
บททีÉ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

  ในการศึกษาการสังเคราะห์เมทิลเอสเทอร์จากนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหาร 

โดยไลเปสจากยางมะละกอเพืÉอผลิตเชืÊอเพลิงไบโอดีเซล ผู้วิจัยได้นําตัวแปรต่าง ๆ มาออกแบบ

วิธีการดําเนินการวิจัย ดังต่อไปนีÊ 
1. สารเคมีทีÉใช ้
2. เครืÉองมือทีÉใช ้
3. วิเคราะห์องค์ประกอบในนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหาร 
4. เก็บยางมะละกอ 
5. เตรียมเอนไซม์ไลเปสจากยางมะละกอ 
6. ตรวจสอบความสามารถในการย่อยสลายของเอนไซมไ์ลเปสจากยางมะละกอ 
7. ปรับปรุงแอคติวิตีของเอนไซม์โดยการล้างด้วยแอลกอฮอล์ 
8. ตรวจหาสภาวะทีÉเหมาะสมในการสังเคราะห์เมทิลเอสเทอร์โดยไลเปสจากยาง

มะละกอ 
9. ตรวจสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ทีÉใช้แล้ว 
10. สังเคราะห์ไบโอดีเซลจากนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหารโดยเอนไซม์ไลเปสจากยาง 

มะละกอ 
11. ทดสอบไบโอดีเซลทีÉสังเคราะห์ได้กับเครืÉองยนต์ดีเซล 

 
3.1 สารเคมีทีÉใช้ 

                ยางมะละกอสดได้จากการกรีดผลมะละกอดิบ นํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหาร 

ได้จากร้านขายกล้วยทอดในเขตอําเภอเมืองและร้านขายเกีËยวทอด ลูกชิÊนทอด หน่อไม้ทอด และ

เต้าหู้ทอดในเขตอําเภอลับแล จังหวัดอุตรดิตถ์ ไอโซ-โพรพานอล เมธานอล เฮกเซน ได้มาจาก

บริษัทฟลูกา สําหรับเมธานอลิกโซเดียมไฮดรอกไซด์ โบรอนไตรฟลูออไรด-์เมธานอล และ

แมกนีเซียมซัลเฟตแอนไฮดรัส ได้มาจากบริษัทบีดีเอช สารเคมีทีÉใช้ทั Êงหมดเป็นชนิด Analytical 

grade 
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3.2 เครืÉองมือทีÉใช้ 

เครืÉองแก๊สโครมาโทกราฟ (GC Varian Star 3600 CX, Australia) 

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

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

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

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

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

 

3.3 วิเคราะห์องค์ประกอบในนํÊามันทีÉเหลือจากการทอดอาหาร 

             การวิเคราะห์องค์ประกอบของนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหารทําโดยชั Éงนํ Ê ามนัทีÉ 

เหลือจากการทอดอาหารทีÉผ่านการกรองแล้ว ซึÉงมีลักษณะใส สีเหลืองเข้ม ซึÉงได้มาจากร้านขายของ

ทอด ในเขตอําเภอเมืองและอําเภอลับแล จังหวัดอุตรดิตถ์ ประมาณ ŜŘ มิลลิกรัม ใส่ในขวดรูปชมพู่ 

เติมสารละลายเมธานอลิก โซเดียม ไฮดรอกไซด์ (methanolic sodium hydroxide) เข้มข้น Ř.ŝ โม

ลาร์ ลงไป ś มิลลิลิตร ต้มสารละลายผสมในอ่างนํ Ê าควบคุมอุณหภูมิ จนกระทั Éงสารละลายเป็นเนืÊอ 

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

ไตรกลีเซอไรดใ์นนํ Ê ามันให้เป็นเมทิลเอสเทอร์ของกรดไขมัน ต้มสารละลายต่อประมาณ Ś-ś นาที 

ตั Êงไว ้ให้เย็นแล้วเทลงในกรวยแยกทีÉมีสารละลายผสมของเฮกเซนและสารละลายโซเดียมคลอไรด์

อิÉมตัวอยู่ในอัตราส่วน ř.Śŝ : 1 เขย่าเบาๆ ตั ÊงทิÊงไว ้ให้แยกชั Êน เก็บสารละลายในชั Êนของ เฮกเซนซึÉงมี

เมทิลเอสเทอร์ของกรดไขมันอยูไ่ว ้ เติมแอนไฮดรัสแมกนีเซียมซัลเฟต ประมาณ ř กรัม แล้วกรอง

ตะกอนทิÊงไป นําสารละลายทีÉได้ไประเหย ตัวทําละลายออกในอ่างควบคุมอุณหภูมิให้เหลือ

ปริมาตรประมาณ Ř.ŝ มิลลิลิตร แล้วนําไปวิเคราะห์ชนิดของกรดไขมันทีÉเป็นองค์ประกอบในนํ Ê ามัน 

ทีÉเหลือจากการทอดอาหารโดยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟี-แมสสเปคโตรเมทรี (GC-MS) 

 

3.4 การเก็บยางมะละกอ 

           วิธีการเก็บยางมะละกอทําได้โดยกรีดยางมะละกอในช่วงเช้า (ประมาณ 07.00-10.00

น.) ใช้มีดปลายแหลมกรีดผลมะละกอดิบทีÉมีอายุประมาณ şŘ-řŘŘ ว ัน ให้เป็นรอยยาว ประมาณ Ŝ-Ş 

รอย รองนํ Ê ายางทีÉไหลลงมา ด้วยแก้วพลาสติก และขูดนํ Ê ายางบางส่วนทีÉแห้งติดอยู่ทีÉผลดิบลงมาด้วย 

เก็บยางมะละกอทีÉได้ทั Ê งหมด ไว้ในขวดพลาสติก นําไปเก็บในตู้แช่แข็งทีÉอุณหภูมิ -ŚŘ องศา

เซลเซียส จนกว่าจะนํามาทดลอง 
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3.5 การเตรียมเอนไซม์ไลเปสจากยางมะละกอ 

              นํายางมะละกอทีÉแช่แข็งไว ้มาละลายทีÉอุณหภูมิห้อง กรองยางมะละกอทีÉละลาย

แล้วด้วยตะแกรงเพืÉอแยกสิÉงเจือปนออก ชั Éงนํ Ê าหนักยางมะละกอทีÉได้ แล้วเติมนํ Ê ากลั Éน (โดยนํ Ê าหนัก) 

ลงไป 3 เท่าของนํ Ê าหนัก ยางมะละกอ คนให้สารละลายเข้ากัน นําไปหมุนเหวีÉยง (centrifuge) ด้วย

ความเร็ว Š,ŘŘŘ รอบต่อนาที เป็นเวลา řŘ นาที  เทส่วนของสารละลายทิÊงไป ส่วนของตะกอนทีÉ

เหลือนํามาเติมนํ Ê ากลั Éนอีก  3 เท่าของยางมะละกอ คนให้เข้ากัน จากนั ÊนนําไปหมุนเหวีÉยงอีกครั Ê งด้วย

ความเร็วและเวลาเท่าเดิม  นําส่วนตะกอนทีÉแยกได้ไปอบทีÉอุณหภูมิ ŝŘ-ŝŝ องศาเซลเซียส จนกว่าจะ

แห้ง ขูดตะกอนทีÉแห้งแล้วใส่ขวดทีÉมีฝาปิด เก็บไว้ในตู ้เย็นทีÉอุณหภูมิ Ŝ องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้

งาน 

 

3.6 ตรวจสอบความสามารถในการย่อยสลายของเอนไซม์ไลเปสจากยางมะละกอ 

                         นําตะกอนไลเปสทีÉเตรียมได้มาตรวจสอบการเร่งปฏิกิริยาการสลายไตรกลีเซอไรด์ 

ในนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหารให้เป็นกรดไขมันทีÉอุณหภูมิต่างๆ และในสารละลายปฏิกิริยาทีÉ 

มีบัฟเฟอร์เข้มข้น Ř.řŘ โมลาร์ ทีÉมีโซเดียมคลอไรด์ เข้มข้น Ř.řŝ โมลาร์ อยู่ด้วย ทีÉพีเอชต่าง ๆ

 

 3.6.1 การศึกษาอุณหภูมิทีÉเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม์ไลเปส 

ผสมนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหาร Ř.ŝŘ มิลลิลิตร         และสารละลายฟอสเฟต 

บัฟเฟอร์เข้มข้น Ř.řŘ โมลาร์ มีค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย (pH) เท่ากับ  Š ทีÉมีโซเดียมคลอ

ไรด์เข้มข้น Ř.řŝ โมลาร์อยู่ด้วย ปริมาตร řŘ มิลลิลิตร เข้าด้วยกันในขวดรูปชมพู่ จ ํานวน 7 ใบ นําไป

บ่มทีÉอุณหภูมิ Śŝ, 30, 37, 40, 45, ŝŝ และ ŞŘ องศาเซลเซียส ในอ่างนํ Ê าควบคุมอุณหภูมิ เติมเอนไซม ์

ไลเปสจากยางมะละกอทีÉเตรียมได้จากการอบแห้ง Ś มิลลิกรัม ลงไปในขวดแต่ละใบ นําไปบ่มทีÉ

อุณหภูมิ Śŝ, 30, 37, 40, 45, ŝŝ และ ŞŘ องศาเซลเซียส ในอ่างนํ Ê าควบคุมอุณหภูมิ เขย่าด้วยความเร็ว  

ŚŘŘ รอบต่อนาที เป็นเวลา 6Ř นาที หลังจากนั Êนหยุดปฏิกิริยาโดยการเติมสารละลายผสมของอะซี

โตน : เอทานอล ในอัตราส่วนโดยปริมาตร 1:1 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร นําสารละลายผสมไปไตเตรท

กับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น Ř.řŘŘŘ โมลาร์ จนกระทั Éงว ัดค่าความเป็นกรด-ด่างของ

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

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ทีÉใช้นําไปคํานวณจํานวนไมโครโมลของกรดไขมันอิสระทีÉเกิดขึ Êน

จากการย่อยนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหารของไลเปส โดยกําหนดให้ ř ยูนิตไลเปส คือ ปริมาณ

ของเอนไซม์ทีÉท ําให้ได้กรดไขมันอิสระ ř ไมโครโมลภายในเวลา ř นาที 
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3.6.2 การศึกษาพีเอชทีÉเหมาะสมในการทํางานของเอนไซม์ไลเปส 

                ผสมนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหาร Ř.ŝŘ มิลลิลิตร และสารละลายฟอสเฟต

บัฟเฟอร์เข้มข้น Ř.řŘ โมลาร์ มีค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย (pH) เท่ากับ  ŝ ทีÉมีโซเดียมคลอ

ไรด์เข้มข้น Ř.řŝ โมลาร์อยู่ด้วย ปริมาตร řŘ มิลลิลิตร เข้าด้วยกันในขวดรูปชมพู่ เติมไลเปสจากยาง

มะละกอทีÉเตรียมได้จากการอบแห้ง Ś มิลลิกรัม ลงไป นําไปบ่มทีÉอุณหภูมิ Ŝŝ องศาเซลเซียส ในอ่าง

นํ Ê าควบคุมอุณหภูมิ เขย่าด้วยความเร็ว ŚŘŘ รอบต่อนาที เป็นเวลา 6Ř นาที หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม

สารละลายผสมของอะซีโตน : เอทานอล ในอัตราส่วนโดยปริมาตร 1:1 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร นํา

สารละลายผสมไปไตเตรทกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น Ř.řŘŘŘ โมลาร์ จนกระทั Éงว ัด

ค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลายได้เท่ากับ Š บันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอก

ไซด์ทีÉใช ้ นําไปคํานวณจํานวนไมโครโมลของกรดไขมันอิสระทีÉเกิดขึ Êนจากการย่อยนํ Ê ามันทีÉเหลือ 

จากการทอดอาหารของไลเปส ในขณะเดียวกันให้ทําการทดลองทีÉพีเอชอืÉนๆ ควบคู่กันไป โดยใช้

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์เข้มข้น Ř.řŘ โมลาร์ มีค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย (pH) 

เท่ากับ  Ş, 7, 8 และ š ทีÉมีโซเดียมคลอไรด์เข้มข้น Ř.řŝ โมลาร์อยู่ด้วย 

 

3.7 ศึกษาการปรับปรุงแอคติวิตีของเอนไซม์ 

             เตรียมขวดตัวอย่างขนาด 5 มิลลิลิตร 3 ขวด ทีÉมีไอโซ-โพรพานอล ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร ชั ÉงตะกอนไลเปสทีÉเตรียมได้จากการอบแห้ง 4 มิลลิกรัม เติมลงไปในขวดตัวอย่างทั Êง 3 

ขวด คนสารละลายให้เข้ากัน ตั Êงไว ้ให้ตกตะกอนเป็นเวลา 3 ชั Éวโมง จากนั ÊนดูดสารละลายใสทิÊงไป 

แล้วเติมนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหาร และเมทิลโอลีเอต อย่างละ 3 มิลลิลิตร ลงในขวดตัวอย่าง

ทีÉ 2 และ 3 ตามลําดับ คนสารละลายให้เข้ากัน ตั Êงไว ้จนสารตกตะกอนเป็นเวลา 1 ชั Éวโมง จากนั Êนดูด

สารละลายใสทิÊงไป เก็บส่วนตะกอนของขวดตัวอย่างทั Êง 3 ขวด ไปตรวจสอบความสามารถในการ

เร่งปฏิกิริยาเมทานอไลซีสของนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหาร โดยเติมเอนไซม์ทีÉเตรียมได้ลงไป 

ในสารละลายผสมทีÉประกอบด้วยนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหารทีÉปราศจากนํ Ê า 0.851 กรัม และ

เมธานอลทีÉปราศจากนํ Ê า 0.096 กรัม เขย่าด้วยความเร็ว ŚŘŘ รอบต่อนาที ทีÉอุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง นําสารละลายผสมทั ÊงหมดไปหมุนเหวีÉยงทีÉ ŝ,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา ŝ นาที เก็บสารละลายใสไปวิเคราะห์เบืÊองต้นด้วยวิธีทินเลเออร์โครมาโทกราฟี (Thin Layer 

Chromatography; TLC) และวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ทีÉเกิดขึ Êนโดย GC ทําการทดลองซํ Ê า

อีก Ś ครั Ê ง 
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3.8 ศึกษาสภาวะทีÉเหมาะสมในการสังเคราะห์เมทิลเอสเทอร์โดยไลเปสจากยางมะละกอ 

3.8.1 ศึกษาการเร่งปฏิกิริยาเมทานอไลซีสของไลเปสจากยางมะละกอ 

               สารละลายปฏิกิริยาประกอบด้วยนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหารซึÉงปราศจากนํ Ê า 

0.851 กรัม และ เมธานอลทีÉปราศจากนํ Ê า 0.096 กรัม เติมไลเปสทีÉแช่ในไอโซ-โพรพานอล นาน ś 

ชั Éวโมง และแช่ในนํ Ê ามันทีÉเหลือจากอการทอดอาหารอีก 1 ชั Éวโมง ปริมาณ 4 มิลลิกรัม ลงไปเพืÉอเริÉม

ปฏิกิริยา จากนั Êนนําไปเขย่าทีÉอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว ŚŘŘ รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 

ชั Éวโมง นําสารละลายผสมทั ÊงหมดไปหมุนเหวีÉยงทีÉ ŝ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา ŝ นาที เก็บ

สารละลายใสไปวิเคราะห์เบืÊองตน้ด้วย TLC และวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ทีÉเกิดขึ Êนโดย 

GC ทําการทดลองซํ Ê าอีก Ś ครั Ê ง 

 

3.8.2 ศึกษาผลของอัตราส่วนความเข้มข้นของนํÊามันทีÉเหลือจากการทอดต่อเมทานอล 

เตรียมขวดตัวอย่างทีÉมีฝาปิดขนาด 3 มิลลิลิตร 4 ขวด    โดยทั Êง 4 ขวด   ใส่นํ Ê ามันทีÉ 

เหลือจากการทอดอาหารทีÉปราศจากนํ Ê าปริมาณ 0.851 กรัม ลงไป จากนั ÊนเติมเมทานอลทีÉปราศจาก

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

สารละลายผสมของนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดกับเมธานอลในอัตราส่วน ř : 3, 1 : 4, 1 : 5 และ 1 : 6 

เติมไลเปสจากยางมะละกอแห้งทีÉผ่านการแช่ในไอโซ-โพรพานอลมาแล้ว ś ชั Éวโมง     และแช่ใน

นํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหารอีก 1 ชั Éวโมง ปริมาณ 4 มิลลิกรัม เพืÉอเริÉมปฏิกิริยา นําขวดตัวอย่าง

ทั Êง 4 ขวดไปเขยา่ทีÉอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว ŚŘŘ รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง 

เก็บสารละลายใสทีÉเวลา 6, 12, 18 และ 24 ชั Éวโมง ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ไปวิเคราะห์เบืÊองตน้ด้วย 

TLC  และวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ทีÉเกิดขึ Êนโดย GC ทําการทดลองซํ Ê า อีก  Ś ครั Ê ง 

 

3.8.3 ศึกษาผลของอุณหภูม ิ

 เตรียมสารละลายผสมสับสเตรทตั Êงต้นซึÉงประกอบด้วย นํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอด 

อาหารทีÉปราศจากนํ Ê า  0.851 กรัม กับ เมทานอลทีÉปราศจากนํ Ê า 0.128 กรัม ใส่ในขวดตัวอย่างขนาด 

3 มิลลิลิตร จ ํานวน 4 ขวด นําขวดตัวอย่างทีÉ 1 ถึง 4 ไปอุ่นในอ่างนํ Ê าควบคุมอุณหภูมิทีÉอุณหภูมิ 30, 

40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ตามลําดับ    เติมไลเปสจากยางมะละกอแห้งทีÉผ่านการแช่ในไอโซ-

โพรพานอลมาแล้ว ś ชั Éวโมง และแช่ในนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอีก 1 ชั Éวโมง ปริมาณ 4 มิลลิกรัม 

ลงในขวดตัวอย่างทั Êง 4 ขวด เพืÉอเริÉมปฏิกิริยา นําขวดตัวอย่างทีÉ 1 ถึง 4 ไปอุ่นทีÉอุณหภูมิเดิม พร้อม

ทั Êงเขย่าทีÉความเร็ว ŚŘŘ รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง เก็บสารละลายใสทีÉเวลา 6, 12, 18 และ 24 
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ชั Éวโมง ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ไปวิเคราะห์เบืÊองตน้ด้วย TLC  และวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอส

เทอร์ทีÉเกิดขึ Êนโดย GC ทําการทดลองซํ Ê า อีก  Ś ครั Ê ง 

 

3.8.4 ศึกษาผลของปริมาณเอนไซม์ไลเปสจากยางมะละกอ 

              เตรียมสารละลายผสมทีÉประกอบดว้ยนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหารทีÉปราศจาก 

นํ Ê า 0.851 กรัม และเมทานอลทีÉปราศจากนํ Ê า 0.128 กรัม ลงในขวดผสมสารตัวอย่างขนาด 3 

มิลลิลิตร จ ํานวน ŝ ขวด ชั Éงไลเปสจากยางมะละกอแห้งทีÉผ่านการแช่ในไอโซ-โพรพานอล ś ชั Éวโมง 

และแช่ในนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอีก  1 ชั Éวโมง ปริมาณร้อยละ 0.5, 1, 1.5, 2  และ 2.5  โดย

นํ Ê าหนักของนํ Ê ามันทีÉใช้แล้ว นําไปเติมในสารละลายผสมข้างต้น ในขวดทีÉ 1, 2, 3, 4 และ 5 

ตามลําดับ นําไปเขย่าทีÉอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว ŚŘŘ รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 

ชั Éวโมง เก็บสารละลายใสทีÉเวลา 6, 12, 18 และ 24 ชั Éวโมง ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ไปวิเคราะห์

เบืÊองตน้ด้วยวิธี TLC และวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ทีÉเกิดขึ Êนโดย GC ทําการทดลองซํ Ê าอีก 

Ś ครั Ê ง 

 

3.8.5 ศึกษาผลของแอคติวติีนํÊาของเอนไซม์ 

               ชั Éงไลเปสจากยางมะละกอ 100 มิลลิกรัม ทีÉผ่านการปรับปรุงแอคติวิตีแล้วโดยการ

แช่ในไอโซ-โพรพานอล ś ชั Éวโมง และแช่ในนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอีก 1 ชั Éวโมง ใส่ลงในจาน

พลาสติกขนาดเล็กจ ํานวน 4 ใบ นําจานทีÉใส่เอนไซม์ทั Êง 4 ใบ ไปใส่ในโถดูดความชืÊนใบทีÉ 1 ซึÉง

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

(CH3COOK, aw = 0.23) ขวดใบทีÉ 3 บรรจุแมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2, aw = 0.33) และขวดใบทีÉ 4 

บรรจุแมกนีเซียมไนเตรท (Mg(NO3)2, aw = 0.53) ตามลําดับ นําขวดตวัอย่างทั Êง 4 ใบ ไปเก็บไว้ทีÉ

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ว ัน นําเอนไซม์ในแต่ละขวดไปวัดแอคติวิตีนํ Ê าด้วยเครืÉองว ัด 

ความชืÊนดังนีÊ คือ ปรับมาตรฐานของเครืÉองว ัดความชืÊน (Thermoconstanter Humidat TH2, 

Novasina) ด้วยเกลือมาตรฐานทีÉมีค่าแอคติวิตีนํ Ê า (aw) ใกลเ้คียงกับสารตัวอย่าง ซึÉงในการทดลองนีÊ

ได้ใช้สารมาตรฐานเกลือลิเธียมคลอไรด์ (LiCl, aw = 0.11) การปรับมาตรฐานของเครืÉองทําได้โดย

ปรับอุณหภูมิของเครืÉองให้เท่ากับ 25 องศาเซลเซียส นําถ้วยบรรจุลิเธียมคลอไรด์ใส่ลงในช่องใส่

สารตัวอย่าง ปิดฝาเครืÉอง ปรับเครืÉองให้อ่านค่าความชืÊนสัมพัทธ์ให้ได้ 11.3 แล้วนําเอาถ้วยลิ

เธียมคลอไรด์ออกจากเครืÉอง ใส่ถ้วยทีÉบรรจุไลเปส (ประมาณ 100 มิลลิกรัม) ใส่ลงในช่องใส่สาร

ตัวอย่าง ปิดฝาเครืÉอง อ่านค่าความชืÊนสัมพัทธ์ทุก ๆ 10 นาที จนค่าทีÉได้คงทีÉ ค ํานวณค่าแอคติวิตีนํ Ê า 

ของไลเปส แห้งได้โดย ใช้ความสัมพันธ์ดังนีÊ 
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แอคติวิตีนํ Ê า            =            ความชืÊนสัมพัทธ/์ 100 

 

                 เตรียมสารละลายทีÉประกอบด้วยนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหารทีÉปราศจากนํ Ê า 

0.851 กรัม และเมธานอลทีÉปราศจากนํ Ê า 0.128 กรัม ลงในขวดผสมสารตัวอย่างขนาด 3 มิลลิลิตร 

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

ซึÉงเตรียมได้จากวิธีข้างต้น อย่างละ 2% โดยนํ Ê าหนักของนํ Ê ามันทีÉใช้ เติมในสารละลายผสมข้างต้น 

ในขวดใบทีÉ 1, 2, 3, และ 4 ตามลําดับ นําไปเขย่าทีÉอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็ว ŚŘŘ 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง นําสารละลายผสมทั Êงหมดในแต่ละขวดไปหมุนเหวีÉยงทีÉ ŝ,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา ŝ นาที เก็บสารละลายใสไปวิเคราะห์เบืÊองตน้ด้วยวิธี TLC และวิเคราะห์หา

ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ทีÉเกิดขึ Êนโดย GC ทําการทดลองซํ Ê าอีก Ś ครั Ê ง 

 

 3.8.6 ศึกษาผลของตวัทําละลายอินทรีย์ 

 ผสมนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหารทีÉปราศจากนํ Ê า 0.851 กรัม เข้ากับเมทานอลทีÉ

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

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

เอทิลอีเทอร์ อย่างละ 20% โดยนํ Ê าหนักของนํ Ê ามันทีÉใช้ ลงในขวดใบทีÉ 2-5 ตามลําดับ จากนั Êนเติมไล

เปสแห้งทีÉมีแอคติวิตีนํ Ê าเท่ากับ 0.11 (เตรียมได้จากข้อ 3.8.5)           ปริมาณร้อยละ 2 โดยนํ Ê าหนัก 

ของนํ Ê ามันทีÉใช้ ลงในขวดตัวอย่างแต่ละใบ นําขวดตัวอย่างทั Êงหมดไปบ่มทีÉอุณหภูมิ40 องศา

เซลเซียส พร้อมทั Êงเขย่าด้วยความเร็ว ŚŘŘ รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง นําสารละลายผสม

ทั Êงหมดในแต่ละขวดไปหมุนเหวีÉยงทีÉ ŝ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา ŝ นาที เก็บสารละลายใสไป

วิเคราะห์เบืÊองตน้ด้วยวิธี TLC และวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ทีÉเกิดขึ Êนโดย GC ทําการ

ทดลองซํ Ê าอีก Ś ครั Ê ง 

 

3.9 วิธีตรวจสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ทีÉใช้แล้ว 

              เตรียมขวดตัวอย่างขนาด 3 มิลลิลิตร จ ํานวน 2 ใบ ขวดใบทีÉ 1 ผสมนํ Ê ามันทีÉเหลือ 

จากการทอดอาหารทีÉปราศจากนํ Ê า 0.851 กรัม เข้ากับเมทานอลทีÉปราศจากนํ Ê า 0.128 กรัม ขวดใบทีÉ 2 

ผสมนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหารทีÉปราศจากนํ Ê า 0.851 กรัม เมทานอลทีÉปราศจากนํ Ê า 0.128 กรัม 

และเทอร์-บิวทานอล 0.170 กรัม ให้เข้ากัน เติมไลเปสจากยางมะละกอทีÉมีแอคติวิตีนํ Ê าเท่ากับ 0.11 

ปริมาณ 0.017 กรัม ลงไปในขวดตัวอย่างทั Êง 2 ใบ นําไปบ่มทีÉอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พร้อมทั Êง

เขย่าด้วยความเร็ว ŚŘŘ รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง จากนั Êนกรองแยกเอาส่วนของสารละลายใส
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ไปวิเคราะห์หาปริมาณเมทิลเอสเทอร์ และส่วนของตะกอนซึÉงมีเอนไซม์อยู่ของขวดใบทีÉ 1 และ ใบ

ทีÉ 2 นําไปเติมสับสเตรทใหม่ ของแต่ละใบ ทําการทดลองซํ Ê าอีกจนครบ 30 ครั Ê ง 

 

3.10 การสังเคราะห์ไบโอดีเซลจากนํÊามันทีÉเหลือจากการทอดอาหาร 

                 ผสมนํ Ê ามันทีÉเหลือจากการทอดอาหาร 100 กรัม เข้ากับเมทานอลทีÉปราศจากนํ Ê า  

113 กรัม และ เฮกเซน 20 กรัม ในถังอลูมิเนียมทีÉมีฝาปิดขนาด 500 มิลลิลิตร กวนสารละลายให้เข้า

กันด้วยแท่งแม่เหล็ก เติมไลเปสแห้งทีÉมีแอคติวิตีนํ Ê าเท่ากับ 0.11 ปริมาณ 314 กรัม ลงไปเพืÉอเริÉม

ปฏิกิริยา กวนสารละลายอย่างสมํ ÉาเสมอทีÉอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั Éวโมง จากนั Êนตั Êง

สารละลายทิÊงไว ้ให้แยกชั Êนใช้เวลาประมาณ 6 ชั Éวโมง แยกสารละลายชั Êนบนไปทดสอบกับ

เครืÉองยนต์ดีเซลรอบตํ Éา โดยผสมกับนํ Ê ามันดีเซลในอัตราส่วนของไบโอดีเซลต่อนํ Ê ามันดีเซลเท่ากับ  

20: 80 ทําการวัดอัตราการสิÊนเปลืองเชืÊอเพลิงเป็นลิตรต่อชั ÉวโมงของเครืÉองยนต์ทีÉทดลองใช้ 

 

 

 

 

 

 

 


