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คํานํา 
 
 ประเทศไทยเปนประเทศที่ตองนําเขาน้ํามันจากตางประเทศ เพื่อรองรับความตองการใช
ภายในประเทศที่เพิ่มข้ึนทุกๆ ป, โดยเฉพาะน้ํามันดีเซลมีสัดสวนการใชประมาณรอยละ44 ของ
ปริมาณการใชน้ํามันสําเร็จรูป โดยสวนใหญอยูในภาคเกษตรกรรมและภาคการขนสง. ไบโอดีเซล
จัดเปนพลังงานท่ีสําคัญชนิดหนึ่งท่ีสามารถทดแทนน้ํามันดีเซลนําเขาท่ีไดจากปโตรเลียม. 
โดยท่ัวไป  การผลิตไบโอดี เซล  คือการใชน้ํ า มันพืชทําปฏิกิ ริยาทรานเอสเทอริฟ เคชัน 
(Transesterification) กับเมทานอล โดยใชดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา เกิดเปนไบโอดีเซลหรือเอสเทอร
ของกรดไขมัน (Fatty acid methyl ester),  ซ่ึงเปนผลิตภัณฑหลัก โดยมีกลีเซอรอลและสบูเปนผล
พลอยได. โดยท่ัวไปกลีเซอรอลแบงเปนสองประเภท คือ กลีเซอรอลดิบและกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 
(กระทรวงอุตสาหกรรม, มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม มอก. 336-2538 และมอก. 337-2538). 
โดยกลีเซอรอลดิบ แบงออกเปนสองประเภท คือ กลีเซอรอลดิบจากการแยกสลายไขมัน 
(hydrolyser crude glycerol) และกลีเซอรอลจากอุตสาหกรรมสบู  (soap lye crude glycerol) และ
ผานกรรมวิธีขจัดไขมันและสบูออกแลว. สวนกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ หมายถึง กลีเซอรอลท่ีผาน
กรรมวิธีทําใหบริสุทธ์ิสูงมีคุณสมบัติเหมาะสําหรับใชในอุตสาหกรรมยา,  อาหาร, บุหร่ี และวัตถุ
ระเบิด.  การผลิตไบโอดีเซลจะไดกลีเซอรอลดิบประมาณรอยละ 10 โดยน้ําหนักของผลิตภัณฑผล
พลอยไดท้ังหมด.  โดยท่ัวไปองคประกอบของกลีเซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการทรานเอสเทอริ-
ฟเคชันจะมีกลีเซอรีนอยูรอยละ 75-90 โดยนํ้าหนัก ข้ึนอยูกับเทคโนโลยีท่ีใชในการผลิตไบโอดเีซล.  
กระบวนการแยกกลีเซอรอลบริสุทธ์ิจัดเปนวิธีการเพิ่มมูลคาของผลพลอยไดและลดตนทุนใน
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลวิธีหนึ่ง ซ่ึงใชตนทุนสูงมาก.  อีกแนวทางหนึ่งในการเพิ่มมูลคาของผล
พลอยไดของกระบวนการผลิตไบโอดีเซล คือ การแปรรูปกลีเซอรอลดิบใหเปนสารประกอบ
มูลคาเพิ่มเพื่อใชในอุตสาหกรรมตางๆ ซ่ึงมีรายงานการศึกษาวิจัยดังนี้ คือ. 
 
 การสังเคราะหสารเติมแตงในน้ํามันดีเซลโดยใชปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามัน
พืชชนิดตางๆ ไดเปนสารประกอบเมทิลเอสเทอร และเม่ือนํามาผสมกับน้ํามันดีเซลพื้นฐานโดยใช
สารประกอบเมทิลเอสเทอร 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร สามารถเพ่ิมคาการหลอล่ืนในน้ํามันดีเซล
พื้นฐานได (Dmytryshyn  et al. 2004). 
 
 การสังเคราะหสารเติมแตงในน้ํามันดีเซลจากน้ํามันถ่ัวเหลือง  จะไดเมทิลโอลิเอทไดไน-
เทรต ท่ีสามารถเพิ่มคาซีเทนและเพิ่มสมบัติการหลอล่ืนของนํ้ามัน โดยนํากรดโอเลอิกนํามาทํา
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ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันกับเมทานอล.  หลังจากนั้น  ปฏิกิริยาอีพอกซิเดชันท่ีพันธะคูของกรด  
โอเลอิกและนํามาทําการไฮโดรไลซิส  จะไดสารประกอบไดออล.  จากนั้นนํามาทําปฏิกิริยาไนเทร-
ชันดวยกรดไนทริกและแอซีติกแอนไฮไดรด สารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดมีประสิทธิภาพ
ในการเพิ่มคาซีเทนและมีการระเหยท่ีตํ่ากวา 2-เอทิลเฮกซิลไนเทรต (Suppes  et al. 2001) 
 
 การผลิตสาร 1,3-propanediol โดยกระบวนการหมักและมีการใชกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ และ/
หรือกลีเซอรอลดิบเปนแหลงพลังงานของจุลินทรีย ซ่ึงสาร 1,3-Propanediol จัดเปนสารต้ังตนชนิด
หนึ่งในกระบวนการผลิตพลาสติกยอยสลายได. สายพันธุจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพเหลานี้ อาทิเชน 
Klebsiella pneumoniae (Biebl et al. 1999), Enterobacter agglomerans (Barbirato et al. 1996), 
และ Clostridium butyricum (Gonzalez-Pajuelo  et al. 2004) 
 

รายงานฉบับนี้ เปนแนวทางศึกษาเบ้ืองตนในการใชประโยชนจากกลีเซอรอลดิบใหเปน
สารประกอบมูลคาเพิ่ม รวมถึงการพัฒนารูปแบบเพื่อการนําไปใชประโยชนไดจริงในอุตสาหกรรม
ตางๆเพื่อลดตนทุนในการผลิตไบโอดีเซล.  สอดคลองกับนโยบายของประเทศในการสนับสนุน
การเพิ่มมูลคาใหแกสินคาเกษตร โดยสงเสริมดานการวิจัย, ใหความสําคัญในการสรางความม่ันคง
ทางดานอาหาร และนําผลผลิตเกษตรไปผลิตเปนพลังงานทดแทน เชน ปาลม, สรางความม่ันคง
ดานพลังงานในภูมิภาค  และเพ่ิมมูลคาในประเทศโดยการพัฒนาอุตสาหกรรมปโตรเคมี , 
อุตสาหกรรมตอเนื่อง และอุตสาหกรรมผลิตพลังงานชีวภาพ,  ตลอดจนการเพ่ิมมูลคาผลผลิตบน
ฐานความรูดานวิทยาศาสตร,  เทคโนโลยีและนวัตกรรม. 

 
 ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงเปนแนวทางการศึกษาเบ้ืองตนในระดับหองปฏิบัติการในการใช
ประโยชนจากผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ซ่ึงแบงออกเปน  2 สวน คือ การผลิต  
1, 3-Propanediol      ซ่ึงเปนสารต้ังตนสําหรับการผลิตพลาสติกยอยสลายไดโดยผานกิจกรรมของ  
จุลินทรียและการสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน.  
 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 เพื่อใหไดกระบวนการแปรรูปกลีเซอรอลดิบใหเปนสารประกอบมูลคาเพิ่มและการพฒันา
รูปแบบเพื่อการนําไปใชประโยชนไดจริงในอุตสาหกรรม. 
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ขอบเขตของโครงการวจิัย 
 วิจัยและพัฒนาพัฒนาการผลิตสารประกอบมูลคาเพิ่มจากผลพลอยไดของกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซล. 
 ศึกษาคุณสมบัติสารประกอบมูลคาเพิ่มท่ีผลิตไดและทําใหบริสุทธ์ิในระดับหองปฏิบัติการ. 
 การศึกษาเบ้ืองตนในการพัฒนารูปแบบผลิตภัณฑจากสารประกอบมูลคาเพิ่มท่ีได เพื่อเปน
กระบวนการตนแบบในการนําไปใชในอุตสาหกรรม.  
 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
  องคความรูในการใชประโยชนจากผลพลอยไดของกระบวนการผลิตไบโอดีเซล. 
 การผลิตสารประกอบมูลคาเพิ่มจากผลพลอยไดของกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยผาน
กิจกรรมของจลิุนทรีย. 
 กระบวนการสังเคราะหสารประกอบมูลคาเพิ่มจากผลพลอยไดของกระบวนการผลิตไบโอ
ดีเซลโดยวิธีทางเคมี. 
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PRODUCTION OF 1,3-PROPANEDIOL USING RAW 
GLYCEROL FOR ENERGY SOURCE OF MICROORGANISM  

 
Anchana Pattanasupong, Paramee Pengpreecha, Rommanie Wungdheethum, 

Sorada Wanllapa, Nittayaporn Sompakdee, Mayuree Jaisai, Daranee 
Charaensuk, Somchai Pengpreecha  and  Peesamai Jenvanitpanjakul  

 
 

ABSTRACT 
 
 
 A bacteria consortium being efficient of using raw glycerol, by-product of 
biodiesel production process as an energy source and capable of converting it into 
more value-added substance, 1]3-propanediol (PDO), was isolated from waste water 
of biodiesel production process carried out by Environment, Ecology and Energy 
Department at TISTR.  The optimal conditions for cultivation of this bacterial 
consortium were investigated with two culture media, Enterobacterium (ENT) and T-
medium (TM), both containing raw glycerol (CG) of 0, 1, 5, 10 and 20% by wt.  
concentrations.  The results revealed that the best conditions for growing the bacterial 
consortium were in ENT media with 10 and 20% by wt. of CG additions.  Therefore, 
8 bacterial strains were isolated from the consortium.  The most effective bacterial 
strains producing 1,3-PDO were identified using 16S rDNA Sequencing method as 
Klebsiella pneumoniae and Enterobacter radicincitans, which both were capable of 
using CG as energy source to produce 1,3-PDO in culture media within 1 day under 
facultative culture conditions.  In addition, the synthesis process of polyester from 
1,3-PDO was preliminarily studied in this research project. 
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การผลิต 1,3-Propanediol โดยใชกลีเซอรอลดิบ 
เปนแหลงพลังงานของจุลินทรีย 

 
อัญชนา  พัฒนสุพงษ1, ปารมี  เพ็งปรีชา2, รมณีย  หวังดธีรรม3, โศรดา  วัลภา4,  

นิตยาพร  สมภักดีย1,  มยุรี  ใจใส1,  ดารณี  เจริญสุข5,  สมใจ  เพ็งปรีชา6 
และพิศมัย  เจนวนิชปญจกุล5 

 
 

บทคัดยอ 
 
 

 กลุมแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการใชกลีเซอรอลดิบ   ท่ี เปนผลพลอยไดจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงพลังงาน และสามารถเปล่ียนกลีเซอรอลดิบใหเปนสาร
มูลคาเพิ่ม คือ  1,3-Propanediol (PDO) คัดแยกไดจากน้ําท้ิงในกระบวนการผลิตไบโอดีเซลของฝาย
ส่ิงแวดลอมนิเวศวิทยาและพลังงาน  สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 
(วว.).  ทําการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมนี้ในอาหารเล้ียงเช้ือ 2 สูตร คือ 
Enterobacterium (ENT) และ T- medium (TM) ท่ีมีสวนผสมของกลีเซอรอลดิบ (Crude glycerol, 
CG) ความเขมขน 0, 1, 5, 10 และ 20% โดยนํ้าหนัก.  พบวา กลุมแบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตใน
อาหารเล้ียงเช้ือสูตร ENT ท่ีมี CG ความเขมขน 10% และ 20% โดยน้ําหนักไดดีท่ีสุด.  ทําการคัด
แยกสายพันธุของกลุมแบคทีเรียกลุมนี้ไดท้ังหมด 8 สายพันธุ.  จากการจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรีย
ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิต 1,3-PDO  ดวยวิธีการ 16S rDNA Sequencing พบวา เปนแบคทีเรียสาย
พันธุ Klebsilla pneumoniae และสายพันธุ Enterobacter radicincitans.  จากผลการทดสอบเบ้ืองตน 
พบวา แบคทีเรียท้ัง 2 จีนัสนี้ มีประสิทธิภาพสูงในการใช CG เปนแหลงพลังงานและผลิตสาร 1,3-
PDO ข้ึนในอาหารทดสอบภายใน 1 วันของการบมเล้ียงแบบ facultative.  นอกจากนี้ งานวิจัยนี้ยัง
ไดทําการศึกษากระบวนการเบ้ืองตนในการสังเคราะหสารพอลิเอสเตอรจาก 1,3-propanediol. 
 
 
 
------------------------------- 
1 ฝายวิทยาศาสตรชวีภาพ, สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  (วว.)   
2ศูนยทดสอบและมาตรวิทยา, วว. 
3ฝายเทคโนโลยีพลังงาน, วว. 
4ฝายเทคโนโลยีอาหาร, วว. 
5รองผูวาการกลุมวิจัยและพัฒนา ดานพัฒนาอยางยั่งยืน, วว. 
6ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร, จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
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1. บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 ประเทศไทยเปนประเทศที่ตองนําเขาน้ํามันจากตางประเทศ เพื่อรองรับความตองการใช
ภายในประเทศที่เพิ่มข้ึนทุกๆ ป, โดยเฉพาะน้ํามันดีเซลมีสัดสวนการใชประมาณรอยละ 44 ของ
ปริมาณการใชน้ํามันสําเร็จรูป โดยสวนใหญอยูในภาคเกษตรกรรมและภาคการขนสง. ไบโอดีเซล
จัดเปนพลังงานท่ีสําคัญชนิดหนึ่ง  ท่ีสามารถทดแทนนํ้ามันดีเซลนําเขาท่ีไดจากปโตรเลียม. 
โดยท่ัวไป  การผลิตไบโอดี เซล  คือการใชน้ํ า มันพืชทําปฏิกิ ริยาทรานเอสเทอริฟ เคชัน 
(Transesterification) กับเมทานอลและใชดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา ซ่ึงจะไดเอสเทอรของกรดไขมัน 
(Fatty acid methyl ester), เปนผลิตภัณฑหลัก โดยมีกลีเซอรอลและสบูเปนผลพลอยได. โดยท่ัวไป
กลีเซอรอลแบงเปนสองประเภทคือ กลีเซอรอลดิบและกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ (กระทรวงอุตสาหกรรม, 
มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม มอก. 336-2538 และ มอก. 337-2538). กลีเซอรอลดิบ แบง
ออกเปนสองประเภท คือ กลีเซอรอลดิบจากการแยกสลายไขมัน (hydrolyser crude glycerol) และ
กลีเซอรอลจากอุตสาหกรรมสบู (soap lye crude glycerol) และผานกรรมวิธีขจัดไขมันและสบูออก
แลว.  สวนกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ หมายถึง กลีเซอรอลท่ีผานกรรมวิธีทําใหบริสุทธ์ิสูง,  มีคุณสมบัติ
เหมาะสําหรับใชในอุตสาหกรรมยา,  อาหาร,  บุหร่ี  และวัตถุระเบิด.  การผลิตไบโอดีเซลจะไดกลี-
เซอรอลดิบประมาณรอยละ 10 โดยน้ําหนักของผลิตภัณฑผลพลอยไดท้ังหมด. โดยท่ัวไป 
องคประกอบของกลีเซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการทรานเอสเทอริฟเคชันจะมีกลีเซอรีนอยูรอย
ละ 75-90 โดยน้ําหนัก, ข้ึนอยูกับเทคโนโลยีท่ีใชในการผลิตไบโอดีเซล. กระบวนการแยกกลีเซอ 
รอลบริสุทธ์ิจัดเปนวิธีการเพิ่มมูลคาของผลพลอยไดและลดตนทุนในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล
วิธีหนึ่ง  ซ่ึงใชตนทุนสูงมาก. 
  

อีกแนวทางหนึ่งในการเพ่ิมมูลคาของผลพลอยไดของกระบวนการผลิตไบโอดีเซล คือ การ
แปรรูปกลีเซอรอลดิบใหเปนสารประกอบมูลคาเพิ่มเพื่อใชในอุตสาหกรรมตางๆ.  1,3-Propanediol 
(PDO) เปนสารมูลคาเพิ่มท่ีนาสนใจตัวหนึ่ง ซ่ึงสามารถพัฒนาไปเปนสารพอลิเมอรเพื่อใชผลิตเปน
พลาสติกยอยสลายได (Biodegradable plastic).  นักวิจัยหลายกลุมไดศึกษาการผลิตสาร PDO โดย
ผานกระบวนการหมัก  โดยใชกลีเซอรอลบริสุทธ์ิและ/หรือกลีเซอรอลดิบเปนแหลงพลังงานของ   
จุลินทรีย.  สาร PDO จัดเปนสารต้ังตนชนิดหนึ่งในกระบวนการผลิตพลาสติกยอยสลายได.  สาย
พันธุจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพเหลานี้ อาทิเชน Klebsiella pneumoniae (Biebl  et al. 1999), 
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Enterobacter agglomerans (Barbirato et al. 1996),  Clostridium butyricum (Gonzalez-Pajuelo     
et al.  2004).   สามารถสรุปรายงานการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการผลิตสาร  PDO โดยการทํางานของ        
จุลินทรียได  ดังนี้  : 

 
 Barbirato  et al. (1996) ทําการหมักกลีเซอรอลรวมกับ Enterobacter agglomerans โดยใช

กลีเซอรอลประมาณ 430 มิลลิโมล พบวา  มีการเจริญของแบคทีเรียควบคูกับการผลิต PDO. 
นอกจากนี้ยังพบการผลิตสารอีกชนิดหนึ่งคือ 3-Hydroxypropionaldehyde. การบงช้ีสารชนิดนี้จะใช 
proton nuclear magnetic resonance และผลจาก Bacteriostatic effect, โดยสารชนิดนี้จะสงใหการ
ผลิต PDO ลดลง. การสะสมของสารชนิดนี้พบท้ังในแบคทีเรียกลุม  Enterobacterial, Klebsiella 
และ Citrobacter. 

 
Barbirato et al. (1998) ไดทําการทดลองเปรียบเทียบการใชกลีเซอรอลโดย batch 

fermentation ของจุลินทรีย 4 สายพันธุ คือ Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, 
Enterobacter agglomerans และ Clostridium butyricum.   ความเขมขนของกลีเซอรอลท่ีใช คือ 20 
และ 70 กรัมตอลิตร  ซ่ึงเกิดการสะสม inhibitory compound คือ 3-hydroxypropionaldehyde 
(intermediate in 1,3-propanediol metabolic pathway), ทําให biological activity ลดลง.  C. 
butyricum  ถูกเลือกไปใชในการศึกษาองคประกอบของ bioconversion ของน้ําท้ิงจากอุตสาหกรรม
ท่ีมีการปนเปอนของ glycerol / glycerin จากการผลิตเอสเทอร  และจาก wine stillage,  เนื่องจากมี
ประสิทธิภาพในการเปล่ียนกลีเซอรอลไปเปน PDO สูง.   PDO ท่ีผลิตไดสามารถทําใหบริสุทธ์ิโดย
วิธี liquid / liquid extraction โดยมี recovery yield 100%. 

 
Biebl  et al. (1999) กลาววา เปนเวลากวา 100 ปมาแลว ท่ีมีรายงานการหมักกลีเซอรอล 

โดยจุลินทรียแลวจะได PDO แตยังไมเปนท่ีไดรับความสนใจในวงกวาง.  โดยพบวา แบคทีเรียกลุม 
Clostridia มีการเปล่ียนกลีเซอรอลไปเปน PDO ไดดีกวา Enterobacteriaceae.  ตัวกลางหลักท่ีใชใน
การผลิตคือ pyruvate ซ่ึงเปนตัวกลางในวิถีการถายทอดพลังงานโดยใชออกซิเจน (Oxidative 
pathway).  นอกจากนี้  ยังมีการใชสารตัวอ่ืนรวมดวยคือ CO2, H2, acetate, butyrate, ethanol, 
butanol และ 2,3-buthanediol ซ่ึงจะทําใหเกิด lactate และ succinate ข้ึนอีกดวย.  ประมาณ 10 ปท่ี
ผานมา มีงานวิจัยมากข้ึนท่ีนํา PDO ท่ีไดจากการผลิตของจุลินทรียมาใชประโยชน เนื่องจาก PDO 
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ท่ีไดมีคุณสมบัติท่ีเหมาะสมตอการผลิตพอลิเอสเทอร  ซ่ึงเปน Green-Polyester และในการผลิต 
PDO  ยังสามารถใชซับสเตรตทางเลือกท่ีไมใชกลูโคส นั่นคือ การใชกลีเซอรอล. 

 
Chen et al. (2003)  ศึกษาการผลิต PDO ดวยแบคทีเรีย Klebsiella pneumoniae ภายใต

สภาวะ micro-aerobic  และพบวา การหมักแบบรุนผลิต (Batch) โดยใชกลีเซอรอล ในสภาวะ 
micro-aerobic  จะมีคาความเขมขนและผลไดของ 1,3-PD ใกลเคียงกับการหมักในสภาวะไมใช
อากาศ  แตจะมีปริมาณของเอทานอลนอยกวา,  ใชเวลาส้ันกวา,  มีผลใหประสิทธิภาพในการผลิต 
PDO เพิ่มมากข้ึน.  การหมักแบบรุนผลิตในสภาวะ micro-aerobic โดย K. pneumoniae DSM 2026 
จะไดความเขมขน 1,3-PD ท่ี 17.65 กรัมตอลิตร, ผลผลิตได 56.13 % และกําลังการผลิต 2.94 กรัม
ตอลิตรตอช่ัวโมง,  โดยใชเวลาในการผลิต 6 ช่ัวโมง ใชกลีเซอรอลความเขมขน 40 กรัมตอลิตร.  
แตเม่ือเทียบการเจริญของ K. pneumoniae DSM 2026 กับ K. pneumoniae AS1.1736 ในสภาวะน้ีจะ
เห็นวา K. pneumoniae DSM 2026  จะมีการเจริญตํ่ากวาและใหความเขมขนของ PDO นอยกวา.  
อยางไรก็ตาม K. pneumoniae DSM 2026 จะเจริญในสภาวะ micro-aerobic ไดดีกวาในสภาวะไมใช
อากาศ  และในการหมักแบบกึ่งรุนผลิต (Fed-batch)  ภายใตสภาวะ micro-aerobic ได PDO ความ
เขมขน 59.50 กรัมตอลิตร และกําลังการผลิต 1.57 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง. 

 
 Cheng  et al. (2004) ทําการผลิต PDO โดยใช K. pneumoniae เปนการเพาะเล้ียงภายใตการ
ให N2 และการใหอากาศ 4 ระบบ ผลิตภัณฑพลอยไดจะแปรผันตามการเปล่ียนแปลงการใหอากาศ.   
การเพาะเล้ียงแบบกึ่งรุนผลิต โดยใชสภาวะการไมใชอากาศรวมกับการใชอากาศ จะทําใหได
ผลิตภัณฑ คือ PDO 70 กรัมตอลิตร,  2,3-Butanediol 16 กรัมตอลิตร ซ่ึงเปนผลได diol ท้ังหมด 0.6 
ตอโมลกลีเซอรอล. 

 
González-Pajuelo et al. (2004)  ทําการทดลองพบวา การมี lower grade raw glycerol (65% 

w/v) 100 กรัมตอลิตร (raw glycerol ไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล)  สามารถยับยั้งการเจริญ
ของ Clostridium butyricum VPI 3266 ไดรอยละ 39  ผลิตภัณฑท่ีไดจากการใช glycerol (65% และ 
92% w/v)  คือ 1,3-propanediol ซ่ึงมีปริมาณประมาณ 0.6 mol/mol glycerol consumed. 

 
Lee et al. (2000) พบวา  Anaerobiospirillum succiniciproducens สามารถใชกลีเซอรอล

เปนแหลงคารบอน  เพื่อผลิต Succinic acid ได.   เม่ือเซลลเจริญในสภาวะขาดอากาศในอาหารที่มี 



 

6 

 

6.5 กรัมตอลิตรของกลีเซอรอลไดผลผลิตของ succinic acid  สูงรอยละ 133 และหลีกเล่ียงการเกิด 
กรดแอซีติก   อัตราสวน(ในหนวยกรัม)ของ succinic acid ตอกรดแอซีติก เปน 25.8:1 ซ่ึงสูงกวาการ
ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน 6.5 เทา.    

 
Tong  et al.  (1991)  พบวา  dha regulon  เปนกลุมยีนท่ีสามารถผลิต PDO จากกลีเซอรอล 

ได.  dha regulon  นี้ถูกแทรกเขาไปใน cosmid PTC1 โดยท่ีมี Escherichia  coli  AG1 เปน host   ทํา
ให  Escherichia  coli  AG1 สามารถเจริญใน complex medium ท่ีมีกลีเซอรอลอยูได และสามารถ
ผลิต PDO ได 4.6 โมลตอโมล.  

 
Zhu  et  al.  (2002)  กลาววา  การผลิต PDO โดยใช  E. coli  สามารถถูกปรับปรุงการผลิต

ไดดีข้ึน โดยการลดการสะสมของ methylglyoxal.  ในการทดลองน้ีจึงมุงไปท่ี metabolic pathway 
ท่ียังไมคอยเปนท่ีรูจักท่ีเกี่ยวของกับการผลิต  PDO โดยใช  glycerol-3-phosphate (G3P).   เม่ือให 
E. coli  เจริญในสภาวะขาดอากาศในกลีเซอรอล โดยปราศจาก exogenous acceptor พบวา ระดับ  
G3P ภายในเซลลสูงกวาใน Klebsiella pneumoniae ซ่ึงเปนยีนท่ีผลิต PDO โดยธรรมชาติอยูแลว.   
ระดับ G3P ใน E. coli  สามารถเพิ่มข้ึนไดดวยการเพิ่มความเขมขนของกลีเซอรอล  ในขณะท่ีระดับ 
G3P ของ K. pneumoniae  คงท่ี  แมวาจะเพิ่มความเขมขนของกลีเซอรอล.   

 
การผลิตพอลิเอสเทอรจาก PDO   

PTT (polytrimethylene terephthalate) เปนพอลิเมอรสายยาวของพอลิเอสเทอรอะโรมาติก, 
ผลิตจากการรวมกันของโมโนเมอร 2 ชนิด คือ 1,3-propanediol (trimethylene glycol, PDO) กับ 
terephthalic acid บริสุทธ์ิ หรือ dimethyl terephthalate (DMT) อยางใดอยางหน่ึง. โมโนเมอรท่ีเปน 
diacid และ diol ตามปกติแลวจะไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี แตบริษัท DuPont, Tate & Lyle และ 
Genecor ไดประสบความสําเร็จในการผลิต PDO โดยใชเช้ือจุลินทรีย, โดยอาศัยกระบวนการหมัก
แบบเติมอากาศและใชน้ําตาลกลูโคสจากแปงขาวโพดเปนวัตถุดิบ, ทําใหชองทางการผลิตโมโน
เมอรจากธรรมชาติมีมากข้ึนกวาเดิม. นอกจาก PTT แลว ยังมี PTMT (polytrimethylene 
terephthalate) และ PPT (polypropylene terephthalate) (Wolf and Crank 2005). 

 
PTT  จัดเปน thermoplastic ท่ีมีคุณสมบัติโดดเดนหลายอยาง โดยไดรวมเอาคุณสมบัติโดด

เดนของ PET (polyethylene terephthalate)  ในดานความแข็ง, ความแข็งแรง และความทนทานตอ
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ความรอน กับ PBT (polybutylene terephthatate) ท่ีดําเนินกระบวนการผลิตไดงาย.  การใช
ประโยชนจาก PTT ไดแก การผลิตเปนเสนใยท่ีใชทําพรมหรือเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมทอผา 
เนื่องจากมีความหยืดหยุนดี และสวมใสไดสบาย เหมือนเสนใยไนลอน, อีกท้ังสามารถยอมติดสีได, 
ทนทานตอแรงดึงและสารเคมีเหมือนกับ PET.  เม่ือนํามาผสมกับเรซินอ่ืนจึงใหความแข็งแรง, 
ยืดหยุนและสมบัติดานความทนทานในกระบวนการข้ึนรูปและบีบอัดดีข้ึน  (Wolf and Crank 
2005). 

 
PTT เกิดข้ึนคร้ังแรกในป  ค.ศ. 1941, ในชวงปลาย 1960 บริษัท เชลลไดพยายามจะ

จําหนาย PTT แตไมประสบความสําเร็จ เนื่องจากตนทุนในดานวัตถุดิบ PDO เร่ิมตนท่ีสูง, ซ่ึงเกิด
จากการรวมตัวกับน้ําของ acrolein.  จนกระท่ังชวงทศวรรษ 1990 บริษัทเชลลไดหาวิธีการผลิตท่ีมี
ตนทุนท่ีเหมาะสมมากข้ึน  โดยใชวิธีการรวมตัวกับน้ําของ ethylene  oxide อยางตอเนื่อง  โดยคะ-
ตะลิสตตัวท่ีผลิตข้ึนใหม และจําหนายในช่ือทางการคาวา Corterra.  ในป ค.ศ. 1999 บริษัทเชลลได
จับมือรวมทุนกับ SGF Chemie JV ในการสรางโรงงานผลิต PTT ข้ึนคร้ังแรกของโลก ท่ีเมือง 
Montreal ประเทศแคนาดาในป ค.ศ. 2004, โดยมีกําลังการผลิต 86,000  ตันตอป และเงินทุน 40 
ลานปอนด.  ในขณะที่บริษัทเชลล  ไดใชความพยายามในการผลิตและจําหนาย PTT นั้น บริษัทดู
ปองต ไดสรางผลิตภัณฑ PTT ของตนท่ีรูจักกันในนาม 3GT หรือ Sorona.  Corterra ของบริษัท
เชลลมุงเนนในอุตสาหกรรมเสนใยและพลาสติกข้ึนรูป แต Sorona มีกลุมเปาหมายเปนตลาด
เคร่ืองนุงหมท่ีมีมูลคาสูง.  การผลิต PTT ของบริษัทดูปองตใชเทคโนโลยีการรวมตัวกับน้ําของ 
acrolein เชนกัน แตบริษัทไดวางแผนอยางแนนอนในการเปล่ียนกระบวนการผลิตมาสูการใช
เทคโนโลยีชีวภาพในการผลิตภายในป  ค.ศ. 2005,ในขณะท่ีบริษัทเชลลไมสนใจเทคโนโลยีชีวภาพ
แตอยางใด.   บริษัทดูปองตจึงไดทําวิจัยอยางตอเนื่อง โดยรวมมือกับ Genecor ในดานการศึกษา 
metabolic engineering ของจุลินทรียท่ีสามารถผลิต PDO จากกลูโคสท่ีใหปริมาณผลผลิตและอัตรา
การผลิตในระดับท่ียอมรับได.  ตนป ค.ศ. 2003 บริษัทดูปองตไดประกาศวา  ไดกระบวนการผลิต 
PTT โดยใชเช้ือจุลินทรียในเชิงพาณิชย และจะใชกระบวนการนี้เปนหลักในการผลิต PTT ตอไป.  
นอกจากนี้ บริษัทดูปองตไดรับรางวัลจาก U.S. Environmental Protection Agency’s Presidential 
Green Chemistry ในชวงตนป  ค.ศ. 2003. 

 
การผลิต PDO จากกระบวนการหมักดวยจลิุนทรียประกอบดวย 2 ข้ันตอน คือ : 
(1) ใชยีสตในการหมักน้ําตาลกลูโคสใหเปนกลีเซอรอล,  
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(2) ใชแบคทีเรียในการหมักกลีเซอรอลใหเปน PDO.  
 

บริษัทดูปองตใชน้ําตาลกลูโคสท่ีไดจากแปงขาวโพด เปนอาหารเล้ียงเช้ือ E. coli ท่ีผานการ
ตัดตอทางพันธุกรรม เพื่อเปล่ียนใหเปน PDO.  จากนั้นแยก PDO ออกโดยการกรอง, ทําใหเขมขน
โดยการระเหยนํ้าออก  และทําใหบริสุทธ์ิโดยการกล่ัน, และ PDO จะถูกนําเขาโรงงานเพื่อผลิตเปน 
PTT.  

 
ในการผลิต PTT สามารถทําไดท้ังจากปฏิกิริยา transesterification ของ dimethyl 

terephthalate (DMT) กับ PDO การเกิดพอลิเมอรไรเซชันสามารถทําไดดวยกระบวนการผลิตอยาง
ตอเนื่องเชนเดียวกับการผลิต PET ในชวงตนของการทําพอลิเมอรไรเซชัน. 

  
สําหรับข้ันตอนแรกของการพอลิเมอรไรเซชัน จะเปนการสรางสารพอลิเอสเทอรท่ีมี

น้ําหนักโมเลกุลตํ่า โดยใช PDO ปริมาณท่ีมากเกินพอรวมกับน้ําโดยอาศัยปฏิกิริยา 
transesterification (ในกรณีท่ีทําปฏิกิริยากับ PTA) หรือกับเมทานอล (ในกรณีของ DMT).  

 
ข้ันตอนท่ีสองเปนการเพิ่มความยาวของสายพอลิเอสเทอร โดยการกําจัด PDO,  น้ํา และ/

หรือเมทานอลท่ีเหลือจากการทําปฏิกิริยาออก. เม่ือปฏิกิริยายังคงดําเนินตอไปจะทําใหการแยก 
PDO ออกยากข้ึนเร่ือยๆ.  ในการผลิตจริงจึงจําเปนตองอาศัยการติดต้ังชุดถังปฏิกรณเปนข้ันตอน 
เพื่อใหสามารถใชระดับอุณหภูมิท่ีสูงข้ึนและความดันในระดับท่ีตํ่าลงเร่ือยๆ. สวนข้ันตอนสุดทาย
เปนการนําพอลิเมอรซ่ึงมีความหนืดสูงและยังคงหลอมอยูผสมกับสารเติมแตงดวยเคร่ือง static 
mixer, จากนั้น จึงเปล่ียนสภาพของพอลิเมอรใหอยูรูปของเม็ดพลาสติก. 

 
การผลิต PTT สามารถดัดแปลงใชเคร่ืองจักรและระบบท่ีใชในการผลิต PTT ได เนื่องจาก

กระบวนการผลิตไมแตกตางกันมากนัก, ยกเวนในสวนของการผลิตสารต้ังตนคือ PDO ซ่ึง
จําเปนตองแยกออกไปตางหาก.  ตนทุนท่ีตองใชในการเปล่ียนสายการผลิต PET ใหเปน PTT นั้น
คือ 10-20% ของตนทุนท่ีตองใชในการสรางโรงงานใหม.  ผูผลิตรายใหญอยางบริษัทดูปองตอาศัย
การปรับปรุงสายการผลิต PTT มาใช  ในขณะท่ีบริษัทเชลลสรางโรงงานข้ึนมาใหมในการผลิต 
PTT.  
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สมบัติของ PTT 
PTT  มีสมบัติทางกายภาพคลายกับ PET คือ มีความแข็งแรง, เหนียว และทนทานตอความ

รอน, สามารถผานกระบวนการตางๆ ไดงายเหมือนกับ PBT เชน การท่ีมีจุดหลอมเหลวและ
อุณหภูมิท่ีใชในการข้ึนรูปตํ่า,  ตกผลึกไดงาย, ใชเวลานอยกวาการผลิต PET.  มีสมบัติเหมือนกับ 
polyamide และ PP ตรงท่ีสามารถใชผลิตเสนใยเพื่อใชในการผลิตส่ิงทอหลากหลายชนิด และ
เหมือน polycarbonate ตรงท่ีข้ึนรูปดวยแมพิมพไดอยางหลากหลาย,  มีสมบัติและความสามารถใน
การแปรรูปไดท้ังเปนเสนใยและฟลม,  ซ่ึงทําใหมีคุณสมบัติอยูระหวาง PLA และ cellophane.  

 
สมบัติทางเคมีและกายภาพ 

โดยท่ัวไปแลว PTT มีน้ําหนักโมเลกุลและการกระจายตัวของสารท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตางๆ 
ไมแตกตางจากพอลิเอสเทอร อ่ืนๆ . โครงสรางหลักของพอลิเมอร อ่ิมตัวและไมไวตอการ
เกิดปฏิกิริยาเคมี มีความเปนผลึก, แข็ง, แข็งแรงและเหนียวมาก, ความหนาแนนตํ่ากวา PET และ
ใกลเคียงกับ PBT.  

 
สมบัติเชิงกลและความรอน 

ความทนทานตอแรงดงึ (tensile strength) และ flexular modulus ลดลงตามลําดับดังนี้ PET, 
PTT, PBT. ระยะทางในการยืดตัวของเสนใยกอนขาดของเสนใย PTT มากกวาท้ัง PET และ
ไนลอน.  PTT มีคา  modulus  เร่ิมตนนอยกวา PET และไนลอน หมายความวามีความแข็งนอยกวา 
หรือมีความนิ่มมากกวา,  มีจุดหลอมเหลวตํ่า (37 องศาเซลเซียส) และมีอุณหภูมิ glass transition 
ประมาณ 25 องศาเซลเซียส ซ่ึงตํ่ากวา PET จึงใชความรอนในการผลิตตํ่ากวา. 

 
สมบัติอ่ืนๆ 

ฟลมจาก PTT สามารถปองกันการซึมผานไอน้ําไดตํ่า, สามารถยอมติดสีไดงายเนื่องจาก 
PTT  มีคาอุณหภูมิ glass transition ปานกลาง,  สีกระจายตัวไดอยางท่ัวถึงไมจําเปนตองใชตัวพา, 
การกระจายตัวของสีสมํ่าเสมอ,  ติดสีไดทนทานมากกวาไนลอน, ทนทานตอรังสียูวีไดอยางดีเยี่ยม, 
ไมสรางไฟฟาสถิตย จึงเหมาะสําหรับทําพรม. เสนใยจาก PTT ไดนํามาทดสอบในดานการสัมผัส
จากคน พบวา ใหความรูสึกนุมมากกวาเสนใยจาก polyamide และ PET จึงเหมาะท่ีจะนํามาทํา
เคร่ืองนุงหม. 
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การปรับปรุงคณุภาพและการผสม 
การวิจัยและพัฒนา PTT  ท่ีผานมามุงเนนในการทําเปนเสนใย PTT สามารถปนใหเปน

เสนดายและดึงดวยความเร็วสูงได,  สามารถนํามาใชประโยชนไดอยางหลากหลาย เชน ผลิตเปนชุด
กีฬา,  ชุดท่ีเนนความคลองตัว และเคร่ืองนุงหมอ่ืนๆ.  การผลิตสามารถใชเคร่ืองจักรท่ีใชในการ
ผลิต PET ได แตจําเปนตองรักษาความชื้นใหตํ่ากวา 30 ppm และปรับอุณหภูมิใหตํ่ากวาการผลิต 
PET.  จากสมบัติในดานความคงรูปดวยความรอนจึงทําให PTT สามารถทําเปนผาท่ีไมตองผานการ
ทอ.  การใชประโยชนจาก PTT จะขยายไปสูพลาสติกไดตอเม่ือมีเรซินมาตรฐานออกสูตลาดได
แลว.  PTT สามารถใชในการแทนท่ีพอลิเมอรชนิดอ่ืนๆได โดยเฉพาะ PLA.  บริษัท Cargill Dow 
ไดเติม PTT  ทดแทน  PLA  บางสวนเพื่อใชในการผลิตเสนใย, ทางทฤษฎีแลว PTT สามารถ
ทดแทน PLA ได 100% แตในการทางปฏิบัติยังคงมีขอจํากัดในดานราคาของ PTT เอง. 

  
การใชประโยชนในอนาคต 

การใช PTT ท่ีผานมาสวนใหญเปนการใชในการผลิตเสนใย เพื่อแปรรูปเปนส่ิงทอชนิด
ตางๆ พรม,  เส้ือผา และฟลมเพื่อใชในการผลิตภาชนะบรรจุ.  PTT สามารถเขามาแทนท่ี PET ได
บางสวน ท้ังในการผลิตภาชนะบรรจุ,  เสนใย หรือผลิตภัณฑอ่ืนๆ เชน ฟลม x-ray, เทปแมเหล็ก 
(ในวีดีโอ,  เทปคาสเซต หรือคอมพิวเตอร), ใชประโยชนอ่ืนๆ เชน Solenium ใชในการทําพื้นใน
สํานักงานและโรงพยาบาล เพื่อเพิ่มความยืดหยุน, ทนทาน และยอมเปนสีตางๆ ไดอยางรวดเร็ว.  

 
เม่ือเปรียบเทียบกับพอลิเมอรอ่ืนๆ แลว PTT ยังนับวา  เปนผลิตภัณฑใหมท่ีเพิ่งออกสู

ตลาด.  เม่ือพิจารณาจากผูผลิต PTT ยักษใหญ 2 คาย จะพบวา บริษัทเชลล มีกลุมตลาดหลักเปน
เคร่ืองใชภายในบาน โดยใชแบรนด Corterra และคาดวาแนวโนมผลิตภัณฑท่ีจะพัฒนาตอไปนาจะ
เปนการใชประโยชนในเชิงวิศวกรรม เชน การทําเปนแมพิมพเพื่อการผลิตเคร่ืองใชภายในบานและ
อิเล็กทรอนิกส ในขณะท่ีบริษัทดูปองตซ่ึงมุงเนนในการใช PTT เพื่อการผลิตเสนใยเพื่อใชในการ
ผลิตเส้ือผาเคร่ืองนุงหมภายใตแบรนด Sorna.  ดังนั้น จึงคาดวาการใชประโยชน PTT ใหมๆ คงเกิด
จาก 2 บริษัทนี้เปนหลัก. 
 
ผูผลิตเดิมและผูผลิตท่ีกําลังเกิดใหม 

ปจจุบันบริษัทดูปองตถือวาเปนผูผลิต PDO ดวยเทคโนโลยีชีวภาพเปนรายแรก โดย
โรงงานตนแบบท่ีใชในการผลิต PDO ต้ังอยูท่ีรัฐอิลลินอยส ประเทศสหรัฐอเมริกา.  เปนสถานท่ีท่ี
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บริษัทรวมทุนอยาง Tate & Lyle PLC ใชในการผลิตแปงขาวโพดท่ีใชเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิต 
PDO นั่นเอง. โรงงานตนแบบดังกลาวถูกใชในการผลิต PDO อยางตอเนื่อง. บริษัทมีแผนท่ีจะสราง
โรงงานผลิต PDO ในเชิงพาณิชยแหงแรกท่ี Tennesee ในป  ค.ศ. 2006. โรงงานท่ีใชในการสราง 
พอลิเอสเทอรจะต้ังอยูท่ี Kinston, NC, โดยถูกสรางข้ึนคร้ังแรกเพ่ือรองรับกําลังการผลิต 9,800 ตัน
ตอป คาดวาจะขยายกําลังการผลิตใหถึง 40,800 ตันตอป. โรงงานท่ี Kinston นี้มีความสามารถใน
การเปล่ียนการผลิต PTT จากปโตรเลียมมาสู PTT จากจุลินทรียไดทันที. ในป ค.ศ. 2003 บริษัทดู
ปองตไดรวมทําวิจัยกับ U.S. Department of Energy’s National Renewable Energy Laboratory 
(NREL) ดวยเงินลงทุน 7.7 ลานเหรียญสหรัฐ เพื่อพัฒนา,  สราง และทดสอบกระบวนการตนแบบ
เพื่อผลิตเคมีภัณฑมูลคาเพิ่มตางๆ ดวยกระบวนการทางชีวภาพ (รวมท้ัง PDO) จากเมล็ดพืชท่ีมีแปง
เปนองคประกอบ เชน กระแสไฟฟา และเอทานอลเกรดเช้ือเพลิงจากเปลือกขาวโพด. โครงการ
ดังกลาวเปนสวนหนึ่งของความรวมมือท่ีเรียกวา Integrated Corn-Based Bioproducts Refinery ซ่ึงมี
จํานวนเงินลงทุนท้ังหมด 38 ลานเหรีญสหรัฐ. 

  
ราคาขาย 

ราคาตลาดของ PTT ยังคงไมมี จากขอมูลของผูแทนจําหนายของดูปองต พบวา ราคาของ 
Sorona จะอยูในระดับเดยีวกับ Nylon 6 คือในชวง 1.3-1.6 ยูโร ท้ังนี้ข้ึนอยูกับประเทศและสภาวะ
ทางการตลาด ณ เวลานัน้.  

 
โครงสรางราคา 

ตนทุนในการผลิต PDO โดยใชกระบวนการหมักจากกลีเซอรอลจะอยูท่ีประมาณกิโลกรัม
ละ 1.77 ยูโร โดยประเมินจากกําลังการผลิตของโรงงานท่ี 75,000 ตันตอป, ในขณะท่ีตนทุนคา PTA 
และ DMT อยูท่ีกิโลกรัมละ 0.6 และ 0.62 ยูโร.  จะเห็นไดวา ราคาของ PDO สูงกวา PTA และ 
DMT ถึงสองเทา.   อยางไรก็ตาม ในการผลิตจะใช PDO นอยกวา PTA.  เม่ือผลิตเปน PTT แลว
พบวา ราคาของ PDO จะเทากับ 60% ของตนทุนในดานวัตถุดิบ โดยตนทุนวัตถุดิบอยูท่ี 1.14 ยูโร
ตอกิโลกรัม PTT . 

  
 1.2 วัตถุประสงค 
   เพื่อผลิตสารมูลคาเพิ่มจากผลพลอยไดของกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยการผาน
กระบวนการทํางานของจุลินทรีย.  
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1.3 ขอบเขตการศึกษาวิจัย  
  1.3.1 การคัดเลือกกลุมเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพในการใชกลีเซอรอลดิบเปนแหลงพลังงานใน
การเจริญเติบโต และผลิตสารมูลคาเพิ่ม. 
  1.3.2 การคัดแยกและการจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพ. 
  1.3.3 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสายพันธุคัดเลือก.  
  1.3.4 การทดลองออกแบบอปุกรณและวิธีการสังเคราะหสารพอลิเอสเทอรจาก PDO. 

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
  1.4.1 เพื่อไดสายพันธุแบคทีเรียและสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสาร PDO. 
  1.4.2  ไดกระบวนเบื้องตนการในการพัฒนาสารมูลคาเพิ่มท่ีไดจากกระบวนการผลิตทาง
ชีวภาพเปนผลิตภัณฑตนแบบ. 
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2. วัสดุ อุปกรณและวธิีการ 
 

2.1 เชื้อจุลินทรีย 
 2.1.1  น้ําท้ิงจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ของฝายพลังงาน, วว. คร้ังท่ี 1 (เช้ือกลุม A). 
 2.1.2  น้ําท้ิงจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ของฝายพลังงาน, วว. คร้ังท่ี 2 (เช้ือกลุม B). 

 2.1.3  น้ําท้ิงจากการผลิตน้ํามันปาลมจากโรงงานชุมพรอุตสาหกรรมน้ํามันปาลม (เช้ือกลุม C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1.  แหลงเชื้อจุลินทรียท่ีใชในการคัดแยกกลุมเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพ 
ในการใชกลีเซอรอลดิบเปนแหลงพลังงานในการเจริญเติบโต. 

 
2.2  อุปกรณ อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
 2.2.1 งานวิจัยทางจุลชีววิทยา 
 อุปกรณ 
 2.2.1.1 Eppendorf tube ขนาด 1.5 ml. 
 2.2.1.2 Micropipette ขนาดตางๆ ต้ังแต 20 μl - 1000 μl  
 2.2.1.3 Vortex mixer (Vision) รุน KMC-1300V 
 2.2.1.4 เคร่ืองช่ังทศนิยม 3 ตําแหนง (Sartorius) รุน BA 310S 
 2.2.1.5 หองบมเช้ือ (ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 อาศาเซลเซียส) 

A CBA CB
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 2.2.1.6 หมอนึง่ฆาเช้ือดวยไอน้ํา (Yamato) รุน SP 300 
 2.2.1.7 เคร่ืองเขยา (Lab line) รุน LED orbit shaker 
 2.2.1.8 ตูปลอดเช้ือ (Faster) รุน Bio48  
 2.2.1.9 Stereomicroscope (Olympus) รุน SZ30 
 2.2.1.10 กลองจุลทรรศน (Olympus) รุน BX60 
 2.2.1.11 เคร่ืองวัดคาการดดูกลืนแสง (Secomam) รุน UVIKON 2  
 2.2.1.12 เคร่ืองเหวีย่งแยกควบคุมอุณหภูมิ (Tomy) รุน MRX-150  
 2.2.1.13 pH meter (Cyberscan) รุน 10 

2.2.1.14 อุปกรณอ่ืนๆ เชน เคร่ืองแกวตางๆ (Duran bottles, test tubes, beaker,  
cylinder เปนตน), เข็มเข่ียเช้ือ, anaerobic jar ฯลฯ 
 
 อาหารเล้ียงเชือ้และสารเคมี  
 2.2.1.15 อาหารเล้ียงเช้ือสําเร็จรูป Nutrient Agar ; NA (Merck)  
 2.2.1.16 อาหารเล้ียงเช้ือสําเร็จรูป Nutrient Broth ; NB (Difco)  
 2.2.1.17 อาหารเล้ียงเช้ือสําเร็จรูป Yeast Malt Agar ; YM 
 2.2.1.18 อาหารทดสอบสูตร T-medium; TM 
 2.2.1.19 อาหารทดสอบสูตร Enterobacterium ;ENT 
 2.2.1.20 กลีเซอรอลดิบ ; CG 
 2.2.1.21 กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 99.99% ; PG (Ajax Finechem) 
 2.2.1.22 สียอมแกรม (Merck) 
 
 2.2.2 งานวิจัยทางทางพันธุวิศวกรรม 
 อุปกรณ 
 2.2.2.1 Eppendorf tube ขนาด 1.5 ml. 
 2.2.2.2 Thin wall PCR tube ขนาด 0.2 ml 
 2.2.2.3 Micropipette ขนาดตางๆ ต้ังแต 2 μl – 1000 μl 
 2.2.2.4 Vortex mixer (Vortex-genic2) รุน G-560E 
 2.2.2.5 Heating block (Boekel) รุน 02051 
 2.2.2.6 Water bath (Yamato) รุน BT100   
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 2.2.2.7 ไมจิ้มฟนท่ีปราศจากเช้ือ  
 2.2.2.8 เคร่ืองช่ังทศนิยม 3 ตําแหนง (Sartorius) รุน BA 310S 
 2.2.2.9 เตาไมโครเวฟ (Hitachi) รุน MR-6400   
 2.2.2.10 ชุดทํา electrophoresis ของ DNA ซ่ึงประกอบดวย gel chamber  
และ power supply 
 2.2.2.11 GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems) 
 2.2.2.12 High speed refrigerated microcentrifuge 
 2.2.2.13 ABI Prism® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) 
 2.2.2.14 Gel documentation 
 
 สารเคมีท่ีใช    
 2.2.2.15  เอนไซม lysozyme (Pharmacia Biotech, USA.) 
 2.2.2.16  เอนไซม proteinase K (SIGMA, USA.) 
 2.2.2.17  TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8.0)  
 2.2.2.18  10 % sodium dedocyl sulfate (SDS) 
 2.2.2.19   สารละลาย phenol, saturated pH 8 
 2.2.2.20  chloroform- isoamylalcohol (อัตราสวน 24:1) 
 2.2.2.21  0.5 M sodium chloride (Merck) 
 2.2.2.22  absolute ethanol (Merck)  
 2.2.2.23  deionized water 
 2.2.2.24  agarose (Promega, USA) 
 2.2.2.25  gel star (Promega., USA) 
 2.2.2.26  6x loading dye (0.25% bromphenol blue, 40% sucrose: SIGMA, USA.) 

 2.2.2.27  standard marker: l DNA ท่ีตัดดวย  HindIII และ Eco RI (Qiagen, USA) 
 2.2.2.28  Takara Ex Taq kit (Takara, Japan) ประกอบดวย 10x Takara Ex Taq buffer,  
2.5 mM  dNTPs mix และ Takara Ex Taq polymerase 
 2.2.2.29  ABI PrismาBig Dye® Terminator v 3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit 
 2.2.2.30   3 M sodium acetate pH 4.6 
 2.2.2.31  95% ethanol (Merck) 
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 2.2.2.32  70% ethanol (Merck)  
 2.2.2.33  Template Suppression Reagent (TSR; Applied Biosystems)  
 2.2.2.34  Performance Optimized Polymer 6 (POP-6; Applied Biosystems)  
 2.2.2.35  Primers ท่ีใชสําหรับการเพ่ิมปริมาณ 16S rDNA และการหาลําดับเบสของ 16S 
rDNAของแบคทีเรียมี 2 ชนดิ ดังแสดงในตารางท่ี 1. 
 
ตารางท่ี 1.  ชนิดของ primers ท่ีใชในงานวิจัย 
 

Primers ตําแหนงบน 16S rDNA* ลําดับเบส 
BF1 9-26 5’-GAGTTTGATCATGGCTCAG-3/ 
BR1 1510-1491 5/-CGCTTACCTTGTTAGCGACTT-3/ 

 
* เทียบจาก 16S rDNA ของ Escherichia coli (ภาคผนวก ก.) 

 
 2.2.3 งานวิเคราะหทางเคมี 
  2.2.3.1  การวิเคราะหหาปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ   
 อุปกรณ 
 1) pH meter (Cyberscan) รุน 10 
 2) เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง (Sartorius) รุน A 200S 
 3) Micropipette ขนาดตางๆ ต้ังแต 20 μl - 1000 μl  
 4) อุปกรณเคร่ืองแกวตางๆ สําหรับการไทเทรต 
 สารเคมีท่ีใช 
 1) สารละลายเอทิลีนไกลคอล (Ethylene glycol) 
 2) สารละลายกรดซัลฟวริก   
 3) สารละลายโซเดียมฟอรเมต (Sodium formate, NaCHO2)  
 4) สารละลายโซเดียมเพอริโอเดต (Sodium metaperiodate, NaIO4) 
 5) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide, NaOH)  
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  2.2.3.2 การวิเคราะหปริมาณสารมูลคาเพิม่ท่ีแบคทีเรียผลิตขึ้น 
 อุปกรณ 
 1) High Performance Liquid Chromatography; HPLC (Shimadzu) รุน LC-10 AD series 
 2) Aminex®HPX-87H ขนาด 7.8x300 มิลลิเมตร   
 3) เคร่ือง Ultrasonic (Crest) รุน 575DAE 
 4) ชุดกรอง (Sartorius) รุน 16309 
 สารเคมีท่ีใช 
 1) Sulphuric acid (Merck) 
 2) Methanol (HPLC grade)   
 

2.3 วิธีการ 
 2.3.1 การวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิในกลีเซอรอลดิบ  
 กลีเซอรอลดิบท่ีใชในการทดลองท้ังหมดไดรับจากฝายส่ิงแวดลอมนิเวศนวิทยาและ
พลังงาน, วว. นํามาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตํ่า (4 องศาเซลเซียส)  และท่ีอุณหภูมิหอง (ในท่ีมืด). 
จากนั้น ทําการวิเคราะหหาปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ เดือนละ 1 คร้ัง เปนเวลา 6 เดือน, โดยทําการ
วิเคราะหตามวิธีมาตรฐานการวิเคราะหกลีเซอรอลในระดับอุตสาหกรรม International Standard 
ISO 2879. Glycerine for industial use – Determination of glycerol content – Titrimetric method 
ดังนี้ : 
 1) ช่ังน้ําหนักตัวอยางกลีเซอรีน 0.5000 ± 0.0001 กรัม โดยใชเคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง
แลวเติมน้ํากล่ันใหมีปริมาตร 250 มิลลิลิตร.   
 2) ปรับคาความเปนกรด- เบส (pH) ของสารละลายดวย โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
0.05 นอรแมล ใหมีคาความเปนกรด-เบส เทากับ 7.9±0.1 ดวยเคร่ือง pH-meter. 
 3) เติมสารละลายโซเดียมเพอริโอเดต (N2IO4) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากน้ันเก็บในที่มืด
เปนเวลา 30 นาที แลวเติม สารละลายเอทิลีนไกลคอล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เก็บในท่ีมืดเปนเวลา 
20 นาที.  
 4) เติมสารละลายโซเดียมฟอรเมต (NaCHO2) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวนําไปไทเทรต กับ
สารละลายโซเดียมโฮดรอกไซด ความเขมขน 0.125 นอมัล จนไดคาความเปนกรด-เบส (pH) 
7.9±0.2 บันทึกปริมาตรท่ีใช.  
 5) สําหรับตัวเปรียบเทียบ (blank) ไมตองช่ังสารตัวอยาง ใหทําตามข้ันตอนเดียวกัน.  
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 6) คํานวณปริมาณกลีเซอรอลในหนวยรอยละโดยนํ้าหนัก ตามสูตรดังนี้ คือ : 

2v-1v ×0.125×0.0921×
m

100 =1.151× m
2v-1v

    โดย 

V1 คือ ปริมาตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.125 นอรแมล  
ท่ีใชไทเทรตกับสารตัวอยาง (มิลลิลิตร), 
  V2 คือ ปริมาตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.125 นอรแมล  
ท่ีใชไทเทรตกับตัวเปรียบเทียบ (มิลลิลิตร), 
 m  คือ  น้ําหนักของสารตัวอยาง (กรัม). 
 
 2.3.2  การคัดเลือกเชื้อกลุมท่ีมีประสิทธิภาพในการใชกลีเซอรอลเปนแหลงพลังงานในการ
เจริญเติบโต 
 นํากลุมเช้ือ A, B, และ C มาบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร TM และ ENT ท่ีมี PG และ CG 
ความเขมขน 1, 5, 10, 20 และ 50% โดยนํ้าหนัก.  ทําการทดลองในหลอดทดลองขนาด 4 แดรม 
โดยมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 10 มิลลิลิตร,  บมเล้ียงท่ีสภาวะแบบ Facultative ท่ีอุณหภูมิ 37oซ. 
เปนเวลา 14 วนั. โดยทําการทดลอง 3 ซํ้าตอ 1 แผนการทดลอง,  สังเกตการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึน
ดวยตาเปลา และวิเคราะหหาปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือดวยเคร่ืองวิเคราะห HPLC. 
 
 2.3.3 การทดสอบความสามารถของกลุมเชือ้ในการผลิตสารมูลคาเพิ่มจากกลีเซอรอลดิบ 
 นํากลุมเช้ือ A, B, และ C มาบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร TM และ ENT ท่ีมี CG 10 และ 
20% โดยนํ้าหนัก.  ทําการทดลองในหลอดทดลองขนาด 4 แดรม โดยมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 
10 มิลลิลิตร,  บมเล้ียงท่ีสภาวะแบบ Facultative ท่ีอุณหภูมิ 37oซ. เปนเวลา 5 วัน, โดยทําการทดลอง 
3 ซํ้าตอ 1 แผนการทดลอง.  ทําการวิเคราะหหาปริมาณ 1,3-propanediol (1,3-PD) ท่ีแตละกลุมเช้ือ
ผลิตไดท่ีเวลาการทดสอบ 3 และ 5 วัน ดวยเคร่ืองวิเคราะห HPLC. 
 
 2.3.4 การทดสอบประสิทธิภาพของกลุมเชือ้คัดเลือกในการผลิตสาร 1,3-PD จากกลีเซอรอลดิบ
ท่ีความเขมขน 1, 5, 10, 20 และ 50%  
 คัดเลือกกลุมเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการผลิตสาร 1,3-PD มาบมเล้ียงบนอาหาร
ทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 1% โดยนํ้าหนัก.  จากนั้น นํามาทดสอบประสิทธิภาพการผลิต 1,3-PD 
ในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 1, 5, 10, 20 และ 50% โดยนํ้าหนัก. ทําการทดลองในหลอด
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ขนาด 8 แดรม โดยมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 10 มิลลิลิตร, บมเล้ียงท่ีสภาวะแบบ Facultative ท่ี
อุณหภูมิ 37oซ. เปนเวลา 5 วัน, โดยทําการทดลอง 3 ซํ้าตอ 1 แผนการทดลอง. จากนั้น ทําการ
วิเคราะหหาปริมาณ 1,3-PD ท่ีกลุมเช้ือคัดเลือกผลิตไดท่ีเวลาการทดสอบ 1, 2, 3 และ 5 วัน ดวย
เคร่ืองวิเคราะห HPLC. 
 
 2.3.5 การคัดแยกสายพันธุจากกลุมเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพ 
 นํากลุมเช้ือคัดเลือกมาบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 10% โดยนํ้าหนัก เปน
เวลา 1 คืน กอนท่ีจะนํามาคัดแยกสายพันธุบนอาหาร NA ดวยวิธีการ Spread plate เม่ือคัดแยกได
สายพันธุบริสุทธ์ิแลว ทําการศึกษาลักษณะและตรวจสอบการติดสีแกรม จากน้ัน นําสายพันธุ
แบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคัดแยกไดท้ังหมดเก็บรักษาไวในอาหารสําเร็จรูปสูตร NA ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส.  
 
 2.3.6 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสายพนัธุท่ีคัดแยกได 

2.3.6.1 การผลิตสารมูลคาเพิม่ของสายพันธุแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดในอาหารทดสอบ 3 ชนิด 
 นําสายพันธุแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดท้ังหมดมาทดสอบประสิทธิภาพการผลิตสารมูลคาเพิ่ม
ในอาหารทดสอบ 3 ชนิด คือ ENT, TM, TY ท่ีมี CG 10 % โดยนํ้าหนัก ในหลอดทดลองขนาด 8 
แดรม, โดยมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 10 มิลลิลิตร, บมเล้ียงในสภาวะ Facutative ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน, โดยทําการทดลอง 3 ซํ้าตอ 1 แผนการทดลอง. จากนั้น ทําการ
วิเคราะหหาปริมาณสารมูลคาเพิ่ม (ไดแก 1,3-PD  และ succinic acid) ท่ีท่ีแตละสายพันธุผลิตได 
และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือ ดวยเคร่ืองวิเคราะห HPLC. 
 
  2.3.6.2 การผลิตสารมูลคาเพิม่ของแบคทีเรียสายพนัธุคัดเลือก ในระดับการผลิตท่ีสูงขึน้ 
 นําแบคทีเรียสายพันธุ ท่ี มีประสิทธิภาพสูงสุดในการผลิตสารมูลคาเพิ่ม  มาศึกษา
ประสิทธิภาพในระดับการผลิตท่ีสูงข้ึน โดยทําการบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 
10% โดยนํ้าหนัก, ในขวดรูปชมพู (Erlenmeyer Flask) ขนาด 125 มิลลิลิตร, โดยมีปริมาตรอาหาร
สุดทายเปน 45 มิลลิลิตร,  ทําการทดลอง 3 ซํ้า ตอ 1 แผนการทดลอง, บมเล้ียงใน 3 สภาวะทดสอบ 
คือ Aerobe, Anaerobe และFacultative, ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน.  ทําการ
วิเคราะหปริมาณสารมูลคาเพิ่มท่ีได และปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือทุก 24 ช่ัวโมง ดวย
เคร่ืองวิเคราะห HPLC.  
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  2.3.6.3 สภาวะการเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมในการผลิตสารมูลคาเพิ่มของแบคทีเรียสายพนัธุ
คัดเลือก  
 นําแบคทีเรียสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการผลิตสารมูลคาเพิ่ม มาศึกษาสภาวะการ
เพาะเล้ียงท่ีเหมาะสม โดยทําการบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG  10% โดยนํ้าหนัก, 
ในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร, โดยมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 45 มิลลิลิตร, บมเล้ียงใน 3 
สภาวะทดสอบ คือ Aerobe, Anaerobe และFacultative ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน, 
ทําการทดลอง 3 ซํ้า ตอ 1 แผนการทดลอง. วิเคราะหปริมาณสารมูลคาเพิ่มท่ีได และปริมาณ         
กลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือทุก 4 ช่ัวโมง ดวยเคร่ืองวิเคราะห HPLC.  
 
 2.3.6.4 การผลิตสารมูลคาเพิม่จากกลีเซอรอลดิบท่ีความเขมขน1, 5, 10, 20 และ 50%  
โดยแบคทีเรียสายพันธุคดัเลือก 
 นําแบคทีเรียสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการผลิตสารมูลคาเพิ่ม มาบมเล้ียงใน
อาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 1, 5, 10, 20 และ 50% โดยนํ้าหนัก, ในขวดรูปชมพูขนาด 125 
มิลลิลิตร, โดยมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 45 มิลลิลิตร, บมเล้ียงในสภาวะ Aerobe ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน, ทําการทดลอง 3 ซํ้า ตอ 1 แผนการทดลอง. วิเคราะหปริมาณสาร
มูลคาเพิ่มท่ีได และปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือทุก 4 ช่ัวโมง ดวยเคร่ืองวิเคราะห HPLC.  

 
 2.3.7 การจัดจําแนกสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพโดยใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม 
 2.3.7.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย  
 นําเช้ือแบคทีเรียสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพมาเล้ียงบน Lauria-Bertanii (LB) agar (Difco) 
จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 - 24 ช่ัวโมง. 
 
 2.3.7.2 การแยกโครโมโซมของแบคทีเรีย 
 (1) ใชไมจิ้มฟนท่ีปราศจากเช้ือ เข่ียโคโลนีของเช้ืออายุ 16 - 24 ช่ัวโมง ใสลงใน Eppendorf 
tube ท่ีมีสารละลาย lysis buffer (TE buffer, 8 mg/ml lysozyme) อยู 400 ไมโครลิตร, ปนดวย 
vortex mixer 30 - 60 วินาที.  จากนั้นนํา Eppendorf tube ไปบมใน heating block ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 - 60 นาที. 
 (2) เม่ือครบเวลาบมจึงเติม 10% SDS ปริมาณ 64.8 ไมโครลิตร และเอนไซม Proteinase K 
(ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาณ 21.7 ไมโครลิตร ลงใน Eppendorf tube, ปดฝาให
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สนิทแลวพลิกหลอด Eppendorf tube กลับไปมาเบาๆ 4 - 5 คร้ัง.  จากนั้นนําไปบมตอใน water bath 
ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง, ระหวางนั้นใหพลิกหลอดกลับไปมาเบาๆ 4 - 5 
คร้ังทุก ๆ 10 นาที,  จะสังเกตเห็นสารละลายมีลักษณะใส. 
 (3) สกัดโปรตีนออกโดยเติมฟนอล ปริมาณ 400 ไมโครลิตร ลงใน Eppendorf tube พลิก
กลับไปมาเบาๆ.  แลวนําไปปนท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที.   ดูดสารละลายสวนใสดานบน (supernatant) ใสใน Eppendorf tube หลอดใหมแลว
สกัดซํ้าดวยฟนอลอีกคร้ัง. 
 (4) สกัดซํ้าดวยสารละลาย chloroform-isoamylalcohol แลวดูดสารละลายสวนใสดานบน
ใสใน Eppendorf tube หลอดใหม.  
 (5) ตกตะกอนโครโมโซม โดยเติม 5 M NaCl ปริมาณ 5 ไมโครลิตรตอสารละลายสวนใส 
100 ไมโครลิตร และเติม absolute ethanol ซ่ึงแชเย็นไวท่ี –20 องศาเซลเซียส ลงไป 2 เทาของ
ปริมาตรสารละลายสวนใสท่ีมีอยู, พลิก Eppendorf tube กลับไปมาเบาๆ   แลวนําไปแชท่ีอุณหภูมิ  
–20 องศาเซลเซียส เปนเวลาไมตํ่ากวา 16 - 18 ช่ัวโมง. 

 (6) ตกตะกอนโครโมโซม โดยการปนท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 - 45 นาที,  จากนั้นเทสารละลายสวนใสท้ิง.  
  (7) ลางตะกอนโครโมโซมดวย 70% ethanol ปริมาณ 500 ไมโครลิตร แลวปนท่ีความเร็ว
รอบ 14,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที, เทสารละลายสวนใสท้ิง 
แลวนํา Eppendorf tube ไปบมใน heating block ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 5 นาทีหรือ
จนตะกอนโครโมโซมแหง. 

 (8) ละลายโครโมโซมใน deionized water ท่ีปราศจากเช้ือปริมาณ 20-35 ไมโครลิตร, 
นําไปบมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาทีเพื่อเรงการละลายของ
ตะกอนโครโมโซมใหสมบูรณเร็วข้ึน. จากนั้นทําการวิเคราะหคุณภาพและปริมาณของโครโมโซม
ท่ีสกัดไดดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ภาคผนวก ข.) เก็บสารละลายโครโมโซมท่ีเตรียม
ไดไวท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใชงาน. 

 
 2.3.7.3 การเพิ่มจํานวน 16S rDNA โดยใชเทคนิค PCR 
 (1) เตรียม PCR reation/tube ดังตอไปนี ้
 - 10x Takara Ex Taq buffer   5  μl  
 - 0.25 mM dNTPs mix               4  μl  
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 - Primer 1 (20 mM)                             1  μl  
 - Primer 2 (20 mM)             1  μl  
 - deionized water                    28.75  μl  
 - Takara Ex Taq DNA polymerase      0.25  μl  
   ปริมาตรสุทธิ          40  μl  
 
 (2) จากนั้นเติม DNA template ลงในแตละ PCR tube หลอดละ 1 - 10 ไมโครลิตร แลวแต
ความเขมขนของสารละลายโครโมโซมตัวอยาง.  นํา PCR tubes ท่ีมีสวนประกอบดังกลาวไปเขา
เคร่ือง DNA thermal cycle เพื่อเพิ่มปริมาณ 16S rDNA โดยต้ังโปรแกรมไวดังนี้ :- 
 (a) Initial Denaturation step 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วินาที. 
 (b) 30 cycles ของ 
 -  Denaturation step  94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วินาที. 
 -  Anealing step   55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที. 
 -  Elongation step   68 องศาเซลเซียส เปนเวลา   2 นาที. 
 -  Final elongation   72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที. 
 
 (3) เม่ือส้ินสุดกระบวนการ นํา PCR product ปริมาตร 5 ไมโครลิตร มาวิเคราะหดวย 
เทคนิค agarose gel electrophoresis. 
  
 2.3.7.4 การทํา PCR products ใหบริสุทธ์ิ  (PCR purification) 
 นํา PCR products มาทําใหบริสุทธ์ิ โดยใช PCR purification kit (Qiagen) เพื่อใหได PCR 
products ท่ีมีความบริสุทธ์ิเหมาะแกการใชเปน template ในการหาลําดับเบส.  จากนั้น elute PCR 
products ออกจาก column ดวย deionized water ท่ีปราศจากเช้ือ ปริมาณ 20 - 30 ไมโครลิตร ข้ึนอยู
กับความเขมขนของ PCR products. 
 
 2.3.7.5 การหาลําดับเบสของ 16S rDNA โดยใชเคร่ืองหาลําดับเบสอัตโนมัติ 
 (1) การเตรียม reaction mixture สําหรับ Cycle sequencing ในแตละ reaction ประกอบดวย 
 Terminater Ready Reaction mix   8 ไมโครลิตร. 
 DNA template (PCR Product)                  1-100 นาโนกรัม. 
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 primer (3.2 pmol)     1 ไมโครลิตร. 
 ปรับปริมาตรสุทธิดวย  deionized water เปน  20 ไมโครลิตร. 
 (2) โปรแกรมท่ีใชในการทํา Cycle sequencing ประกอบดวย 25 cycles ของ 
 - Denaturation    95 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 วินาที. 
 - Annealing       50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา   5 วินาที. 
 - Extension       60 องศาเซลเซียส  เปนเวลา   4 นาที. 
 (3) กําจัด Dye สวนเกินออกโดยดูด PCR product ใสลงใน eppendorf tube ใหม จากนั้น
เติม ethanol/sodium acetate ลงไป 80 ไมโครลิตร แลวท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที, 
กอนท่ีจะนําไปปนท่ีความเร็ว 14000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที.   
 (4) เทสารละลายสวนใสท้ิง แลวเติม 70 % ethanol ปริมาณ 250 ไมโครลิตร ปนดวย vortex 
mixer 30 - 60 วินาที กอนท่ีจะนําไปปนท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที. เท
สารละลายสวนใสท้ิง แลวทําใหตะกอนแหงท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ใน heating block เปน
เวลา 1 นาที.   
 (5) เติม TSR 12-25 มิลลิลิตร ลงใน Eppendorf tube แลวปนดวย vortex mixer. จากนั้นถาย
สารละลายลงหลอด septa ขนาด 0.5 มิลลิลิตร,  นําไปใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 นาที,  แลวนําไปแชในน้ําแข็ง จากนั้นปนดวย vortex mixer แลวนําไปปนท่ี 14,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 5 - 10 วินาที,  ใสหลอด septa เขาในเคร่ือง ABI Prism® 310 Genetic Analyzer 
เพื่อทําการหาลําดับเบส. 
 
  2.3.7.6 การวิเคราะหขอมูล  
 นําลําดับเบสท่ีไดของแตละเช้ือมาทําการเปรียบเทียบกับลําดับเบสของเช้ือท่ีทราบชนิดแลว
ในฐานขอมูลตางๆ ท่ีมีอยู, โดยใช Nucleotide-nucleotide BLAST ของ NCBI ผาน 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. 

 
 2.3.8 สภาวะการวิเคราะหปริมาณสารประกอบมูลคาเพิ่ม (ไดแก PDO  และ succinic acid) และ
ปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือ 
 - Mobile phase: 0.01 N Sulfuric acid ใน Mille-Q.  
 - อัตราการไหล: 0.55 มิลลิลิตรตอนาที และปริมาณท่ีฉีด : 10 ไมโครลิตร ท่ี RI detector. 
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 2.3.9 การออกแบบอุปกรณและวิธีการสังเคราะหสารพอลิเอสเทอรจาก PDO  
 2.3.9.1 ขั้นตอนท่ี 1  การทํา Esterification 
 (1) ช่ัง 1 ,3 – Propanediol ,  Succinic acid  และTitanium ( IV )n – butoxide ปริมาณ 85.4 , 
118.7 และ 0.1031 กรัม ตามลําดับใน Beaker ขนาด 250 มล.  
 (2) บรรจุสารเคมีขอ (1) ลงในขวดกนกลมขนาด 1000 มล.  
 (3) ติดต้ังเคร่ืองมืออุปกรณ ดังแสดงในรูปท่ี 2. 
 (4) กวนของผสมในขวดขอ (2) ดวยชุดเครื่องกวนท่ีความเร็ว 500 รอบตอนาที พรอมกับ
ผานแกสอารกอนเขาไปตลอดระยะเวลาของการทดลองเพื่อไลแกสออกซิเจนออก. 
 (5) ใหความรอนแกของผสมในขวดขอ (4) อยางชาๆ จนอุณหภูมิข้ึนสูงถึง 190 oซ. 
 (6) ปลอยใหของผสมในขวดขอ (5) ทําปฏิกิริยา ท่ีอัตราการกวนของของผสม และอุณหภมิู
คงท่ีท่ี 500 รอบตอนาที และ 190 oซ. ตามลําดับ จนกระท่ังไอน้ําท่ีเกิดจากปฏิกิริยา เกิดการ
ควบแนนผาน condenser  กลายเปนหยดน้ําจนหมด. 
 2.3.9.2 ขั้นตอนท่ี 2  การทํา Polycondensation 
 (1) Valve เพื่อหยุดการจายแกสอารกอน ในขวดขอ (6)  ในข้ันตอนท่ี 1.  
 (2) เติม Polyphosphoric acid ปริมาณ 0.0866 กรัม ลงในขวด. 
 (3) ดูดแกสภายในขวดออกดวย Vacuum pump อยางชาๆ. 
 (4) เพิ่มความเร็วการกวนใหเปน 720 รอบ / นาที ท่ีอุณหภมิู 230 oซ. เปนเวลา 60 นาที. 
 (5) ลางสารพอลิเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดดวยเมทานอล  และแยกสารออกโดยการกรอง
ดวยกระดาษกรอง. 
 (6)  บด และลางสารพอลิเอสเทอรท่ีไดดวยเมทานอล แลวแยกออกดวยการกรองอีกคร้ัง
หนึ่ง. 
 (7) ผ่ึงพอลิเอสเทอร ท่ีสังเคราะหได ใหแหงบนกระจกนาฬิกา.  
 (8) เก็บตัวอยางพอลิเอสเทอรท่ีผ่ึงแหงไวในถุงพลาสติกท่ีปดปากถุงไดสนิท เพื่อการใช
งานข้ันตอไป. 
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รูปท่ี 2.  การตดิตัง้เคร่ืองมืออุปกรณสําหรับขั้นตอนการทํา Esterification และ Polycondensation 
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3. ผลการทดลอง และวิจารณ 
 

3.1 การวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธิ์ในกลีเซอรอลดิบ  
 จากการทดลองเก็บรักษากลีเซอรอลดิบชุดท่ีนํามาใชในการทดลองท้ังหมดท่ีอุณหภูมิตํ่า (4 
องศาเซลเซียส) และท่ีอุณหภูมิหอง (ในท่ีมืด) เปนเวลา 6 เดือนนั้น พบวา สามารถท่ีจะเก็บไวท่ี
อุณหภูมิหองไดเปนเวลาอยางนอย 6 เดือน. โดยผลการวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิในกลี 
เซอรอลดิบ (โดยวิธีการไทเทรต) ดังแสดงในตารางท่ี 2. 
 
ตารางท่ี 2.  ปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิในกลีเซอรอลดิบเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

และอุณหภูมิหองในระยะเวลา 5 เดือน  

  

3.2 การคัดเลือกเชื้อกลุมท่ีมีประสิทธิภาพในการใชกลีเซอรอลเปนแหลงพลังงาน 
ในการเจริญเติบโต 
 ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการใชกลีเซอรอลเปนแหลงพลังงานในการเจริญเติบโต
ของกลุมเช้ือ A, B, C ในอาหารทดสอบสูตร TM และ ENT ท่ีมี PG และ CG ความเขมขน 1, 5, 10, 
20 และ50% โดยนํ้าหนัก พบวา เช้ือท้ัง 3 กลุม สามารถใชท้ังกลีเซอรอลดิบและกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ
เปนแหลงพลังงานในการเจริญเติบโตได.  การเปล่ียนแปลงที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา  ดัง
แสดงในตารางท่ี 3-5.   ปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือในแตละกลุมทดลองดังแสดงในตารางท่ี 

% กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ ในตัวอยางกลีเซอรอลดิบ 
ระยะเวลาการเก็บ (เดือน) 

เก็บรักษาท่ี 4oซ. เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอง 
0 45.58  45.80  
1 44.31 45.92 
2 39.23 46.38 
3 41.32 43.28 
4 46.03 43.84 
5 47.89 45.82 
6 46.15 43.17 
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6. นอกจากนี้ ผลการตรวจนับโคโลนีภายหลัง 14 วันของการบมเล้ียง พบวา ในทุกหนวยทดลองมี
ปริมาณเซลลเพิ่มข้ึน.  

3.3 การทดสอบความสามารถของกลุมเชื้อในการผลิตสารมูลคาเพ่ิมจากกลีเซอรอลดิบ 
 เม่ือนํากลุมเช้ือ A, B, และ C มาบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร TM และ ENT ท่ีมี CG 10 
และ 20% โดยนํ้าหนัก ท่ีสภาวะการบมเล้ียงแบบ Facultative ท่ีอุณหภูมิ 37oซ. เปนเวลา 5 วันนั้น 
พบวา มีกลุมเช้ือ B เทานั้นท่ีสามารถผลิตสาร 1,3-propanediol (1,3-PD) ไดต้ังแต 3 วันของการ
เพาะเล้ียง ท้ังในอาหารทดสอบท่ีมีแหลงคารบอนอ่ืนเปนองคประกอบ (อาหารพื้นฐานสูตร ENT) 
และในอาหารทดสอบท่ีไมมีแหลงคารบอนอ่ืนเปนองคประกอบ (อาหารพ้ืนฐานสูตร TM).  
ปริมาณสาร PDO ท่ีวิเคราะหไดในอาหารเล้ียงเช้ือท้ัง 2 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 7. 
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ตารางที่ 3. ผลการเปลี่ยนแปลงของอาหารที่เลี้ยงเชื้อกลุม A โดยการสังเกตดวยตาเปลา  

หมายเหตุ    ตัวเลข 1-5 แสดงระดับความขุนของอาหารเลีย้งเชื้อผสมกลีเซอรอล  
(X คือ กลีเซอรอลละลายในอาหาร, x  คือ ไมละลาย, y  คือ กลีเซอรอลเหลว, Y คือ กลีเซอรอลแข็ง, - คือไมมีตะกอน, + คือ มีตะกอน, *   คือ สีอาหารไมเปลี่ยนแปลงจากสีอาหารเดิม, ** คือ สีอาหารเปลี่ยนแปลง)  

การถายเชื้อครั้งที่ 1 ในอาหารที่มีกลีเซอรอล 6 ความเขมขน การถายเชื้อครั้งที่ 2 ในอาหารที่มีกลีเซอรอล 6 ความเขมขน 
อาหาร 

ชนิด 
กลีเซอรอล 

สัปดาห 
0% 1% 5% 10% 20% 50% 0% 1% 5% 10% 20% 50% 

1 1,**,+ 3,**,x,+ 3,**,y,+ 3,**,y,+ 3,**,y,+ **,y,- 1,*,+ 3,**,x,+ 3,**,y,+ 3,**,y,+ 4,**,y,+ **,y,- 
2 1,* *,+ 3,** ,x,+ 3,**,y,+ 4,**,y,+ 4,**,y,+ **,y,- 1,*,+ 3,**,x,+ 3,**,Y,+ 4,**,Y,+ 4,**,y,+ **,Y,- 
3 1,**,+ 4,** ,x,+ 4,**,Y,+ 4,**,Y,+ 5,**,Y,+ **,y,- 1,*,+ 4,**,x,+ 4,**,Y,+ 4,**,Y,+ 5,**,Y,+ **,Y,- 

CG 

4 1,**,+ 4,** ,x,+ 4,**,Y,+ 5,**,Y,+ 5,**,Y,+ **,Y,- 1,*,+ 4,**,x,+ 4,**,Y,+ 5,**,Y,+ 5,**,Y,+ **,Y,- 
1 1,**,+ 1,**,X ,+ 1,**,x ,+ 1,**,x ,+ 1,**,x ,+ 1,**,x ,- 1,*,+ 1,**,X ,+ 1,**,x ,+ 1,**,x ,+ 1,**,x ,+ 1,* ,X ,- 
2 1,**,+ 1,**,X,+ 1,**,X ,+ 1,**,X ,+ 1,**,X ,+ 1,**,x ,- 1,*,+ 2,**,X ,+ 2,**,X ,+ 2,**,X ,+ 1,**,X ,+ 1,* ,X ,- 
3 1,**,+ 2,** ,X,+ 2,**,X ,+ 2,**,X ,+ 1,**,X ,+ 1,**,X ,- 1,*,+ 2,**,X ,+ 2,**,X ,+ 2,**,X ,+ 1,**,X ,+ 1,* ,X ,- 

TM 

PG 

4 1,**,+ 2,**,X ,+ 2,**,X ,+ 2,**,X ,+ 2,**,X ,+ 1,**,X,- 1,*,+ 2,**,X ,+ 2,**,X ,+ 2,**,X ,+ 2,**,X ,+ 1,* ,X ,- 
1 1,* ,+ 1,* ,x,+ 2,**,x,+ 2,**,Y,+ 2,**,Y,+ **,Y,- 1,*,+ 2,**,x,+ 3,* ,Y,+ 3,**,y,+ 3,**,y,+ **,y,- 
2 1,* ,+ 2,* ,x,+ 3,**,x,+ 4,**,y,+ 4,**,y,+ **, y,- 1,*,+ 2,**,x,+ 3,**,Y,+ 4,**,Y,+ 5,**,Y,+ **,Y,- 
3 1,* ,+ 2,* ,x,+ 3,**,x,+ 5,**,Y,+ 5,**,Y,+ **,Y,- 1,*,+ 2,**,x,+ 4,**,Y,+ 4,**,Y,+ 5,**,Y,+ **,Y,+ 

CG 

4 1,* ,+ 3,* ,x,+ 4,**,x,+ 5,**,Y,+ 5,**,Y,+ **,Y,- 1,*,+ 2,**,x,+ 3,**,Y,+ 5,**,Y,+ 5,**,Y,+ **,Y,+ 
1 1,* ,+ 1,**,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,x,- 1,*,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X ,- 1,* ,X ,- 1,* ,X ,- 1,* ,x ,- 
2 1,* ,+ 1,**,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,x,- 1,*,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X ,- 1,* ,X ,- 1,* ,X ,- 
3 1,* ,+ 1,**,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X,+ 1,* ,X ,+ 1,*,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X ,- 1,* ,X,- 1,* ,X ,- 

ENT 

PG 

4 1,* ,+ 2,**,X ,+ 2,* ,X ,+ 2,* ,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,**,+ 1,* ,X ,+ 1,**,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X ,+ 1,* ,X ,- 
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ตารางที่ 4.  ผลการเปลี่ยนแปลงของอาหารที่เลี้ยงเชื้อกลุม B โดยการสังเกตดวยตาเปลา  

หมายเหตุ    ตัวเลข 1-5 แสดงระดับความขุนของอาหารเลีย้งเชื้อผสมกลีเซอรอล  
(X คือ กลีเซอรอลละลายในอาหาร, x  คือ ไมละลาย, y  คือ กลีเซอรอลเหลว, Y คือ กลีเซอรอลแข็ง, - คือไมมีตะกอน, + คือ มีตะกอน, *   คือ สีอาหารไมเปลี่ยนแปลงจากสีอาหารเดิม, ** คือ สีอาหารเปลี่ยนแปลง)  

การถายเชื้อครั้งที่ 1 ในอาหารที่มีกลีเซอรอล 6 ความเขมขน การถายเชื้อครั้งที่ 2 ในอาหารที่มีกลีเซอรอล 6 ความเขมขน 
อาหาร 

ชนิด 
กลีเซอรอล 

สัปดาห 
0% 1% 5% 10% 20% 50% 0% 1% 5% 10% 20% 50% 

1 1,**,+ 2,**,x,+ 2,**,x,+ 3,**,Y,+ 3,**,Y,+ **,Y,- 1,*,+ 2,**,x,+ 3,**,x,+ 4,**,Y,+ 3,**,Y,+ **,y,- 
2 1,**,+ 3,**,x,+ 4,**,x,+ 4,* ,Y,+ 4,* ,Y,+ * ,Y,- 1,*,+ 2,**,x,+ 4,**,x,+ 4,**,Y,+ 4,**,Y,+ **,Y,- 
3 1,**,+ 4,**,x,+ 4,**,x,+ 4,* ,Y,+ 4,* ,Y,+ * ,Y,+ 1,*,+ 3,**,x,+ 4,**,x,+ 5,**,Y,+ 5,**,Y,+ **,Y,- 

CG 

4 1,**,+ 4,**,x,+ 4,**,x,+ 5,**,Y,+ 5,**,Y,+ * ,Y,+ 1,*,+ 5,**,x,+ 5,**,x,+ 5,**,Y,+ 5,**,Y,+ **,Y,- 
1 1,**,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,* ,X,+ 1,*,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,* ,X,+ 1,* ,x,- 
2 1,**,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,* ,X,+ 1,* ,X,+ 1,* ,X,+ 1,**,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,* ,x,+ 
3 1,**,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,* ,X,+ 1,* ,X,+ 1,* ,X,+ 1,**,+ 1,**,X,+ 2,**,X,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,* ,X,+ 

TM 

PG 

4 2,**,+ 2,**,X,+ 2,**,X,+ 2,* ,X,+ 2,* ,X,+ 1,* ,X,+ 1,**,+ 2,**,X,+ 2,**,X,+ 2,**,X,+ 2,**,X,+ 1,* ,X,+ 
1 1,*,+ 3,* ,x,+ 3,* ,x,+ 3,* ,B,+ 3,* ,B,+ **,y,- 1,**,+ 2,**,x,+ 2,**,x,+ 3,**,Y,+ 3,**,Y,+ **,Y,- 
2 1,*,+ 4,* ,x,+ 4,* ,x,+ 4,* ,B,+ 4,* ,B,+ * ,Y,- 1,**,+ 3,**,x,+ 3,**,x,+ 4,**,Y,+ 3,**,Y,+ **,Y,- 
3 1,*,+ 4,* ,x,+ 5,* ,x,+ 4,* ,B,+ 4,* ,B,+ * ,Y,- 1,**,+ 3,**,x,+ 4,**,x,+ 4,**,Y,+ 4,**,Y,+ **,Y,- 

CG 

4 2,*,+ 4,* ,x,+ 5,* ,x,+ 5,* ,B,+ 5,* ,B,+ * ,Y,- 1,**,+ 4,**,x,+ 5,**,x,+ 5,**,Y,+ 5,**,Y,+ **,Y,- 
1 1,*,+ 1,* ,X,+ 1,* ,X,+ 1,* ,X,+ 1,* ,X,+ 1,* ,X,+ 1,**,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,* ,X,- 
2 1,**,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,* ,X,+ 1,* ,X,+ 1,**,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,* ,X,- 
3 2,**,+ 2,**,X,+ 2,**,X,+ 2,**,X,+ 1,* ,X,+ 1,* ,X,+ 1,**,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 1,**,X,+ 2,**,X,+ 1,* ,X,+ 

ENT 

PG 

4 2,**,+ 2,**,X,+ 2,**,X,+ 2,**,X,+ 2,* ,X,+ 1,* ,X,+ 1,**,+ 2,**,X,+ 2,**,X,+ 2,**,X,+ 2,**,X,+ 1,* ,X,+ 
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ตารางที่ 5.  ผลการเปลี่ยนแปลงของอาหารที่เลี้ยงเชื้อกลุม C โดยการสังเกตดวยตาเปลา  

หมายเหตุ    ตัวเลข 1-5 แสดงระดับความขุนของอาหารเลีย้งเชื้อผสมกลีเซอรอล 
(X คือ กลีเซอรอลละลายในอาหาร, x  คือ ไมละลาย, y  คือ กลีเซอรอลเหลว, Y คือ กลีเซอรอลแข็ง, - คือไมมีตะกอน, + คือ มีตะกอน, *   คือ สีอาหารไมเปลี่ยนแปลงจากสีอาหารเดิม, ** คือ สีอาหารเปลี่ยนแปลง

การถายเชื้อครั้งที่ 1 ในอาหารที่มีกลีเซอรอล 6 ความเขมขน การถายเชื้อครั้งที่ 2 ในอาหารที่มีกลีเซอรอล 6 ความเขมขน อาหาร ชนิด 
กลีเซอรอล สัปดาห 

0% 1% 5% 10% 20% 50% 0% 1% 5% 10% 20% 50% 
1 1,**,+ 2,**, x, + 2,**,Y, + 2,**,Y, + 2,**,Y, + **,y,+ 1,*,+ 2,**, x, + 2,**,Y, + 2,**,Y, + 3,**,Y, + **,y, + 
2 1,**,+ 2,**, x, + 2,**,Y, + 2,**,Y, + 2,**,Y,+ **,Y,+ 1,*,+ 3,**, x, + 3,**,Y, + 3,**,Y, + 5,**,Y, + **,Y, + 
3 1,**,+ 3,**, x, + 3,**,Y, + 3,**,Y, + 3,**,Y,+ **,Y,+ 1,*,+ 3,**, x, + 3,**,Y, + 3,**,Y, + 5,**,Y, + **,Y, + 

CG 

4 1,**,+ 4,**, x, + 4,**,Y, + 4,**,Y, + 4,**,Y,+ **,Y,+ 1,*,+ 4,**, x, + 4,**,Y, + 4,**,Y, + 5,**,Y, + **,Y, + 
1 1,**,+ 1,**, X,+ 1,**, X,+ 1,**, X,+ 1,**, X,+ 1,**, x,+ 1,*,- 1,**, X,+ 1,**, X,+ 1,**, X,+ 1,* , X,+ 1,* , X,- 
2 1,**,+ 1,**, X,+ 1,**, X,+ 1,**, X,+ 1,**, X,+ 1,**, x,+ 1,*,+ 1,**, X,+ 1,**, X,+ 1,**, X,+ 1,* , X,+ 1,* , X,- 
3 1,**,+ 2,**, X,+ 2,**, X,+ 2,**, X,+ 1,**, X,+ 1,**, X,+ 1,*,+ 2,**, X,+ 2,**, X,+ 2,**, X,+ 2,* , X,+ 1,* , X,- 

TM 

PG 

4 1,**,+ 2,**, X,+ 2,**, X,+ 2,**, X,+ 1,**, X,+ 1,**, X,+ 1,*,+ 2,**, X,+ 2,**, X,+ 2,**, X,+ 2,* , X,+ 1,* , X,- 
1 1,* ,+ 2,* , x, + 2,* , y, + 3,* ,Y, + 3,* ,Y, + **,Y,- 1,*,+ 2,*, x, + 3,*, x, + 3,* , Y, + 3,* , Y, + **,Y, + 
2 1,* ,+ 3,* , x, + 2,* , Y, + 3,* ,Y, + 3,* ,Y, + **,Y,- 1,**,+ 3,**, x, + 3,**, x, + 3,**,Y, + 4,**,Y, + **,Y, + 
3 1,**,+ 3,**, x, + 3,**,Y, + 4,**,Y, + 3,**,Y, + **,Y,- 1,**,+ 3,**, x, + 4,**, x, + 4,**,Y, + 5,**,Y, + **,Y, + 

CG 

4 1,**,+ 4,**, x, + 4,**,Y, + 5,**,Y,+ 5,**,Y,+ **,Y,- 1,**,+ 3,**, x, + 4,**, x, + 5,**,Y, + 5,**,Y, + **,Y, + 
1 1,**,+ 1,* , X, + 1,* , X, + 1,* , X, + 1,* , x, - 1,* , x, - 1,**,+ 1,* , X,+ 1,* , X,+ 1,* , X,- 1,* , X,- 1,* , x,- 
2 1,**,+ 1,* , X, + 1,* , X, + 1,* , X, + 1,* , X, + 1,* , x, - 1,**,+ 1,* , X,+ 1,* , X,+ 1,* , X,+ 1,* , X,- 1,* , x,- 
3 1,**,+ 1,* , X, + 1,* , X, + 1,* , X, + 1,* , X, + 1,* , X, - 1,**,+ 2,* , X,+ 2,* , X,+ 2,* , X,+ 1,* , X,+ 1,* , X,- 

ENT 

PG 

4 2,**,+ 2,**,X, + 2,**,X, + 2,**,X, + 1,* , X, + 1,* , X, + 1,**,+ 2,* , X,+ 2,* , X,+ 2,* , X,+ 1,* , X,+ 1,* , X,- 
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ตารางที่ 6.  เปอรเซ็นตกลีเซอรอลบริสุทธิ์คงเหลือในกลุมทดลอง 
 

กลุมทดลอง % PG คงเหลือ TM -1% TM -5% TM -10% TM -20% ENT-1% ENT-5% ENT-10% ENT-20% 

PG 33 81 81 68 87 26 81 86 

เชื้อกลุม  A CG 36 25 17 19 28 61 65 30 

PG 81 73 69 92 32 78 68 81 

เชื้อกลุม B CG 36 10 11 6 65 20 31 7 

PG 100 56 75 82 17 93 92 84 

เชื้อกลุม C CG 36 3 9 3 100 1 23 25 
 

ตารางที่ 7.  เปอรเซ็นตของ 1,3-propanediol (1,3-PD) ที่แตละกลุมเชื้อผลิตไดที่เวลาการทดสอบ 3 และ 5 วัน 
  

กลุมทดลอง % PG เริ่มตน TM-T3 TM-T5 ENT- T3 ENT- T5 
10 * 0 * *  

เชื้อกลุม A 
20 * * * * 
10 0.789 1.127 1.108 1.134  

เชื้อกลุม B 20 * * 1.791 2.120 
10 * 0 * *  

เชื้อกลุม C 
20 * * * * 

หมายเหตุ  * หมายถึง ตัวอยางทดสอบมีลักษณะขนหนืด ไมสามารถเก็บตัวอยางมาวิเคราะหผลได 
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3.4 การทดสอบประสิทธภิาพของกลุมเชื้อคัดเลือกในการผลิตสาร 1,3-PD จาก 
กลีเซอรอลดิบท่ีความเขมขน1, 5, 10, 20 และ 50%  
 จากหัวขอกอนหนานี้ พบวา กลุมเช้ือ B มีความสามารถในการผลิตสาร PDO ไดในอาหาร
ทดสอบท้ังสูตร ENT และ TM. อยางไรก็ตาม จากผลการทดลองในตารางท่ี 6 พบวา กลุมเช้ือ B 
สามารถผลิตสาร PDO ในอาหารทดสอบสูตร ENT ไดสูงกวา ในอาหารสูตร TM. ดังนั้น ในการ
ทดลองนี้  จึงทําการทดสอบประสิทธิภาพของกลุมเช้ือ B ในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 1, 5, 
10, 20 และ 50% โดยนํ้าหนัก พบวา กลุมเช้ือ B สามารถใชกลีเซอรอลดิบไดถึง 20% เพื่อการผลิต
สาร PDO ไดหลังจากทําการเพาะเล้ียงเปนเวลา 1 วัน เปนตนไป (ตารางท่ี 8). 
 
ตารางท่ี 8.   เปอรเซ็นตของ 1,3-PD ท่ีกลุมเชื้อ B สามารถผลิตไดจากกลีเซอรอลดิบภายในเวลา 
 การทดสอบ 5 วัน 
 

ปริมาณเร่ิมตน (T0) ปริมาณ 1,3-PD ท่ีวิเคราะหได (%) 
% CG % PG T1 T2 T3 T5 

1 0.460 0.145 0.146 0.129 0.127 
5 2.300 0.488 0.521 0.537 0.570 

10 4.600 0.789 0.839 0.784 0.830 
20 9.200 1.446 1.435 1.579 1.581 
50 23.000 * * * * 

หมายเหตุ  * หมายถึง ตัวอยางทดสอบมีลักษณะขนหนืด ไมสามารถเก็บตัวอยางมาวิเคราะหผลได 

 

3.5 การคัดแยกสายพันธุจากกลุมเชื้อท่ีมีประสิทธภิาพ 
 ทําการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุเดี่ยวในกลุมเช้ือ B โดยทําการคัดแยกบนอาหารสําเร็จรูป
สูตร NA ดวยวิธีการ Spread plate,  สามารถคัดแยกได 8 สายพันธุ ใหช่ือเปน unknown (UNK) 1-8. 
จากนั้นทําการศึกษาลักษณะและตรวจสอบการติดสีแกรมของสายพันธุท้ังหมด ไดผลดังตารางท่ี 9.  
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ตารางท่ี 9.  ลักษณะของสายพันธุแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากกลุมเชื้อ B 
 

ลักษณะโคโลนี ลักษณะเซลล สายพันธุ 

ขนาด 
(ซม.) 

สี/รูปราง/มันวาว/ผิว,ขอบ/ความทึบแสง รูปราง แกรม 

UNK-1 0.3 ขาวออกเหลือง/กลม/มันวาว/เรียบ/โปรงแสง แทงสั้น + 
UNK-2 0.1 เหลือง/กลม/มันวาว/เรียบ/ใส แทง - 
UNK-3 0.05 เหลืองออกขาว/กลม/มัน/เรียบ/ทึบแสงเล็กนอย แทงสั้น + 
UNK-4 0.1 เหลือง/กลม/มันวาว/เรียบ/ใส แทง - 
UNK-5 0.3 ขาวออกเหลือง/กลม/มันวาว/เรียบ/โปรงแสง แทงสั้น + 
UNK-6 0.3 ขาวออกเหลือง/กลม/มันวาว/เรียบ/โปรงแสง แทงสั้น + 
UNK-7 0.3 เหลือง/กลม/มันวาว/ขรุขระ/ใส แทง - 
UNK-8 0.3 ขาวออกเหลือง/กลม/มันวาว/เรียบ/โปรงแสง แทงสั้น + 

 
3.6 การทดสอบประสิทธภิาพของแบคทีเรียสายพันธุท่ีคัดแยกได 
 3.6.1 การผลิตสารมูลคาเพิ่มของสายพันธุแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดในอาหารทดสอบ 3 ชนิด 
 นําสายพันธุแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดท้ังหมด 8 สายพันธุมาทดสอบประสิทธิภาพการผลิตสาร
มูลคาเพิ่มโดยการเพาะเล้ียงในอาหารทดสอบ 3 ชนิด คือ ENT, TM, TY ท่ีมี CG 10 % โดยนํ้าหนัก.  
ผลการวิเคราะหปริมาณสารประกอบมูลคาเพิ่ม (ไดแก 1,3-propanediol  และ succinic acid) ท่ีแตละ
สายพันธุผลิตได และปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือในแตละชนิดของอาหารทดสอบ ดังแสดง
ในรูปท่ี 3-6.  ผลการทดลองท้ังหมดแสดงใหเห็นวา แบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 สามารถผลิตสาร 
1,3-PD ไดสูงท่ีสุดในอาหารทดสอบสูตร ENT และ TY ในเวลาเพียง 1 วันของการบมเล้ียง แตไม
สามารถผลิตไดเลยในอาหารทดสอบที่ไมมีแหลงคารบอนอ่ืนอยู (อาหารทดสอบสูตร TM).  
ในขณะท่ี แบคทีเรียสายพันธุ UNK-1, UNK-5, UNK-6, UNK-7 และ UNK-8 สามารถผลิตสาร 
succinic acid ไดในปริมาณใกลเคียงกันในอาหารทดสอบสูตร ENT และ TY. ในขณะท่ีในอาหาร
ทดสอบสูตร TM มีเพียงแบคทีเรียสายพันธุ  UNK-7  ท่ีไมสามารถผลิตสาร succinic acid ไดเลย 
เม่ือเทียบกับอีก 4 สายพันธุที่มีประสิทธิภาพ อยางไรก็ตาม เม่ือดูจากปริมาณการผลิตสาร 1,3-PD 
ไดสูงท่ีสุดและการใชกลีเซอรอลไดดีท่ีสุด จึงไดคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 และอาหาร
ทดสอบสูตร ENT ในการทดลองในหัวขอตอไป. 
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รูปท่ี 3.  ประสทิธิภาพในการผลิตสาร1,3-propanediol ของสายพันธุแบคทีเรียจํานวน 8 สายพนัธุ

ในอาหารทดสอบ 3 ชนิด. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.  ประสทิธิภาพในการผลิตสารsuccinic acids ของสายพันธุแบคทีเรียจํานวน 8 สายพันธุใน

อาหารทดสอบ 3 ชนิด. 
 

0

0.5

1

1.5

2

UNK-1 UNK-2 UNK-3 UNK-4 UNK-5 UNK-6 UNK-7 UNK-8

0

0.4

0.8

1.2

1.6

2

UNK-1 UNK-2 UNK-3 UNK-4 UNK-5 UNK-6 UNK-7 UNK-8

0

0.5

1

1.5

2

UNK-1 UNK-2 UNK-3 UNK-4 UNK-5 UNK-6 UNK-7 UNK-8

สายพันธุแบคทีเรีย

ป
ริม
าณ

1,
3-

P
D

 ที่
ได
 (%

)

T0 T1 T3 T7

TM

ENT

TY

0

0.5

1

1.5

2

UNK-1 UNK-2 UNK-3 UNK-4 UNK-5 UNK-6 UNK-7 UNK-8

0

0.4

0.8

1.2

1.6

2

UNK-1 UNK-2 UNK-3 UNK-4 UNK-5 UNK-6 UNK-7 UNK-8

0

0.5

1

1.5

2

UNK-1 UNK-2 UNK-3 UNK-4 UNK-5 UNK-6 UNK-7 UNK-8

สายพันธุแบคทีเรีย

ป
ริม
าณ

1,
3-

P
D

 ที่
ได
 (%

)

T0 T1 T3 T7

TM

ENT

TY

0

0.2

0.4

0.6

0.8

UNK-1 UNK-2 UNK-3 UNK-4 UNK-5 UNK-6 UNK-7 UNK-8

0

0.2

0.4

0.6

0.8

UNK-1 UNK-2 UNK-3 UNK-4 UNK-5 UNK-6 UNK-7 UNK-8

0

0.2

0.4

0.6

0.8

UNK-1 UNK-2 UNK-3 UNK-4 UNK-5 UNK-6 UNK-7 UNK-8

T0 T1 T3 T7

TM

TY

ENT

0

0.2

0.4

0.6

0.8

UNK-1 UNK-2 UNK-3 UNK-4 UNK-5 UNK-6 UNK-7 UNK-8

0

0.2

0.4

0.6

0.8

UNK-1 UNK-2 UNK-3 UNK-4 UNK-5 UNK-6 UNK-7 UNK-8

0

0.2

0.4

0.6

0.8

UNK-1 UNK-2 UNK-3 UNK-4 UNK-5 UNK-6 UNK-7 UNK-8

T0 T1 T3 T7

TM

TY

ENT



 

35 

 

 
 
รูปท่ี 5.  การเปล่ียนแปลงขณะเพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพนัธุ UNK-7ในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี 

CG 10 % โดยน้ําหนัก เปนเวลา 5 วัน. 
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รูปท่ี 6.  ปริมาณกลีเซอรอลคงเหลือในอาหารทดสอบ 3 ชนิด คือ (1) ENT, (2) TM และ (3) TY  
     ท่ีเวลา 0, 1, 3, และ 7 วันของการเพาะเลี้ยงสายพันธุแบคทีเรียจํานวน 8 สายพนัธุ.  
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3.6.2 การผลิตสารมูลคาเพิ่มของแบคทีเรียสายพันธุคัดเลือก ในระดับการผลิตท่ีสูงขึ้น 
 แบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 ไดถูกคัดเลือกมาทําการทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตสาร
มูลคาเพิ่มในระดับการผลิตท่ีสูงข้ึน โดยทําการบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 10% 
โดยน้ําหนัก ในขวดรูปชมพู ขนาด 125 มิลลิลิตร,  ท่ีมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 45 มิลลิลิตร ใน 3 
สภาวะการทดสอบ คือ Aerobic, Anaerobic และ Facultative พบวา แบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 
สามารถผลิตสาร 1,3-PD  และ succinic acid ไดท่ีทุกสภาวะการเพาะเล้ียงภายในเวลา 1 วัน (ตาราง
ท่ี 10). 
 
ตารางท่ี 10. เปอรเซ็นตของสารมูลคาเพิ่มท่ีแบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 สามารถผลิตไดจากการใช 
 กลีเซอรอลดิบภายในเวลาการทดสอบ 7 วัน 
 

สารมูลคาเพ่ิมท่ีได (%) สภาวะการบมเล้ียง T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 
Anaerobic 1.66 1.69 1.67 1.65 1.67 1.68 1.68 
Facultative 1.43 1.72 1.70 1.66 1.67 1.66 1.72 

 
1,3-propanediol 

Aerobic 1.52 1.69 1.62 1.58 1.54 1.57 1.60 
Anaerobic 0.17 0.12 0.08 0.38 0.27 0.13 0.10 
Facultative 0.10 0.13 0.13 0.39 0.23 0.07 0.05 

 
Succinic acid 

Aerobic 0.13 0.04 0.00 0.02 0.03 0.04 0.03 
 

 3.6.3 สภาวะการเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมในการผลิตสารมูลคาเพิ่มของแบคทีเรียสายพันธุคัดเลือก 
 จากผลการทดลองขางตน แบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 สามารถผลิตสาร 1,3-PD และ 
succinic acid ไดท่ีทุกสภาวะการเพาะเล้ียงภายในเวลา 1 วัน.  ในการทดลองนี้ จึงทําการศึกษา
ประสิทธิภาพในรายละเอียดมากข้ึน โดยทําการบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 10% 
โดยน้ําหนักในปริมาตรอาหารสุดทาย 45 มิลลิลิตร, บมเล้ียงใน 3 สภาวะทดสอบ คือ Aerobic, 
Anaerobic และ Facultative เปนเวลา 1 วัน,   เก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหปริมาณสารมูลคาเพิ่มท่ีได
และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือ ทุก 4 ช่ัวโมง.   ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 7 
พบวา แบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 สามารถผลิตสาร 1,3-PD  และ succinic acid ไดต้ังแต 4 ช่ัวโมง
ของการบมเล้ียง และผลิตไดสูงสุดในชวง 16-24 ช่ัวโมงของการบมเล้ียงในสภาวะ Aerobic. 
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รูปท่ี 7.  รอยละของปริมาณสารมูลคาเพิ่ม (1,3-propanediol  และ succinic acid) และการลดลง 

ของปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ ใน 3 สภาวะการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ UNK-7  
 
 3.6.4  การผลิตสารมูลคาเพิ่มจากกลีเซอรอลดิบท่ีความเขมขน 1, 5, 10, 20 และ 50 % โดย
แบคทีเรียสายพันธุคัดเลือก 
 ทดสอบประสิทธิภาพการผลิตสารมูลคาเพิ่มของแบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 ในอาหาร
ทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 1, 5, 10, 20 และ 50 % โดยนํ้าหนักในสภาวะการบมเล้ียงแบบ Aerobe 
เปนเวลา 2 วัน โดยเก็บตัวอยางเพ่ือวิเคราะหปริมาณสารมูลคาเพิ่มท่ีไดและปริมาณกลีเซอรอล 
บริสุทธ์ิคงเหลือ ทุก 4 ช่ัวโมง.  ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 8  พบวา ในอาหารทดสอบสูตร 
ENT ท่ีมี CG 1, 5, และ10% โดยนํ้าหนัก แบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 สามารถผลิตสาร 1,3-PD  และ 
succinic acid ไดต้ังแต 4 ช่ัวโมงของการบมเล้ียง และปริมาณสารท้ัง 2 ชนิดท่ีผลิตไดสูงสุดในชวง 
12-24 ช่ัวโมงของการบมเล้ียง.  หลังจากนั้น  จะคอนขางคงท่ี และคอยๆ ลดลง ตามปริมาณ          
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กลีเซอรอลบริสุทธ์ิท่ีถูกใชไป. ในขณะท่ีในอาหารทดสอบท่ีมี CG 20% โดยนํ้าหนัก แบคทีเรียสาย
พันธุ UNK-7 สามารถผลิตสาร ท้ัง 2  ชนิดไดต้ังแต 12-16 ช่ัวโมงของการบมเล้ียง หลังจากนั้น
ปริมาณการผลิตสารท้ัง 2 ชนิด  จะเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว และเร่ิมคงท่ีในชวง 40-48 ช่ัวโมง ซ่ึง
สัมพันธปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิท่ีลดลง. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 8.   รอยละของปริมาณสารมูลคาเพิ่ม (1,3-propanediol  และ succinic acid) และการลดลง 
  ของปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ ของการเพาะเล้ียงแบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 ในอาหาร

ทดสอบ ENT ท่ีมี CG 1, 5, 10, 20 และ 50% โดยน้ําหนัก 

 
3.7 การจัดจําแนกสายพันธุท่ีมีประสทิธิภาพโดยใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม 
 การจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการสารมูลคาเพิ่ม (1,3-PD  และ 
succinic acid)  ดวยวิธีการ 16S rDNA Sequencing สรุปไดดังนี้ คือ : 
 - แบคทีเรียสายพันธุ UNK-1, UNK-5, UNK-6 และ UNK-8 คือ Klebsilla  pneumoniae. 
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 - แบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 คือ Enterobacter  radicincitans. 
 

3.8 การออกแบบอุปกรณและวิธีการสังเคราะหสารพอลิเอสเทอรจาก 1,3-propanediol  
 การทดลองออกแบบวิธีการสังเคราะหสารพอลิเอสเทอรจาก 1,3-PD หรือท่ีเรียกวา Poly 
(propylene succinate) กระทําโดยผาน 2 ข้ันตอนการทดลอง ดังสรุปไดในรูปท่ี 9 ดังนี้. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 9.  ขั้นตอนการสังเคราะห Poly (propylene succinate) 
  

 โดยปฏิกริยาเคมีท่ีเกิดข้ึนในข้ันตอน Esterification ใหสาร Oligomers ลักษณะเปน
ของเหลวใส,  ความหนืดตํ่า,  สีเหลืองออน และมีน้ําเกิดข้ึนในรูปของไอน้ํา,  สามารถแยกออกโดย
ใหไอน้ํา ผานชุดอุปกรณควบแนนท่ีมีน้ําหลอเย็น.  จากน้ันในข้ันตอน Polycondensation 
เกิดปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชัน    ภายใตอุณหภูมิและความเร็วรอบการกวนสูง    ใหสารพอลิเมอร
ลักษณะเปนของเหลวใสท่ีมีความหนืดสูง,  สีเหลืองคอนน้ําตาล,  สามารถทําการแยกไดโดยการ
เติมเมทานอลลงในของเหลว.    หลังการบดและลางดวยเมทานอล  ไดสาร Poly (propylene 
succinate)  ท่ีเปนของแข็ง,  สีเหลืองออน และน่ิม,  ละลายไดดีในแอซีโตน ทดลองเบ้ืองตนในการ
ทําเปนผลิตภัณฑดังแสดงในรูปท่ี 10. 
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รูปท่ี 10.  ตัวอยางผลิตภัณฑท่ีทํามาจาก Poly (propylene succinate) ท่ีสังเคราะหได 
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4. สรุปผลการทดลอง 
 

        1. ไดแบคทีเรีย Enterobacter radicincitans (1 สายพันธุ)  และ Klebsiella  pneumoniae  
(4 สายพันธุ) ท่ีสามารถผลิตสารมูลคาเพิ่ม คือ PDO และ succinic acid ไดในสภาวะการเพาะเล้ียง 
ท้ังแบบ Aerobic,  Anaerobic และ Facultative. 
        2. ไดกระบวนการเบ้ืองตนในการสังเคราะหสารพอลิเอสเทอรจาก PDO.   
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5. ขอเสนอแนะ 
 

 1.  ควรศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม (อาทิเชน อุณหภูมิขณะบมเล้ียง, คาความเปนกรด-เบส 
ของอาหารทดสอบ และเวลาที่ใชในการบมเล้ียง เปนตน) ท่ีในปริมาณสารมูลคาเพิ่มสูงสุด. 

 2.  ศึกษาความสามารถของแบคทีเรียสายพันธุเดี่ยว/สายพันธุผสม  และ/หรือสายพันธุท่ี                                  
ไดรับการดัดแปลงพันธุกรรม ในการใชกลีเซอรอลท่ีระดับความเขมขนตางๆ และสภาวะท่ี
เหมาะสมตอการผลิตสารมูลคาเพิ่ม,  เพื่อนําไปใชประโยชนและพัฒนาสารประกอบใหสามารถใช
ประโยชนไดจริง ในกระบวนการผลิตไบโอดีเซลจากวัตถุดิบทางการเกษตรใหเกิดประโยชนสูงสุด. 
 3.  ศึกษาวิธีการทําสารมูลคาเพิ่มท่ีไดจากกระบวนการผลิตโดยแบคทีเรียสายพันธุคัดเลือก 
ใหบริสุทธ์ิ (purification).  
 4.  ศึกษากระบวนการสังเคราะหสารพอลิเอสเทอรจาก PDO ท่ีไดจากกระบวนการผลิต
โดยแบคทีเรียสายพันธุคัดเลือก. 
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7. ภาคผนวก 

 

7.1 แสดงลําดับเบสของ E. coli 16S rDNA และตําแหนง primers ท่ีใช 
              BF1 

1    aaattgaaga gtttgatcat ggctcagatt gaacgctggc ggcaggccta acacatgcaa  

61   gtcgaacggt aacaggaaga agcttgctct ttgctgacga gtggcggacg ggtgagtaat  

121  gtctgggaaa ctgcctgatg gagggggata actactggaa acggtagcta ataccgcata  

181  acgtcgcaag accaaagagg gggaccttcg ggcctcttgc catcggatgt gcccagatgg  

241  gattagctag taggtggggt aacggctcac ctaggcgacg atccctagct ggtctgagag  

301  gatgaccagc cacactggaa ctgagacacg gtccagactc ctacgggagg cagcagtggg  

361  gaatattgca caatgggcgc aagcctgatg cagccatgcc gcgtgtatga agaaggcctt  

421  cgggttgtaa agtactttca gcggggagga agggagtaaa gttaatacct ttgctcattg  

481  acgttacccg cagaagaagc accggctaac tccgtgccag cagccgcggt aatacggagg  

541  gtgcaagcgt taatcggaat tactgggcgt aaagcgcacg caggcggttt gttaagtcag  

601  atgtgaaatc cccgggctca acctgggaac tgcatctgat actggcaagc ttgagtctcg  

661  tagagggggg tagaattcca ggtgtagcgg tgaaatgcgt agagatctgg aggaataccg  

721  gtggcgaagg cggccccctg gacgaagact gacgctcagg tgcgaaagcg tggggagcaa  

781  acaggattag ataccctggt agtccacgcc gtaaacgatg tcgacttgga ggttgtgccc  

841  ttgaggcgtg gcttccggag ctaacgcgtt aagtcgaccg cctggggagt acggccgcaa  

901  ggttaaaact caaatgaatt gacgggggcc cgcacaagcg gtggagcatg tggtttaatt  

961  cgatgcaacg cgaagaacct tacctggtct tgacatccac ggaagttttc agagatgaga  

1021 atgtgccttc gggaaccgtg agacaggtgc tgcatggctg tcgtcagctc gtgttgtgaa  

1081 atgttgggtt aagtcccgca acgagcgcaa cccttatcct ttgttgccag cggtccggcc  

1141 gggaactcaa aggagactgc cagtgataaa ctggaggaag gtggggatga cgtcaagtca  

1201 tcatggccct tacgaccagg gctacacacg tgctacaatg gcgcatacaa agagaagcga  

1261 cctcgcgaga gcaagcggac ctcataaagt gcgtcgtagt ccggattgga gtctgcaact  

1321 cgactccatg aagtcggaat cgctagtaat cgtggatcag aatgccacgg tgaatacgtt  

BR 1   BR 1    
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1381 cccgggcctt gtacacaccg cccgtcacac catgggagtg ggttgcaaaa gaagtaggta  

1441 gcttaacctt cgggagggcg cttaccactt tgtgattcat gactggggtg aagtcgtaac  

1501 aaggtaaccg taggggaacc tgcggttgga tcacctcctt a               

 

7.2  การวิเคราะห Genomic DNA ท่ีโดยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
 1. เตรียม 0.8% agarose gel โดยช่ัง agarose 0.8 กรัม ใสลงใน 1XTAE buffer (Tris-HCl, 
glacial acetic acid, EDTA pH 8.0) 100 มิลลิลิตร นําไปตมในไมโครเวฟจนกระท่ัง agarose ละลาย
เปนเนื้อเดียวกนั ท้ิงไวใหเย็นลงจนมีอุณหภมิูประมาณ 50 – 60 องศาเซลเซียส 
 2. เท agarose gel ลงใน tray ท่ีมี comb วางไวเรียบรอยแลว ปลอยให agarose gel แข็งตัว 
หลังจากนัน้ดงึ comb ออก ก็จะได well สําหรับใสตัวอยาง DNA วาง tray ลงใน gel chamber 
จากนั้นจึงเติม 1 x TAE buffer ลงใน gel chamber ใหทวมผิว agarose gel 
 3. ผสม Standard marker l DNAหรือ ตัวอยาง DNA ปริมาณ 5 มิลลิลิตร กับ 6X loading 
dye ปริมาณ 1 มิลลิลิตร และ Gel star ปริมาณ 1มิลลิลิตร จากนั้นจึงดูดตัวอยางใสลงใน well   
 4. ตอวงจรไฟฟากระแสตรงเขากับ chamber โดยใหดานท่ีมี well อยูทางดานข้ัวลบ ใช
ความตางศักยไฟฟา 50 volts - 100 volts ข้ึนอยูกับขนาดของ DNA เปนเวลา 90 นาที ตรวจดแูถบ
ของ DNA โดยดูการเรืองแสงภายใตแสง ultraviolet แลวบันทึกผลโดยการถายภาพดวย  
Gel documentation 
 

7.3 อาหารทดสอบ 
7.31.1 สูตร  TM 

องคประกอบ  
  (NH4)2SO4 2.0 กรัม 
  CaCl2 .7H2O 1.0 มิลลิลิตร 
  FeSO4.7H2O 0.1 มิลลิลิตร 
  MgSO4.7H2O 0.2 กรัม 
  KH2PO4 1.5 กรัม 
  Na2HPO4.12H2O 1.5 กรัม 
  น้ํากล่ัน 1.0 ลิตร 



 

48 

 

วิธีการ 
  -   ผสมสารเคมีใหเขากนั ปรับ pH ใหได 7.00 ± 0.02 ดวย โซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 4 โมลาร ใสขวดเตรียมสาร 
   -  ฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้วเปนเวลา 15 นาที 
 
 7.3.2 สูตร  ENT  
องคประกอบ  
  K2HPO4.3H2O 5 กรัม 
  KH2PO4 3 กรัม 
  (NH4)2SO4 2 กรัม 
  MgSO4.7H2O 0.4 กรัม 
  CaCl2.2H2O 0.1 กรัม 
  CoCl2.6H2O 0.0004 กรัม 
  Yeast extract 2 กรัม 
  Bacto peptone 0.5 กรัม 
  Meat extract 0.3 กรัม 

      น้ํากล่ัน 1 ลิตร 

วิธีการ 

  -   ละลายสารเคมีแตละตัวกอน จึงนํามาผสมใหเขากัน ใสขวดเตรียมสาร  
  -   ฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
 7.3.3 สูตร  TY 
องคประกอบ  
  (NH4)2SO4 2.0 กรัม 
  CaCl2 .7H2O 1.0 มิลลิลิตร 
  FeSO4.7H2O 0.1 มิลลิลิตร 
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  MgSO4.7H2O 0.2 กรัม 
  KH2PO4 1.5 กรัม 
  Na2HPO4.12H2O 1.5 กรัม 
  Yeast extract 0.2 กรัม 
  น้ํากล่ัน 1.0 ลิตร 
วิธีการ 
  -   ผสมสารเคมีใหเขากัน ปรับ pH ใหได 7.00 ± 0.02 ดวย โซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 4 โมลาร ใสขวดเตรียมสาร. 
   -  ฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา15 นาที. 
 
 7.3.4 อาหารสําเร็จรูป NA 
องคประกอบ 
   อาหารสําเร็จรูป NA 20 กรัม 
  น้ํากล่ัน 1 ลิตร 
วิธีการ  
  -   ละลายอาหารสําเร็จรูป NA ในน้ํากล่ัน ใสขวดเตรียมสาร 
   -   ฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที. 
 

 



รายงานฉบับที่ 2 (ฉบับสมบูรณ) 
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MULTIFUNCTIONAL BIODIESEL FROM GLYCERINE 
 

Paramee Pengpreecha, Daranee Charaensuk and Somchai Pengpreecha 
 

 
ABSTRACT 

 
 

 Multifunctional biodiesels were synthesized from glycerine which was a by-
product of biodiesel production. Firstly, methyl ester of clude glycerine was prepared 
by reacting with methanol in the presence of sulfuric acid to yield 45%. Secondly, the 
epoxidation process was carried out giving yield 86% and finally, the nitration 
reaction was achieved giving yield 68 %. Their structures were characterized by FT-
IR, 1H-NMR, and 13C-NMR. The addition of nitrate group into methyl ester structure 
would increase the cetane number of biodiesels. This could have a benefit to the 
ignition of the engine. 
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การสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลเีซอรีน 
 

ปารมี  เพ็งปรีชา1,  ดารณี  เจริญสุข2  และสมใจ  เพ็งปรีชา2 
 
 

บทคัดยอ 
 
 

 สังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน ท่ีเปนผลพลอยไดจากกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซล โดยทําการเตรียมเมทิลเอสเทอรของกลีเซอรีนไดจากการทําปฏิกิริยากับเมทานอล 
โดยมีกรดซัลฟวริก สามารถเตรียมผลิตภัณฑไดประมาณ 45 เปอรเซ็นต  คิดเทียบกับกลีเซอรีนดิบ 
ท่ียังไมไดแยกเอากลีเซอรอออกจากการผลิตไบโอดีเซล.  จากนั้นนํามาผานกระบวนการทําใหเปนอี
พอกไซดไดผลผลิตประมาณ 86 เปอรเซ็นต และสุดทายนํามาทําปฏิกิริยาไนเทรชัน, สามารถเตรียม
ผลิตภัณฑไดประมาณ  68 เปอรเซ็นต.  ทําการพิสูจนเอกลักษณโดยเทคนิคทางสเปกโทรสโกป 
ไดแก อินฟราเรดสเปกโทรสโกป, โปรตอนและคารบอน, แมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป.  
นําไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีท่ีสังเคราะหมาทําการตรวจสอบยืนยันทางเอกลักษณวาไดเปน 
สารประกอบที่มีไนเทรตเปนองคประกอบ การเพิ่มหมูไนเทรตเขาไปในโครงสรางของไบโอดีเซล
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพซีเทน นัมเบอรของไบโอดีเซล ซ่ึงคาดวาจะทําใหเกิดการจุดระเบิดใน
เคร่ืองยนตดีข้ึน.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
------------------------------ 
1 ศูนยทดสอบและมาตรวิทยา,  สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  (วว.) 
2 ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร,  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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1. บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของงานวิจัย 
 ป ค.ศ. 1882 ดร.รูดอลฟ ดีเซล (Rudolph Diesel) วิศวกรชาวเยอรมัน เปนผูคิดคน

เคร่ืองยนตดีเซลไดสําเร็จ, โดยใชน้ํามันจากถ่ัวลิสงเปนเช้ือเพลิงใหกับเครื่องยนตสันดาปภายในท่ี
ทํางานโดยการอัดอากาศใหเกิดความรอนสูง,  เม่ือฉีดน้ํามันเช้ือเพลิงเขาไปจะเกิดการลุกไหมข้ึน ทํา
ใหแกสรอนมีการขยายตัว, ดันลูกสูบใหเคล่ือนท่ีสงกําลังงานออกมา.  ผลงานการประดิษฐนี้ไดถูก
นําออกแสดงในงานเอกซโปท่ีจัดข้ึน ณ กรุงปารีส ประเทศฝร่ังเศส ในป ค.ศ. 1900 ซ่ึงเปนตนแบบ
ของเคร่ืองยนตดีเซลจนถึงปจจุบัน.  แตการใชน้ํามันจากพืชไมไดรับความสนใจมากนัก  เนื่องจาก
น้ํามันพืชสวนใหญจะมีกรดไขมันอิสระ,  ฟอสโฟไลปด,  สเตียรอยด,  น้ํา และส่ิงปนเปอนอ่ืนๆ  
เปนสวนประกอบทําใหไมสามารถใชเปนน้ํามันเช้ือเพลิงโดยตรงไดและราคานํ้ามันดีเซลจากฟอส
ซิลในขณะน้ันยังมีราคาถูก ปจจุบันเครื่องยนตดีเซลจัดวาเปนเครื่องยนตท่ีมีความสําคัญท่ีสุด 
เนื่องจากสามารถประยุกตใชไดกวางขวางกวาเคร่ืองยนตชนิดอ่ืน,  ใชขับเคล่ือนเคร่ืองยนตขนาด
เล็ก, เคร่ืองจักรอุตสาหกรรมขนาดใหญ ไปจนถึงเรือขนสงสินคา (Hobson 1984).  ความตองการใช
น้ํามันเช้ือเพลิงดีเซลจึงมีปริมาณเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง ดังแสดงรูปท่ี 1.1  
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รูปท่ี 1.1  แนวโนมการบริโภคน้ํามันชนดิตางๆ ในป 1990-2000 
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 เม่ือมีเหตุการณขาดแคลนนํ้ามันเช้ือเพลิงในชวงทศวรรษท่ี 70  และอีกคร้ังต้ังแตป ค.ศ. 
1991 เปนตนมาไดมีสงครามเกิดข้ึนหลายคร้ังในกลุมประเทศผูผลิตน้ํามันโลก เชน สงครามอาว
เปอรเซีย, สงครามคูเวต และสงครามในประเทศอิรัก,  อีกท้ังปญหาตางๆ เชน การประกาศเตือน
จาก International Energy Agency ถึงปริมาณนํ้ามันปโตรเลียมท่ีกําลังจะหมดลงในอนาคตอันใกล 
สงผลใหราคาน้ํามันฟอสซิลเพิ่มสูงข้ึน (Korbitz 1999).  มาตรการประหยัดพลังงาน, การเพิ่ม
ประสิทธิภาพเครื่องยนต,  การเสาะแสวงหาพลังงานทางเลือก และกระแสความต่ืนตัวในการ
อนุรักษส่ิงแวดลอม จึงถูกหยิบยกมาเปนประเด็น ทําใหแตละประเทศเรงคนหาพลังงานจากแหลง
อ่ืนๆ  และเรงพัฒนาเช้ือเพลิงชนิดใหม.  
 
 ไบโอดีเซลเปนเช้ือเพลิงชีวภาพท่ีจะทวีความสําคัญในอนาคตอันใกล เนื่องจากเปน
พลังงานหมุนเวียน ท่ีมีอยูไมจํากัดตราบใดท่ีโลกยังสามารถผลิตพืช, เปนพลังงานสีเขียว, ไมเปนพษิ
กับส่ิงแวดลอม,  เม่ือเผาผลาญจะใหกาซคารบอนมอนอกไซด (Carbomonoxide, CO) นอยกวา
น้ํามันดีเซลท่ัวไป  และไมปลอยกาซซัลเฟอรไดออกไซด (Sulferdioxide, SO2)  ชวยลดผลกระทบ
จากปรากฏการณเรือนกระจก (Greenhouse effect).  จากการท่ีไบโอดีเซลผลิตไดจากผลิตผลทาง
การเกษตร จึงสามารถถูกจุลินทรียในธรรมชาติยอยสลายได,  คารบอนที่ยอยสลายจะหมุนเวียน
เปนวัฏจักรโดยกระบวนการสังเคราะหแสงของพืช,  จึงไมเพิ่มภาวะเรือนกระจกเหมือนการใช
น้ํามันดีเซล.  
 

 ไบโอดีเซลเปนแนวทางหนึ่งในการพัฒนาความยั่งยืนของระบบพลังงานและการเกษตร, 
ลดการสูญเสียเงินตราออกนอกประเทศ,  สรางงานและกระจายรายไดสูทองถ่ิน, ลดปญหาแรงงาน
อพยพเขาเมือง,  นําไปสูการพัฒนาเศรษฐกิจชุมชนท่ียั่งยืน. 
 

 ในชวง 10 ปท่ีผานมา ประเทศไทยมีความตองการใชน้ํามันดีเซลเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว. จาก
ความตองการใชในปริมาณสูงเชนนี้ ทําใหตองมีการนําเขาน้ํามันดิบถึงวันละ 674,978 บารเรลตอ
วัน เปนมูลคานําเขาถึง 285,286 ลานบาท.  ทําใหหนวยงานหลายแหงไดทําการวิจัยและพัฒนานํา
วัตถุดิบภายในประเทศมาผลิตเปนผลิตภัณฑไบโอดีเซล  ซ่ึงสามารถใชแทนน้ํามันดีเซลหรือเติม
เปนสวนผสมในนํ้ามันดีเซล เพื่อใชกับเคร่ืองยนตโดยไมตองมีการปรับแตงเคร่ืองยนต และมี
คุณสมบัติท่ีดีกวาน้ํามันดีเซล คือการเผาไหมไดดีกวา,  สามารถลดปริมาณของไฮโดรคารบอนท่ีเผา
ไหมไมหมด คารบอนมอนอกไซดและฝุนละอองลงได,  รวมถึงมีคุณสมบัติในการหลอล่ืนดีกวา
น้ํามันดีเซล  ทําใหชวยยืดอายุการทํางานของเคร่ืองยนต.  
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1.2 เครื่องยนตและน้ํามันดีเซล 
 1.2.1 เคร่ืองยนตดีเซล (Diesel engine) 
 เคร่ืองยนตดีเซลเปนเคร่ืองยนตท่ีใชความรอนท่ีเกิดจากการอัดอากาศภายในกระบอกสูบ 
(Compression ignition engine) แลวฉีดเช้ือเพลิงเขาไปเพ่ือการเผาไหม.  ดังนั้น ตองทําใหน้ํามัน
แตกตัวเปนละอองนํ้ามันเพื่อฉีดเขาไปในกระบอกสูบ.  เคร่ืองยนตดีเซลเปนเคร่ืองยนตแรงอัดสูง, 
จุดระเบิดเอง (high compression, self ignition engine) ซ่ึงตางจากเคร่ืองยนตเบนซินท่ีใชหัวเทียน
เปนตัวจุดระเบิด.  
 
 1.2.2 น้ํามันดีเซล (Diesel fuel)  
 น้ํามันดีเซลเปนเช้ือเพลิงจากฟอสซิล ท่ีไดจากการกล่ันลําดับสวนจากน้ํามันดิบ ซ่ึงเปน
สวนผสมของไฮโดรคารบอนหนักและเบา เชน เบนซีน, เพนเทน, เฮกเซน, เฮปเทน,โทลูอีน,โพร 
เพนและบิวเทน.  จุดเดือดของน้ํามันดีเซลอยูในชวง 160-330 องศาเซลเซียส โดยประมาณ ซ่ึงสูง
กวาน้ํามันเบนซินดังรูปท่ี 1.2.  น้ํามันดีเซลใชในเคร่ืองยนตอัดระเบิด หรือเคร่ืองยนตท่ีใชใน
เคร่ืองยนตสําหรับพาหนะท่ีทนตอการสึกหรอ อาศัยการเผาไหมท่ีอุณหภูมิสูง เชน รถบรรทุก, รถ
โดยสารและหัวรถจักร.  
 

 
 

รูปท่ี 1.2  อัตราสวนน้ํามันดีเซลและผลิตภณัฑปโตรเลียมชนิดอ่ืนๆ  
 ท่ีไดจากกระบวนการกล่ันน้ํามันดิบ 
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 องคประกอบของน้ํามันดีเซล เปนสารพวกไฮโดรคารบอนโซตรงเปนหลักหลายตัวปะปน
กันไป.  การบอกชนิดของน้ํามันจะดูท่ีอุณหภูมิการกล่ันของน้ํามันเปนหลัก คือน้ํามันท่ีกล่ันไดจาก
น้ํามันดิบในชวง 160-330 องศาเซลเซียส.  น้ํามันดีเซลท่ีใชโดยท่ัวไปจะมีสวนผสมของ Light gas 
oil คือสวนท่ีระเหยงาย, Heavy gas oil คือสวนท่ีระเหยยาก และสารเพ่ิมคุณสมบัติ (Additive) เชน 
สารทําความสะอาด (Detergent), สารตานทานการเติมออกซิเจน(Antioxidant), สารปองกันสนิม
และการกัดกรอน, สารปองกันการเกิดฟอง และสารเพ่ิมคาซีเทน Ignition quality improver (Cetane 
improver) เพื่อใหเคร่ืองยนตติดงายลดควันขาว เปนตน. 
 

1.3  ไบโอดีเซล 
 ไบโอดีเซลเปนเช้ือเพลิงชีวภาพท่ีผลิตไดจากส่ิงมีชีวิตเชน น้ํามันพืช, น้ํามันท่ีผานการปรุง
อาหาร, ไขมันจากสัตว,  ลวนแตสามารถนําไปทําเปนน้ํามันแลวนําไปผสมกับน้ํามันท่ีไดจากการ
กล่ันปโตรเลียม เพื่อนําไปใชกับเคร่ืองยนตดีเซลท่ีเกี่ยวกับการขนสงและกระบวนการทาง
อุตสาหกรรม เพื่อชดเชยความตองการพลังงานท่ีเพิ่มสูงข้ึน. สามารถแบงไบโอดีเซลไดตามประเภท
ของน้ํามันได 3 ประเภท ดังนี้คือ : 
 
 1.3.1 น้ํามันพืชหรือน้ํามันสัตว   

 ไบโอดีเซลประเภทนี้ก็คือน้ํามันพืชแท ๆ (เชน น้ํามันมะพราว, น้ํามันปาลม, น้ํามันถ่ัวลิสง, 
น้ํามันถ่ัวเหลือง) หรือน้ํามันจากไขมันสัตว (เชน น้ํามันหมู) ซ่ึงสามารถนํามาใชไดเลยกับ
เคร่ืองยนตดีเซลโดยไมตองผสม. 

 
 1.3.2. ไบโอดีเซลผสม  
 เปนการผสมระหวางน้ํามันพืช (หรือสัตว) กับน้ํามันกาด, น้ํามันดีเซล หรือน้ํามันชนิดอ่ืน
เพื่อใหไบโอดีเซลท่ีไดมีคุณสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซลใหมากท่ีสุด อยาง เชน โคโคดีเซล 
(Coco-diesel) ท่ีอําเภอทับสะแก  ประจวบคีรีขันธ,  ซ่ึงเปนการผสมกันระหวางน้ํามันมะพราวกับ
น้ํามันกาด หรือปาลมดีเซล (Palm-diesel) เปนการผสมระหวางน้ํามันปาลมกับน้ํามันดีเซล. 
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1.3.3. ไบโอดีเซลแบบเอสเทอร  
 ไบโอดีเซลแบบเอสเทอร เปนผลิตภัณฑท่ีไดจากการนําน้ํามันจากพืชหรือสัตว มาผาน

กระบวนการแปรรูปดวยกระบวนการทางเคมีท่ีเรียกวา ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
(Transesterification). โดยกรดไขมันในน้ํามันจะทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล และใชกรดหรือดาง
เปนตัวเรงปฏิกิริยาทําใหไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอร,  เรียกชนิดของไบโอดีเซลแบบเอสเทอร ตาม
ชนิดของแอลกอฮอลท่ีใชในการทําปฏิกิริยา.  ไบโอดีเซลชนิดเอสเทอรนี้ มีคุณสมบัติท่ีเหมือนกับ
น้ํามันดีเซลมากท่ีสุด เปนไบโอดีเซลตามความหมายท่ีตางประเทศใชกันท่ัวไป อาทิ ในเยอรมนี, 
สหรัฐอเมริกา  หรือแมแตมาเลเซีย.  ดังนั้น คําวา  “ไบโอดีเซล”  ในความหมายของสากลจึง
หมายถึง ไบโอดีเซลแบบเอสเทอร.  

 
 จากการท่ีไบโอดีเซลแบบเอสเทอร มีคุณสมบัติเหมือนกับน้ํามันดีเซลมากท่ีสุด,  สามารถ

นํามาใชกับเคร่ืองยนตไดโดยไมตองปรับแตงเคร่ืองยนต และเช่ือวาสามารถใชเปนสารหลอล่ืนได
ในตัว.  ดังนั้น ถามีการนําไบโอดีเซลแบบเอสเทอรมาเพ่ิมหมูไนเทรต จะทําใหเพิ่มคาซีเทนได ซ่ึง
จะชวยลดเวลาในการจุดระเบิด รวมถึงชวยลดมลพิษจากการเผาไหมของเคร่ืองยนต. 

 
 1.3.1 กระบวนการผลิตไบโอดีเซล  
 กระบวนการผลิตไบโอดีเซล ท่ีใชกันอยางแพรหลาย คือการนําน้ํามันพืชหรือน้ํามันจาก
สัตว มาทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน กับแอลกอฮอลโดยใชดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา จะไดผลิตภัณฑ
เปน เมทิลเอสเทอร,  กลีเซอรีน และกรดไขมันอิสระ แสดงดังในรูปท่ี 1.3.  

 

 
 

รูปท่ี 1.3  สมการท่ัวไปของปฏิกิริยาเอสเทอรริฟเคชัน. 
 

 การที่มีส่ิงเจือปนเหลานี้ มีผลทําใหเกิด  "กัม" (gum) หรือ "ยาง" ในสวนของหัวฉีดบริเวณ
เคร่ืองยนตดีเซล โดยเปนตัวทําใหเกิดการอุดตันในเคร่ืองยนต.  ดังนั้น ในกระบวนการผลิตจึงตอง
ควบคุมใหมีส่ิงเจือปนนอยท่ีสุด โดยเปล่ียนกรดไขมันอิสระใหอยูในรูปของสบูแลวลางออกดวยน้ํา 
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หรือทํากระบวนการเอสเทอริฟเคชันกอนท่ีจะผานกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชัน, การลางเอา 
กลีเซอรีนออกดวยน้ํา และควบคุมสภาวะการผลิตใหเหมาะสม. 

 
 1.3.2 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชัน 
 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชัน คือ  ปฏิกิริยาท่ีเปล่ียนองคประกอบทางเคมีของนํ้ามัน
พืชจากโมเลกุลไตรกลีเซอไรดของกรดไขมันสายยาวสามสาย ซ่ึงถูกเช่ือมดวยพันธะเอสเทอรเขา
กับโมเลกุลกลีเซอรอล 1 โมเลกุล.  โดยชนิดของกรดไขมันนี้แตกตางกันเนื่องมาจากความยาวของ
สายโซคารบอนและตําแหนงของพันธะคูในสายโซ.  น้ํามันพืชจะถูกเปล่ียนองคประกอบทางเคมี
ไปเปนโมโนอัลคิลเอสเทอรของกรดไขมันสายยาว  โดยการสังเคราะหดวยปฏิกิริยาทรานส       
เอสเทอรริฟเคชันกับเมทิลแอลกอฮอล (Srivastava and Prasad 2000) ดังแสดงในรูปท่ี 1.4.  
 

 
 

รูปท่ี 1.4  สมการท่ัวไปของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันของไตรกลีเซอไรด. 
 
 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันหรือแอลกอฮอลไลซิส เปนการแลกท่ีของแอลกอฮอลใน
เอสเทอรโดยใชวิธีคลายกับปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส,  แตตางกันตรงท่ีใชแอลกอฮอลแทนน้ํา เปน
ปฏิกิริยาท่ีใชกันอยางกวางขวางเพื่อลดความหนืดของไตรกลีเซอไรด.  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอร   
ริฟเคชันเปนปฏิกิริยาแบบผันกลับได  แตเรงปฏิกิริยาใหไปขางหนาไดเร็วข้ึนโดยใชตัวเรงปฏิกิริยา. 
 
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันสามารถทําไดหลายวิธี ดังนี้ : 
  
 1.3.2.1. วิธีใชตัวเรงปฏิกิริยาชนิดเบส  
 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันของไตรกลีเซอไรด ท่ีใชตัวเรงปฏิกิริยาเปนเบส จะได
ผลิตภัณฑเปนอัลคิลเอสเทอรของกรดไขมันและกลีเซอรอล, โดยกลีเซอรอลจะแยกช้ันอยูท่ีบริเวณ
ดานลาง.  กลไกการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันจะเกิดโมโนกลีเซอไรดและไดกลีเซอไรด
เปนสารอินเทอรมิเดียต (Intermediate) (Freedman  et al. 1986) ดังแสดงในรูปท่ี 1.5. 
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รูปท่ี 1.5  กลไกการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันของไตรกลีเซอไรด 
 

 
 

รูปท่ี 1.6  กลไกการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาเบส 
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ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันสามารถผันกลับได ดังนั้นการใชแอลกอฮอลในปริมาณที่
มากกวาหนึ่งสมมูลจะทําใหปฏิกิริยาผันไปดานหนาทําใหเกิดเอสเทอร.  กลไกการเกิดปฏิกิริยา     
ทรานสเอสเทอรริฟเคชันเร่ิมจาก,  ข้ันแรกแอลคอกไซดไอออน จะเขาชนท่ีตําแหนงคารบอนิล
คารบอนของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ซ่ึงทําใหเกิดสารอินเทอรมิเดียตลักษณะเปนเตตระฮีดรอล, ข้ัน
ท่ีสองเกิดปฏิกิริยาระหวางสารอินเทอรมิเดียตกับแอลกอฮอลทําใหเกิดแอลคอกไซดไอออนและข้ัน
สุดทายเกิดการจัดเรียงตัวใหมของสารอินเทอรมิเดียต เกิดเปนเอสเทอรและไดกลีเซอไรด  ดังแสดง
ในรูปท่ี 1.6. 
 
 1.3.2.2 วิธีใชตัวเรงปฏิกิริยาชนิดกรด  
 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชัน สามารถเรงปฏิกิริยาไดดวยกรด Brownsted เชน กรด
ซัลโฟนิก,  กรดซัลฟวริก.  การใชตัวเรงปฏิกิริยาชนิดนี้ใหเปอรเซ็นตผลิตภัณฑคอนขางสูง แต
เกิดปฏิกิริยาชามาก,  โดยตองทําในสภาวะท่ีอุณหภูมิสูงกวา 100 °ซ. เวลามากกวา 3 ช่ัวโมง เพื่อทํา
ใหปฏิกิริยาเกิดอยางสมบูรณ (Schuchardt  et al. 1998). 
 
 กลไกการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันโดยใชกรด Brownsted เปนตัวเรงปฏิกิริยา
เร่ิมจากโปรตอนไปโปรโตเนตท่ีหมูคารบอนิลของเอสเทอรทําใหเกิดคารโบแคทไอออน. หลังจาก
นั้น  จึงเกิดการชนดวยนิวคลีโอไฟลของแอลกอฮอลเกิด tetrahedral intermediate. โดย intermediate 
นี้จะปลอยกลีเซอรอลออกมาทําใหเกิดเอสเทอรใหมและตัวเรงปฏิกิริยาใหม  ดังแสดงในรูปท่ี 1.7. 
 

 
 

รูปท่ี 1.7  กลไกการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันโดยใชตัวเรงปฏิกิริยากรด 
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 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชัน โดยใชตัวเรงปฏิกิริยาชนิดกรดและเบสจะใหเปอรเซ็นต
ผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรท่ีสูงโดยใชเวลาท่ีส้ัน  แตปฏิกิริยานี้มีขอเสียคือ ส้ินเปลืองพลังงานในการ
เกิดปฏิกิริยามาก, การนํากลีเซอรอลกลับมาใชใหมทําไดยาก, จําเปนตองกําจัดตัวเรงปฏิกิริยากรด
และเบสออกจากผลิตภัณฑ, น้ําเสียท่ีมีเบสตองผานการบําบัดกอนปลอยท้ิง, กรดไขมันและน้ําจะ
รบกวนการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชัน (Dmytryshyn  et al. 2004). 
 
  1.3.2.3 วิธีใชตัวเรงปฏิกิริยาชนิดเอนไซมไลเปส 
 ท้ัง Extracellular และ Intracellular lipases สามารถนํามาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอส
เทอรริฟเคชันของไตรกลีเซอไรดท่ีมีประสิทธิภาพไดท้ังในระบบ Aqueous และ Nonaqueous 
Dmytryshyn et al. (2004) ไดเปรียบเทียบขอดีขอเสียกับการผลิตไบโอดีเซลโดยใชเบสเปนตัวเรง
ปฏิกิริยากับการใชเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยา แสดงในตารางท่ี 1.1. 

 
ตารางท่ี 1.1  การเปรียบเทียบปจจัยของกระบวนการผลิตไบโอดีเซลระหวางใชเบสเปนตัวเรง 
 ปฏิกิริยาและใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

ปจจัยของกระบวนการผลิต กระบวนการผลิต 
ตัวเรงปฏิกิริยา เบส เอนไซมไลเปส 
อุณหภูมิของปฏิกิริยา 60-70 ๐ซ. 30-40 ๐ซ. 
กรดไขมันอิสระในวัตถุดิบ ผลิตภัณฑสบู เมทิลเอสเทอร 
นํ้าในวัตถุดิบ รบกวนปฏิกิริยา ไมมีผลตอปฏิกิริยา 
% Yield ของเมทิลเอสเทอร ปกติ มากกวา 
ปริมาณกลีเซอรอลที่สามารถนํากลับมาได ยาก งาย 
กระบวนการทําเมทิลเอสเทอรใหบริสุทธิ ์ ลางหลาย ๆ ครั้ง ไมตองมี 
ราคาตัวเรงปฏิกิริยา ถูก แพงกวา 

 
 เห็นไดวาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันโดยใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา
สามารถแกปญหาดังท่ีกลาวมาขางตนได และนอกจากนั้น ยังสามารถกลาวไดอีกวากลีเซอรอลซ่ึง
เปนผลิตภัณฑผลพลอยได  สามารถนํากลับมาใชใหมไดงาย โดยไมตองใชกระบวนการท่ีซับซอน 
และกรดไขมันอิสระซ่ึงมีอยูในน้ํามันของเสียและไขมันสามารถเปล่ียนไปเปนเมทิลเอสเทอรได
ท้ังหมด แตในทางกลับกันกระบวนการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาจะมีคาใชจายสูงกวาใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา. 
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  1.3.2.4. วิธีใช Supercritical Fluids 
 วิธีใช Supercritical Fluids มีเปาหมายที่จะพัฒนากระบวนการเมทาโนไลซิสโดยไมใช
ตัวเรงปฏิกิริยา.  Kusdiana and Saka (2001) ไดศึกษากระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยใช 
Supercritical Methanol ท่ี 350 °ซ.  ความดัน 45 เมกะพาสคัล  ทําใหน้ํามันเมล็ดเรพเปล่ียนไปเปน
เมทิลเอสเทอร.  Supercritical Fluids เปนกระบวนการท่ีไมใชตัวเรงปฏิกิริยา ทําใหการทําผลิตภัณฑ
ใหบริสุทธ์ิงายมากข้ึนและเปนมิตรกับส่ิงแวดลอมมากข้ึน,  เม่ือเทียบกับวิธีท่ีใชตัวเรงปฏิกิริยาเปน
เบสซ่ึงตองกําจัดตัวเรงปฏิกิริยาและผลิตภัณฑสบูท่ีเกิดข้ึนท้ังหมดท่ีอยูในไบโอดีเซลที่ได. อยางไร
ก็ตาม วิธีนี้ควรตองทําการศึกษาเกี่ยวกับการปรับปรุงกระบวนการผลิตอยางตอเนื่องและพัฒนาการ
ผลิตในเชิงอุตสาหกรรม. 
 
 1.3.3 ผลกระทบของไบโอดีเซลท่ีมีตอเคร่ืองยนต 
 เม่ือเปรียบเทียบคุณสมบัติของไบโอดีเซลท่ีผลิตไดจากน้ํามันพืชชนิดตาง ๆ กับขอกําหนด
ลักษณะและคุณภาพของน้ํามันดีเซลหมุนชาและหมุนเร็ว ตามประกาศของกรมธุรกิจพลังงาน พ.ศ. 
2547  พบวา ไบโอดีเซลมีคาความหนืดใกลเคียงกับน้ํามันดีเซล.  จุดวาบไฟของไบโอดีเซลมีคาสูง
กวาน้ํามันดีเซล ทําใหมีความปลอดภัยในการใชและการขนสง.  คาซีเทนท่ีเปนดัชนีบอกถึงคุณภาพ
การติดไฟของไบโอดีเซลยังมีคาสูงกวาน้ํามันดีเซล (เจนวนิชปญจกุล  2549) แสดงดังตารางท่ี 1.2.  
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ตารางท่ี 1.2.   คุณสมบัติของไบโอดีเซลท่ีผลิตไดจากน้ํามันปาลม ถ่ัวเหลืองและเมล็ดเรพ 
 เปรียบเทียบกับคามาตรฐานมันดีเซลตามประกาศของกรมธุรกิจพลังงาน พ.ศ. 2547 
 

ไบโอดีเซล นํ้ามันดีเซล*** คุณสมบัติ 

ปาลม 
* 

ถั่ว
เหลือง** 

เมล็ดเรพ** หมุนเร็ว หมุนชา 

คาซีเทน 62-65 51-53 58 >47 >45 
จุดวาบไฟ (° ซ.) 167 - >170 >52 >52 

ความถวงจําเพาะ ที่  15.6 °ซ. 0.887 - 0.883 0.81-0.87 >0.92 
คาความรอน (กิโลจูล/กิโลกรัม) 39,300 - 37,100 46,800  

 
ที่มา  :  *  เจนวนิชปญจกุลและคณะ (2525) 
            ** http : // www.biodiesel.de 
            *** ประกาศกรมธุรกิจพลังงาน (2547) 

 
 เนื่องจากนํ้ามันไบโอดีเซลตามมาตรฐานสากลน้ันมีคุณสมบัติเทียบเคียงไดกับน้ํามันดีเซล
ท่ีผลิตจากน้ํามันปโตรเลียม.  ดังนั้น ผลกระทบตอเคร่ืองยนตถือไดวาไมมีผลทางดานลบ หรือใน
กรณีของเคร่ืองยนตเกา อาจมีความจําเปนตองเปล่ียนซีลยางบางสวนเทานั้น.  

 
1.4  ไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ี 
 ไบโอดีเซล คือ เอสเทอรของกรดไขมันซ่ึงสามารถใชแทนน้ํามันดีเซล นอกจากนี้ยังมี
องคประกอบของสารประกอบออกซิเจนภายในโมเลกุล จึงมีความนาสนใจในการปรับปรุง
คุณสมบัติบางประการ ท่ีมีผลทําใหเผาไหมใหดีข้ึนและใหมีความหลอล่ืนมากข้ึน เพื่อชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพของเคร่ืองยนตดีเซล.  เนื่องจากไบโอดีเซลผลิตจากน้ํามันพืช  จึงสามารถสลายตัวได
ในส่ิงแวดลอมและมีตนทุนการผลิตตํ่า.  

 
 เม่ือเปรียบเทียบคุณสมบัติของไบโอดีเซลกับน้ํามันดีเซลแลว โมเลกุลของไบโอดีเซลจะมี

ออกซิเจนอยูประมาณ 11 % จึงชวยใหการเผาไหมสมบูรณยิ่งข้ึน, ทําใหลดมลพิษตางๆ ลงได เชน 
ลด Carbonmonoxide 15%,  Hydrocarbons 40%, Particles 60%,  แต NOx เพิ่มเล็กนอย.  นอกจากนี้     
ไบโอดีเซลยังมีคา Cetane Index สูง ทําใหเคร่ืองยนตสตารทติดงายและเดินเรียบ,  มีปริมาณ
กํามะถันนอยมาก,  ไมมีสารอะโรมาติก  และในระยะเวลา 3-4 สัปดาห ไบโอดีเซลสลายในดินได 



 

 14 

99%,  สวนน้ํามันดีเซลได 70%.  เม่ือเปรียบเทียบกับน้ํามันดีเซลแลว  ไบโอดีเซลมีคาซีเทนสูงกวา, 
การปลดปลอยอนุภาคขนาดเล็กเชนฝุนละอองตํ่ากวาและลดการปลอยกาซซัลเฟอรไดออกไซด ไม
เปนพิษและยอยสลายไดในส่ิงแวดลอม. 
  
 1.4.1  คุณสมบัติดานการเพิ่มคาซีเทน 
 ไบโอดีเซลบริสุทธ์ิ (Neat biodiesel) มีคาซีเทนสูงกวาน้ํามันดีเซล.  ความแตกตางขอไบโอ
ดีเซลท่ีสําคัญคือ เปนสารไมไวไฟและไมระเบิด,  มีจุดวาบไฟสูงถึง 120 °ซ. ในขณะท่ีน้ํามันดีเซล
ท่ัวไปมีจุดวาบไฟท่ี 64 °ซ.  ชวยใหประสิทธิภาพการเผาไหมของเคร่ืองยนตดีข้ึน  เนื่องจากมี
องคประกอบของสารออกซิเจนอัด (Oxygenate) ปริมาณสูง,  ชวยใหการเผาไหมในกระบอกสูบมี
ความสมบูรณยิ่งข้ึน,  การจุดระเบิดดี,  การสันดาปสมบูรณ.  นอกจากใชเปนเช้ือเพลิงโดยตรงใน
เคร่ืองยนตดีเซลรอบตํ่าแลว ยังนํามาผสมกับน้ํามันดีเซลในสัดสวนท่ีเหมาะสม เพื่อใหสามารถใช
งานกับเคร่ืองยนตดีเซลรอบสูงไดโดยไมมีปญหาในการใชงานท้ังระยะส้ันและระยะยาว . 
 
 1.4.2  คุณสมบัติดานการหลอล่ืน 
 ไบโอดีเซลประสบความสําเร็จในดานการปรับปรุงคุณภาพ โดยเฉพาะคุณสมบัติเพิ่มความ
หลอล่ืน เนื่องจากไบโอดีเซลเปนไฮโดรคารบอนท่ีเปนโซยาว มีสวนผสมของกรดไขมัน, เมทิลเอส
เทอรสงผลตอความหลอล่ืนท่ีดี ชวยใหชิ้นสวนในระบบน้ํามันเช้ือเพลิงของเคร่ืองยนต เชน ปม
ลูกสูบ (Plunger pump) และแหวนลูกสูบ (Piston ring) มีอายุการใชงานยาวนานข้ึน. 
 
 1.4.3  คุณสมบัติดานการลดการปลดปลอยซัลเฟอรไดออกไซด 
 ไบโอดีเซลจัดเปนเช้ือเพลิงสะอาด การที่ไบโอดีเซลไมมีสวนผสมของกํามะถันอะโรมาติก 
เหมือนน้ํามันท่ีไดมาจากฟอสซิล  จึงไมมีปญหาเร่ืองปริมาณซัลเฟอรในไบโอดีเซล  ซ่ึงเปนการชวย
ลดการปลดปลอยซัลเฟอรไดออกไซดออกสูช้ันบรรยากาศ. 
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1.4.4  คุณสมบัติดานการลดการปลดปลอยฝุนละออง 
 เคร่ืองยนตท่ีใชไบโอดีเซลสามารถลดการเกิดอนุภาคขนาดเล็ก เชน พอลิไซคลิกอะโร-
มาติก,  ไฮโดรคารบอน,  ฝุนละออง และปรับปรุงประสิทธิภาพการเผาไหมใหดีข้ึน. 
 

1.5 กลีเซอรีน (Glycerine) 
 กลีเซอรีน (Glycerine) เปนผลิตภัณฑผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 

ประกอบดวยกลีเซอรอล (Glycerol), เกลือของกรดไขมันอิสระ, น้ํา, เอซิลกลีเซอไรด 
(Acylglycerides),  และฟอสโฟกลีเซอไรด (Phosphoglyceride).  กลีเซอรีนท่ีเหลือท้ิงจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล สามารถนํากลับมาใชประโยชนได, โดยนํามาผานกระบวนการกําจัด
ส่ิงปนเปอนและเปล่ียนเกลือของกรดไขมันอิสระใหเปนกรด,  แลวจึงสังเคราะหใหเปนเมทิลเอส
เทอรดวยปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน.  
 

1.6 ปฏิกิริยาการสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ี 
 การสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน ซ่ึงเปนของเสียจากกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซลอยูในรูปของเกลือโซเดียม โดยนํามาทําใหเปนกรด ดวยกรดซัลฟวริกเจือจาง, แลว
นํามาทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันกับเมทานอล  โดยมีกรดซัลฟวริกเขมขนเปนตัวเรงปฏิกิริยา, จะ
ไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอร.  จากนั้น นํามาทําปฏิกิริยาอีพอกซิเดชันและไฮโดรไลซิสจะไดเปน
สารประกอบไดออล, แลวนํามาทําปฏิกิริยาไนเทรชันดวยกรดผสมระหวางกรดไนทริกเขมขนกับ
กรดซัลฟวริกเขมขน  จะไดสารประกอบไนเทรต.  ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนเปนไปดังสมการดังรูปท่ี 1.8 
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รูปท่ี 1.8   ปฏกิิริยาการสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ี 
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1.7  เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 Dmytryshyn  et al. (2004)  สังเคราะหเมทิลเอสเทอรจากน้ํามันพืช 4 ชนิด คือ น้ํามันคาโน-
ลา,  น้ํามันจากเมล็ดคาโนลา,  ไขท่ีเปนของเสียจากการทอดท่ีผานการบําบัด และไขท่ีเปนของเสีย
จากการทอด, โดยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ซ่ึงมีตัวเรงปฏิกิริยา คือ โพแทสเซียมไฮดรอก
ไซด เมื่อนําเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันท่ีสังเคราะหไดเพียง 1%  มาผสมกับน้ํามันดีเซลจะชวย
เพิ่มคุณสมบัติหลอล่ืน. 
 

Hass  et al.  (2001) ศึกษาการผลิตเมทิลเอสเทอรจากสต็อกสบูของน้ํามันถ่ัวเหลือง โดย
กระบวนการเอสเทอริฟเคชัน  ท่ีมีกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา. เมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได
จากสต็อกสบูของน้ํามันถ่ัวเหลืองมีคุณสมบัติใกลเคียงกับไบโอดีเซลท่ีไดจากน้ํามันถ่ัวเหลือง. เม่ือ
นํามาไบโอดีเซลท่ีสังเคราะหไดผสมกับน้ํามันดีเซล 20%, จะสามารถลดเขมาได 19.7 %, และกาซ
คารบอนมอนอกไซดได 2.4%, ซ่ึงสามารถลดมลพิษของส่ิงแวดลอม.  

 
 Felizardo  et al. (2005) สังเคราะหไบโอดีเซลจากน้ํามันปาลมของเสียท่ีผานการทอดแลว 

โดยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันกับเมทานอลชนิดโครมาโทกราฟเกรด  โดยใชโซเดียม     
ไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยาไบโอดีเซลท่ีผลิตไดมีผลผลิตภัณฑสูงถึง 92 %. 

   
 Suppes  et al. (2001) สังเคราะหสารเพิ่มคาซีเทนประเภท Fatty acid glycol nitrate ดวย

ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของกรดอินทรีย ท่ีมีจํานวนคารบอน 6-18 อะตอม โดยใชกรดซัลฟวริก
เปนตัวเรงปฏิกิริยากับเอทิลีนไกลคอล ตามดวยปฏิกิริยาไนเทรชัน. สารประกอบไนเทรตท่ี
สังเคราะหไดจะทําใหชวงเวลาในการจุดระเบิดส้ันลง คาซีเทนสูงข้ึนแตประสิทธิภาพไมดีเทา 2-
เอทิลเฮกซิลไนเทรต. 

 
 Suppes  et al. (2003) สังเคราะหสารเพิ่มคาซีเทนประเภทอัลคิลไนเทรตจากไตรกลีเซอไรด

ของน้ํามันพืช อาทิเชน น้ํามันละหุง,  น้ํามันถ่ัวเหลือง และน้ํามันมะกอก โดยวิธีไนเทรชันดวยกรด
ไนทริกและแอซีติกแอนไฮไดรด.   สารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดประสิทธิภาพไมดีเทากับ     
2- เอทิลเฮกซิลไนเทรต. 
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1.8 วัตถุประสงคและขอบเขตของงานวิจัย 
 1.8.1 วัตถุประสงค 
 1. สังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน. 

 2. ศึกษาสมบัติของไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีท่ีสังเคราะหได. 
 3. ศึกษาหาสภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรจากกลีเซอรีน. 

 1.8.2 ขอบเขตของงานวิจัย 
 1. ศึกษาและคนควารวบรวมขอมูลท่ีเกี่ยวของกับการวจิัย. 
 2. จัดเตรียมอุปกรณและสารเคมี. 

 3. สังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีนโดยปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน, 
ปฏิกิริยาอีพอกซิเดชัน และปฏิกิริยาไนเทรชัน. 

 4. พิสูจนเอกลักษณของไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ี ท่ีสังเคราะหได ดวยเทคนิคทางสเปก- 
โทรสโกป คือ FT-IR และ FT-NMR. 

 5. ทดลองหาสภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรจากกลีเซอรีน. 
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2. วัสดุ อุปกรณ และวธิีการทดลอง 
 
 การสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีนท่ีเปนผลพลอยไดจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลมีวัสดุ,  อุปกรณ และวิธีการทดลอง 3 ข้ันตอน, ดังนี้ : 
 

2.1 การสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน 
 2.1.1 การสังเคราะหเมทิลเอสเทอร (Glycerine methyl ester) 
  2.1.1.1 วัสดุอุปกรณ  

2.1.1.1.1 ชุดอุปกรณการกล่ัน (Reflux) 
2.1.1.1.2 ขวดกนกลมสองคอ (Two-neck round bottom flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร 
2.1.1.1.3 กรวยแยก (Separating funnel) ขนาด 500 มิลลิลิตร 
2.1.1.1.4 กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 (Filtrate paper) 
2.1.1.1.5 กระดาษวดั pH 
2.1.1.1.6 เคร่ืองช่ังไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง : Model AB204-S Mettler Toedo 
2.1.1.1.7 Hotplate/stirrer : CORNING 
2.1.1.1.8 Rotary evaporator : Model R-200; BÜCHI  

 
 2.1.1.2 สารเคมี 

2.1.1.2.1 Methanol (AR grade) 
2.1.1.2.2 Conc. Sulfuric acid (96%) (AR grade) 
2.1.1.2.3 Sodium hydrogen carbonate (AR grade) 
2.1.1.2.4 Sodium chloride (AR grade) 
2.1.1.2.5 Sodium sulfate anhydrous (AR grade) 
2.1.1.2.6 Dichloromethane (AR grade) 
2.1.1.2.7 น้ํากล่ัน  
 
 
 
 
 



 

 20 

 2.1.1.3 วิธีการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร  
 ช่ังกลีเซอรีนท่ีเปนผลิตภัณฑผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 25 กรัม ลงใน
ขวดกนกลมสองคอ (Two-neck round bottom flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร.  เติมเมทานอล 93.75 
กรัม,  ไดคลอโรมีเทน 100 มิลลิลิตร และกรดซัลฟวริกเขมขน 96% ปริมาณ 3.125 มิลลิลิตร.  ตอ
ขวดกนกลมเขากับอุปกรณกล่ันไดแก Reflux condenser,  Thermometer และMagnetic stirrer.  กล่ัน 
(Reflux) สวนผสมท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  และคนตลอดเวลาเปนเวลา 10 ช่ัวโมง. 
หลังจากเกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ สวนผสมที่ไดจะแยกช้ันออกมา.  จากน้ัน ถายสวนผสมท้ังหมด
ลงในกรวยแยก และแยกช้ันน้ําออกไป. ช้ันท่ีเปนสารอินทรียลางดวยน้ํากล่ันจนกวา pH ของช้ัน
สารอินทรียจะเปนกลาง (pH=7),  ตามดวยสารละลาย 5%โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต  ปริมาณ 
37.5 มิลลิลิตร,  น้ํากล่ัน 25 มิลลิลิตร และโซเดียมคลอไรดอ่ิมตัว 25 มิลลิลิตร,  ตามลําดับ.  หลังจาก
แยกสวนท่ีเปนช้ันน้ําออกไป กําจัดน้ําในสวนท่ีเปนสารอินทรียดวยการเติมโซเดียมซัลเฟต (Sodium 
sulfate anhydrous) แลวนําไปกรองผานกระดาษกรอง.  นําสวนท่ีกรองไดไประเหยตัวทําละลาย
อินทรียท่ีตกคางอยูดวยเคร่ือง Rotary evaporator  พบวา จะไดเมทิลเอสเทอรท่ีมีลักษณะเปน
ของเหลวสีเหลือง,  ช่ังน้ําหนักเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได. 
 
 2.1.2 การสังเคราะหสารประกอบอีพอกไซด (Glycerine poxide) 

 2.1.2.1 วัสดุอุปกรณ  
2.1.2.1.1 ชุดอุปกรณการกล่ัน (Reflux) 
2.1.2.1.2 ขวดกนกลมสองคอ (Two-neck round bottom flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร 
2.1.2.1.3 กรวยแยก (Separating funnel) ขนาด 500 มิลลิลิตร 
2.1.2.1.4 กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 (Filtrate paper) 
2.1.2.1.5 กระดาษวดั pH 
2.1.2.1.6 เคร่ืองช่ังไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง : Model AB204-S Mettler Toedo 
2.1.2.1.7 Hot plate/stirrer : CORNING 
2.1.2.1.8 Rotary evaporator : Model R-200; BÜCHI  

 
 2.1.2.2 สารเคมี 

2.1.2.2.1 Methanol (AR grade) 
2.1.2.2.2 Hexane (AR grade) 
2.1.2.2.3 Glacial acetic acid (AR grade) 
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2.1.2.2.4 Conc. Sulfuric acid (96%) (AR grade) 
2.1.2.2.5 50% Hydrogen peroxide (AR grade) 
2.1.2.2.6 Sodium hydrogen carbonate (AR grade) 
2.1.2.2.7 Sodium chloride (AR grade) 
2.1.2.2.8 Sodium sulfate anhydrous (AR grade) 
2.1.2.2.9 น้ํากล่ัน  

 
 2.1.2.3 วิธีการสังเคราะหสารประกอบอีพอกไซด 

 ช่ังเมทิลเอสเทอรท่ีไดจากการทดลองที่ 2.1.1 ปริมาณ 18 กรัม ผสมดวยเฮกเซน 17.8 กรัม 
และใส magnetic stirrer ในขวดกนกลมขนาด 500 มิลลิลิตร,  คนสวนผสมท้ังหมดเปนเวลา 30 
นาที.  เตรียมกรดเปอรแอซีติก (peracetic acid) จากกรดแอซีติก 7.9 กรัม และกรดซัลฟวริกเขมขน 
96%  ปริมาณ 0.2 กรัม ในขวดกนกลมอีกใบขนาด 500 มิลลิลิตร ท่ีมี magnetic stirrer.  จากนั้น เติม 
50% ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 13.49 กรัม อยางชาๆ  ไมตํ่ากวา 1 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง. หลังจาก
นั้น  เทกรดเปอรแอซีติกลงในสวนผสมอยางชาๆ และคนเปนเวลา 6 ช่ัวโมง,  หลังจากปฏิกิริยาเกิด
อยางสมบูรณสวนผสมท่ีไดจะแยกตัว.  จากนั้น  ถายสวนผสมทั้งหมดลงในกรวยแยก, ไขสวนท่ี
เปนช้ันน้ําออกไป,  แลวลางสวนท่ีเปนช้ันสารอินทรียดวยน้ํากล่ันจนกวา pH ของช้ันสารอินทรียจะ
เปนกลาง,   ตามดวยสารละลาย 5%โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนตปริมาณ 100 มิลลิลิตร,  น้ํากล่ัน 
100 มิลลิลิตร และโซเดียมคลอไรดอ่ิมตัว 100 มิลลิลิตร, ตามลําดับ.  หลังจากแยกสวนท่ีเปนช้ันน้ํา
ออกไป กําจัดน้ําในสวนท่ีเปนสารอินทรียดวยการเติมโซเดียมซัลเฟต (Sodium sulfate anhydrous), 
แลวนําไปกรองผานกระดาษกรอง.  นําสวนท่ีกรองไดไประเหยตัวทําละลายอินทรียท่ีตกคางอยูดวย
เคร่ือง Rotary evaporator พบวา  จะไดสารประกอบอีพอกไซดท่ีมีลักษณะเปนของเหลวสีเหลือง
ออน,  ช่ังน้ําหนักสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได. 

 
 2.1.3 การสังเคราะหสารประกอบไนเทรต (Glycerine nitrate) 

 2.1.3.1 วัสดุอุปกรณ  
2.1.3.1.1 ชุดอุปกรณการกล่ัน (Reflux) 
2.1.3.1.2 ขวดกนกลมสองคอ (Two-neck round bottom flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร 
2.1.3.1.3 กรวยแยก (Separating funnel) ขนาด 500 มิลลิลิตร 
2.1.3.1.4 กระดาษกรอง Whatman เบอร 1 (Filtrate paper) 
2.1.3.1.5 กระดาษวดั pH 
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2.1.3.1.6 เคร่ืองช่ังไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง : Model AB204-S Mettler Toedo 
2.1.3.1.7 Hotplate/stirrer : CORNING 
2.1.3.1.8 Rotary evaporator : Model R-200 ; BÜCHI  

 
 2.1.3.2 สารเคมี 

2.1.3.2.1 Conc. Nitric acid (65%) (AR grade) 
2.1.3.2.2 Conc. Sulfuric acid (96%) (AR grade) 
2.1.3.2.3 Dichloromethane (AR grade) 
2.1.3.2.4 Glacial acetic acid (AR grade) 
2.1.3.2.5 Sodium hydrogen carbonate (AR grade) 
2.1.3.2.6 Sodium chloride (AR grade) 
2.1.3.2.7 Sodium sulfate anhydrous (AR grade) 
2.1.3.2.8 น้ํากล่ัน  

 
 2.1.3.3 วิธีการสังเคราะหสารประกอบไนเทรต 

 เทสวนผสมของกรดไนทริกเขมขน 65%  ปริมาณ 32 กรัม และกรดซัลฟวริกเขมขน 96% 
ปริมาณ 67.57 กรัม  ลงในขวดกนกลมขนาด 500 มิลลิลิตร,  คนสวนผสมในอางน้ําแข็งและควบคุม
อุณหภูมิใหอยูในชวง 0+2 องศาเซลเซียส.   ช่ังสารประกอบอีพอกไซดท่ีไดจากการทดลองที่ 2.1.2 
ปริมาณ 15.50 กรัม ละลายในไดคลอโรมีเทน 50 มิลลิลิตร,  คอยๆ หยดลงในขวดกนกลม,  คนให
เกิดปฏิกิริยาเปนเวลา 4 ช่ัวโมง โดยรักษาระดับอุณหภูมิใหอยูในชวง 0+2 องศาเซลเซียส,  หลังจาก
ปฏิกิริยาเกิดอยางสมบูรณ สวนผสมท่ีไดจะแยกตัว.  จากนั้น ถายสวนผสมทั้งหมดลงในกรวยแยก 
ไขสวนท่ีเปนช้ันน้ําออกไปแลวลางสวนท่ีเปนช้ันสารอินทรียดวยน้ํากล่ันจนกวา pH ของช้ัน
สารอินทรียจะเปนกลาง,  ตามดวยสารละลาย 5 %โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนตปริมาณ 100 
มิลลิลิตร น้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร,  และโซเดียมคลอไรดอ่ิมตัว 100 มิลลิลิตร ตามลําดับ.  หลังจาก
แยกสวนท่ีเปนช้ันน้ําออกไป กําจัดน้ําในสวนท่ีเปนสารอินทรียดวยการเติมโซเดียมซัลเฟต (Sodium 
sulfate anhydrous), แลวนําไปกรอง ระเหยตัวทําละลายอินทรียท่ีตกคางอยูดวยเครื่อง Rotary 
evaporator พบวา  จะไดสารประกอบไนเทรตที่มีลักษณะเปนของเหลวสีน้ําตาล, ช่ังน้ําหนัก
สารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหได. 
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2.2  การพิสูจนเอกลักษณไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 พิสูจนเอกลักษณของเมทิลเอสเทอร,  สารประกอบอีพอกไซด และสารประกอบไนเทรตท่ี

สังเคราะหไดจากกลีเซอรีนท่ีเปนของเหลือท้ิงจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยเคร่ืองมือ
วิเคราะหดังตอไปนี้ : 
 - Fourier-Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR). 
 - Fourier-Transform NMR Spectrometer (FT-NMR). 

 
 2.2.1 การพิสูจนเอกลักษณเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได จากกลีเซอรีน 
 2.2.2 การพิสูจนเอกลักษณสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 2.2.3 การพิสูจนเอกลักษณสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 

2.3 การทดลองหาสภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร  
 เปนการปรับสภาวะการสังเคราะหโดยการแปรผันปริมาณเมทานอลใหอยูในชวง 5-40 

มิลลิลิตร,  ปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96%ใหอยูในชวง 2-10 มิลลิลิตร และระยะเวลาในการทํา
ปฏิกิริยาใหอยูในชวง 5-360 นาที,  เพื่อใหไดเมทิลเอสเทอรในปริมาณสูงท่ีสุด. 

 
 2.3.1 การทดลองแปรผันปริมาณเมทานอล 

 ช่ังกลีเซอรีน 50 กรัม ในขวดกนกลมสองคอ (Two-neck round bottom flask) ขนาด 500 
มิลลิลิตร, เติมเมทานอล 5, 8, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 35 และ 40 มิลลิลิตร, ไดคลอโรมีเทน 50 
มิลลิลิตร และกรดซัลฟวริกเขมขน 96% ปริมาณ 8 มิลลิลิตร.  ตอขวดกนกลมเขากับอุปกรณกล่ัน
ไดแก Reflux condenser, Thermometer และ Magnetic stirrer. กล่ัน (Reflux) สวนผสมท่ีไดท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และคนตลอดเวลาเปนเวลา 3 ช่ัวโมง. หลังจากเกิดปฏิกิริยาอยาง
สมบูรณ สวนผสมท่ีไดจะแยกช้ันออกมา.  จากนั้น ถายสวนผสมท้ังหมดลงในกรวยแยกและแยกช้ัน
น้ําออกไป.  ช้ันท่ีเปนสารอินทรียลางดวยน้ํากล่ันจนกวา pH ของช้ันสารอินทรียจะเปนกลาง.  ช่ัง
น้ําหนักช้ันสารอินทรียท่ีแยกได,  เลือกปริมาตรเมทานอลที่ให % Yield สูงท่ีสุด ใชในการทดลองท่ี 
2.3.2 ตอไป. 
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 2.3.2 การทดลองแปรผันปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96%  
 ช่ังกลีเซอรีน 50 กรัม ในขวดกนกลมสองคอ (Two-neck round bottom flask) ขนาด 500 

มิลลิลิตร,  เติมเมทานอล 12 มิลลิลิตร,  ไดคลอโรมีเทน 50 มิลลิลิตร และกรดซัลฟวริกเขมขน 96 % 
ปริมาณ 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 10 มิลลิลิตร.  ตอขวดกนกลมเขากับอุปกรณกล่ันไดแก Reflux 
condenser,  Thermometer และ Magnetic stirrer.  กล่ัน (Reflux) สวนผสมท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียสและคนตลอดเวลาเปนเวลา 3 ช่ัวโมง.  หลังจากเกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ สวนผสมท่ีไดจะ
แยกช้ันออกมา.  จากนั้น ถายสวนผสมท้ังหมดลงในกรวยแยกและแยกช้ันน้ําออกไป. ช้ันท่ีเปน
สารอินทรียลางดวยน้ํากล่ันจนกวา pH ของช้ันสารอินทรียจะเปนกลาง.  ช่ังน้ําหนักช้ันสารอินทรีย
ท่ีแยกได,  เลือกปริมาตรกรดซัลฟวริกเขมขน 96% ท่ีให % Yield สูงท่ีสุด ใชในการทดลองท่ี 2.3.3 
ตอไป. 

 
 2.3.3 การทดลองแปรผันเวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยา 

 ช่ังกลีเซอรีน 50 กรัม ในขวดกนกลมสองคอ (Two-neck round bottom flask) ขนาด 500 
มิลลิลิตร,  เติมเมทานอล 12 มิลลิลิตร, ไดคลอโรมีเทน 50 มิลลิลิตร และกรดซัลฟวริกเขมขน 96 % 
ปริมาณ 6 มิลลิลิตร.  ตอขวดกนกลมเขากับอุปกรณกล่ันไดแก Reflux condenser, Thermometer 
และ Magnetic stirrer. กล่ัน (Reflux) สวนผสมท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และคนตลอดเวลา
เปนเวลา 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180 และ 360 นาที.  หลังจากเกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ,  สวนผสม
ท่ีไดจะแยกช้ันออกมา.  จากนั้น  ถายสวนผสมท้ังหมดลงในกรวยแยกและแยกช้ันน้ําออกไป. ช้ันท่ี
เปนสารอินทรียลางดวยน้ํากล่ันจนกวา pH ของช้ันสารอินทรียจะเปนกลาง.  ช่ังน้ําหนักช้ัน
สารอินทรียท่ีแยกได เลือกเวลาท่ีเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาแลวให % Yield สูงท่ีสุด.  
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3. ผลการทดลองและวิจารณ 
 

3.1 ผลการสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน 
 ไบโอดีเซลหรือเมทิลเอสเทอร ท่ีผลิตไดจากกลีเซอรีนซ่ึงเปนของเหลือท้ิงหรือผลพลอยได
จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล สามารถเตรียมไดจากปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของเกลือของกรด
ไขมันอิสระท่ีเปนสวนประกอบสวนใหญในกลีเซอรีนกับเมทานอล โดยมีกรดซัลฟวริกเปนตัวเรง
ปฏิกิริยา พบวา สามารถสังเคราะหเมทิลเอสเทอร ไดเทากับ 44.96 เปอรเซ็นต. เม่ือนําเมทิลเอส
เทอรท่ีสังเคราะหไดมาทําปฏิกิริยาอีพอกซิเดชันและไฮโดรไลซิส จะไดเปนสารประกอบไดออล
เอสเทอร  เทากับ 86.11 เปอรเซ็นต. หลังจากนั้น นํามาทําปฏิกิริยาไนเทรชันดวยกรดผสมระหวาง
กรดไนทริก เขมขนกับกรดซัลฟวริกเขมขนจะไดสารประกอบไนเทรต ท่ีมีคุณสมบัติเปนสารหลอ
ล่ืนเทากับ 68.19 เปอรเซ็นต.  ผลการสังเคราะหท่ีไดเปนดังแสดงในตารางท่ี 3.1. 
 
ตารางท่ี  3.1  ผลการสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ี 
 

นํ้าหนัก (g) 
การสังเคราะห 

กอนทําปฏิกิริยา หลังทําปฏิกิริยา 

Yield 
(%) 

ลักษณะ 

เมทิลเอสเทอร 25 11.2 45.0* ของเหลวสีเหลืองใส 
สารประกอบอีพอกไซด 18 15.5 86.1** ของเหลวสีเหลืองใส 
สารประกอบไนเทรต 15.5 10.6 68.2*** ของเหลวสีนํ้าตาลใส 

 
หมายเหตุ  :  * ผลผลิตที่คิดเทียบกับของเสียจากกระบวนการผลิตที่ยังไมไดแยกเอากลีเซอรอลออก 
       ** ผลผลิตที่คิดเทียบกับ* 
 ***ผลผลิตที่คิดเทียบกับ** 
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3.2 การพิสูจนเอกลักษณไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 พิสูจนเอกลักษณไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีสังเคราะหได 3 ชนิด ดังนี้ : 

 - เมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (Glycerine methyl ester). 
 - สารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (Glycerine epoxide). 
 - สารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (Glycerine nitrate). 
 

 3.2.1  ผลการพิสูจนเอกลักษณเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได จากกลีเซอรีน 
 พิสูจนเอกลักษณเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดดวยเทคนิค IR และ NMR. 
 ผลการวิเคราะหเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได ดวย Fourier-Transform Infrared 
Spectrophotometer (FT-IR). 
 IR สเปกตรัมของ กลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน  ดังแสดงใน
รูปท่ี 3.1 และ 3.2 ตามลําดับ. 

 

 
 

รูปท่ี 3.1  IR สเปกตรัมของกลีเซอรีน (NaCl) 
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รูปท่ี 3.2  IR สเปกตรัมของเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (NaCl) 
 

 ชวงการดูดกลืนแสงท่ีสําคัญของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน
แสดงดังตารางท่ี 3.2. 

 

ตารางท่ี 3.2   Absorption assignments ของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะห 
 ไดจากกลีเซอรีน 
 

Wave number (cm-1) 

Glycerine Glycerine methyl ester 

Assignments 

3005 
2851 
1740 
1654 
1461 
1162 

3005 
2849 
1742 
1654 
1461 
1167 

=C-H Stretching 
C-H Stretching, Aliphatic 

C=O Stretching 
C=C Stretching 

C-H Bending, Aliphatic 
C-O Stretching 

 

 IR สเปกตรัมของกลีเซอรีนดังรูปท่ี 3.1 และเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีนดัง 
รูปท่ี 3.2 ไมสามารถวิเคราะหไดวา  สารทั้งสองอยางมีความแตกตางของโครงสรางหมูฟงกชัน
อยางไร,  ดังนั้น จึงนําสารท้ังสองชนิดมายืนยันดวยเคร่ือง FT-NMR.  
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 ผลการวิเคราะหเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได ดวย Fourier-Transform NMR 
Spectrometer (FT-NMR) 
 1H-NMR  สเปกตรัมของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน แสดง
ดังรูปท่ี 3.3 และ 3.4. 

0.50.51.01.01.51.52.02.02.52.53.03.03.53.54.04.04.54.55.05.05.55.56.06.06.56.57.07.07.57.58.08.0

 6.3 2.7 2.8 0.6 9.0 9.3  10.6  100.3  12.7 

 
 

รูปท่ี 3.3  1H-NMR สเปกตรัมของกลีเซอรีน (CDCl3) 
 

 

0.50.51.01.01.51.52.02.02.52.53.03.03.53.54.04.04.54.55.05.05.55.56.06.06.56.57.07.07.57.58.08.0

 1.6 4.9 0.1 3.4 3.3  4.9  40.0  4.9 

 
 

รูปท่ี 3.4  1H-NMR สเปกตรัมของเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (CDCl3) 
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 สัญญาณสําคัญท่ีไดจาก 1H-NMR สเปกตรัมของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะห
ไดจากกลีเซอรีน แสดงดังตารางท่ี 3.3. 

 
ตารางท่ี 3.3   Assignments 1H-NMR สเปกตรัมของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะห 
 ไดจากกลีเซอรีน  
 

Chemical Shift ( ,ppm) Position of Proton Multiplicity 

Glycerine Glycerine methyl ester  
a 

b,c,d,e,f,g,h,k,l,m,n,o,p 
q 
s 

t,u,v 
i,j 

m 
m 
t 
s 
m 
m 

0.77-0.83 
1.15-1.95 
2.19-2.26 

- 
4.01-4.27 
5.19-5.28 

0.74-0.81 
1.12-1.92 
2.15-2.22 

3.54 
- 

5.20-5.25 
  

 เม่ือเปรียบเทียบ 1H-NMR สเปกตรัมของเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน ดังรูป
ท่ี 3.4 กับกลีเซอรีนดังรูปท่ี 3.3 สังเกตไดวาสัญญาณท่ีคา Chemical shift H 3.54 ppm เปนสัญญาณ
ของโปรตอนของหมู  methoxy  ของเมทิลเอสเทอร. 
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 13 C-NMR สเปกตรัมของกลีเซอรีน และเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน แสดง
ไดดังรูปท่ี 3.5 และ 3.6. 

 

252550507575100100125125150150175175200200  
 

รูปท่ี 3.5  13C-NMR สเปกตรัมของกลีเซอรีน (CDCl3) 
 

252550507575100100125125150150175175200200  
 

รูปท่ี 3.6  13C-NMR สเปกตรัมของเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (CDCl3) 
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สัญญาณสําคัญท่ีไดจาก 13C-NMR สเปกตรัมของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะห
ไดจากกลีเซอรีน แสดงดังตารางท่ี 3.4. 

 
ตารางท่ี 3.4  Assignments 13C-NMR สเปกตรัมของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได 
 จากกลีเซอรีน  
 

Chemical Shift ( ,ppm) Position of Carbon 

Glycerine Glycerine methyl ester  
a 

b,c,d,e,f,g,h,k,l,m,n,o,p 
q 
s 

t,v 
u 
i,j 
r 

14.05 
22.55-33.94 

34.09 
- 

62.00 
68.86 

127.83-130.01 
172.60-173.01 

14.00 
22.61-31.86 

33.90 
51.12 

- 
- 

127.79-129.93 
173.90 

 

 เม่ือเปรียบเทียบ 13C-NMR สเปกตรัมของเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได รูปท่ี 3.9 กับ         
สเปกตรัมของกลีเซอรีนดังรูปท่ี 3.8 เห็นไดชัดวา สัญญาณท่ีคา Chemical shift C 62 ppm and C 
68 ppm,  ซ่ึงเปนของคารบอนสวนของกลีเซอรอลของไตรกลีเซอไรดไดหายไป เนื่องมาจากการ
เกิดเมทิลเอสเทอรและสัญญาณท่ีคา Chemical shift  C 51 ppm เปนของคารบอนของหมูเมทอกซี
ของเมทิลเอสเทอรจะเกิดข้ึนแทนท่ี. 

 
 จากผลของขอมูลสเปกตรัมท้ังหมด สามารถสรุปไดวา  ผลิตภัณฑท่ีสังเคราะหไดจากกลี-
เซอรีน คือ เมทิลเอสเทอรและมีสูตรโครงสรางเปนดังนี้ : 
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O

OCH3

b d f h j l n p r

a c e g i k m o q s

 

 

 

 

Glycerine methyl ester 

รูปท่ี 3.7  สูตรโครงสรางท่ีแสดง Assignments1H-NMR สเปกตรัมเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะห 
 ไดจากกลีเซอรีน 

 
 3.2.2 ผลการพิสูจนเอกลักษณของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 พิสูจนเอกลักษณสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดดวยเทคนิค IR และ NMR. 
 ผลการวิเคราะหสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได ดวย Fourier-Transform 
Infrared Spectrophotometer (FT-IR) 
   
 IR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากเมทิลเอสเทอรท่ีไดจากกลี 
เซอรีน  แสดงไดดังรูปท่ี 3.8. 
 

 
 

รูปท่ี 3.8  IR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (NaCl) 
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 ชวงการดูดกลืนแสงท่ีสําคัญของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได  แสดงดังตารางท่ี 
3.5. 
 
ตารางท่ี 3.5  Absorption assignments ของเมทิลเอสเทอรจากกลีเซอรีนเปรียบเทียบกับ 
 สารประกอบอีพอกไซดจากกลีเซอรีน 
 

Wave number (cm-1) 

Glycerine methyl ester  Glycerine epoxide  

Assignments 

- 
3005 
2849 
1742 
1654 
1461 
1167 

3467 
- 

2849 
1741 

- 
1461 
1162 

O-H Stretching 
=C-H Stretching 

C-H Stretching, Aliphatic 
C=O Stretching 
C=C Stretching 

C-H Bending, Aliphatic 
C-O Stretching 

  
 จากการเปรียบเทียบกราฟ IR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซด  แสดงดังรูปท่ี 3.8 กับ
เมทิลเอสเทอร ดังรูปท่ี 3.2  พบวา  สามารถสังเกตการดูดกลืนแสงท่ี 3005 cm-1 และ 1654    cm-1 
จากสเปกตรัมของเมทิลเอสเทอร  เนื่องจากการมีอยูของพันธะคูในโซของกรดไขมัน  ในขณะท่ีไม
สามารถสังเกตเห็นไดจากสเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซด. 
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 ผลการวิเคราะหสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได ดวย Fourier-Transform NMR 
Spectrometer (FT-NMR) 
 1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซด ท่ีสังเคราะหได แสดงดังรูปท่ี 3.9. 

 

0.50.51.01.01.51.52.02.02.52.53.03.03.53.54.04.04.54.55.05.05.55.56.06.06.56.57.07.07.57.58.08.0

1.0 0.1 0.7 0.1  1.1  1.6  9.7  2.1 

 
 

รูปท่ี 3.9  1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซด ท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (CDCl3) 
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สัญญาณสําคัญท่ีไดจาก  1H-NMR สเปกตรัม ของสารประกอบอีพอกไซด แสดงไดดัง
ตารางท่ี 3.6. 
 
ตารางท่ี 3.6  Assignments1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะห 
 ไดจากกลีเซอรีน 
 

Position of Proton Multiplicity Chemical Shift (,ppm) 
a 

b,c,d,e,f,g,h,k,l,m,n,o,p 
q 
i,j 
s 

m 
m 
t 
m 
s 

0.71-0.77 
1.09-1.51 
2.11-2.19 
2.68-2.76 

3.54 
 
 เม่ือเปรียบเทียบ 1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดดังรูปท่ี 
3.9 กับเมทิลเอสเทอรดังรูปท่ี 3.4 จะสามารถเห็นไดวา  สัญญาณระหวาง H 5.20 ppm ถึง H 
5.25 เปนสัญญาณของโปรตอนจากสวนท่ีเปนแอลเคนในโซกรดไขมันหายไป เนื่องจากการฟอรม
ตัวของสารประกอบอีพอกไซด.  ดังนั้น สัญญาณท่ี H 2.68 ถึง 2.76 ppm จึงมาจากโปรตอนในหมู   
อีพอกไซด. 
 
 13 C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได  แสดงดังในรูปท่ี 3.10. 

 

252550507575100100125125150150175175200200  
 

รูปท่ี 3.10   13C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (CDCl3) 



 

 36 

O

OCH3

b d f h j l n p r

a c e g i k m o q s

O

 สัญญาณสําคัญท่ีไดจาก 13C-NMR สเปกตรัม ของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได 
ดังแสดงในตารางท่ี 3.7. 
 
ตารางท่ี 3.7   Assignments 13C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได 
 จากกลีเซอรีน 
 

Position of Carbon Chemical Shift (,ppm) 
a 

b,c,d,e,f,g,h,k,l,m,n,o,p 
q 
s 
i,j 
r 

14.02 
22.62-31.86 

34.00 
51.32 

57.13-57.17 
174.23 

 

 เม่ือเปรียบเทียบ 13C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดดังรูปท่ี 3.10 กับ 13C-
NMR สเปกตรัมของเมทิลเอสเทอรรูปท่ี 3.6 พบวา สัญญาณของ olefinic carbon (-C=C-) ท่ี C 
127.79   ถึง 129.93 ppm  หายไป   เนื่องจากการฟอรมตัวของเมทิลเอสเทอรกลายเปนสารประกอบ
อีพอกไซด  ดังนั้น  สัญญาณท่ี C 57.13 ถึง 57.17 ppm จึงมาจากคารบอนในหมูอีพอกไซด. 
 
 จากผลขอมูลสเปกตรัมท้ังหมดสามารถสรุปไดวา ผลิตภัณฑท่ีสังเคราะหไดจากเมทิลเอส
เทอรคือ สารประกอบอีพอกไซด และมีสูตรโครงสรางเปนดังนี้ : 
 

 

 

      Glycerine epoxide 
 
รูปท่ี 3.11  สูตรโครงสรางท่ีแสดง Assignments1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซด 

 ท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน. 
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3.2.3 การพิสูจนเอกลักษณของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 พิสูจนเอกลักษณสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดดวยเทคนิค IR และ NMR. 
 ผลการวิเคราะหสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหได ดวย Fourier-Transform Infrared 
Spectrophotometer (FT-IR) 
 IR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดสารประกอบอีพอกไซดท่ีไดจาก
เมทิลเอสเทอรท่ีไดจากกลีเซอรีน  แสดงไดดังรูปท่ี 3.12. 

 

 
 

รูปท่ี 3.12  IR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตที่สังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (NaCl) 
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ชวงการดูดกลืนแสงท่ีสําคัญของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดแสดงดัง ตารางท่ี 3.8. 
 
ตารางท่ี 3.8  Absorption assignments ของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 

Wave number (cm-1) 

Glycerine epoxide Glycerine nitrate 

Assignments 

3467 
2849 
1741 

- 
1461 

- 
1162 

- 
2863 
1742 
1632 
1461 
1271 
1167 
853 

O-H Stretching 
C-H Stretching, Aliphatic 

C=O Stretching 
NO2 Asymmetric Stretching 

C-H Bending, Aliphatic 
NO2 Symmetric Stretching 

C-O Stretching 
N-O Stretching Vibration 

 
 เม่ือเปรียบเทียบกราฟ IR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรต  แสดงดังในรูปท่ี 3.12 กับ
สารประกอบอีพอกไซด ดังรูปท่ี 3.8 พบวา ไมมีการดูดกลืนแสงท่ีชวง OH stretching ท่ี 3467 cm-1 
แตกลับพบการดูดกลืนแสงในชวงของ NO2 (asymmetric and symmetric) stretching and NO 
stretching ท่ี 1632, 1271 and 853 cm-1 ตามลําดับ ยืนยันผลที่เกิดข้ึนดวยเคร่ือง FT-NMR ตอไป. 
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 ผลการวิเคราะหสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหได ดวย Fourier-Transform NMR 
Spectrometer (FT-NMR) 
 1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรต ท่ีสังเคราะหได แสดงดังรูปท่ี 3.13. 

 

0.50.51.01.01.51.52.02.02.52.53.03.03.53.54.04.04.54.55.05.05.55.56.06.06.56.57.07.07.57.58.08.0

0.2 0.1 9.0 6.8  13.3  81.7  9.7 

 
 

รูปท่ี 3.13  1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรต ท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (CDCl3) 
  
 สัญญาณสําคัญท่ีไดจาก  1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรต แสดงไดดัง ตาราง
ท่ี 3.9. 
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ตารางท่ี 3.9  Assignments1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจาก  
 กลีเซอรีน 
 

Position of Proton Multiplicity Chemical Shift (,ppm) 
a 

b,c,d,e,f,g,h,k,l,m,n,o,p 
q 
s 
i,j 

m 
m 
t 
s 
m 

0.75-0.81 
1.12-1.59 
2.26-2.24 

3.56 
5.06-5.16 

 
 เม่ือเปรียบเทียบ 1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหได แสดงดังรูป
ท่ี 3.13 กับสเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซด  และดังรูปท่ี 3.9 จะสังเกตเห็นไดวา สัญญาณ
ระหวาง H 3.18 ถึง 3.26 ppm เปนสัญญาณจากโปรตอนของคารบอนท่ีตออยูกับหมูไฮดรอกซิล
หายไปเนื่องจากการฟอรมตัวของสารประกอบไนเทรต,  ดังนั้น สัญญาณท่ี H 5.06 ppm ถึง H 

5.16 ppm จึงมาจากโปรตอนของคารบอนในหมูไนเทรต. 
 

 13 C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหได แสดงดังรูปท่ี 3.14. 
 

252550507575100100125125150150175175200200  

รูปท่ี 3.14  13C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (CDCl3) 
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b d f h j l n p r
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ONO2

ONO2

 สัญญาณสําคัญท่ีไดจาก 13C-NMR สเปกตรัม ของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหได 
แสดงดังตารางท่ี 3.10. 
 
ตารางท่ี 3.10    Assignments 13C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตที่สังเคราะห 
 ไดจากกลีเซอรีน 
 

Position of Carbon Chemical Shift (,ppm) 
a 

b,c,d,e,f,g,h,k,l,m,n,o,p 
q 
s 
i,j 
r 

13.79 
22.34-31.84 

33.92 
51.19 

81.62-81.67 
174.06 

 
 เม่ือเปรียบเทียบ 13C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตดังรูปท่ี 3.14 กับ 13C-NMR 
สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดรูปท่ี 3.10 สังเกตพบวา สัญญาณของคารบอนท่ี c 81.62 to 
81.67 ppm เปนของคารบอนท่ีตออยูกับหมูไนเทรต.  

 
 จากผลขอมูลสเปกตรัมท้ังหมดสามารถสรุปไดวา  ผลิตภัณฑ ท่ีสังเคราะหไดจาก
สารประกอบอีพอกไซดคือ สารประกอบไนเทรต และมีสูตรโครงสรางเปนดังนี้ : 
 

 

 

 

 

Glycerine nitrate 

รูปท่ี 3.15   สูตรโครงสรางท่ีแสดง Assignments1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรต 
 ท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
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3.3  ผลการทดลองหาสภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร  
 การปรับสภาวะการสังเคราะหโดยการแปรผันปริมาณเมทานอล ปริมาณกรดซัลฟวริก
เขมขน 96 % และระยะเวลาในการทําปฏิกิริยา,  เพื่อหาสภาวะท่ีใหปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงท่ีสุด
ผลการทดลองเปน ดังนี้ : 
 
 3.3.1 ผลการทดลองแปรผันปริมาณเมทานอล 
 เม่ือทดลองแปรผันปริมาณเมทานอล10 ปริมาตรคือ 5, 8, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 35 และ 40 
มิลลิลิตรโดยใชกลีเซอรีน 50 กรัม,  ไดคลอโรมีเทน 100 มิลลิลิตร และกรดซัลฟวริกเขมขน 96% 
ปริมาณ 8 มิลลิลิตร,  Reflux ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง,  แลวช่ังปริมาณเมทิล
เอสเทอรท่ีสังเคราะหได.  ผลการทดลองเปนไปดังตารางท่ี 3.11  และรูปท่ี 3.16. 
 
ตารางท่ี 3.11  ผลการทดลองแปรผันปริมาณเมทานอลในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร 

 
No. Glycerine 

(g) 
Methanol 

(ml) 
H2SO4 

(ml) 
Time 
(hr.) 

Methyl ester (g) Yield 
(%) 

1 50 5 8 3 21.2 42.4 

2 50 8 8 3 17.1 34.1 

3 50 10 8 3 21.4 42.9 

4 50 12 8 3 23.9 47.9 

5 50 15 8 3 23.4 46.9 

6 50 20 8 3 21.1 42.2 

7 50 25 8 3 19.7 39.4 

8 50 30 8 3 22.7 45.5 

9 50 35 8 3 23.4 46.9 

10 50 40 8 3 22.7 45.5 
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รูปท่ี 3.16  ผลการทดลองแปรผันปริมาณเมทานอลในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร 
 

 จากการทดลองแปรผันปริมาณเมทานอลในชวง 5-40 มิลลิลิตร พบวา การใชเมทานอล
ปริมาตร 12 มิลลิลิตร เปนปริมาตรท่ีใหเมทิลเอสเทอรสูงท่ีสุดคือ 47.88 เปอรเซ็นต ซ่ึงจะนําไปใช
ในการทดลองหาปริมาณกรดซัลฟวริกในการทดลองท่ี 2.3.2 ตอไป. 
 
 3.3.2 ผลการทดลองแปรผันปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96%  
 เม่ือทดลองแปรผันปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96% จํานวน 8 ปริมาตรคือ 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
8 และ 10 มิลลิลิตร โดยใชกลีเซอรีน 50 กรัม, ไดคลอโรมีเทน 100 มิลลิลิตร และเมทานอล 8 
มิลลิลิตร,  Reflux ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง, แลวช่ังปริมาณเมทิลเอสเทอรท่ี
ได.  สังเคราะหไดผลการทดลองเปนไปดังตารางท่ี 3.12  และรูปท่ี 3.17. 
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ตารางท่ี 3.12  ผลการทดลองแปรผนัปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96% ในการสังเคราะห 
 เมทิลเอสเทอร 
 

No. Glycerine 
(g) 

Methanol 
 (ml) 

H2SO4 

(ml) 
Time  
(hr.) 

Methyl ester 
(g) 

%Yield 

1 50 12 2 3 19.5 39.1 

2 50 12 3 3 21.7 43.5 

3 50 12 4 3 19.3 38.7 

4 50 12 5 3 20.8 41.6 

5 50 12 6 3 23.0 45.9 

6 50 12 7 3 22.4 44.9 

7 50 12 8 3 22.9 45.8 

8 50 12 10 3 21.2 42.3 
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รูปท่ี 3.17  ผลการทดลองแปรผันปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96% ในการสังเคราะห 
  เมทิลเอสเทอร 
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 จากการทดลองแปรผันปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96%ในชวง 2-10 มิลลิลิตร พบวา การ
ใชกรดซัลฟวริกเขมขน 96% ปริมาตร 6 มิลลิลิตร เปนปริมาตรท่ีใหเมทิลเอสเทอรสูงท่ีสุดคือ 45.92 
เปอรเซ็นต ซ่ึงจะนําไปใชในการทดลองหาระยะเวลาในการทดลองท่ี 2.3.3 ตอไป. 
 
 3.3.3 ผลการทดลองแปรผันเวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยา 

 เม่ือใชกลีเซอรีน 50 กรัม เมทานอล 12 มิลลิลิตร ไดคลอโรมีเทน 100 มิลลิลิตร และกรด
ซัลฟวริกเขมขน 96 % ปริมาณ 6 มิลลิลิตร, แลวกล่ัน (Reflux) สวนผสมท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส จํานวน 8 คร้ัง และเปนเวลา 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180 และ 360 นาที.  ผลการทดลอง
เปนไปดังตารางท่ี 3.13 และรูปท่ี 3.18. 

 
ตารางท่ี 3.13  ผลการทดลองแปรผนัเวลา ในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร 
 

No. Glycerine 
(g) 

Methanol 
(ml) 

H2SO4 

(ml) 
Time 
(hr.) 

Methyl ester 
(g) 

Yield 
(%) 

1 50 12 6 5 13.5 27.0 

2 50 12 6 10 15.3 30.6 

3 50 12 6 15 10.5 21.1 

4 50 12 6 30 21.9 43.8 

5 50 12 6 60 22.4 44.8 

6 50 12 6 120 21.6 43.1 

7 50 12 6 180 21.0 41.9 

8 50 12 6 360 23.2 46.5 

 
 
 
 



 

 46 

0
5

10
15
20
25
30

0 60 120 180 240 300 360
Time (min.)

Me
thy

l es
ter

 (g)

 
 

รูปท่ี 3.18  ผลการทดลองแปรผันเวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยาในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร 
  
 จากการทดลองแปรผันเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาใหอยูในชวง 5-360 นาที พบวา การ
Reflux นาน 360 นาที เปนระยะเวลาที่ทําให เมทิลเอสเทอรสูงท่ีสุดคือ 46.46 เปอรเซ็นต.  
 
 สรุปไดวา สภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรใหไดปริมาณสูงท่ีสุดคือการใช  
เมทานอล 12 มิลลิลิตร,  กรดซัลฟวริกเขมขน 96% ปริมาณ 6 มิลลิลิตร และระยะเวลาท่ีใชในการทํา
ปฏิกิริยา คือ 360 นาที หรือ 6 ช่ัวโมง.   
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4. สรุปผลการทดลอง 
 

1. การสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน 
  1.1 การสังเคราะหเมทิลเอสเทอร (Glycerine methyl ester) โดยใชผลิตภัณฑผลพลอยได
จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ียังไมผานการแยกกลีเซอรอลและกรดไขมันอิสระออกสามารถ
เตรียมผลิตภัณฑได 45 เปอรเซ็นต.  

 1.2 การสังเคราะหสารประกอบอีพอกไซด (Glycerine epoxide) สามารถเตรียมผลิตภัณฑ 
ได 86 เปอรเซ็นตเม่ือคิดเทียบกับเมทิลเอสเทอรท่ีไดจากขอ 4.1.1. 

 1.3 การสังเคราะหสารประกอบไนเทรต (Glycerine nitrate) สามารถเตรียมผลิตภัณฑได 
68 เปอรเซ็นต  เม่ือคิดเทียบกับเมทิลเอสเทอรท่ีไดจากขอ 4.1.2. 
 
2. การพิสูจนเอกลักษณไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 2.1 Fourier-Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR) 
 2.2 Fourier-Transform NMR Spectrometer (FT-NMR) 

 สามารถพิสูจนเอกลักษณโดยเทคนิคทางสเปกโทรสโกป  ไดแก  อินฟราเรดสเปกโทร    
สโกป โปรตอนและคารบอน แมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป.   
   2.2.1 การพิสูจนเอกลักษณเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได จากกลีเซอรีน 
  2.2.2 การพิสูจนเอกลักษณสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
  2.2.3 การพิสูจนเอกลักษณสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 
3. การทดลองหาสภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร  

 การทดลองแปรผันปริมาณเมทานอล ปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96% และระยะเวลาท่ีใช
ในการทําปฏิกิริยา พบวา สภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรใหไดปริมาณสูงท่ีสุดคือ
การใช : 

 เมทานอล  12 มิลลิลิตร  
 กรดซัลฟวริกเขมขน 96%  6 มิลลิลิตร 
 ระยะเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาคือ              6      ช่ัวโมง 
 สามารถสังเคราะหเมทิลเอสเทอรได            46    เปอรเซ็นต 
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5. ขอเสนอแนะ 
 

 ควรมีการศึกษาคุณสมบัติความสามารถในการเปนไบโอดีเซลหลายหนาท่ี โดยมุงเนนการ
เพิ่มคาซีเทนของไบโอดีเซล, ทําใหการจุดระเบิดของเคร่ืองยนตดีข้ึน. นอกจากนี้ ควรศึกษา
คุณสมบัติการเปนสารหลอล่ืนท่ีดีของไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีท่ีสังเคราะหข้ึน. ศึกษาการเพ่ิม
ผลผลิตในข้ันตอนการทําไนเทรชัน. 
 
 ควรมีการพัฒนาสารหลอล่ืนไบโอดีเซลสําหรับอุตสาหกรรมอาหาร เพื่อสงเสริมระบบการ
ผลิตท่ีปลอดภัย และเปนการเพิ่มมูลคาและพัฒนารูปแบบของการใชไบโอดีเซลในอุตสาหกรรม
อาหาร.  โดยควรศึกษาดานความคงสภาพของสารหลอล่ืนไบโอดีเซล, ความปลอดภัยดานจุลินทรีย
ของสารหลอล่ืนไบโอดีเซล,  คุณสมบัติทางเคมีเร่ืองสารตกคางและสารปนเปอนของสารหลอล่ืน  
ไบโอดีเซล.  
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