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บทคัดยอ 
 
 โครงการวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาการสังเคราะหเนยโกโกเทียมจากปฏิกิริยา
อินเตอรเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมซ่ึงเรงดวยเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ โดยศึกษา
การแยกไลเปสออกจากยางมะละกอ และสภาวะทีเ่หมาะสมสําหรับการสังเคราะหเนยโกโกเทียม 
ผลการศึกษาพบวา การแยกไลเปสซึ่งเปนสวนตะกอนของยางมะละกอออกจากน้ํายางมะละกอ 
สด โดยการเซนตริฟวจที่  9,500×g และทําตะกอนไลเปสใหแหงโดยวิธีไลโอฟไลเซชัน ไลเปสที่
แหงแลวมีนํ้าหนักคิดเปนรอยละ 10 ของน้ําหนักยางมะละกอ และมีแอคตวิิตใีนการไฮโดรไลซ 

นํ้ามันปาลม  725 ± 23 ยูนิตตอกรัมของตะกอนยางมะละกอแหง เอนไซมที่ไดมีปริมาณน้ํา  
3.60% และแอคติวติีนํ้า 0.396 การสังเคราะหเนยโกโกเทียมจากน้ํามันปาลมโดยปฏิกิริยา 
อินเตอรเอสเทอริฟเคชันซ่ึงเรงดวยไลเปสจากยางมะละกอไดรับอิทธิพลจาก สารที่ทําหนาทีใ่ห
หมูสเตียริล อัตราสวนของสับสเตรท ปริมาณน้ําเริ่มตนของเอนไซม เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา  
อุณหภูมิที่ใชในการทําปฏิกริิยา และปรมิาณเอนไซม ซ่ึงสภาวะทีเ่หมาะสมที่สดุของเอนไซมไล
เปสจากยางมะละกอในการเรงปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชัน ไดแก เมทิลสเตยีเรทเปนสารที่
ใหหมูสเตียริลไดดีที่สุดและใชในอัตราสวนที่มากกวาน้ํามันปาลม 4 เทา ปริมาณแอคติวิตีนํ้า

ของงเอนไซมเทากับ 0.11 เวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา 4 ชั่วโมง อุณหภูมิ 45 οซ และปริมาณ
เอนไซมที่ใชคดิเปนรอยละ 18 โดยน้ําหนักของเอนไซม ซ่ึงใหผลผลิตของเนยโกโกเทียมคิดเปน 
รอยละ 55 ของน้ํามันปาลมที่ใช และจากการศึกษาคณุสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของเนย 

โกโกเทียมที่สงัเคราะหไดพบวา เนยโกโกเทียมมีปริมาณกรดไขมันอิสระคิดเปนรอยละ 9.75 ± 

0.41 คาไอโอดีน 44.89 ± 0.84 คาสปอนิฟเคชัน 193.19 ± 0.78 และมีจุดหลอมเหลว 37-39 
οซ  
 
คําหลัก : เนยโกโกเทียม, ไลเปสจากยางมะละกอ, นํ้ามันปาลม 
 
 
 



 ค

Project Code : MRG5080339 
Project Title : Modification of palm oil structure to cocoa butter using lipase from carica  
                        papaya lipase  
Investigator : Dr. Porntippa  Pinyaphong    Uttaradit Rajabhat University 
E-mail Address : porntippapinyaphong@yahoo.com 
Project Period : 2 years (2 July 2007 to 1 July 2009) 
 

Abstract 
 

 The objective of this research was to investigate the synthesis of cocoa butter 
equivalent from interesterification of palm oil catalyzed by Carica papaya lipase. 
Separation of lipase from papaya latex and the optimum condition of cocoa butter 
synthesis were studied. It was found that the insoluble part of papaya latex was 
separated by centrifugation at 9,500×g and then was dried by lyophilization. The yield of 

lipase powder was 10% w/w of latex. The enzyme possessed 725 ± 23 units of lipase/g 
of lyophilized particulate, 3.60% water content and 0.396 water activity. Synthesis of 
cocoa butter from interesterification of palm oil catalyzed by carica papaya lipase was 
affected by acyl donor sources, substrate ratio, initial water of enzyme, reaction time, 
reaction temperature and the amount of enzyme. The best reaction conditions were 
methyl stearate acted as the best acyl donor, substeate ratio (palm oil : methyl stearate, 
mol/mol) at 1 : 4, water activity of enzyme at 0.11, reaction time at 4 h, reaction 

temperature at 45 οC and 18% by weight of the enzyme. The yield of cocoa butter 
equivalent was 55% based on palm oil used. The chemical and physical properties of 

cocoa butter equivalent were 9.75 ± 0.41% free fatty acid, 44.89 ± 0.84 iodine number, 

193.19 ± 0.78 sponification value and melting point at 37-39 οC. 
 
Keywords : cocoa butter equivalent, Carica papaya lipase, palm oil 
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บทที่ 1 
บทนํา (Introduction) 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของการวิจัย 

เนยโกโกอยางดีเปนสวนของไขมันที่สกัดออกมาจากโกโกลิเควอร (Cocoa liquor) ดวยการ
บีบอัดดวยแรงไฮโดรลิก ซ่ึงมีคุณภาพดแีละราคาแพง เนยโกโกใชเปนสวนผสมที่สําคัญในการ
ผลิตช็อคโกแลตโดยจะใหสมบัติทางดานประสาทสัมผัสแกช็อคโกแลต เชน ทําใหช็อคโกแลตมีรส
อรอย กรอบ และคอย ๆ ละลายในปาก เนยโกโกประกอบดวยไตรเอซิลกลีเซอรอลที่สําคัญ 3 ชนดิ 
คือ 1,3-palmitoyl-2-oleoylglycerol (POP) 1-palmitoyl-2-oleoyl-stearoylglycerol (POSt) และ 1,3-
stearoyl-2-oleoylglycerol (StOSt) (Liu, Chang & Liu.  2007 : 1303-1311) และประกอบดวยกรด
ไขมันที่สําคัญคือ กรดปาลมมิทิกรอยละ 24.4 กรดสเตียริกรอยละ 33.6 กรดโอเลอิกรอยละ 37.0 
กรดไลโนเลอิกรอยละ 3.4 และกรดไขมันชนิดอื่น ๆ อีกรอยละ 1.6 (Shukla.  1996 : 66-94) ใน
ปจจุบันมีการใชเนยโกโกเทียมซึ่งผลิตไดจากไขมันและน้าํมันพืชแหลงอื่น ๆ เชน น้ํามันปาลม  
(Palm oil) โคคัมบัตเตอร (Kokum butter) และ เชียรบัตเตอร (Shea butter) เปนตน ทดแทนเนย
โกโกที่ผลิตจากเมล็ดโกโกซ่ึงมีราคาแพงเพือ่ลดตนทุนการผลิตเนยโกโก  เนยโกโกเทียมที่
สังเคราะหจากน้ํามันปาลม เปนไขมันที่มีคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพใกลเคยีงกับเนยโกโกมาก 
ที่สุด เพราะองคประกอบของกรดไขมันและไตรเอซิลกลีเซอรอลของน้ํามันปาลมใกลเคียงกบั 
องคประกอบในเนยโกโก การสังเคราะหเนยโกโกจากน้าํมันปาลมใชปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเค 
ชัน ซ่ึงสามารถเรงไดโดยใชสารเคมีหรือใชเอนไซมไลเปสที่มีความจาํเพาะเจาะจงตอตําแหนงของ
หมูเอซิล (acyl residue) ที่ตําแหนงคารบอนตัวที่ 1 และ 3 ของกลีเซอรอลในโมเลกุลไตรเอซิลกลีเซ
อรอล การใชเอนไซมไลเปสมีขอดทีี่เหนอืกวาการใชสารเคมี คือ สภาวะที่ใชในการเรงปฏิกิริยานั้น
ไมมีความรุนแรง เนื่องจากไมตองใชอุณหภูมิสูง และปฏิกิริยาจะมีความจําเพาะเจาะจงสูงจึงลดการ
เกิดผลิตภณัฑขางเคียง (by-product) ทําใหไดผลผลิตเนยโกโกในปริมาณมาก ไลเปสที่ใชเรง
ปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันสวนมากเปนไลเปสจากจุลินทรีย ซ่ึงมีราคาแพง ทําใหไมสามารถ
นําไปใชไดจริงในระดับอุตสาหกรรม 
 ยางมะละกอเปนแหลงของเอนไซมพาเพนที่ใชกนัอยางกวางขวางในอุตสาหกรรมอาหาร 
เชน ใชทําใหเนื้อนุม ใชในการผลิตเบียร และใชในการผลิตยา (Moussaoui and others.  2001 : 556-
570) ในสวนตะกอนของยางมะละกอยังพบความสามารถของเอนไซมไลเปสอีกดวย และเอนไซม
ไลเปสจากยางมะละกอนีม้ีความจําเพาะตอตําแหนงของหมูเอซิลที่ตําแหนงคารบอนตัวที่ 1 และ 3 
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ของกลีเซอรอลในโมเลกุลไตรเอซิลกลีเซอรอลเชนเดียวกับเอนไซมไลเปสจากจุลินทรีย(Villeneuve 
and others.  1997 : 637-639)  แตเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอมีราคาถูกกวาและสามารถนํามาใช
ในรูปของตะกอนไดโดยตรง ซ่ึงจัดเปนการตรึงเอนไซมโดยธรรมชาติ ในอุตสาหกรรมที่เกี่ยวกบั
การดัดแปลงไขมันและน้ํามนั มีการใชเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอเรง ปฏิกิริยากันอยาง
แพรหลาย เชน การดัดแปลงโครงสรางของไขมันในนม (Graille, Pina & Muderwha.  1991 : 10-13) 
และการสังเคราะหไตรเอซิลกลีเซอรอลชนิดที่ใหพลังงานต่ํา (Foglia & Villeneuve.  1997 : 1447-
1450) ดวยเหตุผลดังกลาวจงึเปนที่นาสนใจที่จะดัดแปลงโครงสรางของน้ํามันปาลมใหเปนเนยโกโก
เทียมเพื่อเปนการเพิ่มมูลคาของน้ํามันปาลมซึ่งเปนวัตถุดิบที่มีในประเทศไทยโดยใชเอนไซมไลเปส 
จากยางมะละกอ ซ่ึงปกติมกีารปลูกไดทกุภาคของประเทศ ทั้งนี้จะชวยเพิ่มมูลคาใหกับมะละกออีก
ทางหนึ่งดวย 
 

1.2 เนยโกโก (Cocoa butter) 
 สํานักงานอาหารและยาของอังกฤษใหคําจาํกัดความของเนยโกโกวา เนยโกโกเปนไขมันที่
สามารถรับประทานได ไดมาจากเมล็ดโกโก (Theobroma cocoa) ที่สมบูรณกอนหรือหลังการ
อบแหง (Minifie,  1989 : unpaged) เนยโกโกเปนไขมนัธรรมชาติที่ไดจากเมล็ดโกโก โดยนําเนือ้
โกโกมาบีบอัดดวยแรงไฮโดรลิก (Hydrolic press) หรือบีบอัดดวยเครื่อง (Expeller press) เนยโกโก
จะใหสมบัติทางดานประสาทสัมผัสแกช็อกโกแลตและผลิตภัณฑขนมหวานตาง ๆ เนยโกโกมี
ปริมาณไตรเอซิลกลีเซอรอลชนิด Stearic-Oleic-Stearic (SOS) สูง จึงไปเพิ่มความแข็ง ยับยั้งการเกดิ
ฝาสีขาวบริเวณผิวหนาช็อคโกแลต และลดเวลาในการควบคุมผลึก (Tempering) ทําใหผลึกของเนย
โกโกอยูในรูปคงตัว จึงสงผลใหไมเกดิฝาสีขาวบนผิวหนาช็อคโกแลต (Reddy and Phabhaker,   
1994 : 1-3) 
 กระบวนการผลิตเนยโกโกแสดงดังรูป 1.1 เร่ิมจากการนาํเมล็ดโกโกทีผ่านการหมักและการ
ทําแหงแลวมาลางทําความสะอาดทําใหแตกเปน 2 ซีก ผานเขาเครื่องกําจัดเปลือกออกโดยใชลมเปา 
จะไดสวนเนื้อที่เรียกวาเนื้อโกโก (Cocoa nib) แลวนํามาอบที่อุณหภูม ิ 100-140 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10-35 นาที จากนัน้ทําปฏิกิริยากับดางเพื่อปรับปรุงสีและกลิ่นรสของโกโก ดางที่ใชไดแก ไบ
คารบอเนต คารบอเนต ไฮดรอกไซดของโซเดียม โพแทสเซียม หรือ แอมโมเนียม แลวนําเนื้อโกโก
มาบดเพื่อลดขนาดและทําใหเซลลไขมันแตก ไขมันจะออกมานอกเซลลซ่ึงจะมีลักษณะเปน
ของเหลวเรียกวา โกโกลิเควอร (Cocoa liquor) หลังจากนั้นนําไปบีบอัดเพื่อสกดัใหไดเนยโกโก
ออกมา ซ่ึงจะมีวิธีสกัด 3 วธีิ ไดแก (1) นําไปบีบอัดดวยแรงไฮโดรลิก แลวกรอง จะไดเนยโกโก
ออกมา ซ่ึงจะไดเนยโกโกอยางดีจากการบีบอัด (Prime press cocoa butter) ซ่ึงมีคุณภาพดแีละมรีาคา 
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เมล็ดโกโกที่ผานการหมักและการทําแหงแลว 
 
 

ทําความสะอาด (Cleaning) 
 
 

อบ (Roasting) 
 
 

ทําปฏิกิริยากับดาง (Alkalization หรือ Dutching) 
 
 

บด (Grinding) 
 
 

โกโกลิเควอร (Cocoa liquor) 
 
 

บีบอัด (Pressing) 
 
 
 

          โกโกเคก (Cocoa cake)                                                                        เนยโกโก (Cocoa butter) 
 
        บดเปนผง (Pulverizing) 
 
       ผงโกโก (Cocoa powder) 
 
รูป 1.1 กระบวนการผลิตเนยโกโก 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Wainwright (1996) 
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แพงที่สุดในโลก ดังนั้นจึงเปนวิธีที่ยอมรบัมากที่สุด โดยเนยโกโกทีไ่ดมีลักษณะสเีหลืองออนมีกล่ิน
หอมของโกโก (2) นําเมล็ดโกโกไปใหความรอนดวยไอน้ํากอน แลวนํามาบีบอัดดวยเครือ่ง  
Expeller press บางครั้งจะใชเมล็ดโกโกที่มคีุณภาพดอยมาสกัดโดยตรง แตกล่ินรสของโกโกที่ไดจะ
เจือจางกวาน้ํามันที่ไดจากการบีบอัดดวยแรงไฮโดรลิก และ (3) นําสวนของกากที่เหลือจากการบบี
อัดมาสกัดดวยตัวทําละลาย (Solvent extraction cocoa butter) เพื่อนาํสวนของไขมนัที่ติดอยูมาใช 
เนยโกโกแบบนี้จะไมมีกล่ินโกโกและไมนาํมาใชในผลิตภัณฑอาหาร (สุวรรณา สุภิมารส.  2543 : 
237-296; Wainwright,  1996 : 353-407) 
 

1.3 สมบัติทางกายภาพและเคมีของเนยโกโก 
 เนยโกโกประกอบดวยไตรเอซิลกลีเซอรอลรอยละ 98 ไดเอซิลกลีเซอรอลรอยละ 0.3-0.5 
โมโนเอซิลกลีเซอรอลรอยละ 0.1 กรดไขมันอิสระรอยละ 1 สเตอรอลรอยละ 0.2 โทโคฟรอล 150-
200 สวนในลานสวน ฟอสโฟลิปดรอยละ 0.05-0.13 และไกลโคลิปดรอยละ 11.1 (Minifie,  1989) 
เนยโกโกจะแข็งตัวที่อุณหภมูิ 20 องศาเซลเซียส เร่ิมหลอมที่อุณหภูมิ 30-32 องศาเซลเซียส และมีจดุ
หลอมเหลวทีอุ่ณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส มีสีเหลืองออน และหลอมละลายอยางรวดเร็วในปาก 
(Davis & Dimick,  1989 : 1488) เนยโกโกจะชวยปรับปรงุสมบัติทางเคมีและกายภาพของ
ช็อกโกแลตหรือผลิตภัณฑขนมหวาน ซ่ึงเปนสมบัติเฉพาะตวัไดแก ความมันวาว และสมบัตกิาร
หลอมเหลว เปนตน เนื่องมาจากเนยโกโกเปนไขมนัพชืที่มีองคประกอบของไตรเอซิลกลีเซอรอล
ชนิดที่มีกรดไขมันไมอ่ิมตัวอยูในตําแหนงที่ 2 (2-monounsaturated triacylglycerol) มากกวารอยละ 
80 ของไตรเอซิลกลีเซอรอลทั้งหมด โดยไตรเอซิลกลีเซอรอลที่สําคัญและมีปริมาณมากที่สุด ไดแก 
1,3-ปาลมมิโทอิล-2-โอลิโออิลกลีเซอรอล (POP) 1-ปาลมมิโทอิล-2-โอลีโออิล-สเตียโรอิลกลีเซ
อรอล (POSt) และ 1,3-สเตียโรอิล-2-โอลีโออิลกลีเซอรอล (StOSt) (Loisel and others,  1998 : 73-
79; Lipp and Anklam,  1998 : 73-97; Wainwright,  1996 : 353-407) ทําใหสามารถตกผลึกรวมและ
ซอนกันไดด ี สงผลใหเนยโกโกมีรูปผลึกที่คงตัวจึงสามารถหลอมเหลวไดอยางรวดเร็วที่อุณหภูมิ
รางกาย เนือ่งจากรูปผลึกที่คงตัวจะมีจุดหลอมเหลวอยูในชวง 33-37 องศาเซลเซียส ดังนั้น
ช็อกโกแลตทีผ่ลิตสามารถหลอมเหลวไดดใีนปาก สงผลใหความรูสึกในปาก (mouth feel) ที่ดี 
(Loisel and others,  1998 : 73-79; Lipp and Anklam,  1998 : 73-97; Wainwright,  1996 : 353-407) 
เนยโกโกประกอบดวยกรดไขมันที่สําคัญ 3 ชนิด คือ กรดปาลมมิทิกรอยละ 24.4 กรดสเตียริกรอย
ละ 35.4 และกรดโอเลอิกรอยละ 38.1 และไตรกลีเซอไรดที่สําคัญอีก 3 ชนิด คือ POP รอยละ 13-19 
POSt รอยละ 36-48 StOSt รอยละ 23-29 (Lawler and Dimick,  1998 : 229-247; Wainwright,  1996 
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: 353-407) นอกจากนี้สมบตัิทางกายภาพและทางเคมีอ่ืนๆ เชน จุดหลอมเหลว คาไอโอดีน คาสปอ
นิฟเคชัน และคากรดไขมันอสิระ เปนตน แสดงดังตาราง 1.1 
 
ตาราง 1.1 สมบัติทางกายภาพและทางเคมขีองเนยโกโก 

สมบัติทางกายภาพและทางเคมี เนยโกโก 

จุดหลอมเหลว (οซ) 32-34 

คาไอโอดีน (กรัม/100กรัม) 35-40 
คาสปอนิฟเคชัน (มก./กรัม) 188-198 
คากรดไขมันอสิระ(% กรดปาลมิทิก) 1.5 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Wainwright (1996) 
 

1.4 เนยโกโกเลียนแบบ (Cocoa Butter Alternatives; CBAs) 
 เนยโกโกเลียนแบบเปนไขมนัที่ใชทดแทนเนยโกโกในการผลิตช็อกโกแลต เปนเนยที่มี
ลักษณะแข็ง (Hard butter) โดยผลิตภณัฑที่ไดจะมีคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพใกลเคียงกับเนย
โกโก ไดแก องคประกอบของกรดไขมนัและชนดิของไตรเอซิลกลีเซอรอลเปนตน ซ่ึงจะสงผลให
เนยโกโกเทียมหลอมเหลวอยางรวดเร็วที่อุณหภูมิรางกายและมีความคงตัวสูงเชนเดียวกับเนยโกโก
ธรรมชาติ (Lipp and Anklam,  1998 : 73-97; Wainwright,  1996 : 353-407; Gegiou and 
Staphylakis,  1985 : 1047-1051) 
 การเลือกแหลงวัตถุดิบที่เหมาะสมในการผลิตเนยโกโกเทียมตองพิจารณาถึงเหตุผล
ดังตอไปนี้ (Undurraga and others,  2001 : 933-939) 
 1. พืชชนิดนัน้ตองมีปริมาณของกรดโอลีอิกสูง โดยเฉพาะตําแหนงที่ 2 ของไตรเอซิลกลีเซ
อรอล เนื่องจากตองการผลิตภัณฑที่มีไตรเอซิลกลีเซอรอลอยูในรูปที่มกีรดโอลีอิกอยูในตําแหนงที่ 2 
และกรดไขมันอิ่มตัวอยูในตําแหนงที ่ 1 และ 3 (2-oleodisaturated) ในปริมาณสูงเพื่อใหไดรูปแบบ
การหลอมเหลวและจุดหลอมเหลวใกลเคียงกับเนยโกโกมากที่สุด (Khumolo and others,  2002 : 
237-244) 
 2. ราคาไมแพง 
 3. หาไดงาย และมีปริมาณมากพอ 
 
 องคประกอบของกรดไขมนัและชนดิของไตรเอซิลกลีเซอรอล ที่ไดจากไขมันพืชแหลงอื่น 
ๆ เพื่อใชเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหเนยโกโกเลียนแบบเทียบกับเนยโกโก แสดงดังตาราง 1.2 
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และ 1.3 ตามลําดับ จะเห็นไดวาน้ํามนัปาลมจะมีองคประกอบของกรดไขมัน และชนดิของไตรกเอซ ิ
ลกลีเซอรอลใกลเคียงกับเนยโกโกและมีราคาไมแพง เนยโกโกเลียนแบบจัดเปนไขมันดดัแปลง
โครงสราง (Structured lipid) ซ่ึงเปนน้ํามันหรือไขมันที่มีการเปลี่ยนแปลงชนิด และตําแหนงของ 
กรดไขมันไวอยางจําเพาะเจาะจงบนโมเลกุลของกลีเซอรอล โดยจะเปนชนิดทีใ่หลักษณะเฉพาะของ
ผลิตภัณฑ (Khumolo and others.  2002 : 237-244) 
 
ตาราง 1.2 องคประกอบของกรดไขมันในน้ํามันที่ไดจากไขมันพืช แหลงตาง ๆ เทียบกบัเนยโกโก 

แหลงของน้ํามนัในการสังเคราะหเนยโกโกเลียนแบบ ชนิดกรดไขมัน  เนยโกโก 
น้ํามันปาลม ถ่ัวอิลลิเป เชียร แซล โกกัม 

กรดปาลมมิทิก (P) 25 45 16 4 5 2 
กรดสเตียริก (St) 36 5 46 43 44 57 
กรดโอเลอิก (O) 34 38 35 45 40 40 
กรดไลโนเลอิก (L) 2 10 - 7 2 22 
กรดอะราชิดกิ (Ar) 22 - 2 - 7 - 
ที่มา : Wainwright (1996) 
 
ตาราง 1.3 ไตรเอซิลกลีเซอรอลของน้ํามันที่ไดจากไขมันพืช แหลงตาง ๆ เทียบกบัเนยโกโก 

แหลงของน้ํามนัในการสังเคราะหเนยโกโกเลียนแบบ ไตรเอซิลกลีเซอรอล เนย
โกโก น้ํามันปาลม ถ่ัวอิลลิเป เชียร แซล โกกัม 

POSt 39 3 35 5 11 5 
StOSt 26 - 45 40 42 72 
POP 16 26 7 - 1 - 
StOAr 2 - 4 2 13 - 
StLP 4 2 - - - - 
PLP 2 7 - - - - 
StLSt 22 2 - - - - 
StOO 4 3 3 27 16 15 
ที่มา : Wainwright (1996) 
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1.4.1 ชนิดของเนยโกโกเลียนแบบ 
 เนยโกโกเลียนแบบสามารถแบงไดเปน 3 ชนิดใหญ ๆ ดังนี้ (Lipp and Anklam,  1998 : 73-
97; Wainwright,  1996 : 353-407) 
 
1.4.1.1 Cocoa Butter Equivalents (CBEs) 
 CBEs เปนไขมันพืชในกลุมที่ไมมีกรดลอริก (Non-lauric fat) มีคุณสมบัติเหมือนกับเนย
โกโก และสามารถใชทดแทนเนยโกโกไดทุกสวนในการผลิตช็อกโกแลต โดยไมทําใหคุณสมบตัิ
ของช็อกโกแลตไดแก การหลอมเหลว กระบวนการผลิต และคณุลักษณะการไหลเปลี่ยนแปลงไป 
CBEs ผลิตจากไขมันพืชตาง ๆ เชน ไขมนัปลาม ไขมันโกกัม หรือ ไขมันเชีย เปนตน โดยนํามาดัด
แปรโครงสรางดวยเอนไซมโดยทําใหเกดิปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน และ อินเตอรเอสเทอริ
ฟเคชัน เนยโกโกเทียมกลุมนีม้ี 2 ชนิดคือ 

(ก) Cocoa Butter Extenders (CBEXs) สามารถใชทดแทนเนยโกโกไดเพยีงปริมาณนอย
โดยไมทําใหการหลอมเหลว กระบวนการผลิต และคุณลักษณะการไหลเปลี่ยนแปลงไป แต CBEXs 
จะมีคุณสมบัตทิางเคมีและฟสิกสไมเหมือนกับเนยโกโก 
 (ข) Cocoa Butter Improvers (CBIs) มสีมบัติใกลเคียงกับเนยโกโก แตจะมีไขมันแข็ง (Solid 
fat) สูงกวา จึงใชในการปรับปรุงความออนตัวของเนยโกโก 
 
1.4.1.2 Cocoa Butter Replacers (CBRs) 
 เปนไขมันพืชในกลุมที่ไมมกีรดลอริกที่ไดมาจากน้ํามันถ่ัวเหลือง เมล็ดฝาย และ เมล็ด 
ปาลม แลวนํามาผานกระบวนการไฮโดรจีเนชัน และ การแยกลําดับสวน ซ่ึงทําใหสมบัติแตกตาง
จากเนยโกโกเชน การกระจายตัวของกรดไขมันในไตรเอซิลกลีเซอรอล เปนตน จงึใชทดแทนเนย
โกโกไดเพยีงเล็กนอยเทานัน้ 
 
1.4.1.3 Cocoa Butter Substitutes (CBSs) 
 เปนไขมันพืชในกลุมที่ไมมกีรดลอริค ซ่ึงไดจากน้ํามันปาลมและน้ํามันมะพราวมาดัดแปร  
ทางเอนไซมเพื่อใหเกิดปฏกิิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชัน ผลิตภัณฑที่ไดมสีมบัติทางกายภาพ
ใกลเคียงกับเนยโกโก แตสมบัติทางเคมีจะแตกตางกนัจึงเหมาะที่จะใชทดแทนเนยโกโกไดรอยละ 
100 
 องคประกอบของกรดไขมนั ชนิดของไตรเอซิลกลีเซอรอล บทบาทหนาที่และแหลงน้ํามัน
หรือ ไขมันที่ใชในการสังเคราะหเนยโกโกเลียนแบบทั้ง 3 ชนิด สรุปไดดังตาราง 1.4 
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ตาราง 1.4 องคประกอบกรดไขมันแลไตรเอซิลกลีเซอรอล และแหลงไขมันที่ใชในการสังเคราะห
เนยโกโกเลียนแบบชนิดตาง ๆ 
ชนิดเนยโกโกเลียนแบบ แหลงของพืช กรดไขมัน ไตรเอซิลกลีเซอรอล 

CBEs น้ํามันปาลม, เนย
อิลลิเป, เนยเชียร, 
และเนยโกกัม 

ปาลมมิติก, สเตียริก, 
โอเลอิก และไลโนเล
อิก 

POP, POS และ SOS 

CBRs น้ํามันถ่ัวเหลือง และ 
ปลามโอเลอิน  

ปาลมมิติก, สเตียริก
และไลโนเลอกิ 

PEE และ SEE 
 
 

CBSs น้ํามันมะพราว  และ 
น้ํามันเมล็ด ปาลม 

ลอริคและไมริสทิก LLL, LLM และ 
LMM 

ที่มา : Lipp and Anklam (1998) 
  

เนยโกโกเลียนแบบที่ดีตองประกอบดวยไตรเอซิลกลีเซอรอลในรูป POP POSt และ StOSt 
ประมาณรอยละ 80 จึงจะสามารถใชแทนเนยโกโกไดดี ซ่ึงสงผลใหผลิตภณัฑช็อคโกแลตที่ไดมี
คุณภาพดีดวย (Wainwright,  1996 : 353-407;  Minifie,  1989 : unpaged; Gegiou and Staphylakis,  
1985 : 1047-1051) 
 

1.5 การผลิตเนยโกโกเลียนแบบโดยกระบวนการอนิเตอรเอสเทอริฟเคชัน 
 กระบวนการอนิเตอรเอสเทอริฟเคชัน (Interesterification) จัดเปนปฏกิิริยาทรานเอสเทอริ
ฟเคชัน (Tranesterification) ประเภทที่มกีารแลกเปลี่ยนหมูเอซิลในโครงสรางไตรเอซิลกลีเซอรอล
จากตัวหนึ่งไปยังอีกตวัหนึ่ง (Ester-ester exchange) เพื่อใหเกิดการจดัเรียงตัวใหมของกรดไขมันที่
เปนองคประกอบไดเปนไตรเอซิลกลีเซอรอลรูปแบบใหม ซ่ึงทําใหสมบัติทางเคมีและกายภาพของ
ไขมันและน้ํามันแตกตางจากไขมันเดิมตามตองการ (Wainwrigth,  1996 : 353-407; Mojovic and 
others,  1993 : 438-443; Macrae,  1983 : 291-294) ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันประเภทตาง ๆ 
แสดงดังรูปที่ 1.2 กระบวนการอินเตอรเอสเทอริฟเคชันสามารถเกิดขึ้นได 2 วิธี คือ การใชสารเคม ี
(Chemical Interesterification) เชน โซเดียม และ โซเดียมอัลคอกไซด และการใชเอนไซม (Enzyme 
Interesterification) เปนตวัเรงปฏิกิริยา ซ่ึงปจจุบันนิยมใชเอนไซมไลเปสมากกวาการใชสารเคมี
เนื่องจาก เอนไซมไลเปสมีความจําเพาะเจาะจงสูงกวา ทําใหควบคุมปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นไดและ
สามารถผลิตผลิตภัณฑใหมีรูปแบบของไตรเอซิลกลีเซอรอลใหมตามตองการไดอยางรวดเร็ว ซ่ึงจะ 
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(ก) แอซิโดไลซีส (Acidolysis) 
 R1-COOR’     +     R2-COOH                                      R2-COOR’     +     R1-COOH  
 
(ข) อัลกอฮอไลซีส 
 R-COOR1’     +     HO-R2’                                          R-COOR2’     +     HO-R1’         
 
(ค) อินเตอรเอสเทอริฟเคชัน  

R1-COO-R1’     +      R2-COO-R2’                              R1-COO-R2’     +    R2-COO-R1’    
 
รูป 1.2 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันชนิดตาง ๆ ไดแก (ก) แอซิโดไลซีส (ข) อัลกอฮอไลซีส และ 
(ค) อินเตอรเอสเทอริฟเคชัน 
 
ชวยลดผลิตภณัฑขางเคียง (By product) ที่เกิดขึ้นในระหวางการเกิดปฏิกิริยาลง นอกจากนั้นการ
ผลิตเนยโกโกเลียนแบบดวยวิธีนี้จะมีประสิทธิภาพสูงกวาการใชสารเคมีเพราะการใชสารเคมี       
จําเปนตองใชรวมกับอุณหภมูิที่สูงมากจึงสงผลใหคุณภาพของผลิตภัณฑเสียไป ในขณะที่การใช
เอนไซมสามารถเรงปฏิกิริยาในสภาวะทีไ่มรุนแรง (อุณหภูมิ ความเปนกรด-ดาง และความดันปกติ) 
และใชพลังงานนอย เอนไซมไลเปสที่ใชในการเรงปฏิกริิยา จะเลือกชนิดที่มีความจําเพาะเจาะจงตอ
ตําแหนงที ่ 1 และ 3 ของไตรเอซิลกลีเซอรอล เนื่องจากเอนไซมจะไปทําลายพันธะของโครงสราง
ไตรเอซิลกลีเซอรอลเฉพาะตําแหนงที ่ 1 และ 3 เทานั้น ทําใหเกิดผลิตภัณฑตามที่ตองการคอื ไตรเอ
ซิลกลีเซอรอลใหมที่มีโครงสรางเปลี่ยนแปลงไปเฉพาะกรดไขมันในตําแหนงที่ 1 และ 3 เทานั้น ดัง
แสดงในรูป 1.3 ซ่ึงตางจากการใชเอนไซมไลเปสชนิดที่ไมมคีวามจําเพาะเจาะจงตอตําแหนง 
เอนไซมจะตดัแบบสุมทุกตําแหนงของไตรเอซิลกลีเซอรอล ทําใหไดผลิตภณัฑที่ตองการนอย
เชนเดยีวกับการใชตัวเรงปฏกิิริยาทางเคมี (รูป 1.3) นอกจากนี้ควรใชเอนไซมที่ผานการตรึงรูป จะ
ใหประโยชนสูงสุดและคุมทุนมากกวาเมือ่เทียบตอหนวยกับเอนไซมอิสระ (Undurraga and others,   
2001 : 933-939) 

กระบวนการอนิเตอรเอสเทอริฟเคชันที่มีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกริิยา ตองการน้ําเพื่อ 
กระตุนการทํางานของเอนไซม ซ่ึงปริมาณน้ําที่เหมาะสมคือ รอยละ 1-10 ของน้ําหนักไขมนัที่ใชทํา 
ปฏิกิริยา เนื่องจากถาปรมิาณน้ําสูงเกนิไปจะทําใหสมดุลของระบบเลื่อนเขาสูสมดุลของปฏิกิริยา 
ไฮโดรไลซีส ดังนั้นในระบบจะตองใชตัวทําละลายอินทรียที่เหมาะสมเพราะจะมีผลตอการลด
ปริมาณน้ํา เชน ปโตรเลียมอีเธอร (จุดหลอมเหลว 60-80 องศาเซลเซียส) 
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(ก) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ข) 
 

รูป 1.3 รูปแบบไตรเอซิลกลีเซอรอลที่ไดจากการใชเอนไซมไลเปสชนิดที่มีความจําเพาะเจาะจงตอ
ตําแหนงที่ 1 และ 3 ของไตรกลีเซอไรด (ก) และการใชสารเคมีหรือเอนไซมไลเปสที่ไมมี
ความจําเพาะเจาะจงตอตําแหนงของไตรเอซิลกลีเซอรอล (ข) เปนตวัเรงปฏิกิริยาอนิเตอรเอสเทอริ
ฟเคชัน 
 
 

การเลือกใชตวัทําละลายตองคํานึงถึงผลกระทบที่เกิดขึน้ตอระบบการทํางานของเอนไซม
ดวย โดยจะใชเอนไซมที่ถูกตรึงเพื่อชวยไมใหเอนไซมถูกทําลายดวยตัวทําละลายอนิทรีย พบวาตัว
สนับสนุน (support) ที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซมไลเปสที่ใชตัวทาํละลายไมมีขัว้ ไดแก ซีไลท 
เปอรไลท และซิลิกาเจล (Mojovic and others,  1993 : 438-443) ปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันจะ
เกิดขึ้นที่อุณหภูมิ 20-60 องศาเซลเซียส และตองมีการควบคุมความเปนกรด-ดาง ไมใหเปนกรดแก
หรือดางมากเกินไป ซ่ึงอยูในชวงที่เอนไซมทํางานได โดยชวงที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
ไลเปสคือ  ถาเปนไลเปสจากสัตว ความเปนกรด-ดางทีเ่หมาะสมอยูในชวง 8 ถึง 9 แตขึ้นอยูกับชนิด
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ของสับสเตรท ปริมาณเกลอื และชนิดของอิมัลซิไฟเออรที่ใชอาจมีผลตอการเปลี่ยนแปลงคาความ
เปนกรด-ดางที่เหมาะสมใหอยูในชวงที่เปนกรดได สวนไลเปสจากจลิุนทรียทํางานไดดีในชวงความ
เปนกรด-ดาง 5.6 ถึง 8.5 และมีความคงตวัสูงในชวงความเปนกรด-ดางที่เปนกลาง ไลเปสสวนใหญ
ทํางานไดดใีนชวงอุณหภูม ิ 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส และไลเปสจากจุลินทรียมีความคงตวัตอ
อุณหภูมสูิงกวาไลเปสจากพชืและสัตว โดยเฉพาะไลเปสจากเชื้อ Pseudomonas สามารถทนอุณหภูมิ
ไดสูงถึง 100 องศาเซลเซียส และการทําใหเกิดปฏกิิริยาไดดีควรมกีารกวนตลอดเวลาเพื่อใหเอนไซม
เกิดการกระจายตัวที่สม่ําเสมอและตองทําในภาชนะปด เพื่อปองกันอากาศและความชื้น 

1.6 ยางมะละกอ 

ยางมะละกอเปนของไหลมลัีกษณะคลายน้ํานมซึ่งประกอบดวย  2 สวนคือสวนที่เปนน้ํา  
85% และสวนที่เปนตะกอนไมละลายน้ําอกี 25% สวนทีล่ะลายน้ําประกอบดวย คารโบไฮเดรต 10% 
เกลือ 10% และไขมัน 5% นอกจากนี้มีสารชีวโมเลกุลอ่ืนๆ อีกเชน กลูตาไธโอนและ ซีสเตอีนโปรติ
เอส (30%) และโปรตีนอื่นๆ อีก 10% เอนไซมฺยอยโปรตีนที่ไดจากยางมะละกอไดมีการนํามาใชใน
อุตสาหกรรมอาหารกันอยางกวางขวาง ตวัอยางเชนใชทําใหเนื้อนุม ใชในการผลิตเบียร และใชใน
การผลิตยา (Moussaoui and others,  2001 : 556-570)  การใชเอนไซมจากพืชเชนไลเปสมีขอดีที่
เหนือกวาเอนไซมจากสัตวและจุลินทรียคอืแหลงของเอนไซมมีมากกวา ราคาถูกกวา สามารถทําให
บริสุทธิ์ไดงายกวาและมีความจําเพาะที่มากกวา (Villeneuve and others,  1997 : 637-639 และ 
Villeneuve and others,  1997 : 91-94)  ความสามารถของเอนไซมไลเปสในพืชมกัพบในสวนของ
เมล็ดที่กําลังงอก และในเมล็ดของพืชน้ํามัน สําหรับไลเปสในยางมะละกอไดมีรายงานการพบครั้ง 
แรกในป ค.ศ. 1995 (Giordani, Moulin & Verger,  1991 : 1069-1072) 

1.6.1 การเกบ็ยางมะละกอ 

การเก็บยางมะละกอควรทําในชวงเชาเพราะเปนชวงที่น้ํายางไหลสะดวก (Patron,  1952 : 
57-61 และ Krishnamurthy and others,  1960 : 433-436) ทําไดโดยกรดีผลมะละกอดิบตามแนวยาว
ลึกประมาณ 2.0 ถึง 2.5 มิลลิเมตร  3 รอยตอหนึ่งผล นําถวยหรือแกวพลาสติกมารองน้ํายางที่หยดลง 
มา หลังจากนัน้ขูดยางทีแ่หงติดอยูที่ผลมะละกอลงมาดวย ยางมะละกอที่เก็บไดควรเก็บไวที่อุณหภมู ิ

−20 องศาเซลเซียส เพื่อปองกันการสูญเสียความสามารถของเอนไซม โดยหนึ่งผลของมะละกอ
สามารถเก็บได 2 คร้ัง ซ่ึงแตละครั้งหางกัน 4 วัน (Mardigal and others,  1980 : 279-285) 

1.6.2 ไลเปสจากยางมะละกอ 
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          ยางมะละกอนอกจากมีเอนไซมโปรตีเอส เชนพาเพนซึ่งมีการประยกุตใชใน
อุตสาหกรรมมากมาย เชน การทําใหเนื้อนุม น้ํายาทําความสะอาดคอนแทคเลนส เปนสวนผสมใน 
ผงซักฟอกชวยกําจดัรอยเปอนและคราบเลือดเปนตน ยงัพบความสามารถของเอนไซมไลเปสในยาง
มะละกออีกดวย ตาราง 1.5 แสดงใหเห็นวาเอนไซมพาเพนที่บริสุทธิ์แลว จะไมพบความสามารถ 

ตาราง 1.5 เปรียบเทียบความสามารถของไลเปสในยางมะละกอและพาเพนบริสุทธิ์ 

เอนไซมที่เตรียมได ความสามารถของไลเปส  (ยูนิตตอกรัมเอนไซม) 

พาเพนบริสุทธิ์ ไมมี 
พาเพนที่ละลายนํ้าได ไมมี 
พาเพนที่ยังไมไดทําใหบริสุทธิ์ 1,567±35 

 

ของไลเปสเพราะวาเอนไซมไลเปสถูกกําจัดออกไประหวางขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ เฉพาะยาง
มะละกอทีย่ังไมผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์เทานั้นที่แสดงความสามารถของไลเปส ดังนั้นไลเปส
นาจะอยูในสวนที่เปนตะกอนของยางมะละกอ (Caro and others,  2000 : 891-901) ตนมะละกอที่
ตางสายพันธุกนัจะมีความสามารถของไลเปสในยางมะละกอไมเทากัน  

1.6.3 ความจําเพาะของไลเปสจากยางมะละกอ 

          ไลเปส เปนกลุมเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการยอยสลายในสภาวะทีม่ีน้ําเปนตวัทําละลาย และเรง 
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในตวัทําละลายอินทรยี ถากําหนดใหความจําเพาะตอตําแหนงคือ
ความสามารถในการยอยสลายที่ตําแหนงใดตําแหนงหนึง่เพียงอยางเดยีว หรือทั้งสองตําแหนงของ
ไตรเอซิลกลีเซอรอล ไลเปสจากยางมะละกอแสดงความจําเพาะตอตําแหนงสับสเตรทดังนี้คือ แสดง
ความจําเพาะตอตําแหนงทีห่นึ่งและสามของไตรเอซิลกลีเซอรอล ซ่ึงแสดงการยอยสลายไตรเอซิลก
ลีเซอรอลไดดังรูป 1.4 การยอยสารตั้งตนไตรเอซิลกลีเซอรอล (รูป 1.4ก) ของไลเปสในยางมะละกอ
ทําใหไดผลผลิตคือกรดไขมนั 1,2-ไดเอซลิกลีเซอรอล (รูป 1.4ข) และ 2,3-ไดเอซิลกลีเซอรอล (รูป 
1.4 ค) และ 2-โมโนเอซิลกลีเซอรอล (รูป 1.4ง) 
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CH2 − O − C − R1                                 R3 − C − OH          R1 − C − OH     CH2  − OH 

CH − O − C − R2        + H2O                        +                                    +               CH − O − C − R2  

CH2 − O − C − R3                                 CH2 − O − C − R1     CH2  − OH       CH2  − OH 

                                                                 CH − O − C − R2     CH − O − C − R2     

                                                                 CH2  − OH                  CH2 − O − C − R3                                                    

                                                                  

รูป 1.4  การยอยไตรเอซิลกลีเซอรอลของไลเปสจากยางมะละกอ 
 

1.7 การแปรรูปปาลมน้ํามัน 
 ปาลมน้ํามัน (Elaeis guineensis Jacq.) เปนพืชน้ํามันสําหรับใชในการบริโภคและอปุโภคที่ 
สําคัญ และสามารถใหปริมาณน้ํามันตอหนวยพื้นที่สูงมาก เมื่อเปรียบเทียบกับถ่ัวเหลืองและเมลด็
เรพ ประเทศผูผลิตน้ํามันปาลมรายใหญของโลกคือ มาเลเซีย รองลงมาคืออินโดนีเซีย ไนจีเรียน 
โคลัมเบีย และไทย ซ่ึงเปนผูผลิตน้ํามันปาลมเปนอันดบัที่ 5 ของโลก (Goh & Berhad,  2002 : 46-
50) โดยทัว่ไปน้ํามันปาลมดบิมีองคประกอบดงัตอไปนีค้ือ ไตรเอซิลกลีเซอรอลประมาณรอยละ 95  
กรดไขมันประมาณรอยละ 3-5 สวนประกอบอื่น ๆ ประมาณรอยละ 1 จากกระบวนการสกัดปาลม
น้ํามัน สามารถแบงน้ํามันปาลมตาม วัตถุดิบที่ใชสกัดเปน 2 ชนิด คือ น้ํามันปาลมดิบ และน้าํมัน 
เมล็ดในปาลม ซ่ึงมีองคประกอบกรดไขมันที่แตกตางกัน  โดยน้ํามันปาลมดิบและน้ํามันเมล็ดใน
ปาลมมีองคประกอบของกรดไขมันอิ่มตวัตอกรดไขมันไมอ่ิมตัว ในสัดสวน 50:50 และ 82:18 
ตามลําดับ 
 
1.7.1 การดัดแปรไขมนัและน้ํามัน 
 การเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของไขมันและน้ํามันเปนการปรับปรุงไขมันและน้ํามนัใหมี 
ความเหมาะสมในการนําไปใชประโยชน หรือดัดแปรเพื่อใหมีคณุสมบัติที่มีประโยชนหลากหลาย
เพิ่มขึ้น วิธีการดัดแปรหลกั ม ี3 วิธี คือ 
 
 

O O O

O

O O

O O

O

ไตรเอซิลกลีเซอรอล 
              (ก) 

กรดไขมัน กรดไขมัน 

1,2-ไดเอซิลกลีเซอรอล 
               (ข) 

2,3-ไดเอซิลกลีเซอรอล 
             (ค) 

1-โมโนเอซิลกลีเซอรอล (ง) 



 14

1.7.1.1 การแยกสวน (Fractionation) 
 ไขมันและน้ํามันเปนสวนผสมของไตรเอซิลกลีเซอรอลหลายชนิด แตละชนิดมีจดุ 
หลอมเหลวตางกัน จึงทําใหไขมันและน้าํมันมีจุดหลอมเหลวเปนชวง ในการดดัแปรดวยวิธีแยก 
สวนจะใชสมบัตินี้ในการแยกไขมันที่มีจดุหลอมเหลวตางกัน น้ํามนัทีใ่ชในการแยกสวนคือ น้ํามนั  
ปาลมซึ่งมีความเหมาะสมในการนํามาแยกสวนเพราะมีสวนความอิ่มตวัและไมอ่ิมตัวในสัดสวน
ใกลเคียงกัน การแยกสวนทําไดโดยหลอมหรือละลายไขมันและน้ํามันใหเปนเนื้อเดียวกนัแลวลด 
อุณหภูมิลง ทาํใหน้ํามนัและไขมันเกดิการตกผลึก หลังจากนั้นนํามากรองแยกสวนจะไดน้ํามันหรือ  
โอเลอิน และไขมันหรือสเตียริน 
 
1.7.1.2 อินเตอรเอสเทอริฟเคชัน (Interesterification) 
 อินเตอรเอสเทอริฟเคชัน เปนปฏิกิริยาของไขมันและน้ํามัน หรือสารที่ประกอบดวยเอส 
เทอรของกรดไขมัน (Fatty acid esters) กับกรดไขมัน อัลกอฮอล หรือเอสเทอรอ่ืนที่มีการ
แลกเปลี่ยนกรดไขมันทําใหเกิดเอสเทอรชนิดใหม ผลจากการอินเทอรเอสเทอริฟายน ทําให
คุณสมบัติไขมนัและน้ํามนัเปลี่ยนแปลงไป จะเปลี่ยนแปลงมากนอยขึ้นกับองคประกอบและการ 
จัดเรียงตวัของกรด ไขมัน และสภาวะที่เหมาะสม ไขมันและน้ํามันที่ผานการอินเทอรเอสเทอริฟายน 
จะทําใหจดุ หลอมเหลวของน้ํามันเปลี่ยนแปลงไป โดยมีคาเพิ่มสูงขึ้นและมีปริมาณของแข็งเพิ่มขึ้น 
ที่อุณหภูมิต่ํา กวาจดุหลอมเหลวของน้ํามนักอนการอนิเทอรเอสเทอริฟายน ปฏิกิริยานี้จะเกิดได ตอง

มีการใหความรอนไขมันและน้ํามันมากกวา 250οซ ซ่ึงทําไดยากจึงตองใชสารเรงปฏิกิริยาเชน 
โซเดียม เมทอกไซด (Sodium methoxide) โซเดียมเอทอกไซด (Sodium ethoxide) โลหะโซเดยีม 
(Sodium metal) หรืออัลลอยดของโซเดียม-โพแทสเซียม (Sodium-potassium alloy) โดยใชประมาณ 
0.01-0.1% และสามารถหยุดปฏิกิริยาไดดวยน้ํา วิธีการนี้ใชดดัแปรใหไดไขมันและน้ํามันทีจ่ะ
นําไปใชเฉพาะอยาง หรือเปนการปรับสมบัติของน้ํามันใหเหมาะสมมากขึ้น การเลือกวัตถุดิบจงึม ี
ความจําเปน เพื่อใหไดองคประกอบของกรดไขมันตามที่ตองการ ไขมันและน้ํามนัที่จะทําเอสเทอริ 
ฟายนตองผานการกําจัดกรดไขมันอิสระ ทําใหเปนกลางและแหง เพื่อหลีกเลีย่งการยับยั้งสารเรง
ปฏิกิริยาและอาจไมตองฟอกสีก็ได เพราะน้ํามันจะมีสีเขมขึ้นเมื่อผานการอินเทอรเอสเทอริฟายน จึง 
ควรฟอกสีภายหลังและนําไปกําจัดกลิ่นตอไป การกําจดัสารเรงปฏิกิริยาออกเนื่องจากเปนพิษ หรือมี
ผลเสียตออายุการเก็บ ทําไดโดยการรีไฟนแตจะเกิดการสูญเสีย จึงอาจเติมกรดฟอสฟอริกเพื่อทําลาย
สบู แลวเติมสารชวยกรองกวนผสมหลังจากนั้นกรองสารเรงปฏิกิริยาออก 
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1.7.1.3 การทําไขมันแขง็ (Hardening) หรือการเติมไฮโดรเจน (Hydrogenation) 
 เปนการเติมไฮโดรเจนที่พันธะคู เพื่อทําใหน้ํามันเปลีย่นเปนไขมันแข็ง  และลดจํานวน 
พันธะคูลง ทําใหน้ํามนัที่ไดมีความคงตวัตอการเหม็นหนื ปองกันการเกิดกลิ่นเนื่องจากกรดลิโนเล 
นิก และทําใหน้ํามันมีสีออน การเติมไฮโดรเจนตองมีสารเรงปฏิกิริยา ที่นิยมใชคือ นิเกิล (Nickle) มี
ลักษณะเปนของแข็งอยูกบัตวัค้ําจุน ที่มีลักษณะโปรงเปนโพรง และคงรูปรางแข็งแรงถึงจะไดรับ 
ความรอนสูง ปจจัยที่มีผลตอการเติมไฮโดรเจนคือ อุณหภูมิ ความดนั การเคลื่อนยายมวลสาร หรือ
การกวน สารเรงปฏิกิริยาทั้งชนิด สภาพ และความเขมขน เวลา และสารตั้งตน สภาวะการเตมิ
ไฮโดรเจนจะมีผลตอปริมาณไอโซเมอรชนิดทรานส (trans isomer) การควบคุมสภาวะเพื่อใหได
น้ํามันที่มีคุณภาพตามตองการเปนสิ่งสําคัญ  ถามีน้ําใน น้ํา มัน จะมผีลทําใหยับยั้งการทํางานของน ิ
เกิล และทําใหน้ํามันเกิดการแตกตัว ปริมาณกรดไขมันอิสระสูงเกินไป ซ่ึงจะทําใหเกิดสบูและสาร
อ่ืน ๆ ที่จัดเปนสารที่มีพิษตอสารเรงปฏิกิริยา เชน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และคลอรีน คุณสมบัติ
ของน้ํามันที่ผานการทําไขมนัแข็งถามีลักษณะเปนกึ่งของเหลวและไขมันออน จะนาํไปใชใน 
อุตสาหกรรมขนมอบและขนมหวาน ไขมันออนนิยมใชในอุตสาหกรรมการทอดที่ใชน้ํามันปริมาณ 
มาก (Deep frying) คุณคาโภชนาการของน้าํมันที่ผานการทําไขมันแข็งจะมีการยอยที่ไมแตกตางกัน 
 
1.7.2 การนําไปใชประโยชน 
 น้ํามันปาลม เปนน้ํามันที่มีคุณสมบัติเหมาะสมในการนําไปใชประโยชนไดหลายอยาง  
เนื่องจากความแตกตางระหวางองคประกอบของกรดไขมัน ลักษณะทางเคมีและกายภาพ และ
คุณสมบัติอ่ืน ๆ ดังนี้ 

1. มีความคงตัวตอการเกดิออกซิเดชัน 
2. มีปริมาณไขมนัแข็งตามธรรมชาติ 
3. มีความคงตัวในการเกดิผลึกเบตาไพรม (β’) 
4. ราคาถูก หาไดงาย และมกีารผลิตเพิ่มมากขึ้นในแตละป 
5. มีคุณคาทางโภชนาการ 
จากสมบัติเหลานี้ของน้ํามันปาลม จึงไดรับการยอมรับจากภาคอุตสาหกรรมในการนาํไป 

ใชผลิตผลิตภัณฑตาง ๆ มากมาย แบงการนําไปใชออกเปน 2 แบบ คือ อุตสาหกรรมอาหาร เชน เนย
ขาว (Shortening) มาการีน (Magarines) หรือเนยเทยีม ผลิตภัณฑชอคโกแลต (Confectionary fats) 
ครีมเทียม (Coffee whitener) เปนตน และอุตสาหกรรมที่ไมใชอาหาร เชน การผลิตยาง การผลิต
เทียนไข ผลิตณัฑเครื่องสําอาง ผลิตสบู เปนตน 
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1.8 เอกสารงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

  ในปจจุบนันยิมใชกระบวนการอินเตอรเอสเทอริฟเคชันในการผลิตเนยโกโกเทยีม 
เนื่องจากความนาสนใจของกระบวนการนีส้ามารถเพิ่มคุณภาพเชิงหนาที่และคุณคาทางโภชนาการ
ในผลิตภัณฑได ซ่ึงชวยลดปญหาการเกดิไอโซเมอรชนิดทรานส และเพิ่มปริมาณกรดไขมันจําเปน
ในผลิตภัณฑที่ผลิตจากกระบวนการไฮโดรจีเนชันได ซ่ึงสาเหตุเกิดจากกระบวนการนี้เปนการเตมิ
ไฮโดรเจนอะตอมที่พันธะคูในโมเลกุลของกรดไขมันทําใหเกิดการเปลีย่นแปลงของกรดไขมันใน
ไตรเอซิลกลีเซอรอลและทําใหไอโซเมอรเปลี่ยนแปลงไปดวย นอกจากนั้นชวยลดปญหาจากการใช
สารเคมแีละความรอนสูงในกระบวนการแยกสวน 
 กระบวนการผลิตไขมันเลียนแบบเนยโกโกโดยการดดัแปรน้ํามันพืชสามารถทําไดหลายวิธี 
แตกตางกันไปขึ้นอยูกับองคประกอบของน้ํามันพืชชนดินั้น ๆ Reddy และ Prabhakar (Reddy & 
Prabhakar,  1990 : 711-717) ไดศึกษาการผลิตเนยโกโกเทยีมจากไขมันแซล (sal fat) ซ่ึงมี
องคประกอบของไขมันชนดิไตรเอซิลกลีเซอรอลที่มีกรดไขมันอิ่มตวัอยูในตําแหนงที่ 1 และ 3 และ
มีกรดไขมันชนิดไมอ่ิมตวัอยูในตําแหนงที่ 2 (mono-unsaturated disaturated triglyceride) ในปริมาณ
สูงเชนเดียวกบัองคประกอบของไขมันในเนยโกโกโดยใชกระบวนการแยกไขมันชนิดนี้ออกมาดวย
ตัวทําละลายอะซีโตนรวมกบัการควบคุมอุณหภูมิเพื่อใหไดคณุสมบัติของไขมันที่แยกออกเหมือน
เนยโกโก 
 Tanaka และคณะ (Tanaka and others,  1987 : unpaged) ผลิตเนยโกโกเทียมโดยใชเอนไซม
ไลเปสที่ถูกตรึงจากเชื้อ Rhizopus Delmar เปนตัวเรงปฏิกริิยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันที่ตําแหนง 1,3 
ของน้ํามันมะกอกกับกรดสเตียริกหรือกรดปาลมมิติก Chang และ คณะ (Chang, Abraham & John,  
1990 : 832-834) ศึกษาการผลิตเนยโกโกเทียมจากกระบวนการอนิเตอรเอสเทอริฟเคชันระหวาง
น้ํามัน จากเมลด็ฝายที่ผานกระบวนการไฮโดรจีเนชนั กับน้ํามันมะกอก ในสัดสวน 1:1 (น้ําหนกัโดย 
น้ําหนกั) โดยใชเอนไซมลิโปไซม ที่มีความจําเพาะแบบ 1,3 ปริมาณรอยละ 10 (น้ําหนักโดยน้ําหนกั
น้ํามัน) เปนตวัเรงปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 4 ช่ัวโมง ทําใหไดรูปแบบไตรเอซิลกลี
เซอรอลชนิด POS มากที่สุด จากการสกดัแยกน้ํามนัแปรรูปดังกลาวดวยอะซิโตนในสัดสวน 1:10 
(น้ําหนักโดยปริมาตร) ไดไขมันเลียนแบบเนยโกโกมไีตรเอซิลกลีเซอรอลหลักอยู 2 ชนิด คือ POS 
และ SOS ในปริมาณรอยละ 23 และ 28 ตามลําดับ ซ่ึงจากการที่ไขมนัเลียนแบบมปีริมาณ SOS สูง
กวาในเนยโกโกจึงทําใหมีจดุหลอมเหลวสูงกวาเนยโกโก คือ 39 องศาเซลเซียส   Chong และ คณะ 
(Chong, Hon & Wang,  1992 : 137-140) ใชเอนไซมไลเปสที่ถูกตรึงซึ่งผลิตจากเชื้อ Mucor meihei 
เปนตัวเรงปฏกิิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันที่ตําแหนง 1,3 ของปาลมโอเลอีนผสมกับกรดไขมนัส
เตียริกในสัดสวน 1:0.5 (โดยน้ําหนัก) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 20 ช่ัวโมง และกวนที่
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ความเร็ว 200 รอบ/นาที ใชปริมาณเอนไซมไลเปสรอยละ 10 (น้ําหนักโดยน้ําหนกัของน้ํามัน) ซ่ึง
การรวมกันของสเตียโรอิลในปาลมโอเลอินจะทําใหไดปริมาณไตรเอซิลกลีเซอรอลของ POSt 
StOSt และ POP ใกลเคียงกบัเนยโกโก แลวทําการแยกไขมันกลุมนี้โดยนําไขมันทีผ่านกระบวนการ
อินเตอรเอสเทอริฟเคชันไปกลั่นดวยไอน้ําภายใตสภาวะสุญญากาศ (6 มิลลิเมตรปรอท) ที่อุณหภมู ิ
60 องศาเซลเซียส ประมาณ 1.5 ช่ัวโมง ซ่ึงสามารถกลั่นแยกกรดไขมนัออกไดรอยละ 40.3 และสวน
ที่เหลือเปนกลเีซอรอลของแข็งรอยละ 59.7  นําสวนของน้ํามันปาลมโอเลอิน แยกดวยตวัทําละลาย   
เฮกเซนและอะซีโตนพบสวนของไขมันทีม่ีองคประกอบเหมือนเนยโกโก คอืมีจุดหลอมเหลว
ใกลเคียงกับเนยโกโกที่ 38.4 องศาเซลเซียส และใหผลผลิตรอยละ 26.0  สวน Mojovic และคณะ 
(Mojovic and others,  1993 : 438-443) สามารถผลิตเนยโกโกเทียม (CBE) จากน้าํมันปาลมและ      
กรดสเตียริค โดยใชเอนไซมไลเปสที่ถูกตรึงซึ่งผลิตจากเชื้อ Rhizopus arrhizus เปนตัวเรงให
เกิดปฏิกิริยาอนิเตอรเอสเทอริฟเคชัน พบวาผลิตภัณฑทีไ่ดมีองคประกอบของกรดไขมันและไตรเอ
ซิลกลีเซอรอลใกลเคียงกับเนยโกโก Undurraga และคณะ (Undurraga, Markouits & Erazo,  2001 : 
933-939) ผลิตเนยโกโกเทยีมโดยใชน้ํามันปาลมผสมกับกรดสเตียริคมาผานการดัดแปรโดยใช
เอนไซมไลเปสลิโปไซม เปนตัวเรงปฏกิิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันในสภาวะทีไ่มมีตัวทําละลาย 
พบวาเมื่อพจิารณารูปแบบการหลอมเหลวของน้ํามันปาลมที่เหลือ จะถูกหลอมเหลวหมดอยาง 
รวดเร็วที่อุณหภูมิประมาณ 32 องศาเซลเซียส ในขณะที ่เนยโกโกเทยีมที่ไดจะมีชวงการหลอมเหลว
ตั้งแตเร่ิมหลอมจนหลอมเหลวหมดใกลเคยีงกับเนยโกโกคือ อยูในชวงประมาณ 23 ถึง 39 องศา
เซลเซียส ในขณะที่เนยโกโกจะอยูในชวงประมาณ 22 ถึง 36 องศาเซลเซียส  นอกจากนั้นพบวาจดุ
หลอมเหลวของเนยโกโกเทยีมเหมือนกับเนยโกโกเชนกนัคือประมาณ 31 องศาเซลเซียส 
นอกจากนั้น Khumalo และคณะ (Khumalo and others,  2002 : 237-244) ผลิตเนยโกโกเทียมจาก
น้ํามันของเมล็ด Stychnos madagascariensis (SM) Trichelia emetica (TE) และ Ximenia caffra 
(XC) โดยใชเอนไซมไลเปสจากเชื้อ Rhizomucor miehiei เปนตวัเรงปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชัน
พบวา น้ํามันจาก SM และ XC เมื่อถูกดดัแปรแลวปริมาณของกรดปาลมมิทิก สเตียริก และ กรด
โอเลอิก ใกลเคียงกับเนยโกโก แตน้ํามันจาก TE จะใหกรดโอเลอิกต่ํากวาเนยโกโกมาก และเมือ่ 
วิเคราะหโครงสรางไตรกลีเซอไรดของน้ํามันชี้ใหเห็นวากรดโอเลอิกจะเปนกรดไขมนัที่สําคัญใน 
ตําแหนงที ่2 และมีปริมาณมากโดยเฉพาะน้ํามันจาก SM และ XC คือรอยละ 65.9 และ 80.8 ในขณะ
ที่น้ํามันจาก TE มีกรดโอเลอิกในตําแหนงที่ 2 เพียงรอยละ 40.2 เทานั้น จากการศกึษาพบวาน้ํามัน 
จาก SM และ XC เหมาะใชผลิตเนยโกโกเทียม เนื่องจากมีปริมาณกรดโอเลอิกสูง โดยเฉพาะตรง
ตําแหนงที ่2 ของไตรกลีเซอไรด ซ่ึงเปนกรดไขมันที่สําคญัของเนยโกโก Liu และ คณะ (Liu, Chang 
& Liu,  2007 : 1303-1311) ไดทําการศึกษาการเรงปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันหม ู
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กับ ไตรสเตยีรินของเอนไซมไลเปสจาก Mucor miehei (Lipozyme IM-20) ภายใตสภาวะซุปเปอรค
ริติคอลคารบอนไดออกไซด ที่ความดัน 17 MPa อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส คาความกรดดาง 9 เปน
เวลา 3 ช่ัวโมง พบวาสวนประกอบที่เหมาะสมของสับสเตรทคือ น้ํามันหมู : ไตรสเตียริน ใน
อัตราสวนโดยโมลเทากับ 1.4 คาแอคติวิตนี้ําของเอนไซมเทากับ 0.33  ทําใหไดผลผลิตเนยโกโก
เทียมรอยละ 63 ซ่ึงมีจุดหลอมเหลวเทากับ 34.5 องศาเซลเซียส 
 จะเห็นไดวาการสังเคราะหเนยโกโกเทียม เพื่อใชทดแทนเนยโกโกธรรมชาติมักจะ
สังเคราะหจากปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันจากแหลงตาง ๆ และน้ํามันที่จะนํามาใช 
เปนวัตถุดิบในการสังเคราะหเนยโกโกเทยีม ควรจะเปนชนิดที่ประกอบดวยไตรเอซิลกลีเซอรอลที่มี
กรดไขมันอิ่มตัวอยูในตําแหนงที่ 1 และ 3 และมีกรดไขมันชนดิไมอ่ิมตัว (กรดโอเลอิก) อยูใน
ตําแหนงที ่ 2 แลวเรงดวยเอนไซมไลเปสจากแหลงตาง ๆ เชน จากจุลินทรียและจากพืช จะทําใหได
เนยโกโกเทียมที่มีคุณสมบัติใกลเคียงกันกับเนยโกโกธรรมชาติ โดยเฉพาะคณุสมบัติในเรื่องการ
หลอมเหลว สําหรับสภาวะที่ใชในการเรงปฏิกิริยา เชน เวลา อุณหภูม ิก็ขึ้นอยูกับลักษณะเฉพาะของ
เอนไซมไลเปสที่ใชแตละชนิด ในบางปฏิกิริยาอาจจําเปนตองใชตวัทําละลายอินทรียรวมดวย เพื่อ
ความเปนเนื้อเดียวกันของสบัสเตรท หรือสารตั้งตน ดังนั้นในการวจิัยคร้ังนี้จึงไดมีการศึกษาสภาวะ
ที่เหมาะสมของการสังเคราะหเนยโกโกเทยีมจากปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลม 
ซ่ึงเรงโดยไลเปสจากยางมะละกอ 
 
 
 
 
 

 



บทที่ 2 
วิธีการทดลอง 

 
 

2.1. การเตรียมไลเปสจากยางมะละกอ 
2.1.1 วิธีเก็บยางมะละกอ 
 กรีดผลมะละกอดิบจากขัว้ผลจนถึงปลายผล โดยกรีดจากผลที่ติดอยูบนตน ผลละประมาณ 
4-6 แผล ลึกประมาณ 1-2 มิลลิเมตร รองรับน้ํายางดวยผายางพลาสติกที่ปูรอบตนยาง และกวาดน้าํ 

ยางลงในกระปุกพลาสติก ปดฝาใหแนน นําไปเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ −20 องศาเซลเซียส 
 
2.1.2 วิธีการแยกไลเปส 

 นํายางมะละกอ 500 กรัม ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ −20 องศาเซลเซียส มาตั้งไวที่อุณหภูมหิอง
เพื่อใหยางละลาย จากนั้นกรองน้ํายางดวยตะแกรงรอนขนาด 1,600 mesh เพื่อกําจัดสิ่งปนเปอนที่
เกิดขึ้นจากขั้นตอนการเก็บ ช่ังน้ําหนกัและเซนตริฟวจที ่ 9,500×g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที จากนัน้แยกสารละลายดานบนทิ้งไป ลางตะกอนที่ไดดวยน้ํากลัน่ปริมาตร100 
มิลลิลิตร 3 คร้ัง เก็บตะกอนใสลงในขวดไลโอฟไลซ นําไปทําใหสารละลายแข็งตวัจากนั้นนําไปทํา
แหงดวยไลโอฟไลเซอร (Lyophilizer, Flexi-Dry MP ของ FIS system) เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 

บันทึกน้ําหนักไลเปสแหง และเก็บไวที่อุณหภูมิ −20 องศาเซลเซียส 
 

2.2 การตรวจสอบสมบัติของไลเปสจากยางมะละกอ 

2.2.1 วิธีการหาคาปริมาณน้ํา (Water content, CW) 
 การหาคาปริมาณน้ําของไลเปสทําไดโดยใชเครื่อง Karl-Fischer Coulometer (684 KF, 
Metrohm) โดยเปดสวิทซตูอบของเครื่องและตั้งอุณหภมูิเตาอบไวที่ 150 องศาเซลเซียส และเวลาใน
การไตเตรท 30 นาที ปรับอตัราการไหลของแกสไนโตรเจนบริสุทธิ์ในระบบใหเห็นฟองแกสเกดิขึน้
ในขวดสารละลาย Karl-Fischer  (Hydranal Coulomat AG, Riedel 3483 และ Hydranal Coulometer 
CG, Riedel 3484, Metrohm) ใหอยูในชวง 10-15 ฟอง/วนิาที ใสไลเปสจากยางมะละกอ 20 มิลลิกรัม 
ลงในถวยใสสารตัวอยาง แลวนําเขาไปไวในตูอบของ Karl-Fischer Coulometer ที่ 150 องศา
เซลเซียส น้ําที่มีอยูในไลเปสจะระเหยกลายเปนไอน้ําแกสไนโตรเจนจะนํา ไ อ น้ํานี้ออกจากเตาอบ 
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ไปยังภาชนะทีม่ีสารละลาย Karl-Fischer และไตเตรทหาปริมาณน้ํา ซ่ึงจะปรากฏผลบนหนาปดของ 
เครื่องควบคุม ซ่ึงทําใหคํานวณหาปริมาณน้าํในหนวยรอยละของน้ําหนกัไลเปส 
 

2.2.2 วิธีการคํานวณหาคาแอคติวิตนี้ํา (water activity, aw) 
ปรับมาตรฐานของเครื่องวัดความชื้น (Thermoconstanter Humidat TH2, Novasina) ดวย

เกลือมาตรฐานที่มีคาแอคตวิิตีน้ํา (aw) ใกลเคียงกบัสารตัวอยาง ซ่ึงในการทดลองนี้ไดใชสาร

มาตรฐานเกลอืลิเธียมคลอไรด (LiCl, aw = 0.11) การปรับมาตรฐานของเครื่องทําไดโดยปรับ
อุณหภูมิของเครื่องใหเทากบั 25 องศาเซลเซียส นําถวยบรรจุลิเธียมคลอไรดใสลงในชองใสสาร
ตัวอยาง ปดฝาเครื่อง ปรับเครื่องใหอานคาความชื้นสัมพัทธใหได 11.3 แลวนําเอาถวยลิเธียมคลอ
ไรดออกจากเครื่อง ใสถวยที่บรรจุไลเปส (ประมาณ 100 มิลลิกรัม) ใสลงในชองใสสารตัวอยาง ปด
ฝาเครื่อง อานคาความชื้นสัมพัทธทุก ๆ 10 นาที จนคาที่ไดคงที่ คํานวณคาแอคตวิิตีน้ําของไลเปส 
แหง ไดโดยใชความสัมพันธดังนี้ 

 
                           แอคติวิตีน้ํา            =            ความชื้นสัมพัทธ/ 100 

 
2.2.3 วิธีหาแอคติวิตไีลเปส 
 ผสมน้ํามันปาลม 0.20 มิลลิลิตร เขากับสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.10 โมลาร ที่มี
โซเดียมคลอไรดเขมขน 0.15 โมลารอยูดวย พีเอช 7.4 ปริมาตร 4.00 มิลลิลิตร ใสลงในขวดแตละใบ 
จาํนวน 2 ใบ ๆ แรกนํามาเตมิไลเปสจากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม สวนใบที่สองไมตองเติมไลเปส ซ่ึง
ใชเปนสารละลายเปรียบเทยีบ นําสารละลายผสมในขวดทั้งสองใบไปบมที่อุณหภมูิ 55 องศา
เซลเซียส โดยเขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นปรับพีเอชของสารละลายใหเทากับ 
1-2 ดวย 6 โมลาร กรดไฮโดรคลอริก แลวเติมไอโซออกเทน 5 มิลลิลิตร ลงในขวดแตละใบ ผสม
สารดวยเครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) นําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที แยกสารละลายชั้นบนซึง่
เปนชั้นของไอโซออกเทนออกไปผสมกับ 1 มิลลิลิตร ของสารละลายคอปเปอร (สารละลายของคิว
ปริคอะซีเตท 12.50 กรัม ในน้ํา 200 มิลลิลิตร และปรับพีเอชใหเทากับ 6.1 ดวยไพริดิน แลวเตมิน้ํา 
ใหครบ 250 มิลลิลิตร) แยกสารละลายชั้นบนไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร     นําไปหา 
แอคติวิตีไลเปสโดยเปรียบเทียบคา A715 กับกราฟมาตรฐานแลวใชคํานวณหาแอคติวิตีไลเปส ทั้งนี้
กําหนดให 1 ยูนิตของไลเปส คือ ปริมาณเอนไซมที่ทําใหเกิดกรดไขมนัอิสระ 1 ไมโครโมล ในเวลา 
1 นาที ณ สภาวะที่ทดลอง 
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วิธีเตรียมกราฟมาตรฐาน ผสมกรดโอเลอิก 10 มิลลิโมลาร ปริมาตรตาง ๆ กันเขากับไอโซ
ออกเทน ใหไดปริมาตรรวม 2.50 มิลลิลิตร เติม สารละลายคอปเปอร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันแลว
ดูดสารละลายชั้นบนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร โดยใชไอโซออกเทนเปนตัว
เปรียบเทียบ เขียนกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของกรดโอเลอิกกับ  A715  
 
2.2.4 วีธีศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของน้ํามันปาลม 
 เตรียมสารละลายผสมที่ประกอบดวยน้ํามันปาลม 0.20 มิลลิลิตรและสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรเขมขน 0.10 โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.15 โมลารอยูดวย พีเอช 7.4 ปริมาตร 4.00 
มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู 7 ใบ นําแตละใบไปอุนที่อุณหภูมิ 25, 30, 37, 40, 45, 55 และ 60 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เติมไลเปสจากยางมะละกอ 3 มิลลิกรัม ลงไปในขวดรูปชมพูแตละใบ 
บมไวที่อุณหภมูินั้น ๆ เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิ เขยาดวยความเรว็ 200 รอบตอ
นาที จากนั้นปรับพีเอชของสารละลายใหเทากับ 1-2 ดวย 6 โมลาร กรดไฮโดรคลอริก แลวเติมไอโซ
ออกเทน 5 มิลลิลิตร ลงในขวดแตละใบ ผสมสารดวยเครื่องผสมสารละลาย นําไปตมในน้ําเดือด 5 
นาที แยกสารละลายชั้นบนซึ่งเปนชั้นของไอโซออกเทนออกไปผสมกับ 1 มิลลิลิตรของสารละลาย
คอปเปอร แยกสารละลายชั้นบนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร แลวนาํไปคํานวณหาคา
แอคติวิตีดังขอ 2.2.3 แลวเขียนกราฟความสัมพันธระหวางแอคติวิตีของไลเปสกับอุณหภูม ิ
 
2.2.5 วิธีศึกษาคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของน้ํามันปาลม 
 เตรียมขวดรูปชมพู 6 ใบ แตละใบประกอบดวยสารละลายผสมของน้ํามันปาลม 0.20 
มิลลิลิตรและสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.10 โมลาร ที่มีโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.15 โม
ลารอยูดวย พเีอช 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 ปริมาตร 4.00 มิลลิลิตร เติมไลเปสจากยางมะละกอ 3 
มิลลิกรัม เพื่อเรงปฏิกิริยา นาํสารละลายทั้งหมดไปบมทีอุ่ณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ในอางน้ํา ควบ 
คุมอุณหภูมิ พรอมทั้งเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนัน้ปรับพีเอชของ
สารละลายใหเทากับ 1-2 ดวย 6 โมลาร กรดไฮโดรคลอริก แลวเติมไอโซออกเทน 5 มิลลิลิตร ลงใน
ขวดแตละใบ ผสมสารดวยเครื่องผสมสารละลาย นําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที แยกสารละลายชั้นบน
ซ่ึงเปนชั้นของไอโซออกเทนออกไปผสมกับ 1 มิลลิลิตรของสารละลายคอปเปอร แยกสารละลาย
ช้ันบนไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 715 นาโนเมตร แลวนาํไปคํานวณหาคาแอคติวิตีดงัขอ 2.2.3 แลว
เขียนกราฟความสัมพันธระหวางแอคติวิตขีองไลเปสกับคาพีเอชของสารละลายบัฟเฟอร 
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2.2.6 วิธีการตรวจสอบปริมาณโปรตีนในเอนไซมไลเปสดวยวิธี Kjeldahl 
ช่ังตัวอยางเอนไซม 0.25 กรัม ใสหลอดยอยขนาด 250 มิลลิลิตร ใสตัวเรงปฏิกิริยา (Kjelblet) 

จํานวน 1 เม็ด และกรดซัลฟูริคเขมขน 10 มิลลิลิตร นําตัวอยางไปยอยดวยเครื่อง 
2020  Digestion  System  ที่อุณหภูมิ 420 องศาเซลเซียส นาน 45 นาท ีทิ้งใหเยน็ที่อุณหภูมิหอง นํา
ตัวอยางที่ผานการยอยเขาเครื่องกล่ัน Kjeltec System 1026 Distilling Unit ใชกรดบอริก 2%ปริมาตร 
25 มิลลิลิตร และหยดอินดิเคเตอร 2- 3 หยด ลงใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร กล่ันดวยระบบ Auto 
ใชเวลา 3.5 นาที นําตัวอยางที่ผานการกลั่น มาไตเตรตดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริคความ
เขมขน 0.1 นอรมอล นําปริมาณสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริคที่ใชในการไตเตรทไปคํานวณหา
ปริมาณไนโตรเจน แลวคณูกับ Kjeldahl factor ไดเปนคาโปรตีนโดยใชสมการ 

 
                 %ไนโตรเจน (Total Nitrogen) = (A-B) × C × 0.014 × 100 
                                                                                     D 
                 %โปรตีน (Crude protein)       = %N × 6.25 
    A  =  มิลลิลิตรของสารละลายมาตรฐานกรดซลัฟูริก 0.1 นอรมอล ที่ใชไตเตรทกับตวัอยาง 
    B  =  มิลลิลิตรของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 0.1 นอรมอล ที่ใชไตเตรทกับ blank 
    C  =  ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟริูค 
    D  =  น้ําหนักตัวอยาง (กรัม) 
 

2.3 วิธีวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมันในน้าํมันปาลมโอเลอิน 
 ช่ังน้ํามันปาลมโอเลอิน 40 มิลลิกรัม ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร เติม

สารละลายเมทานอลิกโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ใหความรอนแก
สารละลายผสมโดยใชอางน้าํรอนจนกระทั่งสารละลายเปนเนื้อเดยีวกนั เติม โบรอนไตรฟลูโอไรด-
เมทานอล (BF3-methanol) ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงไปในสารละลายผสมขางตน ตมตอไปประมาณ 
2-3 นาที หยุดใหความรอน ตั้งไวใหเย็นทีอุ่ณหภูมิหอง จากนั้นเทสารละลายผสมทั้งหมดลงในกรวย
แยกที่มีสารละลายผสมของเฮกเซน 25 มิลลิลิตร และ สารละลายอิ่มตัวของโซเดยีมคลอไรด 20 
มิลลิลิตร เขยาสารละลายผสมในกรวยแยกเบา ๆ แลวตั้งไวใหแยกเปน 2 ช้ัน (Boyer,  1993 : 
unpaged) แยกสารละลายในชั้นของเฮกเซนซึ่งเปนชั้นบนและมีเมทลิเอสเทอรของกรดไขมันใสลง
ในบีกเกอร เตมิแมกนีเซยีมซัลเฟตแอนไฮดรัส 1 กรัม ลงไป เพื่อดูดน้ําที่เหลือออกจากสารละลาย 
กรองสารละลาย ดวยกระดาษกรองเพื่อแยกแมกนีเซยีมซัลเฟตออกไป นําสารละลายที่ไดไประเหย
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เอาเฮกเซนออกโดยใชอางน้าํรอน จนกระทั่งเหลือปริมาตรสารละลาย 0.50 มิลลิลิตร นําสารละลาย
ที่ไดไปวิเคราะหหาชนิดของกรดไขมันดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ-แมสสเปคโตรมิเตอร  
 

2.4 วิธีศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะหเนยโกโกเทียม 
 การทดลองนี้ศกึษาปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอชนิดของไตรเอซิลกลีเซอรอลในเนยโกโกเทียมที่
สังเคราะหขึ้น เชน แหลงใหหมูเอซิล อุณหภูมิทีใ่ชทําปฏิกิริยา ปริมาณน้ําเริ่มตนของเอนไซม(วดัใน 
รูปของแอคติวติีน้ํา ) ปริมาณเอนไซม และอัตราสวนของน้ํามันปาลม : เมทิลสเตียเรท 
 
2.4.1 วิธีศึกษาผลของแหลงใหหมูเอซิล 
 เตรียมขวดใสสารตัวอยางขนาด 5 มิลลิลิตร 3 ใบ เติมน้ํามันปาลมโอเลอิน 2 มิลลิโมล ลงใน
ขวดตวัอยางทัง้ 3 ขวด จากนั้นเติมเมทิลสเตียเรท เอทิลสเตียเรท และ กรดสเตยีริก อยางละ 4 มิลลิ
โมล ลงในขวดตัวอยางใบที ่1, 2 และ 3 ตามลําดับ เติมไลเปสจากยางมะละกอ 0.5 กรัมลงไปในขวด
ตัวอยางทั้ง 3 เพื่อเร่ิมปฏิกริิยา นําขวดตวัอยางทั้งหมดไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พรอมทั้งเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที จากนัน้เก็บสารละลาย
ตัวอยางน้ํามันดัดแปร 10 มิลลิกรัม นําไปแยกเฉพาะไตรเอซิลกลีเซอรอลโดยวิธีทินแลเออรโครมา
โทรกราฟ (Thin Layer Chromatography, TLC) ดังอธิบายในขอ 2.5 
 
2.4.2 วิธีศึกษาผลของอุณหภมิู 
 เตรียมขวดตัวอยางที่ประกอบดวยน้ํามันปาลมโอเลอิน 2 มิลลิโมล และ เมทิลสเตียเรท 4 
มิลลิโมล จํานวน 4 ขวด เตมิไลเปสจากยางมะละกอ 0.5 กรัมลงไปในแตละขวด นาํขวดตวัอยางใบ
ที่ 1, 2, 3 และ 4 ไปบมในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 40, 45, 50 และ 55 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ พรอมทั้งเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอยาง
น้ํามันดัดแปร 10 มิลลิกรัม นําไปแยกเฉพาะไตรเอซิลกลีเซอรอลโดยวิธี TLC 
 
2.4.3 วิธีศึกษาผลของเวลา 
 เตรียมขวดตัวอยางที่ประกอบดวยน้ํามันปาลมโอเลอิน 2 มิลลิโมล และ เมทิลสเตียเรท 4 
มิลลิโมล จํานวน 4 ขวด เติมไลเปสจากยางมะละกอ 0.5 กรัมลงไปในแตละขวด นําไปบมที่อุณหภมูิ 
45 องศาเซลเซียส ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ พรอมทัง้เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เก็บ
ตัวอยาง 10มิลลิกรัม ที่เวลา 0, 4, 8 และ 24 ช่ัวโมง ในขวดที่ 1, 2, 3 และ 4 ตามลําดับ นําตัวอยางที่
เก็บได 10 มิลลิกรัม ไปแยกเฉพาะไตรเอซลิกลีเซอรอลโดยวิธี TLC 
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2.4.4 วิธีศึกษาผลของแอคตวิิตีน้ําเริ่มตนของเอนไซม 
 ช่ังไลเปสจากยางมะละกอ 0.5 กรัม ใสลงในจานพลาสติกขนาดเล็กจาํนวน 4 ใบ นําจานใส
เอนไซมทั้ง 4 ไปใสไวในขวดตวัอยางที่มีฝาปดใบที ่ 1 ซ่ึงบรรจุลิเทียมคลอไรด (LiCl, water 

activity, aw = 0.11) ขวดใบที่ 2 บรรจุโพแทสเซียมอะซีเตท (CH3COOK, aw = 0.23) ขวดใบที่ 3 

บรรจุแมกนีเซยีมคลอไรด (MgCl2, aw = 0.33) และขวดใบที ่ 4 บรรจุแมกนีเซียมไนเตรท 

(Mg(NO3)2, aw = 0.53) ตามลําดับ นําขวดตวัอยางทั้ง 4 ใบ ไปเก็บไวที่อุณหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 วัน นําเอนไซมในแตละขวดไปวัดแอคตวิิตนี้ําดวยเครื่องวดัความชื้น ดังขอ 2.2.2  
 เตรียมสารละลายผสมที่ประกอบดวย น้ํามันปาลมโอเลอิน 2 มิลลิโมล และ เมทิลสเตียเรท 

4 มิลลิโมล ใสลงในขวดตวัอยาง 4 ขวด เติมไลเปสที่มี aw = 0.11, 0.23, 0.33 และ 0.53 ลงในขวด
ตัวอยางใบที่ 1, 2, 3 และ 4 ตามลําดับ นําไปเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอยางน้ํามนัดัดแปร 10 มิลลิกรัม นําไปแยกเฉพาะไตร
เอซิลกลีเซอรอลโดยวิธี TLC 
 
2.4.5 วิธีศึกษาผลของปริมาณเอนไซม 
 เตรียมสารละลายผสมที่ประกอบดวย น้ํามันปาลมโอเลอิน 2 มิลลิโมล และ เมทิลสเตียเรท 

4 มิลลิโมล ใสลงในขวดตวัอยาง 4 ขวด ช่ังไลเปสจากยางมะละกอ (aw = 0.11) ปริมาณ 9, 18, 27 
และ 36 % โดยน้ําหนักของน้ํามันปาลมทีใ่ช เติมลงในขวดตวัอยางที่ 1, 2, 3 และ 4 ตามลําดับ นําไป
บมในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปน
เวลา 4 ช่ัวโมง เก็บสารละลายตัวอยางน้าํมันดัดแปร 10 มิลลิกรัม นําไปแยกเฉพาะไตรเอซิลกลีเซ
อรอลโดยวิธี TLC 
 
2.4.6 วิธีศึกษาผลของอตัราสวนของสับสเตรท 
 เตรียมสารละลายผสมของสับสเตรทที่ประกอบดวยน้ํามันปาลมกับเมทิลสเตียเรทใน 
อัตราสวนตาง ๆ คือ 1:1, 1:2.3, 1:3, 1:4  และ 1:5.6 ใสในขวดตัวอยางใบที่ 1, 2, 3, 4 และ 5 
ตามลําดับ เตมิไลเปสจากยางมะละกอ 18 % โดยน้ําหนักของน้ํามันปาลมที่ใชลงไปในขวดตัวอยาง  
ทั้ง 5 ใบ เพื่อเร่ิมปฏิกิริยา นําไปบมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง เก็บสารละลาย
ตัวอยางน้ํามันดัดแปร 10 มิลลิกรัม นําไปแยกเฉพาะไตรเอซิลกลีเซอรอลโดยวิธี TLC 
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2.5 วิธีแยกไตรเอซิลกลีเซอรอลโดยใช TLC 
 เติมเฮกเซน 0.50 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอยางน้ํามันดัดแปร คนใหละลาย หยด 
สารละลายผสมลงบนแผน TLC ที่เคลือบดวยซิลิกาเจล ใหเปนแนวยาวติดตอกัน โดยใหหางจาก
ขอบลาง 2 เซนติเมตร นําแผน TLC ไปแชในอางที่มีไออิ่มตัวของตัวทําละลาย         ซ่ึงประกอบดวย  
เฮกเซน ไดเอทิลอีเธอรและกรดอะซีติก ในอัตราสวน 80: 20: 1 โดยปริมาตร ตามลําดับ ปดฝาอางตั้ง
ไวจนกระทั่งตวัทําละลายเคลือ่นที่ขึ้นไปบนแผน TLC หางจากขอบบน 1 เซนติเมตร นําแผน TLC 
ออกมาแลวขีดแนวของตวัทําละลายไว ปลอยใหตวัทําละลายแหงนําไปแชในอางทีม่ีไออิ่มตัวของ
ผลึกไอโอดีน เปนเวลา 2-3 นาที นําแผน TLC ออกมาแลวใชดินสอดาํทําเครื่องหมายรอบ ๆ แถบที่มี
สีน้ําตาล ระยะทางในการเคลื่อนที่ของแตละแถบนําไปหาความสัมพนัธกับระยะทางที่ตัวทํา ละลาย 
เคลื่อนที่ (Rf) ใชมีดคัตเตอรขูดซิลิการเจลบนแผน TLC เฉพาะสวนที่เปนแถบของไตรเอซิลกลีเซ
อรอล แลวนาํไปทําปฏิกิริยาสปอนิฟเคชันกับโบรอนไตรฟูลออไรด-เมทานอล เพือ่สังเคราะหเปน
เมทิลเอสเทอรของกรดไขมนัที่เปนองคประกอบในไตรเอซิลกลีเซอรอลของน้ํามันดัดแปร นําไป 
ศึกษาชนดิและปริมาณของกรดไขมันตอไป 
 

2.6 การวิเคราะหรูปแบบกรดไขมันโดยแกสโครมาโทกราฟ-แมสสเปคโตรสโคป 
วิเคราะหรูปแบบของกรดไขมันที่พบในสารตัวอยางน้าํมันดัดแปรโดยใชเครื่องแกสโครมา  

โทกราฟ (GC 6850, Agilent Technologies) ที่มีคอลัมนชนิดคะปลลารี (HP-1MS, 30 m × 0.25 mm, 

0.25 μm thickness) ตออยูกบัเครื่องแมสสเปคโตรมีเตอร (MSD 5973 (EI), Agilent Technologies) 
สภาวะทีใ่ชคือ อุณหภูมิของแหลง MS Quadrupole และ MS เทากับ 150 และ 230 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ ใชฮีเลียมเปนแกสตัวพาดวยอัตราเร็ว 1.0 มิลลิลิตรตอนาที และอุณหภมูิที่ใชฉีดเทากบั 
250 องศาเซลเซียส อุณหภูมใินคอลัมนที่ใชวิเคราะหคือ เร่ิมตนที่อุณหภูมิ 140 องศาเซลเซียส คอย ๆ 
เพิ่มขึ้นจนถึง 240 องศาเซลเซียส ดวยอัตราเร็ว 10 องศาเซลเซียสตอนาที และพักไวที่อุณหภูมิ
สุดทาย 15 นาที 
 

2.7 วิธีวิเคราะหจุดหลอมเหลวของเนยโกโกเทียม 
จุดหลอมเหลวของเนยโกโกเทียมวิเคราะหโดยใชเครื่อง DSC (Differential Scanning  

Calorimeter, model DSC_2, Perkin-Elmer, Norwalk CT)  
 
 



 26

 

2.8 วิธีวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมี-กายภาพของเนยโกโกเทียม 
วิเคราะหหาคาไอโอดีนและคาสปอนิฟเคชันโดยวิธี AOAC (AOAC,  1990 : unpaged) 

สําหรับปริมาณกรดไขมนัอสิระหาโดยวิธี IUPAC II.D.19 (IUPAC,  1979 : unpaged) 
 

2.9 วิธีศึกษาผลผลิตของเนยโกโกเทียม 
เตรียมเนยโกโกเทียมภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมคือ สารละลายสับสเตรทที่ใชประกอบดวย 

น้ํามันปาลมและเมทิลสเตียเรทในอัตราสวน 1: 4 โมล/โมล เติมไลเปสจากยางมะละกอ (aw = 0.11) 
18 % โดยน้ําหนัก นําไปบมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง จากนัน้ทําการแยกเนย
โกโกเทียมใหบริสุทธิ์โดยวธีิแยกสวนโดยใชอะซีโตน (Chang, Abraham & John,  1990 : 832-834) 
เติมอะซีโตน 30 มิลลิลิตรลงในสารละลายปฏิกิริยา กรองแยกเอนไซมทิ้งไปโดยใชกระดาษกรอง 
สารละลายฟลเตรทที่ไดนําไปแชเยน็ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ถามีตะกอน
เกิดขึ้นใหกรองตะกอนทิ้งไป สวนของฟลเตรทที่ไดนําไปแชเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 4 ช่ัวโมง จะไดเนยโกโกเทียมที่บริสุทธิ์ขึ้น นําไปคํานวณหารอยละของผลผลิตดังสมการ 
 
         ผลผลิตของเนยโกโกเทียม (%) = จํานวนโมลของเนยโกโกเทียมที่สังเคราะหได × 100% 
                                                                                   จํานวนโมลของน้ํามันปาลม 

 
 
                                                                           
 



บทที่ 3 
ผลการวิจัย 

 
 

 ไลเปสจากยางมะละกอถูกแยกออกจากสารละลายน้ํายาง แลวทําใหแหง นําไปศึกษา 
คุณสมบัติตาง ๆ ของเอนไซมเชน การยอยสลายน้ํามันปาลมดวยปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส อุณหภูมแิละ 
คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของน้ํามันปาลม ปริมาณน้ําใน 
เอนไซม และปริมาณโปรตีนในเอนไซม ทําการตรวจสอบองคประกอบของน้ํามนัปาลมโอเลอินที่ 
ใชในงานวจิัย จากนั้นทาํการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชัน
ของน้ํามันปาลมโอเลอิน โดยการเรงปฏกิิริยาของเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอพื่อสังเคราะห เนย
โกโกเทียม เชน ผลของตัวใหหมูเอซิล ผลของอุณหภูมแิละเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา ผลของแอคติ
วิตีน้ําเริ่มตนของเอนไซม ผลของปริมาณเอนไซม และผลของอัตราสวนของน้ํามนัปาลมกับเมทิลส 
เตียเรตที่ใชเปนสับสเตรท ตลอดจนทาํการแยกเนยโกโกเทียมจากสารละลายปฏิกิริยา พรอมทั้ง
วิเคราะหคุณสมบัติของเนยโกโกเทยีมที่สังเคราะหไดและคํานวณหารอยละของผลผลิต 
 
3.1 ผลผลิตไลเปสจากยางมะละกอ 
 ยางมะละกอสด 100 กรัม ไดจากการกรีดผลมะละกอดบิประมาณ 30 ผล เนื่องจากเอนไซม
ไลเปสอยูในสวนที่ไมละลายของยางมะละกอ ดังนั้นจึงแยกโดยการเซนตริฟวจและนําตะกอนไปทํา
ใหแหงดวยเครื่องไลโอฟไลเซอร  ทําการศึกษาความสามารถในการยอยสลายไตรเอซิลกลีเซอรอล
ในน้ํามนัปาลมของไลเปสจากยางมะละกอไดผลดังตาราง 3.1 ซ่ึงจะเห็นวาในยางมะละกอมีไลเปส 

10.0 % โดยน้าํหนัก และมีไฮโดรไลซีสแอคติวิตีตอน้ํามันปาลมโอเลอินเทากับ 725 ± 23 ยูนิตตอ
กรัมของตะกอนยางมะละกอแหง 
ตาราง 3.1 น้ําหนักและไฮโดรไลซีสแอคติวิตขีองไลเปสซึ่งแยกไดจากยางมะละกอสด 

ขั้นตอน น้ําหนกั  
(กรัม) 

ไฮโดรไลซีสแอคติวิตี 
(ยูนิต) 

แอคติวิตีทั้งหมด 
(ยูนิต) 

ยางมะละกอสด 100 80 ± 35 8,000 

เซนตริฟวจ : สารละลายใส 
                   : ตะกอนเปยก 

62.0 
38.0 

0 

200 ± 55 

0 
7600 

ไลโอฟไลเซชัน : ตะกอนแหง 10.0 725 ± 23 7,250 
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3.2 คุณสมบติัของไลเปสจากยางมะละกอ 
3.2.1 ปริมาณน้ําในไลเปส 

น้ําเปนปจจัยทีสํ่าคัญตอการทํางานของเอนไซมในสภาวะที่อยูในตัวทําละลายอินทรีย 
ดังนั้นเอนไซมที่จะใชในปฏิกิริยาที่มีน้ําอยูนอยจะตองทราบปริมาณน้าํในเอนไซมซ่ึงโดยทั่วไปควร
จะตอง ต่ํากวา 10% โดยน้ําหนัก ไลเปสจากยางมะละกอที่ไดถูกทําใหแหงดวยไลโอฟไลเซอรจึงถูก
นําไป หาปริมาณน้ํา (Water content, Cw) และแอคติวิตนี้ํา (Water activity, Aw) ผลการวิเคราะห
แสดงไวในตาราง 3.2 ซ่ึงแสดงวาไลเปสจากยางมะละกอที่เตรียมไดนี้มีปริมาณน้ําโดยเฉลี่ย 3.62% 
และแอคตวิิตนี้ําเทากับ 0.395 
 
ตาราง 3.2 ปริมาณน้ํา (Cw) และแอคตวิิตนี้ํา (Aw) ของไลเปสที่แยกไดจากยางมะละกอ 

ปริมาณน้ําในไลเปส ตัวอยางไลเปส 
น้ําหนกัไลเปส (มก.) น้ําหนกัน้ํา (มก.) Cw (%) 

Aw 

1 20.00 0.75 3.75 0.412 
2 21.30 0.81 3.80 0.415 
3 21.10 0.73 3.46 0.390 
4 20.50 0.81 3.96 0.381 
5 20.40 0.73 3.59 0.420 
6 20.15 0.70 3.50 0.411 
7 20.00 0.75 3.75 0.385 
8 21.32 0.72 3.40 0.369 
9 20.56 0.73 3.57 0.400 
10 21.40 0.74 3.45 0.370 
เฉลี่ย   3.62 0.395 

 
3.2.2 แอคติวิตขีองไลเปส 
 การหาแอคตวิติีไลเปสในทีน่ี้ใชน้ํามนัปาลมเปนสับสเตรท ดังนั้นจึงใชกรดปาลมมิทิกเปน 
กรดไขมันมาตรฐานเพื่อเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบเชิงซอนของ Cu2+ กับกรดปาลมมิทิกที่เกดิ
จากการไฮโดรไลสน้ํามันปาลมดวยเอนไซมไลเปส (รูป 3.1) 
 การคํานวณหาแอคติวิตีของไลเปสทําไดโดยใชความสัมพนัธดังนี ้
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                         แอคติวิตีไลเปส    =    2.95 × 102 × a                    ยูนิต/กรัมไลเปส   
                                                                     b  
เมื่อ a  =  ความเขมขนของกรดปาลมมิทิก (มก./ซม3) 
       b = น้ําหนักของไลเปส (มก.) ทีใ่ชในการหาแอคตวิติีไลเปส 
 
 ผลการทดสอบและคํานวณหาแอคติวติีของไลเปส 6 ตัวอยางแสดงวาไลเปสจากยาง
มะละกอมแีอคติวิตีโดยเฉลี่ย 725 ยูนิต/กรัมไลเปสแหง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูป 3.1 กราฟมาตรฐานของกรดปาลมมิทิกที่เกิดจากสารประกอบเชิงซอนกับ Cu2+ 
 
3.2.3 คุณสมบตัิท่ัวไปของไลเปสจากยางมะละกอ 
 จากการศึกษาคุณสมบัติบางประการของไลเปสจากยางมะละกอ เชน อุณหภูมิและคาความ
เปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของน้ํามันปาลม และปริมาณโปรตีนใน 
เอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ พบวาไลเปสจากยางมะละกอมีอุณหภมูิและคาความเปนกรด-ดางที่
เหมาะสมในการเรงปฏิกิริยายอยสลายน้ํามนัปาลมที่ 45 องศาเซลเซียส และ พีเอช 7 ตามลําดับ (รูป 
3.2 ก และ ข) 
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รูป 3.2 อุณหภูมิที่เหมาะสม (ก) และ คาความเปนกรด-เบสที่เหมาะสม (ข) ของไลเปสจากยาง
มะละกอในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสน้ํามันปาลม 
 

สําหรับการหาปริมาณโปรตีนในเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ 3 คร้ัง พบวาปริมาณ
โปรตีนเฉลี่ยในเอนไซมที่เตรียมไดเทากับ 9.85% เมื่อคํานวณคาแอคติวิตีจําเพาะ (Specific activity) 
ของเอนไซมพบวามีคาเทากบั 7.40 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
 

3.3 องคประกอบในน้ํามนัปาลม 
การวิเคราะหหาชนิด ปริมาณ และรูปแบบของกรดไขมันที่เปนองคประกอบในไตรเอซิลก

ลีเซอรอลของน้ํามันปาลมมคีวามสําคัญกอนที่จะเริ่มสังเคราะหเนยโกโก เพื่อใหทราบถึงโครงสราง 
ของน้ํามันปาลมกอนที่จะมกีารดัดแปรโครงสรางใหเปนเนยโกโกเทยีม ผลการวิเคราะหแสดงดัง 
ตาราง  3.3 จะเหน็ไดวาน้ํามันปาลมประกอบดวยกรดโอเลอิก (48%) และกรดปาลมมิทิก (40.8%) 
ในปริมาณสูง แตมีปริมาณของกรดสเตียริกในปริมาณต่ํา รูปแบบของไตรเอซิลกลีเซอรอลที่พบใน 
น้ํามันปาลมไดแก POP, LOP, OOP, OOO, POSt และ StOO ในปรมิาณ 26%, 24%, 17%, 4%, 3% 
และ 3% ตามลําดับ (Porntippa,  2006 : unpaged) จากผลการวิเคราะหพบวาน้ํามนัปาลมมีโครงสราง 
ที่เหมาะสมในการถูกดัดแปรใหเปนเนยโกโก เนื่องจากกรดโอเลอกิที่เปนองคประกอบในน้ํามนั 
ปาลมจะอยูตรงตําแหนงที ่2 ของไตรเอซิลกลีเซอรอล ซ่ึงจะเปนโครงสรางที่คลายกับโครงสรางของ
ไตรเอซิลกลีเซอรอลในเนยโกโกธรรมชาติ  
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ตาราง 3.3 ชนิดและปริมาณของกรดไขมนัที่เปนองคประกอบในน้ํามันปาลม 
กรดไขมัน ปริมาณ (%) 

กรดไมริสทิก (C 14:0) 0.99 
กรดปาลมมิทิก (C 16:0) 40.8 
กรดสเตียริก (C 18:0) 0.57 
กรดโอเลอิก (C 18:1) 48.1 
กรดไลโนเลอิก (C 18:2) 9.52 
 
 

3.4 สภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะหเนยโกโกเทียมโดยไลเปสจากยางมะละกอ 
3.4.1 ผลของแหลงท่ีใหหมูเอซิล 

ในการดดัแปลงโครงสรางของน้ํามันปาลมใหเปนเนยโกโกเทียม แหลงทีใ่หหมูเอซิลม ี
บทบาทสําคัญที่จะทําใหเนยโกโกเทียมที่สังเคราะหไดมโีครงสรางคลายกับเนยธรรมชาติ ใน
งานวิจยันี้เฉพาะแหลงที่ใหหมูสเตียริล (stearyl donor) เทานั้นที่นํามาศึกษา เนื่องจากวาน้ํามนัปาลม 
โอเลอินมีปริมาณของกรดปาลมมิทิกใกลเคยีงกับเนยโกโกธรรมชาติอยูแลว ดังนัน้เมทิลสเตียเรท 
เอทิลสเตียเรทและกรดสเตยีริกจึงถูกใชเปนแหลงของหมูสเตียริลในปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเค
ชันของน้ํามันปาลมซึ่งเรงดวยไลเปสจากยางมะละกอ ผลการทดสอบพบวาเมทิลสเตียเรทเปนแหลง 
ใหหมูสเตยีริลที่เหมาะสมทีสุ่ด (ตาราง 3.4) เนื่องจากใหคาอัตราสวนระหวางกรดสเตียริกตอกรด
ปาลมมิทิกเทากับ 1.37 : 1.0 ซ่ึงมีคาใกลเคียงกบัอัตราสวนของกรดทั้งสองที่พบในเนยโกโก
ธรรมชาติ (Padley, Gunstone & Harwood,  1986 : 49-170)  
ตาราง 3.4 ผลของแหลงใหหมูเอซิลที่มีตอรูปแบบกรดไขมันในเนยโกโกเทยีม 

ปริมาณกรดไขมัน (%) แหลงใหหมูเอซิล 
C 16:0 C 18:0 C 18:1 C 18:2 

อัตราสวนของ  
C 18:0 ตอ C 16:0 

เมทิลสเตียเรท 26.9 36.8 30.4 6.0 1.3:1 
เอทิลสเตียเรท 24.5 52.1 23.4 - 2.1:1 
กรดสเตียริก 30.2 24.4 37.7 7.7 0.8:1 
 
3.4.2 ผลของอุณหภูมิ 

จากการศึกษาผลของอุณหภมูิที่มีตอปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมซึ่ง  
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เรงโดยไลเปสจากยางมะละกอ พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมคือ 45 
องศาเซลเซียส (ตาราง 3.5) เพราะวาเนยโกโกเทียมที่สังเคราะหไดมอัีตราสวนของกรดสเตียริกตอ
กรดปาลมมิทิกเทากับ 1.3: 1 ซ่ึงเทากับเนยธรรมชาติ ขณะที่อุณหภูมติ่ํากวา หรือ สูงกวา 45 องศา
เซลเซียส จะทําใหเนยโกโกเทยีมที่ไดมีอัตราสวนของกรดสเตียริกตอกรดปาลมมิทิกต่าํกวาเนย 
โกโกธรรมชาติ 
 
ตาราง 3.5 ผลของอณุหภูมิทีม่ีตอรูปแบบกรดไขมันในเนยโกโกเทยีมทีสั่งเคราะหโดยไลเปสจากยาง
มะละกอ 

ปริมาณกรดไขมัน (%) อุณหภูมิ (οซ) 
C 16:0 C 18:0 C 18:1 C 18:2 

อัตราสวนของ 
C 18:0 ตอ C 16:0 

40 32.5 28.9 35.1 3.5 0.9:1 
45 26.9 36.8 30.4 6.0 1.3:1 
50 31.6 34.8 32.1 1.6 1.1:1 
55 31.3 28.2 36.5 4.0 0.9:1 

 
 
3.4.3 ผลของเวลาท่ีใชทําปฏกิิริยา 

ผลของเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาที่มีตอรูปแบบของกรดไขมันในเนยโกโกเทียมซึ่ง
สังเคราะหจากปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมกับเมทิลสเตียเรท ที่อุณหภูม ิ 45 
องศาเซลเซียส ซ่ึงเรงโดยไลเปสจากยางมะละกอ จากการศึกษาที่เวลา 0-24 ช่ัวโมง พบวาเวลาที่
เหมาะสมที่สุดในการสังเคราะหเนยโกโกเทียมคือ 4 ช่ัวโมง จะเหน็ไดวาที่เวลา 4 ช่ัวโมง ปริมาณ
ของกรดปาลมมิทิกในน้ํามันปาลมจาก 40.8% ลดลงมาอยางรวดเร็วจนถึง 26.9% ซ่ึงเปนปริมาณที่
ใกลเคียงกับปริมาณของกรดปาลมมิทิกในเนยโกโกธรรมชาติ (ตาราง 3.6) สําหรับปริมาณของ
กรดสเตียริกในน้ํามันปาลมจาก 1.58% เพิ่มขึ้นไปถงึ 36.8% แตถาเวลาที่ใชทําปฏิกิริยาเพิม่ขึ้น
มากกวา 4 ช่ัวโมง ปริมาณกรดสเตียริกที่พบในเนยโกโกเทียมจะมากเกนิความตองการ 
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ตาราง 3.6 ผลของเวลาที่มีตอรูปแบบกรดไขมันในเนยโกโกเทียมที่สังเคราะหโดยไลเปสจากยาง
มะละกอ 

ปริมาณกรดไขมัน (%) เวลา (ช่ัวโมง) 
C 16:0 C 18:0 C 18:1 C 18:2 

อัตราสวนของ 
C 18:0 ตอ C 16:0 

0 40.8 1.58 48.1 9.52 0.04:1 
4 26.9 36.8 30.4 5.9 1.3:1 
8 24.4 39.3 31.5 4.9 1.6:1 
24 19.4 44.3 30.1 0.2 2.3:1 

 
 
3.4.4 ผลของแอคติวิตีเร่ิมตน 

ไลเปสจากยางมะละกอถูกทาํใหมีปริมาณของแอคติวิตนี้ําตามที่กําหนดโดยนําไปวางอยูใน 
ไออิ่มตัวของสารละลายเกลือที่มีคาแอคติวิตีน้ําตั้งแต 0.11-0.53 เปนเวลา 5 วัน หลังจากนั้นนําไล
เปสจากยางมะละกอที่มีแอคติวิตีน้ําเริ่มตนเทากับ 0.11, 0.23, 0.33 และ 0.53 ไปเรงปฏิกิริยาอินเตอร
เอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมกับเมทิลสเตียเรท ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง 
พบวาปริมาณแอคติวิตีน้ําของเอนไซมมีผลตอองคประกอบของเนยโกโกเทียม (ตาราง 3.7) ปริมาณ
แอคติวิตีน้ําของเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอที่เหมาะสมที่สุดในการเรงปฏิกิริยาคือ 0.11 ซ่ึงจะทํา
ใหเนยโกโกเทยีมที่สังเคราะหไดมีอัตราสวนของกรดสเตียริกตอกรดปาลมมิทิกใกลเคียงกับเนย
โกโกมากที่สุด ถาปริมาณแอคติวิตีน้ํามากกวา 0.11 นอกจากจะพบเนยโกโกเทยีมแลว ยังพบไดเอซิ
ลกลีเซอรอล โมโนเอซิลกลีเซอรอล และกรดไขมัน ซ่ึงแสดงวาเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสดวย จึงทํา
ใหเนยโกโกเทยีมที่สังเคราะหไดมีอัตราสวนของกรดสเตียริกตอกรดปาลมมิทิกต่ํา  
 
ตาราง 3.7 ผลของแอคติวิตนี้ําที่มีตอรูปแบบกรดไขมันของเนยโกโกเทียม 

ปริมาณกรดไขมัน (%) แอคติวิตีน้ํา เร่ิมตน 
C 16:0 C 18:0 C 18:1 C 18:2 

อัตราสวนของ 
C 18:0 ตอ C 16:0 

0.11 26.9 36.8 30.4 6.00 1.3:1 
0.23 38.7 29.8 31.5 0 0.8:1 
0.33 49.5 20.4 30.1 0 0.4:1 
0.53 51.2 16.7 32.1 0 0.3:1 
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3.4.5 ผลของปริมาณเอนไซม 
จากการศึกษาผลของปริมาณเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอตอการเรงปฏิกิริยาอินเตอรเอส

เทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมกับเมทิลสเตียเรท ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง
พบวาปริมาณของไลเปสจากยางมะละกอมีความสัมพันธกับการสังเคราะหเนยโกโกเทียม (ตาราง 
3.8) ปริมาณเอนไซมที่เพิ่มขึ้นจะชวยในการเติมหมูสเตยีริลใหเขาไปในโครงสรางของน้ํามันปาลม 
พบวาปริมาณเอนไซมที่เหมาะสมที่สุดคือ18% โดยน้าํหนักของน้ํามันปาลมที่ใช  เมื่อปริมาณ 
เอนไซมเพิ่มมากขึ้นไมไดมผีลตอการเติมหมูเอซิลเขาไปอีก ดงันั้นในการทดลองขั้นตอไปจะ
เลือกใชปริมาณเอนไซมที่ 18% โดยน้ําหนกัของน้ํามันปาลมที่ใช 
 
ตาราง 3.8 ผลของปริมาณเอนไซมที่มีตอรูปแบบของกรดไขมนัในเนยโกโกเทียมจากการเรง
ปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันของไลเปสจากยางมะละกอ 

ปริมาณกรดไขมัน (%) ปริมาณเอนไซม (%โดยน้ําหนัก) 
C 16:0 C 18:0 C 18:1 C 18:2 

อัตราสวนของ 
C 18:0 ตอ C 16:0 

9 44.6 20.3 30.1 5.0 0.5:1 
18 26.9 36.8 30.4 6.0 1.3:1 
27 28.1 38.5 30.1 3.3 1.3:1 
36 28.1 38.5 30.5 2.8 1.3:1 

 
 
3.4.6 ผลของอัตราสวนท่ีเหมาะสมของสับสเตรท 

การใชสับสเตรทน้ํามันปาลมและเมทิลสเตียเรทในอัตราสวนตาง ๆ กนั ทําใหไลเปสจาก  
ยางมะละกอทาํงานไดแตกตางกัน โดยการเติมหมูสเตียริลเขาไปตรงตําแหนงที ่ 3 ของไตรเอซิลกลี
เซอรอลในปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชัน จะเกดิไดดีที่สุดเมื่อใชอัตราสวนของน้ํามันปาลมตอ 
เมทิลสเตียเรท เทากับ 1: 4 และ 1: 5.6 (ตาราง 3.9) ถาใชอัตราสวนต่ํากวา 1: 4 จะทําใหน้ํามันดัดแปร 
ที่สังเคราะหไดมี รูปแบบของกรดไขมันไมเหมือนกับเนยโกโกธรรมชาติ แตเนื่องจากเมทิลสเตียเรท
มีราคาคอนขางแพง ดังนั้นในการเตรยีมเนยโกโกเทยีมจากปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันของ
น้ํามันปาลมกบัเมทิลสเตียเรท ควรใชอัตราสวนของสับสเตรทที่ 1: 4 
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ตาราง 3.9 รูปแบบของกรดไขมันในเนยโกโกเทียมเมื่อใชอัตราสวนของสับสเตรทที่แตกตางกัน 
ปริมาณกรดไขมัน (%) น้ํามันปาลม : เมทิลสเตียเรท 

(โมล : โมล) C 16:0 C 18:0 C 18:1 C 18:2 
อัตราสวนของ 

C 18:0 ตอ C 16:0 

1:1 46.8 23.4 29.8 0 0.5:1 
1:2.3 34.2 27.7 31.6 6.5 0.8:1 
1:3 29.8 30.2 31.4 8.6 1.0:1 
1:4 26.9 36.8 30.4 6.0 1.3:1 

1:5.6 28.1 38.5 30.1 3.3 1.3:1 
 
 

3.5 คุณสมบติัทางกายภาพของเนยโกโกเทียม 
ผลการวิเคราะหคุณสมบัติทางกายภาพของเนยโกโกเทียมที่สังเคราะหไดแสดงในตารางที่ 

3.10 จุดหลอมเหลวของเนยโกโกเทียมที่สังเคราะหไดมีคาใกลเคียงกันกับจุดหลอมเหลวของเนย
โกโกธรรมชาติ คุณสมบัติอ่ืน ๆ เชน คาไอโอดีน และคาสปอนิฟเคชัน มีคาใกลเคียงกับเนยโกโก
ธรรมชาติเชนเดียวกัน ยกเวนปริมาณกรดไขมันอิสระของเนยโกโกเทยีมจะมากกวาเนยโกโก
ธรรมชาติ 
 
ตาราง 3.10 คุณสมบัติของเนยโกโกเทียม 

คุณสมบัติทางกายภาพ เนยโกโกเทียม เนยโกโกธรรมชาติ (Minifie, 1989) 
จุดหลอมเหลว (οซ) 37-39 35-39 

คาไอโอดีน (กรัม/100 กรัม) 44.9±0.8 40.2 

คาสปอนิฟเคชัน (มก/ก) 193.2±0.8 190.7 

ปริมาณกรดไขมันอิสระ  9.8±0.4 1.15 

 
 

3.6 ผลผลิตของเนยโกโกเทียม 
ผลผลิตของเนยโกโกเทยีมที่เตรียมไดจากการทดลองภายใตสภาวะที่เหมาะสมคือ 55% ของ

น้ํามันปาลมทีใ่ช  



บทที่ 4 
วิจารณและสรุปผลการทดลอง 

 
 การสังเคราะหเนยโกโกเทียมโดยไลเปสจากยางมะละกอนั้นทําไดโดยใชปฏิกิริยาอินเตอร
เอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมกับเมทิลสเตียเรท การใชไลเปสที่แยกไดจากยางมะละกอและทํา 
ใหแหงดวยไลโอฟไลเซชันจะตองทําใหเอนไซมมีคาแอคติวิตีน้ําเริ่มตนอยูที่ 0.11 กอนจึงจะชวยให
ไลเปสสังเคราะหเนยโกโกเทียมได เมทลิสเตียเรทเปนสารใหหมูสเตยีริลที่ไลเปสจากยางมะละกอ
ชอบมากกวาเอทิลสเตียเรทและกรดสเตยีริก การหาสภาวะที่เหมาะสมของการสังเคราะหเนยโกโก
เทียมจากปฏิกริิยาอินเตอรเอสเทอรฟิเคชันของน้ํามันปาลมกับเมทิลสเตียเรท พบวาไลเปสจากยาง 
มะละกอทําใหโครงสรางของน้ํามันปาลมเปลี่ยนแปลงไปเปนเนยโกโกเทียม ซ่ึงมีองคประกอบและ 
คุณสมบัติที่ใกลเคียงกับเนยโกโกธรรมชาติที่สุด เมื่อใชเอนไซม 18% โดยน้ําหนัก เรงปฏิกิริยาของ 
น้ํามันปาลมกบัเมทิลสเตียเรทในอัตราสวน 1:4 ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ทํา
ใหไดผลผลิตของเนยโกโกเทียมรอยละ 55 
 

4.1 ผลผลิตของไลเปสจากยางมะละกอ 
 ยางมะละกอทีไ่ดจากการกรดีผลมะละกอดิบที่มีอายุ 70-100 วัน ไดถูกเก็บแชแข็งไวที่

อุณหภูมิ −20 องศาเซลเซียส ซ่ึงชวยรักษาประสิทธิภาพของไลเปสในระหวางที่พกัรอการแยกไล
เปสในขั้นตอนตอมา ยางมะละกอมีสวนประกอบที่เปนสารที่ไมละลายในสารละลายสวนใส ซ่ึง
สามารถแยกออกไดดวยการเซนตริฟวจดวยแรงเหวีย่งคอนขางสูงคือ 9,500×g ตะกอนหรือสารสวน
ที่ไมละลายที่แยกไดนี้ทําใหแหงดวยไลโอฟไลเซชัน เพื่อเก็บไวใชไดเปนเวลายาวนานมากขึ้น และ
ชวยกําจัดน้ําออกจากไลเปสใหมากที่สุด ทั้งนี้เพื่อไมใหเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสควบคูกับอินเตอร 
เอสเทอริฟเคชันที่ตองการ ไลเปสที่แหงแลวมีน้ําหนกัคดิเปนรอยละ 10 ของน้ําหนักยางมะละกอ 

และมีแอคตวิติีในการไฮโดรไลซน้ํามันปาลม 725 ± 23 ยูนิตตอกรัมของตะกอนยางมะละกอแหง 
เมื่อตรวจวัดดวยวิธี Colorimetry ในขณะทีแ่อคติวติีของไลเปสที่เตรียมไดจากยางมะละกอแหง
ในทางการคามีคาเทากับ 1700 ยูนิตตอกรัมเอนไซม เมื่อวัดการไฮโดรไลซไตรบิวทีรินดวยวิธีการไต
เตรท (Giordani, Moulin & Verger,  1991 : 1069-1072) ไลเปสจากยางมะละกอทีใ่ชในการวิจัยคร้ัง
นี้ไดเตรยีมยางมะละกอครั้งละ 250 กรัม และยางมะละกอที่ใชไดมาจากสวนมะละกอในแหลงที่
แตกตางกัน แตอยางไรก็ตามผลผลิตไลเปสและแอคติวติีที่ไดนั้นมีความใกลเคียงกนั ปริมาณน้ํายาง 
ที่ใชในงานวจิยัคร้ังนี้ทั้งหมดประมาณ 10 กิโลกรัม 
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ไลเปสที่ทําแหงแลวดวยไลโอฟไลเซอรมีปริมาณน้ําเหลืออยูโดยเฉลี่ย 3.60% โดยน้าํหนัก 
ของเอนไซม และคาแอคตวิติีน้ําของไลเปสแหงมีคา 0.396 ซ่ึงจัดอยูในเกณฑที่สามารถทําปฏิกิริยา
ในตัวทาํละลายอินทรียหรือในภาวะที่มีน้ําต่ํา 
 

4.2 สภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะหเนยโกโกเทียม 
การสังเคราะหเนยโกโกเทียมที่มีคุณสมบัติใกลเคียงกับเนยโกโกธรรมชาติจากปฏิกิริยา

อินเตอรเอสเทอริฟเคชันนั้น พบวาน้ํามันปาลมเปนสารที่เหมาะสมที่จะใชเปนสารตั้งตนเนื่องจากม ี
องคประกอบของไตรเอซิลกลีเซอรอลที่ใกลเคียงกับเนยโกโกธรรมชาติ โดยเฉพาะกรดโอเลอิกอยู
ตรงตําแหนงที ่ 2 ของกลีเซอรอล ซ่ึงทําใหเนยโกโกมีจุดหลอมเหลวที่ใกลเคียงกับเนยโกโก
ธรรมชาติ ดังนั้นการดดัแปลงโครงสรางของน้ํามันปาลมเพียงเล็กนอยโดยการเติมหมูสเตียริลลงไป 
ในโครงสรางของน้ํามันปาลม กจ็ะทําใหไดเนยโกโกเทยีมทีม่ีคุณสมบัติเหมือนกับเนยโกโก 
ธรรมชาติได 

การดัดแปลงโครงสรางของน้ํามันปาลมใหเปนเนยโกโกเทียม ดวยปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอ 
ริฟเคชันซึ่งเรงดวยเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
สารที่ทําหนาที่ใหหมูสเตยีริลที่เหมาะสมที่สุดคือ เมทลิสเตียเรท โดยทําใหโครงสรางของเนยโกโก
เทียมที่สังเคราะหไดมีอัตราสวนของกรดสเตียริกตอกรดปาลมมิทิกใกลเคียงกับเนยโกโกธรรมชาติ
มากที่สุด ซ่ึงจะแตกตางจากการใชไลเปสจาก Rhizopus arrhizus เรงปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอรริฟเค
ชันของน้ํามันปาลม พบวากรดสเตียริก หรือ เอทิลสเตียเรทเปนสารที่ใหหมูสเตยีริลที่ เหมาะสม
ที่สุด (Bloomer, Adlercreutz & Mattiasson,  1990 : 519-524; Mojovic and others,  1993 : 438-443) 

ปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมกับเมทิลสเตียเรทซึ่งเรงดวยไลเปสจาก
ยาง มะละกอนั้น ที่อุณหภมูิต่ํากวา  45 องศาเซลเซียส จะทําใหไดเนยโกโกเทียมที่มีอัตราสวนของ
กรดสเตียริกตอกรดปาลมมิทิกนอยกวาอตัราสวนที่พบในเนยโกโกธรรมชาติ ทั้งนี้เพราะวาการ
ละลายของเมทิลสเตียเรทที่อุณหภูมิต่ํากวา 40 องศาเซลเซียส จะละลายไดไมดี ก็เลยทําใหปฏิกริิยา
อินเตอรเอสเทอริฟเคชันเกิดขึ้นไมสมบูรณ เกิดไดชา (Wang and others,  2006 : 661-665) ใน
ทํานองเดียวกนัที่อุณหภูมิสูงกวา 45 องศาเซลเซียส เนยโกโกเทียมที่สังเคราะหไดมีอัตราสวนของ
กรดสเตียริกตอกรดปาลมมิทิกต่ํากวาเนยโกโกธรรมชาติ ทั้งนี้เนื่องจากวาที่อุณหภมูิสูง ไลเปสจาก
ยางมะละกอจะถูก ความรอนทําลายโครงสรางของเอนไซมได จึงทําใหเอนไซมมีแอคติวิตีต่ําลงได  
(Minifie,  1989 : unpaged)   

การเรงปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันของเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอ เมื่อใชน้ํามัน 
ปาลมและเมทลิสเตียเรทเปนสารตั้งตน ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เมื่อเวลาผานไป 4 ช่ัวโมง เนย
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โกโกเทียมที่ไดมีอัตราสวนของกรดสเตียริกตอกรดปาลมมิทิกใกลเคยีงกับเนยโกโกธรรมชาติ แตถา
เวลามากขึ้นจะทําใหเนยโกโกเทียมมีปริมาณกรดสเตยีริกมากเกนิไป ดังนั้นเวลาที่เหมาะสมในการ
สังเคราะหเนยโกโกเทียมคือ เวลาที่ 4 ช่ัวโมง 

การปรับปริมาณแอคตวิิตีน้ําของเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอโดยวธีิแชในไออิ่มตัวของ 
เกลือที่มีคาแอคติวิตีน้ําตาง ๆ กัน จากการที่ไลเปสจากยางมะละกอซึ่งมีคาแอคติวิตนี้ํา 0.11 สามารถ
เรงปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันของน้าํมันปาลมกับเมทิลสเตียเรทไดดีที่สุด เพราะวา ในการเรง 
ปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันของเอนไซมไลเปสนั้น จะมีปฏิกิริยาเกดิขึ้น 2 ขั้นตอน คือ 
ปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสและปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน ซ่ึงผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสจะเปน
สารตั้งตนใหกบัปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน ดังนั้นถาปริมาณน้ําของเอนไซมซ่ึงมคีวามสําคัญในการ 
รักษาสภาพของเอนไซม มีมากเกินไปเอนไซมก็จะเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสมากกวาเอสเทอริฟเคชัน 
ก็จะทําใหไดผลผลิตเนยโกโกเทียมนอยลง แตจะไดผลผลิตขางเคียงมากขึ้นเชนไดเอซิลกลีเซอรอล
และกรดไขมัน (Wang and others,  2006 : 661-665)  

ปริมาณของเอนไซมไลเปสจากยางมะละกอก็มีผลตอเนยโกโกเทียมที่สังเคราะหขึ้นดวย  
การเพิ่มปริมาณของเอนไซมก็จะเพิ่มอัตราการเกิดปฏิกริิยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันดวย โดยปริมาณ
ที่เหมาะสมทีสุ่ดคือใชเอนไซมรอยละ 18 ของน้ําหนกัน้ํามันปาลมที่ใช ถึงแมวาจะเพิ่มปริมาณ
เอนไซมมากขึ ้นไปอีกกไ็มไดทําใหปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันเพิ่มขึ้นแตอยางใด 

อัตราสวนโมลของน้ํามันปาลมตอเมทิลสเตียเรทมีผลกระทบตออัตราการเกิดปฏิกิริยา 
อินเตอรเอสเทอริฟเคชันที่เรงดวยไลเปสจากยางมะละกอ การใชอัตราสวนโมลของเมทิลสเตียเรท
เปน 4-6 เทาของน้ํามันปาลม     ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของน้ํามันปาลมไดมากกวาการ 
ใชเมทิลสเตียเรทในจํานวนโมลที่เทากับน้ํามนัปาลม หรือนอยกวา 4 เทา ซ่ึงจะเหน็ไดจากโครงสราง
ของเนยโกโกเทียมเมื่อใชอัตราสวนเมทิลสเตียเรทเปน 4 เทาของน้ํามันปาลม จะมอัีตราสวนของ 
กรดสเตียริกตอกรดปาลมมิทิกใกลเคยีงกบัเนยโกโกธรรมชาติ 
 

4.3 คุณสมบติัทางกายภาพของเนยโกโกเทียม 
เนยโกโกเทียมที่สังเคราะหไดจากปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันปาลมกบั 

เมทิลสเตียเรท เมื่อนําไปศึกษาคณุสมบัติทางเคมีและทางกายภาพเพื่อเปรียบเทียบกับเนยโกโก
ธรรมชาติ พบวาเนยโกโกเทียมมีจุดหลอมเหลวอยูในชวง 37-39 องศาเซลเซียส มีคาไอโอดีน 

44.89±0.84 กรัมตอ 100 กรัม และมีคาสปอนิฟเคชัน 193.19±0.78 มก/ก ซ่ึงใกลเคยีงกับเนยโกโก
ธรรมชาติ ยกเวนปริมาณของกรดไขมันซึ่งคิดในรูปของกรดปาลมมิทิกของเนยโกโกเทยีมมีคา
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เทากับ 9.75±0.41 ซ่ึงสูงกวาเนยโกโกธรรมชาติมาก ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไล
ซีสของน้ํามันปาลม (Bloomer, Adlercreutz & Mattiasson,  1990 : 519-524) 
 

4.4 ผลผลิตของเนยโกโกเทียม 
การทดสอบการสังเคราะหเนยโกโกเทยีมโดยการดดัแปลงโครงสรางของน้ํามันปาลมดวย 

ปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอริฟเคชันซึ่งเรงดวยไลเปสจากยางมะละกอภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่สุดคือ 
อัตราสวนโมลของเมทิลสเตียเรทเปน 4 เทาของน้ํามันปาลม ที่อุณหภูม ิ 45 องสาเซลเซียส เปนเวลา 
4 ช่ัวโมง เอนไซมไลเปสจากยางมะละกอที่ใชมีคาแอคตวิิตีน้ํา 0.11 และปริมาณเอนไซมที่ใชคิดเปน
รอยละ 18 ของน้ํามันปาลมที่ใช  เมื่อคํานวณผลผลิตที่เกิดขึ้นพบวาสามารถสังเคราะหเนยโกโก
เทียมคิดเปนรอยละ 55 ของน้ํามันปาลมที่ใช เมื่อเปรียบเทียบกับการเรงปฏิกิริยาอินเตอรเอสเทอร ิ
ฟเคชันของน้ํามันเมล็ดชากับเมทิลสเตียเรทและเมทิลปาลมมิเทต ของไลเปสจากตับออน ซ่ึงไดผล 
ผลิตเนยโกโกเทียมคิดเปนรอยละ 25.6 ของน้ํามันเมล็ดชาที่ใช (Wang and others,  2006 : 661-665) 
จะเห็นไดวาไลเปสจากยางมะละกอมีประสิทธิภาพในการสังเคราะหเนยโกโกเทียมไดด ี
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ภาคผนวก 1 
 

Output จากโครงการวิจัยที่ไดรับทุนจาก สกว. 
 

1.   ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติ 
 Porntippa Pinyaphong and Suree Phutrakul. Synthesis of cocoa butter equivalent from 
palm oil by Carica papaya lipase-catalyzed interesterification, Chiang Mai J. Sci. 2009, 36(3) : 
001-010. 
2.   การนําผลงานวิจยัไปใชประโยชน 
 ในดานเชิงวิชาการ มีการนําไปใชกับการเรียนการสอนนักศึกษาปริญญาตรี ในวิชาชีวเคมีที่
เกี่ยวของกับเรือ่งของไขมันและเอนไซม และเปนการสรางใหนักวิจยัมีความเชี่ยวชาญทางดานการ
ประยุกตใชเอนไซมไลเปสในอุตสาหกรรมที่เกี่ยวกับไขมันและน้ํามนั ทําใหเกิดแรงบันดาลใจใน 
การประยกุตใชเอนไซมไลเปสในอุตสาหกรรมที่เกี่ยวกบัไขมันและน้าํมัน และนาํไปสูการเขยีน 
ตําราที่เกี่ยวกบัน้ํามันและไขมัน 
3.   อ่ืน ๆ 

งานวิจยันี้ไดไปนําเสนอดวยวาจาในการประชุม International Conference on 
Biotechnology and Food Engineering 2009 ณ กรุงปารีส ประเทศฝรั่งเศส ในวันที่ 24-26 มิถุนายน 
2552 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 


	1.pdf
	2.pdf
	3.pdf
	4.pdf
	5.pdf
	6.pdf
	7.pdf
	8.pdf
	9.pdf



