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บทคัดย่อ 
 
   

ไบโอดีเซลเป็นอีกหนึ่งพลังงานทดแทนที่ส าคัญ เนื่องจากมีคุณสมบัติการเผาไหม้ที่ดี และเป็น
มิตรต่อสิ่งแวดล้อม เกิดจากปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันของไตรกลีเซอไรด์กับแอลกอฮอล์โดยใช้
กรด-ด่าง หรือเอนไซม์ไลเปสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ได้เป็นเมทิลเอสเทอร์ และกลีเซอรอล ดังนั้นการวิจัย
ครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซลจากน้ ามันปาล์มโดยใช้
เอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp. เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา โดยท าการเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ไลเปสที่สภาวะเหมาะสมจ านวน 13 ไอโซเลท จากนั้น
ตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต และท าการแยกสารผ่านเยื่อ (Dialysis) พบว่า
แบคทีเรียรหัส BG2018 BG2015 KS3005 KS2002 และ SN2006  มีค่ากิจกรรมเอนไซม์เท่ากับ 
329.66±4.12 256.04±4.71 0.28±0.00 0.24±0.00 และ 0.14±0.00 ยูนิต/มิลลิลิตร ตามล าดับ น า
เอนไซม์ที่ได้มาเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาเพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซล ได้แก่ ปริมาณ
เอนไซม์ที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาร้อยละ 10 30 และ 50 โดยน้ าหนัก อัตราส่วนโดยมวลระหว่างเมทานอล
ต่อน้ ามันปาล์มที่ 3:1 4:1 และ 5:1 อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาที่ 35 45 และ 55 องศาเซลเซียส ใช้
ความเร็วรอบในการเขย่า 200 รอบต่อนาที ระยะเวลาการท าปฏิกิริยา 72 ชั่วโมง จากนั้นวิเคราะห์
ตัวอย่างไบโอดีเซลที่ได้จากการทดลองด้วยเทคนิค Thin Layer Chromatoghraphy และ Gas 
Chromatography พบว่าสภาวะที่ปริมาณเอนไซม์ร้อยละ 50 โดยน้ าหนัก อัตราส่วนโดยมวลระหว่าง
เมทานอลต่อน้ ามันปาล์มเท่ากับ 4:1 อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยา 45 องศาเซลเซียส มีแนวโน้มที่
สามารถผลิตไบโอดีเซลได้ จากผลการศึกษาครั้งนี้สามารถน าไปประยุกต์ใช้เพื่อก าหนดสภาวะที่เหมาะ
ในการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้เอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp. เพ่ือเพ่ิม
ผลผลิตไบโอดีเซลต่อไป 
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Abstract 
 
 

 Biodiesel is one of important renewable energy because it has complete 
combustion and is environmental friendly due to Transesterification reaction of 
Triglycerides with alcohol using acid-base or lipase as catalyst to Methyl ester and 
Glycerol. The aim of this study is to optimize biodiesel production from palm oil by 
using lipase from Pseudomonas sp. to catalyze a reaction. 13 isolates of bacteria were 
grown in basal medium that could produce lipase under the optimal condition, then 
enzyme was purified by ammonium sulfate precipitation and dialysis. BG2018 BG2015 
KS3005 KS2002 and SN2006 isolates gave the high enzyme activity at 329.66±4.12, 
256.04±4.71, 0.28±0.00, 0.24±0.00, and 0.14±0.00 U/mL, respectively. Purified lipase 
was used to catalyze of biodiesel production under optimal conditions which were 
Enzyme loading at 10, 30 and 50%wt Methanol to palm oil molar ratio at 3:1, 4:1 and 
5:1 and Reaction temperature at 35, 45 and 55ºC with shaking at 200 rpm for 72 hr. 
Biodiesel were analyzed by Thin Layer Chromatography and Gas Chromatography.  
Optimal condition was likely to be achieve 50%wt enzyme loading, 4:1 methanol to 
palm oil molar ratio and 45 ºC reaction temperature. This study could be applied for 
the optimization of biodiesel production using lipase from Pseudomonas sp. 

 

Keywords : Biodiesel Transesterification Lipase Pseudomonas sp.
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ตลอดจนคอยเลี้ยงดู อบรมสั่งสอน เป็นก าลังใจ และเป็นแรงผลักดันในการท าโครงงานพิเศษให้ส าเร็จ
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บทท่ี 1  
บทน ำ  

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของงำนวิจัย 
 ปัจจุบันทุกประเทศประสบปัญหาภาวะโลกร้อน ท าให้หลายประเทศมีความตื่นตัวในการลด
ใช้พลังงานเชื้อเพลิงฟอสซิล โดยการเปลี่ยนมาใช้พลังงานทดแทนหรือพลังงานหมุนเวียน ประเทศไทย
มีการจัดท าแผนแม่บทพลังงานทดแทน 15 ปี ซึ่งมีการให้ความส าคัญทั้งหมด 3 ด้าน ได้แก่ ด้านความ
มั่นคงทางพลังงาน ด้านเศรษฐกิจ และด้านสิ่งแวดล้อม โดยหนึ่งในแผนทางด้านความมั่นคงทาง
พลังงานได้ส่งเสริมให้มีการใช้ไบโอดีเซล (แผนพัฒนาพลังงานทดแทน และพลังงานทางเลือก, 2558)  
ซึ่งเป็นการน าวัตถุดิบที่มาจากพืช เช่น ปาล์ม อ้อย มันส าปะหลัง เป็นต้น มาผลิตเป็นไบโอดีเซลเพ่ือ
เป็นการส่งเสริมการผลิตพลังงานจากวัตถุดิบที่มีอยู่ภายในประเทศได้เต็มตามศักยภาพ เพ่ือลดการ
น าเข้าน้ ามันจากต่างประเทศ และเพ่ือให้สามารถบรรลุเป้าหมายของแผนพลังงานทดแทน 15 ปีใน
การส่งเสริมการใช้ไบโอดีเซล รวมถึงเกษตรกรจะได้รับผลประโยชน์จากการที่สามารถจ าหน่ายผลผลิต
ได้เพ่ิมข้ึน  

 ไบโอดีเซล (Biodiesel) เป็นเชื้อเพลิงชีวภาพที่ได้จากน้ ามันพืช น้ ามันสัตว์ ที่ผ่านปฏิกิริยาท
รานส์เอสเทอริฟิเคชัน โดยในกระบวนการผลิตมีการผสมน้ ามันพืช หรือน้ ามันสัตว์ให้ท าปฏิกิริยากับ
เมทานอลหรือเอทานอล จนเกิดเป็นสารเอสเทอร์ที่มีคุณสมบัติใกล้เคียงกับน้ ามันดีเซล   (พุฒิพัฒน์ 
และคณะ, 2555) นอกจากนี้ไบโอดีเซลยังเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม สามารถย่อยสลายได้ในธรรมชาติ 
และในปฏิกิริยาการเผาไหม้จะได้ก๊าซคาร์บอนมอนอกไซด์ ซัลเฟอร์ และไฮโดรคาร์บอน ไนโตรเจน
ออกไซด์ในปริมาณน้อย (สุกาญดา, 2558) ในปัจจุบันการผลิตไบโอดีเซลสามารถผลิตโดยใช้สาร
จ าพวกกรด ด่าง หรือใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา การผลิตไบโอดีเซลในเชิงอุตสาหกรรมมัก
นิยมใช้ด่างเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา โดยน้ ามันไบโอดีเซลที่ได้จะต้องมีการก าจัดด่างส่วนเกินออก ซึ่ งใน
ขั้นตอนดังกล่าวต้องสูญเสียพลังงานในการก าจัด   

 การใช้เอนไซม์ไลเปสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการผลิตไบโอดีเซลเริ่มได้รับความสนใจอย่าง
แพร่หลาย เนื่องจากกลีเซอรอลที่เกิดจากปฏิกิริยาสามารถก าจัดออกได้ง่าย โดยมีการน าเอนไซม์ที่ได้
จากจุลินทรีย์หลายชนิดมาใช้ในการผลิตเอนไซม์ไลเปส เพ่ือเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน เช่น  
Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas sp. Candida cyindracea  Bacillus sp. และ 
Bacillus thermaleovorans เป็นต้น (จิราวรรณ และคณะ, 2555) เอนไซม์ไลเปสที่ได้จากจุลินทรีย์
เหมาะแก่การน าไปใช้ประโยชน์ในเชิงพาณิชย์ เนื่องจากสามารถผลิตได้ในปริมาณมาก เร่งปฏิกิริยาได้
อย่างจ าเพาะ มีประสิทธิภาพสูง (ปกรณ์, 2554) และน าไปประยุกต์ใช้ในการผลิตไบโอดีเซลที่มี
คุณภาพดีได้ จากการศึกษาการคัดเลือกแบคทีเรียจากสิ่งแวดล้อม พบว่ามีเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 13 
ไอโซเลทที่จัดอยู่ในกลุ่ม Pseudomonas sp. ซึ่งเชื้อแบคทีเรียในกลุ่มดังกล่าวมีความสามารถในการ
ผลิตเอนไซม์ไลเปสเพ่ือใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันได้ โดยในงานวิจัยนี้ได้น า
แบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp. จากการคัดแยกแบคทีเรียของ ผศ.ดร.โชคชัย กิตติวงศ์วัฒนา 
คณะวิทยาศาสตร์ สจล. และการศึกษาของโชตินันท์ และคณะ (2557)  มาท าการศึกษาการใช้
เอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp. เพ่ือเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการผลิตไบโอ
ดีเซล 
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1.2  วัตถุประสงค์ของงำนวิจัย   
1.2.1  เพ่ือศึกษาคุณลักษณะเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตได้จากแบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas sp. 
1.2.2  เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้เอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียใน

กลุ่ม Pseudomonas sp. เพ่ือเป็นตัวเร่งปฏิกิรยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน  
1.2.3  เพ่ือวิเคราะห์ตัวอย่างไบโอดีเซลที่ได้จากการทดลองด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแผ่น 

(Thin Layer Chromatography) และแก๊สโครมาโทกราฟี Gas Chromatography 
 

1.3  ขอบเขตของงำนวิจัย  
 ศึกษาคุณลักษณะเอนไซม์ไลเปสที่ได้จากแบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas sp. ที่คัดแยกได้
จาก ผศ.ดร.โชคชัย กิตติวงศ์วัฒนา คณะวิทยาศาสตร์ สจล. จ านวน 2 ไอโซเลท และการศึกษาของ
โชตินันท์ และคณะ (2557) จ านวน 11 ไอโซเลท ท าการเลี้ยงแบคทีเรียเพ่ือผลิตเอนไซม์ไลเปสใน
สภาวะที่เหมาะสม โดยใช้สภาวะจากการศึกษาของจารินี และคณะ (2558) เพ่ือน าเอนไซม์ไลเปสมา
เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันเพ่ือการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไบโอดีเซล 
ได้แก่ ปริมาณเอนไซม์ที่ร้อยละ 10 30 และ 50 โดยน้ าหนัก อัตราส่วนโดยโมลระหว่างเมทานอลต่อ
น้ ามันปาล์มที่ 3:1 4:1 และ 5:1 อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาที่ 35 45 และ 55 องศาเซลเซียส 

 
1.4  ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ  

        1.4.1  ทราบสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซล โดยใช้เอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียใน
กลุ่ม Pseudomonas sp. เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 
        1.4.2  ทราบถึงสภาวะที่เหมาะสมเพ่ือน าไปประยุกต์ใช้ในการผลิตไบโอดีเซลแทนการใช้ตัวเร่ง
ปฏิกิริยาทางเคมี ได้แก่ กรด-ด่าง 

2
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บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1  ไบโอดีเซล (Biodiesel) 
 ไบโอดีเซล คือ เชื้อเพลิงที่ผลิตจากน้ ามันพืช ไขมันสัตว์ หรือน้ ามันที่ใช้แล้วเป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้
จากการน าน้ ามันพืชชนิดต่างๆมาสกัดเอายางเหนียว และสิ่งสกปรกออก (degumming) ผ่าน
กระบวนการทางเคมี เพ่ือเปลี่ยนโครงสร้างไขมันให้เป็นเอสเทอร์ของกรดไขมัน มักได้มาจากการ
เปลี่ยนไตรกลีเซอไรด์เป็น  alkyl ester ของกรดไขมันด้วยกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชั่น หรือ
ที่ เรียกว่าแอลกอฮอล์ไลซิส (Ghisleri และคณะ , 2017)โดยไตรกลีเซอไรด์จะท าปฏิกิริยากับ
แอลกอฮอล์สายสั้น (เอทานอล หรือเมทานอล) ในตัวเร่งปฏิกิริยาเคมี  หรือเอนไซม์  (Fan และคณะ, 
2016) ซึ่งไบโอดีเซลเป็นเชื้อเพลิงที่มีคุณสมบัติใกล้เคียงกับน้ ามันดีเซล สามารถใช้เป็นเชื้อเพลิงใน
เครื่องยนต์ดีเซลได้โดยไม่ก่อให้เกิดความเสียหายต่อเครื่องยนต์ (พิสมัย และคณะ, 2549) 

 ดังนั้นไบโอดีเซล คือ เชื้อเพลิงเหลวที่ผลิตได้จากการน าน้ ามันพืชและไขมันสัตว์ เช่น ปาล์ม 
มะพร้าว ถั่วเหลือง ทานตะวัน สบู่ด า หรือน้ ามันที่ผ่านการใช้งานแล้วมาท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอ
ริฟิเคชัน ร่วมกับเมทานอล หรือ เอทานอลจนเกิดเป็นสารเอสเตอร์ ที่มีคุณสมบัติใกล้เคียงกับน้ ามัน
ดีเซล สามารถน ามาใช้งานในเครื่องยนต์ดีเซลได้เป็นอย่างดีโดยไม่ต้องดัดแปลงเครื่องยนต์ และยังได้
กลีเซอรอลและกรดไขมันเป็นผลพลอยได้ในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ซึ่งจ าเป็นต้องมีตัวเร่ง
ปฏิกิริยาเพ่ือให้เกิดผลผลิตเร็วและสมบูรณ์ยิ่งขึ้น  
 
 2.2  ปฏิกิริยำทรำนส์เอสเทอริฟิเคชัน (Transesterification) 
 ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน คือ ปฏิกิริยาที่เกิดจากการน าน้ ามันพืชหรือไขมันสัตว์มาท า
ปฏิกิริยากับแอลกอฮอล์ ได้แก่ เมทานอลหรือเอทานอล โดยมีกรด ด่างหรือเอนไซม์เป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยา  และได้ผลิตภัณฑ์เป็นเอสเทอร์ซึ่งก็คือน้ ามันดีเซลชีวภาพ และมีกลีเซอรอลเป็นผลพลอยได้ 
ดังแสดงในรูปที่ 2.1 (Szybist และคณะ, 2007)    

 

รูปที่ 2.1 ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน 

ที่มำ : Szybist และคณะ (2007)    
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2.2.1  ชนิดของตัวเร่งปฏิกิริยำทรำนส์เอสเทอริฟิเคชัน 

ตัวเร่งปฏิกิริยาจ าแนกได้ 3 ชนิดโดยพิจารณาจากสถานะของตัวเร่งปฏิกิริยากับสถานะ
ของสารตั้งต้น ตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดแรกเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่มีสถานะแตกต่างจากสารตั้งต้น หรือไม่
รวมตัวเป็นเนื้อเดียวกันเรียกว่า ตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดวิวิธพันธุ์ (heterogeneous) ชนิดที่สองคือตัวเร่ง
ปฏิกิริยาชนิดเอกพันธุ์ (homogeneous) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่ไม่มีขอบเขตของสถานะโดยสถานะ
ของสารตั้งต้นสามารถรวมตัวเป็นเนื้อเดียวกัน ส่วนชนิดที่สามคือ ตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดวิวิธพันธุ์ -เอก
พันธุ์ (hydrogenized homogeneous catalyst) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดเอกพันธุ์แต่ไม่รวมเป็นเนื้อ
เดียวกัน เนื่องจากเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่มีขนาดใหญ่ เช่น เอนไซม์ซึ่งเป็นสารประกอบโปรตีน มีโมเลกุล
ขนาดใหญ่ อีกท้ังเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่มีความจ าเพาะและมีอัตราเร็วในการท าปฏิกิริยาสูง การจ าแนก
ชนิดของตัวเร่งปฏิกิริยาดังแสดงในรูปที่ 2.2 (วิทยา, 2554) 

 

 

รูปที่ 2.2 การจ าแนกชนิดของตัวเร่งปฏิกิริยา 

ที่มำ : วิทยา (2554) 

 

  การน าตัวเร่งปฏิกิริยามาใช้ในกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชันจะช่วยท าให้
อัตราการเกิดปฏิกิริยาเคมีและผลิตภัณฑ์ดีขึ้น  โดยชนิดของตัวเร่งปฏิกิริยาที่นิยมกันทั่วไปมีดังนี้  

2.2.1.1  ตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดเบส (Base Catalyst) 

ตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดเบสที่ใช้กันโดยทั่วไปคือ โซเดียมไฮดรอกไซด์ หรือ
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ ซึ่งควรใช้ท าปฏิกิริยากับเมทานอลหรือเอทานอล โดยน้ ามันที่ใช้จะเป็นชนิด
ใดก็ได้เช่น น้ ามันดิบ (Crude Oil) น้ ามันที่ใช้แล้ว เป็นต้น ก่อนท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน
ควรเปลี่ยนจากรูปเบส (NaOH, KOH) ไปเป็นในรูปของสารประกอบ อัลคอกซี (alcoxy) ก่อน โดย
การเตรียมสารประกอบอัลคอกซีดังแสดงในสมการที่ (1)  (Marchetti และคณะ, 2007) 

 
 R—OH  +  NaOH   ⟶   H2O  +  R—CH2Ona     .........(1) 

 
 
 

 ตัวเร่ง
ปฏิกริยำ

ชนิดวิวิธพันธุ์-เอกพันพันธุ์ และเอนไซม์ ชนิดเอกพันธุ ์

ชนิดกรด/เบส 

สำรประกอบโลหะแทรนซิชัน 

ชนิดวิวิธพันธุ ์

ชนิดเนื้อสำร 

ชนิดตัวรองรับ 
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2.2.1.2  ตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดกรด (Acid Catalyst) 

กรดที่ใช้กันโดยทั่วไปคือ กรดซัลฟิวริก (H2SO4) ตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดนี้จะท า
ให้ได้ผลผลิตคือน้ ามันไบโอดีเซลในปริมาณมากแต่ปฏิกิริยาจะเกิดช้ามาก อาจจะใช้เวลามากกว่า 1 
วันกว่าปฏิกิริยาจะเกิดอย่างสมบูรณ์ แต่ตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดกรดสามารถใช้ได้ดีกับกลีเซอไรด์ ที่มี
ส่วนประกอบของกรดไขมันอ่ิมตัวและน้ าในปริมาณสูงได้เช่น ในน้ ามันที่ใช้แล้วเป็นต้น (Fukuda และ
คณะ, 2001) 

2.2.1.3  ตัวเร่งปฏิกิริยาชีวภาพ (Biocatalyst) 

ตัวเร่งปฏิกิริยาชีวภาพที่นิยมน ามาใช้เร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันใน
การผลิตไบโอดีเซล  คือ ไลเปส ซึ่งเป็นเอนไซม์กลุ่มไฮโดรเลสที่พบในสัตว์ พืช และจุลินทรีย์บางชนิด 
(Sztajer และ Maliszewska, 1988) ซึ่งการใช้เอนไซม์เร่งปฏิกิริยาจะใช้เวลาในการท าปฏิกิริยานาน 
แต่มีข้อได้เปรียบกว่าการใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาทางเคมี เนื่องจากไม่ท าให้เกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงที่ก าจัด
ยาก ไม่สิ้นเปลืองพลังงานเพราะใช้อุณหภูมิต่ าในการท าปฏิกิริยา และมีความจ าเพาะต่อปฏิกิริยาสูง 
นอกจากนี้ยังพบว่าการใช้เอนไซม์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยานั้น สามารถน ามาใช้กับปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน
ได้อีกด้วย (Marchetti และคณะ, 2007) 

 

2.2.2  ปัจจัยส ำคัญของปฏิกิริยำทรำนส์เอสเทอริฟิเคชันเพื่อกำรผลิตไบโอดีเซล 

สภาวะที่เหมาะสมของการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันของแต่ละวิธีมีความ
แตกต่างกัน ซึ่งเห็นได้ว่าปัจจัยที่มีผลกระทบต่อการท าปฏิกิริยา คือ อุณหภูมิ ความดัน อัตราส่วนโดย
โมลระหว่างแอลกอฮอล์ต่อน้ ามัน ปริมาณตัวเร่งปฏิกิริยาและระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาโดยอิทธิพล
ของแต่ละตัวแปรมีรายละเอียด ดังนี้ 

2.2.2.1 อุณหภูมิและความดัน 

อุณหภูมิและความดันถือเป็นตัวแปรส าคัญต่อการเกิดปฏิกิริยาโดยตรง
เนื่องจากเป็นการเพ่ิมพลังงานจลน์ภายในโมเลกุลท าให้สารตั้งต้นท าปฏิกิริยากัน ไบโอดีเซลจะเกิดขึ้น
เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน เมื่อใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดเบสมักนิยมใช้
อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาใกล้จุดเดือดของแอลกอฮอล์ คือ ประมาณ  65 องศาเซลเซียส (Liu และ
คณะ, 2008) โดยทั่วไปการท าปฏิกิริยาจะมีการให้ความดันกับระบบเล็กน้อย 2-3 ความดันบรรยากาศ
เพ่ือพยายามท าให้เมทานอลกลั่นตัวอยู่ในสภาวะของเหลวให้มากที่สุด ส าหรับการท าปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิสูงกว่าจุดวิกฤตของแอลกอฮอล์ (ประมาณ 240-270 องศาเซลเซียส) จะท าให้เกิดปฏิกิริยาได้
ดีในระยะเวลาสั้น 15 นาที โดยไม่ต้องใช้ตัวเร่งปฏิกิริยา เนื่องจากสารตั้งต้นอยู่ในเฟสเดียวกันที่
สภาวะดังกล่าวและประกอบกับสภาวะอุณหภูมิที่สูงท าให้เกิดปฏิกิริยาอย่างรวดเร็ว ( Imahara และ
คณะ, 2008) แต่อุณหภูมิของการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันไม่ควรมีค่าสูงเกิน 300 องศา
เซลเซียส เพราะจะเกิดการแตกตัวของผลิตภัณฑ์ และมีการเปลี่ยนจากไอโซเมอร์แบบ cis เป็น trans  
ถ้าอุณหภูมิสูงกว่า 350 องศาเซลเซียส โดยเฉพาะอย่างยิ่งกับสารตั้งต้นที่มีพันธะคู่มากซึ่งมีความไม่
อ่ิมตัวสูง (Demirbas, 2009) 
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2.2.2.2 อัตราส่วนโดยโมลระหว่างแอลกอฮอล์ต่อน้ ามัน 

แอลกอฮอล์เป็นสารตั้งต้นในปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน โดยเริ่ มต้นที่
น้ ามันปริมาณ 1 โมล จะใช้แอลกอฮอล์ปริมาณ 3 โมล แต่ทั่วไปแล้วจะนิยมใช้ปริมาณแอลกอฮอล์
มากเกินพอ เพ่ือเป็นการผลักดันให้ปฏิกิริยาเกิดในทิศทางของผลิตภัณฑ์มากขึ้น จากการทดลองของ 
Soriano และคณะ (2009) พบว่าที่สภาวะ 75 องศาเซลเซียส ตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดกรดร้อยละ5 
ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 18 ชั่วโมง ศึกษาท่ีอัตราส่วนโดยโมลของแอลกอฮอล์ต่อน้ ามัน 6:1 12:1 
24:1 42:1 พบว่าที่อัตราส่วนโดยโมลของแอลกอฮอล์ต่อน้ ามัน 6:1 ได้ผลผลิตไบโอดีเซลสูงสุดที่ร้อย
ละ 86 และถ้าอัตราส่วนโดยโมลของแอลกอฮอล์ต่อน้ ามันมากกว่า 42 :1 จะท าให้ผลผลิตไบโอดีเซลที่
ได้ลดลงเพราะการเพ่ิมปริมาณแอลกอฮอล์ท าให้ตัวเร่งปฏิกิริยาเจือจางลง โดยส่วนใหญ่แอลกอฮอล์ที่
นิยมใช้ คือ เมทานอล เพราะหาง่ายและราคาถูก ท าให้ต้นทุนต่ า สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ดี 

2.2.2.3  ชนิดและปริมาณตัวเร่งปฏิกิริยา 

การเลือกชนิดของตัวเร่งปฏิกิริยาจะขึ้นอยู่กับชนิดของวัตถุดิบเป็นหลัก และ
ปริมาณของการใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาส่งผลอย่างมากต่อร้อยละการเกิดผลิตภัณฑ์ไบโอดีเซล ตัวเร่ง
ปฏิกิริยาชนิดเบสนิยมกว่าตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดกรดเพราะสามารถเกิดปฏิกิริยาได้รวดเร็วกว่า แต่จาก
งานวิจัยของ Ramadhas และคณะ (2005) ได้น าสารตั้งต้นที่มีกรดไขมันอิสระเจือปนทดลองศึกษา
ปริมาณตัวเร่งปฏิกิริยาโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ร้อยละ 0.3-1 โดยน้ าหนักน้ ามัน ที่สภาวะอุณหภูมิ 45 ± 
5 องศาเซลเซียส อัตราส่วนโดยโมลของแอลกอฮอล์ต่อน้ ามัน 9:1 ระยะเวลาการท าปฏิกิริยา 30 นาที 
พบว่าปริมาณของตัวเร่งปฏิกิริยาโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ร้อยละ 0.5 ได้ผลผลิตไบโอดีเซลมากที่สุด 
ประมาณร้อยละ 98 และลดลงเมื่อเพ่ิมปริมาณของตัวเร่งปฏิกิริยาเพราะอาจจะมีสบู่เกิดขึ้นเมื่อเพ่ิม
ปริมาณของตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดเบสตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดกรดจะเกิดปฏิกิริยาได้ช้ากว่าตัวเร่งปฏิกิริยา
ชนิดเบสแต่เหมาะส าหรับน้ ามันที่มีกรดไขมันอิสระปนเปื้อน ในการใช้งานยังสามารถเลือกใช้ตัวเร่ง
ปฏิกิริยาที่อยู่ในสถานะเดียวกับสารตั้งต้น คือของเหลวเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาแบบเอกพันธุ์ หรือสามารถ
เลือกใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาแบบวิวิธพันธุ์ มักเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่เป็นของแข็ง สามารถท าการแยกออกได้
ง่ายหลังการท าปฏิกิริยา (Sun และคณะ, 2010) 

2.2.2.4  ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา 

Freedman และคณะ (1984) พบว่าอัตราเร็วในการเกิดปฏิกิริยาทรานส์ เอ
สเทอริฟิเคชันขึ้นอยู่กับเวลา โดยในตอนต้นปฏิกิริยาจะเกิดค่อนข้างช้า เนื่องจากการผสมและกระจาย
ตัวของแอลกอฮอล์ในน้ ามัน แต่หลังจากนั้นปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นค่อนข้างรวดเร็ว จากนั้นจะคงที่ถึงแม้
ระยะเวลาจะเพ่ิมมากขึ้น โดยระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาของตัวเร่งปฏิกิริยาแต่ละชนิดมีดังนี้ ตัวเร่ง
ปฏิกิริยาแบบกรดจะใช้ช่วงระยะเวลา 300-4,140 นาที ซึ่งนานกว่าการใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาแบบเบสซึ่งมี
ระยะเวลา 30-180 นาที เพ่ือให้ได้ผลผลิตไบโอดีเซลร้อยละ 95-100 และการใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาชนิด
เอนไซม์จะใช้ระยะเวลานานถึง 480-3600 นาที ส่วนการท าปฏิกิริยาในสภาวะเหนือวิกฤตจะใช้
ระยะเวลาสั้นที่สุด คือ 25-40 นาที  

2.2.2.5  การใช้ตัวท าละลาย 

การใช้ตัวท าละลายเข้าช่วยสามารถลดการใช้อุณหภูมิสูงและระยะเวลาในการ
ท าปฏิกิริยาได้  การเกิดปฏิกิริยาทรานส์ เอสเทอริ ฟิ เคชันโดยใช้ตัว เร่ งปฏิกิริยาแบบเบส 
(โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์) สามารถเกิดได้ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เมื่อใช้ตัวท าละลายเตตระ
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เมทิลบิวทิลอีเทอร์ (TMBE) ไดเอทิลอีเทอร์ (DEE) ไดเมทิลอีเทอร์ (DME) หรือเตตระไฮโดรฟูแลน
(THF) ที่สภาวะการเขย่าความถี่ 2.6 เฮิรตส์ เวลาการท าปฏิกิริยา 10 นาที ปริมาณตัวเร่งปฏิกิริยา
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 1 โดยน้ าหนักน้ ามัน และเมื่อเทียบตัวท าละลายทั้งหมดพบว่าร้อย
ละไบโอดีเซลจะเพ่ิมขึ้นผกผันกับค่าความหนืดของตัวท าละลายโดยไดเมทิลอีเทอร์ มีประสิทธิภาพ
มากที่สุด ให้ปริมาณไบโอดีเซลถึงร้อยละ 80 แต่ถ้าไม่ใช้ตัวท าละลายจะได้ผลผลิตไบโอดีเซลเพียง
เล็กน้อยร้อยละ 60 นอกจากนี้ถ้าอัตราส่วนเมทานอลต่อน้ ามันดอกทานตะวันเพ่ิมขึ้น อิทธิพลของตัว
ท าละลายจะลดลง ถ้าเพ่ิมอัตราส่วนเมทานอลต่อน้ ามันเป็น 8:1 ร้อยละไบโอดีเซลที่เกิดขึ้นโดยใช้ตัว
ท าละลายต่างชนิดกันจะไม่มีความแตกต่างกัน และให้ผลผลิตร้อยละ 99 เนื่องจากเมทานอลมีส่วน
ช่วยในการท าละลายด้วยท าให้น้ ามันและเมทานอลผสมกันได้ดีขึ้น (Guan และคณะ, 2009) 

Pena และคณะ (2009) ได้วิจัยการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้น้ ามันละหุ่ง และใช้
ตัวท าละลายคือ เฮกเซน จากผลการทดลองพบว่าถ้าไม่มีการเพ่ิมตัวท าละลายร้อยละ 15 โดยปริมาตร 
ส่งผลให้เกิดไบโอดีเซลเพ่ิมขึ้นเป็นร้อยละ 15 โดยปริมาตร ส่งผลให้เกิดไบโอดีเซลเพ่ิมขึ้นเป็นร้อยละ 
93.7 โดยใช้สภาวะที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาแบบเบส คือ โซเดียมเมทอก
ไซด์ อัตราส่วนโดยโมลระหว่างเมาทานอลและน้ ามันคือ 6:1 และใช้เวลาท าปฏิกิริยา 30 นาที   

 

2.3  เอนไซม์ไลเปส 
 ไลเปส ( lipase, glycerol ester hydrolase, EC.3.1.1.3)  เป็นเอนไซม์ที่มีบทบาทใน
อุตสาหกรรม และสิ่งแวดล้อมที่สามารถเร่งปฏิกิริยาหลักๆได้หลายชนิด เช่น การย่อยสลาย การ
สังเคราะห์เอสเทอร์ และการย้ายหมู่เอสเทอร์ ซึ่งประกอบด้วยการย่อยสลายด้วยกรด (acidolysis) 
การย่อยสลายด้วยแอลกอฮอล์ (alcoholysis) การแลกเปลี่ยนหมู่เอสเทอร์(ester-exchange) และ
การสลายของหมู่อะมิโน (aminolysis) เป็นต้น (Yamane และคณะ, 1987) โดยแหล่งของเอนไซม์ 
ไลเปสพบได้ทั้งในพืชและสัตว์ เช่น ไลเปสจากเมล็ดละหุ่ง และไลเปสจากตับอ่อน เป็นต้น เอนไซม์    
ไลเปสมีความจ าเพาะกับหมู่เอสเทอร์ที่มีโซ่คาร์บอนสายยาว  ในกรณีการย่อยสลายไตรกลีเซอไรด์ที่มี
คาร์บอนสายยาว เอนไซม์ไลเปสจะท างานได้เฉพาะบริเวณที่น้ ามันสัมผัสกับน้ าเท่านั้นเนื่องจาก
เอนไซม์ไลเปสจะต้องละลายอยู่ ในเฟสของน้ า ขณะที่น้ ามันไม่ละลายในน้ า (อรัญ , 2555)         
ปัจจุบันสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ในปริมาณมากและมีความคงตัวดีได้จากจุลินทรีย์ เช่น   P. 
fluorescens, Candida rugosa และ Aspergillus niger เป็นต้น 

 

2.3.1  แหล่งของเอนไซม์ไลเปส 

ไลเปสเป็นเอนไซม์ส าคัญในเมแทบอลิซึม (Metabolism) ของไขมันซึ่งมีความส าคัญต่อ
การเจริญของสิ่งมีชีวิต จึงพบได้ทั้งในสัตว์ พืช และจุลินทรีย์หลายชนิด ได้แก่ ยีสต์ รา และแบคที เรีย 
เป็นต้น  

2.3.1.1  เอนไซม์ไลเปสจากสัตว์ (Animal lipases) 

พบได้ท้ังใน เนื้อเยื่อสัตว์ และอวัยวะต่างๆ เช่น ตับอ่อน กระเพาะอาหาร ล าไส้ 
หัวใจ ไต กล้ามเนื้อ และสมอง เป็นต้น นอกจากนี้ยังพบไลเปสในน้ านมสัตว์ ไลเปสจากตับอ่อนมี 2 
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รูปแบบ คือ ไลเปส-เอ และ ไลเปส-บี นอกจากไลเปสแล้วยังมีโปรตีนอีกชนิดหนึ่งซึ่งช่วย ไลเปสในการ
ย่อยสลายไตรกลีเซอไรด์ (Shahani, 1975) 

2.3.1.2  เอนไซม์ไลเปสจากพืช  

พบได้ทั้งในเนื้อเยื่อพืช ผัก ผลไม้ และในเมล็ดพืช โดยส่วนใหญ่จะพบในเมล็ด
พืชชนิดต่างๆ เช่น ข้าวโอ๊ต ร าข้าว ถั่วเหลือง ข้าวสาลี และเมล็ดละหุ่ง เป็นต้น Shahani (1975) 
ศึกษาเอนไซมไลเปสจากเมล็ดละหุ่งพบวา ค่าพีเอชที่เหมาะสมของกิจกรรมเอนไซมจะอยู่ในช่วงเป็น 
กรดและได้รายงานการใชเอนไซม์ไลเปสจากข้าวสาลีในรูปสารละลายเข้มข้นแต่ไม่มีรายงานการใช
เอนไซม์จากข้าวสาลีในรูปสารละลายบริสุทธิ์ 

2.3.1.3 เอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์  

ไลเปสสามารถผลิตได้จากจุลินทรียหลายชนิด แต่ละชนิดผลิตไลเปสที่มี
คุณสมบัติแตกต่างกัน จุลินทรียบางชนิดผลิตอัลคาไลนไลเปส (Alkaline lipase) เชน Alcaligenes 
sp. No 679 บางชนิดผลิตนิวทรัลไลเปส เช่น Chromobacterium sp. และบางชนิดผลิตไลเปสที่ทน
อุณหภูมิสูงได้ เช่น Humicola lanuginosa นอกจากนี้จุลินทรียบางชนิดยังสามารถผลิตไลเปสได้
หลายชนิดที่มีสมบัติแตกต่างกัน เช่น Saccharomyces lipolytica สามารถผลิตไลเปส I ที่มีค่าความ
เป็นกรด-ด่างเหมาะสมที่ 8.2 และไลเปส II ที่มีค่าความเป็นกรด-ด่างเหมาะสมที่ 8.0 (Ota และคณะ, 
1982) จุลินทรีย์เจริญเติบโตได้รวดเร็วและเลี้ยงง่ายกว่าพืชและสัตว์ การเพาะเลี้ยงไม่ขึ้นกับสภาพ
ภูมิอากาศ ประหยัดพื้นที่ในการผลิต ไม่สิ้นเปลืองแรงงานในการเพาะเลี้ยงและการเก็บเกี่ยว สามารถ
แยกจุลินทรียที่ผลิตไลเปสได้จากแหล่งต่างๆๆ มากมาย ซึ่งดินเป็นแหล่งของจุลินทรียที่ผลิตไลเปสได้
จ านวนมาก เช่น Penicillium citrinum, Pseudomonas sp. และ Aspergillus terreus นอกจากนี้ 
ยังสามารถพบจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ในเนยแข็ง ผลปาล์ม และน้ าเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม อีกทั้งมีปริมาณความเข้มข้นของเอนไซม์สูง และไลเปสที่ได้จากจุลินทรีย์ต่างชนิดจะมี
คุณสมบัติที่แตกต่างกัน ส าหรับแหล่งของเอนไซม์ไลเปสที่ใช้ประโยชน์ทางการค้า (ตารางที่ 2.1) ซึ่งมี
การใช้ประโยชน์จากเอนไซม์ไลเปสในอุตหกรรมหลายอย่าง เช่น อุตสาหกรรมอาหาร ผงซักฟอก ยา 
เครื่องส าอาง เครื่องหนัง และการบ าบัดน้ าเสีย เป็นต้น 

 
2.3.2  ชนิดของเอนไซม์ไลเปส 

Macrae (1983) แบ่งเอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์ตามความจ าเพาะต่อต าแหน่งบนไตร
กลีเซอไรด์ออกเป็น 3 กลุ่มดังนี ้

2.3.2.1 ไลเปสที่ไม่มีความจ าเพาะต่อต าแหน่งบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด์ 

เอนไซม์ไลเปสกลุ่มนี้สามารถย่อยไตรกลีเซอไรด์ได้สมบูรณ์ ดังนั้นจะได้กรด
ไขมัน และกลีเซอรอลเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย ดังแสดงในรูปที่ 2.3 แต่อาจจะพบไดกลีเซอไรด์ และโม
โนกลีเซอไรด์ เป็นสารมัธยันตร์ในปฏิกิริยาได้  เช่น เอนไซม์ไลเปสจาก Candida cylindracea, 
Corynebacteria acnes และ Staphylococcus aureus  
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รูปที่ 2.3 เอนไซม์ไลเปสที่ไม่มีความจ าเพาะต่อต าแหน่งบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด์ 

ที่มำ : Macrae (1983) 
 

ตำรำงท่ี 2.1 แหล่งของเอนไซม์ไลเปสที่ใช้ประโยชน์ทางการค้า 

ที่มำ : Sharma และคณะ (2001)   
 

2.3.2.2 ไลเปสที่มีความจ าเพาะต่อต าแหน่ง 1 และ 3 บนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ 

เอนไซม์ไลเปสในกลุ่มนี้เมื่อย่อยโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด์จะได้ผลิตภัณฑ์ คือ 
กรดไขมัน 1,2 (2,3)-ไดกลีเซอไรด์ และ 2-โมโนกลีเซอไรด์ ซึ่งเป็นสารประกอบที่ไม่คงตัว หากมีการ
บ่มเป็นเวลานานจะเกิดการย้ายหมู่เอซิลท าให้ได้ 1,3-ไดกลีเซอไรด์ และ 1(3)-โมโนกลีเซอไรด์ แล้ว
ต่อมาจะถูกย่อยสลายอย่างสมบูรณ์ได้เป็นกรดไขมันกับกลีเซอรอล ดังแสดงในรูปที่ 2.4 เอนไซม์กลุ่ม
นี้ ได้แก่ เอนไซม์ไลเปสจาก Aspergillus niger, Mucor javanicans เป็นต้น 

 

ชนิดของ
จุลินทรีย์ 

แหล่งของเอนไซม์ไลเปส กำรใช้ประโยชน์ บริษัทที่ผลิต 

รา Candida rugosa สังเคราะหส์ารอินทรีย์ Amano, Biocatalysts, 
Boehringer 
Mannheim, Fluka, 
Genzyme,Sigma 

Candida antarctica สังเคราะห์สารอินทรีย์ Boehringer 
Mannheim, Novo 
Nordisk 

แบคทีเรีย Burkholderia cepacia สังเคราะห์สารอินทรีย์ Amano, Fluka, 
Boehringer 
Mannheim 

Pseudomonas alcaligenes สารช าระล้าง Genencor 
Pseudomonas mendocina สารช าระล้าง Genencor 
Chromobacterium viscosum สังเคราะห์สารอินทรีย์ Asahi, Biocatalyst 

 

sn1  CH2COOR1 

sn2  CHCOOR1 

sn3  CH2COOR3 

R1COOH+R2COOH+R3COOH+CHO 

CHO 

CHO 
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รูปที่ 2.4 เอนไซม์ไลเปสที่มีความจ าเพาะต่อต าแหน่ง 1 และ 3 บนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด์ 
ที่มำ : Macrae (1983) 

 

2.3.2.3 ไลเปสที่มีความจ าเพาะต่อชนิดของกรดไขมันบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด์ 

เอนไซม์จากจุลินทรีย์ทั่วไปมีคุณสมบัติข้อนี้ ยกเว้นเอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์
บางชนิด เช่น Geotrichum candidum จะย่อยไตรกลีเซอไรด์ที่มีกรดไขมัน cis พันธะคู่ตรงต าแหน่ง
ที่ 9 ได้ดี แต่ถ้าเป็นกรดไขมันอ่ิมตัวหรือไม่อ่ิมตัวที่ไม่มีพันธะคู่ที่ต าแหน่งที่ 9 จะย่อยได้ไม่ดี และ
เอนไซม์ไลเปสจาก Botrytis cinerea จ าเพาะต่อกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสายยาว ดังแสดงในรูปที่ 2.5 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 2.5 เอนไซม์ไลเปสที่มีความจ าเพาะต่อชนิดของกรดไขมันบนโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด์ 

ที่มำ : Macrae (1983) 

 
2.3.3  ปฏิกิริยำของเอนไซม์ไลเปส 

เอนไซม์ไลเปสสามารถท าปฏิกิริยาได้ 3 แบบ ได้แก่ การย่อยสลายเอสเทอร์ การ
สังเคราะห์เอสเทอร์ และการย้ายหมู่เอสเทอร์ (Yamane และคณะ, 1987) 

2.3.3.1  การย่อยสลายเอสเทอร์ เป็นปฏิกิริยาการเติมน้ าที่พันธะเอสเทอร์ 

 
  R1—COO—R2+H2O  ⟶  R1—COOH+OH—R2                 ........(2) 
 
2.3.3.2  การสังเคราะห์เอสเทอร์ เป็นปฏิกิริยาผันกลับของการย่อยเอสเทอร์ คือ การ

ดึงน้ าออกจากปฏิกิริยา ซึ่งจะเกิดได้ดีในสภาวะที่มีน้ าน้อยหรือไม่มีน้ า 
 

   R1—COOH+OH—R2  ⟶  R1—COO—R2+H2O                .........(3) 

CH2COOR1 CH2COOR4 

CHCOOR2 + CH2COOR1 

CH2COOR3 CH2COOR6 

2(R1COOH) + CHCOOR2 + CHOH 

CH2OH 

CH2COOR3 

CH2COOR2 

CH2COOR6 

CH2COOR1 

CHCOOR1 

CH2COOR3 

R1COOH+CHCOOR2+R3COOH+CHCOOR2 

CH2OH 

CH2OOR2 

CH2OOR2 

CH2OH 
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2.3.3.3  การย้ายหมู่เอสเทอร ์

1. Acidolysis คือ ปฏิกิริยาการย่อยสลายน้ ามันด้วยกรดหรือเอนไซม์เป็น
ตัวเร่งปฏิกิริยา เกิดเป็นกรดไขมันชนิดสายกลาง ดังแสดงในสมการที่ (4) 

 R2—COO—R2+R3  ⟶  R3—COO—R2+R1—COOH                 .........(4) 

 

2. Alcoholysis คือ ปฏิกิริยาเปลี่ยนโมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ซึ่งเป็นองค์ประกอบ
หลักของน้ ามันพืชหรือไขมันสัตว์เป็นเอสเทอร์ตัวใหม่ หรือโมโนแอลคิลเอสเทอร์ และกลีเซอรอล ดัง
แสดงในสมการที่ (5) 

 R1—COO—R2+HO—R3  ⟶  R1—COO—R2+HO—R2             .........(5) 

 

3. Ester exchange (Intereaterification) คือ ปฏิกิริยาของไขมันและน้ ามัน 
หรือสารที่ประกอบด้วย Fatty Acid Esters กับกรดไขมัน  แอลกอฮอล์หรือเอสเทอร์อ่ืนที่มีการ
แลกเปลี่ยนกรดไขมัน ท าให้เกิดเอสเทอร์ ชนิดใหม่ ผลจากการอินเทอร์เอสเทอริฟายน์ท าให้คุณสมบัติ
ไขมันและน้ ามันเปลี่ยนแปลงไป ดังแสดงในสมการที่ (6)  

        R1—COO—R2+R3—COO—R4  ⟶  R1—COOR4+R3+COO—R2        .........(6) 

 
เนื่องจากเอนไซม์ไลเปสมีหลายชนิดและมีความจ าเพาะที่แตกต่างกัน ดังนั้นการเลือก

เอนไซม์ไลเปสไปใช้ประโยชน์จึงต้องค านึงถึงคุณสมบัติของไลเปสในการท าปฏิกิริยาและมีการน าไปใช้
ประโยชน์ตามความจ าเพาะของเอนไซม์ (ตารางท่ี 2.2) 

 

2.4  เช้ือ Pseudomonas sp. 
 ในปี ค.ศ. 1882 Gessard ค้นพบ Pseudomonas เป็นแบคทีเรียแกรมลบที่มีความรุนแรง
ต่ า เป็นสิ่งมีชีวิตที่แพร่หลายโดยมีความต้องการสภาพแวดล้อมที่ความชื้นเป็นหลัก เนื่องจากเป็น
สิ่งมีชีวิตที่อาศัยในน้ าและดิน สายพันธุ์ Pseudomonal ถูกพบในดิน น้ า พืชและสัตว์ มีรายงานว่า
อาณานิคมของเชื้อ P. aeruginosa เกิดข้ึนได้มากกว่า 50% ของมนุษย์ โดยเชื้อ P. aeruginosa เป็น
ชนิดที่พบมากที่สุดในกลุ่ม pseudomonal  ในโดเมนแบคทีเรียการจัดกลุ่ม และการระบุชนิด 
(Identification) ของแบคทีเรียต้องอาศัยคุณสมบัติหลายอย่าง เช่น ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ได้แก่ 
รูปร่าง รูปแบบการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อการติดสีย้อมแกรม เป็นต้น ลักษณะทางสรีรวิทยา ได้แก่ 
โครงสร้างทางเคมีของเซลล์ ความต้องการสารอาหาร กระบวนการเมตาโบลิซึมภายในเซลล์ 
(ความสามารถในการใช้คาร์โบไฮเดรท โปรตีน และไขมัน เป็นต้น) ความต้องการทางกายภาพ (ความ
ต้องการออกซิเจน อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง) และคุณสมบัติของดีเอ็นเอ (ได้ แก่ การหาปริมาณ
ของกัวนีน ขนาดของจีโนม) ความสัมพันธ์ของดีเอ็นเอในการจับคู่กันใหม่ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม
และไม่เหมาะสม ตลอดจนความสามารถในการทนต่อความร้อน เป็นต้น นอกจากนี้การใช้คุณสมบัติ
ของดีเอ็นเอสามารถจ าแนกแบคทีเรียได้ถึงระดับชนิด 
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ตำรำงท่ี 2.2 ความจ าเพาะของเอนไซม์ไลเปส 

ควำมจ ำเพำะ แหล่งของเอนไซม์ 

Regio specificity  

1,3-Regioselective Rhizomucor miehei, Rhizopus oryzea, 
Rhizopus arrhizus, Rhizopus delemar, 
Rhizopus niveus, Porcine pancreatic lipase 

Non specific Pseudomonas fluorescens,  

Pseudomonas cepacia, 

Chromobacterium viscocum, Candida rugosa 

Fatty acid specific  

Long chain poly- 

unsaturated acids 

Geotrichum candidum, Candida rugosa 

Saturated acids Fusarium oxysporum 

Cis-9 Unsaturated acid Geotrichum candidum B 

Short acid Cuphea sp. 

Acylglycerol specific  

Monoacylglycerols Potato acrylhydrolase (Patatin) 

Mono- and Diacylglycerols Penicilium camembertii, Penicilium 
cyclopium M1, Fusarium sp. 

Triacylglycerols 

 

Penicilium roquefertii, Penicilium expansum, 
Penicilium cyclopium M1 

ที่มำ : Diks และ Bosley (2000) 

 
 จากหนังสือ Bergey’s manual of Systematic Bacteriology ฉบับพิมพ์ครั้งที่  2 ค.ศ. 
2005 จัดสิ่งมีชีวิตในกลุ่มโปรคารีโอต 2 โดเมน ได้แก่ อาเคีย และ แบคทีเรีย จากการเปรียบเทียบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S ribosomal RNA เชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas sp. จัดเป็นพวก rRNA 
homology กลุ่มที 1 อยู่ใน subclass γ ของproteobacteria มีการจัดล าดับอนุกรมวิธาน ดังนี้  
                         Domain: Bacteria  
                                 Phylum: Proteobacteria  
                                       Class: Gammaproteobacteria  
                                             Order: Pseudomonadales 
                                                   Family: Pseudomodanaceae 
                                                           Genus: Pseudomonas 
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 เชื้อ Pseudomonas spp. มีลักษณะเป็นรูปท่อนตรง หรือโค้งเล็กน้อย มีขนาด 0.5-1.0 x 
1.5-5.0 ไมโครเมตร ติดสีแกรมลบ ดังแสดงในรูปที่ 2.6 ส่วนใหญ่เคลื่อนที่ได้โดยใช้แฟลกเจลลาที่
ปลายเซลล์ ซึ่งมีอย่างน้อยที่สุด 1 เส้น บางสายพันธุ์เคลื่อนที่โดยอาศัยแฟลกเจลลาด้านข้างไม่สร้าง
สปอร์  มีค่าโมลเปอร์เซ็นต์ G + C ของ DNA เท่ากับ 58-70 (Palleroni, 1984). 

 เป็นแบคทีเรียในกลุ่มที่สามารถใช้สารอินทรีย์เป็นทั้งแหล่งพลังงานและแหล่งของอิเลคตรอน 
สร้างรงควัตถุที่ละลายน้ าได้ ไม่ไวต่อยาปฏิชีวนะเพนนิซิลลิน (นันทนา , 2537) ในสภาวะต้องการ
อากาศจะใช้ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดท้ายในกระบวนการหายใจระดับเซลล์ สร้างพลังงาน
แบบออกซิเดทีฟฟอสโฟไรเลชัน จึงให้ผลบวกกับการทดสอบเอนไซม์ไซโตโครมออกซิเดส ยกเว้น 
Pseudomanas luteola และ Pseudomonas oryzihaitans (Versalovic และคณะ, 2011) และ
ในสภาวะที่ไม่มีอากาศจะใช้ไนเตรทเป็นตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดท้าย  ไม่หมักน้ าตาลกลูโคส ดังนั้นเมื่อ
ทดสอบการหมักน้ าตาลกลูโคสแบบออกซิเดทีฟ หรือเฟอร์เมนท์เททีฟ จึงให้ผลเป็นแบบออกซิเดทีฟ 
(นันทนา , 2537)  นอกจากนี้ เ ชื้ อ  Pseudomonas ยั งมีความใกล้ชิ ดกับแบคที เ รี ย ในกลุ่ ม 
pseudomonad ได้แก่ Burkholderia Xanthomonas และ Zoogloea เป็นต้น มีลักษณะเป็นท่อน
ตรง หรือโค้ง ติดสีแกรมลบ ส่วนใหญ่เคลื่อนที่ได้โดยใช้แฟลกเจลลาที่ปลายเซลล์ ซึ่งมีอย่างน้อยที่สุด  
1 เส้น ไม่สร้างสปอร์แบคทีเรียใน Family Pseudomonadaceae บางชนิดสามารถก่อโรคในคนได้
เ ช่ น เ ดี ย ว กั บ แบค ที เ รี ย ใ น  Family Enterobacteriaceae แต่ มี ข้ อ แตกต่ า ง กั น คื อ  Family 
Enterobacteriaceae สามารถหมักย่อยน้ าตาลกลูโคส และให้ผลลบกับการทดสอบเอนไซม์ไซโต
โครม ออกซิเดส ซึ่งให้ผลตรงข้ามกับ Family Pseudomonadaceae.  

 

 
รูปที่ 2.6 ลักษณะของเชื้อ Pseudomonas sp. ทีย่้อมดว้ยสี Gram Stain ก าลังขยาย 1,000 เท่า 

 
 เชื้อ Pseudomonas sp.และไรโซแบคทีเรียหลายชนิดอาศัยในดินบริเวณรากพืช เป็นเชื้อที่
มีความเหมาะสมในการน ามาใช้ควบคุมโรคพืชที่เกิดจากเชื้อจุลินทรีย์ในดิน เพราะสามารถอยู่อาศัย
ร่วมกับพืชได้ยังให้ประโยชน์ในการควบคุมโรคพืชที่เกิดจากเชื้อจุลินทรีย์ในดิน มีรายงานการใช้ไรโซ
แบคทีเรียหลายชนิดควบคุมโรคที่ เกิดจากเชื้อรา เช่น Bacillus, Pseudomonas, Serratia, 
Enterobacter และ Arthrobacter ซึ่งเชื้อแบคทีเรียเหล่านี้สามารถที่จะสร้างเอนไซม์ ย่อยสลาย       
ไคตินที่เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์เชื้อราได้ (Basha และ Ulaganathan, 2002) กลไกการ
ควบคุมทางชีวภาพของแบคทีเรียเหล่านี้ ได้แก่ การผลิตสารปฏิชีวนะ เอนไซม์ย่อยไฮโดรเจนไซยาไนด์ 
ไซเดอร์โรฟอร์ หรือ การแก่งแย่งแข่งขันสารอาหารและการเข้าครอบครองพ้ืนที่ เป็นต้น (Chaiharn 
และคณะ, 2008)  
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2.5  กำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงไบโอดีเซล 
2.5.1  เทคนิคโครมำโทกรำฟีชนิดแผ่นบำง (Thin-layer chromatography; TLC) 

โครมาโทกราฟีชนิดแผ่นระนาบ (Planar Chromatography) ได้แก่ โครมาโทกราฟี 
ชนิดกระดาษ และโครมาโทกราฟีแผ่นบาง ซึ่งนิยมใช้มากในการตรวจสอบเอกลักษณ์ของสาร หรือ
ความบริสุทธิ์ของสารโดยเปรียบเทียบต าแหน่งของจุดหรือแถบของตัวอย่างที่ปรากฎบนแผ่นระนาบ
กับต าแหน่งสารมาตรฐานที่ได้จากกระบวนการโครมาโทกราฟีในสภาวะเดียวกัน รวมทั้งในปัจจุบันยัง
มีการประยุกต์ใช้โครมาโทกราฟีชนิดแผ่นระนาบในการวิเคราะห์เชิงปริมาณอีกด้วย 

ข้อมูลที่ได้จากการแยกด้วยโครมาโทกราฟีชนิดแผ่นระนาบจะปรากฏในลักษณะของจุด
หรือแถบต่างๆซึ่งเคลื่อนที่ได้ในระยะทางที่แตกต่างกันบนแผ่นระนาบ นับจากต าแหน่งเริ่มต้นที่ท าการ
จุด (spot) สารตัวอย่าง และมีแนวของวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase front) ปรากฎน าหน้าจุด
ต่างๆเหล่านั้น (Rouessac และคณะ, 2007) 

การบอกต าแหน่งจุดขององค์ประกอบแต่ละชนิด นิยมใช้ค่า Retardation factor (Rf) 
ซึ่งเป็นการเคลื่อนที่สัมพัทธ์ (relative migration) ขององค์ประกอบชนิดนั้นเทียบกับวัฏภาคเคลื่อนที่
หรืออาจค านวณได้ดังสมการที่ (7) 

                   Rf=
ระยะทางที่สารเคลื่อนที่หา่งจากจุดเริ่มต้น

ระยะทางที่วัฏภาคเคลื่อนที่หา่งจากจุดเริ่มต้น
=

X

X0
               ...............(7) 

 
โครมาโทกราฟีชนิดแผ่นบางเป็นเทคนิคการวิเคราะห์องค์ประกอบสารที่รวดเร็ว สะดวก 

และราคาไม่แพง นิยมใช้ในการตรวจการด าเนินไปของปฏิกิริยาเคมี ตรวจสอบความบริสุทธิ์ ของสาร
ระหว่างกระบวนการแยกสารในขั้นตอนต่างๆ ใช้ในการยืนยันชนิดของสาร และสามารถตรวจหา 
จ านวนองค์ประกอบในของผสม 

หลักการของโครมาโทกราฟีแผ่นบางจะคล้ายคลึงกับคอลัมน์โครมาโทกราฟี ต่างกัน
เพียงโครมาโทกราฟีชนิดแผ่นบางวัฏภาคนิ่งจะถูกเคลือบติดไว้ที่แผ่นกระจก แผ่นอลูมิเนียม หรือแผ่น
พลาสติกบางๆ สารจะถูกแต้มไว้ใกล้ๆ ปลายด้านหนึ่งของแผ่นโดยใช้หลอดแคปิลลารี จากนั้นจึงน า
แผ่นดังกล่าวไปวางลงในภาชนะที่ใส่วัฏภาคเคลื่อนที่ไว้ตื้นๆ เมื่อตัวท าละลายถูกดูดซึมขึ้นไปตามตัว
ดูดซับด้วย capillary action จะพาสารตัวอย่างขึ้นไปด้วย จึงเกิดการแยกของสารเกิดขึ้นด้วย
หลักการเดียวกับคอลัมน์โครมาโทกราฟี ตัวอย่างเช่น หากใช้ซิลิกาเป็นวัฏภาคนิ่ง และใช้ตัวท าละลาย
ที่มีข้ัวต่ าเป็นวัฏภาคเคลื่อนที่ สารที่มีข้ัวน้อยจะละลายได้ดีในวัฏภาคเคลื่อนที่แต่ถูกดูดซับด้วยวัฏภาค
นิ่งได้น้อยจึงเคลื่อนที่ไปได้ดี ด้วยระยะที่มากกว่าสารที่มีขั้วสูงซึ่งละลายในวัฏภาคเคลื่อนที่ได้น้อยแต่
ดูดซับบนวัฏภาคนิ่งได้ดี เนื่องจากใช้สารปริมาณน้อยมากในการแยก เทคนิคโครมาโทกราฟีชนิดแผ่น
บางจึงเหมาะสมเป็นเครื่องมือเชิงวิเคราะห์มากกว่าเครื่องมือที่ใช้ในการแยกสารเพ่ือเก็บแต่ละ
องคป์ระกอบดังในกรณีของคอลัมน์โครมาโทกราฟี ดังแสดงในรูปที่ 2.7  

ประโยชน์ของโครมาโทกราฟีชนิดแผ่นบางนอกเหนือจากที่กล่าวมาข้างต้นแล้ว ยัง
รวมถึงการใช้ในการทดลองหาระบบตัวท าละลายที่เหมาะสมก่อนการท าคอลัมน์โครมาโทกราฟี การ
วิเคราะห์ความบริสุทธิ์ของสารที่ออกมาจากคอลัมน์ โครมาโทกราฟีด้วยตัวดูดซับที่นิยมใช้ในเทคนิค
โครมาโทกราฟีชนิดแผ่นบาง ได้แก่ อลูมินา และซิลิกาเจลเช่นเดียวกับท่ีใช้ในการท าคอลัมน์ 
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โครมาโทกราฟี ดังนั้นระบบตัวท าละลายรวมถึงความเร็วช้าของการเคลื่อนที่ของสารมีขั้วและ ไม่มีขั้ว
จึงมีแนวโน้มท านองเดียวกันกับที่กล่าวไว้ในคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดยทั่ว ๆ ไปแล้วนิยมใช้ ตัวดูดซับ
เป็นอลูมินากับสารกลุ่มที่ไม่มีขั้วหรือมีข้ัวน้อยๆ เช่น ไฮโดรคาร์บอน อัลคิลเฮไลด์ อีเทอร์ และนิยมใช้       
ซิลิกาเจลกับสารที่ค่อนข้างมีขั้วเช่น แอลกอฮอล์ กรดอินทรีย์ เอมีน เป็นต้น  

รูปที่ 2.7  การแยกสารของโครมาโทกราฟีชนิดแผ่นบาง และหลังการแยกสาร 

ที่มำ : Rouessac และคณะ (2007) 
 

  2.5.2 เทคนิคแก๊สโครมำโทกรำฟี (Gas Chromatography; GC) 

แก๊สโครมาโทรากราฟี (รูปที่ 2.8) เป็นเทคนิคที่ใช้ส าหรับแยกตัวอย่างที่เป็นสารผสมที่
ระเหยได้โดยเปลี่ยนสารผสมให้เป็นไอที่อุณหภูมิหนึ่ง ไอจะถูกน าเข้าสู่คอลัมน์โดยอาศัยการพาไปของ
เฟสเคลื่อนที ่(mobile phase) หรือ carrier gas ตาม flow rate ที่ต้องการภายในคอลัมน์บรรจุด้วย
สารที่ท าหน้าที่ในการแยก เรียกว่า เฟสคงที่ (stationary phase) สารผสมจะถูกแยกออกเป็นส่วนๆที่
คอลัมน์นี้ด้วยความแตกต่างของสมบัติทางเคมีโครงสร้างน้ าหนักโมเลกุล จุดเดือดสารที่แยกได้ผ่าน
ออกไปสู่ส่วนตรวจวัดท าให้เกิดสัญญาณไฟฟ้าส่งไปยังระบบประมวลผล ซึ่งสามารถค านวณและ
รายงานผลออกมาเป็นโครมาโทรแกรม ให้ทราบถึงองค์ประกอบหรือเทียบปริมาณของสารตัวอย่างได้ 
สามารถวิเคราะห์ได้ท้ังเชิงปริมาณและคุณภาพ  

 

รูปที่ 2.8  เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี  
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หลักการและส่วนประกอบที่ส าคัญของเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี (ต้นกล้า, 2558) 

1.  แก๊สพา (Carrier gases) มีหน้าที่น าแก๊สตัวอย่างจากจุดฉีด (injection port) ผ่าน
เข้าสู่คอลัมน์และไปยัง detector แก๊สที่ใช้งานกับเครื่อง GC เป็นแก๊สเฉื่อยที่ไม่ท า ปฏิกิริยากับ
โมเลกุลของสารตัวอย่าง เช่น แก๊สฮีเลียม ไฮโดรเจน หรือไนโตรเจน  

2.  อินเจคเตอร์ (Injector port) เป็นส่วนที่ใช้ในการฉีดสารตัวอย่างเข้าคอลัมน์โดยทั่วไป
ส่วนที่ฉีดสารตัวอย่างเข้าไป (inlet) มักจะมีตัวให้ความร้อน (heater) ติดตั้งอยู่ด้วย เพ่ือท า ให้สาร
ตัวอย่างกลายเป็นไอการเลือกใช้งานว่าจะใช้ inlet แบบใดนั้นนั้นขึ้นอยู่กับสารตัวอย่างหากสาร
ตัวอย่างเป็นแก๊สมักจะฉีดตัวอย่างเข้าไปด้วย gas sampling valve หากสารตัวอย่างเป็นของเหลว
โดยมากจะใช้  micro syringe ดูดสารตัวอย่ างขึ้ นมาตามปริมาตรที่ ต้ องการแล้ วฉี ดผ่ าน 
siliconeseptum ที่ injection port ไปยังปลายของคอลัมน์ 

3.  คอลัมภ์ (Column) เป็นส่วนที่ใช้แยกสารตัวอย่าง คอลัมน์ที่ใช้กันทั่วไปใน GC นั้นมี
อยู่ 2 ประเภท คือ packed column และ capillary column แสดงดังรูปที่ 2.9 การเลือกใช้คอลัมน์
แต่ละชนิดขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของสารผสม ไม่สามารถระบุได้อย่างชัดเจน แต่สามารถพิจารณาเลือก
จาก catalog ที่บริษัทผู้ผลิตคอลัมน์ออกมาจ าหน่าย และค้นคว้าจากงานวิจัยในวารสารด้าน                
โครมาโทรกราฟี 

 
 

 

 

 

รูปที่ 2.9 ชนิดของคอลัมภ์ (ก) Packed column (ข) Capillary column 
ที่มำ : Rouessac และคณะ (2007) 

 
4.  ส่วนตรวจวัด (Detector) เป็นอุปกรณ์ที่ใช้ส าหรับตรวจวัดสารเชิงเดี่ยวที่ถูกแยก

ออกมาจากคอลัมน์แล้วส่งสัญญาณไฟฟ้าไปยังระบบประมวลผลสามารถจ าแนกประเภทของส่วน
ตรวจวัดได้เป็นหลายประเภทตามคุณสมบัติการตรวจวัด โดยรูปแบบตรวจ วัดที่ใช้กันอย่างกว้างขวาง 
และสามารถท า ได้ในเครื่อง GC-2014 ได้แก่  

4.1  Flame Photometric Detector (FID) ใช้ในการตรวจหาสารประกอบอินทรีย์ 
(สารประกอบที่มี C-C, C-H bonds)  

4.2  Electron Capture Detector (ECD) เป็นอุปกรณ์ตรวจวัดที่ดีในการตรวจหา
สารประกอบที่มีแฮโลเจนอะตอมเป็น องค์ประกอบ เช่น ยาฆ่าแมลง และยาปราบวัชพืช เป็นต้น ดัง
แสดงในรูปที่ 2.10 

 

(ก)                                   (ข) 
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รูปที่ 2.10 รูปแบบ Detector ของ Gas chromatography 
ที่มำ : Rouessac และคณะ (2007) 

 
5.  ระบบประมวลผล (Data system) เป็นส่วนที่ ประมวลผลและข้อมูลต่างๆ ด้วย

ระบบคอมพิวเตอร์ซึ่งค านวณ และรายงานผลเป็น retention time คือเวลาที่สารแต่ละชนิด ใช้ผ่าน
คอลัมน์จากจุดเริ่มต้นถึงจุดสูงสุดของของพีคท่ีได้จากโครมาโทแกรม retention time สามารถน า ไป
ใช้ในการวิเคราะห์เชิงคุณภาพเพ่ือระบุว่าเป็นสารชนิดใดเมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน นอกจากนี้
ลักษณะและขนาดของพีคที่ได้จากโครมาโทรแกรมใช้ เป็นข้อมูลส า หรับการวิเคราะห์เชิงคุณภาพและ
เชิงปริมาณได้ 

2.6  งำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง  
 ภัทรวิทย์ (2559) ศึกษาเพ่ือปรับปรุงคุณภาพของไบโอดีเซลจากน ้ามันที่ใช้แล้วโดยการดูดซับ 
โดยการน าน ้ามันที่ใช้แล้วมาผลิตเป็นไบโอดีเซลเปรียบเทียบกัน 2 วิธี ได้แก่ ปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิ
เคชัน โดยใช้โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในปริมาณ ร้อยละ 1–3 โดยน้ าหนัก ปริมาณ
เมทานอลต่อน ้ามันเป็น 6:1 เวลาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา 90 นาที และอุณหภูมิในการท าปฏิกิริยา 60 
องศาเซลเซียส และปฏิกิริยาสองขั้นตอน ใช้กรดซัลฟิวริกเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในขั้นตอนแรกในปริมาณ
กรดร้อยละ 1 – 2 โดยน ้าหนัก ปริมาณเมทานอลต่อน ้ามันเป็น 6:1 อุณหภูมิที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา 
60 องศาเซลเซียส และเวลาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา 60 นาที ในขั้นตอนที่สองจะใช้โพแทสเซียมไฮดร
อกไซด์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในปริมาณ ร้อยละ 1 – 3 โดยน ้าหนัก ปริมาณเมทานอลต่อน ้ามันเป็น 6:1 
เวลาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา 90 นาที และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไบโอดีเซลไปท าการ
ดูดซับด้วยถ่านกัมมันต์ โดยออกแบบการทดลองด้วย Box-Behnken โดยมีตัวแปร 3 ตัว ได้แก่ 
ปริมาณถ่านกัมมันต์ ร้อยละ 0.5 – 3.5 เวลาที่ใช้ในการดูดซับ 30 – 90 นาที อุณหภูมิที่ใช้ในการดูด
ซับ 15 – 55 องศาเซลเซียส พบว่าร้อยละเมทิล-เอสเทอร์ที่ได้จากปฏิกิริยาสองขั้นตอนมีค่ามากกว่าไบ
โอดีเซลที่ผลิตได้จากปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชัน และในส่วนของการดูดซับด้วยถ่านกัมมันต์ พบว่า
สภาวะการดูดซับที่ดีที่สุด คือ ปริมาณถ่านกัมมันต์ ร้อยละ 2 โดยน ้าหนัก เวลาที่ใช้ในการดูดซับ 38 
นาที อุณหภูมิที่ใช้ในการดูดซับ 56 องศาเซลเซียส สามารถท าให้ไบโอดีเซลมีคุณสมบัติที่ดีขึ้น คือ ค่า
กากตะกอนคาร์บอนที่มีค่าลดลงจากร้อยละ 0.812 ไปเป็นร้อยละ 0.448 และค่าเมทิลเอสเทอร์มีค่า
เพ่ิมข้ึนจากร้อยละ 94.25 ไปเป็นร้อยละ 96.67 
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 ภัทรติกรณ์ และสมชาย (2555) วิเคราะห์ปริมาณกรดไขมันอิสระในน้ ามันปาล์มที่ผ่านการ
ทอดพืชและสัตว์ที่มีผลต่อการ ผลิตและคุณภาพของไบโอดีเซล การทดลองได้สุ่มตัวอย่างน้ ามันปาล์ม
ใช้แล้วที่มีปริมาณกรดไขมันอิสระระหว่าง 0.427 ถึง 1.435% ซึ่งใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซล
ด้วยกระบวนการทรานส์เอสเตอริฟิเคชัน โดยใช้โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่
ปริมาณ 1 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักของน้ ามัน มีเมทานอลเป็นตัวท าปฏิกิริยาที่มี ปริมาณ 15, 25 และ 
50 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรของน้ ามัน ที่อุณหภูมิ 30, 45 และ 60 องศาเซลเซียส ใช้เวลาในการท า
ปฏิกิริยา 30, 60 และ 120 นาที จากการทดลองพบว่าการผลิตไบโอดีเซลที่ระดับกรดไขมันอิสระ 
0.427 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ ปริมาณเมทานอล 25 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรของน้ ามัน ที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาทีให้ปริมาณ เมทิลเอสเตอร์และร้อยละผลผลิตของเมทิลเอสเตอร์สูงสุด 
เท่ากับ 96.81 และ 97.30 ตามล าดับ แต่ส าหรับ การผลิตไบโอดีเซลที่ใช้ปริมาณเมทานอล 25 
เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรของน้ ามัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาทีที่ระดับกรดไขมัน
อิสระร้อยละ 0.427 ให้ เปอร์เซ็นต์ FAME ต่อบาทสูงสุด เท่ากับ 3.22 โดยที่มีร้อยละ FAME มากกว่า 
90 พบว่า ให้ปริมาณเมทิลเอสเตอร์และร้อยละผลผลิตของเมทิลเอสเตอร์เท่ากับ 91.14 และ 85.72 
ตามล าดับ 

 ปกรณ์ (2554) รายงานว่าการใช้เอนไซม์ไลเปสในการเร่งปฏิกิริยาเพ่ือใช้ผลิตไบโอดีเซลนั้นมี
เพ่ิมขึ้นอย่างแพร่หลายเนื่องจากไลเปสเป็นเอนไซม์ที่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้อย่างจ าเพาะและมี
ประสิทธิภาพสูง ท าให้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการผลิตไบโอดีเซลที่มีคุณภาพดีได้ อีกท้ังยังช่วยลด
ปัญหาของกระบวนการหลังการผลิต นอกจากนี้ไลเปสยังสามารถใช้อย่างมีประสิทธิภาพกับน ้ามันที่มี
คุณภาพแตกต่างกัน รวมไปถึงน ้ามันคุณภาพต ่าหรือน ้ามันเหลือใช้จากการปรุงอาหารซึ่งมีความเป็น
กรดค่อนข้างสูง เนื่องจากเอนไซม์ไลเปสสามารถเร่งปฏิกิริยาได้ทั้งไตรเอซิลกลีเซอรอลและกรดไขมัน
อิสระให้เป็นโมโนอัลคิลเอสเทอร์ อย่างไรก็ตามค่าใช้จ่ายที่สูงของเอนไซม์ยังถือเป็นอุปสรรคส าคัญใน
การประยุกต์น าไลเปสมาใช้ในการผลิตไบโอดีเซล ดังนั้นการหมุนเวียนเอาเอนไซม์กลับมาใช้ใหม่โดย
ตรึงเอนไซม์ไว้บนวัสดุที่เป็นของแข็งจึงเป็นทางออกหนึ่งในการลดต้นทุนการผลิต นอกจากนี้การใช้ไล
เปสเป็นตัวเร่งปฏิกิริยายังช่วยลดกระบวนการหลังการผลิตในขั้นตอนการแยกตัวเร่งปฏิกิริยา เอนไซม์
ที่ถูกตรึงไว้สามารถแยกออกมาจากส่วนผสมอ่ืนๆของปฏิกิริยาได้ง่ายโดยการกรอง นอกจากนี้การเร่ง
ปฏิกิริยาโดยใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาชีวภาพไม่มีการใช้กรดหรือเบสในปฏิกิริยาจึงไม่ท าให้เกิดน ้าเสียจากการ
ผลิต ท าให้กระบวนการผลิตไบโอดีเซลแบบนี้เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมมากกว่าวิธีแบบดั้งเดิม ยิ่งไปกว่า
นั้นเอนไซม์ไลเปสสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์ที่ได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรม ซึ่งสามารถปรับปรุง
ประสิทธิภาพการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ไลเปส ความจ าเพาะต่อส่วนที่เป็นกรดไขมันในน ้ามัน และ
ความเสถียรของเอนไซม์เพ่ือให้เหมาะสมต่อการใช้ในกระบวนการผลิตไบโอดีเซลได้  

 เกษรา (2553) ศึกษาการผลิตไบโอดีเซลที่เป็นเอทิลเอสเทอร์จากน้ ามันปาล์มที่ผ่านการใช้
แล้วกับเอทานอล ด้วยการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ตรึงรูปในระบบกะและระบบต่อเนื่อง โดยการ
คัดเลือกเอนไซม์ไลเปสทางการค้า 4 ชนิด คือ เอนไซม์ไลเปสอิสระ, Lipase PS, Lipase AK และ 
Lipase AY จากเชื้อ P. cepacia, P. fluorescens และ Candida rugosa ตามล าดับ ที่ผ่านการตรึง
รูปด้วยตัวพยุงแอคคูเรล EP100 กับเอนไซม์ไลเปสตรึงรูปทางการค้า Lipozyme TL IM จากเชื้อ 
Thermomysis lauginosa พบว่า Lipase AY และ Lipase AK มีความเหมาะสมในการน ามาใช้ผลิต
เอทิลเอสเทอร์ เนื่องจาก Lipase AY สามารถย่อยสลายน้ ามันให้เกิดเป็นกรดไขมันอิสระได้ร้อยละ 53 
ในขณะที่ Lipase AK มีความสามารถในการทรานส์เอสเทอริฟิเคชันให้เกิดเป็นเอทิลเอสเทอร์ได้ร้อย
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ละ 91 เมื่อน าเอนไซม์ตรึงรูปทั้งสองชนิดมาผสมกันเพ่ือใช้ในการผลิตระบบกะ พบว่าเอนไซม์สามารถ
ท างานร่วมกันได้ดี ให้ผลผลิตเอทิลเอสเทอร์ ร้อยละ 89 ในสภาวะที่ใช้ Lipase AY ต่อ Lipase AK ที่
สัดส่วน 1:1 ในปริมาณร้อยละ 10 ของน้ าหนักน้ ามัน ซึ่งมีน้ าในระบบร้อยละ 2 และสัดส่วนโมลของ
เอทานอลต่อน้ ามันเท่ากับ 3 ต่อ 1 ท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 
และพบว่าการแบ่งเติมเอทานอลครั้งละ 1 เท่าของโมลน้ ามันจ านวน 3 ครั้ง จะให้ผลผลิตเอทิลเอส
เทอร์ได้สูงสุดเท่ากับร้อยละ 91 จากการศึกษาการใช้ซ้ าของเอนไซม์ตรึงรูป พบว่าสามารถใช้เอนไซม์
ในการผลิตไบโอดีเซลได้ 12 ครั้ง และยังให้ผลผลิตเอทิลเอสเทอร์ที่มากกว่าร้อยละ 50 การผลิตเอทิล
เอสเทอร์โดยเอนไซม์ตรึงรูปผสมในระบบต่อเนื่องแบบกึ่งกะ (fed batch) พบว่าการบรรจุเอนไซม์โดย
ผสมเป็นเนื้อเดียวกันจะให้ผลผลิตเอทิลเอสเทอร์เฉลี่ยร้อยละ 20 แต่เมื่อแยกคอลัมภ์ระหว่าง Lipase 
AY กับ Lipase AK โดยท าการย่อยสลายน้ ามันปาล์มใช้แล้วด้วย Lipase AY ก่อน พบว่าสามารถย่อย
สลายน้ ามันได้เป็นอย่างดีส่งผลให้เกิดกรดไขมันอิสระได้มากกว่าร้อยละ 60 และเม่ือน าผลิตภัณฑ์ที่ได้
ไปแยกน้ าออกแล้วน าไปเติมเอทานอลเพ่ือผลิตเอทิลเอสเทอร์ด้วย Lipase AK พบว่าเกิดการผลิต
เอทิลเอสเทอร์ได้มากกว่าร้อยละ 70 จากการศึกษาคุณสมบัติของเอทิลเอสเทอร์จากน้ ามันปาล์มใช้
แล้วที่ผ่านการท าบริสุทธิ์ด้วยซิลิกาเจลและระเหยเอทานอลส่วนเกินออก พบว่ามีค่าความหนืดที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เท่ากับ 5.66 เซ็นติสโตก และมีค่าจุดวาบไฟ จุดขุ่นและจุดไหลเทเท่ากับ 
120, 8 และ 6 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 

 ดุษฎี (2549) ศึกษาการผลิตไบโอดีเซลจากน้ ามันเมล็ดทานตะวันโดยใช้เชื้อ P. flurescens 
ที่ท าการตรึงไลเปสไคโตซานด้วยวิธีการดูดซับทางกายภาพ เมื่อน าเอนไซม์ที่ถูกตรึงไปเร่ งปฏิกิริยาท
รานส์เอสเทอริฟิเคชันระหว่างน้ ามันเมล็ดทานตะวันกับเมทานอล พบว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
ผลิตเมทิลเอสเทอร์ คือ อัตราส่วนโดยโมลระหว่างน้ ามันต่อเมทานอล 1:3 ปริมาณเอนไซม์ที่ถูกตรึง
ร้อยละ 100 โดยน้ าหนักน้ ามัน มีน้ าในปฏิกิริยาร้อยละ 20 โดยน้ าหนักน้ ามัน เมื่อท าปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จะได้ปริมาณเมทิล
เอสเทอร์ร้อยละ 25 และเมื่อใช้เอนไซม์อิสระในการเร่งปฏิกิริยาที่สภาวะเดียวกันจะได้ปริมาณเมทิล
เอสเทอร์ร้อยละ 33 

 ปรเมษฐ์ และสินศุภา (2549) ได้ท าการศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ไลเปสเพ่ือท าการย่อยไตร
กลีเซอไรด์ในน้ ามันชนิดต่างๆให้เป็นกรดไขมันมีความส าคัญอย่างยิ่งต่อกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิ
เคชันเพ่ือการสังเคราะห์น้ ามันไบโอดีเซลชนิดอัลคิลเอสเทอร์ของกรดไขมัน การใช้เอนไซม์ในลักษณะ
ต่างกันส่งผลให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ได้แตกต่างกัน พบว่าเอนไซม์อิสระให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์
สูงกว่าเอนไซม์ตรึงรูป และมีการล้างน้ ามากกว่าการตรึงรูปเอนไซม์ 3-4 เท่า สภาวะที่เหมาะสมในการ
ท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส คือความเร็วรอบของการเขย่า 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  

 Ali และคณะ (2017) ศึกษาปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันของน้ ามันเหลือใช้ด้วยเมทานอล
เพ่ือการสังเคราะห์ไบโอดีเซลพบว่ามีประสิทธิภาพมาก ในขั้นตอนการท าปฏิกิริยาใช้ไลเปสบริสุทธิ์ 
เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา และสภาวะที่เหมาะสม คืออุณหภูมิ 44.2 องศาเซลเซียส อัตราส่วนโดยโมลเมทา
นอลต่อน้ ามัน (3.05: 1) ปริมาณไลเปส 0.782 กรัมและความเร็วในการหมุน 170 รอบต่อนาที ระยะ
บ่ม 24 ชั่วโมง ผลผลิตเมทิลเอสเทอร์เป็นร้อยละ 85.8 และ 87 ตามล าดับ ซึ่งสามารถใช้เพ่ืออธิบาย
ความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยในการผลิตเมทิลเอสเตอร์ 
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  Kaur และคณะ (2017) การคัดเลือกสายพันธุ์แบคทีเรีย 46 สายพันธุ์เพ่ือการผลิตไลเปส  บน
พ้ืนฐานนี้ 4 สายพันธุ์แบคทีเรียได้แก่ Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus aryabhattai, 
P. aeruginosa และ P. fluorescens ถูกระบุมีความสามารถในการผลิตไลเปส ดัชนีการเคลื่อนไหว
ของเอนไซม์ไลเปส (LAI) ของสายพันธุ์แบคทีเรียที่เลือกมีค่าตั้งแต่ 1.57 ถึง 2.90 โดย ค่าสูงสุดที่พบ
ใน P. aeruginosa (2.90) การตรวจพบเชื้อมีฤทธิ์เอนไซม์ไลเปสที่สูงอย่างมีนัยส าคัญของ 726.35, 
505.33 และ 355.98 pkat มล.-1 ในน้ ามันมะกอก หยีน้ า (Pongamia glabra seed) และน้ ามันสบู่
ด า ตามล าดับ ใน 4 สายพันธุ์แบคทีเรีย พบว่า P. aeruginosa มีกิจกรรมไลเปสสูงมากในน้ ามันทั้ง
สามชนิด น้ ามันมะกอกเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมที่สุดส าหรับการผลิต lipases จากแบคทีเรีย 
ตามด้วยน้ ามันหยีน้ า และสบู่ด า การเปลี่ยนน้ ามันมะกอก หยีน้ า สบู่ด าและน้ ามันถั่วเหลืองเป็นไบโอ
ดีเซล (เมทิลเอสเทอร์) โดยใช้เอนไซม์ไลเปสจาก P. aeruginosa เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาคือ 64.2 59.7 
57.4 และ 57.9 ตามล าดับ  

 Alhassan และคณะ (2014) ได้ศึกษาการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้น้ ามันฝ้ายและใช้ตัวท า
ละลายคือ ไดเอทิลอีเทอร์ ผลการทดลองพบว่าเมื่อเพ่ิมตัวท าละลายร้อยละ 10 โดยปริมาตร ได้
ผลผลิตไบโอดีเซลร้อยละ 70 แต่เมื่อเพ่ิมตัวท าละลายเป็นร้อยละ 20 โดยปริมาตร ได้ไบโอดีเซล
เพ่ิมขึ้นเป็นร้อยละ 97 โดยใช้สภาวะที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาแบบเบส คือ 
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ อัตราส่วนโดยโมลเมทานอลต่อน้ ามัน 6:1 ใช้เวลาท าปฏิกิริยา 60 นาที การ
เพ่ิมตัวเร่งปฏิกิริยามีอิทธิพลอย่างมากต่อการเพ่ิมปริมาณไบโอดีเซลจากหลายงานวิจัย 

 Micic และคณะ (2014) พบว่าการใช้แอลกอฮอล์ที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ขึ้นจะท าให้การเข้าท า
ปฏิกิริยายากข้ึน และท าให้ร้อยละผลผลิตไบโอดีเซลในระยะเวลาที่เท่ากันลดลงจาก 90 เป็น 77 และ 
70 เมื่อใช้เมทานอล เอทานอล และโพรพานอล ตามล าดับ  
 Lam และคณะ (2013) พบว่าเมื่อใช้อุณหภูมิต่ าประมาณอุณหภูมิห้อง (25 และ 30 องศา
เซลเซียส) อัตราส่วนเมทานอลต่อน้ ามัน (สาหร่าย Chlorella vulgaris) คือ 180:1 กรดซัลฟิวริก
ความเข้มข้น 35 เปอร์เซ็นตโ์ดยน้ าหนัก ปริมาณของไบโอดีเซลจะเกิดขึ้นเพียงเล็กน้อยเท่านั้นคือ ร้อย
ละ 5 ถึง 10 หลังท าปฏิกิริยาโดยใช้เวลานานถึง 6 ชั่วโมง แต่เมื่อใช้อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้น
ที่ 60 องศาเซลเซียส ได้ปริมาณของร้อยละเมทิลเอสเทอร์สูงถึง 95 อย่างไรก็ตามเมื่อใช้อุณหภูมิของ
การท าปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้นเป็น 70 องศาเซลเซียส ปริมาณร้อยละของเมทิลเอสเทอร์ลดลงเหลือ 81 อาจ
เพราะเมทานอลระเหยท าให้ลดความสมบูรณ์ของปฏิกิริยา 
 Agarwal และคณะ (2012) ท าการศึกษาช่วง 3:1 ถึง 10:1 ที่สภาวะอุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส ตัวเร่งปฏิกิริยาโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 1 ระยะเวลาการท าปฏิกิริยา 1 ชั่วโมง จะ
พบว่าที่อัตราส่วนโดยโมลของแอลกอฮอล์ต่อน้ ามันที่ 6:1 จะมีค่าผลผลิตไบโอดีเซลมากที่สุดที่ร้อยละ 
98.5 และลดลงอย่างต่อเนื่องจนถึงที่อัตราส่วนโดยโมลของแอลกอฮอล์ต่อน้ ามัน 10:1 ซึ่งได้ผลผลิตไบ
โอดีเซลที่ร้อยละ 94.1 เพราะปริมาณของแอลกอฮอล์ส่งผลท าให้ความเข้มข้นรวมของสารตั้งต้นลดลง
เกิดความเจือจาง จึงท าให้เกิดผลผลิตไบโอดีเซลน้อยลง นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่ออัตราส่วนแอลกอฮอล์
ต่อน้ ามันมากกว่า 9:1 ท าให้แยกกลีเซอรอลยากขึ้นอีกด้วย อัตราส่วนโดยโมลของแอลกอฮอล์ต่อ
น้ ามันโดยใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดกรดนั้นจะใช้มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับชนิดเบส 
 Charpe และ Rathod (2011) ได้ท าการศึกษาการผลิตไบโอดีเซลจากน้ ามันดอกทานตะวัน
เหลือทิ้งจากครัวเรือนด้วยปฎิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันและใช้เอนไซม์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาภายใน
ถังปฏิกรณ์แบบกะ โดยท าการทดสอบการใช้เอนไซม์ไลเปสจากจุลินทรีย์ต่างๆผ่านปฏิกิริยาทรานส์  
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เอสเทอริฟิเคชันเพ่ือคัดเลือกเอนไซม์ไลเปสที่เหมาะสมที่สุดในการผลิต  และท าการศึกษาผลของ
ปัจจัยต่างๆได้แก่ อุณหภูมิ อัตราส่วนเมทานอลต่อน้ ามัน ความเข้มข้นของเอนไซม์ และตัวท าละลายที่
ใช้ในการเปลี่ยนเป็นเมทิลเอสเทอร์ พบว่า เชื้อ P. fluorescens ให้ผลผลิตที่ได้สูงที่สุด และสภาวะที่
เหมาะสมต่อการท างานของเชื้อ P. fluorescens คือ อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นของ
เอนไซม์ร้อยละ 5 อัตราส่วนโดยโมลของเมทานอลต่อน้ ามันเท่ากับ 3:1 ส าหรับวิธีการหลีกเลี่ยง
ผลกระทบจากการยับยั้งของเมทานอลสามารถท าได้โดยการเติมเมทานอลแบบ 3 ขั้นตอน 
 Kiran และคณะ (2008) ได้ท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก 
Pseudomonas sp. ที่แยกได้จากทะเล พบว่าสามารถใช้ไตรบิวไทรินเป็นแหล่งคาร์บอนและให้
กิจกรรมของไลเปสสูงกว่าการใช้คาร์โบไฮเดรตเป็นแหล่งคาร์บอน 
 Salis และคณะ (2005) ได้เปรียบเทียบชนิดของแอลกอฮอล์ที่จะใช้ในการผลิตไบโอดีเซลจาก
น้ ามันไตรโอลีน โดยใช้เอนไซม์ไลเปสจากเชื้อ P. cepacia พบว่าแอลกอฮอล์ที่เหมาะสมในการท า
ปฏิกิริยาคือ แอลกอฮอล์สายสั้นซึ่งมีหมู่แอลคิลเป็นสายคาร์บอนจ านวน 2-4 ทั้งสายตรงและแตก
แขนง ในการท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส และค่า aw เท่ากับ 0.432 โดยพบว่าการใช้บิว
ทานอล ไอโซบิวทานอล โพรพานอลและไอโซเมอร์ของเพนทานอลในการท าปฏิกิริยาสามารถให้
ผลผลิตโอเลอิกเอทิลเอสเทอร์กว่าร้อยละ 95 ในขณะที่การใช้เอทานอลจะให้ผลผลิตที่สูงเช่นกันที่
ประมาณร้อยละ 90 ส่วนแอลกอฮอล์ทุติยภูมิคือ 2-บิวทานอล (2-butanol) ให้ผลผลิตที่น้อยกว่า
ปริมาณร้อยละ 85 เนื่องมาจากผลของการไม่เข้ากันของแอลกอฮอล์กับสารในปฏิกิริยา ส่วนเมทา
นอลให้ผลผลิตต่ าที่สุดที่ประมาณร้อยละ 40 เนื่องจากการละลายของเมทานอลในน้ ามันจะมีน้อยที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส การเติมแอลกอฮอล์ที่เป็นสายแขนงยังช่วยปรับปรุงคุณสมบัติของไบโอ
ดีเซลโดยช่วยให้เครื่องยนต์ท างานได้ดีขึ้นท าให้สามารถใช้ไบโอดีเซลได้ในภูมิประเทศที่มีอากาศหนาว 
 Soumanou และ Bornscheuer (2003) ได้ศึกษาปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันในน้ ามัน
เมล็ดดอกทานตะวัน โดยใช้ เอนไซม์ ไล เปสจาก P. fluorescens ที่ ตรึ งบนโพลิ โพรไพลิน 
(polypropylene, EP100) ซึ่งเป็นตัวพยุงที่มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า โดยใช้สภาวะในการตรึง คือความ
เข้มข้นของเอนไซม์ 0.025 กรัมต่อมิลลิลิตร พีเอช 7.0 พบว่าได้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เท่ากับ 3.3 
หน่วยต่อมิลลิกรัม และเมื่อน าไปเร่งปฏิกิริยาที่อัตราส่วนโดยโมลของน้ ามันต่อเมทานอล 1:3 ปริมาณ
เอนไซม์ที่ถูกตรึงร้อยละ 10 โดยน้ าหนักของน้ ามัน ไม่มีน้ าในปฏิกิริยา บ่มที่ความเร็วรอบ 200 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส โดยใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ชนิดต่างๆ ได้แก่  เฮกเซน ไซโคลเฮ
กเซน เอ็น-เฮปเทน ไอโซออกเทน อะซีโตน และปิโตรเลียมอีเทอร์ พบว่า เฮกเซนเป็นตัวท าละลาย
อินทรีย์ที่ให้ปริมาณเมทิลเอสเทอร์สูงสุด คือมากกว่าร้อยละ 90 เมื่อใช้เวลาในการท าปฏิกิริยา 48 
ชั่วโมง ทั้งนี้เนื่องจากเฮกเซน เป็นตัวท าละลายอินทรีย์ที่ไม่มีขั้ว จึงสามารถละลายเข้ากับน้ าได้ดีและ
ไม่มีผลกระทบต่อโครงสร้างของเอนไซม์  
 Dong และคณะ (1999) พบว่า สภาวะที่เป็นด่างไม่มีผลต่อกิจกรรมการย่อยสลายน้ ามัน
มะกอกของไลเปสจาก Pseudomonas spp. ซึ่งมีพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานในช่วง 
7.0-9.0 และ 45-60 องศาเซลเซียส ตามล าดับ จึงจัดเป็นไลเปสชนิด Alkaline stability lipase ซึ่ง
ไลเปสชนิดนี้มีความคงทนที่ดีมากต่อพีเอช 6.0-12.0 แต่เอนไซม์จะลดลงอย่างรวดเร็วที่อุณหภูมิสูง
กว่า 60 องศาเซลเซียส 
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บทท่ี 3 
วิธีด ำเนนิงำนวิจัย 

 
3.1  เช้ือจุลินทรีย์ 

3.1.1  Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 
3.1.2  แบคทีเรียรหัส BG2015 
3.1.3  แบคทีเรียรหัส BG2018 
3.1.4  แบคทีเรียรหัส KS1001 
3.1.5  แบคทีเรียรหัส KS1008 
3.1.6  แบคทีเรียรหัส KS2002 
3.1.7  แบคทีเรียรหัส KS3003 
3.1.8  แบคทีเรียรหัส KS3005 
3.1.9  แบคทีเรียรหัส SN2002 
3.1.10  แบคทีเรียรหัส SN2006 
3.1.11  แบคทีเรียรหัส SN2007 
3.1.12  แบคทีเรียรหัส SS1003 
3.1.13  แบคทีเรียรหัส SS3005 
3.1.14  แบคทีเรียรหัส SS3007 

 
3.2  สำรเคมี 

3.2.1  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
3.2.1.1  Nutrient broth (NB) 
3.2.1.2  Nutrient agar (NA) 
3.2.1.3  Tryptic Soy Broth (TSB) 
3.2.1.4  Tryptic Soy Agar (TSA) 
3.2.1.5  Motility test 
3.2.1.8  Starch agar 
3.2.1.7  Simmons Citrate Agar 
3.2.1.9  OF Basal medium 
3.2.1.10  MP-3 
3.2.1.11  Tributyrin Agar 
3.2.1.12  Basal medium 

3.2.2  สารเคมี 
3.2.2.1  Iodine solution 
3.2.2.2  Oxidase reagent 
3.2.2.3  Crystal violet 
3.2.2.4  Safanin 
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3.2.2.5  Hexane 
3.2.2.6  Ethyl acetate 
3.2.2.7  Acetic acidIsopropanol 
3.2.2.8  สารละลายบัฟเฟอร์ Phosphate ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ (pH 8 
3.2.2.9  สารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ (pH 7.6) 
3.2.2.10  สารละลายบัพเฟอร์ Tris-HCl ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ (pH 8.0)  
3.2.2.11  p-Nitrophenol 
3.2.2.12  p-Nitrophenyl palmitrateIodine  
3.2.2.13  Bovine serum albumin 
3.2.2.14  Gum Arabic 
3.2.2.15  Ammonium sulfate 
3.2.2.16  แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ 
3.2.2.17  แอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ 
3.2.2.18  Triton X-100 
3.2.2.19  Tween-80 
3.2.2.20  Paraffin oil  
3.2.2.21  น้ ามันไบโอดีเซลมาตรฐานจากโครงการส่วนพระองค์สวนจิตรลดา 
3.2.2.22  น้ ามันปาล์ม 

 
3.3  อุปกรณ์ 

3.3.1  จานเพาะเชื้อ (Petri dish) 
3.3.2  หลอดทดลอง (Test tube) 
3.3.3  ขวดรูปชมพู่ขนาด 125 และ 250 มิลลิลิตร 
3.3.4  บีกเกอร์ขนาด 50 250 600 และ 1,000 มิลลิลิตร 
3.3.5  กระบอกตวงขนาด 100 และ 1,000 มิลลิลิตร 
3.3.6  ขวดปรับปริมาตรขนาด 5 10 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
3.3.7  หลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 1.5 15 และ 50 มิลลิลิตร 
3.3.8  ขวดดูแรนขนาด (Duran bottle) 250 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
3.3.9  ปิเปตแก้วขนาด 0.1 1 5 และ 10 มิลลิลิตร 
3.3.10  ไมโครปิเปตขนาด 0.5-10 2-20 20-200 และ 100-1,000 ไมโครลิตร 
3.3.11  ปิเปต ทิป ขนาด 0.5-10 20-200 และ 100-1,000 ไมโครลิตร 
3.3.12  ขวดเก็บสาร (Vial) ขนาด 1.5 มิลลิตร 
3.3.13  กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 
3.3.14  96-Well Microplate ยี่ห้อ Costar 
3.3.15  ขวดสีชา 
3.3.16  จุกยาง 
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3.4  เครื่องมือ 
3.4.1  เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อ รุ่น High-pressure sterilizer ES-315 ยี่ห้อ Tomy 
3.4.2  ตู้ปลอดเชื้อ ยี่ห้อ Telstar Bio all Adavance 
3.4.3  ตู้บ่มเพาะเชื้อ รุ่น UN100 ยี่ห้อ Memert 
3.4.4  ตู้บ่มเพาะเชื้อแบบเขย่า รุ่น 4230 ยี่ห้อ Innova 
3.4.5  ตู้อบลมร้อน ยี่ห้อ Memert 
3.4.6  เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง รุ่น PG-803 ยี่ห้อ Mettler 
3.4.7  เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอน รุ่น Z326K ยี่ห้อ Hermle 
3.4.8  เครื่องสารละลาย รุ่น VORTEX-GENIE2 ยี่ห้อ Scientific Industries 
3.4.9  เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง รุ่น UV-1601 ยี่ห้อ Shimadzu 
3.4.10  เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครไทเทอร์เพลท รุ่น FLUOstar Omega  
ยี่ห้อ BMG labtech 
3.4.11  เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง ยี่ห้อ Testo 
3.4.12  เครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟี รุ่น GC-2014 ยี่ห้อ Shimadzu 

 
3.5  วิธดี ำเนินงำนวิจัย 

3.5.1  กำรจัดจ ำแนกเชื้อในกลุ่ม Pseudomonas sp. 
น าแบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp. ที่คัดแยกจากสิ่งแวดล้อมซึ่งมีความสามารถ

ในการผลิตเอนไซม์ไลเปสจาก ผศ.ดร. โชคชัย กิตติวงศ์วัฒนา คณะวิทยาศาสตร์ สจล. จ านวน 2 ไอ
โซเลท ได้แก่ BG2015 และ BG2018  จากงานวิจัยของโชตินันท์ และคณะ (2557) จ านวน 11 ไอโซ
เลท ได้แก่ KS1001 KS1008 KS2002 KS3003 KS3005 SN2002 SN2006 SN2007 SS1003 
SS3005 และ SS3007 มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร Tryptic soy agar (TSA) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วน าไปจัดจ าแนกเชื้อดังนี้ 

3.5.1.1  การศึกษาคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ท าการศึกษาตามลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียโดยใช้วิธีของ Atta และ

คณะ (2012) เพ่ือระบุเชื้อจ านวน 13 ไอโซเลท โดยท าการตรวจสอบคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ได้แก่ สีของโคโลนี  การย้อมสีแกรม  รูปร่างของเซลล์แบคทีเรีย  และการเคลื่อนที่ ดังแสดงในตาราง
ที่ 3.1 
 
ตำรำงท่ี 3.1  คุณลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp. 
 

คุณลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ ผลลัพธ์ที่ได้ 

สีของโคโลนี สีเหลือง 
การย้อมสีแกรม - 

รูปร่างของเซลล์แบคทีเรีย แท่ง 
การเคลื่อนที่ + 
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  ก.  การตรวจสอบลักษณะ และสีของโคโลนี 
สังเกตลักษณะ และสีของโคโลนีบนอาหาร TSA ที่บ่มครบระยะ 24 ชั่วโมง 

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พร้อมท าการจดบันทึก 
  ข.  การย้อมสีแกรม และตรวจสอบลักษณะรูปร่างของเซลล์แบคทีเรีย  

ท าการย้อมสีแกรมเพ่ือดูสีแกรมของแบคทีเรีย และรูปร่างของเซลล์แบคทีเรีย ที่
บ่มครบระยะเวลา 18-24 ชั่วโมง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พร้อมท าการจดบันทึก 
  ค.  การทดสอบการเคลื่อนที่ 

เตรียมอาหารลักษณะกึ่งเหลวที่มีความเข้มข้นของวุ้นประมาณ 0.4 เปอร์เซ็นต์
หรือน้อยกว่า  ใช้เข็มเข่ียเชื้อแตะเชื้อที่ต้องการทดสอบ จากนั้นแทง (stab) ลงบนอาหารลักษณะกึ่ง
เหลว  และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
  การอ่านผล ไม่พบการเจริญของเชื้อออกจากรอยแท่ง = Negative (-) 
    พบการเจริญของเชื้อออกจากรอยแท่ง = Positive (+) 

3.5.2.1  การศึกษาคุณลักษณะทางชีวเคมีเบื้องต้น 
ท าการศึกษาลักษณะทางชีวเคมีเบื้องต้นโดยดัดแปลงวิธีจาก Casanovas-

Massana และคณะ (2010) และ Gaby และ Hadley (1957) เพ่ือระบุเชื้อจ านวน 13 ไอโซเลท โดย
ท าการทดสอบกระบวนการทางชีวเคมี  ได้แก่ การทดสอบการเจริญที่อุณหภูมิที่ 4 และ 42 องศา
เซลเซียส การทดสอบออกซิเดส (Oxidase Test) การทดสอบคะตะเลส (Catalase Test)  การ
ทดสอบซิเตรท (Citrate Test) การทดสอบความสามารถในการย่อยแป้ง (Starch Hydrolysis)  และ
การทดสอบ Oxidative/Fermentative ดังแสดงในตารางที่ 3.2 

 
ตำรำงท่ี 3.2 คุณลักษณะทางชีวเคมีเบื้องต้นของแบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp. 
 

คุณลักษณะทำงชีวเคมี ผลลัพธ์ที่ได้ 

การเจริญที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส D 
การเจริญที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส D 

การทดสอบออกซิเดส + 
การทดสอบคะตะเลส + 
การทดสอบซิเตรท + 

การทดสอบการย่อยแป้ง - 
การทดสอบ Oxidative/Fermentative Oxidative 

D = แตกต่างกันในแต่ละสายพันธุ์ (Different reaction in different taxa) 
 

ก.  การทดสอบการเจริญที่อุณหภูมิ 4 และ 42 องศาเซลเซียส 
ถ่ายเชื้อที่ต้องการทดสอบลงบนผิวหน้าอาหารเอียง TSA และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 

4 และ42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
  การอ่านผล ไม่พบการเจริญของเชื้อ = Negative (-) 
    พบการเจริญของเชื้อ = Positive (+) 
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ข.  การทดสอบออกซิเดส (Oxidase Test) 
หยดส า รละล าย  N,N,N’,N’ – Tetramethyl – p – phenylenediamine 

dihydrochloride - 2HCl 1 เปอร์เซ็นต์ ลงบนกระดาษกรอง 1 หยด จากนั้นน าเข็มเขี่ยเชื้อปลาย
แหลมแตะเชื้อที่ต้องการทดสอบขีดลงบนกระดาษกรองรอผลประมาณ 15-30 วินาที 
  การอ่านผล ไม่เกิดสีตามรอยขีดเชื้อ = Negative (-) 
    เกิดสีม่วงตามรอยขีดเชื้อ = Positive (+) 
  ค.  การทดสอบคะตะเลส (Catalase Test) 

ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อปลายกลมเขี่ยเชื้อที่ต้องการทดสอบแตะลงบนกระจกสไลด์  
จากนั้นหยดสารละลาย Hydrogen peroxide 3 เปอร์เซ็นต์ ให้ท่วมรอยเชื้อที่ต้องการทดสอบ  
  การอ่านผล ไม่เกิดฟองแก๊ส = Negative (-) 
    เกิดฟองแก๊ส = Positive (+) 
  ง.  การทดสอบซิเตรท (Citrate Test) 

ถ่ายเชื้อที่ต้องการทดสอบลงบนผิวหน้าอาหารเอียง Simmons’ citrate agar 
และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง 
  การอ่านผล ไม่เกิดการเปลี่ยนสี   = Negative (-) 
    เปลี่ยนแปลงจากสีเขียวเป็นสีน้ าเงิน = Positive (+)  
  จ.  การทดสอบการย่อยแป้ง (Starch Hydrolysis) 

ถ่ายเชื้อที่ต้องทดสอบลงบนผิวหน้าอาหาร Starch agar และบ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  เมื่อครบระยะเวลาการบ่มให้น าสารละลายไอโอดีนหยดให้ทั่ว
ผิวหน้าอาหาร จากนั้นสังเกตุผล 
  การอ่านผล ไม่เกิดบริเวณใสรอบโคโลนี = Negative (-) 
    เกิดบริเวณใสรอบโคโลนี  = Positive (+) 
  ฉ.  การทดสอบ Oxidative/Fermentative 

น าเข็มเข่ียเชื้อปลายแหลมแตะเชื้อที่ต้องการทดสอบแล้วแทงลงในอาหาร OF 
Basal medium จ านวน 2 หลอด โดยหลอดที่ 1 ไม่หยด Paraffin oil (หลอด Aerobic) และหลอด
ที่ 2 หยด Paraffin oil (หลอด Anaerobic) จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาสเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง การอ่านผลการทดสอบดังแสดงในตารางที่ 3.3 

 
ตำรำงท่ี 3.3 การอ่านผลการทดสอบ Oxidative/Fermentative 
 

หลอด Aerobic หลอด Anaerobic กำรอ่ำนผล 

สีเหลือง สีเขียว Oxidative 
สีเหลือง สีเหลือง Fermentative 
สีเขียว สีเขียว ไม่เกิดปฏิกิริยา 
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3.5.2  กำรทดสอบประสิทธิภำพของแบคทีเรียที่สำมำรถผลิตเอนไซม์ไลเปสเบื้องต้น 
ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสจ านวน 13 ไอโซเลท

โดยดัดแปลงวิธีจากสุรอรรถ และคณะ (2550) ถ่ายแบคทีเรียจ านวน 13 ไอโซเลท ลงบนอาหารแข็ง 
MP-3 จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 48-72 ชั่วโมง เมื่อครบระยะเวลาบ่มท าการคัดเลือก
แบคทีเรียที่มีบริเวณใสรอบโคโลนีเป็นสีเหลือง แล้วจุดแบคทีเรียลงบนอาหาร Tributyrin agar น าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 35-38 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24-48 ชั่วโมง เมื่อครบระยะเวลาวัดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของบริเวณใส และโคโลนี น ามาค านวณหาค่าดัชนีเอนไซม์ดังสมการ 
 

ดัชนีเอนไซม์ (มิลลิเมตร) = 
เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณใส (มิลลิเมตร)

เส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี (มิลลิเมตร)
 

 
3.5.3  กำรผลิตเอนไซม์ไลเปสจำกเชื้อในกลุ่ม Pseudomonas sp. ในสภำวะท่ีเหมำะสม 

เตรียมหัวเชื้อโดยการถ่ายแบคทีเรียจ านวน 13 ไอโซเลท ลงในอาหารเหลว TSB
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีความเร็วรอ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง เมื่อครบระยะเวลาที่ก าหนดท าการปรับหัวเชื้อให้มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.7 โดยใช้
เครื่อง Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จากนั้นถ่ายหัวเชื้อปริมาตร  5 
มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว Basal medium ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ท าการบ่มโดยก าหนดสภาวะตาม
วิธีของ จารินี และคณะ (2558) ดังนี้ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อครบระยะเวลาที่ก าหนดน าอาหารเหลว Basal medium ไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 8,500 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นท าการกรอง
สารละลายส่วนใสด้วยกระดาษกรอง และเก็บสารละลายที่ได้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

3.5.4  กำรวิเครำะห์กิจกรรมเอนไซม์ไลเปสด้วย Colorimetric method 
วิ เ ค ร าะห์ กิ จ กร รม เ อน ไซม์ ไ ล เ ปส โดยดั ดแปล งวิ ธี จ า ก  Selvakumar และ 

Sivashamugam (2017) และ Massadeh และSabra (2011) ดังนี้ เตรียมสารละลาย A โดยชั่ง p-
Nitrophenyl palmitate ปริมาณ 30 มิลลิกรัม ละลายใน Isopopranol ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และ
เตรียมสารละลาย B โดยชั่ง Gum Arabic ปริมาณ 0.1 กรัม และ Triton X-100 ปริมาตร 0.4 
มิลลิลิตร ละลายในสารละลลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลล์ (pH 8.0) ปริมาตร 90 
มิลลิลิตร จากนั้นผสมสารละลาย A และสารละลาย B ในอัตราส่วน 10:90 เข้าด้วยกันจะได้เป็น
สารละลาย Substrate solution จากนั้นปิเปตตัวอย่างเอนไซม์ไลเปสที่เจือจางอย่างเหมาะสม
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย Substrate solution ปริมาตร 900 ไมโครลิตร จากนั้น
หยดลงในหลุม 96 well plate ปริมาตรหลุมละ 200 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบระยะเวลาที่ก าหนดน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้เครื่อง 
Microplate reader ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร และค านวณค่ากิจกรรมเอนไซม์จากกราฟ
มาตรฐานของ p-Nitrophenol  
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3.5.5  กำรท ำให้เอนไซม์ไลเปสบริสุทธิ์ 
3.5.5.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 

เลือกแบคทีเรียที่มีกิจกรรมเอนไซม์สูงสุด 5 ไอโซเลท ให้ท าการเลี้ยงในอาหาร
เหลว Basal medium ในสภาวะที่เหมาะสมอีกครั้งเพ่ือน าสารละลายส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงมา
ตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตโดยใช้วิธีของ Kukreja และ Bera (2004) ที่ความอ่ิมตัว 0-
30 เปอร์เซ็นต์ เมื่อถึงจุดสมดุลน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเก็บส่วนตะกอนไว้ และน าสารละลายส่วนใสไปตกตะกอนอีกครั้ง
ที่ความอ่ิมตัว 30-80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อถึงจุดสมดุลน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าตะกอนที่ได้จากการอ่ิมตัว 0-30 และ 30-80 
เปอร์เซ็นต์ มาละลายด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl ความเข้มข้น 50 มิลลิโมล์ (pH 7.6) ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร และท าการเก็บสารละลายปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์เลเปส 

3.5.5.2 การแยกเกลืออกจากสารละลายโปรตีนด้วยวิธีไดอะไลซิส 
แยกเกลือออกจากสารละลายโปรตีนของแบคทีเรียจ านวน 5 ไอโซเลทโดย

ดัดแปลงวิธีจาก Vishwe และ Chowdhary (2015) ดังนี้ น าถงุเซลโลเฟนขนาด 12 เซนติเมตร มาแช่
น้ าเพ่ือให้ถุงแยกออกจากกัน จากนั้นใช้เส้นด้ายมัดปิดปากถุง และน าสารละลายที่ได้จากขั้นตอนการ
ตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟตใส่ถุงเซลโลเฟนแล้วมัดปิดปากถุงให้แน่น น าไปแช่ใน
สารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl ความเข้มข้น 50 มิลลิโมล์ (pH 7.6) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร และ
เปลี่ยนสารละลายบัฟเฟอร์ในชั่วโมงที่ 6 12 และ 18 เมื่อครบ 24 ชั่วโมง ท าการเก็บสารละลาย
โปรตีนปริมาตร 2 มิลลิลิตร เพื่อวิเคราะห์ค่ากิจกรรมเอนไซม์ และปริมาณโปรตีน 
 

3.5.6  กำรวิเครำะห์ปริมำณโปรตีนด้วย Lowry method 
วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนในตัวอย่างเอนไซม์ที่ได้จากขั้นตอนการแยกเกลือออกจาก

สารละลายโปรตีนด้วยวิธีไดอะไลซิสของแบคทีเรียจ านวน 5 ไอโซเลทโดยใช้วิธีของ Lowry และคณะ 
(1951) ดังนี้ เตรียมสารละลาย A โดยละลายสาร Sodium carbonate ร้อยละ 2 ในสารละลาย 
Sodium hydroxide ความเข้มเข้น 0.1 นอร์มัล เตรียมสารละลาย B โดยละลายสาร Copper(II) 
sulfate pentahydrate รอ้ยละ 0.5 ในสารละลาย Sodium potassium tartrate รอ้ยละ 1 จากนั้น
ผสมสารละลาย A และสารละลาย B ในอัตราส่วน 50:1 จะได้เป็นสารละลาย C  จากนั้นท าการเจือ
จางสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent กับน้ ากลั่นในอัตราส่วน 1:1 และใช้ตัวอย่างเอนไซม์
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย C ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 10 นาที เมื่อครบระยะเวลาที่ก าหนดเติมสารละลาย Folin-Ciocalteu reagent ทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้เครื่อง Spectrophotometer ที่
ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร และค านวณปริมาณโปรตีนจากกราฟมาตรฐานของ Bovine serum 
albumin 
 

3.5.7  กำรทดสอบกำรผลิตไบโอดีเซลในสภำวะท่ีเหมำะสม 
น าเอนไซม์ไลเปสบริสุทธิ์ของแบคทีเรียจ านวน 5 ไอโซเลท มาเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 

ทรานส์เอสเทอริฟิเคชันเพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไบโอดีเซลโดยดัดแปลงวิธีจาก 
Kupepethkaew และคณะ (2017) และ Guldhe และคณะ (2015) จ านวน 3 ตัวแปร ดังนี้ 
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3.5.7.1  การศึกษาปริมาณเอนไซม์ 

เตรียมปริมาณเอนไซม์ไลเปสเพื่อเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน
ที่เหมาะสม ได้แก่ 10 30 และ 50 ร้อยละโดยน้ าหนัก ใช้อัตราส่วนระหว่างเมทานอล และน้ ามัน
ปาล์มเท่ากับ 3:1 บ่มที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 
ชั่วโมง เมื่อครบระยะเวลาที่ก าหนดท าการวิเคราะห์องค์ประกอบตัวอย่างไบโอดีเซลด้วยเทคนิค Thin 
Layer Chromatoghaphy  

3.5.7.2  การศึกษาอัตราส่วนโดยมวลระหว่างเมทานอล และน้ ามันปาล์ม 
เตรียมอัตราส่วนโดยมวลระหว่างเมทานอล และน้ ามันปาล์มที่เหมาะสมต่อ

ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน ได้แก่ 3:1 4:1 และ 5:1 โดยใช้ปริมาณเอนไซม์ที่เหมาะสมจากข้อ 
3.5.7.1 บ่มที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เมื่อ
ครบระยะเวลาที่ก าหนดท าการวิเคราะห์องค์ประกอบตัวอย่างไบโอดีเซลด้วยเทคนิค Thin Layer 
Chromatoghaphy  

3.5.7.3 การศึกษาอุณหภูมิ 
ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอรฟิเคชันโดยใช้

อุณหภูมิที่  35  45 และ 55 องศาเซลเซียส ใช้ปริมาณเอนไซม์ที่เหมาะจากข้อ 3.5.7.1  อัตราส่วน
ระหว่างเมทานอล และน้ ามันปาล์มที่เหมาะสมจากข้อ 3.5.7.2  บ่มด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เมื่อครบระยะเวลาที่ก าหนดท าการวิเคราะห์องค์ประกอบตัวอย่างไบโอ
ดีเซลด้วยเทคนิค Thin Layer Chromatoghaphy  
 

3.5.8  กำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงไบโอดีเซลที่ได้จำกกำรทดลอง 
3.5.8.1 การวิเคราะหด์้วยเทคนิค Thin layer chromatography  

ตรวจองค์ประกอบตัวอย่างไบโอดีเซลโดยใช้วิธีของ Kuepethkaew และ
คณะ (2017) ดังนี้ เตรียมสารละลาย Mobile phase โดยผสมสารละลาย Hexane Ethyl acetate 
และ Acetic acid ในอัตราส่วน 90:10:1 จากนั้นตัดแผ่น TLC plate (Silica gel) เป็นสี่เหลี่ยมผืนผ้า
ขนาด 5×10 เซนติเมตร โดยมีระยะห่างจากขอบล่าง (Origin line) 1 เซนติเมตร และระยะห่างจาก
ขอบบน (Solvent front line) 0.5 เซนติเมตร ท าการจุดไบโอดีเซลมาตรฐานในเลนที่ 1 น้ ามันปาล์ม
ในเลนที่ 2 และตัวอย่างที่ต้องการทดสอบในเลนถัดไปบนเส้นของ Origin line จากนั้นน าแผ่น TCL 
plate ใส่ลงในแทงค์ที่มีสารละลาย Mobile phase อ่ิมตัวอยู่ รอให้สารละลายเคลื่อนที่จนถึงจุด 
Solvent front แล้วน าออกมาทิ้งไว้ให้แห้ง จากนั้นเอาไประเหยด้วยไอโอดีนจะเห็นแถบแบนต่างๆ
เป็นสีเหลือง 

3.5.8.2 การตรวจสอบด้วยเทคนิค Gas Chromatography  
ตรวจองค์ประกอบตัวอย่างไบโอดีเซลโดยใช้โดยวิธี EN14110 (David และ

คณะ, 2005) ดังนี้ น าตัวอย่างไบโอดีเซลที่ได้ไปวิเคราะห์โดยใช้เครื่อง Gas Chromatography ยี่ห้อ 
SHIMADZU รุ่น GC-2014 โดยผสมตัวอย่างไบโอดีเซล และสารละลายโพรพานอลในอัตราส่วน 1:1 
จากนั้นตั้งค่าสภาวะของระบบโดยใช้คอมลัมน์แบบ DB-Wax ขนาด 30 m × 0.25 mm เครื่อง
ตรวจวัด (Detector) แบบ FID อุณหภูมิที่เข้าทางท่อ (Inlet temperature) 250 องศาเซลเซียส ปริ
มาตรการฉีดตัวอย่าง (Injector volume) 1 ไมโครลิตร Split ratio เท่ากับ 1/50 ใช้แก๊สไฮโดรเจน
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เป็นแก๊สตัวพา (Carrier gas) ความดันของหัวปั๊ม (Head pressure) 53 กิโลปาสคาล อุณหภูมิของ
เครื่องตัวตรวจวัด (Detector temperature) 280 องศาเซลเซียส อุณหภูมิของตู้อบ (Oven 
temperature) เริ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส คงท่ีที่อุณหภูมินี้เป็นระยะเวลา 1 นาที จากนั้นเพ่ิม
อุณหภูมิเป็น 200 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการเพ่ิมอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสต่อนาที และเพ่ิม
อุณหภูมิครั้งสุดท้ายเป็น 230 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการเพ่ิมอุณหภูมิ 3 องศาเซลเซียสต่อนาที 
และคงที่ที่อุณหภูมินี้เป็นระยะเวลา 18 นาที เครื่องตรวจวัดแก๊ส (Detector gases) ควบคุมโดยใช้
อัตราการไหลของแก๊สไฮโดรเจนเท่ากับ 40 มิลลิลิตรต่อนาที อัตราการไหลของอากาศเท่ากับ 450 
มิลลิลิตรต่อนาที และอัตราการไหลของแก๊สฮีเลียมเท่ากับ 30 มิลลิลิตรต่อนาที  
 

3.5.9  กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 
  น าค่ากิจกรรมของเอนไซม์ที่ค านวณได้ มาวิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (ANOVA)  
และวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างชุดการทดลองที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
เปอร์เซ็นต์ (p<0.05) ด้วยวิธี Duncan’s new multiple range test (DMRT) จากโปรแกรม IBM 
SPSS Statistics เวอร์ชัน 23 
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บทท่ี 4  

ผลกำรวิจัยและกำรอภิปรำยผล  
 

4.1  ผลกำรจัดจ ำแนกแบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp. 
4.1.1  ผลกำรศึกษำคุณลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ 

จากการน าแบคทีเรียจ านวน 13 ไอโซเลท ได้แก่ BG2015 BG2018 KS1001 KS1008 
KS2002 KS3003 KS3005 SN2002 SN2006 SN2007 SS1003 SS3005 และ SS3007  มาท าการ
จัดจ าแนกเชื้อตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา ได้แก่ การตรวจสอบสีของโคโลนี การย้อมสีแกรม 
รูปร่างของเซลล์แบคทีเรีย และการเคลื่อนที่ พบว่าสีของโคโลนีจะมีสีขาว เหลือง ผิวเรียบ เมื่อส่อง
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ พบว่ามีรูปร่างเป็นแท่ง แกรมลบ ติดสีแดงของสีย้อม Safranin และผลการ
ทดสอบการเคลื่อนที่โดยสังเกตลักษณะขุ่นรอบรอยแทงในอาหารกึ่งเหลว พบว่าเชื้อแบคทีเรียทั้ง 13  
ไอโซเลท มีความสามารถในการเคลื่อนที่ สังเกตได้จากอาหารจะมีลักษณะขุ่นรอบรอยแทง เมื่อเทียบ
คุณลักษณะทางสัณฐานวิทยา กับเอกสารอ้างอิงจากหนังสือ 2nd Edition Bergey’s Manual of 
 Systematic Bacteriology (2005) ระบุว่ามีความใกล้เคียงกับลักษณะภายนอกของเชื้อ
แบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp. ดังแสดงในตารางที่ 4.1 

 

4.1.2  ผลกำรศึกษำคุณลักษณะทำงชีวเคมีเบื้องต้น 

จากการน าเชื้อแบคทีเรียมาท าการจัดจ าแนกด้วยปฏิกิริยาทางชีวเคมี จ านวน 13      
ไอโซเลท ได้แก่ BG2015 BG2018 KS1001 KS1008 KS2002 KS3003 KS3005 SN2002 SN2006 
SN2007 SS1003 SS3005 และ SS3007  โดยท าการทดสอบการเจริญที่อุณหภูมิ 4 และ 42 องศา
เซลเซียส การทดสอบออกซิเดส การทดสอบคะตะเลส การทดสอบซิเตรท การทดสอบความสามารถ
ในการย่อยแป้ง และการทดสอบ Oxidative/Fermentative ดังแสดงในตารางที่ 4.2 โดยผลการ
ทดสอบพบว่า  

แบคที เ รี ย  6 ไอโซ เลท ได้ แก่  KS2002 KS3003 KS3005 SN2002 SN2006 และ 
SN2007 สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แบคทีเรียทั้ง 13 ไอโซเลท ได้แก่ BG2015 
BG2018 KS1001 KS1008 KS2002 KS3003 KS3005 SN2002 SN2006 SN2007 SS1003 SS3005 
และ SS3007 สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เชื้อแบคทีเรีย 7 ไอโซเลท ได้แก่ KS1001 
KS1008 KS3003 KS3005 SN2002 SS1003 และ SS3007 ให้ผลออกซิเดสเป็นบวก สังเกตได้จาก
เกิดสีม่วงตามรอยขีดเชื้อ แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ cytochrome 
oxidase แบคทีเรียทั้ง 13 ไอโซเลท ให้ผลคะตะเลสเป็นบวก สังเกตได้จากการเกิดฟองแก๊ส เมื่อหยด
สารละลาย Hydrogen peroxide ร้อยละ 3 แสดงให้เห็นว่าเชื้อแบคทีเรียมีความสามารถในการสร้าง
เอนไซม์คะตะเลสได้ เชื้อแบคทีเรีย 5 ไอโซเลท ได้แก่ BG2015 BG2018 KS1001 KS3003 และ 
SS3007 ให้ผลซิเตรทเป็นบวก สังเกตได้จากการเจริญบนผิวหน้าของอาหาร และการเปลี่ยนสีของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ Simmons citrate agar โดยท าให้สีของอาหารเกิดการเปลี่ยนแปลงจากสีเขียวไป
เป็นสีน้ าเงินได้ แบคทีเรียทั้งหมด 7 ไอโซเลท ได้แก่ KS1001 KS2002 KS3003 KS3005 SN2002 
SN2006 และ SS3007 ให้ผลการทดสอบเป็นบวก เกิดโซนใสขึ้นรอบโคโลนี เนื่องจากเกิดการย่อยเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



  

e3 2
 

แป้ง แสดงให้เห็นว่าเชื้อแบคทีเรียมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์อะไมเลสได้ แบคทีเรีย 4 ไอโซ
เลท ได้แก่ BG2015 BG2018 SN2002 และ SS3005 ให้ผลการทดสอบเป็น Oxidative เนื่องจากเกิด
การออกซิเดชันคาร์โบไฮเดรต ส่งผลให้เกิดการผลิตกรดโดยท าให้สีของอาหารเปลี่ยนแปลงจากสีเขียว
ไปเป็นสีเหลืองได้ในหลอด Aerobic ส่วนในหลอด Anaerobic ไม่เกิดการออกซิเดชันคาร์โบไฮเดรต
ส่งผลให้ไม่เกิดการผลิตกรดเนื่องจากสีของอาหารยังเป็นสีเขียวดังเดิม แบคทีเรีย 7 ไอโซเลท ได้แก่ 
KS1001 KS1008 KS2002  KS3003 KS3005 SN2006 และ  SS3007 ใ ห้ ผ ลก า รทดส อบ เ ป็ น 
Fermentative เนื่องจากเกิดการหมักคาร์โบไฮเดรตส่งผลให้เกิดการผลิตกรดโดยท าให้สีของอาหาร
เปลี่ยนแปลงจากสีเขียวไปเป็นสีเหลืองได้ในทั้งสองหลอด คือหลอด Aerobic และหลอด Anaerobic 
ส่วนไอโซเลท SN2007 และ SS1103 ให้ผลการทดสอบเป็นลบ เนื่องจากไม่เกิดการออกซิเดชันและ
การหมักคาร์โบเดรต ส่งผลให้ไม่เกิดการผลิตกรด สีของอาหารยังเป็นสีเขียวดังเดิมในทั้งสองหลอด คือ 
หลอด Aerobic และหลอด Anaerobic 

 

ตำรำงท่ี 4.1   ผลการศึกษาคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 

แบคทีเรีย 

คุณลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ 

ลักษณะโคโลนี 
บนอำหำร TSA 

ลักษณะเซลล์ภำยใต้
กล้องจุลทรรศน์ 

สีข
อง

โค
โล

นี 

กำ
รย

้อม
สีแ

กร
ม 

รูป
ร่ำ

งข
อง

เซ
ลล

์ 

กำ
รเค

ลื่อ
นท

ี่ 

P. aeruginosa 

  

ขาว
เหลือง 

- ท่อน + 

BG2015 

  

ขาว
เหลือง 

- 
ท่อน
สั้น 

+ 

BG2018 

  

ขาว
เหลือง 

- 
ท่อน
สั้น 

+ 

KS1001 

  

ขาว
เหลือง 

- 
ท่อน
สั้น 

+ 
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ตำรำงท่ี 4.1 (ต่อ) ผลการศึกษาคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 

แบคทีเรีย 

คุณลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ 

ลักษณะโคโลนี 
บนอำหำร TSA 

ลักษณะเซลล์
ภำยใต้กล้อง
จุลทรรศน์ สีข

อง
โค

โล
นี 

กำ
รย

้อม
สีแ

กร
ม 

รูป
ร่ำ

งข
อง

เซ
ลล์

 

กำ
รเค

ลื่อ
นท

ี่ 

KS1008 

 

 

ขาว
เหลือง 

 
- 

ท่อน
ยาว 
แท่ง 

+ 

KS2002 

  

ขาว
เหลือง 

- ท่อน + 

KS3003 

  

ขาว
เหลือง 

- 
ท่อน
สั้น 

+ 

KS3005 

  

ขาว
เหลือง 

- ท่อน + 

SN2002 
 

 

 

ขาว
เหลือง 

- ท่อน + 
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ตำรำงท่ี 4.1 (ต่อ) ผลการศึกษาคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 

แบคทีเรีย 

คุณลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ 

ลักษณะโคโลนี 
บนอำหำร TSA 

ลักษณะเซลล์ภำยใต้
กล้องจุลทรรศน์ 

สีข
อง

โค
โล

นี 

กำ
รย

้อม
สีแ

กร
ม 

รูป
ร่ำ

งข
อง

เซ
ลล์

 

กำ
รเค

ลื่อ
นท

ี่ 

SN2006 

  

ขาว
เหลือง 

- ท่อน + 

SN2007 

  

ขาว
ครีม 

- แท่ง + 

SS1003 

  

ขาว
เหลือง 

+ ท่อน + 

SS3005 

  

ขาว
เหลือง 

- 
ท่อน
สั้น 

+ 

SS3007 

  

ขาว
เหลือง 

- ท่อน + 
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 ตำรำงท่ี 4.2   ผลการศึกษาคุณลักษณะทางชีวเคมีเบื้องต้น 
 

แบคทีเรีย 

คุณลักษณะทำงชีวเคมีเบื้องต้น 

กำรเจริญที่
อุณหภูมิ 

ออ
กซ

ิเด
ส 

คะ
ตะ

เล
ส 

ซิเ
ตร

ท 

กำ
รย

่อย
แป

้ง 

OF
 

4ºC 42ºC 

P. aeruginosa - + + + + - O 
BG2015 - + - + + - O 
BG2018 - + - + + - O 
KS1001 - + + + + + F 
KS1008 - + + + + - F 
KS2002 + + - + + + F 
KS3003 + + + + + + F 
KS3005 + + + + + + F 
SN2002 + + + + + + O 
SN2006 + + - + + + F 
SS1003 - + + + + - O 
SS3005 - + - + - - O 
SS3007 - + + + + + O 

หมำยเหตุ : +   หมายถึง ให้ผลการทดสอบเป็นบวก (Positive) 
               -    หมายถึง ให้ผลการทดสอบเป็นลบ (Negative) 
               O   หมายถึง ให้ผลการทดสอบเป็น Oxidative 
               F    หมายถึง ให้ผลการทดสอบเป็น Fermentative 
 
4.2  ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของแบคทีเรียที่สำมำรถผลิตเอนไซม์ไลเปสเบื้องต้น
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสโดยท าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้ง 13 ไอโซเลท ได้แก่ 
BG2015 BG2018 KS1001 KS1008 KS2002 KS3003 KS3005 SN2002 SN2006 SN2007 SS1003 
SS3005 และSS3007 บนอาหารแข็ง MP-3 (ประกอบไปด้วย น้ ามันปาล์ม 10  มิลลิลิตร  ยีสตสกัด 
0.3 กรัม เปปโตน 1.0 กรัม (NH4)2SO4  5 กรัม K2HPO4 0.5 กรัม MgSO4•7H2O 0.3 กรัม tween 
80 0.5 มิลลิลิตร Bromocresol purple 0.64  กรมั และวุ้น 20 กรัม) ภายหลังการบ่มที่อุณหภูมิห้อง
หรือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48-72 ชั่วโมง พบว่าเชื้อแบคทีเรีย 11 ไอโซเลท ได้แก่ 
BG2015 BG2018 KS1001 KS1008 KS2002 KS3003 KS3005 SN2002 SN2006 SS1003 และ 
SS3007 ให้ผลการทดสอบเป็นบวก สังเกตได้จากมีการเปลี่ยนสีบนผิวหน้าอาหารจากสีม่วงเกิดเป็น
โซนใสสีเหลือง แสดงให้เห็นว่าเชื้อแบคทีเรียมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปส และแบคทีเรีย 
2 ไอโซเลท ได้แก่ SN2007 และSS3005 ให้ผลการทดสอบเป็นลบ เนื่องจากไม่มีการเปลี่ยนสีบน
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ผิวหน้าอาหาร ยังคงเป็นสีม่วงดังเดิม ดังแสดงในรูปที่ 4.1 สอดคล้องกับการศึกษาของ สุรอรรถ และ
คณะ (2550) ที่ท าการศึกษาการคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสประสิทธิภาพสูง
จากตะกอนเร่งของโรงงานอุตสาหกรรมอาหาร โดยท าการเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ 7 ไอโซเลท ได้แก่ 
SSB-6 SSB-7 SSB-8  SSB-9 SSB-10 SSB-11 และ SSB-12  บนอาหาร MP-3 agar ภายหลังการบ่ม
ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  ผลการทดสอบพบว่าเชื้อจุลินทรีย์ทั้ง 7 ไอโซเลท ให้ผลการ
ทดสอบเป็นบวก สังเกตได้จากมีการเปลี่ยนสีบนผิวหน้าอาหารจากสีม่วงเกิดเป็นโซนใสสีเหลือง แสดง
ให้เห็นว่าแบคทีเรียทั้ง 7 ไอโซเลท มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ และจากการศึกษา
ของ สุวรรณา และคณะ (2540) ที่ได้ท าการศึกษาการคัดเลือกจุลินทรีย์จากน้ าทิ้งที่มีประสิทธิภาพสูง
ในการย่อยสลายไขมัน โดยท าการคัดแยกเชื้อจนได้เชื้อบริสุทธิ์ 221 สายพันธุ์ พบว่าเชื้อ 33 สายพันธุ์
มีการเปลี่ยนสีบนผิวหน้าอาหาร MP-3 agar จากสีม่วงเกิดเป็นโซนใสสีเหลือง 

 

รูปที่ 4.1  ผลการทดสอบบนอาหาร MP-3 agar ของแบคทีเรียจ านวน 14 ไอโซเลท 

                 

 ประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์สามารถวิเคราะห์ได้จากค่าดัชนีของเอนไซม์ที่ค านวณได้จาก
โซนใสที่เกิดขึ้นรอบโคโลนีบนอาหารแข็งไตรบิวไทริน โดยน าแบคทีเรียทั้งหมด 13 ไอโซเลท ได้แก่ 
B2015 B2018 KS1001 KS1008 KS2002 KS3003 KS3005 SN2002 SN2006 SN2007 SS1003 
SS3005 และSS3007 มาจุดลงบนอาหารแข็งพ้ืนฐานที่มีไตรบิวไทรินร้อยละ 1 เป็นแหล่งคาร์บอน 
แล้วสังเกตการเกิดโซนใสรอบโคโลนี ซึ่ งเป็นผลมาจากการสร้างเอนไซม์ออกมาภายนอกเซลล์ 
ภายหลังการบ่มที่อุณหภูมิ 35-38 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ท าการวัดโซนใสที่เกิดขึ้น
รอบโคโลนี และวัดขนาดโคโลนีเพ่ือท าการค านวณค่าดัชนีเอนไซม์ของแบคทีเรียทั้ง 13 ไอโซเลท 
พบว่าแบคทีเรียทั้ง 13 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไตรบิวไทรินได้แตกต่างกัน ดังแสดง
ในรูปที่ 4.2 แบคทีเรียที่เกิดโซนใสรอบโคโลนี้ คาดว่าเป็นแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์   ไลเปสได้
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จัดอยู่ในกลุ่มไฮโดรเลส เนื่องจากสามารถเร่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไตรกลีเซอไรด์ให้เปลี่ยนเป็น    
กลีเซอรอลและกรดไขมัน (วีระ, 2555)  

 ผลการทดสอบพบว่าแบคทีเรียที่มีค่าดัชนีเอนไซม์สูงที่สุด 5 ล าดับ ได้แก่ ไอโซเลท BG2015 
มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสูงที่สุดสังเกตจากค่าดัชนีเอนไซม์ เท่ากับ 4.8+1.68 มิลลิเมตร 
รองลงมาคือ ไอโซเลท BG2018 ซึ่งมีค่าดัชนีเอนไซม์เท่ากับ 4.76+0.71 มิลลิเมตร  ไอโซเลท SS3007 
ซึ่งมีค่าเท่ากับ 4.36+0.45 มิลลิเมตร ไอโซเลท KS1001 มีค่าดัชนีเอนไซม์เท่ากับ 4.22+0.26 
มิลลิเมตร และไอโซเลท SN2002 มีค่าดัชนีเอนไซม์เท่ากับ 3.33+0.58 มิลลิเมตร ตามล าดับ ส่วน    
ไอโซเลท SS3005 มีค่าดัชนีเอนไซม์ต่ าท่ีสุดคือ 1.71+0.23 มิลลิเมตร ดังแสดงในรูปที่ 4.3 

 สอดคล้องกับการศึกษาของ รสมันต์ และ สาวิตรี (2548) ที่ได้ท าการศึกษาความสามารถใน
การผลิตเอนไซม์ไลเปสของแบคทีเรีย 5 ไอโซเลท ได้แก่ SR-1 SCP-2 SCP-7 SM-2 และ WA-1 ที่
แยกไดจากแหลงธรรมชาติและโรงงานอุตสาหกรรม โดยแบคทีเรียทั้งหมดที่ใช้ในการศึกษา คือ 
แบคทีเรียแกรมลบ ผลการทดสอบเบื้องต้นเกี่ยวกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา และผลการทดสอบทาง
ชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียรหัส SR-1 และ WA-1 แสดงให้เห็นว่ามีลักษณะที่ตรงกันกับแบคทีเรีย P. 
aeruginosa และท าการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมไลเปสเบื้องตนบนอาหารแข็งซึ่งมี
ไตรบิวไทริน เป็นแหล่งคาร์บอนร้อยละ 2 ภายหลังการบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง พบว่าเชื้อแบคทีเรียรหัส SR-1 มีค่าดัชนีเอนไซม์เท่ากับ 3.44+0.73 มิลลิเมตร และไอโซเลท 
WA-1 มีค่าดัชนีเอนไซม์เท่ากับ 3.68+0.17 มิลลิเมตร ซึ่งผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย 
Pseudomonas sp. มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ และจากการศึกษาของทิพวรรณ 
และคณะ (2555) ได้ท าการทดสอบเชื้อจุลินทรีย์ที่แยกได้จากระบบบ าบัดน้ าเสียของโรงงานแปรรูป
อาหาร จ านวน 9 ไอโซเลท ได้แก่  ไอโซเลท 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 9  โดยจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้มี
คุณสมบัติเช่นเดียวกันกับกลุ่ม Bacillus spp. โดยน ามาทดสอบบนอาหารแข็งซึ่งมีไตรบิวไทรินเป็น
แหล่งคารบอน เพ่ือสังเกตการย่อยสลายไขมันโดยเอนไซม์ไลเปสที่จุลินทรีย์สร้างขึ้น (สังเกตจาก
บริเวณ Clear Zone) พบว่ามีจุลินทรีย์จ านวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท 7 ไอโซเลท 6 ไอโซเลท 4 
และไอโซเลท 1 มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ดีที่สุดโดยเกิดบริเวณ Clear Zone  มีค่า
เท่ากับ 9.0 7.0 6.0 และ 6.0 ตามล าดับ 

 

 

รูปที่ 4.2  ผลการทดสอบบนอาหาร Tributyrin agar ของแบคทีเรียจ านวน 14 ไอโซเลท 
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รูปที่ 4.3  ดัชนีเอนไซม์ของแบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas sp. ที่เจริญบนอาหาร Tributyrin agar 
หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษเหมือนกัน คือ ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05, 
n=3) และตัวอักษรภาษาอังกฤษต่างกัน คือ แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05, n=3) 
 

4.3  ผลกำรทดสอบกำรผลิตเอนไซม์ไลเปสจำกเชื้อในกลุ่ม Pseudomonas sp.  ใน
สภำวะที่เหมำะสม 
 จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเปสในสภาวะที่เหมาะสมโดยการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั้ง 13 
ไอโซเลท ได้แก่ BG2015 BG2018 KS1001 KS1008 KS2002 KS3003 KS3005 SN2002 SN2006 
SN2007 SS1003 SS3005 และ SS3007 ในอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) บ่มที่ อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท าการปรับหัวเชื้อให้มีค่าการ
ดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.7 โดยใช้ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จากนั้นถ่ายหัวเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ลงในอาหารเหลว Basal medium (ประกอบไปด้วยน้ ามันมะกอกร้อยละ 1 โดยปริมาตร ทริปโตน
ร้อยละ 0.3) ปริมาตร 45 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าการเก็บตัวอย่าง น ามาปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
8,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที และเก็บสารละลายส่วนใสมาวัดกิจกรรมเอนไซม์ด้วย 
Colormetric method พบว่าไอโซเลทของแบคทีเรียมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเปสสูงสุด 5 ล าดับ 
ได้แก่ ไอโซเลท BG2018 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุดคือ 98.92+0.74 ยูนิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาคือ 
ไอโซเลท BG2015 ซึ่งมีค่ากิจกรรมเอนไซม์เท่ากับ 44.75+2.37 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ไอโซเลท KS3005    
มีค่ากิจกรรมเอนไซม์เท่ากับ 0.05+0.01 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ไอโซเลท KS2002 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์
เท่ากับ 0.04+0.00 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และไอโซเลท SN2006 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์เท่ากับ 0.04+0.00           

a a

abc

e

de

dc

c

bcd

de
e e e

ab

0

1

2

3

4

5

6

7

ดัช
นีเ

อน
ไซ

ม์ 
(ม

ิลล
ิเม

ตร
)

38

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



  

e3 9
 

ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ในขณะที่ไอโซเลท KS1008 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ต่ าที่สุดคือ 0.01+0.00      
ยูนิตต่อมิลลิลิตร  

 การทดลองดังกล่าวพบว่า แบคทีเรียรหัส BG2018 BG2015 KS3005 KS2002 และ 
SN2006 สามารถเจริญและผลิตเอนไซม์ได้ดี เมื่อใช้น้ ามันมะกอกร้อละ 1 เป็นแหล่งคาร์บอน โดย
สังเกตได้จากค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงสุดของแบคทีเรีย สอดคล้องกับการศึกษาของ Kulkarni และคณะ
(2002) ในส่วนที่ได้ท าการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ Basal medium บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อ
กิจกรรมไลเปสที่สังเคราะห์จาก P. fluorescens NS2W พบว่าเมื่อวัดกิจกรรมเอนไซม์เชื้อแบคทีเรีย 
P. fluorescens NS2W มีค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุดเท่ากับ 69.7 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และจาก
การศึกษาของพักตร์พิมล (2552) ได้ท าการเลี้ยงแบคทีเรีย Burkholderia sp. EQ3 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อ Basal medium บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง เพ่ือศึกษาเวลาที่เหมาะสมต่อกิจกรรมไลเปส เมื่อวัดกิจกรรมเอนไซม์ พบว่ามีค่ากิจกรรม
เอนไซม์เท่ากับ 1.9 ยูนิตต่อมิลลิลิตร แสดงให้เห็นว่าเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp. มี
ความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเปสได้ในสภาวะที่เหมาะสม 

รูปที่ 4.4  กิจกรรมเอนไซม์ของแบคทีเรียกลุ่ม Pseudomonas sp. ที่เจริญในสภาวะที่เหมาะสม
หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษเหมือนกัน คือ ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05, 
n=3) และตัวอักษรภาษาอังกฤษต่างกัน คือ แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05, n=3) 

 

4.4  ผลกำรท ำให้เอนไซม์ไลเปสบริสุทธิ์  
ท าการเลือกแบคทีเรียที่มีกิจกรรมเอนไซม์สูงสุด 5 อันดับ ได้แก่ ไอโซเลท BG2018 

BG2015 KS3005 KS2002 และ SN2006 จากนั้นท าการเลี้ยงในอาหารเหลว Basal medium ใน
สภาวะที่เหมาะสมอีกครั้ง เพ่ือน าสารละลายส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงมาตกตะกอนโปรตีนด้วย
แอมโมเนียมซัลเฟตโดย ที่ความอ่ิมตัวร้อยละ 0-30 เมื่อถึงจุดสมดุลน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
6,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บส่วนตะกอนไว้ และน า
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สารละลายส่วนใสไปตกตะกอนอีกครั้งที่ความอ่ิมตัวร้อยละ 30-80 เมื่อถึงจุดสมดุลน าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าตะกอนที่
ได้จากความอ่ิมตัวร้อยละ 0-30 และ 30-80 ตามล าดับ มาละลายด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ Tris-HCl 
ความเข้มข้น 50 มิลลิโมล์ (pH 7.6) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และท าการเก็บสารละลายปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เพื่อวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์เลเปส 

จากนั้นท าการแยกเกลือออกจาจากสารละลายโปรตีนด้วยวิธีไดอะไลซิส พบว่าสามารถ
ตกตะกอนเอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส BG2015 ท าให้มีกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เพ่ิมขึ้นจาก 
30.03+0.03 ยูนิตต่อมิลลิกรัม ไปเป็น 423.82+12.26 ยูนิตต่อมิลลิกรัม มีความบริสุทธิ์ขึ้น 14.1 เท่า 
แบคทีเรียรหัส BG2018 พบว่ามีกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เพ่ิมขึ้นจาก 99.26+1.36 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัม ไปเป็น 3,262.23+34.51 ยูนิตต่อมิลลิกรัม มีความบริสุทธิ์ขึ้น 32.9 เท่า ไอโซเลท KS2002 
มีกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เพ่ิมขึ้นจาก 0.24+0.01 ยูนิตต่อมิลลิกรัม ไปเป็น 2.42+0.03 ยูนิตต่อ
มิลลิกรัม มีความบริสุทธิ์ขึ้น 10.1 เท่า ไอโซเลท KS3005 มีค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เพ่ิมขึ้น
จาก 0.04+0.02 ยูนิตต่อมิลลิกรัมเป็น 0.37+0.01 ยูนิตต่อมิลลิกรัม มีความบริสุทธิ์ขึ้น 9.3 เท่า และ      
ไอโซเลท SN2006 มีกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์เพ่ิมขึ้นจาก 0.04+0.00 ยูนิตต่อมิลลิกรัม ไปเป็น 
0.35+0.01 ยูนิตต่อมิลลิกรัม มีความบริสุทธิ์ขึ้น 8.8 เท่า ดังแสดงในตารางที่ 4.3 พบว่า แบคทีเรีย
รหัส BG2018 BG2015 KS3005 KS2002 และSN2006 มีค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม์ที่สูง เป็น
ผลเนื่องมาจากภายหลังการปั่นเหวี่ยงตะกอนที่เกิดขึ้นมีมีลักษณะเป็นสีน้ าตาลอยู่บริเวณก้นหลอด ท า
ให้ง่ายต่อการเก็บเกี่ยว ส่งผลให้เอนไซม์มีความบริสุทธิ์เพ่ิมมากขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Prita 
และคณะ (2009) ที่ได้ท าการตกตะกอนเอนไซม์ไลเปสที่ผลิตจากแบคทีเรีย P. aeruginosa SRT 9 
โดยใช้เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอ่ิมตัวร้อยละ 30-90 พบว่าภายหลังจากการตกตะกอนโปรตีน
ด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตแล้ว เอนไซม์มีกิจกรรมจ าเพาะเพ่ิมข้ึนจาก 125.59 ยูนิตต่อมิลลิกรัม ไป
เป็น 2,618.07 ยูนิตต่อมิลลิกรัม  มีความบริสุทธิ์ขึ้น 20.84 เท่า และจากการศึกษาของพักตร์พิมล 
(2552) ได้ท าการศึกษาการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Burkholderia sp. EQ3 ในสภาวะที่เหมาะสม
ภายหลังการตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอ่ิมตัว 50-80 เปอร์เซ็นต์ พบว่า
สามารถตกตะกอนเอนไซม์ของแบคทีเรียได้เพ่ิมขึ้นอีก 10.3 เปอร์เซ็นต์ มีความบริสุทธิ์ขึ้น 0.8 เท่า 
และจากการศึกษาของ Makhzoum และคณะ (1996) ได้ท าการตกตะกอนเอนไซม์ไลเปสจาก P. 
fluorescens Strain 2D โดยใช้เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตความอ่ิมตัวร้อยละ 80 พบว่ามีค่ากิจกรรม
จ าเพาะของเอนไซม์เพ่ิมขึ้นจาก 1.2 ยูนิตต่อมิลลิกรัม ไปเป็น 2.6 ยูนิตต่อมิลลิกรัม มีความบริสุทธิ์
เพ่ิมข้ึน 2 เท่า 

 

4.5  ผลกำรทดสอบกำรผลิตไบโอดีเซลในสภำวะที่เหมำะสม 
4.5.1 ผลกำรศึกษำปริมำณเอนไซม์ 

คัดเลือกแบคทีเรียที่มีค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุด 5 อันดับ ได้แก่ BG2018 BG2015 
KS3005 KS2002 และ SN2006 น ามาเตรียมปริมาณเอนไซม์ไลเปสตามวิธีการในข้อ 3.5.7.1 พบว่า
เอนไซม์บริสุทธิ์ที่ได้จากแบคทีเรียรหัส BG2015 BG2018 ปริมาณร้อยละ 50 เมื่อน าไปทดสอบด้วย
การท า Thin Layer Chromatography (รูปที่ 4.5) ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าบริเวณแถบแบน
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ของไตรกลีเซอไรด์มีขนาดแบนเล็กลง ซึ่งมีแนวโน้มที่จะเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันได้ ดัง
แสดงในรูปที่ 4.5ค 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.5  ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Thin Layer Chromatography โดยศึกษาปริมาณเอนไซม์ 
(ก) ปริมาณเอนไซม์ร้อยละ 10 (ข) ปริมาณเอนไซม์ร้อยละ 30 (ค) ปริมาณเอนไซม์ร้อยละ 50 (BD) 
ไบโอดีเซลมาตรฐานสวนจิตรลดา (P) น้ ามันปาล์ม (1) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้เอนไซม์ของแบคทีเรีย
รหัส BG2015 (2) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส BG2018 (3) ตัวอย่างที่ได้จาก
การใช้เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส KS2002 (4) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส 
KS3005 (5) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส SN2006  

 

4.5.2  ผลกำรศึกษำอัตรำส่วนโดยโมลระหว่ำงเมทำนอลต่อน้ ำมันปำล์ม 

เตรียมอัตราส่วนโดยโมลระหว่างเมทานอลต่อน้ ามันปาล์มที่เหมาะสมต่อปฏิกิริยา       
ทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน ได้แก่ 3:1 4:1 และ 5:1 โดยใช้ปริมาณเอนไซม์ที่เหมาะสมจากข้อ 4.5.1 
พบว่าเอนไซม์บริสุทธิ์ที่ได้จากแบคทีเรียรหัส BG2015 และ B2018 ที่อัตราส่วนโดยโมลระหว่างเมทา
นอลและน้ ามันปาล์ม 4:1 และ 5:1 เมื่อน าไปทดสอบด้วยเทคนิค Thin Layer Chromatography 
(รูปที่ 4.6) ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่ามีแนวโน้มในการเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันได้ โดย
ในงานวิจัยนี้ท าการเลือกอัตราส่วนโดยโมลระหว่างเมทานอลต่อน้ ามันปาล์มที่ 4:1 มาใช้ในการทดลอง
เนื่องจากใช้ปริมาณเมทานอลน้อยกว่าที่อัตราส่วนโดยโมลระหว่างเมทานอลต่อน้ ามันปาล์ม 5:1 และ
ผลที่เกิดขึ้นไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ดังแสดงในรูปที่ 4.6ข   

BD P 1 2 3 4 5 
(ก)  

BD P 1 2 3 4 5 
(ข)  

BD P 1 2 3 4 5 
(ค)  
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รูปที่ 4.6  ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Thin Layer Chromatography โดยศึกษาอัตราส่วนโดยโมล
ระหว่างเมทานอลต่อน้ ามันปาล์ม (ก) MeOH:Palm Oil  3:1 (ข) MeOH:Palm Oil  4:1 (ค) MeOH: 
Palm Oil  5:1 (BD) ไบโอดีเซลมาตรฐานสวนจิตรลดา (P) น้ ามันปาล์ม (1) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้
เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส BG2015 (2) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส BG2018 
(3) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส KS2002 (4) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้เอนไซม์
ของแบคทีเรียรหัส KS3005 (5) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส SN2006 

 

4.5.3  ผลกำรศึกษำอุณหภูมิ 

ท าการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอรฟิเคชันโดยใช้
อุณหภูมิ 35  45 และ 55 องศาเซลเซียส โดยใช้ปริมาณเอนไซม์ที่เหมาะจากข้อ 4.5.1 อัตราส่วนโดย
โมลระหว่างเมทานอลและน้ ามันปาล์มที่เหมาะสมจากข้อ 4.5.2 พบว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท า
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันในการผลิตไบโอดีเซล คือ อุณหภูมิ 45 และ 55 องศาเซลเซียส เมื่อ
น าไปทดสอบด้วยการท า Thin Layer Chromatrography (รูปที่ 4.7) ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่า
ทั้งสองอุณหภูมิมีแนวโน้มในการเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน แต่เนื่องมาจากที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียสแถบแบนที่เกิดขึ้นไม่แตกต่างกับอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ทางคณะผู้จัดท าจึงเลือก
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสมาใช้ในการทดลอง ดังแสดงในรูปที่ 4.7ข

BD P 1 2 3 4 5 
(ก)  

BD P 1 2 3 4 5 
(ข)  

BD P 1 2 3 4 5 
(ค)  
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รูปที่ 4.7  ผลการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Thin Layer Chromatography โดยการศึกษาอุณหภูมิ (ก) 
อุณหภูมิ 35oC (ข) อุณหภูมิ 45oC (ค) อุณหภูมิ 55oC (BD) ไบโอดีเซลมาตรฐานสวนจิตรลดา (P) 
น้ ามันปาล์ม (1) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส BG2015 (2) ตัวอย่างที่ได้จากการ
ใช้เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส BG2018 (3) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส 
KS2002 (4) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส KS3005 (5) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้
เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส SN2006  

 

4.6  ผลกำรวิเครำะห์ตัวอย่ำงไบโอดีเซลที่ได้จำกกำรทดลอง 

4.6.1  ผลกำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิค Thin Layer Chromatography 

จากการน าตัวอย่างที่ได้จากแบคทีเรีย 5 ไอโซเลท ที่มีค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงที่สุด ได้แก่ 
BG2015 BG2018  KS2002 KS3005 และ SN2006 มาท าการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้สภาวะต่างๆที่
เหมาะสมเพื่อเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน คือ ปริมาณเอนไซม์ อัตราส่วนระหว่างเมทา
นอลต่อน้ ามันปาล์ม และอุณหภูมิ พบว่า การใช้เอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียรหัสBG2015 BG2018 ที่
ปริมาณร้อยละ 50 อัตราส่วนระหว่างเมทานอลต่อน้ ามันปาล์ม 4:1 ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง เป็นสภาวะที่มีแนวโน้มสามารถผลิตไบโอดีเซลได้มากที่สุด ดังแสดงในรูปที่ 4.8

BD P 1 2 3 4 5 
(ข)  

BD P 1 2 3 4 5 
(ก)  

BD P 1 2 3 4 5 
(ค)  
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รูปที่ 4.8  ผลวิเคราะห์ Thin Layer Chromatography ของการผลิตไบโอดีเซลในสภาวะที่เหมาะสม 
(BD) ไบโอดีเซลมาตรฐานจากโครงการส่วนพระองค์สวนจิตรลดา (P) น้ ามันปาล์ม (1) ตัวอย่างที่ได้
จากการใช้เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส BG2015 (2) ตัวอย่างที่ได้จากการใช้เอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส 
BG2018 ที่ปริมาณร้อยละ 50 อัตราส่วนระหว่างเมทานอลต่อน้ ามันปาล์ม 4:1 ที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส  

 
4.6.2  ผลกำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิค Gas Chromatography  

ผลการวิเคราะหด์้วยเทคนิค Gas Chromatography (รูปที่ 4.9) พบว่าพีคท่ีเกิดข้ึนของ
ตัวอย่าง  ไบโอดีเซลที่ได้จากการใช้เอนไซม์ไลเปสจากแบคทีเรียรหัส BG2015 BG2018 ดังแสดงใน
รูปที่ 4.9ค–ง  ปรากฏออกมาในช่วง Retention time ที่ใกล้เคียงกันเมื่อเปรียบเทียบกับพีคของไบโอ
ดีเซลมาตรฐานจากโครงการส่วนพระองค์สวนจิตรลดา ดังแสดงในรูปที่ 4.9ข ซึ่งผลที่ได้เป็นไปใน
ทิศทางเดียวกันกับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Thin Layer Chromatography  

        
 

        
รูปที่  4.9 โครมาโทแกรมของตัวอย่าง ไบโอดี เซลที่ ได้จากการวิ เคราะห์ ด้วยเทคนิค Gas 
Chromatography (ก) ไบโอดีเซลมาตรฐานโครงการส่วนพระองค์สวนจิตรลดา (ข) น้ ามันปาล์ม (ค) 
BG2015 (ง) BG2018

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

Diglyceride 

Biodiesel 
Triglyceride 
Fatty acid 

Monoglyceride 

BD    P    1     2 
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บทท่ี 5 

สรุปผลกำรวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลกำรวิจัย  
 จากการจัดจ าแนกเชื้อในกลุ่ม Pseudomonas sp. โดยอาศัยคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยา
และชีวเคมีเบื้องต้น ได้แก่ ลักษณะโคโลนี การย้อมสีแกรม ลักษณะรูปร่างของเซลล์แบคทีเรีย การ
เคลื่อนที่ การเจริญที่อุณหภูมิ 4 และ 42 องศาเซลเซียส  การทดสอบออกซิเดส การทดสอบคะตะเลส 
การทดสอบซิเตรท การทดสอบการย่อยแป้ง และการทดสอบ Oxidative/Fermentative พบว่า
แบคที เรียจ านวน 13 ไอโซเลท ได้แก่  BG2015 BG2018 KS1001 KS1008 KS2002 KS3003 
KS3005 SN2002 SN2006 SN2007 SS1003 SS3005 และSS3007 มีผลการทดสอบที่ใกล้เคียงกับ
แบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas sp.   
 เมื่อท าการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์ไลเปสเบื้องต้นของแบคทีเรียจ านวน 13 ไอ
โซเลท พบว่าแบคทีเรียสามารถสร้างเอนไซม์ไลเปสได้ จากนั้นน ามาเลี้ยงในอาหาร Basal medium 
เพ่ือผลิตเอนไซม์ไลเปสในสภาวะที่เหมาะสมโดยใช้วิธีของ จารินี และคณะ (2558) โดยแบคทีเรียรหัส 
BG2018 BG2015 KS3005 KS2002 และ SN2006 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์สูงเท่ากับ 98.92±0.74 
44.75±2.37 0.05±0.01 0.04±0.00 และ 0.04±0.00 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เมื่อผ่านขั้นตอน
ท าให้เอนไซม์บริสุทธิ์ด้วยวิธีการตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอ่ิมตัวร้อยละ 
0-30 และ 30-80 ตามล าดับ และท าการแยกสารผ่านเยื่อ (Dialysis) พบว่าแบคทีเรียที่กล่าวข้างต้นมี
ค่ากิจกรรมเอนไซม์ขึ้นเท่ากับ 329.66±4.12 256.04±4.71 0.28±0.00 0.24±0.00 และ 0.14±0.00 
ยูนิตต่อมิลลิลิตร และมีความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้น ได้แก่ 32.87 14.11 9.25 10.08 และ 8.75  เท่า 
ตามล าดับ 
 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไบโอดีเซลโดยใช้เอนไซม์ไลเปสจากขั้นตอนการท าให้
บริสุทธิ์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอร์ริฟิเคชันโดยใช้เทคนิค Thin Layer Chromatography 
วิเคราะห์ตัวอย่างไบโอดีเซลที่ได้จากการทดลอง พบว่าปริมาณเอนไซม์ที่ร้อยละโดยน้ าหนัก 10 และ 
30 ไม่เกิดปฎิกิริยาใดๆแต่ในขณะที่ปริมาณเอนไซม์ร้อยละ 50 โดยน้ าหนัก สามารถเร่งปฏิกิริยาท าให้
แถบแบรนด์ของไตรกลีเซอไรด์มีขนาดเล็กลง  อัตราส่วนโดยโมลระหว่างเมทานอลต่อน้ ามันปาล์มที่ 
3:1 4:1 และ 5:1 สามารถเร่งปฏิกิริยาให้เกิด Methyl ester ได้เล็กน้อย โดยการทดลองนี้ได้เลือก
อัตราส่วน 4:1 เนื่องจากปฏิกิริยาต้องเติมเมทานอลให้มากเกินพอเพ่ือท าให้ปฏิกิริยาเกิดไปทางขวา 
และอัตราส่วนโดยโมลระหว่างเมทานอล และน้ ามันปาล์มไม่ท าให้คุณณสมบัติของเอนไซม์ไลเปสเสีย
สภาพ อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาที่ 45 และ 55 องศาเซลเซียส สามารถเร่งปฏิกิริยาท าให้เกิด 
Methyl ester มากกว่าอุณหภูมิที่ 35 องศาเซลเซียส 

 การวิ เ ค ร าะห์ ตั ว อย่ า ง ไบ โอดี เ ซลที่ ไ ด้ จ ากการทดลองด้ ว ย เทคนิ ค Thin Layer 
Chromatography และ Gas Chromatography พบว่าเอนไซม์ไลเปสของแบคทีเรียรหัส BG2018 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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และ BG2015 มีแนวโน้มที่จะสามารถเร่งปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันเพ่ือผลิตไบโอดีเซลได้ใน
สภาวะที่เหมาะสมได้แก่ ปริมาณเอนไซม์ร้อยละ 50 อัตราส่วนโดยโมลระหว่างเมทานอลและน้ ามัน
ปาล์มที่ 4:1 และอุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ซึ่งเอนไซม์ไลเปสของ
แบคทีเรียรหัส BG2018 มีลักษณะโครมาโทแกรมคล้ายกับไบโอดีเซลมาตรฐานจากโครงการส่วน
พระองค์สวนจิตรลดามากที่สุด และเอนไซม์ของแบคทีเรียรหัส KS3005 KS2002 และ SN2006 ไม่
สามารถเร่งปฏิกิริยาได้ 
 
5.2  ข้อเสนอแนะ  

ควรท าการตรวจสอบการจัดจ าแนกของแบคทีเรียจ านวน 13 ไอโซเลท ด้วยการหาล าดับเบส
ของชิ้นส่วนยีน 16 rRNA เพ่ือพิสูจน์หรือระบุชนิดของแบคทีเรียที่แน่นอน 

ควรเพ่ิมประสิทธิภาพเอนไซม์ไลเปสให้มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ทั้งหมด (ยูนิต) ให้มากขึ้นเพ่ือเพ่ิม
อัตราการเกิด Methyl ester  นอกจากนี้ต้องก าจัดน้ าออกจากขั้นตอนการแยกสารผ่านเยื่อ (Dialysis) 
ให้มากที่สุดเนื่องจากน้ าเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ท าให้ปฏิกิริยาผันกลับ และควรศึกษาการตรึงเอนไซม์ไล
เปสเพ่ือเพ่ิมความคงทนต่อเมทานอล เพราะการใช้เอนไซม์อิสระจะท าให้เสียคุณสมบัติการเร่ง
ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชันได้ นอกจากนี้ควรศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเค
ชัน เช่น การแบ่งเติมเมทานอล ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยา เป็นต้น และท าการวิเคราะห์ตัวอย่างไบ
โอดีเซลที่ได้จากการทดลองด้วยเทคนิค Gas Chromatography โดยใช้วิธี EN14103 เพ่ือผลได้
ของไบโอดีเซลที่แน่นอน 
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ภำคผนวก ก 
อำหำรเลี้ยงเชื้อ 

 
1. อำหำรเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth (NB) 
สูตรอำหำร       กรัม/ลิตร 
 Peptic digest of animal tissue    5.0 
 Sodium chloride     5.0 
 Beef extract      1.5 
 Yeast extract      1.5 
 Final pH (25ºC)     7.4±0.2 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ละลายส่วนผสมปริมาณ 13 กรัม ลงในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนเพื่อให้
ส่วนผสมละลายเข้ากันจนหมด  จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่องหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่ความดัน 
15 ปอนด์ 121 องศาเซลเซียส 15 นาท ี
 
2. อำหำรเลี้ยงเชื้อ Nutrient agar (NA) 
สูตรอำหำร       กรัม/ลิตร 
 Peptic digest of animal tissue    5.0 
 Sodium chloride     5.0 
 Beef extract      1.5 
 Yeast extract      1.5 
 Agar       15.0 
 Final pH (25ºC)     7.4±0.2 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ละลายส่วนผสมปริมาณ 28 กรัม ลงในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนเพื่อให้
ส่วนผสมละลายเข้ากันจนหมด  จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่องหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่ความดัน 
15 ปอนด์ 121 องศาเซลเซียส 15 นาท ี
 
3. อำหำรเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB) 
สูตรอำหำร       กรัม/ลิตร 
 Tryptone      17.0 
 Soytone      3.0 
 Glucose      2.5 
 Sodium Chloride     5.0 
 Dipotassium Hydrogen Phosphate   2.5 
 Final pH (25ºC)     7.3±0.2 
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3. อำหำรเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Broth (TSB) (ต่อ) 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ละลายส่วนผสมปริมาณ 30 กรัม ลงในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนเพื่อให้
ส่วนผสมละลายเข้ากันจนหมด  จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่องหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่ความดัน 
15 ปอนด์ 121 องศาเซลเซียส 15 นาท ี
 
4. อำหำรเลี้ยงเชื้อ Tryptic Soy Agar (TSA) 
สูตรอำหำร       กรัม/ลิตร 
 Tryptone      15.0 
 Soytone      5.0 
 Sodium Chloride     5.0 
 Agar       15.0 
 Final pH (25ºC)     7.3±0.2 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ละลายส่วนผสมปริมาณ 30 กรัม ลงในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนเพื่อให้
ส่วนผสมละลายเข้ากันจนหมด  จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่องหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่ความดัน 
15 ปอนด์ 121 องศาเซลเซียส 15 นาท ี
 
5. อำหำรเลี้ยงเชื้อ Motility test 
สูตรอำหำร       กรัม/ลิตร 
 Tryptose      10.0 
 Sodium chloride     5.0 
 Agar       5.0 
 Final pH (25ºC)     7.2±0.2 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ละลายส่วนผสมปริมาณ 20 กรัม ลงในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนเพื่อให้
ส่วนผสมละลายเข้ากันจนหมด  จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่องหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่ความดัน 
15 ปอนด์ 121 องศาเซลเซียส 15 นาท ี
  
6. อำหำรเลี้ยงเชื้อ Starch agar 
สูตรอำหำร       กรัม/ลิตร 
 Meat extract      3.0 
 Peptic digest of animal tissue    5.0 
 Starch soluble      2.0 
 Agar       15.0 
 Final pH (25ºC)      7.2±0.1 
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6. อำหำรเลี้ยงเชื้อ Starch agar (ต่อ) 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ละลายส่วนผสมปริมาณ 25 กรมั ลงในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนเพื่อให้
ส่วนผสมละลายเข้ากันจนหมด  จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่องหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่ความดัน 
15 ปอนด์ 121 องศาเซลเซียส 15 นาท ี
 
7. อำหำรเลี้ยงเชื้อ Simmons Citrate Agar 
สูตรอำหำร       กรัม/ลิตร 
 Magnesium sulphate     0.2 
 Ammonium dihydrogen phosphate   1.0 
 Dipotassium phosphate    1.0 
 Sodium citrate      2.0 
 Sodium chloride     5.0 
 Bromothymol blue     0.08 
 Agar       15.0 
 Final pH (25ºC)     6.8±0.2 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ละลายส่วนผสมปริมาณ 24.28 กรัม ลงในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนเพื่อให้
ส่วนผสมละลายเข้ากันจนหมด  จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่องหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่ความดัน 
15 ปอนด์ 121 องศาเซลเซียส 15 นาท ี
 
8. อำหำรเลี้ยงเชื้อ OF Basal medium 
สูตรอำหำร       กรัม/ลิตร 
 Casein enzymic hydrolysate    2.0 
 Sodium chloride     5.0 
 Dipotassium phosphate    0.3 
 Bromo thymol blue     0.08 
 Glucose      10.0 
 Agar       2.0 
 Final pH (25ºC)     6.8±0.2 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ละลายส่วนผสมปริมาณ 24.28 กรัม ลงในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนเพื่อให้
ส่วนผสมละลายเข้ากันจนหมด  จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่องหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่ความดัน 
15 ปอนด์ 121 องศาเซลเซียส 15 นาท ี
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9. อำหำรเลี้ยงเชื้อ Tributyrin Agar 
สูตรอำหำร       กรัม/ลิตร 
 Peptic digest of animal tissue    5.0 
 Yeast extract      3.0 
 Agar       15.0 
 Final pH (25ºC)     7.5±0.2 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ละลายส่วนผสมปริมาณ 23 กรัม ลงในน้ ากลั่น 990 มิลลิลิตร และเติม Tributyrin ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนเพื่อให้ส่วนผสมละลายเข้ากันจนหมด  จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง
หม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่ความดัน 15 ปอนด์ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 
10. อำหำรเลี้ยงเชื้อพื้นฐำน (Basal medium) 
สูตรอำหำร       กรัม/ลิตร 
 Tryptone      0.3% (w/v) 
 Yeast extract      1.0 
 Dipotassium phosphate    2.0 
 Potassium dihydrogen phosphate   1.0 
 Ammonium sulphate     1.0 
 Magnesium sulphate heptahydate   0.2 
 Calcium chloride     0.15 
 Olive oil      1% (v/v) 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ละลายส่วนผสมทั้งหมดลงในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนเพื่อให้ส่วนผสมละลาย
เข้ากันจนหมด  จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่องหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่ความดัน 15 ปอนด์ 121 
องศาเซลเซียส 15 นาที 
 
11.  อำหำร MP-3 
สูตรอำหำร       กรัม/ลิตร 
 Olive oil      10 มิลลิลิตร 
 Yeast extract      0.3  
 Peptone      1.0  
 Ammonium sulfate     5.0  
 Dipotassium  phosphate    0.5  
 Magnesium sulfate heptahydrate   0.3   
 Tween 80      0.5 มิลลิลิตร 
 Bromocresol purple     0.64 
 Agar       20.0 
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11. อำหำร MP-3 (ต่อ) 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ละลายส่วนผสมทั้งหมดลงในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร โดยใช้ความร้อนเพื่อให้ส่วนผสมละลาย
เข้ากันจนหมด  จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่องหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) ที่ความดัน 15 ปอนด์ 121 
องศาเซลเซียส 15 นาที
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ภำคผนวก ข 
สำรเคมี 

 
1. สำรละลำย Iodine solution 
ส่วนประกอบ       กรัม/ลิตร 
 Iodine       3.3 
 Potassium iodine     6.8 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ละลายสารปริมาณ 10.1 กรัม ลงในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากัน  จากนนั้นเก็บ
สารละลาย Iodine solution ในขวดสีชา 
 
2. สำรละลำย Oxidase reagent 
ส่วนประกอบ         
 N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-phenylenediamine-2HCl 1% 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ละลายสาร N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-phenylenediamine-2HCl 1% ลงในน้ ากลั่นใน
ปริมาตรที่ต้องการ จากนั้นเก็บสารละลายไว้ในขวดสีชา หากสารละลายสัมผัสอากาศเป็นเวลานานจะ
เปลี่ยนจากสีใสเป็นสีม่วง ท าให้การอ่านผลผิดพลาด 
 
3. สำรละลำย Crystal violet 
ส่วนประกอบสำรละลำย A 
 Crystal violet (ความเข้มข้นของสีย้อม 90%)  2.0 กรัม 
 Ethanol 95%      20 มิลลิลิตร 
ส่วนประกอบสำรละลำย B 
 Ammonium oxalate     0.8 กรัม 
 น้ ากลั่น       80.0 มิลลิลิตร 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ผสมสารละลาย A และสารละลาย เข้าด้วยกัน จากนั้นกรองด้วยกระดาษกรอง แล้วเก็บไว้ใน
ขวดสีชา  ถ้าหากสารละลายมีสีเข้มจนเกินไปให้เจือจางสารละลาย A เป็น 1:10 ก่อนผสมกับ
สารละลาย B 
 
4. สำรละลำย Safanin O (Stock solution) 
ส่วนประกอบสำรละลำย A 
 Safanin O      2.5 กรัม 
 Ethanol 95%      20.0 มิลลิลิตร 
ขั้นตอนกำรเตรียม 
 ผสมสารละลายให้เข้ากัน จากนั้นเจือจางสีย้อมเป็น 1:10 กรองสีด้วยกระดาษกรองก่อนการ
ใช้งาน และเก็บสารละลายไว้ในขวดสีชา 
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5. สำรละลำย Phosphate Buffer 0.05M 
ส่วนประกอบสำรละลำย A 
 ละลาย 50mM Sodium Monohydrogen Phosphate Heptahydrate 
(Na2HPO4•7H2O) ปริมาณ 13.4 กรัม ในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
ส่วนประกอบสำรละลำย B 
 ละลาย 50mM Sodium Dihydrogen Phosphate (NaH2PO4•2H2O) ปริมาณ 7.8 กรัม 
ในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
 
ตำรำงท่ี ข.1 การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ Phosphate ในอัตราส่วนระหว่างสารละลาย A และ B 
ที่ pH ต่างๆ  
 

pH สำรละลำย A (มิลลิลิตร) สำรละลำย B (มิลลิลิตร) 

5.8 4.00 46.00 
6.0 6.15 43.85 

6.2 9.25 40.75 
6.4 13.25 36.75 
6.6 18.75 31.25 

6.8 24.50 25.50 
7.0 30.50 19.50 
7.2 36.00 14.00 
7.4 40.50 9.50 
7.6 43.50 6.50 
7.8 45.75 4.25 
8.0 47.35 2.65 

 
6. สำรละลำย 50mM Tris-HCl Buffer 
 ละลาย Tris-Base ปริมาณ 6.06 กรัม ในน้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นปรับค่า pH ตามที่
ต้องการด้วยกรดไฮโดรคลอริก 
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ภำคผนวก ค 
กรำฟมำตรฐำน 

 
1. กรำฟมำตรฐำน p-Nitrophenol 
 เตรียมสารละลาย 1mM p-Nitrophenol (p-NP) โดยชั่งสารปริมาณ 0.014 กรัม ละลายใน
น้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร และเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 0, 2, 4, 6, 8 และ 10mM ด้วย 50mM Tris-
HCl (pH 8.0) ดังตารางที่ ค-1 แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 410 นาโนเมตร 
 

ตำรำงท่ี ค.1 การเจือจาง p-Nitrophenol ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 

1mM p-NP (µL) 50mM Phosphate Buffer (µL) ควำมเข้มข้นสุดท้ำย p-NP (mM) 

0 2,000 0 
40 1,960 0.02 
80 1.920 0.04 
120 1,880 0.06 
160 1,840 0.08 
200 1,800 0.10 

รูปที ่ค.1 กราฟมาตรฐานของ p-Nitrophenol ที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร 

 

y = 0.0576x + 0.0178
R² = 0.9985

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

0 2 4 6 8 10 12 14

ค่ำ
กำ

รดู
ดก

ลืน
แส

งที่
คว

ำม
ยำ

วค
ลื่น

 4
10

 น
ำโ

นเ
มต

ร

ควำมเข้มข้นของ p-Nitrophenol (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

62

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

2. กรำฟมำตรฐำน Bovine serum albumin (BSA) 

 เตรียมสารละลาย Bovine serum albumin (BSA) ให้มีความเข้มข้น 1,000 µg/mL และ
เจือจางให้มีความเข้มข้น 0, 50, 100, 150, 200 และ 250 µg/mL ดังตารางที่ ค-2 จากนั้นปิเปต
สารละลาย BSA ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย C ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันแล้ว
บ่มไว้ในที่มืดเป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบระยะเวลาที่ก าหนดแล้วจึงเติมสารละลาย Folin-Ciocalteu 
reagent ปริมาตร 0.1 มิลลิลติร เขย่าให้เข้ากันแล้วบ่มไว้ในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที จึงน าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร 
 

ตำรำงท่ี ค.2 การเจือจาง Bovine serum albumin ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
 

Stock BSA (µL) น้ ำกลั่น (µL) ควำมเข้มข้นสุดท้ำย BSA (µg/mL) 

0 2,000 0 
100 1,900 50 
200 1,800 100 
300 1,700 150 
400 1,600 200 
500 1,500 250 

 

รูปที ่ค.2 กราฟมาตรฐาน Bovine serum albumin ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร

y = 0.0023x + 0.0221
R² = 0.9949
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3. กรำฟมำตรฐำนเมทำนอลโดยวิธี EN 14110 
 กำรเตรียมไบโอดีเซลที่ปรำศจำกเมทำนอล 
 1. ท าการล้างไบโอดีเซลปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในน้ ากลั่น 50 มิลลิตร ทั้งหมด 3 ครั้ง 
 2. น าไบโอดีเซลที่ผ่านการล้างน้ ากลั่นแล้วลงในบิกเกอร์ขนาด 500 มิลลิลิตร และให้ความ
ร้อนโดยใช้เครื่องกวนสารละลายให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมงพร้อม
การปั่นกวนตลอดระยะเวลาให้การความร้อน 
 3. เก็บไบโอดีเซลที่ปราศจากเมทานอลในขวดเก็บสารละลายเมื่อครบระยะเวลาการให้ความ
ร้อน และไม่ให้สัมผัสกับอากาศ 
 
 กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนเมทำนอล 
 1. เตรียมสารละลาย Calibrate A โดยการปิเปตเมทานอลปริมาตร 142 ไมโครลิตร ลงใน 
ไบโอดีเซลที่ปราศจากเมทานอลปริมาตร 25 มิลลิลิตร จะได้สารมาตรฐานเมทานอลที่มีความเข้มข้น 
0.5 เปอร์เซ็นต ์
 2. เตรียมสารละลาย Calibrate B โดยการปิเปตจากสารละลาย Calibrate A ปริมตาร 5 
มิลลิลิตร ลงในไบโอดีเซลที่ปราศจากเมทานอลปริมาตร 20 มิลลิลิตร จะได้สารมาตรฐานเมทานอลที่
มีความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์  
 3. เตรียมสารละลาย Calibrate C โดยการปิเปตจากสารละลาย Calibrate B ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ลงในไบโอดีเซลที่ปราศจากเมทานอลปริมาตร 9 มิลลิลิตร จะได้สารมาตรฐานเมทานอลที่มี
ความเข้มข้น 0.01 เปอร์เซ็นต ์

รูปที่ ค.3 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานเมทานอล  

y = 520257x + 2592.1
R² = 0.9992
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ภำคผนวก ง 
สูตรค ำนวณ 

 

ดัชนีเอนไซม์ (มิลลิเมตร) = 
เส้นผ่านศูนย์กลางของโซนใส (มิลลิเมตร)

เส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี (มิลลิเมตร)
 

 

กิจกรรมเอนไซม์ (ยูนิต/มิลลิลิตร) = 
p-NP (ไมโครโมล) จากกราฟมาตรฐาน × ระดับความเจือจาง

ระยะเวลาบ่ม ×ปริมาตรเอนไซม์ที่ใช้ในการวิเคราะห์กิจกรรม
 

 
 โดยก าหนดให้ 1 ยูนิต/มิลลิลิตร ของเอนไซม์ไลเปส คือ ปริมาตรเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาการ
ย่อยสลายสารตั้งต้นให้เป็น p-Nitrophenol 1 ไมโครโมล/นาท ีภายใต้สภาวะที่ท าการทดลอง 
 
กิจกรรมเอนไซม์ทั้งหมด (ยูนิต) = กิจกรรมเอนไซม์(ยูนิต/มิลลิลิตร) × ปริมาตรของเอนไซม(์มิลลิลิตร) 
 

กิจกรรมจ าเพาะเอนไซม์ (ยูนิต/มิลลิกรัม) = 
กิจกรรมเอนไซม์ (ยูนิต/มิลลิลิตร)

ปริมาณโปรตีน (มิลลิกรัม)
 

 

ความบริสุทธิ์ของเอนไซม์ (เท่า) = 
กิจกรรมจ าเพาะของแต่ละขั้นตอนของการท าให้เอนไซม์บริสุทธิ์

กิจกรรมจ าเพาะของ Crude enzyme
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ภำคผนวก ฉ 
ผลกำรศึกษำคุณลักษณะทำงชีวเคมีเบื้องต้น 

 

 
รูปที่ ฉ.1 ผลการเจริญบนอาหาร Tryptic Soy Agar ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

 
รูปที่ ฉ.2 ผลการเจริญบนอาหาร Tryptic Soy Agar ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 
 
 
 

 
รูปที่ ฉ.3 ผลการทดสอบการเคลื่อนที่ 

 

 
รูปที่ ฉ.4 ผลการทดสอบซิเตรท 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

 

 

 

 
รูปที่ ฉ.5 ผลการทดสอบ Oxidative/Fermenttive 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 
 
 

 
รูปที่ ฉ.6 ผลการทดสอบออกซิเดส 

 
 

 
รูปที่ ฉ.7 ผลการทดสอบคะตะเลส 

 

Control P. aeruginosa BG15 BG2018 

KS1001 KS1008 KS2002 KS3003 KS3005 

SN2002 SN2006 SN2007 SS1003 SS3005 SS3007 

Control BG2015 BG2018 P. aeruginosa 

KS1001 KS1008 KS2002 KS3003 KS3005 

SN2002 SN2006 SN2007 SS1003 SS3005 SS3007 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ฉ.8 ผลการทดสอบการย่อยแป้ง 

Control 

KS3003 KS1001 

KS2002 KS1008 

KS3005 

SN2002 

SN2006 SN2007 

SS1003 

SS3005 

P. aeruginosa 

SS3007 

BG2015 

BG2018 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ภำคผนวก ช 
ผลกำรศึกษำกำรผลิตไบโอดีเซลในสภำวะที่เหมำะสม 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ช.1 ตัวอย่างไบโอดีเซลที่ได้จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของแบคทีเรียรหัส BG2015 และ 
BG2018 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 
ANOVA 

 

 
Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 47.560 12 3.963 11.121 .000 
Within Groups 9.266 26 .356   
Total 56.826 38    

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 
Duncana   

Isolate N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
SS3005 3 1.7081     
KS1008 3 1.9162     
KS3005 3 1.9667     
SS1003 3 2.0319     
SN2007 3 2.1464     
KS2002 3 2.5094 2.5094    
SN2006 3 2.5473 2.5473    
KS3003 3  3.2682 3.2682   
SN2002 3  3.3321 3.3321 3.3321  
KS1001 3   4.2174 4.2174 4.2174 
SS3007 3    4.3562 4.3562 
BG2018 3     4.7610 
BG2015 3     4.8029 
Sig.  .145 .134 .076 .056 .283 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 
ANOVA 

 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 30580.370 12 2548.364 5330.578 .000 
Within Groups 12.430 26 .478   
Total 30592.799 38    
 
 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 
Duncana   

Isolate N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
KS1008 3 .0149   
SS1003 3 .0165   
KS3003 3 .0174   
SS3005 3 .0174   
SN2002 3 .0187   
SN2007 3 .0214   
SS3007 3 .0230   
KS1001 3 .0238   
SN2006 3 .0369   
KS2002 3 .0454   
KS3005 3 .0505   
BG2015 3  44.7538  
BG2018 3   98.9175 
Sig.  .957 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 
Duncana   

Method N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Crude enzyme 3 44.7538   
Protein precipitation 3  184.9056  
Dialysis 3   255.0440 
Sig.  1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 
Duncana   

Method N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
Crude enzyme 3 98.9175   
Protein precipitation 3  107.5288  
Dialysis 3   329.6752 
Sig.  1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 
 
Duncana   

Method N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
Crude enzyme 3 .04537   
Protein precipitation 3  .09814  
Dialysis 3   .24631 
Sig.  1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 
Duncana   

Method N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Crude enzyme 3 .05047   
Protein precipitation 3  .10413  
Dialysis 3   .28592 
Sig.  1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 
Duncana   

Method N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
Crude enzyme 3 .03692   
Protein precipitation 3  .09030  
Dialysis 3   .14249 
Sig.  1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

96

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
 
Duncana   

Isolate N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

SN2006 3 .1425   
KS2002 3 .2463   
KS3005 3 .2859   
 BG2015 3  255.0440  
BG2018 3   329.6752 
Sig.  .944 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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