
 

 

 

บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 การวิจัยครั้งน้ีเปนการวิจัยเชิงทดลอง มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการสังเคราะหกลีเซอรอล  

โมโนลอเรทจากปฏิกิริยากลีเซอโรไลซีสของนํ้ามันมะพราวกับกลีเซอรอลดิบ โดยการเรงปฏิกิริยาของ

ไลเปสจากยางมะละกอ และเพื่อเปรียบเทียบรอยละผลผลิตของกลีเซอรอล โมโนลอเรท ที่สังเคราะห

ไดจากกลีเซอโรไลซีสของนํ้ามันมะพราวกับกลีเซอรอลดิบ และที่ไดจากกลีเซอโรไลซีสของนํ้ามัน

มะพราวกับกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ ซึ่งผูวิจัยไดดําเนินการตามข้ันตอนดังน้ี 

1. การเก็บยางมะละกอ 

2. การเตรียมเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ 

3. การตรวจสอบคุณสมบัติของไลเปสจากยางมะละกอ 

4. การสกัดนํ้ามันจากมะพราวโดยวิธีบีบเย็น 

5. การวิเคราะหองคประกอบและคุณสมบัติทางเคมีบางประการของนํ้ามันมะพราว 

6. การทํากลีเซอรอลดิบใหบริสุทธ์ิ 

7. การตรวจสอบองคประกอบของกลีเซอรอลดิบที่รวบรวมไดกอน และ หลังทําใหบริสุทธ์ิ 

8. ตรวจสอบกลีเซอโรไลซีสของนํ้ามันมะพราวกับกลีเซอรอลดิบที่เตรียมได 

9. การศึกษาปจจัยที่มีผลตอกลีเซอโรไลซีสของกลีเซอรอลดิบ 

10. การแยกองคประกอบของสารผลิตภัณฑดวยวิธีทินแลเออรโครมาโตกราฟ 

11. การวิเคราะหปริมาณของผลิตภัณฑโดย colorimetric method 

12. การวิเคราะหองคประกอบของนํ้ามันมะพราวและผลิตภัณฑดวยวิธี GC-MS 

13. เปรียบเทียบผลผลิตของกลีเซอรอล โมโนลอเรทจากกลีเซอโรไลซีสของนํ้ามันมะพราว

และกลีเซอรอลดิบ กับ ผลผลิตของกลีเซอรอล โมโนลอเรทจากกลีเซอโรไลซีสของนํ้ามัน

มะพราวและกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 

 

การเก็บยางมะละกอ 

 

การเก็บนํ้ายางมะละกอทําไดโดยกรีดผลมะละกอดิบจากข้ัวผลจนถึงปลายผล โดยกรีดจาก 

ผลที่ ติดอยูบนตน ผลละประมาณ 4-6 แผล ลึกประมาณ 1-2 มิลลิ เมตร รองรับนํ้ายางดวย 

ผายางพลาสติกที่ปูรอบตนยาง และกวาดนํ้ายางทุกสวน (ที่ แห ง ติดอยูที่ผลและที่อ ยูบน 

ผายางพลาสติก) ลงในกระปุกพลาสติก ปดฝาใหแนน นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 oซ จนกวาจะใชงาน 
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การเตรียมเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ 

 

นํายางมะละกอ 500 กรัม ซึ่งเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 oซ มาต้ังไวที่อุณหภูมิหองเพื่อให 

ยางละลาย แลวกรองนํ้ายางดวยตะแกรงรอน เพื่อกําจัดสิ่งปนเปอนที่เกิดข้ึนจากข้ันตอนการเก็บ 

นําไปหมุนเหว่ียงดวยเครื่องเซนตริฟวจ (Centrifuge) ดวยแรงเหว่ียง 9,500×g ที่อุณหภูมิ  

4 oซ เปนเวลา 15 นาที แยกสวนของสารละลายทิ้ งไป สวนตะกอนที่ ไดลางดวยนํ้ากลั่น 

3 ครั้งๆ ละ 100 มิลลิลิตร เทตะกอนลงบนถาดพลาสติกแลวเกลี่ยตะกอนใหกระจายอยางบางๆ 

ไปทั่วถาด จากน้ันนําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 50 oซ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นําถาดพลาสติกออกจาก

ตูอบปลอยใหถาดเย็น ขูดตะกอนแหงที่ไดแลวเก็บไวในขวดพลาสติกที่แหงแลวปดฝาใหสนิท บันทึก

นํ้าหนักของตะกอนแหงที่ได และเก็บไวใชเปนเอนไซมไลเปส ที่อุณหภูมิ -20 oซ จนกวาจะใชงาน 

 

การตรวจสอบคุณสมบัติของไลเปสจากยางมะละกอ 

 

การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีกายภาพเบื้องตนของเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ ผูวิจัยได

ดําเนินการดังน้ี 

1. การหาคาปริมาณความจุนํ้า  

      การหาคาปริมาณความจุนํ้า (Water Content, CW) ของไลเปสทําไดโดยใชเครื่อง Karl-

Fischer Coulometer (684 KF, Metrohm) โดยเปดสวิทซตูอบของเครื่องและต้ังอุณหภูมิเตาอบไวที่ 

150 oซ และเวลาในการไตเตรท 30 นาที ปรับอัตราการไหลของแกสไนโตรเจนบริสุทธ์ิในระบบใหเห็น

ฟองแกสเกิดข้ึนในขวดสารละลาย Karl-Fischer  (Hydranal Coulomat AG, Riedel 3483 และ 

Hydranal Coulometer CG, Riedel 3484, Metrohm) ใหอยูในชวง 10-15 ฟอง 

ตอวินาที ช่ังไลเปสแหงจากยางมะละกอ 0.20 กรัม ลงในถวยใสสารตัวอยาง แลวนําเขาไปไวในตูอบ

ของ Karl-Fischer Coulometer ที่ 150 oซ นํ้าที่มีอยูในเอนไซมไลเปสจะระเหยกลายเปนไอนํ้า  

แกสไนโตรเจนจะนําไอนํ้าน้ีออกจากเตาอบไปยังภาชนะที่มีสารละลาย Karl-Fischer และไตเตรทหา

ปริมาณนํ้า ซึ่งจะปรากฏผลบนหนาปดของเครื่องควบคุมในหนวยไมโครกรัม ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง 

ในแตละตัวอยาง แลวนําไปคํานวณหาปริมาณความจุนํ้าในหนวยรอยละของนํ้าหนักเอนไซมโดยใช

ความสัมพันธดังน้ี คือ 

  

ปริมาณความจุนํ้า หรือ Cw (%) = นํ้าหนักนํ้าที่อานไดจากเครื่อง (ไมโครกรัม)  10-4 

                                                            นํ้าหนักของเอนไซมที่ใช (กรัม) 
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2. การหาคาปริมาณนํ้าอิสระ 

    การหาคาปริมาณนํ้าอิสระของเอนไซม (Water Activity, aw) ทําไดโดยใชเครื่องวัด

ความช้ืน (Thermoconstanter Humidat TH2, Novasina) ปรับมาตรฐานของเครื่องวัดความช้ืน

ดวยเกลือมาตรฐานที่มีคาปริมาณนํ้าอิสระใกลเคียงกับสารตัวอยาง ซึ่งในการทดลองน้ีไดใชสาร

มาตรฐานเกลือลิเธียมคลอไรด (LiCl, aw = 0.11) การปรับมาตรฐานของเครื่องทําไดโดยปรับอุณหภูมิ

ของเครื่องใหเทากับ 25 oซ นําถวยบรรจุลิเธียมคลอไรดใสลงในชองใสสารตัวอยาง ปดฝาเครื่อง  

ปรับเครื่องใหอานคาความช้ืนสัมพัทธใหได 11.3 แลวนําเอาถวยลิเธียมคลอไรดออกจากเครื่อง ใสถวย

ที่บรรจุไลเปส (ประมาณ 100 มิลลิกรัม) ใสลงในชองใสสารตัวอยาง ปดฝาเครื่อง อานคา 

ความช้ืนสัมพัทธทุก ๆ 10 นาที จนคาที่ไดคงที่ ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้งในแตละตัวอยาง คํานวณคา

ปริมาณนํ้าอิสระของไลเปสแหงไดโดยใชความสัมพันธดังน้ี 

 

ปริมาณนํ้าอิสระ            =            ความช้ืนสัมพัทธ/ 100 

 

3. การศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ 

      การศึกษากิจกรรม (Activity) ในการเรงปฏิกิริยาการสลายนํ้ามันของไลเปสจาก 

ยางมะละกอทําไดโดยผสมนํ้ามันมะพราว 0.20 มิลลิลิตร เขากับสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 

0.10 โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.15 โมลารอยูดวย พีเอช 7.4 ปริมาตร 4.00 มิลลิลิตร ใสลง

ในขวดแตละใบ จํานวน 2 ใบๆ แรกนํามาเติมไลเปสจากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม สวนใบที่สองไมตอง

เติมเอนไซมซึ่งใชเปนสารละลายเปรียบเทียบ นําสารละลายผสมในขวดทั้งสองใบไปบมที่อุณหภูมิ  

55 oซ โดยเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ันปรับพีเอชของสารละลาย

ใหเทากับ 1-2 ดวย 6 โมลาร กรดไฮโดรคลอริก แลวเติมไลเปสจากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม ลงในขวด

ใบที่สอง จากน้ันเติมไอโซออกเทน 5 มิลลิลิตร ลงในขวดแตละใบ ผสมสารดวยเครื่องผสมสารละลาย 

(Vortex Mixer) นําไปตมในนํ้าเดือด 5 นาที แยกสารละลายช้ันบนซึ่งเปนช้ันของไอโซออกเทนออกไป

ผสมกับ 1 มิลลิลิตร ของสารละลายคอปเปอร (สารละลายของคิวปริคอะซีเตท 12.50 กรัม ในนํ้า 200 

มิลลิลิตร และปรับพีเอชใหเทากับ 6.1 ดวยไพริดิน แลวเติมนํ้าใหครบ 250 มิลลิลิตร) แยกสารละลาย

ช้ันบนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร (A715) โดยใชสารละลายในขวดใบที่ 2  

เปนตัวเปรียบเทียบ นําคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครื่องไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดลอริก 

ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้งในแตละตัวอยาง แลวนําปริมาณกรดลอริกที่ไดไปคํานวณหากิจกรรมของ

เอนไซมไลเปสโดยกําหนดกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเปนหนวยตอมิลลิกรัม (Unit/mg; U/mg) ซึ่ง 1 

U/mg หมายถึง ปริมาณของกรดลอริกที่เกิดข้ึนจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสจํานวน 1 ไมโครโมล ภายใน

เวลา 1 นาที เมื่อใชเอนไซมไลเปสปริมาณ 1 มิลลิกรัม ภายใตสภาวะที่ทําการศึกษา 
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การเตรียมกราฟมาตรฐานของกรดไขมันทําโดยผสมกรดลอริก 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร

ตางๆกันเขากับไอโซออกเทน ใหไดปริมาตรรวม 2.50 มิลลิลิตร เติมสารละลายคอปเปอร 1 มิลลิลิตร 

เขยาใหเขากันแลวดูดสารละลายช้ันบนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร โดยใชไอโซออกเทน

เปนตัวเปรียบเทียบ นําคาที่ไดไปเขียนกราฟมาตรฐานของกรดลอริก โดยกําหนดใหความเขมขนของ

กรดลอริกเปนแกนนอน และ  A715 กําหนดใหเปนแกนต้ัง 

4.  การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยายอยสลายนํ้ามันมะพราว 

      การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยายอยสลายนํ้ามันมะพราวของไลเปสจาก 

ยางมะละกอทําไดโดยเตรียมสารละลายผสมที่ประกอบดวยนํ้ามันมะพราว 0.20 มิลลิลิตร และ

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.10 โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.15 โมลารอยูดวย  

พีเอช 7.4 ปริมาตร 4.0 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู 2 ใบ นําไปอุนที่อุณหภูมิ 55 oซ เปนเวลา 10 นาที 

เติมไลเปสจากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม ลงไปในขวดรูปชมพูใบแรก บมขวดรูปชมพูทั้งสองใบตอไปที่

อุณหภูมิเดิมเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ พรอมทั้งเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอ

นาที จากน้ันปรับพีเอชของสารละลายใหเทากับ 1-2 ดวย 6 โมลาร กรดไฮโดรคลอริก แลวเติมไลเปส

จากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม ลงในขวดรูปชมพูใบที่สอง จากน้ันเติมไอโซออกเทน 5 มิลลิลิตร ลงใน

ขวดแตละใบ ผสมสารดวยเครื่องผสมสารละลาย นําไปตมในนํ้าเดือด 5 นาที  แยกสารละลายช้ันบน

ซึ่งเปนช้ันของไอโซออกเทนออกไปผสมกับ 1 มิลลิลิตรของสารละลายคอปเปอร แยกสารละลายช้ัน

บนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร โดยใชสารละลายจากขวดรูปชมพูใบที่สอง 

เปนตัวเปรียบเทียบ นําคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครื่องไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดไขมัน 

แลวนําปริมาณกรดไขมันที่ไดไปคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส ทําการทดลองซ้ําอีก 2 ครั้ง ใน

ขณะเดียวกันทําการศึกษาที่อุณหภูมิอื่นๆควบคูกันไป ไดแก อุณหภูมิ 30, 37, 40, 45, 50 และ 60 oซ 

5. การศึกษาคาความเปนกรด-ดางท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยายอยสลายนํ้ามันมะพราว 

     การศึกษาคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยายอยสลายนํ้ามันมะพราว 

ทําไดโดยเตรียมขวดรูปชมพู 2 ใบ แตละใบประกอบดวยสารละลายผสมของนํ้ามันมะพราว 0.20 

มิลลิลิตรกับสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอรเขมขน 0.10 โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.15 โมลาร

อยูดวย ที่พีเอช 5 ปริมาตร 4.0 มิลลิลิตร เติมไลเปสจากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม ลงในขวดใบแรก

เพื่อเริ่มปฏิกิริยา นําสารละลายทั้งหมดไปบมที่อุณหภูมิ 45 oซ ในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ พรอมทั้ง

เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ันปรับพีเอชของสารละลายใหเทากับ  

1-2 ดวย 6 โมลาร ของกรดไฮโดรคลอริก แลวเติมไลเปสจากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม ลงในขวดใบที่

สอง จากน้ันเติมไอโซออกเทน 5 มิลลิลิตร ลงในขวดแตละใบ ผสมสารดวยเครื่องผสมสารละลาย 

นําไปตมในนํ้าเดือด 5 นาที แยกสารละลายช้ันบนซึ่งเปนช้ันของไอโซออกเทนออกไปผสมกับ 1 

มิลลิลิตรของสารละลายคอปเปอร แยกสารละลายช้ันบนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร 

โดยใชสารละลายจากขวดใบที่สองเปนตัวเปรียบเทียบ นําคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครื่องไป
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เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดลอริก แลวนําปริมาณกรดไขมันที่ไดไปคํานวณหาความสามารถของ

เอนไซมไลเปส ทําการทดลองซ้ําอีก 2 ครั้ง ในขณะเดียวกันทําการศึกษาที่พีเอชอื่นควบคูกันไป โดยใช

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร เขมขน 0.10 โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรด 0.15 โมลาร อยูดวย พีเอช 6, 

7 ทรีส-ไฮโดรคลอริกบัฟเฟอรพีเอช 8, 9 และ 10 ปริมาตร 4.0 มิลลิลิตร แทนสารละลายอะซีเตต

บัฟเฟอร เขมขน 0.10โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรด 0.15 โมลาร อยูดวย ที่พีเอช 5 

      6.  การตรวจสอบปริมาณโปรตีนของเอนไซมดวยวิธีเจลดาล 

         เน่ืองจากเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอไมละลายนํ้า จึงมีลักษณะคลายกับเอนไซมตรึง 

ดังน้ันจึงทําการตรวจสอบปริมาณโปรตีนดวยวิธีเจลดาล (Kjeldahl) ทําไดดังน้ีคือ ช่ังตัวอยางเอนไซม 

ไลเปสจากยางมะละกอ 0.25 กรัม ใสหลอดยอยขนาด 250 มิลลิลิตร ใสตัวเรงปฏิกิริยา (Kjelblet) 

จํานวน 1 เม็ด และกรดซัลฟูริก เขมขน 10 มิลลิลิตร  นําตัวอยางไปยอยดวยเครื่อง

2020  Digestion  System  ที่อุณหภูมิ 420 oซ นาน 45 นาที ต้ังไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง  

นําตัวอยางที่ผานการยอยเขาเครื่องกลั่น Kjeltec System 1026 Distilling Unit ใชกรดบอริก 

ที่เขมขนรอยละ 2 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และหยดอินดิเคเตอร 2- 3 หยด ลงในขวดรูปชมพูขนาด 

250 มิลลิลิตร กลั่นดวยระบบอัตโนมัติซึ่งใชเวลาประมาณ 3.5 นาที นําตัวอยางที่ผานการกลั่นมา 

ไตเตรตดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกความเขมขน 0.1 นอรมอล ทําการทดลองซ้ําอีก 2 ครั้ง  

นําปริมาณสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชในการไตเตรทไปคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน แลวคูณ

กับคาคงที่ (Kjeldahl Factor) เพื่อแปลงเปนคาโปรตีนโดยใชสมการ 

 

%ไนโตรเจน (Total Nitrogen) = (A-B) × C × 0.014 × 100 

                                                                           D 

%โปรตีน (Crude Protein)       = %N × 6.25 

    A  =  มิลลิลิตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.1 นอรมอล ที่ใชไตเตรทกับตัวอยาง 

    B  =  มิลลิลิตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.1 นอรมอล ที่ใชไตเตรทกับตัว 

            เปรียบเทียบ 

    C  =  ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 

    D  =  นํ้าหนักตัวอยาง (กรัม) 

 

 

 

 

 



31 

 

การสกดัน้ํามันจากมะพราวโดยวิธีบีบเย็น 

 

การสกัดนํ้ามันออกจากมะพราวโดยวิธีบีบเย็นทําโดย ใชมะพราวขูด 1 กิโลกรัม ทําการค้ัน

เหมือนค้ันนํ้ากะทิโดยไมเติมนํ้า นํานํ้ากะทิใสถุงพลาสติก นําไปแชในตูเย็นชองธรรมดา เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง นําออกมาจากตูเย็นจะพบวากะทิแยกออกเปน 2 ช้ัน ช้ันบนเปนครีม สวนช้ันลางเปนนํ้าเปรี้ยว 

ทําการเจาะถุงเอานํ้าเปรี้ยวออก แลวมัดรูที่เจาะดวยยางรัดของ แลวนําเขาไปแชตูเย็นในชองแชแข็ง  

แชไวประมาณ 2 วัน แลวนํามาต้ังพักไวขางนอกรอจนกระทั่งกะทิละลายจนหมด นําไปใสในกรวยแยก

จะมองเห็นการแยกช้ันเปน 3 ช้ัน คือ 1) ช้ันบนสุดเปนครีม 2) ช้ันกลางเปนนํ้ามันมะพราว และ 

3) ช้ันลางเปนนํ้าเปรี้ยว ทําการแยกสารละลายช้ันลางทิ้งไป แลวเก็บเฉพาะสารละลายในช้ันกลาง 

ซึ่งเปนนํ้ามันใสออกมา แลวกรองดวยผาขาวบางหลายๆช้ัน จะไดนํ้ามันมะพราวเก็บใสขวดที่แหงแลว

ปดฝาใหสนิทเพื่อเก็บไวใชงานตอไป 

 

การวิเคราะหองคประกอบและคุณสมบัติทางเคมีบางประการของน้ํามันมะพราว 

 

การวิเคราะหองคประกอบของนํ้ามันมะพราวทําโดย ช่ังนํ้ามันมะพราว 40 มิลลิกรัม ใสลงใน

ขวดรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร เติมสารละลายเมทานอลิกโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 โมลาร 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ใหความรอนแกสารละลายผสมโดยใชอางนํ้ารอนจนกระทั่งสารละลายเปน 

เน้ือเดียวกัน เติมโบรอนไตรฟลูโอไรด-เมทานอล (BF3-methanol) ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงไปใน

สารละลายผสมขางตน ตมตอไปประมาณ 2-3 นาที หยุดใหความรอน ต้ังไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 

จากน้ันเทสารละลายผสมทั้งหมดลงในกรวยแยกที่มีสารละลายผสมของเฮกเซน 25 มิลลิลิตร และ 

สารละลายอิ่มตัวของโซเดียมคลอไรด 20 มิลลิลิตร เขยาสารละลายผสมในกรวยแยกเบาๆ แลวต้ังไว

ใหแยกเปน 2 ช้ัน แยกสารละลายในช้ันของเฮกเซนซึ่งเปนช้ันบนและมีเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันอยู 

ใสลงในบีกเกอร เติมแมกนีเซียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 1 กรัม ลงไป เพื่อดูดนํ้าที่เหลือออกจากสารละลาย 

กรองสารละลายดวยกระดาษกรองเพื่อแยกแมกนีเซียมซัลเฟตออกไป นําสารละลายที่ไดไประเหย 

เฮกเซนออกโดยใชอางนํ้ารอน จนกระทั่งเหลือปริมาตรสารละลาย 0.50 มิลลิลิตร นําสารละลายที่ได

ไปวิเคราะหหาชนิดของกรดไขมันดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ-แมสสเปคโตรมิเตอร ทําการทดลอง

ซ้ําอีก 2 ครั้ง 

การวิเคราะหคาสปอนิฟเคชันของนํ้ามันมะพราวทําไดโดยช่ังนํ้ามันมะพราว 2 กรัม ใสในขวด

กลั่นที่แหงและสะอาด เติมสารละลายแอลกอฮอลิกโพแทสเซียมไฮดรอกไซด เขมขน 0.5 นอรมอล 

ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ทําการรีฟลักซสารละลายใหเดือดเบาๆนาน 1 ช่ัวโมง จากน้ันทําการไตเตรท
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สารละลายดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.5 นอรมอล โดยใชฟนอฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร 

ทําการทดลองซ้ําอีก 2 ครั้ง นําไปคํานวณคาสปอนิฟเคชันดังน้ี 

 

คาสปอนิฟเคชัน = (B-A) x N x 56.1 

                                                                    W 

 

โดย B = ปริมาตรสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตเตรทกับแบลงค (มิลลิลิตร) 

      A = ปริมาตรสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตเตรทกับตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

      N = ความเขมขนของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (นอรมอล) 

     W = นํ้าหนักตัวอยาง (กรัม) 

 

                คาไอโอดีนในนํ้ามันมะพราววิเคราะหโดย ช่ังนํ้ามันมะพราว 1 กรัม เติมคารบอนเตตระ- 

คลอไรด 15 มิลลิลิตร เขยาใหนํ้ามันละลาย เติมสารละลายวิจส 25 มิลลิลิตร เขยาขวดใหสารละลาย

เขากัน นําไปเก็บไวในที่มืด 1-2 ช่ัวโมง แลวเติมสารละลายโพแทสเซียมไอโอไดดปริมาณ 20 มิลลิลิตร 

และนํ้ากลั่น 150 มิลลิลิตร นําไปไตเตรทดวยสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต เขมขน 0.1  

นอรมอล จนไดสารละลายสีเหลืองออน เติมนํ้าแปงลงไป 2-3 หยด สารละลายกลายเปนสีนํ้าเงิน 

นําไปไตเตรทตอจนสีนํ้าเงินหมดไป ทําการทดลองซ้ําอีก 2 ครั้ง นําไปคํานวณคาไอโอดีน ดังสมการ 

คาไอโอดีน  = (B-A) x N x 12.69 

                     W 

โดย A = ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรทกับตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

      B = ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรทกับแบลงก (มิลลิลิตร) 

      N = ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต (นอรมอล) 

      W = นํ้าหนักตัวอยาง (กรัม) 

 

การทํากลีเซอรอลดิบใหบริสุทธิ ์

 

ช่ังกลีเซอรอลดิบ 1 กิโลกรัม ซึ่งมีคาพีเอชเริ่มตน 11.85 ปรับคาพีเอชของกลีเซอรอลดิบใหมี

คาเทากับ 2 ดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 1.19 โมลาร นําสารละลายทั้งหมดใสในกรวยแยก ต้ังไวให

สารละลายแยกออกเปน 3 ช้ัน คือ (1) ช้ันบนเปนกรดไขมัน (2) ช้ันกลางเปนช้ันของกลีเซอรอล และ 

(3) ช้ันลางเปนช้ันของสารอนินทรีย  แยกสารละลายในช้ันลางทิ้งไปแลวแยกช้ันของกลีเซอรอล 

ออกมาแลวนําไปกรองดวยกระดาษกรองโดยใชปมสุญญากาศ จากน้ันปรับพีเอชของสารละลายที่ไดให
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เทากับ 7 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 12.5 โมลาร นําไปตมที่อุณหภูมิ 105 oซ นาน  

2 ช่ัวโมง เพื่อระเหยนํ้าที่เหลือออกไป แลวกรองกลีเซอรอลที่ไดอีกครั้ง จากน้ันเติมเอทานอล 95 

เปอรเซนต ลงไปในกลีเซอรอลที่เตรียมไดในอัตราสวน 1 : 1 คนสารละลายใหเขากัน ต้ังไวใหแยกช้ัน

แลวทําการแยกสารละลายกลีเซอรอลซึ่งอยูช้ันลางออกมา นําไประเหยเอทานอลออกที่อุณหภูมิ  

80 oซ  เปนเวลา 20 นาที เก็บสารละลายกลีเซอรอลดิบหลังทําใหบริสุทธ์ิที่เตรียมไดไวใชงานใน

ข้ันตอนตอไป 

 

การตรวจสอบองคประกอบของกลีเซอรอลดิบที่รวบรวมไดกอน และ หลังทําใหบริสุทธิ ์

 

กลีเซอรอลดิบที่ใชในการวิจัยครั้งน้ีไดจากการผลิตไบโอดีเซลโดยกระบวนการทรานส- 

เอสเทอริฟเคชันของนํ้ามันที่ใชแลวซึ่งเรงดวยโซเดียมไฮดรอกไซดของหองปฎิบัติการเคมี มหาวิทยาลัย

ราชภัฏอุตรดิตถ ทําการตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องตน เชน วัดคาพีเอช วิเคราะหปริมาณกลีเซอรีนโดย

วิธีไตเตรท วิเคราะหเถา วิเคราะหปริมาณนํ้าโดยวิธี Karl Fischer วิเคราะหความหนาแนน และ

วิเคราะหความหนืด จากน้ันนําไปทําใหบริสุทธ์ิแลวตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องตนดังกลาวอีกครั้งหน่ึง 

 

ตรวจสอบกลีเซอโรไลซีสของน้ํามันมะพราวกับกลีเซอรอลดิบที่เตรียมได 

 

สารละลายของปฏิกิริยาประกอบดวยนํ้ามันมะพราวที่กําจัดนํ้าโดยใช molecular sieve 4AO 

ปริมาณ 20 กรัม ผสมกับกลีเซอรอลดิบที่เตรียมไดปริมาณ 15 กรัม นําไปอุนที่อุณหภูมิ  

40 oซ ในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ พรอมกับเขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที เริ่มปฎิกิริยาโดยการ

เติมเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอปริมาณ 3 กรัม ทําปฏิกิริยาตอไปเปนเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บตัวอยาง

ครั้งละ 0.3 มิลลิลิตร ที่เวลา 6, 12, 18 และ 24 ช่ัวโมง ตามลําดับ แลวแยกองคประกอบของ

สารละลายตัวอยางดวย TLC แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณโดย colorimetric methods 

 

การศึกษาปจจัยที่มีผลตอกลีเซอโรไลซีสของกลีเซอรอลดิบ 

 

 การศึกษาปจจัยตางๆที่มีผลตอการเรงปฏิกิริยากลีเซอโรไลซีสของนํ้ามันมะพราวกับ 

กลีเซอรอลดิบซึ่งเรงดวยเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ ผูวิจัยไดดําเนินการดังน้ี 
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1. ผลของชนิดตัวทําละลายอินทรีย 

เตรียมสารละลายปฏิกิริยาซึ่งประกอบดวยกลีเซอรอลดิบ และ นํ้ามันมะพราว (อัตราสวน 

โดยโมลเทากับ 6: 1) จํานวน 8 ขวด เติมตัวทําละลายชนิดตางๆ คือ เทอร-บิวทานอล, นอรมอล- 

เฮกเซน, 2-บิวทานอล, โทลูอีน, นอรมอล-เฮปเทน, นํ้า, แอซีโตน และ 95% เอทานอล ลงในแตละ

ขวดในปริมาณรอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช เริ่มปฏิกิริยาโดยการเติมไลเปสจากยางมะละกอรอยละ 5 

ของนํ้ามันที่ใช นําสารละลายทั้งหมด 8 ขวดไปบมที่อุณหภูมิ 40 oซ พรอมทั้งเขยาดวยความเร็ว 250 

รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอยางปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร แลวนําไปแยก

องคประกอบดวย TLC แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณโดย colorimetric methods 

2. ผลของอัตราสวนโดยโมลของกลีเซอรอลตอนํ้ามันมะพราว 

        อัตราสวนโดยโมลของกลีเซอรอลตอนํ้ามันมะพราวที่ทําการศึกษา ไดแก 2:1, 4:1, 6:1, 

8:1, 10:1 และ 12:1 ใน 95% เอทานอล (รอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช) โดยปจจัยควบคุมในการทํา

ปฏิกิริยา ไดแก อุณหภูมิ  40 oซ และเวลาในการทําปฏิกิริยา 24 ช่ัวโมง ปริมาณไลเปส 

จากยางมะละกอรอยละ 5 ของนํ้ามันมะพราวที่ใช เขยาที่ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที  

เก็บสารละลายตัวอยางปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร แลวนําไปแยกองคประกอบดวย TLC แลวนําไป

วิเคราะหหาปริมาณโดย colorimetric methods 

3. ผลของอุณหภูม ิ

      อุณหภูมิตางๆ ที่ใชในการศึกษา คือ 40, 45, 50, 55 และ 60 oซ โดยกําหนดปจจัย

ควบคุม คือ อัตราสวนโดยโมลของกลีเซอรอลตอนํ้ามันมะพราวเทากับ 8 : 1  ใน 95% เอทานอล 

(รอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช) ปริมาณไลเปสจากยางมะละกอรอยละ 5 ของนํ้ามันมะพราวที่ใช เขยาที่

ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที เวลาในการทําปฏิกิริยา 24 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอยางปริมาตร 

0.3 มิลลิลิตร แลวนําไปแยกองคประกอบดวย TLC แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณโดย colorimetric 

methods 

4. ผลของเวลา 

      เวลาตาง ๆ ที่ใชในการทําปฏิกิริยากลีเซอโรไลซีส ไดแก 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 และ 

48 ช่ัวโมง  โดยกําหนดปจจัยควบคุม คือ อัตราสวนโดยโมลของกลีเซอรอลตอนํ้ามันมะพราวเทากับ  

8 : 1 ใน 95% เอทานอล (รอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช) ปริมาณไลเปสจากยางมะละกอรอยละ 5 ของ

นํ้ามันที่ใช ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 45 oซ เขยาดวยความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที เก็บสารละลาย

ตัวอยางปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร แลวนําไปแยกองคประกอบดวย TLC แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณ

โดย colorimetric methods 

5. ผลของปริมาณเอนไซม 

      ปริมาณไลเปสจากยางมะละกอที่ใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาไดแก รอยละ 5, 10, 15, 20 และ 

25 ของนํ้ามันที่ใช โดยกําหนดปจจัยควบคุม คือ อัตราสวนโดยโมลของกลีเซอรอลตอนํ้ามันมะพราว
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เทากับ 8: 1 ใน 95% เอทานอล (รอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช)  ที่อุณหภูมิ 45 oซ เขยาที่ความเร็วรอบ 

250 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอยางปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร แลวนําไปแยก

องคประกอบดวย TLC แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณโดย colorimetric methods 

6. ผลของปริมาณนํ้าเริ่มตนของเอนไซม 

      เอนไซมไลเปสจากยางมะละกอถูกทําใหมีปริมาณนํ้าเริ่มตน (water activity, aw) ตางๆ 

คือ 0.11, 0.23, 0.33 และ 0.53 โดยวางเอนไซมไวในขวดที่อิ่มตัวดวยไอของเกลือตางๆ ดังน้ี  

เกลือลิเทียมคลอไรด (aw = 0.11) เกลือโพแทสเซียมอะซีเตต (aw = 0.23) เกลือแมกนีเซียมคลอไรด 

(aw = 0.33) และ เกลือแมกนีเซียมไนเตรต (aw = 0.53) ที่อุณหภูมิ 25 oซ เปนเวลา 5 วัน กอนนําไป

เรงปฏิกิริยากลีเซอโรไลซีส ซึ่งปจจัยควบคุม คือ อัตราสวนโดยโมลของกลีเซอรอลตอนํ้ามันมะพราว

เทากับ 8: 1 ใน 95% เอทานอล (รอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช)  ปริมาณเอนไซมรอยละ 20  

ของนํ้ามันที่ใช อุณหภูมิ 45 oซ เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง เก็บ

สารละลายตัวอยางปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร แลวนําไปแยกองคประกอบดวย TLC แลวนําไปวิเคราะห

หาปริมาณโดย colorimetric methods 

 

การแยกองคประกอบของสารผลิตภัณฑดวยวิธีทินแลเออรโครมาโตกราฟ 

 

      สารละลายปฏิกิริยาที่ไดจากกลีเซอโรไลซีสของนํ้ามันมะพราวกับกลีเซอรอลดิบประกอบดวย 

โมโนกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด กรดไขมัน และ ไตรกลีเซอไรดของนํ้ามันมะพราวที่เหลือ ดังน้ันตอง 

ทําการแยกผลิตภัณฑเหลาน้ีออกจากกันโดยวิธีทินแลเออรโครมาโตกราฟ (TLC) ซึ่งมีข้ันตอนดังน้ี  

(1) หยดสารละลายผสมของปฎิกิริยาปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรลงบนแผน TLC ที่เคลือบดวยซิลิกาเจล 

(ผานการอบที่อุณหภูมิ 120 oซ เปนเวลา 1 ช่ัวโมง กอนใชงาน) ใหเปนแนวยาวติดตอกัน โดยใหหาง

จากขอบลาง 2 เซนติเมตร (2) นําแผน TLC ไปแชในอางที่มีไออิ่มตัวของตัวทําละลาย ที่ประกอบดวย 

ปโตรเลียม อีเธอร : ไดเอทิล อีเธอร : เมทานอล : กรดอะซีติก ในอัตราสวน 90 : 7 : 2 : 0.5  

โดยปริมาตร (Marzo, Ghirardi, Sardini & Meroni.  1971 : 145-147) ปดฝาอางต้ังไวจนกระทั่ง 

ตัวทําละลายเคลื่อนที่ข้ึนไปบนแผน TLC หางจากขอบบน 1 เซนติเมตร (3) นําแผน TLC ออกมาแลว 

ขีดแนวของตัวทําละลายไว ปลอยใหตัวทําละลายแหง แลวนําไปแชในอางที่มีไออิ่มตัวของผลึกไอโอดีน 

เปนเวลา 2-3 นาที นําแผน TLC ออกมาแลวใชดินสอดําทําเครื่องหมายรอบแถบที่มีสีนํ้าตาล  

(4) วัดระยะทางในการเคลื่อนที่ของแตละแถบนําไปหาความสัมพันธกับระยะทางที่ตัวทําละลาย

เคลื่อนที่  หรือ คา Rf นําคา Rf ของตัวอยางที่ไดไปเทียบกับสารกลีเซอไรดมาตรฐานไดแก  

1(3)-โมโนลอริน (Rf = 0.07), 1,3-ไดลอริน (Rf = 0.30), กรดลอริก (Rf = 0.5) และ ไตรลอริน  
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(Rf = 0.67) (5) ใชมีดคัตเตอรขูดซิลิกาเจลบนแผน TLC ในสวนตางๆที่แยกไดในแตละแถบ ระบุช่ือ

ของสารในแตละแถบ แลวเก็บไวเพื่อนําไปวิเคราะหในข้ันตอนตอไป  

การวิเคราะหปริมาณของผลิตภัณฑโดย colorimetric method 

 

ทําการสกัดสารผลิตภัณฑแตละชนิดที่แยกไดดวยกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร 5 มิลลิลิตร  

ใหความรอนแกสารละลายที่ไดโดยใชตูอบที่อุณหภูมิ 200 oซ เปนเวลา 45 นาที แลวนําไปแชในอาง

นํ้าแข็ง ต้ังไว ให เย็น สารละลายที่ไดมีสี นํ้าเงินเขม ดูดสารละลายไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 

ความยาวคลื่น 375 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลีเซอไรด 

แตละชนิดเพื่อหาปริมาณของผลิตภัณฑ  (Marzo, Ghirardi, Sardini & Meroni.  1971 : 145-147) 

 

การวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันมะพราวและผลิตภัณฑดวยวิธี GC-MS 

 

การวิเคราะหชนิดของกรดไขมันในไตรกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด, ไดกลีเซอไรด และกรด

ไขมัน มีข้ันตอนดังน้ี (1) นําไตรกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด, ไดกลีเซอไรด และกรดไขมัน มาทํา

ปฏิกิริยาสปอนิฟเคชันกับโบรอนไตรฟูลออไรด-เมทานอล เพื่อสังเคราะหเปนเมทิลเอสเทอรของ 

กลีเซอไรดที่แยกไดแตละชนิด และ (2) วิเคราะหชนิดของกรดไขมันในกลีเซอไรดที่แยกไดโดยใชเครื่อง

แกสโครมาโทกราฟ (GC 6850, Agilent Technologies) ที่มีคอลัมนชนิดคะปลลารี (HP-1MS, 30 m 

× 0.25 mm, 0.25 m thickness) ตออยูกับเครื่องแมสสเปคโตรมีเตอร (MSD 5973 (EI), Agilent 

Technologies) สภาวะที่ใชคือ อุณหภูมิของแหลง MS Quadrupole และ MS เทากับ 150 และ 

230 oซ ตามลําดับ ใชฮีเลียมเปนแกสตัวพาดวยอัตราเร็ว 1.0 มิลลิลิตรตอนาที และอุณหภูมิที่ใชฉีด

เทากับ 250 oซ อุณหภูมิในคอลัมนที่ใชวิเคราะห คือ เริ่มตนที่อุณหภูมิ 140 oซ คอยๆเพิ่มข้ึนจนถึง 

240 oซ ดวยอัตราเร็ว 10 oซ ตอ นาที และพักไวที่อุณหภูมิสุดทาย 15 นาที 

 

เปรียบเทียบผลผลิตของกลีเซอรอล โมโนลอเรทจากกลีเซอโรไลซีสของน้ํามันมะพราว

และกลีเซอรอลดิบ กับ ผลผลิตของกลีเซอรอล โมโนลอเรทจากกลีเซอโรไลซีสของ

น้ํามันมะพราวและกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 

 

 สารละลายปฏิกิริยาปริมาตร 0.5 ลิตร ประกอบดวยกลีเซอรอลดิบที่ผานการทําใหบริสุทธ

และนํ้ามันมะพราวที่ไดจากการสกัดเย็น ในอัตราสวนโดยโมลเทากับ 8: 1 ซึ่งมีการเติม  

95% เอทานอล รอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช เริ่มปฏิกิริยาโดยเติมเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ  

(aw = 0.53) รอยละ 20 ของนํ้ามันที่ใช นําไปบมที่อุณหภูมิ 45 oซ พรอมทั้งเขยาดวยความเร็ว  
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250 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง ทําการแยกสวนของลิพิด (ไตรกลีเซอไรด, ไดกลีเซอไรด,  

โมโนกลีเซอไรด และ กรดไขมัน) ออกจากกลีเซอรอลที่เหลือโดยใชคลอโรฟอรม สารในกลุมของลิพิด

จะอยูในช้ันของคลอโรฟอรม สวนกลีเซอรอลถูกแยกใหอยูในช้ันของนํ้า หลังจากน้ันลางสารละลายใน

ช้ันของคลอโรฟอรม 3 ครั้ง ดวยนํ้ากลั่น  แลวนําสารละลายที่สกัดไดในคลอโรฟอรมไประเหย 

เอาคลอโรฟอรมออกไปที่อุณหภูมิ 60 oซ ภายใตสุญญากาศ นําสารตัวอยางที่ไดไปแยกองคประกอบ

ดวย TLC แลวนําไปวิเคราะหปริมาณตอไป 

 ในขณะเดียวกันทําการศึกษากลีเซอโรไลซีสของกลีเซอรอลบริสุทธ์ิกับนํ้ามันมะพราว ที่สภาวะ

เดียวกันกับกลีเซอโรไลซีสของกลีเซอรอลดิบกับนํ้ามันมะพราว ควบคูกันไป 


