
155Phranakhon Rajabhat Research Journal (Science and Technology)
Vol.16 No.1 (January - June 2021)

กำรผลิตไบโอดีเซลจำกน�้ำมันพืชใช้แล้วและกำรประยุกตใช้กลีเซอรอลที่เปนผลพลอยได้

เพ่ือผลิตไบโอเอทำนอลและพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 

BIODIESEL PRODUCTION BY USED VEGETABLE OIL AND APPLICATION OF 

BY-PRODUCT BASED GLYCEROL TO PRODUCE BIOETHANOL 

AND POLYHYDROXYBUTYRATE

ธนาภรณ์ รักการ1 และ กนกพร สังขรักษ์2*

1สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาทักษิณ พัทลุง 93210
2สาขาวิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาทักษิณ พัทลุง 93210

Thanaphorn Rakkan1 and Kanokphorn Sangkharak2*

1Department of Biotechnology, Faculty of Science, Thaksin University, Phatthalung, 93210
2Department of Chemistry, Faculty of Science, Thaksin University, Phatthalung, 93210

*E-mail: skanokphorn@yahoo.com

Received: 2019-12-17 

Revised: 2021-02-02 

Accepted: 2021-05-31

บทควำมวิจัย

บทคัดย่อ

 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อผลิตไบโอดีเซลจากน�้ามันพืชใช้แล้ว นอกจากน้ียังมีการน�ากลีเซอรอล 

(ผลพลอยได้) จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลไปใช้ในการผลิตไบโอเอทานอลและพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต 

การทดลองแบ่งออกเป็น 2 ข้ันตอน ขัน้ตอนแรกเป็นการผลติไบโอดเีซลจากน�า้มนัพชืใช้แล้ว ร่วมกบัเมทานอลผ่านปฏกิริยิา

ทรานเอสเตอริฟิเคชันโดยมีโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ภายใต้สภาวะการผลิตที่มีอัตราส่วนน�้ามัน

ต่อเมทานอล 6:1 ตัวเร่งปฏิกิริยาร้อยละ 1 เขย่า 250 รอบต่อนาที ที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ให้ผลผลิต

ไบโอดีเซลสูงถึงร้อยละ 90.92±0.06 และปริมาณเมทิลเอสเทอร์ร้อยละ 96.50±0.01 นอกจากนี้ค่าความเป็นกรด 

กรดไขมันอิสระ ค่าสปอนนิฟิเคชัน น�้าหนักโมเลกุล (Potentiometric Titration) จุดไหลเท และจุดขุ่นของไบโอดีเซล

เท่ากับ 0.45±0.02 มิลลิกรัมโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ต่อกรัมน�้ามัน ร้อยละ 0.21±0.02 153.30±0.15 352.00±0.15 

กรมัต่อโมล 18 องศาเซลเซยีส และ 16 องศาเซลเซยีส ตามล�าดบั สมบตัแิละคณุภาพของไบโอดเีซลทีผ่ลติจากน�า้มนัพชื

ใช้แล้วผ่านมาตรฐานของกรมธุรกิจพลังงาน (ประเทศไทย) หลังจากนั้นจึงแยกกลีเซอรอลผลพลอยได้จากไบโอดีเซล

และน�าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนส�าหรับการผลิตไบโอเอทานอลและ พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตโดยใช้ Cupriavidus 

necator TISTR 1095 และ Saccharomyces cerevisiae ภายใต้การหมักแบบกะ (เขย่า 150 รอบต่อนาที

ที่ 37 องศาเซลเซียส) ผลการศึกษาพบว่าอาหารเหลว Nutrient broth (NB) เสริมกลีเซอรอลร้อยละ 10 ให้ผล

ไบโอเอทานอล สูงสุดร้อยละ 1.94 หลังเพาะเลี้ยง 48 ช่ัวโมง ในขณะที่พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต สูงสุดเท่ากับ 
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3.98 กรมัต่อลติร จะได้จากอาหารเหลว NB เสรมิด้วยกลเีซอรอลร้อยละ 10 และใยปาล์มน�ำ้มนัร้อยละ 4 หลงัเพาะเล้ียง  

84 ชั่วโมง

ค�ำส�ำคัญ: ไบโอดีเซล ไบโอเอทานอล กลีเซอรอล พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต

ABSTRACT

	 This study aimed to produce biodiesel from used vegetable oil. Moreover, glycerol (the 

by-product) from biodiesel process was also utilized for bioethanol and polyhydroxyalkanoate 

production. The experiment was divided into 2 steps. First, the production of biodiesel from used 

vegetable oil and methanol by transesterification reaction using potassium hydroxide as catalyst. 

The condition for biodiesel production containing 6:1 oil to methanol ratio, 1% catalyst, 250 rpm 

at 60 ºC for 1 h. Under these condition, 90.92±0.06% of biodiesel with 96.5±0.01% methyl ester 

was obtained. In addition, the acid value, free fatty acid, saponification value, molecular weight 

(Potentiometric Titration), pour point and cloud point of biodiesel were 0.45±0.02 mg KOH/g oil, 

0.21±0.02%, 153.3±0.15 352±0.15 g/mol, 18 ºC and 16 ºC, respectively. The characteristic of biodiesel 

was met the standard of Department of Energy Business (Thailand). Afterward, the glycerol by-product 

was isolated from biodiesel and utilized as carbon source for bioethanol and polyhydroxyalkanoate 

production using C. necator TISTR 1095 and S. cerevisiae under batch fermentation (150 rpm, 37 ºC). 

The result found that the NB supplemented with 10% glycerol yield highest bioethanol at 1.94% after 

48 h cultivation. While, the highest polyhydroxyalkanoate (3.98 g/L) obtained from NB supplemented 

with 10% glycerol and 4% palm fiber after 84 h cultivation.

Keywords: Biodiesel, Bioethanol, Glycerol, Polyhydroxyalkanoates, Polyhydroxybutyrate

บทน�ำ

	 ในปัจจุบันมีแนวโน้มการใช้เชื้อเพลิงและพลาสติกเพิ่มมากขึ้นในทุกวัน ซึ่งเชื้อเพลิงและพลาสติกเหล่านี้ 

ส่วนใหญ่ผลิตมาจากปิโตรเคมี มีสมบัติย่อยสลายได้ยากและใช้ระยะเวลานานในการย่อยสลาย จึงท�ำให้เกิดการสะสม

และก่อให้เกิดปัญหาท่ีส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม โดยเฉพาะในด้านการก�ำจัดพลาสติก เนื่องจากการน�ำพลาสติก 

ไปเผาท�ำลายจะก่อให้เกิดก๊าซพิษ รวมถึงการเผาไหม้ของเชื้อเพลิง เป็นสาเหตุที่ท�ำให้เกิดภาวะโลกร้อน ดังนั้นจึงม ี

การวิจัยและพัฒนาเช้ือเพลิงและพลาสติกท่ีเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม ซึ่งเป็นเชื้อเพลิงและพลาสติกที่สามารถผลิต 

ได้จากทรัพยากรหมุนเวียน (Renewable sources) พลังงานเชื้อเพลิงที่ได้รับความสนใจในการวิจัยได้แก่ ไบโอดีเซล  

(Biodiesel) และไบโอเอทานอล (Bioethanol) (Diasakou, 1998; Niwaswong & Ruangviriyachai, 2012)  

ในขณะเดียวกันพลาสติกที่ได้รับความสนใจในการวิจัยคือ พลาสติกที่มีความสามารถในการย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 

(Biodegradable plastic) หรือพลาสติกชีวภาพได้แก่ พอลิแลกติกแอซิด (Polylactic acid, PLA) และพอลิไฮดรอกซี 

อัลคาโนเอต (Polyhydroxyalkanoates, PHAs) (Suksawat & Pathom-aree, 2012; Phol-in, 2011)

	 ไบโอดีเซล เป็นเชื้อเพลิงทดแทนน�้ำมันดีเซลที่ได้รับความสนใจเป็นอย่างมากในปัจจุบัน เนื่องจากมีสมบัติ

ในการเผาไหม้ที่ดีไม่ต่างจากน�้ำมันดีเซล การผลิตไบโอดีเซลเกิดจากปฏิกิริยาเคมีเรียกว่า ทรานส์-เอสเทอริฟิเคชัน 
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(Transesterification) เป็นการท�าปฏิกิริยาระหว่างไตรกลีเซอไรด์กับแอลกอฮอล์ชนิดต่าง ๆ  เช่น เอทานอล เมทานอล 

และบิวทานอล โดยมีด่าง กรด หรือเอนไซม์ (Luque et al., 2010) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาได้ผลผลิตเป็นอัลคิลเอสเทอร์ 

(Alkyl ester) หรือไบโอดีเซล และผลิตภัณฑ์พลอยได้เป็นกลีเซอรอล จากงานวิจัยของ Banerjee et al. (2014) 

ผลิตไบโอดีเซลจากน�้ามันพืชใช้แล้วร่วมกับเมทานอล โดยมีโซเดียมไฮดรอกไซด์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาพบว่าให้ผลผลิต

ไบโอดีเซลสูงสุดร้อยละ 94 และงานวิจัยของ Kawentar & Budiman (2013) ผลิตไบโอดีเซลจากน�้ามันพืชใช้แล้ว

ร่วมกับเมทานอลโดยมีโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาพบว่าให้ผลผลิตไบโอดีเซลสูงสุด ร้อยละ 92

 ไบโอเอทานอล เป็นแอลกอฮอล์ชนดิหนึง่ เกดิจากการหมกัพชืเพือ่เปลีย่นเป็นน�า้ตาลแล้วเปลีย่นจากน�า้ตาล

เป็นแอลกอฮอล์มโีครงสร้างทางเคมดีงัภาพที ่1 สมบตัขิองไบโอเอทานอลคอื เป็นของเหลวใส ไม่มสี ีมขีัว้ ความหนาแน่น 

0.789 กรัมต่อลูกบาศก์เซนติเมตร จุดเดือด 78.5 องศาเซลเซียส จุดหลอมเหลว -114.1 องศาเซลเซียส สามารถ

ย่อยสลายได้ทางชีวภาพท�าให้มีความเป็นพิษต�่า การใช้ประโยชน์จากไบโอเอทานอลสามารถใช้ได้หลากหลาย เช่น 

เป็นตวัท�าละลาย ใช้ท�าความสะอาดฆ่าเชือ้โรค และพลงังาน เป็นต้น วธิกีารวเิคราะห์ปรมิาณเอทานอลทีง่่ายและสะดวก

ได้แก่ การเกิดปฏิกิริยาโดยตรงท�าให้เกิดสีของเอทานอลกับโพแทสเซียมไดโครเมต โดยมีกรดเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา และ

วิเคราะห์ปริมาณเอทานอลโดยใช้เทคนิคยูวี-วิสิเบิล สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ความยาวคลื่นที่ใช้ในการวิเคราะห์อยู่ที่ 585 

นาโนเมตร

ภำพที่ 1 โครงสร้างของไบโอเอทานอล

 พอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอต เป็นสารประเภทพอลิเอสเตอร์ (Polyester) ที่สังเคราะห์ได้ด้วยกระบวนการ

ทางชีวภาพโดยจุลินทรีย์ มีสมบัติทางกายภาพท่ีโดดเด่นหลายประการ เช่น ย่อยสลายได้ในธรรมชาติ มีน�้าหนัก

โมเลกุลสูง ทนต่อความร้อน (Thermoplastic) มีความยืดหยุ่น (Elastometric) ซึ่งมีคุณสมบัติคล้ายกับพลาสติก

สังเคราะห์ประเภท พอลิเอธิลีน (Polyethylene, PE) และพอลิโพรพิลีน (Polypropylene, PP) (Suksawat, 2012) 

การน�าพลาสติกประเภทพอลิไฮดรอกซีอัลคาโนเอตมาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ แทนพลาสติกที่ผลิตมาจาก

ปิโตรเคมี จึงเป็นการช่วยลดผลกระทบที่จะเกิดขึ้นกับสิ่งแวดล้อมในระยะยาว จากปริมาณการใช้พลาสติกที่เพิ่มสูงขึ้น 

(Phol-in, 2010) ซึ่งในกลุ่มที่รู้จักกันดีและนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายคือ พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต

 การผลิตพลังงานเชื้อเพลิงและไบโอพลาสติกนี้ยังมีข้อจ�ากัดในเรื่องของต้นทุนในการผลิต เนื่องจากมีราคา

ค่อนข้างสูง การลดต้นทุนการผลิตโดยการใช้วัตถุดิบที่มีราคาถูกหรือเป็นวัสดุเศษเหลือจึงเป็นงานวิจัยที่ท้าทาย ดังนั้น

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อผลิตไบโอดีเซลจากน�้ามันพืชใช้แล้ว และใช้ประโยชน์กลีเซอรอลจากกระบวนการผลิต

ไบโอดีเซลร่วมกับเส้นใยปาล์มน�้ามันมาเป็นสารตั้งต้นในการผลิตไบโอเอทานอลและพอลิไฮดรอกซี-บิวทิเรตที่เป็น

พอลิเมอร์ชีวภาพ และใช้เป็นแนวทางส�าหรับการพิจารณาลดต้นทุนในการผลิต ลดของเสียที่จะเกิดขึ้นในส่ิงแวดล้อม 

และลดระยะเวลาในการผลิตเชื้อเพลิงและพลาสติกชีวภาพในอนาคตต่อไป
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วิธีกำร

 1. การผลิตไบโอดีเซลจากน�้ามันพืชใช้แล้วด้วยกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชันโดยมีโพแทสเซียม

ไฮดรอกไซด์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 

  1.1 การเตรียมตัวอย่างน�้ามันพืชใช้แล้วและการวิเคราะห์ผล

   น�า้มนัพชืทีใ่ช้แล้ว (ผลติจากปาล์มน�า้มนั) เกบ็จาก อ.ปาพะยอม จ.พทัลงุ ประกอบด้วย กรดไมรสิตกิ

อิม่ตวั (C14) กรดปาล์มมติคิอิม่ตวั (C16) กรดสเตยีรคิอิม่ตวั (C18) กรดโอเลอกิ ไม่อิม่ตวัเชงิเดีย่ว (C18) กรดไลโนเลนคิ

ไม่อิ่มตัวเชิงซ้อน (C18) และอื่น ๆ ประมาณร้อยละ 1.0 43.5 4.3 36.6 9.1 และ 5.5 ตามล�าดับ ซึ่งน�้ามันได้ผ่าน

การทอดมาแล้ว 1 ครัง้ และเกบ็รกัษาในภาชนะปิดเป็นระยะเวลา 1 สปัดาห์ ก่อนน�ามาใช้ในการวจิยั น�า้มนัพชืทีใ่ช้แล้ว

มีลักษณะของสีเข้ม และมีความใสน้อยกว่าน�้ามันพืชก่อนทอด รวมถึงมีตะกอนของเศษอาหารปะปนอยู่ ดังภาพที่ 2

ภำพที่ 2 ลักษณะน�้ามันพืช (ก ไม่ผ่านการทอด ข ผ่านการทอด)

   น�าน�า้มนัพชืทีใ่ช้แล้วมาหมนุเหวีย่งแยกตะกอนและกากอาหารออกจากน�า้มนัทีค่วามเรว็ 10000 รอบ

ต่อนาที นาน 10 นาที จากนั้นเก็บส่วนของน�้ามันไประเหยน�้าออกที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

น�าน�้ามันที่ได้ไปวิเคราะห์คุณลักษณะ ได้แก่ ค่าความเป็นกรด (Acid value) และปริมาณกรดไขมันอิสระ (Free 

fatty acid) ตามวิธีการมาตรฐาน Standard Test Method for Acid Number of Petroleum Products by 

Potentiometric Titration 664-01 (ZD-2A Potentiometric Titration) (Diasakou,1998) ค่าสปอนิฟิเคชัน 

(Saponification value) ตามวิธีการของ Diasakou (1998) และน�้าหนักโมเลกุลของน�้ามัน (ZD-2A Potentiometric 

Titration) และวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของน�้ามัน (ATR-FTIR, Bruker รุ่น TENSOR 27) (Kumneadklang et al., 2012)

  1.2 การผลิตไบโอเอทานอลและการวิเคราะห์ผล

   น�าน�้ามันที่ผ่านการเตรียมแล้วใส่ในขวดรูปชมพู่ให้ความร้อนถึง 60 องศาเซลเซียส เติมเมทานอล

อัตราส่วนโมล 6:1 ที่มีโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ผสมอยู่ร้อยละ 1 ลงในขวดรูปชมพู่ช้า ๆ กวนด้วยความเร็ว 400 รอบ

ต่อนาที นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นย้ายส่วนผสมที่ได้ใส่กรวยแยก ทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง จะได้ผลิตภัณฑ์แยกเป็นสองชั้น ชั้นบน

คือไบโอ-ดีเซล ส่วนชั้นล่างคือกลีเซอรอล (Suwanno et al., 2017) จากนั้นแยกไบโอดีเซลไประเหยเมทานอลออก

ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส แล้วน�าไปล้างด้วยน�้าร้อน 80 องศาเซลเซียส จนน�้าที่ล้างใส ไม่มีสี ดังภำพที่ 3 และต้ม

ไล่ความชื้นที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที น�าไบโอดีเซลที่ได้ไปวิเคราะห์คุณลักษณะ ได้แก่ ค่าความ
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เป็นกรด ร้อย-ละกรดไขมนัอสิระ ค่าสปอนฟิิเคชัน น�า้หนกัโมเลกลุของไบโอดเีซล (ZD-2A Potentiometric Titration) 

หมู่ฟังก์ชันของไบโอดีเซล (ATR-FTIR) จุดไหลเท (Pour point) และจุดขุ่น (Cloud point) วิเคราะห์ตามวิธีของ 

Rakkan et al., 2017 ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ และร้อยละผลผลิต (Yield) ของไบโอดีเซล [รอยละผลผลิต = 

(นํ้าหนักไบโอดีเซล/น้ําหนักน้ํามันพืชใชแลว)*100] ในส่วนชั้นล่างคือ กลีเซอรอล น�ามาใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิต

ไบโอดีเซลและพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต ร่วมกับเส้นใยปาล์มน�้ามัน

ภำพที่ 3 ลักษณะน�้ามัน (ฃ ก่อนด�าเนินการ ค หลังก่อนด�าเนินการ)

 2. การผลิตไบโอเอทานอลและพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตโดยใช้กลีเซอรอลจากการผลิตไบโอดีเซลร่วมกับ

เส้นใยปาล์มน�้ามัน

  การผลิตไบโอเอทานอลและพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตโดยใช้กลีเซอรอลที่เป็นผลพลอยได้จากการผลิต

ไบโอดีเซลร่วมกับเส้นใยปาล์มน�้ามันแบ่งออกเป็นสามชุดการทดลองโดยมีการเติมอาหาร แสดงดังตารางที่ 1

ตำรำงที่ 1 ชุดการทดลองการผลิตไบโอเอทานอลและพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตโดยใช้กลีเซอรอลจากการผลิตไบโอดีเซล

 ร่วมกับเส้นใยปาล์มน�้ามัน

ชุด
กำรทดลอง

อำหำรเหลว Nutrient 
broth (NB) 
(มิลลิลิตร)

สำรสกัดจำกยีสต
(กรัมต่อลิตร)

เปปโตน
(กรัมต่อลิตร)

กลีเซอรอล
(ร้อยละ)

เส้นใย
ปำลมน�้ำมัน
(ร้อยละ)

1

2

3

250

250

250

3

3

3

5

5

5

-

10

10

-

-

0.4
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   ชุดการทดลองท่ี 2 และ 3 เป็นสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไบโอเอทานอลและพอลิไฮดรอกซี

อลัคาโนเอต อ้างองิจากงานวจิยั Kumneadklang (2012) และ (Sonnam et al., 2015) ตามล�าดบั และชดุการทดลอง

ทั้ง 2 ชุดการทดลองถูกเปรียบเทียบด้วยชุดควบคุม

   น�าชุดการทดลองทั้ง 3 ชุดการทดลองไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นเติมเชื้อ C. necator TISTR 1095 ร้อยละ 10 และเติมเชื้อ S. cerevisiae 

ร้อยละ 0.4 (Kumneadklang, 2012; Sonnam, 2015) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กวนด้วยความเร็ว 150 รอบ

ต่อนาที นาน 96 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุก ๆ 12 ชั่วโมง เพื่อน�ามาวิเคราะห์ปริมาณน�้าตาลรีดิวซ์ ปริมาณเอทานอล 

น�้าหนักเซลล์แห้ง พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตท่ีผลิตได้ และวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต

ด้วยเทคนคิ ATR-FTIR โดยเปรยีบเทยีบกบั โครงสร้างพอลไิฮดรอกซีบวิทเิรตทางการค้า (Sigma-Aldrich, สหรฐัอเมรกิา)

  2.1 การวิเคราะห์ตัวอย่าง

   2.1.1 วิเคราะห์หาปริมาณน�้าตาลรีดิวซ์โดยวิธีของ Dinitrosalicylic colorimetric (DNS) 

น�าตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร เติมสารละลายดีเอ็นเอส 1 มิลลิลิตร และน�้ากลั่น 2 มิลลิลิตร จากนั้นน�าไปต้มให้เดือด 5 นาที 

ย้ายมาแช่ในน�้าเย็น 5 นาที จากนั้นน�าตัวอย่างวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 

(Shimadzu รุ่น UV-1601) ที่ 540 นาโนเมตร เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณน�้าตาลรีดิวซ์เทียบกับกราฟมาตรฐาน 

(Niwaswong, 2012)

   2.1.2 วิเคราะห์หาปริมาณเอทานอล น�าตัวอย่าง 2 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟิวริก 2 มิลลิลิตร 

เขย่าและทิ้งไว้ให้แยกชั้น 30 นาที น�าชั้นบนมาเติมโพแทสเซียมไดโครเมต 1.5 มิลลิลิตร เขย่าและทิ้งไว้ให้แยกช้ัน 

30 นาที จากนั้นน�าตัวอย่างชั้นล่างวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ที่ความยาวคลื่น 

585 นาโนเมตร (เอทานอลที่ผลิตได้จะท�าปฏิกิริยากับไดโครเมตเกิดการเปลี่ยนแปลงสีจากสารละลายสีส้มเป็นสีเขียว

แกมน�้าเงิน) เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณเอทานอลเทียบกับกราฟมาตรฐานดังภาพที่ 4 (Niwaswong, 2012)

ภำพที่ 4 กราฟมาตรฐานของเอทานอลที่ความเข้มข้นต่าง ๆ
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   2.1.3 วเิคราะห์หาน�า้หนกัเซลล์แห้ง น�าตวัอย่าง 5 มลิลิลิตร ไปหมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็ 10000 รอบ

ต่อนาที นาน 10 นาที ล้างตะกอนเซลล์แบคทีเรียด้วยน�้าปราศจากไอออน 2 ครั้ง จากนั้นน�าตะกอนไปอบที่อุณหภูมิ 

105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ต่อมาน�าเซลล์ไปใส่ในโถดูดความชื้น หลังจากนั้นชั่งน�้าหนักเพื่อวิเคราะห์

น�้าหนักเซลล์แห้ง (Sonnam, 2015)

   2.1.4 วิเคราะห์หาปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต ค�านวณหาร้อยละ (กรัมต่อลิตร) ความเข้มข้น 

(ร้อยละต่อน�้าหนักเซลล์แห้ง) ตามวิธีการของ Sonnam (2015)

   2.1.5 วิเคราะห์เอสเทอร์ วิเคราะห์ร้อยละผลผลิต และวิเคราะห์ ATR-FTIR ตามวิธีการของ 

Suwanno et al. (2017)

ผลกำรทดลองและวิจำรณผล

 1. การผลิตไบโอดีเซลจากน�้ามันพืชใช้แล้วด้วยกระบวนการทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน โดยมีโพแทสเซียม

ไฮดรอกไซด์เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา

  1.1 วิเคราะห์คุณลักษณะของน�้ามันพืชใช้แล้ว ไบโอดีเซลผลิตจากน�้ามันพืชที่ใช้แล้ว และไบโอดีเซล

ทางการค้า

   จากผลการทดลองการผลิตไบโอดีเซลจากน�้ามันพืชที่ใช้แล้วดังสมการเคมีในภำพที่ 5 ให้ร้อยละ

ผลผลิตอยู่ที่ 90.92±0.06 และมีปริมาณเมทิลเอสเทอร์ร้อยละ 96.50±0.01 คุณลักษณะของมันพืชใช้แล้ว ไบโอดีเซล

ผลิตจากน�้ามันพืชที่ใช้แล้วและไบโอดีเซลทางการค้า แสดงดังตำรำงที่ 2 โดยพบว่าค่าความเป็นกรด (มิลลิกรัม

โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ต่อกรัมน�้ามัน) ปริมาณกรดไขมันอิสระ (ร้อยละ) ค่าสปอนนิฟิเคชันของไบโอดีเซลลดลง

เมื่อเปรียบเทียบกับน�้ามันพืชก่อนด�าเนินการจาก 4.08±0.03 1.86±0.01 และ 207.00±0.22 ตามล�าดับ เปลี่ยนเป็น 

0.45±0.02 0.21±0.02 และ 153.30±0.15 ตามล�าดบั ในทางกลับกนัน�า้หนกัโมเลกลุ (กรมัต่อโมล) จดุขุน่ (องศาเซลเซยีส)

และจุดไหลเท (องศาเซลเซียส) เพิ่มขึ้นจาก 258.35±0.22 14.00±1.00 และ 14.00±1.00 ตามล�าดับ เพิ่มขึ้นเป็น 

352.63±0.15 18 และ 16 อย่างไรก็ตามจากตารางแสดงให้เห็นว่าไบโอดีเซลที่ผลิตได้มีค่าผ่านเกณฑ์มาตรฐานของ

กรมธุรกิจพลังงาน

ภำพที่ 5 สมการเคมีของการผลิตไบโอดีเซล



162 วารสารวิจัยราชภัฏพระนคร สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
ปีที่ 16 ฉบับที่ 1 (มกราคม - มิถุนายน 2564)

	 ผลติภณัฑ์ทีไ่ด้จากกระบวนการทรานส์เอสเทอรฟิิเคชนั จะถกูน�ำมาวเิคราะห์โครงสร้างทางเคมด้ีวยเทคนคิ 

Attenuated Total Reflectance Fourier Transform Infrared Spectroscopy (ATR-FTIR) โดยเปรยีบเทยีบระหว่าง

น�้ำมันพืชใช้แล้ว ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน�้ำมันพืชใช้แล้ว และไบโอดีเซลทางการค้าดังแสดงในตารางที่ 3

	

ตารางที่ 2 คุณลักษณะของน�้ำมันพืชใช้แล้ว ไบโอดีเซลผลิตจากน�้ำมันพืชที่ใช้แล้ว และไบโอดีเซลทางการค้า

คุณลักษณะ

ประเภทการสั่น 
(ต่อเซนติเมตร)

ไบโอดีเซลผลิต
จากน�้ำมันพืชที่ใช้แล้วก

ไบโอดีเซลทางการค้าน�้ำมันพืชท่ีใช้แล้ว

น�้ำมันพืช
ท่ีใช้แล้ว

ไบโอดีเซล
ไบโอดีเซล
ทางการค้า

มาตรฐาน
กรมธุรกิจ
พลังงาน

ค่าความเป็นกรด

(มิลลิกรัมโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ต่อกรัมน�้ำมัน)

ปริมาณกรดไขมันอิสระ (ร้อยละ)

ค่าสปอนิฟิเคชัน

น�้ำหนักโมเลกุล (กรัมต่อโมล)

จุดขุ่น (องศาเซลเซียส)

จุดไหลเท (องศาเซลเซียส)

ผลผลิต (ร้อยละ)

ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ (ร้อยละ)

4.08±0.03

1.86±0.01

207.00±0.22

258.35±0.22

14.00±1.00

14.00±1.00

-

-

0.45±0.02

0.21±0.02

153.30±0.15

352.63±0.15

18

16

90.92±0.06

96.50±0.01

0.5

0.23

-

-

-

10-16

-

96.5

ไม่สูงกว่า 0.5

-

-

-

รายงาน

รายงาน

-

ไม่ต�่ำกว่า 96.5

ตารางที่ 3	หมู่ฟังก์ชันของน�้ำมันพืชใช้แล้ว ไบโอดีเซลผลิตจากน�้ำมันพืชที่ใช้แล้ว และไบโอดีเซลทางการค้า วิเคราะห์ 

	 โดยวิธี ATR-FTIR

C=O Stretching (ester)

C-H Stretching

-OCH
3

C-O

1744

2923

-

1158

1742

2925

1196, 1437

1169

1742

2924

1196, 1437

1169

เมื่อ ก คือไบโอดีเซลทางการค้าจาก บจ. กรีนเพาเวอร์คอร์ปอเรชั่น จังหวัดชุมพร ที่ผลิตโดยวิธี ทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน
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 สเปกตรัม ATR-FTIR ของไบโอดีเซลหรือเมทิลเอสเทอร์ ส่วนใหญ่จะคล้ายกับไตรกลีเซอไรด์หรือน�้ามันพืช

ใช้แล้ว ดังภาพที่ 6 แต่จะมีแตกต่างกันที่เลขคลื่น 100-1500 ต่อเซนติเมตร ตารางที่ 3 แสดงหมู่ฟังก์ชันของน�้ามันพืช

ใช้แล้ว ไบโอดีเซลผลิตจากน�้ามันพืชที่ใช้แล้ว และไบโอดีเซลทางการค้า ที่วิเคราะห์โดยวิธี ATR-FTIR พบว่าที่เลขคลื่น 

1196 และ 1437 ต่อเซนตเิมตร แสดงการงอและการสัน่สะเทอืน (Bending and Oscillating vibrations) ของ –OCH
3
 

แต่ไม่พบในสเปกตรมัของไตรกลเีซอไรด์ แต่จะเจอ –OCH
2
 และ –OCH แทน นอกจากนัน้ทีเ่ลขคลืน่ 1158 ต่อเซนตเิมตร 

ของไตรกลีเซอไรด์ยังพบการยืดของ C-O ที่เกิดพันธะอยู่กับ –CH
2
 แต่สเปกตรัมของ ไบโอดีเซลจะพบการยืดของ C-O 

ที่เลขคลื่น 1169 ต่อเซนติเมตร เนื่องจาก C-O ที่เกิดพันธะอยู่กับ –CH
3
 และพบว่าที่ 3500 ต่อเซนติเมตร ไม่ปรากฏ

พีค –OH ของกลีเซอรอล และเมทานอล แสดงว่าผลิตภัณฑ์ที่แยกได้มีความบริสุทธิ์ เมื่อเทียบสเปกตรัมไบโอดีเซล

ที่ผลิตจากน�้ามันพืชใช้แล้ว และไบโอดีเซลทางการค้าพบว่า มีลักษณะเลขคลื่นที่เหมือนกัน รวมถึงค่าความเป็นกรด 

ปริมาณกรดไขมัน จุดขุ่น และจุดไหลเท จึงสามารถยืนยันว่าผลผลิตที่ได้เป็นไบโอดีเซล (Rafati et al., 2018)

ภำพที่ 6 สเปกตรัมที่วิเคราะห์ด้วย ATR-FTIR (ฅ ก่อนด�าเนินการ ฆ หลังก่อนด�าเนินการ)

 2. การผลิตไบโอเอทานอลและพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตโดยใช้กลีเซอรอลจากการผลิตไบโอดีเซลร่วมกับ

เส้นใยปาล์มน�้ามัน

  2.1 การวิเคราะห์ปริมาณน�้าตาลรีดิวซ์

   จากการทดลองการวิเคราะห์ปริมาณน�้าตาลรีดิวซ์พบว่าทั้งสามชุดการทดลองมีปริมาณน�้าตาล

รดีวิซ์เริม่ต้นเท่ากบั 2.88 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร จากนัน้ปรมิาณน�า้ตาลรดีวิซ์จะลดลงเรือ่ย ๆ  เมือ่เวลาผ่านไป ซึง่เกดิจาก

การใช้น�้าตาลรีดิวซ์ของ C. necator TISTR 1095 และ S. cerevisiae เพื่อสร้างเซลล์ ไบโอเอทานอลและพอลิไฮดรอกซี

อัลคาโนเอต ดังภาพที่ 7
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  2.2 การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล

   จากการวิเคราะห์หาความยาวคลื่นสูงสุดพบว่าไบโอเอทานอลดูดกลืนแสงที่ความยาวสูงสุด

เท่า 585 นาโนเมตร และผลทดลองทั้งสามชุดการทดลองไบว่ามีปริมาณเอทานอล เพิ่มเรื่อย ๆ  เมื่อเวลาผ่านไป ดังภาพ

ที่ 8 เนื่องจากเชื้อ S. cerevisiae จะใช้น�้าตาลรีดิวซ์ในถังหมักเปลี่ยนไปเป็นไบโอเอทานอล และพบว่าชุดการทดลอง

ที่ 2 ประกอบด้วยอาหารเหลว NB เสริมด้วยกลีเซอรอลร้อยละ 10 ที่เวลา 48 ชั่วโมง มีปริมาณไบโอเอทานอลสูงสุด

ร้อยละ 1.94 ดังภาพที่ 9 ซึ่งสอดคล้องกับสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญของ S. cerevisiae จะผลิตไบโอเอทานอล

ในช่วง 0 ถึง 60 ชั่วโมง (Kumneadklang, 2012)

ภำพที่ 7 แสดงปริมาณน�้าตาลรีดิวซ์ที่เวลา 0-96 ชั่วโมง

ภำพที่ 8 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของไบโอเอทานอล
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  2.3 การวิเคราะห์และยืนยันโครงสร้างพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต

   ผลติภณัฑ์ทีส่กดัได้จาก C. necator TISTR 1095 จะถกูน�ามาวเิคราะห์โครงสร้างทางเคมด้ีวยเทคนคิ 

ATR-FTIR โดยเปรียบเทียบระหว่างโครงสร้างพอลิเมอร์ที่สกัดได้และพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตทางการค้าแสดงดังตาราง

ที่ 4 จากผลการทดลองพบว่าพอลิเมอร์ที่สกัดได้มีหมู่ฟังก์ชัน C=O ที่เลขคลื่น 1559 ต่อเซนติเมตร ซึ่งเป็นการยืด

ของเอสเทอร์ของสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ (Padermshoke et al., 2004) ซึ่งสอดคล้องกับหมู่ เอสเทอร์ คาร์บอนิล 

แสดงการยดืของหมูเ่อสเทอร์ หมู ่C-O ทีเ่ลขคลืน่ 1275 1129 และ 1043 ต่อเซนตเิมตร และแสดงการงอแบบสมมาตร

ของ C-H ทีเ่ลขคลืน่ 2957 และ 2918 ต่อเซนตเิมตร นอกจากนีท้ีเ่ลขคลืน่ 3400 ต่อเซนตเิมตร ยงัสมัพนัธ์กบั terminal 

–OH (Ramezan et al., 2014) การยืนยันโครงสร้างของพอลิเมอร์ที่สกัดได้จากเช้ือจุลินทรีย์ C. necator TISTR 

1095 ด้วยเทคนิค ATR-FTIR จากผลการทดสอบบ่งชี้ว่าสารที่สกัดได้นั้นมี หมู่ฟังก์ชันคล้ายกับพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต

ภำพที่ 9 แสดงปริมาณเอทานอลที่เวลา 0-60 ชั่วโมง

ตำรำงที่ 4 ข้อมูล ATR-FTIR ของพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตทางการค้าและพอลิเมอร์จาก C. necator TISTR 1095

ประเภทกำรสั่น
(ต่อเซนติเมตร)

พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตทำงกำรค้ำ พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต C. necator TISTR 

O-H Stretching

CH
3
 Stretching

CH
2
 Stretching

C=O Stretching

C-O Stretching

-

2973

2930

1720

1275 1129 และ 1043

3400

2957

2918

1559

1279 1129 และ 1044
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  2.4 การวิเคราะห์น�้าหนักเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต

   จากการทดลองพบว่าชุดการทดลองที่สามซึ่งประกอบด้วยอาหารเหลว NB เสริมด้วย กลีเซอรอล

ร้อยละ 10 ร่วมกับเส้นใยปาล์มน�้ามันร้อยละ 0.4 มีปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต สูงสุดร้อยละ 3.98 และน�้าหนัก

เซลล์แห้งเท่ากับ 0.28 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 84 ชั่วโมง ภำพที่ 10 เนื่องจากแบคทีเรียย่อยสลายกลีเซอรอล และเส้นใย

ปาล์มน�้ามัน ประกอบกับมีแหล่งไนโตรเจนท่ีมากพอท�าให้มีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว สอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Bhandasak et al. (2018) พบว่าน�้าหนักเซลล์แห้ง และปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตมีความสัมพันธ์กัน ซึ่งน�้าหนัก

เซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต จะมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ  อย่างต่อเนื่อง เมื่อใช้ P. fluorescens TISTR 

358 โดยมีกรดไขมันจากน�้ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าที่ 72 ชั่วโมง ให้ผลผลิตสูงสุดเท่ากับ 0.1

ภำพที่ 10 แสดงน�้าหนักเซลล์แห้งและปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตที่เวลา 0-96 ชั่วโมง

สรุป

 โลกปัจจบุนัเกดิปัญหาสิง่แวดล้อมมากมายโดยส่วนใหญ่มาจากฝีมอืมนษุย์ เช่น การใช้พลงังาน และพลาสตกิ

ที่เพิ่มขึ้น รวมถึงสิ่งเหล่านี้มีราคาแพง เพื่อขจัดปัญหาเหล่านี้ดังนั้นพวกเราจึงได้ศึกษาพลังงาน และพลาสติกที่เป็นมิตร

ต่อสิง่แวดล้อม โดยการวจิยัจะแบ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลอง การทดลองแรกเป็นผลติ ไบโอดเีซลจากน�า้มนัพชื

ใช้แล้วร่วมกบัเมทานอล โดยมโีพแทสเซยีมไฮดอกไซด์เป็นตวัเร่งปฏกิริยิา เขย่าความเรว็รอบ 250 รอบต่อนาท ีอณุหภมูิ 

60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ให้ผลผลิตไบโอดีเซลสูงถึงร้อยละ 90.92±0.06 จากการวิเคราะห์ด้วย ATR-FTIR 

พบว่าผลิตภัณฑ์ที่ได้มีองค์ประกอบของเมทิลเอสเทอร์ร้อยละ 96.06±0.01 ค่าความเป็นกรด (มิลลิกรัมโพแทสเซียม

ไฮดรอกไซด์ต่อกรัมน�้ามัน) กรดไขมันอิสระ (ร้อยละ) ค่าสปอนิฟิเคชัน น�้าหนักโมเลกุลของไบโอดีเซล (กรัมต่อโมล) 

(Potentiometric Titration) จุดไหลเท (องศาเซลเซียส) และจุดขุ่น (องศา-เซลเซียส) เท่ากับ 0.45±0.02 0.21±0.02 

153.30±0.15 352.00±0.15 18 และ 16 ตามล�าดับ จากการเปรียบเทียบสมบัติตามมาตรฐานของกรมธุรกิจพลังงาน

พบว่าไบโอดเีซลทีผ่ลติได้มค่ีาผ่านเกณฑ์มาตรฐาน ในส่วนของการทดลองทีส่องเป็นการน�ากลเีซอรอลซึง่เป็นผลพลอยได้

จากการผลิตไบโอดีเซลในขั้นตอนแรกร่วมกับเส้นใยปาล์มน�้ามัน เพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอน ผลิตไบโอเอทานอลและ
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พอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต โดยใช้ C. necator TISTR 1095 และ S. cerevisiae ด้วยกระบวนการหมักแบบกะ  

เขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที สภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 96 ชั่วโมง พบว่าชุดการทดลองที่สอง

ประกอบด้วยอาหารเหลว NB เสริมด้วยกลีเซอรอลร้อยละ 10 มีปริมาณเอทานอลสูงสุดร้อยละ 1.94 ที่เวลา 48 ชั่วโมง 

และพบว่าชุดการทดลองที่สามมีปริมาณพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรตสูงสุดร้อยละ 3.98 มีน�้ำหนักเซลล์เท่ากับ 0.28 กรัม 

ต่อลิตร ซึ่งประกอบด้วยอาหารเหลว NB เสริมด้วยกลีเซอรอลร้อยละ 10 ร่วมกับเส้นใยปาล์มน�้ำมันร้อยละ 0.4 ที่เวลา 

84 ชั่วโมง และจากการยืนยันโครงสร้างของพอ-ลิไฮดรอกซีบิวทิเรตโดยใช้เทคนิค ATR-FTIR 

	 จากผลการทดลองพบว่าน�้ำมันพืชท่ีใช้แล้ว กลีเซอรอล และเส้นใยปาล์มน�้ำมัน ซึ่งเป็นของเสียที่เกิดขึ้น 

ในสิ่งแวดล้อม สามารถน�ำมาใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตไบโอดีเซล ไบโอเอทานอลและพอลิไฮดรอกซีบิวทิเรต 

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึ่งการน�ำวัตถุดิบเหล่านี้มาใช้เป็นสารตั้งต้นเป็นการสร้างมูลค่าของเสีย ลดภาระและค่าใช้จ่าย

ในการก�ำจัดของเสีย อีกทั้งผลิตภัณฑ์ที่ได้ยังไม่เป็นพิษต่อมนุษย์ และสิ่งแวดล้อมอีกด้วย
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