันไดมากที่สุด 102 สายพันธุ รองลงมาเปนตัวอยางกากปาลม และดิน ซ่ึงแยกยีสต
ได 75 และ 29 สายพันธุ ตามลําดับ จากคาพีเอชของตัวอยางที่เก็บมาคัดแยกยีสต จะเห็นไดวา
ตัวอยางน้ํา, กากปาลม และดิน ที่มีพีเอช 4-6 ไดจํานวนยีสต 92, 70 และ 25 สายพันธุ ตามลําดับ ซ่ึง
สามารถแยกเชื้อไดมากกวาตัวอยางที่มีพีเอช 7-9 ที่ไดจํานวนยีสตจากตัวอยางน้ํา, กากปาลม และ
ดิน 6, 5 และ 2 สายพันธุ ตามลําดับ และที่พีเอช 3 ไดยีสตจากตัวอยางน้ํา และดิน จํานวน 4 และ 2 
สายพันธุ ตามลําดับ (Table 10) นอกจากนี้ อุณหภูมิของตัวอยางตางๆ ที่นํามาคัดแยกมีผลตอจํานวน
ยีสตที่แยกไดเชนกัน โดยพบวาที่ชวงอุณหภูมิ 25-40 องศาเซลเซียส สามารถแยกยีสตไดจํานวน
มาก คือ จากตัวอยางน้ํา, กากปาลม และดิน ไดยีสต 56, 70 และ 20 สายพันธุ สวนที่อุณหภูมิ 41-70 
องศาเซลเซียส พบยีสตจํานวนนอย (Table 11) ซ่ึงการที่พบยีสตจํานวนหลายสายพันธุจากตัวอยางที่
มีพีเอช 4-6 และอุณหภูมิ 25-40 องศาเซลเซียส เนื่องมาจากสภาวะที่ใชในการคัดแยกใกลเคียงกับพี
เอชและอุณหภูมิของตัวอยางที่นํามาแยกเชื้อยีสต นอกจากนี้ ยีสตสวนใหญเจริญดีที่พีเอช 3.5-5.0 
ซ่ึงเปนชวงพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและกิจกรรมของโปรตีนที่เกาะอยูกับเยื่อหุมเซลล 
รวมทั้งเอนไซม และโปรตีนที่ใชสําหรับการขนสงสารตางๆ ของยีสตอีกดวย (สาวิตรี ล่ิมทอง, 
2540) จากการทดลองของ Hernandez และคณะ (2007) ไดทําการแยกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปส
จากตัวอยาง olive fruit และ olive brine พบวา เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อมีคาพีเอช 3.96-4.18 ไดยีสต
จํานวนมากถึง 83 สายพันธุ เชนเดียวกันกับ Landell และคณะ (2006) ไดนําชีส (ricotta และ caccio 
cavallo cheese) จากตอนใตของบราซิล 30 ตัวอยางมาแยกยีสตดวยอาหาร yeast-malt medium 
(YM) และอาหาร YEPG ที่มีพีเอช 4.0 พบวาไดยีสตทั้งหมด 97 สายพันธุ  

ในการแยกยีสตมีการเติม rhodamine B ลงไปในอาหารทั้งอาหาร Yeast-Malt (YM) 
และอาหาร Isolation medium for yeast (IMY) เพื่อที่สามารถคัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสไป
พรอมๆ กับการแยกยีสต โดยเติม rhodamine B 0.01 เปอรเซ็นต เพื่อบงชี้การผลิตเอนไซมไลเปส 
rhodamine B ทําใหโคโลนีของยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสสามารถเรืองแสงอัลตราไวโอเลต (UV) ที่ 
350 นาโนเมตรได ดังแสดงใน Figure 9 การเรืองแสงเกิดขึ้นไดเนื่องจากการทําปฏิกิริยาระหวาง
ประจุบวกของ rhodamine B และไอออนลบของกรดไขมันที่ไดจากการยอยสลายน้ํามันของ
เอนไซมไลเปส เกิดเปนสารประกอบเชิงซอนของ 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 
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 อยางไรก็ตาม วิธีนี้ไมสามารถวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเชิงปริมาณที่
แนนอนได เพราะน้ํามันปาลมที่เติมในอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อผสมกับองคประกอบอื่นๆ ในอาหาร ทํา
ใหยากตอการดูวงใสเพื่อบอกถึงกิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยตรง การใช rhodamine B จึง
เหมาะสมสําหรับนํามาใชในการคัดเลือกขั้นตนเชิงคุณภาพ (Kouker and Jaeger, 1986) ทําให
สามารถทําการคัดเลือกยีสตที่ผลิตไลเปสไปดวยกันกับการแยกเชื้อยีสต จึงสามารถแยกเชื้อยีสตที่
ผลิตเอนไซมไลเปสไดในขั้นตอนเดียว แตกตางจากการศึกษาของ Hernandez และคณะ (2007) ที่
ทําการคัดแยกยีสตจากตัวอยาง olive fruit และ olive brine จํานวน 21 ตัวอยาง โดยขั้นตอนแรกคัด
แยกยีสตดวยอาหาร tributyrin medium บมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน พบวา คัด
แยกยีสตไดทั้งหมด 83 สายพันธุ ตอจากนั้นในขั้นตอนที่สองจึงคอยนํายีสตที่คัดแยกไดไปเลี้ยงใน
อาหาร tributyrin medium ที่มี rhodamine B เพื่อแยกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปส โดยบมที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน พบวา มียีสตเพียง 7 สายพันธุเทานั้นที่สามารถผลิตเอนไซมไล
เปสได และมีการศึกษาจาก Thongekkaew และ Boonchird (2007) ในการคัดเลือกยีสตที่ผลิต
เอนไซมไลเปสที่ทนอุณหภูมิสูงจากตัวอยางทั้งหมด 149 ตัวอยาง โดยใชอาหารแข็งที่มีน้ํามัน
มะกอกเปนแหลงคารบอนและมีการเติม rhodamine B ลงไปในอาหาร (YNB-rhodamine B) ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวา คัดแยกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสได 30 สายพันธุ และมียีสตเพียง 
3 สายพันธุ เทานั้นที่สามารถเจริญที่อุณหภูมิ 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. การคัดเลือกยีสตโดยการวดักิจกรรมเอนไซมไลเปส 
 2.1 กิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการยอยไขมัน (hydrolysis activity) 
 จากการนํายีสตที่แยกไดจากขอ 3.1 ทั้งหมด 206 สายพันธุมาวัดกิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสของสวนใสที่ใชจากการเลี้ยงเชื้อ พบวา ยีสตที่แยกไดจากอาหาร Yeast-Malt (YM) 
จํานวน 117 สายพันธุ มีเพียง 22 สายพันธุที่พบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส โดยสายพันธุที่มีคา
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงคือ สายพันธุ P4Y12, U2Y68 และ A4Y52 ซ่ึงมีคากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปส เทากับ 0.406±0.008, 0.248±0.002 และ 0.216±0.006 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
และยีสตที่แยกไดจากอาหาร Isolation medium for yeast (IMY) จํานวน 89 สายพันธุ มี 27 สาย
พันธุที่พบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส โดยสายพันธุที่มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงคือ 
สายพันธุ D2I75, P5I07 และ U4I51 มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส เทากับ 0.219±0.015, 0.174± 
0.003 และ 0.124±0.002 ยูนิตตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (Table 12) การคัดเลือกยีสตโดยการวัดคา
กิจกรรมเอนไซมไลเปสโดยใช p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) เปนสับสเตรท เปนการวัดอัตรา
การยอยสลายของ p-nitrophenyl palmitate (pPNC16)  เกิดเปน p-nitrophenol ที่สามารถดูดกลืนแสง
ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตรได โดยมี Gum Arabic และ Triton X-100% เปนตัวอิมัลซิฟายเออร 
นอกจากนี้การวิเคราะหแบบไคเนติกสโดยวัดอัตราการเกิดเปน p-nitrophenol นั้น สามารถวัดไดที่
คาพีเอชเปนกลางหรืออยูในชวงของดางเพราะในชวงพีเอชที่เปนกรดจะมีผลตอการดูดกลืนแสง
ของ p-nitrophenol (Gilham and Lehner, 2005)  
 นอกจากนี้เมื่อวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสโดยใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท 
ดวยวิธี two-phase emulsion พบวา มีเพียงยีสตสายพันธุ P11I89 เทานั้น ที่สามารถวัดปริมาณ
เอนไซมไลเปสดวยวิธี two-phase emulsion ได (ดัดแปลงจากวิธีของ Lee และ Rhee (1993)) ซ่ึงการ
วัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสทั้งสองวิธี มีสับสเตรทที่จะใหเอนไซมไลเปสเขาไปทําปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสแตกตางกัน โดยวิธีการวิเคราะหของ Kademi และคณะ (2000) มี p-nitrophenyl 
palmitate (pPNC16) เปนสับสเตรท ซ่ึงมีกรดปาลมมิติก (C16:0) เปนกรดไขมันอยูเพียงชนิดเดียว 
สวนวิธี two-phase emulsion มีน้ํามันปาลมเปนสับสเตรท ซ่ึงในน้ํามันปาลมมีกรดไขมันหลายชนิด
เปนสวนประกอบ จึงทําใหผลของการวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสทั้งสองวิธีนี้แตกตางกัน 
เนื่องจากความจําเพาะตอการยอยชนิดของกรดไขมันที่เปนองคประกอบของสับสเตรทที่ใช 
 จากการที่เอนไซมไลเปสจากยีสตสายพันธุ P11I89 สามารถวัดคากิจกรรมของ
เอนไซมดวยวิธี two-phase emulsion ไดเพียงสายพันธุเดียว โดยมีคากิจกรรมเทากับ 3.360±0.069 
ยูนิตตอมิลลิลิตร อาจเนื่องดวยเอนไซมไลเปสที่ถูกผลิตขึ้นมาไมไดมีความจําเพาะตอการยอยตรง
ตําแหนงของกรดปาลมมิติกในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดเพียงแคตําแหนงเดียว แตสามารถเขาทํา
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ปฏิกิริยาตรงตําแหนงของกรดไขมันชนิดอื่นที่เปนองคประกอบในน้ํามันปาลมไดดวย เมื่อนํา
สารละลายเอนไซมมาทําปฏิกิริยากับสารละลาย cupric acetate จึงทําใหเกิดสีที่ชัดเจน สามารถ
ตรวจวัดการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดชัดเจนกวาสารละลายเอนไซมไลเปสที่ไดจากยีสตสาย
พันธุอ่ืนๆ นอกจากนั้นยีสตที่มีคากิจกรรมของเอนไซมเมื่อวิเคราะหดวยวิธีของ Kademi และคณะ 
(2000) พบวา แยกไดจากตัวอยางน้ํา, กากปาลมและดิน จํานวน 22, 19 และ 8 สายพันธุ โดยพีเอช
ของตัวอยางที่นํามาแยกมีคาพีเอชอยูในระหวาง 4-6 ยกเวนยีสตสายพันธุ U2Y68 และ D7Y109 ที่
แยกไดจากตัวอยางที่มีคาพีเอช 7 เมื่อพิจารณาถึงอุณหภูมิ จะเห็นไดวายีสตที่มีคากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสสามารถพบไดทุกชวงอุณหภูมิตั้งแต 27-64 องศาเซลเซียส โดยสายพันธุ P11I89 ที่
พบคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการวิเคราะหทั้งสองวิธีเปนยีสตที่แยกไดจากตัวอยางดินสี
น้ําตาล ที่มีน้ํามันปนเปอน มีคาพีเอช 5 อุณหภูมิ 31 องศาเซลเซียส ดังนั้นการคัดแยกยีสตที่ผลิต
เอนไซมไลเปส ควรเลือกเก็บตัวอยางที่มีคาพีเอชอยูในชวง 4-6 เพราะคาความเปนกรดดางเปน
ขอจํากัดของการคัดแยกยีสตมากกวาระดับของอุณหภูมิ  
 มีการศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสจาก Thongekkaew และ Boonchird (2007) 
ไดทําการวัดกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากยีสตสายพันธุ Candida thermophila ซ่ึงแยกไดจากดิน
ในประเทศไทยโดยใช p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) เปนสับสเตรท พบวาคากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสสูงสุดมีคาเทากับ 2.63 ยูนิตตอมิลลิลิตร นอกจากนั้น Cardenas (2001) ศึกษาคา
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสของยีสตสายพันธุ Rhodotorula araucariae ดวยวิธี two-phase 
emulsion พบวามีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสเทากับ 0.75 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
 
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 ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของยีสตผลิตไลเปสที่คัดเลือกได
เปนตัวเรง    
 จากการนํายีสตจํานวน 49 สายพันธุที่มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการยอย
สลาย p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) และน้ํามันปาลม จากขอ 3.2.1 มาวัดความสามารถในการ
ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล อัตราสวนโมล 1:3 โดย
ใชเซลลยีสต 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา
เซลเซียส) และวัดผลผลิตเมทิลเอสเทอร พบวา มียีสตเพียง 16 สายพันธุที่สามารถผลิตเมทิลเอส
เทอร โดยเปนยีสตที่แยกไดจากอาหาร IMY สายพันธุ P5I07, P6I11, P7I13, P8I21, A2I29, U4I51, 
U8I68, D1I69, D1I73, D2I74 และ P11I89 และยีสตที่แยกไดจากอาหาร YM คือสายพันธุ P2Y04, 
P6Y16, P6Y24, U5Y75 และ D8Y112  ผลการทดลองแสดงใหเห็นวายีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสมี
ความสามารถในการทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดสูงอาจจะไมเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่นเสมอไป จาก Table 13 แสดงปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่ผลิตไดจากปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น จะเห็นไดวายีสตสายพันธุ P11I89 สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดถึง 
51.26±1.24 เปอรเซ็นต ที่เวลา 72 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) สวนยีสตสายพันธุ 
D1I69, A2I29 และ P5I07 ผลิตเมทิลเอสเทอรไดเทากับ 3.08, 2.11 และ 2.02 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

 2.3 ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาสเอสเทอริฟเคชั่นของยีสตผลิตไลเปสที่คัดเลือกไดเปน
ตัวเรง   
                                จากการนํายีสตจํานวน 49 สายพันธุที่มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการยอย
สลาย p-nitrophenyl palmitate (pPNC16)  และน้ํามันปาลมจากขอ 3.2.1 มาวิเคราะหความสามารถ
ในการทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นของกรดโอเลอิกบริสุทธิ์กับเมทานอล อัตราสวนโมล 1:3 โดยใช
เซลลยีสต 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยา ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) 
แลววัดปริมาณโอเลอิกเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น พบวา ยีสตทั้ง 49 สายพันธุ สามารถผลิตโอเลอิก
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เมทิลเอสเทอรไดจากกรดไขมันคือเรงปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่นได ดังแสดงตาม Table 13 โดยยีสต
สายพันธุ P11I89 ผลิตโอเลอิกเมทิลเอสเทอรไดสูงสุด 64.12±2.52 เปอรเซ็นต   
                            จากปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดจากการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นที่มียีสต
สายพันธุ P11I89 เปนตัวเรงปฏิกิริยา มีปริมาณมากที่สุด เทากับ 51.26±1.24 เปอรเซ็นต และโอเล
อิกเมทิลเอสเทอรสูงสุด 64.12±2.52 เปอรเซ็นต   จึงเลือกยีสตสายพันธุนี้มาทําการศึกษาในขั้นตอน
ตอไป 

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. การจัดจําแนกสายพันธุยสีต 

 เมื่อทําการจัดจําแนกสายพันธุยีสต P11I89, D1I69, A2I29 และ P5I07 โดยใชการ
วิเคราะหลําดับเบสของยีนบริเวณ 28S rDNA แลวนําไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสที่มีอยูใน
ฐานขอมูล(http://www.ncbi.nlm.nim.gov) nr database ของ NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) โดยใชโปรแกรม BLAST  พบวา 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) เทากับ 99 (523/525 bp), 100 (546/546 bp), 99 (531/536 bp) และ 99 (541/542 bp) 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงจากผลการจัดจําแนก ยีสตสายพันธุที่ทําการคัดแยกมาไดมีรายงานวามีการ
ผลิตเอนไซมไลเปส โดย Wang และคณะ (2007) ทําการคัดแยกยีสตจากตัวอยางน้ําทะเล, ตะกอน
ดิน ,  โคลน ,  กระเพาะของปลาทะเล  และสาหรายทะเล  พบวา  ยีสตสายพันธุ  Rhodotorula 
mucilagenosa มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปส และเอนไซมที่ผลิตขึ้นมาเปนเอนไซมที่
เกาะบริเวณผิวเซลล (cell bound) ในสวนของ Costas และคณะ (2004) ศึกษาความสามารถของยีสต
สายพันธุ Isstchenkia orientalis พบวา ยีสตสายพันธุนี้ผลิตเอนไซมไลเปสแบบ extracellular มีคา
กิจกรรมของเอนไซมสูงสุด 80 ยูนิตตอมิลลิลิตร เมื่อเล้ียงในอาหารที่มี tributyrin เปนแหลง
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คารบอน และการศึกษาของ Haba และคณะ (2000) พบวา ยีสตสายพันธุ Candida tropicalis ผลิต
เอนไซมไลเปสไดนอยลงเมื่อมีน้ํามันมะกอกที่ใชแลวปริมาณ 1 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอน 

4. การศึกษาอัตราการเจริญของยีสตสายพันธุ 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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                            ยีสตสายพันธุ Rhodotorula mucilagenosa เปนยีสตที่สามารถพบไดทั่วไป ตาม
แหลงดิน แหลงน้ํา ตะกอนดิน และโคโลนีจะมีรูปรางกลมรี สีแดง สืบพันธุโดยการแตกหนอ ไมมี
การสรางเสนใย (Barnett et al., 2000) จากการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของยีสตสายพันธุ 
Rhodotorula mucilagenosa (Figure 10) โดยทําการเลี้ยงในอาหาร IMY เปนเวลา 180 ช่ัวโมง เก็บ
ตัวอยางเพื่อทําการนับจํานวนเซลลและวัดกิจกรรมของเอนไซมดวยวิธีวิเคราะหของ Kademi และ
คณะ (2000) และวิธี two-phase emulsion ทุกๆ 12 ช่ัวโมง พบวา ในชวง 12 ช่ัวโมงแรกเปนชวง 
Lag phase ซ่ึงเปนชวงที่ยีสตยังไมเพิ่มจํานวน มีการปรับตัวใหเขากับสิ่งแวดลอมใหม แตเซลลจะ
วองไว และสังเคราะหโพรโทพลาซึมใหม รวมทั้งเอนไซม โคเอนไซม ดีเอ็นเอ อารเอ็นเอ เพื่อให
เพียงพอตอกระบวนการทางชีวเคมีของเซลล หลังจากชั่วโมงที่ 12 ถึงชั่วโมงที่ 72 การเจริญเติบโต
ของยีสตจะเขาสูระยะ Log phase ยีสตมีการแบงตัวอยางรวดเร็วในอัตราคงที่ ระยะนี้อัตราการเจริญ
จะมากที่สุด เซลลวองไวที่สุด สารอาหารจะถูกนําไปใชอยางมากและรวดเร็ว หลังจากชั่วโมงที่ 72 
เปนตนไป ยีสตเร่ิมเขาสู Stationary phase คือมีการเจริญเติบโตที่คงที่ มีจํานวนเซลลในแตละ
ช่ัวโมงไมแตกตางกันมากนัก (นงลักษณ สุวรรณพินิจและปรีชา สุวรรณพินิจ, 2547)  
  นอกจากนั้นคากิจกรรมของเอนไซมที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธีของ Kademi 
และคณะ (2000) (Figure 11) และวิธี two-phase emulsion ซ่ึงการวิเคราะหทั้งสองวิธีนั้นเปนการ
วิเคราะหสวนของ extracellular lipase เพื่อบงบอกการผลิตเอนไซม พบวา เมื่อใช p-nitrophenyl 
palmitate (pPNC16) เปนสับสเตรท สามารถวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสไดตั้งแตช่ัวโมงที่ 36 
มีคาเทากับ 0.009±0.001 ยูนิตตอมิลลิลิตร และคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสเพิ่มสูงขึ้นจนมีคา
กิจกรรมสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 120 มีคาเทากับ 0.092±0.005 ยูนิตตอมิลลิลิตร หลังจากนั้นคากิจกรรม
ของเอนไซมไลเปสมีคาลดลง โดยช่ัวโมงที่ 180 มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสเทากับ 0.034±0   
ยูนิตตอมิลลิลิตรเทานั้น ในสวนของการใชน้ํามันปาลมเปนสับสเตรทในการวิเคราะหคากิจกรรม
ของเอนไซมไลเปสดวยวิธี two-phase emulsion (Figure 11) พบวา สามารถวัดคากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปสไดสูงสุดชั่วโมงที่ 120 มีคากิจกรรมเทากับ 5.502±0.094 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซ่ึงจาก
การวัดคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสทั้งสองวิธี จะเห็นไดวามีคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดที่
ช่ัวโมง ที่ 120 เชนเดียวกัน โดยคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุดวัดไดระหวางที่ยีสตมีการเจริญเขาสู
ระยะ Stationary phase ดังนั้นในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตอัลคิลเอสเทอรดวย
ปฏิกิริยา ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสเปนตัวเรง จะทําการเลี้ยง
ถึงชั่วโมงที่ 120 เนื่องจากที่ช่ัวโมงนี้มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงที่สุด   
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5. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการสรางอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดย
ใชยีสตท่ีผลิตเอนไซมไลเปสท่ีคัดเลือก เปนตัวเรงปฏิกิริยา 

 5.1 การวิเคราะหคุณสมบัตทิางเคมีและกรดไขมันท่ีเปนองคประกอบของน้าํมันปาลมบริสุทธ์ิ, 
น้ํามันปาลมดบิ และน้ํามันปาลมใชแลว  
 ผลการวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบ และ
น้ํามันปาลมใชแลว ดังแสดงผลใน Table 14 โดยคาสปอนิฟเคชั่นใชเปนตัวช้ีบงขนาดของโมเลกุล
หรือน้ําหนักโมเลกุลของกรดไขมันที่เปนองคประกอบในโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดในน้ํามัน จาก
คาสปอนิฟเคชั่นสามารถคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบ และ
น้ํามันปาลมใชแลว ไดเทากับ 867.97, 867.50 และ 910.52  สวนการหาปริมาณสารเปอรออกไซดที่
เกิดขึ้นในน้ํามันดวยคาเปอรออกไซดนั้น พบวา น้ํามันปาลมบริสุทธิ์มีคาเปอรออกไซดสูงสุด 
รองลงมา คือ น้ํามันปาลมดิบ และน้ํามันปาลมใชแลว ตามลําดับ นอกจากนั้นคาไอโอดีน ซ่ึงเปน
คาที่บงชี้วาน้ํามันมีกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัวเปนองคประกอบมากนอยเพียงใด พบวา น้ํามันปาลม
บริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบ และน้ํามันปาลมใชแลว มีคาไอโอดีนเทากับ 53.65, 48.20 และ 52.91 ใน
สวนของคากรดที่วิเคราะหไดเปนตัวช้ีบงวาไตรกลีเซอไรดที่มีอยูในน้ํามันถูกสลายดวยเอนไซมไล
เปสไดเปนกรดไขมันอิสระไดมากนอยเพียงใด จะเห็นไดวาน้ํามันปาลมดิบมีคากรดสูงสุดแสดงวา
โมเลกุลของไตรกลีเซอไรดถูกสลายตัวไดเปนกรดไขมันอิสระมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับน้ํามัน
ปาลมใชแลวและน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ นอกจากนี้ปริมาณน้ําในน้ํามันปาลมที่ใชแลว พบวามีปริมาณ
มากที่สุดถึง 2.99 เปอรเซ็นต มากกวาในน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และน้ํามันปาลมดิบ  

 จากการวิเคราะหกรดไขมันที่เปนองคประกอบในน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามัน
ปาลมดิบ และน้ํามันปาลมใชแลว ดวยเทคนิคแกสโครมาโตกราฟ (GC) ทั้งในเชิงคุณภาพและเชิง
ปริมาณ ในสวนของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และน้ํามันปาลมใชแลว มีกรดโอเลอิกเปนองคประกอบ
หลัก  รองลงมาเปนกรดปาลมมิติกและกรดลิโนเลอิก  ตามลําดับ  ถากรดไขมันสวนใหญ
ประกอบดวยกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัว คือ กรดโอเลอิกและกรดลิโนเลอิก จะทําใหน้ํามันเปน
ของเหลวที่อุณหภูมิหอง (นิธิยา รัตนาปนนท, 2541) สวนน้ํามันปาลมดิบมีปริมาณของกรดโอเลอิก
และกรดปาลมมิติกใกลเคียงกัน นอกจากนั้นยังมีปริมาณกรดไขมันอิ่มตัวและกรดไขมันไมอ่ิมตัวที่
เปนองคประกอบหลักใกลเคียงกันอีกดวย จึงทําใหน้ํามันปาลมดิบมีลักษณะเปนของเหลวปะปนอยู
กับของแข็งที่อุณหภูมิหอง  
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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 ผลของปรมิาณน้ําตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของปริมาณน้ําตอการผลิตเมทิลเอสเทอร โดยใชยีสตที่ผลิตเอนไซม
ไลเปส 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยา ซ่ึงมีคากิจกรรมเอนไซม เทากับ 2.210 ยู
นิตตอกรัมสับสเตรท มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอลเปนสับสเตรท ผสมกันในอัตราสวนโมล 
1:3 โดยเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ในปริมาณตางๆ คือ 0, 2, 5, 10, 20 และ 30 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท ซ่ึงคิดเปนปริมาณน้ําในระบบ 1.38, 3.38, 6.38, 11.38 และ 31.38 
เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท ตามลําดับ บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 
ช่ัวโมง พบวา เมื่อเพิ่มปริมาณน้ําในชวง 0-10 เปอรเซ็นต ปริมาณเมทิลเอสเทอรจะเพิ่มขึ้น แตเมื่อ
เพิ่มปริมาณน้ํามากกวา 10 เปอรเซ็นต ปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดจะลดลง (Figure 12) โดยการเติม
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ที่ 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท สามารถผลิตเมทิล
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เอสเทอรไดสูงสุด 48.34 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ปริมาณไตรกลีเซอไรด, 1-3 ไดกลีเซอไรด,  1-2 ได
กลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ เหลืออยู 16.11, 1.24, 18.44, 4.11 และ 13.36 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 13-15)  ดังนั้นจึงกลาวไดวาการเติมน้ําในปฏิกิริยา 10 เปอรเซ็นต 
เหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอรมากที่สุด  

จากรูปแบบโครงสรางสามมิติของเอนไซมที่ยังคงมีกิจกรรมอยู น้ํามีผลทําให
กิจกรรมดําเนินไปไดและมีบทบาทในการควบคุมกิจกรรม ทั้งในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสหรือ
ปฏิกิริยาการสังเคราะห (Foresti et al., 2005) การเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปสเกิดขึ้นระหวาง
ผิวสัมผัสของสวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic phase) และสวนที่ชอบน้ํา (hydrophilic phase) การมี
พื้นที่สัมผัสระหวางน้ําและน้ํามันมากขึ้นจะทําใหเอนไซมเขาไปจับกับสับสเตรทหรือน้ํามันไดดีขึ้น 
เนื่องจากเอนไซมมีคุณสมบัติที่สามารถละลายน้ําไดดี แตสับสเตรทหรือน้ํามันที่ใชทําปฏิกิริยาไม
ละลายน้ํา เมื่อนํามาผสมเขาดวยกันภายในระบบก็จะมีสองสวน คือสวนที่ชอบน้ํามัน (lipophillic 
phase) ประกอบดวยเอซิลกลีเซอรอลกับกรดไขมัน และสวนที่ชอบน้ํา (hydrophilic phase) ดังนั้น
การเติมน้ําหรือการมีน้ําในระบบจะเปนการเพิ่มพื้นที่สัมผัสระหวางน้ําและน้ํามันใหมากขึ้น จึงทํา
ใหเอนไซมไลเปสเขาไปจับกับสับสเตรทหรือน้ํามันไดดีขึ้น (Hama et al., 2007) ปฏิกิริยา
แอลกอฮอลไลซิสไมจําเปนตองมีน้ําในปฏิกิริยา แตอยางไรก็ตามการควบคุมปริมาณน้ําก็ยังเปนสิ่ง
สําคัญ ดวยเหตุผลที่วา น้ําเปรียบเสมือนตัวหลอล่ืนที่ทําใหโครงสรางของเอนไซมยังคงกิจกรรมอยู
ได โดยในการทดลองที่เติมน้ํา 2 เปอรเซ็นตและไมเติมน้ํา จะเห็นไดวาแตละชั่วโมงในระหวางการ
ทําปฏิกิริยาเกิดเปนผลิตภัณฑของเมทิลเอสเทอรมีปริมาณเมทิลเอสเทอรนอยกวาการทดลองที่มีการ
เติมน้ํา 10 เปอรเซ็นต เชน ในชั่วโมงที่ 36 ปริมาณเมทิลเอสเทอรของการทดลองที่เติมน้ํา 2 
เปอรเซ็นตและไมเติมน้ํา มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 23.86 และ 17.76 เปอรเซ็นต แตในการ
ทดลองที่เติมน้ํา 10 เปอรเซ็นต มีปริมาณเมทิลเอสเทอรถึง 29.06 เปอรเซ็นต นอกจากนั้นยังมีสวน
ชวยในกลไกการทําปฏิกิริยาในหลายๆ ปฏิกิริยาที่มีสาเหตุทําใหเอนไซมไมสามารถทํางานได 
ดังเชนในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นซึ่งมีเมทานอลเปนสับสเตรท จะเห็นไดวาในการทดลอง
ที่มีการเติมน้ํา 5 และ 10 เปอรเซ็นต ปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นในชวงระหวางการทําปฏิกิริยา
นั้น มีคาใกลเคียงกัน โดยท่ีเติมน้ํา 5 เปอรเซ็นต มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเกิดขึ้นที่ช่ัวโมงที่ 12, 24, 
36 และ 48 มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 11.38, 16.50, 30.71 และ 33.52 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
และที่เติมน้ํา 10 เปอรเซ็นต มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเกิดขึ้นที่ช่ัวโมงที่ 12, 24, 36 และ 48 เทากับ 
13.98, 19.19, 29.06 และ 32.52 เปอรเซ็นต  ในสวนการทดลองที่มีการเติมน้ํา 5 และ 10 เปอรเซ็นต 
ที่ช่ัวโมงที่ 60 มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 40.08 และ 33.45 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตเมื่อถึง
ช่ัวโมงที่ 72 กลับพบวาที่เติมน้ํา 10 เปอรเซ็นต มีปริมาณเมทิลเอสเทอร เทากับ 48.34 ซ่ึงปริมาณสูง



  
                                                                                                                                                       65 

กวาที่เติมน้ํา 5 เปอรเซ็นต ที่ไดปริมาณเมทิลเอสเทอรเพียง 43.20 เปอรเซ็นต จากผลการทดลองที่
เกิดขึ้น อาจเปนไปไดวาเมทานอลที่เติมลงไปเพื่อเปนสับสเตรทนั้นไปทําลายกิจกรรมของเอนไซม
ไลเปส เพราะเมื่อใชเวลาในการทําปฏิกิริยามากขึ้นโอกาสที่เอนไซมจะถูกทําลายก็มีมากขึ้น จึงทํา
ใหในการทดลองที่เติมน้ํา 5 เปอรเซ็นต มีผลิตภัณฑของเมทิลเอสเทอรนอยกวาที่เติมน้ํา 10 
เปอรเซ็นต ที่ช่ัวโมงที่ 72 ในขณะที่การทดลองที่เติมน้ํา 10 เปอรเซ็นตนั้น ปริมาณน้ําที่มากกวาจะ
เขาไปชวยลดการเสียสภาพของเอนไซมเมื่อเวลาในการทําปฏิกิริยามากขึ้นการเกิดเปนผลิตภัณฑจึง
ยังเกิดขึ้นตอไป (Salis et al., 2005) 

ในการทดลองที่มีการเติมน้ํา 10, 20 และ 30 เปอรเซ็นต ที่ช่ัวโมงที่ 72 มีผลิตภัณฑ
เกิดขึ้น 48.34, 41.93 และ 40.39 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยเมื่อมีน้ํามากขึ้น น้ําที่อยูในระบบจะทํา
ใหเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสไดมากขึ้น ดังนั้นจึงอาจจะไปลดปริมาณการเกิดเปนผลิตภัณฑของ
เมทิลเอสเทอร เห็นไดจากปริมาณไตรกลีเซอไรดที่ 12 ช่ัวโมงแรก ที่มีการเติมน้ํา 20 เปอรเซ็นตและ 
30 เปอรเซ็นต มีปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยูเพียง 43.86 และ 44.05 เปอรเซ็นต ในขณะที่เติมน้ํา 
10 เปอรเซ็นต มีปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยู 47.36 เปอรเซ็นต แตที่เวลา 24, 36 และ 48 ช่ัวโมง 
ปริมาณไตรกลีเซอไรดในทั้งสามการทดลองใกลเคียงกัน จนเมื่อถึงชั่วโมงที่ 60 และ 72 ปริมาณ
ไตรกลีเซอไรดของการทดลองที่มีการเติมน้ํา 20 เปอรเซ็นต เหลืออยู 21.12 และ 20.25 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ สวนที่ เติมน้ํา 30 เปอรเซ็นต  ปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยู 21.90 และ 21.78 
เปอรเซ็นต แตในการทดลองที่มีการเติมน้ํา 10 เปอรเซ็นต มีปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยูเพียง 
18.93 และ 15.88 เปอรเซ็นต ในชั่วโมงที่ 60 และ 72 รวมถึงปริมาณ 1-2ไดกลีเซอไรด, 1-3ไดกลี
เซอไรด และโมโนกลีเซอไรด ก็มีปริมาณที่เหลือนอยกวาในการทดลองที่เติมน้ํา 20 และ 30 
เปอรเซ็นต ที่เปนเชนนี้เพราะเมื่อมีปริมาณน้ําในระบบมาก น้ําจะชวยใหอนุภาคของเอนไซมรวมตัว
กันและทําใหการกระจายตัวของสับสเตรทเกิดขึ้นนอยลง การสัมผัสกันระหวางสับสเตรทและ
เอนไซมจะเปนไปไดยากขึ้น การเกิดปฏิกิริยาทั้งไฮโดรไลซิสและทรานสเอสเทอริฟเคชั่นจึงเกิดได
นอยลง (Salis et al., 2005) นอกจากนั้น ปริมาณของกรดไขมันอิสระจะเพิ่มขึ้นเมื่อมีน้ําในระบบ
มากขึ้น ในการทดลองที่เติมน้ํา 30, 20 และ 10 เปอรเซ็นต แนวโนมของปริมาณกรดไขมันอิสระจะ
สูงขึ้นมากกวาในระบบที่เติมน้ํา 5, 2 และไมเติมน้ํา แสดงใหเห็นวาเมื่อมีน้ํามากขึ้น สงผลให
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเกิดมากขึ้น สอดคลองกับการทดลองของ Kamini และ Iefuji (2001) ศึกษาผล
ของน้ําตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสที่มีสับสเตรทระหวางน้ํามันรําขาวและเมทานอล ในอัตราสวน 1:1 
(โมล:โมล)  มีเอนไซมไลเปสจาก Cryptococcus spp. 2000 ยูนิต เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา ปริมาณ
เมทิลเอสเทอรลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณน้ําในระบบ แตปริมาณกรดไขมันอิสระซ่ึงเกิดจากปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสจะสูงขึ้น โดยที่เติมน้ํา 13 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท ปริมาณกรดไขมันอิสระ
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เทากับ 24.0 เปอรเซ็นต และเมื่อเติมน้ําถึง 50 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท กรดไขมันอิสระจะมี
ปริมาณสูงถึง 42.1 เปอรเซ็นต ซ่ึงปริมาณน้ําที่เหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอรใกลเคียงกับการ
ทดลองของ Kaieda และคณะ (1999) ศึกษาผลของปริมาณน้ําตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสโดยใช
สับสเตรทที่มีสวนผสมของ น้ํามันถ่ัวเหลืองและเมทานอล ในอัตราสวนโมล 1:1 โดยใชเอนไซมไล
เปสตรึงรูปจาก Rhizopus oryzae  210 ยูนิต เปนตัวเรงปฏิกิริยา และเติมสารละลายเอนไซมปริมาณ 
1.2-9.0 มิลลิลิตร (ปริมาณน้ํา 4-30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท) พบวา ที่ปริมาณน้ํา 15 
เปอรเซ็นต สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงขึ้น 80-90 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตาม Li และคณะ 
(2007) ศึกษาผลของน้ําตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสโดยใชน้ํามันเรพซีดและเมทานอลเปนสับสเตรท 
ในอัตราสวนโมล 1:4 มีการเติม tert –บิวทานอลในระบบ และใชตัวเซลลตรึงรูปจาก Rhizopus 
oryzae IFO 4697 เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา เมื่อเติมน้ําเพียง 3 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท 
สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุด 68 เปอรเซ็นต             
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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 ผลของปรมิาณเซลลยีสตตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของปริมาณเซลลยีสตตอการผลิตเมทิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา ทรานส
เอสเทอริฟเคชั่น โดยใชปริมาณเซลลยีสต 1×1010, 0.5×1010, 1×109,  0.5×109 , 1×108 และ 1×107  
เซลลตอกรัมสับสเตรท ในการเรงปฏิกิริยาของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล อัตราสวนโมล 
1:3 และเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท คิด
เปนปริมาณน้ําในระบบ 11.38 เปอรเซ็นต ซ่ึงมีคากิจกรรมเอนไซม เทากับ 2.829 ยูนิตตอกรัม
สับสเตรท บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา การใชเซลลยีสต 
1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทในการเรงปฏิกิริยา สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงที่สุด 48.32 
เปอรเซ็นต (Figure 16) แตการใชปริมาณเซลล 0.5×1010, 1×109, 0.5×109 , 1×108 และ 1×107  เซลล
ตอกรัมสับสเตรท ซ่ึงมีคากิจกรรมเอนไซม เทากับ 1.414, 0.283, 0.141, 0.028 และ 0.003 ยูนิตตอ
กรัมสับสเตรท ตามลําดับ ในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได
เพียง 21.62, 1.38, 0.46, 0.48 และ 0.36 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เนื่องจากการเพิ่มปริมาณเซลลมากขึ้น
ก็คือการเพิ่มปริมาณของเอนไซมไลเปสที่จะเขาไปทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นนั่นเอง  
  นอกจากนี้ปริมาณของเซลลยีสตที่ใชในการทําปฏิกิริยาก็มีผลตอการยอยไตรกลี
เซอไรดในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส โดยที่ใชปริมาณเซลล 1×1010, 0.5×1010, 1×109, 0.5×109 , 1×108 
และ 1×107  เซลลตอกรัมสับสเตรท เมื่อเวลาผานไป 72 ช่ัวโมง มีปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยู 
17.02, 43.11, 85.60, 94.62, 95.87 และ 94.44 (Figure 17) จะเห็นไดชัดเจนวาที่ใชปริมาณเซลล 
0.5×109, 1×108 และ 1×107  เซลลตอกรัมสับสเตรท มีการยอยไตรกลีเซอไรดนอยมาก ดังนั้นการ
เพิ่มอัตราสวนปริมาณเซลลตอกรัมสับสเตรทใหมากขึ้นก็จะสามารถเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและ
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นไดดีขึ้น ถึงแมวาการเพิ่มปริมาณเซลลจะเปนการเพิ่มปริมาณ
เอนไซมซ่ึงสงผลใหมีการเรงปฏิกิริยาใหสูงขึ้น แตในทางปฏิบัติการเตรียมเซลลที่มากกวา 1×1010 
เซลลตอกรัมสับสเตรทนั้นยังมีขอจํากัด ดังนั้นปริมาณเซลลที่เหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอร 
คือ 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท ที่เวลา 72 ช่ัวโมง ปริมาณของไตรกลีเซอไรด, 1-3ไดกลีเซอไรด, 
1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ ที่เหลืออยูมีปริมาณที่ใกลเคียงกับผล
การศึกษาปริมาณน้ํา คือ 17.02, 1.36, 15.44, 3.42 และ 14.42 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังแสดงใน 
Figure 17-19  ซ่ึงผลการทดลองนี้สอดคลองกับผลการทดลองของ Chen และคณะ (2009) ศึกษาผล
ของปริมาณเอนไซมไลเปส Candida antarctica ที่ตรึงแลว ในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ
ฟเคชั่น โดยเติมปริมาณเอนไซมในชวง 5-35 เปอรเซ็นตของน้ํามัน มีคากิจกรรมเอนไซม 222.5  
ยูนิตตอกรัมสับสเตรท พบวาปริมาณของเมทิลเอสเทอรเพิ่มมากขี้นเมื่อเพิ่มปริมาณของเอนไซม 
เนื่องจากปริมาณเอนไซมที่มากขึ้นจะทําใหโมเลกุลของสับสเตรทถูกจับกับบริเวณเรง (active site) 
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ไดมากขึ้น แตเมื่อเติมปริมาณเอนไซมในชวง 25-35 เปอรเซ็นต ปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นนั้น
มีปริมาณใกลเคียงกัน ดังนั้นการเติมเอนไซม 25 เปอรเซ็นตของน้ํามัน จึงเปนปริมาณที่เหมาะสมใน
การทําปฏิกิริยามากที่สุด และเชนเดียวกับผลการทดลองของ Kose และคณะ (2002) ศึกษาผลของ
ปริมาณเอนไซมไลเปสตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสของน้ํามันเมล็ดฝายและเมทานอล ในอัตราสวน 
1:3 (โมล :โมล) มีเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Candida antarctica เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา เมื่อใช
ปริมาณเอนไซมไลเปส 30 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงถึง 
83.6 เปอรเซ็นต แตเมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซมไลเปสเปน 40 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท 
ความสามารถในการผลิตเมทิลเอสเทอรจะลดลง นอกจากนั้น Qin และคณะ (2008) ศึกษาการใช 
whole-cell ที่ผลิตเอนไซมไลเปสจาก Rhizopus chinensis 24.5 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท เปนตัวเรง
ปฏิกิริยา  ในอัตราสวนน้ํามันถ่ัวเหลืองตอเมทานอล 1:3 (โมล :โมล) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา ผลิตเมทิลเอสเทอรไดมากกวา 86 เปอรเซ็นต และผลผลิตของเมทิลเอส
เทอรยังคงที่เมื่อเพิ่มความเขมขนของเอนไซมไลเปสมากขึ้น  
  อยางไรก็ตาม เปนที่นาสังเกตวาการทดลองนี้กิจกรรมของเอนไซมที่ใชในการทํา
ปฏิกิริยายังมีคาต่ํากวาที่ใชในงานวิจัยอ่ืนอยางมาก คือมีคากิจกรรมเพียง 2.829 ยูนิตตอกรัม
สับสเตรท ในขณะที่การทดลองอื่นๆ ใชเอนไซมที่มีกิจกรรมในระดับสูงถึง 24.5-225.5 ยูนิตตอ
กรัมสับสเตรท จึงนาจะเปนสาเหตุที่ไดผลผลิตเมทิลเอสเทอรสูงกวาการทดลองนี้มาก  
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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 ผลของการเพิ่มปริมาณเอนไซมโดยใช supernatant รวมกับเซลลยีสตตอการผลิตเมทิลเอส
เทอร 
  การศึกษาผลของการเพิ่มปริมาณเอนไซมโดยใช supernatant รวมกับเซลลยีสตตอ
การผลิตเมทิลเอสเทอร โดยระบบที่มีเซลลยีสต 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยา มี
กิจกรรมเอนไซมไลเปส เทากับ 3.100 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นมี
สับสเตรท คือ น้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล ในอัตราสวน 1:3 (โมล :โมล) เติมสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรท บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 
องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได 48.17 เปอรเซ็นต (Figure 
20) สวนระบบที่ใช supernatant 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรทรวมกับเซลลยีสตเปนตัวเรง
ปฏิกิริยา มีกิจกรรมเอนไซมไลเปส เทากับ 3.700 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท ไดผลผลิตของเมทิลเอส
เทอร 45.48 เปอรเซ็นต นอยกวาการเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 (Figure 18) จากการ
วัดกิจกรรมของเอนไซม จะเห็นไดวามีกิจกรรมทั้งในสวนของตัวเซลลและสวนของ supernatant 
แสดงวาการทําปฏิกิริยาของระบบ เอนไซมไลเปสที่เกาะอยูที่ตัวเซลลของยีสต (cell bound) มีผลตอ
การเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นมากกวาเอนไซมไลเปสที่อยูใน
สวนของ supernatant เมื่อทําการวัดคาพีเอชสวนของ supernatant พบวามีคาพีเอชประมาณ 4-5 จึง
เปนไปไดวาปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ลดลงเปนผลจากคาพีเอช แตเมื่อศึกษาผลของพีเอชตอการผลิต
เมทิลเอสเทอร พบวา ที่พีเอช 5.0 มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเกิดขึ้นเพียง 35.10 เปอรเซ็นต (Figure 28) 
ซ่ึงมีปริมาณเมทิลเอสเทอรที่นอยกวาการเติมสวนของ supernatant แสดงวาปริมาณเมทิลเอสเทอรที่
ลดลงเมื่อเติมสวนของ supernatant ไมไดเปนผลจากคาพีเอช นอกจากนั้นปริมาณไตรกลีเซอไรด, 
1-3 ไดกลีเซอไรด, 1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ ที่เหลืออยูในการ
ทดลองที่เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 เทากับ 12.76, 1.39, 19.21, 4.50 และ 13.96 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 21-23) โดยจากการศึกษาของ Wang และคณะ (2007) ใน
ความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสของยีสตสายพันธุ Rhodotorula mucilagenosa พบวา ยีสต
สายพันธุนี้ผลิตเอนไซมขึ้นมาเกาะบริเวณผิวเซลล (cell bound) จึงอาจจะเปนเหตุผลที่ทําใหระบบที่
ใช supernatant รวมกับเซลลยีสตเปนตัวเรงปฏิกิริยาสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดนอยกวาระบบที่
มี 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนักสับสเตรทของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0  รวมกับเซลลยีสต 
1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
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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 ผลของอุณหภูมิตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตเมทิลเอสเทอร โดยใชปริมาณเซลลยีสต 
1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท มีกิจกรรมเอนไซมไลเปส 3.100 ยูนิตตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรง
ปฏิกิริยา ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น มีสับสเตรท คือ น้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล ในอัตราสวน 
1:3 (โมล :โมล) เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
สับสเตรท  บมที่อุณหภูมิหอง (30±2), 37 และ 45 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา เมื่อ
เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ที่อุณหภูมิ 45 และ 37 องศาเซลเซียส ไดเมทิลเอสเทอร 
8.38 และ 41.59 เปอรเซ็นต และที่อุณหภูมิหอง สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงที่สุด คือ 48.17 
เปอรเซ็นต (Figure 24) โดยทั่วไปปฏิกิริยาเคมีจะทํางานไดดีเมื่อเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นเพื่อชวยเรง
ปฏิกิริยาของเอนไซม แตเนื่องจากที่อุณหภูมิสูงเอนไซมซ่ึงเปนสารประกอบโปรตีนมักไมคอยคง
ตัวตอความรอนทําใหเอนไซมเสียสภาพ ดังนั้นเอนไซมแตละชนิดจะมีชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การทํางานไดดีแตกตางกัน (สาโรจน ศิริศันสนีกุล, 2538) นอกจากนั้นปริมาณไตรกลีเซอไรด, 1-3 
ไดกลีเซอไรด, 1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ ที่เหลืออยูในการทดลองที ่
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เทากับ 12.76, 1.39, 19.21, 4.50 และ 13.96 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
(Figure 25-27) ดังนั้นอุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส)  คืออุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเมทิล
เอสเทอร  ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Kamini และ Iefuji (2001) ศึกษาผลของอุณหภูมิตอ
ปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสของน้ํามันรําขาวโดยใชเอนไซมไลเปสจาก Cryptococcus spp. เปนตัวเรง
ปฏิกิริยา ในชวงอุณหภูมิ 25-40 องศาเซลเซียส พบวา ปริมาณเมทิลเอสเทอรลดลงอยางเห็นไดชัด
เมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้นถึง 40 องศาเซลเซียส ที่เวลา 24 ช่ัวโมง และที่เวลา 96 ช่ัวโมง ปริมาณเมทิลเอส
เทอรก็ลดลงเชนเดียวกัน โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตเมทิลเอสเทอร คือ ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส แตแตกตางจากผลการทดลองของ Sanchez และ Vasudevan (2006) ศึกษาผลของ
อุณหภูมิตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสของน้ํามันมะกอก ในอัตราสวน 1:4 โดยใชเอนไซมไลเปสจาก 
Candida antarctica พบวา เมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงกวา 30 องศาเซลเซียส สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได
สูงขึ้นและสามารถผลิตไดดีที่สุด 59.3 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เมื่อเพิ่มอุณหภูมิถึง 
70 องศาเซลเซียส การผลิตเมทิลเอสเทอรจะลดลง  เชนเดียวกับผลการศึกษาของ Kose และคณะ 
(2002) ซ่ึงศึกษาผลของอุณหภูมิตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสของน้ํามันเมล็ดฝาย ในอัตราสวน 1:4 
โดยใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Candida antarctica ในชวงอุณหภูมิ 30-70 องศาเซลเซียส  พบวา 
การผลิตเมทิลเอสเทอรเพิ่มสูงขึ้นเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้น และที่อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส สามารถ
ผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุด 91.5 เปอรเซ็นต แตปริมาณเมทิลเอสเทอรจะลดลงเมื่ออุณหภูมิสูงกวา 
60 องศาเซลเซียส  สวน Du และคณะ (2003) ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตเมทิลเอสเทอรดวย
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ปฏิกิริยาเมทาโนไลซิส มีน้ํามันถ่ัวเหลืองและเมทานอล ในอัตราสวนโมล 1:4 เปนสับสเตรท โดยมี
เอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Thermomyces lanuginosus เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา ที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงสุด แตเมื่อนําเอนไซมตรึงรูปมาใชซํ้าจะตองทํา
ปฏิกิริยาที่ 30 องศาเซลเซียส จึงยังคงกิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูง
เชนเดิม 
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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 ผลของพีเอชตอการผลติเมทิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของพีเอชตอการผลิตเมทิลเอสเทอร โดยใชยีสตที่ผลิตเอนไซมไล
เปส 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท มีคากิจกรรมเอนไซม เทากับ 2.999 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท เปน
ตัวเรงปฏิกิริยา โดยมีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอลเปนสับสเตรท อัตราสวนโมล 1:3 เติม
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.0 ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
สับสเตรท บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา ที่พีเอช 5.0 และ 6.0 
ปริมาณเมทิลเอสเทอรเกิดขึ้นเพียง 35.10 และ 36.42 เปอรเซ็นต และเพิ่มขึ้นอยางเห็นไดชัดเมื่อทํา
ปฏิกิริยาที่พีเอช 6.5 และไดปริมาณสูงที่สุดที่พีเอช 7.0 คือ 49.28 เปอรเซ็นต (Figure 28) แตเมื่อเติม
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่มีคาพีเอชสูงกวา 7.0 ปริมาณของเมทิลเอสเทอรลดลงอยางเห็นไดชัด 
การยอยไตรกลีเซอไรดไปเปน 1-3ไดกลีเซอไรด, 1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรด
ไขมันอิสระ เกิดขึ้นไดดีที่พีเอช 7.0 แสดงวามีการผันสับสเตรทใหเกิดเปนเมทิลเอสเทอรไดดี โดย
เห็นไดจากปริมาณ 1-2 ไดกลีเซอไรดและโมโนกลีเซอไรด คือ 15.68 และ 2.97 เปอรเซ็นต (Figure 
31) ซ่ึงเหลืออยูนอยที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับการเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่พีเอชอื่นๆ ดังนั้น 
การเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 จึงเหมาะสมในการทํางานของเอนไซมและการผลิต
เมทิลเอสเทอร เอนไซมไลเปสที่ผลิตไดจากยีสตแตละสายพันธุจะมีพีเอชท่ีเหมาะสมตอการทํางาน
ที่แตกตางกัน เอนไซมไลเปสจาก Candida cylindracea LA-62 ทํางานไดดีที่พีเอช 7.0 สวน
เอนไซมไลเปสจาก Candida rugosa ATCC 14380 ทํางานไดดีที่พีเอช 7.8 (Vakhul and Kour, 
2006) การที่เอนไซมทํางานไดดีที่พีเอชแตกตางกัน ทั้งนี้เปนเพราะวาความสามารถของเอนไซมใน
การจับกับสับสเตรท และในการเรงปฏิกิริยาอาจขึ้นอยูกับประจุของเอนไซมหรือของสับสเตรท ที่พี
เอชต่ําหรือสูงเกินไปมักทําใหประจุเปลี่ยนไปจนไมเหมาะสมที่จะทําปฏิกิริยากัน นอกจากนี้ที่พีเอช
สูงมากหรือต่ํามาก อาจทําใหโครงสรางของเอนไซมเสียสภาพธรรมชาติไปดวย (มรว.ชิษณุสรร 
สวัสดิวัตน, 2542) โดยสวนใหญแลวเอนไซมไลเปสจากจุลินทรียทั่วไป จะทํางานไดดีในชวงพีเอช 
5.6- 8.5 และมีความคงตัวสูงในชวงพีเอชที่เปนกลาง จากการทดลองของ Ciafardini และคณะ 
(2006) ศึกษาพีเอชที่เหมาะสมในการยอยสลายน้ํามันมะกอก พบวา พีเอชที่เหมาะสมสําหรับ
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสจาก Williopsis californica 1639 และ Saccharomyces cerevisiae คือ พี
เอช 6 และ 7.5 ตามลําดับ เชนเดียวกันกับ Liu และคณะ (2008) ศึกษาพีเอชที่เหมาะสมสําหรับ
กิจกรรมของเอนไซมไลเปสในการยอยสลายน้ํามันมะกอกดวยเอนไซมไลเปสจาก Aureobasidium 
pullulans พบวาที่พีเอช 8.5 เหมาะสําหรับการทํางานของเอนไซมไลเปสมากที่สุด 
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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 ผลของชนดิแอลกอฮอลตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของชนิดแอลกอฮอลตอการผลิตอัลคิลเอสเทอรโดยใชเซลลยีสตที่
ผลิตเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และ
แอลกอฮอล ในอัตราสวนโมล 1:3 โดยแอลกอฮอลที่ใชในการศึกษามี 5 ชนิด ดังนี้ เมทานอล, เอทา
นอล,โพรพานอล, 1-บิวทานอล และ 2-บิวทานอล ปรับปริมาณน้ําใหเปน 10 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
สับสเตรท โดยใชฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 
72 ช่ัวโมง พบวา การใชเมทานอลทําใหไดเมทิลเอสเทอรสูงที่สุด 49.28 เปอรเซ็นต (Figure 32) 
รองลงมาเปนเอทานอลซึ่งใหปริมาณอัลคิลเอสเทอร 3.19 เปอรเซ็นต สวนการใช 1-บิวทานอลและ 
2-บิวทานอล สามารถผลิตอัลคิลเอสเทอรไดในปริมาณที่นอยกวา 1 เปอรเซ็นต ที่เวลา 72 ช่ัวโมง 
และไมพบการผลิตอัลคิลเอสเทอรเลยเมื่อใชโพรพานอล  
                       ในปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเมื่อเติมโพรพานอล, 1-บิวทานอลและ 2-บิวทานอล แทบ
ไมเกิดการยอยโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดไปเปนองคประกอบอื่นๆ ของน้ํามันปาลม แตในการเติม
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 เปอรเซ็นต (Figure 
33-35) แสดงใหเห็นวาไลเปสจากยีสต Rhodotorula mucilagenosa สามารถเรงเกิดปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสของน้ํามันไดนอยกวาในปฏิกิริยาที่มีเมทานอลเปนสับสเตรท โดยในการทดลองที่ใช
เมทานอลมีปริมาณไตรกลีเซอไรด, 1-3 ไดกลีเซอไรด, 1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และ
กรดไขมันอิสระ เหลืออยู 14.22, 1.87, 15.68, 2.97 และ 15.98 ตามลําดับ ดังนั้นแอลกอฮอลที่
เหมาะสมในการผลิตอัลคิลเอสเทอร คือ เมทานอลเพราะเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นไดดี 
และไมรบกวนการทํางานของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส จะเห็นไดวากิจกรรมของเอนไซมไลเปสลดลง 
เมื่อใชแอลกอฮอลที่มีจํานวนคารบอนอะตอมมากขึ้น ที่อุณหภูมิปกติเมทานอลซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุล
ต่ําและมีความเปนขั้วสูงกวาแอลกอฮอลชนิดอื่น จึงทําใหเมทานอลสามารถกระจายตัวและเขาไปยัง
ตําแหนงของเอนไซมที่เกิดปฏิกิริยาไดดีกวา โดยเมทานอลจะทําหนาที่เปนตัวรับหมูเอซิล (acyl 
acceptor) ในปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น เปนผลใหเกิดผลิตภัณฑของเมทิลเอสเทอรมากกวา
อัลคิลเอสเทอรที่มี เอทานอล, โพรพานอล, 1-บิวทานอล และ 2-บิวทานอล อยูในระบบ (Hama  
et al., 2007) เอนไซมไลเปสที่มาจากจุลินทรียตางสายพันธุกัน จะมีความจําเพาะตอชนิดของ
แอลกอฮอลที่ใชในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นที่แตกตางกัน โดยจากผลการทดลอง
เอนไซมไลเปสจากยีสตสายพันธุ Rhodotolura mucilagenosa มีความจําเพาะตอเมทานอลซึ่งเปน
แอลกอฮอลสายตรงมากที่สุด เชนเดียวกับการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นจากน้ํามันของ
เมล็ด jatropha (Jatropha curcas) กับแอลกอฮอลชนิดตางๆ คือ เมทานอล, เอทานอล, โพรพานอล



  
                                                                                                                                                       89 

และบิวทานอล พบวา เมทานอลเปนชนิดของแอลกอฮอลที่เหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซล ทั้งใน
ปฏิกิริยาที่ใช Rhizopus  oryzae (whole cell) และเอนไซมไลเปสจาก Candida antarctica 
(Novozyme 435) ที่ผานการตรึงแลว เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น นอกจากนั้นการ
ผลิตไบโอดีเซลจะมีประสิทธิภาพลดลง เมื่อสายของแอลกอฮอลยาวขึ้น (Tamalampudi et al., 
2007) และยังสอดคลองกับการทดลองของ Kamini และ Iefuji (2001) ศึกษาผลของแอลกอฮอล
ปฐมภูมิตอการผลิตอัลคิลเอสเทอรจากน้ํามันรําขาว โดยใชเอนไซมไลเปสจาก Cryptococcus spp.  
เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา ที่เวลา 120 ช่ัวโมง   เมทานอลเปนแอลกอฮอลที่สามารถผลิตอัลคิลเอส
เทอรไดสูงสุด 80.7 เปอรเซ็นต เอทานอล, โพรพานอลและบิวทานอลสามารถผลิตอัลคิลเอสเทอร
ไดต่ํากวา 30 เปอรเซ็นต แตไอโซบิวทานอลสามารถผลิตอัลคิลเอสเทอรไดถึง 65.0 เปอรเซ็นต 
แตกตางจากการศึกษาของ Martin และคณะ (2008) ศึกษาผลของเมทานอลและเอทานอล ตอการทํา
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น มีน้ํามันดอกทานตะวันเปนสารตั้งตน และเอนไซมไลเปสจาก 
Candida antarctica ที่ผานการตรึงเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา เมื่อใชเอทานอลเขาทําปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่น จะเกิดผลิตภัณฑของเอทิลเอสเทอรไดถึง 100 เปอรเซ็นต แตเมื่อใชเมทานอลทํา
ปฏิกิริยาจะเกิดเมทิลเอสเทอรไดเพียง 85 เปอรเซ็นต เทานั้น อยางไรก็ตาม Iso และคณะ (2001) 
ศึกษาผลของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นตอการผลิตอัลคิลเอสเทอร เมื่อใชสับสเตรทที่มี
สวนผสมระหวางไตรโอเลอินและแอลกอฮอล ชนิดโพรพานอลและบิวทานอล โดยมีเอนไซมไล
เปสตรึงรูปจาก Pseudomonas fluorescens เปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา สามารถผลิตอัลคิลเอสเทอรได
มากกวา 90 เปอรเซ็นต 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 ผลของอัตราสวนโมลตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของอัตราสวนโมลตอการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใชเซลลยีสตที่ผลิต
เอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของสับสเตรทที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์
และเมทานอล ในอัตราสวนโมล 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 ปรับใหมีปริมาณน้ํา 10 เปอรเซ็นตตอ
น้ําหนักสับสเตรท โดยการสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศา
เซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา เมื่อเพิ่มอัตราสวนโมลของเมทานอลที่เขาทําปฏิกิริยากับ
น้ํามันปาลมบริสุทธิ์ สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดเพิ่มขึ้น โดยท่ีอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอ
เมทานอล 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 (โมล:โมล) มีปริมาณเมทิลเอสเทอร ที่ 72 ช่ัวโมง เทากับ 48.19, 
60.46, 73.11 และ 83.29 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 36) เมื่อพิจารณาปริมาณเมทิลเอสเทอรที่
เกิดขึ้นในชั่วโมงที่ 12 ถึงชั่วโมงที่ 36 จะเห็นไดวาในระบบที่มีอัตราสวนโมลน้ํามันปาลมบริสุทธิ์
ตอเมทานอล เทากับ 1:5 มีเมทิลเอสเทอรเกิดขึ้นมากกวาในระบบอื่นๆ โดยมีปริมาณเมทิลเอสเทอร
ในชั่วโมงที่ 12, 24 และ 36 เทากับ 34.69, 44.04 และ 56.04 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และที่อัตราสวน
โมล 1:6 ซ่ึงเปนระบบที่มีปริมาณเมทิลเอสเทอรใกลเคียงกัน โดยมีปริมาณเมทิลเอสเทอร เทากับ 
32.96, 43.72 และ 54.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตเมื่อถึงชั่วโมงที่ 48, 60 และ 72 พบวา ในระบบที่
มีอัตราสวนโมลน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล 1:6 มีปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น เทากับ 
67.30, 74.49 และ 83.29 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และที่อัตราสวนโมล 1:5 มีปริมาณเมทิลเอสเทอร 
เทากับ 58.03, 69.04 และ 73.11 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การใชสับสเตรทที่อัตราสวนโมล 1:6 ได
ปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงสุดและแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับปริมาณเมทิลเอสเทอรที่ไดจากการใช
สับสเตรทที่อัตราสวนโมล 1:5 และที่อัตราสวนโมล 1:6 ไดปริมาณเมทิลเอสเทอร 32.96, 43.72, 
54.01, 67.31 และ 74.49 เปอรเซ็นต ที่ช่ัวโมงที่ 12, 24, 36, 48, 60 และ 72ตามลําดับ สวนปริมาณ
ไตรกลีเซอไรดที่อัตราสวนโมล 1:6 มีปริมาณไตรกลีเซอไรดที่เหลืออยูที่ช่ัวโมงที่ 12 และ 72 
เทากับ 17.70 และ 3.45 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 37) ซ่ึงปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลือนอยกวา
ในระบบที่มีอัตราสวนโมล 1:5 โดยสวนใหญแลวการศึกษาผลของเมทานอลตอปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่นที่มีเอนไซมหรือตัวเซลลเปนตัวเรงปฏิกิริยาจะสามารถผลิตเมทิลเอสเทอรไดดีที่
อัตราสวนโมลน้ํามันและเมทานอลเทากับ 1:4 แตในระบบที่ศึกษาถึงแมจะมีการใชอัตราสวน 
น้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอลที่สูงถึง 1:6 ก็ยังเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสและปฏิกิริยาทรานสเอส
เทอริฟเคชั่นไดดี แสดงวาเอนไซมไลเปสที่ผลิตไดจากยีสตสามารถทนเมทานอลในปริมาณที่สูงได
จึงเปนการดีในการผลิตเมทิลเอสเทอร เพราะฉะนั้นจะทําการเลือกอัตราสวนโมล 1:6 ในการศึกษา
ปจจัยตอไป นอกจากนี้ในอัตราสวนน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:6 มีปริมาณไตรกลี
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เซอไรด, 1-3 ไดกลีเซอไรด, 1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระเหลืออยูเพียง 
3.45, 0.25, 4.69, 1.02 และ 7.30 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 37-39) 

 ในทางทฤษฎีสมดุลมวลสารสัมพันธของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นในการ
เคลื่อนยายหมูเอสเทอรที่สมบูรณ ตองมีอัตราสวนโมลน้ํามันตอแอลกอฮอลอยางนอย 1 ตอ 3 แต
ในทางปฏิบัติ พบวาปฏิกิริยาเคลื่อนยายหมูเอสเทอรสามารถผันกลับได ดังนั้นจึงตองมีการเติมเมทา
นอลมากเกินพอเพื่อใหสภาวะสมดุลเล่ือนเขาใกลผลิตภัณฑมากที่สุด แตถามีปริมาณเมทานอลมาก
เกินไปทําใหเอนไซมเสียสภาพได (Ma and Hanna, 1999)  

 ผลการทดลองนี้พบวาไลเปสจาก Rhodotorula mucilagenosa ทนตอปริมาณเมทา
นอลไดสูงกวาไลเปสที่รายงานในการทดลองอื่นๆ เชน การทดลองของ Du และคณะ (2003) ศึกษา
ผลของเมทานอลตอปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสมีน้ํามันถ่ัวเหลืองและเมทานอลเปนสับสเตรท โดยใช
เอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Thermomyces lanuginosus พบวา เมื่อเพิ่มอัตราสวนเปน 1:4 สามารถ
ผลิตเมทิลเอสเทอรไดสูงกวาที่อัตราสวน 1:3 แตที่อัตราสวน 1:5 ปริมาณเมทิลเอสเทอรจะลดลง
เชนเดียวกับการทดลองของ Kose และคณะ (2002) ศึกษาผลของเมทานอลตอปฏิกิริยาเมทาโนไล
ซิสที่มีสวนผสมของน้ํามันเมล็ดฝายและเมทานอล ในอัตราสวนโมล 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 และ 1:6 
โดยใชเอนไซมไลเปสตรึงรูปจาก Candida antarctica  พบวาที่อัตราสวน 1:4 สามารถผลิตเมทิล
เอสเทอรไดสูงถึง 87.4 เปอรเซ็นต แตเมื่อเพิ่มอัตราสวนเปน 1:5 และ 1:6 ปริมาณเมทิลเอสเทอร
เกิดขึ้น 85.2 และ 63.9 เปอรเซ็นต 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 ผลของชนิดน้ํามันปาลมตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
 ในการศึกษาผลของชนิดน้ํามันตอการผลิตเมทิลเอสเทอร โดยใชเซลลยีสตที่ผลิต
เอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นโดยใชสับสเตรทที่มี
สวนประกอบของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลว ตอเมทานอล ใน
อัตราสวน 1:6 (โมล:โมล) เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ปริมาณ 10 
เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท ซ่ึงคิดเปนปริมาณน้ําในระบบ 11.38 เปอรเซ็นตตอน้ําหนัก
สับสเตรท บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) ตามลําดับเปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา เมื่อใช
น้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลวทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น 
สามารถเกิดเปนผลิตภัณฑของเมทิลเอสเทอรไดเทากับ 83.63, 62.34 และ 66.49 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (Figure 40) นอกจากนี้เมื่อพิจารณาปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เกิดขึ้นจากปริมาณไตรกลีเซอ
ไรดที่เหลืออยู จะเห็นไดวาระบบที่ใชน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ มีปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยูเพียง 
3.76 เปอรเซ็นต ในขณะที่ระบบที่มีน้ํามันปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลวเปนสับสเตรท มีไตรกลี
เซอไรดเหลืออยู เทากับ 14.29 และ 9.36 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 41) การที่ระบบที่ใชน้ํามัน
ปาลมใชแลวเปนสับสเตรทมีปริมาณเมทิลเอสเทอรต่ํากวาที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์เปนสับสเตรท 
เนื่องจากน้ํามันปาลมใชแลวมีคุณสมบัติเปลี่ยนไปจากเดิม เชน น้ํามันมีสีคลํ้ามากขึ้น และความ
หนืด (viscosity) ที่เพิ่มขึ้น (นิธิยา รัตนปนนท, 2541) เมื่อความหนืดเพิ่มมากขึ้นโอกาสที่สับสเตรท
จะเขาไปจับบริเวณเรง (active site) ก็จะเกิดไดยากขึ้น จึงทําใหผลิตภัณฑของเมทิลเอสเทอรนอย
กวาระบบที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์เปนสับสเตรท ในสวนของน้ํามันปาลมดิบ ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส จะมีลักษณะเปนของเหลวปนของแข็ง สวนของเหลวจะเปนสวนของน้ํามันปาลมโอลีน 
สวนที่เปนของแข็ง เรียกวา ปาลมสเตียรีนหรือไขสเตียรีน (พิสมัย เจนวนิชปญจกุลและลลิตา อัตน
โถ, 2549) จากการที่น้ํามันปาลมดิบมีทั้งสวนที่เปนของเหลวและของแข็งจึงทําใหสับสเตรทเขาไป
จับกับบริเวณเรง (active site) ไดไมดีเทากับสับสเตรทที่เปนของเหลวเพียงอยางเดียว ดังนั้นผลผลิต
ของเมทิลเอสเทอรที่ไดจึงนอยกวาในระบบที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์เปนสับสเตรท ซ่ึงแตกตางจาก
การศึกษาการผลิตไบโอดีเซลของ Nie และคณะ (2006) โดยใชเอนไซมไลเปสจาก Candida 
antarctica 99-125 มีคากิจกรรม 7000 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท ที่ผานการตรึงแลวเปนตัวเรงปฏิกิริยา  
อัตราสวนโมลน้ํามันตอเมทานอล เทากับ 1:3  ปริมาณน้ํา 10 เปอรเซ็นต ที่เวลา 25 ช่ัวโมง อุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส พบวา มีปริมาณเมทิลเอสเทอรเทากับ 90 และ 92 เปอรเซ็นต เมื่อใชน้ํามันสลัด 
(salad oil) และน้ํามันใชแลวเปนสับสเตรท ตามลําดับ สวน Chen และคณะ (2009) ศึกษาการ
ผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันพืชใชแลว (waste cooking oil) แบบเติมเมทานอล 3 ขั้นตอน ใชเอนไซม
ไลเปสจาก Candida antarctica  ที่ตรึงแลวมาเปนตัวเรงปฏิกิริยา อัตราสวนโมลน้ํามันตอเมทานอล 
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เทากับ 1:1 ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ปริมาณ 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท เติมเฮกเซน 
15 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสเทากับ 222.5 ยูนิตตอน้ําหนัก
สับสเตรท พบวา เกิดปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงสุด 91.08 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ Watanabe และคณะ 
(2002) ศึกษาผลผลิตจากการทําปฏิกิริยาเมทาโนไลซิส โดยมีน้ํามันถ่ัวเหลืองดิบ (crude oil) และ
น้ํามันถ่ัวเหลือง (refined oil) โดยมีเอนไซมไลเปสจาก Candida antarctica ที่ผานการตรึงแลวเปน
ตัวเรงปฏิกิริยา อัตราสวนโมลน้ํามันตอเมทานอล เทากับ 1:3 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24  ช่ัวโมง มีปริมาณเมทิลเอสเทอร เทากับ 10.3 และ 30.2 เปอรเซ็นต 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. 
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 5.9 ผลของการนําเซลลยีสตมาใชซํ้าตอการผลิตเมทิลเอสเทอร 
 การศึกษาผลของการใชเซลลยีสตซํ้าในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น
โดยใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยามาใชซํ้าอีกครั้ง เพื่อทําปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่นโดยใชสับสเตรทที่มีสวนประกอบของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและ
น้ํามันปาลมใชแลว ตอแอลกอฮอล ในอัตราสวน 1:6 (โมล:โมล) โดยปรับปริมาณน้ําใหได 10 
เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท โดยการเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0  
บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวา ผลผลิตของเมทิลเอสเทอรจาก
การทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและน้ํามันปาลมใช
แลวเปนสับสเตรท เทากับ 59.31, 36.39 และ 55.48 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 44-45) แสดงวา
เซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสยังเรงปฏิกิริยาได แตมีความสามารถในการเรงปฏิกิริยาลดลง ซ่ึง
เห็นไดจากปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่ลดลงจากที่ใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสในครั้งแรก 
โดยผลผลิตของเมทิลเอสเทอรเมื่อใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสในครั้งแรก ที่มีน้ํามันปาลม
บริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลวเปนสับสเตรท เทากับ 83.63, 62.34 และ 66.49 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสเมื่อใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสในครั้งแรก 
ที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์, น้ํามันปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลวเปนสับสเตรท มีปริมาณไตรกลีเซอ
ไรดเหลืออยู 3.76, 14.29 และ 9.36 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ในขณะที่เมื่อใชเซลลยีสตที่ผลิตเอนไซม
ไลเปสเรงปฏิกิริยาอีกครั้ง    มีปริมาณไตรกลีเซอไรดเหลืออยู 11.38, 30.06 และ 9.74 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ (Figure 46) ในการทดลองที่มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์เปนสับสเตรทยังคงความสามารถใน
การเกิดผลิตภัณฑของเมทิลเอสเทอรไดมากที่สุด โดยมีปริมาณไตรกลีเซอไรด, 1-3 ไดกลีเซอไรด, 
1-2 ไดกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ เหลืออยู 11.38, 1.00, 22.54, 2.80 และ 
3.17 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Figure 46-48) นอกจากนั้นการที่ปริมาณเมทิลเอสเทอรลดลงเมื่อใช
เซลลยีสตเรงปฏิกิริยา อาจมีสาเหตุมาจากเอนไซมถูกทําลายดวยเมทานอลที่เติมลงไปทําปฏิกิริยา 
จึงทําใหโครงสรางของเอนไซมเปลี่ยนไปไมสามารถทํางานได (Chen et al., 2009) ซ่ึงผลการ
ทดลองการใชเซลลยีสตซํ้าในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นสอดคลองกับ Tamalampudi 
และคณะ (2008) ศึกษาการใชเอนไซมไลเปสจาก Candida antarctica  ที่ตรึงแลวมาเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาเมทาโนไลซิสซ้ํา กิจกรรมของเอนไซมมากกวา 10,000 ยูนิตตอกรัมสับสเตรท ไมเติมน้ํา 
อัตราสวนโมลน้ํามันจาก Jatropha oil ตอเมทานอล เทากับ 1:3 เปนเวลา 90 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส พบวา ปริมาณเมทิลเอสเทอรลดลง โดยผลผลิตของเมทิลเอสเทอรจากระบบที่ใช
เอนไซมไลเปสเรงปฏิกิริยาในครั้งแรกและครั้งที่สอง เทากับ 75.1 และ 73.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
นอกจากนี้ Chen และคณะ (2009) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณเมทิลเอสเทอรเมื่อใชเวลาในการ
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ทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นมากขึ้น พบวา ปริมาณของเมทิลเอสเทอรลดลง 15.74 
เปอรเซ็นต จาก 91.08 เปอรเซ็นต เหลือเพียง 76.74 เปอรเซ็นต เมื่อเวลาในการทําปฏิกิริยาผานไป 
100 ช่ัวโมง โดยมี น้ํามันพืชใชแลว (waste cooking oil) เปนสับสเตรท เติมเมทานอล 3 ขั้นตอน 
อัตราสวนโมลน้ํามันตอเมทานอล เทากับ 1:1 ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ปริมาณ 10 เปอรเซ็นต
ของน้ําหนักสับสเตรท เติมเฮกเซน 15 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท มีคากิจกรรมของเอนไซม
ไลเปสจาก Candida antarctica  ที่ตรึงแลวมาเปนตัวเรง เทากับ 222.5 ยูนิต ตอน้ําหนักสับสเตรท 
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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. องคประกอบเมทิลเอสเทอรท่ีไดจากปฏกิิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้าํมันปาลมและเมทา

นอลโดยใชยีสต Rhodotorula mucilagenosa  

                                 จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการสรางอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชั่น โดยใชยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่คัดเลือกเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวา 
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตอัลคิลเอสเทอร คือ มีน้ํามันปาลมบริสุทธิ์กับเมทานอลเปนสับสเตรท 
อัตราสวนโมลน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ตอเมทานอล เทากับ 1:6 ปรับปริมาณน้ําเปน 10 เปอรเซ็นตตอ
กรัมสับสเตรท โดยการเติมฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 และใชยีสตเปนตัวเรงปฏิกิริยา 1×1010  เซลล
ตอกรัมสับสเตรท ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ตอจากนั้นนําอัลคิลเอสเทอรที่
ไดไปวิ เคราะหหาชนิดของอัลคิลเอสเทอรในผลิตภัณฑที่ได  พบวาเมทิลเอสเทอรที่ เปน
องคประกอบหลัก คือ ปาลมมิติกเมทิลเอสเทอร 38.18 เปอรเซ็นต รองลงมาเปนโอเลอิกเมทิลเอส
เทอร 34.22 เปอรเซ็นต ลิโนเลอิกเมทิลเอสเทอร 10.16 เปอรเซ็นต และสเตียริกเมทิลเอสเทอรซ่ึงมี
ปริมาณ 4.64 เปอรเซ็นต (Table 16) เมื่อวิเคราะหชนิดของกรดไขมันที่เหลืออยูดวยเทคนิค Gas 
Chromatography – Mass Spectrometry พบวามีสัดสวนเมทิลปาลมมิเตทและเมทิลโอลิเอทเทากับ 
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40.12 และ 45.66 เปอรเซ็นต มีกรดปาลมมิติกและกรดโอเลอิกเหลืออยูในสัดสวน 5.41 และ 1.26 
เปอรเซ็นต 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 

  
 ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน้ํามันพืชที่ตางชนิดกัน จะมีคุณสมบัติแตกตางกัน ทั้งนี้
เนื่องจากน้ํามันพืชเปนสารประกอบไตรกลีเซอไรดที่มีกรดไขมันอยูในโครงสรางของไตรกลีเซอ
ไรดถึงรอยละ 94-96 เปอรเซ็นตของน้ําหนักโมเลกุล ทําใหคุณสมบัติของน้ํามันมีคุณสมบัติทั้งทาง
เคมีและกายภาพเปนไปตามกรดไขมันที่เปนองคประกอบอยู ดังนั้น เมื่อนําน้ํามันพืชชนิดนั้นๆ มา
เปนวัตถุดิบในการผลิต  ไบโอดีเซลที่ผลิตไดจะมีคุณสมบัติตามกรดไขมันที่เปนองคประกอบนั้นๆ 
ดวย (พิสมัย เจนวนิชปญจกุลและลลิตา อัตนโถ, 2549)  
 



บทที่ 4 

บทสรุปและขอเสนอแนะ 

               1. การคัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสจากตัวอยางดิน, น้ําและกากปาลม ที่
ปนเปอนน้ํามันเก็บจากโรงงานน้ํามันปาลมในภาคใตของประเทศไทยทั้งหมด 36 ตัวอยาง โดยใช
อาหาร Yeast-malt medium (YM) และอาหาร Isolation medium for yeast (IMY) ที่มีน้ํามันปาลม
เปนแหลงคารบอนและเติม rhodamine B เพื่อคัดเลือกยีสตที่ผลิตเอนไซมไลเปสที่มีการเรืองแสง
ภายใตแสงยูวีที่ความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร พบวา ไดยีสตทั้งหมด 206 สายพันธุ ซ่ึงแยกไดจาก
อาหาร YM 117 สายพันธุ และอาหาร IMY 89 สายพันธุ 
  2. การคัดเลือกยีสตที่มีกิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากยีสตที่คัดแยกทั้งหมด 206 
สายพันธุ โดยการวัดคากิจกรรมเอนไซมไลเปสโดยใช p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) เปน
สับสเตรท พบวา ยีสตที่มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสที่แยกไดจากอาหาร YM และอาหาร IMY 
เทากับ 22 และ 27 สายพันธุ ตามลําดับ เมื่อวัดกิจกรรมของเอนไซมไลเปสดวยวิธี two-phase 
emulsion พบวา มีเพียงยีสตสายพันธุ P11I89 เทานั้น ที่สามารถวัดปริมาณเอนไซมไลเปสดวยวิธีนี้
ได โดยมีคากิจกรรมเทากับ 3.360±0.069 ยูนิตตอมิลลิลิตร และมีคากิจกรรมเอนไซมไลเปสโดยใช  
p-nitrophenyl palmitate (pPNC16)  เปนสับสเตรท เทากับ 0.026±0.002 ยูนิตตอมิลลิลิตร โดยยีสต
สายพันธุ P11I89 เปนยีสตที่แยกไดจากตัวอยางดินสีน้ําตาล มีน้ํามันปนเปอน มีคาพีเอช 5 และมี
อุณหภูมิ 31 องศาเซลเซียส 
               3. การคัดเลือกยีสตที่ผลิตเมทิลเอสเทอรไดดี โดยการนํายีสตที่มีคากิจกรรม
เอนไซมไลเปส 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น มีน้ํามัน
ปาลมบริสุทธิ์และเมทานอลเปนสับสเตรท อัตราสวนโมล 1:3 ไมเติมน้ํา บมที่อุณหภูมิหอง (30±2 
องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง วัดปริมาณเมทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้นดวย TLC/FID พบวา มียีสต
เพียง 16 สายพันธุ ที่สามารถผลิตเมทิลเอสเทอรได โดยยีสตสายพันธุ P11I89 สามารถผลิตเมทิล
เอสเทอรไดสูงสุด 51.26 เปอรเซ็นต เมื่อนํายีสตสายพันธุ P11I89 ไปวิเคราะหลําดับเบส 28S rDNA 
พบวา ยีสตสายพันธุ P11I89 คือสายพันธุ Rhodotorula  mucilagenosa  
                4. การศึกษาอัตราการเจริญของยีสตสายพันธุ Rhodotorula mucilagenosa ใน
อาหาร Isolation medium for yeast (IMY) บมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 180 ช่ัวโมง พบวา ในระหวางที่ยีสตมีการเจริญเขาสู
ระยะ Stationary phase มีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปสสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 120 ทั้งในการวิเคราะหคา
กิจกรรมเอนไซมไลเปสโดยใช p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) เปนสับสเตรท และวิธี two-phase 
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emulsion โดยมีคากิจกรรมของเอนไซมไลเปส เทากับ 0.092±0.005 และ 5.502±0.094 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ 
  5. การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีและองคประกอบของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ น้ํามัน
ปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลว พบวา คาสปอนิฟเคชั่น (Saponification value) เทากับ 
193.90±3.67, 194.05±3.54 และ 184.84±0.24 ตามลําดับ  คาเปอรออกไซด (Peroxide value) เทากับ 
3.15±0.11, 2.84±0.02 และ 0.58±0.09 ตามลําดับ คาไอโอดีน (Iodine value) เทากับ 53.65±0.02, 
48.20±1.22 และ 52.91±0.18 ตามลําดับ คากรด (Acid value) เทากับ 0.60±0.02, 2.55±0.02 และ 
1.24±0.24 ตามลําดับ ปริมาณน้ําในน้ํามัน เทากับ 1.38±0.02, 1.55±0.01 และ 2.99±0.02 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ จากคาสปอนิฟเคชั่นสามารถคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของน้ํามันปาลมบริสุทธิ์ น้ํามัน
ปาลมดิบและน้ํามันปาลมใชแลว ไดเทากับ  867.97, 867.50 และ 910.52 ตามลําดับ 
               6. ชนิดของกรดไขมันที่เปนองคประกอบของน้ํามันตางๆ มีดังนี้ น้ํามันปาลม
บริสุทธิ์ประกอบดวย กรดโอเลอิก (C18:1), กรดปาลมมิติก (C16:0), กรดลิโนเลอิก (C18:2) และ
กรดสเตียริก (C18:0) คิดเปน 43.67, 36.50, 10.92 และ 4.10 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 7. สภาวะที่เหมาะสมตอการสรางอัลคิลเอสเทอรจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค 
ช่ันโดยใชยีสต Rhodotorula mucilagenosa ที่ผลิตเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา คือ ใช
สับสเตรทที่มีสวนผสมระหวางน้ํามันปาลมบริสุทธิ์และเมทานอล อัตราสวนโมล 1:6 เติม
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ในปฏิกิริยา 10 เปอรเซ็นตของน้ําหนักสับสเตรท ปริมาณ
เซลลยีสต Rhodotorula mucilagenosa 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรทเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอส
เทอริฟเคชั่น  บมบนเครื่องเขยาตอเนื่อง ที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
ผลิตเมทิลเอสเทอรได 83.63 เปอรเซ็นต มีกรดปาลมมิติกและกรดโอเลอิกเหลืออยูในสัดสวน 5.41 
และ 1.26 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
   8. ชนิดของเมทิลเอสเทอรที่เปนองคประกอบหลักที่ไดจากการทําปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชั่น คือ ปาลมมิติกเมทิลเอสเทอร, โอเลอิกเมทิลเอสเทอร, ลิโนเลอิกเมทิลเอสเทอร 
และ สเตียริกเมทิลเอสเทอร มีปริมาณเมทิลเอสเทอร เทากับ 38.18, 34.22, 10.16 และ 4.64 
เปอรเซ็นต 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 
  
 เตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมดใหเขากันในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
นําไปปรับพีเอชใหได 5.0 ปนดวยเครื่องปนผสม (Homogenizer)  ที่ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที 
เปนเวลา 15 นาที นําไปฆาเชือ้ดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 สําหรับอาหารแข็งเตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมด และเติมผงวุน 15 กรัม 
(1.5 เปอรเซ็นต) หลังจากปนดวยเครื่องปนผสม (Homogenizer)  ที่ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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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 
 

  เตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมดใหเขากันในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
นําไปปรับพีเอชใหได 5.0 ปนดวยเครื่องปนผสม (Homogenizer)  ที่ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที 
เปนเวลา 15 นาที นําไปฆาเชือ้ดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
  สําหรับอาหารแขง็เตรียมโดยผสมองคประกอบทั้งหมด และเติมผงวุน 15 กรัม 
(1.5 เปอรเซ็นต) หลังจากปนดวยเครื่องปนผสม (Homogenizer)  ที่ความเร็ว 4,500 รอบตอนาที เปน
เวลา 15 นาที นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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3. การนับเซลลดวย Haemacytometer 

นําตัวอยางที่เจอืจางปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร หยดลงบน counting chamber แลวปด
ดวย cover slip นับเซลลยีสตในชองสี่เหล่ียมทั้ง 25 ชอง ที่กําลังขยาย 400 เทา ในการคํานวณจะนํา
จํานวนชองสี่เหล่ียม 25 ชอง หารดวยจํานวนเซลลยีสตที่นับไดทั้งหมด จะไดจํานวนเซลลยีสตโดย
เฉลี่ยตอชอง ซ่ึงมีปริมาตร  0.2×0.2×0.1 มิลลิเมตร จากนั้นจึงคํานวณปริมาณเซลลยีสตใหมีหนวย
เปนเซลลตอมิลลิลิตร 
 
4. การเตรียมเซลลยีสตในการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นและปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น 

       สมมุติวาตองการศึกษาการทาํปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่น ที่มนี้ํามันปาลม
บริสุทธิ์ 0.5 กรัม และเมทานอล 0.054 กรัม เปนสับสเตรท อัตราสวนโมล เทากับ 1:3 (โมล:โมล)  
โดยตองการใชเซลลยีสต 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท และนับเซลลยีสตดวย Haemacytometer 
ไดเทากับ 2.25×108        ดังนัน้  
     
น้ําหนกัสับสเตรททั้งหมด          =    น้ําหนักน้ํามนัปาลมบริสุทธิ์ +  น้ําหนักเมทานอล  
                                                    =                     0.5 กรัม               +      0.054 กรัม                                                        
                                                    =                     0.554 กรัม 
 
ตองการใชเซลลยีสต 1×1010 เซลลตอกรัมสับสเตรท ดังนั้น 
               น้ําหนักสับสเตรท    1         กรัม        ใชเซลลยีสต         1×1010      เซลล    
               น้ําหนักสับสเตรท    0.554   กรัม       ใชเซลลยีสต    5.54 ×109      เซลล  
 
นับเซลลยีสต ไดเทากับ 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      
                                 แสดงวา จะตองปเปตอาหารมาเทากบั      24.6             มิลลิลิตร          
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีและ การวิเคราะห 

1. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปส ตามวิธีของ Kademi และคณะ (2000) 
    สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 

  1. สารละลาย A : ละลาย p-nitrophenyl palmitate (pPNC16) 0.302 กรัม ใน 2-
Propanol (iso-propanol) ใหไดปริมาณ 10 มิลลิลิตร 
  2. สารละลาย  B : ละลาย Triton-X-100  0.4 กรัม และกัมอราบิค 0.1 กรัม ใน
สารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร พีเอช 7.5 ใหไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 
วิธีการวิเคราะห 
  นําสารละลายสวนใสเจือจางที่ เหมาะสม  0.1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย
สับสเตรท (สารละลาย A) 0.9 มิลลิลิตร 1 สวนกับ 9 สวนของสารละลาย Tris-HCl บัฟเฟอร พีเอช 
7.5 (สารละลาย B) ผสมสารละลายที่ไดอยางรวดเร็ว วัดอัตราการยอยสลายของ p-nitrophenyl 
palmitate  ที่ความยาวคลื่น 410 nm แลวนําคาการดูดกลืนแสง (OD) ไปคํานวณหากิจกรรมของ
เอนไซมไลเปส โดยใชคา Extinction coefficient ของ p-nitrophenol เทากับ 12442 L.mol-1.cm-1 ที่ 
pH 7.5 โดยที่ 1 ยูนิต ของเอนไซมหมายถึง ปริมาณเอนไซมที่สามารถยอยซับสเตรทให p-
nitrophenol อิสระ 1 ไมโครโมล ใน 1 นาที ที่ 35 องศาเซลเซียส 
 
2. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระ 

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

             สารผสมในปฏิกิริยาประกอบดวยน้ํามันปาลมโอเลอีน ที่ละลายในไอโซออก
เทนความเขมขนรอยละ 10 (น้ําหนักตอปริมาตร) 1.0 มิลลิลิตร สารละลายบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พี
เอช 7.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร จากนั้น
เติมสารละลายเอนไซมไลเปส ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร นําไปบมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาแลว หยุดเวลาโดยเติมสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน 6.0 โมลาร ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันทันที ทิ้งใหแยกชั้น 
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2.2 วิธีการวิเคราะหปริมาณกรดไขมัน 
                 วิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระโดยใชวิธี cupric acetate method (Kwon 

and Rhee, 1986) โดยดูดสารละลายสวนบนจากที่ทําปฏิกิริยาในขอ 2.1 ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร มาเจือ
จางกับไอโซออกเทน ใหไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปทําปฏิกิริยากับสารละลาย cupric acetate-
pyridine reagent ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ปนผสมใหเขากันเปนเวลา 15 วินาที ทิ้งใหแยกชั้น นํา
สารละลายสวนใสสีเขียวออนสวนบนไปวิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระท่ีเกิดขึ้นโดยการวัด
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 715 นาโนเมตร วัดปริมาณกรดไขมันที่ปลดปลอยออกมา
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานในรูปของกรดปาลมมิติก  

2.3 การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมเปนหนวยของเอนไซม 
              กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมไลเปสสามารถ
เรงปฏิกิริยาการยอยสลายน้ํามันปาลมใหไดกรดไขมันอิสระในรูปของกรดปาลมมิติก ปริมาณ 1 ไม
โครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทดสอบ 
 
3. การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไลเปสอิสระจากตัวเซลล 

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

             เติมสารละลายบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงใน
เซลลยีสตที่เตรียมไว ผสมใหเขากันในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 10 มิลลิลิตร ตอจากนั้นเติมสาร
ผสมในปฏิกิริยาประกอบดวยน้ํามันปาลมโอเลอีนที่ละลายในไอโซออกเทน ความเขมขนรอยละ 
10 (น้ําหนักตอปริมาตร) 1.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันอีกครั้ง นําไปบมบนเครื่องเขยาความเร็ว 200 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาแลว หยุดเวลาโดยเติม
สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 6.0 โมลาร ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันทันที ทิ้งให
แยกชั้น 

3.2 วิธีการวิเคราะหปริมาณกรดไขมัน 
                วิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระโดยใชวิธี cupric acetate method (Kwon 

and Rhee, 1986) โดยดูดสารละลายสวนบนจากที่ทําปฏิกิริยาในขอ 3.1 ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร มาเจือ
จางกับไอโซออกเทน ใหไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปทําปฏิกิริยากับสารละลาย cupric acetate-
pyridine reagent ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ปนผสมใหเขากันเปนเวลา 15 วินาที ทิ้งใหแยกชั้น นํา
สารละลายสวนใสสีเขียวออนสวนบนไปวิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระท่ีเกิดขึ้นโดยการวัด
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การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 715 นาโนเมตร วัดปริมาณกรดไขมันที่ปลดปลอยออกมา
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานในรูปของกรดปาลมมิติก  

3.3 การคํานวณกิจกรรมของเอนไซมเปนหนวยของเอนไซม 
              กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมไลเปสสามารถ
เรงปฏิกิริยาการยอยสลายน้ํามันปาลมใหไดกรดไขมันอิสระในรูปของกรดปาลมมิติก ปริมาณ 1 ไม
โครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใตสภาวะที่ทดสอบ 
 
4. การเตรียมกราฟมาตรฐานกรดปาลมมิตกิ 

    สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห  
 1. กรดปาลมมิติก 
 2. ไอโซออกเทน 
 3. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 7.0 
 4. สารละลาย cupric acetate-pyridine reagent ความเขมขนรอยละ 5 (น้ําหนักตอปริมาตร) 
เตรียมโดยชั่ง cupric acetate (C4H6CuO4.H2O) 50.0 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 850 มิลลิลิตร กรองสวน
ที่ไมละลายออก ปรับพีเอชใหไดเทากับ 6.1 ดวยไพริดีน และปรับปริมาตรสุดทายเทากับ 1000 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น 
 
วิธีการวิเคราะห 
1. ช่ังกรดปาลมมิติกที่มีความบริสุทธิ์สูงใหมีน้ําหนักแนนอนตั้งแต 0-10 มิลลิกรัม ละลายในไอโซ 
    ออกเทน ปริมาตร 5.0 มิลลิลิตร แชในอางน้ําควบคุมอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เพื่อชวยในการ  
    ละลาย จะไดสารละลายกรดปาลมมิติก 10 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร 
2. นําสารละลายกรดปาลมมติิกที่เตรียมไดจากขอ 1 ในแตละความเขมขนมา 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5,   
    0.6, 0.7, 0.8 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยไอโซออกเทนใหไดปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร จะไดความ  
    เขมขน 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ไมโครโมลตอมิลลิลิตร  
3. เติมดวยสารละลาย cupric acetate-pyridine reagent ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ปนผสมเปนเวลา 15   
    นาที ทิ้งใหแยกชัน้ 
3. ดูดสารละลายชั้นบนแลวนํามาวัดการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 715 นาโนเมตร โดยใชไอโซ 
    ออกเทนเปน blank 
4. นําขอมูลที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐานระหวางการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของกรดปาลมมิติก   
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                    Figure 49.  Standard curve of palmitic acid. 
 
5. การวิเคราะหคาเปอรออกไซด (IUPAC, 1979) 

    สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 1. สารละลายผสมอะซีติก-คลอโรฟอรม อัตราสวน 3:2 
 2. สารละลายอิ่มตัวโพแทสเซียมไอโอไดด 
 3. สารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต ความเขมขน 0.01 นอรมอล 
 4. น้ําแปงเขมขนรอยละ 1 
     
วิธีการวิเคราะห 
 1. ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนกัแนนอน ใสในขวดรูปชมพูขนาด 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-คลอโรฟอรม 25 มิลลิลิตร เขยาใหตวัอยางละลาย 
 3. เติมสารละลายอิ่มตัวโพแทสเซียมไอโอไดด 1 มิลลิลิตร ปดจุกพรอมเขยาแลวตั้งไวในที่   
                  มืดนาน 5 นาท ี
 4. เติมน้ํากลั่น 75 มิลลิลิตร 
 5. นําสารละลายที่ไดไตเตรทดวยสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต พรอมเขยาอยางแรงเมื่อ  
                 ไดสารละลายสีเหลืองออน เตมิน้ําแปง 0.5 มิลลิลิตร แลวไตเตรทตอจนกระทั่งสีน้ําเงนิ  
                  หมดไป 
 6. เตรียมและไตเตรทแบลงคเชนเดยีวกับตวัอยางน้ํามัน 
 7. คํานวณคาเปอรออกไซดจากสูตร 
 
   คาเปอรออกไซด     =      (A-B) × N × 1000 
                                                                                             W 
  
 A   =   ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรทกับตวัอยาง (มิลลิลิตร) 
 B   =   ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรทกับแบลงค (มิลลิลิตร)   
 N   =   ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต (นอรมอล) 
 W   =   น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 
 
6. การวิเคราะหคาไอโอดีนในไขมันและน้าํมัน (IUPAC, 1979) 

    สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 1. สารละลายวิจส (Wijs solution) โดยการชั่งสารไอโอดีนคลอไรด (ICl) หนัก 16.5 กรัม  
                  ละลายใน glacial acetic acid และปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร หรืออาจเตรียมโดยชั่ง 
                  ไอโอดีนไตรคลอไรด 9 กรัม ละลายในสารละลายผสมของกรดแอซิติก 700 มิลลิลิตร   
                   และคารบอนเตตราคลอไรด 300 มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดสีชา ปดผนึกใหแนน  
                   ดวยพาราฟนจนกวาจะนํามาใช 
 2. สารละลายโพแทสเซียมไอโอไดด เขมขนรอยละ 10 
 3. สารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต (Na2S2O3.5H2O) เขมขน 0.1 นอรมอล 
     โดยช่ังโซเดยีมไทโอซัลเฟต 25 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือดเบาๆ 5 นาที   
                  แลวถายลงในขวดเก็บสีชาขณะรอน เก็บสารละลายในที่มืดและเย็น ทําการหาความ 
                  เขมขนมาตรฐานโดยการอบสารโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) ที่อุณหภูมิ 100      
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                 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1-2 ช่ัวโมง ทิ้งใหเยน็ในโถดูดความชื้น แลวช่ังใหไดน้ําหนกั  
                 แนนอนใสลงในขวดรูปชมพู 3 ขวด ขวดละ 0.1 กรัม (สําหรับความเขมขน 1 นอรมอล)   
                 แตละขวดเติมน้ํากลั่นปราศจากคลอรีนปริมาตร 80 มิลลิลิตร ที่มีโพแทสเซียมไอโอไดด  
                 2 กรัม และเติมสารละลายกรดเกลือเขมขน 1 นอรมอล ปริมาณ 20 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งในที ่
                 มืดทนัที เปนเวลา 10 นาที แลวไตเตรทกับสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตขางตน โดย  
                 ใชน้ําแปงเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนอินดิเคเตอร 
              4. คํานวณความเขมขนจากสูตร 
                  ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต (นอรมอล) 
                                          =                          น้ําหนกัโพแทสเซียมไดโครเมต (กรัม) 
                                                    ปริมาตรสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรท × 0.0490 
 สมมูลของโพแทสเซียมไดโครเมต = 49.032 
 5. คารบอนเตตระคลอไรด (CCl4) หรือไซโคลเฮกเซน 
 6. น้ําแปงเขมขนรอยละ 1 
 
วิธีการวิเคราะห 

1. ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนักทีแ่นนอน 
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.  เติมคารบอนเตตระคลอไรดหรือไซโคลเฮกเซน 15 มิลลิลิตร เขยาใหตัวอยางละลาย 
 3. เติมสารละลายวิจส 25 มลิลิลิตร ดวยปเปตที่แหงและสะอาด 
 4. เขยาขวดอยางรวดเร็ว ปดจุกและเก็บไวในที่มืด 1-2 ช่ัวโมง 
 5. เติมสารละลายโพแทสเซียมไอโอไดดปริมาณ 20 มิลลิลิตร และน้ําตมใหมที่เย็นแลว 150   
                 มิลลิลิตร 
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 6. ไตเตรทดวยสารละลายโซเดียมไทโอซลัเฟต เขมขน 0.1 นอรมอล    จนไดสารละลายสี  
                 เหลืองออน เติมน้าํแปงลงไป 2-3 หยด สารละลายจะเปลีย่นเปนสีน้ําเงินแลวไตเตรทตอ  
                จนสีน้ําเงินหมดไป กอนปฏิกิริยาจะสิ้นสุดถึงจดุยุติใหปดขวดดวยจกุยางเขยาอยางแรง 
                 เพื่อใหไอโอดนีที่เหลืออยูในชัน้ของคารบอนเตตราคลอไรดถูกดึงออกมาใหหมด 
 7. เตรียมแบลงคดวยวิธีเดยีวกัน 
 8. คํานวณคาไอโอดีนจากสตูร 
                       
   คาไอโอดีน =  (A-B) × N × 12.69 
                                                                               W  
 
 A   =   ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรทกับตวัอยาง (มิลลิลิตร) 
 B   =   ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรทกับแบลงค (มิลลิลิตร)   
 N   =   ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต (นอรมอล) 
 W   =   น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 
หมายเหตุ ถาคา B-A  >  B/2 ตองทําการทดลองใหมโดยใชปริมาณตัวอยางนอยลง 
 
7. การวิเคราะหคากรดและกรดไขมันอิสระ (IUPAC, 1979) 

    สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 1. เอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต 
 2. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (ละลายในเอทิลแอลกอฮอล) ความเขมขน 0.1 นอร
มอล เตรียมโดยช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด ปริมาณ 4 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร 
เก็บสารละลายดางในขวดแกว       กอนนํามาใชทําการหาความเขมขนมาตรฐานที่แนนอนโดยการ
นําโพแทสเซียมเอซิดพาทาเลท (KHC8H4O4) ไปอบในตูอบอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 1-2 
ช่ัวโมง แลวปลอยใหเย็นในโถดูดความชืน้ ช่ังน้ําหนักใหไดน้ําหนักที่แนนอน 0.8 กรัม (สําหรับ
ความเขมขน 0.1 นอรมอล) ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นที่ปราศจาก
คารบอเนต 25 มิลลิลิตร แลวไตเตรทกับสารละลายดางขางตน โดยมีฟนอลฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร 
 3. คํานวณความเขมขนดางจากสูตร 
     ความเขมขนสารละลาย NaOH   =   น้ําหนักโพแทสเซียมแอซิดพาทาเลด (กรัม) 
                                                                            ปริมาตรสารละลาย NaOH ที่ใช × 0.2042 
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    สมมูลของโพแทสเซียมแอซิดพาทาเลด = 204.216 
 4. ฟนอฟทาลีน เขมขนรอยละ 1 
     
วิธีวิเคราะห 
 1. ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนกัทีแ่นนอน 1-10 กรัม ในขวดรปูชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
 2. เตรียมสารละลายเอทิลแอลกอฮอลใหเปนกลาง โดยเตมิฟนอฟทาลีน 5 หยด และปรับ  
                 ใหเปนกลางดวยการหยดสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.1 นอรมอล   
                 พรอมทั้งเขยาจนไดสีชมพูออนถาวร 
 3. เติมแอลกอฮอลที่เปนกลางปรมิาณ 50 มิลลิลิตร ลงในตัวอยาง เขยาอยางแรงใหตวัอยาง  
                  ละลายในแอลกอฮอล ถาละลายไดไมดใีหอุนที่อุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส 
 4. หยดฟนอฟทาลีน 1-2 หยด และไตเตรทดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความ 
                  เขมขน 0.1 นอรมอล ขณะไตเตรทตองเขยาอยางแรงจนกระทั่งไดสีชมพูคงที่นาน  
                  ประมาณ 1 นาท ี
 5. คํานวณคากรดและปริมาณกรดไขมนัอสิระจากสูตร 
 
คากรด(มิลลิกรัม) =  ปริมาณดางที่ใช (มิลลิลิตร)  ×  ความเขมขนดาง(นอรมอล)  ×  56.1 
                                                         น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 
กรดไขมันอิสระรอยละในรูปกรดปาลมมิติก 
                              =   ปริมาณดางที่ใช (มลิลิลิตร)  ×  ความเขมขนดาง(นอรมอล)  ×  25.6 
                                                         น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 
 
8. การวิเคราะหคาสปอนิฟเคชั่น (saponification value) (IUPAC, 1979) 

     สารเคมีท่ีใชในการวิเคราะห 
 1. สารละลายแอลกอฮอลิคโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.5 นอรมอล   
                 (โพแทสเซียมไฮดรอกไซด 0.5 นอรมอล ในเอทิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต ) ซ่ึงเตรียม 
                ไวอยางนอย 5 วันกอนทําการทดลอง 
 2. สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 0.5 นอรมอล 
 3 สารละลายฟนอฟทาลีน ความเขมขนรอยละ 1 
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วิธีการวิเคราะห 
 1. ช่ังตัวอยางใหไดน้ําหนกัทีแ่นนอน 1-2 กรัม ใสในขวดกลั่นที่แหงและสะอาด 
 2. เติมสารละลายแอลกอฮอลิคโพแทสเซียมไฮดรอกไซด 25 มิลลิลิตร แลวเติมลูกแกว 
 3. จัดเครื่องกล่ันพรอมเปดน้าํหลอชุดควบแนน รีฟลักซสารละลายใหเดือดเบาๆ นาน  
                 1 ช่ัวโมง 
 4. นําขวดสารละลายออกจากอุปกรณควบแนนของชุดกลั่น 
 5. เติมฟนอฟทาลีน 5 หยด แลวไตเตรทดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 
 6. เตรียมและไตเตรทแบลงคเชนเดยีวกับตวัอยาง 
 7. คํานวณคาสปอนิฟเคชั่นจากสูตร 
 
                        คาสปอนิฟเคชั่น       =      (B - A) × N × 56.1 
                                                                                W 
             โดย 
              A   =   ปริมาตรของสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตเตรทกับแบลงค (มลิลิลิตร) 
 B   =   ปริมาตรของสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตเตรทกับตัวอยาง (มิลลิลิตร)   
 N   =   ความเขมขนของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (นอรมอล) 
 W   =   น้ําหนกัตัวอยาง (กรัม) 
 
9. การวิเคราะหองคประกอบจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้ํามันปาลม 

 การวิเคราะหองคประกอบจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชั่นของน้ํามันปาลม ไดแก 
อัลคิลเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ ดวย 
TLC/FID analyzer สําหรับขั้นตอนและสภาวะที่ใชในการวิเคราะหดวย TLC/FID analyzer 
(Freedman et al., 1984) มีดังนี้ 
 1. เตรียม quartz  rods (silica gel powder coated Chromarod S-III) โดยแชในสารละลาย
กรดบอริก ความเขมขนรอยละ 3 เปนเวลา 5 นาที นํา quartz  rods ไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวนําไปทํา blank scan ดวย TLC/FID analyzer ภายใตสภาวะ 30 วินาที
ตอสแกน อัตราการไหลของแกสไฮโดรเจน 160 มิลลิลิตรตอนาที และอัตราการไหลของอากาศ 
2000 มิลลิลิตรตอนาที 
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 2. หยดสารละลายไตรกลีเซอไรดและเมทลิเอสเทอรมาตรฐานบน quartz rods ประมาณ 1 
ไมโครลิตร นํา quartz  rods ไปแชในสารละลายซึ่งประกอบไปดวย เฮกเซน:ไดเอทิลอีเทอร:กรด
ฟอรมิก ในอัตราสวน 50:20:0.3 (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร) จนกระทั่งสารละลายเคลื่อนที่สูง
ประมาณ 8 เซนติเมตร หลังจากนั้นนําไปแชในสารละลายซึ่งประกอบไปดวย เฮกเซน:เบนซิน ใน
อัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) จนกระทั่งสารละลายเคลื่อนที่สูงประมาณ 10 เซนติเมตร 
 3. นํา quartz rods ไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวนํามาสแกน
ภายใตสภาวะเดียวกันกับ blank scan ซ่ึงจะคํานวณปริมาณขององคประกอบแตละชนิดจากพื้นทีใ่ต 
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 ความเขมขน 0.2 โมลาร (Perin and Dempsey, 1974) 

 เตรียมโดยผสมสารละลาย A และ B ตามพีเอชที่ตองการ 
 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. ลําดับเบสของยีสตสายพนัธุ P11I89 ซ่ึงมีความเหมอืนกับลําดับเบส Rhodotorula mucilagenosa 
(GenBank accession number EU637076.1) ซ่ึงมีความเหมือน (homology) เทากับ 99 (523/525 bp)
เปอรเซ็นต 
 
AAGGCACACTGCGTTCCTCAGTCCCCCAAGATGTATCCAGCAGAGAGCTATAACACA
GCCGAAACTAGCTACCTTCTCTCTTACCATTATCCATCCCGGAAAACTGATGCTGGCC
TGCAAACCGATTGCTCGGCAAGCAAGTCTTGACTTCAAGCGTTTCCCTTCCAACAATT
TCACGTACTGTTAACTCTCTTTCCAAAGTGCTTTTCATCTTTCCCTCACGGTACTTGTT
CGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATGGAATTTACCACCCATAATGAGC
TGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAAATGTATCACAAAGCGCTGGGCGTCCGC
ACCATATACGGGGGTCTCACCACTATGCCGCTGTATTCCAACAGACTTGTGTGCGGTC
CAACGCGGAAAACATTTCTAGAGATTAGAACTCGGACACCGAAGGTGCCAGATTATA
AATTTGAGCTCTTCCCGCTTCGCTCGCCGCTACTAGGGGAATCCTTGTTAGTTTCCTTT
TCCTCA 

 
2. ลําดับเบสของยีสตสายพนัธุ D1I69 ซ่ึงมีความเหมือนกับลําดับเบส Candida tropicalis QD 8.1 
(GenBank accession number EU543667.1) ซ่ึงมีความเหมือน (homology) เทากับ 100 (546/546 bp)
เปอรเซ็นต 
 
TAACCGCAGTCCTCAGTCTAGGCTGGCAGTTATCGACGAAGGCTATAACACACAAAC
CGAAGCCGTCCACATTCCAACGCAATTCTCCTACCGCCCAAACTGATGCTGGCCCGA
TAAACTTGTAGAGGCCACCCCCGAAGAAGTAACATACAAAATACCAAGTCTGACCTC
AAGCCCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTCACGCTCTTTTCAAAGTCCCTTTC
ATCTTTCCAGCACTGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCGCCAATATTTAGCTTTAGATG
GAATTTACCACCCACTTAGACTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTCGAAGGAACTTT
ACATAGGCCTGGATCATCGCAGCGCACGGGATTCTCACCCTCTGTGACGTTCTGTTCC
AAGAAACATAGACACGAGCCAGACCCAAAGATACCGTCTTCAAATTACAACTCGGA
CTCTGAAAGAGCCAGATTTCAAATTTGAGCTTTTGCCGCTTCACTCGCCGCTACTAAG
GCAATCCCTGTTGGTTTCTTTTCCCTCG 
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3. ลําดับเบสของยีสตสายพนัธุ A2I29 ซ่ึงมีความเหมือนกับลําดับเบส Isstchenkia orientalis KC5 
(GenBank accession number EF635636.1) ซ่ึงมีความเหมือน (homology) เทากับ 99 (531/536 bp)
เปอรเซ็นต 
 
ACACGGCCGCAGTCCTCGGTCCCCGCACGCAGCATCTGGCCCTGGCTATAACACTCG
CAAGAGCCACGTTCCAGAACCCCTTCTCCTGCAGCAAGAACCGATGCTGGCCCAGGG
AAAGCCCAGAGCGCCGCCCACGAGAGGCAGCGGTGCGCAATCCCCATGTCGGGCGC
AATACCCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTGCTGTTTCACTCTCTTTTCAAAGTGCTTTT
CATCTTTCCTTCACAGTACTTGTTCGCTATCGGTCTCTCTCGCGTATTTTAGCCTTAGA
TGGAATTTACCACCCGCTTGGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGAGTCGTCAGAAGGG
CCTCACTGCTTCCGCCGGCATCCCACGGGGCTCTCACCCTCCTGGGCGCCCTGTTCCA
AGGGACTTGGACACCGCCTTCCACACAGACTTCAACCTGCAATCTACAACTCGTCGG
CCAAAGCACGATTTCAAATCTGAACTCTTGGCGCTTCACTCGCCGCTACTGGAGGCA
AATCCTGGTGGGTTTCTTTT 
 
4. ลําดับเบสของยีสตสายพนัธุ P5I07 ซ่ึงมีความเหมือนกับลําดับเบส Isstchenkia orientalis isolate 
181 (GenBank accession number EF635636.1) ซ่ึงมีความเหมือน (homology) เทากับ 99 (541/542 
bp) เปอรเซ็นต 
 
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.  
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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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