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 ไขรําขาวเปนผลิตผลพลอยไดราคาถูกที่ไดจากขั้นตอนการขจัดไขของการรีไฟนนํ้ามัน
รําขาว ไขรําขาวดิบที่ไดจากโรงงานรีไฟนในประเทศไทยมีแวกเอสเทอรอยูเพียง 20-40 
เปอรเซ็นต เทาน้ัน องคประกอบหลักที่เหลือคือไตรกลีเซอไรด  ในงานวิจัยน้ีนําเสนอการเตรียม
ไขรําขาวบริสุทธิ์โดยใชปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่อุณหภูมิหอง ที่มีโซเดียมไฮดรอกไซด
หรือโปแตสเซียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา ดวยสัดสวนโมลไขรําขาวดิบตอเอทานอล 
เทากับ 1 ตอ 30 ซ่ึงที่สภาวะนี้มีเพียงกลีเซอไรดเทาน้ันที่ถูกเปลี่ยนไปเปนกรดไขมันเอทิล-   
เอสเทอร และปฏิกิริยาเกิดไดสมบูรณภายในเวลา 5 นาที ไขรําขาวบริสุทธิ์ที่ไดมีคุณสมบัติ
เปนไปตามขอกําหนดของไขรําขาวที่อนุญาตใหใชในอาหารซึ่งกําหนดโดยองคการอาหารและ
ยา สหรัฐอเมริกา ในขณะที่กรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่ไดมีคาไอโอดีน และคาซีเทนตาม
ขอกําหนดมาตรฐานไบโอดีเซลของไทย (ซ่ึงมีคาเหมือนกับมาตรฐาน EN) อยางไรก็ตามกรด
ไขมันเอทิลเอสเทอรที่ไดมีความหนืดเกินกวาขอกําหนด ที่เปนเชนน้ีนาจะเน่ืองจากการปนเปอน
ของแวกในไบโอดีเซล 
 การทําไขรําขาวใหบริสุทธิ์ตองการวิธีวิเคราะหที่รวดเร็วและแมนยํา ในงานวิจัยน้ีไดใช
โครมาโตกราฟสมรรถนะสูงแบบแยกตามขนาดที่ใชคอลัมนฟโนเจลขนาด 100 อังสตรอม โดยมี
การปรับปรุงวัฏภาคเคลื่อนที่ใหเหมาะสมมาใชในการวิเคราะหคุณลักษณและปริมาณของไขรํา
ขาวดิบและผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาฯ การควบคุมปริมาณการพองตัวของเนื้อเจลทําโดยการ
ควบคุมอัตราสวนของไอโซออกเทน-โทลูอีน ซ่ึงใชเปนวัฏภาคเคลื่อนที่ การใชโทลูอีนบริสุทธิ์จะ
ทําใหเน้ือเจลพองตัวเต็มที่ซ่ึงไมสามารถแยกแวกซและไตรกลีเซอไรดออกจากกันได เม่ือใช
สัดสวนไอโซออกเทน-โทลูอีน 65 ตอ 35 (ปริมาตร/ ปริมาตร) พบวาแวกซและไตรกลีเซอไรด
สามารถแยกจากกันไดถึงฐานพีค การแยกสารกลุมลิปดออกจากกันสามารถทําไดเพียงการฉีด
สารคร้ังเดียวโดยใชเวลาในการวิเคราะหไมเกิน 15 นาที 
 
คําหลัก: กรดไขมันเอทิลเอสเทอร; ไขรําขาว; โครมาโตกราฟของเหลวสมรรถนะสูงแบบแยก

ตามขนาด; ไบโอดีเซล; ทรานสเอสเทอริฟเคชัน  
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Abstract 
 

Project Code: MRG4880095 

Project Title:  Preparation of pure rice bran wax and biodiesel from rice bran wax by 
transesterification 

Investigator: Asst. Prof. Dr. Kornkanok Aryusuk, King Mongkut’s University of 
Technology Thonburi 

E-mail Address: kornkanok.ary@.ac.th, ayusuk@yahoo.com 

Project Period: 16 March 2009 - 15 September 2011 

Rice bran wax (RBW) is a low value co-product from dewaxing step of rice bran 
oil (RBO) refinery. Crude RBW from refineries in Thailand had only 20–40% of the wax 
ester. The major impurity was triglyceride (TG). Selective transesterification of crude 
RBW at room temperature was proposed for preparation of the pure wax. 
Transesterifications were performed by using NaOH or KOH as catalyst with 1:30 molar 
ratio of crude RBW to ethanol. With these conditions, only glycerides were 
transesterified to fatty acid ethyl ester (FAEE) and the reactions were completed within 
5 min. The properties of the obtained pure RBW were met the RBW specification of 
USFDA approval for food application. Based on the iodine value and cetane index, the 
obtained FAEE met Thai biodiesel specification (the same as EN standard). However, 
viscosity of the FAEE was slightly higher than the Thai biodiesel specification. This 
might be due to a small contamination of the wax in the FAEE.   

 Purification of RBW requires a rapid and reliable method of analysis. The high 
performance size exclusion liquid chromatography (HPSEC) using 100-Å Phenogel 
column with modified mobile phase was used for characterization and quantification of 
the crude wax and reaction products. Degree swellings of the gel matrix were controlled 
by isooctane–toluene mobile phase ratio. With pure toluene as the mobile phase, the 
gel matrix is fully swollen. Wax and TG could not be separated. With 65:35 (v/v) of 
isooctane-toluene, wax and TG as well as other lipids were baseline separated. The 
separation of lipids could be completed in a single with the total analysis time less than 
15 min.  

Keywords: Fatty acid ethyl ester; Rice bran wax; High performance size exclusion 
liquid chromatography; Biodiesel; Transesterification 
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Preparation of pure rice bran wax and biodiesel from rice bran wax by 
transesterification 

1. ชื่อหัวหนาโครงการ  หนวยงานที่สงักัด ที่อยู หมายเลขโทรศัพท โทรสาร และ e-mail 
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   มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบรีุ 

49 ซ.เทียนทะเล 25 ถนนบางขุนเทียน-ชายทะเล แขวงทาขาม      
เขตบางขุนเทยีน 

   กรุงเทพมหานคร 10150 
   โทรศัพท 0-2470-7758 
   โทรสาร 0-2452-3479 
   E-mail: kornkanok.ary@kmutt.ac.th, ayusuk@yahoo.com 
 
2. สาขาที่ทําการวิจัย  เคมีวิเคราะห 
 
 
4. ระยะเวลาดําเนินการ  2 ป 
 
5. ความสําคัญและที่มาของปญหา 

ในน้ํามันรําขาวดิบมีไขรําขาว (rice bran wax; RBW) เปนองคประกอบประมาณ 1500 
ppm [1] เน่ืองจากไขมีจุดหลอมเหลวสูงจึงตกผลึกแยกสวนออกจากน้ํามันเม่ือวางไวที่
อุณหภูมิหอง ทําใหนํ้ามันมีลักษณะขุน (clouding) กระบวนการผลิตน้ํามันรําขาวเพ่ือการบริโภค
จึงจําเปนตองขจัดไขออกโดยการตกผลึกที่อุณหภูมิต่ําแลวกรองออกจากนํ้ามัน ในขั้นตอนการ
ขจัดไข (dewaxing/winterization) ไขที่ไดจะมีทั้งน้ํามัน (triglyceride) กรดไขมันอิสระ (free 
fatty acid; FFA) ไฮโดรคารบอน (hydrocarbon)  แวกซเอสเทอร (wax ester) ซ่ึงสวนใหญเปน
เอสเทอรของกรดไขมันอ่ิมตัว (C16-C26) กับไขมันแอลกอฮอลอ่ิมตัว (C24-C34) [2, 3] และไขมัน
แอลกอฮอลอิสระสายยาว (long chain fatty alcohol; LCFA) [4] หรือที่เรียกวาโพลิโคซานอล 
(policosanol) เปนองคประกอบ  



2 
 

ไขรําขาวที่ผานการทําใหบริสุทธแลวสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน เปน
สารเคลือบผัก ผลไม ยาอม ลูกกวาดหรือหมากฝรั่ง ใชเปนสวนประกอบในการผลิตเครื่องสําอาง 
[5] สารขัดเงา กระดาษหอช็อคโกแลต และกระดาษคารบอน เปนตน อยางไรก็ตามการนําไข  
รําขาวมาใชประโยชนมักทําในตางประเทศ โดยเฉพาะการสกัดโพลโิคซานอลจากไขรําขาว ทั้งๆ 
ที่ประเทศไทยเปนแหลงผลิตขาวเพ่ือการสงออกที่ใหญที่สุดในโลกและมีโรงงานผลิตนํ้ามันรํา
ขาวอยูหลายแหลง แตการนําไขรําขาวมาใชประโยชนกลับไมมากเทาที่ควร สวนใหญมักขาย
เปนเชื้อเพลิงหรือวัตถุดิบเพ่ือการผลิตในราคาถูก (ประมาณ 20 บาท/กิโลกรัม) 

จากการศึกษาไขรําขาวที่ไมผานการรีไฟน (unrefined RBW) ของไทยพบวามี
สวนประกอบของน้ํามันในปริมาณสูงถึง 55.91% ที่เหลือประกอบดวยแวกซเอสเทอร 40.67%, 
LCFA 2.56% และอื่นๆ 1.86% [6] ดังนั้นหากสามารถนํานํ้ามันสวนนี้มาผลิตเปนไบโอดีเซล
พรอมกับการทําใหไขบริสุทธิ์ (wax ester)  ไดในเวลาเดียวกันจะชวยลดระยะเวลา และการใช
สารเคมีในการทําไขใหบริสุทธิ์ลงไดอยางมากและยังเปนการเพ่ิมมูลคาของไขรําขาวใหมากขึ้น   

ในขณะเดียวกันในงานวิจัยน้ีจําเปนตองทราบองคประกอบของไขรําขาวดิบที่ไดมา 
รวมทั้งผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นในระหวางการทําปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน และผลิตผล
สุดทายที่ได คือไขรําขาวบริสุทธิ์ และไบโอดีเซล (กรดไขมันเอทิลเอสเทอร; Fatty acid ethyl 
ester; FAEE) ฉะนั้นวิธีการวิเคราะหที่มีความแมนยํา และรวดเร็วจึงมีความสําคัญอยางมาก  

ในงานวิจัยน้ีจึงตองการศึกษาการเตรียมไบโอดีเซลและไขรําขาวบริสุทธิ์ดวยปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชัน พรอมกับศึกษาการวิเคราะหองคประกอบ  และหปริมาณ ของไขรําขาว
ดิบ และผลิตภัณฑที่ไดดวยโครมาโตกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูงแบบแยกตามขนาด (high 
performance size exclusion chromatography; HPSEC) 

6. วัตถุประสงคของการวิจัย 

6.1 เพ่ือศึกษาการเตรียมไขรําขาวบริสุทธิ์และไบโอดีเซลจากไขรําขาวดวยปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชันที่เรงปฏิกิริยาดวยดาง  

6.2 เพ่ือพัฒนาวิธีการวิเคราะหองคประกอบของไขรําขาวดิบ และผลติภัณฑ  

7. ขอบเขตของการวิจัย 

7.1 นําตัวอยางไขรําขาวดิบที่ไดจากกระบวนการรีไฟนนํ้ามันรําขาวมาศึกษาองคประกอบ
ดวย HPSEC  

7.2 ทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกองคประกอบของไขรําขาวดวย HPSEC  
7.3 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมไบโอดีเซลจากไขรําขาวดวยปฏิกิริยาทรานส-     

เอสเทอริฟเคชัน 
7.4  แยกไบโอดีเซล และไขรําขาวบริสุทธิ์ (แวกซเอสเทอร) ออกจากกัน 
7.5  ศึกษาคุณสมบัติทางเคมี และกายภาพของไบโอดีเซล และไขรําขาวบริสุทธิ์ที่เตรียมได 
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8. ผลงานวิจัยที่เก่ียวของ 

ไขรําขาวดิบ (Crude rice bran wax) เปนแหลงไขจากธรรมชาติที่พบอยูในน้ํามันรําขาว 
มีลักษณะเปนของแข็งสีนํ้าตาลออน องคประกอบหลักคือเอสเทอรของกรดไขมันที่มีคารบอน 
22-24 อะตอม กับแอลกอฮอลสายยาวที่มีคารบอน 24-40 อะตอม [7] เน่ืองจากไขมีจุด
หลอมเหลวสูงเม่ือวางน้ํามันไวที่อยูอุณหภูมิต่ํา ไขซึ่งละลายอยูในน้ํามันจะรวมตัวกันตกผลึกทํา
ใหนํ้ามันไมนารับประทาน ในกระบวนการรีไฟนนํ้ามันรําขาว ไขรําขาวจึงถูกแยกออกจากนํ้ามัน
ในขั้นตอนการขจัดไข (Dewaxing) ไขรําขาวดิบที่แยกออกมายังคงมีนํ้ามัน และสารอ่ืนๆ 
ปนเปอนอยูซ่ึงสงผลตอคุณภาพของไข คือทําใหไขออนตัว จุดหลอมเหลวมีคาต่ําและชวงกวาง  
และมีคาไอโอดีนสูง ทําใหไมสามารถใชประโยชนจากไขรําขาวดิบได แตหากนําไขรําขาวดิบไป
ผานขั้นตอนการทําใหบริสุทธิ์ จะไดไขรําขาวที่มีคุณสมบัติเหมาะสําหรับนําไปใชในอุตสาหกรรม
อาหารไดหลากหลาย เชน ใชเคลือบลูกอม  หมากฝรั่ง ผัก และผลไม เปนตน นอกจากน้ี ไขรํา
ขาวยังมีคุณสมบัติใกลเคียง และสามารถนําไปใชแทนไขคารนูบา (Carnuba wax) ซ่ึงมีราคา
แพง ในการใชเปนองคประกอบในการผลิตกระดาษหอช็อคโกแลต ใชเปนสารขัดเงาเครื่องหนัง 
ผลิตกระดาษคารบอน เคร่ืองสําอาง และยา เปนตน  

การเตรียมไขรําขาวใหบริสุทธิ์ทําโดยการขจัดนํ้ามัน และกลีเซอไรดอ่ืนๆ รวมทั้งสารที่มี
ขั้ว ซ่ึงมีลักษณะเปนอยางเหนียว (Resinous matters) และสารใหสีออกจากแวกเอสเทอร (Wax 
ester) เพ่ือใหไดไขที่มีลักษณะรวน สีขาวนวล มีชวงจุดหลอมเหลวท่ีแคบ และมีคาไอโอดีนต่ํา  

การสกัดนํ้ามันออกจากไขทําโดยการสกัดดวยตัวทําละลายอินทรียชนิดตางๆ ที่อุณหภูมิ      
รีฟลักซ (Refluxing temperature) เชน การใช เบนซีน เฮกเซน เมทิลเอทิลคีโตน รวมถึงการใช
สารละลายผสมระหวางเฮกเซนกับไอโซโพรพานอล [8] ขั้นตอนการใหความรอนจะใชเวลา
ประมาณ 30 นาที จากน้ันจึงกรองไขที่ไดออกจากตัวทําละลายโดยอาจกรองขณะรอนหรือเย็น 
หรืออาจใชวิธีการตกผลึกดวยอะซีโตน [7] ไขที่ไดจากขั้นตอนนี้จะมีคาไอโอดีนลดลง ในขณะที่มี
จุดหลอมเหลวสูงขึ้น และมีชวงแคบลง แตยังคงมีสีเขม และมีลักษณะเปนยางเหนียว จะตอง
นํามารีฟลักซตอดวยไอโซโพรพานอลซึ่งเปนตัวทําละลายที่มีขั้วสูงขึ้นโดยในขั้นตอนนี้อาจมีการ
ฟอกสีรวมดวย  เชน Vali และคณะ  [4] ไดเติมโซเดียมบอโรไฮไดรด ลงไปในขณะที่รีฟลักซไข
ดวยไอโซโพรพานอลที่อุณหภูมิ 80-82°C เปนเวลา 30 นาที ในขณะที่ Cousins และคณะ 
(1953) [9] ใช Hydrogen peroxide และ Chromium trioxide ในสารละลายกรดซัลฟูริคในการ
ฟอกสีของไขรําขาว อยางไรก็ตามการเตรียมไขรําขาวใหบริสุทธิ์ในแตละขั้นตอนที่กลาวมา
อาจจะตองมีการสกัดซํ้า 2-3 คร้ัง จึงจะไดไขบริสุทธิ์ตามตองการ เชน Yoon และ Rhee [3] นํา
ไขรําขาวดิบมาลางดวยเมทิลเอทิลคีโตน เพ่ือขจัดนํ้ามัน และสิ่งปนเปอนอ่ืนๆ แลวทําใหแหง
ภายใตสูญญากาศ จากน้ันแยกสวนไขดวยไอโซโพรพานอลในอัตราสวน 1: 3 ใหความรอน 30 
นาที ทําใหเย็นลงจนถึงอุณหภูมิ 50°C กรองภายใตสูญญากาศ นําสวนที่ละลายมาลดอุณหภูมิ
ถึง 25°C ตั้งทิ้งไวขามคืนเพ่ือใหไขตกผลึก จากนั้นกรองผลึกไข นําไขท่ีไดมาลางดวยอะซิโตน
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แลวกรองอีกคร้ัง นําตะกอนไขไปอบ ไดไขรําขาวบริสุทธิ์ที่มีลักษณะนุม โดยมีจุดหลอมเหลว 
74°C และมีคาไอโอดีน 29.1 สวนไขที่ไมละลายที่อุณหภูมิ 50°C นําไปตมกับไอโซโพรพานอล
ในอัตราสวน 1: 6 แลวกรองขณะรอนที่อุณหภูมิ 70°C สวนไขที่ละลายตั้งทิ้งขามคืนใหตกผลึก
แลวกรอง นําตะกอนไขที่ไดไปอบแหง ไดเปนไขรําขาวบริสุทธิ์ที่มีลักษณะแข็ง โดยมีจุด
หลอมเหลว 79°C และมีคาไอโอดีน 20.7 ซ่ึงไขรําขาวบริสุทธิ์ทั้ง 2 ชนิดมีสีนํ้าตาลดํา 

นอกจากนี้ยังมีรายงานการใชขี้เถาแกลบเปนวัสดุดูดซับไขรําขาวดิบแลวใชไอโซ-    
ออกเทน หรือไอโซโพรพานอลสกัดนํ้ามันออกที่อุณหภูมิต่ํา 3-4oC กอนจะชะไขออกดวยตัวทํา
ละลายชนิดเดียวกันอีกคร้ังที่อุณหภูมิสูง 80oC อยางไรก็ตามวิธีการนี้มีความยุงยากในการ
เตรียมขี้เถาแกลบ และการบรรจุขี้เถาแกลบที่เคลือบดวยไขลงในคอลัมน HPLC  และตองอาศัย
แรงดันของปมเพ่ือชะตัวทําละลายอินทรียใหไหลผานคอลัมน [10] 

นํ้ามันพืชหรือไขมันสัตวจะมีความหนืดคอนขางสูงเม่ือเทียบกับนํ้ามันจากปโตรเลียมทํา
ใหไมเหมาะที่จะนํามาใชเปนน้ํามันเชื้อเพลิงในเครื่องยนต วิธีการหน่ึงที่สามารถลดความหนืด
ของนํ้ามันหรือไขมันเหลาน้ีลงไดอยางมากคือการเปลี่ยนใหอยูในรูปเอสเทอรชนิดใหมโดยการ
นํานํ้ามันหรือไขมันไปทําปฏิกิริยากับทรานสเอสเทอริฟเคชันกับแอลกอฮอลสายสั้นๆ เชน     
เมทานอล เอทานอล หรือโพรพานอล ซ่ึงจะไดกรดไขมันเอสเทอรที่เรียกวาไบโอดีเซลซ่ึงมีความ
หนืดต่ําลงอยางมาก และเหมาะสําหรับนําไปใชเปนเชื้อเพลิงได การเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอ-
ริฟเคชันเพ่ือผลิตไบโอดีเซลทั่วไปจะใชอุณหภูมิสูง 40-60 oC [11] โดยใชกรด หรือดางเปน
ตัวเรงปฏิกิ ริยา อยางไรก็ตามมีรายงานวาการเรงปฏิกิ ริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่
อุณหภูมิหองก็สามารถเกิดขึ้นไดอยางรวดเร็วเชนเดียวกัน [12] 

เน่ืองจากจุดหลอมเหลว และความสามารถในการละลายของน้ํามัน และแวกซเอสเทอร
ในแอลกอฮอล เชน เอทานอลแตกตางกันอยางมาก ดังนั้นการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริ- 
ฟเคชันของไขรําขาวที่อุณหภูมิหองเพ่ือตองการเปลี่ยนน้ํามันใหอยูในรูปกรดไขมันเอทิล      
เอสเทอรโดยไมสงผลกระทบตอปริมาณของแวกซเอสเทอรจึงนาจะมีความเปนไดสูง ใน
ขณะเดียวกันเนื่องจากเอทานอลเปนสารที่มีขั้วเชนเดียวกับไอโซโพรพานอลจึงนาจะสามารถ
สกัดเอายางเหนียวที่มีอยูในไขรําขาวดิบออกมาไดเชนเดียวกัน ในขณะเดียวกันเอสเทอรชนิด
ใหมที่ไดก็มีความหนืดต่ําลงเม่ือเทียบกับนํ้ามันจึงสามารถแยกออกจากแวกซเอสเทอรไดงาย 

การวิเคราะหองคประกอบของไขโดยทั่วไปมักใชวิธีซาปอนิฟเคชันตามดวยการ
วิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดดวยแกสโครมาโตกราฟ อยางไรก็ตาม Bonaduce และ Colombini [13] 
รายงานวาไขผ้ึงทนตอปฏิกิริยาซาปอนิฟเคชันมากตองใชเวลาในการเรงปฏิกิริยานาน (2-3 
ชั่วโมง) และการนํากลับมาใช (recovery) ผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสต่ํา ในขณะที่ 
Nota และคณะ [14] ไดปรับปรุงวิธีการแยกความแตกตางระหวางนํ้ามันมะกอกที่ไดจากการหีบ
ออกจากนํ้ามันที่ไดจากการสกัดดวยตัวทําละลายโดยการวิเคราะหจากคาของแวกเอสเทอรตาม
วิธีที่เสนอโดย EEC Commission ในป 1993 โดยการแยกแวก ออกจากไตรกลีเซอไรดดวย
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คอลัมนซิลิกาเจล แลววิเคราะหปริมาณดวยแกสโครมาโตกราฟซ่ึงเปนวิธีที่ตองใชเวลาและ
แรงงานมาก ดวยโครมาโตกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) ซ่ึงรวดเร็วและแมนยํากวา  

ในทางตรงขามการวิเคราะหปริมาณแวกในน้ํามันพืชมีนอยเม่ือเทียบกับการวิเคราะห
องคประกอบของแวกเอสเทอร การวิเคราะหปริมาณแวกในน้ํามันพืชทั่วไปจะทําโดยการตกผลึก 
กรอง และชั่งน้ําหนักของของแข็งที่เหลือ (solid residue) วิธีการนี้แมนยํากับนํ้ามันที่มีแวกตก
ผลึกไดสูง เชนน้ํามันดิบของทานตะวัน และรําขาว อยางไรก็ตามเปนวิธีที่ตองปริมาณตัวอยาง
มาก และใชเวลานาน Morrison [15] ไดเสนอวิธีการที่รวดเร็วคือการวัดความขุน (turbidity) 
สําหรับการวิเคราะหปริมาณแวกในน้ํามันเมล็ดทานตะวัน โดยการนํานํ้ามันมาใหความรอนที่ 
130oC กรอง แลวเติมอะซิโตนเขาไป 1 เทาเพ่ือตกผลึกแวก นําสวนผสมมาใหความรอนอีกคร้ัง
เพ่ือละลายแวก ทําใหเย็นในอางนํ้าแข็ง 5 นาที จึงนําไปวัดความขุน วิธีการน้ีสามารถวัด
ปริมาณแวกไดต่ําถึงระดับหน่ึงในลานสวน (ppm) และไมตองใชเคร่ืองมือที่ซับซอน แตการใช
ความรอนนํ้ามันพืชที่อุณหภูมิสูงถึง130oC และกรองที่อุณหภูมิน้ันอาจไมเหมาะที่จะนํามาใชใน
งานประจํา  Reiter และคณะ [16] แยกแวกจากนํ้ามันของเมล็ดเทียนขาวเปลือก (fennel) และ
ยี่หรา (caraway) โดยใช silver nitrate solid-phase extraction จากน้ันวิเคราะหหาปริมาณดวย
แกสโครมาโตกราฟ 

วิธีการทั้งหมดที่รายงานมานั้นเปนการวิเคราะหปริมาณแวกในน้ํามัน ในทางตรงขามยัง
ไมเคยมีรายงานวิธีการหาปริมาณน้ํามันในแวกมากอน ในการศึกษานี้จึงจะนําเสนอการแยก
กลุมของลิปดบนโครมาโตกราฟสมรรถนะสูงที่แยกตามขนาด (high performance size 
exclusion chromatography; HPSEC) โดยใชคอลัมน Phenogel ขนาด 100 อังสตรอม (Å) 
และวัดปริมาณของลิปดแตละกลุมจากพ้ืนที่ใตพีค  
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9. อุปกรณและวิธีการทดลอง 

9.1. วัตถุดิบและสารเคม ี

 ไขรําขาวจากการผลิตน้ํามันรําขาว (บริษัทนํ้ามันบริโภคไทย จํากัด และบริษัทนํ้ามัน
รําขาวสุรินทร จํากัด) 

 กรด ดาง และตัวทําละลายอินทรียที่ใชเปนชนิด analytical grade  

9.2. อุปกรณ 

 เคร่ืองโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 
Chromatography; HPLC) ตอกับ injector ยี่หอ Rheodyne รุน 7125 Sample loop 
ขนาด 20 ไมโครลิตร ปม (pump) ของ Water รุน 510 และเคร่ืองตรวจวัดชนิด 
Evaporative Light Scattering Detector (ELSD) ของ SEDEX รุน 55 
เคร่ืองประมวลผลรุน CSW 32 ของบริษัท Sedere (ประเทศฝรั่งเศส) 

 คอลัมนชนิด Phenogel ขนาด 300  7.80 มิลลิเมตร 5 ไมครอน  

 เคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ Shimadzu รุน GC-17A และรุน GC-2010 เคร่ืองตรวจวัด
ชนิด Flame Ionization (FID) ตอพวงกับเครื่องประมวลผล CBM-102 จากบริษัท 
Shimadzu (ประเทศญ่ีปุน)  

 คอลัมน Zebron ZB-5 (5% phenyl-95% diethylpolysiloxane) มีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางภายใน 0.25 ไมโครเมตร ความยาว 30 เมตร 

 คอลัมน BPX70 (70% bis-cyanopropyl polysilphenylene-siloxane) มีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางภายใน 0.25 ไมโครเมตร ความยาว 30 เมตร 

 เคร่ือง Rotary evaporator รุน BUCHI Rotavapor R-200 (ประเทศเยอรมันนี) 

 ตูอบความรอน รุน NDO-600 ของบริษัท Eyela (ประเทศญ่ีปุน) 

 เคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง รุน 1409 BMP7-2 ของบริษัท  Sartorious (ประเทศ
เยอรมันนี) 

 เคร่ืองชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง รุน NA264 ของบริษัท Oertling (ประเทศอังกฤษ) 

 เคร่ืองแกวตาง ๆ เชน บีกเกอร  ขวดวัดปริมาตร  หลอดทดลองฝาเกลียว 

 กระดาษกรอง Whatman เบอร 2 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 110 มิลลิเมตร  
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9.3 วิธีทําการทดลอง 

 ภาพรวมของการดําเนินการทดลองแสดงดังรูปที่ 9.1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

รูปที่ 9.1 แสดงขั้นตอนการทดลอง 

9.3.1 การศึกษาวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมของการวิเคราะหไขรําขาวดวย HPSEC 

ศึกษาสัดสวนของวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมสําหรับวิเคราะหองคประกอบของไขรําขาว
ดิบ ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด กรดไขมันอิสระ และกรดไขมันเอทิลเอสเทอร 
โดยใชปรับเปลี่ยนองคประกอบของไอโซออกเทน ตอโทลูอีน ดังน้ี 

9.3.1.1 โทลูอีน 100% 
9.3.1.2 ไอโซออกเทน 100% 
9.3.1.3 ไอโซออกเทน: โทลูอีน (75: 25 v/v) 
9.3.1.4 ไอโซออกเทน: โทลูอีน (70: 30 v/v) 
9.3.1.5 ไอโซออกเทน: โทลูอีน: กรดอะซิติก (70: 30: 0.25 v/v/v) 
9.3.1.6 ไอโซออกเทน: โทลูอีน: กรดอะซิติก (65: 35: 0.15 v/v/v) 

 

 

ไขรําขาวดิบ 

วิเคราะหองคประกอบ 
และปริมาณดวย HPSEC 

เรงปฏิกิริยาทรานสเอทิเลชนั 
ดวย NaOH/ KOH 

ไขรําขาวบริสทุธิ ์ กรดไขมันเอทิลเอสเทอร 

วิเคราะหความบริสุทธิ์ดวย HPSEC 
วิเคราะหองคประกอบดวย GC 
วิเคราะหคุณสมบัติทางเคมี/ กายภาพ 



8 
 

9.3.2 การเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอรฟิเคชันของไขรําขาวดิบ 

ชั่งไขรําขาวดิบ 20 กรัม ใสขวดกนแบน จากนั้นแบงเอทานอลปราศจากน้ําออกเปน 2 

สวน โดยใชสัดสวนโมลของไขรําขาวดิบตอเอทานอลเทากับ 1: 30 นําเอทานอลปราศจากน้ํา

สวนแรกผสมกับไขรําขาวดิบ กวนดวย Magnetic stirrer ที่อุณหภูมิหองจนเปนเน้ือเดียวกัน 

จากน้ันนําเอทานอลสวนที่เหลือมาละลายตัวเรงปฏิกิริยาคือโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) หรือ

โปแตสเซียมไฮดรอกไซด (KOH) ที่ความเขมขน 1-2.7% (w/v) กวนใหเปนเนื้อเดียวกันที่

อุณหภูมิหอง เติมเอทานอลที่มีตัวเรงปฏิกิริยาลงในไขรําขาวดิบที่เตรียมไว และกวนตอ ถือเปน

จุดเร่ิมตนของการทําปฏิกิริยา สุมเก็บตัวอยางประมาณ 2 มิลลิลิตร ทุกๆ  1 นาที เปนเวลา 10 

นาที จากน้ันเก็บตัวอยางที่ 30 นาที และ 1 ชั่วโมง นําตัวอยางที่เก็บไดมาหยุดปฏิกิริยาทันที

ดวยกรดอะซิติกเขมขน ลางตัวอยางที่เก็บไดดวยน้ํากลั่นรอน 2-3 คร้ัง และดูดความชื้นดวย 

Sodium sulfate anhydrous ชั่งตัวอยางที่ไดละลายในโทลูอีน ที่ความเขมขน 0.3 mg/ml         

(3000 ppm) นําไปวิเคราะหองคประกอบดวย HPSEC เพ่ือตรวจสอบความสมบูรณของ

ปฏิกิริยาโดยพิจารณาจากปริมาณน้ํามันที่หายไป และปริมาณของกรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่

เกิดขึ้น โดยใชไอโซออกเทน: โทลูอีน: กรดอะซิติก (65: 35: 0.15 v/v/v) เปนวัฏภาคเคลื่อนที่  

9.3.3 การแยกไขรําขาวบริสุทธ์ิออกจากกรดไขมันเอทิลเอสเทอร 

เม่ือหยุดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยกรดอะซิติกเขมขนแลว นํามากรองแยก 

กรดไขมันเอทิลเอสเทอรออกจากไขรําขาวดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 2 โดยใช 

Buchner Funnel ลางไขรําขาวดวยเอทานอลในสัดสวน 1: 5 และกรองอีกคร้ัง ตรวจสอบความ

บริสุทธิ์ของไขรําขาวดวย HPSEC นําไขรําขาวบริสุทธิ์แลวไปอบที่อุณหภูมิ 40-50°C เพ่ือกําจัด

เอทานอลท่ีเหลือออก สวนกรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่ไดนํามาระเหยเอทานอลออกดวยเครื่อง

ระเหยภายใตสูญญากาศ หลังจากนั้นนํามาลางดวยน้ํากลั่นรอน 3-4 คร้ัง ดูดความชื้นดวย 

Sodium sulfate anhydrous ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของกรดไขมันเอทิลเอสเทอรดวย HPSEC 

9.3.4 การวิเคราะหรอยละของผลผลิต 

การวิเคราะหปริมาณรอยละของผลผลิตคือการเปรียบเทียบปริมาณนํ้ามันที่หายไป และ
ปริมาณของกรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น โดยคํานวณรอยละผลผลิตจากพ้ืนที่ใตพีคของสาร
ในโครมาโตแกรมดังสมการที่ 9.1 

                           %A  =         (9.1) 
 
A = สารที่ตองการวิเคราะห 
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9.3.5 การวิเคราะหองคประกอบของไขรําขาวบริสุทธ์ิ 

วิเคราะหองคประกอบของไขรําขาวบริสุทธิ์ดวยเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ รุน GC-17A 
ใชเคร่ืองตรวจวัดชนิด FID ตอพวงกับเครื่องประมวลผล CBM-102 โดยใชคอลัมน Zebron ZB-5   
(5% phenyl-95% diethylpolysiloxane) ขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 0.25 มิลลิเมตร ยาว 
30 เมตร สภาวะที่ใชในการทดลองคือ อุณหภูมิของอินเจคเตอร (Injector port) และตัวตรวจวัด 
(Detector) เทากับ 360°C สวนอุณหภูมิของคอลัมนใช 150°C นาน 1.5 นาที จากน้ันเพ่ิม
อุณหภูมิ 5°C จนถึง 350°C นาน 50 นาที นําตัวอยางไขรําขาวบริสุทธิ์ละลายในเฮกเซนฉีดเขา
เคร่ืองแกสโครมาโตกราฟแลวพิสูจนเอกลักษณ (Identification) ของกรดไขมัน โดยเทียบจากคา
เวลาคงคาง (Retention time; tR) ของสารมาตรฐาน และคํานวณสัดสวนรอยละขององคประกอบ
จากพ้ืนที่ใตพีค (Peak area)  ของสารแตละชนิด  

9.3.6 การศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ และทางเคมีของไขรําขาวบริสุทธ์ิ 

 จุดหลอมเหลว (Melting point)  

หลอมไขรําขาวบริสุทธิ์ จุมหลอดแคพิลลารีลงในไขรําขาวบริสุทธิ์สูงประมาณ 10 
มิลลิเมตร นําหลอดแคพิลลารีแชเย็น 4-10°C เปนเวลา 16 ชั่วโมง จากน้ันจุมหลอดแคพิลลารีลง
ในน้ําอุณหภูมิ 8-10°C คอยๆ เพ่ิมอุณหภูมิ บันทึกอุณหภูมิที่ไขรําขาวบริสุทธิ์เร่ิมหลอม 
จนกระทั่งไขรําขาวบริสุทธิ์หลอมหมดตามวิธีของ AOCS [17] 

คากรด (Acid value)  

ชั่งไขรําขาวบริสุทธิ์ 7 กรัม บันทึกนํ้าหนักที่แนนอน เติมเอทานอลรอน 75 มิลลิลิตร และ      
ฟนอลฟทาลีน 2 มิลลิลิตร จากน้ันนําไปไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด      
0.25 นอรมัล เขยาใหเขากันจนไดสารละลายสีชมพูที่คงตัวนาน 30 วินาที พรอมทํา Blank แลว
คํานวณคากรดไขมันอิสระดังสมการที่ (9.2) และ คากรดดังสมการที่ (9.3) ตามวิธีของ AOCS 
[18] 

% Free fatty acid  =            (9.2)       
                                                                               
เม่ือ A = ปริมาตรของ NaOH 0.25 นอรมัล ที่ใชในการไตเตรทกับตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

B = ปริมาตรของ NaOH 0.25 นอรมัล ที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย Blank     
      (มิลลิลิตร) 
N = ความเขมขนของ NaOH (Normality) 
W = นํ้าหนักตัวอยางที่ใช 

คํานวณปริมาณกรดไขมันอิสระใหอยูในรูปของ Acid value โดย 

Acid value = % Free fatty acid x 1.99         (9.3) 
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คาซาปอนิฟเคชัน (Saponification number; SN)  

คาซาปอนิฟเคชัน หมายถึง มิลลิกรัมของ KOH ที่ใชในการทําปฏิกิริยาพอดีกับไขมัน 1 
กรัม เปนคาชี้บอกขนาดของโมเลกุลเฉลี่ยของไขมัน 

วิเคราะหคาซาปอนิฟเคชัน ของไขรําขาวดิบ และไขรําขาวบริสุทธิ์โดยนําไขรําขาวมาเรง
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันดวยเอทานอล แลวฉีดสวนที่ถูกทรานสเอสเทอริไฟดไดเขา
เคร่ือง GC เพ่ือวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมัน แลวนํามาคํานวณคาซาปอนิฟเคชัน ตาม
วิธีของ AOCS [19] ดังสมการที่ (9.4) และ (9.5)  

    SN = Σ SNx(%X)             (9.4) 
 

โดย SNx =               (9.5) 

SNx   = คา SN ของกรดไขมันที่เปนองคประกอบในไขรําขาว  

MWx = นํ้าหนักโมเลกุล (Molecular weight) ของกรดไขมัน x 

%X  = สัดสวนของกรดไขมัน x ที่มีอยูในองคประกอบของไขรําขาว 

9.3.7 การวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมันเอทิลเอสเทอร 

วิเคราะหองคประกอบของกรดไขมันเอทิลเอสเทอรดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ รุน 
GC-2010 ใชเคร่ืองตรวจวัดชนิด FID ตอพวงกับเครื่องประมวลผล CBM-102 โดยใชคอลัมน 
BPX70 (70% bis-cyanopropyl polysilphenylene-siloxane) ขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 
0.25 มิลลิเมตร ยาว 30 เมตร อุณหภูมิของอินเจคเตอร และสวนตรวจวัดเทากับ 250°C สวน
เตาอบตั้งคาอุณหภูมิ 180°C โดยใชแกสฮีเลียมเปนแกสตัวพา นําตัวอยางกรดไขมันเอทิล-   
เอสเทอรละลายในเฮกเซน ฉีดเขาเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ แลวพิสูจนเอกลักษณของกรดไขมัน 
โดยเทียบจากคาเวลาคงคาง (Retention time; tR) ของสารมาตรฐาน และคํานวณสัดสวนรอยละ
ขององคประกอบจากพื้นที่ใตพีคของสารแตละชนิด 

9.3.8 การวิเคราะหคุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของกรดไขมันเอทิลเอสเทอร 

การคํานวณหาคาไอโอดีน (Iodine value; IV)  

คาไอโอดีน หมายถึง กรัมของไอโอดีนที่ใชเติมเขาไปทําปฏิกิริยาพอดีกับไขมัน 100 
กรัม เปนคาที่ชี้บอกระดับความไมอ่ิมตัวเฉลี่ยของไขมัน  

วิเคราะหคาไอโอดีนโดยนําขอมูลที่ไดจากการวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมันเอทิล- 
เอสเทอรดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ มาคํานวณคาไอโอดีนตามวิธีของ Krisnangkura และ
คณะ [20] ดังสมการที่ (9.6) 
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IV ของลิปด = ΣIVx(%X) 

โดย    IVx =          (9.6)     
 

IVx     = คา IV ของกรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่ไมอ่ิมตัวที่เปนองคประกอบในลิปด 

MWx  = นํ้าหนักโมเลกุลของกรดไขมันเอทิลเอสเทอร         

%X   = สัดสวนของกรดไขมัน x ที่มีอยูในองคประกอบของลิปด 

วิเคราะหคาซีเทน (Cetane number; CN)  

วิเคราะหคาซีเทนโดยนําขอมูลที่ไดจากการวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมันเอทิล-      
เอสเทอรดวยเครื่องแกสโครมาโตกราฟ มาคํานวณคาซีเทนตามวิธีของ Lapuerta และคณะ [21]   
ดังสมการที่ (9.7)  

CN = A + (B + C(db) + D(db)2)n + En2       (9.7) 

โดย  A = -21.157 + 6.130(m-1) 

B =  7.965 - 0.324(m-1) 

C = -1.785 + 0.263(m- 1) 

D =  0.235 - 0.107(m-1) 

E = -0.099 

db = จํานวนพันธะคู (double bond) ในโมเลกุลของกรดไขมัน         

n = จํานวนคารบอนของกรดไขมัน 

m = ความยาวสายคารบอนของแอลกอฮอล เทากับ 2 กรณีของเอทิลเอสเทอร 

ความหนืด (Viscosity) 

คาความหนืดจลน (Kinematic viscosity) วิเคราะหดวย Glass viscometer โดยบรรจุ   
กรดไขมันเอทิลเอสเทอรลงใน Glass viscometer แสดงดังรูปที่ 9.2 ดูดกรดไขมันเอทิลเอสเทอร
ใหเลยขีดที่ 1 ของกระเปาะซึ่งแชอยูในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 40ºC ปลอยใหกรดไขมัน
เอทิลเอสเทอรไหลลงมาทําการจับเวลาตั้งแตชวงที่ตัวอยางไหลจากขีดที่ 1 มายังขีดที่ 2 ของ
กระเปาะ และคํานวณคาความหนืดดังสมการ (9.8) 
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รูปที่ 9.2 แสดงถึงลักษณะของ Glass viscometer  

สมการในการคํานวณคาความหนืด 

             (9.8) 

เม่ือ            =   เวลาทีว่ัดไดของกรดไขมันเอทิลเอสเทอร (นาที)          
   =   เวลาทีว่ัดไดของสารมาตรฐาน (นาที) 
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10. ผลการทดลองและวิจารณผล 

10.1  การศึกษาวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมของการวเิคราะหไขรําขาวดวย HPSEC 

Kittirattanapiboon และ Krisnangkura [22] ไดศึกษาชนิดของวัฏภาคเคลื่อนที่ที่ใชแยก
องคประกอบของเอซิลกลีเซอรอล กรดไขมันเมทิลเอสเทอร และกรดไขมันอิสระในไบโอดีเซล
ออกจากกันดวย HPSEC ตอพวงกับเคร่ืองตรวจวัดชนิด ELSD  ที่ความดัน 2 บาร ที่
อุณหภูมิหอง โดยใชคอลัมน Phenogel  (7.8 mm. ID x 300 mm. L,  100 Å)  พบวาการใช 
0.25% กรดอะซิติกในโทลูอีนเปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ที่อัตราการไหล 1 ml/min สามารถแยก
องคประกอบของเอซิลกลีเซอรอล กรดไขมันเมทิลเอสเทอร และกรดไขมันอิสระออกจากกันได
อยางสมบูรณ และพีคที่ไดมีลักษณะสมมาตร 

อยางไรก็ตามในงานวิจัยน้ีเม่ือนําวัฏภาคเคลื่อนที่ดังกลาว (0.25% กรดอะซิติกในโทลู-
อีน) มาใชในการวิเคราะหองคประกอบของไขรําขาวดิบดวยคอลัมนชนิดเดียวกัน โดยใช
อุณหภูมิของคอลัมน และอินเจคเตอร เทากับ 60oC เพ่ือปองกันการอุดตันของไขรําขาวในอิน
เจคเตอร  และคอลัมน พบวาไมสามารถแยกแวกซเอสเทอร ออกจากไตรกลีเซอไรดได ดังแสดง
ในรูปที่ 10.1 (A) จึงทําใหไมสามารถวิเคราะหองคประกอบของไขรําขาวได ดังน้ันในเบื้องตน
ของงานวิจัยน้ีจึงไดทําการศึกษาชนิดของวัฏภาคเคลื่อนที่ ที่เหมาะสมสําหรับแยกแวกซเอส
เทอร และไตรกลีเซอไรดออกจากกัน ในขณะเดียวกันเนื่องจากในตัวอยางไขรําขาว อาจมีไดกลี-   
เซอไรด โมโนกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระเปนองคประกอบ และสารเหลาน้ียังเปนสาร 
Intermediate ของปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยมีกรดไขมันเอทิลเอสเทอรเปนผลผลิต 
จากงานวิจัยของ Kittirattanapiboon และ Krisnangkura [22] ไดแสดงใหเห็นวาการปรับเปลี่ยน
ชนิดของวัฏภาคเคลื่อนที่สามารถทําไดงายโดยไมจําเปนตองนําคอลัมนมากกวา 1 คอลัมนมา
ตอพวงกันเพ่ือจะแยกสารลิปดออกจากกันเหมือนในงานวิจัยอ่ืนๆ ที่ผานมา [23] เชนงานวิจัย
ของ Hopia และคณะ [24] ไดศึกษาวิธีการวิเคราะหแยกสารลิปดออกจากกัน โดยการนํา Solid-
phase extraction (SPE) และ HPSEC ขนาด 100 Å และ 50 Å ตามลําดับ มาตอพวงกัน 
พบวาสามารถแยกสารลิปด เชน ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด กรดไขมันอิสระ 
สเตอรอล สเตอรอลเอสเทอร  โทโคฟรอล และแคโรทีนอยด ออกจากกันได โดยอาศัยหลักการ
แยกดวยขนาดโมเลกุล และความไมอ่ิมตัวของกรดไขมัน 

ดังน้ันในเบื้องตนจึงทําการศึกษาชนิดของวัฏภาคเคลื่อนที่เพ่ือแยกองคประกอบของสาร
เหลาน้ีออกจากกันดวย HPSEC โดยใชคอลัมน Phenogel (7.8 mm. ID x 300 mm. L, 100 Å) 
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รูปที่ 10.1 โครมาโตรแกรมของสารมาตรฐาน แวกซเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด    
โมโนกลีเซอไรด กรดไขมันเอทิลเอสเทอร และกรดไขมันอิสระ วิเคราะหดวยคอลัมน 
Phenogel (7.8 mm. ID x 300 mm. L, 100 Å) โดยใชวัฏภาคเคลื่อนที่ ที่อัตราการ
ไหล 1 ml/min (A) 0.25% กรดอะซิติกในโทลูอีน (B) 100% โทลูอีน (C) 100% ไอโซ-
ออกเทน (D) ไอโซออกเทน: โทลูอีน (75: 25 v/v), (E) ไอโซออกเทน: โทลูอีน (70: 30 
v/v) (F) ไอโซออกเทน: โทลูอีน: กรดอะซิติก (70: 30: 0.25 v/v/v), (G) ไอโซออกเทน: 
โทลูอีน: กรดอะซิติก (65: 35: 0.15 v/v/v) อุณหภูมิของคอลัมนและอินเจคเตอร 
เทากับ 60ºC ตรวจวัดดวย ELSD ที่อุณหภูมิ 30ºC ความดัน 2 บาร 

 
Size exclusion chromatography (SEC) เปนเทคนิคการแยกสารตัวอยางโดยอาศัย

ขนาดรูพรุนของวัฏภาคน่ิง สารละลายตัวอยางที่มีขนาดโมเลกุลแตกตางกันสามารถแยกออก
จากกันได โดยสารละลายตัวอยางที่มีโมเลกุลเล็กจะเขาไปในรูพรุนบนผิวอนุภาค ในขณะที่
ตัวอยางที่มีโมเลกุลใหญไมสามารถเขาไปในรูพรุนได ดังน้ันสารละลายตัวอยางที่มีขนาดโมเลกุล
ใหญจะถูกชะออกมากอน ซ่ึงวัฏภาคเคลื่อนที่ ที่ใชตองเปนสารละลายที่สามารถละลายสาร
ตัวอยางที่ตองการแยกไดเปนอยางดีและมีความหนืดต่ํา ดังน้ันวัฏภาคเคลื่อนที่ที่ใชในงานวิจัยน้ี
จะตองละลายแวกซเอสเทอร  ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด กรดไขมันเอทิล-
เอสเทอร และกรดไขมันอิสระไดเปนอยางดี 

ในการศึกษาชนิดของวัฏภาคเคลื่อนที่ที่เหมาะสมในการวิเคราะหปริมาณ และความ
บริสุทธิ์ของไขรําขาว และกรดไขมันเอทิลเอสเทอร ไดใชสารมาตรฐานผสมตางๆ 6 ชนิด คือ 
แวกซเอสเทอร ไตรกลีเซอไรด ไดกลีเซอไรด โมโนกลีเซอไรด กรดไขมันเอทิลเอสเทอร และกรด
ไขมันอิสระ โดยศึกษาชนิดของวัฏภาคเคลื่อนที่ตางๆ ดังน้ี 
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โทลูอีน 100% 

โทลูอีนเปนตัวทําละลายที่มักถูกแนะนําใหใชในการแยกสารใน HPSEC เน่ืองจากทําให
เจล ซ่ึงเปนสารพวก Styrene/Divinyl benzene copolymer ซ่ึงบรรจุอยูภายในคอลัมนเกิดการ
พองตัว (Swell) ไดดี (70-80%) ในขณะที่นอรมัล-เฮกเซน จัดอยูในกลุมของตัวทําละลายที่ทําให
เจลพองตัวนอยที่สุด (30%) [25] อยางไรก็ตามสําหรับไอโซออกเทน ไมอยูในรายการของ     
วัฏภาคเคลื่อนที่ซ่ึงแนะนําไว แตคาดการณไดวาความสามารถในการพองตัวของเจลในไอโซ-
ออกเทนต่ํามากหรืออาจถูกจัดอยูในกลุมเดียวกับนอรมัล-เฮกเซน  

จากการวิเคราะหสารมาตรฐานผสมโดยใชโทลูอีน 100% เปนวัฏภาคเคลื่อนที่พบวาไม
สามารถแยกแวกซเอสเทอร ออกจากไตรกลีเซอไรดได ทั้งนี้เน่ืองจากโมเลกุลของแวกเอสเทอร      
สายยาว และโมเลกุลของไตรกลีเซอไรดมีขนาดใกลเคียงกันมาก (มวลโมเลกุลของแวกซเอส-
เทอร และนํ้ามันรําขาว มีคาประมาณ 714 และ 860 ตามลําดับ) โมเลกุลของสารทั้งสองชนิดน้ีมี
ขนาดใหญเกินกวาจะเขาไปภายในรูพรุนของเจลซึ่งมีการพองตัวสูงได จึงชะออกมาจากคอลัมน
พรอมกันดวยเวลาอันรวดเร็วเน่ืองจาก void volume ของคอลัมนมีคาต่ําเน่ืองจากการพองตัว
ของเจล  สวนพีคของไดกลีเซอไรด (มวลโมเลกุล เทากับ 605) แยกออกจากพีคของกรดไขมัน
เอทิลเอสเทอร (มวลโมเลกุล เทากับ 304) ไดเพียงบางสวนเทาน้ัน ซ่ึงหากการแยกสารเกิดขึ้น
ตามกลไกการแยกสารของ SEC อยางแทจริง โดยไมมีอิทธิพลของการดูดซับของสารบนวัฏภาค
น่ิงเขามาเกี่ยวของ น่ันคือการแยกองคประกอบของสารเกิดขึ้นโดยความสามารถในการเขาไปใน
รูพรุนของเจลที่แตกตางกัน สารท้ังสองชนิดน้ีนาจะแยกออกจากกันได แสดงใหเห็นวาไดกลี-  
เซอไรดเกิดการดูดซับบนวัฏภาคน่ิงซึ่งตรงกับรายงานของ Kittirattanapiboon และ 
Krisnangkura [22]  ในขณะที่โมโนกลีเซอไรด (มวลโมเลกุล เทากับ 348)  และกรดไขมันอิสระ 
(มวลโมเลกุล เทากับ 274) มีการคงคางอยูในคอลัมนนาน ดังแสดงใน รูปที่ 10.1 (B) โทลูอีน 
100% จึงไมมีความเหมาะสมที่จะนํามาใชเปนวัฏภาคเคลื่อนที่สําหรับแยกลิปดในไขรําขาวได 

ไอโซออกเทน 100% 

ดังที่กลาวมาแลววาไอโซออกเทนเปนตัวทําละลายที่ไมมีรายงานการใชสําหรับแยกสาร
ใน SEC แตเน่ืองจากไอโซออกเทนสามารถละลายตัวอยางทุกชนิดไดดีกวานอรมัล-เฮกเซน 
ดังน้ันในที่น้ีจึงไดทดลองใชไอโซออกเทน 100% เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ซ่ึงผลที่ไดเปนไปตาม
ความคาดหมายกลาวคือ อนุภาคเจลเกิดการพองตัวไดต่ํา ทําใหรูพรุนมีขนาดเล็ก สารทุกชนิด
จึงไมสามารถเขาไปภายในรูพรุนของเจลได และถูกชะออกมาดวยกันดวยเวลาเทากับ void 
volume ของคอลัมนซ่ึงมีคาสูงกวาในคอลัมนที่เกิดการพองตัวของเจล ดังแสดงในรูปที่ 10.1 (C) 

ไอโซออกเทน: โทลูอีน (75: 25 v/v) 

จากขอมูลขางตนทําใหพอจะคาดหวังไดวาการปรับเปลี่ยนชนิดของวัฏภาคเคลื่อนที่
สามารถเปลี่ยนแปลงขนาดรูพรุนของเจลไดโดยไมจําเปนตองเปลี่ยนคอลัมน SEC ดังนั้นเม่ือ
ทดลองใชวัฏภาคเคลื่อนที่ผสมระหวางไอโซออกเทน: โทลูอีน (75: 25 v/v) พบวาสามารถแยก
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แวกเอสเทอรออกจากไตรกลีเซอไรดไดดี อยางไรก็ตามพีคของไตรกลีเซอไรดที่ออกชาลง 
เคลื่อนที่มาซอนทับกับพีคของกรดไขมันเอทิลเอสเทอร ดังแสดงในรูปที่ 10.1 (D) อีกทั้งพีคของ
โมโนกลีเซอรไรด และกรดไขมันอิสระเคลื่อนที่ออกมาชากวา 40 นาที 

ไอโซออกเทน: โทลูอีน (70: 30 v/v) 

ดังนั้นเพ่ือตองการแยกไตรกลีเซอไรดออกจากกรดไขมันเอทิลเอสเทอร จึงลอง
ปรับเปลี่ยนสัดสวนของ ไอโซออกเทน: โทลูอีน เปน 70: 30 v/v ซ่ึงพบวาไมมีผลตอการแยก 
และคาเวลาคงคางของสารมากนัก ดังแสดงในรูปที่ 10.1 (E) 

ไอโซออกเทน: โทลูอีน: กรดอะซิติก (70: 30: 0.25 v/v/v)  

Kittirattanapiboon และ Krisnangkura [22] ไดรายงานไววากลไกการแยกของไดกลีเซอ
ไรด  โมโนกลีเซอไรด หรือกรดไขมันอิสระน้ันเกิดจากโปรตรอนจากโมเลกุลของโมโนกลีเซอไรด
หรือกรดไขมันอิสระเกิดการสรางพันธะไฮโดรเจนกับวัฏภาคเคลื่อนที่ สงผลใหการเกิด 
Interaction ระหวาง Polymer matrix กับหมูของไฮดรอกซี หรือคารบอกซิลิกลดลง สงผลตอการ
แยกของสารกลุมมีขั้วไดดีขึ้น ดังน้ันเพ่ือตองการแยกโมโนกลีเซอไรดออกจากกรดไขมันอิสระ จึง
ทดลองเติมกรดอะซิติกลงในวัฏภาคเคลื่อนที่ ซ่ึงพบวามีผลตอการแยกโมโนกลีเซอไรดออกจาก
กรดไขมันอิสระ อยางไรก็ตามพีคของไดกลีเซอไรดกับกรดไขมันอิสระยังแยกไดไมสมบูรณ ดัง
แสดงในรูปที่ 10.1 (F) ดังน้ันจึงนาจะปรับปริมาณของกรดอะซิติกลง เพ่ือใหพีคไดกลีเซอไรดกับ
กรดไขมันอิสระแยกออกจากกันไดดียิ่งขึ้น 

ไอโซออกเทน: โทลูอีน: กรดอะซิติก (65: 35: 0.15 v/v/v) 

เม่ือปรับปริมาณกรดอะซิติกลงจาก 0.25 เปน 0.15 พบวาไมมีผลตอการแยก และเวลา
คงคางของสารมากนัก ยกเวนไดกลีเซอไรดสามารถแยกออกจากกรดไขมันอิสระไดดี แสดงดัง
รูปที่ 10.1 (G) ดังน้ันวัฏภาคเคลื่อนที่ไอโซออกเทน: โทลูอีน: กรดอะซิติก (65: 35: 0.15 v/v/v) 
จึงเหมาะสมสําหรับวิเคราะหปริมาณ และความบริสุทธิ์ของไขรําขาว และกรดไขมันเอทิล-     
เอสเทอร 

ไขรําขาวดิบที่ไดจากโรงงานรีไฟนนํ้ามันรําขาวจะมีนํ้ามันปนเปอนออกมาดวยเสมอจะ
มากหรือนอยขึ้นอยูกับกระบวนการผลิตของแตละโรงงาน โดยงานวิจัยน้ีไดนําไขรําขาวดิบมา
วิเคราะหองคประกอบดวย HPSEC พบวาไขรําขาวดิบประกอบดวยน้ํามัน (ไตรกลีเซอไรด และ
ไดกลีเซอไรด) 64.65%, แวกซเอสเทอร 31.29% และกรดไขมันอิสระ 4.06% แสดงดังรูปที่ 10.2 

 

 

 



18 
 

 

รูปที่ 10.2 โครมาโตรแกรมของไขรําขาวดิบ วิเคราะหดวยคอลัมน Phenogel (7.8 mm. ID x 
300 mm. L, 100 Å) โดยใชไอโซออกเทน: โทลูอีน: กรดอะซิติก (65: 35: 0.15 v/v/v) 
เปนวัฏภาคเคลื่อนที่ ที่อัตราการไหล 1 ml/min อุณหภูมิของคอลัมนและอินเจคเตอร 
เทากับ 60ºC ตรวจวัดดวย ELSD ที่อุณหภูมิ 30ºC ความดัน 2 บาร 

10.2  การเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไขรําขาวดิบ 

จากการศึกษาชนิด และปริมาณของตัวเรงปฏิกิริยาระหวางโซเดียมไฮดรอกไซด และ 
โปแตสเซียมไฮดรอกไซดที่มีผลตอการเกิดปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน ในการเปลี่ยนน้ํามัน
ที่มีอยูในไขรําขาวดิบไปเปนกรดไขมันเอทิลเอสเทอรโดยใชสัดสวนโมลของไขรําขาว: เอทานอล    
เทากับ 1: 30 ที่อุณหภูมิหอง กวนดวย Magnetic stirrer ที่อัตราการกวน 250 รอบ/นาที (rpm) 
โดยใชปริมาณของโซเดียมไฮดรอกไซด และโปแตสเซียมไฮดรอกไซดที่ทําการศึกษาตั้งแต 1%-
2.7% พบวาความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด และโปแตสเซียมไฮดรอกไซดที่เหมาะสมตอ
การเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันเพ่ือเปลี่ยนน้ํามันที่มีในไขรําขาวดิบไปเปนกรดไขมัน
เอทิลเอสเทอรเทากับ 1.7% และ 2.6% ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบปริมาณของตัวเรงปฏิกิริยา
ในหนวยความเขมขน โมลาร (Molar) พบวาความเขมขนที่เหมาะสมตอการเรงปฏิกิริยาของ
โซเดียมไฮดรอกไซดเทากับ  0.43 โมลาร และความเขมขนของโปแตสเซียมไฮดรอกไซด 
เทากับ 0.46 โมลาร ซ่ึงจะเห็นไดวาความเขมขนของตัวเรงปฏิกิริยาที่ใชไมแตกตางกันมากนัก 
ซ่ึงสามารถเปลี่ยนน้ํามันไปเปนกรดไขมันเอทิลเอสเทอรไดอยางสมบูรณภายใน 5 นาที โดย
นํ้ามันเปลี่ยนไปเปนกรดไขมันเอทิลเอสเทอรได 95.20% และ 96.07% ตามลําดับ แสดงดังรูปที่ 
10.3 (A) และ 10.3 (B)  
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รูปที่ 10.3 ปริมาณกรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่เกิดขึ้น เม่ือใช (A) โซเดียมไฮดรอกไซด และ (B) 
โปแตสเซียมไฮดรอกไซด ที่ความเขมขนตางๆ เปนตัวเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอ-
ริฟเคชันของไขรําขาวดิบที่อุณหภูมิหอง โดยใชสัดสวนไขรําขาวดิบ: เอทานอล 
เทากับ 1: 30 

เม่ือปฏิกิริยาเกิดสมบูรณแลว นํามากรองแยกไขรําขาวออกจากกรดไขมันเอทิล-        
เอสเทอร แลวนําไขรําขาวที่ไดมาลางดวยเอทานอลในสัดสวน 1:5 เพ่ือขจัดกรดไขมันเอทิล-  
เอสเทอรที่เหลืออยู ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของไขรําขาว และกรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่ไดดวย 
HPSEC พบวาไขรําขาวที่ผานปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยมีโซเดียมไฮดรอกไซด และ
โปแตสเซียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรงปฏิกิริยา มีความบริสุทธิ์ 100% แสดงดังรูปที่ 10.4 (A) และ 
10.4 (B) ตามลําดับ ปริมาณผลผลิตของไขรําขาวที่ไดเทากับ 30.56 กรัม และ 30.34 กรัม โดย
ปริมาณแวกเอสเทอรเริ่มตนเทากับ 31.29% เม่ือคํานวณเปน % Recovery ไดปริมาณไขรําขาว

(A) 

(B) 
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บริสุทธิ์เทากับ 97.67% และ 96.96% สวนกรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่ไดมีความบริสุทธิ์ 98.81% 
และ 96.97% แสดงดังรูปที่ 10.5 (A) และ10.5 (B) ตามลําดับ  

 

 
รูปที่ 10.4 โครมาโตแกรมของไขรําขาวบริสุทธิ์ที่ไดจากการขจัดนํ้ามันออกจากไขรําขาวดิบดวย

ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันโดยใช (A) โซเดียมไฮดรอกไซด และ (B) โปแตส-
เซียมไฮดรอกไซด เปนตัวเรงปฏิกิริยา (การวิเคราะหใชสภาวะเดียวกับรูปที่ 10.2) 

 

 

รูปที่ 10.5 โครมาโตแกรมของกรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่ใช (A) โซเดียมไฮดรอกไซด และ (B) 
โปแตสเซียมไฮดรอกไซด เปนตัวเรงปฏิกิริยา (การวิเคราะหใชสภาวะเดียวกับรูปที่ 
10.2) 

(A) 

(B) 

(A) 

(B) 
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10. 3 องคประกอบของไขรําขาวบริสุทธ์ิ 

นําไขรําขาวบริสุทธิ์ที่ เตรียมไดจากขอ 10.2 มาวิเคราะหองคประกอบดวย high 
temperature GC โดยฉีดสารเขาเคร่ืองแกสโครมาโตกราฟ รุน GC-17A ใชเคร่ืองตรวจวัดชนิด 
FID ตอพวงกับเครื่องประมวลผล CBM-102 โดยใชแกสไนโตรเจน เปนแกสตัวพาท่ีอัตราการ
ไหล 2 mL/min โดยใชระบบฉีดสารแบบปลอยสารทิ้งบางสวน (Split injection) ใชคอลัมน ZB-5 
(5% phenyl-95% diethylpolysiloxane) ขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 0.25 มิลลิเมตร ยาว 
30 เมตร ความหนาของวัฏภาคน่ิง 0.25 ไมโครเมตร สภาวะที่ใชในการทดลองคือ อุณหภูมิของ
อินเจคเตอร (Injector port) และเครื่องตรวจวัด (Detector) เทากับ 360ºC สวนอุณหภูมิของ
คอลัมนใช ที่ 150ºC นาน 1.5 นาที จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิ 5ºC/min จนถึง 350ºC นาน 50 นาที 
นําพ้ืนที่ใตพีคมาคํานวณเปอรเซ็นตองคประกอบ ผลการคํานวณ แสดงดังตารางที่ 10.1 พบวา
ไขรําขาวบริสุทธิ์ที่ไดเปนเอสเทอรสายยาว โดยมีความยาวของคารบอนตั้งแต C40-C60 ซ่ึง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Vali และคณะ [4] ไดรายงานไววาไขรําขาวบริสุทธิ์ประกอบไปดวย 
C44-C64 เปนองคประกอบหลัก และพบ C45-C59 เล็กนอย  

ตารางที่ 10.1 องคประกอบของไขรําขาวบริสุทธิ์ที่ไดจากการเตรียมดวยปฏิกิริยาทรานสเอส-   
เทอริฟเคชันที่ใชโซเดียมไฮดรอกไซด และโปแตสเซียมไฮดรอกไซดเปนตัวเรง
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง 

องคประกอบของไขรําขาวบริสุทธิ ์ความยาว
คารบอน ทรานสเอสเทอรไขดวย NaOH ทรานสเอสเทอรไขดวย KOH 

40 1.77 3.40 
41 10.95 10.21 
42 5.82 5.84 
44 12.34 12.19 
46 13.54 13.75 
48 15.76 15.29 
52 17.34 16.87 
56 14.03 13.51 
60 8.44 8.94 

10.4 คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของไขรําขาวบริสุทธ์ิ 

 ศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ และทางเคมีบางประการของไขรําขาวเชน จุดหลอมเหลว 
ปริมาณกรดไขมันอิสระ ขนาดอนุภาค และสีของไขรําขาว เทียบกับมาตรฐานอาหารและยาของ
สหรัฐ (Food and Drug Administration; FDA) ผลแสดงดังตารางที่ 10.2 พบวาคุณสมบัติทาง
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กายภาพ และทางเคมีของไขรําขาวบริสุทธิ์ที่เตรียมไดมีคุณสมบัติใกลเคียงกับมาตรฐานของ 
FDA  

ตารางที่ 10.2 คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของไขรําขาวดิบที่ผานการทําใหบริสุทธิ์ 
เปรียบเทียบกับมาตรฐานของ FDA 

Properties FDA Crude wax Pure wax 
(NaOH) 

Pure wax 
(KOH) 

Mp (˚C) 75-80 72-75 79-80 79-80 
FFA (%) 10 (max) 4.06 1.50 1.50 
SN (mg KOH/g sample) 75-120 - 85 85 
IV (g I2/100 g sample) 20 (max) - 6.5 6.5 
Particle size (μm) - - 63-106 63-106 
Color   Off white Off white 
 

10.5 องคประกอบของกรดไขมันเอทิลเอสเทอร 

จากการวิเคราะหองคประกอบของกรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่ไดจากไขรําขาว ดวยเครื่อง  
แกสโครมาโตกราฟ รุน GC-2010 โดยใชเคร่ืองตรวจวัดชนิด FID ตอพวงกับเครื่องประมวลผล 
CBM-102 โดยใชแกสฮีเลียม (He) เปนแกสตัวพาที่อัตราการไหล 2 mL/min โดยใชระบบฉีดสาร
แบบปลอยสารทิ้งบางสวน (Split injection) ใชคอลัมน BPX70 (70% biscyanopropyl 
polysilphenylene-siloxane) ขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 0.25 มิลลิเมตร ยาว 30 เมตร 
ความหนาของวัฏภาคน่ิง 0.25 ไมโครเมตร สภาวะที่ใชในการทดลองคือ อุณหภูมิของอินเจค
เตอร (Injector port) และตัวตรวจวัด (Detector) เทากับ 250ºC อุณหภูมิของคอลัมนใช 180ºC  

เม่ือนําพ้ืนที่ใตพีคที่ไดจากโครมาโตรแกรมมาคํานวณเปอรเซ็นตองคประกอบ ไดผลการ
คํานวณ แสดงดังตารางที่ 10.3 จากตารางจะเห็นไดวาองคประกอบของกรดไขมันที่ไดจากนํ้ามัน
รําขาวที่ผานการรีไฟนใหผลสอดคลองกับงานวิจัยของ Sinha และคณะ [26] ที่เตรียมกรดไขมัน
เมทิลเอสเทอร (Fatty acid methyl ester; FAME) จากนํ้ามันรําขาว กลาวคือในน้ํามันรําขาว มี
กรดโอเลอิค และลิโนเลอิคเปนองคประกอบหลัก ซ่ึงมีอยู ประมาณ 41-43% และ 33-36% 
ตามลําดับ และมีสัดสวนของกรดไขมันอ่ิมตัวตอกรดไขมันไมอ่ิมตัว 1 ตําแหนงตอกรดไขมันไม
อ่ิมตัวหลายตําแหนงในสัดสวน ประมาณ 1.0: 2.0: 1.5 ในขณะที่องคประกอบของกรดไขมัน
เอทิลเอสเทอรที่ไดจากนํ้ามันรําขาว ซ่ึงเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันจากไขรําขาวดิบมี
สัดสวนของกรดไขมันที่แตกตางออกไปกลาวคือ ประกอบดวยกรดไขมันอ่ิมตัวตอกรดไขมันไม
อ่ิมตัว 1 ตําแหนงตอกรดไขมันไมอ่ิมตัวหลายตําแหนงในสัดสวน 1.0: 0.9: 0.1 ที่เปนเชนนี้
เน่ืองมาจากในกระบวนการแยกไขรําขาวดิบออกจากน้ํามันจะใชวิธีการตกผลึกไขซ่ึงมี          
จุดหลอมเหลวสูงโดยการลดอุณหภูมิของน้ํามันลง ดังน้ันกรดไขมันที่มีจุดหลอมเหลวสูงซ่ึงไดแก
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กรดไขมันชนิดอ่ิมตัวจึงมีโอกาสตกผลึกรวมกับไขในอัตราสวนที่สูงกวากรดไขมันที่มีจุด
หลอมเหลวต่ํา (กรดไขมันชนิดไมอ่ิมตัว) ทําใหสัดสวนองคประกอบของน้ํามันที่ไดจากไขรําขาว
ดิบแตกตางจากนํ้ามันรําขาว 

ตารางที่ 10.3 องคประกอบของกรดไขมันเอสเทอรที่ไดจากไขรําขาวดิบ นํ้ามันรําขาวรีไฟน 
เทียบกับเอกสารอางอิง 

องคประกอบ (%)  

กรดไขมัน ทรานสเอสเทอร 
ไขดวย NaOH 

ทรานสเอสเทอร
ไขดวย KOH 

นํ้ามันรําขาว    
รีไฟน 

นํ้ามันรําขาว* 

C16:0 43.43 43.91 21.41 18.8 
C18:0 3.55 4.24 1.18 2.4 
C18:1 43.53 45.89 41.41 43.1 
C18:2 7.23 3.97 35.50 33.2 
C18:3 0.94 0.83 0.30 0.6 
C20:0 1.32 1.17 0.20 0.7 
อ่ืนๆ    1.2 

*ขอมูลการวิเคราะหที่ไดจากกรดไขมันเมทิลเอสเทอรของน้ํามันรําขาวของ Sinha และคณะ [26] 

10.6 คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีบางประการของกรดไขมันเอทิลเอสเทอร 

เม่ือนํากรดไขมันเอทิลเอสเทอรมาศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ และทางเคมี เชน     
คาไอโอดีน คาซีเทน และความหนืดของกรดไขมันเอทิลเอสเทอร เทียบกับมาตรฐาน EN 14214 
ผลแสดงดังตารางที่ 10.4 พบวาคาไอโอดีน และคาซีเทนของกรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่เตรียม
จากไขรําขาวดิบเปนไปตามมาตรฐาน สวนคาความหนืด ณ อุณหภูมิ 40ºC สูงเกินกวา
มาตรฐานมาก เน่ืองจากในกรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่เตรียมไดอาจมีการปนเปอนของไขรําขาว 
หรือกรดไขมันแอลกอฮอลสายยาวอิสระเล็กนอย (ปริมาณต่ํามาก จนไมสามารถตรวจพบไดดวย 
HPSEC) ซ่ึงมีรายงานวาสารทั้งสองชนิดแมปนเปอนอยูในน้ํามันเพียงเล็กนอย (ระดับ 0.1%) ก็
สงผลอยางมากตอการเพ่ิมความหนืดของนํ้ามัน [27] 
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ตารางที่ 10.4 คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของกรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่ไดจาก
ปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันของไขรําขาวดิบ เทียบกับนํ้ามันรําขาวรีไฟน 
และมาตรฐาน EN 14214 

คุณสมบัติ   
 

มาตรฐาน 
EN 14214 

ทรานสเอสเทอร
ไขดวย NaOH 

ทรานสเอสเทอร
ไขดวย KOH 

นํ้ามันรําขาว  
รีไฟน 

IV (g I2/100 g sample)    <120 49.76 46.06 93.02 
SN (mg KOH/g sample) - 187.38 187.44 184.31 
Cetane  Index > 51.0 70.5 71.5 61.39 
Viscosity at 40ºC (cSt) 3.5-5.0  18.95 19.79 6.72 
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11. สรุปผลการทดลอง 

 การนําโครมาโตกราฟของเหลวสมรรถนะสูงแบบแยกตามขนาด (HPSEC) โดยใช
คอลัมน Phenogel ขนาด 100 Å ที่มีการปรับเปลี่ยนวัฏภาคเคลื่อนที่ใหเหมาะสม คือใชสัดสวน 
ไอโซออกเทน: โทลูอีน: กรดอะซิติก 65: 35: 0.15 (v/v/v) สามารถนํามาใชวิเคราะห
องคประกอบของไขรําขาวดิบ และผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชัน โดยสาร
สามารถแยกออกไดเปนกลุมๆ อยางชัดเจนซึ่งแตกตางจากการใชการแยกสารในระบบ normal 
phase- หรือ reverse phase-HPLC ทําใหการวิเคราะหเอกลักษณ และวิเคราะหปริมาณสารทํา
ไดอยางรวดเร็ว และแมนยํา 

การเตรียมไขรําขาวใหบริสุทธิ์โดยการขจัดนํ้ามันออกจากไขรําขาวดิบดวยปฏิกิริยา 
ทรานสเอสเทอริฟเคชัน พบวาตองใชโซเดียมไฮดรอกไซด 1.7% และใชโปแตสเซียมไฮดรอก-
ไซด 2.6% ในการเรงปฏิกิริยาทรานสเอสเทอริฟเคชันที่อุณหภูมิหอง โดยปฏิกิริยาเกิดสมบูรณ
ภายใน 5 นาที เม่ือกรองแยกไขรําขาวออกจากกรดไขมันเอทิลเอสเทอร แลวลางไขรําขาวที่ได
ดวยเอทานอล พบวาไขรําขาวมีความบริสุทธิ์ 100% องคประกอบของไขรําขาวบริสุทธิ์ที่ได
ประกอบดวยคารบอนอยูในชวง C40-C60 อะตอม โดยมีคุณสมบัติทางกายภาพ และทางเคมีอยู
ในเกณฑมาตรฐานของ USFDA 

องคประกอบของกรดไขมันเอทิลเอสเทอรที่ไดประกอบกรดไขมันที่มีความยาวอยู
ในชวง C16-C20 อะตอม คุณสมบัติทางกายภาพ และทางเคมีของกรดไขมันเอทิลเอสเทอร เชน 
คาไอโอดีน คาซาปอนิฟเคชัน และคาซีเทน อยูในเกณฑมาตรฐานของ EN14214 ยกเวนคา
ความหนืดซ่ึงมีคาสูงกวาคามาตรฐานมาก อาจเนื่องมาจากการปนเปอนของไขรําขาวหรือกรด
ไขมันแอลกอฮอลสายยาวลงมาปนเปอนในกรดไขมันเอทิลเอสเทอร ดังนั้นเพ่ือปองกันการ
ปนเปอนของสารทั้งสองชนิด การเตรียมกรดไขมันเอทิลเอสเทอรจากไขรําขาวดิบเพ่ือใหได
ความหนืดตามมาตรฐานกําหนด จึงอาจปรับปรุงไดโดยการ fractionate กรดไขมันเอทิล-     
เอสเทอรที่ไดตอไป 
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