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รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  

------------------------ 

1.ชื่อแผนงานวิจัย        วิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

2. ช่ือโครงการวิจัย     การใช้เทคโนโลยีชีวภาพเพ่ือพัฒนาพันธุ์พืช  จุลินทรีย์ และผลิตภัณฑ์  

3. ชื่อการทดลอง       การศึกษาการผลิตไบโอดีเซลที่มีจุดแข็งตัวต่่าโดยใช้ไลเปส    

4.คณะผู้ด าเนินงาน 
   หัวหน้าการทดลอง 
 มัทนา  ศรีหัตถกรรม    ส่านกัวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

   ผู้ร่วมงาน 
 ภารณี  สว่างศรี       ส่านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 จีราพร  แก่นทรัพย์    ส่านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

5. บทคัดย่อ 
 สามารถผลิตไลเปสในถังหมักโดยการใช้ 1 mM IPTG เหนี่ยวน่าให้ BL21 ผลิตไลเปส ที่อุณหภูมิ 37 0

ซ, ความเร็วรอบของการกวน 200 rpm, pH7 และ pO2 ( ปริมาณออกซิเจน ) 80 % ในระยะเวลา 6 ชม. ได้
ไลเปสความเข้มข้น 30 มก/มล.  ไลเปสที่ผลิตได้มีประสิทธิภาพในการย่อยน ่ามันปาล์ม น ่ามันถั่วเหลือง น ่ามัน
สบู่ด่า และน ่ามันร่าข้าวอย่างสมบูรณ์ น ่ามันที่ได้ใสสะอาด ตกตะกอนน้อยมากเม่ือทิ งไว้นานๆ และเมื่อน่าไป
ผลิตไบโอดีเซล ได้เป็นไบโอดีเซลทั งหมด ไม่มี glycerin แยกชั นออกมา ได้ไบโอดีเซลผลิตจากน ่ามันปาล์ม 
น ่ามันถั่วเหลือง น ่ามันสบู่ด่า และน ่ามันร่าข้าว ร้อยละ 93.3, 86.7, 75.0 และ 68.5  ตามล่าดับ สามารถ
ปรับปรุงคุณภาพไบโอดีเซลให้มีจุดขุ่นที่ 6 0ซ และ -12 0ซ ซึ่งดีกว่าเดิมที่มีค่าจุดไหลเทอยู่ที่ 11 0ซ และได้
มาตรฐานไบโอดีเซลบี100 ตามมาตรฐานสากล  มีความแตกต่างทางสถิติระหว่างค่าสัดส่วนของไบโอดีเซลที่ได้
( p<0.01 ) และค่าสัดส่วนของไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์มผสมน ่ามันถั่วเหลือง, น ่ามันปาล์มผสมน ่ามัน
สบู่ด่า และ น ่ามันปาล์มผสมน ่ามันร่าข้าว ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ มากที่สุดคือ 1:2, 1:4และ 1:3, 1:4 ตามล่าดับ 
ดีเซลเกรด1( ปตท. พรีเมียมเกรด ) ตกตะกอนเล็กน้อย ประมาณ 1 มล.ใน 40 มล.แต่ไม่แข็งตัว ไม่จับตัวเป็น
ก้อน ในระยะเวลา 3, 15 และ 30 วัน ที่ 2- 4 0ซ แต่แข็งตัวทันทีท่ี -20 0ซ ดีเซลเกรด2 ตกตะกอนประมาณ 6 
มล. ใน 40 มล. แต่ไม่แข็งตัว ที่ 2- 4 0ซ ในระยะเวลา 3, 15 และ 30 วัน แต่แข็งตัวทันทีที่ -20 0ซ ไบโอดีเซล
บี100ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ  แข็งตัวที่  2- 4 0ซ  ไบโอดีเซลบี100ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ   ใส  ไม่แข็งตัวและไม่ตกตะกอน
ที่ 2- 4 0ซ  ไบโอดีเซลบี100ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ และ -12 0ซ ผสมกับ ดีเซลเกรด1และ2 ทุกอัตรา แข็งตัวทันที ที่ -
200ซ  อัตราส่วนผสมที่เหมาะสมของไบโอดีเซลบี100 ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ ต่อดีเซลเกรด2 คือตั งแต่ 10:90 ถึง 
50:50 ในระยะเวลา 5 วัน ถ้าเกินกว่าระยะเวลา 5 วัน ใช้ไม่ได้ในทุกอัตรา อัตราส่วนผสมที่เหมาะสมของไบโอ



2 
 

ดีเซลบี100 ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ ต่อดีเซลเกรด1 คือตั งแต่ 50:50 ถึง 90:10 มีระยะเวลาการใช้งาน 30 วัน อัตรา
ส่วนผสมที่เหมาะสมของไบโอดีเซลบี100  ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ ต่อดีเซลเกรด2 คือตั งแต่ 80:20  ถึง 90:10 มี
ระยะการใช้งาน 30 วัน  และตะกอนที่ตกลงมาในทุกการทดลอง ในทุกส่วนผสม เป็นตะกอนของดีเซล 
  
6.ค าน า 
 ปัญหาน ่ามันดีเซลที่ส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจ สังคม สภาพแวดล้อมและความสุขของประชากรทั่ว
โลกเป็นอย่างมากในขณะนี  ไม่ได้มีเพียงแคท่ี่คาดว่าน ่ามันใกล้จะหมดลงในไม่ช้าและมีราคาแพงเท่านั น แตย่ังมี
ที่ส่าคัญที่สุดคือ มลพิษที่เกิดจากการใช้น ่ามันดีเซลที่ส่งผลให้เกิดภาวะโลกร้อนอยู่ในขณะนี  ท่าให้ทุกประเทศ
ต้องเร่งรัดค้นหาพลังงานทางเลือกอ่ืนๆ เช่น ไบโอดีเซล ก๊าซธรรมชาติ( LPG และ CNG ) พลังงานเชื อเพลิง
ไฮโดรเจน และพลังงานไฟฟ้า เพ่ือทดแทนการใช้น ่ามันดีเซลในกิจกรรมต่างๆ โดยเฉพาะในกิจกรรมที่มีการใช้
น ่ามันมากที่ไปเร่งการท่าให้เกิดมลพิษต่อภาวะโลกร้อน เช่น ภาคอุตสาหกรรม การคมนาคมและขนส่ง จาก
รายงานการศึกษา พบว่า ไบโอดีเซล มีการเผาไหม้ดีกว่าและสะอาดกว่า ไอเสียจึงมีคุณภาพดีกว่าน ่ามันดีเซล 
จึงสามารถลดคาร์บอนอกไซด์ ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ซึ่งเป็นตัวการส่าคัญของการเกิดฝนกรดไฮโดรคาร์บอน และ
ฝุ่นละอองจากรถยนต์ได้ร้อยละ 17 ถึง 53, 20 ถึง 99, 20 ถึง 40 และ 20 ถึง 40 ตามล่าดับ และสามารถลด
วงจรชีวิตของแก็สคาร์บอนไดออกไซด์ได้ร้อยละ 78 ซึ่งเป็นผลให้ลดภาวะโลกร้อน( กัญจนา, 2544; ข้อดี-
ข้อด้อยของไบโอดีเซลhttp://www.biodiesel.eng.psu.ac.th/webboard/ view.php?No-133  ) และจาก
รายงานผลการศึกษามลพิษในเครื่องยนต์ดีเซลที่ใช้น ่ามันไบโอดีเซล กับเครื่องยนต์ดีเซลรุ่น 1KZ-TE ที่สภาวะ
ก่อนและหลังปรับแต่งองศาหัวฉีดน ่ามัน เพ่ือหาแนวทางควบคุมและลดมลพิษที่ เกิดขึ นและค่านวณ
เปรียบเทียบค่าสิ นเปลืองเชื อเพลิง พบว่าไบโอดีเซลบี100สามารถลดค่าไฮโดรคาร์บอน ออกไซด์ของ
ไนโตรเจนและควันด่าจาก 8.10( ppm.Vol), 190( ppm.Vol) และ 8(% ) ลงเหลือ 2.33, 100.3 และ 1 
ตามล่าดับ ส่วนน ่ามันดีเซลมีค่าออกไซด์ของไนโตรเจนเพ่ิมขึ นจาก133.67เป็น173.67 ( ppm.Vol ) ส่วนค่า
อ่ืนๆไม่แตกต่างกันกับก่อนปรับแต่งหั วฉีด ส่วนอัตราการสิ นเปลืองน ่ ามันน้อยกว่าดี เซลเล็กน้อย
( http://www.rsu.ac.th./engineer/ac/academic/.20percent/Pollution%20B100% 20Test.html ) 
ก๊าซธรรมชาติสามารถลดคาร์บอนอกไซด์ ไฮโดรคาร์บอนและฝุ่นละอองจากรถยนต์ได้     ส่วนพลังงาน
เชื อเพลิงไฮโดรเจนและพลังงานไฟฟ้า เป็นพลังงานสะอาดอย่างแท้จริง ไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม แต่ยังอยู่
ในช่วงระยะเริ่มแรกของการเปลี่ยนผ่านทางเทคโนโลยี  และยังอยู่ในขั นตอนการวิจัย ระบบต่างยังไม่พร้อม
สมบูรณ์ ดังนั นไบโอดีเซลจึงเป็นพลังงานสะอาดที่หลายๆประเทศให้ความส่าคัญ และส่งเสริมให้ใช้กันอย่าง
แพร่หลายอยู่ในขณะนี   เพราะช่วยในการน่าน ่ามันพืชที่ใช้แล้วซึ่งมีสารไดออกซินที่เป็นสารก่อมะเร็ง ไปผลิต
เป็นอาหารสัตว์ ให้กลับมาใช้ประโยชน์ได้อีก ช่วยเหลือเกษตรกรผู้ปลูกพืชน ่ามันซึ่งมีอยู่เป็นจ่านวนมากใน
ประเทศ ช่วยลดการน่าเข้าน ่ามันจากต่างประเทศโดยเฉพาะน ่ามันดีเซลที่มีสัดส่วนการใช้น ่ามันสูงกว่าเบนซิน
ถึงสองเท่า  และเป็นการเสริมสร้างความมั่นคง   และเสถียรภาพทางด้านพลังงานของประเทศ    นอกจากนี  
ไบโอดีเซลยังมีคุณสมบัติใกล้เคียงกับน ่ามันดีเซล ซึ่งสามารถใช้ทดแทนดีเซลได้เลยไม่ต้องปรับแต่งเครื่องยนต์ 
หรือปรับแต่งเล็กน้อยเท่านั น ซึ่งในปัจจุบันประเทศสหรัฐ อเมริกา(โดย the energy policy act of 2005)  

http://www.biodiesel.eng.psu.ac.th/webboard/%20view.php?No-133
http://www.rsu.ac.th./engineer/ac/academic/.20percent/Pollution%20B100%25%2020Test.html
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อังกฤษ( the renewable transport fuel obligation ) และประเทศแถบประเทศยุโรป และทั่วโลก ได้มี
การบังคับใช้ใช้ไบโอดีเซลมากยิ่งขึ น  ไบโอดีเซลสามารถน่าไปใช้กับเครื่องยนต์ที่ใช้น ่ามันปิโตรเลียมดีเซลทุก
ชนิด เช่น รถยนต์ รถบรรทุก  รถไฟ  เครื่องบิน  เครื่องก่าเนิดไฟฟ้า เครื่องท่าความร้อน และในภาค
การเกษตร เป็ นต้ น ( http://en.wikipedia.org/wiki/ Biodiesel; http://www.habmigern2003.Info/ 
biogas/Biodiesel.html ) การผลิตไบโอดีเซลเกรดสูงๆเทียบเท่าปิโตรเลียมดีเซล  หรือไบโอดีเซลบริสุทธิ์( 
pure biodiesel fuel( 100 % esters of fatty acids, B100 )  น ่ามันที่ ใช้ควรบริสุทธิ์ และควรมี fatty 
acid methyl ester ที่ ต้ อ ง ก า ร ใ น ป ริ ม า ณ ที่ เ ห ม า ะ ส ม ( Choo Yuen et al., 2009; 
http://www.scielo.br/scielo.php?scipt=sci_arttext&pid=S0103-50532005000800003) แ ล ะ ใ น
บรรดาน ่ามันพืชทั งหมดที่น่ามาผลิตไบโอดีเซล น ่ามันปาล์มมีศักยภาพมากที่สุดเพราะว่า ปาล์มน ่ามันผลิต
น ่ า มั น ได้ ม า ก  น ่ า มั น ป า ล์ ม มี ร า ค า ต่่ า  มี คุ ณ ส ม บั ติ ท น ค ว า ม ร้ อ น สู ง (www.toryod.com; 
http://en.Wikipedia.org/wiki/Palm_Oil)) และมีคุณสมบัติ เหมาะสมต่อการน่าไป ใช้ผลิตไบโอดี เซล 
ทดแทนน ่ามันปิโตรเลียมดีเซลได้อย่างดี  การใช้น ่ามันปาล์มที่ไม่บริสุทธิ์ จะไปเพ่ิมต้นทุน ในการก่าจัด
สิ่งเจือปนอ่ืนๆในน ่ามันปาล์มในปฏิกิริยา hydrolysis ด้วยกรด และในการกลั่นให้เป็นไบโอดีเซล  ซึ่งเป็นพิษ
ต่อสิ่งแวดล้อม ปัจจุบันมีรายงานการศึกษาการใช้ไลเปส ในการผลิตไบโอดีเซล เพ่ือให้ได้ไบโอดีเซลคุณภาพดี 
ต้นทุนต่่า และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม(http:/cuir.car.chula.ac.th/handle/ 123456789/6672;  Royon 
et al., 2007; http://www.spingerlink.com/content/nq764815q8287w12/) ไลเปส( triacylglycerol 
acylhydrolasesEC3.1. 1.3 ) มีคุณสมบัติในการตัดพันธะ( hydrolyze ) ของ ester bond  ตรงพันธะ
ระหว่าง  fatty acids กับ  glycerol ใน โมเลกุล  triglyceride ในสภาพ  oil-water interface และบน 
substrate ที่เป็นของแข็งทั งอย่างเฉพาะเจาะจง หรือไม่เจาะจงอย่างสมบูรณ์ (Macrae, 1983; Jensen, 
1983;http://www.sciencedirect.com/science_ob=articleURL&_udi=B6TGN-45DFFGC-1&_user= 
... ) ได้เป็น glycerol, fatty acids ต่างๆ และ partial glyceride ท่าให้โมเลกุลไขมันขนาดใหญ่ ถูกย่อยเป็น
โมเลกุลขนาดเล็กลงอย่างเฉพาะเจาะจง ในระยะเวลาสั นที่อุณหภูมิต่่า 20 -60 องศาเซลเซียส ไลเปสยังมี
คุณสมบัติในการเร่งปฏิกิริยา esterification, และ transesterification ในตัวท่าละลายที่ไม่ใช่น ่า( Nagao et 
al., 2002; Hasan et al., 2006 ) จึงเหมาะสมที่จะน่ามาใช้ในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล และในสกัดน ่ามัน
แทนกรรมวิธีการสกัดน ่ามันปาล์ม ที่ใช้อุณหภูมิและความดันสูง การใช้ไลเปสจะไปลดต้นทุนพลังงาน โรงงาน 
และอุปกรณ์ราคาแพงต่างๆลงได้ นอกจากนี ยังมีข้อได้เปรียบ คือ สามารถผลิตเอนไซม์ที่ใช้ได้เองปริมาณมาก
จากจุลินทรีย์ ในระยะเวลาอันสั น และไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม เนื่องจากประเทศไทยสามารถผลิตน ่ามัน
ปาล์มได้ปริมาณมากถึง 0.6-0.8 ตัน/ไร่/ปี ถ้าสามารถส่งเสริมให้ผลิตและใช้ไบโอดีเซลกันอย่างแพร่หลาย 
โดยเฉพาะในภาคการเกษตร จะช่วยให้เศรษฐกิจของครัวเรือนในชุมชน และท้ายสุดของประเทศดีขึ น  
 ข้อควรระวังที่ส่าคัญในการใช้ไบโอดีเซลบี100 คือ ไบโอดีเซลบี100จะแข็งตัวที่อุณหภูมิสูงกว่าน ่ามัน
ดีเซล( โดยส่วนใหญ่ไบโอดีเซลบี100 จะมีจุดขุ่นอยู่ที่ 1.7-15.6 ส่วนน ่ามันดีเซลเกรด2มีจุดขุ่นที่ -15 ถึง 5 0ซ 
และจุดไหลเทที่ -35 ถึง -15  0ซ( มงคล, 2557 )) ซึ่งจะไปท่าให้หัวฉีดอุดตันได้    ดังนั นการให้ความร้อนแก่
ท่อส่งและถังน ่ามันอาจมีความจ่าเป็นแม้สภาพอากาศไม่ เย็นมาก( มงคล, 2557 )  และเพ่ือแก้ปัญหาอัน

http://en.wikipedia.org/wiki/%20Biodiesel
http://www.habmigern2003.info/%20biogas/Biodiesel.html
http://www.habmigern2003.info/%20biogas/Biodiesel.html
http://www.scielo.br/scielo.php?scipt=sci_arttext&pid=S0103-50532005000800003
http://www.toryod.com/
http://en.wikipedia/
http://cuir.car.chula.ac.th/handle/%20123456789/6672
http://www.spingerlink.com/content/nq764815q8287w12/
http://www.sciencedirect/
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เนื่องมาจากไบโอดีเซลบี100 กรมธุรกิจพลังงานได้ก่าหนดส่วนผสมของไบโอดีเซลในน ่ามันดีเซลไว้ไม่เกิน 20 
เปอร์เซ็นต์  เพ่ือให้เหมาะสมกับการใช้งานของเครื่องยนต์ แต่น ่ามันดีเซลบี20 ลดปัญหามลพิษได้ระดับหนึ่ง 
ไม่ดีเท่าน ่ามันดีเซลบี80(มงคล, 2557 )  มัทนาและคณะ( 2558 ) สามารถผลิตไบโอดีเซลบี100จากน ่ามัน
ปาล์มโดยใช้ไลเปส แต่ไบโอดีเซลที่ได้มีจุดไหลเทที่ +11 องศาเซลเซียส ซึ่งไบโอดีเซลจะแข็งตัวที่อุณหภูมิต่่า
กว่า +11 องศาเซลเซียส  ท่าให้ไม่สามารถน่าไปใช้ในพื นที่หนาวเย็นได้  และไม่สามารถเพ่ิมอัตราส่วนในการ
ผสมกับน ่ามันดีเซลได้  ส่งผลให้ไม่สามารถลดมลพิษลงได้ตามเกณฑ์มาตรฐาน ด้วยเหตุนี จึงจ่าเป็นต้องศึกษา
หาวิธีการผลิตไบโอดีเซลให้มีจุดไหลเทต่่ากว่า  0  องศาเซลเซียสเพ่ือปรับปรุงคุณภาพน ่ามันให้ใช้ได้ในสภาพ
อากาศหนาวเย็น และเพ่ือการลดมลพิษต่อไป 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย  
 เพ่ือศึกษาการผลิตไบโอดีเซลที่มีจุดไหลเทต่่า มีคุณภาพตรงตามมาตรฐานสากล และต้นทุนในการผลิต
ต่่า 
7. วิธีด าเนินการ 
 ด่าเนินการทดลอง  6 การทดลอง ได้แก่  
  1. การศึกษาการย่อยน ่ามันปาล์มและน ่ามันพืชต่างๆ  เช่น น ่ามันถั่วเหลือง เป็นต้น  โดยใช้ไลเปส   
   1.1  การศึกษาการผลิตไลเปสของแบคทีเรียในถังหมัก 
 1.2  การศึกษาการย่อยน ่ามันปาล์มและน ่ามันพืชต่างๆด้วยไลเปส 
  2.การศึกษาการแยกสกัดกรดไขมันประเภทต่างๆที่ได้จากการย่อยด้วยไลเปสโดยวิธี
chromatography   
  2.1การศึกษาการแยกสกัดกรดไขมันประเภทต่างๆที่ได้จากการย่อยด้วยไลเปสโดยใช้สารเคมี 
  ก. การศึกษาการแยกสกัดกรดไขมันประเภทต่างๆที่ได้จากการย่อยด้วยไลเปสโดยใช้ยูเรีย  
  ข. การศึกษาการแยกสกัดกรดไขมันประเภทต่างๆ ที่ได้จากการย่อยด้วยไลเปส โดยใช้
เมทธานอล  

3.  การศึกษาการผลิตไบโอดีเซลที่มีจุดเยือกแข็งต่่าโดยใช้กรดไขมันอัตราส่วนต่างๆ 
  4  การศึกษาการแยก fatty acid methyl  ester ชนิดต่างๆที่มีจุดแข็งตัวที่อุณหภูมิสูง ออกจาก
ส่วนผสมไบโอดีเซลโดยใช้ความเย็น( crystallization ) 
 5 การศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดแข็งตัวที่อุณหภูมิสูง ออกจากไบโอดีเซลที่ผลิต
จากน ่ามันปาล์มผสมน ่ามันถ่ัวเหลือง น ่ามันปาล์มผสมน ่ามันสบู่ด่า น ่ามันปาล์มผสมน ่ามันร่าข้าว โดยใช้ยูเรีย 
  ก. การศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดแข็งตัวที่อุณหภูมิสูง   ออกจาก 
ไบโอดีเซลทีผ่ลิตจากน ่ามันปาล์มผสมน ่ามันถั่วเหลือง โดยใช้ยูเรีย 
  ข. การศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดแข็งตัวที่อุณหภูมิสูง   ออกจาก 
ไบโอดีเซลทีผ่ลิตจากน ่ามันปาล์มผสมน ่ามันสบู่ด่า โดยใช้ยูเรีย 
  ค. การศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดแข็งตัวที่อุณหภูมิสูง  ออกจาก  
ไบโอดีเซลทีผ่ลิตจากน ่ามันปาล์มผสมน ่ามันร่าข้าว โดยใช้ยูเรีย 
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  6  การทดลองใช้ไบโอดีเซลกับเครื่องยนต์ 
 
การทดลองที่1. การศึกษาการย่อยน้ ามันปาล์มและน้ ามันพืชต่างๆ เช่น น้ ามันถั่วเหลือง เป็นต้น   โดยใช้
ไลเปส   
1.1  การศึกษาการผลิตไลเปสของแบคทีเรียในถังหมัก 
วิธีด าเนินการ 
สิ่งท่ีใช้ในการทดลอง  

1. อาหารเหลว Luria-Bertani( LB )  + ampicilin 100 ug/ml  
2. ตู้บ่มเชื อ SHE LAB 
3. เครื่อง autoclave 
4. ถังหมัก( Biostat B B. Braun Biotech International ) 
5. สารเคมีต่างๆ เช่น ammonium sulphate, IPTG, citric acid,  
6. เครื่อง sonicator 
7. เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง ยี่ห้อ TOMY  MX301  
8. ตู้บ่มเชื อ ยี่ห้อ SHEL  LAB    
9. เครื่อง HPLC  ยี่ห้อ  WATER  515  
10. เครื่องแก้ว เช่น ขวดแก้วดูแรน บีกเกอร์  

แบบและวิธีการทดลอง 
 - 
วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 1. เลี ยง E. coli Bl21 ที่ได้รับยีน lipA ของ Bacillus subtilis clone 6 ในอาหารเหลว LB  400 
มล.+ampicillin 100 ug/ml  800 ul  บ่มเชื อข้ามคืน ที่ 37 0ซ, 200  rpm  
 2. อบถังหมักท่ีมีอาหาร LB 4 ล. บรรจุไว้ภายในถัง ที่ 121 0ซ, 15 ปอนดิ์  20  นาที  ปล่อยทิ งไว้ให้
เย็นข้ามคืน 
 3. ถ่ายเชื อ E. coli Bl21ที่เลี ยงไว้ ลงในถังหมัก และเติม ampicillin 100 ug/ml  8 มล.ตั งโปรแกรม
การหมักทีอุ่ณหภูมิ 37 0ซ, ความเร็วรอบของการกวน 200 rpm, pH7 และ pO2 ( ปริมาณออกซิเจน ) 80 %
 4.  เหนี่ยวน่าให้ผลิตไลเปสด้วย IPTG  2  ครั ง  
  ครั งที่1 เมื่อเชื อเจริญถึง O.D600  0.6-0.8 
  ครั งที่2 หลังจากครั งที่1  1 ชม.  ความเข้มข้นสุดท้ายของ IPTG ในถังหมัก = 1 mM   
 5. บ่มเชื อต่อไปอีก 5 ชม. จึงน่าอาหารเลี ยงเชื อไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 0ซ 8,000 รอบ/นาที 10 นาที เก็บ
ตะกอนเซลล์ไว้ที่-20 0ซ 
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 6. ท่าให้เซลล์แตก ดังนี  น่าตะกอนเซลล์มาละลายใน 1X 250 mM sodium phosphate( 
NaH2PO4 ) buffer pH 8.0 + lysozyme  ใส่ lysozyme  อัตรา 4 มก./ตะกอนเซลล์ 30 มก..  ผสมให้เข้า
กันดี  ไม่จับเป็นก้อน บ่มไว้บนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิห้องข้ามคืน 
 7.  เติม RNase A ( 100 มก./มล. )  10  µl /ตะกอนเชื อ 30 มก. คว่่า-หงาย ที่อุณหภูมิห้อง 30 นาที  
  8. น่าไปปัน่เหวี่ยงที่ 4 0ซ  8,000 รอบ/นาที  10  นาที  
  8. เก็บส่วนใสที่มี crude  enzyme  ไปตกตะกอนข้ามคืนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต ที่ 4 0ซ  
  9. ปั่นเหวี่ยงเก็บตะกอน crude  enzyme ที่ 4 0ซ  8,000 รอบ/นาที  30  นาที  
  10. วัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bradford  และ ตรวจสอบโปรตีนที่ได้โดยวิธี SDS-PAGE  
 8. เก็บ crude  lipase ไว้ที่ - 20 0ซ 
การบันทึกข้อมูล 
  ปริมาณโปรตีน  และขนาดโปรตีนที่ได้โดยวิธี SDS-PAGE  
 
1.2  การศึกษาการย่อยน้ ามันปาล์มและน้ ามันพืชต่างๆด้วยไลเปส 
แบบและวิธีการทดลอง 
 - 
วิธีปฏิบัติการทดลอง 

  1. ท่าการก่าจัดยางเหนียว( gums or phosphatides ) ออกจากน ่ามันพืชดิบโดยใช้ citric acid 1 % 
ของปริมาตรน ่ามัน โดยดัดแปลงวิธีการของ วัชระ และ พัชรินทร์( 2014 ) และ Etienne Deffense(http:// 
lipidlibrary.aocs.org/OilsFats/content.cfm?ItemNumber=40322 ) มีวิธีการดังนี    
   -เทน ่าเปล่า 400 มล. ลงในขวดแก้วฝาเกลียว จากนั นใส่ citric acid 1 % ของปริมาตรน ่ามัน
ลงไป กวนให้ละลายหมด เสร็จแล้วใส่น ่ามันพืชดิบปริมาตร 600 มล. ลงไป กวนหรือเขย่าให้กรดและน ่ามันดิบ
ผสมกันดี จากนั นน่าไปวางบน hot plate อุณหภูมิ 95 0ซ กวนตลอดเวลาโดยใช้ magnetic stirrer จนน ่ามัน
พืชดิบมีอุณหภูมิ 95 0ซ กวนต่อไปอีก 25 นาที  จึงดับไฟ 
  -ค่อยๆเติมเกล็ด NaOH ลงไปในน ่ามันพืชดิบ กวนให้ NaOH ละลายโดยใช้ magnetic 
stirrer เพ่ือสมดุลย์ความเป็นกรดและด่าง = 7 ซึ่งจะท่าให้ phosphatidic acid แตกตัวออกมาจากยางเหนียว
ที่ไม่ละลายน ่ามากขึ น ขั นนี จะเกิดความร้อนสูงมาก ดังนั นจึงจ่าเป็นต้องค่อยๆเติม NaOH ลงไป และถ้ามีความ
ร้อนสูง ต้องหยุดเติม NaOH  รอให้เย็นลง จึงเติมลงไปใหม่  
   -เติมน ่าร้อน อุณหภูมิ 60-70 0ซ ลงไป กวนอย่างแรง ยางเหนียวจะแตกตัวออกจากน ่ามันพืช
ดิบ ผสมอยู่ในส่วนที่เป็นน ่าชั นล่าง 
   -เทน ่ามันดิบส่วนบนลงใน  separating funnel  แล้วล้างด้วยน ่าอุ่น อุณหภูมิ 60-70 0ซ  3 
ครั ง 
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   -แยกน ่าและสิ่งสกปรกที่หลงเหลืออยู่ในน ่ามันพืชดิบโดยการน่าไปอบด้วยความร้อนในตูอ้บ 
อุณหภูมิ 60 0ซ 30 นาที   
   - เก็บน ่ามันพืชดิบส่วนบนไว้ใช้ในการทดลองต่อไป    
 2. ท่าการย่อยน ่ามันปาล์ม น ่ามันถั่วเหลือง น ่ามันสบู่ด่า และน ่ามันร่าข้าวด้วย crude lipase( 30  
มก./มล. )ที่เตรียมไว้ ในถุงพลาสติกขนาด 16x26 นิ ว อัตรา crude lipase 500 มล./น ่ามันปาล์มหรือน ่ามัน
พืชต่างๆ 4 ล. ผสมให้เข้ากันดี น่าไปบ่มปฏิกิริยาที่ 37 0ซ, 80 rpm เป็นเวลา 17 ชม. หรือ crude lipase( 30 
มก./มล.) อัตรา crude lipase 100 มล./น ่ามันปาล์มหรือน ่ามันพืชต่างๆ 4 ล. ผสมให้เข้ากันดี น่าไปบ่ม
ปฏิกิริยาที่ 37 0ซ, 80 rpm จนกระท่ังน ่ามันใส เป็นเวลา 48-36 ชม. ส่าหรับน ่ามันปาล์ม ส่วนน ่ามันถั่วเหลือง 
น ่ามันสบู่ด่า และน ่ามันร่าข้าว บ่มปฏิกิริยาที่ 37 0ซ, 80  rpm นาน 24 ชม. ก็พอเพียงแล้ว 
 3. หยุดปฏิกิริยาที่ 60 0ซ 3 ชม. ขั นตอนนี น ่ามันจะแยกตัวออกจากน ่าและสิ่งสกปรก ไม่จ่าเป็นต้อง
น่าไปปั่นเหวี่ยง 
 4. น่าน ่ามันที่ย่อยแล้ว ไปตรวจสอบการแข็งตัวของน ่ามันที่ 4 และ -20  0ซ  
การบันทึกข้อมูล 
 1. คุณภาพน ่ามัน 
  2. การแข็งตัวของน ่ามันหลังการย่อยด้วยไลเปสที่ 4 และ -20  0ซ 
เวลาและสถานที่ 
 ปี พ.ศ. 2558   ส่านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
2. การศึกษาการแยกสกัดกรดไขมันประเภทต่างๆที่ได้จากการย่อยด้วยไลเปสโดยวิธี chromatography   
 2.1  การศึกษาการแยกสกัดกรดไขมันประเภทต่างๆที่ได้จากการย่อยด้วยไลเปสโดยใช้สารเคมี 
สิ่งท่ีใช้ในการทดลอง  

 1.  สารเคมีต่างๆ เช่น ยูเรีย  แมทธานอล 
 2. tube ขนาดต่างๆ 
 3. เครื่อง HPLC 
 4. ตู้อบ  
  5. น ่ามันปาล์ม  และน ่ามันสบู่ด่าที่ย่อยด้วยไลเปสแล้ว  
 6. hot plate 
แบบและวิธีการทดลอง 
 - 
ก. การศึกษาการแยกสกัดกรดไขมันประเภทต่างๆที่ได้จากการย่อยด้วยไลเปสโดยใช้ยูเรีย  
วิธีการทดลอง 
  เตรียมส่วนผสมของน ่ามันปาล์มที่ย่อยด้วยไลเปสแล้ว : ยูเรีย : เมทธานอล  ในอัตราส่วน    25 มล. : 
10 ก. : 160 มล. ในขวดแก้วดูแรนขนาด  500 มล. แล้วเขย่าหรือกวนให้ผสมกันดี  น่าไปบ่มปฏิกิริยาบน hot 
plate ที่ 68 ºซ พร้อมกับกวนส่วนผสมด้วย magnetic stirrer เมื่อยูเรียละลายหมดแล้ว และอุณหภูมิของ
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ส่วนผสมถึง 68 ºซ บ่มปฏิกิริยาต่อไปอีก 30 นาที เสร็จแล้วยกลงตั งทิ งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วน่าไป
ตกตะกอนแยกกรดไขมันต่างๆที่ 4 และ -20 ºซ กรองตะกอนกรดไขมันที่ได้ที่อุณหภูมิต่างๆด้วยกระดาษ  
Kimwipes Kimtech ล้างตะกอนกรดไขมันด้วยน ่าร้อนอุณหภูมิ 60 ºซ  pH 3-4  3 ครั ง ปรับค่าความเป็น
กรดและด่างของน ่ามันให้เป็น 7 ด้วยน ่า  pH 7  ตรวจสอบกรดไขมันด้วยเครื่อง HPLC 
  การบันทึกข้อมูล 
   1. การแข็งตัวของกรดไขมันที่อุณหภูมิต่างๆ 
   2. ปริมาณกรดไขมันที่ 4 และ -20 ºซ 
 
ข.  การศึกษาการแยกสกัดกรดไขมันประเภทต่างที่ได้จากการย่อยด้วยไลเปสโดยใช้เมทธานอล  
วิธีการทดลอง 
  ผสมน ่ามันที่ย่อยแล้วกับเมทธานอล ปรับตามที่เหมาะสม น่าไปบ่มปฏิกิริยาใน water bath ที่ 50 ºซ 
นาน 30 นาที เขย่าให้น ่ามันและเมทธานอลผสมกันเป็นระยะๆ ทิ งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วน่าไปแยกกรด
ไขมันที่ 4 และ -20 ºซ  แยกส่วนใสและตะกอนออกจากกัน น่าส่วนใสและตะกอนไประเหยเมทธานอลออกไป  
ตรวจสอบกรดไขมันด้วยเครื่อง HPLC   
การบันทึกข้อมูล 

ชนิดและปริมาณกรดไขมันที่ได้ 
เวลาและสถานที่ 
 ปี พ.ศ. 2559   ส่านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
 
การทดลองที่3  การศึกษาการผลิตไบโอดีเซลที่มีจุดเยือกแข็งต่ าโดยใช้กรดไขมันอัตราส่วนต่างๆ 
สิ่งท่ีใช้ในการทดลอง  
 1 อุปกรณ์เครื่องแก้วต่างๆ 

1. สารเคมีต่างๆ 
 3. water bath 
 4. เครื่อง HPLC 
แบบและวิธีการทดลอง 
 - 
วิธีปฏิบัติการทดลอง 
  1. น่ากรดไขมันที่ได้ไปผลิตเป็นไบโอดีเซล โดยการผสมกับสารละลาย methanol และ KOH  ที่ 55 
ºซ   นาน 25 นาที แล้วน่ามาเขย่าอย่างแรงบนเครื่องเขย่าที่ 37 ºซ  200 รอบ/นาที 30 นาที  ตั งทิ งไว้ที่
อุณหภูมิห้องจนน ่ามันแยกชั น น่าไปล้างด้วยน ่าสะอาด และปั่นเหวี่ยงเอาน ่าออกไปให้หมด  
  2. น่าไบโอดีเซลที่ได้ในข้อ1 ไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4  0ซ และ -20 0ซ   
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  2. เทไบโอดีเซลที่ไม่ตกตะกอนที่ 4  0ซ และ -20 0ซ  เก็บไว้  และเก็บไบโอดีเซลที่ตกตะกอนที่ 4  0ซ 
และ -20 0ซ  ไว้  ไบโอดีเซลที่ไม่แข็งตัวที่ -20 0ซ  คือไบโอดีเซลที่มีจุดแข็งตัวต่่าที่ -200ซ 
  4.  วิเคราะห์ fatty acid methyl ester  ที่ได้โดยวิธี reversed phase HPLC  เพ่ือตรวจสอบ fatty 
acid methyl ester  ที่มีปรากฏอยู่ในไบโอดีเซล 
การบันทึกข้อมูล 

1. fatty acid methyl ester  ที่มีปรากฏอยู่ในไบโอดีเซล ที่ 4  0ซ และ -20 0ซ 
 
การทดลองที4่  การศึกษาการแยก fatty acid methyl  ester ชนิดต่างๆที่มีจุดหลอมละลายที่อุณหภูมิ
สูง ออกจากส่วนผสมไบโอดีเซลโดยใช้ความเย็น( crystallization ) 
สิ่งท่ีใช้ในการทดลอง  

 1.อุปกรณ์เครื่องแก้วต่างๆ ได้แก่ separating funnel, beaker,  ขวด duran  ขนาดต่างๆ 
  2. สารเคมีต่างๆ ได้แก่ methanol AR grade,  urea,  KOH  
  3.hot plate 
 4. hot oven 
 5. tube ขนาด 50 มล. 
 6. บี๊กเกอร์  
แบบและวิธีการทดลอง 
 -  
วิธีปฏิบัติการทดลอง 
  1. ท่าการผลิตไบโอดีเซลจากน ่ามันปาล์มและน ่ามันสบู่ด่าที่ย่อยด้วยไลเปสแล้ว โดยการผสมน ่ามัน 30 
มล. กับ สารละลาย methoxide ( methanol  60  มล.  และ KOH 1.2 ก. )  บน hot plate  อุณหภูมิ  58 
ºซ   และกวนตลอดเวลาด้วย magnetic  stirrer นาน 25 นาที เสร็จแล้วปิดไฟ และกวนต่อไปอีก 30 นาที  
ยกลง ตั งทิ งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง  จากนั นน่าไปล้างด้วยน ่าสะอาด   วิธีการล้าง  มีดังนี   น่าไบโอดีเซลเทลง
ใน separating funnel  เติมน ่าลงไปพอประมาณ ไม่มาก ตั งทิ งไว้ให้แยกชั น รอจนส่วนที่เป็นสารละลาย
ข้างล่างใส จากนั นเขย่าเบาๆให้ส่วนน ่ามันข้างบนสัมผัสกับส่วนของสารละลายข้างล่าง นาน 2 นาที แล้วตั งทิ ง
ไว้ให้แยกชั นอีกครั ง  และท่าการปล่อยทิ งสารละลายข้างล่าง แล้วล้างไบโอดีเซลที่ได้ด้วยน ่า pH7 3  ครั ง จน
น ่าล้างใส วิธีการล้างแบบนี จะประหยัดน ่าที่ใช้ล้างมาก และได้ไบโอดีเซลมาก  เก็บไบโอดีเซลใส่ขวด น่าไปใส่
ในตู้อบอุณหภูมิ 60  ºซ 30 นาที  ไบโอดีเซลจะใสแยกตัวออกจากสิ่งสกปรก ไขมันอิ่มตัวสูงและน ่า น ่ามันที่ได้
จะใสเหมือนน ่ามันที่ผ่านการปั่นเหวี่ยงแล้ว  
  2. น่าไบโอดีเซลที่ได้ในข้อ1 ไปทดสอบการแข็งตัวที่อุณหภูมิ 4  0ซ  ข้ามคืน 
  3. เทไบโอดีเซลที่ไม่แข็งตัวที่ 4  0ซ ใส่ขวดแล้วน่าไปทดสอบการแข็งตัวในตู้เย็น -20 0ซ  ข้ามคืน  
เก็บไบโอดีเซลที่แข็งตีวที่  -20 0ซ  และไบโอดีเซลที่ไม่แข็งตัวที่ -20 0ซ ไว้   
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  4.  วิเคราะห์ fatty acid methyl ester  ที่ได้โดยวิธี reversed phase HPLC  เพ่ือตรวจสอบ fatty 
acid methyl ester  ที่มีปรากฏอยู่ในไบโอดีเซล 
การบันทึกข้อมูล 
 1. ปริมาณน ่ามันไบโอดีเซลที่ได้ที่ 4  0ซ และ -20 0ซ 
  2.  fatty acid methyl ester  ที่มีปรากฏอยู่ในน ่ามันไบโอดีเซล ที่ 4  0ซ และ -20 0ซ 
เวลาและสถานที่ 
 ปี พ.ศ. 2559   ส่านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
 
การทดลองที5่ การศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดหลอมละลายที่อุณหภูมิสูง ออกจาก 
ไบโอดีเซลทีผ่ลิตจากน้ ามันปาล์มผสมน้ ามันถั่วเหลือง น้ ามันปาล์มผสมน้ ามันสบู่ด า น้ ามันปาล์มผสม
น้ ามันร าข้าว โดยใช้ยูเรีย 
 จากผลการทดลองที่ผ่านมา พบว่า ที่ 4  0ซ ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์มและน ่ามันร่าข้าวจะ
แข็งตัวทั งหมด  ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันถ่ัวเหลือง  จะใส ไม่แข็งตัว ส่วนไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันสบู่ด่า
จะแข็งตัวไม่สมบูรณ์ท่ี 4 0ซ ( ส่วนใหญ่จะแข็งตัวที่ 4  0ซ  มีส่วนน้อยทีไ่ม่แข็งตัว ) และถ้าพิจารณาสัดส่วน
ของกรดไขมันอ่ิมตัวและกรดไขมันไม่อ่ิมตัวในน ่ามันเหล่านี แล้ว  ท่าให้ได้ข้อสมมุติฐานว่าการผลิตไบโอดีเซลให้
มีจุดแข็งตัวต่่า โดยการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดหลอมละลายที่อุณหภูมิสูง ออกจากไบโอดีเซลที่
ผลิตจากน ่ามันผสมโดยใช้ยูเรีย น่าจะเป็นวิธีที่ง่ายที่สุด 
 งานทดลองนี มี 3 การทดลองย่อย 
สิ่งท่ีใช้ในการทดลอง  
  1.อุปกรณ์เครื่องแก้วต่างๆ  ได้แก่ separating funnel ขวดแก้วดูแรนขนาดต่างๆ  แท่งกวนสารเคมี 
บี๊กเกอร์   

 2. สารเคมีต่างๆ ได้แก่ KOH, methanol, urea  
 3. water bath 
 4. เครื่อง HPLC 
 5. ตู้เย็น 4 0ซ และ  -20 0ซ  
  6. hot plate 
 7. tube ขนาด 50 มล. 
 8. เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิได้ 
 
ก. การศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดหลอมละลายที่อุณหภูมิสูง ออกจากไบโอดีเซลที่
ผลิตจากน้ ามันปาล์มผสมน้ ามันถั่วเหลือง โดยใช้ยูเรีย 
แบบและวิธีการทดลอง 
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 วางแผนการทดลองแบบ RCB   5  ซ ่า 5 กรรมวิธี คือ   
    กรรมวิธีที่ 1. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตน ่ามันถั่วเหลือง 
1/2 ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร ) 
    กรรมวิธีที่ 2. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตน ่ามันถั่วเหลือง 1 
ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร ) 
    กรรมวิธีที่ 3. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตน ่ามันถั่วเหลือง 2 
ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร ) 
    กรรมวิธีที่ 4. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตน ่ามันถั่วเหลือง 3 
ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร ) 
    กรรมวิธีที่ 5. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน :  ไบโอดีเซลที่ผลิตน ่ามันถั่วเหลือง 4 
ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร )     
วิธีปฏิบัติการทดลอง  
 1. ผลิตไบโอดีเซลจากน ่ามันปาล์ม และน ่ามันถั่วเหลืองตามกรรมวิธีที่แสดงไว้ในการทดลองที่ 4 
 2. ผสมไบโอดีเซลทีผ่ลิตไดจ้ากน ่ามันปาล์มและน ่ามันถั่วเหลือง ตามกรรมวิธีของการทดลอง ในขวด
แก้วขนาด 2 ล.  ผสมให้เข้ากันดี   
 3. เติมเมทธานอล  1,536  มล. แล้วผสมให้เข้ากัน  
 4. น่าไปตั งบน hot plate ใส่ยูเรีย 96 ก.ลงไป กวนให้ยูเรียละลายหมดโดยใช้ magnetic stirrer  
ปรับอุณหภูมิเป็น 68 0ซ  เมื่อน ่ามันร้อนถึงอุณหภูมิ  68 0ซ  กวนต่อไปอีก  30 นาที 
 5. ยกลง ตั งทิ งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง   
 6. น่าไปตกตะกอนที่ 4 0ซ ข้ามคืน  
 7. รีบเทส่วนใสใส่ขวดใหม่ น่าส่วนใส ไปตกตะกอนที่ -20 0ซ ข้ามคืน เมื่อน ่ามันที่ตกตะกอนได้ที่ 4 0ซ  
ละลาย  เทน ่ามันที่ได้ใส่บีกเกอร์ และน่ายูเรียที่ตกผลึกลงมาไปผึ่งแห้ง ก่อนน่าไปชั่งน ่าหนักได้เป็นน ่าหนักยูเรีย 
+ไบโอดีเซลที่หลงเหลืออยู่ 
  8. กรองตะกอนน ่ามันที่ตกได้ที ่-20  0ซ ด้วยกระดาษ  Kimwipes  Kimtech  ตักตะกอนใส่บีกเกอร์
ในข้อ7 ที่มีตะกอนน ่ามันที่แข็งตัวที่ 4 0ซ อยู่   
 9. ล้าง  ตะกอนที่ตกได้ที่ 4 0ซ และ -20 0ซ และส่วนใสที่กรองได้ที่ -20 0ซ ด้วยน ่า pH 3-4  อุณหภูมิ 
60 0ซ  เพ่ือแยกน ่ามันออกจากยูเรียและเมทธานอล 
 10. เทส่วนที่เป็นน ่ามันลงใน separating funnel แล้วล้างด้วยน ่า pH5   2 ครั ง ตามด้วยน ่า pH 7 1 
ครั ง เพ่ือปรับความเป็นกรดและด่างของน ่ามันให้ได้7  เก็บน ่ามันที่ได้ไว้ในขวดแก้ว 
 11. น่าขวดที่บรรจุน ่ามันไปใส่ไว้ในตู้อบ 60 0ซ 30 นาที เพ่ือแยกน ่าและสิ่งสกปรกออกไป น ่ามันที่
ตกตะกอนได้ที่ 4 และ -20 0ซ คือน ่ามันที่มีจุดขุ่น( could point ) ที่อุณหภูมิ 6 0ซ ( RT ) ส่วนน ่ามันที่ได้จาก
ส่วนใสที่ -20 0ซ  คือน ่ามันที่มีจุดขุ่นที่ -20  0ซ ( CP )  บันทึกปริมาตรของน ่ามัน RT และ CP  
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  12. ตรวจสอบการแข็งตัวของน ่ามัน RT โดยการน่าน ่ามัน RT ไปปั่นเหวี่ยงที่ 8000 รอบ/นาที ที่ 8 0ซ 
นาน 60 นาที  และตรวจสอบการแข็งตัวของน ่ามัน CP โดยการน่าน ่ามัน CP ไปปั่นเหวี่ยงที่ 8000 รอบ/นาที 
ที่ -9 0ซ นาน 60 นาที  
 13. ส่งน ่ามัน RT และ CP  อัตราส่วน  1:2  ไปวิเคราะห์คุณภาพท่ีกรมวิทยาศาสตร์บริการ 
 14. ค่านวณค่าสัดส่วนของน ่ามัน CP และ RT ที่ได้ ดังนี  
   ค่าสัดส่วนของน ่ามันที่ได้ = ปริมาตรของน ่ามัน CP       
                             ปริมาตรของน ่ามัน RT  
การบันทึกข้อมูล 
 1. ปริมาตรน ่ามัน RT  และ  CP 
  2. คุณภาพน ่ามัน  RT  และ  CP 
 
ข. การศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดหลอมละลายที่อุณหภูมิสูง ออกจากไบโอดีเซลที่
ผลิตจากน้ ามันปาล์มผสมน้ ามันสบู่ด า โดยใช้ยูเรีย 
แบบและวิธีการทดลอง 
 วางแผนการทดลองแบบ RCB   5  ซ ่า 5 กรรมวิธี คือ   
    กรรมวิธีที่ 1. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันสบู่ด่า 
1/2 ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร ) 
    กรรมวิธีที่ 2. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันสบู่ด่า  1 
ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร ) 
    กรรมวิธีที่ 3. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันสบู่ด่า 2 
ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร ) 
    กรรมวิธีที่ 4. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันสบู่ด่า 3 
ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร ) 
    กรรมวิธีที่ 5. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันสบู่ด่า 4 
ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร )  
วิธีปฏิบัติการทดลอง 
 ด่าเนินการทดลองเช่นเดียวกับการศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดหลอมละลายที่
อุณหภูมิสูง ออกจากไบโอดีเซลทีผ่ลิตจากน ่ามันปาล์มผสมน ่ามันถั่วเหลือง โดยใช้ยูเรีย 
 
ค. การศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดหลอมละลายที่อุณหภูมิสูง ออกจากไบโอดีเซลที่
ผลิตจากน้ ามันปาล์มผสมน้ ามันร าข้าว โดยใช้ยูเรีย 
  แบบและวิธีการทดลอง 
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 วางแผนการทดลองแบบ RCB   5  ซ ่า 5 กรรมวิธี คือ   
    กรรมวิธีที่ 1. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันร่าข้าว  
1/2 ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร ) 
    กรรมวิธีที่ 2. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันร่าข้าว 1 
ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร ) 
    กรรมวิธีที่ 3. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันร่าข้าว 2 
ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร ) 
    กรรมวิธีที่ 4. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันร่าข้าว 3 
ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร ) 
    กรรมวิธีที่ 5. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม 1 ส่วน : ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันร่าข้าว 4 
ส่วน( ปริมาตร : ปริมาตร )     
วิธีปฏิบัติการทดลอง  
 ด่าเนินการทดลองเช่นเดียวกับการศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดหลอมละลายที่
อุณหภูมิสูง ออกจากไบโอดีเซลทีผ่ลิตจากน ่ามันปาล์มผสมน ่ามันถั่วเหลือง โดยใช้ยูเรีย 
เวลาและสถานที่ 
 ปี พ.ศ. 2560   ส่านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
 
6  การทดลองใช้น้ ามันไบโอดีเซลกับเครื่องยนต์ 
 เนื่องจากการทดลองนี ขาดเครื่องยนต์ที่จะใช้ในการทดสอบน ่ามันกับเครื่องยนต์ และจากการ
สอบถามจากทางกองเกษตรวิศวกรรม กรมวิชาการเกษตรแล้ว สรุปได้ว่า ไบโอดีเซลที่ผ่านการตรวจสอบ
คุณสมบัติแล้ว ไม่จ่าเป็นต้องทดสอบกับเครื่องยนต์ก็ได้ เพราะปตท.ได้ท่าการทดสอบไว้แล้ว( ศุภชัย, 2560 
http://www.biodiesel.eng.psu.ac.th/webboard/view.php?No-133.) ผลงานวิจัยของปตท.ที่ได้ทดสอบ
การใช้ไบโอดีเซลบี100 กับ เครื่องยนต์ DMAX ปี 2003 และ TOYOTA  คอมมอนเรลปี 2003 มีดังนี  อัตรา
การสิ นเปลืองน ่ามันเชื อเพลิงเพ่ิมขึ น 8-10 %  อัตราการเร่งลดลง 7-10 %  แต่ค่า CO  ลดลง 40 % ควันด่า
ลดลง 60 % และไม่มีรายงานว่าจะมีผลเสียหายต่อเครื่องยนต์ในระยะยาว  ดังนั นไบโอดีเซลที่ผลิตได้ สามารถ
ใช้กับเครื่องยนต์ดีเซลได้แน่นอน แต่ถ้าต้องการปรับปรุงคุณภาพน ่ามันให้ใช้ได้ในสภาพอากาศหนาวเย็น และ
หรือเพ่ือลดมลพิษ จ่าเป็นต้องทดสอบการตกตะกอนของน ่ามันที่อากาศเย็น เพ่ือแก้ปัญหาการอุดตันของหัวฉีด
ในขณะใช้เครื่องยนต์หรือเมื่อต้องจอดรถทิ งไว้นานๆ 
สิ่งท่ีใช้ในการทดลอง  

  1..อุปกรณ์เครื่องแก้วต่างๆ  ได้แก่ ขวดดูแรน    
 2. ทิ วขนาด 50 มล.  

 3. ตู้เย็น 4 0ซ และ  -20 0ซ  
  6. น ่ามันดีเซลเกรด1และเกรด2 

http://www.biodiesel.eng.psu.ac.th/webboard/view.php?No-133
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 7. น ่ามันไบโอดีเซลที่มีจุดขุ่น 6 0ซ และ -12 0ซ 
 8. เครื่องผสมสารในหลอดทดลอง(  vortex ) 
 9. ทิปขนาด 5 มล. 
 10. ไมโครไปเปตขนาด 5 มล. 
 
แบบและวิธีการทดลอง  - 
วิธีปฏิบัติการทดลอง 
1. การผลิตไบโอดีเซล 
 ด่าเนินการผลิตไบโอดีเซล ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ และ -12 0ซ จากน ่ามันปาล์มผสมน ่ามันถั่วเหลือง 
อัตราส่วน 1 : 2 ตามวิธีการการศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดหลอมละลายที่อุณหภูมิสูง 
ออกจากไบโอดีเซลทีผ่ลิตจากน ่ามันปาล์มผสมน ่ามันถั่วเหลือง โดยใช้ยูเรีย  จ่านวน  6.5  ล.  
2. การศึกษาการตกตะกอนของน้ ามันดีเซลทีผ่สมกับไบโอดีเซล ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ และ -12 0ซ  
  2.1 ท่าการผสมไบโอดีเซลบี100 ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ กับดีเซลเกรด1 ในอัตราส่วนไบโอดีเซลบี100 : 
ดีเซลเกรด1 10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10 ตามล่าดับ  จ่านวน 2 ชุด 
ชุดที่1 น่าไปตรวจสอบการตกตะกอนที่ 2-4 0ซ ชุดที่2  น่าไปตรวจสอบการตกตะกอนที่ -20 0ซ เป็นเวลา 5, 
15 และ 30 วัน ใช้ดีเซลเกรด1และไบโอดีเซลที่มีจุดขุ่น 6 0ซ  เป็นตัวเปรียบเทียบ 
 2.2 ท่าการผสมไบโอดีเซลบี100 ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ กับดีเซลเกรด2 ในอัตราส่วนไบโอดีเซลบี100 : ดีเซล
เกรด2 10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10 ตามล่าดับ จ่านวน 2 ชุด ชุดที่1 
น่าไปตรวจสอบการตกตะกอนที่ 2-4 0ซ ชุดที่2  น่าไปตรวจสอบการตกตะกอนที่ -20 0ซ เป็นเวลา 5, 15 และ 
30 วัน ใช้น ่ามันดีเซลเกรด2 และไบโอดีเซลที่มีจุดขุ่น 6 0ซ  เป็นตัวเปรียบเทียบ 
 2.3 ท่าการผสมไบโอดีเซลบี100 ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ กับดีเซลเกรด1 ในอัตราส่วนไบโอดีเซลบี100 : 
ดีเซลเกรด1 10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10 ตามล่าดับ  จ่านวน 2 ชุด 
ชุดที่1 น่าไปตรวจสอบการตกตะกอนที่ 2-4 0ซ ชุดที่2  น่าไปตรวจสอบการตกตะกอนที่ -20 0ซ เป็นเวลา 5, 
15 และ 30 วัน ใช้น ่ามันดีเซลเกรด1และไบโอดีเซลที่มีจุดขุ่น -12 0ซ  เป็นตัวเปรียบเทียบ 
 2.4 ท่าการผสมไบโอดีเซลบี100  ที่มีจุดขุ่น  -12 0ซ กับดีเซลเกรด2  ในอัตราส่วนไบโอดีเซลบี100 : 
ดีเซลเกรด2 10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10 ตามล่าดับ  จ่านวน 2 ชุด 
ชุดที่1 น่าไปตรวจสอบการตกตะกอนที่ 2-4 0ซ ชุดที่2  น่าไปตรวจสอบการตกตะกอนที่ -20 0ซ เป็นเวลา 5, 
15 และ 30 วัน  ใช้ดีเซลเกรด2และไบโอดีเซลที่มีจุดขุ่น -12 0ซ  เป็นตัวเปรียบเทียบ 
 ตรวจสอบการตกตะกอนของน ่ามันทุกวัน 
เวลาและสถานที่ 
 ปี พ.ศ. 2560   ส่านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
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สถานที่ท าการทดลอง/เก็บข้อมูล 
 ส่านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  กรมวิชาการเกษตร 
 
8.ผลและการวิจารณ์ผลการทดลอง 
 
1  การศึกษาการย่อยน้ ามันปาล์มและน้ ามันพืชต่างๆเช่น น้ ามันถั่วเหลือง เป็นต้น  โดยใช้ไลเปส   
 
1.1  การศึกษาการผลิตไลเปสของแบคทีเรียในถังหมัก 
 สามารถผลิตไลเปสในถังหมักโดยการใช้ 1 mM IPTG เหนี่ยวน่าให้ BL21 ผลิตไลเปส ที่อุณหภูมิ 37 
0ซ, ความเร็วรอบของการกวน 200 rpm, pH7 และ pO2 ( ปริมาณออกซิเจน ) 80 % ในระยะเวลา 6 ชม. 
หลังจาก BL21 เจริญถึง O.D.600 0.6-0.8  ได้ไลเปสความเข้มข้น 30 มก/มล. (รูปที่1) 
 

 
 

 
 

 

รูปที่1 การผลิตไลเปสในถังหมัก  และแถบโปรตีนท่ีตรวจสอบได้โดยวิธี SDS-PAGE 

1.2  การศึกษาการย่อยน้ ามันปาล์มและน้ ามันพืชต่างๆด้วยไลเปส 
 
  วิธีการก่าจัดยางเหนียว( gums or phosphatides ) โดยใช้  citric acid 1%  สามารถก่าจัดยาง
เหนียวในน ่ามันปาล์มดิบ น ่ามันสบู่ด่าดิบ และน ่ามันร่าข้าวดิบ ได้ผลดีมาก สูญเสียน ่ามันน้อยมาก โดยใน

lip B. subtilis  19.7  KDa T0-T8  

 

การผลิตไลเปสในถังหมัก 
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น ่ามันปาล์มดิบเริ่มต้น 1,600 มล. จะได้ปริมาณน ่ามันใส เสถียร ไม่ตกตะกอนง่าย 1,350 มล. ที่สูญเสียไป 
250 มล. เป็นยางเหนียว สิ่งสกปรก และไขมันอ่ิมตัวที่แข็งตัวที่อุณหภูมิห้อง( รูปที่2 ) นอกจากนี ยังมีข้อดีคือ 
citric acid จะไปจับกับ Ca และ Mg ในน ่ามัน ก่าจัดออกไปในคราวเดียวกัน( Etienne 
Deffense(http://lipidlibrary.aocs.org/OilsFats/content.cfm?ItemNumber=40322) ในการศึกษาการ
ผลิตไบโอดีเซลที่มีจุดแข็งตัวต่่าโดยใช้ไลเปสให้เป็นผลส่าเร็จนั น จ่าเป็นต้องก่าจัดยางเหนียว ไขมันอิ่มตัวที่
แข็งตัวที่อุณหภูมิห้อง  และสิ่งสกปรกออกให้หมด เพ่ือไม่ให้มารบกวนในขั นตอนการผลิต และเพ่ือให้ได้น ่ามัน
บริสุทธิ์ มีคุณภาพสูง  เหตุที่เลือกใช้  citric acid 1%  เพราะน่าจะปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อมมากกว่ากรดอ่ืนๆ     

          
 
รูปที2่  วิธีการก่าจัดยางเหนียวโดยการใช้ 1 % citric acid  ซึ่งต่อมาจะท่าในขวดปิดสนิท 
 
  ไลเปสที่ผลิตได้มีประสิทธิภาพในการย่อยน ่ามันปาล์ม น ่ามันถั่วเหลือง  น ่ามันสบู่ด่า และน ่ามันร่าข้าว
อย่างสมบูรณ์ น ่ามันที่ได้ใสสะอาด ตกตะกอนน้อยมากเมื่อทิ งไว้นานๆ และเมื่อน่าไปผลิตไบโอดีเซล  ไดเ้ป็น 
ไบโอดีเซลทั งหมด ไม่มี glycerin แยกชั นออกมา ได้ไบโอดีเซลผลิตจากน ่ามันปาล์ม น ่ามันถั่วเหลือง น ่ามันสบู่
ด่า และน ่ามันร่าข้าว ร้อยละ 93.3( รูปที่3 และ4 ) , 86.7, 75.0 และ 68.5  ตามล่าดับ การผลิตไบโอดีเซล
จากน ่ามันถั่วเหลือง  น ่ามันสบู่ด่า และน ่ามันร่าข้าว ค่อนข้างจะได้ผลผลิตน้อย เนื่องจากในน ่ามันเหล่านี มีกรด
ไขมันไม่อ่ิมตัวอยู่ปริมาณมาก และการแยกตัวของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวออกจากสารละลาย ต้องการอุณหภูมิและ
ความเป็นกรดและด่างที่เหมาะสม ดังเช่นทีไ่ดป้ระสบมาในการทดลองนี คือ ถ้าความเป็นกรดและด่างเท่ากับ 2-
3 กรดไขมันไม่อ่ิมตัวจะตกตะกอนลงมา แต่ถ้าความเป็นกรดและด่างเท่ากับ 4-5 กรดไขมันไม่อ่ิมตัวจะลอยขึ น
ข้างบน อยู่ที่ผิวหน้าของน ่าล้าง เมื่อการแยกตัวออกมาของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวมีน้อย เป็นผลให้ผลผลิตที่ได้
ลดลงตามไปด้วย นอกจากนี ยังพบว่าความเร็วในการกวนในขั นตอนการผลิตไบโอดีเซลมีผลต่อการแยกตัว

http://lipidlibrary.aocs.org/OilsFats/content.cfm?ItemNumber=40322
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ของไบโอดีเซล ซ่ึงถ้าทุกอย่างเหมาะสมจะสามารถผลิตไบโอดีเซลจากน ่ามันสบู่ด่าได้สูงถึงร้อยละ 95 ส่วนไบโอ
ดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันร่าข้าวนั น ไม่เสถียร จะตกตะกอนสีขาวลงมามากตลอดเวลาที่ตั งทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้อง จึง
ไม่เหมาะสมที่จะน่ามาใช้ในการผลิตไบโอดีเซล    
  
  การแข็งตัวของน้ ามันที่  4  0ซ 

    น ่ามันปาล์ม   แข็งตัวที่ 4 0ซ ( มี melting point  42-46 0ซ, HTTPS://WWW.CHEMPRO.IN/ 

FATTYACID.HTM ) 
    น ่ามันถั่วเหลือง   เหลว ใส ไม่แข็งตัวที่  4  0ซ (  มี melting point  22-27 0ซ, HTTPS://WWW. 

CHEMPRO.IN/ FATTYACID.HTM ) 
    น ่ามันสบู่ด่า  มีทั งหนืดข้น ไปจนถึงแข็งตัวที่ 4 0ซ ( มี melting point  31 0ซ, HTTPS://WWW. 

CHEMPRO.IN/ FATTYACID.HTM )  
   น ่ามันร่าข้าว  หนืดข้นมาก ไมแ่ข็งตัวที่ 4 0ซ( มี melting point 24-28 0ซ, HTTPS://WWW. 

CHEMPRO.IN/ FATTYACID.HTM ) 
 

  การแข็งตัวของน้ ามันที่  -20  0ซ 
   น ่ามันปาล์ม น ่ามันถั่วเหลือง น ่ามันสบู่ด่า และน ่ามันร่าข้าว  แข็งตัวที่  -20  0ซ  
 
 การแข็งตัวของไบโอดีเซลที่  4  0ซ 

   ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์ม แข็งตัวที่  4  0ซ ( มีจุดขุ่นที่ 17  0ซ และจุดไหลเทที่ 15 0ซ, 
Moser,2008; Vyas et al.,2009)    
    ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันถั่วเหลือง ไม่แข็งตัวที่  4  0ซ มีลักษณะใส( มีจุดขุ่นที่ 1 0ซ และจุด
ไหลเทที่ 0 0ซ, Moser,2008; Vyas et al.(2009)    
    ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันสบู่ด่า  แข็งตัวไม่สมบูรณท์ี่  4  0ซ จับกันเป็นก้อน ไม่แข็งตัว มี
น ่ามันใสปน( มีจุดขุ่นที่ 8  0ซ และจุดไหลเทที่ 6 0ซ, Moser,2008; Vyas et al.(2009)    
   ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันร่าข้าว  แข็งตัวที่  4  0ซ   
 

 การแข็งตัวของไบโอดีเซลที่  -20  0ซ 
  ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันพืชทุกชนิด แข็งตัวที่  -20  0ซ   
 

https://www.chempro.in/%20fattyacid.htm
https://www.chempro.in/%20fattyacid.htm
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รูปที่3     standard FAME( 2 µg/ µl )                           
 
 

 
รูปที่4  fatty acid methyl ester ที่ตรวจพบใน ไบโอดีเซลบี100ผลิตจากน้ ามันปาล์ม โดยวิธี HPLC  
    
 การแข็งตัวและไม่แข็งตัวของน ่ามันที่อุณหภูมิต่างๆนั น พบว่าขึ นอยู่กับคุณสมบัติของกรดไขมันที่มี
อยู่ในน ่ามันนั นๆ  โดยคุณสมบัติของกรดไขมันจะขึ นอยู่กับความยาวของโมเลกุล( chain length ) และระดับ
ความอ่ิมตัวของกรดไขมันนั นๆ เช่น กรดไขมันไม่อ่ิมตัว สายสั น จะช่วยไมใ่ห้น ่ามันแข็งตัวที่อุณหภูมิต่่า กรด
ไขมันไม่อ่ิมตัวมีจุดหลอมเหลวต่่ากว่ากรดไขมันอ่ิมตัว และกรดไขมันไม่อ่ิมตัวที่มีพันธะคู่หลายคู่ในโมเลกุล จะ
ยิ่งมีจุดหลอมเหลวต่่ากว่ากรดไขมันแบบใดๆ( http://www.natuurlijkerwijs.com/english/Fatty_acid_ 

http://www.natuurlijkerwijs.com/english/Fatty_acid_%20metabolism.htm
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metabolism.htm ) ถ้ามีกรดไขมันที่มจีุดหลอมเหลวต่่าและมีปริมาณมาก น ่ามันนั นๆจะไม่แข็งตัวที่อุณหภูมิ
ต่่า( Wanasundara, et al., 2005 ) กรดไขมันที่พบในน ่ามันปาล์ม และน ่ามันพืชต่างๆมีดังนี ( Luković,  

et.al(2011) 

 
 กรดไขมันที่พบในน ่ามันร่าข้าวมีดังนี  C14:0 Myristic acid 0.6%, C16:0 Palmitic acid 
21.5%, C18:0 Stearic acid 2.9%, C18:1 Oleic acid (an Omega 9 fatty acid) 38.4%,  

C18:2 Linoleic acid (LA, an Omega 6 fatty acid) 34.4% และ C18:3 α-Linolenic acid (ALA, 
an Omega 3 fatty acid) 2.2%( https://en.wikipedia. org/wiki /Rice_bran_oil )  
 
2. การศึกษาการแยกสกัดกรดไขมันประเภทต่างที่ได้จากการย่อยด้วยไลเปสโดยวิธี chromatography   
 
2.1  การศึกษาการแยกสกัดกรดไขมันประเภทต่างที่ได้จากการย่อยด้วยไลเปสโดยใช้สารเคมี 
 
ก.  การศึกษาการแยกสกัดกรดไขมันประเภทต่างที่ได้จากการย่อยด้วยไลเปสโดยใช้ยูเรีย 

   น้ ามันปาล์ม  
   ได้กรดไขมันที่แข็งตัวที่ 4 ºซ 22 มล.และได้กรดไขมันที่ไม่แข็งตัวที่ -20 ºซ 1 มล. ซ่ึงน้อยมาก 
ไม่เพียงพอที่จะน่าไปผลิตไบโอดีเซลที่มีจุดแข็งตัวต่่าได้ การผลิตไบโอดีเซลที่มีจุดแข็งตัวต่่าต้องการกรดไขมันที่
ไม่แข็งตัวทีอุ่ณหภูมิต่่าในสัดส่วนที่มากพอที่จะต้านการแข็งตัวของไบโอดีเซลได้ ในทางทฤษฎียูเรียจะชอบจับ
กับกรดไขมันอ่ิมตัว  กรดไขมันสายยาว กรดไขมันที่เป็นทรานส์ และจะว่องไวต่อพันธะคู่ในโมเลกุลของกรด
ไขมัน นอกจากนี การจับตัวของยูเรียกับกรดไขมันจะขึ นอยู่กับ configuration of fatty acid moieties 
มากกว่า จุดเดือด หรือ การละลายของกรดไขมันในตัวท่าละลาย(Wanasundara et al., 2005) อย่างไรก็ตาม 
ยูเรียไม่สามารถแยกกรดไขมันอิ่มตัว และไม่อ่ิมตัวออกจากกันได้ทั งหมด สัดส่วนร้อยละของกรดไขมันที่
ตกตะกอนและไม่ตกตะกอนด้วยยูเรีย รายงานโดย Pongket et al.( 2015 ) มีดังนี  

    Type of fatty acids Oil hydrolysates (%) Non-urea complex 
fraction (%) 

Urea complex 
fraction (%) 

Palmitic acid (16:0) 5.63 § 0.57 1.10 § 0.46 11.62 § 1.25 
Stearic acid (C18:0) 3.06 § 0.16 0.48 § 0.20 6.57 § 1.62 

http://www.natuurlijkerwijs.com/english/Fatty_acid_%20metabolism.htm
https://en.wikipedia.org/wiki/Myristic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Palmitic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Stearic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Oleic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Omega_9
https://en.wikipedia.org/wiki/Linoleic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Omega_6
https://en.wikipedia.org/wiki/Alpha-Linolenic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Omega_3
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Oleic acid (C18:1) 47.73 § 0.25 27.91 § 3.20 53.70 § 2.60 
Linoleic acid (C18:2) 43.48 § 0.12 70.07 § 3.05 27.73 § 0.76 
Others 0.61 § 0.48 0.43 § 0.01 0.49 § 0.14 

 
ดังนั นจึงพอที่จะสรุปได้ว่า palmitic, stearic, oleic 18:1 trans และ linoleic acid ซึ่งมีอยู่ในสัดส่วนที่สูงใน
น ่ามันปาล์ม จะจับตัวกับยูเรีย แล้วตกตะกอนลงมามาก  จึงได้กรดไขมันทีแ่ข็งตัวที่ 4 ºซ เกือบทั งหมด( รูปที่ 
5 )  

 
 
รูปที่ 5 กรดไขมันสีแดงในน้ ามันปาล์มที่ตกตะกอนที่ 4 ºซ มีดังนี้ cis-9 Oleic methyl ester methyl 
methyl palmitate, methyl stearate และอ่ืนๆ 

 
 น้ ามันสบู่ด า   
  ได้กรดไขมันอ่ิมตัวแข็งตัวที่ 4 ºซ น้อย(รูปที่6 ) ได้กรดไขมันที่แข็งตัวที่ -20 ºซ  เป็นส่วนใหญ่  
และได้กรดไขมันทีไ่ม่แข็งตัวที่ -20 ºซ  น้อยมาก  

 



21 
 

 
 
รูปที6่  กรดไขมันของน้ ามันสบู่ด าที่ตกตะกอนที่ 4 ºซ มีดังนี้ methyl palmitate,  methyl stearate 
และ อ่ืนๆ 
   เครื่อง HPLC เสีย ดังนั นจึงไม่สามารถตรวจสอบชนิดของกรดไขมันที่ปรากฏในทุกตัวอย่างได้
 และการตรวจสอบด้วยวิธีการ Thin Layer Chromatography ก็ไม่สามารถกระท่าได้ เนื่องจากขาด
สารเคมีบางตัว เช่น silver nitrate ซึ่งมีราคาแพงและมีความเป็นพิษสูง และสารเคมีที่ใช้ตรวจสอบกรดไขมัน 
เช่น primulin ซ่ึงไม่มีจ่าหน่าย  
 
ข.  การศึกษาการแยกสกัดกรดไขมันประเภทต่างที่ได้จากการย่อยด้วยไลเปสโดยใช้เมทธานอล  
  ได้กรดไขมันที่แข็งตัวที่ 4 ºซ เป็นส่วนใหญ่( รูปที่7 ) และได้กรดไขมันที่ไม่แข็งตัวที่ -20 ºซ น้อยมาก ( 
มีปริมาณแค่ติดอยู่ที่ก้นภาชนะบางๆ เมื่อระเหยเอาเมทธานอลออกไป ) ซึ่งมีสาเหตุมาจาก เกิดการแข็งตัวของ
น ่ามันภายใน 3 ชม. ที่ -20 ºซ ท่าให้กรดไขมันละลายออกมาน้อย ซ่ึงถ้าพิจารณาจากจุดหลอมละลาย( 
melting point ) ของกรดไขมัน จะพบว่าที่ 50 ºซ กรดไขมันที่ไม่มีการละลาย คือ Palmitic และ Stearic  
และท่ีละลายออกมาคือ Oleic, Linoleic และ Linolenic เมื่อน่าไปไว้ที่ 4 ºซ จะได้ตะกอนของกรด Palmitic, 
Stearic และ Oleic (http://chemistry. elmhurst.edu/vchembook/551fattyacids.html ) ส่วนที่ -20 
ºซ กรดไขมันที่ยังคงละลายอยู่ในเมทธานอล คือ Linolenic และ Linoleic เพราะว่าถ้าไม่มียูเรีย polyenoic 
compounds จะไม่ตกตะกอนลงมา( Wanasundara  et al., 2005) งานวิจัยนี สอดคล้องกับที่มรีายงานไว้ 
เรื่อง การละลายของกรดไขมันต่างๆในสารละลายอินทรีย์ ที่อุณหภูมิต่างๆ( ก. ของกรดไขมัน/ 100 ก. 
สารละลาย ) ดังนี  ในสารละลายเมทธานอล  palmitic และ stearic ละลายได้น้อยมาก( 1.30-0.16 และ 
0.26-0.031 ตามล่าดับ ) ที่10 ถึง -20 ºซ  oleic 18:1 cis ละลายได้ 4.02 ที่ -20 ºซ  ส่วน elaidic 18:1 
trans ละลายได้น้อย( 0.0-0.48) ที่ 0 ถึง -20 ºซ  และ linoleic 18:2 cis ละลายได้( 3.10 ) ที่ -50 ºซ( 
Wanasundara et al., 2005)   สรุปได้ว่าวิธีนี ไม่เหมาะสมที่จะใช้ในการทดลองต่อไป    
 
 



22 
 

Table of Fatty Acids 
Acid Name Structure Melt  Point 

SATURATED  
Lauric CH3(CH2)10COOH  +44 
Palmitic CH3(CH2)14COOH  +63 
Stearic CH3(CH2)16COOH  +70 

UNSATURATED  
Elaidic  CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH  +16 
Linoleic CH3(CH2)4(CH=CHCH2)2(CH2)6COOH  -5 
Linolenic  CH3CH2(CH=CHCH2)3(CH2)6COOH  -11 
Arachi-donic  CH3(CH2)4(CH=CHCH2)4(CH2)2COOH  -50 

 

               ก.    -.  
 
 รูปที่ 7  ก. การละลายของน ่ามันปาล์มที่ถูกย่อยด้วยไลเปสในเมทธานอล ( น ่ามันปาล์ม 5 มล. + เมทธานอล 
10 มล. ) น ่ามันปาล์มละลายได้น้อย ยังคงเหลือน ่ามันเท่าเดิมคือ 5 มล.  ข. การละลายของน ่ามันปาล์มที่ถูก
ย่อยด้วยไลเปสในอะซิโตน น ่ามันปาล์มละลายได้น้อย ยังคงเหลือน ่ามันเท่าเดิม 
 
การทดลองที่3  การศึกษาการผลิตไบโอดีเซลที่มีจุดเยือกแข็งต่ าโดยใช้กรดไขมันอัตราส่วนต่างๆ 
 วิธีการนี ไม่สามารถกระท่าได้ เนื่องจากปริมาณกรดไขมันไม่อ่ิมตัวที่จ่าเป็นต่อการผลิตไบโอดีเซลที่มี
จุดเยือกแข็งต่่านั นมีปริมาณน้อย สกัดได้น้อย เพราะมักจะสูญหายไปในระหว่างการสกัดแต่ละขั นตอน  และ
มักติดกับภาชนะบรรจุ ต้องใช้สารเคมีอันตรายเช่น อะซีโตนหรือเฮกเซนชะล้างออกมา ไม่เหมาะสมที่จะใช้เป็น
เทคโนโลยีส่าหรับแนะน่าได้ เนื่องจากสารเคมีมรีาคาแพงและมีอันตรายสูงและได้ผลผลิตน้อย  ในกรณีของ
น ่ามันสบู่ด่า ปัจจุบันเกษตรกรเลิกปลูกแล้ว จึงหาน ่ามันสบู่ด่าได้ยาก  นอกจากนี ยังได้ท่าการทดลองใช้กรด
ไขมันที่ไม่แข็งตัวที่ที่  -20 ºซ  ไปผลิตไบโอดีเซลเพ่ือทดสอบการแข็งตัวของน ่ามันที่  -20 ºซ      ผลปรากฏว่า 
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ไบโอดีเซลที่ได้สูญหายไปในขั นตอนการล้าง เป็นน ่าขุ่นขาว ปฏิกิริยาไม่สมบูรณ์  ซึ่งจะเห็นได้ว่า ต้องใช้เวลาใน
การทดลองเพ่ิมเติมมาก ไม่สามารถด่าเนินให้ส่าเร็จได้ในระยะเวลาอันสั น  ด้วยเหตุนี จึงจ่าเป็นยุติการทดลอง 
 
การทดลองที่4  การศึกษาการแยก methyl fatty acid ester ชนิดต่างๆที่มีจุดแข็งตัวท่ีอุณหภูมิสูง ออก
จากส่วนผสมน้ ามันไบโอดีเซลโดยใช้ความเย็น( crystralization ) 
 ผลการทดลองพบว่า 
 1. ไบโอดีเซลทีผ่ลิตจากน ่ามันปาล์มจะแข็งตัวทั งหมดที่ 4 0ซ ไม่แยกชั น จึงไม่สามารถแยก methyl 
fatty acid ester ชนิดต่างๆได้ 
  2. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันถั่วเหลือง ไม่แข็งตัวที่ 4 0ซ และไม่แยกชั น หรือ ตกตะกอนที่ 4 0ซ แต่
แข็งตัวทั งหมดที่ -20 0ซ ท่าให้ไม่สามารถแยก methyl fatty acid ester ชนิดต่างๆได้ 
 3. ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันสบู่ด่า แข็งตัวเกือบทั งหมดที่ 4 0ซ  มีส่วนใสปะปนอยู่  แต่มีปริมาณ
น้อยเม่ือเทียบกับปริมาณทั งหมด และแข็งตัวทั งหมดที่ -20 0ซ  

4.สรุปได้ว่า วิธีการนี ไม่ใช่วิธีการที่เหมาะสมที่จะน่าไปใช้ในการทดลองที่จะตามมา   
  5.จากผลการทดลอง ชี ให้เห็นว่าถ้าต้องการผลิตไบโอดีเซลที่มีจุดแข็งตัวที่อุณหภูมิต่่าจ่าเป็นต้อง
ผสมไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันแต่ละชนิดเข้าด้วยกัน ก่อนน่าไปทดสอบที่อุณหภูมิต่่า เช่นผสมไบโอดีเซลที่
ผลิตจากน ่ามันปาล์มกับไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันถั่วเหลือง เป็นต้น 
 6. จากค่า melting point ของ methyl ester  ของกรดไขมันแต่ละชนิด(http://biorefinery.utk. 
edu/technical_reviews/BAsic%20BioDiesel%20Properties.pdf ) ชี ให้เห็นว่า ไบโอดีเซลที่ไม่แข็งตัวที่  
4 0ซ จ่าเป็นต้องมีปริมาณ Methyl palmitate และ Methyl stearate  ต่่า ดังเช่นไบโอดีเซลที่ผลิตจากถ่ัว
เหลือง เป็นต้น และถ้าต้องการผลิตไบโอดีเซลที่มีจุดแข็งตัวต่่ามากๆ จ่าเป็นต้องแยกเอา Methyl palmitate 
และ Methyl stearate  ออกให้หมด  แต่มีข้อเสียคือ จะมี Cetane number ลดลงมาก จะท่าให้การสตาร์ท
ติดยาก และสิ นเปลืองน ่ามัน  Cetane number ของดีเซลเบอร์สองเท่ากับ 40-55   
 

Fatty acid  
Methyl ester 

Formula Acronym Molecular 
weight 

Melting point 
[°C] 

Cetane 
number 

Palmitic acid Methyl 
palmitate 

C16H32O2 
C17H34O2 

C16:0 256.4 
270.5 

63-64 
30.5 

--- 
74.5 

Stearic acid 
Methyl stearate 

C18H36O2 
C19H38O2 

C18:0 184.5 
198.5 

70 
39 

--- 
86.9 

Oleic acid  
Methyl oleate 

C18H34O2 
C19H36O2 

C18:1 282.5 
296.5 

16 
-20 

--- 
47.2 - 55 

Linoleic acid Methyl 
linoleate 

C18H32O2 
C19H34O2 

C18:2 280.5 
294.5 

-5 
-35 

--- 
28.5-42.2 

Linolenic acid Methyl C18H30O2 C18:3 278.4 -11 --- 
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linolenate C19H32O2 292.5 -52/-57 20.6-22.7 

   
การทดลองที่5 การศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดหลอมละลายที่อุณหภูมิสูง ออกจาก 
ไบโอดีเซลทีผ่ลิตจากน้ ามันปาล์มผสมน้ ามันถั่วเหลือง น้ ามันปาล์มผสมน้ ามันสบู่ด า น้ ามันปาล์มผสม
น้ ามันร าข้าว โดยใช้ยูเรีย 
ก. การศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดหลอมละลายที่อุณหภูมิสูง ออกจากไบโอดีเซลที่
ผลิตจากน้ ามันปาล์มผสมน้ ามันถั่วเหลือง โดยใช้ยูเรีย 
 ผลการทดลองพบว่า 
 1. สามารถปรับปรุงคุณภาพไบโอดีเซลให้มีจุดขุ่นที่ 6 0ซ และ -12 0ซ( รูปที่11 )  ซ่ึงดีกว่าเดิมที่มีค่า
จุดไหลเทอยู่ที่ 110ซ( มัทนาและวิภา, 2558) และได้มาตรฐานไบโอดีเซลบี100 ตามมาตรฐานสากล  ปริมาณ
เมทิลเอสเทอร์ที่ต่่ากว่าค่ามาตรฐาน อาจจะมีสาเหตุมาจาก ในขั นตอนการล้างแยกน ่ามันออกมาจากส่วนผสม
ของยูเรียและเมทธานอลนั น  ยังมีน ่ามันไม่อ่ิมตัวบางส่วนที่หลงเหลืออยู่ในน ่าล้าง( รูปที่10 ) น ่ามันไม่อ่ิมตัวนี 
ต้องการเวลา ค่าความเป็นกรดเป็นด่าง และอุณหภูมิที่เหมาะสม ในการแยกตัวออกมาจากน ่าล้างมากกว่าปกติ
ทั่วไป บางครั งต้องใช้เวลานานถึง 3-5 วันจึงจะแยกตัวออกมาหมด แต่เนื่องจากระยะเวลาของการทดลองมี
จ่ากัด จึงไม่เก็บผลผลิตทั งหมด จากผลงานวิจัยที่ผ่านมา ปริมาณเมทิลเอสเทอร์ของไบโอดีเซลบี100ที่ผลิตจาก
น ่ามันปาล์มมีค่าเท่ากับ 98.87 %( มัทนา และวิภา, 2558; รูปที่  ) อย่างไรก็ตาม งานวิจัยนี เป็นเพียงงานวิจัย
ขั นแรก ยังต้องมีการแก้ไขปรับปรุงต่อไป 
 2. สาเหตุที่มกีรดลิโนเลนิกเมทิลเอสเตอร์( มีจุดหลอมละลาย -52/-57 ) ทั งในไบโอดีเซลทีม่ีจุดขุ่น 6 
0ซ และ -12 0ซ นั น พบว่าเกิดจาก ในขั นตอนการกรองที่ด่าเนินการที่อุณหภูมิห้อง( รูปที่ 4 และ 5 )  
จ่าเป็นต้องรีบกรองเพ่ือไม่ให้น ่ามันที่ตกตะกอนได้ละลายตกลงไป จึงท่าให้มีส่วนใสที่ไม่ตกตะกอนที่ -20 0ซ 
ปะปนไปมาก ซึ่งเป็นผลดี เพราะจากรายงานของ Choo Yuen et al.(  2009 ) พบว่า  ถ้าไบโอดีเซลมี  
methyl oleate{ C18:1 ( >98 % purity ) มีจุดไหลเท -18 องศาเซลเซียส }  และ  methyl linoleate{ 
C18:2  (>98 % purity ) มีจุดไหลเท -39 องศาเซลเซียส } อยู่ จะท่าให้ไบโอดีเซลไม่แข็งตัวที่อุณหภูมิต่่า  
ช่วยแก้ปัญหาการแข็งตัวของไบโอดีเซลได้ การมีกรดลิโนเลนิกเมทิลเอสเตอร์( มีจุดหลอมละลาย -52/-57 ) ก็
น่าจะให้ผลท่านองเดียวกัน 
 3. น ่ามันที่ตกตะกอนที่ -20 0ซ มีมากกว่าหรือใกล้เคียงกับที่ 4 0ซ 
    4. มีความแตกต่างทางสถิติระหว่างค่าสัดส่วนของไบโอดีเซลที่ได้( p<0.01 )   และค่าสัดส่วนของ 
ไบโอดีเซลที่มีจุดขุ่น -12 0ซ  มากที่สุดคือ 1:2  ได้ไบโอดีเซลที่มีจุดขุ่น -12  0ซ   และ 6 0ซ อย่างละ 1  ส่วน      
( ตารางที่1 )    และจะใช้สัดส่วนนี ในการผลิตไบโอดีเซลต่อไป 
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5. ผลวิเคราะห์คุณภาพไบโอดีเซลที่มีจุดขุ่น  6 0ซ  มีดังนี้   
  

รายการทดสอบ 
 
 

วิธีทดสอบ 
 

ไบโอดีเซล หน่วย 
 น้ ามันไบโอดีเซลที่

ไม่แข็งตัวท่ี
อุณหภูมิ  6 0ซ   

ASTM  specification 
for biodeisel B100  

1. ค่าความหนาแน่น ณ. 15 
0
ซ ( 

density at 15 
0
ซ )  

ASTMD 4052-16  879.50  860-900 กก./ลูกบาศก์
เมตร  

2. ความหนืดคิเนมาติก( จลน์) ณ. 

40 
0
ซ ( viscosity at 40 

0
ซ  

ASTM D 445-17 4.370  3.5-5.0 เซนติสโตกส ์
( cSt) ( ตาราง 
มม./วินาที) 

3. จุดขุ่น  ASTM D5771-15 6.0  Max. 18 0
ซ  

4. จุดวาบไฟ (flash point )  ASTM D93-16a 174.0  Min 120 Thai 
Min 130 USA 

0
ซ 

5.ค่าความเป็นกรด  
( acid number )  

ASTM D664-11a 0.17   
 

Max 0.50 
 

มก. KOH/ก. 
น ่ามัน  

6. การกัดกร่อนทองแดง ที่ 50 
0
ซ 

3 ชม. 
(copper strip corrosion )  

ASTM D 130-12 1A   No.1 max - 

7. ปริมาณเมทิลเอสเทอร์  
( methyl ester )  

EN14103:2011 90.50   96.5 %โดยน ่าหนัก 

8. กรดลิโนเลนิกเมทิล 
เอสเตอร ์

EN14103:2011 2.1 - - 

9. เสถียรภาพต่อการเกิด ปฏิกริิยา

ออกซิเดชันท่ี110 
0
ซ   ( 

oxidation stability at  110 
0
ซ ) 

EN15751-14 5.3  ไม่สูงกว่า 25 ชม. 

10. Micro carbon residue( กาก
ถ่าน ) 

ASTM D 4530-
15 

<0.10   Max. 0.30 % wt 

11. sulphated ash( เถ้าซัลเฟต ) ASTM D 874-
13a 

<0.005 Max. 0.02 % โดยน ่าหนัก 

12. ปริมาณน ่าและตะกอน  
( water and sediment )  

ASTM D 482-13 <0.005   Max. 0.2 %vol. 
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13. สิ่งปนเปื้อนทั งหมด EN12662-1998 <24    mg./kg. 
14. ค่าไอโอดีน(วิจล์) EN 14111-03 89.4  ไม่เกิน 120 กรัมไอโอดีน/

100 กรัม 

6. ผลวิเคราะห์คุณภาพไบโอดีเซลที่มีจุดขุ่น  -12 0ซ  มีดังนี้ 
  

รายการทดสอบ 
 
 

วิธีทดสอบ 
 

ไบโอดีเซล หน่วย 
 น้ ามันไบโอดีเซลที่

ไม่แข็งตัวท่ีอุณหภูมิ  
-12 0ซ   

ASTM  specification 
for biodeisel B100  

1. ค่าความหนาแน่น ณ. 15 
0
ซ ( 

density at 15 
0
ซ )  

ASTMD 4052-16  884.1  860-900 กก./ลูกบาศก์
เมตร  

2. ความหนืดคิเนมาติก( จลน์) ณ. 

40 
0
ซ (viscosity )  at 40 

0
ซ  

ASTM D 445-17 4.115  3.5-5.0 เซนติสโตกส ์
( cSt) ( ตาราง 
มม./วินาที) 

3. จุดขุ่น  ASTM D5771-15 -12   Max. 18 0
ซ  

4. จุดวาบไฟ (flash point )  ASTM D93-16a 170.0  Min 120 Thai 
Min 130 USA 

0
ซ 

5.ค่าความเป็นกรด  
( acid number )  

ASTM D664-11a 0.36  
 

Max 0.50 
 

มก. KOH/ก. 
น ่ามัน  

6. การกัดกร่อนทองแดง ที่ 50 
0
ซ 

3 ชม. 
( copper strip corrosion )  

ASTM D 130-12 1A No.1 max - 

7. ปริมาณเมทิลเอสเทอร์  
( methyl ester )  

EN14103:2011 94.2   96.5 %โดยน ่าหนัก 

8. กรดลิโนเลนิกเมทิล 
เอสเตอร ์

EN14103:2011 3.5  - - 

9. เสถียรภาพต่อการเกิด ปฏิกริิยา

ออกซิเดชันท่ี110 
0
ซ ( oxidation 

stability at  110 
0
ซ ) 

EN15751-14 3.2   Max.  25 ชม. 

10. Micro carbon residue 
( กากถ่าน ) 

ASTM D 4530-
15 

<0.10   Max. 0.30 % wt 

11. sulphated ash( เถ้าซัลเฟต ) ASTM D 874-
13a 

<0.005   Max. 0.02 % โดยน ่าหนัก 

12. ปริมาณน ่าและตะกอน 
( water and sediment )  

ASTM D 482-13 <0.005 Max. 0.2 %vol. 
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13. สิ่งปนเปื้อนทั งหมด EN12662-1998 <24    mg./kg. 
14. ค่าไอโอดีน(วิจล์) EN 14111-03 128.8   ไม่เกิน 120 กรัมไอโอดีน/

100 กรัม 

  
ตารางท่ี1  ค่าสัดส่วนของไบโอดีเซลที่ได้จากการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดหลอมละลายที่
อุณหภูมิสูง ออกจากไบโอดีเซลทีผ่ลิตจากน้ ามันปาล์มผสมน้ ามันถั่วเหลือง โดยใช้ยูเรีย 
 

กรรมวิธี ranks ค่าเฉลี่ย 
1.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันถั่วเหลือง 1:1/2 (V:V) 

4           0.778 c   

2.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันถั่วเหลือง 1:1 (V:V) 

5           0.758 c   

1.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันถั่วเหลือง 1:2 (V:V) 

1           1.012 a   

1.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันถั่วเหลือง 1:3 (V:V) 

3           0.802 c   

1.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันถั่วเหลือง 1:4 (V:V) 

2           0.932 b   

 ค่าเฉลี่ย 0.856     
Means followed by a common letter are not significantly different at the 5% level by DMRT 
cv. =   5.5%, LSD.( p ≤ 0.05 )   = 0.063, LSD.( p ≤ 0.05 )   = 0.087 
 

                    ก.        ข.  
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รูปที8่    ก.  ตะกอนน ่ามันที่ตกได้ที่ 4 0ซ          ข.  ตะกอนน ่ามันที่ตกได้ที่ -20 0ซ    

ก ข  
 

รูปที9่  ก  การกรองตะกอนน ่ามันที่แข็งตัวที่ -20 0ซ    ข  น ่ามันที่ไม่แข็งตัวที่ -20 0ซ     

 

ก. ข.  
 

รูปที่ 10  การล้างแยกน ่ามันท่ีตกตะกอนได้ที่   4( ก )  และ  -20 0ซ ( ข )   
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ก ข  

รูปที่ 11   ก   ไบโอดีเซลที่มีจุดขุน่ท่ี 6  0ซ      ข   ไบโอดีเซลทีม่ีจดุขุ่นท่ี -20 0ซ    
  
ข. การศึกษาการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดหลอมละลายที่อุณหภูมิสูง ออกจากไบโอดีเซลที่
ผลิตจากน้ ามันปาล์มผสมน้ ามันสบู่ด า โดยใช้ยูเรีย 
 มีความแตกต่างทางสถิติระหว่างค่าสัดส่วนของไบโอดีเซลที่ได้( p<0.01 )  และค่าสัดส่วนที่ให้ไบโอ
ดีเซลที่มีจุดขุ่น -12 0ซ มากที่สุดคือ   1:4(1.026 ) และ 1:3(0.998 ) ตามล่าดับ ( ตารางที่2 )  
 
ตารางท่ี2  ค่าสัดส่วนของไบโอดีเซลที่ได้จากการแยก fatty acid methyl ester ที่มีจุดหลอมละลายที่
อุณหภูมิสูง ออกจากไบโอดีเซลทีผ่ลิตจากน้ ามันปาล์มผสมน้ ามันสบู่ด า โดยใช้ยูเรีย 
 

กรรมวิธี ranks ค่าเฉลี่ย 
1.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันสบู่ด่า 1: 1/2 ( V : V ) 

3 0.798 b 

2.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันสบู่ด่า 1: 1 ( V : V ) 

4           0.788 b   

1.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันสบู่ด่า 1: 2 ( V : V ) 

5           0.710 c   

1.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันสบู่ด่า 1: 3 ( V : V ) 

2           0.998 a   

1.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ 1           1.026 a   
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ดีเซลน ่ามันสบู่ด่า 1: 4 ( V : V ) 
 ค่าเฉลี่ย 0.864     

Means followed by a common letter are not significantly different at the 5% level by DMRT 
cv.  =   5.0%,  LSD( p ≤ 0.05 )   = 0.058,   LSD( p ≤ 0.01 )   = 0.080 

 

ค. การศึกษาการแยก methyl fatty acid ester ในส่วนผสมของน้ ามันไบโอดีเซลที่ผลิตจากน้ ามันปาล์ม
ผสมน้ ามันร าข้าว  
   มีความแตกต่างทางสถิติระหว่างค่าสัดส่วนของไบโอดีเซลที่ได้( p<0.01 )  และค่าสัดส่วนที่ให้ไบโอ
ดีเซลที่มีจุดขุ่น -12 0ซ มากที่สุดคือ   1:4 ได้ไบโอดีเซลที่มีจุดขุ่น -12  0ซ 1.8 เท่าของ 6 0ซ ( ตารางที่3 )  
 
 
 
 
ตารางท่ี3  ค่าสัดส่วนของไบโอดีเซลที่ได้จากการแยก methyl fatty acid ester ในส่วนผสมของน้ ามันไบ
โอดีเซลท่ีผลิตจากน้ ามันปาล์มและน้ ามันร าข้าว 

กรรมวิธี ranks ค่าเฉลี่ย 
1.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันร าข้าว 1: 1/2 ( V: V ) 

5           0.518 d   

2.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันร าข้าว 1: 1 ( V : V ) 

4           

 
0.880 c 

1.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันร าข้าว 1: 2 ( V : V ) 

2 

 
1.170 b   

1.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันร าข้าว 1: 3 ( V : V ) 

3           1.122 b   

1.ไบโอดีเซลน ่ามันปาล์ม : ไบโอ
ดีเซลน ่ามันร าข้าว 1: 4 ( V : V ) 

1 

 
1.800 a   

 ค่าเฉลี่ย 1.098     

Means followed by a common letter are not significantly different at the 5% level by DMRT 
cv =   5.2%, LSD. ( p ≤ 0.05 ) =   0.077,    LSD. ( p ≤ 0.01 ) =   0.106    
                

 การใช้น ่ามันร่าข้าวดิบมาผลิตเป็นไบโอดีเซลมีข้อจ่ากัด คือ น ่ามันไม่อ่ิมตัว ไม่ค่อยแยกตัวออกมาจาก
น ่าล้างและมักจะสูญเสียไปในขั นตอนการล้าง  ท่าให้ได้ผลผลิตเป็นไบโอดีเซลน้อยเพียง 68.5 % นอกจากนี  
ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันร่าข้าว จะตกตะกอนที่อุณหภูมิห้อง เมื่อทิ งไว้นานๆ และยังท่าให้ไบโอดีเซลในอัตรา
ส่วนผสมต่างๆแข็งตัวในภายหลังอีกด้วย 
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การทดลองที6่  การทดลองใช้น้ ามันไบโอดีเซลกับเครื่องยนต์ 
 1. สามารถผลิตไบโอดีเซลที่มีจุดขุ่น 6 0ซ และ -12 0ซ ไดต้ัวอย่างละ  6.5 ล.  แต่ไม่ได้ทดสอบกับ
เครื่องยนต์เนื่องจากไม่มีเครื่องยนต์ที่จะใช้ทดสอบ และหน่วยงานที่ให้บริการทดสอบ อยู่ในระหว่างการ
ปรับปรุงมาตรฐานการทดสอบและเครื่องมือ 
 2.ดีเซลเกรด1( ปตท. พรีเมียมเกรด ) ตกตะกอนเล็กน้อย ประมาณ 1 มล.ใน 40 มล.แต่ไม่แข็งตัว ไม่
จับตัวเป็นก้อน ในระยะเวลา 3 วัน ที่ 2- 4 0ซ แต่แข็งตัวทันทีท่ี -20 0ซ และเม่ือตรวจสอบที่ 15 และ30 วัน 
พบว่าทั งท่ี 15 และ30 วัน ดีเซลเกรด1ตกตะกอน 1 มล.ใน 40 มล.แต่ไม่แข็งตัว ไม่จับตัวเป็นก้อน ใน
ระยะเวลา 15 และ 30 วัน( รูปที่8ก ) 
 3. ดีเซลเกรด2  ตกตะกอนประมาณ 6 มล. ใน 40 มล. แต่ไม่แข็งตัว ที่ 2- 4 0ซ ในระยะเวลา 3 วัน  
แต่แข็งตัวทันทีที่ -20 0ซ และเม่ือตรวจสอบที่ 15 และ 30 วัน พบว่า ตกตะกอนเท่าเดิม ทั งนี เพราะว่าดีเซล
เกรด2มีจุดขุ่นที่ -15 ถึง 5 0ซ และจุดไหลเทที่ -35 ถึง -15  0ซ( มงคล, 2557 ) จึงท่าให้น ่ามันเป็นไขตก 
ตะกอนลงมา( รูปที่ 8 ข)  
 4. ไบโอดีเซลบี100ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ  แข็งตัวที่  2- 4 0ซ  ทันที   
 5. ไบโอดีเซลบี100ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ   ใส  ไม่แข็งตัวและไม่ตกตะกอนที่  2- 4 0ซ   
 6. ไบโอดีเซลบี100ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ และ -12 0ซ ผสมกับ ดีเซลเกรด1และ2 ทุกอัตรา แข็งตัวทันที   ที ่
-200ซ   
 7. ผลการทดลอง การผสมไบโอดีเซลบี100  ที่มีจุดขุ่น  6 0ซ กับดีเซลเกรด1  ในอัตราส่วนไบโอดีเซล
บี100 : ดีเซลเกรด1  10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10 ตามล่าดับ  พบว่า 
ไบโอดีเซลบี100 : ดีเซลเกรด1 อัตรา  10:90 ถึง  40:60 ไม่ตกตะกอน ไม่จับตัวเป็นก้อนที่ 2-4 0ซ  ใน
ระยะเวลา 5 วัน แตท่ี่อัตรา 50:50 ตกตะกอนบางส่วนติดก้นหลอดทดลองขนาด 40 มล.( หรือตกตะกอน
ประมาณ 5 มล. ใน 100 มล. ) ส่วนที่อัตราตั งแต่ 60:40 ถึง 90:10 ตกตะกอน จับตัวเป็นก้อนทั งหมด  และ
เมื่อตรวจสอบการตกตะกอนที่ 15 และ 30 วัน พบว่าที่ 15 วัน อัตรา 10:90 ถึง  40:60 ตกตะกอนเล็กน้อย 
พอมองเห็นได้ อัตรา 50:50 ตกตะกอนเท่าเดิม  ส่วนที่ 30 วัน อัตรา  10:90 ถึง  40:60 ตกตะกอนประมาณ 
1 มล. ใน 40 มล. อัตรา 50:50 ตกตะกอนเท่าเดิม ตะกอนที่ตกลงมาคือตะกอนของดีเซล สรุปได้ว่า อัตรา
ส่วนผสมที่เหมาะสมของไบโอดีเซลบี100 ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ ต่อดีเซลเกรด1 คือตั งแต่ 10:90 ถึง 40:60 
ระยะเวลาการใช้งานภายในเวลา 15 วัน  
 8.  ผลการทดลอง การผสมไบโอดีเซลบี100  ที่มีจุดขุ่น  6 0ซ กับดีเซลเกรด2  ในอัตราส่วนไบโอ
ดีเซลบี100 : ดีเซลเกรด2    10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10 ตามล่าดับ  
พบว่า ไบโอดีเซลบี100 : ดีเซลเกรด2 อัตรา 10:90 ถึง 50:50 ไม่ตกตะกอน ไม่จับตัวเป็นก้อนที่ 2-4 0ซ ใน
ระยะเวลา 5 วัน แตท่ี่อัตรา 60:40 ตกตะกอนบางส่วน ปรมิาตร 7 มล. ใน 40 มล. อัตราตั งแต่ 70 :30 ถึง 90 
:10 ตกตะกอน จับตัวเป็นก้อนทั งหมด  และเมื่อตรวจสอบการตกตะกอนที่ 15 และ 30 วัน พบว่า อัตรา  
10:90 ถึง  50:50 ตกตะกอนมากเท่าดีเซลเกรด2 คือ 6-7 มล.ใน 40 มล. ตะกอนที่ตกลงมาคือตะกอนของ
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ดีเซล สรุปได้ว่า อัตราส่วนผสมที่เหมาะสมของไบโอดีเซลบี100  ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ ต่อดีเซลเกรด2 คือตั งแต่ 
10:90 ถึง 50:50 ในระยะเวลา 5 วัน ถ้าเกินกว่าระยะเวลา 5 วัน ใช้ไม่ได้ในทุกอัตรา 
 9. ผลการทดลอง การผสมไบโอดีเซลบี100  ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ กับดีเซลเกรด1 ในอัตราส่วนไบโอดีเซล
บี100 : ดีเซลเกรด1 10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10 ตามล่าดับ พบว่าที่
อุณหภูมิ 2-4 0ซ ในระยะเวลา 5 วัน ไม่มีการตกตะกอนในทุกอัตรา น ่ามันใส แต่เมื่อตรวจสอบการตกตะกอน
ที่ 15 และ 30 วัน พบว่าที่ 15 วัน อัตรา 10:90 ถึง 20:80 ตกตะกอนประมาณ 1 มล. ใน 40 มล. ส่วนอัตรา
อ่ืนๆไม่ตกตะกอน ส่วนที่ 30 วัน พบว่า อัตรา 10:90 ถึง 40:60 ตกตะกอนประมาณ 2.5 มล. ใน 40 มล. 
อัตรา 50:50 ตกตะกอนเล็กน้อยแค่ติดก้นหลอดทดลอง อัตรา 60:40 ถึง 90:10 ไม่ตกตะกอน จะพบว่าใน
ส่วนผสมยิ่งมีไบโอดีเซลบี100มากเท่าไร น ่ามันจะใส ไม่ตกตะกอน ตะกอนที่ตกลงมาคือตะกอนของดีเซล สรุป
ได้ว่า อัตราส่วนผสมที่เหมาะสมของไบโอดีเซลบี100  ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ ต่อดีเซลเกรด1 คือตั งแต่ 50:50  ถึง 
90:10 มีระยะเวลาการใช้งาน 30 วัน 
 10. ผลการทดลอง การผสมไบโอดีเซลบี100 ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ กับดีเซลเกรด2 ในอัตราส่วนไบโอ
ดีเซลบี100 : ดีเซลเกรด2 10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10 ตามล่าดับ  
พบว่าที่ 2-4 0ซ  ในระยะเวลา 5 วัน ไบโอดีเซลบี100 : ดีเซลเกรด2 ทีอั่ตรา 10:90 ถึง 50:50 น ่ามันผสมเริ่ม
ขุ่นแต่ไม่ตกตะกอน ส่วนอัตรา 60:40 ถึง 90:10 น ่ามันใส ไม่ตกตะกอน แต่เมื่อตรวจสอบการตกตะกอนที่ 15 
และ30 วัน พบว่าที่ 15 วัน อัตรา 10:90 ถึง 40:60 ตกตะกอนประมาณ 6 มล. ใน 40 มล. และอัตรา 50:50 
และ 60:40 ตกตะกอนเล็กน้อยแค่เห็นติดอยู่ก้นหลอดทดลองประมาณ 0.2 มล. ใน 40 มล. สว่นอัตราอ่ืนๆใส 
ไมต่กตะกอน ส่วนที่ 30 วัน พบว่า อัตรา 10:90 ถึง 40:60 ตกตะกอนประมาณ 6 มล. ใน 40 มล. อัตรา 
50:50 ถึง 60:40 ตกตะกอนประมาณ 2.5 มล. ใน 40 มล. อัตรา 70:30 ตกตะกอนประมาณ 1 มล. ใน 40 
มล. อัตรา 80:20 ถึง 90:10 ใส ไม่ตกตะกอน ตะกอนที่ตกลงมาคือตะกอนของดีเซล( รูปที่8ค )  สรุปได้ว่า 
อัตราส่วนผสมที่เหมาะสมของไบโอดีเซลบี100  ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ ต่อดีเซลเกรด2 คือตั งแต่ 80:20  ถึง 90:10 
มีระยะการใช้งาน 30 วัน 
 11. ไบโอดีเซลบี100 ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ และ 6 0ซ มีค่าความหนืดอยู่ท่ี 4.115 และ 4.370 เซนติส
โตกส์ ( cSt) ( ตาราง มม./วินาที) อยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน 3.5-5.0 เซนติสโตกส์ ( cSt) ( ตาราง มม./วินาที) จึง
ไม่มีผลต่อระบบหัวฉีดและการก่อตัวของคราบยางเหนียวที่หัวฉีด 
 12. ผลการวิเคราะห์คุณภาพของไบโอดีเซลบี100 ที่มีจุดขุ่น 60ซ  และ -12 0ซ  มีค่า Micro carbon 
residue( กากถ่าน ),  sulphated ash( เถ้าซัลเฟต ) ปริมาณน ่าและตะกอน ( water and sediment ) และ
สิ่งปนเปื้อนทั งหมด มีค่าต่่ากว่าเกณฑ์มาตรฐานมาก บ่งชี ว่า ไบโอดีเซลที่ผลิตได้นี ปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม 
สามารถใช้กับเครื่องยนต์ได้โดยไม่ไปมีผลเสียต่อระบบเชื อเพลิง ปั๊มน ่ามันและไส้กรองและสภาพแวดล้อม และ
ไม่ก่อให้เกิดภาวะฝนกรด( มีค่าเถ้าซัลเฟต น้อยกว่า 0.005 โดยค่ามาตรฐานอยู่ท่ีไม่เกิน 0.2 ) และสามารถใช้
ในสภาพที่มีอากาศเย็นได้ อย่างไรก็ตามมลพิษท่ีเกิดจากค่าออกไซด์ของไนโตรเจนจ่าเป็นต้องตรวจวัดต่อไป     
 13.ค่าไอโอดีน(วิจล์)ของไบโอดีเซลบี100 ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ ค่อนข้างสูง 128.8 กรัมไอโอดีน/100 กรัม
(ไม่เกิน 120 ) ท่าให้ไบโอดีเซลที่ได้     ค่อนข้างง่ายต่อการถูกออกซิไดซ์เมื่อสัมผัสอากาศ  และเกิดปฏิกิริยา
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พอลิเมอไรซ์ได้ที่อุณหภูมิสูง ท่าให้ไบโอดีเซลเสื่อมสภาพเป็นสารเหนียว ดังนั นการป้องกันอาจท่าได้โดยการ
เก็บน ่ามันไว้ในที่ท่ีไม่สัมผัสกับออกซิเจนหรืออนุมูลอิสระอ่ืนๆ และเก็บในที่ที่เย็นและไม่มีแสงผ่าน แต่เท่าท่ี
ตรวจสอบการเสื่อมสภาพเป็นสารเหนียวของไบโอดีเซลบี100 ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ ที่อุณหภูมิห้อง 28-30 0ซ  ใน
สภาพปิดฝาสนิท ในขวดแก้วใส เป็นเวลา 8 เดือน ไบโอดีเซลยังคงมีสภาพปกติเหมือนเดิม คือ ใส ไม่หนืด ไม่
ตกตะกอน Leung et al ( 2006 , กรดไขมันอิสระ digi.library.tu.ac.th/thesis/en/0232/10CHAPTER_2.pdf )   
ได้ศึกษาคุณภาพน ่ามันไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันเมล็ดเรป และการเก็บรักษาภายใต้อุณหภูมิและสภาวะที่
แตกต่างกัน เช่นที่อุณหภูมิห้องและที่ 40 0ซ   ในภาชนะปิดสนิท หรือในสภาพที่สัมผัสกับอากาศ หรือใน
สภาพที่มีหรือไม่มีความชื น ผลการทดลองพบว่า ถ้าอุณหภูมิการเก็บรักษายิ่งสูงประกอบกับสภาวะที่สัมผัสกับ
อากาศ ยิ่งท่าให้อัตราการเสื่อมสภาพของน ่ามันเพ่ิมสูงขึ น แต่อุณหภูมิหรือการสัมผัสกับอากาศอย่างใดอย่าง
หนึ่งเพียงอย่างเดียว ส่งผลน้อยมากต่อการเสื่อมสภาพของน ่ามัน แต่ บเอดและคณะ( 2007 )( กรดไขมันอิสระ 
digi.library.tu.ac.th/thesis/en/0232/10CHAPTER_2.pdf )  รายงานว่า ในช่วงระยะเวลา 0-12 เดือน ไม่พบการ
เปลี่ยนแปลงมากนัก ระหว่างตัวอย่างที่ท่าการเก็บรักษาในสภาพที่มีแสงผ่านกับไม่มีแสงผ่าน แต่หลังจากนั น
การเปลี่ยนแปลงก็สังเกตได้อย่างชัดเจน  

 14.การทดลองนี ไม่ได้รายงานค่าซีเทน(ค่าท่ีบ่งบอกถึงความสามารถในการจุดติดไฟของน ่ามันไบโอ
ดีเซล ) และค่าอ่ืนๆ เนื่องจากเครื่องมือที่ใช้ตรวจวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการที่ให้บริการตรวจวิเคราะห์อยู่ใน
ระหว่างการปรับปรุง หรือหยุดให้บริการตรวจวิเคราะห์ แต่หากเทียบเคียงผลวิเคราะห์กับผลงานวิจัยที่ผ่านมา
มีค่าใกล้เคียงกัน  

                  ก ข        ค    
  

รูปที่ 12  ก ตะกอนดีเซลที่ตกลงมาในน ่ามันดีเซลเกรด1    ข ตะกอนดีเซลที่ตกลงมาในน ่ามันดีเซลเกรด2      
ค ตะกอนดีเซลที่ตกลงมาในน ่ามันผสมไบโอดีเซลและดีเซล 
 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
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 สามารถผลิตไลเปสในถังหมักโดยการใช้ 1 mM IPTG เหนี่ยวน่าให้ BL21 ผลิตไลเปส ที่อุณหภูมิ 37 
0ซ, ความเร็วรอบของการกวน 200 rpm, pH7 และ pO2 ( ปริมาณออกซิเจน ) 80 % ในระยะเวลา 6 ชม. ได้
ไลเปสความเข้มข้น 30 มก/มล. ไลเปสที่ผลิตได้มีประสิทธิภาพในการย่อยน ่ามันปาล์ม น ่ามันถั่วเหลือง น ่ามัน
สบู่ด่า และน ่ามันร่าข้าวอย่างสมบูรณ์ น ่ามันที่ได้ใสสะอาด ตกตะกอนน้อยมากเม่ือทิ งไว้นานๆ และเมื่อน่าไป
ผลิตไบโอดีเซล ได้เป็นไบโอดีเซลทั งหมด ไม่มี glycerin แยกชั นออกมา ได้ไบโอดีเซลผลิตจากน ่ามันปาล์ม 
น ่ามันถั่วเหลือง น ่ามันสบู่ด่า และน ่ามันร่าข้าว ร้อยละ 93.3, 86.7, 75.0 และ 68.5  ตามล่าดับ น ำ้มันปาล์ม
แข็งตัวที่ 4 0ซ น ่ามันถั่วเหลือง เหลว ใส ไม่แข็งตัวที่ 4 0ซ น ่ามันสบู่ด่า มีทั งหนืดข้น ไปจนถึงแข็งตัวที่ 4 0ซ 
น ่ามันร่าข้าว หนืดข้นมาก ไม่แข็งตัวที่ 4 0ซ น ่ามันปาล์ม น ่ามันถั่วเหลือง น ่ามันสบู่ด่า และน ่ามันร่าข้าว  
แข็งตัวที่ -20 0ซ ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันปาล์มและน ่ามันร่าข้าว แข็งตัวที่ 4 0ซ ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามัน
ถั่วเหลือง ไม่แข็งตัวที่ 4 0ซ มีลักษณะใส ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันสบู่ด่า แข็งตัวไม่สมบูรณ์ที่ 4 0ซ จับกัน
เป็นก้อน ไม่แข็งตัว มีน ่ามันใสปน ไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันพืชทุกชนิด แข็งตัวที่ -20 0ซ  จากผลการทดลอง 
ชี ให้เห็นว่า ถ้าต้องการผลิตไบโอดีเซลที่มีจุดแข็งตัวที่อุณหภูมิต่่า จ่าเป็นต้องผสมไบโอดีเซลที่ผลิตจากน ่ามันแต่
ละชนิดเข้าด้วยกัน ก่อนน่าไปทดสอบที่อุณหภูมิต่่า ถ้าใช้น ่ามันพืชเดี่ยวจะได้ผลผลิตน้อย ยากต่อการปฏิบัติ 
และคุณสมบัติของไบโอดีเซลอาจจะไมได้ตามมาตรฐาน สามารถปรับปรุงคุณภาพไบโอดีเซลให้มีจุดขุ่นที่ 6 0ซ 
และ -12 0ซ ซึ่งดีกว่าเดิมท่ีมีค่าจุดไหลเทอยู่ที่ 11 0ซ และได้มาตรฐานไบโอดีเซลบี100 ตามมาตรฐานสากล  มี
ความแตกต่างทางสถิติระหว่างค่าสัดส่วนของไบโอดีเซลที่ได้( p<0.01 ) และค่าสัดส่วนของไบโอดีเซลที่ผลิต
จากน ่ามันปาล์มผสมน ่ามันถั่วเหลือง, น ่ามันปาล์มผสมน ่ามันสบู่ด่า และ น ่ามันปาล์มผสมน ่ามันร่าข้าว ที่มีจุด
ขุ่น -12 0ซ มากที่สุดคือ 1:2, 1:4และ 1:3, 1:4 ตามล่าดับ ดีเซลเกรด1( ปตท. พรีเมียมเกรด ) ตกตะกอน
เล็กน้อย ประมาณ 1 มล.ใน 40 มล.แต่ไม่แข็งตัว ไม่จับตัวเป็นก้อน ในระยะเวลา 3, 15 และ 30 วัน ที่ 2- 4 0

ซ แต่แข็งตัวทันทีท่ี -20 0ซ ดีเซลเกรด2 ตกตะกอนประมาณ 6 มล. ใน 40 มล. แต่ไม่แข็งตัว ที่ 2- 4 0ซ ใน
ระยะเวลา 3, 15 และ 30 วัน แต่แข็งตัวทันทีท่ี -20 0ซ ไบโอดีเซลบี100ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ  แข็งตัวที่  2- 4 0ซ  
ไบโอดีเซลบี100ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ   ใส  ไม่แข็งตัวและไม่ตกตะกอนที่ 2- 4 0ซ  ไบโอดีเซลบี100ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ 
และ -12 0ซ ผสมกับ ดีเซลเกรด1และ2 ทุกอัตรา แข็งตัวทันที ที่ -200ซ  อัตราส่วนผสมที่เหมาะสมของไบโอ
ดีเซลบี100 ที่มีจุดขุ่น 6 0ซ ต่อดีเซลเกรด2 คือตั งแต่ 10:90 ถึง 50:50 ในระยะเวลา 5 วัน ถ้าเกินกว่า
ระยะเวลา 5 วัน ใช้ไม่ได้ในทุกอัตรา อัตราส่วนผสมที่เหมาะสมของไบโอดีเซลบี100 ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ ต่อ
ดีเซลเกรด1 คือตั งแต่ 50:50 ถึง 90:10 มีระยะเวลาการใช้งาน 30 วัน อัตราส่วนผสมที่เหมาะสมของไบโอ
ดีเซลบี100  ที่มีจุดขุ่น -12 0ซ ต่อดีเซลเกรด2 คือตั งแต่ 80:20  ถึง 90:10 มีระยะการใช้งาน 30 วัน 
11.การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

1. ไบโอดีเซลที่ได้ สามารถน่าไปใช้กับเครื่องจักรกลการเกษตร และเครื่องยนต์ดีเซลทั่วไป ในสภาพ

อากาศเย็นและสภาพอากาศปกติ และสามารถลดมลพิษได้ ซึ่งถ้าดีเซลไม่ตกตะกอนลงมาก่อน จะสามารถเพ่ิม

อัตราส่วนของไบโอดีเซลและระยะเวลาการใช้งานได้มากกว่าที่ได้รายงานไว้ 
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2. สามารถน่ากรรมวิธีการผลิตไปเผยแพร่ใช้กับกลุ่มเกษตรกร และผู้สนใจ เพราะเป็นกรรมวิธีที่ง่าย 
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