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ชือ่วทิยานิพนธ การผลติโมโนเอซิลกลีเซอรอลแบบตอเนื่องโดยการกลีเซอไรไลซิสนํ้ ามันปาลม
โอลีอินดวยไลเปสตรึงรูป

ผูเขียน นายวิภูมิ แกวทอง
สาขาวิชา เทคโนโลยีชีวภาพ
ปการศึกษา 2546

บทคัดยอ

ในการคัดเลือกไลเปสที่เหมาะสมตอการผลิตโมโนเอซิลกลีเซอรอลจากไลเปสทาง    
การคา 9 ชนิด พบวาไลเปส PS จาก Pseudomonas sp. เปนเอนไซมที่เหมาะสมตอปฏิกิริยา    
กลีเซอโรไลซิสของปาลมโอลีอินโดยใชกลีเซอรอล สามารถผลิตโมโนเอซิลกลีเซอรอลได         
28.05 เปอรเซน็ต ที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง นอกจากนี้พบวาแอคคูเรล EP100 
(<200 µm) เปนตัวตรึงที่เหมาะสมตอการตรึงไลเปส PS โดยมสีภาวะที่เหมาะสมในการตรึง คือ 
ใชไลเปส PS 50 ยูนติตอมลิลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และตัวตรึง 0.5 กรัม ใชเวลาตรึง 30 นาที 
ทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สามารถผลิตโมโนเอซิลกลีเซอรอลได 20.74 เปอรเซ็นต เมื่อใชไลเปส 
PS ตรึงรูป ท ําปฏกิริิยาที่ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง และเมื่อใชไลเปส PS ตรึงรูป    
(350 ยูนิต) ผลิตโมโนเอซิลกลีเซอรอลแบบตอเนื่องในถังปฏิกรณแบบถังกวน (CSTR) ขนาด     
เสนผาศูนยกลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 6 เซนติเมตร และถังปฏิกรณแบบแพค-เบด (PBR) ขนาด    
เสนผาศนูยกลาง 0.68 เซนติเมตร สูง 25 เซนติเมตร พบวาเมื่อใชอัตราการปอนสบัสเตรทเทากับ 
0.02 มลิลิลิตรตอนาที ใหผลผลิตโมโนเอซิลกลีเซอรอลเฉลี่ย 14.27 และ 14 เปอรเซ็นต ในเวลา    
96 ชัว่โมง ตามล ําดับ ในระหวางการผลิตเกิดปญหาหลายประการ คือ การแข็งตัวของผลิตภัณฑ
และสบัสเตรทมคีวามหนืดสูง ทํ าใหเกิดการอุดตันในกระบวนการผลิตทั้งในถังปฏิกรณแบบ CSTR 
และ PBR ดังนัน้จงึน ําตวัทํ าละลายอินทรียมาใชในการผลิตแบบตอเนื่อง

แอซีโตนและไอโซออกเทนผสม อัตราสวน 3:1 เปนตัวทํ าละลายอินทรียที่เหมาะสมตอ
การผลิตโมโนเอซิลกลีเซอรอล สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตคือ ความเขมขนของนํ้ ามันปาลม    
โอลอิีนเทากับ 10 เปอรเซ็นตโดยนํ้ าหนักตอปริมาตรในแอซีโตนและไอโซออกเทนผสม สัดสวนโดย
โมลของกลีเซอรอลตอนํ ้ามันปาลมโอลีอินเทากับ 8:1 โดยมีนํ้ าในกลีเซอรอล 10 เปอรเซ็นตโดย   
นํ ้าหนัก และใชไลเปส PS ตรึงรูป 50 เปอรเซ็นตโดยนํ้ าหนักของนํ้ ามันปาลมโอลีอิน ควบคุม
อุณหภูมิที่ 45 องศาเซลเซียส สามารถผลิตโมโนเอซิลกลีเซอรอลไดสูงสุด 55.8 เปอรเซ็นต            
ที ่24 ชั่วโมง
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การผลิตโมโนเอซิลกลีเซอรอลในตัวทํ าละลายอินทรียแบบตอเนื่องดวยถังปฏิกรณแบบ 
CSTR และ PBR ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โดยใชไลเปส PS ตรึงรูป 1.5 กรัม พบวาสามารถ
ผลิตโมโนเอซิลกลีเซอรอลไดเฉลี่ย 25.94 และ 51.24 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ ในชวง 72 ชั่วโมง เมื่อ
ใชอัตราการปอนสับสเตรทเทากับ 0.02 มิลลิลิตรตอนาที สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตโมโน       
เอซิลกลีเซอรอลในถังปฏิกรณแบบ PBR คือ ใชไลเปส PS ตรึงรูป 1.5 กรัม ความเขมขนของนํ้ ามัน
ปาลมโอลีอินในแอซีโตนและไอโซออกเทนผสม (3:1, ปริมาตร/ปริมาตร) เทากับ 10 เปอรเซ็นต   
สัดสวนโดยโมลของกลีเซอรอลตอนํ ้ามันปาลมโอลีอิน   เทากับ 12:1 ปริมาณนํ้ าในกลีเซอรอล    
เทากับ 10 เปอรเซ็นต อัตราการปอนสบัสเตรท 0.02 มิลลิลิตรตอนาที และควบคุมอุณหภูมิที่       
45 องศาเซลเซียส สามารถผลิตโมโนเอซิลกลีเซอรอลไดเฉลี่ย 55.84 เปอรเซ็นต และมีความ
สามารถในการผลิตเทากับ 3 x 10-3 กรัมโมโนเอซิลกลีเซอรอลตอยูนติตอวัน ในถังปฏิกรณแบบ 
PBR ทีอุ่ณหภมู ิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 216 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังสามารถผลิตโมโนเอซิล     
กลีเซอรอลไดนานถึง 780 ชั่วโมง เมื่อขยายขนาดการผลิตในถังปฏิกรณแบบ PBR โดยขยายขนาด
เปน 10 เทาของปริมาตรเดิม (เสนผาศูนยกลาง 1.5 เซนตเิมตร ยาว 50 เซนติเมตร) และใชไลเปส  
ตรึงรูป 15 กรัม (5,400 ยูนติ) อัตราการปอนสบัสเตรท 0.2 มิลลิลิตรตอนาที และควบคุม    
อุณหภมูทิี่ 45 องศาเซลเซียส สามารถผลิตโมโนกลีเอซิลกลีเซอรอลไดเฉลี่ย 61.30 เปอรเซ็นต    
เปนเวลา 96 ชั่วโมง และมีความสามารถในการผลิตเทากับ 3.32 x 10-3 กรัมโมโนเอซิลกลีเซอรอล
ตอยูนิตตอวัน

จากการศึกษาการเก็บเกี่ยวโมโนเอซิลกลีเซอรอลจากผลิตภัณฑผสมดวยวิธี การ      
ตกผลึกในตัวทํ าละลายอินทรีย และการแยกโดยอาศัยคอลัมนซิลิกาเจล พบวาการตกผลึกโมโน    
เอซิลกลีเซอรอลในแอซีโตนและไอโซออกเทนผสมอัตราสวน 3:1 ทีอุ่ณหภูมิ –5 องศาเซลเซียส 
เวลา 8 ชัว่โมง ใหผลผลิตของการเก็บเกี่ยวเทากับ 25.58 เปอรเซ็นต และมีความบริสุทธิ์เทากับ 
87.76 เปอรเซ็นต สวนการตกผลึกในไอโซออกเทนทีอุ่ณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เวลา 8 ชั่วโมง      
ใหผลผลิตของการเก็บเกี่ยวเทากับ 49.55 เปอรเซ็นต และมีความบริสุทธิ์เทากับ 85.35 เปอรเซ็นต 
สํ าหรับการแยกโดยอาศัยคอลัมนซิลิกาเจลที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ชะคอลัมนดวยเฮกเซน
ตามดวย 5 เปอรเซ็นต เอทธานอลในเฮกเซน ใหผลผลิตของการเก็บเกี่ยวเทากับ 87.6 เปอรเซ็นต 
และมคีวามบริสุทธิ์เทากับ 95.36 เปอรเซ็นต
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Abstract

Nine commercial lipases were screened for monoacylglycerols 

(MAG) production. Lipase PS from Pseudomonas sp. was the most suitable 

enzyme for glycerolysis of palm olein with glycerol. This lipase provided a high 

yield of MAG with 28.05 % at 45 °C for 24 h. Accurel EP100 (<200 µm) was 

the best support to immobilize lipase PS. The optimum condition for 

immobilization included 5.0 mL enzyme solution (50 U/mL) and 0.5 g support. 

The mixtures were mixed at 30 °C for 30 min. In batch production, 20.74 % 

MAG was obtained when glycerolysis of palm olein by immobilized lipase PS 

(IM-PS) was performed at 45 °C for 24 h. The continuous production of MAG 

was performed with the IM-PS (350 U) in the continuous stirred-tank reactor 

(CSTR) (4.5 cm ID, 6 cm height) and the packed-bed reactor (PBR) (0.68 cm 

ID, 25 cm long) for 96 h at 45 °C. When the flow rate of the substrate mixture 

was 0.02 mL/min, the average yields of MAG were 14.27 and 14 % in CSTR 

and PBR, respectively. Because of product mixture becoming solid and high 

viscosity of substrate, clogging and pressure drops were occurred in CSTR and 

PBR. Thus, organic solvents were applied to overcome these problems.

Acetone/isooctane mixture at the ratio of 3:1 (v/v) was the suitable 

organic solvents for MAG production. The optimum condition for MAG 

production was found to be 10 %(w/v) of palm olein in acetone/isooctane 

mixture (3:1,v/v), the molar ratio of palm olein to glycerol 8:1, water content in 
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glycerol 10 %(w/w) and the amounts of IM-PS used was 50 % (w/w) of palm 

olein. The temperature was controlled at 45 °C. Under these conditions,          

the yield of 55.8 % MAG was obtained at 24 h.

The continuous MAG production in acetone/isooctane mixture 

(3:1,v/v) was performed with the IM-PS (1.5 g) in CSTR and PBR at 45 °C. 

The yields of MAG were 25.94 and 51.24 %, respectively at 72 h when the flow 

rate of the substrate mixture was 0.02 mL/min. The optimum conditions for 

continuous MAG production in PBR included, 1.5 g IM-PS and substrate 

mixture consisted of 10 % (w/v) palm olein in acetone/isooctane mixture 

(3:1,v/v), glycerol to palm olein molar ratio was 12:1 and 10 % (w/w) water in 

glycerol. The substrate flow rate was 0.02 mL/min and the temperature         

was controlled at 45 °C. Under these conditions, 55.84 % yield and                 

3.0 x 10-3 g MAG/U.day productivity of MAG were obtained after 216 h. 

Furthermore, a half life of the process was obtained after 780 h of production. 

When large scale (10 x) MAG production was performed continuously        

with IM-PS of 15 g (5,400 U) in PBR (1.5 cm ID, 50 cm long) at 45 °C,              

61.30 % yield of MAG was obtained at the substrate flow rate 0.2 mL/min for 

96 h. The productivity was 3.32 x 10-3 g MAG/U.day.

The crystallization in organic solvents and fractionation by silica gel 

column were used for recovery of MAG from product mixture. When MAG 

was crystallized in acetone/isooctane mixture (3:1,v/v) at –5 °C for 8 h, the 

yield and purity of MAG were 25.58 and 87.76 %, respectively. When MAG 

was crystallized in isooctane at 0 °C for 8 h, the yield and purity of MAG were 

49.55 and 85.35 %, respectively. For the fractionation by silica gel column at   

30 °C, the column was rinsed with hexane and eluted with 5 % ethanol in 

hexane. The yield and purity of MAG were 87.6 and 95.36 %, respectively.
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