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คํานํา 
 
 ประเทศไทยเปนประเทศที่ตองนําเขาน้ํามันจากตางประเทศ เพื่อรองรับความตองการใช
ภายในประเทศที่เพิ่มข้ึนทุกๆ ป, โดยเฉพาะน้ํามันดีเซลมีสัดสวนการใชประมาณรอยละ44 ของ
ปริมาณการใชน้ํามันสําเร็จรูป โดยสวนใหญอยูในภาคเกษตรกรรมและภาคการขนสง. ไบโอดีเซล
จัดเปนพลังงานท่ีสําคัญชนิดหนึ่งท่ีสามารถทดแทนน้ํามันดีเซลนําเขาท่ีไดจากปโตรเลียม. 
โดยท่ัวไป  การผลิตไบโอดี เซล  คือการใชน้ํ า มันพืชทําปฏิกิ ริยาทรานเอสเทอริฟ เคชัน 
(Transesterification) กับเมทานอล โดยใชดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา เกิดเปนไบโอดีเซลหรือเอสเทอร
ของกรดไขมัน (Fatty acid methyl ester),  ซ่ึงเปนผลิตภัณฑหลัก โดยมีกลีเซอรอลและสบูเปนผล
พลอยได. โดยท่ัวไปกลีเซอรอลแบงเปนสองประเภท คือ กลีเซอรอลดิบและกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ 
(กระทรวงอุตสาหกรรม, มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม มอก. 336-2538 และมอก. 337-2538). 
โดยกลีเซอรอลดิบ แบงออกเปนสองประเภท คือ กลีเซอรอลดิบจากการแยกสลายไขมัน 
(hydrolyser crude glycerol) และกลีเซอรอลจากอุตสาหกรรมสบู  (soap lye crude glycerol) และ
ผานกรรมวิธีขจัดไขมันและสบูออกแลว. สวนกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ หมายถึง กลีเซอรอลท่ีผาน
กรรมวิธีทําใหบริสุทธ์ิสูงมีคุณสมบัติเหมาะสําหรับใชในอุตสาหกรรมยา,  อาหาร, บุหร่ี และวัตถุ
ระเบิด.  การผลิตไบโอดีเซลจะไดกลีเซอรอลดิบประมาณรอยละ 10 โดยน้ําหนักของผลิตภัณฑผล
พลอยไดท้ังหมด.  โดยท่ัวไปองคประกอบของกลีเซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการทรานเอสเทอริ-
ฟเคชันจะมีกลีเซอรีนอยูรอยละ 75-90 โดยนํ้าหนัก ข้ึนอยูกับเทคโนโลยีท่ีใชในการผลิตไบโอดเีซล.  
กระบวนการแยกกลีเซอรอลบริสุทธ์ิจัดเปนวิธีการเพิ่มมูลคาของผลพลอยไดและลดตนทุนใน
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลวิธีหนึ่ง ซ่ึงใชตนทุนสูงมาก.  อีกแนวทางหนึ่งในการเพิ่มมูลคาของผล
พลอยไดของกระบวนการผลิตไบโอดีเซล คือ การแปรรูปกลีเซอรอลดิบใหเปนสารประกอบ
มูลคาเพิ่มเพื่อใชในอุตสาหกรรมตางๆ ซ่ึงมีรายงานการศึกษาวิจัยดังนี้ คือ. 
 
 การสังเคราะหสารเติมแตงในน้ํามันดีเซลโดยใชปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของน้ํามัน
พืชชนิดตางๆ ไดเปนสารประกอบเมทิลเอสเทอร และเม่ือนํามาผสมกับน้ํามันดีเซลพื้นฐานโดยใช
สารประกอบเมทิลเอสเทอร 1 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร สามารถเพ่ิมคาการหลอล่ืนในน้ํามันดีเซล
พื้นฐานได (Dmytryshyn  et al. 2004). 
 
 การสังเคราะหสารเติมแตงในน้ํามันดีเซลจากน้ํามันถ่ัวเหลือง  จะไดเมทิลโอลิเอทไดไน-
เทรต ท่ีสามารถเพิ่มคาซีเทนและเพิ่มสมบัติการหลอล่ืนของนํ้ามัน โดยนํากรดโอเลอิกนํามาทํา
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ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันกับเมทานอล.  หลังจากนั้น  ปฏิกิริยาอีพอกซิเดชันท่ีพันธะคูของกรด  
โอเลอิกและนํามาทําการไฮโดรไลซิส  จะไดสารประกอบไดออล.  จากนั้นนํามาทําปฏิกิริยาไนเทร-
ชันดวยกรดไนทริกและแอซีติกแอนไฮไดรด สารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดมีประสิทธิภาพ
ในการเพิ่มคาซีเทนและมีการระเหยท่ีตํ่ากวา 2-เอทิลเฮกซิลไนเทรต (Suppes  et al. 2001) 
 
 การผลิตสาร 1,3-propanediol โดยกระบวนการหมักและมีการใชกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ และ/
หรือกลีเซอรอลดิบเปนแหลงพลังงานของจุลินทรีย ซ่ึงสาร 1,3-Propanediol จัดเปนสารต้ังตนชนิด
หนึ่งในกระบวนการผลิตพลาสติกยอยสลายได. สายพันธุจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพเหลานี้ อาทิเชน 
Klebsiella pneumoniae (Biebl et al. 1999), Enterobacter agglomerans (Barbirato et al. 1996), 
และ Clostridium butyricum (Gonzalez-Pajuelo  et al. 2004) 
 

รายงานฉบับนี้ เปนแนวทางศึกษาเบ้ืองตนในการใชประโยชนจากกลีเซอรอลดิบใหเปน
สารประกอบมูลคาเพิ่ม รวมถึงการพัฒนารูปแบบเพื่อการนําไปใชประโยชนไดจริงในอุตสาหกรรม
ตางๆเพื่อลดตนทุนในการผลิตไบโอดีเซล.  สอดคลองกับนโยบายของประเทศในการสนับสนุน
การเพิ่มมูลคาใหแกสินคาเกษตร โดยสงเสริมดานการวิจัย, ใหความสําคัญในการสรางความม่ันคง
ทางดานอาหาร และนําผลผลิตเกษตรไปผลิตเปนพลังงานทดแทน เชน ปาลม, สรางความม่ันคง
ดานพลังงานในภูมิภาค  และเพ่ิมมูลคาในประเทศโดยการพัฒนาอุตสาหกรรมปโตรเคมี , 
อุตสาหกรรมตอเนื่อง และอุตสาหกรรมผลิตพลังงานชีวภาพ,  ตลอดจนการเพ่ิมมูลคาผลผลิตบน
ฐานความรูดานวิทยาศาสตร,  เทคโนโลยีและนวัตกรรม. 

 
 ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงเปนแนวทางการศึกษาเบ้ืองตนในระดับหองปฏิบัติการในการใช
ประโยชนจากผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ซ่ึงแบงออกเปน  2 สวน คือ การผลิต  
1, 3-Propanediol      ซ่ึงเปนสารต้ังตนสําหรับการผลิตพลาสติกยอยสลายไดโดยผานกิจกรรมของ  
จุลินทรียและการสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน.  
 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 เพื่อใหไดกระบวนการแปรรูปกลีเซอรอลดิบใหเปนสารประกอบมูลคาเพิ่มและการพฒันา
รูปแบบเพื่อการนําไปใชประโยชนไดจริงในอุตสาหกรรม. 
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ขอบเขตของโครงการวจิัย 
 วิจัยและพัฒนาพัฒนาการผลิตสารประกอบมูลคาเพิ่มจากผลพลอยไดของกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซล. 
 ศึกษาคุณสมบัติสารประกอบมูลคาเพิ่มท่ีผลิตไดและทําใหบริสุทธ์ิในระดับหองปฏิบัติการ. 
 การศึกษาเบ้ืองตนในการพัฒนารูปแบบผลิตภัณฑจากสารประกอบมูลคาเพิ่มท่ีได เพื่อเปน
กระบวนการตนแบบในการนําไปใชในอุตสาหกรรม.  
 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
  องคความรูในการใชประโยชนจากผลพลอยไดของกระบวนการผลิตไบโอดีเซล. 
 การผลิตสารประกอบมูลคาเพิ่มจากผลพลอยไดของกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยผาน
กิจกรรมของจลิุนทรีย. 
 กระบวนการสังเคราะหสารประกอบมูลคาเพิ่มจากผลพลอยไดของกระบวนการผลิตไบโอ
ดีเซลโดยวิธีทางเคมี. 
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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 โดยใชกลีเซอรอลดิบ 
เปนแหลงพลังงานของจุลินทรีย 

 
อัญชนา  พัฒนสุพงษ1, ปารมี  เพ็งปรีชา2, รมณีย  หวังดธีรรม3, โศรดา  วัลภา4,  

นิตยาพร  สมภักดีย1,  มยุรี  ใจใส1,  ดารณี  เจริญสุข5,  สมใจ  เพ็งปรีชา6 
และพิศมัย  เจนวนิชปญจกุล5 

 
 

บทคัดยอ 
 
 

 กลุมแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการใชกลีเซอรอลดิบ   ท่ี เปนผลพลอยไดจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลเปนแหลงพลังงาน และสามารถเปล่ียนกลีเซอรอลดิบใหเปนสาร
มูลคาเพิ่ม คือ  1,3-Propanediol (PDO) คัดแยกไดจากน้ําท้ิงในกระบวนการผลิตไบโอดีเซลของฝาย
ส่ิงแวดลอมนิเวศวิทยาและพลังงาน  สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 
(วว.).  ทําการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียกลุมนี้ในอาหารเล้ียงเช้ือ 2 สูตร คือ 
Enterobacterium (ENT) และ T- medium (TM) ท่ีมีสวนผสมของกลีเซอรอลดิบ (Crude glycerol, 
CG) ความเขมขน 0, 1, 5, 10 และ 20% โดยนํ้าหนัก.  พบวา กลุมแบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตใน
อาหารเล้ียงเช้ือสูตร ENT ท่ีมี CG ความเขมขน 10% และ 20% โดยน้ําหนักไดดีท่ีสุด.  ทําการคัด
แยกสายพันธุของกลุมแบคทีเรียกลุมนี้ไดท้ังหมด 8 สายพันธุ.  จากการจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรีย
ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิต 1,3-PDO  ดวยวิธีการ 16S rDNA Sequencing พบวา เปนแบคทีเรียสาย
พันธุ Klebsilla pneumoniae และสายพันธุ Enterobacter radicincitans.  จากผลการทดสอบเบ้ืองตน 
พบวา แบคทีเรียท้ัง 2 จีนัสนี้ มีประสิทธิภาพสูงในการใช CG เปนแหลงพลังงานและผลิตสาร 1,3-
PDO ข้ึนในอาหารทดสอบภายใน 1 วันของการบมเล้ียงแบบ facultative.  นอกจากนี้ งานวิจัยนี้ยัง
ไดทําการศึกษากระบวนการเบ้ืองตนในการสังเคราะหสารพอลิเอสเตอรจาก 1,3-propanediol. 
 
 
 
------------------------------- 
1 ฝายวิทยาศาสตรชวีภาพ, สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  (วว.)   
2ศูนยทดสอบและมาตรวิทยา, วว. 
3ฝายเทคโนโลยีพลังงาน, วว. 
4ฝายเทคโนโลยีอาหาร, วว. 
5รองผูวาการกลุมวิจัยและพัฒนา ดานพัฒนาอยางยั่งยืน, วว. 
6ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร, จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
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1. บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 ประเทศไทยเปนประเทศที่ตองนําเขาน้ํามันจากตางประเทศ เพื่อรองรับความตองการใช
ภายในประเทศที่เพิ่มข้ึนทุกๆ ป, โดยเฉพาะน้ํามันดีเซลมีสัดสวนการใชประมาณรอยละ 44 ของ
ปริมาณการใชน้ํามันสําเร็จรูป โดยสวนใหญอยูในภาคเกษตรกรรมและภาคการขนสง. ไบโอดีเซล
จัดเปนพลังงานท่ีสําคัญชนิดหนึ่ง  ท่ีสามารถทดแทนนํ้ามันดีเซลนําเขาท่ีไดจากปโตรเลียม. 
โดยท่ัวไป  การผลิตไบโอดี เซล  คือการใชน้ํ า มันพืชทําปฏิกิ ริยาทรานเอสเทอริฟ เคชัน 
(Transesterification) กับเมทานอลและใชดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา ซ่ึงจะไดเอสเทอรของกรดไขมัน 
(Fatty acid methyl ester), เปนผลิตภัณฑหลัก โดยมีกลีเซอรอลและสบูเปนผลพลอยได. โดยท่ัวไป
กลีเซอรอลแบงเปนสองประเภทคือ กลีเซอรอลดิบและกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ (กระทรวงอุตสาหกรรม, 
มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม มอก. 336-2538 และ มอก. 337-2538). กลีเซอรอลดิบ แบง
ออกเปนสองประเภท คือ กลีเซอรอลดิบจากการแยกสลายไขมัน (hydrolyser crude glycerol) และ
กลีเซอรอลจากอุตสาหกรรมสบู (soap lye crude glycerol) และผานกรรมวิธีขจัดไขมันและสบูออก
แลว.  สวนกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ หมายถึง กลีเซอรอลท่ีผานกรรมวิธีทําใหบริสุทธ์ิสูง,  มีคุณสมบัติ
เหมาะสําหรับใชในอุตสาหกรรมยา,  อาหาร,  บุหร่ี  และวัตถุระเบิด.  การผลิตไบโอดีเซลจะไดกลี-
เซอรอลดิบประมาณรอยละ 10 โดยน้ําหนักของผลิตภัณฑผลพลอยไดท้ังหมด. โดยท่ัวไป 
องคประกอบของกลีเซอรอลดิบท่ีไดจากกระบวนการทรานเอสเทอริฟเคชันจะมีกลีเซอรีนอยูรอย
ละ 75-90 โดยน้ําหนัก, ข้ึนอยูกับเทคโนโลยีท่ีใชในการผลิตไบโอดีเซล. กระบวนการแยกกลีเซอ 
รอลบริสุทธ์ิจัดเปนวิธีการเพิ่มมูลคาของผลพลอยไดและลดตนทุนในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล
วิธีหนึ่ง  ซ่ึงใชตนทุนสูงมาก. 
  

อีกแนวทางหนึ่งในการเพ่ิมมูลคาของผลพลอยไดของกระบวนการผลิตไบโอดีเซล คือ การ
แปรรูปกลีเซอรอลดิบใหเปนสารประกอบมูลคาเพิ่มเพื่อใชในอุตสาหกรรมตางๆ.  1,3-Propanediol 
(PDO) เปนสารมูลคาเพิ่มท่ีนาสนใจตัวหนึ่ง ซ่ึงสามารถพัฒนาไปเปนสารพอลิเมอรเพื่อใชผลิตเปน
พลาสติกยอยสลายได (Biodegradable plastic).  นักวิจัยหลายกลุมไดศึกษาการผลิตสาร PDO โดย
ผานกระบวนการหมัก  โดยใชกลีเซอรอลบริสุทธ์ิและ/หรือกลีเซอรอลดิบเปนแหลงพลังงานของ   
จุลินทรีย.  สาร PDO จัดเปนสารต้ังตนชนิดหนึ่งในกระบวนการผลิตพลาสติกยอยสลายได.  สาย
พันธุจุลินทรียท่ีมีประสิทธิภาพเหลานี้ อาทิเชน 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        
จุลินทรียได  ดังนี้  : 

 
 Barbirato  et al. (1996) ทําการหมักกลีเซอรอลรวมกับ Enterobacter agglomerans โดยใช

กลีเซอรอลประมาณ 430 มิลลิโมล พบวา  มีการเจริญของแบคทีเรียควบคูกับการผลิต PDO. 
นอกจากนี้ยังพบการผลิตสารอีกชนิดหนึ่งคือ 3-Hydroxypropionaldehyde. การบงช้ีสารชนิดนี้จะใช 
proton nuclear magnetic resonance และผลจาก Bacteriostatic effect, โดยสารชนิดนี้จะสงใหการ
ผลิต PDO ลดลง. การสะสมของสารชนิดนี้พบท้ังในแบคทีเรียกลุม  Enterobacterial, Klebsiella 
และ Citrobacter. 

 
Barbirato et al. (1998) ไดทําการทดลองเปรียบเทียบการใชกลีเซอรอลโดย batch 

fermentation ของจุลินทรีย 4 สายพันธุ คือ Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, 
Enterobacter agglomerans และ Clostridium butyricum.   ความเขมขนของกลีเซอรอลท่ีใช คือ 20 
และ 70 กรัมตอลิตร  ซ่ึงเกิดการสะสม inhibitory compound คือ 3-hydroxypropionaldehyde 
(intermediate in 1,3-propanediol metabolic pathway), ทําให biological activity ลดลง.  C. 
butyricum  ถูกเลือกไปใชในการศึกษาองคประกอบของ bioconversion ของน้ําท้ิงจากอุตสาหกรรม
ท่ีมีการปนเปอนของ glycerol / glycerin จากการผลิตเอสเทอร  และจาก wine stillage,  เนื่องจากมี
ประสิทธิภาพในการเปล่ียนกลีเซอรอลไปเปน PDO สูง.   PDO ท่ีผลิตไดสามารถทําใหบริสุทธ์ิโดย
วิธี liquid / liquid extraction โดยมี recovery yield 100%. 

 
Biebl  et al. (1999) กลาววา เปนเวลากวา 100 ปมาแลว ท่ีมีรายงานการหมักกลีเซอรอล 

โดยจุลินทรียแลวจะได PDO แตยังไมเปนท่ีไดรับความสนใจในวงกวาง.  โดยพบวา แบคทีเรียกลุม 
Clostridia มีการเปล่ียนกลีเซอรอลไปเปน PDO ไดดีกวา Enterobacteriaceae.  ตัวกลางหลักท่ีใชใน
การผลิตคือ pyruvate ซ่ึงเปนตัวกลางในวิถีการถายทอดพลังงานโดยใชออกซิเจน (Oxidative 
pathway).  นอกจากนี้  ยังมีการใชสารตัวอ่ืนรวมดวยคือ CO2, H2, acetate, butyrate, ethanol, 
butanol และ 2,3-buthanediol ซ่ึงจะทําใหเกิด lactate และ succinate ข้ึนอีกดวย.  ประมาณ 10 ปท่ี
ผานมา มีงานวิจัยมากข้ึนท่ีนํา PDO ท่ีไดจากการผลิตของจุลินทรียมาใชประโยชน เนื่องจาก PDO 
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ท่ีไดมีคุณสมบัติท่ีเหมาะสมตอการผลิตพอลิเอสเทอร  ซ่ึงเปน Green-Polyester และในการผลิต 
PDO  ยังสามารถใชซับสเตรตทางเลือกท่ีไมใชกลูโคส นั่นคือ การใชกลีเซอรอล. 

 
Chen et al. (2003)  ศึกษาการผลิต PDO ดวยแบคทีเรีย Klebsiella pneumoniae ภายใต

สภาวะ micro-aerobic  และพบวา การหมักแบบรุนผลิต (Batch) โดยใชกลีเซอรอล ในสภาวะ 
micro-aerobic  จะมีคาความเขมขนและผลไดของ 1,3-PD ใกลเคียงกับการหมักในสภาวะไมใช
อากาศ  แตจะมีปริมาณของเอทานอลนอยกวา,  ใชเวลาส้ันกวา,  มีผลใหประสิทธิภาพในการผลิต 
PDO เพิ่มมากข้ึน.  การหมักแบบรุนผลิตในสภาวะ micro-aerobic โดย K. pneumoniae DSM 2026 
จะไดความเขมขน 1,3-PD ท่ี 17.65 กรัมตอลิตร, ผลผลิตได 56.13 % และกําลังการผลิต 2.94 กรัม
ตอลิตรตอช่ัวโมง,  โดยใชเวลาในการผลิต 6 ช่ัวโมง ใชกลีเซอรอลความเขมขน 40 กรัมตอลิตร.  
แตเม่ือเทียบการเจริญของ K. pneumoniae DSM 2026 กับ K. pneumoniae AS1.1736 ในสภาวะน้ีจะ
เห็นวา K. pneumoniae DSM 2026  จะมีการเจริญตํ่ากวาและใหความเขมขนของ PDO นอยกวา.  
อยางไรก็ตาม K. pneumoniae DSM 2026 จะเจริญในสภาวะ micro-aerobic ไดดีกวาในสภาวะไมใช
อากาศ  และในการหมักแบบกึ่งรุนผลิต (Fed-batch)  ภายใตสภาวะ micro-aerobic ได PDO ความ
เขมขน 59.50 กรัมตอลิตร และกําลังการผลิต 1.57 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง. 

 
 Cheng  et al. (2004) ทําการผลิต PDO โดยใช K. pneumoniae เปนการเพาะเล้ียงภายใตการ
ให N2 และการใหอากาศ 4 ระบบ ผลิตภัณฑพลอยไดจะแปรผันตามการเปล่ียนแปลงการใหอากาศ.   
การเพาะเล้ียงแบบกึ่งรุนผลิต โดยใชสภาวะการไมใชอากาศรวมกับการใชอากาศ จะทําใหได
ผลิตภัณฑ คือ PDO 70 กรัมตอลิตร,  2,3-Butanediol 16 กรัมตอลิตร ซ่ึงเปนผลได diol ท้ังหมด 0.6 
ตอโมลกลีเซอรอล. 

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

w/v) 100 กรัมตอลิตร (raw glycerol ไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล)  สามารถยับยั้งการเจริญ
ของ Clostridium butyricum VPI 3266 ไดรอยละ 39  ผลิตภัณฑท่ีไดจากการใช glycerol (65% และ 
92% w/v)  คือ 1,3-propanediol ซ่ึงมีปริมาณประมาณ 0.6 mol/mol glycerol consumed. 

 
Lee et al. (2000) พบวา  Anaerobiospirillum succiniciproducens สามารถใชกลีเซอรอล

เปนแหลงคารบอน  เพื่อผลิต Succinic acid ได.   เม่ือเซลลเจริญในสภาวะขาดอากาศในอาหารที่มี 
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6.5 กรัมตอลิตรของกลีเซอรอลไดผลผลิตของ succinic acid  สูงรอยละ 133 และหลีกเล่ียงการเกิด 
กรดแอซีติก   อัตราสวน(ในหนวยกรัม)ของ succinic acid ตอกรดแอซีติก เปน 25.8:1 ซ่ึงสูงกวาการ
ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน 6.5 เทา.    

 
Tong  et al.  (1991)  พบวา  dha regulon  เปนกลุมยีนท่ีสามารถผลิต PDO จากกลีเซอรอล 

ได.  dha regulon  นี้ถูกแทรกเขาไปใน cosmid PTC1 โดยท่ีมี Escherichia  coli  AG1 เปน host   ทํา
ให  Escherichia  coli  AG1 สามารถเจริญใน complex medium ท่ีมีกลีเซอรอลอยูได และสามารถ
ผลิต PDO ได 4.6 โมลตอโมล.  

 
Zhu  et  al.  (2002)  กลาววา  การผลิต PDO โดยใช  E. coli  สามารถถูกปรับปรุงการผลิต

ไดดีข้ึน โดยการลดการสะสมของ methylglyoxal.  ในการทดลองน้ีจึงมุงไปท่ี metabolic pathway 
ท่ียังไมคอยเปนท่ีรูจักท่ีเกี่ยวของกับการผลิต  PDO โดยใช  glycerol-3-phosphate (G3P).   เม่ือให 
E. coli  เจริญในสภาวะขาดอากาศในกลีเซอรอล โดยปราศจาก exogenous acceptor พบวา ระดับ  
G3P ภายในเซลลสูงกวาใน Klebsiella pneumoniae ซ่ึงเปนยีนท่ีผลิต PDO โดยธรรมชาติอยูแลว.   
ระดับ G3P ใน E. coli  สามารถเพิ่มข้ึนไดดวยการเพิ่มความเขมขนของกลีเซอรอล  ในขณะท่ีระดับ 
G3P ของ K. pneumoniae  คงท่ี  แมวาจะเพิ่มความเขมขนของกลีเซอรอล.   

 
การผลิตพอลิเอสเทอรจาก PDO   

PTT (polytrimethylene terephthalate) เปนพอลิเมอรสายยาวของพอลิเอสเทอรอะโรมาติก, 
ผลิตจากการรวมกันของโมโนเมอร 2 ชนิด คือ 1,3-propanediol (trimethylene glycol, PDO) กับ 
terephthalic acid บริสุทธ์ิ หรือ dimethyl terephthalate (DMT) อยางใดอยางหน่ึง. โมโนเมอรท่ีเปน 
diacid และ diol ตามปกติแลวจะไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี แตบริษัท DuPont, Tate & Lyle และ 
Genecor ไดประสบความสําเร็จในการผลิต PDO โดยใชเช้ือจุลินทรีย, โดยอาศัยกระบวนการหมัก
แบบเติมอากาศและใชน้ําตาลกลูโคสจากแปงขาวโพดเปนวัตถุดิบ, ทําใหชองทางการผลิตโมโน
เมอรจากธรรมชาติมีมากข้ึนกวาเดิม. นอกจาก PTT แลว ยังมี PTMT (polytrimethylene 
terephthalate) และ PPT (polypropylene terephthalate) (Wolf and Crank 2005). 

 
PTT  จัดเปน thermoplastic ท่ีมีคุณสมบัติโดดเดนหลายอยาง โดยไดรวมเอาคุณสมบัติโดด

เดนของ PET (polyethylene terephthalate)  ในดานความแข็ง, ความแข็งแรง และความทนทานตอ
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ความรอน กับ PBT (polybutylene terephthatate) ท่ีดําเนินกระบวนการผลิตไดงาย.  การใช
ประโยชนจาก PTT ไดแก การผลิตเปนเสนใยท่ีใชทําพรมหรือเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมทอผา 
เนื่องจากมีความหยืดหยุนดี และสวมใสไดสบาย เหมือนเสนใยไนลอน, อีกท้ังสามารถยอมติดสีได, 
ทนทานตอแรงดึงและสารเคมีเหมือนกับ PET.  เม่ือนํามาผสมกับเรซินอ่ืนจึงใหความแข็งแรง, 
ยืดหยุนและสมบัติดานความทนทานในกระบวนการข้ึนรูปและบีบอัดดีข้ึน  (Wolf and Crank 
2005). 

 
PTT เกิดข้ึนคร้ังแรกในป  ค.ศ. 1941, ในชวงปลาย 1960 บริษัท เชลลไดพยายามจะ

จําหนาย PTT แตไมประสบความสําเร็จ เนื่องจากตนทุนในดานวัตถุดิบ PDO เร่ิมตนท่ีสูง, ซ่ึงเกิด
จากการรวมตัวกับน้ําของ acrolein.  จนกระท่ังชวงทศวรรษ 1990 บริษัทเชลลไดหาวิธีการผลิตท่ีมี
ตนทุนท่ีเหมาะสมมากข้ึน  โดยใชวิธีการรวมตัวกับน้ําของ ethylene  oxide อยางตอเนื่อง  โดยคะ-
ตะลิสตตัวท่ีผลิตข้ึนใหม และจําหนายในช่ือทางการคาวา Corterra.  ในป ค.ศ. 1999 บริษัทเชลลได
จับมือรวมทุนกับ SGF Chemie JV ในการสรางโรงงานผลิต PTT ข้ึนคร้ังแรกของโลก ท่ีเมือง 
Montreal ประเทศแคนาดาในป ค.ศ. 2004, โดยมีกําลังการผลิต 86,000  ตันตอป และเงินทุน 40 
ลานปอนด.  ในขณะที่บริษัทเชลล  ไดใชความพยายามในการผลิตและจําหนาย PTT นั้น บริษัทดู
ปองต ไดสรางผลิตภัณฑ PTT ของตนท่ีรูจักกันในนาม 3GT หรือ Sorona.  Corterra ของบริษัท
เชลลมุงเนนในอุตสาหกรรมเสนใยและพลาสติกข้ึนรูป แต Sorona มีกลุมเปาหมายเปนตลาด
เคร่ืองนุงหมท่ีมีมูลคาสูง.  การผลิต PTT ของบริษัทดูปองตใชเทคโนโลยีการรวมตัวกับน้ําของ 
acrolein เชนกัน แตบริษัทไดวางแผนอยางแนนอนในการเปล่ียนกระบวนการผลิตมาสูการใช
เทคโนโลยีชีวภาพในการผลิตภายในป  ค.ศ. 2005,ในขณะท่ีบริษัทเชลลไมสนใจเทคโนโลยีชีวภาพ
แตอยางใด.   บริษัทดูปองตจึงไดทําวิจัยอยางตอเนื่อง โดยรวมมือกับ Genecor ในดานการศึกษา 
metabolic engineering ของจุลินทรียท่ีสามารถผลิต PDO จากกลูโคสท่ีใหปริมาณผลผลิตและอัตรา
การผลิตในระดับท่ียอมรับได.  ตนป ค.ศ. 2003 บริษัทดูปองตไดประกาศวา  ไดกระบวนการผลิต 
PTT โดยใชเช้ือจุลินทรียในเชิงพาณิชย และจะใชกระบวนการนี้เปนหลักในการผลิต PTT ตอไป.  
นอกจากนี้ บริษัทดูปองตไดรับรางวัลจาก U.S. Environmental Protection Agency’s Presidential 
Green Chemistry ในชวงตนป  ค.ศ. 2003. 

 
การผลิต PDO จากกระบวนการหมักดวยจลิุนทรียประกอบดวย 2 ข้ันตอน คือ : 
(1) ใชยีสตในการหมักน้ําตาลกลูโคสใหเปนกลีเซอรอล,  
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(2) ใชแบคทีเรียในการหมักกลีเซอรอลใหเปน PDO.  
 

บริษัทดูปองตใชน้ําตาลกลูโคสท่ีไดจากแปงขาวโพด เปนอาหารเล้ียงเช้ือ E. coli ท่ีผานการ
ตัดตอทางพันธุกรรม เพื่อเปล่ียนใหเปน PDO.  จากนั้นแยก PDO ออกโดยการกรอง, ทําใหเขมขน
โดยการระเหยนํ้าออก  และทําใหบริสุทธ์ิโดยการกล่ัน, และ PDO จะถูกนําเขาโรงงานเพื่อผลิตเปน 
PTT.  

 
ในการผลิต PTT สามารถทําไดท้ังจากปฏิกิริยา transesterification ของ dimethyl 

terephthalate (DMT) กับ PDO การเกิดพอลิเมอรไรเซชันสามารถทําไดดวยกระบวนการผลิตอยาง
ตอเนื่องเชนเดียวกับการผลิต PET ในชวงตนของการทําพอลิเมอรไรเซชัน. 

  
สําหรับข้ันตอนแรกของการพอลิเมอรไรเซชัน จะเปนการสรางสารพอลิเอสเทอรท่ีมี

น้ําหนักโมเลกุลตํ่า โดยใช PDO ปริมาณท่ีมากเกินพอรวมกับน้ําโดยอาศัยปฏิกิริยา 
transesterification (ในกรณีท่ีทําปฏิกิริยากับ PTA) หรือกับเมทานอล (ในกรณีของ DMT).  

 
ข้ันตอนท่ีสองเปนการเพิ่มความยาวของสายพอลิเอสเทอร โดยการกําจัด PDO,  น้ํา และ/

หรือเมทานอลท่ีเหลือจากการทําปฏิกิริยาออก. เม่ือปฏิกิริยายังคงดําเนินตอไปจะทําใหการแยก 
PDO ออกยากข้ึนเร่ือยๆ.  ในการผลิตจริงจึงจําเปนตองอาศัยการติดต้ังชุดถังปฏิกรณเปนข้ันตอน 
เพื่อใหสามารถใชระดับอุณหภูมิท่ีสูงข้ึนและความดันในระดับท่ีตํ่าลงเร่ือยๆ. สวนข้ันตอนสุดทาย
เปนการนําพอลิเมอรซ่ึงมีความหนืดสูงและยังคงหลอมอยูผสมกับสารเติมแตงดวยเคร่ือง static 
mixer, จากนั้น จึงเปล่ียนสภาพของพอลิเมอรใหอยูรูปของเม็ดพลาสติก. 

 
การผลิต PTT สามารถดัดแปลงใชเคร่ืองจักรและระบบท่ีใชในการผลิต PTT ได เนื่องจาก

กระบวนการผลิตไมแตกตางกันมากนัก, ยกเวนในสวนของการผลิตสารต้ังตนคือ PDO ซ่ึง
จําเปนตองแยกออกไปตางหาก.  ตนทุนท่ีตองใชในการเปล่ียนสายการผลิต PET ใหเปน PTT นั้น
คือ 10-20% ของตนทุนท่ีตองใชในการสรางโรงงานใหม.  ผูผลิตรายใหญอยางบริษัทดูปองตอาศัย
การปรับปรุงสายการผลิต PTT มาใช  ในขณะท่ีบริษัทเชลลสรางโรงงานข้ึนมาใหมในการผลิต 
PTT.  
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สมบัติของ PTT 
PTT  มีสมบัติทางกายภาพคลายกับ PET คือ มีความแข็งแรง, เหนียว และทนทานตอความ

รอน, สามารถผานกระบวนการตางๆ ไดงายเหมือนกับ PBT เชน การท่ีมีจุดหลอมเหลวและ
อุณหภูมิท่ีใชในการข้ึนรูปตํ่า,  ตกผลึกไดงาย, ใชเวลานอยกวาการผลิต PET.  มีสมบัติเหมือนกับ 
polyamide และ PP ตรงท่ีสามารถใชผลิตเสนใยเพื่อใชในการผลิตส่ิงทอหลากหลายชนิด และ
เหมือน polycarbonate ตรงท่ีข้ึนรูปดวยแมพิมพไดอยางหลากหลาย,  มีสมบัติและความสามารถใน
การแปรรูปไดท้ังเปนเสนใยและฟลม,  ซ่ึงทําใหมีคุณสมบัติอยูระหวาง PLA และ cellophane.  

 
สมบัติทางเคมีและกายภาพ 

โดยท่ัวไปแลว PTT มีน้ําหนักโมเลกุลและการกระจายตัวของสารท่ีมีน้ําหนักโมเลกุลตางๆ 
ไมแตกตางจากพอลิเอสเทอร อ่ืนๆ . โครงสรางหลักของพอลิเมอร อ่ิมตัวและไมไวตอการ
เกิดปฏิกิริยาเคมี มีความเปนผลึก, แข็ง, แข็งแรงและเหนียวมาก, ความหนาแนนตํ่ากวา PET และ
ใกลเคียงกับ PBT.  

 
สมบัติเชิงกลและความรอน 

ความทนทานตอแรงดงึ (tensile strength) และ flexular modulus ลดลงตามลําดับดังนี้ PET, 
PTT, PBT. ระยะทางในการยืดตัวของเสนใยกอนขาดของเสนใย PTT มากกวาท้ัง PET และ
ไนลอน.  PTT มีคา  modulus  เร่ิมตนนอยกวา PET และไนลอน หมายความวามีความแข็งนอยกวา 
หรือมีความนิ่มมากกวา,  มีจุดหลอมเหลวตํ่า (37 องศาเซลเซียส) และมีอุณหภูมิ glass transition 
ประมาณ 25 องศาเซลเซียส ซ่ึงตํ่ากวา PET จึงใชความรอนในการผลิตตํ่ากวา. 

 
สมบัติอ่ืนๆ 

ฟลมจาก PTT สามารถปองกันการซึมผานไอน้ําไดตํ่า, สามารถยอมติดสีไดงายเนื่องจาก 
PTT  มีคาอุณหภูมิ glass transition ปานกลาง,  สีกระจายตัวไดอยางท่ัวถึงไมจําเปนตองใชตัวพา, 
การกระจายตัวของสีสมํ่าเสมอ,  ติดสีไดทนทานมากกวาไนลอน, ทนทานตอรังสียูวีไดอยางดีเยี่ยม, 
ไมสรางไฟฟาสถิตย จึงเหมาะสําหรับทําพรม. เสนใยจาก PTT ไดนํามาทดสอบในดานการสัมผัส
จากคน พบวา ใหความรูสึกนุมมากกวาเสนใยจาก polyamide และ PET จึงเหมาะท่ีจะนํามาทํา
เคร่ืองนุงหม. 
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การปรับปรุงคณุภาพและการผสม 
การวิจัยและพัฒนา PTT  ท่ีผานมามุงเนนในการทําเปนเสนใย PTT สามารถปนใหเปน

เสนดายและดึงดวยความเร็วสูงได,  สามารถนํามาใชประโยชนไดอยางหลากหลาย เชน ผลิตเปนชุด
กีฬา,  ชุดท่ีเนนความคลองตัว และเคร่ืองนุงหมอ่ืนๆ.  การผลิตสามารถใชเคร่ืองจักรท่ีใชในการ
ผลิต PET ได แตจําเปนตองรักษาความชื้นใหตํ่ากวา 30 ppm และปรับอุณหภูมิใหตํ่ากวาการผลิต 
PET.  จากสมบัติในดานความคงรูปดวยความรอนจึงทําให PTT สามารถทําเปนผาท่ีไมตองผานการ
ทอ.  การใชประโยชนจาก PTT จะขยายไปสูพลาสติกไดตอเม่ือมีเรซินมาตรฐานออกสูตลาดได
แลว.  PTT สามารถใชในการแทนท่ีพอลิเมอรชนิดอ่ืนๆได โดยเฉพาะ PLA.  บริษัท Cargill Dow 
ไดเติม PTT  ทดแทน  PLA  บางสวนเพื่อใชในการผลิตเสนใย, ทางทฤษฎีแลว PTT สามารถ
ทดแทน PLA ได 100% แตในการทางปฏิบัติยังคงมีขอจํากัดในดานราคาของ PTT เอง. 

  
การใชประโยชนในอนาคต 

การใช PTT ท่ีผานมาสวนใหญเปนการใชในการผลิตเสนใย เพื่อแปรรูปเปนส่ิงทอชนิด
ตางๆ พรม,  เส้ือผา และฟลมเพื่อใชในการผลิตภาชนะบรรจุ.  PTT สามารถเขามาแทนท่ี PET ได
บางสวน ท้ังในการผลิตภาชนะบรรจุ,  เสนใย หรือผลิตภัณฑอ่ืนๆ เชน ฟลม x-ray, เทปแมเหล็ก 
(ในวีดีโอ,  เทปคาสเซต หรือคอมพิวเตอร), ใชประโยชนอ่ืนๆ เชน Solenium ใชในการทําพื้นใน
สํานักงานและโรงพยาบาล เพื่อเพิ่มความยืดหยุน, ทนทาน และยอมเปนสีตางๆ ไดอยางรวดเร็ว.  

 
เม่ือเปรียบเทียบกับพอลิเมอรอ่ืนๆ แลว PTT ยังนับวา  เปนผลิตภัณฑใหมท่ีเพิ่งออกสู

ตลาด.  เม่ือพิจารณาจากผูผลิต PTT ยักษใหญ 2 คาย จะพบวา บริษัทเชลล มีกลุมตลาดหลักเปน
เคร่ืองใชภายในบาน โดยใชแบรนด Corterra และคาดวาแนวโนมผลิตภัณฑท่ีจะพัฒนาตอไปนาจะ
เปนการใชประโยชนในเชิงวิศวกรรม เชน การทําเปนแมพิมพเพื่อการผลิตเคร่ืองใชภายในบานและ
อิเล็กทรอนิกส ในขณะท่ีบริษัทดูปองตซ่ึงมุงเนนในการใช PTT เพื่อการผลิตเสนใยเพื่อใชในการ
ผลิตเส้ือผาเคร่ืองนุงหมภายใตแบรนด Sorna.  ดังนั้น จึงคาดวาการใชประโยชน PTT ใหมๆ คงเกิด
จาก 2 บริษัทนี้เปนหลัก. 
 
ผูผลิตเดิมและผูผลิตท่ีกําลังเกิดใหม 

ปจจุบันบริษัทดูปองตถือวาเปนผูผลิต PDO ดวยเทคโนโลยีชีวภาพเปนรายแรก โดย
โรงงานตนแบบท่ีใชในการผลิต PDO ต้ังอยูท่ีรัฐอิลลินอยส ประเทศสหรัฐอเมริกา.  เปนสถานท่ีท่ี
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บริษัทรวมทุนอยาง Tate & Lyle PLC ใชในการผลิตแปงขาวโพดท่ีใชเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิต 
PDO นั่นเอง. โรงงานตนแบบดังกลาวถูกใชในการผลิต PDO อยางตอเนื่อง. บริษัทมีแผนท่ีจะสราง
โรงงานผลิต PDO ในเชิงพาณิชยแหงแรกท่ี Tennesee ในป  ค.ศ. 2006. โรงงานท่ีใชในการสราง 
พอลิเอสเทอรจะต้ังอยูท่ี Kinston, NC, โดยถูกสรางข้ึนคร้ังแรกเพ่ือรองรับกําลังการผลิต 9,800 ตัน
ตอป คาดวาจะขยายกําลังการผลิตใหถึง 40,800 ตันตอป. โรงงานท่ี Kinston นี้มีความสามารถใน
การเปล่ียนการผลิต PTT จากปโตรเลียมมาสู PTT จากจุลินทรียไดทันที. ในป ค.ศ. 2003 บริษัทดู
ปองตไดรวมทําวิจัยกับ U.S. Department of Energy’s National Renewable Energy Laboratory 
(NREL) ดวยเงินลงทุน 7.7 ลานเหรียญสหรัฐ เพื่อพัฒนา,  สราง และทดสอบกระบวนการตนแบบ
เพื่อผลิตเคมีภัณฑมูลคาเพิ่มตางๆ ดวยกระบวนการทางชีวภาพ (รวมท้ัง PDO) จากเมล็ดพืชท่ีมีแปง
เปนองคประกอบ เชน กระแสไฟฟา และเอทานอลเกรดเช้ือเพลิงจากเปลือกขาวโพด. โครงการ
ดังกลาวเปนสวนหนึ่งของความรวมมือท่ีเรียกวา Integrated Corn-Based Bioproducts Refinery ซ่ึงมี
จํานวนเงินลงทุนท้ังหมด 38 ลานเหรีญสหรัฐ. 

  
ราคาขาย 

ราคาตลาดของ PTT ยังคงไมมี จากขอมูลของผูแทนจําหนายของดูปองต พบวา ราคาของ 
Sorona จะอยูในระดับเดยีวกับ Nylon 6 คือในชวง 1.3-1.6 ยูโร ท้ังนี้ข้ึนอยูกับประเทศและสภาวะ
ทางการตลาด ณ เวลานัน้.  

 
โครงสรางราคา 

ตนทุนในการผลิต PDO โดยใชกระบวนการหมักจากกลีเซอรอลจะอยูท่ีประมาณกิโลกรัม
ละ 1.77 ยูโร โดยประเมินจากกําลังการผลิตของโรงงานท่ี 75,000 ตันตอป, ในขณะท่ีตนทุนคา PTA 
และ DMT อยูท่ีกิโลกรัมละ 0.6 และ 0.62 ยูโร.  จะเห็นไดวา ราคาของ PDO สูงกวา PTA และ 
DMT ถึงสองเทา.   อยางไรก็ตาม ในการผลิตจะใช PDO นอยกวา PTA.  เม่ือผลิตเปน PTT แลว
พบวา ราคาของ PDO จะเทากับ 60% ของตนทุนในดานวัตถุดิบ โดยตนทุนวัตถุดิบอยูท่ี 1.14 ยูโร
ตอกิโลกรัม PTT . 

  
 1.2 วัตถุประสงค 
   เพื่อผลิตสารมูลคาเพิ่มจากผลพลอยไดของกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยการผาน
กระบวนการทํางานของจุลินทรีย.  
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1.3 ขอบเขตการศึกษาวิจัย  
  1.3.1 การคัดเลือกกลุมเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพในการใชกลีเซอรอลดิบเปนแหลงพลังงานใน
การเจริญเติบโต และผลิตสารมูลคาเพิ่ม. 
  1.3.2 การคัดแยกและการจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพ. 
  1.3.3 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสายพันธุคัดเลือก.  
  1.3.4 การทดลองออกแบบอปุกรณและวิธีการสังเคราะหสารพอลิเอสเทอรจาก PDO. 

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
  1.4.1 เพื่อไดสายพันธุแบคทีเรียและสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสาร PDO. 
  1.4.2  ไดกระบวนเบื้องตนการในการพัฒนาสารมูลคาเพิ่มท่ีไดจากกระบวนการผลิตทาง
ชีวภาพเปนผลิตภัณฑตนแบบ. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

13 

 

2. วัสดุ อุปกรณและวธิีการ 
 

2.1 เชื้อจุลินทรีย 
 2.1.1  น้ําท้ิงจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ของฝายพลังงาน, วว. คร้ังท่ี 1 (เช้ือกลุม A). 
 2.1.2  น้ําท้ิงจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ของฝายพลังงาน, วว. คร้ังท่ี 2 (เช้ือกลุม B). 

 2.1.3  น้ําท้ิงจากการผลิตน้ํามันปาลมจากโรงงานชุมพรอุตสาหกรรมน้ํามันปาลม (เช้ือกลุม C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 1.  แหลงเชื้อจุลินทรียท่ีใชในการคัดแยกกลุมเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพ 
ในการใชกลีเซอรอลดิบเปนแหลงพลังงานในการเจริญเติบโต. 

 
2.2  อุปกรณ อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
 2.2.1 งานวิจัยทางจุลชีววิทยา 
 อุปกรณ 
 2.2.1.1 Eppendorf tube ขนาด 1.5 ml. 
 2.2.1.2 Micropipette ขนาดตางๆ ต้ังแต 20 μl - 1000 μl  
 2.2.1.3 Vortex mixer (Vision) รุน KMC-1300V 
 2.2.1.4 เคร่ืองช่ังทศนิยม 3 ตําแหนง (Sartorius) รุน BA 310S 
 2.2.1.5 หองบมเช้ือ (ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 อาศาเซลเซียส) 

A CBA CB
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 2.2.1.6 หมอนึง่ฆาเช้ือดวยไอน้ํา (Yamato) รุน SP 300 
 2.2.1.7 เคร่ืองเขยา (Lab line) รุน LED orbit shaker 
 2.2.1.8 ตูปลอดเช้ือ (Faster) รุน Bio48  
 2.2.1.9 Stereomicroscope (Olympus) รุน SZ30 
 2.2.1.10 กลองจุลทรรศน (Olympus) รุน BX60 
 2.2.1.11 เคร่ืองวัดคาการดดูกลืนแสง (Secomam) รุน UVIKON 2  
 2.2.1.12 เคร่ืองเหวีย่งแยกควบคุมอุณหภูมิ (Tomy) รุน MRX-150  
 2.2.1.13 pH meter (Cyberscan) รุน 10 

2.2.1.14 อุปกรณอ่ืนๆ เชน เคร่ืองแกวตางๆ (Duran bottles, test tubes, beaker,  
cylinder เปนตน), 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 สียอมแกรม (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 ขนาดตางๆ ต้ังแต 2 μl – 1000 μl 
 2.2.2.4 Vortex mixer (Vortex-genic2) รุน G-560E 
 2.2.2.5 Heating block (Boekel) รุน 02051 
 2.2.2.6 Water bath (Yamato) รุน BT100   
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 2.2.2.7 ไมจิ้มฟนท่ีปราศจากเช้ือ  
 2.2.2.8 เคร่ืองช่ังทศนิยม 3 ตําแหนง (Sartorius) รุน BA 310S 
 2.2.2.9 เตาไมโครเวฟ (Hitachi) รุน MR-6400   
 2.2.2.10 ชุดทํา electrophoresis ของ DNA ซ่ึงประกอบดวย 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 (อัตราสวน 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 ท่ีตัดดวย  HindIII และ Eco RI (Qiagen, USA) 
 2.2.2.28  Takara Ex Taq kit (Takara, Japan) ประกอบดวย 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 ท่ีใชสําหรับการเพ่ิมปริมาณ 16S rDNA และการหาลําดับเบสของ 16S 
rDNAของแบคทีเรียมี 2 ชนดิ ดังแสดงในตารางท่ี 1. 
 
ตารางท่ี 1.  ชนิดของ primers ท่ีใชในงานวิจัย 
 

Primers ตําแหนงบน 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 งานวิเคราะหทางเคมี 
  2.2.3.1  การวิเคราะหหาปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ   
 อุปกรณ 
 1) pH meter (Cyberscan) รุน 10 
 2) เคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง (Sartorius) รุน A 200S 
 3) Micropipette ขนาดตางๆ ต้ังแต 20 μl - 1000 μl  
 4) อุปกรณเคร่ืองแกวตางๆ สําหรับการไทเทรต 
 สารเคมีท่ีใช 
 1) สารละลายเอทิลีนไกลคอล (Ethylene glycol) 
 2) สารละลายกรดซัลฟวริก   
 3) สารละลายโซเดียมฟอรเมต (Sodium formate, NaCHO2)  
 4) สารละลายโซเดียมเพอริโอเดต (Sodium metaperiodate, NaIO4) 
 5) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide, NaOH)  
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  2.2.3.2 การวิเคราะหปริมาณสารมูลคาเพิม่ท่ีแบคทีเรียผลิตขึ้น 
 อุปกรณ 
 1) High Performance Liquid Chromatography; HPLC (Shimadzu) รุน LC-10 AD series 
 2) Aminex®HPX-87H ขนาด 7.8x300 มิลลิเมตร   
 3) เคร่ือง Ultrasonic (Crest) รุน 575DAE 
 4) ชุดกรอง (Sartorius) รุน 16309 
 สารเคมีท่ีใช 
 1) Sulphuric acid (Merck) 
 2) Methanol (HPLC grade)   
 

2.3 วิธีการ 
 2.3.1 การวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิในกลีเซอรอลดิบ  
 กลีเซอรอลดิบท่ีใชในการทดลองท้ังหมดไดรับจากฝายส่ิงแวดลอมนิเวศนวิทยาและ
พลังงาน, วว. นํามาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิตํ่า (4 องศาเซลเซียส)  และท่ีอุณหภูมิหอง (ในท่ีมืด). 
จากนั้น ทําการวิเคราะหหาปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ เดือนละ 1 คร้ัง เปนเวลา 6 เดือน, โดยทําการ
วิเคราะหตามวิธีมาตรฐานการวิเคราะหกลีเซอรอลในระดับอุตสาหกรรม International Standard 
ISO 2879. Glycerine for industial use – Determination of glycerol content – Titrimetric method 
ดังนี้ : 
 1) ช่ังน้ําหนักตัวอยางกลีเซอรีน 0.5000 ± 0.0001 กรัม โดยใชเคร่ืองช่ังทศนิยม 4 ตําแหนง
แลวเติมน้ํากล่ันใหมีปริมาตร 250 มิลลิลิตร.   
 2) ปรับคาความเปนกรด- เบส (pH) ของสารละลายดวย โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
0.05 นอรแมล ใหมีคาความเปนกรด-เบส เทากับ 7.9±0.1 ดวยเคร่ือง pH-meter. 
 3) เติมสารละลายโซเดียมเพอริโอเดต (N2IO4) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากน้ันเก็บในที่มืด
เปนเวลา 30 นาที แลวเติม สารละลายเอทิลีนไกลคอล ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เก็บในท่ีมืดเปนเวลา 
20 นาที.  
 4) เติมสารละลายโซเดียมฟอรเมต (NaCHO2) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แลวนําไปไทเทรต กับ
สารละลายโซเดียมโฮดรอกไซด ความเขมขน 0.125 นอมัล จนไดคาความเปนกรด-เบส (pH) 
7.9±0.2 บันทึกปริมาตรท่ีใช.  
 5) สําหรับตัวเปรียบเทียบ (blank) ไมตองช่ังสารตัวอยาง ใหทําตามข้ันตอนเดียวกัน.  
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 6) คํานวณปริมาณกลีเซอรอลในหนวยรอยละโดยนํ้าหนัก ตามสูตรดังนี้ คือ : 

2v-1v ×0.125×0.0921×
m

100 =1.151× m
2v-1v

    โดย 

V1 คือ ปริมาตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.125 นอรแมล  
ท่ีใชไทเทรตกับสารตัวอยาง (มิลลิลิตร), 
  V2 คือ ปริมาตรสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.125 นอรแมล  
ท่ีใชไทเทรตกับตัวเปรียบเทียบ (มิลลิลิตร), 
 m  คือ  น้ําหนักของสารตัวอยาง (กรัม). 
 
 2.3.2  การคัดเลือกเชื้อกลุมท่ีมีประสิทธิภาพในการใชกลีเซอรอลเปนแหลงพลังงานในการ
เจริญเติบโต 
 นํากลุมเช้ือ A, B, และ C มาบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร TM และ ENT ท่ีมี PG และ CG 
ความเขมขน 1, 5, 10, 20 และ 50% โดยนํ้าหนัก.  ทําการทดลองในหลอดทดลองขนาด 4 แดรม 
โดยมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 10 มิลลิลิตร,  บมเล้ียงท่ีสภาวะแบบ Facultative ท่ีอุณหภูมิ 37oซ. 
เปนเวลา 14 วนั. โดยทําการทดลอง 3 ซํ้าตอ 1 แผนการทดลอง,  สังเกตการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึน
ดวยตาเปลา และวิเคราะหหาปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือดวยเคร่ืองวิเคราะห HPLC. 
 
 2.3.3 การทดสอบความสามารถของกลุมเชือ้ในการผลิตสารมูลคาเพิ่มจากกลีเซอรอลดิบ 
 นํากลุมเช้ือ A, B, และ C มาบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร TM และ ENT ท่ีมี CG 10 และ 
20% โดยนํ้าหนัก.  ทําการทดลองในหลอดทดลองขนาด 4 แดรม โดยมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 
10 มิลลิลิตร,  บมเล้ียงท่ีสภาวะแบบ Facultative ท่ีอุณหภูมิ 37oซ. เปนเวลา 5 วัน, โดยทําการทดลอง 
3 ซํ้าตอ 1 แผนการทดลอง.  ทําการวิเคราะหหาปริมาณ 1,3-propanediol (1,3-PD) ท่ีแตละกลุมเช้ือ
ผลิตไดท่ีเวลาการทดสอบ 3 และ 5 วัน ดวยเคร่ืองวิเคราะห HPLC. 
 
 2.3.4 การทดสอบประสิทธิภาพของกลุมเชือ้คัดเลือกในการผลิตสาร 1,3-PD จากกลีเซอรอลดิบ
ท่ีความเขมขน 1, 5, 10, 20 และ 50%  
 คัดเลือกกลุมเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการผลิตสาร 1,3-PD มาบมเล้ียงบนอาหาร
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 โดยมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 10 มิลลิลิตร, บมเล้ียงท่ีสภาวะแบบ Facultative ท่ี
อุณหภูมิ 37oซ. เปนเวลา 5 วัน, โดยทําการทดลอง 3 ซํ้าตอ 1 แผนการทดลอง. จากนั้น ทําการ
วิเคราะหหาปริมาณ 1,3-PD ท่ีกลุมเช้ือคัดเลือกผลิตไดท่ีเวลาการทดสอบ 1, 2, 3 และ 5 วัน ดวย
เคร่ืองวิเคราะห HPLC. 
 
 2.3.5 การคัดแยกสายพันธุจากกลุมเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพ 
 นํากลุมเช้ือคัดเลือกมาบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 10% โดยนํ้าหนัก เปน
เวลา 1 คืน กอนท่ีจะนํามาคัดแยกสายพันธุบนอาหาร NA ดวยวิธีการ Spread plate เม่ือคัดแยกได
สายพันธุบริสุทธ์ิแลว ทําการศึกษาลักษณะและตรวจสอบการติดสีแกรม จากน้ัน นําสายพันธุ
แบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีคัดแยกไดท้ังหมดเก็บรักษาไวในอาหารสําเร็จรูปสูตร NA ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส.  
 
 2.3.6 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสายพนัธุท่ีคัดแยกได 

2.3.6.1 การผลิตสารมูลคาเพิม่ของสายพันธุแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดในอาหารทดสอบ 3 ชนิด 
 นําสายพันธุแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดท้ังหมดมาทดสอบประสิทธิภาพการผลิตสารมูลคาเพิ่ม
ในอาหารทดสอบ 3 ชนิด คือ ENT, TM, TY ท่ีมี CG 10 % โดยนํ้าหนัก ในหลอดทดลองขนาด 8 
แดรม, โดยมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 10 มิลลิลิตร, บมเล้ียงในสภาวะ Facutative ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน, โดยทําการทดลอง 3 ซํ้าตอ 1 แผนการทดลอง. จากนั้น ทําการ
วิเคราะหหาปริมาณสารมูลคาเพิ่ม (ไดแก 1,3-PD  และ succinic acid) ท่ีท่ีแตละสายพันธุผลิตได 
และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือ ดวยเคร่ืองวิเคราะห HPLC. 
 
  2.3.6.2 การผลิตสารมูลคาเพิม่ของแบคทีเรียสายพนัธุคัดเลือก ในระดับการผลิตท่ีสูงขึน้ 
 นําแบคทีเรียสายพันธุ ท่ี มีประสิทธิภาพสูงสุดในการผลิตสารมูลคาเพิ่ม  มาศึกษา
ประสิทธิภาพในระดับการผลิตท่ีสูงข้ึน โดยทําการบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 
10% โดยนํ้าหนัก, ในขวดรูปชมพู (Erlenmeyer Flask) ขนาด 125 มิลลิลิตร, โดยมีปริมาตรอาหาร
สุดทายเปน 45 มิลลิลิตร,  ทําการทดลอง 3 ซํ้า ตอ 1 แผนการทดลอง, บมเล้ียงใน 3 สภาวะทดสอบ 
คือ Aerobe, Anaerobe และFacultative, ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน.  ทําการ
วิเคราะหปริมาณสารมูลคาเพิ่มท่ีได และปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือทุก 24 ช่ัวโมง ดวย
เคร่ืองวิเคราะห HPLC.  
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  2.3.6.3 สภาวะการเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมในการผลิตสารมูลคาเพิ่มของแบคทีเรียสายพนัธุ
คัดเลือก  
 นําแบคทีเรียสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการผลิตสารมูลคาเพิ่ม มาศึกษาสภาวะการ
เพาะเล้ียงท่ีเหมาะสม โดยทําการบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG  10% โดยนํ้าหนัก, 
ในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร, โดยมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 45 มิลลิลิตร, บมเล้ียงใน 3 
สภาวะทดสอบ คือ Aerobe, Anaerobe และFacultative ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน, 
ทําการทดลอง 3 ซํ้า ตอ 1 แผนการทดลอง. วิเคราะหปริมาณสารมูลคาเพิ่มท่ีได และปริมาณ         
กลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือทุก 4 ช่ัวโมง ดวยเคร่ืองวิเคราะห HPLC.  
 
 2.3.6.4 การผลิตสารมูลคาเพิม่จากกลีเซอรอลดิบท่ีความเขมขน1, 5, 10, 20 และ 50%  
โดยแบคทีเรียสายพันธุคดัเลือก 
 นําแบคทีเรียสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการผลิตสารมูลคาเพิ่ม มาบมเล้ียงใน
อาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 1, 5, 10, 20 และ 50% โดยนํ้าหนัก, ในขวดรูปชมพูขนาด 125 
มิลลิลิตร, โดยมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 45 มิลลิลิตร, บมเล้ียงในสภาวะ Aerobe ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน, ทําการทดลอง 3 ซํ้า ตอ 1 แผนการทดลอง. วิเคราะหปริมาณสาร
มูลคาเพิ่มท่ีได และปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือทุก 4 ช่ัวโมง ดวยเคร่ืองวิเคราะห HPLC.  

 
 2.3.7 การจัดจําแนกสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพโดยใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม 
 2.3.7.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย  
 นําเช้ือแบคทีเรียสายพันธุท่ีมีประสิทธิภาพมาเล้ียงบน Lauria-Bertanii (LB) agar (Difco) 
จากนั้นนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 - 24 ช่ัวโมง. 
 
 2.3.7.2 การแยกโครโมโซมของแบคทีเรีย 
 (1) ใชไมจิ้มฟนท่ีปราศจากเช้ือ เข่ียโคโลนีของเช้ืออายุ 16 - 24 ช่ัวโมง ใสลงใน Eppendorf 
tube ท่ีมีสารละลาย lysis buffer (TE buffer, 8 mg/ml lysozyme) อยู 400 ไมโครลิตร, ปนดวย 
vortex mixer 30 - 60 วินาที.  จากนั้นนํา Eppendorf tube ไปบมใน heating block ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 - 60 นาที. 
 (2) เม่ือครบเวลาบมจึงเติม 10% SDS ปริมาณ 64.8 ไมโครลิตร และเอนไซม Proteinase K 
(ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาณ 21.7 ไมโครลิตร ลงใน Eppendorf tube, ปดฝาให
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สนิทแลวพลิกหลอด Eppendorf tube กลับไปมาเบาๆ 4 - 5 คร้ัง.  จากนั้นนําไปบมตอใน water bath 
ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง, ระหวางนั้นใหพลิกหลอดกลับไปมาเบาๆ 4 - 5 
คร้ังทุก ๆ 10 นาที,  จะสังเกตเห็นสารละลายมีลักษณะใส. 
 (3) สกัดโปรตีนออกโดยเติมฟนอล ปริมาณ 400 ไมโครลิตร ลงใน Eppendorf tube พลิก
กลับไปมาเบาๆ.  แลวนําไปปนท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที.   ดูดสารละลายสวนใสดานบน (supernatant) ใสใน Eppendorf tube หลอดใหมแลว
สกัดซํ้าดวยฟนอลอีกคร้ัง. 
 (4) สกัดซํ้าดวยสารละลาย chloroform-isoamylalcohol แลวดูดสารละลายสวนใสดานบน
ใสใน Eppendorf tube หลอดใหม.  
 (5) ตกตะกอนโครโมโซม โดยเติม 5 M NaCl ปริมาณ 5 ไมโครลิตรตอสารละลายสวนใส 
100 ไมโครลิตร และเติม absolute ethanol ซ่ึงแชเย็นไวท่ี –20 องศาเซลเซียส ลงไป 2 เทาของ
ปริมาตรสารละลายสวนใสท่ีมีอยู, พลิก Eppendorf tube กลับไปมาเบาๆ   แลวนําไปแชท่ีอุณหภูมิ  
–20 องศาเซลเซียส เปนเวลาไมตํ่ากวา 16 - 18 ช่ัวโมง. 

 (6) ตกตะกอนโครโมโซม โดยการปนท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 - 45 นาที,  จากนั้นเทสารละลายสวนใสท้ิง.  
  (7) ลางตะกอนโครโมโซมดวย 70% ethanol ปริมาณ 500 ไมโครลิตร แลวปนท่ีความเร็ว
รอบ 14,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที, เทสารละลายสวนใสท้ิง 
แลวนํา Eppendorf tube ไปบมใน heating block ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 5 นาทีหรือ
จนตะกอนโครโมโซมแหง. 

 (8) ละลายโครโมโซมใน deionized water ท่ีปราศจากเช้ือปริมาณ 20-35 ไมโครลิตร, 
นําไปบมใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาทีเพื่อเรงการละลายของ
ตะกอนโครโมโซมใหสมบูรณเร็วข้ึน. จากนั้นทําการวิเคราะหคุณภาพและปริมาณของโครโมโซม
ท่ีสกัดไดดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis (ภาคผนวก ข.) เก็บสารละลายโครโมโซมท่ีเตรียม
ไดไวท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใชงาน. 

 
 2.3.7.3 การเพิ่มจํานวน 16S rDNA โดยใชเทคนิค PCR 
 (1) เตรียม PCR reation/tube ดังตอไปนี ้
 - 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 ลงในแตละ PCR tube หลอดละ 1 - 10 ไมโครลิตร แลวแต
ความเขมขนของสารละลายโครโมโซมตัวอยาง.  นํา PCR tubes ท่ีมีสวนประกอบดังกลาวไปเขา
เคร่ือง DNA thermal cycle เพื่อเพิ่มปริมาณ 16S rDNA โดยต้ังโปรแกรมไวดังนี้ :- 
 (a) Initial Denaturation step 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วินาที. 
 (b) 30 cycles ของ 
 -  Denaturation step  94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 วินาที. 
 -  Anealing step   55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที. 
 -  Elongation step   68 องศาเซลเซียส เปนเวลา   2 นาที. 
 -  Final elongation   72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที. 
 
 (3) เม่ือส้ินสุดกระบวนการ นํา PCR product ปริมาตร 5 ไมโครลิตร มาวิเคราะหดวย 
เทคนิค agarose gel electrophoresis. 
  
 2.3.7.4 การทํา PCR products ใหบริสุทธ์ิ  (PCR purification) 
 นํา PCR products มาทําใหบริสุทธ์ิ โดยใช PCR purification kit (Qiagen) เพื่อใหได PCR 
products ท่ีมีความบริสุทธ์ิเหมาะแกการใชเปน template ในการหาลําดับเบส.  จากนั้น elute PCR 
products ออกจาก column ดวย deionized water ท่ีปราศจากเช้ือ ปริมาณ 20 - 30 ไมโครลิตร ข้ึนอยู
กับความเขมขนของ PCR products. 
 
 2.3.7.5 การหาลําดับเบสของ 16S rDNA โดยใชเคร่ืองหาลําดับเบสอัตโนมัติ 
 (1) การเตรียม reaction mixture สําหรับ Cycle sequencing ในแตละ reaction ประกอบดวย 
 Terminater Ready Reaction mix   8 ไมโครลิตร. 
 DNA template (PCR Product)                  1-100 นาโนกรัม. 



 

23 

 

 primer (3.2 pmol)     1 ไมโครลิตร. 
 ปรับปริมาตรสุทธิดวย  deionized water เปน  20 ไมโครลิตร. 
 (2) โปรแกรมท่ีใชในการทํา Cycle sequencing ประกอบดวย 25 cycles ของ 
 - Denaturation    95 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 10 วินาที. 
 - Annealing       50 องศาเซลเซียส  เปนเวลา   5 วินาที. 
 - Extension       60 องศาเซลเซียส  เปนเวลา   4 นาที. 
 (3) กําจัด Dye สวนเกินออกโดยดูด PCR product ใสลงใน eppendorf tube ใหม จากนั้น
เติม ethanol/sodium acetate ลงไป 80 ไมโครลิตร แลวท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที, 
กอนท่ีจะนําไปปนท่ีความเร็ว 14000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที.   
 (4) เทสารละลายสวนใสท้ิง แลวเติม 70 % ethanol ปริมาณ 250 ไมโครลิตร ปนดวย vortex 
mixer 30 - 60 วินาที กอนท่ีจะนําไปปนท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที. เท
สารละลายสวนใสท้ิง แลวทําใหตะกอนแหงท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ใน heating block เปน
เวลา 1 นาที.   
 (5) เติม TSR 12-25 มิลลิลิตร ลงใน Eppendorf tube แลวปนดวย vortex mixer. จากนั้นถาย
สารละลายลงหลอด septa ขนาด 0.5 มิลลิลิตร,  นําไปใหความรอนท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 นาที,  แลวนําไปแชในน้ําแข็ง จากนั้นปนดวย vortex mixer แลวนําไปปนท่ี 14,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 5 - 10 วินาที,  ใสหลอด septa เขาในเคร่ือง ABI Prism® 310 Genetic Analyzer 
เพื่อทําการหาลําดับเบส. 
 
  2.3.7.6 การวิเคราะหขอมูล  
 นําลําดับเบสท่ีไดของแตละเช้ือมาทําการเปรียบเทียบกับลําดับเบสของเช้ือท่ีทราบชนิดแลว
ในฐานขอมูลตางๆ ท่ีมีอยู, โดยใช Nucleotide-nucleotide BLAST ของ NCBI ผาน 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. 

 
 2.3.8 สภาวะการวิเคราะหปริมาณสารประกอบมูลคาเพิ่ม (ไดแก PDO  และ succinic acid) และ
ปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือ 
 - Mobile phase: 0.01 N Sulfuric acid ใน Mille-Q.  
 - อัตราการไหล: 0.55 มิลลิลิตรตอนาที และปริมาณท่ีฉีด : 10 ไมโครลิตร ท่ี RI detector. 
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 2.3.9 การออกแบบอุปกรณและวิธีการสังเคราะหสารพอลิเอสเทอรจาก 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) บรรจุสารเคมีขอ (1) ลงในขวดกนกลมขนาด 1000 มล.  
 (3) ติดต้ังเคร่ืองมืออุปกรณ ดังแสดงในรูปท่ี 2. 
 (4) กวนของผสมในขวดขอ (2) ดวยชุดเครื่องกวนท่ีความเร็ว 500 รอบตอนาที พรอมกับ
ผานแกสอารกอนเขาไปตลอดระยะเวลาของการทดลองเพื่อไลแกสออกซิเจนออก. 
 (5) ใหความรอนแกของผสมในขวดขอ (4) อยางชาๆ จนอุณหภูมิข้ึนสูงถึง 190 oซ. 
 (6) ปลอยใหของผสมในขวดขอ (5) ทําปฏิกิริยา ท่ีอัตราการกวนของของผสม และอุณหภมิู
คงท่ีท่ี 500 รอบตอนาที และ 190 oซ. ตามลําดับ จนกระท่ังไอน้ําท่ีเกิดจากปฏิกิริยา เกิดการ
ควบแนนผาน condenser  กลายเปนหยดน้ําจนหมด. 
 2.3.9.2 ขั้นตอนท่ี 2  การทํา Polycondensation 
 (1) Valve เพื่อหยุดการจายแกสอารกอน ในขวดขอ (6)  ในข้ันตอนท่ี 1.  
 (2) เติม Polyphosphoric acid ปริมาณ 0.0866 กรัม ลงในขวด. 
 (3) ดูดแกสภายในขวดออกดวย Vacuum pump อยางชาๆ. 
 (4) เพิ่มความเร็วการกวนใหเปน 720 รอบ / นาที ท่ีอุณหภมิู 230 oซ. เปนเวลา 60 นาที. 
 (5) ลางสารพอลิเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดดวยเมทานอล  และแยกสารออกโดยการกรอง
ดวยกระดาษกรอง. 
 (6)  บด และลางสารพอลิเอสเทอรท่ีไดดวยเมทานอล แลวแยกออกดวยการกรองอีกคร้ัง
หนึ่ง. 
 (7) ผ่ึงพอลิเอสเทอร ท่ีสังเคราะหได ใหแหงบนกระจกนาฬิกา.  
 (8) เก็บตัวอยางพอลิเอสเทอรท่ีผ่ึงแหงไวในถุงพลาสติกท่ีปดปากถุงไดสนิท เพื่อการใช
งานข้ันตอไป. 
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รูปท่ี 2.  การตดิตัง้เคร่ืองมืออุปกรณสําหรับขั้นตอนการทํา Esterification และ Polycondensation 
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3. ผลการทดลอง และวิจารณ 
 

3.1 การวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธิ์ในกลีเซอรอลดิบ  
 จากการทดลองเก็บรักษากลีเซอรอลดิบชุดท่ีนํามาใชในการทดลองท้ังหมดท่ีอุณหภูมิตํ่า (4 
องศาเซลเซียส) และท่ีอุณหภูมิหอง (ในท่ีมืด) เปนเวลา 6 เดือนนั้น พบวา สามารถท่ีจะเก็บไวท่ี
อุณหภูมิหองไดเปนเวลาอยางนอย 6 เดือน. โดยผลการวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิในกลี 
เซอรอลดิบ (โดยวิธีการไทเทรต) ดังแสดงในตารางท่ี 2. 
 
ตารางท่ี 2.  ปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิในกลีเซอรอลดิบเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

และอุณหภูมิหองในระยะเวลา 5 เดือน  

  

3.2 การคัดเลือกเชื้อกลุมท่ีมีประสิทธิภาพในการใชกลีเซอรอลเปนแหลงพลังงาน 
ในการเจริญเติบโต 
 ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการใชกลีเซอรอลเปนแหลงพลังงานในการเจริญเติบโต
ของกลุมเช้ือ A, B, C ในอาหารทดสอบสูตร TM และ ENT ท่ีมี PG และ CG ความเขมขน 1, 5, 10, 
20 และ50% โดยนํ้าหนัก พบวา เช้ือท้ัง 3 กลุม สามารถใชท้ังกลีเซอรอลดิบและกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ
เปนแหลงพลังงานในการเจริญเติบโตได.  การเปล่ียนแปลงที่สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา  ดัง
แสดงในตารางท่ี 3-5.   ปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือในแตละกลุมทดลองดังแสดงในตารางท่ี 

% กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ ในตัวอยางกลีเซอรอลดิบ 
ระยะเวลาการเก็บ (เดือน) 

เก็บรักษาท่ี 4oซ. เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอง 
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 วันของการบมเล้ียง พบวา ในทุกหนวยทดลองมี
ปริมาณเซลลเพิ่มข้ึน.  

3.3 การทดสอบความสามารถของกลุมเชื้อในการผลิตสารมูลคาเพ่ิมจากกลีเซอรอลดิบ 
 เม่ือนํากลุมเช้ือ A, B, และ C มาบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร TM และ ENT ท่ีมี CG 10 
และ 20% โดยนํ้าหนัก ท่ีสภาวะการบมเล้ียงแบบ Facultative ท่ีอุณหภูมิ 37oซ. เปนเวลา 5 วันนั้น 
พบวา มีกลุมเช้ือ B เทานั้นท่ีสามารถผลิตสาร 1,3-propanediol (1,3-PD) ไดต้ังแต 3 วันของการ
เพาะเล้ียง ท้ังในอาหารทดสอบท่ีมีแหลงคารบอนอ่ืนเปนองคประกอบ (อาหารพื้นฐานสูตร ENT) 
และในอาหารทดสอบท่ีไมมีแหลงคารบอนอ่ืนเปนองคประกอบ (อาหารพ้ืนฐานสูตร TM).  
ปริมาณสาร PDO ท่ีวิเคราะหไดในอาหารเล้ียงเช้ือท้ัง 2 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 7. 
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ตารางที่ 3. ผลการเปลี่ยนแปลงของอาหารที่เลี้ยงเชื้อกลุม A โดยการสังเกตดวยตาเปลา  

หมายเหตุ    ตัวเลข 1-5 แสดงระดับความขุนของอาหารเลีย้งเชื้อผสมกลีเซอรอล  
(X คือ กลีเซอรอลละลายในอาหาร, x  คือ ไมละลาย, y  คือ กลีเซอรอลเหลว, Y คือ กลีเซอรอลแข็ง, - คือไมมีตะกอน, + คือ มีตะกอน, *   คือ สีอาหารไมเปลี่ยนแปลงจากสีอาหารเดิม, ** คือ สีอาหารเปลี่ยนแปลง)  

การถายเชื้อครั้งที่ 1 ในอาหารที่มีกลีเซอรอล 6 ความเขมขน การถายเชื้อครั้งที่ 2 ในอาหารที่มีกลีเซอรอล 6 ความเขมขน 
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.  ผลการเปลี่ยนแปลงของอาหารที่เลี้ยงเชื้อกลุม B โดยการสังเกตดวยตาเปลา  

หมายเหตุ    ตัวเลข 1-5 แสดงระดับความขุนของอาหารเลีย้งเชื้อผสมกลีเซอรอล  
(X คือ กลีเซอรอลละลายในอาหาร, x  คือ ไมละลาย, y  คือ กลีเซอรอลเหลว, Y คือ กลีเซอรอลแข็ง, - คือไมมีตะกอน, + คือ มีตะกอน, *   คือ สีอาหารไมเปลี่ยนแปลงจากสีอาหารเดิม, ** คือ สีอาหารเปลี่ยนแปลง)  

การถายเชื้อครั้งที่ 1 ในอาหารที่มีกลีเซอรอล 6 ความเขมขน การถายเชื้อครั้งที่ 2 ในอาหารที่มีกลีเซอรอล 6 ความเขมขน 
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.  ผลการเปลี่ยนแปลงของอาหารที่เลี้ยงเชื้อกลุม C โดยการสังเกตดวยตาเปลา  

หมายเหตุ    ตัวเลข 1-5 แสดงระดับความขุนของอาหารเลีย้งเชื้อผสมกลีเซอรอล 
(X คือ กลีเซอรอลละลายในอาหาร, x  คือ ไมละลาย, y  คือ กลีเซอรอลเหลว, Y คือ กลีเซอรอลแข็ง, - คือไมมีตะกอน, + คือ มีตะกอน, *   คือ สีอาหารไมเปลี่ยนแปลงจากสีอาหารเดิม, ** คือ สีอาหารเปลี่ยนแปลง

การถายเชื้อครั้งที่ 1 ในอาหารที่มีกลีเซอรอล 6 ความเขมขน การถายเชื้อครั้งที่ 2 ในอาหารที่มีกลีเซอรอล 6 ความเขมขน 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.  เปอรเซ็นตกลีเซอรอลบริสุทธิ์คงเหลือในกลุมทดลอง 
 

กลุมทดลอง % 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 

เชื้อกลุม  A CG 36 25 17 19 28 61 65 30 

PG 81 73 69 92 32 78 68 81 

เชื้อกลุม B CG 36 10 11 6 65 20 31 7 

PG 100 56 75 82 17 93 92 84 

เชื้อกลุม C CG 36 3 9 3 100 1 23 25 
 

ตารางที่ 7.  เปอรเซ็นตของ 1,3-propanediol (1,3-PD) ที่แตละกลุมเชื้อผลิตไดที่เวลาการทดสอบ 3 และ 5 วัน 
  

กลุมทดลอง % PG เริ่มตน TM-T3 TM-T5 ENT- T3 ENT- T5 
10 * 0 * *  

เชื้อกลุม A 
20 * * * * 
10 0.789 1.127 1.108 1.134  

เชื้อกลุม B 20 * * 1.791 2.120 
10 * 0 * *  

เชื้อกลุม C 
20 * * * * 

หมายเหตุ  * หมายถึง ตัวอยางทดสอบมีลักษณะขนหนืด ไมสามารถเก็บตัวอยางมาวิเคราะหผลได 
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3.4 การทดสอบประสิทธภิาพของกลุมเชื้อคัดเลือกในการผลิตสาร 1,3-PD จาก 
กลีเซอรอลดิบท่ีความเขมขน1, 5, 10, 20 และ 50%  
 จากหัวขอกอนหนานี้ พบวา กลุมเช้ือ B มีความสามารถในการผลิตสาร PDO ไดในอาหาร
ทดสอบท้ังสูตร ENT และ TM. อยางไรก็ตาม จากผลการทดลองในตารางท่ี 6 พบวา กลุมเช้ือ B 
สามารถผลิตสาร PDO ในอาหารทดสอบสูตร ENT ไดสูงกวา ในอาหารสูตร TM. ดังนั้น ในการ
ทดลองนี้  จึงทําการทดสอบประสิทธิภาพของกลุมเช้ือ B ในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 1, 5, 
10, 20 และ 50% โดยนํ้าหนัก พบวา กลุมเช้ือ B สามารถใชกลีเซอรอลดิบไดถึง 20% เพื่อการผลิต
สาร PDO ไดหลังจากทําการเพาะเล้ียงเปนเวลา 1 วัน เปนตนไป (ตารางท่ี 8). 
 
ตารางท่ี 8.   เปอรเซ็นตของ 1,3-PD ท่ีกลุมเชื้อ B สามารถผลิตไดจากกลีเซอรอลดิบภายในเวลา 
 การทดสอบ 5 วัน 
 

ปริมาณเร่ิมตน (T0) ปริมาณ 1,3-PD ท่ีวิเคราะหได (%) 
% 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 ตัวอยางทดสอบมีลักษณะขนหนืด ไมสามารถเก็บตัวอยางมาวิเคราะหผลได 

 

3.5 การคัดแยกสายพันธุจากกลุมเชื้อท่ีมีประสิทธภิาพ 
 ทําการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุเดี่ยวในกลุมเช้ือ B โดยทําการคัดแยกบนอาหารสําเร็จรูป
สูตร NA ดวยวิธีการ Spread plate,  สามารถคัดแยกได 8 สายพันธุ ใหช่ือเปน unknown (UNK) 1-8. 
จากนั้นทําการศึกษาลักษณะและตรวจสอบการติดสีแกรมของสายพันธุท้ังหมด ไดผลดังตารางท่ี 9.  
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ตารางท่ี 9.  ลักษณะของสายพันธุแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากกลุมเชื้อ B 
 

ลักษณะโคโลนี ลักษณะเซลล สายพันธุ 

ขนาด 
(ซม.) 

สี/รูปราง/มันวาว/ผิว,ขอบ/ความทึบแสง รูปราง แกรม 

UNK-1 0.3 ขาวออกเหลือง/กลม/มันวาว/เรียบ/โปรงแสง แทงสั้น + 
UNK-2 0.1 เหลือง/กลม/มันวาว/เรียบ/ใส แทง - 
UNK-3 0.05 เหลืองออกขาว/กลม/มัน/เรียบ/ทึบแสงเล็กนอย แทงสั้น + 
UNK-4 0.1 เหลือง/กลม/มันวาว/เรียบ/ใส แทง - 
UNK-5 0.3 ขาวออกเหลือง/กลม/มันวาว/เรียบ/โปรงแสง แทงสั้น + 
UNK-6 0.3 ขาวออกเหลือง/กลม/มันวาว/เรียบ/โปรงแสง แทงสั้น + 
UNK-7 0.3 เหลือง/กลม/มันวาว/ขรุขระ/ใส แทง - 
UNK-8 0.3 ขาวออกเหลือง/กลม/มันวาว/เรียบ/โปรงแสง แทงสั้น + 

 
3.6 การทดสอบประสิทธภิาพของแบคทีเรียสายพันธุท่ีคัดแยกได 
 3.6.1 การผลิตสารมูลคาเพิ่มของสายพันธุแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดในอาหารทดสอบ 3 ชนิด 
 นําสายพันธุแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดท้ังหมด 8 สายพันธุมาทดสอบประสิทธิภาพการผลิตสาร
มูลคาเพิ่มโดยการเพาะเล้ียงในอาหารทดสอบ 3 ชนิด คือ ENT, TM, TY ท่ีมี CG 10 % โดยนํ้าหนัก.  
ผลการวิเคราะหปริมาณสารประกอบมูลคาเพิ่ม (ไดแก 1,3-propanediol  และ succinic acid) ท่ีแตละ
สายพันธุผลิตได และปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือในแตละชนิดของอาหารทดสอบ ดังแสดง
ในรูปท่ี 3-6.  ผลการทดลองท้ังหมดแสดงใหเห็นวา แบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 สามารถผลิตสาร 
1,3-PD ไดสูงท่ีสุดในอาหารทดสอบสูตร ENT และ TY ในเวลาเพียง 1 วันของการบมเล้ียง แตไม
สามารถผลิตไดเลยในอาหารทดสอบที่ไมมีแหลงคารบอนอ่ืนอยู (อาหารทดสอบสูตร TM).  
ในขณะท่ี แบคทีเรียสายพันธุ UNK-1, UNK-5, UNK-6, UNK-7 และ UNK-8 สามารถผลิตสาร 
succinic acid ไดในปริมาณใกลเคียงกันในอาหารทดสอบสูตร ENT และ TY. ในขณะท่ีในอาหาร
ทดสอบสูตร TM มีเพียงแบคทีเรียสายพันธุ  UNK-7  ท่ีไมสามารถผลิตสาร succinic acid ไดเลย 
เม่ือเทียบกับอีก 4 สายพันธุที่มีประสิทธิภาพ อยางไรก็ตาม เม่ือดูจากปริมาณการผลิตสาร 1,3-PD 
ไดสูงท่ีสุดและการใชกลีเซอรอลไดดีท่ีสุด จึงไดคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 และอาหาร
ทดสอบสูตร ENT ในการทดลองในหัวขอตอไป. 
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รูปท่ี 3.  ประสทิธิภาพในการผลิตสาร1,3-propanediol ของสายพันธุแบคทีเรียจํานวน 8 สายพนัธุ

ในอาหารทดสอบ 3 ชนิด. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.  ประสทิธิภาพในการผลิตสารsuccinic acids ของสายพันธุแบคทีเรียจํานวน 8 สายพันธุใน

อาหารทดสอบ 3 ชนิด. 
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รูปท่ี 5.  การเปล่ียนแปลงขณะเพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพนัธุ UNK-7ในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี 

CG 10 % โดยน้ําหนัก เปนเวลา 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 วันของการเพาะเลี้ยงสายพันธุแบคทีเรียจํานวน 8 สายพนัธุ.  
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3.6.2 การผลิตสารมูลคาเพิ่มของแบคทีเรียสายพันธุคัดเลือก ในระดับการผลิตท่ีสูงขึ้น 
 แบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 ไดถูกคัดเลือกมาทําการทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตสาร
มูลคาเพิ่มในระดับการผลิตท่ีสูงข้ึน โดยทําการบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 10% 
โดยน้ําหนัก ในขวดรูปชมพู ขนาด 125 มิลลิลิตร,  ท่ีมีปริมาตรอาหารสุดทายเปน 45 มิลลิลิตร ใน 3 
สภาวะการทดสอบ คือ Aerobic, Anaerobic และ Facultative พบวา แบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 
สามารถผลิตสาร 1,3-PD  และ succinic acid ไดท่ีทุกสภาวะการเพาะเล้ียงภายในเวลา 1 วัน (ตาราง
ท่ี 10). 
 
ตารางท่ี 10. เปอรเซ็นตของสารมูลคาเพิ่มท่ีแบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 สามารถผลิตไดจากการใช 
 กลีเซอรอลดิบภายในเวลาการทดสอบ 7 วัน 
 

สารมูลคาเพ่ิมท่ีได (%) สภาวะการบมเล้ียง 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 สภาวะการเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมในการผลิตสารมูลคาเพิ่มของแบคทีเรียสายพันธุคัดเลือก 
 จากผลการทดลองขางตน แบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 สามารถผลิตสาร 1,3-PD และ 
succinic acid ไดท่ีทุกสภาวะการเพาะเล้ียงภายในเวลา 1 วัน.  ในการทดลองนี้ จึงทําการศึกษา
ประสิทธิภาพในรายละเอียดมากข้ึน โดยทําการบมเล้ียงในอาหารทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 10% 
โดยน้ําหนักในปริมาตรอาหารสุดทาย 45 มิลลิลิตร, บมเล้ียงใน 3 สภาวะทดสอบ คือ Aerobic, 
Anaerobic และ Facultative เปนเวลา 1 วัน,   เก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหปริมาณสารมูลคาเพิ่มท่ีได
และวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิคงเหลือ ทุก 4 ช่ัวโมง.   ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 7 
พบวา แบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 สามารถผลิตสาร 1,3-PD  และ succinic acid ไดต้ังแต 4 ช่ัวโมง
ของการบมเล้ียง และผลิตไดสูงสุดในชวง 16-24 ช่ัวโมงของการบมเล้ียงในสภาวะ Aerobic. 
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รูปท่ี 7.  รอยละของปริมาณสารมูลคาเพิ่ม (1,3-propanediol  และ succinic acid) และการลดลง 

ของปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ ใน 3 สภาวะการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ UNK-7  
 
 3.6.4  การผลิตสารมูลคาเพิ่มจากกลีเซอรอลดิบท่ีความเขมขน 1, 5, 10, 20 และ 50 % โดย
แบคทีเรียสายพันธุคัดเลือก 
 ทดสอบประสิทธิภาพการผลิตสารมูลคาเพิ่มของแบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 ในอาหาร
ทดสอบสูตร ENT ท่ีมี CG 1, 5, 10, 20 และ 50 % โดยนํ้าหนักในสภาวะการบมเล้ียงแบบ Aerobe 
เปนเวลา 2 วัน โดยเก็บตัวอยางเพ่ือวิเคราะหปริมาณสารมูลคาเพิ่มท่ีไดและปริมาณกลีเซอรอล 
บริสุทธ์ิคงเหลือ ทุก 4 ช่ัวโมง.  ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 8  พบวา ในอาหารทดสอบสูตร 
ENT ท่ีมี CG 1, 5, และ10% โดยนํ้าหนัก แบคทีเรียสายพันธุ UNK-7 สามารถผลิตสาร 1,3-PD  และ 
succinic acid ไดต้ังแต 4 ช่ัวโมงของการบมเล้ียง และปริมาณสารท้ัง 2 ชนิดท่ีผลิตไดสูงสุดในชวง 
12-24 ช่ัวโมงของการบมเล้ียง.  หลังจากนั้น  จะคอนขางคงท่ี และคอยๆ ลดลง ตามปริมาณ          
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กลีเซอรอลบริสุทธ์ิท่ีถูกใชไป. ในขณะท่ีในอาหารทดสอบท่ีมี CG 20% โดยนํ้าหนัก แบคทีเรียสาย
พันธุ UNK-7 สามารถผลิตสาร ท้ัง 2  ชนิดไดต้ังแต 12-16 ช่ัวโมงของการบมเล้ียง หลังจากนั้น
ปริมาณการผลิตสารท้ัง 2 ชนิด  จะเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว และเร่ิมคงท่ีในชวง 40-48 ช่ัวโมง ซ่ึง
สัมพันธปริมาณกลีเซอรอลบริสุทธ์ิท่ีลดลง. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 8.   รอยละของปริมาณสารมูลคาเพิ่ม (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 การจัดจําแนกสายพันธุท่ีมีประสทิธิภาพโดยใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม 
 การจัดจําแนกสายพันธุแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการสารมูลคาเพิ่ม (1,3-PD  และ 
succinic acid)  ดวยวิธีการ 16S rDNA Sequencing สรุปไดดังนี้ 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 การออกแบบอุปกรณและวิธีการสังเคราะหสารพอลิเอสเทอรจาก 1,3-propanediol  
 การทดลองออกแบบวิธีการสังเคราะหสารพอลิเอสเทอรจาก 1,3-PD หรือท่ีเรียกวา Poly 
(propylene succinate) กระทําโดยผาน 2 ข้ันตอนการทดลอง ดังสรุปไดในรูปท่ี 9 ดังนี้. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 9.  ขั้นตอนการสังเคราะห Poly (propylene succinate) 
  

 โดยปฏิกริยาเคมีท่ีเกิดข้ึนในข้ันตอน Esterification ใหสาร Oligomers ลักษณะเปน
ของเหลวใส,  ความหนืดตํ่า,  สีเหลืองออน และมีน้ําเกิดข้ึนในรูปของไอน้ํา,  สามารถแยกออกโดย
ใหไอน้ํา ผานชุดอุปกรณควบแนนท่ีมีน้ําหลอเย็น.  จากน้ันในข้ันตอน Polycondensation 
เกิดปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชัน    ภายใตอุณหภูมิและความเร็วรอบการกวนสูง    ใหสารพอลิเมอร
ลักษณะเปนของเหลวใสท่ีมีความหนืดสูง,  สีเหลืองคอนน้ําตาล,  สามารถทําการแยกไดโดยการ
เติมเมทานอลลงในของเหลว.    หลังการบดและลางดวยเมทานอล  ไดสาร Poly (propylene 
succinate)  ท่ีเปนของแข็ง,  สีเหลืองออน และน่ิม,  ละลายไดดีในแอซีโตน ทดลองเบ้ืองตนในการ
ทําเปนผลิตภัณฑดังแสดงในรูปท่ี 10. 
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รูปท่ี 10.  ตัวอยางผลิตภัณฑท่ีทํามาจาก Poly (propylene succinate) ท่ีสังเคราะหได 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Poly(propylene succinate)
ทีสั่งเคราะหไ็ด 

Poly(propylene succinate) 
ที ่cast เปนแผน film

เย่ือจากตนสบูดํา 

ทดลองทํา Bacterial Support จาก 
Poly(propylene succinate)ที่
สังเคราะหไ็ด และเยื่อจากตนสบูดํา  

Poly(propylene succinate)
ทีสั่งเคราะหไ็ด 
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ทดลองทํา Bacterial Support จาก 
Poly(propylene succinate)ที่
สังเคราะหไ็ด และเยื่อจากตนสบูดํา  

ทดลองทํา Bacterial Support จาก 
Poly(propylene succinate)ที่
สังเคราะหไ็ด และเยื่อจากตนสบูดํา  
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4. สรุปผลการทดลอง 
 

        1. ไดแบคทีเรีย Enterobacter radicincitans (1 สายพันธุ)  และ Klebsiella  pneumoniae  
(4 สายพันธุ) ท่ีสามารถผลิตสารมูลคาเพิ่ม คือ PDO และ succinic acid ไดในสภาวะการเพาะเล้ียง 
ท้ังแบบ Aerobic,  Anaerobic และ Facultative. 
        2. ไดกระบวนการเบ้ืองตนในการสังเคราะหสารพอลิเอสเทอรจาก PDO.   
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5. ขอเสนอแนะ 
 

 1.  ควรศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม (อาทิเชน อุณหภูมิขณะบมเล้ียง, คาความเปนกรด-เบส 
ของอาหารทดสอบ และเวลาที่ใชในการบมเล้ียง เปนตน) ท่ีในปริมาณสารมูลคาเพิ่มสูงสุด. 

 2.  ศึกษาความสามารถของแบคทีเรียสายพันธุเดี่ยว/สายพันธุผสม  และ/หรือสายพันธุท่ี                                  
ไดรับการดัดแปลงพันธุกรรม ในการใชกลีเซอรอลท่ีระดับความเขมขนตางๆ และสภาวะท่ี
เหมาะสมตอการผลิตสารมูลคาเพิ่ม,  เพื่อนําไปใชประโยชนและพัฒนาสารประกอบใหสามารถใช
ประโยชนไดจริง ในกระบวนการผลิตไบโอดีเซลจากวัตถุดิบทางการเกษตรใหเกิดประโยชนสูงสุด. 
 3.  ศึกษาวิธีการทําสารมูลคาเพิ่มท่ีไดจากกระบวนการผลิตโดยแบคทีเรียสายพันธุคัดเลือก 
ใหบริสุทธ์ิ (purification).  
 4.  ศึกษากระบวนการสังเคราะหสารพอลิเอสเทอรจาก PDO ท่ีไดจากกระบวนการผลิต
โดยแบคทีเรียสายพันธุคัดเลือก. 
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7. ภาคผนวก 

 

7.1 แสดงลําดับเบสของ E. coli 16S rDNA และตําแหนง 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 ใสลงใน 1XTAE buffer (Tris-HCl, 
glacial acetic acid, EDTA pH 8.0) 100 มิลลิลิตร นําไปตมในไมโครเวฟจนกระท่ัง agarose ละลาย
เปนเนื้อเดียวกนั ท้ิงไวใหเย็นลงจนมีอุณหภมิูประมาณ 50 – 60 องศาเซลเซียส 
 2. เท agarose gel ลงใน tray ท่ีมี comb วางไวเรียบรอยแลว ปลอยให agarose gel แข็งตัว 
หลังจากนัน้ดงึ comb ออก ก็จะได well สําหรับใสตัวอยาง DNA วาง tray ลงใน gel chamber 
จากนั้นจึงเติม 1 x TAE buffer ลงใน gel chamber ใหทวมผิว agarose gel 
 3. ผสม Standard marker l DNAหรือ ตัวอยาง DNA ปริมาณ 5 มิลลิลิตร กับ 6X loading 
dye ปริมาณ 1 มิลลิลิตร และ Gel star ปริมาณ 1มิลลิลิตร จากนั้นจึงดูดตัวอยางใสลงใน well   
 4. ตอวงจรไฟฟากระแสตรงเขากับ chamber โดยใหดานท่ีมี well อยูทางดานข้ัวลบ ใช
ความตางศักยไฟฟา 50 volts - 100 volts ข้ึนอยูกับขนาดของ DNA เปนเวลา 90 นาที ตรวจดแูถบ
ของ DNA โดยดูการเรืองแสงภายใตแสง ultraviolet แลวบันทึกผลโดยการถายภาพดวย  
Gel documentation 
 

7.3 อาหารทดสอบ 
7.31.1 สูตร  TM 

องคประกอบ  
  (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 
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วิธีการ 
  -   ผสมสารเคมีใหเขากนั ปรับ pH ใหได 7.00 ± 0.02 ดวย โซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 4 โมลาร ใสขวดเตรียมสาร 
   -  ฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้วเปนเวลา 15 นาที 
 
 7.3.2 สูตร  ENT  
องคประกอบ  
  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 

  -   ละลายสารเคมีแตละตัวกอน จึงนํามาผสมใหเขากัน ใสขวดเตรียมสาร  
  -   ฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
 7.3.3 สูตร  TY 
องคประกอบ  
  (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 
  -   ผสมสารเคมีใหเขากัน ปรับ pH ใหได 7.00 ± 0.02 ดวย โซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 4 โมลาร ใสขวดเตรียมสาร. 
   -  ฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา15 นาที. 
 
 7.3.4 อาหารสําเร็จรูป NA 
องคประกอบ 
   อาหารสําเร็จรูป NA 20 กรัม 
  น้ํากล่ัน 1 ลิตร 
วิธีการ  
  -   ละลายอาหารสําเร็จรูป NA ในน้ํากล่ัน ใสขวดเตรียมสาร 
   -   ฆาเช้ือในหมอนึ่งความดันไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที. 
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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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การสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลเีซอรีน 
 

ปารมี  เพ็งปรีชา1,  ดารณี  เจริญสุข2  และสมใจ  เพ็งปรีชา2 
 
 

บทคัดยอ 
 
 

 สังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน ท่ีเปนผลพลอยไดจากกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซล โดยทําการเตรียมเมทิลเอสเทอรของกลีเซอรีนไดจากการทําปฏิกิริยากับเมทานอล 
โดยมีกรดซัลฟวริก สามารถเตรียมผลิตภัณฑไดประมาณ 45 เปอรเซ็นต  คิดเทียบกับกลีเซอรีนดิบ 
ท่ียังไมไดแยกเอากลีเซอรอออกจากการผลิตไบโอดีเซล.  จากนั้นนํามาผานกระบวนการทําใหเปนอี
พอกไซดไดผลผลิตประมาณ 86 เปอรเซ็นต และสุดทายนํามาทําปฏิกิริยาไนเทรชัน, สามารถเตรียม
ผลิตภัณฑไดประมาณ  68 เปอรเซ็นต.  ทําการพิสูจนเอกลักษณโดยเทคนิคทางสเปกโทรสโกป 
ไดแก อินฟราเรดสเปกโทรสโกป, โปรตอนและคารบอน, แมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป.  
นําไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีท่ีสังเคราะหมาทําการตรวจสอบยืนยันทางเอกลักษณวาไดเปน 
สารประกอบที่มีไนเทรตเปนองคประกอบ การเพิ่มหมูไนเทรตเขาไปในโครงสรางของไบโอดีเซล
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพซีเทน นัมเบอรของไบโอดีเซล ซ่ึงคาดวาจะทําใหเกิดการจุดระเบิดใน
เคร่ืองยนตดีข้ึน.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
------------------------------ 
1 ศูนยทดสอบและมาตรวิทยา,  สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  (วว.) 
2 ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร,  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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1. บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของงานวิจัย 
 ป ค.ศ. 1882 ดร.รูดอลฟ ดีเซล (Rudolph Diesel) วิศวกรชาวเยอรมัน เปนผูคิดคน

เคร่ืองยนตดีเซลไดสําเร็จ, โดยใชน้ํามันจากถ่ัวลิสงเปนเช้ือเพลิงใหกับเครื่องยนตสันดาปภายในท่ี
ทํางานโดยการอัดอากาศใหเกิดความรอนสูง,  เม่ือฉีดน้ํามันเช้ือเพลิงเขาไปจะเกิดการลุกไหมข้ึน ทํา
ใหแกสรอนมีการขยายตัว, ดันลูกสูบใหเคล่ือนท่ีสงกําลังงานออกมา.  ผลงานการประดิษฐนี้ไดถูก
นําออกแสดงในงานเอกซโปท่ีจัดข้ึน ณ กรุงปารีส ประเทศฝร่ังเศส ในป ค.ศ. 1900 ซ่ึงเปนตนแบบ
ของเคร่ืองยนตดีเซลจนถึงปจจุบัน.  แตการใชน้ํามันจากพืชไมไดรับความสนใจมากนัก  เนื่องจาก
น้ํามันพืชสวนใหญจะมีกรดไขมันอิสระ,  ฟอสโฟไลปด,  สเตียรอยด,  น้ํา และส่ิงปนเปอนอ่ืนๆ  
เปนสวนประกอบทําใหไมสามารถใชเปนน้ํามันเช้ือเพลิงโดยตรงไดและราคานํ้ามันดีเซลจากฟอส
ซิลในขณะน้ันยังมีราคาถูก ปจจุบันเครื่องยนตดีเซลจัดวาเปนเครื่องยนตท่ีมีความสําคัญท่ีสุด 
เนื่องจากสามารถประยุกตใชไดกวางขวางกวาเคร่ืองยนตชนิดอ่ืน,  ใชขับเคล่ือนเคร่ืองยนตขนาด
เล็ก, เคร่ืองจักรอุตสาหกรรมขนาดใหญ ไปจนถึงเรือขนสงสินคา (Hobson 1984).  ความตองการใช
น้ํามันเช้ือเพลิงดีเซลจึงมีปริมาณเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง ดังแสดงรูปท่ี 1.1  
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รูปท่ี 1.1  แนวโนมการบริโภคน้ํามันชนดิตางๆ ในป 1990-2000 
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 เม่ือมีเหตุการณขาดแคลนนํ้ามันเช้ือเพลิงในชวงทศวรรษท่ี 70  และอีกคร้ังต้ังแตป ค.ศ. 
1991 เปนตนมาไดมีสงครามเกิดข้ึนหลายคร้ังในกลุมประเทศผูผลิตน้ํามันโลก เชน สงครามอาว
เปอรเซีย, สงครามคูเวต และสงครามในประเทศอิรัก,  อีกท้ังปญหาตางๆ เชน การประกาศเตือน
จาก International Energy Agency ถึงปริมาณนํ้ามันปโตรเลียมท่ีกําลังจะหมดลงในอนาคตอันใกล 
สงผลใหราคาน้ํามันฟอสซิลเพิ่มสูงข้ึน (Korbitz 1999).  มาตรการประหยัดพลังงาน, การเพิ่ม
ประสิทธิภาพเครื่องยนต,  การเสาะแสวงหาพลังงานทางเลือก และกระแสความต่ืนตัวในการ
อนุรักษส่ิงแวดลอม จึงถูกหยิบยกมาเปนประเด็น ทําใหแตละประเทศเรงคนหาพลังงานจากแหลง
อ่ืนๆ  และเรงพัฒนาเช้ือเพลิงชนิดใหม.  
 
 ไบโอดีเซลเปนเช้ือเพลิงชีวภาพท่ีจะทวีความสําคัญในอนาคตอันใกล เนื่องจากเปน
พลังงานหมุนเวียน ท่ีมีอยูไมจํากัดตราบใดท่ีโลกยังสามารถผลิตพืช, เปนพลังงานสีเขียว, ไมเปนพษิ
กับส่ิงแวดลอม,  เม่ือเผาผลาญจะใหกาซคารบอนมอนอกไซด (Carbomonoxide, CO) นอยกวา
น้ํามันดีเซลท่ัวไป  และไมปลอยกาซซัลเฟอรไดออกไซด (Sulferdioxide, SO2)  ชวยลดผลกระทบ
จากปรากฏการณเรือนกระจก (Greenhouse effect).  จากการท่ีไบโอดีเซลผลิตไดจากผลิตผลทาง
การเกษตร จึงสามารถถูกจุลินทรียในธรรมชาติยอยสลายได,  คารบอนที่ยอยสลายจะหมุนเวียน
เปนวัฏจักรโดยกระบวนการสังเคราะหแสงของพืช,  จึงไมเพิ่มภาวะเรือนกระจกเหมือนการใช
น้ํามันดีเซล.  
 

 ไบโอดีเซลเปนแนวทางหนึ่งในการพัฒนาความยั่งยืนของระบบพลังงานและการเกษตร, 
ลดการสูญเสียเงินตราออกนอกประเทศ,  สรางงานและกระจายรายไดสูทองถ่ิน, ลดปญหาแรงงาน
อพยพเขาเมือง,  นําไปสูการพัฒนาเศรษฐกิจชุมชนท่ียั่งยืน. 
 

 ในชวง 10 ปท่ีผานมา ประเทศไทยมีความตองการใชน้ํามันดีเซลเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว. จาก
ความตองการใชในปริมาณสูงเชนนี้ ทําใหตองมีการนําเขาน้ํามันดิบถึงวันละ 674,978 บารเรลตอ
วัน เปนมูลคานําเขาถึง 285,286 ลานบาท.  ทําใหหนวยงานหลายแหงไดทําการวิจัยและพัฒนานํา
วัตถุดิบภายในประเทศมาผลิตเปนผลิตภัณฑไบโอดีเซล  ซ่ึงสามารถใชแทนน้ํามันดีเซลหรือเติม
เปนสวนผสมในนํ้ามันดีเซล เพื่อใชกับเคร่ืองยนตโดยไมตองมีการปรับแตงเคร่ืองยนต และมี
คุณสมบัติท่ีดีกวาน้ํามันดีเซล คือการเผาไหมไดดีกวา,  สามารถลดปริมาณของไฮโดรคารบอนท่ีเผา
ไหมไมหมด คารบอนมอนอกไซดและฝุนละอองลงได,  รวมถึงมีคุณสมบัติในการหลอล่ืนดีกวา
น้ํามันดีเซล  ทําใหชวยยืดอายุการทํางานของเคร่ืองยนต.  
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1.2 เครื่องยนตและน้ํามันดีเซล 
 1.2.1 เคร่ืองยนตดีเซล (Diesel engine) 
 เคร่ืองยนตดีเซลเปนเคร่ืองยนตท่ีใชความรอนท่ีเกิดจากการอัดอากาศภายในกระบอกสูบ 
(Compression ignition engine) แลวฉีดเช้ือเพลิงเขาไปเพ่ือการเผาไหม.  ดังนั้น ตองทําใหน้ํามัน
แตกตัวเปนละอองนํ้ามันเพื่อฉีดเขาไปในกระบอกสูบ.  เคร่ืองยนตดีเซลเปนเคร่ืองยนตแรงอัดสูง, 
จุดระเบิดเอง (high compression, self ignition engine) ซ่ึงตางจากเคร่ืองยนตเบนซินท่ีใชหัวเทียน
เปนตัวจุดระเบิด.  
 
 1.2.2 น้ํามันดีเซล (Diesel fuel)  
 น้ํามันดีเซลเปนเช้ือเพลิงจากฟอสซิล ท่ีไดจากการกล่ันลําดับสวนจากน้ํามันดิบ ซ่ึงเปน
สวนผสมของไฮโดรคารบอนหนักและเบา เชน เบนซีน, เพนเทน, เฮกเซน, เฮปเทน,โทลูอีน,โพร 
เพนและบิวเทน.  จุดเดือดของน้ํามันดีเซลอยูในชวง 160-330 องศาเซลเซียส โดยประมาณ ซ่ึงสูง
กวาน้ํามันเบนซินดังรูปท่ี 1.2.  น้ํามันดีเซลใชในเคร่ืองยนตอัดระเบิด หรือเคร่ืองยนตท่ีใชใน
เคร่ืองยนตสําหรับพาหนะท่ีทนตอการสึกหรอ อาศัยการเผาไหมท่ีอุณหภูมิสูง เชน รถบรรทุก, รถ
โดยสารและหัวรถจักร.  
 

 
 

รูปท่ี 1.2  อัตราสวนน้ํามันดีเซลและผลิตภณัฑปโตรเลียมชนิดอ่ืนๆ  
 ท่ีไดจากกระบวนการกล่ันน้ํามันดิบ 
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 องคประกอบของน้ํามันดีเซล เปนสารพวกไฮโดรคารบอนโซตรงเปนหลักหลายตัวปะปน
กันไป.  การบอกชนิดของน้ํามันจะดูท่ีอุณหภูมิการกล่ันของน้ํามันเปนหลัก คือน้ํามันท่ีกล่ันไดจาก
น้ํามันดิบในชวง 160-330 องศาเซลเซียส.  น้ํามันดีเซลท่ีใชโดยท่ัวไปจะมีสวนผสมของ Light gas 
oil คือสวนท่ีระเหยงาย, Heavy gas oil คือสวนท่ีระเหยยาก และสารเพ่ิมคุณสมบัติ (Additive) เชน 
สารทําความสะอาด (Detergent), สารตานทานการเติมออกซิเจน(Antioxidant), สารปองกันสนิม
และการกัดกรอน, สารปองกันการเกิดฟอง และสารเพ่ิมคาซีเทน Ignition quality improver (Cetane 
improver) เพื่อใหเคร่ืองยนตติดงายลดควันขาว เปนตน. 
 

1.3  ไบโอดีเซล 
 ไบโอดีเซลเปนเช้ือเพลิงชีวภาพท่ีผลิตไดจากส่ิงมีชีวิตเชน น้ํามันพืช, น้ํามันท่ีผานการปรุง
อาหาร, ไขมันจากสัตว,  ลวนแตสามารถนําไปทําเปนน้ํามันแลวนําไปผสมกับน้ํามันท่ีไดจากการ
กล่ันปโตรเลียม เพื่อนําไปใชกับเคร่ืองยนตดีเซลท่ีเกี่ยวกับการขนสงและกระบวนการทาง
อุตสาหกรรม เพื่อชดเชยความตองการพลังงานท่ีเพิ่มสูงข้ึน. สามารถแบงไบโอดีเซลไดตามประเภท
ของน้ํามันได 3 ประเภท ดังนี้คือ : 
 
 1.3.1 น้ํามันพืชหรือน้ํามันสัตว   

 ไบโอดีเซลประเภทนี้ก็คือน้ํามันพืชแท ๆ (เชน น้ํามันมะพราว, น้ํามันปาลม, น้ํามันถ่ัวลิสง, 
น้ํามันถ่ัวเหลือง) หรือน้ํามันจากไขมันสัตว (เชน น้ํามันหมู) ซ่ึงสามารถนํามาใชไดเลยกับ
เคร่ืองยนตดีเซลโดยไมตองผสม. 

 
 1.3.2. ไบโอดีเซลผสม  
 เปนการผสมระหวางน้ํามันพืช (หรือสัตว) กับน้ํามันกาด, น้ํามันดีเซล หรือน้ํามันชนิดอ่ืน
เพื่อใหไบโอดีเซลท่ีไดมีคุณสมบัติใกลเคียงกับน้ํามันดีเซลใหมากท่ีสุด อยาง เชน โคโคดีเซล 
(Coco-diesel) ท่ีอําเภอทับสะแก  ประจวบคีรีขันธ,  ซ่ึงเปนการผสมกันระหวางน้ํามันมะพราวกับ
น้ํามันกาด หรือปาลมดีเซล (Palm-diesel) เปนการผสมระหวางน้ํามันปาลมกับน้ํามันดีเซล. 
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1.3.3. ไบโอดีเซลแบบเอสเทอร  
 ไบโอดีเซลแบบเอสเทอร เปนผลิตภัณฑท่ีไดจากการนําน้ํามันจากพืชหรือสัตว มาผาน

กระบวนการแปรรูปดวยกระบวนการทางเคมีท่ีเรียกวา ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน 
(Transesterification). โดยกรดไขมันในน้ํามันจะทําปฏิกิริยากับแอลกอฮอล และใชกรดหรือดาง
เปนตัวเรงปฏิกิริยาทําใหไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอร,  เรียกชนิดของไบโอดีเซลแบบเอสเทอร ตาม
ชนิดของแอลกอฮอลท่ีใชในการทําปฏิกิริยา.  ไบโอดีเซลชนิดเอสเทอรนี้ มีคุณสมบัติท่ีเหมือนกับ
น้ํามันดีเซลมากท่ีสุด เปนไบโอดีเซลตามความหมายท่ีตางประเทศใชกันท่ัวไป อาทิ ในเยอรมนี, 
สหรัฐอเมริกา  หรือแมแตมาเลเซีย.  ดังนั้น คําวา  “ไบโอดีเซล”  ในความหมายของสากลจึง
หมายถึง ไบโอดีเซลแบบเอสเทอร.  

 
 จากการท่ีไบโอดีเซลแบบเอสเทอร มีคุณสมบัติเหมือนกับน้ํามันดีเซลมากท่ีสุด,  สามารถ

นํามาใชกับเคร่ืองยนตไดโดยไมตองปรับแตงเคร่ืองยนต และเช่ือวาสามารถใชเปนสารหลอล่ืนได
ในตัว.  ดังนั้น ถามีการนําไบโอดีเซลแบบเอสเทอรมาเพ่ิมหมูไนเทรต จะทําใหเพิ่มคาซีเทนได ซ่ึง
จะชวยลดเวลาในการจุดระเบิด รวมถึงชวยลดมลพิษจากการเผาไหมของเคร่ืองยนต. 

 
 1.3.1 กระบวนการผลิตไบโอดีเซล  
 กระบวนการผลิตไบโอดีเซล ท่ีใชกันอยางแพรหลาย คือการนําน้ํามันพืชหรือน้ํามันจาก
สัตว มาทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน กับแอลกอฮอลโดยใชดางเปนตัวเรงปฏิกิริยา จะไดผลิตภัณฑ
เปน เมทิลเอสเทอร,  กลีเซอรีน และกรดไขมันอิสระ แสดงดังในรูปท่ี 1.3.  

 

 
 

รูปท่ี 1.3  สมการท่ัวไปของปฏิกิริยาเอสเทอรริฟเคชัน. 
 

 การที่มีส่ิงเจือปนเหลานี้ มีผลทําใหเกิด  "กัม" (gum) หรือ "ยาง" ในสวนของหัวฉีดบริเวณ
เคร่ืองยนตดีเซล โดยเปนตัวทําใหเกิดการอุดตันในเคร่ืองยนต.  ดังนั้น ในกระบวนการผลิตจึงตอง
ควบคุมใหมีส่ิงเจือปนนอยท่ีสุด โดยเปล่ียนกรดไขมันอิสระใหอยูในรูปของสบูแลวลางออกดวยน้ํา 
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หรือทํากระบวนการเอสเทอริฟเคชันกอนท่ีจะผานกระบวนการทรานสเอสเทอริฟเคชัน, การลางเอา 
กลีเซอรีนออกดวยน้ํา และควบคุมสภาวะการผลิตใหเหมาะสม. 

 
 1.3.2 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชัน 
 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชัน คือ  ปฏิกิริยาท่ีเปล่ียนองคประกอบทางเคมีของนํ้ามัน
พืชจากโมเลกุลไตรกลีเซอไรดของกรดไขมันสายยาวสามสาย ซ่ึงถูกเช่ือมดวยพันธะเอสเทอรเขา
กับโมเลกุลกลีเซอรอล 1 โมเลกุล.  โดยชนิดของกรดไขมันนี้แตกตางกันเนื่องมาจากความยาวของ
สายโซคารบอนและตําแหนงของพันธะคูในสายโซ.  น้ํามันพืชจะถูกเปล่ียนองคประกอบทางเคมี
ไปเปนโมโนอัลคิลเอสเทอรของกรดไขมันสายยาว  โดยการสังเคราะหดวยปฏิกิริยาทรานส       
เอสเทอรริฟเคชันกับเมทิลแอลกอฮอล (Srivastava and Prasad 2000) ดังแสดงในรูปท่ี 1.4.  
 

 
 

รูปท่ี 1.4  สมการท่ัวไปของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันของไตรกลีเซอไรด. 
 
 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันหรือแอลกอฮอลไลซิส เปนการแลกท่ีของแอลกอฮอลใน
เอสเทอรโดยใชวิธีคลายกับปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส,  แตตางกันตรงท่ีใชแอลกอฮอลแทนน้ํา เปน
ปฏิกิริยาท่ีใชกันอยางกวางขวางเพื่อลดความหนืดของไตรกลีเซอไรด.  ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอร   
ริฟเคชันเปนปฏิกิริยาแบบผันกลับได  แตเรงปฏิกิริยาใหไปขางหนาไดเร็วข้ึนโดยใชตัวเรงปฏิกิริยา. 
 
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันสามารถทําไดหลายวิธี ดังนี้ : 
  
 1.3.2.1. วิธีใชตัวเรงปฏิกิริยาชนิดเบส  
 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันของไตรกลีเซอไรด ท่ีใชตัวเรงปฏิกิริยาเปนเบส จะได
ผลิตภัณฑเปนอัลคิลเอสเทอรของกรดไขมันและกลีเซอรอล, โดยกลีเซอรอลจะแยกช้ันอยูท่ีบริเวณ
ดานลาง.  กลไกการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันจะเกิดโมโนกลีเซอไรดและไดกลีเซอไรด
เปนสารอินเทอรมิเดียต (Intermediate) (Freedman  et al. 1986) ดังแสดงในรูปท่ี 1.5. 
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รูปท่ี 1.5  กลไกการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันของไตรกลีเซอไรด 
 

 
 

รูปท่ี 1.6  กลไกการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันโดยใชตัวเรงปฏิกิริยาเบส 
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ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันสามารถผันกลับได ดังนั้นการใชแอลกอฮอลในปริมาณที่
มากกวาหนึ่งสมมูลจะทําใหปฏิกิริยาผันไปดานหนาทําใหเกิดเอสเทอร.  กลไกการเกิดปฏิกิริยา     
ทรานสเอสเทอรริฟเคชันเร่ิมจาก,  ข้ันแรกแอลคอกไซดไอออน จะเขาชนท่ีตําแหนงคารบอนิล
คารบอนของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ซ่ึงทําใหเกิดสารอินเทอรมิเดียตลักษณะเปนเตตระฮีดรอล, ข้ัน
ท่ีสองเกิดปฏิกิริยาระหวางสารอินเทอรมิเดียตกับแอลกอฮอลทําใหเกิดแอลคอกไซดไอออนและข้ัน
สุดทายเกิดการจัดเรียงตัวใหมของสารอินเทอรมิเดียต เกิดเปนเอสเทอรและไดกลีเซอไรด  ดังแสดง
ในรูปท่ี 1.6. 
 
 1.3.2.2 วิธีใชตัวเรงปฏิกิริยาชนิดกรด  
 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชัน สามารถเรงปฏิกิริยาไดดวยกรด Brownsted เชน กรด
ซัลโฟนิก,  กรดซัลฟวริก.  การใชตัวเรงปฏิกิริยาชนิดนี้ใหเปอรเซ็นตผลิตภัณฑคอนขางสูง แต
เกิดปฏิกิริยาชามาก,  โดยตองทําในสภาวะท่ีอุณหภูมิสูงกวา 100 °ซ. เวลามากกวา 3 ช่ัวโมง เพื่อทํา
ใหปฏิกิริยาเกิดอยางสมบูรณ (Schuchardt  et al. 1998). 
 
 กลไกการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันโดยใชกรด Brownsted เปนตัวเรงปฏิกิริยา
เร่ิมจากโปรตอนไปโปรโตเนตท่ีหมูคารบอนิลของเอสเทอรทําใหเกิดคารโบแคทไอออน. หลังจาก
นั้น  จึงเกิดการชนดวยนิวคลีโอไฟลของแอลกอฮอลเกิด tetrahedral intermediate. โดย intermediate 
นี้จะปลอยกลีเซอรอลออกมาทําใหเกิดเอสเทอรใหมและตัวเรงปฏิกิริยาใหม  ดังแสดงในรูปท่ี 1.7. 
 

 
 

รูปท่ี 1.7  กลไกการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันโดยใชตัวเรงปฏิกิริยากรด 
 



 

 11 

 ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชัน โดยใชตัวเรงปฏิกิริยาชนิดกรดและเบสจะใหเปอรเซ็นต
ผลิตภัณฑเมทิลเอสเทอรท่ีสูงโดยใชเวลาท่ีส้ัน  แตปฏิกิริยานี้มีขอเสียคือ ส้ินเปลืองพลังงานในการ
เกิดปฏิกิริยามาก, การนํากลีเซอรอลกลับมาใชใหมทําไดยาก, จําเปนตองกําจัดตัวเรงปฏิกิริยากรด
และเบสออกจากผลิตภัณฑ, น้ําเสียท่ีมีเบสตองผานการบําบัดกอนปลอยท้ิง, กรดไขมันและน้ําจะ
รบกวนการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชัน (Dmytryshyn  et al. 2004). 
 
  1.3.2.3 วิธีใชตัวเรงปฏิกิริยาชนิดเอนไซมไลเปส 
 ท้ัง Extracellular และ Intracellular lipases สามารถนํามาใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอส
เทอรริฟเคชันของไตรกลีเซอไรดท่ีมีประสิทธิภาพไดท้ังในระบบ Aqueous และ Nonaqueous 
Dmytryshyn et al. (2004) ไดเปรียบเทียบขอดีขอเสียกับการผลิตไบโอดีเซลโดยใชเบสเปนตัวเรง
ปฏิกิริยากับการใชเอนไซมเปนตัวเรงปฏิกิริยา แสดงในตารางท่ี 1.1. 

 
ตารางท่ี 1.1  การเปรียบเทียบปจจัยของกระบวนการผลิตไบโอดีเซลระหวางใชเบสเปนตัวเรง 
 ปฏิกิริยาและใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา 
 

ปจจัยของกระบวนการผลิต กระบวนการผลิต 
ตัวเรงปฏิกิริยา เบส เอนไซมไลเปส 
อุณหภูมิของปฏิกิริยา 60-70 ๐ซ. 30-40 ๐ซ. 
กรดไขมันอิสระในวัตถุดิบ ผลิตภัณฑสบู เมทิลเอสเทอร 
นํ้าในวัตถุดิบ รบกวนปฏิกิริยา ไมมีผลตอปฏิกิริยา 
% Yield ของเมทิลเอสเทอร ปกติ มากกวา 
ปริมาณกลีเซอรอลที่สามารถนํากลับมาได ยาก งาย 
กระบวนการทําเมทิลเอสเทอรใหบริสุทธิ ์ ลางหลาย ๆ ครั้ง ไมตองมี 
ราคาตัวเรงปฏิกิริยา ถูก แพงกวา 

 
 เห็นไดวาปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันโดยใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรงปฏิกิริยา
สามารถแกปญหาดังท่ีกลาวมาขางตนได และนอกจากนั้น ยังสามารถกลาวไดอีกวากลีเซอรอลซ่ึง
เปนผลิตภัณฑผลพลอยได  สามารถนํากลับมาใชใหมไดงาย โดยไมตองใชกระบวนการท่ีซับซอน 
และกรดไขมันอิสระซ่ึงมีอยูในน้ํามันของเสียและไขมันสามารถเปล่ียนไปเปนเมทิลเอสเทอรได
ท้ังหมด แตในทางกลับกันกระบวนการผลิตเมทิลเอสเทอรโดยใชเอนไซมไลเปสเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาจะมีคาใชจายสูงกวาใชเบสเปนตัวเรงปฏิกิริยา. 
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  1.3.2.4. วิธีใช Supercritical Fluids 
 วิธีใช Supercritical Fluids มีเปาหมายที่จะพัฒนากระบวนการเมทาโนไลซิสโดยไมใช
ตัวเรงปฏิกิริยา.  Kusdiana and Saka (2001) ไดศึกษากระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยใช 
Supercritical Methanol ท่ี 350 °ซ.  ความดัน 45 เมกะพาสคัล  ทําใหน้ํามันเมล็ดเรพเปล่ียนไปเปน
เมทิลเอสเทอร.  Supercritical Fluids เปนกระบวนการท่ีไมใชตัวเรงปฏิกิริยา ทําใหการทําผลิตภัณฑ
ใหบริสุทธ์ิงายมากข้ึนและเปนมิตรกับส่ิงแวดลอมมากข้ึน,  เม่ือเทียบกับวิธีท่ีใชตัวเรงปฏิกิริยาเปน
เบสซ่ึงตองกําจัดตัวเรงปฏิกิริยาและผลิตภัณฑสบูท่ีเกิดข้ึนท้ังหมดท่ีอยูในไบโอดีเซลที่ได. อยางไร
ก็ตาม วิธีนี้ควรตองทําการศึกษาเกี่ยวกับการปรับปรุงกระบวนการผลิตอยางตอเนื่องและพัฒนาการ
ผลิตในเชิงอุตสาหกรรม. 
 
 1.3.3 ผลกระทบของไบโอดีเซลท่ีมีตอเคร่ืองยนต 
 เม่ือเปรียบเทียบคุณสมบัติของไบโอดีเซลท่ีผลิตไดจากน้ํามันพืชชนิดตาง ๆ กับขอกําหนด
ลักษณะและคุณภาพของน้ํามันดีเซลหมุนชาและหมุนเร็ว ตามประกาศของกรมธุรกิจพลังงาน พ.ศ. 
2547  พบวา ไบโอดีเซลมีคาความหนืดใกลเคียงกับน้ํามันดีเซล.  จุดวาบไฟของไบโอดีเซลมีคาสูง
กวาน้ํามันดีเซล ทําใหมีความปลอดภัยในการใชและการขนสง.  คาซีเทนท่ีเปนดัชนีบอกถึงคุณภาพ
การติดไฟของไบโอดีเซลยังมีคาสูงกวาน้ํามันดีเซล (เจนวนิชปญจกุล  2549) แสดงดังตารางท่ี 1.2.  
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ตารางท่ี 1.2.   คุณสมบัติของไบโอดีเซลท่ีผลิตไดจากน้ํามันปาลม ถ่ัวเหลืองและเมล็ดเรพ 
 เปรียบเทียบกับคามาตรฐานมันดีเซลตามประกาศของกรมธุรกิจพลังงาน พ.ศ. 2547 
 

ไบโอดีเซล นํ้ามันดีเซล*** คุณสมบัติ 

ปาลม 
* 

ถั่ว
เหลือง** 

เมล็ดเรพ** หมุนเร็ว หมุนชา 

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

ความถวงจําเพาะ ที่  15.6 °ซ. 0.887 - 0.883 0.81-0.87 >0.92 
คาความรอน (กิโลจูล/กิโลกรัม) 39,300 - 37,100 46,800  

 
ที่มา  :  *  เจนวนิชปญจกุลและคณะ (2525) 
            ** http : // www.biodiesel.de 
            *** ประกาศกรมธุรกิจพลังงาน (2547) 

 
 เนื่องจากนํ้ามันไบโอดีเซลตามมาตรฐานสากลน้ันมีคุณสมบัติเทียบเคียงไดกับน้ํามันดีเซล
ท่ีผลิตจากน้ํามันปโตรเลียม.  ดังนั้น ผลกระทบตอเคร่ืองยนตถือไดวาไมมีผลทางดานลบ หรือใน
กรณีของเคร่ืองยนตเกา อาจมีความจําเปนตองเปล่ียนซีลยางบางสวนเทานั้น.  

 
1.4  ไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ี 
 ไบโอดีเซล คือ เอสเทอรของกรดไขมันซ่ึงสามารถใชแทนน้ํามันดีเซล นอกจากนี้ยังมี
องคประกอบของสารประกอบออกซิเจนภายในโมเลกุล จึงมีความนาสนใจในการปรับปรุง
คุณสมบัติบางประการ ท่ีมีผลทําใหเผาไหมใหดีข้ึนและใหมีความหลอล่ืนมากข้ึน เพื่อชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพของเคร่ืองยนตดีเซล.  เนื่องจากไบโอดีเซลผลิตจากน้ํามันพืช  จึงสามารถสลายตัวได
ในส่ิงแวดลอมและมีตนทุนการผลิตตํ่า.  

 
 เม่ือเปรียบเทียบคุณสมบัติของไบโอดีเซลกับน้ํามันดีเซลแลว โมเลกุลของไบโอดีเซลจะมี

ออกซิเจนอยูประมาณ 11 % จึงชวยใหการเผาไหมสมบูรณยิ่งข้ึน, ทําใหลดมลพิษตางๆ ลงได เชน 
ลด Carbonmonoxide 15%,  Hydrocarbons 40%, Particles 60%,  แต NOx เพิ่มเล็กนอย.  นอกจากนี้     
ไบโอดีเซลยังมีคา Cetane Index สูง ทําใหเคร่ืองยนตสตารทติดงายและเดินเรียบ,  มีปริมาณ
กํามะถันนอยมาก,  ไมมีสารอะโรมาติก  และในระยะเวลา 3-4 สัปดาห ไบโอดีเซลสลายในดินได 
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99%,  สวนน้ํามันดีเซลได 70%.  เม่ือเปรียบเทียบกับน้ํามันดีเซลแลว  ไบโอดีเซลมีคาซีเทนสูงกวา, 
การปลดปลอยอนุภาคขนาดเล็กเชนฝุนละอองตํ่ากวาและลดการปลอยกาซซัลเฟอรไดออกไซด ไม
เปนพิษและยอยสลายไดในส่ิงแวดลอม. 
  
 1.4.1  คุณสมบัติดานการเพิ่มคาซีเทน 
 ไบโอดีเซลบริสุทธ์ิ (Neat biodiesel) มีคาซีเทนสูงกวาน้ํามันดีเซล.  ความแตกตางขอไบโอ
ดีเซลท่ีสําคัญคือ เปนสารไมไวไฟและไมระเบิด,  มีจุดวาบไฟสูงถึง 120 °ซ. ในขณะท่ีน้ํามันดีเซล
ท่ัวไปมีจุดวาบไฟท่ี 64 °ซ.  ชวยใหประสิทธิภาพการเผาไหมของเคร่ืองยนตดีข้ึน  เนื่องจากมี
องคประกอบของสารออกซิเจนอัด (Oxygenate) ปริมาณสูง,  ชวยใหการเผาไหมในกระบอกสูบมี
ความสมบูรณยิ่งข้ึน,  การจุดระเบิดดี,  การสันดาปสมบูรณ.  นอกจากใชเปนเช้ือเพลิงโดยตรงใน
เคร่ืองยนตดีเซลรอบตํ่าแลว ยังนํามาผสมกับน้ํามันดีเซลในสัดสวนท่ีเหมาะสม เพื่อใหสามารถใช
งานกับเคร่ืองยนตดีเซลรอบสูงไดโดยไมมีปญหาในการใชงานท้ังระยะส้ันและระยะยาว . 
 
 1.4.2  คุณสมบัติดานการหลอล่ืน 
 ไบโอดีเซลประสบความสําเร็จในดานการปรับปรุงคุณภาพ โดยเฉพาะคุณสมบัติเพิ่มความ
หลอล่ืน เนื่องจากไบโอดีเซลเปนไฮโดรคารบอนท่ีเปนโซยาว มีสวนผสมของกรดไขมัน, เมทิลเอส
เทอรสงผลตอความหลอล่ืนท่ีดี ชวยใหชิ้นสวนในระบบน้ํามันเช้ือเพลิงของเคร่ืองยนต เชน ปม
ลูกสูบ (Plunger pump) และแหวนลูกสูบ (Piston ring) มีอายุการใชงานยาวนานข้ึน. 
 
 1.4.3  คุณสมบัติดานการลดการปลดปลอยซัลเฟอรไดออกไซด 
 ไบโอดีเซลจัดเปนเช้ือเพลิงสะอาด การที่ไบโอดีเซลไมมีสวนผสมของกํามะถันอะโรมาติก 
เหมือนน้ํามันท่ีไดมาจากฟอสซิล  จึงไมมีปญหาเร่ืองปริมาณซัลเฟอรในไบโอดีเซล  ซ่ึงเปนการชวย
ลดการปลดปลอยซัลเฟอรไดออกไซดออกสูช้ันบรรยากาศ. 
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1.4.4  คุณสมบัติดานการลดการปลดปลอยฝุนละออง 
 เคร่ืองยนตท่ีใชไบโอดีเซลสามารถลดการเกิดอนุภาคขนาดเล็ก เชน พอลิไซคลิกอะโร-
มาติก,  ไฮโดรคารบอน,  ฝุนละออง และปรับปรุงประสิทธิภาพการเผาไหมใหดีข้ึน. 
 

1.5 กลีเซอรีน (Glycerine) 
 กลีเซอรีน (Glycerine) เปนผลิตภัณฑผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 

ประกอบดวยกลีเซอรอล (Glycerol), เกลือของกรดไขมันอิสระ, น้ํา, เอซิลกลีเซอไรด 
(Acylglycerides),  และฟอสโฟกลีเซอไรด (Phosphoglyceride).  กลีเซอรีนท่ีเหลือท้ิงจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซล สามารถนํากลับมาใชประโยชนได, โดยนํามาผานกระบวนการกําจัด
ส่ิงปนเปอนและเปล่ียนเกลือของกรดไขมันอิสระใหเปนกรด,  แลวจึงสังเคราะหใหเปนเมทิลเอส
เทอรดวยปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน.  
 

1.6 ปฏิกิริยาการสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ี 
 การสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน ซ่ึงเปนของเสียจากกระบวนการ
ผลิตไบโอดีเซลอยูในรูปของเกลือโซเดียม โดยนํามาทําใหเปนกรด ดวยกรดซัลฟวริกเจือจาง, แลว
นํามาทําปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันกับเมทานอล  โดยมีกรดซัลฟวริกเขมขนเปนตัวเรงปฏิกิริยา, จะ
ไดผลิตภัณฑเปนเอสเทอร.  จากนั้น นํามาทําปฏิกิริยาอีพอกซิเดชันและไฮโดรไลซิสจะไดเปน
สารประกอบไดออล, แลวนํามาทําปฏิกิริยาไนเทรชันดวยกรดผสมระหวางกรดไนทริกเขมขนกับ
กรดซัลฟวริกเขมขน  จะไดสารประกอบไนเทรต.  ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนเปนไปดังสมการดังรูปท่ี 1.8 
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1.7  เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 Dmytryshyn  et al. (2004)  สังเคราะหเมทิลเอสเทอรจากน้ํามันพืช 4 ชนิด คือ น้ํามันคาโน-
ลา,  น้ํามันจากเมล็ดคาโนลา,  ไขท่ีเปนของเสียจากการทอดท่ีผานการบําบัด และไขท่ีเปนของเสีย
จากการทอด, โดยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ซ่ึงมีตัวเรงปฏิกิริยา คือ โพแทสเซียมไฮดรอก
ไซด เมื่อนําเมทิลเอสเทอรของกรดไขมันท่ีสังเคราะหไดเพียง 1%  มาผสมกับน้ํามันดีเซลจะชวย
เพิ่มคุณสมบัติหลอล่ืน. 
 

Hass  et al.  (2001) ศึกษาการผลิตเมทิลเอสเทอรจากสต็อกสบูของน้ํามันถ่ัวเหลือง โดย
กระบวนการเอสเทอริฟเคชัน  ท่ีมีกรดซัลฟวริกเปนตัวเรงปฏิกิริยา. เมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได
จากสต็อกสบูของน้ํามันถ่ัวเหลืองมีคุณสมบัติใกลเคียงกับไบโอดีเซลท่ีไดจากน้ํามันถ่ัวเหลือง. เม่ือ
นํามาไบโอดีเซลท่ีสังเคราะหไดผสมกับน้ํามันดีเซล 20%, จะสามารถลดเขมาได 19.7 %, และกาซ
คารบอนมอนอกไซดได 2.4%, ซ่ึงสามารถลดมลพิษของส่ิงแวดลอม.  

 
 Felizardo  et al. (2005) สังเคราะหไบโอดีเซลจากน้ํามันปาลมของเสียท่ีผานการทอดแลว 

โดยปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรริฟเคชันกับเมทานอลชนิดโครมาโทกราฟเกรด  โดยใชโซเดียม     
ไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยาไบโอดีเซลท่ีผลิตไดมีผลผลิตภัณฑสูงถึง 92 %. 

   
 Suppes  et al. (2001) สังเคราะหสารเพิ่มคาซีเทนประเภท Fatty acid glycol nitrate ดวย

ปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของกรดอินทรีย ท่ีมีจํานวนคารบอน 6-18 อะตอม โดยใชกรดซัลฟวริก
เปนตัวเรงปฏิกิริยากับเอทิลีนไกลคอล ตามดวยปฏิกิริยาไนเทรชัน. สารประกอบไนเทรตท่ี
สังเคราะหไดจะทําใหชวงเวลาในการจุดระเบิดส้ันลง คาซีเทนสูงข้ึนแตประสิทธิภาพไมดีเทา 2-
เอทิลเฮกซิลไนเทรต. 

 
 Suppes  et al. (2003) สังเคราะหสารเพิ่มคาซีเทนประเภทอัลคิลไนเทรตจากไตรกลีเซอไรด

ของน้ํามันพืช อาทิเชน น้ํามันละหุง,  น้ํามันถ่ัวเหลือง และน้ํามันมะกอก โดยวิธีไนเทรชันดวยกรด
ไนทริกและแอซีติกแอนไฮไดรด.   สารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดประสิทธิภาพไมดีเทากับ     
2- เอทิลเฮกซิลไนเทรต. 
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1.8 วัตถุประสงคและขอบเขตของงานวิจัย 
 1.8.1 วัตถุประสงค 
 1. สังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน. 

 2. ศึกษาสมบัติของไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีท่ีสังเคราะหได. 
 3. ศึกษาหาสภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรจากกลีเซอรีน. 

 1.8.2 ขอบเขตของงานวิจัย 
 1. ศึกษาและคนควารวบรวมขอมูลท่ีเกี่ยวของกับการวจิัย. 
 2. จัดเตรียมอุปกรณและสารเคมี. 

 3. สังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีนโดยปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชัน, 
ปฏิกิริยาอีพอกซิเดชัน และปฏิกิริยาไนเทรชัน. 

 4. พิสูจนเอกลักษณของไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ี ท่ีสังเคราะหได ดวยเทคนิคทางสเปก- 
โทรสโกป คือ FT-IR และ FT-NMR. 

 5. ทดลองหาสภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรจากกลีเซอรีน. 
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2. วัสดุ อุปกรณ และวธิีการทดลอง 
 
 การสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีนท่ีเปนผลพลอยไดจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลมีวัสดุ,  อุปกรณ และวิธีการทดลอง 3 ข้ันตอน, ดังนี้ : 
 

2.1 การสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน 
 2.1.1 การสังเคราะหเมทิลเอสเทอร (Glycerine methyl ester) 
  2.1.1.1 วัสดุอุปกรณ  

2.1.1.1.1 ชุดอุปกรณการกล่ัน (Reflux) 
2.1.1.1.2 ขวดกนกลมสองคอ (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 เคร่ืองช่ังไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง : 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  
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 2.1.1.3 วิธีการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร  
 ช่ังกลีเซอรีนท่ีเปนผลิตภัณฑผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 25 กรัม ลงใน
ขวดกนกลมสองคอ (Two-neck round bottom flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร.  เติมเมทานอล 93.75 
กรัม,  ไดคลอโรมีเทน 100 มิลลิลิตร และกรดซัลฟวริกเขมขน 96% ปริมาณ 3.125 มิลลิลิตร.  ตอ
ขวดกนกลมเขากับอุปกรณกล่ันไดแก Reflux condenser,  Thermometer และMagnetic stirrer.  กล่ัน 
(Reflux) สวนผสมท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  และคนตลอดเวลาเปนเวลา 10 ช่ัวโมง. 
หลังจากเกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ สวนผสมที่ไดจะแยกช้ันออกมา.  จากน้ัน ถายสวนผสมท้ังหมด
ลงในกรวยแยก และแยกช้ันน้ําออกไป. ช้ันท่ีเปนสารอินทรียลางดวยน้ํากล่ันจนกวา pH ของช้ัน
สารอินทรียจะเปนกลาง (pH=7),  ตามดวยสารละลาย 5%โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต  ปริมาณ 
37.5 มิลลิลิตร,  น้ํากล่ัน 25 มิลลิลิตร และโซเดียมคลอไรดอ่ิมตัว 25 มิลลิลิตร,  ตามลําดับ.  หลังจาก
แยกสวนท่ีเปนช้ันน้ําออกไป กําจัดน้ําในสวนท่ีเปนสารอินทรียดวยการเติมโซเดียมซัลเฟต (Sodium 
sulfate anhydrous) แลวนําไปกรองผานกระดาษกรอง.  นําสวนท่ีกรองไดไประเหยตัวทําละลาย
อินทรียท่ีตกคางอยูดวยเคร่ือง Rotary evaporator  พบวา จะไดเมทิลเอสเทอรท่ีมีลักษณะเปน
ของเหลวสีเหลือง,  ช่ังน้ําหนักเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได. 
 
 2.1.2 การสังเคราะหสารประกอบอีพอกไซด (Glycerine poxide) 

 2.1.2.1 วัสดุอุปกรณ  
2.1.2.1.1 ชุดอุปกรณการกล่ัน (Reflux) 
2.1.2.1.2 ขวดกนกลมสองคอ (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 เคร่ืองช่ังไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง : 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 วิธีการสังเคราะหสารประกอบอีพอกไซด 

 ช่ังเมทิลเอสเทอรท่ีไดจากการทดลองที่ 2.1.1 ปริมาณ 18 กรัม ผสมดวยเฮกเซน 17.8 กรัม 
และใส magnetic stirrer ในขวดกนกลมขนาด 500 มิลลิลิตร,  คนสวนผสมท้ังหมดเปนเวลา 30 
นาที.  เตรียมกรดเปอรแอซีติก (peracetic acid) จากกรดแอซีติก 7.9 กรัม และกรดซัลฟวริกเขมขน 
96%  ปริมาณ 0.2 กรัม ในขวดกนกลมอีกใบขนาด 500 มิลลิลิตร ท่ีมี magnetic stirrer.  จากนั้น เติม 
50% ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 13.49 กรัม อยางชาๆ  ไมตํ่ากวา 1 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิหอง. หลังจาก
นั้น  เทกรดเปอรแอซีติกลงในสวนผสมอยางชาๆ และคนเปนเวลา 6 ช่ัวโมง,  หลังจากปฏิกิริยาเกิด
อยางสมบูรณสวนผสมท่ีไดจะแยกตัว.  จากนั้น  ถายสวนผสมทั้งหมดลงในกรวยแยก, ไขสวนท่ี
เปนช้ันน้ําออกไป,  แลวลางสวนท่ีเปนช้ันสารอินทรียดวยน้ํากล่ันจนกวา pH ของช้ันสารอินทรียจะ
เปนกลาง,   ตามดวยสารละลาย 5%โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนตปริมาณ 100 มิลลิลิตร,  น้ํากล่ัน 
100 มิลลิลิตร และโซเดียมคลอไรดอ่ิมตัว 100 มิลลิลิตร, ตามลําดับ.  หลังจากแยกสวนท่ีเปนช้ันน้ํา
ออกไป กําจัดน้ําในสวนท่ีเปนสารอินทรียดวยการเติมโซเดียมซัลเฟต (Sodium sulfate anhydrous), 
แลวนําไปกรองผานกระดาษกรอง.  นําสวนท่ีกรองไดไประเหยตัวทําละลายอินทรียท่ีตกคางอยูดวย
เคร่ือง Rotary evaporator พบวา  จะไดสารประกอบอีพอกไซดท่ีมีลักษณะเปนของเหลวสีเหลือง
ออน,  ช่ังน้ําหนักสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได. 

 
 2.1.3 การสังเคราะหสารประกอบไนเทรต (Glycerine nitrate) 

 2.1.3.1 วัสดุอุปกรณ  
2.1.3.1.1 ชุดอุปกรณการกล่ัน (Reflux) 
2.1.3.1.2 ขวดกนกลมสองคอ (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 เคร่ืองช่ังไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง : 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 วิธีการสังเคราะหสารประกอบไนเทรต 

 เทสวนผสมของกรดไนทริกเขมขน 65%  ปริมาณ 32 กรัม และกรดซัลฟวริกเขมขน 96% 
ปริมาณ 67.57 กรัม  ลงในขวดกนกลมขนาด 500 มิลลิลิตร,  คนสวนผสมในอางน้ําแข็งและควบคุม
อุณหภูมิใหอยูในชวง 0+2 องศาเซลเซียส.   ช่ังสารประกอบอีพอกไซดท่ีไดจากการทดลองที่ 2.1.2 
ปริมาณ 15.50 กรัม ละลายในไดคลอโรมีเทน 50 มิลลิลิตร,  คอยๆ หยดลงในขวดกนกลม,  คนให
เกิดปฏิกิริยาเปนเวลา 4 ช่ัวโมง โดยรักษาระดับอุณหภูมิใหอยูในชวง 0+2 องศาเซลเซียส,  หลังจาก
ปฏิกิริยาเกิดอยางสมบูรณ สวนผสมท่ีไดจะแยกตัว.  จากนั้น ถายสวนผสมทั้งหมดลงในกรวยแยก 
ไขสวนท่ีเปนช้ันน้ําออกไปแลวลางสวนท่ีเปนช้ันสารอินทรียดวยน้ํากล่ันจนกวา pH ของช้ัน
สารอินทรียจะเปนกลาง,  ตามดวยสารละลาย 5 %โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนตปริมาณ 100 
มิลลิลิตร น้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร,  และโซเดียมคลอไรดอ่ิมตัว 100 มิลลิลิตร ตามลําดับ.  หลังจาก
แยกสวนท่ีเปนช้ันน้ําออกไป กําจัดน้ําในสวนท่ีเปนสารอินทรียดวยการเติมโซเดียมซัลเฟต (Sodium 
sulfate anhydrous), แลวนําไปกรอง ระเหยตัวทําละลายอินทรียท่ีตกคางอยูดวยเครื่อง Rotary 
evaporator พบวา  จะไดสารประกอบไนเทรตที่มีลักษณะเปนของเหลวสีน้ําตาล, ช่ังน้ําหนัก
สารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหได. 
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2.2  การพิสูจนเอกลักษณไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 พิสูจนเอกลักษณของเมทิลเอสเทอร,  สารประกอบอีพอกไซด และสารประกอบไนเทรตท่ี

สังเคราะหไดจากกลีเซอรีนท่ีเปนของเหลือท้ิงจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลโดยเคร่ืองมือ
วิเคราะหดังตอไปนี้ : 
 - Fourier-Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR). 
 - Fourier-Transform NMR Spectrometer (FT-NMR). 

 
 2.2.1 การพิสูจนเอกลักษณเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได จากกลีเซอรีน 
 2.2.2 การพิสูจนเอกลักษณสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 2.2.3 การพิสูจนเอกลักษณสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 

2.3 การทดลองหาสภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร  
 เปนการปรับสภาวะการสังเคราะหโดยการแปรผันปริมาณเมทานอลใหอยูในชวง 5-40 

มิลลิลิตร,  ปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96%ใหอยูในชวง 2-10 มิลลิลิตร และระยะเวลาในการทํา
ปฏิกิริยาใหอยูในชวง 5-360 นาที,  เพื่อใหไดเมทิลเอสเทอรในปริมาณสูงท่ีสุด. 

 
 2.3.1 การทดลองแปรผันปริมาณเมทานอล 

 ช่ังกลีเซอรีน 50 กรัม ในขวดกนกลมสองคอ (Two-neck round bottom flask) ขนาด 500 
มิลลิลิตร, เติมเมทานอล 5, 8, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 35 และ 40 มิลลิลิตร, ไดคลอโรมีเทน 50 
มิลลิลิตร และกรดซัลฟวริกเขมขน 96% ปริมาณ 8 มิลลิลิตร.  ตอขวดกนกลมเขากับอุปกรณกล่ัน
ไดแก Reflux condenser, Thermometer และ Magnetic stirrer. กล่ัน (Reflux) สวนผสมท่ีไดท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และคนตลอดเวลาเปนเวลา 3 ช่ัวโมง. หลังจากเกิดปฏิกิริยาอยาง
สมบูรณ สวนผสมท่ีไดจะแยกช้ันออกมา.  จากนั้น ถายสวนผสมท้ังหมดลงในกรวยแยกและแยกช้ัน
น้ําออกไป.  ช้ันท่ีเปนสารอินทรียลางดวยน้ํากล่ันจนกวา pH ของช้ันสารอินทรียจะเปนกลาง.  ช่ัง
น้ําหนักช้ันสารอินทรียท่ีแยกได,  เลือกปริมาตรเมทานอลที่ให % Yield สูงท่ีสุด ใชในการทดลองท่ี 
2.3.2 ตอไป. 
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 2.3.2 การทดลองแปรผันปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96%  
 ช่ังกลีเซอรีน 50 กรัม ในขวดกนกลมสองคอ (Two-neck round bottom flask) ขนาด 500 

มิลลิลิตร,  เติมเมทานอล 12 มิลลิลิตร,  ไดคลอโรมีเทน 50 มิลลิลิตร และกรดซัลฟวริกเขมขน 96 % 
ปริมาณ 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 10 มิลลิลิตร.  ตอขวดกนกลมเขากับอุปกรณกล่ันไดแก Reflux 
condenser,  Thermometer และ Magnetic stirrer.  กล่ัน (Reflux) สวนผสมท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียสและคนตลอดเวลาเปนเวลา 3 ช่ัวโมง.  หลังจากเกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ สวนผสมท่ีไดจะ
แยกช้ันออกมา.  จากนั้น ถายสวนผสมท้ังหมดลงในกรวยแยกและแยกช้ันน้ําออกไป. ช้ันท่ีเปน
สารอินทรียลางดวยน้ํากล่ันจนกวา pH ของช้ันสารอินทรียจะเปนกลาง.  ช่ังน้ําหนักช้ันสารอินทรีย
ท่ีแยกได,  เลือกปริมาตรกรดซัลฟวริกเขมขน 96% ท่ีให % Yield สูงท่ีสุด ใชในการทดลองท่ี 2.3.3 
ตอไป. 

 
 2.3.3 การทดลองแปรผันเวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยา 

 ช่ังกลีเซอรีน 50 กรัม ในขวดกนกลมสองคอ (Two-neck round bottom flask) ขนาด 500 
มิลลิลิตร,  เติมเมทานอล 12 มิลลิลิตร, ไดคลอโรมีเทน 50 มิลลิลิตร และกรดซัลฟวริกเขมขน 96 % 
ปริมาณ 6 มิลลิลิตร.  ตอขวดกนกลมเขากับอุปกรณกล่ันไดแก Reflux condenser, Thermometer 
และ Magnetic stirrer. กล่ัน (Reflux) สวนผสมท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส และคนตลอดเวลา
เปนเวลา 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180 และ 360 นาที.  หลังจากเกิดปฏิกิริยาอยางสมบูรณ,  สวนผสม
ท่ีไดจะแยกช้ันออกมา.  จากนั้น  ถายสวนผสมท้ังหมดลงในกรวยแยกและแยกช้ันน้ําออกไป. ช้ันท่ี
เปนสารอินทรียลางดวยน้ํากล่ันจนกวา pH ของช้ันสารอินทรียจะเปนกลาง.  ช่ังน้ําหนักช้ัน
สารอินทรียท่ีแยกได เลือกเวลาท่ีเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาแลวให % Yield สูงท่ีสุด.  
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3. ผลการทดลองและวิจารณ 
 

3.1 ผลการสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน 
 ไบโอดีเซลหรือเมทิลเอสเทอร ท่ีผลิตไดจากกลีเซอรีนซ่ึงเปนของเหลือท้ิงหรือผลพลอยได
จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล สามารถเตรียมไดจากปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชันของเกลือของกรด
ไขมันอิสระท่ีเปนสวนประกอบสวนใหญในกลีเซอรีนกับเมทานอล โดยมีกรดซัลฟวริกเปนตัวเรง
ปฏิกิริยา พบวา สามารถสังเคราะหเมทิลเอสเทอร ไดเทากับ 44.96 เปอรเซ็นต. เม่ือนําเมทิลเอส
เทอรท่ีสังเคราะหไดมาทําปฏิกิริยาอีพอกซิเดชันและไฮโดรไลซิส จะไดเปนสารประกอบไดออล
เอสเทอร  เทากับ 86.11 เปอรเซ็นต. หลังจากนั้น นํามาทําปฏิกิริยาไนเทรชันดวยกรดผสมระหวาง
กรดไนทริก เขมขนกับกรดซัลฟวริกเขมขนจะไดสารประกอบไนเทรต ท่ีมีคุณสมบัติเปนสารหลอ
ล่ืนเทากับ 68.19 เปอรเซ็นต.  ผลการสังเคราะหท่ีไดเปนดังแสดงในตารางท่ี 3.1. 
 
ตารางท่ี  3.1  ผลการสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ี 
 

นํ้าหนัก (g) 
การสังเคราะห 

กอนทําปฏิกิริยา 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  :  * ผลผลิตที่คิดเทียบกับของเสียจากกระบวนการผลิตที่ยังไมไดแยกเอากลีเซอรอลออก 
       ** ผลผลิตที่คิดเทียบกับ* 
 ***ผลผลิตที่คิดเทียบกับ** 
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3.2 การพิสูจนเอกลักษณไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 พิสูจนเอกลักษณไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีสังเคราะหได 3 ชนิด ดังนี้ : 

 - เมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (Glycerine methyl ester). 
 - สารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (Glycerine epoxide). 
 - สารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (Glycerine nitrate). 
 

 3.2.1  ผลการพิสูจนเอกลักษณเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได จากกลีเซอรีน 
 พิสูจนเอกลักษณเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดดวยเทคนิค IR และ NMR. 
 ผลการวิเคราะหเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได ดวย Fourier-Transform Infrared 
Spectrophotometer (FT-IR). 
 IR สเปกตรัมของ กลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน  ดังแสดงใน
รูปท่ี 3.1 และ 3.2 ตามลําดับ. 

 

 
 

รูปท่ี 3.1  IR สเปกตรัมของกลีเซอรีน (NaCl) 
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รูปท่ี 3.2  IR สเปกตรัมของเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (NaCl) 
 

 ชวงการดูดกลืนแสงท่ีสําคัญของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน
แสดงดังตารางท่ี 3.2. 

 

ตารางท่ี 3.2   Absorption assignments ของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะห 
 ไดจากกลีเซอรีน 
 

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 และเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีนดัง 
รูปท่ี 3.2 ไมสามารถวิเคราะหไดวา  สารทั้งสองอยางมีความแตกตางของโครงสรางหมูฟงกชัน
อยางไร,  ดังนั้น จึงนําสารท้ังสองชนิดมายืนยันดวยเคร่ือง FT-NMR.  
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 ผลการวิเคราะหเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได ดวย Fourier-Transform NMR 
Spectrometer (FT-NMR) 
 1H-NMR  สเปกตรัมของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 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 สเปกตรัมของเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (CDCl3) 
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 สัญญาณสําคัญท่ีไดจาก 1H-NMR สเปกตรัมของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะห
ไดจากกลีเซอรีน แสดงดังตารางท่ี 3.3. 

 
ตารางท่ี 3.3   Assignments 1H-NMR สเปกตรัมของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะห 
 ไดจากกลีเซอรีน  
 

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 สเปกตรัมของเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน ดังรูป
ท่ี 3.4 กับกลีเซอรีนดังรูปท่ี 3.3 สังเกตไดวาสัญญาณท่ีคา Chemical shift H 3.54 ppm เปนสัญญาณ
ของโปรตอนของหมู  methoxy  ของเมทิลเอสเทอร. 
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 13 C-NMR สเปกตรัมของกลีเซอรีน และเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน แสดง
ไดดังรูปท่ี 3.5 และ 3.6. 

 

252550507575100100125125150150175175200200  
 

รูปท่ี 3.5  13C-NMR สเปกตรัมของกลีเซอรีน (CDCl3) 
 

252550507575100100125125150150175175200200  
 

รูปท่ี 3.6  13C-NMR สเปกตรัมของเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (CDCl3) 
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สัญญาณสําคัญท่ีไดจาก 13C-NMR สเปกตรัมของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะห
ไดจากกลีเซอรีน แสดงดังตารางท่ี 3.4. 

 
ตารางท่ี 3.4  Assignments 13C-NMR สเปกตรัมของกลีเซอรีนและเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได 
 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 สเปกตรัมของเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได รูปท่ี 3.9 กับ         
สเปกตรัมของกลีเซอรีนดังรูปท่ี 3.8 เห็นไดชัดวา สัญญาณท่ีคา Chemical shift C 62 ppm and C 
68 ppm,  ซ่ึงเปนของคารบอนสวนของกลีเซอรอลของไตรกลีเซอไรดไดหายไป เนื่องมาจากการ
เกิดเมทิลเอสเทอรและสัญญาณท่ีคา Chemical shift  C 51 ppm เปนของคารบอนของหมูเมทอกซี
ของเมทิลเอสเทอรจะเกิดข้ึนแทนท่ี. 

 
 จากผลของขอมูลสเปกตรัมท้ังหมด สามารถสรุปไดวา  ผลิตภัณฑท่ีสังเคราะหไดจากกลี-
เซอรีน คือ เมทิลเอสเทอรและมีสูตรโครงสรางเปนดังนี้ : 
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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  สูตรโครงสรางท่ีแสดง Assignments1H-NMR สเปกตรัมเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะห 
 ไดจากกลีเซอรีน 

 
 3.2.2 ผลการพิสูจนเอกลักษณของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 พิสูจนเอกลักษณสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดดวยเทคนิค IR และ NMR. 
 ผลการวิเคราะหสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได ดวย Fourier-Transform 
Infrared Spectrophotometer (FT-IR) 
   
 IR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากเมทิลเอสเทอรท่ีไดจากกลี 
เซอรีน  แสดงไดดังรูปท่ี 3.8. 
 

 
 

รูปท่ี 3.8  IR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (NaCl) 
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 ชวงการดูดกลืนแสงท่ีสําคัญของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได  แสดงดังตารางท่ี 
3.5. 
 
ตารางท่ี 3.5  Absorption assignments ของเมทิลเอสเทอรจากกลีเซอรีนเปรียบเทียบกับ 
 สารประกอบอีพอกไซดจากกลีเซอรีน 
 

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  พบวา  สามารถสังเกตการดูดกลืนแสงท่ี 3005 cm-1 และ 1654    cm-1 
จากสเปกตรัมของเมทิลเอสเทอร  เนื่องจากการมีอยูของพันธะคูในโซของกรดไขมัน  ในขณะท่ีไม
สามารถสังเกตเห็นไดจากสเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซด. 
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 ผลการวิเคราะหสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได ดวย Fourier-Transform NMR 
Spectrometer (FT-NMR) 
 1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซด ท่ีสังเคราะหได 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 ท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (CDCl3) 
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สัญญาณสําคัญท่ีไดจาก  1H-NMR สเปกตรัม ของสารประกอบอีพอกไซด แสดงไดดัง
ตารางท่ี 3.6. 
 
ตารางท่ี 3.6  Assignments1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะห 
 ไดจากกลีเซอรีน 
 

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 สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดดังรูปท่ี 
3.9 กับเมทิลเอสเทอรดังรูปท่ี 3.4 จะสามารถเห็นไดวา  สัญญาณระหวาง H 5.20 ppm ถึง H 
5.25 เปนสัญญาณของโปรตอนจากสวนท่ีเปนแอลเคนในโซกรดไขมันหายไป เนื่องจากการฟอรม
ตัวของสารประกอบอีพอกไซด.  ดังนั้น สัญญาณท่ี H 2.68 ถึง 2.76 ppm จึงมาจากโปรตอนในหมู   
อีพอกไซด. 
 
 13 C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได  แสดงดังในรูปท่ี 3.10. 

 

252550507575100100125125150150175175200200  
 

รูปท่ี 3.10   13C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (CDCl3) 
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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

O

 สัญญาณสําคัญท่ีไดจาก 13C-NMR สเปกตรัม ของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได 
ดังแสดงในตารางท่ี 3.7. 
 
ตารางท่ี 3.7   Assignments 13C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหได 
 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 สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดดังรูปท่ี 3.10 กับ 13C-
NMR สเปกตรัมของเมทิลเอสเทอรรูปท่ี 3.6 พบวา สัญญาณของ olefinic carbon (-C=C-) ท่ี C 
127.79   ถึง 129.93 ppm  หายไป   เนื่องจากการฟอรมตัวของเมทิลเอสเทอรกลายเปนสารประกอบ
อีพอกไซด  ดังนั้น  สัญญาณท่ี C 57.13 ถึง 57.17 ppm จึงมาจากคารบอนในหมูอีพอกไซด. 
 
 จากผลขอมูลสเปกตรัมท้ังหมดสามารถสรุปไดวา ผลิตภัณฑท่ีสังเคราะหไดจากเมทิลเอส
เทอรคือ สารประกอบอีพอกไซด และมีสูตรโครงสรางเปนดังนี้ : 
 

 

 

      Glycerine epoxide 
 
รูปท่ี 3.11  สูตรโครงสรางท่ีแสดง Assignments1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซด 

 ท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน. 
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3.2.3 การพิสูจนเอกลักษณของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 พิสูจนเอกลักษณสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดดวยเทคนิค IR และ NMR. 
 ผลการวิเคราะหสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหได ดวย Fourier-Transform Infrared 
Spectrophotometer (FT-IR) 
 IR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดสารประกอบอีพอกไซดท่ีไดจาก
เมทิลเอสเทอรท่ีไดจากกลีเซอรีน  แสดงไดดังรูปท่ี 3.12. 

 

 
 

รูปท่ี 3.12  IR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตที่สังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (NaCl) 
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ชวงการดูดกลืนแสงท่ีสําคัญของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดแสดงดัง ตารางท่ี 3.8. 
 
ตารางท่ี 3.8  Absorption assignments ของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 

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 พบวา ไมมีการดูดกลืนแสงท่ีชวง OH stretching ท่ี 3467 cm-1 
แตกลับพบการดูดกลืนแสงในชวงของ NO2 (asymmetric and symmetric) stretching and NO 
stretching ท่ี 1632, 1271 and 853 cm-1 ตามลําดับ ยืนยันผลที่เกิดข้ึนดวยเคร่ือง FT-NMR ตอไป. 
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 ผลการวิเคราะหสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหได ดวย Fourier-Transform NMR 
Spectrometer (FT-NMR) 
 1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรต ท่ีสังเคราะหได 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 ท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (CDCl3) 
  
 สัญญาณสําคัญท่ีไดจาก  1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรต แสดงไดดัง ตาราง
ท่ี 3.9. 
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ตารางท่ี 3.9  Assignments1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจาก  
 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 สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหได แสดงดังรูป
ท่ี 3.13 กับสเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซด  และดังรูปท่ี 3.9 จะสังเกตเห็นไดวา สัญญาณ
ระหวาง H 3.18 ถึง 3.26 ppm เปนสัญญาณจากโปรตอนของคารบอนท่ีตออยูกับหมูไฮดรอกซิล
หายไปเนื่องจากการฟอรมตัวของสารประกอบไนเทรต,  ดังนั้น สัญญาณท่ี H 5.06 ppm ถึง H 

5.16 ppm จึงมาจากโปรตอนของคารบอนในหมูไนเทรต. 
 

 13 C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหได แสดงดังรูปท่ี 3.14. 
 

252550507575100100125125150150175175200200  

รูปท่ี 3.14  13C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน (CDCl3) 
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 สัญญาณสําคัญท่ีไดจาก 13C-NMR สเปกตรัม ของสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหได 
แสดงดังตารางท่ี 3.10. 
 
ตารางท่ี 3.10    Assignments 13C-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรตที่สังเคราะห 
 ไดจากกลีเซอรีน 
 

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 
สเปกตรัมของสารประกอบอีพอกไซดรูปท่ี 3.10 สังเกตพบวา สัญญาณของคารบอนท่ี c 81.62 to 
81.67 ppm เปนของคารบอนท่ีตออยูกับหมูไนเทรต.  

 
 จากผลขอมูลสเปกตรัมท้ังหมดสามารถสรุปไดวา  ผลิตภัณฑ ท่ีสังเคราะหไดจาก
สารประกอบอีพอกไซดคือ สารประกอบไนเทรต และมีสูตรโครงสรางเปนดังนี้ : 
 

 

 

 

 

Glycerine nitrate 

รูปท่ี 3.15   สูตรโครงสรางท่ีแสดง Assignments1H-NMR สเปกตรัมของสารประกอบไนเทรต 
 ท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
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3.3  ผลการทดลองหาสภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร  
 การปรับสภาวะการสังเคราะหโดยการแปรผันปริมาณเมทานอล ปริมาณกรดซัลฟวริก
เขมขน 96 % และระยะเวลาในการทําปฏิกิริยา,  เพื่อหาสภาวะท่ีใหปริมาณเมทิลเอสเทอรสูงท่ีสุด
ผลการทดลองเปน ดังนี้ : 
 
 3.3.1 ผลการทดลองแปรผันปริมาณเมทานอล 
 เม่ือทดลองแปรผันปริมาณเมทานอล10 ปริมาตรคือ 5, 8, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 35 และ 40 
มิลลิลิตรโดยใชกลีเซอรีน 50 กรัม,  ไดคลอโรมีเทน 100 มิลลิลิตร และกรดซัลฟวริกเขมขน 96% 
ปริมาณ 8 มิลลิลิตร,  Reflux ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง,  แลวช่ังปริมาณเมทิล
เอสเทอรท่ีสังเคราะหได.  ผลการทดลองเปนไปดังตารางท่ี 3.11  และรูปท่ี 3.16. 
 
ตารางท่ี 3.11  ผลการทดลองแปรผันปริมาณเมทานอลในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร 

 
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  ผลการทดลองแปรผันปริมาณเมทานอลในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร 
 

 จากการทดลองแปรผันปริมาณเมทานอลในชวง 5-40 มิลลิลิตร พบวา การใชเมทานอล
ปริมาตร 12 มิลลิลิตร เปนปริมาตรท่ีใหเมทิลเอสเทอรสูงท่ีสุดคือ 47.88 เปอรเซ็นต ซ่ึงจะนําไปใช
ในการทดลองหาปริมาณกรดซัลฟวริกในการทดลองท่ี 2.3.2 ตอไป. 
 
 3.3.2 ผลการทดลองแปรผันปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96%  
 เม่ือทดลองแปรผันปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96% จํานวน 8 ปริมาตรคือ 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
8 และ 10 มิลลิลิตร โดยใชกลีเซอรีน 50 กรัม, ไดคลอโรมีเทน 100 มิลลิลิตร และเมทานอล 8 
มิลลิลิตร,  Reflux ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง, แลวช่ังปริมาณเมทิลเอสเทอรท่ี
ได.  สังเคราะหไดผลการทดลองเปนไปดังตารางท่ี 3.12  และรูปท่ี 3.17. 
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ตารางท่ี 3.12  ผลการทดลองแปรผนัปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 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  ผลการทดลองแปรผันปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96% ในการสังเคราะห 
  เมทิลเอสเทอร 
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 จากการทดลองแปรผันปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96%ในชวง 2-10 มิลลิลิตร พบวา การ
ใชกรดซัลฟวริกเขมขน 96% ปริมาตร 6 มิลลิลิตร เปนปริมาตรท่ีใหเมทิลเอสเทอรสูงท่ีสุดคือ 45.92 
เปอรเซ็นต ซ่ึงจะนําไปใชในการทดลองหาระยะเวลาในการทดลองท่ี 2.3.3 ตอไป. 
 
 3.3.3 ผลการทดลองแปรผันเวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยา 

 เม่ือใชกลีเซอรีน 50 กรัม เมทานอล 12 มิลลิลิตร ไดคลอโรมีเทน 100 มิลลิลิตร และกรด
ซัลฟวริกเขมขน 96 % ปริมาณ 6 มิลลิลิตร, แลวกล่ัน (Reflux) สวนผสมท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส จํานวน 8 คร้ัง และเปนเวลา 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180 และ 360 นาที.  ผลการทดลอง
เปนไปดังตารางท่ี 3.13 และรูปท่ี 3.18. 

 
ตารางท่ี 3.13  ผลการทดลองแปรผนัเวลา ในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร 
 

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 
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รูปท่ี 3.18  ผลการทดลองแปรผันเวลาท่ีใชในการทําปฏิกิริยาในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร 
  
 จากการทดลองแปรผันเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาใหอยูในชวง 5-360 นาที พบวา การ
Reflux นาน 360 นาที เปนระยะเวลาที่ทําให เมทิลเอสเทอรสูงท่ีสุดคือ 46.46 เปอรเซ็นต.  
 
 สรุปไดวา สภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรใหไดปริมาณสูงท่ีสุดคือการใช  
เมทานอล 12 มิลลิลิตร,  กรดซัลฟวริกเขมขน 96% ปริมาณ 6 มิลลิลิตร และระยะเวลาท่ีใชในการทํา
ปฏิกิริยา คือ 360 นาที หรือ 6 ช่ัวโมง.   
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4. สรุปผลการทดลอง 
 

1. การสังเคราะหไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีจากกลีเซอรีน 
  1.1 การสังเคราะหเมทิลเอสเทอร (Glycerine methyl ester) โดยใชผลิตภัณฑผลพลอยได
จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลท่ียังไมผานการแยกกลีเซอรอลและกรดไขมันอิสระออกสามารถ
เตรียมผลิตภัณฑได 45 เปอรเซ็นต.  

 1.2 การสังเคราะหสารประกอบอีพอกไซด (Glycerine epoxide) สามารถเตรียมผลิตภัณฑ 
ได 86 เปอรเซ็นตเม่ือคิดเทียบกับเมทิลเอสเทอรท่ีไดจากขอ 4.1.1. 

 1.3 การสังเคราะหสารประกอบไนเทรต (Glycerine nitrate) สามารถเตรียมผลิตภัณฑได 
68 เปอรเซ็นต  เม่ือคิดเทียบกับเมทิลเอสเทอรท่ีไดจากขอ 4.1.2. 
 
2. การพิสูจนเอกลักษณไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 2.1 Fourier-Transform Infrared Spectrophotometer (FT-IR) 
 2.2 Fourier-Transform NMR Spectrometer (FT-NMR) 

 สามารถพิสูจนเอกลักษณโดยเทคนิคทางสเปกโทรสโกป  ไดแก  อินฟราเรดสเปกโทร    
สโกป โปรตอนและคารบอน แมกเนติกเรโซแนนซสเปกโทรสโกป.   
   2.2.1 การพิสูจนเอกลักษณเมทิลเอสเทอรท่ีสังเคราะหได จากกลีเซอรีน 
  2.2.2 การพิสูจนเอกลักษณสารประกอบอีพอกไซดท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
  2.2.3 การพิสูจนเอกลักษณสารประกอบไนเทรตท่ีสังเคราะหไดจากกลีเซอรีน 
 
3. การทดลองหาสภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอร  

 การทดลองแปรผันปริมาณเมทานอล ปริมาณกรดซัลฟวริกเขมขน 96% และระยะเวลาท่ีใช
ในการทําปฏิกิริยา พบวา สภาวะเหมาะสมในการสังเคราะหเมทิลเอสเทอรใหไดปริมาณสูงท่ีสุดคือ
การใช : 

 เมทานอล  12 มิลลิลิตร  
 กรดซัลฟวริกเขมขน 96%  6 มิลลิลิตร 
 ระยะเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยาคือ              6      ช่ัวโมง 
 สามารถสังเคราะหเมทิลเอสเทอรได            46    เปอรเซ็นต 
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5. ขอเสนอแนะ 
 

 ควรมีการศึกษาคุณสมบัติความสามารถในการเปนไบโอดีเซลหลายหนาท่ี โดยมุงเนนการ
เพิ่มคาซีเทนของไบโอดีเซล, ทําใหการจุดระเบิดของเคร่ืองยนตดีข้ึน. นอกจากนี้ ควรศึกษา
คุณสมบัติการเปนสารหลอล่ืนท่ีดีของไบโอดีเซลแบบหลายหนาท่ีท่ีสังเคราะหข้ึน. ศึกษาการเพ่ิม
ผลผลิตในข้ันตอนการทําไนเทรชัน. 
 
 ควรมีการพัฒนาสารหลอล่ืนไบโอดีเซลสําหรับอุตสาหกรรมอาหาร เพื่อสงเสริมระบบการ
ผลิตท่ีปลอดภัย และเปนการเพิ่มมูลคาและพัฒนารูปแบบของการใชไบโอดีเซลในอุตสาหกรรม
อาหาร.  โดยควรศึกษาดานความคงสภาพของสารหลอล่ืนไบโอดีเซล, ความปลอดภัยดานจุลินทรีย
ของสารหลอล่ืนไบโอดีเซล,  คุณสมบัติทางเคมีเร่ืองสารตกคางและสารปนเปอนของสารหลอล่ืน  
ไบโอดีเซล.  
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