
 

 

 

บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 การวิจัยครั้งน้ีเปนการวิจัยเชิงทดลอง มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการสังเคราะหกลีเซอรอล  

โมโนลอเรทจากปฏิกิริยากลีเซอโรไลซีสของนํ้ามันมะพราวกับกลีเซอรอลดิบ โดยการเรงปฏิกิริยาของ

ไลเปสจากยางมะละกอ และเพื่อเปรียบเทียบรอยละผลผลิตของกลีเซอรอล โมโนลอเรท ที่สังเคราะห

ไดจากกลีเซอโรไลซีสของนํ้ามันมะพราวกับกลีเซอรอลดิบ และที่ไดจากกลีเซอโรไลซีสของนํ้ามัน

มะพราวกับกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ ซึ่งผูวิจัยไดดําเนินการตามข้ันตอนดังน้ี 

1. การเก็บยางมะละกอ 

2. การเตรียมเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ 

3. การตรวจสอบคุณสมบัติของไลเปสจากยางมะละกอ 

4. การสกัดนํ้ามันจากมะพราวโดยวิธีบีบเย็น 

5. การวิเคราะหองคประกอบและคุณสมบัติทางเคมีบางประการของนํ้ามันมะพราว 

6. การทํากลีเซอรอลดิบใหบริสุทธ์ิ 

7. การตรวจสอบองคประกอบของกลีเซอรอลดิบที่รวบรวมไดกอน และ หลังทําใหบริสุทธ์ิ 

8. ตรวจสอบกลีเซอโรไลซีสของนํ้ามันมะพราวกับกลีเซอรอลดิบที่เตรียมได 

9. การศึกษาปจจัยที่มีผลตอกลีเซอโรไลซีสของกลีเซอรอลดิบ 

10. การแยกองคประกอบของสารผลิตภัณฑดวยวิธีทินแลเออรโครมาโตกราฟ 

11. การวิเคราะหปริมาณของผลิตภัณฑโดย colorimetric method 

12. การวิเคราะหองคประกอบของนํ้ามันมะพราวและผลิตภัณฑดวยวิธี GC-MS 

13. เปรียบเทียบผลผลิตของกลีเซอรอล โมโนลอเรทจากกลีเซอโรไลซีสของนํ้ามันมะพราว

และกลีเซอรอลดิบ กับ ผลผลิตของกลีเซอรอล โมโนลอเรทจากกลีเซอโรไลซีสของนํ้ามัน

มะพราวและกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 

 

การเก็บยางมะละกอ 

 

การเก็บนํ้ายางมะละกอทําไดโดยกรีดผลมะละกอดิบจากข้ัวผลจนถึงปลายผล โดยกรีดจาก 

ผลที่ ติดอยูบนตน ผลละประมาณ 4-6 แผล ลึกประมาณ 1-2 มิลลิ เมตร รองรับนํ้ายางดวย 

ผายางพลาสติกที่ปูรอบตนยาง และกวาดนํ้ายางทุกสวน (ที่ แห ง ติดอยูที่ผลและที่อ ยูบน 

ผายางพลาสติก) ลงในกระปุกพลาสติก ปดฝาใหแนน นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 oซ จนกวาจะใชงาน 
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การเตรียมเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ 

 

นํายางมะละกอ 500 กรัม ซึ่งเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 oซ มาต้ังไวที่อุณหภูมิหองเพื่อให 

ยางละลาย แลวกรองนํ้ายางดวยตะแกรงรอน เพื่อกําจัดสิ่งปนเปอนที่เกิดข้ึนจากข้ันตอนการเก็บ 

นําไปหมุนเหว่ียงดวยเครื่องเซนตริฟวจ (Centrifuge) ดวยแรงเหว่ียง 9,500×g ที่อุณหภูมิ  

4 oซ เปนเวลา 15 นาที แยกสวนของสารละลายทิ้ งไป สวนตะกอนที่ ไดลางดวยนํ้ากลั่น 

3 ครั้งๆ ละ 100 มิลลิลิตร เทตะกอนลงบนถาดพลาสติกแลวเกลี่ยตะกอนใหกระจายอยางบางๆ 

ไปทั่วถาด จากน้ันนําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 50 oซ เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นําถาดพลาสติกออกจาก

ตูอบปลอยใหถาดเย็น ขูดตะกอนแหงที่ไดแลวเก็บไวในขวดพลาสติกที่แหงแลวปดฝาใหสนิท บันทึก

นํ้าหนักของตะกอนแหงที่ได และเก็บไวใชเปนเอนไซมไลเปส ที่อุณหภูมิ -20 oซ จนกวาจะใชงาน 

 

การตรวจสอบคุณสมบัติของไลเปสจากยางมะละกอ 

 

การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีกายภาพเบื้องตนของเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ ผูวิจัยได

ดําเนินการดังน้ี 

1. การหาคาปริมาณความจุนํ้า  

      การหาคาปริมาณความจุนํ้า (Water Content, CW) ของไลเปสทําไดโดยใชเครื่อง Karl-

Fischer Coulometer (684 KF, Metrohm) โดยเปดสวิทซตูอบของเครื่องและต้ังอุณหภูมิเตาอบไวที่ 

150 oซ และเวลาในการไตเตรท 30 นาที ปรับอัตราการไหลของแกสไนโตรเจนบริสุทธ์ิในระบบใหเห็น

ฟองแกสเกิดข้ึนในขวดสารละลาย Karl-Fischer  (Hydranal Coulomat AG, Riedel 3483 และ 

Hydranal Coulometer CG, Riedel 3484, Metrohm) ใหอยูในชวง 10-15 ฟอง 

ตอวินาที ช่ังไลเปสแหงจากยางมะละกอ 0.20 กรัม ลงในถวยใสสารตัวอยาง แลวนําเขาไปไวในตูอบ

ของ Karl-Fischer Coulometer ที่ 150 oซ นํ้าที่มีอยูในเอนไซมไลเปสจะระเหยกลายเปนไอนํ้า  

แกสไนโตรเจนจะนําไอนํ้าน้ีออกจากเตาอบไปยังภาชนะที่มีสารละลาย Karl-Fischer และไตเตรทหา

ปริมาณนํ้า ซึ่งจะปรากฏผลบนหนาปดของเครื่องควบคุมในหนวยไมโครกรัม ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง 

ในแตละตัวอยาง แลวนําไปคํานวณหาปริมาณความจุนํ้าในหนวยรอยละของนํ้าหนักเอนไซมโดยใช

ความสัมพันธดังน้ี คือ 

  

ปริมาณความจุนํ้า หรือ Cw (%) = นํ้าหนักนํ้าที่อานไดจากเครื่อง (ไมโครกรัม)  10-4 

                                                            นํ้าหนักของเอนไซมที่ใช (กรัม) 
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2. การหาคาปริมาณนํ้าอิสระ 

    การหาคาปริมาณนํ้าอิสระของเอนไซม (Water Activity, aw) ทําไดโดยใชเครื่องวัด

ความช้ืน (Thermoconstanter Humidat TH2, Novasina) ปรับมาตรฐานของเครื่องวัดความช้ืน

ดวยเกลือมาตรฐานที่มีคาปริมาณนํ้าอิสระใกลเคียงกับสารตัวอยาง ซึ่งในการทดลองน้ีไดใชสาร

มาตรฐานเกลือลิเธียมคลอไรด (LiCl, aw = 0.11) การปรับมาตรฐานของเครื่องทําไดโดยปรับอุณหภูมิ

ของเครื่องใหเทากับ 25 oซ นําถวยบรรจุลิเธียมคลอไรดใสลงในชองใสสารตัวอยาง ปดฝาเครื่อง  

ปรับเครื่องใหอานคาความช้ืนสัมพัทธใหได 11.3 แลวนําเอาถวยลิเธียมคลอไรดออกจากเครื่อง ใสถวย

ที่บรรจุไลเปส (ประมาณ 100 มิลลิกรัม) ใสลงในชองใสสารตัวอยาง ปดฝาเครื่อง อานคา 

ความช้ืนสัมพัทธทุก ๆ 10 นาที จนคาที่ไดคงที่ ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้งในแตละตัวอยาง คํานวณคา

ปริมาณนํ้าอิสระของไลเปสแหงไดโดยใชความสัมพันธดังน้ี 

 

ปริมาณนํ้าอิสระ            =            ความช้ืนสัมพัทธ/ 100 

 

3. การศึกษากิจกรรมของเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ 

      การศึกษากิจกรรม (Activity) ในการเรงปฏิกิริยาการสลายนํ้ามันของไลเปสจาก 

ยางมะละกอทําไดโดยผสมนํ้ามันมะพราว 0.20 มิลลิลิตร เขากับสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 

0.10 โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.15 โมลารอยูดวย พีเอช 7.4 ปริมาตร 4.00 มิลลิลิตร ใสลง

ในขวดแตละใบ จํานวน 2 ใบๆ แรกนํามาเติมไลเปสจากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม สวนใบที่สองไมตอง

เติมเอนไซมซึ่งใชเปนสารละลายเปรียบเทียบ นําสารละลายผสมในขวดทั้งสองใบไปบมที่อุณหภูมิ  

55 oซ โดยเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ันปรับพีเอชของสารละลาย

ใหเทากับ 1-2 ดวย 6 โมลาร กรดไฮโดรคลอริก แลวเติมไลเปสจากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม ลงในขวด

ใบที่สอง จากน้ันเติมไอโซออกเทน 5 มิลลิลิตร ลงในขวดแตละใบ ผสมสารดวยเครื่องผสมสารละลาย 

(Vortex Mixer) นําไปตมในนํ้าเดือด 5 นาที แยกสารละลายช้ันบนซึ่งเปนช้ันของไอโซออกเทนออกไป

ผสมกับ 1 มิลลิลิตร ของสารละลายคอปเปอร (สารละลายของคิวปริคอะซีเตท 12.50 กรัม ในนํ้า 200 

มิลลิลิตร และปรับพีเอชใหเทากับ 6.1 ดวยไพริดิน แลวเติมนํ้าใหครบ 250 มิลลิลิตร) แยกสารละลาย

ช้ันบนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร (A715) โดยใชสารละลายในขวดใบที่ 2  

เปนตัวเปรียบเทียบ นําคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครื่องไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดลอริก 

ทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้งในแตละตัวอยาง แลวนําปริมาณกรดลอริกที่ไดไปคํานวณหากิจกรรมของ

เอนไซมไลเปสโดยกําหนดกิจกรรมของเอนไซมไลเปสเปนหนวยตอมิลลิกรัม (Unit/mg; U/mg) ซึ่ง 1 

U/mg หมายถึง ปริมาณของกรดลอริกที่เกิดข้ึนจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสจํานวน 1 ไมโครโมล ภายใน

เวลา 1 นาที เมื่อใชเอนไซมไลเปสปริมาณ 1 มิลลิกรัม ภายใตสภาวะที่ทําการศึกษา 
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การเตรียมกราฟมาตรฐานของกรดไขมันทําโดยผสมกรดลอริก 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร

ตางๆกันเขากับไอโซออกเทน ใหไดปริมาตรรวม 2.50 มิลลิลิตร เติมสารละลายคอปเปอร 1 มิลลิลิตร 

เขยาใหเขากันแลวดูดสารละลายช้ันบนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร โดยใชไอโซออกเทน

เปนตัวเปรียบเทียบ นําคาที่ไดไปเขียนกราฟมาตรฐานของกรดลอริก โดยกําหนดใหความเขมขนของ

กรดลอริกเปนแกนนอน และ  A715 กําหนดใหเปนแกนต้ัง 

4.  การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยายอยสลายนํ้ามันมะพราว 

      การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยายอยสลายนํ้ามันมะพราวของไลเปสจาก 

ยางมะละกอทําไดโดยเตรียมสารละลายผสมที่ประกอบดวยนํ้ามันมะพราว 0.20 มิลลิลิตร และ

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.10 โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.15 โมลารอยูดวย  

พีเอช 7.4 ปริมาตร 4.0 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู 2 ใบ นําไปอุนที่อุณหภูมิ 55 oซ เปนเวลา 10 นาที 

เติมไลเปสจากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม ลงไปในขวดรูปชมพูใบแรก บมขวดรูปชมพูทั้งสองใบตอไปที่

อุณหภูมิเดิมเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ พรอมทั้งเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอ

นาที จากน้ันปรับพีเอชของสารละลายใหเทากับ 1-2 ดวย 6 โมลาร กรดไฮโดรคลอริก แลวเติมไลเปส

จากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม ลงในขวดรูปชมพูใบที่สอง จากน้ันเติมไอโซออกเทน 5 มิลลิลิตร ลงใน

ขวดแตละใบ ผสมสารดวยเครื่องผสมสารละลาย นําไปตมในนํ้าเดือด 5 นาที  แยกสารละลายช้ันบน

ซึ่งเปนช้ันของไอโซออกเทนออกไปผสมกับ 1 มิลลิลิตรของสารละลายคอปเปอร แยกสารละลายช้ัน

บนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร โดยใชสารละลายจากขวดรูปชมพูใบที่สอง 

เปนตัวเปรียบเทียบ นําคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครื่องไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดไขมัน 

แลวนําปริมาณกรดไขมันที่ไดไปคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมไลเปส ทําการทดลองซ้ําอีก 2 ครั้ง ใน

ขณะเดียวกันทําการศึกษาที่อุณหภูมิอื่นๆควบคูกันไป ไดแก อุณหภูมิ 30, 37, 40, 45, 50 และ 60 oซ 

5. การศึกษาคาความเปนกรด-ดางท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยายอยสลายนํ้ามันมะพราว 

     การศึกษาคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยายอยสลายนํ้ามันมะพราว 

ทําไดโดยเตรียมขวดรูปชมพู 2 ใบ แตละใบประกอบดวยสารละลายผสมของนํ้ามันมะพราว 0.20 

มิลลิลิตรกับสารละลายอะซีเตตบัฟเฟอรเขมขน 0.10 โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.15 โมลาร

อยูดวย ที่พีเอช 5 ปริมาตร 4.0 มิลลิลิตร เติมไลเปสจากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม ลงในขวดใบแรก

เพื่อเริ่มปฏิกิริยา นําสารละลายทั้งหมดไปบมที่อุณหภูมิ 45 oซ ในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ พรอมทั้ง

เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ันปรับพีเอชของสารละลายใหเทากับ  

1-2 ดวย 6 โมลาร ของกรดไฮโดรคลอริก แลวเติมไลเปสจากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม ลงในขวดใบที่

สอง จากน้ันเติมไอโซออกเทน 5 มิลลิลิตร ลงในขวดแตละใบ ผสมสารดวยเครื่องผสมสารละลาย 

นําไปตมในนํ้าเดือด 5 นาที แยกสารละลายช้ันบนซึ่งเปนช้ันของไอโซออกเทนออกไปผสมกับ 1 

มิลลิลิตรของสารละลายคอปเปอร แยกสารละลายช้ันบนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร 

โดยใชสารละลายจากขวดใบที่สองเปนตัวเปรียบเทียบ นําคาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากเครื่องไป
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เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดลอริก แลวนําปริมาณกรดไขมันที่ไดไปคํานวณหาความสามารถของ

เอนไซมไลเปส ทําการทดลองซ้ําอีก 2 ครั้ง ในขณะเดียวกันทําการศึกษาที่พีเอชอื่นควบคูกันไป โดยใช

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร เขมขน 0.10 โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรด 0.15 โมลาร อยูดวย พีเอช 6, 

7 ทรีส-ไฮโดรคลอริกบัฟเฟอรพีเอช 8, 9 และ 10 ปริมาตร 4.0 มิลลิลิตร แทนสารละลายอะซีเตต

บัฟเฟอร เขมขน 0.10โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรด 0.15 โมลาร อยูดวย ที่พีเอช 5 

      6.  การตรวจสอบปริมาณโปรตีนของเอนไซมดวยวิธีเจลดาล 

         เน่ืองจากเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอไมละลายนํ้า จึงมีลักษณะคลายกับเอนไซมตรึง 

ดังน้ันจึงทําการตรวจสอบปริมาณโปรตีนดวยวิธีเจลดาล (Kjeldahl) ทําไดดังน้ีคือ ช่ังตัวอยางเอนไซม 

ไลเปสจากยางมะละกอ 0.25 กรัม ใสหลอดยอยขนาด 250 มิลลิลิตร ใสตัวเรงปฏิกิริยา (Kjelblet) 

จํานวน 1 เม็ด และกรดซัลฟูริก เขมขน 10 มิลลิลิตร  นําตัวอยางไปยอยดวยเครื่อง

2020  Digestion  System  ที่อุณหภูมิ 420 oซ นาน 45 นาที ต้ังไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง  

นําตัวอยางที่ผานการยอยเขาเครื่องกลั่น Kjeltec System 1026 Distilling Unit ใชกรดบอริก 

ที่เขมขนรอยละ 2 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร และหยดอินดิเคเตอร 2- 3 หยด ลงในขวดรูปชมพูขนาด 

250 มิลลิลิตร กลั่นดวยระบบอัตโนมัติซึ่งใชเวลาประมาณ 3.5 นาที นําตัวอยางที่ผานการกลั่นมา 

ไตเตรตดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกความเขมขน 0.1 นอรมอล ทําการทดลองซ้ําอีก 2 ครั้ง  

นําปริมาณสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชในการไตเตรทไปคํานวณหาปริมาณไนโตรเจน แลวคูณ

กับคาคงที่ (Kjeldahl Factor) เพื่อแปลงเปนคาโปรตีนโดยใชสมการ 

 

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

                                                                           D 

%โปรตีน (Crude Protein)       = %N × 6.25 

    A  =  มิลลิลิตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.1 นอรมอล ที่ใชไตเตรทกับตัวอยาง 

    B  =  มิลลิลิตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.1 นอรมอล ที่ใชไตเตรทกับตัว 

            เปรียบเทียบ 

    C  =  ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 

    D  =  นํ้าหนักตัวอยาง (กรัม) 
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การสกดัน้ํามันจากมะพราวโดยวิธีบีบเย็น 

 

การสกัดนํ้ามันออกจากมะพราวโดยวิธีบีบเย็นทําโดย ใชมะพราวขูด 1 กิโลกรัม ทําการค้ัน

เหมือนค้ันนํ้ากะทิโดยไมเติมนํ้า นํานํ้ากะทิใสถุงพลาสติก นําไปแชในตูเย็นชองธรรมดา เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง นําออกมาจากตูเย็นจะพบวากะทิแยกออกเปน 2 ช้ัน ช้ันบนเปนครีม สวนช้ันลางเปนนํ้าเปรี้ยว 

ทําการเจาะถุงเอานํ้าเปรี้ยวออก แลวมัดรูที่เจาะดวยยางรัดของ แลวนําเขาไปแชตูเย็นในชองแชแข็ง  

แชไวประมาณ 2 วัน แลวนํามาต้ังพักไวขางนอกรอจนกระทั่งกะทิละลายจนหมด นําไปใสในกรวยแยก

จะมองเห็นการแยกช้ันเปน 3 ช้ัน คือ 1) ช้ันบนสุดเปนครีม 2) ช้ันกลางเปนนํ้ามันมะพราว และ 

3) ช้ันลางเปนนํ้าเปรี้ยว ทําการแยกสารละลายช้ันลางทิ้งไป แลวเก็บเฉพาะสารละลายในช้ันกลาง 

ซึ่งเปนนํ้ามันใสออกมา แลวกรองดวยผาขาวบางหลายๆช้ัน จะไดนํ้ามันมะพราวเก็บใสขวดที่แหงแลว

ปดฝาใหสนิทเพื่อเก็บไวใชงานตอไป 

 

การวิเคราะหองคประกอบและคุณสมบัติทางเคมีบางประการของน้ํามันมะพราว 

 

การวิเคราะหองคประกอบของนํ้ามันมะพราวทําโดย ช่ังนํ้ามันมะพราว 40 มิลลิกรัม ใสลงใน

ขวดรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร เติมสารละลายเมทานอลิกโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 โมลาร 

ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ใหความรอนแกสารละลายผสมโดยใชอางนํ้ารอนจนกระทั่งสารละลายเปน 

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

สารละลายผสมขางตน ตมตอไปประมาณ 2-3 นาที หยุดใหความรอน ต้ังไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 

จากน้ันเทสารละลายผสมทั้งหมดลงในกรวยแยกที่มีสารละลายผสมของเฮกเซน 25 มิลลิลิตร และ 

สารละลายอิ่มตัวของโซเดียมคลอไรด 20 มิลลิลิตร เขยาสารละลายผสมในกรวยแยกเบาๆ แลวต้ังไว

ใหแยกเปน 2 ช้ัน แยกสารละลายในช้ันของเฮกเซนซึ่งเปนช้ันบนและมีเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันอยู 

ใสลงในบีกเกอร เติมแมกนีเซียมซัลเฟตแอนไฮดรัส 1 กรัม ลงไป เพื่อดูดนํ้าที่เหลือออกจากสารละลาย 

กรองสารละลายดวยกระดาษกรองเพื่อแยกแมกนีเซียมซัลเฟตออกไป นําสารละลายที่ไดไประเหย 

เฮกเซนออกโดยใชอางนํ้ารอน จนกระทั่งเหลือปริมาตรสารละลาย 0.50 มิลลิลิตร นําสารละลายที่ได

ไปวิเคราะหหาชนิดของกรดไขมันดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ-แมสสเปคโตรมิเตอร ทําการทดลอง

ซ้ําอีก 2 ครั้ง 

การวิเคราะหคาสปอนิฟเคชันของนํ้ามันมะพราวทําไดโดยช่ังนํ้ามันมะพราว 2 กรัม ใสในขวด

กลั่นที่แหงและสะอาด เติมสารละลายแอลกอฮอลิกโพแทสเซียมไฮดรอกไซด เขมขน 0.5 นอรมอล 

ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ทําการรีฟลักซสารละลายใหเดือดเบาๆนาน 1 ช่ัวโมง จากน้ันทําการไตเตรท
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สารละลายดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.5 นอรมอล โดยใชฟนอฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร 

ทําการทดลองซ้ําอีก 2 ครั้ง นําไปคํานวณคาสปอนิฟเคชันดังน้ี 

 

คาสปอนิฟเคชัน = (B-A) x N x 56.1 

                                                                    W 

 

โดย B = ปริมาตรสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตเตรทกับแบลงค (มิลลิลิตร) 

      A = ปริมาตรสารละลายกรดไฮโดรคลอริกที่ใชไตเตรทกับตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

      N = ความเขมขนของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (นอรมอล) 

     W = นํ้าหนักตัวอยาง (กรัม) 

 

                คาไอโอดีนในนํ้ามันมะพราววิเคราะหโดย ช่ังนํ้ามันมะพราว 1 กรัม เติมคารบอนเตตระ- 

คลอไรด 15 มิลลิลิตร เขยาใหนํ้ามันละลาย เติมสารละลายวิจส 25 มิลลิลิตร เขยาขวดใหสารละลาย

เขากัน นําไปเก็บไวในที่มืด 1-2 ช่ัวโมง แลวเติมสารละลายโพแทสเซียมไอโอไดดปริมาณ 20 มิลลิลิตร 

และนํ้ากลั่น 150 มิลลิลิตร นําไปไตเตรทดวยสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต เขมขน 0.1  

นอรมอล จนไดสารละลายสีเหลืองออน เติมนํ้าแปงลงไป 2-3 หยด สารละลายกลายเปนสีนํ้าเงิน 

นําไปไตเตรทตอจนสีนํ้าเงินหมดไป ทําการทดลองซ้ําอีก 2 ครั้ง นําไปคํานวณคาไอโอดีน ดังสมการ 

คาไอโอดีน  = (B-A) x N x 12.69 

                     W 

โดย A = ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรทกับตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

      B = ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรทกับแบลงก (มิลลิลิตร) 

      N = ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟต (นอรมอล) 

      W = นํ้าหนักตัวอยาง (กรัม) 

 

การทํากลีเซอรอลดิบใหบริสุทธิ ์

 

ช่ังกลีเซอรอลดิบ 1 กิโลกรัม ซึ่งมีคาพีเอชเริ่มตน 11.85 ปรับคาพีเอชของกลีเซอรอลดิบใหมี

คาเทากับ 2 ดวยกรดซัลฟูริกเขมขน 1.19 โมลาร นําสารละลายทั้งหมดใสในกรวยแยก ต้ังไวให

สารละลายแยกออกเปน 3 ช้ัน คือ (1) ช้ันบนเปนกรดไขมัน (2) ช้ันกลางเปนช้ันของกลีเซอรอล และ 

(3) ช้ันลางเปนช้ันของสารอนินทรีย  แยกสารละลายในช้ันลางทิ้งไปแลวแยกช้ันของกลีเซอรอล 

ออกมาแลวนําไปกรองดวยกระดาษกรองโดยใชปมสุญญากาศ จากน้ันปรับพีเอชของสารละลายที่ไดให
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เทากับ 7 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 12.5 โมลาร นําไปตมที่อุณหภูมิ 105 oซ นาน  

2 ช่ัวโมง เพื่อระเหยนํ้าที่เหลือออกไป แลวกรองกลีเซอรอลที่ไดอีกครั้ง จากน้ันเติมเอทานอล 95 

เปอรเซนต ลงไปในกลีเซอรอลที่เตรียมไดในอัตราสวน 1 : 1 คนสารละลายใหเขากัน ต้ังไวใหแยกช้ัน

แลวทําการแยกสารละลายกลีเซอรอลซึ่งอยูช้ันลางออกมา นําไประเหยเอทานอลออกที่อุณหภูมิ  

80 oซ  เปนเวลา 20 นาที เก็บสารละลายกลีเซอรอลดิบหลังทําใหบริสุทธ์ิที่เตรียมไดไวใชงานใน

ข้ันตอนตอไป 

 

การตรวจสอบองคประกอบของกลีเซอรอลดิบที่รวบรวมไดกอน และ หลังทําใหบริสุทธิ ์

 

กลีเซอรอลดิบที่ใชในการวิจัยครั้งน้ีไดจากการผลิตไบโอดีเซลโดยกระบวนการทรานส- 

เอสเทอริฟเคชันของนํ้ามันที่ใชแลวซึ่งเรงดวยโซเดียมไฮดรอกไซดของหองปฎิบัติการเคมี มหาวิทยาลัย

ราชภัฏอุตรดิตถ ทําการตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องตน เชน วัดคาพีเอช วิเคราะหปริมาณกลีเซอรีนโดย

วิธีไตเตรท วิเคราะหเถา วิเคราะหปริมาณนํ้าโดยวิธี Karl Fischer วิเคราะหความหนาแนน และ

วิเคราะหความหนืด จากน้ันนําไปทําใหบริสุทธ์ิแลวตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องตนดังกลาวอีกครั้งหน่ึง 

 

ตรวจสอบกลีเซอโรไลซีสของน้ํามันมะพราวกับกลีเซอรอลดิบที่เตรียมได 

 

สารละลายของปฏิกิริยาประกอบดวยนํ้ามันมะพราวที่กําจัดนํ้าโดยใช molecular sieve 4AO 

ปริมาณ 20 กรัม ผสมกับกลีเซอรอลดิบที่เตรียมไดปริมาณ 15 กรัม นําไปอุนที่อุณหภูมิ  

40 oซ ในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ พรอมกับเขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที เริ่มปฎิกิริยาโดยการ

เติมเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอปริมาณ 3 กรัม ทําปฏิกิริยาตอไปเปนเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บตัวอยาง

ครั้งละ 0.3 มิลลิลิตร ที่เวลา 6, 12, 18 และ 24 ช่ัวโมง ตามลําดับ แลวแยกองคประกอบของ

สารละลายตัวอยางดวย TLC แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณโดย colorimetric methods 

 

การศึกษาปจจัยที่มีผลตอกลีเซอโรไลซีสของกลีเซอรอลดิบ 

 

 การศึกษาปจจัยตางๆที่มีผลตอการเรงปฏิกิริยากลีเซอโรไลซีสของนํ้ามันมะพราวกับ 

กลีเซอรอลดิบซึ่งเรงดวยเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ ผูวิจัยไดดําเนินการดังน้ี 
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1. ผลของชนิดตัวทําละลายอินทรีย 

เตรียมสารละลายปฏิกิริยาซึ่งประกอบดวยกลีเซอรอลดิบ และ นํ้ามันมะพราว (อัตราสวน 

โดยโมลเทากับ 6: 1) จํานวน 8 ขวด เติมตัวทําละลายชนิดตางๆ คือ เทอร-บิวทานอล, นอรมอล- 

เฮกเซน, 2-บิวทานอล, โทลูอีน, นอรมอล-เฮปเทน, นํ้า, แอซีโตน และ 95% เอทานอล ลงในแตละ

ขวดในปริมาณรอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช เริ่มปฏิกิริยาโดยการเติมไลเปสจากยางมะละกอรอยละ 5 

ของนํ้ามันที่ใช นําสารละลายทั้งหมด 8 ขวดไปบมที่อุณหภูมิ 40 oซ พรอมทั้งเขยาดวยความเร็ว 250 

รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอยางปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร แลวนําไปแยก

องคประกอบดวย TLC แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณโดย colorimetric methods 

2. ผลของอัตราสวนโดยโมลของกลีเซอรอลตอนํ้ามันมะพราว 

        อัตราสวนโดยโมลของกลีเซอรอลตอนํ้ามันมะพราวที่ทําการศึกษา ไดแก 2:1, 4:1, 6:1, 

8:1, 10:1 และ 12:1 ใน 95% เอทานอล (รอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช) โดยปจจัยควบคุมในการทํา

ปฏิกิริยา ไดแก อุณหภูมิ  40 oซ และเวลาในการทําปฏิกิริยา 24 ช่ัวโมง ปริมาณไลเปส 

จากยางมะละกอรอยละ 5 ของนํ้ามันมะพราวที่ใช เขยาที่ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที  

เก็บสารละลายตัวอยางปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร แลวนําไปแยกองคประกอบดวย TLC แลวนําไป

วิเคราะหหาปริมาณโดย colorimetric methods 

3. ผลของอุณหภูม ิ

      อุณหภูมิตางๆ ที่ใชในการศึกษา คือ 40, 45, 50, 55 และ 60 oซ โดยกําหนดปจจัย

ควบคุม คือ อัตราสวนโดยโมลของกลีเซอรอลตอนํ้ามันมะพราวเทากับ 8 : 1  ใน 95% เอทานอล 

(รอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช) ปริมาณไลเปสจากยางมะละกอรอยละ 5 ของนํ้ามันมะพราวที่ใช เขยาที่

ความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที เวลาในการทําปฏิกิริยา 24 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอยางปริมาตร 

0.3 มิลลิลิตร แลวนําไปแยกองคประกอบดวย TLC แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณโดย colorimetric 

methods 

4. ผลของเวลา 

      เวลาตาง ๆ ที่ใชในการทําปฏิกิริยากลีเซอโรไลซีส ไดแก 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 และ 

48 ช่ัวโมง  โดยกําหนดปจจัยควบคุม คือ อัตราสวนโดยโมลของกลีเซอรอลตอนํ้ามันมะพราวเทากับ  

8 : 1 ใน 95% เอทานอล (รอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช) ปริมาณไลเปสจากยางมะละกอรอยละ 5 ของ

นํ้ามันที่ใช ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 45 oซ เขยาดวยความเร็วรอบ 250 รอบตอนาที เก็บสารละลาย

ตัวอยางปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร แลวนําไปแยกองคประกอบดวย TLC แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณ

โดย colorimetric methods 

5. ผลของปริมาณเอนไซม 

      ปริมาณไลเปสจากยางมะละกอที่ใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาไดแก รอยละ 5, 10, 15, 20 และ 

25 ของนํ้ามันที่ใช โดยกําหนดปจจัยควบคุม คือ อัตราสวนโดยโมลของกลีเซอรอลตอนํ้ามันมะพราว
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เทากับ 8: 1 ใน 95% เอทานอล (รอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช)  ที่อุณหภูมิ 45 oซ เขยาที่ความเร็วรอบ 

250 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอยางปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร แลวนําไปแยก

องคประกอบดวย TLC แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณโดย colorimetric methods 

6. ผลของปริมาณนํ้าเริ่มตนของเอนไซม 

      เอนไซมไลเปสจากยางมะละกอถูกทําใหมีปริมาณนํ้าเริ่มตน (water activity, aw) ตางๆ 

คือ 0.11, 0.23, 0.33 และ 0.53 โดยวางเอนไซมไวในขวดที่อิ่มตัวดวยไอของเกลือตางๆ ดังน้ี  

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

(aw = 0.33) และ เกลือแมกนีเซียมไนเตรต (aw = 0.53) ที่อุณหภูมิ 25 oซ เปนเวลา 5 วัน กอนนําไป

เรงปฏิกิริยากลีเซอโรไลซีส ซึ่งปจจัยควบคุม คือ อัตราสวนโดยโมลของกลีเซอรอลตอนํ้ามันมะพราว

เทากับ 8: 1 ใน 95% เอทานอล (รอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช)  ปริมาณเอนไซมรอยละ 20  

ของนํ้ามันที่ใช อุณหภูมิ 45 oซ เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง เก็บ

สารละลายตัวอยางปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร แลวนําไปแยกองคประกอบดวย TLC แลวนําไปวิเคราะห

หาปริมาณโดย colorimetric methods 

 

การแยกองคประกอบของสารผลิตภัณฑดวยวิธีทินแลเออรโครมาโตกราฟ 

 

      สารละลายปฏิกิริยาที่ไดจากกลีเซอโรไลซีสของนํ้ามันมะพราวกับกลีเซอรอลดิบประกอบดวย 

โมโนกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด กรดไขมัน และ ไตรกลีเซอไรดของนํ้ามันมะพราวที่เหลือ ดังน้ันตอง 

ทําการแยกผลิตภัณฑเหลาน้ีออกจากกันโดยวิธีทินแลเออรโครมาโตกราฟ (TLC) ซึ่งมีข้ันตอนดังน้ี  

(1) หยดสารละลายผสมของปฎิกิริยาปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรลงบนแผน TLC ที่เคลือบดวยซิลิกาเจล 

(ผานการอบที่อุณหภูมิ 120 oซ เปนเวลา 1 ช่ัวโมง กอนใชงาน) ใหเปนแนวยาวติดตอกัน โดยใหหาง

จากขอบลาง 2 เซนติเมตร (2) นําแผน TLC ไปแชในอางที่มีไออิ่มตัวของตัวทําละลาย ที่ประกอบดวย 

ปโตรเลียม อีเธอร : ไดเอทิล อีเธอร : เมทานอล : กรดอะซีติก ในอัตราสวน 90 : 7 : 2 : 0.5  

โดยปริมาตร (Marzo, Ghirardi, Sardini & Meroni.  1971 : 145-147) ปดฝาอางต้ังไวจนกระทั่ง 

ตัวทําละลายเคลื่อนที่ข้ึนไปบนแผน TLC หางจากขอบบน 1 เซนติเมตร (3) นําแผน TLC ออกมาแลว 

ขีดแนวของตัวทําละลายไว ปลอยใหตัวทําละลายแหง แลวนําไปแชในอางที่มีไออิ่มตัวของผลึกไอโอดีน 

เปนเวลา 2-3 นาที นําแผน TLC ออกมาแลวใชดินสอดําทําเครื่องหมายรอบแถบที่มีสีนํ้าตาล  

(4) วัดระยะทางในการเคลื่อนที่ของแตละแถบนําไปหาความสัมพันธกับระยะทางที่ตัวทําละลาย

เคลื่อนที่  หรือ คา Rf นําคา Rf ของตัวอยางที่ไดไปเทียบกับสารกลีเซอไรดมาตรฐานไดแก  

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) ใชมีดคัตเตอรขูดซิลิกาเจลบนแผน TLC ในสวนตางๆที่แยกไดในแตละแถบ ระบุช่ือ

ของสารในแตละแถบ แลวเก็บไวเพื่อนําไปวิเคราะหในข้ันตอนตอไป  

การวิเคราะหปริมาณของผลิตภัณฑโดย colorimetric method 

 

ทําการสกัดสารผลิตภัณฑแตละชนิดที่แยกไดดวยกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร 5 มิลลิลิตร  

ใหความรอนแกสารละลายที่ไดโดยใชตูอบที่อุณหภูมิ 200 oซ เปนเวลา 45 นาที แลวนําไปแชในอาง

นํ้าแข็ง ต้ังไว ให เย็น สารละลายที่ไดมีสี นํ้าเงินเขม ดูดสารละลายไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 

ความยาวคลื่น 375 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลีเซอไรด 

แตละชนิดเพื่อหาปริมาณของผลิตภัณฑ  (Marzo, Ghirardi, Sardini & Meroni.  1971 : 145-147) 

 

การวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันมะพราวและผลิตภัณฑดวยวิธี GC-MS 

 

การวิเคราะหชนิดของกรดไขมันในไตรกลีเซอไรด, โมโนกลีเซอไรด, ไดกลีเซอไรด และกรด

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

ปฏิกิริยาสปอนิฟเคชันกับโบรอนไตรฟูลออไรด-เมทานอล เพื่อสังเคราะหเปนเมทิลเอสเทอรของ 

กลีเซอไรดที่แยกไดแตละชนิด และ (2) วิเคราะหชนิดของกรดไขมันในกลีเซอไรดที่แยกไดโดยใชเครื่อง

แกสโครมาโทกราฟ (GC 6850, Agilent Technologies) ที่มีคอลัมนชนิดคะปลลารี (HP-1MS, 30 m 

× 0.25 mm, 0.25 m thickness) ตออยูกับเครื่องแมสสเปคโตรมีเตอร (MSD 5973 (EI), Agilent 

Technologies) สภาวะที่ใชคือ อุณหภูมิของแหลง MS Quadrupole และ MS เทากับ 150 และ 

230 oซ ตามลําดับ ใชฮีเลียมเปนแกสตัวพาดวยอัตราเร็ว 1.0 มิลลิลิตรตอนาที และอุณหภูมิที่ใชฉีด

เทากับ 250 oซ อุณหภูมิในคอลัมนที่ใชวิเคราะห คือ เริ่มตนที่อุณหภูมิ 140 oซ คอยๆเพิ่มข้ึนจนถึง 

240 oซ ดวยอัตราเร็ว 10 oซ ตอ นาที และพักไวที่อุณหภูมิสุดทาย 15 นาที 

 

เปรียบเทียบผลผลิตของกลีเซอรอล โมโนลอเรทจากกลีเซอโรไลซีสของน้ํามันมะพราว

และกลีเซอรอลดิบ กับ ผลผลิตของกลีเซอรอล โมโนลอเรทจากกลีเซอโรไลซีสของ

น้ํามันมะพราวและกลีเซอรอลบริสุทธิ์ 

 

 สารละลายปฏิกิริยาปริมาตร 0.5 ลิตร ประกอบดวยกลีเซอรอลดิบที่ผานการทําใหบริสุทธ

และนํ้ามันมะพราวที่ไดจากการสกัดเย็น ในอัตราสวนโดยโมลเทากับ 8: 1 ซึ่งมีการเติม  

95% เอทานอล รอยละ 25 ของนํ้ามันที่ใช เริ่มปฏิกิริยาโดยเติมเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ  

(aw = 0.53) รอยละ 20 ของนํ้ามันที่ใช นําไปบมที่อุณหภูมิ 45 oซ พรอมทั้งเขยาดวยความเร็ว  
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250 รอบตอนาที เปนเวลา 36 ช่ัวโมง ทําการแยกสวนของลิพิด (ไตรกลีเซอไรด, ไดกลีเซอไรด,  

โมโนกลีเซอไรด และ กรดไขมัน) ออกจากกลีเซอรอลที่เหลือโดยใชคลอโรฟอรม สารในกลุมของลิพิด

จะอยูในช้ันของคลอโรฟอรม สวนกลีเซอรอลถูกแยกใหอยูในช้ันของนํ้า หลังจากน้ันลางสารละลายใน

ช้ันของคลอโรฟอรม 3 ครั้ง ดวยนํ้ากลั่น  แลวนําสารละลายที่สกัดไดในคลอโรฟอรมไประเหย 

เอาคลอโรฟอรมออกไปที่อุณหภูมิ 60 oซ ภายใตสุญญากาศ นําสารตัวอยางที่ไดไปแยกองคประกอบ

ดวย TLC แลวนําไปวิเคราะหปริมาณตอไป 

 ในขณะเดียวกันทําการศึกษากลีเซอโรไลซีสของกลีเซอรอลบริสุทธ์ิกับนํ้ามันมะพราว ที่สภาวะ

เดียวกันกับกลีเซอโรไลซีสของกลีเซอรอลดิบกับนํ้ามันมะพราว ควบคูกันไป 


