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บทคัดยอ 
จากการผลิตน้ํามันจากยีสตที่คัดเลือกแลวเพ่ือเตรียมเปนไบโอดีเซล โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เปนสาร
สกัดจากกากสับปะรด พบวาเมื่อเล้ียงเชื้อในอาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรดที่เตรียมไดจากการยอย
ดวยสารละลายกรดซัลฟูริก 0.2 นอรมอล เชื้อสามารถเจริญและผลิตน้ํามันไดมากที่สุด และสภาวะที่เหมาะสม
ในการเจริญและผลิตน้ํามันของยีสตที่คัดเลือกแลวในสารสกัดจากกากสับปะรด คือ ปริมาณกากสับปะรด
เริ่มตนรอยละ 15  ความเปนกรดดาง 6.0 และเล้ียงที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส เปนเวลา 84  ชั่วโมง โดย
พบน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 5.47 กรัมตอลิตรของสารสกัดกากสับปะรดและปริมาณน้ํามันที่ผลิตไดรอยละ 
25.42 โดยน้ําหนักของเซลลแหง  และพบวาน้ํามันท่ีผลิตไดมีคาความเปนกรดและปริมาณกรดไขมันอิสระ
เทากับ 63.93  มิลลิกรัมของโปแตสเซียมไฮดรอกไซดตอกรัมน้ํามันและรอยละ 22.7 โดยน้ําหนักของน้ํามัน 
ตามลําดับ และจากการวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันที่ผลิตไดดวยโครมาโทกราฟแบบผิวบางพบวา
องคประกอบสวนใหญเปนไตรเอซิลกลีเซอรอล และเมื่อวิเคราะหดวยโครมาโทกราฟแกสพบวากรดไขมันที่
เปนองคประกอบหลักคือ กรดโอเลอิก (รอยละ 54.47)  รองลงมาคือ กรดปาลมิติก (รอยละ18.17) และกรด   
ลิโนเลอิก (รอยละ 10.77) ตามลําดับ จากนั้นไดศึกษาวิธีที่เหมาะสมในการสกัดน้ํามันออกจากเซลลไดมาก
ที่สุด พบวาการทําใหเซลลแตกดวยการบดดวยเม็ดบีดรวมกับการสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียตามวิธีของ 
Bligh และ Dyer สามารถสกัดน้ํามันออกจากเซลลไดมากที่สุดและพบปริมาณน้ํามันเทากับรอยละ 47.8 โดย
น้ําหนักของเซลลแหง และไดเตรียมน้ํามันที่ผลิตไดเปนเมทิลเอสเทอรของกรดไขมัน พบวาการเตรียมเมทิล-
เอสเทอรของกรดไขมันผานกระบวนการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 2 ขั้นตอน พบวาสามารถ
เตรียมเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันไดมากที่สุด โดยพบปริมาณของเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันเทากับรอย
ละ 97.6 โดยน้ําหนักของน้ํามันและจากการวิจัยพบวาน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลวสามารถนํามา
เตรียมเพ่ือผลิตเปนไบโอดีเซลไดเนื่องจากองคประกอบของกรดไขมันคลายกับน้ํามันพืช ซึ่งถือวาเปน
ทางเลือกอีกทางหนึ่งในการหาแหลงน้ํามันเพ่ือใชในการผลิตไบโอดีเซลตอไปในอนาคตได 
 
 
 
 
 
 
 
 
คําหลัก  กากสับปะรด ไบโอดีเซล Rhodotorula glutinis ปฏิกริิยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน การผลิตน้ํามัน 
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Abstract: 
The oil production of the selected oleaginous yeast for biodiesel preparation that cultured in 
pineapple waste hydrolysate medium was investigated. The suitable of pineapple waste hydrolysate 
for growth and oil production of selected oleaginous yeast was prepared by 0.2 N of sulfuric acid 
hydrolysis. The optimum condition was 15% of initial concentration of pineapple waste hydrolysate, 
pH 6.0 at 30°C for cultivation time of 84 h. Under the optimized condition, biomass of 5.47 g/L and 
oil content of 25.42% w/w were obtained. The selected yeast oil was characterized and found that 
the acid-value and free fatty acid content were 63.93 mgKOH/g oil and 22.7%, respectively. The 
selected yeast oil were characterized by TLC and the results revealed that the oil contain 
triacylglycerol as main component. The composition of fatty acid was analyzed by gas 
chromatography analysis and presented that the dominant fatty acid was oleic acid (54.47%) 
followed by palmitic acid (18.17%) and linoleic acid (10.77%), respectively. Then, the most effective 
cell disruption and oil extraction method was carried out. The  results show that cell disruption  
method  by  bead-beating  and extracted using organic solvent extraction according to Bligh and 
Dayer method presented  the  highest  content  of  lipid (47.8%  of  cell  dry  weight).  For 
preparation of biodiesel from selected yeast oil by transesterification was also investigated. The 
results found that the two-step transesterification presented the highest content of fatty acid methyl 
ester and was found to be 97.6% w/w oil. Thus, the selected yeast oil might be a valuable 
alternative raw material for the biodiesel production. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords:  pineapple waste, biodiesel, Rhodotorula glutinis, transesterification, oil production 
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สรุปยอ (Executive summary)  

เนื่องจากปญหาทางดานสถานการณราคาน้ํามันปโตรเลียมในตลาดโลกสูงขึ้นอยางตอเนื่อง สงผลให
รัฐบาลและประชาชนทั่วไปใหความสนใจกับพลังงานทดแทน โดยเฉพาะการผลิตไบโอดีเซล (biodiesel) แต
การผลิตไบโอดีเซลในประเทศพบปญหาวัตถุดิบมีปริมาณจํากัด ไมเพียงพอตอการการผลิตไบโอดีเซลและ
ราคาของวัตถุดิบของพืชนํ้ามันมีราคาสูง และทําใหการผลิตไบโอดีเซลจากพืชน้ํามันมีตนทุนสูงตามไปดวย  
ดังนั้นเพ่ือเปนการเพิ่มแนวทางในการเพิ่มปริมาณน้ํามันใหเพียงพอกับความตองการ งานวิจัยนี้จึงมุงเนนใน
การศึกษาการผลิตไบโอดีเซลจากเชื้อจุลินทรียที่ไดคัดเลือกแลว โดยใหความสนใจในการผลิตไบโอดีเซลใหได
ปริมาณที่มากที่สุดจากจุลินทรียที่คัดเลือกแลว และไดประยุกตใชกากสับปะรดที่เปนวัตถุดิบเหลือใชจาก
กระบวนการแปรรูปสับปะรดมาเปนแหลงคารบอนในอาหารเล้ียงเชื้อสําหรับการเจริญเติบโตและการผลิตไบ
โอดีเซลของจุลินทรียที่คัดเลือกแลวดวย ซึ่งเปนการใชประโยชนจากของเหลือไดอีกทางหนึ่ง จึงเปนการลด
ปญหาส่ิงแวดลอมเปนพิษเนื่องจากของเหลือใชที่มีปริมาณมากดวยและเปนการลดตนทุนในการผลิตน้ํามัน
จากจุลินทรีย เนื่องจากอาหารสําเร็จรูปมีราคาสูง และเพ่ือเปนแนวทางในการศึกษาและพัฒนาการผลิตไบโอ
ดีเซลตอไป โดยไดดําเนินการวิจัยโดยศึกษาวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรด จากนั้น
ศึกษาความเปนไปไดในการนําสารสกัดจากกากสับปะรดที่เตรียมไดมาเพาะเลี้ยงเชื้อท่ีไดคัดเลือกไวเพ่ือผลิต
น้ํามัน และหาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตน้ํามันของเชื้อจุลินทรียเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่เปนสาร
สกัดจากกากสับปะรด เพ่ือใหไดสภาวะที่เชื้อสามารถผลิตน้ํามันไดในปริมาณที่มากที่สุด จากนั้นวิเคราะหหา
องคประกอบของน้ํามันที่ผลิตไดจากจุลินทรียที่คัดเลือกแลว เพ่ือพิจาณาถึงความเปนไปไดในการประยุกตใช
น้ํามันที่จุลินทรียผลิตไดในการเตรียมเปนไบโอดีเซล รวมถึงการหาวิธีในการสกัดแยกน้ํามันออกจากเซลล
ยีสตใหมากที่สุด และศึกษาการเตรียมเปนไบโอดีเซลหรือเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันโดยผานกระบวนการ
เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

จากการวิจัยพบวาการเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดดวยวิธีที่แตกตางกัน  จะไดสารสกัดจากกาก
สับปะรดที่มีลักษณะแตกตางกัน โดยเฉพาะองคประกอบในสวนของปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (ปริมาณ
คารบอน) และปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด และเมื่อศึกษาความเปนไปไดในการประยุกตใชสารสกัดจากกาก
สับปะรดเปนอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือผลิตน้ํามันพบวา สารสกัดจากกากสับปะรดที่เตรียมไดสามารถนํามาเปน
อาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือผลิตน้ํามันได โดยเฉพาะสารสกัดจากกากสับปะรดที่เตรียมไดจากการยอยสลายดวย
สารละลายกรดซัลฟูริก พบปริมาณน้ํามันที่เชื้อจุลินทรียที่คัดเลือกแลวผลิตออกมาไดมากที่สุด  จากนั้นเมื่อหา
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตน้ํามันจากเชื้อจุลินทรียที่คัดเลือกแลวในอาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรด 
พบวาสภาวะที่เหมาะสมในเพาะเลี้ยงเชื้อเพ่ือใหผลิตน้ํามันออกมามากที่สุดคือ เมื่อใชปริมาณกากสับปะรด
เร่ิมตนรอยละ 15  ที่คาความเปนกรดดางของสารสกัด 6.0  และเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 84 ชั่วโมง พบวาเชื้อมีการเจริญเติบโตและผลิตน้ํามันไดมากที่สุด โดยพบวามีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ  
5.47  กรัมตอลิตรของสารสกัดกากสับปะรด  ปริมาณน้ํามันที่ผลิตได  1.3905   กรัมตอลิตรของสารสกัดกาก
สับปะรด และคิดเปนผลผลิตน้ํามันที่ผลิตไดเทียบกับเซลลแหงแลวพบวามีคา  0.2542   กรัมตอกรัมเซลล
แหงหรือคิดเปนผลผลิตน้ํามันรอยละ  25.42 โดยน้ําหนักของเซลลแหงและพบวาน้ํามันที่ผลิตไดมีคาความ

เปนกรดเทากับ 63.93  มิลลิกรัมของโปแตสเซียมไฮดรอกไซดตอกรัมน้ํามัน และมีปริมาณของกรดไขมันอิสระ
รอยละ  22.7 โดยน้ําหนักของน้ํามัน จากนั้นนําไปวิเคราะหหาองคประกอบในน้ํามันที่เชื้อผลิตไดเมื่อเล้ียงใน
อาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรดดวยวิธีโครมาโทกราฟแกส  พบกรดไขมันที่เปนองคประกอบประมาณ  
15  ชนิด และกรดไขมันที่พบมากที่สุดคือ กรดโอเลอิก โดยพบรอยละ 54.47 ของเมธิลเอสเทอรของกรด
ไขมันทั้งหมด รองลงมาคือ กรดปาลมิติก และกรด ลิโนเลอิก โดยพบคิดเปนรอยละ 18.17 และรอยละ 10.77 
ของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันทั้งหมด  ตามลําดับ  
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นอกจากนี้จากการวิจัยไดศึกษาวิธีการสกัดน้ํามันออกจากเซลลและการทําใหเซลลแตกเพื่อสามารถ
สกัดน้ํามันออกจากเซลลยีสตใหมากที่สุด โดยศึกษาการสกัดดวยตัวทําละลายอินทรีย การใชคล่ืนไมโครเวฟ 
(microwave extraction) การใชคล่ืนเสียงความถี่สูง (ultrasonic extraction) การใชความรอนภายใตสภาวะ
หมออัดความดันไอ (autoclaving) และการบดดวยเม็ดบีด (bead extraction) โดยพบวาการทําใหเซลลแตก
ดวยการบดดวยเม็ดบีดตามดวยสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียตามวิธีของ Bligh และ Dyer สามารถสกัดน้ํามัน
ออกจากเซลลไดมากที่สุด และมีปริมาณน้ํามันรอยละ  47.8 โดยน้ําหนักของเซลลแหง และจากนั้นได
เตรียมไบโอดีเซลหรือเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันจากน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลว โดยผาน
กระบวนการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 1 ขั้นโดยใชเบสเปนตัวเรง  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอ -
ริฟเคชันแบบ 2  ขั้นตอน และปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยมีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา จาก
การศึกษาพบวาการเปลี่ยนเปนเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันของน้ํามันที่ผลิตไดโดยผานปฏิกิริยาทรานสเอส
เทอริฟเคชันแบบ 2 ขั้นตอนที่มีกรดเปนตัวเรงในขั้นตอนแรกและเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเรงดวย
เบสโซเดียมไฮดรอกไซดในขั้นตอนที่สอง จะไดปริมาณของเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันในปริมาณมากที่สุด 
โดยมีปริมาณเทากับรอยละ  97.6 โดยน้ําหนักของน้ํามันดังนั้นจากการวิจัยพบวาน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่
คัดเลือกแลวสามารถนํามาเตรียมเปนไบโอดีเซลได แตการพัฒนาการนําน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตเพ่ือเปน
แหลงของไอโอดีเซลในระดับอุตสาหกรรมนั้น ยังคงตองมีการศึกษาพัฒนาตอไปในดานการเพิ่มปริมาณการ
ผลิตน้ํามันจากยีสตที่คัดเลือกแลว โดยอาจนําเทคโนโลยีทางดานพันธุวิศวกรรมเขามาดัดแปลงเพื่อใหยีสต
สามารถผลิตน้ํามันไดมากที่สุด และรวมถึงพัฒนาเทคนิคใหม ๆ ในการสกัดแยกน้ํามันออกจากเซลลยีสตที่
คัดเลือกแลวใหมากที่สุดตอไป 
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Executive summary 
 Biodiesel is well known as an alternative diesel fuel and is rather an attractive for its 
biodegradable, nontoxic, clean renewable characteristic as well as the similar properties to 
conventional diesel fuel. The raw materials for biodiesel production was mainly include biological 
sources such as vegetable seed oils and animal fats. However the cost of biodiesel is high due to 
the high cost of raw material that about 75%. Beside the use of vegetable oils as raw material would 
be complete with edible oils, thus leading to soar of food price. Using recovered animal fats, used 
frying oils and waste oils from restaurants as feedstock is a good strategy to reduce cost. However, 
these limited resources can not meet the increasing needs for clean renewable fuels. So biodiesel is 
still not commonly used in daily life. Recently, there has been an increasing interest in looking for 
biodiesel production. Among them, microbial oils, microorganisms which accumulated more than 20-
25% lipids are usually referred to as oleaginous species involving bacteria, yeasts, moulds and 
microalgae. The oil from these microorganisms is in the form triglycerides which similar component 
of fatty acids to that of vegetable oils. The culturing of oleaginous microorganisms is affected neither 
by seasons nor by climates. In addition, oleaginous microorganism can not accumulate lipids within 
a short period of time but grow well on a variety of substrates, even inexpensive material, such as 
nutritional residues from agriculture and industry. In this research, the possibility of lipid production 
from pineapple waste hydrolysate by selected oleaginous yeast was explored. The selected 
oleaginous yeast could be accumulated a large amount of lipids when cultured in 0.2 N of sulfuric 
acid treated pineapple waste hydrolysate. The high biomass and lipid content were achieved after 
culture under optimum condition, 15% of initial concentration of pineapple waste hydrolysate, pH 6.0 
at 30°C for 84 h. Biomass and lipid content were found to be 5.47 g/L and 25.42% w/w of dry cell 
(1.39 g/L or 0.25 g/g dry cell), respectively. The characteristics of selected yeast oil were determined 
and showed main component of triglycerides with high acid-value (63.93 g KOH/g oil) and free fatty 
acid content (22.7%). The fatty acid composition in selected yeast oil was analyzed by gas 
chromatography. The results presented the main fatty acid including oleic acid, palmitic acid and 
linoleic acid. Then, extraction methods, including organic solvent extraction, autoclaving, bead-
beating, microwave and sonication were compared to identify the most effective cell disruption 
method. The highest lipids yield was obtained by bead-beating and extracted with solvent followed 
as Bligh and Dyer method and showed 47.8% w/w.  The biodiesel or fatty acid methyl ester was 
prepared from the selected yeast oil by transesterification. One-step transesterification, two-step-
transesterfication and lipase transesterification were carried out. The highest fatty acid methyl ester 
content was obtained by two-step transesterification. The first step was conducted with 70% w/w 
methanol-to-oil ratio in presence of 1% H2SO4 as an acid catalyst at 60°C in 60 min. The second 
step was transesterified using 30% w/w of methanol-to-oil ratio and 2% w/w NaOH to oil as alkaline 
catalyst to produce biodiesel at 60°C for 1 h. The final yield for fatty acid methyl ester was achieved 
97.5%. Thus, the selected oleaginous yeast could be used for producing cheap microbial oil from 
agro-industrial residues for biodiesel production and based on these research, microbial oils from the 
selected yeast are a potential alternative oil resource for biodiesel production.  
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       เอสเทอริฟเคชัน 
4.12 ผลของความเขมขนของกรดซัลฟูริกที่มีตอการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของ 51 
       น้ํามันที่ผลิตจากยีสตที่คัดเลือกแลว 
4.13 ผลของอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันท่ีมีตอการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของ 52 
       น้ํามันที่ผลิตจากยีสตที่คัดเลือกแลว 
4.14 ผลของความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดตอการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอส-  53 

เทอริเคชันของน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลว 
 



ญ 
 

สารบัญรูป (ตอ) 
 

4.15 ผลของอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันท่ีมีตอการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริเคชัน 54 
ของน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลว 

4.16 ผลของอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 55 
ที่เรงดวยเอนไซมไลเปส 

4.17 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของเอนไซมไลเปสในการเกิดปฏิกิริยาทรานส-  55 
เอสเทอริฟเคชัน 

4.18 ผลของปริมาณน้ําที่มีตอการทํางานของเอนไซมไลเปสในการเกิดปฏิกิริยาทรานส- 56 
เอสเทอริฟเคชัน 



บทที่  1  

บทนํา 
 

ปจจุบันทั่วโลกประสบปญหาทางดานสถานการณราคาน้ํามันปโตรเลียมในตลาดโลกสูงขึ้นอยาง
ตอเนื่อง สงผลใหรัฐบาลและประชาชนทั่วไปใหความสนใจกับพลังงานทดแทน โดยเฉพาะการผลิตไบโอดีเซล 
(biodiesel) พบวาไบโอดีเซลเปนน้ํามันเชื้อเพลิงที่ผลิตจากแหลงทรัพยากรหมุนเวียน เชน น้ํามันพืช  ไขมัน
สัตว น้ํามันพืชและสัตวที่ ใชแลวหรือผลิตไดจากสาหราย ไบโอดีเซลเปนเชื้อเพลิงดีเซลทางเลือก 
นอกเหนือจากดีเซลที่ผลิตจากปโตรเลียมโดยมีคุณสมบัติการเผาไหมเหมือนกับดีเซลจากปโตรเลียมมาก และ
สามารถใชแทนกันได  คุณสมบัติสําคัญของไบโอดีเซลคือ สามารถยอยสลายไดเอง ตามกระบวนการทาง
ชีวภาพในธรรมชาติ(biodegradable) และไมเปนพิษ (non-toxic) ดังนั้นรัฐบาลจึงมีนโยบายใหมีการสงเสริม
การผลิตและใชไบโอดีเซลเพ่ือทดแทนพลังงานน้ํามันดีเซล  

จุดมุงหมายในยุทธศาสตรการพัฒนาและสงเสริมไบโอดีเซล เมื่อวันที่ 18 มกราคม พ.ศ.2548 โดย
ตั้งเปาหมายวาในป พ.ศ.2555 สามารถผลิตไบโอดีเซลไดถึง 8.5 ลานลิตรตอวัน โดยใหความสนใจในการ
เตรียมไบโอดีเซลแบบลูกผสมหรือผสมบางสวนเชน ใชไบโอดีเซล 10% ผสมกับน้ํามันดีเซล และปจจุบัน
ประเทศไทยไดใหความสนใจในการผลิตไบโอดีเซลจากเมล็ดสบูดํามากขึ้นดวยเชนกัน  เนื่องจากเมล็ดสบูดํา
เมื่อทําการสกัดแลว พบวาสามารถนําไปใชไดกับเคร่ืองยนตไดทันที โดยไมตองผานกระบวนการแปรรูป และ
พบวาไมมีเขมาติดเครื่องยนตดวย แตสัดสวนในการใหน้ํามันประมาณรอยละ 25-30 เทานั้น  

จากรายงานของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) เกี่ยวกับปญหาและ
ความตองการในการผลิตและใชไบโอดีเซลในประเทศไทย  โดยพบวาปริมาณวัตถุดิบ เชน พืชน้ํามันตาง ๆ มี
ปริมาณจํากัด ไมเพียงพอตอการตอบสนองตามยุทธศาสตรของชาติในการผลิตไบโอดีเซลได ทั้งนี้เนื่องจาก
พืชบางชนิดสามารถเพาะปลูกไดยาก  ไมสามารถเพาะปลูกไดทุกพ้ืนที่ในประเทศไทย ทําใหจํากัดอยูในบาง
พ้ืนที่เทานั้น ทําใหผลผลิตที่ไดในแตละปไมเพียงพอตอความตองการ นอกจากนี้ในการเพาะปลูกพืชบางชนิด
จะใหผลิตผลตามฤดูกาล และพบวาดินฟาอากาศยังเปนปจจัยสําคัญในการเพาะปลูกพืชดวย  ซึ่งสงผลทําให
ราคาของวัตถุดิบของพืชนํ้ามันมีราคาสูง และทําใหการผลิตไบโอดีเซลจากพืชนํ้ามันมีตนทุนสูงตามไปดวย  
รวมถึงสารเคมีตาง ๆ ที่ใชในการแปรรูปน้ํามันพืชยังมีราคาสูงดวย ปจจุบันราคาของไบโอดีเซลจะสูงกวา
น้ํามันดีเซลจากปโตรเลียม ทําใหยังไมสามารถที่แขงขันราคากับน้ํามันดีเซลไดอยางเต็มที่ได  และนอกจากนี้
สายพันธุของพืชน้ํามันในประเทศไทย พบวายังเปนสายพันธุที่ผลิตน้ํามันไดในปริมาณนอย  ดังนั้นนักวิจัยได
พยายามศึกษาการปรับปรุงพันธุพืชน้ํามันใหการผลิตน้ํามันเพ่ิมมากขึ้น และไดพยายามหาแหลงพืชน้ํามัน
ชนิดใหม เพ่ือเปนแหลงใหมในการผลิตน้ํามันสําหรับกระบวนการผลิตไบโอดีเซลของไทย  

จากขอจํากัดในการผลิตไบโอดีเซลจากพืชนํ้ามัน นั่นคือวัตถุดิบที่เปนพืชน้ํามันสําหรับการผลิตไบโอ
ดีเซลที่มีราคาสูง และปริมาณของวัตถุดิบไมเพียงพอตอการผลิต ทําใหปริมาณการผลิตไบโอดีเซลในประเทศ
ไทยไดในปริมาณไมเพียงพอกับความตองการ ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาเพื่อหาแนวทางในการเพิ่มปริมาณ
น้ํามันใหเพียงพอกับความตองการ และจากการรวบรวมขอมูลพบวา สามารถพัฒนาน้ํามันและไขมันที่ไดจาก
การสังเคราะหจากจุลินทรียที่สามารถผลิตไขมันได (microbial oil) ซึ่งอาจเปนทางเลือกอีกทางหนึ่งในการ
แกปญหาในการผลิตไบโอดีเซลในประเทศไทยได   เนื่องจากประสิทธิภาพในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย
และการผลิตสารตาง ๆ ไดอยางรวดเร็วกวาพืชน้ํามัน  เพราะวาจุลินทรียสามารถผลิตสารไดตลอดเวลาเมื่อ
ทําการปรับสภาวะใหเหมาะสมตอการผลิตอยูเสมอ รวมถึงระยะเวลาที่ใชในการผลิตสารตาง ๆ พบวาจะใช
เวลาที่ส้ันกวาและที่สําคัญสําหรับการผลิตสารจากจุลินทรียคือ สามารถทําการขยายปริมาณการผลิตใหมาก

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A7%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%9E%E0%B9%83%E0%B8%99%E0%B8%98%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%8A%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4&action=edit
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A7%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%9E%E0%B9%83%E0%B8%99%E0%B8%98%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%8A%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4&action=edit
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ขึ้นไดตามที่ตองการ  นอกจากนี้พบวาจุลินทรียสามารถผลิตสารตามที่ตองการเพียงแคปรับสภาวะหรือบังคับ
ใหการสังเคราะหสารของจุลินทรียไปในทิศทางที่ตองการได  ซึ่งจากการศึกษาและรวบรวมงานวิจัยเกี่ยวกับ
การผลิตไบโอดีเซลจากจุลินทรีย พบวาสามารถผลิตไบโอดีเซลไดจากสาหราย และจากการรายงานของ 
Chisti (2007) พบวาสาหรายที่มีขนาดเล็กหรือจุลสาหราย (microalgae) หรือ microalgal oil  สามารถผลิต
น้ํามันที่เปนวัตถุดิบสําหรับกระบวนการผลิตไบโอดีเซลได  โดยจุลสาหรายมีความสามารถในการใชกาซ
คารบอนไดออกไซด (CO2) จากบรรยากาศ เปล่ียนไปเปนเชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuels) ไดอยางประสิทธิภาพ  
ทําใหตนทุนในการผลิตไบโอดีเซลจากสาหรายคอนขางต่ํา จุดประสงคของการผลิตน้ํามันเพ่ือผลิตไบโอดีเซล
จากสาหรายนี้เพ่ือแขงขันกับราคาไบโอดีเซลจากปโตรเลียม  พบวาสาหรายที่สามารถผลิตน้ํามันเพ่ือเปน
วัตถุดิบสําหรับผลิตไบโอดีเซลไดแก  Botryococcus braunii (25-75% ตอนํ้าหนักแหง) Chlorella sp. (28-
32% ตอนํ้าหนักแหง)  Crypthecodinium cohnii (20% ตอนําหนักแหง),  Dunaliella prinolecta (23%),  
Nannochloropsis sp. (31-68% ตอนํ้าหนักแหง), Neochloris oleoabundans (35-54% ตอนํ้าหนักแหง), 
Nitzschia sp. (45-47% ตอนํ้าหนักแหง),  Schizochytrium sp. (50-77% ตอนํ้าหนักแหง) (Chisti, 2007; 
Roessler และคณะ, 1994; Sawasyama และคณะ, 1995; Dunahay และคณะ, 1996; Sheehan และคณะ, 
1998; Bannerjee และคณะ, 2002; Gavrilescu และ Chsiti, 2005) เปนตน   

นอกจากนี้ยังพบวาน้ํามันสามารถผลิตไดจากจุลินทรียชนิดอื่นดวย เชน จากเชื้อราหรือยีสต 
โดยเฉพาะในกลุมที่เปน  oleaginous microorganism  ไดแก เชื้อราในตระกูล Zygomycetes ซึ่งเปน 
oleaginous fungi (Certik และ Shimizu,1999) และเชื้อราในกลุม  Mucurales ไดแก Mucor circinelloides 
หรือ M. javanicus (Ratledge, 1992) Mortierella isabellina (Nakabara และคณะ,1992) Cunninghamella 
echinulata (Chen และ Lui,1997) Mortierella apina (Eroshin และคณะ, 2000) นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อยีสต
บางชนิดสามารถผลิตน้ํามันได เชน เชื้อยีสตในตระกูล Rhodotorula เชน R. acheniorum, R. aurantiaca, R. 
bacarum, R. fujisanensis (Perrier และคณะ, 1995) และ Rhodotorula glutinis, Candida utilis และ 
Saccharomyces cerevisiae 2 สายพันธุ (Xue และคณะ, 2007) โดยพบวาเชื้อ R. glutinis สามารถผลิต
ไขมันไดสูงที่สุดคือประมาณ 10%  และพบวาไขมันทั้งหมดที่ผลิตไดเมื่อผานกระบวนการ transesterification 
พบวาจะไดปริมาณของเมทิลเอสเทอรของกรดไขมัน (fatty acid methyl ester) คิดเปน 92%ของไขมัน
ทั้งหมด  โดยเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันที่ผลิตไดถือวาเปนวัตถุดิบที่สําคัญในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
และจากการผลิตไบโอดีเซลจากเชื้อ R. glutinis นี้ พบวาปจจัยสําคัญท่ีมีผลตอการผลิตคือ ปริมาณของ
คารบอนและแหลงของคารบอน ดังนั้นในการพัฒนาเพื่อใหเชื้อสามารถผลิตไบโอดีเซลใหมากขึ้น จึงตอง
เลือกใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตไบโอดีเซลดวย   

สําหรับในการผลิตน้ํามันจากจุลินทรียพบวาไดมีการประยุกตใชของเหลือใชจากกระบวนการแปรรูป
อาหารหรือจากโรงงานอุตสาหกรรมมาเตรียมเพื่อเปนแหลงอาหารหรือสารตั้งตนในการเจริญเติบโตและการ
ผลิตน้ํามันจากจุลินทรียดวย และจากการศึกษาของ  Pananikolaou และ Aggelis (2002) ไดศึกษาการผลิต
น้ํามันจากเชื้อ Yarrowia lipolytica  และไดประยุกตใชกลีเซอรอลที่เปนของเหลือใชจากโรงงานอุตสาหกรรม 
(by-product) มาประยุกตเปนแหลงคารบอนโดยการเติมในอาหารสําหรับเล้ียงเชื้อเพ่ือผลิตน้ํามัน พบวา
สามารถผลิตน้ํามันได 43% ของน้ําหนักเซลลแหง ซึ่งพบวาการนําเอาของเหลือจากโรงงานอุตสาหกรรมมาใช
ในการเปนวัตถุดิบสําหรับผลิตไบโอดีเซลนั้น ยังไมไดมีการศึกษาอยางกวางขวาง ดังนั้นในงานวิจัยจึงควร
มุงเนนในการเลือกใชอาหารเลี้ยงเชื้อใหเหมาะสมตอการผลิตไบโอดีเซลของจุลินทรียดวย และควรมุงเนนใน
การประยุกตใชของเหลือจากกระบวนการแปรรูปผลิตภัณฑตาง ๆ หรือของเหลือจากโรงงานอุตสาหกรรมมา
ใชประโยชน ซึ่งเปนอีกแนวทางหนึ่งในการลดตนทุนในการในการผลิตน้ํามันจากจุลินทรีย เนื่องจากอาหาร
สําเร็จรูปมีราคาสูง และเปนการลดปญหาส่ิงแวดลอมเปนพิษเนื่องจากของเหลือใชที่มีปริมาณมากดวย 
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 ในปจจุบันประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม ทําใหมีปริมาณวัตถุดิบทางดานการเกษตรถูกผลิต
ขึ้นอยางมากมาย สงผลใหประเทศไทยมีการพัฒนาอุตสาหกรรมทางดานการแปรรูปอาหารจากวัตถุดิบทาง
การเกษตรจํานวนมาก ในปจจุบันพบวามีการขยายกําลังการผลิตเพ่ือการแปรรูปอาหารมากขึ้น โดยเฉพาะ
อุตสาหกรรมการแปรรูปผักและผลไม เชน การผลิตผักและผลไมกระปอง การผลิตเครื่องดื่มจากผักและผลไม  
เปนตน  และจากการเพิ่มปริมาณการผลิตและจากกระบวนการผลิตการแปรรูปวัตถุดิบจากการเกษตร สงผล
กระทบใหมีการเพิ่มปริมาณของวัตถุดิบเหลือใชจากกระบวนการผลิตมากขึ้น ซึ่งกอใหเกิดปญหาทางดาน
ส่ิงแวดลอมเปนพิษเนื่องจากมีวัตถุดิบเหลือใชในปริมาณมากถูกปลอยทิ้งไว   

ในงานวิจัยนี้มุงเนนวัตถุดิบเหลือใชจากกระบวนการแปรรูปสับปะรด เชน กระบวนการแปรรูป
สับปะรดกระปองและน้ําสับปะรด ปจจุบันพบวามีการเพิ่มกําลังการผลิตมากขึ้น โดยมีการผลิตมากกวา 
200,000 ตันตอป หรือเทียบเทาจํานวนสับปะรดกระปอง 5 ลานหีบมาตรฐาน (ขอมูลจากโรงงานสับปะรดของ
บริษัททิปโกฟูดส (ประเทศไทย) จํากัด (มหาชน)) และจากกระบวนการแปรรูปสับปะรด พบวามีวัตถุดิบเหลือ
ใชตาง ๆ มากมาย เชน กากสับปะรด แกนสับปะรด ใบและเปลือกสับปะรด เปนตน ซึ่งพบวาไดมีการนําไปใช
ประโยชนไดนอย และองคประกอบที่พบในสวนเปลือก พบวามีโปรตีนประมาณรอยละ 0.69  ไขมันรอยละ 
0.53  กากรอยละ 2.27  เถารอยละ 1.01 และคารโบไฮเดรตรอยละ 15.0 และสวนแกนกลางมีโปรตีนประมาณ
รอยละ 1.62  ไขมันรอยละ 1.32  กากรอยละ 7.42  เถารอยละ 1.97 และคารโบไฮเดรตรอยละ 74.73  และ
ปริมาณน้ําตาลที่พบมาก    สวนใหญเปนพวกซูโครสรอยละ 70   กลูโคสรอยละ 20  และฟรุคโตสรอยละ 10 
ซึ่งจากองคประกอบดังกลาว พบวามีปริมาณของคารโบไฮเดรตสูง  และมีปริมาณโปรตีนตํ่าทําใหมีการนําไป
ประยุกตใชเปนอาหารสัตวไดนอย จึงกอใหเกิดปญหาทางดานสิ่งแวดลอมตามมา  ดังนั้นการผลิตไบโอดีเซล
จากวัตถุดิบเหลือใชจากกระบวนการแปรรูปสับปะรดนั้น ดังนั้นจึงเปนทางเลือกที่ดีในการแกปญหาทางดาน
ส่ิงแวดลอม และเปนการพัฒนา ปรับปรุง จนถึงการเพิ่มมูลคาของวัตถุดิบเหลือใชมาใชใหเกิดประโยชนมาก
ขึ้น   

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุงเนนในการศึกษาการผลิตไบโอดีเซลจากเชื้อจุลินทรียที่ไดคัดเลือกแลว ซึ่งเปน
แนวทางหนึ่งที่จะผลิตไบโอดีเซลใหเพียงพอกับความตองการ โดยใหความสนใจในการผลิตไบโอดีเซลใหได
ปริมาณที่มากที่สุดจากจุลินทรียที่คัดเลือกแลว และประยุกตใชกากสับปะรดที่เปนวัตถุดิบเหลือใชจาก
กระบวนการแปรรูปสับปะรดมาเปนแหลงคารบอนในอาหารเล้ียงเชื้อสําหรับการเจริญเติบโตและการผลิตไบ
โอดีเซลของจุลินทรียที่คัดเลือกแลว ซึ่งเปนการใชประโยชนจากของเหลือไดอีกทางหนึ่งและเพ่ือเปนแนวทาง
ในการศึกษาและพัฒนาการผลิตไบโอดีเซลตอไป  

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
1. เพ่ือผลิตไบโอดีเซลจากจุลินทรียที่คัดเลือกแลวในอาหารที่เตรียมไดจากกากสับปะรด 
2. เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตน้ํามันจากจุลินทรียที่ไดคัดเลือกแลวในอาหารที่เตรียมจาก

กากสับปะรดใหมีการผลิตน้ํามันในปริมาณที่มากที่สุด 
3  เพ่ือหาองคประกอบของน้ํามันท่ีผลิตจากจุลินทรียที่คัดเลือกแลว 
4. เพ่ือเพ่ิมแหลงผลิตไบโอดีเซลใหเพียงพอกับความตองการ 
5. เพ่ือศึกษาการเตรียมน้ํามันที่ผลิตไดใหอยูในรูปเมธิลเอสเทอรเพ่ือใชเปนไบโอดีเซลได 

6. เพ่ือเปนการใชประโยชนกากสับปะรดที่เปนของเหลือจากกระบวนการแปรรูปสับปะรด 

7. เพ่ือเพ่ิมมูลคาของกากสับปะรดที่เปนของเหลือจากกระบวนการแปรรูปสับปะรด 

 



บทที่ 2 
หลักการและทฤษฎีที่เก่ียวของ 

 
2.1 ลิปด (Lipid)  

ลิปด คือ สารประกอบอินทรียที่ประกอบดวยธาตุหลัก คือ คารบอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน 
บางครั้งอาจมีไนโตรเจนและฟอสฟอรัสประกอบดวย มีคุณสมบัติที่สําคัญตางจากคารโบไฮเดรตและโปรตีนคือ 
มีคุณสมบัติไมละลายน้ํา แตจะละลายไดดีในตัวทําละลายอินทรีย (organic solvent) เชน อีเทอร คลอโรฟอรม 
เบนซิน อะซิโตน เอธานอล และคารบอนเตตระคลอไรด เปนตน ดังนั้นในการสกัดแยกลิปดออกจากเซลลหรือ
เน้ือเยื่อของส่ิงมีชีวิตสามารถทําไดโดยใชตัวทําละลายอินทรียเหลานี้ ลิปดจะพบมากในเนื้อเยื่อของพืชและ
สัตว และจะทําหนาที่แตกตางกันไปตามชนิดและโครงสรางทางเคมี

2.1.1โครงสรางและสมบัติของลิปด 
ลิปดเปนสารประกอบประเภทเอสเทอรของแอลกอฮอลกับกรดไขมัน (fatty acid) มีโครงสรางทาง

เคมีที่หลากหลายแตมีโครงสรางโดยทั่วไปที่เหมือนกัน (รูปที่ 2.1) คือ จะมีสวนของโครงสรางที่เปน
ไฮโดรคารบอน (CH) ซึ่งเปนสวนที่ไมมีขั้ว (non-polar) มีคุณสมบัติไมชอบน้ํา (hydrophobic) จึงไมละลายน้ํา
แตละลายไดในตัวทําละลายอินทรีย ลิปดบางชนิดอาจประกอบดวยสวนที่มีขั้ว (polar) มีคุณสมบัติชอบน้ํา 
(hydrophilic) ทําใหลิปดเหลานี้มีคุณสมบัติทั้งชอบน้ําและไมชอบน้ําอยูในโมเลกุล เรียกคุณสมบัติแบบนี้วา 
แอมฟไฟด (amphiphiles) (เปนภาษากรีกแปลวา ชอบทั้งคู) ลิปดเหลานี้จะทําหนาที่เปนตัวกลางที่ทําใหลิปด
ที่ไมละลายน้ําสามารถกระจายตัวอยูในน้ําได ลิปดที่มีคุณสมบัติเปนแอมฟไฟด ไดแก ฟอสโฟกลีเซอไรดและ
สฟงโกลิปด 

2.1.2การจําแนกประเภทของลิปด  
เราสามารถจําแนกลิปดออกไดหลายกลุม ดังนี้

2.1.2.1 แบงตามลักษณะของการทําหนาท่ี ไดแก 

1   ลิปดที่ทําหนาที่เปนแหลงสะสมพลังงาน ไดแก กรดไขมัน (fatty acid) ไข (waxes) และไตรเอ- 
ซิลกลีเซอรอล (triacylglyceral) 

2 ลิปดที่ทําหนาที่เปนโครงสรางของเมมเบรน ไดแก ฟอสโฟลิปด (phospholipids) กลีเซอโรฟอส-
โฟลิปด (glycerophospholipids) สเตอรอยด (steroids) 

3  ลิปดที่ทําหนาที่อื่นๆ เชน เปนตัวใหสัญญาณ (signal) เปนโคแฟคเตอร และสารสี (pigments) 
ไดแก ฟอสฟาทิดิลอิโนซิทอล (phosphatidylinositol) อีโคซานอย ( eicosanoi)   
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รูปท่ี 2.1  โครงสรางของกรดไขมัน 
ท่ีมา  : http://www.biology.lsu.edu/introbio/Link2/fatty%20acids.gif 

 
2.1.2.2  แบงตามโครงสรางทางเคมี ไดแก 
1 ลิปดท่ัวไป (simple lipid)  
เปนเอสเทอรของกรดไขมันกับแอลกอฮอลชนิดตางๆ ถาแอลกอฮอลนั้น คือ กลีเซอรอล     

(glycerol) จะไดสารประกอบพวกไขมันหรือนํ้ามัน (fat หรือ oil) อยางเชนที่เรียกวา นิวทรัลลิปด (neutral 
lipid) หรือไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) ถาเปนแอลกอฮอลชนิดอื่นที่ไมใชกลีเซอรอล จะเปน
สารประกอบพวกขี้ผึ้ง (waxes) เมื่อกรดไขมันรวมตัวกับกลีเซอรอล จะมีการเสียน้ําออกมา 1 โมเลกุล เรียก 
ปฏิกิริยานี้วา ดีไฮเดรชั่น (dehydration) เรียกนิวทรัลลิปดวา มอโนเอซิลกลีเซอรอล (monoacylglycerol)    
ไดเอซิลกลีเซอรอล (diacylglycerol) และไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) แลวแตวามีกรดไขมันเกาะอยู
กับกลีเซอรอล 1, 2 หรือ 3 โมเลกุลตามลําดับ 

2 ลิปดเชิงประกอบ (compound lipid) 
เปนลิปดที่มีสารอื่นเปนองคประกอบดวย ไดแก ฟอสโฟลิปด (phospholipid) ไกลโคลิปด 

(glycolipid) และลิโพโปรตีน(lipoprotein)  
ฟอสโฟลิปด เปนลิปดที่มีความสําคัญตอเซลลประสาท เปนสารประกอบที่พบในเซลลทุกชนิด สวน

ใหญเปนสวนประกอบของเยื่อหุมเซลล นอกจากนี้ยังพบในเนื้อเย่ือประสาท ในไขแดง ตัวอยางของ
สารประกอบฟอสโฟลิปด (รูปที่2.2) ไดแก เลซิทิน (lecithin) เซฟาลิน (cephalin) พลาสมาโลเจน 
(plasmalogen) 

 ไกลโคลิปด เปนลิปดที่มีคารโบไฮเดรตเปนองคประกอบอยูดวย ลิปดชนิดนี้พบที่ อวัยวะหลายแหง 
เชน สมอง ไต ตับ มาม  

ลิโพโปรตีนเปนไขมันที่มีโปรตีน หรือกรดอะมิโนเปนองคประกอบรวม เปนสวนประกอบของเยื่อหุม
เซลล และชวยในการลําเลียงลิปดไปตามกระแสเลือด 
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รูปท่ี 2.2 โครงสรางของ phospholipid 
ท่ีมา  : http://www.agen.ufl.edu/~chyn/age2062/lect/lect_06/4_18.GIF 

 
3 ลิปดอ่ืนๆ (derived lipid) 
 เปนสารประกอบอินทรียที่มีโครงสรางแตกตางจากลิปดทั่วไป แตเนื่องจากมีสมบัติคลายลิปด เชน 

ละลายไดในตัวทําละลายอินทรีย จึงถูกจัดไวในกลุมลิปด ตัวอยางอนุพันธลิปดที่สําคัญ เชน สเตรอยด มี
โครงสรางทั่วไปเปนวง 4 วง (รูปที่2.3) ประกอบดวยอะตอมของคารบอน 17 อะตอม และหมู R ซึ่งจะ
แตกตางกันตามชนิดของสเตียรอยด 

 

รูปท่ี 2.3 โครงสรางของสเตียรอยดที่เปนเพอรไฮโดรไซโคลเพนทาโนฟแนนทรีน 
ท่ีมา : http://www.promma.ac.th/chemistry/MainBridgePage.html

สเตียรอยดมีความสําคัญตอส่ิงมีชีวิต เชน ฮอรโมนที่สรางจากรังไข อัณฑะ และตอมตางๆ เชน ตอม
หมวกไต คอเลสเทอรอล (cholesterol) ซึ่งมีในสัตวแตไมมีในพืชเปนสเตียรอยดที่ทําใหเสนเลือดอุดตัน สเตีย-
รอยดที่สําคัญอีกตัวหนึ่ง คือ เออรโกสเตียรอล (ergosterol) ซึ่งรางกายใชสังเคราะหวิตามินดี  
 

http://www.promma.ac.th/chemistry/MainBridgePage.html+
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2.1.3 แหลงของลิปด 
2.1.3.1  ลิปดจากพืช 
ลิปด (lipids) ในพืชมีปริมาณผันแปรระหวางชนิด (species) ไปจนถึงสวนตางๆของพืช ผลิตผลจาก

พืชสวนใหญจะมีปริมาณไขมันนอย ยกเวนอะโวคาโด (avocados) มะกอก (olives) และพวกเมล็ดชนิดตางๆ 
ที่มีไขมันสูง ลิปดสวนใหญจะอยูในรูปของอาหารสะสม โดยเฉพาะในสวนของเมล็ดจะใชเปนแหลงของ
พลังงานขณะงอก นอกจากนั้นยังเปนสวนประกอบของเมมเบรน (membranes) ตางๆ รวมไปถึงสารปกคลุม
ผิว (cuticular waxes) วิตามิน (vitamins) รงควัตถุ (pigments) sterol และ secondary products เชน rubber 
 ในทางชีวเคมี ไขมันที่พบในพืชแบงเปนกลุมตางๆ ดังนี้คือ neutral lipids, waxes, phospholipids, 
glycolipids และ terpenoids สําหรับ neutral lipids นั้นประกอบดวย ไขมัน และ น้ํามัน ซึ่งเปนแหลงของ
อาหารสะสมในรูปสารประกอบของคารบอน (carbon storage compounds) สวน ไข เปนกรดไขมันที่มี
คารบอนสายยาว หรือ เอสเทอรของกรดไขมัน และแอลกอฮอลที่มีคารบอนสายยาว นอกจากนี้ยังอาจพบ
สารประกอบอื่นๆ ดวย สารประกอบนี้จะสรางโครงสรางเปนแผนไขบางๆบนผิวของใบ ผลและสวนอื่นๆ ของ
พืช สวนกรณีของฟอสโฟลิปดและไกลโคลิปดนั้นเปนสวนประกอบของเซลลเมมเบรน (cellular membranes) 
สวน terpenoids เปนสารประกอบ acyclic และ cyclic ที่ไมละลายน้ํา ไดแก steroids, essential oils และ 
rubber เปนตน 

สวนใหญแหลงของลิปดในพืชจะอยูที่มีเมล็ดหรือพืชจําพวกตระกูลถ่ัว ไดแกเมล็ดของแคนตาลูป 
แตงไทย แตงกวา แตงโม ละหุง พิกุล สะเดา กระบก ละมุด และนอยหนา    เปนตน พืชบางชนิดมีสวนของ
พืชท่ีสะสมลิปด เชน มะพราว ปาลมน้ํามัน มะกอก และถ่ัวเมล็ดแหงบางชนิด สามารถแบงพืชน้ํามันออกเปน 
2 กลุม ไดแก กลุมพืชลมลุก เชน ทานตะวัน ดอกคําฝอย ถ่ัวเหลือง ถ่ัวลิสง และพืชยืนตน ไดแก มะพราว 
ปาลมน้ํามัน โกโก นอกจากนั้นยังสามารถสกัดน้ํามันจากรําขาว ซึ่งเปนผลพลอยไดจากการสีขาว เมล็ดนุน 
เมล็ดฝาย จึงไดมีการศึกษาถึงประโยชนของกรดไขมันที่สามารถสกัดไดจากพืชเพ่ือนําไปใชประโยชนตอไป   

2.1.3.2 ลิปดจากสัตว 
ลิปดที่ไดจากสัตวบกเปนกรดไขมันชนิดอิ่มตัว เน่ืองจากมีการเติมไฮโดรเจนอะตอมเขาไปไมได มี

จุดหลอมเหลวตํ่า ที่สําคัญมีไลโปโปรตีนชนิดหนาแนนต่ํา (LDL) สูง อันเปนสาเหตุของเสนเลือดอุดตัน เปนลิ-
ปดชั้นเลว แหลงที่พบ เชน น้ํามันหมู และน้ํามันจากสัตวปก ลิปดพวกนี้จัดเปนพวกไขมันอันตรายมีไตรเอ-ซิ
ลกลีเซอรอลสูงมาก จึงไมควรกินมากเพราะจะทําใหอวนและเสนเลือดอุดตันได เปนไขมันจัดอยูในจําพวก 
Omega-6 ซึ่งแตกตางจากลิปดที่ไดจากสัตวทะเลไขมันที่ไดจากสัตวทะเลเปนกรดไขมันชนิดไมอิ่มตัว ไขมัน
พวกนี้สามารถเติมไฮโดรเจนอะตอมเขาไปไดอีก มีไลโปโปรตีนชนิดหนาแนนสูง (HDL) สูงชวยไมไหเสน
เลือดอุดตัน เปนลิปดชั้นดีแหลงที่พบไดแก กุง หอย ปู ปลา น้ํามันปลา เรียกวากรดไขมันชนิดไมอิ่มตัว 
Omega-3 มีประโยชนตอรางกาย เชนละลายวิตามิน เอ อี ดี เค เปนตน 

จากการศึกษาเกี่ยวกับกรดไขมันในสัตว พบวากรดไขมันจะเปนพลังงานมีความสําคัญตอส่ิงมีชีวิต 
และสําคัญตอกระบวนการตางๆในรางกายของสัตวเพ่ือบํารุงรักษาไว เพ่ือใชในการเจรญิเติบโต  กรดไขมันที่
สามารถสกัดไดจากสัตว เชน โอเมกา-3 ที่ไดจากปลา  และสัตวน้ําอื่นๆ ยังสามารถสกัดไดจากสัตวปก สัตว
กินพืชไดอีกหลายชนิด (พรรณทิพย 2550) ตัวอยางไขมันของเนื้อปลาทะเลประกอบดวยกรดไขมันอิ่มตัว 
(saturated fatty acid, SFA) พบวามีปริมาณอยูในชวงรอยละ 29.1-51.4 สวนกรดไขมันไมอิ่มตัวตําแหนง
เดียว (monounsaturated fatty acid, MUFA) และกรดไขมันไมอิ่มตัวหลายตําแหนง (polyunsaturated fatty 
acid, PUFA) มีปริมาณรอยละ 8.5-42.4 และ 19.6-58.7 ตามลําดับ สวนองคประกอบ docosahexaenoic 
acid (DHA) และ eicosapentaenoic acid (EPA) ที่พบมีคาอยูในระหวางรอยละ 15.9-47.3 และ 0.9-13.5 
ตามลําดับ จากการวิเคราะหพบวาไขมันของปลาทะเลมีองคประกอบที่เปน EPA ในระดับสูงเมื่อเปรียบเทียบ
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กับอาหารชนิดอื่นในหมูเดียวกัน ไดแก เน้ือสัตวอื่นๆ ไข นม ถ่ัวเหลือง กลาวคือไมพบ EPA ในไขไกทั้งฟอง
และไขแดง แตพบในไขขาว 2 มิลลิกรัมตอ 100 กรัม และไมพบ EPA ในน้ํานมวัวและถ่ัวเหลือง การวิเคราะห
วิตามินเอ อี ซึ่งเปนวิตามินที่ละลายไดในไขมัน พบวาเนื้อปลาทะเล 100 กรัม มีวิตามินเอ และอี เทากับ 0-
184 I.U. และ 0.12-0.74 I.U. ตามลําดับ ผลการวิเคราะหวิตามินบีหนึ่ง บีสอง และไนอาซิน ซึ่งเปนวิตามินที่
ละลายน้ํา พบวาในเนื้อปลาทะเล 100 กรัม มคีาอยูระหวาง 0.19-1.03 มิลลิกรัม 0.02-0.24 มิลลิกรัม และ 
1.68-3.08 มิลลิกรัม ตามลําดับ สวนเนื้อปลาน้ําจืดพบวาวิตามินบีหนึ่ง บีสองและไนอาซินมีคาระหวาง 0.01-
0.44 มิลลิกรัม 0.05-0.28 มิลลิกรัม และ0.59-1.85 มิลลิกรัม ตามลําดับ จากผลการวิเคราะหองคประกอบทาง
อาหาร องคประกอบกรดไขมัน และวิตามินในเนื้อปลา แสดงใหเห็นวาปลาเปนอาหารที่มีคุณคาทาง
โภชนาการสูง คือ มีปริมาณโปรตีนสูง และไขมันที่มีในเนื้อปลาประกอบดวยกรดไขมันที่มีประโยชนตอ
สุขภาพ ไดแก EPA และ DHA ซึ่งพบในระดับสูง รวมทั้งยังพบวิตามินที่สําคัญตอการควบคุมการทํางานของ
รางกายใหทําหนาที่ไดตามปกติ ไดแก วติามินบีหนึ่ง วิตามินบีสอง    เปนตน    

2.1.3.3 ลิปดจากจุลินทรีย 
จุลินทรียบางชนิดสามารถผลิตไขมันไดซึ่งไขมันที่ไดจากจุลินทรีย จะเรียกวา ไขมันเซลลเดี่ยว 

(single cell oil) สวนใหญเปนไขมันที่บริโภคได มีองคประกอบของไขมันคลายกับไขมันจากพืช จุลินทรียที่
สามารถผลิตไขมันไดเรียกวา จุลินทรียไขมันสูง (oleaginous microorganisms) จุลินทรียที่สามารถผลิตไขมัน
ไดนั้นมีทั้งยีสต รา สาหราย และแบคทีเรีย    

1  สาหราย  (Algae) 
 สาหรายเปนแหลงลิปดที่ดีซึ่งสามารถผลิตไขมันไดสูงถึงรอยละ  85  โดยน้ําหนักแหง  สามารถใช
คารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอน  แตมีการเจริญเติบโตชาตองใชแสงสวางและพื้นที่ในการเพาะเลี้ยง
และปญหาในการกําจัดคลอโรฟลลออกและตองเสียคาใชจายในการเก็บเกี่ยวสูง  ไขมันที่ไดมีจํานวนคารบอน  
12-22  อะตอมตอโมเลกุล  สาหรายหลายสายพันธุสามารถผลิตกรดไขมันที่มีคุณภาพสูงใน  Porphylidium 
sp.  จะมีการสังเคราะห  Arachidonic  acid  (C20:4) Linoleic acid (C18:2) Linolenic  acid (C18:3)  
Eicosapentaenoic acid  (C20:5)  สามารถนําไขมันที่ไดไปใชเปน Hyperlipidemia  เพ่ือลดระดับคลอ-
เรสเตอรอลในเลือดและใชเพ่ือการผลิตอาหารเพื่อสุขภาพ นอกจากนี้ยังมีการพัฒนานําไปใชเปนน้ํามัน
เชื้อเพลิง  แตพบวายังไมเหมาะสมเนื่องจากbyproductตางๆที่ปนเปอนในน้ํามันที่ไดเปนปญหาตอเครื่องยนต
( Backer,1994) 

2 แบคทีเรีย  (Bacteria) 
 แบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตไดรวดเร็ว  สามารถเลี้ยงไดในถังหมักแตจะใหปริมาณเซลลและไขมัน
ต่ําเมื่อเทียบกับจุลินทรียชนิดอื่นๆ  องคประกอบของกรดไขมันมีความซับซอนซึ่งยุงยากตอการสกัด  และมี
แนวโนมกอใหเกิดโรคหรือมีสารพิษปนกับไขมันที่ได  จึงไมนยิมผลิตไขมันจากแบคทีเรีย  (Hammond และ
Glatz,1988)  การผลิต  Docosahexaneenoic  acid  (DHA)  จากแบคทีเรียนับวานาสนใจอยางยิ่ง  เพราะ
สามารถนําเทคโนโลยีชีวภาพที่ทันสมัยมาชวยในการผลิตได 
 Yano และคณะ (1994)  สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียจากปลาทะเลน้ําลึกที่สามารถผลิต  DHA  ไดถึง 
5 สายพันธุ  โดยจะใหการผลิต DHA  รอยละ  6.4 -11.6  ของกรดไขมันทั้งหมด  หรือประมาณ  0.8  
มิลลิกรัมตอลิตร  Yasawa และคณะ (1988)  คัดเลือกไดแบคทีเรียแกรมลบซึ่งใหรหัสวา  SCRC-8132   
สามารถผลิต  EPA  ไดเทากับ 15 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหงเมื่อเล้ียงที่ 25  องศาเซลเซียสและถาเล้ียงที่ 4 
องศาเซลเซียส จะทําใหได   EPA  เพ่ิมขึ้นรอยละ  40  ของไขมันทั้งหมด 
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 Akimoto  และคณะ  (1990)  พบวาที่ 8 องศาเซลเซียส  แบคทีเรียสายพันธุ  SCRC-2738  ใหการ
ผลิต  EPA  ไดในปริมาณ 16.8 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหงแตถาเพ่ิมอุณหภูมิเปน 25 องศาเซลเซียสจะได  
EPA  เพียง 7.3  มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง 

2 ราและยีสต  (Moulds and Yeasts) 
 ราและยีสตเปนจุลินทรียที่สามารถผลิตไขมันไดสูงสุดเมื่อเทียบกับ จุลินทรียชนิดอื่น ไขมันที่ไดสวน
ใหญจะเปน C16 และ C18 ซึ่งเหมือนกับไขมันจากพืชแตตางกันที่การจัดเรียงตัวของกรดไขมันในองคประกอบ
ของไตรกลีเซอไรด โดยราและยีสตจัดเปนแหลงไขมันที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสูงการเล้ียงไมตองใชพ้ืนที่
มาก ระยะเวลาในการเลี้ยงส้ัน  ไขมันที่ไดไมมปีญหาสารพิษปนเปอนและสามารถสกัดไขมันออกจากเซลลได
งายกวาในแบคทีเรีย  (Laning,1991)   
 Shimizu และคณะ (1988)  พบวารา  Mrtierella  alpine  20-17  เมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน
และใช  yeast extract  เปนแหลงไนโตรเจนสามารถผลิต    EPA  ไดดีโดยที่  12  องศาเซลเซียส  ปริมาณ 
EPA ที่ผลิตไดเทากับ  29  มลิลิกรัมตอกรัมเซลลแหงและ  Shirasaka และShimizu (1995)  ไดศึกษารา  
Saprolegnia  sp.  28YTE-1  ที่แยกจากน้ํา  พบวารานี้สามรถผลิตกรด Eicosapentanoic  acid  (EPA)  
และกรด Arachidonic  acid  (AA)  ได  โดยสามารถใชแหลงคารบอนไดหลากหลาย  เชนทั้งแปง  เดกซทริน  
น้ําตาลทราย  น้ําตาลกลูโคส  และน้ํามันมะกอกโดยที่น้ํามันมะกอกนั้นจัดเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดสามารถ
ใชผลิต  EPA  ได  17  มิลลิกรัมตอกรัมของเซลลแหง  โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมอยูที่ 20  องศาเซลเซียส  
ตัวอยางจุลินทรียไขมันสูงดังแสดงใน ตารางที่  2.1   

2.1.4 การใชประโยชนจากลิปดในระดับอุตสาหกรรม  
           จากการศึกษาปริมาณลิปด และองคประกอบกรดไขมันในเมล็ดพืช 346 ตัวอยาง ทําการเตรียม
ตัวอยางใหอยูในรูปเมทิลเอสเทอร โดยทรานซเมทิลเลชันเมล็ดพืชโดยตรงดวยกรด วิเคราะหดวยแกสโครมา-
โตกราฟฟ พบปริมาณลิปดในชวงรอยละ 0.28-65.0 โดยน้ําหนักแหง ประมาณรอยละ 40 ของจํานวนพืชที่
ศึกษามีปริมาณลิปดสูงกวารอยละ 15 ซึ่งสูงพอสําหรับพัฒนาใชในระดับอุตสาหกรรม กรดไขมันสามัญที่พบ
ในเมล็ดพืชทุกชนิด คือ กรดไลโนเลอิก โอเลอิก ปาลมิติก และสเตียริก โดยที่กรดไลโนเลอิก และโอเลอิกเปน
กรดไขมันหลัก สวนกรดปาลมิติก และสเตียริก พบในปริมาณที่ต่ํากวา ไดแบงแนวทางการประยุกตใชน้ํามัน
พืชในอุตสาหกรรม 3 ดานคือ เปนอาหาร เปนเชื้อเพลิงทดแทนน้ํามันดีเซล และโอลิโอเคมิคอล เมล็ดพืชที่
เหมาะเปนแหลงน้ํามันสําหรับบริโภคไดแก แคนตาลูป แตงไทย แตงกวา และแตงโม ซึ่งเปนพืชในจีนัส 
Cucumis และ หนุมานนั่งแทนเพราะองคประกอบมีกรดไขมันอ่ิมตัวในสัดสวนที่ต่ํา เมทิลเอสเทอรของน้ํามัน
เมล็ดพืชหลายชนิดในจีนัส Citrus (โดยเฉพาะสม) พิกุล สะเดา กระบก ละมุด และนอยหนามีคาดัชนีซีเทนสูง
เหมาะที่จะพัฒนาเปนแหลงเชื้อเพลิงทดแทนน้ํามันดีเซล สําหรับกระบก หนุมานนั่งแทน มะรุม และทอ เมล็ด
น้ํามันที่สามารถใชเปนวัตถุดิบสําหรับอุตสาหกรรม โอลิโอเคมิคอลได ในเมล็ดหมากหมก มะระไทย และเข็ม
ขาว พบกรดไขมันที่มีโครงสรางไมปกติ ในปริมาณที่สูง แตแมสสเปคตราของกรดไขมันดังกลาวที่ไดจากการ
วิเคราะหดวย GC-MS ไมพบสูตรโครงสรางใน Bureau Standard 

ลิปดเปนสารที่มีความหลากหลายและมีบทบาทสําคัญอยางมากตอส่ิงมีชีวิต เนื่องจากเปน
องคประกอบที่สําคัญของเยื่อหุมเซลล (cell membrane) และ organelle membrane ซึ่งมีบทบาทเกี่ยวของ
กับคุณสมบัติของเซลลทั้ง permeability และ fluidity เปนตนเปนสารตัวกลาง (precursor) ที่สําคัญของ signal 
transduction pathway และ ลิปดยังเปนแหลงพลังงานสํารองสําหรับเซลลอีกดวย จากประโยชนเหลานี้จึงทํา
ใหลิปดไดรับความสนใจจากอุตสาหกรรมตางๆ เชน ทางดานการแพทย ทั้ง biomedical pharmaceutical 
และอุตสาหกรรมอาหาร (essential fatty acids) นอกจากนั้นลิปดยังไดรับความสนใจนําไปเปนสารทดแทนใน
อุตสาหกรรมทางดาน oleochemicals เชน การนําไปใชผลิต polymers lubricants และ biofuels เปนตน โดย
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การนําเอาลิปดไปใชประโยชนทางดาน oleochemicals นี้มีมากถึง 200 ลานเมตริกตันตอป และความตองการ
ใชลิปดยังมีแนวโนมที่จะเพ่ิมขึ้นในอนาคตอีกดวย จากความตองการที่มีอยูมากนี้จึงไดมีความพยายามที่จะ
นําเอารา (fungi) เชน Mortierella alpine และ Mucor rouxii มาเปนทางเลือกในการผลิตลิปดเพ่ิมเติม
นอกเหนือจากแหลงผลิตที่มีอยูเดิม เชน พืช จําพวก blackcurrant borage palm-kernel coconut rape seed 
และ evening primrose เปนตน แตอยางไรก็ตามปริมาณที่ผลิตจากพืชเหลานี้ยังไมเพียงพอตอความตองการ
และมีราคาสูงมาก เนื่องจากปริมาณการผลิตที่ขึ้นอยูกับทั้งฤดูกาลและสภาพอากาศ ดังนั้นจึงจําเปนตอง
คนหาแหลงผลิตใหมที่ดขีึ้นและแหลงผลิตที่นาสนใจก็คือ จุลินทรีย  

 
ตารางที่  2.1  ชนิดของจุลินทรียไขมันสูงซึ่งสามารถผลิตไขมันไดรอยละ 40-80  โดยน้ําหนักแหง 
 

แบคทีเรีย ยีสต รา สาหราย 

Antrobacter sp. Cryptococcus cervatus Entomophthora conica Botryococcus branuii 
 C. tericolus Cunninghamella 

elegans 
Dunaliella salina 

 Candida NCYC 911 Mortierella isabelina Nanochoris sp. 
 Lipomyces lipofer M. pusilla Monalantus  salina 
 L. starketi M. vinasea Chlorella pylinoidosa 
 L. tetrasporus Mucor circinelloides  
 Rhodosporidium 

toruloides 
M. plumbeus  

 Rhodotolura glutinis M. mucedo  
 Trichosporon cutaneum Pythium ultimum  
 Endomycopsis variabilis A.oryzae  
  Chaetomium globosum  
  Fusarium bulbigenum  
  Oidium lactis  
  Gibberella fugikoloi  
  Humicola lanuginose  
  Penicillium lilacinum  
  P. spinurosum  
  Cladosporium 

herbarum 
 

  Claviceps purpurea  
  Austiliago zeae  
ท่ีมา : Leman  (1997) 
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2.2 ยีสตผลิตไขมันสูง หรือยีสต โอลิจินัส  (Olegenous Yeasts) 
2.2.1 ลักษณะของไขมันจากยีสตไขมันสูง 
ยีสตที่สามารถผลิตไขมันไดมากกวารอยละ 20 โดยน้ําหนักแหงขึ้นไปจัดเปนยีสตไขมันสูง ชนิดและ

ปริมาณของไขมันที่พบในยีสตไขมันสูงจะแตกตางกันไปขึ้นอยูกับสายพันธุของยีสต สารอาหาร และสภาวะ
ตางๆที่ใชในการเลี้ยงเชน พีเอช อุณหภูมิเปนตน ดังตารางที่ 2.2 และมีองคประกอบของน้ํามันที่ผลิตไดจาก
ของยีสตโอลิจินัสดังแสดงในตารางที่ 2.3 

2.2.2  ชนิดของไขมันท่ีพบในยีสตไขมันสูงไดแก 
1 ไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol)  
ไตรเอซิลกลีเซอรอล เปนเอสเทอรของกรดไขมันกับกลีเซอรอล ซึ่งหมูไฮดรอกซิลของกลีเซอรอล

อาจถูกแทนที่ดวยกรดไขมันตั้งแต 1 2 และ 3 ตําแหนงซึ่งอาจเรียกวา โมโน ได หรือ ไตรกลีเซอรไรด 
ตามลําดับ โดยไตรเอซิลกลีเซอรอล เปนผลผลิตหลักที่อยูในรูปหยดไขมันเล็กๆภายในเซลลตองทําใหเซลล
แตกกอนจึงสกัดออกมาได ไตรเอซิลกลีเซอรอล ที่ไดจะมีกรดโอเลอิค (C 18:1) รอยละ 40-50 กรดปาลมิติค
(C 16 : 1) รอยละ 20-30 กรดสเตียริค(C 18 : 0) รอยละ15และกรดลิโนเลอิค(C 18:2) กลีเซอไรดเปนไขมันที่
พบมากที่สุดในเซลลคือ มีรอยละ80 ของไขมันทั้งหมด กลีเซอไรดที่พบมากที่สุดในยีสต คือ ไตรเอซิลกลีเซอ- 
รอล ซึ่งกรดไขมันในไตรเอซิลกลีเซอรอล ในยีสตที่พบนั้นมีจํานวนคารบอนต้ังแต 8-24  อะตอม โดยชนิดที่มี
คารบอน 16-18 อะตอม จะพบมากที่สุดซึ่งมีทั้งกรดไขมันชนิดอิ่มตัวและไมอิ่มตัว องคประกอบของไขมันใน
ยีสตไขมันสูงดังตารางที่ 2.4 และเมื่อเปรียบเทียบกรดไขมันจากยีสตไขมันสูงกับกรดไขมันจากพืชพบวาจะมี
ลักษณะที่คลายคลึงกันดังแสดงในตารางที่ 2.5 

2  ฟอสโฟลิปด (phospholipid) 
ฟอสโฟลิปดเปนเอสเทอรของกรดไขมันและกลีเซอรอล และมีหมูกรดฟอสฟาติค ฟอสโฟลิปดที่พบ

ในธรรมชาติเปน L- form เปนสวนสําคัญของเยื่อหุมเซลลเมมเบรน โดยฟอสโฟลิปดในยีสตเปนฟอสฟาติดิล
โคลีน (phosphatidyl choline) เปนสวนใหญซึ่งพบวามีปริมาณรอยละ 25-35 ของฟอสโฟลิปดทั้งหมด และ
สวนนอยจะเปนพวกฟอสฟาติดิลอินโนซิทอล (phosphatidyl inositol) และฟอสฟาติดิลเซอรีน(phosphatidyl 
serine) 
 3  ไฮโดรคารบอน (hydrocarbon) 
 ในยีสตพบไฮโดรคารบอนในปริมาณไมมากกนัก มีรายงานวาพบสควอรีน(squaline)(C30)ในยีสต 
Sacchromyces cerevisiae และใน Sacchromyces carlsbergensis สควอรีนนั้นเปนสารตั้งตนของ สเตีย-
รอยด 

4  สฟงโกลิปด ( sphingolipid) 
สฟงโกลิปดเปนไขมันที่มีสายยาว (long chain base) ซึ่งมีกรดไขมันตอกับหมูอะมิโนดวยพันธะเอ-

ไมด  ซึ่งรวมเรียกวา เซราไมด (ceramide) และมีหมูเพ่ิมเขามาคือ หมูฟอสเฟต (PO4
3-) และไนโตรเจนเบส 

(nitrogen base) เชนโคลีน (choline) สฟงโกลิปดเปนองคประกอบที่สําคัญของเซลลเมมเบรน สฟงโกลิปด
แบงออกเปน 3 ชนิดดวยกันคือ สฟงโกไมอีลิน(sphigomyelin) เซเรโบรไซด (cerebrosides) และแกงกลิโอ-
ไซด (gangliosides) ในยีสตพบเฉพาะเซเรโบรไซดสฟงโกลิปดที่พบสวนใหญเปนอนุพันธของไฟโตสฟงโกซีน 
(phytosphingosines) และไดไฮโดรสฟงโกซีน (dihydrosphingosine) อยางไรก็ตามการพบสฟงโกซีนในยีสต
มักจะอยูรวมกับสารประกอบอื่นๆในรูปไกลคอล (glycol) และอินโนสิทอล ฟอสฟอริลสฟงโกลิปด (inositerol 
phosphoryl sphingolipids) 
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ตารางที่  2.2  ยีสตผลิตน้ํามันสูง 
 

สายพันธุยีสต ปริมาณไขมันสูงสุด ( รอยละ ) 

Candida  sp. 107 45 
Candida  curvata D 58 
Candida  curvata R 51 
Candida  didensiae 37 
Cryptococcus (tericolus) albidus var.albidus 65 
Cryptococcus albidus var.aerius 63 
Cryptococcus laurentii 32 
Endomycopsis  vernalis a 65 
Hansenula ciferri b 22 
Hansenula sarturnus 28 
Lipomyces  lipofer 64 
Lipomyces  starkeyi 63 
Lipomyces  tetrasporus 67 
Rhodosporidium toruloides 51 
Rhodotolura glutinis  ( gracillis ) 72 
Rhodotolura  graminis 41 
Rhodotolura  mucilaginosa b 28 
Trichosporon  ceutanium 45 
Trichosporon  pullulans a 33 
Trigonopsis  variables 40 
Yarrowia  ( Candida, Saccharomycopsis ) 
lipolytica  ( palalipolytica ) b

36 

หมายเหตุ  a    คาดวาเปนสปชีสเดียวกัน 
     b    ยังไมชัดเจนวาเปนยีสตที่มีไขมันสูงหรือไม 
ที่มา  :  Ratledge and Tan  (1990) 

 
5  สเตียรอยด (steroid compound) 
สเตียรอยดเปนอนุพันธของไซโคลเพนตาโนไฮโดรฟแนนทรีน (cyclopentanohydrophenanthrene)  

โดยในยีสตพบทั้งในรูปอิสระและในรูปเอสเทอรประมาณรอยละ 0.1-1.0 ของไขมันทั้งหมดในยีสต ซึ่งพบวา
สวนใหญเปน เออโกสเตอรอล (ergosterol) (รูปที่ 2.4) และไซโมสเตอรอล (zymosterol) 
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รูปท่ี 2.4 โครงสราง เออโกสเตอรอล 

ท่ีมา:http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/5/5d/Ergosterol_structure.svg/800px-
Ergosterol_structure.svg.png 

ตารางที่ 2.3 องคประกอบของน้ํามันที่ผลิตไดจาก โอลิจินัสยีสตที่เลือกมา 

ความสัมพันธขององคประกอบ % ( w/w) ยีสต 

TAG DAG MAG FFA S SE PL GL Ref 

Cryptococcus 
(terricolus) albidus var. 
albidus 

92 2.5 1 3 1 1 2 - 11 

Lipomyces starkeyi 95 1 - <1 1 - 3 - 12 
Rhodotorula glutinis 67  - 4 2 7 11 6 13 
Trichosporon pullulans 82 1 - - 10 1 4 - 14 
หมายเหตุ : TAG :ไตรเอซิลกลีเซอรอล  : MAG : โมโนเอซิลกลีเซอรอล  : FFA  : กรดไขมันอิสระ : S: สเตรอล
 :SE : สเตอรอลเอสเทอร PL: ฟอสโฟลิปด  : GL : ไกลโคลิปด 
ที่มา  :  Ratledge and Tan  (1990) 

ตารางที่  2.4  กรดไขมันที่พบในยีสตไขมันสูง 

ความสัมพันธ% ( w/w) ยีสต 

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 18:4 20:0 22:0 23:0 24:0 
Candida sp. 107 44 5 8 31 9 1 - - - - - 
Candida curvata  25 - 10 57 7 - - - - - - 
Candida diddensii 19 3 5 45 17 5 1 - - - - 
Cryptococcus albidus 16 1 3 56 - 3 - 7 12 - - 
Endomycopsis 
vernalis 

15 - 2 57 24 1 - - - - - 

Hansenula saturnus 16 16 - 45 16 5 - - - - - 
Lipomyces lipofer 37 4 7 48 3 - - - - - - 
Lipomyces starkeyi 34 6 5 51 3 - - - - - - 
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ตารางที่ 2.4 (ตอ) 
 

Lipomyces 
tetrasporus 

31 4 15 43 6 1 - - - - - 

Rhodosporidium 
toruloides 

18 3 3 66 - - - - - 3 6 

Rhodotorula glutinis 10 9 - 19 44 16 - - - - - 
Rhodotorula gracillis 14 2 4 26 49 3 - - - - - 
Trichosporon 
cutaneum 

13  22 50 13 - - - - - - 

ที่มา  :  Ratledge and Tan  (1990) 

 
ตารางที่ 2.5  เปรียบเทียบกรดไขมันจากยีสตไขมันสูงกับไขมันจากพืชน้ํามัน 
 

ปริมาณกรดไขมันท่ีเปนองคประกอบ (รอยละ)ของกรด แหลงไขมัน 

12:0 14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 20:0 

Candida 107 2 3 37 1 11 35 8 0 3 
Palm oil 2 3 39 2 6 38 10 0 0 
Rhodotorula gracillis 0 1 18 1 6 41 24 1 9 
Soybean oil 0 0.1 10.5 0 3.2 22.3 54.5 8.3 0.2 
Safflower oil 0 0.1 6.7 0 2 12.9 77.5 0 0.5 
Corn oil 0 0 11.5 0 2.2 26.6 58.7 0.8 0.2 
Olive oil 0 0 16.9 18 2.7 61.9 14.8 0.6 0.4 
Rapseed oil 0 0.1 4 0.1 1.3 17.4 12.7 5.3 0.9 
Kapok oil 0 0 19.5 3.5 3.9 38 30.9 1 0 
Groundnut oil 3 5 20 2 7 43 18 0 0 
ที่มา  :  Ratledge and Tan  (1981) 
 

2.1.3 ตัวอยางยีสตโอลิจินัส  
1 ยีสต  Rhodotorula glutinis 
ลักษณะทั่วไปของเชื้อ Rhodotorula glutinis  
Rhodotorula glutinis  เปนยีสตที่ถูกจัดอยูในกลุม  basidiomycetous  โดยอาศัยลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา และการสรางสี รวมไปถึงคุณสมบัติทางเมทาบอลิก บางประการ เชน การใชอินโนซิทอล 
(inositol) เปนตน ในการจัดจําแนก 

R. glutinis เปนยีสตสีแดง(รูปที่ 2.4) ที่พบทั่วไปในดินและน้ํา มีการดํารงชีวิตแบบเซลลเดี่ยวมี
รูปรางหลายแบบ คือ เซลลมีรูปรางกลม (spheroidal) รูปไข (ovoidal) หรือทรงยาว (elongate) จัดเปนพวกที่
ตองการอากาศในการเจริญ(aerobe) มีการสืบพันธุโดยการแตกหนอหลายทิศทาง (multilateral budding) 
สรางเสนใยท่ีแทจริง (true mycelium) แตไมมีการสรางแอสโคสปอร(ascospores) บางครั้งพบวามีการสราง
แคปซูล (capsule) จึงทําใหผิวหนาโคโลนีมีลักษณะเปนเมือก และโคโลนีที่ปรากฏจะมีสีสมจนถึงแดง มีเมือก 
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โดยจากการศึกษาพบวาเชื้อชนิดนี้สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ชวงพีเอชเทากับ 6 และ
มี น้ําตาลกูลโคสเปนแหลงคารบอน R. glutinis  เมื่อนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ malt agar จะไมสามารถใช
อินโนซิทอล (inositol) รวมไปถึงอาหารที่มีสวนประกอบมาจากแปงเปนแหลงคารบอนได และขาดคุณสมบัติ
การหมัก (non-fermenting) 

 

 

รูปท่ี 2.5  Rhodotorula glutinis  

ท่ีมา  http://www.doctorfungus.org/Thefungi/img/rho1_L.jpg 

2 ยีสต Yarrowia lipolytica  

 
 

รูปท่ี 2.6  ลักษณะของยีสต Y. lipolytica 
   ท่ีมา : http://www.px-therapeutics.com/image_interface/cell_bank2.jpg

ชื่อวิทยาศาสตร: Yarrowia lipolytica 
 ชื่ออาณาจักร : Fungi 
 ชื่อไฟลัม : Ascomycoya 
 ชื่อสับไฟลัม : Saccharomycotina  
 ชื่อชั้น : Saccharomycetes 
 ชื่ออันดับ : Saccharomycetales 
 ชื่อวงศ : Dipodascaceae 

http://www.px-therapeutics.com/image_interface/cell_bank2.jpg
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  ลักษณะทั่วไปของเชื้อ Y. lipolytica  
Y. lipolytica (เดิมมีชื่อวา Candida, Endomycopsis หรือ Saccharomyces lipolytica) คัดแยกได

จากอาหารตาง ๆ เชน ชีส ไสกรอก ผลิตภัณฑนม โชยุ สลัดที่มีเนื้อหรือกุง หรือในส่ิงแวดลอมตามธรรมชาติ
โดยเฉพาะบริเวณที่มีน้ํามัน จัดเปนยีสตพิเศษ (non-conventional yeast) มีความแตกตางจากยีสตที่เรารูจัก
ทั่วไป คือ Saccharomyces cerevisiae และSchizosaccharomyces pombe ในดานวิวัฒนาการเจริญ สรีระ
วิทยา พันธุศาสตร และโมเลกุลทางชีววิทยา ลักษณะการเจริญของเชื้อเปนแบบไดมอฟก คือมีทั้งระยะ      
แฮพลอยดและดิพลอยด สวนใหญจะพบในระยะแฮพลอยดแตระยะดิพลอยดจะเสถียรกวา มีการสืบพันธุแบบ
อาศัยเพศโดยการสราง 4 แอสโคสปอรในแอสคัส โดยจะเจริญตอไปเปนยีสต ซูโดไมซีเลียม หรือไมซีเลียมที่
แทจริงนั้นขึ้นกับสภาวะในการเจริญของเชื้อ ตองการอากาศในการเจริญอยางแทจริง (Obligate aerobe) ไม
จัดเปนจุลินทรียกอโรค  

Rosario และ Angel (1986) ศึกษาองคประกอบผนังเซลลโดยการวิเคราะหทางเคมีพบวาผนังเซลล
ยีสตประกอบดวย คารโบไฮเดรตรอยละ 70 น้ําตาลอะมิโนรอยละ 7 โปรตีนรอยละ 15 ลิปดรอยละ 5  และ
ฟอสฟอรัสรอยละ 0.8 สวนผนังเซลลไมซีเลียมประกอบดวย คารโบไฮเดรทรอยละ 70 น้ําตาลอะมิโนรอยละ 
14 โปรตีนรอยละ 6 ลิปดรอยละ 5 และฟอสฟอรัสรอยละ 0.6 จะเห็นไดวาองคประกอบที่พบไมแตกตางกัน 
แตกตางกันเพียงปริมาณแตละองคประกอบ รวมทั้งพบ โพลีแซกคาไรด 3 ชนิดทั้งในผนังเซลลยีสตและไมซี-
เลียม คือ เบตา-กลูแคน แมนแนน และไคติน ที่ประกอบไปดวยไกลโคโปรตีน รวมเรียกวา แมนโนโปรตีน 
(mannoprotein)  

ปจจัยที่มีผลตอการเจริญและผลิตลิปดโดยเชื้อยีสต 
ในการเลี้ยงเชื้อเพ่ือผลิตกรดไขมันนั้นปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการผลิตลิปด ไดแก 
ปจจัยทางดานอาหาร (Nutrition factors) 
1 แหลงคารบอน 
แหลงคารบอนจําเปนอยางยิ่งในการสังเคราะหตัวเซลล คารโบไฮเดรท กรดนิวคลีอิก โปรตีน แหลง

พลังงานของเซลล และท่ีสําคัญคือใชในการสังเคราะหลิปด ยีสตเปนจุลินทรียที่สามารถใชแหลงคารบอนได
หลากหลายชนิด เชน กลูโคส ไฮโดรคารบอน กากน้ําตาล อะซิเตท กลีเซอรอล พาราฟน กรดไขมันและน้ํามัน
ธรรมชาติ เปนตน การเจริญของยีสตจะเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วตามปริมาณการใชกลูโคส การสะสมลิปดจะ
เกิดขึ้นพรอมกับการเจริญของเซลล ในการเพาะเลี้ยงยีสตเพ่ือผลิตลิปดตองการแหลงคารบอนปริมาณสูง
เพ่ือใหเซลลนําไปเปล่ียนเปนลิปด 
 2 แหลงไนโตรเจน 

เซลลยีสตมีความตองการไนโตรเจนในรูปสารอินทรีย และอนินทรียเพ่ือนําไปใชสังเคราะห กรดอะมิ-
โนสําหรับโปรตีน พิวรีน และไพริมิดีนสําหรับกรดนิวคลีอิก กลูโคซามีน (glucosamine) สําหรับไคติน และ
วิตามินตางๆ  แหลงของไนโตรเจนที่ใชในอาหารสําหรับผลิตลิปดอยูในรูปอินทรียไนโตรเจนและอนินทรีย
ไนโตรเจน แหลงอินทรียไนโตรเจนไดแก เปบโตน ถ่ัวเหลือง ถ่ัวลิสง ขาวมอลต สารสกัดยีสต และหางงนม 
สวนแหลงของอนินทรียไนโตรเจน ไดแก แอมโมเนียมไนเตรท แอมโมเนียมคลอไรด แอมโมเนียมซัลเฟต    
ยูเรีย  และแอมโมเนีย เปนตน ชนิดของแหลงไนโตรเจนทั้งสองรูปแบบอาจใชชนิดใดชนิดหนึ่งหรือใชรวมกัน 
แตแหลงไนโตรเจนตองใชในปริมาณจํากัด ปริมาณไนโตรเจนเริ่มตนในอาหารเลี้ยงเชื้อควรอยูที่ประมาณ 0.5-
1.0 กรัมไนโตรเจนตอลิตร  
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ปจจัยทางกายภาพ (Physical factors) 
 คาความเปนกรด-ดาง (pH) 
 คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเชื้อไมเพียงแตสงผลในดานการสังเคราะหสารเทานั้นยังสงผล
ยับย้ังการเจริญของเชื้อดวย เนื่องจากยีสตบางสายพันธุสามารถผลิตกรดซิตริกไดสงผลใหอาหารเลี้ยงเช้ือมี
คาความเปนกรดดางต่ําลง ทําใหอัตราการเจริญของเชื้อนี้ลดลงจึงควรตรวจสอบและปรับคาความเปนกรด-
ดางใหเหมาะสมตลอดการเพาะเลี้ยง โดยพบวาที่คาความเปนกรดดาง 5.0-6.0 มีผลทําใหการเจริญของเชื้อ
และผลิตลิปดมากที่สุด 
 อุณหภูมิ 

อุณหภูมิเปนอีกปจจัยท่ีสงผลตอการเจริญและการสังเคราะหลิปดของเซลล พบวาที่อุณหภูมิ 28-30 
องศาเซลเซียส มีการเจริญของเชื้อและสังเคราะหลิปดมากสุด  

ออกซิเจน 
ยีสตสวนใหญเปนยีสตที่ตองการอากาศในการเจริญอยางแทจริง (obligate aerobe) ไมสามารถ

เจริญไดในสภาวะไรอากาศ เซลลจะใชอากาศชวยปรับปรุงการถายโอนมวลสารของจุลินทรียระหวางสารตั้ง
ตน ผลิตภัณฑ และออกซิเจน 
 การเจริญและการสรางลปิด 
 จากการศึกษาจลนพลศาสตรการเจริญและการสังเคราะหลิปดพบวา เชื้อจะมีการสังเคราะหลิปด
สะสมไวในเซลลไปพรอมกับการเจริญ  มีปริมาณเซลลและลิปดสูงสุดเมื่อยีสตเขาสูการเจริญชวงสุดทายของ
ระยะ exponential phase หรือชวงตนระยะ stationary phase ในการเพาะเลี้ยงเซลลเพ่ือใหผลิตลิปดได
ปริมาณเซลลตองการอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนสูง  ปริมาณไนโตรเจนสูงนั้นเหมาะตอการเจริญ
หรือการเพิ่มจํานวนของเซลล แตในชวงการผลิต ลิปดเซลลตองการคารบอนสูงเพ่ือเปล่ียนเปนลิปด การจํากัด
ปริมาณไนโตรเจนเซลลจะลดการใช NADPH ในการสังเคราะหโปรตีนหรือการเจริญ และเมื่อมีการสะสมของ 
NADPH มากขึ้น จะทําใหเขาสูวถีิการสังเคราะหลิปดไดสูงขึ้น 
 
2.3  ไบโอดีเซล 

ไบโอดีเซล คือ การเปล่ียนไตรเอซิลกลีเซอรอลใหเปนโมโนอัลคิลเอสเตอร (mono alkyl ester) 
ไดแก เมทิลเอสเตอร (methyl ester) หรือเอทิลเอสเตอร (ethyl ester) และกลีเซอรีน (glycerine) หรืออาจ
กลาวไดวา เปนกระบวนการแยกกลีเซอรีนออกจากน้ํามันนั่นเอง ไบโอดีเซลคือ เชื้อเพลิงสําหรับเครื่องยนต
ดีเซลที่ผลิตไดจาก น้ํามันพืช ไขมันสัตว หรือแมแตน้ํามันที่ใชแลว ซึ่งไดรับการกําจัดยางเหนียวและสิ่ง
สกปรกออก และนําไปผานกระบวนการทางเคมีที่เรียกวา Transesterification โดยการเติมแอลกอฮอล เชน 
เมทานอล หรือเอทานอลและตัวเรงปฏิกิริยา เชน โซเดียมไฮดรอกไซด หรือโปแตสเซียมไฮดรอกไซด ภายใต
สภาวะการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสม เพ่ือเปล่ียนไขมันหรือเปล่ียนโครงสรางของน้ํามันจากโมโนอัลคิลเอสเตอร
ชนิดนี้มีลักษณะคลายน้ํามันดีเซล เราเรียกเอสเตอรดังกลาวนี้วา ไบโอดีเซล หรือ B100 สวนกลีเซอรีนที่ได
จากการผลิต ถือเปนผลพลอยไดใชเปนวัตถุดิบ สําหรับอุตสาหกรรมยา เครื่องสําอาง น้ํามันหลอล่ืนเปนตน 

2.3.1 ประเภทของไบโอดีเซล 
ไบโอดีเซลท่ีมีการผลิตไดมีอยู 3 ประเภทใหญ คือ  

2.3.1.1   ไบโอดีเซล (Straight vegetable oil) ท่ีใชนํ้ามันของพืช หรือไขมันจากสัตว
โดยตรง  

โดยใชน้ํามันมะพราว น้ํามันปาลม หรือ น้ํามันจากไขสัตว เชน น้ํามันหมู ปอนลงไปในเครื่องยนต
ดีเซล โดยไมตองผสมหรือเติมสารเคมีอื่นใด ส่ิงสําคัญของการใชน้ํามันพืชโดยตรง คือ ตองมีการอุนน้ํามันใน
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ทุกจุดที่มีน้ํามันผานไดแก ถังน้ํามัน ทอทางเดินน้ํามัน ชุดกรองน้ํามัน อุณหภูมิของน้ํามันที่อุนอยางนอย 
70oC และแนวทางในการนําน้ํามันพืชมาใชโดยตรงถือวาเปนวิธีการที่ไดน้ํามันในราคาที่ถูก โดยเฉพาะอยาง
ยิ่งการนําน้ํามันพืชซึ่งยังไมผานกระบวนการกลั่นมาใช แตการที่จะนํามาใชไดอยางเหมาะสมจําเปนตองอาศัย
ความรอนในการหลอมเหลวไขแข็ง และลดความหนืดของน้ํามัน เนื่องจากน้ํามันพืชมีความหนืดสูงกวาน้ํามัน
ดีเซลประมาณ 11-17 เทา และที่อุณหภูมิต่ําน้ํามันพืชจะมีความหนืดสูงขึ้นเปนลําดับจนเกิดเปนไข การที่
น้ํามันพืชมีความหนืดสูงกวาน้ํามันดีเซล ทําใหหัวฉีดน้ํามันฉีดน้ํามันใหเปนฝอยไดยาก เกิดเปนอุปสรรคตอ
การปอนน้ํามันเชื้อเพลิงเขาสูหองเผาไหม และเกิดการสันดาปไมสมบูรณ นอกจากนี้น้ํามันพืชมีคุณสมบัติที่
ระเหยตัวกลายเปนไอไดชาและนอยมาก ยิ่งทําใหเกิดการจุดระเบิดไดยาก เครื่องยนตติดยาก และหลงเหลือ
คราบเขมาเกาะที่หัวฉีด ผนังลูกสูบ แหวนและวาลว จากคุณสมบัติที่น้ํามันพืชมีความหนืดสูงและระเหยตัวได
ต่ํากวาน้ํามันดีเซลนี้ ทําใหเกิดความยุงยากเมื่อใชน้ํามันพืชโดยตรงในเครื่องยนต  

2.3.1.2 ไบโอดีเซลแบบลูกผสม (Veggie / Kero Mix)  
เปนการผสมน้ํามันพืช หรือนํ้ามันจากสัตวกับ “น้ํามันกาด” หรือ“น้ํามันดีเซล” เพ่ือลดความหนืดของ

น้ํามันพืชลง เพ่ือใหไดไบโอดีเซลที่มีคุณสมบัติใกลเคียงกับ “น้ํามันดีเซล” ใหมากที่สุด เชน ไบโอดีเซลที่ผสม
กับน้ํามันมะพราว เรียกวา โคโคดีเซล (cocodiesel  อัตราสวนผสมมีตั้งแต 10 % น้ํามันกาดและ 90 % น้ํามัน
พืช จนถึง 40 % น้ํามันกาด 60 % และนํ้ามันพืช อัตราสวนผสมที่เหมาะสมอยูที่ 20 % น้ํามันกาด 80 % 
น้ํามันพืช อยางไรก็ตามหากตองการเพ่ิมประสิทธิภาพในการใชน้ํามันพืชผสมน้ํามันกาด สามารถติดตั้งถัง
น้ํามันดีเซลหรือนํ้ามันไบโอดีเซลเพ่ือใชในการสตารทเครื่องยนตและกอนเลิกใชงานเครื่องยนต ปจจุบันมีการ
นําวิธีดังกลาวไปใชงาน แตเนื่องจากราคาของน้ํามันกาดคอนขางสูงทําใหใชปริมาณของน้ํามันกาดนอย
เกินไป ทําใหน้ํามันผสมที่ไดเมื่อนําไปใชจึงเกิดผลกระทบตอเครื่องยนตจากปญหาการเผาไหมไมสมบูรณของ
น้ํามันผสม นอกจากนี้เพ่ือใชในเครื่องยนตดีเซลที่ไมมีการดัดแปลงเครื่องยนต จึงตองเลือกชนิดน้ํามันพืช 
ชนิดของตัวทําละลาย และสัดสวนผสมที่เหมาะสมกับพ้ืนที่และฤดูกาลที่ใช เพ่ือใหเกิดความสะดวกในการใช 
และไมเกิดความยุงยากตางๆตามมา เชน การเกิดไขในทอสงน้ํามัน ทําใหเกิดการอุดตัน เปนตน  

2.3.1.3 ไบโอดีเซลแบบเอสเทอร  
เปนความหมายของ “ไบโอดีเซลที่แทจริง” และเปนที่ยอมรับในสากล และมีการใชอยางทั่วไป เชน 

สหพันธรัฐเยอรมัน สหรัฐอเมริกา มีคําจํากัดความวา เปนเชื้อเพลิงที่มีคุณสมบัติเหมือนกับ “น้ํามันดีเซล” มาก
ที่สุดทําใหไมมีปญหากับเครื่องยนต ไดน้ํามันที่มีความคงตัวมากขึ้น สามารถนําไปเติมในเครื่องยนตดีเซลได
ทุกชนิด ทั้งเติมโดยตรงและผสมลงในน้ํามันดีเซลในอัตราสวนตางๆ เชน B5 หมายถึงการผสมไบโอดีเซลตอ
น้ํามันดีเซลในอัตราสวน 5:95 หรือ B100 ซึ่งเปนน้ํามันไบโอดีเซล 100 % เปนตน แตปญหาคือ ตนทุนการ
ผลิตมีราคาแพงกวาเมื่อเทียบกับไบโอดีเซลแบบอื่นๆ ปจจุบันราคาของน้ํามันไบโอดีเซลยังสูงกวาน้ํามันดีเซล 
1-2 เทาตัว อยางไรก็ตามการนํามาใชกับเคร่ืองยนตมักจะนําน้ํามันดีเซลมาผสมดวย ซึ่งไดรับความนิยมเปน
อยางมากในระบบขนสงมวลชน เน่ืองจากเปนน้ํามันที่มีราคาไมตางจากน้ํามันดีเซลมากนัก นอกจากนี้เผา
ไหมไดอยางสมบูรณไมมีเขมาควันหลงเหลือใหเปนมลพิษตอส่ิงแวดลอม เชื้อเพลิงชนิดนี้ มีความหนืด
ใกลเคียงกับน้ํามันดีเซล และมีความคงตัว ความหนืดเปล่ียนแปลงนอยมากเมื่ออุณหภูมิเปล่ียน จุดวาบไฟ
ของไบโอดีเซล มีคาสูงกวาน้ํามันดีเซล ทําใหมีความปลอดภัยในการใชและการขนสง นอกจากนั้นแลว คาซี-
เทน ที่เปนดัชนีบอกถึงคุณภาพการติดไฟของไบโอดีเซล ยังมีคาสูงกวาน้ํามันดีเซล  

ไบโอดีเซลประเภทนี้เกิดจากการปฏิกิริยาระหวาง น้ํามันพืช ไขมันสัตว หรือนํ้ามันพืชที่ใชแลว กับ
แอลกอฮอล เชน เมทานอล หรือ เอทานอล โดยมีตัวเรงปฏิกิริยาซึ่งเปนกรดหรือดาง โดยปกติในน้ํามันพืช
ประกอบไปดวยกรดไขมันอิสระ (free fatty acid), phospholipids, sterols, น้ํา และส่ิงเจือปนอื่นๆ ดังนั้นใน
การนําน้ํามันมาใชเปนเชื้อเพลิง จําเปนตองผานกระบวนการตางๆเพื่อเปล่ียนโครงสรางใหเปนสายโซตรง 
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และหนึ่งในกระบวนนั้น คือ ปฏิกิริยา Transesterification (หรือปฏิกิริยา alcoholysis) เพ่ือเปล่ียนโครงสราง
ของน้ํามันจากไตรเอซิลกลีเซอรอล ใหเปนโมโนอัลคิลเอสเตอร (mono alkyl ester) ไดแก เมทิล เอสเตอร 
(methyl ester) หรือ เอทิล เอสเตอร (ethyl ester) และกลีเซอรีน (glycerine หรือ glycerol) 

2.3.2 กระบวนการผลิตไบโอดีเซล
ในขบวนการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันพืชหรือไขสัตว โดยการสกัดกลีเซอรอลออกดวยแอลกอฮอล 

เชน เมทานอล หรือ เอทานอล เรียกขบวนการนี้วา Transesterification โดยมีตัวเรงปฎิกิริยา (catalyst) เปน 
กรด ดาง NaOH KOH หรือ เอ็นไซม ขึ้นอยูกับคุณภาพและสวนประกอบของวัตถุดิบที่ใช เพ่ือใหได โมโน
แอลคิลเอสเตอร (mono alkyl ester) หรือเมธิลเอสเตอร (methyl ester) เมื่อนํ้ามันพืชถูกเปล่ียนเปนเมธิล-  
เอสเตอรแลวขนาดโมเลกุลจะลดลงเหลือ 1 ใน 3 เปนผลทําใหความหนืดของน้ํามันลดลงอยางมากใกลเคียง
กับน้ํามันดีเซล  

2.3.3 การควบคุมคุณภาพไบโอดีเซล 
คุณภาพของไบโอดีเซลนอกจากจะขึ้นกับกระบวนการผลิตแลวยังขึ้นกับชนิดของน้ํามันพืช ไขมัน

สัตวที่ใช เน่ืองจากน้ํามันพืช ไขมันสัตวแตละชนิดจะประกอบดวยกรดไขมันประเภทตางๆในปริมาณสัดสวนที่
แตกตางกัน โดยทั่วไปกรดไขมันที่พบในไบโอดีเซลจะมีสายโซมากกวา 10 ชนิด (คือมีคารบอน C 12-C 22) 
และรอยละ 90 จะมี สายโซคารบอนระหวาง 16-18 ซึ่งอาจจะอยูในรูปของกรดไขมันอ่ิมตัว (saturated) หรือ
กรดไขมันไมอิ่มตัวเชิงเดี่ยว (monounsaturated) หรือ กรดไขมันไมอิ่มตัวเชิงพหุ (polyunsaturated) โดย
ชนิดและปริมาณที่แตกตางกันนี้จะมีอิทธิพลตอสมบัติของไบโอดีเซลที่ได ไบโอดีเซลที่ดีจะผลิตจากวัตถุดิบที่
มีกรดไขมันอิ่มตัวเทานั้น 

2.3.4 มาตรฐานสากลของไบโอดีเซล 
ตั้งแตยุคป 1990 เปนตนมา มีการเปดโรงงานเพื่อผลิตน้ํามันไบโอดีเซลหลายแหงในเขตยุโรป เชน 

ฝรั่งเศส เยอรมัน สวีเดน โดยนําไบโอดีเซลไปผสมกับดีเซลปกติในอัตรา 5% ซึ่งในปจจุบันมีถึง 21 ประเทศที่
มีการตั้งโรงงานเพื่อผลิตไบโอดีเซลเชิงพาณิชย สําหรับในอเมริกา มลรัฐมินเนโซตา เปนรัฐแรกที่ออก
กฎหมายทองถ่ินที่กําหนดใหน้ํามันดีเซลที่ขายในรัฐนั้น จะตองมีสวนผสมของไบโอดีเซลในอัตราอยางต่ํา 2% 
แตในอเมริกานั้น ยังไมอาจใหขอรับประกัน (warranty) สําหรับชิ้นสวนของเครื่องยนตตางๆ ที่เปล่ียนมาใชไบ
โอดีเซล 

มาตราสากลสําหรับไบโอดีเซล คือ EN 14214 นอกจากนี้ยังมีมาตรฐานอื่นที่นิยมใชกันในอเมริกา
และแคนาดา คือ ASTM D 6751 สําหรับในเยอรมัน จะใช DIN EN 14214 สวนในอังกฤษนั้นมาตรฐาน
ของไบโอดีเซลจะกําหนดไวใน BS EN 14214 มาตรฐานสําหรับไบโอดีเซลเหลานี้ถูกกําหนดขึ้นมาเพ่ือให
มั่นใจไดวาผูบริโภคจะไมพบปญหาในการใชไบโอดีเซลเหลานั้นกับเครื่องยนต โดยในอเมริกามีการจัด
โครงการ “BQ-9000 biodiesel quality program” เพ่ือใหการรับรองแกบริษัทตางๆ ที่เปนผูจําหนายไบโอ
ดีเซล 
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ตารางที่  2.6 ASTM standard 

Test parameter Method Typical ASTM D6751 
Specification 

Flash  point  , 0 C D-93 180-225 130 Min. 
Metal and Sendiment ,Vol% D-2709 < 0.05 0.05 Max. 
Carbon residue, Wt% D-4530 0.03-0.05 0.05 Max. 
Sulfated ash,Wt% D-874 < 0.001 0.02 Max. 
Viscosity 40 0 C, CST D-445 3.5-4.5 1.9-6.0 
Sulfur , Wt%  D-5453 0.01-0.0460 0.05 Max. 
Cetane D-613 47.4-48 47 Min. 
Cloud point, 0 F D-2500 25-30 REPORT 
Copper  corrosion D-130 1A NO.3 Max. 
Acid number, KOH/gm D-664 0.16-0.3 0.80 Max. 
Free glycerin,Wt% D-6584 < 0.01 0.02 Max. 
Total glycerin,Wt% D-6584 < 0.01 0.24 Max. 
Phosphorus, PPM D-4951 3-5 10 Max. 
ที่มา : http://www.biodiesel.org/pdf_files/fuelfactsheets/prod_quality.pdf 

 
2.4  สับปะรด (จารุพันธ, 2519) 

2.4.1 ลักษณะทั่วไป 
 สับปะรด เปนพืชใบเล้ียงเดี่ยว จัดอยูในแฟมิลีโบรมิไลสิอี (family Bromeliaceae) มีชื่อวิทยาศาสตร
วา Ananas comosus ซึ่งเปนพืชที่มีใบประเภทอุมนํ้า และมีดอกแยกเปนสามสวน ใบยาวขึ้นเปนเกลียวรอบ
ตน พืชในตระกูลโบรมิไลสิอี นี้ประกอบดวย 2,000 สปชีส จากจํานวนจีนัส ทั้งหมด 46 จีนัสและทั้งหมดของ
พืชในตระกูลนี้เปนพืชที่ขึ้นในเขตรอนและรอนชื้น โดยมีถ่ินกําเนิดอยูในทวีปอเมริกา มีเพียงหน่ึงสปชีส ที่พบ
ในทวีปอาฟริกาตะวันตก สับปะรดที่เราคุนเคยและรับประทานกันมีเพียง สปชีสเดียว มีบางสปชีส ที่ปลูกเพ่ือ
ใชทําเปนเสนใย บางชนิดใชลูกเปน ไมประดับ และเปนอาหารสัตว พืชอีกชนิดหนึ่งชื่อ Bromeliads เปนไม
ประดับของทวีปอเมริกา จัดเปนพืชโบราณที่มีวิวัฒนาการเชนเดียวกับสับปะรด พืชโบราณซึ่งจัดเปน
บรรพบุรุษของสับปะรดบางจีนัส อาจมีความสูงถึง 10 เมตร พืชในจีนัส เหลานี้ทั้งหมดเปนพืชที่ขึ้นบนบก มี
ลําตนยาว มีรากจํานวนมาก ใบแคบ และมีขนเพ่ือชวยลดการสูญเสียนํ้า ปจจุบันสับปะรดไดแพรกระจายไปยัง
เขตรอนและรอนชื้นทั่วโลก สวนใหญเปนการปลูกเพ่ือบริโภคผลสด และทําเปนนํ้าผลไม สับปะรดที่ปลูกกัน
ทั่วไปจะมีความสูงประมาณ 1 เมตร ลําตนส้ันใบและกานดอกจะขยายยาว แหลงปลูกสับปะรดที่ใหญที่สุดคือท่ี
รัฐฮาวายของสหรัฐอเมริกา ซึ่งมีพ้ืนที่ปลูก 1 ใน 3 ของโลก และผลิตสับปะรดกระปองไดถึงรอยละ 60 ของ
โลก รองลงไปไดแก จีน บราซิล และเม็กซิโก 

2.4.2  ประโยชนของสับปะรด 
1  ผลสับปะรด 
ผลสับปะรดซึ่งประกอบไปดวยสวนที่เปนเนื้อและน้ํานั้นมีประโยชนมากมาย ตั้งแตการบริโภคผลสด 

รวมถึงเปนสินคาสงออกตางประเทศ นอกจากนี้ยังนําสวนเนื้อสับปะรดมาแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆ ไดแก 
สับปะรดกวน สับปะรดอบแหง สับปะรดในน้ําเชื่อม (บรรจุกระปอง) และแยมสับปะรด เปนตน ในสวนน้ํา
สับปะรดที่คั้นไดสามารถแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆ ไดแก เครื่องดื่มน้ําสับปะรด ไวน และน้ําสมสายชูเปนตน 
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2  หนอหรือจุกสับปะรด 
หนอสับปะรด คือ สวนที่แตกขยายออกจากลําตนเดิม จุกสับปะรด คือ สวนที่อยูบนยอดผลสับปะรด 

ทั้งหนอและจุกสับปะรด สามารถใชประโยชนในการขยายพันธุไดเชนเดียวกัน สวนใหญแลวจะนิยมใชหนอใน
การพันธุ เน่ืองจากตนโตเร็ว และไดผลผลิตเร็วกวาการใชจุกขยายพันธุ  

3  ลําตน 
ลําตนหรือเหงาสับปะรด สามารถนํามาสกัดเอนไซมโบรมิเลน เพ่ือมาใชประโยชนในทางการแพทย 

รวมทั้งนํามาเขาเครื่องยาสมุนไพรเพ่ือทํายารักษาโรคได 
4  ใบ  
ปกติชาวไรสับปะรดจะฟนใบสับปะรดในชวงกอนบังคับการออกดอก ซึ่งเศษใบที่ฟนนั้นมีประโยชน

ในการคลุมหนาดินและยอยสลายเปนปุยในแปลงสับปะรดตอไป นอกจากนี้ ในปจจุบันใบสับปะรดเปนเศษ
วัสดุที่มีมูลคา เนื่องจากมีการนําใบสับปะรดมาแปรรูปเปนผาใยสับปะรด เปนผาพ้ืนเมืองของประเทศ
ฟลิปปนส และกระดาษใบสับปะรด ซึ่งกําลังเปนที่ตองการของตลาด เพราะสามารถนําไปประดิษฐเปนส่ิงของ
เครื่องใชอื่นๆ ไดอีกมากมาย 

5  เปลือก 
เปลือกสับปะรดที่เหลือจากโรงงานแปรรูปสับปะรด มีประโยชนมาก เนื่องจากสวนตาที่เปลือก

สับปะรดนั้นอุดมดวยสารอาหารที่มีคุณคา จึงมีการนําเปลือกสับปะรดมาเปนอาหารของโค และสามารถ
อบแหงเปนสวนผสมของอาหารสัตวอื่นๆ นอกจากนี้ยังนํามาทําเปนน้ําปุยชีวภาพไดเปนอยางดี 

6  แกน 
แกนสับปะรดคือ สวนที่อยูกลางผลตอจากกาน ปกติไมนิยมนํามารับประทานสด เพราะเนื้อสัมผัส

แข็งกระดาง จึงไดนํามาแปรรูปเปนแกนสับปะรดอบแหง และแกนสับปะรดหยี เพ่ือเพ่ิมมูลคาไดอีกสวนหนึ่ง 
2.4.3  องคประกอบทางเคมีของสับปะรด 
องคประกอบทางเคมีของสับปะรดแสดง ดังตารางที่ 2.7 
 

ตารางที่  2.7  สวนประกอบทางเคมีแยกวิเคราะหตามสวนตางๆ ของสับปะรด (รอยละของวัตถุแหง)  

สวนประกอบ เปลือกดานขาง สวนหัว สวนลาง แกน(ไส) เศษเนื้อ 
ความชื้น 85.8 84.9 85.9 88.6 84.5 

โปรตีน 4.4 4.1 5.4 3.2 3.6 

ไขมัน 1.5 1.2 1.4 1.3 1.2 
เย่ือใย 8.1 11.6 13.4 8.9 4.7 
เถา 4.9 5.4 7.6 3.8 4.2 
NFE 81.1 77.7 72.2 82.8 86.3 
NDS 72.9 61.2 53.1 73.1 85.5 
NDF 27.1 38.8 46.9 26.3 14.5 
ADF 12.1 17.1 20.4 12.2 5.8 
ADL 1.7 1.9 2.8 0.7 0.6 
Cellulose 10.4 15.2 17.6 11.5 5.2 
Hemicellulose 15.0 21.7 26.5 14.1 8.7 

ที่มา : จินดา, 2547 
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2.4.4 ปริมาณผลพลอยไดและเศษเหลือจากอุตสาหกรรมการแปรรูปสับปะรด 
 สับปะรดเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญอยางหนึ่งของประเทศ สับปะรดที่นิยมปลูกและมีคุณสมบัติ
เหมาะสม คือมีสัดสวนของผลที่ใชประโยชนในเชิงเศรษฐกิจสูง และสงโรงงานเพื่อแปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆ 
ไดแก สับปะรดพันธุปตตาเวีย จากการศึกษาของสมบัติและคณะ (2539) รายงานวาสับปะรดพันธุปตตาเวียมี
สัดสวนของตนสับปะรดคิดเปน น้ําหนักผลรอยละ 37.35 ใบรอยละ 38.78 จุกรอยละ 7.77 สวนของตน กาน
ผลและหนอเทากับ รอยละ 12.86, 3.08 และ 0.18 ตามลําดับ มาลี (2521) รายงานผลสับปะรดเมื่อเขาโรงงาน
จะทําการปลิดจุกและกานออกคิดเปนน้ําหนักประมาณรอยละ 30 ของน้ําหนักทั้งผล 
  

 
 
รูปท่ี 2.7 แสดงผลพลอยไดและเศษเหลือจากโรงงานทําสับปะรดกระปอง 
ที่มา : จินดา, 2547 
 

สับปะรดหนึ่งผลจะหนักประมาณ 1,754.4 กรัมตอผล ผลผลิตตอไรประมาณ 3,870 กิโลกรัมตอไร 
สับปะรดหนึ่งผลเมื่อเขาแปรรูปในโรงงาน จะมีเศษเหลือใชจากการทําสับปะรดกระปองประมาณ 1,228.1 กรัม
ตอผล ในพ้ืนที่ 1 ไร จะไดเปลือกสับปะรดเฉลี่ย 2,700.55 กิโลกรัม หรือถาคิดเปนปริมาณเปลือกทั้งประเทศ
ประมาณ 2.8 ลานตัน สวนของใบสับปะรดประมาณ 4.0 ลานตันและจุกประมาณ 0.370 ลานตัน (สมบัติและ
คณะ, 2537)  
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2.4.4.1  กากสับปะรด (pineapple waste) 
 1 ปริมาณผลพลอยไดและเศษเหลือ 
 กากสับปะรดเปนผลพลอยไดจากกระบวนการแปรรูปสับปะรด เชน สับปะรดกระปอง และผลิตภัณฑ
อื่นๆ มีโรงงานแปรรูปสับปะรดเกิดขึ้นหลายโรงงาน เศษเหลือท่ีจากการแปรูปสับปะรด จะประกอบดวย สวน
เปลือก แกนกลาง และเศษเนื้อสับปะรดปนกัน 

 สับปะรดเมื่อเขาโรงงานจะทําการปลิดจุกและกานออกคิดเปนน้ําหนักประมาณรอยละ 30 ของ
น้ําหนักทั้งผล สับปะรดหนึ่งผลจะหนักประมาณ 1,754.4 กรัม/ผลผลผลิตตอไรประมาณ 3,870.00 กิโลกรัม/
ไร สับปะรดหนึ่งผลเมื่อเขาแปรรูปในโรงงาน จะมีเศษเหลือใชจากการทําสับปะรดกระปองประมาณ 1,228.1 
กรัม/ผล ในพ้ืนที่ 1 ไร จะไดเปลือกสับปะรดเฉลี่ย 2,700.55 กิโลกรัม หรือถาคิดเปนปริมาณเปลือกทั้ง
ประเทศประมาณ 2.8 ลานตัน สวนของใบสับปะรดประมาณ 4.0 ลานตันและจุกประมาณ 0.370 ลานตัน เศษ
เหลือและผลพลอยไดเหลานี้จะมีออกมากทุกประหวางเดือน เม.ย.ถึง มิ.ย. และระหวาง พ.ย.ถึง มี.ค. ในชวง
เวลาอื่นจะมีนอย (รายงานผลงานวิจัยประจําป 2547 กองอาหารสัตว กรมปศุสัตว) 
 2 สวนประกอบทางเคมีและคุณคาทางอาหาร 

 เศษเหลือของสับปะรดจากโรงงานจะมีสวนประกอบทางเคมีที่แตกตางกัน กากสับปะรดประกอบ
ไปดวยสวนตาง ๆ คือ เปลือกดานขาง สวนหัว  สวนลาง ไส (แกนกลาง) และเศษเนื้อ เมื่อนําไปวิเคราะหทาง
เคมีพบวา ยังมีคุณคาทางอาหารอยูบาง คือ สวนเปลือก มีโปรตีนประมาณรอยละ 0.69  ไขมันรอยละ 
0.53  กากรอยละ 2.27  เถารอยละ 1.01 และคารโบไฮเดรตรอยละ 15.0 สวนที่เปนแกนกลางมีโปรตีน
ประมาณรอยละ 1.62  ไขมันรอยละ 1.32  กากรอยละ 7.42  เถารอยละ 1.97 และคารโบไฮเดรทรอยละ 
74.73 (กรมปศุสัตว, 2520) อาจจะมีสวนใดสวนหน่ึงมากนอยขึ้นกับโรงงาน   ซึ่งจะทําใหสวนประกอบทาง
เคมีจากเศษเหลือของสับปะรด หรือเปลือกสับปะรดมีคาแตกตางกัน และพบวาโดยทั่วไปเปลือกสับปะรดสด
จากโรงงานแปรรูปสับปะรดกระปองจะมีปริมาณน้ําอยูสูง มีวัตถุแหงประมาณรอยละ 10 ถึง 12 มีคาความเปน 
กรดดาง (pH) อยูระหวาง 3.2 ถึง 3.4 มียอดโภชนะยอยได (total digestible nutrient  : TDN) 65 ถึง 74 มี
โปรตีนปริมาณแรธาตุตางๆ และวิตามินอี  ปริมาณน้ําตาลที่พบมาก  สวนใหญเปนพวกซูโครสรอยละ 70   
กลูโคสรอยละ 20  และฟรุคโตสรอยละ 10 (จินดา, 2547) 

3 ขอดีของกากสับปะรด 
1.  มีน้ําตาลสูงถึง 6% เปนแหลงพลังงานอยางดี ซึ่งเหมาะที่จะใชเปนสารตั้งตนในการหมัก เชน 

การผลิตเอทานอล  
  2.  มีปริมารของเสนใยสูง   
  3.  ราคาถูกเมื่อเทียบกับคุณคาทางอาหารที่ไดโดยสามารถเก็บไดนาน 3 – 4 เดือนและมีใหตลอดป 
  4.  เหมาะสําหรับสัตวเคี้ยวเอ้ืองทุกชนิดเชน วัวขุน วัวนม  แพะ แกะ  กวาง  ควาย รวมทั้งมาและ
นก กระจอกเทศ เน่ืองจากมีกล่ินหอมทําใหวัวกินอาหารไดมากขึ้นและไมทําใหทองอืด 
 4 ประโยชนของกากสับปะรด 
 อาหารสัตว   

จากการสังเกตของผูเล้ียงโคใกล ๆ โรงงานอุตสาหกรรมแปรรูปสับปะรด บริเวณที่ทางโรงงานนํา
กากและสิ่งเหลือจากโรงงานไปทิ้ง พบวาโคที่เล้ียงในบริเวณนั้นชอบไปกินอยูประจําในตางประเทศจึงมีการใช
กากสับปะรดและสวนที่เหลืออ่ืนๆ ผสมกับอาหารสัตวชนิดอื่นใชเปนอาหาร  สําหรับเล้ียงโคไดผลมาแลว และ
ไดมีผูพยายามทดลองใชผลิตผลพลอยไดจากโรงงานอุตสาหกรรมตาง ๆ เชน กากสับปะรดเปนอาหารสัตว 
และใช NPN (Non-Protein Nitrogen) เปนแหลงของไนโตรเจนบางสวนในอาหารปรากฏวาไดผลดี สามารถ
ลดคาใชจายเนื่องจากอาหารลงไดมากโดยเฉพาะในสัตวเคี้ยวเอื้อง (กองอาหารสัตว  กรมปศุสัตว  2520) 
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ปุยหมัก 
กากสับปะรดที่เหลือจากโรงงานแปรรูปสับปะรดสามารถนํามาเปนสวนผสมในการทําปุยหมัก โดย

ผสมรวมกับวัสดุทางการเกษตรอื่น ๆ เชน กากออยจากโรงงานน้ําตาล ขุยมะพราวจากโรงงานกะเทาะ
มะพราว  กากมันสําปะหลังจากโรงงานแปงมันสําปะหลัง เปลือกผลไมจากโรงงานอาหารกระปอง เปนตน 
เพ่ือเปนการลดปริมาณการใชปุยเคมีที่จะตองส่ังซื้อมาจากตางประเทศใน ราคาแพงและเปนการลดปริมาณ
กากที่เหลือจากการแปรรูปใหนอยลงเพื่อลดการเกิดมลภาวะเนาเสีย รวมไปถึงการเปนแหลงเพาะแมลงและ
เชื้อโรคอีกดวย 

การนํามาประยุกตใชเปนสารตั้งตนในการหมัก 
จากการวิเคราะหทางเคมีพบวากากสับปะรกจากโรงงานแปรรูปสับปะรด มีไฟเบอรรอยละ 29.33 

และมีน้ําตาลรีดิวซรอยละ 5.77 ซึ่งเปนน้ําตาลกลูโคสรอยละ 2.10 และน้ําตาล ฟรุคโตสรอยละ 2.45 เมื่อนํามา
ศึกษาหาความเปนไปไดในการผลิตเอธานอลจากกากสับปะรดพบวา ในการหมักซึ่งผานการยอย 
(saccharification) โดยใชเอนไซมผสมจะใหเปอรเซ็นตของเอธานอสูงขึ้นเมื่อเวลาของการหมักเพ่ิมขึ้นและมี
แนวโนมที่จะเพิ่มขึ้นอีก เมื่อมีการหมักนานขึ้นอีกเมื่อมีการหมักนานขึ้นใน (นฤมล, 2530) 

 
2.5 ผลงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

ปจจุบันทั่วโลกประสบปญหาทางดานสถานการณราคาน้ํามันปโตรเลียมในตลาดโลกสูงขึ้นอยาง
ตอเนื่อง สงผลใหรัฐบาลและประชาชนทั่วไปใหความสนใจกับพลังงานทดแทน โดยเฉพาะการผลิตไบโอดีเซล 
(biodiesel) พบวาไบโอดีเซลเปนน้ํามันเชื้อเพลิงที่ผลิตจากแหลงทรัพยากรหมุนเวียน เชน น้ํามันพืช  ไขมัน
สัตว น้ํามันพืชและสัตวที่ ใชแลวหรือผลิตไดจากสาหราย ไบโอดีเซลเปนเชื้อเพลิงดีเซลทางเลือก 
นอกเหนือจากดีเซลที่ผลิตจากปโตรเลียมโดยมีคุณสมบัติการเผาไหมเหมือนกับดีเซลจากปโตรเลียมมาก และ
สามารถใชแทนกันได  คุณสมบัติสําคัญของไบโอดีเซลคือ สามารถยอยสลายไดเอง ตามกระบวนการทาง
ชีวภาพในธรรมชาติ (biodegradable) และไมเปนพิษ (non-toxic) ดังนั้นรัฐบาลจึงมีนโยบายใหมีการสงเสริม
การผลิตและใชไบโอดีเซลเพ่ือทดแทนพลังงานน้ํามันดีเซล  

วัตถุดิบที่มีศักยภาพในการผลิตไบโอดีเซลในประเทศไทย ไดแก น้ํามันพืช น้ํามันปาลม น้ํามัน
มะพราว น้ํามันถ่ัวเหลือง น้ํามันถ่ัวลิสง น้ํามันละหุง น้ํามันงา น้ํามันเมล็ดทานตะวัน น้ํามันสบูดํา และน้ํามัน
พืชใชแลว โดยวัตถุดิบที่ใชมีผลตอคุณสมบัติของน้ํามันไบโอดีเซลที่ได และจุดมุงหมายในยุทธศาสตรการ
พัฒนาและสงเสริมไบโอดีเซล เมื่อวันที่ 18 มกราคม พ.ศ.2548 โดยตั้งเปาหมายวาในป พ.ศ.2555 สามารถ
ผลิตไบโอดีเซลไดถึง 8.5 ลานลิตรตอวัน โดยใหความสนใจในการเตรียมไบโอดีเซลแบบลูกผสมหรือผสม
บางสวนเชน ใชไบโอดีเซล 10% ผสมกับน้ํามันดีเซล และปจจุบันประเทศไทยไดใหความสนใจในการผลิตไบ
โอดีเซลจากเมล็ดสบูดํามากขึ้นดวยเชนกัน เนื่องจากเมล็ดสบูดําเมื่อทําการสกัดแลว พบวาสามารถนําไปใช
ไดกับเครื่องยนตไดทันที โดยไมตองผานกระบวนการแปรรูป และพบวาไมมีเขมาติดเครื่องยนตดวย แต
สัดสวนในการใหน้ํามันประมาณรอยละ 25-30 เทานั้น  

จากรายงานของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) เกี่ยวกับปญหาและ
ความตองการในการผลิตและใชน้ํามันไบโอดีเซลในประเทศไทย  โดยพบวาปริมาณวัตถุดิบ เชน พืชนํ้ามัน
ตาง ๆ มีปริมาณจํากัด ไมเพียงพอตอการตอบสนองตามยุทธศาสตรของชาติในการผลิตไบโอดีเซล ทั้งนี้
เนื่องจากพืชบางชนิดสามารถเพาะปลูกไดยาก  ไมสามารถเพาะปลูกไดทุกพ้ืนที่ในประเทศไทย ทําใหจํากัด
อยูในบางพื้นที่เทานั้น ทําใหผลผลิตที่ไดในแตละปไมเพียงพอตอความตองการ นอกจากนี้ในการเพาะปลูก
พืชบางชนิดจะใหผลิตผลตามฤดูกาล และพบวาดินฟาอากาศยังเปนปจจัยสําคัญในการเพาะปลูกพืชดวย  ซึ่ง
สงผลทําใหราคาของวัตถุดิบของพืชนํ้ามันมีราคาสูง และทําใหการผลิตไบโอดีเซลจากพืชนํ้ามันมีตนทุนสูง

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A7%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%9E%E0%B9%83%E0%B8%99%E0%B8%98%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%8A%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4&action=edit
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%99%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A7%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%9E%E0%B9%83%E0%B8%99%E0%B8%98%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%8A%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4&action=edit
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ตามไปดวย  รวมถึงสารเคมีตาง ๆ ที่ใชในการแปรรูปน้ํามันพืชยังมีราคาสูง ปจจุบันราคาของไบโอดีเซลจึงสูง
กวาน้ํามันดีเซลจากปโตรเลียม ทําใหยังไมสามารถที่แขงขันราคากับน้ํามันดีเซลไดอยางเต็มท่ีได  และ
นอกจากนี้สายพันธุของพืชน้ํามันในประเทศไทย พบวายังเปนสายพันธุที่ผลิตน้ํามันไดในปริมาณนอย  ดังนั้น
นักวิจัยไดพยายามศึกษาการปรับปรุงพันธุพืชน้ํามันใหมีการผลิตน้ํามันเพ่ิมมากขึ้น และไดพยายามหาแหลง
พืชน้ํามันชนิดใหม เพ่ือเปนแหลงใหมในการผลิตน้ํามันสําหรับกระบวนการผลิตไบโอดีเซลของไทย และที่
สําคัญในกระบวนการผลิตไบโอดีเซลจากน้ํามันพืช หรือไขมันสัตว คือผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตคือ 
กลีเซอรอลดิบ (crude glycerol ) พบวาในการผลิตไบโอดีเซลจะไดกลีเซอรอลถึงรอยละ  10  ซึ่งปจจุบัน
พบวายังไมสามารถใชประโยชนจากกลีเซอรอลไดอยางเต็มที่ เนื่องจากกระบวนการทําใหกลีเซอรอลบริสุทธิ์
พบวาทําไดคอนขางยากและตองใชตนทุนสูง ทั้งนี้ทําใหกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมีตนทุนสูงตามไปดวย  

จากขอจํากัดในการผลิตไบโอดีเซลจากพืชนํ้ามัน นั่นคือวัตถุดิบที่เปนพืชน้ํามันสําหรับการผลิตไบโอ
ดีเซลที่มีราคาสูง และปริมาณของวัตถุดิบไมเพียงพอตอการผลิต ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาเพื่อหาแนวทางใน
การเพิ่มปริมาณน้ํามันใหเพียงพอกับความตองการ จากการรวบรวมขอมูลพบวา สามารถพัฒนาการผลิต
น้ํามันที่ไดจากการสังเคราะหจากจุลินทรียที่สามารถผลิตไขมันได (microbial oil) ซึ่งอาจเปนทางเลือกอีกทาง
หนึ่งในการแกปญหาในการผลิตไบโอดีเซลในประเทศไทยได   เนื่องจากประสิทธิภาพในการเจริญเติบโตของ
จุลินทรียและการผลิตสารตาง ๆ ไดอยางรวดเร็วกวาพืชน้ํามัน  เพราะวาจุลินทรียสามารถผลิตสารได
ตลอดเวลาเมื่อทําการปรับสภาวะใหเหมาะสมตอการผลิตอยูเสมอ รวมถึงระยะเวลาที่ใชในการผลิตสารตาง ๆ 
พบวาจะใชเวลาที่ส้ันกวาและที่สําคัญสําหรับการผลิตสารจากจุลินทรียคือ สามารถทําการขยายปริมาณการ
ผลิตใหมากขึ้นไดตามที่ตองการ  นอกจากนี้พบวาจุลินทรียสามารถผลิตผลิตภัณฑไดตามที่ตองการเพียงแค
ปรับสภาวะหรือบังคับใหการสังเคราะหสารของจุลินทรียไปในทิศทางที่ตองการได  จากการศึกษาและ
รวบรวมงานวิจัยเกี่ยวกับการผลิตไบโอดีเซลจากสาหรายของ Chisti (2007) พบวาสาหรายที่มีขนาดเล็ก 
(microalgae) หรือ microalgal oil  สามารถผลิตน้ํามันที่เปนวัตถุดิบสําหรับกระบวนการผลิตไบโอดีเซลได  
เน่ืองจากสาหรายมีความสามารถในการใชกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) จากบรรยากาศ เพ่ือเปล่ียนไปเปน
เชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuels) ไดอยางประสิทธิภาพ  ทําใหตนทุนในการผลิตไบโอดีเซลจากสาหรายคอนขางต่ํา 
และจุดประสงคของการผลิตน้ํามันเพ่ือผลิตไบโอดีเซลจากสาหรายนี้เพ่ือแขงขันกับราคาไบโอดีเซลจาก
ปโตรเลียม  พบวาสาหรายที่สามารถผลิตน้ํามันเพ่ือเปนวัตถุดิบสําหรับผลิตไบโอดีเซลไดแก  Botryococcus 
braunii (25-75% ตอนํ้าหนักแหง) Chlorella sp. (28-32% ตอนํ้าหนักแหง)  Crypthecodinium cohnii (20% 
ตอนําหนักแหง)  Dunaliella prinolecta (23%),  Nannochloropsis sp. (31-68% ตอน้ําหนักแหง) 
Neochloris oleoabundans (35-54% ตอน้ําหนักแหง) Nitzschia sp. (45-47% ตอน้ําหนักแหง)  
Schizochytrium sp. (50-77% ตอนํ้าหนักแหง) (Chisti, 2007; Roessler และคณะ, 1994; Sawasyama และ
คณะ, 1995; Dunahay และคณะ, 1996; Sheehan และคณะ, 1998; Bannerjee และคณะ, 2002; Gavrilescu 
และ Chsiti, 2005) เปนตน  และจากการศึกษาพบวาเมื่อเพ่ิมปริมาณการผลิตโดยการผลิตใน 
photobioreactor พบวาสาหรายสามารถผลิตน้ํามันไดสูงถึง 80% ตอน้ําหนักแหง (Spolaore และคณะ, 2006) 
และผลิตภัณฑที่ไดจากการสังเคราะหของสาหรายแตละสายพันธุ จะใหผลิตภัณฑที่ตางกันเชน น้ํามัน 
ไฮโดรคารบอน หรือสารประกอบของลิปดอื่น ๆ ดังนั้นจะไดวาสาหรายทุกชนิดไมสามารถที่จะผลิตสารเพื่อให
สําหรับการผลิตไบโอดีเซลอยางเดียว (Metzger และ Largeau, 2005; Guschina และ Harwood, 2006) ซึ่ง
ตองศึกษาและคัดเลือกสายพันธุที่ผลิตน้ํามันเพ่ือใชเตรียมเปนไบโอดีเซลอยางตอเนื่องตอไป 

นอกจากนี้พบวาการผลิตไขมันและน้ํามันสามารถผลิตไดจากจุลินทรียชนิดอื่นดวย เชน จากเชื้อรา
หรือยีสต โดยเฉพาะในกลุมที่เปน  oleaginous microorganism  ซึ่งเปนเชื้อราและยีสตที่สามารถผลิตน้ํามัน
ได  จากการรายงานของ Certik และ Shimizu (1999) พบวาเชื้อราในตระกูล Zygomycetes ซึ่งเปน 
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oleaginous fungi สามารถผลิตกรดไขมันที่มีสายคารบอนยาว ๆ (polyunsaturated fatty acid, PUFAs) โดย
ผลิตในรูปไขมันหรือไตรกลีเซอไรด (triglyceride) เชนในกลุม  Mucurales ไดแก Mucor circinelloides หรือ 

M.  javanicus พบวาสามารถผลิตน้ํามันไดประมาณ 20% ของน้ําหนักแหง และผลิตกรดไขมันชนิด γ-
linolenic acid (GLA) ได 15-18% ของปริมาณของไขมันที่ผลิตได ซึ่งเปน PUFA ที่มีความสําคัญเนื่องจาก
สามารถประยุกตใชผสมในอาหาร (food additive) หรือผสมในอาหารเพื่อสุขภาพ (health food) และ
ประยุกตใชเปนสวนประกอบของเครื่องสําอางค (Ratledge, 1992) และ Nakabara และคณะ (1992) พบวา
เชื้อ Mortierella isabellina สามารถผลิตไขมันได 83 กรัมตอลิตร โดยประกอบดวย GLA 4.5% ของปริมาณ
ของกรดไขมันทั้งหมดซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Papanikolaou และคณะ (2004) พบวาเชื้อสามารถผลิต
น้ํามันไดมากขึ้นเมื่อมีการจํากัดปริมาณของแหลงไนโตรเจน โดยผลิตน้ํามันไดมากถึง 50-55% ของน้ําหนัก
เซลลแหง  และตอมาไดศึกษาการผลิตไขมันจากเชื้อ Mortierella ramanniana ที่ไดรับการปรับปรุงพันธุ 
พบวาสามารถผลิตไขมันไดมากกวาเชื้อสายพันธุดั้งเดิม 30  กรัมตอลิตรและผลิต GLA  ได  18% ของ
ปริมาณไขมันทั้งหมดที่ผลิตได (Hiruta และคณะ, 1997)  และ Chen และ Lui (1997) ไดศึกษาการผลิตน้ํามัน
และ GLA จากเชื้อ Cunninghamella echinulata  จะไดวาเชื้อสามารถผลิตน้ํามันไดสูงถึง 69% ของน้ําหนัก
เซลลแหงและผลิต GLA ได 11.2-13.4% ของปริมาณน้ํามันทั้งหมด และจากการศึกษาของ Eroshin และคณะ 
(2000) ไดศึกษาการผลิตน้ํามันโดยเชื้อ Mortierella apina พบวาเชื้อผลิตน้ํามันได 46-60% ของน้ําหนักเซลล
แหงและผลิตกรดไขมันชนิด arachidonic acid  ดวยซึ่งเปนกรดไขมันที่เปนสารตั้งตนในการสราง  
eicosanoid hormone และประยุกตใชในทางดานการแพทยและเภสัช อาหารและเครื่องสําอางคดวย  

นอกจากนี้ไดมีงานวิจัยที่ไดศึกษาการผลิตน้ํามันจากยีสตเพ่ือประยุกตใชเปนไบโอดีเซลดวย พบวาเชื้อ
ยีสตในสกุล Rhodotorula หลายสายพันธุ พบวาสามารถผลิตไขมันเพ่ือประยุกตเปนวัตถุดิบสําหรับการ
ผลิตไบโอดีเซลไดดวย เชน R. acheniorum, R. aurantiaca, R. bacarum, R. fujisanensis เปนตน (Perrier 
และคณะ, 1995) และจากการศึกษาของ  Xue และคณะ (2006) ไดศึกษาการผลิตไบโอดีเซลจากเชื้อยีสต 4 
ชนิดคือ Rhodotorula glutinis, Candida utilis และ Saccharomyces cerevisiae 2 สายพันธุ โดยเลี้ยงใน
อาหารที่เปนน้ําทิ้งจากกระบวนการผลิตผงชูรส (monosodium glutamate wastewater)  พบวาเชื้อท้ัง 4 
ชนิดสามารถผลิตไขมันไดในปริมาณที่แตกตางกัน โดยพบวาเชื้อ R. glutinis สามารถผลิตไขมันไดสูงที่สุดคือ
ประมาณ 10%  และพบวาไขมันทั้งหมดที่ผลิตไดเมื่อผานกระบวนการ transesterification พบวาจะได
ปริมาณของเมทิลเอสเทอรของกรดไขมัน (fatty acid methyl ester) คิดเปน 92%ของไขมันทั้งหมด  โดย
เมทิลเอสเทอรของกรดไขมันที่ผลิตไดถือวาเปนวัตถุดิบที่สําคัญในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล และจากการ
ผลิตไบโอดีเซลจากเชื้อ R. glutinis นี้ พบวาปจจัยสําคัญที่มีผลตอการผลิตคือ ปริมาณของคารบอนเปนสําคัญ 
ดังนั้นในการพัฒนาเพ่ือใหเชื้อสามารถผลิตไบโอดีเซลใหมากขึ้น จึงตองเลือกใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอ
การผลิตไบโอดีเซล   

สําหรับในการผลิตน้ํามันจากจุลินทรียพบวาไดมีการประยุกตใชของเหลือใชจากกระบวนการแปรรูป
อาหารหรือจากโรงงานอุตสาหกรรมมาเตรียมเพื่อเปนแหลงอาหารหรือสารตั้งตนในการเจริญเติบโตและการ
ผลิตน้ํามันจากจุลินทรียดวย และจากการศึกษาของ  Pananikolaou และ Aggelis (2002) ไดศึกษาการผลิต
น้ํามันจากเชื้อ Yarrowia lipolytica  และไดประยุกตใชกลีเซอรอลที่เปนของเหลือใชจากโรงงานอุตสาหกรรม 
(by-product) มาประยุกตเปนแหลงคารบอนโดยการเติมในอาหารสําหรับเล้ียงเชื้อเพ่ือผลิตน้ํามัน พบวา
สามารถผลิตน้ํามันได 43% ของน้ําหนักเซลลแหง ซึ่งพบวาการนําเอาของเหลือจากโรงงานอุตสาหกรรมมาใช
ในการเปนวัตถุดิบสําหรับผลิตไบโอดีเซลนั้น ยังไมไดมีการศึกษาอยางกวางขวาง ซึ่งในการผลิตไบโอดีเซล
จากจุลินทรีย พบวาอาหารที่ใชสําหรับในการเลี้ยงเชื้อมีความสําคัญตอการผลิตน้ํามัน โดยเฉพาะใชเปนแหลง
คารบอนซึ่งมีความจําเปนอยางมากในการนําไปใชในการเจริญเติบโตและเปนองคประกอบของผลิตภัณฑ
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น้ํามัน ดังนั้นในงานวิจัยจึงควรมุงเนนในการเลือกใชอาหารเลี้ยงเชื้อใหเหมาะสมตอการผลิตของจุลินทรียดวย 
และควรมุงเนนในการประยุกตใชของเหลือจากกระบวนการแปรรูปผลิตภัณฑตาง ๆ หรือของเหลือจาก
โรงงานอุตสาหกรรมมาใชประโยชน ซึ่งเปนอีกแนวทางหนึ่งในการลดตนทุนในการในการผลิตน้ํามันจาก      
จุลินทรีย เนื่องจากอาหารสําเร็จรูปมีราคาแพงมาก และเปนการลดปญหาส่ิงแวดลอมเปนพิษเนื่องจากของ
เหลือใชที่มีปริมาณมากดวย 

 ในปจจุบันประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรม ทําใหมีปริมาณวัตถุดิบทางดานการเกษตรถูกผลิต
ขึ้นอยางมากมาย สงผลใหประเทศไทยมีการพัฒนาอุตสาหกรรมทางดานการแปรรูปอาหารจากวัตถุดิบทาง
การเกษตรจํานวนมาก ในปจจุบันพบวามีการขยายกําลังการผลิตเพ่ือการแปรรูปอาหารมากขึ้น โดยเฉพาะ
อุตสาหกรรมการแปรรูปผักและผลไม เชน การผลิตผักและผลไมกระปอง การผลิตเครื่องดื่มจากผักและผลไม  
เปนตน  จากการเพิ่มปริมาณการผลิตและจากกระบวนการผลิตการแปรรูปวัตถุดิบจากการเกษตร สงผล
กระทบใหมีการเพิ่มปริมาณของวัตถุดิบเหลือใชจากกระบวน การผลิตมากขึ้น ซ่ึงเปนสวนที่นําไปใชประโยชน
ไดนอยหรือไมสามารถใชประโยชนสําหรับกระ บวนการแปรรูปอาหารไดเลย  ซึ่งกอใหเกิดปญหาทางดาน
ส่ิงแวดลอมเปนพิษเนื่องจากมีวัตถุดิบเหลือใชในปริมาณมากถูกปลอยทิ้งไว   

ในงานวิจัยนี้มุงเนนวัตถุดิบเหลือใชจากกระบวนการแปรรูปสับปะรด เชน กระบวนการแปรรูป
สับปะรดกระปองและน้ําสับปะรด ปจจุบันพบวามีการเพิ่มกําลังการผลิตมากขึ้น โดยมีการผลิตมากกวา 
200,000 ตันตอป หรือเทียบเทาจํานวนสับปะรดกระปอง 5 ลานหีบมาตรฐาน (ขอมูลจากโรงงานสับปะรดของ
บริษัททิปโกฟูดส (ประเทศไทย) จํากัด (มหาชน)) และจากกระบวนการแปรรูปสับปะรด พบวามีวัตถุดิบเหลือ
ใชตาง ๆ มากมาย เชน กากที่คั้นน้ําสับปะรด แกนสับปะรด ใบและเปลือกสับปะรด เปนตน ซึ่งพบวาไดมีการ
นําไปใชประโยชนไดนอย เนื่องจากองคประกอบของวัตถุดิบเหลือใชจากสับปะรดนั้นมีปริมาณของ
คารโบไฮเดรตสูง  และมีปริมาณโปรตีนตํ่า โดยในสวนเปลือก มีโปรตีนประมาณรอยละ 0.69  ไขมันรอยละ 
0.53  กากรอยละ 2.27  เถารอยละ 1.01 และคารโบไฮเดรตรอยละ 15.0 และสวนแกนกลางมีโปรตีนประมาณ
รอยละ 1.62  ไขมันรอยละ 1.32  กากรอยละ 7.42  เถารอยละ 1.97 และคารโบไฮเดรตรอยละ 74.73  และ
ปริมาณน้ําตาลที่พบมากสวนใหญเปนพวกซูโครสรอยละ 70   กลูโคสรอยละ 20  และฟรุคโตสรอยละ 10 ซึ่ง
จากองคประกอบดังกลาว ทําใหไมสามารถนําไปประยุกตใชเปนอาหารสัตวได  ดังนั้นการผลิตไบโอดีเซลจาก
วัตถุดิบเหลือใชจากกระบวนการแปรรูปสับปะรดนั้น ดังนั้นจึงเปนทางเลือกที่ดีในการแกปญหาทางดาน
ส่ิงแวดลอม และเปนการพัฒนา ปรับปรุง จนถึงการเพิ่มมูลคาของวัตถุดิบเหลือใชมาใชใหเกิดประโยชนมาก
ขึ้น   

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุงเนนในการศึกษาความเปนไปไดในการผลิตไบโอดีเซลจากเชื้อจุลินทรียที่ได
คัดเลือกแลว ซึ่งเปนแนวทางหนึ่งที่จะผลิตไบโอดีเซลใหเพียงพอกับความตองการ โดยงานวิจัยนี้จะใหความ
สนใจในการผลิตน้ํามันสําหรับการผลิตไบโอดีเซลใหไดปริมาณที่มากที่สุดโดยการประยุกตใชกากสับปะรดที่
เปนวัตถุดิบเหลือใชจากกระบวนการแปรรูปสับปะรดเปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับจุลินทรียที่
คัดเลือกแลว ซึ่งเปนการใชประโยชนจากของเหลือไดอีกทางหนึ่งและเพื่อเปนแนวทางในการศึกษาและ
พัฒนาการผลิตไบโอดีเซลตอไป ขณะเดียวกันจากการศึกษาที่ผานมาเกี่ยวกับการผลิตน้ํามันจากจุลินทรีย 
พบวาการผลิตน้ํามันจากเชื้อสวนใหญมีจุดประสงคในการผลิตเพ่ือประยุกตใชทางดานการแพทย อาหารและ
ยา รวมถึงเปนสวนประกอบของเครื่องสําอางเทานั้น ยังไมมีรายงานวามีการประยุกตใชหรือแปรรูปน้ํามันที่
ผลิตจากเชื้อกลุมดังกลาวเพื่อเปนวัตถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลกันอยางกวางขวาง   
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ระเบียบวิธีวิจัย ใหแสดงการวางแผนการวิจัย และลําดับข้ันตอนการวิจัย (ถามี) 
1. รวบรวมเอกสารและขอมูลเกี่ยวกับการผลิตไบโอดีเซล องคประกอบของวัตถุดิบน้ํามันที่นําไปใช

เปนไบโอดีเซล  และศึกษาการผลิตไบโอดีเซลจากจุลินทรียที่คัดเลือกแลว  
 2.  ศึกษาวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจากกากสับปะรด โดยทําการเตรียมดวยวิธีการสกัดดวยน้ํา

รอน การยอยสลายดวยสารละลายกรด และการใชเอนไซมในการยอย และหาปริมาณของสารที่
เปนองคประกอบในอาหารที่เตรียมได โดยหาปริมาณของคารบอนทั้งหมดและปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมด 

 3.  การเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียที่คัดเลือกแลวในอาหารที่เตรียมจากกากสับปะรด และหาสภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตน้ํามันเพ่ือใหสามารถผลิตไดในปริมาณมาก โดยการศึกษาผลของปริมาณ
ของจุลินทรียเร่ิมตน อุณหภูมิ คาความเปนกรดดางของอาหารที่เตรียมได และระยะเวลาในการ
เพาะเล้ียงที่เหมาะสมตอการผลิตน้ํามันของจุลินทรียที่คัดเลือกแลว 

 4.  หาวิธีการสกัดน้ํามันที่ผลิตไดจากจุลินทรียที่ไดคัดเลือกแลวใหไดปริมาณที่มากที่สุด โดยการ
เลือกใชตัวทําละลายที่เหมาะสม 

5.  หาองคประกอบและปริมาณของน้ํามันที่ผลิตไดจากจุลินทรียที่ไดคัดเลือกแลว โดยวิธี Gas-
Liquid Chromatography  

6.  เตรียมน้ํามันที่ผลิตไดจากจุลินทรียที่ไดคัดเลือกแลวใหเปนไบโอดีเซล โดยการเปลี่ยนใหอยูใน
รูป methyl ester โดยผานกระบวนการเกิดปฏิกิริยา transesterification 

7. ศึกษาปจจัยท่ีสําคัญตอการเกิดปฏิกิริยา transesterification ของน้ํามันที่ผลิตไดเพ่ือใหน้ํามันที่
ผลิตไดเปล่ียนใหอยูในรูปของ methyl ester ใหมากที่สุด โดยศึกษาการเรงปฏิกิริยาโดยการใช
เอนไซมไลเปส และปจจัยอ่ืน ๆ ที่มีผลตอการเกิดปฏิกิริยา trans- esterification 

8. วิเคราะหคุณสมบัติทางเชื้อเพลิงของน้ํามันที่ผลิตไดจากจุลินทรียที่คัดเลือกแลวเปรียบเทียบกับ
น้ํามันเชื้อเพลิงดีเซล  

9.  เพ่ิมปริมาณการผลิตน้ํามันจากจุลินทรียที่คัดเลือกแลว โดยการขยายขนาดการผลิตใหใหญขึ้น 
โดยการผลิตในถังหมักขนาด 5 ลิตร  
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แผนการดําเนินงานตลอดโครงการ และผล (output) ท่ีจะได ในรอบ 1 ป 
 

ข้ันตอนดําเนินการวิจัย ระยะเวลา (เดือน) 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1.ทบทวนเอกสาร             
2.ศึกษาวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยง
เชื้อจากกากสับปะรด 

            

3.การเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรียที่
คัดเลือกแลวในอาหารที่เตรียม
จากกากสับปะรดและหาสภาวะ
ที่เหมาะสมในการผลิตน้ํามัน 

            

4.ศึกษาวิธีการสกัดน้ํามันจาก  
จุลินทรียที่คัดเลือกแลว โดย
การเลื อกใชตั วทํ าละลายที่
เหมาะสม 

            

5. ศึกษาหาองคประกอบและ
ปริมาณของน้ํามันที่ผลิตไดจาก
จุลินทรียที่คัดเลือกแลว 

            

 



บทที่ 3  

วิธีการดําเนินงานวิจัย 

 
3.1 เชื้อจุลินทรีย 

เชื้อยีสตที่คัดเลือกแลวจากหนวยบริการเชื้อพันธุจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี
แหงประเทศไทย เก็บไวในอาหารวุนเอียง (YM slant) เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และทําการเขี่ยเชื้อ
ใหมทุกๆ 1 เดือน 
 
3.2  อาหารเลี้ยงเชื้อ   
  อาหารเลี้ยงเชื้อ    บริษัท 

Yeast extract    Scharlar Chemic S.A. 
Malt extract     Scharlar Chemic S.A. 
Peptone     HiMedis Laboratory 
Glucose     Fluka Bochemical 
Agar     Fluka Bochemical 

 
3.3 สารเคมี 
  สารเคมี    บริษัท 

3,5-Dinitrosalicylic (DNS)   Sigma Aldrich 
เฮกเซน (hexane)    Asia Pacific Specialty Chemical 
โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)   Asia Pacific Specialty Chemical 
โบรรอนไตรฟลูออไรด ( BF3)   Asia Pacific Specialty Chemical 

 
3.4 อปุกรณ 
  อุปกรณ    บริษัท 

กลองจุลทรรศนพ้ืนหลังสวาง   Olympus optical 
เครื่องเขยาผสม    Scientific industries,Inc 
เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ   Scientific  Promotion 
เครื่องชั่งไฟฟาแบบละเอียดทศนิยม 4 ตําแหนง Mettler-Todedo.Thailand 
เครื่องวัดความเปนกรดเปนดาง   United Instrument 
เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง   Shimadzu 
เครื่องหมุนเหว่ียงปรับความเย็น   Hermle Labortech 
ตูบม     Memmert 
ตูปลอดเชื้อ     International Scientific Supply 
ตูอบลมรอน     Sheldon Manufacturing suppy 
หมอนึ่งความดัน    Tommy-seiko 
โถดูดความชื้น    Glasweek Wertheim รุน GL32 
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ฮีมาไซโตมิเตอร    Mainin 
เครื่องแกว     Pyrex 
ลวดเขี่ยเชื้อ        - 

 

3.5  ศึกษาวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจากกากสับปะรด  

3.5.1 การเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดดวยวิธีการสกัดดวยน้ํารอน 

นําผงแหงของกากสับปะรดแหงเติมน้ํากลั่นลงไป  แลวนําไปใหความรอนดวยการตมใหเดือดพรอม
กวนตัวอยางตลอดเวลา จากนั้นปลอยใหเย็น แลวนํามากรองดวยผาขาวบาง 2 ชั้น และนําสวนใสที่กรองได
ไปปนเหว่ียงดวยเครื่องปนเหว่ียงอีกครั้ง จะไดสารสกัดจากกากสับปะรดเพื่อใชเปนอาหารสําหรับเล้ียงเชื้อ
ตอไป และนําไปวิเคราะหหาปริมาณของน้ําตาลทั้งหมดและปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดที่เปนองคประกอบใน
สารสกัด 

3.5.2 การเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดดวยวิธีการสกัดดวยสารละลายกรดซัลฟูริก
เขมขน 0.2 นอรมอล     

   ผงแหงของกากสับปะรดยอยสลายดวยสารละลายกรด ซัลฟูริกความเขมขน 0.2 นอรมอล ภายใต
หมอน่ึงอัดความดันที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และปลอยใหเย็น และนํามากรองดวย
ผาขาวบาง แลวนําสวนใสที่เตรียมไดไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหว่ียงเพ่ือแยกเอาสวนใส จากนั้นปรับคา
ความเปนกรดดางใหเหมาะสมตอเชื้อ จะไดสารสกัดจากากสับปะรดเพื่อใชอาหารสําหรับเล้ียงเชื้อตอไป และ
นําไปวิเคราะหหาปริมาณของน้ําตาลทั้งหมดและปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดที่เปนองคประกอบในสารสกัด 
เชนเดียวกับสารสกัดจากน้ํารอน 

3.5.3 การเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดดวยวิธีการสกัดดวยการยอยดวยเอนไซมเซลลู
เลส 

ผงแหงของกากสับปะรดยอยสลายดวยสารละลายเอนไซมเซลลูเลสในโซเดียมอะซิเตรตบัฟเฟอร 
โดยเขยาดวยเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา  24 ชั่วโมง  จากนั้นนํามากรองดวยผาขาว
บาง แลวนําสวนใสที่เตรียมไดไปปนเหวี่ยงดวยเครื่องปนเหวี่ยงเพื่อแยกเอาสวนใส จะไดสารสกัดจากกาก
สับปะรดเพ่ือใชอาหารสําหรับเล้ียงเชื้อตอไป และนําไปวิเคราะหหาปริมาณของน้ําตาลทั้งหมดและปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมดที่เปนองคประกอบในสารสกัด เชนเดียวกับสารสกัดจากน้ํารอนและการสกัดดวยสารละลาย
กรด 
 
3.6 การเลี้ยงเชื้อในอาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรด 

3.6.1 การเตรียมหัวเชื้อ  
  เขี่ยเชื้อยีสตที่คัดเลือกไดท่ีเจริญบนอาหารวุนเอียงลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลูปเต็มลงในอาหาร
สําหรับหัวเชื้อท่ีเตรียมไว จากนั้นนําไปเลี้ยงเชื้อในเครื่องเขยา เปนเวลา 36 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําเชื้อท่ีไดไป
ปนเหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล และลางเซลลยีสตที่ไดดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว จากนั้นเตรียมสารละลายหัวเชื้อใน
น้ําเกลือ 0.3 เปอรเซ็นต ใหไดสารละลายหัวเชื้อ 1 มิลลิลตรที่มีเซลลประมาณ 108 เซลลตอมิลลิลิตร  
 3.6.2 การเลี้ยงเชื้อในสารสกัดจากกากสับปะรด 

นําสารสกัดจากกากสับปะรดที่ไดจากการสกัดดวยน้ํารอน การสกัดดวยสารละลายกรด และการสกัด
ดวยการยอยดวยเอนไซมใสลงในขวดรูปชมพู จากนั้นนําไปฆาเชื้อภายใตหมอัดความดันไอ เปนเวลา 15 
นาที และปลอยใหเย็น แลวปเปตสารละลายหัวเชื้อใสลงไป 1 มิลลิลิตร และ นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศา
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เซลเซียส และเขยาดวยเครื่องเขยา จากนั้นเก็บตัวอยางทุก ๆ 12 ชั่วโมงเพ่ือนําไปหาน้ําหนักเซลลแหงและ
ปริมาณน้ํามันที่ผลิตได 
 3.6.3 การหาปริมาณเซลลยีสตแหง (cell dry weight) 
 ทําการเก็บตัวอยางทุก ๆ 12 ชั่วโมง โดยปเปตอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ นําไปปน
เหวี่ยงเพ่ือแยกเซลล  จากนั้นลางเซลลดวยน้ํากลั่น 2 ครั้ง จากนั้นนําเซลลยีสตไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศา
เซลเซียส และชั่งน้ําหนักจนไดน้ําหนักเซลลคงที่ 
 3.6.4 การวิเคราะหหาน้ําตาลกลูโคสท่ีเหลือจากการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่เปนสารสกัดจาก
กากสับปะรด 

ปเปตสวนใสจากการแยกเซลลออกไปแลว นําไปวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลที่เหลือดวยวิธี DNS 
โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร และนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาคํานวณหา
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส  

3.6.5 การสกัดและหาปริมาณน้ํามันท่ีผลิตไดจากเชื้อดวยวิธีของ Bligh and Dyer (1959) 
 นาํเซลลแหงของเชื้อมาสกัดน้ํามันโดยการเติมสารผสมระหวางคลอโรฟอรมกับเมธานอล และเขยา
บนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหอง หลังจากนั้นนําไปปนเหว่ียงเพ่ือแยกสวนใสเก็บไว และการกําจัดน้ําโดยเติม
โซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัสลงไป  หลังจากนั้นเก็บสวนบนใสลงในขวดที่ทราบน้ําหนักที่แนนอน  และนําไป
ระเหยตัวทําละลายออกจนหมด และนําไปชั่งหาน้ําหนักของน้ํามัน จะไดปริมาณของน้ํามันทั้งหมดที่เชื้อผลิต
ได 
 
3.7  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและผลิตนํ้ามันของเชื้อเมื่อเลี้ยงในอาหารที่เปนสาร
สกัดจากกากสับปะรด         

3.7.1 การศึกษาผลของปริมาณเร่ิมตนของกากสับปะรดท่ีมีตอการเจริญและการผลิตนํ้ามัน
ของเชื้อ 

นํากากสับปะรดในปริมาณเริ่มตนรอยละ 2, 5, 10, 12 และ 15 (น้ําหนักตอปริมาตร) นําไปสกัดดวย
สารละลายกรด ภายใตหมออัดความดันไอ จะไดสารสกัดจากกากสับปะรด ปรับคาความเปนกรดดางให
เทากับ 6.0 จากนั้นปเปตหัวเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงไป แลวนําไปบม และเขยาบนเครื่องเขยาดวย จากนั้น
เก็บเซลลเพ่ือนําไปหาน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณน้ํามันที่ผลิตได 

3.7.2 การศึกษาผลของคาความเปนกรดดางของสารสกัดจากกากสับปะรดท่ีมีตอการเจริญ
และการผลตินํ้ามันของเชื้อ 
  นําสารสกัดจากกากสับประรดที่ไดจากการสกัดดวยสารละลายกรดที่สกัดจากปริมาณกากสับปะรด
เร่ิมตนที่เหมาะสม  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารเปน 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 จากนั้นปเปต
หัวเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงไป แลวนําไปบม และเขยาบนเครื่องเขยาจากนั้นเก็บเซลลเพ่ือนําไปหาน้ําหนัก
เซลลแหงและปริมาณน้ํามันที่ผลิตได 

3.7.3 การศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีตอการเจริญและการผลิตนํ้ามันของเชื้อ 
นําสารสกัดจากกากสับประรดที่ไดจากการสกัดดวยสารละลายกรดที่สกัดจากปริมาณกากสับปะรด

เริ่มตนที่เหมาะสม  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารที่เหมาะสม จากนั้นปเปตหัวเชื้อปริมาตร 1 
มิลลิลิตรลงไป แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 25, 28, 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส และเขยาบนเครื่องเขยา 
จากนั้นทําการเก็บเซลลเพ่ือนําไปหาน้ําหนักเซลลแหงและสกัดหาปริมาณน้ํามันตอไป 
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3.7.4 การศึกษาผลของเวลาในการบมท่ีมีตอการเจริญและนํ้ามันของเชื้อ 
นําสารสกัดจากกากสับประรดที่ไดจากการสกัดดวยสารละลายกรดที่สกัดจากปริมาณกากสับปะรด

เริ่มตนที่เหมาะสม  ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนของอาหารที่เหมาะสม จากนั้นปเปตหัวเชื้อปริมาตร 1 
มิลลิลิตรลงไป แลวนําไปบมที่อุณหภูมิที่เหมาะสม และเขยาบนเครื่องเขยา โดยบมเปนระยะเวลานาน 12, 24, 
36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120, 132 และ 140 ชั่วโมง จากนั้นเก็บเซลลเพ่ือนําไปหาน้ําหนักเซลลแหงและ
ปริมาณน้ํามันที่ผลิตได 
 
3. 8 การวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสตท่ีคัดเลือกแลว 

3.8.1 การวิเคราะหหาคาความเปนกรดและปริมาณกรดไขมันอิสระในน้ํามันท่ีผลิตได 
นําน้ํามันที่สกัดไดละลายดวยตัวทําละลายผสมระหวางเอธานอลและไดเอธิลอีเธอร จากนั้นไทเทรต

ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 0.1000 โมลาร  โดยใชฟนอฟธาลีนเปนอินดิเคเตอร จนถึงจุดยุติ
ไดสารละลายสีชมพูออน  บันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใช และนําปริมาตรของ
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไปคํานวณหาคาความเปนกรด (หนวย กรัมของโซเดียมไฮดรอกไซดตอ
กรัมของน้ํามันที่ใช) และหาปริมาณกรดไขมันอิสระในน้ํามัน (หนวย เปอรเซ็นตกรดไขมันอิสระ (ในรูป กรดโอ
ลิอิก) โดยน้ําหนัก) 

3.8.2 การวิเคราะหองคประกอบอื่น ๆ ในนํ้ามันท่ีผลิตไดดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบผิว-บาง 
(TLC)  

การวิเคราะหองคประกอบอื่น ๆ ในน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบผิวบาง (TLC) 
โดยแชในสารละลายผสมปโตรเลียมอีเธอร  : ไดเอทิลอีเธอร : กรดอะซิติก ทิ้งไวจนสารละลายเคลื่อนที่ผาน
จุดหยดน้ํามันตัวอยางมาจนถึงขีดส้ินสุดบนแผน TLC แลวนําแผน TLC ไปอังไอของเกล็ดไอโอดีน จะเกิดเปน
แถบของสารที่เปนองคประกอบของน้ํามันที่ผลิตได 

3.8.3 การเตรียมเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันในนํ้ามันท่ีผลิตได 
นําน้ํามันที่สกัดได และเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในเมธานอล ปดฝาใหสนิทและเขยา 

นําไปใหความรอนโดยแชหลอดในอางน้ํารอน จากนั้นปลอยใหเย็น และเติมสารละลาย 14 เปอรเซ็นตของ
โบรอนไตรฟลูออไรดในเมธานอล ปดฝาและเขยานําไปใหความรอนอีกครั้ง แลวปลอยใหเย็น ปเปตเฮกเซนลง
ไปและเขยาอยางแรงนาน  จากนั้นเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดอิ่มตัวและเขยาใหเขากัน และกําจัดน้ําออก
ดวยโซเดียมซัลเฟตแอนไฮดรัส  และสกัดซ้ําอีกครั้งดวยเฮกเซน จะไดเมธิลเอสเทอรของน้ํามันที่ผลิตไดจาก
ยีสต และนําไปวิเคราะหหาองคประกอบดวยวิธีโครมาโทกราฟแกส 

3.8.4 การวิเคราะหหาเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันท่ีผลิตได 
นําเมธิลเอสเทอรที่เตรียมไดไปวิเคราะหหาองคประกอบดวย เครื่อง GC – 17A gas 

chromatography (Shimadzu) โดยสภาวะสําหรับการวิเคราะหดวยเครื่อง GC  โดยมีเครื่องตรวจวัด 
(detector) เปน  Flame ionization detector  (FID)  และแยกดวยคอลัมนชนิด BP-20   โดยอุณหภูมิของ 
injector เทากับ 260 องศาเซลเซียส อุณหภูมิของ detector  300 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิของคอลัมน 
เริ่มตนที่ 150 องศาเซลเซียส และเพ่ิมขึ้นทุก 6 องศาเซลเซียสตอนาที จนอุณหภูมิสุดทายเปน 260 องศา
เซลเซียส โดยมีไนโตรเจนเปนตัวพา โดยใชปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันที่เตรียมได 1 ไมโครลิตร 
จากนั้นนําไปหาชนิดของกรดไขมันที่เปนองคประกอบโดยเทียบคาเวลารีเทนชันและหาปริมาณของกรดไขมัน
โดยคํานวณจากเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันมาตรฐาน 
 
 



 34 

3.9 การหาเทคนิคและวิธีการสกัดนํ้ามันออกจากเซลลยีสตท่ีคัดเลือกแลวใหมากที่สุด 
3.9.1. การสกัดนํ้ามันท่ีผลิตไดจากยีสตท่ีคัดเลือกแลวดวยตัวทําละลายอินทรีย 

3.9.1.1  การสกัดนํ้ามันท่ีผลิตไดจากยีสตท่ีคัดเลือกแลวตามวิธีของ Bligh  และ  
Dyer (1959) 

นําเซลลแหงของยีสต  ประมาณ  0.05  กรัม  ใสลงในขวดรูปชมพู  แลวสกัดโดยการเติมสารผสม
ระหวางเมทานอลกับคลอโรฟอรมในอัตราสวน 1 ตอ 2  ปริมาตร 20 มิลลิลิตร  และเขยาบนเครื่องเขยาที่
อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 25 นาที  เติมน้ํากลั่นปริมาตร 20 มิลลิลิตร  เขยาเปนเวลา 5 นาที  แลวนําไปปน
เหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  และแยกชั้นลางซึ่งเปนสารผสมระหวาง
คลอโรฟอรมและน้ํามันเก็บไว  สวนชั้นบนซึ่งเปนสวนของเซลลใหนํามาสกัดซ้ํา 3 ครั้ง  จากนั้นนําสวนของ
คลอโรฟอรมมารวมกันและนําไประเหยคลอโรฟอรมออกภายใตสุญญากาศ จะไดสวนของน้ํามัน จากนั้นนําไป
ชั่งน้ําหนัก จนไดน้ําหนักคงที่ จะไดน้ําหนักของน้ํามันที่สกัดได (กรัมตอกรัมเซลลแหง)  

3.9.1.2  การสกัดนํ้ามันท่ีผลิตไดจากยีสตท่ีคัดเลือกแลวตามวิธีของ Roese-Gottieb 
(1959) 

นําเซลลแหงของยีสต ประมาณ 0.05 กรัม ใสลงในขวดรูปชมพู  เติมน้ําตมเดือด 6 มิลลิลิตรเขยา 5 
นาที ทําใหเย็น  จากนั้นเติมเมทานอลปริมาตร 7.5 มิลลิลิตร  เขยาเปนเวลา 10 นาทีและเติมไดเอธิลอีเทอร 
ปริมาตร 17 มิลลิลิตร เขยาอยางรุนแรง  และสุดทายเติมปโตรเลียมอีเทอรปริมาตร 17 มิลลิลิตรแลวเขยา  
นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที  จะเกิดการแยกชั้นโดยชั้นบนเปนชั้นที่
มีน้ํามันอยู  นําสวนกากเซลลที่เหลือสกัดซ้ํา 3 ครั้ง จากนั้นแยกสวนชั้นบนออก และนําไประเหยตัวทําละลาย
ออก นําไปชั่งน้ําหนักเพ่ือหาปริมาณน้ํามันที่สกัดได (กรัมตอกรัมเซลลแหง) 

3.9.2  การทําใหเซลลแตกและการสกัดนํ้ามันจากยีสตท่ีคัดเลือกแลว  
3.9.2.1  การทําใหเซลลแตกและการสกัดนํ้ามันจากยีสตท่ีคัดเลือกแลวดวยคลื่นเสียง

ความถี่สูง (sonication) 
นําเซลลแหงของยีสต ประมาณ 0.05 กรัม  เติมน้ํากลั่นปริมาตร  20  มิลลิลิตร  จากนั้นนําไปทําให

เซลลแตกดวยเครื่องคล่ืนเสียงความถี่สูง ดวยความถี่ของคล่ืนเสียง 500 วัตต โดยการทํางาน เวลาคลื่นเสียง
ทํางาน 3 วินาที และคล่ืนเสียงหยุดทํางาน 3  วินาที ประมาณ 90 ครั้ง เปนเวลา  10  นาที  นําเซลลที่ผาน
การทําใหแตกแลวนําไปสกัดตอดวยตัวทําละลายอินทรียตามวิธีของ Bligh  และ Dyer จากนั้นนําสวนของ
คลอโรฟอรมที่มีน้ํามันผสมอยูไประเหยคลอโรฟอรมออกภายใตสุญญากาศ  นําไปชั่งน้ําหนักจนมีน้ําหนักคงที่  
เพ่ือหาปริมาณน้ํามันที่สกัดได (กรัมตอกรัมเซลลแหง)   

3.9.2.2  การทําใหเซลลแตกและการสกัดนํ้ามันจากยีสตท่ีคัดเลือกแลวโดยการบดดวย
เม็ดบีด  (bead) 

ชั่งเซลลแหงของยีสต ประมาณ  0.05 กรัม  ใสลงในโกรง  เติมเม็ดบีดลงไปแลวบดเปนเวลา  10  
นาที  จากนั้นแยกเซลลที่แตกแลวและเม็ดบีดออกจากกัน  โดยการเติมเมธานอลลงไปเพื่อชะเซลลที่แตกออก
จากเม็ดบีด จากนั้นสกัดน้ํามันโดยใชตัวทําละลายอินทรียตามวิธีของ Bligh  และ Dyer แลวนําสวนของ
สวนผสมระหวางคลอโรฟอรมมารวมกันและนําไประเหยคลอโรฟอรมออกภายใตสุญญากาศ และนําไปชั่ง
น้ําหนักเพ่ือหาปริมาณน้ํามันที่สกัดได  (กรัมตอกรัมเซลลแหง) 
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3.9.2.3  การทําใหเซลลแตกและการสกัดนํ้ามันจากยีสตท่ีคัดเลือกแลวภายใตสภาวะ
หมอน่ึงความดัน (autoclaving) 

นําเซลลแหงของยีสต ประมาณ  0.05 กรัม  ใสลงในขวดรูปชมพู เติมน้ํากล่ันปริมาตร  20  มิลลิลิตร  
จากนั้นนําเขาหมอนึ่งความดันโดยใชอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 10  นาที  จากนั้นปลอยใหเย็น และนํามาสกัดตอโดยใชตัวทําละลายอินทรียตามวิธีของ Bligh  และ 
Dyer นําสวนของคลอโรฟอรมที่มีน้ํามันผสมอยูไประเหยคลอโรฟอรมออกภายใตความดันสุญญากาศ  แลวนํา
น้ํามันที่ไดไปชั่งนํ้าหนักเพ่ือหาปริมาณน้ํามันที่สกัดได (กรัมตอกรัมเซลลแหง) 

3.9.2.4   การทําใหเซลลแตกและการสกัดนํ้ามันจากยีสตท่ีคัดเลือกแลวโดยใชคลื่น
ไมโครเวฟ (microwave) 

นําเซลลแหงของยีสต ประมาณ  0.05 กรัม  ใสลงในขวดรูปชมพู  เติมน้ํากล่ันปริมาตร  20  
มิลลิลิตร  นําเขาเครื่องไมโครเวฟ ความถี่ 2450 เมกกะเฮริตซ  เปนเวลา  10  นาที ปลอยใหเย็น และสกัด
น้ํามันโดยใชตัวทําละลายอินทรียตามวิธีของ Bligh  และ Dyer จากนั้นนําสวนของผสมระหวางคลอโรฟอรม
และน้ํามันไประเหยคลอโรฟอรมออกภายใตสุญญากาศ   และนําน้ํามันที่ไดไปชั่งน้ําหนักเพ่ือหาปริมาณน้ํามัน
ที่สกัดได  (กรัมตอกรัมเซลลแหง) 

 
3.10  การเตรียมไบโอดีเซลจากน้ํามันท่ีสกัดไดจากยีสตท่ีคัดเลือกแลว 
 3.10.1  การเตรียมไบโอดีเซลโดยใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาแบบ 1 ข้ันตอน (one-step 
alkali transesterification)  
  3.10.1.1  การศึกษาผลของความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดตอการ
เกิดปฏิกิริยา ทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
 นําน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลวมาทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  โดยใชโซเดียม   
ไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยนําโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละของโซเดียมไฮดรอกไซดตอ
น้ํามัน 0.5  1  1.5  2  2.5  และ  3 โดยน้ําหนัก และจากนั้นเติมเมทานอลเปนอัตราสวนของเมทานอลตอ
น้ํามันรอยละ  50  โดยน้ําหนัก  และนําสวนผสมไปบมใหความรอนจนมีอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส  
และเขยาดวยความเร็วรอบ 200  รอบตอนาที เปนเวลานาน 2 ชั่วโมง  จากนั้นเทสวนผสมท้ังหมดใสลงใน
กรวยแยก  ตั้งทิ้งไวเพ่ือใหเกิดการแยกชั้นระหวางกลีเซอรอลกับไบโอดีเซลเปนเวลา 24  ชั่วโมง   โดยชั้นบน
เปนเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันหรือไบโอดีเซล  และสวนชั้นลางเปนกลีเซอรอล จากนั้นแยกกลีเซอรอลออก 
แลวจึงนําไบโอดีเซลที่ผลิตไดมาผานกระบวนการลางดวยน้ํา  จะไดไบโอดีเซลและนําไปวิเคราะหหาปริมาณ
เมทิลเอสเทอรของกรดไขมันหรือไบโอดีเซลที่ได 
  3.10.1.2 ผลของอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันท่ีผลิตไดตอการ
เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 1 ข้ันตอนที่มีเบสเปนตัวเรง 
 นําน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลวมาทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน  โดยใชโซเดียม   
ไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยนําโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนที่เหมาะสม และจากนั้นเติมเมทา
นอลในอัตราสวนเมทานอลตอนํ้ามันรอยละ 15  20  30  40  50  60  70 และ   80 โดยน้ําหนัก  และนํา
สวนผสมไปบมใหความรอนจนมีอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส  และเขยาดวยความเร็วรอบ 200  รอบ
ตอนาที เปนเวลานาน 2 ชั่วโมง  จากนั้นเทสวนผสมทั้งหมดใสลงในกรวยแยก  ตั้งทิ้งไวเพ่ือใหเกิดการแยก
ชั้นระหวางกลีเซอรอลกับไบโอดีเซลเปนเวลา 24  ชั่วโมง   โดยชั้นบนเปนเมทิลเอสเทอรของกรดไขมัน หรือ 
ไบโอดีเซล  และสวนชั้นลางเปนกลีเซอรอล จากนั้นแยกกลีเซอรอลออก แลวจึงนําไบโอดีเซลที่ผลิตไดมาผาน
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กระบวนการลางดวยน้ํา  จะไดไบโอดีเซลและนําไปวิเคราะหหาปริมาณเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันหรือไบ
โอดีเซลที่ได 
 3.10.2 การเตรียมไบโอดีเซลโดยกระบวนการ 2 ข้ันตอนโดยใชกรดและเบสเปนตัวเรง
ปฏิกิริยา (two-step acid-base catalyzed transesterificaton) 
  3.10.2.1 ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันโดยการเรงดวยกรดขั้นตอนที่ 1 (acid 
esterification) 

  1  การศึกษาผลของความเขมขนของกรดซัลฟูริกตอการเกิดปฏิกิริยา 
นําน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลว  เติมกรดซัลฟวริกโดยมีความเขมขนที่แตกตางกัน คือ 

รอยละ 0.25 0.5 0.75 1  1.5   และ  2  โดยปริมาตรตอนํ้าหนักน้ํามัน และใหความรอนจนมีอุณหภูมิ
ประมาณ 50 องศาเซลเซียส  จากนั้นเติมอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันรอยละ  50 โดยน้ําหนักและเขยาที่
ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 60 นาที  จากนั้นเทสวนผสมทั้งหมดลงในกรวยแยก  และตั้งทิ้งไว
เพ่ือใหเกิดการแยกชั้นโดยชั้นเมทานอลและสิ่งเจือปนอื่นอยูชั้นบนตองกําจัดทิ้ง สวนชั้นลางเปนสวนของ
น้ํามันที่มีคาความเปนกรดลดลง จากนั้นหาคาความเปนกรดและปริมาณของกรดไขมันอิสระ 

  2  การศึกษาผลของปริมาณเมทานอลตอการเกิดปฏิกิริยา 
นําน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลว  เติมกรดซัลฟวริกโดยมีความเขมขนที่เหมาะสม และให

ความรอนจนมีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส  จากนั้นเติมเมทานอลโดยปริมาณเมทานอลที่เติมมีความ
แตกตางกันโดยเทียบอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันรอยละ 10  15  20  25  30  40  50  60  และ 70 โดย
น้ําหนัก และเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 60 นาที  จากนั้นเทสวนผสมทั้งหมดลงในกรวย
แยก  ตั้งทิ้งไวเพ่ือใหเกิดการแยกชั้นโดยชั้นเมทานอลและสิ่งเจือปนอื่นอยูชั้นบนและตองกําจัดทิ้ง สวนชั้นลาง
เปนสวนของน้ํามันที่มีคาความเปนกรดลดลง จากนั้นหาคาความเปนกรดและปริมาณของกรดไขมันอิสระ 

3.10.2.2  ปฏิกิริยาการเตรียมไบโอดีเซลโดยใชเบสเปนตัวเรงข้ันตอนที่ 2 (base 
catalyzed transesterification) 
   1   การศึกษาผลของความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดตอการเรง
ปฏิกิริยา 
 นําน้ํามันที่ไดจากขั้นตอนที่ 1 มาใหความรอนจนมีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และเตรียม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในเมทานอลตอนํ้ามันโดยมีความเขมขนแตกตางกัน คือรอยละ  0.5  1  1.5  
2  2.5  3 และ 3.5 โดยน้ําหนัก และใหความรอนจนมีอุณหภูมิ 50  องศาเซลเซียส จากนั้นเทผสมลงไปใน
น้ํามัน จากนั้นใหความรอนจนมีอุณหภูมิ 60  องศาเซลเซียส และเขยาที่ความเร็วรอบ 200  รอบตอนาที เปน
เวลา  2  ชั่วโมง จากนั้นปลอยใหเกิดการแยกชั้น 24 ชั่วโมง จะไดชั้นบนเปนเมทิลเอสเทอรของกรดไขมัน 
สวนชั้นลางกลีเซอรอล จากนั้นแยกสวนเมทิลเอสเทอรขอ.......งกรดไขมัน และลางดวยน้ําเพ่ือกําจัดเมทานอล
ที่เหลือออกไป  แลวนําไปวัตเคราะหหาปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่ได 
   2  การศึกษาผลของอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันท่ีใชในการ
เกิดปฏิกิริยา 
 นําน้ํามันที่ไดจากขั้นตอนที่ 1 มาใหความรอนจนมีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และเตรียม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่เหมาะสมโดยละลายในปริมาณของเมทานอลที่แตกตางกัน โดยไดศึกษา
ปริมาณของเมทานอลที่ใชโดยเทียบเปนอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันรอยละ 10  20  30  40  50  และ 
60 โดยน้ําหนักและใหความรอนจนมีอุณหภูมิ 50  องศาเซลเซียส จากนั้นเทผสมลงไปในน้ํามัน จากนั้นให
ความรอนจนมีอุณหภูมิ 60  องศาเซลเซียส และเขยาที่ความเร็วรอบ 200  รอบตอนาที เปนเวลา  2  ชั่วโมง 
จากนั้นปลอยใหเกิดการแยกชั้น 24 ชั่วโมง จะไดชั้นบนเปนเมทิลเอสเทอรของกรดไขมัน สวนชั้นลางเปนกลี
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เซอรอล จากนั้นแยกสวนเมทิลเอสเทอรของกรดไขมัน และลางดวยน้ําเพ่ือกําจัดเมทานอลที่เหลือออกไป  
แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณของเมทิลเอสเทอรที่ไดตอไป  

3.10.2.3 ปฏิกิริยาการเตรียมไบโอดีเซลโดยผานปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค-
ชันท่ีมีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรง (lipase catalyzed transesterification) 
   1   การศึกษาผลของอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันท่ีมีตอการ
เกิดปฏิกิริยาโดยเรงดวยเอนไซมไลเปส 
 นําน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลว  เติมเอนไซมไลเปสโดยมีความเขมขนรอยละ 20 ของ
น้ําหนักน้ํามัน  และเติมน้ํารอยละ 10 โดยน้ําหนักของน้ํามัน จากนั้นเติมเมทานอลโดยปริมาณของเมทานอล
เทียบเปนอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันที่ใช รอยละ 10  20  30  40  50 และ 60  โดยน้ําหนัก   และเขยา
ที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  เปนเวลา   24 ชั่วโมง จากนั้นเทสวนผสม
ทั้งหมดลงในกรวยแยก  ตั้งทิ้งไวเพ่ือใหเกิดการแยกชั้นโดยชั้นบนเปนเมทิลเอสเทอรของกรดไขมัน สวนชั้น
ลางเปนสวนของกลีเซอรอล จากนั้นแยกชั้นเมทิลเอสเทอรและนําไปวิเคราะหหาปรมิาณตอไป 

2 การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการการเกิดปฏิกิริยาโดยเรงดวย 
เอนไซมไลเปส 
 นําน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลว  เติมเอนไซมไลเปสโดยมีความเขมขนรอยละ 20 โดย
น้ําหนักของน้ํามัน และเติมน้ํารอยละ 10 โดยน้ําหนักของน้ํามัน จากนั้นเติมเมทานอลในอัตราสวนที่เหมาะสม 
และเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 30 40 50 60 และ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นเทสวนผสมทั้งหมดลงในกรวยแยก  ตั้งทิ้งไวเพ่ือใหเกิดการแยกชั้นโดยชั้นบนเปนเมทิลเอส-
เทอรของกรดไขมัน สวนชั้นลางเปนสวนของกลีเซอรอล จากนั้นแยกชั้นเมทิลเอสเทอรและนําไปวิเคราะหหา
ปริมาณตอไป 

2 การศึกษาผลของปริมาณน้ําตอการเกิดปฏิกิริยาโดยเรงดวย 
เอนไซมไลเปส 
 นําน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลว  เติมเอนไซมไลเปสโดยมีความเขมขนรอยละ 20 ของ
น้ําหนักน้ํามัน และเติมน้ําปริมาณ 0 0.1   0.5 1 และ 2 กรัมตอนํ้าหนักของน้ํามัน จากนั้นเติมเมทานอลใน
อัตราสวนที่เหมาะสม และเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที บมที่อุณหภูมิที่เหมาะสม  เปนเวลา  24 
ชั่วโมง จากนั้นเทสวนผสมทั้งหมดลงในกรวยแยก  ตั้งทิ้งไวเพ่ือใหเกิดการแยกชั้นโดยชั้นบนเปนเมทิลเอส
เทอรของกรดไขมัน สวนชั้นลางเปนสวนของกลีเซอรอล จากนั้นแยกชั้นเมทิลเอสเทอรและนําไปวิเคราะหหา
ปริมาณตอไป 
 
3.11 การผลิตน้ํามันจากเชื้อยีสตท่ีคัดเลือกแลวในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

เตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดรอยละ 15 โดยการยอยดวยสารละลายกรดซัลฟูริก 0.2 นอรมอล และ
ปรับคาความเปนกรดดางใหเทากับ 6.0 ปริมาตร 3.5 ลิตรใสลงในถังหมักขนาด 5 ลิตร  เติมหัวเชื้อยีสตที่
คัดเลือกแลวลงไปรอยละ 10 จากนั้นกวนดวยความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที และใหอากาศดวยอัตราการให
อากาศ 0.6 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที ปรับอุณหภูมิใหคงที่เทากับ  28  องศาเซลเซียส และเพาะเล้ียงเชื้อ
เปนเวลา 96 ชั่วโมง จากนั้นเก็บเชื้อเพ่ือหาน้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) สกัดและหาปริมาณน้ํามันที่เชื้อ
ผลิตได (กรัมตอลิตร กรัมตอกรัมเซลล และคิดเปนรอยละ โดยน้ําหนัก)  



บทที่ 4 
ผลงานวิจยั 

  
4.1 การเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดเพ่ือใชเปนอาหารสําหรับเล้ียงเช้ือยีสตเพ่ือผลิตไขมัน  

ในการเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดเพื่อใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อยีสตเพ่ือผลิตน้ํามัน ไดศึกษา
วิธีการในการเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรด 3 วิธี คือ การเตรียมสารสกัดดวยการสกัดดวยน้ํารอน การยอย
สลายดวยสารละลายกรดซัลฟูริก และการยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส  จากนั้นนําสารสกัดจากกากสับปะรดที่
ไดไปหาปริมาณของน้ําตาลรีดิวซทั้งหมด และหาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด พบวาการเตรียมสารสกัดจากกาก
สับปะรดโดยการสกัดดวยน้ํารอน พบปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดในสารสกัดจากกากสับปะรดมีคาเทากับ 
2.50 กรัมตอลิตร และปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดมีคาเทากับ 0.14 กรัมตอลิตร  โดยพบวาสารสกัดจากกาก
สับปะรดที่สกัดไดมีลักษณะเปนของเหลวใสและมีสีเหลืองออน  และในการเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรด
โดยการสกัดดวยสารละลายกรดซัลฟูริกภายใตสภาวะหมอนึ่งอัดความดัน พบวามีปริมาณน้ําตาลน้ําตาล
รีดิวซทั้งหมดเทากับ 27.68 กรัมตอลิตร และมีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดเทากับ 0.15 กรัมตอลิตร  และสาร
สกัดที่สกัดไดจากการยอยดวยสารละลายกรดซัลฟูริก มีลักษณะใสและมีสีน้ําตาลออน สําหรับการสกัดกาก
สับปะรดดวยเอนไซมเซลลูเลสพบวาลักษณะของสารสกัดที่เตรียมมีสีเหลืองออนใส และเมื่อวิเคราะหปริมาณ
ของน้ําตาลทั้งหมดและปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดพบวามีคาเทากับ 6.23 และ 0.24 กรัมตอลิตร เมื่อ
เปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดและปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดของสารสกัดจากกากสับปะรดที่เตรียม
ไดจาก 3 วิธี  พบวาสารสกัดจากกากสับปะรดที่เตรียมไดนั้นมีปริมาณของน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดและปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมดที่เชื้อยีสตสามารถนําไปใชเพ่ือการเจริญเติบโตได  เนื่องจากน้ําตาลรีดิวซถือวาเปนแหลง
ของคารบอนที่สําคัญในการที่เชื้อจะนําไปใชในการสรางเปนสวนประกอบของเซลล และยังเปนแหลงคารบอน
ที่สําคัญในการผลิตน้ํามันอีกดวย  และถึงแมวาปริมาณของไนโตรเจนทั้งหมดในสารสกัดจากกากสับปะรดมี
ปริมาณนอย  ยังถือวาเพียงพอที่เชื้อสามารถนําไปใชสรางเซลลเพ่ือการเจริญเติบโตได  ทั้งนี้เนื่องจากในการ
ผลิตน้ํามันของเชื้อยีสต สามารถผลิตน้ํามันไดดีเมื่อคาสัดสวนของปริมาณคารบอนตอปริมาณไนโตรเจนมีคา
สูง ซึ่งสอดคลองกับคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซและปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดที่เปนองคประกอบในสารสกัดจาก
กากสับปะรดที่เตรียมได โดยจะไดวาคาสัดสวนของปริมาณคารบอนตอไนโตรเจนจากสารสกัดกากสับปะรดที่
เตรียมไดจากการสกัดดวยสารละลายกรดมีคามากที่สุดปะมาณ 185 เทา รองลงมาคือสารสกัดกากสับปะรดที่
สกัดดวยเอนไซมเซลลูเลส (26 เทา) และสารสกัดจากน้ํารอน (18 เทา)  
 
4.2 ความเปนไปไดในการเลี้ยงเชื้อในอาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรดเพื่อการเจริญ และการ
ผลิตนํ้ามันของเชื้อยีสตท่ีคัดเลือกแลว 
               ในการศึกษาความเปนไปไดในการนําสารสกัดจากกากสับปะรดมาใชเปนอาหารเล้ียงเชื้อ โดย
ศึกษาการเจริญและการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตที่คัดเลือกแลว ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เปนสารสกัดจากกาก
สับปะรด  พบวา การเจริญของเชื้อในสารสกัดจากกากสับปะรดในรูปที่ 4.1 พบวาเมื่อเริ่มถายเชื้อจนถึงชั่วโมง
ที่ 12 พบวาเชื้อมีการเจริญอยางรวดเร็ว และหลังจากนั้นพบวาเชื้อยังคงมีการเจริญเพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ อยาง
ตอเนื่อง และหลังจากนั้นเชื้อมีการเจริญคอนขางคงที่ โดยพบวาเชื้อสามารถเจริญในสารสกัดจากกาก
สับปะรดที่เตรียมโดยการสกัดดวยสารละลายกรดซัลฟูริก  โดยพบมีน้ําหนักเซลลมากที่สุดเมื่อเล้ียงเชื้อเปน
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เวลา 84 ชั่วโมงและมีคาเทากับ 1.57 กรัมตอลิตรของสารสกัดจากการสับปะรด  และการเจริญของเชื้อในสาร
สกัดกากสับปะรดที่สกัดดวยเอนไซมเซลลูเลส พบวาปริมาณเซลลแหงมีคาเทากับ 1.12 กรัมตอลิตรของสาร
สกัดกากสับปะรด เมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลา144 ชั่วโมง และการเจริญของเชื้อในสารสกัดกากสับปะรดที่สกัดดวย
น้ํารอนพบวาเชื้อมีการเจริญไดนอยกวา โดยพบมีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.28 กรัมตอลิตรของสารสกัดจาก
กากสับปะรด 
 สําหรับการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตในอาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรด  พบวาเมื่อเล้ียงเชื้อ
ในสารสกัดจากกากสับปะรด เชื้อยีสตมีการผลิตน้ํามันไดเล็กนอยในชวงแรกของการเจริญเติบโต และการ
ผลิตน้ํามันเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ ในชวงระยะการเจริญแบบทวีคูณและการผลิตน้ํามันเริ่มคงที่เมื่อเริ่มเขาสูระยะการ
เจริญคงที่ ดังแสดงในรูปที่ 4.2 และพบวาความสามารถในการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตเมื่อนํามาเลี้ยงในอาหาร
ที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรดที่เตรียมไดจากการสกัดดวยสารละลายกรดซัลฟูริกเกิดขึ้นไดมากกวาเมื่อ
เล้ียงในสารสกัดที่สกัดดวยน้ํารอนและยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส โดยพบวาในสารสกัดกากสับปะรดที่สกัด
ดวยสารละลายกรดพบวา เชื้อสามารถผลิตน้ําไดมากที่สุดเมื่อบมนาน 84 ชั่วโมง  และปริมาณน้ํามันที่ผลิตได
มีคาเทากับ 1.57 กรัมตอลิตร เมื่อคิดเปนผลผลิตน้ํามันที่ผลิตไดเทียบกับเซลลแหงพบวามีคาเทากับ 0.36 
กรัมตอกรัมเซลลแหง และเมื่อเทียบการผลิตน้ํามันในสารสกัดจากกากสับปะรดที่สกัดดวยน้ํารอนและยอย
ดวยเอนไซมเซลลูเลส พบวาปริมาณน้ํามันที่ผลิตไดมีคาเทากับ 0.28 กรัมตอลิตรหรือคิดเปนผลผลิตน้ํามันที่
ผลิตไดเทียบกับเซลลแหงพบวามีคาเทากับ 0.11 กรัมตอกรัมเซลลแหง และมีคาเทากับ 1.12 กรัมตอลิตร 
หรือคิดเปนผลผลิตน้ํามันที่ผลิตไดเทียบกับเซลลแหงพบวามีคาเทากับ 0.30 กรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ  
จากการศึกษาความเปนไปไดในการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตในสารสกัดจากกากสับปะรด พบวา เชื้อยีสต
สามารถผลิตน้ํามันไดเมื่อเล้ียงในสารสกัดจากกากสับปะรด แสดงวา เชื้อสามารถใชแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจนจากสารสกัดจากากสับปะรดเพื่อการเจริญและการผลิตน้ํามันของเชื้อได และในการผลิตน้ํามันของ
เชื้อจะสามารถผลิตไดมากที่สุดเมื่อไดมีการปรับใหสภาวะแวดลอมใหมีความเหมาะสมตอการผลิตน้ํามันให
ไดมากที่สุด ดังนั้นจึงตองศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตในสารสกัดจากกากสับปะรด 
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รูปท่ี 4.1 แสดงการเจริญของเชื้อยีสตในสารสกัดจากกากสับปะรดที่เตรียมได 
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สารสกัดดวยเอนไซมเซลลูเลส

 
 
รูปท่ี 4.2 แสดงปริมาณน้ํามันที่ผลิตไดจากเชื้อยีสตที่คัดเลือกแลวในอาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรด 

 
4.3 การหาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตนํ้ามันของเชื้อในสารสกัดจากกากสับปะรด 
                 4.3.1 ผลของปริมาณกากสับปะรดเริ่มตนในการเตรียมเปนสารสกัดจากกากสับปะรดที่
เหมาะ สมตอการเจริญและการผลิตนํ้ามันของเชื้อยีสตท่ีคัดเลือกแลว 
 จากการเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดเมื่อใชปริมาณกากสับปะรดเริ่มตนที่ตางกันและสกัดภายใต
หมอนึ่งอัดไอ พบวาเมื่อเพ่ิมปริมาณกากสับปะรดเริ่มตนของสารสกัดใหมากขึ้น ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดจะมี
คามากขึ้น และปริมาณกากสับปะรดเริ่มตนรอยละ 15 (น้ําหนักตอปริมาตร) พบวามีปริมาณน้ําตาลรีดิวซมาก
ที่สุดมีคาเทากับ 46.41 กรัมตอลิตรสารสกัดกากสับปะรด และเมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อยีสตในสารสกัดจากสับปะรด
ที่มีปริมาณกากสับปะรดเริ่มตนแตกตางกัน เปนเวลา 84 ชั่วโมง จากนั้นนําไปหาน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณ
น้ํามันและผลผลิตน้ํามันที่ผลิตได และวิเคราะหประมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือ ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.3 
 จากรูปท่ี 4.3 จะไดวาน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณน้ํามันที่ผลิตไดของเชื้อยีสตเมื่อใชปริมาณกาก
สับปะรดเริ่มตนของสารสกัดจากกากสับปะรดตางกัน พบวาน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณน้ํามันที่ผลิตไดมีคา
แตกตางกัน โดยน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณน้ํามันที่ผลิตไดจะเพิ่มมากขึ้น เมื่อมีปริมาณกากสับปะรด
เร่ิมตนของสารสกัดจากกากสับปะรดเพิ่มขึ้น โดยพบวาน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณน้ํามันมีคาสูงสุดเมื่อ
เล้ียงเชื้อในสารสกัดจากกากสับปะรดที่มีปริมาณกากสับปะรดเริ่มตนรอยละ 15 (น้ําหนักตอปริมาตร) โดยมี
คาเทากับ 6.48 กรัมตอลิตร และ 2.34 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากปริมาณของน้ําตาลรีดิวซ
ที่พบในสารสกัดจากกากสับปะรดที่มีปริมาณกากสับปะรดเริ่มตนแตกตางกัน ทําใหการเจริญเติบโตและการ
ผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตแตกตางกัน โดยพบวาในอาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรดที่มีปริมาณกาก
สับปะรดเริ่มตนรอยละ 15 (น้ําหนักตอปริมาตร) จะมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงที่สุด ทําใหเชื้อยีสตสามารถ
เจริญเติบโตและผลิตน้ํามันไดมากที่สุดดวย 
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นํ้าหนักเซลลแหง ปรมิาณนํ้ามันท่ีผลิตได ผลผลิตนํ้ามันท่ีไดตอเซลลแหง

 
 
รูปท่ี 4.3 การเจริญและการผลิตนํ้ามันของเชื้อยีสตในสารสกัดจากกากสับปะรดเมื่อใชปริมาณกาก 

สับปะรดเริ่มตนตางกัน 
 

4.3.2 ผลของคาความเปนกรดดางเร่ิมตนของอาหารท่ีเปนสารสกัดจากกากสับปะรดที่มีตอ
การเจริญและการผลิตนํ้ามันของเชื้อยีสต  
 ในการศึกษาคาความเปนกรดดางเริ่มตนของสารสกัดจากกากสับปะรดที่เหมาะสมตอการเจริญและ
การผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตในอาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรดที่มีปริมาณกากสับปะรดเริ่มตนรอยละ 
15 (น้ําหนักตอปริมาตร) ผลที่ไดแสดงดังรูปท่ี 4.4 แสดงการเจริญและการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตในสารสกัด
จากกากสับปะรด พบวาน้ําหนักเซลลแหงมีคาสูงเมื่อคาความเปนกรดดางเร่ิมตนของสารสกัดจากกาก
สับปะรดอยูที่ 6.0 โดยมีคาน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 6.74 กรัมตอลิตร และในการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสต
พบวาปริมาณน้ํามันจะถูกผลิตออกมามากเมื่อคาความเปนกรดดางเริ่มตนของสารสกัดจากกากสับปะรดอยู
ในชวง 5.5 - 6.0 โดยพบวาปริมาณน้ํามันจะมีคามากที่สุดเมื่อมีคาความเปนกรดดางเริ่มตนของกากสับปะรด
เทากับ 6.0 และใหคาปริมาณน้ํามันเทากับ 2.49 กรัมตอลิตร และเมื่อเทียบผลผลิตน้ํามันที่ไดตอเซลลแหง
พบวามีคาเทากับ  0.37 กรัมตอกรัมเซลลแหง และเมื่อปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนของสารสกัดจากกาก
สับปะรดใหมีคามากกวา 6.0 พบวาเชื้อยีสตมีการเจริญเติบโตและผลิตน้ํามันลดลง ทั้งนี้อาจเปนเพราะคา
ความเปนดางสูงไมเหมาะสมตอการเจริญและการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสต 
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นํ้าหนักเซลลแหง ปรมิาณนํ้ามันท่ีผลิตได ผลผลิตนํ้ามันที่ไดตอเซลลแหง

 
รูปท่ี 4.4 ผลของคาความเปนกรดดางตอการเจริญและการผลิตน้ํามันจากเชื้อยีสตในสารสกัดจากกาก

สับปะรด 
 
 4.3.3 ผลของอุณหภูมิในการบมท่ีมีตอการเจริญและการผลิตนํ้ามันของเชื้อยีสตในอาหาร
ท่ีเปนสารสกัดจากกากสับปะรด 
 ในการศึกษาผลของอุณหภูมิในการบมที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตใน
สารสกัดจากกากสับปะรดที่มีปริมาณกากสับปะรดเริ่มตนของสารสกัดจากกากสับปะรดรอยละ 15 (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) คาความเปนกรดดาง 6.0 และบมเปนเวลา 96 ชั่วโมง ไดผลแสดงดังรูปท่ี 4.5  จะไดวาการเจริญ
และการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตในสารสกัดจากกากสับปะรดที่มีปริมาณกากสับปะรดเริ่มตนรอยละ 15 
(น้ําหนักตอปริมาตร) คาความเปนกรดดาง 6.0 โดยมีการแปรผันอุณหภูมิในการบม พบวาอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการบมของเชื้อยีสต คืออุณหภูมิชวง 28 ถึง 30 องศาเซลเซียส  และเชื้อจะมีการเจริญเติบโตและ
การผลิตน้ํามันไดมากที่สุดที่อุณหภูมิในการบม 28 องศาเซลเซียส จะใหน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณน้ํามัน
มากที่สุด มีคาเทากับ 7.26 กรัมตอลิตร และ 2.80 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และพบวาน้ําหนักเซลลแหงและ
ปริมาณน้ํามันจะมีคาลดลงเมื่ออุณหภูมิที่ใชในการบมมากกวา 30 องศาเซลเซียสคือในชวงอุณหภูมิ 35 - 40 
องศาเซลเซียส พบวาเชื้อยีสตมีการเจริญเติบโตและผลิตน้ํามันไดนอย โดยที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มี
การเจริญเติบโตและผลิตน้ํามันไดนอยที่สุดเนื่องจากเปนอุณหภูมิที่สูงมากไมเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ  
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นํ้าหนักเซลลแหง ปรมิาณน้ํามันที่ผลิตได ผลผลิตนํ้ามันที่ไดตอเซลล

 
รูปท่ี 4.5 ผลของอุณหภูมิที่มีตอการเจริญและการผลิตน้ํามันจากเชื้อยีสตในสารสกัดจากกากสับปะรด 

 
 4.3.4 ผลของเวลาในการบมท่ีมีตอการเจริญและการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสต ในอาหารที่
เปนสารสกัดจากกากสับปะรด 
                จากรูปที่ 4.6 แสดงการเจริญและการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตในสารสกัดจากกากสับปะรด ในการ
เจริญของเชื้อพบวาในชวงแรก (0-24 ชั่วโมง) เชื้อมีการเจริญเติบโตอยางชา ๆ และหลังจากนั้นพบวาเชื้อ
ยังคงมีการเจริญเพ่ิมขึ้นอยางตอเน่ืองจนถึงชั่วโมง 96  โดยพบมีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดมีคาเทากับ  7.48 
กรัมตอลิตรสารสกัดจากกากสับปะรด สําหรับการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตในสารสกัดจากกากสับปะรด  พบวา
ในชวงแรกของการเจริญของเชื้อ เชื้อมีการผลติน้ํามันไดในปริมาณที่นอยเนื่องจากเปนการผลิตน้ํามันเพ่ือเปน
องคประกอบของเซลล และเมื่อเวลาในการเพาะเลี้ยงนานขึ้นพบวาเชื้อมีการผลิตน้ํามันไดมากขึ้นเรื่อย ๆ 
อยางตอเนื่องและพบวาเชื้อสามารถผลิตน้ํามันไดมากที่สุดเมื่อเล้ียงเชื้อเปนเวลานาน 96 ชั่วโมง โดยพบเชื้อ
ยีสตสามารถผลิตน้ํามันมีคาเทากับ  2.74 กรัมตอลิตร และเมื่อเทียบผลิตน้ํามันที่ไดตอเซลลแหง พบวามีคา
เทากับ 0.37 กรัมตอกรัมเซลลแหง  
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นํ้าหนักเซลลแหง ปรมิาณน้ํามันท่ีผลิตได ผลผลิตนํ้ามันท่ีไดตอเซลล

 
 

รูปท่ี 4.6 ผลของเวลาตอการเจริญและการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตในสารสกัดจากกากสับปะรด 
 
4.4 การวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสตท่ีคัดเลือกแลว 

4.4.1 การวิเคราะหหาคาความเปนกรดและปริมาณกรดไขมันอิสระในน้ํามันท่ีผลิตได 
จากการวิเคราะหหาปริมาณกรดไขมันอิสระในน้ํามันที่สกัดจากเชื้อยีสตโดยการไทเทรตกับ

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด โดยมีฟนอฟธาลีนเปนอินดิเคเตอร จะไดกรดไขมันอิสระสูงถึงรอยละ 22.7 
และมีคาความเปนกรดเทากับ 63.93 มิลลิกรัมของโปแตสเซียมไฮดรอกไซดตอกรัมน้ํามันและเมื่อเทียบกับ
กรดไขมันอิสระที่ไดจากน้ํามันปาลม พบวาน้ํามันปาลมมีคากรดไขมันอิสระรอยละ 0.9  และมีคาความเปน
กรดเทากับ 1.58 มิลลิกรัมของโปแตสเซียมไฮดรอกไซดตอกรัมน้ํามัน ผลดังแสดงในตารางที่ 4.1 
 
ตารางที่ 4.1 คาความเปนกรดและปริมาณกรดไขมันอิสระในน้ํามันที่ผลิตไดจากเชื้อยีสตที่คัดเลือกแลว 

 

ตัวอยาง คาความเปนกรด ปริมาณกรดไขมันอิสระ 
 (รอยละ) 

น้ํามันปาลม 1.58 0.9 
น้ํามันที่ผลิตไดจากเชื้อยีสต  63.93 22.7 

 
4.4.2 การวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันท่ีผลิตไดดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบผิวบาง 
จากการวิเคราะหองคประกอบของไขมันดวยโครมาโทรกราฟแบบผิวบางพบวาองคประกอบของ

น้ํามันที่ผลิตไดจากเชื้อยีสตประกอบดวย ไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) ไดเอซิลกลีเซอรอล 
(diacylglycerol) โมโนเอซิลกลีเซอรอล (monoacylglycerol) และกรดไขมันอิสระ (free fatty acids)  และเมื่อ
เปรียบเทียบกับองคประกอบของน้ํามันปาลมพบวาในน้ํามันปาลมมีปริมาณของไตรเอซิลกลีเซอรอลมากกวา
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น้ํามันที่ผลิตไดจากยีสต  สวนในน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตพบโมโนเอซิลกลีเซอรอลและกรดไขมันอิสระใน
ปริมาณสูง ผลการวิเคราะหองคประกอบดวยวิธีโครมาโทรกราฟผิวบางดังแสดงในรูปที่ 4.7 

 

 
   

น้ํามันปาลม น้ํามันที่ผลิต

Triacylglycerol 

Diacylglycerol 

Monoacylglycerol 

Free fatty acid 

 
 

รูปท่ี 4.7  การวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันที่ผลิตไดจากเชื้อยีสตเทียบกับน้ํามันปาลม 

 
4.4.3 การเตรียมและวิเคราะหหาเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันจากนํ้ามันท่ีผลิตไดจากเชื้อ

ยีสตท่ีคัดเลือกแลวดวยวิธีโครมาโทกราฟแกสและแมสสเปกโทเมทรี (Gas Chromatography-Mass 
Spectrometry, GC-MS) 

จากการวิเคราะหเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันที่เตรียมไดดวยวิธีโครมาโทกราฟแกสและแมส สเปก-
โทเมทรี โดยเทียบกับเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันมาตรฐาน โดยผลการวิเคราะหสารมาตรฐานเมธิลเอสเทอร
ของกรดไขมันที่เปนองคประกอบในน้ํามันที่ผลิตไดจากเชื้อยีสตไดดังแสดงในตารางที่ 4.2  และโครมาโท - 
แกรมของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันแสดงในรูปที่ 4.8 จากนั้นคํานวณหาปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรด
ไขมันแตละชนิดโดยเมื่อเทียบพ้ืนที่ใตกราฟของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันมาตรฐาน  จะเห็นไดวาเมธิลเอส
เทอรของกรดไขมันที่วิเคราะหได พบปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดโอเลอิกมากที่สุด โดยพบมีคา 
558.17 มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามันที่ผลิตไดคิดเปนรอยละ 54.41 ของเมธิล-เอสเทอรของกรดไขมันทั้งหมด และ
เมื่อเทียบกับน้ําหนักเซลลแหงพบวามีคาเทากับ 82.15  มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง และเมธิลเอสเทอรของ
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กรดไขมันที่พบรองลงมาคือ เมธิล เอสเทอรของกรดปาลมิติก โดยพบมีปริมาณเทากับ 165.76 มิลลิกรัมตอ
กรัมน้ํามัน  คิดเปนรอยละ 18.17 ของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันทั้งหมด และพบวามีปริมาณ 24.40 
มิลลิกรัมตอกรัมของเซลลแหง นอกจากนี้ยังพบเมธิลเอสเทอรของกรดลิโนเลอิค โดยพบมากเปนอันดับสาม
คือ คิดเปนรอยละ 10.77 ของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันทั้งหมดโดยมีปริมาณเทากับ 119.37 มิลลิกรัมตอ
กรัมเซลล และมีปริมาณตอกรัมเซลลเทากับ 17.57 มิลลิกรัมตอกรัมเซลล และยังพบเมธิลเอสเทอรของกรด
ไขมันชนิดอื่นดวย คิดรวมเปนรอยละ 5.78 ของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันทั้งหมดในน้ํามันที่ผลิตไดจาก
เชื้อยีสตที่คัดเลือกแลว 
 
ตารางที่ 4.2 แสดงเวลารีเทนชัน และปริมาณเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันที่เปนองคประกอบในน้ํามันที่สกัด

จากยีสต  
Fatty acid        

Methyl ester 
Retention 

time 
% total FAME*       

(mg/g oil) 
FAME         

(mg/g cell) 

Mryistic acid methyl ester 5.578 0.85 7.28 1.07 

Pentadecanoic acid methyl ester  6.717 0.15 - - 

Palmitic acid methyl ester 7.957 18.17 165.76 24.40 

7-Hexadecenoic acid methyl ester 8.217 0.43 - - 

Pamitoleic acid methyl ester 8.304 0.69 - - 

Heptadecanoic acid methyl ester 9.242 0.67 - - 

Cyclopropaneoctanoic acid methyl ester 9.555 0.70 - - 

Stearic acid methyl ester 10.564 7.93 78.30 11.52 

Oleic acid methyl ester 10.872 54.41 558.17 82.15 

Linoleic acid methyl ester 11.455 10.77 119.37 17.57 

Linolenic acid methyl ester 12.302 1.27 14.59 2.15 

Arachidic acid methyl ester 13.165 0.24 2.47 0.36 

11-Eicosenoic acid methyl ester 13.440 0.37 - - 

Behenic acid methyl ester 16.181 0.58 5.81 0.86 

Tetracosanoic acid methyl ester 20.843 2.78 - - 

จากการศึกษาการผลิตน้ํามันจากยีสตในสารสกัดจากกากสับปะรดและไดวิเคราะหองคประกอบของ
น้ํามันที่ผลิตได พบวาประกอบดวยกรดโอเลอิกมากที่สุด ซึ่งคลายคลึงกับน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตผลิตไขมัน
สูงชนิดอื่น และเมื่อเปรียบเทียบองคประกอบหลักของน้ํามันที่ผลิตไดกับน้ํามันพืชและไขมันจากสัตวที่นํามา
เตรียมเปนไบโอดีเซลพบวาองคประกอบของนํ้ามันถ่ัวเหลือง น้ํามันปาลม น้ํามันสบูดํา และไขมันจากสัตว
พบวามีกรดปาลมิติก กรดโอเลอิก และกรดลิโนเลอิกเปนองคประกอบหลัก  ดังนั้นจะไดวาองคประกอบของ
น้ํามันจากเชื้อยีสตที่ดเลือกแลว มีองคประกอบที่คลายกับน้ํามันที่นํามาเตรียมเปนไบโอดีเซลในทาง
อุตสาหกรรม ดังนั้นสามารถนําน้ํามันที่ผลิตไดจากเชื้อยีสตที่คัดเลือกแลวสามารถเตรียมเปนไบโอดีเซลได ซึ่ง
ตองศึกษาวิธีการเตรียมเปนไบโอดีเซลและศึกษาคุณภาพของไบโอดีเซลที่เตรียมไดตอไป 

    * FAME  - Fatty acid methyl ester 
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รูปที่ 4.8 แสดงโครมาโทแกรมของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันที่เปนองคประกอบในน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลวเมื่อเลี้ยงในอาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรด 
โดยประกอบดวยเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันดังนี้ C14:0 (Myristic acid) C16:0 (Palmitic acid) C18:0 (stearic acid) C18:1 (Oleic acid) C18:2 (Linoleic acid) C18:3 
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4.5 ผลการเปรียบเทียบเทคนิคและวิธีการสกัดนํ้ามันออกจากเซลลยีสตผลิตน้ํามันปริมาณสูงท่ี
คัดเลือกแลว 
 จากการศึกษาวิธีการสกัดน้ํามันออกจากเซลลยีสตที่ผลิตน้ํามันในปริมาณสูงที่คัดเลือกแลว โดยได
เลือกใชเทคนิคตาง ๆ ในการสกัดน้ํามันออกจากเซลลยีตส ไดแก  การสกัดดวยตัวทําละลายตามวิธีของ Bligh 
และ Dyer ตามวิธีของ Roese และ Gottlieb การสกัดดวยปโตรเลียมอีเทอรโดยใชเครื่องซอกหเลต และการ
ทําใหเซลลแตกดวยการใชคล่ืนไมโครเวฟ (microwave) คล่ืนเสียงความถี่สูง (sonication) การใชความรอน
ชื้นภายใตความดันสูง (autoclave) และการบดดวยเม็ดบีท (beat-beating) และสกัดดวนตัวทําละลายอินทรีย
ตามวิธีของ Bligh และ Dayer พบวาไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.9 
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รูปท่ี 4.9 แสดงการเปรียบเทียบวิธีการสกัดน้ํามันจากเซลลยีสตผลิตน้ํามันในปริมาณสูงที่คัดเลือกแลว 
 
 จากรูปที่ 4.9 พบวาเทคนิคตาง ๆ ที่เลือกใชเพ่ือสกัดน้ํามันออกจากเซลลและการทําใหเซลลแตก จะ
มีผลตอสกัดน้ํามันและการทําใหเซลลแตกที่แตกตางกัน  โดยพบวาการสกัดน้ํามันออกจากเซลลยีสตดวยการ
สกัดดวยตัวทําละลายอินทรียตามวิธีของ Bligh และ Dyer และตามวิธีของ Roese และ Gottlieb  พบวาการ
สกัดตามวิธีของ Bligh และ Dyer สามารถสกัดน้ํามันไดมากกวา และพบปริมาณน้ํามันที่สกัดไดมีคาเทากับ
รอยละ 6.5 สวนการสกัดตามวิธีของ Roese และ Gottlieb พบปริมาณที่สกัดไดมีคาเทากับรอยละ  4.4  
จากนั้นศึกษาเทคนิคการทําใหเซลลแตกกอนแลวสกัดดวยตัวทําละลาย เพ่ือสามารถสกัดแยกน้ํามันออกจาก
เซลลใหไดมากที่สุด จากการทดลองพบวาการทําใหเซลลแตกดวยการบดดวยเม็ดบีดและสกัดตอดวยตัวทํา
ละลายอินทรียตามวิธีของ Bligh และ Dyer จะไดปริมาณของน้ํามันที่สกัดไดมากที่สุด โดยพบคิดเปนรอยละ 
47.8 ของน้ําหนักเซลลแหง ซึ่งพบวาปริมาณน้ํามันที่ไดมีปริมาณมากขึ้นเมื่อเทียบการสกัดดวยตัวทําละลาย
เพียงอยางเดียว โดยเพ่ิมขึ้นประมาณ 7.3 เทา และรองลงมาเปนการทําใหเซลลแตกดวยการใชคล่ืน
ไมโครเวฟ และ การใชความรอนชื้นภายใตความดันสูงภายในหมอนึ่งอัดความดัน พบวาไดปริมาณน้ํามันที่
สกัดได คิดเปนรอยละ 37.9 และ  34.7 ของน้ําหนักเซลลแหง ตามลําดับ  นอกจากนี้ไดศึกษาการทําใหเซลล
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แตกดวยการใชคล่ืนเสียงความถ่ีสูง พบวาสามารถสกัดน้ํามันออกจากเซลลไดรอยละ 29.8 ของน้ําหนักเซลล
แหง และจากการสกัดน้ํามันโดยใชเครื่องซอกสเลตและปโตรเลียมอีเทอรเปนตัวทําละลายในการสกัด พบวา
สามารถสกัดน้ํามันไดรอยละ 15.7 ของน้ําหนักเซลลแหง 
  
4.6 การเตรียมไบโอดีเซลจากน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสตผลิตนํ้ามันปริมาณสูงท่ีคัดเลือกแลวโดยผาน
การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
 4.6.1 การเตรียมไบโอดีเซลผานการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 1 ข้ันตอนโดย
มีเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา (one-step alkali base transesterification) 
 ในการเตรียมไบโอดีเซลจากน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลวดวยการใชสารละลายเบส
โซเดียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเปลี่ยนน้ํามันที่ผลิตไดเปน
เมธิลเอสเทอรของกรดไขมันหรือไบโอดีเซล ไดแก ความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดที่เหมาะสมตอการ
เกิดปฏิกิริยา และอัตราสวนของเมทานอลตอน้ํามันที่เหมาะสม โดยบมใหเกิดปฏิกิริยาภายใตอุณหภูมิ 
ประมาณ  60 องศาเซลเซียส  และเขยาดวยความเร็วรอบ 200  รอบตอนาที เปนเวลานาน 2 ชั่วโมง  
จากนั้นแยกสวนของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันหรือไบโอดีเซล แลวนําไปวิเคราะหหาปริมาณเมธิลเอสเทอร
ที่ได 
  4.6.1.1 ผลของความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดตอการเกิดปฏิกิริยาทรานส-
เอสเทอริฟเคชัน 
 จากการศึกษาผลของความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชเปนตัวเรงที่มีตอการเกิดปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชันพบวาไดผลดังแสดงในรูปที่  4.10  
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รูปท่ี  4.10 ผลของความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดตอการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
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 จากรูปที่ 4.10 จะไดวาความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดในชวงรอยละ  0.5 – 2.0 โดยน้ําหนัก 
พบวาปริมาณเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันที่ไดมีปริมาณมากขึ้นเมื่อความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด
มากขึ้น โดยพบวาปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันมีปริมาณมากที่สุดเมื่อใชความเขมขนของ
โซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 2 โดยน้ําหนักของน้ํามัน โดยพบมีปริมาณเทากับรอยละ 58.9 โดยน้ําหนักของ
น้ํามัน และเมื่อความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดมากกวารอยละ 2 พบวาปริมาณของเมธิลเอสเทอรของ
กรดไขมันที่ไดมีปริมาณลดลง 
  4.6.1.2 ผลของอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันท่ีผลิตไดตอการเกิดปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 1 ข้ันตอนที่มีเบสเปนตัวเรง 
 เมื่อศึกษาผลของอัตราสวนของเมทานอลตอน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลวในการเตรียม
เปนเมธิลเอสเทอรของกรดไขมัน พบวาเมื่อใชตัวเรงโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 2 และเกิดปฏิกิริยาทรานส-
เอสเทอริฟเคชันที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ชั่วโมง พบวา เมื่ออัตราสวนของเมทานอลตอ
น้ํามัน (โดยน้ําหนัก) มากขึ้น ปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันจะเพ่ิมขึ้นดวย โดยพบวาปริมาณของ
เมธิลเอสเทอรของกรดไขมันมีปริมาณมากที่สุดเมื่ออัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามัน รอยละ 70 โดยน้ําหนัก 
โดยมีปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันเทากับรอยละ 75.6 ดังแสดงในรูปที่ 4.11  
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รูปท่ี 4.11 ผลของอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันที่ผลิตไดในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

 
4.6.2 การเตรียมไบโอดีเซลผานการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 2 ข้ันตอนโดย

มีเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา (two-step transesterification) 
ในการเตรียมไบโอดีเซลหรือเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันจากน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลว

โดยผานกระบวนการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 2 ขั้นตอน โดยในขั้นตอนแรกเปนการ
เกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันโดยการใชกรดซัลฟูริกเปนตัวเรงเพ่ือลดปริมาณของกรดไขมันอิสระในนํ้ามันที่
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ผลิตได จากนั้นในขั้นตอนที่สองจะเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใชสารละลายเบสโซเดียมไฮดรอก-
ไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยาเพื่อใหการเตรียมไบโอดีเซลเกิดขึ้นไดอยางสมบูรณ  
  4.6.2.1 ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันโดยการเรงดวยกรดซัลฟูริก (acid esterification) 
 ในการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันโดยมีกรดซัลฟูริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา ไดศึกษาความเขมขนที่
เหมาะสมของกรดซลัฟูริก และอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเค-
ชันของน้ํามันที่ยีสตผลิตได โดยปฏิกิริยาเกิดขึ้นภายใตอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาที เปนเวลา 60 นาที  

 1  ผลของความเขมขนของกรดซัลฟูริกตอการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน 
 จากการศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของกรดซัลฟูริกที่มีตอการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของ
น้ํามันที่เชื้อผลิตได พบวาไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.12  จะไดวาปริมาณของกรดไขมันอิสระและคาความเปน
กรดของน้ํามันมีคาลดลงเมื่อความเขมขนของกรดซัลฟูริกเพ่ิมขึ้น โดยคาความเปนกรดและปริมาณของกรด
ไขมันอิสระจะลดลงอยางรวดเร็วเมื่อใชความเขมขนของกรดซัลฟูริกรอยละ  0.25 -  1 โดยปริมาตรตอนํ้าหนัก
น้ําหนัก โดยพบวาคาความเปนกรดและปริมาณของกรดไขมันอิสระมีคานอยท่ีสุดเมื่อความเขมขนของกรดซัล
ฟูริกเทากับรอยละ 1 และที่ความเขมขนของกรดซัลฟูริกมากกวารอยละ 1 โดยปริมาตรตอน้ําหนักน้ําหนัก
พบวาคาความเปนกรดและปริมาณของกรดไขมันอิสระมีลดลงเพียงเล็กนอยเทานั้น 
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รูปท่ี  4.12  ผลของความเขมขนของกรดซัลฟูริกที่มีตอการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันที่ผลิตจาก

ยีสตที่คัดเลือกแลว 

  
  2 ผลของอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันท่ีมีตอการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน 
 ในการศึกษาผลของอัตราสวนของเมทานอลตอน้ํามันที่มีตอการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันที่เรง
ดวยกรดซัลฟูริก พบวาปริมาณของเมทานอลมีผลตอการเกิดปฏิกิริยา โดยพบวาคาความเปนกรดและ
ปริมาณของกรดไขมันอิสระมีคาลดลง  เมื่ออัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันเพ่ิมขึ้น  ซึ่งคาความเปนกรดและ
ปริมาณของกรดไขมันอิสระลดลงอยางรวดเร็วเมื่ออัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันอยูในชวงรอยละ 10 – 30 
โดยน้ําหนัก และพบวาอัตราสวนของเมทานอลตอน้ํามันที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันคือ
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รอยละ 70 โดยน้ําหนัก ซึ่งคาความเปนกรดมีคาเทากับ 3.9 มิลลิกรัมของโปแตสเซียมไฮดรอกไซดตอกรัม
น้ํามัน  และปริมาณของกรดไขมันอิสระพบวามีคาลดลงเหลือเพียงรอยละ  1.9   ดังแสดงในรูปที่  4.13  
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รูปท่ี  4.13   ผลของอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันที่มีตอการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันผลิต

จากยีสตที่คัดเลือกแลว 

 
4.6.2.2  ปฏิกิริยาการเตรียมไบโอดีเซลโดยใชเบสเปนตัวเรงข้ันตอนท่ี 2 (base -

catalyzed transesterification) 
 ในการเตรียมไบโอดีเซลหรือเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันจากน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือก
แลวโดยผานปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 2 ขั้นตอน พบวาในขั้นตอนแรกไดเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริ-
ฟเคชันโดยใชกรดซัลฟูริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา พบวาปริมาณของกรดไขมันอิสระมีคาลดลงเหลือเพียงรอยละ 
1.9 เทานั้น ซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยมีโซเดียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงไดอยาง
สมบรณได และจากการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันขั้นตอนที่ 2 ไดศึกษาปริมาณท่ีเหมาะสมของ
โซเดียมไฮดรอกไซดและอัตราสวนที่เหมาะสมของเมทานอลตอน้ํามันในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟ- 
เคชันที่มีเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาภายใตอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที 
เปนเวลา  2  ชั่วโมง 
   1  ผลของความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดตอการเรงปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
 จากการศึกษาผลของความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดตอการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-
ฟเคชัน ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.14 จะไดวา ปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันมีปริมาณมากที่สุดเมื่อ
ความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 2 โดยน้ําหนัก โดยพบมีปริมาณเทากับรอยละ 92.3 โดยน้ําหนัก
ของน้ํามันและพบวาเมื่อความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดอยูในชวงรอยละ  0.5 – 2 พบวาปริมาณของ
เมธิลเอสเทอรของกรดไขมันมีคาเพ่ิมขึ้นโดยมีคาอยูในชวงรอยละ 55.8 – 92.3 โดยน้ําหนักของน้ํามัน และ
เมื่อความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดเพ่ิมขึ้นมากกวารอยละ 2 โดยน้ําหนัก พบวาปริมาณของเมธิลเอส-
เทอรของกรดไขมันมีคาลดลง 
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รูปท่ี 4.14  ผลของความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดตอการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริเคชันของน้ํามัน

ที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลว 
 

2  ผลของอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันตอการเกิดปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชัน 
 ในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยเรงดวยเบสโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 2 ในการ
เปล่ียนน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลวเปนเมธิลเอสเทอรของกรดไขมัน พบวา อัตราสวนของเมทา-
นอลตอนํ้ามันมีผลตอปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันที่เตรียมได ซึ่งไดผลดังแสดงในรูปท่ี 4.15 และ
จะไดวาอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา คือรอยละ 30 โดยน้ําหนัก และพบวา
มีปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันสูงที่สุด โดยพบมีปริมาณเทากับรอยละ 97.5 และที่อัตราสวนของ
เมทานอลตอน้ํามันที่มากกวารอยละ 30 พบวาปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันมีคาลดลงเพียง
เล็กนอย 

4.6.3 ปฏิกิริยาการเตรียมไบโอดีเซลโดยใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรง (lipase catalyzed 
transesterification) 
 ในการเตรียมไบโอดีเซลจากน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลวผานปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-
ฟเคชันที่เรงดวยเอนไซมไลเปส ซึ่งไดศึกษาอัตราสวนของเมทานอลตอน้ํามัน  อุณหภูมิและปริมาณน้ําที่
เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไลเปส โดยเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 
ชั่วโมง เพ่ือใหเอนไซมสามารถเรงการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามันไดมากที่สุด และ
วิเคราะหหาปริมาณเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันที่เตรียมได 
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รูปท่ี 4.15 ผลของอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันที่มีตอการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริเคชันของน้ํามันที่

ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลว 
 

4.6.3.1 ผลของอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันท่ีมีตอการเกิดปฏิกิริยาทรานส
เอนไซมเอสเทอริฟเคชันท่ีเรงดวยเอนไซมไลเปส 
 จากการศึกษาอัตราสวนของเมทานอลตอน้ํามันในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรง
ดวยเอนไซมไลเปสพบวาไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.16 จะไดวาเอนไซมไลเปสสามารถเรงการเกิดปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชันไดดีที่สุดเมื่ออัตราสวนของเมทานอลตอน้ํามันเทากับรอยละ 30 โดยน้ําหนัก โดย
พบวามีปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันมากที่สุดเทากับ 85.6 และจากการศึกษาพบวาเมื่ออัตราสวน
ของเมทานอลตอน้ํามันมากกวารอยละ 30 พบวาปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันมีปริมาณลดลง 
เน่ืองจากปริมาณของเมทานอลที่มากขึ้นมีผลตอการทํางานของเอนไซม จึงทําใหเอนไซมทํางานไดนอยลง  

4.6.3.2  ผลของอุณหภูมิตอการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเมื่อเรงดวย 
เอนไซมไลเปส 
 การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเพ่ือเปล่ียนน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตเปนเมธิลเอสเทอรของ
กรดไขมันหรือไบโอดีเซลโดยการเรงดวยเอนไซมไลเปสที่อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาที่แตกตางกัน ดังแสดง
ในรูปที่ 4.17 โดยจะพบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมไลเปสในการเกิดปฏิกิริยาทรานส-
เอสเทอริฟเคชัน คือที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันมากที่สุด 
และมีคาเทากับรอยละ  88.2 และพบวาที่อุณหภูมิสูงกวา 40 องศาเซลเซียสเอนไซมไลเปสทํางานไดนอยลง 
เน่ืองจากโครงรางของเอนไซมถูกทําลาย 
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รูปที่ 4.16 ผลของอัตราสวนของเมทานอลตอน้ํามันในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรงดวย

เอนไซมไลเปส 
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รูปท่ี 4.17 ผลของอุณหภูมิตอการทํางานของเอนไซมไลเปสในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
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 4.6.3.3  ผลของปริมาณน้ําตอการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเมื่อเรงดวย 
เอนไซมไลเปส 
 จากการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยเรงดวยเอนไซมไลเปส พบวาการทํางานของ
เอนไซมตองมีน้ําเขารวมการเกิดปฏิกิริยาดวย ดังนั้นจากการศึกษาปริมาณน้ําที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซมไลเปสสําหรับปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน พบวาปริมาณน้ําที่เหมาะสมตอการทํางานของ
เอนไซมไลเปสคือ 0.1 กรัมตอกรัมน้ํามัน หรือคิดเปนรอยละ 10 โดยน้ําหนักน้ํามัน โดยพบวาเอนไซมไลเปส
สามารถเรงปฏิกิริยสเปล่ียนน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลวเปนเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันไดมาก
ที่สุด โดยพบปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันมีคาเทากับรอยละ 88.4 โดยน้ําหนักของน้ํามัน และ
พบวาเมื่อเติมน้ําในปริมาณที่มากกวารอยละ 10 พบวาปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันที่ไดมีปริมาณ
ลดลง ดังแสดงในรูปที่ 4.18  
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รูปท่ี 4.18  ผลของปริมาณน้ําที่มีตอการทํางานของเอนไซมไลเปสในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 

 
 



บทที่ 5  
สรุปและวิจารณผลการวจิัย 

 
5.1 การเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดเพื่อใชเปนอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อ   
 จากการเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดแหงดวยวิธีการสกัดดวยน้ํารอน การยอยสลายดวยกรดซัล-
ฟูริกความเขมขน 0.2 นอรมอล และการยอยดวยเอนไซมเซลลูเลส และวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
ทั้งหมดดวยวิธี Dinitrosalicylic acid method (DNS method) และหาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดดวยวิธี 
Macro-Kjedahl method พบปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดในสารสกัดจากกากสับปะรดที่สกัดดวยน้ํารอน มีคา
เทากับ 2.50 กรัมตอลิตร และปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดมีคาเทากับ 0.14 กรัมตอลิตร  โดยพบวาสารสกัด
จากกากสับปะรดที่สกัดไดมีลักษณะเปนของเหลวใสและมีสีเหลืองออน  และในการเตรียมสารสกัดจากกาก
สับปะรดโดยการสกัดดวยสารละลายกรดซัลฟูริกภายใตสภาวะหมอนึ่งอัดความดัน พบวามีปริมาณน้ําตาล
น้ําตาลรีดิวซทั้งหมดเทากับ 27.68 กรัมตอลิตรของสารสกัดกากสับปะรด และมีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด
เทากับ 0.15 กรัมตอลิตรสารสกัดกากสับปะรด  และสารสกัดที่ไดมีลักษณะใสและมีสีน้ําตาลออน สําหรับการ
สกัดกากสับปะรดดวยเอนไซมเซลลูเลสพบวาสักษณะของสารสกัดที่ไดมีสีเหลืองออนใส และเมื่อวิเคราะห
ปริมาณของน้ําตาลทั้งหมดและปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดพบวามีคาเทากับ 6.23 และ 0.24 กรัมตอลิตรสาร
สกัดกากสับปะรด ซึ่งจากการศึกษาคุณสมบัติทางเคมีของกากสับปะรดที่ไดจากโรงงานบริษัทสยาม
อุตสาหกรรมการเกษตรสับปะรดจํากัดของ กนกอร และอรณิชา (2550) พบวาในกากสับปะรดแหง มีปริมาณ
คารโบไฮเดรทที่เปนองคประกอบประมาณรอยละ 57.20  และพบปริมาณโปรตีนรอยละ 6.78  โดยจะเห็นวา
ในกากสับปะรดมีปริมาณคารโบไฮเดรทเปนองคประกอบในปริมาณสูง และเมื่อสกัดดวยสารละลายกรดซัลฟู-
ริกเขมขน 0.2 นอรมอล ทําใหไดปริมาณของน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดในปริมาณที่สูงกวาวิธีการสกัดวิธีอื่น  ซึ่งถือ
วาเปนแหลงคารบอนที่สําคัญที่เชื้อสามารถนําไปใชในการเจริญเติบโตและผลิตน้ํามันได จึงไดศึกษาการ
เตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดเพ่ือนํามาประยุกตใชเปนอาหารสําหรับเล้ียงเชื้อยีสตที่คัดเลือกแลวเพ่ือผลิต
น้ํามัน  และในการเลือกเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดดวยการสกัดดวยสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 0.2 
นอรมอล พบวาเปนวิธีที่เหมาะสมในการเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดเพื่อใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาของพรทิพยและวชิระ (2550) ที่ไดศึกษาวิธีการเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดสด 2 
วิธี คือการเตรียมสารสกัดจากกากสับปะรดดวยการสกัดดวยน้ํารอนและการยอยสลายดวยสารละลายกรดซัล
ฟูริกความเขมขน 0.2 นอรมอล พบวาลักษณะสารสกัดจากกากสับปะรดสดที่สกัดไดดวยวิธีการสกัดดวยน้ํา
รอนจะเปนของเหลวใสสีเหลืองออน มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 2.50 กรัมตอลิตรสารสกัดกากสับปะรด และ
ปริมาณไนโตรเจน 0.14 กรัมตอลิตรของสารสกัดกากสับปะรด และสารสกัดจากกากสับปะรดที่สกัดดวย
วิธีการยอยสลายดวยกรดซัลฟูริกความเขมขน 0.2 นอรมอล ลักษณะสารสกัดที่ไดมีสีเหลืองเขมและขุน มี
ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 5.98 กรัมตอลิตรสารสกัด และปริมาณไนโตรเจน 0.15 กรัมตอลิตรสารสกัดกาก
สับปะรด ซึ่งจากการสกัดดวยสารละลายกรดจะพบปริมาณน้ําตาลรีดิวซทั้งหมดมากกวาการสกัดดวยน้ํารอน 
ดังนั้นสารสกัดที่เตรียมไดจากการสกัดดวยกรดจึงเหมาะสมในการนํามาเตรียมเปนอาหารสําหรับเล้ียงเชื้อได 
จากการศึกษาของ Buzzini และ Martini (1999) ไดศึกษาการผลิตสารแคโรทีนอยดจากเชื้อยีสต Rhodotorula 
glutinis ในอาหารที่เปนวัตถุดิบทางการเกษตร เชน สารสกัดจากแปงถ่ัวเหลือง โดยเลือกใชวิธีการยอยสลาย
ดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 0.2 นอรมอล พบวาสารสกัดที่ไดมีปริมาณคารโบไฮเดรททั้งหมด 52 
กรัมตอลิตร โดยมีอัตราสวนระหวางปริมาณคารบอนตอปริมาณไนโตรเจน (C/N) เทากับ 80 เชนเดียวกับ
การศึกษาของ Tinoi และคณะ (2004) ซึ่งไดศึกษาการผลิตแคโรทีนอยดจากเชื้อยีสต Xanthophylomyces 
dendrtorhous ในอาหารที่เปนของเหลือจากอุตสาหกรรม ไดแก กากมัสตารด (Mustard meal) และกาก
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โปรตีนถ่ัวเขียวจากกระบวนการผลิตวุนเสน (Mung bean meal powder) โดยวิธีวิธีการยอยสลายดวย
สารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 0.2 นอรมอล และการสกัดดวยน้ํารอน จากการศึกษาองคประกอบพบวา
สารสกัดมัสตารดที่ไดจากวิธีการสกัดดวยน้ํารอนจะประกอบดวยคารโบไฮเดรทรอยละ 7.45 และโปรตีนรอย
ละ 7.01 ของสารสกัด สวนสารสกัดมัสตารดที่ไดจากวิธีการยอยสลายดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 
0.2 นอรมอล จะประกอบดวยคารโบไฮเดรทรอยละ 2.75 และโปรตีนรอยละ 4.85 และจากการศึกษา
องคประกอบของกากโปรตีนถ่ัวเขียวจากกระบวนการผลิตวุนเสนพบวาสารสกัดไดจากวิธีการสกัดดวยน้ํารอน
จะประกอบดวยคารโบไฮเดรทรอยละ 6.75 และโปรตีนรอยละ 5.53 สวนสารสกัดมัสตารดที่ไดจากวิธีการยอย
สลายดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 0.2 นอรมอล จะประกอบดวยคารโบไฮเดรทรอยละ 8.75 และ
โปรตีนรอยละ 7.79 
 
5.2 การศึกษาความเปนไปไดในการนําสารสกัดจากกากสับปะรดมาใชเปนอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อ
ยีสตท่ีคัดเลือกแลวเพื่อผลิตนํ้ามัน    
 จากการทดลองไดศึกษาความเปนไปไดในการนําสารสกัดจากกากสับปะรดที่เตรียมไดทั้งสามวิธีมา
เปนอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือการเจรญิเติบโตและผลิตน้ํามันของเชื้อยีสต โดยจะศึกษาการเจริญและการผลิตน้ํามัน
ของเชื้อท่ีเล้ียงในอาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรดที่เตรียมได โดยปรับคาความเปนกรดดางของอาหาร
เทากับ 6.0 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที  พบวาความสามารถใน
การผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตเมื่อนํามาเลี้ยงในอาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรดที่เตรียมไดจากการสกัด
ดวยสารละลายกรดซัลฟูริกเกิดขึ้นไดมากกวาเมื่อเล้ียงในสารสกัดที่สกัดดวยน้ํารอนและยอยดวยเอนไซม
เซลลูเลส จากการศึกษาความเปนไปไดในการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตในสารสกัดจากกากสับปะรด พบวา เชื้อ
ยีสตสามารถผลิตน้ํามันไดเมื่อเล้ียงในสารสกัดจากกากสับปะรด แสดงวา เชื้อสามารถใชแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจนจากสารสกัดจากากสับปะรดเพื่อการเจริญและการผลิต น้ํามันของเชื้อได และในการผลิตน้ํามันของ
เชื้อจะสามารถผลิตไดมากที่สุดเมื่อไดมีการปรับใหสภาวะแวดลอมมีความเหมาะสมตอการผลิตน้ํามันให
ไดมากที่สุด ดังนั้นจึงตองศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตน้ํามันของเช้ือยีสตในสารสกัดจากกากสับปะรด
ตอไป และจากผลทดลองเมื่อเปรียบเทียบการเจริญ และการผลิตน้ํามันของเช้ือยีสตในอาหารที่เปนสารสกัด
จากกากสับปะรดกับอาหารมาตรฐาน  พบวาเชื้อท่ีเล้ียงในอาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรดใหปริมาณ
น้ํามันมากกวาเชื้อท่ีเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อมาตรฐานประมาณ 2 เทา ทั้งนี้เนื่องจากในอาหารที่เปนสารสกัด
จากกากสับปะรดมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซมากกวา ดังนั้นจะไดวากากสับปะรดที่เปนของเหลือทิ้งจาก
กระบวนการแปรรูปสับปะรดสามารถนํามาเตรียมเปนอาหารเล้ียงเชื้อโดยใชเปนแหลงคารบอนเพ่ือผลิตน้ํามัน
ได ซึ่งจากการวิจัยท่ีผานมาพบวาไดมีการประยุกตใชของเหลือทิ้งหรือผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตทาง
อุตสาหกรรม และโรงงานตาง ๆ มาใชเพ่ือเปนแหลงคารบอนและไนโตรเจนสําหรับการเจริญเติบโตและการ
ผลิตน้ํามันของจุลินทรียผลิตน้ํามันปริมาณสูงได  โดยจากการศึกษางานวิจัยของ Papanikolaou และ Aggelis 
(2001) ไดเพาะเลี้ยงเชื้อยีสต Y. lipolytica โดยใชกลีเซอรอลที่เปนผลพลอยไดจากการผลิตไบโอดีเซลเปน
แหลงคารบอน  พบวาเชื้อยีสต Y. lipolytica มีการสะสมของไขมันในปริมาณสูงถึงรอยละ 40 โดยน้ําหนัก ซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาของ Papanikolaou และคณะ (2001) ที่ไดศึกษาการเจริญของ Y. lipolytica ในกลีเซ
อรอลที่ไดจากโรงงานอุตสาหกรรม ซึ่งมีการจํากัดปริมาณไนโตรเจนในอาหาร มีอัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจนเปน 200  และผลผลิตน้ํามันที่ไดเปน 0.43 กรัมตอกรัมเซลลแหง อัตราการผลิตไขมันสะสมภายใน
เซลล 0.11 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง นอกจากนี้การศึกษาของ Zhu และคณะ (2008) ที่ไดศึกษาผลของ
องคประกอบในอาหารและสภาวะในการเพาะเลี้ยงที่มีผลตอการเจริญและการผลิตน้ํามันของ Trichosporon 
fermentans พบวาเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่อัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนมีคาสูงเทากับ 163 คาความ
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เปนกรดดาง 6.5 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เชื้อจะมีการเจริญและผลิตน้ํามันไดดีขึ้น และ
พบวามีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 28.1 กรัมตอลิตร และปริมาณน้ํามันรอยละ 64 ซึ่งปกติเมื่อเล้ียงเช้ืออาหาร
ทั่วไปจะใหคาน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 19.4 กรัมตอลิตร และปริมาณน้ํามันรอยละ 50.8 โดยน้ําหนักเซลล
แหงและยังพบวา  เชื้อ  T. fermentans สามารถเจริญไดในอาหารที่ไดจากกากน้ําตาลที่ยังไมขจัดความเปน
พิษซึ่งจะใหปริมาณน้ํามัน 12.8 กรัมตอลิตรของกากน้ําตาล และ Xue และคณะ(2006) ไดศึกษาการผลิต
น้ํามันของเชื้อ Rhodotorula glutinis โดยเล้ียงในอาหารที่ไดจากน้ําเสียจากการผลิตโมโนโซเดียมกลูตาเมต 

พบวาสามารถน้ํามันไดรอยละ 9.04±0.11 และตอมา Xue และคณะ (2008) ไดศึกษาการผลิตน้ํามันโดย
เพาะเล้ียงในอาหารที่เปนน้ําเสียจากการผลิตโมโนโซเดียมกลูตาเมต และมีการเติมกลูโคสลงไปในอาหารดวย 
พบวามีผลทําใหเซลลมีการเจริญและผลิตน้ํามันมากขึ้น และเมื่อใชวิธีการเติมกลูโคสแบบ Feed back จะให
ปริมาณเซลลแหง 25 กรัมตอลิตร และใหผลผลิตน้ํามันมากขึ้นดวย โดยมีปริมาณน้ํามันเทากับรอยละ 20 ของ
น้ําหนักเซลลแหง นอกจากนี้ Easterling และคณะ (2009) ไดศึกษาแหลงของสับสเตรต ตาง ๆ ที่มีผลตอการ
เจริญและการสะสมไขมันและการผลิตกรดไขมันของเช้ือยีสต Rhodotorula glutinis เมื่อเพาะเล้ียงเปนเวลา 
24 ชั่วโมง ในอาหารที่ประกอบดวยกลีเซอรอล เดกซโตส ไซโลส ในสัดสวนที่แตกตางกันพบวาการผลิตน้ํามัน
ของเชื้อ R. glutinis ไดสูงสุดเมื่อเพาะเล้ียงในอาหารที่มีกลีเซอรอลเปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียว โดยพบ
ปริมาณของกรดไขมันไมอิ่มตัวในปริมาณสูงถึงรอยละ 53 ซึ่งกลีเซอรอลเปนผลพลอยไดจากกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซลที่ผานการทําใหบริสุทธิ์แลว นอกจากนี้ Huang และคณะ (2009) ไดผลิตน้ํามันจากเชื้อ 
Trichosporon fermentans ในอาหารที่เตรียมไดจากกระบวนการยอยสลายซังขาว (rice straw) ดวย
สารละลายกรดซัลฟูริก พบวาการผลิตน้ํามันของเชื้อในสารสกัดจากซังขาวที่ไมไดกําจัดสารยับย้ังออก พบ
ปริมาณน้ํามันที่ผลิตไดคอนขางต่ํามาก ประมาณ 1.7 กรัมตอลิตร จากนั้นเมื่อกําจัดสารพิษหรือสารยับยั้งการ
เจริญออกจากสารสกัดจากซังขาวแลว พบวาเมื่อเล้ียงเชื้อในอาหารสารสกัดซังขาวเปนเวลานาน 8 วัน  เชื้อ
สามารถผลิตน้ํามันไดสูงถึงรอยละ 40.1 หรือประมาณ 11.5  กรัมตอลิตร และมีปริมาณเซลลแหงเทากับ 28.6 
กรัมตอลิตร ดังนั้นจะเห็นไดวาเชื้อสามารถผลิตน้ํามันไดจากอาหารที่เปนของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิต
หรือจากการแปรรูปผลิตผลทางการเกษตรโดยเตรียมไดจากการยอยสลายดวยสารละลายกรดได โดยใชเปน
แหลงคารบอนที่สําคัญสําหรับการเจริญและการผลิตน้ํามันของเชื้อผลิตน้ํามันได  โดยเฉพาะสารสกัดจากกาก
สับปะรดพบวาสามารถนํามาประยุกตใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือผลิตน้ํามันได  ซึ่งเปนการลดปริมาณของ
เหลือท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมที่อาจกอใหเกิดผลกระทบตอส่ิงแวดลอมได   
 
5.3 การหาสภาวะที่เหมาะสมที่มีตอการเจริญและการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตท่ีคัดเลือกแลวเมื่อเลี้ยง
ในอาหารที่เปนสารสกัดจากกากสับปะรด  
 จากการหาสภาวะที่เหมาะสมที่มีตอการเจริญและการผลิตน้ํามันของเชื้อยีสตที่คัดเลือกแลวใน
อาหารที่เตรียมไดจากกากสับปะรด พบวาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตน้ํามันของเชื้อไดมากที่สุด คือ เมื่อใช
ปริมาณกากสับปะรดเริ่มตนในการเตรียมเปนสารสกัดรอยละ 15 โดยน้ําหนักตอปริมาตร โดยปรับคาความ
เปนกรดดางของอาหารเริ่มตนเปน 6.0 และบมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง จาก
การศึกษางานวิจัยท่ีศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตน้ํามันจากเชื้อยีสต Y. lipolytica ของ 
(Paranikolaou และคณะ, 2001)  ไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีปริมาณกรดสเตีย-
ริกสูง และควบคุมอุณหภูมิที่ 28 องศาเซลเซียส  คาความเปนกรดดางเทากับ 6.0  พบวาเซลลมีการเจริญ
มากที่สุดใหคาน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 9.5 กรัมตอลิตร และมีการสะสมน้ํามันมากที่สุดโดยมีคาเทากับ 2.7 
กรัมตอลิตร ผลไดของน้ํามันตอนํ้าหนักเซลลแหงทั้งหมดเปน 0.28 กรัมน้ําหนักแหงของน้ํามันตอกรัมน้ําหนัก
เซลลแหง และพบวาที่คาความเปนกรดดาง 5.0 และ7.0 มีผลตอการเจริญของยีสตที่คัดเลือกแลวนอกจากนี้
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ยังพบวาที่ความเขมขนไนโตรเจนตํ่ามีผลตอการเจริญ คือ 0.5 กรัมตอลิตร เซลลจะมีการสะสมของน้ํามันมาก
สุด คือผลไดของน้ํามันตอน้ําหนักเซลลแหงทั้งหมดเปน 0.44 กรัมตอน้ําหนักแหงของน้ํามันตอกรัมน้ําหนัก
เซลลแหง และขณะเดียวกัน Papanikolaou และคณะ (2002) ซึ่งไดศึกษาถึงผลของสภาวะตอการเจริญและ
การผลิตน้ํามันของY. lipolytica เมื่อเพาะเล้ียงในไขมันที่ไดจากโรงงานอุตสาหกรรม ซึ่งประกอบดวยกรด
ไขมันอ่ิมตัวอิสระ คือ สเตียริน (stearin) ในปริมาณสูง โดยไดเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีคาความเปนกรดดาง
เทากับ 6.0 อุณหภูมิ 28-33 องศาเซลเซียส พบปริมาณเซลลแหงเทากับ 9-12 กรัมตอลิตร และพบปริมาณ
น้ํามันที่สะสมในเซลลเทากับ 0.44-0.54 กรัมตอกรัมเซลลแหง นอกจากนี้ Li และคณะ (2008) ไดศึกษาการ
นํากากน้ําตาล (sugarcane molasses) มาเปนแหลงคารบอนของเชื้อ Mucor recurvus sp. เพ่ือผลิตกรด
ไขมันไมอิ่มตัวสายยาว และไดศึกษาผลของตัวแปรตาง ๆ ในกระบวนการหมักเพ่ือผลิตกรดไขมัน โดยพบวา
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสายยาว คือเมื่อใชความเขมขนของกากน้ําตาลรอยละ 15 คา
ความเปนกรดดางเทากับ 6.0 อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส และเขยาที่ความเร็วรอบ 160 รอบตอนาที เปน
เวลา 5 วัน และพบวาการใชกากน้ําตาลและยูเรียเพ่ือเปนแหลงของคารบอนและไนโตรเจนมีอัตราสวนของ
คารบอนตอไนโตรเจนเทากับ 35 : 1 สามารถผลิตน้ํามันไดเทากับ 7.13 กรัมตอลิตร และมีปริมาณกรดไขมัน

ไมอิ่มตัวสายยาวเทากับ 5.74 กรัมตอลิตร โดยประกอบดวยกรดลิโนเลนิก (linolenic acid, LA)  0.82±0.05 

กรัมตอลิตร กรดแกมมา-ลิโนเลนิก (γ-linolenic acid, GLA) เทากับ 1.35±0.02 กรัมตอลิตร กรดอัลฟา-ลิ

โนเลนิก (α-linolenic acid, ALA) เทากับ 0.17±0.06 กรัมตอลิตร กรดอะราชิโดนิก (arachidonic acid, 

ARA) เทากับ 0.46±0.07 กรัมตอลิตร เปนตน ซึ่งจะไดวากากน้ําตาลถือเปนแหลงคารบอนแหลงใหมในการ
ผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสายยาว 
   
5.4 การวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสตท่ีคัดเลือกแลว 
 จากการวิเคราะหองคประกอบของน้ํามันที่สกัดไดจากยีสตที่คัดเลือกแลวโดยเบื้องตนวิเคราะหหา
องคประกอบโดยรวมดวยวิธีโครมาโทกราฟแบบผิวบาง พบวาในน้ํามันที่สกัดจากยีสตที่คัดเลือกแลว  
ประกอบดวย โมโนเอซิลกลีเซอรอล ไดเอซิลกลีเซอรอลไตรเอซิลกลีเซอรอล และกรดไขมันอิสระ และเมื่อ
วิเคราะหหากรดไขมันอิสระพบวามีกรดไขมันอิสระในปริมาณสูง คิดเปนรอยละ 22.7 จากนั้นเตรียมเปนเมธิล
เอสเทอรของกรดไขมันโดยใชโบรรอนไตรฟลูออไรดเปนตัวเรงปฏิกิริยา แลวนําไปวิเคราะหดวยวิธีแกสโคร
มาโทกราฟ-แมสสเปกโทเมทรี  ซี่งจากผลการวิเคราะหพบวาในน้ํามันที่สกัดจากยีสตนี้ มีกรดโอเลอิคมาก
ที่สุดถึง 82.15 มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามันที่ผลิตได รองลงมาคือกรดปาลมิติก (24.40 มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามัน) และ
กรดลิโนเลอิค (17.57 มิลลิกรัมตอกรัมน้ํามัน) ซึ๋งเมื่อเปรียบเทียบองคประกอบของน้ํามันที่ผลิตไดจากเชื้อที่
คัดเลือกแลวกับยีสตชนิดอื่นที่สามารถผลิตน้ํามันปริมาณสูงได พบวา Davoli และคณะ (2004) ไดศึกษาการ
เจริญของ R. glutinis ATCC 26085 และ Sporobolomyces roseus และศึกษาการผลิตสารคาโรทีนอยและ
น้ํามันที่ผลิตดวย พบวา R. glutinis ATCC 26085 สามารถเจริญเติบโตโดยพบมีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 
6.31 กรัมตอลิตรและ สามารถผลิตน้ํามันไดเทากับ 19.6 มิลลิกรัมตอกรัมเซลล โดยองคประกอบของกรด
ไขมันสวนใหญเปนกรดโอเลอิก โดยพบอยูในชวงรอยละ 60-72 และกรดปาลมมิติก ในชวงรอยละ 13.4 - 
20.4 ขณะเดียวกันเชื้อ S. roseus  พบมีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 4.82 กรัมตอลิตร และสามารถน้ํามันได
เชนเดียวกันและมีองคประกอบของกรดไขมันใกลเคียงกันกับน้ํามันที่ไดจาก R. glutinis ATCC 26085  และ
จากงานวิจัยของ Dai และคณะ (2007) ไดศึกษาการผลิตน้ํามันจาก R. glutinis  T216 โดยใชวัสดุเหลือท้ิง
จากการเกษตร พบวามีปริมาณน้ํามันที่ผลิตไดเทากับ 14.66 กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ 49.25 ของเซลลแหง 
และเมื่อขยายสเกลการผลิตเปนถังหมัก 5 ลิตรพบวาเชื้อสามารถผลิตน้ําในได 23.41 กรัมตอลิตร คิดเปนรอย
ละ 60.69 ของเซลลแหง โดยพบกรดโอเลอิคเปนองคประกอบหลักโดยพบรอยละ 66.96  รองลงมาคือ กรด
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ปาลมิติก (รอยละ 18.74) นอกจากนี้ยังพบกรดลิโนเลอิก กรดไมริสติกและกรดสเตีนริกดวย  และในงานวิจัย
ของ Easterling และคณะ (2009) ไดศึกษาการผลิตน้ํามันโดย R. glutinis  ATCC 204091 โดยใชสารตั้งตน
ตางๆ กันโดยใช กลีเซอรอลกับเดกซโทส พบวาน้ํามันที่ผลิตได จะมีกรดโอเลอิคเปนองคประกอบหลัก
เชนเดียวกัน (รอยละ 28.46) และพบกรดสเตียริกเปนองคประกอบรองลงมาดวย  นอกจากนี้ไดมีการศึกษา
การผลิตน้ํามันจากยีสตสายพันธุอื่นดวย โดย Papanikolaou  และคณะ (2001)  ไดศึกษาการผลิตน้ํามันโดย
เล้ียงเชื้อ  Yarrowia  lipolytica  ในอาหารที่เปนกลีเซอรอลโดยเลี้ยงแบบตอเนื่อง พบวาปริมาณน้ํามันที่ผลิต
ไดมีคาเทากับ  3.5  กรัมตอลิตร คิดเปนรอยละ  43  โดยน้ําหนักเซลลแหง ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบน้ํามันที่
ผลิตไดจากเชื้อยีสตที่คัดเลือกแลวกับน้ํามันที่ผลิตไดจากเชื้อยีสตอื่นๆ พบวาองคประกอบของน้ํามันที่ผลิตได
มีความคลายคลึงกัน และขณะเดียวไดมีการศึกษาการเตรียมน้ํามันที่ไดจากเชื้อเพ่ือเปนไบโอดีเซลดวย ดังนั้น
จะเห็นไดวาน้ํามันที่ผลิตไดนี้สามารถที่จะนําไปเตรียมเปนไบโอดีเซลได จากการศึกษานี้พบวาน้ํามันจากเชื้อ
ยีสตที่คัดเลือกแลวนี้ สามารถเตรียมเปนไบโอดีเซลได ซึ่งจะเปนการเพิ่มแหลงของน้ํามันที่สามารถนํามา
เตรียมเพ่ือเปนไบโอดีเซลซึ่งเปนพลังงานทางเลือกอีกแหลงหน่ึงดวย 
 
5.5 การสกัดนํ้ามันออกจากเซลลและการทําใหเซลลแตกเพื่อสกัดนํ้ามันจากเซลลยีสตผลิตนํ้ามันใน
ปริมาณสูงท่ีคัดเลือกแลว 
 จากการสกัดน้ํามันออกจากเซลลยีสตที่คัดเลือกแลว โดยใชตัวทําละลายอินทรียตามวิธีของ Bligh 
และ Dyer (1959) และตามวิธีของ Roese และ Gottlieb (1959) และการสกัดดวยเครื่องซอกตเลตดวยตัวทํา
ละลายปโตรเลียมอีเทอร  และการทําใหเซลลแตกแลวสกัดดวยตัวทําละลายอินทรีย โดยเลือกใชวิธีการบด
ดวยเม็ดบีด (beat beading)  การใชคล่ืนไมโครเวฟ (microwave radiation)  คล่ืนเสียงความถี่สูง (ultrasonic) 
และการใชความรอนภายใตสภาวะหมอนึ่งความดัน (autoclave) พบวาการสกัดน้ํามันดวยตัวทําละลาย
อินทรียเพียงอยางเดียวไมสามารถสกัดน้ํามันออกจากเซลลยีสตไดอยางสมบูรณ และพบวาการทําใหเซลล
แตกดวยเม็ดบีด สามารถทําใหเซลลยีสตแตกและสามารถสกัดน้ํามันออกจากเซลลไดมากที่สุด โดยพบวา
สามารถสกัดน้ํามันออกจากเซลลไดปริมาณน้ํามันมีคาเทากับรอยละ 47.8 โดยน้ําหนักของเซลลแหง  และ
รองลงมาคือการสกัดน้ํามันดวยการใชคล่ืนไมโครเวฟ และการสกัดภายใตหมอนึ่งความดันไอ โดยพบวา
สามารถสกัดน้ํามันไดรอยละ 37.9 และ  34.7 ของน้ําหนักเซลลแหงตามลําดับ  ทั้งนี้เนื่องจากน้ํามันที่ผลิตได
จากยีสตที่คัดเลือกแลวจะถูกสะสมไวภายในเซลลของยีสต และผนังเซลลของยีสตนี้พบวามีความหนา
คอนขางมาก ทําใหไมสามารถสกัดน้ํามันออกจากเซลลไดทั้งหมด  ดังนั้นจึงตองใชเทคนิคการทําใหเซลลแตก
กอนจากนั้นสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียอีกครั้งหน่ึง เพ่ือท่ีสามารถสกัดน้ํามันออกจากเซลลไดมากที่สุด โดย
พบวาการทําใหเซลลดวยการบดดวยเม็ดบีดสามารถสกัดน้ํามันออกจากเซลลไดมากที่สุด เพราะวาแรงบดที่
เกิดระหวางเม็ดบีดขณะทําการบดนั้นจะทําใหผนังเซลลและเยื่อหุมเซลลของยีสตถูกทําลาย ทําใหเกิดการ
แตกออกของเยื่อหุมเซลล จึงเปนการเพิ่มพ้ืนที่การสัมผัสของตัวทําละลายอินทรียกับไขมันภายในเซลล  ทํา
ใหตัวทําละลายอินทรียสามารถสกัดน้ํามันนอกจากเซลลยีสตไดมากที่สุด (Geciova และคณะ, 2002) แตทั้งนี้
การเลือกใหวิธีการทําใหเซลลและการสกัดน้ํามันออกจากเซลลของจุลินทรียที่เหมาะสมของจุลินทรียแตละ
ชนิดนั้นมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับ ลักษณะการสะสมของไขมันในเซลล  องคประกอบและความซับซอน
ของผนังเซลล ความหนาของผนังเซลลและเยื่อหุมเซลล เปนตน ดังนั้นจึงไดมีการศึกษาเกี่ยวกับการสกัดแยก
น้ํามันออกจากเซลลจุลินทรียที่ผลิตน้ํามันในปริมาณสูง โดยรัตนาภรณ (2551) ไดเลือกใชการสกัดแยกน้ํามัน
ออกจากเซลลยีสตที่แยกไดจากตัวอยางดินและน้ําทิ้งที่ปนเปอนไขมันในเขตมหาวิทยาลัยขอนแกน ดวย
เครื่องสกัดไขมันซอกตเลต (shxhlet extracton) โดยใชปโตรเล่ียมอีเทอรเปนตัวทําละลายอินทรีย  นอกจากนี้ 
Zhu และคณะ (2002) ไดศึกษาการสกัดน้ํามันออกจากเซลลของรา สายพันธุ  Mortierella alpina โดยได
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เปรียบเทียบการสกัดน้ํามันออกจากเซลลของ M. alina  ที่เปนเซลลเปยก (wet biomass) และเซลลแหง (dry 
biomass) โดยใชตัวทําละลายอินทรียตามวิธีของ Bligh และ Dyer เชนกัน พบวาการสกัดน้ํามันออกจากเซลล
แหงสามารถสกัดน้ํามันนออกจากเซลลไดดีกวาการสกัดจากเซลลเปยก และสามารถสกัดน้ํามันออกจากเซลล
ไดสูงสุดรอยละ  41.1  นอกจากนี้ Lee และคณะ (2010) ไดมีการเปรียบเทียบวิธีการสกัดน้ํามันออกจากเซลล
ของจุลสาหราย (microalgae) โดยไดเปรียบเทียบวิธีการสกัดน้ํามัน โดยสกัดภายใตหมอนึ่งความดันไอที่
อุณหภูมิ 125 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 เมกกะปาสคาล เปนเวลา 5 นาที  การบดดวยเม็ดบีดดวยเครื่อง 
bead beater ที่ความเร็วรอบ 2,800  รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาที การใชคล่ืนไมโครเวฟที่อุณหภูมิ  100  
องศาเซลเซียส ความถี่ 2450 เมกกะเฮิรซ เปนเวลา 5 นาที  การใชคล่ืนเสียงความถี่สูง เปนเวลา 5 นาที และ
การใชแรงดันออสโมติกดวยสารละลาย 10% โซเดียมคลอไรด เขยาอยางแรงเปนเวลา 1 นาทีและต้ังทิ้งไว 48 
ชั่วโมง  จากการทดลองพบวา การสกัดน้ํามันดวยการใชคล่ืนไมโครเวฟ สามารถสกัดน้ํามันออกจากเซลลของ 
Botryococcus sp.  Chlorella sp. และ Scenedesmus sp. ไดมากที่สุด รอยละ 10.0 – 28.6 และพบวาการ
สกัดน้ํามันออกจากเซลลของสาหรายดวยวิธีการบดดวยเม็ดบีดดวยเครื่อง bead beater สามารถสกัดน้ํามัน
นออกจากเซลลของ Botryococcus sp. ไดมากที่สุดเชนเดียวกับการใชคล่ืนไมโครเวฟ โดยสามารถสกัด
น้ํามันไดรอยละ 28.1 และจากการศึกษาการสกัดน้ํามันออกจากเซลลพบวาวิธีการสกัดดวยการใชเม็ดบีด
สามารถสกัดน้ํามันออกจากเซลลไดดีที่สุด แตเนื่องจากการใชเม็ดบีด อาจไมเหมาะสมตอการนํามา
ประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรมขนาดใหญได ดังนั้นอาจตองเลือกใชวิธีการสกัดดวยการใชคล่ืนไมโครเวฟ
หรือการใชความรอนภายในหมอนึ่งความดันไอ เพ่ือใหเหมาะสมตอการนําไปประยุกตใชในระดับสเกลใหญ
ตอไปได 
 
5.6 การเตรียมไบโอดีเซลจากน้ํามันท่ีผลิตไดจากยีสตผลิตนํ้ามันปริมาณสูงท่ีคัดเลือกแลวโดยผาน
การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
 ในการเตรียมไบโอดีเซลหรือเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันจากน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลว
ผานกระบวนการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยไดศึกษาและเปรียบเทียบกระบวนการเปลี่ยนเปน
เมธิลเอสเทอรของกรดไขมันโดยใชตัวเรง 3 แบบ คือ การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 1 
ขั้นตอนโดยมีเบสโซเดียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา (one-step alkali base catalyzed 
transesterification)  การเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 2 ขั้นตอน (two-step acid-base 
transesterification) โดยขั้นตอนแรกเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันโดยการเรงดวยกรด (acid esterification) 
และขั้นตอนที่สองเปนเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยมีเบสเปนตัวเรง และการเกิดปฏิกิริยาทรานส-
เอสเทอริฟเคชันโดยมีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา (lipase catalyzed transesterification) และไดศึกษา
ตัวแปรที่สําคัญในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟเคชันของน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลวดวย 
 จากการศึกษาพบวาการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันในการเปลี่ยนน้ํามันที่ผลิตไดจากยีสต
เปนเมธิลเอสทเอรของกรดไขมันแบบ 2 ขั้นตอน พบวาสามารถเปลี่ยนน้ํามันเปนเมธิลเอสเทอรของกรด
ไขมันไดมากที่สุด โดยพบปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันที่ผลิตไดมีคาเทากับรอยละ 97.5 โดย
น้ําหนักของน้ํามันภายใตสภาวะการเกิดปฏิกิริยาแบบ 2 ขั้นตอนโดยขั้นแรกเปนการเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริ-
ฟเคชันดวยกรดซัลฟูริก เมื่อความเขมขนของกรดซัลฟูริกรอยละ1 โดยปริมาตรตอนํ้าหนักน้ํามัน และ
อัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันรอยละ 70 โดยน้ําหนัก ภายใตอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เขยา 200 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 60 นาที จากนั้นเกิดปฏิกิริยาขั้นตอนที่สอง โดยความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดที่
เหมาะสมรอยละ 2 โดยน้ําหนักและอัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันรอยละ 30  โดยน้ําหนัก ภายใตอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 2  ชั่วโมง และรองลงมาคือการเตรียม
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เปนเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันโดยใชเอนไซมไลเปสพบวาสามารถเตรียมไดเทากับรอยละ  88.4 โดย
น้ําหนักของน้ํามัน เมื่ออัตราสวนของเมทานอลตอนํ้ามันรอยละ 30 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ปริมาณน้ําที่
เหมาะสมรอยละ 10โยน้ําหนักตอน้ํามัน เขยา 200  รอบตอนาที เปนเวลานาน 24 ชั่วโมง  และการเตรียม
แบบ 1 ขั้นตอนโดยมีเบสเปนตัวเรง พบมีปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันเทากับรอยละ 75.6 โดย
น้ําหนักของน้ํามัน  ภายใตสภาวะท่ีความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 2 โดยน้ําหนักของน้ํามัน 
อัตราสวนของเมทานอลตอน้ํามันรอยละ 70 ภายใตอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เขยาที่ความเร็วรอบ 200  
รอบตอนาที เปนเวลา  2  ชั่วโมง  
 จากการศึกษาพบวาการเตรียมไบโอดีเซลหรือเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันจากน้ํามันที่ผลิตไดจาก
ยีสตที่คัดเลือกแลวพบวาการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 2 ขั้นตอนเปนวิธีที่เหมาะสม 
เนื่องจากวาน้ํามันที่ผลิตไดมีคาความเปนกรดและปริมาณของกรดไขมันอิสระในปริมาณที่สูงมาก  โดยมีคา
เทากับ 63.93 มิลลิกรัมโปแตสเซียมไฮโรอกไซดตกกรัมน้ํามัน และรอยละ 22.7 โดยน้ําหนักของน้ํามัน
ตามลําดับ ทําใหการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 1 ขั้นตอนที่มีเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยาเกิดขึ้นได
คอนขางยาก เนื่องจากปริมาณของกรดไขมันอิสระในปริมาณสูงสามารถเกิดปฏิกิริยาสปอนิฟเคชันหรือเกิด
สบูขึ้นในระหวางการเกิดปฏิกิริยา ทําใหปริมาณของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันลดลง และมีผลตอการแยก
ชั้นของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันกับกลีเซอรอล โดยเกิดการแยกชั้นไมชัดเจนทําใหเกิดความยุงยากในการ
แยกเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันออกจากกลีเซอรอลใหบริสุทธิ์ได สําหรับการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ-
ฟเคชันแบบ 2 ขั้นตอนนั้น ในขั้นตอนแรกเปนการกําจัดหรือลดปริมาณของกรดไขมันอิสระออกจากน้ํามัน
โดยเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันดวยกรดกอนสวนใหญนิยมใชกรดซัลฟูริกและกรดไฮโดรคลอริก โดยตองลด
ปริมาณกรดไขมันอิสระในน้ํามันใหมีปริมาณนอยกวารอยละ 1 และมีคาความเปนกรดนอยกวา 2  มิลลิกรัม
โปแตสเซียมไฮดรอกไซดตอกรัมน้ํามัน จากนั้นเปล่ียนน้ํามันที่ผลิตไดที่มีปริมาณกรดไขมันอิสระในปริมาณ
ต่ําใหเปนเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันดวยการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยเบสโซเดียมไฮดรอก-
ไซดอีกครั้งหนึ่ง ทําใหการเปล่ียนเปนเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันเกิดไดอยางสมบูรณ  สําหรับตัวแปรที่
สําคัญในการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันคือ ความเขมขนของตัวเรงปฏิกิริยา ไดแก ความเขมขน
ของโซเดียมไฮดรอกไซด นอกจากนี้ปริมาณของเมทานอลที่เขารวมปฏิกิริยามีความสําคัญมากในการเปลี่ยน
น้ํามันไปเปนเมธิลเอสเทอรของกรดไขมัน ซึ่งพบวาจากการทดลองจะไดวาปริมาณของเมทานอลที่เขาทํา
ปฏิกิริยากับน้ํามันจะตองใชในปริมาณที่มากเกินพอ ถึงแมวาในทางทฤษฎีปริมาณการใชเมทานอลตอน้ํามัน
ที่เหมาะสมตอการเกิดปฏิกิรยิาคืออัตราสวนโดยโมล  3 : 1 แตตองเติมใหมากเกินพอเพ่ือใหปฏิกิริยาทรานส-
เอสเทอริฟเคชันสามารถเกิดขึ้นไดอยางสมบูรณ สงผลใหไดรอยละของเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันใน
ปริมาณสูงเพ่ิมขึ้น ดังนั้นการเตรียมไบโอดีเซลจากน้ํามันที่มีปริมาณกรดไขมันอิสระในปริมาณสูงนั้น ตอง
เตรียมผานปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 2 ขั้นตอน จึงสามารถไดผลผลิตเปนเมธิลเอสเทอรของกรด
ไขมันหรือไบโอดีเซลในปริมาณที่สูงได ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ  Ghadge และ Raheman (2005) ได
ศึกษาและพัฒนาวิธีการเตรียมไบโอดีเซลจากน้ํามันที่มีปริมาณกรดไขมันอิสระในปริมาณสูง โดยศึกษาการ
เตรียมน้ํามันจากเมล็ด Madhuca indica ซึ่งพบวามีปริมาณกรดไขมันอิสระรอยละ 15 โดยไดเตรียมไบโอ-
ดีเซลผานปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 2 ขั้นตอนเชนเดียวกัน ซึ่งในขั้นตอนแรกเรงปฏิกิริยาโดยการ
ใชกรดซัลฟูริกเขมขนรอยละ 1 โดยปริมาตร อัตราสวนของเมทานอลตอน้ํามัน 0.30-0.35 โดยปริมาตร ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ชั่วโมงซึ่งพบวาสามารถลดปริมาณของกรดไขมันอิสระออกจากน้ําได 
โดยมีคาเปนกรดเทากับ 2 มิลลิกรัมโปแตสเซียมไฮดรอกไซดตอกรัมน้ํามัน หลังจากเกิดปฏิกิริยาโดยการเรง
ดวยเบสโปแตสเซียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 0.7 โดยน้ําหนักตอปริมาตร อัตราสวนของเมทานอล
ตอน้ํามัน 0.25 โดยปริมาตร และพบวาปริมาณเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันมีคาเทากับรอยละ 98 
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เชนเดียวกับการศึกษาของ ของ Berchmans และ Hirata (2008) ไดพัฒนาวิธีในการผลิตไบโอดีเซลจาก
น้ํามันที่สกัดไดจากเมล็ดสบูดํา  Jatropha curcas L. ซึ่งพบวามีองคประกอบของกรดไขมันในปริมาณสูง 
ประมาณรอยละ  15  และจากการทดลองไดเปรียบเทียบการเตรียมไบโอดีเซลผานปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ
ฟเคชันแบบ 1 ขั้นตอน และปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเค-ชันแบบ 2 ขั้นตอน และพบวาการเกิดปฏิกิริยาท
รานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 2 ขั้นตอนสามารถลดปริมาณกรดไขมันอิสระลดเหลือนอยกวารอยละ  1  โดย
ขั้นตอนแรกเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันดวยการเรงดวยกรด ซัลฟูริกเขมขนรอยละ 1 โดยน้ําหนัก 
อัตราสวนเมทานอลตอน้ํามันเทากับ 0.6 กรัมตอกรัมน้ํามัน ภายใตอุณหภูมิ 50  องศาเซลเซียส เปน
เวลานาน 60  นาที และข้ันตอนที่สองเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรงดวยความเขมขนของ
โซเดียมไฮดรอกไซดตอน้ํามัน 1.4 กรัมตอกรัมน้ํามัน อัตราสวนเมทานอลตอนํ้ามัน 0.24 กรัมตอกรัมน้ํามัน
ภายใตอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และพบวาปริมาณเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันที่ไดมีคาเทากับรอยละ  90 
เมื่อเกิดปฏิกิริยาเปนเวลานาน 2  ชั่วโมง ขณะเดียวกัน Yang และคณะ (2008) ไดศึกษาการเตรียมไบโอ
ดีเซลจากน้ํามันของเมล็ด Zanthoxylum bungeanum Maxim ซึ่งเปนน้ํามันที่มีปริมาณกรดไขมันอิสระใน
ปริมาณสูงเชนเดียวกันและมีคาความเปนกรดสูงถึง 63.56 กรัมโปแตสเซียมไฮดรอกไซด ดังนั้นจึงตอง
เตรียมไบโอดีเซลผานปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 2  ขั้นตอนเพื่อลดปริมาณกรดไขมันอิสระและ
สามารถเตรียมไบโอดีเซลไดอยางสมบูรณและไดปริมาณที่มากที่สุด โดยพบวาปริมาณกรดไขมันอิสระลดลง
เหลือนอยกวารอยละ 1 เมื่อเรงปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟูริกเขมขนรอยละ 2 โดยเกิดปฏิกิริยาเอส-  เทอริฟเคชัน
กับเมทานอลโดยมีอัตราสวนโดยโมลของเมทานอลตอน้ํามันเทากับ 20-25:1 เปนเวลานาน 1 ชั่วโมง และ
พบวาปริมาณเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันหรือไบโอดีเซลที่ไดมีปริมาณรอยละ  96  เมื่อเกิดปฏิกิริยาทรานส
เอสเทอริฟเคชันขั้นตอนที่สองเมื่อเรงดวยโปแตสเซียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 0.9 อัตราสวนโดยโมลของ
เมทานอลตอน้ํามันเทากับ 6.5 :1 ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และพบวาไบโอดีเซลท่ี
เตรียมไดมีคุณสมบัติใกลเคียงน้ํามันดีเซลและสามารถใชในเครื่องยนตดีเซลได นอกจากนี้ Patil และ Deng 
(2009) ไดเตรียมไบโอดีเซลจากน้ํามันที่บริโภคไมได เชน น้ํามันจากสบูดํา (Jatropha curcas) และ น้ํามัน
จาก karanja (Pongamia glabra) และเตรียมจากน้ํามันที่บริโภคไดเชน น้ํามันขาวโพด 9corn oil) และนํ้ามัน 
canola โดยไดเปรียบเทียบวิธีการเตรียมไบโอดีเซลในสภาวะที่เหมาะสม และวิเคราะหความแตกตางทางดาน
คุณสมบัติของน้ํามันตาง ๆ ในการเปนน้ํามันเชื้อเพลิงและตัวแปรที่สําคัญในการเตรียมไบโอดีเซล และได
เตรียมไบโอดีเซลผานกระบวนการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 1 ขั้นตอนสําหรับน้ํามันเพ่ือการ
บริโภคและปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 2 ขั้นตอนสําหรับน้ํามันที่บริโภคไมไดที่มีปริมาณกรดไขมัน
อิสระในปริมาณสูง พบวาจากการเตรียมไบโอดีเซลพบวาไดปริมาณเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันที่เตรียมจาก
น้ํามันเมล็ดสบูดํา J. curcas เทากับรอยละ 90-95 เมธิลเอสเทอรของกรดไขมันจากน้ํามัน P. glabra เทากับ
รอยละ 80-85 เมธิลเอสเทอรของกรดไขมันจากน้ํามัน canola เทากับรอยละ 80-95 และเตรียมจากน้ํามัน
ขาวโพดไดเทากับรอยละ 85-96 เมื่อใชโปแตสเซียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยาและไดเปรียบเทียบไบโอ
ดีเซลที่เตรียมไดตามมาตรฐาน ASTM และพบวาไบโอดีเซลที่เตรียมไดจากน้ํามันจาก J. curcas และนํ้ามัน
ขาวโพด มีคุณสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันปโตรเลียมดีเซลทั่วไป 

สําหรับตัวเรงที่เปนเอนไซมไลเปสพบวามีการเรงการเปลี่ยนเปนไบโอดีเซลไดคอนขางดี ซึ่ง
สอดคลองกับการศึกษาของ Winayanuwattikun และคณะ (2008) ไดศึกษาการเตรียมไบโอดีเซลจากน้ํามัน
พืชในประเทศไทยโดยใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดยเลือกใชพืชนํ้ามันที่เพาะปลูกในประเทศที่
สามารถผลิตน้ํามันไดมากกวารอยละ 25 จํานวน 27 ชนิด 44 สายพันธุ และไดเตรียมไบโอดีเซลโดย
เกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยมีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา โดนเอนไซมไลเปสที่ใชคือ 
Novozyme 435 และ Lipozyme RM IM. โดยมีอัตราสวนโดยโมลของเมทานอลตอนํ้ามันเทากับ 3 : 1  
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ภายใตอุณหภูมิ 55  องศาเซลเซียส เขยาเปนเวลานาน 24  ชั่วโมง  พบวา น้ํามันปาลม (Elaeis guineensis) 
น้ํามันเมล็ดสบูดํา (Jatropha curcas)  น้ํามันจากมะละกอ (Carica papaya) และนํ้ามันจากเงาะ (Nephelium 
lappaceum) มีคุณสมบัติที่เหมาะสมในการใชเตรียมเปนไบโอดีเซลได แตปฏิกิริยานี้เกิดไดคอนขางชาทําให
ใชเวลาในการเกิดปฏิกิริยาเปลี่ยนเปนไบโอดีเซลคอนขางนาน และราคาของเอนไซมทางการคามีราคาแพง 
อาจสงผลใหตนทุนในการผลิตสูงตามไปดวย โดยเฉพาะเมื่อผลิตในระดับอุตสาหกรรม ดังนั้นในการเตรียมไบ
โอดีเซลโดยมีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยานั้น จึงไดพัฒนาการผลิตไบโอดีเซลใหไดปริมาณมากขึ้นโดย
การใชเอนไซมไลเปสที่ผานการตรึงเซลลแลว จากการศึกษาของ Nie และคณะ (2006) พบวาเมื่อใชเอนไซม
ไลเปสจากเชื้อ Candida sp. ที่ผานการตรึงบนผิวเสนใยฝาย (textile membrane) สามารถผลิตเมธิลเอส-
เทอรของกรดไขมันจากน้ํามัน salad ไดสูงถึงรอยละ  96 โดยเติมปริมาณเมทานอลในอัตราสวนโดยโมลตอ
น้ํามัน  1 : 1 ทุก 10  ชั่วโมง ปริมาณน้ํารอยละ 10 โดยน้ําหนักของน้ํามัน และบมที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที เปนเวลา 30 ชั่วโมง และจากการศึกษาที่ผานมาพบวาการ
ผลิตไบโอดีเซลโดยมีเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยามีขอดีในดานการลดการเกิดมลพิษตาง ๆ สงผลดีตอ
ส่ิงแวดลอม สามารถแยกผลพลอยไดเชนกลีเซอรอลออกไดงาย และสามารถไดไบโอดีเซลที่มีความบริสุทธิ์
สูงชึ้น (Fukuda และคณะ, 2001) และ เมื่อพัฒนาเกี่ยวกับความเสถียรของเอนไซมไลเปสที่ผานการตรึงเซลล
จะสามารถลดตนทุนในการผลิตพลังงานตอไปไดในอนาคต  
 
ขอเสนอแนะ 

จากการผลิตน้ํามันจากยีสตที่คัดเลือกแลวพบวายีสตที่คัดเลือกแลวโดยประยุกตใชสารสกัดจากผล
พลอยไดหรือของเหลือท้ิงจากกระบวนแปรรูปผักและผลไม โดยเฉพาะอุตสาหกรรมแปรรูปสับปะรดเปนแหลง
คารบอน พบวาเชื้อสามารถเจริญไดดีและเชื้อมีการสะสมไขมันไดปริมาณสูง โดยพบวายีสตที่คัดเลือกแลว
สามารถผลิตน้ํามันไดปริมาณรอยละ 47.8 โดยน้ําหนักของน้ํามัน และนํ้ามันที่ผลิตไดจากยีสตที่คัดเลือกแลว
สามารถเตรียมเปนไบโอดีเซลหรือเมธิลเอสเทอรของกรดไขมันโดยผานปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันแบบ 
2 ขั้นตอนได และพบวาสามารถผลิตไบโอดีเซลไดรอยละ 97.5 โดยน้ําหนักของน้ํามัน และจากงานวิจัยพบวา
การสะสมและการผลิตน้ํามันของยีสตที่คัดเลือกแลวสามารถเพิ่มปริมาณการผลิตน้ํามันจากยีสตได โดยการ
นําเทคนิคทางดานพันธุวิศวกรรมมาประยุกตใช เพ่ือใหไดสายพันธุของยีสตที่คัดเลือกแลวสามารถผลิตน้ํามัน
ในปริมาณที่สูงขึ้นได และจากการสกัดน้ํามันออกจากเซลลยีสตพบวาเปนปญหาสําคัญประการหนึ่งในการได
ปริมาณของน้ํามันจากเซลลนอยลง ซึ่งตองพัฒนาวิธีการสกัดน้ํามันออกจากเซลลใหไดมากที่สุดหรือพัฒนา
สายพันธุของยีสตใหสามารถผลิตน้ํามันออกจากเซลลแทนการผลิตและสะสมไวในเซลล ซึ่งจะสามารถลด
ขั้นตอนและตนทุนในการสกัดน้ํามันออกจากเซลลไดอีกทางหนึ่งดวย  
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