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บทที่ 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 เคร่ืองมือ และอุปกรณ์   
 1. เคร่ืองชัง่ 4 ต ำแหนง่, Sartorius (TE214S) 
 2. ขวดพิกโนมิเตอร์ ขนำด 50 มิลลิลิตร (pycnometer 50 ml) 
 3. เคร่ืองบด (Ball mill) 
 4. ตู้อบไลค่วำมชืน้, Binder (ED 53) 
 5. เคร่ืองกรองสญุญำกำศ (Buchner funnel) 
 6. เคร่ืองกวนสำรให้ควำมร้อน (hotplate stirrer) 
 7. ตู้ดดูควำมชืน้ (desiccator) 
 
3.2 วัตถุดบิ และสารเคมี 

1. ใยนุน่ 
2. กรดซลัฟริูก 96.87 เปอร์เซ็นต์ (H2SO4 96.87%) 
3. โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 
4. เคเอชพี (KHP, Potassium hydrogen phthalate) 
5. ฟีนอฟทำลีน (Phenopthalene) 
6. น ำ้มนัถัว่เหลือง (Soil bean) 
7. เมทิลแอลกอฮอล์ (MeOH) 
8. คลอโรฟอล์ม ด ี(Chloroform-d) 

 
3.3 การเพิ่มหมู่โอ-ซัลโฟเนชัน (O-Sulfonation) บนใยนุ่น (Sulfonation reaction) 
 1. ท ำกำรเตรียมใยนุน่โดยกำรล้ำงให้สะอำดแล้วผึง่ให้แห้ง 
 2. น ำมำย่อย โดยกำรตดัให้มีขนำดเล็กๆ แล้วใสล่งไปในบีกเกอร์ขนำด 1000 มิลลิลิตร 
 3. ใส่กรดซลัฟริูก (H2SO4) และน ำ้ในอตัรำสว่น กรดซดัฟริูกตอ่น ำ้ (1.5:1) 
 4. ใสแ่ทง่คนแมเ่หล็ก (Magnetic bar) ลงไป ท ำกำรคนพร้อมทัง้ให้ควำมร้อนท่ี 90.0 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 นำที จำกนัน้จงึหยดุให้ควำมร้อน และท ำกำรคนสำรไปตลอด 24 
ชัว่โมง 
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 5. เม่ือครบ 24 ชั่วโมงแล้ว ให้น ำสำรท่ีได้มำเจือจำงควำมเป็นกรดด้วยน ำ้กลั่น ใน
อตัรำสว่น (1:1) จำกนัน้จงึน ำไปกรองด้วยเคร่ืองกรองสญุญำกำศ (Buchner funnel) 
 6. น ำสำรท่ีได้จำกกำรกรองมำอบด้วยเคร่ืองอบสำร เพ่ือไล่น ำ้ออกให้หมด เป็นเวลำ 24 
ชัว่โมง จำกนัน้เอำออกมำท ำให้เย็นท่ีตู้ดดูควำมชืน้ (desiccator) แล้วน ำมำชัง่ บนัทึกน ำ้หนกัไว้ 
แล้วน ำไปเข้ำตู้ อบอีกครัง้ ท ำซ ำ้ไปเร่ือยๆ จนกว่ำน ำ้หนักจะคงท่ี เพ่ือให้แน่ใจว่ำสำรทัง้หมด
ปรำศจำกน ำ้ในเนือ้สำรแล้ว 
 7. น ำสำรท่ีแห้งแล้วมำบดด้วยเคร่ืองยอ่ยสำรชนิดหม้อบดแบบลกูบด (Ball mill) เป็นเวลำ 
3 ชัว่โมง จำกนัน้น ำไปอบอีกครัง้ โดยใช้ขัน้ตอนเดียวกนักบัข้อ 6  
 8. เก็บสำรท่ีผ่ำนกำรท ำปฏิกิริยำโอ-ซลัโฟเนชนั (O-Sulfonation reaction) แล้ว ไว้ใน
ภำชนะท่ีปิดสนิท จำกนัน้พนัด้วยแผน่พำรำฟิล์ม แล้วน ำไปเก็บไว้ในตู้ดดูควำมชืน้ (desiccator) 
 
3.4 การวิเคราะห์หาค่าความหนาแน่นของอนุภาค (Particle Density) 
 1. น ำขวด pycnometer ขนำด 50 มิลลิลิตร ท่ีล้ำงสะอำดแล้ว อบให้แห้งในตู้อบ แล้ว
น ำมำท ำให้เย็นใน desiccator 

2. ชัง่น ำ้หนกัขวด pycnometer พร้อมจกุปิด (Wa)  
3. เติมน ำ้กลัน่ท่ีมีอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียสจนเต็มขวดแล้วปิดจกุให้แน่น เช็ดภำยนอก

ขวดให้แห้ง ชัง่น ำ้หนกัขวดพร้อมน ำ้เตม็ขวด (Ww)  
4. เทน ำ้ในขวด pycnometer ออกให้เหลือคร่ึงขวด เช็ดภำยนอกขวดให้แห้ง น ำไปชัง่

น ำ้หนกั (Wh)  
5. น ำตวัเร่งชนิดกรดท่ีเป็นของแข็งมำอบในตู้อบจนมีน ำ้หนกัคงท่ี ใช้ช้อนขนำดเล็กตกั

ตวัเร่งชนิดกรดมำใส่ในขวด pycnometer โดยใช้กรวยขนำดเล็ก ระวงัอย่ำให้สำรติดข้ำงขวด ใส่
สำรลงไปประมำณ 1 กรัม จะต้องท ำให้สำรจมอยูใ่ต้น ำ้ทัง้หมด น ำไปชัง่น ำ้หนกั (Wi)  

6. น ำขวด pycnometer ท่ีมีตวัเร่งชนิดกรดท่ีเป็นของแข็งจมอยู่ในน ำ้ ไปใส่ใน desiccator 
ท่ีตอ่กบัเคร่ืองดดูอำกำศ จะต้องดดูอำกำศใน ตวัเร่งชนิดกรดท่ีเป็นของแข็ง ออกให้หมด ใช้เวลำ
ประมำณ 2-3 ชัว่โมง โดยสงัเกตว่ำไม่มีฟองอำกำศออกมำจำกของแข็ง (ใยนุ่นท่ีผ่ำนกำรท ำโอ-

ซลัโฟเนชนั (O-Sulfonation) แล้ว) อีก  

7. น ำขวด pycnometer ออกจำก desiccator น ำไปไว้ในห้องปรับอำกำศหรือในตู้ เย็น
เพ่ือปรับให้น ำ้ และขวด pycnometer มีอณุหภูมิ 25 องศำเซลเซียส แล้วเติมน ำ้กลัน่ท่ีมีอณุหภูมิ 
25 องศำเซลเซียส ลงในขวด pycnometer จนเต็มปิดจุก เช็ดภำยนอกให้แห้ง น ำไปชัง่น ำ้หนกั 
(Wsw) 
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8. กำรหำควำมหนำแน่นของน ำ้ท่ี 25 องศำเซลเซียส เรำสำมำรถท ำได้โดยกำรน ำน ำ้ท่ี
ทรำบปริมำตรท่ีแนน่อน (เชน่ น ำ้ 5,10,25 ml หรือท่ี 50 ml) ไปชัง่เพ่ือหำน ำ้หนกัของมนั จำกนัน้จึง
ใช้สตูรหำควำมเข้มข้น D=M/V 
 

วิธีค ำนวณ 

Ws  = Wh - Wi       
Ds  = Dw [(Ws) / (Ww + Ws - Wa - Wsw)]   
Dw  = ควำมหนำแนน่ของน ำ้ท่ีอณุหภมูิ 25 องศำเซลเซียส (กรัม/ลกูบำศก์เซนตเิมตร )  
Ds  = Particle Density (กรัม / ลกูบำศก์เซนตเิมตร) 
Ws  = มวลหรือน ำ้หนกัของใยนุน่ท่ีท ำโอ-ซลัโฟเนชนั (กรัม) 
Ww  = น ำ้หนกัของน ำ้เตม็ขวด และขวดพิกโนมิเตอร์ (กรัม) 
Wa    = น ำ้หนกัของขวดพิกโนมิเตอร์ (กรัม) 
Wsw  = น ำ้หนกัของน ำ้เตม็ขวด ขวดพิกโนมิเตอร์ และใยนุน่ท่ีท ำโอ-ซลัโฟเนชนั (กรัม) 
Wh    = น ำ้หนกัของขวดพิกโนมิเตอร์ และน ำ้คร่ึงขวด (กรัม) 
Wi     = น ำ้หนกัของขวดพิกโนมิเตอร์ น ำ้คร่ึงขวด และใยนุน่ท่ีท ำโอ-ซลัโฟเนชนั (กรัม) 
 

*หมำยเหต ุ: กำรหำคำ่ Ws สำมำรถใช้ฟังก์ชนัเซตคำ่เป็นศนูย์ ของเคร่ืองชัง่ได้ 
 
3.5 การไตเตรทหาความเข้มข้นกรด 

1. เตรียม NaOH 0.0200 mol โดยชัง่ NaOH มำ 0.0800 กรัม ละลำยในน ำ้ 100 
มิลลิลิตร 

2. เตรียม KHP 0.0200 mol เป็นสำรละลำยมำตรฐำน (Standard Solution) โดยชัง่ KHP 

มำ 0.2042 กรัม ละลำยในน ำ้ 50 มิลลิลิตร 
3. ชัง่ใยนุ่นท่ีท ำโอ-ซลัโฟเนชนัมำ 0.2004 กรัม และปรับปริมำตรด้วยน ำ้กลัน่เป็น 25 

มิลลิลิตร  
4. หำควำมเข้มข้นท่ีแนน่อนของ NaOH โดยปิเปตต์สำรละลำยมำตรฐำน KHP ใสข่วดรูป

ชมพู ่3 ใบ ใบละ 5 มิลลิลิตร หยดฟีนอล์ฟทำลีนลงไปขวดละ 3 หยด (ใช้เป็นอินดเิคเตอร์) เม่ือ
ไตเตรทจนถึงจดุยตุ ิสำรละลำยจะเปล่ียนจำกสำรละลำยใส ไปเป็นสีชมพอู่อน 

5. เม่ือทรำบควำมเข้มข้นท่ีแนน่อนของ NaOH แล้ว จงึน ำมำไตเตรทกบัสำรละลำยของใย
นุน่ท่ีท ำโอ-ซลัโฟเนชนั โดยปิเปตต์สำรละลำยใสข่วดรูปชมพู ่3 ใบ ใบละ 5 มิลลิลิตร หยดฟี
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นอล์ฟทำลีนลงไปขวดละ 3 หยด (ใช้เป็นอินดเิคเตอร์) เม่ือไตเตรทจนถึงจดุยตุิ สำรละลำยจะ
เปล่ียนจำกสำรละลำยใส ไปเป็นสีชมพอูอ่น 

ค ำนวณโดยใช้สตูร 
 

1.    (ใช้หำจ ำนวนกรัมของสำรท่ีจะชัง่)   
 

2.  C1V1 = C2V2  (ใช้หำควำมเข้มข้น)    
 

3.     (ใช้หำคำ่เฉล่ียในกำรไตเตรท)  
 
3.6 การท าปฏิกิริยาทรานเอสริฟิเคชัน (Transesterification) โดยใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาแบบ
กรด ชนิดที่ไม่เป็นเนือ้เดียวกันกับสารตัง้ต้น และสารผลิตภัณฑ์ (Heterogeneous) 
 1. ในท ำตัง้ปฏิกิริยำของเรำจะใช้ควำมเข้มข้นกรดท่ี 1%wt ใช้อตัรำส่วน น ำ้มนัต่อเมทำ
นอล (1:30) ใช้อณุหภมูิท่ี 80.0 องศำเซลเซียส และคนสำร 400 รอบตอ่นำที 

2. ชัง่ตวัเร่งชนิดกรดท่ีเป็นของแข็งมำ 1.2680 กรัม ด้วยเคร่ืองชัง่ 4 ต ำแหน่ง ใส่ลงในขวด
ก้นกลมขนำด 250 มิลิลลิตร 
 3. ชัง่น ำ้มนัถัว่เหลือลงไป 20.0000 กรัม ใส่แท่งคนแม่เหล็ก (Magnetic bar) ลงไปแล้ว
น ำไปตัง้ปฏิกิริยำแบบกะ (Batch reaction) ดงัรูปท่ี 5 

 

 
 

รูปท่ี 5 กำรตัง้ปฏิกิริยำแบบกะ (Batch reaction 1) 
 

 4. เม่ืออุณหภูมิของปฏิกิริยำขึน้สูงถึง 80.0 องศำเซลเซียส ใส่เมทำนอล ลงไป 27.50 
มิลลิลิตร จำกนัน้ตัง้ทิง้ไว้ 24 ชัว่โมง 
 5. เม่ือครบแล้วจงึยกลง หยดุปฏิกิริยำในทนัที โดยแชใ่นอำ่งน ำ้แข็งเป็นเวลำ 10 นำที 
 6. น ำสำรมำกรองผำ่นเคร่ืองกรองสญุญำกำศ (Buchner funnel) 
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 7. น ำน ำ้มนัท่ีได้มำระเหยเมทำนอลออก โดยใช้ควำมร้อนท่ี 100.0 องศำเซลเซียส โดยใช้
ไอน ำ้เป็นตวัให้ควำมร้อน 
 8. เม่ือระเหยเมทำนอลออกจนหมดแล้ว น ำมำใส่กรวยแยกสำร ตัง้ทิง้ไว้ 10 นำที กลีเซอ 
รอลจะอยู่ชัน้ล่ำง น ำ้มนัจะอยู่ชัน้บน ให้ไขกลีเซอรอลออก จำกนัน้ดดูน ำ้มนัขึน้มำเก็บไว้ในหลอด
ทดลอง เขียนหมำยเลขก ำกบั และน ำไปแชใ่นตู้เย็น เพ่ือรอน ำมำวิเครำะห์ด้วยเทคนิค 1H-NMR 
 
3.7 การท าปฏิกิริยาทรานเอสริฟิเคชัน (Transesterification) โดยใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาแบบ
กรด ชนิดที่เป็นเนือ้เดียวกันกับสารตัง้ต้น และสารผลิตภัณฑ์ (Homogeneous) 
 1. ในท ำตัง้ปฏิกิริยำของเรำจะใช้ควำมเข้มข้นกรดท่ี 1%wt ใช้อตัรำส่วน น ำ้มนัต่อเมทำ
นอล (1:30) ใช้อณุหภมูิท่ี 80.0 องศำเซลเซียส และคนสำร 400 รอบตอ่นำที 

2. ใช้ไมโครปิเปตต์ (micropipette) ปิเปตต์กรดซลัฟูริก (H2SO4) มำ 108.70 ไมโครลิตร 
ใสล่งในขวดก้นกลมขนำด 250 มิลลิลิตร ชนิด 3 คอ 
 3. ชัง่น ำ้มนัถัว่เหลือลงไป 20.0000 กรัม ใส่แท่งคนแม่เหล็ก (Magnetic bar) ลงไปแล้ว
น ำไปตัง้ปฏิกิริยำแบบกะ (Batch reaction) ดงัรูปท่ี 6 

 

 
 

รูปท่ี 6 กำรตัง้ปฏิกิริยำแบบกะ (Batch reaction 2) 
 

 4. เม่ืออุณหภูมิของปฏิกิริยำขึน้สูงถึง 80.0 องศำเซลเซียส ใส่เมทำนอล ลงไป 27.50 
มิลลิลิตร เร่ิมจบัเวลำ (เป็นกำรเร่ิมปฏิกิริยำ) 
 5. ท ำกำรสุ่มตวัอย่ำงออกมำปริมำตร 1.0 มิลลิลิตร ทุก 6 ชั่วโมง จนครบ 24 ชั่วโมง 
จำกนัน้จงึท ำกำรสุม่ตวัอยำ่ง ทกุๆ 24 ชัว่โมง จนถึง 168 ชัว่โมง 

6. ทุกครัง้ท่ีท ำกำรสุ่มออกมำต้องท ำกำรหยุดปฏิกิริยำในทนัที โดยแช่ในอ่ำงน ำ้แข็งเป็น
เวลำ 10 นำที 
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 7. น ำน ำ้มนัท่ีได้มำระเหยเมทำนอล ออกโดยใช้ควำมร้อนท่ี 100.0 องศำเซลเซียส โดยใช้
ไอน ำ้เป็นตวัให้ควำมร้อน 
 8. เม่ือระเหยเมทำนอลออกหมดแล้ว น ำมำใส่กรวยแยกสำร ตัง้ทิง้ไว้ 10 นำที กลีเซอรอล 
และกรดจะอยู่ชัน้ล่ำง น ำ้มันจะอยู่ชัน้บน ให้ไขกลีเซอรอลออก จำกนัน้ดูดน ำ้มนัขึน้มำเก็บไว้ใน
หลอดทดลอง เขียนหมำยเลขก ำกับ และน ำไปแช่ในตู้ เย็น เพ่ือรอน ำมำวิเครำะห์ด้วยเทคนิค 1H-
NMR 
 
3.8 การวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีของวัตถุดบิ  

3.8.1 Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spectroscopy 
1. น ำตวัอยำ่งท่ีเป็นของแข็งมำบดให้ระเอียด 
2. อบให้แห้ง เพื่อไลน่ ำ้ออกให้หมด 
3. รอให้เย็นลง ในโถดดูควำมชืน้ (desiccator) 
4. บรรจลุงขวดขนำดเล็กโดยชัง่มำจ ำนวนหนึง่ ประมำณ 0.5 กรัม 
5. สง่วิเครำะห์ FTIR ณ ศนูย์ปฏิบตักิำรวิทยำศำสตร์ คณะวิทยำศำสตร์ มหำวิทยำลยั

นเรศวร 
6. กรำฟท่ีออกมำจะบอกให้ทรำบถึงองค์ประกอบทำงโมเลกลุ และชนิดของสำรนัน้ 

โดยดจูำกกำรดดูซบั และทะลุผ่ำนของรังสีอินฟำเรดท่ีกระท ำกับสำรท่ีเรำตรวจวิเครำะห์ โดยใช้
ควำมถ่ีตำ่งๆกนัไป  

7. โดยปกติสำรท่ีเรำเตรียมโดยผ่ำนกำรท ำโอ-ซลัโฟเนชนักบักรดซลัฟูริก (H2SO4) จะ
เกิดพีคของ -SO3H staching ขึน้ท่ีประมำณ 1700 cm-1 และท่ี 1200 cm-1 

 
3.8.2 Nuclear Magnatic Rasonance (NMR) Spectroscopy 

1. น ำตวัอย่ำงน ำ้มนัท่ีผ่ำนกำรท ำปฏิกิริยำทรำนเอสเทอริฟิเคชนัไประเหยเมทำนอล 
โดยใสล่งไปในหลอดทดลอง แล้วจงึน ำมำท ำกำรต้มกบัน ำ้เดือดในบกิเกอร์  

2. รอให้เย็นลง จำกนัน้จงึหยดใสห่ลอด NMR 1 หยด 
3. น ำ Chloroform-d หยดลงไป โดยใช้ไม้บรรทดัวดัให้ได้ควำมสงู 4 เซนตเิมตร 
4. ส่งวิเครำะห์ 1H-NMR ณ ศูนย์ปฏิบัติกำรวิทยำศำสตร์ คณะวิทยำศำสตร์ 

มหำวิทยำลยันเรศวร 
5. ผลกำรวิเครำะห์จะออกมำเป็นพีคดัง รูปท่ี 5 โดยพีคของ α-CH2 (alpha 

methelene) ขึน้ท่ี 2.30 ppm และพีคของ O-CH3 (alpha methylester) ขึน้ท่ี 3.66 ppm 
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รูปท่ี 7 ตวัอยำ่งสเปกตรัมของ 1H NMR ของน ำ้มนัท่ีผำ่นกระบวนกำรผลิตไบโอดีเซลมำแล้ว 

 

6. สำมำรถค ำนวณกำรเปล่ียนแปลงของสำรละลำยจำกไตรกลีเซอไรด์ไปเป็นเมทิล
เอสเทอร์ได้จำกสมกำร โดยอตัรำส่วนของเมทิลเอสเทอร์ท่ีเกิดขึน้จะคิดเทียบเป็นเปอร์เซ็นต์โดยใช้
พืน้ท่ีใต้กรำฟของเมทิลเอสเทอร์เทียบกบัพืน้ท่ีใต้กรำฟของแอลฟ่ำเมทิลีนท่ีมีอยูท่ัง้หมด 
 
                                                                                                                     

 
 

เม่ือ CME  = กำรเปล่ียนแปลงของเมทิลเอสเทอร์ 
IME    = พืน้ท่ีใต้พีคโปรตอนของเมทิลเอสเทอร์ (-OCH3) 
Iα-CH2 = พืน้ท่ีใต้พีคโปรตอนของกลุ่มเมทิลีน (α-CH2) 
2 = จ ำนวนโปรตอนของกลุม่เมทิลีน (α-CH2) 
3 = จ ำนวนโปรตอนของเมทิลเอสเทอร์ (-OCH3) 
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3.8.3 Scanning Electron Microscope (SEM) 
1. น ำตวัอยำ่งท่ีเป็นของแข็งมำบดให้ระเอียด 
2. อบให้แห้ง เพื่อไลน่ ำ้ออกให้หมด 
3. รอให้เย็นลง ในตู้ดดูควำมชืน้ (desiccator) 
4. บรรจลุงขวดขนำดเล็กโดยชัง่มำจ ำนวนหนึง่ ประมำณ 0.5 กรัม 
5. สง่วิเครำะห์ SEM ณ ศนูย์ปฏิบตักิำรวิทยำศำสตร์ คณะวิทยำศำสตร์ มหำวิทยำลยั

นเรศวร 
 
 
 


