
บทที 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

  ในการศึกษาการสังเคราะห์เมทิลเอสเทอร์จากนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหาร 

โดยไลเปสจากยางมะละกอเพือผลิตเชือเพลิงไบโอดีเซล ผู้วิจัยได้นําตัวแปรต่าง ๆ มาออกแบบ

วิธีการดําเนินการวิจัย ดังต่อไปนี 
1. สารเคมีทีใช ้
2. เครืองมือทีใช ้
3. วิเคราะห์องค์ประกอบในนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหาร 
4. เก็บยางมะละกอ 
5. เตรียมเอนไซม์ไลเปสจากยางมะละกอ 
6. ตรวจสอบความสามารถในการย่อยสลายของเอนไซมไ์ลเปสจากยางมะละกอ 
7. ปรับปรุงแอคติวิตีของเอนไซม์โดยการล้างด้วยแอลกอฮอล์ 
8. ตรวจหาสภาวะทีเหมาะสมในการสังเคราะห์เมทิลเอสเทอร์โดยไลเปสจากยาง

มะละกอ 
9. ตรวจสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ทีใช้แล้ว 
10. สังเคราะห์ไบโอดีเซลจากนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหารโดยเอนไซม์ไลเปสจากยาง 

มะละกอ 
11. ทดสอบไบโอดีเซลทีสังเคราะห์ได้กับเครืองยนต์ดีเซล 

 
3.1 สารเคมีทีใช้ 

                ยางมะละกอสดได้จากการกรีดผลมะละกอดิบ นํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหาร 

ได้จากร้านขายกล้วยทอดในเขตอําเภอเมืองและร้านขายเกียวทอด ลูกชินทอด หน่อไม้ทอด และ

เต้าหู้ทอดในเขตอําเภอลับแล จังหวัดอุตรดิตถ์ ไอโซ-โพรพานอล เมธานอล เฮกเซน ได้มาจาก

บริษัทฟลูกา สําหรับเมธานอลิกโซเดียมไฮดรอกไซด์ โบรอนไตรฟลูออไรด-์เมธานอล และ

แมกนีเซียมซัลเฟตแอนไฮดรัส ได้มาจากบริษัทบีดีเอช สารเคมีทีใช้ทั งหมดเป็นชนิด Analytical 

grade 
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3.2 เครืองมือทีใช้ 

เครืองแก๊สโครมาโทกราฟ (GC Varian Star 3600 CX, Australia) 

เครืองแก๊สโครมาโทกราฟ-แมสเปคโตรมิเตอร์ (MSD 5973(EI), Hewlett Packard, U.S.A.) 

        เครืองวัดพีเอช (Accumet model 50, Fisher Scientific, U.S.A.) 

เครืองกวนสารละลาย (1203 Hoyplate&Stirrer, Jenway, U.K.) 

เครืองเขย่าสารพร้อมควบคุมอุณหภูมิ (Shaker bath model 1083, GFL, U.S.A.) 

อ่างนํ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath model KG D-91126, Memmert, Germany) 

 

3.3 วิเคราะห์องค์ประกอบในนํามันทีเหลือจากการทอดอาหาร 

             การวิเคราะห์องค์ประกอบของนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหารทําโดยชั งนํ ามนัที 

เหลือจากการทอดอาหารทีผ่านการกรองแล้ว ซึงมีลักษณะใส สีเหลืองเข้ม ซึงได้มาจากร้านขายของ

ทอด ในเขตอําเภอเมืองและอําเภอลับแล จังหวัดอุตรดิตถ์ ประมาณ  มิลลิกรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ 

เติมสารละลายเมธานอลิก โซเดียม ไฮดรอกไซด์ (methanolic sodium hydroxide) เข้มข้น .  โม

ลาร์ ลงไป  มิลลิลิตร ต้มสารละลายผสมในอ่างนํ าควบคุมอุณหภูมิ จนกระทั งสารละลายเป็นเนือ 

เดียวกัน เติมสารละลายโบรอนไตรฟลูออไรด์-เมธานอล (BF3-methanol) 5 มิลลิลิตร เพือเปลียน

ไตรกลีเซอไรดใ์นนํ ามันให้เป็นเมทิลเอสเทอร์ของกรดไขมัน ต้มสารละลายต่อประมาณ -  นาที 

ตั งไว ้ให้เย็นแล้วเทลงในกรวยแยกทีมีสารละลายผสมของเฮกเซนและสารละลายโซเดียมคลอไรด์

อิมตัวอยู่ในอัตราส่วน .  : 1 เขย่าเบาๆ ตั งทิงไว้ให้แยกชั น เก็บสารละลายในชั นของ เฮกเซนซึงมี

เมทิลเอสเทอร์ของกรดไขมันอยูไ่ว ้ เติมแอนไฮดรัสแมกนีเซียมซัลเฟต ประมาณ  กรัม แล้วกรอง

ตะกอนทิ งไป นําสารละลายทีได้ไประเหย ตัวทําละลายออกในอ่างควบคุมอุณหภูมิให้เหลือ

ปริมาตรประมาณ .  มิลลิลิตร แล้วนําไปวิเคราะห์ชนิดของกรดไขมันทีเป็นองค์ประกอบในนํ ามัน 

ทีเหลือจากการทอดอาหารโดยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปคโตรเมทรี (GC-MS) 

 

3.4 การเก็บยางมะละกอ 

           วิธีการเก็บยางมะละกอทําได้โดยกรีดยางมะละกอในช่วงเช้า (ประมาณ 07.00-10.00

น.) ใช้มีดปลายแหลมกรีดผลมะละกอดิบทีมีอายุประมาณ -  ว ัน ให้เป็นรอยยาว ประมาณ -  

รอย รองนํ ายางทีไหลลงมา ด้วยแก้วพลาสติก และขูดนํ ายางบางส่วนทีแห้งติดอยู่ทีผลดิบลงมาด้วย 

เก็บยางมะละกอทีได้ทั งหมด ไว้ในขวดพลาสติก นําไปเก็บในตู้แช่แข็งทีอุณหภูมิ -  องศา

เซลเซียส จนกว่าจะนํามาทดลอง 
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3.5 การเตรียมเอนไซม์ไลเปสจากยางมะละกอ 

              นํายางมะละกอทีแช่แข็งไว ้มาละลายทีอุณหภูมิห้อง กรองยางมะละกอทีละลาย

แล้วด้วยตะแกรงเพือแยกสิงเจือปนออก ชั งนํ าหนักยางมะละกอทีได้ แล้วเติมนํ ากลั น (โดยนํ าหนัก) 

ลงไป 3 เท่าของนํ าหนัก ยางมะละกอ คนให้สารละลายเข้ากัน นําไปหมุนเหวียง (centrifuge) ด้วย

ความเร็ว ,  รอบต่อนาที เป็นเวลา  นาที  เทส่วนของสารละลายทิ งไป ส่วนของตะกอนที

เหลือนํามาเติมนํ ากลั นอีก  3 เท่าของยางมะละกอ คนให้เข้ากัน จากนั นนําไปหมุนเหวียงอีกครั งด้วย

ความเร็วและเวลาเท่าเดิม  นําส่วนตะกอนทีแยกได้ไปอบทีอุณหภูมิ -  องศาเซลเซียส จนกว่าจะ

แห้ง ขูดตะกอนทีแห้งแล้วใส่ขวดทีมีฝาปิด เก็บไว้ในตู ้เย็นทีอุณหภูมิ  องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้

งาน 

 

3.6 ตรวจสอบความสามารถในการย่อยสลายของเอนไซม์ไลเปสจากยางมะละกอ 

                         นําตะกอนไลเปสทีเตรียมได้มาตรวจสอบการเร่งปฏิกิริยาการสลายไตรกลีเซอไรด์ 

ในนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหารให้เป็นกรดไขมันทีอุณหภูมิต่างๆ และในสารละลายปฏิกิริยาที 

มีบัฟเฟอร์เข้มข้น .  โมลาร์ ทีมีโซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น .  โมลาร์ อยู่ด้วย ทีพีเอชต่าง ๆ

 

 3.6.1 การศึกษาอุณหภูมิทีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม์ไลเปส 

ผสมนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหาร .  มิลลิลิตร         และสารละลายฟอสเฟต 

บัฟเฟอร์เข้มข้น .  โมลาร์ มีค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย (pH) เท่ากับ   ทีมีโซเดียมคลอ

ไรด์เข้มข้น .  โมลาร์อยู่ด้วย ปริมาตร  มิลลิลิตร เข้าด้วยกันในขวดรูปชมพู่ จ ํานวน 7 ใบ นําไป

บ่มทีอุณหภูมิ , 30, 37, 40, 45,  และ  องศาเซลเซียส ในอ่างนํ าควบคุมอุณหภูมิ เติมเอนไซม ์

ไลเปสจากยางมะละกอทีเตรียมได้จากการอบแห้ง  มิลลิกรัม ลงไปในขวดแต่ละใบ นําไปบ่มที

อุณหภูมิ , 30, 37, 40, 45,  และ  องศาเซลเซียส ในอ่างนํ าควบคุมอุณหภูมิ เขย่าด้วยความเร็ว  

 รอบต่อนาที เป็นเวลา 6  นาที หลังจากนั นหยุดปฏิกิริยาโดยการเติมสารละลายผสมของอะซี

โตน : เอทานอล ในอัตราส่วนโดยปริมาตร 1:1 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร นําสารละลายผสมไปไตเตรท

กับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น .  โมลาร์ จนกระทั งว ัดค่าความเป็นกรด-ด่างของ

สารละลายได้เท่ากับ  (Giordani, Moulin & Verger.  1991 : 1069-1072) บันทึกปริมาตรของ

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ทีใช้นําไปคํานวณจํานวนไมโครโมลของกรดไขมันอิสระทีเกิดขึ น

จากการย่อยนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหารของไลเปส โดยกําหนดให้  ยูนิตไลเปส คือ ปริมาณ

ของเอนไซม์ทีทําให้ได้กรดไขมันอิสระ  ไมโครโมลภายในเวลา  นาที 
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3.6.2 การศึกษาพีเอชทีเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม์ไลเปส 

                ผสมนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหาร .  มิลลิลิตร และสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร์เข้มข้น .  โมลาร์ มีค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย (pH) เท่ากับ   ทีมีโซเดียมคลอ

ไรด์เข้มข้น .  โมลาร์อยู่ด้วย ปริมาตร  มิลลิลิตร เข้าด้วยกันในขวดรูปชมพู่ เติมไลเปสจากยาง

มะละกอทีเตรียมได้จากการอบแห้ง  มิลลิกรัม ลงไป นําไปบ่มทีอุณหภูมิ  องศาเซลเซียส ในอ่าง

นํ าควบคุมอุณหภูมิ เขย่าด้วยความเร็ว  รอบต่อนาที เป็นเวลา 6  นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม

สารละลายผสมของอะซีโตน : เอทานอล ในอัตราส่วนโดยปริมาตร 1:1 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร นํา

สารละลายผสมไปไตเตรทกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น .  โมลาร์ จนกระทั งว ัด

ค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลายได้เท่ากับ  บันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอก

ไซด์ทีใช ้ นําไปคํานวณจํานวนไมโครโมลของกรดไขมันอิสระทีเกิดขึ นจากการย่อยนํ ามันทีเหลือ 

จากการทอดอาหารของไลเปส ในขณะเดียวกันให้ทําการทดลองทีพีเอชอืนๆ ควบคู่กันไป โดยใช้

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น .  โมลาร์ มีค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย (pH) 

เท่ากับ  , 7, 8 และ  ทีมีโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น .  โมลาร์อยู่ด้วย 

 

3.7 ศึกษาการปรับปรุงแอคติวิตีของเอนไซม์ 

             เตรียมขวดตัวอย่างขนาด 5 มิลลิลิตร 3 ขวด ทีมีไอโซ-โพรพานอล ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร ชั งตะกอนไลเปสทีเตรียมได้จากการอบแห้ง 4 มิลลิกรัม เติมลงไปในขวดตัวอย่างทั ง 3 

ขวด คนสารละลายให้เข้ากัน ตั งไว ้ให้ตกตะกอนเป็นเวลา 3 ชั วโมง จากนั นดูดสารละลายใสทิงไป 

แล้วเติมนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหาร และเมทิลโอลีเอต อย่างละ 3 มิลลิลิตร ลงในขวดตัวอย่าง

ที 2 และ 3 ตามลําดับ คนสารละลายให้เข้ากัน ตั งไว ้จนสารตกตะกอนเป็นเวลา 1 ชั วโมง จากนนัดูด

สารละลายใสทิงไป เก็บส่วนตะกอนของขวดตัวอย่างทั ง 3 ขวด ไปตรวจสอบความสามารถในการ

เร่งปฏิกิริยาเมทานอไลซีสของนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหาร โดยเติมเอนไซม์ทีเตรียมได้ลงไป 

ในสารละลายผสมทีประกอบด้วยนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหารทีปราศจากนํ า 0.851 กรัม และ

เมธานอลทีปราศจากนํ า 0.096 กรัม เขย่าด้วยความเร็ว  รอบต่อนาที ทีอุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั วโมง นําสารละลายผสมทั งหมดไปหมุนเหวียงที ,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา  นาที เก็บสารละลายใสไปวิเคราะห์เบืองต้นด้วยวิธีทินเลเออร์โครมาโทกราฟี (Thin Layer 

Chromatography; TLC) และวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ทีเกิดขึ นโดย GC ทําการทดลองซํ า

อีก  ครั ง 
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3.8 ศึกษาสภาวะทีเหมาะสมในการสังเคราะห์เมทิลเอสเทอร์โดยไลเปสจากยางมะละกอ 

3.8.1 ศึกษาการเร่งปฏิกิริยาเมทานอไลซีสของไลเปสจากยางมะละกอ 

               สารละลายปฏิกิริยาประกอบด้วยนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหารซึงปราศจากนํ า 

0.851 กรัม และ เมธานอลทีปราศจากนํ า 0.096 กรัม เติมไลเปสทีแช่ในไอโซ-โพรพานอล นาน  

ชั วโมง และแช่ในนํ ามันทีเหลือจากอการทอดอาหารอีก 1 ชั วโมง ปริมาณ 4 มิลลิกรัม ลงไปเพือเริม

ปฏิกิริยา จากนั นนําไปเขย่าทีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว  รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 

ชั วโมง นําสารละลายผสมทั งหมดไปหมุนเหวียงที ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  นาที เก็บ

สารละลายใสไปวิเคราะห์เบืองตน้ด้วย TLC และวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ทีเกิดขึ นโดย 

GC ทําการทดลองซํ าอีก  ครั ง 

 

3.8.2 ศึกษาผลของอัตราส่วนความเข้มข้นของนํามันทีเหลือจากการทอดต่อเมทานอล 

เตรียมขวดตัวอย่างทีมีฝาปิดขนาด 3 มิลลิลิตร 4 ขวด    โดยทั ง 4 ขวด   ใส่นํ ามันที 

เหลือจากการทอดอาหารทีปราศจากนํ าปริมาณ 0.851 กรัม ลงไป จากนั นเติมเมทานอลทีปราศจาก

นํ าปริมาณ 0.096, 0.128, 0.150 และ 0.192 กรัม ลงไปในขวดที 1, 2, 3 และ 4 ตามลําดับ จะได้

สารละลายผสมของนํ ามันทีเหลือจากการทอดกับเมธานอลในอัตราส่วน  : 3, 1 : 4, 1 : 5 และ 1 : 6 

เติมไลเปสจากยางมะละกอแห้งทีผ่านการแช่ในไอโซ-โพรพานอลมาแล้ว  ชั วโมง     และแช่ใน

นํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหารอีก 1 ชั วโมง ปริมาณ 4 มิลลิกรัม เพือเริมปฏิกิริยา นําขวดตัวอย่าง

ทั ง 4 ขวดไปเขยา่ทีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว  รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั วโมง 

เก็บสารละลายใสทีเวลา 6, 12, 18 และ 24 ชั วโมง ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ไปวิเคราะห์เบืองตน้ด้วย 

TLC  และวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ทีเกิดขึ นโดย GC ทําการทดลองซํ า อีก   ครั ง 

 

3.8.3 ศึกษาผลของอุณหภูม ิ

 เตรียมสารละลายผสมสับสเตรทตั งต้นซึงประกอบด้วย นํ ามันทีเหลือจากการทอด 

อาหารทีปราศจากนํ า  0.851 กรัม กับ เมทานอลทีปราศจากนํ า 0.128 กรัม ใส่ในขวดตัวอย่างขนาด 

3 มิลลิลิตร จ ํานวน 4 ขวด นําขวดตัวอย่างที 1 ถึง 4 ไปอุ่นในอ่างนํ าควบคุมอุณหภูมิทีอุณหภูมิ 30, 

40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ตามลําดับ    เติมไลเปสจากยางมะละกอแห้งทีผ่านการแช่ในไอโซ-

โพรพานอลมาแล้ว  ชั วโมง และแช่ในนํ ามันทีเหลือจากการทอดอีก 1 ชั วโมง ปริมาณ 4 มิลลิกรัม 

ลงในขวดตัวอย่างทั ง 4 ขวด เพือเริมปฏิกิริยา นําขวดตัวอย่างที 1 ถึง 4 ไปอุ่นทีอุณหภูมิเดิม พร้อม

ทั งเขย่าทีความเร็ว  รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั วโมง เก็บสารละลายใสทีเวลา 6, 12, 18 และ 24 
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ชั วโมง ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ไปวิเคราะห์เบืองตน้ด้วย TLC  และวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอส

เทอร์ทีเกิดขึ นโดย GC ทําการทดลองซํ า อีก   ครั ง 

 

3.8.4 ศึกษาผลของปริมาณเอนไซม์ไลเปสจากยางมะละกอ 

              เตรียมสารละลายผสมทีประกอบดว้ยนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหารทีปราศจาก 

นํ า 0.851 กรัม และเมทานอลทีปราศจากนํ า 0.128 กรัม ลงในขวดผสมสารตัวอย่างขนาด 3 

มิลลิลิตร จ ํานวน  ขวด ชั งไลเปสจากยางมะละกอแห้งทีผ่านการแช่ในไอโซ-โพรพานอล  ชั วโมง 

และแช่ในนํ ามันทีเหลือจากการทอดอีก  1 ชั วโมง ปริมาณร้อยละ 0.5, 1, 1.5, 2  และ 2.5  โดย

นํ าหนักของนํ ามันทีใช้แล้ว นําไปเติมในสารละลายผสมข้างต้น ในขวดที 1, 2, 3, 4 และ 5 

ตามลําดับ นําไปเขย่าทีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว  รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 

ชั วโมง เก็บสารละลายใสทีเวลา 6, 12, 18 และ 24 ชั วโมง ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ไปวิเคราะห์

เบืองตน้ด้วยวิธี TLC และวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ทีเกิดขึ นโดย GC ทําการทดลองซํ าอีก 

 ครั ง 

 

3.8.5 ศึกษาผลของแอคติวติีนําของเอนไซม์ 

               ชั งไลเปสจากยางมะละกอ 100 มิลลิกรัม ทีผ่านการปรับปรุงแอคติวิตีแล้วโดยการ

แช่ในไอโซ-โพรพานอล  ชั วโมง และแช่ในนํ ามันทีเหลือจากการทอดอีก 1 ชั วโมง ใส่ลงในจาน

พลาสติกขนาดเล็กจ ํานวน 4 ใบ นําจานทีใส่เอนไซม์ทั ง 4 ใบ ไปใส่ในโถดูดความชืนใบที 1 ซึง

บรรจุลิเทียมคลอไรด ์  (LiCl, water activity, aw = 0.11) ขวดใบที 2 บรรจุโพแทสเซียมอะซีเตท 

(CH3COOK, aw = 0.23) ขวดใบที 3 บรรจุแมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2, aw = 0.33) และขวดใบที 4 

บรรจุแมกนีเซียมไนเตรท (Mg(NO3)2, aw = 0.53) ตามลําดับ นําขวดตวัอย่างทั ง 4 ใบ ไปเก็บไว้ที

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ว ัน นําเอนไซม์ในแต่ละขวดไปวัดแอคติวิตีนํ าด้วยเครืองวัด 

ความชืนดังนี คือ ปรับมาตรฐานของเครืองวัดความชืน (Thermoconstanter Humidat TH2, 

Novasina) ด้วยเกลือมาตรฐานทีมีค่าแอคติวิตีนํ า (aw) ใกลเ้คียงกับสารตัวอย่าง ซึงในการทดลองนี

ได้ใช้สารมาตรฐานเกลือลิเธียมคลอไรด์ (LiCl, aw = 0.11) การปรับมาตรฐานของเครืองทําได้โดย

ปรับอุณหภูมิของเครืองให้เท่ากับ 25 องศาเซลเซียส นําถ้วยบรรจุลิเธียมคลอไรด์ใส่ลงในช่องใส่

สารตัวอย่าง ปิดฝาเครือง ปรับเครืองให้อ่านค่าความชืนสัมพัทธ์ให้ได้ 11.3 แล้วนําเอาถ้วยลิ

เธียมคลอไรด์ออกจากเครือง ใส่ถ้วยทีบรรจุไลเปส (ประมาณ 100 มิลลิกรัม) ใส่ลงในช่องใส่สาร

ตัวอย่าง ปิดฝาเครือง อ่านค่าความชืนสัมพัทธ์ทุก ๆ 10 นาที จนค่าทีได้คงที ค ํานวณค่าแอคติวิตีนํ า 

ของไลเปส แห้งได้โดย ใช้ความสัมพันธ์ดังนี 
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แอคติวิตีนํ า            =            ความชืนสัมพัทธ/์ 100 

 

                 เตรียมสารละลายทีประกอบด้วยนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหารทีปราศจากนํ า 

0.851 กรัม และเมธานอลทีปราศจากนํ า 0.128 กรัม ลงในขวดผสมสารตัวอย่างขนาด 3 มิลลิลิตร 

จ ํานวน 4 ขวด ชั งไลเปสจากยางมะละกอแห้งทีมีค่าแอคติวิตีนํ าเท่ากับ 0.11, 0.23, 0.33 และ 0.53 

ซึงเตรียมได้จากวิธีข้างต้น อย่างละ 2% โดยนํ าหนักของนํ ามันทีใช้ เติมในสารละลายผสมข้างต้น 

ในขวดใบที 1, 2, 3, และ 4 ตามลําดับ นําไปเขย่าทีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว  

รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั วโมง นําสารละลายผสมทั งหมดในแต่ละขวดไปหมุนเหวียงที ,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา  นาที เก็บสารละลายใสไปวิเคราะห์เบืองตน้ด้วยวิธี TLC และวิเคราะห์หา

ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ทีเกิดขึ นโดย GC ทําการทดลองซํ าอีก  ครั ง 

 

 3.8.6 ศึกษาผลของตวัทําละลายอินทรีย์ 

 ผสมนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหารทีปราศจากนํ า 0.851 กรัม เข้ากับเมทานอลที

ปราศจากนํ า 0.128 กรัม ในขวดผสมสารตัวอย่างขนาด 3 มิลลิลิตร จ ํานวน 5 ใบ แล้วเติมตัวทํา

ละลายอินทรีย์ทีแตกต่างกัน 4 ชนิด ได้แก่ เทอร์-บิวทานอล (tert-butanol) เฮกเซน เฮพเทน และได

เอทิลอีเทอร์ อย่างละ 20% โดยนํ าหนักของนํ ามันทีใช้ ลงในขวดใบที 2-5 ตามลําดับ จากนั นเติมไล

เปสแห้งทีมีแอคติวิตีนํ าเท่ากับ 0.11 (เตรียมได้จากข้อ 3.8.5)           ปริมาณร้อยละ 2 โดยนํ าหนัก 

ของนํ ามันทีใช้ ลงในขวดตัวอย่างแต่ละใบ นําขวดตัวอย่างทั งหมดไปบ่มทีอุณหภูมิ40 องศา

เซลเซียส พร้อมทั งเขย่าด้วยความเร็ว  รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั วโมง นําสารละลายผสม

ทั งหมดในแต่ละขวดไปหมุนเหวียงที ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  นาที เก็บสารละลายใสไป

วิเคราะห์เบืองตน้ด้วยวิธี TLC และวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ทีเกิดขึ นโดย GC ทําการ

ทดลองซํ าอีก  ครั ง 

 

3.9 วิธีตรวจสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ทีใช้แล้ว 

              เตรียมขวดตัวอย่างขนาด 3 มิลลิลิตร จ ํานวน 2 ใบ ขวดใบที 1 ผสมนํ ามันทีเหลือ 

จากการทอดอาหารทีปราศจากนํ า 0.851 กรัม เข้ากับเมทานอลทีปราศจากนํ า 0.128 กรัม ขวดใบที 2 

ผสมนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหารทีปราศจากนํ า 0.851 กรัม เมทานอลทีปราศจากนํ า 0.128 กรัม 

และเทอร์-บิวทานอล 0.170 กรัม ให้เข้ากัน เติมไลเปสจากยางมะละกอทีมีแอคติวิตีนํ าเท่ากับ 0.11 

ปริมาณ 0.017 กรัม ลงไปในขวดตัวอย่างทั ง 2 ใบ นําไปบ่มทีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พร้อมทั ง

เขย่าด้วยความเร็ว  รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั วโมง จากนั นกรองแยกเอาส่วนของสารละลายใส
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ไปวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ และส่วนของตะกอนซึงมีเอนไซม์อยู่ของขวดใบที 1 และ ใบ

ที 2 นําไปเติมสับสเตรทใหม่ ของแต่ละใบ ทําการทดลองซํ าอีกจนครบ 30 ครั ง 

 

3.10 การสังเคราะห์ไบโอดีเซลจากนํามันทีเหลือจากการทอดอาหาร 

                 ผสมนํ ามันทีเหลือจากการทอดอาหาร 100 กรัม เข้ากับเมทานอลทีปราศจากนํ า  

113 กรัม และ เฮกเซน 20 กรัม ในถังอลูมิเนียมทีมีฝาปิดขนาด 500 มิลลิลิตร กวนสารละลายให้เข้า

กันด้วยแท่งแม่เหล็ก เติมไลเปสแห้งทีมีแอคติวิตีนํ าเท่ากับ 0.11 ปริมาณ 314 กรัม ลงไปเพือเริม

ปฏิกิริยา กวนสารละลายอย่างสมําเสมอทีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั วโมง จากนั นตั ง

สารละลายทิงไว้ให้แยกชั นใช้เวลาประมาณ 6 ชั วโมง แยกสารละลายชั นบนไปทดสอบกับ

เครืองยนต์ดีเซลรอบตํา โดยผสมกับนํ ามันดีเซลในอัตราส่วนของไบโอดีเซลต่อนํ ามันดีเซลเท่ากับ  

20: 80 ทําการวัดอัตราการสินเปลืองเชือเพลิงเป็นลิตรต่อชั วโมงของเครืองยนต์ทีทดลองใช้ 

 

 

 

 

 

 

 


